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A) Einleitung

A Einleitung

1. Der Photosyntheseapparat

Die Photosynthese der griinen Pflanzen und Cyanobakterien ist ein sehr effizientes System, die
Energie des Sonnenlichtes zum Aufbau organischer Stoffe aus anorganischen Ausgangs-
substanzen zu nutzen.

Der Ort der pflanzlichen Photosynthese sind die Chloroplasten, Zellorganellen, die durch zwei
Hullmembranen vom Cytosol der Zelle abgegrenzt werden und die vermutlich durch die
Phagocytose eines Cyanobakterienvorlaufers durch einen frihen einzelligen Eukaryoten
entstanden (Endosymbiontentheorie). Das Innere der Chloroplasten enthédlt ein weiteres
Membransystem, die Thylakoidmembran, die sich wiederum in stapelférmig angeordnete
Grana- und diese verbindende Stromathylakoide unterteilen l&sst. Man untergliedert den
Photosynthesevorgang in zwei unterschiedliche Prozesse, die als Licht- und Dunkelreaktion
bezeichnet werden. Die Komplexe der Lichtreaktion befinden sich in der Thylakoidmembran
oder sind mit dieser assoziert (Abb. 1), wahrend die Enzyme der Dunkelreaktion im
Chloroplastenstroma lokalisiert sind. Die Lichtreaktion dient der Umwandlung der
.eingefangenen” Sonnenenergie in Energie- und Reduktionsaquivalenten (ATP, NADPH). Dabei
werden Uber eine Elektronentransportkette Elektronen aus der photolytischen Spaltung von
Wasser auf NADP" Ubertragen und Uber der Thylakoidmembran wird ein Protonengradient
aufgebaut, dessen Abbau von der ATP-Synthase (CFo/CF;-Komplex) zur ATP-Synthese genutzt
wird. In der Dunkelreaktion dienen die gebildeten Energie- und Reduktionsaquivalente der
Fixierung von CO, in Form von Kohlenhydraten. Damit bildet die Photosynthese die Grundlage
tierischen Lebens auf der Erde, da sie zum einen die organischen Stoffe liefert, aus deren
Oxidation heterotrophe Organismen Energie gewinnen, und zum anderen den dafir
notwendigen Sauerstoff produziert (Heldt, 2003).

Carbon fixing =
reactions 3H*

j ADP4E 4 AP
T
P B .

ATP synthase

Abb. 1: Die Komponenten des Photosyntheseapparates (Modell nach Jon Nield, 2003). Dargestellt sind die
beiden Photosysteme, der Cytochrom besf-Komplex und die ATP-Synthase eingebettet in die Thylakoidmembran.



A) Einleitung

Die lichtgetriebene Elektronentransportkette des pflanzlichen Photosyntheseapparates befindet
sich wie in Abb. 1 dargestellt in der Thylakoidmembran und besteht aus zwei Photosystemen
(PSII und PSI), dem Cytochrom bgf-Komplex (Cyt bsf-Komplex) und der ATP-Synthase. Beide
Photosysteme bestehen jeweils aus einem Kernkomplex, der das Reaktionszentrum (RZ) mit
einem speziellen Chlorophyll a (Chl a)-Dimer tragt, an dem die Ladungstrennung stattfindet,
und einer Lichtsammelantenne (LHC = light-harvesting complex), die dazu dient den
Absorptionsquerschnitt der PS zu vergrofZern. Durch Einwirkung eines Photons werden die an
die LHC gebundenen Chromophore angeregt und die Energie Uber excitonische Kopplung
innerhalb der Antennen bis zum RZ des PSII weitergeleitet. Dort kommt es am P680 (Chl a-
Dimer) zur Ladungstrennung und ein Elektron wird emittiert. Dieses wird Uber Molekile mit
abnehmendem Redoxpotential auf den Zweielektronenlbertrager Plastochinon Ubertragen. Die
am PSIl entstandene Elektronenliicke wird durch die photolytische Wasserspaltung am
wasserspaltenden Komplex (OEC, ,oxygen evolving complex®), der auf der luminalen Seite der
Membran mit dem PSIlI assoziiert ist, wieder aufgefillt. Der Cyt bef-Komplex tbernimmt
Elektronen vom Plastochinon und reduziert seinerseits Plastocyanin (PC), einen
Einelektronentbertrager auf der luminalen Seite der Thylakoidmembran. Von diesem werden
Elektronen zum PSI transportiert, wo sie dazu dienen, die durch die Ladungstrennung am P700
entstandene Elektronenliicke zu schlieRen. Das vom P700 abgegebene Elektron wird wiederum
Uber verschiedene Redoxkomponenten auf Ferredoxin (Fed) Ubertragen und letztendlich zur
Reduktion von NADP" genutzt. Die Kopplung zweier Photosysteme, und damit die zweimalige
Anregung eines Elektrons, ist nétig, um die Potentialdifferenz zwischen der Oxidation des
Wassers und der Reduktion des NADP™ zu Uberbriicken (Heldt, 2003).

Die beiden Photosysteme liegen in der Thylakoidmembran asymmetrisch verteilt vor. Das PSII
inklusive seiner minoren LHC (CP29, CP26 und CP24) und dem majoren LHCIIb befindet sich
Uberwiegend in den Granabereichen der Thylakoide wéhrend das PSI mitsamt seines
Lichtsammelkomplexes im stromalen Bereich gehéauft vorkommt (Andersson und Anderson,
1988). Die ATP-Synthase befindet sich ebenfalls in den Stromathylakoiden (Cramer et al.,
1985; Murphy, 1986). Lediglich der Cyt bsf-Komplex ist relativ gleichmaRig tber beide Bereiche
verteilt (Olive et al., 1986).

2. Aufbau des PSI-LHCI-Holokomplexes

Uber den Multiproteinkomplex des PSI werden Elektronen von PC auf der luminalen Seite der
Thylakoidmembran auf Fed auf der stromalen Seite Ubertragen. Das PSI hoherer Pflanzen
besteht aus mindestens 18 Untereinheiten, von denen flnf chloroplastencodiert sind (Jensen et
al., 2003). Vier der Kern-Untereinheiten (PSI-G, -H, -N und -O) und die vier Lichtsammel-
proteine (Lhcal-4) sind fur das PSI hoherer Pflanzen spezifisch und kommen im PSI von
Cyanobakterien nicht vor (Jordan et al., 2001; Jensen et al., 2003). Insgesamt bindet der PSI-
LHCI-Holokomplex etwa 200 Pigmentmolekiile (Scheller et al., 2001). In dem Strukturmodell
des PSI von Pisum sativum (Erbse) mit einer Auflésung von 4.4 A (Abb. 2), das kiirzlich von
Ben-Shem et al. (2003) veréffentlicht wurde, konnten 16 Untereinheiten und insgesamt 167 Chl-
Molekile zugeordnet werde. In Abb. 2 ist gut zu erkennen, dass der PSI-Holokomplex in zwei
Unterbereiche eingeteilt werden kann. In einen Kernkomplex (Kap. A2.1), der zusatzlich zu den
Komponenten der Elektronentransportkette auch Pigmente bindet, und eine &ulere
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Lichtsammelantenne (Kap A2.2), den sogenannten LHCI, der Lichtenergie absorbiert und an
das RZ weiterleitet. Im Gegensatz zum PSI von Cyanobakterien, das in vivo Trimere bildet
(Jordan et al., 2001), kommt das PSI héherer Pflanzen in monomerer Form vor.

Abb. 2: Strukturmodell des PSI héherer Pflanzen (Ben-Shem et al., 2003). Abgebildet ist eine Aufsicht auf das
Proteingeriist von der stromalen Seite aus. Die Auflésung betragt 4.4 A. Die im PSI von Cyanobakterien nicht
vorkommenden Untereinheiten (PSI-H und PSI-G) sind rot und die Lichtsammelproteine (Lhcal bis Lhca4) sind grin
hervorgehoben. Im PSI von Cyanobakterien und hoheren Pflanzen vorhandene Untereinheiten sind grau gehalten
und die drei Eisen-Schwefel-Cluster sind als rote (Fe) und griine (S) Kugeln dargestellt.

2.1 PSI-Kern-Komplex

Der Kernkomplex des PSI besteht aus mindestens 14 Untereinheiten (Tab. 1), deren Zentrum
ein Heterodimer aus den Untereinheiten PSI-A und PSI-B bildet. Diese jeweils ca. 83 kDa
groRen Pigment-Proteinkomplexe binden zusammen mit PSI-C die an der Ladungstrennung
beteiligten Cofaktoren. Der primére Elektronendonor P700, ein Chla-Dimer, und die
Elektronenakzeptoren Aq (ein Chl a), A; (ein Plastochinon) und Fy (ein 4Fe-4S-Cluster) werden
von PSI-A und PSI-B ligiert, waéhrend PSI-C F, und Fg, (zwei weitere 4Fe-4S-Cluster)
koordiniert (Scheller et al., 2001; Ben-Shem et al., 2003). Aul3erdem binden PSI-A und PSI-B
zusammen 93 Chl a (Ben-Shem et al. 2003) und 22 Carotinoide (Car) (Scheller et al., 2001)
und sind somit zusatzlich an der Lichsammlung beteiligt. Damit unterscheidet sich der Aufbau
des PSI von dem des PSII (Rhee et al., 1998). Bei letzterem binden die RZ-Proteine (D1/D2)
keine Pigmente, diese Aufgabe Ubernehmen die ebenfalls dem PSIll-Kern zugerechneten
inneren Antennen, bestehend aus PSII-B (CP47) und PSII-C (CP43). Die kleineren
Untereinheiten des PSI gruppieren sich pseudosymmetrisch um PsaA und PsaB. Sie lassen
sich in verschiedenen Gruppen einteilen. PSI-F, PSI-J und PSI-N liegen auf einer Seite des
Kernkomplexes und sind direkt oder indirekt an der Bindung des PC auf der luminalen Seite des
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Komplexes beteiligt (Haldrup et al., 1999, 2000). Ihnen gegeniiber liegen PSI-H, PSI-I, PSI-L
und PSI-O, die an der Assoziation des LHCII an das PSI unter state 2-Bedingungen beteiligt
sind (Lunde et al., 2000; Jensen et al., 2004). Auf der stromalen Seite bedinden sich neben
PSI-C auch PSI-D und PSI-E, Uber die Fed an das PSI andockt (Fromme et al., 2003). Die
letzten beiden Untereinheiten, PSI-G und PSI-K liegen einander gegentber an der Peripherie
des Kernkomplexes und sind an der LHCI-Bindung beteiligt (Jensen et al., 2000, siehe auch
Kap. A2.2.3). Fur PSI-G wird auRerdem eine Funktion bei der Regulation des Elektronen-
transfers durch das PSI postuliert (Jensen et al., 2003). Ein aktueller Uberblick tber die
Funktion der einzelnen Untereinheiten wird in Jensen et al. (2003) gegeben (Tab. 1).

Tab. 1: Untereinheiten des PSI-Kern héherer Pflanzen und ihre Funktion nach Jensen et al., 2003. Die
angegebenen Molekularmassen wurden aus der Nukleotidsequenz berrechnet.

Protein Mr [kDa] Funktion Referenz
PSI-A 83.2 Lichtsammlung Rhee et al., 1998

Ladungstrennung ]
PSI-B 82.4 Elektronentransport Brettel et al., 1997; Brettel und Leibl, 2001
PSI-C 8.8 Elektronentransport

Bindung von Fed Andersen et al., 1992a; Pandini et al., 1999
PSI-D 17.6 _

Stabilisierung von PSI-C Naver et al., 1995
PSI-E 10.8 Bindung von Fed und FNR Andersen et al., 1992b

' Zyklischer Elektronentransport van Thor et al., 1999

Bindung von PC Fischer et al., 1999
PSI-F 17.5 ~ .

Interaktion mit LHCI-730 Haldrup et al., 2000

Interaktion mit LHCI-680 Jansson et al., 1996
PSI-G 10.8 Regulation des Energietransfers

vom LHCI zu PSI-Core Jensen etal., 2002
PSI-H 10.2 Bindung von LHCII Naver et al., 1999; Lunde et al., 2000

' Stabilisierung von PSI-D Andersen et al., 1992a; Jansson et al., 1996

PSI-I 4.0 Stabilisierung von PSI-L Andersen et al., 1992a; Jansson et al., 1996
PSI-J 5.0 Stabilisierung von PSI-F Jansson et al., 1996; Fischer et al., 1999

Interaktion mit LHCI-680 Kjaerulff et al., 1993; Jansson et al., 1996
PSI-K 9.0 . .

- speziell mit Lhca3 Jensen et al., 2000; Moseley et al., 2002
PSI-L 18.0. Stabilisierung von PSI-H Andersen et al., 1992a; Jansson et al., 1996
PSI-N 9.8 Bindung von PC Haldrup et al., 1999, 2000
PSI-O 10.1 Bindung von LHCII Jensen et al., 2004

2.2 Die Lichtsammelantenne des PSI

Die ,aullere” Antenne des PSI hoherer Pflanzen wird von den sogenannten LHCI-Pigment-
Proteinkomplexen gebildet. Dies sind Komplexe aus Proteinen und photosynthetisch wirksamen
Pigmenten (Chl a, Chl b, Car), die dazu dienen, die Quantenausbeute der Photosynthese zu
erhohen. Die in ihnen organisierten Pigmente haben aufgrund unterschiedlicher Pigment-
Protein-Wechselwirkungen unterschiedliche Absorptionsmaxima und sind so organisiert, dass
zwischen ihnen ein schneller Energietransfer (Excitonentransfer) stattfinden kann. Zudem sind
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sie so angeordnet, dass die eingefangene Energie nach dem Prinzip einer Sammelfalle an das
RZ weitergeleitet wird. Dadurch steigt die Anregungswahrscheinlichkeit des RZ, und damit
einhergehend die Effizienz der Photosynthese (Heldt, 2003).

2.2.1 Proteinzusammensetzung des LHCI

Biochemische Untersuchungen zeigten, dass sich der LHCI héherer Pflanzen aus vier
Apoproteinen mit Molekularmassen zwischen 21 und 25 kDa zusammensetzt, die in einer
1:1:1:1 Stéchiometrie vorkommen (Haworth et al., 1983). Nach den fiir sie codierenden Genen
werden sie mittlerweile als Lhcal bis Lhca4 bezeichnet (Jansson et al., 1994). Die Isolation des
LHCI per Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation (SDG-UZ) flhrte zur Auftrennung von
zwei LHCI-Subfraktionen (Lam et al.,, 1984), die sich in ihrer 77K-Fluoreszenzemission
unterscheiden und entsprechend ihres Fluoreszenzmaximums als LHCI-730 und LHCI-680
bezeichnet werden (Bassi et al., 1985). Die Subfraktion LHCI-730 enthélt die beiden
Apoproteine Lhcal und Lhca4 (lkeuchi et al., 1991), die ein Heterodimer bilden (Tjus et al.,
1995, Schmid et al., 1997). Dieser dimere Komplex kann auch in vitro aus rekombinanten
Lhcal- und Lhca4-Apoproteinen rekonstituiert werden (Schmid et al.,, 1997; Croce et al.,
2002a). Der per SDG-UZ isolierte LHCI-680 stellt eine Mischung aus monomerem Lhca2 und
Lhca3 dar (Ikeuchi et al., 1991). Mittels nativer Gelelektrophorese konnten Knoetzel et al.
(1992) den LHCI-680 von Hordeum vulgare (Gerste) nochmals in zwei Fraktionen auftrennen, in
denen jeweils eines der Apoproteine Lhca2 (LHCI-680A) oder Lhca3 (LHCI-680B) angereichert
ist.

Aufgrund spektroskopischer Untersuchungen wird allerdings angenommen, dass in vivo alle
Lhca-Proteine als Dimere vorkommen (lhalainen et al., 2000; Croce et al., 2002a). Ob Lhca2
und Lhca3 dabei als Homo- oder als Heterodimere vorliegen ist noch Gegenstand von
Diskussionen. Untersuchungen an Lhca2- und Lhca3-antisense-Pflanzen (Ganeteg et al., 2001)
und APsaK A. thaliana-Mutanten (Jensen et al., 2000) deuten auf eine Interaktion von Lhca2
und Lhca3 hin. Da in ,crosslinking“-Experimenten jedoch nur Lhca2/Lhca2- und Lhca3/Lhca3-
Produkte und keine Lhca2/Lhca3-Komplexe entstanden (Jansson et al., 1996), ging man bisher
eher von der Existenz von Lhca2 und Lhca3-Homodimeren aus, die allerdings miteinander in
Kontakt stehen (Scheller et al., 2001).

Betrachtet man jedoch die kirzlich erschienene Kristallstruktur des PSI von Erbse (Ben-Shem
et al., 2003, Abb. 2), die insgesamt nur vier LHC-Monomere enthdlt, und zieht in Betracht, dass
in biochemischen Analysen die vier Lhca-Aporoteine in nahezu gleicher Anzahl gefunden
werden (Ballottari et al., 2004), so erscheint ein Lhca2/Lhca3-Heterodimer als wahrscheinlichste
Variante. Die Tatsache, dass bisher noch keine wie auch immer gearteten Lhca2- und/oder
Lhca3-Dimere isoliert werden konnten, deutet daraufhin, dass die Interaktion zwischen Lhca2
und/oder Lhca3 wesentlich schwécher sein muss, als die zwischen Lhcal und Lhca4.
Uberhaupt ist die Fahigkeit zur Bildung von Oligomeren, ein Merkmal, in dem sich die
verschiedenen Lhc-Proteine unterscheiden. Wahrend der Hauptlichtsammler des PSII, LHCIIb,
als Heterotrimer aus Lhcbl, Lhcb2 und Lhcb3 vorkommt (Jackowski et al., 2001; Caffarri et al.,
2004, Standfuss et al., 2004), liegen die minoren LHC des PSIl (CP24, CP26, CP29) als
Monomere vor (Dunahay et al., 1987; Dainese und Bassi, 1991; Peter und Thornber, 1991).
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2.2.2 Gene der LHCI-Proteine in Arabidopsis und Tomate

Die ersten fur ein LHCI-Protein codierenden DNA-Sequenzen wurden in Tomate entdeckt.
Beide Gene codierten fur den Lhcal und wurden als cab6a und cab6b bezeichnet (Hoffmann et
al., 1987; Pichersky et al., 1987a), wobei ,cab” fir Chl a/b-bindend steht. In den folgenden
Jahren wurden fir Tomate auch Gene fir Lhca2 (cab7, Pichersky et al., 1988), Lhca3 (cab8,
Pichersky et al., 1989) und zwei Isoformen des Lhca4 (cabll und cabl2, Schwartz et al., 1991)
beschrieben. Damit enthalt das Genom von Tomate Sequenzen fir sechs potentielle Lhca-
Proteine. Fir A. thaliana wurde fir jedes der vier Haupt-Lhca-Proteine (Lhcal-4) nur ein Gen
gefunden (Jansson, 1999). Jedoch wurden durch EST-Datenbanksuche in A. thaliana zwei
weitere Gene identifiziert, die fur zusatzliche potentielle Lhca-Proteine codieren (lhca5 und
Ihca6; Jansson 1999). Bisher konnten allerdings weder in Tomate noch in A. thaliana auf
Proteinebene Lhca-Isoformen detektiert werden. Dieser fehlende Nachweis Ilasst sich
zumindest fur Ihca5 und cabl2 auf einen im Vergleich zu den anderen lhca-Genen niedrigen
Expressionslevel und daraus bedingten niedrigen Proteinlevel zurtickfihren (Jansson, 1999
bzw. Schwartz et al., 1991). Fiir Ihca6, das groRe Ahnlichkeit mit Ihca2 hat, und deshalb
teilweise als Ihca2-Isoform bezeichnet wird, steht noch nicht fest, ob es lberhaupt exprimiert
wird, oder ob es sich dabei um ein Pseudogen handelt (Jansson, 1999).

In Tab. 2 sind die fir diese Arbeit relevanten Bezeichnungen der lhca-Gene und die daraus
resultierenden Proteine mitsamt ihren aus der Nukleotidsequenz berrechneten (theoretischen)
Molekulargewichten und isoelektrischen Punkten zusammengestellt.

Tab. 2: Protein- und Genzusammensetzung des LHCI von A. thaliana und Tomate. Zusatzlich sind fir jedes
Protein das aus der cDNA-Sequenz abgeleitetete theoretische Molekulargewicht (M;) und der daraus berechnete
isoelektrische Punkt (pl) angegeben. Die angegebene Referenz bezieht sich auf die Acc. Nr. der NCBI-Datenbank.

Protein Gen My pl Referenz
cab6a Tomate 21879,07 5.22 S00443
Lhcal cab6b Tomate 21851,06 5.22 P12360
lhcal A. thaliana 21543,71 5.37 M85150
cab7 Tomate 23178,48 4.99 P10708
Lhca2
Ihca2 A. thaliana 23200,47 5.01 AF134120
cab8 Tomate 25043,74 5.95 P27522
Lhca3
Ihca3 A. thaliana 24936,57 5.63 uo01103
cabll Tomate 22308,44 5.34 S14305
Lhca4 cab12 Tomate 22286,38 5.15 S14306
Ihca4 A. thaliana 22255 5.07 M63931
??7? lhcab A. thaliana 24286,94 5.33 AF134121
2?7 Ihca6 A. thaliana 24549,09 5.06 U03395

*Die Bezeichnungen ,cab6a“ und ,cab6b“ werden in der Literatur irrefiihrend verwendet. Die von Pichersky et al.
(1987a) beschriebenen Gene (cab6a und cab6b) codieren fur das identische Protein (S00443). Allerdings gibt es in
der NCBI-Datenbank eine weitere DNA-Sequenz (P12360), die fiir ein weiteres Lhcal-Protein codiert, das sich von
dem cab6a/b-Genprodukt im Bereich des maturen Proteins in 3 AS unterscheidet. Dieses Protein wurde bislang als
cab6b bezeichnet. Dies wird in dieser Arbeit beibehalten, obwohl es besser wéare dieses Protein als cab6c zu
bezeichnen.
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2.2.3 Assoziation des LHCI mit dem PSI-Kern

Erste Hinweise auf die Zahl der in héheren Pflanzen an den PSI-Kern gebundenen LHC und
ihre Orientierung am PSI-Kern stammen aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen von
Boekema et al. (1990). Diese wurden dahingehend interpretiert, dass ein Ring bestehend aus
acht LHCI-Monomeren den PSI-Kern umgibt. Weitere elektronenmikroskopische Unter-
suchungen zeigten jedoch, dass der LHCI nur auf einer Seite, und zwar der Seite der
Untereinheiten PSI-F/J, mit dem PSI-Kern assoziiert ist, und moglicherweise aus nur sechs
Untereinheiten besteht (Boekema et al., 2001). Dem widersprechen jedoch anscheinend
biochemische Analysen der LHCI-Proteinzusammensetzung, die zeigen, dass die vier
Apoproteine des LHCI immer in annahernd gleicher Anzahl vorliegen (Croce und Bassi, 1998;
Schmid et al., 2002a; Ballottari et al., 2004). In der kirzlich veroffentlichten Kristallstruktur des
PSI-LHCI-Komplexes von Erbse konnten passend dazu nur vier LHCI-Monomere aufgelost
werden, die auf der Seite der PSI-F/J-Untereinheiten dem Kernkomplex angelagert sind (Ben-
Shem et al., 2003; Abb. 2).

Das PSI der Grinalge Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) bindet dagegen wesentlich
mehr LHCI-Monomere pro PSI-Kern. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass
der PSI-LHCI-Komplex groRer ist als der hoherer Pflanzen (Kargul et al., 2003). Der Vergleich
dieser elektronemiskroskopischen Aufnahmen mit der PSI-Struktur aus Erbse deutet daraufhin,
dass 9 bis 10 LHCI-Monomere in zwei Reihen an den PSI-Kern gebunden werden (Dekker und
Boekema, 2005). Dies stimmt mit der biochemisch (10 LHCI) und massenspektroskopisch
(9 LHCI) ermittelten Anzahl an LHC-Monomeren pro PSI-Kern (berein (Bassi et al., 1992,
Takahashi et al., 2004) und korrespondiert ebenfalls mit der gréReren Anzahl an in C. reinhardtii
gefundenen Ihca-Genen (siehe Stauber et al., 2003).

Es wird angenommen, dass der LHCI Uber Interaktionen mit kleinen PSI-Untereinheiten an den
PSI-Kern assoziiert ist. Entfernt man PSI-K aus dem PSI-LHCI-Komples, so l6sen sich auch die
LHCI-Proteine vom PSI-Kern (Kjaerulff et al., 1993). AuRerdem wurde in Studien an APsaK-
Mutanten von A.thaliana ein reduzierter Energietransfer zwischen LHCI und PSI-Kern
beobachtet, der mit der Abnahme von Lhca2 (20%) und Lhca3 (30%) einherging (Jensen et al.,
2000; Varotto et al., 2002). Insgesamt war die LHCI-Antenne in diesen PsaK-,antisense"-
Mutanten um 10-15% reduziert (Jensen et al.,, 2002). Da in ,crosslinking“-Studien ein
Lhca3/PSI-K-Produkt beobachtet werden konnte (Jansson et al., 1996), und fur C. reinhardtii
eine Interaktion zwischen Lhca3 und PSI-K beschrieben ist (Moseley et al., 2002), deutet dies
auf eine Interaktion der LHCI-680-Proteine bzw. speziell von Lhca3 mit PSI-K hin. Fir Lhca2
wurde ein ,crosslinking“-Produkt mit PSI-G beschrieben (Jansson et al., 1996). In Gerste-
Mutanten, die au3er PSI-G nur sehr geringe Mengen der Ubrigen PSI-Kernuntereinheiten
besitzen (Nielsen et al., 1996) liegen dennoch alle LHCI-Proteine in normalen Mengen vor
(Knoetzel et al., 1998), was auf die Beteiligung von PSI-G an der Assoziation der LHCI-
Monomere hindeutet. AuRerdem stabilisiert PSI-G die LHCI-Bindung an den PSI-Kern und ist
an der Regulation des Elektronentransports durch das PSI beteiligt (Jensen et al., 2002). Fir
die Proteine des LHCI-730 wird eine Interaktion mit PSI-F angenommen, da in APsaF-Mutanten
von A. thaliana keine Energietbertragung zwischen LHCI-730 und dem PSI-Kern mehr
nachgewiesen werden konnte (Haldrup et al., 2000).
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Bezogen auf das PSI-Strukturmodell (Ben-Shem et al.,, 2003, Abb.2) wurden die oben
beschriebenen biochemischen Untersuchungen folgendermal3en interpretiert:

Lhcal interagiert mit der Kernuntereinheit PsaG Uber eine relativ stabile Helix-Helix—Interaktion
und mit Lhca4, mit dem es ein stabiles Heterodimer bildet (Schmid et al., 1997; Schmid et al,
2002b), und dient dadurch als ,Anker* fir die anderen LHC-Monomere. Zwischen diesen und
weiteren kleinen Kernuntereinheiten bestehen zwar auch Interaktionen, die allerdings alle relativ
schwach sind. So interagiert Lhca4 mit Psa-F, fir das eine Interaktion mit LHCI-730 bereits
beschrieben wurde (Haldrup et al., 2000). Der PSI-K am nachsten liegende LHC wurde
aufgrund der oben beschriebenen Beobachtungen als Lhca3 bezeichnet. Eine Lhca-
Stochiometrie von 1:1:1:1 vorausgesetzt, mull3 es sich folglich bei dem zwischen Lhca3 und
Lhcad liegenden LHC, der mit PsaJ interagiert, um Lhca2 handeln. Demnach ware die
Abnahme von Lhca2 in den APsaK-Mutanten von A. thaliana (Jensen et al., 2000) nicht auf
eine direkte Interaktion, sondern auf die stabilisierende Wirkung von Lhca3 auf die Bindung von
Lhca2 an den PSI-Kern zurlickzuftihren.

2.3 Variation der Gré3e und Proteinzusammensetzung der PSI-Antenne

Obwonhl in der Regel in LHCI-Praparationen die ,Standard“-Lhca-Proteine in einer 1:1:1:1-
Stéchiometrie vorkommen (Ballottari et al., 2004), gibt es auch Hinweise darauf, dass die Grof3e
und Zusammensetzung der PSI-Antenne variabel ist. So wurden fur Grana- und Stroma-
thylakoide zwei PSI-Populationen beschrieben (Svensson et al., 1991), die sich in ihrer
Antennenzusammensetzung und -grof3e unterscheiden (Jansson et al.,, 1997). Zusétzlich
zeigten Untersuchungen an Gerstemutanten mit gestorter Chl b-Synthese und verschiedene
Lhca-,knockout“-Mutanten von A. thaliana, dass die Proteinzusammensetzung und Grof3e des
LHCI variabel ist (Bossmann et al., 1997; Zhang et al., 1997; Ganeteg et al., 2001) und in
Abhangigkeit von den Lichtbedingungen bei der Anzucht wurden in A.thaliana PSI mit
unterschiedlichen Mengen an Lhcal und Lhca4 beobachtet (Bailey et al., 2001). Fur C.
reinhardtii wurde eine Veranderung der PSI-Antenne als Folge von Eisenmangel beschrieben
(Moseley et al., 2002). Nicht zuletzt kann auch der LHCII unter ,state 2“-Bedingugen an das PSI
andocken, und dadurch die PSI-Antenne vergrof3ern (Allen und Forsberg, 2001, Haldrup et al.,
2001). Auch Proteinanalysen von PSI-Praparationen von Gerste und Tomate deuten auf eine
gréRere Proteinvielfalt des LHCI hin, da hierbei in eindimensionalen Polyacrylamidgelen das
Auftreten einer flinften Proteinbande im LHCI-Bereich beobachtet wurde (Knoetzel et al., 1992;
Schmid und Schmidt, unveréffentlicht).

Verbesserungen bei der zweidimensionalen Gelauftrennung und der massenspektrometrischen
Analyse von Membranproteinen erlauben mittlerweile die detailierte Untersuchung der LHCI-
Proteinzusammensetzung. So fuhrte die Kombination von zweidimensionaler Gelelektrophorese
und Massenspektrometrie in C. reinhardtii zur die Identifizierung von unterschiedlich
prozessierten oder modifizierten Lhca-lsoformen (Hippler et al., 2001) und von zusétzlichen
Lhca-Proteinen (Stauber et al.,, 2003). AuRerdem wurden in rein massenspektrometrischen
Untersuchungen des PSI hoherer Pflanzen (A. thaliana, Tomate, Gerste) ebenfalls zusatzliche
Lhca-lsoformen entdeckt (Zolla et al., 2002, Huber et al., 2004). Zusammengenommen deuten
diese Befunde darauhin, dass der LHCI komplexer zusammengesetzt sein konnte als bisher
angenommen.
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3.Lichtsammelproteine

Die Apoproteine der Lichtsammelkomplexe des PSI (Lhcal-4) und PSII (Lhcb1-6) gehéren zur
Multigenfamilie der Chl a/b-bindenden Proteine (cab-Proteine; Green et al., 1991). Zu dieser
Familie gehoret auch eine weitere Gruppe von stressinduzierten Membranproteinen, die in die
.early light induced proteins® (ELIPs), die unter Lichtstress exprimierten ,high light induced
proteins” (HLIPs) und die ,stress enhanced proteins® (SEPs) unterteilt wird (Adamska, 2001).
AuRerdem wird das PsbS, ein mit dem PSIl assoziiertes, 22 kDa groR3es, intrinsisches
Membranprotein mit vier transmembranen Helices (Funk et al., 1995; Li et al., 2000) ebenfalls
zu den cab-Proteinen gezahlt. Alle Mitglieder dieser ,Familie* weisen relativ grof3e Homologien
in der Aminosauresequenz (AS-Sequenz) auf (Pichersky und Jansson, 1996), weshalb man
annimmt, dass sie von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen. Es wird vermutet, dass es
sich dabei um ein zwei-Helix-Protein handelte, aus dem sich zunachst durch Genduplikation ein
vier-Helix-Protein und daraus durch Deletion der drei-Helix-Typ der LHCII/I und ,ELIPs"
entwickelt hat (Green und Pichersky, 1994). SEPs und HLIPs werden auf Grund von Sequenz-
analogien ebenfalls zu der GroRR3familie gez&hlt, obwohl sie nur zwei bzw. eine Helix besitzen.
Es wird angenommen, dass alle cab-Proteine Pigmente (Chl, Car) binden, wenn auch in
unterschiedlicher Stochiometrie. Allerdings wurde dies z.B. fir das PsbS noch nicht eindeutig
nachgewiesen (Funk et al., 1995; Dominici et al., 2002).

Die Lhc-Proteine des PSI (Lhcal-4) und der majoren (Lhcb1-3) und minoren (Lhcb4-6) LHC des
PSII von A. thaliana sind zwischen 21 und 29 kDa grof3, und weisen AS-Sequenzidentitaten von
mehr als 35% auf (Jansson, 1999). Die AS-Sequenzidentitat der unterschiedlichen Lhca-
Proteine von Tomate betragt zwischen 35,6% und 52,8%, die der beiden Lhca4-lsoformen
cabll und cabl2 liegt bei 91% (Tab. 3, sieche auch Kap. A2.2.2). Alle Lhc-Proteine sind kern-
codiert, werden im Stroma synthetisiert und posttranslational in die Thylakoidmembran inseriert,
wobei ein N-terminales Signalpeptid abgespalten wird und das mature Lhc-Protein entsteht
(Lubben et al., 1988).

Tab. 3: Sequenzidentitat der Lhca-Proteine von Tomate. Die Werte wurden mit Hilfe des Align-Programmes des
GENESTREAM network servers (http://www2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi) ermittelt.

Lhcal Lhca2 Lhca3 Lhca4 (cabll)
Lhca2 39,8%
Lhca3 35,6% 42, 7%
Lhca4 (cab11) 38,4% 52,4% 41,5%
Lhca4 (cab12) 37,9% 52,8% 39,8% 91,0%

Die Untersuchung der Eigenschaften von cab-Proteinen wird dadurch erleichtert, dass es
maoglich ist, in vitro aus nativen oder rekombinanten Apoproteinen und isolierten Pigmenten
einen dem nativen LHC vergleichbaren Pigment-Protein-Komplex nachzubauen (Plumley und
Schmidt, 1987; Paulsen et al., 1990). In dieser Arbeit wurde zur Rekonstitution eine flr Lhca-
Proteine adaptierte Variante der von Paulsen et al. (1993) entwickelten Detergenswechsel-
Rekonstitution verwendet (Schmid et al., 1997, siehe auch Kap. C2.4). Untersuchungen an
verschiedenen Lhc-Proteinen zeigten, dass die riickgefalteten LHC sich in ihren spektros-
kopischen und biochemischen Eigenschaften kaum von den entsprechenden nativen LHC
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unterscheiden (z.B. Paulsen et al., 1993; Giuffra et al., 1996; Melkozernov et al., 1998). Im
folgenden Text werden rekonstituierte LHC, wenn es um die Unterscheidung zwischen LHC mit
unerschiedlichen Lhc-Apoproteine geht als r-Lhca und r-Lhcb, oder allgemein als r-LHC
bezeichnet.

3.1 Struktur von Lichtsammelkomplexen

Erste Hinweise auf die Struktur der cab-Proteine stammen von Hydropathie-Plots (Green et al.,
1991). Diese deuteten darauf hin, dass es sich bei den drei in allen cab-Proteinen
vorkommenden hydrophoben Regionen, von denen die erste und dritte innerhalb der cab-
Proteine hohe Homologien aufweisen, um helicale Transmembranbereiche handelt. Die von
Kudhlbrandt et al. (1994) elektronenmikroskopisch ermittelte Struktur des majoren LHCIIb mit
einer Auflésung von 3.4 A bestatigte diese Annahme. Der LHCII, der als gemischte Trimere aus
Lhcbl bis Lhcb3 in der Thylakoidmembran vorliegt (Jackowski et al., 2001), ist das haufigste
Protein der Thylakoidmembran, wenn nicht das héaufigste Membranprotein Uberhaupt, und
bindet etwa 50% der an der Photosynthese beteiligten Chl (Peter und Thornber, 1991).
AulRerdem ist er was Struktur und Pigmentbindung angeht das am besten untersuchte Protein
der Lhc-Familie. Die Struktur des LHCII aus Spinacia oleracea (Spinat) konnte kirzlich von Liu
et al. (2004) mit einer Aufldsung von 2.72 A réntgenkristallographisch bestimmt werden (Abb. 3)
und wird hier als Beispiel fur die LHC-Struktur vorgestelit.

Abb. 3: Seitenansicht eines LHCIlIb-Monomers (Modell nach Liu et al., 2004). Dargestellt sind die fiinf a-helicalen
Bereiche (A-E, grau), die Xantophylimolekiile (orange) und die durch das Proteinriickgrat koordinierten Chlorophylle
(Chl a blau, Chl b grin).

Das Apoprotein eines nativen LHCII-Monomers organisiert 14 Chl, davon 8 Chl a und 6 Chl b,
und vier Carotinoide. Die Pigmente sind nicht kovalent an das Apoprotein gebunden, sondern
werden Uber Interaktionen mit den Aminosaureseitenketten und den Carbonylgruppen des
Peptidrickgrats in Position gehalten (Kihlbrandt et al., 1994, Liu et al., 2004). Der LHCII besitzt
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drei membrandurchspannende Helices, von denen zwei (A und B) in einem Winkel von 30°
gegenlber der Membrannormalen in der Membran vorliegen, so dass sie in der Aufsicht ein
Kreuz bilden. Im Kreuzungsbereich, nahe dem Membranzentrum, bilden diese Helices eine
»supercoiled" Struktur und werden durch lonenbindungen zwischen Arginin- und Glutaminresten
zusammengehalten. In die Furchen der sich kreuzenden Helices eingefligt liegen zwei Luteine
(Lut) in einem Winkel von 50° zur Membrannormalen. Sie Uberkreuzen sich ebenfalls und
wechselwirken sowohl miteinander als auch mit den Polypeptidketten. Helix B ist 51 A lang und
besitzt 9,5 Windungen, Helix A hat eine Lange von 43 A und durchspannt die Membran in acht
Windungen und Helix C steht senkrecht zur Membran mit 5,5 Windungen und einer Lange von
31 A. Der N-Terminus und die Verbindung zwischen Helix A und C befinden sich auf der
stromalen Seite der Membran. Der C-Terminus mit der relativ kurzen Helix D mit nur etwa drei
Windungen und amphipatischem Charakter befindet sich genauso auf der luminalen Seite der
Membran wie die Verbindung zwischen Helix B und C, die ebenfalls einen helicalen Bereich
(Helix E) enthdlt. Am N-Terminus lieBen sich die ersten 13 AS, in denen eine
Phosphorylierungsstelle vermutet wird (Allen, 1995), nicht zuordnen. Neben den beiden Lut
(s.0) enthalt der LHCIIb pro Monomer zwei weitere Xanthophylle, ein Neoxanthin (Neo), das
beinahe waagrecht zur Membrannormalen liegt und weit aus dem Proteingeriist herausragt,
und ein Violaxanthin (Vio), das sich senkrecht zur Membran an der Seite eines LHCII-
Monomers, und somit im Trimer an der Kontaktstelle zweier Monomere, befindet.

In biochemischen Untersuchungen von r-Lhcbl weisen dessen Carotinoidbindungsstellen fir
die verschiedenen Xanthophylle unterschiedliche Affinitaten auf (Croce et al., 1999a+b; Hobe et
al., 2000; Jahns et al., 2001) und werden deshalb als V1 (bevorzugt Vio), N1 (bevorzugt Neo),
L1 (exklusiv Lut) und L2 (bevorzugt Lut) bezeichnet.

Aufgrund der hohen AS-Sequenhomologie zwischen den Lhca-Proteinen und den Apoproteinen
des LHCIIb wurde angenommen, dass die Tertiarstruktur der LHCI-Monomere der des LHCIIb
ahnelt (Green et al., 1991; Jansson, 1994; Pichersky und Jansson, 1996). Dies wurde durch die
Rontgenstruktur des PSI-LHCI-Komplexes aus Erbse bestatigt, die allerdings zu Beginn dieser
Arbeit noch nicht vorlag (Ben-Shem et al., 2003). Die Auflésung ist hierbei mit 4.4 A zu gering,
um einzelne Aminosauren zuordnen zu konnen, aber die Ahnlichkeit der Struktur der LHCI-
Monomere mit der des LHCIIb ist offensichtlich, wie in der Darstellung eines Lhcal-Lhca4-
Dimers in Abb. 4 zu sehen ist.
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’ Lhca4d
Lhcat D

Abb. 4: Seitenansicht eines Lhcal/Lhca4 Dimers (Modell nach Ben-Shem et al., 2003); Dargestellt sind die a-
helicalen Bereiche (grun, hellblau), und die durch das Proteinriickgrat koordinierten Chlorophylle (blau). Rot
eingezeichnete Chlorophylle sind nur im Dimer vorhanden (,linker“-Chlorophylle).

Die vier LHC-Monomere besitzen ebenfalls drei transmembrane Helices (A-C), von denen zwei
sich Uberkreuzen. Zusatzlich konnten bei allen LHCI-Monomeren eine amphipatische Helix (D)
am C-Terminus und bei Lhca4 ein helicaler Bereich im luminalen Loop zwischen Helix B und C
aufgeldst werden. In Abb. 4 erkennt man, dass im Dimer der N- und C-Terminus des einen
Proteins mit der zweiten Helix bzw. der luminalen Schleife des anderen Proteins interagiert.
Dies entspricht dem Interaktionsmodus, der fur Lhcal und Lhca4 beschrieben wird (Schmid et
al., 2002b). AuBerdem ist zu sehen, dass jedes Monomer 12 Chl bindet, deren Lage und
Orientierung im Wesentlichen mit der im LHCII-Monomer Ubereinstimmt. Allerdings konnte nicht
zwischen Chl a und Chl b unterschieden werden. Zusétzlich zu diesen Chl befinden sich an den
Interaktionsflachen der Monomere bzw. zwischen den beiden Dimeren noch zusatzliche Chl,
die als ,linker-Chl* bezeichnet werden. Insgesamt koordiniert der LHCI somit 56 Chl. AuRerdem
konnten zwischen dem LHCI und dem PSI-Kern zehn weitere Chlorophylle aufgeldst werden
(,gap“-Chlorophylle), die den Kernuntereinheiten zugerechnet werden, im PSI von
Cyanobakterien jedoch nicht vorkommen (Jordan et al., 2001). Im Unterschied zum Modell des
LHCIIb (Liu et al., 2004) konnten in der PSI-LHCI-Struktur auf Grund der geringen Auflésung
keine Xanthophylle aufgeltst werden.

3.2 Pigmentbindung der Lhc-Proteine

Sequenzvergleiche und Mutationsanalysen der Lhc-Proteine zeigten, dass fast alle
Aminosauren, die im LHCIIb als Chl-bindend identifiziert wurden (Remelli et al., 1999; Rogl et
al.,, 1999, Yang et al., 1999), auch in den anderen Lhcs konserviert sind (Pichersky und
Jansson, 1996; Bassi et al., 1999; Jansson, 1999; Morosinotto et al., 2002a), so dass zu
vermuten ist, dass alle Lhc-Proteine eine &hnliche Anzahl von Pigmenten binden kdnnen.

In Tab. 4 sind die bis zu Beginn dieser Arbeit flr verschiedene Lhc-Proteine ermittelten
Pigmentdaten zusammengestellt. Da die Isolierung des LHCI wesentlich schwieriger ist als die
der LHCII-Komponenten, lagen zu Beginn dieser Arbeit fir die LHCI-Proteine nur relativ
ungenaue Pigmentbindungsdaten vor (Damm et al.; 1990, Schmid et al., 1997; Croce und
Bassi, 1998). Diese wiesen darauf hin, dass von den Lhca-Proteinen im Schnitt sieben bis zehn
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Chl, etwa ein Lut und substdchiometrische Mengen an Vio und R-Carotin (3-Car) gebunden
werden. Mittlerweile wurden in der Struktur des PSI von Erbse wie oben beschrieben 12 Chl pro
Monomer gefunden (Ben-Shem et al., 2003), im Gegensatz zu 14 Chl im LHCIIb (Liu et al.,
2004). Dariiber welche Chl-Art gebunden wird und wieviele Carotinoide die Proteine des LHCI
koordinieren gibt die Struktur allerdings keinen Aufschluf3.

Betrachtet man die biochemischen ermittelten Pigmentdaten (Tab. 4), so fallt auf, dass sich
Menge, Art und Stéchiometrie der von den verschiedenen Mitgliedern der Lhc-Familie
koordinierten Pigmente unterscheiden, obwohl alle Lhc eine hohe Sequenzhomologie
aufweisen. So schwankt das Chl a/b-Verhéltnis zwischen 1,2 flr natives CP24 (Pagano et al.,
1998) und 4,0 fur nativen LHCI aus Mais (Croce und Bassi, 1998), und die Angaben zu der pro
Apoprotein gebundenen Chl-Menge liegen zwischen funf Chl fur r-Lhcal und r-Lhca4 (Schmid
et al., 1997) und 13 Chl im LHCII-Trimer (Caffarri et al., 2001). Auch bei der Carotinoidbindung
gibt es Unterschiede. Majorer LHCIIb bindet 3-4 Carotinoide, davon 2 Lut, 1 Neo und 0,5-1 Vio
(Caffarri et al., 2001). Die minoren LHCII und der LHCI enthalten mit 2 bzw. 1,5 Carotinoiden
deutlich weniger Carotinoide und auch die Carotinoidzusammensetzung ist anders. CP29 und
CP26 binden ein Lut und substdchiometrische Mengen an Vio und Neo (Giuffra et al., 1996;
Croce et al., 2002b), CP24 bindet sogar nur zwei Carotinoidspezies (Lut, Vio; Pagano et al.,
1998). Auferdem wurde in nativem LHCI 3-Car an Stelle von Neo gefunden (z.B. Schmid et al.,
1997; Croce und Bassi, 1998).

Tab. 4: Pigmentbindung von nativen und rekonstituierten Lhc-Proteinen des PSI und PSIl. Die hier
zusammengestellten Daten entsprachen dem Wissensstand zu Beginn dieser Arbeit. Die mit * gekennzeichneten r-
LHC wurden mit Gesamtpigmentextrakt rekonstituiert, das Neoxanthin enthielt.

LHC Neo Vio Lut Chl b Chla R-Car Quelle
r-LHCII-Trimer 1.0 0.2 1.8 5 7 - Caffarri et al., 2001
n-LHCII-Trimer 1.0 0.7 2.1 5.15 7.85 - Caffarri et al., 2001

r-Lhcbl 11 0.3 1.7 5 7 - Remelli et al., 1999
n-CP29 0.6 0.7 0.6 2.1 5.9 - Clfira et g::: 199
r-CP29 0.5 0.6 0.9 2 6 - Bassi et al., 1999
n-CP26 0.6 0.4 1.0 2.8 6.2 - Croce et al., 2002b
r-CP26 0.8 0.3 1.0 2.8 6.2 - Croce et al., 2002b
n-CP24 - 0.5 15 2.3 2.7 - Pagano et al., 1998
r-CP24 0.01* 0.7 1.3 4.2 5.8 - Pagano et al., 1998
n-LHCI - 0.4 0.9 2 8 0.3 Croce und Bassi, 1998
n-LHCI-730 - 0.4 0.8 2 5.2 0.2 Schmid et al., 1997
r-LHCI-730 0.1* 0.3 11 2 4.9 0.2 Schmid et al., 1997
r-Lhcal 0.15* 0.2 0.9 1.25 4.0 0.1 Schmid et al., 1997
r-Lhca4 0.1* 0.2 1.0 15 3.8 0.1 Schmid et al., 1997
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Ein interessantes in LHC-Pigmentstudien beobachtetes Phdnomen ist die Korrelation zwischen
dem Chl a/b-Verhéltnis eines LHC und der fur seine Rekonstitution bendtigten Chl-Spezies
(Paulsen et al.,, 1990, Schmid et al., 1998; Croce et al., 2002a). So kénnen LHC mit einem
relativ hohen Chl a/b-Verhaltnis, also einem hohen Chl a-Anteil (Lhcb4, Lhcal und Lhca3), nicht
ohne Chl a, aber sehr wohl ohne Chl b rekonstituiert werden. (Giuffra et al., 1996; Schmid et al.,
2002a). Dagegen bilden LHC mit einem relativ hohen Chl b-Anteil (Lhcbl, Lhcb5, Lhca2 und
Lhca4) nur bei Anwesenheit von Chl b stabile LHC, wahrend Chl a dafiir nicht notwenig ist
(Plumley und Schmidt, 1987; Paulsen et al., 1990; Ros et al., 1998; Schmid et al., 2002a). Der
unterschiedliche Pigmentbedarf von Lhc-Proteinen konnte auch bei Versuchen mit Mutanten mit
defekter Chl b-Synthese beobachtet werden (White und Green, 1988; Bossman et al., 1997)

3.3 Schutz des Photosyntheseapparates vor zu hohen Lichtintensitaten

Die Lichtsammelantennen der Pflanzen sind darauf ausgelegt, die einstrahlende Sonnen-
energie moglichst effizient auszunutzen. Bei zu starker Lichteinstrahlung besteht jedoch die
Gefahr, dass die Kapazitat des Photosyntheseapparates nicht ausreicht, um die eingefangene
Energie umzusetzen, so dass es zur Bildung von reaktivem Sauerstoff und dadurch zu
photooxidativen Schaden kommt (Heldt, 2003).

Die Aufgabe der in den LHC gebundenen Carotinoide (siehe A3.1) besteht deshalb zum einen
in der Absorption von Licht in der Grinlicke der Chl (Liu et al., 2004), zum anderen dienen sie
aber auch dem Schutz des Photosyntheseapparates vor reaktivem Singulettsauerstoff (*0,*)
(Demmig-Adams, 1990). Werden Chl Ubermafig angeregt und kénnen die Energie nicht schnell
genug weitergeben, gehen sie unter Abgabe von Wéarme vom Singulett- in den Triplettzustand
(Chl*) iiber. Aus diesem kann Energie auf Sauerstoff iibertragen werden, wodurch dieser
wiederum in seinen reaktiven Singulettzustand versetzt wird. Carotinoide kénnen ebenfalls die
Energie des *Chl* iibernehmen, und diese in Form von Warme abfiihren (,quenchen®). Somit
verhindern sie die Bildung von 'O,* (Demmig-Adams et al., 1996). AuRerdem sind Carotinoide
in der Lage auch direkt von 'O,* Energie zu Ubernehmen und diesen so unschadlich zu
machen.

Ein weiterer Mechanismus zum Schutz vor Uberschiissiger Lichtenergie ist das so genannte
»hon-photochemical quenching” (NPQ), ein Mechanismus, bei dem Uberschissige Energie aus
dem Singulett-Zustand von Chl (*Chl*) als Warme abgegeben wird. In héheren Pflanzen ist das
NPQ eng mit dem Auftreten des Xanthophyllzyklus verknipft (Demmig-Adams, 1990). Auf
diesen wird im folgenden Abschnitt zunéchst eingegangen, bevor kurz einige Aspekte des NPQ
beschrieben werden.

Unter dem Xanthophyllzyklus versteht man die reversible Deepoxidation von Vio zu Zeaxanthin
(Zea), wobei als Intermediat Antheraxanthin (Anthera) entsteht (Yamamoto et al., 1962; Abb. 5).
Die Hinreaktion des Xanthophyllzyklus wird durch die Violaxanthin-Deepoxidase (VDE)
katalysiert, ein kerncodiertes luminales 43 KDa grol3es Enzym (Arvidsson et al., 1996, Bugos
und Yamamoto, 1996) das durch die Ansauerung des Lumens aktiviert wird und parallel zur
Aktivierung an die Thylakoidmembran assoziiert (Hager und Holocher, 1994, Bratt et al., 1995).
Die VDE besitzt ein pH-Optimum von 5,2 und bendtigt Ascorbat und MGDG als Cofaktoren

14



A) Einleitung

(Hager, 1966, 1969). Als Substrat der VDE fungiert frei in der Membran vorliegendes Vio
(Yamamoto und Bassi, 1996, Macko et al., 2002), was bedeutet, dass bei der Deepoxidierung
von proteingebundenem Vio dessen Freisetzung aus den LHC den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt darstellt. Die Rickreaktion wird durch die Zeaxanthin-Epoxidase auf der
stromalen Seite der Membran katalysiert (Heldt, 2003).

Ein Mass fiur die Aktivitéat des Xanthophyllzyklus ist der Deepoxidationsgrad der Xanthophyll-
zykluspigmente, der sich wie folgt berrechnet: DEPS = (Zea + 0,5 x Ant)/(Zea + Ant + Vio)

Violaxanthin
De-Epoxidase

Zeaxanthin
Epoxidase

HO Antheraxanthin )_
OH

= =

Favaul ! ! o

Violaxanthin

Abb. 5: Strukturformeln der am Xanthophyllzyklus beteiligten Pigmente. Die Darstellung wurde von
http://bric.postech.ac.kr entnommen.

Das NPQ setzt sich aus drei Komponenten zusammen: gl (Photoinhibition), qT (,state-
transition*) und gE (,high energy quenching®) (Holt et al., 2004). In hdéheren Pflanzen kann der
qE-Anteil bis zu 80% des 'ChI* quenchen (Demmig-Adams et al., 1996; Bassi und Caffarri,
2000). Die ge-Komponente des NPQ ist pH-abhangig (Horton et al., 1996), an die Anwesenheit
von PsbS gebunden (Li et al., 2000) und benétigt zur vollstandigen Induktion das im
Xanthophyllzyklus gebildete Zea (Niyogi et al., 1998). Die genaue Rolle, die diese
Komponenten bei der Induktion des gE spielen ist noch nicht verstanden. Mdglicherweise wird
das NPQ durch eine Proteinkonformationséanderung in pigmentbindenden Proteinen (LHC oder
PsbS) induziert (mdglicherweise ausgel6st durch Protonierung), durch die proteingebundene
Chl in raumliche Nahe zueinander gebracht, und damit in einen ,quenching“-Zustand versetzt
werden, dhnlich dem, der in hochkonzentrierten Chl-Losungen vorliegt (Horton und Ruban,
2004). Alternativ wird vorgeschlagen, dass Zea direkt als ,Quencher” fungiert, indem entweder
ein Energie und/oder Elektronentransfer von Chl* auf Zea stattfindet (Frank et al., 1994; Ma et
al., 2003). Dies wird als ,direkte” Beteiligung von Zea am NPQ bezeichnet. Moglicherweise wirkt
Zea jedoch auch als allosterischer Aktivator des NPQ, indem seine Bindung in
Carotinoidbindungsstellen der LHC die oben beschriebene Konformationséanderung bewirkt
(Horton et al., 1991, 1996). Als Ort dieser Bindung werden die periphere V1-Bindungsstelle
(Caffarri et al., 2001) oder die L2-Bindungsstelle (Formaggio et al., 2001) diskutiert. Fir
letzteres spricht, dass Carotinoide in der L2-Bindungsstelle von LHCII reversibel ausgetauscht
werden kénnen (Bassi und Caffari, 2000). In vitro kann dieser Austausch durch eine pH-
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Erniedrigung induziert werden (Morosinotto et al., 2002b). Allerdings reicht das Vorkommen von
Zea alleine nicht aus, um NPQ zu induzieren. Das PsbS-Protein muf3 dafir zwingend
vorhanden sein (Li et al., 2000). Der genaue Mechanismus wie dieses am NPQ beteiligt ist, ist
allerdings noch unklar (Holt et al., 2004).

NPQ wird in der Regel mit den LHC des PSIl in Verbindung gebracht, da Ahnlichkeiten
zwischen NPQ und dem in vitro-Fluoreszenzquenching des LHCII bestehen (Horton und
Ruban, 2004) Allerdings findet NPQ auch statt wenn Komponenten des LHCII wie z.B. CP26,
CP29 oder der majore LHCIIb fehlen (Anderson et al., 2001, 2003), oder wenn die Gesamt-
menge des LHCII verringert ist (Lokstein et al., 1993), so dass man davon ausgeht, dass die
NPQ-Energiedissipation nicht unbedingt an einen bestimmten LHC gebunden ist (Horton und
Ruban, 2004). Fur das PSI wurde die Induktion von NPQ allerdings noch nicht beobachtet.

Auch die Beteiligung der unterschiedlichen LHCI-Proteine am Xanthophyllzyklus ist bisher noch
nicht im Detail untersucht worden. In den bisher vorgenommenen Untersuchungen von in vivo
deepoxidierten PSI-LHCI-Holokomplexen wurde fir diese ein geringerer Deepoxidationsgrad
als fur LHCII gefunden (Thayer und Bjorkmann, 1992; Schéfer et al., 1994; Farber et al., 1997;
Verhoeven et al., 1999). Dagegen zeigte eine in vitro-Deepoxidationsstudie mit r-Lhc-Proteinen
aus A. thaliana und rekombinanter VDE eine im Vergleich zu den meisten LHCII-Komponenten
(r-Lhcb1-3, r-Lhcb4) verstarkte Deepoxidation von r-Lhcal und r-Lhca4, lediglich r-Lhcb5 wurde
starker deepoxidiert als die beiden r-Lhca (Morosinotto et al., 2002b). Allerdings war der
Deepoxidierungsgrad in dieser Studie insgesamt niedriger als in einer vergleichbaren in vitro-
Studie mit r-Lhcbl (Jahns et al., 2001). Die Studie von Jahns und Mitarbeitern zeigte auch,
dass die Deepoxidierbarkeit des im r-Lhcbl gebundenen Vio davon abhangt in welcher der
unterschiedlichen Carotinoidbindungsstellen es gebunden ist. Dabei war Vio in der L1-Stelle
nicht deepoxidierbar, wahrend in L2 und N1 gebundenes Vio deepoxidiert werden konnte, wenn
auch mit unterschiedlichen Umsatzraten.

3.4 Spektroskopische Eigenschaften des LHCI

Spektroskopisch unterscheidet sich der LHCI von den LHC des PSIlI durch sein Fluoreszenz-
maximum, das gegenlber der Fluoreszenz der LHCII-Komponenten (~ 680 nm) ins Langwellige
verschoben ist (~ 730 nm) (Schmid et al., 2001). Diese langwellige Fluoreszenz geht
Uberwiegend vom Lhcal/Lhca4-Dimer (LHCI-730) aus. Schmid et al. (1997) konnten durch
Untersuchungen an rekombinanten Komplexen nachweisen, dass die langwellige Fluoreszenz
Uberwiegend mit Lhca4 assoziiert ist, dessen Monomer ein Fluoreszenzmaximum bei 730 nm
aufweist. Durch die Interaktion mit Lhcal verstéarkt sich diese langwellige Fluoreszenz, und es
kommt zu einer Verschiebung des Maximums auf ~734 nm (Schmid et al., 1997, Croce et al.,
2002a). Eine Chl-Population des LHCI, die bei 711 nm absorbiert und bei 730 nm fluoresziert
konnte auch in vivo nachgewiesen werden (Ihalainen et al., 2000). In der gleichen Studie wurde
eine zweite Gruppe langwelliger Chl im LHCI beschrieben, die bei 702 nm fluoresziert und den
Komponenten des LHCI-680 zugeordnet wurde. Mittlerweile konnte auch in rekonstituiertem
Lhca3 eine langwellige Fluoreszenzkomponente bei 720 nm nachgewiesen werden (Schmid et
al., 2002a; Castelletti et al., 2003).
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Untersuchungen an nur mit Chl a rekonstituiertem Lhca4, in denen eine verringerte langwelligen
Fluoreszenz beobachtet wurde, legen nahe, dass Chl b an der Entstehung dieser Fluoreszenz
beteiligt ist (Schmid et al., 2001). Es wird vermutet, dass die langwellige Fluoreszenz von einem
Chl a/b-Dimer herriihrt. AuRerdem wurde gezeigt, dass der Ligand der Chl-Bindungsstelle A5
(Nomenklatur nach Kihlbrandt et al., 1994) eine Rolle spielt (Keuchel, 2003; Morosinotto et al.,
2003a). Hier befindet sich nur bei den Lhc-Proteinen mit ausgepragter langwelliger Fluoreszenz
(Lhca3 und Lhca4) ein Asparagin, in allen tGbrigen Lhc-Proteinen ist der Ligand ein Histidin. Die
Funktion der langwelligen Fluoreszenz ist noch unklar. Mdglicherweise dient sie durch Ableitung
Uberschissiger Energie dem Schutz vor UberméaRiger Sonneneinstrahlung (Stahl et al., 1989).
Dem entgegengesetzt wird aber auch eine VergroRerung des Absorptionsquerschnitts als
Funktion diskutiert (Rivadossi et al., 1999).

4. Fragestellung

Hinsichtlich ihrer Protein- und Pigmentzusammensetzung ist tiber die Lichtsammelantenne des
PSI weniger bekannt als tUber die des PSII. Dies liegt an der geringeren Menge, in der die LHC
des PSI in der Thylakoidmembran vorkommen und daran, dass die Isolierung des majoren
LHCII deutlich leichter ist als die der LHCI-Komponenten.

Um genaueres Uber die Pigmentbindung des LHCI herauszufinden, sollte im Rahmen dieser
Arbeit zunachst die Isolation nativer LHCI-Subkomplexe optimiert, und im Anschluf3 deren
Pigmentstdchiometrien und Pigment/Protein-Verhaltnisse bestimmt werden.

Neben der Untersuchung der Pigmentbindung von LHCI-Subpopulationen lag ein Schwerpunkt
dieser Arbeit auf der Untersuchung der Proteinzusammensetzung des LHCI. Grund hierfir
waren Hinweise, dass der LHCI komplexer zusammengesetzt ist als bisher angenommen. So
enthélt das Genom hoherer Pflanzen mehr Ihca-Gene als bisher Lhca-Proteine nachgewiesen
wurden. AulRerdem wurde bei Proteinanalysen des PSI von Gerste und Tomate eine
zusatzliche Bande im Molekulargewichtsbereich der LHCI-Proteine aufgetrennt, deren Identitat
noch nicht geklart ist. Da in den letzten Jahren verbesserte Methoden zur Proteinanalytik von
Membranproteinen entwickelt wurden, z.B. bei deren Auftrennung per zweidimensionaler
Gelelektrophorese und ihrer massenspektrometrischen Identifizierung, und mittlerweile
apoproteinspezifische Antikdrper gegen LHCI-Proteine zur Verfigung stehen, sollte mit Hilfe
dieser Methoden die Proteinzusammensetzung des LHCI hinsichtlich des Auftretens von Lhca-
Isoformen oder zusatzlicher Lhca-Proteine untersucht werden.

Falls im Zuge dieser Proteinuntersuchungen neue potentielle Lhca-Proteine gefunden werden
sollten, z.B. das Genprodukt eines der zusatzlichen lhca-Gene, sollte geklart werden, ob diese
Proteine tatsachlich funktionelle Lichtsammelkomplexe bilden kdnnen und somit Bestandteil der
PSI-Antenne sind, und ob eine Interaktion mit anderen Lhca-Proteinen erfolgt.

Ein bisher ungeklarter struktureller Aspekt des LHCI ist das Dimerisierungsverhalten von Lhca2
und Lhca3. Native Lhca2- und Lhca3-Pigment-Protein-Komplexe lassen sich Gberwiegend als
eine Mischfraktion aus Lhca2- und Lhca3-Monomeren isolieren. Es gibt jedoch gute Hinweise
darauf, dass beide in vivo als Dimere vorliegen. Nachdem sich die in vitro-Rekonstitution auch
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fur die Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens von Lhc-Proteinen als sehr hilfreich
erwiesen hat, sollte durch entsprechende in vitro-Rekonstitutionsversuche mit rekombinanten
Lhca2- und Lhca3-Apoproteinen das Oligomerisierungsverhalten dieser Lhca-Proteine unter-
sucht werden.

Wenig bekannt ist bisher auch Uber die Lokalisierung des Xanthophyllzyklus in der Antenne des
PSI. Deshalb sollte ein in vitro-Deepoxidationssystem verwendet werden, um Aufschluss Uber
das Deepoxidationsverhalten des in den nativen LHCI-Subfraktionen gebundenen Violaxanthins
zu erlangen. Parallel dazu sollten rekonstituierte Lhca-Proteine untersucht werden, um zu
sehen, ob an verschiedene Lhca-Proteine gebundenes Violaxanthin unterschiedliche De-
epoxidationseigenschaften aufweist. Als Referenz zu den in vitro-Ergebnissen, sollte zusatzlich
der Deepoxidationsgrad von in vivo durch Starklicht deepoxidiertem LHCI bestimmt werden.
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B Material

1.Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Bio-Rad (Miinchen), Difco (Otto Nordwald KG, Hamburg),
ICN Biomedicals (Eschwege), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen)

bezogen.

Die Isolation von Plasmiden wurde mit Kits der Firmen Macherei-Nagel (Diren) und Promega
(Mannheim) durchgefuhrt. Zur DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen wurde ein Kit der Firma
Peglab (Erlangen) verwendet. Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)

synthetisiert.

2. Gerate

Magnetrihrer:

Mischer fur Reaktionsgefalle:

Photometer:
Scanner:
Spannungsquellen:

Ultraschallbad:
Ultraturax:

Waagen:

Zentrifugen:
Kuhlzentrifugen:

Tischzentrifugen:

Ultrazentrifugen:

Allgemeine Geréte
lkamag" RCT, JKA-Labortechnik (Staufen)
Heidolph” MR 3001 K8, Heidolph Elektro (Kehlheim)
Vortex-Genie 2 (G-560E), Scientific Industries (New York,
USA)
U-2000 Spektrophotometer, Hitachi (Tokyo, Japan)
Canoscan 3200F, Canon (Amsterdam, Niederlande)
Biometra” Standard Power Pack P25, Biometra (Géttingen)
Power Pack 300, Bio-Rad (Herkules, USA)
T 460, EIma" Transsonic (Singen/Hohentwiel)
Ultraturax T500, IKA-Labortechnik (Staufen)
Analysenwaage A200S, Sartorious (Gottingen)
Prazisionswaage GS-3200-2, Gottl. Kern & Sohn” (Albstadt)

BR4i, Jouan (Unterhaching); Rotoren: AB1.14, AB50.10
J2HS, Beckmann (Miunchen); Rotor: JLA10.500, JA20
Avanti 3-25, Beckmann (Miinchen); Rotor: JA25.50, JA25.15
Micro 24-48 (Typ 1001), Hettich (Tuttlingen)

Microliter (Typ 2020), Hettich (Tuttlingen)

Centrikon T-1070, Kontron (Neufahrn)

Centrikon T-1065, Kontron (Neufahrn)

Rotoren: TST28, TST41.14, TFT70.38

Optima XL-80K, Beckmann (Miinchen)

Optima XL-100K, Beckmann (Miinchen)

Rotoren: SW 28, SW40Ti, SW41Ti, SW60Ti, Ti80
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Gerate fur mikrobiologische Arbeiten

Autoklav: Varioklav Dampfsterilisator (Typ 500), H&P Labortechnik
(Fachhandel, Labotec, Wiesbaden)

Brutschranke: BE 400, Memmert (Schwabach)
BE 500, Memmert (Schwabach)

Inkubationsschittler: TH 15 Inkubationshaube mit KS 15 A Kompaktschuittler,
E. Buhler (Hechingen)

Kulturrad: Rotator, Helmut Saur Laborbedarf (Reutlingen)

Sterilbank: Horizontal Laminar Flow Workstation, Microflow, MDH

(Hampshire, UK)

Geréate fur molekularbiologische Arbeiten

Geldokumentationsanlage: GelDocO 1000 Single Wavelength Mini-Transilluminator,
Bio-Rad (Minchen)
Software: Molecular Analyst, Bio-Rad (Minchen)
Heizblock: Techne Dri-Block” DB-2D, Techne (Cambridge, UK)
Speed Vac (Vakuumzentrifuge): Vacuum Concentrator Mini-30, Bachofer (Reutlingen)
Thermocycler: Genius-02 T, Techne (Cambridge, UK)
Primus 25/96, MWG-Biotech (Ebersberg)
UV-Lampe: Handlampe mit 254 nm und 312 nm Einstellung, Helmut

Saur Laborbedarf (Reutlingen)

Gerate fur biochemische und biophysikalische Arbeiten

Digitalkamera: C-3040 Zoom, Olympus Optical Co. GmbH (Hamburg)

Durchflussthermostat: Ministat compatibel control, Huber (Offenburg)

Elektrophoresekammern: Hoefer” Mighty Small”, Hoefer Pharmacia (San Francisco,
CA, USA)

Maxigel-Elektrophoresesystem (Biometra, Gottingen)
Protean-Multicell (BioRad, Miinchen)

Elektroblotter: PerfectBlue™ Semi-Dry-Electroblotter (PeqLab, Erlangen)
Fluoreszenzspektrometer: Fluoromax-3, ISA Jobin Yvon-Spex (Grasbrunn);
Software: Datamax, Version 2.20, AISN, Jobin Yvon-Spex (Grasbrunn)
GelgieRapparatur: Hoefer" Multiple Gel Caster, Hoefer Pharmacia
(San Francisco, CA, USA)
Gelschiittler: Heidolph Rotamax 120T, Heidolph Elektro GmbH & Co KG
(Kelheim)
Gradientenmischer: Gradient Former Model 385 (BioRad, Miinchen)
HPLC (analytisch): Jasco Labor- und Datentechnik GmbH (Gro3-Umstadit)
Degasser: Gastorr 154
Gradientenmischer:  LG-1580-04
Pumpe : PU-1580
Detektor: Diode Array Detector MD-1515
Saule: Chromolith Speed-Rod, RP 18E, Nr.1.51450.0001,
| =50 mm; d=4.6 mm, Merck (Darmstadt)
Software Borwin-PDA, Ver. 1.50

20



B) Material

Isoelektrische Fokussierung: Ettan IPGphor-System (Amersham, Freiburg)
Kocher: HB4 basic Heizbad, IKA-Labortechnik (Staufen)
Massenspektrometrie:
Probensammler: Famos 48-well Autosampler (LC-Packings, Amsterdam, NL)
Pumpe: Ultimate Micropump (LC-Packings, Amsterdam, NL)
Saule: LC-Packings PepMap Cig, NAN-75-15-03-PM, | =150 mm,
d =75 um (LC-Packings, Amsterdam, NL)
Interface: Fused Silica Needle, FS 360-75-30 (New Objective,

Woburne, Mass., USA)

Massenspektrometer: LCQ Deca XP lontrap Mass-spectrometer (Thermofinnigan,
San Jose, CA, USA)

Software: Finnigan Sequest/Turbo Sequest (revision 2.0,
ThermoQuest, San Jose, CA, USA)

3. Computerprogramme und Datenbanken

BLAST-Suche :

NCBI-Datenbank (EST und genomisch) http://www.ncbi.nim.nhi.gov:80/BLAST
Alignments:

GENESTREAM network server IGH http://lwww2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi
GeneDoc http://www.psc.edu/biomed/genedoc

Tomaten-EST/Gen-Datenbank:
Solanaceae Genomics Network (Cornell University) http://www.sgn.cornell.edu
Tomato gene index (The institute for Genomic Research)  http://www.tigr.org/tdb/tgi/lgi

DNA > AS-Ubersetzung, theoretische M, und pl:
Expasy-tools http://lwww.expasy.org/tools

Bestimmung von Transitsequenzen:
TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/targetP

4.Bakterienstamm und Expressionsplasmide

Zur Uberexpression von Proteinen wurde der folgende Escherichia coli (E. coli) Stamm
verwendet:

JM 101: supE, thi-1, A(lac-proAB)[F traD36, proAB, lacl®, ZAM15] (Stratagene, Heidelberg)

Es standen kompetente, d.h. zur Aufnahme von Plasmid-DNA befahigte JIM101-Zellen aus dem
Laborbestand zur Verfligung.

Zur Expression der Lhca-Apoproteine wurde ein Vektor der pDS 12/RBSII-Reihe verwendet
(Abb. 6, Bujard et al., 1987), in den lhca-Gene eingefligt wurden. Die Expression des Gens wird
durch einen starken Phagenpromotor (Pn2s, T5-Phage) reguliert, der unter der Kontrolle des lac-
Operons steht, und damit durch IPTG induzierbar ist. Das Plasmid enthélt aul3erdem das Gen
fur eine 3-Lactamase und verleiht dadurch transformierten Zellen Ampicillinresistenz.

21



B) Material

. Polylinkerregion:
Xhol rAm BamHI, Sall, Pstl, Hind I11,... TAG g_l;_c;m-
Stop

Abb. 6: Darstellung des pDS12/RBS II-Vektors. B-Lac, B-Lactamase; lacl, lac-Repressor; P/O, Ts-Promotor (Png2s)
und Lac-Operon; to, t1, Terminationsregionen; RBS, Ribosomenbindungsstelle; CAT, Chloramphenicol-Acetyl-
Transferase; ori, Replikationsursprung.

Expressionsplasmide mit in die Polylinkerregion (Abb. 7) inserierten Lycopersicon esculentum
(Tomaten)-lhcal-, lhca2-, Ihca3-und lhca4-Wildtyp-Genen  wurden freundlicherweise  von
J. Rupprecht (lhcal und Ihcad), M. Wiener (lhca3) und S. Potthast (lhca2) (alle Universitat
Mainz) zur Verfugung gestellt. Die Herstellung dieser Konstrukte wird in Rupprecht (2002),
Wiener (2001) und Potthast (2002) beschrieben. Die Nukleotid- bzw. Aminosauresequenzen fir
Lhcal-4 befinden sich im Anhang.

‘ | met arg gly ser leu ile ser stop to  RBS cat 1 .
[ | laTe nea G%A TCC Gtc GAC CTG CAE cealage 1A arT AGe Teal [ ] ] [T 1 1]
¥ ¥ v
BamH| " Sall Pstl Hindlll
Xho EcoRI Xoal

Abb. 7: Polylinkerregion des pDS-12-Expressionsplasmids

5. Pflanzenanzucht

Native Pigment-Protein-Komplexe und die zur Rekonstitution verwendeten Pigmente
(Kap. C2.1) wurden aus Tomatenpflanzen (Lycopersicon esculentum) der Sorte Hellfrucht
(Gartenland GmbH, Aschersleben) isoliert. Die Pflanzen wurden im Gewéchshaus auf
Vermiculit bei 22 °C unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) bei einer
Lichtintensitat von ~120 pmol Photonen m?s™, die durch Leuchtstoffrohren (L 58W/11-860
LumiluxPlusEco, Osram, Miinchen) erzeugt wurde, vier bis sechs Wochen angezogen, wobei
einmal die Woche mit Algoflash-Tomatendinger (Algochimie, Chateau-Renault, Frankreich)
gediingt wurde.
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C Methoden

In dieser Arbeit wurden sowohl aus Tomatenpflanzen isolierte native Pigment-Protein-Komplexe
als auch invitro aus bakteriell Uberexprimiertem Apoprotein und isolierten Pigmenten
rekonstituierte Pigment-Protein-Komplexe untersucht. Im Folgenden wird fir beide Unter-
suchungsobjekte beschrieben wie sie isoliert bzw. hergestellt wurden.

1.Isolierung nativer Pigment-Protein-Komplexe

1.1 Thylakoidisolierung

Thylakoidpraparationen dienten als Ausgangsmaterial zur Isolation von Pigment-
Proteinkomplexen (Kap. C1.2, C1.3). Bei der Praparation wurde zlgig, gekihlt (auf Eis) und
abgedunkelt gearbeitet.

Von vier bis sechs Wochen alten Tomatenpflanzen (Kap. B5) wurde das obere Pflanzendrittel
mit einer Schere abgeschnitten und mit eiskalter Homogenisierungslésung (0,4 M Sorbitol,
0,1 M Tricine/NaOH (pH 7,8)) versetzt, im Ultraturrax zerkleinert und Uber vier Lagen Miracloth
filtriert, um grobe Rickstdnde zu entfernen. Dann folgte eine flnfmindtige Zentrifugation bei
3000 x g, die dazu diente die Chloroplasten zu pelletieren. Durch die anschlieRende
Resuspension des Pellets in Breaklosung (50 mM Sorbitol, 10 mM Tricine/NaOH (pH 7,8),
5mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) wurden die Chloroplasten aufgebrochen. Das nach erneuter
Zentrifugation (10 min, > 10000 x g) entstandene Pellet enthielt Thylakoidmembranen. Es
wurde in Thylakoidsuspensionslosung (30% (w/v) Saccharose, 10 mM Tricine/NaOH (pH 7,8),
1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) resuspendiert und die Chl-Konzentration der Suspension
photometrisch bestimmt (Kap. C3.1). Nach Einstellen der Chl-Konzentration auf ~2 mg/ml,
wurden die Praparationen bei -70°C eingefroren und gelagert.

1.2 PSl-Isolierung

Zur Isolierung des PSI-LHCI-Holokomplexes wurde eine Thylakoidsuspension (Kap. C1.1)
entsprechend 30 mg Chl mehrmals gewaschen, um mdglichst viele nichtintegrale Membran-
proteine zu entfernen. Dazu wurde die Thylakoidsuspension zundchst mit Breaklésung (50 mM
Sorbitol, 10 mM Tricine/NaOH (pH 7,8), 5 mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) auf eine Konzentration
von 0,4 mg Chl/ml eingestellt und fur 10 min bei 10000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das
resultierende Pellet wurde in Breaklésung wiederum zu einer Konzentration von 0,4 mg Chl/ml
resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Die
gewaschenen Thylakoide wurden mit dest. H,O auf eine Konzentration von 0,8 mg Chl/ml
eingestellt und durch Zugabe von 20% (v/v) Triton X-100 zu einer Endkonzentration von
0,5% (v/v) solubilisiert. Dies erfolgte durch 30-minitiges Ruhren bei RT im Dunkeln. Nicht
solubilisierte Thylakoidfragmente wurden durch Zentrifugation bei 42000 x g und 4 °C fir 30 min
pelletiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte tUber SDG-UZ. Die verwendeten SDG mit einem
Volumen von 32 ml und einer Saccharosekonzentration von 0,09-0,7 M wurden durch Einfrieren
bei -20°C und langsames Auftauen (bei 4 °C) einer L6sung aus 0,35 M Saccharose,
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0,05% (v/v) Triton X-100 und 5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8) hergestellt. Es wurden jeweils 4 -
4,5ml des Uberstandes auf einen SDG aufgetragen, von dem zuvor die obersten 4 ml
abgenommen wurden. Die anschlielende UZ wurde bei 25000 Upm im SW 28- bzw. TST 28-
Rotor (~112500 x g) fur 22-25 h durchgefihrt. Nach Beendigung der Zentrifugation wurden die
PSI enthaltende Bande (unterste pigmentierte Bande) abgezogen, mit dem sechsfachen
Volumen an kaltem dest. H,O versetzt und erneut fir 16-18 h im TFT 70.38-Rotor bei
50000 Upm (258000 x g) zentrifugiert. Dadurch wurde der PSI-Holokomplex pelletiert und
konnte in Thylakoidsuspensionslésung auf eine Konzentration von 1,5-2 mg Chl/ml (Kap. C3.1)
resuspendiert werden. Die Aufbewahrung erfolgte eingefroren bei -70°C.

1.3 LHCI-Isolierung

Zur lIsolation der LHCI-Subfraktionen LHCI-730 und LHCI-680 wurde eine PSI-Holokomplex
Praparation (Kap. C1.2) nochmals mit dem vierfachen Volumen dest. H,O gewaschen
(Zentrifugation fur 30 min bei 4 °C und 42000 x g), um Saccharose zu entfernen. Das
resultierende Pellet wurde in 5 mM Tris/HCI (pH 7,5) auf eine Konzentration von 0,5 mg Chl/ml
(Kap. C3.1) aufgenommen. Zur Solubilisierung wurde die Probe auf eine Endkonzentration von
0,2% (w/v) Zwittergent 3-16 (ZW16), 1% (w/v) n-Octyl 3-D-Glucopyranosid (OG) und 1% (w/v)
n-Dodecyl 3-D-Maltosid (3-DM) eingestellt. Daftr wurde ZW-16 als Feststoff eingewogen, die
Probe zugegeben und zunéchst fir 10 min bei 4 °C schittelnd inkubiert. Dann erfolgte die
Zugabe von 10% (w/v) OG und 10% (w/v) 3-DM zu einer Endkonzentration von jeweils
1% (w/v). Im Anschluf3 wurde die Probe fir 60 min bei 4°C drehend inkubiert. Die weitere
Aufreinigung erfolgte Uber SDG-UZ. Es wurden SDG mit einem Volumen von 11 ml und einer
Saccharosekonzentration von 0,09-1 M verwendet, die durch Einfrieren bei -20 °C und
langsames Auftauen (bei 4 °C) einer Losung aus 0,5 M Saccharose, 0,1% (w/v) 3-DM und
5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8) hergestellt wurden. Vor dem Probenauftrag wurde jeweils der
oberste Milliliter der Gradienten abgenommen. Pro Gradient wurde ein Aliquot entsprechend
250 bis 500 pg Chl aufgetragen und fur 22-24 h bei 4 °C im SW 41Ti-Rotor (alternativ: SW 40Ti
oder TST 41.14) mit 37000 Upm (~246000 x g) zentrifugiert. Die im Anschlu3 an die
Zentrifugation abgezogenen LHCI-Banden wurden entweder direkt charakterisiert oder falls
notig in Y10-Centrikons (Ausschlu3grofRe 10 kDa; Millipore, Eschborn) aufkonzentriert und bei -
70°C gelagert.

1.4 Bestimmung der Pigment/Protein-Stochiometrie nativer LHCI- Subfraktionen

Zur Bestimmung ihrer Pigment/Protein-Stochiometrie wurden per SDG-UZ isolierte LHCI-680
und LHCI-730 Fraktionen weiter aufgereinigt, um Saccharose und Detergenzien zu entfernen,
da diese bei der Proteinquantifizierung stéren wirden. Dazu wurden die entsprechenden
Banden aus dem SDG abgezogen, mit dem zwanzigfachen Volumen an 2 mM Tricine/NaOH
(pH 7,8) versetzt, fur 18 h bei 70000 Upm im Ti80-Rotor (602000 x g) pelletiert und in einem
kleinen Volumen des Uberstandes resuspendiert. Von den aufgereinigten LHCI-Fraktionen
wurde anschlieRend photometrisch die Chl-Konzentration bestimmt (Kap. C3.1), um Aliquots
mit gleicher Chl-Menge fiir die Analyse der Pigmentzusammensetzung per HPLC (Kap. C3.3)
und zur Proteinanalyse mittels der BCA-Methode (Kap. C3.4.2) entnehmen zu konnen. Die
Proteinkonzentration der Probe wurde auf die Molmasse umgerechnet. Da beide LHCI-
Subfraktionen zwei unterschiedliche Apoproteine enthalten wurde fiir LHCI-680 der Mittelwert
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aus den Molekularmassen von Lhca2 und Lhca3 (23,5 kDa) bzw. fur LHCI-730, der Mittelwert
von Lhcal und Lhca4 (21,5 kDa) verwendet. Die ermittelte Chl-Konzentration wurde ebenfalls in
molare Mengen umgerechnet (Chl a = 893,5 g/mol, Chl b = 907,5 g/mol). Aus diesen Angaben
wurden unter Einbeziehung der per HPLC (Kap. C3.3) ermittelten Pigmentstochiometrien flr
LHCI-680 und LHCI-730 die Pigmentmengen pro Apoprotein berechnet.

2. Herstellung rekonstituierter Lichtsammelkomplexe

Aus isolierten Pigmenten und Uberexprimiertem Apoprotein lassen sich mittels Detergens-
wechselrekonstitution in vitro Lichtsammelkomplexe zusammensetzen, die nativen LHC
gleichen (Paulsen et al., 1993). In dieser Arbeit wurden Rekonstitutionen der LHCI-Proteine
Lhcal bis Lhca5 durchgefuhrt. Fir Lhcal bis Lhcad4 standen bereits fertige Expressions-
plasmide (Kap. B4) zur Verfligung, fir Lhcab mussten diese erst hergestellt werden.

2.1 Zur Rekonstitution verwendete Pigmentmischungen

Die zur LHC-Rekonstitution verwendeten Pigmente, sowohl Gesamtpigmentextrakt
(Totalextrakt, TE) als auch Einzelpigmente (Chla, Chlb, Lut, Vio, R-Car, Neo) wurden von
M. Wiener, J. Rupprecht und D. Corbet (AG Schmid, Institut fir Allgemeine Botanik, Universitat
Mainz) zur Verfiigung gestellt, und waren aus ca. vier Wochen alten Tomatenblattern der Sorte
Polaris F1-Hybrid (Samen Barnsdorf, Mainz) oder Hellfrucht (Gartenland GmbH, Aschersleben)
isoliert worden.

Im Allgemeinen wurden die Rekonstitutionen mit TE durchgefihrt. Zur Ermittlung des Pigment-
bedarfs von Lhca5 (Kap. D5.4) und zur Herstellung von r-LHC mit Vio und Lut als einzigen
Carotinoiden fur die Deepoxidierungsexperimente (Kap. C3.7.2) wurden jedoch aus Einzel-
pigmenten Pigmentmischungen mit definierten Pigmentstdchiometrien hergestellt. Die
Zusammensetzung der verwendeten Pigmentmischungen ist bei den jeweiligen Versuchen
angegeben. Zur Herstellung dieser Pigmentmischungen wurden eingetrocknete Pigment-
aliquots entweder in 100% Ethanol (Vio, Lut) oder in 100% Aceton (Chla, b, R-Car)
aufgenommen. Dann wurde zunéchst die gewlnschte Menge an Vio und Lut entnommen und
zusammengegeben. Die Mischung wurde unter N, eingetrocknet, nachfolgend die gewlinschte
Menge an Chla und Chlb zugegeben und erneut unter N, eingetrocknet. Die getrockneten
Pigmente wurden bei -20 °C aufgewahrt.

2.2 Herstellung von Ihca5-Expressionsplasmiden

pDS12/RBS lI-Vektor-Konstrukte zur Uberexpression von Lhca5 muBten neu hergestellt
werden. Die cDNA-Sequenz des Ihca5 von Lycopersicon esculentum wurde aus EST-Klonen
(GenBank Acc. Nr.: AW041324 (= cDNA-Klon cLET12N21) und AI778223 (= cDNA-Klon
cLET39J20), beide bezogen vom Clemson University Genomics Institute, Clemson, NC, USA),
amplifiziert, und Uber die Sall- und Hind llI-Schnittstellen in die Polylinkerregion des
Expressionsplasmids (Kap. B4, Abb. 7) ligiert. Ein Lhca5-cDNA-EST-Klon (17709T7, GenBank
Acc. Nr.: AF134121, Vektor: pZL) mit der Ihca5-Sequenz von A. thaliana wurde freundlicher-
weise von S. Jansson (Umea Plant Science Centre, University of Umed, Schweden) zur
Verfligung gestellt. Die Umklonierung in das Expressionsplasmid erfolgte in diesem Fall Uber
die Sal | und Pst I-Schnittstellen. Die Restriktionsschnittstellen wurden an die zu klonierende
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Sequenz angeflgt, indem zu deren Amplifizierung Primer verwendet wurden, die die
gewinschte Schnittstelle enthielten (Tab. 5, Kap. C2.2.4). Die Lhca5-Nukleotid- und AS-
Sequenzen befinden sich im Anhang.

Wahrend der Bakterienanzucht (Kap. C2.2.1) und der Herstellung von Dauerkulturen
(Kap. C2.2.2) wurde steril gearbeitet. Nahrboden, Gebrauchslosungen, Glas- und PlastikgefaRe
wurden vor der Benutzung durch Dampfsterilisation im Autoklaven bei 121 °C fur mindestens
20 min sterilisiert, um Keime, Sporen und vegetative Zellen von Mikroorganismen abzutdten.

2.2.1 Bakterienanzucht

Bakterien wurden in Luria Bertani-Medium (LB-Medium; 1% (w/v) Trypton, 1% (w/v) NacCl,
0,5% (w/v) Hefeextrakt; einstellen mit NaOH auf pH 7,5) in Anwesenheit des Selektions-
Antibiotikums Ampicillin (100 pg/ml, Zugabe nach Abkihlung des Mediums auf 50 °C)
angezogen. Zur Plasmid- oder Proteinisolierung wurden Flissigkulturen verwendet (Inkubation
bei 37°C und 175 Upm), wahrend zum Vereinzeln von Kolonien Zellsuspensionen auf
Agarplatten (LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin plus 1,5% (w/v) Agar) ausgestrichen wurden.

2.2.2 Herstellung von Dauerkulturen

Um Bakterien, die ein Plasmid enthalten, fir langere Zeit lagern zu konnen, wurden
Dauerkulturen hergestellt. Dazu wurde aus einer 5 ml LB-Amp-Ubernachtkultur ((iN-Kultur) 1 ml
entnommen und mit 220 pl 80%igem Glycerin (v/v) gemischt (nicht vortexen). Das Glycerin
verhindert, dass sich beim Einfrieren bei -70 °C Eiskristalle bilden, durch die die Bakterienzellen
geschéadigt werden.

2.2.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese in Agarosegelen ist eine Standardmethode zur Auftrennung, Identifizierung
und Reinigung von DNA. Nukleinsduren sind Uber einen groRen pH-Bereich hinweg negativ
geladen, weshalb DNA-Fragmente im elektrischen Feld in Richtung Anode wandern. Masse
und Ladung der DNA-Fragmente sind bei einem pH>5 zueinander proportional, so dass die
Laufstrecke im Gel von der Gro3e des Fragments abhéngt, wodurch sich unterschiedlich grol3e
Fragmente voneinander trennen lassen. Die verwendete Agarosekonzentration hangt dabei von
der GroBe der zu erwartenden Fragmente ab: je kleiner die Fragmente desto hoher die
Agarosekonzentration. In dieser Arbeit wurden fur Fragmente, die gro3er als 1500 bp waren
Gele mit 0,8% (w/v) Agarose und fir solche mit weniger als 1500 bp Gele mit 1,5% (w/v)
Agarose verwendet (Sambrook und Russell, 2001).

Die Proben wurden vor dem Lauf 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) versetzt. Die Elektro-
phorese erfolgte in Agarosegelen mit einer maximalen Trennstrecke von 6 cm in einer
horizontalen Laufkammer bei konstant 100 V. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris,
2mM EDTA, konz. Essigsaure, pH 8,5) verwendet. Nach Beendigung der Elektrophorese
wurde das Gel zunachst unter Schutteln in einem Ethidiumbromid-Farbebad (1 pg/ml Ethidium-
bromid) fur 5 min angefarbt und dann durch Waschen mit dest. H,O unspezifische Farbungen
entfernt. Dokumentation und Auswertung der Gele erfolgte mit der Geldokumentationsanlage
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Gel Doc 1000 (BioRad, Minchen) und der mitgelieferten Software ,Molecular Analyst“. Als
GroRRen- und Konzentrationsvergleich dienten die in Abb. 8 dargestellten Langenstandards, die
in definierter Menge (jeweils 500 ng) mit auf das Gel aufgetragen wurden.

Fragment |Basenpaare DNA Masse Ep
1 1.500 46 ng 1,500
2 1,200 37 ng 1,200
3 1.000 91 ng 1,000
4 900 27 ng ggg
5 800 24 ng 700
6 700 21 ng EEE’
7 600 18 ng 400
g 300 91 ng

300
9 400 37 ng
10 300 27ng 200
11 200 24 ng 100
12 100 55 ng

Abb. 8: Marker zur Bestimmung der DNA-Fragmentgroen in Agarosegelen. Gezeigt sind der 100 bp-Marker
von NEB (links mit Tabelle) und der 1 kbp-Standard von Gibco BRL Life Technologies (rechts) nach
elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel. Eine zusatzliche Bestimmung der DNA-Konzentrationen war beim
100 bp-Marker tber die Bandenintensitaten méglich (siehe Tabelle).

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

PCR-Reaktionen wurden verwendet, um DNA-Sequenzen aus einem Klonierungsvektor in ein
Expressionsplasmid umzuklonieren, oder um zu Uberprifen, ob Bakterienkolonien das
gewlinschte Plasmid aufgenommen hatten.

Klonierungs-PCR

Zum Umklonieren von DNA-Sequenzen, wurden Primer (Tab. 5) verwendet, durch die sowohl
am 3’- als auch am 5°-Ende der Insert-DNA-Sequenz neue Schnittstellen angehangt wurden,
Uber die das Amplifikat in das Expressionsplasmid (Kap. B4) ligiert werden konnte. Ein
Standard-PCR-Ansatz von 50 pl enthielt 25 ng Plasmid-DNA, 250 ng je Primer, je 0,8 mM
dNTPs und 2,5 U Polymerase (Pfu-DNA-Polymerase, Stratagene, La Jolla, CA, USA oder Pwo-
DNA-Polymerase, Peglab, Erlangen) in dem entsprechenden 1 x Polymerasepuffer. Die
Amplifikation wurde mit dem in Tab. 6 aufgeflihrten Programm durchgefihrt.

Kolonie-PCR

Wenn parallel moglichst viele Kolonien einer Transformationsplatte auf das Vorhandensein der
gewinschten DNA-Sequenz untersucht werden sollten, konnte eine sogenannte Kolonie-PCR
durchgefihrt werden. Dazu wurde mit einer sterilen Pipettenspitze eine Kolonie gepickt und die
Spitze in ein Eppendorfgefald eingetaucht, das einen PCR-Premix mit fir die Herstellung des
jeweiligen Klons verwendeten Primern enthielt. Es wurden PCR-Ansatze mit einem Volumen
von 25 ul verwendet, die in ihrer Zusammensetzung dem Ansatz fir eine Klonierungs-PCR
entsprachen.
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Tab. 5: In dieser Arbeit verwendete PCR-Primer. Angegeben ist der Name des Primers, seine Sequenz in 5" >3'-
Richtung, die eingebaute Schnittstelle (in der Sequenz unterstrichen) und die Art des generierten Proteins. tom,
Tomate; AS, Aminosaure; pre, precursor; for, fw, forward; sal, Sal I; mat, matur; a5, Lhca5; rev, revers; At, A. th.
Arabidopsis thaliana; oAm, ohne amber Stopp-Codon; fett, Stopp-Codons; 1) Jansson (1999); 2) Ganeteg et al.
(2004).

Primer Spezifitat Sequenz 5°- 3 Schnittstelle

Lhca5 Lycopersicon esculentum

3'tom-a5

(rev) C-Terminus Lhca5 tom CTAATTAAGCTTTCAAGAACTCGATGCAGCAATGG Hind Il

ab-pre-for- | N-Terminus Lhca5 tom

) . TGAGAGTCGACATGGAGATTGCAGTGGGTAG Sal |
sal-tom precursor’-Form

ab-for-mat- | N-Terminus Lhca5 tom mature

TGAGAGTCGACGCTAGAAAAGGACATTCTCTAAC Sal |
sal-tom Form nach 1)

fwl N-Terminus Lhca5 tom mature | 1., ¢\ 61 GACGCTCACCAAAGGCCAACATGGC sal |
Form nach 2) —

N-Terminus Lhca5 tom mature

fw2 Form nach 2) minus 4 AS

TGAGAGTCGACCCAACATGGCTTCCTGGCCTTG Sal |

fw3 N-Terminus Lhca5 tom mature | 1.5, ¢ 2 6TcGACCTTCCTGGCCTTGACCCTCCAC Sal |
Form nach 2) minus 7 AS I

N-Terminus Lhca5 tom mature | ., - 1 5T 6ACGCAGGAGGAGGCCATTCTCTAAC

fwa ":\OEL“ nach 1); AS 1-4 aus ACCTCTGGCTCCAGCTCAC Sall
Lhca5 Arabidopsis thaliana

ab-rev-Pstl-At | C-Terminus Lhca5 A. th. AATTCTGCAGCTAAGATGTAGAGGTGAAGAGGG Pst |
ab-rev-Pstl-At- | C-Terminus Lhcas A. th. AATTCTGCAGTTAAGATGTAGAGGTGAAGAGGG Pst |
0Am ohne amber Stopp-Codon
as-pre-for-sal- | N-Terminus Lhca5 A. th. TGAGAGTCGACATGGCCGTAGTTTTACGTGG Sal |
At precursor Form
a5-mat-for-sal- | N-Terminus LhcaS A. th. TGAGAGTCGACGCAGGAGGAGGCATCAACCC Sal |
At mature Form nach 1)
a5-At-mat-for- | N-Terminus LhcaS A. th.

mature Form nach 1) minus | TGAGAGTCGACCTACCTGGACTAAACCCTCC sall
Sall-MS 19 AS

Tab. 6: Thermocycler-Protokoll fir Klonierungs- und Kolonie-PCR

Protokoll
Schritte Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [s]
1 1 96 300
96 60
2 33 55 120
72 120
3 1 72 180
4 1 4 0
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2.2.5 DNA-Aufreinigung

2.2.5.1 Isopropanolfallung

Eine schnelle und effiziente Methode, um geldste DNA von Puffern und Salzen und Primern
abzutrennen, ist die DNA-Fallung mit Isopropanol. Durch die Zugabe des Alkohols und des
Salzes wird der DNA das Wasser entzogen, so dass sie ausféllt und pelletiert werden kann.
Dazu wurde die zu fallende Loésung mit ddH,O auf 150 pl aufgefillt und mit 150 pl
4 M Ammoniumacetat und 300 pl Isopropanol gemischt. Danach wurde fiir 45 min bei 4 °C und
16000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das entstandene DNA-Pellet mit
70%igem Ethanol (v/v) gewaschen (10 min, 4 °C, 16000 x g), um anhaftendes Salz zu
entfernen. Die gefallte DNA wurde fir 10 min in der Speed Vac getrocknet und im Anschluf3 in
10 pl ddH,0 aufgenommen.

2.2.5.2 Gelelution

Eine weitere Methode, DNA aufzureinigen und gleichzeitig ihre Qualitat zu prifen, ist die
Aufreinigung mittels Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieBender Extraktion der DNA aus
dem Gel. Diese Methode wurde in dieser Arbeit fir PCR-Produkte und geschnittene Vektoren
verwendet. Das gewilnschte Fragment wurde unter UV-Licht zlgig mit einem Skalpell
ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefa tiberfiihrt und mit Hilfe eines Gelelutions-Kits (E.Z.N.A.®
Gel Extraction Kit, Peqglab, Erlangen) nach den Angaben des Herstellers aus dem Gel eluiert.
Die Aufnahme der extrahierten DNA erfolgte in 30 pl ddH,0.

2.2.6 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau wurde durchgefuhrt, um isolierte Plasmide auf das Vorhandensein des
Inserts zu untersuchen, oder um Insert und Vektor fur die Ligation vorzubereiten.
Restriktionsenzyme wurden von den Firmen NEB (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg) und
Fermentas (St-Leon-Rot) bezogen (Tab. 7). Der DNA-Verdau wurde nach Vorschrift des
Herstellers in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt. Es wurden pro 1 ug DNA 4-5 U Enzym
eingesetzt. Der Verdau wurde fir mindestens 3 h, meist jedoch 0N, bei 37 °C durchgefiihrt. Bei
einem Doppelverdau wurde der laut Herstellerangabe optimale Puffer verwendet.

Tab. 7: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsenzyme mit Herstellerangabe. Das Temperaturoptimum lag bei
allen Enzymen bei 37°C.

Enzym | Hersteller Erkennungssequenz

Hind Il | NEB AAGCTT
Fermentas

Pst | CTGCAG
Pharmacia
Fermentas

Sal | GTCGAC
Pharmacia
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2.2.7 Ligation

Das amplifizierte und mit den gewiinschten Restriktionsenzymen geschnittene PCR-Produkt
(= Insert) wurde per lIsopropanolféllung aufgereinigt (Kap. C2.2.5.1) und mittels Agarose-
Gelelektrophorese quantifiziert (Kap. C2.2.3). Dann erfolgte die Ligation in das mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnittene Expressionsplasmid (= Vektor). Der Ligationsansatz enthielt
in einem Volumen von 10 ul T4-Puffer, 1 pl (400 U) T4-Ligase (NEB, Frankfurt) und eine
Gesamt-DNA Menge von 100 ng, wobei das molare Verhaltnis von Insert zu Vektor etwa 3:1
betrug. Die Ligation erfolgte fir 3 h bei 16 °C oder Gber Nacht bei 4 °C. Alternativ zu dieser
.-hormalen” Ligation wurde das ,rapid ligation-Kit* (Fermentas, St.Leon-Rot) nach den Angaben
des Herstellers verwendet.

2.2.8 Transformation

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von Fremdplasmiden durch daflir kompetente
Bakterien. Zur Transformation in JM101-Zellen (Kap. B4) wurden 2,5 pl DNA-L6sung eines
10 pl Ligationsansatz (Kap. C2.2.7) zu 50 ul auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen gegeben
und durch leichtes ,Anstupsen“ gemischt. Der Ansatz wurde fur 30 min auf Eis inkubiert und
anschlieend einem 5-minitigen Hitzeschock bei 22 °C ausgesetzt. Danach erfolgte die
Zugabe von 225 ul vorgewarmtem (37 °C) LB-Medium ohne Ampicillin und eine einstindige
Inkubation der Kulturen bei 37 °C im Drehrad. AnschlieRend wurden 100 pl des Ansatzes auf
Agarplatten (Kap. C2.2.1) ausgestrichen und UN bei 37 °C inkubiert. Am néachsten Tag wurden
einzelne Kolonien gepickt und in 5 ml-LB-Amp-UN-Kulturen vermehrt. Positive Klone wurden
entweder durch Plasmidisolierung mit anschlieRendem Restriktionsverdau (Kap. C2.2.9,
C2.2.6) oder durch Kolonie-PCR identifiziert (Kap. C2.2.4).

2.2.9 Plasmidisolierung

Um Plasmide aus Bakterienzellen zu isolieren, wurden zwei Isolations-Kits verwendet, die beide
gemal den Angaben der Hersteller verwendet wurden. Mit dem Wizard Plus DNA Purification
System (= Mini-Prep, Promega, Mannheim) wurde die Plasmid-DNA aus 3 ml einer 5 ml-LB-
Amp-UN-Kultur isoliert (Ausbeute ~1 pg DNA). Es wurde benutzt, um aus mdglichst vielen
Klonen parallel Plasmide zu isolieren, die dann mittels Restriktionsverdau (Kap. C2.2.6) auf das
Vorhandensein des gewinschten Inserts Uberprift werden konnten (=,screenen®). Der
Nucleobond AX 100 Plasmidisolierungs-Kit (= Midi-Prep, Macherey und Nagel, Diren) wurde
verwendet, um groRere Mengen (bis zu 100 pug) moglichst reiner DNA zu isolieren, z.B. fir
anschlielende Sequenzierung (Kap. C2.2.11) oder zur Aufbewahrung positiver Klone. Als
Ausgangsmaterial diente dabei eine 100 ml-LB-Amp-UN-Kultur.

2.2.10 DNA-Quantifizierung

Bei relativ groBen DNA-Mengen, z.B. aus einer Midi-Prep (Kap. C2.2.9), wurde die DNA-
Konzentration photometrisch in Quarzkivetten (Uber das Absorptionsmaximum der
Nukleinsauren bei 260 nm bestimmt. Dabei gilt folgende Formel:

DNA-Konzentration [pig DNA/mI] = (OD,gp — OD3y) X 50 x Verdinnungsfaktor
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Zur Abschatzung kleinerer DNA-Mengen (z.B. PCR-Produkte) wurde eine Gelelektrophorese
durchgefihrt und die Fluoreszenz der Probe mit der eines Basenpaarstandards definierter
DNA-Konzentration (Abb. 8) verglichen.

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Um sicherzugehen, dass durch Restriktionsverdau (Kap.C2.2.6) bzw. Kolonie-PCR
(Kap. C2.2.4) als positiv identifizierte Klone keine unerwiinschten Mutationen enthielten, wurde
eine DNA-Sequenzierung mittels einer modifizierten Kettenabbruchmethoden nach Sanger et
al. (1977) durchgeftihrt.

Als Matrize fur die Sequenzierreaktion diente DNA aus einer Midi-Prep (Kap. C2.2.9). Als
Primer wurden vektorspezifische Primer verwendet (Tab. 8).

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

Primer Sequenz
pDS 12 + 5’ATTTGCTTTGTGAGC 3
pDS 12 - 5"ACCGAGCGTTCTGAA 3’

Die Ansatze wurden wie in Tab. 9 aufgeflihrt zusammenpipettiert und einer PCR mit dem
ebenfalls in Tab. 9 dargestellten Protokoll unterzogen. Die anschlieBende Auftrennung der
Sequenzierreaktion und die Sequenzanalyse wurden von der Firma GENterprise (Mainz)
vorgenommen.

Tab. 9: Reaktionsansatz zur Sequenzierung der inserierten Ihca-Gene und Thermocyclerprotokoll fir
BigDye®-Sequenzierreaktionen (v3.1).

Reaktionsansatz
Midi-Prep-DNA 170-350 ng
pDS12-Primer (10 uM) 1l
BigDye-Premix ver3.1™ 2ul
5 x sequenzing buffer v3.1™ 2ul
ddH,0 Ad 10 l
Protokoll

Schritte Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [s]
1 1 96 60
2 30 96 10

55 240

Das Editieren der erhaltenen Sequenzen und Chromatogramme erfolgte mit der Chromas 1.45
Software (Griffith University, Southport, Australia).
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2.3 Proteinuberexpression und , Inclusion Body“-Isolierung

Als Wirtsstamm fir die Proteinexpression dienten Bakterien des E. coli-Stamms JM 101
(Kap. B4), in die durch Transformation (Kap. C2.2.8) Expressionsplasmide mit Ihca-Genen
(Kap. B4) eingeftihrt wurden.

Aufgrund ihres hydrophoben Charakters fiihrt die Uberexpression von Lhc-Proteinen in E.coli
zur Bildung von Proteinaggregaten. Diese EinschluBkérper (oder ,Inclusion Bodies”, IBs)
bestehen Uberwiegend aus denaturiertem, rekombinantem Protein, das sich nach Aufschluf3 der
Bakterienzellen durch Zentrifugation und Waschen mit milden Detergentien relativ leicht
isolieren lasst (Rudolph und Lilie, 1996).

Zur Uberexpression groRerer Proteinmengen wurden standardmé&Rig 200 ml LB-Amp-Kulturen
in Erlenmeyerkolben verwendet, die mit 2 ml einer 5 ml-LB-Amp-UN-Kultur angeimpft wurden.
Nach zweistiindigem Wachstum (Kap. C2.2.1) bzw. bei einer ODsso von 0,45-0,65 erfolgte die
Induktion der Uberexpression durch Zugabe von 200 ul 1 M Isopropyl R-D-Thiogalactopyranosid
(IPTG). Nach weiteren 5 h wurden die Bakterien durch 5-mindtige Zentrifugation bei 9000 x g
pelletiert und die IBs isoliert. Zum Aufbrechen der Bakterienzellen wurde das Pellet in
2 ml Lysispuffer (50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) resuspendiert, 0,5 ml
einer 1%igen Lysozymldsung (w/v) zugesetzt und fir 30 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
30 pl' 1 M MgCly, 30 pl 0,2 M MnCl, und 5 pl DNAse | Lésung (5 mg/ml) wurde erneut fiir 30 min
bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden 10 ml Detergenslosung A (200 mM NaCl, 1% (w/v)
Deoxycholat, 1% (w/v) Nonidet P40, 25 mM Tris/HCI (pH 7,5), 2 mM EDTA/NaOH (pH 7,8),
30 mM Dithiothreitol (DTT)) zugegeben, gut gemischt, 2 min auf Eis inkubiert und fir 10 min bei
10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 ml Detergenslosung B (0,5% (v/v) Triton X-100,
1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8), 20 mM DTT) resuspendiert, gevortext und erneut bei 10000 x g
zentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit Detergenslosung B wurde das nun weil3e
Pellet in ~600 pl IB-Suspensionslésung (50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8),
20 mM DTT) aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde wie in Kap. C3.4.1 beschrieben
bestimmt und die Reinheit der IB-Praparation per SDS-PAGE (Kap. C3.5.1.1) Uberpruft.

Wenn es lediglich darum ging zu Uberprifen, ob neu konstruierte Klone zur Proteintber-
expression geeignet sind, konnten alternativ 5 mI-LB-Amp-Kulturen in Reagenzglasern induziert
werden. Dazu wurden 500 pl einer 5 ml-LB-Amp-UN-Kultur in 5 ml frisches LB-Amp Uberflhrt
und nach etwa 1 h bzw. bei einer ODsg, von 0,45-0,65 durch Zugabe von 5ul 1 M IPTG die
Uberexpression induziert. Nach weiteren 4-5h wurden 20 ul der Bakteriensuspension
entnommen, mit 10 pl Proteindenaturierungspuffer (Kap. C3.5.1.1) versetzt, 1 min gekocht und
die Proteinzusammensetzung mittels SDS-Page (Kap. C3.5.1.1) analysiert. Als Negativkontrolle
diente die gleiche Menge einer nicht induzierten Kultur.
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2.4 Rekonstitution rekombinanter Lhca-Proteine

LHC lassen sich in vitro Uber verschiedene Methoden aus ihren Bestandteilen (Apoprotein,
Pigmente, Lipide) rekonstituieren, wobei die Eigenschaften der in vitro gebildeten Komplexe
denen der nativen Komplexe gleichen (Plumley und Schmidt, 1987; Paulsen et. al., 1993). In
dieser Arbeit wurde die fur die Rekonstitution von Lhca-Proteinen modifizierte
Detergenswechselmethode nach Schmid et al. (1997) verwendet. Dabei wird das Apoprotein
zunachst in Rekonstitutionspuffer mit Lithium-Dodecylsulfat (LDS) und Saccharose solubilisiert,
mit OG versetzt und kurz gekocht, wodurch sich um das Protein OG-DS-Mischmizellen bilden.
Nach dem Abkuhlen wird die Proteinldosung mit Pigmenten gemischt und durch die
anschlieRende Zugabe von eiskaltem KCl das Dodecylsulfat als Kalium-Dodecylsulfat (KDS)
ausgefallt. Durch die Veréanderung der Proteinumgebung von reinen LDS-Mizellen tber OG-DS-
Mischmizellen zu reinen OG-Mizellen werden die Proteinfaltung und die Anlagerung der
Pigmente induziert. Je nachdem ob der Rekonstitutionsansatz per SDG-UZ (Kap. C2.5) oder
mittels schwach denaturierender Gelelektrophorese (Kap. C3.5.1.2) analysiert werden sollte,
wurde die Rekonstitution auf zwei leicht unterschiedliche Weisen durchgefiihrt.

Durchfiihrung:

A) Zur nachfolgenden Aufreinigung tber SDG-UZ wurden 167 ug Protein und Pigmentaliquots a
200 pg Chl verwendet. Das Protein wurde in 106,7 pul IB-Suspensionsliésung (50 mM
Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8), 20 mM DTT) verdinnt, mit dem gleichen
Volumen an doppeltkonzentriertem Rekonstitutionspuffer (200 mM Tris-Base, 10 mM ¢-
Aminocapronsaure, 2 mM Benzamidin, 4% (w/v) LDS, 100 mM DTT) versetzt und kurz
gevortext, um das Protein zu I6sen. Nach der Zugabe von 24,7 pl 10%igem OG (w/v) wurde der
Ansatz fur 1 min gekocht, auf Eis abgekiihlt und 8 ul 1 M DTT zugegeben. Nachfolgend wurde
die Proteinldsung unter vortexen zu den in 12 pl 100% Ethanol geldsten Pigmenten gegeben.
Der Ansatz wurde erneut fir 1 min gekocht und zum Abkihlen auf Eis gestellt. AnschlieBend
wurden wiederum unter vortexen 38,4 ul eiskaltes 1 M KCl zugegeben und fir 20 min
schiittelnd bei 4 °C inkubiert. Durch die nachfolgende 5-minitige Zentrifugation bei 15000 x g
und 4 °C wurde das ausgefallte KDS pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und Uber
eine SDG-UZ (Kap. C2.5) aufgereinigt.

B) Wenn es darum ging, die Bildung stabiler Monomere oder Dimere mittels schwach-
denaturierender Gelelektrophorese (Kap. C3.5.1.2) zu untersuchen, wurde nur ein Finftel der
Proteinmenge des oben beschrieben Ansatzes (33 pg) benétigt. Entsprechend wurden auch nur
ein Funftel der Pigmente (40 pg Chl) verwendet, und die Menge aller anderen Ldsungen
entsprechend reduziert. Im Unterschied zum Rekonstitutionsansatz fir Dichtegradienten
enthielt der hier verwendete 2 x Rekonstitutionspuffer zusétzlich noch 25% (w/v) Saccharose,
die zur Beschwerung der Proben fur den nachfolgenden Gelauftrag diente. Aul3erdem wurde an
Stelle der 10%igen (w/v) eine 20%ige (w/v) OG-LOsung verwendet. Der Ablauf der
Rekonstitution erfolgte genau wie oben beschrieben. Im Anschlul wurden 20 pl des
Uberstandes auf ein schwach denaturierendes Gel aufgetragen und aufgetrennt.
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2.5 Dichtegradienten-Ultrazentrifugation rekonstituierter Lichtsammelkomplexe

Zur schonenderen Abtrennung von freiem oder nur unspezifisch gebundenem Pigment von
rekonstituierten LHC wurde der Rekonstitutionsansatz per SDG-UZ aufgereinigt. Dazu wurden
220 ul eines grolRen Rekonstitutionsansatzes (Kap. C2.4A) auf SDG (0,09-0,8 M Saccharose,
5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8), 0,06% (w/v) R-DM) mit einem Volumen von 11 ml aufgetragen,
von denen vor dem Probenauftrag jeweils der oberste Milliliter abgenommen wurde, und 22-
24 h bei 37000 Upm im SW41 (bzw. SW40 oder TST41.14)-Rotor (~246000 x g) zentrifugiert.
Nach Beendigung der Zentrifugation wurden die r-LHC enthaltenden SDG-Banden abgezogen
und direkt charakterisiert oder bei -70 °C eingefroren gelagert.

3.Biochemische und spektroskopische Charakterisierungsmethoden

3.1 Photometrische Chlorophyllbestimmung

Zur photometrischen Bestimmung der Chl-Konzentration von Einzelpigmenten oder Totalextrakt
wurde die Absorption von Chl in 80% (v/v) Aceton bei 663,6 und 646,6 nm gemessen. Aus
diesen Werten lasst sich nach Porra et al. (1989) wie folgt die Chl-Konzentration berechnen:

Chla=12,3* A663,6 -255* A646,6 [ug/ml]

Chlb = 20,3 * A646,6 -49* A663,6 [I.lg/ml]
Um unspezifische Streuungen zu beriicksichtigen, wurde die Absorption bei 750 nm gemessen
von den Absorptionswerten bei 663,6 und 646,6 nm subtrahiert.

Zur Bestimmung der Chl-Konzentration von per SDG-UZ aufgereinigten LHC (Kap. C1.3, C2.5)
wurden 150 ul der DG-Bande mit 600 pl 100% Aceton versetzt und gut gemischt, so dass sich
eine 80%ige Aceton-Ldsung (v/v) ergab. Bei hochkonzentrierten Proben (z.B. Thylakoiden und
PSI-Préaparationen) wurden 5 pl der Probe mit 80%igem Aceton (v/v) versetzt. Ausgefallenes
Protein und sonstige Schwebstoffe wurden durch eine kurze Zentrifugation (30 sec, 10000 x g)
pelletiert. Die Bestimmung der Chl-Konzentration des Uberstandes erfolgte wie oben
beschrieben. Nattrlich mufd dabei der Verdiinnungsfaktor der Probe einberechnet werden.

3.2 Tieftemperatur-Fluoreszenzmessungen

Die Messung der Fluoreszenzemission nach Anregung bei einer definierten Wellenlange ist
eine Methode zur Bestimmung der Funktionalitét isolierter oder rekonstituierter LHC. Dabei
macht man sich zu Nutze, dass im Zuge der Rekonstitution die Pigmente innerhalb eines LHC
so angeordnet werden, dass der Energietransfer von Chl b nach Chl a etabliert wird. Regt man
in einer Probe bei einer Wellenlange von 470 nm selektiv Chlb an und erhélt ein
Fluoreszenzmaximum, das der Emission von Chl a entspricht (> 680 nm) bedeutet dies, dass
ein Energietransfer von Chl b nach Chl a stattfindet und deutet darauf hin, dass es sich bei der
Probe um einen funktionellen LHC handelt. Enthéalt eine Probe viel ungekoppeltes Chl b, so
zeigt sich dies durch einen Emissionspeak bei etwa 652 nm. Durch Aufnahme eines
Anregungsspektrums (Excitationsspektrum), bei dem die Anregungswellenldnge variiert wird,
die Detektionswellenlange (vorzugsweise die Wellenlange des Fluoreszenzemissions-
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maximums) jedoch gleich bleibt, kann man den Beitrag der Absorption der verschiedenen
gebundenen Pigmente zur Fluoreszenzemission untersuchen.

Beide Messungen wurden an den gleichen Proben durchgefihrt. Dabei wurden aus Grinden
der Vergleichbarkeit von allen Proben Aliquots entsprechend 2 pg Chl/ml verwendet. Dazu
wurde ein Aliquot entsprechnend 1,2pug Chl mit DG-Lésung (0,4 M Saccharose,
5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8), 0,06% (w/v) (-DM) auf 200 ul aufgefillt und mit 400 pl
Fluoromaxlosung (75% (v/v) Glycerin, 5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8), 0,025% (w/v) [3-DM)
versetzt und durch Invertieren gemischt, so dass sich eine Chl-Konzentration von 2 pg/ml
ergab. Die Messung erfolgte in einer Tieftemperatureinheit (ISA Jobin-Yvon-Spex, Grasbrunn)
bei der Temperatur flissigen Stickstoffs (77 K). Fir die Aufnahme von Fluoreszenz-
emissionsspektren wurde mit einer Spaltbreite von 2 nm bei 410 nm (Chla) bzw. 470 nm
(Chl b) angeregt. Die Fluoreszenzemission wurde tber den Wellenlangenbereich zwischen 620
und 800 nm in 1nm Schritten und mit einer Spaltbreite von 1 nm aufgenommen.
Excitationsspektren wurden nach Anregung bei der Wellenlange der maximalen Fluoreszenz-
emission (684 nm fur Lhcal- und Lhca5-Monomere bzw. Lhcal/Lhca5-Dimere, 735 nm fir
Lhcal/Lhca4-Dimere und 729 nm fur Lhca4-Monomere) Uber den Wellenlangenbereich
zwischen 400 und 500 nm aufgenommen. Die Spaltbreite betrug dabei 4 nm fir die Anregung
und 2 nm fir die Detektion.

3.3 Pigmentanalysen per HPLC

Zur Bestimmung der Pigmentzusammensetzung von rekonstituierten oder nativen LHC wurden
aus DG-Banden nach der Methode von Martinson und Plumley (1995) mit 2-Butanol die
Pigmente extrahiert, mit 80%igem Aceton (v/v) verdinnt und per HPLC analysiert. Zur
Extraktion wurde ein Aliquot der DG-Bande entsprechend 1 pg Chl mit dest. H,O auf 50 pl
aufgefullt, 33 pl 2-Butanol und 16,5 pl 5 M NaCl zugegeben, gut gemischt und fur 30 s bei
10000 x g zentrifugiert. 20 ul der Butanolphase wurde abgenommen und mit dem zweifachen
Volumen an 80%igem Aceton (v/v) versetzt. Davon wurden 20 pl auf eine Chromolith Speed-
ROD RP-18e Saule aufgespritzt. Die Pigmente wurden durch einen steigenden
Acetongradienten von der S&ule eluiert, wobei der Anstieg von 70% (v/v) auf 100% Aceton
innerhalb von 3 min erfolgte. Dem folgten 1 min Elution mit 100% Aceton, und die Riickkehr zu
70% (v/v) Aceton innerhalb von 30 s. Die eluierten Pigmente wurden durch einen MD-1515
Dioden-Array-Detektor (Jasco, Gross-Umstadt) detektiert. Mit Hilfe von Eichkurven, die aus
Einzelpigmenten bekannter Konzentration erstellt wurden (Dr. S. Hobe, Uni Mainz) konnten die
im aufgespritzen Probenvolumen enthaltenen Pigmente quantifiziert werden. Dies erfolgte
durch Integration der Peakflache der einzelnen Pigmente mit Hilfe der Borwin PDA Software
(Jasco, GroR-Umstadt). Die Umrechnung der pg-Angaben in molare Mengen (Uber das
Molekulargewicht der Pigmente) erfolgte ebenfalls durch diese Software.

35



C) Methoden

3.4 Proteinquantifizierungen

3.4.1 Biorad-Assay fir Inclusion Body-Préparationen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von isolierten Einschlusskorpern (IBs) wurde der
Bradford-Proteinbestimmungs-Assay der Firma Bio-Rad (Minchen) nach Vorschrift des
Herstellers verwendet. Dabei nutzt man aus, dass sich die maximale Absorptionswellenlange
des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 bei Bindung an Proteine von 460 nm auf 595 nm
(Bradford, 1976) verschiebt, und somit die Konzentration der Farbstoff-Protein-Komplexe im
Photometer detektiert werden kann. Zunéchst wurden 5 pl einer IB-Suspensionslésung mit 5 pl
1%igem LDS (w/v) geldst und durch Zugabe von 30 pl dest. H,0 verdinnt. Da das in der Probe
enthaltene LDS die Proteinquantifizierung verfalschen kdnnte, wurde eine LDS-Referenz aus
5 pl 1% (w/v) LDS und 35 pl H,0 angesetzt. Von beiden Proben wurden 10 pl entommen und
erneut mit 10 pl dest. H,0 gemischt. Zu diesen Proben wurden dann 980 ul der 1:5 mit dest. H,0
verdinnten BioRad-Farbeltsung gegeben, die Ansétze nach Durchmischen fir 30 min bei RT
inkubiert, und im Anschlu3 die Absorption bei 595 nm gemessen. Als Nullabgleich diente die
verdiinnte BioRad-Farbelésung ohne Protein. Der fur die LDS-Referenz gemessene Wert
wurde von dem Wert der Probe abgezogen. Parallel dazu wurde eine BSA-Eichgerade uber
den Bereich von 2,5 bis 20 pg aufgenommen, eine Regressionsgerade erstellt und aus dieser
die Proteinkonzentration der Probe ermittelt.

3.4.2 BCA-Assay fir native Lichtsammelkomplexe

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von isolierten LHCI-Fraktionen wurde auf den BCA-
Assay der Firma Pierce (Rockford, USA) zurlickgegriffen, das auf einer Modifikation der Biuret-
Proteinbestimmung basiert (Smith et al., 1985). Dabei wird photometrisch die Bildung eines
Farbstoff-Protein-Komplexes bei 562 nm detektiert. Diese Methode ist gegenliber Detergenzien
unempfindlicher als die Proteinbestimmung nach Bradford. Es wurden Proben gleicher Chl-
Konzentration vermessen. Dazu wurde ein Aliquot einer LHCI-DG-Bande (Kap. C1.3)
entsprechend 2 pg Chl mit 2 mM Tricine/NaOH (pH 7,8) auf 50 ul aufgefillt und nach Angaben
des Herstellers mit 1 ml ,Working Reagent” versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluf3 wurde direkt die Absorption gemessen. Als Nullabgleich wurde ,Working Reagent"
ohne Protein benutzt. Da in den untersuchten LHCI-Proben Chl enthalten war, das ebenfalls bei
562 nm absorbiert, wurden als Referenz Proben vermessen, die zwar Chl in der gleichen
Konzentration wie die LHCI-Probe enthielten, denen allerdings ,Working Reagent” ohne Kupfer
zugesetzt wurde, so dass keine Farbreaktion entstehen konnte. Der fir diese Referenz
gemessene Wert wurde von den fir die LHCI-Proben ermittelten Werten abgezogen. Die
Proteinkonzentration wurde wiederum mittels der fur eine parallel vermessene BSA-Eichreihe
ermittelten Regressionsgeraden errechnet.

3.5 Polyacrylamid-Gelelektrophoresen

Die Elektrophorese von Proteinen in Polyacrylamidgelen (PAA-Gelen) ist eine weit verbreitete
Methode zur Auftrennung von Proteingemischen und zur Molekulargewichtsbestimmung
einzelner Proteine. Das Molekularsieb entsteht dabei durch die radikalische Kopolymerisation
von Acrylamidmonomeren mit dem Vernetzer Bisacrylamid zu einem klaren Gel. Ammonium-
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peroxodisulfat (APS) dient bei dieser Polymerisation als Radikalbilder und damit als Starter der
Polymerisation und Tetramethylethylendiamin (TEMED) férdert die Bildung der Persulfat-
radikale. Die Porenweite eines Gels wird durch die Gesamtacrylamidkonzentration und das
Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid bestimmt (Lottspeich, Bioanalytik, 1998).

3.5.1 Eindimensionale Gelelektrophoresen

Eindimensionale Gelelektrophoresesysteme wurden verwendet, um die Zusammensetzung von
Proteingemischen, das apparente Molekulargewicht von Proteinen oder die Reinheit von in IB-
Préaparationen zu untersuchen (Kap. C3.5.1.1), oder um intakte Pigment-Protein-Komplexe
aufzutrennen (Kap. C3.5.1.2).

3.5.1.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurde ein diskontinuierliches Elektrophoresesystem in Anlehnung an Laemmli
(1970) verwendet. Dieses besteht aus einem Sammel- und Trenngel mit unterschiedlichen pH-
Werten und Acrylamidkonzentrationen. Das Sammelgel (pH 6,8) dient der Fokussierung der
Probe in einer scharfen Bande, wéahrend die eigentliche Auftrennung der Proteine im Trenngel
(pH 8,8) stattfindet. Da Proteine im Gegensatz zu Nukleinsduren unterschiedliche Ladungs- zu
Masseverhéltnisse besitzen, wirden sie im elektrischen Feld nicht der Gro3e nach aufgetrennt.
Deshalb wurden die Proben vor der Elektrophorese mit dem halben Probenvolumen
Denaturierungspuffer (5% (w/v) SDS, 180 mM DTT, 70mM Tris/HCI (pH 8,4), 0,666 M
Saccharose, 0,05% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und 1 min gekocht. Durch Anlagerung des
im Denaturierungspuffer enthaltenen SDS werden die Proteine denaturiert, in Losung gebracht
und mit einer negativ geladenen ,SDS—Hiille* versehen. Damit erhalten sie ein einheitliches
Masse- zu Ladungsverhaltnis, und die Wanderung im elektrischen Feld hé&ngt im Wesentlichen
von der Proteinmasse und der PorengréRe des Gels ab. Durch den Vergleich mit
Molekulargewichtstandards (Tab. 10) kodnnen die Molekulargewichte einzelner Proteine
bestimmt werden (= apparentes Molekulargewicht).

Tab. 10: Protein-Marker zur Molekularmassenbestimmung denaturierter Proteine per SDS-PAGE.

SDS7-Marker (Sigma) »prestained protein marker* (Fermentas)

Markerbestandteile | Molekularmasse [kDa] | Markerbestandteile | Molekularmasse [kDa]
Rinderserumalbumin 66,0 3-Galactosidase 118,0
Ovalbumin 45,0 Rinderserumalbumin 84,0
NADPH 36,0 Ovalbumin 51,0
Carboanhydrase 29,0 Carboanhydrase 35,0
Trypsinogen 24,0 3-Lactoglobulin 27,0
Trypsin-Inhibitor 20,1 Lysozym 21,0
a-Lactalbumin 14,2

In der vorliegenden Arbeit wurden standardmafig Mini-Gele (Geldicke 0,75 mm) mit einer
Auftrennungsstrecke von 6 cm und einem einheitlichen PAA-Gehalt von 15% im Trenngel und
4,5% im Sammelgel verwendet. Diese Gele wurden mit dem ,Hoefer” Multiple Gel Caster*
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System (Hoefer Pharmacia, San Francisco, CA, USA) hergestellt. Dazu wurde zunéchst die
Trenngelldsung zusammenpipettiert und in die GielRapperatur eingefillt. Um das Austrocknen
der Geloberflache zu verhindern wurde die Lésung mit 1-Butanol Uberschichtet. Nachdem das
Trenngel polymerisiert war, wurde das Butanol durch sequentielles Waschen mit Ethanol und
Wasser entfernt, die Sammelgelldsung aufgegossen und zur Bildung der Auftragstaschen
Kéamme eingesetzt.

Zur besseren Auftrennung der Proteinbanden im Molekulargewichtsbereich der LHCI-Proteine
zwischen 20000 und 25000 wurden einige Parameter der PAA-Gele variiert. Zum einen wurde
der PAA-Gehalt des Trenngels verédndert (zwischen 10 und 20%). Desweiteren wurden
Maxigele mit einer langeren Auftrennungsstrecke hergestellt (16 cm, 1 mm Geldicke; Biometra,
Goéttingen) und Gele mit einem linearen PAA-Gradienten von 14-20% im Trenngel benutzt. Zur
Herstellung des PAA-Gradienten wurden zwei Ldsungen mit unterschiedlichen PAA-
Konzentrationen (14% und 20%) wahrend des GieRens des Trenngels in einem
Gradientenmischer (Biorad, Munchen) gemischt. In Tab. 11 ist die Zusammensetzung der
verwendeten Gele zusammengestellt.

Tab. 11: Zusammensetzung der fir die denaturierenden Gelelektrophoresen verwendeten Polyacrylamidgele.

Trenngel
ormal Gradientengel Sammelgel
Komponente Lsg A Lsg B

g:or/yll?mid/Bisacrylamid zwisgg%&vo/‘\’f)) und 14% (wiv) 20% (WH) 5% (Wiv)
Tris/HCI (pH 8,8) 375 mM 375 mM 3%5mM | e
Tris/HCI(pH6,8) | - | e | e 125 mM
TEMED 0,04% (viv) 0,05% (v/v) 0,1% (v/v) 0,05% (v/v)
APS 0,025% (w/v) 0,01% (w/v) 0,01% (w/v) 0,05% (wi/v)

Auf Minigele wurden die folgenden Probenmengen aufgetragen:
IB-Préparation: 1,5 pg Protein

LHCI: 2 ug Chl
PSI: 5 pg Chl
Thylakoide: 7 ug Chl

Zur Auftrennung in Maxigelen wurde das 1,5-fache dieser Mengen verwendet.

Alle denaturierenden PAA-Gelelektrophoresen wurden bei 8-10 °C mit 2 x SDS-Laufpuffer
(50 mM Tris-Base, 384 mM Glycin, 1 mM EDTA/NaOH (pH 7,5), 0,1% (w/v) SDS (nur flr
Kathodenpuffer nétig)) durchgefiihrt. Der Gellauf erfolgte fir Minigele fir etwa 2 h bei 20 mA
pro Gel. Maxigele liefen fir mindestens 18 h bei konstant 15 mA pro Gel.

Im Anschluss an die Elektrophorese konnten die aufgetrennten Proteine lber verschiedene
Methoden nachgewiesen werden (Kap. C3.6).
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3.5.1.2 Schwach denaturierende LDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Eine schwach denaturierende Gelelektrophorese wurde durchgefuhrt, um intakte Pigment-
Protein-Komplexe aufzutrennen und hinsichtlich ihres Oligomerisierungsgrades zu untersuchen.
Die Durchfiihrung erfolgte wie in Schmid und Schafer (1994) beschrieben.

Jeweils 20 ul der Proben (Rekonstitutionsansatz (Kap. C2.4) oder aufkonzentrierter SDG-
Banden mit nativen oder r-LHC (Kap. C1.3, C2.5) wurden ohne vorherige Denaturierung auf ein
PAA-Minigel aufgetragen, welches zur zusatzlichen Stabilisierung der Komplexe Saccharose
enthielt (Zusammensetzung siehe Tab. 12). SDG-Banden wurde vor dem Gelauftrag zur
Beschwerung 80%iges Glycerin (v/v) (ca. 1/5 des Probenvolumens) zugesetzt. Als Laufpuffer
wurde 1 x LDS-Puffer (25 m Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) LDS (nur fur Kathodenpuffer
noétig)) verwendet. Dies ermdglichte es, die Elektrophorese bei 4 °C durchzufuhren, da LDS im
Gegensatz zu SDS bei dieser Temperatur nicht ausféllt. AuRBerdem wurde die Elektrophorese
bei einer niedrigen Stromstarke von 4 mA pro Gel durchgefiihrt. Insgesamt fuhrte dies dazu,
dass intakte Pigment-Protein-Komplexe aufgetrennt werden konnten. Direkt nach Beendigung
der Elektrophorese wurden die Gele eingescannt. Eine Anfarbung war aufgrund der
Grunfarbung der Pigment-Protein-Komplexe nicht nétig.

Tab. 12: Zusammensetzung der flur die schwach denaturierende LDS-PAGE verwendeten PAA-Gele

Komponente Trenngel Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid (30/1) 12% (wiv) 4% (wiv)
Tris/HCI (pH 9,1) 425mM | e
Tris/H.SO4 (pH 6,1) | - 54 mM
Saccharose 292 mM 292 mM
TEMED 0,075% (v/v) 0,075% (v/v)
APS 0,03% (W/v) 0,06% (W/v)

3.5.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Eine der wenigen Methoden, die es ermoglicht einzelne Proteine in einem komplexen
Proteingemisch aufzutrennen, ist die zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese. Dabei werden
die Proteine im ersten Schritt nach ihren isoelektrischen Punkten (pl) und im zweiten Schritt
nach ihren Molekulargewichten aufgetrennt. Die Nettoladung eines Proteins ist die Summe der
Ladungen seiner Aminosaure-Seitenketten. Daher sind Proteine amphiphile Molekile, die je
nach pH ihrer Umgebung positiv, hegativ oder ungeladen sind. Wenn der Umgebungs-pH gleich
dem pl eines Proteins ist, so ist dessen Nettoladung Null. Bei einem pH unterhalb des pl sind
Proteine positiv, oberhalb davon negativ geladen. In einem pH-Gradienten wandern positiv
geladene Proteine im elektrischen Feld zur Kathode, negativ geladene zur Anode. Bei
Annaherung an einen pH in der Nahe ihres pl, schwécht sich die Starke der Ladung ab. Die
Wanderung wird gestoppt, sobald das Protein ungeladen ist, also bei dem pH, der dem pl
entspricht. Sobald das Protein aus diesem pH-Bereich diffundiert, wird es wieder geladen und
wandert aufgrund des elektrischen Feldes zu dem Bereich zurlck, in dem der pH gleich dem pl
ist. Diese Fokussierung macht es moglich, in der ersten Dimension einer 2D-Gelelektrophorese
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Proteine mit geringen Ladungsunterschieden aufzutrennen. Im Anschlu daran erfolgt die
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht mittels SDS-PAGE (Lottspeich, 1998).

3.5.2.1 Probenvorbereitung

Fur die 2D-Gelelektrophorese wurden Aliquots von PSI-Praparationen (Kap. C1.2)
entsprechend 20 pg - 100 ug Chl verwendet. Um Chl und Lipide, die sich stérend auf die
isolelektrische Fokussierung auswirken konnten, zu entfernen, wurden die Proteine nach
Wessel und Fligge (1994) mit Methanol-Chloroform gefallt. Dazu wurde das entsprechende
Aliquot mit dest. H,O auf 100 ul aufgefullt, mit 400 pl Methanol versetzt und gevortext. Nach
Zugabe von 100 pl wassergesittigtem Chloroform und erneutem Vortexen, wurden 200 pl dest.
H,O zugegeben und 1 min zentrifugiert (10000 x g). Dadurch entstand eine Phasentrennung.
Das Protein befand sich in dem milchigen Bereich zwischen den beiden Phasen. Die obere
Phase wurde verworfen. Zu der restlichen Lésung wurden 300 pl Methanol pipettiert und
gevortext. Dadurch fiel das Protein aus und konnte pelletiert werden (2 min, 10000 x g).
AnschlieRend wurde das Pellet zweimal mit 95% (v/v) Methanol gewaschen (2 min, 10000 x g)
und far 15 min in der Speed Vac getrocknet. Dann konnte es bei -20 °C gelagert werden oder
folgendermal3en solubilisiert werden.

Vor dem Auftrag auf die IEF wurde das Proteinpellet mit 380 ul Probenpuffer (8 M Harnstoff,
2 M Thiohanstoff, 30 mM DTT, 4% (w/v) Chaps, 0,05% (w/v) [3-DM, 0,5% (v/v) IPG-Puffer pH 3-
10 bzw. pH 4-7 (Amersham, Freiburg), 20 mM Tris-Base, 0,5% (w/v) Bromphenolblau) versetzt
und durch einstiindige Inkubation bei RT auf dem Schiittler in Losung gebracht. Danach wurden
eventuell noch vorhandene Proteinaggregate durch eine 15-minltige Zentrifugation (10000 x g)
pelletiert und 350 pl des proteinhaltigen Uberstands in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt.
Nach erneuter Zugabe von 0,5% (v/v) IPG-Puffer wurde die Probe fir die erste Dimension
verwendet.

3.5.2.2 Erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung)

Bei der urspriinglichen Methode der isoelektrischen Fokussierung (IEF; O Farrell, 1975) bildet
sich in einem PAA-Rundgel ein durch Carrierampholyte vermittelter pH-Gradient wahrend der
Elektrophorese aus. In dieser Arbeit wurde jedoch das modifizierte Verfahren nach Bjellgvis
(1982) verwendet. Hierbei wird durch kovalente Verkniipfung von basischen und sauren Puffer-
gruppen an die PAA-Matrix wahrend der Polymerisation ein immobiler pH-Gradient erzeugt.

Die IEF wurde in einer IPGphor-Apparatur (Amersham, Freiburg) durchgefiihrt. Es wurden
vorgefertigte IPG-Strips (Amersham, Freiburg) mit linearen pH-Gradienten zwischen 3 und 10
oder 4 und 7 verwendet. Diese wurden vor der eigentlichen Elektrophorese fiir 12 h bei 20 °C in
Gegenwart der Probe rehydratisiert. Dazu wurden 350 pl der Proteinlosung (Kap. C3.5.2.1)
vorsichtig in der Striphalterung verteilt und der Gelstreifen luftblasenfrei darauf gelegt. Um eine
Austrocknung des Gels wahrend der Elektrophorese zu verhindern, wurde mit Mineral6l
Uberschichtet. Die eigentliche Elektrophorese erfolgte direkt im Anschlu@ an die
Rehydratisierung bei 15 °C und 50 pA pro Strip nach dem in Tab. 13 aufgefiihrten Programm.
Sie wurde beendet sobald 60 KVh erreicht wurden, was meist nach einer Gesamtdauer
(inklusive Rehydratisierung) von 22-23 h der Fall war.
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Tab. 13: Elektophoreseprogramm fir die IEF.

Spannung Dauer
300V 15 min
500 V 30 min
1000 V 60 min
3000 V 60 min
8000 V ~7h

Nach der IEF wurden die Gelstreifen zur Sattigung der Proteine mit SDS und Reduzierung von
Disulfidbriicken fir 15 min in Aquilibrierungspuffer 1 (50 mM Tris, 6 M Harnstoff, 30% (v/v)
Glycerin, 2% (w/v) SDS, 2% (w/v) DTT) geschwenkt. AnschlieBend wurden sie 5 min in
Aquilibrierungspuffer 2 (50 mM Tris, 6 M Harnstoff, 30% (v/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS,
2,5% (w/v) lodacetamid, 0,5% (w/v) Bromphenolblau) inkubiert, um eine Carbamido-
methylierung der Cysteinreste zu erreichen, wodurch die erneute Entstehung von Disulfid-
bricken verhindert wird. Dann wurde kurz mit dest. H,O gesplilt und der IEF-Strip auf das Gel
fur die 2. Dimension gelegt.

3.5.2.3 Zweite Dimension (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Fir die zweite Dimension wurden die Gelstreifen auf ein PAA-Trenngel (13%
Acrylamid/Bisacrylamid (30:1), 375 mM Tris/HCI (pH 8,8), 0,025% (w/v) Na,S,03) mit einem
Format von 20 x 20 cm (BioRad, Miinchen) aufgelegt, dem kein Sammelgel vorgeschaltet war.
Zur Fixierung wurde die Gelstreifen der IEF mit 0,5% (w/v) Agarose Uberschichtet.

Die Elektrophorese erfolgte bei 8 °C fir 4-5 h mit 1 x SDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 0,1% (w/v)
SDS, 192 mM Glycin) bei 30 mA pro Gel oder UGN fiir mindestens 18 h mit 5 mA pro Gel. Im
Anschluss an die Elektrophorese konnten die aufgetrennten Proteine (ber verschiedene
Methoden nachgewiesen werden (Kap. C3.6).

3.6 Proteinnachweismethoden

Zum Nachweis von per PAA-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinen wurden verschiedene
Methoden verwendet. Wenn alle aufgetrennten Proteine sichtbar gemacht werden sollten,
wurden PAA-Gele entweder mit Coomassie oder Silber gefarbt. Der Nachweis von
phosphorylierten Proteinen erfolgte ebenfalls direkt im Gel mit einem Phosphoprotein-
detektions-Kit (Kap. C3.6.1). Um spezielle Proteine spezifisch nachzuweisen wurden
Westernblots durchgefiihrt (Kap. C3.6.2) oder massenspektrometische Messungen vorge-
nommen (Kap. C3.6.3).
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3.6.1 Proteinfarbungen im Gel

3.6.1.1 Coomassie-Farbung

Proteine kénnen im SDS-PAA-Gel mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie Brilliant Blue
reversibel angefarbt werden. Die Nachweisgrenze liegt hier bei ~100-200 ng (Lottspeich, 1998).
Die Gele wurden dafiir zun&chst fir 30 min in Farbelésung (0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue
(Serva), 40% (v/v) Ethanol, 7% (v/v) Essigsaure) geschwenkt. Dann wurden die Gele ca. 20 min
in 1. Entfarber (20% (v/v) Ethanol, 7% (v/v) Essigséure) inkubiert bis Proteinbanden sichtbar
wurden. Anschliel3end wurde mit 10% (v/v) Essigsaure der Gelhintergrund vollstandig entfarbt
(meistens UN). Zur Dokumentation wurden die Gele eingescannt und zwischen zwei
Cellophanfolien getrocknet.

3.6.1.2 Silberfarbung

Die Silberfarbung ist eine im Vergleich zur Coomassiefarbung wesentlich sensitivere Methode,
um Proteine im Gel sichtbar zu machen (Nachweisgrenze 5-30 ng). Sie wurde bei der 2D-
Gelelektrophorese bevorzugt angewendet, da die Proteinmenge in vielen Spots zu gering war,
um sie durch eine Coomassie-Farbung sichtbar zu machen. Das Prinzip der Silberfarbung
beruht darauf, dass einige Silberionen von Proteinen gebunden und durch deren funktionelle
Gruppen und Peptidbindungen zu Silberkeimen reduziert werden. Im Anschluf? werden durch
alkalisches Formaldehyd alle sich im Gel befindenden Silberionen zu Silber reduziert. Da dies
verstarkt an den Silberkeimen der Proteine geschieht, farben sich Proteinbanden schneller
dunkel als der Rest der Gelmatrix. Das Abstoppen der Reaktion erfolgt durch Zugabe von
EDTA (Rehm, 2002).

Die PAA-Gele wurden zundchst 30 min in Fixierlosung (10% (v/v) Essigsaure, 40% (v/v)
Ethanol) inkubiert und anschlieBend fir 30 min in ,Sensitizing“-Losung (30% (v/v) Ethanol, 0,2%
(w/iv) Na,S,03, 6,8% (w/v) Na-Acetat) Uberflihrt. Nach dreimaligem Waschen fur je 5 min in
dest. H,0 wurde 20 min mit 0,25% (w/v) Silbernitrat inkubiert. Uberschissiges Silber wurde
durch Abspilen mit dest. H,0 entfernt und das Gel in ,Developing“-L6sung (2,5% (w/v) Na,COs,
0,04% (v/v) Formaldehyd) so lange entwickelt bis Spots sichtbar wurden. Zum Abstoppen
wurde das Gel in 40 mM EDTA uberfihrt.

3.6.1.3 Phosphoproteinnachweis

Zum Nachweis von Phosphoproteinen in SDS-PAA-Gelen wurde das ,Pro-Q Diamond
Phosphoprotein stain“-Kit der Firma Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA) verwendet. Es
ermdglicht eine Identifizierung von Phosphatgruppen, die an Tyrosin-, Serin- oder Threonin-
resten gekoppelt sind. Die Intensitéat des Signals steigt mit zunehmender Anzahl der Phosphat-
gruppen linear an. Somit ist es moglich, den Grad der Phosphorylierung zu bestimmen.
Zunéachst wurden die Proteine im PAA-Gel UN durch Inkubation in Fixierlosung (50% (v/v)
Methanol, 10% (v/v) Essigsaure) fixiert. AnschlieBend wurde das Gel zweimal 10 min mit dest.
H.O gewaschen und fiir 2 h in der gelieferten Gelfarbelésung im Dunkeln geschwenkt. Danach
wurde das Gel entfarbt, indem es unter Lichtabschluss dreimal fir 10 min in Entfarbelésung
(20% (v/v) 1,2 Propandiol, 50 mM Na-Acetat (pH 4,0)) inkubiert wurde. Im Anschlufd wurden die
markierten Phosphoproteine durch UV-Licht (300 nm) in einem Transilluminator (VersaDoc,
BioRad, Minchen) angeregt und die Fluoreszenzemission bei 580 nm detektiert.
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3.6.2 Westernblot

Bei einem Westernblot wird ein Proteingemisch zunachst tber eine SDS-PAGE (Kap. C3.5.1.1)
aufgetrennt und die Proteinbanden Uber Elektrotransfer aus dem Gel auf eine Membran
Ubertragen, wobei die Lagebeziehung der Proteine zueinander erhalten bleibt. Auf der
Membran sind die immobilisierten Proteine leichter zugénglich als im Gel und lassen sich daher
besser spezifisch nachweisen (z.B. Uber eine Antikdrperreaktion, AK-Reaktion). Um spéater die
detektierten Banden einem bestimmten Protein zuordnen zu kdnnen, wurde entweder ein
zweites, parallel bearbeitetes Gel mit Coomassie gefarbt (Kap. C3.6.1.1) oder die Protein-
banden auf der Membran mit PonceauS angeféarbt (Kap. C3.6.2.2).

3.6.2.1 Elektrotransfer

Der Elektrotransfer wurde mit einem Semidry-Blotter (Peglab, Erlangen) durchgefiihrt. Dazu
wurden das PAA-Gel, die Nitrocellulosemembran (0.45 um Porendurchmesser, Peglab,
Erlangen) und Filterpapier (GB002, Schleicher und Schuell, Dassel) zunachst etwa 10 min in
Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol) aquilibriert
und anschlielend die Blotapparatur wie folgt zusammengebaut:

- Kathode

- vier Lagen Filterpapier
- PAA-Gel

- Nitrocellulose

- vier Lagen Filterpapier
- Anode

Dabei ist darauf zu achten, dass zwischen den einzelnen Lagen keine Luftblasen entstehen.
Der Elektrotransfer erfolgte bei 0,8 mA/cm? Gelflache fir 1% bis 2 Stunden.

3.6.2.2 Ponceau S-Farbung

Zur Farbung wurde die Membran kurz (1-2 min) in Ponceau S-Lésung (0,2% (w/v) Ponceau S,
3% (w/v) Trichloressigsaure) eingetaucht, wodurch sie rot angefarbt wurde. Nachfolgend wurde
so lange mit dest. H,0 entfarbt, bis Proteinbanden sichtbar wurden. Diese wurden mit einem
Bleistift markiert. Vor der anschlieRenden Inkubation mit dem primaren AK muf3te die Membran
durch Spulen mit dest. H,O vollstandig entféarbt werden.

3.6.2.3 Proteindetektion mit Antikdrpern

Die auf der Nitrocellulosemembran immobilisierten Proteine wurden mit Hilfe von spezifischen
AK nachgewiesen. Daflr wurde die Membran zunéchst durch mindestens 1 h Inkubation in
Blockierungslésung (137 mM NaCl, 1,5 mM KH,POQO,, 7,9 mM Na,HPO,, 2,7 mM KCI, 2% (w/v)
Magermilchpulver (Neuform, DE-Vau-GE Gesundkostwerk GmbH, Lineburg) mit Protein
abgesattigt, um zu verhindern, dass der AK unspezifisch an die Membran bindet. Nachfolgend
wurde mit dem priméaren AK inkubiert. Die Konzentration der AK-Ldsung (Verdinnung in
Blockierungslosung), die Lange der Inkubation und die Inkubationstemperatur hingen von dem
verwendeten Antiserum und der Art der Proteinauftrennung ab. Es wurden AK der Firmen
Agrisera (Véannas, Schweden) und Eurogentec (Liege, Belgien) sowie aus den Laboren von
L. A. Staehelin (University of Colorado, Boulder, CO, USA) und S. Jansson (University of Ume4,

43



C) Methoden

Schweden) verwendet. Alle verwendeten priméaren AK und deren Inkubationsbedingungen sind
in Tab. 14 zusammengefasst.

Tab. 14: Uberblick Uber die Peptidsequenzen fur die Herstellung der primaren Antikérper, die Herkunft der
Antikorper und die jeweiligen Inkubationsbedingungen. 1DE, eindimensionale Gelelektrophorese; 2DE,
zweidimensionale Gelelektrophorese, L. esc., Lycopersicon esculentum, A. th., Arabidopsis thaliana.

Inkubationszeit®
Protein Zielsequenz Pflanze Hersteller Konzentration
1DE 2DE
Lhcal SADWMPQRPR A. th. Agrisera 1:2000 2h iN
AADPDRPIWFPGS A. th. Agrisera 1:1000 2h UN
Lhca2 .
PLWFPGSTPPE Petunie | Staehelin etal. 1:300 N N
(1992)
ROLWFASKQSL A. th. Agrisera 1:500 2h iN
Lhca3 1. PPVKQGADRQLWFAS | | Eurogentec 750 -
2. MGKQYFLGLEKGLAGS ’ ’ (Serum) ’
KGEWLPGLASP A. th. Agrisera 1:1000 2h UN
Lhcad 1. KKGEWLPGLASPD L esc Eurogentec 1750 ot
2. IFKNYSLPPNKCG - 086 (Serum) :
FAETKRYMDFVSPGS A th. Ga”(eztgggt al. 1:750 2h -
Lhca5
1. QAKPGSFFGLEAALEC Eurogentec . "
2. ILFTDLLRVTGIRNLP L. esc. (Serum) 1:200 tN

1) Die Inkubation erfolgte in der Regel bei RT, nur UN wurde bei 8° C inkubiert.

Nach der Inkubation mit primdrem AK wurde dreimal etwa 10 min mit Blockierungslésung
gewaschen, um unspezifisch gebundenen AK zu entfernen. Der an das Protein gebundene
primare AK wurde dann mit Hilfe von sekundéaren AK detektiert, die in Tab. 15 aufgefiihrt.

Tab.15: Verwendete sekundére Antikdrper mit daran gekoppeltem Detektionssystem und
Inkubationsbedingungen. 1) Die Inkubation erfolgte bei RT.

Sekundéarantikorper
Hersteller Nachweissystem Konzentration Inkubationszeit”
Anti-Kaninchen IgG,
gekoppelt mit alk. Chemicon NBT/BCIP 1:2500 1-2h
Phosphatase
Anti-Kaninchen IgG
gekoppelt mit alk. Dianova NBT/BCIP 1:10000 1-2h
Phosphatase
Anti-Kaninchen IgG
gekoppelt mit Sigma .enhanced 1:10000 12h
Meerrettich- chemoluminescence
Peroxidase

Nach der Inkubation mit sekundarem AK wurde erneut dreimal 10 min mit Blockierungslésung
gewaschen. Die Detektion des sekundaren AK erfolgte Uber die Umsetzung eines Substrats
durch ein an den sekundéren AK gekoppeltes Enzym.
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Wenn es sich dabei um eine Alkalische Phosphatase (AP) handelte, wurde zur Detektion das
NBT/BCIP-System verwendet. Dabei spaltet die AP die Phosphatgruppen von 5-Bromo-4-
chloro-3-indolylphosphat (BCIP) ab, das dabei oxidiert wird und einen violetten Niederschlag
bildet. AuRRerdem reduziert die AP Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT), wodurch sich ebenfalls
eine violette Farbung ergibt (Blake et al., 1984). Die Membran wurde dazu so lange in der AP-
Farbeldsung (Tab. 16) inkubiert bis dunkle Banden sichtbar wurden. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde die Membran mit dest. H,O gewaschen.

Im Fall der Peroxidase erfolgte die Detektion Uber das ,enhanced chemoluminescence” (ECL)
System der Firma Amersham (Freiburg). Dazu wurde die Membran fir 1 min mit einer 1:1
Mischung der untenstehenden Ldsungen (Lésung A+B, Tab. 16) geschwenkt, kurz abgetupft,
ein Rontgenfilm (Amersham, Freiburg) aufgelegt und fir mindestens 20 min inkubiert. Die
Entwicklung des Films erfolgte in einem Vollautomaten (AGFA, Suhl).

Tab. 16: Farbelésungen zur Antikdrperdetektion tGiber das NBT/BCIP- bzw. das ECL-System.

10 ml AP-Puffer (100 mM NaCl, 5 mM MgCl, 100 mM Tris/HCI pH 9,5)
AP-Farbelésung + 66 ul 5% (w/v) NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid in 70% (v/v) DMF)

+ 33 ul 5% (w/v) BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat in 100% DMF)
3 ml 100 mM Tris/HCI (pH 8,5)

Losung A +13.3 pl 90 mM P-conmaric-acid (= 14 mg/ml in DMSO)

+1.66 |.1| H>0»

3 ml 100 mM Tris/HCI (pH 8,5)
20 pl 250 mM Luminol (= 3-aminophalhydrazin, 44 mg/ml in DMSO)

Lésung B

3.6.3 Massenspektrometrische Verfahren

Die Massenspektrometrie ist eine Analysetechnik zur Bestimmung der Molekilmasse freier
lonen im Hochvakuum. Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, in der aus einer
Substanzprobe ein Strahl gasférmiger lonen erzeugt wird, einem Massenanalysator, der die
lonen hinsichtlich ihres Masse/Ladungsquotienten (m/z) auftrennt und einem Detektor, der ein
Massenspektrum liefert, aus dem abgelesen werden kann, welche lonen gebildet wurden
(Lottspeich, Bioanalytik,1998).

Bei dem fur diese Arbeit Uberwiegend verwendeten Gerét handelte es sich um einen
lonenspray-Tandem-Massenspektrometer (ESI-MS/MS). Die lonisierung erfolgt hierbei durch
Elektrospray-lonisierung (ESI), die Massenanalyse mittels einer Quadrupol-lonenfalle. Dem
Massenspektrometer war eine ,reversed-phase“-HPLC-Saule zur Auftrennung des zu
analysierenden Peptidgemisches vorgeschaltet (LC-ESI-MS/MS). Im Unterschied zu einem
.einfachen” Massenspektrometer (ESI-MS), mit dessen Hilfe sich das Molekulargewicht eines
Proteins oder Peptids bestimmen lasst, kann in einem Tandem-Massenspektrometer (ESI-
MS/MS) die Aminosauresequenz von Peptiden ermittelt werden.

Zunachst wird dazu Uber das m/z-Verhaltnis das Molekulargewicht der Peptide bestimmt (MS-
Spektrum). Nachfolgend kann ein bestimmtes Peptid in der lonefalle festgehalten und durch
Kollision mit Gasatomen (Helium) eine weitere Fragmentierung dieses lons herbeigefihrt
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werden (CID = collisionally induced decay). Die Molekulargewichte der einzelnen Fragment-
ionen werden wiederum detektiert und daraus ein sogenanntes CID-Spektrum erstellt. Bei der
Auswertung dieser Spektren wird ausgenutzt, dass Peptide bevorzugt an den Peptidbindungen
auseinanderbrechen, so dass eine Abfolge von Fragmenten entsteht, die um jeweils eine
Aminoséure verkirzt sind. Da dies vom N-terminalen oder vom C-terminalen Ende her
geschehen kann, erhalt man zwei unterschiedliche Fragmentierungsmuster, die sogenannten y-
und b-Serien. Durch den Vergleich der gemessenen CID-Spektren (MS/MS-Spektren) mit
solchen, die durch den theoretischen Verdau von in Datenbanken enthaltenen Protein-
sequenzen generiert werden, wird eine Zuordnung der in der Probe enthaltenen Peptide zu
schon bekannten Proteinen erreicht. Dieser Abgleich wird mit Hilfe einer Software durchgefiihrt.

Werden Peptide detektiert, die nicht mit bekannten Proteinen Ubereinstimmten, so werden diese
Aminosauresequenz benutzt, um eine BLAST-Suche in den NCBI-cDNA- bzw. EST-Daten-
banken durchzufihren, in der Hoffnung so auf unbekannte Proteine zu stossen, denen die
gefundenen Sequenzen eindeutig zugeordnet werden koénnen. In Abb. 9 ist die Vorgehens-
weise zur Proteinidentifikation per MS/MS schematisch zusammengefasst.

Ny -
QM Trypsinverdau — HPLC

m/ — ——
\‘___
tryptische Peptide

denaturiertes Protein

_ Massenspektrometer
einzelne

Peptide
> (SR R Detektor
lonisierung

> Aminosauresequenz

CID-Spektrum

> Vergleich mit Sequenzen in Datenbank

— |dentifizierung eines Proteins

Abb. 9: Uberblick liber die Vorgehensweise zur Identifikation von Proteinen mittels ESI-MS/MS.
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3.6.3.1 Elektrospray-lonisierungs-Tandem-Massenspektrometrie

Die im Folgenden beschriebenen MS/MS-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Einar J.
Stauber am Lehrstuhl fur Pflanzenphysiologie der Universitat Jena im Labor von PD M. Hippler
durchgefihrt.

Fir die ESI-MS/MS-Messungen wurde eine PSI-Praparation zunachst mittels 1D- oder 2D-
Gelelektrophorese aufgetrennt (Kap.C3.5), die Proteine mit Coomassie oder Silber angefarbt
(Kap. C3.6.1), und die gewlnschten Banden bzw. Spots aus dem Gel ausgeschnitten. Die in
der Gelmatrix enthaltenen Proteine wurden, nachdem die Schnipsel entfarbt und das SDS
herausgewaschen war, tryptisch verdaut und die entstandenen Peptide aus dem Gel eluiert.
Nachfolgend wurden die Peptidgemische chromatographisch aufgetrennt und massen-
spektrometrisch analysiert.

Praktische Durchfihrung:

Der Verdau der Proteine im Gel und die anschlieRende Elution der Peptide erfolgte nach der
Methode von Mortz et al. (1994). Die Proteinspots bzw. -banden wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und in ein sauberes Eppendorfgefal3 Uberfiihrt. Falls es sich um silbergefarbte
Proben handelte, wurden diese durch achtmindtige Inkubation in einer 1:1 (v/v) Mischung aus
30 mM KzFe-(CN)es und 100 mM Na,S,0; entfarbt. Das nachfolgende Vorgehen war fir silber-
und coomassiegefarbte Proben identisch. Die Gelschnipsel wurden zunachst dreimal mit 0,5 ml
dest. H,O gewaschen. Dann wurden 500 pl eines Acetonitril/H,O-Gemisches (3:2) zugegeben
und fur 20 min inkubiert, wodurch die Gelschnipsel schrumpften. Nach Entfernen der Flissigkeit
wurden die Schnipsel in einer Speed Vac fir 15 min getrocknet. AnschlieRend folgte die
Rehydratisierung in 50 pl 50 mM NH4HCO;. Dieser Schrumpfungs-/Rehydratisierungszyklus
wurde dreimal wiederholt, um SDS und gegebenenfalls Coomassie zu entfernen. Der
Hydratisierungschritt des letzten Zyklus wurde mit 10 pl 50 mM NH4HCO3;, dem pro pl 60 ng
Trypsin (,sequence grade methylated trypsin“, Promega) zugesetzt waren, durchgefihrt (bzw.
125 ng Trypsin/pl im Falle von potentiellen Lhca2-Spots). Dadurch wurde erreicht, dass das
Trypsin in den Gelschnipsel eindrang. Nach 20 min wurde die Uberschissige Trypsinldsung
abgenommen und nochmals 50 pl 50 mM NH;HCO; zugegeben. Im Anschlufd wurde der Ansatz
UN bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand abgenommen und in ein frisches
Eppendorfgefald tberfihrt. Dann wurden 100 pl Acetonitril/H,0-Gemisch (3:2) zugegeben und
fur 2-3 h unter vortexen inkubiert, um die Peptide aus dem Gel zu eluieren. Dieser Uberstand
wurde ebenfalls abgenommen, mit dem vorherigen Uberstand vereinigt und in der Speed-Vac
eingetrocknet (2-3 h). Die Lagerung der Proben erfolgte in getrocknetem Zustand bei -70 °C.
Vor dem Auftrag auf die HPLC-Saule wurden die Proben in 10 pl Puffer A (0,1% (v/v)
Ameisensaure, 5% (v/v) Acetonitril, 95% (v/v) H,0) aufgenommen und fir 5 min bei 16000 x g
zentrifugiert, um Verunreinigungen zu entfernen. Anschlie3end wurden 9 pl in ein ,autosampling
vial* Gberflhrt.

Die Injektion der Probe, die chromatographische Auftrennung der Peptide und die Aufnahme
und Prozessierung der MS/MS-Daten wurden in einem vollautomatisierten Aufbau durchgefiihrt.
Die Probeninjektion (jeweils 1 pl) erfolgte durch einen Famos-48-well plate autosampler (LC-
Packings, Amsterdam, Niederlande). Die Peptidmischung wurde uber eine LC-Packing
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PepMap C18-Saule (3 um PartikelgroRe, 100 A Porendurchmesser; LC-Packings, Amsterdam,
Niederlande) aufgetrennt. Die Elution erfolgte durch Mischungen aus Puffer A (0,1% (v/v)
Ameisensaure, 5% (v/v) Acetonitril, 95% (v/v) H,0) und Puffer B (0,1% (v/v) Ameisensaure,
80% (v/v) Acetonitril, 20% (v/v) H,0) mit den in Tab. 17 zusammengestellten Mischungs-
verhaltnissen innerhalb des aufgefuihrten Zeitprofils. Die Verbindung zwischen der flissigen
Phase (Chromatographie) und der Gasphase (Massenspektrometer) stellte eine Silikatnadel
(silica needle, 75 pm Innendurchmesser, 12 cm Lange, 30 um Offnung; New Objective,
Woburn, CA, USA) dar. Die Elektrospray-lonisierung erfolgte durch Anlegung einer Spannung
von +1,3 kV an diese Nadel. Bei dem Massenspektrometer handelte es sich um ein lonenfallen-
Massenspektrometer (LCQ Deca XP lontrap Mass-spectrometer; Thermofinnigan, San Jose,
CA, USA). Die Spektren wurden im sogenannten ,triple-play* Modus aufgenommen. Dabei
wurden zunachst alle lonen mit einem m/z Verhaltnis zwischen 400 und 1200 detektiert. Im
Anschluf3 wurden alle lonen die sich im GrdRenbereich (+/- 10 Einheiten) des ausgewéhlten
lons befanden detektiert und ein MS/MS-Scan durchgefuihrt. Die Auswahl der lonen erfolgte
automatisch durch die Instrumenten-Software, wobei die Auswahl nach absteigender Haufigkeit
vorgenommen wurde (fir genauere Angaben siehe Stauber et al., 2003)

Tab. 17: Elutionsprofil der Chromatographie, die der Massenspektrometrie vorgeschaltet war.

Zeit Puffer A Puffer B
0-8 95% 5%
8-38 95 > 50% 5 > 50%
38-39 50 2> 5% 50 > 95%
39-49 5% 95%
49-50 5> 95% 95 > 5%
50-75 95% 5%

Auswertung der MS/MS-Daten:

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Finnigan Sequest/Turbo Sequest Software
(revision 2.0, ThermoQuest, San Jose, CA, USA). Dabei wurden die gemessenen MS/MS-
Spektren mit theoretischen MS/MS-Spektren von tryptischen Peptiden, die aus den
untenstehenden Datenbanken generierten wurden, verglichen und dadurch Proteinen
zugeordnet. Als Kriterien fur die Signifikanz dieser Zordnung diente der ,cross-correlation
Faktor* (Xcor), der ein Mass fiir die Ahnlichkeit von gemessenem und theoretischem Spektrum
darstellt und fur einfach, zweifach bzw. dreifach geladene lonen nicht unter 1,25, 2,25 bzw. 3,5
liegen durfte. Genauere Angaben kdnnen Stauber et al. (2003) entnommen werden.

Zur ldentifizierung der detektierten Peptide wurden folgende Datenbanken benutzt:
« eine Datenbank mit allen in der NCBI-Nucleotid-(nr)-Datenbank (Kap. B3) zu findenden
Tomaten-DNA-Sequenzen
« eine Datenbank mit allen in der NCBI-Protein-(nr)-Datenbank zu findenden Tomaten-
Proteinsequenzen
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« und eine kleine Tomaten-EST-Datenbank, die generiert wurde, indem die NCBI-EST-
Datenbank mit der cDNA-Sequenz des Lhca5 aus A.thaliana (GenBank Acc. Nr.:
AF134121) durchsucht wurde.

Diese Datenbanken wurden so prozessiert, dass neben Phosphorylierungen auch eventuelle
Acetylierungen an N-terminalen Peptiden oder Lysinresten (+ 42 kDa) und Carbamylierungen
an N-terminalen Peptiden oder Arginin- bzw. Lysinresten (+ 43 kDa) der untersuchten Peptide
detektiert werden konnten. AuRRerdem wurde die Carbamidomethylierung (+ 57 kDa) von
Cysteinen bei der Auswertung in Betracht gezogen und zusatzlich nach Peptiden gesucht, die
nur eine tryptische Schnittstelle haben, und damit dem N-Terminus bzw. C-Terminus
entsprechen konnten.

3.6.3.2 Elektrospray-lonisierungs-Massenspektrometrie

Um das gesamte Molekulargewicht der in PSI- oder LHCI-Praparation enthaltenen Proteine zu
untersuchen, wurden in Kooperation mit Prof. C. Huber (Institut flr Instrumentelle Analytik und
Bioanalytik, Universitat des Saarlandes, Saarbricken) in Zusammenarbeit mit H. Toll ESI-MS-
Spektren aufgenommen. Dazu wurde ein Aliquot einer per SDG-UZ aufgereinigten PSI- bzw.
LHCI-730- oder LHCI-680-Préaparation etwa zehnfach mit ddH,O verdinnt, ohne vorherigen
Verdau auf einer HPLC-Saule (monolithische Kapillar-Saule, 60 mm L&nge, 0,2 mm Innen-
durchmesser; siehe Premstaller et al., 2000) aufgetrennt und das Molekulargewicht der
eluierten Proteine in einem Quadrupol-Elektrospray-lonenfallen-Massenspektrometer (LCQ,
Thermofinnigan, San Jose, CA, USA) bestimmt. Die gemessenen Molekularmassen wurden
dann mit den theoretischen Molekularmassen der Lhca-Proteine (Tab. 2) verglichen und so den
einzelnen Proteinen zugeordnet.

3.7 Deepoxidation nativer und rekombinanter Lichtsammelkomplexe

Die folgenden Versuche wurden in Kooperation mit Antje Wehner (AG Jahns, Institut flr
Biochemie der Pflanzen, Universitat Disseldorf) durchgefiihrt.

3.7.1 Isolation der Violaxanthin-Deepoxidase

Die verwendete Violaxanthin-Deepoxidase (VDE) wurde von A. Wehner nach der Methode von
Arvidsson et al. (1996) aus Spinat isoliert. Kurz zusammengefasst wurden dazu Thylakoide
zunachst durch Ultraschallbehandlung bei einem pH-Wert von 5,1 aufgebrochen. Die Ablosung
der VDE von den resultierenden Membranfragmenten wurde dadurch erreicht, dass der pH bei
der letzten Ultraschallbehandlung auf 7,2 erhéht wurde. Im Anschlu an die nachfolgende
Zentrifugation wurde die im Uberstand verbleibende VDE mittels Ammoniumsulfat ausgeféllt
und per Ultrazentrifugation pelletiert.

3.7.2 In vitro-Deepoxidation

Die in vitro-Deepoxidation wurden sowohl mit nativen Pigment-Protein-Komplexen (PSI und
LHCI-Subfraktionen, siehe Kap. C1) als auch mit r-LHC aus Lhcal bis Lhca4 durchgefiihrt. Die
Rekonstitution erfolgte wie in Kap. C2.4 beschrieben. Es wurde jeweils 167 pug Apoprotein und
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Pigmente entsprechend 200 pug Chl verwendet. Bei den Pigmentaliquots handelte es sich um
eine Mischung aus Einzelpigmenten mit einem Chl a/b-Verhéltnis von 3:1 und einem Chl/Car-
Verhéltnis von 6:1. Als Carotinoide wurden Lut und Vio im molaren Verhéltnis von 1:1
eingesetzt. Dadurch erhielt man r-LHC, die als Xanthophylle lediglich Lut und Vio enthielten. Lut
wurde verwendet, da es fur die Bildung bzw. die Stabilitat der gebildeten LHC notwendig ist.
Durch Verwendung von Vio als einziges weiteres Carotinoid sollte erreicht werden, dass es in
grolRerer Menge in die LHC eingebaut wird, und dadurch die Vio-Umsetzung durch die VDE
besser beobachtet werden kann. Die r-LHC wurden per SDG-UZ aufgereinigt (Kap. C2.5) und
die Chl-Konzentration (Kap. C3.1) und die Pigmentzusammensetzung (Kap. C3.3) bestimmt.

Die Deepoxidation wurde in 0,1 M Citratpuffer (pH 5,1) bei RT fur 2 h durchgefuhrt. Fir die
Deepoxidierungsexperimente wurde jeweils soviel einer LHCI-Préparation (SDG-Bande)
eingesetzt, dass die Vio-Konzentration im endgultigen Ansatz 100 nM war. Bei einer Ansatz-
grof3e von 12 ml, ware das ein Aliquot entsprechend 12 nmol Vio. Dabei ist zu beachten, dass
die Detergensendkonzentration im Ansatz nicht Gber 0,002% (w/v) 3-DM liegen darf. Das LHC-
Aliguot wurde mit Monogalactosyl-Diacylglycerol (MGDG, gel6st in Methanol) versetzt, so dass
sich ein molares Vio:MGDG-Verhéltnis von 1:30 ergab. Dann wurde 400 ul VDE-Extrakt zuge-
geben und mit 0,1 M Citratpuffer (pH 5,1) auf ein Endvolumen von 12 ml aufgefillt. Damit wurde
das VDE-Extrakt 30fach verdiinnt (diese Verdinnung héngt jedoch von der Aktivitat des
Extrakts ab, und muf3 fiir jede VDE-Pré&paration neu ermittelt werden). Die Deepoxidation wurde
durch Zugabe von 1 M Ascorbat zu einer Endkonzentration von 30 mM gestartet. Zur Aufnahme
von Kinetiken wurden zu definierten Zeitpunkten Aliquots enthommen und daraus sofort nach
der Methode von Martinson und Plumley (1995) durch Zugabe von 2-Butanol die Pigmente
extrahiert (siehe auch Kap. C3.3).

Im AnschluR an die Deepoxidation wurde der restliche Ansatz Uber Centrikons (Y10,
AusschluRgréRe 10 kDa, Millipore, Eschborn) aufkonzentriert und die Pigment-Protein-
Komplexe nochmals Uber SDG-UZ aufgereinigt. Es wurden SDG mit einem Volumen von 4 ml
verwendet, die durch Einfrieren und Auftauen einer Losung mit 0,4 M Saccharose, 5 mM
Tricine/NaOH (pH 7,8), 0,06% (w/v) 3-DM hergestellt wurden. Vor dem Probenauftrag (~ 500 pl)
wurden die oberen 500 pl der Gradienten abgezogen. Nach der Zentrifugation fir 16 h bei
54000 Upm im SW6O0Ti-Rotor (~ 392600 x g) wurden die pigmentierten Banden (FP und
Pigment/Protein-Komplexe) abgenommen und jeweils die Pigmentzusammensetzung per HPLC
analysiert (Kap. C3.3) und der Deepoxidationsgrad (DEPS) der Probe wie in Kap. A3.3
beschrieben bestimmt.

3.7.3 In vivo-Deepoxidation

Als Vergleich zu der in vitro-Deepoxidation wurden auch in vivo-Deepoxidationsexperimente
durchgefihrt. Dazu wurden die Blatter von vier Wochen alten Tomatenpflanzen (siehe Kap. B5)
geerntet und Lichtstress ausgesetzt, indem sie fiir eine Stunde bei 20 °C mit 1000 uE m™s™
bestrahlt wurden. Im Anschlu? wurde das Blattmaterial sofort auf Eis gekuhit. Dann wurden
daraus Thylakoide, PSI und die LHCI-Subfraktionen isoliert (Kap.C1l), deren Pigment-
zusammensetzung bestimmt (Kap. C3.3) und der DEPS der verschiedenen Pigment-Protein-
Komplexe berechnet (Kap. A3.3).
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D Ergebnisse

1. Charakterisierung nativer LHCI-Subfraktionen

Im Gegensatz zu der auReren Antenne des PSII, deren Proteinzusammensetzung und
Pigmentgehalt genauestens untersucht ist (siehe Kap. A3.1, A3.2), ist Uber die Lichtsammel-
antenne des PSI nur wenig bekannt. Dies liegt zum einen daran, dass diese LHC in der
Thylakoidmembran in geringeren Mengen vorkommen als die des PSII, von denen alleine der
LHCIIb 50% der Chl-Menge der Thylakoidmembran ausmacht (Peter and Thornber 1991). Zum
anderen ist die Isolation der LHCI-Komponenten schwieriger als die des LHCIIb und sie lassen
sich nur als Mischfraktionen, die mindestens zwei unterschiedliche Lhca-Proteine enthalten,
isolieren (siehe Kap.A2.2.1). Das Ziel der folgenden Versuche war es deshalb, das
Pigment/Protein-Verhéltnis und die Pigmentstéchiometrie der beiden LHCI-Subfraktionen LHCI-
680 und LHCI-730 von Tomate zu bestimmen.

1.1 Isolierung und Identifizierung nativer LHCI-Subfraktionen

Die Aufreinigung von solubilisiertem PSI-LHCI-Holokomplex aus Tomate mittels SDG-UZ
(Kap. C1.3) fuhrte zur Auftrennung von vier pigmentierten Banden (Abb. 10).

A) ¢ B)
L 1000 -
=
S 500
1 — i
7 __ E 500 A
N
= 400 A
3 —
® 200
[=]
=
™ 0
620 640 660 680 700 720 740 760 780 800
4 —- Wellenlinge [nm]

Abb. 10: Isolierung nativer LHCI-Subfraktionen. A) Bandenmuster von solubilisiertem PSI nach Auftrennung in
Saccharosedichtegradienten. B) 77 K-Fluoreszenzemissionsspektren der beiden LHCI-Subfraktionen (Bande 2 bzw.
3) nach Anregung von Chla bei 410 nm bzw Chlb bei 470 nm. Die Kurven stellen Mittelwertspektren von 3-5
unabhangigen Messungen dar.

Bande 1 enthélt ungebundene Pigmente (,freies Pigment*). Die Banden 2 und 3 konnten
aufgrund ihrer Tieftemperatur-Fluoreszenzemission (Kap. C3.2) den LHCI-Subfraktionen LHCI-
680 und LHCI-730 zugeordnet werden. Bande 3 zeigte sowohl nach Chl a- als auch nach Chl b-
Anregung ein Fluoreszenzemissionsmaximum bei 731 nm (Abb. 10B). Fur Bande 2 lag das
Maximum bei 687 bzw. 686 nm und es war eine Schulter bei 681 nm zu erkennen (Abb. 10B).
AulRerdem enthielt Bande 2 mehr ungekoppeltes Chl b als Bande 3, was an dem Peak bei
~650 nm nach Chl b-Anregung zu erkennen ist.
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Die Proteinanalyse mittels denaturierender SDS-PAGE (Abb. 11A) bestatigte die Zuordnung der
Banden zu den LHCI-Subkomplexen. So enthielt Bande 2 Uberwiegend Lhca2 und Lhca3, die
Komponenten des LHCI-680, und nur Spuren anderer Lhc-Proteine, wahrend in Bande 3 Lhcal
und Lhca4, die Bestandteile des LHCI-730, dominierten. Die Zuordnung der Proteinbanden zu
den Lhca-Proteinen erfolgte hierbei aufgrund des theoretischen Molekulargewichts der
Tomaten-Lhca (siehe Tab. 2) und des Laufverhaltens, das entsprechende (berexprimierte
Lhca-Proteine im gleichen Gelsystem zeigen (Schmid et al., 1997). Bande 4 enthalt den PSI-
Kernkomplex ohne LHCI-Proteine wie aus dem Vergleich der Proteinzusammensetzung mit der
eines PSI-LHCI-Holokomplexes ersichtlich wird (Abb. 11A).

Im schwach denaturierenden Gel (Kap. C3.5.1.2) verhielten sich die Pigment-Proteinkomplexe
des LHCI-680 wie Monomere, LHCI-730 lag dagegen eindeutig als Dimer vor (Abb. 11B).
Interessanterweise konnte sowohl in PSI- als auch in LHCI-730-Préaparationen, aber nicht in
LHCI-680-Praparationen, regelmafig eine zuséatzliche Proteinbande im Molekulargewichts-
bereich der Lhc-Proteine zwischen 20000 und 25000 aufgelost werden (Abb. 11A, Stern). Auf
die Identifikation dieser Bande wird in Kap. C4 naher eingegangen.
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Abb. 11: Charakterisierung von nativen LHCI-Subfraktionen: Proteinzusammensetzung und Oligomerisierungs-
grad. A) Die Dichtegradientbanden 2-4 aus Abb. 10A wurden abgezogen und ihre Protein-zusammensetzung, sowie
die einer PSI-Praparation, mittels denaturierender SDS-PAGE analysiert. Es wurden Aliquots entsprechend 2 ug Chl
(Bande 2 und 3) bzw. 5 pg Chl (Bande 4 und PSI) aufgetragen. B) Zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrades der
in den LHCI-Banden enthaltenen Komplexe wurden 20 pl der etwa 10fach aufkonzentrierten Banden 2 und 3 fir eine
schwach denaturierende LDS-PAGE verwendet. D, Dimer; M, Monomer.

1.2 Pigmentzusammensetzung der nativen LHCI-Fraktionen LHCI-730 und
LHCI-680
Die Pigment/Protein-Stochiometrien der beiden LHCI-Subfraktionen LHCI-680 und LHCI-730,
wurden wie in Kap. C1.4 beschrieben ermittelt und sind in Tab. 18 zusammengestellt. Demnach
binden die Proteine des LHCI-680 insgesamt neun Chl mit einem Chl a/b-Verhdltnis von 2,5
(d.h. 6,4Chla und 2,6 Chlb) und etwa zweiCar (1,8), davon etwa ein Lut (0,92) und
substéchiometrische Mengen an Vio (0,43) und 3-Car (0,4). Die in LHCI-730 enthaltenen Lhca-
Proteine ligieren etwa elf Chl, davon 8,4 Chla und 2,9 Chlb und haben somit ein héheres
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Chl a/b-Verhaéltnis (3,0) als die des LHCI-680. Wie LHCI-680 enthalt LHCI-730 ebenfalls ein Lut
pro Apoprotein (0,99) und substdchiometrische Mengen von Vio (0,54) und R-Car (0,42). Neo
konnte weder in LHCI-680 noch in LHCI-730 nachgewiesen werden. Da sowohl in LHCI-680 als
auch in LHCI-730 jeweils zwei unterschiedliche pigmentbindende Proteine enthalten sind,
handelt es sich bei den ermittelten Werten um Mischwerte fur Lhca2 und Lhca3 auf der einen
(LHCI-680), und Lhcal und Lhca4 auf der anderen Seite (LHCI-730).

Tab. 18: Pigmentzusammensetzung der nativen LHCI-Subfraktionen LHCI-680 und LHCI-730. Die Pigmente
wurden tber HPLC quantifiziert. Der Pigmentgehalt ist in mol Pigment / mol Apoprotein angegeben und stellt den
Durchschnitt (+ Standardabweichung) von drei unabhéngigen LHCI-680- und fiinf unabhangigen LHCI-730-
Isolierungen dar. n.n., nicht nachweisbar.

Pigment LHCI-680 LHCI-730
Neoxanthin n. n. n. n.
Violaxanthin 0,43 £ 0,06 0,54 £ 0,03
Lutein 0,92 +0,03 0,99 £ 0,04
Chlorophyll b 2,59+0,26 2,87+0,12
Chlorophyll a 6,40 + 0,48 8,55+ 0,36
R-Carotin 0,40 + 0,04 0,42 + 0,01
Gesamtchlorophyll 8,99+0,7 11,41 +0,48
Chlorophyll a/b 2,48+0,14 2,98 £0,02
Gesamtcarotinoide 1,76 £ 0,06 1,94 £ 0,04
Chlorophyll/Carotinoid 5,12+ 0,32 5,88 +0,21

2.Deepoxidation nativer und rekonstituierter Pigment-Protein-
Komplexe

Die Umwandlung von Vio zu Zea im Zuge des sogenannten Xanthophyllzyklus spielt eine
wichtige Rolle beim Schutz des Photosyntheseapparates vor photooxidativer Schadigung. So
ist in der Lichtsammelantenne des PSIl die Bildung von Zea essentiell fur die pH-abhangige
Warmedissipation tberschissiger Lichtenergie (Niyogi et al., 1998). Die Rolle von Zea in den
LHC des PSI ist dagegen noch unklar. Nachdem sich bei den Pigmentuntersuchungen der
nativen LHCI-Subfraktionen (Kap. D1.2) herausgestellt hatte, dass diese nennenswerte Mengen
an Vio binden, stellte sich die Frage, ob bzw. in welchem Umfang dieser Vio-Pool durch die Vio-
Deepoxidase (VDE) zu Zea umgesetzt werden kann, und ob das gebildete Zea von den LHC
zurickgebunden werden kann, was als Voraussetzung fir eine erhdhte Warmedissipation
angenommen wird.

Da es interessant ware zu sehen, ob die Zugéanglichkeit des Vio in den einzelnen LHCI-

Untereinheiten unterschiedlich ist, wurden neben den nativen Pigment-Protein-Komplexen PSI,
LHCI-680 und LHCI-730 (Kap. C1) auch die in Kap. D2.1 beschriebenen monomeren r-LHC
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mittels eines in vitro-Deepoxidationssystems untersucht. Die Versuche wurden in Kooperation
mit A. Wehner (AG Jahns, Institut fir Biochemie der Pflanzen, Universitat Disseldorf)
durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl Deepoxidationskinetiken aufgenommen (Kap. D2.2.1) als
auch die Pigmentzusammensetzung der Pigment-Protein-Komplexe vor und nach der
Deepoxidation bestimmt. Aus diesen Pigmentdaten wurde der Deepoxidationsgrad (DEPS)
berechnet und Rickschlisse auf die Rickbindung von Zea gezogen (Kap.D2.2.2).
Desweiteren wurde als Vergleich der DEPS von in vivo deepoxidierten nativen Pigment-Protein-
Komplexen untersucht (Kap. D2.3).

2.1 Rekonstitution von Lichtsammelkomplexen mit Lutein und Violaxanthin als
einzigen Carotinoiden

Die fur die in vitro-Deepoxidation verwendeten r-LHC-Monomere (r-Lhcal bis r-Lhca4) wurden
mit einer Pigmentmischung rekonstituiert, die neben Chl a und Chl b als einzige Carotinoide Lut
und Vio enthielt (Kap. C3.7.2). In Tab. 19 ist die Pigmentzusammensetzung der mittels SDG-UZ
aufgereinigten r-LHC angegeben. In der PSI-Struktur wurden im Durchschnitt 12 Chl pro Lhca-
Apoprotein gefunden (Ben-Shem et al., 2003). Davon ausgehend, dass r-LHC die gleiche
Menge an Chl binden wie native LHC, wurden die fir r-LHC gefundenen Pigmentdaten auf 12
Chl normiert und stellen somit den Pigmentgehalt eines LHCI-Monomers dar.

Aus Tab. 19 ist zu entnehmen, dass die verschiedenen r-Lhca unterschiedliche Mengen an
Carotinoiden binden. In r-Lhca2 wurden 1,6 Lut und 0,6 Vio gefunden, d.h. Lhca2 ligiert etwa
zwei Carotinoide. Das gleiche gilt fur r-Lhca4, in dem 1,7 Lut und 0,5 Vio, also ebenfalls etwa
zwei Carotinoide, gefunden wurden. r-Lhca3 bindet dagegen mindestens drei Carotinoide,
davon 2,5 Lut und 0,9 Vio. Der Gesamtcarotinoidgehalt von r-Lhcal liegt bei 2,5 (1,7 Lut und
0,8 Vio), d.h. ob Lhcal zwei oder drei Carotinoide bindet, kann nicht eindeutig gesagt werden.

Tab. 19: Pigmentzusammensetzung der flr die Deepoxidation verwendeten r-LHC. Fir die Deepoxidations-
experimente wurden r-LHC hergestellt, die Lutein und Violaxanthin als einzige Carotinoide enthielten (siehe
Kap. C3.7.2). Dargestellt ist der Pigmentgehalt dieser tber SDG-UZ aufgereinigten LHC, der per HPLC bestimmt
wurde. Alle Pigmentdaten wurden auf 12 Chl normiert. Die Daten entsprechen dem Durchschnitt (+ Standard-
abweichung) von 6-10 unabhangigen Rekonstitutionen.

Pigment Lhcal Lhca2 Lhca3 Lhcad

Violaxanthin 0,81+0,12 0,58 +0,11 0,88 £0,23 0,46 £ 0,14
Lutein 1,68+ 0,20 1,57+ 0,20 2,51+0,21 1,66 +0,12
Chlorophyll b 2,97+0,14 3,41+0,23 1,96 + 0,25 3,46 £ 0,26
Chlorophyll a 9,03+0,14 8,59+0,23 10,04 + 0,25 8,54 £ 0,26

Gesamtchlorophyll 12 12 12 12
Chlorophyll a/b 3,05+ 0,20 2,54 £0,27 5,17 £ 0,75 2,49 0,28
Gesamtcarotinoide 2,49 +0,24 2,14+ 0,20 3,39+0,38 2,12 +0,21
Chlorophyll/Carotinoid 4,85+ 0,51 5,64 + 0,50 5,59+0,41 5,70 £ 0,55
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AuRer einer unterschiedlichen Carotinoidbindekapazitat besitzen die verschiedenen Lhca auch
unterschiedliche Affinitaten fir die Bindung von Vio. r-Lhca2 und r-Lhca4 enthalten substéchio-
metrische Mengen an Vio (0,6 bzw. 0,5 mol/ mol Apoprotein), wahrend r-Lhcal und r-Lhca3
nahezu ein Vio pro Apoprotein binden (0,8 bzw. 0,9 mol / mol Apoprotein). Auch das Chl a/b-
Verhaltnis der verschiedenen LHCI-Monomere ist unterschiedlich. r-Lhca2 bindet 3,4 Chl b und
8,6 Chl a und r-Lhca4 3,5 Chl b und 8,5 Chl a. Damit haben beide ein relativ niedriges Chl a/b-
Verhéltnis von etwa 2,5. r-Lhcal enthélt drei Chlb und neun Chla, was einem Chl a/b-
Verhaltnis von 3,0. entspricht. In r-Lhca3 ist der Chl b-Anteil am geringsten. Er weist ein ein
hohes Chl a/b-Verhaltnis von 5,2 auf und bindet damit etwa zwei Chl b und zehn Chl a.

2.2 Invitro-Deepoxidation

Die in vitro-Deepoxidationsexperimente (Kap. C3.7.2) wurden mit den nativen Pigment-
Proteinkomplexen PSI, LHCI-680 und LHCI-730 (Kap. C1) und den in Kap. D2.1 beschriebenen
r-LHC durchgefuhrt. Es wurde zunéchst Uber einen Zeitraum von 2 h die Umwandlung von Vio
Zu Zea beobachtet (Kap. D2.2.1).

2.2.1 Deepoxidationskinetiken von Pigment-Protein-Komplexen

Als Referenz zu der Vio-Umsetzung in Pigment-Proteinkomplexen wurde die Umsetzung von
nicht an Protein gebundenem (freiem) Vio untersucht.

Wie in Abb. 12 zu sehen ist, wurde dieses mit einer schnellen, einphasischen Kinetik innerhalb
von 30 min fast komplett zu Zea umgewandelt.
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Abb. 12: Deepoxidationskinetik von freiem Violaxanthin. Die Kinetiken wurden wie in Kap. C3.7.2 beschrieben
aufgenommen. V, Violaxanthin; A, Antheraxanthin; Z, Zeaxanthin; VAZ, Menge der am Xanthophyllzyklus beteiligten
Pigmente.
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Fur die verschiedenen r-LHCI (Lhcal-4) ergaben sich unterschiedliche Umsetzungskinetiken
(Abb. 13).
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Abb. 13: Deepoxidationskinetiken rekonstituierter LHCI-Monomere. Es wurden per SDG-UZ aufgereinigte r-
LHCI (Lhcal bis Lhca4) untersucht, die als einzige Carotinoide Lutein und Violaxanthin enthielten (Kap. D2.1). Die
Kinetiken wurden wie in Kap.C3.7.2 beschrieben aufgenommen und stellen den Durchschnitt (+
Standardabweichung) von drei unabhangigen Experimenten dar. V, Violaxanthin; A, Antheraxanthin; Z, Zeaxanthin;
VAZ, Menge der am Xanthophyllzyklus beteiligten Pigmente.

Die Kinetiken von Lhcal und Lhca2 zeigten biphasiche Verlaufe. Ein Teil des mit Lhcal und
Lhca2 assoziierten Vio (~20%) wurde schnell (etwa vergleichbar mit freiem Vio) innerhalb von
funf bis zehn Minuten umgesetzt. Die Umsetzung des restlichen Vio erfolgte fir Lhcal mit einer
langsameren Umsetzungsrate. Nach 2 h waren etwa 35% umgesetzt. Fir Lhca2 konnte
dagegen keine weitere Umsetzung mehr beobachtet werden. Im Gegensatz dazu, wurde das in
Lhca3 gebundene Vio fast vollstandig zu Zea umgewandelt, und zwar mit einer schnellen,
einphasigen Kinetik vergleichbar mit der von freiem Vio. Fur Lhca4 wurde wiederum eine vollig
andere Umsetzungskinetik beobachtet. Die bei den anderen Lhca auftretende schnelle Phase
fehlte hier vollig. Die Menge des umsetzbaren Vio war jedoch relativ hoch. Nach 2 h waren, mit
einer etwa zehnmal langsameren Umwandlungsrate als sie fir freies Vio zu sehen war, etwa
45% des Vio umgesetzt worden.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dass die absolute Menge des innerhalb von 2h

umwandelbaren Vio in den vier r-LHCI unterschiedlich ist (Lhca2 ~20%, Lhcal und Lhca4 ~35-
40%, Lhca3 annahernd vollstdndige Umsetzung), und dass diese Umwandlung mit unter-

56




D) Ergebnisse

schiedlichen Geschwindigkeiten geschieht, und dass in Lhcal und Lhca2 zwei Phasen mit
unterschiedlichen Umwandlungsgeschwindigkeiten beobachtet wurden.

Als Vergleich zu den r-LHC wurden entsprechende in vitro-Deepoxidationsexperimente auch
mit nativen Pigment-Protein-Komplexen durchgefihrt, die wie in Kap. C1 beschrieben isoliert
wurden (Abb. 14).
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Abb. 14: Deepoxidationskinetik nativer Pigment-Protein-Komplexe. Es wurden die wie in Kap. C1 beschrieben
isolierten nativen Pigment-Proteinkomplexe PSI, LHCI-730 und LHCI-680 untersucht. Die Kinetiken wurden wie in
Kap. C3.7.2 beschrieben aufgenommen und stellen den Durchschnitt (+ Standardabweichung) von drei
unabhéngigen Experimenten dar. V, Violaxanthin; A, Antheraxanthin; Z, Zeaxanthin; VAZ, Menge der am
Xanthophylizyklus beteiligten Pigmente.

Von dem in LHCI-730 gebundenen Vio konnte nur eine geringe Menge (~15%) umgesetzt
werden. Dies geschah mit einer langsamen einphasigen Kinetik vergleichbar mit der des r-
Lhca4. In LHCI-680 wurde ein groRerer Anteil des gebundenen Vio (~30%) umgesetzt, wobei
10% davon allerdings schon zu Beginn des Experiments umgesetzt waren. Die Kinetik ist
biphasisch und mit der von r-Lhca2 zu vergleichen. Die gréf3te Menge an Vio (~50%) wurde im
PSI-Holokomplex mit einer relativ langsamen Umwandlungsrate umgesetzt (Abb. 14). In allen
nativen Pigment-Protein-Komplexen reicherte sich Antheraxanthin, das Zwischenprodukt des
Xanthophyllzyklus stéarker an als in den r-LHC, am auffalligsten ist dies in der PSI-Kinetik zu
sehen.
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2.2.2 Vergleich der Pigmentzusammensetzung vor und nach der Deepoxidation

Um Aussagen Uber den Xanthophyllzyklus machen zu kdnnen, ist es weiterhin wichtig zu
wissen, ob das gebildete Zea wieder in den Pigment-Protein-Komplex zuriickgebunden werden
kann. Dazu wurde zundchst per HPLC (Kap.C3.3) die Pigmentzusammensetzung der
Komplexe vor der Deepoxidation bestimmt. Dann wurde die in vitro-Deepoxidation durch-
gefuhrt. Zur Bestimmung der Pigmentzusammensetzung der Komplexe nach der Deepoxidation
wurden die Deepoxidationsansatze aufkonzentriert und nochmals mittels SDG-UZ aufgereinigt
(Kap. C3.7.2). Im Anschluf® daran lagen bei den meisten Proben etwa 10-20% der Pigmente in
der FP-Bande vor. Einzige Ausnahme war r-Lhca3, bei dem etwa zwei Drittel der Pigmente als
FP vorkamen. Bei diesen Angaben handelt es sich um Abschéatzungen, da die DG-Banden sehr
diffus waren, und deshalb eine genaue Volumenbestimmung nicht méglich war. In Tab. 20
(folgende Seite) sind die per HPLC-Analyse (Kap.C3.3) ermittelten Pigmentzusammen-
setzungen der untersuchten Pigment-Protein-Komplexe und der FP-Banden vor und nach der
in vitro-Deepoxidation, sowie die daraus berrechneten DEPS (Kap. C3.7.2) zusammengefasst.

Der Vergleich der Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten Komplexe vor und nach der
Deepoxidation zeigt, dass diese durch die Experimente unterschiedlich beeinflusst wurden.

Far r-Lhcal bleiben das Chl a/b-Verhdltnis und das Lut/Chl-Verhaltnis gleich, wéhrend das
Chl/Car-Verhdltnis und Lut/VAZ-Verhéltnis sich verringern. Das bedeutet, dass verstarkt die
Xanthophyllzyklus-Pigmente in den Komplex riickgebunden werden.

Ahnlich verhélt sich r-Lhca2, nur dass dieser nach der Deepoxidation auch ein verringertes
Chl a/b-Verhaltnis aufweist, was darauf hindeutet, dass mdoglicherweise zusatzlich ein Chl a
verloren geht. In beiden LHC ist der DEPS der Xanthophyllzyklus-Pigmente mit 0,27 bzw. 0,18
relativ gering. Dies bedeutet, dass Zea nicht verstarkt riickgebunden wird.

In r-Lhca3 dagegen bleibt das Chl a/b-Verhdltnis gleich und das Chl/Car-Verhéltnis verringert
sich, wahrend das Lut/Chl-Verhéltnis und das Lut/VAZ-Verhaltnis sich vergro3ern. Dies und die
groBe Menge an freiem Pigment (~65%) deutet darauf hin, dass Lhca3 wahrend der
Deepoxidation instabil wird, und beide Chl-Arten und Uberproportional Xanthophyllzyklus-
Pigmente verliert. In r-Lhca3 wird allerdings unverhéltnismafig stark Zea riickgebunden, wie
man aus dem hohen DEPS von 0,87 ableiten kann. Der DEPS von r-Lhca3 ist damit
vergleichbar mit dem der FP-Banden (0,66 bis 0,96).

In r-Lhca4 verringern sich im Zuge der Deepoxidation das Chl a/b-Verhéltnis und das Chl/Car-
Verhdltnis. Das Lut/Chl-Verhéltnis bleibt gleich und das Lut/VAZ-Verhéltnis steigt an. Dies
bedeutet, dass Chla verloren geht und etwas weniger Xanthophyllzyklus-Pigmente
zuriickgebunden werden als freigesetzt wurden. Allerdings ist der DEPS von Lhca4 immer noch
relativ hoch (0,36), d.h. Zea wird verhaltnismafig gut riickgebunden.

Betrachtet man die nativen Pigment-Protein-Komplexe so fallt auf, dass ihre Pigment-
zusammensetzung durch die Deepoxidation kaum beeinflusst wird. In LHCI-680 verringert sich
lediglich das Chl a/b-Verhaltnis leicht, in LHCI-730 ist ein etwas niedrigeres Chl/Car-Verhaltnis
zu sehen. Fir den PSI-Holokomplex ist ein Verlust von Chl b zu beobachten (hdheres Chl a/b-
Verhéltnis nach der Deepoxidation). Dies und das erhohte Chl/Car-Verhaltnis deuten auf eine
Ablésung von LHCI-Monomeren vom PSI-Kern hin. Der Deepoxidationsgrad der nativen LHCI-
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Subkomplexe ist mit 0,17 in LHCI-730 und 0,26 in LHCI-680 in beiden LHCI-Fraktionen
niedriger als aus dem Durchschnitt der DEPS der beiden entsprechenden r-Lhca zu erwarten
ware. Dieser lage fur Lhcal + Lhca4 bei 0,32 und bei Lhca2 + Lhca3 bei 0,53. Der DEPS des
PSI-Holokomplex ist dagegen hoher als in den LHCI-Fraktionen (0,35). Dies lasst sich
moglicherweise mit der ,erleichterten* Deepoxidation von unspezifisch an das PSI gebundenen
VAZ-Molekdilen erklaren.

Tab. 20: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten bzw. nativen Pigment-Protein-Komplexe vor und
nach der Deepoxidation. Die Pigmentstdéchiometrien wurden per HPLC ermittelt und sindauf 12 Chl normiert. Die
Werte der epoxidierten Proben wurden nach Rekonstitution bzw. Isolation der Pigment-Proteinkomplexe und
Abtrennung des freien Pigments durch SDG-UZ vor Durchfihrung der Experimente ermittelt. Nach zweisttindiger
Deepoxidation wurden die Deepoxidationsanséatze uber Centrikons aufkonzentriert und die Komplexe erneut ber
SDG-UZ aufgereinigt. Die Zusammensetzung des freien Pigments wurde nur nach der Deepoxidation untersucht. Die
Daten stellen jeweils den Durchschnitt (Standardabweichung <15%) von drei unabhéngigen Experimenten dar.
DEPS, Deepoxidierungsgrad. VAZ, Violaxanthin + Antheraxanthin + Zeaxanthin (= Summe der am Xanthophyllzyklus
beteiligten Pigmente).

Chiab | chiicar | LutChl | LutvAZ | DEPS Vo"f(yr(‘)‘]enl)
rekonstituierte LHC
epoxidiert 2,86 4,60 0,16 2,70 0,00
Lhcal deepoxidiert 2,97 4,09 0,16 2,01 0,27 90
freies Pigment 2,92 3,29 0,24 3,61 0,85 10
epoxidiert 3,21 5,76 0,13 2,63 0,00
Lhca2 deepoxidiert 2,18 4,95 0,14 2,01 0,18 90
freies Pigment 3,53 2,37 0,24 1,32 0,66 10
epoxidiert 4,64 3,46 0,20 2,13 0,00
Lhca3 deepoxidiert 4,41 2,77 0,33 5,37 0,87 35
freies Pigment 2,88 1,58 0,40 1,90 0,89 65
epoxidiert 3,04 6,02 0,13 3,57 0,00
Lhca4 deepoxidiert 2,38 5,36 0,16 5,77 0,36 80
freies Pigment 3,11 2,81 0,23 1,62 0,67 20
native Pigment-Protein-Komplexe
epoxidiert 2,76 6,08 0,12 2,03 0,02
LHCI-730 deepoxidiert 2,82 5,67 0,12 2,11 0,17 >90
freies Pigment 4,32 2,31 0,27 1,61 0,71 <10
epoxidiert 2,73 5,27 0,13 2,45 0,12
LHCI-680 deepoxidiert 2,24 5,39 0,13 2,37 0,26 80
freies Pigment 4,19 1,72 0,40 2,20 0,86 20
epoxidiert 7,35 17,55 0,04 2,04 0,04
I':Osr'n'g:glxo' deepoxidiert 8,33 23,04 0,04 231 0,35 90
freies Pigment 6,19 3,26 0,20 1,74 0,96 10

1) Relative Verteilung der Pigmente zwischen Pigment-Proteinkomplex- und freier Pigment-Bande nach Auftrennung
des Deepoxidationsansatzes in Saccharosedichtegradienten im Anschlul? an die Deepoxidation. Die Verteilung
konnte lediglich abgeschatzt werden, da die DG-Banden sehr diffus waren und deshalb eine genaue Volumen-
bestimmung nicht méglich war.
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2.3 Invivo-Deepoxidation

Um zu Uberprifen, inwieweit die Ergebnisse der in vitro-Deepoxidation auf die Situation in vivo
Ubertragen werden kénnen, wurden Tomatenblatter fir 1 h mit Starklicht bestrahlt, um eine
Deepoxidation der Pigment-Protein-Komplexe zu induzieren (Kap. C3.7.3). Im Anschluf® wurden
die Blatter geerntet, native Pigment-Protein-Komplexe isoliert (Kap.C1), und deren
Deepoxidationsgrad bestimmt.

Tab. 21 zeigt, dass der Deepoxidierungsgrad der nativen Pigment-Protein-Komplexe in der
Reihenfolge PSI > LHCI-680 > LHCI-730 abnimmt. Aufl3erdem ist klar zu erkennen, dass die
DEPS aus den in vitro- und in vivo-Experimenten sehr gut Ubereinstimmen, was zeigt, dass die
Ergebnisse der in vitro-Versuche fur die einzelnen r-LHCI-Monomere aussagekraftig sind.

Tab. 21: Vergleich des Deepoxidierungsgrades von in vitro bzw. in vivo deepoxidierten nativen Pigment-
Proteinkomplexen. Die invitro-Daten entsprechen dem DEPS der Pigment-Proteinkomplexe nach 120 min
Deepoxidation und anschlieBender Aufreinigung Giber SDG-UZ (Tab. 20). Fir die Ermittlung der in vivo-Daten wurden
die entsprechenden Pigment-Proteinkomplexe aus starklichtbehandelten Tomatenpflanzen isoliert (1 h bei 1000 umol
Photonen m? s™) und der Deepoxidierungsgrad bestimmt. Es handelt sich um den Durchschnitt von 3-4
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichung liegt unter 8%.

Deepoxidierungsgrad (DEPS)
Proteinkomplex
in vivo in vitro
LHCI-730 0,18 0,17
LHCI-680 0,25 0,26
PSI-Holokomplex 0,29 0,35

3.Versuche zur Dimerisierung von Lhca2 und Lhca3

Die verschiedenen Mitglieder der Lhc-Proteinfamilie unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit zur
Bildung von Oligomeren (Kap. A2.2.1). Wie in Kap. D1.1 dargestellt lassen sich native Pigment-
Protein-Komplexe von Lhca2 und Lhca3 lediglich als eine Mischfraktion aus monomerem
Lhca2- und Lhca3 isolieren (LHCI-680) (Abb. 10). Es gibt allerdings gute Hinweise darauf, dass
Lhca2 und Lhca3 in vivo als Homo- oder Heterodimere vorliegen (Jansson et al., 1996; Croce
und Bassi 1998, lhalainen 2000; Ganeteg et al., 2001) und die Monomerisierung eine Folge der
LHCI-Isolierung ist.

Um das Oligomerisierungsverhalten der beiden Apoproteine des LHCI-680 naher zu
untersuchen, wurden in vitro-Rekonstitutionen (Kap. D3.1) mit Kombinationen der beiden LHCI-
680-Apoproteine (Lhca2 und Lhca3) durchgefihrt. Vergleichbare Untersuchungen wurden auch
schon zur Untersuchung der Dimerisierung von Lhcal und Lhca4 verwendet (Schmid et al.,
1997; Schmid et al., 2002b). AuRerdem wurden Kombinationen aus Lhca2 oder Lhca3 mit
Lhcal und Lhcad4 verwendet, um mdogliche Interaktionen zwischen den LHCI-680- und den
LHCI-730-Apoproteinen zu erfassen. Da sich bei den Dimerisierungsversuchen mit Lhcal und
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Lhca4 herausgestellt hatte, dass Lipide, speziell Phosphatidylglycerol (PG), an deren
Dimerisierung beteiligt sind (Schmid et al., 1998) wurde auch der Einflu3 von Lipiden auf die
Dimerisierung von Lhca2 und Lhca3 getestet (Kap. D3.2). AuBerdem wurde untersucht, ob
zweiwertige Kationen (Kalzium und Magnesium) Einflul3 auf die Dimerisierung von Lhca2 und
Lhca3 haben (Kap. D3.3).

3.1 Gemeinsame Rekonstitution von Lhca2 und Lhca3 und in Kombination mit
Lhcal und Lhca4

Die Dimerisierung von Lhcal und Lhca4 kann in vitro auf zwei Wegen erreicht werden. Zum
einen kdénnen beide Apoproteine in einem Rekonstitutionsansatz gemischt und gemeinsam
rekonstituiert werden, zum anderen bilden sich Dimere, wenn bereits fertig rekonstituierte
Lhcal- und Lhca4-Monomere zusammengegeben werden (Schmid et al., 2002b). Zur
Dimerisierung von Lhca2 und Lhca3 wurden beide Methoden ausprobiert. Sie fihrten jedoch
beide zu dem gleichen, in Abb. 15A+B dargestellten Ergebnis. Die Aufreinigung der
Rekonstitutionsanséatze erfolgte sowohl mittels schwach denaturierender Gelelektrophorese
(Kap. C3.5.1.2) als auch Uber noch schonendere SDG-UZ (Kap. C2.5).

A) a2 B) a2 a2+a3 a3 a’l+a4
a2 a3 :aS +al +a4 a1+a:f afl+a4 ]FP
—D
™ - —M
e —FF . -
N D

Abb. 15: Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens der LHCI-680-Proteine Lhca2 und Lhca3 anhand
schwach denaturierender LDS-Gele und Saccharosedichtegradienten. Die Rekonstitutionen wurden mit
Totalextrakt durchgefihrt. Es wurde entweder Lhca2 oder Lhca3 alleine oder eine Kombination aus den
angegebenen Lhca-Proteinen verwendet. Abb. A) zeigt das Bandenmuster nach Trennung der Rekonstitutions-
ansatze mittels schwach denaturierender LDS-Gelelektrophorese. In Abb. B) wurden entsprechende Ansatze in
Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. FP, freies Pigment; M, Monomere; D, Dimere; al-a4, Lhcal bis Lhca4.

Es wurden weder fur Lhca2 (a2) noch fiir Lhca3 (a3) in schwach denaturierenden Gelen
(Abb. 15A) oder SDG (Abb. 15B) Banden beobachtet, die ein dem LHCI-730 vergleichbares
Migrationsverhalten zeigten (al+a4, untere Bande), und damit auf die Bildung von von Lhca2-
oder Lhca3-Homodimeren hinweisen wirden. Genauso wenig war bei Kombination der beiden
Proteine (a2+a3) die Bildung von Lhca2/Lhca3-Heterodimeren zu beobachten. Zusatzlich zur
gemeinsamen Rekonstitution wurden Lhca3 und Lhca2 auch in Gegenwart von Lhcal und
Lhca4 rekonstituiert, um zu Uberprifen ob mdoglicherweise eine Interaktion mit einem dieser
Proteine stattfindet. Auch hierbei konnten fur beide Proteine in schwach denaturierenden Gelen
keine Dimere aufgetrennt werden. In Abb. 15A (mittlere Spuren) ist dies exemplarisch fur Lhca2
dargestellt.
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Da es keinen Unterschied machte, ob die Proteine vor oder nach der Rekonstitution gemischt
wurden, wurde in allen folgenden Versuchen so vorgegangen, dass Lhca2 und Lhca3 getrennt
rekonstituiert und erst im Anschluss im Verhdltnis 1:1 gemischt wurden. Weitere der
Dimerisierung potentiell forderliche Komponenten (Lipide, lonen) wurden nach der
Rekonstitution in den angegebenen Konzentrationen oder Mengen zugegeben und der gesamte
Ansatz nochmals 30 min inkubiert.

3.2 Einflul3 von Lipiden auf die Dimerisierung von Lhca2 und Lhca3

Um den Einflul von Lipiden auf die Dimerisierung von Lhca2 und Lhca3 zu untersuchen,
wurden zunachst Versuche mit einer aus Erbsenblattern isolierten Lipidmischung durchgefihrt.
Die Lipidmischung wurde freundlicherweise von S. Boggasch (AG Paulsen, Institut for
Allgemeine Botanik, Universitat Mainz) zur Verfligung gestellt und enthielt bis auf MGDG die
Lipide der Thylakoidmembran in der folgenden Stéchiometrie: 62% Digalactosyl-Diacylglycerol
(DGDG), 21% PG und 17% Sulfolipid. Als zweite Variante wurde als einziges Lipid kommerziell
erhaltliches PG (Sigma) verwendet.

Vor der Auftrennung in schwach denaturierenden Gelen (33 pug Protein) (Kap. C3.5.1.2) wurde
den Rekonstitutionsansatzen zwischen 4 ug und 150 pg der oben beschriebenen Lipidmischung
zugegeben (Abb. 16A). Bei der Auftrennung Uber SDG-UZ (167 pug Protein) betrug der
Lipidgehalt in den Anséatzen zwischen 20 pug und 600 pg (Abb. 16B). Geht man fir Lhca2 und
Lhca3 von einem mittleren Molekulargewicht von 23500 aus, und nimmt fur die Lipidmischung
ein Durchschnittsmolekulargewicht von 800 an, lagen die molaren Lipid/Protein-Verhaltnisse
damit zwischen 3,5 und 134 bzw. 3,5 und 110.

Die Bildung von Lhca2/Lhca3-Dimeren konnte in keinem der Ansatze beobachtet werden
(Abb. 16A+B). Jedoch hatte der Lipidgehalt Einflull auf die Ausbildung von zwei distinkten
pigmentierten Banden in SDG (Abb. 16B). Je hoher der Gehalt an Lipiden, desto besser lie3en
sich die beiden Banden trennen.

Die Analyse dieser Banden per SDS-PAGE ergab, dass sich deren Proteinzusammensetzung
mit steigender Lipidmenge veranderte (Abb. 16C). Bei Zunahme des molaren Lipid/Protein-
Verhéltnisses von 0 auf 50 nahm der relative Gehalt an Lhca3 in der unteren Bande ab,
wahrend in den oberen Banden beide Proteine in etwa gleicher Menge vorlagen. Bei einem
molaren Lipid/Protein-Verhéaltnis von 100 war in beiden Banden kaum noch Lhca3 zu finden
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Abb. 16: Einfluss von Lipiden auf das Oligomerisierungsverhalten der LHCI-680-Proteine Lhca2 und Lhca3.
Die Rekonstitutionen wurden mit Totalextrakt durchgefiihrt und im Anschlu? das angegebene Lipid/Proteinverhaltnis
eingestellt. Es wurde entweder Lhca2 oder Lhca3 alleine oder eine Kombination aus den angegebenen Lhca-
Proteinen verwendet. Abb. A) zeigt das Bandenmuster nach Trennung der Rekonstitutionsanséatze mittels schwach
denaturierender LDS-Gelelektrophorese. In Abb. B) wurden entsprechende Ansétze in Saccharosedichtegradienten
aufgetrennt. Abb. C) zeigt die Proteinzusammensetzung der DG-Banden aus Abb. B) nach Auftrennung in einem
denaturierenden PAA-Gel. FP, freies Pigment; M, Monomere; D, Dimere; al-a4, Lhcal bis Lhca4, ob., obere Bande;

unt., untere Bande.

Auch die Verwendung von 25-150pug reinem PG (Suspension in dH,0) als
~dimerisierungsforderndes” Lipid (entsprechend einem molaren Lipid/Protein-Verhéltnis von 4,5
bis 25) resultierte nicht in der Bildung von Dimeren. Es konnten, wie die schonende
Auftrennung in SDG zeigte, keine Dimerbanden aufgetrennt werden (Abb. 17). Dabei spielte es
keine Rolle, ob das Lipid wahrend des Rekonstitutionsvorganges anwesend war (mit X
gekennzeichneter Gradient in Abb. 17) oder erst im Anschluss an die Rekonstitution zu der

Probe gegeben wurde.
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Abb. 17: Einfluss von Phosphatidylglycerol auf das Oligomerisierungsverhalten der LHCI-680-Proteine Lhca2
und Lhca3. Die Rekonstitutionen wurden mit Totalextrakt und mit den angegebenen molaren PG/Protein-
Verhaltnissen durchgefuhrt. Es wurde entweder Lhca2 oder Lhca3 alleine oder eine Kombination aus den
angegebenen Lhca-Proteinen verwendet und die Anséatze in Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. FP, freies
Pigment; M, Monomere; D, Dimere; al-a4, Lhcal bis Lhca4; PG, Phosphatidylglycerol; X, Zugabe von PG vor der
Rekonstitution.

3.3 Einflul von zweiwertigen Kationen auf die Dimerisierung von Lhca2 und
Lhca3

In den folgenden Versuchen sollte der Einfluss von Kalzium und Magnesium auf die

Dimerisierung von Lhca2 und Lhca3 untersucht werden. Die beiden Proteine wurden wiederum

getrennt rekonstituiert, im Anschluss daran im Verhéaltnis 1:1 gemischt und 1 M CaCl, oder

1 M MgCl, zu Endkonzentrationen zwischen 1 mM und 30 mM CaCl, bzw. 5 mM und 100 mM

MgCl, zugegeben.
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Abb. 18: EinflulR von Kalzium bzw. Magnesium auf das Oligomerisierungsverhalten der LHCI-680-Proteine
Lhca2 und Lhca3. Die Rekonstitutionen wurden mit Totalextrakt und mit den angegebenen CaClz- bzw. MgCl,-
Konzentrationen durchgefiihrt. Es wurde entweder Lhca2 oder Lhca3 alleine oder eine Kombination aus den
angegebenen Lhca-Proteinen verwendet. Abb. A) zeigt das Bandenmuster nach Auftrennung der Rekonstitutions-
ansatze mit CaCl, mittels schwach denaturierender LDS-Gelelektrophorese. In Abb. B) wurden entsprechende
Ansédtze in Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. Abb. C) zeigt Rekonstitutionsansatze mit MgCl, nach
Auftrennung in Saccharosedichtegradienten. FP, freies Pigment; M, Monomere; D, Dimere; al-a4, Lhcal bis Lhca4.
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Wie schon die Zugabe von Lipiden (Kap. D3.2) fihrte auch die Gegenwart von zweiwertigen
Kationen weder in schwach denaturierenden LDS-Gelen noch in SDG zur Ausbildungen von
Lhca2/Lhca3-Dimeren (Abb. 18A+B). Allerdings trennten sich sowohl bei Kalzium- als auch bei
Magnesiumzugabe die beiden in SDG auftretenden Banden mit steigender Salzkonzentration
besser von einander ab, &hnlich wie es auch in den Lipid-Versuchen zu beobachten war
(Kap. D3.2).

Die Proteinanalyse der beiden SDG-Banden per denaturierender SDS-PAGE ergab, dass sich
in Gegenwart von Kalzium Lhca3 in der oberen und Lhca2 in der unteren Bande anreicherte,
wahrend in Gradienten ohne Kalzium in beiden Banden Lhca2 und Lhca3 in &quimolaren
Mengen vorkamen. Dies ist in Abb. 19A exemplarisch fiir eine CaCl,-Konzentration von 30 mM
gezeigt. Bei Erhohung der Magnesiumkonzentration von 5 mM auf 100 mM verschwand Lhca3
sogar vollstdndig aus der unteren Bande, wahrend in der oberen Bande das Lhca2/Lhca3-
Verhdltnis etwa 1:1 betrug (Abb. 19B).

A) 1. A . e amde I e amde B) 1.7 - na .y s rem i s emde
36 — 36 — &
20 — e _~Lhca3 20 — _~Lhca3
54 — “SLhca2 24— #* ™ Lhca2
0 mM 30mM  CaCl, 5 mM 100mM  MgCl,

Abb. 19: Proteinzusammensetzung ausgewahlter Dichtegradientbanden aus Abb. 18. Abb. A) zeigt ein mit
Coomassie gefarbtes PAA-Gel, in dem jeweils die obere und untere Bande der Gradienten mit der angegebenen
CacClz-Konzentration aus Abb. 18A aufgetrennt wurden. In Abb. B) wurden entsprechend die Banden der Gradienten
mit der angegebenen MgCl,-Konzentration aus Abb. 18B per SDS-PAGE aufgetrennt. ob., obere Bande; unt., untere
Bande; M, Molekularmassenstandard.

4. Untersuchungen zur Proteinzusammensetzung des LHCI

Die Anzahl der in hoéheren Pflanzen durch Genomanalysen gefundenen Gene, die fir
potentielle LHCI-Proteine codieren, Ubersteigt die Anzahl der bisher beschriebenen Lhca-
Proteine. So gibt es im Genom von Tomate Sequenzen fir Isoformen von Lhcal (cab6a und
cab6b; Pichersky et al., 1987a) und Lhca4 (cabll und cabl2; Schwartz et al., 1991), wéhrend
in A. thaliana die cDNA flr zwei zusatzliche potentielle Lhca-Proteine kloniert werden konnte
(Lhca5 und Lhca6; Jansson, 1999). AuRerdem lassen sich unter geeigneten Elektrophorese-
bedingungen im LHCI-Bereich von PSI-Praparationen aus Tomate (Abb. 11A) und Gerste
(Knoetzel et al., 1992) flnf Proteinbanden auflésen, denen bisher nur vier beschriebene Lhca-
Proteine gegeniberstehen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass der LHCI hoherer Pflanzen
komplexer zusammengesetzt sein konnte als bisher angenommen. Im Folgenden wird es
deshalb zunachst darum gehen, die zusatzlich auftretende flinfte Proteinbande zu
charakterisieren und im Anschlul3 daran die Proteinzusammensetzung des LHCI mittels
zweidimensionaler Gelelektrophorese weiter zu untersuchen.
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4.1 Auftrennung von Tomaten-PSl in eindimensionalen Polyacrylamidgelen

Bei der Proteinanalyse von PSI- und LHCI-730-Praparationen mittels SDS-PAGE trat regel-
maRig eine finfte Bande im Molekulargewichtsbereich der LHCI-Proteine auf (Kap.D1.1). Die
Trennung der einzelnen Banden war in dem standardmaBig verwendeten Minigel-
Elektrophoresesystem jedoch nicht optimal. Deshalb sollte zunachst durch Variation der
Elektrophoreseparameter die Auftrennung verbessert, und im Anschluld die Zusammensetzung
der einzelnen LHCI-Banden, speziell der zusatzlichen Bande, untersucht werden.

4.1.1 Verbesserung der Auftrennung von PSI-Untereinheiten in Polyacrylamidgelen

Zunéachst wurde in diskontinuierlichen Minigelen mit einer maximalen Trennstrecke von 6 cm
die PAA-Konzentration des Trenngels variiert. Es wurden Konzentrationen zwischen 10% und
20% verwendet. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 20 A zu sehen. Die beste Auftrennung
konnte bei PAA-Konzentrationen zwischen 14% und 18% erzielt werden. Im Anschluss wurde
die Lange der Auftrennungsstrecke verandert, indem PAA-Gele mit einer maximalen Trenngel-
lAnge von 16 cm (Maxigele) verwendet wurden. Hierbei wurde zusétzlich die Konzentration des
Trenngels variiert (Abb. 20 B). Die beste Auftrennung ergab sich in Trenngelen mit einem
linearen PAA-Gradienten von 14-20%. Abb. 20 C zeigt ein solches Gel, in dem unterschiedliche
PSI-Praparationen aufgetrennt wurden. Die aufgetrennten Proteine hatten apparente Molekular-
massen von 22,0, 22,3, 22,7, 23,2 und 23,7 kDa. Es ist zu erkennen, dass die zusatzliche
Bande bei 22,7 kDa in jeder Praparation auftritt, wenn auch mit unterschiedlicher Intensitét.
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Abb. 20: Verbesserung der Proteinauftrennung des LHCI-Molekulargewichts-Bereiches in PAA-Gelen. In A) ist
die Auftrennung von PSI-Préparationen in PAA-Gelen mit 6 cm Trennstrecke (Minigel) und unterschiedlichen PAA-
Konzentrationen (12-20%) zu sehen. In B) wurden zur Autrennung Gele mit einer Trennstrecke von 16 cm (Maxigel)
und PAA-Konzentrationen von 16 und 18% bzw. mit einem linearen PAA-Gradienten von 14-20% verwendet. C) zeigt
die optimierte Auftrennung verschiedener PSI-Préparationen in einem Maxigel mit 14-20%igem PAA-Gradienten. Die
Klammern umspannen den Bereich der LHCI-Proteine.
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4.1.2 Untersuchung der PSI-Proteinzusammensetzung durch Detektion mit Lhca-
Antikérpern

Nachdem die Auftrennung der Proteinbanden im LHCI-Molekulargewichtsbereich optimiert

worden war, wurde die Proteinzusammensetzung der einzelnen Banden mittels Westernblot

und anschlieRender Immundetektion (Kap. C3.6.2) untersucht. Daftir wurden Antikérper (AK)

gegen Peptide von Lhcal bis Lhca4 verwendet (siehe Kap. C3.6.2.3, Tab. 14).

In Abb. 21 ist zu erkennen, dass die gegen Lhca2 und Lhca3 gerichteten AK jeweils eine Bande
bei 23,2 bzw. 23,7 kDa detektierten. Dies entspricht in etwa dem theoretischen Molekular-
gewicht der beiden Apoproteine (Tab.2). Die anderen beiden AK reagierten jeweils mit
mehreren Banden, allerdings war die Reaktion unterschiedlich stark. Der anti-Lhca4-AK
reagierte stark mit der Bande bei 22,0 kDa, aber auch mit dem unteren Bereich der 22,3 kDa
Bande, wéhrend der Lhcal-AK drei distinkte Banden detektierte. Am starksten war hierbei die
Reaktion mit der 22,3 kDa Bande, aber auch die zusatzliche Bande bei 22,7 kDa und der untere
Bereich der 23,2 kDa Bande wurden angefarbt.
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Abb. 21: Zuordnung der Proteinbanden im LHCI-Bereich zu Lhca-Proteinen mittels Westernblot. In A) ist die
Proteinzusammensetzung einer PSI-Préparation im hochauflosenden PAA-Gel angeféarbt mit Coomassie zu sehen.
Die funfte, zusatzliche Proteinbande ist mit einem Stern markiert. M, Molekularmassenstandard. Abb. B) zeigt den
entsprechenden Immunoblot dekoriert mit Antikdrpern gegen Lhcal bis Lhca4 (al-a4).

Um auszuschlieRen, dass es sich bei den detektierten Reaktionen um Kreuzreaktionen des
Lhcal- bzw. Lhca4-AK mit anderen Lhca-Proteinen handelt, wurde die Spezifitéat dieser AK
durch Westernblots mit Lhcal-, Lhca2- und Lhca4-IB-Praparationen Uberprift (Abb. 22). Dabei
stellte sich heraus, dass weder der Lhcal- noch der Lhca4-AK mit einem der anderen Lhca-
Proteine kreuzreagierte. Ubertragen auf die Ergebnisse der Westernblots in Abb. 21 bedeutet
dies, dass Lhca4 und Lhcal in PSI-Préaparationen in zwei elektrophoretisch unterschiedlichen
Formen vorkommen, und dass die zusatzliche Bande bei 22,7 kDa, soweit dies per Westernblot
untersucht werden kann, eine Lhcal-lsoform enthalt.
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Abb. 22: Uberpriifung der Spezifitit des anti-Lhcal- und anti-Lhcad-Antikérpers. Gezeigt wird ein Coomassie
geféarbtes PAA-Gel mit PSI und Lhcal-, Lhca2- und Lhca4-IB-Praparationen und die dazugehoérigen Westernblots,
die entweder mit anti-Lhcal oder anti-Lhca4 Antikdrper inkubiert wurden. al, Lhcal; a2, Lhca2; a4, Lhca4; AK,
Antikorper.

4.1.3 Massenspektrometrische Untersuchung der Proteinzusammensetzung des
Photosystem | nach Auftrennung in eindimensionalen Gelen

Nachdem die Westernblots ergeben hatten, dass die Proteinbanden des LHCI-Bereiches
teilweise mehrere Apoproteine enthalten, wurde als sensitivere Proteinnachweismethode die
Tandem-Massenspektrometrie (Kap. C3.6.3.1) benutzt, um die Zusammensetzung der Banden
detailliert zu untersuchen. Dazu wurde PSI in PAA-Gradientengelen (Kap. C3.5.1.1)
aufgetrennt, die einzelnen Banden ausgeschnitten, tryptisch verdaut und ihre Protein-
zusammensetzung massenspektrometrisch untersucht (Kap. C3.6.3.1). Die Ergebnisse sind in
Tab. 22 zusammengestellt. Die Bezeichnung der Banden entspricht dabei der in Abb. 21.

Die MS/MS-Messungen wurden am Lehrstuhl fir Pflanzenphysiologie der Universitat Jena im
Labor von PD M. Hippler in Zusammenarbeit mit E. J. Stauber durchgefiihrt.

Es stellte sich heraus, dass die Zusammensetzung der Banden noch heterogener war als die
Immunoblots es gezeigt hatten. So enthielt die 22,0 kDa-Bande neben Lhca4 auch Spuren von
Lhcal. Die Bande bei 22,3 kDa setzte sich, wie schon durch die Immunoblots gezeigt, aus
Lhcal und Lhca4 zusammen. Zudem konnten in ihr zwei Lhca4-Isoformen nachgewiesen
werden (siehe auch Kap. D4.1.4.2) und sie enthielt Peptide eines zundchst unbekannten
Proteins, das spater als Lhca5-Apoprotein identifiziert werden konnte. Auf dieses neue Lhca-
Protein wird in Kap. D4.1.4.1 genauer eingegangen. Die zusatzliche Bande bei 22,7 kDa ist am
heterogensten zusammengesetzt. In ihr wurden, wenn die Bande aus der Auftrennung einer
PS|-Préaparation stammte (%), Lhcal, beide Formen des Lhca4, Lhca3 und das ,unbekannte®
Protein identifiziert. Stammte die Bande aus einer LHCI-730 Praparation () fehlte Lhca3, alle
anderen oben genannten Proteine waren jedoch enthalten. Die 23,2 kDa Bande enthielt alle
Lhca-Proteine, inklusive des neuen Proteins, wahrend in der obersten Bande bei 23,7 kDa, die
Peptide fur Lhca3 dominierten, aber auch jeweils ein Peptid von Lhcal und Lhca2 gefunden
wurde.

Um zu sehen, ob unterschiedlich prozessierte Formen eines Proteins vorkommen, wurde in den

massenspektroskopischen Daten auch nach nur einmal durch Trypsin geschnittenen Peptiden
gesucht, die den N-Termini entsprechen kdnnten. Es wurden jedoch keine N-Termini gefunden.
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Tab. 22: Massenspektrometrische Untersuchung der Proteinzusammensetzung der LHCI-Banden. PSI® bzw.
LHCI-730” wurden in 1-D SDS-Gelen aufgetrennt und die im LHCI-Molekulargewichtsbereich aufgetrennten Banden
massenspektrometrisch untersucht. Die Ladung des gemessenen lons (z), die Abweichung zwischen gemessener
und theoretischer Masse des Peptids (AM) und der mittels des Sequest Algorithmus errechnete ,cross correlation
factor” (Xcorr) sind aufgefiihrt.

Bande! Peptide? Protein® Position* Referenz’ |z AM | Xeorr
Lhcad® YPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) 168-180 P12360 2 -1,0 | 3,81
WQDIKNPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) 157-173 S14305/6 3 0,4 | 4,66
NPGSVNQDPIFK 162-173 S14305/6 2 -0,5 14,13
NPGSVNQDPIFK 162-173 S14305/6 1 0 3,06
WFIQAELVNGR Lhca4 (cab11) 90-100 S14305 2 -0,7 | 4,07
WFVQAELVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S14306 2 0,2 12,33
Lhcal1® WAMLAVPGIIVPEALGLGNWVK Lhcal (cab6a/6b) 94-115 P12360 3 0,4 [5,95
PSYLDGSAPGDFGFDPLGLGEVPANLER 56-83 P12360 2 0,4 |4,96
YPGGAFDPLGYSKDPAKFEELK 168-189 P12360 3 04 |4,41
YPGGAFDPLGYSK 168-180 P12360 2 -0,1 14,3
KYPGGAFDPLGYSK 167-180 P12360 3 -0,4 | 3,59
NPGSVNQDPIFK Lhca4(cab11/12) 162-173 S14305/6 2 0,4 |4,15
WFIQAELVNGR Lhca4 (cab11) 90-100 S14305 2 0 3,46
WFVQAELVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S14306 2 0 45
WYVQAELVHAR Lhca5 (EST) 90-101 2 0,8 | 3,52
WYVQAELVHAR 90-101 3 -0,2 | 3,45
DLPVWYEAGATK 123-134 2 -0,8 | 3,04
neu (Il)a) YPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) 168-180 P12360 2 0,2 |4,06
KYPGGAFDPLGYSK 167-180 P12360 2 -0,6 | 2,95
WAMLAVPGIIVPEALGLGNWVK 94-115 P12360 2 -0,4 | 3,51
WLAYGEVINGR Lhca3 (cab8) 95-105 P27522 2 0,5 (3,43
GLGGSGDPAYPGGPLFNPLGFGK 191-213 P27522 2 0,6 |3,37
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) 162-173 S14305/6 2 -0,9 | 3,25
NPGSVNQDPIFK 162-173 S14305/6 1 0,9 | 2,37
WFIQAELVNGR Lhca4 (cab11) 90-100 S14305 2 0,1 |3,98
WFVQAELVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S14306 2 0,3 (4,43
DLPVWYEAGATK Lhca5 (EST) 123-134 2 0,5 |3,98
neu ()
WAM*LAVPGIIVPEALGLGNWVK Lhcal (cab6a/6b) 94-115 P12360 3 0,4 14,91
WAMLAVPGIIVPEALGLGNWVK 94-115 P12360 2 0,2 |4,12
KYPGGAFDPLGYSK 167-180 P12360 3 0,2 3,90
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) 162-173 S13405/6 2 0,1 |3,81
WQDIKNPGSVNQDPIFK 157-173 S13405/6 3 0,4 |4,37
WYDAGK 126-131 S13405/6 1 0,1 (2,03
WFVQAEVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S13406 2 0,2 (4,14
DLPVWYEAGATKFNF Lhca5 (EST) 123-137 2 0,1 |3,16
Lhca2? KYPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) 167-180 P12360 3 -0,7 | 3,66
KYPGGAFDPLGYSK 167-180 P12360 2 0,8 | 2,76
LTGTDVGYPGGLWFDPLGWGSGSPAK Lhca2 (cab7) 189-214 P10708 2 -0,1 | 3,89
WAMLGAAGIFIPELLTK 113-129 P10708 2 -0,9 | 3,07
FAMLGAAGAIAPEILGK Lhca3 (cab8) 106-122 P27522 2 0,9 | 3,26
WFIQAELVNGR Lhca4 (cab11) 90-100 S13405 2 0,7 | 3,57
DLPVWYEAGATK Lhca5 (EST) 123-134 2 -0,4 | 3,65
Lhca3® YPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) 168-180 P12360 2 0 4,71
LTGTDVGYPGGLWFDPLGWGSGSPAK Lhca2 (cab7) 189-214 P10708 2 0,4 |4,07
FAMLGAAGAIAPEILGK Lhca3 (cab8) 106-122 P27522 3 -0,8 14,33
FAMLGAAGAIAPEILGK 106-122 P27522 2 -0,1 |1 2,35
GLGGSGDPAYPGGPLFNPLGFGKDEK 191-216 P27522 3 0,5 |4,27
GLGGSGDPAYPGGPLFNPLGFGK 191-213 P27522 2 0 3,76
WLAYGEVINGR 95-105 P27522 2 1,1 |3,35
SALGLSEGGPLFGFTK CP22 2 -0,6 | 4,63
FVDDPTPPTGLEK 2 0 3,87
FQDWAKPGSMGK 2 -0,2 | 2,63
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Fortsetzung der Legende zu Tab. 22

1) Die Benennung der Banden beruht auf der Immunoblotdetektion in Abb. 21.

2) Peptide, die durch Abgleich der MS-Daten mit theoretischen tryptischen Peptiden von Proteinen in Tomaten-
Datenbanken (Kap. B3) identifiziert wurden.

3) Per Massenspektrometrie in den Banden identifizierte Proteine (mit Genbezeichnung in Klammern).

4+5) Position des identifizierten Peptids innerhalb der aus der angegebenen Datenbank-Referenz entnommenen
Proteinsequenz. Fir Peptide, die in beiden Lhca4-Isoformen enthalten sind, ist keine Position angegeben, da diese in
den beiden Isoformen unterschiedlich ist. Die Positionsangabe fiir Lhca5 bezieht sich auf die in Abb. 23 dargestellte
Sequenz.

# Oxidation von Methionin

Insgesamt lasst sich sagen, dass die heterogene Proteinzusammensetzung der im
eindimensionalen Gel aufgetrennten LHCI-Proteinbanden, die sich schon in den Westernblot-
experimenten gezeigt hatte, durch die Massenspektrometrie bestatigt wurde. Au3erdem wurde
das Genprodukt einer bisher nur auf Genebene beschriebenen Lhca4-Isoform (Genprodukt von
cabl1?2) identifiziert und ein fir Tomate noch nicht beschriebenes Lhca-Protein entdeckt. Auf
diese beiden Proteine wird im Folgenden néher eingegangen.

4.1.4 Identifikation neuer LHCI-Proteine durch Massenspektrometrie

4.1.4.1 Ein Lhca5-Homolog in Tomate

Wie in Kap. D4.1.3 beschrieben, fihrte die massenspektrometrische Untersuchung von PSI und
LHCI-730 Préaparationen aus Tomate zur Detektion von Peptiden, die nicht in den bisher
identifizierten Lhca-Proteinen (Lhcal-Lhca4) enthalten sind (Tab. 2).

In einer Tomaten-EST (expressed sequence tag)-Datenbank wurden jedoch mittels BLAST-
Suche Klone identifiziert, die fir diese Peptide codierende DNA-Sequenzen enthielten. Aus
zwei dieser Klone (GenBank Acc.Nr.. AWO041324 und AI778223) mit Uberlappenden
Sequenzabschnitten konnte die komplette cDNA eines Gens zusammengesetzt werden,
dessen potentielles Genprodukt (Abb. 23) etwa 30 kDa groR3 ist. Eine BLAST-Suche in der
NCBI-Datenbank mit dieser rekonstituierten cDNA-Sequenz als ,query* ergab, dass es sich um
das Gen eines cab-Proteins handelt. Sowohl die cDNA-Sequenz als auch die daraus
abgeleitete  Aminosduresequenz weisen groRe Ubereinstimmungen mit dem Lhca5 von
A. thaliana auf. Die Sequenzidentitat betragt dabei 67,8% auf DNA- und 68,8% auf
Proteinebene (Abb. 23). Die per Massenspektrometrie gefundenen Peptide stammen also von
einem bisher unbekannten Tomaten-Lhca5-Homolog.

Da Lhc-Proteine kerncodiert sind, besitzen sie eine Transitsequenz, die beim Eintritt in den
Chloroplasten abgespaltet wird. Das Protein inklusive Transitsequenz wird als ,Precursor”-
Protein, das Protein ohne diese Sequenz als ,matures® Protein bezeichnet. Da es sich bei dem
aus der cDNA abgeleiteten 30 kDa grofRen Protein um ein ,Precursor”-Protein handelte, wurde
ein Computerprogramm (TargetP, www.cbs.dtu.dk/services/targetP) benutzt, um den Beginn
des maturen Proteins zu bestimmen. Demnach fangt das mature Lhca5-Protein von Tomate mit
der Aminsosaureabfolge ARKGHS... an und hat eine theoretische Masse von 24,5 kDa und
einen theoretischen pl von 6,79. Fir den Lhca5 von A.thaliana wurde das Ende der
Transitsequenz, d.h. der Beginn des maturen Proteins (AGGG.....) bereits postuliert (Jansson,
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1999). Vergleicht man die beiden maturen Proteine miteinander, so steigt die AS-
Sequenzidentitat auf 77,9% (Abb. 23).
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Abb. 23: Alignment der Aminosaure-Sequenz des aus EST-Sequenzen rekonstruierten Lhca5-Homologs von
Tomate (L.es.) mit der bekannten Lhca5-Sequenz von Arabidopsis thaliana (A.th.). Die per Massen-
spektrometrie detektierten Peptide sind blau, der Beginn der maturen Proteine (nach Jansson, 1999 bzw. TargetP,
siehe Text) ist rot, und die potentiell chlorophyllbindenden Aminosauren sind griin markiert.

Vergleicht man die Sequenz des maturen Tomaten-Lhca5 mit der der anderen Lhca-Proteine
aus Tomate, so ergibt sich die groRte Sequenzidentitat mit Lhcad (47%) und Lhca2 (46%).
Weniger Ubereinstimmung wird mit Lhca3 und Lhcal gefunden (43,4% bzw. 33,5%).

4.1.4.2 Cabl2 - eine zweite Isoform des Lhca4

Wie oben ebenfalls bereits erwéhnt, wurde bei den massenspektrometrischen Untersuchungen
auch ein Peptid entdeckt, das eindeutig die cab12-Isoform des Lhca4 identifiziert.

Im oberen Teil der Abb. 24 ist das Massenspektrum dieses Peptids mit der daraus abgeleiteten
Aminosauresequenz zu sehen. Um zu zeigen, dass es sich um ein Peptid handelt, das nur aus
der cabl2-Isoform stammen kann, ist als Vergleich das Spektrum der entsprechenden
Proteinsequenz von cabll angefihrt. Die beiden Lhca4-Isoformen unterscheiden sich an AS-
Position 87 bzw. 88 des entsprechenden Proteins durch den Austausch eines Isoleucins gegen
ein Valin. Dieser Austausch genigt, um die entsprechenden Peptidsequenzen
massenspektrometrisch unterscheiden zu kénnen.
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Abb. 24: Massenspektrometrische Unterscheidung der cabll- und cabl2-Genprodukte. Gezeigt sind die
MS/MS-Spektren und die daraus abgeleitete Aminosauresequenzen der Peptide, die eine eindeutige Identifizierung
von cabll (unten) bzw. cab12 (oben) erlauben.

Mit Hilfe von massenspektrometrischen Untersuchungen ist es also gelungen, neben der
zweiten Isoform des Lhca4 (cabl2), ein weiteres Lhca-Protein (Lhcab) in einer héheren Pflanze
nachzuweisen.

4.2 Auftrennung von LHCI-Proteinen aus Tomate per zweidimensionaler
Gelelektrophorese

Nachdem sich bei der Analyse der in eindimensionalen Gelen aufgetrennten LHCI-
Proteinbanden gezeigt hatte, dass alle untersuchten Banden mehrere Apoproteine enthielten,
stellte sich die Frage woraus diese Heterogenitat resultiert. Zum einen kdénnte es bedeuten,
dass ein Protein in Varianten mit unterschiedlichen Molekulargewichten vorkommt, die z.B.
durch Prozessierung zustande kommen kdnnten, oder dass das Protein posttranslationale
Modifikationen tréagt, die sein elektrophoretisches Verhalten beeinflussen. Um der Ursache
dieser Heterogenitat auf den Grund zu gehen, wurde PSI mittels eines 2D-Gelsystems
aufgetrennt (Kap. C3.5) und die resultierenden Proteinspots per Immunoblotting (Kap. C3.6.2)
und Massenspektrometrie (Kap. C3.6.3) untersucht.
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4.2.1 Identifizierung der durch zweidimensionale Gelelektrophorese aufgetrennten
LHCI-Proteine

Zur zweidimensionalen Proteinauftrennung wurde zunéchst eine isoelektrische Fokussierung
(IEF) in PAA-Gelen mit einem immobilisierten pH-Gradienten durchgefuhrt (Kap. C3.5.2.2),
durch die die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) aufgetrennt wurden. Da die Lhca-
Proteine alle einen relativ &hnlichen pl besitzen (zwischen pH 5 und pH 6 Tab. 2), wurden fir
die erste Dimension Gele mit einem linearen pH-Gradienten von 4-7 verwendet, um eine
moglichst gute Auftrennung zu erreichen. Im Anschluf® an die IEF wurden die Proteine mittels
SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

In Abb. 25 ist das typische Auftrennungsmuster nach Farbung der Proteine mit Silber gezeigt.
Die im hochmolekularen Bereich liegenden Spots entsprechen wahrscheinlich PSI-Kernunter-
einheiten. Der Kasten zeigt in VergroRerung den Molekulargewichtsbereich der LHCI-Proteine.
Es fallt auf, dass Reihen aus mehreren Proteinspots mit gleichem Molekulargewicht, aber
unterschiedlichem pl aufgelost wurden. AulRerdem sind mehr Spotreihen vorhanden als
aufgrunde der Anzahl der bisher beschriebenen Lhca-Proteine (vier) zu erwarten gewesen
waren (sechs bis sieben). Die Zuordnung der Spot-Reihen zu den Lhca-Apoproteinen erfolgte
aufgrund des Molekulargewichts der Lhca-Proteine und deren Laufverhalten in 1D-Gelen
(Abb. 21).
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Abb. 25: 2D-Gelelektroporese von PSI aus Tomate. Denaturierte PSI-Proteine wurden in der ersten Dimension
mittels isoelektischer Fokussierung in PAA-Gelen mit einem pH-Gradienten von 4-7 nach ihrem isoelektrischen Punkt
und im AnschluB® in der zweiten Dimension mittels SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht (M) aufgetrennt. Der
Kasten stellt eine VergroRerung des LHCI-Bereiches dar. Die Zuordnung der Spotreihen zu den Lhca-Apoproteinen
(al-a4, Lhcal-Lhca4) erfolgte auf Grundlage des Laufverhaltens in eindimensionalen Gelen (Abb. 21).

Um die Zuordnung der Spotreihen zu den Lhca-Apoproteinen zu bestéatigen, wurden mit den per
2D-Gelelektrophorese aufgetrennten PSI-Proteinen Immunoblotexperimente mit apoprotein-
spezifischen AK durchgefihrt.
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Abb. 26: Antikdrperdetektion der per 2D-Gelelektrophorese aufgetrennten Lhca-Proteine. Per zwei-
dimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennte LHCI-Proteine wurden mit Antikdrpern dekoriert, die spezifisch fur
Lhcal-4 sind, und Uber das ,enhanced chemoluminescence” System detektiert. In Abb. A) sind die Ergebnisse fir
jeden Antikdrper einzeln aufgefiihrt, wahrend in Abb. B) diese Ergebnisse auf ein silbergefarbtes Gel Ubertragen
wurden. al-a4, Lhcal-Lhca4.

In Abb. 26A sind die Ergebnisse fur jeden Antikdrper einzeln dargestellt, wahrend in Abb. 26B
die Lage der entsprechenden Spots im silbergefarbten Gel zu sehen ist. Der anti-Lhca3-AK (a3)
detektiert die zwei obersten Spotreihen mit unterschiedlichem Molekulargewicht, die die
hdchsten pl aufweisen und aus jeweils drei bis vier Spots mit einem pl zwischen 5,1 und 6,0
bestehen. Die Spotreihe mit den sauersten pl (4,8 bis 5,5), bestehend aus vier bis finf Spots,
wird von dem anti-Lhca2-AK erkannt. Dieser Blot wurde im Anschlu? an die Lhca2-Detektion
nochmals mit anti-Lhcal-AK inkubiert, um die Lagebeziehung der Proteinspots zu erfassen.
Wie zu sehen ist, reagiert der anti-Lhcal-AK mit den beiden direkt unter der Lhca2-Reihe
liegenden Spotreihen, die aus vier Spots mit pl zwischen 4,9 und 5,6 bestehen. Der anti-Lhca4-
AK detektiert vier Spots im unteren Molekulargewichts- und mittleren pl-Bereich (5,1 bis 5,3)
des LHCI-Bereiches, wobei die Zuordnung zu den silbergeféarbten Spots nicht eindeutig ist, da
die Auftrennung zwischen Lhcal und Lhca4 aufgrund ihres &hnlichen Molekulargewichts und pl
(Tab. 2) nicht optimal ist. In Tab. 23 ist fir jede Lhca-Proteinreihe der pl der verschiedenen
Spots aufgefiihrt.

Tab. 23: Isoelektrische Punkte der verschiedenen Spots der Lhca-Proteine. Fir jedes Protein sind die am
starksten gefarbten Spots fett markiert. Die Buchstaben in Klammern entsprechen den Spotbezeichnungen in
Abb. 28.

Protein Reihen 1 2 3 4 5
Lhcal 2 4,92 5,09 (G) | 5,27 (H+K) 5,49 -
Lhca2 1 476 (C) | 4,88(D) 5,05 (E) 5,19 (F) 5,46
Lhca3 2 511 5,34 5,63 6,02 (A+B) --
Lhca4 2 509 (G) | 5,12 (J) 5,27 (K) 5,34 (I+L)
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4.2.2 Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von PSI-Untereinheiten

Laufunterschiede im SDS-Gel kdnnen unter anderem durch die Phosphorylierung eines
Proteins hervorgerufen werden. AuRerdem verandert das Anhangen von Phosphatgruppen den
pl eines Proteins. Um zu Uberpriifen, ob Phosphorylierungen eine Erklarung fir das Auftreten
von dem selben Lhca-Apoprotein in unterschiedlichen Banden einer eindimensionalen SDS-
PAGE bzw. fir das Auftreten von Proteinspots mit unterschiedlichem pl in der 2D-Gel-
elektrophorese sein konnten, wurde der Phosphorylierungsgrad von Proteinen des PSI
untersucht. Dazu wurden zunéchst Thylakoide und PSI mittels einer SDS-PAGE (Minigel,
C3.5.1.1) aufgetrennt und im Anschlul3 daran direkt im Gel ein Phosphoproteinnachweis
(Kap. C3.6.1.3) durchgefihrt. AnschlieRend wurde das Gel mit Coomassie gefarbt (Abb. 27), so
dass die positiven Reaktionen direkt bestimmten Proteinbanden zugeordnet werden konnten.

Positive Reaktionen zeigten das Markerprotein Ovalbumin (zweifach phosphoryliert) und
mehrere Proteine der Thylakoidpraparation (T), bei denen es sich aufgrund ihres Laufverhaltens
um die PSII-Proteine CP47, D1 und D2 handeln dirfte. Die am starksten phosphorylierte Bande
bei 26-27 kDa entspricht sehr wahrscheinlich dem Lhcb1-Protein, von dem ebenfalls bekannt
ist, dass es phosphoryliert werden kann. In der PSI-Praparation (P) ist lediglich eine Reaktion
bei 66 kDa zu erkennen, jedoch nicht im Bereich der Lhca-Proteine zwischen 20 und 25 kDa.

PTM PT M kDa
@ . 6

- = . —145
. “— —36

. — —29

- ety
— 20

- —14

Abb. 27: Untersuchung der Phosphorylierung von PSI-Proteinen. Links ist die Fluoreszenzaufnahme einer mit
dem Phosphoprotein-Detektions-Kit angefarbten SDS-PAGE zu sehen. Rechts ist das gleiche Gel nach
anschlieBender Farbung mit Coomassie dargestellt. P, PSI; T, Thylakoide; M, Molekularmassenstandard.

4.2.3 Massenspektrometrische Untersuchung der Proteinzusammensetzung der per 2D-
Gelelektrophorese aufgetrennten LHCI-Proteinspots

Nachdem die Phosphoproteinuntersuchung kein Ergebnis lieferte, durch das die in der 2D-Gel-
elektrophorese auftretende Spotvielfalt zu erklaren ware, wurden einige Proteinspots
ausgeschnitten und massenspektrometrisch untersucht (Kap. C3.6.3.1). Dabei wurde nach
Proteinmodifikationen wie z.B. Phosphorylierungen, Acetylierungen, Carbamylierungen, und
Carbamidomethylierung, und nach Peptiden mit nur einer tryptischen Schnittstelle (N-Terminus
oder C-Terminus) gesucht.

In Tab. 24 ist die AS-Sequenz der in den verschiedenen Spots detektierten Peptide und die
Position, die diese in den maturen Proteinen einnehmen zusammengestellt. Aul3erdem ist fir
jedes Protein die entsprechende Datenbankreferenz angegeben. Die Benennung der Spots in
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Tab. 24 bezieht sich auf Abb. 28, in der die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen
und der Immunodekoration zusammengefasst sind.

Tab. 24: Massenspektrometrische Untersuchung der Proteinzusammensetzung der durch 2-D Gelelektro-
phorese aufgetrennten Lhca-Spots. Die Spots wurden aus den Gelen ausgeschnitten, proteolytisch verdaut und
per Massenspektrometrie analysiert. Die Ladung des gemessenen lons (z), die Abweichung zwischen gemessener
und theoretischer Masse des Peptids (AM) und der mittels des Sequest Algorithmus errechnete ,cross correlation
factor” (Xcorr) sind aufgefiihrt.

2-D Spot? Peptide? Protein® Position? | Referenz® |z | AM | Xcorr
A WLAYGEVINGR Lhca3 (cabs) 95-105 P27522 2 -0,5 2,94
FAMLGAAGAIAPEILGK 106-122 P27522 2 -0,9 2,67
LS CSGDPAYPGGPLENPL 101-213 P27522 2 |13 |42
° WLAYGEVINGR thea3 ab®) |50 | e |2 |1s | 20
FAMLGAAGAIAPEILGK ! !
FODWAKPGSMGK 171-182 P27522 2 0,9 3,25
C PGC*VNTDPIFPNNK Lhca2 (cab7) 175-188 P10708 2 0,1 2,52
PGC*"VNTDPIFPNNK Lhca2 (cab7) 175-188 P10708 2 -1,2 2,62
D KYPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) 167-180 P12360 2 -0,4 2,49
YKESELIHC’R 84-93 P12360 2 -0,2 | 2,35
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0,4 2,85
YPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) 168-180 P12360 2 0,9 4,63
KYPGGAFDPLGYSK 167-180 P12360 2 1,1 3,93
E WADIIKPGC*"VNTDPIFPNNK Lhca2 (cab7) 169-188 P10708 3 2,2 5,05
WAM*LGAAGIFIPELLTK 113-129 P10708 2 1,3 4,2
WSAMLGAAGIFIPELLTK 113-129 P10708 2 1,3 4,19
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0,8 3,68
KYPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) | 167-180 P12360 2 0,0 3,2
F YPGGAFDPLGYSK 168-180 P12360 2 -1,2 3,06
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 -1,2 3,4
G NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 -0,9 | 3,61
YPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/6b) | 168-180 P12360 2 -0,5 | 3,74
KYPGGAFDPLGYSK 167-180 P12360 3 1,2 4,2
H NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0,7 3,69
WQDIKNPGSVNQDPIFK 157-173 S14305/6 3 1,2 3,83
WFVQAELVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S14306 2 0 3,94
| NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0 2,79
J NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0,2 3,98
WFVQAELVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S14306 2 0,1 3,69
YPGGAFDPLGYSK Lhcal (cab6a/b) 168-180 P12360 2 0,1 2,68
K NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0,3 3,81
WQDIKNPGSVNQDPIFK S14305/6 3 1,2 4.8
WFVQAELVNGR Lhca4 (cab12) 89-99 S14306 2 0,8 3,98
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) S14305/6 2 0,8 4,03
L WQDIKNPGSVNQDPIFK S14305/6 3 1,2 5,37
C*GYPGGIFNPLNFAPTEEAK Lhca4 (cabl1l) 182-201 S14305 2 0,9 4,55
NPGSVNQDPIFK Lhca4 (cab11/12) 162-173 S14305/6 2 0,8 3,74
M WQDIKNPGSVNQDPIFK 157-173 S14305/6 3 1,4 3,6
C*GYPGGIFNPLNFAPTEEAK Lhca4 (cabl1l) 182-201 S14305 2 1,4 4,9
WFIQAELVNGR 90-100 S14305 2 0,8 4,7

1) Die Benennung der Spots entspricht der in Abb. 28.

2) Peptide, die durch Abgleich der MS-Daten mit theoretischen tryptischen Peptiden von Proteinen in Tomaten-

Datenbanken (siehe Kap. C3.6.3.1) identifiziert wurden.
3) Per Massenspektrometrie in den 2D-Spots identifizierte Proteine (mit Genbezeichnung in Klammern).

4+5) Position des identifizierten Peptids innerhalb der aus der genannten Datenbank-Referenz entnommenen
Proteinsequenz. Fir Peptide, die in beiden Lhca4-Isoformen enthalten sind, ist keine Position angegeben, da diese in

den beiden Isoformen unterschiedlich ist.
# carbamidomethylierung von Cystein

* Oxidation von Methionin

$ Keto-, Amino- oder Hydroxy-Modifikation von Trypthophan
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Wie aus Tab. 24 abzulesen ist, enthalt ein Grof3teil der 2D-Spots weniger Proteine als die im
1D-Gel aufgelosten Banden (Tab. 22). Lediglich in den Spots D und E konnten drei unter-
schiedliche Proteine identifiziert werden, ansonsten enthielten die Spots entweder zwei (Spots
F, H, K) oder nur ein Protein (Spots A, B, C, G, |, J, L, M).

Bei einigen der detektierten Peptide wurden artifizielle Modifikationen einzelner Aminoséuren
entdeckt, z.B Carbamidomethylierung von Cystein (#, Spots C, D, E, L, M), Oxidation von
Methionin (*, Spot E) oder eine Keto-, Amino- oder Hydroxy-Modifikation von Trypthophan (%,
Spot E). Durch diese laRt sich das unterschiedliche elektrophoretische Verhalten bzw. das
Auftreten von Proteinformen mit unterschiedlichem pl jedoch nicht erklaren. Andere
Proteinmodifikationen und N- bzw. C-Termini wurden nicht entdeckt. Auch Protein-
phosphorylierungen konnten durch die Massenspektrometrie nicht nachgewiesen werden, was
mit den Ergebnissen der Phosphoproteindetektion (Kap. D4.2.2) Gbereinstimmt.

4.2.4 2D-Karte des LHCI — Zusammenfassung der Ergebnisse aus Immunodetektion und
Massenspektrometrie

In Abb. 28 sind die Ergebnisse der Untersuchung der Proteinzusammensetzung der 2D-Spots
mittels Immunodekoration und Massenspektrometrie zusammengefasst.

E(attazvad)  F(atead)
G (az) D (al+a2+ad)

. K (a1+24.12) L (a4.11)

Abb. 28: 2D-Karte der LHCI-Proteine von Tomate. In der Abbildung sind die Ergebnisse der Proteinidentifizierung
per Immunoblots und Massenspektrometrie zusammengefasst. Die Zuordnung der Lhca-Proteine erfolgte aufgrund
a) ihrer Molekularmasse (gestrichelte Linien), b) der Immunoblots in Abb. 26 (durchgehende Linien) oder c) der
Ergebnisse der Massenspektroskopie in Tab. 24 (Buchstaben). Lhca3, Rechtecke/blau; Lhca2, Dreiecke/grun;
Lhcal, Quadrate/rot; Lhca4, Kreise/gelb; a4.11, Genprodukt von cabl1; a4.12, Genprodukt von cab12.

In den beiden durch den Lhca3-AK erkannten Spots (A+B) mit einem pl von 6,02 und
unterschiedlichem Molekulargewicht wurden wie erwartet nur Peptide des Lhca3 gefunden.

Genauso wurde in Spot C, in Ubereinstimmung zu den Immunoblottergebnissen, lediglich ein
Peptid des Lhca2 nachgewiesen. Allerdings konnte dieses Peptid genauso wie die Lhca2-
Peptide in den Spots D+E, die ebenfalls eindeutig durch den anti-Lhca2-AK erkannt wurden,
erst nachgewiesen werden, nachdem die auf das Gel aufgetragene Proteinmenge und die zum
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Verdau eingesetzte Trypsinkonzentration erhoht wurden (siehe Kap. C3.5.2.1 und
Kap. C3.6.3.1).

Im Gegensatz zu den Spots A-C enthalten alle weiteren untersuchten Spots mehrere Lhca-
Proteine, davon immer mindestens eine der Isoformen von Lhca4. Allerdings kommen in
keinem Spot die flr cabll und cabl2 spezifischen Peptide (Kap. D4.1.4.2) gemeinsam vor. In
den Spots mit niedrigerem pl (Spots H, J, K; pl 5,12 + 5,27) ist das cabl2-Genprodukt
enthalten, wahrend das fir das cabl1l-Genprodukt charakteristische Peptid in den Spots mit
hoéherem pl vorkommt (Spots L, M; pl 5,34 + 5,56). Peptide, die keine Unterscheidung zwischen
den Lhca4-Isoformen zulassen, wurden in mehreren Spots entdeckt (Spots D-G, ). Manche der
Spots, in denen Lhca4-Peptide gefunden wurden, reagierten jedoch eindeutig nicht mit dem
Lhca4-AK (Spots D-F, |, M).

Das Lhcal-Apoprotein wurde in Ubereinstimmung mit den Westernblotergebnissen in den
Spots H und K gefunden, allerdings wurde es auch in den Spots D-F nach-gewiesen, obwohl
diese nicht mit dem entsprechenden Antikérper reagierten. Im Gegensatz dazu konnten in
einigen Spots, die eindeutig mit einem AK reagierten, die entsprechenden Proteine nicht
identifiziert werden, z.B. wurde in Spot F kein Lhca2-Peptid und in Spot G kein Lhcal-Peptid
gefunden.

4.3 Massenspektrometrische GroRenbestimmung von LHCI-Proteinen

Da die bisher beschriebenen massenspektrometrischen Untersuchungen mit tryptisch
verdauten Proteinproben durchgefiihrt wurden, Iasst sich tber die Molekulargewichte der in den
PSI-Proben enthaltenen Proteine nichts aussagen. Deshalb wurden in Zusammenarbeit mit
H. Toll (AG Huber, Institut fir Instrumentelle Analytik und Bioanalytik, Universitat des
Saarlandes, Saarbriicken) MS-Messungen von LHCI-730 und LHCI-680 Pré&parationen ohne
vorherigen Verdau durchgefiihrt (Kap. C3.6.3.2). Dabei wurden Proteine mit den in Tab. 25
zusammengestellten Molekularmassen detektiert.

Die meisten gemessenen Molekularmassen konnten durch Vergleich mit theoretisch ermittelten
Molekularmassen den bereits bekannten Lhca-Proteinen (Lhcal-4) zugeordnet werden. Fir die
fettgedruckten Molekularmassen war dies jedoch nicht der Fall. Da diese Proteine jedoch im
Molekulargewichtsbereich der LHC-Proteine liegen, konnte es sich dabei um das neu entdeckte
Lhca5-Protein (Kap. D4.1.4.1) handeln.

Die schrittweise Verkirzung des von TargetP vorhergesagten Tomaten-Lhca5-Proteins
(Abb. 23, Kap. D4.1.4.1) ergab, dass die Deletion von weiteren 19 AS am N-Terminus dieses
Proteins ein Protein mit einer Masse von 22325,92 Da ergeben wirde. Dieser Wert stimmt sehr
gut mit einer der gemessenen Molekularmassen (22325,8 Da) Uberein. Dies wiirde bedeuten,
dass das mature Lhca5-Proteins von Tomate mit der AS-Abfolge LPGLDP...... beginnt.
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Tab. 25: Durch Massenspektrometrie in LHCI-730- und LHCI-680-Préparationen aus Tomate bestimmte
Molekulargewichte und die damit korrespondierenden Proteine. Die Proteinsequenz wurde unter der angegeben
Referenz der NCBI-Datenbank enthommen.

Protein (Gen) Referenz M%‘E}';%'?éggg:fm Mol((galél;rllae;%ivr\]/i)cht
LHCI-730
Lhcal (cab6b) P12360 21851,1 21896,7
Lhcal (cab6a) S00443 21879,1 21880,5
Lhca4 (cabl12) S14306 22286,4 22287,8
Lhca4 (cabll) S14306 22308,4 22309,8
Lhca5 ab LPGLDP Abb. 23 22325,9 22325,8
? -- -- 22593,0
? -- -- 22601,3
LHCI-680
Lhcal (cab6b) 500443 21879,1 21881,8
Lhca2 (cab6a) P10708 23178,5 23179,0
Lhca2? -- -- 23222,1
Lhca3 (cab8) P27522 25043,7 25074,2
Lhca4 (cabll) S14305 22308,4 22309,9
CP29 ESTs 28514,6 28489,1

5. Charakterisierung eines neuen LHCI-Proteins (Lhcab)

Eine cDNA-Sequenz, die fir ein potentielles zusétzliches Lhc-Protein des PSI in A. thaliana
codiert wurde bereits 1999 von Jansson beschrieben und als |hca5 bezeichnet. Allerdings
konnte das entsprechende Protein nicht nachgewiesen werden, was mdéglicherweise an dem
unter den Anzuchtsbedingungen niedrigen Expressionslevel von lhca5 lag. Nachdem mit der
oben beschriebenen Methode nun ein Lhca5-Homolog in Tomate auf Proteinebene
nachgewiesen werden konnte (Kap. D4.1.4.1), stellte sich die Frage, ob es sich bei Lhca5
tatsachlich um ein Lichtsammelprotein des PSI handelt, d.h. ob es in der Lage ist Pigmente zu
binden und in einer funktionellen Weise anzuordnen. Die lIsolation eines nativen Lhca5-
Pigment-Protein-Komplex ist bis jetzt noch nicht gelungen. Um dennoch etwas Uber die
Funktionalitdt von Lhca5 aussagen zu koénnen, wurden rekombinantes Lhca5-Apoprotein und
aus Thalykoiden isolierte Pigmente benutzt, um daraus in vitro mit Hilfe der Detergens-
wechselmethode (Kap. C2.4) einen LHC zu rekonstituieren. Dieser r-LHC wurde dann
biochemisch und hinsichtlich seiner Fluoreszenzeigenschaften untersucht.

5.1 Uberexpression rekombinanter Lhca5-Apoproteine

Um Rekonstitutionsexperiment durchfiihren zu kénnen, musste das Lhca5-Apoprotein zundchst
rekombinant in E.coli hergestellt werden (Kap. C2.3). Dazu wurde die codierende Sequenz wie
in Kap. B4 beschrieben in ein Expressionsplasmid einkloniert.

Der Beginn des maturen Lhca5-Proteins ist noch Gegenstand von Diskussionen, da es bisher
noch nicht isoliert und sequenziert werden konnte. Fir den Lhca5 von A. thaliana wurde wie
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bereits erwahnt von Jansson (1999) ein N-Terminus postuliert. Dieser stimmt im Wesentlichen
mit dem durch das Programm TargetP bestimmten Beginn des maturen Tomaten-Proteins
Uberein (siehe Abb. 23 und Tab. 26). Deshalb wurde zunachst Versuche zur Uberexpression
von vier Lhca5-Apoproteinvarianten, die dem Vorlauferprotein und dem maturen Protein von
A. thaliana und Tomate entsprechen sollten, unternommen.

5.1.1 Tomaten-Proteine

In Tab. 26 sind alle konstruierten Tomaten-Lhca5-Klone aufgefiihrt, die zur Uberexpression
eingesetzt wurden.

Tab. 26: Zusammenstellung der Varianten des Lhca5 von Tomate (Lycopersicon esculentum), deren
Uberexpression versucht wurde. Die Tabelle enthdlt den Namen des zur Uberexpression verwendeten Klons und
die N-terminale Sequenz mit Angabe der Quelle, auf die sich der N-Terminus bezieht. Aul3erdem ist vermerkt, ob die
Sequenz das amber-Stoppcodon enthielt, und ob die DNA-Sequenzierung (S) positiv ausfiel, bzw. ob
Uberexpression (U) und Rekonstitution (R) erfolgreich durchgefiihrt werden konnten.

Name | N-Terminus nach N-terminale Sequenz arsr;l())(;r- S U] R

precursor

MEIAVGRSFQVLTLLSGSSFHGKSIRRTCVKGFNSTR ] ) ] )
37.1 Jansson (1999) nein ja ja ja
ARKGHSLTPLAQAHQRPTWLPGLDPP..................

matur
40.1 Jansson (1999) ARKGHSLTPLAQAHQRPTWLPGLDPP................... nein ja nein -
1.4 Ganeteg et al. (2004) AHQRPTWLPGLDPP................... nein ja nein -
2.4 Ganeteg et al. (2004) PTWLPGLDPP................. nein ja | nein -
minus 4AS
3.4 Ganeteg et al. (2004) LPGLDPP.......ocvver.. nein | nein| - -
minus 7AS
4.4 Jansson (1999) AGGGHSLTPLAQAHQRPTWLPGLDPP.................. nein | ja | nein

AS 1-4 von A. th.

Im Falle der Tomaten-Lhca5-Proteine gelang lediglich die Uberexpression des Vorlauferproteins
(Klon 37.1) (Abb. 29). Mittels Immunodekoration mit einem anti-Lhca5-AK (Eurogentec, Liege,
Belgien) lief3 sich das Uberexprimierte Protein eindeutig nachweisen (Abb. 29)

kDa M_52A2 51A1 371 52A251A1 37.1
29— =1
24— —

20—
e — D

Abb. 29: Identifikation von in E.coli Uberexprimierten Lhca5-Apoproteinen. Zu sehen ist ein mit Coomassie
angefarbtes denaturierendes Polyacrylamidgel mit IB-Praparationen verschiedener Lhca5-Klone und die dazu
gehdrenden, mit Lhca5-Antikdrpern inkubierten Immunoblots. 52A2, maturer Lhca5 von A. thaliana; 51A1,
Vorlauferprotein des Lhca5 von A. thaliana, 37.1, Vorlauferprotein des Lhca5 von Tomate.
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Das mature Lhca5-Protein von Tomate mit dem durch TargetP postulierten N-Terminus
(Klon 40.1) liess sich nicht Uberexprimieren. Deshalb wurden verschiedene Klone mit
veranderten N-Termini hergestellt. Zum einen wurde versucht eine Proteinvariante zu Uber-
exprimieren, deren erste vier AS denen des maturen Lhca5 von A.thaliana entsprachen
(Klon 4.4). Zum anderen sollten Proteine mit verkiirzten N-Termini hergestellt werden. Dabei
sollte der N-Terminus einmal dem in Ganeteg et al. (2004) fur den Lhca5 von A. thaliana
postulierten Beginn entsprechen (Klon 1.4) bzw. demgegeniber um vier oder sieben AS
verklrzt sein (Klone 2.4 bzw. 3.4). Keine dieser Proteinvarianten konnte erfolgreich tber-
exprimiert werden, obwohl die Sequenzierung bei allen Varianten, auf3er bei Klon 3.4, zeigte,
dass die codierenden Sequenz korrekt in den Vektor inseriert war.

5.1.2 Arabidopsis-Proteine

In Tab. 27 sind alle konstruierten A. thaliana-Lhca5-Klone aufgefiihrt, die zur Uberexpression
eingesetzt wurden.

Tab. 27: Zusammenstellung der Varianten des Lhca5 von Arabidopsis thaliana, deren Uberexpression
versucht wurde. Die Tabelle enthélt den Namen des zur Uberexpression verwendeten Klons und die N-terminale
Sequenz mit Angabe der Quelle, auf die sich der N-Terminus bezieht. AuRBerdem ist vermerkt, ob die Sequenz das
amber-Stoppcodon enthielt und ob die DNA-Sequenzierung (S) positiv ausfiel, bzw. ob Uberexpression (U) und
Rekonstitution (R) erfolgreich durchgefiihrt werden konnten.

Name | N-Terminus N-terminale Sequenz amber- S U] R
nach stop
precursor

MAVVLRGGITGGFLHHRRDASSVITRRISSVKA . . . .
51A.1 Jansson (1999) ja ja ja ja
AGGGINPTVAVERATWLPGLNPP........cciiiiii

matur

52A.2 AGGGINPTVAVERATWLPGLNPP..........ccceeeee. ja ja ja ja
Jansson (1999)

Al nein ja ja ja

B1 Kap. D4.3, MS- nein ia nein
Saarbriicken LPGLNPP ..o, ]

Die Uberexpression sowohl des maturen (Klon 52A2) als auch des Vorlaufer-Proteins
(Klon 51A1) des Lhca5 von A.thaliana war erfolgreich, wie durch Immunodetektion des
isolierten Proteins mit einem gegen den N-Terminus des Lhca5 aus Arabidopsis gerichteten
Antikorper (S. Jansson, Universitat Umed, Schweden) nachgewiesen werden konnte (Abb. 29)
Die Uberexpression war eindeutig starker als im Fall des Lhca5-Vorlauferproteins von Tomate.

Die optimierte Auftrennung von IB-Proteinen des maturen Lhca5 von A. thaliana (52A2) im
hochauflésenden PAA-Gradientengel (Kap. C3.5.1.1) fuihrte zur Auftrennung von zwei distinkten
Banden bei 24,2 bzw. 25,1 kDa. Ein Immunoblot mit anti-Lhca5-AK zeigte, dass beide Banden
das Lhca5-Apoprotein darstellen (Abb. 30). Die apparente Molekularmasse der unteren Bande
entsprach in etwa dem theoretischen Molekulargewicht, das mit Hilfe des ,Expasy mass tools"
(http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html) aus den cDNA-Sequenzen errechnet werden
konnte (24,3 kDa). Das Auftreten der zweiten Bande bei 25,1 kDa lasst sich mit der Codon-
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Usage von JM101 erklaren (siehe Sambrook und Russel, 2001). Dabei wird das eigentliche
Stoppcodon (UAG, amber Stoppcodon) in bis zu 50% der Falle Uberlesen, so dass das Protein
erst am nachgeschalteten Stoppcodon des Vektors endet, und damit sechs zusatzliche
Aminosauren enthélt. Deshalb wurde nachfolgend ein Klon des maturen A. thaliana-Lhca5
konstruiert (Klon A1), in dem das UAG-Codon gegen ein anderes Stoppcodon (UAA)
ausgetauscht wurde, und das Protein erneut Uberexprimiert. In Abb. 30B ist eindeutig nur noch
eine Proteinbande zu sehen.

A} kDa Y a5 as-AK B; kDa M as as-AK
29— 28— —
24— — <47  —
20— 20—

Abb. 30: Identifikation von in E.coli Uberexprimiertem maturen Lhca5-Apoproteinen. Zu sehen sind zwei mit
Coomassie angefarbte denaturierende Polyacrylamidgele mit unterschiedlichen Lhca5 IB-Préaparationen und der
dazu gehérende, mit einem Lhca5 Antikorper inkubierten Immunoblot. A) die zur Uberexpression verwendete Ihcas-
cDNA (Klon 52A2) enthielt das amber-Stoppcodon UAG (amber). Zur Uberexpression des in B) gezeigten Proteins
(Klon Al) wurde das amber-Stoppcodon gegen UAA ausgetauscht. M, Molekularmassenstandard; a5, Lhca5; a5-AK,
Antikdrper gegen Lhcab.

Als letzte A. thaliana-Lhca5-Variante sollte ein Protein exprimiert werden (Klon B1), dessen
Beginn (LPGL.....) mit dem per Massenspektrometrie ermittelten Beginn des Tomaten-Lhca5
Ubereinstimmte (Kap. D4.3). Die Uberexpression war allerdings nicht erfolgreich. Obwonhl die
codierende Sequenz laut Sequenzierung korrekt in den Vektor inseriert war, fand keine
Uberexpression statt und es konnten keine IBs isoliert werden.

5.2 Rekonstitution eines funktionellen LHC aus rekombinantem Lhca5-
Apoprotein

Nach erfolgreicher Uberexpression einiger Lhca5-Apoproteine sollte tiberpriift werden, ob diese

auch Pigmente binden. Fir die Rekonstitutionsexperimente (Kap. C2.4) wurden zunéchst die

drei erfolgreich Uberexprimierten Proteinvarianten (Vorlauferprotein aus Tomate, Klon 37.1;

Vorlauferprotein (Klon 51A1) und matures Protein (Klon 52A2) aus A. thaliana; siehe Kap. D5.1)

mit TE rekonstituiert.

In allen Fallen konnte in schwach denaturierenden Gelen eine pigmentierte Bande aufgelost
werden, die sich auf H6he der Monomerbande der anderen rekonstituierten Lhca-Proteine
(Lhcal bis Lhca4) befand (Abb. 31). Damit konnte nachgewiesen werden, dass r-Lhca5 stabile
Pigment-Protein-Komplexe bildet und somit tatséchlich ein LHC-Apoprotein ist.
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Abb. 31: Auftrennung von r-Lhca5 per schwach denaturierender Gelelektrophorese. Das Vorlauferprotein von
Tomate und A. thaliana und das mature Protein von A. thaliana wurden mit Gesamtpigmentextrakt rekonstituiert. Als
Vergleich wurden r-Lhcal-Lhca4 aufgetragen. 37.1, precursor-Lhca5 von Tomate, 52A2, maturer Lhca5 von
A. thaliana; 51A1, precursor-Lhca5 von A. thaliana.

Die folgenden Versuche zu Funktionalitat, Pigmentbindung und Oligomerisierungsverhalten des
r-Lhca5 wurden mit dem, dem maturen Lhca5 aus A. thaliana entsprechenden Apoprotein

(52A2) durchgefuhrt.

Zur Kontrolle der Funktionalitdt wurde das Lhca5-Apoprotein mit TE rekonstituiert und der r-
LHC durch SDG-UZ von freiem Pigment getrennt (siehe Abb. 35). Die r-LHC-Monomere
enthaltende SDG-Bande wurde entnommen und hinsichtlich ihrer 77 K-Fluoreszenzemission
untersucht (Kap. C3.2). Die Spektren zeigten sowohl nach Chl a-Anregung bei 410 nm als auch
bei Chl b-Anregung bei 470 nm ein Fluoreszenzmaximum bei 684 nm (Abb. 32). Ein
langwelliger Fluoreszenzpeak war nicht zu sehen. Der Peak bei 652 nm, der durch die
Fluoreszenz von ungekoppeltem Chl b entsteht war sehr niedrig, was auf einen effizienten
Energietransfer von Chl b nach Chla hinweist und die Funktionalitdét des Lhca5-Pigment-

Protein-Komplexes bestatigt.
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Abb. 32: Fluoreszenzemissionsspektren von rekonstituiertem Lhca5. Es wurde sowohl Chl a (bei 410 nm) als
auch Chl b (bei 470 nm) angeregt. Die Spektren sind Mittelwertsspektren von finf unabhangigen Rekonstitutionen.
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5.3 Pigmentzusammensetzung des rekonstituierten Lhca5

Zur Untersuchung der Pigmentzusammensetzung wurde das Apoprotein ebenfalls mit TE
rekonstituiert und per SDG-UZ aufgereinigt, um die r-LHC von nicht gebundenen Pigmenten
abzutrennen. Im Anschlul3 wurden die Pigmente aus den entstandenen Monomerbanden
extrahiert und per HPLC analysiert (Kap. C3.3). In Abb. 33 sind die Pigmentmengen bezogen
auf 12 Chl aufgefiihrt, da nach der Rontgenstruktur des PSI aus Erbse (Ben-Shem et al., 2003)
jedes LHC-Monomer 12 Chl bindet.

Ein Lhca5-Apoprotein koordiniert etwa drei Car, davon ein Grof3teil Lut (1,9) und lediglich
substéchiometrische Mengen an Vio (0,3), Neo (0,3) und B-Car (0,2). AuRerdem ligiert Lhca5
8,6 Chla und 3,4 Chl b, was einem Chl a/b-Verhdltnis von 2,6 entspricht. Die Spezifitdt der
Pigmentbindung an Lhca5 zeigt sich im Vergleich mit dem zur Rekonstitution eingesetzten
Totalextrakt. Lhca5 bindet vor allem Car in einer anderen Stochiometrie als sie in den
Ausgangspigmenten enthalten sind (Abb. 33).

A L. - B) Pigment r-Lhcas
_ to i= Neoxanthin 0.34 +005
S 9 | ==TE tg © Lutein 1.89£0.17
o . = Lheas t7 © Violaxanthin 0.28 + 0.04
o 1,5] % 16 g_ Chlorophyll b 3.39+0.35
o é |5 ® Chlorophyll b 8.61:0.35
3 1 é ! g o R-Carotin 0.18+0.10
.% 0.51 7 15 & Chlerophyll a+b 12
£ % ne: é 1 = Chlorophyll a/b 2.57 £0.32
O - e 0 © Carotincide 2.70£ 022
heo lut vio B-car ChibChla ChlorophylliCarotinoid | 4.47 +0.35

Abb. 33: Pigmentbindung von r-Lhca5. A) Vergleich der Pigmentstochiometrie von r-Lhca5 mit der des zur
Rekonstitution benutzten Pigmentextraktes (TE). B) Pigmentgehalt von r-Lhca5 bezogen auf 12 Chlorophylle. Mit
Totalextrakt rekonstituierter Lhca5 wurde per SDG-UZ von freiem Pigment getrennt. Die Lhca5-Monomere
enthaltende Bande wurde abgezogen, die Pigmente extrahiert und per HPLC analysiert. Die Daten stellen den
Durchschnitt (+ Standardabweichung) von sieben unabhéngigen Lhca5-Rekonstitutionen dar.

5.4 Pigmentbedarf von Lhca5 zur Bildung stabiler Pigment-Protein-Komplexe

Untersuchungen an anderen Lhc-Proteinen haben gezeigt, dass die Bildung stabiler Pigment-
Protein-Komplexe pigmentabhéngig ist bzw. mit dem Chl a/b-Verhéltnis in den fertigen LHC
korreliert (z.B. Paulsen et al., 1990; Giuffra et al., 1996; Schmid et al., 1998). So lassen sich
LHC mit einem hohen Chl a/b-Verhaltnis, also mit einem hohen Anteil an Chl a, nicht ohne
diese Chl-Spezies rekonstituieren, wahrend fir LHC mit einem niedrigen Chl a/b-Verhaltnis,
also einem hohen Anteil an Chl b, notwendigerweise Chl b im Rekonstitutionsansatz vorhanden
sein muss.
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Um den Pigmentbedarf von Lhca5 zu ermittelt, wurde das Apoprotein mit Pigmentmischungen
rekonstituiert, die der Pigmentzusammensetzung des nativen LHCI-730 entsprachen
(Chl a/b = 3,0, Lut/Vio/-Car = 1/0,55/0,45). Angegeben sind jeweils die molaren Verhaltnisse.
Wenn eines der Pigmente (Chl a, Chl b, R-Car, Vio oder Lut) fehlte, so wurde es durch die
anderen Pigmentspezies der gleichen Pigmentklasse (Chl bzw. Car) ersetzt, so dass das
Chl/Car-Verhéltnis immer 6,0 betrug. In Abb. 34 sind die mittels schwach denaturierender LDS-
PAGE analysierten Ansatze zu sehen.
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Abb. 34: Pigmentbedarf von r-Lhca5 zur Bildung stabiler LHC. Lhca5 wurde entweder mit Totalextrakt (TE), mit
einem Gemisch von Einzelpigmenten in der Stéchiometrie des nativen LHCI-730 (alle) oder mit Pigmentmischungen,
denen das angegebene Pigment fehlt, rekonstituiert (siehe Text). Die Auftrennung des Rekonstitutionsansatzes
erfogte Uber eine schwach denaturierende Gelelektrophorese. LHC, rekonstituierter LHC.

Es ist eindeutig zu erkennen, dass Lhca5 keine stabilen LHC bildete, wenn kein Chlb im
Rekonstitutionsansatz vorhanden war. Das Fehlen von Chl a und einzelner Carotinoide hatte
hingegen keinen Einflul auf die LHC-Ausbeute.

5.5 Oligomerisierungsverhalten von Lhca5

Eine weitere Eigenschaft, in der sich die verschiedenen Mitglieder der Lhc-Proteinfamilie
unterscheiden, ist ihre Fahigkeit zur Bildung von Oligomeren. Wéahrend LHCIIb nativ als Trimer
vorkommt (Jackowski et al., 2001), bilden die Lhca-Proteine Dimere mit unterschiedlich starker
Interaktion zwischen den beiden Partnern (Schmid et al., 1997, siehe auch Kap. D3), und die
minoren LHC des PSII liegen in vivo in monomerer Form vor (Dunahay et al., 1997, Bassi und
Dainese, 1991).

Die Auftrennung von Lhca5-Rekonstitutionsanséatzen fihrte sowohl in schwach denaturierenden
Gelen als auch in SDG zur Auftrennung einer FP-Bande und einer weiteren pigmentierten
Bande, die auf Hohe der Monomerbanden der anderen Lhca-Proteine migrierte (Abb. 35). Dies
zeigt, dass Lhca5 keine stabilen Homodimere bilden kann. Es bestiinde jedoch die Mdglichkeit
einer Interaktion zwischen Lhca5 und einem der anderen Lhca-Proteine, also der Bildung von
Heterodimeren. Dies wurde untersucht, indem Lhca5 mit jeweils einem der anderen Lhca-
Proteine (Lhcal-4) zusammen in einem Ansatz rekonstituiert wurde.

In schwach denaturierenden Gelen (Abb. 35A) konnte danach wiederum nur eine Bande auf
Hohe der Lhcal-4-Monomerbande aufgeldst werden. Das Gleiche war nach Auftrennung des
Rekonstitutionsansatzes per SDG-UZ der Fall, wenn Lhca5 zusammen mit Lhca2 bis Lhca4
rekonstituiert wurde. Auch hier trat keine mit dem Lhcal/Lhca4-Dimer (LHCI-730) vergleichbare
Bande auf (Abb. 35B). Im Gegensatz dazu ergab sich nach der Rekonstitution mit Lhcal und
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der Auftrennung per SDG-UZ eine eindeutig abgegrenzte Bande unterhalb der Monomerbande,
die allerdings nicht direkt mit der Lhcal/Lhca4-Dimerbande komigrierte (Abb. 35B). Die
Proteinanalyse der beiden nach gemeinsamer Rekonstitution von Lhcal und Lhca5 erhaltenen
Banden mittels denaturierender SDS-Page zeigte, dass beide Banden sowohl Lhcal als auch
Lhca5 enthielten. Dies deutet darauf hin, dass die untere Bande durch eine Interaktion der
beiden Proteine zustande kommt.
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Abb. 35: Oligomerisierungsverhalten von Lhca5 in schwach denaturierenden LDS-Gelen und
Saccharosedichtegradienten. Die Rekonstitutionen wurden mit Totalextrakt durchgefiihrt. Es wurde entweder
Lhca5 alleine oder eine Kombination aus Lhca5 und dem angegebenen Lhca-Protein verwendet. Abb. A) zeigt das
Bandenmuster nach Trennung der Rekonstitutionsansétze mittels schwach denaturierender LDS-Gelelektrophorese.
In B) wurden entsprechende Ansatze per SDG-UZ aufgetrennt. Monomerbanden sind durch Sterne gekennzeichnet.
Die Pfeile markieren eine potentielle (gestrichelt) bzw. tatsachliche (durchgehend) Dimerbande. al-a5, Lhcal bis
Lhcab.

Um die Vermutung zu festigen, dass es sich bei der unteren DG-Bande um ein Dimer aus
Lhcal und Lhca5 handelt, wurde die Menge der beiden Proteine im Rekonstitutionsansatz so
verandert, dass sich Lhcal/Lhca5-Verhdltnisse von 1:10 bis 5:1 ergaben. Die daraus
resultierende Bandenverteilung in SDG ist in Abb. 36A dargestellt. Die untere Bande war dann
am starksten, wenn das Proteinverhaltnis im Ansatz 1:1 oder 5:1 betrug. Dies ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass es sich bei dieser Bande um ein Interaktionsprodukt zwischen den beiden
Proteinen handelt.

Analysiert man die Proteinzusammensetzung der beiden Banden im denaturierenden Gel
(Abb. 36B), so fallt auf, dass jeweils die obere Bande das Proteinverhdltnis des
Rekonstitutionsansatzes reflektiert, wahrend in der unteren Bande die beiden Proteine immer in
nahezu aquimolarer Menge enthalten sind. Dies spricht eindeutig flr eine Interaktion von Lhcal
und Lhca5.
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Abb. 36: EinfluBR des Apoproteinverhdltnisses auf die Dimerisierung von Lhcal und Lhca5. Die
Rekonstitutionen wurden mit Totalextrakt durchgefiihrt. Dabei wurde das Verhaltnis der Lhcal und Lhca5-
Apoproteine im Rekonstitutionsansatz wie angegeben variiert. A) zeigt das Bandenmuster der in
Saccharosedichtegradienten aufgetrennten Rekonstitutionsanséatze. Die Proteinzusammensetzung der DG-Banden
wurde dann mittels SDS-PAGE analysiert. In B) ist das entsprechende mit Coomassie gefarbte Gel zu sehen. M,
Monomerbande; D, Dimerbande; al, Lhcal; a5, Lhca5.

5.5.1 Fluoreszenzeigenschaften des Lhcal/Lhca5-Dimers

Von Lhcal und Lhca4 ist bekannt, dass sich ihre spektroskopischen Eigenschaften im Zuge der
Dimerisierung verandern. Besonders auffallig ist dabei die Verschiebung des 77K-
Fluoreszenzemissionsmaximus hin zu langeren Wellenldngen (Schmid et al., 1997). Um zu
sehen, ob die Interaktion von Lhcal und Lhca5 einen ahnlichen Effekt hat, wurden sowohl die
beiden Monomere als auch die oben erwahnte Lhcal/Lhca5-Dimerbande hinsichtlich ihrer
Fluoreszenzeigenschaften untersucht (Kap. C3.2).

Die aufgenommenen Spektren sind in Abb. 37A dargestellt. Die Emissionsspektren der
Monomere von Lhcal und Lhca5 dhneln sich sehr und besitzen beide ein Maximum bei 684 nm
(Abb. 37A). Das Spektrum der Lhcal/Lhca5-Dimerbande gleicht dem der Lhcal- und Lhca5-
Monomere und unterscheidet sich damit wesentlich von dem des Lhcal/Lhca4-Dimers. Wie die
Spektren der Lhcal- und Lhca5-Monomere besitzt auch das des Lhcal/Lhca5-Dimers ein
Maximum bei 684 nm. Lediglich im an- bzw. absteigenden Bereich sind leichte Abweichungen
zwischen Dimer- und Monomerspektrum zu erkennen (Abb. 37A).

Der Beitrag der Absorption der verschiedenen in den LHC gebundenen Pigmente zur
Fluoreszenzemission lasst sich mit Hilfe eines Anregungsspektrums untersuchen (Kap. C3.2).
Das Lhcal/Lhca4-Dimer unterscheidet sich hierbei deutlich von den entsprechenden
Monomeren (Schmid et al., 1997). Vergleicht man die in Abb. 37B dargestellten Anregungs-
spektren, so scheint der Beitrag von Chlb und Carotinoiden (Absorptionsbereich von 450-
480 nm) zur Lichtsammlung bei Lhca5-Monomeren gréf3er zu sein als bei Lhcal-Monomeren.
Zwischen dem Spektrum des Lhcal/Lhca5-Dimers und dem Summenspektrum der Lhcal- und
Lhca5-Monomere sind im Bereich der Chlb- und Carotinoidabsorption ebenfalls leichte
Unterschiede zu erkennen, was darauf hindeutet, dass es durch die Interaktion der beiden LHC
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zu geringfugigen Veranderungen der Pigmentumgebung oder -orientierung kommt. Das
Anregungsspektrum des Lhcal/Lhca4-Monomers unterscheidet sich in diesem Bereich jedoch
sowohl stark vom Lhcal-Monomer als auch vom Lhcal/Lhca5-Dimer. Dies deutet darauf hin,
dass die Dimerisierung auf die Pigmentanordnung im Lhcal/Lhca4-Dimer einen groRReren
EinfluR hat als im Lhcal/Lhca5-Dimer.
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Abb. 37: Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften des rekonstituierten Lhcal/Lhca5-Dimers. In A) sind
77K-Fluoreszenzemissionsspektren von Lhca5- und Lhcal-Monomeren bzw. Lhcal/Lhca4- und Lhcal/Lhca5-
Dimeren nach Chla Anregung bei 410 nm gezeigt. Dazu wurden die entsprechenden Apoproteine mit
Gesamtpigmentextrakt rekonstituiert und tber SDG-UZ aufgereinigt. Fir Abb. B) wurden von den gleichen Proben
Anregungsspektren aufgenommen. Die Fluoreszenz wurde dafir bei der Wellenlange der maximalen
Fluoreszenzemission (684 nm fiir Lhcal- und Lhca5-Monomere und Lhcal/Lhca5-Dimere bzw. 729 nm fur das
Lhcal/Lhca4-Dimer) detektiert. Fir genauere Angaben zu den Messparametern siehe Kap. C3.2, im unteren Bereich
der Abb. B ist der eingerahmte Bereich vergroRert dargestellt. Lhcal+Lhca5, aus den Spektren der Lhcal und Lhca5
Monomere errechnetes Summenspektrum.
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E Diskussion

In der vorliegenden Arbeit ging es darum, mehr Uber die Pigment- und Proteinzusammen-
setzung des LHCI von Tomate zu erfahren. Dabei wurde zum einen die Pigment/Protein-
Stochiometrie nativer LHCI-Subfraktionen bestimmt und die Deepoxidierbarkeit des von den
unterschiedlichen Lhca-Proteinen gebundenen Vio untersucht. Aul3erdem wurde die Protein-
zusammensetzung des LHCI mittels Westernblot und Massenspektrometrie untersucht und ein
dadurch entdecktes potentielles LHCI-Protein charakterisiert. Im Folgenden werden zuné&chst
die Pigmentbindung und die Proteinzusammensetzung diskutiert, bevor im letzten Abschnitt auf
interessante Aspekte, die sich daraus fir die Vorstellung von der Struktur des PSI ergeben,
eingegangen wird.

1. Pigmentbindung von LHCI-Proteinen

Trotz der hohen AS-Sequenzidentitdten zwischen den Proteinen der Lhc-Familie und der
Tatsache, dass die meisten AS, die fir LHCIIb als Chl-bindend beschrieben sind, in allen Lhc
konserviert sind, binden die verschiedenen Lhc-Proteine Pigmente in spezifischen
Stochiometrien (Peter und Thornber, 1991; Bassi et al., 1993; Schmid et al., 1997; Pagano et
al., 1998; Ruban et al., 1999; Croce et al., 2002a+b; Schmid et al., 2002a).

In dieser Arbeit wurden Pigment/Protein-Stéchiometrien fir die LHCI-680- und LHCI-730-
Subfraktionen des LHCI aus Tomate bestimmt (Tab. 18). Da es sich bei diesen Subfraktionen
um Mischungen aus jeweils zwei Apoproteinen handelt (Abb. 11), wurden parallel dazu im
Rahmen einer Diplomarbeit die Pigmentgehalte rekonstituierter Lhca-Proteine (Lhcal-Lhca4)
untersucht, um Aussagen Uber die Pigmentzusammensetzung einzelner Lhca-Monomere
machen zu kénnen (Potthast 2002; Schmid et al., 2002a). AuRerdem wurden von Croce et al.
(2002a) und Castelletti et al. (2003) Pigmentdaten fir nativen LHCI aus Mais (Zea mays) und
A. thaliana und r-Lhcal-4 von A. thaliana veroffentlicht. Die aktuell fir nativen LHCI und r-Lhca-
Proteine bekannten Pigmentdaten sind in Tab. 28 zusammengestellt. Die Daten fir r-Lhca-
Proteine von Tomate wurden auf 12 Chl normiert, da in der Struktur des PSI-Holokomplexes
(Ben-Shem et al., 2003) 12 Chl pro LHCI-Monomer gefunden wurden. Die Ubrigen Daten sind
entweder auf ein Apoprotein (hative LHCI) oder auf 10 Chl (r-Lhca-Proteine von A. thaliana)
normiert.

1.1 Vergleich der Pigmentzusammensetzung nativer Lichtsammelkomplexe

Betrachtet man die in dieser Arbeit fur die nativen LHCI-Subfraktionen ermittelten
Pigment/Protein-Stochiometrien (Tab. 18), so fallt auf, dass beide LHCI-Fraktionen pro
Apoprotein unterschiedliche Mengen an Chl enthalten. Wéhrend die fur LHCI-730 bestimmte
Menge von ~11,5 Chl pro Apoprotein gut mit der in der PSI-Kristallstruktur (Ben-Shem et al.,
2003) auf-gelosten Anzahl von zwolf Chl pro LHCI-Monomer Ubereinstimmt, enthielten die
LHCI-680-Praparationen pro Apoprotein deutlich weniger Chl (9,0). Damit enthalt LHCI-680 pro
Apoprotein so viel Chl wie CP26 (Croce et al., 2002b). Auch das Chl a/b-Verhéltnis ist mit 2,5 in
LHCI-680 und 2,2 in CP26 vergleichbar. LHCI-730 besitzt dagegen ein etwas héheres Chl a/b-
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Verhaltnis von 3,0, und stimmt diesbeziiglich mit CP29 Uberein (Pascal et al., 1999). Allerdings
bindet LHCI-730 mit 11,5 Chl wesentlich mehr Chl als CP29, das nur acht Chl enthélt.

Tab. 28: Vergleich der Pigmentzusammensetzung von nativen und rekonstituierten LHCI. Aufgefiihrt sind die in
dieser Arbeit fir die LHCI-Subfraktionen LHCI-680 und LHCI-730 von Tomate (L. esc.) ermittelten (Tab. 17), und die
in Schmid et al. (2002) fur rekonstituierte Tomaten-Lhca verdéffentlichten Pigmentstdchiometrien. AuRerdem sind von
Croce et al. (2002a) und Castelletti et al. (2003) veroffentlichte Daten fir native LHCI aus Arabidopsis thaliana (A. th.)
und Mais (Z. mays) bzw. rekonstituierte Lhca von A. thaliana aufgefiihrt. Die Daten der r-Lhca von Tomate wurden
auf 12 Chl normiert. 1) Croce et al., 2002; 2) Schmid et al. 2002; 3) Castelletti et al., 2003.

LHC Neo | Vio | Lut [RB-Car]| ZCar | Chlb | Chla | Chla/b | Chla+b |Chl/Car| Quelle
n-LHCI Z. mays - 0,6 1,2 0,4 2,2 2,1 7,9 3,8 10 4,6 1)
n-LHCI A. th. - 0,6 11 0,5 2,2 2,3 7.7 3.3 10 4,6 1)

”"f_'gs'g% - los| 11 | 0a | 20| 30 | 86| 29 11,5 59 |} :p%ﬂ
r-LHCI-730 A.th | 0,1 | 0,8 1,2 0,4 2,5 3,0 9,0 3,0 10 4,0 1)

”"‘LH'ECS'fSO - loal oo | oa| 17| 26 | 64| 25 9 51 | :pt.)b}.é
r-Lhcal L.esc 0,3 10,3 1,7 0,1 2,4 2,7 9,3 3,5 12 5,0 2)
r-Lhcal A. th. 01] 11 1.8 - 3,0 2,0 8,0 4,0 10 3,3 1)
r-Lhca2 L.esc 01102 1,7 0,1 2,1 3,7 8,3 2,3 12 5,8 2)
r-Lhca2 A. th. - 0,5 15 - 2,0 3,5 6,5 1,9 10 5,0 3)
r-Lhca3 L.esc 041 03 2,2 0,2 31 1,7 10,3 6,1 12 3,9 2)
r-Lhca3 A. th. - 0,7 1,6 0,6 2,9 14 8,6 6,0 10 3,5 3)
r-Lhca4d L.esc 0,11 02 1,6 0,1 2,0 3,3 8,7 2,6 12 6,1 2)
r-Lhcad A. th. - 0,5 15 - 2,0 3,0 7,0 2,3 10 49 1)

Fur LHCI-Holokomplexe aus A. thaliana und Mais wurden Chl/Protein-Stéchiometrien von 10
beschrieben (Croce et al., 2002a). Addiert man die in der vorliegenden Arbeit im LHCI-730 (23
Chl) und LHCI-680 (18 Chl) von Tomate gefundene Chl-Menge, so ergibt sich eine
vergleichbare Chl/Protein-Stochiometrie von 10,2. Allerdings ist das Chl a/b-Verhéaltnis bei Mais
und A. thaliana mit 3,8 bzw. 3,3 hoéher als bei den hier untersuchten LHCI-Sufraktionen von
Tomate, was darauf hindeutet dass der LHCI verschiedener Pflanzen unterschiedliche
Praferenzen fir Chl a und Chl b besitzt. Dagegen spricht allerdings, dass rekonstituierte LHCI-
Monomere mit Apoproteinen von Tomate bzw. A. thaliana sehr &hnliche Chl a/b-Verhéltnisse
besitzen (Tab. 28), was wiederum bedeuten wirde, dass zwar in den verschiedenen r-Lhca
manche Chl-Bindungsstellen mit einer anderen Chl-Spezies besetzt sein kdnnen als im nativen
LHCI, dass dies aber nicht pflanzenspezifisch ist. Die Existenz von Chl-Bindungsstellen, die
keine eindeutige Praferenz fir eine der Chl-Spezies besitzen, wird durch Versuche mit
rekombinanten Lhca- und Lhcb-Proteinen bestétigt, die zeigten, dass das in r-LHC gefundene
Chl a/b-Verhéltnis zumindest in einem gewissen Rahmen mit dem im Rekonstitutionsansatz
vorhandenen Chl a/b-Verhaltnis korreliert (Gerlach, 2003, Hobe et al., 2003).

Die Diskrepanz zwischen der in isoliertem LHCI gefundenen Chl-Gesamtmenge und der in der
PSI-Struktur (Ben-Shem et al., 2003) aufgeldosten Chl-Anzahl lasst sich zumindest im Fall der

von mir untersuchten LHCI-Subfraktionen damit erklaren, dass in LHCI-680-Praparationen
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Lhca2 und Lhca3 als Monomere vorliegen (Abb. 11B), wahrend man davon ausgeht, dass sie
im PSI-LHCI-Holokomplex Dimere bilden (Jansson et al., 1996; Croce und Bassi, 1998;
Ganeteg et al., 2001), die jedoch instabiler sind als das Lhcal/Lhca4-Dimer und deshalb im
Zuge der Isolation zu Monomeren zerfallen (siehe auch Kap. E4.2). Durch diese
Monomerisierung kommt es dann maglicherweise zum Verlust von Chl, deren Bindung durch
die Dimerbildung stabilisiert wird. Solche ,linker“-Chl an den Kontaktflachen der LHCI-
Monomere konnten in der PSI-Struktur aufgeltst werden (Ben-Shem et al. 2003).

Im Gegensatz zum Chl-Gehalt, ist der Gehalt an Carotinoiden in beiden LHCI-Fraktionen etwa
gleich grof3. Sowohl LHCI-680 als auch LHCI-730 enthalten bezogen auf ein Apoprotein
insgesamt etwa zwei Carotinoide (1,8 in LHCI-680 und 1,9 in LHCI-730, Tab. 18). Dies ist
vergleichbar mit den Daten fur LHCI-Holokomplexe aus A. thaliana und Mais, in denen jeweils
2,2 Carotinoide pro Monomer gefunden wurden (Croce et al., 2002a). Allerdings wurden hierbei
pro Apoprotein nur 10 Chl gefunden, wodurch fur den LHCI aus A. thaliana und Mais ein leicht
niedrigeres Chl/Car-Verhéltnis (4,6) zustande kommt als fur den LHCI-680 (5,1) und LHCI-730
(5,9) von Tomate. Insgesamt scheint der LHCI von A. thaliana also etwas mehr Carotinoide zu
binden als der LHCI von Tomate. Im Wesentlichen ist die Menge der in nativem LHCI
gebundenen Carotinoide allerdings mit der der minoren LHCII vergleichbar, die ebenfalls zwei
Carotinoide pro Monomer binden (siehe Tab. 4). Dies bestéatigt die Annahme, dass in allen
LHCI-Proteinen mindestens zwei Carotinoide (sehr wahrscheinlich in die L1 und L2-
Bindungsstellen) gebunden sein missen, um stabile LHC zu bilden (Morosinotto et al., 2003b).
Nativer LHCI enthalt damit deutlich weniger Carotinoide als LHCIlb, der insgesamt vier
Carotinoide ligiert, davon zwei Lut und jeweils ein Vio und Neo (Liu et al., 2004).

Bezlglich ihrer Carotinoidzusammensetzung unterscheiden sich die LHCI der verschiedenen
Pflanzen nicht wesentlich. Sowohl im untersuchten LHCI-680 und LHCI-730 von Tomate
(Tab. 18) als auch im LHCI-Holokomplex von Mais und A. thaliana (Croce et al., 2002a) wurden
etwa ein Lut pro Apoprotein und jeweils substdchiometrische Mengen an Vio und R-Car
entdeckt (Tab. 28). Damit unterscheidet sich die Carotinoidzusammensetzung des LHCI von
der des LHCII auch dadurch, dass nativer LHCI an Stelle des von LHCIIb, CP26 und CP29
(Giuffra et al., 1996; Caffarri et al., 2001; Croce et al., 2002b) gebundenen Neo, 3-Car bindet.

1.2 Vergleich der Pigmentbindung nativer LHCI-Subfraktionen mit der
rekonstituierter Lhca-Proteine

Chlorophyllbindung

Der Vergleich der Chl-bindung von nativem LHCI-680 mit r-Lhca (Tab. 28) spricht ebenfalls
dafiir, dass es sich bei den im Zuge der LHCI-680-Isolation ,verlorenen* Chl Uberwiegend um
Chl a handelt, da das Chl a/b-Verhdltnis des LHCI-680 mit 2,5 deutlich geringer ist als der
Durchschnitt der Chl a/b-Verhaltnisse von r-Lhca2 und r-Lhca3 von 4,2. Normiert man die Daten
des nativen LHCI-680 auf 12 Chl, so ergibt sich ein Chl b-Gehalt von 3,5. Dieser ist hoher als
der durchschnittliche Chl b-Gehalt von r-Lhca2 und r-Lhca3 (2,7) und auch hoéher als die in
nativem LHCI (2,1-3,1) gefundene Chlb-Menge, was wiederum daflr spricht, dass das
geringere Chl a/b-Verhaltnis von LHCI-680 durch den Verlust von Chl a zustande kommt.
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Erste Dimerisierungsexperimente mit r-Lhcal und r-Lhcad4 deuteten ebenfalls auf das
Vorkommen zusatzlicher Chl in LHCI-730 hin (Schmid et al., 1997). Allerdings stimmt in
neueren Daten (Tab. 28) der Durchschnitt der Chl a/b-Verhaltnisse von r-Lhcal und r-Lhca4d
(3,1) mit dem von LHCI-730 (3,0) Uberein, was eher nicht auf die Bindung zusétzlicher Chl im
Zuge der Dimerisierung hindeutet. Diesbeziglich stellt sich auch die Frage warum in r-Lhca2
und/oder r-Lhca3 zusatzlich gebundene Chl enthalten sein sollten, obwohl diese ja wie LHCI-
680 ebenfalls als Monomere vorliegen (Abb. 11). Mdglicherweise kommen die unterschiedichen
Chl a/b-Verhéltnisse deshalb auch durch die oben erwahnte Bindungsflexibilitdt einiger Chl-
Bindungsstellen zustande.

In diesem Zusammenhang wére es gut zu wissen, ob rekonstituierte Lhca-Proteine tatséchlich
die gleiche Anzahl an Pigmenten binden wie der native LHCI, oder ob manche Pigmente nicht
erst durch die Interaktion von zwei LHCI-Monomeren stabil gebunden werden kdnnen, so dass
sie in den monomeren r-Lhca nicht vorhanden sind. Dazu ware es allerdings noétig das
Pigment/Protein-Verhéltnis rekonstituierter Lhca-Proteine zu bestimmen. Dies scheitert z.Zt.
noch daran, dass IB-Préparationen von Lhca-Proteinen mit Bakterienprotein verunreinigt sind.
Versuche zur vollstandigen Abtrennung der bekteriellen Proteine vom Uberexprimierten Lhca-
Protein mittels nativer Flachbett-IEF und Gelfiltrations- oder Nickel-Sepharosesaulen wurden
bereits unternommen. Allerdings ergaben sie kein zufriedenstellenden Ergebnisse (Gerlach
2003, Keuchel, 2003).

Auffallig ist auf jedenfall, dass die beiden LHCI-Subfraktionen jeweils einen LHC mit hohem
(Lhcal mit 3,5 bzw. Lhca3 mit 6,1) und einen mit relativ niedrigem Chl a/b-Verhaltnis (Lhca2 mit
2,3 bzw. Lhca4 mit 2,6) enthalten.

Carotinoidbindung

Interessanterweise scheinen die verschiedenen r-Lhca neben unterschiedlichen Chl-
Préaferenzen auch unterschiedliche Carotinoidindungskapazitaten zu besitzen. So enthalten r-
Lhca2 und r-Lhcad4 insgesamt nur zwei, r-Lhca3 insgesamt jedoch drei Carotinoide (siehe
Tab. 19,Tab. 28). In r-Lhcal von Tomate werden etwa 2,5 Carotinoide (Tab. 19; Wehner et al.,
2004), in dem von A. thaliana drei Carotinoide (Croce et al., 2002a) gefunden. Normiert man die
Daten fur den r-Lhcal aus A. thaliana ebenfalls auf 12 statt auf 10 Chl, bindet er sogar 3,6
Carotinoide. Damit werden in nativem LHCI regelmafRig weniger Carotinoide (1,8-1,9 fir
Tomate bzw. 2,2 fir A. thaliana) gefunden (Tab. 18, Croce et al., 2002a) als der aus den Daten
der verschiedenen r-Lhca errechnete Durchschnittswert erwarten liel3e (2,2 pro Apoprotein fir
Tomate und 2,5 fur A. thaliana). Mdglicherweise besitzt die dritte Carotinoidbindungsstelle in
Lhcal insgesamt eine geringere Bindungsaffinitat, so dass darin gebundene Carotinoide
wahrend der Isolation von nativem LHCI leichter ,verloren“ gehen kénnen. Eine instabilere
Carotinoidbindung wére auch mit den nichtstdchiometrischen Carotinoidmengen in r-Lhcal von
Tomate in Einklang zu bringen (Tab. 19,Tab. 28). Fir Lhcbl wurde z.B. bereits gezeigt, dass
die N1-Bindungsstelle eine geringere Bindungsaffinitat fir Vio und Lut hat (Croce et al., 1999a;
Hobe et al., 2000). Ein gegentber dem nativen LHCI erhdhter Carotinoidgehalt der r-Lhca
wirde dann allerdings bedeuten, dass die Carotinoidbindung an diese Bindungsstelle in r-Lhca
stabiler ist als in nativem LHCI.
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Nicht nur die Menge, sondern auch die Stéchiometrie der im nativen LHCI gebundenen
Carotinoide unterscheidet sich von der der entsprechenden r-Lhca (siehe Tab. 28). Allerdings
gibt es dabei auch Unterschiede zwischen den r-Lhca4 von A. thaliana und Tomate.

So wird von den r-LHC mit Tomaten-Apoproteinen Vio in wesentlich geringerer Menge
gebunden als es in den in dieser Arbeit untersuchten LHCI-Subfraktionen enthalten ist (0,2-0,3
gegenuber 0,5;) und wie es fur LHCI-Holokomplexe aus A. thaliana und Mais (jeweils 0,6) bzw.
r-Lhca-Proteine von A. thaliana (0,5-1,1) beschrieben wurde. Dies deutet darauf hin, dass in
vitro abhangig von der Rekonstitutions- bzw. Aufreinigungsmethode ein Teil des Vio durch
andere Carotinoide ersetzt werden kann. Auf3erdem binden alle r-Lhca-Proteine von Tomate,
wie aus Tab. 28 ersichtlich wird Neo, wenn es im Rekonstitutionsansatz enthalten ist.
Moglicherweise ersetzt dieses Xanthophyll in r-LHCI 3-Car, das wiederum in nativem LHCI in
grolReren Mengen (0,4-0,5) als in r-Lhca-Proteinen (0,05-0,2) enthalten ist. AuRerdem ist die
Lut-Menge im nativen LHCI mit 1,1 in LHCI-730 bzw. 0,9 in LHCI-680 aus Tomate und 1,2 bzw.
1,1 im LHCI von Mais und A. thaliana niedriger als in r-Lhca-Proteinen, in denen zwischen 1,5
und 2,2 Lut gefunden wurden.

Zusammengenommen deuten die Carotinoidbindungsdaten darauf hin, dass Lhca-Proteine
mindestens eine Carotinoidbindungsstelle besitzen, in die unterschiedliche Carotinoide
gebunden werde kénnen, je nachdem in welchen Mengen sie wahrend der Rekonstitution
vorhanden sind. Fur die minoren Antennen des PSII (Pagano et al., 1998, Ros et al., 1998;
Bassi et al., 1999) und fur r-Lhcbl1 (Hobe et al, 2000; Jahns et al., 2001) wurde eine Flexibilitat
von Carotinoidbindungsstellen bereits beschrieben. Es wird postuliert, dass die L2, N1 und V1-
Bindungstellen zwar eine Praferenz fir ein bestimmtes Carotinoid besitzen, dass aber je nach
»<Angebot* auch andere Carotinoide gebunden werden kdnnen, wahrend die L1-Stelle immer Lut
enthalt. FUr Bindungsstellen mit flexiblen Bindungseigenschaften im LHCI sprechen auch die
von mir durchgefiihrten Rekonstitutionen mit Lut und Vio als einzigen Carotinoiden (Tab. 19).
Die so rekonstituierten LHC weisen alle ein Chl a/b-Verhaltnis auf, das mit dem von mit TE
rekonstituierten LHC vergleichbar ist. Auch die Menge an gebundenem Lut war in beiden Féallen
gleich, wahrend die detektierte Vio-Menge der Summe von [-Car, Neo und Vio in mit TE
rekonstituierten LHC entsprach, so dass die Gesamtanzahl an Carotinoiden und das Verhaltnis
zwischen R-R-Car ([3-Car, Neo, Vio) und 3-e-Car (Lut) konstant blieb.

Aufgrund der unterschiedlichen BezugsgrofRen die in den verschiedenen Studien fir die
Normierung der Pigmentdaten verwendet werden, und den unterschiedlichen Rekonstitutions-
und Aufreinigungsmethoden ist es schwer zu entscheiden, ob die beschriebenen Unterschiede
bei der Pigmentbindung der LHCI-Proteine verschiedener Pflanzen durch die Untersuchungs-
parameter verursacht werden, oder ob es sich um intrinsische Eigenschaften der Proteine
handelt. Deshalb wéare es sinnvoll den nativen LHCI aus verschiedenen Pflanzen mit der
gleichen Methode zu isolieren, und die Pigmentzusammensetzung und das Pigment/Protein-
Verhéltnis zu bestimmen. AulRerdem wirde es sich anbieten rekombinante Lhca-Proteine von
A. thaliana und Tomate ebenfalls unter gleichen Bedingungen zu rekonstituieren und
aufzureinigen, um zu sehen, ob die vor allem bei der Carotinoidbindung beobachteten
Unterschiede durch die AS-Sequenz bedingt sind, oder ob sie durch die unterschiedliche
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Rekonstitutionsmethoden  und/oder unterschiedlich  stringente  Aufreinigungsmethoden
verursacht werden.

Fluoreszenzeigenschaften des LHCI-680

Im Hinblick auf die Fluoreszenzeigenschaften des LHCI-680 erwies sich der Vergleich von
nativen und r-LHC als hilfreich. In verschiedenen Studien schwanken die Angaben Uber das
Tieftemperatur-Fluoreszenzmaximum von LHCI-680-Préaparationen zwischen 680 und 690 nm,
und auch die Form der Fluoreszenzspektren weist Unterschiede auf (Bassi und Simpson, 1987;
Ikeuchi et al., 1991; Knoetzel et al.,, 1992). Die 77K-Fluoreszenzemissionsspektren der
verschiedenen in dieser Arbeit untersuchten LHCI-680-Fraktionen differierten ebenfalls stéarker
als die Spektren der entsprechenden LHCI-730-Fraktionen. Zum einen schwankte die
Wellenldnge, bei der das Fluoreszenzmaximum lag, weshalb das in Abb. 10B gezeigte
Mittelwertsspektrum verschiedener LHCI-680-Fraktionen einen ,Doppelpeak” aufweist. Zum
anderen war auch die in den langwelligen Bereich reichende Schulter in verschiedenen LHCI-
Praparationen unter-schiedlich stark ausgepragt.

Eine Erklarung fur dieses differierende Fluoreszenzverhalten lasst sich aus Fluoreszenz-
messungen von r-Lhca2 und r-Lhca3 ableiten (Abb. 38; Potthast, 2002). Diese zeigten, dass
Lhca2 und Lhca3 unterschiedliche Fluoreszenzmaxima aufweisen (bei 689 nm bzw. 680 nm),
wodurch sich der ,Doppelpeak” im Spektrum des nativen LHCI-680 erklaren l&sst. Au3erdem
weisen beide r-LHC eine langwellige Fluoreszenzkomponente auf, die aber unterschiedlich
stark ausgepragt ist (Abb. 38A). Bei r-Lhca2 ist es lediglich eine in den langwelligen Bereich
hineinragende Schulter (~702 nm), bei r-Lhca3 ist dagegen ein ausgepragter Peak bei ~720 nm
zu erkennen. Das Summenspektrum der beiden LHC (Abb. 38B) ist dem Fluoreszenzspektrum
des LHCI-680 (Abb. 10B) sehr ahnlich, woraus geschlossen werden kann, dass die langwellige
Fluoreszenz auch in nativen LHCI-680-Monomeren vorkommt.
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Abb. 38: Fluoreszenzspektren von r-Lhca2 und r-Lhca3 (A) und das daraus errechnete Mittelwertsspektrum
(B). Es wurde Chl a (bei 410 nm) angeregt. Die Spektren in Abb. A sind Mittelwertsspektren von fiinf unabhangigen
Rekonstitutionen.
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Messungen an r-Lhca2 und r-Lhca3 von A. thaliana bestatigten das Auftreten einer langwelligen
Fluoreszenz bei beiden r-LHC (Castelletti et al., 2003), und in vivo Untersuchungen an Lhca2-
und Lhca3-antisense-Pflanzen zeigten ebenfalls, dass langwellige Fluoreszenzkomponenten
mit dem Vorkommen von Lhca2 (702 nm) und Lhca3 (735 nm) assoziiert sind (Ganeteg et al.,
2001). AuBerdem wurde in einer spektroskopischen Studie mit LHCI-Holokomplex von
A. thaliana neben den langwelligen Chl, die dem Lhcal/Lhca4-Dimer zugeordnet werden, noch
eine zweite langwellig absorbierenden Chl-Gruppe entdeckt, die mit Lhca2/Lhca3-Dimeren in
Verbindung gebracht wurde (Ihalainen et al., 2000).

Da der Versuch in vitro Lhca2/Lhca3-Dimere zu bilden, bisher nicht erfolgreich war (siehe E4.2),
konnte nicht untersucht werden, ob durch die Bildung von Homo- oder Heterodimeren aus
Lhca2 und Lhca3 ebenfalls eine Verstarkung der langwelligen Fluoreszenz und eine
Verschiebung des Maximums hin zu langeren Wellenléangen erfolgt, wie es fur Lhca4 bei der
Interaktion mit Lhcal beobachtet wurde (Schmid et al., 1997).

Geht man davon aus, dass bei den langwelligen Chl des LHCI vibronische Energiezusténde
auftreten, die dazu fuhren, dass von diesen Energie an den PSI-Kern weitergeleitet werde kann,
und nimmt man weiterhin an, dass Lhca2 und Lhca3 in vivo interagieren, so sind zwei Wege flr
die Excitonenweiterleitung vom LHCI zum PSI-Kern vorstellbar: einmal tber die langwelligen
Chl des Lhca4 im LHCI-730 und desweiteren Uber die langwelligen Chl des Lhca3 in LHCI-680
(Schmid et al.,, 2002a). Dies wirde gut zu der Vermutung passen, dass diese Lhca-Proteine
auch an der Photoprotektion beteiligt sind (siehe E1.3).

1.3 Deepoxidation von LHCI-Proteinen

Nachdem sich bei den Pigmentuntersuchungen gezeigt hatte, dass die nativen LHCI-
Subfraktionen Vio enthalten, wurde untersucht in wie weit dieses durch die VDE zu Zeaxanthin
umgesetzt werden kann und damit am Xanthophyllzyklus beteiligt ist. Um Aussagen Uber
unterschiedliche Deepoxidationseigenschaften der verschiedenen Lhca-Proteine machen zu
kdénnen, wurden neben nativen LHCI-Subfraktionen auch r-Lhca-Proteine verwendet.

Die Deepoxidierungsexperimente zeigten, dass in den verschiedenen r-LHCI-Monomeren
unterschiedliche Mengen des gebundenen Vio durch die VDE umgesetzt werden kénnen.
AuRerdem ist die Umwandlungsgeschwindigkeit in den verschiedenen r-Lhca unterschiedlich
(Abb. 13). Fur r-Lhcbl wurde von Jahns et al. (2001) bereits beschrieben, dass in der N1-Stelle
gebundenes Vio fur die VDE leichter zuganglich ist und schneller umgesetzt werden kann als in
L2 gebundenes. AuRerdem wurde von Ruban et al. (1999) postuliert, dass in die periphere V1-
Bindungsstelle des LHCIIb (siehe Abb. 3, Liu et al., 2004) gebundenes Vio im standigen
Austausch mit der Lipidphase steht. Deshalb ist anzunehmen, dass dessen Umwandlungkinetik
mit der von freiem Vio vergleichbar ist (Wehner et al., 2004). Geht man davon aus, dass die
LHCI-Komponenten eine dem LHCIIb vergleichbar Struktur und damit ahnliche Carotinoid-
bindungstellen haben, kdnnten die hier beobachteten Unterschiede in der Deepoxidierbarkeit
dadurch zustande kommen, dass Vio in den verschiedenen Lhca in unterschiedliche Bindungs-
stellen ligiert wird.
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In r-Lhca3 wird Vio mit einer schnellen Kinetik fast vollstandig umgesetzt (Abb. 13). Dies spricht
fur die Bindung des Vio in die periphere V1-Bindungsstelle, wie es auch von Castelletti et al.
(2003) postuliert wird. Die beiden anderen Bindungsstellen (L1 und L2) wéaren dann mit Lut
besetzt, da Lhca3 insgesamt drei Carotinoide bindet (Tab. 19,Tab. 29).

Far r-Lhca4 fehlt in der Kinetik die schnelle Komponente (Abb. 13) und es waren nach 2 h etwa
50% des Vio umgesetzt. Aufgrund des Verlaufs der Kinetik ist jedoch davon auszugehen, dass
auch das restliche Vio noch umgesetzt werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass Vio in
diesem Fall in einer relativ schlecht zugénglichen Bindungsstelle gebunden ist. Geht man davon
aus, dass L1 und L2 in LHC immer besetzt sein missen, wére dies da r-Lhca4 nur zwei Car
ligiert die L2-Bindungsstelle. (Tab. 19, 29). Passend dazu postulieren Morosinotto und
Mitarbeiter (2003b), dass Vio in r-Lhca4 nicht mit der N1- oder V1-Bindungsstelle assoziiert ist.
Da r-Lhca2 wie r-Lhca4 ebenfalls nur zwei Carotinoide bindet (Tab. 19, 29), wére fir diesen r-
LHC demnach eine mit r-Lhca4 vergleichbare Kinetik zu erwarten. Dies ist jedoch nicht der Fall
(Abb. 13). In r-Lhca2 kénnen 20% des Vio mit einer schnellen Kinetik umgesetzt werden, was
fur eine unspezifische Bindung oder eine Bindung in die V1 oder N1-Stelle spricht. Das restliche
Vio ist fir die Deepoxidierung nicht zugénglich, was bedeuten wirde, dass an L2 gebundenes
Vio im Fall des r-Lhca2 nicht umgesetzt werden kann.

Fir r-Lhcal von A. thaliana wurde die Bindung von drei Carotinoiden beschrieben (Croce et al.,
2002) und auch der r-Lhcal von Tomate bindet mehr als zwei Carotinoide (Tab. 19, 29; siehe
auch Kap. E1.2). Damit wére die schnelle Umsetzung von etwa 20% des Vio in r-Lhcal auf in
die V1- oder N1-Bindungsstelle gebundenes Vio zuritickzufihren, wahrend die langsame
Umsetzung des restlichen Vio mit dessen Bindung in die L2-Stelle zu erklaren wére (Abb. 13).
Croce et al. (2002a) und Morosinotto et al. (2002a) favorisieren die N1-Bindungsstelle als dritte
Carotinoidbindungsstelle des Lhcal.

In einer ahnlichen in vitro-Deepoxidationsstudie, in der r-Lhcal und r-Lhcad4 von A. thaliana
untersucht wurden, wurde wie auch in der vorliegenden Untersuchung fir Lhca4 ein hoherer
Deepoxidationsgrad beobachtet als fur Lhcal (Morosinotto et al., 2002b). Allerdings war die
Menge des insgesamt umsetzbaren Vio wesentlich geringer als in unseren Versuchen (7% fur
Lhcal und 12% fiur Lhcad4 gegenuber 35% fur Lhcal und 45% fir Lhcad in unseren
Experimenten), was mdglicherweise auf eine verringerte Aktivitdit der verwendeten
rekombinanten VDE zurlckzufihren ist. In der A. thaliana-Studie war auch der DEPS von r-
Lhcbl und r-Lhcb6 niederiger als der von r-Lhcal und r-Lhca4, lediglich r-Lhcb5 wies einen
hoheren DEPS auf. Im Gegensatz dazu wurde fir r-Lhcbl, der mit der in der vorliegenden
Arbeit verwendeten in vitro-Methode deepoxidiert wurde (Jahns et al., 2001), ein deutlich
hoherer DEPS beobachtet als fiir die hier untersuchten r-Lhca.

Der DEPS des in der vorliegenden Arbeit in vitro deepoxidierten LHCI-730 und LHCI-680 war
niedriger (LHCI-730 0,17; LHCI-680, 0,26; Tab. 21) als aus den Daten der entsprechenden r-
Lhca-Monomere zu erwarten ware (Lhcal+4, 0,32; Lhca2+3, 0,53; Tab. 20), d.h, dass Vio im
nativen Lhcal/Lhca4-Dimer schlechter umzusetzen war als in den entsprechenden
rekonstituierten Monomeren. Der Verlauf der Kinetiken der nativen LHCI-Sufraktionen
entsprach dabei der Kombination der Kinetiken, die flr die beiden in den Subfraktionen
enthaltenen r-Lhca beobachtet wurden. Mdoglicherweise fiuhren durch die Dimerisierung
verursachte Strukturdnderungen der LHCI-Monomere dazu, dass sich die Zugéanglichkeit des
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Vio verschlechtert. Da der DEPS der in vivo deepoxidierten LHCI-Subfraktionen jedoch exakt
mit den entsprechenden in vitro-Daten Ubereinstimmt (siehe Tab. 21), konnte die verstarkte
Deepoxidierung der r-Lhca auch daher rihren, dass diese noch unspezifisch gebundenes Vio
enthalten. AuRerdem fallt auf, dass der DEPS des LHCI-680 sowohl in vivo als auch in vitro
hoher ist als der des LHCI-730. Daraus lasst sich schlieRen, dass der erhdhte DEPS des LHCI-
680 in vitro nicht die Folge der Monomerisierung ist, sondern eine intrinsische Eigenschaft des
LHCI-680 darstellt, und wohl auf die verstarkte Deepoxidierbarkeit von Lhca3 im Vergleich zu
Lhca4 zuriickzufiihren ist. AuRerdem bestétigt es die Annahme, dass die insgesamt verstarkte
Depoxidation der r-LHC-Monomere eher auf unspezifisch gebundenes Vio als auf einen
Strukturunterschied in Monomer und Dimer zurtickzufilhren ist, da sonst die nativen LHCI-680
Monomere auch starker deepoxidiert werden mussten. Der hohere DEPS des LHCI-PSI-
Holokomplex im Vergleich zu dem der LHCI-Subfraktionen sowohl nach in vivo als auch in vitro
Deepoxidation, deutet daraufhin, dass im PSI-LHCI-Komplex zusatzliches (unspezifisch
gebundenes?) umsetzbares Vio vorhanden ist, das bei der Isolation der LHCI-Komplexe
verloren geht.

Unsere Daten (Tab. 21) zeigen in Ubereinstimmung mit fiher veréffentlichten in vivo-Daten,
dass der DEPS des LHCI niedriger ist als der von LHCII (Thayer und Bjorkmann, 1992; Schéafer
et al., 1994; Farber et al., 1997; Verhoeven et al., 1999). Die Angaben Uber die Héhe des DEPS
der LHCII-Komponenten liegen in den verschiedenen Studien fur LHCIIb bei 0,6-0,9, fir CP29
zwischen 0,4-0,7, und fur CP24 und CP26 bei ~0,7, wéhrend fir den PSI-LHCI-Holokomplex
DEPS von 0,3-0,4 ermittelt wurden. Legt man die fur r-Lhca ermittelten Daten zugrunde (siehe
obige Diskussion und Tab. 20), konnte der niedrigere DEPS des LHCI darauf zurlickzufiihren
sein, dass ein Grof3teil des von Lhcal und Lhca2 gebundenen Vios nicht oder nur sehr langsam
deepoxidiert werden kann. Moglicherweise hat dieses Vio eher eine strukturelle oder licht-
sammelnde Funktion und keine Schutzfunktion. Wenn dem so ware, kamen als Ort einer
potentiellen photoprotektiven Funktion des im Xanthophyllzyklus gebildeten Zea im LHCI
Uberwiegend Lhca3 und Lhca4 in Frage.

Allerdings ist immer noch unklar welche Rolle der Xanthophyllzyklus im PSI spielt. Bisher
konnte fur das PSI im Gegensatz zum PSII kein Zea-abhangiges NPQ beobachtet werden. Dies
und die Tatsache, dass PSI bei Raumtemperatur weniger fluoresziert als PSIl wird von
Morosinotto et al. (2003b) dahingehend interpretiert, dass die LHCI stéandig in einer ,quenching”
Konformation vorliegen, wie sie im LHCII erst durch die Bindung von Zea induziert wird. Damit
mufte Zea im LHCI eine andere Funktion ausiben als im LHCII. Da eine Photoinhibition des
PSI durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die auf dessen reduzierender Seite entstehen,
bisher nur unter niedrigen Temperaturen und bei kélteempfindlichen Pflanzen beobachtet wurde
(Havaux und Davaud, 1994), spielt Zea moglicherweise eher eine Rolle bei der Detoxifikation
von ROS. Damit hatte im LHCI gebundenes Zea auch eine Schutzfunktion fir das PSII, da am
PSI gebildete ROS auch das PSIl schadigen kénnen (Tjus et al., 2001).

97



E) Diskussion

2.Die Proteinzusammensetzung des LHCI ist heterogener als bisher
angenommen

Nachdem auf Genebene fir den LHCI hoherer Pflanzen mehr potentielle Ihca-Gene
beschrieben sind, als bisher Proteine entdeckt wurden, wurde in dieser Arbeit die Protein-
zusammensetzung des LHCI von Tomate hinsichtlich des Vorkommens zusatzlicher Lhca-
Proteine untersucht. Dazu wurde eine Kombination von hochauflésender eindimensionaler und
fur Membranproteine optimierter zweidimensionaler Gelelektrophorese mit Westernblot-
experimenten und massenspektrometrischen Proteinanalysen benutzt.

Mittels hochauflosender SDS-Gelelektrophorese konnten im Molekulargewichtsbereich der
LHCI-Proteine von Tomate funf distinkte Proteinbanden aufgeldst werden (Abb. 20). Vier dieser
Banden werden durch Coomassie etwa gleichstark angefarbt und wurden bisher aufgrund ihres
apparenten Molekulargewichts und dem Laufverhalten rekombinanter Lhca-Proteine (Schmid et
al., 2002a) den bekannten LHCI-Proteinen Lhcal bis Lhca4 zugeordnet. Die fiinfte, weniger
stark geféarbte Bande, tritt zwar regelmafig in PSI-Praparationen und in LHCI-730-Fraktionen
aus Tomate auf (Abb. 10), allerdings mit unterschiedlicher Intensitat (Abb. 20). Eine solche
zusatzliche Bande mit ahnlichem Migrationsverhalten wurde bisher lediglich fir das PSI von
Gerste beschrieben (Knoetzel et al., 1992).

Durch Immunoblot-Experimente mit Lhca-spezifischen Antikdrpern konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der per 1D-Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteinbanden nicht homogen ist. So reagierte der Lhca4-AK nicht nur mit der Lhca4- sondern
auch mit dem unteren Bereich der Lhcal-Bande und der Lhcal-AK erkennt neben der Lhcal-
auch den unteren Bereich der Lhca2- und die zusétzliche Bande (Abb. 21). Ahnlich verhalt es
sich in 2D-Gelen, in denen zum einen fur Lhca4 und Lhcal, aber auch fir Lhca3 Isoformen mit
unterschiedlichen Molekulargewichten detektiert wurden (Abb.26). Da die Spezifitat der
verwendeten AK per Westernblot mit Gberexprimierten Lhca-Proteinen Uberprift wurde (Abb.
22), bedeutet dies, dass es sich hierbei nicht um unspezifische AK-Bindungen handelt, sondern
dass die genannten Proteine in Isoformen mit unterschiedlichem apparenten Molekular-
gewichten vorkommen. Dass die Lhca3-Isoformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht in
1D-Gelen nicht aufgetrennt wurden, konnte daran liegen, dass dem Trenngel der 2D-
Gelelektrophorese kein Sammelgel vorgeschaltet war (Kap. C3.5.2.3), und somit die Trenn-
strecke etwas langer war. Lhca2 kam als einziges der Lhca-Proteine beziiglich Laufstrecke
bzw. Molekulargewicht lediglich in einer Isoform vor.

Die Ergebnisse der Immunoblots werden durch die massenspektrometrischen Analysen
bestatigt (Tab. 22, 24). Lhcal, Lhca3 und Lhca4 konnten auch hier in Banden/Spots mit
unterschiedlichem apparentem Molekulargewicht detektiert werden, wahrend Lhca2 nur in einer
Bande/Spotreihe enthalten war. Insgesamt zeigen diese Beobachtungen, dass die Zuordnung
der im 1D-Gel aufgetrennten Banden zu einem der Lhca-Proteine eine Vereinfachung darstellt.
Konsequenterweise folgt daraus, dass die Bestimmung der Lhca-Stéchiometrie Uber
densitometrische Auswertung coomassiegefarbter Gele wie sie von Ballottari et al. (2004)
vorgenommen wird fehleranfallig ist, da eine Bande aus mehreren Lhca-Proteinen zusammen-
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gesetzt sein kann. AuRerdem zeigt dies, dass die allgemeine Annahme, der LHCI setze sich
lediglich aus vier unterschiedlichen Apoproteinen zusammen, ebenfalls zu einfach ist.

Isoformen, die sich in ihrem Molekulargewicht unterscheiden wurden auch schon fir Proteine
des PSII (Huber et al., 2001; Gomez et al., 2002) oder PSI-Kernproteine (Obokata et al., 1993)
beschrieben. Auch das Auftreten von Lhca-Proteinen in elektrophoretisch unterschiedlichen
Isoformen wurde schon beobachtet. So wurde im PSI von Spinat in 1D-Gelen eine zusatzliche
Bande mit einem dem Lhca2 vergleichbaren Migrationsverhalten beobachtet (Ikeuchi et al.,
1991). In der gleichen Studie wurden mittels einer Kombination von nativer Elektrophorese in
der ersten und denaturierender Elektrophorese in der zweiten Dimension zwei Lhca3-Isoformen
mit unterschiedlichem Molekulargewicht aufgeltst. AuRerdem wurden durch ESI-MS Studien an
Tomaten-PSI jeweils zwei Isoformen von Lhcal und Lhca2 entdeckt (Zolla et al., 2002).

Im Gegensatz zu der von uns verwendeten MS/MS-Methode, die mit tryptisch verdauten
Proteinen durchgefiihrt wurde, haben Zolla et al. das Molekulargewicht unverdauter LHCI-
Proben detektiert, und die Proteine durch den Vergleich der gemessenen Massen mit den
theoretischen Molekularmassen von LHCI-Proteinen identifiziert. Da sich die detektierten
Lhcal-Isoformen (cab6a und cab6b) nur in drei AS unterscheiden (siehe Erlauterung zu
Tab. 2), und die AS-Sequenzabdeckung in unseren MS/MS-Messungen nur zwischen 12%
(Lhcal) und 36% (cabl?2) lag, ist es sehr gut mdglich, dass wir die Peptide, durch die sich die
Lhcal-Formen unterscheiden lassen nicht detektieren konnten. Genauso verhdlt es sich fir
Lhca2. Hierbei kommt erschwerend hinzu, dass Lhca2 in unseren Experimenten
massenspektrometrisch wesentlich schwieriger nachzuweisen war als die anderen Lhca-
Proteine. So konnten in den MS/MS-Analysen von 1D-Banden insgesamt nur drei Lhca2-
Peptide detektiert werden. Dies sind weniger Peptide als fir die tbrigen Lhca gefunden wurden
(Lhcal = sechs; Lhca3 = funf, Lhca4 = vier Peptide). AuBerdem konnten z.B. in 2D-Spot F
keine Lhca2-Peptide gefunden werden, obwohl er eindeutig durch den Lhca2-AK erkannt wurde
(Tab. 24, Abb. 28), und das obwohl normalerweise durch MS/MS geringere Proteinmengen
nachgewiesen werden kdnnen als durch AK-Detektion (Rehm, 2002). Mdglicherweise liegt dies
daran, dass sich die Lhca2-Peptide schlechter aus der Gelmatrix extrahieren lassen oder ihre
lonisierung weniger effizient verlauft als bei den Peptiden der anderen Lhca-Proteine.

In den von uns durchgefiihrten MS-Messungen zur Molekularmassenbestimmung der Tomaten-
Lhca (Tab. 25), die mit den Messungen von Zolla et al. (2002) vergleichbar sind, konnten fir
Lhcal und Lhca2 ebenfalls zwei Isoformen detektiert werden. Zuséatzlich dazu gelang auch hier,
wie schon in den MS/MS-Messungen, die Unterscheidung der Genprodukte der beiden Lhca-
Isoformen cabll und cabl2, und es wurden Molekularmassen detektiert, die moglicherweise
einem neuen Lhca-Protein zuzuordnen sind (siehe E3.1). Hinweise auf in vivo-Modifikationen
wie z.B. Phosphorylierungen, durch die das unterschiedliche elektrophoretische Laufverhalten
erklart werden kdnnten ergaben diese Untersuchungen jedoch nicht.

Eine weitere mogliche Erklarung fiur das Auftreten von Isoformen eines Proteins mit
abweichenden Molekulargewichten ist die unterschiedliche Prozessierung von Vorlaufer-
proteinen, wodurch mature Proteine mit unterschiedlich langen N-Termini entstehen. Stauber et
al. (2003) konnte dies fur Lhcb-Proteine von C. rheinhardtii nachweisen. Aber auch fir Lhc-
Proteine hoherer Pflanzen sind differentielle Prozessierungen bereits beschrieben worden
(Pichersky et al., 1987b; Clark et al., 1989; Obokata et al., 1993), wobei die beobachteten
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GrolRenunterschiede mit den von uns per Gelelektrophorese detektierten vergleichbar sind. In
den hier prasentierten MS/MS-Daten (sowohl aus 1D- als auch aus 2D-Auftrennungen, Tab. 22,
24) konnten allerdings keine nur einmal tryptisch geschnittenen Peptide, also potentielle N-
Termini, gefunden werden, so dass nicht bewiesen werden kann, dass die unterschiedlichen
Lhca-Isoformen in diesem Fall ebenfalls durch differentielle Prozessierung zustande kommen.

2.1 Woher rihrt die Spotvielfalt in zweidimensionalen Gelen?

Neben der Auftrennung von unterschiedlich groRen Lhca-Isoformen fiihrte die Untersuchung
von LHCI-Proteinen mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese auch zur Detektion von
Isoformen mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten (pl). Aufgrund der theoretischen
Molekulargewichte und der theoretischen pl (Tab. 2) wére fir die Lhca-Proteine etwa das in
Abb. 39A dargestellte Spotmuster zu erwarten gewesen. Uberraschenderweise wurden jedoch
wesentlich mehr Proteinspots aufgeldst (Abb. 26, Abb. 39B). Immunoblotanalysen zeigten, dass
jedes der Lhca-Proteine in vier bis funf Isoformen mit unterschiedlichem pl, aber gleichem
Molekulargewicht vorkommt, wodurch sich horizontale Spotreihen ausbilden (Abb. 26). Eine
ahnliche Auftrennung konnte auch fir Lhc-Proteine von C. reinhardtii (Hippler et al., 2001,
Stauber et al., 2003) und die Proteine des OEC von A. thaliana (Friso et al., 2004) beobachtet
werden. Zusétzlich zu den Spots mit unterschiedlichen pl wurden fir Lhcal, Lhca3 und Lhca4d
wie oben bereits beschrieben jeweils zwei Spotreihen mit unterschiedlichem Molekulargewicht
aufgelost (Abb. 28). Die pl der per 2D-Gelelektrophorese aufgetrennten Lhca-Proteinspots
kdnnen Tab. 23 entnommen werden.

Die relative Verteilung der Spotreihen lasst sich im Fall der Lhca-Proteine aus Tomate mit dem
theoretischen pl der Lhca-Proteine korrelieren (Tab. 2). So reicht die Lhca2-Reihe am weitesten
in den sauren Bereich, wahrend die Spotreihe mit den héchsten pl durch Lhca3-Isoformen
gebildet wird. Dies passt zu den theoretischen pl, der bei Lhca2 bei 4,99 und bei Lhca3 bei 5,95
liegt. Lhcal besitzt einen pl von 5,22, und auch die entsprechende Spotreihe liegt zwischen der
von Lhca2 und Lhca3. Die beiden Isoformen von Lhca4 (cab 11 und cabl12), die einen pl von
5,34 bzw. 5,15 besitzen, lieen sich auf Grund dieses Unterschieds in 2D-Gelen voneinander
trennen. Eine ahnliche Spotvielfalt konnte auch fir den LHCI von A. thaliana, Erbse und Mais
beobachtet werden (Harms, 2005).

Das Auftreten von Proteinisoformen mit unterschiedlichen pl und/oder Molekulargewichten kann
verschiedene Ursachen haben. Einerseits kann es wie oben beschrieben durch differentielle
Prozessierung des N-Terminus zustande kommen. Eine weitere Madoglichkeit sind
posttranslationale  Proteinmodifikationen, wie Acetylierungen des N-Terminus und
Phosphorylierungen von Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten (siehe Berg et al., 2003).
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Abb. 39: Vergleich des theoretisch nach Auftrennung der LHCI-Proteine in zweidimensionalen Gelen zu
erwartenden Spotmusters mit dem tatsachlich gefundenen Auftrennungsmuster. Abb. A) wurde aufgrund der
theoretischen Molekulargewichte und isoelektrischen Punkte der Lhca-Proteine erstellt (Tab. 2). Abb. B) stellt die
Auftrennung des LHCI-Bereichs einer PSI-Praparation dar (siehe Kap. D4.2). al-a5; Lhcal-Lhca5; 11, 12, cabll-
und cab12-Isoformen des Lhca4.

Fur Proteine des PSII sind Phosphorylierungen eindeutig nachgewiesen (Bennett, 1991). So
wird z.B. der LHCIl im Zuge der ,state transition“ reversibel phosphoryliert und wandert dann
zum PSI (Allen und Forsberg, 2001; Haldrup et al., 2001). Phosphorylierungen kénnen neben
der Verschiebung des pl auch die Verénderungen der elektrophoretischen Mobilitat, d.h des
apparenten Molekulargewichts, eines Proteins zur Folge haben. Dies wurde z.B. fur das D1-
Protein des PSII (Elich et al., 1992) und die minore PSII-Antenne CP29 (Bergantino et al., 1998)
beschrieben. Uber den Phosphorylierungszustand der LHCI-Proteine gibt es unterschiedliche
Angaben. In 3?P-Markierungsexperimenten konnten unter Bedingungen, bei denen
verschiedenen PSII-Proteine eindeutig phosphoryliert vorlagen, fir LHCI-Proteine aus Spinat
und Mais keine Phosphorylierungen nachgewiesen werden (Dunahay et al., 1987; Bassi et al.,
1988). Im Gegensatz dazu reagierten Anti-Phosphoserin- und Anti-Phosphothreonin-Antikorper
mit den untersuchten LHCI-Proteinen aus Gerste, was auf eine starke Phosphorylierung von
Lhcal bis Lhca4 hindeutet (Knoetzel et al., 1995), und die von uns in den 2D-Gelen
beobachtete Spotvielfalt bzw. die unterschiedlich mobilen Isoformen in den 1D-Gelen erkléren
kénnte. In den von mir untersuchten PSI-Préparationen aus Tomate konnte allerdings mittels
Phosphoproteindetektion keine Phosphorylierung festgestellt werden (Abb. 27). In den als
Referenz verwendeten Thylakoiden wurde eine Phosphorylierung des LHCIlI beobachtet,
wahrend im LHCI-Bereich eindeutig keine Phosphorylierungen zu erkennen waren. Dieses
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Ergebnis wird durch die MS/MS-Daten gestitzt, in denen ebenfalls keine Phosphorylierungen
nachgewiesen werden konnte (Tab. 22, 24), so dass Phosphorylierungen als Grund fir die
unterschiedlichen Isoformen wohl nicht in Frage kommen. Genau so wenig konnten in den
MS/MS-Daten Acetylierungen detektiert werden. Auch die Untersuchung der Molekularmassen
ganzer Proteine (Kap. D4.3) lieferte keine Hinweise auf in vivo-Modifikationen.

In Versuchen zur 2D-Auftrennung von in E. coli Gberexprimierten Lhca-Proteinen (Harms, 2005)
traten ebenfalls Isoformen mit unterschiedlichem pl auf. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei
der in der 2D-Gelen beobachteten Spotvielfalt zumindest teilweise um ein praparatives Artefakt
und nicht um physiologisch relevante Modifikationen handelt, da in E. coli exprimierte
Pflanzenproteine keine physiologisch relevanten posttranslationalen Modifikationen tragen.

Als eine physiologisch nicht relevante, artifizielle Proteinmodifikationen, die sich auf die
elektrophoretischen Eigenschaften (vor allem den pl) eines Proteins auswirken kann, kdmen vor
allem Carbamylierungen in Betracht. Diese entstehen durch die Reaktion des N-Terminus oder
der Seitenketten von Lysin oder Arginin mit Isocyanséaure. Letztere bildet sich, wenn Harnstoff,
der bei 2D-Gelelektrophoresen zur Denaturierung und Solubilisierung der Proteine verwendet
wird, erwdrmt wird. In unseren MS/MS-Daten (Tab. 22, 24) konnten allerdings keine
Carbamylierungen nachgewiesen werden. Wobei zu bedenken ist, dass die Proteinsequenz-
abdeckung der MS/MS-Experimente mit 12-36% relativ gering ist und z.B. keine N-Termini
identifiziert werden konnten: somit bedeutet ,in den MS/MS-Experimenten nicht nachgewiesen”
nicht unbedingt, dass nicht an einer anderen Stelle des Proteins eine der beschriebenen
Modifikationen vorhanden sein kann.

Bei den in 1D-Gelen beobachteten Isoformen mit unterschiedlicher elektrophoretischer Mobilitat
handelt es sich allerdings im Gegensatz zu den 2D-Spots wahrscheinlich um native Isoformen,
die zudem noch tomatenspezifisch zu sein scheinen, da rekombinante Lhca-Proteine in 1D-
Gelen keine derartige Variabilitat des Laufverhaltens zeigen, und auch in anderen Pflanzen
(A.thaliana, Erbse, Mais) keine Isoformen mit unterschiedlichem Laufverhalten in 1D-Gelen
beobachtet wurden (Harms, 2005). Wodurch die in dieser Arbeit in 1D-Gelen beobachteten,
beziglich ihres apparenten Molekulargewichts unterschiedlichen Proteinisoformen zustande
kommen, konnte allerdings nicht geklart werden. In den massenspektrometrischen Messungen
wurden weder posttranslationale Modifikationen noch differentiell prozessierte N-Termini
gefunden. Auch konnten z.B. die beiden Lhca4-Isoformen nicht eindeutig einer Bande
zugeordnet werden. Mdglicherweise wird das unterschiedliche Laufverhalten auch durch eine
ungenigende Solubilisierung der Proteine hervorgerufen, so dass es zu Populationen mit
unterschiedlich hohem Sekundarstrukturanteil und damit einer Ladungsheterogenitat kommt.
Oder das Auftreten von einem Protein in unterschiedlichen Banden kommt durch dessen
Degradation im Laufe der Elektrophorese zustande. Dabei stellt sich allerdings die Frage,
warum dies nur bei den Lhca-Proteinen von Tomate auftreten sollte.

Um weiterhin zu klaren woher die Proteinvielfalt in 2D-Gelen kommt, wurde bereits mit
Starklicht-Experimenten begonnen, um zu sehen ob sich die Spotanzahl oder Verteilung unter
Lichtstress verandert, was ein Hinweis auf die physiologische Herkunft der 2D-Isoformen wére
(Harms, 2005). Bisher sind hierzu noch keine Ergebnisse vorhanden. Eine weitere Moglichkeit
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der Herkunft der Isoformen auf den Grund zu gehen wére es, ganze Proteine aus den 2D-Spots
und/oder 1D-Banden zu eluieren und massenspektroskopisch zu untersuchen, statt diese wie
bisher tryptisch zu verdauen. Dabei gestaltet sich allerdings sowohl die Elution als auch die
Entfernung des an den Proteinen gebundenen SDS (das bei der Massenspektrometrie stort) als
problematisch. Eine letzte Mdglichkeit bestiinde auch darin, die Banden oder Spots so lange zu
untersuchen bis 100% der Peptide eines Proteins detektiert sind, und in diesen Daten nach
Modifikationen zu suchen.

2.2 Der LHCI von Tomate enthélt zusatzliche Lhca-Apoproteine

Zusatzlich zu den elektrophoretisch unterschiedlichen Isoformen der bekannten Lhca-Proteine,
konnten durch die massenspektrometrischen Analysen definitiv zwei neue Lhca-Proteine
entdeckt werden. Zum einen wurde eine bisher nur auf Genebene beschriebene Lhca4-Isoform
(cab12, Schwartz et al., 1991) zum ersten Mal auf Proteinebene nachgewiesen (Abb. 24). Dies
zeigt, dass durch MS/MS-Messungen die Unterscheidung zweier Proteine, die bis auf finf AS
identisch sind, méglich ist und unterstreicht die Sensitivitat dieser Methode. In 2D-Gelen lie3en
sich die beiden Formen aufgrund ihrer unterschiedlichen pl ebenfalls voneinander trennen
(Abb. 28). Neben dieser zweiten Lhca4-Isoform, wurden in den MS/MS-Experimenten zwei
Peptide detektiert, die zunéchst keiner der bisher in Tomate beschriebenen Lhca-Sequenzen
zugeordnet werden konnten. Mittels Datenbankrecherche wurden sie jedoch als Bestandteil des
Lhca5-Homologs von Tomate identifiziert (siehe Kap. D4.1.4.1). Damit wurde zum ersten Mal
das Vorkommen eines Lhca5-Proteins in einer htheren Pflanze nachgewiesen.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen zur Proteinzusammensetzung der PSI-Antenne also,
dass diese komplexer zusammengesetzt ist als Ublicherweise angenommen.

3.Lhcab - ein zuséatzliches LHCI-Protein

Wie oben bereits beschrieben, konnte durch die in dieser Arbeit durchgefihrten
massenspektrometrischen Untersuchungen an Tomaten-PSI ein zusétzliches Lhca-Protein
nachgewiesen werden, das eine hohe Sequenzidentitat mit dem Genprodukt des von Jansson
(1999) fur A. thaliana beschriebenen Ihca5-Gens aufweist (Abb. 23). Da das |lhca5-Gen einen
im Vergleich zu den anderen |hca-Genen niedrigen Expressionslevel hat (Jansson, 1999),
woraus eine ebenfalls niedrigere Proteinmenge resultiert, konnte das entsprechende Protein
lange Zeit nicht nachgewiesen werden. In C. reinhardtii wurde vor kurzem mit Hilfe von MS/MS-
Analysen ein Protein entdeckt, das als Lhca5 bezeichnet wurde (Stauber et al., 2003), dessen
Sequenzibereinstimmung mit dem Lhca5 hoherer Pflanzen allerdings eher gering ist (Ganeteg
et al., 2004).

Durch unsere Untersuchungen konnte also nicht nur nachgewiesen werden, dass in Tomate ein
Lhca5-Homolog existiert (was mittlerweile auch durch EST-Datenbanksuchen bestétigt wurde,
Ganeteg et al.,, 2004), sondern es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Lhca5
tatsachlich als Protein in einer hoheren Pflanze vorkommt. AulRerdem stiitzt die Tatsache, dass
das Tomaten-Lhca5 sowohl im PSI-LHCI-Holokomplex als auch in LHCI-730, aber nicht in
LHCI-680, gefunden wurde (Tab. 22, 25) die Annahme, dass es sich dabei um ein mit dem PSI
assoziiertes Lhca-Protein handelt (Jansson 1999), und legt zum anderen die Vermutung nahe,
dass es vermutlich mit Lhcal und/oder Lhca4 interagieren kdnnte. Die Existenz des Lhca5-
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Proteins in A. thaliana und seine Assoziation mit dem PSI-LHCI-Holokomplex wurde mittlerweile
auch von Ganeteg et al (2004) mittels einer Westernblot-Studie nachgewiesen. In der gleichen
Studie wurden durch Datenbankrecherche fur 15 weitere héhere Pflanzen aus verschiedenen
Familien EST-Sequenzen entdeckt, die fir Lhca5-Homologe codieren, was darauf hindeutet,
dass das Lhca5-Apoprotein generell in hdheren Pflanzen exprimiert wird. Dies wird auch durch
im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrte Westernblot Untersuchungen gestitzt, in denen
das entsprechende Protein in PSI-Praparationen aus Erbse detektiert werden konnte (Harms,
2005).

3.1 Wo beginnt das mature Lhca5-Apoprotein?

Da das native Lhca5-Apoprotein bisher noch nicht isoliert und sequenziert werden konnte bzw.
in unseren MS/MS-Messungen kein einem potentiellen N-Terminus entsprechendes Peptid
gefunden wurde, ist der Beginn des maturen Lhca5-Proteins noch Gegenstand von
Diskussionen. Von Jansson (1999) wurde aufgrund von Sequenzhomologien postuliert, dass
das mature Lhca5-Protein von A. thaliana mit AGGG... beginnt und damit eine Lange von
223 AS und eine Molekularmasse von 24,3 kDa hat. Ubertragt man diesen Beginn auf die AS-
Sequenz des Lhca5-Homologs von Tomate, so wirde dieses mit ARKG..... beginnen, bestiinde
aus 225 AS und héatte eine Masse von 24,5 kDa (siehe Abb. 23). Dieser Beginn entspricht dem
durch das Programm TargetP- vorhergesagten Proteinbeginn. Allerdings behaupten Gomez et
al. (2003), dass solche Transitsequenzvorhersagen gerade bei Membranproteinen fehler-
behaftet sind. Deshalb ist es nicht Uberraschend, dass das Lhca5-Protein aus Tomate in 1D-
Gelen in Proteinbanden mit apparenten Molekulargewichten zwischen 22300 und 23200
gefunden wurde, was auf eine geringere Grol3e des maturen Proteins schlie3en lasst. Eine
geringere GrofRe des maturen Lhcab wird auch durch Westernblot-Experimenten in A. thaliana
gestitzt, bei denen durch einen anti-Lhca5-AK eine Bande mit einer apparenten
Molekularmasse von ~ 23 kDa detektiert wurde (Ganeteg et al., 2004). Dies veranlasste die
Autoren dazu, den maturen Lhca5 von A. thaliana mit AVERAT..... beginnen zu lassen. Dies
wirde zu einem Protein mit 214 AS und 23,5 kDa fiihren und Ubertragen auf Tomate in einem
mit AHQR... beginnenden 213 AS langen und 23,2 kDa schweren Protein resultieren. In den in
Kap. D4.3  beschriebenen  massenspektrometrischen  Molekulargewichtsbestimmungen
solubilisierter LHCI-Proteine wurden jedoch nur unbekannte Massen zwischen 22,3 und 22,6
kDa gefunden (Tab. 25). Verkirzt man den Lhca5 von Tomate auf 206 AS, was bedeuten
wirde, dass er mit LPGLD... beginnt, so stimmt das theoretische Molekulargewicht (22325,92)
sehr gut mit einer der gemessenen Massen (22325,8 Da) uberein.

Schlussendlich kann weder Uber den tatséchlichen Beginn des maturen Lhca5 von Tomate
noch Uber den des maturen Lhca5 von A.thaliana eine abschlieBende Aussage gemacht
werden. Dazu misste das native Protein isoliert und N-terminal ansequenziert werden, oder
zumindest so weit aufgereinigt und aufkonzentriert werden, dass MS-Messungen oder MS/MS-
Messungen eindeutige Ergebnisse liefern.
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3.2 Lhca5 st ein funktionelles Lichtsammelprotein

Nachdem die Existenz des Lhca5-Apoproteins in vivo eindeutig geklart war, stellte sich die
Frage, ob dieses Protein in der Lage ist einen funktionellen LHC zu bilden, und damit als
zusatzliches Lichtsammelprotein bezeichnet werden kann. Dazu sollten in dieser Arbeit
folgende Fragen beantortet werden:

» st Lhca5 in der Lage spezifisch Pigmente zu binden?

» Fuhrt die Pigmentbindung dazu, dass der Energietransfer von Chl b nach Chl a etabliert
wird?

* Welche Pigmente sind essentiell fir die Bildung stabiler Pigment-Protein-Komplexe?

» Interagiert Lhca5 mit einem der anderen Lhca-Proteine?

Bisher ist es noch nicht gelungen einen nativen Lhca5-Pigment-Protein-Komplex zu isolieren.
Dies liegt an der geringen Menge mit der dieser LHC sowohl in Thylakoiden als auch in PSI-
Praparationen vorkommt (Ganeteg et al., 2004). Deshalb wurde zur Beantwortung dieser
Fragen auf die Detergenswechselmethode zuriickgegriffen, mit der in vitro aus Gberexprimierten
Lhc-Apoproteinen und isolierten Pigmenten LHC rekonstituiert werden kénnen (Kap. C2.4). Es
wurde fir viele andere Lhc-Proteine beschrieben, dass diese Methode zur Bildung von LHC
fuhrt, deren biochemische und spektroskopische Eigenschaften denen entsprechender nativer
LHC gleichen (z.B. Paulsen et al., 1993; Pagano et al., 1998; Schmid et al., 2002).

Zur Rekonstitution wurden drei verschiedene rekombinante Lhca5-Apoproteine verwendet
(Kap. D5.2). Dabei handelt es sich um das Vorlauferprotein des Lhca5 von A. thaliana, den
maturen Lhca5 aus A. thaliana mit dem in Jansson (1999) postulierten N-Terminus, und das
Vorlauferprotein des in der vorliegenden Arbeit entdeckten Lhca5-Homologs aus Tomate
(Abb. 23). Das mature Lhca5-Protein von Tomate liess sich trotz Anderungen am N-Terminus
nicht Uberexprimieren (Kap. D5.1.1), so dass es zur Rekonstitution nicht zu Verfigung stand.
Ahnliche Schwierigkeiten bereitete auch die Uberexpression von Lhca2, bei dem erst groRere
Verénderungen des N-Terminus und Verdnderungen der Anzuchtsbedingungen zur erfolg-
reichen Uberexpression fihrten (Bergauer, 2000; Wiener, 2000; Potthast, 2002). Fiir diese
Experimente blieb im Rahmen meiner Arbeit jedoch keine Zeit mehr.

Wie in Abb. 31 zu sehen ist, fihrt die Auftrennung der rekonstituierten Lhca5-Proteine in
schwach denaturierenden Gelen zur Ausbildung einer pigmentierten LHC-Bande, die mit den
Monomerbanden von r-Lhcal bis r-Lhca4 komigrierte. Eine mit dem Lhcal/Lhca4-Dimer
vergleichbare Bande konnte nicht beobachtet werden. Daraus lasst sich schliel3en, dass Lhcab
zwar Pigmente bindet und zu stabilen LHC-Monomeren assembliert, dass es jedoch keine
Homodimere bilden kann. Dabei scheint der N-Terminus keine essentielle Rolle bei der
Komplexassemblierung zu spielen, da die Rekonstitution der beiden Vorlaufer-Lhca5 und des
maturen A. thaliana-Lhca5 &hnliche LHC-Ausbeuten ergaben. Dies wurde auch schon fir das
Vorlauferprotein und das mature Protein des Lhcbl beobachtet (H. Paulsen, pers. Mitteilung)

Rekonstituierter Lhcab ist ein funktioneller Lichtsammelkomplex
Durch die Aufnahme von Fluoreszenzanregungs- und -emissonsspektren konnte nachgewiesen
werden, dass nach der Rekonstitution die Energielibertragung von Chl b nach Chl a etabliert ist,
und Lhca5 somit einen funktionellen Lichtsammler bildet. Das Emissionsspektrum von r-Lhca5
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mit einem Maximum bei 684 nm &hnelt dem von r-Lhcal (Schmid et al., 1997; Croce et al.,
2002a) und r-Lhca2 (Schmid et al., 2002a; Castelletti et al., 2003), die ebenfalls ein einziges
Maximum bei 684 bzw. 688 nm aufweisen. Im Gegensatz zu r-Lhca2 besitzt r-Lhca5 keine in
den langwelligen Bereich reichende Schulter. Genau so wenig ist ein langwelliger
Fluoreszenzpeak wie er fir r-Lhca3 und r-Lhcad beschrieben wurde vorhanden (Croce et al.,
2002a; Schmid et al., 2002a; Castelletti et al., 2003). Es wurde nachgewiesen, dass das
Vorkommen dieser langwelligen Fluoreszenz dadurch bedingt wird, dass der Chl-Ligand an
Position A5 (Nomenklatur nach Kihlbrandt et al., 1994) bei Lhca3 und Lhca4 ein Asparagin ist
(Schmid et al., 2002a; Keuchel et al., 2003; Morosinotto et al., 2003), wahrend sich in allen
anderen Lhc-Proteinen, inklusive Lhca5, an dieser Stelle ein Histidin befindet (siehe auch
Abb. 23). Daher wéare das Auftreten einer langwelligen Fluoreszenz fir Lhca5 tberraschend
gewesen. Die Lhca5-Fluoreszenzdaten passen zu Raumtemperaturmessungen an A. thaliana-
Lhca5-,knockout“-Pflanzen, die zeigen, dass sich Wildtyp- und ALhca5-Pflanzen in ihren
Fluoreszenzeigenschaften nicht unterscheiden, weder wenn man PSI-Préparationen noch
ganze Blatter vermisst (Ganeteg et al., 2004). Daraus lasst sich schlieBen, dass Lhca5
entweder keine auffalligen Fluoreszenzeigenschaften besitzt, oder dass sein Beitrag zur
Gesamtfluoreszenz so gering ist, dass dieser nicht zu detektieren ist. Das gleiche qilt fir die
Fluoreszenz des spater noch genauer beschriebenen Lhcal/Lhca5-Dimers, die sich nicht
signifikant von dem der entsprechenden Monomere unterscheidet.

Die Pigmentbindung von Lhca5 ist spezifisch
Aus dem in Abb. 33 dargestellten Vergleich der von r-Lhca5 gebundenen Pigmente mit dem zur
Rekonstitution verwendeten Totalextrakt wird ersichtlich, dass Lhca5 Pigmente in einer
spezifischen Zusammensetzung bindet, die aber partiell Ahnlichkeiten mit den Pigment-
bindungseigenschaften anderer Lhc-Proteine aufweist (Tab. 4, 29).

So ist das Chl a/b-Verhéltnis von r-Lhca5 mit 2,6 identisch oder zumindest vergleichbar mit dem
von r-Lhca4 (2,6), r-Lhca2 (2,3) und r-Lhcb5 (2,2), wéahrend r-Lhcbl1 und r-Lhcb6 ein wesentlich
niedrigeres Chl a/b-Verhaltnis von 1,4 aufweisen. Das Chl a/b-Verhéltnis von r-Lhcb4, r-Lhcal
und r-Lhca3 ist mit 3,0, 3,5 und 6,1 dagegen deutlich héher als das von r-Lhcab.

Tab. 29: Pigmentzusammensetzung von r-Lhcal bis r-Lhca5. Es handelt sich um Daten von mit Gesamt-
pigmentextrakt rekonstituierten Lhcal-4 von Tomate und Lhca5 von A. thaliana. Die Daten fir Lhcal-4 entsprechen
den in Schmid et al. (2002) verdffentlichten Werten normiert auf 12 Chl. Die Werte fur Lhca5 entstammen dieser
Arbeit (Abb. 33).

Lhcal Lhca2 Lhca3 Lhcad Lhcab5

Neoxanthin 0,34+ 0,14 0,12 + 0,03 0,36 +0,05 0,14 + 0,04 0,35 + 0,05

Lutein 1,71+0,15 1,67 £ 0,05 2,23+0,13 1,56 + 0,08 1,89 +0,17

Violaxanthin 0,30 £ 0,05 0,22 + 0,04 0,31 £ 0,02 0,20 £ 0,03 0,28 + 0,04

3-Carotin 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 0,20 £ 0,05 0,05 £ 0,02 0,18 £ 0,10
Gesamtchlorophyll 12 12 12 12 12

Chl a/b 3,48 £ 0,16 2,28 £ 0,05 6,14 + 0,07 2,59 +0,41 2,57 £ 0,32

Gesamtcarotinoide 2,41 0,3 2,06 = 0,07 3,10 £ 0,07 1,96 £ 0,13 2,7+0,22
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Die verschiedenen Lhca-Proteine unterscheiden sich allerdings nicht nur in dem Verhéltnis, in
dem sie die beiden Chl-Spezies ligieren, sondern wie bereits erwahnt auch in der gebundenen
Carotinoidmenge und -Zusammensetzung. So enthalten r-Lhca2 und r-Lhca4 insgesamt nur
zwei, r-Lhca3 insgesamt jedoch drei Car (Tab. 29). Und ob Lhcal zwei oder drei Carotinoide
ligieren kann, ist noch Gegenstand von Diskussionen (siehe Kap. E1.2). In der Kristallstruktur
von LHCIIb wurden insgesamt sogar vier Carotinoide aufgeldst (Liu et al., 2004). Die
Pigmentdaten fir r-Lhca5 ergeben einen Carotinoidgehalt von 2,7, d.h. es ist davon
auszugehen, dass das Lhca5-Apoprotein wie r-Lhca3 drei Carotinoide bindet. Ganeteg et al.
(2004) schlagen vor, dass Lhca5 eine Rolle beim Schutz des PSI vor photooxidativer
Schadigung spielt, da die Lhca5-mRNA im Gegensatz zu der anderer Lhca unter Starklicht
hochreguliert wird. Mdglicherweise kdnnte ein hoher Carotinoidgehalt dieser Funktion zu Gute
kommen. In dieser Hinsicht ware es interessant auch mit r-Lhca5 in vitro-Deepoxidationsstudien
durchzufiihren, um zu sehen wie gut sich das im r-Lhca5 gebundene Vio im Vergleich mit den
anderen r-Lhca deepoxidieren lasst. Moglicherweise liesen sich daraus weitere Rickschlisse
auf die Funktion dieses neuen LHC ziehen.

Betrachtet man die Stochiometrie der gebundenen Car so fallt auf, dass in Lhca5 wie in allen
Lhca-Proteinen Lut das am haufigsten vorkommende Xanthophyll ist. Lhca5 bindet 1,9 Lut-
Molekilen pro 12 Chl. Das ist vergleichbar mit den 1,6-2,2 Lut-Molekilen, die in den anderen r-
Lhca entdeckt wurden (Tab. 28, 29) und stimmt mit der Kristallstruktur von LHCIIb Gberein, in
der zwei Lut aufgelost wurden (Liu et al.,, 2004). Vio wird von r-Lhca5 in der gleichen sub-
stochiometrischen Menge (0,3) ligiert wie von den anderen r-Lhca-Proteinen (0,2-0,3; Tab. 29).
AulRerdem ligiert Lhca5 ebenso wie die anderen r-Lhca substdchiometrische Mengen an Neo
(0,34), einem Xanthophyll das in nativem LHCI nicht enthalten ist (siehe auch Kap. E1.1).

Fasst man die Pigmentdaten fir r-Lhcab zusammen, so bindet das Lhca5-Apoprotein Pigmente
in einer spezifischen Stdchiometrie, wobei die Anzahl der gebundenen Carotinoide und ihre
Stdchiometrie der von Lhca3 und der Chl-Gehalt dem von Lhca4 &hneln.

Lhcab bendtigt Chl b zur Bildung stabiler Pigment-Protein-Komplexe

Fir die Antennenproteine des PSII (Lhcb4, Lhcb5 und Lhcbl) sowie fur die Proteine des LHCI
konnte nachgewiesen werden, dass es vom Chl a/b-Verhéltnis des fertigen LHC abhangt,
welche Chl-Spezies fir die Rekonstitution absolut notwendig ist (Paulsen et al., 1990; Giuffra et
al., 1996; Ros et al., 1998; Schmid et al., 1998; Schmid et al., 2002a). LHC mit einem relativ
hohen Chl b-Anteil (Lhcbl, Lhcb5, Lhca2 und Lhca4) bendétigen Chl b im Rekonstitutionsansatz,
kénnen jedoch ohne Chl a rekonstituiert werden und LHC mit hohem Chl a-Anteil (Lhcb4, Lhcal
und Lhca3) haben den entgegengesetzten Chl-Bedarf.

Lhca5 fugt sich in das beschriebene Muster ein. Er weist ein relativ niedriges Chl a/b-Verhaltnis
auf, enthalt also relativ viel Chlb, und bildet keine stabilen LHC, wenn Chlb im
Rekonstitutionsansatz fehlt. Im Gegensatz dazu kénnen Chl a oder einzelne Carotinoide (Lut,
Vio, Neo) im Rekonstitutionsansatz fehlen, ohne dass dies Auswirkungen auf die Bildung oder
die Stabilitat der gebildeten LHC hatte. Damit ist der Pigmentbedarf von Lhca5 insgesamt
vergleichbar mit dem von Lhca2 (Schmid et al., 2002a). Beide Proteine kdnnen auch ohne Lut
stabile LHC bilden, wohingegen das Fehlen von Lut bei Lhcal, Lhca3 und Lhca4 zu einer stark
verringerten LHC-Ausbeute bzw. instabileren LHC fuhrt (Schmid et al., 2002a). Was den
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Carotinoidbedarf angeht gleichen Lhca2 und Lhca5 demnach Lhcbl, bei dessen Rekonstitution
Lutein ebenfalls durch andere Carotinoide ersetzt werden kann (Hobe et al., 2000; Jahns et al.,
2001).

4.0ligomerisierungsverhalten von LHCI-Proteine

Eine weitere Eigenschaft, in der sich die verschiedenen Mitglieder der Lhc-Proteinfamilie
unterscheiden, ist ihre Fahigkeit zur Bildung von Oligomeren. Wahrend LHCIIb in vivo als
gemischtes Trimer aus Lhcb1-3 vorliegt (Jackowski et al., 2001), bilden die minoren LHCII
(Lhcb4-6) lediglich Monomere (Dainese und Bassi, 1991). Von den LHCI-Proteinen ist bekannt,
dass Lhcal und Lhca4 ein stabiles Heterodimer bilden, das auch als solches isoliert bzw. in
vitro nachgebildet werden kann (Schmid et al., 1997).

4.1 Lhca5 interagiert mit Lhcal

Die mit Lhca5 durchgefuhrten Dimerisierungsexperimente fihrten zu einem interessanten
Ergebnis. Wenn Lhca5 alleine oder in Gegenwart von Lhca2, Lhca3 oder Lhca4 rekonstituiert
wurde, konnte in schwach denaturierenden Gelen und Saccharosedichtegradienten (SDG)
lediglich eine grine Bande auf Hohe der Monomerbanden der anderen Lhca-Proteine
aufgetrennt werden (Abb. 31, 35). Daraus lasst sich schlie3en, dass r-Lhcab weder stabile
Homodimere bildet, noch mit den genannten Proteinen Heterodimere formt. Rekonstituiert man
jedoch Lhca5 zusammen mit Lhcal so sind neben der FP-Bande zwei Banden zu beobachten,
von denen die untere zwar niedriger lauft als die Monomerbanden der anderen r-Lhca,
allerdings nicht mit der Lhcal/Lhca4-Dimerbande kosedimentiert. Diese Bande enthalt Lhcal
und Lhca5 in nahezu aquimolaren Mengen, woran sich auch nichts &andert, wenn das
Lhcal/Lhca5-Apoproteinverhdltnis im Rekonstitutionsansatz stark verandert wird (Abb. 36). Die
Proteinzusammensetzung der oberen Bande entspricht dagegen stets dem im Rekonstitutions-
ansatz enthaltenen Lhcal/Lhca5-Verhéltnis. Das konstante Proteinverhaltnis in der unteren
Bande lasst darauf schlieBen, dass sie durch eine Interaktion zwischen Lhcal und Lhca5
entsteht, also ein Lhcal/Lhca5-Heterodimer darstellt.

Im Vergleich zu dem Lhcal/Lhca4-Dimer scheint das Lhcal/Lhca5-Dimer allerdings eine
weniger kompakte Struktur anzunehmen, woraus eine weniger hohe Dichte resultiert, durch die
sich das unterschiedliche Laufverhalten der beiden Dimere im SDG erklaren lasst. Fir eine
weniger kompakte Faltung des Lhcal/Lhca5-Dimers spricht auch die Tatsache, dass sich die
Fluoreszenzemission des Dimers nicht von der Fluoreszenzemission der beiden Monomere
unterscheidet (Abb. 37). Im Gegensatz dazu verschiebt sich bei der Dimerisierung von Lhcal
und Lhcad das Fluoreszenzmaximum deutlich hin zu langeren Wellenlangen (Schmid et al.,
1997; Croce et al., 2002a), was auf eine durch die enge Interaktion der beiden Monomere
induzierte Pigmentumordnung zurtickgefiihrt wird. Dies wirde bedeuten, dass die Interaktion
von Lhcal und Lhca5 weniger stark ist, und keine Umordnung der Chromophore bewirkt. Auch
das fehlende Auftreten von Lhcal/Lhca5 Dimeren in schwach denaturierenden Gelen (Abb. 35)
lasst auf eine geringere Stabilitat des Lhcal/Lhca5-Dimers im Vergleich zum Lhcal/Lhca4-
Dimer schliel3en.
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Die in vitro-Interaktion von Lhca5 mit Lhcal ist ein weiteres Indiz dafir, dass es sich bei Lhca5
um einen LHC des PSI handelt. Nachdem im Vergleich mit den Gbrigen Lhca-Proteinen Lhca5
mit 47% die gro3te Sequenzidentitdt mit Lhca4, dem normalen Interaktionspartner von Lhcal,
aufweist, erscheint eine Interaktion zwischen Lhcal und Lhca5 auch am ehesten plausibel.
AuBRerdem wird in ALhca4 Pflanzen von A. thaliana die Lhca5-Proteinmenge hochreguliert, was
bedeuten konnte, dass Lhca4 unter bestimmten Umweltbedingungen durch Lhca5 ersetzt
werden kann (Ganeteg et al., 2004). Allerdings ist in diesen Pflanzen auch die Lhcal-
Proteinmenge reduziert, was darauf hindeutet, dass Lhca4 in vivo fur die Stabilitdt von Lhcal
notwendig ist, und eben nicht vollstandig durch Lhca5 ersetzt werden kann. Aul3erdem zeigen
Analysen von ALhca2 und ALhca3-Pflanzen, dass der Lhca5-Proteingehalt mit dem Gehalt an
Lhca2 korreliert, was eher darauf hindeutet, dass die Bindung von Lhca5 an PSI durch Lhca2
stabilisiert wird und nicht durch Lhcal, dessen Menge in beiden Pflanzen dem im Wildtyp
entspricht (Ganeteg et al., 2004). Einer Interaktion von Lhca5 mit Lhca2 oder Lhca3
widersprechen allerdings die in dieser Arbeit durchgefihrten MS/MS-Messungen (Tab. 22), da
durch diese Lhca5 zwar in LHCI-730-Praparationen, aber nicht in LHCI-680-Praparationen
nachgewiesen werden konnte, was wiederum die in vitro gefundene Interaktion zwischen Lhcal
und Lhca5 nahelegt.

Im Hinblick auf die Funktion von Lhca5 ware es sinnvoll nicht nur wie in Kap. E3.2
vorgeschlagen mit Lhca5-Monomeren, sondern auch mit Lhcal/Lhca5-Dimeren in vitro-
Deepoxidationsexperimente durchzufihren, um zu sehen, ob sich die Deepoxidierbarkeit des
gebundenen Vio im Zuge der Dimerisierung veréndert. Dabei ware es interessant parallel
Experimente mit dem Lhcal/Lhca4-Dimer durchzuflhren, so dass man aus eventuellen
Unterschieden zwischen den beiden Lhcal-Heterodimeren Ruckschlisse auf die unter-
schiedliche Funktion von Lhcad4 und Lhca5 ziehen konnte. In diesem Zusammenhang ware
auch die Durchflihrung von zeitaufgeldsten Fluoreszenzmessungen wie sie von Melkozernov et
al. (1998) fur das Lhcal/Lhca4-Dimer bereits vorgenommen wurden interessant, um zu
ermitteln ob die Effizienz der Energieweiterleitung unterschiedlich ist, je nachdem ob Lhcal mit
Lhca4 oder Lhca5 interagiert.

4.2 Bilden Lhca2 und Lhca3 Dimere?

Der Oligomerisierungsgrad von Lhca2 und Lhca3 in vivo ist noch nicht geklart. Es gibt sowohl
Hinweise, die fur die Formation von Homodimeren sprechen (Knoetzel et al., 1992; Jansson et
al., 1996) als auch solche, die eher auf die Bildung von Heterodimeren hindeuten (Ganeteg et
al., 2001; Croce et al., 2002a). Nimmt man die Kristallstruktur des PSI von Erbse als Grundlage,
in der nur vier LHCI-Monomere pro PSI-Core aufgeldst sind, und kombiniert sie mit Daten aus
Proteinanalysen des PSI, in denen die LHCI-Apoproteine in der Regel in nahezu gleichen
Mengen auftreten (Ballottari et al., 2004), so erscheint die Bildung eines Lhca2/Lhca3-
Heterodimers als wahrscheinlichstes Szenario.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten in vitro-Experimente zur Dimerisierung von Lhca2 und
Lhca3 fuhrten allerdings nicht zur Bildung von Dimeren. Auch durch den Zusatz von Lipiden,
und speziell PG, das fir die Trimerisierung des majoren LHCII essentiell ist (Remy et al., 1982,
NuRberger et al., 1993) und auch bei der Dimerisierung von Lhcal und Lhca4 eine Rolle spielt
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(Schmid et al.,, 1998), konnte die Bildung von Lhca2/Lhca3-Dimeren nicht induziert werden
(Abb. 16, 17). Genau so wenig konnte die Lhca2/Lhca3-Dimerisierung durch zweiwertige
Kationen vermittelt oder stabilisiert werden (Abb. 18). Ahnliche von Castelletti et al. (2003)
durchgefiihrte Versuche mit r-Lhca2 und r-Lhca3 von A. thaliana fiihrten ebenfalls nicht zur
Bildung von Lhca2/Lhca3-Dimeren. Fir eine Interaktion von Lhca2 und Lhca3 in vivo sprechen
zum einen spektroskopische Befunde, die in PSI-LHCI-Praparationen Hinweise fir das
Auftreten zweier unterschiedlicher Dimere erbrachten (lhalainen et al., 2000) und Analysen von
A. thaliana Lhca2- bzw. Lhca3-Antisense-Pflanzen, die zeigten, dass wenn eines der beiden
Proteine fehlt, auch die Menge des anderen Proteins stark reduziert ist (Ganeteg et al., 2001).
Allerdings muss die Interaktion zwischen Lhca2 und Lhca3 schwéacher sein als im Fall von
Lhcal und Lhca4, da unter Isolations-Bedingungen, bei denen das Lhcal/Lhca4-Dimer (LHCI-
730) stabil bleibt, Lhca2 und Lhca3 nur als Monomere isoliert werden kénnen, entweder als
Lhca2/Lhca3-Mischfraktion (LHCI-680, siehe Kap.21D1.1) oder als Fraktionen, in denen jeweils
eines der beiden Proteine angereichert ist (Knoetzel et al., 1992). Das Fehlschlagen der Bildung
von Lhca2/Lhca3-Dimeren oder den entsprechenden Homodimeren in vitro kénnte zum einen
ebenfalls mit einer schwachen Interaktion zwischen den LHCI-680-Proteinen erklart werden, die
dazu fuhrt, dass gebildete Dimere selbst wahrend der relativ schonenden Aufreinigung Uber
SDG-UZ zerfallen. Es ist aber auch denkbar, dass an der Dimerisierung eine bisher unbekannte
Komponente beteiligt ist, oder dass Lhca2 und Lhca3 mdéglicherweise erst interagieren, wenn
beide an den PSI-Holokomplex gebunden sind. AuRerdem besteht die Mdglichkeit, dass Lhca3
erst durch die Bindung an eine PSI-Kernuntereinheit z.B. PSI-K, fiir das von verschiedenen
Autoren eine Interaktion mit Lhca3 bereits beschrieben wurde (Jensen et al., 2000, Mosley et
al., 2002), so stabilisiert wird, dass eine Interaktion moglich ist.

Das Auftreten von zwei Monomerbanden in SDG (Abb. 16B, 18B), deren Proteinzusammen-
setzung sich durch Zugabe von Lipiden oder lonen verandert (Abb. 16C, 19) deutet darauf hin,
dass beide LHCI-680-Proteine in zwei Konformationen vorkommen kénnen, die sich durch ihre
Dichte unterscheiden. Dabei scheint r-Lhca3 allerdings instabiler zu sein als r-Lhca2, da sowohl
bei Erhéhung der lonenkonzentration als auch der Lipidmenge Lhca3 zunéchst aus der unteren
Bande verschwindet (zu erklaren dadurch, dass die Faltung des LHC ,aufgelockert* wird) und
letztendlich auch in der oberen Bande nicht mehr vorhanden ist, was bedeutet, dass der
Pigment-Protein-Komplex zerfallen ist. Die Menge an Lhca2 bleibt dagegen relativ konstant,
lediglich bei der Zugabe von 30 mM CacCl, nimmt die Menge an Lhca2 in der oberen Bande ab,
was allerdings eher auf eine Stabilisierung (kompaktere Faltung) und nicht auf einen
beginnenden Zerfall hindeutet. Auch die in vitro-Deepoxidationsexperimente deuten darauf hin,
dass r-Lhca3 weniger stabil ist als die anderen r-Lhca. Nach nochmaliger SDG-UZ des
Deepoxidationsansatzes befinden sich bei r-Lhca3 etwa zwei Drittel der Pigmente in der FP-
Bande, wahrend diese bei den anderen r-Lhca weniger als 20% ausmachte (Tab. 20).
Moglicherweise liegt die fehlende Interaktion in vitro deshalb auch an der Instabilitdt des r-
Lhca3.

Eine Moglichkeit den Oligomerisierungsgrad von Lhca2 und Lhca3 doch noch zu klaren
bestiinde darin, sowohl fur die Isolierung von nativem LHCI als auch fir die Aufreinigung von
Rekonstitutionsansatzen tber SDG-UZ Gradienten andere, mdglicherweise schonendere
Detergenzien zu verwenden (z.B. a-Dodecylmaltosid). AuRerdem ware es riickblickend sinnvoll
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gewesen, die bei der Lhcal/Lhca5-Dimerisierung durchgefiihrten Experimente mit variierenden
Apoproteinverhaltnissen auch mit Lhca2 und Lhca3 durchzufiihren. Allerdings sollte dazu zuvor
sichergestellt werden, dass die Stabilitdt der verwendeten r-LHC nicht zu sehr voneinander
abweicht. Dafur wére es sinnvoll zu klaren, ob r-Lhca3 wirklich weniger stabil ist als die anderen
r-Lhca, und wenn dem so ist, zu untersuchen woran das liegt.

5.Bedeutung der beobachteteten Lhca-Proteinvielfalt flr die Struktur
und Funktion des PSI-LHCI-Holokomplexes

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei Lhca5 um einen
funktionellen LHC des PSI handelt (Kap. E3.2), und dass in Tomate eine zweite Isoform des
Lhcad vorkommt (Kap. D4.1.4.2) AulRerdem wurde auch in anderen Studien das Auftreten von
zusatzlichen Lhca-lsoformen im PSI hoéherer Pflanzen beschrieben, darunter Isoformen von
Lhcal und Lhca2 in Tomate (Zolla et al., 2002; Huber et al., 2004). Und es gibt heue Hinweise
darauf, dass auch Lhca6 auf Proteinebene vorkommt (S. Jansson, persénliche Mitteilung).
Deshalb stellt sich die Frage, wie das Vorkommen von mindestens sechs Lhca-Apoproteinen in
Tomate (und anderen héheren Pflanzen) mit nur vier in der PSI-Struktur aufgelosten LHCI-
Monomeren in Einklang zu bringen ist. Wobei nochmals anzumerken ist, dass Lhca5 nicht nur
in A.thaliana und Tomate, sondern auch in Erbse (Harms, 2005) auf Proteinebene
nachgewiesen werden konnte, und entsprechende EST-Klone flr viele verschiedene hdhere
Pflanzen beschrieben wurden (Ganeteg et al., 2004).

In mehreren Studien mit A. thaliana-Mutanten und mit unter verschiedenen Umweltbedingungen
angezogenen Pflanzen bereits nachgewiesen, dass die Proteinzusammensetzung und die
GroRRe der PSI-Antenne variabel sind (Kap. A2.3). So kann z.B. im Rahmen der ,state-
transition“ unter state2-Bedingungen ein Teil des LHCII an das PSI angelagert werden (Allen
und Forsberg, 2001; Haldrup et al., 2001). Desweiteren wurde beobachtet, dass in Abhangigkeit
von der Lichtintensitat unterschiedliche Mengen an Lhcal und Lhca4 vorhanden sind (Bailey et
al., 2001), und fur Grana- und Stromathylakoide wurden PSI-Populationen mit unterschiedlich
grol3er Antenne beschrieben (Jansson et al., 1997). Fur die Interaktion von Lhca5 oder anderer
zusatzlicher LHC-Monomere mit dem PSI-LHCI-Holokomplex kAdmen also zwei unterschiedliche
Moglichkeiten in Betracht. Diese sind in Abb. 40 schematisch dargestellit.

Nimmt man an, dass am PSI-Kernkomplex grundsatzlich nur vier LHC-Monomere gebunden
sein kdénnen, so ware moglich, dass in unterschiedlichen PSI-Populationen, wie sie z.B. fur
Grana- und Stromathylakoide beschrieben wurden (Svensson et al., 1991), die ,normalen”
Lhca-Proteine (also Lhcal-4) teilweise durch ,neue” Proteine ausgetauscht werden kdnnen.
Wenn man davon ausgeht, dass Lhca5 auch in vivo mit Lhcal interagiert, wirde dies bedeuten,
dass Lhca4 unter bestimmten Bedingungen durch Lhca5 ersetzen werden kann. Dies konnte
z.B. unter Starklichtbedingungen der Fall sein, wenn Lhca5 im Vergleich zu den anderen Lhca-
Proteinen hochreguliert wird (Ganeteg et al., 2004). Genauso kame ein Austausch der beiden
Lhca4d-lsoformen in Betracht, wobei noch zu klaren ist, in wie weit die LHC der beiden
Isoformen sich unterscheiden.
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Ben-Shem et al. (2004) schlagen vor, dass die Bindung der einzelnen LHC an den PSI-Kern
hinsichtlich der Energielibertragung optimiert ist. Eine optimale Energieweiterleitung findet
demnach nur statt, wenn das ,richtige* LHC-Monomer an der ,richtigen* Bindungsstelle sitzt, so
dass die Chl des LHC-Monomers und die zwischen dem LHCI und dem PSI-Kern gelegenen
».gap“-Chl die richtige Position zueinander haben. Der Austausch eines LHC-Monomers gegen
ein anderes wirde damit zu einer schlechteren Energieweiterleitung zwischen LHCI und PSI-
Kern fihren. Hatte der ,falsche* LHC dann auch noch groRere Kapazitaten zur Warme-
dissipation Uberschissiger Energie, ware dieser Austausch ein Schutz vor zu hoher Licht-
einstrahlung.

Struktur des Erbsen-PS|
{Ben-Shem et al., Nature 2003)

Austausch einzelner LHC Assoziation zuséatzlicher LHC

Abb. 40: Modelle fur die Interaktion zusétzlicher LHCI-Monomere mit dem PSI-Kern. Adaptiert nach V. Schmid.
Als Grundlage dienen die Struktur des PSI aus Erbse (Ben-Shem et al., 2003) und Annahmen Uber die Struktur des
PSI von Chlamydomonas (Dekker und Horton, 2005). Die Modelle werden im Text beschrieben. Als Beispiel eines
zusatzlichen LHC-Monomers dient der in dieser Arbeit charakterisierte Lhca5 (siehe Kap. E3). Al1-a5, Lhcal-Lhcab.

Im Gegensatz zu dem ersten Modell, das von einer konstanten Anzahl von LHCI-Monomeren
pro PSI-Kern ausgeht, konnten aber auch zusatzliche LHC-Monomere an den PSI-LHCI-
Holokomplex gebunden werden, was zu PSI-Populationen mit differierender Antennengréile
fuhren wirde. Eine effektive Energieweiterleitung zwischen ,zusétzlichen* LHC-Monomeren und
dem ,regularen* LHCI bzw. dem PSI-Kern vorausgesetzt, wiirde dadurch die Anregungs-
wahrscheinlichkeit des RZ erh6ht und nicht wie im oben beschriebenem Szenario verringert.
Die zuséatzlichen LHC-Monomere kdnnten zum einen direkt an PSI-Kernuntereinheiten binden,
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oder aber indirekt Uber Interaktionen mit den vier “Standard“-LHCI mit dem PSI-LHCI-
Holokomplex assoziieren. In beiden Féllen ware zu erwarten, dass die zusatzlichen LHC-
Monomere weniger fest ligiert werden, so dass durch schnelles Andocken und Ablésen eine
Anpassung an wechselnde Lichtbedingungen gewahrleistet werden kann. Dies wirde allerdings
auch bedeuten, dass diese LHC wahrend des Isolationsprozesses leichter ,verloren“ gehen
kénnten, was wiederum erklaren wirde warum in PSI-Praparationen in der Regel immer die
gleichen vier Lhca-Proteine in anndhernd konstanter Stéchiometrie gefunden werden (Ballottari
et al., 2004), und warum in der Kristallstruktur nur vier LHCI-Monomere vorhanden sind (Ben-
Shem et al.,, 2003). Fir diese Theorie spricht auch, dass der relative Gehalt an Lhca5 in
Thylakoiden hoher ist als in daraus isoliertem PSI, und dass die Lhca5-Menge von PSI-
Praparation zu PSI-Praparation variiert (Ganeteg et al., 2004). AuRerdem wirde das auch
erklaren warum die in dieser Arbeit beobachtete Interaktion von Lhcab5 mit Lhcal schwéacher ist
als die zwischen Lhcal und Lhca4 (Kap. E4.1).

Aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen des PSI-LHCI-Holokomplex von C. reinhardtii, der
wesentlich groer ist als der hdherer Pflanzen (Kargul et al., 2003), wird auf das Auftreten einer
solchen zusatzlichen LHCI-Population geschlossen, die sozusagen in zweiter Reihe an das PSI
andockt (Dekker und Boekema, 2005). Mdglicherweise existiert diese zweite Reihe auch in
héheren Pflanzen, nur dass hier die Interaktionen schwécher sind und deshalb in der Regel
nach der PSl-Isolation nur die vier ,fest* gebundenen LHCI-Proteine gefunden werden. Neben
dieser indirekten Assoziation Uber andere LHC-Monomere wird von Dekker und Boekema
(2005) fur C. reinhardtii auch eine zusatzliche direkte LHC-Bindungstelle zwischen den PSI-A-,
PSI-K- und PSI-L-Untereinheiten beschrieben, und die Autoren behaupten, dass auch in der
Struktur des PSI hoherer Pflanzen (Ben-Shem et al., 2003) an dieser Position ,Platz" fur die
direkte Bindung eines zusétzlichen LHC-Monomers an den PSI-Kern ist. Dies entsprache damit
der oben erwahnten ,direkten“ Bindung zusatzlicher LHC-Monomere an den PSI-Kern.

Abgesehen davon ob und wie zusatzliche LHC-Monomere an das PSI binden, lasst sich
aufgrund der Ergebnisse der Pigmentbindungsuntersuchungen (siehe Kap. E1) auch dariber
spekulieren, warum es Uberhaupt unterschiedliche Lhca-Proteine gibt.

Fasst man diese Ergebnisse zusammen so fallt auf, dass die beiden Lhca-Proteine, die in
einem LHCI-Subkomplex enthalten sind, jeweils unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. So
besitzt jeweils eines der LHC-Monomere (Lhcal bzw. Lhca3) ein relativ hohes, das andere
(Lhca2 bzw. Lhca4) ein relativ niedriges Chl a/b-Verhaltnis, so dass bei einem Mangel an einer
der beiden Chl-Arten nicht alle LHCI-Monomere gleichstark betroffen sind. AuRerdem ist jeweils
ein LHC mit langwellig fluoreszierenden Chl enthalten, dessen Vio zudem relativ gut
deepoxidiert werden kann (Lhca3 und Lhca4), und der somit mdglicherweise eine Rolle bei der
Energieweiterleitung an den PSI-Kern und der Photoprotektion Gbernimmt. Dagegen weist das
andere LHC-Monomer einer LHCI-Subfraktion keine oder nur eine geringe langwellige
Fluoreszenz auf, und nur ein kleiner Teil des darin gebundenen Vio kann deepoxidiert werden
(Lhcal und Lhca2). AuBBerdem ist jeweils ein LHC-Monomer mit drei (Lhcal und Lhca3) und
eines mit zwei Carotinoiden enthalten (Lhca2 und Lhca4), wobei das dritte Carotinoid wohl in
unterschiedliche Bindungstellen gebunden wird und die Menge der gebundenen Carotinoide
nichts Uber die Stabilitat des jeweiligen LHC aussagt. So scheinen Lhca4 mit zwei Carotinoiden
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und Lhca3 mit drei Carotinoiden beide instabiler zu sein, als Lhcal mit drei Carotinoiden und
Lhca2 mit zwei Carotinoiden. Castelletti et al. (2003) vermuten, dass diese Instabilitat von einer
aufgelockerten Konformation herrihrt, die wiederum fir die Ausbildung der zur langwelligen
Fluoreszenz fihrenden Pigmentinteraktion notig ist.

Aufféllig ist weiterhin, dass in keinem der Lhca-Proteine die Auspragung und Kombination der
untersuchten Parameter (Chl-Préaferenz, Carotinoidgehalt, Fluoreszenz und Deepoxidierbarkeit)
identisch mit der Auspragung und Kombination in einem der anderen Lhca-Proteine ist. Man
kdénnte sich deshalb vorstellen, dass die unterschiedliche Kombination dieser Merkmale bei
jedem der vier LHCI-Monomere dazu fihrt, dass schon durch leichte Veranderungen der LHCI-
Proteinzusammensetzungen eine Reaktion auf sich &ndernde Lichtbedingungen geschaffen
werden kann, was wiederum zu dem zu Beginn dieses Abschnitts beschriebenen Modell passt,
bei dem einzelne LHCI-Monomere des PSI-LHCI-Holokomplexes gegeneinander ausgetauscht
werden kénnen.
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F Zusammenfassung

Die beiden an der Lichtreaktion der Photosynthese beteiligten Photosysteme (PS) bestehen
jeweils aus einem Kernkomplex, in dem sich die Ladungstrennung vollzieht, und einer Licht-
sammelantenne, durch die der Absorptionsquerschnitt erhéht wird. Die Lichtsammelantenne
des PSI (LHCI) ist hinsichtlich ihrer Protein- und Pigmentzusammensetzung weniger gut unter-
sucht als die des PSII, da die LHC des PSI in der Thylakoidmembran in geringerer Menge vor-
kommen als z.B. der LHCIIb. AuRBerdem lassen sich Komponenten des LHCI nur als Misch-
fraktionen isolieren. Diese beiden Subkomplexe werden aufgrund ihres Fluoreszenzmaximums
als LHCI-680 und LHCI-730 bezeichnet und enthalten entweder monomeren Lhca2 und Lhca3
(LHCI-680) oder ein Heterodimer aus Lhcal und Lhca4 (LHCI-730). Allerdings gab es Hinweise
darauf, dass Lhca2 und Lhca3 in vivo ebenfalls Dimere bilden. In Genomanalysen wurden
neben Genen, die fir die vier Standard-Lhca-Proteine (Lhcal-4) codieren, noch weitere
potentielle Ihca-Gene gefunden. Auf Proteinebene wurden zusétzliche Lhca-Proteine bisher
jedoch noch nicht beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb zunadchst die Isolation von nativen LHCI-
Subkomplexen optimiert und deren Pigmentzusammensetzung untersucht. Zusatzlich wurde die
Pigmentbindung analysiert sowie das Pigment/Protein-Verhaltnis bestimmt. AuRerdem wurden
mit rekombinantem Lhca2 und Lhca3 in vitro-Rekonstitutionsexperimente durchgefiihrt, um
deren Dimerisierungsverhalten zu untersuchen.

Die Analyse der Proteinzusammensetzung des LHCI erfolgte mittels einer Kombination aus ein-
oder zweidimensionaler Gelelektrophorese mit Westernblotanalysen mit Lhca-Protein-
spezifischen Antikdrpern und massenspektrometrischen Untersuchungen. Dabei stellte sich
heraus, dass der LHCI mehr Proteine bzw. Proteinisoformen enthlt als bisher vermutet. So
gelang durch die massenspektrometrischen Untersuchungen die Identifizierung zweier bisher
noch nicht nachgewiesener Lhca-Proteine. Bei diesen handelt es sich um eine Isoform des
Lhca4 (das Genprodukt des fur Tomate beschriebenen cab12-Gens) und ein zusatzliches Lhca-
Protein, das als Tomaten-Homolog des Lhca5 von Arabidopsis thaliana identifiziert wurde.
AulRerdem wurden in 1D-Gelen Isoformen von Lhca-Proteinen mit unterschiedlichem
elektrophoretischen Verhalten beobachtet. In 2D-Gelen trat zusatzlich eine grof3e Anzahl an
Isoformen mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten auf. Es ist zu vermuten, dass
zumindest ein Teil dieser Isoformen physiologischen Ursprungs ist, und z.B. durch differentielle
Prozessierung oder posttranslationale Modifikationen verursacht wird, wenn auch die
Spotvielfalt in 2D-Gelen wohl eher auf die Probenaufbereitung zurtickzufihren ist.

Mittels in vitro-Rekonstitution mit anschlieBenden biochemischen Untersuchungen und
Fluoreszenzmessungen wurde nachgewiesen, dass Lhca5 ein funktioneller LHC mit
spezifischen Pigmentbindungseigenschaften ist. AuRerdem zeigten in vitro-Dimerisierungs-
experimente eine Interaktion zwischen Lhcal und Lhca5, wodurch dessen Zugehdrigkeit zur
Antenne des PSI gestutzt wird. In vitro-Dimerisierungsexperimente mit Lhca2 und Lhca3 fuhrten
dagegen nicht zur Bildung von Dimeren. Dies zeigt, dass die Interaktion in potentiellen Homo-
oder Heterodimeren aus Lhca2 und/oder Lhca3 schwéacher ist als die zwischen Lhcal und
Lhcad oder Lhca5. Die Fluoreszenzemission der Lhca5-Monomere und Lhcal/Lhca5-Dimere
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wies kaum Unterschiede auf, und auch in Anregungsspektren traten nur geringe Abweichungen
auf. Dies deutet darauf hin, dass es durch die Interaktion von Lhcal und Lhca5 nicht zu einer so
starken Pigmentumordnung kommt, wie sie bei der Lhcal/Lhca4-Dimerisierung beobachtet
wurde.

Die beobachtete Proteinheterogenitdt deutet daraufhin, dass die Antenne des PSI eine
komplexere Zusammensetzung hat als bisher angenommen. Fur die Integration ,neuer” LHC in
den PSI-LHCI-Holokomplex werden zwei Modelle vorgeschlagen: geht man von einer festen
Anzahl von LHCI-Monomeren aus, so kann sie durch den Austausch einzelner LHC-Monomere
erreicht werden. Als zweites Szenario ist die Bindung zusatzlicher LHC vorstellbar, die
entweder indirekt Uber bereits vorhandene LHC oder direkt Uber PSI-Kernuntereinheiten mit
dem PSI interagieren.

In Hinblick auf die Pigmentbindung der nativen LHCI-Subfraktionen konnte gezeigt werden,
dass sie Pigmente in einer spezifischen Stdchiometrie und Anzahl binden, und sich vom LHCIIb
vor allem durch eine verstarkte Bindung von Chlorophyll a, eine geringere Anzahl von
Carotinoiden und die Bindung von R-Carotin an Stelle von Neoxanthin unterscheiden. Der
Vergleich von nativem LHCI mit rekonstituierten Lhca-Proteinen ergab, dass Lhca-Proteine
Pigmente in einer spezifischen Stochiometrie binden, und dass sie Carotinoidbindungsstellen
mit flexiblen Bindungseigenschaften besitzen, wie sie auch schon fir LHCII-Apoproteine
beschrieben wurden. Zusétzlich ergab der Vergleich des Fluoreszenzspektrums von nativem
LHCI-680 mit denen von rekonstituiertem Lhca2 und Lhca3, dass sich die LHCI-680-
Fluoreszenz aus der Fluoreszenz der Lhca2- und Lhca3-Monomere zusammensetzt, und dass
die vorhandene langwellige Fluoreszenz auf Lhca3 zuriickzufihren ist.

Auch Uber die Umwandlung des an die einzelnen Lhca-Proteine gebundenen Violaxanthins
(Vio) im Xanthophyllzyklus war nur wenig bekannt. Deshalb wurden mit Hilfe eines in vitro-
Deepoxidationssystems sowohl native als auch rekonstituierte LHCI hinsichtlich ihrer
Deepoxidationseigenschaften untersucht und der Deepoxidationsgrad von in Vvivo
deepoxidierten Pigment-Protein-Komplexen bestimmt.

Aus den Deepoxidationsexperimenten konnte abgeleitet werden, dass in den verschiedenen
Lhca-Proteinen unterschiedliche Carotinoidbindungsstellen besetzt sind. Aul3erdem bestétigten
diese Experimente, dass der Xanthophyllzyklus auch im LHCI auftritt, wobei jedoch ein
niedrigerer Deepoxidationsgrad erreicht wird als bei LHCII. Dies konnte durch in vitro-
Deepoxidationsversuchen auf eine geringere Deepoxidierbarkeit des von Lhcal und Lhca2
gebundenen Vio zuriickgefuhrt werden. Damit scheint Vio in diesen Lhca-Proteinen eher eine
strukturelle Rolle zu Ubernehmen. Unterstellt man Zeaxanthin auch im PSI eine photoprotektive
Funktion, so wére diese folglich auf Lhca3 und Lhca4 beschrénkt. Damit enthalt jede LHCI-
Subfraktion ein LHC-Monomer mit langwelliger Fluoreszenz, das mdglicherweise am Licht-
schutz beteiligt ist.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen der Pigmentbindung, der Deepoxidierung und der
Fluoreszenzeigenschaften, dass sich die verschiedenen Lhca-Proteine in einem oder mehreren
dieser Parameter unterscheiden. Dies lasst vermuten, dass schon durch leichte Veranderungen
in der Proteinzusammensetzung des LHCI eine Anpassung an unterschiedliche Licht-
verhaltnisse erreicht werden kann.
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Anhang

Anhang

Nucleotid- und Aminosaureseguenzen

Lycopersicon esculentum

Lhcal—-matur

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

Met Ser Ala Asp Trp  Met Pro Gly Gin  Pro Arg Pro  Ser Tyr Leu Asp Gly
ATGTCAGCTG ATTGGATGCC CGGGCAGCCC CGTCCATCTT ACCTCGACGG 50

Ser Ala Pro Gly Asp Phe Gly Phe Asp Pro Leu Gly Leu Gly Glu Val Pro

CTCAGCCCCC GGAGATTTTG GATTTGATCC ACTTGGTTTA GGAGAAGTAC 100

Ala  Asn Leu Glu  Arg  Tyr Lys Glu  Ser Glu Leu lle His Cys Arg Trp

CTGCAAATTT GGAAAGATAC AAAGAATCTG AACTTATTCA TTGCAGATGG 150

Ala  Met Leu Ala Val  Pro Gly lle lle  WVal Pro  Glu Ala Leu Gly Leu  Gly
GCTATGCTTG CTGTTCCCGG AATCATAGTA CCAGAAGCAT TGGGCTTAGG 200

Asn  Trp Val lys Ala  Gin Glu Trp  Ala Ala lle Pio  Gly Gly Gin. Ala Thr

TAATTGGGTC AAGGCCCAAG AATGGGCAGC CATTCCTGGT GGACAAGCTA 250

Tyr  Leu Gly Gin, Pro Val Pro  Trp  Gly Thr Leu Pro Thr lle  Leu Ala
CATATTTGGG CCAGCCTGTT CCATGGGGAA CACTTCCTAC TATTTTGGCT 300

lle Glu Phe Leu Ala le Ala Phe Val Glu His  GIn  Arg Ser  Met Glu Lys

ATTGAATTTT TAGCCATAGC CTTTGTAGAA CACCAAAGGA GTATGGAAAA 350

Asp  Ser Glu lys Lys Lys Tyr Pro  Gly Gly Ala  Phe Asp Pro Leu, Gly Tyr

AGATTCAGAA AAGAAGAAGT ATCCTGGTGG GGCTTTTGAC CCATTGGGTT 400

Ser Lys Asp Pro  Ala Lys Phe Glu  Glu Leu Lys Val Lys Glu lle Lys
ACTCTAAAGA CCCTGCTAAA TTTGAAGAAC TCAAAGTTAA GGAAATCAAG 450

Asn  Gly Arg Leu Ala  Leu Leu Ala  Phe Vval Gly Phe Cys Val Gin GIn Ser

AATGGTCGTC TTGCATTGTT GGCATTTGTG GGATTTTGTG TACAACAATC 500

Ma Tyr  Pro Gly Thr Gly Pro Leu Glu Asn Leu Ala  Thr His  Leu Ala Asp

AGCATATCCA GGAACAGGAC CATTGGAGAA CTTGGCAACT CACTTGGCTG 550

Pro  Trp His  Asn  Asn e Gly Asp Val lle lle, Pro Lys Gly lile  Phe
ACCCATGGCA CAACAACATT GGGGATGTTA TTATCCCTAA AGGCATTTTC 600

Pro  Asn

CCTAAT 650
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Anhang

Lhca2—matur

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

Val Ala Ala Asp Pro  Asp  Arg Pro Leu Trp Phe Pro  Gly Ser Thr Pro  Pro

GTTGCTGCAG ACCCTGACAG ACCCCTCTGG TTCCCTGGCA GCACCCCACC 50

Pro  Trp  Leu Asp Gly Ser Leu Pro Gly Asp Phe Gly Phe Asp  Pro Leu Gl

TCCATGGCTT GATGGCAGCC TTCCCGGAGA CTTCGGTTTC GATCCTCTTG 100

Leu Ala Ser Asp  Pro  Glu Ser Leu Arg Trp Asn  Gin Gin Ala  Glu Leu
GTCTAGCATC TGATCCAGAG AGCTTGAGAT GGAACCAACA GGCAGAACTT 150

Val His Cys Arg Trp  Ala Met Leu Gly Ala Ala  Gly lle Phe e Pro,  Glu

GTACACTGCA GATGGGCAAT GTTGGGAGCT GCAGGAATTT TCATTCCAGA 200

Leu Leu Thr Lys lle Gly lle Leu  Asn Thr Pro  Ser Trp Tyr  Thr  Ala Gly

ATTACTCACA AAAATTGGAA TACTTAACAC ACCTTCATGG TACACTGCTG 250

Glu  Gin Glu Tyr  Phe Thr Asp  Thr  Thr Thr Leu Phe lle Val  Glu Leu

GTGAACAAGA ATATTTCACG GACACAACAA CTCTCTTCAT CGTTGAATTG 300

Val  Leu lle Gly Trp  Ala Glu Gly Arg Arg Trp  Ala  Asp lle lle Lys Pro
GTACTTATTG GTTGGGCTGA GGGAAGAAGA TGGGCAGATA TCATCAAGCC 350

Gly Cys Val Asn  Thr  Asp Pro lle  Phe  Pro  Asn  Asn Lys Leu Thr Gly Thr

TGGATGCGTT AACACGGATC CAATCTTCCC TAACAACAAG CTCACGGGGA 400

Asp  Val Gly Tyr  Pro  Gly Gy Leu T Phe  Asp Pro Leu Gly Trp Gly

CAGATGTTGG TTATCCTGGA GGTTTATGGT TTGATCCCTT GGGTTGGGGT 450

Ser Gly Ser Pro Ala Lys lle Lys Gl Leu Arg Thr  Lys Glu lle Lys Asn

TCGGGTTCAC CTGCAAAGAT AAAGGAGTTG AGGACAAAGG AGATTAAGAA 500

Gly Arg Leu Ala  Met Leu Ala val  Met Gly Ala  Trp Phe Gin  His lle Tyr

CGGTAGACTT GCTATGTTAG CCGTTATGGG TGCATGGTTC CAACACATTT 550

Thr  Gly Thr Gly Pro lle Asp  Asn  Leu Phe Ala  His Leu Ala  Asp Pro

ACACTGGAAC AGGCCCTATT GATAACCTAT TTGCTCACCT AGCTGATCCT 600

Gly  His  Ala Thr lle Phe Ala Ala  Phe Ser Pro  Lys

GGTCATGCCA CTATTTTTGC TGCATTCAGT CCCAAGTGA 650
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Anhang

Lhca3—matur

+1

+1

+1

+1

+1

1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

Ala  Ser Thr Pro Pro  Val Lys Gin  Gly Ala Asn  Arg  Gin Leu Trp  Phe  Ala
GCTTCCACTC CACCAGTCAA GCAAGGAGCA AATAGGCAAC TCTGGTTTGC 50

Ser Lys Gin Ser Leu Ser Tyr Leu Asp Gly Arg  Leu Pro Gly Asp Phe Gly
ATCCAAACAA AGCCTTTCAT ACTTGGATGG AAGGCTTCCC GGTGACTTTG 100

Phe Asp Pro Leu Gly Leu Ser Asp Pro Glu Gly  Thr Gly Gly Phe lle

GTTTTGATCC CTTGGGACTC TCGGACCCTG AAGGCACAGG AGGTTTCATC 150

Glu  Pro Lys Trp Leu Ala Tyr Gly Glu Val lle  Asn  Gly Arg Phe Ala  Met

GAGCCGAAAT GGCTAGCATA TGGCGAGGTC ATCAATGGTC GGTTCGCCAT 200

Leu Gly Ala Ala  Gly Ala lle Ala  Pro Glu lle Leu  Gly Lys Ala Gly Leu

GTTAGGAGCT GCAGGGGCAA TAGCACCAGA GATTCTTGGA AAAGCTGGTC 250

lle Pro Gin Glu  Thr  Ala Leu Ala Trp Phe Gin  Thr Gly Val lle  Pro

TCATCCCACA AGAAACAGCA CTTGCATGGT TCCAAACTGG TGTTATCCCA 300

Fro Ala Gly Thr Tyr  Asn Tyr Trp Ala  Asp Asn  Tyr  Thr Leu Phe Val Leu

CCAGCAGGAA CATACAACTA CTGGGCTGAC AATTACACAT TGTTTGTTCT 350

Glu  Met Ala Leu Met Gly Phe Ala  Glu His Arg  Arg Phe Gin  Asp Trp Ala

TGAAATGGCA CTCATGGGCT TTGCTGAGCA CAGGAGATTC CAAGATTGGG 400

Lys Pro Gly Ser  Met Gly Lys  Gin  Tyr Phe Leu Gly Leu Glu  Lys Gly

CCAAACCTGG TTCAATGGGG AAACAATACT TCTTGGGTCT TGAAAAGGGT 450

Leu Gly Gly Ser Gly Asp Pro Ala  Tyr  Pro Gly Gly Pro Leu Phe Asn  Pro

TTGGGTGGGT CAGGTGATCC AGCATACCCA GGTGGCCCAT TGTTTAACCC 500

Leu Gly Phe Gly Lys Asp Glu Lys Ser Met Lys Glu Leu Lys Leu Lys Gl

ACTTGGATTT GGAAAAGATG AAAAGTCTAT GAAGGAATTG AAGCTTAAGG 550

lle Lys Asn Gly Arg Leu Ala  Met Leu Ala lle Leu Gly Tyr  Phe lle
AGATTAAGAA CGGAAGACTT GCTATGTTGG CTATTTTGGG ATACTTTATT 600

Gin  Ala Leu Val Thr  Gly Val Gly Pro  Tyr Gin  Asn  Leu Leu Asp His Leu

CAAGCATTGG TTACTGGTGT TGGACCTTAC CAAAACCTTC TTGATCATTT 650

Ala  Asp Pro Val  Asn  Asn  Asn Val  Leu Thr Ser Leu Lys Phe His

GGCTGATCCA GTAAACAACA ATGTCTTGAC TAGTCTCAAG TTTCACTAA 700
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Anhang

Lhcad4—matur

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

Lys Lys Gly Glin Trp Leu Pro Gly Leu  Ala Ser Pro  Asp Tyr Leu Asp Gly

AAGAAAGGTC AATGGCTTCC TGGCTTAGCC TCTCCTGATT ATCTTGATGG 50

Ser Leu Pro Gly Asp Asn Gly Phe Asp Pro Leu Gly Leu Ala  Glu Asp Pro

CAGTCTCCCA GGAGACAATG GTTTTGATCC ATTGGGACTT GCGGAGGACC 100

Glu  Asn Leu Lys Trp Phe lle Gin Ala Glu Leu Val Asn Gly Arg Trp
CAGAGAACTT GAAATGGTTC ATCCAGGCTG AACTGGTGAA TGGTCGTTGG 150

Ala  Met Leu Gly Val  Ala Gly Met Leu Leu Pro  Glu Val Phe Thr  Ser lle

GCTATGTTGG GTGTTGCAGG GATGCTGTTG CCTGAAGTTT TCACTAGCAT 200

Gly lle Leu Asn  Val Pro Lys Trp,  Tyr Asp Ala  Gly Lys Ser Glu  Tyr Fnhe

TGGGATACTT AATGTGCCCA AATGGTACGA TGCTGGAAAA TCAGAGTACT 250

Ala  Ser Ser Ser Thr Leu Phe  Val lle Glu Phe lle Leu  Phe His Tyr

TTGCATCATC ATCCACCCTG TTTGTGATCG AGTTCATCTT GTTCCACTAC 300

Val  Glu lle Arg Arg  Trp Gln Asp lle Lys Asn  Pro  Gly Ser Val  Asn  Gin
GTCGAGATCA GAAGGTGGCA AGACATTAAG AACCCAGGAA GTGTCAACCA 350

Asp Pro lle Phe Lys Asn Tyr Ser Leu Pro Pro  Asn Lys Cys Gly Tyr Pro

AGACCCTATC TTCAAGAACT ACAGCTTGCC TCCTAATAAA TGTGGATACC 400

Gly Gly lle Phe Asn  Pro Leu Asn Fhe Ala Pro Thr Glu Glu  Ala Lys

CTGGTGGTAT TTTCAACCCA CTCAACTTTG CACCAACTGA AGAGGCCAAG 450

Glu Lys Glu Leu Ala  Asn Gly Arg  Leu Ala Met Leu Ala Phe Leu Gly Phe
GAGAAGGAAC TTGCTAATGG GAGATTGGCT ATGTTGGCAT TTTTGGGATT 500

lle Val  Gin His Asn  Val Thr Gly Lys Gly Pro Phe Asp Asn  Leu Leu GIn

TATAGTGCAG CACAATGTGA CTGGGAAGGG ACCTTTTGAC AACCTTCTGC 550
His Leu Ser Asp Pro T His  Asn  Thr lle lle  GIn Thr Leu Ser Asn

AGCACCTCTC TGACCCATGG CACAACACCA TCATCCAAAC ACTCAGCAAC 600

TAG 650
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Lhca5—precursor

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

Met Glu lle Ala Val  Gly Arg Ser Phe Gin Val  Leu Thr Leu Leu Ser Gly

ATGGAGATTG CAGTGGGTAG AAGTTTCCAA GTTTTGACAT TATTGTCTGG 50

Ser Ser Phe His Gly Lys Ser le Arg Arg Thr, Cys Val Lys Gly Phe Asn

TTCATCTTTT CATGGAAAGA GTATACGTAG AACTTGTGTA ABAGGATTTA 100

Ser Thr Arg Ala  Arg Lys Gly His Ser Leu Thr  Pro Leu Ala Gin Ala

ATTCGACTAG AGCTAGAAAA GGACATTCTC TAACACCTCT GGCTCAAGCT 150

His Gin  Arg Pro Thr T Leu Pro. Gly Leu Asp  Pro  Pro Pro His Leu Asp
CACCAAAGGC CAACATGGCT TCCTGGCCTT GACCCTCCAC CTCATCTTGA 200

Gly Thr Leu Ala  Gly Asp Phe Gly Phz  Asp Pro Leu Gly Leu Gly Glu Asp
TGGAACTCTT GCTGGAGATT TTGGTTTTGA TCCACTAGGA CTTGGAGAGG 250

Pro  Glu Ser Leu Lys Timp Tyr  Va Gin Ala Glu  Leu Val His Ala Arg
ATCCTGAAAG TTTGAAATGG TATGTACAAG CAGAACTTGT TCATGCCCGC 300

Phe Ala Met Ala Gly  Val Ala Gly lle Leu Leu Thr Asp Leu Leu Arg Val

TTCGCCATGG CTGGGGTTGC TGGAATACTT TTAACTGATT TGCTTCGTGT 350

Thr  Arg le Arg  Asp Leu Pro Val  Trp Tyr Glu Ala Gly Ala  Thr Lys Phe
CACTCGAATA AGGGATTTGC CAGTGTGGTA TGAAGCAGGA GCTACAAAAT 400

Asn  Phe Ala Ser Thr Thr Thr  Leu Leu le le Gir Leu Leu, Leu Mel

TTAACTTTGC CAGCACAACG ACTCTGCTCA TCATTCAACT ATTATTGATG 450

Gly Phe Val Glu Thr  Lys Arg Tyr  Met Asp Phe Leu His Pro Gly Ser Gin

GGGTTCGTTG AAACAAAAAG GTACATGGAT TTTCTTCATC CTGGCTCTCA 500

Ala  Lys Pro Gly Ser Phe Phe Gly Leu Glu Ala Ala Leu Glu  Gly Leu Glu

AGCAAAACCT GGATCTTTTT TTGGACTAGA AGCTGCACTG GAAGGCCTTG 550

Pro  Gly Tyr Pro  Gly Gly Pro  Leu Leu Asn Pro  Leu Gly lle Gly Lys

AACCAGGGTA TCCAGGTGGT CCTTTATTGA ATCCTCTTGG AATTGGAAAA 600

Asp lle  Lys Asn Ala  Lys Asp Trp Lys Leu Lys Gl lle Lys Asn Gly  Arg
GCATATCAAGA ATCCTAAAGA CTGGAAACTG AAAGAGATTA AAAACGGACG 650

Leu Ala Met Val Ala  Met Leu Gly lle Phe Val GIn Ala Ser Val Thr His
CCTAGCTATG GTGGCTATGC TTGGTATCTT CGTTCAGGCT TCTGTTACTC 700

Val Gly Pro lle  Asp Asn Leu lle Asp His Leu Ser  Asn Pro Trp His
ATGTTGGTCC TATTGACAAT CTGATCGATC ATCTCTCCAA TCCATGGCAC 750

Lys Thr lle Leu Gin Thr lle Alz  Ala  Ser Ser Ser

AAAACCATTC TTCAAACCAT TGCTGCATCG AGTTCTTGA 800
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Met Ala Vval Val Leu Arg Gly Gly lle  Thr Gly Gly Phe  Leu His His  Arg
ATGGCCGTAG TTTTACGTGG AGGCATCACC GGAGGATTTC TTCACCATCG 50

Arg Asp Ala Ser Ser Val le Thr  Arg Arg lle Ser  Ser Val  Lys Ala  Ala

TCGTGACGCT TCATCCGTCA TCACAAGAAG AATCTCATCC GTCAAAGCCG 100

Gly Cly Gly lle Asn Pro Thr  Val  Ala Val Glu Arg Ala Thr Trp Leu
CAGGAGGAGG CATCAACCCA ACGGTGGCTG TTGAACGTGC CACGTGGCTA 150

Pro. Gly Leu Asn Pro. Pro Pro Tyr  Leu Asp Gly  Asn  Leu Ala Gly Asp Tyr

CCTGGACTAA ACCCTCCTCC TTATCTTGAT GGAAATTTAG CTGGAGATTA 200

Gly Phe Asp Pro Leu Gly Leu Gly Glu Asp Pro  Glu Ser Leu Lys Trp Tyr
CGGGTTTGAC CCACTCGGGT TAGGAGAGGA TCCGGAAAGC TTGAAGTGGT 250

Val  GIn Ala Glu  Leu Val His  Ser Arg Phe Ala  Met Leu Gly Val Ala

ATGTTCAAGC AGAGCTTGTT CACTCTCGTT TCGCTATGCT CGGTGTTGCA 300

Gly lle Leu Phe Thr  Asp Leu Leu Arg Thr Thr  Gly e Arg Asn  Leu  Fro
GGAATACTCT TCACTGATCT CCTTCGGACC ACAGGGATTC GTAATTTACC 350

Val Trp Tyr Glu  Ala Gly Ala Val  Lys Phe Asp  Phe Ala Cys Thr Lys Thr

GGTTTGGTAT GAAGCTGGAG CTGTGAAATT TGATTTTGCT TGTACAAARAA 400

Leu e Val Val  GIn  Phe Leu Leu Met Gly Phe Ala Glu  Thr Lys Arg
CTCTCATAGT TGTACAGTTT CTACTTATGG GGTTTGCTGA GACTAAAAGG 450

Tyr Met Asp Phe Val Ser Pro Gly. Ser Gin Ala  Lys Glu Gly Ser Phe Phe
TATATGGATT TTGTCTCTCC GGGATCACAA GCCAARAGAAG GATCGTTTTT 500

Phe Gly Leu Glu  Ala  Ala Leu Glu  Gly Leu Glu  Pro Gly Tyr Pro Gly Gly
CTTTGGACTT GAAGCAGCAC TCGAGGGGCT CGAGCCTGGA TATCCCGGAG 550

Pro Leu Leu Asn Pro  Leu Gly Leu Ala Lys Asp Val Gin Asn  Ala His
GACCGCTTTT AAACCCATTA GGCCTTGCTA AGGATGTTCA AAATGCTCAT 600

Asp Trp Lys Leu Lys Glu lle Lys Asn Gly Arg  Leu Ala Met Met  Ala Met

GACTGGAAGC TTAAGGAGAT CAAGAACGGT CGTCTAGCGA TGATGGCGAT 650

Leu Gly Phe Phe Val Gin Aa Ser Val Thr His  Thr Gly Pro lle  Asp Asn
GCTCGGGTTC TTTGTTCAAG CCTCTGTGAC TCACACTGGC CCTATTGATA 700

Leu Vval Glu His Leu Ser Asn  Pro Trp His Lys Thr le e  Gin Thr

ACCTTGTTGA GCATCTCTCT AATCCATGGC ATAAGACCAT CATTCAAACC 750

Leu Phe Thr Ser Thr  Ser
CTCTTCACCT CTACATCTTA G 800
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