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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Photosynthese — Grundlage allen Lebens auf der Erde

,Man kann sich wohl vorstellen, daf8 der Organismus Einrichtungen besdfle, mit deren
Hilfe er die ihm direkt von auflen zuflieflende Energie, Licht und Wirme, als
Betriebsenergie verwenden kinnte. Allein tatsichlich sehen wir, daf8 er es vorzieht, die
Sonnenenergie in Form von chemischer Energie zu speichern. Das hat fiir die Pflanzen vor
allem den einen groffen Vorzug, dafS die gespeicherte Energie durch Stoffwanderung
auflerordentlich leicht an andere Orte gefiihrt werden kann (auch an solche, die wie z.B. die
Wurzeln im Dunkeln leben und nicht selbst die Speicherung ausfiihren kénnen), und daf
sie auch zu Zeiten verwendet werden kann, in denen ein Energiegewinn unmdglich ist (z.B.
nachts).”

Mit diesen Worten beschrieb Ludwig Jost 1923 in der 16. Auflage des Lehrbuches
der Botanik fur Hochschulen (,Strasburger®) die Vorzige der Photosynthese fur die
Pflanze. Bei der Photosynthese von hoheren Pflanzen, Cyanobakterien und Algen
wird mit Hilfe von absorbierter Lichtenergie aus Wasser und Kohlendioxid
organische Substanz gebildet. Dieser Gesamtprozess gliedert sich in die
Lichtreaktion, bei der durch Spaltung von Wasser Reduktionsmittel und chemische
Energie (ATP) gebildet wird, und die Dunkelreaktion, bei der diese Produkte dann
zur Assimilation von CO, verwendet werden (Heldt, 1999). Bei der Wasserspaltung
entsteht bei hoheren Pflanzen und Cyanobakterien molekularer Sauerstoff, von
dessen Anwesenheit das aerobe Leben auf der Erde abhangt (Richter, 1996). Der
Sauerstoff wird durch die hydrolytische Spaltung von Wasser freigesetzt, wobei je
Wassermolekul zwei Elektronen frei werden. Diese werden Uber das so genannte
Z-Schema der hintereinandergeschalteten Photosysteme auf das Reduktions-
aquivalent NADP™ (ibertragen. Die Photosysteme bestehen aus Reaktionszentrum
und Antennenkomplex und gewahrleisten den Elektronenfluss in der Thylakoid-
membran. Dabei wird durch den Transport von Protonen uber die Thylakoidmem-
bran ein elektrochemischer Gradient aufgebaut, der die Synthese des
Energieaquivalentes ATP antreibt. ATP und NADPH+H" dienen ihrerseits
hauptsachlich als Substrat fur die photosynthetische CO,-Fixierung zur Bildung von
Kohlenhydraten.

Licht kann nur dann photochemisch von der Pflanze genutzt werden, wenn es
durch geeignete Photorezeptoren absorbiert wird. Die Energie des Sonnenlichtes
wird durch Pigmente wie z.B. Chlorophyll eingefangen (Heldt, 1999). Die
Reaktionszentren der Photosysteme konnten prinzipiell selbst das ankommende
Lichtquant absorbieren, durch die Anwesenheit der Antennenkomplexe jedoch
erhdoht sich die Lichtsammeleffizienz. Lichtquanten werden von der &uf3eren
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1. Einleitung

Antenne eingefangen und dann Uber die innere Antenne zum photochemischen
Reaktionszentrum im Kernkomplex geleitet. Die Antenne besteht aus einer Vielzahl
an Chlorophyll- und Carotinoidmolekulen, die an Proteine gebunden vorliegen.

1.1.1. Proteine der Photosynthese

Markwell und Mitarbeiter beschrieben 1979, dass in den Chloroplasten hoherer
Pflanzen das gesamte Chlorophyll in Chlorophyll-Protein-Komplexen gebunden
vorliegt. In den Lichtsammelantennen der Photosysteme bewirken Proteine die
Ausrichtung der Chromophore und machen somit eine effiziente Energie-
weiterleitung zum Reaktionszentrum maoglich (Heldt, 1999). Diese Proteine sind
Mitglieder der Chlorophyll a/b-bindenden Proteinfamilie (vgl. 1.4). Den aufleren
Antennenteil bildet der Lichtsammelkomplex (,light-harvesting complex®, LHC).
Dazu zahlen beim Photosystem Il (PS Il) die minoren Antennenkomplexe CP24,
CP26 und CP29 und der majore Antennenkomplex LHC Il (Jansson, 1994; Bassi,
1997), beim PS | der Antennenkomplex LHC I. Den inneren Teil der Antenne bilden
beim PS Il die beiden Untereinheiten CP43 und CP47, die die Anregungsenergie
auf die Core-Komplexe mit dem photochemischen Reaktionszentrum Ubertragen,
das aus den Proteinen D1 und D2 besteht.

1.1.2. Pigmente der Photosynthese

Das zentrale Photosynthesepigment ist das Chlorophyll (Heldt, 1999). Grine
Pflanzen haben Chlorophyll a und b, einige Algen Chlorophyll a und c (Hiller et al.,
1991). Diese Pigmente sind nicht-kovalent an intrinsische Membranproteine
gebunden und dienen der Absorption des Lichtes. Chlorophyll absorbiert unterhalb
von 480 nm und zwischen 550 und 700 nm. Das dazwischenliegende Licht des
grunen Spektralbereiches wird teilweise reflektiert, das Blatt erscheint daher grin
und man spricht von der Grunlicke. Bei der Absorption des Sonnenlichtes werden
die Chlorophyllmoleklle angeregt. Zur besseren spektralen Ausnutzung der
Photonenenergie in der Grunlicke enthalten die Antennen neben Chlorophyll a und
b so genannte akzessorische Pigmente. Bei hdoheren Pflanzen handelt es sich
dabei um Carotinoide. Die Hauptfunktion dieser Pigmente ist jedoch der Schutz
gegen die Ausbildung des reaktiven Triplett-Chlorophylls, auf den noch naher
eingegangen werden soll.

1.2. Biosynthese und Abbau von Chlorophyli

In dieser Arbeit wurden verschiedene Proteine in Bezug auf die Bindung von
Chlorophyll sowie einiger seiner Vorstufen und Abbauprodukte hin untersucht. Da
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1. Einleitung

sich der Stoffwechsel von Chlorophyll in verschiedenen Kompartimenten abspielt,
ist es in diesem Zusammenhang interessant zu wissen, welche Stufen der
Chlorophyll-Biosynthese bzw. des Abbaus in welchem Kompartiment zu finden
sind.

1.2.1. Chlorophyll-Synthese

Die ersten Schritte auf dem Syntheseweg zum Chlorophyll finden im Stroma statt.
Dort wird aus Glutamat in mehreren Schritten 5-Aminolavulinat synthetisiert. Es
schliel3t sich die Synthese des Pyrrolrings an, durch Abspaltung von Wasser wird
Porphobilinogen gebildet (siehe Abb. 1.1; flir Details vgl. von Wettstein et al.,
1995). Als nachster Schritt wird aus vier Porphobilinogen-Molekilen Uber ein
Zwischenprodukt der Tetrapyrrolring synthetisiert, das nachste Intermediat ist
Uroporphyrinogen Ill (siehe Abb. 1.1). Auf dem mehrschrittigen Weg zum rot
gefarbten Protoporphyrin X, der ersten photodynamisch aktiven Chlorophyll-
Vorstufe, erfolgt ein Wechsel des Kompartimentes vom Stroma zur Chloroplasten-
Hullmembran. Alle weiteren Umwandlungen finden in oder an Membranen statt.
Nun wird Magnesium als Zentralatom inseriert und aus Mg-Protoporphyrin IX wird
in vier Schritten zunachst Protochlorophyllid synthetisiert. Bevor dieses zum
Chlorophyllid a umgesetzt wird, erfolgt ein erneuter Wechsel des Kompartimentes
in die Thylakoidmembran. Dort verestert die Chlorophyll-Synthetase den Propionat-
Rest des Rings IV mit Phytyl-Pyrophosphat, es entsteht Chlorophyll a. Dieses wird
im Chlorophyll-Zyklus tber 7'-OH-Chlorophyll a zu Chlorophyll b konvertiert. In
Abbildung 1.1 sind die Strukturformeln einiger Biosynthese-Intermediate dargestellt.

HOO

GHNH, HOO
?=0 HOOC
H, J
e N
COOH NH,
5-Aminolévulinat Porphobilinogen Uroporphyrinogen Il Protoporphyrin IX

Abb. 1.1. Strukturformeln wichtiger Intermediate der Chlorophyll-Biosynthese

1.2.2. Abbau von Chlorophyll

Der erste Schritt der Chlorophylldegradation ist die Entfernung von Chlorophyll a/b
aus der Thylakoidmembran (Richter, 1996). Zunachst wird Chlorophyll a/b durch
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1. Einleitung

die Chlorophyllase zu Chlorophyllid a/b und Phytol hydrolysiert (Abb. 1.2; fur
Details vgl. Hortensteiner, 1999). Dieses erste Enzym des Abbauweges ist im
Chloroplasten-Envelope lokalisiert (Matile et al., 1997). Es wird spekuliert, dass ein
spezifisches Transportprotein existiert, welches das hydrophobe Chlorophyll-
Molekul von der Thylakoidmembran durch das Stroma zur Hullmembran flhrt
(Matile et al., 1997). Ein Kandidat fUr diesen Carrier stellt ein wasserlosliches
Chlorophyll-protein dar, das 1998 in Blumenkohl beschrieben wurde (Satoh et al.,
1998; Hortensteiner, 1999). Die weitere Degradation von Chlorophyllid a/b findet an
der Chloroplasten-Hullmembran statt. Zunachst wird durch die Mg-Dechelatase das
Zentralatom entfernt, aus Chlorophyllid wird Phaophorbid. Dieses wird dann zu den
so genannten fluoreszierenden Abbauprodukten (FCCs) umgesetzt, die aus dem
Chloro/Gerontoplasten in die Vakuole transportiert werden. Dort werden sie weiter
zu den nicht-fluoreszierenden Abbauprodukten (NCCs) zersetzt. Die NCCs stellen
die letzte Stufe des Chlorophyll-Abbaus dar und werden in der Vakuole gelagert.

Chlorophyll a

Chlorophyll b

Chlorophyll Synthetase Chlorophyllase

+ Phytyl PP Dephytylierung
Chlorophyllid a Chlorophyllid a/b
T Entfernen des Zentralatoms l
A Phiophorbid a/b
A
A Spaltung des Porphyrinrings l
Mg-Protoporphyrin IX v
T Insertion des Zentralatoms priméres fluoreszierendes
Abbauprodukt (pFCC)
Protoporphyrin IX v

! 1
: 1

Uroporphyrinogen lll v

Synthese des Pyrrolrings nicht-fluoreszierende

A
Abbauprodukte (NCCs)

Porphobilinogen

!

5-Aminolavulinat

Abb. 1.2. Synthese und Abbau von Chlorophyll — Ubersicht. Modifiziert nach von Wettstein
et al., 1995; Hortensteiner 1999; Reinbothe & Reinbothe, 1996.
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1.3. Stress bei Pflanzen

Pflanzen sind zum Leben von verschiedenen auf’eren Faktoren abhangig. Dazu
gehoren Temperatur, Wasser, andere Nahrelemente und Licht. In dieser Arbeit
wurden Proteine untersucht, fur deren Funktion eine Rolle in der Stressantwort der
Zelle vermutet wird. Die Pflanze hat vielfaltige Wege gefunden, Stress zu
begegnen. Haufig spielt beispielsweise die zeitlich begrenzte, stressbedingte
Genexpression eine Rolle bei der Stressantwort der Pflanze. Hitzeschockproteine
funktionieren in Stress-Situationen zumeist als molekulare Chaperone, die in der
Zelle Proteine sowie RNA stabilisieren (Richter, 1996). Photooxidativem Stress wird
in der Pflanze u.a. mit Nichtphotochemischer Léschung (NPQ) begegnet, bei der
die Gegenwart von Carotinoiden eine grof3e Rolle spielt. Die Hauptform des NPQ
wird als energieabhangige Loschung (qE) bezeichnet und ist von einem
transmembranen pH-Gradienten abhangig (Briantais et al., 1979), der durch das
Proteine verandernde Agens DCCD blockiert werden kann. (Hoppe et al., 1980). In
Stress-Situationen bildet sich qE innerhalb von Minuten aus und ist genauso
schnell reversibel (Horton et al., 1996).

Bei Uberschussiger Anregung der Photosysteme besteht die Gefahr der
ubermafigen Reduzierung der Komponenten des photosynthetischen Elektronen-
transportes (Richter, 1996). Das kann beim Photosystem Il zu geringerer
Photosyntheseaktivitat, der so genannten Photoinhibition, fuhren. Der Zerstérung
des Photosystems wird aber durch einen erhdhten ,turnover® des D1-Proteins
entgegengewirkt (Wilhelm, 1999).

Eine Konsequenz des Lichtstresses ist auf die vermehrte Bildung des reaktiven
Chlorophyll-Triplettzustandes zurlckzufuhren, der mit Sauerstoff zu dem chemisch
aggressiven Singulettsauerstoff ('0,) reagiert (Holzwarth, 1999). Carotinoide
kénnen den Triplettzustand des Chlorophylls sowie den 'O, wieder in den
entsprechenden Grundzustand Uberfuhren. Das dabei entstehende angeregte
Triplettcarotinoid gibt seine  Uberschussige Energie als Warme ab
(Warmerelaxation). Im Schutzmechanismus des NPQ wird durch den trans-
membranen pH-Gradienten, der bei erhdohter Anregung des Photosystems Il
aufgebaut wird, die Synthese von Zeaxanthin aus Violaxanthin Uber das
Zwischenprodukt Antheraxanthin ausgelost (Richter, 1996; Mduller et al., 2001).
Zeaxanthin bewirkt im LHC Il letztendlich die Umwandlung von Excitonenenergie in
Warme. Eine weitere physiologische Reaktion auf Lichtstress ist die Mehler-
Reaktion, auf die hier jedoch nicht naher eingegangen werden soll.



1. Einleitung

1.4. Die Cab-Proteinfamilie

Chlorophyll a/b-bindende Proteine gehdren zu den haufigsten Proteinen der Erde.
Dazu werden alle Chlorophyll a/b-bindenden Proteine der Thylakoidmembran
gezahlt, als bekanntestes Beispiel sei hier jedoch der LHC Il naher erwahnt.
Trimerer LHC Il bildet den Hauptteil der Antenne, 50% des Chlorophylls der
Thylakoidmembran liegt daran gebunden vor. Zu einer erweiterten Cab-Protein-
familie wird neben den genannten Vertretern aufgrund von Sequenzahnlichkeit
auch die hier naher untersuchte 22kD-Untereinheit des PS Il, das PsbS-Protein
(auch CP22), gerechnet (Funk et al., 1994). AuRerdem werden die Chlorophyll a/c-
Proteine der Chromophyten (Paulsen, 1995; Green & Pichersky, 1994) sowie die
,early light-inducible proteins® (ELIPs, Green et al., 1991) dazu gezahlt. Die
Funktion der Antennenkomplexproteine ist das photosynthetische Sammeln von
Lichtenergie. Uber die Funktion der Proteine der erweiterten Cab-Proteinfamilie ist
jedoch nur wenig bekannt. Es wird vermutet, dass nicht das Sammeln von Licht
ihre primare Funktion gewesen ist, sondern vielmehr der Transport von Pigmenten
oder eine Rolle als Schutzprotein bei Stress-Situationen (Montané & Kloppstech,
2000).

In dieser Arbeit wurden Proteine untersucht, die zur erweiterten Cab-Proteinfamilie
gehoren und eine Sequenzahnlichkeit zum LHC Il aufweisen, sich aber v.a. durch
die Lange und die Anzahl der transmembranen Bereiche von ihm unterscheiden.
Das ,one-helix-protein“ (OHP) und die ,stress-enhanced proteins® (Sep’s) von
Arabidopsis thaliana sind kurze Sequenzverwandte des LHC Il mit einem bzw. zwei
Membrandurchgangsbereich(en), die S-Untereinheit des Photosystems Il (PsbS)
zeichnet sich durch 4 transmembrane Bereiche aus. In den folgenden Abschnitten
sollen die untersuchten Proteine etwas naher behandelt werden.

1.4.1. ELIPs - die “early light-induced proteins” in Arabidopsis thaliana

Die Familie der “early light-induced proteins” wird aufgrund von Sequenz-
ahnlichkeiten der erweiterten Cab-Proteinfamilie zugerechnet (Green et al., 1991).
ELIPs stellen eine Gruppe kurzlebiger kerncodierter Proteine der Thylakoid-
membran dar, die die Fahigkeit haben, bei Lichtstress stark innerhalb der
Membranen hoherer Pflanzen zu akkumulieren (Montané & Kloppstech, 2000;
Montané et al., 1997). Dagegen gehen die LHC-Level bei Lichtstress herunter, ein
Mechanismus, der als erhdhter ,turnover” bezeichnet wird. Sie werden aber nicht
notwendigerweise abgebaut, sondern evtl. raumlich umarrangiert (Montané &
Kloppstech, 2000). ELIPs werden nur transient gebildet, beispielsweise wahrend
der Ergrunung etiolierter Keimlinge oder unter Lichtstress-Bedingungen (Adamska,
1997).
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Die ELIP-Familie wird aufgrund der vorhergesagten Proteinstruktur in drei Gruppen
unterteilt (Adamska, 2001), darunter 3-Helix-ELIPs, Proteine mit 2 Transmembran-
domanen wie die ,stress-enhanced proteins® (Sep’s) in A. thaliana (Heddad &
Adamska, 2001), sowie Proteine mit nur einem Membrandurchgangsbereich wie
das OHP (Jansson et al., 2000), die Scp’s (small Cab-like proteins) in Cyano-
bakterien (Dolganov et al., 1995; Funk & Vermaas, 1999) und 1-Helix-HLIPs.
Letztere werden zur Untergruppe der ,high-light-induced proteins® (HLIPs)
gerechnet. Sowohl ELIPs als auch HLIPs weisen Sequenzhomologien zur ersten
und dritten Helix der Cab-Proteine auf. Da sie konservierte Pigmentbindestellen
beinhalten, wird von diesen Proteinen angenommen, dass sie, wie auch die Cab-
Antennenproteine, Pigmente binden kdnnen. Ob diese Bindung transient oder
dauerhaft stabil ist, oder ob die Proteine evtl. eine Funktion in der Photosynthese
erfullen, ist noch véllig ungeklart.

Da ELIPs und HLIPs durch Lichtstress induziert werden, konnten sie das
Reaktionszentrum schitzen, indem sie Uberschissige Energie ableiten. ELIPs und
HLIPs treten sowohl in Cyanobakterien als auch in hdheren Pflanzen auf (Montané
& Kloppstech, 2000). Da Cyanobakterien mit den Phycobilisomen jedoch
unterschiedliche Lichtsammel-Systeme haben, wird vermutet, dass sich die
Antennen zweimal unabhangig voneinander entwickelt haben konnten, und dass
diese Entwicklung erst nach der Fahigkeit zur Ableitung der Energie begann. Die
ELIPs und HLIPs waren dann unabhangig von der Antenne entstanden und ihre
ursprungliche Funktion ware nicht das Einfangen von Licht, sondern der Schutz der
Reaktionszentren.

1.4.1.1. OHP, das ,one-helix protein“ aus Arabidopsis thaliana

Ein kurzes sequenzverwandtes Protein mit nur einem Membrandurchgangsbereich
wurde von Jansson und Mitarbeitern in Arabidopsis thaliana beschrieben (Jansson
et al., 2000). Das ,one-helix protein“ (OHP) weist Homologien zum LHC II, den
ELIPs sowie dem PsbS auf, am gréRten ist die Ahnlichkeit jedoch zu den HLIPs
von Cyanobakterien und Algen.

Als Vertreter der HLIPs ist das OHP ein durch Starklicht induziertes Protein. Auch
hier kann unter solchen Stressbedingungen ein erhdhter turnover® beobachtet
werden: der OHP-Level steigt an, wahrend der LHC-Level absinkt. Das OHP wird
als Vorlaufer-Protein in den Chloroplasten transportiert und dabei in das mature
Protein prozessiert. Der N-Terminus des inserierten Proteins wird nach der
,positive inside rule“ (Gavel et al., 1991) auf der stromalen Seite der Membran
erwartet (Jansson et al., 2000), da das Protein an der N-terminalen Seite der
Transmembranhelix 3-4 positive Ladungen aufweist.

-7-



1. Einleitung

Das in dieser Arbeit untersuchte OHP besteht aus einem 110 Aminosauren (AS)
langen Vorlaufermolekil und hat ein Molekulargewicht von ca. 14 kD. Das reife
Protein weist 69 AS auf, hat ein Molekulargewicht von 7,4 kD und einen
theoretischen isoelektrischen Punkt von 9,98 (EMBL, vgl. Anhang 7.2). In
Abbildung 1.3 ist die Aminosauresequenz von OHP dargestellt. Der dem LHC II
homologe Sequenzabschnitt ist grin markiert. Die transmembrane Domane ist
durch Umrandungen angedeutet, das rote Kastchen bezieht sich auf die von
Jansson und Mitarbeitern beschriebene Helix, das blaue Kastchen auf die durch
Homologie-Modelling* vorhergesagte Helix. Die Helix des OHP weist
Sequenzahnlichkeiten zur ersten und dritten Transmembrandomane des LHC Il
auf. Das N-terminale Ende der Sequenz ahnelt einem Transit-Peptid. Obwohl es
keine generelle Konservierung von Transit- oder Schnittstellen-Sequenzen gibt,
sind die Aminosauren 39-42 (VRAA) oft bei Schnittstellen von LHC-Proteinen zu
finden.

N- MSSSPLSSSL FHPLSTLSTH CHGRRONLCFE NRKQQOPFVVR
+Cleavage site

AAKLPEGVIV PKAQPKSQPA FLGFTQTAEI WNSRACMIGL]

[IGTFIVELIL NKGILELIGV EIGKGLDLPL -C

Abb. 1.3: Aminosauresequenz des one-helix proteins (OHP)
aus Arabidopsis thaliana. Grin dargestellt ist der homologe
Bereich zum LHC Ilb, die Kastchen deuten den moglichen
transmembranen Bereich an: rot, nach Stefan Jansson (Jansson
et al., 2000); blau, nach der Strukturvorhersage von Thorsten
Schweickardt.

Uber die Funktion des OHP aus Arabidopsis thaliana ist noch fast nichts bekannt,
es wird jedoch vermutet, dass es sich dabei um einen transienten Pigmentcarrier
handeln konnte. Allerdings wird auch eine standige Rolle in der Photosynthese
nicht ausgeschlossen (Jansson et al., 2000). Auch Uber die pigmentbindenden
Eigenschaften des OHPs wird spekuliert. In der Mitte der ersten und der dritten
transmembranen Helix von LHC Il sind je zwei konservierte Pigmentbindestellen
lokalisiert, die auch in HLIP-&hnlichen Proteinen wie dem OHP konserviert sind.
Diese Pigmentbindestellen sind beispielsweise ein Glutaminsaurerest (Glu; E) in
der ersten Helix, der mit einem Arginin (Arg, R) in der dritten Helix eine
lonenbindung bildet. Dies konnte evtl. auch ein Hinweis auf Dimerisierung zwischen
zwei OHP- Molekulen oder einem OHP und einem anderen HLIP sein.

* Das Homologie-Modelling des OHP wurde von Thorsten Schweickardt im Rahmen einer
Kooperation mit dem Institut fiir Molekulare Biophysik, Universitdt Mainz, durchgefiihrt.
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1.4.1.2. Scp’s — ,small Cab-like proteins® in Cyanobakterien

Cyanobakterien weisen im Gegensatz zu hoéheren Pflanzen weder Chlorophyll b
noch Multi-Helix Cab-Proteine auf. Umso erstaunlicher war es, als 1995 ein kurzes
Protein mit nur einer Transmembranhelix in dem Cyanobakterium Synechococcus
PCC 7942 beschrieben wurde (Dolganov et al., 1995). Dieses HIiIA genannte
Protein weist Sequenzahnlichkeit zur Cab-Proteinfamilie auf und seine Expression
wird durch Starklicht kontrolliert. Auch in Synechocystis PCC 6803 wurden solche
Proteine identifiziert (Funk & Vermaas, 1999). Ihre Expression wird jedoch nicht so
signifikant durch Starklicht gesteuert wie HIiA, daher wurden sie als ,small Cab-like
proteins®, Scp’s, bezeichnet. Andere Stressbedingungen verursachen jedoch auch
eine erhdhte Expression der Scp’s, darunter beispielsweise Stress durch Stickstoff-
Mangel (He et al., 2001).

In Synechocystis PCC 6803 wurde eine Genfamilie identifiziert, die fur funf Cab-
ahnliche Proteine mit nur einem Membrandurchgangsbereich codiert. Die
Expressionsprodukte wurden ScpA-E genannt. Auch den Scp’s werden
pigmentbindende Eigenschaften zugeschrieben. Wie auch fur das OHP wird
vermutet, dass sie transiente Pigmentcarrier sein kdnnten (Funk & Vermaas, 1999).
Sie sind in der Thylakoidmembran lokalisiert (Hao et al., 2001) und kdnnen daraus
in einer pigmentierten Bande aufgereinigt werden (Christiane Funk, pers.
Kommentar). ScpC/D akkumulieren verstarkt in Mutanten, in denen das
Photosystem | deletiert ist. Da diese Mutanten eine sechsfach geringere
Chlorophyllmenge aufweisen als der Wildtyp, wird vermutet, die ScpC/D-
Akkumulation sei an einen niedrigen Chlorophyllbedarf der Zelle gebunden. Eine
Funktion dieser Proteine ware dann die Bindung von uberschiussigem Chlorophyll
(Funk & Vermaas, 1999).

In dieser Arbeit wurde natives ScpC/D aus Thylakoidmembranen isoliert. Die
Proteine ScpB-E sind 6-8 kD grof3 und zeigen Sequenzahnlichkeiten zur dritten
Helix der Cab-Proteine. ScpA ist ein Fusionsprotein mit dem Enzym Ferro-
chelatase. In einer Kooperation mit Christiane Funk, Stockholm (jetzt Umead),
wurden rekombinante Scp’s kloniert und Uberexprimiert, um sie dann in vitro mit
Pigmenten zu falten.

1.4.1.3. Sep1 und 2 - stress-enhanced proteins” aus Arabidopsis thaliana

Die ,stress-enhanced proteins“ (Sep) werden zur erweiterten Familie der Cab-
Proteine gerechnet. Genauer gehoéren sie zur ELIP-Familie von stress-induzierten
Cab-Proteinen in der Thylakoidmembran (Adamska, 2001). Wie fur die ELIPs
beschrieben, werden auch die Sep-Proteine durch hohe Lichtintensitaten induziert
(Heddad & Adamska, 2000). Blatter, die Lichtstress ausgesetzt sind, zeigen einen
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vier- bis zehnfachen Anstieg des Sep-Transkriptionslevels. Die fur Arabidopsis
identifizierten und beschriebenen Sep’s sind kerncodierte Proteine. Fur beide
Proteine werden zwei transmembrane Helices angenommen (Heddad & Adamska,
2000). Zu der ELIP-Familie gehdéren zumeist Proteine mit drei Transmembran-
domanen, aber auch ein-Helix-Proteine wie HLIPs, Scp’s und OHP. Die zwei-Helix-
Sep’s (Bezeichnung nach Adamska, 2001) werden auch LlLs genannt (Light-
harvesting-like, nach Jansson et al., 2000).

Als Vorlauferprotein hat Sep1 eine Lange von 146, Sep2 von 262 AS. Die maturen
Proteine sind 103 und 223 AS lang. Die GroRenunterschiede zwischen den Sep-
Proteinen beruhen auf der unterschiedlichen Lange der hydrophilen N- und C-
terminalen Regionen. Abgesehen von dem GroRenunterschied betragt auch die
Sequenz-Ahnlichkeit unter den Sep-Proteinen nur ca. 25% (Adamska, 2001). Das
beruht im Wesentlichen darauf, dass nur die erste Transmembranhelix konserviert
ist, die zweite Helix sowie der N-Terminus sind polymorph. In Sep1 und Sep3 ist
einer der beiden konservierten Glutaminsaure-Reste (E) durch einen
Asparaginsaure-Rest (D) ersetzt. Zusatzlich sind konservierte Glycin (G)-, Threonin
(T)-, und Leucin (L)- Reste in Helix 1 zu finden oder flankierend am ELIP-
Konsensus-Motiv (Fur Sequenzen, siehe Anhang 7.2). Der stromale N-Terminus
von Sep1 enthalt ,myristoylation sites®, das sind Sequenzbereiche, an denen die
C14-gesattigte Fettsdure Myristat kovalent angelagert werden kann (vgl. Anhang
7.2). Dadurch kann der N-Terminus uUber Lipide an die Membran gebunden werden
und so einen zusatzlichen Liganden fur die Chlorophyllbindung darstellen. Auch der
stromale N-Terminus von Sep2 enthalt ein paar ,myristoylation sites®.

Das in dieser Arbeit untersuchte Sep1 setzt sich aus dem Vorlaufermolekul mit 146
Aminosauren und dem N-terminal angehangten Thioredoxin mit 120 Aminosauren
zusammen. Die Grofle des Fusionsproteins entspricht 26,6 kD. Thioredoxine
konnen chloroplastidare Enzyme aktivieren, indem die Disulfidbriicken |6sen. Sep2
ist kein Fusionsprotein und hat eine Grof3e von ca. 20 kD.

Auch zur Funktion der Sep’s ist noch fast nichts bekannt. Im Allgemeinen erfullen
Mitglieder der ELIP-Familie Schutzfunktionen innerhalb der Thylakoide (1.4.1;
Adamska, 2001). Das geschieht entweder durch Bindung von freien Chlorophyll-
Molekulen und damit Verhinderung der Bildung freier Radikale oder/und durch
Bindung der Pigmente des Xanthophyllzyklus und Teilnahme an der Warme-
relaxation. Weiter werden eine Rolle als transiente Pigmentcarrier oder Chlorophyll-
Austausch-Funktionen nicht ausgeschlossen.
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1.4.1.4. PsbS

Das PsbS, oder auch CP22, reprasentiert die S-Untereinheit des PS Il. PsbS
gehort zur erweiterten Cab-Familie, ist jedoch ein spezieller Fall innerhalb der Cab-
Proteine, da es sich von den anderen Mitgliedern durch eine vierte transmembrane
Helix unterscheidet (Funk, 2001). Das PsbS konnte nativ mit Chlorophyll a, b und
Carotinoiden aufgereinigt werden (Funk et al., 1995a). Da es jedoch in etiolierten
Pflanzen ohne Pigment gefunden wurde (Funk et al., 1995b), wird angenommen,
dass PsbS auch in Abwesenheit von Pigmenten stabil und gegen Proteasen
geschutzt ist. Aus diesem Grund wird fir das PsbS eine Rolle als transienter
Chlorophyll-carrier angenommen, wie sie auch fur die verwandten ELIPs vermutet
wird. Li et al. (2000) beschrieben eine Mutante von A. thaliana, der das psbS-Gen
fehlt und die kein NPQ mehr betreiben kann. Diese Tatsache bekraftigt die
Vermutung, die schon 1995 von Funk und Mitarbeitern aufgestellt wurde, dass
PsbS eine Rolle im NPQ spielt.

Das aus 274 Aminosauren bestehende PsbS-Vorlauferprotein setzt sich aus dem
maturen Protein mit 205 und der Pra-Sequenz mit 69 Aminosauren zusammen.
Das in dieser Arbeit verwendete PsbS-Protein wurde von Claudia Buchel,
Frankfurt, im Rahmen einer Kooperation zur Verfugung gestellt und weist einen C-
terminalen His-Tag auf. (Zur Aminosauresequenz des PsbS, siehe Anhang 7.2)
PsbS ist ein sehr hydrophobes Protein. Sein Pigmentgehalt ist mit 4-6
Chlorophyllen (Chlorophyll a/b = 6) und einem Carotinoid pro Protein (Funk et al.,
1995a) deutlich geringer als der des LHC II. PsbS kann Uber den ,assisted SRP-
pathway*, aber auch spontan in die Thylakoidmembran inseriert werden (Kim et al.,
1999). Es ist in der Peripherie des LHC II-PS Il Superkomplexes lokalisiert,
genauer als Bestandteil des flexiblen LHC 1l-Pools, der ihn mit dem Superkomplex
verbindet (Nield et al., 2000).

Uber die Funktion des PsbS ist noch einiges unklar. Es wird Uber eine Rolle als
transienter Chlorophyllcarrier diskutiert, der neusynthetisierte Chlorophylimolekule
absorbiert (Funk, 2001). Mit der Entdeckung, dass PsbS weder fir das Sammeln
von Lichtenergie noch fur die Photosynthese allgemein eine Rolle spielt, sondern
ein fur das NPQ essentielles Protein darstellt (Li et al., 2000), konnte eine mogliche
Funktion identifiziert werden. Die genaue Rolle des Proteins in der energie-
abhangigen Fluoreszenzléschung, gE, bleibt aber noch ungeklart.

1.4.2. Evolution der Chlorophyll a/b-bindenden Proteine

Der LHC Il weist drei Transmembranhelices auf; sowohl in hdheren Pflanzen als
auch in Cyanobakterien wurden aber auch verkurzte Proteine mit Sequenz-
ahnlichkeit zum LHC Il gefunden, die nur einen oder zwei Membrandurch-
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gangsbereiche haben. Beispiele fur diese verkurzten Proteine wurden hier mit den
2-Helix-Sep’s und dem OHP aus A. thaliana schon naher erwahnt. Als Vertreter mit
4 Helices wird auch das PsbS-Protein zur erweiterten Cab-Proteinfamilie gerechnet
(Funk et al., 1994). Da diese in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proteine
Sequenzahnlichkeiten zueinander aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass sie
einen gemeinsamen Vorfahren haben. Wie konnte die Evolution der Cab-Proteine
abgelaufen sein?

Es wird vermutet, dass kurze Proteine mit einem Membrandurchgangsbereich, wie
beispielsweise die 1-Helix-ELIPs, die Vorfahren der Cab-Antennenproteine sind
(Green et al., 1991; Green & Pichersky, 1994). Durch Fusion zweier flr solche
Proteine codierender Gene entstanden vermutlich zwei-Helix-Proteine (Abb. 1.4).
Es ist wahrscheinlich, dass sich die Gene zweier unterschiedlicher 1-Helix-Proteine
zusammengefunden haben, da in 2-Helix-ELIPs wie Sep1 und Sep2 die erste
Transmembranhelix Ahnlichkeiten zum LHC Il aufweist, die zweite Helix jedoch
polymorph ist (Adamska, 2001). Wie aber entwickelten sich Proteine mit einer
zusatzlichen dritten Helix wie der LHC II, wenn diese der ersten Helix homolog ist?
Das PsbS mit seinen 4 Transmembrandomanen kann gewissermal3en als ,missing
link“ in der Evolution des LHC Il betrachtet werden. Das codierende Gen
entwickelte sich vermutlich durch interne Genduplikation zweier fur 2-Helix-Proteine
codierender Gene. Durch Deletion der vierten Helix entstand dann das 3-Helix-
Protein.

c N C (\l
+ Fusion 3 InterneE Deletiog]
Genduplikation
(o3

one-helix two-helix four-helix three-helix
ELIP/HLIP protein, z.B. Sep protein, PsbS protein, LHC

Cc

Abb. 1.4: Evolution der Cab-Proteine, mogliches Szenario.

LHCs und ELIPs waren ursprunglich vermutlich nicht primar fur die Lichtsammlung
zustandig, sondern eher fur die Verteilung der Lichtenergie in Form von Warme
oder Fluoreszenz (Montané & Kloppstech, 2000). Diese Proteine leiten sich
vermutlich von den ein-Helix HLIPs aus Cyanobakterien ab und entwickelten
ausgehend davon zunachst ihre Schutzfunktion. Die Proteine der Lichtsammel-
komplexe, LHC | und Il, waren als Weiterentwicklung der ELIPs anzusehen, ihre
Funktion damit eine Spezialisierung oder Anpassung an veranderte
Umweltbedigungen.
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1.5. LHC1I

Der Lichtsammelkomplex des Photosystems II, LHC I, ist die Hauptkomponente
der peripheren Antenne. Der LHC Il wurde kristallisiert und seine Struktur mittels
Elektronenmikroskopie mit einer Auflésung von 3,4 A aufgeklart (Kiihlbrandt et al.,
1994). Der native LHC Il ist in Trimeren organisiert. Der kerncodierte, vorwiegend in
den Grana-Thylakoiden lokalisierte Komplex weist neben den drei Transmembran-
helices eine vierte, kurze amphiphile Helix am C-Terminus auf, die sich in der
Interphase zwischen der hydrophoben Membran und dem Lumen befindet.

1.5.1. Rekonstitution des LHC I

Zur Analyse von pigmentbindenden Proteinen ist die Moglichkeit, sie in vitro quasi
in ihren nativen Ausgangszustand zuruckzufalten, von grol’er Bedeutung. Zur
Rekonstitution von Membranproteinen sind Detergentien notwendig, um die
hydrophoben Proteine und Pigmente in Losung zu halten. Manche Membran-
proteine kénnen aulRerdem direkt in Lipidvesikel rekonstituiert werden (Booth et al.,
1997; Booth, 2000). Fur den LHC Il existieren verschiedene Methoden, mit denen
die pigmentabhangige Faltung erreicht werden kann. Rekombinantes LHC Ilb
wurde 1990 erstmals kloniert und Uberexprimiert. Es konnte in vitro durch mehrere
Frier-Tau-Zyklen (nach Plumley & Schmidt, 1987) mit Pigmenten in seinen
funktionellen Zustand rekonstituiert werden (Paulsen et al., 1990). Seine spontane
Selbst-organisation in vitro ist aullerdem abhangig von der Gegenwart von
Pigmenten (Paulsen et al., 1993). Der LHC Il bindet pro Monomer 12 Chlorophylle
(7 Chl a, 5 Chl b) und 2 Luteine. AuBerdem wurde pro Trimer ein Neoxanthin
bechrieben (Croce et al., 1999) Die derzeit verwendete Standardrekonstitution des
LHC 1l erfolgt durch einen Detergenswechsel. Fur kinetische Faltungsstudien wird
eine Rekonstitution durch Verdinnung aus SDS mit einem nicht-ionischen
Detergens verwendet, die an die ,Rapid-Mixing“-Rekonstitution angelehnt ist (Booth
& Paulsen, 1996; Horn & Paulsen, 2002). Alle bislang verwendeten
Rekonstitutions-methoden gehen von in SDS geldstem, denaturiertem Protein aus.
In diesem Detergens ist das LHC Il jedoch schon zu einem gewissen Grad gefaltet,
was mittels CD-Spektroskopie anhand der Helixbildung gezeigt werden konnte
(Horn & Paulsen, 2002). LHCP kann aber auch aus komplett denaturiertem
Zustand in einen funktionellen Protein-Pigment-Komplex rekonstituiert werden. Zur
vollstandigen Denaturierung des Proteins dient hier das chaotrope Agens
Guanidinium Hydrochlorid (Yang et al., 2003).
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1.5.2. Import- und Insertionswege

Da im Rahmen dieser Arbeit Versuche zum Import von Proteinen in Chloroplasten
bzw. zur Insertion in Thylakoide durchgefuhrt wurden, soll im Folgenden ein kurzer
Uberblick tber die Import- und Insertionswege gegeben werden. Kerncodierte
Proteine wie der LHC Il midssen nach ihrer Synthese im Cytoplasma zu den Orten
inrer Funktion transportiert werden. Zum Eintritt in verschiedene Kompartimente
werden abspaltbare Transitsequenzen bendtigt, die notwendig und ausreichend fir
die Translokation des Vorlauferproteins in den Chloroplasten sind (Caliebe & Soll,
1999). Die Hauptbestandteile des Translokationskomplexes sind die Toc- und Tic-
Proteine (Translocon at the outer/inner chloroplast envelope). Sie erkennen die
Zielsteuerung des zu transportierenden Proteins und bilden auch die eigentlichen
Translokationsporen. Nach dem Durchtritt des Proteins durch die Hullmembranen
wird die Transitsequenz von stromalen Peptidasen abgespalten. Das mature
Protein wird dann im Falle des LHC Il weiter durch das Stroma in die
Thylakoidmembran transportiert (Vgl. Abb. 1.5 fiir einen schematischen Uberblick).

&
% &
% QB
eC'. w % - & oQ
o © 2 K

Thylakoid-
membran

Chloroplasten-Hiillmembran
(aliRere & innere Hillmembran;
Intermembranraum)

Abb. 1.5.: Import- und Insertionswege - Schematische Ubersicht.

Bislang sind vier unterschiedliche Translokations-Mechanismen bekannt, die einen
Transport von Proteinen in die Thylakoidmembran oder das Lumen bewerk-
stelligen. Lumenale Proteine werden Uber den ATP-abhangigen Sec-Weg, der
Ahnlichkeiten zum bakteriellen Sekretionssystem (Sec) aufweist, durch die
Membran transportiert oder uber den ApH-Weg, der vom thylakoidalen Protonen-
gradienten getrieben wird (Cline et al., 1992). Der LHC Il gelangt wie alle
photosynthetischen Lichtsammelproteine Uber den SRP-Weg (Signal Recognition
Particle) in die Thylakoidmembran (Li et al., 1995; fur Ubersicht, vgl. Woolhead et
al., 2000). Die Insertion ist aber neben dem SRP noch an Faktoren wie den
Energielieferant GTP und den GTP-bindenden cpFtsY gebunden. Die dem LHC II
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verwandten Proteine PsbS und ELIP-2 kénnen uUber den SRP-Weg, aber auch
spontan in die Thylakoidmembran inseriert werden (Kim et al., 1999).

1.6. Wasserlosliche, chlorophyllbindende Proteine hoherer Pflanzen

Vor dem Hintergrund, dass die bisher erwahnten chlorophyllbindenden Proteine
hoherer Pflanzen ausnahmslos Membranproteine sind, ist es von besonderem
Interesse, dass vor 40 Jahren ein wasserlosliches Protein entdeckt wurde, das
ebenfalls in der Lage ist, Chlorophylle zu binden. Das wasserldsliche Chlorophyll-
bindende Protein (WSCP, Water Soluble Chlorophyll Protein), wurde erstmals 1963
von Yakushiji und Mitarbeitern in Blattern des weilken Gansefuldes, Chenopodium
album, beschrieben (Yakushiji et al., 1963). Die Entdeckung war der Anlass, auch
in anderen Pflanzen nach ahnlichen Proteinen zu suchen. Verwandte Proteine
wurden in der virginischen Kresse (Lepidium virginicum L.), im Blumenkohl
(Brassica oleracea var. botrys L.) und anderen Kreuzblitlern wie z.B. Raps
(Brassica napus, L.) gefunden.

Biochemische Charakterisierung des nativen WSCP aus Blumenkohl und aus
Lepidium (Murata et al., 1971; Sugiyama und Murata, 1978; Murata et al., 1981)
fuhrte zu einer Einteilung der WSCPs in 2 Klassen: Klasse | beinhaltet Proteine, bei
denen lichtabhangige Absorpionsanderungen beobachtet werden konnten. Zu
Klasse Il zahlen die so genannten ,non photoconvertible WSCPs®, die von der
Pflanze unter Stress gebildet werden und ihre Absorption bei Lichteinstrahlung
nicht andern (vgl. Satoh et al., 2001). Ein weiterer Unterschied zwischen den
WSCP-Klassen liegt in der N-terminalen Sequenz (Kamimura et al., 1997). Die
Abbildung 1.6 fasst diese Einteilung nochmals zusammen.

Innerhalb der Klasse Il unterscheidet man nach Chlorophyll-Bindung nochmals in
zwei Untergruppen, die erste beinhaltet Blumenkohl (Brassica oleracea var. botrys),
Rosenkohl (Brassica oleracea var. gemmifera) sowie wilden Senf (Sinapis
arvensis) mit einem Chl a/b-Verhaltnis von 6-10. Die zweite Klasse zeichnet sich
durch ein weit geringeres Verhaltnis von 1-2 aus und hierfur ist WSCP aus der
virginischen Kresse, Lepidium virginicum, beschrieben.

Nishio und Satoh beschrieben ein weiteres homologes Protein in Raps, BnD22,
das durch schnellen oder fortgeschrittenen Wasserstress sowie Salzstress induziert
wird (Nishio & Satoh, 1997). BnD22 ist aullerdem ein Mitglied der Familie der
Protease-Inhibitoren vom Kunitz Typ (Downing et al., 1992, Reviron et al., 1992,
Lopez et al., 1994).
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1. Einleitung

2 Gruppen von WSCPs nach Photokonversion

Y\

Klasse I: Klasse Il:

licht-induzierte Absorptions- »hon-photoconvertible WSCP “, andert

anderung; kommt vor in: seine Absorptionseigenschaften nicht

Chenopodium, Atriploex, unter Lichteinfluss; wird verstarkt unter

Polygonum, Amaranthus, Stressbedingungen wie Trockenheit

Hordeum und Hitze gebildet; kommt vor in:
Brassica, Raphanus, Lepidium,
Sinapis

N

innerhalb der Klasse Il werden zwei weitere Gruppen
nach Chlorophyll-Bindung unterschieden:

<

1) a/b= 6,3 (Blumenkohl); 2) mehr Chl b: a/b=
a/b= 8 (Br tsselkohl); a/b= 1-2 (Virg. Kresse)
10 (wilder Senf)

Abb. 1.6.: Ubersicht iiber die bisher beschriebenen WSCP-dhnlichen Proteine.

In Abbildung 1.7 ist ein Sequenzvergleich des WSCPs aus Blumenkohl mit dem
anderer Spezies dargestellt. Darin sind Aminosauren, die nicht mit dessen Sequenz
Ubereinstimmen, rot dargestellt. Verglichen wurden nur die Bereiche der maturen
Proteine (blau). Man sieht deutlich, dass die WSCP-Sequenzen aus Blumenkohl
und Raps eine sehr groRe Ahnlichkeit zueinander aufweisen. Unter den Sequenzen
anderer Brassicaceen ist die von Lepidium am wenigsten homolog zum WSCP aus
Blumenkohl. Das konservierte Motiv der Proteinasen vom Kunitz-Typ ist in allen
hier aufgefuhrten Vertretern prasent, ebenso das [F/Y]DPLGL-Motiv, welches
innerhalb der Cab-Proteinfamilie konserviert ist.

Motiv der Kiinitz-Proteinasen [F/Y]DPLGL-Motiv der Cab-Proteine

WSCP Blumenkohl MKTFFLVTLLLAAAVCTHGREQVKDSNGNPVKRGAKYF IQPAK--SN-GGGLVPAAINIL---PFCP-LGITQ 66

1

WSCP Ra| 1 MKTFFLVTLLLAAAVCTHGREQVKDSNGNPVKRGAKYF IQPAK~~SN-AGGLVPAAINLL---PFCP-LGITQ 66
P22 Rettich 1 LEEVKDSNGNPVRVGAQYF IQPVKTESNNGGGLVPAATNIL-——PFCP-LGITQ 50
WSCP Arabidopsis 1 MKNPSVISFLIILLFAATICTHGNEPVKDTAGNPLNTREQYFIQPVKTESKNGGGLVPAAITVL-—-PFCP-LGITQ 73
wgg: I'_‘“b%?" 1 MMSSFPLVSFLITLMLASRVCTHGENRVDDTDGNPLRTTAQYLILPLS PRSN-GGGLLPVPVK-LO--PLCP-LGISQ 73
epidium 1 INDEEPVKDTNGNPLKIETRYF IQPAS —--DNNGGGLVPANVD-LS——HLCP-LGIVR 51

WSCP Blumenkohl 67 TLLPYQPGLPVSFGYEPVIVGTDYIYTSTTINIEFRSEIWPVCNELSKLWAVDVSSSAAKEPATIIGGERTAPNS————- LFK 144
WSCP Raps 67 TLLPYQPGLPVSFGYEPVIVGTDYIYTSTTINIEFESDIWPVCNELSKLWAVDVSSSAAKEPATIIIGGESTAPNS ————— LFK 144
P22 Rettich 51 TLLPYQPGLPVSFGYHPNILGRDTIDTSANINIEFRSPIWPVCNEFSKLWAVD-SSSASNEPAVIIGGEPKSPNS————- AFK 127
WSCP Arabidopsis 74 TLLPYQPGLPVSFVLALGV-GSTVMTSSA-VNIEFKSNIWPFCKEFSKFWEVDDSSSAPKEPSILIGGKMGDRNS—=—m—. SFK 149
WSCP Riibsen 74 SSVKALTGLPVSFSYPYAIMDTYVNEMEA-INIEFKSDAWPGCEEFSKYWEVDESSSASEEPAVLVGGKSTERNS ————— WFR 150
WSCP Lepidium 52 TSLPYQPGLPVTISTPSSSEGNDVL-TNTNIAITFDAPIW-LCPS-SKTWIVD-5SS--EEKYLITGGDPKSGES—===-] FFR 123
WSCP Blumenkohl 145 IEEA---TGAHTYKLTTSSGTVGTIPG----PWLGAPQLIATNDDAKTLFV-KFVKVDDDATKATTSTSRVEKLGLRMFPFY 218
WSCP Raj 145 IEEA---TEANTYKLTTSYGTVGTIPG----PWLSAPQLIVTNDESKTLFV-KFVKVDDAATKATTSTSRVEKLGLKMFPFY 218
P22Rettich 128 IEKA---AGAHIYKLTTSSGTVGTTPG----AWLSAPQLLVTNDVAKTLFV-KFVKVDNDATTATTSTSRVEKLGLKMFPFY 201
WSCP Arabidopsis 150 IEKAGEGARANVYKLTTFYGTVGAIPG----VWLSAPQLIITKDTAKTLLV-KFKKVD-DATTATSNLYFEG 215
e E:;Z?:m 151 IERKEPFYGGVAYKLTTLTGTIGTVPG----PLGOAPQLVLTNDDCETSLIHRFMIVHEGDTP-ATTS——ROEKLGLRMFPFY 225
124 IEKY--GNGENTYKLVRYDNGEGKSVGS TKSLWG--PALVLNDDDDSDENA-—FPTKFRRUVDTSKGSVFK--KSSLRMFPFV 197

Abb. 1.7: Sequenzvergleich des WSCPs aus Blumenkohl mit homologen Proteinen
anderer Pflanzen. Blau dargestellt ist der verglichene Sequenzabschnitt der maturen
Proteine. Rote Markierungen zeigen Unterschiede zum Blumenkohl-WSCP an. Modifiziert
nach Satoh et al., 2001.

-16 -
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1.6.1. Das WSCP aus Brassica oleracea var. botrys

Das ,non photoconvertible® WSCP der Klasse |l aus Brassica oleracea var. botrys
(Blumenkohl), ist ein Hauptgegenstand dieser Arbeit. Es wurde erstmals 1971 von
Murata und Mitarbeitern beschrieben. Physikochemische Charakterisierung ergab
ein  Molekulargewicht des nativen Proteins von ca. 78 kD sowie einen
Isoelektrischen Punkt von 4,6 (Murata et al., 1971). Das native WSCP aus
Blumenkohl enthalt Chl a und b im Verhaltnis a/b =6:1, es bindet jedoch keine
Carotinoide (Murata et al. 1971). Nach Aufreinigung konnte das nach Extraktion der
Pigmente erhaltene Apoprotein sowohl mit Chlorophyll a als auch mit Chlorophyll b
wieder in seinen Ausgangszustand zuruckgefaltet werden. (Zur Sequenz des
WSCP, siehe Anhang 7.2)

Obwohl das unter Brassicaceen weit verbreitete WSCP in den letzten Jahren
biochemisch und spektroskopisch charakterisiert worden ist (Murata et al. 1971,
1978), ist noch nichts bekannt Uber seine mdgliche Funktion im Pflanzengewebe.
Aufgrund des konservierten Bereiches der Kunitz-Typ-Proteinaseinhibitoren nahm
man an, WSCP konnte eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der Pflanze spielen,
beispielsweise in proteolytischen Abbauwegen. WSCP aus Blumenkohl inhibiert
jedoch kein Trypsin (Nishio und Satoh, 1997). WSCP kdnnte mdglicherweise ein
Regulator proteolytischer Wege in wassergestressten Blattern sein (Downing et al.,
1992; llami et al., 1997; Kamimura et al, 1997), oder eine proteaseinhibitorische
Funktion in trockenadaptierten Blattern ausiben und damit eine Verzégerung der
Seneszenz hervorrufen.

Da WSCP ein wasserlosliches Protein ist, das Chlorophylle zu binden vermag,
wurde angenommen, dass es sich hierbei um einen Chlorophyllcarrier handelt, der
am ersten Schritt des Chlorophyll-Abbaus, der Entfernung des Pigmentes aus der
Thylakoidmembran, beteiligt ist (Murata et al., 1981; Kamimura et al., 1997). Ein
solcher Carrier konnte aber auch in der Synthese von Chlorophyll eine Rolle
spielen. Hortensteiner beschrieb  einen bislang unbekannten ,Faktor X im
Chlorophyll-Syntheseweg, der den Transport des Chlorophyllides von der
Chloroplasten-Hullmembran hin zur Thylakoidmembran gewahrleistet
(Hortensteiner, 1999).

Satoh und Mitarbeiter klonierten erstmals das WSCP aus Blumenkohl und
exprimierten es als Fusionsprotein mit dem Maltosebindenden Protein MBP aus
dem Maltose /Maltodextrin-Transporter von E. coli (Satoh et al., 1998). Das
rekombinante MBP-WSCP konnte mit isolierten Pigmenten rekonstituiert werden
und war auflerdem in der Lage, Pigmente aus zugesetzten Thylakoiden zu
entfernen. Nach Rekonstitution des MBP-WSCPs zeigte sich eine Multimer-
Bildung, hauptsachlich traten pigmentierte Tetramere auf (Satoh et al., 1998). Des
Weiteren verglichen Satoh und Mitarbeiter das rekonstituierte MBP-WSCP mit
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nativem, aus Blumenkohlblattern isolietem Protein. Es zeigten sich nahezu
identische spektroskopische Eigenschaften (Satoh et al., 1998).

1.7. Zielsetzunqg der Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Proteinen, die eine Sequenzahnlichkeit zum
Hauptlichtsammelkomplex des Photosystems |l héherer Pflanzen aufweisen. Es
handelt sich zum Einen um Proteine der Thylakoidmembran, die der erweiterten
Cab-Proteinfamilie zugerechnet werden, zum Anderen um ein wasserldsliches
chlorophyllbindendes Protein (WSCP).

Die untersuchten Vertreter der Cab-Proteine, bei denen eine Pigmentbindung
bislang nur vermutet wird, sind OHP, das ,one-helix-protein“, sowie Sep1 und
Sep2, die ,stress-enhanced proteins” aus Arabidopsis thaliana, und die ,small Cab-
like proteins“ ScpC & D aus Synechocystis PCC 6803. Die S-Untereinheit des
Photosystems 1l, PsbS, weist vier Transmembranhelices auf. Seine Pigment-
bindung wird kontrovers diskutiert. Uber die biologische Funktion dieser Proteine ist
noch sehr wenig bekannt.

Bei ScpC & D sollten Pigmentanalysen der nativen Proteine Hinweise auf
maoglicherweise gebundene Pigmente liefern, um im Rahmen einer Kooperation mit
Christiane Funk, Umea, geplante Rekonstitutionsversuche mit den rekombinanten
SCPs zu erleichtern. In Rekonstitutionsversuchen von OHP, Sep1 und 2 sowie
PsbS sollten die Vermutungen Uuber die Pigmentbindung uberpruft werden.
Ausgehend davon sollte bei erfolgreicher Rekonstitution zunachst der Frage
nachgegangen werden, wie stabil Pigmente von Proteinen gebunden werden
konnen, die sich in der Tertiarstruktur so offensichtlich von dem 3-Helix-
Antennenprotein LHC Il unterscheiden. Aul3erdem sollte in dem Zusammenhang
auch der Frage nachgegangen werden, ob die Pigmente evtl. transient und/oder
lockerer an das jeweilige Protein gebunden werden. Durch Analyse der
pigmentbindenden Eigenschaften sowie ldentifikation der gebundenen Pigmente
sollten schliel3lich Ruckschlisse auf mdgliche Funktionen der Sequenzverwandten
des LHC Il gezogen werden. Eine weitere langerfristig interessante Fragestellung
bezieht sich darauf, mdgliche Chlorophyll-bindende Proteinmodule zu identifizieren,
die im Design neuer funktioneller Chlorophyll-Proteine Verwendung finden kdnnten.

Neben den in der Thylakoidmembran lokalisierten Cab-Proteinen wurde in dieser
Arbeit auch ein wasserlosliches chlorophyllbindendes Protein (WSCP) untersucht,
das nur eine kurze homologe Sequenz zum LHC II aufweist. Das erste Ziel der
Arbeit war das Einfugen eines Hexahistidylrestes und die anschlieRende bakterielle
Uberexpression des rekombinanten WSCP-his. Nach Bestatigung der Pigment-
bindung des neuen Klons sollte dieser zunachst sowohl biochemisch als auch
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spektroskopisch mit dem nativen Protein aus Brassica oleracea var. botrys
verglichen werden. Anschlielend sollten Experimente zur Pigmentbindung des
Proteins eine nahere Aussage bezuglich seiner Funktion in vivo ermdglichen. Einen
weiteren Beitrag dazu sollten Rekonstitutionsversuche mit Pigment-Derivaten sowie
Untersuchungen zur Stabilitat des WSCP leisten.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate und Chemikalien

2.1.1. Gerate

Absorptions-Spektrometer
. Shimadzu UV-2101PC, UV-VIS-Scanning Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japan
. Shimadzu MPS 2000, Shimadzu, Kyoto, Japan
. V-550, UV-VIS Spectrophotometer, Jasco Labor- und Datentechnik GmbH Deutschland,
Grof3-Umstadt
. Mikrotiterplatten-Lesegerat: SPECTRAmaxPLUS, Molecular Devices, Sunnyvale, California;
Software: SOFTmax®PRO

Autoklav
. Varioklav Typ 500 Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH, OberschleiRheim, Miinchen

CD-Spektropolarimeter
. Spektropolarimeter Model J-810-S, Jasco Labor- und Datentechnik GmbH, Gro3-Umstadt
o Peltier-Element: Model CDF-426S/426L

o Software: SpectraManager, Version 1.6

Fluoreszenz-Spektrometer

o Fluoromax-2, Jobin Yvon, Grasbrunn, Deutschland
o Photomultiplier: R928, Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am
Ammersee
o) Software: Datamax Software Version 2.24/Grams 32
o Kihlung: Digital Thermostat Ministat Compatible Control, Huber Kéltemaschinenbau

GmbH, Offenburg-Elgersweiler

Gelelektrophorese
. Gel-Giel3- und Elektrophoreseapparatur: Midget-Systems, Pharmacia LKB, Schweden
. Spannungsquelle: BioRad Power Pac 3000, Hercules, USA; Kiihlung: Haake G, Haake D1

HPLC
. Analytische HPLC, Kontron Instruments, Neufahrn
o Gradientenmischer: Model 425
o Pumpe: Model 420
o Detektoren: SPD-6AV, Shimadzu, Kyoto, Japan
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Diodenarray Detektor 440
o Vorsaule: LiChrospher RP-8; 5 um; 20 x 4,6 mm, Mainzer Analysentechnik, Mainz

o Saule: Inertsil C8; 5 ym; 150 x 4,6 mm, Mainzer Analysentechnik, Mainz

o Analytische HPLC Jasco Labor- und Datentechnik GmbH, Gro3-Umstadt
o Gradientenmischer: LG-1580-04 Quaternay Gradient Unit
o Pumpe: PU-1580 Intelligent Pump
o Degasser: DG-1580-53, 3-Line-Degasser
o Detektor: MD-1515 UV/VIS-Intelligent Multiwavelength-Detector
o Saule: Chromolith SpeedROD, RP-18e 50-4,6
o Spannungsgeber: LC-Net II/ADC
o Software: Jasco-PDA, BORWIN; Version 1.5

o Praparative HPLC Gynkotek
o Pumpen: Model 510, 501 (Waters Millipore GmbH, Eschborn)
o Interface: System Interface Module
o Saule: Waters Bondapak C 18, 125 A, 10 um 30 x 300 mm
o Software: Max 820 Waters
o Detektoren: Absorption GAT LCD 500 (Gamma Analysen Technik GmbH,

Bremerhaven); Fluoreszenz Shimadzu RF 535 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)

Inkubationsschiittler

. Certomat H/B, Braun Biotech International, Melsungen

Magnetriihrer
. IKA-Magnetrihrer RCH, IKA Staufen
. IKAMAG® KMO2 basic, IKA Staufen

Mixer

. Heavy Duty Blendor, Blendor Waring, USA

pH-Meter
o Labor pH-Meter Serie 500, Krick Elektronische Messgerate, Berlin
. InoLab pH Level 2, WTW GmbH, Weilheim

Reinstwasseranlage

. Optilab-Standard, membraPure, Lérzweiler

Rotationsverdampfer

. Rotovapor RE111, Blichi, Flawil, Schweiz
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Schiittler
° Phero-Shaker, Biotech-Fischer, Reiskirchen
Speed-Vac
. Vacuum Concentrator, Bachofer, Reutlingen
Sterilbank
. Laminar Flow, SLEE Semiconductor Technik GmbH, Mainz

Thermocycler
o Cycler Primus 25, MWG Biotech, Miinchen

Tischriihrgerat
. MS2 Mini-Schattler, IKA-Works Inc., Wilmington, USA

. Vorex Genie2, Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA

Ultraschallbad
. SONOREX super, RK 102H, Bandelin, Berlin

Versa Doc Imaging System
o Model 3000, Biorad, Miinchen; Software: Quantity One

Waagen
. BP 2100S, Sartorius AG, Géttingen
o Analytik A200S, Sartorius AG, Géttingen

Warmeschrank

. Memmert, Schwalbach

Wasserkocher
. HB4 basic, IKA Labortechnik, Staufen

Wasserbader

. Heizwasserbad: Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen

1. Gerdte & Chemikalien

. GFL® Schiittelwasserbad 1083, Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel

Zellaufschluss-Presse

° French © Pressure Cell Press, SLM Aminco, SLM Instruments, Inc.
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Zentrifugen
. Tischzentrifugen
o Hettich Mikro 12-24 und Mikro 24-48, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
o Bachofer Tischzentrifuge, Bachofer, Reutlingen
o Hettich Kihlzentrifuge Universal 30RF; Rotoren 1412 (r=92 mm), 1414 (r= 94 mm)
o Beckman praparative Kihlzentrifuge, Modell J2-21, Beckman, Minchen; Rotoren JLA

10500, JA 20, JS 13.11
o Beckman GPR Centrifuge; Rotor GH 3.7, Beckman, Miinchen
. Ultrazentrifugen
o Beckman Optima XL-100K, Class S Ultrazentrifuge, Beckman, Minchen
o Centrikon T-1065, Kontron Instruments, Neufahrn
o Rotoren: Beckman SW60Ti

Formeln zur Umrechnung von Drehzahl und relativer Zentrifugalbeschleunigung:

RCF = (RPM / 1000)* xr x 1,118

RPM = \/RCF /rx1,118 x 1000

2.1.2. Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien bei folgenden Herstellern in p.A. Qualitat
bezogen: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg; Biomol, Hamburg; Boehringer, Mannheim;
Macherey-Nagel, Duren; Merck eurolabs (ab 2002 VWR International GmbH, Frankfurt); New
England BioLabs ® Inc., Frankfurt; peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen; Serva, Heidelberg;
SIGMA-Aldrich, Deisenhofen; und Stratagene, Amsterdam.
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Prinzip und Ziel der Klonierung von WSCP-his

Fir einen Teil der vorliegenden Arbeit wurden Experimente mit dem wasserléslichen
chlorophyllbindenden Protein aus Blumenkohl (WSCP) durchgefiihrt. Dazu wurde uns von Prof.
Satoh (Toho University, Chiba, Japan) ein Fusionsprotein zur Verfiigung gestellt, das sich aus
WSCP und dem Maltosebindenden Protein MBP zusammensetzt. (MBP-WSCP = Maltose Binding
Protein N-terminal vom Water Soluble Chlorophyll Protein). Das codierende Gen fiir MBP-WSCP lag
in dem Vektor pMAL-cRI (New Engl. Biolabs) vor.

MBP, oder auch MalE genannt, ist Teil des Maltose/Maltodextrin Systems in E. coli und somit
beteiligt an Aufnahme und Umsetzung von Maltodextrinen. Das 16sliche MBP hat eine Grofie von 44
kD und macht somit den Hauptanteil des Fusionsproteins aus. Zu Beginn der Versuche wurde mit
dem Fusionsprotein gearbeitet. Das rekonstituierte WSCP sollte jedoch spektroskopisch sowie auf
seine pigmentbindenden Eigenschaften hin untersucht werden. Um eine Stérung des MBP-Teils zu
verhindern, sollte fir weiterflihrende Experimente eine Umklonierung vorgenommen werden. Ziel
dieser Umklonierung war es, den WSCP-codierenden Bereich aus dem Klon herauszuholen, mit
einem Hexahistidylrest (His-Tag) zu versehen und in den Vektor pDS12/RBSII einzufiigen. Der
Vektor pDS12 wurde gewahlt, da das Uberexpressionsprotokoll fiir Proteine in diesem Vektor
etabliert ist und die Chance auf effiziente Uberexpression somit als recht groR eingeschétzt wurde.
Der Hexahistidylrest schlieRlich wurde eingefugt, um eine einfache Reinigung des Proteins sowie

mdglicher Protein-Pigment-Komplexe zu ermdglichen.

2.2.2. Ausgangsklone

Der Ausgangsklon bestand aus dem pMAL-cRI Vektor und einem Insert, das die codierende Region
fur das MBP-WSCP Fusionsprotein tragt. Die WSCP-Sequenz wird von EcoRI- und Hindlll-
Schnittstellen flankiert. Sie sollte bei der Klonierung als Insert dienen.

Fir den Vektor wurde der Lhcb1-Klon D7f.3 verwendet (Dilly-Hartwig et al., 1998). Das Plasmid setzt
sich zusammen aus dem Vektor pDS12 und dem in der multiple cloning site liegenden cab-Gen
ABB80. Die Expression des LHCP ist Uber das vorgeschaltete /lac-Operon mit IPTG induzierbar.
AuRerdem enthalt das Plasmid ein p-Lactamase-Gen, was fir die Ampicillinresistenz der induzierten

Bakterien sorgt.
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EcoRI
GTG ATC GAG GGA AGG ATT TCA GAA TTC GAT AGA GAA CAG ....
I E 6 R I S E F D R E 0

PMAL-cRI Vektor matures WSCP
Hindlll
........ TGTAAAAAAAAAATCAAGCTTG...... lacZ alpha
3°UT of WSCP PMAL-cRI Vektor

Abb. 2.1.: Teile der Nucleotidsequenz des WSCP-Ausgangsklons (Nach Satoh).
Das flir das mature WSCP codierende Gen liegt in dem Vektor pMAL-cRI und wird
von einer EcoRI-Restriktionsstelle (5°'Ende) und einer Hindlll-Stelle (3’Ende)
flankiert.

Sphl, 107

LHCP Hindlll, 960
RS . /

P/O

R-Lactamase

(Amp") D7f.3 in
pDS12/RBSII
4241 bps

Abb. 2.2: Schematische Ubersicht iiber den Expressionsklon
fur das mature LHCP, D7f.3 (Dilly- Hartwig, 1998). Der Vektor
pDS12 kodiert fir das Gen Ihcb-1 und trédgt eine Ampicillin-
Resistenz. Das Ihcb-1-Gen weist eine Sphl-Restriktionsstelle am
ATG Translationsstart sowie eine Sacl-Stelle hinter dem 11. Codon
auf. AuBerdem liegt in der multiple cloning site u.a. eine Hindlll-
Stelle, die fir die Klonierung eine Rolle spielte. P/O, Promotor
(Phage Ts-Promotor Ppgs)- und Operator (E. coli Lac-Operator)-
Region; RBS, Ribosomenbindestelle.

2.2.3. Klonierungsstrategie

Aus dem flr das MBP-WSCP Fusionsprotein codierenden Klon wurde mit den Restriktions-
endonucleasen EcoRI und Hindlll der fir das WSCP codierende Bereich herausgeschnitten (vgl.
Abb. 2.1). Dieser sollte als Insert in den Vektor pDS12 eingefiigt werden. Der Vektor wurde durch
Restriktionsverdau mit Sphl und Hindlll aus dem Expressionsklon fir das mature AB80-Protein
gewonnen (vgl. Abb. 2.2). Der Hexahistidylrest wurde Uber ein synthetisches Oligonucleotid (siehe
2.2.4.1) eingeflgt. Vektor, WSCP-Sequenz und Oligonucleotid wurden ligiert und der resultierende
Klon WSCP-his codiert fir das mature WSCP mit N-terminal angehangtem His-Tag. Der Klon wurde
mittels Sequenzierung (vgl. 2.2.16) auf Prasenz des His-Tags sowie auf Mutationen hin Uberpruft.
Ein Test auf erfolgreiche Uberexpression erfolgte mit einer Induktion im Mini-MaRstab (vgl. 2.2.14).
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EcoRI
Sphl .
NH"K“” MBP WSCP
LHCP Hindlll
pDS12 pMALCRI
D7£.3 MBP- WSCP (Satoh, Japan)
Restriktion
Sphl Hindlll EcoRI
N 7 WSCP
i Sphl EcoRlI
& Hindlll 2 Hiss
Vektor Insert
Ligation
EcoRI
Sphi  Hiss WSCP
Hindlll
pDS12
WSCP-his

Abb. 2.3: WSCP-his-Klonierungsstrategie, schematische Ubersicht.
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WSCP-his

konserviertes Motiv der Familie der
Kiinitz-Typ Protease-Inhibitoren

Hexahistidylrest matures WSCP
M R H H H H H H E F |R E Q:i:V K D S N G N P V
ATG CGT CAC CAT CAC CAT CAC CAT GAA TTC AGA GAA CAG GTG AAG GAC TCC AAC GGA AAT CCA GTT
synthetisches Oligonucleotid EcoRlI
K R G A K Y F I+0 P A K S N G G G L V P A A
AAG CGC GGT GCA AAA TAC TTC ATC CAG CCG GCT AAG AGC AAC GGC GGT GGT CTT GTT CCA GCC GCC

hydrophober Bereich

N I L P P Y Q P G L P
ATT AAC ATA CTT CCG TTT TGT CCA CTT GGC ATC ACC CAG ACA CTT CTT CCC TAC CAA CCG GGC CTG

CCG GTT AGC TTC GGA TAT GAG CCA GTT ATT GTC GGC ACA GAC TAC ATT TAC ACA TCT ACT ACA ATA

AAC ATC GAG TTT AGG TCC GAG ATA TGG CCG GTA TGC AAC GAG CTT TCC AAG TTA TGG GCA GTC GAT

GTT TCC TCA TCC GCT GCC AAG GAG CCT GCC ATT ATC ATA GGT GGT GAA CGG ACG GCC CCA AAT AGC

TTG TTT AAG ATA GAA GAA GCT ACA GGA GCA CAC ACT TAC AAG TTG ACC ACC TCA TCT GGA ACC GTT

GGA ACC ATC CCA GGG CCA TGG TTG GGT GCA CCA CAG CTA ATT GCC ACC AAT GAT GAC GCT AAG ACC

TTA TTC GTC AAG TTC GTG AAG GTT GAT GAT GAT GCT ACT AAG GCT ACT ACT TCT ACT TCA CGT GTT

GAG AAG TTA GGT CTA AGG ATG TTC CCA TTC TAC TAG TCA AAA TCA TGT AAT ATT GTA AAA ATC CTG

AGA CTC GTC CAT GGC CAT GAA TAA CGG GTT GAG ATA ATA CCC GCA CGT ATG TAT GTA AAC TCG TTT

TTA CTT TCA GAA AAA TCA AAC AAT TTG TGT AAA AAA AAA

Abb. 2.4.: Nucleotid- und Aminosauresequenz des Klons WSCP-his. Kursiv darggestellt ist
die Aminosauresequenz im Einbuchstabencode, darunter die Nucleotidsequenz. (vgl. hierzu auch
Abb 3.1)
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2.2.4. Oligonucleotide

Zum Einfligen des His-Tags wurden folgende Oligonucleotide verwendet:

Met Arg(His His His His His His)
“WSCP-his +"  (sense) }G CGT CAC CAT CAC CAT CAC CAT G

“WSCP-his —=“  (antisense) TAC GCA GTG GTA GTG GTA GTG GTA CTT AA

Um eine Storung der Expression eines His-Tags direkt hinter einem Methionin zu vermeiden, wurde
vor dem Hexahistidylrest zuséatzlich ein Arginin (CGT, codon usage in E. coli 64,25%) eingefugt.
Das Startcodon ergab sich durch die Sphl-Schnittstelle, die ein ATG beinhaltet. Oligonucleotide
werden i.d.R. einzelstrangig geliefert. Vor der Verwendung miussen sie also hybridisiert (annealed)

und phosphoryliert werden.

2.2.5. Annealing der Oligonucleotide

Zum Annealing werden die Oligonucleotide in sterilem H,O dest. aufgenommen und in 1 x
Annealing-Puffer auf 50 pmol/pl eingestellt. Je 20 ul des sense/antisense Oligonucleotides werden in
ein 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben und fir 10 Minuten bei 100°C inkubiert. Das Annealing der
DNA-Strange erfolgt wahrend des Abkihlens, dazu wird der Reaktionsansatz in gerade nicht mehr

kochendes Wasser gestellt um ein moglichst langsames Abktihlen (i.N.) zu erreichen.

10 x Annealing-Puffer: 380 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM MgCl,, 500 mM NacCl

2.2.6. Phosphorylierung der Oligonucleotide

Die hier verwendeten Oligonucleotide wurden synthetisch hergestellt, die 5'-Enden sind in der Regel
nicht phosphoryliert. Fir eine Ligation mit dephosphorylietem Vektor jedoch muss zuvor eine
Phosphorylierung mit Polynucleotidkinase (PNK) und ATP durchgefiihrt werden. Dazu wird der
Annealing-Ansatz (1 nmol DNA, 40 pl) mit 5 Units (U) T, PNK und 1 mM ATP in 1 x PNK-Puffer
vermischt und 1h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die PNK wird danach fir 20 Minuten bei 65°C

inaktiviert.

10 x PNK-Puffer: 500 mM Tris-HCI pH 7,6, 100 mM MgCl,, 50 mM DTT, 1 mM Spermidin

-28 -



2. Material und Methoden 2. Molekularbiologie

2.2.7. Restriktion von DNA

Zum Schneiden der DNA mit Restriktionsendonucleasen wurde jeweils 1 U Enzym je 2 ug DNA
eingesetzt. 1 U entspricht der Menge des bendtigten Enzyms fur den Verdau von 1 ug DNA bei

optimaler Temperatur innerhalb einer Stunde.

Enzym | Erkennungs- Puffer Restriktions- Temperatur- Inaktivierung
sequenz dauer optimum

EcoRlI GlAATTC EcoRl 2h 37°C 65°C, 20 min

Hindlll A|AGCTT NEBuffer 2 2h 37°C 65°C, 20 min

Sphl GCATG|C NEBuffer 2 2h 37°C 65°C, 20 min

Tab. 2.1: Ubersicht i{iber die verwendeten Restriktionsendonucleasen:
Erkennungssequenz und Eigenschaften.

Restriktion des Vektors:
Als Ausgangsplasmid wurde D7f.3 (in pDS12/RGBII) verwendet.
Der Verdau wurde mit Hindlll und Sphl in NEBuffer 2 fir 2 h bei 37°C durchgefiihrt. Der

Restriktionsansatz fiir den Vektor setzt sich wie folgt zusammen:

DNA 3 g 2,42yl
NEBuffer 2 1/10 3ul

BSA 0,1 pg/ul 3ul

Sphl 15U 0,3 pl (5 U/pl)
Hindlll 15U 0,15 pl (10 U/pl)
dd H,0 ad 30 ul 21,13 ul

Restriktion des Inserts:
Das WSCP-Insert wurde aus dem Plasmid MBP-WSCP in pMALcRI gewonnen.
Der Verdau wurde mit Hindlll und EcoRI im Puffer EcoRI fur 2h bei 37°C durchgefuhrt. Der

Restriktionsansatz fiir das Insert setzt sich wie folgt zusammen:

DNA 8 yg S0 ul
Puffer EcoRI 1/10 6 ul
EcoRlI 4 U 1,6 pl (2,5 U/ul)
Hindlll 4 U 0,4 pl (10 U/ul)
dd H,0 ad 60 pl 2 ul
NEBuffer 2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,9, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
Puffer EcoRI: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM B-ME, 100 pg
BSA/mI
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2.2.8. Agarose-Gelelektrophorese

In Agarosegelen kdnnen Nucleinsduren der Groéfle nach aufgetrennt werden. Je nach
Agarosekonzentration kann der gewiinschte Trennbereich variiert werden. Fur die nachfolgend
beschriebenen Arbeiten wurden 1,5%-ige Gele [w/v] benutzt, die einen Trennbereich von 0,2-3 kb
haben. Analytische Agarosegele werden zur Auftrennung von Restriktionsansatzen verwendet, um
beispielsweise die Vollstandigkeit des Verdaus zu testen. Zur Aufreinigung von z. B. Vektor und
Insert mit anschlieBender Extraktion der DNA werden praparative Agarosegele benutzt, die sich von

den analytischen Gelen durch gréRere Auftragstaschen unterscheiden.

Fur 10 Minigele werden 1,5 g Agarose in 100 ml 1 x TBE aufgenommen und in der Mikrowelle bei
360 W einige Minuten erwarmt bis die Agarose vollstandig geldst ist. Nach kurzem Abkuhlen werden
je Minigel 10 ml Agaroseldsung mit einer Glaspipette auf die mit Kdmmen bestiickten und in die
GielRkammer eingelegten, entfetteten Glastragerplatten gegossen. (Fur praparative Agarosegele

werden je 3 Kdmme mit Tesafilm vereint.)

Pro analytisches Gel werden ca. 30 ng DNA in 1 x Auftragspuffer aufgetragen. Die Proben werden
nun in einer horizontalen Kammer bei 140 V in das Agarosegel einlaufen gelassen und daraufhin bei
200 V getrennt, bis das Bromphenolblau am unteren Gelrand angekommen ist. Der Gelpuffer 1 x
TBE wurde mit 5 pl/100 ml Ethidiumbromid-Stammldsung versetzt. Zur Analyse des Gels werden die
Banden durch Belichtung mit UV unter der Versa Doc (Ethidiumbromid-Filter, Belichtung ca. 30 sec.)

sichtbar gemacht.

Soll die DNA nach der Auftrennung aus dem Gel extrahiert werden, wird dieses kurz unter die UV-
Handlampe gehalten, so dass die interessanten Banden mit einem Skalpell markiert werden kénnen.
Hierbei ist es wichtig, dass die Belichtung bei 312 nm und nicht zu lange erfolgt, um eine
Beschadigung der DNA zu verhindern. Die Banden kénnen nun ausgeschnitten und ihr Gewicht

bestimmt werden.

10 x TBE: 0,89 M Tris, 0,89 M Borsaure, 0,5 M EDTA
10 x Auftragspuffer: 10 mM NaOH, 1 mM EDTA, 80% [v/v] Formamid (deionisiert), 0,1% [w/Vv]
Xylen Cyanol, 0,1% [w/v] Bromphenolblau

Ethidiumbromid-Stammlésung: 10 mg/ml in H,O bidest. (cancerogen!)

2.2.9. Aufreinigung von DNA aus Gelschnipseln liber eine Nucleo Trap-Saule

Die Extraktion von DNA aus Gelschnipseln erfolgte mit dem Kit ,Nucleo Trap® (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren) gemaf der Anleitung der Hersteller. Die DNA wurde anschliefend in 5 mM

Tris pH 8,5 aufgenommen und kann bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.
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2.2.10. DNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung von DNA erfolgt photometrisch nach folgender Formel:

Aggo =1 entspricht 50 uyg DNA / mi

2.2.11. Dephosphorylierung des Vektors

Zur Vermeidung von Religanden bei der Ligation sollte der Vektor zuvor dephosphoryliert werden.
Das geschieht mit dem Enzym CI-AP (calf intestine Alcaline Phosphatase), was Phosphatgruppen
an DNA-5‘-Enden entfernt. Dazu wird die DNA-L6sung (~600 ng DNA) auf 1 x OPA eingestellt und
mit 0,1 U CI-AP versetzt. Der Ansatz wird nun 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das

Enzym wird anschlieRend fur 15 Minuten bei 85°C hitzeinaktiviert.

10 x OPA: (One-Phor-All Buffer Plus) 10 mM Tris-Acetat pH 7,5, 10 mM Mg-Acetat, 50
mM K-Acetat

2.2.12. Ligation von Vektor, Insert und Oligonucleotiden

In die Ligation wurden Vektor und Insert im Verhaltnis V:l = 1:2 eingesetzt. Der Ansatz von 10-20 pl
enthalt 1 x T, DNA Ligase-Puffer mit 10 mM ATP und wird mit 1/20 Volumen T, DNA Ligase
versetzt. Die Ligation erfolgt wahrend der Inkubation fir 4 h bei 16°C oder 0.N. bei 4°C.

10 x T, DNA Ligase-Puffer: 0,5 M Tris-HCI pH 7,5, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM Spermidin,
1 mg/ml BSA

2.2.13. Transformation

Transformationskompetente E. coli-Zellen zeichnen sich durch eine erhéhte Membranpermeabilitat
aus und kdénnen so relativ leicht Fremd-DNA aufnehmen. Die Kompetenz wird erreicht, indem man
Bakterienzellen in hohen Kalziumkonzentrationen auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA wird
dann durch einen kurzen Hitzeschock erleichtert.

50 ul kompetente Zellen (Stamm: JM101, Genotyp SupE, thi-1, A(lac-proAB)[F traD36, proAB, lacl’,
Z AM15]) werden auf Eis aufgetaut. Nun wird %2 Ligationsansatz hinzugegeben, mit den Zellen durch
vorsichtiges Schnippen gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Als Kontrolle wurde an dieser
Stelle immer auch eine Transformation mit entsprechender Vektormenge allein bzw. mit Wasser
mitgefuhrt. Der Hitzeschock erfolgt anschlieend fir 5 Minuten bei 22°C (im Wasserbad). Danach

werden 225 pl vorgewarmtes LB-Medium (ohne Ampicillin) hinzugegeben und der Ansatz eine
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Stunde bei 37°C auf dem Drehrad im Brutschrank inkubiert. Ca. 150 pl davon werden dann auf
vorgewarmten LB-Amp-Platten ausplattiert und G.N. bei 37°C in den Brutschrank gestellt. Bakterien,
die das transformierte Plasmid tragen, kénnen aufgrund der eingefiihrten Antibiotikaresistenz auf LB-

Amp-Medium wachsen und bilden Kolonien aus.

LB-Medium: (Luria Bertani-Medium), 1% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl (pH 7,5)
1/1000 Vol. Amp (100 mg/ml) wird frisch hinzugegeben.

2.2.14. Test auf erfolgreiche Ligation mittels einer Induktion im Mini-MaRstab

Mit dieser Methode soll schnell und ohne groRen Materialaufwand getestet werden, ob das von
einem neuen Klon codierte Protein von Bakterienzellen erfolgreich (berexprimiert wird. Hierzu
werden einige Kolonien der Transformation mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in je 500 pl
LB-Amp-Medium Uberimpft. Als Negativkontrolle dienen 10 ul einer Wasser-Transformation. Nach 2-
stiindiger Inkubation bei 37°C im Drehrad im Brutschrank wird mit 1 mM IPTG induziert und alles
nochmals 3 Stunden bei 37°C im Drehrad belassen. AnschlieBend werden die Bakterien
abzentrifugiert (1 min, 10 000 x g, RT), das Pellet mit 1/3 Volumen Sparmix versetzt und 2 Minuten
gekocht. Die Zellen werden so lysiert und Uber eine denaturierende SDS-PAGE kann der Erfolg der

Uberexpression kontrolliert werden.

3-4 x Sparmix: 100 mM Tris-HCI pH 6,8, 1,4 M 3-Mercaptoethanol 4% [w/v] SDS, 24% [v/v]
Glycerin, 0,4 mM Bromphenolblau

2.2.15. Plasmidisolation mittels Mini- und Midi-Praparation

Die Plasmidisolation aus transformierten Bakterienzellen im kleinen bzw. groRen Mal3stab wurde mit
dem Nucleobond AX-20 bzw. dem Nucleobond AX-100 System (Macherey-Nagel) gemaR der
Anleitung der Hersteller durchgefuhrt.

2.2.16. Sequenzier-PCR

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgt nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al.,
1977). Fir die Sequenzierreaktion wird je ein Primer eingesetzt, der mit der einzelstrangigen
denaturierten DNA, dem Template, hybridisiert. Es wird so ein doppelstrangiger Startpunkt fir die
Polymerase geschaffen, die den Strang des Templates mit dNTP’s und ddNTP’s auffiillt (Desoxy-
und Didesoxyribonucleosidtriphosphate). Die ddNTP’s zeichnen sich durch das Fehlen einer
Hydroxylgruppe am 3’-Zucker aus, was beim Einbau zum Stopp der Elongation flhrt. Au3erdem

sind an die ddNTP’s fiir jeden Basentyp unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe gebunden. Bei der
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Sequenzierreaktion entstehen nun unterschiedlich lange Kettenabbruchfragmente, die am Ende mit
dem fir die jeweilige Base kennzeichnenden Farbstoff markiert sind. Statistisch sind diese
Fragmente so verteilt, dass sie das gesamte Template abdecken. Bei langeren Templates werden in
zwei Ansatzen ein sense- und ein antisense-Primer verwendet, so dass von beiden Seiten in das

Template hineingelesen werden kann.

Fir die Sequenzier-PCR wurde der PCR Premix ,Big Dye“ (GENterprise) verwendet. In einem
Ansatz von ca. 20 pl wurden 250-300 ng DNA mit je 10 pmol des sense- und des antisense-Primers
versetzt. Fir den Klon WSCP-his wurde der sense-Primer DS23+ und der antisense-Primer DS178-
verwendet. Der Ansatz wurde mit ¥4 Volumen Premix ,Big Dye* versetzt und mit sterilem ddH,O auf
das Endvolumen aufgefiillt. Die Sequenzierreaktion fand in einem Thermocycler mit beheizbarem
Deckel statt, es wurde das Programm ,Sequence” verwendet (vgl. Tab. 2.2). Nach der PCR kénnen
die Produkte bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert werden. Die PCR-Produkte wurden nach
der Reaktion geféllt und getrocknet. Die Fallung wurde in 0,4 M Na-Acetat und 70% Ethanol (p.A.)
fur 10 Minuten auf Eis durchgefihrt, anschlieRend wurde fir 30 Minuten bei 26 000 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Prazipitat wurde mit 70% Ethanol (p.A.) gewaschen und abermals fir 10 Minuten

zentrifugiert. Das Trocknen der DNA erfolgte in der Speed-Vac mit eingeschalteter Heizung.

Das Sequenziergel und die Bestimmung der Basensequenz aus dem Gel wurden von der Firma

GENterprise®, Universitat Mainz, durchgefihrt.

Programm Zyklen Initial- Denaturierung Annealing Elongation abschlieBende
denaturierung Aufbewahrung
,Sequence” ‘ 35 1 min, 95°C 15 sec, 96°C ‘ 15 sec, 50°C ‘ 4 min, 60°C | 4°C, unbegrenzt

Tab. 2.2: Ubersicht iiber das in der PCR verwendete Sequenzierprogramm

2.2.17. Anlegen von Dauerkulturen

Zur langfristigen Aufbewahrung von transformierten Bakterienzellen knnen Dauerkulturen angelegt
werden. Die Bakterienzellen iberleben in mit Glycerin versetztem Medium eine Lagerung bei -80°C,

sind aber wahrenddessen nicht teilungsfahig.

Von einer mit transformierten E. coli Zellen ausplattierten LB-Amp-Platte wird mit einer sterilen
Pipettenspitze eine Kolonie gepickt und in 5 ml flissiges LB-Amp-Medium Uberimpft. Diese Vorkultur
wird U.N. bei 37°C im Drehrad inkubiert. Am Folgetag werden je 200 pl der G.N.-Kultur 800 pl 80%-
iges Glycerin hinzugegeben und mit den Zellen durch vorsichtiges Schnippen vermischt. Aliquots a

50 pl werden bei —80°C gelagert.
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2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.3.1. Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli

Die in dieser Arbeit verwendeten Proteine kénnen in Bakterien Gberexprimiert sowie anschliefend
daraus isoliert und aufgereinigt werden. Dazu werden E. coli-Zellen mit einem Klon transformiert, der
fur das gewlnschte Protein codiert (vgl. 2.3.13). Die Proteine werden dann in der Bakterienzelle
Uberexprimiert und dort als 16sliche Proteine oder als sog. Einschlusskdrperchen (Inclusion bodies,
IB) akkumuliert. Bei IB’s handelt es sich um inerte Proteinklumpen, aus denen das gewiinschte
Protein durch eine geeignete Kombination an Detergentien in unterschiedlichen Waschschritten

aufgereinigt werden kann. Die Isolation und Aufreinigung ist je nach Protein verschieden.

Das LHCP sowie das OHP werden von der E. coli-Zelle in Form von IB’s gelagert und auch als
solche isoliert. MBP-WSCP ist ein I6sliches Protein und wird in dieser Form in der Zelle akkumuliert.
Eine Aufreinigung erreicht man tGber den MBP-Teil des Fusionsproteins, der an eine Amylose-Resin
Saule bindet. WSCP-his ist ebenfalls 16slich, die Uberexpression ist jedoch sehr effizient, so dass
das Protein in der Zelle sowohl als I6sliches Protein als auch als unldsliche 1B’s akkumuliert wird.
Das lésliche WSCP-his kann iber den Hexahistidylrest an eine Nickel-NTA-Saule gebunden und so

aufgereinigt werden.

Die 2-Helix-Proteine Sep 1 und Sep 2 wurden uns im Rahmen einer Kooperation mit Ilwona
Adamska, Stockholm, zur Verfugung gestellt. Sep 1 stellt ein Fusionsprotein mit dem N-terminal
angehangten Thioredoxin dar, Sep 2 ist kein Fusionsprotein. Beide Proteine wurden nach
Uberexpression Uber eine Nickel-NTA-Saule aufgereinigt. Das PsbS-Protein wurde uns im Rahmen
einer Kooperation mit Claudia Blichel, Frankfurt, zur Verfigung gestellt. Das Protein enthalt einen
Hexahistidylrest und wird ebenfalls tber eine Nickel-NTA-Saule gereinigt. Im Folgenden wird die
Uberexpression und Aufreinigung von LHCP, OHP, MBP-WSCP und WSCP-his beschrieben.

Ubersicht iiber die Methode
Da sich Induktion, Uberexpression und Isolation der in dieser Arbeit verwendeten Proteine sich zwar
in Einzelheiten unterscheiden, jedoch prinzipiell einem Grundprotokoll folgen, sollen hier zunachst

die generellen Schritte beschrieben werden. Die Einzelheiten sind in Tabelle 2.3 zusammengestellt.

Am Vortag der IB-Praparation wird eine Vorkultur angesetzt. Dazu wird von einer LB-Amp-Platte mit
dem gewtlinschten Klon eine Kolonie gepickt und daraus eine flissige, mit Ampicillin versetzte
Vorkultur angeimpft. Diese wird U.N. bei 37°C im Drehrad inkubiert. Am darauf folgenden Tag wird
die Vorkultur zur Hauptkultur gegeben und bis zur Induktion bei 37°C und 220 rpm auf dem
Bakterienschittler inkubiert. Die Kultur sollte zum Zeitpunkt der Induktion eine ODssq von 0,5 haben.
Nun wird mit 1 mM IPTG induziert und abermals bei 37°C und 220 rpm auf dem Schiittler inkubiert.
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Zur Ernte der Zellen wird nun die Hauptkultur abzentrifugiert. Das Pellet wird in 30 ml Lysispuffer
resuspendiert und die Zellen mit der French Press in 2 Durchlaufen mechanisch aufgebrochen. Das

Lysat wird auf Eis gehalten.

Nach dem Zellaufschluss wird fiir die Aufreinigung von I8slichen Proteinen der Uberstand, von IB’s
das Pellet verwendet. Die im Uberstand befindlichen Proteine werden entweder Uber einen
angehangten His-Tag auf einer Nickel-Saule aufgereinigt oder es wird, wie im Fall von MBP-WSCP,
eine Affinitats-Saule zur Aufreinigung herangezogen (vgl. Tab. 2.3). Nach Zentrifugation des Lysates
wird das Pellet in Lysispuffer aufgenommen. Um stérende DNA zu entfernen, wird im nachsten
Schritt DNAse zugesetzt. AnschlieRend werden eventuell Waschschritte mit geeigneten
Detergentien durchgefiihrt, bevor die aufgereinigten IB’s in Puffer aufgenommen, quantifiziert und

aliquotiert bei —20°C gelagert werden.

Bakterien: E. coli Stamm JM 101 (vgl. 2.2.11)

Detergenspuffer: 200 mM NaCl, 1% [w/v] Desoxycholsaure, 1% [v/v] NP-40, 20 mM Tris-HCI
pH 7,5, 2 mM EDTA, 10 mM 2-ME

DNAse-Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA 50% [v/v]
Glycerin; darin 1 mg/ml DNAse.

Elutionspuffer: 50 mM NaP pH 8,0, 300 mM NacCl, 300 mM Imidazol

Hochsalzpuffer: (HS-Puffer): 0,5 M NaCl in Saulenpuffer

LB-(Luria Bertani) Medium: 1% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl (pH 7,5)
frisch 1/1000 Vol. Amp (100 mg/ml) zugeben

Lysispuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 25% [w/v] Sucrose, 1 mM EDTA

Lysis-Puffer W: 50 mM Natriumphosphat (NaP) pH 8,0, 300 mM NacCl, 15 mM Imidazol
NZCYM-Medium: 22,459 g/l NZCYM Broth (Sigma) + 100 pg/ml Amp

Puffer L: 10 mM Nay,HPO,, 30 mM NaCl, 0,25% [v/v] Tween 20, 10 mM 2-ME, 10 mM

EDTA, 10 mM EGTA, frisch: 20 pug/ml PMSF. Auf pH 7,0 einstellen und mit

entgastem A. dest auffillen.

Saulenpuffer: 10 mM NaH,PO,, 10 mM 2-ME, 1 mM EGTA, frisch: 20 ug/ml PMSF. Auf pH
7,0 einstellen und mit entgastem A. dest aufflllen.

Triton-Puffer: 0,5% [v/v] Triton X-100, 1 mM EDTA, 10 mM 2-ME

Tris-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 10 mM 2-ME

Wasch-Puffer: 50 mM NaP pH 8,0, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol
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LHCP

OHP

MBP-WSCP

WSCP-his

Vorkultur

5 ml LB-Amp-Medium,
U.N. bei 37°C

10 ml NZCYM-Amp-Medium + 10 mM
Glucose, U.N. bei 37°C

5 ml LB-Amp Medium + 10
mM Glucose, U.N. bei 37°C

10 ml LB-Amp Medium, U.N. bei
37°C

Hauptkultur

100 ml LB-Amp, 37°C

1 INZCYM-Amp, 37°C

100 ml LB-Amp + 10 mM
Glucose, 37°C

500 ml LB-Amp, 37°C

Induktion

nach ca. 1 h mit 1 mM
IPTG

nach ca. 2 hmit 1 mM IPTG

nach ca. 3,5 hmit 1 mM IPTG

nach ca. 2 hmit 1 mM IPTG

Ernte der Zellen

4 h nach Induktion durch
Pelletieren (3 min, 4°C,
7880 x g = 8000 rpm,
Beckman Kiihizentrifuge
Rotor JLA 10500)

2-3 h nach Induktion durch Pelletieren
(3 min, 4°C, 7880 x g = 8000 rpm,
Beckman Kihlzentrifuge Rotor JLA
10500)

2 h nach Induktion durch
Pelletieren (5 min, 4°C, 7500 x
g = 7500 rpm, Beckman
Kuhlzentrifuge Rotor JLA
10500)

3 h nach Induktion durch
Pelletieren (3 min, 4°C, 7880 x g =
8000 rpm, Beckman
Kuhlzentrifuge Rotor JLA 10500)

Zellaufschluss

in 30 ml Lysispuffer, 2
Durchlaufe in der French
Press. Pelletieren des
Lysates (10 min, 4°C,
5020 x g = 8000 rpm,
Beckman Kiihizentrifuge
Rotor JA 20).

in 60 ml Lysispuffer, 2 x French Press.
Pelletieren des Lysates (20 min, 4°C,
11300 x g = 12000 rpm, Beckman
Kuhlzentrifuge Rotor JA 20).

in 20 ml Puffer L, 2 x French
Press. Lysat in
Hochsalzbedingungen durch
Einwaage von 0,5 M NaCl,
pelletieren (10 min, 4°C, 8840
x g = 10000 rpm,
Kihlzentrifuge Rotor JA 20).

in 30 ml Lysispuffer W, 2 x French
Press. Pelletieren des Lysates (25
min, 4°C, 10000 x g = 11500 rpm,
Beckman Kuhlzentrifuge Rotor JA
20).

Isolation und
Aufreinigung
des Proteins

Pellet + 1 ml Lysispuffer
DNAse Schritt: 10 yl 1 M
MgCI2, 1 yl 1 M MnCI2,
10 pl DNAsel, 15 min RT,
15 min 37°C.

+ 2 ml Detergenspuffer,
mischen, zentrifugieren (5
min, 4°C, 5020 x g = 8000
rom Rotor JA 20).

Pellet + 2 ml Triton-Puffer,
U.N. bei RT schutteln.
Pelletieren (s.o.), Pellet +
2 ml Tris-Puffer,
pelletieren, aufgereinigte
IB’s in 500 pl Tris-Puffer.

Pellet + 10 ul Lysispuffer

DNAse Schritt: 100 yl 1 M MgCi2, 10
pl1 M MnCI2, 100 pl DNAsel, 15 min
RT, 15 min 37°C.

+ 20 ml Detergenspuffer, mischen, 5
min RT.

20 min, 4°C, 11300 x g = 12000 rpm
Rotor JA 20.

Pellet + 20 ml Triton-Puffer, G.N. bei
RT schitteln.

Pelletieren (15 min, 4°C, 9490 x g =
11000 rpm, Rotor JA 20), Pellet + 15
ml Tris-Puffer, pelletieren,
aufgereinigte IB’s in 4 ml Tris-Puffer. 1
| Ansatz ergibt ca. 20 mg SR-7.

Uberstand 1:1 mit HS-Puffer,
0,25% Tween-20 verdiinnen.
Auftrag auf zuvor mit 10 ml
HS-Puffer aquilibrierte
Amylose-Resin Saule (mit 2-
Wege-Hahn, Flussrate ca. 0,5
ml/min).

Waschen der Saule mit 10 ml
HS-Puffer + Tween, 15 ml HS-
Puffer.

Elution mit 10 ml HS-Puffer +
10 mM Maltose in 500 pl-
Fraktionen.

Tab. 2.3: Ubersicht iiber die Uberexpressionsmethoden von LHCP, OHP, MBP- WSCP und WSCP-his.

Pellet + 1 ml 50 mM NaP pH 9,0.
DNAse Schritt: 10 yl DNAsel je
100 ml Hauptkultur, 15 min RT, 15
min 37°C.

25 min, 4°C, 10000 x g = 11500
rpm, Rotor JA 20.

+ 1-2 ml 50 mM NaP pH 9,0.
Uberstand auf vorbereitete Ni-
NTA-Sepharose geben (vgl.
2.3.10.5).

Waschen mit mehreren Vol.
Waschpuffer.

Elution mit 1-2 ml Eluatpuffer in
500 pl-Fraktionen.

1 1 Hauptkultur ergibt ca. 46 mg
W P_hie
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2.3.2 Aufreinigung von nativem WSCP aus Blumenkohlpflanzen

Fir die Aufreinigung von nativem WSCP werden 500 g Blumenkohlblatter vom Markt oder Blatter
von 2 Monate alten Blumenkohlpflanzen benétigt. Die Pflanzen werden wie unter 2.3.4 beschrieben
ausgesat und im ersten Monat mit Hoagland’s-Lésung gegossen. Danach werden sie pikiert, so
dass je 1 Pflanze einen ca. 10 x 10 cm grof3en Topf bekommt, und bis zur Ernte mit 72 Hoagland’s
gewassert. Zur Ernte werden die Pflanzen mit einer Schere in kleine Stlcke geschnitten und im
Waring Blendor mit 500 ml kaltem Aufschlusspuffer zerkleinert. Das Homogenat wird durch 2 Lagen

Baumwollgaze filtriert.

Nun folgt eine sukzessive Ammoniumsulfatfallung von 40 nach 70% [w/v]. (Eine 4 molare
Ammoniumsulfat- (AMS) Lésung entspricht 100%.) Im ersten Schritt werden je ml 212 mg festes
Ammoniumsulfat langsam unter Rihren zugegeben. Nach 10-minitiger Inkubation auf dem Ruihrer
wird der Ansatz 15 Minuten bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert (Beckman Kihlzentrifuge, Rotor JA
20; 26900 x g). Im zweiten Schritt wird die AMS-Konzentration durch Zugabe von 159 mg je ml
Ansatz auf 70% erhoht. Wieder wird 10 Minuten auf dem Ruhrer inkubiert sowie 15 Minuten bei
15000 rpm (26900 x g) und 4°C zentrifugiert. Das Prazipitat wird nun in einem geringen Volumen
100 mM NaP pH 7,4 gel6st und tber Nacht bei 4°C gegen denselben Puffer dialysiert.

Das Dialysat wird nun Gber eine DEAE-Zellulose-Saule weiter aufgereinigt. Dabei handelt es sich um
eine Anionenaustauscher-Saule, die alle negativ geladenen Teilchen zurlickhalt. Positiv geladene
Molekile wie das WSCP kénnen die Saule passieren. Das Dialysat wird auf eine mit 4 ml
Saulenmaterial beladene und zuvor mit 100 mM NaP pH 7,4 aquilibrierte Saule gegeben (Fractogel
EMD, DEAE-650, M = 40-90 um). Der erhaltene Durchfluss wird in Centrikon Réhrchen (30 kD
Cutoff) bis auf ein Volumen von ca. 300 pl aufkonzentriert und gleichzeitig durch mehrmaliges
Waschen mit 10 mM NaP pH 7,4 in diesen Puffer transferiert. Die DEAE-Zellulose-Saule kann
wieder regeneriert werden, indem zunachst mit vierfachem Saulenvolumen H,O dest. gewaschen
wird. Dabei wird das Saulenmaterial mehrmals aufgewirbelt. AnschlieRend erfolgt ein Waschschritt
mit zwei Volumen 2 M NaCl und dann mit 0,5 M NaOH. Die Saule wird mit H,O dest. neutral

gewaschen und abschlieBend mit 20% Ethanol tberschichtet und verschlossen bei 4°C gelagert.

Nun schlie3t sich zur weiteren Aufreinigung eine detergensfreie 8%-ige PAGE an (vgl. 2.3.12). Vor
dem Start werden alle Taschen im Sammelgel zu einer groRen Tasche vereint. Nach Beendigung
des Laufes kann man eine dominante grine Hauptbande von mehreren kleinen Banden
unterscheiden. Die Hauptbande wird nun ausgeschnitten und mit der ,crush and soak® Methode
extrahiert. Dazu wird die Bande mit ca. 600 pyl 10 mM NaP pH 7,4 in ein Eppendorfgefal® gegeben
und mit einem blauen PlastikstdRel zerrieben. Dann wird die Probe Gber Nacht auf Eis inkubiert um
eine mdoglichst vollstdndige Diffusion des nativen Proteins aus dem Gel in den Puffer zu
gewahrleisten. Zur Entfernung des Gelrestes wird schlief3lich 10 Minuten bei 4°C und 15000 x g

zentrifugiert.
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Abschlief3end erfolgt eine Gelfiltration durch eine mit 4 ml Sephacryl 200 (Pharmacia; Trennbereich
5-250 kD) gepackte Saule. Das Sephacrylgel besteht aus kleinen Kiigelchen, die Uber winzige
Poren in ihrer AuRenwand kleinste Molekiile aufnehmen kénnen. Das WSCP kann aufgrund seiner
GroRe nicht zuriickgehalten werden und passiert die Sdule. Die Elution erfolgt mit 10 mM NaP pH
7,8. Das native WSCP wird in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Die
Sephacryl-Saule wird regeneriert, indem sie zunachst mit dreifachem Saulenvolumen NaP pH 7,8
gewaschen wird. Es folgt ein Waschschritt mit drei Volumen 1% SDS, das Sdulenmaterial wird dabei
mehrmals aufgewirbelt. Dann wird die Saule mit vier Volumen 10 mM NaP gewaschen und mit 20%

Ethanol Gberschichtet bei 4°C gelagert.

AufschluBpuffer: 100 mM NaP pH 7,4; 850 mM NacCl
Hoagland’s Lésung:  Makroelemente KNO; (1 M) 6mlad 1l
(mod. von Dr. Giinther Ca(NO3), x4 H,O (1 M) 4 mi
Ochs fiir die Anzucht NH4H,PO, (1 M) 2 mil
von Raps) MgSO, x 7 H,O (1 M) 1 mi
Mikroelemente KCI (25 mM) 2ml
H;BO; (12,5 mM) 2 ml
MnSO,4 x H,O (1 mM) 2mil
ZnS0O, x 7 H,O (1 mM) 2 ml
CuS04 x 5 H,0 (0,25 mM) 2 ml
H,Mo0O, (85% MoO3; 0,25 mM) 2ml
NaFeDTPA (10% Fe; 53,7 mM, Ciba Geigy) 0,3-1 ml
aulBerdem (fakultativ) NiSO,4 x 6 H,O (0,25 mM) 2ml
Na,SiO; x 9 H,0 (1 M) 1ml

2.3.3. Proteinquantifizierung

Es gibt verschiedene Methoden, die Konzentration einer Proteinlésung zu bestimmen. Die passende

Methode wird je nach Beschaffenheit und Eigenschaften des zu bestimmenden Proteins ausgewahlt.

2.3.3.1. Photometrische Quantifizierung mittels UV-Absorptionsmessung

Die aromatischen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin absorbieren Licht im UV-
Bereich. Anhand der Aminosauresequenz kann nach dem ,Schepartz Biopolymer Calculator*

(http://paris.chem.yale.edu/extinct.html) der fir das zu quantifizierende Protein spezifische

Extinktionskoeffizient bestimmt werden. Das Programm gibt dann in einer Formel an, welche
Konzentration eine Lésung des Proteins hat, wenn die Absorption bei 280 nm 1 betragt. Fir das
LHCP wurde eine Eichgerade erstellt (Hobe, 1995) und daraus der molare Extinktionskoeffizient von
4,85*10*M" cm™ ermittelt.
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Fir die Quantifizierung des LHCP ergibt sich folgende Formel:

LHCP Az =0,1 entspricht 52,2 pg/mi

Fiir die Quantifizierung des OHP wurde mit dem Biopolymer Calculator folgende Formel bestimmt
(Diplomarbeit S. Raunser, 2000):

OHP Az =0,1 entspricht 172 pg/ml

Die Konzentration des WSCP kann ebenfalls mit Hilfe des Biopolymer Calculator mit nachstehenden

Formeln errechnet werden:

natives WSCP Aggo =1 entspricht 0,034 mM oder 0,81 mg/ml

WSCP-his Aoz =1 entspricht 0,035 mM oder 0,79 mg/ml

Zur photometrischen Quantifizierung von Membranproteinen wird ein Aliquot IB’s in Apge-Puffer
geldst und so verdiinnt, dass die Absorption bei 280 nm kleiner als 1 ist. AnschlieRend wird die
Probe 2 Minuten bei 100°C gekocht um die vollstdndige Denaturierung des Proteins zu

gewahrleisten. Gemessen wird gegen A,go-Puffer als Kontrolle.

Da es sich beim WSCP um ein I6sliches Protein handelt, kann hier auf den Zusatz von A,g,-Puffer
verzichtet werden. Gemessen wird direkt bei 280 nm gegen den entsprechenden Puffer als
Kontrolle. Fir manche Proteinquantifizierungen ist eine vorherige Fallung des Proteins notwendig,
die beispielsweise zum Ziel haben kann, stdrendes Pigment zu entfernen. Fir die Fallung wurde in
dieser Arbeit zundchst die Lésung mit 0,1 Volumen 100 mM Essigsdure angesauert um die
Pigmente zu zerstoéren und so die Bindung an das Protein zu lockern. AnschlieRend wurde durch
Zugabe von 2,3 Volumen 100%-igem Aceton das Protein bei -20°C fir mindestens 1 Stunde
ausgefallt. Das Pigment begibt sich bei der Fallung in den acetonischen Uberstand, der durch
Zentrifugation (15-20 min, 4°C, 25200 x g = 14000 rpm, Eppendorf Tischzentrifuge) vom Protein
getrennt wird. Das Pellet wird gegebenenfalls durch Waschen mit 70% Ethanol von Pigmentresten
befreit.

Aogo-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 1 mM 2-Mercaptoethanol
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2.3.3.2. BCA-Assay

Dieser Assay macht es sich zunutze, dass die Aminosauren Cystein,

Tryptophan und Tyrosin Cu(ll) zu Cu(l) reduzieren. Bicinchoninic Acid

= I:L:u'f = (BCA) bildet mit den entstandenen Cu(l)-lonen einen violett gefarbten

- f'“"; . Komplex, der photometrisch nachgewiesen werden kann. Die
i Proteinkonzentration wird anhand einer mitgefihrten Eichreihe mit

= BSA bestimmt. Es werden als Eichpunkte 0, 1, 2, 5, 10 und 20 ug BSA

Abb. 2.5: in je 50 pl 1% [w/v] SDS in Eppendorfgefalie gegeben. Gleichermalen

Kupfer(l)- BCA- Komplex Wird die zu messende Probe in 50 pl 1% SDS aufgenommen. Zu
Probe bzw. Eichpunkt werden je 1 ml SRA und 20 ul SRB gegeben.
Die Proben werden 30 Minuten bei 60°C inkubiert und nach Abklihlen die Absorption bei 562 nm

gemessen.

Analog zu dem 1 ml-Ansatz kann der BCA-Assay auch im Microtiterplatten-Lesegerat vermessen
werden. Dazu setzt man 1/5 des Volumens fur Eichreihe und Proben erst in Eppendorfgefallen an

und gibt es nach der Inkubation zum Messen in ein 96-well-plate.

SRA-L6sung: 1% [w/v] BCA-Natriumsalz, 2% [w/v] Na,CO3 x H,0, 0,16% [w/v] Na,-Tartrat, 0,4%
[w/v] NaOH, 0,95% [w/v] NaHCO3;; der pH-Wert wird mit 5 N NaOH auf 11,25
eingestellt.

SRB-Lésung: 4% [w/v] CuSO4 x 5 H,O

2.3.3.3. CBQCA-Assay

Fir Proteine, die aufgrund eines geringen Anteils an aromatischen Aminosauren weder
photometrisch noch mit dem BCA-Assay quantifiziert werden kdnnen, wie in dieser Arbeit das PsbS-
Protein, kann der CBQCA Protein Quantitation Kit (C-6667, Molecular Probes) verwendet werden.
Dieser Kit ist eine sehr sensitive Methode zur Bestimmung der Proteinmenge tber die zuganglichen
Amine. Das in wassriger LOsung nicht fluoreszierende ATTO-TAG CBQCA Reagenz bildet in
Gegenwart von Cyaniden mit primaren Aminen ein stark fluoreszierendes Derivat, dass dann im
Fluoreszenz-Spektrometer vermessen werden kann. (Fur Details und Vorbereitung der Proben siehe

Produktinformation der Firma Molecular Probes.)
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2.3.4. Isolation und Aufreinigung von Pigmenten aus Erbsenblattern

2.3.4.1. Herstellung von Totalextrakt

Fir die Extraktion von Pigmenten aus Erbsenpflanzen werden zwei Schalen (40 x 60 cm) Erbsen
(Pisum sativum var. Golf) U.N. unter Luftzufuhr eingequollen und auf Vermikulit (Harte K4, Klein
Dammestoffe, Zellertal) ausgesat. Die Anzucht erfolgte in Klimakonstantraumen unter Beleuchtung
(16:8 h Licht-Dunkel-Rhythmus, ca. 150 ymol * ¢ * m? * s™'). Die 10-14 Tage alten Erbsenpflanzen
werden geerntet, indem man sie zunachst mit der Schere in grobe Stiicke schneidet. Anschlielend
werden sie in einem Liter kaltem Aufschlusspuffer im Waring Blendor weiter zerkleinert, bis sie eine
durchschnittliche StlickgroRe von 2-4 mm? erreicht haben. Das Homogenat wird nun durch 3 Lagen
Baumwollgaze in auf Eis stehende 500 ml Zentrifugenbecher filtriert und 10 Minuten bei 4°C und
7880 x g zentrifugiert (8000 rpm; Beckman Kiihlzentrifuge; Rotor JLA 10500). Die Pellets werden in
insgesamt 400 ml Aceton (p.A. oder destilliert) resuspendiert und erneut wie zuvor zentrifugiert. Die

vereinigten Uberstande werden in einem groRen Becherglas auf Eis gesammelt.

Zur Gewinnung von Totalextrakt wird die Acetonphase in einem Scheidetrichter in peroxidfreien
Ether Gberfuhrt, mit A. dest. und evtl. unter Zugabe von etwas festem NaCl zur Verbesserung der
Phasentrennung gewaschen und einrotiert. AnschlieBend kann der Totalextrakt in wasserfreiem
Aceton wieder aufgenommen, vermessen, aliquotiert, unter Stickstoff getrocknet und bei -20°C

gelagert werden.

2.3.4.2. Aufreinigung von Xanthophyllen

Bei der Dioxanfallung werden zu dem auf Eis stehenden Totalextrakt (ca. 400 ml) erst langsam und
unter Rihren 60 ml Dioxan gegeben, danach 127 ml H,O dest., die letzten 30 ml jedoch nur
tropfenweise. Nun wird der Riihrer ausgeschaltet und die Fallung noch eine Stunde auf Eis inkubiert.
Anschlief3end zentrifugiert man das ausgefallene Chlorophyll ab (10 min, 10000 rpm = 12300 x g,
4°C; Beckman Kuhlzentrifuge, Rotor JLA10500). Das Chlorophyllpellet wird nun in 50 ml Ether
aufgenommen und im Scheidetrichter so oft mit ca. je 100 ml H,O dest. gewaschen, bis die
Wasserphase farblos ist. Beim Ausschitteln der Etherphase ist es wichtig, regelmaRig den
Scheidetrichter zu entliften und eine Emulsion zu vermeiden. Die Etherphase wird zur Abtrennung

des Restwassers uber Nacht bei -20°C eingefroren.

Der Carotinoide enthaltende Uberstand der Dioxanfallung wird in einen Messzylinder tberfihrt um
sein Volumen zu bestimmen. Je 100 ml Probe werden ca. 20 ml Ether, 30 ml H,O dest. und ein
wenig festes NaCl dazugegeben und alles im Scheidetrichter ausgeschittelt. Nach Vollendung der
Phasentrennung wird die Etherphase abgetrennt und kalt und dunkel aufbewahrt. Die wassrige

Phase wird nun erneut mit Ether nachextrahiert. Dies wird so lange wiederholt, bis die Wasserphase
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nahezu farblos ist. Die Etherphasen werden vereinigt und mit je ca. 75 ml H,O dest. ausgewaschen,
bis die Wasserphasen nahezu farblos sind. Das Restwasser wird, wie oben beschrieben, Giber Nacht
bei —20°C ausgefroren. Am nachsten Tag kann sowohl die Chlorophyll- als auch die
Carotinoidlésung durch eine vorgekiihlte Fritte mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt

werden. Beide Etherphasen werden einrotiert.

Der Carotinoidextrakt wird einer Verseifung unterzogen, um Fettsduren und Phytolreste
abzuspalten. Dazu wird die einrotierte Etherphase in 50 ml Ethanol (p.A.) aufgenommen und man
fugt vorsichtig und unter Schwenken 5 ml 60%-ige KOH-L&6sung hinzu. Der Verseifungsansatz wird
dann G.N. bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Am darauf folgenden Tag werden die Carotinoide durch
Zugabe von 100 ml Ether und 200 ml H,O dest. in die Etherphase Uberflihrt. Die Ethanolphase wird
mit 50 ml-Portionen Ether nachextrahiert, bis sie nahezu farblos ist. Die vereinigten Etherphasen
werden dann so lange mit H,O gewaschen, bis dieses farblos ist. Die Etherphase sollte nun rein gelb
sein und wird in einem Rundkolben zum Abtrennen des Restwassers bei -20°C 0.N. eingefroren. Am
nachsten Tag werden die Eiskristalle aus der Etherldsung Uber eine vorgekuhlte Fritte mit
passendem Filter mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Etherlésung einrotiert. Um an
dieser Stelle Gesamtcarotinoide abzuzweigen wird der Rickstand wieder in wenigen ml
wasserfreiem Aceton aufgenommen, vermessen, aliquotiert und unter Stickstoff eingetrocknet bei -
20°C gelagert.

Um die einzelnen Carotinoide praparativ in reiner Form zu gewinnen werden sie in der
praparativen HPLC Uber eine RP-Saule (Reversed Phase; RPC-Material Prep C18, Waters Nr.
20594) getrennt. Dazu wird erst die Saule mit 82% Aceton (mit 0,1 mM Hepes-KOH pH 7,5 und einer
Spatelspitze Na-Dithionit/l) aquilibriert. Anschliefend wird die Carotinoidldsung mit Aceton auf max.
50 ml aufgefillt (max. 50 mg) und mit Wasser auf 82% eingestellt. Um Carotinoidaggregate zu
pelletieren wird nun 5 min bei 12300 x g und 4°C zentrifugiert (10000 rpm; Beckman Kihlzentrifuge,
Rotor JLA10500). Der Carotinoidiberstand wird nun mit dem Superloop auf die Saule aufgetragen.
(Programm ,Xanthograd®). Die Elution der Pigmente erfolgt mit 82% Aceton, wenn sich die Banden
sehr langsam bewegen, kann die Acetonkonzentration auf 84%, spater auf 86% erhéht werden. Soll
auch die B-Carotinfraktion gewonnen werden, erfolgt die Elution mit 100% Aceton. Die Fraktionen
der aufgereinigten Carotinoide werden direkt in auf Eis stehenden Rundkolben mit ca. 40 mi
vorgelegtem Ether aufgefangen. Die wassrige Phase trennt man durch vorsichtiges Ausschitteln mit
ca. 100 ml H,O ab. Nach Waschen der Etherphase wird diese in einen Rundkolben tberfihrt um das
Restwasser Uber Nacht auszufrieren. Am Tag darauf werden dann wie oben beschrieben die
Eiskristalle abfiltriert, die reinen Carotinoide vermessen, aliquotiert und trocken bei -20°C gelagert.
Die S&ule wird mit 100% Aceton farblos gewaschen und im selben Ldsungsmittel verschlossen

aufbewahrt.

-42 -



2. Material und Methoden 3. Proteinbiochemie

2.3.4.3. Aufreinigung von Chlorophyllen

Die eingefrorene Gesamtchlorophylifraktion nach der Dioxanfallung wird wasserfrei gemacht, indem
die Eiskristalle mit einer Wasserstrahlpumpe Uber einen vorgekihlten Filter abgesaugt werden. Das
Filtrat wird im Rotationsverdampfer eingetrocknet und sofort in 100% Aceton aufgenommen. Um an
dieser Stelle Gesamtchlorophylle abzuzweigen wird die Chlorophyllésung vermessen, aliquotiert

und unter Stickstoff eingetrocknet bei -20°C gelagert.

Um aufgereinigte Chlorophylle zu gewinnen, werden sie in der praparativen HPLC Uber eine RP-
Séule (s.0.) getrennt. Dazu wird erst die Saule mit 86% Aceton (mit 0,1 mM HEPES-KOH pH 7,5 und
einer Spatelspitze Na-Dithionit/l) aquilibriert. Nun wird die Chlorophyllésung (max. 50 mg) durch
Zugabe von H,O dest. auf 86% Aceton eingestellt und maximal 50 ml mit dem Superloop auf die
Saule aufgetragen (Programm ,Chlorophyligrad®). Die Elution der reinen Chlorophylle erfolgt mit
86% Aceton, die aber in 2er Schritten erhéht werden kann, wenn die Trennung sehr langsam erfolgt.
Die gelbgrine Chlorophyll b- und die blaugrine Chlorophyll a-Bande werden direkt in auf Eis
stehende Rundkolben mit ca. 40 ml vorgelegtem Ether aufgefangen. Die Abtrennung der wassrigen
Phase, das Waschen der Etherphase sowie die Aufbewahrung der getrockneten Pigmente verlaufen

wie unter 2.3.3.2 beschrieben.

AufschluBpuffer: 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM DTT, 330 mM Sorbitol

2.3.5. Photometrische Chlorophyllbestimmung nach Porra (1989)

Ein Aliquot des in 100% Aceton geldsten Chlorophylls wird in 80% Aceton so verdinnt, dass die
maximale Extinktion bei den zu messenden Wellenlangen kleiner als 1 ist. Es wird ein Nullabgleich
bei 750 nm gemacht um unspezifische Streuung zu vermeiden. Nun wird die Probe bei 646,6 nm

und 663,6 nm vermessen und die Chlorophylimenge nach folgender Formel errechnet:

Chla= 12,25 A663,6_ 2,55 A 646,6 [pglml]
Chlb = 20,31 A 646,6 — 4,91 A 663,6 [pglml]

2.3.6. Photometrische Xanthophyllbestimmung

Zur Bestimmung des Gesamtxanthophyligehaltes wird die Probe in 80% Aceton bei 440 nm

vermessen und deren Konzentration nach folgender Formel bestimmt:

E (0,24) 1440 nm, 1 cm; = 1 pg/ml
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2.3.7. Pigmentmodifikationen

2.3.7.1. Aufreinigung von Chlorophyllase aus Phaeodactylum tricornutum
(modifiziert nach Schoch und Brown, 1987)

Die Extraktion von Chlorophyllase aus der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum ist recht effektiv,
da das Enzym im Extrakt in relativ groRer Menge vorhanden ist. P. tricornutum ist eine Alge der
Klasse Bacillariophyceae und ist in die Abteilung der Heterokontophyta eingegliedert. Die Anzucht
erfolgt in ASP/m Medium, dessen Zusammensetzung auf dem ASP Medium von Provasoli et al.
(1957) basiert. P. tricornutum Zellen werden in 3,5 | ASP/m Medium fir ca. 2 Wochen bei 22°C und
einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 16:8 Stunden geschiittelt. Die Ernte erfolgt durch Zentrifugation
bei 3000 x g (Beckman GPR Centrifuge). Das Pellet wird mit 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8
gewaschen. Es folgt eine sukzessive Extraktion mit Aceton: 1 x mit 90%, 2 x mit 80%, 1 x mit 70%
Aceton in Chlorophyllase-Puffer. Das finale Pellet (Acetone Powder) wird bei RT getrocknet. 1 |
Algenkultur ergibt ca. 100 mg getrockneten Puder. Die Extraktion des Enzyms erfolgt durch Rihren
bei 10°C Uber Nacht: je 100 mg Puder wird dazu in 10 ml Chlorophyllase-Puffer aufgenommen.
Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 4°C und 12000 x g wird der Uberstand mit Centrikons (10 kD
cutoff) bis auf 60% des Ausgangsvolumens aufkonzentriert. Der Chlorophyllase-Extrakt kann nun bei

—20°C fur mehrere Wochen oder dauerhaft nach Schockgefrieren bei —80°C gelagert werden.

Chlorophyllase-Puffer: 0,5 M NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM Tris-HCI pH 8

ASP/m Medium: 86 mM NaCl, 8 mM Tris, 21 mM KCI, 8,1 mM MgSO, x 7 H,O, 11,8 mM
NaNQOj, 0,58 mM K,HPO,, 0,16 mM H3;BO;. Die Ldésung wird mit konz.
H,SO, auf pH 7,7 eingestellt; danach werden 2,72 mM CaCl, sowie je

1/1000 Volumen Eisen-(lll)-Lésung und die Spurenelementlésungen A
und B hinzugegeben.

Eisen-(l11)-L6sung: 4,65 mg/mil Titriplex 1, 3,3 mg/ml FeCl; x 6 H,O

Spurenelementlésung A: 30 mg/ml Titriplex Ill, 4,05 mg/ml MnCl, x 4 H,O, 0,03 mg/ml ZnCl,

Spurenelementlésung B: 0,024 mg/ml CaCl, x 6 H,O, 0,012 mg/ml Na,MoO,4 x 2 H,0O, 0,006 mg/mi
CuCl, x 2 H,0O

2.3.7.2. Chlorophyllase-Assay
(modifiziert nach Schoch und Brown, 1987)

3 ml des Chlorophyllase-Extraktes werden zu mindestens 100 ug Substrat in 1 ml Aceton gegeben
(30% Aceton Endkonzentration). Der Ansatz wird ca. 90 Minuten bei RT inkubiert und die Reaktion
schlief3lich durch Erhéhen der Acetonkonzentration auf 70% gestoppt. Nach Zentrifugation (2 min;
20000 x g; RT) wird der griine Uberstand auf eine zuvor mit 70% Aceton aquilibrierte C-18 SEP-PAK
Saule (Waters) gegeben. Chlorophyllide finden sich im Durchfluss mit 70% Aceton, die Chlorophylle
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konnen mit 90% Aceton von der Saule eluiert werden. Die Konzentration kann photometrisch nach
untenstehender Formel bestimmt werden. Der Extinktionskoeffizient fur Chlorophyll und
Chlorophyllid ist gleich (Strain & Svec, 1966).

Chla = 11,42 X 0D663 [mg/l]

Die C-18 SEP-PAK Saule kann durch Waschen mit mehreren S&ulenvolumen 100% Aceton
regeneriert werden. Dabei sollte die Laufrichtung mehrmals umgekehrt werden. Nach Trocknen des

Materials kann sie bis zur erneuten Verwendung bei RT gelagert werden.

2.3.7.3. Phaophytinisierung von Chlorophyllen

2 mg Chlorophyll a werden in 4 ml Diethylether geldst. Dazu werden 4 ml 10%-iger HCI gegeben und
der Ansatz gemischt, bis ein Farbumschlag von blaugrin nach braunrot erkennbar ist. Die
Etherphase wird nun mehrfach mit Wasser gewaschen, wasserfrei gemacht und einrotiert (vgl.
2.3.4).

2.3.7.4. Insertion von Zn*

1 mg Chlorophyll a oder Phaophytin a wird in 2 ml Chloroform geldst. Nach Erwdrmung auf 35°C
wird unter Schwenken 1,5 ml gesattigte Zinkacetat-Lésung (in Chloroform) dazugetropft. Die Lésung
wird dann eine Stunde bei 35°C inkubiert. Das Zn-Ph&ophytin wird nun durch Zugabe von 2 ml Ether

und 5 ml Wasser in die Etherphase Uberfuhrt, diese wasserfrei gemacht und einrotiert.

2.3.7.5. Synthese von Phéophorbid / Zn-Ph&ophorbid

1 mg Chlorophyll a bzw. Zn-Chlorophyll a wird in 1 ml Trifluoracetat gelést und unter N,-Fluss 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Phaophorbid wird in die Etherphase Uberflhrt, diese

mehrfach mit Wasser gewaschen, wasserfrei gemacht und einrotiert.

2.3.7.6. Synthese von Bakteriochlorophyll und Insertion von Kupfer

Bakteriochlorophyll wurde aus Rhodobacter sulfidophilus isoliert. Die Anzucht der Zellen, Isolation
des Bakteriochlorophylls a wie auch die Kupfer-Insertion wurden von Jens Rupprecht durchgefihrt
(vgl. Diplomarbeit Jens Rupprecht, 1998; Svec 1991; Hartwich et al., 1998).
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2.3.8. Destillation von Ether

Um Ether von Peroxiden zu befreien, wird er kurz vor Gebrauch destilliert. Dazu wird an einer
Ruckfluss-Destille zunachst die Kiihlung angeschaltet und ein 2I-Rundkolben zu 2/3 mit Ether befilllt.
In den Rundkolben werden zusatzlich ca. 20 KOH-Platzchen gegeben, die HO, als K-Salz fallen.
Das Heizbad wird nun auf Stufe 3 gestellt und der Ether wird 2 Stunden mit Rickfluss gekocht.
Danach beginnt die eigentliche Destillation, das Destillat wird aufgefangen und kann im

explosionsgeschutzten Kihlschrank bis zu 2 Wochen aufbewahrt werden.

2.3.9. Destillation von technischem Aceton

Fur Arbeiten mit Pigmenten wird i. d. R. wasserfreies p.A. Aceton oder technisches, zusatzlich
destilliertes Aceton verwendet. Das technische Aceton wird durch die Destillation von Restwasser
befreit. Hierfir wird ein 2 | Rundkolben zu 2/3 mit Aceton geflllt. Hinzu kommen ca. 20
Siedesteinchen. Der Rundkolben wird in einen Heizpilz gesetzt, das digitale Thermometer sowie die
Kihlfalle (4°C) der Ruckfluss-Destille werden angestellt. Das Heizelement (,isopod“) wird auf
Position 5 eingestellt, bis das Aceton nach ca. 35 Minuten zu sieden beginnt. Der Vorlauf der ersten
20 Minuten wird aufgefangen und als Spulaceton verwendet. Danach beginnt die eigentliche
Destillationszeit von ca. 2-3 Stunden. Die Temperatur sollte bei 57,6°C liegen. Die Destillation wird

abgebrochen, wenn noch ca. 50 ml Flissigkeit Gber den Siedesteinen steht.

2.3.10. Rekonstitution

Das Prinzip der Rekonstitution pigmentbindender Proteine ist die Rickfaltung des denaturierten
Proteins mit Pigmenten in seinen nativen Zustand: das denaturierte Protein wird in Gegenwart einer
geeigneten Detergenskonzentration oder eines chaotropen Agens mit einer Pigmentmischung in
Detergens zusammengebracht. Das Protein faltet sich nun mit gleichzeitiger Pigmentbindung. Zur
Ruckfaltung der in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden verschiedene Rekonstitutions-

methoden verwendet, die im Folgenden naher erldutert werden sollen.

2.3.10.1. Rekonstitution durch Detergenswechsel

Die Standardrekonstitution fiir das LHCP ist die Rekonstitution durch Detergenswechsel und
anschlieBender KCI-Fallung (Paulsen et al., 1993), in die 0,4 ug/ul Apoprotein, 1,0 pg/ul Chlorophyll
(Chl a/Chl b = 1) und 0,15 pg/pl Xanthophyll eingesetzt werden. Das Protein in 2% Dodecylsulfat
(DS) wird mit einem Uberschuss an Pigmenten vermischt. Durch Uberfiihren in das nicht-ionische
Detergens Octyl-3-D-glucopyranosid (OG) werden Protein und Pigmente aus den DS-Mizellen Uber

DS-OG-Mischmizellen in OG-Mizellen gezwungen. Die physikalische Umgebungsveranderung im
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Rekonstitutionsansatz induziert die Faltung des Proteins mit gleichzeitiger Pigmentbindung. Durch

Zugabe von KCI fallt das DS als schwerlosliches Kaliumsalz aus.

Zu 25 pyl 2x Solubilisierungspuffer werden 20 pyg LHCP in 25 uyl H,O dest. gegeben. Die
Proteinldsung wird nun 1 Minute bei 100°C im Wasserbad erhitzt. Nach Abklhlen werden 5 pl 10
mM DTT hinzugegeben. Nun wird die Proteinlésung unter standigem Mischen zu 50 ug Totalextrakt
in 5 yl Ethanol gegeben und der Ansatz sofort 30 Sekunden kraftig gemischt. AnschlieRend werden
7,5 ul 10% OG (1% Endkonzentration) hinzugegeben und nach kraftigem Mischen 5 Minuten bei RT
inkubiert. Nun wird das DS durch Zugabe von 7,5 yl 2 M KCI (0,2 M Endkonzentration) fir 20
Minuten auf Eis ausgefallt. Das Prazipitat wird 8 Minuten bei 18500 x g und 4°C (12000 rpm, Hettich
Tischzentrifuge) abzentrifugiert. Der Uberstand enthalt gefaltete Komplexe und ungebundenes

Pigment in 1% OG und kann nun kurz auf Eis oder bei —20°C gelagert werden.

2 x Solubilisierungspuffer: 200 mM Tris-HCI pH 9,0, 25% [w/v] Saccharose, 4% [v/v] LDS, 10 mM ¢-

Aminocapronsaure, 2 mM Benzamidin.

2.3.10.2. Rekonstitution mit Frier-Tau-Zyklen

Die Rekonstitution mit 3 aufeinander folgenden Frier-Tau-Zyklen wurde vor der Detergenswechsel-
Rekonstitution fiir die Ruckfaltung des LHCP verwendet (Paulsen et al., 1990). Hier wurde sie in

variierter Form fiir Rekonstitutionsversuche am OHP benutzt.

25 yl Rekonstitutionspuffer (Ago-Puffer, vgl. 2.3.2.1) werden mit 10 ug Protein in 25 ul H,O dest. und
2,5 ul 100 mM DTT versetzt. Der Ansatz wird nun 2 Minuten bei 100°C im Wasserbad erhitzt. Nach
Abkuhlen werden abermals 2,5 yl 100 mM DTT zugegeben. Zu dieser Proteinlésung werden unter
kraftigem Mischen 50 ug Totalextrakt in 5 yl Ethanol geben. Von den sich nun anschlieRenden 3
Frier-Tau-Zyklen findet einmal Einfrieren U.N. statt, die beiden anderen dauern mindestens 1 Stunde.
Das Auftauen der Lésung wird 2 mal fur ca. 10 Minuten bei RT, das letzte Mal jedoch auf Eis
durchgefihrt.

2.3.10.3. Rekonstitution durch Verdiinnung aus SDS

Die Rekonstitution durch Verdinnung aus SDS wurde der ,rapid mixing reconstitution®
nachempfunden (Booth & Paulsen, 1996). Das Prinzip ist, Protein in 1% SDS unter stadndigem
Mischen zu Pigment in 1% OG zu geben, wobei die SDS-Konzentration auf 0,2% verdunnt wird. Die

Rekonstitution erfolgt wahrend der Herabsetzung der SDS-Konzentration.

Die Vorgehensweise der Rekonstitution des LHCP durch Verdiunnen aus SDS ist im Folgenden

schematisch dargestellt.

-47 -



2. Material und Methoden 3. Proteinbiochemie

125 pl Protein-L6sung 125 pl Pigment-L6sung
62,5 ul 2 xRP 62,5 ul 2 xRP
2,5yl 10% SDS 25yl 10% OG
60 pl Protein in H,O 37,5 yl H,O
(millipore) (millipore)

% zu Pigment in 10 pl Ethanol

30” mischen, 10 min RT

Es wurden in dieser Arbeit 0,4 ug/ul Protein und ein 3-facher stdchiometrischer Pigmentiiberschuss
(bezogen auf Chl a im Totalextrakt) eingesetzt. Nach der Inkubation wird der Rekonstitutionsansatz
2 Minuten bei 25200 x g (14000 rpm, Hettich Tischzentrifuge) und 4°C zentrifugiert, um maogliche

Aggregate zu pelletieren.

2 x Rapid Mixing Rekopuffer (RP): 200 mM Lithiumborat pH 9,0, 25% [w/v] Saccharose, + frisch 2
mM DTT oder 2-ME (fur LHCP). Lithiumborat wird durch Titration von

Borsaure mit Lithiumhydroxid hergestellt.

2.3.10.3.1. Rekonstitution von PsbS

Fir die Rekonstitutionsversuche am PsbS-Protein wurde die Methode durch Verdinnung aus SDS
modifiziert. 150 yg Protein in 1% LDS werden in 125 yl 100 mM Lithiumborat pH 7,5, 0,2% LDS
Uberfiihrt. 61 pg mit Carotinoiden angereicherter Totalextrakt wird in 10 pl Ethanol p.A. gel6st
(Totalpigmentextrakt [Chl a/b = 3/1, Nx/Vx/Lu/Car = 51/21/12/1] wird durch Zugabe von
Gesamtcarotinoiden auf den molaren Uberschuss von 10 Chl a und 5 Lutein pro PsbS eingestellt
und wird im Folgenden als supplementierter oder angereicherter Totalextrakt bezeichnet). Das
Pigmentaliquot wird unter Mischen zu 125 pl 2% OG, 100 mM Lithiumborat gegeben. Nun wird der
Protein-Ansatz unter standigem Mischen zum Pigment-Ansatz gegeben und alles weitere 30
Sekunden durchmischt. So wird eine Verdinnung auf 0,3% SDS in 1% OG erreicht. Der
Rekonstitutionsansatz wird anschlieRend 10 Minuten bei RT inkubiert. Eventuelle Aggregate werden
durch Zentrifugation (2 min, 4°C, 25200 * g = 14000 rpm, Eppendorf Tischzentrifuge) pelletiert.

2.3.10.4. Rekonstitution von WSCP-his durch Verdinnung aus Guanidinium Hydrochlorid

Die Rekonstitutionsmethode aus Guanidinium Hydrochlorid (GuHCI) wurde nach Yang variiert.
GuHClI ist ein chaotropes Reagens, welches das Protein denaturiert. Aus komplett denaturiertem
Zustand wird das Protein dann unter gleichzeitiger Bindung von Pigmenten in 1% OG uberfuhrt,

dabei wird die Konzentration des GuHCI stark verdiinnt.
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Ca. 300 yg WSCP in 10 yl 50 mM NaP pH 7,4 werden mit einer kleinen Spatelspitze festem GuHCI
versehen. Es wird gerade soviel GuHCI verwendet, dass das Protein in Losung geht. In einem
zweiten 1,5 ml Reagiergefall werden 25 ul 2 x Rekopuffer mit 12,5 yl H,O (millipore) und 12,5 pl
10% OG versetzt und gut gemischt. 100 pg Pigment (10 x molarer Uberschuss iiber das Protein)
wird in 10 pl 100% Ethanol vorgel6st, dazu kommt unter 30-sekiindigem starken Mischen das
Gemisch aus Rekopuffer, Wasser und OG. Zu diesem Rekonstitutionsansatz kommt schlie3lich
ebenfalls unter Mischen das Protein in GuHCI. Nach weiteren 30 Sekunden Mischen wird der Ansatz
5 Minuten bei RT inkubiert und anschliefend mit 1 x Rekopuffer auf 1% OG Endkonzentration
verdiinnt. AbschlieRend erfolgt Zentrifugation (2 min, 10 000 * g, 4°C) zur Abtrennung mdglicher
Aggregate. Die Rekonstitutionsprodukte werden mittels detergensfreier oder nativer PAGE analysiert
(vgl. 2.3.12).

Rekonstitutionsexperimente fir anschlielende Auftrennung auf Saccharosedichtegradienten (vgl.
2.3.13) werden mit 1 mg WSCP-his wie oben beschrieben durchgefuhrt. Allerdings wurde mit 100
mM Lithiumborat pH 9,0 und ohne Zugabe von Saccharose auf 1% OG verdiinnt, um ein Einsinken

der Probe in den Gradienten zu vermeiden.

2 x Rekopuffer: 200 mM Lithiumborat pH 9,0, 25% [w/v] Saccharose

2.3.10.5. Rekonstitution von WSCP-his auf der Nickel-Saule

Proteine, die einen Hexahistidylrest tragen, kdnnen an Nickel-Sepharose immobilisiert werden. Ni**-
lonen binden Uber die Iminodiessigsaure-Gruppe der Sepharose an das Saulenmaterial, bei dieser
Chelatbindung werden drei von sechs moéglichen Koordinationsstellen des Nickel-lons besetzt. Die
Anlagerung des His-Tags erfolgt tber die drei noch freien Stellen. Bei der Elution macht man sich
die Tatsache zunutze, dass Imidazol wegen seiner strukturellen Ahnlichkeit zum Histidin um die

Bindungsstelle konkurriert und somit das Protein von dieser verdrangt.

Vorbereiten der Séule

Da die verwendete Chelating Sepharose eine Bindekapazitat von ca. 1 pg Protein pro yl Sepharose-
I6sung aufweist, wird fir die Rekonstitution von 1 mg WSCP-his ein 10 ml BIO-RAD Saulchen mit
Fritte mit 1 ml Sepharose gepackt. Nachdem das Material sich abgesetzt hat, wird es mit 2-fachem
Saulenvolumen H,O dest. gesplilt. Anschlieltend wird die Saule mit 2-fachem Volumen 0,3 M NiCl,
beladen, die Saule nimmt eine griinlich-blaue Farbe an. Uberschiissiges NiCl, wird mit 5-fachem
Volumen Tris-HCI pH 7,5 von der Saule gewaschen, die Farbe andert sich nach hellblau. An dieser

Stelle sollte beachtet werden, dass Nickel-Abfall giftig ist und stets getrennt entsorgt werden muss.

Rekonstitution
Die Rekonstitution von an Nickel-Sepharose immobilisiertem WSCP-his wurde nach Rogl et al.

(1998) modifiziert. Sie ist Aufreinigungsschritt des Proteins und Bindung des Pigmentes an das
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immobilisierte Protein zugleich. Zunachst wird 1 mg WSCP-his aus dem Uberstand nach der French
Press (vgl. 2.3.1.4) auf die vorbereitete Nickelsaule gegeben und kurz inkubiert. Bakterielles Protein
ohne His-Tag bindet nicht an die Saule und wird in diesem Schritt mit einem Saulenvolumen 100 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,8) entfernt. Anschlieend werden 200 ug Pigment (bezogen auf Chl a,
5-facher molarer Uberschuss iiber das Protein) in 10 pl 100% Ethanol vorgelést und unter Riihren in
500 pl OG-Puffer tberflhrt. Die Pigmente in OG werden dann auf die Saule gegeben und nach
kurzem Durchmischen des Saulenmaterials mit der Lésung 45 Minuten bei RT inkubiert. Um nach
der Inkubation ungebundenes Pigment zu entfernen, wird so lange mit OG-Puffer nachgewaschen,
bis der Durchfluss farblos ist. Um nun die Saule detergensfrei zu machen, wird mit mindestens 10
Volumen 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,8 gewaschen, dabei wird die Sepharose mehrmals
kurz aufgewirbelt. Fir die Elution gibt man 1-1,5 Saulenvolumen Elutionspuffer auf die Saule, lasst

ihn einlaufen und fangt dann das griine Eluat auf.

Regeneration der Séule

Die Sepharose kann wieder verwendet werden, wenn man sie nach Gebrauch regeneriert. Dazu
werden gebundene Pigment- und Proteinreste mit 2-fachem Saulenvolumen 2% SDS [w/v], 300 mM
Imidazol von der Saule gespllt. Anschliefiend wird mit 4-fachem Volumen H,O dest. gewaschen,
bevor die gebundenen Ni?* -lonen mit 2-3-fachem Volumen 0,5 M EDTA von der Saule gespult
werden. Nach Nachwaschen mit 4-fachem Volumen H,O dest. wird der Nickel-Abfall getrennt
entsorgt und die Sepharose mit 20%-igem Ethanol gewaschen, bevor sie in einen Vorratsbehalter
gegeben wird.

OG-Puffer: 100 mM Natriumphosphat pH 7,8, 1% OG [w/v], 12,5% [w/v] Saccharose
Eluatpuffer: 10 mM Matriumphosphat pH 7,8, 300 mM Imidazol

2.3.11. Markierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen
(nach Monika Meyer)

Fluoreszenzfarbstoffe werden aus verschiedenen Griinden zum Markieren von Proteinen verwendet.
Einerseits kdénnen Proteine durch Anregung der gebundenen Farbstoffe visualisiert werden.
Andererseits kdnnen markierte Proteine auch fir Rekonstitutionsexperimente verwendet werden, um
im Komplex durch Anregung des Farbstoffes mdglicherweise Energietransfer auf ein gebundenes
Pigment messen zu koénnen. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) sowie Tetramethylrhodamin-
isothiocyanat (TRITC) sind Farbstoffe, die an Aminogruppen binden. Findet die Markierung von
Proteinen bei pH 7,0 statt, ist aufgrund ihres veranderten pK-Wertes nur die N-terminale

Aminogruppe protoniert und damit flr den Farbstoff zuganglich.

Fir die N-terminale Markierung von Proteinen mit FITC oder TRITC werden zunachst 50 ug Protein
des zu markierenden Proteins in 12,5 yl 1% LDS aufgenommen und 1 Minute bei 100°C gekocht.
Nun werden 112,5 yl 20 mM NaP pH 7,0 zugegeben sowie 5 pl Farbstoff (10 mg/ml, in DMF

-50 -



2. Material und Methoden 3. Proteinbiochemie

vorgeldst) in 99,6% Ethanol. Diese Menge entspricht einem 64-fachen Farbstoffiiberschuss. Die
Markierung erfolgt eine Stunde bei 15°C. Wenn ein geringerer Farbstoffiiberschuss verwendet wird,
sollte die Markierungsdauer verlangert werden. Die Reaktion wird schlieBlich mit 12,5 pl 10%
Aminoethanol gestoppt. Um das markierte Protein weitgehend von freiem Farbstoff zu trennen wird
es ethanolisch gefallt. Dazu vermischt man den Ansatz mit %2 Volumen Ethanol p.A. und inkubiert ihn
30 Minuten auf Eis. Nach Zentrifugation (15 min, 4°C, 25000 * g = 14000 rpm, Hettich
Tischzentrifuge) wird das Pellet 2-mal mit 70% Ethanol gewaschen, zentrifugiert (5 min, 4°C, 25000 *

g), getrocknet und das Protein in 1% LDS wieder resuspendiert.

2.3.12. Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli
(1970)

Die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) dient der Auftrennung von
Proteinen. Bei der denaturierenden SDS-PAGE verleiht das Detergens den Proteinen eine negative
Nettoladung, so dass die GroRe das einzige Trennkriterium darstellt. Je nach Wahl des Puffers
kénnen die Trennbedingungen der Elektrophorese aber auch schwach denaturierend oder nativ
gewahlt werden (s.u.). Das Gel setzt sich zusammen aus Acrylamid und N,N’-Methylen-
Bisacrylamid, die durch Zugabe von Katalysatoren zu einer netzartigen Matrix auspolymerisieren.
Das Bisacrylamid fungiert bei dieser Reaktion als Quervernetzer der Acrylamidketten. Der
Katalysator APS bildet in wassriger LOsung Sulfatradikale, die die radikalische Polymerisation des
Gels starten. Durch TEMED werden die gebildeten Radikale stabilisiert.

Durch folgende Formeln kénnen die optimalen Trennparameter errechnet werden.

T=(X+Y)*100/V C =Y *100/ (X+Y)
T = totale Acrylamidkonzentration [%] Y = Masse N,N'-Methylen-Bisacrylamid [g]
C = Vernetzungsgrad [%] V = Volumen [ml]

X = Masse Acrylamid [g]

Die Porengrole und damit die Trenneigenschaften des Gels kann durch Erhéhen des
Vernetzungsgrades wie auch der Acrylamidkonzentration verandert werden. In dieser Arbeit wurden
z.B. fur groRere Proteine wie WSCP-Multimere (76 kD) oder das MBP-WSCP 8-10%-ige Gele
(Acrylamid/Bisacrylamid = 30/1) verwendet, fur Proteine wie Sep (22 kD) oder LHCP (25 kD) 15%-
ige Gele, fur OHP mit 14 kD jedoch 18%-ige Gele. Weiter kdnnen die Laufbedingungen eines

Polyacrylamid-Gels durch die Wahl des Puffers beeinflusst werden:

SDS-Puffer: 50 mM Tris, 384 mM Glycin, 1 mM EDTA, 0,1% SDS;
wird fur voll denaturierende Gele verwendet.
LDS-Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,5 mM EDTA, 0,1% LDS;
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enthalt anstelle des SDS das Lithiumsalz, was bei 4°C nicht ausfallt. Somit
kann der LDS-Puffer fir schwach denaturierende Gele unter Kihlung bei
4°C verwendet werden.

Deriphat Puffer: 0,15% Deriphat, 48 mM Glycin, 12 mM Tris
schafft mit dem Detergens Deriphat weniger stringente Bedingungen, d.h.
Pigment-Protein-Komplexe bleiben langer stabil (Peter & Thornber, 1991).
Die Gele werden bei 4°C gekuhlt.

Detergensfreier Puffer: 50 mM Tris, 384 mM Glycin, 1 mM EDTA

wird fur native Gele verwendet, auf denen I6sliche Proteine aufgetrennt

werden sollen.

Das Polyacrylamid-Gel setzt sich wie folgt zusammen:

Trenngel Sammelgel

8%, 10%, 15%, 18% Polyacrylamid 4,5% Polyacrylamid
(Acrylamid/Bisacrylamid = 30/1) (Acrylamid/Bisacrylamid = 30/1)
10% Glycerin 10% Glycerin

400 mM Tris-HCI pH 8,8 130 mM Tris-HCI pH 6,8

0,07% APS 0,05% APS

0,05 TEMED 0,05 TEMED

Die GieRkammer fir 5 bzw. 10 Gele wird wie folgt zusammengebaut: zuerst werden alle mit
Acrylamid in Kontakt kommenden Flachen mit 100% Ethanol entfettet. Dann werden
Aluminiumoxidplatten, Spacer und Glasplatten in dieser Reihenfolge in die Kammer gelegt, wobei
zwischen 2 sich auf ganzer Flache beriihrende Platten ohne Spacer ein Wachspapierstiick gelegt
wird. Die Trenngel-Ldsung wird zusammenpipettiert und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast,
dann werden APS und TEMED zugegeben. Die Trenngel- LOsung wird nun bis auf eine Héhe von 5-
5,5 cm in die Giel(kammer gegeben. Um die Oberflache und damit die spatere Grenzschicht zum
Sammelgel zu glatten, wird sie mit Wasser Uberschichtet. Nach ca. 1 Stunde ist das Gel
polymerisiert. Nun wird das Wasser abgegossen und die vorbereitete und entgaste Sammelgel-
Lésung bis zum Rand der Gielkammer auf das Trenngel gegossen. AnschlieRend werden die
Kamme vorsichtig eingesetzt; das Sammelgel polymerisiert innerhalb einer weiteren Stunde. Die
gegossenen Gele kénnen nun bis zu 2 Wochen in Folie eingewickelt im Kuhlschrank gelagert

werden.

Die aufzutrennenden Proteine werden zunachst bei ca. 40 V im Sammelgel zu einer scharfen Bande
fokussiert. Nachdem die Grenze zum Trenngel passiert ist, kann die Elektrophorese fiir SDS-PAGE
bei ca. 150 V, fir schwach denaturierende und native Gele bei ca. 70—-90 V durchgefiihrt werden.
Die Lauffront wird durch das Bromphenolblau markiert. Zum Grofenvergleich wird ein Marker mit auf

das Gel aufgetragen.
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Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Proteinbanden mit Hilfe des Triphenylmethan-
farbstoffes Coomassie Brillant Blue direkt im Gel angefarbt. Die Gele werden fir 15 bis 20 Minuten in
einer Gerdabox auf dem Schduttler mit der Coomassie-Farbeldsung inkubiert. Die Entfernung des
Uberschuissigen Farbstoffes erfolgt anschlieBend in zwei Schritten. Zunachst wird das gefarbte Gel
20 Minuten im ersten Entfarber inkubiert. Anschlielend verbleibt das Gel solange im zweiten
Entfarber, bis der Hintergrund vollstédndig entfarbt ist und nur noch die blauen Proteinbanden zu
erkennen sind. Zur langfristigen Lagerung wird das Gel zwischen zwei Einmachfolien auf dem

Geltrockner bei Hitze im Vakuum getrocknet.

3 x Sparmix: 100 mM Tris-HCI pH 6,8 ; 1,4 M R-ME; 4% [w/v] SDS; 24% [v/v]
Glycerin; 0,4 M Bromphenolblau

SDS 7—Marker: Serva 5—Marker:

Rinderserumalbumin 66 kD Carboanhydrase 29 kD
Ovalbumin 45 kD Trypsin-Inhibitor (soy bean) 21 kD
NADPH 36 kD Cytochrom C 12,5kD
Carboanhydrase 29 kD Trypsin-Inhibitor (Rinderlunge) 6,5 kD
Trypsinogen 24 kD

Trypsin-Inhibitor (soy bean) 21 kD

a-Lactalalbumin 14,2 kD

Coomassie-Farbelésung: 1,75 mg/ml Coomassie Brillant Blue (Serva); 50% [v/v] Ethanol; 7% [v/v]

Eisessig
1. Entfarber: 10% Ethanol
7% Eisessig

2. Entfarber: 10% Eisessig

2.3.13. Saccharosedichtegradienten Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation durch kontinuierliche Dichtegradienten erlaubt die Auftrennung von Molekilen
nach ihrer spezifischen Dichte. Sie wurde hier verwendet, um Protein-Pigment-Komplexe im
praparativen Mal3stab von freiem Pigment zu trennen. Die Linearitat der Dichtegradienten wird durch
3-faches Einfrieren und Auftauen erreicht, wobei man sich die unterschiedlichen Schmelzpunkte der
Saccharoselésung und des Wassers zunutze macht. Beim Einfrieren verdrangt die schwerere
Zuckerlosung sich bildende Wasserkristalle nach oben. Das mehrfache Wiederholen dieser Zyklen

schafft eine gewisse Linearitat der Dichte.

Die in dieser Arbeit verwendeten Trennparameter von rekonstituierten Komplexen zu Abtrennung

freien Pigmentes sind im Folgenden zusammengefasst (Tab. 2.4).
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Protein LHCP-Monomere OHP PsbS WSCP-his
Gradient | 0,5 M Saccharose; | 0,6 M Saccharose; 5 | 0,4 M Saccharose; 0,4 M Saccharose; 5
5 mM Tricine pH mM Tricine od. NaP | 5mM NaP pH 7,5, | mM NaP pH 7,5, 0,1%
7,5,0,1% LM pH 7,5, 0,1% LM 0,1% LM LM/ detergensfrei
Lauf 16 h, 4°C, 400000 16 h, 4°C, 400000 x 16 h, 4°C, 400000 16 h, 4°C, 175000 x g
x g (54000 rpm, g (54000 rpm, Rotor x g (54000 rpm, (35000 rpm, Rotor
Rotor SW60Ti) SW6O0Ti) Rotor SW60Ti) SW6O0Ti)

Tab. 2.4: Ubersicht iiber die Trennbedingungen fiir rekonstituierte Proteine im Saccharosedichtegradienten.

Ein aus einer 0,5 molaren Saccharoselésung hergestellter Gradient hat einen theoretischen
Dichtebereich von 0 bis 1 M Saccharose, bei einem Gradienten aus 0,4 M Saccharose liegt dieser
Bereich bei 0 bis 0,8 M. Nach dem Lauf wurden die pigmentierten Banden mit Hilfe einer 1 ml-
Spritze mit langer Kanile vorsichtig abgesaugt und bis zur weiteren Verwendung in 1,5 mi

Reaktionsgefalten auf Eis gelagert.

2.3.14. Butanolextraktion von Pigmenten aus Gelschnipseln

Um Pigmente aus PAA Gelbanden quantifizieren zu kénnen, werden sie mit 2-Butanol extrahiert.
Der pigmentierte Bereich wird mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und eingefroren. Der
gefrorene Gelschnipsel wird mit einem PlastikstdRel zerrieben und mit 100 yl H,O aufgeschlemmt.
Nun werden 66 pl 2-Butanol hinzugegeben und alles vorsichtig gemischt. Nach Zugabe von 33,5 ul 5
M NaCl und abermaligem Mischen wird der Ansatz 2 Minuten bei 12000 rpm im Kihlraum
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation hat sich die obere Butanolphase, die die Pigmente enthalt, von
der wassrigen Phase mit den Gelresten abgetrennt. Fir die Analyse iber HPLC (high performance
liquid chromatography) wird die Butanolphase 1:1 bis 1:2 mit 70%-igem Aceton (gepuffert mit 0,2
mM HEPES pH 7,5) verdiinnt. Pro Lauf werden 25 ul der Probe in eine Hamilton Spritze gezogen
und die Probenschleife damit sehr langsam befullt (vgl. 2.3.16).

2.3.15. Butanolextraktion von Pigmenten aus Gradientenbanden
(variiert nach Martinson & Plumley, 1995)

Zu 100 pl Probe werden 67 pl 2-Butanol gegeben und alles vorsichtig vermischt. AnschlieRend
werden 33 ul 5 M NaCl hinzugefligt und der Ansatz nach vorsichtigem Mischen 1 Minute bei 4°C und
25200 x g (14000 rpm, Hettich Tischzentrifuge) zentrifugiert. Nun kann eine deutliche Phasen-
trennung im Reaktionsgefalt beobachtet werden; die obere Butanolphase wird abgenommen und der
Ansatz mit 33 pl 2-Butanol nachextrahiert. Nach dem nachsten Zentrifugationsschritt (1 Minute bei

4°C und 25200 x g) werden die Butanolphasen vereinigt.
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Zur Butanolextraktion aus WSCP-his Komplexen, die Uber eine Nickelsaule aufgereinigt wurden,
muss der Komplex zur Destabilisierung zunachst auf 1% [w/v] SDS gebracht und gekocht werden (2
min). Anschliefend wird Butanol zugegeben und wie oben zentrifugiert. Auf Zugabe von NaCl wird
i.d.R. verzichtet, um ein Ausfallen des SDS als schwerldsliches Natriumsalz zu verhindern. Sollte
sich jedoch keine Phasentrennung einstellen, kdnnen gegebenenfalls geringe Mengen NaCl

zugegeben werden, der Ansatz wird dann aber bei RT gehalten.

2.3.16. High-performance liquid chromatography (HPLC)

Bei der HPLC-Analyse werden die Pigmente auf einer Reversed Phase (RP) Saule mit geeignetem
Laufmittel nach ihrer Hydrophobizitat aufgetrennt. Diese Methode kann sowohl analytisch zur
Quantifizierung als auch praparativ zur Aufreingung einzelner Pigmente durchgefiihrt werden. Direkt
vor der HPLC-Analyse wird zu den mit 2-Butanol extrahierten Pigmenten mindestens %2 Volumen
80%-iges Aceton (gepuffert mit 0,2 mM HEPES pH 7,4) gegeben. Sollen die Carotinoide quantitativ
untersucht werden ist es ratsam, statt 80%-igem 70%-iges Aceton zu verwenden; die Spektren von

Neoxanthin bzw. Violaxanthin zeigen so schmalere Peaks.

Die Auftrennung der Pigmente erfolgte auf einer RP-Saule (Cromolith SpeedROD RP-18e 50 -4,6)
Uber einen Zeitraum von 6,5 Minuten (Methode Chromolith) und mit einem linearen Gradienten von
30% bis 70% Aceton. Die eluierten Banden wurden uber die Absorption bei 440 nm detektiert. Die
Chlorophylle wurden mit Hilfe von Eichgeraden basierend auf dem Algorhitmus nach Porra (1989)

quantifiziert, fir Carotinoide wurde der Extinktionskoeffizient nach Britton (1995) verwendet.

2.3.17. Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die Isoelektrische Fokussierung ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer
Nettoladung in Abhangigkeit vom pH-Wert. Die unterschiedlich geladenen Proteine migrieren in
einem pH-Gradienten zu dem pH-Wert, an dem sie keine Nettoladung besitzen (isoelektrischer
Punkt). Der pH-Gradient wird mit sog. Ampholyten aufgebaut, das sind amphoterische Moleklle von
geringem Molekulargewicht, die in einem elektrischen Feld ebenfalls zu ihrem isoelektrischen Punkt
wandern. Je nach Wahl der Detergentien handelt es sich bei der IEF um eine relativ schonende

Methode, mit der auch native intakte Protein-Pigment-Komplexe aufgetrennt werden kdnnen.

Vorbereiten der Gelmatrix

In dieser Arbeit wurden aus dem Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803 isolierte Thylakoide
(isoliert von Christiane Funk) mit einer praparativen IEF aufgetrennt. Da die praparative
Fokussierung wegen der spateren Extraktion der Komplexe in einer Starkematrix stattfindet, wird
zunachst diese Gelmasse vorbereitet. Fur ein 25,5 x 10 x 0,5 cm groRRes Gelbett werden 97 ml H,O

(Millipore) mit 5 ml Ampholinen pH 3-9, 1 g Glycin und 1,2 ml 10% LM versetzt. Unter langsamem
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Rihren werden nun nach und nach 4 g Ultrodex hinzugegeben. AnschlieRend werden in das Gelbett
an jede schmale Seite so viele Streifen aus Filterpapier (0,5 x 9,5 cm) gegeben, bis sie mit der
Oberkante des Gelbettes abschliefen. Die Filterpapiere werden dann mit 2% Ampholyten in H,O
(Millipore) angefeuchtet. Nun wird die Gelmasse in das Gelbett gegossen. Dabei sollten Luftblasen
vermieden werden, gegebenenfalls kann man diese mit einem Spatel vorsichtig entfernen. Die noch
sehr feuchte Masse trocknet anschlieRend fir ca. 1-1,5 Stunden unter dem Abzug; die Oberflache

sollte matt, jedoch nicht briichig erscheinen.

Solubilisieren der Thylakoide

500 ul Thylakoide aus Cyanobakterien (Mutante PSI’, PSII: 80 ug/ml Chlorophyll; Wildtyp 1,6 mg/mi
Chlorophyll) werden mit 1080 ul Cyanothylakoidpuffer (2 mM Mes-NaOH pH 6,4, 5 mM MgCl,, 5 mM
CaCl,, 20% [v/v] Glycerol; dazu frisch 1 mM PMSF, 5 mM Benzamidin) und 170 ul 10% LM versetzt

und fiir eine Stunde auf Eis unter langsamem Ruihren solubilisiert.

Gellauf und Extraktion der Banden

Anschlief3end werden die solubilisierten Thylakoide unter Zuhilfenahme einer geeigneten Schablone
auf die Gelmatrix aufgetragen und so mit ihr vermischt, dass ein klar begrenzter Spot entsteht. Die
Elektroden werden festgelegt, indem auf je eine Seite 0,1 M NaOH (-) und 0,1 M H3PO, (+) gegeben
wird. Die Proben werden fir 30 Minuten vorfokussiert (4°C, 2 W, unbegrenzte V und mA), wobei sich
der pH-Gradient etabliert. Die Fokussierung erfolgt dann bei 8 Watt (4°C, unbegrenzte V und mA)
Uber Nacht. Am Folgetag werden die Banden dann mit einem schmalen Spatel aus der Gelmasse

herausgehoben. Das Ultrodex wird tber eine 10 ml BioRAD-S&ule mit Fritte abfiltriert.

2.3.18. Import von Proteinen in isolierte, intakte Chloroplasten

Fir den Import von Proteinen in Chloroplasten werden zum einen aufgereinigte und intakte
Chloroplasten benétigt, zum anderen Blattextrakt, der fir den Import wichtige Substanzen und

Kofaktoren enthalt.

2.3.18.1. Isolation von Blattextrakt

Fir die Isolation von Blattextrakt aus Erbsenpflanzen wird -2 Schale (40 x 60 cm) Erbsen (Pisum
sativum var. Golf) auf Vermikulit ausgesat (zu Anzuchtsbedingungen vgl. 2.3.4.1). Bei der Ernte
sollten die Pflanzen nicht alter als 7-9 Tage sein. Das oberste Drittel der Pflanzen wird mit einer
Schere zerkleinert und mit 10-15 ml kaltem Puffer (50 mM HEPES-KOH pH 7,6, frisch 0,5 mM
PMSF) gepottert. AnschlieBend wird das Material fir 30 Minuten bei ca. 200000 * g (38000 rpm,
Rotor SW60Ti) und 4°C in der Ultrazentrifuge pelletiert. Der Uberstand wird abgenommen und nach
Proteinbestimmung (BCA-Methode, vgl. 2.3.2.2) aliquotiert, schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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2.3.18.2. Isolation der Chloroplasten

Die Isolation funktionsfahiger Chloroplasten sollte kalt und nicht bei direkter Sonneneinstrahlung
erfolgen. Hierzu wird von 1-2 Schalen 7-9 Tage alter Erbsenpflanzen das obere Drittel abgeschnitten
und mit einer Schere grob zerkleinert. AnschlieBend wird das Blattmaterial in kaltem
Isolationsmedium im Waring Blendor homogenisiert. Das Homogenat wird dann durch 4 Lagen
Baumwollgaze und 1 Lage Nylongaze filtriert und der Durchfluss 1 Minute bei 1000 * g und 4°C
abzentrifugiert (Beckman Kuhlzentrifuge, Rotor JLA10500). Die nun pelletierten Chloroplasten
werden mit einem weichen Pinsel in 5-10 ml Isolationsmedium resuspendiert und die
Plastidensuspension auf vorbereitete Percollgradienten geschichtet (40 bzw. 80% Percoll). Der
Gradient wird 15 Minuten bei ca. 4000 x g (5100 rpm, Ausschwingrotor JS13.11, Beckman
Klhlzentrifuge) und 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befinden sich die intakten
Chloroplasten an der Trennschicht zwischen 40 und 80% Percoll, der Chloroplastenbruch liegt der
40%-igen Schicht auf. Die intakten Chloroplasten werden nun mit einer Pipette und gekuhlten,
abgeschnittenen Spitzen vorsichtig abgesaugt. Die Percoll-L6sung wird entfernt, indem die
Chloroplasten 1:4 mit Waschmedium verdinnt und pelletiert werden (1 min, 1000 * g, 4°C, Beckman
Kihlzentrifuge, Rotor JS13.11). Im Folgenden werden die Chloroplasten abermals mit einem
weichen Pinsel in 0,5-1 ml Waschmedium resuspendiert. Die aufgereinigten Chloroplasten werden
nun nach photometrischer Chlorophyllbestimmung (vgl. 2.3.4) mit Importpuffer auf 1 mg/mi

Chlorophyll eingestellt.

Isolationsmedium: 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 8,0, 1,5 mM MgCl,

Percoll: 40 bzw. 80% Percoll [v/v] in 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 8,0, 1
mM EDTA, fir die Gradienten werden 15 ml 40%-iges mit 10 ml 80%-igem
Percoll unterschichtet.

Waschmedium: 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 8,0

Importpuffer: 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 7,6, 3 mM MgCl,

2.3.18.3. Vorbereiten der Proteine und Dialyse

2 ug Protein in Inclusion bodies werden kurz anzentrifugiert und das Pellet dann in 2 pl 8 M
Harnstoff, 8 mM DTT gel6st. Nach 5-minltiger Zentrifugation (18500 x g = 12 000 rpm, RT, Hettich
Tischzentrifuge) wird der Uberstand, der das Protein denaturiert in geléster Form enthalt, zu 780 pg
Blattextrakt gegeben. Um nun den Harnstoff zu entfernen, dialysiert man den Blattextrakt 30 Minuten
auf einer Dialysemembran (Millipore) mit 25 nm PorengrofRe bei 4°C gegen Importpuffer (+ 1 mM
DTT).
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2.3.18.4. Importreaktion

Ein 100 yl Reaktionsansatz fir den Import setzt sich wie folgt zusammen:

20 pl Chloroplasten (1 mg/ml)

50 pl Dialyseansatz
30 pl Importpuffer mit 10 mM NaHCO3;, 2 mM ATP, 3 mM MgCl,, 20 mM K-Gluconat, 2% BSA [w/v]

Der Import-Ansatz wird 30 Minuten bei 25°C im Schiittelwasserbad inkubiert und dabei mit

*

Zusatzlicht von ca. 50-60 pmol * € m?* s™ bestrahlt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 500 pl
Importpuffer gestoppt, anschlieBend wird 3 Minuten bei 1000 x g und RT (Tischzentrifuge)

zentrifugiert.

2.3.18.5. Proteasebehandlung der Chloroplasten

Nach dem Import unterzieht man die Chloroplasten einer Proteasebehandlung, deren Ziel es ist,
nicht importiertes Protein an der Chloroplastenmembran oder im Medium abzudauen. Der Erfolg des
Importes wird dann anschlieBend nach Lyse der Plastiden mittels Western-Blot getestet. An dieser
Stelle ist es wichtig, die Chloroplasten in 2 Fraktionen aufzuteilen, von denen eine als Kontrolle dient

und nicht verdaut wird.

Zur Proteasebehandlung wird das Pellet in 450 pl Puffer C aufgenommen und mit 50 yl Thermolysin
(2 mg/ml in Puffer C) versetzt. Der Ansatz wird flr 40 Minuten auf Eis inkubiert, danach die Reaktion
mit 5 mM EDTA abgestoppt. Zur Aufreinigung der noch intakten Chloroplasten wird nun nochmals
ein Reinigungsschritt tGber Percoll (40% [v/v] in Importpuffer, 5 mM EDTA) angeschlossen. Nach
Zentrifugation (5 min, 3000 * g, 4°C, Hettich Kihlzentrifuge) befindet sich der Chloroplastenbruch
oben auf dem Percollkissen, die intakten Chloroplasten kénnen mit abgeschnittener Spitze vom
Boden abgesaugt werden. Sie werden mit 1 ml Importpuffer, 5 mM EDTA gewaschen und abermals
pelletiert (2 min, 1000 * g, RT).

Puffer C: 0,5 mM CaCl, in Importpuffer

2.3.18.6. Lyse der Chloroplasten

An dieser Stelle kann gegebenenfalls getestet werden, ob das in die Chloroplasten importierte
Protein auch in die Thylakoidmembran inseriert worden ist. Dazu wird das Chloroplastenpellet
aufgeteilt. Chloroplasten, deren Thylakoide nicht weiterverwendet werden, werden in 500 pl
Lysispuffer A aufgenommen, 10 Minuten auf Eis inkubiert und die Thylakoide 5 Minuten bei 25000 *

g und 4°C pelletiert. Der Uberstand enthalt das von den Thylakoiden abgetrennte Stroma.
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Chloroplasten, deren Thylakoide weiterverwendet werden, werden in 500 ul Lysispuffer B
aufgenommen, 10 Minuten auf Eis lysiert und 5 Minuten bei 8000 x g und 4°C zentrifugiert. Die
pelletierte Thylakoidfraktion wird anschlieftend in 500 pl 10-0,5 HC-Puffer resuspendiert und mit 0,2
mg/ml Thermolysin versetzt. Die Proteasebehandlung erfolgt 40 Minuten auf Eis, die Reaktion wird
durch Zugabe von 10 mM EDTA und 500 pl 10-5 HE-Puffer abgestoppt. Nach Zentrifugation (5 min,
25000 * g, 4°C) wird das Pellet einer Acetonfallung unterzogen um bei den folgenden Analysen
stérendes Pigment zu entfernen. Das Pellet wird also in 80 pyl HE-Puffer resuspendiert, die
Acetonkonzentration wird durch Zugabe von 320 pl 100% Aceton auf 80% eingestellt und der Ansatz
mindestens eine Stunde bei -20°C inkubiert. AbschlieRend erfolgt eine Zentrifugation (15 min, 25000
*g,4°C).

Der Import kann Uber eine SDS-PAGE und anschlieRenden Western-Blot nachgewiesen werden.

Dazu werden alle mit Protease behandelten und nicht verdauten Stroma- und Thylakoidfraktionen

verwendet.

Lysispuffer A: 10 mM HEPES-KOH pH 7,6, 5 mM EDTA
Lysispuffer B: 10 mM HEPES-KOH pH 8,0, 0,5 mM CacCl,
10-0,5 HC-Puffer: 10 mM HEPES-KOH pH 8,0, 0,5 mM CacCl,
10-5 HE-Puffer: 10 mM HEPES-KOH pH 8,0, 5 mM EDTA

2.3.19. Isolation intakter Chloroplasten aus Blattern von Arabidopsis thaliana

Fur die Versuche zum Import von Proteinen in intakte Chloroplasten wurden in dieser Arbeit die
Organellen aus der Erbse und aus Arabidopsis thaliana isoliert. Im Gegensatz zu Erbsenblattern
sind Blatter und Chloroplasten der Ackerschmalwand sehr instabil und die Chloroplasten wiirden
daher eine Isolation, wie sie aus der Erbse gemacht wird, nicht Uberstehen. Daher ist es notwendig,
sich eines Umwegs zu bedienen (Somerville et al., 1980), indem man zunachst intakte Arabidopsis-

Protoplasten isoliert.

2.3.19.1. Anzucht von A. thaliana

Samen von A. thaliana var. Columbia wurden auf zuvor autoklavierter Gartenerde im Abstand von
ca. 5 cm ausgesat. Die Samen wurden zunachst fir 2 Tage im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt um ein
gleichzeitiges Keimen zu erreichen. Da es fiir die Versuche wichtig war, mdglichst viel Blattmaterial
zu erhalten, wurden die Pflanzen erst fur einige Wochen unter Kurztagsbedingungen (8:16 h Licht-
Dunkel-Rhythmus) bei 18°C angezogen und spater in 22°C und einen 16:8 h Licht-Dunkel-Rhythmus
Uberfuhrt.
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2.3.19.2. Isolation intakter Protoplasten

Von ca. 2 Monate alten Blattern wurde unter einem Binokular mit einer feinen Pinzette die untere
Epidermis entfernt. Dieser Schritt dient dazu, die Protoplasten fir Enzyme zuganglich zu machen. Es
werden mindestens 15-20 Blatter bendtigt. Die Blatter wurden mit der Unterseite in eine mit 15 ml
Puffer 1 geflllte groRe Petrischale gelegt (auf Eis) und 1-1,5 Stunden inkubiert. Dabei ist zu
beachten, dass ein langerer Verdau zwar vollstandiger ist, aber eine geringere Ausbeute an intakten
Chloroplasten nach sich zieht. Durch die Enzyme Macerase und Cellulysin werden die Protoplasten
aus dem Zellverband herausgeldst und sammeln sich am Boden der Petrischale. Oben auf dem
Puffer schwimmt nach dem Verdau nur noch die obere Epidermis des Blattes. Die Protoplasten
werden nun 4 Minuten bei 100 x g und 4°C pelletiert und anschlielend in kaltem Puffer 2

resuspendiert.

Puffer 1: 0,5 M Sorbitol, 10 mM Mes pH 5,5, 1 mM CaCl,, 1,6% Macerase, 1,6%
Cellulysin.
Puffer 2: 0,5 M Sorbitol, 10 mM Mes pH 6,0, 1 mM CaCl,

2.3.19.3 Chloroplasten-Isolation aus intakten Protoplasten

Die Protoplasten werden nochmals wie zuvor pelletiert. Ein Teil wird fir eine photometrische
Chlorophyllbestimmung verwendet (vgl. 2.3.4) und die Protoplasten werden mit kaltem Import-Puffer
A auf 80-100 pg Chlorophyll/ml eingestellt. Die Ruptur der Protoplasten wird durch langsames
Pipetieren der Protoplastensuspension durch eine mit Nylongaze (Durchmesser 15 ym) bespannte,
abgeschnittene 5 ml-Spitze gewahrleistet. AnschlieRend werden die Chloroplasten pelletiert (~270 x

g, 4°C, 2 min) und kénnen nun in die Importreaktion eingesetzt werden (vgl. 2.3.18).

Import-Puffer A: 0,3 M Sorbitol, 20 mM Tricine pH 8,4, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 10 mM NaHCO;,
0,1% [w/v] BSA

2.3.20. Insertion von Proteinen in Erbsenthylakoide

Wie auch fir den Import von Proteinen werden fir die Insertion zunachst intakte Chloroplasten

isoliert, um maoglichst unbeschadete Thylakoide sowie auch das Stroma zu erhalten.

2.3.20.1. Isolation der Thylakoide aus intakten Chloroplasten

1-2 Schalen Erbsenpflanzen werden 7-9 Tage wie oben beschrieben angezogen (vgl. 2.2.4). Bei der

Ernte wurde das obere Drittel der Pflanzen mit einer Schere grob zerkleinert und in kaltem
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Isolationsmedium im Waring Blendor homogenisiert. Das Homogenat wird dann durch 2 Lagen
Baumwollgaze und 1 Lage Nylongaze (Porengréf3e 30um) filtriert und der Durchfluss 1 Minute bei
3800 * g und 4°C abzentrifugiert (Beckman Kuhlzentrifuge, Rotor JLA10500). Die nun pelletierten
Chloroplasten werden mit einem weichen Pinsel in 10-15 ml Isolationsmedium resuspendiert und die
Plastidensuspension auf vorbereitete Percollgradienten geschichtet (15 ml 40%-iges mit 10 ml 80%-
igem Percoll unterschichten). Der Gradient wird 15 Minuten bei ca. 4079 x g (5100 rpm,
Ausschwingrotor JS13.11, Beckman Kuhlzentrifuge) und 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
befinden sich die intakten Chloroplasten an der Trennschicht zwischen 40 und 80% Percoll, der
Chloroplastenbruch liegt der 40%-igen Schicht auf und wird verworfen. Die intakten Chloroplasten
werden nun mit einer Pipette und gekihlten, abgeschnittenen Spitzen vorsichtig abgesaugt. Die
Percoll-L6sung wird entfernt, indem die Chloroplasten 1:4 mit Insertionspuffer verdiinnt und pelletiert
werden (1 min, 2200 * g (4000 rpm), 4°C, Beckman Kiihizentrifuge, Rotor JS13.11). Der Uberstand
wird verworfen, der Rand des Réhrchens wird mit einem Papiertuch trockengewischt. Die pelletierten
Chloroplasten werden in wenig (0,5-1 ml) Insertionspuffer aufgenommen und nach photometrischer

Chlorophyllbestimmung (vgl. 2.3.5) mit Insertionspuffer auf 3 mg/ml Chlorophyll eingestellt.

Isolationsmedium: 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 8,0, 1,5 mM MgCl, x 6 H,O

Percoll: 40 bzw. 80% Percoll [v/v] in 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 8,0, 1
mM EDTA
Insertionspuffer: 330 mM Sorbit, 50 mM HEPES-KOH pH 7,6

2.3.20.2. Isolation von Stromaprotein und Thylakoiden

Die eingestellte Chloroplastensuspension wird 3 Minuten bei 2600 * g und 4°C zentrifugiert. Das
Volumen des Uberstandes wird bestimmt und die Lyse der Chloroplasten erfolgt nach vorsichtigem
Mischen in demselben Volumen Lysispuffer fir 10 Minuten auf Eis. Die Thylakoide werden pelletiert
(10 min, 8000 * g, 4°C), das Stroma abgehoben und einer Proteinbestimmung unterzogen (BCA-
Assay, vgl. 2.3.3.2). Das Thylakoidpellet wird in Insertionspuffer aufgenommen und damit auf 2 mg

Chlorophyll/ml eingestellt.

2.3.20.3. Vorbereiten der Proteine und Insertionsreaktion

2 ug Protein in Inclusion bodies werden kurz anzentrifugiert und das Pellet dann in 2 yl 8 M
Harnstoff, 8 mM DTT gel6st. Direkt vor der Insertionsprozedur wird ungelostes Protein durch
Zentrifugation entfernt (18500 * g = 12 000 rpm, RT, Hettich Tischzentrifuge) und der Uberstand wird

dann in die Insertionsreaktion eingesetzt.

Fur die Insertionsreaktion werden Thylakoide, Stroma, Protein, ATP und Insertionspuffer so

gemischt, dass sich folgende Endkonzentrationen ergeben: 1,16 mM DTT, 10 mM ATP, 5-15 mM
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M92+, 102 mM Sorbitol, 26 mM HEPES-KOH pH 8, mind. 450 ug Stromaprotein, 32-200 nM Protein
(fir das OHP wurden i.d.R. 100 nM (1,1ug) eingesetzt). Die Reaktion findet fiir 30 Minuten bei 25°C
und ca. 50 pmol * e * m? s Zusatzlicht im Schiittelwasserbad statt, sie wird durch Zugabe von 200
pl Puffer X abgestoppt. Es folgt ein Zentrifugationsschritt (5 min, 8000 x g (10000 rpm), 4°C,
Eppendorf Tischzentrifuge).

2.3.20.4. Proteaseverdau und Féallung der Proteine

Das Thylakoidpellet eines 100 pl Insertionsansatzes wird in 100 pl 10-0,5 HC-Puffer (vgl. 2.3.18.6)
aufgenommen und mit 50 pl Thermolysin (1 mg/ml in HC-Puffer) versetzt. Nach Zugabe von
weiteren 350 ul des HC-Puffers erfolgt der Verdau fir 25 Minuten bei 25°C im Schittelwasserbad.
Durch Zugabe von 10 mM EDTA und 500 ul 10-5 HE-Puffer wird die Reaktion abgestoppt.

Vor der Analyse der importierten Proteine mittels SDS-PAGE und Western-Blot werden die Proteine
gefallt, um stérende Pigmente und Membranlipide zu entfernen. Dazu wird der Ansatz 5 Minuten bei
4°C und 8000 rpm in der Eppendorf Tischzentrifuge pelletiert. Je 34 ug Chlorophyll werden nun 80 pl
HE-Puffer und 320 pl 100% Aceton (Endkonzentration 80%) hinzugegeben. Die Fallung erfolgt
mindestens 1 Stunde bei -20°C. Nach 15-minltiger Zentrifugation mit 4°C und maximaler
Geschwindigkeit in der Eppendorf Tischzentrifuge wird der Uberstand verworfen, das Pellet evtl.
einmal mit 80%-igem Aceton nachgewaschen und in 1 x Sparmix aufgenommen. Die Analyse erfolgt
Uber SDS-PAGE und anschliefendem Western-Blot mit OHP-spezifischem Antikdrper.

2.3.21. Western-Blot

Der Western- oder auch Immunoblot erlaubt den Nachweis von immobilisierten Proteinen Uber einen
spezifischen Antikorper. Dieser ist entweder direkt oder Gber einen sekundaren Antikérper an ein
Enzym gekoppelt, das in Gegenwart eines geeigneten Substrates eine Farb- oder
Chemilumineszenzreaktion hervorruft.

Substrat
Das Protein oder Proteingemisch wird zunachst (ber Enzym

eine SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend in einem

. . KUnds

Tankblotsystem auf eine in Blotpuffer angefeuchtete s:ntlil:érapr:rr

Nitrocellulosemembran transferiert. Der Blotaufbau setzt

sich wie folgt zusammen: zwischen ein Plastikgitter .
primarer

werden der Reihe nach ein Schaumstoffstiick, ein Antikorper

Whatman Papier, das PAA-Gel, die gleich groRRe

Nitrocellulosemembran, erneut ein Whatman Papier und Antigen

Membran

wieder eine Lage Schaumstoff gelegt. Das Blot-
Abb. 2.6.: Western-Blot, schematisch
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~Sandwich* wird mit der zweiten Gitterseite verschlossen und so in die Blotkammer eingesetzt, dass
die durch das SDS negativ geladenen Proteine in Richtung der positiv geladenen Anode aus dem
Gel auf die Membran transferiert werden kdonnen. Der Transfer erfolgt bei 4°C fur 90 Minuten bei 196
mA oder 0.N. bei 11 mA.

Nach dem Transfer kann dieser durch eine Farbung der Membran mit Ponceau S (Salinovich, 1986)
Uberprift werden. Dazu wird die Membran fir ca. 10 Minuten auf dem Schittler in der Ponceau S
Loésung inkubiert. AnschlieRend wird Uberschiissige Farbe vorsichtig mit H,O dest. entfernt und alle
transferierten Proteinbanden erscheinen rot gefarbt. Um die Farbung vollstandig zu entfernen wird

die Membran bis zum Verschwinden der Banden mit H,O dest. gewaschen.

Vor der Zugabe des Antikdrpers wird die Membran nun blockiert, das bedeutet die Absattigung aller
nicht durch Proteine besetzten Antikérperbindestellen auf der Membran. Dies wird durch Proteine
gewabhrleistet, beispielsweise BSA, die nicht an der Antikérperreaktion teilnehmen. Die Membran
wird dazu in Blockingpuffer entweder fir mindestens eine Stunde bei RT auf dem Schiittler oder @.N.
bei 4°C inkubiert. Nach dem Blockieren wird der primare Antikérper auf die Membran gebracht,
indem er in 5 ml TBST entsprechend verdinnt (s.u.) und mit der Membran zwischen Plastikfolie
eingeschweildt fir eine Stunde inkubiert wird (RT, Schittler). Der Antikorper wird durch 3
Waschschritte (5 min, RT, Schattler) mit je ca. 20 ml TBST entfernt. Nun wird die Membran in
gleicher Weise mit dem sekundaren Antikérper inkubiert. Dieser ist an das Enzym Alkalische
Phosphatase gekoppelt, das die Substrate BCIP und NBT zu einem violetten Niederschlag umsetzt.
Nach den 3 Waschschritten (s.0.) folgt eine 5-minltige Inkubation mit ca. 20 ml AP-Puffer.
Anschlielend folgt die Farbereaktion mit BCIP und NBT. Auch hierzu wird die Membran
eingeschweilt und zusammen mit 5 ml AP-Puffer, 33 yl NBT und 16,5 pyl BCIP im Dunklen bei RT
auf dem Schiittler inkubiert. Die Farbereaktion dauert ca. 15 Minuten. Dabei spaltet die Alkalische
Phosphatase die Phosphatgruppe des BCIP ab. Das wird oxidiert und bildet einen violetten
Niederschlag. Dieser wird durch die Kombination mit NBT verstarkt, das reduziert wird und ebenfalls
eine violette Farbung verursacht. Die Reaktion kann gestoppt werden, indem der Blot vorsichtig mit
H,O dest. angesplilt wird.

Nitrocellulosemembran: Optitran Ba-S 83 Reinforced Cellulose Nitrate Membrane 0,2 um, Schleicher

& Schuell
Blotpuffer: 20 mM Tris, 150 mM Glycin, 10% [v/v] Methanol
Ponceau S: 0,2% [w/v] in 3% [v/v] Trichloressigsaure (TCA)
Blockingpuffer: 3% [w/v] BSAin 1 x TBS
10 x TBS: 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 1,5 M NaCl
5 x TBST: 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 1,5 M NaCl, 0,25% [v/v] Tween 20
Antikdrper: primdre Antikérper:  a-OHP (aus Kaninchen, von Stefan Jansson, Ume3,

Schweden), 1:2000 in %2 Blockingpuffer
a-Hiss (aus der Maus, von Quiagen, Hilden), 1:2000 in

2 Blockingpuffer
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a-ScpC/D (aus Kaninchen, von Christiane Funk,
Stockholm, Schweden), 1:1000 in Blockingpuffer

sekundare Antikérper: a-Maus, Alcaline Phosphatase (AP)-Conjugate
hergestellt in der Ratte (Sigma), 1: 25 000 in 1 x TBST
a-Kaninchen, AP-Conjugate hergestellt in der Ziege
(Sigma), 1: 5000 in 1 x TBST

AP-Puffer: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,
BCIP: 5% [w/v] 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat in H,O dest.
NBT: 5% Nitroblautetrazoliumchlorid in 70% Dimethylformamid (DMF)

2.4. Spektroskopische Methoden

2.4.1. Absorptions-Spektroskopie

Grundlagen

Licht oder elektromagnetische Strahlung kann als eine oszillierende, transversale Welle beschrieben
werden (Galla, 1988). Es setzt sich aus den oszillierenden Vektoren des elektrischen und des
magnetischen Feldes zusammen, die senkrecht aufeinander stehen. Fir die Absorptions-
Spektroskopie ist der elektrische Feldvektor von gréRerem Interesse. Bei der Absorption von Licht
nehmen die Elektronen eines Farbstoffmolekiils Energie auf und gehen in einen angeregten Zustand
Uber. So andert sich die Ladungsverteilung des absorbierenden Molekils und man erhalt ein
verandertes Dipolmoment. Die Differenz zwischen dem Grundzustand und dem angeregten Zustand
wird als Ubergangsdipolmoment bezeichnet. Die Orientierung dessen bezeichnet nun die
Polarisationsebene der Absorption. Die Wahrscheinlichkeit der Absorption bei einer Wellenlange A
wird durch den molaren Extinktionskoeffizienten charakterisiert. Die Extinktion kann durch das

Lambert-Beer 'sche Gesetzt beschrieben werden:

E=¢*c*d

wobei ¢ der Extinktionskoeffizient, ¢ die Konzentration und d die Schichtdicke der Klivette darstellt.

Messparameter
Wenn nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Arbeit gezeigten Absorptionsspektren bei

Raumtemperatur (RT) aufgenommen.

Die Absorptionsspektren bei RT wurden mit folgenden Einstellungen gemessen:

Detektionsmodus: Absorption
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Wellenlangenbereich: 350-750 nm

Messgeschwindigkeit: medium—fast

Spaltbreite: 0,5-1 nm
Increment: 1 nm

Vorbereitung der Proben fiir 77K Absorption:

Die Proben werden in einer Halbmicro-Plastikkivette mit 80%-igem Glycerin (gepuffert mit 40 mM
HEPES pH 7,5) auf eine Endkonzentration von 60% eingestellt. Beide L6ésungen werden durch
mehrmaliges vorsichtiges Umkehren der mit Parafilm verschlossenen Kivette gemischt. Die Probe
wird anschlieend fir ca. 5 Minuten bei RT inkubiert, um stérende Luftblasen zu vermeiden. Mit der
Aufnahme von Tieftemperatur-Absorptionsspektren kann man wegen Abwesenheit von Rotation
innerhalb der Ubergéange einerseits eine Verschmalerung der Absorptionsbanden erreichen, aber
auch verschiedene in einem Protein-Pigment-Komplex befindliche Absorptionsformen eines

Pigmentes identifizieren. Hierzu wird die 2. oder 4. Ableitung des Spektrums verwendet.

Die Absorptionsspektren bei 77K wurden mit folgenden Einstellungen aufgenommen:

Detektionsmodus: Absorption

Wellenlangenbereich: 600-750 nm

Messgeschwindigkeit: medium

Spaltbreite: 0,5-1 nm
Increment: 1 nm

2.4.2. CD-Spektroskopie

Grundlagen

Die CD-Spektroskopie ist eine spezielle Form der Absorptionsspektroskopie und damit abhangig von
der Anwesenheit von Chromophoren. Als Chromophor wird ein Molekil oder eine kovalent
gebundene, nicht gesattigte Gruppe bezeichnet, die flr das elektronische Absorptionsspektrum
verantwortlich ist (Schmidt, 2000).

Polarisiertes Licht

Eine naturliche Lichtquelle entsendet unpolarisiertes Licht, d.h. elektrische und magnetische
Feldvektoren sind isotrop verteilt. Bei linear polarisiertem Licht schwingt der elektrische Feldvektor E
nur in einer Ebene senkrecht zur Ausbreitungsrichtung, mit periodischer Vergroferung und
Verkleinerung der Amplitude. Linear polarisiertes Licht ist aus zwei zirkular polarisierten
Komponenten zusammengesetzt (Abb. 2.7). Durch Vektoraddition ergibt sich aus beiden Kom-
ponenten wieder der Feldvektor des linear polarisierten Lichtstrahls (A). Bei zirkular polarisiertem
Licht beschreibt der elektrische Feldvektor eine Helix um die Achse der Ausbreitungsrichtung, die

Amplitude bleibt jedoch gleich. CD-Signale werden in der Einheit Elliptizitat 6 (in Grad) gemessen.
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Elliptizitat bedeutet das Verhaltnis der kurzen zur langen Ellipsenachse in einem Vektor, der aus

Addition der Feldvektoren mit
verschieden groflen Amplituden
entsteht und daher eine Ellipse
beschreibt (Abb. 2.7.B).

E|_ ER
Entstehung von CD-Signalen

Manche Moleklle haben die vy

Eigenschaft, rechts- und links- 2
zirkular  polarisiertes Licht in A B

unterschiedlichem Maly zu absor-

bieren. Bei der Absorption von Abb. 2.7.: A) Zeigerdiagramm der Kombination von rechts- und

Lichtenergie wird ein Elektron in  links polarisiertem Licht zu einer linear polarisierten Welle.
Deren Amplitude schwingt zwischen den Positionen 1 und 2. B)
Entstehung elliptisch polarisierten Lichtes aus zwei zirkular
Bei diesem elektronischen  polarisierten Wellen unterschiedlicher Amplituden. E, elektri-
scher Feldvektor. Modifiziert nach Galla, 1988.

ein hoheres Orbital angehoben.

Ubergang entsteht eine Ladungs-
verschiebung mit einem veranderten Dipolmoment. Wenn diese Ladungsverschiebung
asymmetrisch ist, treten unterschiedliche Absorptionskoeffizienten fir links- bzw. rechtszirkular
polarisiertes Licht auf. Bei abwechselnder Bestrahlung einer Probe mit beiden Lichtarten wird die
Differenz in den Absorptionen von linkszirkular bzw. rechtszirkular polarisiertem Licht gemessen und

letztendlich als CD-Spektrum ausgedrickt.

Wenn zirkular polarisiertes Licht von Molekilen absorbiert wird, hat man es entweder mit einer
intrinsischen, d.h. durch den Chromophor selbst bedingten, Ladungsverschiebung zu tun oder mit
einer excitonischen Kopplung, also gegenseitiger Beeinflussung der Ubergangsdipole von
Chromophoren (Schmidt, 2000). Excitonische Interaktionen von mehreren Chromophoren innerhalb
eines Komplexes fuhren zu einer Veranderung der Absorptionseigenschaften. Es kann nun zu einer
Aufspaltung der Absorptionsbande in zwei unterschiedliche Banden kommen, denn je nach Starke
der Absorption verursacht die Differenz zwischen den Absorptionen von links- und rechtszirkular
polarisiertem Licht ein positives oder ein negatives Signal. Der Nulldurchgang zwischen den
Signalen liegt an der Wellenlange der urspriinglichen Absorption. Diese Bandenform nennt man
konservativ, sie entsteht bei der Kopplung von gleichartigen Chromophoren oder von
Chromophoren, deren Absorptionsbanden nur wenig voneinander entfernt liegen. In Protein-Pigment
Komplexen kénnen neben den Pigmenten auch die Amid-Gruppen der Proteine fiir die Entstehung
von CD-Signalen verantwortlich sein. Freie Chlorophylle in Lésung haben nur ein sehr schwaches
intrinsisches CD-Signal, das CD-Signal von Proteinen oder Pigment-Protein Komplexen dagegen
beruht auf excitonischer Kopplung der Chromophore untereinander und resultiert in der oben

beschriebenen konservativen Bandenform.

Die CD-Signale entstehen also durch die Orientierung und den Abstand der Chromophore

zueinander, der fir die excitonische Kopplung gegeben sein muss. CD-Spektren im
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Absorptionsbereich der am Komplex beteiligten Pigmente kénnen Hinweise auf die raumliche

Orientierung der Pigmente zueinander und Interaktionen untereinander liefern.

Messparameter
Die CD-Spektren wurden bei 4°C mit folgenden Einstellungen aufgenommen:
Wellenlangenbereich: 190-250 nm (UV) bzw. 350—750 nm (VIS)

Scan Speed: 50 nm/min
Sensitivity: 100 mdeg
Data Pitch: 0,5 nm
Band Width: 4 nm
Response Time: 4 sec

2.4.3. Fluoreszenz-Spektroskopie

Grundlagen

Fluoreszenz findet meist bei aromatischen und heterozyklischen Molekulen statt. Diese werden dann
als Fluorophore bezeichnet. Sie befinden sich bei Raumtemperatur im niedrigsten
Schwingungsniveau des elektronischen Grundzustands S,. Die Absorption eines Lichtquants
Uberflhrt das Molekil nun in den ersten angeregten (S1) oder einen héheren Singulettzustand (S,,
S;) (Galla, 1988).

Fluoreszenzemission tritt nun beim Ubergang vom niedrigsten Schwingungsniveau des ersten
angeregten Singulettzustands (S4) in ein normalerweise hdheres Schwingungsniveau des Singulett-
grundzustandes S, auf. Daher ist die energiehdchste Fluoreszenzbande gegenuber der
energieniedrigsten Absorptionsbande normalerweise langerwellig verschoben (Stokes shift). Als
Fluoreszenzemissionsspektrum bezeichnet man die Messung der Fluoreszenzintensitat in
Abhangigkeit von der Emissionswellenlange bei fester Anregungswellenlange. Ein Excitations-
spektrum dagegen beschreibt die Fluoreszenzintensitat der Probe bei konstanter Emissions-

wellenlange in Abhangigkeit von veranderter Anregungswellenlange.

Messparameter

Fluoreszenzemissions- und Excitationsspektren wurden bei RT mit folgenden Einstellungen

aufgenommen:

Integrationszeit: 0,1 sec

Increment: 0,1 nm

Spaltbreite: Ex.: 3 nm; Em.; 3 nm
Lamp Level: 2

Korrektur des Lampenspektrums mit (S/R)
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3. Ergebnisse

3.1. Versuche zur Rekonstitution und Charakterisierung des WSCP

Die Funktion des WSCP ist bislang noch vdllig unklar. Um Informationen dartber zu
erhalten, sollten biochemische Eigenschaften sowohl des nativen als auch des
rekombinanten Proteins ermittelt werden. Fur die Arbeit am rekombinanten WSCP
wurde uns von Hiroyuki Satoh ein Klon zur Verfugung gestellt, der fur ein
Fusionsprotein codiert. Dieses Fusionsprotein besteht aus dem WSCP-Teil und
dem N-terminal angehangten maltosebindenden Protein MBP, dem Maltose-
Transporter von Escherichia coli. Zunachst sollten Rekonstitutionsexperimente mit
dem Fusionsprotein durchgefuhrt werden. Um das rekonstituierte WSCP mit dem
nativen Protein vergleichen zu konnen, wurde dieses aus Blumenkohlblattern
isoliert.

3.1.1. Aufreinigung des nativen WSCP aus Blumenkohlblattern

Die Praparation des nativen WSCP sollte aus Blattern von 8 Wochen alten
Blumenkohlpflanzen erfolgen (Satoh et al., 1998, vgl. 2.3.2). Es stellte sich jedoch
heraus, dass mit alten, voll ausgebildeten Blattern (vom Markt) bessere Ergebnisse
erzielt werden konnten (nicht gezeigt). Nach erfolgreicher Isolierung und
Aufreinigung sollten das native WSCP und das rekonstituierte rekombinante WSCP
vergleichend betrachtet werden. Zunachst wurden Versuche zur Rekonstitution des
MBP-WSCP-Fusionsproteins durchgefuhrt.

3.1.2. Rekonstitutionsversuche mit dem MBP-WSCP-Fusionsprotein

Nach erfolgreicher Uberexpression und Aufreinigung des MBP-WSCPs (iber eine
Amylose-Resin Saule (vgl. 2.3.1.3, nicht gezeigt) wurden Rekonstitutionsversuche
nach Satoh et al. (1998) sowohl mit isolierten Thylakoidmembranen als auch mit
aufgereinigten Chlorophyllen durchgefuhrt. Es konnte eine Pigmentbindung an das
Fusionsprotein bestatigt werden (nicht gezeigt). Um mehr Uber die Funktion des
WSCP zu erfahren, sollten spektroskopische Untersuchungen sowie Pigment-
Protein-Stochiometrien durchgefuhrt werden. Um eventuelle Stérungen durch den
MBP-Teil auszuschlielen, wurde dieser zunachst durch Umklonierung aus dem
Fusionsprotein entfernt.
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3.1.3. Konstruktion und Uberexpression von WSCP-his

Das MBP-WSCP Fusionsprotein in dem Vektor pMAL-cRI diente als
Ausgangsprodukt fir eine Umklonierung in einen pDS-Vektor mit gleichzeitigem
Einfigen eines N-terminalen Hexahistidylrestes. Das 209 Aminosauren lange
mature WSCP weist einen hydrophoben Bereich von 14 Aminosauren auf, der
aulRerdem einen Sequenzbereich enthalt, der zu der [F/Y]DPLGL Sequenz, einem
konservierten Bereich der Cab-Proteine, homolog ist. Das ca. 22 kD grof3e Protein
hat eine positive Nettoladung und einen Isoelektrischen Punkt von ca. 8,5. Das 228
Aminosauren lange WSCP-Vorlauferprotein enthalt eine Signalsequenz fir den
Eintritt in den sekretorischen Weg, die Spaltstelle folgt zusatzlich noch der ,-1, -3°
Regel flr sekretorische Proteine (Satoh et al., 2001, von Heijne 1983).

Der fur das mature WSCP codierende Bereich wurde mit den Restriktions-
endonucleasen EcoRI und Hindlll aus dem Klon MBP-WSCP herausgeschnitten
(vgl. 2.2.7). Ein synthetisches Oligonucleotid wurde zum EinflUgen des
Hexahistidylrestes benutzt. Es war so gewahlt worden, dass es sich 5’-terminal vor
dem Beginn der WSCP-Sequenz anfugen liel3. Der Vektor wurde durch Restriktion
des fur das LHCP codierenden Klons (D7f.3) mit Sphl und Hindlll erhalten und
anschlielfend wurden Vektor wie auch WSCP-Insert auf vollstandigen Verdau
Uberpruft (nicht gezeigt) und aufgereinigt. Vektor, Oligonucleotid und Insert wurden
ligiert und kompetente E. coli-Zellen mit dem neuen Klon WSCP-his transformiert
(zu den Zwischenschritten vgl. 2.2.8-14).

homolog zu Kunitz-Typ
matures WSCP Proteinase-Inhibitoren

N- MRHHHHHHEF |[REQVKDSNGN PVKRGAKYFI QPAKSNGGGL
EcoRI hydrophober Bereich
sphi His WSCP VPAAINILPF CPLGITQTLL PYQPGLPVSF GYEPVIVGTD
Hindll

YIYTSTTINI EFRSEIWPVC NELSKLWAVD VSSSAAKEPA

IIIGGERTAP NSKFKIEEAT GAHTYKLTTS SGTVGTIPGP

pDS12 WLGAPQLIAT NDDAKTLFVK FVKVDDDATK ATTSTSRVEK
LGLRMFPFY -C
Anzahl Aminosauren: 209
Molekulargwicht: 22872,3 g/mol (~22kD)
Nettoladung: +2

Extinktionskoeffizient: 28910 (M * cm) ™
Azgo=1 (1cm) 0,79 mg/ml 0,035 mM
Isoelektrischer Punkt: 8.4 (ExPASy)-8.7 (EMBL)

Abb. 3.1: Skizze sowie Aminosauresequenz und Eigenschaften des umklonierten WSCP-his
Proteins. Die Eigenschaften beziehen sich auf das ungefaltete WSCP-Monomer. (Zur
Nucleotidsequenz vgl. Abb. 2.4)
Daten ermittelt nach:  Biopolymer calculator http://paris.chem.yale.edu/extinct.html

ExPASy http://www.expasy.org

EMBL http://www.embl-heidelberg.de

-69 -



http://paris.chem.yale.edu/extinct.html
http://www.expasy.org/
http://www.embl-heidelberg.de/

3. Ergebnisse WSCP

Nach Transformation des neuen Klons in E. coli-Zellen (Stamm JM 101) konnte das
Protein WSCP-his darin erfolgreich Uberexprimiert werden. Die Aminosauresequenz
und einige Eigenschaften des WSCP-his sind in Abb. 3.1 dargestellt. In Abbildung
3.2 ist die Uberexpression nach einer Transformation von Zellen mit einem WSCP-
his exprimierenden Klon gezeigt. Auf ein 15%-iges PAA-Gel wurde Totalprotein der
lysierten E. coli-Zellen aufgetragen. Als Negativkontrolle diente die Uberexpression
einer Wasser-Transformation (-). Bei dem WSCP-his exprimierenden Klon (+) ist
deutlich eine Bande zwischen 20 und 24 kD zu erkennen, WSCP-his hat mit 209
Aminosauren ein Molekulargewicht von ca. 22 kD. Dass es sich bei dem Klon, der
fur das WSCP-his codiert, um den richtigen, einen Hexahistidylrest enthaltenden
Klon handelt, wurde durch Sequenzierung bestatigt (nicht gezeigt, vgl. 2.2.16).

+ - M

kD

66

45 . . .

33 Abb. 3.2: Uberexpression von WSCP-his.

29 Nach Transformation von E. coli-Zellen mit

P> ann 24 WSCP-his (+) bzw. Wasser (-) wurde mit

20 einer Induktion im  Mini-Mal3stab  die
Uberexpression des Proteins getestet (vgl.

14 2.2.11. u.12). Nach Lyse der Zellen durch 5-
minutiges Kochen wurde bakterielles
Totalprotein aufgetragen. Der Pfeil kenn-
zeichnet die Lage des WSCP-his-Proteins
bei ca. 22 kD. M, Marker; kD, kilodalton

Aufgrund seines Hexahistidylrestes wurde Uberexprimiertes WSCP-his zunachst
Uber eine mit Nickel-Sepharose beladene Saule aufgereinigt (vgl. 2.3.1). In
Abbildung 3.3 sind Uberstand (U) und Pellet (P) nach dem Zellaufschluss und
anschlielender Zentrifugation gezeigt, weiter der Durchfluss nach Beladen der
Saule (FT), verschiedene Waschschritte (W) und 4 Eluatfraktionen (E). Es stellte
sich heraus, dass etwa die Halfte des Proteins nicht I16slich im Uberstand sondern
als unlésliche Einschlusskorper vorlagen. Rechts im Bild sind vergleichbare
Mengen an Uberstand und Pellet aufgetragen (Aliquots von Uberstand und Pellet
wurden auf gleiche Mengen verdinnt, davon dann gleiche Aliquots aufgetragen).
Die Einschlusskorper lagen mit ca. der Halfte von insgesamt 46 mg WSCP-his aus
einem Liter E. coli Suspension in grolder Menge vor. Da sie und aul3erdem einen
verhaltnismallig sehr geringen Anteil an bakteriellem Protein enthielten (vgl. Abb.
3.3), wurde nach einem DNAse-Schritt auf weitere Aufreinigung der Inclusion
Bodies verzichtet. Im Folgenden wurde der Uberstand nach dem Zellaufschluss fiir
Rekonstitutionen Uber die Nickel-Saule, das Pellet fur Rickfaltungsexperimente aus
GuHCI verwendet (vgl. 2.3.10.4 + 5).
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Aufreinigung von liberexprimiertem
WSCP-his uiber eine Ni-NTA-S&ule

o | P | FT|W1|W2| E1| E2| E3| E4| M
=

> : = 24
- 20

Abb. 3.3: Uberexpression und Aufreinigung von
WSCP-his. WSCP-his wurde Uberexprimiert und
Uber eine Nickel-NTA-Saule aufgereinigt (vgl.
2.3.1). Nach jedem Reinigungsschritt wurde eine
Fraktion abgezweigt und auf eine 15%-ige SDS-
PAGE aufgetragen. Der Pfeil kennzeichnet die
Lage des WSCP-his-Proteins. Die beiden linken
Spuren  zeigen gleiche Anteile an der
Gesamtmenge von Uberstand (U) bzw. Pellet (P)
nach dem Zellaufschluss. W1-2, Waschschritte;
E1-4, Eluat; M, Marker; kD, kilodalton.

3.1.4. WSCP-his bildet pigmentabhangig Multimere

Nach Etablierung der Uberexpression von WSCP-his wurden in ersten
Rekonstitutionsexperimenten die zur Ruckfaltung des rekombinanten WSCP-his
optimalen Parameter festgestellt. Die Rekonstitutionsmethoden durch Verdinnung
aus Guanidinium Hydrochlorid (variiert nach Yang et al., 2003) sowie auf der
Nickelsaule erwiesen sich hierbei als die geeignetsten Methoden (nicht gezeigt).
Damit sollte nun einleitend der Frage nachgegangen werden, in welcher
Aggregationsform das Protein nach erfolgter Rickfaltung mit Pigmenten vorliegt.
Satoh und Mitarbeiter (1998) beschrieben fir das gefaltete MBP-WSCP Mono- bis
Hexamere, wobei Pigment nur von Tetra- und Hexameren gebunden wird.
Abbildung 3.4 zeigt ein Rekonstitutionsexperiment, in dem WSCP-his mit
Totalpigmentextrakt bzw. als Kontrolle ohne Pigmente rekonstituiert wurde. Der
rekonstituierte WSCP-Komplex trennt sich im Deriphat Gel in freies Pigment und
eine grune Bande oberhalb von 66 kD auf (Spur 1). Die anschlieRende Coomassie-
Farbung (Spur 2) zeigt Kolokalisation von Pigment und Protein in derselben Bande.
Durch den Vergleich der Laufhohe der Bande mit der Negativkontrolle ohne
Pigmente (Spur 3) kann man ableiten, dass sich bei der Faltung pigmentabhangig
Multimere gebildet haben. Die Ergebnisse deuten auf pigmentabhangige
Rekonstitution des WSCP-his hin.
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Deriphat-Gel | Coomassie-Farbung

rekonstituiertes Rekonstitution
WSCP-his ohne Pigmente

1 2 3 Abb. 3.4: Die Multimerisierung
Multimere des WSCP-his ist abhingig
— il von der Pigmentbindung.
WSCP-his wurde durch Verdiin-
nung aus GuHCI (vgl. 2.3.10.4)
mit Totalpigment (Spur 1, 2)
Monomere_—y. ‘ bzw. ohne Pigmente (Spur 3)
rekonstituiert und auf einem
10%igen Deriphat-Gel aufge-
trennt. Spur 1 zeigt das grine
freies — Gel, in den Spuren 2 und 3 sind
Pigment " WSCP-his- und Kontroll-Rekon-
stitution  nach  Coomassie-
Farbung abgebildet.

Neben der Gelelektrophorese wurde die Saccharosedichtegradientenzentrifugation
als weiteres System zur Aufreinigung von rekonstituiertem WSCP-his verwendet
(vgl. Abb. 3.5). Native wie auch rekombinante WSCP-Komplexe wurden auf
Saccharosedichtegradienten aufgetragen und Uber Nacht zentrifugiert. Es ist
deutlich je eine grine Bande im Gradienten zu erkennen, bei der Auftrennung von
rekombinanten Komplexen werden aulierdem die freien Pigmente als Aggregate
pelletiert. Beide Proben wurden anschlie3end auf ein Deriphat-Gel aufgetragen und
auch hier wurde die Bildung von Multimeren bestatigt. Native und rekombinante
Protein-Pigment-Komplexe zeigten das gleiche Laufverhalten im Dichtegradienten
und in einer grine Bande oberhalb von 66 kD auf gleicher H6he im Gel. Natives
und rekombinantes WSCP bilden also nach Aufreinigung Multimere, die im
Deriphat-Gel auf gleicher Hohe laufen. Satoh und Mitarbeiter beschrieben fur das
native WSCP pigmentierte Tetramere, die diesen Ergebnissen zufolge auch in
rekombinanten Komplexen auftreten kénnten.

Saccharose-
dichtegradient Deriphat-Gel
natives natives
WSCP-his WSCP WSCP-his WSCP
: . + ' e Abb. 3.5: Rekonstituiertes und

natives WSCP-his verhalten
sich in Saccharosedichte-

Multimerg gradienten ahnlich. WSCP-his
| nach GuHCI-Rekonstitution (vgl.
2.3.104) mit Chl a sowie
aufgereinigtes natives WSCP
wurden auf 0-1 M Saccharose-
gradienten  aufgetragen. Die
J freies __ | resultierenden pigmentierten
Banden wurden abgesaugt und
auf einem 10%-igen Deriphat-
Gel analysiert.

i S=— Pigment
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3.1.5. Chlorophylle sind essentiell fiir die Rekonstitution von WSCP-his

Um mehr Uber die pigmentbindenden Eigenschaften des wasserl6slichen
chlorophyllbindenden Proteins zu erfahren, wurden Rekonstitutionsexperimente mit
varierendem  Pigmentangebot durchgefuihrt. Eingesetzt wurde jeweils
Totalpigmentextrakt (Chl a/Chl b = 3/1, Chlorophyll/Xanthophyll = 1/0,15) aufgerei-
nigtes Chlorophyll a und b sowie Carotinoide. Die Ergebnisse dieser Versuche sind
in den Abbildungen 3.6 und 3.7 dargestellt. Die Rekonstitutionsansatze wurden
zunachst auf ein Deriphat-Gel aufgetragen (Abb. 3.6). Die Rekonstitutionsprodukte
der Ansatze mit Totalextrakt, Chlorophyll a und Chlorophyll b trennten sich im Gel in
WSCP-Multimere und freies Pigment. Die Spur des mit Carotinoiden
rekonstituierten Proteins lasst wie bei der Kontroll-Rekonstitution ohne Protein nur
freies Pigment erkennen. Die Coomassie-Farbung zeigt, dass es sich bei den
Chlorophyll enthaltenden Banden um pigmentierte Multimere handeln muss, der
Ansatz mit Carotinoiden zeigt wie die Rekonstitution ohne Pigment unpigmentierte
Monomere.

Deriphat-Gel Coomassie-Farbung
Chl a Caro Chl a Caro
TE Chib  Mock TE Chlb K
Multimere >
Monomere___,,
freies >
Pigment

Abb. 3.6: Chlorophylle sind essentiell fiir die Rekonstitution
von WSCP-his. WSCP-his wurde wie in 2.3.10.4 mit Totalextrakt
(TE), Chlorophyll a (Chl a), Chlorophyll b (Chl b), Carotinoiden
(Caro) sowie ohne Pigmente (K) rekonstituiert und der komplette
Rekonstitutionsansatz auf einem 10%-igen Deriphat-Gel aufge-
trennt. Gezeigt sind links ein Bild des ,griinen” Geles, rechts nach
Coomassie-Farbung die Lage der Proteine. TE, Totalpigment-
extrakt; Caro, Gesamtcarotinoide der Erbse.

Gleiche Rekonstitutionsansatze =zeigten im Dichtegradienten ein &ahnliches
Ergebnis. In einem Saccharosegradienten (Abb. 3.7, A) migriert die komplex-
spezifische WSCP-Bande oberhalb des freien Pigmentes. Sie ist nur bei den
Rekonstitutionsansatzen zu sehen, die Chlorophyll enthalten. Nach Rekonstitution
mit Carotinoiden sowie einer Rekonstitution ohne Protein konnte keine Bande
oberhalb des freien Pigmentes detektiert werden. Ein anschlieendes Deriphat-Gel
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WSCP

ergab, dass sich in den Gradienten mit Totalextrakt, Chlorophyll a und Chlorophyll b
pigmentierte Multimere fanden (Abb. 3.7, B). Im Gradient mit Carotinoiden war das

Protein-Monomer unspezifisch Gber den Gradienten verteilt (nicht gezeigt).

A
TE Chl a Chib
2l BT e
-_— - — =
| peamm—
(-
B |

Saccharosegradient

Caro K
1 N
s
¢ pigmentiertes
WSCP-his
<« freies
Pigment
'_'| o Deriphat-Gel
<«— Multimere

<—Monomere

Abb. 3.7: Chlorophylle sind essentiell fiir die Rekonstitution
von WSCP-his. WSCP-his wurde wie in 2.3.10.4 mit Total-
extrakt (TE), Chlorophyll a (Chl a), Chlorophyll b (Chl b),
Carotinoiden (Caro) sowie ohne Pigmente (K) rekonstituiert und
auf einem 0,5 M Saccharosedichtegradienten aufgetrennt (A).
Pigmentiertes WSCP-his migriert oberhalb des freien Pigmentes.
B: pigmentierte WSCP-his-Banden wurden aus dem Gradienten
abgesaugt und auf einem 10%-igen Deriphat Gel analysiert.

Gezeigt ist das Gel nach Coomassie-Farbung.

Aus dem Vergleich des Deriphat-Gels mit der Coomassie-Farbung wird deutlich,
dass eine Multimerisierung des WSCP-his von der Anwesenheit der Chlorophylle
abhangig ist. Zwischen den Proteinbanden nach Rekonstitution mit Carotinoiden
und ohne Pigmente ist kein Laufunterschied zu erkennen. Zusammenfassend Iasst
sich also sagen, dass WSCP-his pigmentabhangig Multimere bildet und dass die
zur Rekonstitution essentiellen Pigmente die Chlorophylle darstellen. Carotinoide
allein werden weder gebunden noch induzieren sie eine Multimer-Bildung. Da flr
natives WSCP eine Organisation in vorwiegend Tetrameren beschrieben wurde
(Satoh et al., 1998), und natives und rekombinantes WSCP im Deriphat-Gel
comigrieren, liegt WSCP-his vermutlich ebenfalls in Tetrameren vor.
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3.1.6 Pigmentbindende Eigenschaften des nativen und rekombinanten WSCP-
Komplexes.

Welche Pigmente fir die Rekonstitution des WSCP notwendig sind, sollte im
Folgenden genauer Uberprift werden. In vorherigen Experimenten konnte gezeigt
werden, dass Chlorophylle fur die Rekonstitution von WSCP-his notwendig sind
(3.1.4), Carotinoide allein jedoch flr die Rekonstitution nicht ausreichen.

Nun stellte sich jedoch die Frage, ob und inwieweit Carotinoide zusatzlich zu den
essentiellen Chlorophyllen gebunden werden kénnen. Eine Antwort auf diese Frage
sollte die Analyse der Pigment-Protein-Stoéchiometrien des rekonstituierten und des
nativen WSCP-Komplexes geben. Dazu wurden Rekonstitutionsexperimente durch
Verdinnung aus Guanidinium Hydrochlorid (GuHCI) durchgefihrt und die
rekombinanten wie auch nativen Komplexe Uber Saccharosedichtegradienten
aufgereinigt (vgl. 2.3.13). Anschlielliend wurden die Pigmente mit Butanol aus der
Ldsung extrahiert (vgl. 2.3.15) und mittels HPLC-Analyse quantifiziert. Es zeigte
sich, dass die WSCP-Proteine sowohl in vivo als auch in vitro Chlorophyll a
und/oder b binden, in keinem Fall konnten jedoch Carotinoide nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Im nativen WSCP-Komplex ist vergleichsweise mehr
Chlorophyll a als b gebunden, das a/b-Verhaltnis betragt ca. 17 (16,7£1,5). Um nun
Informationen dartber zu erhalten, ob eine Chlorophyll-Art bevorzugt an das
WSCP-his bindet, wurden Kompetitionsexperimente mit variierendem a/b-Verhaltnis
im Angebot durchgefuhrt. Es zeigte sich jedoch keine Praferenz gegenuber einem
Pigment; mit steigendem Chl a-/Chl b-Verhaltnis im Angebot stieg gleichermalien
auch das Verhaltnis des im Komplex gebundenen Pigmentes (Abb. 3.8). Aus den
Ergebnissen dieser Chlorophyll a/Chlorophyll b-Titration Iasst sich keine eindeutige
Praferenz des Proteins fur eines der Chlorophylle erkennen, Chlorophyll a und b
konnen im WSCP-Komplex gleich stark gebunden vorliegen.

Abb. 3.8: Chl a-/Chl b-Titration.
WSCP-his wurde aus GuHCI mit
Chl a und Chl b in steigendem
Verhaltnis rekonstituiert (vgl. 2.3.10.

4). Die rekombinanten Komplexe
wurden tber Saccha-
rosedichtegradienten  aufgereinigt,
die Pigmente extrahiert und mit
. HPLC-Analyse quantifiziert (vgl.
‘ ‘ ' 2.2.16). Molare Chl a-/Chl b-Verhalt-
0.8 1.4 25

nisse der eingesetzten und der

. . gebundenen Pigmente sind gegen-
a/b der eingesetzten Pigmente einander aufgetragen.

© = 2NN
@9 2 v o v 9

a/b der gebundenen
Pigmente

o
(=

Neben den relativen pigmentbindenden Eigenschaften des Proteins sollten auch
Protein-Pigment-Stdéchiometrien untersucht werden. Da sich in rekombinanten
Komplexen weder flr Chlorophyll a noch b eine eindeutige Praferenz ergeben
hatte, wurde WSCP-his hierfur aus praktischen Grinden mit aufgereinigtem
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Chlorophyll a rekonstituiert und Uber Saccharosedichtegradienten aufgereinigt. Die
Proteinmenge wurde nach acetonischer Fallung, wie unter 2.3.3.1 beschrieben,
photometrisch quantifiziert. Die Pigmentkonzentration wurde nach butanolischer
Extraktion (2.3.15) mittels HPLC Analyse bestimmt. Aus beiden Werten wurden
unter Berucksichtigung des Molekulargewichtes die molaren Protein-Pigment-
Stochiometrien errechnet. Es ergab sich ein Wert von 0,5 (£ 0,2) Chlorophyllen pro
rekombinantem WSCP, der Literaturwert ist mit 0,5 Chlorophyllen pro nativem
WSCP gleich. Von Satoh und Mitarbeitern (1998) wurde beschrieben, dass sich der
groldte Teil der WSCP-Komplexe in pigmentbindenden Tetrameren organisiert.
Berucksichtigt man das, kommt man auf eine Stochiometrie von 2 (x 0,8)
Chlorophyllen pro Proteintetramer. Der Wert von naherungsweise zwei
Chlorophyllen, die in einem rekombinanten bzw. nativen WSCP-Tetramer gebunden
vorliegen, entspricht dem in der Literatur beschriebenen, von Satoh gemessenen
Wert.

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass native wie auch rekombinante
WSCP-Tetramere zwei Chlorophyll-Molekdlle, jedoch keine Carotinoide binden.

3.1.7 Rekonstituiertes WSCP-his und natives WSCP haben gleiche spektro-
skopischen Eigenschaften

Im Folgenden sollten die durch Rekonstitution erhaltenen rekombinanten WSCP-
Komplexe mit dem nativen WSCP aus Blumenkohlblattern spektroskopisch
verglichen werden. Aus den Untersuchungen zum Pigmentbindeverhalten (3.1.6)
konnte enthommen werden, dass im nativen und rekombinanten Komplex gleich
viele Pigmente im gleichen molaren Verhaltnis gebunden sind. Mittels Zirkular-
Dichroismus-Spektroskopie kann man nun ermitteln, ob die Chromophore in einem
Protein-Pigment-Komplex untereinander excitonische Wechselwirkungen eingehen.
Mit Fluoreszenzmessungen konnen dann beispielsweise Aussagen Uber die
funktionelle Kopplung der Pigmente getroffen werden, z.B. ob sich bei den
wechselwirkenden Chlorophyllen auch Energietransfer feststellen |asst.

3.1.7.1. Absorption

Zunachst wurden vergleichende Absorptionsspektren aufgenommen. Das
Absorptionsspektrum einer Probe von rekonstituierten aufgereinigten Protein-
Pigment-Komplexen liefert grundlegende Informationen uber die in der Probe und
damit die im Komplex enthaltenen Pigmente. WSCP-his wurde durch Verdinnung
aus GuHCI rekonstituiert. Dem Rekonstitutionsansatz wurde Totalpigmentextrakt,
Chlorophyll a oder Chlorophyll b zugesetzt. Die rekonstituierten Komplexe sowie
natives WSCP wurden anschlieBend Uber detergensfreie Dichtegradienten
aufgereinigt. Die resultierenden Banden wurden abgesaugt und photometrisch
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vermessen. Die Abbildung 3.9 zeigt Absorptionsspektren der Protein enthaltenden
Banden. Hier wird ersichtlich, dass im roten Spektralbereich nicht nur bei
Komplexen mit Chlorophyll a sondern auch bei Totalextrakt und nativem WSCP der
Chlorophyll a-Peak bei 672 nm dominiert. Das Spektrum der mit Chlorophyll b
rekonstituierten Komplexe ist deutlich in den griinen Spektralbereich verschoben,
was der Peak bei 656 nm andeutet. Mit Totalextrakt rekonstituiertes WSCP-his zeigt
um 656 nm eine deutliche Chlorophyll b-Schulter, was auf einen Chlorophyll b-
Anteil in diesen Komplexen hindeutet. Natives WSCP weist diese Schulter nicht auf,
das Spektrum gleicht sowohl im roten als auch im blauen Spektralbereich dem der
WSCP-his-Chlorophyll a-Komplexe. Im Blauen unterscheidet es sich durch eine
leichte Chlorophyll b-Schulter um 460 nm, was auf einen relativ geringen Anteil an
Chlorophyll b im nativen Komplex hindeutet. Die Chlorophyll b-Schulter bei 460 nm
ist bei mit Totalextrakt rekonstituiertem WSCP sehr viel starker ausgepragt. Das
bestatigt das Ergebnis, dass mit steigender Chlorophyll b-Menge im Angebot auch
mehr davon im Komplex gebunden wird.

0,04 -

Abb. 3.9: Absorption von
rekonstituiertem und nati-
vem WSCP im detergens-
freien Gradienten im
Vergleich. WSCP-his wurde
mit Chl a, Chl b und Total-
pigmentextrakt (TE) rekonsti-
tuiert (vgl. 3.3.10.4). Die
Komplexe wie auch natives
WSCP wurden uber deter-
gensfreie Saccharosedichte-

350 450 550 650 750 gradienten aufgereinigt (vgl.
3.3.13).

Das Absorptionsspektrum gibt Aufschluss Uber die Anwesenheit von Pigmenten in
den Uber Dichtegradienten aufgereinigten Komplexen, man kann daraus jedoch
nicht auf die funktionelle Kopplung von Protein und Pigment schlieRen. Um WSCP-
Komplexe hinsichtlich dieses Punktes zu untersuchen, wurden sie CD-
spektroskopisch vermessen.

3.1.7.2. CD-Spektroskopie

In Abbildung 3.10 sind CD-Spektren von nativem WSCP (A) sowie durch
Verdinnung aus GuHCI mit Totalextrakt (B) und Uber eine Nickelsdule mit
Chlorophyll a (C) rekonstituiertem WSCP-his vergleichend aufgetragen. Die
Spektren A-C unterscheiden sich nicht voneinander. Im roten Spektralbereich
weisen sie ein Minimum bei 666 nm und ein Maximum bei 680 nm auf, der
Nulldurchgang liegt bei 674,5 nm. Im Blauen sind Minima bei 442 und 423 nm mit
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einem dazwischenliegenden Maximum bei 430 nm zu erkennen. Anhand des
charakteristischen Verlaufes der Maxima und Minima mit Durchlaufen der Nulllinie
bei den Absorptionsmaxima der interagierenden Pigmente zeigt sich excitonische
Kopplung der Chromophore. Die zur Bildung des CD-Signals des nativen Proteins
notwendigen Pigmente sind also in gleicher raumlicher Anordnung auch in
Komplexen vorhanden, die mit unterschiedlichem Pigmentangebot und mit
verschiedenen Methoden rekonstituiert worden sind.

A s Abb. 3.10: CD-Spektren von
. WSCP-Pigment-Komplexen. Nach
101 —natives WSCP Rekonstitution von WSCP-his mit
5 Totalpigment aus GuHCI (vgl.
3.3.10.4) (B) und mit Chlorophyll a
auf der Nickel-Saule (vgl. 3.3.10.5)
(C) sowie von nativem WSCP (A)
wurden CD-Spektren wie in 2.4.2
beschrieben aufgenommen. TE,
Totalextrakt

195 — WSCP Reko TE
% 11 (GuHCl)

[=
uj.O,S

s 0 nm

80,5350 550 750

-1

-1,5 -
C 3-
— 2 | =—WSCP Reko Chl a (Ni-
g Siule)
g 17 Abb. 3.11: CD-Spektren von
& nm WSCP-his mit steigendem Chloro-
3 750 phyll b- Gehalt. WSCP-his wurde
a aus GuHCI mit Chl a, Chl b und Chl
© (a/b = 1/1) rekonstituiert (vgl.

3.3.10.4) und Uber Saccharose-
dichtegradienten aufgereinigt.
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Abbildung 3.11 zeigt CD-Spektren von gefaltetem WSCP-his nach Rekonstitution
mit jeweils aufgereinigtem Chlorophyll a und b sowie einem 1:1-Gemisch beider
Pigmente. Es wird deutlich, dass beide Chlorophyll-Spezies excitonische Wechsel-
irkungen entweder mit dem Protein oder anderen Pigmenten eingehen. Mit
erhdhtem Anteil an Chlorophyll b im Komplex bilden sich Schultern um 470 nm wie
auch um 660 nm aus. Nur mit Chlorophyll b rekonstituierte Komplexe zeigen
deutlich in den grinen Absorptionsbereich verschobene Minima, was vermuten
lasst, dass auch Chlorophyll b excitonisch im Komplex gekoppelt vorliegt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass pigmentiertes WSCP-his nach
Rekonstitution mit reinem Chlorophyll a oder b bzw. mit einem Gemisch aus beiden
stets ein CD-Signal zeigt, das jedoch mit steigendem Chlorophyll b-Anteil in den
grinen Spektralbereich verschoben ist. Diese Verschiebung entspricht dem
Absorptionsspektrum von Chlorophyll b. Die Pigmente zeigen also in jedem der
Komplexe excitonische Wechselwirkungen zu anderen Pigmenten oder dem
Protein.

3.1.7.3. Fluoreszenz

Mit Fluoreszenzspektren kann man Informationen Uber funktionelle Kopplung der
Pigmente im Komplex erhalten sowie Uber den Energietransfer zwischen
gebundenen Pigmenten. Abbildung 3.12 zeigt vergleichend Fluoreszenz-
emissionsspektren von nativem WSCP und rekonstituiertem, aufgereinigtem
WSCP-his nach Excitation bei 410 nm. Die Spektren sind nahezu gleich, es ist also
nach selektiver Chlorophyll a-Anregung zwischen nativem und mit Chlorophyll a
rekonstituiertem rekombinantem Komplex kein Unterschied im Emissionsmaximum
zu erkennen. Zu beachten sei hier aber auch, dass das native WSCP mit 17:1 einen
recht hohen Chlorophyll a/b Gehalt aufweist. Diese, wie auch die Proben fur die
Spektren in Abbildung 3.13, sind Uber Saccharosedichtegradienten aufgereinigt, die
0,1% LM enthielten. In dieser Umgebung wurde der Energietransfer von Chlorophyll
b nach Chlorophyll a bei mit Totalpigmentextrakt rekonstituiertem WSCP und der
Rekonstitution ohne Protein gemessen (Abb. 3.13). Der Energietransfer wird
abgeschatzt, indem man die auf gleiche Chlorophyllkonzentration eingestellte

Abb. 3.12: Fluoreszenzemission (Ex. 410
— natives WSCP nm) von rekonstituiertem WSCP-his im

. Vergleich zu nativem WSCP nach
= WSCPhis mit Chl a Aufreinigung iiber Saccharosegradienten
mit 0,1% Dodecylmaltosid (LM). WSCP-his
wurde aus GuHCI rekonstituiert (vgl. 3.3.9.4)
und Uber einen Dichtegradienten aufge-
reinigt. Chlorophyll a wurde selektiv bei 410
nm angeregt, und die Fluoreszenzemissions-
i ‘ ‘ 1 nm | spektren (vgl. 2.4.3) des rekonstituierten und
600 650 700 750 800 des nativen Komplexes vergleichend
aufgetragen.

Fluorezenz [rel. Einh.]
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Abb. 3.13: Fluoreszenzemission . —— natives WSCP
(Ex. 470 nm) von rekonstituiertem
WSCP-his im Vergleich zur
Kontroll-Rekonstitution und nati-
vem WSCP nach Aufreinigung
tiber Saccharosegradienten mit
0,1% Dodecylmaltosid (LM). Nach
GuHCI-Rekonstitution mit  Total-
pigment (vgl. 3.3.10.4) und
Aufreinigung Uber einen Saccharose-
gradienten mit 0,1% LM (vgl. 2.3.13)

wurde nach selektiver Chl b- == ‘ ‘ — = nm
Anregung bei 470 nm ein Fluores- 600 650 700 750 800
zenzemissionsspektrum (vgl. 2.4.3)
im Vergleich zur Kontroll-Rekonstitution und zum nativen WSCP aufgenommen. Der Pfeil zeigt
fur die Rekonstitution ein signifikantes Maximum bei 676 nm, Chl b-Excitation von nativem
WSCP flihrt zu Chl a-Emission bei 680 nm.

—— Reko
Totalpigmentextrakt
Kontrolle
Totalpigmentextrakt

Fluoreszenz [rel. Einh.]

Rekonstitution sowie die Kontrolle selektiv bei 470 nm (Chlorophyll b) anregt und
die Emissionen bei 680 nm (Chlorophyll a) vergleicht. Das Emissionsspektrum nach
selektiver Chlorophyll b-Anregung zeigt fur die rekonstituierte Probe einen hoheren
Chlorophyll a-Peak als es in der Kontrolle ohne Protein zu erkennen ist. Daraus
lasst sich ableiten, dass in der Probe mit Protein ein signifikant hoherer
Energietransfer stattfindet als in der Kontroll-Rekonstitution.

Nach Rekonstitution mit Chlorophyll a und Totalpigment und anschlieRender
Aufreinigung Uber einen detergensfreien Dichtegradienten wurden die Fluoreszenz-
Emissionsspektren nach selektiver Chlorophyll b-Anregung bei 470 nm mit dem des
nativen Komplexes verglichen (Abb. 3.14). Es zeigte sich sehr groRe Ahnlichkeit der
Spektren, und im Hinblick auf den Chlorophyll a/b-Gehalt der mit Totalpigment
rekonstituierten Probe von 1,5 kann man von einem vollstandigen Energietransfer
von Chlorophyll b nach Chlorophyll a sprechen. Das kann fur das native WSCP
aufgrund seines niedrigen Chlorophyll b Gehaltes jedoch nur eingeschrankt
behauptet werden.

Abb. 3.14: Fluoreszenzemissions-
spektren nach Excitation bei 470 nm:
rekonstituiertes WSCP-his im
Vergleich zu nativem WSCP nach
Aufreinigung Uber detergensfreie
Saccharosegradienten. Rekonstitution
von WSCP-his erfolgte aus GuHCI (vgl.
2.3.9.4) mit anschlieender Auftrennung
auf einem detergensfreien Gradienten
(vgl. 2.3.12). Die Proben wurden selektiv
bei 470 nm angeregt und die Fluores-
zenzemissionsspektren  (vgl.  2.4.3)
vergleichend aufgetragen.

Fluoreszenz [rel. Einh.]

Auch aus Fluoreszenzexcitationsspektren mit festgelegter Emission bei 680 nm ist
eine groRe Ahnlichkeit des nativen und des rekombinanten, mit Chlorophyll a
rekonstituierten Komplexes ersichtlich (vgl. Abb. 3.15). Das Spektrum des nativen
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3. Ergebnisse WSCP

WSCP, welches ein relativ hohes Chlorophyll a/b-Verhaltnis hat, weist eine leichte
Chlorophyll b-Schulter um 467 nm auf. Das lasst auf einen Beitrag von Chlorophyll
b zur Chlorophyll a-Fluoreszenz schlieRen. Das Excitationsspektrum der mit
Chlorophyll b rekonstituierten Komplexe ist in den grinen Spektralbereich
verschoben, es finden sich Maxima bei 462 und 440 nm.

-
[ =
g — WSCP Reko Chl a
-ﬁ- — WSCP nativ
S WSCP Reko Chl b
g
]
=
[TH
/g-/v-\\g_
T T T T - T T nm
350 400 450 500 550 600 650

Abb. 3.15: Fluoreszenzexcitationsspektren (Em. 680nm) von
WSCP-his rekonstituiert mit Chl a bzw. b im Vergleich zu nativem
WSCP. Rekonstitution von WSCP-his erfolgte aus GuHCI (vgl. 3.3.10.4)
mit anschlieBender Auftrennung auf detergensfreien Gradien-ten (vgl.
3.3.13). Fluoreszenzexcitationsspektiren (vgl. 2.4.3) wurden mit
festgesetzter Emission bei 680 nm aufgenommen.

Aus den bisher gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass das native WSCP und der
rekombinante, mit Chlorophyll a rekonstituierte Komplex spektroskopisch gleich
oder sich zumindest sehr ahnlich sind. Des Weiteren weisen beide gleiche Pigment-
Protein-Stochiometrien auf. Somit ist nun mit dem rekombinanten WSCP-Komplex
ein Werkzeug vorhanden, mit dem nahere Untersuchungen zur Funktion des
Proteins relativ einfach und ohne Abhangigkeit von nativem Material durchgefuhrt
werden konnen.

3.1.8 WSCP-his bindet die Chlorophyll-Vorstufen Chlorophyllid und Mg-
Protoporphyrin IX

Um der Hypothese nachzugehen, ob WSCP eine Rolle als Carrier-Molekul in der
Biosynthese oder dem Abbau von Chlorophyllen spielen koénnte, wurden
Rekonstitutionsexperimente mit verschiedenen Pigmentderivaten durchgefuhrt.
Darunter waren Chlorophyll-Vorstufen wie beispielsweise Chlorophyllid, Abbau-
produkte wie Phaophytin oder Derivate mit substituiertem Zentralatom (vgl. Tab
3.1). WSCP-his wurde durch Verdunnung aus GuHCI mit dem jeweiligen Pigment
rekonstituiert und auf ein Deriphat-Gel aufgetragen. Abbildung 3.16. zeigt die
grunen Deriphat-Gele sowie die anschlieBRende Coomassie-Farbung. Das mit A1
bezeichnete Gel zeigt grine Banden auf der Hohe von Multimeren nach
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3. Ergebnisse WSCP

Rekonstitution mit Chlorophyll a, Bakteriochlorophyll a und Zn-Phaophytin a. Das
Coomassie-gefarbte Gel bestatigt dieses Ergebnis; Multimer-Bildung erfolgt nur in
Gegenwart der genannten Pigmente. Das Deriphat-Gel unter B1 lasst nach
Rekonstitution mit Zn-Phaophorbid a und Chlorophyllid a grine Banden erkennen,
die allerdings wesentlich tiefer laufen, als die oben beschriebenen Multimere. Die
Coomassie-Farbung bestatigt die Vermutung, dass es sich hierbei um pigmentierte
WSCP-Monomere handeln muss. Tabelle 3.1 fasst diese Ergebnisse nochmals
zusammen. WSCP-his lasst sich in Gegenwart von Pigmenten zu Multimeren
rekonstituieren, die Magnesium oder Zink als Zentralatom haben, sowie einen
Phytolrest besitzen. Die Chlorophyll a-Derivate mit Kupfer als Zentralatom werden

Deriphat-Gel Coomassie-Farbung
A1 Chla Phea Pheida BChla Zn-Phea A2 Chla Phea Pheida BChla Zn-Phe a
L}
Multimere |
45
36
29
Monomere
+“—p24
20
’ 14
A "\
ﬁ\ -~
Zn- Zn-
B1 Cu- Cu- Zn- 710H- B2 Cu- Cu- Zn- 710H-
Phe a BPhe a Pheida Pheida Chlid a Phea BPhea Pheida Pheida Chlida

N )

45

Monomere 36 K
'y 1]
<+—>» 29 | . & b
24
20

' 4 - e
4 Tk g -...

Abb. 3.16: Rekonstitution von WSCP-his mit verschiedenen Chlorophyll-Derivaten. WSCP-his
wurde aus GuHCI mit verschiedenen Chlorophyll-Vorstufen, Derivaten und Abbauprodukten
rekonstituiert (vgl. 3.3.10.4) und die Rekonstitutionsprodukte auf ein 10%-iges Deriphat-Gel
aufgetragen. A1 und B1 zeigen Scans der griinen Gele, B1 und B2 die Coomassie-Farbung. Die
Ergebnisse dieser Gele sind in der Tabelle 3.1 nochmals zusammengefasst. BPhe,
Bakteriophaophytin; BChl, Bakteriochlorophyll; Chl, Chlorophyll; Chlid, Chlorophyllid; Phe,
Phaophytin; Pheid, Phaophorbid.
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3. Ergebnisse WSCP

nicht gebunden. Pigmentierte Monomere werden mit Derivaten gebildet, die
Magnesium oder Zink als Zentralatom haben, denen aber der Phytolrest fehlt. Die
zusiatzliche Hydroxylgruppe des Zn-7'OH Phaophorbid a scheint ebenfalls eine
sterische Situation zu schaffen, die eine Bindung an das Protein nicht mehr méglich
macht. Des Weiteren erfolgt eine Rekonstitution nicht mit Pigmenten ohne
Zentralatom wie Phaophytin a und beispielsweise Phaophorbid a, dem zum
Zentralatom auch der Phytolrest fehlt.

Es werden mit Ausnahme von Chlorophyllid keine Chlorophyll-Degradations-
produkte gebunden. Diese Ergebnisse widersprechen einer mdglichen Rolle des
wasserloslichen Chlorophyllproteins aus Blumenkohl als Seneszenzprotein.
Allerdings konnte die Bindung von Chlorophyllid in monomeren Protein-Pigment-
Komplexen darauf hindeuten, dass es sich hier tatsachlich um ein Carrier-Molekdl
handeln kdnnte, welches Pigment-Vorstufen zum Ort der Synthese transportiert.

Pigment Rekonstitution Multimerisierung
gf
O
Chla + + &
AC)
X
Chlb + + &
g
QQ
B Chla + + S
& o
9 N
Zn-Phe a + + &5 &
Cu-Phe a - - v &
&
Cu-B Phe a - - &
J &S
RN
Chlid a + . A S
'96‘ sz,e
Chlid b + - & &
IS $
A’ £
Mg-Proto IX + - &
&5 &
Zn-Pheid a + - ¢ &
. N X
(Zn-Chlid a) S &
s &
Zn-7'OH Pheid a - - ) £ £
. & s
Phe a - - v @5
= &
Pheid a - - &

Tab. 3.1.: WSCP-his rekonstituiert aus GuHCI mit verschiedenen Chlorophyll-
Derivaten. Pigmentbindung sowie Comigration mit nativem WSCP sind durch ,+*
gekennzeichnet. BPhe, Bakteriophaophytin; BChl, Bakteriochlorophyll; Chl, Chlorophyl;
Chlid, Chlorophyllid; Mg- Proto IX, Mg- Protoporphyrin IX; Phe, Phaophytin; Pheid,
Phaophorbid.
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3. Ergebnisse WSCP

Um zu Uberprifen, ob Chlorophyllid excitonisch gekoppelt vorliegt, wurde WSCP-
his mit Chlorophyllid b aus GuHCI rekonstituiert. Anschlielend wurden beide
Rekonstitutionsprodukte CD-spektroskopisch vermessen (Abb. 3.17). Schon zuvor
war gezeigt worden, dass Rekonstitution mit Chlorophyllid a zu pigmentierten
Monomeren fuhrt. Die CD-Spektren zeigen Signale, die denen der WSCP-
Komplexe mit Chlorophyllen entsprechen. In Abbildung 3.17 A ist ein WSCP-his-
Chlorophyllid b-Spektrum zu sehen, welches im roten Spektralbereich ein Minimum
bei 644 nm und ein Maximum bei 662 nm aufweist. Der Nulldurchgang dieses
Doppelpeaks liegt bei 655 nm, dem Absorptionsmaximum von Chlorophyllid b (nicht
gezeigt). Im blauen Spektralbereich zeigt das Spektrum ein Maximum bei 463 nm
und einen Nulldurchgang bei 460 nm. Spektrum B zeigt das CD-Signal
rekombinante Chlorophyllid a-Komplexe. Der Nulldurchgang im Roten bei 680 nm
sowie der im Blauen (440 nm) entsprechen den Absorptionsmaxima eines
Chlorophyllid a Spektrums. Zur Kontrolle wurde ein CD-Spektrum von Chlorophyllid
a in ahnlicher Konzentration in gleicher wassriger Losung gemessen (Abb. 3.17 C).
Es zeigten sich verschobene Maxima, die zudem sehr stark waren, so dass man
auf Aggregatbildung des Chlorophyllides in wassriger Umgebung schliel3en kénnte.
Da die Signale jedoch in ahnlichen Bereichen liegen wie die der Rekonstitutions-
produkte, kann keine definitive Aussage uber excitonische Wechselwirkungen in
einem WSCP-Chlorophyllid-Komplex getroffen werden.

A
5 1 — WSCP rekon. Chiid b
T 05 M
i.lEJ 0 I U I
3 0’5#0 450 550 650 70
o -1
o
B
g 3
'g 2 i WSCP rekon. Chlid a
£ 1 Abb. 3.17: CD-Spektren
w A S i V. WY,V von WSCPhis-Chloro-
2 -1%0 450 550 650 750 phyllid-Komplexen. WSCP-
a -2 his wurde mit Chlorophyllid
o (Chlid) b aus GuHCI (vgl.
c 3.3.104) (A) und mit
—_ o Chlorophyllid a auf der
§ 30 —Chlid a in 10 mM NaP(pH 7,4), Nickel-Saule (vgl. 3.3.10.5)
5 300 mM Imidazol (B) rekonstituiert. Chloro-
£ phyllid a allein (C) wurde in
E wenig 100%-igem Ethanol
2 vorgelst und in Eluatpuffer
a 10350 450 550 650 750 (10 mM Natriumphosphat pH
O -20 Wellenlzinge [nm] 7,8, 300 mM Imidazol)
vermessen.

Wenn WSCP eine Rolle im Chlorophyll-Synthesestoffwechsel spielt, ware es
denkbar, dass dieses Protein neben Chlorophyllid noch andere Chlorophyll-
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3. Ergebnisse WSCP

Vorlaufer binden kann. Dazu wurde WSCP-his auf der Nickelsdule mit einem
friheren Intermediat, Mg-Protoporphyrin X, rekonstituiert. Nach stringentem
Waschen liel3 sich pigmentiertes WSCP von der Saule eluieren. Nach schwach
denaturierender PAGE war eine pigmentierte Bande auf der Hohe von WSCP-
Monomeren detektierbar (nicht gezeigt, vgl. auch Tab. 3.1). Die Bindung von Mg-
Protoporphyrin IX scheint jedoch relativ instabil zu sein, da sich unterhalb der
pigmentierten Bande freies Pigment befand.

3.1.9 WSCP ist ein photostabiles und hitzestabiles Protein

Aus den bisher beschriebenen Untersuchungen zur Pigmentbindung des WSCP
ging hervor, dass im nativen, wie auch im rekombinanten Komplex pro
Proteintetramer nur zwei Chlorophylimoleklle, jedoch keine Carotinoide gebunden
werden. Aufgrund der Hypothese, WSCP konnte eine Funktion als Pigmentcarrier
unter Stressbedingungen Ubernehmen, wurden im Folgenden Experimente zur
Stabilitat in Bezug auf Licht- und Hitzestress durchgefuhrt.

3.1.9.1. Photostabilitat

Die Photostabilitat des rekombinanten WSCP-Komplexes wurde durch Belichtung
aufgereinigter Komplexe mit Starklicht Gberpraft. WSCP-his wurde durch
Verdinnung aus GuHCI mit Chlorophyll a rekonstituiert und Uber Saccharose-
dichtegradienten aufgereinigt. Als Negativkontrolle wurde eine Kontroll-
Rekonstitution ohne Protein mitgefuhrt. Die Proben wurden uUber eine Stunde
hinweg mit 500 umol e * m? * s bestrahlt. Fluoreszenzemissionsspektren wurden

30000
— 25000 - —4— Kontrolle ohne Protein
=
& 20000 - - Rekonstituion
B, 15000
5 53%
10000 -
g 5000 -
=] 11%
L 0 T T T T T T 1
Omn 10min 20min 30min 40min 50min 60 min
Belichtungsdauer

Abb. 3.18: Photostabilitidt des rekonstituierten WSCP-his. WSCP-
his wurde mit Chl a rekonstituiert (vgl. 2.2.9.4) und mit 500 pmol ™ *
m? * sec” belichtet. Alle 10 Minuten wurde ein Emissionsspektrum
nach Chl a-Anregung bei 410 nm aufgenommen (vgl. 2.4.3). Die
Abbildung zeigt die Emissions-Detektion bei 676 nm Uber die Zeit.
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3. Ergebnisse WSCP

alle 10 Minuten nach selektiver Chlorophyll a-Anregung bei 410 nm aufgenommen
und die Chlorophyll a-Emission bei 680 nm gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 3.18).
Die Fluoreszenz der rekonstituierten Probe nahm bis auf 53% des Ausgangswertes
ab, verringerte sich also um ca. die Halfte. Die Fluoreszenz der Kontroll-
Rekonstitution, die nur Chlorophyll a aber kein Protein enthielt, sank um fast 90%
des Ausgangswertes bis auf 11% ab. Fluoreszenzabnahme aufgrund von
Aggregation kann ausgeschlossen werden (nicht gezeigt), da eine verstarkte
langerwellige Fluoreszenz, hervorgerufen durch Chlorophyll-Aggregate, nicht
detektiert werden konnte.

Die Resultate aus den Versuchen zur Photostabilitdt deuten an, dass das WSCP,
welches wie gezeigt keine Carotinoide bindet, einen anderen Weg gefunden haben
muss, um gebundene Pigmente vor Schaden durch Photooxidation zu schitzen
und somit die fehlende Funktion von Carotinoiden anderweitig zu gewahrleisten.
Um mehr Informationen Uber diesen mdglicherweise wichtigen Beitrag zur
Aufklarung der Funktion des WSCP zu erhalten, wurden in Zusammenarbeit mit
Anja Krieger-Liszkay und Christian Fufezan am Institut fir Biologie Il an der
Universitat Freiburg Spin-Trap EPR (electron-paramagnetic resonance) durch-
gefluhrt.

3.1.9.2. WSCP schiitzt vor Bildung von Singulettsauerstoff ('O5)

Bei photooxidativem Stress spielen in Protein-Pigment-Komplexen gebundene
Carotinoide eine grol’e Rolle als terminaler Energieakzeptor. Fehlen sie, kann
Chlorophyll durch Anregung in den Triplettzustand Ubergehen. Triplett-Chlorophyll

ﬂdunkel

J J J Chl
Abb. 3.19: Elektronenspin-Reso-

nanzspektroskopie @ (EPR) zur
Detektion von Singulettsauerstoff

('0,). Die Bildung von 'O, wurde (iber
die Reaktion mit TEMP (2,2,6,6-

Chl + Tetramethylpiperidin) zum Nitroxyl-
BSA radikal TEMPO detektiert. Dargestellt

J* J’ J' sind die EPR-Signale von nativem

WSCP, Chl und Chl + BSA in
. gleicher Chlorophyllkonzentration
natives| und Puffer nach Belichtung mit 150
WSCP | pmol * €' * m? * s sowie eine
—J\/—J\f‘—“/\/— Dunkelkontrolle. G, Gauss. (Diese
Messungen wurden von Christian

Fufezan und Anja Krieger-Liszkay in
10 G Freiburg durch-gefiihrt.)
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kann Sauerstoff anregen und ihn so in den Singulettzustand ('O,) Uberfihren.
Diese reaktive Form des Sauerstoffs kann mittels Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie (EPR) detektiert werden, indem man den 'O, mit TEMP zu dem
messbaren Nitroxylradikal TEMPO reagieren lasst. Abbildung 3.19 zeigt das
charakteristische EPR-Signal von TEMPO nach Belichtung (10 Minuten, 150 pmol *
e’ * m?*s™) von nativen WSCP-Komplexen bzw. freiem Pigment sowie Kontrollen
mit BSA und ohne Belichtung. Die Proben wurden auf gleiche Chlorophyll-
Absorption eingestellt. Die Dunkelkontrolle zeigt ein geringes Hintergrundsignal,
welches durch Verunreinigungen der Spin-Trap entsteht. Das starke TEMPO-Signal
der Probe mit freiem Chlorophyll verringert sich nur wenig, wenn der Probe BSA als
Proteinkomponente zugesetzt wird. Das native WSCP hingegen zeigt nach
Belichtung ein deutlich reduziertes Signal. Es entsteht weniger TEMPO, was
bedeutet, dass die 'O.—Bildung durch Triplett-Chlorophyll in Gegenwart von WSCP
reduziert ist.

T T T T T T T
4000 .
£ ]
:‘S
b i
€ 2000 _
= {1 ©chl
{4 - BSA Abb. 3.20: Zeitabhéingig-
4 3 natives keit der Bildung von 'O,.
0 . WSCP Die Bildung von 'O, wurde
0 10 20 30 40 Uber die Synthese von
o TEMPO zeitabhangig ge-
Zeit [min] essen (vgl. Abb. 3.19).

Zur weiteren Untersuchung der durch das WSCP gewahrleisteten Schutzfunktion
gegen die Bildung von 'O, wurde die Zeitabhangigkeit der Bildung des
Nitroxylradikals TEMPO gemessen (Abb. 3.20). Wenn Chlorophyll an das WSCP
gebunden vorlag, wurde auch nach 30—minutiger Belichtung die TEMPO-Bildung
gegenuber freiem Chlorophyll um ca. 75% reduziert. Mit BSA als
Proteinkomponente betrug dieser Wert nur ca. 50%. Bei Belichtung mit starkeren
Lichtintensitaten (1000 pmol * e * m? * s™') wurde der Unterschied zwischen der
BSA-Probe und dem WSCP geringer, was einen generell dominierenden
Ldscheffekt durch Proteine andeutet (nicht gezeigt).

3.1.9.3. Thermostabilitat

Nachdem sich gezeigt hatte, dass das WSCP ein relativ photostabiles Protein ist,
wurden aullerdem Experimente zur Thermostabilitdt durchgefuhrt. Dazu wurde
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WSCP-his durch Verdinnung aus GuHCI mit Chlorophyll a sowie mit Chlorophyll b
rekonstituiert und wie auch der native Komplex Uber Dichtegradienten aufgereinigt.
Nach Absaugen der Komplexbande wurde diese CD-spektroskopisch vermessen,
wobei die Spektren bei 4°C und nach 20-minutiger Inkubation bei 80°C auf-
genommen wurden (Abb. 3.21). Weder bei nativen (nicht gezeigt) noch bei
rekonstituierten Komplexen ist ein signifikanter Unterschied zwischen den CD-
Spektren bei 4°C und 80°C zu erkennen. Das fur das WSCP charakteristische
Spektrum bleibt nach Inkubation bei 80°C und auch nach 3 Minuten bei 100°C
(Abb. 3.21 C) noch nahezu vollstandig erhalten. Erst 5-mindtiges Erhitzen auf
100°C nach Zugabe von 1% SDS denaturierte den Protein-Pigment-Komplex.

A
1 — WSCP-his Chla 4°C
'E 05 — WSCP-his Chla 80°C
b MmN
£ -0,5400 ‘ 700
Q 4
o
B
g
i Abb. 3.21: Thermostabilitat des
] nativen und des rekonstituierten
g- WSCP. WSCP-his wurde aus GuHCI
o mit Chlorophyll a (A) und b (B) re-

konstituiert (vgl. 3.3.9.4) und wie in
3.3.12 beschrieben Uber einen
c Saccharosedichtegradienten mit

= 1 — nativ 0,1% LM aufgereinigt. CD-Spektren
i.IEJ 0,5 1 (vgl. 2.4.2) wurden bei 4°C und nach
- 20-mindtiger Inkubation bei 80°C
2 0~ aufgenommen. Natives WSCP (C)
8 _0’54{ wurde Uber einen detergensfreien
Dichtegradienten aufgereinigt. Ge-

-1- zeigt sind CD-Spektren bei 4°C und

Wellenldnge [nm] nach 3-mindtiger Inkubation bei
100°C.

Zusammenfassend kann man sagen, dass WSCP-his aufgrund seiner Ahnlichkeit
zum nativen Protein in Bezug auf spektroskopische Eigenschaften sowie
Pigmentbindung als geeignetes Werkzeug fur Untersuchungen zur Funktion dieses
chlorophyllbindenden Proteins genommen werden kann. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die pigmentinduzierte Multimerisierung des WSCP von der
Anwesenheit des Phytolrestes abhangt. Es werden aulierdem Chlorophyll-
Vorstufen gebunden und das Protein zeigt Stabilitdt in Bezug auf Licht- und
Hitzestress.
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3.2. Versuche zur Pigmentbindung des PsbS-Proteins

Das PsbS-Protein gehort zur Familie der Chlorophyll a/b-bindenden Proteine (Cab-
Proteine), unterscheidet sich jedoch von ihren typischen Vertretern durch eine
mutmalliche vierte Transmembrandomane. Es tritt in etiolierten Pflanzen auf und
scheint auch in Abwesenheit von Pigmenten stabil zu sein (Funk, 2001). Bezlglich
der Funktion dieses Proteins wird daher eine Rolle als transient pigmentbindendes
Protein bzw. als Chlorophyllcarrier diskutiert. Die Rekonstitution des PsbS mit
Pigmenten kénnte helfen, die pigmentbindenden Eigenschaften dieses Proteins zu
untersuchen und davon ausgehend nahere Rulckschlisse auf seine Funktion zu

ziehen.

3.2.1. Rekonstitution des PsbS-Proteins und Aufreinigung der pigmentierten

Rekonstitutionsprodukte

Um zu untersuchen, ob das PsbS Protein in vitro mit Pigmenten in seinen nativen
Zustand  zuruckgefaltet werden kann, wurden zunachst verschiedene
Rekonstitutions- und Aufreinigungsmethoden getestet. Neben Rekonstitution mit
Detergenswechsel, durch Verdinnung aus GuHCI und auf der Nickel-Saule wurde
auch die Rekonstitution durch Verdunnung aus SDS verwendet (vgl. 2.3.10.3).

Letztere stellte sich spater als die geeignetste Methode heraus (nicht gezeigt).

Gleichzeitig sollte eine gunstige Methode zur Aufreinigung moglicher PsbS-
Rekonstitutionsprodukte etabliert werden. Dazu wurde zunachst eine sehr schwach
denaturierende PAGE verwendet (Abb. 3.22). Das PsbS wurde mit Totalpigment
durch Verdinnung aus SDS rekonstituiert und auf ein Deriphat-Gel aufgetragen.
Als Positivkontrolle wurde unter gleichen Bedingungen rekonstituierter LHC |l
mitgefuhrt. Es ergab sich fur PsbS unter schwach denaturierenden Bedingungen,
(LDS-Gel, nicht gezeigt) wie auch im noch schonenderen Deriphat-Gel im Vergleich
zum LHC Il keine pigmentierte Bande. Die Analyse Uber eine schwach
denaturierende oder eine Deriphat-PAGE erwies sich also als problematisch. Das

Gelsystem bietet entweder zu harsche Bedingungen fur die Auftrennung maoglicher

-89 -



3. Ergebnisse PsbS

Rekonstitutionsprodukte oder PsbS bindet keine Pigmente, es fande damit keine

pigmentabhangige Rekonstitution statt.

: Coomassie-
Deriphat G*el geféirbteg Gel
N & N @
£ o £ o
& 9 N
N S <
Abb 3.22: Rekonstitution von
PsbS und LHCP im Vergleich.
PsbS sowie LHCP (D7f.3)
wurden durch Verdinnung aus
—> — SDS mit Totalpigment rekonsti-
tuiert (vgl. 2.3.10.3). Die
Rekonstitutionsprodukte wurden
A Ia" iiber ein 15%-iges Deriphat-Gel
‘ ' -2 aufgetrennt (vgl. 2.3.12). Der
Pfeil zeigt die Lage der rekon-
stituierten LHC [I-Monomere.

Um zu untersuchen, ob eine Aufreinigung eventueller Rekonstitutionsprodukte
unter schonenderen Trennbedingungen und in anderem Detergens moglich ware,
wurden kontinuierliche Saccharosedichtegradienten mit zwei verschiedenen
Puffersystemen getestet, auRerdem das eingesetzte Pigment- zu Protein-Verhaltnis
optimiert. Als in die Rekonstitution eingesetztes Pigment wurde neben Totalextrakt
auch mit Carotinoiden supplementiertes Totalpigment verwendet. Diese
Pigmentmischung wurde so eingestellt, dass dem Totalextrakt (Chl a/b = 3:1)
zusatzlich Gesamtcarotinoide (Lu/Nx/Vx/Car = 0,5/0,21/0,12/0,01; bezogen auf Chl
a) zugefihrt wurden. Im Rekonstitutionsansatz wurden dann pro Protein 10
Chlorophylle und 5 Carotinoide eingesetzt (der Carotinoidwert ist auf Lutein
bezogen, die anderen Carotinoide sind in gleichem Verhaltnis wie im
Gesamtcarotinoidextrakt vorhanden). Im Folgenden wird diese Pigmentmischung
als supplementiertes oder angereichertes Totalpigment bezeichnet. Die
Auftrennung nach Rekonstitution mit angereichertem Totalpigment ergab neben
freiem Pigment und Pigment-Aggregaten eine distinktere grun pigmentierte Bande,
als das mit Totalpigment der Fall war (nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde fur

folgende Versuche stets das supplementierte Totalpigment verwendet.

Bei den verwendeten Puffersystemen handelte es sich um Saccharose-

Dichtegradienten mit Dodecylmaltosid (LM) als Detergens (0,4 M Saccharose,
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3. Ergebnisse PsbS

0,1% LM), die entweder mit 5 mM Tricine pH 7,5 oder mit 5 mM Natriumphosphat
pH 7,5 gepuffert waren. In Abbildung 3.23 ist das Ergebnis einer Rekonstitution
durch Verdlinnung aus SDS mit angereichertem Totalextrakt und anschlieRender
Aufreinigung uber Tricine-gepufferte Gradienten zu sehen. Man erkennt eine
Abtrennung in freies Pigment und eine unterhalb laufende, pigmentierte Bande.
Wie durch SDS-PAGE bestatigt werden konnte, enthalt nach Rekonstitution die

Tricine-gepufferter

Saccharosedichtegradient

Rek. ohne Abb  3.23: Auftrennung von

Rekonstitution Protein rekonstituiertem PsbS im Tricine-
ad— 3 . gepufferten Saccharosedichte-
' S— gradienten. PsbS wurde durch

Verdinnung aus SDS mit
angereichertem Totalpigment rekon-
stituiert (10 Chl a, 5 Lu/Protein; vgl.
2.3.10.3) und auf 0,4 M Sucrose-
Gradienten (vgl. 2.3.13) mit 5 mM
— | Tricine pH 7,5 und 0,1% LM
aufgetragen. Gezeigt sind Gradien-
ten nach Rekonstitution und mit und
ohne Protein. fp, freies Pigment; a,
Pigment- Aggregate; Pfeil, pigmen-
tiertes PsbS.

pigmentierte Bande auf dieser Hohe das PsbS-Protein (nicht gezeigt). Allerdings ist
im Gradienten nach Kontroll-Rekonstitution ohne Protein auf gleicher Hoéhe
ebenfalls eine pigmentierte Bande zu erkennen. Das wirde bedeuten, dass die
Ausbildung der Bande im Rekonstitutionsgradienten evtl. nicht von der
Anwesenheit des Proteins abhangt, sondern auf freies Pigment zurickzufuhren ist.
Mittels UVCD-Spektren konnte jedoch bestatigt werden, dass sich in dieser Bande
Protein befindet, nicht aber in der dariberliegenden, die daher als freies Pigment
bezeichnet werden kann. Ausgehend davon konnte die Bande im
Kontrollgradienten auf eine unvollstandige Abtrennung von freiem Pigment und
eventuellen PsbS-Pigment-Komplexen im Gradienten mit der rekonstituierten
Probe hindeuten. Ein Wechsel des Puffersystemes brachte eine Optimierung der

Trennbedingungen.

Abbildung 3.24 zeigt PsbS, das mit angereichertem Totalpigment durch
Verdinnung aus SDS rekonstituiert wurde sowie eine Negativkontrolle ohne

Protein. Beides wurde uber Saccharosegradienten, die mit Natriumphosphat
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3. Ergebnisse PsbS

NaP-gepufferter

Saccharosedichtegradient Abb 3.24: Auftrennung von
rekonstituiertem PsbS im

Rek. ohne | Rek. + FITC Natriumphosphatgepufferten

Rekonstitution Protein | ohne Pigm. Saccharosedichtegradienten.
pEr— T PsbS wurde durch Verdiinnung aus

SDS (vgl. 2.3.10.3) mit angerei-
chertem Totalpigment (10 Chl a, 5
Lu/Protein) rekonstituiert und auf
0,4 M Saccharosegradienten mit 5
fr. mM NaP pH 7,4 und 0,1% LM
Prot. | gufgetragen (vgl. 2.3.13). Das
— Rekonstitutionsprodukt trennt sich in

freies Pigment, pigmentiertes PsbS
und Pigment-Aggregate. fp, freies
Pigment; a, Pigment- Aggregate;
Pfeil, pigmentiertes PsbS; fr. Prot.,
. ) freies Protein; FITC, Fluoreszenz-
farbstoff, vgl. 2.3.11.

gepuffert waren, aufgetrennt. Es ist eine optimierte Trennung der Rekonstitutions-
produkte in freies Pigment, Pigmentaggregate und eine dazwischen laufende,
distinkte grine Bande zu erkennen, die das PsbS enthalt (vgl. dazu SDS-PAGE in
Abb. 3.25). Der Gradient nach Rekonstitution ohne Protein zeigt auf dieser Hohe
keine Bande. Das Ergebnis der Kolokalisation von PsbS und Pigment in derselben
Bande veranlasst zu der Vermutung, dass es sich hier um pigmentiertes Protein
handeln koénnte. Um auszuschlieRen, dass die Kolokalisation eine zufallige
Erscheinung von freiem Pigment und freiem Protein auf gleicher Hohe ist, wurde
PsbS mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markiert (vgl. 2 111.10) und anschliel3end
mit angereichertem Totalpigment sowie als Negativkontrolle ohne Pigmente
rekonstituiert. Die Rekonstitutionsansatze wurden Uber Saccharosegradienten
aufgereinigt. AnschlieRend lie3 sich der Farbstoff unter der UV-Lampe anregen.
Uber die Farbstofffluoreszenz konnte die Lage des freien Proteins im Gradienten
visualisiert werden. Aus diesem Experiment ergab sich die Lokalisation des freien
Proteins in einer Bande, die zwischen dem freien Pigment und der pigmentierten
PsbS-Bande lauft (vgl. Abb 3.24).

Damit konnte nun die Vermutung bekraftigt werden, dass es sich bei der

pigmentierten Bande im Dichtegradienten nicht um Kolokalisation, sondern um

pigmentiertes PsbS handeln kénnte.
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3. Ergebnisse PsbS

M (kDa)
Abb. 3.25: Identifikation des
PsbS —29 PsbS-Proteins in  einer
—24 Gradientenbande. PsbS
wurde mit supplementiertem
—21 Totalextrakt rekonstituiert (vgl.

2.3.10.3) und Uber einen
Saccharosedichtegradienten
aufgereinigt (vgl. 2.3.13). Ein
Aliquot der pigmentierten PsbS
Bande wurde auf ein 15%-iges
denaturierendes PAA  Gel
aufgetragen. M: Marker

3.2.2. Pigment-Stochiometrien

Zur naheren Charakterisierung der pigmentierten PsbS-Bande wurden die
Pigmente mit 2-Butanol extrahiert und mittels HPLC-Analyse quantifiziert (vgl.
2.3.15, 16). Die Proteinmenge wurde utber den CBQCA-Assay bestimmt (vgl.

2.3.3.3). Die molaren Stéchiometrien sind in Abbildung 3.26 zusammengefasst. Mit

rekombinantes | eingesetztes | natives LHC II-
PsbS Pigment PsbS Monomer

Chl/ Car 1,59 + 0,67 3,15+ 0,07 4,9 3,6
Chla/Chlb 3,78 £ 0,52 310,14 6 1,4
Chl/ Prot 3,08 £ 0,09 - 5 12

12 - — Abb 3.26: Ubersicht iiber die Pigment-
@ Chl/Car Protein-Stochiometrien des PsbS-
=2 Eab Proteins. Die gemessenen Werte fiir
$ 8 ] rekonstituiertes rekombinantes PsbS
g O Chl/protein wurden nach Rekonstitution durch
€ Verdiunnung aus SDS und anschlieen-
3

o

4 der Ultrazentrifugation durch einen
2 Natriumphosphatgepufferten Saccha-

rosegradienten aufgenommen (vgl. Abb
0 T T

| 3.23). Pigmentbestimmung erfolgte wie in

21116  beschrieben mittels HPLC-

Qég’ 6;9\ Qé? & Analyse, das Protein wurde mit dem

&é’ & ,@f \\\&d‘p CBQCA- Assay quantifiziert  (vgl.

\04.&” € 39 2.111.3.3). Die Werte werden hier mit

& pr g denen des nativen PsbS und des LHC Il
< verglichen (Funk et al., 1995).
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3. Ergebnisse PsbS

angereichertem Totalextrakt rekonstituiertes PsbS zeigt im Vergleich zu dem
Pigmentgemisch, welches in die Rekonstitution eingesetzt worden war, einen
Unterschied im Chlorophyll- zu Carotinoid- sowie im Chlorophyll a/b-Verhaltnis. Das
Chlorophyll- zu Carotinoidverhaltnis beispielsweise ist im rekonstituierten PsbS mit
ca. 1,59 geringer, als das der eingesetzten Pigmentmischung mit 3,15. Das
rekombinante PsbS scheint also Carotinoide zu akkumulieren. In der Tabelle sind
die Werte des rekonstituierten PsbS aullerdem vergleichend mit den
Literaturwerten des nativen PsbS dargestellt. Das rekonstituierte Protein bindet ca.
3 Chlorophylle, wahrend im nativen PsbS 5 detektiert wurden (Funk et al., 1995).
Das Chlorophyll a/b-Verhaltnis ist im nativen Protein hdher als im rekonstituierten,
der grofdte Unterschied zwischen nativem und rekombinantem PsbS zeigt sich
jedoch im Chlorophyll- zu Carotinoidverhaltnis; es werden im rekonstituierten PsbS
deutlich mehr Carotinoide pro Molekll Chlorophyll detektiert, als im nativen. An das
rekonstituierte Protein binden aufderdem mit 1,1-3,2 deutlich mehr Carotinoide pro
Protein, als an das native Protein mit 1 (nicht gezeigt); diese Werte schwanken
jedoch stark, worauf spater noch naher eingegangen werden soll. Aus dem
Vergleich mit dem rekonstituierten LHC II-Monomer wird ersichtlich, dass das PsbS
mit ca. 3 Chlorophyllen pro Protein deutlich weniger bindet, als das LHC II-

Monomer mit 12.

Die Ergebnisse zeigen, dass Chlorophyll a und b in einem mdglichen PsbS-
Komplex angelagert werden, davon wird Chlorophyll a deutlich bevorzugt. Des
Weiteren findet man im rekombinanten PsbS-Komplex mehr Carotinoide pro

Chlorophyll akkumuliert, als im eingesetzten Pigment angeboten wurde.

3.2.3. Spektroskopische Eigenschaften des rekonstituierten PsbS Proteins

Um mehr Informationen Uber die Pigmentbindung zu erhalten, wurde
rekonstituiertes PsbS Uber Saccharosegradienten aufgereinigt und mit
verschiedenen spektroskopischen Methoden vermessen. Mit Absorptionsspektren
beispielsweise kann festgestellt werden, ob sich die in die Rekonstitution
eingesetzte Pigmentmischung von der in der pigmentierten PsbS-Bande

unterscheidet. In der Absorption bei RT sind zwischen rekonstituiertem,
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3. Ergebnisse PsbS

aufgereinigtem PsbS und dem in die Rekonstitution eingesetzten Pigment leichte
Unterschiede zu erkennen (nicht gezeigt). Eine deutlichere Banderung im
Carotinoid-Bereich zeigt eine starkere Anreicherung von Carotinoiden. Vergleicht
man jedoch die Absorptionsspektren von rekonstituiertem, aufgereinigtem PsbS
und den im Komplex, also am Protein gefundenen Pigmenten, sind keine
signifikanten Unterschiede zu erkennen (Claudia Buchel, pers. Mitteilung). Um
verschiedene Chlorophyll-Spezies am rekonstituierten Protein detektieren zu
konnen, wurden Absorptionsspektren bei 77K aufgenommen (nicht gezeigt).
Unterschiedliche Chlorophyll-Absorptionsformen wurden sich durch verschobene
Maxima auszeichnen, die dann durch Bildung der Ableitung erkennbar gemacht
werden konnen. In der Pigmentkontrolle war ein Minimum bei 672 nm zu sehen, die
rekonstituierte Probe wies eine zusatzliche Schulter bei 670 nm auf. Dieses
Ergebnis liel® auf eine zusatzliche Chlorophyll-Absorptionsform in Zusammenhang
mit einer moglichen Assoziation mit dem Protein schlie3en, es konnte jedoch nur in

ca. 50% der Falle reproduziert werden.

Mit CD-Spektroskopie lassen sich Aussagen uber die Ausrichtung der
Chromophore in einem Protein-Pigment Komplex, sowie ihre Kopplung
untereinander treffen. Rekonstituiertes und aufgereinigtes PsbS wurde CD-
spektroskopisch sowohl im sichtbaren Bereich als auch im UV vermessen (vgl.
2.4.2) und mit Rekonstitutionen ohne Protein (VIS) bzw. ohne Pigment (UV) als
Negativkontrollen verglichen. Im Sichtbaren unterschied sich das Spektrum des
rekonstituierten PsbS nicht von der Kontrolle ohne Protein. Zum Vergleich wurde

ein fur das LHC II-Monomer typisches Spektrum mit dargestellt (vgl. Abb. 3.27). Fur

3 _

- A

1 |

0 ) P | pvb. 3.27: CD-Spektren von
,..bmw H -

1400 - : ) 700 750 denaturiertem und rekon

stituiertem PsbS. A) PsbS
wurde durch Verdinnung aus

CD [rel. Einh.]
R

-3 SDS mit supplementiertem
-4 1 - Totalpigment, LHCP mit
-5 A — rekonstituiertes LHC Il Monomer Totalextrakt rekonstituiert (vgl.
6 — rekonstituiertes PsbS 2.3.10.3). Die Rekonstitutions-
7] produkte wurden (ber Dichte-
gradienten aufgereinigt. CD-

Wellenlange [nm] Spektren wurden im sichtbaren

Bereich aufgenommen
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3. Ergebnisse PsbS

das PsbS konnte kein CD-Signal und somit keine excitonische Kopplung der

Pigmente festgestellt werden.

Im UV-Bereich werden CD-Signale gemessen, die durch unterschiedliche
Konformationen des Proteins hervorgerufen werden. Hier verhielt sich die
rekonstituierte Probe jedoch unterschiedlich zur Kontrolle ohne Pigment, sowie zum
denaturierten Protein (vgl. Abb. 3.28). Das UVCD-Spektrum des rekonstituierten
Proteins weist Minima bei 210 und 220 nm auf, wie sie fur eine alpha-Helix
charakteristisch sind. Diese sind bei der Rekonstitution ohne Pigmente und bei dem
denaturierten Protein weniger stark ausgepragt, so dass hier nicht mehr von
charakteristischen alpha-Helix-Spektren gesprochen werden kann. Das rekonsti-
tuierte Protein weist also einen grol3eren helikalen Anteil auf, als das denaturierte
Protein und die Kontrolle. Diese Tendenzen wurden durch vergleichende Protein-
CD-Messungen von denaturiertem und mit Detergenswechsel rekonstituiertem (vgl.
2.3.10.1) PsbS gestutzt (Claudia Blchel, pers. Mitteilung). Der hohere helikale
Anteil nach Rekonstitution mit Pigmenten konnte auf eine pigmentabhangige

Faltung des Proteins hindeuten.

5 | —_ PsbS denaturiert ﬁbb. 3.?8. UV-CD-Spektren von
enaturiertem und rekon-
20 | PsbS Kontrolle ohne Protein stituiertem PsbS. PsbS wurde
. durch Verdinnung aus SDS mit
154 —— PsbS rekonstituiert supplementiertem Totalpigment (-)
sowie ohne Pigment ()
rekonstituiert (vgl. 2.3.10.3) und
Uber Dichtegradienten aufgereinigt.
N CD-Spektren wurden aufgenom-
0 ‘ ‘ ‘ — ‘ =

N SVl men und nach Abzug der
-51,30 200 210 20 2 240 250 260 entsprechenden  Kontrollspektren
(Puffer ohne Protein und Pigment)
-10- gegeneinander aufgetragen. Die
Wellenlange [nm] Spektren wurden mit denaturiertem

PsbS (-) verglichen

CD [rel. Einh.]
3

j”

Aus fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen kénnen Informationen tber die
funktionelle Kopplung von Pigmenten und den Energietransfer von einem Pigment
auf ein anderes erhalten werden. Von aufgereinigtem, rekonstituiertem PsbS
wurden sowohl nach Anregung von Chlorophyll a bei 410 nm als auch von

Chlorophyll b bei 470 nm Fluoreszenzemissionsspektren aufgenommen (nicht
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3. Ergebnisse PsbS

gezeigt). Es war jedoch weder ein Unterschied zur Pigmentkontrolle noch ein

Energietransfer von Chlorophyll b nach Chlorophyll a zu erkennen.

Ein Energietransfer zwischen moglicherweise an das PsbS gebundenen Pigmenten
konnte einerseits nicht vorhanden, andererseits aber in diesem System nicht
detektierbar sein. Ein Grund fur Letzteres konnte eine zu groRRe raumliche
Entfernung zwischen den Chromophoren sein. Um diesen Punkt zu uUberprufen,
wurde PsbS N-terminal mit dem Fluoreszenzfarbstoff TRITC markiert (vgl. 2.3.11),

rekonstituiert und aufgereinigt. Es sollte getestet werden, ob der Farbstoff in eine

A PsbS
<
=
w 2000
3 150 — nach Verdau
N 1000 — Kontrolle
ﬁ 500
® 0 : : : ‘ : : : Abb. 3.29: Fluoreszenz-
S 550 58 60 610 60 60 70 emissionsspektren von TRITC-
o markiertem rekonstituiertem
Wellenliinge [nm] PsbS im Vergleich mit dem LHC
lI-Monomer.  TRITC-markiertes
PsbS und LHC Il (Lhcb1) wurden
B LHC lI-Monomer durch Verdinnung aus SDS mit
—_ Totalpigment (LHC 1) bzw.
£ supplementiertem  Totalpigment
= veoe ] (PsbS) rekonstituiert (vgl. 2.3.
= 3000 4 —nach Verdau 10.3) und Uber Saccharosedichte
2 Ss00 - —Kontrolle gradienten  aufgereinigt  (vgl.
N 2000 2.3.13).  Fluoreszenzemissions-
@ 1500 - spektren wurden nach Anregung
$ 1000 4 des Farbstoffes bei 548 nm
o 503 7 aufgenommen.  Gezeigt  sind
E 560 580 600 620 640 660 680 700 Spektre_n nach Trypsinverdau (rot)
. und die unverdaute Kontrolle
Wellenlange [nm] (blau).

ausreichende raumliche Nahe zu einem Chromophor gelangt, so dass
Energietransfer von TRITC auf Chlorophyll a stattfinden kann. Dazu wurde das
Rekonstitutionsprodukt im Absorptionsmaximum des Farbstoffes (fur TRITC 548
nm) angeregt und die Fluoreszenzemission im roten Spektralbereich detektiert. Als
Kontrolle dafur, dass der Energietransfer proteinspezifisch ist, dient ein Trypsin-
Verdau. Findet ein Energietransfer vom Farbstoff auf Chlorophyll a statt, wirde
nach dem Entfernen des N-terminal gebundenden Farbstoffes einerseits die
Farbstofffluoreszenz ansteigen, andererseits jedoch die Chlorophyllifluoreszenz

abnehmen. Abbildung 3.29 zeigt Fluoreszenzemissionsspektren von TRITC-
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3. Ergebnisse PsbS

markiertem PsbS, sowie von LHC I|I-Monomeren als Positivkontrolle. Fur das
rekonstituierte PsbS (A) ist zwischen der verdauten und der nicht verdauten Probe
kein Unterschied zu erkennen. Fur das rekonstituierte LHC II-Monomer (B) jedoch
sieht man nach dem Trypsinverdau einen deutlichen Anstieg der
Farbstofffluoreszenz (gestrichelter Pfeil). Auch ein Abfall der Chlorophylifluoreszenz

ist erkennbar (durchgezogener Pfeil).

Die Ergebnisse der spektroskopischen Messungen deuten darauf hin, dass in
einem madglichen rekonstituierten PsbS Komplex die Pigmente weder so
zueinander ausgerichtet sind, dass sie excitonische Wechselwirkungen eingehen
konnen, noch dass ein Energietransfer zwischen ihnen stattfinden kann. Diese
Vermutung schliefdt jedoch eine schwache oder transiente Kopplung von Pigment
und Protein nicht aus. Des Weiteren kdnnten Pigmente auch sterisch so gebunden

sein, dass ein Energietransfer nicht mdglich ist oder nicht stattfindet.

3.2.4. Rekonstitution mit variierendem Pigmentangebot

3.2.4.1. Sind Carotinoide essentiell fur die Rekonstitution des PsbS-Proteins?

Trotz der berechneten Pigment-Stochiometrien blieben bezuglich der Pigment-
bindung noch viele Fragen offen, beispielsweise ob ein bestimmtes Pigment evtl.
essentiell fur die Rekonstitution ist. AuBerdem sollte mit weiteren Versuchen mit
variierender Carotinoidart und -menge mehr Konstanz in die Ergebnisse bezlglich

der Carotinoidwerte gebracht werden.

Um zu testen, ob Chlorophylle oder Carotinoide essentielle Pigmente fur die
Rekonstitution des PsbS darstellen, wurden Rekonstitutionsexperimente mit
angereichertem Totalpigment, sowie isolierten Chlorophyllen (a/b = 3:1) und
isolierten Carotinoiden (Lu/Nx/Vx/Car = 0,5/0,21/0,12/0,01 bezogen auf Chl a)
durchgefuhrt. Die Rekonstitutionsprodukte wurden mittels eines Gradienten
aufgereinigt (Abb. 3.30). Die Gradienten nach Rekonstitution mit Totalpigment
zeigten - wie zuvor erwahnt - eine Auftrennung in ungebundenes Pigment, eine

Aggregatbande und eine pigmentierte PsbS Bande, die im Kontroll-Gradienten
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3. Ergebnisse PsbS

Totalpigment Chlorophylle Carotinoide
(10 Chl, 5 Caro pro Protein)

Abb 3.30: PsbS-Rekonstitution mit Xanthophyll-supplementiertem Totalpig-
ment, Chlorophyllen und Xanthophyllen. PsbS wurde nach Rekonstitution durch
Verdlinnung aus SDS (vgl. 2.3.10.3) mit supplementiertem Totalpigment (10 Chl, 5
Xan pro Protein), aufgereinigtem Gesamtchlorophyll (10 Chl/Protein) und
aufgereinigten Gesamtcarotinoiden (5 Luteine/Protein) auf 0,4 M Saccharose-
gradienten mit 0,1% LM aufgetragen (vgl. 2.3.13). Das Rekonstitutionsprodukt
trennt sich in freies Pigment (fp), Pigment-Aggregate (a) und pigmentiertes PsbS
(Pfeil). +, Rekonstitution; -, Negativkontrolle ohne Protein; Chl, Chlorophyll; Caro,
Carotinoide.

ohne Protein nicht zu sehen ist. Nach Rekonstitution mit Carotinoiden sieht das
Ergebnis ahnlich aus, auch hier trennen sich freies Pigment und
Carotinoidaggregate von einer pigmentierten, PsbS enthaltenden Bande ab. Im
Kontroll-Gradienten befindet sich auf dieser Hohe keine Bande, die Aggregatbande
lauft allerdings weitaus hoher als im Rekonstitutionsgradienten. Daraus lasst sich
schlielen, dass in letzterem in der Aggregatbande auch Protein akkumuliert sein
konnte. Nach Rekonstitution mit aufgereinigten Chlorophyllen ergibt sich ein
verandertes Bild im Gradienten. Hier trennt sich die Probe zwar auch in
ungebundenes Pigment und Pigmentaggregate auf, die durch einen Pfeil
gekennzeichnete pigmentierte PsbS-Bande ist jedoch deutlich schwacher, als sie
es nach Rekonstitution mit Totalpigment bzw. Carotinoiden ist. Rekonstitutions-
versuche mit aufgereinigtem Chlorophyll und steigender Carotinoidkonzentration
ergaben mit zunehmender Carotinoidkonzentration ebenfalls eine starkere
Intensitat und Scharfe der PsbS enthaltenden Bande (Abb. 3.31). Auch hier ist zu
beobachten, dass mit Chlorophyllen als einzigen in die Rekonstitution eingesetzten
Pigmenten nahezu keine distinkte und eindeutige Bande auf der Hohe des

pigmentierten PsbS detektiert werden konnte. Des Weiteren liegt die
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Aggregatbande nach PsbS-Rekonstitution mit der hdchsten Xanthophylimenge

wieder tiefer ohne Protein im Rekonstitutionsansatz.

10 Chl 10 Chl + 3 Caro 10 Chl + 10 Caro

+ - + - ¥ -—-

5 BN

-
ﬂu“g -

Abb. 3.31: PsbS Rekonstitution mit steigendem Carotinoid-Angebot. PsbS
wurde nach Rekonstitution durch Verdiinnung aus SDS mit Chlorophyll a allein (10
Chl a/Protein), sowie mit steigender Carotinoidmenge (10 Chl a und 3 bzw. 10
Carotinoide - bezogen auf Lu) rekonstituiert (vgl. 2.3.10.3). Die Rekonstitutions-
produkte wurden auf 0,4 M Saccharosegradienten mit 0,1% LM aufgetragen (vgl.
2.3.13). +, Rekonstitution; -, Negativkontrolle ohne Protein; a, Pigment-Aggregate;
ca, Carotinoid-Aggregate; Chl, Chlorophyll; Caro, Carotinoide; fp, freies Pigment;
Pfeil, pigmentiertes PsbS.

Die Pigment-Stochiometrien der PsbS enthaltenden Gradientenbanden zeigen fur
die Rekonstitution mit angereichertem Totalextrakt im Vergleich mit dem
eingesetzten Pigment keinen grofRen Unterschied flr das Chlorophyll zu Carotinoid
Verhaltnis (nicht gezeigt). Betrachtet man jedoch das Chlorophyll a/b-Verhaltnis,
sowie das Verhaltnis der Carotinoide untereinander, so lasst sich feststellen, dass
in der PsbS enthaltenden Bande tendentiell mehr Chlorophyll a als b akkumuliert
wird. Die Pigment-Stéchiometrien der transparenten PsbS Bande nach
Rekonstitution mit aufgereinigten Chlorophyllen zeigen neben geringen
Unterschieden im Chlorophyll a/b-Verhaltnis ein interessantes Phanomen: es
konnten geringe Mengen an (B-Carotin nachgewiesen werden (B-Carotin / Chl a =
0,04). Im eingesetzten Pigment waren mit HPLC-Analyse keine Carotinoide
nachweisbar. Das wiurde bedeuten, dass sich dennoch substdochiometrische
Mengen an B-Carotin in der Pigmentmischung befunden haben mussen, die sich

dann aber in der PsbS enthaltenden Bande angereichert haben.
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Diese Ergebnisse deuten an, dass eventuell Carotinoide die flr die Rekonstitution
des PsbS Proteins essentiellen Pigmente darstellen und Chlorophylle eher in
Gegenwart von Carotinoiden gebunden werden. Uber die Spezifitat der
Chlorophyllbindung in der schwachen Bande nach Rekonstitution mit

Gesamtchlorophyll kann keine Aussage gemacht werden.

3.2.4.2. Wird ein bestimmtes Pigment bevorzugt akkumuliert?

Um der Frage nachzugehen, ob eines der im angereicherten Totalpigment
vorhandenen Pigmente vom PsbS bevorzugt akkumuliert wird und somit eventuell
in der Rekonstitution bisher den limitierenden Faktor darstellte, wurde das Protein
mit Pigmentmischungen rekonstituiert, die von Chlorophyll a und einem anderen
oder aber allen im Totalextrakt der Erbse vorhandenen Pigmenten (Chl a, Chl b,
Nx, Vx, Lu) 10 Molekile pro eingesetztem PsbS enthielten. Die Pigment-
mischungen wurden hergestellt, indem Totalpigment durch Zugabe von
beispielsweise Violaxanthin so eingestellt wurde, dass 10 Chlorophyll a und 10

Violaxanthin pro PsbS-Molekll in die Rekonstitution eingesetzt wurden (im

1 2 3 4 5 6
._-_"' | — T —— - e
—
> > > >
v —

Abb 3.32: PsbS-Rekonstitution mit variierendem Pigment-Angebot (,,10 x*).
PsbS wurde nach Rekonstitution durch Verdinnung aus SDS mit
supplementiertem Totalpigment rekonstituiert (vgl. 2.3.9.3). 1: Supplementierter
Totalextrakt; 10 Chl/ Prot, 5 Xan(Lu)/Prot, 2: Mock ohne Protein. In den
folgenden Pigmentmischungen ist immer Totalpigment zugrundegelegt, einzelne
Komponenten wurden erhéht. 3: 10 Chl b/ Prot, 4: 10 Vx/ Prot, 5: 10 Lu/ Prot, 6:
je 10 Nx, Vx, Lu, Chl a, Chl b, Car/ Prot. Die Rekonstitutionsprodukte wurden auf
0,4 M Sucrose - Gradienten mit 0,1% LM aufgetragen (vgl. 2.3.12). fp, freies
Pigment; a, Pigment - Aggregate; Pfeil, pigmentiertes PsbS.
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3. Ergebnisse PsbS

Folgenden als ,TE 10 X* bezeichnet). Die Pigmentmischung, in der 10 Molekile
von jedem Pigment pro Protein eingesetzt wurde, wird im Folgenden als ,10 all

bezeichnet.

Die Rekonstitutionsprodukte wurden Uber Dichtegradienten aufgereinigt (Abb.
3.32). Spur 1 bezeichnet einen Gradienten nach Rekonstitution mit supplemen-
tiertem Totalextrakt, Spur 2 die Kontroll-Rekonstitution ohne Protein. Wie schon
zuvor beschrieben, findet man das PsbS-Protein in einer pigmentierten Bande, die
etwa in der Mitte des Gradienten, nicht aber im Kontroll-Gradienten zu sehen ist.
Die anderen Gradienten, in denen das supplementierte Pigment Chlorophyll b (3),
Violaxanthin (4), Lutein (5) oder ,10 all* (6) ist, zeigen diesbezuglich das gleiche
Erscheinungsbild. Eine Ausnahme stellt der Gradient Nr. 4 dar, in dem sich
zusatzlich Luteinaggregate als orangefarbener Bereich abzeichnen. Die
spektroskopische Analyse der Gradientenbanden bestatigte u.a. die Ergebnisse
aus den vorherigen CD-Messungen: es konnten keine excitonischen
Wechselwirkungen zwischen Pigmenten oder Pigment und Protein festgestellt

werden (nicht gezeigt).

Es gibt keinen Hinweis auf Energietransfer; Fluoreszenz- und Absorptions-
messungen deuten jedoch Unterschiede zwischen eingesetztem und mit dem PsbS
assoziiertem Pigment an (nicht gezeigt). Die Stochiometrien bestarken diese

Annahme (Tab. 3.2 und 3.3). Die Unterschiede von pigmentierter PsbS-Bande zu

TE 10 Caro TE 10 Caro TE10b TE10b TE10V TE10V TE10L TE10L

einges. am PsbS einges. am PsbS einges. am PsbS einges. am Psbs
ChliCar 5,99 0,91 9,35 0,92 0,65 0,56 1,85 0,56

Chl a/b 3,02 3,44 0,72 1,01 1,66 1,84 3,06 3,1

Nx/Chl a 0,028 0,136 0,033 0,329 0,071 0,11 0,035 0,137
Vx/Chl a 0,031 0,11 0,029 0,272 2,042 2,082 0,031 0,102
Lu/Chl a 0,135 0,751 0,130 1,419 0,25 0,442 0,59 1,966
B-Car/Chl a 0,029 0,424 0,063 0,419 0,122 0,13 0,062 0,146

Tab 3.2: Molare Pigment-Stochiometrien fiir das PsbS-Protein nach Rekonstitution mit
variierendem Pigmentangebot (,TE 10 X“). PsbS wurde durch Verdinnung aus SDS mit
supplementiertem Totalpigment rekonstituiert (vgl. 2.3.10.3) und Uber Saccharose-
dichtegradienten aufgereinigt (vgl. 2.3.13). Pigmentquantifizierung erfolgte mittels HPLC
Analyse (vgl. 2.3.16), Proteinbestimmung nach dem CBQCA-Assay (2.3.3.3). b, Chlorophyll b;
Caro, Carotinoide; einges., eingesetzte Pigmentmischung; L, Lutein; Prot, Protein; TE,
Totalextrakt; V, Violaxanthin. Farbig hinterlegt sind signifikante Unterschiede im Pigmentgehalt
am PsbS im Vergleich zum eingesetzten Pigment.
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eingesetztem Pigment bestehen im Wesentlichen darin, dass in der PsbS-Bande
mehr Carotinoide pro Chlorophyll akkumuliert werden, als in der eingesetzten
Pigmentmischung. Diese Tendenz zieht sich durch alle untersuchten Banden. Die
Stochiometrien des sechsten Gradienten wurden wegen unzureichender
Auftrennung nicht erwahnt. p-Carotin wird in allen untersuchten Gradienten
angereichert, allerdings variiert der Faktor stark je nach eingesetztem Pigment. Im
Gradienten mit 10 Carotinoiden (TE 10 Caro) betragt der Faktor 8,3, nach
Rekonstitution mit 10 Chlorophyll b (TE 10 b) 6,7, nach Rekonstitution mit 10
Violaxanthin (TE 10 V) 1,1 und mit 10 Lutein (TE 10 L) 2,4.

Betrachtet man zusatzlich die Pigment zu Protein-Verhaltnisse (Tab. 3.3), so wird
zunachst deutlich, dass in einem moglichen PsbS Komplex mehr Chlorophyll a als
b gebunden ist. Bezuglich der Carotinoidakkumulation Iasst sich sagen, dass
Carotinoide generell bevorzugt werden. Darunter kénnten die hydrophileren
Xanthophylle Lutein und Neoxanthin eventuell eine bevorzugte Rolle spielen. In der
Protein-Pigment-Stochiometrie fallt auf, und dieses Ergebnis ist fur alle
untersuchten Banden konstant, dass genau ein B-Carotin pro PsbS detektiert
werden konnte. B-Carotin ist neben Lutein das am starksten vertretene Carotinoid

in einem maoglichen PsbS-Komplex.

TE 10 Caro TE10b TE10V TE10L

Nx/Prot 0,31 0,79 0,85 0,93
Tab 3.3: Molare Pigment-Protein-
Vx/Prot 0.23 0,65 16,1 0,69 Stéchiometrien fiir das PsbS-
Lu/Prot 1.7 268 3.41 13.4 Pro_t.eln nach Rekpnstltutlon mit
variierendem  Pigmentangebot
B-Car/Prot 0,96 1 1 1 (,,TE 10 X“). Protein- und Pigment-
quantifizierung erfolgte wie in Tab.
Chl b/Prot 0,66 2,37 4,18 2,2 3.2 beschrieben. TE, Totalextrakt;
Caro, Carotinoide; b, Chlorophyll b;
Chl a/Prot 225 2,39 7,72 6,82 V, Violaxanthin; L, Lutein; Prot,
Protein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass kein eindeutiger Beweis fur die
Rekonstitution des PsbS Proteins gefunden werden konnte. Die reproduzierbare
Tendenz der Akkumulation von Chlorophyll a und Carotinoiden in der PsbS-Bande
konnte jedoch ein Hinweis auf die mdgliche transiente Pigmentbindung dieses

Proteins in vitro sein.
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3.3. Isolation von pigmentierten ,small Cab-like proteins“ aus cyano-
bakteriellen Thylakoiden und Versuche zur Pigmentierung in vitro.

Scp’s, die ,small Cab-like proteins®, sind in der Thylakoidmembran von
Synechocystis PCC 6803 lokalisiert und gehdéren zu einer Multigenfamilie (Funk
und Vermaas, 1999). Die durch Starklicht induzierten Proteinprodukte dieser
Genfamilie, ScpA-E, weisen Homologien zu konservierten Bereichen der Cab-
Proteine auf. Fir sie wird eine Funktion als transiente Pigment-Carrier vermutet. Mit
praparativer |soelektrischer Fokussierung koénnen solubilisierte Thylakoide von
Synechocystis aufgetrennt werden (Funk, pers. Kommentar). In einem
anschliefenden Western Blot lassen sich ScpC und D in einer pigmentierten Bande
immunologisch nachweisen (Hao et al., 2001). Der Nachweis erfolgt Uber einen
spezifischen Antikdrper gegen die N-Termini beider Proteine (Funk & Vermaas,
1999). Dieser Antikdrper ist flr beide Proteine spezifisch, da ScpC und D sich auf
Proteinebene sehr ahnlich sind. In Abbildung 3.3 ist ein Vergleich der
Aminosauresequenz beider Proteine gezeigt, darin sind nicht Ubereinstimmende
Aminosauren rot dargestellt. Aufgrund der grol3en Homologie kann mittels Western
Blot keine eindeutige Identifizierung vorgenommen werden. Auch die
Isoelektrischen Punkte beider Proteine unterscheiden sich nur wenig voneinander,
der von ScpC betragt 5,54, der des ScpD 4,86 (EMBL, siehe Anhang). Beide
Proteine sollten in der Thylakoidmembran von Cyanobakterien nachgewiesen,
isoliert und im Bezug auf ihre Pigmentbindung analysiert werden. Mit Hilfe der
daraus gewonnenen Informationen sollte dann Uberexprimiertes rekombinantes
ScpC und ScpD rekonstituiert werden.

ScpD MTSRGFRLDQ DNRLNNFAIE PPVYVDSSVQ AGWTEYAEKM
ScpC MTTRGFRLDQ DNRLNNFAIE PEVYVDSSVQ AGWTKYAEKM
ScpD NGRFAMIGEV SLLAMEVITG HGIVGWLNSL
ScpC NGRFAMIGFA SLLIMEVVTG HGVIGWLNSL

Abb. 3.33: Sequenzvergleich von ScpC und D. Nicht (ibereinstimmende
Aminosauren sind farbig dargestellt. Nach Funk & Vermaas, 1999.

3.3.1. Auftrennung von solubilisierten Synechocystis-Thylakoiden mittels IEF

Aus Synechocystis PCC 6803 wurden Thylakoide isoliert* (Norling et al., 1998, Zak
et al., 1999) und in LM solubilisiert. Die Fokussierung erfolgte Uber Nacht in einem
pH-Gradienten von 3-8 (vgl. 2.3.17). Nach dem Lauf wurden die interessanten
Banden ausgeschabt und die darin enthaltenden Proteine sowie Pigmente

* die Synechocystis-Thylakoide (PS I, cAL )erhielten wir im Rahmen einer Kooperation mit
Christiane Funk, Stockholm 104 -



3. Ergebnisse Scp

qualitativ analysiert. In Abbildung 3.34 ist die Vorgehensweise schematisch
zusammengefasst. Die Sephadexmatrix wurde in mit Fritten bestlckten Saulchen
abfiltriert, die Proteine dabei in 10 mM Kaliumphosphat (KP) pH 7,8 Uberflhrt. Die
Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit dem a-
ScpC/D-Antikorper dekoriert. Die Pigmente wurden mittels Butanolextraktion isoliert

und Uber HPLC-Analyse identifiziert (2.3.16).

Banden extrahieren, Gelmatrix abfiltrieren

/LN

SDS-PAGE / Blot Sucrose- Gradient
HPLC

Abb. 3.34: IEF mit solubilisierten Synechocystis-Thylakoiden: Schematische
Ubersicht und Vorgehensweise zur Analyse der Banden. Thylakoide aus
Synechocystis PCC 6803 wurden in 1% LM solubilisiert und G.N. bei 4°C mit 8 Watt und
unbegrenzten mA in einem pH-Gradienten von 3-8 fokussiert (vgl. 2.3.17). Die Banden 1-
4 wurden ausgehoben und die Starkematrix mit 10 mM Kaliumphosphat (KP) pH 7,8
abfiltriert. Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot identifiziert, Pigmente
Uber HPLC-Analyse bestimmt. Die Stringenz der Pigmentbindung wurde mittels
Saccharosedichtegradientenzentrifugation getestet.

Abbildung 3.35 zeigt eine IEF von solubilisierten Synechocystis-Thylakoiden nach
erfolgter Auftrennung. Man erkennt neben der dunkelgrinen Auftragsfraktion
mehrere orangefarbene sowie mehrere blauliche Banden. Letztere sind auf die
Phycobilisomen zurtckzufihren. Es wurden jeweils die Auftragsfraktion sowie die
mit 2, 3 und 4 bezeichneten Banden isoliert (2.3.17) und auf Protein- und Pigment-
Zusammensetzung hin analysiert. Wie der Western Blot in Abbildung 3.36 zeigt,
wurde ScpC/D in der orangenen Bande 4 nachgewiesen. Der a-ScpC/D-Antikdrper
reagiert mit einem Protein, das bei ca. 24 kD lauft. AuRerdem zeigt sich ein
héhermolekulares Signal. Fur die ca. 6 kD gro3en ScpC/D sind héhermolekulare
Aggregate schon beschrieben worden, sie sind vermutlich aufgrund der
Hydrophobizitat der Proteine auch in einem SDS-Gel stabil (Funk und Vermaas,
1999).
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pH 8,75 pH 7,2 pH 5,2 pH 4,9 pH 4,3

©

I

Auftrag§|fraktion 2

Abb. 3.35: IEF mit solubilisierten Synechocystis-Thylakoiden. Thylakoide aus
Synechocystis PCC 6803 wurden in 1% LM solubilisiert und U.N. bei 4°C mit 8 Watt und
unbegrenzten mA in einem pH-Gradienten von 3-8 fokussiert (vgl. 2.3.17). Die Banden wurden
ausgehoben und die Starkematrix abfiltriert.

M 1 2 3 4 Abb. 3.36: Western Blot nach IEF mit
kDa i 3FeFnss Tanim solubilisierten cyanobakteriellen Thylakoi-
den. Thylakoide aus Synechocystis PCC 6803
wurden in 1% LM solubilisiert und G.N. bei 4°C
mit 8 Watt und unbegrenzten mA in einem pH-
Gradienten von 3-8 fokussiert (vgl. 2.3.17). Die
29 - Banden wurden ausgehoben und die Starke-
' matrix abfiltriert. Die Proteine wurden auf einer
15%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und der
Nachweis erfolgte mit dem a-ScpC/D-Antikérper
(1:1000, vgl. 2.3.21).

Die Pigmentzusammensetzung der Banden 2-4 wurde per HPLC-Analyse
identifiziert. Auf die Stdéchiometrien wurde hier nicht naher eingegangen, da nicht
eindeutig festgestellt werden konnte, ob es sich um ScpC, ScpD oder ein Gemisch
aus beiden handelte. In den Banden 2 und 3 fanden sich Myxoxanthophyll,
Zeaxanthin, Echinenon, Chl a und B-Carotin. Die Bande 4, in der ScpC/D detektiert
wurde, enthielt Echinenon, Chl a und B-Carotin. Die Zusammensetzung war
reproduzierbar, die Verhaltnisse der Pigmente zueinander war jedoch nicht nach
allen IEFs gleich (nicht gezeigt). Um auszuschliel’en, dass es sich bei der
Pigmentierung der Bande 4 nur um eine zufallige Komigration im pH-Gradienten
handelte, wurde diese auf einen Saccharosedichtegradienten (5 mM Tricine, 0,6 M
Saccharose) aufgetragen. Nach der Zentrifugation war nur eine pigmentierte Bande
zu sehen, in der ebenfalls ScpC/D nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt).

CD-spektroskopische Untersuchungen der Bande 4 ergaben sowohl vor als auch
nach der Zentrifugation keinen Hinweis auf excitonische Kopplung der Pigmente
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(nicht gezeigt). In Abbildung 3.37 sind die Ergebnisse zur Isolation und dem
Pigmentgehalt der pigmentierten ScpC/D-Bande nochmals zusammengefasst.

qualitative
HPLC-Analyse

Myxoxanthophyll Myxo -

Zeaxanthin Zea -

Echinenon Echi Echinenon

Chla Chl a Chl a

pB-Carotin pB-Car B-Carotin
a-ScpC/D l / l

— ScpC/D

Abb. 3.37: Lokalisation und Pigmentierung von ScpC/D,
Ubersicht.

3.3.2. Versuche zur Pigmentierung rekombinanter Scp’s in vitro

Ausgehend von der Information der in der ScpC/D-Bande detektierten Pigmente
Echinenon, Chlorophyll a und p-Carotin sollte der nachste Schritt die Rekonstitution
von rekombinantem ScpC und D sein, die im Rahmen der Kooperation mit der AG
um Christiane Funk kloniert und Uberexprimiert wurden (Hao et al., 2001). Erste
Rekonstitutionsversuche wurden vergleichend zum LHCP durch Detergens-
wechsel, durch Verdinnung aus SDS und mit Frier-Tau-Zyklen durchgefihrt. Es
wurde zunachst Totalpigment aus der Erbse und aus Cyanobakterien verwendet.
Die Kontroll-Rekonstitution des LHCP mit Totalpigment aus der Erbse verlief in
allen Fallen erfolgreich. Eine Pigmentbindung konnte fur die Scp’s jedoch weder im
Gelsystem noch mit CD-Spektroskopie nachgewiesen werden (Hao et al., 2001).
Weitere Versuche zur Rekonstitution von Heterooligomeren der Scp-Proteine
werden im Labor von Christiane Funk durchgefiuhrt.

ScpC/D lassen sich also in vivo durch IEF und anschlieRende Saccharose-
dichtegradientenzentrifugation mit Echinenon, Chlorophyll a und p-Carotin isolieren.
Es wurde kein Hinweis auf excitonische Kopplung der Pigmente gefunden und in
vitro-Rekonstitution der rekombinanten Proteine zeigte bisher keinen Hinweis auf
Erfolg.
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3.4. ,.One-helix-protein“ und ,stress-enhanced proteins“: Versuche zur
Pigmentierung in vitro*

OHP, das ,one-helix-protein“, sowie Sep1 & 2, die ,Stress-enhanced proteins“ aus
Arabidopsis thaliana, gehoéren als kurze Sequenzverwandte des LHC Il zur Cab-
Proteinfamilie. Sie sind der Untergruppe der ELIPs, der ,early light-induced
proteins® zuzurechnen, das OHP weist aulRerdem Homologien zu den ,high-light
inducible proteins®, HLIPs, auf. Den ELIPs wird im Allgemeinen eine Schutzfunktion
zugeschrieben, die sie evtl. durch transiente Pigmentbindung ausuben kdnnten.
Genaueres ist dariber noch nicht bekannt. Der Nachweis einer Pigmentbindung
sowie die Charakterisierung mdglicher Rekonstitutionsprodukte koénnte nahere
Informationen dazu liefern. Aus diesem Grund wurde versucht, rekombinantes
OHP, Sep1 und Sep2 in vitro mit Pigmenten zu falten.

Die fir OHP codierende DNA aus A. thaliana wurde unserer Arbeitsgruppe von
Stafan Jansson zu Verfugung gestellt und in den Vektor pDS 12 eingefugt
(Diplomarbeit S. Raunser, 2000). Die Proteine Sep1 & 2 wurden im Rahmen einer
Kooperation mit lIwona Adamska, Stockholm, Uberexprimiert und uns zur Verfiugung
gestellt.

3.4.1. Versuche zur Pigmentbindung

Wie schon fur Rekonstitutionsversuche am PsbS beschrieben, wurden auch fur die
Ruckfaltungsexperimente von OHP und den Sep-Proteinen verschiedene
Methoden sowie unterschiedliche Nachweissysteme getestet. Zunachst wurde der
Nachweis der Rekonstitution Uber schwach denaturierende Gele mit LDS- oder
Deriphat- Puffer gefuhrt, dies entspricht der Standardmethode fur die
Rekonstitution des LHCP.

Fur OHP wie fur Sep1 und Sep2 wurden verschiedene Rekonstitutionsmethoden in
unterschiedlichen Variationen getestet, (ber die hier zunachst ein Uberblick
gegeben werden soll. Es wurden Ruckfaltungsexperimente Uber Frier-Tau-Zyklen,
Detergenswechsel und durch Verdinnung aus SDS durchgefuhrt. Die Analyse
moglicher Rekonstitutionsprodukte auf einem schwach denaturierenden, 15%-igen
PAA-Gel ergab jedoch keine erkennbaren pigmentierten Banden. Dies galt sowohl
fur Gele mit LDS-Puffer als auch fur noch etwas schonendere Bedingungen mit
Deriphat-Puffer.

*Die Experimente zur Rekonstitution von Sep2 wurden von Katrin Schumacher im Rahmen ihrer
von mir mitbetreuten Staatsexamensarbeit durchgefiihrt.
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Abb. 3.38: Rekonstitutionen von OHP, Sep1 und Sep2 und Nachweis Ulber schwach
denaturierende PAGE. Exemplarisch fur die getesteten Methoden sind Rekonstitutionen der drei
Proteine im Vergleich mit dem LHC Il Monomer und dem nicht rekonstituierenden LHCP-Klon
35b.1 dargestellt. A: OHP und 35b.1 wurden mit Totalpigment mit der Frier-Tau-Methode
rekonstituiert (vgl. 2.3.10.2) und auf einem 15%-igen Deriphat-Gel aufgetrennt. B: Sep1 und
35b.1 wurden durch Detergenswechsel mit Totalpigment rekonstituiert (vgl. 2.3.10.1) und auf
einem 15%-igen Deriphat-Gel aufgetrennt. Als Kontrolle wurde wie auch bei A eine Rekonstitution
ohne Protein mitgefihrt. C: Sep2 und LHCP wurden durch Verdinnung aus SDS mit
Totalpigment rekonstituiert (vgl. 2.3.10.3) und auf einem 15%-igen Deriphat-Gel aufgetrennt. Es
wurden 0.8 ug denaturiertes Sep2 mit aufgetragen. Gezeigt sind fir alle drei Proteine jeweils der
Scan des griinen Gels und die Coomassie-Farbung desselben Gels. K, Kontrolle; M. Marker; rek.,
rekonstituiert. (Die Rekonstitution des Sep2 wurde von Katrin Schumacher im Rahmen ihrer
Diplomarbeit durchgefihrt.)

In Abbildung 3.38 sind exemplarisch fur alle durchgeflihrten Variationen schwach
denaturierende Deriphat-Gele gezeigt, auf denen rekonstituiertes OHP, Sep1 und
Sep2 aufgetrennt wurden. OHP wurde nach der Frier-Tau-Methode (vgl. 2.3.10.2)
mit Totalpigment rekonstituiert (A). Zum Vergleich wurde eine Kontroll-
Rekonstitution ohne Protein und eine Kontrolle mit dem nicht rekonstituierbaren
LHCP-Klon 35b.1 mitgefuhrt. Diesem Klon fehlt die Schleifenregion zwischen der
zweiten und dritten Transmembranhelix (Heineman, 1999; vgl. auch Anhang). Im
Laufverhalten der Ansatze auf dem ,griinen Gel“ ist kein Unterschied zu erkennen,
im Rekonstitutionsansatz mit OHP liel3 sich keine pigmentierte Bande detektieren.
In allen drei Ansatzen erkennt man grune Banden, die an der Grenze zwischen
Sammel- und Trenngel laufen. Diese stellen vermutlich Chlorophyll-Aggregate dar.
Die Coomassie-Farbung zeigt deutlich, dass sich kein Protein in der Bande
befindet. Sep1 wurde durch Detergenswechsel ebenfalls mit Totalpigment
rekonstituiert (B, vgl. 2.3.10.1). Auch hier wurden Kontroll-Rekonstitutionen ohne
Protein bzw. mit 35b.1 mitgefuhrt. Das Ergebnis ist dasselbe wie schon fur die
Rekonstitution des OHP beschrieben: es konnte kein Hinweis auf Pigmentbindung
an das Protein gefunden werden. Unter C schlieldlich ist eine Rekonstitution von
Sep2 mit Totalpigment durch Verdinnung aus SDS dargestellt (vgl. 2.3.10.3). Hier
wurde neben der Rekonstitution ohne Protein gefalteter LHC |l als Positivkontrolle
mit auf das Gel aufgetragen. Man erkennt deutlich die pigmentierte Bande der LHC
Il Monomere. Im Coomassie-Gel ist unterhalb davon eine zweite Proteinbande zu
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sehen, die auf nicht gefaltetes Protein zurickzuflhren ist. FUr Sep2 ergibt sich im
,grunen Gel“ dasselbe Bild wie flir die beiden zuvor beschriebenen Proteine. Es ist
kein Hinweis auf Pigmentbindung zu erkennen. Nach der Coomassie-Farbung laf3t
sich in der Spur des rekonstituierten Sep2 auch eine Doppelbande erkennen. Diese
reprasentiert jedoch keine unterschiedlichen pigmentabhangigen Faltungs-
zustande, sondern stellte sich als vermutlich detergensabhangiges Artefakt heraus,
das auch bei einer Kontroll-Rekonstitution ohne Pigmente auftrat (vgl.
Staatsexamensarbeit Katrin Schumacher, 2001). Die Abbildung 3.38 zeigt, dass mit
den verwendeten Methoden weder fur OHP noch flr Sep1 und Sep2 der Nachweis
einer Rekonstitution erbracht werden konnte.

Um auszuschlielen, dass das recht kleine OHP vom freien Pigment Uberlagert
wird, wurden Gele mit héherem Acrylamidgehalt (18%, 20% PAA) zur Auftrennung
verwendet, aber auch mit verbesserter Auftrennung im Gel zeigte sich kein Hinweis
auf Pigmentbindung. Als weitere Variation wurde die Rekonstitution mit
unterschiedlichem Pigmentangebot getestet, es wurde neben Totalpigment in
verschiedenen Verhaltnissen zum Protein auch solches verwendet, das mit
unterschiedlichen Mengen an Carotinoiden angereichert war, sowie Chlorophylle im
Verhaltnis a/b = 3:1. Aullerdem wurde durch Zugabe von Glycerin oder des
Membranlipids Phosphatidylglycerol (PG), welches bei der Trimerisierung des
LHCP eine Rolle spielt, versucht, ein mogliches OHP-Rekonstitutionsprodukt zu
stabilisieren. Um herauszufinden, ob die pigmentinduzierte Faltung von OHP und
Sep1 ein anderes pH-Optimum hat als flir die LHCP-Rekonstitution beschrieben,
wurden neben dem Standard-Puffer far LHCP mit pH 9,0 noch
Rekonstitutionsexperimente bei anderen pH-Werten (6,8-9,0) durchgefuhrt. Des
Weiteren wurde der Ausgangszustand des Proteins vor der Faltung durch
Denaturierung bzw. Variationen im Reduktionsmittel (0,5-10 mM DTT/2-ME)
verandert.

Keine der beschriebenen Modifikationen der Ruckfaltungsprozeduren fuhrte zur
Detektion pigmentierter Rekonstitutionsprodukte im Gel. Das legte zwei
Vermutungen nahe: Einerseits konnten sowohl OHP als auch die Sep-Proteine in
vitro wie in vivo keine Pigmente binden. Da Uber die Funktion dieser kurzen
Sequenzverwandten jedoch noch nichts bekannt ist und u.a. Uber eine Rolle als
transienter Pigmentcarrier spekuliert wird, konnte andererseits auch das Gelsystem
zur Detektion schwacher oder transienter Protein-Pigment-Interaktionen zu
stringent sein. Um dies auszuschlief3en, wurde im Folgenden die CD-Spektroskopie
als Nachweissystem fur die Rekonstitution der drei Proteine herangezogen.

Die CD-Spektroskopie bietet den Vorteil, mit relativ geringem Zeitaufwand viele
verschiedene Proben zu vermessen. Die Ruckfaltung erfolgte mit den schon
genannten Methoden, vorwiegend aber durch Verdinnung aus SDS. Von den
Rekonstitutionsansatzen wurden dann CD-Spektren aufgenommen. Dabei wurde
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im sichtbaren Bereich stets eine Kontroll-Rekonstitution ohne Protein mitgeflhrt,
um Abweichungen vom intrinsischen CD-Signal der Pigmente detektieren zu
kénnen. Ein Problem stellte zunachst die Aggregatbildung dar. Aggregate von
Chlorophyllen und Carotinoiden sind durch sehr ausgepragte Signale zu erkennen
und Uberdecken evtl. schwachere Signale von Komplexen. Um auch eine
geeignete Positivkontrolle fir die Rekonstitution zu haben, wurden daher fir das
LHC II-Monomer die optimalen Parameter ermittelt, die zur Detektion von nicht
aufgereinigten LHC II-Momomeren bendétigt werden. Dabei wurde besonders auf
die Vermeidung von Pigmentaggregaten geachtet sowie auf ein verbessertes
Signal-Rausch-Verhaltnis. Es stellte sich heraus, dass die geeignete LHCP-
Konzentration 1 ug Protein/ul betragen sollte, der stéchiometrische Pigment-
Uberschuss sollte die 1,6-fache Menge nicht zu weit Uberschreiten. Das beste
Signal-Rausch-Verhaltnis bei der Messung in einer Quarzkivette mit 0,2 cm
Schichtdicke und 4°C brachten folgende Messparameter:

Scan speed: 50 nm/min Data Pitch: 0,5 nm
Band width: 4 nm Response Time: 4 sec

Im Folgenden dienten die fur die LHCP-Rekonstitution eingestellten Parameter als
Ausgangspunkt fur die Rekonstitution von OHP, Sep1 und Sep2.

Die fur den Nachweis im Gel getesteten Variationen wurden auch fur den Nachweis
Uber CD-Spektroskopie durchgefuhrt. Aullerdem wurde versucht, Sep1 und Sep2
sowie eines der beiden mit OHP zu kombinieren. Als Vergleich wurde das CD-
Spektrum der rekonstituierten Probe jeweils mit dem einer Kontroll-Rekonstitution
ohne Protein verglichen. So sollte ausgeschlossen werden, dass ein mogliches CD-
Signal von unspezifischen Pigment-Pigment-Interaktionen herrtuhrte. Abbildung
3.39 zeigt CD-Spektren von Sep2, das mit Totalpigment durch Verdlinnung aus
SDS rekonstituiert wurde. Das Spektrum A ist im sichtbaren Spektralbereich
aufgenommen. Das Spektrum der Kontroll-Rekonstitution zeigt starke Signale um
400 nm und oberhalb von 700 nm, die rekonstituierte Probe zeigt sehr kleine
Signale, die aber nur schwachere Varianten der Signale sind, die in der Kontrolle
auftauchen. Die Signale der Kontroll-Rekonstitution sind typisch fur Chlorophyll-
(>700 nm) und Carotinoid-Aggregate (~400 nm), die in der rekonstituierten Probe
allerdings deutlich vermindert sind. Das bedeutet, dass die Anwesenheit von Sep2
in der Losung die Aggregation von Pigmenten verringert. Das gleiche Phanomen
wurde auch fur Sep1 beobachtet, die Reproduzierbarkeit der Sep1-Spektren war
jedoch geringer als fur Sep2. Aus dem Spektrum lal3t sich kein Hinweis auf
excitonische Wechselwirkungen zwischen an das Protein gekoppelten Pigmenten
ableiten.
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Abb. 3.39: CD-Spektren von rekonstituiertem Sep2 im UV- und im VIS-Bereich.
Sep2 wurde durch Verdiinnung aus SDS mit Totalpigment rekonstituiert (vgl. 2.111.10.3)
und CD-spektroskopisch vermessen (vgl. 2.1V.2). Als Kontrolle im UV-Bereich wurde ein
Rekonstitutionsansatz ohne Pigment, im VIS-Bereich ein Ansatz ohne Protein mitgefiihrt.
A: CD im sichtbaren Bereich (VIS). B: Protein-CD. rek., rekonstituiert. (Dieser Versuch
wurde von Katrin Schumacher im Rahmen ihrer Staatsexamensarbeit durchgefthrt.)

CD-Spektroskopie kann im UV-Bereich Informationen Uber die Sekundarstruktur
eines Proteins geben. Um einen Einblick in die Proteinfaltung in Gegenwart von
Pigmenten zu erhalten, wurden OHP, Sep1 und Sep2 rekonstituiert und CD-
Spektren im UV-Bereich aufgenommen. Abbildung 3.39 zeigt ein Spektrum von
rekonstituiertem Sep2 und einer Kontroll-Rekonstitution ohne Pigmente. Im Bereich
oberhalb von 200 nm sind die beiden Spektren identisch, was andeutet, dass sich
die Sekundarstruktur von Sep2 wahrend der Rekonstitution nicht andert. Unterhalb
von 200 nm ist bei beiden Spektren ein starkes Rauschen zu erkennen, was an
absorbierenden Substanzen wie Detergentien, Reduktionsmitteln, aber auch den
Pigmenten in der rekonstituierten Probe liegen kann.

In Abbildung 3.40 sind UVCD-Spektren des rekonstituierten LHC II-Monomers (A)
im Vergleich zu OHP (B) und Sep1 (C) aufgefuhrt. Auch hier wurde als Kontrolle
bei den jeweiligen Ansatzen das Pigment weggelassen. Das LHC |I-Monomer zeigt
im Vergleich zu der Kontrolle einen hoheren Helixanteil, was an der Zunahme des
negativen Signals um 220 nm zu erkennen ist. Ein weiteres Indiz daflr ware ein
Anstieg des positiven Peaks bei 195 nm. Dieser ist in der rekonstituierten Probe
jedoch wegen pigmentabhangigen Rauschens nicht zu erkennen. Aus diesem
Grund wurden die Helixanteile nicht naher quantifiziert. Das UVCD-Spektrum von
rekonstituiertem OHP zeigte im Vergleich mit der Kontrolle keinen Unterschied im
Signal um 220 nm, daher kann auch nicht von pigmentinduzierter Veranderung der
Sekundarstruktur gesprochen werden (Abb. 3.40 B). Fir Sep1 gilt im Prinzip das
Gleiche, nach Rekonstitution ergibt sich eine etwas deutlichere Trennung in die
beiden Peaks bei 210 und 220 nm, als es bei der Kontrolle der Fall ist. Dennoch
kann Uber den Helixanteil beider Proben keine Aussage gemacht werden.
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Abb. 3.40: UV-CD-Spektren von rekonstituiertem OHP und Sep1 im Vergleich mit dem LHC
Il Monomer. Die Proteine wurden durch Verdiinnen aus SDS mit Totalpigment bzw. als Kontrolle
ohne Pigment rekonstituiert. UV-CD-Spektren wurden aufgenommen wie unter 2.4.2
beschrieben.

Die CD-Spektroskopie als Detektionssystem maoglicher Rekonstitutionsprodukte der
kurzen Cab-Proteine erbrachte keinen Hinweis auf pigmentinduzierte Faltung der
untersuchten Proteine. Fir den Nachweis bzw. die Aufreinigung von moglichen
OHP- und Sep1-Rekonstitutionsprodukten wurde die besonders milde Methode der
IEF getestet. OHP bzw. Sep1 wurden rekonstituiert und auf eine praparative IEF
mit OG bzw. LM als Detergens aufgetragen (nicht gezeigt). Als Kontrolle diente
eine Rekonstitution ohne Protein. Nach dem Lauf konnten weder mit OG noch mit
LM als Detergens Unterschiede zwischen der Rekonstitution und der Kontrolle
festgestellt werden. Die Banden wurden mittels CD-Spektroskopie untersucht, die
Protein enthaltende Bande liel3 jedoch keinen Hinweis auf Interaktionen der
Pigmente erkennen.

Fir die Trennung moglicher OHP-Rekonstitutionsprodukte wurden neben dem
Gelsystem auch Saccharosedichtegradienten verwendet (nicht gezeigt), die es
eher erlauben, labilere Komplexe zu isolieren als die Gelelektrophorese. Es wurde
0,6 M Saccharose eingesetzt (das entspricht einem Gradienten von 0 nach 1,2 M),
die Zentrifugation erfolgte 16 Stunden bei 4°C und 400000 x g. Als Kontrolle
wurden Rekonstitutionen ohne Protein und Rekonstitutionen mit BSA, einem nicht
rekonstituierbaren LHCP-Klon 35b.1 und SecYG, einem nicht Pigmente bindenden
Membranprotein, durchgefihrt. Nach Zentrifugation war bei der OHP-Rekonsti-
tution sowie allen Kontrollen, die andere Proteine enthielten, neben dem freien
Protein eine pigmentierte Bande zu erkennen. Durch UVCD-Spektren wurde
verifiziert, dass sich in dieser Bande Protein befand. Die Ergebnisse dieses
Versuchs deuten auf eine unspezifische Wechselwirkung von freiem Pigment und
Protein im Allgemeinen hin, zumal fur das OHP auch keine reproduzierbaren
Pigmentstochiometrien gefunden werden konnten (nicht gezeigt).
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Abb.3.41: Rekonstitution von
Sep2 durch Immobilisation auf
einer Ni**-Saule: HPLC-Analyse
der Waschschritte. Sep2 wurde auf
der Ni**-Saule immobilisiert und mit
B Kontroll-S&ule (Carotinoide) Carotinoiden  rekonstituiert  (vgl.
Staatsexamensarbeit Katrin Schu-
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Fir Sep2 wurde eine Rekonstitution von immobilisiertem Protein mit Carotinoiden
getestet. Dazu wurde das einen His-Tag tragende Protein an eine mit Ni**-lonen
beladene Sepharose-Saule gebunden und durch Inkubation der Saule mit
Pigmenten rekonstituiert. Die Saule wurde anschlieRend mit OG-haltigem Puffer
gewaschen, bis sie vollig entfarbt war. Das Protein wurde aus materialtechnischen
Grunden auf der Saule belassen, die Eluate wurden auf ihren Protein- und
Pigment-Gehalt hin untersucht. In Abbildung 3.41 ist die Carotinoidmenge in den
einzelnen Eluaten gezeigt. Es fallt auf, dass von der Kontroll-Saule ohne Protein
die Carotinoide schon in den ersten drei Eluaten nahezu vollstandig von der Saule
gewaschen wurden. Auf der Saule mit gebundenem Sep2 wurden die Carotinoide
jedoch wesentlich langer zurickgehalten. Dieser Versuch wurde ebenfalls mit
Totalpigment und einer LHCP-Saule als Positivkontrolle durchgeflihrt, brachte aber
nicht dasselbe Ergebnis. Allerdings wurden hier wegen Gleichheit der Bedingungen
zur LHCP-Kontrolle stringentere Waschbedingungen als flir die Sep2-
Rekonstitution mit Carotinoiden gewahlt. Eine Reproduktion letzterer war mangels
Proteinmaterials nicht durchfihrbar (vgl. auch Diplomarbeit Katrin Schumacher,
2001).

3.4.2. Homologie-Modelling des OHP*

Die gezeigten Ergebnisse zur Pigmentbindung des OHPs lassen vermuten, dass
dieses kurze Cab-Protein entweder keine Pigmente bindet, oder diese nur transient
anlagert. Im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fir Molekulare Biophysik
wurde mit der Sequenz von OHP ein Homologie-Modelling durchgefiihrt. Dabei
diente die durch Elektronenstreuung gewonnene Struktur des LHC Il (Kihlbrandt
et al., 1994) als Vorlage. Mit einem Modell des OHPs sollte die Sekundarstruktur
des Proteins sowie die theoretischen Maoglichkeiten zur Pigmentbindung
abgeschatzt werden.

"Das Homologie-Modelling des OHP wurde von Thorsten Schweickardt im Rahmen einer
Kooperation mit dem Institut fiir Molekulare Biophysik an der Universitdt Manz durchgefiihrt.

- 114 -



3. Ergebnisse OHP & Sep’s

Zunachst wurde mit einem Sequenzvergleich abgeschatzt, ob die Sequenz von
OHP zu der des LHC Il ausreichend homolog ist, um eine Strukturvorhersage in
Anlehnung an das Kuhlbrandt-Modell zu machen. Es zeigte sich, dass die
vermutete  Transmembranhelix  (EIWNSRACMIGLIGTFIVELILNKGILE) 35%
Identitat und 53% Homologie zur entsprechenden Sequenz des LHC Il aufweist.
Nach Anpassung des Alignments mit Rlcksichtnahme auf Homologien der
ELIP/HLIP-Proteine wurde eine Transmembranhelix mit einer Lange von ca. 44 A
vorhergesagt. Diese Lange entspricht der Dicke einer typischen Doppelmembran
mit 45 A (Stryer, 1990). In Abbildung 3.42 sind zwei Darstellungen eines
Homologie-Modells gezeigt. Teil B gibt einen Uberblick tber die helikalen Bereiche,
in Teil A sieht man eine Wireframe-Darstellung mit der hypothetischen Lage zweier
Chlorophylle. Im Bereich der Helix liegt ein Glutamat (E 28) und ein Asparagin (N
31), die eine Voraussetzung fur die Bindung von Chlorophyll darstellen. Es wurden
zwei Chlorophylle in das Modell integriert und bei naherer Untersuchung ergab
sich, dass sie die energetisch unglnstige Ladung des Glutamates und des
Asparagins in der Membran neutralisieren. Fur das Glutamat (E 5) im N-Terminus
ist ebenfalls eine Chlorophyllbindung moglich, jedoch musste dazu die Lage des N-
Terminus naher bekannt sein. Dieser ist im Kuhlbrandt-Modell des LHC Il nicht
aufgeldst und kann aus dem Grund auch fur die Strukturvorhersage des OHP nicht
verwendet werden.

3 Abb. 3.42: Homologie-
po & Modelling des OHP. Als
5 bi : A Vorlage diente die Struktur
~ - & des LHC Il (Kiihlbrandt et
i ‘f al., 1994). A: Wireframe-
Darstellung mit extrapo-
& lierten Chlorophyllen. Grau
¢ & dargestellt, unpolare AS;
é;’?j \'é ; ;: gelb, polare AS; rot, saure
A T > - AS; blau, basische AS. B:
‘ 4 Lage der helikalen
Y » Bereiche. Das Modelling
) A wurde von Thorsten
L A Schweickardt im Rahmen
ol 4 einer Kooperation mit dem
Institut fir Molekulare Bio-
y ) pysik, Universitdt Mainz,
w durchgefiihrt.

Im LHC Il spielen Wechselwirkungen zwischen Glutamin und Arginin eine
strukturelle Rolle in der Interaktion zwischen den Helices 1 und 3 (Kihlbrandt et al.,
1994). Da diese Bereiche in anderen Mitgliedern der Cab-Proteinfamilie konserviert
und auch im OHP vertreten sind, wird Uber eine mogliche Dimerisierung zweier
OHPs spekuliert (Jansson et al., 2000). In der Transmembranhelix stehen dafur
das Arginin 33 und das Glutamat 28 zur Verfligung. Zur Bildung von Homo- oder
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Heterodimeren mit anderen Cab-Proteinen kann jedoch aufgrund des Modellings
keine Aussage gemacht werden.

Eine Bindung von 2-3 Chlorophyllen sowie eine Dimerisierung scheint fir das OHP
theoretisch moglich zu sein, die Frage, ob das Protein Pigmente transient oder gar
nicht bindet, ist damit jedoch weiterhin offen.

3.4.3. Import von OHP in isolierte Erbsenchloroplasten *

Um sich der Funktion des OHPs auf andere Weise zu nahern, sollte im Folgenden
der Weg des Proteins in die Chloroplasten bzw. die Thylakoidmembran naher
verfolgt werden. Jansson und Mitarbeiter beschrieben 2000 den erfolgreichen
Import von OHP in Erbsenthylakoide. Sie bedienten sich dabei eines
Weizenkeimextrakt-Translationssystems, der Nachweis des prozessierten OHPs
erfolgte radioaktiv.

In dieser Arbeit wurde eine Importprozedur mit anschlieRendem immunologischem
Nachweis des Proteins verwendet (variiert nach Kuttkat, 1997, vgl. auch 2.3.18).
Das Protein wurde dazu in Harnstoff denaturiert, dieser wurde nach Zugabe von
Blattextrakt, der fur den Import wichtige Kofaktoren enthalt, durch Dialyse aus dem
System entfernt. Die Importprozedur erfolgte unter Zugabe von ATP mit Zusatzlicht
in frisch isolierte Erbsenchloroplasten. Nach der Importprozedur wurde die
Chloroplastensuspension halbiert, eine Halfte wurde mit Thermolysin behandelt um
unspezifisch mit der Aullenmembran assoziiertes Protein zu entfernen, die andere
Halfte wurde umbehandelt gelassen. Nach anschlieRender Lyse der Chloroplasten
wurde die Thylakoidfraktion ebenfalls halbiert und ein Teil davon mit Thermolysin
behandelt. Der Nachweis des Importes wurde immunologisch Uber einen Western-
Blot gefuhrt (vgl. 2.3.21). Anhand einer OHP-spezifischen Bande bei ca. 6 kD in
den Themolysin-behandelten Fraktionen sollte abgeschatzt werden, ob das Protein
zunachst in die Chloroplasten und als matures Protein weiter in die Thylakoide
transportiert wird. Im Fall eines Importes wird die Signalsequenz beim Eintritt in den
Chloroplasten abgespalten. Wird das zum maturen Protein prozessierte OHP in die
Thylakoidmembran inseriert, so ist es dort vor dem Angriff der Protease geschutzt
und das Signal auf dem Blot erscheint bei ca. 6 kD. Abbildung 3.43 B zeigt einen
solchen Import von OHP in isolierte Erbsenthylakoide. Zum Nachweis wurde der a-
Hiss-Antikorper verwendet. Man erkennt Signale bei ca. 12 kD in allen Thylakoid-
Proben, unabhangig davon, ob die Chloroplasten oder die Thylakoide zuvor mit
Thermolysin behandelt worden waren. Als Kontrolle ist denaturiertes OHP mit
aufgetragen, im Vergleich dazu zeigt sich keinerlei Hinweis auf Prozessierung bei
den Proben des Importes. Die ebenfalls erkennbaren héhermolekularen Banden

*Die Experimente zum Import von OHP in isolierte Erbsenthylakoide wurden von Sonja Grundler
im Rahmen ihrer von mir mitbetreuten Diplomarbeit durchgefiihrt.
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treten sowohl nach Import als auch beim denaturierten Protein auf und sind
vermutlich auf Proteinaggregate zurickzuflihren. Es konnte also kein Hinweis auf
den Import des OHP gefunden werden. Um auszuschlieBen, dass die
Chloroplasten wahrend der Praparation Schaden genommen hatten, wurde als
Kontrolle auf ihre Intaktheit ein Import mit dem pLHCP- Klon C2.4h durchgefihrt
(Abb. 3.43 A). Hier erkennt man in der Thylakoidfraktion der unbehandelten
Chloroplasten das Vorlaufermolekul, welches auf derselben Hohe lauft wie das
denaturierte C2.4h. Nach Proteasebehandlung der Chloroplasten lassen sich nach
erneuter Thermolysin-Behandlung der Thylakoide Abbauprodukte erkennen: in den
unbehandelten Thylakoiden erscheint das mature LHCP bei ca. 25 kD, wahrend
sich nach Proteasebehandlung das Abbauprodukt trimerer Komplexe (DP, bei 23
kD) und das Abbauprodukt monomerer Komplexe (DP*, bei 20 kD) erkennen lasst.
Das importierte und in die Thylakoidmembran inserierte LHCP konnte hier unter
Verwendung des a-Hiss-Antikdrpers erstmalig immunologisch nachgewiesen
werden.

A Cp- Cp+ B cp- ops
s‘T T|T S‘LHCP S‘T T S‘OHP
Th Tl o o
~1r _
M W
36_ i ———— > o
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Abb. 3.43: Import von LHC Il und OHP in Erbsenchloroplasten. Der LHC II-Klon
C2.4h (A) wurde importiert, auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit
dem a-Hiss-Antikérper (1:2000) dekoriert (vgl. 2.3.21). Die Auftrennung des OHP-
Klons SR7his2 (B) nach dem Import erfolgte in einem Gel nach Schagger & von
Jagow (vgl. Diplomarbeit Sonja Grundler, 2002). Bei A und B wurde die Import-
prozedur wie unter 2.3.18 beschrieben durchgefiihrt. Cp, Chloroplasten; M, Marker; S,
Stroma; T, Thylakoide; Th, Thermolysin; +, nach Proteasebehandlung; -, ohne
Thermolysin- Verdau; DP, Degradationsprodukt trimerer Komplexe; DP*,
Degradationsprodukt monomerer Komplexe.

Der Import von OHP in isolierte Chloroplasten ist schon beschrieben worden
(Jansson et al., 2000). Da er wie oben erlautert in dem verwendeten System nicht
nachgewiesen werden konnte, wurden verschiedene Variationen durchgefuhrt, um
die Importprozedur mit Inclusion Bodies als Ausgangsprodukt und immunologischer
Detektion des Proteins zu optimieren. Es wurde einerseits die Menge an
Blattextrakt variiert um sicherzustellen, dass nicht ein Mangel an Kofaktoren und
GTP vorlag. Andererseits wurden Bedingungen wahrend des Importes variiert, wie
die Intensitat des Zusatzlichtes und die Dauer der Reaktion. Am Nachweissystem
wurde das Gelsystem von 15%-igem bzw. 18%-igem PAA-Gel (Lammli) zum Gel
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nach Schagger und von Jagow verandert (vgl. auch Diplomarbeit Sonja Grundler,
2002). Alle getesteten Optimierungsversuche zeigten jedoch keinen Hinweis auf
Prozessierung des OHPs. In den Proben nach Verdau der Chloroplasten und der
Thylakoide war in den Signalen kein Unterschied zur Kontrolle zu sehen. Daher
sollte untersucht werden, ob es sich bei dem nicht prozessierten OHP dennoch um
importiertes Protein handeln kdénnte oder um unspezifisch aggregiertes und daher
proteaseresistentes OHP. Aus diesem Grund wurden Versuche unternommen, den
Import zu hemmen. Dabei wurden die folgenden Moglichkeiten getestet: Es wurde
auf die Zugabe von ATP als Energielieferant flr die Importprozedur verzichtet.
Zusatzlich wurde bei einigen Versuchen Apyrase zugefuhrt, um auch im System
neu gebildetes ATP zu AMP abzubauen und somit zu zerstéren. Es wurde
aullerdem getestet, zu dem Importansatz keinen Blattextrakt zuzusetzen und der
Import wurde auch statt mit Zusatzlicht im Dunkeln durchgefuhrt. Ein weiterer
Versuch der Hemmung des Importes wurde durch Zugabe von NiCl, zum
Importansatz getestet. Das Protein, welches das NiCl, Uber den His-Tag bindet,
sollte sterisch nicht mehr in der Lage sein, den Importkanal zu passieren. Da auch
die Versuche zur Hemmung des Importes keine Information Uber dessen Erfolg
brachten, muss davon ausgegegangen werden, dass sich unspezifische OHP-
Aggregate bilden konnten und so das Protein vor dem Angriff des Thermolysins
geschutzt war. Es ware jedoch denkbar, dass der Import in Erbsenchloroplasten
aufgrund von fehlenden oder modifizierten Kofaktoren nicht moglich ist. Da OHP in
A. thaliana identifiziert worden ist, kdnnte es sein, dass nur die Chloroplasten
dieses Sytems fur einen Import, wie er hier beschrieben wurde, geeignet sind. Aus
diesem Grund wurde versucht, OHP in isolierte Arabidopsis-Chloroplasten zu
importieren.

3.4.4. Import von OHP in isolierte Chloroplasten aus Arabidopsis thaliana

Die Chloroplasten aus A. thaliana sind wesentlich weniger stabil als die der Erbse.
Die Isolation intakter Chloroplasten muss daher Uber die Praparation der
Protoplasten erfolgen (vgl. 2.3.19). In Abbildung 3.44 ist ein solcher Importversuch
gezeigt. Es ergibt sich dasselbe Bild wie fur den Import in Erbsenchloroplasten.
Zwischen den mit Thermolysin verdauten und den unbehandelten Chloroplasten ist
kein Unterschied zu erkennen und auch im Vergleich zum denaturierten OHP, von
dem hier 1 yg als Kontrolle aufgetragen ist, kann kein Hinweis auf Prozessierung
gefunden werden. Die Tatsache, dass das Bandenmuster immer das gleiche ist,
bestatigt die Vermutung, die schon fur den Import in die Erbsenthylakoide
aufgestellt worden ist: das Protein scheint nicht importiert zu werden, es kdnnte
aullerhalb der Chloroplasten an deren aul3eren Membran als unspezifische
Aggregate vorliegen und ware aus diesem Grund vor dem Abbau durch die
Protease geschutzt. Es ware jedoch auch denkbar, dass dennoch ein sehr geringer
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Teil des OHPs importiert und in die Thylakoide transportiert wird, dass aber der
immunologische Nachweis daflr nicht sensitiv genug ist.

Abb. 3.44: Importversuch von OHP
in Chloroplasten aus A. thaliana. Die
Import-prozedur erfolgte wie unter
2.3.20 beschrieben. S, Stroma; T,
Thylakoide; + nach Proteasebe-
29 handlung; -, ohne Thermolysin-
Verdau. Als Vergleich wurde 1 ug
—21 OHP aufgetragen. der Nachweis des
- Importes erfolgte Uber den a-OHP-

- _;25 Antikérper (1:2000).

-+
‘S T‘S T‘OHP kD

=

3.4.5. Insertion von OHP in Erbsenthylakoide

Die Versuche zum Import von OHP in Chloroplasten zeigten keinen Erfolg. Es ist
jedoch bekannt, dass das Protein in Chloroplasten importiert und weiter in die
Thyakoide transportiert wird (Jansson et al., 2000). Die gezeigten Ergebnisse
lassen vermuten, dass OHP sich in dem gewahlten System nicht in isolierte
Chloroplasten importieren lasst. Um dennoch den Weg des Proteins in die
Thylakoide zu untersuchen, wurde die Importmaschinerie quasi auler Acht
gelassen und Experimente zur direkten Insertion in Erbsenthylakoide durchgefuhrt.
LHCP kann erfolgreich in Thylakoide inseriert werden (Kosemund, 1999), daher

ONE M Abb. 3.45: Insertionsversuch
von OHP in Erbsenthylakoide.
Die Insertionsprozedur erfolgte

29 wie unter 2.3.20 beschrieben.
L 4 — Der Nachweis erfolgte mit dem a-

21 OHP-Antikérper ~ (1:2000), als

12 Vergleich wurde 1 pg OHP
"‘"" aufgetragen. S, Stroma; T,
Thylakoide; +, nach Protease-
behandlung; -, ohne Thermolysin-
Verdau.

wurde die Insertionsprozedur fur OHP daran angelehnt (vgl. 2.3.20). Auch hier
erfolgte der Nachweis der Insertion immunologisch. Wie auch beim Import wurden
die Thylakoide nach der Insertionsreaktion halbiert und mit - bzw. als Kontrolle
ohne - Thermolysin behandelt. In die Membran inseriertes Protein wirde
gegenuber der Aktion der Protease teilweise unempfindlich sein und im Blot als
verkurzte Bande erscheinen. In Abbildung 3.45 ist ein Western Blot nach Insertion
von OHP gezeigt. In den Thylakoiden nach Proteasebehandlung ist eine Bande bei
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ca. 12 kD zu sehen, sowie eine sehr schwache Bande, die darunter lauft. Diese ist
in der Spur der unbehandelten Thylakoide nicht zu sehen. Wenn man jedoch die
Bahn betrachtet, in der denaturiertes Protein als Kontrolle aufgetragen ist, erkennt
man, dass diese Bande nicht auf die Protease zurtckzufuhren ist, sondern ein
Artefakt darstellt, das auch in der Spur des denaturierten Proteins auftaucht. Es
konnte in dem hier verwendeten System kein Hinweis auf Insertion des OHPs in
Erbsenthylakoide gefunden werden. Das bedeutet, dass OHP in dem verwendeten
System entweder nicht in Erbsenthylakoide inseriert oder aber immunologisch nicht
nachgewiesen werden kann.
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4. Diskussion

4.1. WSCP — ein wasserlosliches chlorophyllbindendes Protein als Pigment-
carrier in der Synthese / Deqgradation von Chlorophyll?

Das rekombinante wasserlosliche chlorophyllbindende Protein WSCP-his zeigt
sowohl zum nativen Protein aus Brassica oleracea var. botrys als auch zum MBP-
WSCP-Fusionsprotein (Satoh et al., 1998) groRe Ahnlichkeit in Bezug auf
spektroskopische Eigenschaften und Pigmentbindung. Aufgrund der Ahnlichkeit
zum nativen Protein kann es als geeignetes Werkzeug fur Untersuchungen zur
Funktion des WSCP herangezogen werden.

4.1.1. WSCP-his faltet sich pigmentabhangig in tetramere Komplexe

WSCP-his kann sowohl aus GuHCI als auch durch Immobilisierung auf einer
Nickel-Sepharose Saule rekonstituiert werden und bildet pigmentabhangig Oligo-
mere, die mit dem nativen WSCP komigrieren. Fur das native WSCP wurde die
Pigmentbindung in einem tetrameren Komplex beschrieben (Satoh et al., 1998), es
kann also davon ausgegangen werden, dass WSCP-his nach Rekonstitution
ebenfalls in Tetrameren organisiert vorliegt. Fur das pigmentierte MBP-WSCP
wurden auch andere Organisationsformen wie Di- Tri- und Hexamere beschrieben
(Satoh et al., 1998), diese konnten fur das rekonstituierte WSCP-his jedoch nicht
identifiziert werden. Eine mogliche Erklarung dafur ware, dass die Fusion mit MBP
unterschiedliche Assemblierungsformen hervorruft. Andererseits konnten die Oligo-
mere auch instabile Artefakte des MBP-WSCP sein. Das pigmentierte WSCP-his-
Tetramer blieb auch nach schwach denaturierender Elektrophorese stabil, wahrend
das MBP-WSCP mittels nativer, detergensfreier PAGE und damit unter wesentlich
milderen Trennbedingungen analysiert worden ist (Satoh et al., 1998). Da mittels
partiell denaturierender PAGE unspezifisch gebundene Chlorophylle von den stark
hydrophoben Cab-Proteinen der Thylakoidmembran sehr effizient abgetrennt
werden konnen, kann fur das rekonstituierte WSCP-his eine schwache oder
unspezifische Bindung freier Chlorophylle ausgeschlossen werden.

4.1.2. Tetrameres WSCP aus Blumenkohl bindet mindestens 2 Chlorophylle
Fur WSCP-his wurde eine Stochiometrie von 2 Chlorophyllen pro Proteintetramer
gefunden. Dieses Ergebnis ist konsistent mit dem fur das native Protein sowie fur

MBP-WSCP (vgl. Satoh et al, 1998). Ein homologes WSCP aus Lepidium
virginicum, das ebenfalls zur Klasse Il der ,non-photoconvertible® WSCPs gehort,
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weist mit 4 Chlorophyllen pro Tetramer ein hoheres Pigment-Protein-Verhaltnis auf
(Murata & Ishikawa, 1981). Aufgrund seines geringeren Chlorophyll a/b-Verhaltnis-
ses wird es jedoch einer eigenen Unterklasse zugeordnet (vgl. Satoh et al., 2001).
Die Differenz in der Pigmentstéchiometrie der beiden strukturell ahnlichen Proteine
kann zum einen damit erklart werden, dass es sich um Proteine aus zwei
verschiedenen Unterklassen handelt, die verschiedene Bindekapazitaten haben.
Zum anderen kann der Unterschied aber auch in der experimentellen Methode zur
Ermittlung der Stochiometrien des Brassica WSCP begrindet liegen. Die Pigment-
Stéchiometrien wurden nach stringentem Waschen des rekonstituierten Proteins
auf der Nickel-Sepharose Saule und anschliellender Aufreinigung Uber ein natives
Gel durchgefuhrt. Es ware denkbar, dass bei einer theoretischen Stéchiometrie von
4 Chlorophyllen pro WSCP Tetramer zwei Chlorophylle weniger stabil gebunden
werden. Das ware beispielsweise bei einer Bindung dieser zwei Chlorophylle
aullerhalb der vermuteten Pigmentbindetasche maglich (vgl. 4.1.8). Die Stochio-
metrie von zwei Chlorophyllen pro WSCP-Tetramer ist also als unteres Limit
anzusehen, eine etwas schonendere Aufreinigung oder die Kristall-Struktur des
Brassica-WSCP koénnten zur genauen Aufklarung der Stochiometrien beitragen.

4.1.3. Native und rekombinante WSCP-Komplexe haben ahnliche spektro-
skopische Eigenschaften

Absorptionsspektren von WSCP-his weisen eine deutliche Ahnlichkeit zu denen
des nativen Proteins und des MBP-WSCP auf. Aus ihnen lasst sich auf ein relativ
hohes Chlorophyll a/b-Verhaltnis schliel3en. Dieses variiert fur das native WSCP je
nach Aufreinigung, die Diversitdt konnte mit den Standortbedingungen der
verwendeten Pflanzen zu tun haben (Satoh et al. 1998). Eine habitatbedingte
Variation im Chlorophyll a/b-Verhaltnis wurde ebenfalls fir das WSCP aus
Lepidium virginicum beschrieben (Murata & Ishikawa, 1981). Fir Rekonstitutionen
mit Chlorophyll b konnte eine Verschiebung der Absorptions- und Excitations-
spektren in den grinen Spektralbereich beobachtet werden. Das spricht fir eine
Bindung von Chlorophyll b im Komplex, die, wie CD- und Fluoreszenzmessungen
zeigen, eine ahnliche Kopplung der Pigmente moglich macht, wie es bei Chloro-
phyll a der Fall ist.

Energietransfer-Messungen wurden nach selektiver Anregung von Chlorophyll b
durchgefuhrt. Beim Vergleich der Chlorophyll a- Fluoreszenz der Proben zeigten
sich detergensabhangige Unterschiede. In 0,1% LM ist der Energietransfer von
Chlorophyll b nach a unvollstandig. In detergensfreien Gradienten sind die
Spektren von nativem WSCP und rekombinantem Protein, das mit Chlorophyll a
oder Totalpigment rekonstituiert wurde, sehr ahnlich. Es konnte ein signifikanter
Energietransfer gemessen werden. Eine Kontroll-Rekonstitution ohne Protein ist in
diesem System mangels Detergens nicht praktikabel. Wie aber lasst sich nun
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erklaren, dass in WSCP-Komplexen mit Detergens ein unvollstandiger, in
Komplexen in wassriger Losung aber ein vollstandiger Energietransfer stattfindet?
Es ware denkbar, dass durch das Detergens die Komplexe gelockert werden,
indem es zu Interaktionen mit dem hydrophoben Pigment oder hydrophoben
Bereichen innerhalb des Proteins kommt. Wirde das Detergens in die Komplexe
eindringen, kéonnte der Abstand der Chlorophylle zueinander vergréfRert werden.
Eine Vergrolerung des Abstandes bzw. eine detergensbedingte Konformations-
variation kénnte den Energietransfer unterbinden. Da der WSCP-Komplex eine
recht hohe Stabilitat aufweist, kdnnte man vermuten, dass in Detergensumgebung
zwar der Energietransfer teilweise unterbunden, nicht aber die Stabilitat beeinflusst
wird. Die im Komplex befindlichen Pigmente kdnnten unvollstandig excitonisch
gekoppelt vorliegen, oder nicht alle durch das Protein optimal zueinander
ausgerichtet sein. Die CD-Spektren von WSCP in 0,1% LM und ohne Detergens
gleichen sich jedoch sehr, was bedeutet, dass die excitonischen Interaktionen
durch die Detergensumgebung nicht beeinflusst werden (vgl. nachfolgender
Absatz). Es ware aullerdem moglich, dass in Detergensumgebung eine
vollstandige Abtrennung von freiem Pigment nicht mehr gewahrleistet ist. Dieser
Vermutung koénnte durch vergleichende Pigment-Protein-Stéchiometrien der
WSCP-Komplexe in Umgebung mit und ohne Detergens nachgegangen werden.

Zwei Chlorophylle pro WSCP-Tetramer sind eine relativ geringe Anzahl fir ein
chlorophyllbindendes Protein. Das schliel3t aber dennoch nicht aus, dass die
Pigmente excitonische Wechselwirkungen miteinander eingehen. Nachdem je nach
Umgebungsbedingungen ein partieller oder ein vollstandiger Energietransfer
gemessen wurde, konnte durch CD-Spektroskopie auch eine excitonische
Kopplung der Pigmente bestatigt werden. Auch hier gleichen sich die Spektren des
nativen und des mit Chlorophyll a rekonstituierten WSCP-his sehr, weshalb man
annehmen kann, dass die Pigmente relativ zueinander in sehr ahnlicher raumlicher
Anordnung gebunden vorliegen. AuBerdem sind Ubereinstimmungen zu dem von
Tabata und Mitarbeitern (1983) gemessenen CD-Spektrum eines nativen Lepidium-
WSCPs festzustellen. Die Spektren beider Proteine unterscheiden sich im
Wesentlichen nur in einem Minimum bei 470 nm (Lepidium), welches beim
Brassica-WSCP nicht auftritt und auf den hoheren Chlorophyll b- Gehalt des
Lepidium-WSCPs zuruckzuflihren ist (Tabata et al., 1983). Mit Chlorophyll b
rekonstituierte Komplexe haben ein ahnliches CD-Spektrum, die Peaks um 670 nm
sind jedoch in den blauen, die um 445 nm in den roten Spektralbereich verschoben.
Diese Verschiebung ist konsistent mit dem Absorptionsspektrum von Chlorophyll b.
Daraus lasst sich schlieBen, dass Chlorophyll b im WSCP-Komplex in sehr
ahnlicher Weise gebunden wird, wie es flr Chlorophyll a der Fall ist.
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4.1.4. WSCP bindet keine Carotinoide, ist aber photostabil

In Rekonstitutionsversuchen des rekombinanten WSCP mit verschiedenen
Pigmentangeboten konnte gezeigt werden, dass sowohl Chlorophyll a als auch
Chlorophyll b, jedoch keine Carotinoide im Komplex gebunden werden. WSCP
unterscheidet sich in diesem wesentlichen Punkt von allen chlorophyllbindenden
Proteinen des Lichtsammelapparates oder des photosynthetischen Reaktionszen-
trums. Die Carotinoide spielen eine groRe Rolle im Schutz gegen photooxidativen
Stress (Niyogi et al, 1997; zur Ubersicht vgl. auch Miiller et al, 2001). Im
Zusammenhang mit der nichtphotochemischen Fluoreszenzléschung (NPQ, non-
photochemical quenching) dienen sie als Akzeptoren flr Uberschissige
Anregungsenergie, die von Triplett-Chlorophyll auf sie Ubertragen wird, um dann
als Warme freigesetzt zu werden. Ohne die Carotinoide wirde die Energie der
Triplett-Chlorophylle auf Sauerstoffmolekile Ubertragen werden, es entstinde der
chemisch reaktive Singulettsauerstoff ('O,). Wie Versuche zur Photostabilitat
zeigten, war an WSCP gebundenes Chlorophyll jedoch auch ohne die Gegenwart
von Carotinoiden im Hinblick auf das Ausbleichen wesentlich unempfindlicher als
freies Chlorophyll gleicher Konzentration in derselben Umgebung. Das Protein
WSCP scheint den gebundenen Pigmenten also eine Art Schutz gegen Photo-
oxidation zu bieten.

4.1.5. WSCP ist ein thermostabiles Protein

Da fur WSCPs aus Chenopodium und Rosenkohl eine bemerkenswerte
Thermostabilitat beschrieben worden ist (Oku et al., 1972; Kamimura et al., 1997),
wurde WSCP nicht nur auf Photostabilitédt, sondern auch auf Thermostabilitat hin
untersucht. Es stellte sich heraus, dass es auch bei Temperaturen um 80°C stabil
blieb und sogar einem Erhitzen auf 100°C fir kurze Zeit standhielt. Die Ergebnisse
zur Stabilitat des WSCP passen zu der moglichen Rolle eines hypothetischen
Pigmentcarriers, der Chlorophylle oder deren Derivate in Stress-Situationen zu
Orten des Abbaus transportiert.

4.1.6. WSCP l6scht die Bildung von Singulettsauerstoff ('0.)

Mittels Spin-Trap EPR wurde naher untersucht, ob das WSCP die gebundenen
Chlorophylle so stabilisiert, dass kein 'O, mehr gebildet werden kann. Wenn
Chlorophyll an WSCP gebunden vorlag, entstanden bei Belichtung wesentlich
geringere Mengen an 'O,, als bei Chlorophyll allein. Ein genereller Léscheffekt
durch Proteine kann ausgeschlossen werden, da eine Kontrolle mit BSA als
Proteinkomponente nur einen marginalen Unterschied zur 'O,-Produktion in der
Probe mit freiem Chlorophyll ausmachte. Uber einen léngeren Zeitraum und bei
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Bestrahlung mit Starklicht ist allerdings ein gewisser genereller Effekt von Proteinen
nicht auszuschlieRen. Es kann aber gesagt werden, dass WSCP gebundenes
Chlorophyll vor Produktion von Singulettsauerstoff und damit vor photooxidativem
Schaden zu schitzen vermag. Dieses Phanomen kann unterschiedliche Grinde
haben.

(1) Im WSCP-Komplex kénnte durch einen strukturellen Effekt wie beispielsweise
Warmerelaxation, der interne Konversion beschleunigt, die Lebenszeit des
Singulettzustandes von Chlorophyll a verkirzt sein. Solch eine Art von Effekt wird
auch fur Lichtsammelkomplexe des PS Il im Zusammenhang mit dem NPQ
diskutiert (Niyogi et al., 1999).

(2) Die intrinsische Lebenszeit des Triplett-Chlorophylls ohne ,Quencher kénnte
durch die Proteinumgebung derart verkirzt sein, dass die Wahrscheinlichkeit einer
Reaktion mit O, geringer wird. In Abwesenheit von O, hat das Pqo-Triplett eine
Lebenszeit von ca. 6 us im Vergleich zu 1 ms fur freies Chlorophyll (Brettel & Sétif,
1987).

(3) Einige Komponenten des WSCP-Komplexes konnten entweder Triplett-
Chlorophyll oder Singulettsauerstoff Id6schen und somit die Rolle der Carotinoide in
anderen Chlorophyll-Protein-Komplexen ibernehmen.

(4) Eine strukturelle Veranderung bei der Chlorophyllbindung, wie beispielsweise
die pigmentinduzierte Tetramerisierung, kdnnte daflr verantwortlich sein, dass
Sauerstoff sterisch daran gehindert wird, in raumliche Nahe der Chlorophyll-
Bindestelle zu gelangen.

Zeitaufgeloste Spektroskopie koénnte helfen, mehr Uber die Lebenszeiten von
angeregten Chlorophyll-Zustanden zu erfahren und dann zwischen den genannten
Méglichkeiten fiir die geringe 'O,—Produktion zu unterscheiden. Die Histidine des
His-Tags (iben keinen wie fiir Imidazol beschriebenen Léscheffekt auf das 'O, aus,
da das EPR-Signal des rekonstituierten WSCP-his sich nicht vom nativen WSCP
unterschied.

Der Fall eines chlorophyllbindenden Pflanzenproteins ohne zusatzlich gebundene
Carotinoide ist bislang einmalig. Erst kirzlich wurde gefunden, dass Cytochrom bg/f
ein Chlorophyll-Molekll enthalt, dessen Funktion noch unklar ist. Dieses
Chlorophyll wird jedoch durch substdéchiometrische Carotinoidmengen begleitet
(Pierre et al., 1997). Da Cytochrom be/f ein Dimer bildet, kdnnte ein Carotinoid-
Molekul fir den Schutz von 2 Chlorophyllen verantwortlich sein.

4.1.7. Rekombinantes WSCP bindet Chlorophyll-Vorstufen und Abbau-
produkte

Um Informationen darUber zu erhalten, welche strukturellen Bestandteile des
Chlorophylimolekils fur seine Interaktion mit dem WSCP essentiell sind, wurden
Rekonstitutionsversuche mit verschiedenen Chlorophyll-Derivaten durchgefihrt.
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Wie auch schon von Satoh und Mitarbeitern (1998) beschrieben, wurde Chlorophyll
b mit in etwa derselben Effizienz wie Chlorophyll a in den WSCP-Komplex
gebunden. Auch in LHC lIb wurden einige Bindestellen beschrieben, die annahernd
gleiche Affinitaten zu entweder Chlorophyll a oder b aufweisen (Hobe et al., 2003).
Bakteriochlorophyll a, was nicht in den LHC Ilb gebunden wird, (Paulsen et al.,
1991) wird im Gegensatz dazu im WSCP als Ligand akzeptiert. Bakteriochlorophyll
a unterscheidet sich durch verschiedene Seitengruppen in der Peripherie des
Tetrapyrrolringes und durch eine gesattigte C-C-Bindung im Ring B von Chlorophyli
a, das an dieser Stelle eine Doppelbindung aufweist. Dieser Unterschied fuhrt zu
einer anderen Verteilung der Pi-Elektronen Uber das mesomere System von
Chlorophyll a bzw. Bakteriochlorophyll a. Da die erwahnten strukturellen Unter-
schiede fur die Chlorophyll-Bindung in den WSCP-Komplex keine Rolle zu spielen
scheinen, scheint die Erkennung des Pigmentes im Hinblick auf die Detailstruktur
des Tetrapyrrolringes wenig selektiv zu sein. Genauere Aussage Uber die
Bedeutung der Detailstruktur kdnnen durch die hier verwendeten Pigmentderivate
jedoch nicht gemacht werden.

Bei Rekonstitution mit Chlorophyllid a und b, Zn-Phaophorbid a sowie Mg-
Protoporphyrin IX war ebenfalls eine Pigmentbindung detektierbar, jedoch erfolgte
keine pigmentabhangige Tetramerisierung. Der Phytolrest scheint also bei der
pigmentinduzierten Oligomerisierung eine Rolle zu spielen (vgl. 4.1.8.). Um eine
Bindung von Chlorophyll-Derivaten ohne Phytolrest zu ermdoglichen, muss eine
Wechselwirkung des Proteins mit Pigmenten aber auRer am Phytolrest noch am
Tetrapyrrolring moglich sein. Eine wichtige Bedeutung kommt hier dem Zentralatom
zu: es konnte gezeigt werden, dass Chlorophyll-Derivate ohne Zentralatom nicht
gebunden werden konnten. Dasselbe gilt fiir Derivate, in denen Mg** durch Cu?*
substituiert worden war. Pigmente mit Zn®** als Zentralatom wurden dagegen als
Ligand akzeptiert. Das Zentralatom in Zn-Phaophytin a ist sterisch ahnlich in den
Tetrapyrrolring integriert, als es bei Chlorophyll a und Mg?* der Fall ist (Helfrich &
Rudiger, 1992). Cu-Phaophytin a dagegen weist eine planarere Geometrie auf, die
madglicherweise eine Bindung an WSCP verhindert. Auch flr die Rekonstitution von
LHC IIb mit verschiedenen Metallo-Phaophytinen a wurde beobachtet, dass Zn-
Phaophytin a, nicht aber Cu-Phaophytin a, Chlorophyll a ersetzen kann
(Diplomarbeit C. Eisen, 1991).

WSCP bindet Chlorophyllid a und b, bei der Rekonstitution mit Zn-7'OH-
Phaophorbid a konnte jedoch keinerlei Pigmentbindung detektiert werden. Mg-
7'OH-Phaophytin a (oder 7'OH-Chlorophyll a) ist das Zwischenprodukt der
reversiblen Umsetzung von Chlorophyll a zu Chlorophyll b. Bei dieser auch als
Chlorophyllzyklus bezeichneten Reaktion des Biosynthese- und Abbauweges wird
die Methylgruppe von Chlorophyll a am C(7) des Ringes B uber eine
Hydroxylgruppe zur Formylgruppe von Chlorophyll b oxidiert (Tanaka, 1998; zur
Ubersicht vgl. Hortensteiner, 1999). Das Ergebnis, dass Zn-7'OH-Phaophorbid
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nicht an WSCP bindet, ist jedoch erstaunlich, da es nur einen sehr geringen
Unterschied zu Chlorophyll a oder b aufweist. Eine Erklarungsmaoglichkeit ware,
dass es sich bei dem Komplex mit Zn-7'OH-Ph&ophorbid um ein konzentrations-
bedingtes, instabileres Artefakt handeln kénnte. Um zu untersuchen, ob 7'OH-
Phaophorbid a nicht oder nur wesentlich schwacher gebunden wird, als die
Chlorophyllide und Mg-Protoporphyrin IX, miusste die Rekonstitution von WSCP-his
mit 7'OH-Ph3ophorbid a wiederholt und gegebenenfalls unter milderen
Bedingungen analysiert werden. Eine andere Mdglichkeit ware, dass an C(7) am
Ring B eine relativ spezifische Pigmentbindestelle liegt, die auch schon kleine
Veranderungen nicht mehr akzeptiert. Die Tatsache, dass in naherer Umgebung
dazu, an Ring A, jedoch fur Bakteriochlorophyll a ein weitaus groRerer struktureller
Unterschied keine Rolle zu spielen scheint, macht diese Vermutung nicht
wahrscheinlich. In jedem Fall sind an dieser Stelle weiterfihrende Untersuchungen
sinnvoll.

Fur die Pigmentbindung des WSCP kann der Tetrapyrrolring in verschiedener
Weise von Bedeutung sein:

(1) Chlorophylle und deren Derivate mit Phytolrest kdnnten Uber eine zusatzliche
Bindestelle an letzterem in den WSCP-Komplex gebunden werden. Die Detail-
struktur des Tetrapyrrols ware fur diese Pigmente somit weniger relevant fur eine
stabile Bindung, als es bei Derivaten ohne Phytol der Fall ware. Der Phytolrest
ware dann allein fur die Oligomerisierung des WSCP-Komplexes verantwortlich.
Zur Annaherung an diese Vermutung wiren Rekonstitutionsversuche mit 7'OH-
Chlorophyll nétig.

(2) Zusatzlich zum Zentralatom konnte eine Wechselwirkung zwischen Pigment
und Protein in der Nahe des 7'-C-Atomes an Ring B stattfinden. Chlorophyllide und
Derivate ohne Phytolrest waren nach obiger Vermutung weniger stabil gebunden
und somit kénnten Veranderungen in der Detailstruktur, wie im Intermediat
zwischen Chlorophyll a und b, eine Schwachung der Bindung hervorrufen. Fir die
Pigmentbindung im WSCP-Komplex scheinen die strukturellen Veranderungen in
der Peripherie des Tetrapyrrolringes eine noch nicht vollstandig geklarte Rolle zu
spielen. Dahingegen zeigen die Experimente, dass dem zentralen Metallatom eine
grol’e Bedeutung zukommt, da weder Phaophytin noch Bakteriophdophytin als
Ligand in Frage kommen.

4.1.8. Die Rolle des Phytolrestes in der Oligomerisierung und Vermutungen
zum Aufbau des WSCP-Komplexes

Es konnte gezeigt werden, dass Oligomerisierung zum WSCP-Komplex nur mit
Pigmenten stattfinden kann, die einen Phytolrest aufweisen. Dieser hydrophobe
Teil des Chlorophylls kénnte also fur die Stabilitdt der Komplexe verantwortlich
sein. Wie aber kann man sich die Zusammensetzung eines WSCP-Komplexes
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vorstellen? In Abbildung 4.1 ist ein hypothetischer Aufbau eines WSCP-Tetramers
dargestellt. Es ware denkbar, dass sich zwei Monomere zusammenfinden und die
Pigmente Uber das Zentralatom und/oder den Tetrapyrrolring mit Bindestellen in
einer Art Pigment-Tasche wechselwirken. Bei diesem Szenario ware ein Dimer ein
denkbares Zwischenprodukt auf dem Weg zum tetrameren Komplex. Dieses Dimer
ware jedoch im Stroma nicht denkbar, da der hydrophobe Phytolrest aus der
Pigment-Tasche herausragen wirde. AuRerdem waren dann auch in Detergens-
umgebung Dimere zu erwarten, was jedoch nicht bestatigt werden konnte.

Dennoch ware eine Dimerisierung unter anderen Bedingungen denkbar. Wie schon
erwahnt (vgl. 4.1.2.), bindet das WSCP-Tetramer mindestens 2 Chlorophylle,
mdglicherweise werden jedoch 2 zusatzlich etwas weniger stabil gebunden. Wenn
es sich bei WSCP jedoch tatsachlich um ein Transportmolekll handelte, kdnnten
sich zwei Dimere mit je einem gebundenen Chlorophyll-Molekll an der Thylakoid-
membran befinden und durch den Zusammenschluss zum Tetramer zwei weitere
Chlorophylle aus der Membran entfernen. Die Dimere waren dann ein wichtiges
Intermediat im Entfernen von Pigmenten von oder ihrem Transport zu der
Thylakoidmembran. Aufschluss Uber diese Theorie konnte der Versuch einer
schonenden Isolierung eines solchen mdglichen Zwischenproduktes bringen sowie
die Kristallstruktur des WSCP aus Blumenkohl. Letztere wirde auch die Frage
nach der Anzahl der im WSCP gebundenen Chlorophyll-Molekule eindeutig klaren.
Im Lepidium WSCP-Komplex sind 4 Chlorophylle pro Tetramer gebunden, also
eines pro monomerer Untereinheit (Murata & Ishikawa, 1981). Im Unterschied dazu
ware denkbar, dass mdgliche Pigmenttaschen im Brassica WSCP-Komplex anders
ausgebildet sind, so dass die Bindung von nur 2 Chlorophyllen méglich ist.

monomere

__— Untereinheit

-

y&:‘ v :Q‘ Chlorophyll
L) g Y

\ Pigment- Abb. 4.1: Hypothetischer

Tasche Aufbau eines tetrameren

WSCP-Komplexes.

Pigmente ohne Phytolrest verursachen keine Oligomerisierung. Sie binden an das
monomere Protein, jedoch scheint diese Bindung instabiler zu sein, als es bei
Pigmenten mit Phytolrest der Fall ist. Die hypothetische Stdchiometrie von
Pigmenten ohne Phytolrest ware eines pro WSCP-Monomer. Nimmt man aber an,
dass die Wechselwirkung von Chlorophyllid etc. mit dem Protein genau wie beim
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Chlorophyll 0.a. Uber das Zentralatom stattfindet, so sind zwei Chlorophylle pro
Tetramer eher unwahrscheinlich. Entweder muss also die Bindung von
Chlorophyllen und Chlorophylliden unterschiedlich sein oder es werden tatsachlich,
wie oben schon diskutiert, 4 Chlorophylle pro Tetramer gebunden, davon aber zwei
weniger stabil. Es lasst sich wiederum vermuten, dass auler dem Zentralatom
noch eine Wechselwirkung mit dem Phytolrest geschieht, fir die zwei Monomere
Untereinheiten nétig sind. Das wasserlosliche WSCP  weist keine grolden
hydrophoben Bereiche auf, weshalb ein Monomer zur Ausbildung einer Pigment-
tasche evtl. nicht ausreichen wirde.

4.1.9. Spielt WSCP eine Rolle als Pigmenttransportprotein im Chlorophyli-
stoffwechsel?

Uber die Funktion des WSCP ist noch nichts bekannt. Da das Protein ein
Sequenzmotiv der Proteinaseinhibitoren vom Kunitz-Typ aufweist, wurde ange-
nommen, es konne eine solche Aktivitat besitzen. Es stellte sich jedoch heraus,
dass es keinen Einfluss auf Trypsin hat, das jedoch von einem anderen Kunitz-Typ
Inhibitor gehemmt werden kann (llami et al., 1997; Nishio & Satoh, 1997). WSCP
weist eine hohe Sequenzahnlichkeit zu Proteinen auf, die durch Trockenstress
induziert werden (Annamalai & Yanagihara, 1999). Fur ein WSCP-ahnliches
Protein in Raps, BnD22, wurde diskutiert, dass es bei der Verringerung der
Proteaseaktivitat in trockenadaptierten Blattern und somit in der Verzégerung der
Blattseneszenz eine Rolle spielt (llami et al., 1997).

Da es sich bei WSCP um ein wasserldsliches Protein handelt, das Chlorophylle
bindet, ware eine weitere Theorie zur Funktion dieses Proteins, dass es gebundene
Chlorophylle durch hydrophile Kompartimente wie das Stroma transportiert. Es
konnte als Transportprotein beim ersten Schritt des Chlorophyll-Abbaus, der
Entfernung der Chlorophylle aus der Thylakoidmembran, eine Rolle spielen
(Kamimura et al., 1997; Murata et al., 1981). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass das rekombinante WSCP aus Blumenkohl nicht nur Chlorophyll
sondern auch einige Derivate bindet. Darunter ist beispielsweise Chlorophyllid,
welches als Substrat der Chlorophyll-Synthase sowohl ein Intermediat der
Chlorophyllsynthese darstellt, als auch ein Abbauprodukt nach der Dephytylierung
durch die Chlorophyllase. Letztere wird in der Chloroplasten-Hullmembran vermutet
(Matile et al., 1997). Ein Chlorophylimolekil musste also zu Beginn des
Degradationsweges zunachst von der Thylakoidmembran durch das Stroma zur
Hullmembran transportiert werden. Aufgrund seiner Hydrophobizitat bendtigt es
dazu eine Art Carrier. Hortensteiner (1999) vermutet, dass es sich bei WSCP um
diesen bislang unbekannten ,Faktor X handeln kdnnte. Eine weitere Rolle im
Degradationsweg von Chlorophyll kann jedoch ausgeschlossen werden, da spatere
Abbauprodukte wie beispielsweise Phaophorbid nicht an das WSCP gebunden
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werden. Wenn WSCP als ,Faktor X“ im Stroma Chlorophyll transportieren kdnnte,
ware es auch denkbar, dass es im Chlorophyll-Syntheseweg eine ahnliche Rolle
spielt. Es konnte Chlorophyllid in die entgegengesetzte Richtung, also von der
Chloroplasten-Hulle zur Thylakoidmembran, transportieren, wo die Chlorophyll-
Synthase seine Phytylierung zum Chlorophyll bewirkt. Da WSCP aber auch Mg-
Protoporphyrin IX, ein friheres Intermediat der Chlorophyll-Synthese, zu binden
vermag, ist auch eine Ubergreifende Funktion in diesem Syntheseweg nicht
auszuschliellen. Genau wie der Abbau ist auch die Synthese des Chlorophylls auf
mehrere Kompartimente verteilt. Die frUhen Schritte bis zur Synthese von
Protoporphyrinogen finden im Stroma statt, alle weiteren Reaktionen bis zum
Chlorophyllid a werden von Enzymen katalysiert, die an die Chloroplastenmenbran
gebunden oder mit ihr assoziiert sind (Reinbothe & Reinbothe, 1996; vgl. auch 1.2.)
WSCP koénnte als Carrier magnesiumhaltiger Chlorophyll-Vorlaufer zwischen den
Enzymen fungieren und aul’erdem als Transporter zwischen den Kompartimenten
des Chlorophylistoffwechsels dienen. Mittels Rekonstitutionsexperimenten mit
verschiedenen anderen Vorlaufermolekllen kdnnte die Funktion im Syntheseweg
genauer geklart werden. Genauere Lokalisation des WSCP im Stroma oder evtl.
am Chloroplasten-Envelope ware auch ein wichtiger Hinweis zur Uberprifung
dieser Theorie. Auch ,knock-out-“ oder antisense- Mutanten, denen das WSCP
fehlt, kdnnten einen wesentlichen Beitrag zur Aufklarung seiner Funktion leisten.

4.2. PsbS — ein transient pigmentbindendes Protein?

Die hydrophobe S-Untereinheit des Photosystems Il mit vier Transmembranhelices,
das PsbS-Protein, weist Sequenzhomologien zum LHC |l auf. Es wurde erstmals in
Spinat-Thylakoiden entdeckt und wurde nach Aufreinigung Uber milde SDS-PAGE
sowie ldentifikation mittels Western-Blot als pigmentiertes CP22 bezeichnet (Funk
et al., 1994). Es konnte wenig spater in einem nativeren Zustand mit Pigmenten
isoliert werden (Funk, et al., 1995a). PsbS ist in etiolierten Keimlingen auch ohne
Pigmente stabil, es wird nicht von Proteasen abgebaut. Daher wird ihm eine
Funktion als transienter Pigmentcarrier zugeschrieben (Funk, et al., 1995b). In
dieser Arbeit wurde die Pigmentbindung des PsbS im Hinblick auf seine mogliche
Funktion naher untersucht.

4.2.1. Pigmentierte PsbS-Rekonstitutionsprodukte lassen sich tuiber Saccha-
rosedichtegradienten aufreinigen

Fir das PsbS wurden Rekonstitutionsversuche mit verschiedenen Pigment-
zusammensetzungen unternommen. Zur Auftrennung mdglicher Rekonstitutions-
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produkte erwies sich das schwach denaturierende Deriphat-Gel als ungeeignet.
Natives PsbS aus Spinat-Thylakoiden war jedoch zuvor Utber eine weniger milde,
schwach denaturierende SDS-PAGE in einer pigmentierten Bande aufgereinigt
worden (Funk et al., 1994). Ein Grund daflir, dass die Rekonstitution unter den
verwendeten Bedingungen erfolglos war, koénnte sein, dass die gewahlten
Methoden zur Rekonstitution und zur Aufreinigung der Rekonstitutionsprodukte
nicht geeignet waren. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurden fir die
Rekonstitution des PsbS in dieser Arbeit mehrere unterschiedliche Methoden
getestet, die im Gelsystem alle keinen Hinweis auf Rekonstitution ergaben. Es
konnte sich also entweder um einen generellen Effekt bei der Rekonstitution
handeln oder um eine Wechselwirkung von Pigment und Protein, die zu schwach
ist, um im Gelsystem entdeckt werden zu kdnnen. Im Gegensatz zum Deriphat-Gel
konnten nach Optimierung der Trennbedingungen fur das PsbS Uber die etwas
schonendere Saccharosedichtegradientenzentrifugation pigmentierte Banden nach-
gewiesen werden. Im Kontrollgradienten ohne Protein existierte keine entsprechen-
de Bande auf derselben Hohe. Die Bedingungen im Deriphat-Gel schienen also zu
stringent zu sein, um eine moglicherweise transiente Pigmentbindung nachweisen
zu kénnen. Da FITC-markiertes, nicht rekonstituiertes PsbS im Gradienten etwas
hoher lauft als pigmentiertes PsbS, kann Kolokalisation weitgehend ausge-
schlossen werden. Es kann also gesagt werden, dass es sich bei der pigmentierten
Gradientenbande um ein pigmentabhangiges Rekonstitutionsprodukt des PsbS
handelt. Dieses diente als Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen.

Frihere Versuche, PsbS-Rekonstitutionsprodukte nach IEF Uber einen Saccha-
rosedichtegradienten mit 0,3% LM aufzureinigen (Dominici et al., 2002) ergaben die
Aufreinigung von unpigmentiertem PsbS. Das kdnnte an den vergleichsweise
stringenten Trennbedingungen liegen. Die Zentrifugation erfolgte in weit hoherer
Detergenskonzentration, als fur die Auftrennung von PsbS in dieser Arbeit
verwendet wurde (0,1% LM). Diese harscheren Bedingungen kdnnten die Ursache
daflr sein, dass in dem von Dominici und Mitarbeitern verwendeten System keine
Pigmente am PsbS mehr detektiert werden konnten. Au3erdem wurden recht hohe
Salzkonzentrationen (>1M NaCl) zugesetzt, die sich evtl. stérend auf die Trennung
auswirken konnten. Da die Auftrennung Uber Dichtegradienten eine relativ milde
Methode ist, kdnnen unspezifische Interaktionen von Pigmenten jedoch nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Um dies zu Uberprifen, wurden Pigment-
Protein-Stochiometrien bestimmt.

4.2.2. Pigment-Protein-Stochiometrien von rekonstituiertem rekombinantem
PsbS im Vergleich zum nativen Protein

Das rekombinante PsbS-Rekonstitutionsprodukt wurde auf seine Pigment-Protein-
Stochiometrien hin untersucht. Pigmente wurden mit 2-Butanol extrahiert und Uber
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HPLC quantifiziert. Die Proteinmenge wurde Uber den CBQCA-Assay bestimmt. Es
ergaben sich Werte von 3 Chlorophyllen und 1,1-3,2 Carotinoiden pro Protein bei
einem Chlorophyll a/b-Verhaltnis von 3,8 und einem Chlorophyll/Carotinoid-
verhaltnis von 1,6. Fir das native PsbS wurden 5 Chlorophylle und ein Carotinoid
pro Protein beschrieben (Funk et al., 1995a). Das Chlorophyll a/b-Verhaltnis des
nativen Proteins betragt 6, das Chlorophyll- zu Carotinoidverhaltnis 4,9. Der grofite
Unterschied zwischen rekombinantem und nativem PsbS liegt im Chlorophyll- zu
Carotinoidverhaltnis, das fur das rekombinante PsbS mit 1,6 sehr viel geringer ist
als fur das native Protein mit 4,9, und in den schwankenden Carotinoidwerten. Fir
die Unterschiede in den Stochiometrien kdnnte es mehrere Griinde geben:

(1) Vor dem Hintergrund, dass es sich bei PsbS vermutlich um einen transienten
Pigmentcarrier handeln kdnnte (zur Ubersicht, vgl. Funk, 2001), kénnte die Isolation
bzw. Aufreinigung pigmentierter nativer oder rekombinanter Komplexe stark von
den gewahlten Bedingungen abhangig sein. Unter milderen Bedingungen waren
dann Pigmentmolekule fester mit dem Protein assoziiert, als unter stringenteren
Bedingungen, die letztendlich auch zur voélligen Dissoziation der transient
gebundenen Pigmente flihren kénnten.

(2) Ein moglicher Grund fur die Abweichung im Chlorophyll- zu Proteinverhaltnis
zwischen nativem und rekombinantem PsbS koénnte auch in der Methode zur
Proteinbestimmung liegen. Methoden, die auf der Absorption von aromatischen
Aminosauren wie Tryptophan und Tyrosin bei 280 nm basieren sowie die BCA-
Methode, die auf der Reaktion von Tryptophan, Tyrosin und Cystein mit Kupfer-
lonen beruht, konnten zur Quantifizierung des PsbS nicht herangezogen werden,
da von den genannten Aminosauren nur ein Tyrosin vorhanden ist. Auch der fur
das native PsbS verwendete Lowry-Assay basiert auf der Interaktion mit Kupfer-
lonen. Das konnte eine Ursache fur etwas hdéhere Chlorophyll- zu Protein-Werte
beim nativen PsbS sein. In dieser Arbeit wurde PsbS mit dem CBQCA-Assay
quantifiziert. Diese sensitive Methode erlaubt eine Bestimmung der Proteinmenge
Uber die zuganglichen Amine. Wegen zu hoher Verluste bei Proteinfallungen
wurden die Pigmente nicht aus dem Ansatz entfernt, was ebenfalls eine
Fehlerquelle darstellt. Die Detektion des Proteins erfolgte jedoch uUber die
Fluoreszenzemission des Endproduktes um 530 nm, also in der Grunlicke. Aus
diesem Grund kann der Fehler als relativ gering eingestuft werden.

(3) Es kann nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden, dass unspezifische
Interaktionen von Pigmenten mit Protein auch zu den Unterschieden in der
Stochiometrie beitragen, da das stark hydrophobe Protein unter relativ milden
Bedingungen isoliert wurde und auch ohne Pigmente stabil ist, also zu einem
gewissen Grad gefaltet sein muss (Funk et al., 1995b).
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4.2.3. PsbS-Rekonstitutionsprodukte zeigen pigmentabhangig erhdohte Helix-
anteile, nicht aber excitonische Wechselwirkung der Pigmente

Spektroskopische Untersuchungen sollten Aussagen Uber die Art der Pigment-
bindung am PsbS erleichtern. Rekonstituiertes PsbS zeigte kein signifikant
verandertes Absorptionsverhalten als das angebotene oder das am Protein
gebundene Pigment ohne Protein. Auch in einer friheren Untersuchung mit
nativem PsbS wurde Uber ein ahnliches Ergebnis berichtet (Dominici et al. 2002).
Der Unterschied lag allerdings in der Negativkontrolle, die aus derselben diffusen
Proteinbande aus dem Bereich genommen wurde, der kein Protein enthielt. Aus
diesem Ergebnis wurde die Vermutung aufgestellt, es handele sich nicht um eine
Pigmentbindung. Bei naherer Betrachtung der Aufreinigungsprozedur muss jedoch
die Mdglichkeit angemerkt werden, dass schwach wechselwirkende Pigmente unter
den verwendeten Bedingungen vom Protein abdissoziieren konnten. Eine
transiente und schwache Pigmentbindung kann so also weder nachgewiesen noch
ausgeschlossen werden. Allerdings bleibt hier die Frage offen, welche Kriterien ein
transienter Pigmentcarrier bezuglich der Pigmentbindung erfillen muss, d.h., ob
Veranderungen in der Absorption wirklich ein Merkmal flr eine vorlibergehende
Bindung von Pigmenten an ein Protein sein kdnnen.

Mittels Absorptionsmessung bei 77K kdnnen unterschiedliche Absorptionsformen
eines Pigmentes sichtbar gemacht werden, die durch die Wechselwirkung mit dem
Protein entstehen kdnnen. Zwischen PsbS-Rekonstitutionsprodukten und Negativ-
kontrollen mit gleichen Pigmentverhaltnissen und -mengen zeigte die zweite
Ableitung des Spektrums Unterschiede, die auf unterschiedliche Chlorophyll-
Absorptionsformen schlieen lassen. Aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit
dieses Ergebnisses kann jedoch von einer Klarung beziglich der Spezifitat der
Pigmentbindung nicht gesprochen werden.

CD-Spektroskopie kann im sichtbaren Spektralbereich Hinweise auf excitonische
Wechselwirkungen zwischen Chromophoren liefern. Im UV lassen sich damit
Ruckschlisse auf die Art der Sekundarstruktur ziehen. CD-Spektren von
aufgereinigten PsbS-Rekonstitutionsprodukten lieRen keinerlei Hinweis auf
excitonische Wechselwirkungen zu. Dieses Ergebnis ist konsistent mit dem fur
natives PsbS (Funk et al., 1995a). Im UVCD konnte pigmentabhangig eine etwas
starkere Ausbildung helikaler Struktur beobachtet werden, als in den Kontrollen
ohne Pigmentzusatz. Zwar scheint PsbS auch in Abwesenheit von Pigmenten eine
gewisse Sekundar- oder Tertiarstruktur auszubilden, die starkere Helixbildung in
Gegenwart von Pigmenten kdnnte aber dafir sprechen, dass PsbS mit Pigmenten
interagiert und die endguiltige Ausbildung oder Stabilisierung der Sekundar- oder
Tertiarstruktur auslost. Da es sich jedoch nur um einen leichten Unterschied
handelt, kann dieses Ergebnis nur als Unterstitzung fur diese Vermutung dienen.
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Fluoreszenzmessungen sowie Untersuchungen zum Energietransfer ergaben
keinen Hinweis auf durch das Protein bedingte Ausrichtung der Pigmente
zueinander. Das konnte einerseits wiederum bedeuten, dass es sich um
unspezifische Wechselwirkungen handelt. Andererseits ware aber auch denkbar,
dass zwischen den mdglicherweise recht locker an das Protein gebundenen
Pigmenten entweder durch zu groRe Entfernung oder durch unginstige
Ausrichtung keine Wechselwirkungen oder Energieweiterleitungen stattfinden
konnen. Um letzteren Punkt zu untersuchen, wurde das PsbS N-terminal mit dem
Fluoreszenzfarbstoff TRITC markiert, rekonstituiert, und die aufgereinigten
Rekonstitutionsprodukte auf Energietransfer vom Farbstoff auf Chlorophyll a
untersucht. Als Positivkontrolle wurde TRITC-markierter LHC Il mitgefthrt, bei dem
ein Energietransfer messbar war. Beim PsbS war dies jedoch nicht der Fall. Mit
dem Experiment kann allerdings nur dann eine Aussage gemacht werden, wenn
man annimmt, dass der markierte N-Terminus des Proteins beim gefalteten
Komplex in der Nahe des gebundenen Chlorophylls lokalisiert ist. Es kdnnen also
abermals zwei Vermutungen aufgestellt werden: Das Ergebnis kénnte bedeuten,
dass der N-Terminus zu weit von einem eventuell gebundenen Chlorophyll entfernt
liegt. Diese Vermutung lieBe sich durch weitere Markierungsexperimente an
anderen Stellen des Proteins Uberprufen. Es darf jedoch auch eine unspezifische
Assoziation der Pigmente mit dem Protein nicht ausgeschlossen werden, die einen
Energietransfer nicht zulasst.

4.2.4. PsbS akkumuliert bevorzugt Carotinoide

Durch Rekonstitutionversuche mit unterschiedlichem Pigmentangebot konnte
gezeigt werden, dass PsbS bevorzugt Carotinoide akkumuliert. Rekonstitution mit
Carotinoiden allein fuhrte zu einer pigmentierten, distinkten Bande im Gradienten.
Wurden jedoch nur Chlorophylle und keine Carotinoide in die Rekonstitution
eingesetzt, war nur eine sehr schwache, diffuse Bande zu erkennen, die bei
naherer Betrachtung der Pigmentzusammensetzung geringe Mengen an B-Carotin
enthielt. Es handelt sich dabei vermutlich um eine Verunreinigung, die aber im
eingesetzten Pigment nicht detektierbar war. Ungeachtet ihrer Herkunft ist es
jedoch bemerkenswert, dass das p-Carotin gerade am PsbS akkumuliert wird.
Dieses Ergebnis unterstitzt die Vermutung der bevorzugten Bindung von
Carotinoiden an das Protein, schliel3t aufgrund der Hydrophobizitat der Proteins
jedoch eine unspezifische Wechselwirkung beider Molekile nicht ganzlich aus.
Gegen hydrophobe Interaktionen spricht jedoch das Ergebnis, dass die ebenfalls
hydrophoben Chlorophylle nicht vermehrt akkumuliert werden. Eine Praferenz
gegenuber einem bestimmten Pigment bzw. einer Pigmentgruppe macht eine
unspezifische Wechselwirkung unwahrscheinlicher. Im LHC II dienen Carotinoide
der Stabilitat des Komplexes, indem sie sich Uber Kreuz entlang der Helices
anlagern (Kuhlbrandt et al., 1994). Da die Struktur des PsbS trotz der vierten
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Transmembranhelix ahnlich dem des LHC Il sein konnte, kdnnten Carotinoide auch
hier eine stabilisierende Aufgabe erfillen.

Rekonstitutionsexperimente mit variierendem Pigmentangebot (,TE 10 X“) zeigten
nach Analyse der Pigment-Protein-Stéchiometrien eine verstarkte Akkumulation
von Carotinoiden. Im nativen PsbS war Lutein das mengenmallig am starksten
vertretene Carotinoid (Funk et al., 1995a), das ist am rekombinanten PsbS auch
der Fall. Auffallig in allen Versuchen war eine Anreicherung von [B-Carotin, das
auch immer in der Stochiometrie von 1:1 am Protein detektiert wurde. Trotz der
Maglichkeit der unspezifischen Interaktionen zwischen dem hydrophoben PsbS und
den Carotinoiden ist es erstaunlich, dass sich dieses Ergebnis durch alle Versuche
zieht. Weitere Untersuchungen wie Wiederholungen dieses Versuchen und
beispielsweise eine Rekonstitution mit B-Carotin in groBem Uberschuss oder als
alleiniges Pigment im Angebot kdénnten weiteren Aufschluss Uber die Bedeutung
dieses Pigmentes in einem madglichen PsbS-Komplex liefern.

4.2.5. PsbS - ein transienter Pigmentcarrier?

Mit den in dieser Arbeit gezeigten Rekonstitutionsversuchen konnte nicht eindeutig
geklart werden, ob PsbS mit Pigmenten stabile Interaktionen eingeht. Trotz der
Homologie zu Mitgliedern der Cab-Proteinfamilie werden Pigmente anscheinend
nicht in derselben Weise oder unter denselben Bedingungen gebunden, wie es flr
den LHC Il bekannt ist. Trotz des Nachweises einer Assoziation des nativen PsbS
mit Pigmenten (Funk et al., 1994, 1995a+b) wurde vermutet, es handele sich nicht
um eine spezifische Pigmentbindung (Dominici et al., 2002). Das PsbS ist das
einzige pigmentbindende Protein, welches in etiolierten Spinat-Keimlingen auch in
Abwesenheit von Chlorophyll stabil ist (Funk et al., 1995b). Es muss folglich
strukturelle Eigenschaften aufweisen, wie beispielsweise eine beginnende
Sekundar- oder Tertiarstruktur, die es vor dem Abbau schitzen. Da PsbS wahrend
des Ergrunens in Gegenwart von Chlorophyllen isoliert wurde und bei Belichtung
von etiolierten Keimlingen friher prasent ist, als andere chlorophyll-bindende
Proteine, wird vermutet, dass es das erste chlorophyllbindende Protein der Pflanze
darstellt (Funk et al., 1995b), und als transientes ,storage protein“ fir Pigmente
fungiert (Funk, 2001).

Diese Vermutung kann mit den Daten dieser Arbeit nur bekraftigt, nicht aber
eindeutig belegt werden. Fir eine transient pigmentbindende Funktion spricht, dass
natives PsbS mit Pigmenten isoliert und rekombinantes PsbS nach Rekonstitution
mit Pigmenten aufgereinigt wurde. Dagegen spricht, dass die Aufreinigung nur
unter milden, d.h. wenig stringenten Bedingungen madglich war. Auf3erdem waren
keine excitonischen Wechselwirkungen zwischen den gebundenen Pigmenten zu
erkennen. Bezuglich dieses Aspektes stellt sich jedoch die frage, ob Pigmente in
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einem transienten Pigmentcarrier Uberhaupt excitonisch gekoppelt sein oder
Energietransfer leisten missen. Es ware denkbar, dass die spezifische Faltung, die
die genaue Ausrichtung der Pigmente verursachen wiuirde, in Bezug auf die
Funktion zu aufwendig ist. Ein transienter Pigmentcarrier mul} evil. in der Lage
sein, die gebundenen Pigmente schnell wieder abzugeben, was nur durch eine
lockere Bindung gewahrleistet ware.

Ein weiteres Argument fir Wechselwirkungen von PsbS mit Pigmenten kdnnte die
Kristallisation dieses Proteins liefern. Versuche dieser Art zeigten pigmentabhangig
die Ausbildung von 2D-Kristallstrukturen (Claudia Buchel, pers. Mitteilung). Bevor
allerdings genauere Aussagen uber die Proteinstruktur gemacht werden kdnnen, ist
eine Optimierung der Kristallisationsbedingungen notwendig. Ein 2D-Kristall kdnnte
die fehlende Information Uber die Pigmentbindung liefern und klaren, ob Pigmente
stabil gebunden werden kdnnen, oder ob sie evtl. eine andere Rolle im Komplex
spielen. Da sich Kristallstrukturen nur dann ausbildeten, wenn mit Pigmenten
rekonstituiertes PsbS verwendet wurde, tragt dieses Ergebnis dennoch maf3geblich
zu der Aussage bei, dass PsbS ein pigmentbindendes Protein sein kénnte. Da
PsbS auch in Abwesenheit von Pigmenten stabil ist, sich aber nur Kristalle
ausbilden, wenn Pigmente im Ansatz vorhanden sind, missen diese einen Einfluss
auf die Tertiarstruktur haben. Da Kristalle nur aus regelmafigen Strukturen
entstehen, ware es denkbar, dass die Fertigstellung bzw. Stabilisierung der Tertiar-
strukur des PsbS durch Pigmente induziert wird.

Uber die Funktion des PsbS sind bislang verschiedene Vermutungen aufgestellt
worden, die hier naher diskutiert werden sollen.

(1) PsbS kann nur eine relativ geringe Anzahl von Pigmenten und diese auch nur
schwach binden. Auflderdem konnten keine Anzeichen fur excitonische Wechsel-
wirkungen gefunden werden. Ausgehend davon wurde eine Rolle des PsbS als
transientes ,chlorophyll storage protein® vermutet (Funk, 2001). Neu synthetisiertes
Chlorophyll kénnte mit ebenfalls am PsbS gebundenen Carotinoiden assoziieren
und diese wilrden gleichzeitig einen Schutz vor Photooxidation gewahrleisten.
Diese Vermutung wirde einschlieBen, dass Carotinoide relativ stabil mit PsbS
assoziiert sind und Chlorophylle eher lockerer und transient gebunden werden. Bei
stabiler Carotinoidbindung wirde man jedoch ein definiertes Carotinoid-Protein-
Verhaltnis erwarten, was in dieser Arbeit nicht beobachtet werden konnte (vgl.
4.2.2.). Fur die Vermutung spricht das Ergebnis, dass PsbS mit Carotinoiden allein
in einer distinkten Dichtegradientenbande isoliert werden kann, dass jedoch mit
Chlorophyllen allein und ohne Carotinoide diese Bande sehr viel schwacher und
diffuser ist.

(2) Eine weitere Annahme bezuglich der Funktion des PsbS ist, dass es im PS II-
Schutzmechnismus NPQ eine Rolle spielt. Funk et al. konnten 1995 (b) zeigen,
dass PsbS Carotinoide bindet, darunter Violaxanthin und Lutein, die eine Rolle in
der nichtphotochemischen Fluoreszenzléschung (NPQ) spielen (Niyogi et al.,
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1997). Auch die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen eine Akkumulation
von Carotinoiden. Da PsbS wie schon erwahnt auch in der Abwesenheit von
Pigmenten stabil ist (Funk et al., 1995b), kbnnte es auch schon wahrend des
Ergrinens der Pflanze eine Schutzfunktion austben (Li et al, 2000). Einer
Arabidopsis thaliana-Mutante, npg4, die eine Mutation im psbS-Gen aufweist, fehlt
die Fahigkeit zum NPQ (Li et al., 2000). Diese Mutante zeigt in der Pigment-
zusammensetzung oder in der photosynthetischen Lichtsammlung keinen Unter-
schied zum Wildtyp. Ihr fehlen jedoch die energieabhangige Léschung und somit
auch die durch Protonierung sowie durch Zeaxanthin-Bindung verursachte
Konformationsanderung in der Thylakoidmembran, die bei einer PS ll-Untereinheit
die Ausbildung eines gequenchten Zustands ausldést (Gilmore, 1997). Es wurde
vermutet, PsbS sei die Stelle der Protonierung und/oder Zeaxanthin-Bindung.
Klrzlich wurde eine Zeaxanthin-Bindung am PsbS beschrieben und mit einer
Absorptionsanderung in Verbindung gebracht, die mit der Ausbildung des qE auftritt
(Aspinall O'Dea et al., 2002). Da das PsbS fuir das NPQ essentiell ist, wurde
vermutet, es sei eher an der Photoprotektion beteiligt, als am photosynthetischen
Sammeln von Licht (Li et al.,, 2000). Aus dieser Aussage leitet sich eine ahnliche
Funktion ab, die mit Ergebnissen zur Protonierung dieses Proteins zu tun hat:

(3) Da PsbS auf der lumenalen Membranseite sechs saure Reste aufweist, kdnnte
Protonierung Bestandteil einer moglichen Funktion des PsbS sein. Dominici et al.,
(2002) konnten zeigen, dass das PsbS Protein eine Bindestelle fur Dicyclo-
hexylcarbodiimid (DCCD) aufweist. DCCD bindet unter hydrophoben Bedingungen
an saure Reste des Proteins und blockiert durch seine Anwesenheit das
energieabhangige Quenching qE des NPQ (Hoppe et al., 1980). PsbS konnte als
Sensor fur niedrigen lumenalen pH fungieren, indem es Protonen bindet und so
eine Ubersetzung des niedrigen lumenalen pH-Wertes in die oben beschriebene
Konformationsanderung von benachbarten Cab-Proteinen in einen ,quenching
state” bewirkt, an denen dann das xanthophyllabhangige qE stattfindet (Dominici et
al., 2002; Li, et al., 2000). Diese Funktion kénnte PsbS auch unabhangig von der
Pigmentbindung auslben, da die Bindung von DCCD auch in Abwesenheit von
Pigmenten nachgewiesen werden konnte (Dominici et al., 2002). Vor diesem
Hintergrund ware es ebenfalls nicht auszuschlieRen, dass PsbS verschiedene
Funktionen gleichzeitig Ubernehmen kdnnte: eine Rolle im NPQ durch Protonierung
und Zeaxanthin-Bindung, Schutz vor photooxidativem Schaden durch Bindung
anderer Carotinoide, au’erdem eine Funktion als transienter Chlorophyllcarrier in
Gegenwart von Carotinoiden.

(4) PsbS akkumuliert neben den fur das NPQ wichtigen Xanthophyllen auch B-
Carotin. Dabei widerspricht der Uber unterschiedliche Versuche konstante Wert von
genau einem B-Carotin pro Protein einer unspezifischen Anlagerung. Da dieses
Carotinoid nicht am NPQ beteiligt ist, kdnnte seine Funktion in der Stabilisierung
des PsbS liegen, indem es sich in der Nahe der Helices 1 und 3 anlagert. Es waren
jedoch nahere Untersuchungen zur B-Carotin-Bindung am PsbS notwendig, um
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genauere Informationen Uber seine Rolle in einem moglichen PsbS-Komplex zu
erhalten.

(5) Ein weiterer Punkt in der Diskussion um die Funktion des PsbS koénnte sein,
dass PsbS in der Nahe des Photosystems Il lokalisiert ist, genauer liegt PsbS in der
LHC IlI- reichen Region, die den PS lI-Superkomplex mit der Membran verbindet
(Nield et al., 2000). Als Bestandteil des flexiblen LHC Il Pools kénnte es daran
beteiligt sein, LHC Proteine in der supermolekularen Organisation zu stabilisieren.
Fur diese Vermutung sprechen Beobachtungen an Pinien, in denen eine Zunahme
der PsbS-Menge an eine verstarkte Reorganisation der Antennenproteine im
Winter gekoppelt ist (Ottander et al., 1995).

PsbS weist Sequenzahnlichkeiten zu sowohl den Cab-Antennenproteinen als auch
zu der Familie der ELIPs auf, ahnelt den ELIPs jedoch eher in Bezug auf schwache
Pigmentbindung sowie fehlende excitonische Kopplung. Fur PsbS wie auch die
ELIPs wurde eine Funktion als transiente Pigmentcarrier diskutiert (Funk, 2001). Da
dem PsbS-Protein aber typische ELIP-Motive fehlen und es im Gegensatz zu den
ELIPs eher in Grana-Thylakoiden zu finden ist, wird es zwar der erweiterten Familie
der Cab-Proteine zugerechnet, Ubernimmt aber im Bezug auf seine mogliche
Funktion jedoch eine gesonderte Stellung innerhalb dieser Familie.

4.3. ScpC/D — cyanobakterielle Cab-Proteine

Cyanobakterien weisen im Gegensatz zu hoéheren Pflanzen weder Chlorophyll b
noch multihelicale Cab-Proteine auf. Umso erstaunlicher war es, als in
Cyanobakterien Cab-ahnliche Proteine mit nur einer Transmembranhelix
beschrieben wurden (Dolganov et al.,, 1995; Funk & Vermaas, 1999). Diese in
Synechocystis PCC 6803 als ScpA-E bezeichneten Proteine reprasentieren eine
neue Gruppe von cyanobakteriellen Proteinen, von denen vermutet wird, dass sie
transient Pigmente binden kdnnen (Funk & Vermaas, 1999). In dieser Arbeit wurde
versucht, einerseits einen Einblick in die Pigmentbindung von nativem ScpC/D zu
erhalten, andererseits sollten in Kooperation mit Christiane Funk, Umea, Uber-
exprimierte rekombinante Scp’s in vitro mit Pigmenten rekonstituiert werden.

4.3.1. ScpC/D und ihre Pigmentbindung in vivo - und in vitro

ScpC/D sind in der Thylakoidmembran lokalisiert, befinden sich jedoch nicht in der
Nahe der Photosysteme (Hao et al, 2001). In dieser Arbeit konnte bestatigt
werden, dass ScpC/D mit Pigmenten aus cyanobakteriellen Thylakoiden isoliert
sowie immunologisch nachgewiesen werden kénnen. In der pigmentierten ScpC/D-
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Bande wurden Echinenon, Chlorophyll a und (-Carotin detektiert. Wegen der
groRen Ahnlichkeit von ScpC und ScpD konnte im immunologischen Nachweis
keines der beiden Proteine einzeln identifiziert werden. Da eine Trennung beider
Proteine aufgrund des ahnlichen isoelektrischen Punktes und der nahezu gleichen
Grolle in den verwendeten Systemen nicht moéglich war, wurden nur qualitative
Pigmentanalysen durchgefihrt. Weiterflihrende Experimente zur Aufreinigung oder
Versuche an Mutanten, denen eines der beiden Proteine fehlt, wirden eine
genauere Aussage zu den Pigment-Protein-Stéchiometrien der einzelnen Proteine
erlauben.

Nach zusatzlicher Aufreinigung der Bande Uber Saccharosedichtegradienten ergab
sich keine weitere Abtrennung von freiem Pigment. Das kann einerseits bedeuten,
dass die Bande nach der IEF schon kein freies Pigment mehr enthielt. Eine weitere
Auftrennung macht demzufolge nur Aussagen Uber die Stabilitdt maoglicher
Komplexe, eine zufallige Komigration von ScpC/D und den Pigmenten ware in
diesem Fall unwahrscheinlich. Eine eventuelle Wechselwirkung von Pigmenten und
Protein ware jedoch relativ schwach ausgebildet, da eine Aufreinigung Uber ein
schwach denaturierendes Deriphat-Gel anstelle des Gradienten keine pigmentier-
ten Banden ergab. Aufgrund der milden Bedingungen muss daher auch die
Maoglichkeit in Betracht gezogen werden, dass freies Pigment nicht vollstandig
abgetrennt werden kann.

Die Isolation von ScpC/D in Gegenwart von Pigmenten bekraftigte die Annahme, es
handele sich hierbei um pigmentbindende Proteine. In Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Funk, Umea, wurden erste Rekonstitutionsexperimente mit
Uberexprimierten rekombinanten Scp’s durchgefuhrt. Im Deriphat-Gel konnte kein
Hinweis auf Pigmentbindung gefunden werden. CD-Spektren von nativen und
rekonstituierten ScpC/D zeigten keinerlei Hinweis auf excitonische Wechsel-
wirkungen. Wie schon flr das PsbS-Protein diskutiert, muss aber excitonische
Wechselwirkung kein notwendiges Merkmal flir transiente Protein-Pigment-
Komplexe sein. Geht man davon aus, dass ScpC/D in irgendeiner Form Pigmente
binden kdnnen, ergeben sich flr die Ergebnisse der Rekonstitutionsexperimente
folgende Erklarungen:

(1) Die rekombinanten Proteine wiesen nach der Uberexpression recht groRe
Verunreinigungen durch bakterielles Protein auf, die sich evtl. stérend auf die
Rekonstitution ausgewirkt haben. Erneute Rekonstitutionsversuche sollen daher
nach besserer Aufreinigung wiederholt werden. Eine Uberexpression der Scp’s
unter der Kontrolle des starken psbA Promotors direkt in Synechocystis PCC 6803
ist in der AG Funk, Umea, geplant. So soll die Isolation von Scp’s in einem
pigmentbindenden Stadium Uber einen Epitop-tag ermdglicht werden.

(2) Es ware denkbar, dass eine transiente Pigmentbindung mit relativ schwacher
Wechselwirkung zwischen Protein und Pigment erfolgt. Es darf jedoch die
Maoglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass Scp’s Pigmente nur unspezifisch
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binden. In jedem Fall waren genauere Uberprifungen der Isolationsbedingungen
fur natives ScpC/D notwendig. Eine Optimierung der Rekonstitutionsbedingungen
mit besser aufgereinigtem Protein sowie eine der nativen Isolation angenaherte,
schonendere Aufreinigung der Rekonstitutionsprodukte Uber IEF kénnte auRerdem
helfen, moglicherweise pigmentierte rekombinante Proteine aufzureinigen und zu
charakterisieren.

Zur Pigmentbindung ist im LHC Il eine Interaktion zwischen erster und dritter
Transmembranhelix nétig (Kdhlbrandt et al., 1994). Diese wird durch die Interaktion
zwischen einem positiv geladenen Arginin-Rest und einem negativ geladenen
Glutaminsaurerest ausgebildet. Diese Reste sind hochkonservierte Bereiche
innerhalb der Cab-Proteinfamilie und sind in allen funf Scp’s sowie HIIA vorhanden
(Dolganov et al., 1995; Funk & Vermaas, 1999). Es wird angenommen, dass Scp’s
- analog zu der Interaktion der ersten und dritten Helix des LHC Il - aus einer
geraden Anzahl von Proteinen Homo- oder Heterooligomere bilden kdnnen (Funk &
Vermaas, 1999). Die Carotinoide B-Carotin und Echinenon koénnten als Brlcke
zwischen 2 Helices fungieren, analog zum Lutein im LHC lI-Monomer. ScpC/D
konnten in dieser Arbeit nach denaturierender SDS-PAGE in hdhermolekularen
Banden nachgewiesen werden, was eine generelle Aggregatbildung jedoch nicht
ausschlie®t. Versuche, mogliche pigmentierte Oligomere der nativen und
rekonstituierten Proteine Uber schwach denaturierende PAGE nachzuweisen,
blieben bislang ohne Erfolg. Zur Untersuchung auf pigmentabhangige Bildung von
Heterooligomeren koénnten nach optimierter Proteinreinigung Rekonstitutions-
experimente mit anderen Scp’s bzw. Vertretern der Cab-Familie nahere
Informationen bringen.

4.3.2. Funktion von ScpC/D - transiente Pigmentcarrier in Stress-Situationen?

Nach IEF befanden sich in der nativen ScpC/D-Bande Chlorophyll a, Echinenon
und B-Carotin. Die Carotinoide konnten (transient) gebundenen Chlorophyllen
Schutz vor Photooxidation bieten. In den meisten héheren Pflanzen spielen Lutein
und Zeaxanthin die grof3te Rolle in der Photoprotektion (Niyogi et al., 1997), in
Synechocystis wird diese Funktion hauptsachlich von Myxoxanthophyll Uber-
nommen (Steiger et al., 1999), was unter Lichtstress das am starksten akkumulierte
Pigment darstellt. Aber auch Echinenon, das stabilste Carotinoid unter photo-
oxidativen Bedingungen, und B-Carotin spielen eine wichtige Rolle (Steiger et al.,
1999). Im Cytochrom bef-Komplex hdéherer Pflanzen verhindert B-Carotin die
Ausbildung von Singulettsauerstoff durch angeregtes Chlorophyll (Zhang et al.,
1999), in Synechocystis Ubernimmt Echinenon diese Funktion (Boronowsky et al.,
2001). Die Isolation von ScpC/D mit Echinenon, B-Carotin und Chlorophyll a spricht
daflr, dass es nicht als Pigmentcarrier in der akuten Reaktion auf Stress fungiert, in
der vermehrt Myxoxanthophyll akkumuliert wird, sondern vielmehr als ein tran-
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sienter Pigmentcarrier, der auch stressunabhangig das stabile Pigment Echinenon
bindet, um ebenfalls gebundene Chlorophyllmolekiile vor photooxidativem Stress
zu schutzen.

ScpC/D werden in Mutanten ohne Photosystem |, die einen 6-fach geringeren
Chlorophyligehalt aufweisen als der Wildtyp, stark exprimiert (Funk & Vermaas,
1999). Daher wird vermutet, dass die Akkumulation von ScpC/D an einen niedrigen
Chlorophyll-Bedarf der Zelle geknlpft sein konnte. Die Proteine kdnnten als eine
Art chlorophyllbindender Puffer funktionieren, indem sie Uberschissiges, neu
synthetisiertes Chlorophyll absorbieren (Funk & Vermaas, 1999). Um dieser
Hypothese nachzugehen, waren Experimente interessant, in denen native Scp’s
mit unterschiedlichen Mengen an zusatzlichen Chlorophyllen zusammengebracht
werden. Analog dazu kénnten ahnliche Experimente mit rekombinanten Proteinen
durchgefuhrt werden.

4.4. OHP, Sep1 und Sep2 - sind auch die ,Vorfahren“ der LHC-Proteine in
der Lage, Pigmente zu binden?

4.4.1. Pigmentbindung der kurzen Sequenzverwandten des LHC Il

Fir OHP und die Sep-Proteine konnte kein Hinweis auf pigmentabhangige
Rekonstitution gefunden werden. Daraus lassen sich die Schlussfolgerungen
ziehen, dass entweder die verwendeten Rekonstitutionsbedingungen oder
Nachweismethoden nicht geeinget waren, oder, dass die kurzen Sequenz-
verwandten des LHC Il stabil keine Pigmente binden. Die Rekonstitutionsversuche
an den Scp’s brachten ahnliche Ergebnisse. Beachtet man die vermutete Evolution
der Cab-Proteine, kdnnte sich die Eigenschaft des Lichtsammelns erst nach
Entstehung eines multi-Helix-Cab-Proteins entwickelt haben. Davor wurden
Pigmente entweder gar nicht oder nur transient und so locker an das jeweilige
Protein gebunden, dass eine Bindung mit biochemischen Methoden schwer
nachweisbar wird. Solch eine transiente Pigmentbindung konnte auch fir die Scp’s
nicht nachgewiesen werden. Nach Montané & Kloppstech (2000) war das Sammeln
von Licht nicht die urspringliche Funktion der Cab-Proteine, sondern vielmehr der
Schutz des Photosystems vor photooxidativem Stress. Dazu mussten jedoch
Wechselwirkungen mit Carotinoiden nachweisbar sein. Im Falle von Sep2 konnte
gezeigt werden, dass es auf einer Nickel-Sepharose-Saule Carotinoide zurlckhielt,
von einer dauerhaften Bindung kann in dem Fall jedoch nicht gesprochen werden
(vgl. Staatsexamensarbeit K. Schumacher, 2001).
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Das Homologie-Modelling fir OHP ergab zwei theoretische Pigmentbindestellen im
helicalen Bereich des Proteins und aullerdem eine zusatzliche potentielle
Bindestelle in der Nahe des N-Terminus. Da dieser im Kihlbrandt-Modell des LHC
Il nicht naher aufgeldst ist, kann die Bindestelle in der Strukturvorhersage jedoch
nicht verwendet werden. Wie auch schon fir die Scp’s diskutiert, kdbnnte es beim
OHP ahnlich zur Interaktion der ersten und dritten Helix des LHC Il auch eine
Wechselwirkung zwischen zwei Proteinmolekllen geben, die dann zur Ausbildung
von Homo- oder Heterodimeren fihren konnte (vgl. 4.3.1; Jansson et al., 2000).
Tatsachlich gibt es in der Transmembranhelix des OHP das Arginin 33 und das
Glutamat 28, die daflrr in Frage kdmen. Da bei Rekonstitutionsversuchen des OHP
jedoch weder Dimerisierung noch Carotinoidbindung beobachtet werden konnte,
muss davon ausgegangen werden, dass diese entweder nicht stattfindet oder dass
sich Heterodimere bilden. Rekonstitutionsversuche mit OHP und den 2-Helix-Sep’s
im gleichen Ansatz zeigten keine Pigmentbindung. Es ware denkbar, dass es sich
bei einem potentiellen Dimerisierungspartner ebenfalls um ein 1-Helix-Protein oder
aber um einen bislang unbekannten Kofaktor handeln kénnte. OHP hatte dann
nicht die Eigenschaft des LHC Il zur spontanen Selbstorganisation. Versuche zur
Identifizierung eines solchen Kofaktors mussten allerdings in vivo stattfinden.

Eine Funktion als transienter Pigmentcarrier kann fir OHP mit den in dieser Arbeit
gezeigten Daten nicht bestatigt werden, darf aber aufgrund der konservierten
Pigmentbindestellen auch nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Da Sep1 und
Sep2 zur Verringerung der Aggregatbildung sowohl von Carotinoiden als auch von
Chlorophyllen beitrugen, und immobilisiertes Sep2 Carotinoide zuruckhielt, waren
diese Proteine eher Kandidaten flUr transiente Pigmentcarrier. Um sich dieser
Vermutung anzundhern, waren jedoch weitere Rekonstitutionsexperimente
notwendig.

4.4.2. OHP - Import und Insertion

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zum Import von pOHP in isolierte
Erbsenchloroplasten zeigten keinen Erfolg. Gleiches galt fur den Import in isolierte
Arabidopsis-Chloroplasten sowie fur die Insertion in die Thylakoidmembran. Der als
Kontrolle verwendete Import von pLHCP in Erbsenchloroplasten konnte dagegen
erstmals immunologisch nachgewiesen werden (vgl. Diplomarbeit S. Grundler,
2002). Er war zuvor der Sensitivitat wegen radioaktiv detektiert worden (Kosemund,
1999). Es stellte sich heraus, dass der a-Hiss-Antikorper fir die nachzuweisenden
LHC II- Mengen als ausreichend empfindlich eingestuft werden kann. Maturiertes
OHP konnte mit diesem System jedoch nicht nachgewiesen werden. Daflr sind
mehrere Erklarungen denkbar:

Nach Import- und Insertionsexperimenten wurde matures OHP sowohl nach
Proteasebehandlung der Chloroplasten/ Thylakoide als auch in der unbehandelten
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Kontrolle detektiert. Es scheint also in aggregierter Form vorzuliegen, was zur
Folge hatte, dass es entweder nicht importiert werden konnte, oder aber dass so
geringe Mengen importiert wurden, dass sie trotz der geringen Nachweisgrenze
immunologisch doch nicht mehr detektierbar waren. Da OHP ein hydrophobes
Protein ist, waren aber auch Aggregationen mit der Membran denkbar.

Eine weitere Erklarung ware, dass ein zum Import essentieller Kofaktor im
Erbsensystem fehlt. OHP war nach Translation in einem Weizenkeimsystem in
Gegenwart von >°S-Methionin erfolgreich in isolierte Erbsenchloroplasten importiert
worden (Jansson et al., 2000). Eventuell weist der Weizenkeimextrakt fur den
Import nétige Faktoren auf, die in der Form im Erbsenblattextrakt nicht gegeben
waren. Variationen des Systems und Versuche zum Import in isolierte Arabidopsis-
Chloroplasten zeigten jedoch ebenfalls keinen Erfolg.

Es ware weiter denkbar, dass sich durch die Denaturierung des rekombinanten
Proteins in Harnstoff mit anschlieRender Dialyse gegen Blattextrakt Unterschiede in
der Sekundar-/Tertiarstruktur des Signalpeptides ergeben haben, die im Weizen-
keimsystem nicht auftraten.

4.5. Proteine der Cab-Familie: Hypothesen iiber Funktion im Bezuq auf ihre
Entwicklung

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine OHP, Scp, Sep und PsbS zeigen
Ahnlichkeit zu allen Evolutionsstufen der Cab-Proteine (vgl. 1.4.2.). Fir alle kurzen
Sequenzverwandten ELIPs und HLIPs werden Funktionen in der Antwort auf
Lichtstress vermutet (Montané & Kloppstech, 2000; Adamska, 1997). Fur die hier
betrachteten Proteine wurde eine Rolle als transiente Pigmentcarrier in Betracht
gezogen. Mit den Untersuchungen zur pigmentabhangigen Faltung der ein- und
zwei-Helix-Proteine konnte diese Vermutung nicht bestatigt werden. In Anbetracht
der Schwierigkeiten des Nachweises von transienten Wechselwirkungen kann
jedoch auch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass diese Proteine
dennoch Pigmente binden kdénnen und dass folglich die hier verwendeten
Rekonstitutions- und Nachweismethoden ungeeignet waren.

Das PsbS-Protein kommt eher fur die Rolle des transienten Pigmentcarriers in
Betracht. Sowohl das native PsbS (Funk et al., 1995a) als auch das in dieser Arbeit
untersuchte rekombinante Protein wurde mit Pigmenten isoliert, was aber unter
stringenteren Bedingungen nicht mehr gewahrleistet war (Dominici et al., 2002; vgl.
auch 3.2.1.). AulRerdem waren keine excitonischen Interaktionen zwischen den
gebundenen Pigmenten feststellbar. Aus diesem Zusammenhang folgt die
Annahme, dass sich eine stabile und spezialisierte Interaktion des Proteins mit
Pigmenten erst mit der Deletion der vierten Transmembranhelix entwickelt hat. Dies
unterstitzt die schon zuvor aufgestellte Theorie, das Sammeln von Licht sei nicht
die ursprungliche Funktion der Cab-Proteine (Montané & Kloppstech, 2000).
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Wenn nach Montané & Kloppstech (2000) das Sammeln von Licht nicht die primare
Funktion der Cab-Proteine war, stellt sich weiter die Frage, welcher Faktor fur die
Pigmentbindung ausschlaggebend ist. Proteine, die den evolutiven Vorlaufern des
LHC Il gleichen, binden Pigmente nicht nachweisbar oder nur transient. Das kénnte
evtl. an der Struktur liegen. Die sich Uberkreuzenden Helices spielen eine wichtige
strukturelle Rolle bei der Pigmentbindung des LHC Il (Kihlbrandt et al., 1994).
Diese strukturelle Voraussetzung ist beim PsbS zumindest theoretisch auch
gegeben. Kurzere Proteine mussten oligomerisieren, um eine solche Struktur zu
erfullen. Eine Oligomerisierung konnte fur die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Proteine mit den verwendeten Methoden nicht nachgewiesen werden.
Versuche mit veranderten Rekonstitutions- und Aufreinigungsbedingungen kénnten
zur Aufklarung dieses Punktes beitragen.
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5. Zusammenfassung

Chlorophyll a/b-bindende Proteine gehdren zu den haufigsten Proteinen der Erde. Sie
bilden eine Proteinfamilie, zu der neben den Antennenproteinen der Photosysteme auch
die ,early light-induced proteins® (ELIPs) gehoéren. Die Mitglieder dieser Familie weisen
zumeist drei Transmembranhelices auf, es gibt aber auch kirzere Proteine mit zwei (Sep1
& 2) oder nur einem Membrandurchgangsbereich (OHP und die cyanobakteriellen Scp’s)
sowie das PsbS-Protein mit vier Helices. Die erwahnten Proteine zeigen Sequenzahnlich-
keiten zum Hauptlichtsammelkomplex des Photosystems Il (LHC Il) und obwohl es keine
Antennenproteine sind, werden ihnen pigmentbindende Eigenschaften zugeschrieben.

In dieser Arbeit wurden Experimente zur Pigmentbindung von rekombinantem, bakteriell
exprimiertem OHP, Scp, Sep1, Sep2 und PsbS durchgefihrt. Anhand der Ergebnisse zur
Pigmentbindung sollten Rickschlisse auf ihre Funktion gezogen werden. PsbS konnte
nach Rekonstitution mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation als pigmentierte Bande
isoliert werden, deren Pigment-Stéchiometrien eine deutliche Akkumulation von
Carotinoiden zeigten. Mit CD-Spektroskopie konnte pigmentabhangig eine starkere Helix-
bildung detektiert werden. PsbS-Rekonstitutionsprodukte wurden in Kristallisationsexperi-
mente eingesetzt und es konnten 2D-Kristalle beobachtet werden (C. Buchel, pers.
Kommentar). Trotz erforderlicher Optimierung der Kristallisationsbedingungen ist dieses
Ergebnis der starkste Hinweis auf Pigmentbindung an das PsbS-Protein, da dieses in
Abwesenheit von Pigmenten keine Kristalle ausbildete. Eine excitonische Kopplung der
Pigmente an das PsbS konnte nicht festgestellt werden und die Rekonstitutionsprodukte
waren auf einem schwach denaturierenden Gel nicht stabil. Die Ergebnisse unterstiitzen
die Vermutung, PsbS sei ein transient pigmentbindendes Protein.

Fir OHP sowie Sep1 und Sep2 konnte keine stabile Pigmentbindung nachgewiesen
werden. Sep2 hielt bei der Rekonstitution nach Immobilisierung auf einer festen Oberflache
Carotinoide zurlick, es ergab sich jedoch kein Hinweis auf eine Spezifitat der Pigment-
bindung. Die kurzen Sequenzverwandten kdnnen also entweder keine Pigmente binden,
oder die Bindung ist transient und so schwach, dass sie mit den verwendeten Methoden
nicht nachgewiesen werden kann.

WSCP aus Blumenkohl ist ein wasserlosliches Protein, das Chlorophylle zu binden
vermag. Seine Funktion ist bislang unklar. Rekonstitutionsversuche wurden bisher erfolg-
reich an einem Fusionsprotein mit dem Maltosebindenden Protein durchgefiihrt. In dieser
Arbeit wurde ein WSCP-Konstrukt mit N-terminal angehangtem His-Tag hergestellt und in
Bakterien Uberexprimiert. WSCP-his bildet pigmentabhangig Tetramere und bindet
Chlorophylle, nicht aber Carotinoide. In seinen biochemischen und spektroskopischen
Eigenschaften zeigt das rekombinante Protein keinen Unterschied zum nativen WSCP und
kann daher als geeignetes Werkzeug flr Untersuchungen zur Funktion dieses Proteins
herangezogen werden.

Rekonstitutionsexperimente mit verschiedenen Chlorophyll-Derivaten zeigten, dass der
Phytolrest fur die Oligomerisierung des Proteins verantwortlich ist. WSCP bindet neben
Chlorophyllen auch die Vorstufen Chlorophyllid und Mg-Protoporphyrin IX. Es kénnte sich
daher um ein Carrierprotein handeln, welches die Chlorophyll-Vorstufen von der Chloro-
plasten-Hullmembran durch das Stroma zur Thylakoidmembran transportiert. WSCP bindet
keine Carotinoide. Der Fall eines chlorophyllbindenden Pflanzenproteins ohne zusatzlich
gebundene Carotinoide ist jedoch bislang einmalig. Messungen zur Photostabilitdt und
zum Nachweis von Singulettsauerstoff zeigten aber, dass es dennoch das gebundene
Chlorophyll vor photooxidativer Schadigung schiitzt.
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7. Anhang

7.1. Abkilirzungen

Abs
Amp
AMS
APS
AS
ATP
BCA
BCIP

BSA
Cab
Car
CD
Chl
DMF
DNA
dNTP
ddNTP
DS
DTT
EDTA
ELIP
FITC
GuHCI
His
HLIP
HPLC

IEF
IPTG
kD
LDS
LHCP

Absorption
Ampicillin
Ammoniumsulfat
Ammoniumpersulfat
Aminosaure
Adenosintriphosphat
Bicinchoninic Acid

5% [w/v] 5-Bromo4-chloro-3-
indolylphosphat

Rinderserumalbumin
Chlorophyll a/b-bindend
Carotinoide

Circular Dichroismus
Chlorophyli

Dimethylformamid
Desoxyribonucleinsdure
Desoxyribonucleosidtriphosphat
Didesoxyribonucleosidtriphosphat
Dodecylsulfat

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat

Early Light-Induced Protein
Fluorescein-Isothiocyanat
Guanidinium Hydrochlorid
Histidin

high light-induced protein

high-performance liquid
chromatography

Inclusion Body

Isoelektrische Fokussierung
Isopropyl-RD-thiogalactopyranosid
Kilodalton

Lithiumdodecylsulfat

light-harvesting complex protein
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Lil

LM

Lu

MBP

2-ME / B-ME
Mg-Proto IX
Mw

NaP

NBT
Nx
oD
OHP
0G
p-A.
PAA
PAGE
pl
PNK
RBS
RP
rpm
Sep
Scp
SDS
TEMED
TRITC

TCA
uv
VIS
Vx
WSCP

Abkiirzungen

light-harvesting like
Dodecylmaltosid

Lutein

Maltose-Binding Protein
2-oder B-Mercaptoethanol
Mg-Protoporphyrin IX
Molekulargewicht

Natriumphosphat

5% Nitroblautetrazoliumchlorid
Neoxanthin

Optische Dichte

one helix protein
Octyl-B-D-glucopyranosid

per analysi, zur Analyse
Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Isoelektrischer Punkt
Polynukleotidkinase
Ribosomenbindestelle

Reversed Phase

Umdrehungen pro Minute
stress-enhanced protein

small Cab-like protein
Natriumdodecylsulfat
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat

Trichloressigsaure
Ultraviolett

sichtbarer Bereich des Lichts
Violaxanthin

water-soluble chlorophyll protein



6. Anhang Sequenzen

7.2. Sequenzen & Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Proteine

LHC 1l (D7f.3)
(Dilly-Hartwig et al., 1998)

MRKSATTKKV ASSGSPWYGP DRVKYLGPES GESPSYLTGE FPGDYGWDTA
GLSAdPETFS KNRELEVIHS RWAMLGALGC VFPELLSRN(F VKFGEAVWEK
AGSQIFSEGG LDYLGNPSLV HAQSILATWA TQVILMGAVE GYRIAGGPLG
EVVDPLYPGG SFDPLGLADD PEAFAELKVK ELKNGRLAMF SMFGFFVQATI
EGKGm

[Transmembrandom&nen]
Mw: 25045,5 g/mol (25kD)
Anzahl Aminoséauren: 233
Nettoladung: -6
Extinktionskoeffizient: 47718 (M*cm) ™'
A280=1 (1cm) 0.52 mg/ml; 0.21 mM
pl: 4,93 (EMBL)
C2.4h Pra-LHCP, wie D7f.3, mit Cystein in stromaler Schleife
35b.1 wie D7f.3, Schleifenregion zwischen 2. und 3.Transmembranhelix deletiert,

rekonstituiert nicht.

OHP (SR-7)

(Jansson et al., 2000; Raunser, 2000)

MSSSPLSSSL FHPLSTLSTH CHGRRONLCFEF NRKQQPEFVVR AAKLPEGVIV

EIGKGLDLPL

Transmembrandoméane ‘Thorsten Schweickhardt
Mw: 12010,2 g/mol (11kD)
Anzahl Aminoséauren: 110
Nettoladung: +5
Extinktionskoeffizient: 6982 (M*cm) !
A280=1 (1cm) 1.72 mg/ml; 0.143 mM
pl: 9,98 (EMBL)

SR7-his2 wie SR-7, His-Tag am N-Terminus
(Raunser, 2000)
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6. Anhang Sequenzen

ScpC
(Funk & Vermaas, 1999)

MTTRGFRLDQ DNRLNNFAIE PEVYVDSSVQ AGWTKYAEKM NGRFAMIGFA

_____________________________

nach dem ,DAS*-Transmembrane Prediction Server (vgl. 6.4)

Mw: 7868,0 g/mol (kD)
Anzahl Aminoséuren: 70

Nettoladung: -1
Extinktionskoeffizient: 14828 (M*cm) 5
pl: 5,54 (EMBL)
ScpD

(Funk & Vermaas, 1999)

MTSRGFRLDQ DNRLNNFAIE PPVYVDSSVQ AGWTEYAEKM NGRFAMIGEV
SLLAMEVITG HGIVGWLNSL —

nach dem ,DAS*-Transmembrane Prediction Server (vgl. 6.4)

Mw: 7822,9 g/mol (kD)
Anzahl Aminoséauren: 70

Nettoladung: -2
Extinktionskoeffizient: 14828 (M*cm) 5
pl: 4,86 (EMBL)

Sep 1 (N-terminal Thioredoxin)
(Heddad & Adamska, 2000)

MALSQVSASL AFSLPNSGAL KLATITNPTS TCRVHVPQLA GIRSTFASGS
PLLPLKLSMT RRGGNRAASV SIRSEQSTEG SSGLDIWLGR GAMVGFAVAT
TVEISTGKGL LENFGVKSPL PTVALAVTAL VGVLAAVEFTIF QSSSKN

| Transmembrandomanen]|

myristoylation sites
Mw: 14858,3 g/mol (kD)
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Anzahl Aminoséauren: 146
Nettoladung: +6
Extinktionskoeffizient: 6782 (M*cm) '
pl: 11,33 (EMBL)

Sep2
(Heddad & Adamska, 2000)

MAMATRAIRY QLPSPRFRAP RCESSEPIKQ IQIQQRPRGG DLAENGKIVL
QPRLCTLRSY GSDMVIAKKD GGDGGGEGGSD VELASPFFET LTDYIESSKK
SQDHETISGR LAMIVFAVTV TEEIVTGNSL FKKLDVEGLS EATIGAGLAAM

GCAAMFAW RNRVGR V N DS LVDQIVD{SLF YDTKPSDWSD
DL
[ Transmembrandomanen|
myristoylation sites
Mw: 21989,2 g/mol (kD)
Anzahl Aminoséuren: 202
Nettoladung: -4
Extinktionskoeffizient: 19250 (M*cm) !
pl: 4,79 (EMBL)

PsbS
(Wedel et al., 1992; Funk, 2001; Umklonierung mit C-terminalem His-Tag von C. Blchel, Frankfurt)

Transitsequenz

MAQAMLILMMP
SSSSSTVEKT

GVSTTNTIDL
LALFKSKAKA

KRNALLKLQT QKIKPKSSTS

NLEFFSPLPSS

PKKIVEKPKLK VEDGLFQTSG

FVGRVAMIGF

AASLLGEGIT

GIGFTKENEL

GKGILSQLNL ETGIPIYEAE

LLGAIGALGD

RGREFVDEPTT

PLLLFFILFET

GLEKAVIPPG KDVRSALGLK

TKGPLFGFTK

SNELFVGRLA

QLGFAFSLIG

EIITIGKGALA QLNIETGVPI

NETEPLVLLN

VVEFFFIAATN

PGTGKEF|ITDD

Mw:

Anzahl Aminosauren:

EEED

[Transmembrandomanen |

29197,4 g/mol (22kD)

274
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Nettoladung:

Extinktionskoeffizient:

A280=1 (1cm)
pl:

+3
5557 (M*cm) ™
5.25 mg/ml
9,55 (EMBL)

Sequenzen

0.18mM

MBP-WSCP
(Satoh et al., 1998)

Das Fusionsprotein besteht aus WSCP und dem N-terminal angehangten MBP.
Letzteres wird auch MalE genannt und ist ein Teil des Maltose/Maltodextrin-
Systems von E. coli, das an der Aufnahme und dem Abbau von Maltodextrin
beteiligt ist. Das MBP hat ca. 41 kD und besteht aus 2 Domanen, zwischen die die

Maltose gebunden wird.

WSCP-his

MRHHHHHHEF REQVKDSNGN PVKRGAKYFT
CPLGITQTLL PYQPGLPVSFE GYEPVIVGTD
NELSKLWAVD VSSSAAKEPA IIIGGERTAP
SGTVGTIPGP WLGAPQLIAT NDDAKTLEVK

LGLRMFPFY

Mw:
Anzahl Aminosauren:

Nettoladung:

Extinktionskoeffizient:

A280=1 (1cm)
pl:

22872,3 g/mol (22kD)
209

+2

28910 (M*cm) ™'

0.79 mg/ml; 0.035 mM

QPAKSNGGGL
YIYTSTTINI EFRSEIWPVC
NSKFKIEEAT GAHTYKLTTS
FVKVDDDATK ATTSTSRVEK

Hydrophober Bereich

8,4 (ExPASy) — 8,7 (EMBL)
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6. Anhang Pigmente

7.3. Strukturen der Pigmente und Pigment-Derivate

o

_H

-0

Chlorophyll b

CHZCHZCOZCHZCH:(|:(CH2CHZCH21)H)30H3

Bakteriochlorophyll a : CH, CH,

Chlorophyll a

CHZCHZCOZCHZCHZ?(CHZCHZCHZ?H)3CH3
3 CH, CH,

CH,CH,CO,CH,CH==G(CH,CH,CH,LH),CH,
3 CH, CH,

Zn-Phéophytin a

Phaophytin a

Chlorophyllid a Phaophorbid a
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H,C

CH,OH

1 CH,CH,COOH
Zn-7'OH- ¢H H CH,
Pheophorbid a 3

Zn-Phéaophorbid a Mg-Protoporphyrin IX
(Zn-Chlorophyllid)

Pigmente

OH

) e e S Vs N

HO

Neoxanthin

OH

/o

X X NS \\ X
HO

Violaxanthin
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OH
NS S NS N > XN N _n
HO
Zeaxanthin
X X NS S S BN X .
B- Carotin
X NS X NS X N X X
o]
Echinenon
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7.4. Internetseiten zur Bestimmung von Proteineigenschaften.

.Schepartz Biopolymer Calculator® http://paris.chem.yale.edu/extinct.html
Hier kann man Uber die Aminosauresequenz den Extinktionskoeffizienten ermitteln lassen.

ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.org

SWISS PROT and TrEMBL http://www.expasy.org/sprot
~protein knowledge database*

Berechnung des Isoelektrischen Punktes http://www.embl.de/cqi/pi-wrapper.pl

Sekundarstruktur-Abschatzung http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein

.DAS"-Transmembrane Prediction Server  http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS
Diese Seite ist nitzlich, wenn man sich fiir Abschatzungen Uber eventuelle Transmembranbereiche
interessiert.

Protein Colourer http://www.ebi.ac.uk/proteincol/index.html

Alignment- Paarweise http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/qgorf/bl2.html
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