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1 1 Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2001 gelang der Abschlul einer der gréften konzertierten Aktionen in der
biologischen Wissenschaft, der Sequenzierung des menschlichen Genoms (Venter et al.,
2001). Somit liegt fur den Menschen, wie mittlerweile fir viele andere Organismen, z.B Reis
(Yu et al., 2002), die komplette Nukleotidsequenz der DNA vor. Da die Basenabfolge alleine
noch keine Informationen Uber Expressionsumfang und —zeitpunkt der Genprodukte liefert,
werden diese Aspekte in einem neuen Forschungszweig (Proteomics') untersucht. Um
Fakten bezilglich der Zusammenhénge zwischen Funktion und Struktur der Proteine zu
erhalten, missen weiterfiihrende Studien zur Charakterisierung durchgefiihrt werden.

Ein Schwerpunkt der Protein-Analysen stellt, neben funktionellen Studien, die Aufklarung von
Protein-Faltungen und Sequenz-Struktur Beziehungen dar. In diesem Kontext sollen u.a. die
zur Assemblierung von Untereinheiten noétigen Strukturen, Wechselwirkungen und
Mechanismen aufgeklart werden. Von vielen Proteinen ist nicht bekannt, ob sie als
Monomere oder zumindest temporar in Organisationsformen aus mehreren Polypeptiden
existieren. Bei der lIsolierung von Proteinkomplexen kdnnen die Bindungen multimerer
Komplexe gelést werden und die Zugehorigkeit ist nicht mehr erkennbar. Ein Verfahren, um
die Wechselwirkung zweier oder mehrerer Proteine nachweisen zu kdnnen, ist u.a. das
Yeast-Two-Hybrid-System (Fields und Song, 1989). Erst bei einer spezifischen Interaktion
zweier Proteine wird die Expression eines Reportergens aktiviert und die Zellen kénnen auf
einem Selektionsnahrboden wachsen. Information Gber das gebundene Protein kann durch
Sequenzierung des im Plasmid integrierten Gens gewonnen werden. Mittels dieses
Verfahrens wiesen z.B. Mason und Botella (2000) nach, dal® die y-Untereinheit der G-
Proteine eine feste Bindung mit der B-Untereinheit eingeht, und machten sich dies fir die
erste Klonierung der y-Untereinheit aus Pflanzen zu nutze. Auch Signaltransduktionswege
konnten eingehender beleuchtet werden. Halfter et al. (2000) bewiesen, da} die Kinase
S0S2 durch Bindung des calciumabhangigen Proteins SOS3 in Arabidopsis thaliana aktiviert
wird.

Ist die Organisation von Proteinen bekannt, besteht die Moglichkeit durch gezielte
Mutationen die Untereinheiten zu modifizieren. Die Substitution oder die Deletion von
Aminosauren bzw. Peptiden kann Aufschlul® Gber deren Funktion im Protein liefern. Welche
Folgen Veranderungen in der Aminosaure-Sequenz haben kénnen, demonstrieren zwei
Beispiele aus der medizinisch-biologischen Forschung, die auf veranderten Protein-Protein
Interaktionen beruhen. Eines der bekanntesten Beispiele ist die Sichelzellandmie. Ein
Aminosaureaustausch in der B-Kette des Hamoglobins sorgt fiir die Ausbildung langer
Fasern durch Oligomerisierung der Proteine. Es kommt dadurch zur bekannten sichelartigen
Verformung der Erythrozyten und damit verbunden zu einer reduzierten Sauerstoffaufnahme
durch das Hamoglobin (Ingram, 1957; Watowich et al., 1993). Eine Mutation im neu Gen z.B.
fuhrt zu einer Dimerisierung, die eine Umwandlung des Neu-Rezeptors, durch dauerhafte
Aktivierung der Tyrosin-Kinase Domane, in ein Onkogen bewirkt (Sternberg und Gullick,
1989). Die Mutationen ziehen in beiden Fallen gravierende Veranderungen der
Proteinstruktur und -funktion nach sich.

Durch die Molekulargenetik verfigt die Forschung Uber geeignete Instrumente,
Veranderungen, wie sie z.B. in den pathogenen Genen vorkommen, zu simulieren oder
gezielte Modifikationen schon am Gen vorzunehmen, um den Effekt auf die Proteinfaltung
und die Stabilitdt von Untereinheiten und multimeren Proteinkomplexen zu untersuchen. So
ist man in der Lage, Proteinabschnitte oder Aminosauren, die als potentielle
Interaktionspartner in Frage kommen, zu entfernen oder auszutauschen und den Effekt auf

! engl., Proteom = protein complement expressed by the genome
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die Proteine oder die Assemblierung von Untereinheiten zu untersuchen. Solche Verfahren
wurden mittlerweile bei einer Reihe von Proteinen angewendet, wie z.B. den
Lichtsammelkomplexen (LH) von Purpurbakterien (Richter et al., 1991; Kehoe et al., 1998)
oder dem Bacteriorhodopsin® (bR) von halophilen Archaea (Krebs et al., 1997; Isenbarger
und Krebs, 1999). Am Glycophorin A, dem primaren Sialoglycoprotein der humanen
Erythrocyten-Membran, gelang auf diesem Wege die Identifizierung eines
Dimerisierungsmotives im Bereich der Transmembranhelices (Lemmon et al., 1994), das
durch Homologie-Vergleiche sogar in eine allgemein glltige Sequenz Uberfliihrt werden
konnte (Russ und Engelman, 2000).

Es existieren zur Zeit verschiedene Methoden, die einen Einblick in die Struktur von
Molekulen allgemein und Proteinen im speziellen auf atomarer Ebene geben kénnen. Die
Kernresonanz-Spektroskopie (NMR, nuclear magnetic resonance) ermdglicht die
Unterscheidung von Wasserstoff- und Kohlenstoff-Atomen in verschiedenen strukturellen
Umgebungen durch unterschiedliche Beeinflussung des NMR-Signals. Mit ihrer Hilfe
analysierten McKenzie et al. (1997) die Struktur der dimeren membrandurchspannenden
Domane des Glycophorin A. Dieses Protein bildet nur Uber Wechselwirkungen in Bereichen
der Transmembranhelices spezifische Homodimere aus (Lemmon et al.,, 1992; McKenzie
und Engelman, 1998).

Rontgen- und elektronenkristallographische Untersuchungen liefern die exakten
Raumpositionen von Atomen im Molekul. Voraussetzung hierflir ist die Herstellung eines
hochgeordneten Kristalls. Diese Methode bereitet bei der Herstellung von 3 D-Kristallen
membranstandiger Proteine, die fur die hochauflésenden Réntgenstrukturaufklarungen
bendtigt werden, Schwierigkeiten, da diese aufgrund ihrer besonderen Umgebung im Lipid-
Bilayer nur sehr schlecht in einem gleichmalligen Gitter anzuordnen sind. Ein Membran-
Protein, dessen Struktur mit einer Auflésung von 1.55 A bestimmt werden konnte, ist das bR
aus halophilen Archaea (Luecke et al., 1999). Die so gewonnen Daten dienen der
Identifizierung wichtiger strukturbildender Aminosauren und liefern eine gute Basis flr
nachfolgende Mutationsanalysen (Krebs et al., 1997; Isenbarger und Krebs, 1999).
Kihlbrandt et al. (1994) gelang es ein Protein der Photosynthesemembran, den
Lichtsammel-Komplex LHCII des Photosytems Il (PSll) héherer Pflanzen, anhand von 2 D-
Kristallen elektronenmikroskopisch zu untersuchen.

1.1 Photosynthesemembran

Die Photosynthesemembran ist in ihrer komplexen Organisation und Funktionsweise
einzigartig. Wegen ihrer elementaren Bedeutung flir das Leben auf der Erde ist sie ein
wichtiges Untersuchungsobjekt. Das Membransystem, das man in gestapelte,
geldrollenférmige Grana- und vereinzelte, langgezogene Stromathylakoide unterteilt, ist in
einem speziellen Organell der Pflanzen, dem Chloroplasten, lokalisiert. Dieser ist durch zwei
aullere Hullmembranen vom umgebenden Cytosol der Zelle getrennt und entstammt, laut
Endosymbionten-Theorie, einer Phagocytose von Vorlaufern heutiger Cyanobakterien durch

2 Das Bacteriorhodopsin (Oesterhelt und Stoeckenius, 1971) ist eine lichtgetriebene lonen-Pumpe.
Sekundére Strukturelemente sind sieben Transmembranhelices, die eine ovale Pore ausbilden. Das
Photopigment der Archaea ist Retinal, das kovalent Uber seine Aldehydgruppe an die e-Aminogruppe
des L-216 in der siebten Transmembranhelix gebunden ist (Oesterhelt et al.,, 1992). Die
Assemblierung einzelner bR-Molekile zu trimeren bR-Komplexen (bei zehn Lipidmolekilen pro bR-
Monomer) und deren Assoziierung in der Membran, fuhrt zu einer selbstédndigen Ausbildung eines
regelmafigen hexagonalen Gitters, das als Purpurmembran bezeichnet wird (Henderson und Unwin,
1975).
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einzellige Eukaryoten. Die Gesamtheit der an der Lichtreaktion beteiligten Komponenten der
Photosynthese ist in dieses spezielle innere Membransystem integriert oder damit assoziiert
(Anderson und Andersson, 1988).

>Granathy|akoide Stromathylakoid

?ATPase Cytochrom bsf 1 LHCIl  {ifil# Photosystem| @[] Photosystem II

Abb. 1.1-1: Schematisches Diagramm eines aufgeschnittenen Thylakoidsystems. Die Abbildung
zeigt die heterogene Verteilung der Photosynthese-Komponenten in der Membran (nach Hader,
1999).

1.1.1 Komponenten der Photosynthesemembran

Die Photosynthese® beschreibt einen komplexen ProzeR, der die Absorption von
Lichtquanten und eine daraus resultierende photoinduzierte Ladungstrennung beinhaltet. Die
dort vorkommenden Polypeptide organisieren sich als Untereinheiten zu vier grofRlen
multimeren Komplexen. Das Photosystem Il (PSll) wird in einen Kernkomplex und in die ihn
umgebenden auflieren minoren und majoren Lichtsammler unterteilt. Der Kernkomplex
wiederum setzt sich aus den Chl a-bindenden Antennen PSII-B (CP47) und PSII-C (CP43),
die man auch als innere oder Core Antennen bezeichnet, und dem Reaktionszentrum
(reaction center, RC) zusammen. Am PSII angelagert ist der wasserspaltenden Apparat.

Der Cytochrom bg/f-Komplex setzt sich aus wahrscheinlich 6 Untereinheiten zusammen,
die zu einem Dimer assemblieren (Mosser et al., 1997). Der Komplex vermittelt den
Ubergang von einem Zwei-Elektroneniibertrager (Plastohydrochinon) zu einem Ein-
Elektroneniibertrager (Plastocyanin). Dabei wird durch Protonentranslokation in das Lumen
Energie konserviert. Das Photosystem | (PSI) ist ahnlich dem PSIl in einen Kernkomplex
und einen Lichtsammelapparat unterteilt. Das Photosystem erhalt die nétigen Elektronen

® Der Begriff ,Photosynthese® setzt sich aus den griechischen Begriffen phos, photéds = Licht und
synthesis = Aufbau, Zusammensetzung zusammen und beschreibt somit die Kernpunkte dieses
Prozesses sehr treffend. Pflanzen (und photosynthetische Bakterien) nutzen die Energie der
Sonneneinstrahlung, um Molekiile zu synthetisieren, die fiir den Stoffaufbau bendtigt werden.
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Uber das Plastocyanin vom Cytochrom be/f~Komplex nachgeliefert. Die durch den linearen
Elektronentransport und den Q-Zyklus gebildete protonenmotorische Kraft wird durch die
ATP-Synthase (ATPase) in chemische Energie in Form von ATP umgewandelt (Mitchell,
1961; Weber und Senior, 1997).

Die Komplexe des Photosyntheseapparates liegen nicht gleichmalig in der
Thylakoidmembran verteilt vor (Abb. 1.1-1). Die Grana- und Stromathylakoide sind
gekennzeichnet durch einen unterschiedlichen Gehalt an photosynthetischen
Proteinkomplexen, was als ,Laterale Heterogenitat* bezeichnet wird. Ausnahmen bilden der
LHCIl (Andersson und Styring, 1991) und der Cytochrom bg/f~Komplex, die in den
Membranen beider Thylakoidentypen vorkommen (Gounaris et al., 1986; Olive et al., 1986).
In den Granathylakoiden befinden sich das PSIlI und seine minoren Antennen. Die ATP-
Synthase sowie das PSI, inklusive seines Antennenapparates, sind fast ausschlie3lich in den
Stromathylakoiden lokalisiert (Cramer et al., 1985; Murphy, 1986).

1.2 Das Photosystem |

Das Photosystem | hoherer Pflanzen besteht aus insgesamt 14 Untereinheiten. Es ist
unterteilt in einen Kernkomplex (Core; Kap. 1.2.1) und einen Lichtsammelapparat (Kap.
1.3.1). Das Core umfaldt alle nicht-LHCI Untereinheiten.

1.2.1 Kernkomplex

Den essentiellen Bestandteil des PSI, das Reaktionszentrum, bilden die beiden
membranstandigen Untereinheiten PSI-A und PSI-B (die grofiten Pigment-Protein-
Komplexe, je ca. 83 kDa). lhre funktionelle Bedeutung wird durch eine hohe Homologie
innerhalb aller PSI in Pflanzen und mit Reaktionszentren griiner Schwefelbakterien und
Heliobakterien deutlich (Buttner et al., 1992; Liebl et al., 1993). Zusatzlich tragen sie neben
den Cofaktoren P700, Ao, A und F,, die in die Ladungstrennung involviert sind, etwa 96
Chla, um Licht absorbieren zu kénnen. Sie vereinen somit, im Gegensatz zur PSII-
Organisation, den zentralen Kernkomplex bestehend aus RC und innerer (Chl a-) Antenne in
nur zwei Polypeptiden (Rhee et al., 1998). Die weiteren Untereinheiten, die nicht an der
LHCI-Bindung beteiligt sind, sind in Tabelle 1.2-1 aufgefuhrt.

1.2.2 LHCI-bindende Untereinheiten

Die Bindung der Lichtsammelproteine an das PSI erfolgt sehr wahrscheinlich indirekt Gber
spezielle Untereinheiten, die eine Assoziierung an das RC vermitteln bzw. nicht
ausschlieBllich an die Proteine des RCs binden (Abb. 1.2-1). Erste Untersuchungen weisen
darauf hin, dall die Entfernung der PSI-K Untereinheit aus dem PSI gleichzeitig auch den
Verlust von allen vier LHCI-Untereinheiten zur Folge hat (Kjaerulff et al., 1993).
Verschiedene Untersuchungsansatze stiitzen mittlerweile die Annahme, daf die integralen
Untereinheiten PSI-G und -K fiir die funktionelle Assemblierung des PSI-Kernkomplexes mit
den Lichtsammelkomplexen unerlallich sind. Da keine Wechselwirkungen von PSI-G und
PSI-K mit anderen Untereinheiten des Kernkomplexes bewiesen werden konnten, vermutete
man zunachst, dal} die beiden Untereinheiten die Assoziierung der LHCI-Proteine vermitteln.
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Tab. 1.2-1: Zusammensetzung des Photosystems | hdherer Pflanzen. C, chloroplastenkodiert;
N, im Zellkern kodiert (nach Scheller et al., 2001).

Gene und Lokalisierung| Molekulare Cofaktoren Funktion
Untereinheiten | der Gene | Masse [kDa]
psaA; PSI-A C 83.2 ca. 96 Chl a, |Lichtsammel-Protein (Rhee et al.,
22 B-Carotine, | 1998), Ladungstrennung, Elek-
P700, Ay tronentransport  (Brettel, 1997;
psaB, PSI-B C 82.4 A, Fy Brettel und Leibl, 2001)
psaC, PSI-C C 8.8 Fa, Fg Elektronentransport
psaD, PSI-D N 17.6 Bindung von  Ferredoxin,
Bindung von PSI-C (Andersen et
al., 1992; Pandini et al., 1999; Naver
et al.,, 1995 und 1999)
psakE, PSI-E N 10.8 Bindung von Ferredoxin und
FNR; Beteiligung am cyc-
lischen Elektronentransport
(Andersen et al., 1992; van Thor et al.,
1999)
psaF, PSI-F N 17.5 Chl a? Bindung von Plastocyanin
(Fischer et al., 1999) und LHCI-730
(Haldrup et al., 2000)
psaG, PSI-G N 10.8 Chl a? Bindung von LHCI-680 (Jansson
et al., 1996)
psaH, PSI-H N 10.2 Chl a? Bindung von LHCII (Naver et al.,
1999; Lunde et al., 2000); Stabili-
sierung von PSI-D (Andersen et
al., 1992; Jansson et al., 1996)
psal, PSI-| C 4.0 Stabilisierung von PSI-L (Ander-
sen et al., 1992; Jansson et al., 1996)
psad, PSI-J C 5.0 Stabilisierung von PSI-F
(Jansson et al., 1996; Fischer et al.,
1999)
psaK, PSI-K N 9.0 Chl a? Bindung von LHCI-680 (Kjaerulff
et al, 1993; Jansson et al., 1996;
Jensen et al., 2000)
psaL, PSI-L N 18.0 Chl a? Stabilisierung von PSI-H (Ander-
sen et al., 1992; Jansson et al., 1996)
psaN, PSI-N N 9.8 Andockstelle fiir Plastocyanin
(Nielsen et al., 1994; Haldrup et al.,
1999 und 2000)
Ihca1, Lhca1® N 22 ca. 10 Chl a, |Lichtsammel-Protein,
2 Chl b, LHCI-730 (Haldrup et al., 2000)
3 Carotinoide
lhca2, Lhca2 N 23 ca. 10 Chl a, | Lichtsammel-Protein,
2 Chl b, LHCI-680B (Knoetzel et al., 1998;
3 Carotinoide | Jensen et al., 2000)
lhca3, Lhca3 N 25 ca. 10 Chl a, |Lichtsammel-Protein,
2 Chl b, LHCI-680A (Knoetzel et al., 1998;
3 Carotinoide | Jensen et al., 2000)
lhca4, Lhca4d N 22 ca. 10 Chl a, | Lichtsammel-Protein,
2 Chl b, LHCI-730 (Haldrup et al., 2000)

3 Carotinoide

4 Aufgrund der historischen Entwicklung, neuer Zuordnungen und Erkenntnisse, existieren eine Reihe
von Bezeichnungen fir die Lichtsammelkomplexe. In dieser Arbeit wird sich an der Nomenklatur von
Jansson (1994) orientiert.
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Tatsachlich gelang durch cross-linking-Studien die Isolierung von PSI-K -Lhca3 und
PSI-G - Lhca2 Komplexen (Jansson et al., 1996). In Experimenten an der Gersten-Mutante
viridis-zb%®, die auRer PSI-G keine Core-Untereinheiten besitzt (Nielsen et al., 1996), fand
man dennoch alle LHCI-Untereinheiten in normalen Mengen (Knoetzel et al., 1998). Und
mittels Studien an transgener Arabidopsis ohne psaK gelang durch die Detektion eines
reduzierten Energietransfers langwelliger Chlorophylle, fir den die Lichtsammelkomplexe
verantwortlich sind, und gleichzeitiger Abnahme von Lhca2 und Lhca3, der Nachweis, dal}
PSI-K mit dem LHCI assoziiert ist (Jensen et al., 2000). Farah et al. (1995) identifizierten das
integrale Membranprotein PSI-F als Andockstelle flir das shuttle-Molekil Plastocyanin. Die
Untereinheit hat aber offensichtlich noch eine weitere Funktion, denn Pflanzen, die Uber kein
PSI-F verflgen, sind nicht in der Lage Anregungsenergie vom LHCI-730 zu nutzen, obwohl
die Expression der Untereinheiten nicht reduziert wurde. Dies deutet auf eine Interaktion
zwischen PSI und Lichtsammler hin, die durch PSI-F optimiert wird (Haldrup et al., 2000).

Stroma
f £
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oy *
i3 it
A
!
r_rf; ,’ - 4;1:::' ._:
Lhca3/Lhca3 Lhca2/Lhca2
Lumen LhcatlLhcad | | 241 head

Abb. 1.2-1. Schematische Ansicht des Photosystems| (nach Scheller et al., 2001). Die
Lokalisierung der Untereinheiten wurde aus Daten von cross-linking-Experimenten, funktionellen
Studien und kristallographischen Untersuchungen bestimmt. Die Positionierung der LHCI-
Untereinheiten wurde durch Elektronenmikroskopie ermittelt (Boekema et al., 2001).

1.2.3 Lage und Orientierung des LHCI am Photosystem |

Erste Ergebnisse zur Lokalisierung des Lichtsammelapparates des PSI wurden als eine
ringformig geschlossene Struktur bestehend aus einer Schicht Proteine um den gesamten
Kernkomplex interpretiert (Boekema et al, 1990). Auf der Grundlage
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elektronenmikroskopischer Daten konnte nun bewiesen werden, dal} sich der LHCI nur auf
der Seite der PSI-F/J Untereinheiten an den Core anlagert (Abb. 1.2.1; Boekema et al.,
2001). Dabei handelt es sich um maximal acht, eventuell auch nur sechs Proteine (Boekema
et al., 1990 und 2001; Jansson et al., 1996). Aus dem Elektrophorese-Muster des LHCI geht
hervor, dall die Untereinheiten in gleicher Anzahl vorzuliegen scheinen, was einer Menge
von sechs Proteinen widersprache (Kap. 1.3.1). So zogen Scheller et al. (2001) in Betracht,
dall zwei verschiedene PSI-Subpopulationen untersucht wurden, an denen sechs bzw. acht
LHC-Polypeptide assoziiert waren und deren Vorkommen von Jansson et al. (1997) in
unterschiedlichen Bereichen der Thylakoidmembranen bereits bewiesen werden konnten.

Scheller et al. (2001) entwickelten ein Modell firr die Assoziierung und Orientierung der LHCI
am PSI. Die LHCI-Dimere sind alle in Kontakt mit anderen LHCI-Untereinheiten (Jansson et
al., 1996) und liegen auf einer Seite des PSI nebeneinander (Boekema et al., 2001). Zwei
LHCI-730 Komplexe sind an den Untereinheiten PSI-F/J des Kernkomplexes positioniert und
interagierten mit diesen, wahrend LHCI-680A und LHCI-680B mit den Untereinheiten PSI-G
und PSI-K an den beiden Polen des PSI-Kerns wechselwirken (Abb. 1.2-1).

1.3 Lichtsammelproteine

Die LHC-bildenden Apoproteine der Photosysteme gehdéren zur Familie der
Chl a/b-bindenden Proteine (cab-Proteine). Die Apoproteine der Arabidopsis-LHCs besitzen
eine Sequenzhomologie von mehr als 35% und ein gemeinsames hydrophobes
Sequenzmotiv von 22 Aminosauren mit drei unveranderlichen Aminosauren, den polaren
Glutamin und Arginin sowie Glycin (Jansson, 1999). Besonders auffallig sind drei
hydrophobe Regionen, von denen die erste und die dritte ausgepragte Homologien innerhalb
der cab-Proteine aufweisen. Hydropathie-Plots deuteten darauf hin, dal es sich dabei um
membrandurchspannende helicale Strukturen handeln kénnte (Green et al.,, 1991). Diese
Strukturannahme konnte mittlerweile durch die elektronenmikroskopische Strukturaufklarung
des LHCII bestatigt werden (Kihlbrandt et al., 1994). Den Grofteil der LHC-Super-
Genfamilie héherer Pflanzen bilden die Lichtsammelkomplexe der Photosysteme, Lhca1-6
(PSI) und Lhcb1-6 (PSIl). Dazu werden noch die light-harvesting-like (LIL) Proteine gezahlt,
die sich in die stress-enhanced-proteins (SEP), early light-inducible proteins (ELIP) und high-
light-inducible-proteins (HLIP) untergliedern sowie die Ferrochelatase und PsbS (Jansson,
1996). Aufgrund der Sequenzhomologien vermutet man einen gemeinsamen evolutionaren
Ursprung der LHCs. Dabei soll es sich urspriinglich um ein 2-Helix-Protein gehandelt haben,
wobei durch Genduplikation und Reduktion einer Helix das 3-Helix Motiv entstanden ist
(Jansson et al., 1996).

Die Lichtsammelkomplexe der hoheren Pflanzen dienen der VergroRBerung des
Absorptionsquerschnittes der Photosysteme. Durch die zusatzliche Bindung von Chl b in den
aulleren Antennen wird zudem das Absorptionsspektrum erweitert, das sich bei den
Photosystemen und den minoren Antennen des PSII nur auf die Komplexierung von Chl a
beschrankt.

1.3.1 Die LHCs des Photosystems |

Proteine und Proteinzusammensetzungen

Bei den LHCs des PSI handelt es sich ausschlieRlich um Chl a/b-bindende Molekiile. An der
Bildung der Antenne des PSI sind insgesamt vier Apoproteine beteiligt, die Molekilmassen
von 20 kDa bis 25 kDa besitzen (Tabelle 1.2-1; Ikeuchi et al., 1991; Knoetzel et al., 1992).
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Zum ersten Mal wurde die Isolierung eines cab-Proteins des PSI von Haworth et al. (1983)
beschrieben. Die Praparation von nativem LHCI mittels Saccharosedichtegradienten-
Zentrifugation liefert zwei Subfraktionen, die in Proteinzusammensetzung und -gehalt
unterschiedlich sind (Lam et al., 1984). Die Subfraktionen wurden entsprechend ihrer 77 K
Fluoreszenzemission als LHCI-730 und LHCI-680 bezeichnet (Bassi und Simpson; 1987).
Ikeuchi und Mitarbeiter (1991) isolierten den LHCI vom nativen PSI und konnten drei
Pigment-Protein-Komplexe voneinander trennen. Sie ordneten dem LHCI-730 die
Apoproteine Lhca1l und Lhca4 zu. Die beiden anderen bei 680 nm emittierenden LHCs
wurden spater von Knoetzel et al. (1992) bei Gerste (Hordeum vulgare L.) ebenfalls
identifiziert und als LHCI-680A (Lhca3) und LHCI-680B (Lhca2) bezeichnet.

Der LHCI-730, so zeigten in vitro Versuche zur Rickfaltung rekombinanter Apoproteine mit
Gesamtpigmentextrakt, ist ein heterodimerer Komplex bestehend aus den beiden kleinsten
Apoproteinen der Lhca-Familie, Lhcal und Lhca4. Der rekombinante LHC-730 ist
spektroskopisch untersucht und mit dem nativen Pigment-Protein-Komplex verglichen
worden. Fluoreszenzemission und CD-Absorption lieferten dabei sehr dhnliche Spektren fir
das native und rekombinante Untersuchungsobjekt (Schmid et al., 1997; Melkozernov et al.,
1998). Uber den Oligomerisierungsstatus von LHCI-680A und LHCI-680B gibt es bisher noch
keine gesicherten Erkenntnisse. Mit verschiedenen analytischen Methoden kamen Croce
und Bassi (1998) zu dem Ergebnis, dal der LHCI-680 als Dimer organisiert sein kénnte.
Dabei bleibt weiterhin unklar, ob die Assemblierung aus gleichen oder verschiedenen
Untereinheiten erfolgt. Tjus et al. (1995) eluiierten Lhca2 und Lhca3 aus einer Bande nach
einer chromatographischen Saulentrennung. Lhca3 war dabei deutlich angereichert, so dal}
es offensichtlich mit dem Lhca2 kein Heterodimer bildet. Die PSI-K defiziente Arabidopsis-
Mutante verliert gleichermallen Lhca2 und Lhca3 (Jensen et al., 2000), was auf eine
Interaktion der beiden Proteine hinweisen kénnte, und auch die antisense-Hemmung einer
der LHCI-680-Proteine flhrt zu einer gegenseitigen Beeinflussung der Expression des
anderen Apoproteins (Ganeteg et al., 2001). Die Autoren glauben aber, da aufgrund von
cross-linking-Experimenten keine stabile heterogene Assoziierung detektiert werden konnte
(Jansson et al., 1996), da® Lhca2- und Lhca3-Homodimere miteinander in Kontakt stehen
und sich gegenseitig beeinflussen. In in vitro Rekonstitutionsversuchen konnte bislang kein
Dimer von Lhca2 gebildet werden (Wiener, 2000). Weitere Versuche unter modifizierten
Bedingungen lieferten bislang weder heterodimere noch homodimere LHCs aus Lhca2 und
Lhca3 (V. Schmidt, mundliche Mitteilung).

77 K Fluoreszenzemission des LHCI

Der LHCI unterscheidet sich in seinem 77 K Fluoreszenzemissionsspektrum deutlich von
den Lichtsammelkomplexen des PSIl. Nach der Untergliederung des LHCI in zwei
spektroskopisch unterschiedliche Komponenten, den LHCI-730 und LHCI-680 (Lam et al.,
1984), gelang Tjus et al. (1995) durch Untersuchungen an isolierten und Schmid et al. (1997)
durch Rickfaltung von rekombinanten LHCI-730 Untereinheiten der Nachweis, dall in dem
heterodimeren LHC nur die Lhca4-Untereinheit (iber diese langwellige Emission verfiigt.
Croce und Mitarbeiter (1998) demonstrierten durch Absorptions- und Fluoreszenz-
spektroskopie an nativem PSI von Mais (Zea mays), dal mindestens 80% der langwellig
fluoreszierenden Chlorophylle dem LHCI zugeordnet werden konnen und wiesen damit
nochmals Existenz und grobe Lokalisierung dieser Chlorophylispezies nach. Eine genauere
Ortung gelang lhalainen und Mitarbeitern (2000). Sie vermuteten, dall eine Gruppe
gekoppelter Chlorophylle, die bei 711 nm absorbieren und 733 nm emittieren, fir das
Phanomen verantwortlich ist. Ein Argument flr die Involvierung von Chl b lieferten Versuche
mit selektiver Chl b-Anregung. Die Folge war eine Zunahme der Fluoreszenzemission
zwischen 720 nm und 750 nm (Mukerji und Sauer, 1993; Koehne et al., 1999). Schmid et al.
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(2001) konnten durch Rekonstitutionsexperimente mit nur einer Chl-Spezies nachweisen,
daf die langwellige Emission abhangig von der Anwesenheit von Chl b ist.

Die Funktion einer solchen langwellig emittierenden Antenne wird kontrovers diskutiert. Eine
Antenne mit dieser Eigenschaft kann, so argumentieren Stahl et al. (1989), Uberschissige
Energie im Falle zu starker Sonneneinstrahlung ableiten und den Photosyntheseapparat
schitzen. Eine andere Publikation sieht sogar einen energetischen Vorteil durch die
langwellig emittierenden Chlorophylle. Der Excitonen-Transfer zwischen LHCI-730 und PSI-
Core ist zwar vermindert, daher kommt es aber zu einer Vergrolierung des
Absorptionsquerschnittes (Trissl, 1993). Bei der Diskussion Uber die Bedeutung der
langwellig fluoreszierenden Chl darf nicht auf’er Acht gelassen werden, dal3 diese
Chlorophyll-Spezies nur einen Bruchteil der Gesamt-Chl-Menge ausmacht, so dal} die
physiologischen Konsequenzen eher gering waren. Die Energiedifferenz zwischen den
langwellig fluoreszierenden Chl und dem P+oo kann sogar durch thermische Anregung schon
bei Raumtemperatur Uberwunden werden, so dald ein Energietransfer entgegen dem
Energiegefalle mdglich ware (Koehne et al., 1999).

Pigmentierung des LHCI

Zu den Pigment-Zusammensetzungen und Pigment-Stéchiometrien der Lhca-Komplexe
existieren bislang nur wenige Untersuchungen. Erste Berechnungen aus Vergleichen von
PSI mit Antennen-Komplexen und PSI ohne Lichtsammler sowie reinen LHCI Isolierungen,
lieferten eine Menge von 70 bis 110 Chla undb fur die Gesamtheit der
Lichtsammelkomplexe (Siefermann-Harms, 1985; Damm et al., 1990). Basierend auf der
Annahme, dal} acht Proteine des LHCI die gesamte Antenne einer PSI-Einheit bilden (Croce
und Bassi, 1998), lalt sich folgende Pigmentzusammensetzung flr ein einzelnes Lhca-
Protein ermitteln: 8 Chla, 2 Chl b, 2 Carotinoide. Die Werte stellen nur eine grobe
Annaherung an die tatsachlichen Verhaltnisse dar und bergen die Gefahr, dall mdgliche
unterschiedliche Chromophor-Mengen der verschiedenen LHCI-Proteine nicht bertcksichtigt
werden. Sequenzvergleiche mit dem LHCI aus der Rotalge Porphyridium cruentum ergaben
sechs Aminosauren, die als potentielle Chl a-bindende Reste in Frage kommen (Tan et al.,
1997). Mutagenesestudien an Lhcb4 und Lhcb1 deuten ebenfalls auf 6 mdgliche Chl a-
Molekule pro LHCI-Monomer hin (Bassi et al., 1999; Remelli et al., 1999; Rogl und
Kihlbrandt, 1999). Zumindest fur LHCI-730 und seine Untereinheiten existieren prazisere
Daten von Schmid et al. (1997). Durch chromatographische Bestimmungen von
Chlorophyllen und Proteinquantifizierungen mittels BCA-Assay ermittelten die Autoren etwa
7 Chl in nativem und rekombinantem LHCI-730 pro Protein und liegen damit unter den oben
angeflihrten Chl-Zahlen, die alleine 6-8 gebundene Chl a postulierten. Das Verhaltnis von
Chl a zu Chl b im nativen LHCI-730 lag, laut dieser Untersuchung, bei 2.57, d.h. etwa 5 Chl a
und 2 Chl b pro Monomer. Wahrscheinlich wird ein Lutein pro Untereinheit gebunden.
Verschiedene weitere Xanthophyll-Spezies konnten in sub-stdchiometrischen Mengen
identifiziert werden, so daf} insgesamt vermutlich insgesamt zwei Xanthophylle pro Monomer
assoziiert sind.

1.3.2 Die LHCs des Photosystems I

Die Verwandtschaft der Lichtsammelproteine héherer Pflanzen, speziell die Beziehung von
Lhca1 und Lhcad4 zu LHCII ist ein wichtiger Punkt fur das Verstandnis und die Interpretation
der erzielten Resultate am LHCI-730.

Der Lichtsammelapparat des PSIl untergliedert sich in die Gruppe der Chl a-bindenden
Proteine, die den minoren, inneren Lichtsammler bilden, und die Chl a/b-bindenden Proteine,
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die als majorer Lichtsammel-Komplex den peripheren Ring der PSIll-Antennen hoherer
Pflanzen bilden (Jansson, 1994; Green und Durnford, 1996; Durnford et al., 1999). Die
inneren LHCs werden von den Proteinen Lhcb4-6 gebildet und umschlieRen alle zusammen
den PSII-Core (Schwartz und Pichersky, 1990; Pichersky et al., 1991; Morishige und
Thornber, 1992). Es wird vermutet, dal} sie die Interaktion von PSII-Kernkomplex und LHCII
vermitteln (Bassi und Dainesse, 1992). Die LHCs aus den Apoproteinen Lhcb4-6 bilden
jeweils monomere Assoziationsformen (Butler und Kihlbrandt, 1988; Guiffra et al., 1996;
Jansson, 1999). Der majore LHCII wird von insgesamt drei Genen, lhcb1, Ihcb2 und lhch3,
kodiert und bildet einen trimeren Pigment-Protein-Komplex, dessen Untereinheiten-
Zusammensetzung noch nicht vollstandig geklart werden konnte. Bislang konnten
Lhcb1/Lhcb2-Heterotrimere sowie Lhcb1-Homotrimere nachgewiesen werden, die als
Antennen flir beide Photosysteme fungieren kénnen. Trimere aus Lhcb3 (wahrscheinlich
2 Lhcb1/Lhcb3) scheinen nur an PSII assoziiert zu sein (Larsson et al., 1987). Durch
hochauflésende nicht-denaturierende isoelektrische Fokussierung wurden mittlerweile
weitere Trimer-Zusammensetzungen aufgeklart. Aggregationen aus allen drei Apoproteinen
und auch Homotrimere aus Lhcb1 wurden isoliert und mittels CD-Spektroskopie identifiziert
(Jackowski und Pielucha, 2001; Jackowski et al., 2001). Die Pigmentbindung des LHCII
belauft sich auf 7-8 Chl a, 5-6 Chl b und 3 Xanthophylle (Kuhlbrandt et al., 1994; Yang et al.,
1999).

Der LHCII ist hinsichtlich der vermitteinden Bereiche fir die Assemblierung der
Untereinheiten ein gut untersuchtes Protein. Mutationsanalysen am N-Terminus des Lhcb1,
der innerhalb der LHC-Proteine sehr variabel ist, fihrten zur Identifizierung eines Motivs,
bestehend aus sechs Aminosauren, das fur die Assemblierung von LHCII-Monomeren zum
Trimer verantwortlich ist (Hobe et al.,, 1995). Am C-Terminus, eine Region geringer
Homologie zwischen den cab-Proteinen, wurde Tryptophan als eine entscheidende
Aminosdure bei der Trimerisierung identifiziert (Kuttkat et al., 1996). Und eine
chlorophyllbindende Aminosaureseitenkette ist ebenfalls in die Trimerisierung involviert
(Yang et al., 1999). Untersuchungen zur Bedeutung terminaler Bereiche fur die Stabilitat und
deren EinfluR auf die Pigmentbindung der monomeren LHCII-Untereinheiten zeigten, dafl
der N-Terminus entbehrlich ist, und am C-Terminus die vierte amphipathische Helix nicht
vollstandig entfernt werden darf (Cammarata und Schmidt, 1992; Paulsen und Hobe, 1992).

1.3.3 LH1, ein Lichtsammelprotein der Purpurbakterien

Die Lichtsammelproteine der Purpurbakterien bilden eine eigene Gruppe von Pigment-
Protein-Komplexen. Sie bauen sich anders auf als die der hdheren Pflanzen. Dennoch bieten
diese Proteine fir diese Arbeit am LHCI-730 interessante Vergleichsobjekte, da sich somit
ein Ubergreifendes, allgemeingultiges Prinzip von Stabilitdt, Assemblierung und der daran
beteiligten Komponenten in Pigment-Protein-Komplexen erstellen [aRt. Aufgrund
vorliegender Strukturdaten ist bekannt, wie sich die Proteine falten. Eine Reihe von
Mutationsanalysen an rekombinanten und synthetischen Polypeptiden lieferten bisher
anschauliche Informationen Uber die Prinzipien der Pigmentbindung sowie Bildung und
Stabilitat der Pigment-Protein-Komplexe.

Der LH1 ist die innere Antenne des RCs fakultativ phototropher Purpurbakterien (z.B.
Rhodobacter (Rb.) capsulatus. Der LH1 bildet zusammen mit dem RC den Kernkomplex
(Zuber und Brunisholz, 1991). Zu den Chromophoren der bakteriellen Lichtsammler gehdren
Bakteriochlorophyll (BChl) und als akzessorische Pigmente Carotinoide, die nicht-kovalent
gebunden werden (Drews, 1985; Hawthornthwaite und Cogdell, 1991). Vom peripheren
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Lichtsammler LH2 absorbierte Energie wird an den Kern-Lichtsammler LH1 weitergegeben,
der seine Energie an das RC ubertragt.

Die Struktur des LH2 wurde bereits von McDermott et al. (1995) aufgeklart. Durch
Strukturvergleiche mit LH2, biochemischen Untersuchungen und einer Strukturauflésung von
8.5 A (Karrasch et al., 1995) sind mittlerweile fundierte Daten zum LH1 vorhanden. Er setzt
sich aus zwei pigmentbindenden integralen Untereinheiten zusammen, die mit a und B
bezeichnet werden. Der LH1 bildet zwei Ringe aus 24 oder 32 a- und B-Untereinheiten
gleicher Stéchiometrie (Loach und Parkes-Loach, 1995; Francke und Amesz, 1995), die das
RC umschlieBen. Der Holokomplex des LH1 setzt sich wahrscheinlich aus Sub-
Untereinheiten in der Kombination a4B42 BChl (Loach und Parkes-Loach, 1995) oder
02B2°4 BChl (Sturgis und Robert, 1994) zusammen.

Am LH1 sind eine Reihe von Analysen an modifizierten Proteinen durchgefiihrt worden. Im
Jahr 1992 zeigten Richter et al. durch Experimente mit Deletionsmutanten am N-Terminus
des LH1 von Rb. capsulatus den EinfluR auf die Bildung von Subuntereinheiten (a481°2 BChl)
und den gesamten LH1-Komplex (012312224 BChl). Deletionen C-terminaler Proteinbereiche
bewiesen, dal® fur die Interaktion von RC mit LH1 in Rb. spaeroides die C-terminalen
Aminosauren der a-Untereinheit verantwortlich sind (McGlynn et al., 1996). Eine
Aminosauresubstitution am a-Protein des LH1 von Rb. capsulatus bewies die Bedeutung des
Tryptophans flr die Assemblierung von Proteinen. Der Einbau von Alanin, das ahnlich
hydrophob ist wie Tryptophan, verhinderte die LH1-Bildung (Richter et al., 1991), und
deutete darauf hin, dal® weitere Eigenschaften des Tryptophans fiir die Oligomerisierung und
Proteinstabilitdt wichtig sein missen. Die Bedeutung verschiedener Aminosaure-
Seitenketten in der B-Untereinheit des LH1 von Rb. spaeroides wurde durch den Austausch
konservierter Aminosauren untersucht. Kehoe et al. (1998) identifizierten dabei ein
extrinsisch gelegenes Tryptophan als eine wichtige Aminosaure fur die Assemblierung von a-
und B-Kette. Der Austausch des Tryptophans gegen Phenylalanin verringerte die
Assoziationskonstante® um den Faktor 500 und verschob die maximale Absorptionsbande
um 12 nm gegenuber dem Wildtyp. Die Substitution der helicalen Aminosaure Arginin durch
Leucin reduzierte Kass. um das 30-fache und verhinderte die Bildung des LH1. Durch
Messungen der Bindungsenergien von mutierten LH1-Subuntereinheiten von Rb. spaeroides
und Rb. capsulatus identifizierte man Tyrosin als die entscheidende Aminosaure zur
Stabilisierung der LH1-Subuntereinheiten. Fir die Zunahme der Bindungsenergie wurde eine
Wasserstoffbriickenbindung verantwortlich gemacht, in die Tyrosin involviert ist (Davis et al.,
1997). Somit erweisen sich genetisch veranderte rekombinante Proteine als geeignetes
Mittel, um Aussagen Uber Struktur-Sequenz Zusammenhange treffen zu kénnen.

1.4 Proteinfaltung

Bereits 1973 bewies Anfinsen durch Untersuchungen an der Ribonuclease vom Rind, daf}
die Information zur Bildung einer dreidimensionalen Proteinstruktur bereits in der
Aminosauresequenz festgelegt ist (Anfinsen, 1973). Die Lange einer Peptidkette bestimmt
die Anzahl der Faltungsmoglichkeiten. Wie ein Protein faltet, wird durch die
Wechselwirkungen der Aminosaureseitenketten festgelegt und ist abhangig von der
physiologischen Umgebung in der Zelle. Die native Konformation durch zufalliges
»Ausprobieren“ selbst bei kleinen Polypeptiden (n = 100 Reste) zu erreichen, wirde einen
Zeitraum bendtigen, der groRer ist als das Alter des Universum. So geht man heute von
einem sogenannten hierarchischen Faltungsprozel® aus, der mit der Bildung kurzer

°Die Assoziationskonstante Ka ist definiert als die Differenz freier Energie zwischen dem
assoziierten und unassoziierten Zustand eines Proteins.
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Abschnitte von Sekundarstrukturen beginnt, die zu groReren Faltungseinheiten (Domanen)
kondensieren. Am Ende dieses Ablaufs bilden die Domanen zunachst das molten globule,
eine locker organisierte, fast nativ gefaltete Polypeptidkette, aus der schlieRlich die native
Tertiarstruktur gebildet wird (Goldberg, 1985; Baldwin und Rose, 1999). Bei der in vivo
Faltung vieler Proteine sind Chaparone beteiligt, ,Hilfsproteine®, die die Proteinfaltung
organisieren und somit den Faltungsprozeld beschleunigen. Der Grofdteil der denaturierten
Proteine faltet spontan von einem nahezu random coiled Zustand in seine Kkorrekte
funktionelle Konformation (Jaenicke, 1998).

Die Untersuchungen zur Proteinfaltung wurden in ihren Anfangen an wasserldslichen
Proteinen durchgefiihrt. Ein frihes Modell (two-stage-model) zur spezifischen Faltung von
Membranproteinen wurde von Popot und Engelman (1990) entwickelt. Demnach bilden die
a-Transmembranhelices zuerst unabhangig voneinander gefaltete Einheiten, diese
assoziieren in einem zweiten Schritt durch van der Waals Krafte, lipophobe Effekte oder die
Bildung von Inter-Helix-lonen-Paaren in der hydrophoben Umgebung (Lemmon et al., 1997).

Versuche zur Rickfaltung (Rekonstitution) von Membranproteinen gelangen mit isolierten
oder rekombinanten LHCII-Proteinen in Detergenz-Lésungen in Anwesenheit von Pigmenten
und Lipiden, ohne die Beteiligung von Chaparonen (Plumly und Schmidt, 1987; Paulsen et
al., 1990; Cammarata et al., 1990). Der rekonstituierte LHCII faltete, laut spektroskopischen
Untersuchungen, ahnlich dem isolierten nativen LHCIl. Das Rekonstitutionsverfahren des
LHCIl konnte auf den LHCI-730 in modifizierter Form Ubertragen werden, so dafl® unter
ahnlichen Bedingungen die Ruckfaltung der Untereinheiten Lhca1 und Lhca4 sowie die
Dimerbildung mdglich ist (Kap. 3.4.1).

Protein-Protein-Interaktionen  bilden die Basis fir quaterndare und multimere
Proteinkomplexe. Die Kréfte, die fur die Faltung der Protein-Untereinheiten wichtig sind, z.B.
Hydrophobizitdt, van der Waals Wechselwirkungen, Wasserstoffbrickenbindungen und
elektrostatische Wechselwirkungen, sind ebenfalls fur die Assemblierung der Untereinheiten
verantwortlich (Stites, 1997). Die primare Kraft der Protein-Assoziation ist die hydrophobe
Wechselwirkung (Chothia und Janin, 1975). Die Assoziierung von zwei Proteinen setzt dabei
eine spezifische Erkennung der Untereinheiten flr eine stabile Assemblierung voraus
(Duquerroy et al.,, 1991). Das zweite grundlegende Merkmal von Protein-Protein-
Interaktionen ist die Komplementaritat. Das schlief3t nicht nur die Gestalt der Kontaktflachen
sondern auch die Oberflachenladungen von Peptiddomanen mit ein.

Prinzipiell mul3 man zwei Formen von Protein-Protein-Interaktionen unterscheiden:
i) permanente Dimere, die haufig aus identischen Polypeptiden gebildet werden und
ii) nicht-obligate oder temporare Dimere. Ein Beispiel flir ein temporares Dimer ist das
Assoziierungsprodukt der a-Untereinheit des G-Proteins mit der Adenylatcyclase nach
hormoninduzierter Aktivierung. In diesen Fallen ist eine spezifische reversible Interaktion
wichtig. Das G-Protein ist auch Bestandteil einer Signalkaskade aus temporaren Protein-
Protein-Assoziierungen, die zellulare Prozesse steuert, wie z.B. die Signalweiterleitung der
Sieben-Helix-Rezeptoren. Permanente Dimere oder dimere Assemblierungsprodukte, wie
z.B. das Hamoglobin oder die Ribulosebisphosphat-Carboxylase (Hartman und Harpel,
1994), weisen in der Regel einen hoheren AASA® als die temporaren Dimere auf (Jones und
Thornton, 1995). Da eine Korrelation zwischen der hydrophoben freien Energie bei der
Veranderung der Aminosaure-Umgebung von polar nach hydrophob und dem Lésungsmittel-
ASA besteht, gibt AASA einen Einblick in Flache und Art der Protein-Protein-Interaktion
(Chothia, 1974). Damit lie? sich fiir wasserldsliche Proteine ermitteln, dall die Kontaktflachen
von Proteinen, die auch als monomere Untereinheiten existieren, weniger hydrophob sind als

® ASA = accessible surface area; AASA beschreibt die Veranderung, der fiir das Losungsmittel
zuganglichen Flache im Protein beim Ubergang vom monomeren in den dimeren Status.
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die, die ausschlielllich als Multimer vorkommen. Die freie Bindungsenergie an den Protein-
Protein-Kontaktflachen ist nicht zwingend tiber den gesamten Bereich verteilt, sondern kann
sich auf schmale Regionen beschranken. Diese Kontaktpunkte werden als hot spots
bezeichnet und haufig von Tryptophan, Tyrosin oder Arginin besetzt.

1.4.1 Konformation von Lhca1 und Lhca4

1994 gelang es Kihlbrandt und Mitarbeitern ein auf elektronenmikroskopischen Daten
beruhendes Atommodell des LHCIl zu erstellen. Die nahe Verwandtschaft und der
gemeinsame evolutiondre Ursprung der Proteine des LHCI-730 (Jansson, 1994) kann man
nutzen, um Strukturannahmen aufgrund von Sequenzhomologien zwischen den Proteinen zu
postulieren. Man findet bei den Untersuchungsobjekten dieser Arbeit, Lhca1 und Lhca4, und
dem LHCII viele strukturbildende Bereiche und Aminosauren konserviert (Abb 5.2-1).

Zwischen den Protein-Untereinheiten des LHCI-730 und Lhcb1 besteht eine ausgepragte
Sequenzhomologie von 35% (Lhca4) bzw. 43% (Lhca1) Identitat’, die selbst zwischen den
beiden LHCI-Proteinen mit 40% nicht signifikant héher liegt. Wichtige Aminosauren sowie die
Bereiche der ersten und dritten Transmembranhelix sind stark konserviert und die von Green
und Pichersky (1994) erstellten Strukturvorhersagen deuten darauf hin, dal® man fir Lhca1
und Lhca4 eine dem LHCIlI ahnliche Konformation des Proteins annehmen kann. Am
Hauptlichtsammler des PS Il, dem LHCII, sind bereits eine Reihe von Experimenten zur
Faltung und Stabilitit der monomeren Untereinheiten (Cammarata und Schmidt, 1992;
Paulsen und Hobe, 1992; Paulsen und Kuttkat, 1993) sowie zur Bildung von Trimeren (Hobe
et al., 1995, Kuttkat et al., 1996; Yang et al., 1999; Rogl et al., 1999) durchgeflihrt worden.
Durch Vergleich der Primarstruktur von LHCIl mit den beiden Untereinheiten des LHCI-730
lassen sich gerade die potentiell chlorophyllbindenden Aminosauren fast alle als konserviert
identifizieren (Abb. 5.2-1). Untersuchungen anhand von Aminosauresubstitutionen konnten
einen Grolteil dieser Positionen fir den Lhca4 bestatigen (Lago-Places, 2000; Thomé, 2000;
Rautenberg, 2001). Ebenso sind die wichtigen strukturgebenden Aminosauren Glutamat und
Arginin, die an der Ausbildung zweier lonenpaare beteiligt sind, in der ersten und dritten
Transmembranhelix (Abb. 5.2-1) an analogen Positionen lokalisiert. Die lonenpaar-Bindung
erfolgt durch die ionische Wechselwirkung zwischen zwei Glutamat-Arginin-Paaren. Die
Annahme einer ahnlichen Konformation der LHCI-Untereinheiten wird auch durch die
Langen der drei Transmembranhelices gestitzt. Durch den flachen Eintrittswinkel der
Transmembranhelices 1 und 3 des LHCII (Abb. 1.4-1) von 32 ° zur Membransenkrechten
mufd die Anzahl helicaler Aminosauren gréRer (namlich 35 bzw. 30 Aminosauren = 51 bzw.
43 A) sein, um die Membran zu durchspannen, als bei Helix 2 (21 Aminosduren = 31 A;
Eintrittswinkel, 9 °). Basierend auf der Strukturvorhersage von Green und Pichersky (1994)
sind die Langen der Transmembranhelices von Lhca1 und Lhca4 analog (Tab. 1.4-1) und
mussen daher die Membran in ahnlichen Winkeln durchspannen. Der LHCII bindet pro
Monomer zwei Xanthophylle (Hobe et al., 2000), bevorzugt Lutein, die an Aminosauren der
Helixenden bzw. der Helix-angrenzenden Loops binden (Abb. 5.2-1). Fur Lhca1 und Lhca4
konnte ein Lutein pro Untereinheit detektiert werden (Schmid et al., 1997). Die Aminosauren
fur die Bindung des Lutein 1 sind in den LHCI-730 Untereinheiten gut konserviert, fur das
zweite Lutein ist das nicht der Fall (Abb. 5.2-1).

" Die Werte wurden durch das Programm Blast 2 Sequences, Version BLASTP 2.1.2 [Oct-19-2000]
vom National Center for Biotechnology Information (NCBI) ermittelt.
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Abb. 1.4-1: Postuliertes Strukturmodell fir LHCs, basierend auf den Daten des LHCII (Kihlbrandt
et al., 1994). A) Seitenansicht, B) Frontansicht, um ca. 60 ° zur Seitenansicht in Uhrzeigerrichtung
gedreht. Die Orientierung der Helices (blau) kann fiir die LHCs als ahnlich angenommen werden.
Die Lage der Loops und Termini (schwarz) ist nicht gesichert und hier nur angedeutet. Die Helices
sind entsprechend ihrer Abfolge in der Aminosduresequenz nummeriert. Die blauen Balken zeigen
die wahrscheinlichen Grenzen der Lipidbilayer an.

Die Sequenzhomologie zum LHCII bietet, gerade in den fir die Strukturbildung wichtigen
Bereichen, trotz fehlender Kristallstruktur der LHCI-730 Untereinheiten, die Mdglichkeit eine
Konformation des Lhca1 und Lhca4 postulieren zu kénnen und fir die Diskussion der
erzielten Ergebnisse herangezogen werden zu kénnen. Durch ein Homologie-Modelling,
basierend auf den kristallographischen Daten des LHCII von Kihlbrandt et al. (1994), konnte
fir den Lhca4 eine Struktur postuliert werden, die bis auf die terminalen und die Loop-
Regionen, eine ahnliche Faltung wie die des LHCIl annehmen Ialt (Schweikardt, 2001).

Tab. 1.4-1: Gegenuberstellung der Transmembranhelixlangen von LHCII und Lhca1 und Lhca4.
Die Aminosaureanzahl der entsprechenden Helices ist im Verhaltnis gleich. Dies deutet auf
ahnliche Eintrittswinkel der Transmembranhelices durch die Membran hin.

Protein Helix 1 Helix 2 Helix 3
Lhca1 33 27 34
Lhcad 34 27 32
LHCII 35 21 30

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Termini des LHCI-730 auf ihre Bedeutung flir die
Monomerbildung der Untereinheiten Lhcal und Lhca4 sowie deren Dimer-Assemblierung
untersucht werden.

Hohe Sequenzhomologien in der ersten und dritten Transmembranhelix sowie in den
strukturbildenden und chlorophyllbindenden Aminosauren lassen ein dhnliche Konformation
der monomeren LHC-Proteine vermuten. Daneben existieren Regionen in den Polypeptiden,
die sich deutlich unterscheiden und wahrscheinlich fir die Dimerbildung verantwortlich sind.
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Zu diesen Bereichen geringer Homologie gehoren zweifellos die Termini, die Loops und die
zweite Transmembranhelix. In Arbeiten von Cammarata und Schmidt (1992) sowie Paulsen
und Hobe (1992) wurde gezeigt, dall die Termini nur bedingt flr die Bildung von stabilem
monomerem LHCII bendtigt werden. In dieser Arbeit soll anhand von N- und C-terminal
verkiirzten Proteinen untersucht werden, ob und inwieweit terminale Aminosauren von Lhca1
und Lhca4 entfernt werden dirfen, ohne die Fahigkeit zur Monomerbildung durch
Auftrennung in einem schwach denaturierenden Gelsystem zu verlieren. Um die Relevanz
und besondere Eigenschaften der letzten Aminosaure im monomerbildenden LHC
untersuchen zu kénnen, soll der Endpunkt der Monomerbildung prazise bestimmt werden.

Die Bildung einer hoéheren oligomeren Organisationsform durch Assemblierung von
Untereinheiten ist ein sehr spezifischer Vorgang, der haufig ein Zusammenspiel mehrerer
wechselwirkender Faktoren zwischen den Proteinen voraussetzt. Dazu zahlen z.B.
Interaktion zwischen Transmembranhelices, wie beim Glycophorin A und Wechselwirkungen
zwischen Loop-Regionen und/oder Termini bei bR und dem LHCII. Die Dimersierung des
LHCI-730 soll in dieser Arbeit im Hinblick auf die Relevanz von N- und C-Terminus beider
Untereinheiten durch Deletionsmutanten untersucht werden. Dabei soll durch
Aminosauresubstitutionen herausgefunden werden, ob bestimmte, einzelne Aminosauren als
Interaktionspartner in Frage kommen oder kurze Protein-Abschnitte das Dimer stabilisieren.

Mittels spektroskopischer und chromatographischer Verfahren lassen sich Veranderungen,
die die Stabilitdt der Pigment-Protein-Komplexe nur bedingt betreffen, anhand von
Fluoreszenzemission, CD-Absorption der gebundenen Chlorophylle oder Bestimmungen der
Pigment-Zusammensetzungen analysieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollen diese Methoden
der Charakterisierung von Deletions- und Punktmutanten im Vergleich zu den Wildtypen
dienen, um Veranderungen in den LHCs nicht nur auf der Ebene von Stabilitatsverlusten
erfassen zu kdnnen.

Die Untersuchungen wurden mit rekombinanten Apoproteinen von Lhca1 und Lhca4 aus
Tomaten durchgefihrt. Die Modifizierung der Proteine, d.h. die Herstellung N- und C-terminal
verkurzter Deletionsmutanten, erfolgte auf DNA-Ebene mittels PCR-Mutagenese. Die LHC-
Ruckfaltung (Rekonstitution) ist durch die Zugabe von Gesamtpigmentextrakt aus Tomaten-
Thylakoiden moglich. Das Rekonstitutionsprodukt wurde anschliefend mittels schwach-
denaturierender Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Bildung einer grinen Bande auf Hohe
der zum Vergleich herangezogenen Wildtyp-Bande war das Kriterium flir den Nachweis
eines stabilen monomeren bzw. dimeren LHCs.

Die Bildung stabiler monomerer LHCs wurde auch als Grundvoraussetzung angesehen, daf}
Lhca1 und Lhca4 zum Dimer assemblieren kdnnen. Zu diesem Zweck sollten zundchst die
N- und C-terminalen Deletionsmutanten ermittelt werden, die gerade noch stabile Monomere
bilden kénnen. Ausgangspunkt waren Proteinverkirzungen bis zum Beginn der ersten (N-
Terminus) bzw. bis zum Ende der dritten (C-Terminus) Transmembranhelix. Die
Deletionsbereiche wurden, abhangig vom Erfolg der Monomerbildung, sukzessiv verkiirzt
bzw. verlangert bis die Aminosaure gefunden wurde, deren Entfernung das Ausbleiben einer
Monomerbande im Elektrophoresemuster zur Folge hatte. Zur ldentifizierung der kirzest
maoglichen Deletionsmutante, die mit dem Wildtyp der jeweils anderen Untereinheit noch
Dimere bildete, wurde ausgehend von der kirzesten Monomer-Deletionsmutante das
Apoprotein auf DNA-Ebene sukzessiv verkirzt bzw. verlangert. Die Aminosaure, deren
Entfernung in der Deletionsmutante fir das Ausbleiben einer Dimer-Bande sorgte, wurde
durch punkispezifische PCR-Mutagenese nach Chen wund Przybyla (1994) im
Vollangenprotein substituiert, um ihre Bedeutung und die Besonderheit spezifischer
Eigenschaften der Aminosaure an dieser Position analysieren zu kénnen.



16 2 Material

2 Material

2.1 Chemikalien und Reagentien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Bio-Rad (Mulnchen), Merck
(Darmstadt), Difco (Otto Nordwald KG, Hamburg), ICN Biomedicals (Eschwege), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen und hatten, wenn nicht anders erwahnt,
p. A.-Qualitdt. Aceton und Ether wurden in reinst-Qualitdt bezogen und vor Verwendung
destilliert.

Die Kits zur Praparation von Plasmiden, Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und PCR
stammen von den Firmen Macherey-Nagel (Diren) und Promega (Mannheim). Die Primer
zur Herstellung von Deletions- und Punktmutanten wurden von den Firmen MWG-Biotech
(Ebersberg) und Gen Tech (Mainz) synthetisiert.

2.2 Gerate

Geréte fiir den allgemeinen Gebrauch

Magnetrihrer
Heidolph MR 3001 K8, Heidolph Elektro GmbH & Co KG (Kehlheim)
Ikamag RCT, IKA-Labortechnik (Staufen)

Mischer fir Reaktionsgefalle
Vortex-Genie 2 (G-560E), Scientific Industries (New York, USA)

Schuttler
Heidolph Rotamax 120 T, Heidolph Elektro GmbH & Co KG (Kehlheim)

Photometer
U-2000 Spektrophotometer, Hitachi (Tokyo, Japan)
UV-2101 PC, UV-VIS Scanning Spectrophotometer, Shimadzu (Kyoto, Japan)

Spannungsquellen
Power Pac 300, Bio-Rad (Hercules, USA)
Standard Power Pack P25, Biometra (Goéttingen)

Waagen
Analysenwaage: A 200 S, Sartorius (Gottingen)
Prazisionswaage: GS-3200-2, G. Kern & Sohn (Albstadt)

Zentrifugen
Tischzentrifugen:
Mikroliter (Typ 2020), Hettich (Tuttlingen)
Micro 24-48 (Typ 1001), Hettich (Tuttlingen)
Kihlzentrifuge:
BR4i (verwendete Rotoren: AB 1.14, AB 50.10), Jouan (Unterhaching)
J2HS (verwendeter Rotor: JLA 10.500), Beckman (Munchen)

Ultraschallgerat
T 460, ElIma Transsonic (Singen/Htw.)

Rotationsverdampfer
Heidolph VV 2000, WB 2000 (Kehlheim)
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Ultraturrax
Ultraturrax T500, IKA-Labortechnik (Staufen)

Geréte fiir mikrobiologische Arbeiten

Autoklav
Varioclav Dampfsterilisator (Typ 500), H+P Labortechnik (Fachhandel Labotec,
Wiesbaden)

Brutschranke
BE 400, Memmert (Schwalbach)
BE 500, Memmert (Schwalbach)

Sterilbank
Horizontal Laminar Flow Workstation, Microflow, MDH (Hampshire, UK)

Inkubationsschuttler
KS15 (Schittelmaschine) und TH 15 (Inkubationshaube), Edmund Buhler, Johanna
Otto GmbH ( Hechingen)

Kulturrad
Rotator, H. Saur Laborbedarf (Reutlingen)

Geréte fiir molekulargenetische Arbeiten

Geldokumentationsanlage
GelDoc 1000 Single Wavelength Mini-Transilluminator, Bio-Rad (Minchen)
Software Molecular Analyst, Bio-Rad (Munchen)

Heizblock
Techne Dri-Block DB-2D, Techne (Cambridge, UK)

Thermocycler
Genius-02 T, Techne (Cambridge, UK)

UV-Lampe
Handlampe (254 und 312 nm), H. Saur Laborbedarf (Reutlingen)

Vakuumzentrifuge
Vakuum Concentrator Mini-30, Bachofer (Reutlingen)

Geréte zur Proteinuntersuchung

Durchflul3thermostat
Ministat compatibel control, Huber (Offenburg)

Fluoreszenzspektroskop
Fluoromax-2 und Tieftemperatureinheit, ISA Jobin-Yvon-Spex (Grasbrunn)
Analysesoftware Datamax, V. 2.24, AISN, ISA Jobin-Yvon-Spex (Grasbrunn)

CD-Spektroskop
Jasco J-810S Spektralpolarimeter, Jasco CDF-426S Peletier-Element, Jasco (Grof3-
Umstadt)

Ultrazentrifugen
Optima XL-100K (Rotor: SW 41 Ti), Beckman (Mlinchen)
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Centrikon T-1065 (Rotor: TST 41.14), Kontron (Neufahrn)

HPLC (high-pressure-liquid-chromatography)
Kontron Instruments (Neufahrn):
Gradientenmischer: Model 425
Pumpe: Model 420
Detektor: Diodenarray Detektor 440
Software: Kroma System 2000
Photometer
Shimadzu SPD-6AV (Kyoto, Japan)
Vorsaule
LiCrospher RP-8.5 ym, 20 x 4.6 mm, Mainzer Analysetechnik (Mainz)
RP-Saule
Inertsil C, 5 ym, 150 x 4.6 mm, Mainzer Analysetechnik (Mainz)
Filter
X-101A, 2 um, 0.62” x 6.62” x 250, Upsearch Scientific (Oak Harbor, USA)

Mikrotitterplatten-Reader
Spectra Max plus, Molecular Devices Corporation (Sunnyvale, USA)

Elektrophoresekammer
Hoefer Mighty Small, Hoefer Pharmacia (San Francisco, USA)

Kocher
HB4 basic Heizbad, IKA-Labortechnik (Staufen)

Scanner
Epson GT-7000, Epson GmbH Deutschland (Dusseldorf)

2.3 Bakterienstamme

Die folgenden zwei Escherichia coli (E. coli) Stamme (Stratagene, Heidelberg) wurden in
dieser Arbeit verwendet:

JM 101: supE, thi-1, A(lac-proAB)[F’ traD36, proAB, lacl?, ZAM15]
SCS 110:  RpsL, (Str), thr, leu, endA, thi, lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm,
supE44, A(lac-proAB)[F’ traD36, proAB, lacl?, ZAM15]

2.4 GroRenstandards fur Gelelektrophoresen

2.4.1 DNA-Marker

In dieser Arbeit wurden die folgenden zwei Marker zur Bestimmung von DNA-
Fragmentgroen verwendet. Der 100 bp Marker wurde bei New England Biolabs (NEB,
Schwalbach) erworben, der 1 kb Marker stammt von Gibco BRL Life Technologies
(Eggenstein).
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A) B)
: bp
Hase Faits Fragment | Basen-Paare | DNA-Masse 12216
1,500 =] L1198 10,180 o0¢
1,200 1 1500 46 ng by ———— 712¢ s
1.000 2 1200 37 ng — P
800 3 1000 91 ng p— .,
700
600 4 900 27 ng . _
500 5 800 24 ng —
400 6 700 21 ng
300 7 600 18 ng bl — 1018
200 8 500 91 ng
9 400 37 ng e — 506.517
100 10 300 27 ng
11 200 24 ng
12 100 55 ng

Abb. 2.4-1: Verwendete Marker zur Bestimmung der Grofle von DNA-Fragmenten bei
elektrophoretischer Agarosegelauftrennung. A) 100bp Marker (NEB). Gezeigt ist die
elektrophoretische Auftrennung sowie die Tabelle Uber FragmentgroRe und Menge der DNA.
Durch die bekannten DNA-Mengen konnte mit dem Marker eine Abschatzung der Menge
vorgenommen werden. B) Elektrophoretisches Auftrennungsmuster des 1 kb Marker (Gibco BRL
Life Technologies).

Von den Markern, die auf eine Konzentration von 100 pg/pl eingestellt wurden, wurden
jeweils 5 yl pro Bahn aufgetragen. Der 100 bp Marker wurde mit 10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
und 0.1 mM EDTA, der 1 kb Marker mit 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl und 0.1 mM
EDTA entsprechend verdinnt.

2.4.2 Proteinmarker
Zur  Bestimmung der Molekulargewichte von  denaturierten  Proteinen  aus

EinschluRkérperisolierungen durch Polyacrylamid-Gelelektrophoresen wurde der SDS-7
Marker von Sigma (Deisenhofen) verwendet:

Rinderserumalbumin 66.0 kDa
Ovalbumin 45.0 kDa
NADPH 36.0 kDa
Carboanhydrase 29.0 kDa
Trypsinogen 24.0 kDa
Trypsin-Inhibitor 20.1 kDa
a-Lactalbumin 14.2 kDa

2.5 Expressionsplasmid

Fur die bakterielle Uberexpression der Gene /hca? und /hca4 und ihrer Mutanten wurde der
Bakterien-Expressionsvektor pDS12/RBSII (Bujard et al., 1987) verwendet (Abb. 2.5-1). Die
Uberexpression ist durch IPTG-Gabe induzierbar. Da der Vektor das B-Lactamase Gen tragt,

o
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ist eine Selektion von Bakterienzellen, die durch Plasmidaufnahme Uber eine
Ampicillinresistenz verfliigen, mdglich.

MCS
/ stop \
‘m . RBS | ATGAGAGGATCCGICGAGCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGA | to |_| RBS| cat | l 1 I
BamH|  Sall Pstl  Hindlll | |
Xhol EcoRl Xbal  or

Abb. 2.5-1: Schematische Darstellung des pDS12/RBSII Expressionsvektors: P/O =
Promotorregion (T5-Promotor Pyzs), die unter Kontrolle des lac-Repressors (lac i) steht, der durch
IPTG induziert werden kann; bla = B-Lactamase Gen; ori = origin of replication; t, =
Terminationsregion; cat = Gen fiir Chloramphenicol-Transferase; RBS = Ribosomenbindestelle;
MCS = multiple cloning site.

2.6 Klone

Fur diese Arbeit wurden die in Schmid et al. (1997) beschriebenen /hca1 und lhca4 Vektor-
Konstrukte als Ausgangsmaterial verwendet. Beide cDNAs wurden zwischen die BamH I-
und Hind Ill-Schnittstelle in die multiple cloning site (MCS) des pDS12/RBSII (Kap. 2.5)
ligiert.

Die im Verlauf dieser Arbeit hergestellten Mutanten, die Primer zu ihrer Generierung und ihre
Eigenschaften sind im Anhang (A.1) zusammenfassend dargestellt. Die DNA- und
Aminosauresequenzen von Lhca1 und Lhca4 befinden sich im Anhang A.2.

2.7 Tomaten zur Isolierung von Gesamtpigmentextrakt

Der fir die Rekonstitutionen verwendete Gesamtpigmentextrakt wurde aus Thylakoiden von
Tomatenblattern (Lycopersicon esculentum) der Sorte Polaris F1 Hybrid (Samen Barnsdorf,
Mainz) gewonnen (Kap. 3.3.4).

Die Pflanzen wurden bei 22 °C unter Langtagbedingungen, d.h. 16 h Licht, 8 h Dunkelheit,
bei einer Lichtintensitit von 80 pmol Photonen*m?e«s™” (Leuchtstoffrohren L 36W/20
hellweifl3; Osram, Berlin) vier Wochen lang angezogen. Die Tomatenpflanzen erhielten
einmal pro Woche Duinger (Blutenpracht-Diinger, Plus), der entsprechend den Angaben des
Herstellers eingesetzt wurde.
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3 Methoden

3.1 Methoden der Mikrobiologie

Alle verwendeten Lésungen wurden vor ihrer Benutzung autoklaviert. Wenn nicht anders
angegeben diente steriles H,Oyest. als Losungsmittel.

3.1.1 Bakterienanzucht

Als Wirte der pDS12RBSII Expressionsvektoren wurden zwei Escherichia coli Stamme
verwendet. Im Stamm JM 101 wurden die mutierten cDNAs Uberexprimiert und alle
Klonierungswege beschritten (Kap. 2.3). Transformationen in SCS 110-Zellen waren fir die
Falle notwendig, in denen mit dam- (DNA-Adenin-Methylierung) oder decm- (DNA-Cytosin-
Methylierung) sensitiven Restriktionsenzymen geschnitten werden musste, da dieser Stamm
keine DNA-methylierenden Enzyme besitzt (Kap. 2.3). SCS 110-Zellen eignen sich allerdings
nicht fur die Uberexpression von Proteinen, so dal zur EinschluBkdrpergewinnung immer
eine Transformation des Plasmids in JM 101 nétig war (Ausubel et al., 1995).

Beide Stamme wurden unter gleichen Bedingungen angezogen. Man bendétigt Luria Bertrani-
Flissigmedium (LB-Medium; 1% (w/v) Trypton, 1% (w/v) NaCl, 0.5% (w/v) Hefe Extrakt, mit
NaOH erfolgt die Einstellung auf pH 7.5) und inkubiert die Zellansatze bei 37 °C und
175 Upm. Zur Selektion wurde, wenn nétig, Ampicillin (100 pg/ml) zugesetzt, nachdem das
Medium auf mindestens 50 °C abgekihlt war (Ausubel et al., 1995).

Fir das Vereinzeln von Bakterienzellen wurden Zellsuspensionen auf LB-Agar Platten
ausplattiert. Hierzu wurde dem LB-Medium 1.5% (w/v) Agar und, zur Selektion plasmid-
tragender Zellen, 100 pg/ml Ampicillin zugegeben.

3.1.2 Herstellung kompetenter E. coli Bakterienzellen

Wenn Bakterien in Anwesenheit hoher lonen-Konzentrationen gewachsen sind und
anschlie®end bei 0 °C mit CaCl, behandelt werden, wird die Bakterienzellwand fir die
Aufnahme ringférmiger DNA passierbar. Es wird diskutiert, dal® das bei der Herstellung
kompetenter Zellen anwesende CaCl, die DNA an der Oberflache der Bakterienzelle bindet.
Niedrige Temperaturen konservieren den durchlassigen Zustand der Zellmembran. Ein
Hitzeschock, der fiir jeden Bakterienstamm spezifisch ist und optimiert werden mufR,
vermittelt die Aufnahme der DNA durch die Membran. Allerdings ist der genaue
Mechanismus dieses Phanomens nicht bekannt (Heinemann, 1999).

JM101-Zellen wurden auf einer LB-Agar Platte mit 10 mM MgCl, ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Von der Platte wurde eine einzelne Kolonie entnommen und fir
4-5h in 100 ml TYM BROTH (2.0% (w/v) Trypton, 0.5% (w/v) Hefe-Extrakt, 0.1 M NacCl,
0.01 M MgCl,, mit NaOH auf pH 7.5 eingestellt) auf dem Schittelinkubator angezogen
(200 Upm, 37 °C) bis eine ODss50 von 0.8-0.9 erreicht war. Um eine vorsichtige Pelletierung
zu erlangen, wurden die Zellen im Anschluf® mit 1000 g bei 4°C fur 12 min sedimentiert. Der
Uberstand wurde sorgféltig dekantiert, das Pellet auf Eis vorsichtig mit 30-40 ml Tfb | (30 mM
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KOAc, 100 mM KCI, 10 mM CaCl,, 15% (w/v) Glycerin, 50 mM ®MnCl,) suspendiert und fiir
20 min dort belassen. Danach wurde die Zellsuspension wiederum mit 1000 g bei 4 °C flr
8 min sedimentiert und das Pellet mit 4 ml Tfb Il (75 mM CaCl,, 10 mM Na-MOPS (pH 7.0),
10 mM KCI, 15% (w/v) Glycerin) vorsichtig wieder in Losung gebracht. Die Suspension
wurde unter standiger Kihlung unmittelbar in 50 yl Aliquots in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei —80 °C gelagert (Kosemund, 1999).

3.1.3 Herstellung von Dauerkulturen

Durch Zugabe von Glycerin wird verhindert, daf3 durch den Gefriervorgang auftretende
Eiskristalle die Bakterien zerstéren. Zu 4 ml einer E. coli Ubernachtkultur in LB (+100 ug
Ampicillin/ml) wurden unter Schwenken des Kulturréhrchens 706 ul reines, steriles Glycerin
dazupipettiert. Das Réhrchen wurde anschlielend noch etwas geschwenkt (nicht vortexen)
bis eine homogene Ldsung entstanden ist. Diese wurde in 1 ml Aliquots bei -80 °C
eingefroren und gelagert (Sambrook et al., 1989).

So koénnen E. coli, die z.B. Plasmide mit modifizierten cab-Genen tragen, fur langere Zeit
aufbewahrt werden.

3.2 Herstellung von rekombinanten Lhca1 und Lhca4 Proteinen

Die fir die Untersuchungen zur Rekonstitution der monomeren Untereinheiten und der
Assemblierung dieser zum dimeren LHCI-730 verwendeten Apoproteine wurden auf DNA-
Ebene modifiziert. In diesem Kapitel werden zuerst gangige Methoden der Molekulargenetik
und im Anschluf} die Verfahren zur Veranderung der DNAs von /hca? und /hca4 mittels PCR-
Mutagenese beschrieben.

3.2.1 Allgemeine molekulargenetische Methoden

3.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsauren verwendet man Agarosegele (Ausubel et al., 1995). In
einem elektrischen Feld wird DNA entsprechend der GroRRe als scharfe Bande konzentriert,
wenn der pH-Wert grélRer als 5 ist. Die Konzentration der Gelmatrix wird abhangig von der
zu erwartenden DNA-Lange gewahlt (Tab. 3.2-1). Je grofRer die Fragmente um so niedriger
die Agarosekonzentration.

Tab. 3.2-1: Korrelation DNA-Fragmentlange und Agarosekonzentration.

Lange [bp] Agaroskonzentration [%] Elektrophoresbedingungen [V]
4500 - 1500 0.8 80
1500 - 500 1.5 100
500 - 100 20-25 120

® MnCl, getrennt von der Ldsung mit den anderen Bestandteilen autoklavieren und nach Abkihlung
der Losungen hinzufligen.
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Die DNA-Auftrennung im Agarosegel diente mehreren Zwecken: Nach den PCR-Laufen zur
Herstellung der Mutanten mufte das Produkt auf unerwiinschte und unerwartete Amplifikate
Uberprift werden. In weiteren Schritten der Aufreinigung und Klonierung der PCR-Produkte
war eine Quantifizierung, die mit dem verwendeten 100 bp Standard durchgefiihrt werden
konnte, und Qualitatsprifung der DNA notwendig. Ebenso wurden auf diesem Wege die
DNA-Restriktionen Uberpruft.

Die Agaroselésung wurde vor Verwendung in der Mikrowelle in TAE-Puffer (40 mM Tris,
2 mM EDTA, konzentrierte Essigsaure, pH 8.5) geldst und nach kurzer Abklihlphase, bei der
das Material gleichmalig in Losung bleiben mufite, auf einen Geltrager gegossen und zur
Bildung von Taschen mit einem Kamm versehen. Die DNA-Proben wurden mit 0.1 Volumen
Probenpuffer (20% (w/v) Ficoll 400, 0.1 M EDTA/NaOH (pH 8.0), 1% (w/v) SDS, 0.25% (w/v)
Bromphenolblau) beschwert und angefarbt und anschlieBend in die Taschen des kalten,
erstarrten Gels pipettiert. Als Laufpuffer diente ebenfalls TAE. Die Anfarbung der DNA-
Banden mit Ethidiumbromid erfolgte nach Beendigung des Gellaufes fir 5 min in einem
Farbebad (5ug Ethidiumbromid pro ml H.Ogest) auf einem Gelschittler. Unspezifische
Anfarbung der Gelmatrix wurde in einem Wasserbad fir 15 min entfernt. Die Dokumentation
erfolgte mit der Geldokumentationsanlage Gel Doc 1000 (BioRad, Minchen) bei einer
Anregungswellenlange von 312 nm. Das Fluoreszenzlicht des Ethidiumbromids wurde bei
590 nm detektiert und mit Hilfe der Software ,Molecular Analyst® (BioRad, Minchen)
ausgewertet. Von den in 2.4.1 aufgelisteten DNA-Standards wurden jeweils 500 ng
eingesetzt.

3.2.1.2 Plasmid-Isolierung

Zur selektiven Isolierung von Plasmiden aus Bakterienzellen wurden im Handel erhaltliche
Komplett-Systeme verwendet. Fir Praparationen im kleineren MaRstab (Ubernachtkultur von
3 ml, DNA-Mengen < 10 ug) wurde das Wizard Plus DNA Purification System (Promega,
Mannheim) benutzt und nach Anleitung des Herstellers durchgeflihrt.

Um DNA-Mengen in der Groflenordnung von maximal 100 yg zu erhalten fand das
NUCLEOBOND® AX mit AX 100 S&ulen (Macherey-Nagel, Diiren) Verwendung. Die
Vorgehensweise entsprach der Beschreibung im Protokoll. Fir die Praparation war eine
grof’e Kulturmenge von 100 ml notwendig, da es sich bei dem verwendeten pDS-Plasmid
um ein sogenanntes ,low-copy plasmid“ handelt, d.h. der Vektor liegt nur in geringer
Kopienzahl in der Bakterienzelle vor.

3.2.1.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Gewinnung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des E.Z.N.A.” Gel Extraction
Kit (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) oder dem Nucleotrap® Extraction Kit
(Macherey-Nagel, Diren). Die Durchflihrung folgte den Anweisungen in den Protokollen. Die
DNA wurde abschlieRend in 35 pl sterilem HyOgest. gelost.

3.2.1.4 DNA-Aufreinigung

Eine schnelle und effiziente Methode zur Gewinnung von DNA aus einer Lésung unter
Entfernung von Puffer-Salzen und Denaturierung von Proteinen ist das Ausfallen mit Alkohol.
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Dabei wird der DNA durch den Alkohol das Wasser entzogen, die Nukleinsdure fallt aus und
4Rt sich durch Zentrifugation pelletieren. Es wurden zwei Methoden mit unterschiedlichen
Anwendungszielen verwendet.

Die Isopropanol-Fillung wurde zur Gewinnung des Produktes nach PCR zur Herstellung
von Deletions- und Punktmutanten verwendet. Die Fallung wurde nach folgendem Protokoll
unter Verwendung der angegebenen Reagentien durchgefihrt:

PCR-Produkt + Hy0 4est. ad 150 pl
Ammoniumacetat (4 M) 150 pl
Isopropanol 300 pl

Nach Mischen der Lésungen und Zentrifugation fir 45 min (bei 4 °C und 16000 g) wurde der
Uberstand anschlieRend vorsichtig abgezogen und das Pellet mit 300 pl 70%igem Ethanol
gewaschen (Zentrifugation 10 min, 4 °C, 16000 g). Im Anschlu® wurde der Uberstand
wiederum vorsichtig entfernt und das Pellet fir 10 min in der Speed Vac (mit Heizung)
getrocknet. Die von Losungsmittel befreite und trockene DNA wurde in 10 pl sterilem HyOgest.
gelost.

Zur Fallung von PCR-Sequenzierprodukt wurde eine Ethanol-Fallung mit folgenden
Komponenten verwendet:

PCR-Produkt 20 pl
Na-Acetat (3 M) 3 ul
Ethanol 4. 50 pl

Die Losungen wurden gemischt, 5 min bei -80 °C eingefroren (alternativ: in flissigem
Stickstoff) und sofort zentrifugiert (30 min, 4 °C, 16 000 g). Nach vorsichtigem Dekantieren
des Uberstandes wurde anschlieRend das Pellet mit 300 ul 70%igem Ethanol gewaschen
(Zentrifugation 10 min, 4 °C, 16000 g), der Uberstand wiederum vorsichtig abgezogen,
verworfen und das Pellet 10 min in der Speed Vac (mit Heizung) getrocknet.

3.2.1.5 DNA-Quantifizierung
Groliere DNA-Mengen wurden photometrisch bestimmt und nach nach folgender Formel
berechnet:

DNA-Konzentration [ug DNA/mI] = (OD s - OD320) * °50 » Verdiinnungsfaktor

Kleinere Mengen wurden durch Vergleich mit einer definierten Menge des verwendeten
100 bp Standard im Agarosegel quantifiziert. Das hatte den Vorteil die Probe gleichzeitig
auch charakterisieren zu kdnnen.

3.2.1.6 Restriktion von DNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Restriktion von DNA zur Klonierung von Genen und fir
die Kontrolle von Gen- und Aminosaureeinbau verwendet.

° Die Zahl ,50“ ist der Faktor fiir doppelstrangige DNA.
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Tabelle 3.2-2: Uberblick Uber die verwendeten Restriktionsenzyme und Puffer. Alle Enzyme
hatten bei 37 °C ihr Temperaturoptimum. N = jede beliebige Base ist mdglich; ¥ symbolisiert die
Position des Schnittes.

Enzym | Hersteller | Erkennungssequenz Puffer
BamH | |NEB GYGATCC BamH 1/ 1.5 x OPA
Dra lll NEB CACNNNYGTG NEB3
EcoR | Pharmacia |GYAATTC 2 x OPA
Hind Ill | NEB AYAGCTT NEB2 / BamH |
Hind Ill  |Pharmacia |AYAGCTT 1.5 x OPA
Nco | NEB CYCATGG NEB4
Pvu Il Gibco-BRL |CAGYCTG REact6
Xbal Pharmacia |TYCTAGA OPA
Xmn | NEB GAANNNNYTTC NEB2

Die Restriktion folgte im allgemeinen den Anleitungen der Hersteller (NEB, Schwalbach;
Pharmacia, Freiburg). Die Tabelle 3.2-2 gibt einen Uberblick Uber alle in dieser Arbeit
verwendeten Restriktionsenzyme. Die Enzyme benétigen fir eine optimale Aktivitat
spezifische Puffer (Tab. 3.2-3). Bei Angabe von zwei verschiedenen Puffern war eine
alternative Verwendung, z.B. bei Doppelverdauen, moglich. Alle Enzyme hatten ihr
Temperaturoptimum bei 37 °C.

Tab. 3.2-3: Puffer-Zusammensetzungen fir die verwendeten Restriktionsenzyme (Ac, Acetat;
DTT, Dithiothreitol).

Puffer Zusammensetzung
NEB2 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
NEB3 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
NEB4 50 mM KAc, 20 mM Tris-Ac (pH 7.9), 10 mM MgAc, 1 mM DTT
NEB BamH | 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.9), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
One-Phor-All+ (OPA+) | 50 mM KAc, 10 mM Tris-Ac (pH 7.5), 10 mM MgAc, 1 mM DTT
REact6 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 6 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 50 mM KCI

Restriktion der PCR-Produkte zur Klonierung in den Vektor

Da die beiden zu Anfang dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme BamH | und Hind Il/
von zwei verschiedenen Herstellern stammten (s. Tabelle 3.2-1), wurde die Prozedur von
den Herstellerangaben abgewandelt. Als Puffer wurde OPA (Pharmacia) in 1.5 facher
Konzentration verwendet. Um einen vollstandigen Verdau zu gewahrleisten, der fir eine
effektive Ligation in den Vektor nétig ist, wurden die Enzyme in gréReren Mengen eingesetzt.
Fir die Restriktion von 1 yg DNA wurde mindestens fur 3 Stunden, meistens Uber Nacht, bei
37 °C verdaut:
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gereinigtes PCR-Produkt entsprechend 1 ug
One Phor All Puffer (10x) 1.5 fach

BamH | 6 U (Unit')

Hind 11l 6U

Hzodest. ad 15 |J|

3.2.1.7 Ligation

Das durch Restriktion mit BamH /| und Hind lll hergestellte Produkt aus der PCR-
Amplifikation wurde mittels Isopropanol-Fallung gereinigt und Gber eine Gelauftrennung der
Erfolg der Restriktion Uberprift. Gleichzeitig wurde das Produkt quantifiziert (Kap. 3.2.1.5).
Fur die folgende Ligation wurden 25 ng des gereinigten Restriktionsproduktes mit 75 ng des
mit den selben Enzymen aufgeschnittenen Expressionsplasmid ligiert. Das entspricht in etwa
einem molaren Verhaltnis von 2:1 (Insert:Vektor):

gereinigtes Restriktionsprodukt 25 ng

aufgeschnittener Vektor 75 ng
T4-Ligase-Puffer (10X) 1 fach
T4-Ligase 1l
H2O4gest. ad 10 pl

Die Ligation erfolgte fir mindestens 3 Stunden oder iber Nacht bei 16 °C bzw. 4 °C.

3.2.1.8 Transformation

2.5 yl aus dem 10 pl Ligationsansatz (10 ng DNA/ul) wurden zu 50 ul, auf Eis aufgetauten,
kompetenten E. coli Zellen (Stamme: JM101 oder SCS110; Kap. 2.3) pipettiert. Eine
Mischung von DNA und Zellen erfolgte durch leichtes anstupsen des Reaktionsgefalies. Der
Ansatz wurde anschlieBend fir 30 min auf Eis inkubiert. Um die DNA-Aufnahme der
Bakterien effizienter zu machen, wurden die Zellen mit einem 5 minutigen Hitzeschock bei
22 °C (JM101) bzw. 45 sek bei 37 °C (SCS110) behandelt. Damit die Bakterien sich
vermehren und nach Plasmidaufnahme Resistenz-Proteine exprimieren konnten, wurden sie
nach Zugabe von 225 ul auf 37 °C vorgewarmten LB-Medium ohne Ampicillin fir eine
Stunde bei 37 °C auf einem Schdttler inkubiert. Jeweils 100 ul der transformierten Zellen
wurden auf LB-Ampicillin-Agar Platten (Kap. 3.1; Durchmesser: 9 cm) ausplattiert und auf
dem Kopf liegend bei 37 °C ber Nacht inkubiert. Zur weiteren Bearbeitung wurden Kolonien
ausgewahlt und einzeln in LB-Medium mit Ampicillin Gberfihrt.

3.2.1.9 Kontrolle durch Restriktion und Sequenzierung

Restriktion

Um die Plasmide vor weiteren Schritten auf den richtigen Einbau der modifizierten DNAs zu
untersuchen und um Uber eine Selektionsmethode positiver Klone vor der Sequenzierung zu
verfugen, wurden die isolierten Plasmide mit den beiden Insert-flankierenden
Restriktionsschnittstellen BamH | und Hind Il geschnitten und ihre GroRe in einen

1% Def. Unit: 1U = Menge an Enzym, die bendtigt wird, um 1 ug A-DNA bei optimaler Temperatur in
einer Stunde vollstandig zu verdauen.
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Agarosegel Uberprift. Die Plasmid-DNA fir diese Kontrolle stammt aus der Mini-Praparation
(Kap. 3.2.1.2). Ein 15 yl Restriktionsansatz sah typischerweise so aus:

DNA aus Mini-Praparation 12.15 pl (entspricht etwa 1 ug)

Restriktionspuffer (OPA+) 2.25 ul (1.5 fach)
BamH | 6U

Hind Il 6U

H504est Steril ad 15 i

Der Verdau erfolgte flir mindestens drei Stunden bei 37 °C. Im Anschlull erfolgte eine
Auftrennung im Agarosegel. Es wurden 10 pl des Restriktionsansatzes pro Bahn eingesetzt.
Die GroRe der DNA-Fragmente lag bei 603 bp flr den /hca? bzw. 600 bp flr den /hca4
abztglich der deletierten Basen.

Als zeitsparende Alternative zur Restriktion wurde eine PCR durchgefiihrt, deren Matrizen-
DNA aus Bakteriellenzellen ohne vorherige Plasmidpraparation stammte. Dabei macht man
sich zunutze, dal} die Zellen bei den hohen Denaturierungstemperaturen im PCR-Zyklus
zerstort werden. Das Insert wurde mittels der Sequenzierungsprimer amplifiziert. Folgende
Komponenten wurden verwendet:

DNA Bakterienzellen
dNTPs (je 25 mM) 2yl
Primer, vorwarts (pDS12+) (10 uM) 2 ul
Primer, rickwarts (pDS12-) (10 uM) 2l
Polymerase-Puffer 5l
Taqg-Polymerase (2.5 U) 1wl
HZOdest. 38 UI

Die Zellen wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von einer LB-Agar-Platte gepickt und in
den fertigen PCR-Ansatz getaucht, fiir eine Uber-Nacht-Kultur wurde die Spitze in 5 ml
LB+Ampicillin geworfen. Um die Zerstorung der Bakterienzellen sicherzustellen, wurde die
Denaturierungsphase der PCR verlangert. In Tabelle 3.2-4 ist das Cycler-Protokoll
dargestellt.

Tab. 3.2-4: Cycler-Protokoll zur Amplifizierung von lhca-Insert aus Bakterienzellen.

Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] | Dauer [min]
Denaturierung 1 94 5
Denaturierung 94 1

Annealing 35 54 1
Amplifizierung 72 1
Amplifizierung 1 72 7

Bei den Punktmutanten konnte man sich die zusatzlich zum Basenaustausch geldschten
Schnittstellen zunutze machen und die Klone auf die zu erwartenden Fragmentgrofien
untersuchen (Kap. 3.2.2.2). Die Modifikation der DNA, durch den Mutageneseprimer
eingefiigt, hatte keinen EinfluR auf die Aminosauresequenz.

Der Mutageneseprimer fir den Aminosaureaustausch am N-Terminus des Lhcat
modifizierte das im /hca1 vorhandene Pvu lI-Kodon, so dal® das Enzym an dieser Stelle nicht
mehr schneiden konnte. In einem Restriktionsverdau mit Hind /Il und Pvu Il schneidet somit
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nur noch Hind lll, was ein lineares Fragment in der Gelauftrennung zur Folge hat (Tab.
3.2-5).

Im Ihca4 wurde am N-proximalen Ende das Kodon fiir eine vorhandene Xmn I-Schnittstelle
geldscht. Auf dem pDS-Vektor ist allerdings noch eine Xmn I-Stelle vorhanden, so dal bei
einem Verdau der Punktmutanten mit Hind lll und Xmn | noch zwei Fragmente im Gel
nachweisbar sein sollten (Tab. 3.2-5).

Tab. 3.2-5: Restriktionsmuster des Kontrollverdaus der N-terminale Punktmutanten des /hca1
und des lhca4.

Funktion Geschnitten mit ... zu erwartende Fragmente [bp] ...
Ihcat
Kontrolle (lhcat|Hind Il und Pvu Il 272 Pvu Il und Hind 1l
in Vektor) 3736 Hind Il und Pvu Il
Punktmutanten | Hind /Il und Pvu Il 4008 Lineares Fragment (nur
Hind Il schneidet)
Ihca4
Kontrolle (lhca4|Xmn I'und Hind Il 489 Xmn I (lhca4), Hind Il
in Vektor) 634 Xmn | (Vektor),
2882 Xmn I (Ihca4)
Hind Ill, Xmn | (Vektor)
Punktmutanten | Xmn ['und Hind Ill 1123 Xmn | (Vektor), Hind IlI
2882 Hind Ill, Xmn | (Vektor)

Durch den Mutageneseprimer wurde am 3'-Ende des /hca? eine Nco I-Schnittstelle geléscht.
Da bereits im Vektor und im /hca1 Nco I-Kodons vorhanden waren, ergab sich ein komplexes
Bandenmuster, dessen Verteilung in Tabelle 3.2-6 dargestellt ist.

Am 3-Ende des Lhca4 wurde ein Dralll-FKodon geléscht. Das keine weiteren
Erkennungssequenzen fur dieses Enzym vorhanden waren, ergab sich ein lineares
Fragment fir die Punktmutanten bei einem Verdau mit BamH / und Dra Ill.

Tab. 3.2-6: Restriktionsmuster der C-terminalen /hca7- und /hca4-Punktmutanten.

Funktion Geschnitten mit ... zu erwartende Fragmente [bp] ...
lhcat
Kontrolle (lhcat1|BamH I und Nco | 276 BamH ['und Nco I (1)
in Vektor) 282 Nco I (1) und Nco I (2)

727 Nco I (2) und Nco I (3)
2723 Nco I (3) und BamH |
Punktmutanten |BamH /und Nco | 276 BamH I'und Nco I (1)
1009 Nco I (1) und Nco I (3)
2723 Nco I (3) und BamH |
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Funktion Geschnitten mit ... zu erwartende Fragmente [bp] ...
Ihca4
Kontrolle (lhca4|BamH I und Dra lll 521 BamH I'und Dra Il
in Vektor) 3484 Dra Ill und BamH |
Punktmutanten |BamH [ und Dra lll 4005 Linearisierter Vektor, da
nur BamH | schneidet

Im folgenden werden die Zusammensetzungen der einzelnen Restriktionsansatze aufgefuhrt.
Alle Restriktionen wurden im Anschlufd durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Kap.
3.2.1.1). Um ausreichend Material fur die Auftrennung zur Verfiigung zu haben, wurde immer
das komplette Volumen aufgetragen. Die Kontroll-Restriktion der N-terminalen
Punktmutanten des /hca?l muRte wegen nicht miteinander vereinbarer spezifischer
Pufferbedingungen der beiden verwendenten Restriktionsenzyme in zwei Schritten
hintereinander durchgefiihrt werden. Restriktion 1 hatte folgende Zusammensetzung:

DNA 1 ug entsprechendes Volumen
REact6-Puffer 1-fach

Pvu Il 1U

HsOgest. Steril ad 15 pl

Die Restriktion erfolgte fiir 3 h bei 37 °C. Das Produkt wurde durch Isopropanol-Fallung
(Kap. 3.2.1.4) gereinigt und komplett fiir die zweite Restriktion verwendet:

DNA Pellet aus Isopropanol-Fallung
NEB2 1-fach

Hind Il 6 U

H2Oqest. steril ad 15 pl

Die /hca4-Klone flr die N-terminalen Aminosaureaustausche wurden durch eine Restriktion
in einem Schritt auf ihre Sequenzveranderung Uberpruft:

DNA 1 ug entsprechendes Volumen
NEB2 1-fach

BSA™ 1-fach

Hind 11l 6U

Xmn | 1U

H2Ogest. steril ad 15 yl

Die Kontrolle fur die C-terminalen Punktmutanten des /hca?l mufte in zwei Schritten
durchgefiihrt werden. Restriktion 1 dauerte 3 h und wurde bei 37 °C inkubiert:

DNA 1 ug entsprechendes Volumen
NEB4 1-fach

Nco | 3U

H5Ogqest steril ad 15 ul

Nach Isopropanol-Fallung folgte die zweite Restriktion mit BamH I. Die Reaktion wurde
ebenfalls fur 3 h bei 37 °C inkubiert:

" BSA = bovine serum albumine
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DNA Pellet aus Isopropanol-Fallung
NEB BamH | 1-fach

BamH | 6 U

H2Oqest. steril ad 15 ul

Ebenfalls an C-terminaler Position muf3te auch beim /hca4 die Restriktion in zwei Schritten
durchgefuhrt werden. Der erste Verdau erfolgte bei 37 °C Uber Nacht:

DNA 1 ug entsprechendes Volumen
NEB BamH | 1-fach

BamH | 6 U

H2Oqest. steril ad 15yl

Die zweite Restriktion schlofl3 sich der Isopropanol-Fallung an, dauerte 3 h und wurde bei
37 °C inkubiert:

DNA 1 ug entsprechendes Volumen
NEB3 1-fach

BSA 1-fach

Dra lll 6U

H2Oqest. steril ad 15 pl

Sequenzierung

Um den korrekten Einbau von Deletions- und Punktmutanten, aber auch die korrekte
Amplifizierung durch die Pfu-Polymerase zu kontrollieren, wurden die zuvor ausgewahlten
Mutanten sequenziert.

Die Matrizen-DNA fir die Sequenzierung stammte entweder aus einer Plasmidpraparation
(Kap. 3.2.1.2) oder aus einer Amplifizierung mittels PCR. Die dafir verwendete Matrize
stammt aus einer Mini-Plasmid-Praparation. Die Zusammensetzung der Ansatze war wie
folgt:

Matrizen-DNA 2.5 ul
dNTPs (je 25 mM) 2 ul
Primer, vorwarts (pDS12+) (10 uM) 2 ul
Primer, rickwarts (pDS12-) (10 yM) 2l
Polymerase-Puffer 5ul
Tag-Polymerase (2.5 U) 1ul
HZOdest. 35.5 ”I

Die Amplifizierung erfolgte mittels der Sequenzierungsprimer (Tab. 3.2-8) nach folgendem
Cycler-Protokoll (Tab. 3.2-7):

Tab. 3.2-7: Cycler-Protokoll zur Amplifizierung des Inserts flr nachfolgende Sequenzierung.

Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] | Dauer [min]
Denaturierung 1 94 3
Denaturierung 94 1

Annealing 35 54 1
Amplifizierung 72 1
Amplifizierung 1 72 7
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Fur die folgende Sequenzier-PCR wurden ca. 500 ng der DNA eingesetzt. Dabei wurde pro
Reaktion immer nur ein Primer verwendet, um die Einstrangigkeit der DNA zu gewahrleisten.

Tab. 3.2-8: Primer zur Sequenzierung der lhca Inserts in pDS12/RBSII.

Primer Basenabfolge
pDS12+ 5ATTTGC TTT GTGAGC ¥
pDS12- 5" ACC GAG CGT TCT GAA 3’

Beide Primer sind homolog zu Sequenzabschnitten aulerhalb des Gens auf dem Vektor.
,PDS12+* amplifiziert vom 5-Ende Uber die BamH I-Schnittstelle hinweg und ,pDS12-“ vom
3’-Ende des Inserts Uber die Hind Ill-Erkennungssequenz.

Nachfolgende Komponenten wurden fir die Sequenzierungs-PCR (Tab. 3.2-9) eingesetzt:

Matrizen-DNA 500 ng
Primer, pDS12+ oder pDS12- (10 uM) 1 ul

Pre Mix'? (Perkin-Elmer) 4 yl
HZOdest. ad 20 |J|

Das Sequenzierprodukt wurde anschliefend mit Ethanol gefallt (Kap. 3.2.1.4), getrocknet
und fir die Gelauftrennung zur Fa. GENterprise (Mainz) gegeben. Die nach erfolgter
Gelauftrennung erhaltene Basenfolge wurde mit Hilfe einer geeigneten Software (OMIGA,
Oxford Molecular, Oxford, UK) mit der Wildtypsequenz verglichen und auf ihre Korrektheit
Uberprift.

Tab. 3.2-9: Protokoll der Sequenzierungs-PCR.

Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] | Dauer [min]
Denaturierung 96 0.15
Annealing 25 50 2
Amplifizierung 50 2

3.2.2 Mutagenese von Lhca1 und Lhca4

Die Untersuchungen zu Monomerisierungs- und Dimerisierungverhalten von LHCI-730 und
seinen Untereinheiten Lhca1 und Lhca4 wurden mit rekombinanten Proteinen durchgefiihrt.
Diese Methode bietet die Moglichkeit auf der Ebene der DNA vielfaltige und einfacher zu
erreichende Veranderungen vorzunehmen, als am Protein selber.

Ausgangsmaterial zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Deletions- und
Punktmutanten waren die Tomaten-cDNAs von /hca1 und /hca4 im Expressionsplasmid
pDS12 RBSII (Kap. 2.5 und 2.6). Alle Typen von Mutanten wurden mit Hilfe der PCR
generiert. Die Mutagenesen wurden mit der Pfu-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) aus
Pyrococcus furiosus durchgefihrt, die zu ihrer Polymerase-Aktivitat zusatzlich eine

12 Zusammensetzung des Pre Mix (Perkin-Elmer Biosystems, Foster City, USA): ddNTP: ddATP mit
Dichloro-(R6G), ddCTP mit Dichloro-(R0X), ddGTP mit Dichloro-(R110), ddUTP mit Dichloro-
(TAMRA); dNTP: dATP, dCTP, dGTP, dUTP; Tag-Polymerase, MgCl,, Tris-HCI (pH 9.0).
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3' - 5'-Exonukleaseaktivitat besitzt. Diese entfernt und ersetzt falsch eingebaute Nukleotide,
was zu einem sehr geringen Einbaufehler fihrt (Lundberg et al., 1991; Cline et al., 1996).

3.2.2.1 Herstellung von Deletionsmutanten

Die Generierung von Deletionsmutanten mittels PCR erotffnet die Moglichkeit das durch
Uberexpression synthetisierte Proteinprodukt genau um die gewiinschte Aminoséureanzahl
zu reduzieren.

N-terminale Deletionsmutanten. Zur Herstellung N-terminal verkulrzter Proteine wurde fiir das
5-Ende des Gens ein Primer konstruiert, der den N-terminalen Start des Genproduktes
bildete. Die Position des Primers ergab sich aus der gewilnschten Lange der
Deletionsmutante. Der Primer mufdte Uber eine ausreichende Lange homolog zur Matrize
sein, da zusatzlich das fir die Ligation in den Vektor nétige BamH I-Kodon einfligt werden
mufdte. Fir die Amplifizierung aus der 3'-Richtung wurde ein Primer, homolog zum C-
terminalen Ende des Gens synthetisiert.

C-terminale Deletionsmutanten. Sollte ein C-terminal verklrztes Apoprotein generiert
werden, mufdte der 3 -Primer homolog zu einer Gensequenz in Richtung 5°-Ende sein. Der
Primer baute neben dem ndétigen Hind //l-Kodon auch ein Stop-Kodon am Ende der C-
terminalen Deletionsmutante ein, damit die Translation an dieser Stelle abgebrochen wird.
Zusammen mit dem 5°-Primer am unverkirzten Anfang des Gens, wird die Deletionsmutante
amplifiziert.

Die Ligation der Klone Uber die BamH I-Schnittstelle in das Plasmid hat die Einfligung der
vier zusatzlichen Aminosauren M, R, G, S am N-Terminus zur Folge.

Ein typischer PCR-Ansatz zur Herstellung einer verkirzten DNA hatte folgende
Zusammensetzung. Dabei war zu beachten, dal} die Pfu-Polymerase aufgrund ihrer
Exonukleaseaktivitdt (in allen PCR-Ansatzen) zuletzt und kurz vor dem Start der PCR
zugegeben werden multe:

DNA-Matrize (lhca1 / Ihca4) 25ng

10-fach Pfu-Polymerase Puffer 1-fach konzentriert
dNTPs 25 mM (pro Nukleotid)
Primer, vorwarts 250 ng

Primer, rickwarts 250 ng
Pfu-Polymerase 25U

Wasser, destilliert ad 50 pl

Die Annealing-Temperatur einer PCR ist abhangig von der Lange und dem GC"-Gehalt der
verwendeten Primer. Es wurde versucht, Primer mit einer Annealing-Temperatur zwischen
50 °C und 57 °C zu entwerfen. Zur Berechnung wurde das Programm PCheck 1.01 (von
Jorg Napiwotzki und Andreas Becker, Universitdt Marburg) verwendet. Die
Temperaturbestimmung (T) erfolgte nach folgender Formel:

T=2+(A+T)+ 4+(C+G)-5

' Die Wechselwirkungen der einzelnen DNA-Strange basieren auf Wasserstoffbriickenbindungen der
Basen untereinander. Diese unterscheiden sich, so dal} die Haufigkeit bestimmter Basen Uber die
Starke der Stranginteraktion entscheidet.
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Die Matrize wurde zuvor mit EcoR I restringiert (Kap. 3.2.1.6), um mit einer linearen Matrize
eine effizientere Amplifizierung zu erlangen. Ein typisches PCR-Protokoll fur die Herstellung
von Deletionsmutanten ist in Tabelle 3.2-10 dargestelit.

Tab. 3.2-10: Cycler-Protokoll zur Herstellung von Deletionsmutanten.

Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Dauer [min]
Denaturierung 1 92 5
Denaturierung 92 1
Annealing 33 50-57 2
Amplifizierung 72 2
Amplifizierung 1 72 3

Das PCR-Produkt wurde im Anschlul® Uber eine Isopropanol-Fallung (Kap. 3.2.1.4) oder
durch eine Gelelektrophorese (Kap. 3.2.1.1) mit nachfolgender Gelextraktion (Kap. 3.2.1.3)
aufgereinigt.

3.2.2.2 Herstellung von Punktmutanten

Die ortsgerichtete Mutagenese, d.h. ein Basenaustausch, der einen Aminosaurewechsel zur
Folge hat, wurde wie bei Chen und Przybyla (1994) beschrieben durchgefiihrt. Durch
Verwendung eines Mutagenseprimers (Py), der eine modifizierte Nukleotidsequenz enthalt,
wurde ein von der Originalsequenz in ein oder mehreren Basenpaaren abweichendes
Amplifikat generiert. In einer ersten PCR wurde der Mutageneseprimer mit einem Primer P,
zur Amplifizierung eines mdglichst kurzen Fragmentes eingesetzt. P, ist der 5- oder
3-"Primer des Gens. Es wurde, je nach Fall, das Oligomer verwendet, das mit Py das
kiirzere Produkt lieferte. In der zweiten PCR wurde das Amplifikat ungereinigt als Primer mit
dem Oligomer P, zur Vermehrung des gesamten offenen Leserahmens eingesetzt. Mit P, ist
das Oligomer bezeichnet, das fur die Amplifizierung vom entgegengesetzten Ende des Py+
P.-Produktes sorgt (Abb. 3.2-1). Der Mutageneseprimer baut zusatzlich eine ,stille“ Mutation
ein, die zu einer Bildung oder Loéschung einer uniquen Restriktionsschnittstelle fuhrt, aber
keine Aminosaureveranderungen nach sich zieht. Dadurch wird am Ende der Klonierung das
Screening nach potentiellen Klonen erméglicht (Kap. 3.2.1.9). Folgende Komponenten
wurden fir einen 50 pl Ansatz von PCR1 verwendet:

DNA-Matrize (lhca1 oder Ihca4) 25ng

10-fach Pfu-Polymerase Puffer 1-fach konzentriert
dNTPs 0.8 mM

Primer P4 250 ng
Mutageneseprimer 250 ng
Pfu-Polymerase 25U

Wasser, destilliert ad 50 pl
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\'Pvrodukt von P, + P,
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Abb. 3.2-1: Schematische Darstellung einer ortsgerichteten Mutagenese (veréndert nach Chen
und Przybyla, 1994). Mittels eines flankierenden Primers P,, der zum naher gelegenen Ende der
zu mutierenden Position liegt, und des Mutagenese Primers Py, wird ein Abschnitt des Insert im
Vektor amplifiziert. Das Produkt dieser ersten PCR wird anschliel3end als Primer mit dem zweiten
flankierenden Primer P, zur Amplifizierung des kompletten Inserts in eine zweite PCR eingesetzt.
Als Matrize wurde auch in diesem Schritt die Ausgangs-DNA eingesetzt.

Da das Produkt von PCR1 als Primer von PCR2 eingesetzt wurde, sind nicht mehr als 25
Zyklen fur die Bildung einer ausreichende Menge Amplifikat nétig. Die Annealing-Temperatur
war niedrig gewahlt, um eine gute Bindung von Primer und Matrize trotz nicht-
komplementéarer Primerbasen zu gewahrleisten (Tab. 3.2-11).

Tab. 3.2-11: Cycler-Protokoll zur Einfligung gerichteter Mutationen, PCR1.

Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Dauer [min]
Denaturierung 1 92 5
Denaturierung 92 1
Annealing 25 45 1
Amplifizierung 72 1
Amplifizierung 1 72 3
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In der anschlielenden zweiten PCR wurde die AnsatzgréfRe verdoppelt, um ausreichende
Mengen Produkt fur die weiteren Klonierungsschritte zur Verfugung zu haben:

DNA-Matrize (lhca1 oder Ihca4) 50 ng

10-fach Pfu-Polymerase Puffer 1-fach konzentriert
dNTPs 0.8 mM

Primer P, 500 ng

Primer Produkt PCR 1 1/10 Volumen PCR1
Pfu-Polymerase 5U

Wasser, destilliert ad 100 pl

Fur die zweite PCR wurden Annealing-Temperatur und Zyklenzahl erhéht. Dadurch wurde
zum einen eine héhere Spezifitdt der Primerbindung sichergestellt, zum anderen die Bildung
von ausreichendem Produkt (Tab. 3.2-12).

Tab. 3.2-12: Cycler-Protokoll zur Einfligung gerichteter Mutationen, PCR2.

Schritt Zyklenzahl Temperatur [°C] Dauer [min]
Denaturierung 1 92 5
Denaturierung 92 1
Annealing 33 50 17
Amplifizierung 72 17
Amplifizierung 1 72 3

3.2.2.3 Terminologie der Mutanten

Den Deletionsmutanten wurde der Name des Apoproteins, Lhca1 oder Lhca4, vorangestellt,
gefolgt von dem groRRen griechischen Buchstaben Delta (A) fur Deletion, der Anzahl der
entfernten Aminosauren und N oder C fur N- oder C-terminale Deletionsmutanten.
Punktmutanten wurden wie folgt benannt, dem Namen des Apoproteins folgt die
Bezeichnung der ersetzten Aminosaure (ein-Buchstaben-Code), deren Position im Protein
durch die folgende Zahl bezeichnet wird. Der letzte Buchstabe bezeichnet die neu
eingebaute Aminosaure.

3.3 Herstellung der Rekonstitutions-Komponenten

3.3.1 Uberexpression und Isolierung von EinschlufRkdrpern aus Bakterien

Die KulturgréRe fiir die Uberexpression der Lhca1- und Lhca4-Klone war in der Regel 100 ml
in einem 250 ml fassenden Erlenmeyer-Kolben. Das LB-Medium (+ Ampicillin) wurde mit
1 ml aus einer Uber-Nacht-Kultur beimpft. Die Bakterien wurden bei 37 °C und 175 Upm auf
einem Schuttler inkubiert. Erreichte ODssq der Kultur einen Wert zwischen 0.45 und 0.65
(entspricht dem Beginn der exponentiellen Wachstumsphase der Bakterien) wurde die
Uberexpression der eingebrachten DNA mit 1 ml 1 M IPTG (1 mM) induziert. Die Kultur
wurde flir weitere 4-5h inkubiert, um den Zellen ausreichend Zeit fur Wachstum und
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Produktion von Lhca-Apoprotein zu geben. AnschlieRend konnten die Zellen durch
Zentrifugation (5000 g, 8 min, 4 °C) pelletiert werden.

Das Bakterienpellet wurde zunachst in einem kleinen Volumen (0.24 ml) Lysis-Puffer (50 mM
Tris/HCI (pH 8.0), 25% (w/v) Saccharose, 1 mM EDTA-NaOH (pH 7.8)) suspendiert und im
Anschlul®3 mit Lysis-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 0.8 ml aufgefillt. Die Lyse der
Bakterienzellwande erfolgte durch 0.2% Lysozym. Die Suspension wurde gut gemischt und
fur 30 min bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schwenken des Reaktionsgefalles
inkubiert. Zur Entfernung von storender DNA wurde DNAse1-Lésung (43.5 uyg DNAse1/ml, in
DNAse-Puffer: 20 mM Tris/HCI (pH 8.0), 50 mM NaCl, 1 mM DTT und 50% Glycerin)
zugegeben. Fir die optimale Aktivitat der DNAse1 wurde 43.5 mM MgCl, und 4.35 mM
MnCl, (Endkonzentrationen) zugegeben. Die Inkubation erfolgte nach guter Durchmischung
fur 30 min bei Raumtemperatur. Die Lhca-Apoproteine werden im Bakterium als inerte
Proteinklumpen angereichert, sogenannte Einschlul3kérper oder inclusion bodies. Diese sind
stabil gegenlber schwachen Detergentien, was man sich fir ihre Aufreingung zu Nutze
macht. Zum Loésen storender Substanzen und bakterieneigener Proteine wurde die
Proteinlésung mit schwachen Detergentien behandelt. Dazu wurden der Ldésung 2 mi
Detergenzlésung A (200 mM NaCl, 1% (w/v) Na-Deoxycholat, 1% (v/v) Nonidet 40, 20 mM
Tris/HCI (pH 7.5) und 2 mM EDTA/NaOH (pH 7.8)) zugesetzt, der unmittelbar zuvor 30 mM
DTT (Endkonzentration) zupipettiert wurden. Die Lésung wurde gut gemischt und nach
2minadtiger Inkubation 2 ml Detergenziésung B (0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA/NaOH (pH
7.8)) mit 20 mM DTT zugegeben. Die folgende Zentrifugation erfolgte bei 4 °C fir 10 min bei
10 000 g. Der Uberstand wurde verworfen und das weiBliche Proteinpellet mit 0.8 ml
Detergenzlésung B plus 20 mM DTT suspendiert. Die Suspension wurde gut gemischt und
nach 1mindtiger Inkubation bei 4 °C fir 10 min bei 10 000 g zentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde in 1 ml Suspensionlésung (50 mM Tris/HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA/NaOH
(pH 7.8), 20 mM DTT) aufgenommen.

3.3.2 Protein-Quantifizierung

Die Quantifizierung der Proteine aus der Einschlu3kérper-Isolierung wurde mit dem Protein-
Assay der Firma Bio-Rad (Minchen) durchgefiihrt. Das Protein-Assay basiert auf der
Verschiebung der maximalen Absorptionswellenlange von Coomassie Brilliant Blue G-250
Lésung bei Bindung von Protein von 460 nm auf 595 nm (Bradford, 1976). Zur Bestimmung
der EinschluRkérperkonzentrationen wurde nach vorgeschriebenem Protokoll des Herstellers
eine Eichreihe mit BSA erstellt. 5 ul der Einschluf3kérper-Losung (nach kurzer Behandlung
im Ultraschallbad und Entnahme direkt nach dem Vortexen mittels einer abgeschnittenen
Pipettenspitze) wurden mit 5 yl 1% LDS gemischt bis die Proteine in L6sung waren. Dazu
wurden dann 30 pl H,O pipettiert und gemischt. 10 yl davon wurden mit der gleichen Menge
H,O verdinnt. Um eine Stérung der Messung durch LDS in der EinschlulRkérperprobe
bericksichtigen zu kénnen, wurde eine Kontrolle ohne Protein, mit LDS durchgefihrt. Dazu
wurden 5 pl 1% LDS mit 35 pyl H,O gemischt. 10 yl von der LDS-Lésung wurden mit 10 pl
H,O verdiunnt. Protein- und LDS-Lésung wurden mit 980 ul 1:5 verdinntem Bio-Rad-
Reagenz gemischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption der Proben
wurde anschlieBend im Photometer bei 595 nm gemessen, aus der sich mittles
Regressionsanalyse aus der Eichreihe die Konzentration errechnen lie3. Die Werte der LDS-
Probe wurden von den Messwerten der Proteinlésungen subtrahiert. Der Nullabgleich des
Photometers wurde mit einer LOsung aus 20 pul H,O und 980 pl Reagenz-Lésung
durchgefihrt.
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3.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen eignet sich die Gelelektrophorese. Dabei werden die Proteine
in einer Matrix, die durch Vernetzung von Acrylamid und N,N‘-Methylen-bisacrylamid
entsteht, aufgetrennt. Acrylamid bildet lange Ketten, die durch Bisacrylamid quervernetzt
werden. Die Vernetzungsdichte ergibt sich dabei sowohl aus dem Verhaltnis von Acrylamid
und Bisacrylamid als auch der Menge dieser Substanzen im Gel. Die Vernetzung von
Acrylamid und Bisacrylamid bendtigt Ammoniumperoxodisulfat (APS, (NH,4)2S,0s). Durch die
Bildung von Sulfatradikalen in wassriger Losung wird die radikalische Polymerisation
gestartet. Tetramethylethylendiamin (TEMED) stabilisiert die freien Radikale. Natrium- (SDS)
bzw. Lithiumdodecylsulfat (LDS) I6st Proteine und ermdglicht durch eine negative Ladung
eine gleichmaflige Wanderung im elektrischen Feld, die sich linear zum reziproken
Logarithmus ihrer GrélRe verhalt. Bei der denaturierenden Elektrophorese ist die Differenz in
der Acrylamidkonzentration beim Ubergang von Sammel- in Trenngel fir eine
Konzentrierung der Proteine an der Grenzflache verantwortlich, so dal} scharfe Banden bei
der Auftrennung im Trenngel entstehen. In schwach-denaturierenden Gelen werden im
Sammelgel die Proteine zunachst durch den niedrigen pH-Wert von 6.8 an der Grenzflache
zum Trenngel fokussiert, die Separierung der Molekile findet anschlieRend im Trenngel
nach ihrer Grofl3e statt.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Polyacrylamid-Gelelektrophoresesysteme
verwendet. Die Auftrennung von EinschluRkoérper-Proteinen und die Uberpriifung deren
Molekulmassen wurde in einer SDS-Gelelektrophorese in Anlehnung an Laemmli (1970)
durchgefuhrt. Als GréRenvergleich diente der SDS-7 Standard (Kap. 2.4.2). Die
Untersuchungen zur Rekonstitutionsfahigkeit und Dimerisierung der Komplexe erfolgte in
einem schwach denaturierenden Gelsystem (Kap. 3.4.2.1).

3.3.3.1 Voll denaturierende Gelelektrophorese

Fur die voll denaturierende elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde das System
nach Laemmli (1970) verwendet (Tab. 3.3-1).

Tab. 3.3-1: Zusammensetzung voll denaturierender Polyacrylamid-Gele.

Komponenten Trenngel Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid (30:1) 15% (w/v) 4.5% (w/v)
Tris/HCI (pH 8.8) 400 mM
Tris/HCI (pH 6.8) 130 mM
TEMED 0.05% (v/v) [0.05% (v/v)
APS 0.07% (w/v) [0.05% (w/v)

Die Herstellung der Gele erfolgte in zwei Schritten im Midget-Gel System. Zuerst wurde das
Trenngel gegossen. Puffer, Wasser und Acrylamid wurden zusammenpipettiert und
unmittelbar vor dem Gielken TEMED und APS unter mischen zugegeben. Damit die
Grenzflache zum Sammelgel nicht austrocknet wurde diese mit wassergesattigtem Butanol
vorsichtig Uberschichtet und mit Folie bedeckt. Nachdem die Ldsung polymerisiert war,
wurde nach Entfernung des Butanols mit der Lésung fir das Sammelgel tberschichtet und
die Kdmme zur Bildung der Taschen eingesetzt.
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Die Proteinproben wurden wie folgt vorbereitet: 2 ug entsprechende Proteinldsung wurde mit
H;Og4est. auf 10 pl aufgefullt und mit Denaturierungspuffer (5% (w/v) LDS, 180 mM DTT,
70 mM Tris/HCI (pH 8,4), 0,666 M Saccharose, Bromphenolblau) im Verhaltniss 2:1
gemischt, fir 1 min gekocht und im Anschlul 10 pl der Lésung auf das Gel aufgetragen.
Daraus ergibt sich ein Proteinmenge von 1 ug pro Tasche. Der Gellauf erfolgte bei konstant
8 mA und 10 °C bis das Bromphenolblau das Ende des Trenngels erreicht hatte. Als
Laufpuffer wurde verwendet:

50 mM Tris

384 mM Glycin

1 mM Na-EDTA (pH 7.5 oder 7.8)

0.1 % SDS (nur fur Kathodenpuffer nétig)

Denaturierte Proteine sind nach der Gelelektrophorese nicht sichtbar. Eine einfache Methode
zur Anfarbung ist die Verwendung von Coomassie, einem Farbstoff der spezifisch die
Arginin-Reste von Aminosauren anfarbt. Das Gel wurde nach Beendigung der Auftrennung
in der Farbeldsung (0.3% Coomassie-Brilliant-Blue, 50% Ethanol, 7% Eisessig) fur 25 min
auf dem Schittler inkubiert. Danach folgte ein erster Entfarbeschritt im 1. Entfarber (20%
Ethanol, 7% Eisessig) fur ebenfalls 25 min und eine Inkubation im 2. Entfarber (10%
Eisessig) bis der Hintergrund des Gels wieder farblos war. Die Gele wurden elektronisch
eingelesen (Epson Scanner, Modell GT 7000) und/oder zwischen zwei Lagen Cellophan
getrocknet.

3.3.3.2 Schwach denaturierende Gelelektrophorese

Um optimale Ergebnisse mit der schwach denaturierenden Gelelektrophorese zu erreichen
wurden verschiedene Laufpuffer und Gelzusammensetzungen miteinander verglichen.
Wechselseitig wurden Puffer- und Gelsystem nach Knoetzel und Simpson (1991) mit einem
System von Santini et al. (1994) und mit dem unten beschriebenen Gelsystem getestet.
Dabei erwies sich das unten vorgestellte Puffer-Gelsystem als am geeignetsten fir die
Auftrennung rekonstituierter LHC.

Die schwach denaturiende Gelelektrophorese wurde wie bei Schmid und Schafer (1994)
beschrieben durchgefiihrt. Die Herstellung der Gele erfolgt wie unter 3.3.3.1 beschrieben.
Die Zusammensetzung der Gele war wie in Tabelle 3.3-2 aufgeflhrt.

Tab. 3.3-2: Zusammensetzung schwach denaturierender Polyacrylamid-Gele.

Komponenten Trenngel Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid (30:1) 12% (w/v) 4.5% (w/v)
Tris/HCI (pH 9.1) 0.424 M
Tris/H,SO4 (pH 6.1) 54 mM
Saccharose 0.292 M 0.292 M
TEMED 0.075% (v/v) [0.075% (v/v)
APS 0.03% (w/v) |0.06% (w/v)

Zur  schonenderenden  Auftrennung  von Pigment-Protein-Komplexen ~ wurden
Polyacrylamidgele mit Saccharose verwendet. Zur Realisierung einer schwach
denaturierenden Proteinauftrennung wurde LDS im Laufpuffer verwendet, was im Gegensatz
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zu Natriumdodecylsulfat (SDS) bei niedrigen Temperaturen nicht ausfallt und somit die
Méglichkeit bietet die elektrophoretische Auftrennung bei einer Temperatur von 4 °C
durchzufiihren. Die Stromstarke ist deutlich geringer als bei denaturierenden Gelen und
betragt konstant 4 mA. Die Elektrophoreseapparatur wird wahrend des Laufes abgedunkelt.
Die Proben wurden unmittelbar nach der Rekonstitution in die Geltaschen pipettiert. Durch
die Pigmentierung der rekombinanten Lichtsammelkomplexe war ein nachtragliches
Anfarben der Proteine nicht notig. Die Gelauftrennung wurde beendet, wenn sich
Proteinkomplex- und freie Pigmentbanden ausreichend voneinander getrennt hatten. Zur
Dokumentation der Ergebnisse wurden die Gele mittels eines Scanners eingelesen.

Als Laufpuffer diente:

25 mM Tris
192 mM Glycin
0.1 % LDS (nur far Kathodenpuffer nétig)

3.3.4 Isolierung von Gesamtpigmentextrakt aus Tomatenblattern

Die Gewinnung des Gesamtpigmentextraktes erfolgte aus zuvor isolierten und bei -80 °C
gelagerten Thylakoiden. Fir die Thylakoidisolierung wurden Tomatenblatter mittels eines
Ultraturrax in eiskalter Homogenisierungslésung (0.4 M Sorbitol, 0.1 M Tricine/NaOH
(pH 7.8)) homogenisiert. Die Lésung wurde im Anschlu durch vier Lagen Miracloth
(Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach) filtriert und abzentrifugiert (5 min, 4 °C, 3000 g).
Der Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Der resultierende, die Thylakoidmembranen
enthaltende Niederschlag wurde in eiskalter Breaklésung (50 mM Sorbitol, 10 mM
Tricine/NaOH (pH 7.8), 5 mM EDTA/NaOH (pH 7.8)) suspendiert. Um vorhandene Starke zu
entfernen, wurde diese durch Zentrifugation fir 3 min bei 500 g pelletiert. Der Uberstand
wurde flir 10 min bei 12300 g zentrifugiert. Das erhaltene Niederschlag wurde in
Suspensionslésung (30% Saccharose, 10 mM Tricine/NaOH (pH 7.8), 1 mM EDTA/NaOH
(pH 7.8)) suspendiert und in dieser Form bei -80°C aufbewart.

Die zur Isolierung von Gesamtpigmentextrakt verwendeten Thylakoide wurden nach dem
Auftauen unter kaltem Wasser mit etwa dem funffachen Volumen an kalter 20 mM
Tricine/NaOH (pH 7.8) Losung und dem vierfachen Volumen an reinem, kaltem Aceton
versetzt, woraus eine Aceton Endkonzentration von 80% resultierte. Die Lésung wurde gut
gemischt und in einem geschlossenen Gefaly fur 30 min bei -20 °C aufbewahrt. Dabei
ausgefallenes Protein wurde abzentrifugiert (10 min, 12300 g, 4 °C). Nach Uberfiihrung des
Uberstandes in einen geeigneten Scheidetrichter wurde die Lésung mit Wasser auf das
doppelte Volumen aufgefiillt und ein halbes Volumen Ether zugegeben. Es wurde vorsichtig
gemischt und gewartet bis sich die Phasen entsprechend ihrer Polaritat getrennt hatten.
Durch Zugabe von festem NaCl konnte die untere, wassrige Phase noch polarer gemacht
werden. Das unterstitzte die Migration der Pigmente in die obere Etherphase. Die untere
Phase wurde nach Ablassen aus dem Scheidetrichter, falls eine weiterhin starke Farbung
vorhanden war, nochmals mit Ether versetzt. Die obere Schicht wurde nochmal fiir einige
Minuten stehen gelassen und gewartet bis sich weiteres vorhandenes Wasser vom Ether
trennte.

Die Etherphase wurde in einen Kolben Uberfihrt, um noch vorhandenes Wasser
auszufrieren (mindestens 1 h bei -20 °C oder -80 °C). Das gefrorene Wasser wurde dann
durch ebenfalls gekiihlte Filter mit Hilfe eines Vakuums in einer Glassaugflasche vom Ether
getrennt. Der Gesamtpigmentextrakt wurde anschlieend im Rotationsverdampfer vom Ether
befreit und eingetrocknet. Nach Lésung in einem kleinen Volumen reinen Aceton wurde die
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Chlorophyllkonzentration photometrisch bestimmt (Kap. 3.3.5) und die Proben aliquotiert.
Das Pigmentextrakt wurde im Stickstoffstrom getrocknet, mit N, Uberschichtet und auf dem
Kopf liegend bei -20 °C gelagert.

3.3.5 Chl a/b-Quantifizierung

Bestimmung der Chl a/b-Konzentrationen im Gesamtpigmentextrakt

Das Gesamtpigmentextrakt fir die Rekonstitutionen wurde auf die vorhandene Chl a und
Chl b Menge bezogen eingesetzt. Die Quantifizierung beider Spezies erfolgte photometrisch
am U-2000 Spektrophotometer. Die Konzentration von Chla und b wurde nach dem
Algorithmus von Porra et al. (1989) in 80% Aceton ermittelt. Um unspezifische Streuungen
dedektieren zu kénnen, wurde bei 750 nm ein Korrekturwert aufgenommen und mit den Chl-
Werten verrechnet:

Chl a=12.3 * Agss — 2.6 * Agus [ug/ml]
Chl b =20.3 * Agss — 4.9 * Aggs [ug/ml]

Bestimmung der Chl a/b-Konzentrationen und -Verhéltnisse im LHC

Der durch Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation (Kap. 3.4.2.2) gewonnene LHC
wurde nach Konzentrierung (Kap. 3.4.3) fir die folgende Messung so eingesetzt, daf® durch
Zugabe von 100% Aceton eine 80%ige Losung entstand. Vor der Messung wurde die Probe
kurz zentrifugiert, um ausgefallenes Protein und andere Schwebeteilchen, die die
Datenaufnahme stéren kénnten, aus der Lésung zu entfernen. Das weitere Verfahren war
wie oben beschrieben.

3.4 Rekonstitution und Charakterisierung der LHCs

3.4.1 Rekonstitution

Die Rekonstitution von Lhca-Apoprotein mit Gesamtpigmentextrakt wird durch Zugabe von
nicht-ionischem Detergenz erreicht. Das Protein wird in Lithiumdodecylsulfat (LDS), einem
ionischen Detergenz, gelost. Nach Zugabe von Octylglucosid (OG) und Kochen der Lésung
werden Protein-Detergenz  Micellen gebildet. Im abschlieRenden Schritt wird mit
Kaliumchlorid das LDS als bei niedrigen Temperaturen schwer |6sliches Kaliumdodecylsulfat
ausgefallt und durch Zentrifugation pelletiert. Dabei werden die Proteine und Pigmente aus
LDS-Mizellen Gber LDS-OG-Mischmizellen in reine OG-Mizellen gezwungen. Durch diese
physikalische Umgebungsveranderung wird die Faltung des Proteins unter gleichzeitiger
Pigmentbindung induziert (Hobe und Paulsen, 1998).

Das im folgenden beschriebene Protokoll zur Rekonstitution bzw. Dimerisierung von Lhca1
und/oder Lhca4 oder deren Mutanten wurde zu Beginn dieser Arbeit auf die hergestellten
Apoproteine sowie den isolierten Gesamtpigmentextrakt optimiert. Sie beruht auf den
Vorgaben von Schmid et al. (1997). Der Nachweis der Pigment-Protein-Komplexe mittels
schwach denaturierender Gelelektrophorese oder Saccharosegradienten, machte zwei leicht
variierende Protokolle nétig.
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Rekonstitution fur anschlieRende gelelektrophoretische Auftrennung:

1. Eine 25ug entsprechende Menge Proteinlésung™ wurde nach griindlichem
Vortexen und 1minutiger Suspendierung im Ultraschallbad aus der Vorratslosung
entnommen'®, mit H,Ogs auf 16 pul Endvolumen gebracht und mit 16 pl
2 x Rekonstitutionspuffer + Saccharose (200 mM Tris, 10 mM &-Amino-n-capron-
saure, 2 mM Benzamidin, 25% (w/v) Saccharose, 4% (w/v) LDS, 100 mM DTT)
gemischt, wodurch das Protein geldst wurde.

2. Nach Zugabe von 3.7 yl 20%igem OG wurde die Losung nach Vortexen fir 1 min
gekocht und sofort auf Eis gestellt.

3. 1.2ul 1M DTT wurden zupipettiert und die Losung auf Eis gestellt bis 30 ug
Chl a+b entsprechenden Gesamtpigmentextrakt in 1.2 yl Ethanol gelost worden
sind.

4. Dem gelosten Pigmentextrakt wurde unter Vortexen die Proteinlosung zugegeben
und flr weitere 15 sek damit fortgefahren.

5. Die Pigment-Protein-Lésung wurde anschlielend fir eine Minute gekocht und fir
kurze Zeit auf Eis abgekuhlt.

6. Nach Zugabe von 5.7 yl 1M KCI und kurzem Mischen wurde die Losung flr

20 min bei 4 °C auf einem Schittler inkubiert

und danach fiir 5 min bei 16000 g zentrifugiert.

8. Der Uberstand wurde in ein neues, vorgekihltes Reaktionsgefall tberfiihrt und
entsprechend der GroRe der Geltaschen jeweils 17.5 yl (bei Kdmmen mit 15
Probentaschen) bzw. 22.5 ul (bei Kdmmen mit 10 Probentaschen) aufgetragen.

N

Fir Rekonstitutionen zur nachfolgenden Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation
weicht das Protokoll wie folgt ab:

1. Proteinmenge: 166.76 ug; die Proteinlésung wird auf 80 pl aufgeflllt; der
verwendete 2 x Rekonstitutionspuffer (80 ul) enthalt keine Saccharose (wird nur
zum Beschweren der Probe flr das Gel bendtigt)

18.5 ul 10% OG

6 ul Ethanol, 6 ul DTT

28.8 pl KCI

Auftrag der gesamten Probe auf den Gradienten

©owN

3.4.2 Nachweis und Isolierung von LHCs

Zum Bildungsnachweis gefalteter monomerer oder dimerer Pigment-Protein-Komplexe
wurden zwei Methoden verwendet. Die Auftrennung von Rekonstitutionsprodukt in schwach
denaturierenden LDS-Polyacrylamidgelen ist ein schonendes elektrophoretisches
Trennverfahren, das es erlaubt, in relativ kurzer Zeit gréRere Mengen an Proben auf die
Bildung monomerer bzw. dimerer Pigment-Protein-Komplexe zu untersuchen. Daher wurde
sie in dieser Arbeit als entscheidendes Kriterium dafiir angesehen, ob Lhca-Proteine noch
stabilen LHC bilden. Das weniger stringente Verfahren der Separierung im

" Fir Rekonstitutionen zur Dimerisierung wurden pro Apoprotein jeweils 12.5 ug Protein eingesetzt.
'® Dazu wurden die Pipettenspitzen, um die Offnung zu vergréRern und die Spitze nicht zu verstopfen,
etwas abgeschnitten.
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Saccharosegradienten diente der Gewinnung groRerer Probenmengen fur die weitere
Charakterisierung der LHCs.

3.4.2.1 LHC-Auftrennung mittels schwach denaturierender Gelelektrophorese

Die Herstellung und das elektrophoretische Verfahren sind in Kap. 3.3.3.2 bereits
beschrieben worden. In einigen Fallen der Auftrennung von Rekonstitutionsprodukten war
das Ergebnis nicht immer eindeutig. Die Intensitat von Banden schwankte oder es konnte —
bei instabilen Mutanten — keine Bande mehr detektiert werden. War das der Fall, wurden die
Bandenintensitaten densitometrisch ermittelt und eine statistische Verteilung berechnet.

Fir die Quantifizierung der Rekonstitutionseffizienz nach gelelektrophoretischer Auftrennung
der Komplexe wurde das Programm AIDA 1000/1D Image Analyzer software, Version 1.02
(Raytest Isotopenmeligerate, Straubenhardt) verwendet. Dabei wurde die Intensitat der
Wildtypbande in jedem Gel auf 100% gesetzt und die entsprechende Intensitat der Mutanten
dazu bestimmt.

3.4.2.2 LHC-Auftrennung mittels Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Die Charakterisierung von Pigment-Proteinkomplexen erfordert gréRere Mengen als sie
durch eine Gelauftrennung erreicht werden kénnten. Die verwendeten Saccharosegradienten
(Volumen 10 ml) erlaubten die Isolierung von 200 ug, um eine saubere Trennung von LHC-
und freien Pigmentbanden zu gewahrleisten. Optimale Trennbedingungen lieferten
Gradienten mit folgender Zusammensetzung: 0.05 bis 0.8 M Saccharose, 5 mM
Tricine/NaOH (pH 7.8) und 0.08% B-D-Dodecylmaltosid (w/v). Die Herstellung des
Gradienten erfolgte durch einen einmaligen Gefrier-Tau-Zyklus. Nach dem Auftauen wurde
der oberste Milliliter des Gradienten abgenommen. Damit wurde sichergestellt, dal} die
Rekonstitutionsprobe auf der Oberflache der Gradientenlésung blieb. Die Zentrifugation
wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: 39000 Upm (Rotoren: TST 41.14 oder
SW 41 Ti), Temperatur: 4°C, Dauer: 23 h.

3.4.3 Charakterisierung rekonstituierter LHCs

Das nach der Ultrazentrifugation aus den Saccharosedichtegradienten gewonnene Material
wurde zur Bestimmung der Chl-Konzentration und der Chl a/b-Verhaltnisse mittels
Spektrometer mit Centrikon Ultrafiltrationsrohrchen nach Anweisung des Herstellers
konzentriert. Dadurch konnten Messungen der Chlorophyllkonzentrationen im optimalen
Detektionsbereiches des Photometers sichergestellt werden. Die Proben zur Tieftemperatur-
Fluoreszenz-Untersuchung sowie CD-Messung wurden, um die Intaktheit der LHC nicht zu
gefahrden, nicht angereichert.

3.4.3.1 Pigment-Quantifizierungen

Bestimmung der Chl a/b-Verhéltnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Chl a/b-Verhaltnisse der LHC (Monomere oder Dimere)
durch photometrische Bestimmung der Chl a- und Chl b-Konzentrationen ermittelt.
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In Kap. 3.3.5 ist das Verfahren der photometrischen Bestimmung der Chl-Konzentrationen
von LHCs erldutert. Durch Messung der Konzentrationen der einzelnen Chl-Spezies liel3 sich
auf einfachem Weg das Verhaltnis von Chl a und Chl b berechnen.

Bestimmung der Pigment-Zusammensetzung mittels analytischer HPLC

Mittels des analytischen HPLC-Systems der Firma Kontron Instruments (Neufahrn) wurde
die Pigmentierung monomerer Lhcal1- und Lhca4-Komplexe untersucht. Die verwendete
Saule trennte die Chromophoren im Reversed-Phased Verfahren auf. Als Laufmittel diente
Aceton, dessen Gradientenprofil in folgender Graphik (Abb. 3.4-1) dargestellt ist. Dieser
beginnt bei 70% Aceton und steigt in 13 min linear auf 100% an. Nach vier Minuten bei
dieser Konzentration kann man davon ausgehen, dal} alle Pigmente von der Saule eluiert
worden sind. Nach einem linearen Abfall auf 70% wird die Saule fir eine neue Probe wieder
in den Ausgangszustand zurtickversetzt.
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Abb. 3.4-1: HPLC-Elutionsprofil. Die Pigmentauftrennung wurde mit einer Reversed-Phase-Saule,
Uber einen 22minutigen Acetongradienten erzielt.

Die, in der Reihenfolge ihrer Polaritdt, von der Saule eluierten Pigmente wurden mittels
Dioden Array Detector erfasst und bei funf verschiedenen Wellenlangen die
Absorptionssignale aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit der Software Kroma System
2000. Die Menge an Chromophor wurde anschlieBend durch Multiplikation der
Absorptionssignalflachen mit einem geeichten Umrechnungsfaktor (Dr. Stephan Hobe, mit
bestem Dank) berechnet (Tab. 3.4-1).
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Tab. 3.4-1: Absorptionswellenlangen zur Detektion und Umrechnungsfaktoren zur Bestimmung
von Pigmentmengen nach Auftrennung mit der analytischen HPLC

Pigment Detektionswellenlange [nm] Umrechnungsfaktor [+ 107 mol]
Neoxanthin 4455 5.896
Violaxanthin 443.5 4.548
Lutein 448.5 5.405
Chl b 458.5 7.097
Chl a 432.5 12.469

Die Proben wurden nach einer Chlorophyllbestimmung mit 5 mM Tricine/NaOH (pH 7.8) auf
6 ug Chl/ml eingestellt. 50 yl aus dieser Losung wurden mit 200 yl 100% Aceton versetzt und
gevortext, nach Zugabe von 200 ul Ether und 50 yl 5 M NaCl, wobei nach jedem Schritt
gemischt wurde, folgte eine einminltige Zentrifugation (10000 g) bei 4 °C. Die obere
Etherphase wurde vorsichtig abgezogen und im Stickstoffstrom eingetrocknet. Die so
praparierten Proben wurden erst unmittelbar vor dem Aufspritzen auf die HPLC-Saule in
30 pl 80% Aceton geldst.

3.4.3.2 Protein-Quantifizierung der LHC und Berechnung der Pigment/Protein-Stdchiometrie

Fur die Bestimmung der Proteinmengen in den zu untersuchenden LHC-Proben, wurde das
BCA-Protein Assay Kit von Pierce (Rockford, USA) verwendet, das gegenlber Detergentien
im Reaktionsansatz kaum oder gar nicht empfindlich ist. Es ist daher fiir diesen Versuch
besser geeignet als der standardmafig flr die EinschluBkoérper-Bestimmung verwendete
Protein-Assay von Bio-Rad (Kap. 3.3.2).

Fir die Untersuchungen wurden nur die beiden dimeren C-terminalen Deletionsmutanten
Lhca1A16C und Lhca4A32C verwendet und mit dem dimeren Wildtyp verglichen, da ihre
Fluoreszenzemissions- und CD-Spektren von denen des Wildtyps abwichen.

BCA-Assay (Smith, 1985): Die Probenaufbereitung erfolgte wie im Protokoll (The Microwell
Plate Protocol) des Herstellers beschrieben (Sorensen und Brodbeck, 1986). Als Standard
diente BSA, mit dem durch Ldsungen von 250 ug/ml, 125 pg/ml, 50 pyg/ml, 25 ug/ml und
5 ug/ml eine Eichgerade erstellt wurde. Als blanck diente 25 pul H;Ogest plus 200 pl
Reaktionslésung. Damit die Farbung der Chl in der Probe aus den Messwerten
herausgerechnet werden kann, wurden von jeder LHC-Probe 25 ul mit 200 pl BCA-Lésung
(ohne Kupfer-Lésung) vermischt. Die dabei ermittelten Daten wurden von den eigentlichen
Proben subtrahiert. Alle Proben wurden im Spectra Max plus Mikrotitterplatten-Reader
photometrisch bei 562 nm gemessen. Die Messungen wurden pro LHC-Klon funf- bis
sechsmal wiederholt.

Die im BCA-Assay ermittelten Protein-Konzentrationen (pg/ml) wurden auf die Molmassen
umgerechnet. Die Molekulargewichte der Apoproteine enstammten der Berechnung durch
die Software OMIGA (Oxford Molecular, Oxford, UK): Lhca1, M, 21879; Lhca4, M, 22336. Die
ermittelten Chl-Konzentrationsbestimmungen (3.4.3.1) der LHC wurden ebenfalls auf die
Molmassen'® umgerechnet, so daR durch Normierung auf ein Proteindimer die Verhaltnisse
von Pigment und Protein bestimmt werden konnten.

'® Chl a: 893.5 g/mol; Chl b: 907.5 g/mol
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3.4.3.3 Tieftemperatur-Fluoreszenzspektroskopie bei 77 K

Um eine optimale Vergleichbarkeit der Proben zu gewahrleisten wurden diese auf die gleiche
Chlorophyllkonzentration eingestellt. Die Quantifizierung vom Gradientenmaterial erfolgte
mittels einer Chlorophyllbestimmung nach Porra et al. (1989; Kap. 3.4.3.1). Das 1.8 ug Chl
entsprechende Volumen wurde mit Dichtegradienten-Losung auf 200 pl aufgefiillt. Dazu
wurde 400 pl FluoroMax-Lésung (Endkonzentration: 50% Glycerin, 5 mM Tricine/NaOH
(pH 7.8), 0.05% pB-D-Dodecylmaltosid) pipettiert. Die eingesetzte Konzentration an Chl
entsprach somit 3 ug Chl/mil.

Die Messungen erfolgten unter Einsatz einer Tieftemperatureinheit (ISA Jobin-Yvon-Spex,
Grasbrunn) bei Excitation von 440 nm (Chl a Anregung) und 470 nm (Chl b Anregung). Die
Spaltbreite des Anregungslichtes betrug 3 nm. Die Aufnahme der Daten erstreckte sich Gber
einen Bereich von 630 bis 800 nm in 1 nm Schritten bei einer Spaltbreite von 1 nm. Die
Aufnahmezeit pro Datenpunkt betrug in der Regel 1 sek und wurde, wenn nétig, verlangert.
Die Datenaufnahme wurde im allgemeinen dreimal wiederholt und durch die
Analysesoftware Datamax ein Mittelwert berechnet.

3.4.3.4 CD-Spektroskopie

Die durch Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation gewonnenen Proben wurden mit
10 mM Tris-HCI (pH 7.5) auf eine Chlorophyllkonzentration von 20 ug/ml verdinnt. Die
Datenaufnahme erfolgte bei 4 °C von 190 bis 750 nm in Abstanden von 0.5 nm (Spaltenbreit,
4 nm; Response, 4 sec, Aufnahmegeschwindigkeit, 50 nm min'1).
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4 Ergebnisse

Durch viele Untersuchungen an verschiedenen Proteinen, aber auch an Verwandten der
Lhca-Proteine, weild man, dal® Strukturen, Motive und einzelne Aminosauren existieren, die
konkrete Funktionen vermitteln (KUhlbrandt et al., 1994; Hobe et al., 1995; Kuttkat et al.,
1996). Das kdénnen Bereiche sein, die enzymatische Aktivitat besitzen, aber auch Regionen,
die fur die Stabilitdt des gefalteten Komplexes oder die Interaktion von zwei oder mehreren
Untereinheiten essentiell sind.

Der LHCI-730 ist ein heterodimerer Komplex, bestehend aus den beiden Untereinheiten
Lhca1 und Lhca4, die in vivo und in vitro als eigenstandige monomere Komplexe gefaltet
werden kénnen. In dieser Arbeit werden zum ersten Mal die Ergebnisse von Untersuchungen
zur Stabilitat der monomeren Bestandteile des LHCI-730 sowie zu deren Assemblierung zum
dimeren Komplex im Zusammenhang vorgestellt.

Zur Bestimmung, der fir die Stabilitat von monomeren und dimeren Pigment-Protein-
Komplexen wichtigen Strukturen und Aminosauren, mufite eine Reihe von modifizierten
Apoproteinen hergestellt werden. Die Generierung der Mutanten stellte einen wesentlichen
Teil dieser Arbeit dar und wird in Kapitel 4.1 in Form einer Strategie und eines
chronologischen Ablaufes der Herstellung dokumentiert. Kapitel 4.2 beschaftigt sich mit den
Untersuchungen zur Rekonstitution der monomeren Komplexe und in Kapitel 4.3 sind die
Resultaten zur Assemblierung beider Untereinheiten beschrieben.

Modifikationen in der Aminosauresequenz von Proteinen kénnen sich in Form von
Veranderung in der Konformation und von Eigenschaften, wie z.B. reduzierter Stabilitat und
Assemblierungsfahigkeit von monomeren und dimeren Pigment-Protein-Komplexen aufiern.
Untersuchungen rekombinanter Proteine in einem in vitro System zur Rekonstitution und
Oligomerisierung erlauben es, Beziehungen von Struktur und Funktion aufzuklaren.
Modifikationen in der Sequenz verwendeter Proteine ermoéglichen die Lokalisierung von
essentiellen strukturellen Bereichen oder Aminosauren. Es wurde entschieden, die Stabilitat
rekonstituierter monomerer und dimerer Komplexe in einem schwach denaturierenden
Gelsystem als Kriterium flir einen stabil gefalteten bzw. assemblierten LHC zu wahlen. Die
Gelelektrophorese stellt eine vergleichsweise stringente Methode zur Auftrennung von
Lichtsammelkomplexen dar. Schonendere analytische Verfahren sind die Separierung durch
Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation oder Chromatographie. Diese Methoden
haben den Nachteil, dall sie die Untersuchung nur weniger Proben in einem Zeitraum
zulassen. Dagegen bietet die Gelelektrophorese die Mdoglichkeit eines umfangreichen
Screenings und mehrmaligen Wiederholens von Experimenten zur Verifizierung von
Ergebnissen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sichergestellt, dal3 das hier verwendete
elektrophoretische System (Gel, Laufpuffer und Elektrophoresebedingungen) im Vergleich zu
anderen elektrophoretischen Verfahren schonender ist und gleichzeitig eine gute
Auftrennung gewahrleistet (Kap. 3.3.3.2).

4.1 Mutagenese von Lhca1- und Lhca4-Proteinen

Grundlage fir die Untersuchungen an Deletions- und Punktmutanten war die Herstellung
modifizierter Apoproteine. In diesem Kapitel wird zunachst die Vorgehensweise zur
Identifizierung der fiir die Bildung stabiler monomerer und dimerer LHCs nicht bendtigten
Proteinabschnitte beschrieben (Kap. 4.1.1). In Kapitel 4.1.2 folgt eine chronologische Abfolge
der Mutantengenerierung, deren Details Kapitel 3.2 entnommen werden kénnen.
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4.1.1 Strategie und Reihenfolge der Mutantengenerierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die jeweils kirzest mdglichen Apoproteine gefunden
werden, die die Bildung von monomeren Pigment-Protein-Komplexen und die Assemblierung
zu Dimeren ermdglichen. Die zu Beginn der Mutagenese gewahlten Deletionen der
kompletten extrinsischen Termini orientierten sich an Arbeiten am LHCIl von Cammarata und
Schmidt (1992), Paulsen und Hobe (1992) und Paulsen und Kuttkat (1993). Als
Voraussetzung fur eine Dimerisierung der beiden Untereinheiten wurde angenommen, daf}
stabile monomere LHCs gebildet werden mussen. Fir die Herstellung von Punktmutanten
war die Bestimmung der kritischen Aminosaure, die Aminosaure deren Deletion zum Verlust
der Dimerisierungsfahigkeit fihrt, entscheidend. Der Austausch von Aminosauren an dieser
Position diente dazu, deren Bedeutung unabhangig von der Entfernung eines N- oder C-
terminalen Peptidrestes zu bestimmen. Daraus ergab sich folgende Vorgehensweise bei der
Herstellung der Deletionsmutanten.

Monomere. Zur Ermittlung der kurzest moglichen Mutante, die stabile Monomere bildet,
wurden der N- oder C-Terminus von Lhca1 und Lhca4 bis zum Anfang der ersten bzw. Ende
der dritten Transmembranhelix verklrzt. War das Proteinprodukt stabil, wurden fiinf weitere
Aminosauren entfernt. Nach Ausbleiben eines stabilen Rekonstitutionsproduktes wurde
dieser Bereich bis zur Bestimmung der letzten monomerbildenden Mutante eingegrenzt. War
die erste Deletionsmutante bereits nicht mehr zur Bildung eines monomeren Produktes fahig,
wurde der Deletionsbereich um die Halfte des zuvor entfernten Peptides verkirzt. So wurde
weiter vorgegangen, bis die minimale Lange bestimmt werden konnte.

Dimere. Ausgangspunkt zur Bestimmung der kritischen Aminosaure fiir die Assemblierung
der Untereinheiten zum dimeren LHCI-730 waren die letzten stabilen Deletionsmutanten der
Monomere. Bildete diese Mutante mit dem jeweiligen Wildtyp keine Dimere mehr, wurde das
Protein um die Halfte des zuvor entfernten Peptides verlangert. War das
Rekonstitutionsprodukt stabil, wurde der verbleibende Bereich weiter eingeschrankt. Bildete
das Produkt keine dimeren Komplexe wurde der entscheidende Bereich wiederum um die
Halfte reduziert. Diese Vorgehensweise wurde solange durchgefuhrt bis die kritische
Aminosaure identifiziert werden konnte. Wurde ein Dimer gebildet, wurde das Protein
schrittweise (etwa finf Aminosauren) verkurzt. (Fir die genaue Lange spielten die
Eigenschaften der umliegenden Aminosauren eine Rolle.) Diese Prozedur wurde ebenfalls
bis zur Eingrenzung der kritischen Aminosaure durchgefihrt.

Punktmutanten. Die Positionen der Aminosaureaustausche ergaben sich durch die
Ermittlung der kurzest moglichen Deletionsmutanten. Ausgetauscht wurde, im ungekirzten
Apoprotein, die erste Aminosaure, durch deren Deletion kein stabiler dimerer LHC mehr
gebildet wurde. Handelte es sich dabei um Tryptophan, wurde gegen Phenylalanin, Alanin,
Glycin und Histidin getauscht. Diese Aminosauren bilden eine Reihe von Resten mit
abnehmender Hydrophobizitdt (Engelman et al.,, 1986) und wurden bei &hnlichen
Untersuchungen am LHCII verwendet (Kuttkat et al., 1996). War Isoleucin die kritische
Aminosaure, wurde sie durch Leucin, Alanin, Histidin, Tryptophan und Phenylalanin ersetzt.
Diese Reihe beinhaltet Aminosauren mit Seitenketten mit ahnlichem apolaren Charakter (L,
A) wie Isoleucin sowie schwach polare (W, F) und basische Reste (H) mit deutlich
abweichenden sterischen Eigenschaften.
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4.1.2 Mutantenherstellung

Die Untersuchungen zur Faltung und Stabilitat monomerer Untereinheiten des LHCI-730
sowie deren Dimerassemblierung und Stabilitdt, wurden mittels Deletions- und
Punktmutanten durchgefihrt. Die Herstellung dieser Mutanten ist in Kap. 3.2.2 dieser Arbeit
detailliert beschrieben. An dieser Stelle wird kurz der Ablauf der Herstellung von Deletions-
und Punktmutanten aufgezeigt.

1000 bp »

500 bp »

100 bp »

Abb. 4.1-1: Auftrennung des Amplifikats von Ihca4432C in einem 2%igen Agarosegel. Bahn 1
zeigt den 100 bp Marker (Kap. 2.4.1), Bahn 2 das PCR-Produkt nach Isopropanolfallung in der
geforderten Hohe von 504 bp. Auftragsmenge: Marker, 5 ul; PCR-Produkt, 1 pl.

Herstellung von Deletionsmutanten

N- und C-terminal verklrzte Apoproteine wurden mittels PCR-Mutagenese generiert (Kap.
3.2.2.1). Die Produkte der Mutagenese-PCR muften eine Lange von 603 bp (Lhca1) bzw.
600 bp (Lhca4), abziglich der durch die Verkirzung entfernten Nukleotide, bei Auftrennung
im Agarosegel aufweisen, wie dies examplarisch fir /hca4A32C in Abb. 4.1.1 gezeigt ist.
Amplifikate, die der erwarteten GréRe entsprachen wurden durch Isopropanol-Fallung oder
Gelaufreinigung von Salzen, Proteinen und Nukleotiden (Primer, etc.) befreit (Kap. 3.2.1.3
und 3.2.1.4). Nach Quantifizierung wurde 1 ug der amplifizieten DNA mit BamH | und
Hind Il restringiert und nach Aufreinigung mittels Isopropanol-Fallung und weiterer
Quantifizierung in den Vektor ligiert (Kap. 3.2.1.6 und 3.2.1.7). Der Transformation von
E. coli JM101 Bakterien, dem Ausplattieren und der tber-Nacht-Anzucht, folgte die Auswahl
einzelner Kolonien (in der Regel drei Kolonien pro Platte) von der Agarplatte (Kap. 3.2.1.8).
Nach einer Plasmid-Isolierung wurden die inserierten Amplifikate im Vektor durch Restriktion
nachgewiesen und durch Sequenzierung die korrekte Basenfolge Uberprift (Kap. 3.2.1.9).
Die modifizierten cDNAs wurden Uberexprimiert (Kap. 3.3.1) und die Apoproteine zur
Kontrolle ihrer Gréle und Akkumulation in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt (Kap. 3.3.3.1; Abb. 4.1-2).
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Abb. 4.1-2: Uberpriifung der Proteinzusammensetzung von EinschluRkérperisolierungen durch
gelelektrophoretische Auftrennung von Wildtyp und Mutanten des Lhcal und Lhca4. Die
Auftrennung erfolgte in einem voll-denaturierenden 15%igen SDS-Gel. Dargestellt sind jeweils die
letzten Klone, die noch stabile Monomere bilden (Lhca1A36N, Lhca1A20C, Lhca4A38N,
Lhca4A12C) und die ersten Klone, deren Rekonstitutionsprodukt im Gel nicht mehr nachweisbar
war (LhcalA37N, Lhca1A21C, Lhcad4A39N, Lhca4A13C). Die linke Bahn zeigt zum
GroRenvergleich den Molekulargewichtstandard SDS-7 (Kap. 2.4.2). Es wurden 1.5 ug Protein pro
Gelbahn aufgetragen.

Die Uberexpressionsprodukte der Lhca-Klone waren gegenlber bakterieneigenen Proteinen
deutlich angereichert (Abb. 4.1-2). Da durch die, der EinschluBkoérperisolierung
angeschlossene, Aufreinigung mit Detergentien (Kap. 3.3.1) nicht alle bakterieneigenen
Proteine entfernt wurden, waren im Hintergrund zu einem geringen Anteil auch E. coli-
Proteine sichtbar.

Die am N-Terminus von Lhcad4A38N und Lhca4A39N deutlich sichtbaren Doppelbanden
knapp oberhalb der Bande der Uberexprimierten Deletionsmutante werden auf die
Anwesenheit eines weiteren Stopkodons zurlckgefuhrt. Das langere Produkt tritt vermutlich
auf, wenn das erste Stopkodon uUberlesen wird (Schmid et al., 1997).

Herstellung von Punktmutanten

Fir den Einbau ortsspezifischer Mutationen wurden in der Regel zwei PCR-Laufe'’ benétigt.
Die erste PCR diente dazu, ein kurzes Fragment inklusive der modifizierten Basenfolge
herzustellen. PCR2 war nétig, um den vollstandigen DNA-Strang zu synthetisieren. In
Abbildung 4.1-3 sind die Ergebnisse am Beispiel von lhca4W39F demonstriert. Die
Fragmente aus der ersten PCR waren in der Regel etwa 100 bp lang. Ihre Groflte wurde Uber
ein Agarosegel kontrolliert (Abb. 4.1-3A).

" Eine Ausnahme war die Herstellung der N-terminalen Punktmutanten des Lhcal. Weil der zu
verandernde Sequenzabschnitt sehr nahe am 5'-Ende der cDNA liegt, konnte direkt durch
Verwendung eines entsprechend zusammengesetzten Vorwartsprimers mit nur einem PCR-Lauf die
gesamte cDNA amplifiziert werden.
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500 bp »

100 bp »

Abb. 4.1-3: Uberpriifung der PCR-Produkte nach ortsgerichteter Mutagenese am 3'-Ende des
Ihca4 durch Agarosegel-Auftrennung (1.2%). A) Amplifikat aus PCR1. B) Produkt der Amplifikation
von PCR2. Auftragsmenge: Marker, 5 ul; PCR-Produkte, Gel A, 10 ul, Gel B, 1 ul.

Das Produkt aus PCR1 wurde als Primer in die zweite PCR eingesetzt. Die Kontrolle des
dabei erhaltenen Produktes erfolgte wiederum durch ein Agarosegel (Abb. 4.1-3B). Da die
Lange der Matrize nicht verandert wurde, mufdte das Produkt der zweiten PCR wieder die
Originallange des Wildtyps haben. Der Einbau in den Vektor erfolgte in gleicher Weise wie
bei der Herstellung der Deletionsmutanten.

Die Restriktionskontrolle des Inserteinbaus nach durchgefuhrter Transformation fand in zwei
Schritten statt. Schritt 1: Die Restriktion des Inserts mit BamH | und Hind /Il diente der
Auswahl von Klonen mit Insert. Schritt 2: Gleichzeitig mit dem Austausch des Kodons fur die
neue Aminosdure wurde eine in der Nahe liegende Restriktionsschnittstelle, ohne
Auswirkungen auf die Aminosauresequenz, geléscht. Uber das spezifische Fragmentmuster
im Agarosegel konnten positive Klone selektiert werden (Abb. 4.1-4). Die Abbildung zeigt,
dall durch die Verdnderung des Xmn I-Kodons die DNA an dieser Position nicht mehr
geschnitten werden konnte, so dal} anstelle der beiden kurzen Fragmente von 634 bp und
489 bp ein langeres Produkt mit 1123 bp resultierte. Die nicht benannten hochmolekularen
Banden entstammten Laufkonformeren von ungeschnittenem Vektor.
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Abb. 4.1-4:  Uberprifung  der  bei Abb. 4.1-5:  Uberpriifung der  Protein-
Modifikation der cDNA-Sequenz zusammensetzung von  Einschlul3kérper-
geldschten Restriktionsschnittstellen. isolierungen der C-terminalen Punktmutanten
Exemplarische Darstellung fur die von Lhcal durch gelelektrophoretische
ortsspezifische Mutante lhca4W39F. Die Auftrennung. Die Auftrennung erfolgte in
in den Gelen markierten (Pfeil) Banden einem voll-denaturierenden 15%igen SDS-
entsprechen den in Tabelle 3.2-5 (Kap. Gel. Die linke Bahn zeigt zum
3.2.1.9) geforderten FragmentgréfRen. Groflienvergleich  den  Molekulargewichts-
Auftragsmengen: 1kb Marker; 5 pl, standard SDS-7 (Kap. 2.4.2). Daneben sind,
Proben, 7.5 ul (aus 15 ul Restriktions- zum Vergleich der Proteinakkumulation die
ansatz). Wildtypen beider Apoproteine, und die

Punktmutanten aufgetragen. Auftragsmenge:
1.5 pg Protein pro Gelbahn.

Die Klone wurden ebenfalls durch Sequenzierung hinsichtlich zufalliger Mutationen
untersucht. Das Uberexprimierte Genprodukt wurde nach Gréofie und Proteinakkumulation im
Polyacrylamidgel untersucht. Die Banden des Lhca1-Wildtyps und dessen C-terminale
Punktmutanten zeigen gleiches Laufverhalten (Abb. 4.1-5).
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4.2 In vitro Rekonstitution und Stabilitatsprifung monomerer Komplexe
von Lhca1 und Lhca4 durch schwach denaturierende LDS-PAGE

Die EinschluBkoérper-Praparationen konnten aufgrund der hohen Anreicherung der Lhca-
Proteine ohne weitere Reinigungsschritte flr die Rekonstitution eingesetzt werden. Die
Rekonstitution erfolgte wie in 3.4.1 beschrieben.

4.2.1 Bedeutung der N- und C-Termini fur die Stabilitat von Lhca1 und Lhca4

Die Deletionsmutanten mit minimaler Lange, die gerade noch stabile monomere Komplexe
bilden (Minimalmutanten), wurden durch die Herstellung einer Reihe von Deletionsmutanten
sukzessive ermittelt (Kap. 4.1.1).

In den folgenden Tabellen (Tab. 4.2-1 und 4.2-2) sind sowohl die fir Ermittlung der
Minimalmutanten wichtigen Proteine dargestellt als auch die ersten Deletionsmutanten, die
keinen stabilen Pigment-Protein-Komplex bildeten. Durch den Vergleich mit der jeweiligen
Wildtyp-Sequenz wird dabei der Umfang der Deletion deutlich.

Die Abbildung 4.2-1 dokumentiert die Ergebnisse der Auftrennung monomerer
Rekonstitutionsprodukte von Lhca1 und Lhca4 im schwach denaturierenden Gelsystem.

Tab 4.2-1: Tabellarische Ubersicht der A) N- und B) C-terminalen Deletionsmutanten des Lhca1
im Vergleich mit dem Wildtyp. Die grau unterlegten Sequenzen markieren die Bereiche der
nach Green und Pichersky (1994) angenommen Transmembranhelices. .+ bedeutet:
Komplexbande auf Hohe der Wildtypkomplexbande, ,-“ keine Bande sichtbar. Die
hochgestellten Zahlen bezeichnen die Positionen der Aminosauren in der Wildtypsequenz. Aus
klonierungstechnischen Grinden besitzen alle Mutanten am N-Terminus zusatzlich die

Aminosauren MRGS.

A) N-terminale Deletionsmutanten des Lhca‘

Klon Sequenz Rekonstitution
Wildtyp MRGS' SADWWPGQPRPSYL DGSAPGDFGFDPLGLGEVPA NLERYKE™. . . +
Lhca1A34N ! NLERYKE!. . . +
Lhca1A36N ! ERYKE*L. . . +
Lhca1A37N ! RYKE*L. . . -
Lhca1A38N ! YKE*L. . . -

B) C-terminale Deletionsmutanten des Lhca1

Klon Sequenz Rekonstitution
Wildtyp ... 1PGTG PL ENLATHLADPWHNNI GDVI | PKG FPN?! +
Lhca1A16C ... 1%PGTG PL ENLATHLADPW 201 +
Lhca1A19C ... 1PGTGC PL ENLATHLA 201 +
Lhca1A20C ... Y°PGTC PL ENLATHL e +
Lhca1A21C ... 19PGTG PL ENLATH 201 -
Lhca1A22C ... 1PGTGC PL ENLAT 201
Lhca1A29C ... "°PGTC 20l -
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Lhca1. Eine Deletion der kompletten extrinsischen Region (Lhca1A34N) am N-
Terminus des Lhca1 fiihrte zwar zu einer Abnahme von stabilen Rekonstitutionsprodukten
gegenlber dem Wildtyp, dennoch konnten in schwach denaturierenden Gelen flir diese und
die zwei folgenden Deletionsmutanten monomere LHCs nachgewiesen werden. Erst die
Mutante Lhca1A37N faltet sich nach Entfernung eines Glutamats nicht mehr zu stabilen
Monomeren (Abb. 4.2-1A). Am C-Terminus des Lhca1l war keine Entfernung der
Aminosauren bis zum Ende der dritten Transmembranhelix mdglich (Abb. 4.2-1A,
Lhca1A29C). Die folgende schrittweise Verlangerung des Apoproteins zeigte, dal® schon
nach einer Deletion von drei Aminosauren — mit Entfernung eines Leucins — in der vierten
amphipathischen Helix (Lhca1A21C) die Bildungsfahigkeit von stabilem rekombinantem
Lhca1 erlosch (Abb. 4.2-1A). Die Monomerausbeute nahm Uber diesen Bereich hinweg stetig
ab (Daten nicht gezeigt).

Tab 4.2-2: Tabellarische Ubersicht der A) N- und B) C-terminalen Deletionsmutanten des Lhca4
im Vergleich mit dem Wildtyp. Die Legende ist Tab. 4.2-1 zu entnehmen.

A) N-terminale Deletionsmutanten des Lhca4

Klon Sequenz Rekonstitution
Wildtyp VRGS'KKGQNLPGLASPDYL DGSL SGDNGFDPLGLVEDPE  NLKWEI QA%. . . +
Lhcad4A35N ' NLKWEI Qa%3, +
Lhcad4A37N ' KWEI Q%3 +
Lhca4A38N ! WEI QA% +
Lhca4A39N ! FIl Q%3 . -
Lhcad4A40N ! | QA%. ..

Lhcad4A42N ! AR -
B) C-terminale Deletionsmutanten des Lhca4

Klon Sequenz Rekonstitution
Wildtyp .. 15FI VOHNVTGKG PF DNLLQHLSDP WHNTI | QTLSN® +
Lhcad4A10C . 17FI VQHNVTGKG PF DNLLQHLSDP W 200 +
Lhcad4A12C . 17FI VQHNVTGKG PF DNLLQHLSD 200 +
Lhcad4A13C . 17FI VQHNVTGKG PF DNLLQHLS 200 -
Lhcad4A16C .. Y7FI VOHNVTGKG PF DNLLQ 200 -
Lhca4A25C . 187FI VQHNVTG 200 -
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Lhca4. Auch am Lhca4 ist die Verkirzung des Apoproteins Gber den extrinsischen N-
Terminus (Lhca4A35N) hinaus mdglich, ohne die Bildungsfahigkeit stabiler monomerer
Pigment-Protein-Komplexe zu verlieren (Abb. 4.2-1B). Die N-terminal maximal verkirzte
Mutante (Lhca4A38N) zeigte nach elektrophoretischer Auftrennung eine etwas schwachere
Monomerbande als der Wildtyp. Das Produkt war noch deutlich im Gel nachweisbar (Abb
4.2-1B). Die Entfernung der folgenden Aminosaure Tryptophan (Lhca4A39C) fiihrte zum
kompletten Verlust von Rekonstitutionsprodukten. (Bei den kirzeren N-terminalen Mutanten
des Lhca4 trat haufig eine héhermolekulare Pigment und Protein enthaltende Bande auf.
Diese wurde aus Griinden der Ubersicht in der Abbildung 4.2-1B entfernt.)

N-terminal C-terminal

Abb. 4.2-1: Effekt von N- und C-terminalen Deletionen auf die Bildung stabiler monomerer
Komplexe von A) Lhca1 und B) Lhca4. Dargestellt sind die Proteine, die noch stabile Komplexe
bilden (Lhca1A36N, -A20C; Lhcad4A38N, -A12C), die als erste keine Banden mehr zeigen
(Lhca1A37N, -A21C; LhcadA39N, A13C) und die Proteine, die bis zum Anfang bzw. Ende der
Transmembranhelices verkirzt sind (Lhca1A34N, -A29C; Lhca4A35N, -A25C; Green und
Pichersky, 1994). Die aufgefihrten Komplexe wurden in einem 12%igen, schwach
denaturierenden Gel aufgetrennt. M - Monomer; fP - freies Pigment.

Nach C-terminaler Deletion von 25 Aminosauren (Lhca4A25C) — einschlieRlich der vierten
amphipathischen Helix, bis zum Ende der dritten Transmembranhelix — war kein stabiler
Lhca4 Pigment-Protein-Komplex mehr nachweisbar. Die Mutante Lhca4A12C wurde als
letzte stabile C-terminal verkirzte Mutante des Lhca4 ermittelt.
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4.2.2 Biophysikalische Charakterisierung von Lhca1, Lhca4 und deren
maximal verkurzten Deletionsmutanten

Der Nachweis eines Pigment-Protein-Komplexes nach Auftrennung in einem schwach
denaturierenden Gel beweist nur, dal} dieses Apoprotein zu einem ausreichend stabilen LHC
faltet. Veranderungen in der hochspezifischen Anordnung von Pigmenten, insbesondere der
beiden Chlorophylispezies, aber auch Verluste von Chromophoren, die die Stabilitat nicht
beeinflussen, sind nicht erkennbar. Die Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie sind
zweckmaRige Methoden zur Identifizierung verschiedener Wechselwirkungen von Pigmenten
im Protein und ihrer Orientierung im Raum.

4.2.2.1 77 K Fluoreszenzemissionsspektroskopie

Lichtsammelkomplexe leiten ihre Anregungsenergie normalerweise an die Photosysteme
und deren Reaktionszentren weiter, wo die primare Ladungstrennung stattfindet. Innerhalb
der Lichtsammelantennen, an die u.a. Chla und b gebunden sind, absorbieren beide
Chlorophylle Licht geeigneter Anregungswellenlange und speichern diese kurzfristig in Form
von elektronischer Anregungsenergie. Diese Energie wird schlielllich Gber Chla an das
Reaktionssystem weitergegeben.

Man beobachtet am isolierten nativen oder rekombinanten LHCI-730 (und den
Untereinheiten) eine Fluoreszenzemission von proteingebundenen Chla Molekilen im
intakten Komplex (Schmid et al., 1997; Melkozernov et al.,, 1998). Spezifisches
Anregungslicht fir Chla (440 nm) oder Chlb (470 nm) macht es mdglich, die
Energieweitergabe innerhalb der Chla, aber auch von Chlb auf Chla Moleklle zu
untersuchen. Die Fluoreszenzemission ist fir die einzelnen LHCI-Proteine charakteristisch.
Bei 77 K emitiert der monomere Lhca1 bei 685 nm und der monomere Lhca4 bei 725 nm
(Tjus et al., 1995; Schmid et al., 1997). Treten in den Komplexen durch Deletion
Veranderungen in der Proteinstruktur auf, die eine Verschiebung der Pigmentausrichtung
oder gar einen Pigmentverlust nach sich ziehen, kdnnte dies im Spektrum sichtbar werden.

Die im folgenden gezeigten Spektren wurden bei einer Anregungswellenlange von 470 nm
aufgenommen. Bei dieser Wellenlange wird Chl b im Pigment-Protein-Komplex angeregt.
Wenn eine Energieweiterleitung von Chl b auf Chl a mdglich ist, setzt das eine bestimmte
raumliche Organisation der Chlorophylle voraus. Entspricht das Fluoreszenzemissions-
spektrum des modifizierten LHCs dem des Wildtyps, kann angenommen werden, dal} der
Pigment-Protein-Komplex ahnlich dem Wildtyp gefaltet ist.

In den Graphiken (Abb. 4.2-2 und 4.2-3) werden die Wildtypspektren denen der jeweiligen
Minimalprotein-Komplexe gegenubergestellt.

Lhca1 und dessen Deletionsmutanten

Vergleicht man das Spektrum des Lhca1-Wildtyps mit denen der Deletionsmutanten, so stellt
man fest, dall diese fast identisch sind. Wie aus den Spektren ersichtlich ist (Abb. 4.2-2),
weisen sie alle ein Maximum bei ~685 nm auf. Eine geringe Abweichung zeigte sich bei der
N-terminalen Mutante Lhca1A36N durch eine erhdhte Emission bei 652 nm.
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Abb. 4.2-2: 77 K Fluoreszenzemissionsspekiren von Lhca1l. Die Graphik zeigt die Spektren von
Lhca1-Wildtyp im Vergleich zu den Spektren der Minimalmutanten von N- (Lhca1A36N) und C-
Terminus (Lhca1A20C). Die Spektren wurden auf gleiche Amplituden normiert und sind
Mittelwerte aus mindestens drei Messungen. Anregungswellenlange: 470 nm.

Lhca4 und dessen Deletionsmutanten

Im Vergleich der maximalen N- und C-terminalen Deletionsmutanten des Lhca4 mit dem
Wildtyp war eine deutliche Veranderung im Kurvenverlauf des Emissionsspektrums der N-
terminalen Mutante Lhca4A38N zu erkennen (Abb. 4.2-3). Das Maximum bei 725 nm war
deutlich reduziert. Ebenso bildete sich ein im Wildtyp nicht vorhandenes Maximum bei
686 nm. Die Fluoreszenzemission von ungekoppeltem Chl b (652 nm) nahm in geringem
MaRe zu. Die C-terminale Mutante Lhcad4A12C war abgesehen von einer geringer
ausgepragten Schulter bei 690 nm und einer leichten Zunahme an partiell unstrukturiertem
Chl b identisch mit dem Emissionsverhalten des Lhca4-Wildtyps.

4.2.3 Biochemische Charakterisierung der letzten monomerbildenden Lhca-
Mutanten

Die Bestimmung der Chl a/b-Verhaltnisse ermdglicht die Ermittlung von Veranderungen in
der Chlorophyllzusammensetzung im Pigment-Protein-Komplex. Der Vergleich mit den
Ergebnissen der Gelauftrennungen rekonstituierter mutierter LHCs zum einen und den
Resultaten der spektroskopischen Untersuchungen zum anderen, 183t ein detailliertes
Gesamtbild der untersuchten Lichtsammelkomplexe entstehen.
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Abb. 4.2-3: 77 K Fluoreszenzemissionsspektren von Lhca4. In der Graphik werden die Spektren
von Lhca4-Wildtyp mit den Spektren der Minimalmutanten (Lhca4A38N, Lhca4A12C) des N- und
C-Terminus des Lhca4 verglichen. Die Spektren wurden auf gleiche Amplituden normiert und sind
Mittelwerte aus mindestens drei Messungen. Anregungswellenlange: 470 nm.

4.2.3.1 Einflul der Deletionen auf die Chlorophyll a/b-Verhaltnisse der letzten stabilen LHC-
Mutanten

Um zu untersuchen, ob die Entfernung von Aminosauren an den Termini von Lhca1 und
Lhca4 die Bindung von Chlorophyllen beeinfluf3t, wurde das Chl a/b-Verhaltnis der kritischen
Deletionsmutanten photometrisch bestimmt und mit der Stéchiometrie der Wildtyp-LHCs
verglichen (Tab. 4.2-1). Die Gegenuberstellung der Lhcal-Mutanten zeigte, dal das
Verhaltnis der beiden Chlorophyllspezies zueinander durch eine Verklrzung der Apoproteine
nicht beeinflullt wird. Der Lhca1-Wildtyp hat ein Chl a/b-Verhaltnis von 3.35 von dem die
Mutanten Lhca1A36N und Lhca1A20C mit 3.26 respektive 3.22 kaum abweichen (Tab.
4.2-3).

Die Deletionsmutanten des Lhca4 wiesen im Falle der Mutante Lhca4dA12C eine geringe
Verschiebung in der Chl a/b-Stoéchiometrie auf (Lhca4-Wildtyp, 2.6; LhcadA12C, 2.37). Die
Verkirzung am N-Terminus hatte dagegen keinen Effekt. Das Protein Lhca4A38N
komplexierte die beiden Chlorophyllspezies fast im gleichen Verhaltnis (2.64) wie der Lhca4-
Wildtyp (2.60; Tab. 4.2-3).
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Tab. 4.2-3: Chl a/b-Verhaltnis von Wildtyp und Deletionsmutanten des Lhca1 und Lhca4. Die
Grole der Standardabweichung berechnet sich aus der Varianz von drei bzw. vier Messungen.

Lhca1 Lhca4
Wildtyp A36N A20C Wildtyp A38N A12C
3.35+0.06 3.26 +0.09 3.22 +0.09 2.60 +0.06 2.64 +0.03 2.37 +0.08

4.2.3.2 Einflul der Deletionen auf die Pigmentzusammensetzung der letzten stabilen LHC-
Mutanten

Durch HPLC-Auftrennungen der aus den LHC-Monomeren isolierten Pigmenten und
Normierung auf ein Mol Lutein'®, ist es mdéglich, den Verlust von Chromophoren im LHC zu
detektieren.

Die ermittelten Werte fiir den Lhca1 und dessen Deletionsmutanten zeigten ein konstant
gleiches Chl a/b Verhaltnis von etwa 3.4. Der Chl a- und Chl b-Gehalt der Deletionsmutante
Lhca1A36N (Chla, 7.6; Chlb, 2.25) war gegeniber dem Lhca1-Wildtyp, bei
gleichbleibendem Chlorophyll-Verhaltnis, deutlich erhdht. Die Chlorophyll-Mengen des
Lhca1A20C waren nur in geringem Malle erhoht. Die Verhaltnisse der beiden Xanthophylle
Violaxanthin und Neoxanthin waren in Wildtyp und Deletionsmutante des Lhca1, bis auf
einen schwach angestiegenen Violaxanthin-Gehalt der Mutante Lhca1A20C, kaum verandert
(Tab. 4.2-4).

Die Chl-Verhaltnisse im Lhca4 und seinen Mutanten differierten ebenfalls kaum. Das Chl a/b-
Verhaltnis von 2.77 (Lhca4-Wildtyp) und 2.83 bei LhcadA38N spiegelt nur geringe
Unterschiede im Verhaltnis der Chlorophylle zueinander wider. Allerdings hatte die N-
terminale Mutante einen um 0.69 niedrigeren Chl a+b-Gehalt. Dieser war bei der C-
terminalen Mutante Lhca4A12C (9.2) ebenso gegeniber dem Lhca4-Wildtyp (8.35) erhoht
und fast gleich mit Lhca4A38N (9.04). Lhca4A12C wies zusatzlich die starkste Abweichung
im Chl a/b-Verhaltnis gegenuber dem Wildtyp auf, was hauptsachlich auf eine nicht
proportional zum Chl a-Gehalt erhéhte Chl b-Menge zurtickzufiihren ist. Innerhalb der Lhca4-
LHCs variierten die gemessenen Xanthophyll-Mengen stérker als beim Lhca1 und seinen
Deletionsmutanten. Dies kann in der geringen Anzahl an Versuchswiederholungen und den
sub-stdchiometrischen Mengen dieser Pigmente begrindet sein (Tab. 4.2-4).

Tab. 4.2-4: Tabellarische Darstellung der Pigmentzusammensetzung der noch stabile
monomere LHCs bildenden Mutanten von Lhca1 und Lhca4 (angegeben in mol/mol Lutein). Die
Ermittlung der Daten erfolgte durch HPLC-Analyse und basiert auf maximal zwei unabhangigen
Messungen.

SEVIEY Chiorophyil b |

Lhca1 0.24 + 0.008 |0.19+0.002 |5.64 +£0,383 |1.67 £0,004 |7.31+0.387 |3.38 +0.12
Lhca1A36N [0.20 + 0.003 |0.20 £0.005 |7.6 +0,436 |2.25+0,196 |9.85+0.632 |3.38 +0.05
Lhca1A20C |0.35+0.036 |0.18 +0.018 |5.81+0,174 [1.73+0,099 |7.54 +0.273 |3.37 £ 0.05
Lhca4 0.61 0.12 6.13 2.22 8.35 2.77

Lhca4A38N |0.16 + 0.000 |0.20 + 0.005 |6.68 +0,118 [2.36 + 0,078 |9.04 +0.196 |2.83 + 0.02
Lhcad4A12C |0.45+0.436 |0.03 + 0.006 |6.65+ 0,658 [2.556+0,372 |9.2 +1.03 |2.62+0.12

'® Die Normierung erfolgt auf Lutein, da aus friiheren Arbeiten (Schmid et al., 1997, Croce et al., 1998)
die Bindung von einem Lutein pro Untereinheit (Lhca1 oder Lhca4) angenommen werden kann.
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4.3 In vitro Rekonstitution und Stabilitdtsuntersuchungen am LHCI-730

Die Stabilitat der monomeren Untereinheiten wurde als Voraussetzung zur Bildung dimerer
LHCs aus den Untereinheiten angesehen. Daneben missen beide Untereinheiten Strukturen
und Interaktionsmdglichkeiten besitzen, die eine spezifische Wechselwirkung beider Proteine
moglich macht. Durch sukzessive Verkirzung jeweils einer Untereinheit sollten
Strukturelemente oder Aminosauren an den Proteintermini identifiziert werden, die an
Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten beteiligt sind (Kapitel 4.3.1).

Analog der Vorgehensweise zur Bestimmung der Minimalmutanten der monomeren LHCs,
wurde jeweils an N- oder C-Terminus deletiert bis das klrzest mégliche Protein, das mit dem
Wildtyppartner  dimerisiert, gefunden wurde. Nach der Bestimmung dieser
Minimaldimermutante, wurde durch punktspezifische Mutationen die Bedeutung der
kritischen Aminosaure im Vollangenprotein ndher untersucht (Kap. 4.3.2). Das bedeutet, daf3
unter Beibehaltung der Originallange des Proteins die Aminosaure, die an letzter Position der
letzten dimerbildenden Deletionsmutante an N- und C-Terminus stand, ausgetauscht wurde.
Die Dimer-Bildungsfahigkeit dieser Punktmutanten soll Aufschlul® Uber den Einfluf® dieser
Aminosaure auf die Dimerisierung unabhangig vom restlichen Terminus geben.

4.3.1 Dimerisierungsfahigkeit der Deletionsmutanten

Die Strategie zur Ermittlung der kiirzest mdglichen dimerisierungsfahigen Deletionsmutanten
an N- und C-Terminus beider Untereinheiten ist in Kapitel 4.1.1 beschrieben worden.
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Abb 4.3-1: Auswirkung N-terminaler Deletionen auf die Bildung stabiler dimerer Komplexe des
Lhcal im Standard-Dimerisierungsverfahren (Wildtyp + Deletionsmutante). Die Auftrennung
erfolgte elektrophoretisch in einem schwach denaturierenden Gel. D, Dimer; M, Monomer; fP,
freies Pigment.

Lhcat. Ausgehend von der Mutante Lhca1A36N'®, die keine Dimere mit dem Lhca4
bilden konnte (Abb. 4.3-1), wurde der N-Terminus sukzessive weiter verlangert (Kap. 4.1.1).
Die im weiteren generierten Mutanten Lhca1A10N und -A5N waren beide nicht in der Lage
mit dem Lhca4 zu assemblieren (Abb. 4.3-1). Erst die Mutante LhcalA3N zeigte nach
Elektrophorese im schwach denaturierenden Polyacrylamid-Gel wieder eine Dimerbande.

¥ Lhca1A36N war die letzte Mutante, die Monomere bilden konnte und damit Ausgangspunkt fur die
Dimer-Untersuchungen (Kap. 4.1.1).
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Die Dimerisierungseffizienz des Lhca1A3N — bestimmt Uber die Farbungsintensitat der
Banden im Vergleich zum Wildtyp — unterschied sich bei dieser Mutante nur in geringem
MaRe vom Wildtyp-Dimer (Abb. 4.3-1). Um die Aminosaure zu identifizieren, bei deren
Deletion die Bildung von Lhca1-Lhca4-Dimeren nicht mehr mdglich ist, wurde die Mutante
Lhca1A4N rekonstituiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Mit der Deletion des Tryptophans
in dieser Mutante (Tab. 4.3-1) war, wie Abbildung 4.3-1 zeigt, keine Dimerbildung mehr
moglich.

Tab. 4.3-1 Tabellarische Ubersicht der Deletionsmutanten des Lhca1 im Hinblick auf ihre
Dimerisierungsfahigkeit. A) N- und B) C-terminale Deletionsmutanten des Lhca1. Die grau
unterlegten Sequenzen markieren die Bereiche der nach Green und Pichersky (1994)
angenommen Transmembranhelices. ,+“ bildet Dimerbande; ,-“ keine Dimerbande sichtbar.
Die hochgestellten Zahlen bezeichnen die Positionen der Aminosauren in der Wildtypsequenz.
Aus klonierungstechnischen Grinden besitzen alle Apoproteine am N-Terminus zusatzlich die
Aminosauren MRGS. Rot unterlegt sind die jeweiligen Dimerminimalmutanten; griin unterlegt,
die Proteine, die in den Monomer-Rekonstitutionsuntersuchungen als Minimalmutanten
rekonstituierten.

A)

Klon Sequenz Dimer

Wildtyp VRGS* SADWWPGQPRPSYL DGSAPGDFGFDPLGLGEVPA NLERYKE™. . . +

1 \WPGQPRPSYLDGSAPGDFGFDPLGLGEVPA NLERYKE®!. . . +
Lhca1A4N ! MPGQPRPSYL DGSAPGDFGFDPLGLGEVPA NLERYKE™. . . -
Lhca1A5N : PGQPRPSYLDGSAPGDFGFDPLGLGEVPA NLERYKE®:. . . -
Lhca1A10N ! PSYLDGSAPGDFGFDPLGLGEVPA NLERYKE™. . . -
Lhca1A36N ! ERYKE ... -
Lhca1A37N ! RYKE*!. . . -
B)

Klon Sequenz Dimer
Wildtyp ... PGTC PL |ENLATHLADP VWHNNI GDVI | PKG FPN°? +
Lhca1A13C ... °PGTC PL ENLATHLADP WHNN 201
Lhca1A14C ... 1°PGTC PL ENLATHLADP W\HN 201 +
Lhca1A15C ... 1°PGTCG PL ENLATHLADP WH 201 +

; ... 19pGTC PL ENLATHLADP W 201 +
Lhca1A17C ... '%pPGTC PL ENLATHLADP 201 _
Lhca1A20C ... °PGTC PL ENLATHL 201 -

Die Untersuchungen zur Identifizierung der letzten dimerbildenden Mutante am C-Terminus
des Lhca1 starteten mit Lhca1A20C, dem letzten monomerbildenden Protein. Diese Mutante
bildete keine Dimere. Durch schrittweise Verlangerung des Proteins konnte herausgefunden
werden, dal} die Deletion von maximal 16 Aminosauren (Lhca1A16C, Position 185) unter
Beibehaltung der Dimerisierungsfahigkeit moglich war (Abb. 4.3-2).
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Abb 4.3-2: Auswirkung C-terminaler Deletionen auf die Bildung stabiler dimerer Komplexe des
Lhcal im Standard-Dimerisierungsverfahren (Wildtyp + Deletionsmutante). Die Auftrennung
erfolgte elektrophoretisch in einem schwach denaturierenden Gel. D, Dimer; M, Monomer; fP,
freies Pigment.

Die Intensitat und Dimerisierungsfahigkeit variierten an und um diese Position. Daher wurden
die Dimerisierungseffizienzen der letzten drei Deletionsmutanten vor W-185 (Lhca1A15C,
-A14C, -A13C) und der nachfolgenden Mutante (Lhca1A17C) durch eine Reihe von
Gelauftrennungen nach densitometrischer Auswertung der Bandenintensitdten statistisch
bestimmt (Tab. 4.3-2; Kap. 3.4.2.1). Wie aus Tabelle 4.3-2 hervorgeht, assemblierte die
Mutante Lhca1A17C in keinem Fall mit dem Lhca4-Wildtyp zu einem Dimer. Obwohl die
Intensitat der Dimerbande (= Dimerisierungseffizienz) von Lhca1A16C nur bei 15% lag,
wurden in 70% der Rekonstitutionen Dimere gebildet. Da die Effizienzen und
Bildungshaufigkeiten der drei langeren Deletionsmutanten zunahmen, kann man das Protein
Lhca1A16C als die entscheidende Mutante am C-Terminus des Lhcal bezeichnen. Der
Verlust des Assemblierungsvermoégens mit Entfernung einer weiteren Aminosaure
(Lhca1A17C) war hier, wie auch schon am N-Terminus von Lhca1l, die Folge einer
Tryptophan-Deletion an Position 185 (Tab. 4.3-1).

Tab. 4.3-2: Auswertung der Dimerbildung C-terminaler Deletionsmutanten von Lhcal im
Vergleich zum Wildtyp. Die Daten wurden durch Auftrennung von Dimer-
Rekonstitutionsansatzen in schwach denaturierenden Gelen densitometrisch ermittelt. Die
Dimerisierungseffizienz wurde durch einen Vergleich der Bandenintensitaten der Protein-
Pigment-Komplexe von Deletionsmutanten mit Wildtyp im Gel ermittelt (Kap. 3.4.2.1). Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus der angegebenen Anzahl von
Experimenten.

L W o Anzahl der | Dimerisierungseffizienz

Klon Dimerisierungshaufigkeit [%] Experiments [%]

WT 100 10 100
A13C 100 8 21+6
A14C 77 9 18 +9
A15C 88 9 25+ 17
A16C 70 10 15+ 10
A17C 0 6 0
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Lhca4. Die letzte N-terminale Mutante des Lhca4, die mit dem Lhca1-Wildtyp noch
stabile Dimere bildete, war Lhca4A38N. Wie aus dem Gelbild (Abb. 4.3-3) ersichtlich, war die
Dimerausbeute in Rekonstitutionen mit diesem Protein gegentber dem Wildtyp schon
deutlich reduziert. Die folgende Deletionsmutante, Lhca4A39N, bei der ein Tryptophan
deletiert wurde, war nicht mehr in der Lage zu stabilen Dimeren zu assemblieren (Abb 4.3-3).
Wie aus Tabelle 4.3-3 hervorgeht, endet die Fahigkeit des Lhca4 Monomere zu bilden an der
gleichen Position wie die Fahigkeit Dimere zu bilden.

Abb 4.3-3: Auswirkung N-terminaler Deletionen auf die Bildung stabiler dimerer Komplexe des
Lhca4 im Standard-Dimerisierungsverfahren (Wildtyp + Deletionsmutante). Die Auftrennung
erfolgte elektrophoretisch in einem schwach denaturierenden Gel. D, Dimer; M, Monomer; fP,
freies Pigment.

Am C-Terminus des Lhca4 war das letzte monomerbildende Protein Lhca4dA12C. Diese
Mutante interagierte mit dem Lhca1-Wildtyp zu einem Dimer. In diesem Fall wurde das
Protein schrittweise verkirzt, um das letzte dimerbildende Protein zu identifizieren, das mit
der Mutante Lhca4A33C ermittelt werden konnte (Abb 4.3-4). Der Lhca4 war in diesem Fall
schon um zehn Aminosauren in die dritte Transmembranhelix hinein verkurzt. Die um eine
Aminosaure (Isoleucin) langere Mutante Lhca4A32C lieferte wieder eine Dimerbande nach
einer Gelauftrennung. Alle untersuchten Proteine zwischen der Position 169 (Lhca4A32C)
und 189 (Lhca4A12C) bildeten Dimere, deren Ausbeuten jedoch differierten (Abb. 4.3-4).
Das Gelbild der Abbildung 4.3-4 gibt daher nur einen qualitativen Eindruck der Ergebnisse.
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Abb 4.3-4: Auswirkung C-terminaler Deletionen auf die Bildung stabiler dimerer Komplexe des
Lhca4 im Standard-Dimerisierungsverfahren (Wildtyp + Deletionsmutante). Die Auftrennung
erfolgte elektrophoretisch in einem schwach denaturierenden Gel. D, Dimer; M, Monomer; fP,
freies Pigment.

Lhca4A32C als Minimaldimermutante wurde, wie schon die Mutanten am C-Terminus des
Lhca1, Uber eine statistische Auswertung densitometrisch bestatigt und abgesichert (Kap.
3.4.2.1), da auch hier die Bandenintensitat variierte und die Dimerbildung nicht immer
moglich war (Tab. 4.3-4).

Tab. 4.3-3: Ubersicht der Deletionsmutanten des A) N- und B) C-Terminus des Lhca4 im
Hinblick auf ihre Dimerisierungsfahigkeit. Zur Erklarung der verwendeten Markierungen s. Tab.
4.3-1.

A)

Klon Sequenz Dimer
Wildtyp VRGS'KKGQW.PGLASPDYL DGSL SGDNGFDPLGLVEDPE  NLKWEI QA*. . . +
LhcadA24N .. .. 'KKGQW.PGLASPDYL DGSL SGDNGFDPLGLVEDPE NLKWFI QA™. . . +
Lhcad4A35N ! NLKWFI QA™. .. +
Lhcad4A37N ! KWEI Qa%3, +
LhcadA38N ! VFI QA™. .. +
Lhca4A39N ! FI QA™. .. -
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B)

Klon Sequenz Dimer
Wildtyp ... YOAMLAFLGFI VQHNVTGKG PF | DNLLQHLSDP WAHNTI | QTLSN?®° +
LhcadA10C | ... °°AMLAFLGFI VQHNVTGKG PF [DNLLQHLSDP W 200 +
LhcadA11C ... YOAMLAFLGFI VOHNVTGKG PF  DNLLQHLSDP 200 +
LhcadA12C ... 1OAMLAFLGFI VQHNVTGKG PF  DNLLQHLSD 200 +
Lhcad4A13C | ... °°AMLAFLGFI VQHNVTGKG PF |DNLLQHLS 200 +
LhcadA14C ... YPAM_AFLGFI VOHNVTGKG PF  DNLLQHL 200 +
LhcadA15C ... YOAM_AFLGFI VQHNVTGKG PF  DNLLCH 200 +
LhcadA16C ... YPAM_AFLGFI VOHNVTGKG PF DNLLQ 200 +
LhcadA20C | ... 'S°AMLAFLGFI VQHNVTGKG PF D 200 +
LhcadA21C | ... '°AMLAFLGFI VOHNVTGKG PF 200 +
LhcadA22C | ... 'S°AMLAFLGFI VOHNVTGKG P 200 +
Lhca4A23C | ... *°AMLAFLGFI VQHNVTGKG 200 n
LhcadA26C | ... °°AMLAFLGFI VOHNVT 200 "
Lhcad4A28C | ... *°AMLAFLGFI VQHN 200 "
Lhca4A29C | ... °°AMLAFLGFI VQH 200 +
; ... SOAM_AFLGFI 200 +
Lhca4A33C | ... '°AMLAFLGF 200 5
Lhcad4A34C | ... °AMLAFLG 200 N

Die Dimerisierungseffizienz des Lhca4A32C lag bei 34% bei einer Dimerisierungshaufigkeit
von 71%. In diese Untersuchungen mit einbezogen wurden die Mutanten Lhca4A29C, -A28C
und -A26C, die zur Identifizierung der Minimaldimermutante hergestellt worden sind. Diese
dimerisierten in allen Versuchen und wiesen Effizienzen zwischen 75% und 64% auf. Da das
Protein Lhca4A33C bei keinem Experiment Dimere bilden konnte, ist LhcadA32C als die
entscheidende Deletionsmutante fur den C-Terminus des Lhca4 anzusehen. Durch die
starken Schwankungen in der Dimerisierungseffizienz traten hohe Standardabweichungen
auf. Die Aussage der Daten ist dadurch aber nicht beeintrachtigt.

Tab. 4.3-4: Statistische Auswertung zur Dimerbildung am C-Terminus des Lhca4. Zur Ermittlung
der Dimerisierungsfahigkeit wurden durch Wiederholungen von Dimer-Rekonstitutions-
auftrennungen im schwach denaturierenden Gel Haufigkeiten und Effizienzen berechnet (Kap.
3.4.2.1). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus der Gesamtheit aller Experimente. Die
Standardabweichung resultiert aus dem selben Datensatz.

L P Anzahl der | Dimerisierungseffizienz

Klon Dimerisierungshaufigkeit [%] Experimente (%]

WT 100 14 100
A26C 100 4 64 + 24
A28C 100 5 75+ 25
A29C 100 7 68 + 29
A32C 71 14 34 +23
A33C 0 9 0
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4.3.2 Einflu® von Aminosaureaustauschen auf die Dimerbildung

Die Entfernung von Aminosauren an beiden Termini lieferte Informationen Uber die minimale
Lange der beiden Untereinheiten, die die Formierung stabiler Dimere erlaubt. Ob die
Assemblierung durch die im deletierten Peptidstrang enthaltenen Aminosauren vermittelt
wird oder die letzte Aminosaure im dimerbildenden Protein eine starke, fir die Bildung eines
stabilen Dimers entscheidende Wechselwirkung ausbildet, kann durch den Austausch dieser
kritischen Aminosaure im Vollangenprotein geklart werden.
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Abb. 4.3-5: Effekt von Aminosaureaustauschen an den kritischen Positionen am N- und C-
terminalen Ende des Lhca1 auf die Bildung stabiler A) Dimere und B) Monomere. Fir die
Dimerisierungsversuche wurden die dargestellten Lhca1-Mutanten jeweils mit dem Wildtyp von
Lhca4 rekonstituiert und in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt. D, Dimer; M,
Monomer; fP, freies Pigment.

4.3.2.1 Einflu® von Punktmutationen in den Termini des Lhca1 auf die Dimerbildung

N-Terminus. Der Austausch des N-proximalen Tryptophans an Position vier des
Apoproteins gegen Phenylalanin (Lhca1W4F), Alanin (Lhca1W4A), Glycin (Lhca1W4G) und
Histidin (Lhca1W4H; Engelman et al., 1986), zeigte, dal® der Einbau von Phenylalanin keine
oder nur sehr geringe Auswirkungen auf die Ausbildung stabiler Dimere hat (Abb. 4.3-5A,
links). Die Insertion von Alanin, Glycin und Histidin als Alternativen zu Tryptophan
verhinderte die Assemblierung der Untereinheiten. Untersuchungen zur Stabilitdt der
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monomeren Lhca1 Punktmutanten konnten nachweisen, dal alle Klone stabile monomere
Komplexe bildeten (Abb. 4.3-5B, links), das bedeutet, dal’ eine ausbleibende Assemblierung
nicht die Folge einer instabilen Untereinheit sein kann.

C-Terminus. Am Carboxy-Ende des Lhca1 hatte der Wechsel gegen die oben genannten
Aminosauren keinen ausgepragten Effekt auf die Bildung der monomeren Untereinheiten,
deren Monomer-Bildungseffizienz bei allen Proteinen gleich oder zumindest sehr ahnlich war
(Abb. 4.3-5B, rechts). Die Dimerisierung wurde durch die Aminosauresubstitutionen
unterschiedlich beeinflut. Den starksten Effekt auf die Dimerausbeute hatte der Austausch
gegen Histidin und Glycin (Lhca1tW185H und W185G), die beide nur noch geringe Dimer-
Bandenintensitaten zeigten. Kaum beeintrachtigt war die Dimerbildung von einem Austausch
von Tryptophan zu Phenylalanin. Ersetzte man Tryptophan durch Alanin war die
Dimerisierungseffizienz im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert (Abb. 4.3-5A, rechts). Das
Ergebnis unterstreicht die Bedeutung des hydrophoben Charakters, aber auch der
aromatischen Struktur der Aminosaure, die an dieser Position die Dimerisierung vermittelt.

4.3.2.2 Einflu von Punktmutationen in den Termini des Lhca4 auf die Dimerbildung

N-Terminus. Das W-39 am N-Terminus des Lhca4 wurde ebenfalls durch Phenylalanin,
Alanin, Glycin und Histidin ersetzt. Wie das Gelbild deutlich macht (Abb. 4.3-6A, links), hatte
keiner der Austausche einen Einflul auf die Assemblierung mit dem Wildtyp des Lhca1 zum
Dimer. Rekonstitutionen der monomeren Apoproteine zeigten hingegen,dal} die Faltung zum
stabilen monomeren Komplex durch die eingefugten Aminosauren Alanin (Lhca4W39A) und
Glycin (-W39G) verhindert wurde (Abb. 4.3-6B). Der Einbau von Phenylalanin und Histidin
zeigte nur einen geringen Effekt auf die Monomerfaltung. Die Dimerisierung blieb
unbeeinflult von den Eigenschaften der monomeren Untereinheiten, wie das Gelbild (Abb.
4.3-6A, links) beweist.

C-Terminus. Da es sich im Fall der kritischen Aminosaure (I-168), die sich aus den
Untersuchungen der Deletionsmutanten des Lhca4 am C-Terminus ergab, nicht um
Tryptophan sondern Isoleucin handelte, wurde diese gegen Alanin, Phenylalanin, Histidin,
Leucin und Tryptophan ausgetauscht. Wie schon am Amino-Ende, waren auch hier alle
Klone fahig, mit dem Lhca1-Wildtyp zu stabilen dimeren Komplexen zu assemblieren (Abb
4.3-6A, rechts). Wahrend der Austausch des Isoleucins gegen andersartige Aminosauren
(Alanin, Phenylalanin, Histidin, Tryptophan) eine Reduzierung der Dimerisierungseffizienz
nach sich zog, war die Dimerausbeute der Leucin-Mutante (Lhca4l168L) dem Isoleucin-
Wildtyp gleich. Dal} die Austausche keinen EinfluR auf die Stabilitdt der Monomere ausulbten,
macht Abb. 4.3-6B (rechts) deutlich.

4.3.2.3 Einflu® von Aminosaureaustauschen in den Transmembranhelices auf die Dimer-
bildung

Im Rahmen zweier Diplomarbeiten wurden Aminosdureaustausche an potentiellen
chlorophyllbindenden Resten in den (Transmembran-) Helices des Lhca4 durchgefuhrt und
hinsichtlich ihrer Bedeutung fir die langwellige Fluoreszenz des monomeren Komplexes
untersucht (Lago-Places, 2000; Thomé, 2000). lhr EinfluR auf die Dimerbildung wurde im
Rahmen dieser Arbeit getestet.
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Abb. 4.3-6: Effekt von Aminosauresubstitutionen auf die Bildung von A) Dimeren und B)
Monomeren, der kritischen Aminosauren am N- und C-terminalen Ende von Lhca4. Fir die
Dimerisierungsversuche wurden die dargestellten Lhca4-Klone jeweils mit dem Wildtyp von Lhca1
rekonstituiert und in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt. D, Dimer; M, Monomer; fP,
freies Pigment.

Austausche von Glutamat gegen Serin an den Positionen 44 (Helix1) und 102 (Helix 2)
sowie Glutamat gegen Glycin (G) an Position 153 (Helix 3) verhinderten die Bildung eines
dimeren LHCs (Abb. 4.3-7A). An Position 94 hat die Substitution von Glutamat durch Serin
keinen EinfluR auf die Assemblierung der Untereinheiten. Ersetzte man Asparagin durch
Serin an Position 156, blieb die Fahigkeit Dimere zu bilden erhalten. Dagegen war keine
Dimerbildung bei einem Austausch von Glutamin gegen Glycin an Position 170 mehr moglich
(Abb. 4.3-7A). Bei Substitution von Glutamat durch Leucin an den Positionen 44, 47, 102 und
153 assemblierten die Untereinheiten zu keinem stabilen dimeren Komplex. Nur die Mutante
Lhca4dH185L, nach dem Modell von Green und Pichersky (1994) in der vierten
amphipathischen Helix liegend, zeigte eine schwache Dimerbande im Gel (Abb. 4.3-7B).
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Abb. 4.3-7: Effekt von Aminosaureaustauschen in den Transmembranhelices des Lhca4 auf die
Dimerisierungsfahigkeit der monomeren Untereinheiten (Mutanten freundlicherweise von A) E.
Lago-Places und B) P. Thomé zur Verfligung gestellt). Die genannten (berexprimierten Lhca4-
Proteine wurden jeweils mit dem Wildtyp-Protein von Lhca1 rekonstituiert und in einem schwach
denaturierenden Gel aufgetrennt. D, Dimer; M, Monomer; fP, freies Pigment.

4.3.3 Biophysikalische Charakterisierung der dimeren Komplexe

Neben der Identifizierung der fur die Dimerisierung wichtigen Aminosauren im N- und C-
terminalen Bereich der beiden Untereinheiten, ist es von Interesse, durch Vergleiche mit den
Wildtypen, Veranderungen der Chl a/b-Verhaltnisse, der 77 K Fluoreszenzemission oder der
CD-Absorption als Folge der Proteinmodifikation aufzuklaren.

4.3.3.1 Fluoreszenzemissionsspektroskopie

Deletionsmutanten

Das Emissionsspektrum der letzten noch zur Dimerbildung fahigen N-terminalen
Deletionsmutante von Lhca1, Lhca1A3N, ist nahezu identisch mit dem des Wildtyps nach
selektiver Anregung von Chl b im LHC (Abb. 4.3-8A). Die Verkurzung des C-Terminus um 16
Aminosauren (Lhca1 A16C) hatte zur Folge, dal} das Hauptmaximum (732 nm) um 3 nm in
den klrzerwelligen Bereich verschoben wurde und das Nebenmaximum bei 686 nm viel
deutlicher ausgepragt war als beim Wildtyp.
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Abb. 4.3-8: EinfluB N- und C-terminaler Deletionen im A) Lhca1l und B) Lhca4 auf das
Fluoreszenzemissionsverhalten der rekonstituierten dimeren Komplexe bei 77 K. Dargestellt sind
die Mutanten, die noch stabile dimere Komplexe nach der Auftrennung im schwach
denaturierenden Gel zeigen. Die Anregung erfolgte bei einer Wellenlange von 470 nm. Die
Spektren sind auf gleiche Fluoreszenzemissionsmaxima normiert und stellen Mittelwerte aus
mindestens drei Messungen dar.

Am N-Terminus des Lhca4 (Lhca4A38N) fuhrte die Verkirzung um 38 Aminosauren zu
keiner Verschiebung im Hauptmaximum bei 735 nm, wahrend sich das Nebenmaximum von
682 nm auf 676 nm verschob (Abb. 4.3-8B). Die C-terminale Deletionsmutante A32C des
Lhcad war bis auf ein starker ausgepragtes Nebenmaximum bei 682 nm identisch mit dem
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Wildtyp. Das Fr35/Feso-Verhaltnis, d.h. die Gegentberstellung der Fluoreszenzintensitaten bei
diesen Wellenlangen, betragt hier 3.74 im Vergleich mit 6.85 beim Wildtyp.
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Abb. 4.3-9: Bedeutung der N-terminalen Aminosaureaustausche von A) Lhca1 und B) Lhca4 fir
das Fluoreszenzemissionsverhalten der hergestellten Dimere. Dargestellt sind die Punktmutanten,
die in gering denaturierenden Gelen stabile dimere LHCs bilden. Die Anregung erfolgte bei einer
Wellenlange von 470 nm. Die Spektren sind auf gleiche Fluoreszenzemissionsmaxima normiert
und stellen Mittelwerte aus mindestens drei Messungen dar.
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Punktmutanten

Der Austausch von Tryptophan gegen Phenylalanin am N-terminalen Ende des Lhca1
(Lhca1W4F) — der einzigen dimerbildenden Mutante — fiihrte zu einer nur geringfligigen
Veranderung des Spektrums gegenuber dem des Wildtyp-Dimers (Abb. 4.3-9A).

Am N-Terminus des Lhca4 flihrte der Austausch von Tryptophan gegen Phenylalanin zu
einer geringen Veranderung (Lhca4W39F) der Emission. Abnehmende Hydrophobizitat und
und/oder sterische Unterschiede der bei Lhca4 eingefligten Aminosauren fihrten zur
Verringerung der Fluoreszenz bei ~735 nm (Abb. 4.3-9B). Damit einhergehend stieg die
Fluoreszenz bei ~685 nm deutlich an. So war das Spektrum von Lhca4W39F dem des
Wildtyps sehr ahnlich, das Hauptmaximum verschob sich um 1-2 nm in den langerwelligen
Bereich und das Nebenmaximum bei 685 nm war deutlicher ausgepragt. Der Wechsel gegen
Histidin erhdoht das Nebenmaximum bei 685 nm weiter bis auf etwa 50% des
Hauptmaximums und verursacht eine Verschiebung des Hauptmaximums um 1 nm in den
blauen Bereich des Spektrums. Ein Glycin an dieser Position flhrte zu einer deutlichen
Reduzierung der langwelligen Fluoreszenz bei gleichzeitiger Erhdhung des Nebenmaximums
bei 683 nm. Beim Austausch gegen Alanin war kaum noch ein langwelliges Maximum
detektierbar (Abb. 4.3-9B). Die C-terminalen Punktmutanten von Lhca1 und Lhca4 zeigten
dagegen keine Unterschiede zum Wildtyp (Daten nicht gezeigt).

4.3.3.2 CD-Spektroskopie

Von den dimeren Deletionsmutanten Lhca1A3N, Lhca1A16C, Lhca4dA38N und Lhca4A32C
wurde das CD-Signal im sichtbaren Wellenlangenbereich zur Detektion von Veranderungen
in der Chlorophyllbindung erfaf3t.
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- Lhca1A16C-Dimer
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Abb. 4.3-10: Auswirkung der C-terminalen Deletion von 16 Aminosauren am Lhca1 (Lhca1A16C)
auf das CD-Signal im sichtbaren Wellenldngenbereich. Dargestellt ist der Vergleich mit Wildtyp-
Dimer und dem monomeren Lhca4-Wildtyp.
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Das Spektrum des Lhca1A16C zeigte deutliche Unterschiede zum Wildtyp. Die Deletion von
16 Aminosauren am C-Terminus des Lhca1 hatte zur Folge, dal3, obwohl stabile Komplexe
gebildet werden, das CD-Signal nicht mehr dem des dimeren Komplexes entspricht, sondern
dem des Lhca4d Monomers. Beide Spektren haben ein Maximum bei 414 nm und Minima bei
472, 491 und 650 nm. Demgegentber stehen Maxima von 443 und 515 nm beim Wildtyp-
Dimer, die keine Entsprechungen bei den beiden anderen haben (Abb. 4.3-10).

Die CD-Spektren der drei Dimerminimalmutanten wichen nicht von den Spektren des
Wildtyps ab (Daten nicht gezeigt).

4.3.4 Biochemische Charakterisierung

Die vier letzten noch Dimere bildenden Deletionsmutanten sind hinsichtlich ihrer Chl a/b-
Verhaltnisse charakterisiert worden. Von den zwei C-terminalen Mutanten Lhca1A16C und
LhcadA32C wurde zuséatzlich die Proteinmenge in den Komplexen quantifiziert, womit deren
Protein/Chlorophyll-Stéchiometrie bestimmt werden konnte.

4.3.4.1 Einflul der Modifikationen auf die Chl a/b Verhaltnisse

Die Menge der von den Komplexen gebundenen Chlorophylle wurde nach Porra et al. (1989)
in 80% Aceton ermittelt. Das dafir eingesetzte Material entstammte Auftrennungen im
Saccharosedichtegradienten.

Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Werte lagen bei 2.49. Die Ergebnisse der
Deletionsmutanten variierten in kleinem MaRe um diesen Wert und zeigten keine
signifikanten Abweichungen im Verhaltnis der beiden Chlorophyllspezies zueinander (Tab.
4.3-5).

Tabelle 4.3-5: Chl a/b-Verhaltnisse von Wildtyp und Deletionsmutanten von Lhca1 und Lhca4.
Der angegebene Mittelwert und die Standardabweichung errechnen sich aus mindestens drei
Messungen.

Wildtyp Lhca1 Lhca4
A3N A16C A38N A32C
249+015 257+016 |2.39+0.07 |243+0.14 [2.30+0.10

4.3.4.2 Einflul® der Deletionen auf die Protein/Chlorophyll-Stéchiometrie

Die mittels BCA-Assay (Kap. 3.4.3.2) quantifizierten Proteinmengen konnten mit den
bekannten Chlorophyllmengen in den dimeren LHCs in Relation gesetzt werden und somit
die Protein/Chlorophyll-Stéchiometrien fiir die beiden C-terminalen Deletionsmutanten mit
dem Wildtyp verglichen werden.

Dabei ergaben sich deutliche Abweichungen in den Verhaltnissen beider Deletionsmutanten
zum Wildtyp-LHC. Sowohl die Menge an Chl a als auch Chl b ist jeweils um etwa die Halfte
reduziert (Tab. 4.3-6). Berlcksichtigt man die Chlorophyllmengen und deren Verhaltnis
zueinander in den monomeren Untereinheiten (Kap. 4.2.3), deutet es darauf hin, dal} beide
modifizierten Untereinheiten in den dimeren LHCs (fast) keine Chlorophylle mehr binden.
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Tabelle 4.3-6: Chlorophyll/Protein-Stochiometrie von dimerem Wildtyp und den C-terminalen
Deletionsmutanten von Lhca1 und Lhca4. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden
aus funf bis sechs Messungen berechnet.

Klon Chlorophyll a + b | Chlorophyll a Chlorophyll b
Wildtyp 10.86 + 2.56 7.82 +1.88 3.04 + 0.68
Lhca1A16C 543 +1.25 3.84 + 0,89 1.59 + 0.36
LhcadA32C 513+ 2.11 3.60 + 1,50 1.53 + 0.61
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5 Diskussion

Die Aufklarung von Proteinstrukturen, die Bestimmung von funktionellen Regionen und von
Interaktionspartnern bei Assemblierungen helfen, ein Verstandnis fir die komplexen
Zusammenhdnge zu entwickeln wie aus einer gegebenen Primarstruktur und den
Umgebungsfaktoren ein funktionelles Protein gebildet wird.

Die Rdntgen- oder die elektronenmikroskopische Strukturanalyse liefert hervorragende
Informationen zur Raumstruktur eines Proteins. Grundlage fir diese Untersuchung ist die
Herstellung von Proteinkristallen, deren Synthese gerade bei Membranproteinen sehr grol3e
Probleme bereitet, da die nétigen Detergenzien, die flir die Faltung der Membranproteine
unerlaflich sind, die Kristallbildung stéren kénnen. Aber selbst eine gute Strukturauflésung
reicht nicht zur Klarung aller Fragestellungen aus. Ist sie doch eine Momentaufnahme eines
Protein-Komplexes in einem unbeweglichen Kristallgitter. So ist man auf
molekulargenetische und biochemische Methoden angewiesen, um Aspekte wie den
Mechanismus von Substratkatalyse oder die Bindung von Cofaktoren zu erforschen. Dabei
verwendet man z.B. gezielt modifizierte Proteine oder Cofaktoren und charakterisiert deren
Verhalten in in vitro Systemen, um sie mit dem Wildtyp vergleichen zu kénnen.

Das bereits vorgestellte Untersuchungsobjekt (Kap. 1.3.1), der LHCI-730 aus Tomate, ist ein
heterodimerer Pigment-Protein-Komplex. Er ist zusammen mit dem LHCI-680A und
LHCI-680B Bestandteil des Lichtsammelapparates des PSI und ein Mitglied der cab-Familie.
Trotz der groRen Sequenzhomologien, gerade in den strukturbildenden Regionen,
unterscheiden sich die Pigment-Protein-Komplexe der cab-Familie in ihrer Organisationsform
und, speziell der LHCI-730, in der langwelligen 77 K Fluoreszenzemission. Es ist von
groltem Interesse, die Regionen in den Untereinheiten des LHCI-730 zu identifizieren, die flr
deren Dimer-Assemblierung verantwortlich sind und herauszufinden, was diese von
Bereichen der anderen cab-Proteine unterscheidet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Bereiche oder einzelne Aminosauren identifiziert werden,
die durch Wechselwirkung die Assemblierung der beiden monomeren Komplexe bewirken
und stabilisieren. Diese Untersuchungen beinhalteten die Bestimmung von Proteinregionen,
die fur die Bildung stabiler monomerer LHCs notwendig sind. Die Faltung von stabilen
monomeren Untereinheiten wurde zu Beginn der Arbeit als eine Vorbedingung fir ihre
Dimerisierung angesehen. Die monomeren Lhca1 und Lhca4 treten in der Biosynthese des
LHCI-730 als Zwischenformen, vielleicht sogar als funktionelle Einheiten auf (Dreyfuss und
Thornber, 1994). Aulerdem bieten die Daten Uber die Stabilitit der monomeren
Untereinheiten wichtige Interpretationshilfen zum Verstdndnis der Resultate zur
Dimerbildung.

Die Untersuchungen wurden mit rekombinanten Proteinen durchgeflhrt, die in E. coli
Uberexprimiert wurden. Diese konnten mittels eines speziellen Protokolls zur Rickfaltung
des Apoproteins mit Gesamtpigmentextrakt (= Rekonstitution) zu einem Pigment-Protein-
Komplex gefaltet werden, der mit dem nativen LHC nahezu identische spektroskopische
Eigenschaften aufweist (Schmid et al., 1997). Durch N- und C-terminale Deletionen sowie
Aminosaureaustausche, die allesamt durch PCR-Mutagenese auf DNA-Ebene durchgefiihrt
wurden, ist das Apoprotein gezielt verandert worden. Die hergestellten Mutanten wurden
rekonstituiert und im schwach denaturierenden Gelsystem auf die Bildungsfahigkeit stabiler
monomerer bzw. dimerer LHCs untersucht.
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5.1 Bedeutung von Tryptophan fur die Bildung stabiler Protein-Komplexe

Die Untersuchungen an Deletionsmutanten von Lhca1 und Lhca4 zeigen in vielen Fallen,
dall Tryptophan sowohl flir die Monomerbildung/-stabilitat als auch fir die Dimerisierung der
LHCs eine wichtige Rolle spielt. Die proteinstabilisierende Bedeutung des Tryptophans
beschrankt sich aber nicht nur auf die LHC-Proteine, sondern tritt auch bei einem Grofiteil
der Membranproteine auf. Das Vorkommen von Tryptophan in Membranproteinen ist im
Vergleich zu l8slichen Proteinen sehr hoch. Die Lokalisierung von Tryptophan an den
Grenzbereichen von Membranproteinen ist durchaus konserviert (Schiffer et al., 1992;
Landolt-Marticorena et al., 1993) und laft sich auch an den Lhca- und Lhcb-Proteinen
nachvollziehen (Green und Pichersky, 1994). Allgemein wird dem Tryptophan eine Funktion
als ,Anker‘ zugesprochen (Schiffer et al., 1992). Die Seitenketteneigenschaften dieser
Aminosaure  ermdglichen dem  Protein eine feste Positionierung in  den
Membranibergangsbereichen durch Einbettung des hydrophoben Ringes in den apolaren
Lipidbestandteil sowie durch Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Stickstoffatom des
Indolringes mit den Kopfgruppen des Lipids. Eine Wechselwirkung Gber Wasserstoffbriicken
ist nicht auf Gruppen im Lipid festgelegt. Sie kann auch mit dem Carbonyl-Sauerstoff anderer
Proteinsegmente stattfinden, was die Mdglichkeit von intra- und interspezifischen
Proteininteraktionen erdffnet (Schiffer et al., 1992; Yau et al., 1998). In einem umfangreichen
Homologievergleich von bakteriellen Proteinen fand Heijne (1986) im Durchschnitt einen
Anteil von 3.3% Tryptophan an der Gesamtaminosduremenge der untersuchten
Membranproteine. Im Vergleich dazu besitzen I8sliche Proteine nur einen Anteil von 1.2%
Tryptophan. Die L- und M-Untereinheit des Reaktionszentrums photosynthetischer Bakterien
ist mit durchschnittlich 5.8% Tryptophan besetzt. Dabei entfielen 5.2% auf die
Transmembranhelices und 6.4% auf die Ubergangsbereiche von den Helices zu den
Schleifenregionen (Schiffer et al., 1992). Im LHCI-730 sind im Durchschnitt 3% aller
Aminosauren Tryptophane. Das entspricht 6 Tryptophanen in jeder Untereinheit. Die
Lokalisierung der Tryptophane ist an vier Positionen von Lhca1 und Lhca4 konserviert. Die
Transmembranhelices 1 und 2 jeder Untereinheit besitzen an der Ubergangsregion der
Helix 1 zu Helix 2 ein Tryptophan, auf’erdem liegt jeweils am Ende der amphipathischen
Helix diese Aminosaure.

Aktuelle Untersuchungen konnten zeigen, dal® Tryptophan eine Aminosaure ist, die als
sogenanntes hydrophobic mismatch eine wesentliche Rolle bei der Lipid-Protein-
Wechselwirkung spielt und dies mit dem haufigen Vorkommen von Tryptophan an den
Flanken von Transmembranhelices in engem Zusammenhang steht (de Planque et al.,
2002).

Bedeutung von Tryptophan fiir die Assemblierung von Untereinheiten

Obwohl in drei von vier Fallen die Aminosaure Tryptophan die kritische Position der letzten
dimerbildenden Mutanten besetzte, war die Funktion fir die LHC-Stabilisierung durchweg
unterschiedlich. Es ist auffallig, dal® die Tryptophane im Protein offensichtlich inkomparable
Positionen einnehmen. Das Protein stellt unterschiedliche Anforderungen an die Eigen-
schaften der Aminosaure, um die nétige Funktion zu erflllen.

Die Bedeutung von Tryptophan fir die Stabilitat der PSll-assoziierten Lichtsammelkomplexe
hoherer Pflanzen wurde bisher bei Untersuchungen zur Monomerstabilitat am C-Terminus
des Lhcb1 (Paulsen und Kuttkat, 1993) und im Zusammenhang mit der Trimerisierung von
Lhcb1 am N- (Hobe et al., 1995) und C-Terminus (Kuttkat et al., 1996) gezeigt. Tryptophan
ist nicht nur fir die Assemblierung pflanzlicher Lichtsammelkomplexe essentiell. Als Folge
des Aminosaureaustausches W-137 am Ende der Helix in bR kommt es zum Zerfall des
Kristallgitters (s. Fullnote 2, Kap. 1; Krebs und Isenbarger, 2000). In zwei weiteren
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Veroffentlichungen fanden die Autoren Tryptophan fast immer in den hot spots von Protein-
Protein-Interaktionen (Bogan und Thorn, 1998; Sengchanthalangsy et al., 1999). In
Untersuchungen des Lichtsammelkomplexes des photosynthetisierenden Bakteriums Rb.
capsulatus fand man wiederum Tryptophan involviert. Die Substitution von W-8 im
LH1 a-Protein durch Alanin flhrte trotz ahnlicher Hydrophobizitdt der verwendeten
Aminosaure dazu, dald kein LH1 gebildet werden konnte (Richter et al., 1991). Ersetzte man
den Tryptophan-Rest durch Seitenketten, die in ihrer Hydrophobizitat und Struktur ahnlich
sind (Phenylalanin, Tyrosin), so hatte das kaum einen Effekt auf die LH-Bildung. Die
Verwendung von Histidin an gleicher Position hatte nur eine leichte Reduktion an Insertionen
stabiler LH1-Proteine in die Membran zur Folge. Die Autoren schlossen, dal} die aromatische
Struktur des Tryptophans in diesem Fall eine wichtigere Rolle spielt als ihre Hydrophobizitat
(Richter et al., 1991). In anderen Experimenten an der Rhodospirillacea Rb. sphaeroides
hatte der Austausch von Tryptophanen gegen Phenylalanin an verschiedenen Positionen
Auswirkungen auf die Assemblierung der dimeren Untereinheiten (ap oder BB) des LH1.
Interessant ist, da} die Substitution gegen Phenylalanin in diesem Fall zu einer deutlichen
Veranderung der spektralen Eigenschaften und der Assoziationskonstanten, d.h. der
Stabilitdt des Dimers fuhrte. Stites (1997) und Kehoe et al. (1998) sehen den Grund fur die
haufige Beteiligung des Tryptophans an Proteinassemblierungen in dessen gro3em Beitrag
zur Assoziationskonstante.

5.2 Stabilitat und Eigenschaften modifizierter monomerer Pigment-
Protein-Komplexe des Lhca1 und Lhca4

5.2.1 Der N-Terminus ist fur die Bildung stabiler LHCs von Lhca1 und Lhca4
nicht essentiell

Deletiert man am N-Terminus bis zur dritten (Lhca1, Lhca1A36N) bzw. vierten (Lhca4,
Lhca4A38N) Aminosaure der ersten Transmembranhelix, ist der Effekt eine Verringerung der
Menge an stabilen monomeren Pigment-Protein-Komplexen. Mit der Deletion einer weiteren
Aminosaure, Glutamat (Lhca1) und Tryptophan (Lhca4), sind im schwach denaturierenden
Gel keine Monomere mehr nachweisbar. In Experimenten mit Deletionsmutanten des Lhcb1-
Allels AB96 aus Erbse (Pisum sativum) fanden Cammarata und Schmidt (1992) keine
Beeintrachtigung der Lhcb1-Monomerbildung, wenn der komplette extrinsische Bereich des
N-Terminus entfernt wurde. Erst bei einer weiteren Verkiirzung um acht Aminosauren faltete
das Protein nicht mehr bzw. bildete keine ausreichend stabilen Monomere mehr. Paulsen
und Hobe (1992) zeigten fur das AB80-Allel des Lhcb1, dall nach einer Deletion von elf
Aminosauren der ersten Transmembranhelix das LHCII-Monomer keinen stabilen
Lichtsammelkomplex bildete. Die letzte Position, an der keine Bildung stabiler Monomere
mehr moglich ist, war in diesen Arbeiten nicht genau bestimmt worden. Bis zu dem Punkt, an
dem keine Monomerbildung im Gel nachweisbar war, blieb die Monomerbildungseffizienz
des AB80 unbeeinflullt von der Deletion der terminalen Aminosauren. Die durch die
Deletionsexperimente am Lhca1l als entscheidend identifizierte Aminosaure Glutamat an
Position 37 war auch in den beiden oberen Arbeiten in den ausschlaggebenden Regionen
vorhanden. Als Anion einer Salzbriicke mit Arginin hat Glutamat im LHCII an Position 65 und
180 des Polypeptides eine wichtige strukturstabilisierende Funktion (Kihlbrandt et al., 1994).
Im Falle der N-terminalen Deletionsmutante des Lhca1 waren mdgliche Kandidaten flir solch
eine Wechselwirkung drei Lysinreste in der dritten Transmembranhelix, die im gefalteten
Protein in relativer Nahe zum Glutamat liegen wurden (Abb. 5.2-1).



77 5 Diskussion

Die Fahigkeit stabile monomere LHCs zu bilden, endet beim Lhca4 mit der Deletion der
Aminosaure W-39, deren Vorkommen in diesem Bereich im Lhcb1 nicht konserviert ist. Im
Rahmen der Dimerisierungsuntersuchungen ist W-39 des Lhca4 gegen Phenylalanin, Alanin,
Glycin und Histidin ausgetauscht worden und wurde auch auf seine Monomerbildungs-
fahigkeit hin untersucht. Es konnte nach Auftrennung der monomeren Rekonstitutions-
ansatze im Gel beobachtet werden, dal® nur die beiden Aminosauren mit einem
aromatischen Ringsystem, nicht aber Alanin und Glycin mit den kleinen Seitenketten stabile
monomere LHCs bilden. Das bedeutet, dal kein ausgepragter Zusammenhang zwischen der
abnehmenden Hydrophobizitat der Reste (W =F > A > G > H; Engelman et al., 1986) und
der Faltung stabiler Monomere feststellbar ist, vielmehr scheinen sterische Effekte eine Rolle
Zu spielen.

Das humane Glycophorin A ist ein Membranprotein, bestehend aus zwei identischen
Untereinheiten, die jeweils nur eine membrandurchgangige Helix bilden. McKenzie et al.
(1997) erbrachten den Nachweis, dall die Assemblierung durch eine spezifische Interaktion
helicaler Abschnitte stattfindet. Es ist vorstellbar, da® solche Wechselwirkungen auch
Monomere, die aus zwei oder mehr Transmembranhelices bestehen, stabilisieren.
Voraussetzung sind glycinreiche oder hydrophobe Regionen aus Aminosauren mit kleinen
Seitenketten in beiden Helices, deren Assoziierung Uber van der Waals Krafte oder
schwache Dipol-Interaktionen der polaren backbone-Atome vonstatten gehen kdnnen
(Landolt-Marticorena et al., 1993).

Die Hypothese solcher Wechselwirkungen ist aus zwei Griinden fir Lhca1 oder Lhca4 nicht
zutreffend. Die Bereiche potentieller Interaktion weisen in beiden beteiligten Helices keine
geeigneten Sequenzfolgen auf. Zusatzlich zeigt das Struktur-Modell des LHCII,
stellvertretend fUr die beiden Lhca-Proteine, im Kreuzungsbereich keine Anndherung der
Helices. Die Zwischenrdume sind zwischen 5.3 und 16.7 A (im Mittel ca. 11 A) groR. Bei
Abstanden (ber 4 A sind die Wechselwirkungen auf elektrostatische Interaktionen
beschrankt und keine hydrophoben Wechselwirkungen mehr méglich (Krebs und Isenbarger,
2000).

Aus den Strukturdaten des LHCIl (Kuhlbrandt et al., 1994) geht hervor, daR die zwei
kreuzartig angeordneten Luteine oder andere Xanthophylle (Hobe et al., 2000) im Protein fur
eine Stabilisierung des Monomers sorgen kénnten. Lhca1 und Lhca4 besitzen jeweils nur ein
Lutein (Schmid et al., 1997). Sequenzvergleiche deuten auf die Anwesenheit des dem
Lutein 1 im LHCIlI entsprechenden Xanthophylls hin, dessen potentielle Aminosaure-
Bindungspartner stark konserviert sind (Abb. 5.2-1). Die Daten aus den
Deletionsexperimenten stiitzen diese Annahme, denn die Entfernung der potentiell Lutein-
bindenden Aminosauren D-25 bis L-27 im Lhca1 bzw. D-26 bis L-28 (Abb. 5.2-2) im Lhca4
durch die Deletionen am N-Terminus fihrt nicht zum Verlust der Monomerbildung. Diese
Beobachtungen wurden ebenso fiir die LHCII-Proteine AB80 (Paulsen und Hobe, 1992) und
AB96 (Cammarata und Schmidt, 1992) gemacht, was zu dem Schluf fihren kann, daf} auch
hier die Anwesenheit von zwei Luteinen nicht zwingend notwendig ist. Allerdings konnte in
Untersuchungen der Pigmentzusammensetzungen von AB96-Wildtyp und seinen N-
terminalen Deletionsmutanten keine Veranderung in der Pigmentstdchiometrie und somit
kein Verlust von Lutein im LHC nachgewiesen werden (Cammarata und Schmidt, 1992), was
damit begriindet werden kann, dal® dem Lutein eine von zwei Bindungsstellen ausreicht und
eventuell weitere Wechselwirkungen mit der Protein-backbone vorhanden sind.
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Abb. 5.2-1: Vergleich der Aminosaureabfolge von Lhcb1, Lhca1 und Lhca4 basierend auf den
Daten einer potentiellen Sekundarstruktur fiir Lhca1 und Lhca4 von Green und Pichersky (1994)
sowie Kuhlbrandt et al. (1994). Die gelb markierten Bereiche kennzeichnen identische
Aminosauren. Die Transmembranhelices und die vierte amphiphatische Helix sind durch Uber
(Lhcb1) und unter (Lhca1, Lhca4) den Sequenzen liegenden Schleifen markiert und von 1 bis 4
nummeriert. Mit roten ( ) und orangenen ( ) Kastchen eingerahmte Aminosauren heben die
lonenpaare aus E und R hervor; ein roter (O) Kreis kennzeichnet eine potentielle Paarbildung im
Lhca1 aus E-36 in der ersten Transmembranhelix und K-Resten in Transmembranhelix 3. Der
schwarze Kasten ( ) markiert die Lutein-Bindungsstellen im Lhcb1, die blauen Buchstaben die
chlorophyllbindenden Aminosauren nach Kihlbrandt et al. (1994).

Effekt der Proteinverkiirzungen auf die Fluoreszenzemission und Chlorophyll-
Stéchiometrie

Pigmente und Lhc-Apoproteine rekonstituieren zu komplexen LHCs, in denen die
Chlorophylle durch Interaktion mit Aminosaureseitenketten und Einbindung in ein
strukturiertes Protein optimal fur Lichtabsorption und Energieweitergabe ausgerichtet
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werden. Die monomeren Untereinheiten und der dimere LHCI-730 weisen spezifische
Fluoreszenzemissionen und CD-Absorptionen auf. Daher ist es moglich, Einflisse durch
Proteinmodifikationen nachzuweisen, sofern diese sich im Spektrum manifestieren. Effekte
auf die spektralen Eigenschaften eines LHCs werden immer als Vergleich von Wildtyp mit
Mutante diskutiert.

Die terminale Verkirzung am Amino-Ende von Lhca1 (Lhca1A36N) hat keinen Effekt auf das
Fluoreszenzemissionsspektrum (Abb. 4.2-2), d.h. die Entfernung dieser Regionen betrifft
keine Chlorophyllbindungen im LHC oder die Ausrichtung der Chl zueinander sowie die
Energieweiterleitung von Chl b auf Chl a. Die Chl-Verhaltnisse der N-terminalen Lhca1-
Mutante sind gleich dem Lhca1-Wildtyp, dennoch differieren die Gesamt-Chlorophylimengen
deutlich. Lhca1A36N bindet offensichtlich ca. 1.5 Chlorophylle mehr als der Wildtyp.

Das Spektrum der monomeren Minimalmutante (Definition, Kap. 4.2.1) des Lhca4
(Lhcad4A38N) weicht deutlich vom Wildtypspektrum ab (Abb. 4.2-3). Die langwellige
Fluoreszenz bei 725 nm nimmt ab, das Maximum bei 685 nm steigt an. Die Deletion des
kompletten N-Terminus scheint direkt oder indirekt das langwellig fluoreszierende Chl bzw.
die langwellig fluoreszierenden Chlorophylle des Lhca4 zu beeinflussen. Obwohl die
Verkurzung des Proteins Lhca4dA38N einen deutlichen Effekt auf die Fluoreszenzemission
hatte, war sein Chl a/b-Verhaltnis weder bei den photometrischen Quantifizierungen (Tab.
4.2-3) noch bei der HPLC-Messung (Tab. 4.2-4) gegeniber dem Wildtyp deutlich verandert.
Allerdings war die Chlorophyll-Gesamtmenge gegentiber dem Wildtyp um fast 0.7 erhéht, die
hauptsachlich durch eine Erhéhung der Chl a-Menge um etwa ein halbes Molekiil pro Protein
bedingt war. Dies hat eine leichte Veranderung des Chl-Verhaltnisses zur Folge. Sollten
weitere Datenerhebungen die bisherigen Ergebnisse bestatigen, kénnte der erhdhte Chl a-
Gehalt einen Hinweis auf die Verschiebung in der Fluoreszenzemission geben.

5.2.2 Deletionen am C-Terminus sind bis zum Ende der vierten Helix mdglich

Fir die Entfernung von Aminosauren am C-Terminus von Lhca1 und Lhca4 gilt generell, dafl
die Bildung stabiler monomerer Komplexe etwa bis zum Ende der vierten Helix mdglich ist.
Der Lhca1 ist bis zur Deletion von drei weiteren Aminosauren, P D A (Lhca1A20C), stabil,
der Lhca4 toleriert nur die Entfernung von einem Prolin (Lhca4A12C) am Ende von Helix 4
(Abb. 5.2-2). Solche Beobachtungen wurden auch am Lhcb1 gemacht. Cammarata und
Schmidt (1992) wiesen flir AB96 nach, dal® die Aminosauren 204 bis 212 fir die Bildung
stabiler LHCII-Monomere essentiell sind (Abb. 5.2-1). Dieser Bereich schlielt die
amphipathische Helix mit ein. Paulsen und Hobe (1992) grenzten den Bereich flir den Lhcb1
zunachst auf einen Tryptophan- und Serin-Rest am Ende der vierten Helix ein. Weitere
Untersuchungen identifizierten schliel3lich Tryptophan als kritische Aminosaure. Austausche
dieser Aminosaure im Vollangen-Lhcb1 gegen Phenylalanin, Alanin, Glycin und Histidin
hatten keinen Effekt auf die LHC-Stabilitdt (Paulsen und Kuttkat, 1993). Das deutet darauf
hin, dalR dem Tryptophan nachfolgende Aminosauren ebenso flir die Stabilisierung eine
Rolle spielen missen. Tryptophan nimmt hier offensichtlich nicht, im Gegensatz zum
Tryptophan am N-Terminus des Lhca4 (Kap. 5.2.1), eine Schllsselfunktion fir die
Monomerbildung ein. Das bedeutet, dal am C-Terminus des Lhcb1 die Aminosaure
Tryptophan fir die Bildung des stabilen monomeren Lhcb1 nicht essentiell ist.

Die Fahigkeit zur Bildung stabiler Monomere des Lhca1l erlischt mit der Deletion des L-182
(Lhca1A20C). Was die Aminosaureaustausch-Experimente am C-Terminus des Lhcb1 fur
den Hauptlichtsammler des PSIl beweisen (Cammarata und Schmidt, 1992), scheint auch
auf den C-Terminus des Lhcal zuzutreffen. Die Auftrennung der monomeren
Rekonstitutionsansatze im schwach denaturierenden Gel dokumentiert eine deutliche
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Abnahme an Monomerprodukt (ber einen weiten Bereich des C-Terminus hinweg (Kap.
4.2.1). Vermutlich liegen in dieser dem L-181 folgenden Region bereits Aminosauren, die fir
die Konformation des Monomers wichtig sind (Abb. 5.2-2). Da Leucin nicht in der Lage ist mit
anderen Aminosauren polare Wechselwirkungen einzugehen, kommt ihr wahrscheinlich
keine  Bedeutung hinsichtlich der Ausbildung stabilisierender lonen-  oder
Wasserstoffbriickenbindungen zu. Der stabilisierende Effekt von Leucin auf die vierte Helix
hingegen, kann nur durch Aminosaureaustausche berprift werden.

Vergleicht man die Ergebnisse von Lhca1 und Lhca4 mit den Daten von Lhcb1 zeigt sich,
dall die Lange des terminalen Restes nach der vierten Helix nicht von Bedeutung zu sein
scheint. Trotz des Einflusses weiterer Aminosauren auf die Stabilitat der Monomere, ist es
Helix 4 selbst, die einen entscheidenden, stabilisierenden Effekt auf die ganze Untereinheit
austibt. Das demonstrieren auch die Ergebnisse der C-terminalen Deletionsmutanten des
Lhca4. Die Entfernung der am Ende in Helix 4 gelegenen Aminosaure Aspartat fuhrt zum
Verlust der Bildung stabiler Monomere. Aspartat ist aufgrund seiner Seitenketten-
eigenschaften durchaus in der Lage ionische Wechselwirkungen einzugehen. Eine
Destabilisierung oder auch der Verlust der Faltungsfahigkeit kann unmittelbar mit Aspartat
zusammenhangen. Um diese Schluf3folgerung fir den Lhca4 schlieBlich ausreichend zu
stiitzen, waren Aminosaureaustausche an der Position 188 am C-Terminus des Lhca4
notwendig.

Auffallig ist, dal® in den drei untersuchten cab-Proteinen Lhcb1 (Cammarata und Schmidt,
1992; Paulsen und Kuttkat, 1993), Lhca1 und Lhca4 die Deletion, die zum Verlust der
Monomerbildungsfahigkeit fihrt, den Wegfall des, in allen drei Proteinen konservierten,
Aspartats mit einschlie3t (Abb. 5.2-1). Daher ist es mdglich, das letztlich in allen drei Fallen
die Aspartat-Seitenkette, unabhangig von anderen Aminosauren, an der Stabilisierung des
Monomers beteiligt ist.

Effekt der Proteinverkiirzungen auf die Fluoreszenzemission und Chlorophyll-
Stéchiometrie

Die Deletionen an den Carboxy-Enden von Lhcal und Lhca4 verédndern die
Fluoreszenzemission der LHCs nicht. Dagegen zeigten Messungen der Raumtemperatur-
Fluoreszenzemission von AB96-Mutanten mit C-terminalen Deletionen von 15 bzw. 16
Aminosauren (entspricht dem Proteinabschnitt unmittelbar hinter der vierten Helix)
Verschiebungen von 3-4 nm in den kurzerwelligen Spektralbereich im Vergleich mit den
Emissionsspektren vom AB96-Wildtyp (Cammarata und Schmidt, 1992).

Nur das Chl a/b-Verhaltnis von Lhca4A12C wies eine signifikante Differenz zum Wildtyp auf.
In dieser Deletionsmutante war das Chl a/b-Verhaltnis um 0.23 nach photometrischer
Quantifizierung und 0.15 nach HPLC-Messung geringer als im Wildtyp (Tab. 4.2-3 und
4.2-4). Die Chlorophyll-Gesamtmenge war, wie schon bei LhcaA38N, erhoht und lag bei
9.2 Chl gegeniiber 8.35 gebundenen Chl im Lhca4-Wildtyp. Das modifizierte Protein ist 189
Aminosauren lang. Damit liegt dessen Ende nur wenige Aminosauren von der potentiellen
Chlorophyllbindestelle H-185 entfernt. Diese Position ist in vielen cab-Proteinen konserviert
und wurde im LHCII als eine Chl b-Bindestelle beschrieben (Kuhlbrandt et al., 1994). Bereits
1992 fanden Cammarata und Schmidt bei Deletion des Carboxy-Endes ab Aminosaure 213
in AB96 einen Effekt auf die Chl a-Bindung. Diese Position entspricht dem Deletionsbereich
der Mutante Lhcad4A12C, der letzten Mutante am C-Terminus des Lhca4, die noch zur
Bildung von Monomeren fahig ist. Neuere Untersuchungen mit Aminosaureaustauschen an
Lhcb1 und Lhcb4 zeigten fir diese Proteine einen Verlust von Chl a und b, was in diesem
Fall auf eine gemischte Bindestelle hindeuten wiirde (Yang et al., 1999; Remelli et al., 1999).
Die Entfernung von Aminosauren im Lhca4, die dem Asparagin-188 unmittelbar folgen, hat
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aber, laut der ermittelten Chl a/b-Verhaltnisse (Tab. 4.2-3), nur Einflul auf die Bindung von
Chl a. Dal} es sich an der Position H-185 im Lhca4 wahrscheinlich um eine Chl a-Bindestelle
handelt, demonstrieren Ergebnisse aus Untersuchungen von chlorophyllbindenden
Aminosauren im selben Protein. Dabei wurde H-185 als Bindungsstelle mit Praferenz fir
Chl a identifiziert (Thomé, 2000).

Die hier ermittelten Daten deuten eher auf eine Zunahme an Chl b als auf eine Abnahme an
Chla hin. Um dies genauer zu analysieren mifite ein gréRerer Stichprobenumfang
untersucht werden.

Lhca1:

SADWWVPGQPRPSYL DGSAPGDFG-DSL GL GEVPANL ERYKESEL | HCRWA 50
M_AVPA | VPEAL GLGN\VWKAQEWAAI PGGQATYLGOQPVPWGTLPTI LAl 100
EFLAI AFVEHORSVEKDSEKKKYPGGAFDPL GYSKDPAKFEEL KVKEI KN - 150

GRLALLAI VGFCVQOSAYLGTGPLENLATHLADPWANNI GDVI | PKG FP 200
N 250

Lhca4:

KKGOW.PGA_ASPDYL DGSL PGDNGFDPL GLVEDPENL KWFI QAELVNGRW 50
AMLGVAGVLLPEVFTSI G LNVPKWYDAGKSEYFASSSTLFVI EFI LFHY 100
VEI RRWQDI KNPGSVNQDPI FKNYSLPPNKCGYPGE FNPLNFAPTEEAK 150
EKELANGRLAM_AFLGFI VOHNVTGKGPFDNL L OHLSDPWANTI | QTLSN 200

Abb. 5.2-2: Aminosauresequenz von Lhca1 und Lhca4. Die farbigen Buchstaben bezeichnen
die Aminosauren, die nach Green und Pichersky (1994) die Transmembranhelices und die
vierte amphipathische Helix bilden. Helix 1, Helix 2, Helix 3, Helix 4.

5.2.3 Terminale Deletionen haben bei Lhca1, Lhca4 und LHCII &hnliche
Effekte

In Kapitel 1.4.1 wurde dargestellt, dall die monomeren Pigment-Protein-Komplexe des Lhca1
und Lhca4 vermutlich eine ahnliche Konformation annehmen wie der LHCII. Die auf der
Konservierung von strukturbildenden Aminosauren beruhende Annahme wird durch die, im
Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, gestitzt. Fir die Lhcb1-Allele des LHCII (AB80
und AB96) und die Untereinheiten des LHCI-730 ist der N-Terminus fiir die Monomerbildung
entbehrlich (Cammarata und Schmidt, 1992; Paulsen und Hobe, 1992; Tab. 4.2-1A und
4.2-2A). Die Deletion bis zum Beginn der ersten Transmembranhelix hat in allen Fallen kaum
einen Effekt auf die Chl-Interaktion. Die identischen Fluoreszenzemissionsspekiren belegen
dies fir die untersuchten LHCs (Abb. 4.2-2 und 4.2-3; Cammarata und Schmidt, 1992) mit
Ausnahme der N-terminalen Mutante Lhca4A38N (Abb. 4.2-3).

Am C-Terminus der oben genannten Proteine ist eine Deletion bis zum Beginn der vierten
Helix mdglich, eine komplette Entfernung der amphipathischen Helix hat den Verlust stabiler
Monomere bei Lhcb1, Lhca1 und Lhca4 zur Folge (Cammarata und Schmidt, 1992; Paulsen
und Hobe, 1992; Tab. 4.2-1B und 4.2-2B).
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5.3 Der heterodimere LHCI-730 — Faktoren der Assemblierung

Die extrinsischen Bereiche der LHCs sind, neben der zweiten Transmembranhelix und den
Schleifen, die Regionen geringster Homologie zwischen Lhcb1 sowie Lhca1l und Lhca4.
Durch Sequenzvergleiche zwischen diesen drei Apoproteinen lassen sich 29.5%
(Lhcb1:Lhca1) bzw. 30% (Lhcb1:Lhcad4) Aminosaure-ldentitat ermitteln. Die Aminosauren
der luminalen Schleife jedoch sind nur zu 10.5% beim Vergleich Lhcb1:Lhca1 identisch. Bei
einer Gegenlberstellung der Aminosauren der luminalen Schleife von Lhcb1:Lhca4 sind
zwar 33% der Aminosauren in beiden Proteinen vorhanden, allerdings ist diese Region in der
LHCI-Untereinheit um fast die Halfte kirzer. Ebenso stark weicht der stromale Loop der
LHCI-730 Untereinheiten vom dem des LHCII ab. Die stromal liegenden Schleifen von Lhca1
und Lhca4 sind mit ca. 45 Aminosauren fast doppelt so lang wie die des LHCII.

Im Rahmen des Protein-Modelling flr den Lhca4 ist eine hohe strukturelle Variabilitat im
Bereich der zweiten Transmembranhelix und dem nachfolgenden stromalen Loop
nachgewiesen worden. Diese Tatsache kann als Indiz dafur gewertet werden, dal ihr eine
besondere Bedeutung bei der Dimerisierung des LHCI-730 zukommt (Schweikardt, 2001).

5.3.1 Identifizierung dimerbildender Bereiche und Aminosauren

Der Einfluld der Termini fiir die Dimer-Assemblierung laf3t sich effektiv durch eine sukzessiv
fortschreitende Verkiirzung der Termini mittels Deletionsmutagenese untersuchen. Hobe et
al. (1995) und Kuttkat et al. (1996) flhrten solche Arbeiten zur Trimerisierung des LHCII
bereits durch und fanden interessante Zusammenhange zwischen einer Aminosaureabfolge
bzw. einer bestimmten Aminosaure und der Trimerisierungsfahigkeit der monomeren
Untereinheiten. So lag es nahe, zunachst die extrinsischen Proteinabschnitte hinsichtlich
ihrer Bedeutung fir die Dimerassemblierung in beiden Untereinheiten des LHCI-730 zu
untersuchen. War die minimale Proteinlange an N- und C-Terminus von Lhca1 und Lhca4
bestimmt, wurde die Aminosaure, mit deren Deletion die Dimerbildung nicht mehr mdglich
war, im Vollangenprotein ausgetauscht. Mit Hilfe dieser Versuche liel3 sich die Bedeutung
der kritischen Aminosaure fir die Dimerassemblierung ermitteln.

5.3.1.1 Die Bedeutung der N-Termini von Lhca1 und Lhca4 fur die Dimerisierung

Die Assemblierung zu stabilen Dimeren ist nur moglich, wenn am N-Terminus des Lhca1
nicht mehr als drei Aminosauren entfernt werden (Lhca1A3N). Wie die elektrophoretischen
Auftrennungen zeigen, verhindert die Deletion des folgenden Tryptophans (Lhca1A4N) die
Bildung eines Dimers (Abb. 4.3-1). Da® das Tryptophan nur gegen Phenylalanin
ausgetauscht werden kann, ohne die Fahigkeit zur Dimerbildung zu verlieren, macht seine
signifikante Stellung an dieser Position um so deutlicher. Beide Aminosduren haben
Seitenketten mit einem Benzolring, vor allem haben sie fast identische Hydrophobizitat
(Engelman et al., 1986). Die Spezifitdt des Tryptophans an dieser Position und dessen
Eigenschaft Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden, wiirde Wechselwirkungen mit einem
distinkten Bindungspartner im Lhca4 moglich machen. Allerdings fiihrt ein Austausch gegen
Phenylalanin nicht zur Reduzierung der Dimerisierungseffizienz (Abb. 4.3-5). Jedoch ist
Phenylalanin nicht in der Lage Interaktionen Uber Wasserstoff zu vermitteln, so dal® man
eher hydrophobe Wechselwirkungen als ausschlaggebend fir die Dimerbildung annehmen
muf. Das W-4 im Lhca1 dirfte somit trotz aller Spezifitdt nicht der einzige Faktor sein, der
die Assemblierung zum LHCI-730 vermittelt. Eine optimale Ausrichtung der extrinsischen
Region durch Tryptophan, das den N-Terminus z.B. in der Membran verankert, und damit
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eine Wechselwirkung N-terminaler Strukturen des Lhca1 mit einem bestimmten Bereich auf
dem Lhcad4 ermdoglicht, ware denkbar. Dies ware eine Funktion, die aufgrund ahnlicher
Hydrophobizitat auch alternativ von Phenylalanin erfiillt werden kénnte.

Ein potentieller Wechselwirkungspartner flir N-terminale Aminosauren des Lhca1 ist das
Amino-Ende am Lhca4. Die Deletionsmutagenese ergab, dall sowohl flir die Faltung stabiler
monomerer LHCs als auch fir die Bildung von Dimeren der N-Terminus des Lhca4 bis zum
W-39 deletiert werden kann. Der Austausch von Aminosauren an dieser Position zeigte
keinen Effekt auf die Dimer-Bildungsfahigkeit der Untereinheit. Allerdings lie der Einbau von
Alanin und Glycin die Bildung stabiler monomerer Pigment-Protein-Komplexe nicht zu. Diese
Daten kénnte man so interpretieren, dafl die Deletion von mehr als 38 Aminosauren am N-
Terminus des Lhca4 die monomere Untereinheit destabilisiert bzw. die Faltung des
Monomers verhindert. Das Ausbleiben der Dimerisierung ist in diesem Fall durch die
Instabilitat bzw. verhinderte Faltung des Lhcad4 bedingt. Aminosauresubstitutionen an
Position 39 des Lhca4 gegen Alanin oder Glycin kdnnen aber, mdglicherweise durch
Wechselwirkung von Lhcal mit dem, in diesem Fall noch vorhandenen, N-Terminus des
Lhca4, im Dimer kompensiert werden.

Die Dimerbande von Lhca4A38N mit Lhca1-Wildtyp war im Dimerisierungsexperiment
gegenlber Vergleichsbanden aus Lhcal- und Lhca4-Wildtyp-Rekonstitutionen deutlich
reduziert (Abb. 4.3-3). Diese Abnahme kann mit einer von N-terminalen Aminosduren des
Lhca1 direkt oder indirekt vermittelten Assoziierung mit N-terminalen Bereichen am Lhca4
erklart werden. Diese Interaktion scheint nicht die einzige Wechselwirkung zu sein, denn
sonst ware im schwach denaturierenden Gel keine Dimerbande nachweisbar. Deshalb
mussen noch weitere Interaktionen existieren, die das Dimer stabilisieren. Eine
Wechselwirkung von Aminosauren der N-terminalen Lhca1-Region mit dem Loop zwischen
Helix 2 und Helix 3 des Lhca4 ist wahrscheinlich.

Einflul3 der Proteinverkiirzungen an den N-Termini auf die 77 K Fluoreszenzemission

Die Emissionsspektren der Dimere mit den kritischen N-terminalen Deletionsmutanten des
Lhca1 (Lhca1A3N) und Lhca4 (Lhca4A38N) zeigten sich im Vergleich zu den Spektren des
Wildtyp-Dimers durch die Verkirzung der Proteine unbeeinfluRt. Wie zu erwarten war, hat
eine Deletion von nur drei Aminosduren im Lhca1lA3N keinen Effekt auf die
Energieweiterleitung von Chlb auf Chla. Gestutzt wird diese Annahme durch zwei
experimentelle Befunde. Die Dimerisierungseffizienz der Mutante Lhca1A3N war fast
identisch mit dem Wildtypdimer (Abb. 4.3-1), und der monomere Lhca1A36N, der als letzte
Deletionsmutante noch stabile Monomere bildete und um 33 Aminosduren kirzer als das
Protein des Lhca1A3N ist, zeigte keinen Unterschied zum Fluoreszenzemissionsspektrum
des Lhca1-Wildtyps (Abb. 4.2-2). Anders verhalt es sich fir den Lhca4A38N. Die Stabilitat
von monomeren und dimeren LHCs war bei dieser Deletionslange schon deutlich reduziert
(Abb. 4.2-3 und 4.3-3) und das Fluoreszenzemissionsspektrum des monomeren Lhca4A38N
war, ohne einen signifikanten EinfluR auf das Chl a/b-Verhaltnis zu haben, deutlich
verandert. Das langwellige Emissionsmaximum des monomeren Lhca4A38N war deutlich
reduziert und die kirzerwellige Emission verstarkt (Abb. 4.2-3). Von dieser Abweichung ist
im Emissionsspektrum des Lhca4A38N-Dimers nichts mehr zu sehen (Abb. 4.3-8B), was auf
einen Stabilisierungseffekt durch den Lhca1-Wildtyp hinweist. Die Chl-Verhaltnisse bleiben
auch hier fast unbeeinfluf3t.

5.3.1.2 Involvierung der C-Termini in die Dimerbildung

Beim Lhca1 endet die kiirzeste dimerbildende C-terminale Deletionsmutante an Position 185
(Lhca1A16C; Abb. 4.3-2), wie am N-Terminus des Lhca1 und Lhca4, mit einem Tryptophan.
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Untersuchungen der Dimerbildungseffizienzen C-terminaler Deletionsmutanten des Lhca1
ergaben, dal} schon bei kirzeren Deletionen, bei denen die Mutanten noch Dimere bilden,
die Dimerausbeute mit fortschreitender Deletionslange deutlich abnimmt (Abb. 4.3-2 und
Tab. 4.3-2). Die Ergebnisse der Punktmutationen demonstrieren, dafld Tryptophan an dieser
Stelle nicht essentiell ist, da der Austausch des W-185 die Dimerisierung nicht unterbindet
(Abb. 4.3-5). Diese Ergebnisse der Aminosauresubstitutionen und die Reduzierung der
Dimerausbeuten im schwach denaturierenden Gel weisen darauf hin, da® im Falle der
Dimerisierung am C-Terminus des Lhca1 die spezifischen Eigenschaften der Aminosaure
Tryptophan alleine nicht ausschlaggebend sind, um eine spezifische Interaktion fur die
Assemblierung der Untereinheiten zu vermitteln. Vielmehr scheinen mehrere Aminosauren
an einer Wechselwirkung beteiligt zu sein. Beim Lhcb1 dagegen fand Kuttkat (1997) in
Aminosaure-Austauschexperimenten an W-222 einen konkreten Zusammenhang zwischen
der Hydrophobizitat der eingebauten Aminosauren und der Trimer-Bildung des Lhcb1. Die
Moglichkeit einer Wechselwirkung der Aminosauren W-222 und H-212 durch delokalisierte
m-Elektronen der aromatischen Ringsysteme, die auch von Phenylalanin in Position 222
vermittelt werden konnte, wurde diskutiert. Solche Interaktionen sind auch zwischen Lhca1
und Lhca4 theoretisch moglich, da die Aminosduren W-222 und H-212 in den LHCI-730
Untereinheiten (H-181 und W-185 im Lhca1; H-185 und W-190 im Lhca4) Homologe
besitzen. Diese Wechselwirkungen, die bei einigen a-helicalen Proteinen nachgewiesen
worden sind (Loewenthal et al., 1992; Sancho et al., 1992) scheinen aber keine grofe
Bedeutung fir die Assemblierung sowohl von Lhcb1 noch von Lhca1/Lhca4 zu haben, denn
Punktmutanten mit Substitutionen von H-212 im Lhcb1 bzw. H-185 im Lhca4 bilden weiterhin
Trimere bzw. Dimere (Yang et al., 1999; Abb. 4.3-7B).

Neben seinen ausgepragten hydrophoben Eigenschaften kann das Tryptophan mittels seiner
Imino-Gruppe auch durch Wasserstoffbriicken interagieren. Dadurch kénnte es direkt mit
einer anderen Aminosaure einer entfernten Peptidkette interagieren (Schiffer et al., 1992;
Yau et al.,, 1998). Wie die Punktmutationen zeigen, findet eine solche Wechselwirkung
zwischen Lhca1 und Lhca4 nicht statt, denn sie mifte durch den Einbau von Phenylalanin,
Alanin oder Glycin an Position 185 im Lhca1 die Bildung stabiler Dimere unterbinden.

W-185 liegt unmittelbar an der postulierten Helixgrenze, daher kdnnte ein Zusammenhang
von fehlender Monomerstabilitat mit Dimer-Bildungsfahigkeit vermutet werden (Kap. 5.2.2).
Da die letzte dimerbildende Mutante Lhca1A16C vier Aminosauren langer ist als das
kirzeste Protein, das in den Untersuchungen stabile monomere Pigment-Protein-Komplexe
bildete (Lhca1A20C; Tab. 4.2-1) und die entsprechenden Punktmutanten ebenfalls eine
Monomerbande nach elektrophoretischer Auftrennung zeigten, kann ein Ausbleiben der
Assemblierung aufgrund fehlender Monomerstabilitat ausgeschlossen werden.

Durch die oben beschriebenen Eigenschaften kann Tryptophan mit seinem hydrophoben
Benzolring in die Lipidmembran ,eintauchen® und die Peptidkette gleichzeitig durch
Wasserstoffbriickenbindungen mit polaren Lipidbestandteilen verankern. Kuttkat (1997)
diskutierte flir den Lhcb1 eine dadurch bedingte Stabilisierung der trimeren Konformation
und verweist auf die unmittelbare Nahe des W-222 zur Thylakoidmembran. In den
Untereinheiten des LHCI-730 ist die Lokalisierung des Tryptophans ahnlich (Abb. 5.2-1).
Allerdings kann Tryptophan gegen Aminosauren mit anderen Eigenschaften ausgetauscht
werden, ohne dal die Dimerbildung beeinfluf3t wird.

Der C-Terminus des Lhca4 nimmt in vielerlei Hinsicht eine Sonderstellung ein. i) Eine
Dimerbildung ist moglich, obwohl die monomere Untereinheit nicht mehr stabil ist. ii) Die
Assemblierung ist, trotz Deletion Uber Helix 4 hinweg, mdglich. iii) Eine Deletion von 9
Aminosauren der dritten Transmembranhelix wird toleriert. iv) Tryptophan ist nicht die
kritische Aminosaure, sondern Isoleucin. Die Deletionsmutanten Lhca4A13C bis A32C falten
nicht mehr zu stabilen monomeren LHCs (Tab. 4.3-3B). Sie assemblieren aber mit dem
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Wildtyp-Lhca1 zu Dimeren, selbst dann, wenn die beiden Untereinheiten zuvor einzeln
rekonstituiert worden sind. Das bedeutet, entweder bilden sich Monomere aus, die durch die
Gelelektrophorese in Abwesenheit von Lhca1 zerstért werden, aber in Gegenwart von Lhca1
stabilisiert werden kénnen, oder der instabile monomere Komplex wird durch den Lhca1
nachtraglich in eine Konformation gezwungen, die eine Dimer-Assemblierung mdglich macht.
Ein Effekt auf die Dimerbildung, der auf den spezifischen Eigenschaften des Isoleucins
beruht, ist unwahrscheinlich. Diese Annahme unterstitzen die Daten der
Aminosauresubstitutionen, wo weder bei der Bildung der Monomere noch bei der
Dimerisierung grof3e Stabilitatsschwankungen beim Austausch des Isoleucins zu beobachten
waren (Abb. 4.3-6A und B). Die ausbleibende Dimerbildung ist offensichtlich eine Folge der
zu starken Verklirzung des Lhca4, die entweder, die zur Assemblierung notwendigen
Aminosauren entfernt hat, oder die Stabilitit des Monomers zu stark beeintrachtigt. Die
Deletion der Aminosauren 'V Q H (Lhca4A32C) beinhaltet allerdings auch die potentielle
Lutein 1-Bindestelle Q-170 in der dritten Helix des Lhca4 (Abb. 5.2-1). Die Dimerbildung ist
gegenlber der vorangehenden Mutante Lhca4dA29C um fast 30% reduziert und die
Dimerisierungseffizienz sogar um sogar 64%. Dieser Effekt kdnnte durch die Entfernung des
Q-170 hervorgerufen worden sein.

Effekt von Proteindeletionen auf die spektroskopischen und pigmentbindenden
Eigenschaften

Die Deletion von 16 Aminosauren am C-Terminus des Lhcal (Lhca1lA16C) hat eine
Reduzierung und eine Verschiebung des langwelligen Emissionsmaximum des Dimers zur
Folge (Abb. 4.3-8A). Entfernt man 32 Aminosauren am C-Terminus des Lhca4 (Lhca4A32C)
so hat das, trotz Deletion bis in die dritte Transmembranhelix, keinen Einflull auf die
Fluoreszenzemission der C-terminalen Mutante Lhca4dA32C (Abb. 4.3-8B). Die Auswirkung
der Reduzierung um 16 Aminosauren am C-Terminus des Lhca1 auf das Emissionsspektrum
ist um so bemerkenswerter, da keine potentielle chlorophyllbindende Aminosaure deletiert
wurde. Bezieht man allerdings die Ergebnisse aus den gelelektrophoretischen
Auftrennungen mit ein, die ergaben, dal} die Dimerstabilitat Gber einen Iangeren Bereich des
Carboxy-Terminus bis zur Mutante Lhca1A16C stetig abnimmt, so laRt dies auf einen
konformationsbedingten Effekt schlieBen, der neben der Stabilitit des Dimers die
Chlorophyllbindungen indirekt beeinflulRen kdnnte.Welche Auswirkungen dieser Effekt haben
koénnte, zeigen die Berechnungen zur Protein/Chlorophyll-Stéchiometrie (Tab. 4.3-6). Die
Gesamt-Chlorophylimenge ist im Komplex um genau 50% gegeniber dem Wildtyp reduziert.
Das kénnte bedeuten, dal® eine Untereinheit praktisch chlorophylifrei ist. Unterstitzt werden
diese Befunde durch die CD-Spektren. Ein Vergleich von Wildtyp-Dimer-Signal mit Lhca4-
Wildtyp-Monomer-Signal und Lhca1A16C-Dimer-Signal in Abb. 5.3-1 weist darauf hin, daf}
die excitonischen Chlorophyllkopplungen in der Lhca1-Untereinheit des dimeren
Lhca1A16C-Komplex verloren gegangen sind, denn dessen Signal entspricht fast dem des
monomeren Lhca4-Wildtyps. Die Mutante A32C des Lhca4 besitzt ebenfalls nur noch die
Halfte der Wildtyp-Chlorophyllmenge pro Dimer (Tab. 4.3-6), ohne dal® das CD- oder
Fluoreszenzemissionsspektrum (Abb. 4.3-8B) davon beeinflut ware. Die Bewertung der
Daten zur Protein/Chlorophyll-Stéchiometrie ist allerdings  kritisch. Durch die
Aufkonzentrierung der aus dem Saccharosedichtegradienten isolierten Proben der
schwachen Mutantenbanden erhéht sich die Detergenzkonzentration®. Der verwendete
BCA-Assay wurde zwar wegen seiner Toleranz gegenuber Detergentien benutzt, doch kann

“ Bei einer Verdopplung der Proteinkonzentration kommt es zu einer Erhéhung der
Detergenzkonzentration um ca. 66% (V. Schmid, persénliche Mitteilung).
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nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob zu hohe Konzentrationen die spektroskopische
Messung stéren. Zusatzlich konnen noch vorhandene in der Saccharosedichtegradienten-
Zentrifugation co-sedimentierte bakterielle Proteine durch eine Aufkonzentration ebenfalls
selektiv angereichert werden und den Proteinanteil gegentiber den Chlorophyllen erhéhen.

—— Wildtyp-Dimer
------ Lhca4
---------- Lhca1A16C-Dimer

CD-Absorption [rel. Einheiten]

T T T T T T T
400 500 600 700
Wellenlange [nm]

Abb. 5.3-1: Vergleich der CD-Spektren im sichtbaren Wellenlangenbereich von Wildtyp-Dimer,
Lhca4-Monomer und Lhca4A16C-Dimer.

Eine mogliche Interpretation fir die Reduktion langwelliger Fluoreszenzemission im Dimer
des Lhca1A16C und das Vorhandensein derselben in den Dimeren mit den Minimallangen-
mutanten des Lhca4 (Lhca4A38N und Lhca4A32C) weicht von der bisherigen Annahme ab,
daf die langwellig fluoreszierenden Chlorophylle des LHCI-730 vom Lhca4 stammen (Tjus et
al., 1995; Schmid et al., 1997). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dall der Lhca1 der
Trager des langwellig emittierenden Chlorophylls ware und die langwellige Emission ein
Effekt, der erst nach einer Assemblierung mit dem Lhca4 auftritt. Die Beobachtung, daf die
maximale Fluoreszenzemission des Lhca4-Monomers gegentber dem des Dimers um 5 bis
10 nm verschoben ist (Schmidt et al., 1997; eigene Daten), deutet auf einen Effekt hin, der
durch die Assemblierung von Lhca1 und Lhca4 zustande kommen konnte. Inwieweit die
Dimerisierung die Konformation der selbstdndigen Monomere verandert, ist derzeit nicht
bekannt.
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5.3.1.3 Bedeutung der Punktmutationen fir die Dimerbildung

Neben den terminalen Deletionsmutanten hatten auch punktspezifische Veranderungen am
Lhcad einen EinfluR auf die Fluoreszenzemission des Dimers. Dabei kam es zu kleinen
Verschiebungen im Emissionsmaximum bei 735 nm, vor allem aber die Reduktion dieses
Maximums gegenuber dem Peak bei 686 nm war augenfallig. Kleine Variationen in der
Lokalisierung des absoluten Emissionsmaximums bei 735 nm deuten schon auf geringe
Konformationsanderungen der LHCs hin. Die weitere Reduktion dieses Signals beweist eine
Destabilisierung der Lhca4-Untereinheit im dimeren Komplex, die eine erhéhte Emission der
Lhca1-Untereinheit bei 686 nm zur Folge hat (Abb. 5.3-2). Die Energieweiterleitung innerhalb
des dimeren Komplexes wird also durch den Austausch von Tryptophan gegen die
Aminosauren F > H > G > A zunehmend gestort. Die Ergebnisse sind nahezu Ubertragbar
auf die Befunde der Gelauftrennungen. Zwar konnten fir alle Lhca4-Punktmutanten Dimere
isoliert werden, jedoch verhinderte die Substitution von Tryptophan durch Alanin und Glycin
die Bildung von stabilen Lhca4-Monomeren (Abb. 4.3-6A und B). Gerade die Punktmutanten,
die keine stabilen Monomere falten, zeigen im Emissionsspektrum kein (Lhca4dW39A) bzw.
kaum (Lhca4dW39G) ein charakteristisches LHCI-730-Signal. Die Histidin-Austauschmutante,
die nur eine geringe Monomer-Bildungseffizienz zeigte, nimmt eine Mittelstellung ein, da
Charakteristika der Lhca1- und Lhca4-Fluoreszenzemission vorhanden sind.

Die Tryptophan-Substitution an Position 39 des Lhca4 deutet auf einen Zusammenhang
zwischen der Monomerstabilitit des Lhca4d im Dimer und der langwelligen
Fluoreszenzemission hin. Die entscheidenden Merkmale der Aminosaureseitenketten, die
die Bildung eines stabilen Dimers bzw. Monomers ermdglichen, scheinen in diesem Fall die
Hydrophobizitat und die sterischen Eigenschaften der jeweils eingebauten Aminosaure an
dieser Position zu sein. Nur die Austauschmutanten, die an Position 39 Aminosauren mit
aromatischem Ringsystem besitzen, zeigen Monomerbildung und vergleichsweise ahnliche
Emissionsspektren wie der Wildtyp. Mit abnehmender Hydrophobizitdt und geringerem
Seitenkettenvolumen verandern sich die Signale zu einem reinen Lhca1-Spektrum (Abb.
5.3-2).

Die Ergebnisse der Aminosaureaustausche am N-Terminus des Lhca4 beweisen auch, dal}
die Assemblierung zu einem dimeren LHC mdglich ist, obwohl eine Untereinheit weder fur
sich alleine, noch fraglicherweise, im Dimer seine native Faltung einnimmt. Strukturen und
Aminosauren, die die Interaktion mit dem Dimerpartner ausbilden, scheinen in den
beschriebenen Beispielen weiterhin vorhanden, bzw. so ausgerichtet zu sein, dal} sie
wechselwirken kénnen. Unter diesen Gesichtspunkten scheint auch die verkirzte C-
terminale Lhca4-Untereinheit tatsachlich nicht mehr im nativem Zustand gefaltet sein zu
mussen, um mit dem Lhca1 zum Dimer zu assoziieren (Kap. 5.3.1.2 und 5.3.1.5).
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Abb. 5.3-2: Vergleich der Fluoreszenzemissionsspektren der dimeren N-terminalen
Punktmutanten des Lhca4 mit dem Spektrum des monomeren Lhca1. Die Graphik zeigt, daf} das
Emissionsspektrum der Punktmutanten sich dem der monomeren Lhca1-Untereinheit angleicht.

5.3.1.4 EinfluR des Cofaktors Chlorophyll auf die Dimerstabilitat

Die  Chlorophylle sind wesentliche Faktoren fur die Rekonstitution von
Lichtsammelkomplexen héherer Pflanzen. Bereits 1987 bewiesen Plumley und Schmidt, daf3
eine Ruckfaltung von dem aus Thylakoiden gewonnenem und denaturiertem LHCII unter
Zugabe von Pigmenten moglich ist. Und Paulsen et al. (1993) demonstrierten mittels
rekombinantem Apoprotein, dal3 Pigmente die Rekonstitution von SDS-denaturiertem LHCP
auslésen. Diese Beispiele zeigen, dal} die Bindung von Chromophoren einen wesentlichen
Beitrag zur Komplexstabilitdt liefert. In neuerer Zeit versucht man chlorophyllbindende
Aminosauren auszutauschen?!, um in anschlieBenden Analysen den Effekt auf die
Pigmentzusammensetzung untersuchen zu konnen (Rogl und Kihlbrandt, 1999; Yang et al.,
1999; Bassi et al., 1999). Die Konsequenzen kdnnen so stark sein, dal} sie die Stabilitat des
monomeren oder auch oligomeren Komplexes beeintrachtigen.

2'In der Kristallstruktur des LHCII (KUhlbrandt et al., 1994) wurden die Aminosauren, die mit
Chlorophyllen wechselwirken, identifiziert. Die Aufldsung von 3.4 A erlaubt allerdings keine
Differenzierung zwischen den beiden Chlorophylispezies.
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Tab. 5.3-1: Ubersicht Giber Monomer- und Dimerbildungsfahigkeit von Austauschmutanten der
Transmembranhelices und amphipathischen Helix des Lhca4. Aminosauren an potentiell
chlorophyllbindenden Positionen wurden im Rahmen zweier Diplomarbeiten (Lago-Places, 2000
und Thomé, 2000) zur Erforschung der Fluoreszenzeigenschaften des Lhca4 ausgetauscht und
in dieser Arbeit hinsichtlich ihres EinfluRes auf Dimerbildung und Stabilitdt untersucht. Die
Daten der Monomerstabilitadt der Komplexe entstammen diesen beiden Arbeiten.

Klon Lokalisierung Monomer Dimer
Ejj; Helix 1 ] ]
N47L Helix 1 - -
E94S Helix 2 + +
gg;g Helix 2 ] ]
E153G - -
E153L Helix 3 - -
N156S + +
Q170G Helix 3 + +
H185L Helix 4 + +

Im Rahmen zweier Diplomarbeiten (Lago-Places, 2000; Thomé, 2000) wurden
Punktmutanten des Lhca4 hergestellt und hinsichtlich ihrer Chlorophyllbindung und
langwelligen 77 K Fluoreszenzemission untersucht. Diese Mutanten wurden fur die
vorliegende Arbeit herangezogen, um ihre Effekte auf Monomerbildung und Dimer-
Assemblierung zu untersuchen. Die Assoziierung zum Dimer bestehend aus Wildtyp-Lhca1
und Austauschmutanten des Lhca4 war nur in den Fallen mdglich, in denen die Lhca4-
Punktmutante stabile monomere Komplexe bildete (Tab. 5.3-1). Das bedeutet, dal3 fur die
durchgefuhrten Aminosaureaustausche nur Auswirkungen auf die Faltung der Untereinheit
nachgewiesen werden kdnnen, aber nicht — neben ihrer Rolle als potentiell chlorophyll-
bindende Aminosauren — zusatzliche Auswirkungen auf die Dimer-Assemblierung belegbar
sind. Ein solcher Einflud konnte am Lhcb1 gefunden werden. Der Austausch von H-68 des
Lhcb1 gegen Phenylalanin oder Leucin hatte zur Folge, daf trotz Faltung monomerer
Einheiten, keine Trimere gebildet werden konnten (Yang et al., 1999). Die Autoren machten
daflr die besondere Lokalisierung der chlorophyllbindenden Seitenkette verantwortlich.
Diese liegt im trimeren LHC im Zentrum der Grenzfliche mit den beiden anderen
Untereinheiten so, daR die gebundenen Chlorophylle a° aller drei Untereinheiten miteinander
wechselwirken kdnnen und das Trimer stabilisieren (Kihlbrandt, 1994). Der Position H-68 im
Lhcb1 entspricht N-47 im Lhca4. Der Effekt des Aminosaurewechsels im Lhca4 ist an dieser
Stelle so stark, da keine Faltung oder Bildung stabiler Monomere stattfinden kann. Eine
ahnliche Konformation wie sie beim LHCII postuliert wird, namlich die Ausrichtung der
Helix 1 zu einem gemeinsamen Zentrum hin, kann somit nicht belegt werden, ist aber
dennoch nicht unwahrscheinlich, da ein dem H-68 des Lhcb1 entsprechendes Histidin an
Position 46 im Lhca1 vorhanden ist. Der Austausch von Aminosauren an dieser Stelle kénnte
zu ahnlichen Ergebnissen flihren wie beim Lhcb1 und einen nicht so elementaren EinfluR® auf
die Monomerstabilitat haben wie N-47 am Lhca4.

Untersuchungen zur Chlorophyll/Protein-Stochiometrie deuten daraufhin, dal im dimeren
Pigment-Protein-Komplex ein Chl mehr bindet als aus der Addition der Chl der
Untereinheiten zu vermuten ware (Schmid et al., 1997). Dieses Chl kénnte durchaus an der
Wechselwirkung der Untereinheiten beteiligt sein. Da die Lokalisierung der potentiell Chl-
bindenden Aminosaure nicht bekannt ist, kdnnte diese im Rahmen der Proteinverkirzungen
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entfernt worden sein. Mit der Deletion dieser Aminosaure konnte ein Effekt auf die Stabilitat
des Dimers ausgeibt werden, der wie im Fall des Lhcb1, die Dimerbildung verhindert.

5.3.1.5 Bedeutung stabiler monomerer Komplexe flr die Bildung von Dimeren

Zu Beginn dieser Arbeit und als Anhaltspunkt flr die Durchfihrung der Experimente zur
Dimerisierung von Lhca1 und Lhca4 wurde vorausgesetzt, da} die Assemblierung aus den
Untereinheiten nur méglich ist, wenn Lhca1 und Lhca4d Monomere bilden. Im Falle der C-
terminalen Deletionsmutanten des Lhca4 zeigte sich zum ersten Mal, dall ein instabiles
Monomer — ab dem Klon Lhca4dA13C — durchaus zu einem stabilen Dimer assemblieren
kann. Dieser Effekt scheint, nach den bisherigen Untersuchungen, nur auf den Lhca4
beschrankt zu sein und zeigt sich, sowohl am C-Terminus, als auch bei den
Aminosaureaustauschen am N-Terminus des Proteins (Kap. 5.3.1.2 und 5.3.1.3). Es ist
bemerkenswert, daf die Dimerbildungseffizienz der Punktmutanten keinerlei Hinweis auf das
Ausbleiben einer Monomerbildung in der Rekonstitution der Untereinheiten gibt. Die
Dimerausbeute ist bei allen LHCs identisch mit dem Wildtyp (Abb. 4.3-6A und B).
Die elektrophoretische Auftrennung von Pigment-Protein-Komplexen in schwach
denaturierenden Polyacrylamidgelen kann trotz schonender Bedingungen semi-stabile
Komplexe zerstéren. Es ist méglich, dall Monomere gebildet werden, diese aber bei der
Gelelektrophorese zerstort werden. Ist der Lhca1 disponibel, kann er durch die Interaktionen,
die zur Assemblierung der Untereinheiten fiihren, die monomere Untereinheit des Lhca4
soweit stabilisieren, daly das Dimer elektrophoretisch auftrennbar wird. Die zweite Annahme
erfordert die Formierung des Lhca4-Klons durch den Lhca1, d.h. der Lhca1 unterstitzt die
Faltung der Lhca4-Mutante, die zunachst nicht korrekt ausgebildet ist, und stabilisiert das
Dimer. Ungeachtet der Hypothese ist eine Bildung des Dimeres unabhangig vom Weg der
Rekonstitution. Sie funktioniert bei gleichzeitiger Ruckfaltung beider Apoproteine in einem
Ansatz, aber auch bei nachtraglicher Mischung der zuvor einzeln rekonstituierten Monomere.
Die Auftrennung der betroffenen monomeren Komplexe im
Saccharosdichtegradienten oder mittels anderer schonender Verfahren kdénnte zumindest
klaren helfen, ob die erwadhnten Klone vor der elektrophoretischen Auftrennung gefaltet
vorliegen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal® Deletionsmutanten, die im
schwach denaturierenden Gel keine Monomerbande bilden, noch eine Monomerbande im
Saccharosegradienten liefern. In Abb. 5.3-3 sind die Protein-Pigment-Komplexe der
Deletionsmutanten Lhca4A38N und -A39N als leicht diffuse Monomerbanden zu
identifizieren. Die Stabilitat beider LHCs ist gegenuber dem Lhca4-Wildtyp reduziert, aber sie
sind deutlich als distinkte Bande zu erkennen. Es konnte sein, dall sich auch die
Deletionsmutanten Lhca4A13C - A32C* sowie die Punktmutanten W39A und W39G des
Lhca4 unter  weniger  denaturierenden Bedingungen als Monomere im
Saccharosedichtegradienten auftrennen lassen.

22 Die Deletionsmutanten dieses Bereiches sind der Tabelle 4.3-3 zu entnehmen.
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Abb. 5.3-3: Gegenuberstellung der Auftrennungsergebnisse monomerer LHCs mittels A) schwach
denaturierender Gelelektrophorese und B) Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation am
Beispiel vom Wildtyp-Lhca4 und seinen N-terminalen Deletionsmutanten Lhca4A38N und —A39N.
Die Mutante A39N bildet keine Monomere mehr, die sich durch das elektrophoretische Verfahren
auftrennen lassen. Im Saccharosedichtegradienten ist dagegen eine Monomerbande detektierbar.
fP, freies Pigment; M, Monomer.

Dal} die Bildung des dimeren LHCI-730 aus einer instabilen Untereinheit nur die Ausnahme
ist, beweisen die Ergebnisse der Dimerisierung von Punktmutanten potentiell
chlorophyllbindender Aminosduren (Kap. 5.3.1.4). In allen Fallen sorgte der Aminosaure-
austausch beim Ausbleiben der Monomerbildung fir eine Unterbindung der Dimerisierung
(Tab. 5.3-1). Eine mdgliche Erklarung flr das Auftreten dieses Phanomens bei nur wenigen
Mutanten ist, dal3 bei den Deletionen oder Aminosaureaustauschen nur Bereiche beeinfluf3t
werden, die die Stabilitdt des Monomers betreffen und gerade soweit destabilisieren, daf}
keine Auftrennung im schwach denaturierenden Gelsystem mdglich ist. Alle Faktoren, die flr
eine Assemblierung mit der anderen Untereinheit vorhanden sein missen, z.B. bestimmte
Aminosauren und ihre exakte Ausrichtung, die korrekte Faltung bestimmter Strukturen, um
wechselwirken zu konnen und Interaktionen nicht zu behindern, usw., sind in diesen
Proteinen vorhanden. Sie ermoglichen die stabilisierenden Wechselwirkungen zur
Dimerbildung. Letztendlich sagt das Vorhandensein von Protein-Komplexbanden im Gel
noch nichts tber die Qualitat der Produkte aus. Die schonende Gel-Auftrennung erlaubt nur
eine kurze Elektrophorese, die es nicht moglich macht, Pigment-Protein-Komplexe
hinsichtlich eines geringfligig veranderten Laufverhaltens zu charakterisieren. Diese
Tatsache macht eine spektroskopische und biochemische Charakterisierung der Komplexe
unerlasslich.
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5.3.2 Assemblierungsmotive und Lipidbindung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Termini der LHCI-730-Untereinheiten hinsichtlich ihrer
Bedeutung fiir die Dimerassemblierung intensiv erforscht. Wie bereits erwahnt, versprachen
entsprechende Untersuchungen am LHCII einen guten Ansatz, gleichartige Sachverhalte am
LHCI-730 aufklaren zu kénnen. Die geringe Homologie in den endstandigen extrinsischen
Regionen der Apoproteine lie hier Bereiche bzw. Aminosauren, die LHCI-730-spezifische
Wechselwirkungen vermitteln, vermuten.

Engelman und Mitarbeiter (McKenzie et al.,, 1997) zeigten am Membranprotein
Glycophorin A, dal} eine spezifische Homodimerisierung ohne die Beteiligung extrinsischer
Proteinabschnitte nur tGber die Wechselwirkung von Transmembranhelixbereichen erfolgen
kann. Durch punktspezifische Aminosauresubstitutionen identifizierten Lemmon et al. (1994)
zuvor ein Dimerisierungsmotiv (LIXxxGVxxGVxxT) in der Transmembranhelix fur dieses
Protein. Russ und Engelman (2000) fanden schlieBlich in einer Reihe von
Transmembranhelices membranstandiger Proteine ein allgemeingiltiges Motiv mit der
Aminosaureabfolge GxxxG.

Diese Sequenz lalt sich fir Lhca1l und Lhcad4 im Bereich der Transmembranhelices nicht
identifizieren. Man findet eine héhere Dichte von Glycinresten vor allem an den potentiellen
Kreuzungspunkten der ersten und dritten Transmembranhelix von Lhca1 und Lhca4. Diese
spielen aber vermutlich fiir eine Dimerisierung keine Rolle, da sie fiir eine Interaktion mit der
anderen Untereinheit wahrscheinlich nicht zuganglich sind. Fur eine Wechselwirkung
zwischen den Untereinheiten des LHCI-730 erscheint die zweite Transmembranhelix
aufgrund ihrer exponierteren Lage am geeignetsten, um mit einer homologen Region der
anderen Untereinheit zu interagieren. Tatsachlich besitzt der Lhcal in der zweiten
Transmembranhelix eine dem GxxxG &hnliche Aminosiureabfolge. Das '°°AxxxH-Motiv
kénnte ein potentieller Interaktionspartner einer **Hxxxl-Aminosaureabfolge in der zweiten
Helix des Lhca4 sein. In den a- und B-Untereinheiten des LH1 und LH2 der Purpurbakterien
wurde bereits die dimerbildende Eigenschaft eines Assemblierungsmotivs aus AxxxH
nachgewiesen (Zuber und Cogdell, 1995; Kehoe et al., 1998). Und die Entdeckung einer
Isoleucin-Alanin-Wechselwirkung zwischen zwei Helices des bR (Krebs und Isenbarger,
2000) zeigt bereits bekannte Interaktionen zwischen diesen Aminosauren auf. Weitere
Mutationsanalysen in den Transmembranhelices kénnten helfen, diesen Sachverhalt zu
klaren.

Da die Dimerbildung aus Lhca1 und Lhca4 sehr spezifisch ist und weder mit anderen
Proteinen der PSI assoziierten Lichtsammlern, noch mit dem Lhcb1 mdglich ist (V. Schmid,
mundliche Mitteilung), ist die zweite Transmembranhelix mit ihrer geringen Homologie ein
mdglicher Vermittler spezifischer Interaktionen zwischen den Untereinheiten. Zur Zeit liegen
aber nur Daten vor, die aus Aminosaureaustauschen im Lhca4 im Hinblick auf die Auffindung
potentieller Chlorophyllbindestellen stammen. Der Wechsel von E-94 nach Serin hatte
keinen Einflul auf die Dimerbildung. Tauschte man E-102 gegen die Aminosduren Leucin
oder Serin aus war die Faltung bzw. Bildung stabiler Monomere nicht mdéglich und die
Dimerbildung blieb ebenfalls aus. Aufgrund der Ergebnisse der N-terminalen Lhca4-
Punktmutanten (Kap. 5.3.1.3) kann aber nicht gefolgert werden, dalR eine fehlende
Monomerbildung immer das Ausbleiben stabiler Dimere bedingt.

In zukUnftigen Untersuchungen, die die Bedeutung der zweiten Transmembranhelix klaren
sollen, ersetzt man am besten diesen Abschnitt durch die gleiche Region eines Proteins, das
mit dem Lhca1 oder Lhca4 kein Dimer bildet (Lhca2, Lhca3 oder Lhcb1). Kommt es zum
Ausbleiben einer Assemblierung kann man in weiteren Schritten mdgliche wechselwirkende
Aminosauren oder Regionen naher eingrenzen und identifizieren.
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Wechselwirkungen, die bei der Assemblierung der Untereinheiten des LHCI-730 durch die
Transmembranhelices vermittelt werden kdnnten, scheinen nicht ausreichend fiir eine stabile
Interaktion von Lhca1 und Lhca4 zu sein. Die Unterbindung der Dimerbildungsfahigkeit bei
Deletion nur weniger Aminosauren (Lhca1A3N) oder bei Aminosaureaustauschen deutet
darauf hin.

Die komplexe Struktur des untersuchten Lichtsammlers des PSI legt es nahe, dall Pigmente
und hydrophile Proteinabschnitte aulerhalb der Membran bei einer spezifischen
Assoziierung mit einbezogen werden. Ein im Hinblick auf seine Komplexitat dem LHCI-730
ahnliches Protein ist das bR der halophilen Archaea. Krebs et al. (1997) und Isenbarger et al.
(1999) untersuchten in Mutationsstudien bR auf dessen Assemblierung Uber die
Transmembranhelices. Sie fanden, dal der grofite Teil der Kontaktaufnahme durch van der
Waals Wechselwirkungen hydrophober Aminosauren von Helix B der einen Untereinheit mit
Helix D und E einer zweiten Untereinheit vermittelt wird. Messungen der Assoziations-
konstanten in den dafiir generierten Punktmutanten ergaben allerdings zu geringe Werte, als
dal} eine alleinige oder hauptsachliche Beteiligung dieser Interaktion fir eine Assemblierung
ausreichend ware (Krebs und Isenbarger, 2000). Es konnte aber gezeigt werden, dal}
Tyrosin-64 auf der extrazelluldren Seite im Stande war mit einigen helicalen Aminosauren
durch van der Waals Krafte zu interagieren. Deren Punktmutante Y64A verursachte Defekte
in der Assemblierung der Kristallgitter. Daflr wird eine Beteiligung der Aminosaure am bR -
bR-Kontakt diskutiert oder die L6sung einer Lipidbindung verantwortlich gemacht.

Phospholipide, speziell Phosphatidylglycerin (PG), spielen bei der Trimerisierung des LHCII
eine essentielle Rolle (Hobe et al., 1995). Man nimmt an, dal® ohne PG der trimere LHCII
destabilisiert wird (Trémolieres et al., 1994). In Mutagenesestudien von Hobe et al. (1995)
wurde am N-Terminus ein Trimerisierungsmotiv identifiziert, '*WYGPDR?', als dessen
Funktion unter anderem die Bindung von PG diskutiert wird. Diese Annahme stutzen
Protease-Verdaus von trimeren LHCs, die nach Deletion von 48 Aminosauren irreversibel in
lipidfreie Monomere zerfielen (Nul3berger et al., 1993).

Fir die Untereinheiten des LHCI-730 konnte bewiesen werden, dal® eine Rekonstitution und
Dimerisierung nur in Anwesenheit von Lipiden mdglich ist (Schmid et al., 1998).
Wechselwirkungen zwischen Protein und Lipiden sind als ein wesentlicher Bestandteil zum
Verstandnis von Protein-Assemblierungen anzusehen (Weik et al., 1998; Sato et al., 1999)
und spielen daher auch bei der Assemblierung zum LHCI-730 eine wichtige Rolle. Eine
solche Aminosaureabfolge, die eine Wechselwirkung mit PG eingehen konnte, ist im
LHCI-730 bisher nicht gefunden worden.

5.3.3 Zusammenfassung der Diskussion

Die Untereinheiten des LHCI-730, Lhca1 und Lhca4, bilden in vivo zumindest temporar
monomere Pigment-Protein-Komplexe (Dreyfuss und Thornber, 1994). In dieser Arbeit
wurde zum ersten Mal untersucht, welche N- und C-terminalen Regionen der Apoproteine
bendtigt werden, um stabile Monomere von Lhca1 und Lhca4 zu bilden. Es konnte gezeigt
werden, dall die Monomerstabilitdt durch Deletion der N-terminalen Schleifen bis zum
Beginn der ersten Transmembranhelix unbeeinflult blieb. Am C-Terminus hat die Entfernung
der amphipathischen Helix die Desorganisation der Monomere von Lhca1 und Lhca4 zur
Folge, so dall es zu keiner Faltung oder Bildung stabiler LHCs mehr kam. Drei der vier
Minimalmutanten der LHCI-730-Untereinheiten zeigen keine Veranderungen in ihrer
Fluoreszenzemission. Die Ausnahme bildet Lhca4A38N, dessen langwelliges
Emissionsmaximum deutlich reduziert ist. Als Erklarung bietet sich eine hinreichende
Konformationsdnderung an, da potentiell chlorophyllbindende Aminosduren nicht direkt
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durch die Deletion betroffen sind. Assembliert diese Mutante mit dem Lhca1-Wildtyp, ist
keine Verschiebung im Fluoreszenzemissionspektrum mehr sichtbar, was auf eine korrigierte
Faltung des Lhca4A38N durch den Lhca1 hindeutet.

Abb. 5.3-4 fasst die Ergebnisse der Monomer- und Dimerbildung graphisch zusammen.
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Abb. 5.3-4: Modell der Endpunkte von Monomer- und Dimerbildung des Lhca1 und Lhca4. Die
roten Pfeile markieren die Positionen der maximal mdglichen Deletionen, die eine
Monomerisierung nach gelelektrophoretischer Auftrennung noch erlauben. Die blauen Pfeile
kennzeichnen die Aminosaure, bis zu deren Deletion die Dimerbildung noch méglich ist. Die
Buchstaben bezeichnen die folgende Aminosauren deren Deletion zum Verlust der Monomer-
bzw. Dimer-Bildungsfahigkeit fiihrte. Die Helixgrenzen basieren auf den Daten von Green und
Pichersky (1994).

Die Bildung des heterodimeren LHCI-730 aus den beiden Untereinheiten Lhca1 und Lhca4
ist moglicherweise ein einzigartiges Phanomen in der cab-Proteinfamilie. Daher wurden
Untersuchungen zur Ermittlung der fiir die Dimerisierung potentiell relevanten Regionen an
den Termini der Dimer-Untereinheiten durchgefiihrt. Deletionsmutagenese-Experimente
ergaben am N-Terminus des Lhca1, dal® mit der Deletion der vierten Aminosaure,
Tryptophan, keine Dimerbildung mit dem Lhca4-Wildtyp mehr mdglich war. Der Austausch
von Tryptophan bewies dabei die Bedeutung der hydrophoben Seitenketten-Eigenschaften
fir die Assemblierung zum Dimer am N-Terminus des Lhca1. Die Proteinverkirzungen am
N-Terminus des Lhca4 sowie am C-Terminus des Lhca1 waren beide ebenfalls bis zur
Deletion eines Tryptophans moglich (Lhca4A38N, Lhca1A16C). Das Ausbleiben stabiler
dimerer LHCs ist am N-Terminus des Lhca4 offensichtlich auf die Destabilisierung der
Monomere zurtickzufilhren, die ebenfalls mit der Deletion von 39 Aminosauren im Gel nicht
mehr nachweisbar waren. Aminosauresubstitutionen hatten dabei einen Effekt auf die
Monomerbildung. Die Dimerbildung blieb davon unbeeinflult, allerdings konnte eine starke
Wirkung auf das Fluoreszenzemissionsspektrum nachgewiesen werden. Das Tryptophan am
C-Terminus des Lhca1 konnte ohne den Verlust der Dimerbildung ausgetauscht werden, so
daf} die Funktion der Aminosaure nicht in den spezifischen Eigenschaften ihrer Seitenkette
zu vermuten ist. Eine Destabilisierung durch Deletion mehrerer aufeinanderfolgender
Aminosauren weist auf eine Beinflussung der Dimerbildung hin, die hier nicht nur durch eine
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einzige, sondern durch mehrere Aminosauren bewirkt wird. Die Deletion bis zum W-185 hat
erhebliche Effekte auf die Fluoreszenzemission und das CD-Spektrum des Lhca1A16C, die
auf eine Konformationsveranderung hindeuten. Der C-Terminus des Lhca4 nimmt eine
Sonderstellung ein, da kein Tryptophan an entscheidender Position liegt und die Bildung
stabiler Dimere Uber den kritischen Bereich der Monomerfaltung hinaus méglich ist. Die
Aminosauresubstitution des [-168 hat keine Wirkung auf die Dimerbildung. Der Lhca1
stabilisiert offenbar die Lhca4-Deletionsmutanten soweit, dal® ein im Gel stabiles Dimer
gebildet werden kann. Inwieweit dieses Assoziationsprodukt tatsachlich dem nativen Dimer
ahnelt ist nicht sicher. Die spektroskopischen Daten sind nahezu identisch mit denen des
Wildtyp-Dimers.

5.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die maximalen N- und C-terminalen Deletionen
von Lhca1 und Lhca4, die eine stabile Monomerfaltung der LHCs erlauben, zu bestimmen.
Dagegen war die Identifizierung der Endpunkte der Dimerisierung nicht immer eindeutig. An
den C-Termini beider Untereinheiten mufiten die Minimalmutanten (ber eine Reihe von
Rekonstitutionen und anschlieRenden Gelauftrennungen statistisch bestimmt werden. So
besteht Uber die Rolle der C-Termini bei der Dimerisierung noch teilweise Unklarheit. Beide
Deletionsmutanten bildeten laut Gelauftrennung Dimere. Diese Resultate konnten durch
werder durch Chlorophyll/Protein-Stochiometrie-Daten noch durch CD-Absorption und
Fluoreszenzemission bestatigt werden. Ein wichtiger Punkt ist die Untersuchung der
Protein/Chlorophyll-Verhaltnisses. Die Optimierung der Proteinbestimmung ware hier
notwendig, wobei eine Quantifizierung nach Entfernung von Detergentien, Saccharose und
Fremdproteinen durchgefiihrt werden sollte.

Um die Bedeutung der einzelnen Aminosauren fur die Dimerisierung zu ermitteln, mussen
die letzten 15 Aminosduren des C-Terminus am Lhcal sukzessive mit Hilfe von
Aminosauresubstitutionen untersucht werden, denn hier scheinen mehrere Seitenketten an
der Stabilisierung des Dimers beteiligt zu sein. Ein potentieller Kandidat fur die
Wechselwirkung mit Lhca4 ist vermutlich D-191, das mit W-185 interagieren koénnte.
Untersuchungen anhand von Einzel- und Doppel-Punktmutanten erscheinen hierfir
geeignet.

Durch die Untersuchungen am N-Terminus des Lhca1 konnte gezeigt werden, dal dieser
einen wichtigen Faktor fiir die Dimerisierung darstellt. Leider ist noch nicht klar, ob das
Tryptophan, dessen Deletion zum Verlust der Dimerbildung flihrt, direkt durch eine
Wechselwirkung mit dem Lhca4 die Assemblierung der Untereinheiten bewirkt und wo der
Interaktionspartner lokalisiert ist. Eine potentielle Wechselwirkung ware mit dem stromalen
Loop des Lhcad4 maglich. Erste Versuche in dieser Richtung, in denen der Loop gegen die
entsprechende Region des Lhca3 ausgetauscht wurde, lieferten keine stabilen Monomere
der Lhca4-Mutanten.

Um zu klaren, ob neben Wechselwirkungen der terminalen Regionen auch die Helices die
Assemblierung des Dimers bewirken kdnnen, kdnnte in einem ersten Versuch die 2. Helix
von Lhca1 und Lhca4 gegen die entsprechende Helix von Lhca2 oder Lhca3, die keine
Dimere mit Lhca1 oder Lhca4 bilden, ausgetauscht werden. Hat der Austausch einen Effekt
auf die Dimerbildung oder ihre Effizienz, sollten in weiteren Experimenten das AxxxH-Motiv
des Lhca1 und die Hxxxl-Sequenz des Lhca4 modifiziert werden, um deren Bedeutung flr
die Assemblierung bewerten zu kdnnen.

Eine ausgedehnte Datenbanksuche kénnte die Relevanz der oben genannten Motive flur
andere Transmembranproteine, Uber den LHCI-730 hinaus, belegen.
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6 Zusammenfassung

Proteine setzen sich aus, durch Peptidbindungen kovalent verknlUpfte, Aminosauren
zusammen. Die Faltung einer Polypeptidkette ist das Resultat selektiver Interaktionen
zwischen den Aminosdureseitenketten einerseits und der physiologischen Umgebung
andererseits. Proteine sind an allen biologischen Prozessen beteiligt. Sie steuern und
regulieren als Enzyme durch ihre katalytische Aktivitat Stoffwechselwege. Proteine
transportieren und speichern Stoffe, vermitteln die Umwandlung von chemischer in
mechanische Energie, sind mafigeblich an der Reproduktion von Zellen sowie Organismen
beteiligt und haben Stlitz— und Gertstfunktion.

Als Trager von Chromophoren sind Proteine unmittelbar an dem ProzeR beteiligt, der Leben
in der heutigen Form erst moglich machte, der Photosynthese. Mit Hilfe gebundener
(Bakterio)chlorophylle vermitteln Proteine durch die Absorption von Licht letztlich dessen
Umwandlung in chemische Energie. Die beteiligten Pigment-Protein-Komplexe der héheren
Pflanzen sind in die Thylakoidmembranen der Chloroplasten integriert oder damit assoziiert.
Aufgrund der schwierigen Kristallisierung von Membranproteinen ist tber die Struktur, der an
der Photosynthese beteiligten Proteine noch wenig bekannt. Das Untersuchungsobjekt
dieser Arbeit ist der zum Photosystem | gehérende Lichtsammler LHCI-730. Das Molekdl ist
ein heterodimerer Pigment-Protein-Komplex, bestehend aus den Untereinheiten Lhca1 und
Lhca4, der den Licht-Absorptionsquerschnitt des Photosystem | vergrofiert. Der LHCI-730 ist
wahrscheinlich der einzige heterodimere Lichtsammelkomplex hoéherer Pflanzen. Eine
charakteristische Eigenschaft dieses LHCs ist seine langwellige 77 K Fluoreszenzemission
bei 730 nm, die dem Komplex seinen Namen gab. Die fir diese Emission verantwortlichen
Chlorophylle sind mit der Lhca4-Untereinheit assoziiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe rekombinanter Proteine untersucht, welche
terminalen Bereiche der Untereinheiten Lhca1l und Lhca4 fir eine Dimerbildung relevant
sind. Dabei sollte geklart werden, ob an den Termini gelegene Aminosauren fir die
Dimerisierung essentiell sind. Da die Untereinheiten des LHCI-730 als monomere Pigment-
Protein-Komplexe ebenso stabil sind und auch in vivo nachgewiesen werden konnten,
wurden auch Untersuchungen zu den strukturellen Anforderungen fur die Bildung von Lhca1
und Lhca4 Monomeren durchgefihrt. Dazu wurden auf DNA-Ebene mittels PCR-
Mutagenese Verkirzungen am Protein und Austausche von einzelnen Aminosauren
vorgenommen. Die Mutanten wurden in vitro mit Pigmenten rekonstituiert, um deren
Bildungsfahigkeit von monomeren und dimeren LHCs durch schwach denaturierende
Gelelektrophorese zu bestimmen.

Die Deletionsuntersuchungen zu Identifizierung der fir die Monomerbildung wichtigen
terminalen Bereiche von Lhca1 und Lhca4 zeigten, dal® der extrinsische N-terminale Bereich
beider Proteine fir die Faltung stabiler monomerer Pigment-Protein-Komplexe nicht
notwendig ist. Erst mit der Entfernung des E-37 war am N-Terminus des Lhca1 keine
Monomerbildung mehr nachweisbar. Die Aminosaure W-39, deren Deletion im Lhca4 zum
Verlust der Monomerbildung fuhrte, zeigte beim Austausch gegen die Aminosauren F, A, G
und H im Vollangenprotein, dal} in diesem Fall der hydrophobe Charakter der Aminosaure
wichtig fur die Faltung zum monomeren LHC ist. Die Deletion am C-Terminus der beiden
Proteine durfte die amphipathische vierte Helix nicht mit einschlieBen. Der Lhca1 bildete bis
zur Deletion von 20 Aminosduren Monomere, beim Lhca4 war es mdglich das Protein um
12 Aminosauren zu verklrzen. Es war zu beobachten gewesen, dal® die Monomerstabilitat
mit der Verkurzung der Proteine immer weiter abnahm, ein Effekt, der beim verwandten
LHCII nicht nachgewiesen werden konnte. Die Aminosauren, bei deren Deletion die
Monomerbildung an N- und C-Terminus verhindert wurde, waren in ihren Eigenschaften nicht
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einheitlich. Es wurden geladene (Glutamat (E-37), Lhca1 N-Terminus und Aspartat (D-188),
Lhca4C-Terminus), aromatische (Tryptophan (W-39), Lhca4 N-Terminus) und neutrale
Aminosauren (Leucin (L-181), Lhca1l C-Terminus) an den entscheidenden Positionen
identifiziert.

Ahnliche Untersuchungen wurden am monomeren LHCII durchgefiihrt, von dem seit 1994
eine auf elektronenmikroskopischen Daten beruhende Struktur vorliegt (Kihlbrandt et al.,
1994). Der LHCII ist mit Lhca1 und Lhca4 verwandt. Neben einer Sequenzhomologie von ca.
35% sind wichtige strukturbildende Aminosduren konserviert. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dal} die Faltung der monomeren LHCs dieser Proteine in den helicalen
Bereichen sehr ahnlich ist. Das zeigen auch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, denn
die Proteinverkirzungen, die noch eine Monomerbildung erlauben, sind bei den LHCI-730
Proteinen mit denen des LHCII vergleichbar.

Untersuchungen zum Einflu der Deletionen auf die 77 K Fluoreszenzemission der kirzest
moglichen Deletionsmutanten lieferten nur im Fall der N-terminalen Mutante des Lhca4
(Lhcad4A38N) eine Reduzierung der charakteristischen langwelligen Emission bei 725 nm.
Dies deutet auf eine Beeinflussung der langwellig emittierenden Chlorophyll-Spezies durch
die Deletion des N-Terminus hin.

Die Experimente zur Dimerbildung des LHCI-730 lieferten unterschiedliche Ergebnisse fir
die maximal mdglichen Deletionslangen der Termini beider Proteine. Am N-Terminus des
Lhcal war nach Entfernung des Tryptophans an Position 4 keine Dimer-Bande im Gel
nachweisbar. In Substitutionsexperimenten war eine Dimerbildung nur bei einem Austausch
gegen die ebenfalls aromatische Aminosaure Phenylalanin moéglich. Am N-Terminus des
Lhcad4 bildete die Deletionsmutante mit dem Lhca1-Wildtyp nach Entfernung von
39 Aminosduren kein Dimer mehr. An dieser Position ist ebenfalls ein Tryptophan der
entscheidende Aminosaure-Rest. Da nach Deletion des Tryptophans an der selben Position
der Lhca4 keine Monomere mehr bildet, scheint der Verlust der Dimerisierung an dem
instabilen/nicht-gefalteten Lhca4 zu liegen, was durch die Ergebnisse der Aminosaure-
Substitutionen an dieser Position gestitzt wird. Der Austausch von Tryptophan hat hier nur
Einflul auf die Monomerstabilitat, nicht aber auf die Dimerbildung. Ein instabiles Monomer
verhindert nicht zwanglaufig die Assemblierung der Untereinheiten, wie die Ergebnisse fur
den C-Terminus des Lhca4 zeigen konnten. Obwohl der monomere Lhca4 nur bis zu einer
Deletion von 12 Aminosauren am C-Terminus stabil ist, bildet er bis zu einer Entfernung von
32 Aminosauren Dimere. Die Entfernung von Isoleucin an Position 168 (Lhca4A33C) fuhrt
zum Verlust der Dimerbildungsfahigkeit. Der Austausch dieser Aminosaure hat hingegen
keinen Effekt auf die Dimerstabilitat. Offensichtlich kénnen die mit verkirztem Lhca4
gebildeten LHCs Uber einen bestimmten Bereich der anderen Untereinheit stabilisiert
werden, bis letztendlich der Eingriff in die Proteinfaltung so grof ist, da} das Dimer instabil
wird bzw. keine Bildung mehr erfolgen kann. Am C-Terminus des Lhca1 ist wiederum ein
Tryptophan die entscheidende Aminosaure. Die Bedeutung der spezifischen Eigenschaften
dieser Aminosaure ist an dieser Stelle nicht so essentiell wie am N-Terminus, wie
Aminosaureaustausche an dieser Stelle belegen. Die Substitution des Tryptophans durch
vier Aminosauren mit abnehmender Hydrophobizitat hat keinen Effekt auf die
Bildungsfahigkeit des Dimers.

Ziel dieser Arbeit war es die Relevanz der Termini fir die Bildung von Monomer und Dimer
zu untersuchen. Die terminalen Strukturen bilden aber sicher nicht die einzigen Bereiche im
LHCI-730 bzw. dessen Untereinheiten, die fir Faltung, Stabilitit und Assemblierung
verantwortlich sind. Es konnte am LHCII gezeigt werden, daf bestimmte Aminosauren in den
Schleifenregionen durchaus einen Effekt auf die Stabilitat eines monomeren LHCs haben
kénnen (Heinemann und Paulsen, 1999). Da die Termini des Lhca4 bei der Dimerbildung
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kaum oder gar nicht mit den Termini des Lhcal zu interagieren scheinen, ist eine
Wechselwirkung der Lhca1-Termini mit den Schleifen des Lhca4 denkbar. Die in dieser
Arbeit verwendeten Methoden zur Herstellung von Mutanten eignen sich auch fiir den Loop-
Austausch. Daneben sind die gering konservierten Aminosauren der zweiten
Transmembranhelix, mit einem potentiellen Dimerisierungsmotiv. aus hydrophoben
Aminosauren in beiden Untereinheiten mdgliche Kandidaten fir intermolekulare
Wechselwirkungen von Lhca1 und Lhca4.
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A-1 Anhang

Anhang

A.1 Primer

In den folgenden Tabellen sind die Primer, die zur Herstellung von Deletions- und
Punktmutanten verwendet wurden, aufgelistet. Alle Primer sind in 5°-3"-Richtung notiert.

Primer zur Herstellung der Deletionsmutanten:

Tab. A.1-1: Auflistung der zur Herstellung der Deletionsmutanten verwendeten Primer. .Die
- Unterlegung kennzeichnet den Teil des Primers, der nicht homolog zur Originalsequenz
ist. Die blaue Markierung bezeichnet das Kodon der Restriktionsenzyme BamH | (gga tcc) und
Hind Il (aag ctt). Gelb unterlegt sind die zur Originalsequenz homologen Abschnitte, die als
einzige zur Berechnung der Annealing-Temperatur herangezogen wurden.

Lhca1, N-Terminus:

Klon Primer Deletierte Sequenz

cab6 cab6cdf (forward):

5° ... [§¥88d gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6ndr (reverse):

5 ... B8 aag ctt tta att agg gaa aat gcc tttag ... 3°

cab6A3N cab6nd3f: SAD

5° ... [g8d gga tcc tgg atg ccc ggg cag cc ... 3
cab6ndr:

5 ... B8 aag ctt tta att agg gaa aat gcc tttag ... 3°

cab6A4N cab6cd4f: SADW

5° ... B8lgel gga tcc atg ccc ggg cag ccc ¢ ... 3°
cab6ndr:

5 ... B8 aag ctt tta att agg gaa aat gec ttt ag ... 3

cab11A5N | cab6nd5f: SADWM

5° ... Bligat gga tce cce ggg cag cec cgtc ... 3
cab6ndr:

5 ... B8 aag ctt (tta) att agg gaa aat gcc tttag ... 3°

cab6A10N | cab6nd10f: SADWMPGQOPR
5° ... §808ad gga tcc cca tet tac ctc gac ggc ... 3°
cab6ndr:

5 ... B8 aag ctt (tta) att agg gaa aat gec tttag ... 3°

cabBA34N | cab6nd34f: SADWMPGQPRPS
5° ... B8lgE gga tcc aat ttg gaa aga tac aaa gaa tct ... 3° | YLDGSAPGDFGFD
cab6ndr: PLGLGEVPA

5 ... B8 aag ctt tta att agg gaa aat gcc tttag ... 3°

cab6A36N | cab6ndf: SADWMPGQPRPS
5° ... Bllg8d gga tcc gaa aga tac aaagaatctgaac.. 3 |YLDGSAPGDFGFD
cab6ndr: PLGLGEVPANL

5° ... @lf8g aag ctt tta att agg gaa aat gcc tttag ... 3°




A-2 Anhang
cab6A37N | cab6nd37f: SADWMPGQPRPS
5" ... G8laal goa tcc aga tac aaa gaatctgaacttatt ... 3° | YLDGSAPGDFGFD
cab6ndr: PLGLGEVPANLE
5 ... B8 aag ctt (tta) att agg gaa aat gcc tttag ... 3°
cab6A38N | cab6nd38f: SADWMPGQPRPS
5° ... Blilg gga tcc tac aaa gaa tct gaa ctt att cat ... 3° YLDGSAPGDFGFD
cab6ndr: PLGLGEVPANLER

5 ... Blag aag ctt (tta) att agg gaa aat gcc tttag ... 3°

Lhca1, C-Terminus:

Klon Primer Deletierte Sequenz
cab6 cab6cdf (forward):
5" ... [g#888 gga tcc atg tca get gat tgg atg cc ... 3°
cab6ndr (reverse):
5 ... Bl8g aag ctt tta att agg gaa aat gcc tttag ... 3°
cab6A8C cab6cdf: IPKGIFPN
5 ... {8888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd194r:
5 ... I§88 aag ctt (tta) aat aac atc ccc aat gtt gtt g ...3"
cab6A9C cab6cdf: IIPKGIFPN
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd193r:
5 ... Bl aag ctt (tta) aac atc ccc aat gtt gtt gtg...3"
cab6A10C | cab6cdf: VIIPKGIFPN
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd192r:
5 ... B84 aag ctt (tta) atc ccc aat gtt gtt gtg cc...3
cabB6A11C | cab6cedf: DVIIPKGIFPN
5 ... {8888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd191r:
5° ... gigat aag ctt (tta) ccc aat gtt gtt gtg cca tg ...3°
cab6A12C | cab6cedf: GDVIIPKGIFPN
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd190r:
5 ... fl@al aag ctt (tta) aat gtt gtt gtg cca tgg gt ...3"
cab6A13C | cab6edf: IGDVIIPKGIFPN
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd189r:
5 ... @8l aag ctt (tta) gtt gtt gtg cca tgg gtc a ...3"
cab6A14C | cab6cedf: NIGDVIIPKGIFPN
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca get gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd188r:
5° ... BIall8 aag ctt (tta) gtt gtg cca tgg gtc agc ...3°
cab6A15C | cab6edf: NNIGDVIIPKGIFPN

5 ... {8888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cd187r:

5 ... Blaal aag ctt (tta) gtg cca tgg gtc agc caa ...3°




A-3 Anhang
cab6A16C | cab6edf: HNNIGDVIIPKGIFP
5" ... {80888 gga tcc atg tca get gat tgg atg cc ... 3° N
cab6cd186r:
5 ... Bigal aag ctt (tta) cca tgg gtc age caa gtg ...3°
cab6A17C | cab6edf: WHNNIGDVIIPKGIF
5° ... {80888 gga tcc atg tca get gat tgg atg cc ... 3° PN
cab6cd185r:
5 ... gt aag ctt (tta) tgg gtc agc caa gtg agt t ...3°
cab6A18C | cab6edf: PWHNNIGDVIIPKGI
5° ... [§#88d gga tcc atg tca get gat tgg atg cc ... 3 FPN
cab6cd184r:
5 ... lgHt aag ctt (tta) gtc agc caa gtg agt tgc ¢ ...3°
cab6A19C | cab6edf: DPWHNNIGDVIIPK
5 ... {8888 gga tcc atg tca gt gat tgg atg cc ... 3 GIFPN
cab6cd183r:
5 ... BIgg aag ctt (tta) agc caa gtg agt tgc caa g .3
cab6A20C | cab6edf: ADPWHNNIGDVIIP
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca get gat tgg atg cc ... 3 KGIFPN
cab6cd182r:
5 ... fi68d aag ctt (tta) caa gtg agt tgc caa gtt ct...3"
cab6A21C | cab6cedf: LADPWHNNIGDVII
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3° PKGIFPN
cab6cd181r:
5 ... Bgg aag ctt (tta) gtg agt tgc caa gtt ctc ¢ ...3°
cab6A22C | cab6cedf: HLADPWHNNIGDVI
5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3° IPKGIFPN
cab6cd180r:
5 ... GIGIE aag ctt (tta) agt tgc caa gtt ctc caa tg ...3"
cabbA29C cab6cdf: PLENLATHLADPW

5° ... [§¥888 gga tcc atg tca gct gat tgg atg cc ... 3°
cab6cdr:

5 ... BIgH aag ctt (tta) tcc tgt tcc tgg ata tgc tg ... 3°

HNNIGDVIIPKGIFP
N

Lhca4, N-Terminus:

Klon

Primer

Deletierte Sequenz

cab11

cab11cdf (forward):

5° ... [8l886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg ctt cc ...
cab11ndr (reverse):

5 ... Bl aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

cab11A11N

cab11nd11f (forward):

5 ... §6Mid gga tcc cct gat tat ctt gat ggc ag ... 3°
cab11ndr (reverse):

5 ... Blall aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

KKGQWLPGLAS

cab11A24N

cab11nd24f (forward):

5 ... §algae gga tcc ttt gat cca ttg gga ctt gtg ... 3°
cab11ndr (reverse):

5 ... Biall aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

KKGQWLPGLASPD
YLDGSLPGDNG
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cab11A32N | cab11nd32f: KKGQWLPGLASPD
5" ... §alelt gga tcc gac cca gag aac ttg aaatg ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr: PLGLVE
5 ... Blall aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

cab11A35N | cab11nd35f: KKGQWLPGLASPD
5° ... [8I§88 gga tcc aac ttg aaa tgg ttc atc cag ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr: PLGLVEDPE
5 ... B8l aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

cab11A37N | cab11ndf (forward): KKGQWLPGLASPD
5° ... B8lgad gga tcc aaa tgg ttc atc cag gctga ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr (reverse): PLGLVEDPENL
5 ... B8l aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

cab11A38N | cab11nd38f: KKGQWLPGLASPD
5 ... Bgi@ae gga tcc tgg ttc atc cag gct gaac ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr: PLGLVEDPENLK
5 ... B8l aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

cab11A39N | cab11nd39f: KKGQWLPGLASPD
5° ... BOMig gga tcc ttc atc cag gctgaactg g ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr: PLGLVEDPENLKW
5 ... B8l aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°

cab11A40N | cab11nd40f: KKGQWLPGLASPD
5° ... [gl88d gga tcc atc cag gct gaactggtga ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr: PLGLVEDPENLKW
5 ... B8l aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3° F

cab11A42N | cab11nd42f: KKGQWLPGLASPD
5° ... §8M8 gga tcc get gaa ctg gtg aat ggtc ... 3° YLDGSLPGDNGFD
cab11ndr: PLGLVEDPENLKW
5° ... Biall aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3° FIQ

Lhca4, C-Terminus:

Klon Primer Deletierte Sequenz
cab11 cab11cdf (forward):
5° ... [8l886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg ctt cc ...
cab11ndr (reverse):
5 ... Biall aag ctt cta gtt gct gag tgt ttg ga ... 3°
cab11A10C |cab11cdf: HNTIIPKGIFPN
5 ... [@888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg ctt cc ...
cab11cd191r:
5°... g8t aag ctt (tta) cca tgg gtc aga gag gtg ... 3°
cab11A11C |cab11cdf: WHNTIIPKGIFPN
5 ... {8888 gga tcc aag aaa ggt caatgg cttcc ... 3°
cab11cd190r:
5 ... B8t aag ctt (tta) tgg gtc aga gag gtg ctg ... 3°
cab11A12C |cab11cdf: PWHNTIIQTLSN

5 ... {8888 gga tcc aag aaa ggt caatgg cttcc ... 3°
cab11cd189r:

5 ... Bglg aag ctt (tta) gtc aga gag gtg ctg cag ... 3°
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cab11A13C

cab11cdf:

5" ... {8888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg ctt cc ... 3°
cab11cd188r:

5° ... gi66a aag ctt (tta) aga gag gtg ctg cag aag g ... 3°

DPWHNTIQTLSN

cab11A14C

cab11cdf:

5" ... {8888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg ctt cc ... 3°
cab11cd187r:

5 ... gi68d aag ctt (tta) gag gtg ctg cag aag gtt g ... 3°

SDPWHNTIIQTLSN

cab11A15C

cab11cdf:

5° ... [8I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3°
cab11cd186r:

5 ... 8§48 aag ctt (tta) gtg ctg cag aag gtt gtca ... 3°

LSDPWHNTIIQTLS
N

cab11A16C

cab11cdf:

5 ... {8888 gga tcc aag aaa ggt caatgg cttcc ... 3°
cab11cd185r:

5 ... GIgt8 aag ctt (tta) ctg cag aag gtt gtc aaa ag... 3°

HLSDPWHNTIIQTL
SN

cab11A20C |cab11cdf: NLLQHLSDPWHNTI
5° ... [@I888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° IQTLSN
cab11cd181r:
5 ... §Ielg aag ctt (tta) gtc aaa agg tcc ctt ccc ... 3°

cab11A21C |cab11cdf: DNLLQHLSDPWHN
5° ... [@I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° TIQTLSN
cab11cd180r:
5 ... §iéag aag ctt (tta) aaa agg tcc ctt ccc agt ... 3°

cab11A22C |cab11cdf: FDNLLQHLSDPWH
5° ... [@I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° NTIIQTLSN
cab11cd179r:
5 ... gl@ag aag ctt (tta) agg tcc ctt ccc agt cac ... 3°

cab11A23C |cab11cdf: PFDNLLQHLSDPW
5° ... [@I888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° HNTIIQTLSN
cab11cd178r:
5 ... BIgH aag ctt (tta) tcc ctt ccc agt cac att g ... 3°

cab11A24C |cab11cdf: GPFDNLLQHLSDP
5° ... [@I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° WHNTIIQTLSN
cab11cd177r:
5 ... g8 aag ctt (tta) ctt ccc agt cac att gtg c... 3°

cab11A25C |cab11cdf: KGPFDNLLQHLSD

5° ... [@I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3°
cab11cdr:

5 ... @IgHt aag ctt (tta) tcc ctt ccc agt cac att g ... 3°

PWHNTIIQTLSN

cab11A26C

cab11cdf:

5° ... [@I888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3°
cab11cd175r:

5 ... Bl8gg aag ctt (tta) agt cac att gtg ctg cac tat ... 3°

GKGPFDNLLQHLS
DPWHNTIQTLSN

cab11A27C

cab11cdf:

5° ... [@I888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3°
cab11cd174r:

5° ... Gle8 aag ctt (tta) cac att gtg ctg cac tat aa ... 3°

TGKGPFDNLLQHL
SDPWHNTIIQTLSN
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cab11A28C |cab11cdf: VTGKGPFDNLLQH
5° ... [8I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° LSDPWHNTIIQTLS
cab11cd173r: N
5 ... BIeHl aag ctt (tta) att gtg ctg cac tat aaa tcc ... 3°

cab11A29C |cab11cdf: NVTGKGPFDNLLQ
5° ... [8I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° HLSDPWHNTIIQTL
cab11cd172r: SN
5 ... [l888 aag ctt (tta) gtg ctg cac tataaatccca ... 3°

cab11A32C |cab11cdf: VQHNVTGKGPEDN
5° ... [8I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° LLQHLSDPWHNTII
cab11cd169r: QTLSN
5 ... Bl@al aag ctt (tta) tat aaa tcc caa aaatgccaac .. 3

cab11A33C |cab11cdf: IVQHNVTGKGPFD
5 ... {8888 gga tcc aag aaa ggt caatgg cttcc ... 3° NLLQHLSDPWHNTI
cab11cd168r: IQTLSN
5 ... Igg aag ctt (tta) aaa tcc caa aaatgc caacata .. 3°

cab11A34C |cab11cdf: FIVQHNVTGKGPFD
5° ... [@I886 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° NLLQHLSDPWHNTI
cab11cd167r: IQTLSN
5 ... @Ielg aag ctt (tta) tcc caa aaa tgc caa cat agc ... 3°

cab11A35C |cab11cdf: GFIVQHNVTGKGPF
5° ... [@I888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° DNLLQHLSDPWHN
cab11cd166r: TIIQTLSN
5 ... §I6a8 aag ctt (tta) caa aaa tgc caa catagcc ... 3°

cab11A38C |cab11cdf: AFLGFIVQHNVTGK
5° ... [@I888 gga tcc aag aaa ggt caa tgg cttcc ... 3° GPFDNLLQHLSDP
cab11cd163r: WHNTIIQTLSN

5° ... 868 aag ctt (tta) caa cat agc caa tct ccc ... 3°

Primer zur Herstellung der Punktmutanten:

Tab. A.1-2: Forward-Primer zur Herstellung der N-terminalen Punktmutanten des Lhca1.
Gleichzeitig mit der Veranderung des Kodons fiir die neue Aminosaure (gelb unterlegt) wurde
die in der Nahe liegende Pvu lI-Schnittstelle (CAGCTG, grin markiert) geléscht. Als Reverse-
Primer wurde cab6ndr verwendet (Sequenz s. Tab. A-1). Fett gedruckte Buchstaben wurden bei
der Berechnung der Annealing-Temperatur der Primer nicht bertcksichtigt, da sie zur
Originalsequenz nicht homolog sind.

Klon Primer
Lhca1 atg tca gct gat ttg atg ccc gg
Lhca1W4F atg tca gcc gat ttc atg ccc g
Lhca1W4A atg tca gcec gat gcg atg ccc g
Lhca1W4G atg tca gcc gat ggg atg ccc g
Lhca1W4H atg tca gcc gat cac atg ccc gg
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Tab. A.1-3: Forward-Primer zur Herstellung der C-terminalen Punktmutanten des Lhca1.
Durch den Basenaustausch flir den Einbau der neuen Aminosaure wurde gleichzeitig die an
dieser Position liegende Nco I-Schnittstelle (CCA TGG) geldscht. Als Reverse-Primer wurde
cabbndr verwendet. Fett gedruckte Buchstaben wurden bei der Berechnung der Annealing-
Temperatur der Primer nicht bertcksichtigt.

Klon Primer
Lhca1 g gct gac cca tgg cac aac aac
Lhca1W185F |g gct gac cca ttc cac aac aac
Lhca1W185A gct gac cca gcg cac aac aac
Lhca1W185G |g gct gac cca cac cac aac aac
Lhca1W185H ct gac cca ggg cac aac aac

Tab. A.1-4: Reverse-Primer zur Herstellung N-terminaler Punktmutanten des Lhca4. Durch
Ersetzen der Base Cytosin am Ende des Kodon gegen Thymidin wurde die Xmn I-Schnittstelle
(GAANNNNTTC, grin unterlegt) geldscht. Gelb markiert ist das Kodon fir die ausgetauschte
Aminosaure. Als Forward-Primer wurde cab11cdf verwendet. Fett gedruckte Buchstaben
wurden bei der Berechnung der Annealing-Temperatur der Primer nicht bertcksichtigt.

Klon Primer

Lhca4 gc ctg gat gaa ggt ttt caa gtt ct
LhcadW39F |gc ctg gat gaa gaal ttt tlaa gtt ct
LhcadW39A |gc ctg gat gaa cgc ttt taa gtt ctc
LhcadW39G |gc ctg gat gaa ccc ttt taa gtt ctc
LhcadW39H |gc ctg gat gaa gtgfttt tlaa gtt ct

Tab. A.1-5: Reverse-Primer zur Herstellung C-terminaler Punktmutanten des Lhca4. Durch
Ersetzen der Base Cytosin am Anfang des Kodon gegen Thymidin wurde die Dra lll-
Schnittstelle (CAC NNN GTG, grin unterlegt) geldscht. Als Reverse-Primer wurde cab11ndr
verwendet.

Klon Primer

Lhca4 tg gga ttt ata gtg cag cac aat gtg ac
Lhca4l168W |tg gga ttt tgg gtg cag cat aat gtg ac
Lhca4l168F tg gga ttt ttc gtg cag cat aat gtg ac
Lhca4l168L tg gga ttt tta gtg cag cat aat gtg ac
Lhcad4l168A |tg gga ttt gca gtg cag cat aat gtg ac
Lhca4l168H tg gga ttt gtg cag gtg ac
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A.2 Aminosaure- und DNA-Sequenzen von Lhca1 und Lhca4
Tab. A.2-1: Aminosaure und DNA-Sequenz von Lhca1 und Lhca4.

Lhca1

S A D W M P G QO P
GCT GAT TGG ATG CCC GGG CAG CCC

P S Y L D
CCA TCT TAC CTC GAC 45

R

TCA CGr

G S A P G D F G F D S L G L G
GEC TCA GCC CCC GGA GAT TTT GGA TTT GAT CCA CTT GGI' TTA GGA 20
E Vv P A N L E R Y K E S E L |
GAA GTA CCT GCA AAT TTG GAA AGA TAC AAA GAA TCT GAA CTT ATT 135
H C R W A M L A VvV P G | | v P
CAT TGC AGA TGG GCT ATG CTT GCT GIT CCC GGA ATC ATA GITA CCA 180
E A L G L G N W VvV K A O E W A
GAA GCA TTG GGC TTA GGI' AAT TGG GTC AAG GCC CAA GAA TGG GCA 225
A P G G Q A T Y L G Q P V P
GCC ATT CCT GGTI GGA CAA GCT ACA TAT TTG GEC CAG CCT GIT CCA 270
w G T L P T | L A E F L A
TGG GGA ACA CTT CCT ACT ATT TTG GCT ATT GAA TTT TTA GCC ATA 315
A F VvV E H O R S M E K D S E K
GCC TTT GITA GAA CAC CAA AGG AGI ATG GAA AAA GAT TCA GAA AAG 360
K K Y P G G A F D P L G Y S K
AAG AAG TAT CCT GGI GG GCT TTT GAC CCA TTG GGI' TAC TCT AAA 405
D P A K F E E L K Vv K E | K N
GAC CCT GCT AAA TTT GAA GAA CTC AAA GIT AAG GAA ATC AAG AAT 450
G R L A L L A v G F C V 0O O
GGT CGT CTT GCA TTG TTG GCA TTT GIG GGA TTT TGI GTA CAA CAA 49
S A Y L G T G P L E N L A T H
TCA GCA TAT CCA GGA ACA GGA CCA TTG GAG AAC TTG GCA ACT CAC 540
L A D P W H N N I G D VvV | | P
TTG GCT GAC CCA TGG CAC AAC AAC ATT GGG GAT GIT ATT ATC CCT 585
K G | F P N

AAA GGC ATT TTC CCT AAT 630
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Lhca4
K K G Q W L P G L A S P D Y L
AAG AAA GGT CAA TGG CTT CCT GGC TTA GCC TCT CCT GAT TAT CIT 45
D G S L P G D N G F D P L G L
GAT GGC AGT CTC CCA GGA GAC AAT GGTI TTT GAT CCA TTG GGA CTT 20
\% E D P E N L K W F | Q A E L
GTG GAG GAC CCA GAG AAC TTG AAA TGG TTC ATC CAG GCT GAA CTG 135
\ N G R W A M L G \ A G M L L
GITG AAT GGT CGTI TGG GCT ATG TTG GGT GIT GCA GGG ATG CTG TTG 180
P E \ F T S | G | L N \ P K w
CCT GAA GIT TTC ACT AGC ATT GGG ATA CTT AAT GIG CCC AAA TGG 225
Y D A G K S E Y F A S S S T L
TAC GAT GCT GGA AAA TCA GAG TAC TTT GCA TCA TCA TCC ACC CTG 270
F \% | E F | L F H Y \ E | R R
TTT GIG ATC GAG TTC ATC TTG TTC CAC TAC GIC GAG ATC AGA AGG 315
w Q D I K N P G S V N Q D P I
TGG CAA GAC ATT AAG AAC CCA GGA AGT GIC AAC CAA GAC CCT ATC 360
F K N Y S L P P N K C G Y P G
TTC AAG AAC TAC AGC TTG CCT CCT AAT AAA TGT GGA TAC CCT GGT 405
G | F N P L N F A P T E E A K
GGI' ATT TTC AAC CCA CTC AAC TTT GCA CCA ACT GAA GAG CGCC AAG 450
E K E L A N G R L A M L A F L
GAG AAG GAA CTT GCT AAT GGG AGA TTG CGCT ATG TTG GCA TTT TTG 49
G F | \ Q H N \ T G K G P F D
GGA TTT ATA GIG CAG CAC AAT GTG ACT GGG AAG GGA CCT TTT GAC 540
N L L Q H L S D P W H N T I I
AAC CTT CTG CAG CAC CTC TCT GAC CCA TGG CAC AAC ACC ATC ATC 58
Q T L S N
CAA ACA CTC AGC AAC 630
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A.3 Aminosauren

Tab. A.3-1: Aminosaureseitenketten, Strukturen und Abkirzungen.

Alanin (A) O Leucin (L)

\J

Arginin (R) Lysin (K)

prd
/g Z
pd pd

piae

@)
Z
—O

Asparagin (N) Methionin (M)

7

)
0‘60

Aspartat (D) |O Phenylalanin (F) |
OW m
O N N
Cystein (C) |O Prolin (P) |O
N
N N
Glutamin (Q) 0O Serin (S) @]
N o) |
| 0
N
N
Glutamat (E) 0 Threonin (T) O 0
O
ow |
N
Glycin (G) o) Tryptophan (W)

o

- z
b
—O
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Histidin (H) |C) Tyrosin (Y) |C)
N
</ | N N
N
Isoleucin (1) Valin (V)

O
4&—
O
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