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Kapitel 1: Einleitung

1. Einleitung

Die Nutzung des Sonnenlichts zur Energiegewinnung ist die wesentliche Voraussetzung fur
die Existenz nahezu allen Lebens auf der Erde. Ohne die Lichtabsorption der Priméarprodu-
zenten (photosynthetische Bakterien und Pflanzen) wére es vermutlich nie zu einem langerfri-
stigen Aufbau von Biomasse gekommen, welche jetzt die Nahrungsgrundliage fur Tier und
Mensch darstellt.

Kernstiick der pflanzlichen Photosynthese ist die photoinduzierte Ladungstrennung in den
Reaktionszentren der Thylakoidmembran. Durch Lichteinstrahlung passenden Energiegehalts
kommt es hier zur Anregung von Chlorophyll a (Chla), das nachfolgend ein Elektron an einen
Priméarakzeptor abgibt. Im Photosystem 11 (PSII) handelt es sich dabei um Ph&ophytin. Eine
Potentialdifferenz von 1,8V kann hier durch die Nutzung der eingestrahlten Sonnenenergie
Uberwunden werden. Das Elektron wird liber die Elektronentransportkette auf NADP' iiber-
tragen, zuriick bleibt das Chlorophyllkation, welches mit Hilfe der Wasserspaltung wieder
reduziert wird.

Da die Wahrscheinlichkeit einer direkten Lichtanregung des fraglichen Chla im Reaktions-
zentrum &aulRerst gering ist, haben Pflanzen membranintegrale Antennensysteme entwickelt,
die die Sonnenenergie auf diese Pigmente fokussieren. Es handelt sich hierbei um Protein-
Pigment-Komplexe, die das Licht grof3er Wellenldngenbereiche absorbieren und nachfolgend
auf Chla des Reaktionszentrums tibertragen.

Im PSII gliedert sich die Antenne in zwei Teile. Den &uf3eren Tell stellen Chlorophyll a/b-
bindende Proteine (Cab-Proteine) dar. Die von ihnen absorbierte Lichtenergie wird auf den
inneren Teil der Antenne Ubertragen. Hier leiten die Chla-bindenden Proteine CP 47 und CP
43 die Solarenergie zum Reaktionszentrum des PSI| weiter.

Ziel dieser Arbeit war die Generierung eines biomimetischen Modells eines solchen Photosy-
stems, bestehend aus einem Lichtsammler und einem Energieakzeptor. Es sollte ein moglichst
einfaches Modell sein, an dem die zur letztendlichen Ladungstrennung im pflanzlichen Reak-
tionszentrum fiihrenden Energietransferwege nachempfunden werden kénnen.

Es wurde dazu mit einem Protein der @uf3eren Antenne des PSII gearbeitet, dem Hauptlicht-
sammlerkomplex LHCII (,light harvesting complex 11*). An dieses Cab-Protein wurden syn-
thetische Farbstoffe angekoppelt, die die vom Lichtsammelprotein absorbierte Lichtenergie
aufnehmen und in veranderter Qualitat wieder abgeben kdnnen. Ziel war es, einen moglichst
effizienten, nahezu vollstandigen Energietransfer von den Chlorophyllen des LHCII auf die
angekoppelten Farbstoffe zu etablieren. Die Farbstoffe sollten dhnlich dem photosyntheti-
schen Reaktionszentrum als Energieakzeptor dienen und nachfolgend diese Energie wieder
zugéanglich machen.

Die biomimetischen Modelle sollten zur Erforschung des komplexinternen Energietransfers
(vgl. Kapitel 1.2) sowie zur Determinierung wichtiger struktureller Eigenschaften des LHCII
(vgl. Kapitel 1.1.3) herangezogen werden. Gleichzeitig sollte mit ihrer Hilfe auf eine techni-
sche Nutzbarmachung der pflanzlichen Energiegewinnung hingearbeitet werden (vgl. Kapitel
1.4).

Bevor auf die genaue Konstruktion dieser biomimetischen Modelle eingegangen wird, soll der
beteiligte Proteinkomplex, LHCII, ndher vorgestellt werden.
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1.1 Struktur des LHCII

In der aul3eren Antenne des PSII sind bislang 6 verschiedene Cab-Proteine (Lhcb-1 bis Lhcb-
6) charakterisiert worden (cf. Jansson, 1994). Lhcb-1 bis -6 sind kerncodierte Proteine. Sie
werden im Cytosol synthetisiert, mit Hilfe eines , Precursor“-peptids in den Chloroplasten
transportiert und in die Thylakoide inseriert (cf. Jansson, 1994). Hier liegen sie in Form pig-
mentierter Komplexe vor.

Lhcb-1, -2 und vermutlich auch -3 bilden den Hauptlichtsammlerkomplex, LHCII, des PSII.
Die Apoproteine besitzen einander vergleichbare Molekulargewichte von 24-29 kDa und
stellen ein Drittel alen Proteins der Thylakoidmembran dar. 50% des gesamten Chlorophylls
einer Pflanze bindet hier.

Der LHCII liegt nativ in Form von Trimeren vor. Jansson (1994) vermutet die Existenz ge-
mischter Trimere der Proteine Lhcb-1 und -2. Uber Lhcb-3 ist diesbeziiglich wenig bekannt.
Monomeres Lhcb-1 oder -2 findet man in ergrinenden Pflanzen (Dreyfuss und Thornber,
1994), es stellt hier offenbar ein Intermediat bei der Oligomerisierung dar.

1.1.1 Kristallographisch aufgeloste LHCII-Struktur

Die raumliche Struktur des LHCII-Monomers konnte durch kristallographische Untersuchun-
gen von Kihlbrandt et al. (1994) in einer maximalen Auflésung von 3,4 A determiniert wer-
den. Zentrale Helixbereiche konnten entschliisselt, sowie die Position von 12 Chlorophyllen
und 2 Xanthophyllen bestimmt werden. Periphere Proteinbereiche, wie der N-terminus oder
die Schleifenregionen zwischen den Helices blieben dagegen in ihrer Struktur unklar. Die
Aufldsungsgrenze von 3,4 A reichte dariiber hinaus nicht aus, zwischen den verschiedenen
biochemisch detektierten, Pigmentspezies (Chla und Chlorophyll b (Chlb) oder Lutein und
Neoxanthin) zu unterscheiden. Auch die Orientierung der Pigmente im Komplex konnte nicht
bestimmt werden.

Abb. 1.1: Schematische Dar stellung eines pigmentierten LHCI1-Monomers nach Unter-
suchungen von K tihlbrandt et al. (1994)
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Das LHCII-Monomer besitzt drel transmembrane Helices. Eine vierte, amphipathische Helix
wurde C-proximal gefunden. Die Benennung und Lage der Helices erfolgt nach Kihlbrandt et
al. (1994) (vgl. LHCII-Darstellung in Abb. 1.1 und Abb. 1.2):

Abb. 1.2: Benennung der Helicesim LHCI |

N—| HelixB LI HelixC || HelixA | HelixD | ¢

Abfolge der Helices: N-terminus (im Stroma)- Helix B (35 Aminosauren (AS), 51 A Lange) —
Helix C (21 AS, 31 A) - Helix A (30 AS, 43 A) - Helix D (10 AS) - C-Terminus (im Intrathylakoidraum)

Helix B und A sind in entgegengesetzter Richtung um jewells 32° zur Membrannormalen
geneigt und bilden damit in der Seitenansicht ein Kreuz (vgl. Abb. 1.1). Zwei |onenpaare,
bestehend aus je einem Arginin und Glutamat, verknipfen an der Kreuzungsstelle die beiden
Helices, eine maximale Anndherung auf 8,5 A erfolgt hier. Helix C besitzt eine deutlich ge-
ringere Neigung zur Membrannormalen von 9°.

Das Glutamat der lonenpaare, wie auch weitere Glutamin-, Asparagin- und Histidin-Gruppen
sind vermutlich mitverantwortlich fur die Chlorophyllbindung an das Proteingeriist. Die Ami-
nosauren interagieren Uber ihre polaren Seitenketten mit dem zentralen Magnesiumatom der
Pigmente. 8 solcher Seitenkettenliganden wurden gefunden, die tbrigen Chlorophylle wech-
selwirken nach Meinung Kihlbrandts (Kuhlbrandt et al., 1994) vermutlich indirekt Gber ein
Wassermol ekl mit den Carbonylgruppen der Polypeptidkette.

Kristallographische Chlorophyllzuor dnung

Mittels biochemischer Untersuchungen wiesen Kihlbrandt et al. (1994), Connelly et al.
(1997) und weitere Forscher im LHCII ein Verhdlitnis von Chla zu Chlb von 1,3-1,4 nach.
Kuhlbrandt et al. (1994) folgerten daraus das Auftreten von 7 Chla und 5 Chlb pro LHCII-
Monomer. Die Pigmentspezifizierung der kristallographisch aufgeldsten Porphyrinsysteme
erklarten sie Uber die Notwendigkeit einer Loschung langlebiger Chla-Triplettzustande im
Komplex. Xanthophylle kénnen von Chla im Elektronenaustauschmechanismus (nach Dexter,
vgl. Kapitel 1.2) angeregte Triplettenergiezustande tbernehmen und in Form von Warme frei-
setzen, vorausgesetzt der Abstand zwischen beiden Pigmentspezies betrégt nicht mehr als 5 A
(van Grondelle, 1985). Genau 7 Chlorophylle erfillen diese Vorgabe im Komplex, es mufdte
sich nach Ansicht Kihlbrandts daher um Chla handeln. Chlb transferiert seine Anregungs-
energie zu schnell auf Chla (vgl. Kapitel 1.2), als dal? es zur Ausbildung von angeregten Tri-
plettzustanden kommen konnte.

Diese Meinung ist nicht unumstritten, weder beziiglich der genauen Chlorophyllanzahl noch
bezlglich deren Position und Orientierung im Komplex besteht in der Fachwelt Einigkeit. So
detektierten Croce et al. (2001) z.B. einen Energietransfer von Lutein auf Chlb im Bereich
von 50 fs (vgl. Kapitel 1.2), was nur bel einem sehr geringen Chromophorenabstand mdéglich
ist. Eine ausschliefdliche Besetzung der luteinnahen Chlorophyllbindestellen durch Chla wurde
damit ausgeschlossen.

Kristallographische Carotinoidzuordnung

Die Carotinoidzuordnung nach Spezies und Bindungsort ist im LHCII deutlich weniger um-
stritten als die Chlorophyllzuordnung. Durch biochemische Untersuchungen von Lee und
Thornber (1995) wurden 6 Luteine, 2 Neoxanthine und 1 Violaxanthin pro Trimer nachgewie-
sen. Dievon Kihlbrandt et al. (1994) kristallographisch detektierten 2 Xanthophylle pro Mo-
nomereinheit werden deshalb in der Regel als Lutein gedeutet. Sie liegen im Komplexinneren

3
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und sind, dhnlich den Helices A und B, in entgegengesetzter Richtung in einem Winkel von
50° zur Membrannormalen geneigt. An ihrer Uberkreuzungsstelle néhern sie sich auf 11 A.
Ihnen wird ein stabilisierender Effekt auf die Proteinstruktur des LHCII zugeschrieben, des-
weiteren sind sie fur das Quenching langlebiger Chla-Triplettzustande essentiell.

1.1.2 in vitro-Rekonstitution

In dieser Arbeit wurde mit dem bakteriell Uberexprimierten Apoprotein Lhcb-1 des LHCII
gearbeitet. Grofdter Vortell der Nutzung des rekombinanten Proteins gegenlber der nativen,
aus der Pflanze isolierten, Form war die leichtere Modifizierbarkeit der AS-Sequenz auf
DNA-Ebene. So wurden AS zur ortsspezifischen, selektiven Kopplung eines Energieakzeptors
an das Lhcb-1 oder aber fir eine definierte Proteinimmobilisierung zur Nutzung der LHCII-
Energiefallenkonstrukte inseriert.

Lhcb-1 ist im nativen LHCII das dominierende Protein. Esist nach Jansson (1994) vermutlich
das haufigste Membranprotein der Erde. Die meisten Pflanzen besitzen mehrere Ihcb-1-Gene,
die fur Proteine einer Lange von ca. 232 AS codieren. Ein [hcb-1-Gen von Pisum sativum (AB
80) wurde in unserer Arbeitsgruppe in einen Expressionsvektor der pDS12-Reihe einligiert
und ein E.coli-Stamm damit transformiert. Das Gen steht unter der Kontrolle des Lac-
Operators und kann daher durch die Zugabe des Galaktose-Analogons IPTG (Isopropylthio-
galaktosid) zur Expression gebracht werden. Das Protein wird im Bakterium in Form von Ein-
schlufkdrpern abgel agert und kann daraus extrahiert werden.

Um aus dem bakteriell exprimierten Lhcb-1 intakte LHCII-Komplexe zu generieren, ist eine
Renaturierung des Lichtsammlerproteins notwendig. Eine Rickfaltung erfolgt unter Zugabe
der im nativen LHCII gebundenen Pigmente Chla, Chib, sowie den Xanthophyllen Lutein,
Neoxanthin und Violaxanthin. Man spricht von der in vitro-Rekonstitution (vgl. Kapitel
3.2.2).

Struktur und Funktionen des in vitro hergestellten LHCII gleichen nach bisherigen Messungen
dem nativen Komplex weitestgehend. Kristallographische Untersuchungen von Hobe et al.
(1994) am rekombinanten Trimer zeigten keinerlei Unterschiede zum nativen Trimer. Kom-
plexinterne Energietransferprozesse (fluorometrisch von Paulsen et al., 1990 bestimmt) sowie
excitonische Kopplungen der Chlorophylle untereinander (mit Hilfe von Untersuchungen zum
Circular-Dichroismus bestimmt, Paulsen et al., 1993) gleichen den fir den nativen Komplex
bestimmten Daten.

Aber nicht nur fur die Experimente dieser Arbeit zur Generierung des biomimetischen Mo-
dells eines Photosystems war die Nutzung der rekombinanten Lichtsammlerkomplexe von
Vorteil. Auch fir die genauere Carotinoid- und Chlorophyllzuordnung sowie deren mdgliche
Orientierung im LHCII wurde das bakteriell exprimierte Protein verwendet.

Dazu wurde die AS-Sequenz an potentiellen Pigmentbindestellen modifiziert und eine mogli-
che Verénderung der Chlorophyll- und Carotinoidzusammensetzung im Komplex nachfolgend
photometrisch quantifiziert. Neben unserer Arbeitsgruppe arbeiten R.Bass et al. (z.B. Croce
et al., 1999) sowie W.Kuhlbrandt et al. (z.B. Rogl et al., 1999) mit dieser Methode. Da es auf
diese Weise gelang, die Pigmentzuordnung von Kihlbrandt et al. (1994) zu erweitern, zu ma-
nifestieren, aber teilweise auch zu revidieren, sollen die Ergebnisse hier kurz dargelegt wer-
den.
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Carotinoidzuor dnung in rekombinanten Komplexen

Von nahezu allen Forschern wurden neben Lutein auch Neoxanthin und in geringeren Mengen
auch Violaxanthin im LHCII detektiert. Eine Neoxanthinbindestelle konnte kristallographisch
nicht nachgewiesen werden. Untersuchungen von Croce et al. (1999) legten jedoch die Anwe-
senheit einer solchen Bindestelle nahe. In Punktmutanten des rekombinanten LHCII-
Monomers konnte ein Verlust dieses Carotinoids durch AS-Austausch auf der Helix C indu-
ziert werden. Die Autoren gehen aufgrund dieser und weiterer spektroskopischer Untersu-
chungen von einer Neoxanthinbindestelle zwischen Helix C und den gekreuzten Helices A/B
aus.

Die von Lee und Thornber (1995) gefundene stéchiometrische Carotinoidzusammensetzung
von 6 Luteinen, 2 Neoxanthinen und 1 Violaxanthin pro Trimer ist daher vermutlich nicht als
absolut anzusehen. Existiert in jedem LHCII-Monomer eine Neoxanthinbindestelle, kann sie
potentiell auch besetzt werden, was zu einem maximalen Neoxanthingehalt von 3 Molekilen
pro LHCII-Trimer fihrt (Ruban et al., 1999).

Chlorophyllzuordnung in rekombinanten Komplexen

In Punktmutanten des LHCII, die eine genetische Veradnderung an einer potentiellen Chloro-
phyllbindestelle trugen, wurden Veranderungen im Gesamtchlorophyllgehalt detektiert. Rick-
schlisse auf die Pigmentbindung in der verénderten Proteinregion wurden damit moglich. Fir
viele Chlorophylle wurden die Postulate von Kuhlbrandt et al. (1994) bestétigt (cf. van
Amerongen und van Grondelle, 2001). Fir zwei as Chlb bindend postulierte AS (Bindung
von Chibl und Chib3, Nomenklatur nach Kuhlbrandt et al.; 1994) wurden dagegen verstérkt
Hinweise auf eine Chla-Kopplung gefunden (Remelli et al., 1999; Rogl et al., 1999).
Insgesamt |1&3t aber auch diese Methode bislang keinen letztendlichen Beweis der Pigmentzu-
ordnung zu. Zum einen kam es durch einzelne Punktmutationen haufig zum Verlust von mehr
alseinem Chlorophyll (vgl. z.B. Yang et al., 1999, Mutation der Chla5-Bindestelle fuhrte zum
Verlust von mehr als 3 Chlorophyllen). Zum anderen wurde in den Punktmutanten haufig ein
substochiometrischer Verlust von Chla und Chlb nachgewiesen, was die Determination der im
nativen Komplex gebundenen Pigmentspezies zusétzlich erschwerte.

Vermutlich bindet nicht jedes Chlorophyll an eine spezifische AS (vgl. Remelli et al., 1999),
auch indirekte Proteinkopplungen Uber Pigment-Pigment-Interaktionen sind moglich und
schon von Kihlbrandt et al. (1994) postuliert worden. Daneben wurde in letzter Zeit haufiger
die Frage nach der Ausschliefdlichkeit der Zuordnung einer Chlorophyllspezies pro Pigment-
bindestelle gestellt. Zwar wurde bisang an nativem LHCIlI immer ein konstantes Chla/b-
Verhdtnis detektiert, Versuche von Fey (2001) oder Kleima et al. (1999) zeigten jedoch bei
rekombinanten Komplexen je nach Versuchsbedingung starke Variationsmaoglichkeiten in der
Bindung von Chlaund Chlb.

Neben den Unsicherheiten in der Pigmentzuordnung im LHCII blieben nach den kristallogra-
phischen Untersuchungen von Kuhlbrandt et al. (1994), wie schon eingangs erwahnt, auch
Fragen beziiglich der Proteinstruktur bestehen. Eine dieser Fragestellungen wurde im Rahmen
dieser Arbeit bearbeitet und soll daher hier vorgestellt werden.

1.1.3 Struktur und Funktion des N-terminus

Der N-terminale Teil des LHCII ist von grof3er funktioneller Bedeutung bei der Assemblie-
rung der LHCII-Trimere sowie bei der Regulation der den Reaktionszentren zur Verfligung
stehenden Anregungsenergie. Da von diesem Proteinbereich strukturell keinerlei Informatio-
nen vorlagen (s.u.), sollten in dieser Arbeit die biomimetischen Modelle aus LHCII und ange-
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koppeltem Farbstoff zur Charakterisierung des Proteinbereichs herangezogen werden. Dazu
sollte die externe Energiefale an den N-terminus oder in direkter Nachbarschaft zum N-
terminus (vgl Kapitel 3.1) positioniert werden. Ziel war es, Uber Energietransfereffizienzen
von Chla auf den Farbstoff einen Einblick in die molekularen Abstande von Donor und Ak-
zeptor zu erhalten und damit Strukturvorhersagen zu treffen (vgl. Kapitel 1.5).

Der N-terminus ragt aus der Thylakoidmembran ins Stroma. Im Lhcb-1 des AB 80 Gens be-
tragt seine Lange 55 Aminosauren (ein Teil der membrandurchspannenden Helix B soll nach
Cammarata und Schmidt (1992) und Karlin-Neumann et al. (1985) auch aus der Membran
ragen, wird aber im folgenden nicht zum N-terminus gerechnet).

Fir die fehlende kristallographischen Auflésung dieses Proteinbereichs in den Untersuchun-

gen von Kihlbrandt et al. (1994) kénnen folgende Szenarien angenommen werden.

a) Der N-terminus besitzt keine determinierte, in jedem Protein in gleicher Weise einge-
nommene Struktur.

b.) Der N-terminus unterliegt umgebungsabhangig K onformationsénderungen.

c.) Kristallographisch untersuchte, native LHCII-Trimere setzen sich aus Lhcb-1, Lhcb-2 und
eventuell Lhcb-3 zusammen. Die Proteine zeigen in den peripheren Proteinbereichen ge-
ringere Sequenzhomologie als im Bereich der transmembranen Helices. Die Aufldsungs-
schwierigkeit konnte daher in der Proteinheterogenitét begriindet sein.

Wahrend fir Szenario c.) keine gesicherten Erkenntnisse beziiglich Strukturinhomogenitéten
von Lhcb-1 bis -3 vorliegen, gibt esfir Szenario b.) einige Hinweise.
So fanden Nilsson et al. (1997) an synthetischen Peptiden einer Sequenz von 15 AS gleicher
Abfolge wieim Lhcb-1 (vgl. Kapitel 2.3, im synthetischen Peptid ohne Methionin als 1. AS)
eine Veranderung der Peptidstruktur nach Phosphorylierung des Threonins an Position 5. Es
ist schon seit langerer Zeit bekannt, dal3 LHCII auch in der Thylakoidmembran an dieser oder
der darauffolgenden Aminosaure (Thr6) phosphorylierbar ist und dal3 diese Phosphorylierung
in eéinem engen Zusammenhang mit den ,, state-transition” -Prozessen (Auswandern des LHCI|I
in stromale Thylakoidbereiche zur Verkleinerung der PSII-Antenne) steht (Allen, 1992).
Nilsson et al. (1997) fanden nach Phosphorylierung eine signifikante Zunahme der a-
Helikalitét in ihrem Peptid.
Zer et al. (1999) unterstiitzten die Hypothese einer N-terminalen Konformationsanderung
durch Untersuchungen am nativen LHCII. Sie postulierten eine lichtinduzierte strukturelle
Umgestaltung des fraglichen Proteinabschnitts, da sie an isolierten Komplexen nach Bestrah-
lung eine deutlich erhéhte Phosphorylierbarkeit im Dunkeln detektierten. Sie folgerten daraus
eine mogliche Konformationsdnderung des Proteinbereichs zur besseren Exposition der Phos-
phorylierungsstellen. Diese These wurde durch einen Trypsinverdau unterstrichen. Trypsin ist
eine Protease, welche im intakten LHCII nur 35 Aminosauren des N-terminus verdaut (Paul-
sen et al., 1993), der Ubrige Teil des Proteins ist proteasegeschitzt. Nach Lichteinwirkung auf
den Komplex konnte eine deutlich erhohte Trypsinverdaueffizienz gezeigt werden, was auch
auf eine strukturelle Umgestaltung dieses Bereichs hindeutete.

Aber auch die Trimerisierung von LHCII-Monomeren scheint eine strukturelle Verénderung

des N-terminus zu induzieren. So konnten in Farbstoffkopplungsversuchen von Huschenbett

(2001) N-terminale Proteinbereiche im Monomer besser markiert werden als im Trimer. Es

wurde daher bei den Monomeren von einer stdrkeren Exposition der markierbaren AS ausge-

gangen. Die eingenommene N-terminale Konformation konnte hier eine groféere Interak-
tionsmoglichkeit des Proteinabschnitts mit dem umgebenden, farbstoffhaltigen Medium be-
wirken.

Damit ist eswahrscheinlich, dal3 Szenario b.) zur geringen kristallographischen Auflésung des
N-terminalen Proteinbereichs (Kuhlbrandt et al., 1994) beitrug. Szenario a.) dagegen mutet
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nach obigen Informationen zu definierten Konformationsanderungen eher unwahrscheinlich
an. Esist dartiber hinaus schwer vorstellbar, dal3 ein so bedeutungsvoller Teil des LHCII keine
definierte Struktur haben sollte.

Neben seinem Beitrag zum Prozel3 der , state-transition” ist dieser Proteinteil noch in minde-
stens dreifacher Hinsicht wichtig. So zeigten Versuche von Reinero und Tobin (1991), dal3 bei
fehlendem N-terminus kein korrekter Proteinimport durch die Chloroplastenhillmembranen
erfolgen konnte.

Auch bei der Assemblierung der Trimerstruktur ist die Anwesenheit des N-terminus essen-
tiell. Fehlten in Versuchen von Hobe et al. (1995) mit dem rekombinanten Protein die Ami-
nosauren 16-21 des Lhcb-1, fand keine Oligomerisierung statt. Auch die fur die Trimerisie-
rung essentielle Bindung von Phosphatidylglycerol ging verloren (Nuf3erger et al., 1993).
Versuche von Yang et al. (2000) zeigten darUber hinaus die Notwendigkeit eines verfligbaren
N-terminus als Angriffspunkt pflanzenendogener Proteasen. So konnten LHCII-Monomere
nur in Anwesenheit ihres N-terminus verdaut werden. Proteinmutanten, denen die ersten 58
Aminosauren fehlten, wurden von der Protease vermutlich nicht erkannt.

Interessanterweise scheint dieser Proteinteil jedoch fur die Pigmentbindung nicht essentiell zu
sein. Experimente von Paulsen und Hobe (1992) und Cammarata und Schmidt (1992) demon-
strierten an rekombinantem LHCII, dal3 auch nach Deletion des gesamten N-terminus auf
molekularer Ebene sowie eventuell des aus der Membran ragenden Teils der Helix B (unter-
schiedliche Ergebnisse in beiden Verdffentlichungen) eine in vitro-Rekonstitution von mono-
merem LHCII moglichist.

Das war eine wesentliche Voraussetzung fir die Versuche dieser Arbeit, in denen zur struktu-
rellen Untersuchung dieses Proteinbereichs mit unterschiedlich N-terminal verkirzten Mutan-
ten des LHCII gearbeitet wurde (vgl. Kapitel 1.5).
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1.2 Energietransferprozesse

Ein wesentliches Augenmerk dieser Arbeit war auf Energietransferprozesse gerichtet, Ener-
gietransferprozesse innerhalb des LHCII und von ihm auf mégliche Energieakzeptoren in den
biomimetischen Modellen. Daher soll hier zunéachst eine kurze Einfiihrung in die beiden pho-
tosynthetisch relevanten Energietransferprozesse gegeben werden, um daran anschlief3end
bislang erforschte Energietibergange im LHCII zu présentieren.

1.2.1 Resonanz-Energietransfer (RET) nach Forster

Beim RET handelt es sich um einen induzierten Dipolmechanismus. Die elektronische Anre-
gung eines Donormolekiils wird durch ein sog. Ubergangsdipolmoment (up) charakterisiert.
Up kann mit einem entsprechenden Ubergangsdipolmoment (ua) eines Akzeptormolekils in
Wechselwirkung treten, wenn hier ein (nicht verbotener) elektronischer Ubergang gleicher
Frequenz existiert. Man spricht vom Resonanztransfer.

Die Wechselwirkung zwischen Energiedonor und Energieakzeptor hangt von der Orientierung
der Dipole (up und pa) und ihrem Abstand voneinander (R) ab. Von besonderer Bedeutung
ist die Abhangigkeit des Energielibergangs von R. Die quantenmechanische Behandlung er-
gibt fir die entsprechende Ratenkonstante (ket) den Ausdruck (vereinfacht, nach Turro,
1978):

ker = Konstante.” my?” my?/ R®

D.h. Ker nimmt hier bei zunehmendem R in der 6. Potenz ab.

Fir den RET existiert als weitere wichtige Grof3e Forsters kritischer Abstand (Ro). Dieser gibt
an, bei welchem R nur noch die Halfte der vom Donor absorbierten Energie auf den Akzeptor
Ubertragen wird (vgl. Kapitel 4.1.3). Charakteristisch fur den RET ist, dal3 keine Uberlappen-
den Elektronenwol ken zwischen Donor und Akzeptor fir den Ubergang erforderlich sind. Ein
Energietransfer kann Uber Distanzen bis zu 10 nm erfolgen.

Voraussetzung fur den RET sind daher nur eine spektrale Uberlappung der Donoremission
und der Akzeptorabsorption, eine moglichst gute Dipol-Dipol-Orientierung (im Optimalfall
parallel zueinander) und ein R < 10 nm (der potentielle Maximalwert von R, der noch zu ei-
nem signifikanten Energietransfer fuhrt, ist abhangig von den ersten beiden Bedingungen).

1.2.2 Energietransfer nach dem Dextermechanismus

Um diesen Mechanismus zu ermdglichen, dirfen Donor und Akzeptor keinen gréf3eren Ab-
stand als die Summe ihrer beiden Van-der-Waals-Radien zueinander haben. D.h. Donor und
Akzeptor miissen einander so nahe sein, dal’ ihre Elektronenorbitale tiberlappen. Im Uberlap-
pungsbereich kommt es zum Elektronenaustausch, so dal3 nach Lichtabsorption die Anre-
gungsenergie Uber Donor und Akzeptor delokalisiert vorliegt. Man spricht von einer starken
Kopplung. Im Gegensatz zum RET ist hier die Orientierung der am energetischen Ubergang
beteiligten Chromophore unbedeutend.

Die Gleichung zur Bestimmung der Ratenkonstante ket lautet hier (Turro, 1978):
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ker = K™ J exp(-2R/L) K = Orbital tiberlappung
J = Spektrale Uberlappung von Donor (D) und Akzeptor (A)
L = Summe der Van-der-Waals-Radien von D und A

Ker nimmt im Unterschied zum RET mit zunehmendem R sogar exponentiell ab. Diesist die
Folge der zum Energietransfer notwendigen Elektronenorbital Giberlappung. Die Elektronen-
dichte verringert sich auch im einzelnen Atom exponentiell mit wachsendem Abstand zum
Atomkern.

Sichtbar wird ein Energietransfer nach Dexter durch das Auftreten neuer Absorptionsbanden
zusétzlich zu den singuléren Absorptionsbanden der beteiligten Chromophore.

Grofe Bedeutung besitzt diese Form des Energietransfers bei sehr engem Kontakt der am
Energietransfer beteiligten Molekile und dann besonders, wenn der RET als dipolverboten

gilt.

1.2.3 Energietransferwege im LHCII

Im LHCII-internen Energietransfer ist wahrscheinlich RET dominierend. Energielibergénge
nach dem Dextermechanismus kdnnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Die Lichtabsorption des Komplexes wird durch seine Pigmente Chla, Chlb, Lutein, Neoxan-
thin und Violaxanthin bestimmt. In organischem Ldsungsmittel zeigt jede Pigmentspezies ein
charakteristisches Absorptionsverhaten. Eine Unterscheidung einzelner Pigmentmolekile
innerhalb dieser Spezies ist nicht moglich. Einzelne proteingebundene Pigmentmolekile wei-
sen dagegen spektroskopisch unterscheidbare Absorptionsbanden auf. Dies ist potentiell auf
zwei Phadnomene zuriickzufihren. Zum einen ist die Proteinumgebung fir verschiedene
Chromophore differierend und kann das Absorptionsverhalten veréndern. Zum anderen kon-
nen excitonische Kopplungen der Pigmente untereinander die Absorption verandern. Fir die
Chlorophylle des LHCII konnten bislang von den meisten Forschern keine starke excitoni-
schen Wechselwirkungen nachgewiesen werden (s.u., vgl. z.B. Pieper et al., 1999). Daher
wird hier die Proteinumgebung fir die variierende Chlorophyllabsorption in deutlich stérke-
rem Mal3e verantwortlich gemacht. So fanden Nuffberger et al. (1994) in 77K Absorptions-
messungen an LHCII-Trimeren fur Chla und Chib je eine Hauptabsorptionsbande im Q-
Bereich. Dieser Bande konnten jeweils mindestens funf Subbanden zugeordnet werden.

Der LHCII-interne Energietransfer erfolgt vorwiegend im Femtosekunden- bis Picosekunden-
bereich. Man unterscheidet vier verschiedene Energielibergénge:

Energietransfer von den Carotinoiden auf Chlaund Chlb

Energietransfer zwischen verschiedenen Chlb-Molekilen

Energietransfer von Chib nach Chla

Energietransfer zwischen verschiedenen Chla-Molekilen

Abb. 1.3 verdeutlicht dieses Szenario graphisch.
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Abb. 1.3: Energietransfermechanismen im LHCI |
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Diewichtigsten ener getischen Uber génge innerhalb desLHCI| sind hier gezeigt. Eswurde darauf verzich-
tet, Energietransfer prozesse von den Chlorophyllen auf die Carotinoide darzustellen, wie sie im Zusam-
menhang mit dem nicht-photochemischen Quenching auftreten. Dar(iber hinaus sind die Ubergénge in-
nerhalb einer Pigmentspezies nicht eingezeichnet.

Besonders schnelle Energietransferereignisse wurden fir den Ubergang von Chlb nach Chla
gefunden. So wurde in Raumtemperaturmessungen zur transienten Absorption eine ultrakurze
Transferzeit von ~150-200 fs detektiert, weitere gefundene Halbwertszeiten fur den Ubergang
waren ~500-650 fs und ~5-7ps (Connelly et al., 1997; Trinkunas et al., 1997; Kleima et al.,
1997). Croce et al. (2001) konnten diese Halbwertszeiten nur zum Teil bestétigen. Statt der
500-600 fs wurden hier zwei Lebenszeiten von 330 fsund ca. 1 ps detektiert. Daher wurde die
zuvor gemessene Ubergangszeit als eine Uberlagerung der beiden neu detektierten Transfer-
zeiten interpretiert.

Der Energietransfer zwischen verschiedenen Chla-Molekilen wurde vielfach als langsamer
erachtet, so fanden Kleima et al. (1997) und Visser et al. (1996) Halbwertszeiten von einer
Picosekunde und mehr. Gradinaru et al. (1998) sahen neben diesen vergleichsweise langsa
men Ubergangen auch Halbwertszeiten im Femtosekundenbereich. In transienten Absorp-
tionsmessungen bel 77K wurden fUr den Energietransfer zwischen Chla-Molekilen im Mo-
nomer fiinf Ubergangszeiten gemessen. Fiir den Energietransfer von Chlorophyllen der maxi-
malen Absorption von 670 nm zu Chlorophyllen der 680 nm-Absorption wurde eine Transfer-
zeit von 300 fs ermittelt (eine zweite Transferzeit von 12 ps konnte ebenfalls gemessen wer-
den). Ahnlich schnell mit 450 fs wurde der Energietransfer zwischen den langwelligst absor-
bierenden Chlorophyllen bestimmt. Hier existierte jedoch noch eine zweite Komponente von
7,5 ps. Fir den Ubergang von Chla der 663 nm Bande zu Chla der ~680 nm Bande wurden 5
ps veranschlagt. Damit wurde @hnlich Connelly et al. (1997) die Existenz dreier Chla-Pools
bestétigt, jedoch mit etwas abweichenden Absorptionsmaxima von 663 nm, 670 nm und 680
nm sowie Halbwertszeiten des Energietransfers von einigen Hundert Femtosekunden, 5-
7,5 psund >10 ps.

Mittlerweile konnte auch ein Chlb-interner Energietransfer von Agarwal et al. (2000) im Be-
reich von unter einer Picosekunde nachgewiesen werden.
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Waéhrend fur den chlorophyllinternen Energietransfer weitgehend Einigkeit dartiber besteht,
dai3 nur ein Ubergang vom ersten angeregten Singulettzustand aus moglich ist, differieren die
Meinungen diesbeziiglich beim Carotinoid-Chlorophyll-Ubergang. Postuliert wird neben ei-
nem Energietransfer ausgehend vom ersten Singulettniveau ein Ubergang ausgehend vom
zweliten.

Jennings et al. (1996) warfen die Mdglichkeit eines Energietransfers vom S,-Niveau auf.
Zwar wufldte man, dal3 die Energiekonversion von S, zu S; im Bereich von 150 - 300 fs erfolgt,
es konnte jedoch im gleichen Zeitfenster auch ein Carotinoid-Energietransfer auf die Chloro-
phylle detektiert werden. Gerade fur langwellig absorbierende Carotinoide wie Lutein oder
[3-Carotin konnte der Energiegehalt des S;-Niveaus fur einen Transfer auf die Chlorophylle
nicht ausreichend sein, so da sich nur die Mdglichkeit eines effizienten Ubergangs vom
S,-Niveau ergeben wirde.

Die neueste Arbeit zu diesem Thema stammt von Gradinaru et al. (in press). Sie fanden fur
Carotinoide eine Lebenszeit von 80-120 fs auf dem S,-Niveau. 60-65% der Anregungsenergie
konnten in dieser Zeit auf die Chlorophylle Ubertragen werden, der Rest durch interne Kon-
version zum S;-Niveau relaxieren. Damit postulieren die Forscher einen Carotinoid-Chloro-
phyll-Ubergang ausgehend vom Carotinoid-S;- und S,-Niveau.

Neben der Donorexcitation steht beim Carotinoid-Chlorophyll-Energietransfer auch der erste
Energieakzeptor zur Diskussion. Gradinaru et al. (in press) postulieren fiir den Ubergang im
Lhcb-4 (CP29) Chla as einzigen Energieakzeptor. Im LHCII trifft dies ihrer Meinung nach
nur fur den Transfer ausgehend von Lutein und Violaxanthin zu, Neoxanthin relaxiere durch
Energietransfer auf Chlb.

Croce et al. (2001) detektierten in Ubereinstimmung einen Energietransfer tber einen initialen
Energieiibergang auf Chlb und von dort aus weiter auf Chla (50% aller Ubergénge nach die-
sem Muster detektiert). Es wurden drei verschiedene, an diesem Ubergang beteiligte Chlb
detektiert. Als Halbwertszeiten der transienten Absorption wurden 50 fs und 70 fs fir den
Ubergang ausgehend von Lutein und 90 fs ausgehend von Neoxanthin gemessen.

M 6glicherwel se entscharfen diese Befunde zum simultanen Energietransfer auf Chlaund Chlb
zurtickliegende Streitpunkte, in denen die Ausschliefdlichkeit eines Transferwegs angenom-
men wurde (Petermann et al., 1997 und Connélly et al., 1997).

Eine dritte Unwéagbarkeit im Carotinoid-Chlorophyll-Ubergang stellt das generelle Ubertra-
gungsprinzip dar. Moglich wéare ein Energietransfer nach Dexter. Die daftir erforderliche Nahe
von maximal 5 A ist fir einige Carotinoid-Chlorophyll-Paare erfilllt. Aber auch ein Energie-
transfer nach Forster kann nicht ausgeschlossen werden. Zwar ist der Ubergang vom S;-
Niveau nach diesem Mechanismus dipolverboten, es kann aber nach Meinung Jennings et al.
(1996) nicht ausgeschlossen werden, dal’ ein solcher Energietransfer ausgehend vom S,-
Niveau stattfindet.

Fir den Energietransfer unter den Chlorophyllen wird von vielen Forschern dem RET gegen-
Uber dem Dextertransfer eine grofdere Bedeutung zugesprochen. Van Amerongen und van
Grondelle (2001) erachten eine starke excitonische Kopplung zwischen den Pigmenten aus
mehreren Grinden a's weniger wahrscheinlich. Zum einen fuhrten Sie Modellberechnungen
zur Kopplungsstérke benachbarter Chlorophylle im LHCII durch. Die dazu notwendigen Di-
polorientierungen der Chlorophylle wurden dem hypothetischen Modell Gradinarus (Gradina-
ru et al., 1998) entnommen, die Chla und Chlb-Zuordnung erfolgte aus den Bindungsresulta-
ten der LHCII-Punktmutanten (vgl. Remelli et al., 1999; Rogl et al. 1999; Yang et al., 1999,
vgl. Kapitel 1.1).
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Es wurden fiir Chla/b-Paare K opplungsstérken bis zu ~120 cm™ errechnet. Diese liegen damit
deutlich unter dem energetischen Unterschied der Chla- und Chib-Q,-Energieniveaus (~450
cm™). Als SchluR daraus folgerten van Amerongen und van Grondelle, daf? die Anregungs-
energie weitestgehend auf jeweils einem Chlorophyllpartner lokalisiert sein mul3 und en
Energietransfer am ehesten mit Hilfe der Forstergleichungen nachvollzogen werden kann. Fur
Chla/a-Paare wurden maximale Kopplungsstarken von ~87 cm™ errechnet. Auch hier wurde
aus den gleichen Uberlegungen eine Lokalisation der Anregungsenergie auf dem einzelnen
Pigment gefordert. Lediglich fir Chla-Molekile, die in ultraschnelle Energietransferprozesse
(< 1 ps) involviert sind, kdnnte eine stérkere excitonische Kopplung eine Rolle spielen.
Dartiber hinaus postulieren die Forscher, dal3 eine starke excitonische Kopplung zwischen
Chla-Molektlen zu einem Verschieben der Anregungszusténde zu energiedrmeren Wellenlan-
gen fuhren muféte, wie esim LH2 (der Lichtsammelantenne photosynthetisch aktiver Bakteri-
en) auftritt, im LHCII aber nicht in diesem Mal3e nachgewiesen wurde.

Schliefdlich sollte im Fall einer starken excitonischen Kopplung auch die Energiedquilibrie-
rung im LHCII deutlich schneller erfolgen als gemessen. Als Zeitfenster wurden ungeféhr 30
ps fur das Trimer genannt. Andere Lichtsammlersysteme, wie das des PSI-Reaktionszentrums,
besitzen Zeitkonstanten von 23-24 ps bei einer 4-fach grofderen Pigmentzahl (Savikhin et al.
1999).

Leupold et al. (1999) stellen dagegen den Energietransfer mit ausschlief3dlich schwach gekop-
pelten Pigmenten in Frage. Sie erachten ein Auftreten starker excitonischer Kopplungen zwi-
schen Chla-Molekilen als wahrscheinlich und postulieren deshalb ein Delokalisation der
Anregungsenergie Uber 3-6 Chla (Postulat mittlerweile eingeschrankt, mundliche Mitteilung
von C.Tietz).

Waéhrend die Energietransferprozesse ausgehend von den Carotinoiden in dieser Arbeit nicht
untersucht wurden, spielte der Energielibergang zwischen den Chlorophyllen eine tragende
Rolle. So wurde der Energietransfer von Chlb nach Chla als Mal3 fir die Stabilitét der biomi-
metischen Modelle verwendet. Es konnte auf diese Weise die Intaktheit des beteiligten Licht-
sammlers LHCII Uberprift werden.

In einzelmolekularen Untersuchungen wurde nach Chlb-Anregung der Polarisationsgrad der
Chla-Fluoreszenz gemessen und damit Ruckschllisse auf den komplexinternen Energietransfer
gezogen.
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1.3 LHCII-Farbstoff-Konstrukte

Ziel der Arbeit war die Erstellung eines biomimetischen Modells eines pflanzlichen Photo-
systems aus LHCII und angekoppeltem Energieakzeptor sowie die Vorbereitung einer mogli-
chen technischen Nutzung des Konstrukts.
Untersuchungsobjekt war der rekombinante LHCII (vgl. 1.1), an den verschiedene Farbstoffe
als externe Energieakzeptoren kovalent gebunden wurden. Die Farbstoffe wurden nach fol-
genden Kriterien ausgewahlt.
1.) Lichtabsorption im Nahen-Infrarot-Bereich (NIR-Bereich):
Um die Anregungsenergie der Chlorophylle Gbernehmen zu kénnen, ist eine Farbstoffab-
sorption 3 680 nm notwendig.
2.) Fluoreszenz langwelliger alsdie von Chlaim LHCII:
Um den Energietransfer von Chla auf den Farbstoff quantifizieren zu kénnen, mufl3 die
Fluoreszenz des Energieakzeptors deutlich unterscheidbar von der des LHCII sein (3 700
nm). Ein grof3er energetischer Abstand zwischen Farbstoffabsorption und -emission
(Stokes-Shift) ist dabei von Vorteil.

1.3.1 Charakteristika der eingesetzten Farbstoffe

Es wurden NIR-Farbstoffe zweier chemischer Klassen eingesetzt. So wurde zum einen mit
drei Cyaninderivaten gearbeitet, zum anderen wurde Benzoylterrylendicarboximid (BTI) ge-
nutzt, ein Farbstoff der Rylenklasse.

Cyanine
Cyaninfarbstoffe gehdren zur Klasse der Polymethinfarbstoffe. Polymethine sind zumeist li-
neare, ungeséttigte p-Elektronensysteme, oft mit heterosubstituierten Endgruppen:

Abb. 1.4: mesomere Grenzstrukturen des Polymethinger tists

R R R R
\I%):{:H—CH%EH—N(‘/ -— >N—éH:CH%EH:%/
R R R R

aus http://www.theochem.uni-duisburg.de/THC/r esear ch/hauptteil cyanines.html

Cyanine bilden eine der Unterklassen der Polymethine und sind charakterisiert durch die An-
wesenheit von stickstoffhaltigen Gruppen, angelagert an die Polymethinkette (vgl. Abb. 1.4).

Neben dem Einsatz der Cyanine im Bereich der Photographie, der Farbstofflasertechnik oder
als Datentradger optischer Speichersysteme werden diese Farbstoffe in der Medizin genutzt.
Hier dienen sie an Proteine gekoppelt der Fluoreszenzdetektion korpereigener Strukturen,
Energielibertragungsprozesse sind hier von geringer Bedeutung.

So konnen beispielsweise Zellbestandteile wie das Cytoskelett nach Bindung eines Cyanin-
farbstoffs an spezifische Antikorper fluorimetrisch sichtbar gemacht werden (Southwick et
al., 1990). Auch oberflachennahe Tumore oder Metastasen kdnnen auf diese Weise identifi-
ziert werden, vorausgesetzt, es existieren markierbare Antikorper gegen den zu detektierenden
Karzinomtyp (Folli et al., 1994). Gegenlber anderen Fluoreszenzfarbstoffen wie Fluorescein
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sind die Cyaninfarbstoffe im Vorteil, da ihre maximale Excitation und Emission im NIR-
Bereich liegt. Licht dieses Wellenlangenbereichs kann dickere Gewebeschichten passieren,
Tumore sind auch unterhalb der Haut- oder gastrointestinalen Oberfl&che detektierbar.

Aber auch ohne eine Antikorperkopplung kommen die Cyaninfarbstoffe bei der Krebserken-
nung zum Einsatz. So werden sie als Kontrastmittel bei der Tumordetektion eingesetzt (Licha
et al., 2000). Man macht sich dabei einen veranderten Efflux des Farbstoffs aus tumordsem im
Vergleich zum gesunden Gewebe zu Nutze. Neben dem diagnostischen Einsatz finden die
Cyanine auch eine kurative Verwendung in der photodynamischen Therapie. Auf diesen Wir-
kungsbereich soll hier jedoch nicht ndher eingegangen werden.

In dieser Arbeit wurde mit NIR-Cy, IRD38 und Cy5.5 gearbeitet (vgl. Kapitel 2.2).

Abb. 1.5: Strukturformeln der Cyaninfarbstoffe

SO,Na

-oas\\\L
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\

\
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3
N-Hydroxy-< o N
succinimid- T :/[/
Ester

IRD-38 Cy5.5 NIR-Cy

Die strukturellen Darstellungen sind den Produktbeschreibungen der jeweiligen Farbstoffe entnommen.
Hersteller und ausfihrliche Namensdeklaration sind in Kapitel 2.2 aufgelistet.

NIR-Cy und IRD38 wurden urspringlich in der Arbeitsgruppe Strekowski (Georgia State
University, Atlanta) entwickelt mit dem Ziel einer effizienten Proteinmarkierung im NIR-
Bereich fur den medizinisch/klinischen Einsatz (Lipowska et al., 1993). Mittlerweile sind
diese Farbstoffe auch kommerziell erhdtlich (vgl. Kapitel 2.2).

Cy5.5 ist seit mehreren Jahren kauflich erwerbbar, die Herkunft seines Namens sowie die ge-
naue Farbstoffbezeichnung findet sich bel Wolf (1998).
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BTI
BTI ist ein Farbstoff der Rylenklasse. Prominenteste Vertreter dieser Klasse sind die Perylene.
Ihre Grundstruktur wird in Abb. 1.6 dargestellt.

Abb. 1.6: Struktur des Perylen

Perylenderivate werden industriell aufgrund ihrer chemischen, thermischen und photochemi-
schen Stabilitét besonders in der Farben- und Lackproduktion und zur Kolorierung von
Kunststoffen eingesetzt (cf. Quante et al., 1997). Darliber hinaus finden sie aber auch Ver-
wendung in optischen Schaltungen, als Laserfarbstoffe (Sadrai et al., 1992) und in der Photo-
voltaik. Hinweise auf die potentielle Nutzbarkeit in Solarzellen des Gréatzeltyps (vgl. Kapitel
1.4.2) wurden von Ferrere et al. (1997) gefunden.

BTI ist ein Terrylenderivat und wurde von Holtrup et al. (1997) entwickelt. Es stellt chemisch
die Verknupfung eines Perylenimids mit einem Benzanthron dar (vgl. Abb. 1.7). Ziel dieser
Kombination zweier bekannter Fluoreszenzfarbstoffe war die Generierung eines neuen Typs
von NIR-Fluoreszenzfarbstoffen unter Beibehaltung der hohen Quantenausbeute der Aus-
gangssubstanzen. Neben den oben schon vorgestellten Cyaninen waren zuvor nur Phthalocya-
nine, Xanthene und Oxazinfarbstoffe als Chromophore in diesem Wellenlangenbereich be-
kannt.

Das von Holtrup et al. (1997) generierte BTI wurde von A.Herrmann (MPI fir Polymerfor-
schung, Mainz) durch Einbau einer aromatischen Aminogruppe im Benzanthronteil modifi-
ziert (in dieser Arbeit entspricht die Bezeichnung BTI immer diesem Farbstoffderivat).
Interessant fur die Versuche dieser Arbeit wurde dieser Farbstoff durch eine Funktionalisie-
rung mit einer Maeimidgruppe, was eine Kopplung an das Lhcb-1 ermdglichte (vgl. Kapitel
4.2.4.1).
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Abb. 1.7: Struktur von Malemido-BTI

OX > Perylenimid
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Maleimido-BTI zeigte durch die Funktionalisierung keine Veranderung der physikalischen
Eigenschaften. Typischen Charakteristika wie der Stokes-Shift von tiber 30 nm und eine hohe
Photostabilitét blieben erhalten.

1.3.2 Farbstoffbindung an das Lhcb-1

Die Cyaninfarbstoffe und der BTI wurden Uber drel verschiedene funktionelle Gruppen an das

Lhcb-1 gekoppelt.

1.) N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester):
Cy5.5 trégt as funktionelle Gruppe einen NHS-Ester. Dieser kann mit deprotonierten
primaren Aminogruppen reagieren. Es erfolgt ein nucleophiler Angriff des N-Atoms einer
Aminogruppe am C-Atom der NHS-Ester-Carbonylgruppe. NHS wird abgespalten, der
Ubrige Farbstoff kovalent an die Aminogruppe gebunden.

Abb. 1.8: Reaktion einer Aminogruppe mit einem NHS-Ester

0
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|
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o
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Soll, wie im Fall der Cy5.5-Kopplung an Lhcb-1, die Farbstoffbindung an einer spezifi-
schen Stelle im Protein erfolgen, bietet sich eine Reaktion mit der N-terminalen Amino-
gruppe an. Diese Aminogruppe besitzt einen niedrigeren pK-Wert as die tbrigen reak-
tionsfahigen Gruppen des Proteins aufgrund der Elektronegativitét des benachbarten Sau-
erstoffs der Carbonylgruppe. Uber mehrere Atome hinweg erfolgt ein Elektronensog auf
das freie Elektronenpaar des terminalen Stickstoffatoms, eine Protonierung wird er-
schwert. Uber die Einstellung eines pH-Werts im Bereich pH 7-8 kann daher eine Ver-
suchsbedingung geschaffen werden, bei dem die Aminogruppe basischer Aminosauren
protoniert, die des N-terminus jedoch noch deprotoniert vorliegt.

2.) Isothiocyanat-Gruppe (NCS):
IRD38 und NIR-Cy tragen eine Isothiocyanatgruppe. Auch diese funktionelle Gruppe
reagiert, ahnlich dem NHS-Ester, mit deprotonierten Aminogruppen. Es kommt zu einem
nucleophilen Angriff des Aminogruppen-Stickstoffs am Kohlenstoff des NCS. Eine orts-
spezifische Farbstoffmarkierung ist daher auch hier tber die Wahl eines geeigneten pH-
Werts am Protein-N-terminus moglich (vgl 1.).

Abb. 1.9: Reaktion einer Aminogruppe mit einer NCS-Gruppe
R1I—N—c=S + H—N—R2 ——> Rl_T_ﬁ_T_RZ
|L H S H

3.) Maemidgruppe:
BTI wurde durch Einfligen einer Maemidgruppe funktionalisiert (C.Kohl, MPI fir Po-
lymerforschung, Mainz). IRD38 und NIR-Cy wurden in einer zweistufigen Reaktion (vgl.
Kapitel 3.1.2.2) mit dieser funktionellen Gruppe ausgestattet.
Maleimidgruppen sind SH-reaktiv, d.h. sie reagieren mit der Mercaptogruppe von Cyste-
inen in einer Michael-Addition. Es erfolgt ein nucleophiler Angriff des Schwefels auf die
aktivierte Doppelbindung des Maleimids.

Abb. 1.10: Reaktion einer Mercaptogruppe mit eenem Maleimid

O O
H
N—R1 4+ H—S—R2 ——> N—R1
R2—S
@]

Die meisten Proteine besitzen mehrere Cysteine, daher ist die genannte Farbstoffkopp-
lung nicht zur selektiven, singuldren Markierung des Polypeptids geeignet. Anders verhalt
essich beim LHCII. Er besitzt ein einziges Cystein an der 79. Position.

Im rekombinanten Protein kann diese Aminosaure gegen Serin ausgetauscht und an ande-
ren, markierungsrelavanten Stellen, wie dem N- oder C-terminus, wieder eingefligt wer-
den (vgl. Kapitel 2.3). Ortsspezifische Farbstoffmarkierungen werden auf diese Weise
moglich.
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1.4 Verwendung der LHCII-Farbstoff-Konstrukte

Die potentielle Verwendung der biomimetischen Modelle wurde zum einen in der einzelmo-
lekularen Charakterisierung des LHCII-internen Energietransfers und zum andern in der tech-
nischen Nutzbarmachung der Lichtsasmmeleffizienz des LHCII gesehen. Da in beiden Berei-
chen bislang mit dem Lichtsammlerkomplex nur wenig bzw. im Bereich der technischen Nut-
zung gar nicht gearbeitet worden war, bestand die Hauptaufgabe dieser Arbeit, die notwendi-
gen Grundlagen fur weitergehende Experimente zu schaffen. Es stand daher nicht der direkte
Einsatz der LHCII-Farbstoff-Konstrukte im Vordergrund, weshalb die meisten Messungen
mit dem LHCII ohne Energieakzeptor durchgefihrt wurden.

1.4.1 Einzelmolekiilspektroskopie zur Charaktieri-
sierung des LHCII-internen Energietransfers

Ein Ziel dieser Arbeit war die ndhere Charakterisierung des LHCII-internen Energietransfers.
Der komplexinterne Energielibergang wurde in den vergangenen Jahren sehr intensiv mittels
zeitaufgel Oster Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie erforscht. Nahezu alles, was bis-
lang Uber die energetischen Vorgénge bekannt ist, entstammt dieser Mefdtechnik mit all ihren
Variationsmoglichkeiten in der Versuchskonzipierung (vgl. Kapitel 1.2).

Nachteil der bisherigen zeitaufgel 6sten Messungen ist eine versuchsbedingte statistische Mit-
telung aler Energietransferraten Uber die vermessene LHCII-Population. In keinem Versuch
wurden Transferereignisse an singuléren Komplexen quantifiziert. Man weil3 bislang nichts
dartiber, ob der Energietransfer durch ein LHCII-Molekdl in immer gleicher Weise, mit im-
mer der selben Geschwindigkeit und der gleichen Effizienz abléuft. Existiert beispielsweise
ein singulares Chlorophyll mit dem energetisch niedrigsten Anregungszustand im Komplex,
welches exklusiv die Energie an die minore Antenne abgibt, oder bestehen hier Variations-
moglichkeiten? Ist die Verwelldauer der Anregungsenergie im Komplex immer gleich grof3?
Diese und viele weitere Fragen konnten nur durch die Untersuchung einzelner Komplexe né&
her beleuchtet werden.

Die Einzelmolekilspektroskopie ist jedoch eine sehr junge spektroskopische Methode und
blickt erst auf ein ca. 10 jdhriges Bestehen zurlick. Energietransferstudien an Lichtsammler-
komplexen wurden bislang nur von wenigen Arbeitsgruppen durchgefihrt und beschrankten
sich in der Regel auf die Erforschung bakterieller Antennensysteme (s.u.). Wichtigstes Ziel
diesbeztiglicher Versuche dieser Arbeit war daher die Etablierung eines funktionierenden
Mef3systems fur den LHCII, bevor weitergehende Projekte mit den LHCII-Farbstoff-
Konstrukten begonnen werden konnten (vgl. Kapitel 7.2.4).

Die Einzelmol ekl spektroskopie verbindet die Vorteile zweier methodischer Vorgehen. Zum
einen werden die zu untersuchenden Proben in einem konfokalen Mikroskop detektiert, was
eine sehr hohe Auflésung des Mef3objekts erlaubt. Zum anderen kann aufgrund der hohen
Fluoreszenzquantenausbeute der Lichtsammelpigmente eine Veradnderung der Lichtqualitéat
und -quantitdt einzelner Molekile sichtbar gemacht werden. Eine Fluoreszenzspektroskopie
an einzelnen LHCII-Komplexen ist mdglich.

Um den potentiellen Erkenntnisgewinn fur Energietransfer und Struktur des LHCII zu ver-
deutlichen, soll im folgenden der LH2 als Modell herangezogen werden. Er ist das bislang am
starksten auf einzelmolekularer Ebene untersuchte Lichtsammlerprotein und veranschaulicht
die Moglichkeiten dieser neuen Technik.
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Die Struktur des LH2 konnte durch Rontgenbeugungsexperimente (McDermott et al., 1995)
mit einer Aufldsung von 2,5 A bestimmt werden. Aufgrund dieser hohen Auflésung war auch
eine Bestimmung der Lage der Chromophore und damit der Zuordnung ihrer Ubergangsdi-
polmomente mdglich. Der LH2 besteht aus zwel konzentrischen Proteinringen mit je 9 trans-
membranen Helices. Zwischen den beiden Ringen sind die Chromophore, Bakteriochloro-
phyll a (Bchl) und Carotinoide, in 2 Gruppen ebenfalls ringférmig orientiert. 9 Behl liegen in
der Membranebene und absorbieren bei 800 nm. Man spricht daher vom B800-Ring. 18 Bchl
liegen senkrecht zur Membranebene, absorbieren bei 850 nm und bilden daher den B850-
Ring.

Bis zur ersten einzelmolekularen Untersuchung des LH2 (Bopp et al., 1997) herrschte Unei-
nigkeit Uber die Energietransferprozesse in diesem Lichtsammlerkomplex (cf. Vulto et al.,
1999). Man wufdte zwar von einem ultraschnellen Energielibergang von B800 nach B850,
konnte diesen jedoch aufgrund der geringen spektralen Uberlappung der Donorfluoreszenz
und der Akzeptorabsorption nicht mit Hilfe der Forster-Gleichung zum RET erkléren (Mukai
et al., 1999). Man diskutierte eine starke excitonische Kopplung der Chromophore im B850.

Van Oijen et al. (1999) zeigten dann in einzelmolekularen Untersuchungen die prinzipiellen
Energietransfermechanismen im B800- und B850-Ring. Sie errechneten eine Energiedel okali-
sation im Ring 850, ermittelten fir den Ring B800 jedoch eine Energielokalisation auf einzel-
nen Chromophoren. Gezeigt wurde diesin 1,2 K-Messungen durch die Aufnahme von EXxci-
tationsspektren, aus welchen die Verteilung der Ubergangsenergien [d] einzelner Pigmente
ermittelt wurde. Dazu wurde die Excitationsbreite der Pigmente gemessen, welche sich durch
den Variationsgrad der Proteinumgebung ergab. d war fiir B800 und B850 je 125 cm™. d wur-
de nachfolgend ins Verhdtnis gesetzt mit I, das die Interaktionsstarke zweier benachbarter
Bakteriochlorophylle angibt. Fiir B800 wurden Interaktionsstarken von nur 24 cm™ aus dem
zwischenmolekularen Abstand und der Dipolorientierung ermittelt. I/ d war daraus folgernd
nur ca. 0,2 grol3, was eine Lokalisation der Anregungsenergie auf ein singuléres Bchl bedeu-
tete. FUr B850 wurden dagegen I/ d -Quotienten deutlich gréfder 1 ermittelt.

Auch die Befunde von Bopp et al. (1997 und 1999) und Tietz et al. (1999 und 2000) deuteten
in Richtung einer Energiedelokalisation im B850-Ring. So ermittelte Bopp et al. (1997) nach
Anregung von B800 einen ultraschnellen Energietransfer auf B850 im Bereich von 650 fs. Im
B850-Ring wurde nachfolgend das Auftreten von unpolarisierter Fluoreszenz detektiert, was
auf eine Lichtemission verschiedener Bakteriochlorophylle schlief3en lie3. Die Fluoreszenzle-
bensdauer im LH2 wurde mit 1 ns beziffert, so dal3 in dieser Zeit die Anregungsenergie an
jedes beliebige Bchl Ubertragen werden konnte.

Bel Temperaturen <200K wurde dagegen das Auftreten von linear polarisiertem Fluoreszenz-
licht im B850 detektiert (Tietz et al., 1999). Ein lokales Energieminimum im B850 wurde
hierfir verantwortlich gemacht, eine Abweichung von der zuvor angenommenen radialen
Symmetrie im LH2 wurde gefordert (Bopp et al., 1999; Tietz et al., 1999). Tietz et al. (2000)
stellten ein Modell des LH2 in Form eines elliptischen Rings vor. Es wurde eine Delokalisa-
tion der Anregungsenergie tber funf Chromophore postuliert. Da zwischen diesen Pigmenten
eine starke excitonische Kopplung angenommen werden mufite, ergab sich die Notwendigkeit
der Emission von linear polarisiertem Fluoreszenzlicht.

Damit konnten mit Hilfe der Einzelmol ekl spektroskopie nicht nur profunde Kenntnisse Uber
den komplexinternen Energietransfer erhalten werden, auch strukturelle Informationen tber
die schon kristallographisch dargestellten hinaus wurden zuganglich.

Der LHCII hoherer Pflanzen ist im Gegensatz zum LH2 deutlich weniger gut einzelmolekular
untersucht. Erste Erkenntnisse zum Energietransfer singulérer Komplexe wurden von Tietz et
al. (2001) dargelegt. So konnte in Raumtemperaturmessungen nach Anregung mit zirkular
polarisiertem Licht eine Chlorophyllemission von linear polarisiertem Licht beim Monomer
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(p = 1) und gering polarisertem Licht beim Trimer (p = ~0,4) gemessen werden, was auf eine
unterschiedliche Anzahl von Emittern in den Komplexen schlief3en lief3. Bei Monomeren und
Trimeren traten zudem unterschiedliche Modi der Chlorophyllbleichung auf (eine Diskussion
der Ergebnisse erfolgt vergleichend mit den Resultaten dieser Arbeit in Kapitel 7.2).

Orientierte Immobilisation des LHCII

Um ausgehend von diesen Ergebnissen tiefere Einblicke in die Energielibertragungswege des
LHCII zu erhaten und die Komplexstruktur in den kristallographisch nicht aufgel 6sten Berei-
chen néher zu beleuchten, war es die Aufgabe dieser Arbeit, den Komplex zu immobilisieren.
Bel der einzelmolekularen spektroskopischen Untersuchung von Chromophorensystemen ist
esin vielen Fdlen von Vorteil, mit Probenmaterial einer definierten Orientierung zu arbeiten.
Eine unterschiedliche Polarisation des von den Pigmenten emittierten Lichts kann hier die
raumliche Struktur der Probe ndher beleuchten, Energietransferwege werden besser nachvoll-
Ziehbar.

LH2 wurde dazu von Bopp et al. (1999), Tietz et al. (1999) und anderen Forschern auf Glim-
mer immobilisiert. Die Interaktion des Pigment-Protein-Komplexes mit der Oberflache er-
folgte dabel vermutlich Gber elektrostatische Interaktionen. So tragt die Glimmeroberfléche
negative Ladungen, wogegen die C-terminae Proteinseite aufgrund der Anwesenheit von 18
Lysinen positiv geladen ist. Eine Interaktion mit der N-terminalen Proteinseite ist unwahr-
scheinlich aufgrund der gehauften negativen Ladung der dort lokalisierten 27 Glutamate.

Als weiterer Lichstammelkomplex wurde Allophycocyanin untersucht (vgl. Ying und Xie,
1998). Auch hier fand eine orientierte Immobilisation Uber elektrostatische Interaktionen statt.
Ying und Xie (1998) arbeiteten mit dem Allophycocyanintrimer und erreichten auf einer ge-
ladenen Glasoberflache eine definierte Bindung.

Bisherige Versuche am LHCII fanden bel einer zuféligen Komplexorientierung statt (Tietz et
al., 2001), da obige Immobilisierungsmethoden nicht erfolgreich verliefen (mindliche Mit-
teilung von C. Tietz). Um aber Energietransferprozesse und strukturelle Besonderheiten des
LHCII zu beleuchten, ist eine definierte Orientierung notwendig. Gerade die Frage der Di-
polorientierung der Chromophore im Protein ist zum Verstandnis der energetischen Ubergan-
ge essentiell und kann nur an definiert immobilisierten Komplexen beantwortet werden (vgl.
Kapitel 7.2).

In dieser Arbeit wurde daher ein neuer Immobilisierungsansatz verwendet. Es wurde eine
LHCII-Oberflachenbindung &hnlich der einer ATPase in den Versuchen von Panke et al.
(2000) angestrebit.

Einzelmolekulare Untersuchungen an einer orientiert immobilisierten ATPase wurden erst-
mals von Noji et al. (1997) durchgefiihrt. Es wurde dazu das Apoprotein genetisch derart
modifiziert, dal3 eine Abfolge von sechs Histidinen (His6-tag) auftrat. Histidin hat die Eigen-
schaft, Uber den Imidazolring mit Metalionen interagieren zu kdnnen. Besonders starke
Wechselwirkungen werden mit Ni%*-Chelaten beobachtet. Dabei wird das Nickelion von Ni-
trilotriessigsdure (NTA) vierfach koordinativ komplexiert. Es verbleiben zwel freie Koordi-
nationsstellen, die jeweils mit dem freien Elektronenpaar des Stickstoffs im Imidazolring in-
teragieren (vgl. Abb. 1.11). Damit sind eine Abfolge zweier Histidine zur Besetzung alle Ko-
ordinationsstellen notwendig. Die Wahrscheinlichkeit der Etablierung einer starken Protein-
Ni-NTA-Bindung wéchst mit zunehmender Lange der Histidinkette (Conti et al., 2000). Eine
Abfolge von sechs dieser Aminosauren ist jedoch in den meisten Fallen ausreichend.
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Abb. 1.11: Interaktion zweier Histidin-lmidazolringe mit Ni-NTA (nach Qiagen; 2000)
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Zur Nutzung der Ni-NTA-Interaktion mit His6-tag-Proteinen im Bereich der Einzelmolekdl-
spektroskopie ist eine Ni-NTA-Belegung ebener Oberflachen notwendig. Kommerziell er-
héltliche derivatisierte Oberflachen sind beispielsweise Ni-NTA beschichtete Polystyrolmi-
krotiterplatten, welche jedoch nicht den Erfordernissen einer ebenen Fléche genligen (Qiagen,
Hilden). Weitere auf diese Weise modifizierte Oberflachen werden von BIACORE (Uppsala,
Schweden) vertrieben.

Eine Moglichkeit, beliebige Glasoberflachen mit geringem Aufwand selbst zu funktionalisie-
ren, bietet die Ni-NTA-Meerrettich-Peroxidase (Ni-NTA-HRP, Qiagen, Hilden). Dieses Pro-
tein immobilisiert spontan an Glasoberflachen. Nachtell der Methode ist, dal? eine definierte
Orientierung des His6-tag-Proteins nicht per se gewdahrleistet werden kann, da die Ni-NTA-
Gruppe nicht notwendigerweise senkrecht zur Glasoberflache ausgerichtet ist. Noji et al.
(1997) konnten jedoch mit Hilfe dieser Immobilisierungsmethode die Funktionsweise der
ATPase in aufrechtem Zustand untersuchen.

Fir LHCII-Trimere wurde eine Orientierung @hnlich derer in der Thylakoidmembran auf-
grund dreier Hisb-tags (jeweils einer pro monomerer Untereinheit) als wahrscheinlich erach-
tet. Abb. 1.12 verdeutlicht eine mégliche Orientierung des Komplexes auf einer Ni-NTA-
HRP-beschichteten Glasoberflache.
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Abb. 1.12: LHCII-Trimer mit drei His6-tags immobilisiert an eine mit Ni-NTA-HRP
beschichtete Glasober flache

LHCII-Trimer

His6-tag (uberdimensioniert)

Ob diein Abb. 1.12 dargestellte LHCII-Orientierung der im Versuch realisierten Immobilisie-
rung entspricht, wurde in einzelmolekularen Messungen Uberprift. Wenn es geldnge, den
LHCII in einer definierten Orientierung an die Ni-NTA-beschichtete Oberflache zu binden,
wére eine solche Immobilisation auch fur die generierten biomimetischen Modelle mdglich.
Energietransferprozesse innerhalb des LHCII und vom LHCII auf den Energieakzeptor waren
damit naher charakterisierbar. Mittelfristig angestrebt wird mit Hilfe dieser Modelle eine
| dentifizierung der Chlorophyll-Dipolmomente im LHCII (vgl. Kapitel 7.2).

1.4.2 Technische Nutzbarkeit des
Lichtsammelprinzips von LHCII

In einer zweiten Fragestellung wurde in dieser Arbeit an einer Moglichkeit der technischen
Nutzung der Lichtsammelfunktion des LHCII gearbeitet. Von einer Reihe von Nutzungsmaog-
lichkeiten (vgl. Kapitel 7.3) wurde die Verwendung der absorbierten Lichtenergie zur Strom-
generierung angestrebt. Als Grundprinzip wurde die von M.Grétzel und seinen Mitarbeitern
entwickelte Solarzelle (O’ Regan und Grétzel, 1991) verwendet.

Die sog. Grétzelzelle ist eine photovoltaische Zelle, in der die von einem Farbstoff aufge-
nommene Sonnenenergie zur Elektroneninjektion in das Leitungsband eines Halbleiters ge-
nutzt wird. Der Farbstoff wird dabei oxidiert und erhdt nachfolgend von einer Graphitel ek-
trode das fehlende Elektron zurtick. Ein Stromflufd wird etabliert.
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Abb. 1.13: Schema einer Solarzelle nach M.Gr atzel
(modifiziert nach http://dcwww.epfl.ch/Ipi/solar cellE.html)
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Licht geeigneter Wellenldngen wird von einem an TiO-immobilisierten Farbstoff (F) absorbiert und da-
mit F in den angeregten Zustand F~ (iberfilhrt. F~ hat ein Redoxpotential negativer als— 0,8 V und kann
daher Elektronen in das L eitungsband (cb) des Halbleitersinjizieren. Zuriick bleibt F*, welches vom Elek-
trolyten I,/1" reduziert wird. Der Elektrolyt wiederum erhélt das fehlende Elektron von einer Graphit-
schicht, die die Gegenelektrode darstellt. Da TiO, und die Graphitschicht auf SnO,-beschichtetem und
damit leitendem Glas (ITO-Glas) aufgebracht sind, kann ein Stromfluf3 gemessen bzw. eine Spannung
abgegriffen werden. Die Photospannung stellt die Differenz des quasi-Fer mi-Niveaus von TiO, bei Belich-
tung und des Redoxpotentials des Elektrolyten dar. [vb = Valenzband; SCE = Standar dwasser stoffelek-
trode]

Wie aus Abb. 1.13 zu sehen, handelt es sich bei der Gratzelzelle um ein Sandwich-System,
bestehend aus den beiden Elektrodenplatten und einem diese Elektroden verbindenden Elek-
trolyten (O Regan und Grétzel, 1991).

Die Anode stellt eine mit dem Halbleiter TiO,-beschichtete Indium-Zinn-Oxid-Glasplatte
(ITO-Glas) dar. Das Halbleitermaterial ist mit dem eigentlichen Sensitizer, einem im sichtba-
ren Bereich absorbierenden Farbstoff, beschichtet. Im angeregten Zustand besitzt dieser Farb-
stoff ein so stark negatives Redoxpotential, das er Elektronen in das Leitungsband des TiO,
injizieren kann. Das verbleibende Farbstoffkation wird Uber die Graphitkathode (ebenfalls
aufgebracht auf ITO-Glas) unter Vermittlung des Elektrolyten reduziert. Bedingt durch die
Aufbringung beider Elektroden auf dem leitfghigen Glasmaterial, etabliert sich ein Stromfluf3.

In dieser Arbeit wurde der Ersatz des Farbstoff-Sensitizers durch LHCII angestrebt. Ziel war
es, den Lichtsammler auf TiO, so zu immobilisieren, dal3 nach Lichtabsorption eine Elektro-
neninjektion in das Leitungsband des Halbleiters erfolgt. Diese Elektroneninjektion kdnnte
entweder direkt von einem komplexgebundenen Chla oder aber von einem an den LHCII ge-
koppelten Energieakzeptor aus erfolgen. Um sich diesem Ziel zu nahern, bestand zunéchst die
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Aufgabe darin, eine moglichst grof3e Stoffmenge LHCII an die Halbleitermatrix zu koppeln,
ohne dal3 eine Denaturierung der Komplexe auftritt.

TiO, kommt in der Natur in drel kristallinen Modifikationen as Rutil, Anatas und Brookit
vor. Allen Formen gemein ist ein oktaedrischer Metalloxidaufbau mit Titan in einer sechsfa-
chen Koordination mit Sauerstoff.

Thermodynamisch ist die Rutil-Struktur am stabilsten. Es geht aus den anderen beiden Modi-
fikation durch Erhitzen hervor. Bel der Rutil-Struktur handelt es sich um ein verzerrt hexago-
nal dichtest gepacktes Sauerstoff-Anionengitter, in dem die Titan-Kationen nur die Halfte der
Oktaederllicken besetzen. Das Resultat ist eine dreidimensionale Struktur mit der Koordina-
tionszahl 6 fur Ti* und 3 fir O* (nach Janiak et al., 1999). Die Anatas- und Brookitstruktur
ahnelt der des Rutils, jedoch handelt es sich hier um eine kubisch dichteste Kugel packung der
Sauerstoffatome.

Der Hauptverwendungszweck von TiO, liegt in der Farbenherstellung. Hier wird es als Pig-
ment aufgrund seines hohen Brechnungsindex (tber 2,5 und damit grof3er as der des Dia
mants) eingesetzt. Aber auch a's Fillstoff fur Gummi und Kunststoffe oder bei der Oberfl&
chenvergiitung von Papier wird es verwendet (Greenwood und Earnshaw, 1990).

Fir die Versuche dieser Arbeit wurde eine weitere Eigenschaft des TiO, genutzt. So gehort
dieses Metalloxid zur Gruppe der Halbleiter des n-Typs. Die Rutilform hat eine Bandliicke
von ca. 3,0 eV, die Anatasform eine von ungefahr 3,2 eV. Fir beide Formen besteht aufgrund
der grofien Bandlticke nur fir energiereiches ultraviolettes Licht die Moglichkeit, Elektronen
ins Leitungsband des TiO, zu injizieren. Das Halbleitermateria erscheint daher weil3. Band-
[Gcken anderer Halbleiter sind deutlich kleiner. So betragt sie fur Silizium nur 1,1 eV. Solar-
zellen aus Silizium sind daher in der Lage, Licht sichtbarer Wellenlangen zur Elektronenin-
jektion in das Leitungsband zu nutzen.

TiO, ist aufgrund der grof3en energetischen Liicke zwischen Vaenz- und Leitungsband kein
idealer Halbleiter im Sinne der Photovoltaik. Grofie Teile des sichtbaren Lichts kdnnen nicht
zur Stromgewinnung genutzt werden. Dieser vordergrindige Mangel kann durch Beschich-
tung des Halbleiters mit einem im sichtbaren Bereich absorbierenden Farbstoff behoben wer-
den, sofern dieser im angeregten Zustand Elektronen in das Leitungsband injiziert. Eine So-
larzelle nach dem Prinzip der Grétzelzelle entsteht. Der Vorteil einer solchen Zelle gegentiber
den traditionellen Siliziumzellen liegt in der raumlichen Trennung von angeregtem Elektron
und verbleibendem Loch. Elektronen-Loch-Rekombinationen sind deutlich erschwert im Ver-
gleich zur Siliziumzelle. Die fur die letzteren geforderte hohe Materialreinheit zur Vermei-

dung dieser Rekombinationsprozesse ist daher hier entbehrlich (Homepage M.Grétzel:
http://dewww.epfl.ch/Ipi/solarcel |E.html).

Die Geschwindigkeit der Elektroneninjektion in TiO, wurde an vielen Farbstoff-
Halbleitermodellen gemessen. Es wurden Ubergangszahlen vom Femtosekunden- bis zum
Picosekundenbereich bestimmt. Zudem wurden teillweise monoexponentielle und teilweise
multiexponentielle Ubergangsraten gemessen, so dal’ keine einheitlichen Aussagen ber das
Prinzip der Elektroneninjektion gemacht werden kdnnen (Tachibana et al., 2000). So wiesen
Rehm et al. (1996) einen biexponentiellen Ubergang der GroRenordnung von 200 fs (Anteil
von 95%) und >10 ps (5%) fur die Elektroneninjektion eines Coumarinfarbstoffs in TiO,
nach. Sie ordneten dabei jedoch nur die schnelle Komponente der eigentlichen Elektronenin-
jektion zu. Burfeind et al. (1996) fanden eine dhnliche Transferzeit von 190 fs fur den Elek-
tronentibergang von Perylen zu TiO,. Kay et al. (1994) ermittelten abweichend davon eine
Transferzeit von 450 ps furr den Ubergang von einem Chlorin in den Halbleiter. Ashbury et al.
(1999) wiederum sprachen von einem biexpotentiellen Ubergang von 50 fs (zu iiber 84%) und
1,7 ps.

24



Kapitel 1: Einleitung

Trotz dieser recht erheblichen Abweichungen in der Elektroneninjektion wurden in alen Fal-
len Rekombinationsgeschwindigkeiten des oxidierten Farbstoffs mit Elektronen des TiO,-
Leitungsbandes in der Grofienordnung von Mikro- bis Millisekunden genannt. Eine Beein-
tréachtigung der Effizienz der Solarzellen durch Rekombinationsprozesse obiger Art wird da-
her aufgrund deren Langsamkeit ausgeschlossen.

An die Sensitizer werden in der Grétzel zelle einige Bedingungen gestellt. Sie missen im an-
geregten Zustand ein negatives Redoxpotential von mindestens -0,6 V besitzen, um in die
Rutilform des TiO, seine Elektronen abgeben zu kdnnen und eines von mindestens -0,8 V, um
in die Anatasform injizieren zu kénnen (O’ Regan, 1998).

Daneben sollte das Redoxpotential im nicht angeregten Zustand sehr positiv sein, um Farb-
stoffkationen durch einen Elektrolyten mit einem méglichst stark positiven Redoxpotential
reduzieren zu konnen. Besitzt der Farbstoff nur ein gering positives oder gar negatives Re-
doxpotential, muf3 der Elektrolyt ein noch geringer positives bzw. stérker negatives besitzen.
Die Folge ist eine Reduktion der abgreifbaren Photospannung, also der Differenz des Halb-
leiter-quasi-Fermi-Niveaus unter Belichtung (Energieniveau des htéchsten besetzten Orbitals)
und dem Redoxpotential des Elektrolyten (Abb. 1.13).

Entwicklung der Gritzelzelle

Erste Versuche mit den farbstoffbeschichteten Solarzellen zeigten eine enttduschende Kon-
versionsrate des Lichts in elektrische Energie. Nur 1% des einfallenden Lichtes einer Wel-
lenléange konnte elektrisch genutzt werden (O’ Regan und Grétzel, 1991). Ein Aufbringen von
Farbstoffmultilayern fihrte zu keiner V erbesserung.

Den Durchbruch stellte der Auftrag des kristallinen TiO, in Form einer kolloidalen L6sung
dar. Es gelang die Herstellung einer porésen Oberfléche, die pro Flacheneinheit eine grofiere
Farbstoffmenge als das Monolayer binden konnte. Ein 30 minitiges Sintern des Halbleiter-
materials bewirkte die Etablierung des elektrischen Kontakts zwischen den kristallinen Parti-
keln und ermoglichte nachfolgend die effizientere Nutzung des Sonnenlichtes durch eine gré-
[3ere Lichtabsorption pro Flacheneinheit. Energiekonversionen von deutlich > 1% traten auf
(vgl. Tabelle 1).

Die Energiekonversion stellt die elektrische Leistung der Solarzelle in [mW/cm?] al's prozen-
tualen Anteil der Leistung des eingestrahlten Lichtsin [mW/cm?] dar.

Bestimmt wird diese Energiekonversion im Versuch in 2 Schritten. Zunachst wird der Fll-
faktor ermittelt:

elektrischeL eistung[mW/cm?]

Fallfaktor = . >
abgreifbare Spannung[V]~ Kurzschluf3strom[mA/cm <]

Danach wird die eigentliche Energiekonversion bestimmt.

abgreifbare Spannung[V]~ KurzschluBstrom [mA/cm?]” Fillfaktor |

. . - > 100
L eistung deseingestrahlten Lichts[mW/cm <]

Energiekonversion[%] =

Tabelle 1 zeigt die Zusammenstellung einiger bislang gemessener Energiekonversionsraten
unter Verwendung unterschiedlicher Farbstoffgruppen a's Elektroneninjektor.
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Tabelle 1.1: Energiekonversionsraten verschiedener Modelle der Gratzelzelle

Farbstoff

Energiekonversion [%0]

V ersuchsbedingungen

trimerer Ruthenium-
Bipyridin-Komplex*

71-79

Simulation von Sonnenlicht (AM

einer Leistung von 8,3 - 75 mW/cm?

1.5%)

12 in diffusem Sonnenlicht gemessen
Ruthenium-Bipyridin- 10,4 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)
Komplex® = N3 mit 2 einer Leistung von 38,2 mW/cm?
Thiocyanatgruppen nahe 10 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)
einer Leistung von 24,1 — 96 mW/cm?
Kupfer-Mesoporphyrin® |3,1 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5%)
einer Leistung von 10 mW/cm?
2,6 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5%)
einer Leistung von 100 mW/cm?
Zn-tetrasulfonyl- 17 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)
Phthal ocyanin-Dimere einer Leistung von 35 mW/cm?
Anthocyanin, isoliert aus | 0,56 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)
Brombeeren® einer Leistung von 100 mW/cm?
Ruthenium-Phtalocyanin’ | nicht beziffert; Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)
zur NIR-Anregung Photostrom von fast ohne Angabe einer Leistung
10 mA/cm?
(in*>12 mA/cm?)
Hemicyaninderivat® 1,93 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5%)
einer Leistung von 94,6 mW/cm?
2,6 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5%)
einer Leistung von 34,3 mW/cm?
Coumarin-Derivat’ 5,6 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)
einer Leistung von 100 mW/cm?
“Black dye’’®, einpan- [10,4 Simulation von Sonnenlicht (AM 1.5?)

chromatischer Sensitizer
aus der Gruppe der Ter-
pyridyl-tris-Thiocyanato-
Ruthenium-Komplexe

einer Leistung von 100 mW/cm?

'0'Regan und Gratzel, 1991

2AM 1.5 ="“Air mass 15", esist dievon der “American So-
ciety for Testing and Materials (ASTM)” definierte Stan-

dard-Spektralverteilung des Sonnenlichtes auf der Erde
http://rredc.nrel.gov/solar /standar dsfam1.5/#about

3Nazeeruddin et al.; 1993
K ay und Grétzel, 1993

Deng et al., 1997
®Cherepy et al., 1997
"Nazeeruddin et al., 1998
&wVang et al., 2000
*Haraet al., 2001
ONiazeer uddin et al.; 2001

Es wurden einige Energiekonversionsraten zusammengestellt, die mit den genannten Farbstoffen in So-
larzellen des “Gréatzel-Typs’ gemessen wurden. Das verwendete Halbleitermaterial lag dabei immer in

der Anatas-Struktur vor.

Es konnten bislang maximale Energiekonversionen von 10,4% erreicht werden (vgl. Tabelle
1.1). Angestrebt werden mittelfristig 15%, welche nach Nazeeruddin et al. (2001) mit Hilfe
des sog. “black dyes’ in greifbare Nahe riicken. “Black dye’ zeigt schon heute bei stérkerer
Lichteinstrahlung (100 mW/cm?) die héchste K onversionsrate.
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Solarzellen des kristallinen Silicium-Typs besitzen dagegen im industriellen GroRenmalistab
(10" 10 cm) bereits Energiekonversionsraten von 20% (Metz und Hezel, 2001) bel einer
Lichteinstrahlung von 100 mW/cm? (AM 1.5 Spektrum). Damit liegt die energetische Nutzung
des Sonnenlichts schon sehr nahe am theoretisch maxima mdglichen Konversionswert von
28% fur dieses photovoltaische Prinzip (Informationszusammenstellung unter http://www.shell.com/de-
de/content/0,4645,27243-54536,00.html).

Zur langerfristigen Kompetition der Grétzelzelle mit photovoltaischen Zellen des Siliciumtyps
wird es daher entweder nétig sein, die Energiekonversionsrate deutlich zu erhéhen oder aber
kostengiinstiger zu produzieren.

Mit der Wahl des LHCII als Absorbanz und mdglicherweise auch Sensitizer wéren Fort-
schritte auf beiden Kompetitionsgebieten moglich. Das Protein kann in beliebigen Mengen
gunstig produziert und in vitro gefaltet werden, seine Aufbringung auf TiO, ist sehr kosten-
gunstig. Dartiber hinaus kann LHCII ca. 38% des Lichts im sichtbaren Bereich zur La
dungstrennung nutzen, was zu einer erhdhten Energiekonversionsrate al's mit den ktnstlichen
Farbstoffen fuhren koénnte (vgl. Kapitel 9.2). Zwar ist ,black dye* schon heute in der Lage,
nahezu das gesamte Licht des sichtbaren Bereichs zu absorbieren, doch ist bislang nichts dar-
Uber bekannt, wann sich eine solch hohe Absorption auch in eine effiziente Energiekonver-
sion niederschldgt (vgl. dazu Kapitel 7.3.4). Esist daher méglich, dal3 LHCII oder ein LHCII-
Farbstoff-Konstrukt die absorbierte Lichtenergie effizienter zu einer Elektroneninjektion in
das Leitungsband von TiO, nutzen kann und nachfolgend eine hthere Energiekonversion auf-
grund einer geringeren Dunkelstromrate (vgl. Kapitel 7.3.5) zeigt.

In der Pflanze liegt die Energiekonversionsrate bei ca. 21%, wenn man den Antell des im
sichtbaren Bereich auftreffenden Lichts ins Verhdltnis setzt mit dem Energiegehalt des ersten
stabilen Produkts der Ladungstrennung, Plastochinon B (vgl. Kapitel 9.2).
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand in der Erstellung eines biomimetischen Modells aus
LHCII und angekoppeltem Farbstoff. Nach Lichtanregung der komplexgebundenen Chloro-
phylle sollte ein gerichteter Energietransfer auf den Farbstoff erfolgen. Die eingestrahlte
Lichtenergie sollteim Anschlufd an den Energietransfer wieder verflgbar sein.

Erstes angestrebtes Ziel war eine Verfugbarkeit in Form von Farbstofffluoreszenz. Diese
Farbstofffluoreszenz sollte von der Chlorophylifluoreszenz deutlich unterscheidbar sein, um
zum einen den Energietransfer leichter quantifizierbar zu machen und um zum anderen das
LHCII-Farbstoff-Konstrukt fir spektroskopische Untersuchungen einsetzen zu kénnen.

Angestrebt wurde eine Nutzung der biomimetischen Modelle bezliglich dreier Fragestellun-

gen.

1.) Welche strukturellen Eigenschaften besitzt der N-terminusdes LHCI?
Angestrebt wurde hierzu die N-terminale Kopplung eines Energieakzeptors an verschie-
dene Mutanten des LHCII. Diese Mutanten sollten sich nur in der Lange des N-terminalen
Proteinbereichs unterscheiden, so dali3, je nach Faltung dieses Proteinbereichs, Farbstoff
und néchstgelegenes Chlorophyll des Lichtsammlerkomplexes in variierendem Abstand
zueinander vorliegen. Aus den gemessenen Energietransfereffizienzen und den errechne-
ten Werten zum forsterkritischen Abstand R, sollte der molekulare Abstand von Donor
und Akezptor ausgerechnet und damit die relative Lage der N-terminalen Aminogruppe
zum néchstgel egenen Chlorophyll ermittelbar werden.

2.) Wieerfolgt der Energietransfer im einzelnen LHCII-Molekil?
Es wurde eine orientierte Immobilisierung des LHCII auf Glasoberflachen angestrebt, um
in einzelmolekul aren spektroskopischen Messungen nachfolgend mehr Gber den komplex-
internen Energietransfer in Erfahrung zu bringen. Nach der Etablierung eines funktionie-
renden Mel3systems fur den LHCII sollte eine spektroskopische Analyse der biomimeti-
schen Modelle erfolgen.

3.) Kann dievom LHCII absorbierte Lichtenergietechnisch nutzbar gemacht werden?
Es sollten die Grundlagen zur Nutzung des LHCII in photovoltaischen Anlagen gelegt
werden. Beabsichtigt wurde die Verwendung der absorbierten Lichtenergie in Solarzellen
nach dem Prinzip der ,Grétzelzelle“. Dazu sollte der LHCII zunéchst auf den Halbleiter
TiO, immobilisiert werden, um anschlief3end erste Versuche zur moglichen Energiekon-
version durchzufihren. Es sollte entweder zu einer direkten Elektronenabgabe eines ange-
regten Chlorophylls in das Leitungsband von TiO, kommen oder aber zu einer Elektro-
neninjektion ausgehend vom Farbstoff eines LHCII-Energieakzeptor-Konstrukts.
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2. verwendete Geridte, Chemikalien und
Organismen

2.1 Gerate

Prapar ative Gelelektr ophor ese + Zubehor
Mini Prep Cell, Gelsule: 13 cm Lange, 7 mm Innendurchmesser
Econo Pump, Model EP-1
Fraction collector, Modell 2128
Stromquelle: Power PAC 3000
Alle Geréte von der Firma Bio-Rad, Hercules, USA

Analytische Gelelektrophorese

Midget-System, Firma Pharmacia LKB, Schweden
Speed-Vac

Slab Gel Dryer, Firma LKB, Bromma, Schweden

Vakuum Concentrator, Firma Bachhofer, Reutlingen

Fluorimeter

Fluoromax-2, Firma Jobin Yvon, Grasbrunn, Germany mit Photomultiplier R928 (Hama
matsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee), Software: Datamx Soft-
ware Version 2.24/Grams 32

Digital Thermostat Ministat Compatible Control, Firma Huber, K& temaschinenbau GmbH,
Offenburg-Elgersweiler

Photometer

- MPS 2000 der Firma Shimadzu, Kyoto, Japan

UV-2101PC, UV-Vis scanning spectrophotometer, Firma Shimadzu, Kyoto, Japan
Mikrotiterplatten-Absorptionsmef3gerét: SPECTRAmaxPLUS, Firma Molecular Devices,
Sunnyvale, California, Software: SOFTmax®PRO

Digitalisierungssysteme fur Gele

ScanJet 4c, Firma Hewlett Packard Instruments, Oregon, USA,
Gel doc 1000, FirmaBio-Rad, Hercules, USA, UV-Lampe: 300 nm

Zentrifugen

- Ultrazentrifuge: Optima™XL-100K, Firma Beckmann Instruments
Rotor: SW60TI

Kuhlzentrifuge: Universal 30RF, Firma Hettich, Tuttlingen,

max. Umdrehungen: 15.000 rpm = 23.142" g

Tischzentrifuge: EBA 12, Firma Hettich, Tuttlingen,

max. Umdrehungen: 14.000 rpm = 21.910" g
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sonstige Ger ate
Well3dichtlampe KL 1500 electronic, Firma Bachofer, Reutlingen
Ultraschallbad: SONOREX super RK102H, Bandelin, Berlin
Thermocycler: Genius, Firma Techne, Cambridge, UK

2.2 Chemikalien

Spar mix

4% SDS

1,4 M b-Mercaptoethanol

24% Glycerin

100 mM Tris-HCI pH 6,8

0,4 mM Bromphenolblau

(Bel Zusatz zu farbstoffmarkierten Proben ohne Bromphenol blau)

Farbstoffe

- Di-(2,4-Sulfonyl-benzo)-N-ethyl-tetramethylindodi carbocyanin-N° -pentanoyl-N-
Hydroxysuccinimidylester (Cy5.5), Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH,
Freiburg
1,1°-Bis(4-sulfobutyl)-11-(4-isothiocyanatophenylthio)-3,3,3" ,3' -tetramethyl-10,12-
trimethylene-indotricarbocyanine Monosodium salt (NI R-Cy), Firma Fluka Chemie AG,
Buchs/Schweiz
IRD38, FirmaLI-COR Inc., Lincoln, NE, USA
N-(2,6-Diisopropylphenyl)-14-[ 1-phenethyl-4-(mal eimido)butanamid]-1,6-di (4-tert-
butylphenoxy)-11(CO),12-benzoylterrylen-3,4-dicarboximid (Maleimido-BTI), herge-
stellt von C.Kohl, MPI fir Polymerchemie, Mainz

Deter gentien
n-Octyl-b-D-glucosid (OG), Firma Bachem, Bubendorf
n-Dodecyl-b-D-maltosid (LM), Firma Calbiochem, Frankfurt
Natriumdodecylsulfat (SDS), Firma Boehringer Mannheim
n-Nonyl-b-D-Glucoside (NG), FirmaBachem, Bubendorf

Enzyme

- Trypsin, Firma Boehringer Mannheim
Thermolysin, Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Pronase E, Firma Merck eurolab, Frankfurt
Proteinase K, Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Crosslinker

- 1,6-Diaminohexan (HDA), Firma Merck eurolab, Frankfurt
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester (MBS), Firma Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Succinimidyl 4-(p-Maleimidophenyl) butyrat (SMBP), Firma Pierce, Rockford, USA
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Reduktionsmittel
NaDithionit, Firma Serva, Heidelberg
Tris-(-2-cyanoethyl)-phosphin (TCEP), Firma MoBiTec, Géttingen

2.3 verwendete Lhcbh-1-Mutanten

D7f.3 (Wildtyp) Expressionsklon mit maturem Ihcb-1 (Wirtsstamm JM101)

1h.19 (N-11)

Sca (N-21)

261.9 (N-58)

260.11 (N-61)

Lys6

Glu6e

C79S (Hul)

S3C (Hu2)

S3Ch (Hud)

L&nge des Uberexprimierten Proteins 25,5 kDa= 232 AS

N-terminale Deletionsmutante (Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 24,3 kDa= 221 AS

N-terminale Deletionsmutante (Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 23,1 kDa= 210 AS

N-terminale Deletionsmutante (Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 19,1 kDa= 174 AS

N-terminale Deletionsmutante (Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 18,8 kDa= 171 AS

C79S-Derivat mit N-proximaler Abfolge von 6 Lysinen
(Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 26,0 kDa = 237 AS

C79S-Derivat mit N-proximaler Abfolge von 6 Glutamaten
(Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 26,2 kDa= 238AS

D7f.3-Derviat mit einem AS-Austausch: Cys79 - Ser79
(Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 25,5 kDa= 232 AS

D7f.3-Derivat mit zwel AS-Austauschen: Cys79 - Ser 79 und Ser3 - Cys3
(Wirtsstamm JM 101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 25,5 kDa= 232 AS

D7f.3-Derivat mit zwel AS-Austauschen: Cys79 - Ser 79 und Ser3 - Cys3
und einem C-proximalem , His6-tag* (Wirtsstamm JM101)
L&nge des Uberexprimierten Proteins 26,2 kDa= 238 AS
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Tabelle 2.1: Sequenzver gleich von Wildtypprotein und den zwei neuen Klonen

Amino- 1. 2 3 4 5 6. 7. 8 9 10 11. 12. 13. 14. 15. 15. 16. 17. 18.ff
sauren (*)
D7f.3 Arg Lys Ser Ala Thr Thr Lys Lys Va Ala Ser
CGT AAA TCT GCT ACC ACC AAG AAA GTA GCG AGC
Glu 6 Arg Glu Glu Glu Glu Glu Glu Ser Ser Ala Thr Thr Ala Gly Cys Ala Ser
CGT GAG GAA GAG GAA GAG GAA AGC TCT GCT ACC ACC GCC GGC TGC GCG AGC
Lys6 Arg Lys Lys Lys Lys Lys Lys Ser Ala Thr Thr Ala Gly Cys Ala Ser

CGT AAG AAA AAG AAA AAG AAA TCT GCT ACC ACC GCC GGC TGC GCG AGC

(*) Nomentlatur nach Kihlbrandt, Wang und Fujiyoshi, 1994
= Sequenz der drei Mutanten gleich mit Ausnahme eines AS-Austauschs in Position 85 (Glu6) bzw. 84
(Lys6), hier wurde jeweils Cystein gegen Serin ausgetauscht (Basensequenz entspricht der des C79Sin die-
sem Bereich).
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3. Methoden

3.1 Markierung des Lhcb-1 mit Fluoreszenzfarb-
stoffen sowie Aufreinigung der Lhcb-1-Farbstoff-
Konstrukte

3.1.1 Aliquotierung der Farbstoffe

Zur Markierung von Lhcb-1 waren Farbstoffmengen von 10-100 nmol notwendig. Um solch
geringe Stoffmengen bereitstellen zu kénnen, wurden je 1 mg Cy5.5, NIR-Cy und IRD38
(pulverférmig) in 500 Wl trockenem Methanol, BTI in trockenem Tetrahydrofuran (THF),
aufgenommen und die Farbstoffkonzentration photometrisch ermittelt. Geeignete Stoffmen-
gen wurden aliquotiert und unter Stickstoffzufuhr getrocknet. Die Aliquots wurden mit Para-
film abgedichtet und in einem mit Stickstoff gefillten Schraubdeckel gefal bei -20°C gelagert.
Es wurde wahrend des ganzen Vorgangs darauf geachtet, den Farbstoff frel von Wasser und
dunkel zu lagern.

3.1.2 Farbstoffmarkierung des Lhcb-1

Die Farbstoffmarkierung des Lichtsammlerproteins fand immer am Apoprotein Lhcb-1 statt,
welchesim Anschluf3 an die Kopplungsreaktion zum intakten LHCII riickgefaltet wurde.

3.1.2.1 Cy5.5-Markierungsansatz

Prinzip

Cy5.5 besitzt ein N-Hydroxysuccinimid als reaktive Gruppe. Diese ist aminofunktional, so
dal? bei Wahl eines geeigneten pH-Wertes eine selektive N-terminale Markierung erreicht
werden kann (vgl. Kapitel 1.3). Im Versuch lag Lhcb-1 zu Beginn der Reaktion in reinen
SDS-Mizellen vor. Durch Zugabe des nicht-ionischen Detergens n-octyl-[=D-glucopyranosid
(OG) entstanden Mischmizellen geringerer negativer Ladungsdichte. Dies beglnstigte die
Markierung. Abstol3ungsreaktionen zwischen dem Detergens umhdllten Protein und dem ne-
gativ geladenem Farbstoff wurden vermindert.

Methode

1 Volumenteil Lhcb-1in 1% SDS
+ 1 Volumenteil 100 mM Natriumphosphat-Puffer (NaP), pH 7,35 (pH 7,2 bei plhcb-1)
+ 1 Volumenteil 10% OG
+ 7 Volumenteile H,O
wurden gemischt, auf ein Aliquot des Farbstoffes Cy5.5 pipettiert und mindestens 4 h dunkel
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Cy5.5-Uberschul? war 6-fach molar. Lhch-1 einer Kon-
zentration von ca. 10 pg/pl wurde verwendet. Konzentrationen deutlich kleiner als 5 pg/ul
waren zu gering fur eine effektive Markierung. Die Reaktion wurde nach Ablauf der Zeit
mittels elnes 40-fach molaren A minoethanol tiberschusses abgestoppt.
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3.1.2.2 NIR-Cy-Markierungsansatz

Prinzip

NIR-Cy besitzt eine aminofunktionelle I sothiocyanatgruppe. Da es in vielen Versuchen nicht
gelang, dhnlich dem Cy5.5 eine selektiv N-terminale Proteinmarkierung zu erreichen, wurde
der Farbstoff in einer zweistufigen Reaktion umfunktionalisiert. Ziel war es, ihn anschlief3end
Uber eine SH-reaktive Maemidgruppe an Lhcb-1 binden zu kénnen.

Dazu wurde NIR-Cy in der ersten Reaktionsstufe mit Hexylendiamin (HDA) versetzt. HDA
kann Uber seine priméren Aminogruppen mit der Isothiocyanatgruppe des Farbstoffs reagie-
ren. Ein Vernetzen zweier Farbstoffe durch HDA wurde durch einen nur 5-fachen HDA-
Uberschu? minimiert. Nicht farbstoffgebundenes HDA wurde anschlieRend durch eine Farb-
stoffsuspendierung in THF eliminiert. HDA ist in THF gut 16slich, NIR-Cy dagegen Uber-
haupt nicht. Eine &hnliche Aufreinigung wurde durch das L 6sen des Farbstoffs in Wasser mit
einer anschlieRenden Uberschichtung mit Chloroform erreicht. Nur HDA sollte in die L6-
sungsmittel phase Ubertreten.

In der zweiten Reaktionsstufe wurde HDA-NIR-Cy mit Succinimidyl 4-[p-maleimidophenyl]-
butyrat (SMPB) zur Reaktion gebracht. SMPB ist ein Crosslinker mit einer Maleimid- und
einer Succinimidylgruppe. Die Succinimidylgruppe des SMPB reagierte im Versuch mit der
primaren Aminogruppe des an NIR-Cy gekoppelten HDA, so dal3 anschlief?end ein SH-
reaktiver Farbstoff vorlag (vgl. Abb. 3.1, Kapitel 3.1.2.3). Als giinstig fur die Umfunktionali-
sierung erwiesen sich Farbstoffmengen bis 100 nmol.

Methode

100 nmol NIR-Cy in 100 pl Wasser wurden mit einem 5-fach molaren UberschuB einer 20
mM HDA/HCI-L6sung, pH 9,0 (zum Einstellen des pH-Wertes ist 1 M HCI notwendig) zur
Reaktion gebracht. Das Reaktionsgemisch wurde mit 3,5 pl einer 50 mM NaOH-L6sung auf
einen pH-Wert von 9,0 angehoben. Die Farbstofflésung inkubierte dann 2 h bei 37°C.

Um nach Beendigung der Reaktion nicht gebundenes HDA von NIR-Cy abzutrennen, wurde
der Farbstoff im Stickstoffstrom vollsténdig getrocknet und anschlief3end in THF resuspen-
diert. Dies gelang am besten durch mechanische Zerkleinerung des Farbstoffpellets mit der
Pipettenspitze nach einer funfmindtigen Ultraschallbehandlung. Dieser Waschschritt wurde
zweimal wiederholt, indem das Farbstoffpellet 2 min in der Tischzentrifuge abzentrifugiert
und anschlief3end erneut mit frischem THF versetzt wurde.

Um die Reinigung zu vervollsténdigen, wurde das NIR-Cy-Pellet im Anschluf3in 10 pl Was-
ser gelost und mit Chloroform Uberschichtet. Durch starkes Vortexen wurde eine Emulsion
gebildet, die sich nach einigen Sekunden wieder entmischte. Auch dieser Vorgang wurde
einmal wiederholt. Der Farbstoff wurde anschlief3end im Stickstoffstrom getrocknet und stand
flr den zweiten Reaktionsschritt zur Verfligung.

Dazu wurde der Farbstoff in 100 yl 100 mM NaP pH 7,7 gel6st und mit einem 5-fach mola-
ren UberschuB einer 25 mM SMPB-Losung in THF versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
1 h bei Raumtemperatur unter stdndigem Schiitteln inkubiert. Anschlief3end wurde Uberschiis-
siges SMPB in gleicher Weise wie HDA entfernt und der Farbstoff getrocknet. Eine Protein-
markierung mit dem hergestellten Konstrukt fand immer direkt im Anschluf3 an die Umfunk-
tionalisierung statt.
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Proteinreduktion und Markierung

Prinzip

Die zur Farbstoffmarkierung verwendeten Klone S3C und S3Ch besitzen ein singuléres Cy-
stein (vgl. Kapitel 2.2), welches zu Beginn der Farbstoffreaktion reduziert vorliegen muf3.
Tris-(-2-cyanoethyl)-phosphin (TCEP) kann Cystingruppen zu Cystein reduzieren, ohne
selbst in groferem Mal3e (Mitteilung von C. Huschenbett) mit einer SH-funktionellen Farb-
stoffgruppe zu reagieren.

Methode

1 Volumenteil Lhcb-1in 1% SDS, Konzentration 10 pg/pl
+ 2 Volumenteile 100 mM NaP-Puffer, pH 7,0
+ 1 Volumenteil 10% OG
+ 6 Volumenteile H,O
+ 1/5 Volumenteil 100 mM TCEP (Endkonzentration 2 mM)
Das Reaktionsgemisch wurde 15 min bel 37°C inkubiert und die Reaktion danach kurz auf
Eis abgestoppt. Der SH-reaktive Farbstoff wurde zugegeben und die Reaktion mindestens 12
h bei 4°C durchgefihrt. 100 nmol Farbstoff gentigten zur Markierung von 100 pg Protein. Ein
vollstandiges L 6sen des NIR-Cy in dieser Proteinumgebung gelang nicht.
Eine langere Reduktionszeit des Proteins oder eine Markierungsreaktion bei Raumtemperatur
bzw. 37°C fuhrten zu keiner Verbesserung der Markierungsausbeute.

3.1.2.3 IRD38-Markierungsansatz

Prinzip

IRD38 wurde nach dem selben Prinzip wie NIR-Cy umfunktionalisiert, da auch hier eine se-
lektive N-terminale Proteinmarkierung tber die vorhandene |Isothiocyanatgruppe nicht ge-
lang. Besondere Vorsicht war bei dieser Farbstoffmodifikation geboten, da hohe pH-Werte
und primédre Aminogruppen den Farbstoff umlagern konnten zum ,, Blue product” (vgl. Ka-
pitel 4.1.2). Daher wurde die Umfunktionalisationsrezeptur des NIR-Cy etwas verandert.

Abb. 3.1: IRD38, funktionalisiert mit einer Maleimidgruppe
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Methode

In der ersten Reaktionsstufe wurden 100 nmol IRD38 in 100 Wl 100 mM NaP pH 8,2 mit
HDA zur Reaktion gebracht. Der pH-Wert wurde nicht durch Zugabe von NaOH angehoben.
Das Reaktionsgemisch inkubierte 3 h bei 37°C.

Alle weiteren Reaktionsschritte waren identisch mit denen der NIR-Cy-Umfunktio-
nalisierung. Auch die Proteinmarkierung erfolgte gleich. IRD38 war jedoch im Gegensatz zu
NIR-Cy im Protein/Detergensmedium gut |6slich.

3.1.2.4 Maleimido-BTI-Markierungsansatz

Prinzip

Maleimido-BTI kann mit der reduzierten SH-Gruppe des Lhcb-1 reagieren. Die Reaktion
muf3te dhnlich der Rekonstitutionsreaktion durch schnelles Zusammenpipettieren der Protein-
und Farbstoffldsung erfolgen, da der Farbstoff sehr stark hydrophob ist und sonst selbst in der
Detergensumgebung aggregiert wére. Nicht proteingebundenes Maleimido-BTI neigte in a-
len Versuchen zur Aggregation und konnte generell nicht Gber l&ngere Zeit in einer waldrigen
Umgebung in LAsung gehalten werden.

Methode

1 Volumenteil S3C oder S3Chin 1% SDS, Konzentration ca. 10 pg/pl
+ 2 Volumenteile 100 mM NaP, pH 7,0
+ 1 Volumenteil 10% OG
+ 6 Volumenteile H,O
1/5 Volumenteil 100 mM TCEP (2 mM Endkonzentration)
Das Reaktionsgemisch wurde 15 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion danach kurz auf
Eis abgestoppt. Die Farbstoffzugabe erfolgte im direkten Anschluf® mit einem 12,5-fachen
UberschuR Maleimido-BTI in THF auf dem Vortexer. Als Standardansatz wurden 20 pg Pro-
tein (ca. 1pg/pl Endkonzentration) mit 10 nmol Maleimido-BTI in 2 pl THF versetzt. Grof3ere
Proteinmengen konnten nicht zur Markierungsreaktion verwendet werden, da dann die Gefahr
der Farbstoffaggregation stark zunahm. Der Reaktionsansatz inkubierte mindestens 2 h bei
37°C.

+

3.1.3 Aufreinigung des farbstoffmarkierten Lhcb-1

Es galt fur die nachfolgenden Experimente, das farbstoffmarkierte Lhcbh-1 vom unmarkierten
Protein und/oder ungekoppelten Farbstoff abzutrennen. Proteinféllung und praparative Gel-
el ektrophorese waren dazu die Methoden der Wahl.

3.1.3.1 Féllung

Prinzip

Durch die Zugabe des L 6sungsmittels Aceton und der gleichzeitigen Ansduerung der Umge-
bung wurden Lhcb-1-BTI, -NIR-Cy und -IRD38 aus der Detergensumgebung ausgeféllt. Mit
Ausnahme des BTI-Farbstoffes verblieb der ungekoppelte Farbstoff dabei im Losungsmittel-
Uberstand.
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Methode

1 Volumenteil Lhcb-1-Ldsung
+ 0,1 Volumenteil 100 mM Essigsdure
+ 2,3 Volumenteile 100% Aceton
wurden mindestens 30 min bei —20°C inkubiert. Anschlief3end wurde die Probe 15 min bel
4°C und maximaler Umdrehung in der Hettich-Kuhlzentrifuge abzentrifugiert. Im Pellet be-
fand sich das markierte Protein.

Im Fall des NIR-Cy und IRD38 wurden einige Waschschritte angeschlossen, um nicht kova-
lent ans Protein gebundenen Farbstoff mdglichst komplett abzutrennen. Daflr wurde das
Protein zunéchst in 70% kaltem Ethanol im Ultraschallbad (ca. 5 min) resuspendiert und wie-
der abzentrifugiert (5-10 min bei 4°C). Dieser Waschschritt wurde 2° mit 100% Ethanol
(-20°C) und 5° mit DM SO (jetzt Zentrifugation bei 10°C) wiederholt. Dain DMSO ein gro-
[3er Proteinverlust zu beobachten war (entweder durch zu feine Resuspension oder Ldsen des
Proteins im Losungsmittel), wurde die Fallung fur IRD38 weiter optimiert.

Nach 1~ waschen mit 70% Ethanol und 2 ©~ 100% Ethanol wurde das Proteinpellet in 1%
SDS und 100 mM LiBorat pH 9,0 gel6st (bel einer Proteinkonzentration von ca. 1 pg/pl) und
ein zweites Mal nach obigem Rezept geféllt. Nach dieser Féllung wurde das Proteinpellet 2 °
mit 100% Ethanol gewaschen und nur jeweils 1 min abzentrifugiert. Das Protein wurde in
diesen kurzen Zentrifugationsschritten pelletiert, ebenfalls unlésliche Farbstoffaggregate ver-
blieben aber noch im Uberstand.

Dader BTI nicht aceton- oder ethanolldslich war, wurde auf Waschschritte nach der Protein-
falung zur Farbstoffabtrennung verzichtet.

Lhcb-1-BTI und Lhcb-1-NIR-Cy wurden nach den Reinigungsschritten in 2% SDS und 100
mM Tris pH 9,0 aufgenommen, Lhcb-1-IRD38 in 2% SDS und 100 mM NaP, pH 8,0. Insge-
samt wurde immer eine Proteinkonzentration von ca. 1 pg/ul eingestellt (die Proteinmenge
wurde nach den Waschschritten mit einer 80%igen Ausbeute des eingesetzten Lhcb-1 abge-
schétzt).

Lhcb-1-IRD38 wurde in dieser Form fur die Rekonstitution verwendet. Eine weitere Reini-
gung des markierten Proteins vom unmarkierten war aufgrund der Sensibilitét des Farbstoffs
gegen priméare Aminogruppen und/oder hohen pH-Wert nicht moglich. Lhcb-1-BTI, -NIR-Cy
und -Cy5.5 konnten dagegen in einer préparativen Gelelektrophorese weiter aufgereinigt wer-
den.

3.1.3.2 Priaparative Gelelektrophorese

Prinzip

Farbstoffmarkiertes Lhcb-1 zeigte in analytischen Polyacrylamidgelen einen Laufunterschied
gegenuber unmarkiertem Protein. Lhch-1-NIR-Cy und -Cy5.5 zeigten eine Verzégerung im
Gellauf aufgrund des zunehmenden Molekulargewichts. Lhch-1-BTI zeigte eine Beschleuni-
gung vermutlich ausgeldst durch die Bindung einiger SDS-Molekile an den stark hydropho-
ben Farbstoff. Dieser Laufunterschied konnte zur Aufreinigung des markierten Lhcb-1 im
praparativen Mal3stab genutzt werden. Nicht gebundener Farbstoff wurde gleichfalls aufgrund
seines sehr viel schnelleren Migrationsverhaltens abgetrennt.
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Verwendet wurde ein zylinderférmiges SDS-Polyacrylamidgel (System nach Laemmli, 1970),
auf dem die Auftrennung des farbstoffmarkierten Lhcb-1 von unmarkiertem Protein sowie
ungekoppeltem Farbstoff erfolgte. Die in einzelne Fraktionen separierte Probe wurde vom
Gelende her Gber ein Pumpensystem abgesaugt und mittels Fraktionssammler in Mikrotiter-
platten aufgefangen. Variabel bei diesem System waren neben Geldimension und Zusammen-
setzung die Pumpgeschwindigkeit (40 pl/min sollten jedoch nicht unterschritten werden) und
die Fraktionsgrofie (ul- bis ml-Bereich).

Methode
Zur Aufreinigung von Lhcb-1-Cy5.5 wurde ein 20%iges Polyacrylamidgel verwendet, zur
Aufreinigung von Lhcb-1-BTI und Lhcb-1-NIR-Cy war ein 15%iges Trenngel ausreichend.

Gelzusammensetzung:

Trenngel (5,1 ml) Sammelgel (6,6 ml)

15% bzw. 20% Polyacrylamid 4,7% Polyacrylamid
(Acrylamid:Bisacrylamid = 30:1) | (Acrylamid:Bisacrylamid = 30:1)

410 mM Tris/HCL pH 8,8 130 mM Tris/HCL pH 6,8
0,06% APS 0,045% APS
0,04% TEMED 0,045% TEMED

Es wurde ein 8 cm hohes Trenngel gegossen und mit 2-Butanol Gberschichtet. Nach Auspo-
lymerisieren des Gels (1-2 h) wurde das Butanol abgesaugt, die Losungsmittelreste mittels
H,0 entfernt und das Sammelgel gegossen. Die fertige Gelsaule wurde nach 1-2 h grindlich
mit H,O gespuilt und in die Elektrophoresekammer eingesetzt.

Laufpuffer (ca. 800 ml pro Lauf):

50 mM Tris
384 mM Glycin
0,1% SDS

1 mM EDTA

Probe:

100-200 pg markiertes Protein wurde in die praparative Gelelektrophorese eingesetzt. Dazu
wurden die Proteinproben mit 1/3 bis 1/4 Volumentell Sparmix ohne Bromphenolblau ver-
setzt. Lhcb-1-Cy5.5 und Lhcb-1-NIR-Cy wurden direkt auf das Gel aufgetragen. Lhcb-1-BTI
wurde zuerst 2 min gekocht, um Protein/Farbstoffaggregate zu 16sen und anschlief3end 2 min
bei RT und maximaler Umdrehung in der Tischzentrifuge abzentrifugiert.
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V ersuchshedi ngungen:

Lauf bel konstanter Stromstérke

5 mA (300V als obere Spannungsgrenze determiniert)

Elektrophoresel auf

3-4 h bis zum Beginn der Fraktionssammlung. Diese
startete, wenn die Laufmittelfront das Gel verliefd. Das
Laufende wurde dann nach 14 h 24 min erreicht, wenn
die 3~ 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatten geflllt wa-
ren.

Pumpendurchflul3

40 yl/min

Fraktionssammlung

je 3 min (120 pl) Uber das Programm ,, Time Windows
Collection Method® in 3 ,,96 well*-Mikrotiterplatten
(insg. 288 Vertiefungen und damit 288 Proben)

Rack

#3 (Geréteinterne Bezeichnung, um Fraktionen in Mikro-
titerplatten aufzufangen)

Detektion:

Nach der préparativen Gelelektrophorese wurde das markierte Protein Uber die Farbstoffab-
sorption oder Fluoreszenz bestimmt. Die Farbstoffabsorption wurde in einem Mikrotiterplat-
ten-Absorptionsmef3gerét detektiert (vgl. 3.1.4.2) oder mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-
Fluorimeters bestimmt (vgl.Wolf, 1998).

Fluoreszierende bzw. absorbierende Fraktionen wurden in einer analytischen Polyacrylamid-
gelelektrophorese weiter auf die Reinheit des markierten Proteins hin untersucht (vgl. Kapitel
4.2.4 und 3.1.4.1). Dazu wurden aus jeder 5. Mikrotiterfraktion 50 pl Probe entnommen und
mit Hilfe der Speed Vac auf die Hafte aufkonzentriert (5-10 min unter Zuschaltung der Hei-

zung).

3.1.4 Detektion des farbstoffmarkierten Lhcb-1

3.1.4.1 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Prinzip

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Gelel ektrophoresesysteme verwendet.

Um farbstoffmarkiertes Lhcb-1 von unmarkiertem Protein zu trennen und damit den Markie-
rungsgrad verschiedener Proteinansétze zu Uberpriifen, wurde eine SDS-Gelel ektrophorese nach
Laemmli durchgefihrt (Laemmli, 1970). In diesem Gelelektrophoresesystem erfolgt die Protein-
auftrennung im wesentlichen Gber das Molekulargewicht. Eine Kopplung von Farbstoff an das
Lhcb-1 erhdhte das Molekulargewicht und erzeugte daher eine Varianz im Laufverhalten des
Proteins. Um LHCII-Komplexe mdglichst schonend im Gel aufzutrennen, wurde eine schwach
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese mit Na-Desoxycholat als einzigem Detergens
durchgefiihrt. Dieses Gelsystem diente der Charakterisierung von LHCII-Komplexen unter-

schiedlichen SDS-Gehalts.

Methode

1) SDS-Geeektrophorese nach L aemmli (PAGE)

Es wurden voll denaturierende Polyacrylamidgele des Auftrennungssystem nach Laemmli

(1970) verwendet.
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Gel zusammensetzung

Trenngel (Trennstrecke ca. 5 cm) Sammelgel (ca. 1,5 cm Hohe)
15% Acrylamid 4,5% Acrylamid
(Acrylamid:Bisacrylamid = 30:1) (Acrylamid:Bisacrylamid = 30:1)
400 mM Trig/HCI pH 8,8 130 mM Tris/HCI pH 6,8

10% Glycerin 10% Glycerin

0,07% APS 0,05% APS

0,05% TEMED 0,05% TEMED

Acrylamid, Tris’/HCI, Glycerin und eine entsprechende Menge Wasser wurden gemischt und
mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast (notwendige Gellosung fur 10 Gele: Trenngel ~55
ml, Sammelgel ~35 ml). Nach Zugabe von APS und nachfolgend TEMED wurde das Trenn-
gel in vorbereitete Gelkammern gegossen und mit Wasser Uberschichtet. Nach Polymerisa
tionsende wurde das Wasser abgesaugt, ein Sammelgel gegossen und Kamme zur Bildung
von Geltaschen elngesteckt.

Laufpuffer

25mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS
0,5mM EDTA

Probe

Die aufzutragenden Proteinproben wurden mit 1/3-1/4 Volumenteillen Sparmix versetzt. Der
Elektrophoreselauf fand unter Wasserkiihlung im Sammelgel bei 60 V, im Trenngel bei 100-
200 V statt. Die Spannung wurde erst auf Uber 140 V angehoben, wenn die Lauffront schon
mindestens 2 cm in das Trenngel eingelaufen war.

Detektion/Gellagerung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde bei Vorlage von farbstoffmarkiertem Protein die
betreffende Bande mit einem Skalpell markiert und im Anschluf daran eine Coomassiefér-
bung durchgefthrt (vgl. Wolf, 1998). Das fertige Gel wurde zwischen zwei Cellophanschich-
ten in einem Geltrockner entwassert (vgl. Wolf, 1998).

I1.) Schwach denaturierende Geleektrophorese

Es wurde das schwach denaturierende Gelelektrophoresesystem von Sukenik (1992) modifi-
ziert, um esfir Versuche in Kapitel 6.2.2 einsetzen zu kdnnen.
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Gelzusammensetzung

Trenngel (Trennstrecke ca. 6 cm)

Sammelgel (ca. 2 mm Hoéhe)

10% Acrylamid
(Acrylamid:Bisacrylamid = 30:1)
0,4 M Tris/HCI pH 8,8

0,274 M Saccharose

0,05% Na-Desoxycholat

0,07% APS
0,05%TEMED

4,5% Arylamid
(Acrylamid:Bisacrylamid = 30:1)
0,13 M TrigHCI pH 8,8

0,274 M Saccharose

0,025% Na-Desoxycholat

0,05% APS
0,05%TEMED

Die Gele wurden gemal3 |.) gegossen.

Laufpuffer

10 mM Tris
60 mM Glycin
0,05% Na-Desoxycholat

Probe

Die Proteinproben wurden mit 10-20% Glycerin beschwert und auf das Gel aufgetragen. Der
Gellauf fand tber Nacht bel 2 mA unter 4°C-K Uhlung statt.

Detektion/Lagerung

siehel.

3.1.4.2 Absorptionsmessung mit dem Mikrotiterplatten-Absorptions-

mefigerit
Prinzip

Um das nach einer praparativen Gelelektrophorese aufgereinigte farbstoffmarkierte Lhcb-1 in
den 288 Vertiefungen der drel Mikrotiterplatten zu detektieren, wurde die Farbstoff-
absorption der einzelnen Proben in einem Mikrotiterplatten-Absorptions-Mef3gerat (SPEC-
TRAmMaxPLUS der Firma Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, California) Uberpruift.

M ethode

Die einzelnen Mikrotiterplatten wurden mit der SOFTmax®PRO-Software (Version 3.1.1)

mit folgenden Mef3parametern untersucht.

Art der Messung

Endpunktmessung

Absorptionsmaximum

Absorptionsmaximum des zu detektierenden
Farbstoffs

» Path check” Aus

»Automix und Blanking® Aus

»~Auto Calibrate* An

» Arips’ , Read entire Plate"
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Die detektierten Absorptionen der einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden zu
einem Elutionsprofil graphisch zusammengestellt.

3.2 Herstellung von aufgereinigten farbstoffmar-
kierten LHCII-Komplexen

3.2.1 Aufkonzentration der Lhcb-1-Proben mittels
Ultrafiltration

Prinzip

Proben geringer Proteinkonzentration, wie nach einer préparativen Gelel ektrophorese, knnen
mittels Ultrafiltration aufkonzentriert werden. Dazu wird die Uberschiissige FlUssigkeit sowie
stérende Puffersubstanzen mittels Zentrifugalkraft durch eine Membran gepreft, wahrend das
Protein im Uberstand verbleibt.

Methode

Lhcb-1-BTI, -Cy5.5 und -NIR-Cy, aufgereingt durch die préparative Gelelektrophorese
(Kap.3.1.3.2), muldte vor der weiteren Verwendung aufkonzentriert werden, da 10-20 pg des
gereinigten Proteinsin ca. 1 ml Elektrophoresepufferldsung vorlag und damit fir eine Rekon-
stitution zu gering konzentriert war.

Dazu wurde die Proteinprobe 30 min in Filtron®Réhrchen (30 kDa-Auschluf, Filtron GmbH,
Karlstein) bei 6000 rpm (3000° g) und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Um das Protein
moglichst vollstandig vom Elektrophoresepuffer zu befreien, wurde der Proteintberstand an-
schlief3end mit 1 ml 100 mM Tris/HCI pH 9,0 versetzt und 60-75 min bei 6000 rpm abzentri-
fugiert. Im Uberstand verblieben am Ende 20-30 il Proteinlésung, welche mit 10 pl 10%
SDS versetzt wurden, um an der Filtronmembran aggregiertes Protein zu l6sen (Filtronréhr-
chen dazu 1 min vortexen). Die Filtronrohrchen wurden zur erneuten Zentrifugation (5 min,
3000 rpm) mit einem Deckel verschlossen und umgedreht. Die Proteinlésung eluierte dadurch
in diesen Deckel und konnte abpipettiert werden. Durch Zugabe von 100 mM Tris pH 9,0
wurde ein Endvolumen von 50 pl eingestellt und damit auch eine SDS-Konzentration von
mindestens 2% (vermutlich lag die Detergenskonzentration hoher, da das in der Elektrophore-
seldsung vorhandene SDS nicht vollstéandig abfiltriert wurde aufgrund seiner geringen Kriti-
schen mizelldren Konzentration (CMC)).

3.2.2 Rekonstitution

Prinzip

Es kann eine Ruckfaltung des Lhcb-1 durch Zugabe von Chlorophyllen und Xanthophyllen
sowie einer darauffolgenden Verdnderung der Detergensumgebung induziert werden (Paulsen
et al., 1993). Man spricht hierbei von einer Detergenswechsel-Rekonstitution.

42



Kapitel 3: Methoden

Methode

Markiertes bzw. unmarkiertes Lhcb-1 einer Stoffmenge von 5 - 25 pg wurden in 50 pl 100
mM Tris pH 9,0 und 2% SDS vorgelegt. Lhcb-1-IRD38 wurde in 2% SDS und 100 mM NaP
pH 8,0 zur Reaktion gebracht.

+5u DTT 10 mM

+ 5l Pigment (20 — 30 pg Chlorophyll, sowie Xanthophyll) in Ethanol

wurden auf dem Vortexer 30 min gemischt

+ 7,5 10% OG

5minRT

+75u KCI 2M

20 min Inkubation auf Eis

Nach 8 min Zentrifugation bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit in der Hettich-
K iihlzentrifuge lag der gefaltete Komplex im Uberstand vor. In allen Experimenten wurde auf
einen minimalen ChlorophyllUberschul® von 2-3 fach Uber der notwendigen Chlorophyll-
menge (12 - 14 Chlorophylle pro Lhcb-1) geachtet. Es wurden Rekonstitutionen mit zwei
verschieden molaren Pigmentverhaltnissen durchgefihrt.

Chla:Chlb=1:1bzw.3:1
Das Verhéltnis von Chlorophyll zu Xanthophyll war immer 1 : 0,15.

Die Gewinnung der Chlorophylle und Xanthophylle erfolgte aus Erbsen nach dem Laborpro-
tokoll der AG Paulsen (vgl. Fey, 2001). Genutzt wurde fur ein Chla:Chlb-Verhdtnis von 3:1
Totalextrakt, der mit Hilfe von reinen Xanthophyll-Aliquots auf das gewunschte
Chl: Xanthophyll-V erhédtnis angehoben wurde.

3.2.3 Dichtegradientenzentrifugation

Prinzip

Um ungefaltetes Protein und ungebundenes Pigment von den LHCII-Komplexen abzutrennen,
wurde eine Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation an die Rekonstitution angeschlossen.
Langere Wartezeiten zwischen Rekonstitution und Ultrazentrifugation wurden vermieden, da
sonst in der eigentlich aufgereinigten LHCII-Bande photometrisch sichtbare Aggregate auf-
traten.

Methode
Es wurden 2 Methoden verwandt:
Methode A Methode B
Gradienten- 0,6 M Saccharose 0,4 M Saccharose
zusammensetzung | 0,1% n-Dodecyl-b-D-maltosid (LM) | 0,1% LM
5 mM Tricine/NaOH, pH 7,8 5 mM Tricine/NaOH, pH 7,8
Gradienten in 3 Einfrier- Gradienten in 1-2 Einfrier-
Auftauzyklen formieren Auftauzyklen formieren
Laufbedingungen |16 h bei 345.000" g 16 h bei 300.000" g
(58.000 rpm in Beckmann- (54.000 rpm in Beckmann-
Zentrifuge) Zentrifuge)

Es wurden in der Regel 10-20 pg (maximal 50 pg) Protein einer Rekonstitution auf 4 ml gr o-
3e Zentrifugenréhrchen aufgetragen und Uber den Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt.
Nach der Zentrifugation konnte der aufgreinigte LHCII as einzelne Bande (vgl. Kapitel
4.2.1) abgezogen werden.
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Um LHCII des Klons Lys6 Uber einen Dichtegradienten aufzureinigen, wurde den Saccharo-
segradienten 0,1 mM TCEP zugesetzt zur Vermeidung von LHCII-Dimeren.

3.2.4 Photometrische Bestimmung des LHCII

Die Absorption von LHCII, aufgereinigt Uber eine Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation, wurde an einem UV-Vis-Spektrophotometer (UV-2101PC von Shimazu) be-
stimmt. Um Fusseln etc. von der LHCII-Probe abzutrennen, wurden alle Proben vor der Mes-
sung 1 min in der Tischzentrifuge abzentrifugiert.

M ef3parameter

Mel3-Modus Absorption
Wellenlangenbereich [nm] | 350-800

M ef3geschwindigkeit Medium
Spaltbreite [nm] 0,5
Increment [nm] 1

3.2.5 Fluoreszenzmessungen

Prinzip

Die Fluoreszenzspektroskopie diente in dieser Arbeit dem Nachwels eines Energietransfers.
Nachgewiesen werden konnte zum einen die Intaktheit des LHCII Uber die Effizienz des
komplexinternen Energietransfers von Chlb nach Chla (vgl. Kapitel 4.2.5). Zum anderen
konnte der Energietransfer von komplexgebundenem Chla auf einen externen Energieakzep-
tor (NIR-Cy, IRD38, Cy5.5 oder Maleimido-BTI) quantifiziert werden.

Methode

Emissions- und Excitationsspektren wurden mit dem Fluoromax-2, Programm Datamax (Jo-
bin Yvon, Grasbrunn, Germany), bel 297K und 77K gemessen. Um den Energietransfer von
Chlb nach Chla zu bestimmen, wurde Chlb bei 460 nm angeregt und das Emissionsspektrum
gemessen. Der Energietransfer von Chla auf den angekoppelten Farbstoff wurde in Emis-
sionsspektren durch Excitation bei 410, 430 oder 437 nm quantifiziert. Dabel wurde immer
darauf geachtet, dal’3 die Chlorophyllabsorption in der Excitationswellenlange <0,1 war, um
Reabsorption wahrend der fluorometrischen Vermessung zu minimieren.

Parameter:
Integrationszeit | Spaltbreite fir Anregung Increment »Lampen-Level“
und Emission (Lampen-
[9] [nm] [nm] intensitét)
Emissions- 0,1 3/3 05-1 2
spektren
Excitations- 0,5 3/3 05-1 2
spektren

Von diesen Parametern abweichende Mefsanordnungen werden an betreffender Stelle aufge-
fahrt.
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Es wurde das gemessene Spektrum immer gegen das Lampenspektrum (, SYR*) und die wel-
lenlangenabhangige V eranderung der Photomultipliersensitivitat (,~ mcorrect) korrigiert.
Alle Energietransferexperimente mit LHCII-Farbstoffkomplexen fanden bei einem konven-
tionellen Aufbau des Strahlenganges statt (das Fluoreszenzlicht wurde im rechten Winkel zur
Anregungslicht detektiert). Die Versuche zur Immobilisierung des LHCII an TiO, oder an
HRP (vgl. Kapitel 3.4) fanden mit einem , Front face"-Aufbau des Fluorometers statt (zum
Mel3prinzip vgl. Reinsberg, 2000). Dazu wurden die entsprechend beschichten Glasplatten
direkt in dem Klvettenplatzhalter positioniert.

Messungen bei 77 K fanden in einer eigens dafir angefertigten Apparatur bestehend aus ei-
nem Dewar und einem Meldtisch statt. Als Kivette dienten bei diesem Versuch Kunststoff-
réhrchen fir die Ultrazentrifuge (Beckman Ultra-Clear ™ Centrifuge Tubes 541 mm), da sie
durch ihre Flexibilitét eine Glasbhildung ohne Eiskristalle ermoglichten. Ihre Eigenfluoreszenz
war im sichtbaren Bereich vernachléassigbar. Eine Glasbildung der zu charaktierisierenden
Proben wurde durch den Zusatz von Glycerin (60% Endkonzentration) erreicht.

3.2.6 Trypsinverdau

Prinzip

Trypsin ist eine Protease, welche Polypeptide an Arginin und Lysin von carboxyterminaler
Seite her schneidet (Stryer, 1995). Lhcb-1 wird durch Trypsin nahezu vollstéandig abgebaut.
Nach Rekonstitution kann bel maturem Lhcb-1 dagegen nur ein 1 kDa grofl3er Abschnitt des
N-terminus verdaut werden, der gréfdte Teil des Proteins ist proteasegeschiitzt. Die Ursache
dieses Phénomens ist nicht genau bekannt, entweder schiitzen die Pigmente angreifbare Pep-
tidbindungen vor der Protease, oder aber sie induzieren eine kompakte Proteinfaltung, in der
mogliche Angriffsstellen vor Trypsin verborgen sind (Paulsen et al., 1993). Letzterer MOg-
lichkeit wird eine grofRere Wahrscheinlichkeit zugesprochen.

In dieser Arbeit diente der Trypsinverdau zum einen dazu, N-proximal oder N-termina an
den LHCII gebundenen Farbstoff abzutrennen und damit den Energietransfer von Chlorophyl|
auf den Energieakzeptor zu unterbinden. Zum anderen wurde es auch zur vollstandigen, un-
spezifischen Proteinzerstorung eingesetzt (Kapitel 4.2.1.1).

M ethode (zum N-terminalen Verdau)

200 I einer LHCII-L6sung, aufgereinigt durch einen Saccharose-Dichtegradienten
+ 22 4 Trypsin (1 mg/ml) in 10 mM Tricine pH 8,0 und 0,2 MM EDTA
wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden sofort
Emissionsspektren unter selektiver Anregung von Chla gemessen. Ein Trypsinverdau in einer
1% SDS-haltigen Umgebung scheiterte, da die Protease sich unter diesen Bedingungen selbst
verdaute.
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3.3 Bestimmung des Energietransfers von Chla auf
einen Farbstoff in LHCII-Farbstoff-Komplexen

Generell existieren zwei Moglichkeiten der Bestimmung des RET. So kann ein Energietrans-
fer einmal Uber eine Verminderung der Fluoreszenzquantenausbeute des Donors ermittelt
werden (Kapitel 3.3.1, das sog. Donorguenching) und zum anderen Uber das Auftreten einer
Akeptorfluoreszenz ohne direkte Akzeptorexcitation (Kapitel 3.3.2, die stimulierte Akzeptor-
fluoreszenz).

3.3.1 Bestimmung des Donorquenchings

Prinzip

Bei dieser Methode der Energietransferbestimmung geht man davon aus, dal3 sich die Quan-
tenausbeute vom Donor durch Energietransfer auf den Akzeptor verringert. Unspezifische
Umgebungseffekte (die Anwesenheit vom Akzeptor verandert unspezifisch die Umgebung
des Donors und damit dessen Quantenausbeute) bleiben dabei unberiicksichtigt.

Methode

Der Energietransfer kann nach dieser Methode leicht bestimmt werden, wenn die Donor- und
Akzeptor-Fluoreszenz nicht oder nur geringfigig Uberlappen wie es bei LHCII-NIR-Cy oder
LHCII-IRD38-Komplexen zu finden ist. Der Energietransfer konnte hier nach der einfachen
Formel

oChla- Fluoreszenz von LHCII - Farbstoff - KomplexenQ 100

&
Energietransfer [%] = ¢1 - T
& oChla- Fluoreszenz von LHCII - Komplexen P

berechnet werden. Die Integrationsgrenzen waren fir alle Experimente 625 nm und 700 nm.
Aufgereinigte farbstoffmarkierte sowie unmarkierte LHCII-Komplexe wurden dazu bei 410
oder 437 nm auf gleiche Absorption eingestellt. Da freiles Pigment nach Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugtion abgetrennt war, wurden hiermit beide Proben auf gleichen
LHCII-Gehalt eingestellt. Die Einstellung erfolgte in der Chlorophyll-Soretbande, well hier
die Farbstoffe nahezu keine Absorption zeigten. Die Chlorophyllabsorption wurde auf einen
Wert unterhalb von 0,1 eingestellt, um in den nachfolgenden Fluoreszenzmessungen Reab-
sorptionsphdnome minimieren zu konnen. Im folgenden wurden mit beiden Proben Emis-
sionsspektren bei gleicher Chla-Excitationswellenlange gemessen.

In LHCI-BTI-Komplexen Uberlappte die langwellige Chla-Fluoreszenz (685 — 700 nm) mit
der Farbstoff-Fluoreszenz, so dal3d der Energietransfer nur tUber einen Vergleich der maxima-
len Chlorophyll-Fluoreszenz einer Wellenlange (bei 680 bzw. 682 nm) erfolgte (vgl. Kapitel
4.2.4.2).

In den LHCII-Cy5.5-Komplexen differierten Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz nur um 15
nm. Eine Dekonvolution der Gesamtfluoreszenz in die Donor- und Akzeptor-
Fluoreszenzanteile war daher essentiell. Da kommerzielle Programme nicht die Moglichkeit
boten, Dekonvolutionen mit Hilfe von gemessenen Kurven durchzufiihren, wurde eine 2-
Faktoren-Analyse in Excel durchgefihrt. Prinzip dieses Systems ist die Berechnung des An-
tells von Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz im jeweiligen Emis-
sionsmaximum.

46



Kapitel 3: Methoden

Zur Anpassung der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzanteile an die LHCII-Cy5.5-Fluores-
zenz war eine Funktion der Chla- und der Cy5.5-Fluoreszenz notwendig. Es wurde dazu zum
einen die Chla-Fluoreszenz in einem unmarkierten LHCII (bei 410 nm Excitation) und zum
anderen die Cy5.5-Fluoreszenz (580 nm Excitation bel 297K und 640 nm Excitation bei 77K)
in ungefaltetem Lhcb-1-Cy5.5 bestimmt.

Die Dekonvolution mittels 2-Faktoren-Analyse erfolgte nach folgende Formeln.

Fy= Fluoreszenz von LHCII-Farbstoffkonstrukt nach Chla-Anregung bei 410 nm

Fcni = Fluoreszenz von Chlain LHCII nach direkter Anregung

Fcy = Fluoreszenz von Lhcb-1-Cy5.5 nach direkter Farbstoffanregung

Fcnfit = errechnete Fluoreszenz von Chlain LHCII-Cy5.5 nach Anregung bel 410 nm
Feyfit = errechnete Fluoreszenz von Cy5.5 in LHCII-Cy5.5 nach Anregung bei 410 nm

(Die Zahl hinter der Fluoreszenzspezifizierung gibt die Emissionswellenldnge an.)

1) Fg682 =K’ Fg695
Fcn682 =R~ Fcp695
Fq/695 =T Fcy682

Die Faktoren K, R und T sind nur vom Kurvenverlauf der LHCII-, LHCII-Cy5.5- und
L hch-1-Cy5.5-Fluoreszenzen abhangig und daher unabhéngig von gemessenen Fluoreszenz-
intensitaten bestimmbar.

Esgilt weiterhin:

1) Fy682=Fcnfit682 + Fofit682
F,695=Fcnfit695 + Fo,fit695

Durch Einsetzen der Formeln 1. in die Gleichungen |1. konnten die zwei notwendigen Fakto-
ren des Dekonvolutionssystem errechnet werden (Fcnicy-Variablen wurden dazu den
Fenigyfit-Variablen gleichgesetzt):

)  Fenfit82=(R(K" T-1)" F$82)/ (R K~ T-K)
Fo fité95= (T~ (K-R))" F95)/ (1- (R* T))

Die gefitteten Chla- und Cy5.5-Emissionskurven ergaben sich dann folgendermal3en:

Fenfite82

Fcn682
_ . Fo,fit695
Foyfit(600 - 800) = Fcy&600 - 8008 ——+

IV)  Fenfit(600 - 800) = Fcug600 - 8002

Die Gute der Dekonvolution wurde bestimmt, in dem das gemessene Emissionsspektrum von
LHCII-Cy5.5 nach Chla-Anregung vom Summenspektrum aus errechneter Chlorophyll- und
Cy5.5-Fluoreszenz subtrahiert wurde. Das Integral dieses Differenzspektrums wurde dann ins
Verhdltnis gesetzt mit dem gemessenen Emissionsspektrum und als Anpassungsfehler in Pro-
zent angegeben.
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Nach Dekonvolution der Gesamtfluoreszenz in die beiden zugrunde liegenden Spektren
konnte auch hier nach obiger Formel zum Donorquenching der Energietransfer berechnet
werden. Neben der Einstellung der LHCII-Cy5.5-Absorption auf die der LHCII-Referenz,
wurden auch Denaturierungsexperimente durchgefihrt. Ziel war es, das Donorquenching tber
die Zunahme der Chla-Fluoreszenz nach Unterbrechung des Energietransfers auf Cy5.5 in
einer einzigen Probe zu bestimmen (vgl. Kapitel 4.2.1.1).

3.3.2 Bestimmung der sensibilisierten Akzeptor-
fluoreszenz

Prinzip

Der Energietransfer in Donor-Akzeptor-Systemen ist auch Uber das Auftreten der Akezptor-
Fluoreszenz bestimmbar. Wichtig hierfir ist eine selektive Anregungsmdglichkeit des Donors
ohne gleichzeitige, direkte Akzeptorexcitation.

Methode

Gerade fur die Bestimmung des Energietransfers in LHCII-Cy5.5-Konstrukten erwies es sich
als optimal, die Quantifizierung des Ubergangs mittels Bestimmung der sensibilisierten Ak-
zeptorfluoreszenz durchzufihren. Nach einer starken Vereinfachung der Formel von Fair-
clough und Cantor (1978) wurde folgende Berechung durchgefihrt:

oCy5.5 - Fluoreszenz /f cyss
oCy5.5 - Fluoreszenz /f «ss + gChla - Fluoreszenz /f chia

Energietransfer [%] = - 100

f cnaund f oys5 sSind in Kapitel 4.1 zusammengefaldt. Die Integrationsgrenzen wurden mit 600
nm und 800 nm festgelegt. Bei 77K wurde fur Cy5.5 die untere Grenze auf 650 nm angeho-
ben, da das Lhcb-1-Cy5.5-Emissionsspektrum bei einer Excitationswellenlange von 640 nm
aufgenommen worden war.
Die Chla- und Cy5.5-Fluoreszenz wurde dem in die beiden Unterspektren dekonvolutierten
LHCII-Cy5.5-Spektrum entnommen. Eine fluorometrische Vermessung des LHCII-Referenz-
spektrums oder aber eine Denaturierung der LHCII-Cy5.5-Probe wurde damit UberflUssig.
Die obige Formel kann nur unter Postulierung zweier Annahmen verwendet werden:
Die Fluoreszenzquantenausbeute des Donors andert sich nicht umgebungsabhéngig bei
Anwesenheit vom Akzeptor und umgekehrt, sondern ist spezifisch auf Energietransfer-
prozesse zurlckzuf Uhren.
Der Kurvenverlauf der Donor und Akzeptor-Fluoreszenz andert sich nicht bei Vorlage
beider Fluorophore in einem Komplex.

Neben der oben genannten Methode der Quantifizierung des Energietransfers durch die sen-
sihiliserte Akzeptorfluoreszenz, ist bei Fairclough und Cantor eine weitere Methode be-
schrieben (1978).

Wenn in einem System die Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz nicht Uberlappen, ist es mog-
lich, den Energietransfer Uber einen Vergleich des Absorptionsspektrums mit dem Excita-
tionsspektrums (Emissionswellenlange ist die der maximalen Akzeptor-Fluoreszenz) einer
Probe zu ermitteln. Dazu werden die beiden Spektren auf maximale Akzeptor-Absorption
bzw. die direkte Akzeptor-Excitation normiert und anschlief3end der Donor-Anteil der Exci-
tation mit dem der Donor-Absorption verglichen.
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Bel den verwendeten LHCII-Farbstoffsystemen wurde diese Energietransferberechnungs-
methode nur fur LHCII-NIR-Cy verwendet (vgl. Kap.4.2.2.2) und folgende Formel ange-
wendet.

oChla- Excitation
oChla- Absorption

Energietransfer [%] = - 100

Um die Chla-Absorption und -Excitation bestimmen zu kdnnen, muf3ten die Absorptions-
bzw. Excitationsspektren in die Chla und Chlb-Anteile dekonvolutiert werden. Diese Anpas-
sung erfolgte mit dem Programm ,, Datamax”, Unterprogramm ,, Curve fit” am Fluoromax-2
durch die Annahme der Zerlegbarkeit der Chla und Chlb-Absorption bzw. Excitation in zwei
Gauf¥kurven. Als Integrationsgrenzen wurden vor der Dekonvolution durch das Datamax-
Programm 640 nm und 700 nm festgel egt.

3.3.3 Bestimmung des Extinktionskoeffizients der
verwendeten Fluorophore

Der Extinktionskoeffizient aller verwendeten Farbstoffe wurde vom Hersteller in organi-
schem Losungsmittel bestimmt und diente in den Versuchen as Referenz zur Ermittlung des
Extinktionskoeffizienten in Detergensumgebung bei 297K und 77K. Es wurden die Absorp-
tionsmaxima gleicher Farbstoffmengen in Losungsmittel und in Detergens (bei 297K und
77K) miteinander verglichen.

Emax in Detergens
Emaxin Losungsmittel

Gesuchtes e (in Detergens) = bekanntes  (in Losungsmittel) -

e = Extinktionskoeffizient
E = Extinktion

Die Extinktion des BTI in Detergens konnte nur an Lhcb-1-BTI gemessen werden, da der
Farbstoff selbst nicht detergendddlich ist. Um die BTI-Menge zur Ermittlung des Extink-
tionskoeffizienten zu bestimmen, wurde die Lhcb-1-Menge densitometrisch in einem Po-
lyacrylamidgel quantifiziert (vgl. Wolf. 1998). Da jedes Protein farbstoffmarkiert war, ent-
sprach die Lhcb-1-Menge der BTI-Menge.

Der Extinktionskoeffizient des LHCII bei 77K wurde gleich dem der Farbstoffe bestimmt.
Als Referenz diente hier der Extinktionskoeffizient bel 297K, gemessen von Kuhlbrandt und
Butler (1988).

3.3.4 Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute
der verwendeten Fluorophore

Die Fluoreszenzquantenausbeute aller Chromophore wurde in relativen Messungen bestimmt.
Dazu wurden zwei Farbstoffe (einer mit bekannter Quantenausbeute und einer, von dem diese
bestimmt werden soll) bei einer Wellenlange auf identische Absorptionswerte eingestellt und
bei dieser Wellenlange anschlief3end die Substanzen zur Fluoreszenz angeregt. Aus dem Ver-
gleich der Integrale beider Emissionsspektren lief3 sich nachfolgend die gesuchte Fluoreszenz-
guantenausbeute berechnen.
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oEmission des Farbstoff mit der zu bestimmenden f
oEmission des Farbstoff mit der bekanntenf
f = FHuoreszenzquantenausbeute

Gesuchtef = bekanntef -

Der zu erwartende Fehler einer solchen Messung héngt von mehreren Parametern ab:

1. Wie genau wurde die Quantenausbeute der Referenz bestimmt (absolute Messung der
Quantenausbeute ist hier einer relativen Messung vorzuziehen)?

2. Wie homogen ist die zu untersuchende Probe (vgl. Kapitel 4.1.2)?

3. Wie genau kann die Fluoreszenzdetektion Uber den gesamten Emissionsbereich erfolgen
(vol. Kapitel 4.1.1)?

4. Wie groB ist die Aquivalenz der MeRRparameter von Referenz und Probe? Je dhnlicher
beispielsweise die L ésungsmittelumgebung gewahlt werden kann, desto praziser sind die
errechneten Quantenausbeuten.

3.4 Immobilisation von LHCII-His6 an Ni-NTA-HRP

Um in Versuchen der Einzelmolekilspektroskopie LHCII-Komplexe in Detergens in einer
definierten Orientierung charakterisieren zu kénnen, wurde eine Protelnimmobilisation ange-
strebt. Ziel war es, LHCII-Mutanten (vgl. Kapitel 2.x) Uber einen ,,His6-tag“ an Glasoberfl&
chen zu binden. Ein von der Firma Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden) vertriebenes Protein-
Konjugat konnte die LHCII-Verknipfung mit der gewtinschten Oberflache moderieren. Es
handelt sich dabel um HRP (Horseradish-peroxidase-conjugated Ni-NTA), eine Meerrettich-
Peroxidase, die ein Nickel-Nitrilotriessigsaurechelat tragt. HRP bindet spontan an Glasober-
flachen und kann tber seine Ni-NTA-Gruppe je zwei Histidine Uber deren freies Elektronen-
paar am Stickstoff komplexieren (vgl. Kapitel 1.4.1).

3.4.1 Immobilisation von LHCII-His6 zur Charakteri-
sierung im Fluoromax-2

Verwendete Puffer:

Puffer A Puffer B Puffer C

20 MM MOPS/KOH, pH 7,0 | 20 mM MOPS/KOH, pH 7,0 | 100 mM MOPS/KOH, pH 7,0
50 mM KClI 50 mM KCI 50 mM KCl

5mM MgCl, 5mM MqgCl, 5mM MqgCl,

0,1% LM 0,1% LM

0,2 M Saccharose 0,2 M Saccharose

50 pl einer 0,8 UM HRP-L6sung in Puffer A wurden auf einen Objekttrager pipettiert und 4
min bei RT inkubiert (Molekulargewicht von HRP = 42 kDa). Die L 6sung wurde abpipettiert
und die Prozedur erneut mit 50 pl der 0,8 uM HRP-L 6sung wiederholt.

Im néchsten Schritt wurde nicht an die Glasoberflache gebundene HRP durch eine Uber-
schichtung mit 50 pl Puffer A in einer 4 mindtigen Inkubation entfernt. Die Pufferlésung
wurde im Anschlul3 mit einer Pipette abgesaugt und die Waschprozedur einmal wiederholt.

Nun wurden 50 pl einer von freiem Chlorophyll und ungefaltetem Protein gereinigten LHCII-
His6-Losung (Bezeichnung fur jede LHCII-Mutante mit ,His6-tag®) auf die HRP-
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beschichtete Glasplatte pipettiert. LHCII-Monomere wurde nach Kapitel 3.2.2 hergestellt und
nach Kapitel 3.2.3 aufgereinigt. LHCII-Trimere wurden von Huschenbett hergestellt (Hu-
schenbett, 2001) und gemald Kapitel 3.2.3 aufgereinigt. Native Trimere wurden in einigen
Falen als Kontrolle eingesetzt (His6-tag frele Komplexe) und nach Krupa et al. (1987) aus
Erbsen isoliert. Eine Aufreinigung von freiem Chlorophyll erfolgte hier in gleicher Weise.

Die LHCII-Konzentration lag in alen Falen in der Grélenordnung von 0,2 - 0,8 uM. Die
His6-Bindung an HRP wurde durch eine 4 minttige Inkubation auf Eis induziert und der
LHCII-Uberstand nach Ablauf der Zeit abpipettiert. Auch dieser Reaktionsschritt wurde ein-
mal wiederholt.

Zur Entfernung von ungebundenem LHCII wurde die beschichtete Glasplatte mit 50 pl Puffer
B Uberschichtet und 4 min auf Eis inkubiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und der Vor-
gang einmal wiederholt. Am Ende wurde die Glasplatte mit zwei Ma 700 pl Puffer B abge-
spult. Es wurde in alen Inkubationsschritten darauf geachtet, da3 die HRP- bzw.
HRP/LHCII-beschichtete Glasoberflache nicht austrocknete. Auch bel einem Wechsel des
Inkubationsmediums verblieb ein diinner Feuchtigkeitsfilm auf der Oberflache.

3.4.2 Immobilisation von LHCII-His6 zur Charakteri-
sierung mittels Einzelmolekiilspektroskopie

Um LHCII-His6 einzelmolekular zu charaktierisieren, konnte nahezu die gleiche Immobilisa-
tionsprozedur, wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, verwendet werden. Im folgenden werden
daher nur die Abweichungen dokumentiert.

LHCII-His6 wurde an ein Deckglas (Marienfeld 24" 32 mm N°1) immobilisiert, welches
nachfolgend die Oberseite einer 170 pm hohen FlUssigkeitszelle (BKS7-Glas) bildete. Damit
konnten die LHCII-Komplexe in Detergensumgebung unter Olimmersion mikoskopiert wer-
den.

Abweichend vom Protokoll aus Kapitel 3.4.1 wurde mit stark verdinnten Ldsungen des
LHCII bel der Beschichtung gearbeitet. Komplexkonzentrationen von 1 - 5 pM wurden ver-
wendet. Die LHCII-Inkubation auf der HRP-beschichteten Glasplatte erfolgte nur 1 Minute
lang und wurde nicht wiederholt.

Um ein schnelles Ausbleichen der Chlorophylle bei der Fluoreszenzmessung zu vermeiden,
wurde die in den Experimenten verwendete Flussigkeitszelle mit 20 pl 1 mg/ml Na-Dithionit
in Puffer C gefullt.
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3.5 Einzelmolekulare Fluoreszenzspektroskopie von
LHCII-Monomeren und Trimeren

Prinzip

Um die komplexinternen Energietransferprozesse von LHCII besser verstehen zu kdnnen,
wurden fluorometrische Untersuchungen an singuléren Monomeren und Trimeren durchge-
fuhrt. Alle einzelmolekil spektroskopischen Untersuchungen wurden von Mitgliedern der AG
Wrachtrup des 3. Physikalischen Instituts der Universitét Stuttgart durchgefiihrt, weshalb in
dieser Arbeit nur die Grundprinzipien des methodischen Vorgehens dargestel It werden.

In vielen vorangegangenen Experimenten wurde mit LHCII-Komplexen, eingebettet in eine
Polyvinylalkohol-Matrix (PVA), gearbeitet. Um eine bessere Orientierung der LHCII-
Komplexe in der Messung zu erméglichen und gleichzeitig in einer wéalrigen Umgebung ar-
beiten zu kdnnen, wurden in den Versuchen dieser Arbeit immobilisierte LHCII-Komplexe in
Detergensumgebung analysiert.

Methode

LHCII-Monomere und Trimere wurden nach Kapitel 3.4.2 auf Ni-NTA-HRP-beschichteten
Deckglasern immobilisiert und in eine Flissigkeitszelle eingebracht. Damit lagen die Kom-
plexe zwar fest verankert an einer Oberfléche, jedoch trotzdem in waldriger Umgebung, vor.
Die spektroskopischen Untersuchungen fanden unter Olimmersion an einem Konfokalmik-
roskop desin Abb. 3.2 dargestellten Aufbaus statt.

Abb. 3.2: Strahlengang im konfokalen Mikroskop zur Detektion der Fluoreszenzpolari-
sation einzelner LHCI1-Komplexe, Abbildung nach Schuler (2001)
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Circular polarisiertes Laserlicht einer Wellenlange von 650 nm (CW-Farbstofflaser, Coherent
699-21, Santa Clara CA, Linienbreite = 1 MHz, betrieben mit DCM ) wurde Uber eine Glasfa-
ser auf den schwingungsgedampften Tisch des optischen Aufbaus gefiihrt und Uber einen
Strahiteller zum Probenobjektiv geleitet. Den Strahlteiler stellte eine einseitig beschichtete
Glasplatte dar, an der das Laserlicht zu ca. 10% reflektiert wurde. Nur dieses reflektierte Licht
wurde nachfolgend auf die Probe fokussiert.

Das auftretende Fluoreszenzlicht durchlief die selbe Optik und passierte den Strahlteiler zum
grofdten Tell ungehindert. Durch einen hol ographischen Notchfilter (Kaiser) wurde streuendes
Anregungslicht abgetrennt.

Eine Aufspaltung des Fluoreszenzlichts in zwei senkrecht zueinander stehende Polarisations-
richtungen erfolgte durch den polarisierenden Strahlteilerwirfel. Die jeweiligen Lichtanteile
wurden durch zwel Avaanche-Photodioden quantifiziert. Die Detektionseffizienz des Sy-
stems lag bei 10%.

In den Versuchen wurden zum einen einzelne LHCII-Komplexe tber einen Zeitraum von
Sekunden - Minuten fluorometrisch charakterisiert (Aufnahme sog. Zeitspuren). Zum anderen
wurden Momentaufnahmen des Fluoreszenzverhaltens einiger LHCII-Molekdile durchgefiihrt.

3.5.1 Momentaufnahme der LHCII-Fluoreszenz

Eine Fléche von maximal 100~ 100 pm wurde mit Laserlicht der Wellenlange 650 nm Punkt
fur Punkt rasterférmig abgefahren. Dabel wurde Licht einer Energie von 1 pyW 4 ms pro Pixel
eingestrahlt. Bedingt durch den konfokalen Aufbau betrug die maximale Bildauflésung im
Durchmesser 300 nm (in x,y-Richtung, Auflésung in z-Richtung 1 pum), einzelne LHCII-
Moleklle konnten daher nur detektiert werden, wenn die Proben so verdinnt vorlagen, dai3
der mittlere Komplexabstand grof3er war als die Ausdehnung des Fokus. Aggregationen meh-
rerer LHCII-Komplexe zu Superkomplexen konnten dennoch detektiert werden. Grof3e Kom-
plexaggregate wiesen eine stark erhohte Fluoreszenz auf. Wahrend einzelne LHCII-
Monomere Emissionen von ca. 2000-4000 ,,counts per second” zeigten, Uberstieg die Emis-
sion der Aggregate diese Emission um ein vielfaches (signifikant bei 10-fach hdherer Fluo-
reszenz). Kleinere Aggregationen von LHCII konnten Uber ein veréndertes Bleichverhalten
erkannt werden (vgl. Kapitel 5.2.2).

3.5.2 Fluoreszenzveranderungen iiber die Zeit (Zeit-
spuren einzelner LHCII-Emissionen)

Durch die Rasterbildaufnahmen des immobilisierten LHCII konnten die Koordinaten einzel-
ner Molekile bestimmt werden und so der Laserstrahl zur Excitation einzelner Komplexe
positioniert werden. Die Detektion der Chlorophyllfluoreszenz erfolgte in zeitlicher Auflo-
sung von 20 ms. Durch die Aufspaltung des Emissionslichts am polarisierenden Strahlteiler-
wirfel war eine gleichzeitige Detektion der Fluoreszenzanteile zweier orthogonaler Polarisa-
tionsrichtungen mdglich. Aus diesen beiden Anteilen wurde nachfolgend der minimale Pola-
risationsgrad berechnet:

Il' I2
max(lblz)
I und I, représentieren die zwei gemessenen Anteile der verschiedenen Polarisationsrich-
tungen, p entspricht dem Polarisationsgrad. Dal3 die angegebene Polarisation nur den minimal
moglichen Wert beschreibt, ist im Mef3aufbau begrindet. Es wurden nur zwel orthogonale

p:
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Fluoreszenzanteile quantifiziert, d.h. linear polarisiertes Licht, welches aufgrund seiner Pola-
risationsrichtung (im 45°Winkel zu den beiden Detektoren) von beiden Photodioden gleich
stark detektiert wurde, erhielt nach obiger Formel einen Polarisationsgrad von 0, obwohl einer
von 1 vorlag. Nur Uber eine Auswertung vieler LHCII-Proben war damit eine Abschétzung
der Polarisation moglich. Eine genaue Bestimmung des Polarisationsgrads fir jeden einzel-
nen Komplex wére nur bel Ersatz des polarisierenden Strahlteilerwirfels durch einen rotie-
renden Polarisator moglich.

In gleicher Mel3anordnung konnte das Bleichverhalten der LHCII-Monome und Trimere be-
obachtet werden. Das Ausbleichen der Chlorophylle konnte lber eine FluoreszenzlGschung
gezeigt werden.

3.6 Herstellung der zwei neuen Proteinmutanten
Glu6 und Lys6

Prinzip

Ziel war es, den LHCII in seiner AS-Sequenz so zu verandern, dal3 er Uber ionische Wech-
selwirkungen an TiO, binden kann. Dazu wurden zwei Mutanten, eine mit einer N-terminalen
Haufung von negativen Ladungen (Mutante mit 6 Glutamaten = Glu6) und eine mit einer
H&ufung von positiven Ladungen (Mutante mit 6 Lysinen = Lys6) hergestellt.

Ausgangspunkt fur die Gewinnung der Lhcb-1-Mutanten war ein Expressionsplasmid der
pDS12-Reihe, in das eine Mutante des cab-Gens AB 80 einkloniert worden war. Dieses
Ihcb-1-Gen (codierend fir die Mutante C79S, Huschenbett, 2001) unterschied sich vom ma-
turen Ihcb-1 nur durch einen Basenaustausch im Codon der 79. Aminosdure, wodurch im
Protein Serin statt Cystein exprimiert wurde. Als Folge davon war das Gen frei von fur Cy-
stein codierende Codons.

Um im exprimierten Protein beider M utanten trotzdem ortsspezifische Farbstoffmarkierungen
mittels SH-reaktiver Maleimidgruppen durchfihren zu kénnen, wurde eine Codierung fur ein
N-proximales Cystein eingefiigt (AS-Sequenz vgl. Kapitel 2.3).

3.6.1 Restriktion

5 ug DNA der Mutante C79Sin H,O

3 ul NEB 1-Puffer (10 © konzentriert)

0,3 Wl BSA (10 mg/ml)

0,6 Wl Sacl (20 U/W)

2,5 Sphl (5 U/ul)

wurden auf 30 pl mit H,O aufgefillt und 3 h bel 37°C inkubiert.

+ + + +

Mit den Restriktionsenzymen Sac | und Sph | wurde im N-terminalen Bereich ein Stlick des
Ihcb-1 herausgeschnitten, um es folgenden durch ein gekauftes Oligonucleotid zu ersetzen.
Dazu wurde der durch die Enzyme linearisierte Vektor von ungeschnittenem Vektor in einer
Gelelektrophorese abgetrennt. Eine Unterscheidung von einfach und zweifach geschnittenem
Vektor war im Gel nicht méglich.
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3.6.2 Agarose-Gelelektrophorese (nach Ausubel et al.,
1995)

Eswurde ein Agarosegel der Konzentration von 0,8% (w/v) benutzt. Dazu wurde die Agarose
in1” TAE-Puffer (s.u.) unter Erhitzen in der Mikrowelle gel6st und nach Abkuhlen auf ca.
50°C 0,5 cm hoch in eine zuvor mit Klebeband an den beiden Enden verschlossene Gelform
eingegossen. Ein eingesteckter Kamm ermgglichte in der nachfolgenden Elektrophorese einen
definierten Probenauftrag. Nach Abkuhlen der Gelmatrix wurde die Gelform in eine horizon-
tale Elektrophoresekammer mit 1~ TAE-Puffer eingesetzt.

TAE-Puffer (pH 8,0)
40 mM Tris-Acetat
2mM EDTA

Der TAE-Puffer wurde als 50-fache Stamml6sung angesetzt:
242 g Tris
+ 37,29 NaEDTA
+ 850 ml H,O
wurden gemischt und mit 57,1 ml konzentrierte Essigsaure versetzt. Nach Auffillen auf 1
Liter Endvolumen war die Stammlsung fertig.

Gellauf

Der komplette Restriktionsansatz wurde mit 1/10 Volumenteil Probenpuffer gemischt (s.u.),
auf das Gel aufgetragen (in 3 cm breite Auftragstaschen) und eine einstiindige Elektrophorese
bei 90 - 100 V durchgefihrt. Als DNA-Grolenstandards dienten ein 1 kb-marker (Gibco-
BRL, Life-Technologies, Eggenstein) und ein 100 bp-marker (New England Biolab (NEB),
Schwalbach).

DNA-Fragmente:

Anzahl der Basenpaare
100 bp-Marker 1.500, 1.200, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100
1 kb-Marker 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.000, 2.000, 1.500, 1.000, 500

Probenpuffer :  20% Ficoll 400, 0,1 M NasEDTA/NaOH pH 8,0, 1% SDS und 0,25% Brom-
phenolblau

Um DNA in moglichst hoher Menge im Anschluf an die Elektrophorese eluieren zu kdnnen,
wurde nur frischer TAE-Puffer verwendet.

DNA-Farbung
Um die DNA-Fragmente im Gel sichtbar und damit auch eluierbar zu machen, wurde das Ag-

arose-Gel nach Beendigung des Elektrophoreselaufs fur 8 - 15 min in ein Ethidiumbromid-
haltiges Férbebad (1pg Ethidiumbromid pro ml H,O) gelegt und anschlief3end 15 min in ei-
nem Wasserbad von Uberschiissigem Farbstoff befreit.

Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und kann auf dem Transilluminator (Gel Doc
1000, Bio-Rad, Minchen) bel 312 nm zur Fluoreszenzemission im sichtbaren Bereich (Emis-
sionsmaximum 590 nm) angeregt werden. Im Gelelutionsversuch wurde die UV-Lampe nur
maximal 10 sec eingeschaltet, um Schadigungen der DNA zu vermeiden. Diese Zeitspanne
war ausreichend, um die DNA-haltige Gelmatrix mit einem Skalpellschnitt zu kennzeichnen.
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3.6.3 Gelelution und Quantifizierung

Das DNA haltige Gelstiick (aus Kapitel 3.6.2) wurde aus der Gelmatrix ausgeschnitten und
anschlief3end daraus die DNA eluiert. Verwandt wurde ein Gel Extraktions Kit (peglab Bio-
technologie GmbH, Erlangen). Die Gelelution wurde nach angebenem Standardprotokoll
durchgefihrt.

Die DNA lag am Ende in wéldriger LAsung vor und mufdte vor der Ligation quantifiziert wer-
den. Da die DNA-Menge fur eine photometrische Detektion in der Regel nicht ausreichte,
wurde eine Quantifizierung gegen bekannte DNA-Mengen im Agarose-Gel durchgefihrt.
Dazu wurden eine DNA-Probe (20 - 100 ng) und eine definierte Menge des 100 bp-Markers
auf ein 1,2% Agarose-Gel aufgetragen. Nach dem Gellauf erfolgte eine DNA-Dokumentation
Uber die Gel Doc mit Hilfe des Programms ,Molecular Analyst* (Bio-Rad, Munchen) (vgl.
Wolf, 1998).

3.6.4 Ligation

100 ng der zweifach geschnittenen DNA der Mutante C79S

+ 2 - 10 facher molarer Uberschul des zu doppelstrangiger DNA gepaarten Oligonucleotids
(Annealingreaktion s.u.) wurden auf 8 yl mit H,O aufgefillt, 5 min bel 43°C inkubiert und
anschlief3end auf Eis abgekuhlt.

+ 1l T4 DNA-Ligase (von NEB, 400U/u)

+ 1 Ligationspuffer (10~ NEBuffer for T4 DNA, enthdlt Ligase und 10 mM ATP)

Der Ligationsansatz reagierte 3 h bei 16°C.

Annealing der gekauften einzelstrangigen Oligonucleotide

Die Oligonucleotide zur Herstellung der Mutanten Glu6 und Lys6 wurden von MWG-Biotech
AG, Ebersberg als DNA-Pellets bezogen (Sequenz s. Kapitel 3.6.8) und mit 10 mM Tris, pH
7,5 auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt.

Annealing:
1yl des Sense-Strangs
+ 1 pl des Antisense-Strangs
+ 2 5" Anneding-Puffer (190 mM TrispH 7,5, 100 mM MgCl,, 250 mM NaCl)
+ 6 HO
wurden in ein 100°C heil3es Wasserbad gegeben und in ca. 3 h auf 30°C abgekihit.

3.6.5 Transformation

25 ng der ligierten DNA wurde mit 50 pl kompetenten IM101-Zellen (bei —70°C gelagert und
5 min vor Versuchsbeginn auf Eis aufgetaut) durch leichtes Schitteln des Reaktionsgefalies
gemischt und 30 min bel 0°C inkubiert (zur Herstellung kompetenter Zellen vgl. Wiener,
2000). Nach einer anschlief3enden 5 mindtigen Inkubation bei 22°C wurde die Bakterienprobe
mit 225 pl 37°C warmem LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C wachsen gelassen. 100 pl
der Losung wurde auf einer LB-Amp-Platte (100 pg Ampicillin/ml) ausgestrichen und Gber
Nacht bel 37°C inkubiert. Wenn die transformierten Bakterien den ligierten Vektor trugen,
kam es zum Wachstum von Bakterienklonen durch die auf dem Vektor codierte Ampicillinre-
sistenz.
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3.6.6 Midi-prep

Die Plasmidisolation aus den transformierten Zellen erfolgte mit dem Nucleobond AX 100-
System (Macherey-Nagel GmbH& Co.KG, Diren) nach der beiliegenden Vorschrift zur
Plasmidaufreinigung.

3.6.7 Uberpriifung des korrekten Oligonucleotid-
einbaus

Die inserierte Oligonucleotidsequenz beider Mutanten trug eine Schnittstelle fur das Restrik-
tionsenzym Nae |. Da die Ubrige Ihcb-1- und Vektor-DNA keine solche Schnittstelle besal3,
wurde die Linearisierbarkeit des Vektors mit Nae | zum Nachwels der erfolgreichen DNA-
Insertion.

1 ug DNA
+ 1,5 W NEB 1-Puffer (10 )
+ 0,5 Nael (10 U/W)
wurden auf 15 pl mit H,O aufgefiillt und mindestens 5 h bei 37°C inkubiert (Nael stellte sich
as ein sehr reaktionstrages Restriktionsenzym dar). Als Kontrolle diente DNA der Mutante
C79S.

3.6.8 Sequenzierung

Sequenzier-PCR
500 ng DNA
+ 1yl des forward Primers pDS12 der Sequenz 5° ATT TGC TTT GTG AGC 3* (10 pmol)
(Firma MWG-Biotech GmbH, Ebersberg)
+ 4 pl des Perkin-Elmer-Premix (GENterprises®Universitdt Mainz)
wurden auf 20 pl mit H,O aufgefillt und durch eine Sequenzier-PCR amplifiziert.
Sequenzierprogramm: 25 Zyklen a 15 sec 96°C und 4 min 50°C

Ethanolische Féllung des Sequenzieransatzes

20 I DNA der obigen PCR
+ 50 yl Ethanol
+ 3 NaAcetat, pH 5,0
wurden 5 min bei -80°C inkubiert und anschlieffend 30 min bei 4°C und 16.000" g zentrifu-
giert. Das DNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und noch einmal 10 min unter obi-
gen Bedingungen zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde in der Speed vac 10 min unter Zu-
schaltung der Heizung getrocknet.

Sequenzierung

Das Sequenziergel sowie die Bestimmung der Basensequenz aus dem Gel erfolgte durch die
Firma GENterprise® (Universitdt Mainz).
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Sequenz der inserierten Oligonucleotide im Vergleich mit der Basensequenz des lhcb-1
Wildtyps

Die Basensequenz startet mit der Restriktionsstelle Sph 1, die gleichzeitig den Beginn der
Ihcb-1-Codierungssequenz darstellt. Die Sequenz endet mit der Sac |-Schnittstelle. Im expri-
mierten Lhcb-1 wird durch E.coli dem Start-Arginin ein Methionin vorangesetzt.

Lhcb-1 | CGT AAA TCT GCT ACC ACC AAG AAA GTA GCG AGC T
5® 3 | Arg Lys Ser Ala Thr Thr Lys Lys Va Ala Ser

Lys6 CGT AAG AAA AAG AAA AAG AAA TCT GCT ACC ACC GCC GGC TGC GCG AGC T
5® 3 | Arg Lys Lys Lys Lys Lys Lys Se Ala Thr Thr Ala Gly Cys Ala Se

Glu6é CGT GAG GAA GAG GAA GAG GAA AGC TCT GCT ACC ACC GCC GGC TGC GCG AGC T
5® 3 | Arg Glu Glu Glu Glu Glu Glu Ser Ser Ala Thr Thr Ala Gly Cys Ala Ser

3.7 Herstellung und Quantifizierung von Inclusion
bodies

3.7.1 Inclusion body-Praparation

Verschiede Lhcb-1-Mutanten wurde in E.coli Uberexprimiert und als Inclusion bodies isoliert.
Mit Ausnahme der Mutante Glu6 (vgl. Kapitel 6.1) wurde in alen Féllen das gleiche Isola-
tionsprotokoll verwendet (vgl. Fender, 2001). Am Ende lag das denaturierte Lhcb-1-Protein
resuspendiert in 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA und 10 mM [=Mercaptoethanol vor.
Um in den Farbstoffmarkierungsversuchen mit genauen Lhcb-1-Konzentrationen arbeiten zu
konnen, wurde die ungefdhre Konzentration des Proteins im Tris-Puffer tUber eine A280-
Messung bestimmt (vgl. Kapitel 3.7.2) und anschlief3end mit in 1% SDS gelostem Lhcb-1 in
einer Wiederholungsmessung prézisiert.

Dazu wurde ein Lhcb-1-Aliquot (1-2 mg) der Tris-Suspension durch eine 2 minttige Zentri-
fugation (max. Umdrehung in der Tischzentrifuge) pelletiert und zwei mal mit Wasser gewa-
schen, um Pufferreste zu entfernen. Das Pellet wurde dabei in Wasser unter Zuhilfenahme des
Ultraschallbads resuspendiert und wieder abzentrifugiert. Das moglichst wasserfreie Lhcb-1-
Pellet wurde im Anschlufd mit 1% SDS auf eine Proteinkonzentration von ca. 10 pg/ul einge-
stellt und verbleibende Proteinaggregate abzentrifugiert.

3.7.2 A280-Messung

Prinzip

Durch die A280-Messung kann die Konzentration eines Proteins in Losung Uber den Gehalt
an aromatischen Aminosauren bestimmt werden. Bei 280 nm besitzen Tyrosin, Phenylalanin
und Tryptophan ihr Absorptionsmaximum, wobel letzteres in der Absorptionsstérke domi-
niert.
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Methode

Eine Proteinprobe von mindestens 35 pg (in Trispuffer oder in 1% SDS, vgl. Kapitel 3.7.1)
wurde auf 1000 pl mit A280-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 6,8, 2% SDS, 1 mM b-Mercapto-
ethanol) verdinnt und 2 min gekocht. Eine Referenzprobe wurde exakt gleich behandelt (ent-
scheidend war hier die genaue Einstellung auf den selben SDS-Gehalt, da dieses Detergens
auch bei 280 nm absorbiert). Nach langsamem Abkuhlen (10-15 min) wurde ein Absorptions-
spektrum von 200-350 nm aufgenommen und die Extinktion bei 280 nm gemessen. Fur das
Lhcb-1-Wildtypprotein galt der molarer Extinktionskoeffizient von

4,85 10* M*cm™ (Hobe, 1995).

P 0,10D =52,5 ug/ml

Die anderen verwendeten Proteinmutanten besal3en zum Teil einen verringerten Gehalt an
aromatischen Aminosauren durch N-terminale Verkirzung. Ihr Extinktionskoeffizient wurde
aus dem oben gemessenen Wert errechnet. Dazu wurde die Tryptophanzahl der Proteine mit-
einander verglichen.

Bsp:

D7f.3 (Wildtyp-Lhcb-1) besitzt 6 Tryptophane

261.9 (IN-58) besitzt nur 4 Tryptophane

Daher wurde als Naherungswert ein um 1/3 verringerter molarer Extinktionskoeffizient er-
rechnet.

Extinktionskoeffizienten verschiedener Lhch-1-Mutanten

Lhcbh-1-Mutante MG Anzahl der Extinktionskoeffizient | Proteinkonzentration

[kDa] | Tryptophane [Mtem™] bei OD = 0,1
260.11 (N-61) | 18,8 4 3,23 10 58,2 ug/ml = 0,1 OD
261.9 (IN-58) 19,1 4 3,23 10 59,1 pg/ml = 0,1 OD
Sca (IN-21) 23,1 5 4,04 10* 57,6 ug/ml = 0,1 OD
1h.19 (IN-11) 243 5 4,04 10* 60,2 ug/ml = 0,1 OD

3.8 Entfernen von SDS aus rekonstitutiertem LHCII

Prinzip

Eine Rekonstitution des Lhcb-1 kann Uber drei Methoden erfolgen. Die Faltung kann durch
Frier-Tau-Zyklen, eine schnelle Bildung von OG-SDS-Mischmizellen oder aber durch einen
Detergenswechsel induziert werden. Charakteristisch fur alle Formen der Rekonstitution ist
die Vorlage des ungefalteten Proteins zum Beginn des Experiments in SDS bzw. LDS. Das
Detergens wird wahrend der Faltung durch Verdinnung in seiner Konzentration herabgesetzt,
oder aber durch einen Kationenaustausch in das Kaliumsalz umgelagert und bei 0°C ausge-
fallt (Detergenswechselrekonstitution, vgl. Kapitel 3.2.2).

Die SDS-Abreicherung war in keinem Fall vollstandig, weshalb ein weiterer Reinigungs-
schritt mit Hilfe der Hydroxylapatit-(HAP)-Chromatographie etabliert wurde. In diesem
chromatographischen Verfahren bindet LHCII Uber ionische Wechselwirkungen an die Sau-
lenmatrix, wahrend das SDS eluiert. Die Komplexe werden im Anschluf durch Zugabe hoher
Konzentrationen NaP von der HAP-Matrix verdrangt.
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Methode
Vorbehandlung der HAP-Matrix

0,5 g Bio-Gel®HTP (Firma Bio-Rad)
+ 3ml 0,1% LM, 10 mM NaP, pH 7,0 (Puffer A)
wurden gemischt und mindestens 10 min quellen gelassen.
Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und nochmals mit Puffer A tiberschichtet. Dieser
Vorgang wurde noch zwel Mal wiederholt. Kleine Bruchstiicke des HAP wurden auf diese
Weise entfernt und damit eine spétere Verstopfung der Saule verhindert. Da die HAP-Partikel
sehr bruchempfindlich waren, wurde bel allen Versuchsschritten auf eine schonende Be-
handlung des Materials geachtet (das Material wurde nicht stark geriihrt, beim Pipettieren der
HAP-Suspension wurde die Pipettenspitze abgeschnitten).

Préparation der HAP-Saulen

Das gequollene und gereinigte HAP wurde in Bio-Rad -, Poly-Prep”- Chromatographiesiulen
bis zu einer Hohe von ca. 1 cm eingefllt und mit dem 2-fachem Saulenvolumen von Puffer A
gespult (= 20 ml). Anschlief3end wurden die Saulen auf 4°C gekuhlt.

SDS-Abreicherung

Die Puffer A, B und C waren fir die SDS-Abreicherung notwendig:
NaP, pH 7,0 [mM] LM [%]

Puffer A 10 0,1

Puffer B 100 0,1

Puffer C 700 0,1

Die Rekonstitutionslésung wurde auf die gekthlten HAP-Saule aufgetragen. Eine Protein-
menge von 100 pg pro Saule wurde nicht Uberschritten. Um zu gewdéhrleisten, dal? der kom-
plette Rekonstitutionsansatz in die Sdulenmatrix einlief, wurde die Saule mit 1 ml Puffer A
nachgespult. Um im folgenden SDS sowie einiges an freiem Chlorophyll abzutrennen, wurde
die Saule mit 20 ml Puffer B gewaschen.

Nach der Detergensabreicherung wurde der LHCII durch Zugabe von Puffer C von der HAP-
Saule eluiert. Direkt nach Auftrag des Puffers begann eine distinkte griine Bande in der Ma-
trix zu migrieren, so dal3 die LHCII-Komplexe konzentriert in 300-400 yl Puffer die Saule
verlief}en. Die Elution erfolgte bei Raumtemperatur, da die NaP-Konzentration in Puffer C
sehr hoch war und bei 4°C das L 6dlichkeitsprodukt tberschritt.

Entsalzen der abgereicherten L HCII-Proben

Direkt nach der LHCII-Elution von HAP wurden die Proben in Eis gestellt. Hier begann in-
nerhalb von 10 min das NaP auszukristallisieren. Nach einstindiger Inkubation wurde das
NaP-Pellet abzentrifugiert (5 min bei maximaler Umdrehung und 4°C in der Hettich-
Zentrifuge).

Jetzt noch im Uberstand verbliebenes NaP wurden iber eine Hi-Trap™-Saule (Hi-
Trap™Desalting Column, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) nach der Prinzip der Gel-
filtration entfernt. Dazu wurde die Saule mit 10 ml 0,1% LM &quilibriert und anschlief3end
1 ml der LHCII-Losung (Eluat mehrerer HAP-Saulen) aufgetragen. Die Elution der Kom-
plexe erfolgte nach ca. 1 ml weiterer Zugabe von 0,1% LM in einem Volumen von ca. 1,5 ml.
Das vom LHCII abgereicherte NaP verliefd die Hi-Trap-Saule nach weiteren 1,5 ml. Um die
Saule fur einen neuen Versuch zu aquilibrieren, wurde sie mit 20 ml 0,1% LM gespilt.
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Aufkonzentierung der Proben

Der von SDS und NaP gereinigte LHCII wurde Uber Ultrafiltration aufkonzentriert. Um 1,5
ml der Proteinldsung auf 100 Wl aufzukonzentrieren, war eine ca. 1,5 stiindige Zentrifugation
bei 3000 g (Hettich-Zentrifuge) notwendig. Verwendet wurden Filtron®-Roéhrchen mit
30kDa-GolRenausschlu (vgl. Kapitel 3.2.1).

3.9 Diinnschichtchromatographie zum SDS-
Nachweis in LHCII-haltigen Proben

Proben von 1 - 20 gl Menge (~ 1 pg Lhcb-1) wurden auf eine Silica-60-Dunnschicht-
chromatographieplatte (DC, Merck, Darmstadt) aufgetragen und mit dem Laufmittel Chloro-
form : Ethanol : Essigsdure : H,O im Verhdtnis 85: 15 : 10 : 3,5 chromatographiert.

LM und OG wurden durch eine Naphtolfarbung (nach Christie, 1982) nachgewiesen. Naphtol
kann obige Detergentien Uber den Zuckeranteil detektieren und verursacht eine blaulich-
braune Farbung.

SDS wurde durch ein Anspriihen der Platte mit H,O nachgewiesen. H,O kann die Silica-
Platten nur in Abwesenheit von Detergens oder Lipid befeuchten. Ein hellweil3er, trockener
Fleck deutete daher auf eine der genannten Substanzen hin. Als SDS konnte der Fleck durch
den Vergleich mit einem reinen SDS-Standard Uber die identische Migration identifiziert
werden. Kein anderes potentiell in der Probe vorhandenes Detergens oder Lipid zeigte einen
vergleichbaren Rf-Wert. Eine Dokumentation der Ergebnisse war mit Hilfe dieser Detek-
tionsmethode nicht moglich.

3.10 Herstellung von TiO,-beschichteten Glasplatten

Prinzip

Das Halbleitermaterial TiO, wurde als ,,P25* der Degussa AG, Darmstadt mit folgenden Spe-
zifikationen erworben. Es bestand zu 70% aus der Anatas- und zu 30% aus der Rutilform,
hatte eine PartikelgroRRe von 25 nm und eine Oberflache von 55 m?/g. Die Herstellung der
hal bleiterbeschichteten Glasplatten erfolgte nach Nazeeruddin et al. (1993). Durch die Sinter-
prozedur bei 450°C wurden Halbleiterbeschichtungen der Anatasstruktur hergestellt.

Methode
12gTiO,
+ 4ml H,O
+ 1 ml Essigséure
wurde gemdrsert bis eine zahe Paste entstand. Auf diese Weise wurden TiO,-Aggregate auf-
gebrochen und durch den Zusatz der Saure vor einer Reaggregation geschuitzt.

Danach wurde 1 ml Triton (10%ige Losung) untergemischt, um spéter eine geschmeidige
Masse zu erhalten. Zur Erreichung der gewlinschten Konsistenz des Halbleitermaterials wur-
dein 1 ml - Schritten H,O unter weiterem Ruhren (jetzt mit einem Spatel) hinzugegeben bis
eine leicht streichfahige, aber noch nicht fliissige Masse entstand. Ungeféhr 3 ml H,O waren
dazu nétig. Die Paste wurde drei Mal durch ein feines Sieb (Porengrof3e ca. 0,3 mm) geprel3t,
welches noch verbliebene TiO,-Aggregate abtrennte.
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Vor dem Auftrag des Halbleitermaterials wurde eine Glasplaite am Rand mit Scotch®-
Klebeband (50 um Dicke) abgeklebt, um nachfolgend eine definierte Auftragshthe zu errei-
chen. Die Halbleitermasse wurde darauf mit einem Spatel verteilt und mit dem angefeuchteten
Spatel auf die Dimension des Klebebandes herunter ausgestrichen. Wurde im Versuch die
TiO,-Konsistenz zu flissig gewahlt, rif3 beim Trocknen das Halbleitermaterial.

Nach 1 h war das TiO, trocken und konnte in einem 30 minutigen Prozef bei 450°C gesintert
werden (Ofennutzung in der speziellen Botanik nach zweistiindiger Aufheizphase). Nach dem
Sinterprozef} sollte eine Halbleiter-Schichtdicke von ca. 12 um erreicht worden sein (Nazee-
ruddin et al. 1993).

Von J.Durrant zur Verfligung gestellte Platten hatten eine 8 um dicke TiO,-Beschichtung.

Verwendetes Glas

Um die Immoblisierbarkeit des LHCII auf TiO, zu testen, wurde der Halbleiter auf einen
Objekttréger ausgestrichen, welcher nach dem Sinterprozef3 mittels Glasschneider portio-
niert wurde. Es wurden Stlicke einer Gréfze von 2,5 1,1-1,2 cm geschnitten, damit ein
direktes Einsetzen der beschichteten Glasplatte in den Kuvettenhalter der , Front-face”-
Apparatur moglich war.

Um die Moglichkeit der Elektroneninjektion von LHCII in das Leitungsband von TiO, zu
testen, wurde ITO-Glas verwendet (Libbey Owens Ford Co, Toledo, Ohio, USA). Dieses
Glas wurde auf eine Dimension von 4,5 4 cm geschnitten, dann beschichtet und gesin-
tert.

TiO,-Fléchen
Von J.Durrant zur Verfigung gestellte TiO,-Platten hatten im Versuch eine Halbleiterfl&
chevon1,1-1,2" 1cm.
Selbst beschichtete TiO,-Objekttrager hatten eine Halbleiterflache von 1,1-1,2 " 1,7 cm.
TiO,-beschichtetes ITO-Glas hatte eine Halbleiterflachevonca. 2~ 2 cm.

3.11 Immobilisation von LHCII auf TiO,-
beschichteten Oberflichen

Prinzip

LHCII wurde auf gesinterten TiO,-Oberflachen fir mehrere Tage inkubiert, um eine mog-
lichst hohe Proteinbeladungsdichte zu erreichen. Ziel war es, eine Diffusion der Komplexein
die porose Oberflache hinein zu erreichen.

Methode

LHCII wurde Uber eine HAP-Saule von SDS befreit (vgl. Kapitel 3.8), anschlief3end mittels
einer HiTrap™-Saule entsalzt und durch Ultrafiltration aufkonzentriert. Eine Abtrennung von
ungefaltetem Protein und freiem Chlorophyll erfolgte durch eine Saccharose-Dichte-
gradientenzentrifugation. Die aufgereinigten Komplexe wurden fir mindestens 24 h, besser
jedoch 48 h auf einer TiO,-Oberflache bei 0°C inkubiert. Es wurden LHCII-Mengen von 0,2 -
1 nmol in maximal 500 pl Lésung eingesetzt.
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Versuche mit TiO,-beschichteten Objekttrégern
Selbst hergestellte oder von J.Durrant zur Verfligung gestellte beschichtete Objekttrager wur-

den in Kunststoffformen der Mal3e 2,5 1,2° 0,2 cm gelegt (Material des Kunststoffs: Opto-
sil®Pplus, Heraeus Kulzer, Dormagen) und die LHCII-Lésung darauf verteilt. Die Kunst-
stoffformen wurden in Petrischalen auf Eis inkubiert und mit einer Aluminiumoxidplatte als

Kélteleiter abgedeck.

Versuche mit TiO,-beschichtetem ITO-Glas
Um die TiO,-Beschichtung auf der Glasplatte wurde ein Damm aus Knetmaterial (Eberhard

Faber, Kinderknete - weil3) gelegt und die LHCII-Losung hineinpipettiert. Die Glasplatten
wurden ebenfallsin einer Petrischale im Eis unter Kéalteleitung von Aluminiumoxid gelagert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die LHCII-LOsung abpipettiert und die TiO,-
beschichtete Glasplatte fir mindestens eine Stunde in einem Becherglas mit 5 ml 0,1% LM,
0,4 - 0,6 M Saccharose und 5 mM Tricine, pH 7,8 gelagert, um ungebundenes LHCII zu ent-

fernen.
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4. Die Erstellung eines biomimetischen Modells
aus LHCII und angekoppeltem Fluoreszenzfarb-
stoff

4.1 Charakteristika der verwendeten Farbstoffe

In dieser Arbeit wurden vier Fluoreszenzfarbstoffe als potentielle Energieakzeptoren in bio-
mimetischen Modellen getestet. Ziel war es, einen Farbstoff zu finden, der die vom LHCII
aufgenommene Lichtenergie nahezu vollstandig Ubernehmen kann und diese nachfolgend in
veranderter Qualitét (z.B. as Fluoreszenz anderer Wellenlangen als im LHCII) wieder ver-
flgbar macht.

Im folgenden werden die vier verwendeten Farbstoffe mit ihren spektroskopischen Eigen-
schaften, ihrem Redoxverhalten sowie den errechneten Ro-Werten (forsterkritischer Abstand,
bei dem 50% der Anregungsenergie vom Donor auf den Akzeptor Ubertragen wird) zum
Energietransfer von Chla auf den Energieakzeptor vorgestellt. Eine allgemeine Einfhrung in
die verwendeten Farbstoffklassen sowie eine strukturelle Darstellung der verwendeten Fluo-
rophoreist in Kapitel 1.3 zu finden.

4.1.1 Spektroskopische Eigenschaften der verwende-
ten Farbstoffe

Um die Energietransfereffizienz vom LHCII auf die angekoppelten Farbstoffe, Ry und daraus
folgend den molekularen Abstand zwischen LHCII und Energieakzeptor zu ermitteln, war
eine Bestimmung der Farbstoff-Extinktionskoeffizienten und -Quantenausbeuten bei 297K
und 77K notwendig.

Die Exinktionskoeffizienten wurden nach Kapitel 3.3.3 bestimmt. Die Uberfiihrung der Cya-
ninfarbstoffe aus dem organischen Losungsmittel in eine wal¥rige Detergensumgebung hatte
keine Veradnderung des Extinktionskoeffizienten zur Folge. Die Verminderung der Tempera-
tur von 297K auf 77K bewirkte dagegen einen starken Anstieg.

Die Auswirkungen der Umgebungsverénderung waren auch fur Maleimido-BTI gering, so
wurde nach Uberfiihrung des Rylenfarbstoffs von Chloroform in SDS eine Verringerung des
Extinktionskoeffizienten um ca. 5% detektiert. Tabelle 4.1 vergleicht die gemessenen Werte
mit den zur Verfigung gestellten Daten der Farbstoffhersteller.

Die Fluoreszenzquantenausbeuten der Farbstoffe wurden nach Kapitel 3.3.4 in relativen Mes-
sungen bestimmt. Referenz zur Bestimmung der Quantenausbeute von Cy5.5 bel 77K war die
vom Hersteller angegebene Quantenausbeute bei 297K. Die Tieftemperatur-Quantenausbeute
konnte nur mit einem geschétzten Fehler von maximal 10% ermittelt werden. Die Ursache
dafur lag in der Inhomogenitét der Farbstoffprobe, die in den 77K-Messungen zutage trat (vgl.
Kapitel 4.1.2). So konnte nur nach Excitation mit 660 nm eine potentielle Fluoreszenzemis-
sion der gesamten Farbstoffquantitét angenommen werden. Jede andere Anregungswellenlén-
ge verringerte die Halbwertsbreite der Fluoreszenz. Bei 660 nm wurden daher die Proben auf
gleiche Absorption eingestellt. Potentielle Farbstofffluoreszenzen kirzerwellig as 660 nm
konnten auf diese Weise nicht in die Quantifizierung mit einbezogen werden und verursach-
ten den grof3en Mel¥fehler.
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Referenz zur Bestimmung der Quantenausbeute von NIR-Cy bel 297K und 77K war die Fluo-
reszenzquantenausbeute von IRD38 (vgl. Tabelle 4.1). Auch hier muf3te ein grof3er Fehler in
der Messung aus zwei Grinden in Kauf genommen werden. Zum einen war die Quantenaus-
beute von IRD38 nur in Methanol bekannt, die Quantenausbeute von NIR-Cy mulite aber in
einer waldrigen Detergensl6sung quantifiziert werden, um auf die Gegebenheiten im LHCII-
Farbstoff-Konstrukt Ubertragbar zu sein. Der Vergleich beider Fluoreszenzen erfolgte damit in
unterschiedlichen Medien, was besonders durch die unterschiedliche Lichtbrechung zu Quan-
tifizierungsfehlern fuhrte. Zum zweiten war die NIR-Cy-Fluoreszenz zu langwellig, um voll-
standig mit dem zur Verfigung stehenden Fluorometer detektierbar zu sein. Ein Teil des
Spektrums konnte nur interpoliert werden. Die Absorption beider Farbstoffe wurde bei 776
nm auf gleiche Werte eingestellt und diese Wellenlange nachfolgend auch zur Excitation
verwendet.

Die Fluoreszenzquantenausbeute von Maemido-BTI wurde bel 297K in THF und in wal¥ri-
ger Umgebung, an Lhcb-1 gekoppelt, ermittelt. Es wurde eine relative Messung gegen Rho-
damin 700 durchgefuihrt. Die Quantenausbeute von Rhodamin 700 war in einer absoluten
Messung von C.Zander (pers. Mitteilung, Physikalische Chemie, Universitdt Siegen) mit
0,363+0,01 (in 80% Ethanol und 20% Trifluoressigsaure) bestimmt worden. Beide Farbstoffe
wurden auf gleiche Absorptionsmaxima bei 655 nm eingestellt und bei dieser Wellenlange
auch angeregt. Quantifizierungsungenauigkeiten auf dem Niveau von 5% (in THF) bzw. 10%
(in Detergens) wurden durch die Wahl unterschiedlicher Lésungsmittel und die geringe De-
tektorsensitivitat im NIR-Bereich erreicht.
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Ergebnisse

Tabelle4.l: Zusammenstellung der spektroskopischen Daten zu den vier verwendeten
Farbstoffen
Molekular- | Extinktions- | Absorptions- | Emissions Quanten-
gewicht koeffizient maximum, Maximum ausbeute
(im Absor ptions- 297K 297K
maximum}
[M*.cm™] [nm] [nm]
Cy5.5 112841 | 297K: 250.000 678" 695" 297K: 0,28
[MeOH, Detergens] 77K: 0,583
77K: 416.000"
NIR-Cy 880,14 297K: 198.000 809° 835° 297K: 0,19°
[MeOH, Detergens| 77K:0,57°
77K: 270.000°
IRD38 1067 297K: 180.000 776° 797° 297K: 0,345°
[MeOH] [MeOH]
Maleimido-| 1288,57 297K: 90.000 701" 735 297K: 0,03"
BTI [Chloroform] [Detergens]
85.000"° 0,10"
[Detergens] [THF]

1 an Lhch-1-Cy5.5 gemessen (in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA)

2 vom Hersteller fiir an Protein gekoppelten Farbstoff angegeben

3 relative Messungin 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15 M Saccharose and 60% Glycerin
(+ 10%) gegen Cy5.5in 0,1% LM, 5mM Tricine pH 7,8, 6 M Sacchar ose bei 297K . Beide Proben wur-
den bei 660 nm auf gleiche Absorption eingestellt und fluorometrisch anger egt.

*in 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15 M Saccharose und 60% Glycerin gemessen ( + 2,1%)

®in0,1%LM, 5mM Tricine, pH 7,8 und 0,6 M Saccharose

® relative Messung bei 297K in 0,1%LM, 5 mM Tricine, pH 7,8 und 0,6 M Saccharose und bei 77K in
0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15 M Saccharose und 60% Glycerin gegen IRD38 in Methanol.
Der Fehler ist nicht bestimmbar, wurde aber auf ca. 20% geschatzt. Beide Proben wurden bei 776 nm
auf gleiche Absor ption eingestellt und fluorimetrisch anger egt.

"in 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15 M Saccharose und 60% Glycerin ( + 2,1%)

8 Herstellerangabe

® an Lhcb-1-1RD38 gemessen (in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA)

Ohestimmt an Lhcb-1-BTI (in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA) Uber die Pro-
teinkonzentration (1 mol Maleimido-BTI pro mol Lhcb-1, Fehler +10%). Dazu wurde die Proteinmenge
in einem SDS-Polyacrylamid-Gel densitometrisch bestimmt (vgl. Wolf, 1998).

Man Lhcb-1-BTI gemessen, in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA

“relative Messung an Lhch-1-BT1 in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA (+ 10%)
gegen Rhodamin 700 in 80% Ethanol und 20% Trifluoressigsaure (f = 3,363 + 0,01). Beide Proben wur -
den bei 655 nm auf gleiche Absorption eingestellt und anschlieend fluor ometrisch anger egt.

Brelative Messung ( + 5%), M eRverfahren wiein *2

Um mit Hilfe der ermittelten Extinktionskoeffizienten und Quantenausbeuten den forsterkriti-
schen Abstand Ry zwischen Chla und dem betreffenden Farbstoff zu ermitteln, muf3ten auch
die Spektrenverlaufe der Farbstoffabsorption und -emission bei 297K und 77K bestimmt wer-
den.
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Abb. 4.1 Absor ption und Emission von Cy5.5 bei 297K und 77K
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Die Cy5.5-Absorption und -Emission bei 297K wurde an Lhcb-1-Cy5.5 in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384
mM Glycin und 1 mM EDTA gemessen. Die 77K - Mel3daten stammen von freiem Cy5.5in 0,025% LM,
1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15 M Saccharose und 60% Glycerin (der Kurvenverlauf andert sich nicht
durch Kopplung an das Protein).

Abb. 4.2 Absor ption und Emission von NIR-Cy bei 297K und 77K
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Die NIR-Cy-Absorption und -Emission wurde bei 297K in 0,1%LM, 5 mM Tricine, pH 7,8 und 0,6 M
Saccharose und bei 77 K in 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15 M Saccharose und 60% Glycerin
bestimmt.
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Abb. 4.3 Absor ption und Emission von IRD38 bei 297K
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Die Absorption und Emission von IRD38 wurde in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM
EDTA gemessen. Der Farbstoff lag hierbei teilweise frei und teilweise an L hcb-1 gekoppelt vor.

Abb. 4.4 Absorption und Emission von Maleimido-BT1 bei 297K und 77K
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Die Maleimido-BTI-Absor ption und -Emission bel 297K wurde an Lhcb-1-BT1 in 0,1% SDS, 50 mM Tris,
384 mM Glycin und 1 mM EDTA gemessen. Die Maleimido-BTI-Fluoreszenz bei 77K wurde aus dem
LHCII-BTI-Emission nach Anregung von Chla bestimmt (in 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,15
M Saccharose und 60% Glycerin).

Bel allen Farbstoffen trat zusétzlich zur Hauptabsorption noch eine sehr geringe Absorption
im Bereich von 400 — 450 nm auf, die jedoch keinen Einflul3 auf die Berechnung der Ener-
gietransfereffizienz von LHCII auf den jeweiligen Energieakzeptor hatte (der Extinktions-
koeffizient von Cy5.5 betragt beispielsweise 1,2% der Chlorophyllextinktion bei 410 nm in
LHCII-Cy5.5-Konstrukten).
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4.1.2 Spektroskopische Besonderheiten der verwen-
deten Farbstoffe

IRD38

IRD38 wird bel Anwesenheit von priméren Aminogruppen und/oder hohem pH-Wert umge-
lagert zum sog. ,,Blue product” (pers. Mitteilung von Dr. Nara Narayanan, Firma L1-COR).
Induziert werden konnte diese Umlagerung im Versuch durch eine IRD38-Inkubation in 5
mM NaOH fur mindestens 15 min. Aber auch eine 12 stiindige Aufbewahrung im Elektropho-
resepuffer des préparativen Gelelektrophoresesystems induzierte diese Degradation. Trotz
optimiertem Umfunktionalisationsrezept (vgl. Kapitel 3.1.2.2) kam es auch gelegentlich bei
der Umwandlung der NCS-Gruppe in eine Maleimidgruppe zu einer spontanen Bildung des
» Blue products®.

Abb. 4.5: Absorption von IRD38 vor und nach Umlagerung zum ,, Blue product”
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IRD38 wurdein 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin, 1 mM EDTA und 5 mM NaOH 15-30 min bei
37°C inkubiert. Die Absor ptionsspektren zeigen das ,, Blue product” in sowie den intakten |RD38 gekop-
pelt an Lhcb-1in 0,1% SDS, 1% OG und 20 mM NaP, pH 7,0.

Cy5.5/NIR-Cy

Beide Cyaninfarbstoffe zeigten in 77K-Fluoreszenzmessungen Inhomogenitdten. Die Halb-
wertsbreite der Fluoreszenz sowie das eigentliche Fluoreszenzmaximum variierten je nach
Anregungswellenlange, so dal? von unterschiedlichen Substanzen (Isomere oder Farbstoffab-
bauprodukte) in der Mef3d 6sung ausgegangen werden mufite (zur graphischen Darstellung bel
Cyb5.5 vgl. Stocklin, 2000).

Bei Cy5.5 trat die grofte Halbwertsbreite der Fluoreszenz nach Anregung bei 660 nm auf.
Diese Fluoreszenz konnte in zwei Spektren dekonvolutiert werden, die den gemessenen Emis-
sionsspektren einer Anregung von 630 und 650 nm entsprachen. Damit waren zumindest zwei
Subpopulationen der Cy5.5-Fluoreszenz wahrscheinlich. Da auch die Emissionsspektren einer
Anregung bel 630 bzw. 650 nm keiner idealisierten Gauf3- oder Lorentzfunktion entsprachen,
kénnen weitere Unterpopul ationen nicht ausgeschlossen werden.

Maleimido-BTI

Die Fluoreszenzquantenausbeute von Maeimido-BTI wurde in THF mit 0,1 bestimmt und
sank um 70% auf 0,03 in waldriger Umgebung (vgl. Tabelle 4.1). Um in dieser Umgebung die
Quantenausbeute zu steigern, wurden verschiedene Detergentien und Lipide zugesetzt. Ziel
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war es, Bedingungen zu finden, unter denen in einem spateren biomimetischen Modell aus
LHCII und Maleimido-BTI nach Energietransfer vom Chla auf den Farbstoff die Energie in
moglichst grofRem Umfang wieder als Fluoreszenz sichtbar wird.

Verwendet wurde im Versuch Lhcb-1-BTl einer Markierungsreaktion nach Proteinfélung
ohne weitere Aufreinigungsschritte, d.h. unmarkiertes Protein lag mit in Ldsung vor. Nicht
gebundener Farbstoff wurde durch Zentrifugation abgetrennt. Maleimido-BTI ist nur an
Lhcb-1 gebunden detergensloslich, freier Farbstoff aggregiert wie stark verénderte Absorp-
tions- und Emissionsspektren belegten (Absorptionsmaximum bei ~650 nm, nicht dargestellt).
Getestet wurden LM, SDS, CHAPS, Digitonin, Desoxycholat, Triton und das Lipid Phospha
tidylglycerol.

Abb. 4.6: Veranderung der Fluoreszenzquantenausbeute von Maleimido-BTI durch Va-
riation der Deter gensumgebung
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Ein Gemisch aus Lhcb-1 und Lhcb-1-BTI wurde in unterschiedlichen walrigen Medien fluorometrisch
charakterisiert. Die Proben wurden dazu auf gleichen Farbstoffgehalt (< 0,1 OD) normiert (eine Ausnah-
me bildet hier die mit * gekennzeichnete Probe, sie enthielt nur die 0,71-fache Maleimido-BTI-
Konzentration) und bei 680 nm anger egt.

Wie Abb. 4.6 zeigt, konnte die Maleimido-BTI-Fluoreszenz durch die Variation der Umge-
bung stark verandert werden. Es stellte sich heraus, dal3 die Fluoreszenz mit Zunahme der
Aggregationszahl des eingesetzten Detergens (Anzahl der Detergensmolekile pro Mizelle,
vgl. Tabelle 4.2) anstieg. Ein Zusatz des Lipids Phosphatidylglycerol zur Lhcb-BTI-Lésung in
1% LM flhrte zu einer weiteren Emissionssteigerung.

Tabelle 4.2: Aggregationszahlen der eingesetzten Detergentien

Detergens Aqggregationszahl
CHAPS 4-14

Digitonin 60

SDS 62

LM 98

Triton 100-155
Desoxychol at 3-12

Aggregationszahlen aus Calbiochem® Biochemicals enthommen
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4.1.3 Forsterkritischer Abstand R,

Aus den in Tabelle 4.1 und Abb. 4.1 - 4.4 dargestellten Daten wurde der forsterkritische Ab-
stand Ry fiir den Ubergang von Chla auf den Farbstoff sowie fiir den Ubergang vom Farbstoff
auf Chla berechnet. Ry stellt den Abstand zwischen einem Donor- und einem Akzeptormole-
kil dar, bei dem eine Energietransfereffizienz von 50% detektierbar wird. Die Berechnung
von Ry erfolgt nach Latt et al. (1965).

Abb. 4.7: Formel zur Bestimmung von Ry (nach L att et al., 1965)

Ro= 979 10%(f ponor” K2 N Jpa) 8 [A]
Joa= Ofp(l) ea(l ) 1%l /ofo(l)dl [cm¥M]

fo(I ) = normierte Fluoreszenz vom Donor (D), ofp(1 ) =1

ea(l ) = Extinktionskoeffizientenkurve vom Akzeptor (A)

Joa = Uberlappungsintegral zwischen der normierten Donorfluoreszenz und der Extinktionskoeffizien-
tenkurvevon A, bei Einsetzen von Jpa der Einheit [cm®M] in obige Ro-Gleichung, erhalt man R
in der Einheit [A].

k?= geometrischer Faktor, der Auskunft gibt Uber die Orientierung der Dipolmomente von D und A.
Dak?in den Donor-Akzeptor-K onstrukten dieser Arbeit nicht bekannt war, wurden mégliche Ro-
Werte firr k?= 2/3 und k?= 4 berechnet (vgl. K apitel 7.1.2)

n= Brechungsindex, hier wurde der von Wasser verwendet = 1,33

f und esind fur die Farbstoffein Tabelle 4.1 angegeben, fir Chlain LHCII gelten folgende Daten:

f o7« = 0,154, gegen Chla in Ethanol nach einer Anregung bei 410 nm gemessen (f cnia in Ethanol = 0,22,
Seely and Conolly, 1986). Beide Proben wurden bei 410 nm auf gleiche Absoprtion eingestellt.

f = 0,39%0,03, relative Messungin 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,14 M Sacchar ose und
60% Glycerin gegen LHCII bel 297K in 0,1% LM, 5mM Tricine, pH 7,8 und 0,57 M Sacchar ose,
eswurde auf 410 nm normiert und bei der selben Wellenlénge anger egt.

€97« 670 NM = 546.000 M ‘cm™ (Butler und K iihlbrandt, 1988)

e-«674,5nm = 766.000 M cm™+ 11.500 (in 0,025% LM, 1,25 mM Tricine, pH 7,8, 0,14 M Saccharose

und 60% Glycerin bestimmt)

Mit Hilfe der Formel aus Abb. 4.7 wurden mogliche Ro-Werte fir die Donor-Akzeptor-Paare
,Chla— Maleimido-BTI“, ,,Chla— Cy5.5* und , Chla— NIR-Cy“ bestimmt. Da k?in keinem
Fall determinert werden konnte, sind in Tabelle 4.3 Ry mit k?=2/3 und k=4 bestimmt worden
(vgl. Kapitel 7.1.2).
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Tabelle 4.3: Ro-Werte verschiedener Donor-Akzeptor-Paar e der biomimetischen

Modelle
Ro [A] Chla® Farbstoff Ry [A] Farbstoff ® Chla
furk?=4 furk?=4
(fur k* = 2/3) (fur k* = 2/3)
Cy5.5 297K 92(68) 93 (69)

77K 114* (854 117% (87%)

Maleimido-BTI 297 K 78° (58)° 46" (34%
NIR-Cy 297 K 70 (52) 0°
77K 80° (59°) 0

'Ry + 1%, verursacht durch den Fehler bei der Bestimmung der Quantenausbeute

Ry + 3%, verursacht durch den Fehler bei der Bestimmung der Quantenausbeute

3Ro % 2%, verursacht durch den Fehler bei der Bestimmung des Akzeptor -Extinktionskoeffizienten

* Ro+ 3%, verursacht durch den Fehler bei der Bestimmung der Quantenausbeute

°R, rechnerisch nicht mit Null bestimmt, da auch minimale Schwankungen in der Fluoreszenz- und Ab-
sor ptionsbasislinie durch die Multiplikation mit (nm*) zu positiven Ri-Werten fiihren kénnen.

®Ry + 1%, verursacht durch den Fehler bei der Bestimmung der Quantenausbeute.

4.1.4 Redoxverhalten von Maleimido-BTI und CyS5.5

Cy5.5 und Maleimido-BTI wurden auf ihr Redoxverhalten hin tberprift. Ziel war es, heraus-
zufinden, ob die beiden genannten Farbstoffe Elektronentransfereigenschaften besitzen, was
sie fir Versuche zur Elektroneninjektion in das Leitungsband eines Halbleiters interessant
machen wirde (vgl. Kapitel 1.4.2). Die Eigenschaft als Elektronendonor zu dienen, wurde mit
Hilfe von Methylviologen (MV) als potentiellem Akzeptor getestet.

Wird MV reduziert, kann dies photometrisch durch einen Farbumschlag der Mefdésung nach-
gewiesen werden. Reduziertes MV besitzt eine maximale Absorption bel 616 nm.

Fur beide Farbstoffe wurde der Versuch nach dem in Abb. 4.8 dargestellten Prinzip aufge-
bauit.

Abb. 4.8: Nachweis des Elektronenliber gangs von einem Far bstoff auf MV

angeregter Farbstoff % AHE#® Methylviologen

R- Mercaptoethanol % AHKEY® Farbstoff 4 597 HHKB%,® Methylviologen

Die Farbstoffe wurden mit Licht bestrahlt, um ein Elektron auf ein hoheres Energieniveau
anzuheben. Von diesem aus sollte ein Elektronentransfer auf MV stattfinden, welches den
Farbumschlag im System ausldsen wirde. Da Sauerstoff MV sehr effizient reoxidiert, mufite
eine partielle O,-Elimination erreicht werden. Eine Sauerstoffabreicherung durch das Einbla-
sen von Stickstoff in die Farbstofflosung war nicht méglich aufgrund des detergenshaltigen
Mediums. Daher wurde die Farbstoff/MV-Probe eine langere Zeit (5 - 30 min) belichtet.
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Durch die Bestrahlung sollte nach Elektronentibergang vom Farbstoff auf MV der Sauerstoff
in direkter Umgebung von MV voribergehend reduziert werden und als Oxidationsmittel
nicht zur Verfigung stehen. [EMercaptoethanol ( (ME) wurde als Elektronendonor zur Re-
duktion des Farbstoffs eingesetzt.

Cy5.5

Cy5.5 wurde mit MV und IME 30 Minuten unter Weilllichtbestrahlung inkubiert und an-
schliefRend sofort ein Absorptionsspektrum gemessen. Danach wurde die Probe geschiittelt,
um sie mit Sauerstoff abzuséttigen und erneut die Absorption gemessen.

Abb. 4.9: Oxidation von Cy5.5

Absorptior

500 550 600 650 700 750
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—e-Cy5.5 nach 30 minitiger Bestrahlung —2-Cy5.5 nach Sauerstoffsattigung

10 mM MV wurden mit 600 mM COME und 5 pM Cy5.5in 10 mM Tris pH 7,0 30 min unter Bestrahlung
inkubiert. Nach Ablauf der 30 min wurde ein Absorptionsspektrum gemessen. Nach Sattigung der Probe
mit Sauer stoff (durch schitteln) wur de erneut die Absorption bestimmt.

Wie aus Abb. 4.9 zu entnehmen, konnte nach 30 min Excitation von Cy5.5 eine Reduktion
des MV photometrisch sichtbar gemacht werden. Eine Elektroneninjektion des Farbstoffs
konnte nachgewiesen werden. In weiteren Versuchen wurde gezeigt, dal? ein direkter Elektro-
nentransfer von IME auf MV ausgeschl ossen werden kann. Auch war ein Elektronentransfer
von Cy5.5 auf MV ohne zuvorige Belichtung nicht moglich. Es konnte damit gezeigt werden,
dal? nur angeregte Farbstoffmolekile in der Lage sind, Elektronen an MV abzugeben.

Es wurde anschlief3end getestet, ob Cy5.5 auch gekoppelt an LHCII diese Elektronentrans-
fereigenschaften besitzt. Diese Frage konnte jedoch nicht abschlief3end beantwortet werden,
daLHCII bei Belichtung in der IME/MV-Umgebung sofort zerfiel.

Eine LHCII-Inkubation mit IME und/oder MV  destabilisierte den Komplex nicht. Erst die
Bestrahlung lief3 den LHCII degenerieren. Moglicherweise kann MV die Chlorophylle im
Komplex trotz Anwesenheit der Carotinoide oxidieren (bei freiem Chlorophyll konnte dies
gezeigt werden). Es wéare auch méglich, dal’ das reduzierte MV selbst toxisch auf den Kom-
plex wirkt, oder aber Sauerstoffradikale und/oder Singul ettsauerstoff den LHCII degenerieren
lassen.

Maleimido-BTI

Oxidation: Maleimido-BTI wurde in gleicher Weise wie Cy5.5 mit MV und IME zur Reak-
tion gebracht. Auch hier konnte nach 30 minttiger Inkubation im Licht eine deutliche MV-
Absorption mit einem Maximum von 612 nm detektiert werden. Ein Elektronentransfer war
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auch hier nur lichtgekoppelt und damit bel angeregtem Farbstoff mdglich. Verwendet wurde
in diesem und den nachfolgenden Versuchen Lhcb-1 gebundenes Maeimido-BTI in 0,1%
SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA. Elektronentransferversuche von
Maleimido-BTI in THF schlugen fehl.

Reduktion: in einem weiteren Versuch wurde gezeigt, dal3 Maleimido-BTI durch Na-Dithionit
reduziert werden kann. Bei der Farbstoffreduktion trat eine Wellenlangenverschiebung in Ex-
citation und Emission auf. Dazu wurde von Lhcb-1-BTI ein Excitations- und ein Emissions-
spektrum gemessen und anschlief3end die Probe mit einer Spatel spitze Na-Dithionit versetzt.
Es folgte eine erneute spektroskopische Charakterisierung. Tabelle 4.4 zeigt deutlich die re-
doxabhangige V erschiebung des Excitations- und Emissionsmaximums.

Tabelle4.4: Verschiebung der Excitations- und Emissionsmaxima von Maleimido-BTI
nach Reduktion

+ Na-Dithionit - Na-Dithionit
Excitationsmaximum [nm] 691 698
Emissionsmaximum [nm] 147 735

Lhcb-1-BTl in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA wurde spektroskopisch charak-
terisiert, mit einer Spatelspitze Na-Dithionit versetzt und erneut ver messen.

Um einen eventuellen Elektronentransfer von Maleimido-BTI auf Sauerstoff zu testen, wurde
eine Verschiebung des Emissionsmaximums des Farbstoffs in THF nach Abreicherung von
Sauerstoff durch Einblasen von Stickstoff in die Lésung Uberprift. Es kam zu keinerlel Modi-
fikationen der Farbstofffluoreszenz, was auf ein Unvermégen von Maleimdo-BTI zum Elek-
tronentibertrag auf Sauerstoff hindeutete. Da die Sauerstoffabreicherung jedoch nicht voll-
sténdig erfolgte, konnte diese Vermutung nicht abschlief3end bewiesen werden. Sauerstoff-
eliminationsversuche mit Lhcb-1-BTI wurden aufgrund des detergenshaltigen Mediums nicht
durchgefihrt.
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4.2 Energietransfer von LHCII auf verschiedene
Energieakzeptoren

4.2.1 LHCII-Cy5.5

Lhcb-1-Cy5.5 wurde nach Kapitel 3.1.2.1 hergestellt, Uber eine préparative Gelelektrophorese
von unmarkiertem Protein und freiem Farbstoff gereinigt (Kapitel 3.1.3.2, vgl. auch Wolf,
1998) und rekonstituiert. Mittels Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation wurde LHCII-
Cyb5.5 anschlieffend von freiem Pigment und ungefaltetem Lhcb-1 separiert.

Abb. 4.10: Sacchar ose-Dichtegradientenzentrifugation eines Rekonstitutionsansatzes
mit LHCII bzw. LHCII-Cy5.5

Rekonstitutionsansatz ~ Rekonstitutionsansatz
mit LHCII-Cy5.5 mit LHCII

—
~—

__— freies Chlorophyll

— LHCII bzw. LHCII-
Cy5.5

LHCII und LHCII-Cy5.5 des Klons D7f.3 wurden nach der Rekonstitution Uber einen Saccharose-
Dichtegradienten (0,6 M Saccharose, vgl. Kapitel 3.2.3) aufgereinigt.

Nach einer 16 stindigen Ultrazentrifugation bei 345.000" g traten 2 — 3 chlorophyllhaltige
Banden auf (vgl. Abb. 4.10). Wie schwach denaturierende Gele und fluorometrische Messun-
gen zeigten, bestand nur die unterste Bande aus LHCII. Die darUber liegenden Banden ent-
hielten freies Protein und ungebundenes Pigment. In manchen Versuchen trat eine weitere
sehr scharfe grine Bande kurz oberhalb des Rohrchenbodens auf, welche Chlorophyll-
Aggregate enthielt (nicht dargestellt).

LHCII-Cy5.5 war spezifisch N-terminal farbstoffmarkiert, wie Wolf (1998) in einem Tryp-
sinverdau zeigen konnte. Die Komplexe konnten daher fluorimetrisch charakterisiert werden,
um den Energietransfer von Chla auf den Farbstoff zu quantifizieren. Es wurden dazu vier
N-terminal farbstoffmarkierte Mutanten verwendet. Die Mutanten unterschieden sich in der
Lange des N-terminus, so dai3 eine relative Anderung der Cy5.5-Position zu den gebundenen
Chlorophyllen zu erwarten war. Ziel war es, auf der einen Seite Uber diese relative Lagednde-
rung des Energieakzeptors ein Konstrukt zu finden, in dem der Energietransfer besonders ef-
fizient erfolgt. Auf der anderen Seite wurde ein Erkenntnisgewinn bezlglich der Struktur des
N-terminus erwartet. Aus der jeweils ermittelten Energietransfereffizienz und den zugrunde
liegenden Ry-Daten sollte der molekulare Abstand zwischen Donor und Akzeptor errechenbar
werden.
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Ebenfalls angestrebte Energietransfermessungen am pLHCII-Cy5.5 (LHCII mit N-terminalem
Transitpeptid) mul3ten verworfen werden, da eine vollsténdige Abtrennung des unmarkierten
pLhcb-1 von pLhcb-1-Cy5.5 in der préparativen Gelelektrophorese nicht gelang. Die Erho-
hung des Proteinmolekulargewichts durch Kopplung von Cy5.5 war hier vermutlich nicht
ausreichend fur eine gel el ektrophoretische Auftrennung.

Der Energietransfer wurde zunéchst Uber die Verdnderung der Donorquantenausbeute in An-
wesenheit eine Energieakzeptors (Donorquenching) ermittelt, dann aber mittels stimulierter
Akzeptorfluoreszenz quantifiziert (vgl. Kapitel 3.3.2).

4.2.1.1 Energietransferbestimmung im LHCII-Cy5.5 mittels
Donorquenching

Um den Energietransfer in einer einzigen Probe (ohne Referenz) quantifizieren zu kénnen,
wurden verschiedene Methoden der Unterbrechung des Energietransfers von Chla auf Cy5.5
getestet. Ziel war es, die LHCII-Farbstoff-Komplexe zu zerstéren, um die Interaktion der
Chlorophylle mit dem Farbstoff zu unterbinden. Es wurden bei Raumtemperatur (297K) fol-
gende Experimente durchgefuhrt:

Proteinverdau durch Proteasen

Denaturierung des LHCII durch Harnstoffzugabe

Denaturierung mittels Detergens
Die Effizienz der verschiedenen Denaturierungsmethoden wurde durch den Verlust des kom-
plexinternen Energietransfers von Chlb nach Chla bestimmt.

Proteinverdau

In diesen Versuchen wurde getestet, ob LHCII durch Proteasen verdaut werden kann, so dal3
Chlorophylle und vormals proteingekoppelter Farbstoff getrennt vorliegen. Es ist bekannt,
dald Trypsin (Paulsen et al., 1993) und Thermolysin (Kuttkat et al., 1995) normalerweise nur
den N-terminus des Komplexes verdauen, der Uberwiegende Teil des Proteins jedoch protea-
segeschutzt verbleibt. Damit wére eine solche Proteasebehandlung eine elegante L ésung zur
Abtrennung des Energieakzeptors unter gleichzeitiger Beibehaltung eines intakten LHCII
(vgl. Kapitel 4.2.3). Doch wurde zum Teil mit so stark N-termina verklrzten Mutanten des
LHCII gearbeitet, dal3 eine proteolytische Abtrennung des Fluorophors nicht mehr mdglich
war. Die Farbstoffkopplungsstelle lag schon im proteasegeschiitzten Bereich des Proteins.
Daher wurde mit einem grofen UberschuR der verwendeten Proteasen versucht, den LHCII so
stark zu verdauen, dal3 die Komplexstruktur vollig zerstort wird.

So wurde Trypsin in einer 15-fach grof3eren Konzentration eingesetzt als in den Versuchen
von Kapitel 4.2.3 (vgl. auch Kapitel 3.2.6). Eine Endkonzentration von 1,5 mg/ml wurde ver-
wendet. Trotz Erhdhung der Inkubationszeit auf 2 Stunden war ein vollstandiger Verlust des
Energietransfers von Chlb nach Chla nicht erreichbar, eine Zerstérung der LHCII-Struktur
war damit nicht erfolgreich.

Thermolysin wurde in einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml eingesetzt. Um eine vollstandi-
ge Zerstorung des LHCII-internen Energietransfers zu erreichen, war eine 30 minitige Inku-
bation bei 60°C notwendig. Diese Erhitzung der Komplexe erhdhte jedoch die Chla-
Fluoreszenz drastisch und erlaubte keine Quantifizierung des Donorquenchings in den LHCII-
Cy5.5-Komplexen.

Proteinase K konnte LHCII unter keinen Umstanden verdauen, eine Proteaseaktivitat war nur
an Lhcb-1 nachweisbar.

Pronase E konnte LHCII durch eine einstiindige Inkubation bei 37°C verdauen, eine Modifi-
kation der Chlorophyllfluoreszenz durch das Erhitzen mufdte jedoch auch hier in Kauf ge-
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nommen werden. Bei Inkubation der Protease mit LHCII in 60% Glycerin erfolgte dagegen
kein Verdau.

Denaturierung durch Harnstoffzugabe
5M Harnstoff konnte LHCII nicht vollstandig denaturieren.

Denaturierung mittels Detergens

1% SDS schadigte den Energietransfer von Chlb nach Chlain den aufgereinigten Komplexen
so gut wie nicht, selbst eine anschlief3ende 15 mindtige Ultraschallbehandlung bel Raumtem-
peratur fuhrte zu keiner Proteindenaturierung.

1% OG bzw. 1% NG fuhrten innerhalb von 5 Minuten zu einem nahezu vollstandigen Verlust
des LHCII-internen Energietransfers. Nachfolgend konnte in tber 40 Messungen gezeigt wer-
den, dal’ die Zugabe von 1% OG die Chlorophyllfluoreszenz um 14,6 = 4,2% erhéhte. Diesist
vermutlich auf eine veranderte Fluoreszenzquantenausbeute der Chlorophylle in Abwesenheit
der Proteinumgebung zuriickzuf Uhren.

Da weder eine Denaturierung mit Harnstoff noch eine Komplexzerstérung mittels Proteasen
erfolgreich waren, wurde der Energietransfer von Chla auf Cy5.5 nachfolgend Uber die
LHCII-Denaturierung mittels 1% OG bestimmt. Die Veranderung der Quantenausbeute der
Chlorophylle durch Separation vom Protein wurde in die Berechnungen zum Donorguenching
mit einbezogen.

Dieses System funktionierte jedoch nur in den 297K-Messungen, bel 77K mufden andere
Moglichkeiten der Bestimmung der Energietransfereffizienz gesucht werden. Die Zugabe von
1% OG bewirkte hier keine vollstandige Unterbrechung des energetischen Ubergangs. Ver-
mutlich bewirkten hier die Anwesenheit von 60% Glycerin eine Stabilisierung der Komplexe
(vgl. Fender, 2001), so daf3 eine Proteindenaturierung unterbunden wurde.

Es wurde daher eine Quantifizierung des Energietransfers mittels zweier identischer Proben
getestet. Eine Probe wurde direkt mit Glycerin versetzt, die zweite wurde zuerst durch 1% OG
verdaut und dann mit Glycerin fur die 77K-Messungen gemischt. Auch dieses Vorgehen
fuhrte nicht zum Erfolg, die denaturierten Komplex zeigten bel 77K eine sehr starke Vermin-
derung der Chla-Fluoreszenzquantenausbeute. FUr die 77K-Messungen wurde daher die Me-
thode des Donorquenchings verworfen.

Nachfolgend wurde auch fir die 297K-Messungen die Bestimmung des Energietransfers
mittels Donorquenching an einer einzigen Probe verworfen. Die Standardabweichung der
Fluoreszenzquantenausbeutenerhthung durch OG-Denaturierung war zu grof3 (29%) zur ex-
akten Bestimmung der Unterschiede im Energietransfer verschiedener LHCII-Mutanten.

Der Energietransfer wurde daher entweder mit Hilfe der stimulierten Akzeptorfluoreszenz
(vgl. Kapitel 4.2.1.2) oder Uber das Donorguenching nach Kapitel 3.3.1 bestimmt. Hier wurde
die Energietransfereffizienz tber einen Vergleich zweier LHCII-Ldsungen gleichen Chloro-
phyllgehalts, einer Probe mit LHCII und einer mit LHCII-Cy5.5, bestimmt.

4.2.1.2 Energietransferbestimmung im LHCII-CyS.5 iiber die stimulierte
Akzeptorfluoreszenz

Zur genauen Bestimmung des Energietransfers von Chla auf Cy5.5 bel 297K und 77K wurde
das in Kapitel 3.3.1 vorgestellte Verfahren zur Dekonvolution der Gesamtfluoreszenz in die
Chla- und Cy5.5-Fluoreszenz verwendet. Nach Chla-Anregung traten in LHCII-Cy5.5 Fluo-
reszenzemissionen von Cy5.5 und Chla auf, die stark tberlappten. Zur Berechnung des Ener-
gietransfers Uber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz war daher eine Zerlegung des gemesse-
nen Summenspektrums in seine beiden Unterspektren notwendig. Die Bestimmung der Ener-
gietransfereffizienz erfolgte dann nach Kapitel 3.3.2.
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Um die Validitét der kalkulierten Energietransfereffizienzen zu tGberprifen, wurde der ener-
getische Ubergang von Chla auf Cy5.5 bei 297K am Wildtyp-LHCII-Cy5.5 (Klon D7f.3) mit
Hilfe des Donorguenchings Uberprift. Es wurde zum einen das Donorgquenching in einer ein-
zelnen Probe mittels OG-Denaturierung bestimmt, zum anderen wurde es durch den Ver-
gleich zweier Proben gleichen Chlorophyligehalts (nach Kapitel 3.3.1) gemessen. In alen
Féalen wurden sehr ahnliche Energietransfereffizienzen errechnet, eine Abweichung + 10%
trat auf.

Die bei der Energietransferkalkulation tber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz in Kauf ge-
nommenen Fehler waren systematischer Art, was die Vergleichbarkeit der Energietransfer-
effizienzen verschiedener Mutanten untereinander nicht beeintrachtigte.

So muféten zur Bestimmung des Energietransfers die Chla- und Cy5.5-Quantenausbeuten neu
ermittelt werden, was in relativen Messungen geschah (Quantifizierungsungenauigkeiten vgl.
Kapitel 4.1). Daneben ergaben sich bei der Zerlegung des Fluoreszenzspektrums in seine bei-
den Unterspektren Anpassungsabweichungen in der Groflenordnung von 2% bei 297K und
4 - 5% bei 77K. Schliefdich wurde bei 77K die am besten anpal®bare Kurvenform des Lhcb-1-
Cy5.5-Emissionsspektrums zur Dekonvolution verwendet. Die Cy5.5-Emission war hier stark
Anregungswellenléngen-abhangig (vgl. Kapitel 4.1.2). Es ist daher mdglich, dal3 nicht das
tatsachlich auftretende Cy5.5-Emissionsspektrum zur Dekonvolution verwendet wurde. Dies
erhohte den Fehler fur die 77K-Messung.

In den vier folgenden Abbildungen (Abb. 4.11a-d) wird der Energietransfer exemplarisch fur
zwei Klone be Raum- und Tieftemperatur dargestellt. Gegentibergestellt werden LHCII-
Cy5.5-Emissionsspektren nach Chla-Anregung bei 410 nm vom Wildtypprotein D7f.3 und
von 261.9, einem Lhcb-1 mit kompletter Deletion der N-terminalen Proteindoméane (um 58
Aminosauren verkirzt).
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Abb. 4.11a-d: Energietransfer von Chlaauf Cy5.5in LH

ClI-Cy5.5-Konstrukten der

Proteinmutanten 261.9 (-58AS) und D7f.3 (Wildtyp) bel 297K und 77K

297K: D7f.3-Cy5.5

77K: D7f.3-Cy5.5
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Lhcb-1-Cy5.5 wurde rekonstituiert und von freiem Pigment sowie ungefaltetem Protein in einer Saccha-
rose-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Um den Energietransfer von Chla auf Cy5.5 bel 77K und
297K zu quantifizieren, wurde der Komplex bei 410 nm angeregt und das Emissionsspektrum gemessen.
Durch die Zerlegung des Fluoreszenzspektrums in die Chla- und Cy5.5-Fluoreszenz wurde eine Energie-
glich (vgl. Kapitel 3.3.2). Die Qualitéat
der Dekonvolution ist in den Spektren als Anpassungsabweichung ((Chla- + Cy5.5-Fluoreszenz) - gemes-
sene LHCII-Cy5.5-Emission) dokumentiert. Zur Energietransferbestimmung bei 77K wurden die Proben

transferquantifizierung Gber die stimulierte Akzeptor fluoreszenz mé

auf einen Glyceringehalt von 60% eingestellt.
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Es wird deutlich, dal3 die Dekonvolution des Gesamtspektrums in die beiden Fluoreszenzan-
teile bei 297K deutlich besser gelang as bel 77K. Eine Zusammenstellung aler Daten bein-
haltet Tabelle 4.5.

Tabelle 4.5: Energietransfer von Chla auf Cy5.5 in ver schiedenen M utanten desLHCI |

Mutante Energietransfer mittlerer Energie-  Standard- Anpassungs-
transfer abweichung  abweichung®
[in unabhéngigen Messungen, %] [%] [%] [%]
bel 297K
26g.11 23,8 22,5 - 1,4
(IN-61) 21,3 1,9
261.9 27,6 27,3 0,9 1,4
(IN-58) 28,3 1,9
26,3 1,6
26,9 1,4
Sca 27,4 27,6 - 1,9
(N-21) 27,8 2,1
1h.19 28,3 28,3 - 1,8
(N-11) 28,2 1,7
D7f.3 35,8 35,3 0,4 1,2
(Wildtyp) 35,5 1,3
34,8 2,0
35,2 1,6
bel 77K
D7f.3 68,3 - - 47
(Wildtyp)
261.9 62,3 - - 5,7
(IN-58)

!Anpassungsabweichung, die von der Zerlegung des gemessenen Spektrums in die beiden Einzelspektren
herrihrt.

Die Mutanten 261.9 (IN-58), Sca (IN-21) und 1h.19 ([N-11) zeigten bei Raumtemperatur
einen vergleichbaren Energietransfer von ca. 28%. 269.11 (IN-61) und D7f.3 (der Wildtyp)
differierten davon signifikant. Besonders erwdhnenswert ist der deutlich vergrofierte Energie-
transfer im LHCII des Vollangenproteins (D7f.3-Cy5.5), der in Abb. 4.11 (a und b) auch ohne
rechnerische Quantifizierung offenbar wird tber die vergrofRerte Akzeptorfluoreszenz.

Die Proteinmutante 261.9 ([N-58) und D7f.3 (Wildtyp) zeigten auch in 77K-Messungen eine
Differenz in der Energietransfereffizienz abhangig von der Lange des N-terminus. Zwar ver-
doppelte sich hier der Energietransfer, der Unterschied in der Transfereffizienz beider
Mutanten blieb jedoch bestehen.

Wahrend der Energietransfer bei 297K durch mehrmalige Versuche statistisch abgesichert
wurde, handelt es sich bei den 77K-Werten um Einzelmessungen, die damit nur die Grofsen-
ordnung des energetischen Ubergangs widerspiegeln. Zudem gelten die oben vorgestellten
systematischen Fehler hier in besonderem Male.
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4.2.1.3 Energietransfer von Chlb auf Cy5.5

Ob en Energietransfer auch von Chlb auf Cy5.5 mdglich ist, wurde an Chla-Mangel-
komplexen untersucht. In LHCII-Komplexen normaler Pigmentzusammensetzung sollte die
Anregungsenergie von Chib auf Chla zu 100% Ubertragen werden, ein direkter Energietrans-
fer von Chlb auf Cy5.5 ist hier nicht detektierbar.

Um den Energietransfer von Chlb auf Cy5.5 zu bestimmen, konnte die Tatsache genutzt wer-
den, dai3 eine Rekonstitution von Lhcb-1 auch in Abwesenheit von Chla erfolgt (vgl. Fey,
2001; Kleimaet al., 1999). Lhcb1-Cy5.5 wurde daher mit Chlb und Carotinoiden rekonstitu-
iert und anschlief3end der Energietransfer von Chib auf Cy5.5 gemessen (Daten von H.Fey,
1999, im Rahmen eines L aborpraktikums erhalten).

Abb. 4.12: Energietransfer von Chlb auf Cy5.5in LHCII-Cy5.5-Chla-M angelkomplexen
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LHCII-Cy5.5, hergestellt in einer Rekonstitution mit reinem Chlb und Xanthophyllen, wurde nach einer
Sacchar ose-Dichtegradientenzentrifugation fluorometrisch charakterisiert. Dargestellt ist das Emissions-
spektrum nach Chlb-Anregung bei 464 nm, sowie die Zerlegung der Gesamtfluoreszenz in die Chlb- und
Cy5.5-Fluoreszenz. Das Chlb-Fluoreszenzspektrum entstammt LHCII-Komplexen, die ebenfalls ohne
Chla rekonstituiert und aufgereinigt wurden (Abbildung von H.Fey im Rahmen eines Laborpraktiums
1999 er stellt).

Wie man deutlich in Abb. 4.12 sehen kann, war auch ein direkter Energietransfer von Chlb
auf Cy5.5 moglich, jedoch in deutlich verringertem Umfang. Eine genaue Quantifizierung des
Ubergangs war aufgrund der schlechten Dekonvolution des LHCII-Spektrums in die Chlb-
und Cy5.5-Fluoreszenz schlecht mdglich. Bei Annahme einer Quantenausbeute des Chlb von
0,1 im LHCII (Seely und Conolly, 1986, die Quantenausbeute wurde an Chlb in Ethanol ge-
messen und kann daher hier nur einen Naherungswert darstellen) wurde der Energietransfer
mit ca. 15% bestimmt. Die Anpassungsabweichung lag bei 4,7%.
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4.2.2 LHCII-NIR-Cy

4.2.2.1 Optimierung der NIR-Cy-Markierung von Lhcb-1

Ziel war es, NIR-Cy an einer definierten Stelle an das Protein zu koppeln. Nachdem eine se-
lektiv N-terminale Markierung Uber die NCS-Gruppe bei keinem pH-Wert zu erreichen war,
wurde der Farbstoff derart umfunktionalisiert, dald er eine SH-reaktive Maleimidgruppe trug
(vgl. Kapitel 3.1.2.2). Damit sollte eine selektive Bindung des NIR-Cy an das N-proximale
Cystein des Klons S3C erreicht werden. Im Gegensatz zu den Markierungsexperimenten von
Stocklin (2000) mit Cy5.5 konnten jedoch auf diese Weise nicht mehr als 20% des eingesetz-
ten Proteins mit NIR-Cy markiert werden (Quantifizierung der Markierungseffizienz durch
Abschétzung des Verhédltnisses von markiertem zu unmarkiertem Protein in einem analyti-
schen Polyacrylamidgel, vgl. Abb. 4.13).

Abb. 4.13: analytisches Polyacrylamidgel eines M arkierungsansatzes mit NIR-Cy

C79Ss S3C
Lhcb-1iber  (C¥S) (FC¥9)
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Lhcb-1-Crosslinker-
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C79S und S3C wurden mit umfunktionalisiertem NIR-Cy (nach Kapitel 3.1.2.2) zur Reaktion gebracht.
Abweichend vom Standardrezept wurde die Proteinmarkierung bei pH 6,6 durchgefiihrt. Der molare
Far bstoffiiber schul war doppelt so grof3 wie nach dem optimierten Rezept notwendig. Die anschlieende
Fallung wurde ohne DM SO-Waschungen durchgefuhrt. Auf das Gel wurden ca. 2 ug C79S und 4 pg S3C
aufgetragen.

Wie aus Abb. 4.13 hervorgeht, wurde S3C selektiv Uber die SH-Gruppe markiert. C79S, wel-
ches kein Cystein besitzt, zeigte neben der Proteinbande keine weitere Bande, die von mar-
kiertem Lhcb-1 stammen kdnnte. Nach der Farbstoffreaktion von S3C traten dagegen mehrere
Banden auf.

Die Detektion der eigentlichen Lhcb-1-NIR-Cy Bande gelang mittels praparativer Gelelektro-
phorese. Hier wurden die einzelnen Banden in unterschiedliche Fraktionen aufgetrennt und
spektroskopisch untersucht. Nur die in Abb. 4.13 as ,Lhcb-1-NIR-Cy* markierte Bande
zeigte eine ausgepragte NIR-Cy-Absorption (nicht dargestellt). Aber auch ein direkter Gel-
nachweis war moglich, wenn auch nur bei einer, im Gellaufverhalten vergleichbaren, IRD38-
Lhcb-1-Markierung. IRD38 hat eine sehr &hnliche Struktur wie NIR-Cy und wurde in gleicher
Weise umfunktionalisiert. Nach Zugabe von NaOH lagerte sich IRD38 zu dem ,,Blue pro-
duct” um (vgl. Kapitel 4.1.2), welches im Gel sichtbar war aufgrund seiner zu kirzeren Wel-
lenlangen verschobenen Absorption. IRD38-Lhcb-1 konnte damit im Gel lokalisiert werden
(vgl. Kapitel 4.2.3).
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Aufgrund der geringen Markierungsausbeute wurden die Versuchsbedingungen der Farbstoff-
Proteinreaktion auf folgende Art und Weise modifiziert.

Zunéchst wurde die Detergensumgebung variiert. Die Anwesenheit von OG war aufgrund der
vier negativ geladenen Sulfonylgruppen erforderlich, um die SDS-haltigen Detergensmizellen
des Lhcb-1 inihrer Ladungsdichte abzuschwachen. Es wurde daher nur die Konzentration von
SDS und OG variiert, nicht aber ganzlich auf OG verzichtet. Die Erhdhung des Detergensge-
halts von 0,1% SDS und 1% OG auf 0,2% SDS und 2% OG brachte eine geringftigige Erho-
hung der Markierungsausbeute.

Nach Umfunktionalisierung war der Farbstoff in Detergens oder organischem Ldsungsmittel
schlecht 16slich (schon nach Zugabe von SMPB nahm L éslichkeit stark ab). Bel Zugabe des
reduzierten Lhcb-1 zum Farbstoff sedimentierte das Protein dartiber hinaus recht schnell mit
einem Teil des NIR-Cy. Wenn es gelénge, das Protein-Farbstoffgemisch besser in Lésung zu
halten, konnte die Markierungseffizienz moglicherweise erhoht werden. Aus diesem Grund
wurde eine Proteinmarkierung in 6 M Guanidinhydrochlorid oder 8 M Harnstoff durchge-
fuhrt. Mit Tetramethylrhodamin-Maemid konnte gezeigt werden, dai prinzipiell eine Farb-
stoffmarkierung in dieser Umgebung moglich ist, die Markierungsausbeute lag jedoch bei
unter 50% (die Markierungsausbeute liegt unter Standardbedingungen bei 80 - 90%, vgl. Hu-
schenbett, 2001). Auch bel der NIR-Cy-Markierung wurde eine deutlich verminderte Farb-
stoffkopplung an das Protein detektiert.

Nichtsdestotrotz wurde dieser Weg weliter beschritten, da es mit Hilfe des Harnstoff gelang,
sowohl Farbstoff als auch Protein dauerhaft in Lésung zu halten. In den folgenden Versuchen
wurde das Protein in einem Medium aus 2% OG und 0,2% SDS reduziert und anschlief3end
mit dem Farbstoff, geldst in unterschiedlichen Mengen und Konzentrationen von Harnstoff,
versetzt. Es konnte jedoch keine Verbesserung der Markierung erreicht werden, so dal3 davon
ausgegangen werden mufdte, dal3 die schlechte Farbstoffloslichkeit in den vorherigen Versu-
chen nicht der Grund fur die geringe NIR-Cy-Bindung gewesen war.

Einen sehr entscheidenden Anteil an der Hohe der Markierungsausbeute hatte die Lagerung
des markierten Proteins nach Beendigung der Reaktion. In ersten Versuchen erfolgte sie bei
-20°C in 1% SDS. Hierbel wurde der Anteil des proteingebundenen Farbstoffs im Zeitraum
von Tagen bis Wochen kontinuierlich schlechter. Die Zugabe von Puffer vergrof3erte die Sta-
bilitét deutlich, so dal3 im folgenden das Protein immer in 2% SDS und 100 mM Tris/HCI, pH
9,0 bei —20°C gelagert wurde.

Um unspezifische Farbstoffkopplungen am Lhcb-1 ausschlief3en zu kénnen, wurde nach der
Falung des Lhcb-1-NIR-Cy-Markierungsansatzes ein intensives Waschen des Proteins in
Ethanol und anschliefiend DMSO durchgefuihrt. Nach Auskunft des Farbstoffherstellers
(L.Strekowski, Department of Chemistry, Georgia State University, USA) neigt NIR-Cy stark
zu Adhasionen an Oberfléchen (gilt auch fur IRD 38) und konnte daher auch noch nach einer
praparativen Gelelektrophorese unspezifisch an Lhcb-1 des Markierungsansatzes angel agert
sein. In den Markierungsansatzen von Lhcb-1-BTI (Kapitel 4.2.4) und Lhcb-1-Cy5.5 (Kapitel
4.2.1) konnte dagegen immer eine vollstandige Elimination des freien Farbstoffs erreicht wer-
den.

Durch DMSO gelang es auch fur dieses Lhcb-1-Farbstoff-Konstrukt, noch unspezifisch am
Protein befindlichen Farbstoff abzutrennen. Leider war der Proteinverlust (markiert wie un-
markiert) dabei mit ca. 50% auch sehr hoch. Das fehlende Protein konnte im DMSO-
Uberstand detektiert werden.

In anschlieffenden Trypsinverdauexperimenten mit IRD38, der in fast alen Versuchen das
selbe Verhalten wie NIR-Cy zeigte, konnte danach keine weitere unspezifische Bindung von
Farbstoff an LHCII detektiert werden (vgl. Kapitel 4.2.3).
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4.2.2.2 Energietransfer von Chla auf NIR-Cy in LHCII-Komplexen
NIR-Cy-Lhcb-1, gereinigt von frelem Farbstoff und unmarkiertem Protein (durch Proteinfal-
lung und préaparativer Gelelektrophorese nach Kapitel 3.1.3), wurde rekonstituiert und tber
einen Saccharose-Dichtegradienten von freilem Chlorophyll und ungefaltetem Protein befreit
(vgl. LHCII-Cy5.5). Die farbstoffhaltigen Komplexe wurden im Anschluf3 fluorometrisch und
photometrisch charakterisiert.

Trotz aller Optimierungs- und Reinigungsschritte gelang es nicht, reproduzierbare Energie-
transfereffizienzen zu bestimmen, wie es fur Cy5.5 und Maemido-BTI der Fall war. Der
Energietransfer nahm Uber mehrere Monate hinweg ab (vgl. Versuch 1 — 5 in Tabelle 4.7; in
dieser Reithenfolge innerhalb von finf Monaten gemessen).

Es schien, als sai der Farbstoff partiell degradiert, zum einen gelang die Proteinmarkierung
mit immer schlechterer Ausbeute, zum anderen fluoreszierte der an LHCII gekoppelte Farb-
stoff immer geringer und hatte schlechtere Energieakzeptoreigenschaften. Daneben gaben
Absorptionsmessungen Rétsel bezliglich des Farbstoffgehalts am Protein auf. In Tabelle 4.6
ist der NIR-Cy-Gehalt pro LHCII in verschiedenen Messungen dargestellt, nachdem zuvor
durch ein analytisches Gel nach praparativer Gelelektrophorese eine vollstandige Markierung
am Apoprotein Uber das verénderte Molekulargewicht des Lhcb-1 Uberprift worden war (vor-
ausgesetzt der NIR-Cy-Extinktionskoeffizient andert sich nicht durch Ruckfaltung des Pro-
teins).

Tabelle 4.6: Verhaltnisvon LLHCII zu NIR-Cy in LHCII-NIR-Cy-Komplexen

Versuch | NIR-Cy-Konzentration | LHCII-Konzentration Verhdltnis von
[UM] [UM] LHCII zu NIR-Cy
1 0,15 0,33 1:045
2 0,08 0,16 1:0,50
3 0,015 0,09" 1:0,16"
4 0,02 0,06 1:0,30
5 0,015 0,08" 1:0,19"

Der Gehalt an LHCII und NIR-Cy in den LHCII-NIR-Cy-Komplexen wurde photometrisch bestimmt.
Dazu wurde die LHCII-Absorption bei 670 nm mit dem Extinktionskoeffizient von 546.000 M *cm™ ver-
rechnet (K Gihlbrandt und Butler, 1988) und das NIR-Cy-Maximum bei ca. 809 nm mit 198.000 M *cm™.
INIR-Cy-Absor ption sehr gering und damit nicht préazise bestimmbar

Wie der Tabelle 4.6 zu entnehmen, sank im Laufe der Zeit der am LHCII detektierbare Farb-
stoff auf weniger als 1/4 pro Protein ab. Von Fluka durchgefihrte HPL C-Analysen bestétigten
dann die Vermutung, der Farbstoff sei zerfallen. Der Verkauf ist seitdem bis auf weiteres ge-
stoppt. IRD38 wurde zum Ersatzfarbstoff (vgl. Kapitel 4.2.3).

Der Energietransfer von Chla auf NIR-Cy wurde Uber das Donorquenching (nach Kapitel
3.3.1) bestimmt, einmal wurde zusétzlich der Energietransfer Uber die stimulierte Akzeptor-
fluoreszenz ermittelt. Dazu wurde ein Vergleich von Absorptions- und Excitationsspektrum
herangezogen (vgl. Kapitel 3.3.2). Auf eine Quantifizierung des Energietransfers tber die
stimulierte Akzeptorfluoreszenz nach Art der LHCII-Cy5.5-Komplexe (Vergleich der Chla
und der Farbstofffluoreszenz) mufdte verzichtet werden, da mit dem Photomultiplier (vgl. Ka-
pitel 2.1) die NIR-Cy-Quantenausbeute zu ungenau bestimmbar war.

In den Abbildungen 4.14 und 4.15 werden die beiden Methoden zur Energietransferberech-
nung vorgestellt.
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Abb. 4.14: L 6schung der Chla-Fluoreszenz durch Energietransfer auf NIR-Cy (Donor -
quenching): Emissionspektrum von LHCII und LHCII-NIR-Cy nach Chla-
Anregung bei 430 nm
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LHCII- und LHCII-NIR-Cy-Komplexe wurden Uber einen Sacchar ose-Dichtegradienten aufgereinigt und
auf gleichen Komplexgehalt Uber die Chlorophyllabsorption bei 670 nm eingestellt. Eine fluorometrische
Detektion der Chla- und NIR-Cy-Emission erfolgte nach Kapitel 3.3.1. Die Excitation von Chla erfolgte
bei 430 nm.

Abb. 4.15: Vergleich von Excitationsspektrum und Absorptionsspektrum von LHCII-
NIR-Cy zur Energietransferberechnung tber die stimulierte Akzeptorfluo-
reszenz
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Eswurde von den aufgereinigten LHCII- und LHCII-NIR-Cy-Komplexen ein Excitationspektrum (Emis-
sionswellenlange 824 nm, Integrationszeit 0,5 sec, Mittelung dreier Messungen) und ein Absor ptionspek-
trum gemessen. Beide Spektren wurden auf maximale NIR-Cy-Absor ption bzw. -Excitation normiert und
dann die Chlorophyllabsorption bzw. -excitation zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Da nicht die Summe
des Energietransfers von Chla und Chlb auf NIR-Cy untersucht werden sollte, mufdten die Spektren in
ihren Chla- und Chlb- Anteil dekonvolutiert werden, was mittels GauRkurven geschah. Die Anpassungs-
abweichung der gefitteten Kurven gegenuber den gemessenen lag bei 2% . Die Dekonvolution fand nur bei
640-700 nm statt, da sonst noch der Einflufd der Carotinoide héatte mit berGicksichtigt werden mussen. Der
Energietransfer wurde nach Kapitel 3.3.2 ber echnet.
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Tabelle 4.7 stellt die mittels Donorguenching und stimulierter Akzeptorfluoreszenz errechne-
ten Energietransferdaten vor.

Tabelle 4.7: Quantifizierung des Energietransfers mittels Donorquenching und tber die

stimulierte Akzeptorfluor eszenz

Versuch | Energietransfer bei 297K | Energietransfer bei 77K | Energietransfer bei 297K
(Uber Donorguenching (Uber Donorguenching (Uber stimulierte Akzeptorfluo-
bestimmt) bestimmt) reszenz bestimmt)
(%] (%] [%]
1 28 36 -
2 36" 38 29"
3 12 - -
4 21 26 -
5 8 - -

Die Quantifizierung des Energietransfers erfolgte in funf verschiedenen Versuchen Uber den Zeitraum
von funf Monaten hinweg.

Fehler durch Absorption von >0,1 (0,14), Reabsor ption nicht ausgeschlossen

Energietransfer vermutlich unterschatzt, da im Excitationsspektrum eine Emissionswellenlange von 824
nm verwendet wurde, der Farbstoff jedoch bei 835 nm nach Korrektur gegen die wellenlangenabhéangigen
Schwankungen der Detektor sensibilitéat maximal fluoresziert.

Verrechnet man die apparente Markierungsrate mit dem Energietransfer um abzuschétzen,
wie hoch dieser bei Kopplung eines intakten Farbstoffs pro Protein wére, erhdt man fir die
Messungen 1-4 eine Effizienz von 60-70%. Messung 5 féllt mit 42% etwas aus dem Rahmen.
Insgesamt wére also NIR-Cy vermutlich ein guter Energieakzeptor gewesen. Ein Indiz fir
einen Energiericktransfer vom Farbstoff auf die Chlorophylle wurde nicht gefunden. Die
Energietransfereffizienz lag bel 77K nicht deutlich tber der bei 297K (im Gegensatz zu den
LHCII-Cy5.5-Versuchen), das Ry lag fur den Rucktransfer bei O.
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4.2.3 LHCII-IRD38

IRD38 hat &hnliche Absorptions- und Emissionseigenschaften wie NIR-Cy und wurde daher
nach Abbruch der NIR-Cy-Versuche (vgl. Kapitel 4.2.2) als Energieakzeptor verwendet.
Nach Modifikation der Rezeptur zur NIR-Cy-Proteinmarkierung (vgl. Kapitel 3.1.2.2) war
eine IRD38-Kopplung an Lhcb-1 in gleicher Effizienz moglich (bestimmt durch die Separa-
tion von markiertem und unmarkiertem Protein in einem analytischen Polyacrylamidgel). Ei-
ne Abtrennung des markierten Proteins vom unmarkierten Lhcb-1 scheiterte jedoch an der
Sensitivitdt des Farbstoffs gegentiber hohem pH und/oder priméren Aminogruppen. Keines
der Standard-Gelelektrophoresesysteme operiert, ohne zumindest eines der beiden Aus-
schlulZkriterien zu verletzen. Es wurde schliefdlich ein analytisches Natriumphosphatgel gete-
stet, welches eine Gelmatrix aus 10% Polyacrylamid, 100 mM NaP pH 7,0 und 0,1% SDS
besal? und einen Elektrophoresepuffer aus 0,1% SDS und 80 mM NaP, pH 7,0. Eine Auftren-
nung des Lhcb-1-Markierungsansatzes in seine beiden Anteile aus markiertem und unmar-
kiertem Protein konnte nicht erreicht werden. Das Gel schmierte stark und lief trotz hoher
Stromstérken sehr langsam. Eine Fokussierung der Probe durch Vorschalten eines 4%igen
Sammelgels brachte auch keinen Erfolg. Ein préparatives Gel scheiterte vollig. Das Protein
verliefd die Gelmatrix nicht wieder.

Da eine mogliche Nutzung der LHCII-Farbstoff-Konstrukte auf dem Gebiet der Einzelmole-
kil spektroskopie lag, wurde im Fall des LHCII-IRD38 auf weitere Versuche zur Proteinreini-
gung verzichtet. Fir die Untersuchung einzelner Komplexe war es nicht essentiell, daf3 jedes
LHCII einen Farbstoff trug. Durch die deutlich unterscheidbaren Absorptionsmaxima der
Chlorophylle und des Farbstoffs konnte an jedem einzelnen Komplex tberprift werden, ob
eine Farbstoffmarkierung vorliegt oder nicht.

Wichtig dagegen war eine moglichst vollstandige Abtrennung des frelen Farbstoffs aus dem
Lhcb-1-IRD38-Markierungsansatz (vgl. Kapitel 3.1.3.1). Gerade unspezifische Markierungen,
wie sie schon in Kapitel 4.2.2 dargelegt wurden, wirden die Aussageféhigkeit einzelmoleku-
lar gewonnener Erkenntnisse deutlich herabsetzen.

Um die Abtrennung des freien Farbstoffs vom Lhcb-1-IRD38 nachzuweisen, wurden 5-10 pl
eines Protelnmarkierungsansatzes mit einigen i 50 mM NaOH versetzt und 15 min bei 37°C
inkubiert. Dabei setzte sich der Farbstoff zum ,, Blue product® um, welches im nachfolgenden
SDS-Polyacrylamidgel sichtbar war aufgrund der Verschiebung des Absorptionsmaximums
zu kirzerwelligen Bereichen. Es konnte so gut wie keine freie Farbstoffbande in der Lauffront
des Gels detektiert werden (Probenauftrag in bromphenolfreiem Puffer), lediglich der Protein-
gekoppelte Farbstoff wurde sichtbar (nicht dargestellt).

Im folgenden wurde das Gemisch aus Lhcb-1 und Lhcb-1-1RD38 rekonstituiert und tber ei-
nen Saccharose-Dichtegradienten von freiem Pigment und ungefatetem Protein befreit (vgl.
Kapitel 4.2.1). Eine exakte Quantifizierung des Energietransfers Giber Fluoreszenzmessungen
am Fluoromax-2 war aufgrund des groen Uberschusses an unmarkiertem LHCII nicht mog-
lich. Aus vier gemessenen Energietransfereffizienzen war lediglich eine Abschétzung durch-
flhrbar.
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Tabelle 4.8: Apparenter Energietransfer von Chlaauf IRD38in LHCII-IRD38 bei 297K

Versuch apparenter Energietransfer
aus Donorguenching bestimmt [%]
1 9"
2 7"
3 16
4 13

L hch-1-IRD38 aus gleichem Markier ungsansatz

Der Energietransfer von Chla auf IRD38 wurde an LHCII-Komplexen bestimmt, die nur zu 5-10% farb-
stoffmarkiert waren. Freier IRD38 und Uber schiissiges Pigment waren dem System zuvor entzogen wor -
den.

Wie Tabelle 4.8 zu entnehmen, streuten die Energietransfereffizienzen stark, was auf unter-
schiedliche Anteile von Lhcb-1-1RD38 am Gesamtprotein schlief3en lief3,

Da im Durchschnitt nur 5-10% des in die Rekonstitution eingesetzten Proteins eine Farb-
stoffmarkierung trug, kann vermutet werden, dald die Energietransfereffizienz von reinem
LHCII-IRD38 in der gleichen GrélRenordnung (60-70%) wie im LHCII-NIR-Cy-Konstrukt
liegen konnte. 77K -Energietransfermessungen wurden nicht durchgeftihrt.

Abb. 4.16 Loschung der Chla-Fluoreszenz durch Energietransfer auf IRD38 in LHCII-
IRD 38 sowie Trypsinverdau der Komplexe
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LHCII und LHCII-IRD38 aus Saccharose-Dichtegradienten wurden photometrisch auf gleiche Chloro-
phyllkonzentration eingestellt und anschlief3end fluorometrisch charakterisiert. In Emissionsspektren der
LHCII-IRD38-Proben konnte nach Chla-Anregung bei 437 nm eine Chla- und eine IRD38-Fluoreszenz
detektiert werden. Die LHCII- und LHCII-IRD38-Proben wurden nachfolgend nach Kapitel 3.2.6 tryp-
tisch verdaut und anschlief3end erneut bel 437 nm anger egt.

Trotz des geringen Energietransfers konnte in den Emissionsspektren nach Chla-Anregung
eine stimulierte Akzeptorfluoreszenz detektiert werden (vgl. Abb. 4.16). Ein Trypsinverdau
bewies zusétzlich (dhnlich den LHCII-BTI-Versuchen in Kapitel 4.2.4), dal3 dieser Energie-
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Ubergang spezifisch war. Es wurde dazu eine LHCII- und eine LHCII-IRD38-Probe gleichen
LHCII-Gehalts N-terminal mit Hilfe obiger Protease verdaut und danach der Energietransfer
nach selektiver Anregung von Chla bestimmt. Der Trypsinverdau verminderte in beiden Pro-
ben die Chlorophyll-Fluoreszenz, was zum einen auf einen Verdinnungseffekt zuriickzufth-
ren war. Zum anderen deutete es zusétzlich auf eine partielle Destabilisierung des LHCII hin.
Jedoch erreichten beide Arten der Komplexe nach 30 mindtiger Proteaseinkubation gleiche
Chlorophyll-Quantenausbeuten. Ein Donorquenching durch Energietransfer auf IRD38 war
im Gegensatz zu den Messungen vor Proteaseverdau nicht mehr zu beobachten. Auch die
IRD38-Fluoreszenz selbst war erloschen.

Ein Einsatz dieses LHCII-Farbstoff-Konstrukts fur die Einzelmolekilspektroskopie wurde
daher fir moglich erachtet und erste Testversuche durchgefiihrt. Besonders interessant an
dieser LHCII-Farbstoff-Konstruktion war die gleichzeitige, selektive Anregbarkeit von Chlo-
rophyll und Farbstoff Uber zwei verschiedene Farbstofflaser. Die Absorption von Donor und
Akzeptor war in diesem System deutlich von einander getrennt (vgl. Kapitel 4.1.1).
Schwierigkeiten traten bei der Vermessung der Konstrukte trotz allem auf. Der Farbstoff er-
wies sich als sehr lichtempfindlich und blich innerhalb weniger Sekunden in einer Messung
aus (daher sind hierzu keine Daten in Kapitel 5 dargestellt).
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4.2.4 LHCII-BTI

4.2.4.1 Kopplung einer SH-reaktiven Gruppe an BTI

Da sowohl in den LHCII-Cy5.5- as auch den LHCII-NIR-Cy- und LHCII-IRD38-Kom-
plexen keine Energietransfereffizienzen von nahe 100% fiir den Ubergang von Chla auf den
Farbstoff erreicht werden konnten, wurden Versuche mit BTl angestrebt. BTl hat Absorp-
tions- und Emissionsmaxima im gewlnschten Wellenlangenbereich und ist einer priméren
Aminogruppe as funktioneller Gruppe ausgestattet.

Es sollte eine Umfunktionalisierung dieser Aminogruppe in eine Maemidgruppe stattfinden,
um eine selektive, ortsspezifische Kopplung des Farbstoffs an Lhcb-1 zu erméglichen. Es
wurden drei Wege beschritten.

a.) Reaktion der primaren Aminogruppe mit einem NHS-Ester

b.) Reaktion der priméren Aminogruppe mit einem Halogensaurehalogenid

c.) Reaktion der primaren Aminogruppe mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)

zu a) Es wurde eine Veknipfung von BTI mit m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-
succinimidester (MBS) bzw. Succinimidyl 4-[p-maleimidophenyl]-butyrat (SMPB) angestrebt
und verschiedene Reaktionsbedingungen (Temperaturen bis 60°C, Variation des Mengenver-
haltnisses von Crosslinker zu Farbstoff, unterschiedliche L ésungsmittel- und Detergensbedin-
gungen) getestet. Trotzdem konnte in massenspektroskopischen Untersuchungen (FD-Mes-
sungen, nicht dargestellt) in keinem Fall das gewtinschte Produkt detektiert werden. Das pri-
méare Amin lag nicht aliphatisch, sondern gekoppelt an einen Aromaten vor und war daher
vermutlich zu reaktionstrage fir eine Reaktion mit dem NHS-Ester.

zu b.) Es wurden Versuche mit Bromacetylbromid (Merck) und Jodacetylchlorid (selbst syn-
thetisiert aus Jodessigsaure und Thionylchlorid) durchgefiihrt. Dazu wurden 0,9 pmol BTI mit
115 pmol Jodacetylchlorid bzw. Bromacetylbromid und 16 oder 20 umol Tributylamin in 250
il THF 0,5 - 1 Stunde unter Rihren inkubiert. Tributylamin hatte dabei die Aufgabe eines
Protonenfangers, welches den bei der Umsetzung entstehenden Hal ogenwasserstoff neutrali-
sieren sollte.

Die Umsetzung mit Bromacetylbromid funktionierte problemlos. Massenspektrometrisch
konnte anschliefiend Bromacetamido-BTI nachgewiesen werden. Bromacetamid war jedoch
nicht reaktiv genug, um im néchsten Schritt mit der Mercaptogruppe des Lhcb-1 zu reagieren.

Die Umlagerung mit Jodacetylchlorid fuhrte laut massenspektrometrischer Analyse zur Bil-
dung von Chloracetamido-BTI. Wahrscheinlich hatte Tributylamin das freigesetzte HCI nicht
ausreichend abgefangen, so dal es zu einem Austausch von Jod gegen Chlor am Hal ogensau-
rehalogenid kam. Chloracetamid ist noch reaktionstrager als Bromacetamid, so dal3 eine BTI-
Kopplung an Lhcb-1 mifdang.

Die Kopplung von Jodacetylchlorid an BTI wurde nachfolgend in reinem Pyridin als Proto-
nenfanger durchgefihrt (, Einhornreaktion). Dies fuhrte laut Massenspektrometrie zur Bil-
dung von halogenfreiem Acetoamido-BTI.

Alle Farbstoffumsetzungen wurden vor der massenspektroskopischen Charakterisierung tber
eine Silicatsaule mittels Chloroform aufgereinigt.

zu c.) BTI sollte vermittelt durch DCC und DMAP (Dimethylaminopyridin) mit Maemido-
propionsaure (BMPA) eine Peptidbindung eingehen. Dazu wurde BMPA in 1,6-fachem mola-
ren UberschuR zu einer BTI-Dichlormethanl 6sung gegeben und durch Zusatz von DMAP und
DCC die Reaktion gestartet. Massenspektrometrisch konnte jedoch keine Verdnderung des
BTI detektiert werden.

Daraufhin wurde von C. Kohl, MPI fur Polymerforschung, Mainz, der Farbstoff neusyntheti-

siert unter gleichzeitigem Einbau einer Maeimidgruppe. Im folgenden wird dieser Farbstoff
Maleimido-BTI genannt (bei Kopplung an Lhcb-1 jedoch nur Lhcb-1-BTl).
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4.2.4.2 Erstellung eines biomimetischen Modells aus LHCII und Malei-
mido-BTI

Reaktion von Maleimido-BTI mit Lhcb-1 sowie Separation des markier-
ten Proteins vom unmarkierten

Lhcb-1 wurde unter verschiedenen Reaktionsbedingungen mit Maleimido-BTI zur Reaktion
gebracht, um eine mdglichst hohe Ausbeute an Lhch-1-BTI zu erhaten. Variiert wurden die
Detergensumgebung, die Reaktionszeit, Farbstofflberschul3, Reaktionstemperatur sowie die
Probenvorbereitung vor einem Gellauf. Die Effizienz der Markierungsausbeute konnte in
gleicher Weise wie be alen anderen Markierungen mittels eines analytischen SDS
Polyacrylamidgels bestimmt werden. Im Gegensatz zum Lhcb-1-Cy5.5, Lhcb-1-NIR-Cy oder
Lhcb-1-IRD38 migrierte Lhcb-1-BTI schneller durch das analytische Gel als das unmarkierte
Protein. Eine mogliche Erkl&rung fir dieses Phdnomen ware eine bevorzugte Anlagerung von
SDS-Molekllen an den sehr hydrophoben Farbstoff, so dal3 die Menge negativer Ladungen
pro Protein erhdht wére. Eine schnelle Migration wére dann nicht durch das erhohte Mol eku-
largewicht bestimmt, sondern Uber die erhthte negative L adungsdichte.

Abb. 4.17 analytisches Polyacrylamid-Gel eines L hcb-1-Markier ungsansatzes mit
Maleimido-BTI
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Lhcb-1 des Klons S3C wurde mit Maleimido-BTI in 25,5-fachem molaren UberschuR zur Reaktion ge-
bracht. Dazu wurden Proteinmengen von 5 - 10 pg in unterschiedlicher Detergensumgebung mit dem in
THF gelosten Farbstoff auf dem Vortexer gemischt (10 nmol Maleimido-BTI1 pro 1,5 pl THF) und nach-
folgend mehrere Stunden bei 37°C inkubiert. Ein pH-Wert von 7,0 wurde mit 20 mM NaP eingestellt. In
jede Geltasche wurde nach Beendigung der Reaktion 2,5 pg Lhcb-1 pipettiert. Folgende Bedingungen
wurden in den Reaktionen eingestellt:

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SDS-Gehalt [%] 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,5 0,1 0,1 1 1
OG-Gehalt [%] 1 1 1 1 1 1 1 1 - -
Reaktionszeit [h] 2 2 6 6 2 2 2 2 2 2

1' 100°C nach Reaktion + - + - + - + - + - +
Ultraschall
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Wie dem Gel in Abb. 4.17 zu entnehmen, war eine Detergensumgebung von 1% OG und
0,1% SDS optimal (Bahn 7 und 8). Eine Reaktionszeit von 6 h erhdhte dabel nur geringflgig
die Markierungsausbeute. Eine Hitzedenaturierung des Markierungsansatzes erwies sich als
notwendig, da sonst viel Protein durch Aggregation verloren ging. Zu sehen ist dies in Abb.
4.17 im Ubergang zwischen Sammel- und Trenngel in Bahn 1, 3 und 7.

Weitere Versuche (nicht dargestellt) zeigten, dal3 eine Reaktionstemperatur von 37°C die
Markierungsausbeute gegeniiber Raumtemperaturbedingungen erhdhte. Ein Farbstoffiiber-
schufd von 12,5-fach molar erwies sich Uberdies als ausreichend, um einen Markierungsgrad
von ca. 50% zu erhalten (Abschétzung aus analytischem Polyacrylamidgel). Markierungsaus-
beuten von 80% und mehr, wie sie mit anderen Maleimidofarbstoffen méglich sind (vgl. Hu-
schenbett, 2001), konnten in keinem Fall erreicht werden. Dies rihrte wahrscheinlich daher,
dald in der Maeimido-BTI-Probe noch eines der Eddukte, Maleimidobuttersaure, vorlag, wel-
ches auch mit Mercaptogruppen reagierte.

Eine Abtrennung des Lhcb-1-BTI vom unmarkierten Protein gelang mittels praparativer Gel-
elektrophorese (vgl. Kapitel 3.1.3.2). Interessanter Weise verliefd hier das unmarkierte Protein
zuerst die Gelmatrix, Lhcb-1-BTI konnte nachfolgend rein eluiert werden. Eine weitere
Lhcbh-1/Maemido-BTI-haltige Bande schnellerer Migrationsgeschwindigkeit konnte eben-
falls abgetrennt werden. Vermutlich handelte es sich hierbei um Protein-Maeimido-BTI-
Aggregate (moglicherweise lagerte sich hier ein zweiter Farbstoff vermittelt durch den ersten
an das Lhcb-1 an).

Abb. 4.18: analytisches Gel einiger Fraktionen der préparativen Gelelektrophorese des
Lhcb-1-BTI-Markierungsansatzes
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100 pg eines Standardmarkierungsansatzes von S3C (Kapitel 3.1.2.4) wurde Uber eine préaparative Gel-
elektrophorese aufgereinigt (Prozedur vgl. Kapitel 3.1.3.2). Nachfolgend wurden die 120 pl-Eluat-
fraktionen photometrisch auf den Maleimido-BTI-Gehalt hin untersucht und 50 pl jeder flinften farb-
stoffhaltigen Fraktion aufkonzentriert. In einem analytischen Polyacrylamidgel wurden dann die Proben
mit reinem Lhcb-1-BTI detektiert. Die Bahnen 1, 2, 4-7 zeigen ausgewahlte Fraktionen (0-25) der préapa-
rativen Gelelektrophorese. Ab Fraktion 15 wurde von aufgereinigtem Lhcb-1-BTI ausgegangen. Die Bahn
»MA" zeigt den aufzutrennenden Markierungsansatz vor der préparativen Gelelektrophorese.

Uberpriifung der Selektivitit der Maleimido-BTI-Kopplung im LHCII
Schon nach der praparativen Gelelektrophorese konnte im analytischen Gel gezeigt werden,
dal3 pro Lhcb-1 mit grof3er Wahrscheinlichkeit nur ein Maeimido-BTI-Molekil gebunden
vorlag. Unmarkiertes Protein sowie ungekoppelter Farbstoff sollten abgetrennt sein. In zwei
weiteren Schritten wurde diese Annahme manifestiert, sowie die N-terminale Lage der Farb-
stoffmarkierung verifiziert.
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Maleimido-BTI-Lhcb-1 wurde dazu nach der préparativen Gelelektrophorese nach Kapitel
3.1.3.2 aufkonzentriert, rekonstituiert und nachfolgend Uber eine Dichtegradientenzentrifuga-
tion von ungefaltetem Protein und freiem Chlorophyll gereinigt (vgl.Kapitel 4.2.1).

Die LHCII-BTI-Komplexe wurden anschlief3end photometrisch charakterisert.

Abb. 4.19: Absorption von LHCII-BTI
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LHCII-BTI wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und nachfolgend photometrisch
charakterisert. Um die Maleimido-BTI-Absorption besser detektieren zu kénnen, wurde die Absorption
von unpigmentiertem Lhcb-1-BTI als Vergleich (jedoch in einer gréfReren Konzentration als die der
LHCII-Komplexe) dar gestellt.

Aus dem Absorptionsspektrum konnte der LHCII- und Maleimido-BTI-Gehalt bestimmt und
damit gezeigt werden, dal3 LHCII und Maeimido-BTI in &uimolarem Verhdtnis zueinander
vorliegen.

Einan - 81670 Nm/546.000
ELncn - 81 701nm/85.000

E = Extinktion, e_sc 1= 546.000 M em™, eyacmido-sm= 85.000 M*em™ (vgl. Kapitel 4.1.1 und 4.1.3)

Darliber hinaus wurden die aufgereinigten Komplexe fluorometrisch charakterisiert (vgl. dazu
Kapitel 4.2.4.3) und der Energietransfer tUber die Verminderung der Chla-Quantenausbeute
bei Energietransfer auf den Akzeptor quantifiziert. Im Anschluf® daran wurden LHCII und
LHCII-BTI tryptisch verdaut (vgl. Kapitel 3.2.6). Es sollte Uberprift werden, ob nach N-ter-
minalem Proteinverdau der Energietransfer auf Maleimido-BTI erlischt, wie es bei einer se-
lektiven N-proximalen Bindung des Farbstoffs (3.AS, vgl. Kapitel 2.3) zu erwarten wére.
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Abb. 4.20: L6éschen der Chla-Fluoreszenz in Anwesenheit von Maleimido-BTI in
LHCII-BTI sowie Trypsinverdau der Komplexe
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LHCII und LHCII-BTI wurden auf gleiche Chla-Absor ption bei 410 nm normiert. Fluor eszenzemissions-
spektren wurden nach selektiver Chla-Anregung bei 410 nm gemessen. Die LHCII-BTI-Probe enthielt in
diesem Experiment noch unmarkiertes Protein, daher war das Donorquenching nicht maximal. Um die
Komplexe N-terminal zu verdauen, wurden 200 pl der LHCII- bzw. LHCII-BTI-Komplexe 30 min bei
Raumtemperatur mit 0,1 mg/ml Trypsin in Tricinepuffer inkubiert (vgl. Kapitel 3.2.6) und anschlief3end
in gleicher Weise erneut fluorometrisch charakterisiert.

Durch den Trypsinverdau verringerte sich in LHCII die Chla-Fluoreszenz (vgl. Trypsinverdau
in Kapitel 4.2.3). Nichtsdestotrotz bewirkte der Proteaseverdau in den LHCII-BTI-Kom-
plexen einen Anstieg der Chlorophyllfluoreszenz auf das Chla-Emissionsmaximum der un-
markierten LHCII-Komplexe. Damit konnte gezeigt werden, dal3 der Energietransfer auf
Maleimido-BTI spezifisch innerhalb eines Komplexes stattfand und dartiber hinaus der Farb-
stoff an der gewuinschten Stelle am N-terminus vorlag.
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4.2.4.3 Energietransfer von Chla auf Maleimido-BTI in LHCII-
Komplexen

Der Energietransfer von Chla auf Maleimido-BTI in LHCII-BTI wurde nach Kapitel 3.3.1
Uber das Donorguenching bel 297K und 77K bestimmit.

Abb. 4.21: L 6schung der Chla-Fluoreszenzin LHCII-BTI bei 297K (a) und 77K (b)
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Lhcb-1 sowie Lhcb-1-BTl wurden rekonstituiert und Uber eine Saccharose-Dichtegradientenzentri-
fugation aufgereinigt. Die gefalteten Komplexe wurden photometrisch auf gleiche Chlorophyllabsor ption
in der Soretbande eingestellt und nachfolgend Emissionsspektren nach selektiver Chla-Anregung bei 410
nm gemessen (vgl. Kapitel 3.2.5). Die Messungen fanden bei 297K und 77K statt. Fir die Tieftempera-
turmessungen wurden die Proben auf einen Glyceringehalt von 60% eingestellt. Um die Maleimido-BT I -
Emission in LHCII-BTI-Komplexen zu detektierten, wurde das LHCII-BTI-Emissionsspektrum zustz-
lich auf die maximale Chla-Fluoreszenz in LHCII normiert.

In zwei unabhéngigen Messungen wurden die in Tabelle 4.9 dargestellten Energietransfereffi-
Zienzen ermittelt.

Tabelle4.9: Energietransfer von Chla auf Maleimido-BTI in LHCII-BTI-Komplexen,
bestimmt Uber das Donorquenching bei einer Wellenlange

Versuch Energietransfer bei 297 K Energietransfer bei 77 K
[%0] [%0]
1 69 85
2 72 84

Der Energietransfer von Chla auf Maleimido-BT| wurde nach Excitation bei 410 nm gemessen (vgl. Kapi-
tel 3.3.1). Die Quantifizierung des Energietransfers erfolgte tGber die Abnahme der maximalen Chla-
fluoreszenz einer Wellenlange. Eine Quantifizierung Uber den Vergleich der gesamten Chlorophyllinte-
grale war aufgrund einer peripheren Uberlappung der Chlorophyll- mit der Maleimido-BTI-Fluor eszenz
nicht méglich.
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Der Energietransfer wurde Uber das Donorquenching bestimmt. Das Quenching mufite Gber
die Abnahme der maximalen Chla-Fluoreszenz einer Wellenlange bestimmt werden, da eine
periphere Uberlappung der Chla-Fluoreszenz mit der Maleimido-BTI-Fluoreszenz bestand.
Dekonvolutionsberechnungen zeigten fir 297K-Messungen, dal3 sich der Kurvenverlauf im
Bereich von 650-680 nm bei Anwesenheit des Quenchers kaum veranderte, so dal3 ein Feh-
lerniveau von 2% nicht Uberschritten wurde. Es wurde auch exemplarisch der Energietransfer
Uber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz bestimmt. Dazu mufe das LHCII-BTI-
Emissionsspektrum nach Kapitel 3.3.1 in die beiden Unterspektren dekonvolutiert werden.
Diese Dekonvolution erreichte nur einen Anpassungsgrad von 93% (nicht dargestellt). Nichts
desto trotz erfolgte die Berechnung des Energietransfers in gleicher Weise wie fir die LHCII-
Cy5.5-Konstrukte (vgl. Kapitel 3.3.2). Die Energietransfereffizienz betrug hier 65% und war
damit in der selben GroRRenordnung wie die Transfereffizienzwerte aus Tabelle 4.9.

Bel den 77K-Messungen anderte sich im Gegensatz zu den 297K-Versuchen das Chla-
Emissionsspektrum durch den Energietransfer auf Maeimido-BTI deutlich (vgl. Abb. 4.21b).
Im Bereich von 650 - 680 nm trat durch Anwesenheit des Quenchers eine Vergrof3erung der
Halbwertsbreite in der Chlorophylifluoreszenz auf. Berlicksichtigt man diese und bestimmt
den Energietransfer Gber den Vergleich der Integrale mit den Integrationsgrenzen 650 nm und
680 nm, erh@lt man die in Tabelle 4.10 dargestellten Transferdaten.

Tabelle 4:10: Energietransfer von Chla nach Maleimido-BTI in LHCII-BTI-Komplexen,
bestimmt Uber das Donorquenching bel Vergleich der Fluoreszenzinte-
grale mit den I ntegrationsgrenzen 650 nm und 680 nm

Versuch Energietransfer bei 77K
[%]
1 77
2 75

Der Energietransfer von Chla auf Maleimido-BT| wurde nach Excitation bei 410 nm gemessen (vgl. Kapi-
tel 3.2.5). Die Quantifizierung des Energietransfers erfolgte mittels Donorquenching. Dazu wurde von
LHCII und LHCII-BTI das Integral von 650 nm bis zur Wellenlénge der maximalen Chla-Fluoreszenz
(677,5nm fur LHCII-BTI und 679 nm fur LHCII) zur Berechnung her angezogen.

Energietransfer versus Elektronentransfer von Chla auf Maleimido-BT]

Um zu belegen, dal3 die Maleimido-BTI-Fluoreszenz wirklich einem Energie- und keinem
Elektronentransfer von Chla entstammte, wurde die Farbstoff-Emission im biomimetischen
Modell ndher untersucht. Da reduziertes Maeimido-BTI eine Verschiebung des Emissions-
maximums zeigte (vgl. Kapitel 4.1.4), wurde untersucht, ob die Maleimid-BTI-Emission im
LHCII-Komplex eher dem reduzierten oder dem nicht reduzierten Farbstoffspektrum ent-
spricht.
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Abb. 4.22: Fluoreszenz von Maleimido-BTI| im oxidierten und reduzierten Zustand so-
wie gekoppelt an LHCI |
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Lhcb-1-BTI (in 0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 1 mM EDTA) wurde bei 698 nm anger egt
und das Emissionsspektrum gemessen. Im Anschlufd wurde eine Spatelspitze Na-Dithionit zur Protein-
Far bstofflésung gegeben und der Versuch unter Anregung bei 691 nm wieder holt.

Um die Lhcb-1-BTI-Fluoreszenz mit der Farbstofffluoreszenz in LHCII-BTI nach Chla-Anregung ver-
gleichen zu kdnnen, wurde das Emissionsspektrum eines LHCII-BTI-Komplexes in die Chlorophyll- und
Maleimido-BTI-Fluoreszenz mittels zweier Gaul¥/L orentz-Mischfunktionen zerlegt.

Nach Abb. 4.22 zeigt die Maeimid-BTI-Fluoreszenz im LHCII-Komplex eine deutliche
Ubereinstimmung mit der Farbstoffemission von Lhcb-1-BTI im nicht reduzierten Zustand.
Damit wurden starke Hinweise fir einen Energietransfer von Chla auf den Farbstoffe und
gegen einen Elektronentransfer gefunden.

Eine Verschleierung des Elektronentransfers von Chla auf Maleimido-BTI durch eine nach-
folgende Elektronenabgabe des Farbstoffs an den Sauerstoff konnte zwar nicht ausgeschlos-
sen werden. Hinwelse darauf konnten jedoch nicht gefunden werden (vgl. Kapitel 4.1.4).

Erhohung der Maleimido-BTI-Fluoreszenz in den LHCII-BTI-Konstrukten
durch Variation der Detergensumgebung

Nachdem in Kapitel 4.1.2 eine Erhéhung der Maleimido-BTI-Quantenausbeute durch Varia-
tion des wal¥igen Mediums erreicht werden konnte, sollten diese Erkenntnise auch auf das
LHCII-BTI-Konstrukt angewendet werden. Es wurde dazu LHCII-BTI in ein Medium mit
1% LM und 1,5 pg/il Phosphatidylglycerol gebracht und fluorometrisch charakterisiert.

Es konnte jedoch keine Erhéhung der Fluoreszenzquantenausbeute des Farbstoffs detektiert
werden.
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4.2.5 Stabilitat der LHCII-Farbstoff-Konstrukte

Die Intaktheit der biomimetischen Modelle wurde Uber den komplexinternen Energietransfer
von Chlb nach Chlb a tberpruft. In jedem Fall konnte ein effizienter Energietransfer detektiert
werden.

Trotzdem wurde in LHCII-Energiefallen-Konstrukten nach Chlb-Anregung eine kleine
Schulter der Chlb-Emission detektiert, die grofder aussah als im gemessenen Referenzspek-
trum von farbstofffrelem LHCII (vgl. Abb. 4.23). Die Hauptursache fir diese scheinbar Chib-
Fluoreszenzerhéhung in den LHCII-Farbstoff-Komplexen lag in der Normierung der Spektren
auf die maximale Chlorophyllfluoreszenz. Zwar wurden in den Experimenten LHCII-
Farbstoff-Komplexe und LHCII-Komplexe auf gleiche Chlorophyllabsorption eingestellt,
doch war die Chla-Fluoreszenzquantenausbeute in LHCII-Farbstoff-K omplexen deutlich ver-
ringert aufgrund des Energietransfers auf den Energieakzeptor. Es verblieb eine verminderte
Chla-Fluoreszenz und eine gegeniiber dem farbstofffreien LHCII vermutlich wenig veranderte
Chlb-Fluoreszenz.

Abb. 4.23: Energietransfer von Chlb nach Chlain LHCII und LHCII-Cy5.5
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LHCII und LHCII-Cy5.5 aus einer Sacchar ose-Dichtegradientenzentrifugation wurden bei 460 nm ange-
regt und ein Emissionsspektrum gemessen. Beide Emissionsspektren wurden auf die maximale Chla-
Fluoreszenz normiert.

Nichts desto trotz kam es in einigen Fédllen auch zu einem absoluten Anstieg der Chlb-
Fluoreszenz in den LHCII-Farbstoff-K onstrukten, was auf eine partielle Unstrukturiertheit der
Probe hindeutete. Es konnte aber in keinem Fall ein schnellerer Zerfall der betreffenden
Komplexe gegentiber farbstofffreiem LHCII detektiert werden.
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S. Einzelmolekiilspektroskopie an orientiert im-
mobilisiertem LHCII

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit lag in einer ndheren Charakterisierung des komplexinternen
Energietransfers von LHCII. Dazu sollten die Komplexe auf einer Glasoberfl&che immobili-
siert und dann ihr Fluoreszenzverhalten einzelmolekular analysiert werden.

5.1 Selektive Immobilisation von LHCII-His6 an
HRP

Ziel der Versuche zur Immobilisation von LHCII-His6 an Glasoberflachen war es, den Kom-
plex spezifisch Uber den ,,His6-tag” zu binden und damit auf der Oberflache in eine definierte
Orientierung zu bringen. Unspezifische Interaktionen vom Protein mit dem beschichteten
Glas sollten so stark wie moglich minimiert werden.

Als geeignete Oberflachenbeschichtung stellte sich eine Meerrettich-Peroxidase (HRP) mit
Ni-NTA as Proteinanker heraus. Wie von Noji et al. (1997) beschrieben, immobilisiert HRP
spontan an Glasoberflachen (vgl. Kapitel 1.4.1) und prasentiert seine Ni-NTA-Gruppe zur
Proteinbindung.

Es wurden in Populationsmessungen am Fluoromax-2 und in einzelmolekularen Mef3anord-
nungen die Spezifitdt einer solchen LHCII-Bindung an HRP-beschichtete Glasoberflachen
Uberprift. Dazu wurden gleiche LHCII-Mengen der Mutanten S3Ch (mit ,,His6-tag”) und
D7f.3 (Wildtypprotein) auf einer HRP-beschichteten Oberfléche inkubiert und anschlief3end
die Bindungseffizienz der Komplexe bei An- und Abwesenheit des , His6-tag“ am Protein
bestimmt (vgl. Kapitel 3.4).

5.1.1 Populationsmessungen am Fluoromax-2

In zwei Versuchen mit LHCII-Monomeren der Mutanten D7f.3 und S3Ch konnte eine deut-
lich gréR3ere Bindungsaffinitét des LHCII mit ,,His6-tag” gegeniber dem Wildtypprotein ge-
zeigt werden. Je nach Konzentration der zur Immobilisation eingesetzten LHCII-Ldsung war
die Proteinbindung ca. 3 - 4-fach erhoht (vgl. Tabelle 5.1 und Abb. 5.1). Bestimmt wurde die
unterschiedliche Bindungseffizienz Uber die Chlorophyllfluoreszenz der beschichteten
Glasplatten in der Front-face-Apparatur des Fluoromax-2. Dazu wurde komplexgebundenes
Chlain der Soretbande angeregt und die Gesamtemission detektiert. Die Fluoreszenzquantifi-
zierung, wie sie auch in Tabelle 5.1 angegeben ist, stellte nur einen Naherungswert dar, da mit
Hilfe der , Front-face”-Apparatur generell keine genaue Kalkulation von Fluoreszenzen mog-
lich ist (vgl. Reinsberg, 2000). Die auf diese Weise detektierte Emission ist nicht linear pro-
portional zur Chromophorkonzentration der Probe.
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Abb. 5.1: Emission von an HRP immobilisiertem LHCII und LHCII-His6
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Gleiche Mengen LHCII und LHCII-His6 wurden nach Kapitel 3.4.1 auf einer mit HRP-beschichteten
Glasplatte inkubiert. Um die relative Menge an gebundenem Komplex bestimmen zu kénnen, wurde die
beschichtete Glasplatte mit der ,, Front-face"-Technik im Fluorometer charakterisiert. Hier dargestellt ist
die Chla-Emission nach selektiver Chla-Excitation bel 410 nm. Fluorometrische Mef3parameter (abwei-
chend von Kapitel 3.2.5) waren eine Integrationszeit von 0,5 sec und eine Spaltbreite fir Excitation und
Emission von 5 nm.

Tabelle5.1: Vergleich der Bindungseffizienz von LHCII und LHCII-His6 auf HRP-be-
schichteten Glasplatten

LHCII-His6 : LHCII
Versuch 1 (LHCII-Konzentration 0,8 uM) ~38:1
Versuch 2 (LHCII-Konzentration 0,2 uM) ~26:1

LHCII der Mutanten D7f.3 und S3Ch wurden auf gleiche Komplexkonzentration normiert und nach Ka-
pitel 3.4.1 auf HRP-beschichteten Glasplatten immobilisiert. Eine Quantifizierung der Bindungseffizienz
beider Mutanten erfolgte in der , Front-face’-Apparatur des Fluoromax-2 nach Chla-Excitation bei 410
nm. Die Integrale der Chlorophyllfluoreszenzen wurden bestimmt und zueinander ins Verhaltnis gesetzt
(die Integrationsgrenzen lagen bei 600 nm und 750 nm).

Eine Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz nach Chib-Excitation bei 460 nm wies zudem
auf eine hohe Effizienz des komplexinternen Energietransfers hin. Es konnte weitestgehend
nur Chla-Fluoreszenz detektiert werden.

Eine Zerstbrung dieses Energietransfers wurde durch eine langere Lagerung der immobili-
sierten Komplexe erreicht. Nach 2 Tagen Inkubation auf Eis konnte bei gleichen Mef3para-
metern vorwiegend eine Chlb-Emission detektiert werden (nicht dargestellt). Diese Beobach-
tungen waren ein guter Hinweis darauf, dal3 es sich bei den gebundenen Proteinen zuvor um
intakte LHCII-Komplexe gehandelt hatte.

Interessanter Weise war im Fall der Mutante S3Ch nicht nur die Bindungseffizienz durch den
»Hisb-tag” erhoht, die Komplexe dieses Proteins zeigten auch bei der Lagerung im immobili-
sierten Zustand eine erhohte Stabilitét. Wahrend nach 2 Tagen Inkubation beider Mutanten (in
Abwesenheit eines Flussigkeitsfilms auf Eis) kein komplexinterner Energietransfer mehr
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detektiert werden konnte, war ein solcher nach eintagiger Lagerung bel der S3Ch-Mutante
noch feststellbar. LHCII des Wildtypproteins war zu diesem Zeitpunkt schon denaturiert.

5.1.2 Einzelmolekiilspektroskopie zur Bestimmung
der Bindungsselektivitat von LHCII-His6

Nachdem in Messungen an D7f.3- und S3Ch-Monomerkomplexen am Fluoromax-2 (Kapitel
5.1.1) eine deutlich erhdhte Bindung von LHCII-His6 gegentber LHCII ohne ,His6-tag” ge-
zeigt werden konnte, wurde auf der Ebene der Einzelmolekiilspektroskopie versucht, eine
maoglichst ausschlieffliche Bindung von LHCII-His6 zu erreichen. Alle spektroskopischen
Versuche zur Einzelmolekilspektroskopie fanden in der AG Wrachtrup (3. Physikalisches
Institut der Universitét Stuttgart) statt und wurden von den Mitgliedern der dortigen Arbeits-
gruppe durchgefhrt.

Es wurden Versuche mit verschiedenen Konzentrationen und unterschiedlichen Inkubations-
zeiten des LHCII/LHCII-His6 auf der HRP-beschichteten Oberflache durchgefiihrt. Dabei
stellte sich heraus, dal3 sowohl die Konzentration der Komplexe al's auch die Inkubationsdauer
die Selektivitét der Bindung entscheidend beeinfluf3ten. Nur bei Komplexkonzentrationen im
Bereichvon 1 - 5 pM und einer Inkubationszeit von maximal einer Minute konnte eine nahe-
zu ausschliefdliche Bindung von LHCII-His6 und damit der Mutante S3Ch nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 5.2). Erhéhte Bindungszeiten oder gréfere Proteinmengen fihrten auch zur
Immobilisation von LHCII ohne His6-tag. LHCII-His6 wurde in diesem Fall so stark gebun-
den, dal3 im Lichtfokus eines Durchmessers von 300 nm (Aufldsungsgrenze der Messung, vgl.
Kapitel 3.5.1) nicht mehr von der Detektion einzelner Komplexe ausgegangen werden konnte.

Abb. 5.2: LHCII-Emission in HRP-beschichteten Flissigkeitszellen

S3Ch (LHCI1-His6) D7f.3 (LHCII ohne His6)

LHCI —» -

LHCII-Monomere der Mutanten D7f.3 und S3Ch wurden in einer Konzentration von 4 pM auf einer
HRP-beschichteten Glasplatte nach Kapitel 3.4.2 immobilisiert und anschlieRend nach Kapitel 3.5.1 ein-
zelmolekular vermessen. Gezeigt ist eine Momentaufnahme der LHCII-Fluoreszenz. Jeder schwarze
Punkt zeigt die Fluoreszenz eines singuldren LHCII-Komplexes nach Anregung bei 650nm. Kleinere
graue Punkte stellen das Hintergrundrauschen dar.
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Damit lag die verwendete LHCII-Konzentration in der gleichen Grofdenordnung wie die des
LH2 zur Immobilisation auf Glimmer. Bopp et al. (1997) beschrieb hier eine orientierte Bin-
dung der Komplexe aufgrund elektrostatischer Anziehungskréfte und erreichte einen ausrei-
chenden Abstand zwischen den einzelnen Komplexen bei Verwendung einer 2 pM LH2-
L dsung.

Eine dhnlich selektive Immobilisation wie mit den Monomerkomplexen konnte mit LHCII-
Trimeren der Mutante S3Ch im Vergleich zu nativen Trimeren erzielt werden. Auch hier ban-
den die nativen Komplexe deutlich geringer (um den Faktor 5) als die rekonstituierten LHCI|I-
His6-Mutanten.

HRP zeigte insgesamt bei allen Untersuchungen eine geringe Eigenfluoreszenz, das Hinter-
grundrauschen der spektroskopischen Messungen war um den Faktor 10 geringer as die ei-
gentliche LHCII-Fluoreszenz.
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5.2 Einzelmolekiilspektroskopische Versuche zum
komplexinternen Energietransfer

5.2.1 Fluoreszenzpolarisationsmessungen am Mono-
mer und Trimer

LHCII-Monomere und -Trimere der Mutante S3Ch wurden auf HRP-beschichteten Deckgl&
sern Uber den ,His6-tag“ immobilisiert (vgl. Kapitel 3.4.2) und anschlieffend in der detergens-
haltigen Lésung einer Fllssigkeitszelle einzelmolekular untersucht.

Um den minimalen Polarisationsgrad der zu untersuchenden Komplexe festzustellen, wurde
an einzelnen LHCII-Molekilen die Fluoreszenzverdnderung tber die Zeit ermittelt (vgl. Ka
pitel 3.5.2). Nach Excitation von Chlb wurde die auftretende Chlorophyllfluoreszenz zweier
orthogonaler Polarisationsrichtungen detektiert und quantifiziert. Fur LHCII-Monomere und
-Trimere wurden unterschiedliche minimale Polarisationsgrade nachgewiesen.

Monomere

In friheren Versuchen mit LHCII-Monomeren, eingebettet in PV A, wurde bereits der Polari-
sationsgrad der Chlorophyllfluoreszenz bestimmt (Tietz et al.; 2001). Mit Hilfe eines rotie-
renden Polarisators, positioniert vor der Photodiode, konnte aus der Modulationstiefe ein Po-
larisationsgrad von nahezu 1 abgelesen werden.

In den Versuchen dieser Arbeit gelang auch an HRP-immobilisierten LHCII-Monomeren der
Nachweis linearer Polarisation in der auftretenden Chlorophyllfluoreszenz. Die Moment-
aufnahmen der LHCII-Fluoreszenz (vgl. Kapitel 3.5.1) verdeutlichen dieses Phénomen. In
Abb. 5.3 sind die konfokalen Fluoreszenzbilder zweier orthogonaler Polarisationsrichtungen
dargestelIt sowie die Uberlagerung aus den beiden Bildern.

ADbb.5.3: Detektion der Emission zweier Polarisationsrichtungen von LHCII-
Monomeren in HRP-beschichteten Flissigkeitszellen

iy g g b g . =T
- R e i
-\’ : e

LHCII-Aggregate . LHCIl-Aggregaté - © < LHCII-Aggregaté | <+

LHCII-Monomere der Mutante S3Ch wurden nach Kapitel 3.4.2 auf einem HRP-beschichteten Deckglas
immobilisiert. Hier dargestellt sind drei konfokale Fluoreszenzbilder einzelner LHCII-Komplexe (vgl.
Kapitel 3.5.1). Im linken und mittleren Bild sind Emissionsdetektionen zweier orthogonaler Polarisations-
richtungen in den Farben rot und griin aufgezeichnet. Das rechte Bild stellt eine Uberlagerung der beiden
anderen Bilder da. Erscheint hier ein Bildpunkt orange, weist dies auf eine Fluoreszenzdetektion beider
Polarisationsrichtungen (Uberlagerung desroten und griinen Bildpunkts) hin.
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Die in Abb. 5.3 auftretende Fluoreszenz beider Polarisationsrichtungen zeigte fur die LHCII-
Komplexe eine Verteilung identisch derer einzelner emittierender Dipole (wie z.B. von ein-
zelnen Farbstoffmolekilen). So konnte fur viele Monomere nur Fluoreszenz einer Polarisa-
tionsrichtung gemessen werden. Dies war immer dann der Fall, wenn der Dipol des emittie-
renden Chla parallel zu einem der beiden detektierten Polarisationsrichtungen lag. In Abb. 5.3
sind dies die Félle, in denen in der Bildlberlagerung (rechtes Bild) die Fluoreszenz als roter
oder griner Bildpunkt dargestellt ist.

Daneben existierten eine Reihe von Komplexen mit Fluorezenzdetektion in beiden Polarisa-
tionsrichtungen (orange Bildpunkte durch Rot-Griin-Uberlagerung). Dies geschah, wenn das
Dipolmoment des Fluorophors in eéinem Winkel zwischen den beiden orthogonalen Polarisa-
tionsrichtungen lag, oder aber sich hinter den einzelnen Fluoreszenzpunkten Aggregate von
LHCII-Komplexen verbargen (auch durch eine deutlich intensivere Fluoreszenz in Abb. 5.3
erkennbar).

Eine Unterscheidung zwischen linearer Polarisiertheit in einem Winkel zwischen 0° und 90°
zu den detektierten Polarisationsrichtungen und einer Depolarisation konnte in dieser Mef3-
anordnung nur Uber eine Vielzahl gemessener Komplexe erfolgen. Es wurde dazu der mini-
male Polarisationsgrad nach Kapitel 3.5.2 aus den Zeitspuren der LHCII-Emission bestimmt
(vgl. Abb. 5.4) und @hnlich den Ergebnissen von Tietz et al. (2001) ein Polarisationsgrad nahe
einsfur die zu Grunde liegende LHCII-Population bestimmit.

In den Zeitspuren der LHCII-Emission kam es im Verlauf von Sekunden in der Hélfte aller
vermessenen Monomere zur Anderung der Polarisationsrichtung des emittierten Lichts.

Abb. 5.4: Phasenspriingein der Fluoreszenz von LHCII-Monomeren der Mutante S3Ch
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LHCII-Monomere der Mutante S3Ch wurden nach Kapitel 3.4.2 auf einer HRP-beschichteten Oberflache
immobilisiert. Im folgenden wurde ein einzelner Komplex mit zirkular polarisiertem Licht einer Wellen-
lange von 650 nm bestrahlt und das Fluor eszenzlicht zweier orthogonaler linearer Polarisationsrichtungen
detektiert. Die grine und die rote Kurve spiegelt die Fluoreszenzintensitat beider Polarisationsrichtungen
wieder. Die schwar ze Kurve gibt den Phasenwinkel der Gesamtfluoreszenz an und errechnet sich aus dem
jeweiligen Fluoreszenzanteil beider Polarisationsrichtungen (als 0° und 90° festgelegt). Die orangenen
Pfeile geben den durchschnittlichen Phasenwinkel zwischen zwei Polarisationsspriingen an.
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In Abb. 5.4 wird dies durch vier orange Doppel pfeile hervorgehoben. Sie symbolisieren den
durchschnittlichen Wert des Phasenwinkels der Fluoreszenz (schwarze Kurve) sowie seine
zeitliche Veradnderung. Der Phasenwinkel gibt, unter der Pramisse des ausschliefdlichen Auf-
tretens linear polarisierten Lichts, die Fluoreszenzpolarisationsrichtung als Raumwinkel zwi-
schen den beiden orthogonalen Detektionsrichtungen am polarisierenden Strahlteilerwrfel
an. Ein Phasenwinkel von 90° bzw. 0° entspricht demnach der ausschlief3lichen Fluoreszenz-
detektion an einer Photodiode.

Innerhalb von 100 sec kam es im vorliegenden Beispiel zu drei Polarisationsspriingen und
damit zur Einnahme vierer verschiedener Polarisationsrichtungen des linear polarisierten
Emissiondlichts.

Trimere

LHCII-Trimere der Mutante S3Ch unterschieden sich bei gleichem Immobilisations- und
Mef3prinzip deutlich im Polarisationsgrad ihrer Fluoreszenz von dem der Monomere. In kon-
fokalen Fluoreszenzbildern einzelner Komplexe wurde in den meisten Fallen eine Uberlage-
rung der Emission beider orthogonaler Polarisationsrichtungen detektiert (orangene Bild-
punkte in Abb. 5.5, die durch eine Rot-Griin-Uberlagerung entstanden sind).

Abb. 5.5: Detektion der Emission zweier Polarisationsrichtungen von LHCII-Trimeren
in HRP-beschichteten FlUssigkeitszellen

LHCII-Trimere der Mutanten S3Ch wurden auf HRP-beschichteten Deckglasern nach Kapitel 3.4.2 im-
mobilisiert. In einzelmolekularen Messungen wurden Momentaufnahmen der Fluoreszenz durchgefiihrt
(vgl Kapitel 3.5.1). Das linke und das mittlere Bild stellt die Chlorophyllfluoreszenz einzelner LHCII-
Komlexe zweier orthogonaler Polarisationsrichtungen alsrote und griine Bildpunkte dar. Das rechte Bild
ist eine Ubereinanderlagerung der genannten Bilder. Erscheint hier ein Bildpunkt orange, weist dies auf
eine gleichzeitige Fluor eszenzdetektion beider Polarisationsrichtungen hin.

Eine Auswertung von 153 Zeitspuren der Fluoreszenzanteile beider Polarisationsrichtungen
(vgl. Kapitel 5.2.2, Anfangswert der Fluoreszenz in [,,counts/sec”] zur Polarisationsberech-
nung verwendet) ergab einen durchschnittlichen Polarisationsgrad zwischen 0 und 0,2 (vgl.
Abb. 5.6). Dies bedeutet, dal3 der Anteil beider Polarisationsrichtungen nahezu gleich grof3
war und damit die LHCII-Trimerfluoreszenz als eher depolarisiert angesehen werden kann.
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Abb. 5.6: Polarisationsgrad der Fluoreszenz von LHCII-Trimeren
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LHCII-Trimere der Mutante S3Ch wurden auf HRP-beschichteten Deckglasern nach Kapitel 3.4.2 im-
mobilisiert. Von 153 LHCII-Komplexen wurde in Zeitspuren (nach Kapitel 3.5.2) der Anteil zweier ortho-
gonaler Polarisationsrichtungen der Chlorophylifluoreszenz quantifiziert und daraus der Polarisations-
grad bestimmt.

Insgesamt wurde bel 72% aller vermessener Trimere eine Emission von unpolarisiertem Licht
detektiert. Auch nativer LHCII zeigte, immobilisiert auf einer HRP-beschichteten Oberflache,
trotz Abwesenheit einer ,, His6-tag” - Sequenz eine weitgehendste Fluoreszenzdepol arisation.

5.2.2 Bleichverhalten der Chlorophylle im Monomer
und Trimer

Das Fluoreszenzverhaten einzelner LHCII-Monomere und Trimere der Mutante S3Ch wurde
auch durch Chlorophyllbleichexperimente ndher charakterisiert. Dazu wurde die Variation der
Fluoreszenzintensitdt einzelner LHCII-Komplexe Uber die Zeit (nach Kapitel 3.5.2) gemes-
sen. Konnte in vorhergehenden Versuchen mit PVA-immobilisierten LHCII-Trimeren eine
dreistufige Abnahme der Chlorophyllfluoreszenz gezeigt werden (vgl. Tietz et al., 2001),
wurde an HRP-immobilisierten Komplexen in Detergens in vielen Féllen eine Fluoreszenz-
I6schung in einem einzigen Schritt gemessen (vgl. Abb. 5.7). Auch native LHCII-Trimere
(Préparation nach Krupa et al., 1987) zeigten pl6tzlich ein einstufiges Bleichverhalten und
dies unabhangig vom umgebenden Medium (Detergens oder PVA).
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Abb. 5.7 Chlorophyllbleichen in LHCII-Trimeren in eéinem distinkten Schritt
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LHCII-Trimere der Mutante S3Ch wurden nach Kapitel 3.4.2 auf HRP-beschichteten Deckglésern immo-
bilisiert. Dargestellt sind Zeitspuren (vgl. Kapitel 3.5.2) zweier orthogonaler Polarisationsrichtungen als
grune und rote Kurven. Aus den beiden Fluoreszenzintensitaten wurde der Polarisationgrad (schwarze
Kurve) berechnet (vgl. Kapitel 3.5.2, Formel hier jedoch vorzeichenbehaftet verwendet).

Das Bleichen der LHCII-Monomere erfolgte sowohl in den PV A-Messungen von Tietz et al.
(2001) dsauchin den Versuchen dieser Arbeit in Detergens in einem Schritt.

Einen bedeutenden Einflul? auf die Fluoreszenz hatte die Verwendung des Reduktionsmittels
Na-Dithionit. Es eliminierte O, aus dem Mel3system und konnte damit die Chlorophylle ef-
fektiv vor Photooxidation schiitzen. Ein Chlorophyllbleichen trat um GréfRenordnungen spater
auf.

Interessanter Welise stellte das Chlorophyllbleichen verhadtnismaliig oft einen reversiblen Pro-
zeld dar (vgl. Abb. 5.8). Nach einigen Sekunden der Abwesenheit einer Chlorophyllfluores-
zenz konnte ein erneuter Emissionsanstieg in einem distinkten Schritt gemessen werden.

Abb. 5.8: Reversibles Bleichen der Chlorophyllein LHCII-Trimeren
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LHCII-Trimere wurden nach Kapitel 3.4.2 auf einem HRP-beschichteten Deckglas immobilisiert und
fluorometrisch nach Kapitel 3.5.2 vermessen. Die rote und die griine Kurve stellt die Fluor eszenzintensitat
zweier Polarisationsrichtungen dar, die schwarze Kurve den errechneten Polarisationsgrad (vgl. Kapitel
3.5.2, Formel hier jedoch vor zeichenbehaftet verwendet).
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6. Technische Nutzbarkeit der Lichtsammel-
effizienz von LHCII

Nach der gelungenen Erstellung eines biomimetischen Modells fur ein pflanzliches Photosy-
stem (Kapitel 4) sowie der genaueren Charakterisierung des LHCII-internen Energietransfers
(Kapitel 5) sollten die erworbenen Kenntnisse zur technischen Nutzbarmachung der effizien-
ten Lichtsammlung des Komplexes angewendet werden. Angestrebt wurde, wie in Kapitel
1.4.2 erwéhnt, die Verwendung der absorbierten Lichtenergie zur Stromgenerierung.

Erstes Ziel auf diesem Weg war die Immobilisation von LHCII auf dem Halbleiter TiO,. Aus
zahlreichen Verdffentlichungen (vgl. Kapitel 7.3.1) war bekannt, dald Interaktionen mit der
Halbleiteroberflache Uber ionische Wechselwirkungen stattfinden konnen. Daher wurde eine
Konstruktion von LHCII-Mutanten mit eine Abfolge geladener AS in der N&he des N-ter-
minus angestrebt. Da die Angaben zum Ladungstyp des TiO, widerspriichlich waren, sollten
zwei Mutanten, eine mit einer N-terminalen Haufung von negativen Ladungen (M utante mit 6
Glutamaten = Glu6) und eine mit einer von positiven Ladungen (Mutante mit 6 Lysinen =
Lys6), hergestellt werden.

Neben der Konstruktion der richtigen LHCII-Mutante wurde auch die Wahl der passenden
Detergensumgebung als kritisch fur die Immobilisation auf dem Halbleiter angesehen. Bis-
lang war noch kein Membranprotein auf diese Oberflache aufgebracht worden.

6.1 Charakteristika der neuen Klone Lys6 und Glué6

Die beiden Klone Lys6 und Glu6 wurden nach Kapitel 3.6 hergestellt und sollten nachfolgend
zur Uberexpression der entsprechenden Proteinmutanten genutzt werden. Bei Lys6 konnte
nach dem Standardansatz (Kapitel 3.7.1) die Bildung von , Inclusion bodies’ induziert wer-
den. Bei Glu6 traten dagegen einige Probleme auf. Eine Induktion der Proteinexpression
durch IPTG konnte zwar durch eine Antikorperreaktion im Western Blot (vgl. Mick, 1999)
nachgewiesen werden, doch war die Proteinmenge unzureichend, um weitergehende Versuche
durchzufihren. Bakterienprotein und Lhcb-1 fanden sich nach der Inclusion body-Préparation
zu gleichen Teilen im Proteinpellet wieder. Eine Steigerung der Uberexpressionseffizienz
konnte durch einen Wechsel des Néhrmediums (NZCYM Broth EZMix™, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen statt LB-Medium nach Kapitel 3.7.1) nur in geringem Malie
erreicht werden. Nachfolgend wurde daher ausschlief3dlich mit dem Klon Lys6 weiter gearbei-
tet.

Das Lys6-Protein zeigte eine gute Markierbarkeit der N-proximalen Cysteinbindestelle durch
Maleimidofarbstoffe (in einem Laborpraktikum von S. Potthast, 2000 wurde eine ca. 80%ige
Markierungsausbeute mit Tetramethylrhodaminmaleimid nachgewiesen) und konnte auch in
Anwesenheit des Farbstoffs rekonstituiert werden.

LHCII dieses Klons wurde (nach Kapitel 3.2.3) Uber eine Saccharose-Dichtegradien-
tenzentrifugation von ungebundenem Chlorophyll und ungefalteten Protein gereinigt. Im Sac-
charosegradienten zeigte sich jedoch nach Zentrifugation neben der freien Pigment- und Mo-
nomerbande eine weitere, starker sedimentierte pigmentierte Bande. In Messungen zum Fluo-
reszenzverhalten und des Circular Dichroismus konnten jedoch keinerlei Unterschiede zwi-
schen dieser additiven Bande und den LHCII-Monomeren festgestellt werden. Erst ein
schwach denaturierendes Gel (vgl. Wolf, 1998) offenbarte eine Verschiedenheit der Proben.
So lief die stérker sedimentierte Bande im Gel langsamer as die LHCII-Monomere, zeigte
also damit ein erhdhtes Molekulargewicht. Allerdings migrierte sie schneller als die als Refe-
renz zugesetzten nativen LHCII-Trimere.
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Eine Y2 h Inkubation mit 5 mM DTT veranderte das Proteinlaufverhalten der fraglichen Bande
im schwach denaturierenden Gel drastisch. Nun migrierten die Komplexe auf gleicher Héhe
wie die Monomere. Offenbar waren zuvor LHCII-Dimere, verknupft durch das N-proximale
Cystein, aus dem Dichtegradienten eluiert worden. DTT reduzierte die Cystinbriicke zu zwei
singuldren Cysteinen und trennte damit die Dimere. Da im folgenden mit LHCII-Monomeren
gearbeitet werden sollte, wurde weiteren Saccharose-Dichtegradienten das Reduktionsmittel
TCEP zugegeben (Kapitel 3.2.3).

6.2 SDS-Abreicherung iiber eine HAP-Saule

Wiein Kapitel 3.2.2 beschrieben, fand in allen Versuchen die Ruckfaltung des Lhcb-1 ausge-
hend vom denaturierten Protein in 2% SDS statt. Durch die Detergenswechselrekonstitution
sowie die nachfolgende Aufreinigung der Komplexe im Saccharose-Dichtegradienten wurde
der LHCII stark von SDS abgereichert. Eine vollstandige Elimination des Detergens war je-
doch nicht mdglich.

Da dle Versuche zur Immobilisation von LHCII auf TiO, (vgl. Kapitel 6.3) eine mdglichst
vollstandige Abtrennung des SDS von LHCII nahelegten, wurde eine Aufreinigung der Kom-
plexe Uber eine HAP-Saule nach einem Rezept von Dong et al. (1997) angestrebt.

HAP ist ein kristallines Calciumphosphat der Struktur (Cas(PO4)30H),, welches fir die Auf-
reinigung vieler Proteine, Nucleinsauren, Viren und anderer Makromolekile verwendet wird
(Information der Firma BioRad, Munchen). Proteine immobilisieren auf HAP aufgrund zwei-
er Interaktionsprinzipien, zum einen werden zwischen den Aminogruppen des Proteins und
den Phosphatgruppen des HAP ionische Wechsalwirkungen ausgebildet, zum anderen konnen
Protein-Carboxygruppen von den Ca’*-lonen komplexiert werden (Lottspeich und Zorbas,
1998). Je nach pl-Wert des aufzureinigenden Proteins ist daher die Elution von einer HAP-
Matrix durch Zugabe von CaCl,/MgCl, oder NaP moglich.

LHCII konnte in einem schwach molaren NaP-Puffer auf der Saule immobilisiert und mit
einem hoch konzentrierten Puffer eluiert werden.

Die SDS-Abreicherung der LHCII-Komplexe fand auf der HAP-Saule statt, weil hier Protei-
ne, nicht aber Detergentien, retardiert werden, wie Dong et al. (1997) zeigten. Die SDS-
Abreicherung wurde von den Autoren als ein Detergenswechsel beschrieben. SDS kann nach
ihrer Meinung Uber zwei Arten mit dem Protein interagieren. Zum einen werden Salzbriicken
zwischen den Sulfatgruppen des SDS und den geladenen Aminosauren des Proteins ausgebil-
det, zum anderen findet eine Interaktion der hydrophoben Proteindoméanen mit der aliphati-
schen SDS-Kohlenstoffkette statt. Ein Waschen von HAP-immobilisertem Protein mit eéinem
niedrig molaren NaP-puffer und LM sollte beide Interaktionen inhibieren konnen. Das Phos-
phat sollte in Kompetition mit dem Sulfat des SDS treten, LM als ungeladenes Detergens den
aliphatischen Teil des SDS verdréangen.

Die SDS-Abreicherung von LHCII erfolgte nach obigem Prinzip und soll in Anlehnung an
Kapitel 3.8 hier nur kurz skizziert werden. Die LHCII-Komplexe wurden direkt aus der Re-
konstitutionslésung auf die HAP-Saule aufgetragen und immobilisierten daran. Lhcb-1-
gebundenes SDS wurde durch einen Puffer aus 0,1% LM und 100 mM NaP, pH 7,0 abgerei-
chert und anschlief3end der Komplex von der HAP-Matrix durch Zugabe eines hochmolaren
NaP-Puffers eluiert.

Die SDS-Abreicherung von LHCII der Mutante Lys6 Uber die HAP-Saule erfolgte mit deut-
lich hdherer Ausbeute an eluierendem Protein im Vergleich zum Wildtypprotein D7f.3. Lys6
band aus der Rekonstitutionsldsung heraus in deutlich grofRerem Mald an die Saulenmatrix,
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was auf eine Interaktion des HAP mit den sechs positiven Ladungen der N-proximalen Lysin-
domaéne zurtickgefhrt wurde.

Die Elimination des SDS aus der LHCII-L6sung nach Beendigung der HAP-Chromatographie
wurde durch zwei unabhangige V erfahren nachgewiesen.
SDS-Nachweis in den Eluatfraktionen der HAP-Chromatographie mittels DC
Charakterisierung des LHCII-Laufverhaltens im schwach denaturierenden Gel nach Suke-
nik et al. (1992) vor und nach SDS-Abreicherung

6.2.1 DC (nach Kapitel 3.9)

Auf eine DC-Platte wurden gleiche Mengen von LHCII einer Lys6-Rekonstitution vor und
nach HAP-Saulenaufreinigung aufgetragen. Wéahrend in der Rekonstitutionsldsung noch
deutliche Mengen an SDS detektiert werden konnten, war in der HAP-Eluatfraktion kein
Nachweis mehr moglich. Es wurden auf der gleichen DC auch Aliquots der Waschfraktionen
zur SDS-Abreicherung chromatographiert. Hier konnten in den ersten 5 ml der Eluate abneh-
mende Mengen an SDS detektiert werden. Die letzten 4 ml der insgesamt 20 ml Eluatfraktio-
nen waren dagegen offenbar SDS-frei (6. - 15. ml wurden nicht chromatographiert). Eine Do-
kumentation der SDS-Abreicherung war aufgrund des Nachweissystems nicht méglich (vgl.
Kapitel 3.9).

6.2.2 Schwach denaturierendes Gel nach Sukenik et
al. (1992)

Auf einem schwach denaturierenden Gel nach Sukenik et al.(1992) wurde zusétzlich die Ab-
reicherung von an LHCII gebundenem SDS gezeigt.

E.van Hunnik postuliert fir das obige Gelsystem eine Proteinaufspaltung aufgrund unter-
schiedlichen Molekulargewichts und unterschiedlicher Anzahl von Ladungen pro Protein
(personliche Mitteilung). Er verwendete das System zur Auftrennung von PSI, PSII und
LHCII aus Chlorophyta-Thylakoiden in Form dreier distinkter Banden (van Hunnik et al.,
2001). Er zeigte, dal? dieses Gelsystem so schonend war, dal3 auch die Thylakoid-gebundene
Carboanhydrase wahrend des Gellaufs ihre Aktivitét behielt.

In Anlehnung an die Experimente E.van Hunniks wurde in den Versuchen dieser Arbeit fur
den rekonstituierten LHCII die Ausbildung einer singuldren Pigment-Proteinbande im Gel
erwartet. Es handelte sich schliefdlich bei der Probe um Proteine eines Bakterienklons mit
identischer Aminosauresequenz in jedem Molekdil.

Statt dessen kam es zur Ausbildung von mindestens drei dickeren und mehreren diinnen Pig-
ment/Protein-haltigen Banden (vgl. Abb. 6.1, Bahn 1). Eine Aufreinigung des Rekonstitu-
tionsansatzes Uber die HAP-Saule énderte das Laufverhalten der Pigment-Protein-Komplex
im Gel, jetzt wurde, wie zuvor erwartet, nur noch eine griine Bande detektiert (Abb. 6.1, Bahn
2).

Da es in schwach denaturierenden LDS-Polyacrylamid-Gelen (vgl. Wolf, 1998) nie zu einer
Auftrennung der LHCII-Komplexe in mehrere Banden gekommen war, was fUr eine Variation
des Molekulargewichts in der Probe gesprochen hétte, wurde in diesem System die Anwesen-
heit unterschiedlicher Mengen SDS am Protein als Grund fir das variable Laufverhalten
schluf3gefol gert.

Das in diesem Elektrophoresesystem eingesetzte DOC ist zwar selbst ein anionisches Deter-
gens, interagierte aber im Versuch vermutlich nur sehr schwach mit dem LHCII und beein-
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flulite daher wenig dessen Laufverhalten. SDS bindet dagegen im allgemeinen sehr fest an
den Komplex und erhohte im Rekonstitutionsansatz damit die Anzahl der negativen Ladungen
pro Protein. Eine Proteinauftrennung aufgrund unterschiedlicher Polaritét bei gleichem Mole-
kulargewicht fand hier mit grof3er Wahrscheinlichkeit statt.

Abb. 6.1: schwach denaturierendes Gel nach Sukenik zum Nachweis der SDS-Abrei-
cherungvon LHCII in einer HAP-Saule
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LHCII des Klons D7f.3 wurde tber eine HAP-Saule von SDS befreit (vgl. Kapitel 3.8) und in einem
schwach denaturierenden Gel nach Sukenik (vgl. Kapitel 3.1.4.1) aufgetrennt. Bahn 1 zeigt 2,5 ug einer
LHCII-Rekonstitution vor HAP-Aufreinigung. Bahn 2 zeigt ein Aliquot der selben Probe nach HAP-
Aufreinigung und NaP-Abreicherung durch Auskristallisieren bei 0°C.

Das Auftreten der einzelnen LHCII-Bande nach SDS-Abreicherung tiber die HAP-Saule (vgl.
Abb. 6.1) sprach daher sehr fir ein effizientes Entfernen des ionischen Detergens.

6.3 LHCII-Immobilisation auf TiO,

Um sich dem Ziel einer photovoltaischen Zelle nach Gréatzel mit LHCII als Lichtsammler und
maoglicherweise auch Sensitizer zu ndhern (vgl. Kapitel 1.4.2), mul3te der Komplex auf dem
Halbleiter TiO, immobilisiert und tber einen langeren Zeitraum stabilisiert werden.

J.Durrant des Imperial College, London arbeitet seit mehreren Jahren an der Immobilisation
von Proteinen an der Halbleiteroberflache, so dal’3 zum Zeitpunkt dieser Versuche schon eini-
ge Erfahrungen beziglich einer moglichen Bindung bestanden. Da J.Durrant jedoch nie mit
Membranproteinen in Detergens gearbeitet hatte, muféte ein neues System etabliert werden.
Hierfir wurden TiO,-beschichtete Glasplatten von ihm zur Verfigung gestellt.

6.3.1 Bindung von LHCII-Cy5.5 an TiO,

In einem ersten Schritt wurde Uberprift, ob LHCII Uberhaupt an den Halbleiter binden kann,
ohne auf die spéter geforderte Intaktheit der Komplexe zu achten. Da Chlorophylle in Deter-
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gensumgebung spontan an die TiO,-Oberflache binden, war die reine Pigmentdetektion auf
dem Halbleiter kein Bindungskriterium.

Zur spezifischen Proteindetektion wurde das Lhcb-1 mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5.5
markiert. Um eine mdglichst spezifische Cy5.5-Kopplung an Lhcb-1 zu erreichen, wurde der
Farbstoff nach dem Rezept von Stocklin (2000) umfunktionalisiert und anschlief3end mit der
Mutante Lys6 (trégt ein singuldres Cystein im N-proximalen Bereich, vgl. Kapitel 3.6) zur
Reaktion gebracht (Die Markierung von 100 g Protein erfolgte abweichend vom Standardre-
zept bel pH 7,0 mit 100 nmol Farbstoff). Die Markierungsausbeute betrug ca. 50% des einge-
setzten Proteins.

Freier Farbstoff wurde durch eine acetonische Fallung abgetrennt, das Protein anschlief3end
rekonstituiert und Uber eine Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. LHCII-
Komplexe mit und ohne Fluoreszenzfarbstoff wurden auf TiO,-Platten von J.Durrant inku-
biert und anschlief3end von unspezifisch gekoppeltem LHCII gereinigt. Die fluorometrische
Charakterisierung der Komplexe erfolgte mit der ,, Front face”-Technik.

Abb. 6.2: Emissionsspektrum von LHCII und LHCII-Cy, immobilisiert auf TiO»
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LHCII und LHCII-Cy5.5 der Mutante Lys6 wurden Uber einen Sacchar ose-Dichtegradienten aufgereinigt
und anschlieflend photometrisch charakterisiert. Es wurden einmal 0,44 nmol LHCII in 400 pl Saccharo-
se/lLM/Tricine (nach Kapitel 3.2.3) und einmal 0,6 nmol LHCII-Cy5.5 in 500 pl Lésung gleicher Zusam-
mensetzung auf eine TiO,-beschichtete Glasplatte von J.Durrant aufgetragen. Nach 24 h Inkubation auf
Eiswurden die Platten fir 30 min in einer Ldsung aus 0,6 M Saccharose, 0,1% LM und 5mM Tricine pH
7,8 auf Eis gelagert, um unspezifisch gebundenes Chlorophyll bzw. LHCII zu entfernen. Anschlie3end
wurden die immobilisierten Komplexe mit der , Front face"-Technik charakterisiert. Dargestellt ist eine
Chlb-Anregung bei 460 nm unter Verwendung der Standardmef3parameter (vgl. Kapitel 3.2.5). Die Spek-
tren sind auf gleiche Maximalfluoreszenz nor miert.

Nach Abb. 6.2 konnte bei selektiver Chlb-Anregung eine Fluoreseszenz von Chlb, Chla und
Cy5.5 gezeigt werden. Der Energietransfer von Chlb nach Chla konnte nicht gleichgesetzt
werden mit einer Anwesenheit von LHCII-Komplexen. Kontrollversuche mit freiem Chloro-
phyll, immobilisiert auf TiO, in gleicher Detergensumgebung, zeigten eine vergleichbare
Transfereffizienz. Der Energietransfer der Chlorophylle auf Cy5.5 bewies dagegen zumindest
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die Anwesenheit des Lhcb-1. Interessanter Weise schien die Menge an gebundenem LHCII
bzw. an immobilisierten Chlorophyllen bei Anwesenheit von Cy5.5 abzunehmen, trotz Ein-
satz einer groleren Proteinstoffmenge im LHCII-Cy5.5-Versuch war die Gesamtfluoreszenz
herabgesetzt (nicht dargestellt).

Im néchsten Schritt mufdte nun die Proteinbindung ndher untersucht, die Effizienz der Bin-
dung optimiert und die Intaktheit der LHCII-Komplexe nachgewiesen werden.

6.3.2 Bindung von LHCII an TiO, abhingig von der
SDS-Konzentration im Medium

LHCII-Cy5.5 des obigen Versuchs (Kapitel 6.3.1), welches im Uberstand verblieben war,
wurde mit SDS auf eine Endkonzentration von 0,5% eingestellt und auf einer neuen TiO,-
Platte Uber Nacht inkubiert. Nach Entfernung des nicht gebundenen LHCII von der Oberfl&
che konnte in fluorometrischen Messungen nahezu keine Chlorophyll-Fluoreszenz detektiert
werden. Es schien, als habe SDS die Proteinimmobilisation verhindert.

Im folgenden wurde die LHCII-Rekonstitutionsldsung daher von SDS mittels einer HAP-
Saule gereinigt (vgl. Kapitel 6.2). Nach Verlassen der HAP-Matrix und mehreren Entsal-
zungsschritten wurden die LHCII-Komplexe in einem Saccharose-Dichtegradienten von frei-
em Chlorophyll und ungefatetem Protein gereinigt und anschlief3end auf TiO,-Platten von
J.Durrant sowie auf selbst hergestellten Platten (vgl. Kapitel 3.10 und 3.11) immobilisiert. Die
Ergebnisse mit beiden Platten dhnelten sich sehr, so dal3 im folgenden nur auf die Versuche
mit den selbst hergestellten ndher eingegangen werden soll.

LHCII des Klons Lys6 wurde gemal3 Kapitel 3.8 aufgereinigt und 2 Tage bei 0°C auf TiO,
inkubiert. Nach 1¥2 h Lagerung der beschichteten Platte in Puffermedium fand eine fluoro-
metrische Charakterisierung statt. Als Negativkontrolle wurde eine Probe freien Chlorophylls
gleicher Konzentration und gleicher Aufbringungsmethode auf TiO, vermessen.
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Abb. 6.3: Fluoreszenzemission von LHCII und freiem Chlorophyll, immobilisiert auf
TiO, nach selektiver Anregung von Chlb
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LHCII der Mutante Lys6 wurde nach Aufreinigung Uber eine HAP-Saule und nachfolgender Saccharo-
se-Dichtegradientenzentrifugation auf gleiche Absorption wie eine Probe freien Chlorophylls/Xantho-
phylls (Chla: Chlb =1: 1) eingestellt und 2 Tage bei 0°C auf TiO,-beschichteten Glasplatten eigener Her-
stellung (Kapitel 3.10) immobilisiert. Eine LHCII-Stoffmenge von 0,15 nmol in 440 pl wurde dazu vorge-
legt. Das Entfernen von ungekoppeltem LHCII bzw. Chlorophyll erfolgtein einer 1¥2h Lagerungin 0,4 M
Saccharose, 0,1% LM und 5 mM Tricine, pH 7,8. Der Energietransfer von Chlb nach Chla wurde im
Fluorometer durch Anregung bei 460 nm gemessen. Dargestellt sind die auf maximale Chlorophyll-
Fluoreszenz nor mierten Daten.

Wie aus Abb. 6.3 hervorgeht, konnte nur in den LHCII-Komplexen ein deutlicher Energie-
transfer von Chlb nach Chla detektiert werden. Das Emissionsspektrum des freien Chloro-
phylls unterschied sich deutlich von dem der LHCII-Probe. Die 1% h Inkubation im Wasch-
puffer schien die unspezifischen Chla/Chlb-Interaktionen der freien Chlorophyllprobe deut-
lich reduziert zu haben. Die Anwesenheit intakter LHCII-Komplexe konnte im Umkehrschluf3
damit nachgewiesen werden. Der Energietransfer von Chlb nach Chla konnte nur auf diese
Weise erklart werden. In folgenden Experimenten wurde gezeigt, dal3 auch eine einstindige
Inkubation in der Waschlosung zur Unterbindung unerwtinschter Chlorophyllinteraktionen
ausreichte.

6.3.3 Erste Quantifizierung einer Komplexbindung

LHCII wurde vor und nach Inkubation auf TiO, photometrisch vermessen, um die Menge des
an den Halbleiter gebundenen Proteins zu ermitteln. Der Fehler dieser Quantifizierung lag in
der Nicht-Bestimmbarkeit des Anteils des LHCII, welcher nach Immoblisation auf TiO, im
1 - 2 h Waschschritt verloren ging. Eine direkte Quantifizierung des immobilisierten LHCII
war aufgrund der fluorometrischen Charakterisierung mit Hilfe der ,,Front face"-Apparatur
nicht moglich. Je nach Konzentration der Probe kam es hier zu unterschiedlichen Eindringtie-
fen des Excitationdicht in das Mef3objekt und damit zu unterschiedlich starker Anregung der
Pigmente.

In zwei Versuchen wurde eine Quantifizierung durchgefihrt.
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500 yl einer 1,8 uM LHCII-L6sung wurde auf einem von J.Durrant zur Verfigung ge-
stellten Halbleiter inkubiert. Die LHCII-Konzentration im Uberstand war nach zweitégi-
ger Inkubation nicht verringert.
440 ul einer 0,35 uM LHCII-L6sung wurde auf selbst hergestellten TiO,-Platten zwel
Tage inkubiert. Eine anschlieRende Absorptionsmessung des Uberstandes zeigte eine Ab-
nahme des LHCII-Gehaltes um 40%. Die gleiche Probe, welche vor TiO,-Inkubation mit
0,001% SDS (dies entspricht 100 SDS-Molekilen pro LHCII) versetzt wurde, zeigte nur
eine 20%ige Abnahme der Chlorophyllabsorption.
Eine Anreicherung der LHCII-Komplexe mit SDS beeintréchtigte damit signifikant die Pro-
teinbindung an den Halbleiter.

Abb. 6.4: Absorption von LHCII vor und nach zweitagiger Inkubation auf TiO,
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LHCII-Lys6 wurde auf TiO, immabilisiert (nach Kapitel 3.11). Vor und nach Inkubation auf dem Halb-
leiter wurde die Absor ption des LHCI1-Uber stands gemessen.

Eine genaue Quantifizierung dieses Versuchs ergab eine Bindung von 0,03 nmol LHCII auf
einer TiO,-Flache von 1 cm?, dies entspricht einer Proteinmenge von 0,77 pg/cm?.

6.3.4 Spezifitat der Proteinbindung

Zur LHCII-Abreicherung von SDS war die Verwendung des Klons Lys6 in idealer Weise
geeignet, da er deutlich besser als D7f.3 an die HAP-Saule band (vgl. Kapitel 6.2). Zu unter-
suchen blieb jedoch, ob der N-terminale Proteinbereich, bestehend aus 6 Lysinen auch einen
Einflul auf die TiO,-Bindung hatte. Urspriinglich war dieser Klon hergestellt worden, um
eine moglichst hohe Bindungseffizienz am Halbleiter zu erreichen, da nach Ansicht von
J.Durrant positive Aminogruppen die Bindung induzieren.

In direkten Vergleichsmessungen konnte jedoch keine gréiere Komplexbindung des Klons
Lys6 gegentiber dem Wildtypprotein (D7f.3) nachgewiesen werden. Ein Versuch mit der
Glue-Mutante (Lhcb-1 mit einer N-proximalen Abfolge von 6 Glutamaten) konnte nicht

115



Kapitel 6: technische Nutzbarkeit Ergebnisse

durchgefiihrt werden, da die Proteinmutante nicht im ausreichenden Mal3 Inclusion bodies
produzierte (vgl. Kapitel 6.1).

6.3.5 Versuche zur Immobilisierung von LHCII an
TiO,-beschichtetes ITO-Glas

Um festzustellen, ob LHCII selbst als Sensitizer agieren kann und nach Lichtanregung Elek-
tronen in das Leitungsband des TiO, injiziert, wurde eine LHCII-Immobilisation an das auf
I TO-Glas aufgebrachte Halbleitermaterial nach Kapitel 3.10 und 3.11 durchgefhrt.

Das Bindungsergebnis war erstaunlich, nach 48 stiindiger Inkubation von LHCII einer unge-
fahren Stoffmenge von 0,5 - 1 nmol (keine photometrische Konzentrationsbestimmung
durchgefiihrt) auf TiO, war der Uberstand vollig entfarbt. LHCII hatte nahezu vollstandig an
die ca 4 cm® groRe Halbleiterflache gebunden (dies entspricht ~3 - 6 pg Lhcb-1/cm?). Wie
nachfolgend in fluorometrischen Messungen zum komplexinternen Energietransfer gezeigt
wurde, handelte es sich dabei auch um intakte LHCII-Komplexe. Eine Probe mit freiem Chlo-
rophyll, immobilisiert an TiO,, zeigte keinen energetischen Ubergang von Chlb nach Chla
(Ergebnisse von Lion, 2001).

Eine Elektronentransferféhigkeit des LHCII konnte dagegen nicht gezeigt werden. Zum
Nachweis des Elektronentransfers wurde der von Rupprecht (1998) entwickelte Mef3aufbau
verwandt (die Messung fand davon abweichend im Fluoromax-2 stait, als Elektrolyt wurde
eine wal¥ige Losung aus 0,05 M KJ, 0,004 M Jod und 50% Glycerin verwendet). Ein Strom-
flufd konnte nur bei Direktanregung des TiO, im UV-Bereich gemessen werden. Eine Anre-
gung von LHCII in die Q.- oder Q,-Bande flhrten zu keiner Elektroneninjektion ins Lei-
tungsband des Halbleiters.
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7. Diskussion

7.1 Biomimetisches Modell aus LHCII und angekop-
peltem Energieakzeptor

7.1.1 Maleimido-BTI erfiillt alle chemischen und
spektroskopischen Eigenschaften eines Ener-
gieakzeptors fiir ein biomimetisches Modell

Cy5.5, NIR-Cy, IRD38 und Maleimdo-BTI entsprechen den in Kapitel 1.3 geforderten Krite-
rien einer Lichtabsorption im NIR-Bereich sowie einer Fluoreszenzemission >690 nm und
kamen daher in den Versuchen dieser Arbeit als potentielle Energieakzeptoren in Frage.

In den Experimenten zur Farbstoffmarkierung des Lhcb-1 sowie in den darauffolgenden Ener-
gietransfermessungen mit den LHCII-Farbstoff-Konstrukten traten die Vor- und Nachtelle der
einzelnen Fluorophore zu Tage. Als aussichtsreichster Kandidat fir einen effizienten Ener-
gietransfer von Chlaauf den Energieakzeptor stellte sich Maleimido-BTI heraus.

Maleimido-BTI gehort zur Gruppe der Rylene, welche besonders fir ihre chemische, thermi-
sche und photochemische Stabilitéat bekannt sind (vgl. Kapitel 1.3, sowie pers. Mitteilung von
C.Kohl). Nach Kopplung an das Lhcb-1 konnte der Farbstoff in jede beliebige Detergensum-
gebung gebracht werden, sogar eine Proteindenaturierung durch mehrminttiges Kochen ver-
anderte nicht die Fluorophorei genschaften.

Die Cyanine waren diesbeztglich deutlich weniger stabil. So fuhrte ein Kochen von Lhcb-1-
NIR-Cy zur partiellen Degradation des Farbstoffs (sichtbar im analytischen Gel), eine Inkuba-
tion von IRD38 in Gegenwart eines hohen pH-Werts oder primérer Aminogruppen fuhrte zu
dessen Zerstorung (vgl. Kapitel 4.1.2).

Fir zukinftige einzelmolekulare Untersuchungen spielt auch die photochemische Stabilitéat
der Fluorophore eine bedeutende Rolle. Erste Versuche mit IRD38 zeigten bel einer Direktan-
regung mit dem Farbstofflaser (Kapitel 4.2.3) auch nach Zugabe des Reduktionsmittels Na-
Dithionit ein Ausbleichen im Bereich einiger Sekunden. Er konnte deshalb vermutlich nur
eingeschrankt verwendet werden. Von Maleimido-BTI wird hier eine deutlich hohere Stabili-
tat erwartet.

Dartber hinaus zeigte Maleimido-BTI bei 297K und 77K ein &quivalentes Fluoreszenzver-
halten. Anders as Cy5.5, welches bei 77K hypsochrom verschoben fluoreszierte und damit in
der Emission kaum mehr von komplexgebundenem Chla unterscheidbar war, lag bel Malei-
mido-BTI in jedem Fall das Emissionsmaximum bei 735 nm (Kapitel 4.1.1).

Daneben traten bei Malemido-BTI in 77K-Messungen keine Fluoreszenzinhomogenitéten zu
Tage. NIR-Cy und Cy5.5 zeigten hier eine Mehrgipfligkeit des Emissionsspektrums, was auf
das Auftreten verschiedener Molekulspezies in der Farbstoffprobe zurtickgefthrt wurde. Je
nach Excitationsmaximum wurden variierende Emissionsmaxima bel 77K gemessen (vgl.
Stocklin, 2000). Eine Erklérung dieses Phénomens Uber das Auftreten verschiedener |somere
des Cyaninfarbstoffs wurde zumindest fur Cy5.5 ausgeschlossen. Widengren und Schwille
(2000) konnten an Cy5 zwar eine photoinduzierte Isomierierung nachweisen, zeigten jedoch
gleichzeitig einen nahezu vollstandigen Verlust der Fluoreszenzemission in der cis-Form. Da
in der Arbeit hierfir keine Hinweise gefunden wurden (beim Energietransfer auf das cis-
|somer hétte eine Energietransferberechnung tber die Abnahme der Donorfluoreszenz héhere
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Werte liefern missen als durch eine Quantifikation Uber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz
(vgl. Kapitel 4.2.1.2), kamen fur die Farbstoffinhomogenitéten nur Farbstoffabbauprodukte
oder Vorstufen in Frage. Diese missen jedoch eine intakte funktionelle Gruppe getragen ha
ben, da ale Effekte an Lhch-1-gebundenem Cyaninfarbstoff nachweisbar waren.

Auch die funktionelle Gruppe des Maleimido-BTIl war vorteilhaft gegentiber den reaktiven
Gruppen der Cyanine (NHS-Ester und NCS-Gruppe). Da Lhcb-1 nur ein Cystein besitzt (79.
AS), konnte nach Mutation dieser AS gegen Serin ein singuldres Cystein an jeder beliebigen
Stelle des Proteins platziert werden. In der Arbeitsgruppe lagen Punktmutanten mit einem N-
proximalen Cystein vor, so dal3 eine ortsspezifische Markierung des N-terminus mit Maleimi-
do-BTI erfolgen konnte.

Die Cyanine besal3en dagegen aminoreaktive Gruppen, die durch die Wahl des optimalen pH-
Werts zu einer selektiven N-terminalen Markierung nutzbar werden sollten (vgl. Kapitel 1.3).
Fir Cy5.5 wurde dies erreicht, neben einigem mehrfach markierten Protein konnte nach einer
Proteinaufreinigung mittels préparativer Gelelektrophorese Lhcb-1-Cy5.5 in reiner Form iso-
liert werden. FUr NIR-Cy und IRD38 gelang eine solche ortsspezifische Markierung nicht, die
NCS-Gruppe erlaubte in beiden Féllen keine selektive Markierung der N-terminalen AS. Eine
Umfunktionalisierung der reaktiven Gruppe in eine Maeimido-Gruppe wurde daher durchge-
fuhrt. Die Umfunktionalisierungsreaktion verlief mit einer geringen Ausbeute an SH-
reaktivem Farbstoff, nachfolgend konnte nur 5 - 10% des eingesetzten Lhcb-1 markiert wer-
den.

Neben der eigentlichen ortsspezifischen Markierung, die mit der grofdten Ausbeute (50% des
eingesetzten Proteins) durch Maleimido-BTI erfolgte, hatte die reaktive Gruppe des Rylens
einen weiteren grof3en Vorteil gegeniiber den NCS- und NHS-Funktionen. So zeigten letztere
eine schlechte Lagerbarkeit. Cy5.5 konnte trotz wasserfreier Aufbewahrung auf Silikat bei
-20 °C nur Uber einen Zeitraum von 6 Monaten genutzt werden, dann war die reaktive Gruppe
offensichtlich zerstort. Eine Markierung von Lhcb-1 erfolgte nur noch mit sehr geringer Aus-
beute. Generell sind Maemido- NHS- und NCS-Gruppen feuchtigkeitssensitiv (vgl. Mu-
jumdar, 1993), die Maleimidgruppe zeigte jedoch in diesen Versuchen die beste Stabilitét.

Einen bedeutenden Nachteil hatte jedoch die Verwendung von Maeimido-BTI. Der Farbstoff
zeigte in Detergensumgebung nur eine geringe Fluoreszenzquantenausbeute. Diese lief3 sich
durch Variation der Detergensumgebung zwar fur Lhcb-1-BTI deutlich steigern (Kapitel
4.1.2), in LHCII-BTI-Messungen war die Variation der Farbstoffumgebung jedoch nicht er-
folgreich (Kapitel 4.2.4). Die Fluoreszenzen der Cyaninfarbstoffe lagen hier deutlich hoher,
was auf ihre besserer Wasserl6dlichkeit zurtickgeftihrt wurde. In organischem Ldsungsmittel
zeigte auch das stark hydrophobe Maemido-BTl eine deutlich sichtbare Fluoreszenz
(f Magmido-sTi = 0,1).

Trotzdem Uberwogen die angesprochenen Vorteile des Maleimdo-BTI, so dal3 von ihm am
ehesten die Generierung eines biomimetischen Modells fir ein Photosystem erwartet wurde.
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7.1.2 Biomimetisches Modell aus LHCII und einem
Energieakzeptor durch LHCII-BTI-Konstrukt
realisiert

Das LHCII-BTI-Konstrukt wurde spektroskopisch untersucht und Uber die Abnahme der
Chla-Fluoreszenzquantenausbeute in Anwesenheit von Maleimido-BTI ein Energietransfer
von Chla auf den Farbstoff von ~70% bei 297K und mindestens ~76% bei 77K errechnet (vgl.
Kapitel 4.2.4.3). Es handelte sich hierbei htchstwahrscheinlich um einen Resonanztransfer
der Energie, wie Kapitel 7.1.4 darlegt. Damit wurde ein erstes Modell eines pflanzlichen
Photosystems aus LHCII und Energieakzeptor realisiert.

Nachfolgend soll beleuchtet werden, ob die Energietransfereffizienz (ET) damit mdglicher-
weise noch unterschétzt wurde. Entsprach der Wert von 70% dem kompletten gerichteten
Ubergang, konnte also 30% der Anregungsenergie nicht tibertragen werden? Oder lag die ET
in der Nahe von 100% und wurde durch andere Phdnomene maskiert?

Um dies zu beurteilen, werden an dieser Stelle mogliche Szenarien zur Maskierung eines na-
hezu vollsténdigen Energietransfers beleuchtet.

Szenario a

Der Energietransfer von Chla auf Maleimido-BTI betrug 100% und erschien in den
Fluor eszenzmessungen vermindert durch einen Energierticktransfer vom Farbstoff zum
Chlorophyll von 30%.

Ein Energierticktransfer vom Farbstoff auf das Chlorophyll konnte nicht ausgeschlossen wer-
den. Da jedoch auch keine Hinweise fur eine ET einer Groéfenordnung von 30% gefunden
wurden, sollen an dieser Stelle mdgliche Limitationen fiir einen solchen Ubergang dargelegt
werden.

Es wurde von einem energetischen Ubergang zwischen Chla und Farbstoff nach dem Forster-
mechanismus ausgegangen (vgl. Kapitel 7.1.4). D.h. die Effizienz des Energietransfers hing
neben der spektralen Uberlappung von Donoremission und Akzeptorabsorption im wesentli-
chen vom Abstand R zwischen Donor und Akzeptor und der Dipol-Dipol-Orientierung der am
Energietransfer beteiligten Chromophore (k?) ab. Da sich weder R noch k? firr einen potenti-
ellen Energierticktransfer vom Akzeptor zum Donor anderten, spielte hier nur die modifizierte
spektrale Uberlappung der Chromophore eine Rolle (nun war die Uberlappung der Akzeptor-
fluoreszenz mit der Donorabsorption wichtig). Unter VVorgabe eines festen k? (s.u.) wurde da-
her Ry, also der Abstand zwischen Donor und Akzeptor, bei dem 50% der Anregungsenergie
Ubertragen werden kann, fir beide Energietransferrichtungen bestimmt.

Ro lag fiir den Ubergang von Chla auf den Maleimido-BTI (vgl. Kapitel 4.1.3) bei 297K 1,7
mal hoher as das Ry fur den Energiertcktransfer. D.h., Chla und Maleimido-BTI hétten fir
einen Energietransfer in Richtung des Farbstoffs 1,7 mal weiter entfernt sein konnen al's fir
einen Ubergang in die entgegengesetzte Richtung bei gleicher ET. Die Ursache dafir lag in
dem grofRen Stokes-Shift (Uber 30 nm) und der geringen Fluoreszenzquantenausbeute des
Farbstoffs begriindet.

Vermutlich wurde das Ry fur den Energierticktransfer (Maleimido-BTI ® Chla) in dieser
Uberlegung noch deutlich (iberschétzt. Als Extinktionskoeffizient des Akzeptors wurde der
des gesamten LHCII verwendet. Damit wurde angenommen, dal3 ale Chlorophylle eines
Komplexes untereinander so stark gekoppelt sind, dal3 man von einem einzigen Akzeptor mit
dem entsprechend hohen Extinktionskoeffizienten ausgehen kann. D.h. ale Chlorophylle
mufdten ein Chromophorensystem bilden, auf das der Farbstoff seine Energie Ubertragt.
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Nun liegt zwar im LHCII eine Kopplung zwischen den Chlorophyllen vor, doch besteht diese
Kopplung aufgrund der variierenden spektroskopischen Eigenschaften der Pigmente im we-
sentlichen in eine Richtung, vom kurzwelligst absorbierenden Chlorophyll zum langwelligst
absorbierenden Chlorophyll. Eine Division der Extinktionskoeffizientenkurve von LHCII
durch 8 zur Bestimmung des kleinst moglichen Uberlappungsintegrals zwischen Farbstoff-
fluoreszenz und Chla-Absorption (vgl. Kapitel 4.1.3) erbrachte daher ein um maximal 28%
vermindertes Ry fur den Rucktransfer (Die Division erfolgte durch die Zahl 8, da 8 Chla pro
LHCII bestimmt wurden und Chla am wesentlichsten in den potentiellen Energietransfer in-
volviert sein wirde). Damit lag das R, fur den Hintransfer von Chla auf den Farbstoff nicht
nur 1,7 mal hoher, sondern moglicherweise (je nach Anzahl der Chla, die bei einem poten-
tiellen Energieriicktransfer involviert waren) bis zu 2,3 mal héher.

Nicht beachtet werden konnte bei diesen Uberlegungen, dal3 zudem die Chlorophylle in unter-
schiedlichem Abstand zum Farbstoff vorlagen, d.h. R;-Rg der 8 Chla hétten berticksichtigt
werden missen (vgl. hierfr die relevanten Formeln in Kapitel 9.3). Aufgrund der Unkenntnis
der relativen Lage des Farbstoffs am kristallographisch nicht aufgeldsten N-terminus (vgl.
Kapitel 7.1.3) blieben die Abstdnde der Komplexpigmente zum Farbstoff unbekannt. Es
muf3te die Vereinfachung R; = R ... = Rg gemacht werden.

Anders verhielt es sich beim Energiehintransfer (Chla ® Maleimido-BTI). Hier fuhrte die
Anwesenheit mehrerer Donoren nicht zu Fehleinschétzungen von Ry. Wéahrend in seine Be-
rechnung (vgl. Kapitel 4.1.3) die Konzentration des Akzeptors Uber den Extinktionskoeffi-
Zienten eingeht, bleibt die Konzentration des Donors unberlicksichtigt (die Fluoreszenzquan-
tenausbeute ist hier der einzige donorbezogene Wert fur die Ro-Berechnung). Veranschaulicht
wird diese Phdnomen auch durch die Formeln in Kapitel 9.3 (bei gleichem Abstand aller Do-
noren zum Akzeptor nivelliert sich Formel 2 zu der fir die Berechnung des Ry im 1 Donor-
und 1 Akzeptor-System (Formel 1), sonst entspricht Ry dem Mittelwert aler moglichen Do-
nor/Akzeptor-Ubergange).

Nun konnte auch bei einem bis zum Faktor 2,3 differierenden Rq fur den Hin- und Rucktrans-
fer ein Energierticktransfer von 30% aufgetreten sein, vorausgesetzt das Ry fir den Ubergang
vom Farbstoff auf Chla hétte im Bereich des molekularen Abstands R zwischen Donor und
Akzeptor gelegen. Das deutlich grofdere Ry fur den Energiehintransfer hétte dann keine ent-
scheidende Rolle gespielt. Da R nicht bekannt war, kann hier nur die Wahrscheinlichkeit eines
solchen Szenarios eingegrenzt werden.

In Kapitel 4.1.3 wurde Ry fiir zwei verschiedene k? berechnet. k? gibt Auskunft tiber die Ori-
entierung der Dipole der am energetischen Ubergang beteiligten Chromophore. Ein k? = 4
entspricht einer parallelen Anordnung der Dipolmomente und damit einer Maximierung des
potentiellen Ro. Ein k? = 0 dagegen entspricht einer senkrechten Orientierung der Dipolmo-
mente zueinander, Ry wird null, ein Energietransfer findet nicht statt.

Aufgrund der Unkenntnis der Dipolmomente von Chla und Farbstoff im LHCII-Farbstoff-
K onstrukt wurde nur k* = 0 ausgeschlossen. Sonst konnte k? prinzipiell jeden beliebigen Wert
annehmen. Daher wurde zunéchst einmal mit k? = 4 gerechnet, um das maximal mogliche Ry
fur den Ubergang zwischen Chlaund Maleimido-BTI in beiden Richtungen zu quantifizieren.
Ro lag dann fur den Ubergang von Chla auf den Farbstoff bel 78 A, fiir den Ruicktransfer da-
gegen bei maximal 46 A (bel Bestimmung des Uberlappungsintergrals mit dem Extinktions-
koeffizienten von 546.000 M ‘cm™), konnte aber bis zu 33 A reduziert sein unter Annahme
eines verringerten Uberlappungsintegrals durch einen kleineren Extinktionskoeffizienten von
Chla(s.0.).

Weitere Uberlegungen zum k? zeigen jedoch, dai? ein Wert von 4 as unwahrscheinlichstes
Szenario gewdahlt wurde. Ist im Mel3system einer der beiden Reaktionspartner in seinem Di-
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polmoment fix, kann k? = 4 nur bei einer einzigen Dipolorientierung des nicht fixierten Reak-
tionspartners (parallele Orientierung der Dipolmomente) erreicht werden. Fiir ein k? nahe Null
gibt es dagegen unendlich viele M6glichkeiten (Van der Meer et al., 1994).

Im vorliegenden LHCII-Farbstoff-Konstrukt muféte fir Chla eine Fixierung des Dipolmo-
ments aufgrund des umgebenden Proteingeriists gefordert werden. Nur fur Maleimido-BTI
bestand eine potentielle Moglichkeit zur Variation der Dipolorientierung. Im System galt da-
her die Einschrankung 0 < k? << 4.

In Kapitel 4.1.3 wurde aus diesem Grund Ry ebenfalls fir k? = 2/3 berechnet. Die Annahme
von k? = 2/3 war hier willkiirlich, da dieser Wert normalerweise nur verwendet wird, wenn
Donor und Akzeptor in einem System vollig frel beweglich sind und damit die Dipol-Dipol-
Orientierungen zufallig. Ein k? dieser GréRenordnung war aus obigen Griinden jedoch deut-
lich wahrscheinlicher als k? = 4 und wurde genutzt, um die wahrscheinlichste GréRenordnung
von Ry zu bestimmen. So lag Ry dann fur den Hintransfer bei ~58 A und fir den Riicktransfer
bei ~34 A (bzw. 24 A unter Verwendung des geringeren Uberlappungsintegrals).

Mit den hier gemachten Einschrénkungen zur Hohe des Ro-Werts verringert sich die Hohe des
moglichen Energierticktransfers vom Maemido-BTl zum Chla. Ob dabel eine ET von 30%
ausgeschlossen werden kann, ergeben die vorliegenden Daten nicht. Bei Annahme der obigen
Ro-Werte konnte ein Energierticktransfer dann vernachlassigt werden, wenn man zur Berech-
nung des forsterkritischen Abstands das geringst mogliche Uberlappungsintegral verwendet
(bei einem Ry von 24 A wére ETvaemidosTichia = 1% , bel einem Ry von 34 A dagegen schon
ET = 9%, diese Berechnung ergibt sich aus der Bestimmung von R =50 A ausRy =58 A fiir
den Energiehintransfer und der gemessenen ET von 70%). Zur genaueren Determinierung
eines potentiellen Energieriicktransfers wére eine weitere Einschrankung von k? notwendig,
wie sie moglicherweise in Polarisationsmessungen erfolgen konnte (vgl. Van der Meer et al.,
1994), oder aber eine erste Abschéatzung des R zwischen Donor und Akzeptor.

Nicht berlicksichtigt wurde bei diesen Uberlegungen bislang der EinfluR der Fluoreszenzle-
bensdauern (t) beider beteiligter Chromophore. Solange beide t deutlich grofer sind als die
Geschwindigkeit des Energietransfers, gelten alle obigen Annahmen fir einen Energiehin-
und -riicktransfer nach Forster. Sollten aber die beiden t deutlich von einander variieren und
ein t dariiber hinaus in das Zeitfenster des energetischen Ubergangs fallen, kdme es zu einem
Energietransfer ausschliefdich in Richtung des Chromophors mit dem kleineren t. Auch sehr
grofe Ro-Werte fiir den Ubergang in entgegengesetzter Richtung wéren dann bedeutungslos.
Dat fur Maleimido-BTI vdllig unbekannt ist und auch die Geschwindigkeit des Energietrans-
fers nicht bestimmt wurde, kénnen an dieser Stelle nur theoretische Uberlegungen angestel It
werden.

S0 betrégt t von LHCII 4,3 ns (Schodel et al., 1998). Bei Annahme eines Energietransfers im
Picosekundenbereich mifdte t von Maleimido-BTI nur ebenfalls im Nanosekundenbereich
liegen, um auf die Energietransferprozesse im biomimetischen Modell keinen Einflul? zu ha-
ben. t von Fluoreszenzfarbstoffen liegen meistens im Nanosekundenbereich, weshalb diese
Uberlegung durchaus realistisch sein kénnte. Die Geschwindigkeit des Energietransfers dage-
gen ist reine Spekulation und mifdte in zeitaufgel 6sten Messungen bestimmt werden. Grund-
lage fur die Annahme einer Grof3enordnung von Picosekunden bilden die komplexinternen
Energietransferprozesse des LHCII, die den ps-Bereich nicht Ubersteigen (vgl. Kapitel 1.2).
Aber moglicherweise kann der Energietransfer von komplexgebundenem Chla auf eine syn-
thetische Energiefalle auch langsamer erfolgen.
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Szenariob

Der Energietransfer von Chla auf Maleimido-BTI betrug 100% und erschien in den
Fluoreszenzmessungen vermindert durch eine partielle Unstrukturiertheit im LHCII.
30% des Chla war nicht gekoppelt und trug daher nicht zum Energietransfer auf den
Farbstoff bei.

Diese Hypothese konnte zumindest teilweise widerlegt werden. So konnte zwar in LHCII-
Farbstoff-Konstrukten eine partielle Unstrukturiertheit detektiert werden (vgl. auch Kapitel
7.1.3), doch war es unwahrscheinlich, dal3 30% des Chla nicht zum Energietransfer auf
Maleimido-BTI beitrug. Dies zeigten Energietransfermessungen am LHCII-BTI bei 77K. Hier
wurde eine Verénderung des Chla-Emissionsspektrums bel Energietransfer auf Maleimido-
BTI detektiert. So war der Anteil kurzwelliger Fluoreszenz (< 680 nm) erhoht im Vergleich
zum Emissionsmaximum bel 680 nm (vgl. Kapitel 4.2.4.3). Die Fluoreszenzhal bwertsbreite
war groféer alsdiedes Chlain LHCII.

Moglicherweise wurde diese Verbreiterung durch Chla ausgel6st, welches nur schwach mit
den besonders langwellig emittierenden Chla gekoppelt war und daher seine Anregungsener-
gie nicht auf Maleimido-BTI Ubertragen konnte. Zuriickzufuhren wére dies auf eine Stérung
des komplexinternen Energietransfers durch den Farbstoff (mdgliche Einfluf3hahmen von
Maleimido-BTI auf die Komplexstruktur vgl. Kapitel 7.1.3).

Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dal3 der Energietransfer von Chla auf den Farbstoff bel
einer Chlorophyllkopplung, wie sie im nativen LHCII vorliegt, zu ~90% erfolgt wére und dal3
in den Versuchen dieser Arbeit diese hohe ET auch fur die gut gekoppelten Chlorophylle er-
reicht wurde. Grundlage dieser Hypothese ist die errechnete ET von 85% bei 77K (Kapitel
4.2.4.3), welche durch den Vergleich der maximalen Chla-Fluoreszenz bei An- und Abwesen-
heit eines Akzeptors ermittelt wurde. In dieser Bestimmung des Donorquenchings wurde der
verstarkte Fluoreszenzanteil der Chlorophylle < 680 nm nicht mit einbezogen. Beruhte die
Vergrofderung der Chl a-Halbwertsbreite auf der Anwesenheit schwach gekoppelter Chloro-
phylle, mufe auch bel 680 nm noch mit einer geringen Fluoreszenz dieser Pigmente gerech-
net werden. Der Wegfall ihrer Emission wirde das Donorquenching im LHCII-BTI-Konstrukt
auf ca. 90% erhohen.

Damit konnte durch ungekoppeltes Chla ein Verlust des maxima moglichen Energietransfers
von maximal 14% erwartet werden, ein Energietransfer von 100% von Chla auf Maemido-
BTI wurde auf diese Weise hdchst wahrscheinlich nicht maskiert.

Es konnte damit abschlief3end nicht nachgewiesen werden, ob die ET mit 70% bei 297K un-
terbewertet ist. Vermutlich spielten beide genannten Szenarien a und b eine Rolle, doch zu
welchem Antell konnte nicht bestimmt werden.

Es konnte aber trotzdem gezeigt werden, dal3 der Energietransfer im wesentlichen gerichtet ist
und LHCII-BTI damit ein nutzbares biomimetisches Modell darstellt. Eine weitere Optimie-
rung konnte unter Berticksichtigung beider vorgestellter Szenarien in zweifacher Hinsicht
erreicht werden. So konnte der Hintransfer von Chla auf Maleimido-BTI stéarker fokussiert
werden, wenn sich t des Farbstoffs deutlich verringerte (Szenario a). Dazu muf3te Maleimido-
BTI eine zusétzliche Mdglichkeit der energetischen Relaxation nach Energielibertragung von
Chla erhalten. Denkbar wére eine Interaktion des Farbstoffs mit einem Elektronenakzeptor, so
dal3 auf Maleimido-BTI Ubertragene Anregungsenergie Uber eine Oxidation abgegeben wer-
den konnte. Eine Bindung von LHCII-BTI an TiO,-Oberflachen der Grétzelzelle ware hier
eine Option (vgl. Kapitel 7.3.4).

Des weiteren ware eine stérkere Abschirmung des Maleimido-BTI-Farbstoffs vom LHCII eine
Moglichkeit, potentielle Einflul3nahmen des Farbstoffs auf die Komplexstruktur zu unterbin-
den (Szenario b). So kdnnte eine Einbettung des Farbstoffs in eine Gelmatrix mdgliche che-
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mische Interaktionen mit dem Komplexprotein verhindern sowie eine potentielle Anlagerung
des Farbstoffs an hydrophobe Peptidberei che unterbinden.

NIR-Cy und IRD38 hétten vermutlich auch zur Erstellung biomimetischer Modelle genutzt
werden kdnnen, wenn die in Kapitel 7.1 aufgeftihrten chemischen Probleme zu einer grof3eren
Zufriedenheit gel0st worden waren. In einer ersten Abschéatzung wurden auch hier ET von 60
- 70% errechnet. Szenario a (aus dem LHCII-Maleimido-BTI-Ubergang) einer moglichen
Maskierung eines noch effizienteren Energietransfers konnte ausgeschlossen werden, das Ry
fUr elnen solchen Energierticktransfer lag bei null und damit auch die mogliche ET. Szenario
b von teilweise entkoppeltem Chla konnte nicht untersucht werden. Die Messungen fanden,
wiein Kapitel 4.2.2.2 beschrieben, in Anwesenheit grof3er Mengen unmarkiertem LHCII statt,
welche Anderungen im komplexinternen Energietransfer auf jeden Fall maskiert hatten.
Interessanter Weise konnte aus der ET und Ry bel k? = 4 fur LHCII-BTI und LHCII-NIR-Cy
ein nahezu identischer Abstand R zwischen Chla und Farbstoff errechnet werden.

R=Ro [(1-ET)/ET] e (Cantor und Schimmel, 1980)

RchiaMaemidoBTI WUrde mit 68 A bestimmt, Renanircy mit 63 A. Wenn man davon ausgeht,
dal? die Konformation des N-terminus in allen LHCII-Farbstoff-Konstrukten gleich ist (vgl.
dazu Kapitel 7.1.3), muld auch in jedem Fall von einem R in gleicher H6he ausgegangen wer-
den, daMaemido-BTI und NIR-Cy an die selbe AS des LHCII banden. Dieser Sachverhalt
weist darauf hin, dal? k? in beiden biomimetischen Modellen einen ahnlichen Wert einnimmt
trotz der vallig verschiedenen chemischen Struktur der beiden Farbstoffe.

Fir kinftige Versuche mit biomimetischen Modellen aus LHCII und variierenden Farbstoffen
konnte dies bedeuten, da? ein firr ein System bestimmtes k? auf andere Systeme Ubertragbar
waére. Eine Bestimmung von k? zur genaueren Determinierung von Ry und damit moglichen
Konkretisierungen der Energietransfereffizienz sowie des molekularen Abstands zwischen
Donor und Akzeptor bleibt jedoch nach wie vor dringlich.

Im Gegensatz zum LHCII-BTI- und LHCII-NIR-Cy-Konstrukt konnte bei LHCII-Cy5.5 nicht
von einem grofdtentells gerichteten Energietransfer auf den Farbstoff ausgegangen werden.
Das Ry fur den Hin- und Rucktransfer war gleich grof3 (bel Annahme des maximalen ecp, zur
Berechnung des Ry fur den Ricktransfer), ein Energietransfer in beide Richtungen damit po-
tentiell gleich wahrscheinlich, geht man von einem Energietransfer im Picosekundenbereich
aus (s.0.). t von LHCII und Cy5.5 liegen im Nanosekundenbereich (tcyss = 2 ns, pers. Mit-
teilung von Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) und damit bei obiger
Annahme weit Uber dem Zeitfenster fir den Energietransfer.

Die in den Komplexen der Wildtypsequenz ermittelte ET von 35% (vgl. Kapitel 4.2.1.2) stellt
daher nur die Quantifikation des apparenten Energietransfers dar. Eine absolute ET von 35%
hétte bei einem Ry von maximal 92 A (vgl. Kapitel 4.1.3) zu eéinem R von maximal 103 A
gefuhrt, was a's nahezu unmoglich erachtet wird.

Da fiir LHCII-BTI- und LHCII-NIR-Cy-Konstrukte eine groRe Ahnlichkeit von k? gefordert
worden war, sollte dies gerade auch fur LHCII-Cy5.5 gelten. Immerhin sind sich Cy5.5 und
NIR-Cy strukturell sehr dhnlich. Ein R, welches bei gleichem k? tiber 40% groRer ist als in
LHCII-BTI und LHCII-NIR-Cy, erscheint sehr unwahrscheinlich. Szenario a eines Ener-
gierticktransfers wird daher a's Erklarung fur die geringe ET favorisiert.

Unverstandlich bleibt nach obigen Erklarungen zum Energietransfer bel 297K die errechnete
ET von 68% bei 77K im selben Konstrukt. Zwar kam es durch eine Zunahme der spektralen
Uberlappung zwischen Chla-Emission und Cy5.5-Absorption hier zu einem Anstieg des ma-
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ximal moglichen Rq furr den Ubergang von Chla auf Cy5.5, doch galt das gleiche auch fur den
Energieriicktransfer, ausgehend vom Farbstoff. Wieder wurden fir Ry beider energetischer
Ubergange nahezu gleiche Werte ermittelt und damit ein Energietransfer in beiden Richtungen
mit gleicher Effizienz moglich.

Eine potentielle, wenn auch vollig hypothetische Erkldrung dieses Phénomens wére eine
deutliche Verminderung von t des Cy5.5 im Tieftemperaturmef3system. Lége tcyss bel 77K
im Zeitfenster des energetischen Ubergangs, wére der Energietransfer auf den Farbstoff in
grolRem Mal3e gerichtet, selbst wenn das Ry furr den energetischen Ubergang in entgegenge-
setzter Richtung aul¥erordentlich grofd wéare. Leider gibt es bis dato weder experimentell noch
aus der Literatur mogliche Hinwelse auf die Korrektheit dieser Hypothese.

Die Bereitstellung elner zusétzlichen Relaxationsmoglichkeit fur Cy5.5, wie es fur das LHCII-
BTI-Konstrukt vorgestellt wurde (s.0.), konnte LHCII-Cy5.5 trotz allem auch al's biomimeti-
sches Modell nutzbar werden lassen. Durch Zugabe eines potentiellen Elektronenakzeptors
konntet des Farbstoffs herabgesetzt und der Energietransfer in einer Richtung fokussiert wer-
den.

Neben einer Erhthung der ET konnte auf diese Weise die Ahnlichkeit aller vorgestellten bio-
mimetischen Modelle mit einem pflanzlichen Photosystem vergrof3ert werden. Im nattrlichen
System wird die Sonnenenergie nicht nur absorbiert und auf ein Reaktionszentrum gebundelt.
Im Reaktionszentrum wird die Energie dartiber hinaus zur Ladungstrennung verwendet und
damit letztendlich zur Produktion von Reduktions&quivalenten und ATP genutzt. Die in die-
ser Arbeit verwirklichten biomimetischen Modelle erflllen nur die ersten beiden Vorgaben
des pflanzlichen Systems. Lichtenergie wird absorbiert und auf den Energieakzeptor gebtn-
delt. Bel einer nachfolgenden Elektronenabgabe des Farbstoffs wére auch die dritte Vorgabe
des pflanzlichen Systems erfillt. Eine letztendliche Umwandlung der Sonnenenergie in nutz-
bare Energieformen kénnte darliber hinaus durch eine stabile Ladungstrennung erreicht wer-
den, wiesiein Kapitel 7.3 vorgestellt wird.

7.1.3 Der LHCII-N-terminus ragt nicht vollstandig
ausgestreckt weg vom Protein

Aus der ET des Ubergangs von Chla auf Maleimido-BTI in LHCII-BTI-Komplexen wurde ein
maximales R der beteiligten Chromophore von 68 A ermittelt (vgl. Kapitel 7.1.2). Dieser Ab-
stand kann nicht erreicht werden, wenn der N-terminus ausgestreckt vom Protein wegragt.
Fol gende theoretische Uberlegungen fiihrten zu diesem Schiul.

Fir das N-terminal am stérksten verkurzte LHCII 261.9 (N-58) ist aus der kristallographischen
Struktur von Kihlbrandt et al. (1994) ein minimaler Abstand der 1. AS zum néchst gelegenen
Chlavon 11,6 A gezeigt worden (Chlal nach der Terminologie von Kihlbrandt et al., 1994).
Dieim Fall der LHCII-BTI-Konstrukte verwendete Proteinmutante besitzt einen 57 AS lange-
ren N-terminalen Bereich und eine Kopplung des Farbstoffs an die 3. AS. Postuliert man nun
eine nahezu vollstéandig gestreckte Aminosaurekette als N-terminus, so muften zum Abstand
von 11,6 A ca 193 A dazu gerechnet werden (55 AS~ 3,5 A, 3,5 A ist der Abstand zweier
AS in einer b-Faltblattstruktur, vgl. Stryer, 1995). Der Farbstoff wére also tiber 200 A vom
nachsten Chlorophyll entfernt und die ET damit nahe 0%. Bel einer stdrkeren Auffaltung der
N-terminalen Proteinkette, wie es durch Helixbildung geschieht, mifte man immer noch von
einem Abstand des Farbstoffs zum néchst gelegenen Chlavon ~95 A (11,6 A + 83 A) ausge-
hen (55 AS ergdben eine a-Helix mit ~15 Umdrehungen, was einer Gesamtlange von 83 A
entspréche). Die ET l&ge immer noch im Bereich von nur 23% (bei Annahme des maximalen
Ry von 78 A im LHCII-BTI-Konstrukt, sonst ware die ET noch bedeutend kleiner). Damit
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ergibt sich notwendigerweise die Vorlage einer Tertidrstruktur in diesem Bereich derart, dal3
der jeweilige Fluoreszenzfarbstoff im zeitlichen Mittel in eine grél3ere N&he zum pigmentier-
ten Tell des LHCII kommt.

Hinweise in die gleiche Richtung liefern auch die Versuche mit den LHCII-Cy5.5-
Konstrukten N-terminal verkirzter Proteinmutanten. Zwar kann in diesen Konstrukten nicht
von einem gerichteten Energietransfer von Chla auf Cy5.5 ausgegangen werden, so dal3 aus
der ET nicht auf potentielle R geschlossen werden darf (vgl. Kapitel 7.1.2). Doch kann der
apparente Energietransfer in Abhangigkeit der Lange des N-terminus verglichen werden.
Waéhrend die Cy5.5-markierten Proteinmutanten 261.9 (DN-58), Sca (DN-21) und 1h.19 (DN-
11) eine ET von ca. 28% aufzeigten, wich die ET von D7f.3-Cy5.5 (Wildtypprotein) signifi-
kant mit 35% davon ab. Zwei mogliche Szenarien ergeben sich hieraus.

In Szenario 1 variiert k? in den einzelnen Mutanten durch eine veranderte Lage des Akzeptors
zum komplexgebundenen Chla, so dal? im Fall des Wildtypkomplexes eine deutlich glinstige-
re Dipol-Dipol-Orientierungs vorliegt alsin alen anderen Mutanten.

Szenario 2 geht dagegen von einem nicht variierenden k? aus. In diesem Fall muR das R zwi-
schen Cy5.5 und Chla im Wildtypkomplex verringert sein gegentiber allen anderen Mutanten,
um die hohere ET zu erklaren.

Beide Szenarien stellen Extremadar. So gibt es fur den ersten Fall keine Hinweise darauf, dal3
k? nur fur das biomimetische Modell mit dem Wildtypprotein einen héheren Wert angenom-
men haben konnte, jedoch fir die drei anderen Mutanten relativ konstant blieb (ET der drel
verklrzten Mutanten war ungeféhr gleich hoch). Im zweiten Fall ist es dagegen unwahr-
scheinlich, daR k? immer konstant blieb, unabhangig von der N-terminalen Lange des Pro-
teins. Vermutlich handelt es sich in der Realitdt um ein konzertiertes Ergebnis beider Phano-
mene, variierendem R und variierendem k2, wobei eine Riickfaltung des N-terminus in Rich-
tung des pigmentierten LHCII eine wahrscheinliche Option darstellt.

Fir die noch deutlich geringere ET von LHCII-Cy5.5 der Mutante 26g.11 (N-61) von 23%
konnte keine befriedigende Erkl&rung gefunden werden.

Ob der N-terminus eine starre Konformation einnimmt, oder aber eine gewisse Beweglichkeit
inne hat, konnte in den Versuchen nicht Gberprift werden. Die Experimente mit LHCII-IRD38
und LHCII-BTI zeigen zwar eine hohe Wahrscheinlichkeit eines gleichen k? (furr die Chla-
Farbstoff-Interaktion) trotz verschiedener Farbstoffakzeptoren. Ob dies jedoch in Richtung
einer Beweglichkeit des N-terminus und damit einer Einnahme eines gleichen mittleren k?
gedeutet werden kann, oder aber ob der N-terminus eine ganz starre Konformation einnimmt
und jeden Farbstoff in die selbe Orientierung zwingt, kann nicht beantwortet werden. Hierzu
sind einzelmolekulare Messungen notwendig, wie siein Kapitel 7.2 vorgestellt sind.

Abschlief3end muf3 zu diesem Themengebiet nattirlich gefragt werden, inwiefern moglicher-
weise die Farbstoffe selbst die Konformation des N-terminus beeinflufd haben und damit
moglicherwel se die gesamte Organisation des LHCII.

Spezifische, stabile Interaktionen von Farbstoffen mit bestimmten Proteindomanen werden
ausgeschlossen. Durch Trypsinverdau konnte in allen LHCII-Farbstoff-K onstrukten der Ener-
gietransfer vom Chlorophyll auf den Energieakzeptor zum Erliegen gebracht werden. Dies
konnte bel einer spezifischen sowie stabilen Interaktion von Protein und Farbstoff nicht er-
wartet werden. In diesem Fall wirde ein Trypsinverdau zwar die kovalente Verkniipfung zwi-
schen Farbstoff und Protein [6sen, die Interaktion des Farbstoffs mit dem zum grofdten Teil
proteasegeschiitzten Proteinbereich bliebe jedoch bestehen.
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Unspezifische Interaktionen von Farbstoff und Protein kdnnen dagegen nicht vollstandig aus-
geschlossen werden, reduzieren sich aus folgenden Uberlegungen heraus jedoch auf ein Mi-
nimum.

So konnte in Anwesenheit des Energieakzeptors keine tiefgreifende Stérung des komplexin-
ternen Energietransfers von Chlb nach Chla beobachtet werden (vgl. Kapitel 4.2.5). Lediglich
ein kleiner Anstieg der Chlb-Fluoreszenz nach Chlb-Anregung war sichtbar und konnte in
Richtung einer kleineren strukturellen Variation im Komplex gedeutet werden.

Etwas deutlicher wurden die Hinwelse auf eine unspezifische Interaktion von Farbstoff und
komplex gebundenem Chlorophyll in den LHCII-BTI-Komplexen bel 77K (vgl. Kapitel
7.1.2). Hier wurde eine Verénderung des Chla-Emissionsspektrums nach Energietransfer of-
fensichtlich, die auf eine geringe Kopplung besonders kurzwellig absorbierender Chla im
Rotlicht-Bereich hindeutete und einen potentiellen Energietransfer von ca. 90% auf 76% re-
duzierte. Ungekoppeltes Chla konnte also maximal zur Reduktion der ET um ca. 14% beige-
tragen haben, was wahrscheinlich den grofmoglichen Grad einer unspezifischen Interaktion
von LHCII und Farbstoff widerspiegelt.

Gegen eine dartber hinaus gehende stérkere Interaktion des Farbstoffs mit dem Komplex
spricht auch das sehr dhnliche spektroskopische Verhalten der LHCII-BTI- und LHCII-NIR-
Cy-Komplexe. So werden fiir beide Komplexe ahnliche k> Werte postuliert, was bei unspezi-
fischen Farbstoffinteraktionen mit beliebigen Proteinbereichen nicht erwartet werden kénnte.
Damit wurde gezeigt, dal’3 eine reine Konformationsdnderung des N-terminus durch die An-
wesenheit der Fluoreszenzfarbstoffe kein wahrscheinliches Szenario darstellt. Unspezifische
Interaktionen von Farbstoff und LHCII kénnen zwar nicht ausgeschlossen werden, haben aber
nur einen geringen Einfluld auf den komplexinternen Energietransfer.

Einen Einfluld der Farbstoffe auf die korrekte Proteinfaltung wird dagegen ausgeschlossen. Es
konnten keine Stérungen der Rekonstitution nachgewiesen werden. Die farbstoffmarkierten
Komplexe wiesen die gleiche Stabilitat auf wie unmarkiertes LHCII und zeigten nach Farb-
stoffelimination durch Trypsinverdau ein identisches spektroskopisches Verhalten.

Unerklérlich bleibt in diesem Zusammenhang jedoch das spektroskopische Verhalten von
Maleimido-BTI im LHCII-BTI. So konnte eine Erhéhung der Fluoreszenzquantenausbeute
des Farbstoffs in Abhangigkeit einer variierenden Detergens- oder Lipidumgebung nur bei
Bindung an das denaturierte Protein festgestellt werden. Die Fluorezsenzquantenausbeute im
LHCII-BTI blieb unverandert (vgl. Kapitel 4.2.4.3). Dagegen verursachte eine Zugabe von
Glycerin zu LHCII-Cy5.5 enen deutlichen bathochromen Shift in der Farbstoffemission.
Cy5.5 war damit zugénglich fur Veranderungen der wéal¥igen Umgebung, Maleimido-BTI
nicht. Ob dies auf eine verénderte Mizellenbildung um das sehr hydrophobe Maleimido-BTI
zurtickgefthrt werden konnte, bleibt unklar. Eine Farbstoff-Farbstoff-Interaktion zweier
LHCII-BTI-Komplexe konnte jedoch ausgeschlossen werden. So wurde in Aggregationen von
Maleimido-BTI immer eine deutliche hypsochrome V erschiebung (>40 nm) in der Absorption
detektiert, die in LHCII-BTI-Komplexen nicht auftrat. Die Farbstoff-Phenoxy-Gruppen
schitzten vermutlich auch in der Detergensumgebung sehr effizient vor einer Aneinanderlage-
rung der Maleimido-BTI-Molekdile.
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7.1.4 Der Energietransfer im biomimetischen Modell
ist ein Resonanztransfer

Wie in Kapitel 7.1.2 und 7.1.3 angedeutet, wurde fur alle biomimetischen Modelle ein Ener-
gietransfer von Chla auf den angekoppelten Farbstoff nach Forster angenommen. Die Hinwel-
se hierauf waren vielféltig und sollen im folgenden in Abgrenzung zu anderen Energietrans-
fermoglichkeiten dargelegt werden.

Besonders intensiv wurde das LHCII-Cy5.5-Konstrukt untersucht. Hier wurde der Energie-
transfer sowohl Uber das Donorquenching als auch tber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz
bestimmt und dhnliche Werte fur die ET gefunden. Dies deutet darauf hin, dal3 hier keine
Umgebungseffekte (L 6sungsmittel, 0.4.) fur eine Variation der Donor- oder Akzeptorquanten-
ausbeute verantwortlich waren. Solche, von Energietransferprozessen unabhangigen Effekte
hétten einen unterschiedlichen Einflul? auf die beteiligten Chromophore haben missen, zumal
Chlaund Cy5.5 keinerlei strukturelle Ahnlichkeiten zueinander aufweisen. Auch die Versuche
zum Trypsinverdau zur Elimination des Energieakzeptors aus dem System weisen in diese
Richtung (vgl. Kapitel 7.1.5).

Dartber hinaus wurde in allen Messungen darauf geachtet, dald die optische Dichte der
LHCII-Farbstoff-Konstrukte unter 0,1 lag, um eine potentielle Reabsorption zu minimieren.
Triviale Energietransferprozesse sollten damit auch weitestgehend ausgeschlossen sein.

Ein Energietransfer nach Forster stellt sich damit als sehr wahrscheinlich heraus. Ein Energie-
Ubergang nach Dexter (vgl. Kapitel 1.2) konnte zwar nicht in allen Féllen komplett ausge-
schlossen werden, doch erfolgt ein solcher energetischer Ubergang nur bei Uberlappung der
Elektronenorbitale der beteiligten Chromophore und ist daher auf Donor-Akzeptor-Abstande
bis5 A begrenzt.

Gerade fur LHCII-Cy5.5-Konstrukte mit N-termina verkirztem LHCIlI kann aus diesem
Grund ein solcher Energietransfer komplett ausgeschlossen werden. Elektronenkristallogra
phische Daten zeigen hier beispielweise fir die Mutante 261.9 (N-58) einen Abstand des N-
terminus (und damit von Cy5.5) von 11,6 A zum néchstgelegenen Chla. Fir andere LHCII-
Farbstoff-Konstrukte ist R nicht bekannt, doch kann auch hier ein Dextertransfer aus spektro-
skopischen Griinden als nicht wahrscheinlich erachtet werden. So treten bel diesem Energie-
transfermechanismus, bedingt durch die Orbital tiberlappung, neue Absorptionbanden im Do-
nor-Akzeptor-Konstrukt zusétzlich zur singuldren Donor- und Akzeptorabsorption auf, was
aber in keinem Fall in dieser Arbeit detektiert wurde.

Schliefdlich konnte auch gezeigt werden, dal3 ein Elektronentransfer an Stelle eines reinen
Energietransfers unwahrscheinlich ist. Erste Hinweise darauf lieferten die LHCII-Cy5.5-
Konstrukte. Hier konnte eine gleichzeitige Zunahme der Akzeptorfluoreszenz bei Abnahme
der Donorfluoreszenz detektiert werden (s.0.), was bei einem Elektronentransfer nicht zu er-
warten gewesen wére. Hier hétte zwar die Donorfluoreszenz abnehmen muissen, ein Anstieg
der Akzeptorfluoreszenz wére aber nicht in gleichem Mal3e erfolgt.

Anders sah es zunéchst fur das LHCII-BTI-Konstrukt aus. Hier konnte nach Chla-Anregung
eine deutliche Abnahme der Fluoreszenzquantenausbeute des Donors detektiert werden aber
nur ein geringer Farbstofffluoreszenzanstieg. Ein Elektronentransfer von Chla auf Maleimido-
BTl ware darlber hinaus aufgrund des gering negativen Redoxpotentials des Farbstoffs
(Maeimido-BTI “/ Maemido-BTI = - 0,83 V, Quante, 1995, in organischem L &sungmittel
bestimmt) vermutlich méglich gewesen. Von LHCII ist zwar kein Redoxpotential im isolier-
ten Zustand bekannt, doch liegt das des ,specia pairs’ im Reaktionszentrum bei -1,1 V
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(Chla/Chla"). Fur LHCII kénnte zwar ein etwas weniger negatives Redoxpotential erwartet
werden, fur einen Elektronentransfer auf den Farbstoff wére es jedoch potentiell ausreichend.
Spektroskopische Versuche mit Lhcbh-1-BTI in An- und Abwesenheit vom Reduktionsmittel
NaDithionit deuteten jedoch nicht in diese Richtung. So konnte gezeigt werden, dal3 das
Emissionsspektrum von Maeimido-BTI nach Chla-Anregung im LHCII-BTI-Konstrukt dem
des nicht reduzierten Maleimido-BTI des Lhcb-1-BTI entsprach (vgl. Kapitel 4.2.4.3), woge-
gen mit Na-Dithionit reduzierter Farbstoff 1&angerwellig emittierte. Es ist daher sehr unwahr-
scheinlich, dal? die Farbstoffemission im LHCII-BTI einem Farbstoff-Anion entstammte, wie
es nach Elektronentransfer hétte gefordert werden miissen. Zudem konnten keinerlei Hinweise
auf eine Elektronenweitergabe des reduzierten Farbstoffs an Sauerstoff gefunden werden, die
eine Farbstoffemission in nicht reduzierter Form trotz eines vorangegangenen Elektronen-
transfers ausgehend von Chla begriindet hétte.

Nach Determinierung der Fluoreszenzquantenausbeute von Maeimido-BTI in Detergensum-
gebung mit 3% wurde dann auch die geringe stimulierte Akzeptorfluoreszenz im LHCII-
Farbstoff-Konstrukt ohne Annahme eines Elektronentransfers erklérbar. Eine Energietransfer-
guantifizierung tUber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz war aufgrund der geringen Farbstoff-
fluoreszenz zwar fehlerbehaftet (Anpassungsabweichung der dekonvolutierten Kurven von
7%), erreichte jedoch eine vergleichbare ET von 65%.

Fir alle biomimetischen Modelle wird aufgrund dieser Uberlegungen von einem Energietrans-
fer mit einer wesentlichen Lokalisation der Anregungsenergie auf einem Pigment ausgegan-
gen und die Formeln zum Forstertransfer angewendet (vgl. Kapitel 7.1.2 und 7.1.3).

7.1.5 Der Resonanzenergietransfer wird am besten
iber das Donorquenching quantifiziert

Die Quantifizierung des RET erfolgt in der Regel am zuverlassigsten tber die Veranderung
der Donorfluoreszenz, was auch fur die Experimente dieser Arbeit zum Teil gezeigt werden
konnte (s.u.). Am genauesten kann der Energietransfer zwar Uber die Veradnderung der Fluo-
reszenzlebensdauer des Donors bestimmt werden, doch waren in dieser Arbeit hierfir die
technischen Moglichkeiten limitierend. Alternativ wurde die Veranderung der Fluoreszenz-
guantenausbeute in Abhangigkeit eines moglichen Energietransfers untersucht. Dazu wurde in
den Versuchen die Donorfluoreszenz eines LHCII-Farbstoff-Konstrukts mit der einer LHCII-
Referenzprobe verglichen (vgl. Kapitel 3.3).

Der Vortell dieser Methode der Energietransferbestimmung gegeniiber einer Quantifizierung
Uber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz (s.u.) liegt in der direkten Uberpriifbarkeit der Ursa-
che des Donorquenchings.

So wurde die Abnahme der Chla-Quantenausbeute durch Energietransfer in den LHCII-
Farbstoff-Konstrukten (vgl. LHCII-BTI, Kapitel 4.2.4.3 und LHCII-IRD38, Kapitel 4.2.3)
Uber einen Trypsinverdau bewiesen. Vor Trypsinverdau war die Chla-Fluoreszenz im LHCII-
Farbstoff-Komplex erniedrigt gegentiber farbstofffreiem LHCII gleicher Chlorophyllkonzen-
tration, nach Proteasebehandlung war die Chla-Fluoreszenz beider Komplexe aquivalent.
Damit gelang fir das Donorquenching eine Uberpriifbarkeit der errechneten ET ber die An-
gleichung der Chla-Fluoreszenzquantenausbeuten nach Elimination des Akzeptors aus dem
Donor-Akzeptor-System.

Fur LHCII-BTI-, LHCII-NIR-Cy- und LHCII-IRD38-Komplexe lag der einzige Mef¥fehler
dieser Methode der ET-Quantifizierung in der nicht immer vollstandigen Einstellung beider
Proben (LHCII-Farbstoff und LHCII-Referenz) auf gleiche Chla-Absorption. Das Erreichen
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identischer Chlorophyllabsorption war bei einer OD < 0,1 schwierig. Eine OD > 0,1 mufite
jedoch vermieden werden, um in den fluorometrischen Experimenten Reabsorptionsphano-
mene zu unterbinden (vgl. Kapitel 7.1.4). Kleinste Verunreinigungen der Proben mit Fusseln
fUhrten zu Lichtstreuungen und damit zu Variationen in der Absorption. Nur eine stringente
Zentrifugation der photometrisch zu bestimmenden Proben konnte dieses Problem nahezu
eliminieren (der Fehler blieb auf dem 1%-Niveau).

Fir LHCII-Cy5.5-Konstrukte war eine direkte Bestimmung der Verminderung der Fluores-
zenzquantenausbeute des Donors in Anwesenheit des Akzeptors nicht moglich aufgrund der
stark Uberlappenden Emission von Donor und Akzeptor. Eine Dekonvolution des Gesamt-
emissionsspektrums in die Donor- und Akzeptorfluoreszenzanteile war notwendig und fihrte
zu eilnem zusétzlichen Fehler in der ET-Berechnung. Da jedoch ene solche Dekonvolutierung
auch fur die ET-Bestimmung mittels stimulierter Akzeptorfluoreszenz notwendig war, stellt
sie keinen spezifischen Nachtell des Donorquenchings dar.

Die Berechnung des Energietransfers Uber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz erweist sich
haufig als problematisch. So kann es beispielsweise zu photoinduzierten Variationen in der
Fluoreszenzquantenausbeute des Akzeptors kommen. Die apparente ET veréndert sich dann,
ohne dal3 der eigentliche Energietransfer modifiziert wird.

Gerade fur Cyaninfarbstoffe konnte dies von Widengren und Schwille (2000) nachgewiesen
werden. Sie konnten bei Cy5 eine photoinduzierte Isomierierung in die cis-Form des Farb-
stoffs detektieren. Dies hatte zwar keinen Einflul? auf potentielle Energietransferprozesse, da
die Farbstoffabsorption unverandert blieb, jedoch erlosch im cis-Isomer die Farbstofffluores-
zenz nahezu vollstandig. Eine Quantifizierung des Energietransfers Uber die stimulierte Ak-
zeptorfluoreszenz hétte hier zu einer starken Unterschdtzung der tatsachlichen ET gefthrt.

In den Versuchen dieser Arbeit wurde daher der Energietransfer Uber die stimulierte Akzep-
torfluoreszenz nur bestimmt, wenn mittels Donorquenching im System eine vergleichbare ET
gemessen worden war. Eine Quantifizierung des Energietransfers einzig aufgrund von Daten
zur stimulierten Akzeptorfluoreszenz wurde nicht in Erwégung gezogen.

Dartber hinaus war die Bestimmung der ET mit Hilfe dieser Methode auch starker Fehler
behaftet. So ist fir die Bestimmung des Energietransfers die Kenntnis der Quantenausbeuten
von Donor und Akzeptor notwendig. Diese muf3ten in einigen Féllen erst in relativen Messun-
gen bestimmt werden und fuhrten damit zur Einfthrung eines Fehlersin das Mef3system.

Fir die LHCII-Cy5.5-Konstrukte stand damit, zusétzlich zum Fehler durch die Dekonvolution
der Emissionsspektren, der oben genannte Fehler der photometrischen Anpassung im Donor-
guenching dem Fehler durch die relativ bestimmten Fluoreszenzquantenausbeuten gegentiber.
Letzterer Fehler Uberwog dabel besonders fir 77K-Messungen deutlich (vgl. Standardabwel-
chungen Kapitel 4.1).

Eine sehr elegante Methode zur ET-Bestimmung dber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz
stellt der Vergleich der Excitations- und Absorptionsspektren des Donor-Akzeptor-K onstrukts
dar. Hierfir ist die Kenntnis der Fluoreszenzquantenausbeuten der beteiligten Chromophore
nicht notwendig, zudem kann die gesamte Quantifizierung an einer Probe erfolgen. Eine Refe-
renz ist nicht notwendig. Mef3fehler konnten nur gerdtebedingt auftreten (Excitation und Ab-
sorption nicht mit dem selben Mel3gerét bestimmbar).

Dafir eine solche Quantifizierungsmethode eine vollige Trennung der Donor- und Akzeptor-
Absorption notwendig ist, kam dieses System nur fur die LHCII-NIR-Cy und LHCII-IRD38-
Konstrukte in Frage. Eine zuverléssige Quantifizierung der ET scheiterte hier jedoch an der zu
geringen Fluorometer-Detektorsensitivitéat bei Wellenlangen >820 nm.

Dal3 in den Versuchen dieser Arbeit trotzdem die ET in den LHCII-Cy5.5-Komplexen haufig
Uber die stimulierte Akzeptorfluoreszenz bestimmt wurde, hatte zwei Grinde. Zum einen
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konnte gezeigt werden, dal3 sich die berechnete ET nicht von der Gber das Donorquenching
ermittelten ET unterschied. Auf die Einstellung der LHCII-Cy5.5- und LHCII-Probe auf glei-
che Chlorophyllabsorption, wie es fir die Bestimmung der ET im Donorguenching notwendig
ist, konnte verzichtet werden.

Zum zweiten wurde der nichtsystematische Fehler, wie er durch die Messung gegen eine
LHCII-Referenz auftritt, vermieden und durch einen systematischen Fehler, wie er durch die
Unkenntnis der prézisen Quantenausbeuten auftritt, ersetzt. Fir einen relativen Vergleich der
ET von LHCII-Cy5.5-Komplexen unterschiedlicher N-terminaler Lange war dies ein deutli-
cher Vorteil. Die Bestimmung der absoluten ET war hier weniger wichtig.

Die Etablierung eines Systems der ET-Bestimmung Uber das Donorquenching in einer einzel-
nen Probe konnte nicht zur Zufriedenheit erreicht werden. Ziel war es, die LHCII-Komplexe
zu zerstéren und damit das Donorquenching zu unterbinden. Es konnte jedoch keine Ver-
suchsbedingung gefunden werden, unter der sich die Chla-Quantenausbeute nicht aufgrund
von Umgebungsveradnderungen (Hitze oder Detergens) erhohte und damit wieder einen Mef3-
fehler in die ET-Berechnung einbrachte.
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7.2 Untersuchungen zum komplexinternen Energie-
transfer mit Hilfe der Einzelmolekiil-
spektroskopie

Um den komplexinternen Energietransfer des LHCII néher zu charakterisieren, wurden in
dieser Arbeit einzelmolekilspektroskopische Versuche mit dem rekombinanten Komplex
durchgefiihrt. Ziel war es, LHCII-Monomere und Trimere zu immobilisieren, um sie nachfol-
gend in einer Flussigkeitszelle in wal¥riger Umgebung spektroskopisch untersuchen zu kon-
nen. Diein dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche sollten den Grundstein fur eine Entschlis-
selung der Chlorophyll-Dipolmomente im Komplex legen (vgl. Kapitel 7.2.4), aber dartiber
hinaus auch selbst Beitrége zur Determinierung der Energietransferprozesse liefern.

7.2.1 LHCII kann mit Hilfe der HRP an Glasober-
flachen immobilisiert werden

7.2.1.1 LHCII-His6 immobilisiert selektiv iiber den His6-tag

Die Versuche aus Kapitel 5.1 verdeutlichen, dal3 es gelang, LHCII Uber den ,His6-tag" an
HRP und damit an die Glasoberflache zu binden. In Populationsmessungen am Fluoromax-2
wurde eine deutlich erhohte Bindungseffizienz von LHCII-Monomeren der Mutante S3Ch
(mit His6) gegeniiber rekombinanten Komplexen der Wildtypsequenz detektiert. Ahnlich se-
lektive Bindungen wurden in einzelmolekularen Untersuchungen an Monomeren und Trime-
ren der Mutante S3Ch gegentiber rekonstituierten Wildtyp-Monomeren bzw. nativen Trimeren
nachgewiesen. Die Immobilisation war daher weder eine spontane Aggregation der Komplexe
an die Glasoberflache, noch ist es eine intrinsische Eigenschaft aller rekombinanten Proteine.
Die LHCII-Bindung an das Glas kann nur durch die Interaktion der ,, His6-tag"-Sequenz mit
dem Ni-NTA der HRP zustande gekommen sein.

Damit war es in den Versuchen moglich, LHCII in einer Detergensumgebung zu untersuchen,
in der ihm noch einige Freiheitsgrade der Bewegung verblieben. Zwar wurde in jedem Fall der
LHCII Uber den C-Terminus immobilisiert (vgl. AS-Sequenz Kapitel 2.3), doch ragten N-
terminus und stromale Schleife in die Detergenslésung der FlUssigkeitszelle. Von beiden
Proteindoménen ist die Konformation unbekannt, moglicherweise sind diese Proteinbereiche
nicht starr, strukturelle Anderungen, wie sie moglicherweise in der Thylakoidmembran auf-
treten konnen, wéren auch in diesem Mef3system zugelassen. Dies unterscheidet den neuen
Versuchsansatz deutlich von vorherigen Experimenten mit LHCII-Komplexen, immobilisiert
in einer PVA-Matrix (vgl. Tietz et al., 2001). Hier muf3te von einer Immobilisierung und Fi-
xierung des gesamten Proteins ausgegangen werden.

Da tber die Art der HRP-Bindung an die Glasoberflache nichts bekannt war, konnte dhnlich
den LHCII-Messungen in PVA, nicht per se von einer definierten Orientierung der LHCII-
Komplexe ausgegangen werden. Bei einer Beschichtung der Glasoberfléche mit reinem Ni-
NTA wirde es (unter der Voraussetzung einer flachendeckenden Ni-NTA-Belegung) zur Aus-
richtung der reaktiven Gruppen senkrecht zur Glasebene kommen und damit zu einer Bindung
von LHCII mit der Symmmetrieachse senkrecht zur Oberflache.

Im Fall der HRP konnte eine senkrechte Ausrichtung des Ni-NTA zur Glasebene als fraglich
erachtet werden (vgl. Abb. 1.12) und mufdte experimentell Uberprift werden (vgl. Kapitel
7.2.1.2). Zum einen besitzt HRP eine dreidimensionale Gestalt mit einem Molekulargewicht
von 42 kDa, die Generierung einer ebenen Oberfl&che nach Belegung mit diesem Protein kann
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nicht erwartet werden. Zum anderen ist der Bindungsmodus der HRP an der Glasoberfléche
unbekannt, bei einer zufélligen Orientierung der Proteinmolekiile wirde es auch zu einer zu-
falligen Orientierung der Ni-NTA-Gruppen kommen.

7.2.1.2 LHCII-Trimere werden iiber HRP in einer Vorzugsrichtung im-
mobilisiert
In Versuchen von Tietz et al. (2001) wurde an LHCII-Monomeren in PVA ein Polarisations-
grad von 1 und an LHCII-Trimeren einer von durchschnittlich 0,4 detektiert.
Fir die LHCII-Monomere war dieses Ergebnis sehr erstaunlich, zeigt doch das Auftreten li-
nearer Polarisation normalerweise die Emission eines singuléren Dipols an. Im LHCII gibt es
jedoch mehrere besonders langwellig absorbierende Chla, von welchen eine Fluoreszenzemis-
sion potentiell mdglich ist (Connelly et al., 1997, Pieper et al., 1999).
Tietz et al. (2001) schlossen aus dem Auftreten linearer Fluoreszenzpolarisation auf die do-
minierende Fluoreszenz eines singuléren Chla. Eine Emission mehrerer Chlorophylle gleicher
Dipolorierentierung im Komplex wurde a's sehr unwahrscheinlich angesehen. Der Grund fur
die Dominanz eines einzelnen Chla wurde in einer besonders effizienten Léschung von Tri-
plettzusténden gesehen. Chlorophyll kann im angeregten Singulettzustand durch ,, Intersystem
crossing® in den Triplettzustand Ubergehen und diesen bis in den Bereich von Millisekunden
besetzen. Es kommt zum Auftreten von Phosphoreszenz, welche aufgrund der geringen Stéarke
der Lichtemission im Gegensatz zur Chlorophyllfluoreszenz einzelmolekul ar-spektroskopisch
nicht detektiert werden kann. Existiert nun ein singuldres Chla mit einem deutlich geringeren
Abstand zu einem Carotinoid als alle anderen Chlorophylle, wirde dessen Triplettzustand
durch Energietransfer auf das Carotinoid besonders effizient gel6scht. Eine Singulettanregung
des betreffenden Chla wére sehr schnell wieder mdglich und damit auch das Auftreten von
detektierbarer Fluoreszenz. Physiologisch wére eine schnelle Ldschung des Chla-Triplett-
zustands des langstwellig absorbierenden Pigments sinnvoll, besteht doch fir dieses Chloro-
phyll aufgrund der grofiten Fluoreszenzlebensdauer am starksten die Gefahr des Ubergangs in
den Triplettzustand.

Versuche dieser Arbeit mit immobilisierten LHCII-Monomeren in einer Flissigkeitszelle
konnten die Beobachtungen von Tietz et al. (2001) in Bezug auf die lineare Polarisation der
Chlorophyllfluoreszenz bestétigen. Auch hier wird von einem singuléren Chla als dominie-
rendem Fluorophor ausgegangen. Obiges Szenario einer effizienten Loschung von Triplettan-
regungszustanden wird favorisiert, wenngleich zwei weitere Moglichkeiten der Erkl&rung der
linearen Fluoreszenzpolarisation nicht aul3er acht gelassen werden dirfen (vgl. auch Tietz et
al., 2001). So kann nicht in jedem Fall eine excitonische Kopplung mehrerer Chla ausge-
schlossen werden, welche auch zur Emission von linear polarisiertem Licht fihren wirde.
Tietz et al. (2000) konnten an LH2 bei  Tieftemperaturmessungen aus diesem Grund das Auf-
treten linearer BChI-Emission detektieren (vgl. Kapitel 1.4.1). Uberlegungen von van Ame-
rongen und van Grondelle (2001) weisen zwar nicht in Richtung einer starken excitonischen
Kopplung im LHCII (vgl. Kapitel 1.2), ein letztendlicher Bewels fehlt jedoch bislang. Dartber
hinaus konnte auch eine Fluoreszenzemission durch ein singuldres Chlorophyll aufgrund eines
vollig gerichteten Energietransfers auf das betreffende Pigment erfolgen. Hinwelse auf einen
derart gerichteten Forstertransfer gibt es aufgrund der starken spektralen Uberlappung der
Chromophore nicht, ausgeschlossen werden kann aber auch diese Erklérung des linear polari-
sierten Emissionslichts nicht vollig.

Insgesamt ist aber eine besonders effiziente Ldschung von Chlorophyllitriplettzustanden das
wahrscheinlichste Szenario und wird fUr weitere Interpretationen des Energietransfers als An-
nahme verwendet.
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Die Reduktion der Fluoreszenzpolarisation in den LHCII-Trimeren wurde in den Versuchen
von Tietz et al. (2001) ausgehend von der as sehr wahrscheinlich erachteten Emission eines
singuldren Chla im Monomer mit dem Auftreten mehrerer Chla-Emitter erklart. Es wurde
eine Fluoreszenz der drei Chla-Emitter der monomeren Untereinheiten postuliert. Dazu mulite
gefordert werden, dal3 sich der Energietransfer im LHCII durch Zusammenlagerung der mo-
nomeren Untereinheiten zum Trimer nicht grundlegend anderte, also potentiell auch bel einer
trimertbergreifenden Energiedistribution die Fahigkeit der Fluoreszenz bel jedem im Mono-
mer emittierenden Chla erhalten blieb. Die Fluoreszenzemission konnte dann zu gleichen
Wahrscheinlichkeiten von jedem der drei Chla aus erfolgen. In der Literatur gibt es starke
Hinweise auf die Richtigkeit dieser Hypothese. So fuhrten Gradinaru et al. (1998) einen di-
rekten Vergleich des Trimer- und Monomerenergietransfers durch. Sie sahen kleinere Unter-
schiede im Bereich der Q,-Absorption in 77K-Messungen, fanden aber in transienten Absorp-
tionsmessungen keine wesentlichen Unterschiede in den Energietransferraten der Monomere
und Trimere. Pieper et al. (1999) fanden bei 2K darlber hinaus sogar direkte Hinweise auf
drei emittierende Chla. So detektierten die Forscher im Bereich von 678 nm drei niedrigste
Energiezustande, die moglicherweise einzelnen Chla verschiedener Monomeruntereinheiten
zugeordnet werden konnten. Die Chlorophylle schienen nur schwach mit anderen Chloro-
phyllen gekoppelt zu sein.

Eine Fluoreszenzdepolarisation im Trimer wurde daher auch fur die Versuche dieser Arbeit
gefordert und mit dem Auftreten dreier Chla-Emitter als wahrscheinlichstes Szenario begriin-
det. Bei einer Immobilisierung der rekombinanten LHCII-Trimere senkrecht zu deren Sym-
metrieebene wurde mit dem Auftreten vollig depolarisierten Lichts gerechnet. Abb. 7.1 ver-
deutlicht dies graphisch.

Abb. 7.1: Fluoreszenzpolarisation im LHCII-Trimer
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Im LHCII-Trimer geht man nach kristallographischen Untersuchungen von Kuhlbrandt et al. (1994) von
einer symmetrischen Anordnung der Monomeruntereinheiten im Trimer aus (Cs-Symmetrie). Im LHCII-
Modell ist diesin Form eines gleichseitigen Dreiecks angedeutet. Im Monomer existiert wahrscheinlich ein
dominierender Chla-Fluorophor. Dessen Dipolmoment ist zwar nicht bekannt, doch muf3 davon ausge-
gangen werden, dal3 es sich in jeder Untereinheit um das gleiche Pigment handelt, so daf3 auch die einzel-
nen Dipolmomente zueinander ein gleichseitiges Dreieck bilden (dargestellt als schwarze Doppelpfeile).
Hier wurde ein Dipolmoment willkirlich festgelegt, was aber kein EinfluR auf das Ergebnis hat. Die
grauen Pfeile stellen die detektierbaren Polarisationsrichtungen des Strahlteilerwirfels dar, ihre Lange
symbolisiert ihren Anteil an der Gesamtfluoreszenz. Im Monomer 1 wird ausschlie3lich Fluoreszenz der
Polarisationsrichtung A detektiert, in Monomer 2 und 3 sind es Anteile beider Richtungen (A und B). In
der Summeist der Anteil aus Polarisationsrichtung A und B damit gleich, d.h. beide Photodioden detek-
tieren die gleiche Fluoreszenzintensitat. Die Trimere erscheinen unpolarisiert in ihrem Emissionsverhal-
ten.
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Bei einer auf dieser Weise orientierten Immobilisation von LHCII miifdte mit einer Detektion
gleicher Fluoreszenzanteile an beiden Photodioden gerechnet werden (zum Mef3aufbau vgl.
Kapitel 3.5).

Ausgehend von diesem Postulat wurde die orientierte Immobilisierung von LHCII-Trimeren
an HRP-beschichteten Oberflachen Uberpriift (vgl. Kapitel 7.2.1.2). Ein Polarisationgrad von
0- 0,2 (vgl. Kapitel 5.2.1) entsprach den Erwartungen vollig. 72% aller LHCII-Trimere emit-
tierten unpolarisiertes Licht. Die LHCII-Immobilisation auf HRP-beschichteten Glasplatten
hatte sehr wahrscheinlich zur Orientierung der Komplexe mit ihrer Symmetrieachse senkrecht
zur Oberflache gefuhrt. Weder die dreidimensionale Struktur der HRP noch die moglicher-
weise nicht senkrecht zur Glasoberflache orientierten Ni-NTA-Gruppen hatten eine bedeuten-
den Einflu auf die Immobilisationsrichtung des LHCII. Damit ragten bei den LHCII-
Vermessungen die LHCII-N-termini in den Detergenspuffer der Flissigkeitszelle, die C-Ter-
mini interagierten Gber den , His6-tag“ mit der Ni-NTA-Oberfl&che.

In weiteren Versuchen kénnen vermutlich auch andere Komplexorientierungen durch die Va
riation der Lokalisation des , His6-tags’ im Apoprotein erreicht werden. Denkbar wére z.B.
eine Komplexdrehung um 180° durch eine LHCII-Bindung Uber den N-terminus.

Eine orientierte Immobilisierung von LHCII-Monomeren wird dagegen schwieriger zu errei-
chen sein. Im Trimer erfolgt die orientierte Immobilisation Uber drei ,, His6-tags®, die aufgrund
der C3-Symmetrie des Komplexes (vgl. Abb. 7.1) wahrscheinlich im 120° Winkel zueinander
liegen. Im Monomer erfolgt die Immobilisation des Komplexes dagegen nur Uber einen ,, His6-
tag*. Eine Variation der Komplexorientierung ist potentiell in eitnem Winkel bis zu 180°
moglich. Ein EinfUhren weiterer Histidingruppen in LHCII-Schleifenregionen konnte aber
zukUnftig die Freiheitsgrade in der Komplexbewegung deutlich einschranken.

Insgesamt wurde mit diesen Versuchen gezeigt, dald3 eine orientierte Immobilisation von
LHCII moglich ist, wenn auch nicht Uber elektrostatische Anziehungkréfte wie in anderen
Chromophorensystemen (vgl. Kapitel 1.4.1). Neben der Immobilisation mittels HRP wurde
kirzlich von Qiagen (Hilden) eine weitere Mdglichkeit zur Belegung von Oberflachen mit Ni-
NTA vorgestellt. Dabel wird eine Glasflache zunéchst silanisiert und daran anschlief3end Ni-
NTA kovaent gebunden (Adachi et al., 2000). Bei dieser Oberfl&che kann von einer senk-
rechten Orientierung der Ni-NTA-Gruppen zur Glasoberfl&che ausgegangen werden. Nutzbar
wére eine solch derivatisierte Obeflache moglicherweise, wenn es mit Hilfe der HRP nicht
gelingt, LHCII-Monomere orientiert zu immobilisieren, oder aber sich HRP fur 2K-Experi-
mente aus anderen Griinden a's ungeeignet erwelst.

7.2.2 Der Energietransferweg im LHCII-Monomer ist
nicht fest determiniert

Es konnte in alen Versuchen im LHCII-Monomer nur eine Emission von linear polarisiertem
Licht detektiert werden. Dies wurde auf die Fluoreszenz eines singularen Chla im Komplex
zurtickgefuhrt (vgl. Kapitel 7.2.1.2). Es konnte dartiber hinaus auch gezeigt werden, dafd sich
die Polarisationsrichtung des emittierten Lichts bei Raumtemperatur in distinkten Schritten
Uber die Zeit anderte. Es handelte sich dabei um kein spezifische Eigenschaft der rekombi-
nanten Komplexe, native LHCII-Monomere zeigten ein aquivalentes Polarisationsverhalten
(pers. Mitteilung von U.Gerken).

Zwei mogliche Erklérungen dieses Phdnomens sollen an dieser Stelle vorgestellt werden. Zum
einen konnte es im LHCII Uber einen Zeitraum von Sekunden bis Minuten hinweg zu einer
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Drehung des emittierenden Chla kommen. Damit wirde sich die Dipolorientierung andern
und somit auch die Polarisationsrichtung des emittierten Lichts. Die kristallographischen Da-
ten geben jedoch keine Hinweise auf die Richtigkeit dieser Hypothese. Fir Polarisations-
springe, wie sie in Abb. 5.4 dargestellt sind, waren Chlorophylldrehungen von nahezu 90°
erforderlich und das innerhalb eines Zeitraums von 60 sec. Besonders der lange Phytolrest
wiurde eine solche Pigmentbewegung in der dicht gepackten Proteinmatrix sehr erschweren.
Deshalb wurde diese Erklarungsmoglichkeit der Variation der Fluoreszenzpolarisationsrich-
tung a's sehr unwahrscheinlich erachtet. Ganz auszuschlief3en ist sie jedoch nicht, da Furuichi
et al. (2000) inihren Versuchen eine Chla-Bewegung im LHCII detektieren konnten.

Eine Drehung des gesamten Komplexes, welche notwendigerweise auch zu einer Anderung
der Chlorophyllorientierung fuhren wirde, kann nahezu ausgeschlossen werden. LHCII, im-
mobilisiert in PVA, zeigte die gleichen Polarisationsspriinge in der Emission (pers. Mitteilung
von U.Gerken) trotz der Einbettung in die Polymermatrix.

Eine zweite Moglichkeit der Interpretation der Polarisationsspriinge wird préferiert. So kénn-
ten proteindynamische Ereignisse fir eine Variation in der Polarisationsrichtung verantwort-
lich sein. Unter Proteindynamik versteht man das Phanomen, dal? selbst hoch kompakte Pro-
teinsysteme keine starre Struktur besitzen, sondern mehrere nahezu isoenergetische Konfor-
mationen einnehmen kodnnen. Solche dynamischen Prozesse wurden photoinduziert schon an
vielen Pigment-Protein-Komplexen tber eine spektrale Diffusion der Chlorophyllfluoreszenz
bei tiefen Temperaturen nachgewiesen (z.B. fur LH1 von Storkel et al., 1998; fur PSII von
den Hartog et al., 1999). Auch an LHCII wurde dieses Phénomen detektiert (Tietz et al.,
2001). So konnte in einzelmolekularen Untersuchungen bei 2K Uber einen Zeitraum von eini-
gen Sekunden eine Variation des Emissionsmaximums einzelner Komplexe von bis zu 4 nm
nachgewiesen werden. Zwischen verschiedenen Komplexen wurden Fluoreszenzspriinge bis
zu 10 nm gezeigt. Die spektrale Diffusion war abhéngig von der Anregungsleistung und der
Belichtungszeit, mufdte also photoinduziert sein. Durch die Lichtanregung kam es vermutlich
zu einer Variation in der Proteinumgebung des emittierenden Pigments, was zu einer Ver-
schiebung des Emissionsmaximums fuhrte.

Wenn solche proteindynamischen Prozesse zu einer spektralen Emissionsverschiebung fuhren
konnen, ist auch eine Veranderung der Fluoreszenzpolarisation ein wahrscheinliches Szenario.
Durch kleinere Anderungen in der Proteinkonformation konnte es zu einer starkeren Annahe-
rung eines Chla an ein Carotinoid kommen, so dal3 eine Ausléschung maoglicher Triplettzu-
stéande besonders effizient erfolgen wirde (vgl. Kapitel 7.2.1.2). Das betreffende Chla kénnte
dominierend emittieren. Nach einigen Sekunden kdnnte durch ein erneutes proteindynami-
sches Ereignis ein anderes Chla eine bessere Léschung von Triplettzustanden erfahren und
vorwiegend fluoreszieren. Die Polarisationsrichtung der Fluoreszenzemission wirde sich in
der Folge andern.

7.2.3 Im LHCII kommt es zur Fluoreszenzloschung
durch die Bildung eines sog. trap state

An LHCII-Monomeren konnte sowohl in den Experimenten von Tietz et al. (2001) in PVA
als auch in den Messungen dieser Arbeit eine Ausléschung der Chlorophyllfluoreszenz nach
einigen Sekunden der Lichtemission in einem distinkten Schritt nachgewiesen werden (vgl.
Kapitel 5.2.2). Erklart wird dieses Phdnomen am plausibelsten Uber die Generierung eines
»trap state“. Ein ,trap state” wird meist durch ein Chlorophyllderivat gebildet, welches im
angeregten Zustand einen geringeren Energiegehalt als ale dbrigen Pigmente besitzt und
strahlungslos relaxieren kann. Da der Energietransfer innerhalb des LHCII im Picosekunden-
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bereich erfolgt (vgl. Kapitel 1.2), die Fluoreszenzlebensdauer des LHCII jedoch im Nanose-
kundenbereich liegt (Schodel et al., 1998), wird bei Vorlage eines solchen ,trap state” die
gesamte Anregungsenergie auf dieses Pigment Ubertragen, die Fluoreszenzquantenausbeute
wird null. Wu et al. (1996) erkléarten das Bleichverhalten von B-Phycoerythrin auf dieselbe
Weise. B-Phyocerythin ist ein bakterielles Lichtsammlersystem und stellt ein Protein mit 34
Chromophoren dar. In Raumtemperaturmessungen wurde auch an diesem Komplex ein Blei-
chen in einem distinkten Schritt gemessen und der Bildung eines , trap state” zugeschrieben.

An LHCII-Trimeren konnte in den Versuchen dieser Arbeit in den meisten Falen dasselbe
Bleichverhalten in einem distinkten Schritt gezeigt werden. Offenbar kam es auch hier zur
Bildung eines ,trap state“. Da der Energietransfer innerhalb des gesamten Trimers immer
noch im Picosekundenbereich liegt (10-100 ps, van Amerongen und van Grondelle, 2001)
muf3 eine komplette Fluoreszenzl 6schung bei Anwesenheit eines solchen Chlorophyllderivats
gefordert werden.

Damit standen diese Versuchsresultate im Widerspruch zu den publizierten Daten von Tietz et
al. (2001). Hier war in vielen Féllen an nativen Trimeren in PVA eine Abnahme der Chloro-
phyllfluoreszenz Uber die Zeit in drei distinkten Schritten nachgewiesen worden. Man hatte
dieses Phdanomen zwar auch Uber das Auftreten von Chlorophyllderivaten erklart, forderte
aber fur diese Pigmente, dal? sie kein besonders niedriges Energieniveau im LHCII einnehmen
und damit keinen ,trap state’ bildeten. So mufdten diese Chlorophyllderivate zwar auch die
Anregungsenergie strahlungslos abgeben, doch durfte auf sie nicht die gesamte Anregungs-
energie eines Trimers Ubertragen werden. Grundlage dieser Hypothese ist das Postulat von
Gradinaru et al. (1998), dal? der Energietransfer im LHCII-Trimer zunachst im Subpicosekun-
denbereich auf der monomeren Untereinheit stattfindet und erst danach global Uber das ge-
samte Trimer erfolgt. Chlorophyllderivate, welche nicht das energetisch geringste Niveau im
Komplex einnehmen, wirden dann zwar in den Energietransfer des Monomers mit einbezo-
gen, koénnten aber nicht durch den Energietransfer einer benachbarten monomeren Unterein-
heit eine Anregung erfahren. Ein selektives Bleichen einzelner Monomere wére die Folge. Da
in den Versuchen von Tietz et al. (2001) das Auftreten linearer Polarisation vor dem letzten
Bleichschritt detektiert wurde, wie es fur LHCII-Monomere typisch ist, wurde diese Hypothe-
se von den Autoren als wahrscheinlich angesehen.

Es bleibt jedoch die Frage, warum es in den Versuchen dieser Arbeit sehr wahrscheinlich zur
Bildung von ,trap states’ im LHCII kam, diese in Experimenten von Tietz et al. (2001) je-
doch ausgeschlossen werden mufdten. Native Komplexe (aus der AG Paulsen) in PVA zeigten
auch ein einstufiges Bleichen. Eine Variation im Bleichverhalten aufgrund unterschiedlicher
M ef3bedingungen oder aufgrund der Verwendung von rekombinanten versus nativen Komple-
xen konnte damit ausgeschl ossen werden.

Native Trimere der AG Paulsen in PVA differierten damit in ihren spektroskopischen Eigen-
schaften von denen der nativen Trimere von Tietz et al. (2001, es handelte sich hierbel um
eine Préparation von Schubert, Humboldt-Universitdt Berlin). Beide Trimerisolationen wur-
den nach dem selben Protokoll hergestellt (Krupaet al., 1987). Trotzdem ist eine Variation in
der LHCII-Aufbereitung die wahrscheinlichste Ursache fur die differierenden Modi im
Bleichverhalten der Chlorophylle. Ein mdgliches Szenario, welches das unterschiedliche
Bleichverhalten erkléaren konnte, wére die Variation der eingesetzten Trimere im Kopplungs-
grad der monomeren Untereinheiten. Pieper et al. (1999) bestimmte die Kopplungsstéarke zwi-
schen den monomeren Untereinheiten mit 5 cm™. Bei einem minimalen Chlorophyllabstand
verschiedener monomerer Untereinheiten von ~20 A ist damit ein Energietransfer in der Gro-
3enordnung von 10 ps monomeribergreifend moglich (Visser et al., 1996). Nur eine deutlich
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geringere Kopplungsstérke (< 1 cm™) kénnte den Energietransfer in den Bereich von Nanose-
kunden bringen, so dal? die Fluoreszenzlebensdauer des emittierenden Chla geringer wéare as
die Energietransferzeit und damit ein Energietransfer trimertibergreifend nicht mehr erfolgen
wurde. Dazu muféte jedoch ein grofRerer raumlicher Abstand zwischen den einzelnen Unter-
einheiten gefordert werden, worauf bislang keine Hinweise gefunden wurden. Vermutlich
konnte ein direkter Vergleich der beiden Trimerpréparationen Aufschluld Gber maogliche
strukturelle Unterschiede geben. Es konnte beispielsweise auch sein, dal3 durch die beiden
Préparationen Komplexe unterschiedlicher Pigmentzusammensetzung hergestellt wurden.
Ruban et al. (1999) detektierte z.B. mit Hilfe variierender |solationsmethoden einen unter-
schiedlichen Violaxanthin-Gehalt der LHCII-Komplexe. Mdglicherweise sind noch weltere
Pigmente in ihrer Quantitidt im Komplex aufbereitungsabhéngig und kénnten zu unterschied-
lichem Chlorophyllbleichverhalten fuhren. Am ehesten wirden diese Unterschiede in Ver-
gleichsmessungen mittels Pigment-HPLC, CD- und Fluoreszenzspektroskopie zu Tage treten.
Weitere potentiell aufreinigungsabhangige Variationen kénnte der Phosphatidylglycerolgehalt
im Trimer darstellen. Hier wirde sich eine vergleichende Lipidguantifizierung anbieten.

Die Bildung eines ,trap state” war in den Versuchen dieser Arbeit haufig reversibel. Entspre-
chende Experimente wurden an LHCII-Trimeren durchgeftihrt (vgl. Kapitel 5.2.2). Nach -
nem Chlorophyllbleichen in einem distinkten Schritt kam es einige Sekunden spéter zu einem
Wiederanstieg der Fluoreszenz in ebenso abrupter Weise. Eine mogliche Erklarung dieses
auch als ,random telegraph“-Signal bekannten Phé&nomens ist das Auftreten von reversiblen
»trap states’. Bopp et al. (1997) entdeckten dhnliches an LH2-Komplexen. Hier kam es in
zwei Dritteln aler Falle zu einem reversiblen Bleichen der Komplexe. Bopp et al. (1997) dis-
kutierten in diesem Zusammenhang die Ausbildung von Bakteriochlorophyll-Radikalkationen
als mogliche Chromophorderivate, die as ,trap state® fungieren konnten. Annihilationspro-
zesse wirden aber in gleicher Weise die Beobachtungen erklaren. So kénnten beispielsweise
angeregte Bakteriochlorophyllsingulettzusténde durch Carotinoidtriplettzustande ausgel 6scht
werden.

Fir die LHCII-Trimere konnten die Postulate von Bopp et al. (1997) in gleicher Welse gelten,
eine eindeutige Erkl&rung der Herkunft der , trap states” ist jedoch noch offen.

7.2.4 Zukinftige einzelmolekulare Fragestellungen
am LHCII

Nachdem es in dieser Arbeit gelungen ist, LHCII orientiert zu immobilisieren und dartber
hinaus auch neue Einblicke in komplexinterne Energietransferprozesse gewonnen werden
konnten, schlief3en sich einige Fragestellungen fur die Zukunft an.

So kdnnten die Energietransferprozesse in den biomimetischen Modellen in dhnlicher Weise
naher charakterisiert werden, wie es Ishii et al. (1999) an Cyaninfarbstoff-markierten Tro-
pomyosin-Molekilen getan hat. Stellt beispielsweise eine Energietransfereffizienz von Chla
auf BTI von 70% einen Durchschnittswert in der Population dar oder haben alle Komplexe die
selbe Transfereffizienz? Rickschliisse auf mdgliche Konformationszustande des N-ter minus
konnten hieraus gezogen werden. Ahnliche Informationen koénnten auch die LHCII-IRD38-
Konstrukte geben. So konnte IRD38 selektiv angeregt und am immobilisierten Komplex die
Fluoreszenzpolariation des Farbstoffs Uber die Zeit analysiert werden. Der Grad der Beweg-
lichkeit des N-terminus wére auf diese Weise erforschbar. Erste Versuche wurden bereits
durchgefihrt, zeigten aber eine hohe Photosensibilitét von IRD38. Schon nach wenigen Se-
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kunden trat ein irreversibles Bleichen auf. Mdglicherweise missen daher andere LHCII-
Farbstoff-K onstrukte zur Bearbeitung dieser Fragestellung eingesetzt werden.

Gelingt es jedoch, ein geeignetes LHCII-Farbstoff-System zu finden, wéren Uber den N-ter-
minus hinaus weitere Beitrage zur Determinierung der Proteinstruktur moglich. So kénnte die
Beweglichkeit aller Schleifenregionen Uberprift bzw. unterschiedliche Schleifenkonformere
Uber variierende Energietransfereffizienzen von Chla auf, an diese Proteindoméanen gekop-
pelte, Farbstoffe untersucht werden.

Eine sehr elementare Fragestellung konnte auch in ndherer Zukunft bearbeitet werden, die
Frage nach den Ubergangsdipolmomenten der Chlorophylle im LHCII. Angestrebt sind hier-
fur 2K-Excitationsspektren mit immobilisierten Monomeren und LHCII-Farbstoff-K onstruk-
ten. Es wird hierfir zunachst notwendig sein, die orientierte Immobilisation der Monomere in
ahnlicher Weise wie flr die Trimere zu determinieren (vgl. 7.2.1.2).

Bei 2K sollte es darauffolgend moglich sein, die Beitrége einzelner Chlorophylle zur langwel-
ligsten Chlorophyllfluoreszenz in singuldren Komplexen zu entschliisseln. Aussagen Uber die
Orientierung der Pigmente wirden Uber die selektive Excitationen der Chlorophylle mit Licht
unterschiedlicher Polarisationsrichtungen maoglich. LHCII-Farbstoff-Konstrukte kénnten in
diesem Zusammenhang dazu dienen, die Ubergangsdipolmomente der langstwellig absorbie-
renden Chla zu entschltsseln. In LHCII-Excitationsspektren wirde die Fluoreszenzdetektion
bei eben diesen Chlorophyllen erfolgen, eine selektive Excitation dieser Pigmente wére
schwierig. In den LHCII-Farbstoff-K onstrukten dagegen konnte die Fluoreszenzdetektion in
der Farbstoffbande erfolgen, die Dipolmomente der langstwellig absorbierenden Chla wéren
erforschbar. Erforderlich wére hierfir ein sehr effizienter Energietransfer von den Chloro-
phyllen auf den Farbstoff. LHCII-BTI-Konstrukte konnten daher mdglicherweise genutzt wer-
den.

Um die so entschlUisselten Dipolmomente dann auch raumlich den verschiedenen Pigmenten
zuzuordnen, werden 2K -Excitationsspektren mit Punktmutanten erforderlich sein (vgl. Kapitel
1.1.2). Geht durch die Punktmutation eine Pigmentbindestelle verloren, kdnnte tber den Aus-
fall einer Excitationsbande das Dipolmoment eines definierten Chlorophylls bestimmt wer-
den. Vermutlich wird aber eine Entschltisselung der Dipolmomente nur in einer Kombination
vieler spektroskopischen Untersuchungen an Punktmutanten méglich sein, da bislang in den
wenigsten Falen ein Aminosaureaustausch auf dem Protein zur Deletion einer singuléren
Pigmentbindestelle geftihrt hat. Meistens kam es zum Verlust mehrerer Pigmente (vgl. Yang
et al., 1999).
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7.3 Studien zur technischen Nutzbarkeit der Licht-
sammeleffizienz von LHCII

Es wurden in dieser Arbeit erste Studien zur technischen Nutzbarkeit der Lichtsammeleffi-
zienz des LHCII durchgefiihrt. Angestrebt wurde eine Verwendung der absorbierten Licht-
energie zur Stromgewinnung. Daher bestand das vorrangige Ziel darin, LHCII auf der Halb-
leitermatrix TiO, einer Grétzelzelle (vgl. Kapitel 1.4.2) zu immobilisieren. Der Lichtsamm-
lerkomplex sollte der Lichtabsorption und mdglicherweise auch der Elektroneninjektion in
das Leitungsband des Halbleiters dienen. Es sollte besonders die hochgeordnete, dreidimen-
sionale Anordnung der Chromophore in der Proteinmatrix genutzt werden, um die Sonnen-
energie zu einen hohen Prozentsatz absorbieren und fur eine Ladungstrennung nutzen zu kon-
nen.

Dazu wurde LHCII aus Lhcb-1 riickgefaltet, Uber einer HAP-Saule von SDS gereinigt und
nach weiteren Waschschritten auf TiO, immobilisiert.

7.3.1 HAP interagiert iiber ionische Wechsel-
wirkungen mit LHCII

Um eine effiziente Bindung von LHCII an TiO, zu ermoglichen, wurden die Komplexe auf
einer HAP-Saule von SDS gereinigt (vgl. auch Kapitel 7.3.2). Es zeigte sich, dal3 LHCII der
Proteinmutante Lys6 deutlich besser auf der HAP-Matrix immobilisierte als das Wildtyppro-
tein. Da sich beide Proteinvarianten im wesentlichen nur tber eine N-proximale Haufung von
sechs Lysinen unterschieden (vgl. Kapitel 2.3), wurde eine Proteinimmobilisation an HAP
Uber diese AS gefolgert.

Wie schon in Kapitel 6.2 beschrieben, gibt es generell zwel M 6glichkeiten der Proteinbindung
an HAP, zum einen werden ionische Wechselwirkungen zwischen Protein-Aminogruppen und
HA P-Phosphatgruppen daftr verantwortlich gemacht, zum anderen kénnen auch die Protein-
Carboxylgruppen von den HAP-Ca*-lonen komplexiert werden (Lottspeich und Zorbas,
1998).

LHCII mufte nach obigen Ergebnissen im wesentlichen Uber ionische Wechselwirkungen mit
HAP interagiert haben. Die An- oder Abwesenheit von sechs Lysinen hétte keinen direkten
Einflui® auf eine mogliche Proteinkomplexierung Uber Carboxylgruppen gehabt. Komplexbil-
dungen koénnen damit zwar als zusétzliche Méglichkeit einer Interaktion nicht ausgeschlossen
werden, spielen aber eine untergeordnete Rolle. Eine Immoblisation von LHCII des Wildtyp-
proteins hétte sonst mit grofderer Effizienz erfolgen missen.

Gleiche Ergebnisse wurden auch von Aizawa et al. (1998) fur eine Lysozymbindung an HAP
gefunden. In Versuchen dieser Publikation wurden Proteinmutanten mit AS-Austauschen von
Lysin oder Arginin gegen Alanin hergestellt und an HAP immobilisiert. In den meisten Féllen
wurde durch den Wegfall einer Aminogruppe die HAP-Bindung verringert. Damit konnte
gezeigt werden, dal3 die Proteinimmobilisation durch Aminogruppen in starkem Male gefor-
dert wird.

Fur weitere LHCII-Immobilisationen an TiO, bleibt zu untersuchen, ob eine SDS
Abreicherung des rekonstituierten Komplex Uber eine HAP-Saule auch mit anderen Protein-
mutanten erfolgen kann. Moglicherweise reicht auch die Basizitét des , His6-tags® zu einer
effizienten Interaktion mit den HAP-Phosphatgruppen aus, so dal3 mehrere schon in der AG
Paulsen etablierte Mutanten fir derartige Versuche genutzt werden konnten.
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7.3.2 LHCII bindet als intakter Komplex an TiO,

Erste erfolgreiche Versuche zur Proteinimmobilisation an TiO, wurden von J.Durrant, durch-
gefuhrt (Topoglidis et al., 2000). Ihm gelang beispielsweise die Bindung eines Fe-Cytochroms
an die Halbleitermatrix. Er konnte sogar eine elektrische Interaktion des Cytochroms mit TiO,
detektieren. Nach Anlegen einer Spannung wurde eine Anderung des Redoxzustands des Ei-
senzentralatoms der prostetischen Gruppe nachgewiesen.

Alle bislang von J.Durrant untersuchten Proteinbindungen an den Halbleiter erfolgten jedoch
mit [6slichem Protein, weshalb der Einflul3 von Detergentien von ihm nicht erforscht wurde.
Detergentien stellten in den Versuchen dieser Arbeit einen wesentlichen Unsicherheitsfaktor
beziiglich einer erfolgreichen Protein-Immobilisation auf TiO, dar. Eine Bindung von Mem-
branproteinen auf den Halbleiter war bis dato noch nicht nachgewiesen worden.

Erste Versuche mit LHCII machten deutlich, dal3 die Anwesenheit negativer Ladungen am
Protein, seien sie bedingt durch eine Farbstoffkopplung (Cy5.5 mit vier Sulfonylgruppen) oder
durch Anwesenheit des anionischen Detergens SDS, die Proteinbindung an den Halbleiter
stark herabsetzten. Dieser Befund war konsistent mit der Vermutung Topoglidis (1998), daf3
Proteine vermutlich durch elektrostatische Interaktionen Uber die positiv geladenen Lysin-
oder/und Argininreste an TiO, binden. Die Anwesenheit der negativen Gruppen von Farbstoff
oder Detergens wirkte offenbar im Versuch inhibitorisch auf die Immobilisation (vgl. dazu
Kapitel 7.3.3).

Nach SDS-Abreicherung Uber eine HAP-Saule gelang am unmarkierten LHCII eine Bindung
an TiO,. Versuche zur Komplexstabilitdt bewiesen dabei die Intaktheit des immobilisierten
LHCII Uber einen effizienten komplexinternen Energietransfer von Chib nach Chla (vgl. Ka-
pitel 6.3.2).

Erste Quantifizierungen der an TiO, gebundenen LHCII-Menge zeigten Beladungsdichten von
0,03 nmol/cm?® (beobachtet an TiO,-beschichteten Objekttragern). Rechnet man, bedingt
durch die Porositét der TiO,-Matrix, eine Oberfl&chenvergréf3erung um den Faktor 1000 ein,
bedeutete dies ein Platzangebot von ca. 5500 nm? pro LHCII-Molekil (vgl. Kapitel 1.4.2).
Der Faktor zur Oberflachenvergréfderung ergab sich als Mittelwert aus den Experimenten von
O’'Regan und Grétzel (1991) und Kay und Grétzel (1993) zur maximal erreichbaren Farb-
stoffbelegung des Halbleiters. So wurde in einem Fall an 15 nm grof3en, kugelférmigen TiO,-
Partikeln einer 10 um dicken Halbleiterbeschichtung tber die gebundene Farbstoffmenge pro
Flacheneinheit eine Oberflachenvergréf3erung um 780 ermittelt. Im zweiten Fall wurde eine
VergrofRerung um den Faktor 1100 an 25 nm grofRen Partikeln bel einer 12 um grof3en
Schichtdicke gemessen.

Rein rechnerisch wéaren bel gleicher Halbleiterschichtdicke Oberflachenvergréf3erungen bis
zum Faktor 2000 mdoglich. Vermutlich konnte in den Versuchen obiger Forscher der Farbstoff
nicht in alle Poren eindringen und damit nicht an der gesamten TiO,-Oberfl&che immobilisie-
ren. Poren, die aufgrund ihrer geringen Grofe fur den Farbstoff unzuganglich waren, kommen
auch fur eine LHCII-Bindung nicht in Frage. Eine Immobilisierung des Proteins in diese Po-
ren ist unwahrscheinlich und damit die rechnerisch mdgliche Oberflachenvergrof3erung nicht
als Grundlage zur Bestimmung der maximal méglichen Belegungsdichte zu verwenden.

TiO,-beschichtete I TO-Glasplatten zeigten eine Uber 5-fach stérkere Bindung von LHCII als
TiO,-beschichtete Objekttrager. Mindestens 0,15 nmol LHCII konnten hier auf 1 cm? immo-
bilisiert werden, was einem Platzangebot von ~1000 nm? pro LHCII-Molekiil entsprach. Die
Ursache fir diese dichtere Belegung muf3te mit der SnO,-Beschichtung der Glasplatte in Ver-
bindung stehen, da dies die einzige Variation im Versuchsablauf darstellte. M6glicherweise
beeinfluf3te die Glasoberflache die Ausbildung der portsen TiO-Matrix in guinstiger Weise.
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Mit diesem Versuch konnte auch gezeigt werden, dal3 LHCII-Molekile in die porose Matrix
des Halbleiters hinein diffundierten. Bei einer reinen Protein-Immobilisation auf der obersten
TiO,-Schicht hétte es sonst zu einer Bindung von einem Komplex pro nm? kommen miissen,
was bei einem Flachenbedarf des LHCII-Monomers von ca. 11,5 nm? (bei Aufsicht auf die
Thylakoidmembran, abgleitet aus Kuhlbrandt et al., 1994) als sehr unwahrscheinlich erachtet
wurde.

Kay und Grétzel (1993) und weltere Forscher erreichten mit verschiedenen Farbstoffen eine
deutlich hohere Belegungsdichte auf TiO, (bis zu ca einem Molekill pro nm?). Durch die
Oberflachenvergroferung des TiO, entsprachen dies ca. 100 nmol Farbstoff pro cm?. Auch
Topoglidis et al. (2000) gelang mit 16slichem Protein eine deutlich dichtere Belegung der
Halbleitermatrix asin den Versuchen dieser Arbeit mit dem LHCII. So konnte eine Immobi-
lisation von 19 nmol Fe-Cytochrom in die porése Anatasstruktur einer 8 um dicken TiO-
Schicht einer Flache von 1 cm? nachgewiesen werden. Die geringere Belegung im Vergleich
mit den Farbstoffen wurde hier zum einem auf die geringere Schichtdicke des Halbleiters (in
den Farbstoffversuchen 10 - 12 pm) und zum anderen auf den groferen Platzbedarf der Pro-
teine zuriickgefhrt. Fiir Fe-Cytochrom wurde ein Flachenbedarf von 7 nm? angenommen.

Aufgrund obiger Ergebnisse wurde auch fur den LHCII die Erreichbarkeit einer groferen Bin-
dung an die TiO,-Matrix angenommen. So kdnnte bei einer Oberfl&chenvergréf3erung um den
Faktor 1000 sowie einem Flachenbedarf des LHCII-Monomers von ungefahr 11,5 nm? eine
Steigerung des Immobilisierungsgrads um den Faktor 100 mdglich sein. Die Bindung einer
Proteinmenge von ~14 nmol/cm? ware damit theoretisch erreichbar.

Diese Proteinmenge lage dann in der gleichen Groflenordnung wie die zu erwartende Stoff-
menge an LHCII-Monomer pro Blattflache einer Pflanze. Kapitel 9.1 zeigt die theoretischen
Uberlegungen, die zu der Annahme einer LHCII-Menge von ~6-60 nmol/cm? fiihrten. Im
praktischen Experiment an Erbsen wurden zwar nur ~1,5 nmol LHCII/cm? detektiert, doch
handelte es sich hierbei auch um erst 10 Tage alte Pflanzen mit noch nicht vollstandig ausge-
wachsenen Bléattern.

Insgesamt konnte also in einer Solarzelle nach M.Grétzel eine dhnlich grol3e Oberflachenver-
grolerung zur Absorption der Lichtenergie erreicht werden wie im natlrlichen System der
Pflanze.

Vermutlich wird diese hohe Belegungsdichte des Halbleiters mit LHCII nur Gber die Modifi-
kation der Detergensumgebung erreicht werden konnen. Es mul3 getestet werden, welchen
Einflu’ ungeladene Detergentien wie Triton, OG, LM 0.4 auf das Bindungsverhalten des
Proteins haben. Je nach Grole der Detergensmizelle kann von einem mehr oder weniger gro-
Ren Platzbedarf des LHCII-Molekiils tiber 11,5 nm? hinaus ausgegangen werden. Detergentien
mit einer kleinen Aggregationszahl konnten hier moglicherweise auch zur Bildung kleinerer
LHCII-Detergens-Einheiten fihren und damit den Platzbedarf des Komplexes reduzieren.
Auch ein Eindringen der Komplexe in Poren kleineren Durchmessers kénnte auf diese Weise
erreicht werden.

AulRerdem konnte die tatséchliche Oberflachenvergroferung bei den mit TiO, beschichteten
Glasplatten bestimmt und moglicherweise Uber die Wahl unterschiedlich grof3er TiO, Partikel
optimiert werden (nach der Methode von O’ Regan und Grétzel, 1991 und Kay und Grétzel,
1993).

Dartber hinaus konnten auch mehrere LHCII-Komplexe zu Ubergeordneten Strukturen zu-
sammengel agert werden ahnlich ihrem Vorliegen in der Thylakoidmembran. Eine monomole-
kulare Bindung der Komplexe an TiO, wird nicht notwendig sein, da ein Energietransfer zwi-
schen den einzelnen LHCII-Molekilen mit hoher Effizienz stattfindet und damit die Lichtab-
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sorption von Komplexen ohne direkte Interaktion mit TiO, potentiell zu einer Elektronenin-
jektion in das Leitungsband des Halbleiters fuhren kann (vgl. Kapitel 7.3.4).

7.3.3 Die TiO,-Oberflache triagt in wafriger Umgebung
keine positiven Ladungen

Wiein Kapitel 7.3.2 schon angedeutet, konnte eine effiziente Bindung von LHCII an TiO, nur
in Abwesenheit von SDS erfolgen. Es gab zwei mogliche Erklarungen hierfir. Zum einen
konnte das Detergens alle potentiellen Bindungsstellen an der positiv geladenen Halbleiter-
matrix besetzt haben, so dal3 nachfolgend keine Bindung des LHCII an die Oberflache mog-
lich war. Zum andern konnte die Halbleiteroberflache eine negative Ladung tragen und
LHCII-Molekule, umhtllt von einer SDS-haltigen Detergensmizelle, abstol3en.

Im folgenden werden beide Erklarungsmdglichkeiten beleuchtet.

Die meisten Versuche zur Immobilisation von Farbstoffen auf TiO, deuteten auf eine Interak-
tion des ,, Sensitizers* lber negative Ladungen mit einer positiv geladenen TiO,-Oberflache
hin und sprachen daher fir die erste Erklarungsmdglichkeit.

So zeigten Wang et al. (2000) an Hemicyaninen, dal3 eine Immobilisation an TiO, nur in An-
wesenheit von Sulfonylgruppen moglich war. Hemicyanine ohne diese funktionelle Gruppe
zeigten nahezu keine Bindung an den Halbleiter.

Ahnliches wurde von Hagfeldt und Grétzel (2000) beschrieben. Ihnen gelang die Immobilisa-
tion von Ru-Komplexen mit Namen N3 (vgl. Tabelle 1, Kapitel 1.4.2) Uber farbstoffgebunde-
ne Carboxylgruppen. Am wahrscheinlichsten erachteten sie eine Bindung des N3 Uber zwel
seiner vier Carboxylgruppen, wobei jede COO-Gruppe entweder mit einem Ti** ionisch inte-
ragieren oder aber mit an TiO, adsorbierten Hydroxylgruppen eine Wasserstoffbrtckenbin-
dung eingehen sollte.

Ubereinstimmende Ergebnisse erreichten Kay und Gratzel (1993) mit Chorophyllderivaten.
So gelang ihnen keine nennenswerte K opplung von Chla und Ph&ophytin aan TiO,, wohl aber
eine effiziente Bindung von Phéophorbid a, einem Phdophytin a-Derivat mit einer freien Car-
boxylgruppe an Stelle des Phytolrests. Auch sie postulierten, dal’3 eine Pigmentbindung nur in
Anwesenheit negativer Ladungen erfolgen kann. Die Ladungen sollen mit der positiv gelade-
nen Halbleiteroberfl&che interagieren.

Im Gegensatz zu diesen Experimenten konnte in der vorliegenden Arbeit eine sehr gute Im-
mobilisierung von Chla an TiO, gezeigt werden. Allerdings fanden diese Versuche in einer
wal¥rigen Umgebung mit einem ungeladenen Detergens statt, wogegen die oben zitierten Ver-
suche in einer organischen Losungsmittelatmosphére durchgefiihrt worden waren. Offenbar
spielte die An- oder Abwesenheit von Wasser bei der Molekilimmobilisation am Halbleiter
eine entscheidende Rolle.

Diesen Verdacht erhérteten Versuche von Lion (2001). So gelang ihm auf identischen Halb-
leiteroberflachen keine Immobilisation des vierfach negativ geladenen Cyaninfarbstoffs Cy5.5
bei Aufbringung in wéldriger Umgebung, wohl aber in ethanolischer Umgebung. Dies flhrte
zu dem Schlul3, dal3 eine Veranderung der exponierten Ladungen am TiO, umgebungsabhan-
gig stattfinden muf3.

Damit wurde ausgeschlossen, dal3 der Verlust der LHCII-Bindung an dem Halbleiter durch
eine SDS-Belegung der TiO,-Matrix erklart werden kann. Wenn SDS aufgrund seiner negati-
ven Ladungen mit der positiven Halbleiteroberfldche interagieren wirde, wére auch in den
Versuchen von Lion ene effiziente Bindung von Cy5.5 in wal¥iger Umgebung mdéglich ge-
wesen. Diese Erklarungsmdglichkeit der unzureichenden LHCII-Bindung an TiO, in Anwe-
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senheit von SDS wurde daher falen gelassen. Sie hétte zudem nicht erklart, warum auch
LHCII-Cy5.5 schlechter an TiO, immobilisierte als LHCII. Bel einer Besetzung der Bin-
dungspldtze am Halbleiter durch den Farbstoff wéare es zwangdaufig auch zur LHCII-
Immobilisierung gekommen.

Ob es verursacht durch die waldrige Umgebung zu einer Maskierung der positiven Ladung der
TiO,-Oberfléache kam oder ob sogar eine Ladungsumkehr erfolgte, konnte nicht abschlief3end
determiniert werden. Die Befunde von Weidmann et al. (1999) kénnen in beide Richtungen
gedeutet werden. So fiuhrten die Forscher einige Untersuchungen zur Wasserbindung an der
Halbleitermatrix durch. Sie wiesen darauf hin, dal3 es sich um en sehr hydrophiles Materidl
handelt, welches an Luft Wasser physikalisch anlagern, es aber auch chemisch in Form von
Hydroxylionen binden kann. Sie zeigten, dal3 man das physikalisch gebundene Wasser durch
ein kurzes Erhitzen der Halbleiterschicht auf 100°C entfernen kann, dann aber die Hydroxyl-
ionen noch immer an der TiO,-Oberflache verbleiben. Sie zeigten weiterhin, dal? diese ver-
bleibenden Hydroxylionen die Energiekonversionsrate nicht beeintréchtigen, sie mal3en sogar
eine leichte Steigerungen der elektrischen Leistung photovoltaischer Zelle mit Halbleitern
dieser Art.

Aus den genannten Untersuchungen wurde gefolgert, dal3 bel Anwesenheit von Wasser die
TiO,-Oberflache hydratisiert vorliegt und Ti**-lonen zusétzlich durch Hydroxylionen abge-
schirmt werden. Ein Verlust der exponierten positiven Ladung ergibt sich hieraus folgerichtig.
Eine Exposition negativer Ladungen kann zwar hieraus nicht zwingend geschlossen werden,
wird aber aufgrund der Experimente mit Cy5.5 (Lion, 2001) sowie den eigenen Versuchen mit
LHCII in An- und Abwesenheit von SDS a's wahrscheinlich erachtet. Ein reiner Ladungsver-
lust an Stelle elner Ladungsumkehr hétte nicht zwangdaufig zum Verlust der SDS- bzw.
Farbstoffbindung an TiO, fihren missen.

Endgultig konnte dieses Phénomen in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht erklért werden.
Bei Vorlage einer negativ geladenen TiO,-Oberfl&che hétte auch eine starkere Bindung von
LHCII des Klons Lys6 gegeniber dem Wildtypprotein gefordert werden kénnen, was sich
aber experimentell nicht bestétigte.

Zwel mogliche Erklarungen gabe es hierfir. So hétte die Lys6-Domane wenig nach auf3en
exponiert und damit fur eine Interaktion mit der Halbleitermatrix eine schlechte Zuganglich-
keit zeigen kdnnen. Untersuchungen von Huschenbett (2001) zeigten Ubereinstimmend mit
dieser Argumentation eine schlechte Farbstoff-Markierbarkeit des Protein-N-terminus im ge-
falteten Protein. Dem entgegen standen jedoch die eigenen Versuche zur SDS-Abreicherung
auf der HAP-Saule. Hier hatten die sechs zusétzlichen positiven Ladungen der Lys6-Mutante
einen bedeutenden Einflul? auf die Matrixbindung, weshalb diese Erklarung fur die nicht er-
hohte Bindung von Lys6-LHCII an TiO, als unwahrscheinlich erachtet wurde.

Andererseits ist Uber die Art der Proteinbindung an TiO, so gut wie nichts bekannt. Es ist
durchaus moglich, dal3 nur bestimmte Proteindoméanen fur die Interaktion mit dem Halbleiter
verantwortlich sind und sich die Abfolge der sechs Lysine an einer fir die Bindung unrele-
vanten Stelle befindet.

Zusammenfassend konnte der Verlust der positiven Ladung der TiO,-Oberflache in Wasser
gezeigt werden, eine Ladungsumkehr bleibt jedoch nur ein wahrscheinliches Szenario.
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7.3.4 LHCII ist kein Elektroneninjektor, aber als Teil
eines biomimetischen Modells ein potentieller
Sensitizer

Wenngleich es einer weiteren Optimierung bedarf, konnte in dieser Arbeit eine Immobilisa
tion von LHCII in nicht unerheblichem Mal} erreicht werden. Eine direkte photovoltaische
Nutzung der von den Lichtsammelkomplexen absorbierten Lichtenergie scheiterte dagegen.
Der Nachweis einer Elektroneninjektion von den Protein gebundenen Chlorophyllen in das
L eitungsband des Halbleiters konnte nicht erbracht werden. Offenbar kann Chlades LHCII im
Gegensatz zu seiner Funktion im ,,special pair® des Reaktionszentrums keine Elektronen ab-
geben.

In weitergehenden Versuchen wird sich zeigen, ob die Lichtsasmmeleffizienz von LHCII Gber
die Kopplung eines Energieakzeptors und Elektroneninjektors trotzdem photovoltaisch nutz-
bar gemacht werden kann. Wie in Kapitel 4.2.4.3 beschrieben, gelang es in Versuchen dieser
Arbeit, die vom LHCII absorbierte Lichtenergie zu einem hohen Prozentsatz auf Maleimido-
BTI zu Ubertragen. Besal?e dieser Farbstoff im angeregten Zustand ein so stark negatives Re-
doxpotential, dal3 er die vom LHCII erhaltene Lichtenergie zur Elektroneninjektion in das
Leitungsband von TiO, verwenden konnte, wéare die von LHCII absorbierte Lichtenergie
photovoltaisch nutzbar.

Erste Hinweise auf eine Elektroneninjektion hat man fir die, ebenso wie das Maleimido-BTl,
zur Gruppe der Rylene gehorenden Perylenfarbstoffe gefunden. Ferrere et al. (1997) wiesen
zwar fur ein Perylenderivat nur eine geringe Elektroneninjektion in TiO, nach (StromflUsse in
der GréRenordnung von nur 100 pA/cm? konnten gemessen werden), erreichten aber eine
Verbesserung des Stromflusses um den Faktor 100 bei Verwendung von SnO, as Halbleiter-
material.

SnO, besitzt im Leitungsband ein um 0,5 V geringer negatives Redoxpotential as TiO,. Das
bedeutet, dal? auch der Elektroneninjektor im angeregten Zustand ein weniger negatives Re-
doxpotential benttigt, um seine Elektonen an den Halbleiter abzugeben. Fur das verwendete
Perylen erhdhte sich in den Versuchen mit der Modifikation der Halbleitermatrix entschei-
dend das Redoxpotentialgefélle und erleichterte das Zustandekommen des Stromflusses. Da
aber aufgrund des geringen negativen Redoxpotentials des L eitungsbands in SnO, der ,, Quasi-
Fermi-Level“ auch geringer negativ war (vgl. Kapitel 1.4.2), konnten per se im Vergleich mit
TiO, nur geringere Photospannungen abgegriffen werden.

Ein moglicher Ausweg um hohe Stromfllsse und abgreifbare Spannungen zu erreichen,
konnte die Wahl von TiO, der Rutilstruktur darstellen. TiO, dieser Konformation entsteht
durch einen Sinterprozef3 von Uber 500°C (G. Kirsten, Diplomarbeit in der AG Breuer, physi-
kalische Chemie der Universitét des Saarlands, http://www-hb.pc.uni-sh.de/~guki0000/chemie/diplom/
index.ntml; flr die Anatasstruktur sind nur 450°C notwendig). Das Redoxpotential im Rutil
liegt nur um 0,2 V niedriger as das im Anatas, die Verminderung der maximal abgreifbaren
Spannung wére daher geringer als bel der Verwendung einer SnO,-Matrix.

Dal3 in die Poren der Rutilstruktur pro Flacheneinheit 35% weniger Farbstoff einlagerbar ist
asindie des Anatas (Park et al., 2000), konnte fur Versuche mit dem LHCII einen nur gerin-
gen Verlust darstellen, da das Proteingertst 14 Chlorophyll hoch koordinativ bindet und damit
selbst eine weitere Oberfl&chenvergrol3erung darstellt. Diese koordinative Anordnung der
Chromophore stellt einen wesentlichen Vortell gegentiber den sonst verwendeten Pigment-
systemen dar, die in viel grélerem Mal3e auf Matrix bedingte Oberflachenvergréi3erungen
angewiesen sind. Neben den in Kapitel 1.4.2 vorgestellten Kostenvorteilen einer photovol-
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taischen Zelle unter Lichtabsorption von LHCII konnte gerade die zusétzliche Oberflachen-
vergrofRerung durch die Aufbringung dreidimensionaler Pigment-Protein-Strukturen einen
entscheidenden Vorteil darstellen und mdglicherweise auch die Wahl anderer Halbleiter-
strukturen geringerer Porositét ermoglichen.

Neben Farbstoffen der Rylengruppe eignen sich potentiell auch Cyaninfarbstoffe fir Versuche
zur Elektroneninjektion. Der nicht zu unterschdtzende Vortell der erst genannten liegt jedoch
in ihrer extremen Lichtstabilitét (cf. Quante et al., 1995), welche sie auch fir langere photo-
voltaische Nutzungen auszeichnen wiirde. Von einem guten ,, Sensitizer* wird ein Uberdauern
von 10® Redoxzyklen erwartet, was in der Solartechnik einer Lebensdauer von 20 Jahren ent-
spricht.

Bidlang ist jedoch die Wahl eines geeigneten Farbstoffsensitizers noch zufallsbehaftet. Die
genauen Anforderungen an den Farbstoff konnten noch nicht ermittelt werden, weshalb esim
Versuch immer zu testen sein wird, ob eine erfolgreiche Energiekonversion erreichbar ist. So
ist es z.B. unerklérlich, warum Anthocyane so geringe Energiekonversionen zeigen, obwonhl
die Elektroneninjektion in das Halbleiterleitungsband als sehr effizient bestimmt wurde
(Cherepy et al., 1997). Vermindern hier Rekombinationsprozesse oder Farbstoffaggregationen
die photovoltaische Ausbeute (vgl. Kapitel 7.3.5)?

7.3.5 Langerfristige Erhohung der Energiekonversion
in einer Gratzelzelle mit einem biomimetischen
Modell aus LHCII und Farbstoff-Elektronen-
injektor als Sensitizer

Neben der schon in Kapitel 7.3.4 dargestellten Optimierung der Energiekonversion durch Va
riation der Halbleitermatrix (Anatas- versus Rutilstruktur, SnO,), sind in der Vergangenheit
von einigen Forschern andere Mdglichkeiten zur Steigerung der photovoltaischen Effizienz
gefunden worden. Sie sollen hier as Ausblick auf zukinftige Versuche mit der Grétzelzelle
dargestellt werden.

Ein Augenmerk wird auf einer effizienten Vermeidung des Dunkelstroms liegen. Unter dem
Dunkelstrom versteht man die Rekombination der in das Leitungsband injizierten Elektronen
mit dem Elektrolyten. Wahrend sich Ladungsrekombinationen von Elektronen des Leitungs-
bands mit den verbleibenden Farbstoffkationen in zeitaufgel 6sten Messungen als vernachlas-
sigbar herausgestellt haben (vgl. Kapitel 1.4.2), mindert die hier genannte Rekombination die
photovoltaische Leistung der Zelle deutlich. Nazeeruddin et al.(1993) und Huang et al. (1997)
setzten daher 4-tert-Butylpyridin in ihren Versuchen ein. 4-tert-Butylpyridin und Poly(2-
vinylpyridin) reduzierten die Elektronenrekombination um 1 - 2 Gréfenordnungen. Die Ener-
giekonversion wurde dadurch um 29% erhoht. Deng et al. (1997) verminderten das selbe Ph&
nomen durch Adsorption einer 300 nm diinnen, dicht gepackten TiO,-Schicht auf der Glas-
oberfléche vor Aufbringung der pordsen, farbstoffbeladenen TiO,-Schicht.

Andere Modifikationen der Halbleitermatrix wurden beispielsweise von Wang et al. (2001)
beschrieben und dienten der Erhéhung der Elektronendichte im TiO,-Letungsband. So malien
se eine  Zunahme der Energiekonversion um 27,3% nach ZnO-Beschichtung der TiO,-
Partikel.

Eine sehr interessante Substanz, die in jedem Fall Beachtung erfahren sollte, ist dartiber hin-
aus Desoxycholsaure (DOC). So mal3en bislang einige Autoren erhdhte Energiekonversions-
raten bei Zusatz dieses Agens. Kay und Grétzel (1993) gaben dafir drei mogliche Ursachen
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an. So konnte DOC selbst an den Halbleiter binden und eine gleichmaliigere Farbstoffvertel -
lung auf der porésen Oberflache bewirken. Ohne DOC kénnten bel ungentigender Farbstoff-
zufuhr glasnahe Halbleiterbereiche nicht besetzt werden und damit isolierend wirken. Zudem
wurde von den Forschern eine Verminderung des negativen Redoxpotentials des Leitungs-
bands von TiO, durch DOC angenommen. Auch eine Anhebung des negativen Redoxpoten-
tials des angeregten Sensitizers wurde als moglich erachtet. Beides wirde zu einer besseren
Elektroneninjektion fuhren, da sich die Redoxpotentialdifferenz zwischen Farbstoff und
Halbleiter vergrofdern wirde.

Neben der Halbleitermatrix wird es zukiinftig auch notwendig sein, den richtigen Elektrolyten
zu finden. In der Wissenschaft gibt es zur Zeit einen Trend zu festen ,, Elektrolyten®, die ein
aufwendiges Verschlief3en der photovoltaischen Einheiten Gberflissig machen konnten. Es
handelt sich dabei um sog. Lochleiter. Der durch Elektroneninjektion zum Kation gewordene
Farbstoff wird tber eine Lochinjektion in den Lochleiter regeneriert. Ein Beispiel einer sol-
chen Substanz wurde von Bach et al. (1998) aufgezeigt. Sie beschreiben eine Grétzel zelle mit
Rutheniumkomplexen als Sensitizer und ener Tetrakisspirobifluorene-Verbindung als
Lochleiter. Es wurden zwar um ca. 50% geringere Energiekonversionsraten als mit fllissigen
Elektrolyten gemessen, doch kénnten Zellen diesen Typs eine langere Lebensdauer besitzen.
Ein Audlaufen oder Verdampfen des Elektrolyten wére praktisch ausgeschl ossen.

Aber auch die Wahl des Sensitizers wird entscheidend sein. Soll der LHCII in der Grétzelzelle
as Lichtsammler dienen, werden an ihn viele Forderungen gestellt werden. So mul er, wie
auch der Farbstoff-Elektroneninjektor, eine ausreichend lange Lebensdauer besitzen. Erste
Versuche von Bouzek und Kavan (1999) zeigen, dal3 nicht nur das Licht selbst zu Schadigun-
gen des Komplex Uber photooxidative Prozesse fuhren kann. Auch die lichtinduzierte Erwar-
mung der Gréatzelzelle verdient Beachtung. So haben obige Autoren in elnem mathematischen
Modell die potentielle Hitzeentwicklung durch Lichteinstrahlung in Solarzellen des Grétzel-
typs errechnet. Licht einer Intensitdt von 94 mW/cm?® wurde bei einer Lufttemperatur von
25°C eingestrahlt und die elektrische Leistung der Energiekonversion gemessen. Die Hitze-
entwicklung wurde dann nach folgender Formel ermittelt.

Hitzeentwicklung[mW/cm?] = Lichtabsorption [mW/cm?] - elektrische L eistung[mW/cm?]

Ohne Luftbewegungen wurde eine Temperatur von maximal 46,9°C ermittelt, bei Luftbewe-
gungen von 10 m/s dagegen fiel die Temperatur auf 30,1°C.

Reinsberg (2000) konnte jedoch bei Temperaturen von 37°C schon deutliche Schadigungen
der LHCII-Komplexe erreichen, was klar werden |&f3t, dal3 es auch im Hinblick auf den Licht-
sammlerkomplex Notwendigkeit zur Optimierung gibt. Erste Versuche von Fender (2001)
sind hier vielversprechend. So konnte durch Wahl geeigneter Detergentien sowie anderer
Chemikalien die Temperaturstabilitét des LHCII erhdht werden. Weitere, genetische Protein-
optimierungen sind fir zuktnftige Versuche geplant.

Insgesamt wird die technische Nutzbarkeit von LHCII zur Stromgewinnung davon abhéngen,
ob es gelingt, einen passenden Farbstoff zu finden. Er mul3 sowohl die Anregungsenergie von
LHCII Ubernehmen koénnen als auch diese zur Elektroneninjektion in das Leitungsband von
TiO; nutzen kénnen.

Dartber hinaus wird es wichtig sein, den LHCII selbst langerfristig zu stabilisieren. Ob eine
photovoltaische Zelle mit LHCII als Tell des ,, Sensitizers* dartiber hinaus noch Grétzel zellen
mit kinstlichen ,, Sensitizern® Uberlegen sein wird, bleibt abzuwarten. Mdgliche, schon in Ka-
pitel 1.4.2 genannte Angriffspunkte waren eine kostengunstigere Herstellung oder aber eine
hohere Energiekonversion. Gerade letzteres konnte durch die in diesem Kapitel genannten
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Modifikationen maoglicherweise erreicht werden. Ob aber eine hohere Energiekonversion als
mit , Black dye* (Tabelle 1, Kapitel 1.4.2) erreichbar wird, kann nicht vorausgesagt werden.
Dafir ist Gber den genauen Mechanismus der Elektroneninjektion und des Elektronentrans-
ports zu wenig bekannt.

7.3.6 Ausblick: weitere Moglichkeiten der tech-
nischen Nutzung biomimetischer Modelle aus
LHCII und angekoppeltem Energieakzeptor

In dieser Arbeit wurde eine Mdglichkeit der technischen Nutzung biomimetischer Modelle
aus LHCII und angekoppeltem Energieakzeptor fokussiert. Die Umwandlung der Lichtenergie
in elektrischen Strom ist jedoch nur eine unter mehreren Optionen der technischen Nutzung
der Lichtssmmeleffizienz des LHCII. Von anderen Forschern gewahlte Ansédtze sollen als
Ausblick auf kiinftige Verwendungsoptionen des LHCII vorgestellt werden.

7.3.6.1 Energieleitungssysteme

Neben der Absorption grof3er Wellenlangenbereiche des sichtbaren Lichts besteht die
Hauptfunktion des LHCII in der nahezu verlustfreien Energieweiterleitung zum Reaktions-
zentrum des PSII (vgl. Kapitel 1.2). Ein technisches Ziel kann es daher sein, den LHCII fir
eine Energieleitung in photonischen Kabeln zu verwenden und ihn moéglicherweise auch in
molekularen optischen Schaltungen einzusetzen.

Photonische Kabel erméglichen einen ultraschnellen, nahezu verlustfreien Transport von An-
regungsenergie ausgehend von einem absorbierenden Chromophor tber eine Transmissions-
einheit (meist eine Kette von Farbstoffen mit sehr guten Energietransfereigenschaften) hin zu
einem Fluoreszenzemitter. Einige Ansétze zur Verwirklichung solcher Energieleitungssyste-
me existieren und sollen hier vorgestellt werden.

Grundprinzip der synthetischen Energieleiter ist eine orientierte Anordnung mehrerer Chro-
mophore zur effizienten Energielibertragung im System. Dieswird in der Regel entweder Gber
eine kovalente Verknipfung der Chromophore untereinander erreicht oder aber durch eine
spezifische Matrixbindung.

Kovalente Kopplungen wurden zuerst von Therien (z.B. Lin et al., 1994) und Lindsey (z.B.
Wagner und Lindsey, 1994) realisiert und sind mittlerweile stark optimiert. So wurde kirzlich
von Miller et al. (2000) ein photonisches Kabel bestehend aus einem Perylenderivat als absor-
bierendem Chromophor, einem Porphyrindimer (meso-meso verknipft) als Transmissionsein-
heit und einem Phthalocyanin als Fluorophor synthetisiert. Vom Perylen absorbierte Licht-
energie wurde nahezu quantitativ innerhalb von 2ps zum Phthalocyanin Ubertragen und dort
als Fluoreszenzlicht emittiert.

Einige dieser Energieleitungssysteme haben eine dendrimere Struktur, d.h. um ein zentrales
Chromophor sind dreidimensional mehrere Chromophore kovalent gebunden und bilden eine
einfache Lichtsammelantenne. Ein Beispiel fur eine solche Struktur stellt das von Shinmori et
al. (2001) entwickelte Porphyrinhexamer dar.

Neben einer kovaenten Verknipfung der Chromophore zur effizienten Energieleitung existie-
ren einige Maoglichkeiten zur Matrixkopplung der beteiligten Pigmente. Bekannte Matrizes
sind Cyclodextrin (Jullien et al., 1996), Polystyrol (z.B. Sykora et al., 2000) oder aber in
neuerer Zeit Proteinstrukturen. So gelang Kashiwada et al. (1999 und 2000) erstmals eine
orientierte Kopplung von Bakteriochlorophyllen an synthetische Polypeptide. Diese Polypep-
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tide hatten eine bakteriellen Lichtsammlerproteinen dhnelnde Aminosauresequenz und konn-
ten durch Zugabe der Pigmente zu LH1 (bakterieller Lichtsammelkomplex) dhnlichen Struk-
turen gefaltet werden. Spektroskopische Untersuchungen demonstrierten die gelungene Bio-
mimese.

Eine dritte Mdglichkeit der orientierten Anordnung von Chromophoren wird nur von sehr
wenigen Arbeitgruppen durchgefihrt.

Es handelt sich hierbel um die spontane Selbstorganisation kinstlicher Lichtsammelantennen
ohne Struktur gebende Matrix. So gelangen Tamiaki et al. (1996) eine Biomimese bakterieller
Chlorosomen durch die Aggregation von Bakteriochlorinen. In bakteriellen Chlorosomen sind
Bakteriochlorophylle ¢, d und e so orientiert, dal3 eine effiziente Energielibergabe auf Bakte-
riochlorophyll a stattfindet. Diese Pigmentorientierung erfolgt ohne die Anwesenheit Struktur
gebender Proteine. Tamiaki et al. (1996) erreichten dhnliche Anordnungen von Zink-
Chlorinen in unpolaren Lésungsmitteln (z.B. Hexan), aber auch in wal¥igen Losungen von
nichtionischen Detergentien (z.B. Triton) oder Lipiden (z.B. a-Lecithin). Lichtsammlersyste-
me bestehend aus 50-100 Zink-Chlorinen konnten die absorbierte Anregungsenergie auf ein
angekoppeltes Bakteriochlorin Ubertragen, Energietransfereffizienzen von tber 60% wurden
gemessen (Miyatake et al., 1999).

Haycock et al. (2000) erreichten eine &hnliche Selbstorganisation kinstlicher Lichtsammel-
antennen mit synthetischen Porphyrinsystemen und konnten auch einen Energietransfer zwi-
schen den beteiligten Chromophoren hin zu einem singuléren Porphyrinderivat messen.

Der Einsatz des LHCII in photonischen Kabeln hétte viele Vorzlige gegentiber den genannten
Ansédtzen. So ware im einzelnen LHCII per se schon eine effiziente Energieleitung gegeben,
aufwendige chemische Modifikationen der Pigmente oder Matrizes waren Uberfliissig. Des
weiteren konnte der LHCII in seiner rekombinanten Form dber das Einfuhren bestimmter
Aminosauren orientiert an Oberfl&chen immobilisert werden (vgl. z.B. Immobilisationsexpe-
rimente dieser Arbeit) und so in einer Serienschaltung einen Energietransfer Uber grofdere Di-
stanzen ermdglichen (das biomimetische Modell eines Chlorosoms (s.0.) weist hier seine
Grenzen auf). Eine Farbstoffbindung am Ende einer solchen LHCII-Kette kénnte dann die
Richtung des Energietransfers determinieren. Der Farbstoff konnte, wie in den bisher herge-
stellten biomimetischen Modellen, als Energiefalle dienen und den Energietransfer auch tber
mehrere Proteinmol ekiile hinweg fokussieren.

Eine technische Nutzung der photonischen Kabel wirde der Einbau in molekulare optische
Schaltungen ermdglichen. Optische Schaltungen der genannten Art kdnnen durch einen Um-
gebungsimpuls (Licht, magnetisches Feld, chemisches Agens) eine Verdnderung des Absorp-
tions- oder Emissionsverhalten des betreffenden Systems induzieren. Eine solche Schaltung
wird im folgenden exemplarisch skizziert.

Ambroise et al. (2001) konstruierten ein photonisches Kabel bestehend aus einem Boron-
dipyrrin-Farbstoff as absorbierender Chromophor, einem Zink-Porphyrin als Transmissions-
einheit und einem basischen Porphyrin als Emitter. Durch Kopplung eines Mg-Porphyrins an
das System wurde eine redoxabhangige Inhibition der Emission des basischen Porphyrins
moglich. Wurde Mg-Porphyrin umgebungsinduziert zum Kationradikal oxidiert, kam es zur
Fluoreszenzl6schung des Emitters, die Anregungsenergie relaxierte strahlungslos dber das
Mg-Porphyrin-Kationradikal.

Eine Anlagerung eines solchen Mg-Porphyrins an einen LHCII-Energieleiter konnte diesen in
gleicher Weise zur optischen Schaltung modifizieren und die Fluoreszenzemission regulierbar
machen.
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7.3.6.2 Nutzung des Sonnenlichts zur Energiespeicherung in chemi-
scher Form
Herausragend auf diesem Forschungsgebiet sind die Arbeiten von Moore und Gust (Gust et
al., 2001). lhnen gelang die Synthese von Triadensystemen, in denen es, induziert durch
Lichtabsorption, zur stabilen Ladungstrennung (Lebenszeit im ns-Bereich) kommt. Eine der
konstruierten Triaden, bestehend aus einem Porphyrin und einem Carotinoid als Elektronen-
donoren sowie einem Chinon als Elektronenakzeptor, wurde orientiert in die Membran eines
ATP-Synthase-haltigen Liposoms eingebaut (Steinberg-Y frach, 1998). Das chinonhaltige En-
de der Triade wurde zu Liposomenaulenseite hin positioniert. Nach Excitation des Porphyrins
kam es zur Ladungstrennung (iber die Triade hinweg und damit zur Bildung von Carotinoid’-
Porphyrin-Chinon™ (zunéchst wurde vom Porphyrin ein Elektron an das Chinon abgegeben,
danach reduzierte das Carotinoid das Porphyrinkation).
Das Chinon™ gab das Elektron an ein freies Chinon der liposomalen Membran ab, welches
dann unter Anlagerung von H* des walrigen AuRenmediums zum Semichinon reduziert wur-
de. Das Semichinon diffundierte durch die Membran und reduzierte unter H*-Abgabe an das
liposomale Lumen das oxidierte Carotinoid der Triade. Es kam damit zum Aufbau eines Pro-
tonengradienten durch die photochemische Ladungstrennung. Dieser Protonengradient trieb
nachfolgend die ATP-Synthase an und bewirkte eine chemische Fixierung der vom Porphyrin
aufgenommenen Lichtenergie.

Kuciauskas et al. (1999) erweiterten die Triadenkonstrukte durch das Einfligen eines dendri-
meren Porphyrinsystems, bestehend aus vier Zink-Porphyrin-Derivaten und konstruierten da-
mit ein erstes Konstrukt mit Lichtsammel- und Ladungstrennungsfunktion (Dieses Konstrukt
wurde mittlerwelle von Kodis et al., 2001, weiterentwickelt und optimiert). LHCII kdnnte hier
den Platz des synthetischen Porphyrin-Dendrimers einnehmen und zu einer stérkeren Fixie-
rung der Lichtenergie in Form chemischer Energie fihren. Zum einen wirde LHCII Licht
grolerer Wellenlangenbereiche absorbieren als die kinstliche Lichtsammelantenne, zum an-
deren wirde der Komplex Energie groféerer Lichtintensitéten aufnehmen durch die dreidimen-
sionale Anordnung der 12-14 energetisch gekoppelten Chlorophylle pro monomerer Unterein-
heit. Eine hohere Produktion von ATP ware mdglich. Realisierbar wére dieses Szenario am
ehesten durch ein LHCII-Farbstoff-Komplex als Ersatz fir das Porphyrin der oben beschrie-
benen Chinon-Porphyrin-Carotinoid-Triade. Von LHCII auf den Farbstoff transferierte Lich-
tenergie wirde zu einem Elektronentransfer vom Farbstoff auf das Chinon fihren. Eine Re-
duktion des Farbstoffs gelange im Anschluf3 Uber eine Oxidation des Carotinoids.

Es existiert damit insgesamt nicht ein Konigsweg der technischen Nutzung der Lichtabsorp-
tion und des effizienten Energietransfers von Lichtsammlerkomplexen. Die hier vorgestellten
Optionen stellen nur eine Selektion der potentiellen Nutzungsmdglichkeiten dar. Hilfreich fir
die meisten Anwendungen wird die Verwendung der LHCII-Farbstoff-Konstrukte, also u.a
die hier konstruierten biomimetischen Modelle, sein. Sie ermoglichen eine starkere Fokussie-
rung der Anregungsenergie und verandern diese durch Emission anderer Lichtqualitéten oder
durch Elektronenabgabe.
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8. Zusammenfassung

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion eines biomimetischen Modells fur
ein pflanzliches Photosystem bestehend aus dem LHCII als Absorptions- und Energietrans-
fereinheit und einem N-terminal an das Protein gebundenen Farbstoff als Energieakzeptor.
Mehrere LHCII-Farbstoff-K onstrukte wurden getestet, die beste Energietransfereffizienz von
komplexgebundenem Chla zum Energieakzeptor konnte an LHCII-BTI-Konstrukten gemes-
sen werden. Bei Raumtemperatur wurden 70% der Chla-Fluoreszenz in Anwesenheit des
Farbstoffs geldscht, bel 77K waren es bis zu 85%. Dieses Phdnomen wurde einem Resonanz-
energietransfer von Chla auf Maleimido-BTI zugeordnet.

Die hohe Effizienz des Energietransfers bewies nicht nur die erfolgreiche Konstruktion des
biomimetischen Modells, sondern ermdglichte auch erste strukturelle Informationen tber die
Konformation des Protein-N-terminus. So konnte gezeigt werden, dal3 eine Energie-
transfereffizienz von 70% nicht erreicht wird, wenn Energiedonor und Energieakzeptor mehr
als 70 A voneinander entfernt vorliegen. Die Existenz eines in gestreckter Form vom pigmen-
tierten Bereich des LHCII weg zeigenden N-terminus ist daher unwahrscheinlich.

Ahnliches wurde aufgrund der Versuche mit unterschiedlich N-terminal verkiirzten LHCII-
Cy5.5-Konstrukten postuliert. Cy5.5 war N-terminal an das Protein gebunden, so dal? je nach
Lange dieser Domane mit unterschiedlichen Energietransfereffizienzen von Chla auf den
Farbstoff gerechnet wurde. Wildtyp-LHCII-Cy5.5 zeigte einen grof3eren Energietransfer als
alle N-terminal verkirzten Konstrukte. Es wurde daher fur den N-terminalen Bereich die
Vorlage einer Tertiarstruktur vermutet, die den Fluoreszenzfarbstoff im Wildtypkonstrukt im
zeitlichen Mittel in eine groRere Ndhe zum pigmentierten Teil des LHCII bringt. Zur Verifi-
zierung dieser Annahme miifdte das LHCII-Cy5.5-Modell im Hinblick auf einen ausschliefdli-
chen Energietransfer von Chla auf Cy5.5 optimiert werden. Energierticktransfer mifite unter-
bunden sein. Dartiber hinaus mifdte die Dipol-Dipol-Orientierung zwischen Energiedonor
(Chla) und Energieakzeptor (Cy5.5) entschliisselt werden, um aus den Energietransfereffi-
zienzen auf molekulare Abstande schlief3en zu kdnnen.

Die Ubergangsdipolmomente der Chlorophylle im LHCII koénnen aus der kristallographisch
aufgeldsten Struktur (Kuhlbrandt et al.,1994) nicht abgelesen werden. Daher bestand in dieser
Arbeit neben der néheren Charaktierisierung des komplexinternen Energietransfers und der
energetischen Ubergange von Chla auf die angekoppelten Farbstoffe die Aufgabe, Grundla-
gen fur eine spétere einzel mol ekl spektroskopische Charaktierierung der Dipolmomente zu
legen. Ziel war es, LHCII in einer definierten Orientierung zu immobilisieren. Dazu wurde
eine Glasoberflache mit einer Meerrettich-Peroxidase beschichtet, die kovalent mit Ni-NTA
verknupft war. Rekombinante LHCII-Trimere der Mutante S3Ch konnten daran Uber ihren
»Hisb-tag“ am C-Terminus immobilisiert werden. Die einzel mol ekiil-spektroskopischen Un-
tersuchungen fanden nachfolgend in einer detergenshaltigen Flissigkeitszelle statt. Uber eine
vollstandige Depolarisation der Chlorophyllfluoreszenz wurde hier die Immobilisation der
Trimere senkrecht zu ihrer Symmetrieachse nachgewiesen.

An LHCII-Monomeren wurde dagegen die Emission linear polarisierten Lichts detektiert, was
auf die dominierende Emission eines singuldren Chla im Komplex zurtickgefuhrt wurde.
Fluoreszenzmessungen Uber einen Zeitraum von mehreren Hundert Sekunden zeigten Polari-
sationsspriinge in der Chlorophyllemission, die darauf hinwiesen, dal3 nicht immer dasselbe
Chla der dominierend Emitter ist. Der Energietransferweg innerhalb des Komplexes scheint
nicht komplett determiniert zu sein.
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Dartber hinaus wurde die Anwesenheit von ,trap states* (ein Chlorophyllderivat mit einem
im angeregten Zustand geringeren Energieniveau als alle anderen Chlorophylle des LHCII mit
der Fahigkeit zur strahlungslosen Relaxation) postuliert. So wurde in LHCII-Monomeren und
Trimeren ein Chlorophyllbleichen in einem Schritt detektiert, welches am plausibelsten mit
einem ,trap state” beschrieben werden kann. Aus der zum Teil gezeigten Reversibilitét des
Chlorophyllbleichens wurde die Vorlage reversibler , trap states* vermutet.

Schliefdlich galt es, in dieser Arbeit zu erforschen, wie die Lichtsammeleffizienz von LHCII
nutzbar gemacht werden konnte. Aus mehreren Moglichkeiten einer technischen Anwendung
wurde eine Umwandlung der absorbierten Lichtenergie in einen Stromfluf3 angestrebt.

Erstes Ziel auf diesem Weg war die Immobilisation von LHCII auf TiO,, einem Hableiter,
wie er auch in Solarzellen nach Grétzel (O’ Regan und Grétzel, 1991) verwendet wird. LHCII
sollte hier der Lichtabsorption und der Energieleitung dienen und dariiber hinaus entweder
selbst oder Uber einen angekoppelten Farbstoff die Lichtenergie zur Elektroneninjektion in
das Leitungsband von TiO, nutzen. Ein Stromfluf? konnte sich etablieren.

Nach Abreicherung des LHCII von SDS konnte eine effiziente Bindung der Komplexe an die
Halbleiteroberflache detektiert werden. Die Lichtsammlerkomplexe waren intakt, der kom-
plexinterne Energietransfer zeigte keinerlei Anderungen aufgrund der Immobilisation. Eine
direkte Elektroneninjektion von LHCII in das Leitungsband des TiO, konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Daher wird es fur zukinftige Versuche wichtig sein, mit biomimeti-
schen Modellen aus LHCII und angekoppeltem Farbstoff zu arbeiten. Die vom LHCII absor-
bierte Lichtenergie konnte auf den Farbstoff Ubertragen und von ihm aus zur Elektronenin-
jektion in das Halbleiter-L eitungsband genutzt werden. Farbstoffe mit Energieaktzeptoreigen-
schaften gegentiber Chla und Elektroneninjektionseigenschaften gegentber TiO, stellen so-
wohl Cyanine as auch Rylene dar, weshalb zuktinftig moglicherweise auf die in dieser Arbeit
hergestellten biomimetischen Modelle zurtickgegriffen werden kann.

151



Kapitel 9: Anhang

9. Anhang

9.1 Rechnerische und experimentelle Bestimmung
der LHCII-Stoffmenge pro Blattfliche

1.) Rechnerische Bestimmung der Stoffmenge
Die LHCII-Trimer-Stoffmenge pro cm?® Thylakoidmembran liegt bei 1,5 pmol (pers. Mit-
teilung von H.Kirchhoff, Universitdt Minster). Dies entspricht 4,5 pmol LHCII-
Monomer/cm?. In einem cm? Blattmaterial liegen die Thylakoidmembranen in mehreren
Schichten tGibereinander vor. Eine Oberflachenvergrof3erung ist gegeben durch:
a) die Granastapelung im Chloroplasten
b.) die Uberlagerung mindestens zweier Chloroplastenschichten pro Zelle (bei einem

zellwandstandigen Protoplasten, angefillt mit Chloroplasten)

c.) die Aushildung mehrer Ubereinanderliegender Zellschichten im Blatt
zu a.) Im Chloroplasten liegen in der Regel 10-100 Granathylakoide geldrollenartig Gber-
einander gestapelt vor (Nultsch, 1991). Dies bedeutet eine Stapelung von 20-200 LHCII-
haltigen Membranen.
zu b. + ¢.) Die Uberlagerung mehrerer Zellschichten in einem Blatt bewirkt, daR? die Ge-
samtoberflache der Mesophyllzellen bis zu 100 mal grofier ist als die exponierte Blattfl&
che (Stral3burger, 1991). Die Mesophylloberfl&che ist dabel zu ca. 70% mit Chloroplasten
bedeckt (Pyke, 1997).
Damit ergibt sich durch Stapelung der Thylakoidmembran eine Oberflachenvergrof3erung
von 20" 70 bis 200" 70, also 1400 — 14000. Eine LHCII-Monomer-Stoffmenge von 6,3 -
63 nmol/cm? Bllattflache ist erreichbar.

2.) Experimentelle Bestimmung der Stoffmenge

Von 3 Erbsenbléttern (10 Tage at) wurde eine je 1cm? groRe Blattflache ausgeschnitten
und das Chlorophyll mit Hilfe von 80% Aceton (durch 0,2 mM Hepes, pH 7 stabilisiert)
extrahiert. Der Chlb-Gehalt wurde nach Porra et al. (1989) photometrisch bestimmt und
lag bei 8,3+0,6 pg/cm? Blattflache. Da der grofite Teil des Chib an LHCII gebunden vor-
liegt, wurde von der Chib-Menge auf die LHCII-Menge zurtickgerechnet. 6 Chlb entspre-
chen dabei einem LHCII-Monomer. Eine LHCII-Monomer-Stoffmenge von 1,5 nmol/cm?
wurde auf diese Weise detektiert.

9.2 Ermittlung der potentiellen Energiekonver-
sionseffizienz hoherer Pflanzen

Prinzip

Um die erreichbare Energiekonversion von Solarzellen (vgl. Kapitel 1.4.2) mit der in der
Natur verwirklichten Effizienz der Solarnutzung zu vergleichen, wurde das Verhdtnis von
pflanzlicher Energiespeicherung in Form des ersten stabilen Ladungstrennungsprodukts des
PSII, Plastochinon B, zu auftreffender Sonnenenergie gebildet.

Methode

Als das auf die Pflanze auftreffende Sonnenlicht wurde das AM1.5-Spektrum (normiert auf
eine Lichteinstrahlung von 100 mW/cm?, vgl. Tabelle 1.1) verwendet. Das Spektrum wurde
Uber den Bereich von 350-750 nm integriert und stellte nachfolgend die eingestrahlte Lei-
stung pro Flacheneinheit (in mW/cm?) dar.
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Es wurde nachfolgend postuliert, dal3 bei einer ausreichend hohen Chlorophyllkonzentration
in der Pflanze das gesamte Licht der Wellenléangen von 350-500 nm und von 650-690 nm
genutzt werden kann, in der Grunltcke und im Naheinfrarotbereich dagegen keine Absorp-
tion stattfindet. Diesist eine starke Vereinfachung der Pigmentabsorption und stellt daher nur
eine Naherung dar.

Zur photochemischen Ladungstrennung ist eine Sonneneinstrahlung von ca. 175 kJmol
Photonen notwendig, was einer Potentialdifferenz von 1,8 eV entspricht und durch Lichtab-
sorption von 670 nm erreicht wird. Photonen gréf3eren Energiegehalts knnen von den Licht-
sammelantennen auch absorbiert werden, jedoch wird von den Photonen nur der Energiege-
halt von 175 kJ/mol genutzt, dartiber hinausgehende Energie wird in Form von Wéarme abge-
geben. Um daher den Anteil der zur Ladungstrennung genutzten Sonneneinstrahlung zu be-
stimmen, wurde das AM 1.5-Spektrum mit dem photochemisch nutzbaren Energiegehalt ver-
rechnet:

500 nm

Photochemisch nutzbareLeistung= ¢ 175kJmol - | [innmj

— . eingestrahlte Leistung [in mW/cm?/nm] +
350 nm 119.000 kJ/mol

690 nm ;
& 175kymol - —Lnml

— . eingestrahlte Leistung[in mW/cm?/nm]
650 nm 119.000 kJmol

Die photochemisch nutzbare Leistung als Anteil an der eingestrahlten Leistung betrug 37%.
Dieser Wert reduzierte sich noch eéinmal um 45% durch den Verlust der aufgenommenen
Energie in der Pflanze bis zur Etablierung einer stabilen Ladungstrennung. Bei der priméren
Ladungstrennung im speziellen Paar des PSII-Reaktionszentrum wird eingestrahlte Energie
von 175 kJ/mol genutzt, jedoch reduziert sich diese potentiell abgreifbare Energie bis auf 96
kJmol bis zur Bildung des reduzierten Plastochinon B.

9.3 Verianderung der Energietransfereffizienz bei
Vorlage mehrerer Donoren oder mehrerer Ak-
zeptoren

Der Energietransfer nach Forster beschreibt den energetischen Ubergang in einem System
aus einem Donor und einem Akzeptor. In den Versuchen dieser Arbeit wurde jedoch mit dem
LHCII as Energiedonor bestehend aus 8 Chla und damit 8 potentiellen Donoren gearbeitet.
Dies bedeutet eine Verdnderung der Energietransferformel nach Hasselbacher et al. (1984)
bzw. nach Berechnungen von W.Erker (pers. Mitteilung).

f = Fluoreszenzquantenausbeute vom Donor (D) bel Energietransfer auf den Akzeptor (A)
f o = Fluoreszenzquantenausbeute von D ohne Energietransfer auf A

ET = Energietransfereffizienz = 1-ff—
0

Ry = forsterkritischer Abstand
R = molekularer Abstand zwischen D und A
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1.) Energietransfer in einem System aus einem Donor und einem Akzeptor:
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2.) Energietransfer in einem System aus mehreren Donoren und einem Akezptor (veran-
schaulicht anhand eines Systemsaus2 D und 1 A (i = 2))

f=1f _fo 1 fo 1 fo
DV ag o 2 5 2 6
1+627 1+6 27 1+6 27
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3.) Energietransfer in einem System aus einem Donor und mehreren Akezptoren (veran-
schaulicht anhand eines Systemsaus1 D und 2 A (j = 2))

f= fo = fo
A 6 6 &
1+3 g-:RO_ 1+85Rif +&‘
i &R 5 gRy &R
WenR =R,
f= fo = fo
& &
1+&i +&: 142627
gRZ &R &R %
1- ET = L 5
5
1+2&i
&R 5
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9.4 Abkiirzungsverzeichnis

A Akzeptor

A280 Protei nabsorptionsmessung bei 280 nm

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

B800 Proteinring des LH2 mit Bchl-Absorption bei 800 nm

B850 Proteinring des LH2 mit Bchl-Absorption bei 850 nm

Bchl Bakteriochlorophyll a

bME b-M ercaptoethanol

BMPA M al eimidopropionsaure

BTI NIR-Farbstoff mit aromatischem Amin als funktionelle Gruppe

Cab-Protein Chlorophyll a/b-bindende Proteine

Car Carotinoid

cb L eitungsband

CHAPS 3-[(3 Cholamidopropy!)dimethyl-ammonio] - 1-propansul fonat

Chla Chlorophyll a

Chlb Chlorophyll b

CMC kritische micellére K onzentration

d Ubergangsenergie eines Pigments

D Donor

DC Dunnschichtchromatographie

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DMAP Dimethylaminopyridin

DM SO Dimethylsulfoxid

DOC Desoxycholat

DTT Dithiothreitol

e Molarer Extinktionskoeffizient

E Extinktion

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ET Energietransfereffizienz

f Fluoreszenzquantenausbeute

F Farbstoff

HAP Hydroxylapatit

HDA 1,6-Diaminohexan

» Hisb-tag" Abfolge von 6 Histidinen im Protein

HRP M eerrettich-Peroxidase-Ni-NTA

I Interaktionsstérke zweier benachbarter Pigmente

IC Interne Konversion

IPTG | sopropy!-b-thio-galactopyranosid

ITO-Glas Indium-Zinnoxid beschichtetes Glas

J Uberlappungsintegral zur Berechnung von Rg

k? Geometrischer Faktor zur Determinierung der Dipol-
Dipolorientierung in Donor-Akzeptor-Systemen

K Orbital Uberlappung
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Ker Ratenkonstante eines Energietransfers

LH1 Bakterieller Light-harvesting complex |

LH2 Bakterieller Light-harvesting complex Il

LHCII Light-harvesting complex I, Hauptlichtsammlerkomplex des PSI|
hoherer Pflanzen

LHCII-BTI LHCII, markiert mit Maleimido-BTI

LHCII-His6 LHCII mit His6-Sequenz im Apoprotein

Lhcb-1 Verwendetes LHCII-Apoprotein

Lhcb-1-BTI LHCII-Apoprotein mit kovalent gebundenem Maleimido-BTI

LM n-Dodecyl-b-D-maltosid

Maleimido-BTI BTI mit einem Maleimid a's funktionelle Gruppe

MBS m-M al e mi dobenzoy!-N-hydroxysuccinimidester

MG Molekulargewicht

MV Methylviologen

n Brechungsindex

NaP Natrium-Phosphatpuffer

NCS | sothi ocyanat-Gruppe

NG n-Nonyl-b-D-glucosid

NHS N-Hydroxysuccinimid

Ni-NTA Nickel-Chelat mit Nitrilotriessigsaure

NIR Nahe-Infrarot-Bereich

oG n-Octyl-b-D-glucosid

f Fluoreszenzquantenausbeute

PA-Gel Polyacrylamid-Gel

PAGE Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

pLhcbl Lhcb1 mit N-terminalem Precursor-Peptid

PSI Photosystem |

PSlI Photosystem |1

R molekularer Abstand zwischen Energiedonor und -akzeptor

Ro forsterkritischer Abstand

RET Resonanzenergietransfer

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S Singulett-Niveau

SCE Standardwasserstoffel ektrode

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS7 Protein-Grolenmarker

SMPB Succinimidyl 4-(p-maleimidophenyl) butyrat

TCEP Tris-(-2-cyanoethyl)-phosphin

TEMED Tetramethylethylendiamin

THF Tetrahydrofuran

Tricin- N-Tris(hydroxymethyl)-methylglycin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton Triton X-100

vb Valenzband
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