Ursachen der unterschiedlichen
Oligomerisierung von
Lichtsammelproteinen

Dissertation zur Erlangung des Grades
Doktor der Naturwissenschaften

am Fachbereich Biologie
der Johannes Gutenberg-Universitat
in Mainz

Dominik Corbet
geboren am 12.01.1976 in Landau i. d. Pfalz, Deutschland

Mainz, 2008



Dekan:
1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der mundlichen Prufung: 24.10.2008



meiner lieben Familie



INHALT

A EINLEITUNG ... 1
1 Oxygene Photosynthese und Aufbau der Thylakoidmembran............ 1
2 Struktur des PhotosSystem l.........coooeiiiiiiiiii e 2
2.1 AUDAU AES LHCI ... ..t 3
3 Struktur des Photosystem l........ccoooviiiiiiiiiicecs e 4
3.1 Aufbau und Dynamik der PSI-ANENNE .........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeee 5
4 Struktur eines monomeren LHCS...........ccooooiiiiii e, 5
5 Eigenschaften monomerer, dimerer und trimerer LHCs ..................... 6
5.1 Das Heterodimer LHCI-730........iiiiieiiiieiieiie e e e e eeeaan e e e e e e aaennns 7
5.2 DasS THMEr LHCII ... e e e 8
5.3 Das MoNOMEI CP29.... ... e eaaas 11
6 Proteinfaltung und Assemblierung .........ccooovviiiiiiiiii 12
T Fragestellung ........coooiiiiiiii e 15
B MATERIAL.....c e 16
1 Chemikalien und Reagenzien ..........cccooveviiiiiiiiiii e 16
P €T - | P 16
3 Datenbanken und SOftWare ...........cooeuiiiiiiiiiiiii e 18
4 Molekularbiologische und proteinbiochemische Arbeitmaterialien....18
4.1 EXPreSSIONSVEKIOIEIN .. ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiiitiib bbb seseeeeeeennnene 18
4.2 BaKIerenStAmMIME .......ouuiiiiiii e 20
4.3 DINA-STANUGAITAS .....eeeiiiiieeiiiiiee et e e e e e e e e e s 20
4.4 ProteiNMATKEY ......ooiiiiii e e e e e e e e e e 21
T [0 1 PSPPI 22
C METHODE.... .o 23
1 Mikro- und molekularbiologische Methoden .............cccceevieviiiiinnene, 23
1.1 BaKterieNanZUCKL .........oouiiiiii i e e e e e 23
1.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen ..., 24
1.3 Herstellung von E. coli-Dauerkulturen.............oooooeeeeeeeeeeeeeeeeee 24
1.4 Agarose-GeleleKrOpNOreSE .......cooouiiuiiiiiii e 25
1.5 Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli-Zellen ...........ccccoooeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen, 26

1.5.1 Plasmid-Mini-Praparationen bis 20 pg DNA-Ausbeute............c.ccccevvvvevveennnnn, 26



1.5.1.1 Isolation mittels “Wizzard™ Plus DNA Purification System®“............ccccooeveieveneneeneeeeene 26

1.5.1.2 Isolation mittels “GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit® ...........ccooiroievieieniccecteeeeeeeee s 27
1.5.2 Plasmid-Midi-Praparation bis 100 g DNA-Ausbeute ............cccevviiiii e, 27
1.6 DNA-QUANIIZIEIUNG c.coeeeeeeeeeeeeeeee e 28
1.6.1 Photometrische Quantifizierung doppelstrangiger DNA ............oovvivviiviiiiieeeiieeeeeeeee, 28
1.6.2 Grobe DNA-Schatzung via Agarose-Gelelektrophorese-Standards......................... 28
1.7 Polymerase-Kettenreaktion zur Herstellung der verwendeten Mutanten ........ 29
1.7.1 Identifikation und Umklonierung von lhc-Genen aus einer cDNA-Plasmidbank....... 29
1.7.2 Herstellung von Einzel-, Bereichs-, und Wiederherstellungsmutanten des Lhca4.......
durch ortsgerichtete MULAgENESE ........cooiiiiiiiiiiiiieee e 30

1.7.3 Herstellung von Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N-Terminus ..................
durch multiple Ligation PCR-gefertigter “blunt-end” Fragmente.............ccccccceennnnne. 33

1.7.4 Herstellung chimérer Proteine durch mehrstufige PCR-Techniken ..............cccceeee.
Mittels UDEINANGPIIMET .......ccviiviieieiecie ettt ettt 33

1.7.4.1 Herstellung von Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N- und C-Terminus .................
durch eine ZWEISTUFIGE PCR........coieiiieiee ettt ettt st ve bt sesbesresbeeraesnans 35

1.7.4.2 Austausch innen gelegener Inc-Doméanen tber 3- oder 4-stufige PCR ........cccooevveiieecieenne 35
1.7.5 Herstellung chiméarer Proteing mittelS ............ouriiiiiiiiiiiice e
“Quikchange® Il Site-directed Mutagenesis Kit* ..............ccccoveveeeveveeeeeereeeeenenae, 35

1.7.6 Kolonie-PCR zur Identifikation positiver KIONe ..............covveeiieiiiiiieeeiieeiieeeeeeeeeeeeeeeee 37
1.8 Methoden zur DNA-AUTEINIGUNG ...coooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
1.8.1 DNA-Aufreinigung durch Isopropanolfallung zur Primerabtrennung ........................ 38
1.8.2 Quantitative DNA-Fallung mittels Ethanol zur Reinigung kleiner Fragmente............ 39
1.8.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen zur Abtrennung ungewinschter.............ccccvveeee....
PCR-NEeDENPIrOQUKLE ... 39

1.9 Restriktionsendonucleasereaktionen ..............ceuuviiiiiieeeiiiiciiieee e 39
1.9.1 Restriktionsverdau der Plasmid-, Vektor-, und Insert-DNA zur Herstellung ................
NEUET MULBINTEN ...ttt e e et e e e e e e e er b e e e e 41

1.9.2 Restriktionsverdau der isolierten Plasmid-DNA zur Identifikation positiver Klone....41
1.10 Ligation von Insert- und VEeKtor-DNA ... 42
1.11 Transformation verschiedener E.coli Zelllinien............cccooeeeie, 43
1.12 DNA-Sequenzierung zur Uberprifung eingefligter Mutationen....................... 43
2 Biochemische und biophysikalische Methoden ............ccccoooeiiiiie, 45
2.1 Uberexpression und Isolierung von Einschlusskorperproteinen...................... 45
2.2 Proteinquantifizierung mittels Bio-Rad-Assay nach Bradford.......................... 46
2.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese ... a7
2.3.1 Voll denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese ..........cccccoouvviviiieiiiieinnniinnne. 48
2.3.2 Schwach denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese..........ccccceeeeiiiiiiinnnnnns 49
2.4 lIsolation von Totalpigmentextrakt aus Tomatenpflanzen............ccccccceeeeeee. 49
241 TOMAIENANZUCKT. ... .uiuuiiiiiiit it 49
2.4.2 Thylakoidisolierung aus frischen Pflanzen ... 50
2.4.3 Extraktion des Totalpigmentextrakts aus Tomatenthylakoiden .................ccccoonnee. 50
2.5 Bestimmung der Chlorophyllkonzentration nach Porra.........ccccccvvvveiviiieeennnn. 51

2.6 Rekonstitution von rekombinanten Lichtsammelkomplexen............c.cccccoeee... 51



2.6.1 Monomer- und HeterodimerreKoNSHtUtIONEN . ... .oveeeeeiee et e e 52

2.6.2 Trimerrekonstitution Uber eine Nickel-Chelating-Sepharose-Saule.......................... 52
2.7 Densitometrische Quantifizierung zur Auswertung der Rekonstitutionen........ 54
2.8 Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation ............ccccoveeeeiiiiiiiiiiiinneeeenn. 55
2.9 Solubilisierung von isolierten Thylakoiden .............cccoooiiiiiiiiiiies 55
2.10 TCA-Fallung der Apoproteine aus rekonstituierten Lichtsammelkomplexen...55
2.11 High Pressure Liquid Chromatography ... 56
2.12 77 K FluoreszenzemissionsSpektroSKOPIE ..........ovevieiiiiiiciiiiiieeceeiiiee e 57
3 Bioinformatische Methoden ... 58
3.1 Datenbanksuche und Erstellung multipler Sequenzalignments ...................... 58
3.2 Abstandsmessungen in Modellen der Lichtsammelkomplexe...........cccccc....... 59
D ERGEBNISSE ..., 60
1 Ermittlung von Consensussequenzen der Lhc-Proteine ......................
durch Sequenzalignments .........ccoooiiiiiiiie e 61

1.1 Identifikation von Lhc-Proteindomanen mit niedriger Sequenzidentitét........... 61
1.2 Betrachtung einzelner Lhc-Proteinabschnitte..........c.cooovvvviiiiiiiiiieeeeeeeeein, 63
1.3 Abstandsmessungen in LHCII- und PSI-Kristallstrukturen zum Vergleich .........
der Schleifenregionen unterschiedlicher LHCS .........cccoooeiiiiiiiiiinicieeee 65

2 Einfluss von Proteindomanen mit niedriger Sequenzidentitat ..............
auf das Oligomerisierungsverhalten von Lichtsammelproteinen ...... 66

2.1 Betrachtung des Oligomerisierungsverhaltens von Lhca4, Lhcbl und Lhcb4....

nach Austausch einer einzelnen ProteindoOmane ...............uuvvveiiiiiiiiiiiiininninnnn. 67

2.1.1 Beitrag aminoterminaler Domanen am Oligomerisierungsverhalten........................ 68
2.1.1.1 Nachweis der Bildung von Doppelheterodimeren nach Auftrennung ...........cccccceveeeeiiinnnen,
der Lhcad-Mutante mit getauschtem N-TEeIrMINUS .........cccoeeeieierieniieeeceeeet e eeeeenens 70

2.1.1.2 Identifizierung einer hochmolekularen Bande bei Dimerisierungsexperimenten.....................
QIS DOPPEIAIMETE ...ttt ettt et te ettt e b e b e s besteebsessessessensessessessseseasnans 71

2.1.2 Bedeutung der carboxyterminalen Doméane fir dasOligomerisierungsverhalten .....72
2.1.3 Einfluss der luminalen Schleifenregion auf die LHC-Oligomerisierung .................... 74
2.1.3.1 Identifikation des luminalen Lhca4-Interaktionspunkts zum Lhcal .........cccoccoviiiiiinniineenn
AUrch PUNKEIMULALIONEN .......ocuieiiiieieieeesie ettt ettt ese e e s e sessessesnessnennans 77

2.1.3.2 Einfluss der Lhca-Spezies, des Lhcal-His-tags und der Lange des Lhcal C-Terminus........
auf die Dimerausbeuten des LHCI-730........cccocieieiirieiieieeeieeeieese et snesneennens 78

2.1.4 Einfluss der stromalen Schleife auf das Oligomerisierungsverhalten....................... 80
2.1.4.1 Eingrenzung der mit dem Lhcal interagierenden Lhca4-Aminosauren ...........cccccceeevvicuvnnenn.
durch Erzeugung von Doppel- und Bereichsmutanten ............cccceeeveeieeeeeeievieneneeeeeeveeenns 83

2.1.5 Bedeutung der Helix 2 fur das Oligomerisierungsverhalten von Lhc-Proteinen....... 85
2.1.5.1 Untersuchung von 3 Aminosdure-Bereichen der Helix 2 des Lhcad ..........cccoeeiiiiiiiinnnn.
auf INteraktion MIt LNCATL ........cooiiuiiiieieec ettt 89
2.1.5.2 Mutationsanalysen zur Identifikation einzelner fur die Dimerisierung wichtiger......................
AMINOSAUIEN I 2. HEIIX ...ttt ettt eae e 91



2.1.5.3 Kombinationsmutante und Wiederherstellung der Dimerisierungsfahigkeit der .....................

Lhca4-H2a3-Mutante durch Reintegration von original Lhca4-Wildtyp Aminosauren.......... 93

2.1.5.4 Rekonstitutionsversuche zur Identifikation eines maglichen Interaktionspunkts ...................
zwischen dem C-Terminus des Lhcal und der 2. Helix des Lhcad ..........ooeevevevevvcvnienenenne. 96

2.1.6 Charakterisierungen der rekonstituierten LHCs von Einzeldomanenmutanten ...........
UNA PUNKIMULANTEN L.euicccce et a e e e e e e e e e r b e e e e 97

2.1.6.1 Effekte der getauschten Proteindoméanen und Punktmutationen auf ............ccccccceeeeeiiiinnnen,
die PigmentbinduNQ der LHCS........oviiieeceeeceteeeeee ettt es bbb st sbeereesnens 97

2.1.6.1.1  Auswirkungen der Punkmutationen an Chlorophyll-bindenden AS der 2. Helix des Lhca4 ................
auf die Pigmentbindung monomerer und dimerer LHCS..........ccoouiveieieieieeeeeeee e 98

2.1.6.1.2  Auswirkungen des Austauschs und der Punkmutation luminaler und ..........ccccccccoeviiieiniieeninee e,
stromaler Schleifendoménen auf die Pigmentbindung monomerer und dimerer LHCs .................... 100

2.1.6.1.3  Auswirkungen des Austauschs der N- und C-terminalen Domé&ne auf ............ccccccoiiiiiiiieiiinniiiiiieeenn.
die Pigmentbindung monomerer, dimerer und trimerer LHCS ..o 104

2.1.6.2 Einfluss der getauschten Doméanen und Punktmutationen auf den Energietransfer ..............
TN LHGCS ..ttt ettt et ettt e b st e st e st e st et et e he e st e Rt e st et esseeteeseeseeneentensesen 108

2.1.6.2.1  Auswirkungen der Punkmutationen an Chlorophyll-bindenden AS der 2. Helix des Lhca4 .................
auf den Energietransfer in monomeren und dimeren LHCS ..o 109

2.1.6.2.2  Auswirkungen des Austauschs und der Punkmutation luminaler und .............ccccceiiiiiiiiieieeen e,
stromaler Schleifendoméanen auf den Energietransfer in monomeren und dimeren LHCs............... 110

2.1.6.2.3  Auswirkungen des Austauschs der N- und C-terminalen Doméne auf den Energietransfer ...............
in monomeren, dimeren uUnd tHMEren LHECS..........ccoiiiiiriiieieeeeeeerete ettt ese s enas 115

2.2 Transfer der Dimerisierungs- oder Trimerisierungseigenschaften durch ...........
simultanen Austausch von zwei Proteindomanen.............ccccceevviiiniciiinennn, 119

2.3 Ubertragung der Oligomerisierungseigenschaften durch umfangreichen ..........
DOMANENTAUSCIN ... .cceiiic e e e e e eaaaas 122

2.3.1 Erzeugung einer Lhcal-Mutante mit Lhca4-Bestandteilen mit dem Ziel .....................
multimere LHCS zU reKONSHIUIEIEN .........ovuuiiiii e 122

2.3.2 Herstellung von Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit allen fir eine Trimerisierung ...........
essentiellen Lhch1-Bestandteilen............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicce e 124

2.3.3 Erzeugung von Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit allen fur eine Heterodimerisierung ..
essentiellen Lhcad-Bestandteilen.........coooooooooiii 126

2.3.3.1 Spektroskopische Eigenschaften und Pigmentbindung der heterodimerisierenden ..............
(g Tod o J R T To I I g Tod o7 Y 0] = T 1= o RSOOSR 127

E DISKUSSION. ... 130

1 Bedeutung schwach konservierter Domanen fur die ..................cco.....
unterschiedlichen Oligomerisierungszustande .............cccccceeeeeeeeee. 131

1.1 Einfluss der N-terminalen Domane auf das Oligomerisierungsverhalten...... 131
1.1.1 N-Terminus ist unbedeutend fur die Heterodimerisierung des Lhca4 mit Lhcal....132

1.1.1.1 Der N-Terminus des Lhca4 verhindert die Bildung von Doppelheterodimeren.................... 135
1.1.1.2 Bildung unspezifischer Doppelheterodimere nach Gelelektrophorese...........ccccoceveeveennnee. 135
1.1.2 Bestatigung der Wichtigkeit des Lhcb1-N-Termius fiir die Trimerisierung ............. 136
1.2 Einfluss der C-terminalen Domane auf Oligomerisierungsverhalten............. 138
1.2.1 Die Ubertragung des C-Terminus von Lhcb4 auf Lhca4 und Lhebl .........cceevveeneeee..

fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Monomerbildung............covvvviiiiiiiiiiiiiiiiinnnenn. 138

1.2.2 Der C-Terminus beeinflusst weder die Heterodimerisierung ...........ccccccceeeeviiiivniennnnen.
aLoTod a e [T T I AT =T AT =T (U o N 139



1.3 Der Einfluss der Schleifenregionen auf Monomerstabilitat ..................cccceee..
uNnd die OlIOMETISIEIUNG .....covvviieiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 140

1.3.1 Der Austausch der luminalen Domane fuhrt zur Bildung instabiler Monomere....... 140
1.3.2 Der Austausch der stromalen Domane fihrt zur Bildung instabiler Monomere...... 142
1.3.3 Die Heterodimerisierung und die Trimerisierung werden durch di€ ..............ccccvvveeeeen.
Schleifendoménen stark beeinflusst...........cooeei i, 144

1.3.4 Die Existenz einer Helix 5 in der luminalen Schleife des Lhcal ist wahrscheinlich 146
1.4 Die 2. Helix beeinflusst die Monomer-, Heterodimer- und Trimerbildung...... 146

2 Ubertragung von Oligomerisierungseigenschaften ..............ccccceeevvee...

auf andere LNC-Proteine ...........cooiiviiii i 148
2.1 Fdur den Transfer des Oligomerisierungsverhaltens ..........cccccccvvvviviiiiiiiiiieennnn.
sind mehr als zwei essentielle DOmanen NOtQ ........cccveeveeiiiiiiiieeieiiieeeeeeiie, 148

2.2 Die Fahigkeit zur Trimerbildung war trotz umfangreichem .............ccccooeeeeeieenns
Domanenaustausch nicht transferierbar? ...........ccccvvviiii e, 148

2.3 Lhcb4- und Lhcb1-Chiméaren dimerisieren mit dem Lhcal.........cccccccceeeenennn. 150
2.4 Kann eine Lhcal-Mutante multimere LHCs bilden..............ooooooiiiinn. 151
3 Lhcal-Lhca4d-Interaktion im LHCI-730......cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 153
3.1 Identifikation der mit dem Lhcal interagierenden Aminosauren der 2. Helix .....
AES LNCAA ... 153

3.2 Einfluss von Chlorophyllen und Lipiden auf die Heterodimerisierung ........... 156
3.3 Identifikation des Interaktionspartners von Tryptophan 185 im Lhcal .......... 158

3.4 Lhcal-Species beeinflusst Dimerausbeute: Arabidopsis versus Tomate......158
3.5 Die Bedeutung der stromalen Lhca4-Schleife fur die Heterodimerisierung...159

A AUSDICK ..o 161
F ZUSAMMENFASSUNG......cccco e 163
G LITERATUR . ..o 166
ANHANG ... 180
Al Hergestellte Mutanten mit Primersequenzen............ccccceeeeeeeeeennnnnn. 180
A2 Proteinsequenzalignments mehrerer Arten .........ccoceeevevvieeeeeeennnnnn. 183

A3 Nukleotid- und Aminosauresequenzen von Arabidopsisproteinen..194



ABKURZUNGEN

A
Abb.
Ala, A
APS
Arabidopsis
Arg, R
AS
Asn, N
Asp, D
ATP
bp
BSA
Chl
Chlamydomonas
CP
DNA
DTT
E. coli
EDTA
ELIP
EM
EST
GIn, Q
Gly, G
Glu, E
H

His, H
His-tag
HLIP
HPLC
B

lle, |
IPTG
Kap.
Kac
kDa
lac i
LB-Medium
LDS
Leu, L
LHC
Lhc
Ihc
Lys, K
NADP
nm
oD
OEE
OHP

Angstrom

Abbildung

Alanin

Ammoniumpersulfat

Arabidopsis thaliana

Arginin

Aminosaure

Asparagin

Aspartat

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Chlorophyli

Chlamydomonas reinhardtii
chlorophyll protein
Desoxyribonucleinsaure
Dithiotreithol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
early-light-inducible-protein
Elektronenmikroskopie

expressed sequence tag

Glutamin

Glycin

Glutamat

Helix

Histidin

Hexahistidylrest
high-light-inducible-protein
high-pressure-liquid-chromatography
inclusion bodies

Isoleucin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kapitel

Kaliumacetat

kilo-Dalton

lac-Repressor
Luria-Bertrani-Medium
Lithiumdodecylsulfat

Leucin

light-harvesting complex
light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein
Gen des light-harvesting chlorophyll a/b-binding proteins
Lysin
Nicotinamid-Adenindinukleotidphosphat
Nanometer

optische Dichte

oxygen evolving enhancer

one helix protein



oG Octylglucosid

ori origin of replication

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR polymerase chain reaction

Pfu Pyrococcus furiosus

PG Phosphatidylglycerin

Phe, F Phenylalanin

Pn2s Promotor aus T5-Phage

PS Photosystem

RBS Ribosomenbindungsstelle

RC Reaktionszentrum

RE Restiktionsendonucleasen
SDG Saccharosedichtegradient
SDS Natriumdodecylsulfat

SEP stress enhanced protein

Ser, S Serin

SV Saulenvolumen

TAE Tris/Acetat/EDTA

Taq Thermus aquaticus

TEMED N, N, N’, N’-Tetraethylendiamin
™ transmembran

Tomate Solanum lycopersicum

Trp, W Tryptophan

Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Tyr, Y Tyrosin

U Units

UE Untereinheit

Upm Umdrehungen pro Minute

uz Ultrazentrifugation

WT Wildtyp

Val, V Valin

V Volt



A) Einleitung

A EINLEITUNG

1 Oxygene Photosynthese und Aufbau der Thylakoidmembran

Die Photosynthese ermdoglicht Pflanzen und Cyanobakterien photoautotrophes
Wachstum unter Nutzung von Licht, Wasser, CO, und anderen anorganischen
Ausgangssubstanzen. In héheren Pflanzen finden die Teilreaktionen der Photosynthese
in verschiedenen Kompartimenten spezialisierter Organellen, den Chloroplasten, statt.
Diese sind durch zwei auf3ere Hullmembranen vom Cytosol getrennt. Ihre Entstehung
beruht gemald der Endosymbiontentheorie auf der Phagocytose eines Vorlaufer-
Cyanobakteriums durch einen frihen einzelligen Eukaryoten. Im Chloroplasteninnern
bildet die Thylakoidmembran Grana- und Stroma-Kompartimente aus. Diese enthalten
alle Komponenten der Elektronentransportkette (Heldt, 2003).

Lichtsammelkomplexe (light harvesting complex = LHC), die aus einem Proteingerust
und daran gebundenen Pigmenten bestehen, absorbieren die eintreffenden
Lichtquanten. Drei der vier supramolekularen Komplexe in der Thylakoidmembran
nutzen die aus den Photonen stammende Energie, um aul3er dem Nebenprodukt O,
auch energiereiche Elektronen zu gewinnen, die am Ende der Elektronentransportkette
auf NADP® (Nicotinamid-Adenindinucleotidphosphat) (ibertragen werden. Zusétzlich
wird wahrend der Lichtreaktion ein Protonengradient aufgebaut, der zur Gewinnung von
ATP (Adenosintriphosphat) durch so genannte Photophosphorylierung genutzt wird.

Diese Reduktions- (NADPH) und Energieaquivalente (ATP) werden in der
Dunkelreaktion fur die photosynthetische CO»-Assimilation bendtigt, deren
Hauptprodukte Stéarke und Saccharose sind (Heldt, 2003).
3H'
ADP + Pi -} ATP
Carbon fixing i N T
hy reactions
hy =

Stroma

Lumen

(CP47)B

€(Cr43)
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Abb. 1: Schema des Elektronentransports in der Thylakoidmembran wahrend der Lichtreaktion der
Photosynthese (hach Jon Nield, Oktober 2007: http://photosynthesis.gmul.ac.uk/nield/downloads.html).

Die vier multimeren Komplexe (Abb. 1) der Thylakoidmembran sind ungleichmé&Rig
verteilt. Das Photosystem Il (PSII) ist vorwiegend in den Granathylakoiden lokalisiert
und besteht aus dem Kernkomplex mit Reaktionszentrum (RC), sowie den majoren und
minoren LHCs. Auf der luminalen Seite des Kernkomplexes befindet sich der
wasserspaltende Komplex (OEE = oxygen evolving enhancer). Im ersten Schritt der



A) Einleitung

Lichtreaktion werden die LHC-gebundenen Chlorophylle (Chl) durch Photonen
angeregt. Durch excitonische Kopplung erfolgt die Weiterleitung der Energie zum
Reaktionszentrum P 680 (Absorptionsmaximum bei 680 nm), das aus zwei Chl a-
Molekilen besteht. Mittels Ladungstrennung wird ein Elektron dber mehrere
Zwischenmolekile mit abnehmendem Redoxpotential auf Plastochinon, einem Zwei-
Elektronen-Carrier (bertragen. Die Elektronenliicke im resultierenden (Chl a),"- -
Radikal wird durch dessen hohes Redoxpotential (+1,1V) wieder mit Elektronen
aufgefullt, die urspringlich aus der Wasserspaltung stammen (Heldt, 2003).

Der Cytochrom bg f-Komplex Ubernimmt Elektronen vom Plastohydrochinon und
reduziert damit den Ein-Elektronen-Carrier Plastocyanin. Dabei werden Protonen in das
Lumen der Thylakoidmembran freigesetzt, deren Menge durch den postulierten Q-
Zyklus verdoppelt werden kann. Das hauptsachlich in den Stromathylakoiden
lokalisierte Photosystem | (PSI) mit seinen peripheren Lichtsammelantennen LHCI-680
und LHCI-730 leitet Excitonen zum RC des Kernkomplexes (Core) weiter. Am P 700,
einem Chla-Dimer mit einem Absorptionsmaximum bei 700 nm erfolgt die
Ladungstrennung. Die Elektronenlicke wird durch Elektronen vom reduzierten
Plastocyanin wieder geschlossen. Das Elektron aus dem P 700 wird Uber verschiedene
hintereinander liegende Redoxkomponenten auf Ferredoxin ubertragen. Bei hohem
ATP-Bedarf wird im zyklischen Elektronentransport das reduzierte Ferredoxin sein
Elektron Uber Zwischenschritte auf das Plastochinon Ubertragen. Unter normalen
Bedingungen reduziert Ferredoxin das NADP®, welches zwecks CO»-Fixierung in den
Calvin-Zyklus einfliet. AufRerdem wird durch einen in den Stromathylakoiden
lokalisierten vierten multimeren Komplex (ATP-Synthase), die protonenmotorische Kraft
des erzeugten Protonengradienten genutzt, um die Energie in Form von ATP zu
speichern (Heldt, 2003; Taiz und Zeiger, 2006).

2 Struktur des Photosystem |

Am Aufbau des PSI hoherer Pflanzen sind mindestens 15 Kern-Untereinheiten (UE)
beteiligt, wovon lediglich 5 chloroplastencodiert sind (Jensen et al., 2007). Neuere
Untersuchungen an PSI-Kristallen (Abb. 2) lieBen die eindeutige Identifikation von
11 Kern-UE und vier mengenmé&lig dominierenden Lichtsammelproteinen zu, die
insgesamt 168 Chl binden (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al., 2007). Im Gegensatz
zum monomeren PSI hoherer Pflanzen liegt das PSI der Cyanobakterien als Trimer vor,
wobei pro Komplex nur 12 UE mit 96 daran gebundenen Chl und 22 B-Carotinen
nachgewiesen werden konnten (Jordan et al., 2001; Fromme et al., 2001). Im PSI
hoherer Pflanzen konnten die cyanobakteriellen UE PsaM und PsaX und daran
gebundene Chl nicht nachgewiesen werden. Daflr existieren sowohl die PsaH-, als
auch die PsaG-UE nur im PSI hoherer Pflanzen, in welchem neben den 56 LHC-
gebundenen Chl auch 19 zusatzliche Chl identifiziert wurden, die als ,gap“- und ,linker*-
Chl zwischen LHC und Kern fungieren und eventuell auch am PsaK zur LHCII-
Anlagerung wahrend der ,state-transition® benotigt werden (Ben-shem et al.,, 2003;
Amunts et al., 2007).
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Abb. 2: Strukturmodell des PSI (nach Amunts et al., 2007). Darstellung des Ca-Rickgrats und aller
Cofaktoren bei 3,4 A. Der LHCI-Gurtel (Lhcal bis Lhca4) befindet sich im unteren Bildteil. Es handelt sich
um eine Aufsicht auf die Thylakoidmembran von der stromalen Seite aus. Chl mit detektiertem Phytolrest
(gelb); restliche RC-Chl (cyan); LHCI-Chl (grin); ,gap“-Chl (dunkelblau).

Dem Kernkomplex werden neben dem Reaktionszentrum alle UE auf3er den LHCs
zugeordnet. Die Untereinheiten PsaA und PsaB bilden das Reaktionszentrum und
dienen der Ladungstrennung (P 700) sowie dem Elektronentransport (Ao, A1, Fx). Die
kleinen Untereinheiten des Kernkomplexes haben unterschiedliche Funktionen. So
scheinen das PsaE, PsaC und PsaD aufgrund ihrer Oberflachenladungen eine Bindung
des Ferredoxins auf der stromalen Seite zu erméglichen (Fromme et al., 2003). Als
Andockstelle des Plastocyanins auf der luminalen Seite werden die Untereinheiten PSI-
F und PSI-N vermutet (Haldrup et al., 1999, 2000). Andere Untereinheiten (Psal, PsaJ,
Psal) dienen nach bisherigem Kenntnisstand der Stabilitat des PSI. Wahrend PsaG mit
dem Lhcal und PsaF mit dem Lhca4 wechselwirkt, erfolgt die Fixierung des Lhca3 tber
PsaK, um die LHCs an den Kernkomplex zu koppeln (Abb. 2; Jensen et al., 2000).
Modellierungen der verflgbaren Kristallstruktur bestatigten die ,Docking“-Mechanismen
der LHCs an die kleinen UE (Ben-Shem et al., 2004). Die PsaH-Untereinheit ist fir die
Bindung des LHCII wahrend der ,state transition® erforderlich (Lunde et al., 2000). EM-
Aufnahmen des PSI-LHCII Superkomplex von Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) bei 15
A zeigen, dass der LHCIl im Bereich des PsaH am PSI gebunden wird (Kouril et al.,
2005).

2.1 Aufbau des LHCI

Die periphere Lichtsammelantenne des PSI wird als LHCI bezeichnet und besteht aus 4
unterschiedlichen Chl a/b-bindenden Proteinen, deren Molekularmassen zwischen
21 kDa und 24 kDa liegen (Haworth et al., 1983). Diese vier Proteine bilden vermutlich
zwei heterodimere LHCs. Beide Komplexe wurden durch Lam et al. (1984) mittels
Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation (SDG-UZ) entdeckt. Es traten 2
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Subfraktionen auf, die sich in ihrem charakteristischen Fluoreszenzmaximum (730 nm
und 680 nm) bei 77 K unterschieden, woraus die Bezeichnungen LHCI-730 und LHCI-
680 resultierten (Bassi und Simpson, 1987). Die Lhcal-Lhca4-Subfraktion wies eine
charakteristische Fluoreszenz bei 730 nm auf (lkeuchi et al., 1991). Wahrend Knoetzel
et al. (1992) noch von der Existenz eines LHCI-680a und LHCI-680b Uberzeugt waren,
die Lhca2- und Lhca3-Homodimeren entsprechen sollten, geht man heute aufgrund
verfugbarer Kristallstrukturen von einem Lhca2-Lhca3-Heterodimer aus (Ben-Shem et
al., 2003), das durch harsche Auftrennung in seine monomeren Bestandteile zerfallt, da
die stabilisierenden ,gap“-Chl verloren gehen und es nicht so kompakt organisiert ist
wie der LHCI-730. Schonende LHCI-Isolationen zeigten, dass 2 Fraktionen mit einem
77 K-Fluoreszenzemissionsmaximum von entweder 730 nm (Lhcal+Lhca4) oder 702
nm (Lhca2+Lhca3) vorliegen (lhalainen et al., 2000; Croce et al., 2002).

Schon Jansson et al. (1996) gingen davon aus, dass die Dimere des LHCI unabhéngig
voneinander an den PSI-Kern binden, jedoch konnten Experimente an Lhca-,knock out"
Pflanzen von Arabidopsis zeigen, dass ein LHCI ohne Lhca4, den gesamten
Lichtsammelapparat destabilisieren konnte (Klimmek et al., 2005). Wéhrend in vitro-
Rekonstitutionsexperimente belegen, dass die Lhcal- und Lhca4-UE ein Heterodimer
bilden (Schmid et al., 1997; Ihalainen et al., 2000), konnten biochemische Analysen
keine direkte Lhca2-Lhca3-Interaktion nachweisen (Schmid et al., 2002b). Neben den 4
haufigsten Lhc-Proteinen (Lhcal-4) existieren noch zwei weitere Lhca-Proteine mit sehr
geringem Vorkommen. Der Lhca5 kann in vitro Heterodimere mit dem Lhcal bilden
(Storf et al., 2005). Es liegen aber auch in vivo-Untersuchungen vor, die darauf
hinweisen, dass der Lhca5 entweder als Homodimer in der Lhcal-Lhca4-Position oder
als Monomer in der Lhca2- oder Lhca3-Position vorliegt (Lucinski et al., 2006).
Analysen der mRNA-Level zeigten, dass der Lhca6, wie der Lhca5 ein selten
transkribiertes Lhc-Gen ist (Klimmek et al., 2006). Proteom-Analysen verschiedener
Spezies erbrachten keinen Nachweis fiir ein Ihca6-Genprodukt (Zolla et al., 2007).

3 Struktur des Photosystem Il

Das PSII (Abb. 3) hoherer Pflanzen liegt als Dimer vor und besteht aus mindestens 24
bis dato identifizierten Kernproteinen. Jingst wurde ein aus Cyanobakterien bekanntes
Psb27-Analogon in Arabidopsis identifiziert (Chen et al, 2006), das wie der OEE
extrinsisch vorliegt und fur die PSIl-Reparatur nach Lichtschadigung bendtigt wird
(Roose et al., 2007). In cyanobakteriellem PSII existieren neben PsbG und PsbW auch
Psb27-30, die zumeist in substdchiometrischen Mengen vorliegen (Kashino et al., 2002;
Keren et al., 2005; Oudot-LeSecq et al., 2007).

1

Abb. 3: Struktur des dimeren PSII héherer Pflanzen bei 17 A Auflésung aus Nield und Barber (2006). Auf
Basis der Strukturdaten eines cyanobakteriellen PSll-Kerns und einer neuen EM-Struktur des PSII-LHCII
von Spinat, wurden die Kern-UE und Lichtsammelkomplexe (schwarz) dariiber modelliert. (gelb): D1;
(orange): D2; (griin): CP43; (violett): Cyt bssg.
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Das D1 (PsbA) und D2-Protein (PsbD) bilden das Reaktionszentrum und sind von den
inneren Antennen CP43 (Chlorophyll-Protein) (PsbC) und CP47 (PsbB) umgeben (Abb.
3). Zusammen binden diese Untereinheiten 36 Chl. Elektronenmikroskopische (EM)
Analysen von dimerem PSII aus Arabidopsis zeigten, dass mit jedem Kernkomplex 3
monomere LHCs und 2 trimere LHCs unterschiedlicher Bindungsaffinitat assoziiert ist
und sich das CP26 unmittelbar beim CP43 befindet (Yakushevska et al., 2003). Altere
EM-Aufnahmen von Boekema et al. (1999) zeigten, dass mit einem PSII bis zu drei
LHCII-Trimere assoziiert sein kdnnen. Bei Cyanobakterien konnten die Kernkomplexe
bereits mit viel besserer Auflésung als bei héheren Pflanzen untersucht werden, die
Aufnahmen enthielten aber auch keine OEE-UE.

3.1 Aufbau und Dynamik der PSll-Antenne

Die PSII-Antenne wird zur Vergro3erung des Absorptionsquerschnitts benétigt. Anders
als im PSI sind die Chl a-bindenden inneren Antennen CP43 und CP47 nicht
Bestandteil der RC-Proteine. Die aul3ere Antenne des PSII besteht aus monomeren
und trimeren LHCs, die sowohl Chl a, als auch Chl b binden kénnen. Hauptlichtsammler
im PSII ist der trimere LHCII, der an S- (strong) und M-Position (moderate) gebunden
vorliegt (Yakushevska et al., 2003). Zuséatzlich existiert eine L-Bindungstelle flr den
LHCIl (loose), die aufgrund der niedrigen Bindungsaffinitat aber selten besetzt ist
(Boekema et al., 1999). Die minoren Antennen CP24, CP26, und CP29 liegen als
Monomere vor und befinden sich naher an den inneren Antennen als der majore LHCII.
Bei Uberanregung des PSII liegt der Plastochinon-Pool der Thylakoidmembran
durchreduziert vor. In Folge dessen wird eine Kinase aktiviert, die den LHCII
phosphoryliert (Gal et al.,, 1990), der dadurch vom PSII dissoziiert und an das PSI
binden kann, was als ,state transition“ bezeichnet wird (Forsberg and Allen, 2001). Bei
Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas) konnte beobachtet werden, dass das
ebenfalls phosphorylierte CP29 mit dem LHCII co-migriert und als ,Dockingstelle®
zwischen PSI-Kernkomplex und dem LHCII dient (Takahashi et al., 2006; Turkina et al.,
2006).

4 Struktur eines monomeren LHCs

Pflanzliche Lichtsammelproteine gehdren zur Super-Gen-Familie der kerncodierten
Chl a/b-bindenden Proteine. Hierzu zahlen nicht nur die Lhc-Proteine der majoren LHCs
aus PSI (Lhcal, Lhca2, Lhca3, Lhcad) und PSII (Lhcbl, Lhcb2, Lhcb3), sondern auch
die der minoren Antennen des PSII (Lhcb4, Lhcb5, Lhcb6). Aus Arabidopsis sind bisher
mehr als 30 Apoproteine dieser Genfamilie beschrieben und tber 1000 EST-Klone
(expressed sequence tag) bekannt (Jansson, 1999). Die Sequenzidentitat dieser lhc-
Gene liegt bei mehr als 35% (Pichersky und Jansson, 1994) und bestétigte bereits
friher angefertigte Hydropathie-Plots (Green et al., 1991), die eine gemeinsame
Struktur von drei Transmembranhelices (TM) voraussagen, wobei die erste und dritte
Helix (H) in allen LHCs weitestgehend konserviert ist.
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Abb. 4: Proteinstruktur des monomeren Lhcbl aus einer LHCII-Struktur bei 2,5 A Auflésung von
Standfuss et al. (2005). Neben 3 transmembranen (TM) Helices und einer C-terminal gelegenen
amphiphilen Helix 4, konnte im Lhcbl auch eine 10 Aminoséuren umfassende Helix 5 in der luminalen
Schleife lokalisiert werden.

C-Terminus

Innerhalb der 1. und 3. Helix existiert ein so genanntes LHC-Motiv von 22 Aminosauren
(AS), das die stark konservierten geladenen AS Glutamat (Glu, E) und Arginin (Arg, R)
und auch hoch konservierte Glycin (Gly, G)-Reste beinhaltet. Die Struktur wurde
erstmals durch Kryo-EM an 2D-Kristallen des LHCII nachgewiesen (Kuhlbrandt et al.,
1994). Aktuelle LHCII-Modelle (Abb. 4) mit hoherer Auflésung zeigen neben den
erwarteten drei TM-Helices eine C-terminal gelegene kirzere Helix, die der
Thylakoidmembran angelagert ist und eine 10 AS umfassende Helix 5 in der luminalen
Schleife (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005). Die Superhelix, bestehend aus Helix 1
und Helix 3 wird im LHCII Uber 2 lonenbindungen stabilisiert (Kuhlbrand et al., 1994).
Da die beteiligten AS auch streng konservierte Chl-Bindungsstellen sind (Jansson,
1999), durften die Salzbriicken in allen Lhc-Proteinen zu finden sein.

Neben LHCs mit drei Transmembranhelices gibt es noch andere Vertreter aus der
Super-Gen-Familie mit einer, zwei, drei oder vier Helices. Das PsbS, ein 22 kDa
intrinsisches Membranprotein des PSII hat vier TM-Helices. Dahingegen zéhlen die in
Arabidopsis nachgewiesenen ELIPs (early light induced proteins) zu den 3-Helix-
Proteinen (Heddad und Adamska, 2000), SEPs (stress enhanced proteins) zu den 2-
Helix-Proteinen (Jansson et al., 2000) und HLIPs (high light induced proteins) zu den
OHPs (one helix proteins) (Andersson et al., 2003a), die vor allem bei Lichtstress
exprimiert werden. Es wird aufgrund vorliegender Sequenzalignments vermutet, dass
die 4-Helix- und die 3-Helix-Proteine einen gemeinsamen bisher wenig untersuchten 2-
Helix Vorfahren haben, der durch Genduplikation die Bildung der 4-Helix-Proteine
hervorrief. Durch eine anschlielRende Deletion einer Helix konnten die LHCs mit 3 TM-
Helices entstanden sein (Green und Pichersky, 1994; Pichersky und Jansson, 1996).

5 Eigenschaften monomerer, dimerer und trimerer LHCs

Die Aufklarung der LHCII-Struktur durch Kuihlbrandt et al. (1994) ermdbglichte es
erstmals Sequenzalignments zu erstellen, um Vorhersagen Uber die gemeinsame
Struktur der Lhc-Proteine zu treffen (Pichersky und Jansson, 1996; Jansson, 1999).
Hohe Sequenzhomologien in der 1. und 3. TM-Helix und viele konservierte Chl-
Bindungsstellen deuten auf eine &hnliche Monomerstruktur aller LHCs hdherer Pflanzen
hin. Dies gilt auch fur die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Proteine Lhcal, Lhca4,
Lhcbl und Lhcb4, deren unterschiedliches Oligomerisierungsverhalten detailliert
untersucht wurde. So bilden zum Beispiel die minoren Lichtsammler des PSIl nur
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Monomere (CP24, CP26, CP29), der LHCI-730 liegt als Dimer vor (Lhcal und Lhca4)
und der majore LHCII stellt ein Trimer aus Lhcbl, Lhcb2 und Lhcb3 dar. Da die
gemeinsame Struktur von LHCs auf Regionen mit hoher Sequenzibereinstimmung
zurtckzufiihren ist, sind die Interaktionspunkte zwischen den dimeren bzw. trimeren
LHCs in Sequenzbereichen mit einer hohen AS-Variabilitat zu suchen. Diese finden sich
vor allem in den N- und C-terminalen Bereichen, den Schleifenregionen und der
2. Transmembranhelix. Unterschiede in der Pigmentbindung manifestieren sich in den
spektralen Eigenschaften der LHCs und partizipieren, wie die fur die Komplexbildung
notwendigen Lipide, auch an der Oligomerisierung.

51 Das Heterodimer LHCI-730

In vitro Rekonstitutionsexperimente mit rekombinantem LHCI-730 aus Lhcal und Lhca4
zeigen, dass die Fluoreszenzemissionsspektren der rekonstituierten Heterodimere
groRe Ahnlichkeiten mit denen der nativen Komplexe aufweisen (Schmid et al., 1997).
In Abhéngigkeit vom Isolierungsverfahren liegen Lhca2 und Lhca3 als Dimere mit einem
77 K-Fluoreszenzemissionsmaximum bei 702 nm vor (lhalainen et al., 2000; Croce et
al., 2002) oder als Monomere mit einem 77 K-Fluoreszenzemissionsmaximum, was zu
der Bezeichnung LHCI-680 fuhrte. Bisher gelang es nicht, Heterodimere des Lhca2 und
Lhca3 durch in vitro Rekonstitution zu erhalten (Bergauer, 2000; Schmid et al., 2002b;
Castelletti et al., 2003).

Aus Tomatenthylakoiden isolierte native LHCI-730-Komplexe weisen pro Apoprotein ca.
8,6 Chl a- und 2,9 Chl b-Molekule auf (Schmid et al., 2002b). Zudem konnte ermittelt
werden, dass in einem Apoprotein ungefahr 2 Carotinoidbindungsstellen (1 Lutein,
0,4 B-Carotin, 0,5 Violaxanthin) enthalten sind. Rekonstitutionsexperimente mit in vitro
gefalteten Lhca-Proteinen von Tomate zeigen, dass pro Monomerkomplex (bezogen auf
2 Carotinoide pro Apoprotein) im Lhcal 9,3 Chla und 2,7 Chlb sowie im Lhca4
8,7 Chla und 3,3 Chlb gebunden sind (Schmid et al., 2002b). In rekombinanten
Arabidopsis-LHCs konnten beim Lhcal 8 Chl a und 2 Chl b und im Lhca4 7 Chl a und 3
Chl b identifiziert werden (Croce et al., 2002). Die Pigmentanalysen deuten aul3erdem
darauf hin, dass im Lhcal zusatzlich zur L1- und L2-Carotinoid-Bindungsstelle, die
beide im Lhca4 besetzt sind, ein weiteres Carotinoid (Violaxanthin) an N1-Position
gebunden werden kann. Die aktuelle PSI-Kristallstruktur von Erbse (Pisum sativum)
zeigt jedoch, dass jeder LHC (Lhcal-4) 14 Chl bindet (Amunts et al., 2007), was ein
Indiz fur den Verlust von Pigmenten durch die LHCI-Isolierung ist.

Lhca4d

Lhcai D

Abb. 5: Struktur des aus Lhcal- und Lhca4-Untereinheit bestehenden LHCI-730 nach Ben-Shem et al.
(2003). Interaktionen finden voraussichtlich zwischen den N- und C-terminalen Regionen des Lhcal mit
der 2. Helix (C) oder der luminalen Schleife von Lhca4 statt.
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Der LHCI hat in seinem Fluoreszenzemissionsspektrum eine deutliche langwellige
Komponente bei 730 nm, die bei den LHCs des PSII nicht nachzuweisen ist (Schmid et
al., 2001). Untersuchungen an rekombinantem LHCI-730 zeigen, dass vor allem die
Lhca4-Untereinheit, die bei ca. 730 nm ein Maximum aufweist, fur die langwellige
Emission verantwortlich ist (Schmid et al., 1997). Bestatigt wurde dies durch Ihalainen
et al. (2000), die eine Gruppe von Chlorophyllen identifizierten, welche bei 711 nm
absorbieren und bei einer Wellenldnge von 733 nm emittieren. Bei Untersuchungen am
Lhca4, der nur mit Chl a rekonstituiert wurde, konnte eine Abnahme der langwelligen
Fluoreszenz beobachtet werden, die auf das fehlende Chl b zurtickgefihrt wurde
(Schmid et al., 2001). In beiden Veroffentlichungen wird vermutet, dass die langwellige
Fluoreszenz auf untereinander stark excitonisch gekoppelte Chlorophyll-Dimere
zurlckzufihren ist (Keuchel, 2003; Morosinotto et al., 2003), die Uber Asparagin (Asn,
N) 47 (Chl a5, Nomenklatur nach Kihlbrandt) in Helix 1 und E102 (Chl b5) in Helix 2
koordiniert sind. Mutationsanalysen weiterer Chl-Bindungsstellen des Lhca4 zeigten,
dass die Chl b6- und Chl a4-Bindungsstelle ebenfalls einen Beitrag zur langwelligen
Fluoreszenz liefern (Morosinotto et al., 2005). Auch im Lhcal gibt es Hinweise auf eine
langwellig fluoreszierende Komponente, was unter anderem durch eine Rekonstitution
ohne Chl b bekraftigt wird, wobei sich das 77 K-Emissionsmaximum von 685 nm auf
682 nm verschiebt (Croce et al., 2002).

Bei Untersuchungen an N-terminalen Deletionsmutanten des Lhcal stellte sich bereits
nach Deletion der 4. AS heraus, das ein an dieser Position lokalisiertes Tryptophan
(Trp, W) essentiell fur die Dimerisierung ist (Schmid et al., 2002a; Rupprecht 2002).
Wahrend Substitutionen gegen Glycin, Alanin (Ala, A) und Histidin (His, H) eine
Dimerisierung verhinderten, konnte eine Mutante mit Phenylalanin (Phe, F) anstatt Trp
unvermindert mit dem Lhca4 dimerisieren. Die gleichfalls durchgefiihrten
Deletionsexperimente am C-Terminus des Lhcal, offenbarten, dass bei zunehmender
Deletion eine periodische Ab- und Zunahme der Dimerisierungsfahigkeit eintrat. Ab der
Deletion eines Tryptophans, der vom C-terminalen Ende her betrachteten 17. AS,
waren keine Dimere mehr zu beobachten. Punktmutationen am W185 zeigten, dass die
Fahigkeit zur Dimerisierung je nach eingesetzter AS starker vermindert wurde
(F>A>G>H), aber kein vollstandiger Ausfall der Dimerisierung eintrat. Bei parallelen
Untersuchungen an den N- und C-Termini von Lhca4 lieRen sich keine AS
identifizieren, die fir eine Dimerisierung mit dem Lhcal essentiell sind. Ein
Doménentausch der Helix 2 des Lhcal gegen die entsprechende Lhca3-Helix fihrte zu
keiner Beeintrachtigung der Dimerisierung. Im Lhca4 wurde durch &quivalentes
Vorgehen die Wichtigkeit der 2. Helix bei der Interaktion mit dem Lhcal belegt (Corbet,
2004). Inzwischen verfugbare PSI-Kristalle weisen auf eine Interaktion der Lhcal N-
Terminus mit der stromalen Lhca4-Schleife hin (Abb. 5), wahrend der C-Terminus mit
dem luminalen Ende der Helix 2 vom Lhca4 oder direkt mit dessen luminaler Schleife
wechselwirken koénnte (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al., 2007). PSI-
Modellierungen legen den Schluss nahe, dass das N-terminale W4 des Lhcal mit dem
W106 der Helix 2 des Lhca4 Uber die T-Elektronensysteme der aromatischen
Seitenketten in Verbindung stehen kdnnten (Jolley et al., 2005). Anhand des gleichen
Modells wird eine Interaktion des W185 am C-Terminus von Lhcal mit einer
hydrophoben Tasche im luminalen Bereich des Lhca4 vermutet.

52 Das Trimer LHCII

Der LHCII des PSIl ist die in der Natur am haufigsten vorkommende
Lichtsammelantenne und setzt sich als Trimer (Abb. 6) aus drei Apoproteinen mit einer
hohen Sequenzidentitat zusammen (Jansson, 1994). Der Lhcbl ist im Stande
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Homotrimere zu bilden (Burke et al., 1978; Kihlbrandt et al., 1983; Hobe et al., 1994).
Der LHCII von Gefal3pflanzen liegt aber meist in einer Mischform aus Lhcb1, Lhcb2 und
Lhcb3 vor (Spangfort und Andersson, 1989; Jackowski und Pielucha, 2001). In vitro
Trimerisierungen zeigten, dass Lhcbl und Lhcb2 Homo- oder Heterotrimere bilden
konnen und Lhcb3 nur mit Lhcbl, Lhcb2, oder beiden Proteinen als Mischtrimer
vorliegen kann (Standfuss und Kihlbrandt, 2004).

Elektronenkristallografische Messungen an 2D-Kristallen von Kihlbrandt et al. erlaubten
bereits 1994 eine weitestgehende Klarung der LHCII-Struktur bei 3,4 A Auflésung.
Durch neuere rontgenkristallografische Untersuchungen an 3D-Kristallen konnten
beinahe 97% der Proteinstruktur bei 2,72 (Liu et al., 2004) bzw. 2,5 A (Abb. 6;
Standfuss et al., 2005) Auflosung geklart werden. Im LHCII-Monomer konnte neben der
Existenz dreier TM-Helices und zweier amphiphiler Helices in der luminalen Schleife
und am C-Terminus, auch eine 32°-Neigung der Helices 1 und 3 gegeniber der
Membranebene ermittelt werden.

Abb. 6: Das LHCII-Trimer von Erbse bei einer Aufldsung von 2,5 A in der stromalen Seitenaufsicht,
entnommen aus Standfuss et al. (2005). (grau): Polypeptide; (cyan): Chl a; (grin): Chl b; (orange):
Carotinoide; (pink): Lipide.

lonenpaare zwischen dem Glu 65 und dem Arg 185, sowie zwischen Arg 70 und
Glu 180 sollen die Struktur festigen (Kuhlbrandt et al., 1994). Eine zuséatzliche Stabilitat
sollen auch die Uber Kreuz angeordneten Lutein-Moleklle erzeugen. Die Koordination
der Chlorophylle (Tabelle 1) soll dabei Uber ihr zentrales Magnesiumatom erfolgen,
wobei sie entweder an polare AS-Seitenketten, oder in hydrophoben Proteinregionen an
den Carbonylsauerstoff des Ca-Rickgrats gebunden werden. Obwohl in der Struktur 8
Chl a, 6 Chl b, 2 Luteine in L1- und L2-Position, ein Neoxanthin in N1-Position und ein
Violaxanthin in V1-Position zu erkennen sind, konnten am rekonstituierten LHCII pro
Apoprotein nur ca. 7 Chl a-, 5 Chl b-Moleklle und 3 Xanthophylle (2 Lutein und etwa
1 Neoxanthin) gefunden werden (Remelli et al., 1999, Croce et al, 1999a und 1999b).
Durch Mutationsanalysen konnten nur 9 der 14 Chl-Bindungsstellen nachgewiesen
werden (Remelli et al., 1999; Rogl et al., 1999; Yang et al., 1999).

Durch Sequenzvergleiche (Jansson und Pichersky, 1996; Jansson, 1999) wurden von
12 in der Kuhlbrandt-Struktur gefundenen Chlorophyllen 8 hoch konservierte
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Bindungsstellen identifiziert, die aufgrund der hohen Sequenzidentititen auch in
anderen LHCs konserviert sind und Chlorophylle koordinieren kénnen. Allerdings sind
bei den diversen LHCs diese potentiellen Bindungsstellen nicht immer mit der gleichen
Chlorophylispezies besetzt. In vitro Rekonstitutionen bestatigten, dass manche
Bindungsstellen in einem LHC keine Praferenz fur Chl a oder Chl b besitzen(Yang et
al., 1999; Rogl und Kuihlbrandt, 1999).

Tabelle 1: Bezeichnungen der Chllorophylle in den drei verfigbaren Kristallstrukturen und deren
Koordinierung im Apoprotein. Tabelle ist enthommen aus Standfuss et al. (2005). Chlorophylle werden
entweder direkt Uber AS-Seitenketten oder indirekt Uber H,O und andere Chlorophylle im Komplex
koordiniert: N-Terminus, Helix 1, luminale Schieife, SIS, IR, FEiS und C-Terminus.

Chl in . . H-Brucke mit
Kahlbrandt = - ., f—:-:thall.!gom Standfucs:gletlr;l., 2005 Mg*"-Ligand Chl b Formyl-
etal., 1994 gruppe

Chlorophyll a
al 610 Chl 1 O¢g2
a2 612 Chl 2 0d1
a3 613 Chl 3 O¢g1
a4 602 Chl 4 Glub5 O¢€2
a5 603 Chl 5 His68 Ne2
a6 604 Chl 6 H,O-Gly78-0
b2 611 Chl 7 Phosphatidylglycerin O4
b3 614 Chl 8 His212 Ne2
Chlorophyll b
— 601 Chl 9 Tyr24 O
a7 607 Chl 10
bl 608 Chl 11
b5 609 Chl 12
b6 606 Chl 13 H,O-
— 605 Chl 14 Vall19 O

Die Strukturdaten deuten darauf hin, dass das Lutein in L1-Position mit seinen
Kopfgruppen zwischen Glutamin (GIn, Q) 197, das in der Ubergangsregion zwischen
Helix 3 und C-Terminus liegt, und Serin (Ser, S)160-Leucin (Leu, L) 164 in der
stromalen Schleife koordiniert ist. Das Lutein in L2-Position wird zwischen den N-
terminalen AS Aspartat (Asp, D) 47-A49 und den AS W97-A100 der luminalen Schleife
fixiert. Das Violaxanthin ist peripher in der luminalen Umgebung der Helix 3 lokalisiert
und wird vermutlich via Phosphatidylglycerin (PG) und Chl b7 koordiniert (Standfuss et
al., 2005). Dadurch geht das Violaxanthin je nach Aufreinigungsmethode leicht verloren
(Ruban et al., 1999). Die N1-Bindungsstelle konnte durch Mutationsanalysen und
spektroskopische Untersuchungen zwischen Superhelix und Helix 2 lokalisiert werden
(Croce et al., 1999a). Vermutlich erfolgt die Koordination der Neoxanthin-Kopfgruppe
direkt mit dem in der luminalen Schleife lokalisierten Tyrosin (Tyr, Y) 111 (Liu et al.,
2004).

Durch die Kristallstrukturen konnten Seitenketten und Cofaktoren identifiziert werden,
die sich im LHCII-Trimer an den Monomer-Monomer-Kontaktflachen befinden. Am N-
Terminus ragt das Y24 in den Zwischenraum. W128 und Valin (Val, V) 132 der 2. Helix
sind an der Trimerisierung beteiligt. Auch die C-terminal gelegene Seitenkette des
W222, dessen Bedeutung fur die Trimerstabilisierung bereits von Kuttkat et al. (1996)
entdeckt wurde, weist in den Raum zwischen die LHC-UE. Darlber hinaus kénnen Chl
eines Monomers (Tabelle 1. Chl 4 und 9, Terminologie nach Standfuss) mit Chl des
benachbarten Monomers (Tabelle 1: Chl 5, 10 und 12) interagieren. Chl 4 und 5 sind
Zentrum des Trimers anzutreffen sind. Beim Lhcbl kdnnen Mutationen an Chl-
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bindenden AS (Chl 5 am H68) auch zu einem Verlust der Trimerisierungs-Fahigkeit
fuhren (Yang et al., 1999).

Keine der Kristallstrukturen konnte jedoch die 13 N-terminalen AS auflésen, deren
Bedeutung in Hinblick auf die Trimerisierung bereits in friheren Arbeiten herausgestellt
wurde. Mutationen am N-Terminus des Lhcb1l identifizierten W16, Y17 und R21 als fur
die Trimerisierung essentielle Aminosauren (Hobe et al., 1995), die entweder direkt mit
dem benachbarten Monomer in Verbindung treten, oder indirekt Uber ein an dieses
Motiv gebundenes PG-Molekll gekoppelt sind. Bereits Nu3berger et al. (1993) zeigten,
dass das PG-Molekul durch Detergensbehandlung nicht vollstandig aus LHCII-Trimeren
entfernt werden konnte, und eine Behandlung der Trimere mit Phospholipase A in
einem Zerfall der Trimere in Monomere resultierte. Laut der Kristallstruktur von Liu et al.
(2004) liegt das PG an der Grenzflache zwischen zwei Monomeren und wird zwischen
Y44 am N-Terminus und Lysin (Lys, K) 182 in Helix 3 koordiniert. Wie im
cyanobakteriellen PSI bereits beobachtet (Jordan et al., 2001), ist das PG im Stande
Uber eine Phosphodiesterbindung das Chl 7 zu binden.

Das von Hobe et al. (1995) identifizierte N-terminale Trimerisierungsmotiv ist nicht nur
im Lhcb1-3 enthalten, sondern findet sich Sequenzalignments zur Folge auch im Lhcb5
(CP26) an entsprechender Position. Bei Untersuchungen an Lhcbl/Lhcb2-Antisense
Arabidopsis-Pflanzen (Andersson et al., 2003b), die keinen LHCII mehr synthetisieren
konnten, wurden trotzdem Trimere gefunden. Eine Analyse der
Proteinzusammensetzung erbrachte den Beleg, dass auch das CP26 als Homotrimer
den LHCII ersetzen und als Mischtrimer mit dem Lhcb3 vorliegen kann (Ruban et al.,
2003, 2006).

Eine regulierte Monomerisierung oder Trimerisierung des LHCII erfolgt eventuell bei
dem als ,state transition bekannten reversiblen Vorgang, der zur gleichmaligen
Verteilung der Anregungsenergie auf die beiden Photosysteme dient. Dabei wird der N-
Terminus des Lhcbl durch eine Kinase phosporyliert (Allen, 1992). Die LHCII-
Monomere diffundieren daraufhin lateral vom PSIl zum PSI, um dort die Antenne zu
vergroRern (Allen und Forsberg, 2001; Kruse, 2001). Nachdem neuere Untersuchungen
(Zhang und Scheller, 2004; Kouril et al., 2005) zeigen, dass trimerer LHCII an das PSI
bindet, ist es wahrscheinlich, dass dieser wandert.

53 Das Monomer CP29

Das CP29 ist ein ,Linker“-LHC zwischen PSII-Kernkomplex und LHCII. Das dem CP29
zugrunde liegende Lhcb4-Apoprotein zeichnet sich durch einen sehr langen N-Terminus
von ca. 100 AS aus. Da die restliche Sequenz eine vergleichbare GroRe gegentuber den
ubrigen Lhc-Proteinen aufweist (Jansson, 1999), belauft sich die Molekularmasse auf
ungefahr 29 kDa. Native CP29-Praparationen aus Spinat zeigten, dass das 77 K-
Fluoreszenzemissionsmaximum bei 679 nm liegt (Henrysson et al., 1989) und damit
identisch mit rekombinanten Lhcb4-Monomeren (Pascal et al., 1999) oder LHCII-
Komplexen ist (Hemelrijk et al., 1992). Wahrend nach Isolation nativer Komplexe 10-12
Chlorophylle nachgewiesen werden konnten (Henrysson et al., 1989), sind am
rekombinanten Lhcb4 mit 6 Chl a und 2 Chl b insgesamt nur 8 Chl gebunden (Bassi et
al.,, 1999), die durch hoch konservierte Chl-Bindungsstellen koordiniert werden
(Jansson, 1999). Entgegen bisheriger Annahmen, dass in L1- und L2- Position 3
verschiedene Xanthophylle gebunden werden (Bassi et al., 1999; Gastaldelli et al.,
2003), zeigen neuere Analysen, dass im Lhcb4 eine zusatzliche Neoxanthin-
Bindungsstelle existieren kénnte, da alle Lhcb-Proteine — bis auf den Lhcb6 — ein
Aquivalent zum Y111 aufweisen, das in der luminalen Schleife des Lhcbhl die
Neoxanthin-Bindung in N1-Position unterstitzt (Caffarri et al., 2007).

11



A) Einleitung

6 Proteinfaltung und Assemblierung

Entwicklung des Proteinfaltungsmodells

Gemal dem ,two stage“ Modell von Popot und Engelman (1990, 2000) kann die
Proteinfaltung in zwei aufeinander folgende Prozesse unterteilt werden. Zunachst bilden
sich die Sekundarstrukturen aus, bevor eine Assemblierung zur hoheren Tertiarstruktur
erfolgt. Dieses zweistufige Modell entspricht unter anderem dem Faltungsvorgang von
Bakteriorhodopsin, das nach Ausbildung der Helices auch ohne oder mit getrennten
Schleifen falten kann (Liao et al., 1983; Popot et al., 1987; Kahn und Engelman, 1992;
Marti, 1998). Andere a-helicale Transmembranproteine, wie das Rhodopsin (Yu et al.,
1995), der a-Faktor Transporter von Hefe (Berkower und Michaelis, 1991) oder die
Lactose-Permease (Zen et al., 1994) bendétigten zur Faltung nur die helicalen Bereiche.
Die Schleifenregionen mussten nicht vollstdndig sein, um &hnlich der nativen Form
assemblieren zu kénnen.

Andererseits zeigten Untersuchungen am Bakteriorhodopsin, dessen
Schleifendomanen entweder tryptisch verdaut (Kahn et al., 1992), deletiert (Gilles-
Gonzales et al.,, 1991), teilweise substituiert (Teufel et al., 1993), oder durch
synthetische ,GGS-Peptid-Linker ersetzt worden waren (Allen et al., 2001; Kim et al.,
2001), dass zwar eine Faltung/Assemblierung stattfindet, jedoch die Stabilitat nicht so
hoch wie bei der Wildtypform war. Aufl3erdem zeigten Versuche mit solitaren
Schleifendomanen, dass auch diese Polypeptide ohne das restliche Apoprotein in der
Lage sind Tertiarstrukturen auszubilden (Yeagle et al., 1997; Katragadda et al., 2000;
Piserchio et al., 2000; Bennett et al., 2004; Giragossian et al., 2004). Kurze Schleifen
kénnen sogar durch Ausbildung so genannter ,Haarnadelstrukturen“ die Faltung und
Stabilitat zweier interagierender Helices eines Proteins beeinflussen (Wehbi et al.,
2007). Untersuchungen an der luminalen und stromalen LHCII-Schleife zeigten
(Heinemann und Paulsen, 1999; Mick et al.,, 2004a), dass im Falle von LHCs ein
zweistufiges Faltungsmodell ebenfalls unzureichend ist, da sowohl die Faltung der
Schleifendomanen, als auch beteiligte Cofaktoren bertucksichtigt werden mussen.

Das ,three stage” Modell beschreibt deshalb die Proteinfaltung unter Beriicksichtigung
der Ligandenbindung, der Faltung von Schleifendomanen, der Insertion peripherer
Doméanen und der Ausbildung einer Quartarstruktur (Engelman et al., 2003).
Zeitaufgeloste Messungen am LHCIl zeigten, dass dort die Faltung durch zwei
unterschiedlich schnelle Phasen der Pigmentbindung begleitet wird. In einem schnellen
Prozess wird zunachst Chl a und Carotinoide gebunden und in einem langsameren
zweiten Schritt wird zusatzliches Chla und Chl b an den vorgefalteten Komplex
koordiniert (Horn et al., 2007).

Interaktionsmodi und Haufigkeit von Aminosauren an Proteinoberflachen

Die Ausbildung einer tertiaren oder quartaren Proteinstruktur ist abhéngig von der
Verteilung und den Eigenschaften der involvierten AS. Die Grol3e einer AS ist ein
entscheidendes Merkmal beim erreichen einer bestimmten Packungsdichte, weswegen
im Proteininnern eher AS mit kleinen Seitenketten lokalisiert sind. Die Ladung basischer
oder saurer AS wird zur Ausbildung von Salzbriicken oder lonenpaaren benétigt. Polare
AS kénnen H-Briucken ausbilden und aromatische AS sind im Stande Verbindungen
Uber ,m-mr-stacking® ihrer delokalisierten Elektronensysteme herzustellen (Berg et al.,
2003).

Diese rein theoretischen Eigenschaften der AS Dbezuglich Protein-Protein-

Wechselwirkung wurden mit den verfigbaren Proteinstrukturdaten abgeglichen, um
Vorhersagen uber Protein-Protein-Interaktionen treffen zu kénnen (Zhou und Qin,
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2007). Es stellte sich heraus, dass AS an Schnittstellen einen hdéheren
Konservierungsgrad aufweisen, als nicht interagierende AS (Zhou und Shan, 2001),
was entweder funktionelle oder strukturelle Griinde haben kénnte (Lichtarge et al.,
1996). In Protein-Protein-Kontaktflachen kommen vor allem hydrophobe, aromatische
und Arginin-Seitenketten vor, wahrend andere geladene AS sehr selten sind (Conte et
al., 1999; Zhou and Shan, 2001). Das Tr-Elektronensystem eines Arginins kann
auBerdem mit beteiligten Kationen wechselwirken (Crowley and Golovin, 2005). Eine [3-
Faltblattstruktur ist im Interaktionsbereich haufiger anzutreffen als eine a-Helix. Zudem
sind Schleifenregionen, die mit anderen Proteinen interagieren, langer als nicht
interagierende (Neuvirth et al., 2004).

Die meisten AS an Kontaktflachen haben keinen direkten Interaktionspartner, sondern
erhohen die Zugéanglichkeit bzw. die Ldslichkeit im umgebenden Medium (Chen and
Zhou, 2005; Jones und Thornton, 1997). Bioinformatische Analysen zeigen, dass
Cystein und Methionin vor allem mit hydrophilen Seitenketten in Kontakt treten kénnen
(de Vries und Bonvin, 2006). Andere Untersuchungen konnten zeigen, dass
Tryptophan, Methionin und Phenylalanin haufig an Protein-Protein-Interaktionen
beteiligt sind (Ma und Nussinov, 2007). Tryptophan ist eine in Grenzbereichen von
Membranproteinen haufig vorkommende AS und dient vermutlich auch als eine Art
,<Anker“ in der Membranubergangsregion (Schiffer et al., 1992). Tryptophan ist auch in
Lhc-Proteinen an entsprechenden Regionen stark konserviert (Jansson, 1999) und ist
sowohl an der Lhcal-Lhca4-Interaktion im LHCI (Schmid et al., 2002a), als auch an der
Trimerisierung des LHCII beteiligt (Hobe et al., 1995).

Oligomerisierungszustande und daftr verantwortliche Assemblierungsmotive
Statistische Auswertungen aller bis 2004 verfiigbaren Protein-Kristallstrukturen belegen,
dass ca. 15% der Proteine als Oligomere organisiert sind (Mei et al., 2005). Die
haufigste Assemblierungsform ist das Dimer, aus welchem mehr als 50% der Oligomere
zusammengesetzt sind. Aber nur /s davon liegt wie der LHCI-730 des PSI als
Heterodimer vor. Obwohl der trimere LHCIl die am haufigsten vorkommende
Lichtsammelantenne ist, sind trimere Proteine im Allgemeinen seltener (10%)
anzutreffen.

Da Oligomerisierungsformen evolutionér gesehen mit einer gewissen Regelmaligkeit in
Erscheinung treten, konnten inzwischen viele konservierte AS-Motive identifiziert
werden, die eine Protein-Protein-Interaktion ermdglichen. Bei Proteinen, die Uber ihre
Transmembranhelices miteinander wechselwirken, sind bisher einige
Assemblierungsmotive bekannt. Dazu gehdren neben dem aus Glycophorin A
bekannten GxxxG-Motiv (GG4), das den van der Waals Kontakt zwischen Helices
bewirkt (Russ und Engelman, 2000; Curran and Engelman, 2003), auch das verwandte
GxxxGxxxG-Motiv der Rezeptor-dhnlichen Tyrosin-Phosphatase (Cin et al, 2005). G4-
und GxxxxxxG-Motive (GG7) sind auch aus den Transmembrandomanen der Pfam-A-
Familie bekannt (Liu et al., 2002). Interessanterweise zeigte die Genomanalyse der
Pfam-A-Familie, dass auch Motive darunter waren, in welchen die Glycine bei MsbA
von Escherichia coli, einem der ATP-bindenden Kasette homologen Transporter, durch
Serine (SS4, SS7) oder Alanine (AA4, AA7) ersetzt waren. Die charakteristischen
Seitenketten der erwahnten Motive weisen in die gleiche Richtung, da in einer a—Helix
durchschnittlich 3,6 AS-Reste fur eine Windung bendtigt werden (Branden und Tooze,
1991), weshalb ihnen eine hohe Bedeutung bei der Transmembranhelix-Packung
zweier Untereinheiten zukommt (Senes et al., 2000, 2001). Ein dem Leucin-Zipper-
Motiv ahnliches Alacoil-Motiv (Gernert et al., 1995) setzt sich aus einem 66 AS
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umfassenden Abschnitt zusammen, in welchem alle 7 Positionen ein Alanin oder Serin
positioniert ist.

Ein weiteres Beispiel fur eine Assemblierung bieten die a- und B-Untereinheiten des
LH1 und LH2, Lichtsammelproteine aus Purpurbakterien. Beide Antennenpolypeptide
interagieren Uber ein AxxxH-Motiv ihrer Transmembranhelices miteinander, wobei das
Motiv in der a-Untereinheit einmal und in der B-Untereinheit zweimal zu finden ist
(Zuber, 1986). Dabei kommt vor allem dem Bakteriochlorophyll a eine stabilisierende
Rolle zu, da die Koordination der Pigmente Uber die Histidine der Helices beider
Untereinheiten erfolgt (Zuber und Cogdell, 1995).

Assemblierungsmotive, die sich auf Schleifenregionen ausdehnen, sind komplex und
umfangreich. TPR (tetratrico peptide repeat) Proteine, die bei Proteinfaltung,
Transkriptionskontrolle und Zellzyklussteuerung beteiligt sind, wirken durch ein 34 AS
umfassendes Motiv, das auf zwei durch eine Schleife verbundenen Helices verteilt ist
(D’Andrea und Regan, 2003). Das Ycf3, das als eine Art Chaperon wahrend der PSI-
Assemblierung mit PsaA und PsaD wechselwirkt (Naver et al., 2001) verfugt tber
dieses Motiv.

Das 33 AS umfassende Ankyrin-Motiv ist eines der am héaufigsten vorkommenden
Strukturmotive, wobei die Anzahl der Motive je Protein zwischen 1 und 33 stark
variieren kann (Sedgwick und Smerdon, 1999; Mosavi et al., 2004). Das
chloroplastidare Signalerkennungspartikel (cpSRP) 43 verfugt tber vier solcher Ankyrin-
.repeats” (Jonas-Straube et al., 2001), wobei Motiv 3 und 4 zur Homodimerisierung mit
einem zweiten cpSRP bendtigt werden, und der erste ,repeat” mit der L18-Domane in
der stromalen Schleife der Lhc-Proteine wechselwirkt. Zusammen mit dem cpSRP 54
bilden sie einen postranslationalen Transitkomplex, der die Translokation/Insertion der
Lhc-Proteine in die Thylakoidmembran ermdglicht (Schinemann, 2004).

Die FCPs (Fucoxanthin bindende Proteine) der Diatomeen gehdren wie die LHCs
ebenfalls zur Supergenfamilie der Chl a/b-bindenden Proteine, da sie neben
3 Transmembrandomé&nen auch eine stark konservierte Struktur in Helix 1 und Helix 3
aufweisen (Durnford et al.,, 1996). Praparationen nativer FCPs zeigten, dass ein 18
kDa- und ein 19 kDa-Protein existiert, die beide Trimere Komplexe bilden. Drei trimere
19 kDa-FCPs konnen sogar zu hoheren Oligomeren assemblieren (Buchel, 2003).
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7 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, ein detailliertes Bild Uber die Ursachen fur das
unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten der untersuchten Lichtsammelproteine
Lhcb4, Lhcad4 und Lhcbl zu erarbeiten, wobei bereits gesicherte Daten dariber
vorlagen, dass ein N-terminales AS-Motiv fur die Trimerisierung des Lhcbl essentiell
ist, und eine Substitution der Helix 2 des Lhcad4 gegen aquivalente Lhca3-AS eine
Heterodimerisierung verhindert.

Sequenzalignments von Lhc-Proteinen deuten auf einen hohen Konservierungsgrad der
1. und 3. Transmembranhelix hin. Durch die Anfertigung eines Proteinalignments aus
Lhc-Protein-Sequenzen vieler Arten, sollten die Consensussequenzen ermittelt und
damit alle variablen Domanen genauer erfasst werden.

Unter Verwendung des monomerisierenden Lhcb4, des mit dem Lhcal dimerisierenden
Lhcad4 und des Trimere bildenden Lhcbl, sollten die schwach konservierten Doménen
untersucht werden. Durch Substitution einer Domane gegen die entsprechende Region
der zwei anderen Proteine, sollte gepruft werden, ob die Fahigkeit zur Ausbildung einer
bestimmten Oligomerisierungsform beeintrachtigt wird oder sogar verloren geht und ob
eventuell ein Transfer der Assemblierungseigenschaft durch den eingebauten
Proteinteil Ubertragen werden kann.

Die fur die Dimerisierung bzw. Trimerisierung bendétigten Doméanen sollten anschliel3end
in die anderen Proteine Ubertragen werden, um einen Transfer des Oligomerisierungs-
verhaltens durchzufihren. Analog dazu sollten alle fur eine Dimerisierung essentiellen
Lhca4-Bestandteile in den Lhcal transferiert werden, um eine mit sich selbst
assemblierende Mutante zur Herstellung multimerer LHCs zu generieren.

In einem zweiten Versuchsteil sollten durch Mutationsanalysen die an der LHCI-730-
Bildung beteiligte AS in der luminalen und stromalen Schleife, sowie die in der Helix 2
des Lhca4 lokalisierten relevanten AS identifiziert werden. Im Falle der Helix 2 wurden
Uber Bereichsmutationen zunéchst die flr eine Interaktion in Frage kommenden
Regionen eingegrenzt und bei Beeintrachtigung der Heterodimerisierung né&her
untersucht.

Im Zuge der Experimente zur Bedeutung der Helix 2 vom Lhca4 sollte der Einfluss der
an dieser Doméane gebundenen Chlorophylle auf die Dimerisierung untersucht werden.
Fir vergleichende Analysen konnte auf bereits existierende Mutanten zuriickgegriffen
werden, die drei Chlorophyllbindungsstellen abdecken.

Die Herstellung chimérer und punktmutierter Proteine erfolgte auf Genebene unter
Verwendung verschiedener PCR-Techniken. Das in Bakterien heterolog exprimierte
Apoprotein wurde durch Monomerrekonstitutionen hinsichtlich seiner
Stabilitat/Faltungsfahigkeit Uberpraft, die Voraussetzung fir die nachfolgende
Untersuchung der Dimerisierungs- bzw. Trimerisierungsfahigkeit war. Die
rekombinanten LHCs  wurden entweder per schwach  denaturierender
Gelelektrophorese aufgetrennt und densitometrisch quantifiziert, oder via SDG-UZ
aufgereinigt, um einerseits die Komplexstabilitdt zu prifen und andererseits um die
Pigmentzusammensetzung und den Energietransfer der gebildeten LHCs zu
untersuchen.
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B MATERIAL

1 Chemikalien und Reagenzien

Die Chemikalien wurden von den Firmen Bio-Rad (Mtnchen), Difco (Otto Nordwald KG,
Hamburg), ICN Biomedicals (Eschwege), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und
Sigma-Aldrich (Minchen) bezogen.

Zur Plasmidpraparation wurden Kits der Firmen Macherei-Nagel (Duren), Fermentas
(St. Leon-Roth) und Promega (Mannheim) verwendet. Das Kit zur DNA-Aufreinigung
aus Agarosegelen lieferte die Firma Peqglab (Erlangen). Oligonukleotide wurden von der
Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert (siehe Anhang Al). Zur Substitution
grof3er Abschnitte in Ihc-Genen wurde ein Mutagenese-Kit von Stratagene (Amsterdam,
NL) verwendet.

2 Gerate
Allgemeine Geréte:

Magnetrihrer lkamag® RCT, JKA-Labortechnik (Staufen)
Heidolph® MR 3001 K8, Heidolph Elektro (Kehlheim)

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

Photometer U-2000 Spektrophotometer, Hitachi (Tokyo, Japan)
Bio-Photometer, Eppendorf (Hamburg)
MPS-2000 Photometer (Shimadzu, Japan)

Spannungsquellen Biometra® Standard Power Pack P25, Biometra
(Géttingen)
Power Pack 300, Bio-Rad (Herkules, USA)

Ultraschallbad T 460, EIma® Transsonic (Singen/Hohentwiel)

Ultraturrax Ultraturrax T500, IKA-Labortechnik (Staufen)

Waagen Analysenwaage A200S, Sartorious (Goéttingen)
Prazisionswaage GS-3200-2, Gottl. Kern & Sohn®
(Albstadt)

Zentrifugen

Kihlzentrifugen BR4i, Jouan (Unterhaching); Rotoren: AB 1.14, AB
50.10

J2HS, Beckmann (Minchen); Rotor: JLA 10.500
Avanti™ 3-25, Beckmann (Minchen); Rotor: JA 25.50,
JA 25.15

Tischzentrifugen Micro 24-48 (Typ 1001), Hettich (Tuttlingen)
Microliter (Typ 2020), Hettich (Tuttlingen)
Mikro 22 (Hettich, Tuttlingen)

Ultrazentrifugen Centrikon T-1065, Kontron (Neufahrn); Rotor: TST41.14
Optima XL-80K, Beckmann (Minchen); Rotor: SWA41Ti
Optima XL-100K, Beckmann (Minchen); Rotor: SW40
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Gerate fiir mikrobiologische Arbeiten:

Autoklav

Brutschranke

Inkubationsschittler

Kulturrad

Sterilbank

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

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

TH 15 Inkubationshaube mit KS 15 A Kompaktschdittler,
E. Buhler (Hechingen)

Rotator, Helmut Saur Laborbedarf (Reutlingen)

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

Gerate fiir molekularbiologische Arbeiten:

Geldokumentationsanlage

Heizblock
Speed-Vac (Vakuumzentrifuge)

Thermocycler

UV-Lampe

GelDoc™ 1000 Single Wavelength Mini
Transilluminator, Bio-Rad (Miinchen);

Software: Molecular Analyst; Bio-Rad (Miunchen)
Quantity One 4.1; Bio-Rad (Mlinchen)

Techne Dri-Block® DB-2D, Techne (Cambridge, UK)
Vacuum Concentrator Mini-30, Bachofer (Reutlingen)

Genius-02 T, Techne (Cambridge, UK)
Primus 25/96, MWG-Biotech (Ebersberg)

Handlampe mit 254 nm und 312 nm Einstellung,
Helmut Saur, Laborbedarf (Reutlingen)

Gerate fiir biochemische und biophysikalische Arbeiten:

Digitalkamera
Durchflussthermostat

Elektrophoresekammer

Fluoreszenzspektrometer

GelgieRapparatur

Gelschuttler

Kocher

C-3040 Zoom, Olympus Optical Co. GmbH (Hamburg)
Ministat compatibel control, Huber (Offenburg)

Hoefer® Mighty Small®, Hoefer Pharmacia (San
Francisco, CA, USA)

Perfect Blue™ Mini Ex (Peqlab, Erlangen)

Fluoromax-3, ISA Jobin Yvon-Spex (Grasbrunn);
Software: Datamax, Version 2.20, AISN, Jobin Yvon-
Spex (Grasbrunn)

Hoefer® Multiple Cell Caster, Hoefer Pharmacia (San
Francisco, CA, USA)

Rotamax 120, Heidolph (Kehlheim)

HB4 basic Heizbad, IKA-Labortechnik (Staufen)
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HPLC (analytisch) Jasco Labor- und Datentechnik GmbH (Gro3-Umstadt)
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 1=50 mm;
d=4,6 mm, Merck (Darmstadt)
Software Borwin-PDA, Ver. 1.50

3 Datenbanken und Software

NCBI-Datenbank:
Datenbank zur BLAST-Suche (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov:80/BLASTAlignments) von Protein-
(BLASTP) und EST-Sequenzen (TBLASTN).

Alignment-Software:

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)

BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA)
Demoversion DS Gene (Accelrys Cambridge, UK)

Software fiir DNA-Protein-Ubersetzung:
Expasy-tools http://www.expasy.org/tools

Software flr densitometrische Auswertung:
Quantity One 4.1 (Bio-Rad, Minchen)

4 Molekularbiologische und proteinbiochemische Arbeitmaterialien

4.1 Expressionsvektoren

Um Lhc-Proteine zu exprimieren (Kap. C2.1) wurden zwei fir eine Uberexpression
geeignete Plasmide verwendet.

Zur Uberexpression der lhcal- und lhca4-Gene von Tomate in verschiedene
Escherichia coli- (E. coli) Zelllinien wurde der Expressionsvektor pDS12/RBS Il (Bujard
et al., 1987) verwendet, wie er in Abb. 7 gezeigt ist. Dieses ringférmig geschlossene
Plasmid wurde in kompetente JM101-Bakterien transformiert (Kap. C1.11).

Der Vektor enthalt neben dem starken synthetischen Ts-Promotor Pyys einen Operator,
der dem Lac-Operon entnommen und daher durch den nicht metabolisierbaren Induktor
Isopropyl-, 3, D-thiogalactosepyranosid (IPTG) induzierbar ist. Dabei bindet IPTG an
das Repressormolekil lacl, welches konstitutiv exprimiert wird und fest an den Operator
gebunden ist. Durch die IPTG-Bindung verliert der Repressor wegen der induzierten
Konformationsdnderung seine DNA-Affinitdt und dissoziiert vom Operator ab, wodurch
die RNA-Polymerase an den Promotor binden und ein in die Polylinkerregion
einkloniertes Gen transkribieren kann. Zwischen dem Operator und dem zu
exprimierenden Strukturgen befindet sich die synthetische, ribosomale Bindungsstelle
vom Typ I, die eine Verstarkung der Translationsrate bewirkt. Durch die ebenfalls
konstitutive Expression der B-Lactamase, besteht die Moglichkeit, Plasmid-tragende
Bakterien in Ampicillin-haltigen Medien, aufgrund ihrer Antibiotikaresistenz, zu
selektionieren.
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Polylinkerregion:

Start

;4 pDS12/RBS II
(3416 bp)

(ATG ... BamHI, Sall, PstI, HindIII,... TéVC_})
S

Stop

Abb. 7: Darstellung des pDS12/RBS ll-Vektors. (B-Lac): p-Lactamase; (lacl): lac-Repressor; P/O: Ts-
Promotor (Pn2s) und Lac-Operon; to, t;: Terminationsregionen; RBS: Ribosomenbindungsstelle; CAT:

Chloramphenicol-Transferase; ori: Replikationsursprung.

Da die verwendeten Arabidopsis-Proteine alle einen C-terminalen Hexahistidylrest (His-
tag) tragen sollten und bei Verwendung des pDS12-Vektors oftmals eine starke

Verunreinigung der

Einschlusskérperpraparationen mit bakteriellen Proteinen zu

beobachten war, wurden die lhcal-, Ihca4-, Ihcbl und lhcb4-Gene in den pET-44a(+)-

Vektor (Merck, Darmstadt) kloniert.

Dra I11(7069)

Ahd 1(8657) ! ::i'__:l_ o
Bal 1(6539) \ AT 6851-7208
Fop le434) N -, o0 ¢ ) Bol 11(943)
NS N Bsm 1(987)
g Msc I(1075)
Stu I(1128)

Sca I(5176) ~, Y4

AN 1(5463) —| pET.44a(+)

| (7311 bp)

(8167-ves) B

=)
- / )
BspLU11 1(5047)— <
Sap lagat) —\

lac operator ~3
Ll prOmoterQ‘é\ ~~Nde 1(2353)
/ Xba 1(2391)
\ % N Sph 1(2658)
“\\\ 39\5\ /’ ’\;/\ECON IE:Q—HS)
Bpu10 l(4153)° f,:' "---.,_:-__—:__ _
Psp5 114053) I

Tth111 1a792) -\

AN

\'BSsIE II(3384)
Apa 1(3394)

Hpa I(3683)

- BspM 1{1277)

__Nco 1(1403)

Avr Il (483)
Pac | (503)
Xho | (530)
Pml | (578)
Eag | (592)
Not | (592)
Hind Il (599)
Kpn | (624)
Sal | (626)
Pst | (839)
SseB8387 | (639)
Asc | (841)
BsrG | (648)
EcoR | (654)
BamH | (660)
Sac | (672)
PshAl (s81)
Smal (721)
Sac Il (797)
Spe | (828)

Abb. 8: pET-44a(+)-Vektorkarte mit eingezeichneten Positionen der Restriktionsenzyme. Arabidopsis-

Gene wurden zwischen Ndel und Xhol kloniert (TB330 Rev. A 0502, Novagen-Merck)
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Der in Abb. 8 dargestellte pET-Vektor funktioniert nach einem &hnlichen Prinzip wie der
obige pDS12-Vektor. Die Gene werden zwischen die Ndel- (N-Terminus) und die Xhol-
Schnittstelle (C-Terminus) kloniert. Das Startcodon ist bereits Teil der Ndel-
Erkennungssequenz, wodurch das heterolog exprimierte Protein keine zusatzlichen AS
enthalt. Der His-tag liegt hinter der Xhol-Schnittstelle und ist wie das Stoppcodon ein
Teil des Vektors. Die Transkription erfolgt durch die T7-RNA-Polymerase, die in
Bakterienstammen fur reine Klonierungsarbeiten nicht enthalten ist, wodurch eine
basale Proteinexpression verhindert wird. Nur zur Uberexpression geeignete Zellen
(BL21) besitzen eine chromosomale Kopie des Polymerase-Gens, dessen
Transkription, wie der lac-Operator des Vektors, durch IPTG induziert werden kann.

4.2 Bakterienstamme

In der vorliegenden Arbeit wurden E. coli-Zelllinien der Firmen Stratagene (Heidelberg)
und NEB (Frankfurt) verwendet:

JM 101: SUpE, thi-1, A(lac-proAB)[F’ traD36, proAB, lacl?, ZAM15]

DH5a: F, @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk’, mk"), phoA, supE44, X\, thi-1, gyrA96, relAl

BL21 (DE3): F~ ompT hsdS(rB” mB™) decm+ Tetr gal (DE3) endA Hte

XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB

laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]

4.3 DNA-Standards

Um die DNA-FragmentgroBen in Agarosegelen zu ermitteln, wurden zwel
unterschiedliche Marker verwendet, die in Abb. 9 dargestellt sind. Zur Bestimmung von
FragmentgrofRen zwischen 100 Basenpaaren (bp) und 1000 bp, wurde der 100 bp-
Standard von Fermentas (St. Leon-Roth) benutzt, fir die Definition gro3erer Fragmente
war der Einsatz des 1 kbp-Standards der selben Firma erforderlich.

bp ng/Spg % bp ngSpg %

10000 300 6.0
80000 300 60
i eoan A
1000 450 4.0 a0 300 )
/ : 4000 300 60
2900 450 4.0 9500 30.0 60
Z 800 450 90 23000 70.0 14.0
— 700 450 90 ) D500 250 40
— GO0 450 90 2000 250 &0
500 115.0 230 e — 1700 250 50
— 400 400 8D
s B P — 1000 60.0 12.0
5 . . BN 50 250 A0
— 200 400 80 — B0 250 &0
— 100 400 8D — 250 250 &0

Abb. 9: Marker zur Bestimmung der DNA-Fragmentgrof3en in Agarosegelen. Gezeigt sind der 100 bp-
(links) und der 1kbp-Standard von Fermentas (rechts) nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel. Eine zusatzliche Bestimmung der DNA-Konzentrationen war bei beiden Standards tber die
Bandenintensitéaten moglich (siehe Tabellen neben Beschriftung).
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Die DNA-Standards wurden stets in einer Konzentration von 100 ng/ul verwendet,
wobei pro Bahn eines Agarosegels insgesamt 500 ng aufgetragen wurden. Die in den
Tabellen in Abb. 9 aufgefiihrten DNA-Mengen einzelner Banden dienten zur Schéatzung
der DNA-Mengen der mit aufgetragenen Proben.

4.4 Proteinmarker

Isolierte und aufgereinigte Einschlusskorperproteine (Inclusion Bodies) aus der
bakteriellen Uberexpression (Kap. C2.1) wurden zur Untersuchung der Anreicherung
des Uberexprimierten Proteins und zur Bestimmung ihrer Molekularmasse, zusammen
mit dem SDS- (Na-Dodecylsulfat) 7-Marker von Sigma-Aldrich (Minchen) in einem voll-
denaturierenden  SDS-Gel elektrophoretisch  (Kap. C2.3.1) aufgetrennt. Die
Zusammensetzung des SDS-7 Markers ist in Tab. 2.3.2 aufgelistet. Er wurde in
0,0625 M Tris/HCI (pH 6,8), 2% SDS, 5% p-Mercaptoethanol, 10% Glycerin und
0,001% Bromphenolblau gelost.

Tabelle 2: Bestandteile des SDS 7-Markers von Sigma-Aldrich und deren Molekularmassen. Er wurde
zur Molekularmassenbestimmung denaturierter Proteine mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) verwendet.

Markerbestandteile Molekularmasse [kDa]
Rinderserumalbumin 66,0
Ovalbumin 45,0
NADPH 36,0
Carboanhydrase 29,0
Trypsinogen 24,0
Trypsin-Inhibitor 20,1
o-Lactalbumin 14,2

Zur Molekulargewichtsbestimmung von oligomerisierenden Lhc-Proteinen in schwach
denaturierenden Gelen wurde der in Abb. 10 dargestellte Precision Plus Protein
Standard (Bio-Rad, Miinchen) verwendet.

— 250kD

—Th

= 10

Abb. 10: Precision Plus Protein Standard von Bio-Rad zur Identifikation des Molekulargewichts von
héhermolekularen LHC-Banden in schwach denaturierenden Gelen.
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45 Klone

Als Ausgangsmaterial fur die in dieser Arbeit hergestellten Mutanten aus Solanum
lycopersicum (Tomate), wurden drei bereits vorhandene pDS12/RBS II-Vektor-
Konstrukte mit in die Polylinkerregion inserierten |hcal-WT (Wildtyp), lhca4-WT und
Ihcad4-H2a3-Genen (Corbet, 2004) genutzt. Die Lhcal- und Lhcad4-WT exprimierenden
E. coli-Klone, sowie die Einschlusskérperproteine der vier genutzten Lhcal-W185-
Punktmutanten, wurden freundlicherweise von J. Rupprecht (2000) zur Verfugung
gestellt. Die Nucleotid- und Aminosauresequenzen der Lhcal- und Lhca4-WT-Gene
bzw. -Proteine von Tomate befinden sich im Anhang.

Des Weiteren wurden fir die Untersuchungen an Chlorophyll-bindenden AS in der 2.
Helix des Lhca4 Punktmutanten verwendet, die von E. Lago Places (2000: Lhca4-E94S,
Lhca4-E102S), P. Thomé (2000: E94L, E102L) und D. Rautenberg (2002: Lhca4-E94Q)
dankenswerterweise zur Verfigung gestellt wurden.

Die cDNA der gewinschten Ihcal-, Ihca4-, Ihcb1.1- und Ihcb4.1-Gene von Arabidopsis
wurde zunachst via TAIR-Homepage (The Arabidopsis Information Resource:
http://lwww.arabidopsis.org/) identifiziert und anschlielRend tber das ABRC DNA Stock
center (Arabidopsis Biological Resource Center, USA) geordert (http://www.biosci.ohio-
state.edu /pcmb/Facilities/abrc/abrchome.htm). Alternativ war auch ein Bezug Uber das
Kazusa DNA Research Institute (http://www.kazusa.or.jp/, Japan) mdoglich. Folgende
Klone wurden geliefert:

Lhcal: ABRC: U09017

Lhcad: Kazusa: SQL02b09, APD29f02 ABRC: 114b11, 180P10

Lhcbl: Kazusa: APZ18d04 ABRC: 180D13, 191C22, 19409
Lhcb4: Kazusa: APZ14b08, RZ15f09 ABRC: 13022, 123A24

Nach der Sequenzierung aller cONAs wurde ein Klon von jedem Lhc-Gen ausgewahlt
(fett markiert). Die Sequenzen der verwendeten Arabidopsis-Gene und deren
entsprechende Proteinsequenzen befinden sich im Anhang (A3).
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C METHODE

1 Mikro- und molekularbiologische Methoden

Der Umgang mit Bakterien erforderte neben einer aseptischen Umgebung (Sterilbank)
auch die Verwendung steriler Arbeitsmaterialien. Nahrboden, Gebrauchslésungen Glas-
und Plastikgefal3e mussten vor der Benutzung sterilisiert werden, um Keime, Sporen
und vegetative Zellen von Mikroorganismen abzutéten. Dies wurde durch
Dampfdrucksterilisation im Autoklaven bei 121 °C fur mindestens 20 min bewirkt.

1.1 Bakterienanzucht

Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene E. coli-Stamme (Kap. B4.2) verwendet, die
fur unterschiedliche Zwecke eingesetzt wurden, aber identische Anzuchtsbedingungen
bendtigten. Fir die verwendeten Gene aus Tomate und Arabidopsis wurden 2
unterschiedliche Expressionssysteme verwendet, welchen neben verschiedenen
Vektoren auch dazu passende Bakterienstamme nutzten. Zur Uberexpression
(Kap. C2.1) von Lhca-Proteinen aus Tomate mussten die Gen-tragenden
pDS12/RBS II-Plasmide in JM 101-Zellen transformiert (Kap. C1.11) werden. Je nach
Anwendung wurden zuerst DH5a- oder XL1-Blue-Zellen mit pet44a-Plasmiden, die
Arabidopsis-Gene enthielten, transformiert, da diese Stamme eine recht hohe
Transformationseffizienz  besitzen. Eine erfolgreiche Proteinexpression konnte
allerdings nur in BL21-Zellen erfolgen.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in einem komplexen Nahrmedium nach Luria
Bertrani (Sambrook und Russel, 2001). Das LB-Flussigmedium (1% (w/v) Trypton,
1% (w/v) NaCl, und 0,5% (w/v) Hefeextrakt) wurde mittels NaOH auf einen pH-Wert von
7,0 eingestellt. Zur notwendigen Selektion Plasmid-tragender E. coli-Klone wurde das
Medium mit dem Antibiotikum Ampicillin angereichert (Endkonzentration: 100 pg/ml).
Dabei wuchsen nur Bakterien mit dem pDS12/RBS II-Plasmid, da jenes die -
Lactamase codiert, welche das Ampicillin spaltet.

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde Ampicillin-freies LB-Medium mit 1,5% (w/v)
Agar-Agar, einem aus einer Rotalge gewonnenen Polysaccharid, versetzt, autoklaviert
und in sterile Petrischalen gegossen. Zur spateren Selektion von Bakterienklonen
wurde auch dem LB-Agar, nach Abkihlung auf eine Temperatur von ungefahr 50 °C,
Ampicillin (Endkonzentration: 100 ug/ml) zugesetzt. Nach Abkihlung des Nahrbodens
unter der Sterilbank, konnten die Petrischalen mehrere Wochen im Kuhlschrank bei 4-8
°C aufbewahrt werden.

Zum  Ausplattieren  frisch  transformierter  Bakterien wurden 200 pl  des
Transformationsansatzes mit einem sterilen Drigalski-Spatel (mit Ethanol abgeflammt)
auf der Agarplatte verteilt. Alternativ wurde in einigen Fallen mittels Impfose ein
Verdunnungsausstrich einer bei —80 °C gelagerten Dauerkultur oder Stichkultur mit
neuen EST-Klonen auf die Agarplatten vorgenommen. Die Petrischalen wurden im
Anschluss mit dem Deckel nach unten (vermeidet Austrocknung) bei 37 °C fir nicht
langer als 18 h (Vermeidung Uberwuchernder Kolonien und Satellitenbildung) in einen
Warmeschrank gestellt. Nach Ablauf der Zeitspanne mussten die Plattenkulturen im
Kihlschrank gelagert und mit Parafilm abgedichtet werden, um ein weiteres
unerwinschtes Wachstum zu unterbinden und die Austrocknung der Platten zu
verhindern.

Um weitere Versuche mit den Bakterienklonen durchfihren zu kénnen, mussten die
entsprechenden Kolonien in Flissigkulturen Gberfihrt werden. Zu deren Herstellung
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wurde mit einer Pipettenspitze eine Kolonie von der Agarplatte gepickt und in eine 5 ml
Ubernachtkultur (UN-Kultur) (LB-Medium mit einer Ampicillin-Endkonzentration von
100 pg/ml) dberfiihrt. Nach einer Wachstumsphase bei 37 °C im Kulturrad wurden die
Klone entweder im grol3eren Mal3stab weiter vermehrt (fir Plasmid-Praparationen,
Kap. C1.5), oder fur die Herstellung von Dauerkulturen im Kuihlschrank
zwischengelagert (Kap. C1.3). Vor jeder weiteren Nutzung der Flussigkulturen mussten
die Bakteriensuspensionen gut geschiittelt werden.

1.2  Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Um Bakterien mit Plasmiden transformieren zu konnen, mussten zunachst
chemokompetente E. coli-Zellen hergestellt werden. Da die DNA-Aufnahme nicht wie
bei einer natirlichen Kompetenz Gber DNA-bindende Proteine gesteuert wird, musste
die Zellwand fur den Transfer ringformiger DNA in die Zelle permeabel gemacht
werden. Aulerdem ist der zu transformierende pet44a-Vektor mit bis zu 7 kbp sehr
grof3 und ringférmig, wohingegen bei einer naturlichen Transformation die DNA meist
linearisiert und als Einzelstrangmolekil in die Zelle eingeschleust, und dort durch
homologe Rekombination integriert wird. Anders als bei vielen gram-positiven Bakterien
ist die erreichbare Effizienz der Kompetenz bei gram-negativen E. coli-Stdmmen recht
niedrig (Madigan et al., 2000).

Um die grol3tmogliche Effizienz zu erreichen, wurden Plasmid-freie JM 101-Zellen auf
einer LB-Agarplatte (10 mM MgCl,, ohne Ampicillin) ausgestrichen und Uber Nacht bei
37 °C im Warmeschrank inkubiert. Mit einer Pipettenspitze wurde am nachsten Tag
eine Kolonie gepickt und in einen Erlenmeyerkolben mit 100 ml TYM BROTH (2% (w/v)
Trypton, 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 0,1 M NaCl, auf pH 7,5 mit NaOH eingestellt)
uberfuhrt. Nach weiteren 4-5 Stunden Wachstum im Schuttelinkubator bei 37 °C und
Erreichen einer ODss5o von 0,8 bis 0,9 wurden die Bakterien bei 1000 g (4 °C; 12 min)
pelletiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig dekantiert und das Pellet auf
Eis in 35 ml Tfb 1 (30 MM KOAc, 100 mM CacCl,, 15% (w/v) Glycerin, 50 mM MnCl,)
resuspendiert. Nach weiteren 20 min auf Eis wurden die Bakterienzellen erneut
abzentrifugiert (1000 g, 4 °C, 10 min) und nach AbgieRen des Uberstandes mit 4 ml
Tfb Il (75 mM CacCl,, 10 mM Na-MOPS (pH 7,0), 10 mM KCI, 15% (w/v) Glycerin) auf
Eis resuspendiert. Zur Konservierung der kompetenten Eigenschaften wurden je 50 pl
der Bakteriensuspension zigig in Eppendorf-Reaktionsgefale aliquotiert und in
flissigem N, schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte bei —80 °C (Sambrook und
Russel, 2001; Kosemund, 1999).

1.3  Herstellung von E. coli-Dauerkulturen

Klone aus einem erfolgreichen bzw. abgeschlossenen Teilexperiment wurden dauerhaft
bei —80 °C konserviert, um gegebenenfalls schnell wieder darauf zuriickgreifen zu
konnen. Dazu wurden aus einer bewdahrten Flissigkultur des Klons frische 5 ml
Ubernachtkulturen (LB-Medium, 100 pg/ml Ampicillin) herangezogen und am nachsten
Tag 1 ml davon mit 221 pl sterilem 80%igem Glycerin versetzt. Eine Vermischung
erfolgte durch vorsichtiges Invertieren des Eppendorf-Gefalles. Das Glycerin
verhinderte die Entstehung von Eiskristallen, die beim Einfrieren der Kulturen bei —
80 °C die Zellen beschadigen wiirden.
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1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Agarosegele dienen der Auftrennung von Nucleinsauren in einem elektrischen Feld. Die
Agarose ist ein aus Algen stammendes Zuckerpolymer aus Galactoseeinheiten, die sich
beim Ausharten des Gels biindeln und so eine geordnete Matrix definierter Porengrof3e
ausbilden. Da Nucleinsduren negativ geladen sind, wandern sie im Agarosegel gemafi
ihrer Grol3e zur positiven Anode. Kleine DNA-Molekile laufen bei konstant angelegter
Stromspannung schneller als gro3e DNA-Molekiile, weil der Laufwiderstand durch die
Agarosematrix fur kleine Fragmente niedriger ist. Lediglich nicht linearisierte Fragmente
(ringformige Plasmide) zeigen aufgrund ihrer kompakten Struktur und dem daraus
resultierenden  geringeren  Widerstand verlangerte  Laufstrecken. Auf die
Laufgeschwindigkeit wirkt sich neben der Pufferzusammensetzung (pH 5 oder hoher)
auch die angelegte Stromspannung aus. Je nach GroRRe der zu trennenden DNA-
Fragmente muss die Agarosekonzentration im Gel variiert werden, da Gele mit
definierter Agarosekonzentration nur einen bestimmten Gréfl3enbereich an
Nucleinsdurefragmenten gut auftrennen kodnnen. Im Rahmen der durchgefiihrten
Versuche wurden nur Gele mit drei unterschiedlichen Anteilen von Agarose benétigt. So
wurden neben den 1,5%igen Gelen zur Auftrennung von DNA-Fragmenten bis ca. 600
bp auch 0,6 bzw. 0.8%ige Gele fir geschnittene Plasmidfragmente und DNA-
Préaparationen mit anschliel3ender Gelextraktion verwendet.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde immer dann verwendet, wenn entweder
Kontrollen eines Arbeitsschrittes notwendig waren (PCR, Kap. C1.7), oder um die
gesamte DNA aus einem Arbeitschritt aufzureinigen (DNA-Aufreinigung, Kap. C1.8). Als
Marker (Menge pro Gelbahn: 0,5 pg) dienten bei kleinen Genfragmenten ein 100 bp-
Standard und bei grof3en Fragmenten ein 1 kbp-Standard, die mit auf die Gele
aufgetragen wurden (Kap. B4.3).

Um einen 200 ml-Vorrat an 1,5%igem Agarosegel herzustellen, wurden 3 g Agarose mit
4 ml 50-fach TAE-Puffer (2 M Tris-Acetat, 0,1 M EDTA, mit Eisessig auf pH 8,5
eingestellt) und 96 ml dH,O im Schraubdeckelglas vermischt und in der Mikrowelle
unter Erhitzen gelést. Danach wurden 100 ml dH,O zugegeben. Die Losung wurde
heruntergekihlt, um den Geltrog nicht zu beschadigen. Der Geltrog wurde — falls keine
Gelgiel3vorrichtung existierte - vor dem Guss mit Klebeband abgedichtet und mit dem
gewilnschten Kamm versehen, bevor die Agaroselésung ungefahr 1 cm hoch
eingegossen wurde. Die restliche Agaroselésung konnte fir den spateren Gebrauch im
Glas aufbewahrt werden. Nach Aushéartung des Gels konnten das Klebeband und der
Kamm entfernt, und das Gel mit dem Geltrog in die Elektrophoresekammer tberfihrt
werden. Die Kammer wurde bis knapp oberhalb des Gels mit einfach konzentriertem
TAE-Puffer gefullt. Die DNA-Proben wurden mit 10% (v/v) Probenpuffer (20% (w/v)
Ficoll 400; 0,21 M EDTA/NaOH (pH 8,0); 1% (w/v) SDS; 0,25% (w/v) Bromphenolblau)
versetzt, aufgetragen und bei einer angelegten Stromspannung von 100-120V
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach ungefahr einer Stunde wurde das Gel fir 5 min in
einem Farbebad mit 1 pg Ethidiumbromid/ml dH,O auf dem Schiittler inkubiert, um die
DNA anzufarben. Ungebundenes Ethidiumbromid wurde im Anschluss durch
10mindtige Inkubation im Wasserbad entfernt. In einer Dokumentationsanlage konnte
bei einer Anregungswellenlange von 312 nm (UV-Licht) die Ethidiumbromid-
Fluoreszenz bei 590 nm beobachtet werden, wobei die Fluoreszenz proportional zur
Nucleinsduremenge im Agarosegel war. Die qualitative Auswertung erfolgte Uber die
mitgelieferte Software und Uber den mit aufgetragenen Standard (Kap. B4.3). Eine
grobe DNA-Quantifizierung konnte entweder ebenenfalls via Standards, oder Uber eine
Referenz-DNA bekannter Konzentration (sinnvoll fir geschnittene Plasmide) erfolgen.
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1.5 Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli-Zellen

Zur Isolierung ringférmiger Plasmid-DNA aus Bakterien wurden je nach Anforderung
verschiedene Systeme unterschiedlicher Firmen benutzt. Bei Bedarf kleinerer DNA-
Mengen fir den Nachweis positiver Klone durch Restriktionsverdau (Kap. C1.9) oder
um Plasmide in andere E. coli-Stamme zu transformieren (Kap. C1.11), wurde die Mini-
Praparation bevorzugt. Wenn groRere DNA-Mengen erforderlich waren, um entweder
DNA zu sequenzieren (Kap. C1.12), oder um sie in grol3eren Mengen fir den spéteren
Gebrauch zu konservieren, wurden Midi-Praparationen durchgefiihrt. Spater wurde ein
Mini-Plasmidaufreinigungssystem verwendet, mit welchem aus wenig
Bakteriensuspension viel Plasmid-DNA isoliert werden konnte, wodurch der Einsatz des
Midi-DNA-Isolationskits hinfallig wurde. Ergdnzend muss erwahnt werden, dass aus
DH5a- und XL1-Blue-Kulturen mehr DNA isoliert werden konnte, als aus JM101- oder
BL21-Zellen. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde vor weiteren Analysen oder einer
Lagerung bei -20 °C photometrisch quantifiziert (Kap. C1.6.1).

1.5.1 Plasmid-Mini-Praparationen bis 20 ug DNA-Ausbeute

Die zwei verwendeten Plasmidaufreinigungskits unterschieden sich nicht nur durch den
Hersteller, sondern vor allem in der Menge der isolierten DNA. Wahrend das Promega-
Kit zu Beginn der Arbeit verwendet wurde und nur zur Anreicherung von 1-2 ug DNA
aus einer 3 ml UN-Kultur in der Lage war, wurden mit dem &aquivalenten Fermentas-Kit
bis zu zehnmal mehr Nucleinsauren aus dem gleichen Suspensionsvolumen isoliert.

1.5.1.1 Isolation mittels “Wizzard™ Plus DNA Purification System*

Die DNA-Isolierung im kleinen Malstab wurde mittels Wizzard™ Plus DNA Purification
Systems (Promega, Mannheim) durchgefuhrt. Dabei wurden aus einer 5 ml
Ubernachtkultur zwei mal 1,5 ml entnommen, in ein Eppendorf-Gefal pipettiert und fur
2 min (15000 g) zentrifugiert. Nach dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in
200 pl Merlin I-L6sung (50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 10 mM Na-EDTA (pH 7,5); 100 pg/ml
RNAse A) resuspendiert, um bakterielle RNA abzubauen und um mittels EDTA
Zellwand-stabilisierende Kationen abzufangen. Die anschlieende Zugabe von 200 pl
Merlin IlI-LOosung (0,2 M NaOH; 1% (w/v) SDS) bewirkte die Zellwandlyse und
denaturierte die chromosomale DNA sowie die bakteriellen Proteine. Zur Neutralisation
der Losung wurde 200 pl Merlin lll-Lésung (2,55 M KAc (pH 4,8)) zugegeben, um
chromosomale DNA und Proteine auszufallen. Die Plasmid-DNA renaturierte hingegen
und blieb aufgrund ihrer geringen Grof3e in Losung. Die geféllten Zellbestandteile
wurden durch Zentrifugation (15000 g, 10 min) abgetrennt und der Uberstand mit der
Plasmid-DNA in ein neues Eppendorf-Gefal3 tberfihrt, in welchem sich 1 ml Merlin IV-
Losung (0,85 M KAc (pH 5,5); 7 M Guanidiniumhydrochlorid; 0,015 g/ml Celite 545)
befand. Das Gemisch aus Kieselgursuspension und Uberstand wurde in eine Saule mit
Fritte pipettiert, welche sich auf einem Vakuumsaugstander befand. Nach Absaugen der
flussigen Komponente wurde zweimal mit je 2 ml Merlin V-Losung (200 mM NacCl,
20 mM Tris/HCI (pH 7,5); 5 mM Na-EDTA (pH 7,5); 50% (v/v) Ethanol) gewaschen und
die Saule getrocknet. AnschlieBend wurden die Saulen in leere Eppendorf-Gefalie
gestellt, fur 20-30 Sekunden trocken zentrifugiert (15000 g) und auf neue
Reaktionsgefal3e transferiert, um die Plasmid-DNA zugig mit 35 pl 60 °C warmem
dH,0, durch erneute Zentrifugation (15000 g), zu eluieren. Die DNA-Ausbeute konnte
durch kurze (1-2 min) Inkubation des Wassers auf dem Harz in der S&ule erhoht
werden.
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1.5.1.2 Isolation mittels “GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit*

Alternativ zum oben beschriebenen Plasmid Miniprep Kit von Promega wurde im
spateren Abschnitt der Arbeit das “GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit“ von Fermentas (St.
Leon-Roth) verwendet. Methodisch gesehen erfolgte die DNA-Isolation bei beiden
Systemen nach einem ahnlichen Prinzip, jedoch war eine Aufreinigung mittel
Fermentas-Kit beziglich der DNA-Ausbeute um bis zu zehnfach effizienter. Aul3erdem
lag die DNA nach Elution mit einem héheren Reinheitsgrad vor, wodurch auch die
nachfolgenden Applikationen, wie zum Beispiel die Sequenzierung (Kap. C1.12),
problemloser durchgefuhrt werden konnten.

Die pelletierten Zellen (2 x 1,5 ml) wurden mit 250 pl 'Resuspension Solution’, zu
welcher zuvor die der Packung beiliegende RNAse A beigemischt worden war, durch
vortexen vermischt. Nach Zugabe von 250 pl ’Lysis Solution’ und mehrmaliger Inversion
der ReaktionsgefalRe bis die Losung aufklarte, wurde der Ansatz fur nicht langer als 5
min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 350 ul ’Neutralization Solution’ mit
anschlieBendem 4-6maligem Invertieren der Gefalle, zum stoppen der Lyse
dazupipettiert wurden. Ein Sminutiger Zentrifugationsschritt (14000 g) pellettierte die
Zellreste und die chromosomale DNA. Der Uberstand wurde auf die mitgelieferten
Zentrifugensaulchen transferiert, fir 1 min zentrifugiert (14000 g) und der Durchfluss
verworfen. Im Anschluss folgten 2 Waschschritte durch Zentrifugation mit je 500 pl
'Wash Solution’, die zuvor mit Ethanol komplementiert wurde (1 min, 14000 g). Danach
wurden die Saulchen auf frisch autoklavierte 1,5 ml Reaktionsgefal3e gesteckt, mit 30 pl
"Elution Buffer’ versetzt und abzentrifugiert (2 min, 14000 g).

1.5.2 Plasmid-Midi-Praparation bis 100 pg DNA-Ausbeute

Um gréRere Mengen Plasmid-DNA (20-50 ug) zu isolieren, war die Anwendung des
NUCLEOBOND® AX 100-Systems (Macherey & Nagel, Diiren) erforderlich. Um
genuigend Bakterien zur Verfiigung zu haben, musste eine 100 ml Ubernachtkultur
angezogen werden, da es sich beim pDS12/RBS II- und dem pet44a-Vektor um ’low-
copy’ Plasmide handelt (10-50 Kopien pro Bakterienzelle).

Nach Pellettierung (9000 g; 4 °C; 5 min) der Zellen wurden diese in 4 ml S1-Ldsung
(50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA,; 100 pug/ml RNAse A) resuspendiert und mit
weiteren 4 ml S2-Losung (200 mM NaOH; 1% (v/v) SDS) lysiert. Nach mehrmaligem
vorsichtigem Mischen und einer Inkubation (bei Raumtemperatur (RT)) fir maximal
5 min, wurden zur Fallung der bakteriellen Proteine 4 ml S3-Losung (2,8 M KAc
(pH 5,1)) hinzu pipettiert und der Ansatz fur erneut 5min auf Eis inkubiert.
Wahrenddessen wurden NUCLEOBOND® AX 100-Saulen mit 2 ml N2-Lésung (100 mM
Tris; 15% (w/v) Ethanol; 900 mM KCI; mit H3PO, auf pH 6,3) aquilibriert und darauf
Trichter mit einem angefeuchteten Faltenfilter positioniert. Die Losung wurde
anschlielend durch den Trichter filtriert und der Durchfluss unter der S&ule verworfen.
Danach wurde die Saule zweimal mit 5 ml N3-Lésung (100 mM Tris; 15% (w/v) Ethanol,
1150 mM KCI; mit H3PO,4 auf pH 6,3) gewaschen und die DNA mit 4 ml N5-Ldésung
(100 mM Tris; 15% (w/v) Ethanol; 1000 mM KCI; mit H3PO,4 auf pH 8,5) in ein Corex-
Rohrchen eluiert.

Durch Zugabe von 3,6 ml Isopropanol (bei RT) zum Eluat, wurde die DNA gefallt und fir
30 min abzentrifugiert (4 °C; 16000 g). Der Uberstand wurde dekantiert und das (nicht
sichtbare) Pellet wurde mit 2,5 ml 70%igem Ethanol gewaschen und diesmal fur 15 min
zentrifugiert (RT; 16000 g). Nach erneuter Verwerfung des Uberstandes wurde das
Pellet bei Raumtemperatur fir ca. 5 min bei 50 °C im Warmeschrank aufgeheizt,
anschlieBend unter N,-Strom eingetrocknet und in 100 pl dH,O aufgenommen.
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1.6 DNA-Quantifizierung

Je nach vorgeschalteter oder nachgeschalteter Anwendung gab es zwei verschiedene
Methoden um DNA-Konzentrationen zu bestimmen. Dabei war die Quantifizierung tber
einen DNA-Standard im Agarosegel eher eine grobe Schéatzung, die vor allem dann den
Vorzug erhielt, wenn wenig DNA (z.B. Insert-Quantifizierung) fur die Analyse zur
Verfigung stand bzw. sehr niedrige DNA-Konzentrationen vorlagen, die von einem
Photometer nicht genau detektiert wurden.

Die photometrische DNA-Quantifizierung wurde im Verlauf der experimentellen Phase
mehrheitlich im Bio-Photometer (Eppendorf AG, Hamburg) durchgefiihrt, da dort auch
kleine Volumina und geringe DNA-Konzentrationen genau ermittelt werden konnten.

1.6.1 Photometrische Quantifizierung doppelstrangiger DNA

Eine prazise photometrische DNA-Bestimmung erfolgt immer gemafl dem Lambert-
Beerschen Gesetz. Das Absorptionsmaximum (Auax) von DNA-Molekilen liegt im UV-
Bereich bei 260 nm. Da die Lichtabsorption der Probe in der Quarzkivette proportional
zur Konzentration der DNA-Menge ist, lasst sich tber einen Nullabgleich bei 260 nm,
eine Referenzkivette mit dH,O und eine zusatzliche Messung bei 320 nm (allgemeine
Verunreinigungen), Uber eine Formel die tatsdchliche DNA-Konzentration ermitteln:

DNA-Konzentration [pg/pl] = (A2e0— Az20) X 50 x Verdinnungsfaktor

Die erhaltenen Werte mussten zum einen mit 50 multipliziert werden
(Doppelstrangfaktor), und zum anderen musste der Verdinnungsfaktor in der Kivette
(x160) in die Rechnung mit einbezogen werden, da zu 795 pul dH,O 5pl der
unbekannten DNA-Probe pipettiert wurden.

Die Verwendung des Bio-Photometers (Eppendorf AG, Hamburg) erlaubte die Nutzung
eines viel kleineren Kivetten- und damit Messvolumens, wodurch die Signalstarke
betrachtlich erhdht wurde. Bei Eingabe des Verdinnungsfaktors berechnete das
Photometer unter Beriicksichtigung der obigen Formeln die DNA-Konzentration und den
Reinheitsgrad der DNA.

Der Reinheitsgrad der DNA konnte Uber den so genannten Agso/Azgo-Quotienten
bestimmt werden, der im Normalfall bei 1,8 bis 1,9 lag. Bei einem kleineren Quotienten
bzw. einer Zunahme der Absorption bei 280 nm, die vor allem zur Quantifizierung
aromatischer Aminosauren verwendet wird, war von einer Proteinverunreinigung der
DNA auszugehen.

1.6.2 Grobe DNA-Schatzung via Agarose-Gelelektrophorese-Standards

Eine weitere Moglichkeit der DNA-Quantifizierung war die Schatzung der DNA-Menge
uber einen mit aufgetragenen 100 bp- oder 1 kbp-Standard im Agarosegel (Kap. B4.3).
Diese = Methode wurde vor allem eingesetzt, wenn eine  prazise
Konzentrationsbestimmung nicht notwendig war und zeitgleich eine Gré3enbestimmung
der zu quantifizierenden DNA-Fragmente durchgefuihrt werden musste, wie es nach
Isopropanolféllungen von PCR-Ansatzen (Kap. C1.8.1) oder der Gelextraktion aus
Agarosegelen (Kap. C1.8.3) ublich war.

Zur Quantifizierung war es ausreichend 3 pl DNA-L6sung in einem Agarosegel
aufzutrennen und die Standard-Bande im Gel zu identifizieren, welche die gleiche
Bandenintensitat aufwies wie die zu quantifizierende Bande. Anhand der mitgelieferten
Tabelle im Anhang des jeweiligen Standards konnte die DNA-Konzentration (in pg/ul)
ermittelt werden, wobei die Ergebnisse zunachst durch den Faktor dividiert werden
mussten, die dem DNA-Aufragsvolumen entsprachen (in diesem Fall 3).
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1.7 Polymerase-Kettenreaktion zur Herstellung der verwendeten Mutanten

Zur Herstellung von genetisch veranderten Lhc-Proteinen wurden mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction) Mutationen in die lhc-Gene
eingefuhrt und in vitro vermehrt. Um die Bedeutung der 2. Helix des Lhca4 aufzuklaren,
wurde als Ausgangsmaterial pDS12/RBS II-Vektoren (Kap. B4.1) mit inseriertem Ihca4-
Wildtyp- und lhca4-H2a3-Genen der Tomate verwendet, die als Matrizen fir die DNA-
Amplifikation dienten. Alle ’domain swapping’ Mutanten wurden auf Basis von
Arabidopsis-cDNA-Klonen (Kap. B4.5) generiert, wobei das Ihcal-, Ihca4-, Ihcb1.1- und
lhcb4.1-Gen zunéchst vom pBluescript Il SK- bzw. pZL 1-Vektor in den pet44a-Vektor
umkloniert werden musste, bevor mit den Mutagenesearbeiten gestartet werden konnte.

Neben der Matritzen-DNA wurden zusatzlich freie Nukleotide (dNTPs), DNA-
Polymerase mit passendem Puffer und ein fir jedes Gen spezifisches Primerpaar
bendtigt, das fur die Synthese des Sense-Stranges (forward (+) -Primer) und fur die
Synthese des Antisense-Stranges (reverse (-) -Primer) verantwortlich ist. Es wurden
drei Pfu-Polymerasen (Stratagene, Amsterdam, NL; Fermentas, St. Leon-Roth; Peglab,
Erlangen) verwendet, die neben einer gewdhnlichen DNA-Polymerase-Aktivitat in
5 = 3’-Richtung auch eine Exonucleaseaktivitat in 3’ = 5-Richtung aufweisen. Durch
diese Reparaturfunktion kénnen fehlerhaft eingebaute Nukleotide erkannt, und durch
die entsprechenden richtigen Nukleotide ersetzt werden, womit die Rate der
ungewollten Mutationen merklich herabgesetzt wird. Die hitzestabilen DNA-
Polymerasen Pfu- und Pfu-Ultra stammen aus dem hyperthermophilen Bakterium
Pyrococcus furiosus, wodurch die DNA-Amplifikation im Thermocycler bei bis zu 100 °C
erst moglich wird. Die Pfu-Ultra-Polymerase ist durch spezielle Enhancer in ihrer DNA-
Affinitat erhoht, wodurch die Reparaturlesefahigkeit gegentber der herkbmmlichen Pfu-
Polymerase, leicht verbessert wurde.

Es wurden je nach Aufgabenstellung unterschiedliche PCR-Methoden verwendet.
Neben einfachen Umklonierungen ganzer Gene oder der Identifikation positiver Klone
via Kolonie-PCR, wurden vor allem 2-stufige PCR-Reaktionen genutzt, um eine,
mehrere oder ganze Bereiche von AS eines Gens zu substituieren. Um gréRere
Fragmente bzw. Proteindomanen, wie z. Bsp. Schleifenregionen oder Helices
auszutauschen, mussten 3 bis 4-stufige PCR-Techniken angewendet werden. Dartber
hinaus wurde auch das “Quikchange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit* von Stratagene
(Amsterdam, NL) benutzt, das vor allem beim Tausch groRRer Genabschnitte, aufgrund
seiner Effizienz und Zeitersparnis, zum Einsatz kam.

Primerlisten zur Herstellung aller Mutanten befinden sich im Anhang (Al).

1.7.1 Identifikation und Umklonierung von |hc-Genen aus einer cDNA-
Plasmidbank

Um Experimente an Lhc-Proteinen von Arabidopsis durchfihren zu kdénnen, mussten,
anders als bei den Tomatengenen, die alle bereits im pDS12/RBSII-Vektor vorlagen,
zunachst cDNA-Klone bezogen werden. Neben 7 cDNA Klonen des ABRC DNA Stock
Center (USA) wurden 6 weitere cDNA Klone vom Kazuza DNA Research Institute
(Japan) bezogen (Kap. B4.5), wobei letztere zwecks Plasmid-Anreicherung zuerst in
DHb5a-Zellen vermehrt werden mussten (Kap. C1.11). Nach Sequenzierung (Kap.
C1.12) mit den Plasmid-spezifischen T3- (pBluescript) bzw. T7-Primern (pZL 1,
pBluescript) wurde ein Vertreter jedes lhc-Gens (lhcal, lhca4, lhcb1l.1 und Ihcb4.1)
ausgesucht, dessen Sequenz in Ubereinstimmung mit den Genen aus der
Veroffentlichung von Jansson (1999) war.
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Die angelieferten Arabidopsis-Gene mussten aus 2 Grinden in den pet44a-Vektor
(Abb. B4.1) umkloniert werden. Zum einen waren die vorliegenden Plasmide nicht fur
eine Uberexpression der Genprodukte geeignet, zum anderen sollte ein His-tag an den
C-Terminus des Proteins angeflgt werden, der im schlie3lich verwendeten pet44a-
Vektor standardméaRig hinter der Xhol-Schnittstelle lokalisiert ist und von einem Stopp-
Codon terminiert wird. Da das Translations-initierende ATG teil der Ndel-
Erkennungssequenz ist, wurden alle Arabidopsis-Lichtsammelgene zwischen die Ndel-
und die Xhol-Schnittstelle kloniert.

Die Amplifikation der 600 bis 800 bp umfassenden Volllangengene (Anhang A3) erfolgte
wie in Kap. C1.7.2 beschrieben, aber mittels WT-vorwarts- und WT-ruickwarts-Primer
(Anhang Al), wobei die cDNA-Plasmide als Matrizen-DNA fungierten. Die daraus
resultierenden Amplifikate wurden mittels Ndel und Xhol restringiert (Kap. C1.9.1) und
in den pet44a-Vektor einligiert (Kap. C1.10) und damit kompetente DH5a-Zellen
transformiert (Kap. C1.11).

1.7.2 Herstellung von Einzel-, Bereichs-, und Wiederherstellungsmutanten des
Lhca4 durch ortsgerichtete Mutagenese

Durch die Verwendung eines Mutageneseprimers, der eine modifizierte
Nukleotidsequenz bezuglich einer oder mehrerer Basen gegenuber der Matrize
aufweist, ist es moglich spezifische ortsgerichtete Mutationen (Abb. 11) in ein Gen
einzuflgen, wodurch die Mutante eine veranderte Aminosauresequenz aufweist (Chen
und Przbyla, 1994).

1. PCR 2. PCR

Vektor
mit
Lhc-Gen

o

&
P2

Aodukt 1.PCR
- )
<=0

M \

| —— —————————
——— Mutiertes Volllangengen
Produkt 1.PCR

Abb. 11: Schematische Darstellung einer ortsgerichteten PCR-Mutagenese eines Ihc-Gens (hach Chen
und Przybyla, 1994). P1, P2: Wildtyp-Primer; PM: Mutageneseprimer; rot: Mutation; blau: BamHI-
(pDS12) oder Ndel- (pET44a) Erkennungssequenz; gelb: Hindlll- (pDS12) oder Xhol- (pET44a)
Erkennungssequenz. Das aus der 1. PCR gewonnene mutierte Produkt dient als Mutageneseprimer in
der 2. PCR.

Durch diese Technik konnten im Rahmen der Arbeit Einzel-, Bereichs- und
Wiederherstellungsmutanten des Lhca4 mit einer oder mehreren substituierten
Aminosauren hergestellt werden. Zum Erhalt eines Volllangengens mit veranderter
Sequenz im Gen-innern waren bis auf Umklonierungsarbeiten, die einen Wechsel des
Plasmids zum Ziel hatten, immer zwei aufeinander folgende PCR-Reaktionen
notwendig, wobei sich beide PCR-Laufe im Thermocycler in 3 Phasen unterteilten
(Tabelle 3).
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Tabelle 3: Thermocyclerprotokolle der 1. und 2. PCR, um eine ortsgerichtete Mutation in ein Ihc-Gen
einzufiigen oder zur Umklonierung eines Volllangengens in ein neues Plasmid (nur 1. PCR).

Schritte Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [min]
1. PCR

Denaturierung 1 95 3
Denaturierung 95 1
Annealing 30 50-56 0,5
Amplifikation 72 1
Amplifikation 1 72 3
Kihlung 1 4 0
2. PCR

Denaturierung 1 95 3
Denaturierung 95 1
Annealing 35 54-68 0,5-1
Amplifikation 72 1-2
Amplifikation 1 72 7
Kihlung 1 4 o0

Zuerst wurde die Matrizen-DNA (Plasmid mit Ihc-Gen) bei 92 °C aufgeschmolzen, um
die Doppelstrange voneinander zu lésen. Im zweiten Schritt wurde die Temperatur
soweit erniedrigt (1. PCR: 50-56 °C; 2. PCR: 54-68 °C), dass sich die Primer an die
Matrizen-DNA anlagern konnten, wobei die Annealing-Temperatur von GrofR3e und
Zusammensetzung der Primer abhing und in der Regel 5 °C unter der Primer-
Schmelztemperatur liegen sollte. Hohe Annealing-Temperaturen fiihrten zwar zu einer
spezifischen Anlagerung der Primer, wodurch allerdings die Produkt-Ausbeute reduziert
wurde. Im umgekehrten Fall erreichte die Primer-Anlagerung bei niedrigeren
Temperaturen keine hohe Spezifitat. Dadurch wurde zwar die Ausbeute erhoht, aber es
entstanden oft auch unerwinschte Amplifikate. In Phase 3 erfolgte die DNA-Synthese
durch die Polymerase an beiden DNA-Strangen in 5’ = 3’-Richtung. Durch mehrmaliges
Durchlaufen dieser drei Phasen konnte fir die nachfolgenden Schritte ausreichend
PCR-Produkt amplifiziert werden (Verdopplung der Produktmenge in jedem Zyklus). Die
Dauer der Amplifikations-Zeit ist neben der Leistungsfahigkeit der Pfu-Polymerase (ca.
500 bp/min) natirlich abhangig von der Ladnge des Produkts.

Tabelle 4: Beispiel fur die Zusammensetzung des 1. PCR-Ansatzes zur Erzeugung einer Punktmutation
oder zur Umklonierung eines Volllangengens zur Erzeugung der flankierenden Restriktionsschnittstellen.

Reagenzien Endkonzentration |50 pl-Ansatz [ul]
Matrizen-DNA: [1 ng/pl] 2ng 2
Pfu-Polymerase-Puffer (10x) 1x 5
dNTP-Mix (je 10 mM) Je 0,2 mM 1
Vorwarts-Primer (+) [100 ng/pl]
Mutagenese- oder WT-Primer 250 ng 2.5
Ruckwarts-Primer (-) [100 ng/ul]
Mutagenese- oder WT-Primer 250 ng 2.5
Pfu-Polymerase [2,5 U/pl] 125U 0,5
ddH,O ad 50 pl 36,5

Die 1.PCR (Tabelle 4) diente zur Amplifikation eines Teilgens mittels

Mutageneseprimer und dem entsprechenden WT-Primer. Das resultierende PCR-
Produkt enthielt die mutierten Basen und war entweder am 5’- oder am 3’-Ende des
Gens vollstandig. Die Mutageneseprimer wurden so konstruiert, dass wenn die zu
mutierende Stelle im Gen naher dem 3’-Ende lag ein Vorwarts-Primer entworfen wurde,
und wenn die Mutation nahe dem 5-Ende lag ein Ruckwarts-Mutageneseprimer
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entworfen wurde. Durch Kombination eines Ruckwarts-Mutageneseprimers mit einem
WT-vorwarts-Primer (bzw. Vorwarts-Mutageneseprimer mit WT-rlickwérts-Primer)
konnten recht kleine Genfragmente amplifiziert werden. Der Grund dafur, dass die
Produkte der 1. PCR mdglichst klein werden sollten lag darin, dass sie in der 2. PCR
selbst als Primer fungierten.

Ublicherweise wurde die 2. PCR zun&chst als 10 pl-Testansatz bei 10 unterschiedlichen
Annealing-Temperaturen im Gradientencycler durchgefuhrt und das Ergebnis in einem
1,5%igen Agarosegel (Kap. C1.4) Uberpruft, um die am besten geeignete Annealing-
Temperatur zu wahlen. Wenn die Amplifikate aus der 1. PCR als Vorwarts-Primer
dienten, wurden mittels WT-rickwarts-Primer wéahrend der 2. PCR (300 pl-Ansatz) die
Volllangengene amplifiziert und umgekehrt. Ein beispielhaftes Pipettierschema der
2. PCRist in Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Beispiel fir die Zusammensetzung des 2. PCR-Ansatzes zur Erzeugung einer Punktmutation.

Reagenzien Endkonzentration | 300 pl-Ansatz [ul]
Matrizen-DNA: [5 ng/pl] 150 ng 30
Pfu-Polymerase-Puffer (10x) 1x 30
dNTP-Mix (je 10 mM) Je 0,2 mM 6
Vorwarts-Primer (+) [100 ng/pl]

Produkt der 1. PCR oder WT-Primer 1500 ng 15
Ruckwarts-Primer (-)[100 ng/ul]

Produkt der 1. PCR oder WT-Primer 1500 ng 15
Pfu-Polymerase [2,5 U/ul] 75U 3

ddH,0 ad 300 pl 199

Die Produkte aus der 2. PCR wurden anschlieBend mittels Isopropanolféallung gefallt,
via Agarosegel quantifiziert, mittels Restriktionsenzymen (BamHI, Hindlll) geschnitten
und entweder in den mit BamHI und Hindlll geschnittenen pDS12/RBS II-Vektor, oder
den mit Ndel und Xhol geschnittenen pET44a-Vektor ligiert (C1.9). Der Einbau tber die
genannten Restriktionsenzyme war deshalb mdglich, weil die verwendeten WT-Primer
auch deren Erkennungssequenzen enthielten.

Aufgrund der Herstellung unterschiedlicher Mutantentypen wurden nachfolgend
verschiedene Terminologien verwendet. Punktmutanten mit einfachen AS-
Substitutionen beginnen mit der Bezeichnung des Apoproteins (Bsp.: Lhca4) und
werden mit dem Buchstaben der urspringlichen AS, der Position im Protein und dem
Buchstaben der neuen AS vervolistindigt (Bsp.: Lhca4-H99G bedeutet, dass das
Histidin an Position 99 des Lhca4-WT durch ein Glycin ersetzt wurde).

Bei Wiederherstellungsmutanten war nicht der WT die Matrize fir eine Mutation,
sondern eine bereits existierende Mutante. Im Lhca4-H2a3-G99H wurde das Glycin in
der Lhca4-Mutante mit der 2. Helix des Lhca3 (Lhca4-H2a3) an Position 99 durch ein
Histidin ersetzt. Die Terminologie der Domanentauschmutanten (z.B. Lhca4-H2b1) wird
in Kap. C1.7.4 naher erlautert.

Doppelmutanten wurden in der Regel wie Einzelmutanten beschrieben, nur dass beide
veranderten Aminosauren im Namen der Mutante auftauchen (Lhca4-K80T+E8L1Y).

Bei Mutationen mehrerer AS in Folge konnen aufgrund der Ubersichtlichkeit nicht mehr
alle substituierten AS der Bereichsmutante erwahnt werden. Hierbei wird nur die
Position der getauschten Aminosauren angegeben und diese Information mit dem
Klrzel der ersten ersetzten und der letzten eingefihrten AS flankiert (Bsp.: Lhca4-
P119-122G).
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1.7.3 Herstellung von Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N-Terminus
durch multiple Ligation PCR-gefertigter “blunt-end“ Fragmente

Zur Aufklarung der Bedeutung des N-Terminus fir das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten von Lhcb4-, Lhca4- und Lhcb1-Proteinen von Arabidopsis,
wurde zur Herstellung chimarer LHCs der N-Terminus eines Proteins in die jeweils
anderen Proteine transferiert, wo sie den originalen N-Terminus ersetzten.

In einem frihen Ansatz, diesen Austausch zu bewerkstelligen, wurden zunachst kleine
DNA-Fragmente per PCR vervielfaltigt, die nur aus den Genbestandteilen der 3 Lhc-
Proteine bestanden, die den N-Terminus codieren. Die PCR-Reaktion verlief analog zur
1. PCR fur die Erzeugung einer Punktmutation (Kap. C1.7.2). Neben den im pET44a-
Vektor vorliegenden WT-Genen (lhca4, Ihcb4 und lhcbl1) und den entsprechenden WT-
vorwarts-Primern, wurden dazu Ruckwarts-Primer verwendet, die genau bis zum
Ubergang des N-Terminus in die Helix 1 codierten. Nach einem Restriktionsverdau
dieser Fragmente mit Ndel (Kap. C1.9.1) entstand ein Fragment (Fragment A), das
gerichtet in den pET44a-Vektor ligiert werden konnte und am anderen Ende frei fur eine
beliebige ’blunt end’ Ligation mit einem anderen Lhc-Genfragment (Fragment B) war.
Diese Genfragmente, die die restliche Information fir ein Volllangengen enthielt, wurde
ebenfalls analog zur 1. PCR generiert, wobei hier der WT-reverse-Primer mit einem
entsprechenden forward-Primer kombiniert wurde, der genau bis zum Ubergang der
Helix 1 zum N-Terminus codierte.

Nachdem auch Fragment B mit Xhol geschnitten worden war und auch pET44a-Vektor
mit geschnittener Polylinkerregion restringiert (Ndel und Xhol) vorlag (Kap. C1.9.1),
wurden alle Fragmente via Gel aufgereinigt (Kap. C1.8.3) und einer DNA-
Quantifizierung (Kap. C1.6) unterzogen. Wie in Kap. C1.10 beschrieben wurden jeweils
2 Inserts (Fragment A und Fragment B) und der Vektor im molaren Verhaltnis 3:3:1 in
einer Reaktion miteinander ligiert und damit kompetente DH5a-Zellen transformiert
(Kap. C1.11).

Durch diese Herangehensweise sollten 6 verschiedene chimére Mutanten der oben
erwahnten Lhc-Proteine Lhca4 (Lhca4-Nbl, Lhca4-Nb4), Lhcbl (Lhcbl-Na4, Lhcbl-
Nb4) und Lhcb4 (Lhcb4-Na4, Lhcb4-Nbl) mit getauschtem N-Terminus entstehen.
Allerdings stellte sich diese Methode der multiplen gleichzeitigen Ligation auch nach
Variation der Insertmengen als auferst ineffizient heraus, sodass lediglich die Lhca4-
Mutanten auf diese Weise generiert werden konnten. Die restlichen Mutanten wurden
mit der Uberhangprimer-Methode (Kap. C1.7.4) hergestellt, die aufgrund der damit
erzielten Erfolge fir diese Zwecke praktikabler und vor allem zeitsparender war.

1.7.4 Herstellung chimarer Proteine durch mehrstufige PCR-Techniken mittels
Uberhangprimer

Eine sehr effektive, aber arbeitsintensive Methode, um Domé&nen eines Lhc-Proteins
durch aquivalente Bereiche aus einem anderen zu ersetzen, war die Herstellung dieser
chimaren Konstrukte tber eine mehrstufige PCR (Abb. 12). Dabei wurde nach jeder
durchgefuhrten PCR nur ein Teilstliick des neuen lhc-Gens fertig gestellt, das bereits
einen Uberhang enthielt, um mit der Matrize in der darauf folgenden PCR annealen zu
konnen. Der Ansatz konnte sowohl vom N-Terminus (N-terminale- und luminale
Schleifenmutanten), als auch vom C-Terminus (C-terminale- und stromale
Schleifenmutanten) her erfolgen, je nachdem was die Bildung kleinerer DNA-Fragmente
zur Folge hatte, da sich dadurch in den spateren PCR-Reaktionen weniger
unspezifische Amplifikate bildeten.
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WT-fw TM-Helix 1 TM-Helix 2 TM-Helix 3 Helix 4
N-Terminus Luminale Stromale C-Terminus
Schleife Schileife
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PCR 3 Pro%t 2. PCR

—— —
TM-Helix 1 TM-Helix 2 TM-Helix 3 Helix 4
N-Terminus Luminale Stromale C-Terminus
Schleife Schleife —
WT-rev
Produkt 3: mem [ —

-LLb1
Abb. 12: Schematische Darstellung der Herstellung chiméarer Lhc-Proteine durch 3-stufige PCR am
Beispiel des Lhca4 mit substituierter luminaler Schleife des Lhcbl (Lhca4-LLb1). Die Uberhangprimer
enthalten neben den Basen, die sich an die Matrize anlagern, immer Uberhadngende Basen, die zu der
Matrize in der darauf folgenden PCR passen. (WT): Wildtyp; (fw): forward Primer; (rev): reverse Primer;
(UH1/UH2): Uberhangprimer 1 und 2; (TM): Transmembran; (schwarz): Ndel- und Xhol-
Erkennungssequenzen; (violett): Lhca4-Bestandteile; (blau): Lhcbl-Bestandteile.

Zur Herstellung N- und C-terminaler Domanentauschmutanten wurden nur 2 PCR-
Durchgénge bendtigt. Lag die zu substituierende Domane im innern des Gens (luminale
Schleife, stromale Schleife), so mussten mindestens 3 nacheinander geschaltete PCR-
Laufe erfolgen. Bei zu niedriger Produktausbeute nach der 3. PCR wurde sogar noch
eine 4. PCR mit WT-Primern durchgefihrt, um mehr vom gewiinschten Amplifikat zu
erhalten.

Nach dem jeweils letzten PCR-Durchgang wurden die Produkte durch Isopropanol
gefallt (Kap. C1.8.1), mittels Ndel und Xhol geschnitten (Kap. C1.9.1), per Gel
aufgereinigt (Kap. C1.8.3), in den pET44a-Vektor ligiert (Kap. C1.10) und damit
kompetente DH5a-Zellen transformiert (Kap. C1.11).

In der Nomenklatur der Einzeldomanentauschmutanten wird das Grundprotein gefolgt
von der ausgetauschten Doméne (N, LL, H2, SL, C) und dem Kirzel fir dessen
Herkunft (a4, b1, b4) beschrieben. Wurde z.B. der N-Terminus des Lhcbl durch den
des Lhca4 ersetzt, entstand die Lhcb1-Na4-Mutante. Analog dazu wurden die Mutanten
mit anderen substituierten Domanen genannt (luminale Schleife des Lhcad4 = LLa4;
Helix 2 des Lhca4 = H2a4; stromale Schleife des Lhca4 = SLa4; C-Terminus des Lhca4
= Ca4). Beim Tausch mehrerer Doménen wurden einfach mehrere der beschriebenen
Suffixe angehangt.
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1.741 Herstellung von Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N- und
C-Terminus durch eine zweistufige PCR

Diese Methode wurde eingefuhrt, nachdem eine multiple Ligation PCR-gefertigter ’blunt
end’-Fragmente mehrheitlich nicht zum Ziel fiihrte. Uber eine zweistufige PCR waren
die Generierung der fehlenden N-terminalen Mutanten und auch die Herstellung der
noch ausstehenden C-terminalen Domanentauschmutanten recht schnell realisierbar.
Der Schliissel zum Erfolg lag in den eigens dafuir entwickelten Uberhangprimern. Sie
waren 40-50 Basen lang und bestanden aus zwei Teilen. Fur die Amplifikation der N-
terminalen Mutanten trugen diese Primer die letzten 25 Basen des N-Terminus des
einen Gens (Bsp. Ihca4) und die danach folgenden 25 Basen der Helix 1 eines zweiten
Gens (Bsp. Ihcbl), wodurch nach 2 PCR-Durchlaufen der Lhcb1-Na4 entstehen konnte.
In einem ersten PCR-Lauf (siehe 1. PCR Kap. C1.7.2) wurde mittels WT-fw-Primers (in
diesem speziellen Fall der vorwarts WT-Primer des Ihca4), dem lhca4-wt als Matrize
und des eben beschriebenen Uberhangprimers (reverse) ein DNA-Fragment
amplifiziert, das neben dem Lhca4-N-Terminus auch 25 Basen der anschlieRenden
Helix 1 des lhcbl enthielt.

In der zweiten Reaktion (siehe 2. PCR Kap. C1.7.2) diente das Produkt der 1. PCR als
Vorwartsprimer, der lhcb1l-wt als Matrize und der Ihcbl-wt-reverse als Ruckwartsprimer,
wodurch das mutierte Volllangengen entstand. Im Falle der C-terminalen
Doméanentauschmutanten war der Uberhangprimer vorwarts gerichtet, das Prinzip blieb
aber gleich.

1.7.4.2 Austausch innen gelegener |hc-Doméanen Uber 3- oder 4-stufige PCR

Der Austausch der luminalen oder stromalen Schleife erforderte den Einsatz von
mindestens 3 PCR-Stufen. Technisch gesehen wurde die 1. PCR analog zur
Herstellung eines Megaprimers durchgefuhrt (siehe Kap. C1.7.2: 1. PCR). Die 2. und 3.
PCR erfolgten analog zur Volllangengensynthese (siehe Kap. C1.7.2: 2. PCR). In Abb.
12 ist schematisch die Generierung einer Lhca4-Mutante mit der luminalen Schleife des
Lhcbl dargestellt (Lhca4-LLb1). In Erganzung zur detaillierten Beschreibung der 2-
stufigen Herstellungsweise der N- und C-terminalen Domanentauschmutanten ist
hinzuzufligen, dass bei der Generierung der LL- und SL-Mutanten der Einsatz zweier
Uberhangprimer notwendig war, da die Matrizen-DNA in jedem PCR-Ansatz gewechselt
wurde.

Im Falle der luminalen Schleifenmutanten wurden die Konstrukte vom N-Terminus her
generiert, wahrend die stromalen Schleifenmutanten vom C-Terminus ausgehend
amplifiziert wurden. Der Grund liegt beim niedrigeren Fehlpriming kleinerer DNA-
Fragmente (PCR-Produkte) mit der Matrize, wodurch weniger Nebenprodukte
entstehen. War die gewlnschte Bande, die das mutierte Volllangengen enthalten sollte
zu schwach, um eine verniunftige Aufreinigung, Ligation und Transformation zu
garantieren, wurde mittels zugehoriger WT-Primer in einem 4. PCR-Ansatz (siehe
C1.7.2, 1. PCR) die Produktausbeute spezifisch erhdht.

1.7.5 Herstellung chimirer Proteine mittels “Quikchange® Il Site-directed
Mutagenesis Kit“

Das “Quikchange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit* von Stratagene (Amsterdam, NL)
enthielt neben einem optimierten Puffer, dNTPs, der PfuUltra® High-Fidelity DNA
Polymerase und Dpnl zum verdauen der Matrizen-DNA, auch superkompetente XL1-
Blue Zellen. Es waren alle Materialien bis auf die Mutageneseprimer in diesem Kit
enthalten, um E. coli Klone mit genetisch veranderten Plasmiden zu generieren.
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Zunachst mussten Oligonukleotide entworfen werden, die der Amplifikation der in das
Ihc-Gen zu inserierenden Doméne (Bsp.: Helix 2) dienten und dariiber hinaus an dieses
Amplifikat auch Uberhdngende Sequenzbereiche integrierten. Diese Abschnitte
entsprachen dem |hc-Gen, in welchem die Substitutionsmutation stattfinden sollte, da
sie in der nachsten PCR zum annealen an die Matrize benétigt wurden. Es handelte
sich demnach um zwei Uberhangprimer (Kap. C1.7.4), die simultan in einer PCR zur
Amplifikation eines Megaprimers dienten, der fur den Austausch grol3er Genfragmente
Voraussetzung war (Kirsch und Joly, 1998). So wurde fir die Herstellung einer Lhca4-
H2b1l-Mutante als Matrize in PCR 1 (Kap. C1.7.4.1) der Ihcbl-wt verwendet, wodurch
ein Fragment von ca. 110 bp entstand, das neben der Helix 2 des Ihcbl zuséatzlich 'up’-
und ’'downstream’ 25 lhca4-Basen implementiert hatte. Dieses Amplifikat wurde
aufgereinigt (Kap. C1.8.3) und quantifiziert (Kap. C1.6.1) und diente in der folgenden
Mutagenese-PCR als Megaprimer.

Zu mutierende Wildtyp Megaprimer mit Amplifizierte
Zielsequenz Plasmid Mutageneseort (X) Plasmid-DNA

Abb. 13: Schematische Darstellung des “Quikchange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit“ von Stratagene,
das zur Generierung der Helix 2 Domanentauschmutanten und zur Substitution sehr grofl3er
Genabschnitte verwendet wurde. Abgeanderte Abbildung aus ’Instruction Manual’ (Revision A.01).

Wahrend der Mutagenese-PCR (Tabelle 6) wird, anders als bei herkdbmmlichen PCR-
Techniken, das komplette Plasmid amplifiziert und das Produkt nicht bei jedem neuen
PCR-Zyklus verdoppelt, da die Produkte nicht wieder als Matrize dienen kdénnen. Aus
diesem Grund werden grol3e Mengen Matrizen-DNA und Mutageneseprimer im Ansatz
bendtigt (Tabelle 7). Wie in Abb. 13C zu erkennen ist, werden beim
Amplifikationsvorgang der komplette Sense- und Antisensestrang amplifiziert. Allerdings
ist aus technischen Grinden kein Ringschluss durch die Polymerase maoglich.

Tabelle 6: Thermocyclerprotokoll der Mutagenese-PCR zum Austausch grof3er DNA-Bereiche mittels
“Quikchange® |l Site-Directed Mutagenesis Kit".

Schritte Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [s]
Denaturierung 1 95 30
Denaturierung 95 30
Annealing 20 55 60
Amplifikation 68 60 / kb Plasmidléange
Kihlung 1 4 0

Nach der Mutagenese-PCR wurde ein 1%iges Agarosegel (Kap. C1.4) mit bis zu 20 pl
PCR-Volumen angefertigt, um die erfolgreiche Amplifikation zu Uberprifen. Wurde
keine Bande erwarteter Gro3e detektiert war eine Fortfihrung des Experiments in der
Regel erfolglos und die Mutagenese-PCR musste wiederholt werden.

Bei Gelingen musste der Ansatz nach Amplifikation einem Dpnl-Verdau (Abb. 13 C >
D) unterzogen werden, um die nicht mutierte Matrizen-DNA zu verdauen, damit spater
keine falsch positiven Kolonien mit unveranderten WT-Genen auf den Platten wuchsen
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(Theorie zur Methodik, siehe Kap. C1.9.1). Dazu wurde dem PCR-Ansatz 1 ul des
mitgelieferten Restriktionsenzyms Dpnl (10 U/ul) beigemischt und der Ansatz fir
mindestens eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 7: Pipettierschema fir eine Mutagenese-PCR mittels “Quikchange® Il Site-Directed Mutagenesis
Kit* unter Verwendung von zuvor hergestellten Megaprimern, zum Austausch grof3er DNA-Bereiche.

Reagenzien Endkonzentration |50 pl-Ansatz [ul]
Matrizen-DNA: [5 ng/pl] 50 ng 10
Pfu-Polymerase-Puffer (10x) 1x 5
dNTP-Mix (proprietar) unbekannt 1
Megaprimer aus 1. PCR 1000 ng / 100 bp variabel
PfuUltra®-Polymerase [2,5 U/l] 25U 1,0

ddH,0 ad 50 pl variabel

Dem Restriktionsverdau folgte direkt die Transformation (Kap. C1.11) von 50 ul
superkompetenten XL1-Blue Zellen mit 2-3 pl des verbliebenen PCR-Ansatzes. Dabei
kamen unter anderem die nicht mitgelieferten, aber vom Hersteller empfohlenen 14 ml
Falcon Polypropylen Rundbodenréhrchen (BD Bioscience, Heidelberg) und ein exakt 42
°C warmes Wasserbad zum Einsatz, um den 45sekindigen Hitzeschock effizient zu
gestalten. AbschlieRend erfolgte eine 2minitige Inkubation auf Eis. Der DNA-
Reparaturmechanismus (recAl-Gen) der Bakterien wurde benétigt, um die
ungeschlossenen Sense- und Antisensestrange der Plasmide wieder zu schliel3en.
Nach Zugabe von 0,5 ml 42 °C warmem SOB-Medium (Hanahan, 1983: 2% (w/v)
Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) MgSO, x 7 H;O, 0,05% (w/v) NacCl,
0,0186% (w/v) KCI, pH 7,0 mit NaOH), das anstelle des empfohlenen NZY" broth
Mediums verwendet wurde, und einer Stunde Inkubationszeit im 37 °C warmen
Brutschrank im Kulturrad, konnte der Ansatz auf herkdmmlichen LB-Agarplatten
(Ampicillin: 100 ng/ul) ausplattiert werden.

1.7.6  Kolonie-PCR zur Identifikation positiver Klone

Klone, die eine substituierte Helix 2 trugen oder nach Restriktion nur schwer von einem
Wildtyp-Kontrollverdau unterschieden werden konnten, waren nicht uUber einen
Restriktionsverdau zu identifizieren, da als Produkte nur &hnlich gro3e DNA-Fragmente
entstanden. Auflerdem konnte Uber eine Kolonie-PCR schon eine Vorabkontrolle der
gepickten Kolonien stattfinden, bevor die doch etwas zeitintensivere Variante mit
Ubernachtkultur, Plasmidisolation, Restriktionsverdau und Agarosegel den endgiiltigen
Nachweis brachte.

Tabelle 8: Thermocyclerprotokoll zur Identifikation positiver Klone mittels Kolonie-PCR

Schritte Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [min]
Denaturierung 1 94 5
Denaturierung 94 1
Annealing 35 54 1
Amplifikation 72 1
Amplifikation 1 72 7

Ein Nachweis mittels PCR (Cyclerprotokoll in Tabelle 8) wurde in der Regel unter
Verwendung eines WT-Primers und eines korrespondierenden Primers gefuhrt, der nur
in der substituierten Domane binden konnte. Falls die generierte Mutante eine vom
Wildtyp abweichende Genlange aufwies, konnte auch mit beiden WT-Primern die
Identifikation der entsprechenden Kolonie erfolgen.
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Tabelle 9: Pipettierschema einer Kolonie-PCR zur Identifikation positiver Klone

Reagenzien:

Bakterienzellen aus Ubernacht-Kultur 2 ul
Reaktionspuffer-Puffer Y (10 x) 5ul (1x)
(+)-Primer: variabel [100 ng/ul] 2,5 ul (250 ng)
(-)-Primer: variabel [100 ng/pl] 2,5 pl (250 ng)
dNTP-Mix (je 10 mM) 1ul
Tag-Polymerase (2500 U/ml) 0,5 pl

ddH,0 (ad 50 ul) 36,5 ul

Zu diesem Zweck wurden die per UN-Kultur vermehrten Bakterien als Suspension dem
PCR-Ansatz (Tabelle 9) beigegeben. Durch die hohen Denaturierungstemperaturen im
PCR-Zyklus wurden die Bakterienzellen zerstért und die Plasmid-DNA fir die Primer
und die verwendete Tag-Polymerase (Peglab, Erlangen oder New England Biolabs
GmbH, Frankfurt) zuganglich gemacht. Die Visualisierung der Resultate erfolgte via
Agarose-Gelelektrophorese (C1.4).

1.8 Methoden zur DNA-Aufreinigung

Es wurden zwei Methoden der alkoholischen DNA-Fallung angewandt, die auf der
Sachlage basieren, dass Alkohol der DNA Wasser entzieht, wodurch diese zusammen
mit den in Losung befindlichen Salzen ausfallt. Wird die pelletierte DNA mit 70%igem
Ethanol gewaschen, so l6sen sich darin die Salze, nicht aber die DNA. Eine Fallung war
notwendig, wenn zwischen einzelnen Arbeitsschritten zu Reinigungszwecken Puffer,
Nukleotide oder Salze entfernt werden mussten.

Wenn zusatzlich zur DNA-Aufreinigung auch die Abtrennung von nicht erwinschten
DNA-Fragmenten erfolgen sollte, wurde ein PCR- oder Restriktionsansatz in einem
Agarosegel aufgetrennt, die gewilnschte Bande ausgeschnitten und die darin
enthaltene DNA mittels Gelextraktionskit (Peglab, Erlangen) isoliert. Restringierte
Plasmide, die mit Ndel und Xhol geschnitten wurden, sollten stets mit einer
hoherwertigen GTQ-Agarose (Roth, Karlsruhe) aufgetrennt werden, da die Nutzung der
sonst Ublichen Peqgold-Agarose (Peglab, Erlangen) ein Misslingen der anschlieRenden
Ligation dieser Vektors mit entsprechender Insert-DNA zur Folge hatte. Eventuell ist die
Peqgold-Agarose mit Polysacchariden verunreinigt, die aufgrund ihrer Ladung eine
Ligation erschweren.

1.8.1 DNA-Aufreinigung durch Isopropanolféllung zur Primerabtrennung

Diese Methode wurde im Anschluss an eine PCR-Mutagenese angewandt. Sie eignet
sich neben der Abtrennung von Puffern und Salzen auch zum Entfernen von
Nukleotiden und Primern, die kleiner als 80 bp sind, da diese unter den nachfolgend
beschriebenen Bedingungen nicht mit der DNA ausfallen (Sambrook und Russel, 2001).
Dabei wurde das PCR-Produkt mit dH,O auf 150 pl aufgefillt und mit dem gleichen
Volumen 4 M Ammoniumacetat versetzt. Nach Zugabe von 300 pl Isopropanol wurde
die Loésung gemischt und fir 40 min zentrifugiert (Jouan BR4i; AB 1.14-Rotor;
14000 Upm; 4 °C). Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 300 pl
70%igem (4 °C) Ethanol gewaschen und erneut fur 20 min zentrifugiert (s.o0.). Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Pellet fir 10 min in der Speed-Vak mit
Heizung getrocknet. Die DNA wurde in der Regel in 55 ul ddH,O aufgenommen.
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1.8.2 Quantitative DNA-Fallung mittels Ethanol zur Reinigung Kkleiner
Fragmente

Um sehr kleine DNA-Fragmente unter 100 bp ohne Verluste aufzureinigen, was unter
anderem nach Amplifikation der N-terminalen Lhca4-Fragmente erfolgte (C1.7.3),
musste die DNA mittels Ethanol quantitativ geféallt werden. Dabei wurden die PCR-
Produkte (100 pl) mit 15 pl 3 M Na-Acetat-Losung versetzt und mit 250 pl absolutem
Ethanol vermischt. Diese Losung wurde fur 5 min bei =80 °C schockgefroren und fur
30 min zentrifugiert (Jouan BR4i; AB 1.14-Rotor; 14000 Upm; 4 °C). Der Uberstand
wurde dekantiert, das Pellet mit 300 pl 70%igem Ethanol gewaschen und erneut flr
20 min zentrifugiert (s.0.). Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Pellet-
Trocknung fur 10 min in der Speed-Vak mit Heizung und eine Resuspendierung des
Pellets mit 35 pl ddH»O. Da alternativ auch eine Gelaufreinigung in Betracht kam wurde
diese Methode nur selten genutzt.

1.8.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen zur Abtrennung ungewiinschter PCR-
Nebenprodukte

Mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA-Fragmente (Insert- und Vektor-DNA) und
DNA-Amplifikate aus PCR-Reaktionen mit vielen unspezifischen Produktbanden (Kap.
C1.7.4) wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die entsprechenden Banden konnten unter einer
langwelligen UV-Lampe mit einer Rasierklinge herausgetrennt und in 2 ml Eppendorf-
ReaktionsgefalRe uberfuhrt werden. Dadurch wurden vor allem ungewollte PCR-
Amplifikate und mit Dpnl geschnittene Matrizen-DNA abgetrennt. Die Extraktion der
DNA aus den Agarosegelen wurde mittels des E.Z.N.A.® Gel Extraction Kits (Peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) bewerkstelligt. Das ausgeschnittene Agarosegelstiick
wurde mit dem einfachen Volumen an XP2-Bindepuffer aufgefillt. Nachdem die
Agarose im Heizblock bei 60 °C unter regelmafligem Invertieren des GefalRes geldst
war, wurde der pH-Wert des Puffers tGberpruft. Bei einer orange-roten Farbung (pH tber
7,5) mussten einige pl 5 M Na-Acetat-Losung (pH 5,2) zugegeben werden, bis der
Puffer wieder einen hellgelben Farbton annahm. Ein zu hoher pH-Wert verringert die
Effizienz der DNA-Bindung an die HiBind®-Saulenmatrix. Die Zentrifugensaulen in den
2 ml Sammelréhrchen wurden anschlieBend drei mal mit je maximal 750 pl DNA-
Agaroselésung beladen und nach jeder Beladung bei Raumtemperatur zentrifugiert
(10000 g; 1 min). Der Saulendurchfluss wurde jedes Mal verworfen und die S&ule mit
750 ul DNA-Waschpuffer beladen, welcher nach 2-3 min Inkubationszeit abzentrifugiert
(s.0.) und ebenfalls verworfen wurde. Die Trocknung der S&ule erfolgte durch
einmindtige Zentrifugation (s.0.). Nachdem die Saule auf ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefald transferiert wurde, konnte die DNA mit 35 pl, 60 °C warmem und
sterilem dH,O durch erneute Zentrifugation bei 10000 g fur 1 min eluiert werden. Die
Ausbeute konnte durch einminitige Inkubation des erwadrmten dH,O deutlich erhéht
werden. Die eluierte DNA wurde bei —20 °C fur die anschlieRende Ligation oder weitere
PCR-Anwendungen aufbewahrt.

1.9 Restriktionsendonucleasereaktionen

Um die durch PCR-Mutagenese hergestellte Insert-DNA in die Vektoren zu klonieren,
mussten beide Komponenten die gleichen Schnittstellen besitzen, damit sie spater Uber
eine DNA-Ligase miteinander verknupft werden konnten. Diese Schnittstellen wurden
mittels Restriktionsendonucleasen (RE) (Tabelle 10) erzeugt, die spezielle
palindromische DNA-Sequenzen erkennen und an einer bestimmten Position diese
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doppelstrangige DNA hydrolytisch spalten. Die Erkennung der palindromischen DNA-
Sequenzen beruht auf der Struktur von Restriktionsenzymen, welche zum grof3ten Teil
aus zwei identischen Polypeptiduntereinheiten zusammengesetzt sind, von denen jede
die Sequenz erkennt und die DNA schneidet. Bisher sind mehr als 2000 prokaryotische
Restriktionsenzyme bekannt, die Uber 200 unterschiedliche Spezifitaten aufweisen
(Madigan et al., 2000).

Tabelle 10: Auflistung aller verwendeten Restriktionsenzyme mit Pufferangaben und Besonderheiten.
("): Schnittstelle der RE; (dam und dcm): Methylierung von Adenin- und Cytosinresten; (Topt): optimale
Arbeitstemperatur des RE; (iet): methylierte Basen.

Enzym (c) Verg\(ﬁ?grete Erkennungssequenz|Hersteller | Besonderheiten
T | e | oowoc | remenas | Sy
Sy | SR PeT o romenas | ety
(Fomljj /lﬂl) 1R +02texr E;:]fgé AYAGCTT Fermentas
(1'8]%6/:“) Oréalzgﬁaiggfer CAYTATG Fermentas
N R e o
(1053'/w) Grlu)’:e.rraf];féer GGCCNNNNYNGGCC | Fermentas Tﬁﬁffo% /?\E;_i\?iZat;c

am sensitiv

(16(50/1“) R20 E(e.rl.z#ggr CYTCGAG Fermentas

Die Namensgebung eines Restriktionsenzyms bezieht sich auf den Organismus aus
dem es isoliert wurde (Bsp.: Hindlll aus Haemophilus influencae). Bakterien bendtigen
Restriktionsenzyme um eingedrungene Fremd-DNA schnell und wirkungsvoll zu
eliminieren. Dabei ist die Entwicklung eigener Schutzmechanismen wichtig, um die
eigene DNA nicht zu zerschneiden. Dies wird durch Methylierung der entsprechenden
Schnittstellen mittels DNA-Methyltransferasen erreicht, wobei S-Adenosylmethionin als
Methylgruppendonor fungiert. Die verwendeten Zelllinien JM 101, DH5a, XL1-Blue und
BL21 von E. coli besitzen sowohl das dcm- als auch das dam-Gen. Dadurch werden
neben Adenin-Resten in einer GAmetTC-Sequenz auch die Cytosin-Reste in CCpe/AGG-
und CCneTGG-Sequenzen methyliert (met). Dies hat zur Folge, dass unter unginstigen
Bedingungen das Restriktionsenzym Sfil aus Tabelle 10 die methylierte DNA aus den
verwendeten Zelllinien nicht schneiden kénnte. Da dieses Restriktionsenzym aber eine
Erkennungssequenz mit intern gelegenen variablen Basen um die Schnittregion
aufweist, trat diese Situation der Schnittblokade nicht ein, da es nur zur
Anwesenheitskontrolle der 2. Helix des Lhcbl diente, wo keine dam-
Methylierungserkennungssequenz liegt.

Eine praktische Anwendung mit methylierter Plasmid-DNA war, dass nach einem PCR-
Lauf die im Ansatz befindliche WT-DNA mittels Dpnl verdaut werden konnte. Dieses
Restriktionsenzym schneidet nur methylierte DNA aus Bakterien und nicht die in der
PCR gebildete.

Die Enzymkonzentrationen aus Tabelle 10 sind in Units/ul angegeben und beschreiben
die Enzymaktivitat. Eine Unit (U) eines Enzyms ist in der Lage innerhalb einer Stunde
bei optimalen Temperaturverhaltnissen 1 pg DNA zu verdauen.
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1.9.1 Restriktionsverdau der Plasmid-, Vektor-, und Insert-DNA zur Herstellung
neuer Mutanten

Die Tomaten-Gene wurden mit Hindlll und BamHI in die Polylinkerregion des
pDS12/RBSII-Vektors (Abb. 7) kloniert. Die spater angefertigten Arabidopsis-Klone
wurden zwecks Proteinexpression tber Ndel und Xhol in den pET44a-Vektor (Abb. 8)
mit C-terminal gelegenem His-tag einkloniert.

Die durch Isopropanolfallung (Kap. C1.8.1) aufgereinigten PCR-Produkte und die
Vektoren wurden mittels BamHI / Hindlll (pDS-Vektor) oder Ndel / Xhol (pET-Vektor)
zurechtgeschnitten, um sie spater miteinander zu ligieren (Kap. C1.10). Durch die
Verwendung zwei verschiedener RE in einem Doppelverdau, wurde die
Insertionsrichtung des Gens festgelegt. Da ein gewisser Anteil an urspringlicher,
unmutierter Matrizen-DNA nach den PCR-Durchgéangen immer vorhanden war, musste
die Insertion dieser unveranderten Ihc-Gene in die Vektoren schon im Vorfeld
ausgeschlossen werden. Da die Matrizen-DNA immer aus Plasmiden besteht, die
mittels Midi-Prep (Kap. C1.5.2) aus dam-positiven E. coli-Stammen isoliert wurden, und
da die durch PCR-Mutagenese hergestellte DNA immer unmethyliert ist, konnte durch
Einsatz des Dpnl-Restriktionsenzyms (Tabelle 10) die methylierte Matrizen-DNA
komplett verdaut werden. Um ein Volllangengen einer Punkt-, Doppel-, Bereichs- oder
Domanentauschmutante zurechtzuschneiden, die nicht mittels “Quikchange® Site-
Directed Mutagenesis Kit“ generiert wurden, waren je nach Zielvektor 3 verschiedene
Restriktionsenzyme im Ansatz (Tabelle 11) enthalten

Tabelle 11: Restriktionsverdau der mittels Isopropanolfallung aufgereinigten Insert-DNA. Der
Enzymuberschuss ist abhangig von der zu verdauenden DNA-Menge und den Herstellerangaben
beziiglich der empfohlenen Uberschussmenge (www.fermentas.com/doubledigest/index.html), um 1 pg
DNA vollstandig zu verdauen.

Restriktionsansatz: Endkonzentration

2 x Tango 14,0 pl

BamHI und Hindlll (pDS-Vektor) Je 6 x Uberschuss

Ndel und Xhol (pET-Vektor) Je 6 x Uberschuss

Dpnl 4 x Uberschuss

DNA (PCR-Produkt) Gesamtmenge aus Reinigung
dH,0O Ad 70 ul

Auch die Vektor-DNA wurde wie in Tabelle 11 verdaut, wobei auf den Einsatz von Dpnl
verzichtet wurde, da es sich um das methylierte Originalplasmid handelt. Alle Ansatze
wurden fur mindestens 3 Stunden, aber haufig Uber Nacht im Heizblock bei 37 °C
verdaut.

1.9.2 Restriktionsverdau der isolierten Plasmid-DNA zur Identifikation positiver
Klone

Nach einer Transformation bestand die Mdglichkeit, dass nicht nur Bakterien mit Insert-
tragendem Plasmid (positive Klone), sondern auch negative Klone mit fehlendem Insert
und reinem Vektor auf der Agarplatte wuchsen. Letztere konnten dadurch entstehen,
dass wahrend des Restriktionsverdaus des Vektors anstelle beider Restriktionsenzyme
nur eines schnitt, sodass der Vektor nur linearisiert wurde. Wahrend der Ligation
konnen diese Vektoren religieren und - nach Transformation in ein Bakterium - durch
ihre Resistenzgene auf der LB-Ampicillin-Platte wachsen. Um sicherzustellen, dass ein
Klon auch einen Vektor mit Insert enthalt, wurden entweder ein Restriktionsverdau oder
eine Kolonie-PCR (Kap. C1.7.6) durchgefuhrt.
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Fur den Nachweis per Restriktionsverdau wurden Kolonien gepickt, mittels
Ubernachtkultur (Kap. C1.1) vermehrt und die Plasmid-DNA per Mini-Prep (Kap.
C1.5.1) isoliert. Bei Lhca4-Punkt, Doppel- und Bereichsmutanten, die in kompetente
Zellen transformiert wurden konnte der Nachweis durch einen Verdau bei 37 °C fir
mindestens 3 Stunden im Heizblock mit BamHI / Hindlll oder Ndel / Xhol erfolgen
(Tabelle 12), wobei das inserierte Gen wieder herausgeschnitten wurde.

Alternativ dazu konnte auch ein Mikrowellenschnellverdau bei 600 Watt Leistung
durchgefiihrt werden. Dabei war es wichtig die Proben nur jeweils 5 s der Strahlung
auszusetzen und die Reaktionsgefalle im Anschluss wieder zu durchmischen
(AbklUhlung). Diese Prozedur musste 7-mal wiederholt werden.

Die Uberprufung, ob ein Insert der zu erwartenden GroRe herausgeschnitten wurde,
erfolgte durch Auftrennung in einem 1,5%igen Agarosegel, wobei die lhca4-Inserts
600 bp grof3 waren. Ein Einbau von Wildtyp-DNA (Matrize bei der PCR-Mutagenese;
Kap. C1.7) konnte durch den Einsatz des Dpnl-Enzyms (Tabelle 10) weitgehend
ausgeschlossen werden.

Tabelle 12: Restriktionsansatz zum Nachweis positiver Klone durch herausschneiden des inserierten
Volllangengens im pDS- oder pET-Vektor.

Restriktionsansatz Endkonzentration
DNA aus Mini-Prep 10 pl (etwa 0,5-2 ug)
Tango-Puffer (10 x) 3ul(2x)

BamHI und Hindlll (pDS-Vektor) |0,5 pl (6 x Uberschuss)
Ndel und Xhol (pET-Vektor) 0,5 ul (6 x Uberschuss)
ddH,0 (ad 15 pl) 1l

Alle angefertigten Domé&nentauschmutanten — bis auf die Helix 2 Mutanten — konnten
sogar Uber die GroRe des Volllangengens direkt identifiziert werden. Dies war moglich,
da N-Termini, C-Termini, luminale und stromale Schleifen der Lhca4-, Lhcbl und
Lhcb4-Proteine unterschiedlich lang sind. Nach Restriktionsverdau der isolierten
Plasmide mit anschlieBender Gelauftrennung konnte dadurch direkt ein Unterschied
zwischen Mutante und WT-Kontrollverdau festgestellt werden.

Die Mutanten mit substituierter 2. Helix konnten nicht aufgrund der Schnittmuster ihrer
Volllangengene vom jeweiligen WT unterschieden werden, da die 2. Helix im Lhca4,
Lhcbl und Lhcb4 die gleiche Lange hat. Deswegen wurden unique Schnittstellen ftr
Restriktionsenzyme herangezogen, die in Helix 2 des Lhca4 (Sall) und des Lhcbl (Sfil)
vorhanden sind. Das Schema des Verdaus war das gleiche wie in Tabelle 12
angegeben, nur dass zusatzlich entweder auf An- oder Abwesenheit der Helix 2 des
Lhca4 oder des Lhcbl getestet wurde. Dabei waren je nach Ansatz entweder 2 kleinere
Doppelbanden oder eine groRRe Volllangengenbande im Gel sichtbar. Wurden
beispielsweise Lhcb4-H2a4-Mutanten untersucht (Ndel+Sall+Xhol im Ansatz), musste
als Kontrolle der Ihca4-wt mit aufgetragen werden, der 3-mal geschnitten wurde. Die
Ihcb4-wt Negativkontrolle wurde nur 2-mal geschnitten.

1.10 Ligation von Insert- und Vektor-DNA

Die Insertion der geschnittenen und mittels Agarose-Gelelektrophorese oder
Photometrie quantifizierten (Kap. C1.6) DNA-Fragmente in die jeweiligen Vektoren
erfolgte durch eine Ts-Ligase-Reaktion. Fur eine schnelle Ligation wurde das “Rapid
DNA Ligation Kit* von Fermentas (St. Leon-Roth) verwendet. Die DNA-Ligase verbindet
dabei unter ATP-Verbrauch die freien Nukleotide der Insert- und der Vektor-DNA durch
Ausbildung neuer Phosphodiesterbindungen. In einem 20 pl Ligationsansatz befanden
sich neben Insert und Vektor der 1-fach konzentrierte “Rapid Ligation buffer®
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(Stammlbsung 5 x) und 1 pl der T4,-DNA-Ligase (5 U/ul). Der Ansatz wurde mit ddH,O
auf 20 pl komplettiert. Die eingesetzte Vektor-DNA-Menge sollte bei einem molaren
Verhaltnis von 3:1 (Insert:Vektor) den Wert von 200 ng nicht Uberschreiten. Allerdings
konnte mit einem molaren Verhaltnis von 4:1 (Insert:Vektor) die Anzahl der
gewachsenen Kolonien nach der Transformation um das Doppelte gesteigert werden,
wobei die Vektor-DNA-Menge ublicherweise auf 100 ng pro Reaktionsansatz reduziert
wurde. Die Ligation sollte fir mindestens 5 min bei 22 °C erfolgen. Eine Erh6éhung der
Inkubationsdauer auf maximal eine Stunde steigerte laut Hersteller nochmals die
Ligationseffizienz.

1.11 Transformation verschiedener E.coli Zelllinien

Durch die zuvor kinstlich induzierte Kompetenz (Kap. C1.2) waren die E. coli-Zellen
transformierbar, wobei es bei der Durchfihrung der Transformation beztglich der
verwendeten Zelllinien kleine Unterschiede gab. Der Ligationsansatz (20 pl) mit nun
geschlossen vorliegenden Plasmiden wurde fur gewohnlich komplett zu 50 pl auf Eis
aufgetauten kompetenten E. coli Zellen gegeben und zur Durchmischung leicht
angestupst. BL21 Zellen waren zu 100 pl aliquotiert. Bei Verwendung des
“Quikchange® Site-Directed Mutagenesis Kit* wurden nur 2-3 pl des Ansatzes fiir eine
Transformation benotigt. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Transformationsansatz mit
sterilem dH,O anstelle eines Ligationsansatzes verwendet. Alle fur die jeweiligen
Zelltypen abweichenden Inkubationszeiten und -temperaturen sind Tabelle 13 zu
entnehmen.

Tabelle 13: Inkubationszeiten und —Temperaturen aller verwendeten kompetenten E. coli Zelltypen.

JM 101 DH5a BL21 (DE3) XL1-Blue
Bakterienvolumen 50 pl 50 pl 100 pl 50 pl
1. Inkubation auf Eis 30 min 20 min 10 min 30 min
Hitzeschock 5 min, 22 °C 45's, 42 °C 45s, 42 °C 45s, 42 °C
(Dauer/Temperatur)
2. Inkubation auf Eis - 2 min 2 min 2 min
Komplexmedium LB-Medium LB-Medium LB-Medium SOB-Medium
(Volumen/Temperatur) | (225 pl /37 °C) | (250 pl /37 °C) (250 pl /37 °C) (500 pl /42 °C)

Nach Inkubation auf Eis wurden die Bakterien einem Hitzeschock unterzogen, um die
Transformationseffizienz zuséatzlich zu steigern. Danach wurden einige Zelltypen
nochmals auf Eis heruntergekihlt. Damit transformierte Zellen die Ampicillin-Resistenz
ausbilden konnten, wurden die Transformationsansatze mit Flissigmedium ohne
Ampicillin versetzt und fur eine Stunde bei 37 °C im Kulturrad festgeklemmt inkubiert.
Schlie3lich wurde der Transformationsansatz vollstandig auf einer LB-Ampicillin-
Agarplatte ausplattiert. Bei 37 °C wurden die Petrischalen mit dem Deckel nach unten
Uber Nacht in den Warmeschrank gestellt. Eine positiv transformierte Bakterienzelle
sollte bis zum né&chsten Tag eine Kolonie aus geklonten (identischen) Zellen gebildet
haben, die zur weiteren Untersuchung gepickt und in einer Ubernachtkultur vermehrt
wurde (Kap. C1.1). Die Kontrollansatze sollten kein Koloniewachstum zeigen, da durch
das fehlende Plasmid auch keine Ampicillin-Resistenz gegeben war.

1.12 DNA-Sequenzierung zur Uberpriufung eingefiigter Mutationen

Zur Absicherung der Ergebnisse aus den Nachweisen auf positive Klone (Kap. C1.9.1)
und um ungewollte Mutationen wéhrend der PCR-Mutagenese auszuschliel3en, wurden
die Plasmide isoliert (Kap. C1.5), quantifiziert (Kap. C1.6.1) und nach einer PCR-
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Sequenzierreaktion zur Ermittlung der vollstandigen DNA-Sequenz an die Fa.
GENterprise (Mainz) gegeben. Die Sequenzierreaktion mit dem BigDye®-Terminator
v3.1-Cycle Sequenzing Kit (Perkin-Elmer) wurde selbst durchgefihrt.

Die Sequenzierreaktion findet im Thermocycler statt (Reaktionsansatz in Tabelle 14;
Thermocyclerprotokoll in Tabelle 15) und bendétigt die zu sequenzierende Plasmid-DNA
und einen fertigen Premix (Gemisch aus mehrheitlich normalen Didesoxynucleotiden
mit einem kleinen Prozentsatz markierter Nucleotidtriphosphate, die keine 3’-OH-
Gruppe an der Desoxyribose tragen, sowie DNA-Polymerase und Puffer). AulRerdem
mussen Sequenzierprimer der Reaktion beigemischt werden, die aber je nach
verwendetem Plasmid unterschiedlich sind (pDS12-Vektor: pDS12 (+)-Primer; pET44a-
Vektor: T7-Primer; pBluescript-Vektor: T7- und T3-Primer).

Tabelle 14: Reaktionsansatz zur Sequenzierung der inserierten Ihc-Gene mit zugehorigem
Thermocyclerprotokoll.

BigDye®-Terminator v3.1
Mini- oder Midi-Prep-DNA 300 ng
Sequenzierprimer (10 pM) 1l
BigDye-Premix ver3.1'" 2 ul
5 x Sequenzing buffer v3.1™ 2 ul
ddH,O ad 10 pl

Wahrend der Sequenzierreaktion kommt es zur Bildung unterschiedlich langer DNA-
Fragmente, da es jedes Mal zum Kettenabbruch kommt, wenn ein markiertes ddNTP
eingebaut wird. Wird dieses Gemisch an Amplifikaten mittels Kapillarsequenziergerat
der GrofRe nach aufgetrennt, so erscheint nach Detektion im Chromatogramm die
zeitlich versetzte Basenabfolge, wobei jedes markierte ddNTP durch eine andere Farbe
codiert wird.

Tabelle 15: Thermocyclerprotokoll fiir BigDye®-Sequenzierreaktionen.

Schritte Zyklenzahl Temperatur [°C] Zeit [s]
1 1 96 1
96 10
2 30 55 240

Die Auswertung der erhaltenen Sequenzen und Chromatogramme erfolgte mittels der
Alignment-Funktion der Demosoftware DS Gene (Accelrys Cambridge, UK) oder
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) bzw. mit Chromas 1.45 Software (Griffith
University, Southport, Australia).
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2 Biochemische und biophysikalische Methoden

2.1  Uberexpression und Isolierung von Einschlusskérperproteinen

Alle mutieren Proteine sowie deren Wildtypen wurden durch Uberexpression in JM 101-
oder BL21-Zellen von E. coli gewonnen. Die Uberexpression des im Vektor integrierten
lhc-Gens wird durch die Zugabe eines Induktormolekils (IPTG) gestartet (Kap. B4.1)
und das verstarkt exprimierte Protein in Form von Einschlusskdrperchen (Inclusion
bodies bzw. IBs) im Bakterium abgelagert. Aufgrund der transmembranen Bereiche ist
die Hydrophobizitat der Uberexprimierten Lhc-Proteine sehr hoch, wodurch sich schwer
l6sliche Proteinaggregate bilden, die nach Aufschluss der Bakterien isoliert werden
konnen. Da die Uberexpression kein natirlich gesteuerter Prozess ist, unterliegt die
Produktion nach einer gewissen Zeitspanne unausweichlichen Degradationsprozessen,
an deren Ende der Abbau des Uberexprimierten Proteins steht, was nur unter
Bertcksichtigung der Wachstumsphasen und des N&ahrstoffverbrauchs verhindert
werden kann.

Fur die Uberexpression wurden 200 ml Kulturen in einem 500 ml Erlenmeyerkolben
verwendet, um eine grof3e Oberflache und damit eine gute Bellftung der Kultur zu
gewahrleisten. Dazu wurde ein mit 200 ml LB-Medium mit Ampicillin (Endkonzentration:
100 pg/ml) gefullter Kolben mit 2 ml der gewinschten Bakteriensuspension aus einer
UN-Kultur (Kap. C1.1) beimpft. Nach ungefahr 2 Stunden im Schittler (250 Upm) bei
37 °C befanden sich die Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase und wiesen
einen ODsso-Wert zwischen 0,45 und 0,65 auf. Durch Zugabe von 200 ul 1 M IPTG
wurde die Uberexpression induziert und bei gleich bleibenden Wachstumsbedingungen
fur weitere 4-5 Stunden inkubiert, um genltigend Protein zu synthetisieren. Nach Ablauf
dieser Zeitspanne wurden die Zellen abzentrifugiert (9000 g; 4 °C), und wenn nétig bei
—20 °C zwischengelagert.

Zur lIsolation der IBs wurden die Bakterienpellets zun&chst in 1,6 ml Lysis-Puffer
(50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 25% (w/v) Saccharose; 1 mM EDTA (pH 7,8)) resuspendiert,
zur Lyse der Zellwande mit 0,4 ml frisch angesetzter Lysozym-L6sung (10 mg/ml Lysis-
Puffer) versetzt und anschlieBend gevortext. Unter gelegentlichem Schwenken des
Rohrchens wurde die Suspension fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die
bakterielle DNA abzubauen, wurden im Anschluss 20 ul 1 M MgCl, 20 ul 100 mM
MnCl, und 20 ul DNAse 1 Losung (1 mg/ml DNAse; 20 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM
NaCl; 1 mM DTT; 50% Glycerin) zugegeben und gut durchmischt. Es folgte eine weitere
30mindtige Inkubation bei Raumtemperatur mit gelegentlichem Schitteln des
Rohrchens. Da die Uberexprimierten Proteinaggregate schwer l6slich sind, konnten die
bakteriellen  Proteine und Membranen durch Zugabe von schwachen
Detergenslosungen grof3tenteils abgetrennt werden. Dazu wird die Suspension zuerst
mit 4 ml Detergenslosung A (200 mM NaCl; 1% Desoxycholat; 1% Nonidet 40; 20 mM
Tris/HCI (pH 7,5); 2 mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) versetzt, zu welcher kurz zuvor 1 M
Dithiotreithol (DTT) zu einer 30 mM Endkonzentration beigemengt wurde, das die
Bildung von Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten verhindert. Nach guter
Durchmischung wurden 4 ml Detergenslosung B (0,5% Triton X-100; 1 mM
EDTA/NaOH (pH 7,8)) =zugegeben, welche zuvor mit 1M DTT auf eine
Endkonzentration von 20 mM gebracht wurde. Die Ro6hrchen mit dem Protein-
Detergenslosungs-Gemisch wurden anschliel3end auf einem Schdttler fixiert und fur 1-
2 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach einem Zentrifugationsschritt (9000 g;
4 °C) wurden die abzentrifugierten Proteine in 600 pl IB-Suspensionslosung (50 mM

45



C) Methode

Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) resuspendiert, welche vorher mit 1 M
DTT auf eine Endkonzentration von 20 mM gebracht wurde. Die Aufbewahrung der
Einschlusskorperproteine erfolgte bei —20 °C.

In Detergenslosung A wurde das Nonidet 40 im spéateren Verlauf der Arbeit, wegen
fehlender Bezugsquelle, durch die aquivalente Menge Triton X-100 ersetzt. Zudem war
es wichtig das DTT nur dann den verschiedenen Puffer beizumischen, wenn mit diesem
Apoprotein keine Trimerisierung via Nickel-Saule (Kap. C2.6.2) versucht werden sollte.
DTT reduziert das an der Sepharose gebundene Nickel, was sich in einer Braunfarbung
der Saule widerspiegelt, wodurch den Lichtsammelkomplexen mit His-tag keine
Bindung an das Saulenmaterial mehr moglich ware.

2.2  Proteinquantifizierung mittels Bio-Rad-Assay nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der isolierten Einschlusskorper wurde auf
den Bradford-Assay der Firma Bio-Rad (Munchen) zurickgegriffen. Durch die
Verschiebung der maximalen Absorptionswellenlange des Farbstoffs Coomassie
Brilliant Blue G-250, bei Bindung der Proteine, von 460 nm auf 595 nm (Bradford,
1976), kann die Konzentration der Farbstoff-Protein-Komplexe im Photometer detektiert
werden. Dazu wurde eine Eichgerade mit Rinderserumalbumin (BSA) ermittelt, um
daraus die Konzentration der gemessenen IB-Proben zu errechnen. Dabei darf die
Absorption der unbekannten Probe den Maximalwert der Eichpunkte fur die Gerade
nicht Uberschreiten. Aul3erdem sollte fur das jeweilige Photometer bekannt sein, in
welchem Bereich eine lineare Detektion der Absorption Uberhaupt méglich ist.

Tabelle 16: Herstellung der Losungen unterschiedlicher BSA-Konzentration aus einer BSA-Stammldsung
fur die Erstellung einer BSA-Eichgerade zur Proteinquantifizierung isolierter Einschlusskérperproteine.

Eichpunkte BSA-Stammldsung ad 80 ul | In 20 pl enthaltene
b (1 mg/ml) [u] dH,O [pl] | Proteinmenge [ug]
1 10 70 2,5
2 20 60 5
3 30 50 7,5
4 40 40 10
5 50 30 12,5
6 60 20 15
7 70 10 17,5
8 80 - 20

Zur Erstellung einer Eichgerade wurden, wie in Tabelle 16 beschrieben, zunédchst BSA-
Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen angesetzt, von welchen jeweils 20 pl
entnommen und mit 980 ul verdinntem Bio-Rad-Reagenz (1:5 mit Wasser verdinnt)
versetzt wurden.

Da zwei Bakterienstamme zur Proteinexpression verwendet wurden, und BL21-Zellen
bis zu 5-mal mehr Apoprotein mit weniger bakterieller Verunreinigung als die JM 101-
Zellen produzieren, wurde das folgende Rezept in Bezug je nach IB-Herkunft variiert.
Die folgenden Volumenangaben sind deshalb immer zweigeteilt (JM 101/BL21).

Von den mittels Ultraschallbad und Vortexer homogen suspendierten ’Inclusion bodies’
wurden mit einer abgeschnittenen Spitze 5 pl zu 5/10 pl einer 1%igen LDS-L6sung
(Lithiumdodecylsulfat) pipettiert und sorgféaltig gevortext. Wenn das Gemisch eine
Tribung aufwies wurde es fir kurze Zeit im Heizblock bei 60 °C erwarmt oder fur 1 min
im Wasserbad gekocht, bis das Protein vollstandig gelést war. Nach Zugabe von
30/65 pl dH,O wurden 10 ul in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt und mit ddH,O auf
20 ul aufgefullt. Zur Kontrolle wurde eine Protein-freie LDS-Probe angesetzt, indem 5 pl
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der 1%igen LDS-LAsung mit 35 pul dH,O vermischt wurden, wovon 10 pl enthommen
und mit ddH,O auf 20 pl aufgefillt wurden. Die angesetzten 20 pl Proben wurden
zeitgleich mit den Proben fur die Eichgerade mit 980 ul verdinntem Bio-Rad-Reagenz
gemischt und fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieende Messung
erfolgte im Spektralphotometer mit Kunststoffkiivetten, wobei zuerst ein Nullabgleich mit
zwei Proben verdinntem Bio-Rad-Reagenz (20 pl dH,O + 980 ul verdinnte
Reagenzlésung) durchgefiihrt wurde. Danach wurden die Proben fir die Eichgerade,
die LDS-Probe und die IB-Proben in der Reihenfolge der Zugabe des Bio-Rad-Reagenz
mindestens zweimal bei 595 nm vermessen.

Der Wert der LDS-Probe wurde von den Werten der IB-Proben subtrahiert. Aus den
Werten der BSA-Messungen wurde eine Regressionsgerade (y = mx + b) ermittelt
(MS Excel). Um die Proteinkonzentration (x [ug/ul]) der IB-Proben zu errechnen, musste
die Absorption (y) der IB-Proben (abziiglich A.ps) in die Geradengleichung eingesetzt
werden. Nach Berucksichtigung des Verdinnungsfaktors konnte der Proteingehalt der
IBs errechnet werden. Die tatsachliche Proteinkonzentration beruhte auf dem Volumen
(1,25 bzw. 0,625 pl) der IB-Stammlésung, die im Messansatz enthalten war
([ug/ul] = x - 0,8 bzw. 1,6 flr den BL21-Ansatz).

2.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wird zur Auftrennung eines
Proteingemisches in einem elektrischen Feld verwendet. Polyacrylamid dient dabei als
Matrix und ist ein Polymer aus langen Acrylamid-Ketten, die durch Bisacrylamid (N,N’-
Methylenbisacrylamid) vernetzt werden. Je nach Verhaltnis und Konzentration der
beiden Substanzen lasst sich die Porengrol3e der Gele variieren. Zur Verknipfung der
Monomere wird als Radikalstarter Ammoniumperoxodisulfat (APS) eingesetzt. Um die
freie Sulfatradikalbildung, die zur Polymerisation bendétigt wird, zu beschleunigen, wird
der Reaktion Tetramethylethylendiamin (Temed) zugesetzt, da es die Zersetzung des
APS katalysiert.

Um Proteine gemalR ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufzutrennen, missen
sie in eine Art ,Ladungsmantel“ gehillt werden, der in einem konstanten Verhéltnis zu
ihrem Molekulargewicht steht und die Eigenladung der AS abschirmt. Dies wird durch
Losen der Proteine in einem negativ geladenen Detergens bewerkstelligt. Fur voll
denaturierende Gele werden die Proteine in einem Uberschuss an SDS gelost. Bei
schwach denaturierenden Gelen ist LDS lediglich im Kathodenpuffer enthalten, um
Proteinaggregationen zu verhindern. Da sich fir 2 Aminosduren ungefdhr ein
Detergensmolekil anlagert, bewegt sich ein Protein linear zum reziproken Logarithmus
seiner GroRe in einem angelegten elektrischen Feld. Das bedeutet, dass kleine
Proteine aufgrund der vorgegebenen Porengrdl3e bzw. dem geringeren Laufwiderstand
im Gel schneller zur Anode wandern als die grol3en Proteine (Berg et al., 2003).

Zur Trennung von Proteinen und Pigment-Protein-Komplexen wurden immer
diskontinuierliche Gele aus Sammel- und Trenngel verwendet. Dies brachte den Vorteil,
dass die Proteine beim Verlassen des Sammelgels an der Grenze zum Trenngel
fokussiert wurden, wodurch eine scharfere Auftrennung der Bestandteile gewdahrleistet
war. Die Ursache liegt in der unterschiedlichen Acrylamid-Konzentration von Sammel-
und Trenngel.

Die Trennung von Einschlusskorper-Proteinen, zur Uberpriifung der Anreicherung der
Apoproteine aus der Uberexpression, wurde in voll denaturierenden Gelen nach
Laemmli (1970) durchgefuhrt. Die Bestimmung der Molekularmasse erfolgte durch
Vergleich mit dem mit aufgetragenen SDS 7-Marker (Kap. B4.4). Rekonstituierte
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Pigment-Protein-Komplexe wurden nach der Methode von Schmid und Schéafer (1994)

in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt.

2.3.1 Voll denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der Anreicherung der Lhc-Proteine in den IB-Praparationen wurden
voll denaturierende SDS-Gele mit der in Tabelle 17 aufgefiihrten Zusammensetzung

verwendet.

Tabelle 17: Auflistung aller Materialien zum Giel3en von voll denaturierenden SDS-Gelen.

Reagenzien 15%iges Trenngel 6%iges Sammelgel
30% Acrylamid/Bisacrylamid (30:1) 13,75 ml 3ml

1 M Tris/HCI (pH 8,8) 11,3 ml -

1 M Tris/HCI (pH 6,8) - 2,6 ml

dH,O0 2,6 ml 14,2 ml

10% APS 200 pl 100 ml
TEMED 13 ul 10 pl

In einem Gelgie3stand wurde nach Fixierung von 5 durch ’'Spacer getrennte
Glasplatten zunachst das Trenngel gegossen und zum Schutz gegen Austrocknung mit
wassergesattigtem 1-Butanol Ubergossen und mit Folie abgedeckt. Nach
Auspolymerisierung des Trenngels erfolgte ein Waschschritt mit technischem Ethanol
um das Butanol zu entfernen. Um wiederum das Ethanol zu entfernen, wurden die Gele
mehrmals mit destilliertem Wasser gesplilt. Nach Giel3en des Sammelgels wurden die
Kamme zur Bildung der Taschen eingesetzt. Nachdem auch das Sammelgel
auspolymerisiert war konnte das Gelsystem demontiert, die Gele mit dH,O gewaschen
und diese bis zu mehreren Wochen im Kuhlschrank aufbewahrt werden.

Vor dem Lauf wurden die Gele nach Entfernung der Kdmme und Grundreinigung der
Taschen vertikal in die Elektrophoresekammer eingespannt und die Vorrichtung mit
Puffer befillt. Der Anodenpuffer (50 mM Tris; 384 mM Glycin; 1 mM EDTA) war mit dem
Kathodenpuffer, bis auf den Zusatz von 0,1% SDS zu letztgenanntem, identisch.

Von den IBs wurden 4 ug Protein mit IB-Suspensionslosung auf ein Volumen von 15 pl
gebracht, zu welchem noch einmal 7,5 ul Protein-Denaturierungspuffer (5% LDS;
180 mM DTT; 70 mM Tris/HCI (pH 8,4); 0,66 M Saccharose) zugesetzt wurde. Nach
einminutiger Kochzeit im Wasserbad und zweiminutiger Zentrifugation (RT, 15000 Q)
wurde mit 10 ul des Ansatzes auf ein Gel beladen, was ungefahr einer Proteinmenge
von 1,8 ug pro Geltasche entsprach. Neben den Proben wurden stets 5 pl des SDS 7-
Markers aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 12 °C und konstant 20 mA pro Gel
(Ho6he Trenngel: 50 mm; Ho6he Sammelgel: 15 mm; Gelbreite: 84 mm; Geldicke:
1,5 mm) fur ungefahr eine Stunde, bis die Bromphenolblau-Front das Ende des
Trenngels erreicht hatte.

Um die denaturierten Proteine sichtbar zu machen, wurden die Gele im Anschluss fir
20 min in Coomassie-Farbeloésung (0,3% (w/v)) Coomassie-Brilliant-Blue; 50% (v/v)
technisches Ethanol; 7% (v/v) Essigsaure) inkubiert, wobei der Farbstoff unter anderem
an Arginin- und andere basische Reste bindet. Im Anschluss wurden die Gele flr
ungefahr 15 min im 1. Entfarber (20% (v/v) technisches Ethanol; 7% (v/v) Essigséaure)
inkubiert, bis die ersten Banden zu erkennen waren. Die darauf folgende Inkubation im
2. Entfarber (10% (v/v) Essigséaure) geschah (ber Nacht, was zur vollstdndigen
Entfarbung des Gelhintergrundes fiihrte. Um die Gele in Cellophan gehdllt zu trocknen,
musste die Essigsaure durch mehrere Wasserbader aus dem Gel entfernt werden, da
es ansonsten zu Bruchen im Gel kommen konnte.
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2.3.2 Schwach denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diese Methode wurde zur schonenden Auftrennung von rekonstituierten Pigment-
Protein-Komplexen verwendet. Die Herstellung der Gele und die Durchfihrung der
Gelelektrophorese zeigen nur geringe Unterschiede zur voll denaturierenden SDS-
PAGE. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Auflistung aller Materialien zum Giel3en von 5 schwach denaturierenden LDS-Gelen.

Reagenzien 12%iges Trenngel 4%iges Sammelgel
30% Acrylamid/Bisacrylamid (30:1) 12 ml 2,67 ml

2,12 M Tris/HCI (pH 9,1) 6 ml -

270 mM Tris/HCI (pH 6,1) - 4 ml

2 M Saccharose 4,38 ml 2,92 ml

dH,0 7,5 ml 10,3 ml

10% APS 90 pl 120 pl

TEMED 22,5 ul 15 pl

Nachdem die Geltaschen gesaubert und mit Kathodenpuffer gespult worden waren, um
eventuelle Acrylamidrickstande und Saccharose-Ablagerungen zu entfernen, wurden
die Rekonstitutionsansatze (Kap. C2.6) mit einer Hamilton-Spritze (20 pl) vorsichtig
aufgetragen. Beide Puffer setzten sich aus 25 mM Tris und 192 mM Glycin zusammen,
wobei dem Kathodenpuffer zusatzlich 0,1% LDS beigemischt wurde. Durch die
Verwendung von LDS, das im Gegensatz zu SDS bei tiefen Temperaturen nicht
ausfallt, konnte die Elektrophorese zur Schonung der Komplexe bei 4 °C durchgefihrt
werden. Au3erdem wurde die Stromstéarke auf konstant 4 mA pro Gel reduziert und die
Gelkammer abgedunkelt, um den Zerfall der LHCs wahrend der Elektrophorese zu
minimieren. Die elektrophoretische Auftrennung wurde beendet, wenn sich das freie
Pigment, Monomere und Dimere bzw. Trimere voneinander getrennt hatten. Die
Dokumentation erfolgte durch umgehendes scannen des Gels.

Um den Proteingehalt jedes Rekonstitutionsansatzes zu tberprifen, bzw. um sicher zu
stellen, dass auf allen Gelbahnen die gleichen Proteinmengen aufgetragen wurden,
fand im Anschluss eine Coomassiefarbung der Gele statt (siehe Kap. C2.3.1).

2.4 Isolation von Totalpigmentextrakt aus Tomatenpflanzen

Um Rekonstitutionsexperimente  durchfihren  zu koénnen, musste  ein
Totalpigmentextrakt hergestellt werden. Dazu wurden Tomatenpflanzen angesat,
geerntet und Thylakoide daraus isoliert, in denen die Photosysteme mit Lipiden und
Pigmenten lokalisiert sind. Ausgehend von der Thylakoidpraparation wurden mittels
Ether-Aceton-Pigmentextraktion alle fir eine Rekonstitution bendétigten Bestandteile
(Chlorophylle, Carotinoide, Lipide) in Form eines Totalextrakts isoliert.

2.4.1 Tomatenanzucht

Die Samen der zur Thylakoidisolierung mit nachfolgender Pigmentisolation bestimmten
Tomatenpflanzen wurden auf Vermiculit ausgesat und beim ersten Mal kréftig
gewassert. Die verwendete Sorte Hellfrucht (Gartenland GmbH, Aschersleben) wuchs
unter Langtagbedingungen (16h Licht; Leuchtstoffréhren: ca. 120 pmol Photonen/m?-s)
im Anzuchtraum (wahlweise Gewachshaus im Sommer) fur ungeféahr 5 Wochen bei 22
°C.
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2.4.2 Thylakoidisolierung aus frischen Pflanzen

Nach ca. 5 Wochen Wachstum wurden 4-6 Anzuchtschalen mit Tomatenpflanzen
geerntet. Lediglich das oberste Drittel der Pflanzen wurde mittels Schere abgeschnitten
und in eine eisgekuhlte Homogenisierungslosung (0,4 M Sorbitol; 0,1 M Tricine/NaOH,
pH 7,8) uberfihrt. Nach zugiger Zerkleinerung des Blattmaterials durch einen
Ultraturrax, wurde zum Abtrennen faseriger Pflanzenbestandteile die Suspension durch
4 Lagen Microcloth filtriert. Ein 5Smindtiger Zentrifugationsschritt (4 °C, 3000 g)
pelletierte die Chloroplastenfraktion. Durch Resuspendierung des Pellets in einer
Breaklosung (50 mM Sorbitol; 10 mM Tricine/NaOH, pH 7,8; 5 mM EDTA/NaOH, pH
7,8) wurden die Chloroplasten aufgebrochen. Um die Thylakoide vom restlichen
Material zu trennen, wurde eine zweite Zentrifugation (4 °C, 10000 g) durchgefuhrt und
das Pellet in Thylakoidsuspensionslosung (30% (w/v) Saccharose; 10 mM
Tricine/NaOH pH, 7,8, 1 mM EDTA/NaOH, pH 7,8) aufgenommen. Nach
photometrischer Bestimmung des Chlorophyligehalts (Kap. C2.5) konnte die Ausbeute
berechnet, und die Thylakoidpraparation bei -80 °C zwischengelagert werden.

2.4.3 Extraktion des Totalpigmentextrakts aus Tomatenthylakoiden

Bevor aus den zuvor gewonnenen Thylakoiden die Pigmente isoliert werden konnten,
musste Ether fir die Pigmentextraktion destilliert werden. Dazu wurden 1,5 L
Diethylether (Siedetemperatur: 35 °C) in einem Schliffrundkolben mit 10 KOH Platzchen
fur 2 Stunden unter Rickfluss destilliert. Das KOH dient dabei nicht nur als Siedestein,
sondern hat zudem die Funktion eine Peroxid-Bildung durch Ether zu verhindern. Nach
Ablauf der notwendigen Zeitspanne wurde der Ether in einer eisgekihlten
dunkelbraunen Glasflasche aufgefangen und in einem explosionsgeschitzten
Kihilschrank aufbewahrt. Neben Ether, der zum Ausschutteln benétigt wurde, war auch
gekunhltes destilliertes Aceton fur die Pigmentextraktion notwendig.

Thylakoide mit einem Chlorophyligehalt von 100 mg wurden wegen des hohen
Saccharosegehalts, der eine Pellettierung der Thylakoide verhindert héatte, mit dem 10-
fachen Volumen 20 mM Tricine/NaOH (pH 7,8) verdinnt und bei 12000 g (25 min, 4 °C)
abzentrifugiert. Das Pellet wurden in 300 ml eiskaltem Aceton,eqest. resuspendiert und
erneut abzentrifugiert (12000 g, 10 min, 4 °C). Der die Pigmente enthaltende Uberstand
wurde in einen Scheidetrichter (ohne Schlifffett) abgefullt und 250 ml Ether (4 °C) und
200 ml 2 M NacCl (4 °C) zugegeben, um die Acetonphase polarer zu machen. Nach
mehrmaligem Ausschiitteln und Entgasen (5-10 min) wurde die untere Acetonphase
abgelassen. Durch dH,0O-Zugabe (200 ml) wurde das polare Aceton in die untere Ether-
freie Phase gezwungen. Die Etherphase wurde in einem mit Alufolie umwickelten,
eisgekuhlten Rundkolben gesammelt und tber Nacht bei -80 °C aufbewahrt, um das
Wasser auszukristallisieren.

Der auf —80 °C vorgekuhlte Rundfilter wurde auf einen entsprechend vorgekihlten
Trichter gelegt, der auf eine bereits aktivierte Saugflasche gesteckt wurde.
Schnellstméglich wurden durch Filtern der Etherfraktion die Eiskristalle entfernt. In
einem Rundkolben wurde das Pigment-Ether-Gemisch im Rotationsverdampfer
eingetrocknet, bis dieser einen Druck von 4 mbar anzeigte. Der eingetrocknete
Totalextrakt wurde mit N, Uberschichtet und bei -20 °C eingefroren, um spéter eine
Chlorophyllbestimmung durchzufiihren und die Pigmente zu aliquotieren.
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2.5 Bestimmung der Chlorophyllkonzentration nach Porra

Die Ermittlung der Chlorophyllkonzentration isolierter Tomatenthylakoide (Kap. C2.4.2,
extrahierter Pigmente (Kap. C2.4.3) oder der mittels Saccharosedichtegradienten-
Ultrazentrifugation (Kap. C2.8) aufgereinigten Komplexe erfolgte nach Porra et al.
(1989) im Spektralphotometer (U 2000). Dabei wurden 200 pl der isolierten Komplexe
mit 800 pl 100%igem Aceton zu einer 80%igen Acetonlésung vermischt, Proteine und
andere nicht-l6sliche Bestandteile kurz anzentrifugiert und bei 646,4 nm und 663,6 nm
vermessen. AulRerdem wurde zur Korrektur lichtstreuender Partikeln die Absorption bei
750 nm gemessen, welche von den anderen Werten subtrahiert wurde. Zum
Nullabgleich bzw. als Referenz fur die Messungen wurde 80%iges Aceton verwendet.
Die Werte fur die Absorption (A) und der Verdinnungsfaktor (in diesem Fall 5) wurden
in die nachfolgenden Formeln eingesetzt und die Gesamt-Chlorophyllkonzentration
(Chlges) errechnet:

Chla [|..lg/|J|] = (12,3 X (A663,6 - A750) —-2,55x (A646,6 - A750)) X5
Chl b [pg/ul] = (20,3 X (Aeas,c — A7s0) — 4,9 X (Asese — A750)) X 5
Chlges [1g/pl] = [ChI @] + [Chl b]

Im Anschluss wurden die rekonstituierten LHCs fiir die noch anstehenden Versuche zur
Bestimmung der Pigmentzusammensetzung und der Fluoreszenzemissionsspektren
vorbereitet und bei —70 °C aufbewabhrt.

2.6 Rekonstitution von rekombinanten Lichtsammelkomplexen

Die aus E.coli isolierten Lhc-Apoproteine (Kap. C2.1) und der aus Tomatenthylakoiden
gewonnene Totalpigmentextrakt (Kap. C2.4) wurden fir die Rekonstitution nach dem
Prinzip der Detergenswechselmethode (Paulsen et al., 1993) verwendet, wobei sich
den nativen LHCs gleichende rekombinante Pigment-Protein-Komplexe bildeten, wie
von Plumley und Schmidt (1987) gezeigt wurde.

Zur Rekonstitution monomerer und dimerer LHCs wurden zunachst die Apoproteine in
LDS gel6st. Nach Zugabe von Octylglucosid (OG), einem zuckerhaltigen nichtionischen
Detergens, bilden sich nach kurzem Kochen Mischmizellen aus LDS, OG und Protein.
Nach Beimischung der Pigmente, wird mittels Kaliumchlorid (KCI) bei tiefen
Temperaturen der Ubergang von den LDS-OG-Mischmicellen zu reinen OG-Micellen
erzwungen, da das Dodecylsulfat als KDS ausfallt. Wahrenddessen verandert sich die
Proteinumgebung, sodass eine Faltung des Proteins mit Anlagerung der Pigmente
induziert wird (Schmid et al., 1997). Diese modifizierte Vorgehensweise dient speziell
der Rekonstitution von Lhca-Proteinen und eignet sich sowohl fir Monomer- als auch
fur Dimerrekonstitutionen von Lhcal und Lhca4, kann aber auch dazu verwendet
werden monomere Lhcb1- oder Lhcb4-Komplexe zu rekonstituieren.

Um Lhcbl-Lichtsammelkomplexe zu rekonstituieren, wurde auch ein etwas
abgeandertes Protokoll angewendet, das im Zusammenhang mit einer anschlie3enden
Trimerisierung der Komplexe bestens erprobt ist (Rogl et al., 1998). Unter anderem wird
auf DTT als Reduktionsmittel verzichtet und durch B-Mercaptoethanol ersetzt, welches
im Gegensatz zum DTT keine Reduktion des an die Sepharose gebundenen Nickels
wahrend der Trimerisierung hervorruft.

Im Folgenden sind zwei Protokolle fur die Rekonstitutionen beschrieben. Monomere
und dimere Komplexe wurden mittels schwach denaturierender Gelelektrophorese
aufgetrennt (Kap. C2.3.2). Eine leicht Variation des Protokolls war erforderlich, wenn
diese Komplexe tber SDG-UZ (Kap. C2.8) aufgetrennt wurden (Schmid et al., 1997).
Letztere Methode ist nicht nur schonender bezuglich ihrer Auftrennungsmethode,
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sondern ermdéglicht die direkte Sammlung der getrennten Komplexe zur weiteren
Charakterisierung. Das zweite Protokoll beschreibt eine Rekonstitution trimerer
Komplexe, die je nach Probenaufbereitung sowohl per LDS-PAGE, als auch mittels
SDG-UZ aufgetrennt werden konnten.

2.6.1 Monomer-und Heterodimerrekonstitutionen

Zur Rekonstitution von monomeren Lichtsammelkomplexen zwecks Auftrennung im
schwach denaturierenden Gel wurden 33,4 pug der isolierten Einschlusskorperproteine
mit IB-Suspensionslésung (50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA/NaOH (pH 7,8)) auf
ein Volumen von 21,3 pl gebracht und ausgiebig gevortext. Fiur eine Dimerrekonstitution
wurden von jedem Apoprotein je 16,7 ug eingesetzt. Zu den Proteinldsungen wurde das
gleiche Volumen 2-fach Rekonstitutionspuffer mit Saccharose (200 mM Tris/Base; 10
mM e-Amino-n-capronsaure; 2 mM Benzamidin; 25% (w/v) Saccharose; 4% (w/v) LDS;
100 mM DTT) gegeben und nochmals gevortext, um das Protein in Losung zu bringen.
Nach Zugabe von 4,95 ul 20%igem OG wurde der Ansatz gevortext, flr eine Minute
gekocht, auf Eis abgekuhlt und mit 1,6 pl 1 M DTT-L6sung versetzt. Unterdessen
wurden 40 pg des auf Eis aufgetauten Totalpigmentextrakts in 3 pl Ethanol gel6st. Die
mit DTT versetzte Proteinlosung wurde unter Vortexen in die Pigmentldsung pipettiert,
fur eine Minute gekocht und auf Eis gestellt. Anschliel3end erfolgte unter Vortexen die
Zugabe von 7,7 pl 1 M KCI (kalt). Der Rekonstitutionsansatz wurde fur 20 min in einen
Schittler im Kuhlschrank gestellt. Das ausgefallene KDS wurde im Anschluss
abzentrifugiert (17000 g; 4 °C; 6 min). Der Uberstand wurde abgezogen, in ein neues
Reaktionsgefall pipettiert und auf ein schwach denaturierendes Gel zur Trennung der
LHCs von nicht gebundenen Pigmenten aufgetragen.

Um hohe Ausbeuten an rekonstituierten LHCs fur weitere Untersuchungen zu erhalten,
mussten groRe Rekonstitutionsansatze angefertigt werden, die anschlielend im
Saccharosedichtegradienten mittels Ultrazentrifugation (Kap. C2.8) aufgetrennt wurden.
Das Protokoll unterscheidet sich vom Rekonstitutionsansatz fir Gele in den
Mengenangaben, sowie in der Zusammensetzung des Rekonstitutionspuffers und der
OG-L6sung, nicht aber in der Versuchsdurchfihrung. Es wurden 167 pug Protein mit IB-
Suspensionslosung auf 106,7 pl aufgefullt und mit dem gleichen Volumen 2-
fach Rekonstitutionspuffer ohne Saccharose versetzt. Anstelle von 20%igem
Octylglucosid wurden 24,7 ul 10%iges OG verwendet. Ansonsten wurden 8 ul 1 M DTT,
200 pg Totalpigmentextrakt (in 12 pl Ethanol geldst) und 38,4 ul 1 M KCI eingesetzt.
Nach Entfernung des ausgefallenen KDS durch Zentrifugation (17000 g; 4 °C; 6 min)
wurden 200 pl des Uberstands auf SDG (Kap. C2.8) pipettiert.

2.6.2 Trimerrekonstitution tber eine Nickel-Chelating-Sepharose-Saule

Lhcbl-Komplexe die einen His-Tag (Hexahistidylrest) tragen, konnen via Nickel-
Sepharose-Saule trimerisiert werden (Rogl et al., 1998). Dabei werden die zuvor
rekonstituierten Lhcbl1-Proteine mit C-terminal gelegenem His-Tag uber die Nickel-
lonen an die Sepharosematrix gebunden. Durch Anwesenheit des Phospholipids
Phosphatidylglycerin (PG) und die raumliche N&ahe der rekonstituierten Komplexe
zueinander auf der Saule, sollen nach einer Inkubation LHCII-Trimere entstehen, die
mittels Imidazol von der S&ule eluiert werden kdnnen.

Um die Ni-Séaule nutzen zu kdnnen, musste eine variierte
Detergenswechselrekonstitution durchgefuhrt werden. Dazu wurden 250 pg Apoprotein
in 300 ul 2-fach Solubilisierungspuffer (200 mM  Tris/HCI (pH 9); 10 mM e-
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Aminocapronsaure; 2 mM Benzamidin; 25% (w/v) Saccharose; 4% (w/v) LDS) geldst
und mit 300 pl dH,O verdunnt. Die Proteinlosung wurde fur 1 min gekocht, auf Eis
abgekuhlt und 30 yl 1 M B-Mercaptoethanol wurden hinzugegeben. 500 mg Totalextrakt
wurden in 60 pl Ethanol (p.a.) aufgenommen, grindlich gevortext und fir 10 s im
Ultraschallbad inkubiert. Unter Vortexen wurde die Pigmentlésung in die Proteinlésung
pipettiert und fur 30 s intensiv durchmischt. Nach 5minutiger Inkubation bei RT erfolgte
die Beimischung von 75 pl 10%igem Octylglucosid. Nach kréaftiger Durchmischung
folgte eine 5mindtige Inkubation bei RT. Danach wurden 75 pl einer eisgekuhlten 2 M
KCI-Losung unter Vortexen hinzupipettiert und die Losung wurde fir 10 min auf Eis
stehen gelassen. Das geféllte KDS wurde abzentrifugiert (Jouan BR4i; AB 1.14-Rotor;
14000 Upm; 4 °C; 5 min), der Uberstand erneut fir 15 min auf Eis inkubiert und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Die rekonstituierten Komplexe wurden vor der
Weiterverwendung auf Eis gestellt.

Die eigentliche Trimerisierung erfolgte soweit mdglich bei Dunkelheit und 4 °C
(Rotorraum einer Kuhlzentrifuge). Zuvor jedoch mussten die Poly-Prep-Saulen (Bio-
Rad, Midnchen) vorbereitet werden. Pro pg Protein wurde ein ul Chelating Sepharose
(Amersham Bioscience, Freiburg), die in 20% Ethanol vorlag, in die Saulen mit Fritte
pipettiert. Nach Absetzen der Sepharose wurde zuerst mit einem einfachen
Saulenvolumen (SV) dH,O gesplilt, bevor ein zweifaches SV 0,1 M NiCl,-L6sung hinzu
pipettiert wurde, wodurch die Saule hellgriin wurde. Nach Zugabe des 3-5-fachen SV 50
mM Tris/HCI (pH 7,5) wurde die Saule hellblau. Zum Aquilibrieren wurde ein einfaches
SV OG-Puffer (1% OG; 0,1 M Tris/HCI (pH 9); 12,5% (w/v) Saccharose) zugegeben, um
die Saule gebrauchsfertig zu machen.

Unter Kuhlung (dunkel, 4 °C) wurde der Rekonstitutionsansatz auf die Saule pipettiert,
bis die Losung vollstandig in die Sepharose hineingelaufen war. Anschlieend wurde
die Saule mit einem Stopfen verschlossen und der Ansatz fur 30 min inkubiert. Danach
wurde die S&ule mit einem einfachen SV OG-Puffer gewaschen und mit 2-3-fachem SV
TX-Puffer (0,05% Triton X-100; 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5); 0,1 mg/ml PG) aquilibriert. Zur
Elution wurde so viel Elutionspuffer (0,05% Triton X-100; 10 mM Tris/HCI (pH 7,5); 0,3
M Imidazol; 0,1 mg/ml PG) auf die Saule gegeben, bis unten keine grin gefarbte
Loésung mehr herauskam.

Um die Trimerrekonstitutionsansatze per schwach denaturierender Gelelektrophorese
(Kap. C2.3.2) auftrennen zu kbnnen, musste die Probe aus Mangel an Saccharose
zuerst beschwert werden. Dazu wurden 8 pl einer 80%igen Glycerinlosung mit 32 pl
des Eluats vermischt. Der restliche Ansatz wurde fur gew6hnlich via SDG-UZ (Kap.
C2.8) aufgetrennt.

Zur Regeneration der Sepharose wurden zunachst mit dem 2-3-fachen SV
Regenerationspuffer (2% SDS; 0,5 M Imidazol) alle Proteine von der Saule gewaschen
und mit 5 SV dH,O nachgespiilt. Die folgenden Schritte (2 SV 0,5 M EDTA/NaoH (pH
8,0); 5 SV H,0) fuhrten zur Elution des gebundenen Nickels, weshalb die Eluate als
Schwermetallabfall entsorgt werden mussten. Um die Sepharose schonend zu
regenerieren und nicht durch plotzlich steigende Ethanolkonzentrationen eine
Denaturierung zu verursachen, wurde ein aufsteigender (je 1 SV 20%, 40%, 60%, 80%
und 100%) und ein absteigender (je 1 SV 100%, 80%, 60%, 40% und 20%) Gradient
mit technischem Ethanol auf die Saulen aufgetragen, bevor die Sepharose in den
Sammelbehalter zurickpipettiert wurde.
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2.7 Densitometrische Quantifizierung zur Auswertung der Rekonstitutionen

Die densitometrische Auswertung der per schwach denaturierender Gelelektrophorese
(Kap C2.3.2) aufgetrennten Rekonstitutionsanséatze, diente einer Prazisierung der
beobachteten Monomer- und Dimerausbeuten. Sie war hilfreich, um die teils schwachen
aber reproduzierbaren Unterschiede zwischen verschiedenen Punkt- und
Bereichsmutanten des Lhca4 besser herauszuarbeiten und wurde bei Experimenten an
der luminalen und stromalen Schleife, sowie der Helix 2 angewendet.

Zu diesem Zweck wurden die zuvor gescannten Gelbilder (Canonscan 3200, Canon
(Amsterdam, NL); Einstellungen: +20 Kontrast, -20 Helligkeit) in das Analyseprogramm
Quantity One (Bio-Rad, Minchen) geladen und als Graustufenbild dargestellt. Die
Quantifizierung zur Bestimmung der Komplexausbeuten erfolgte nach folgendem
Schema. In den Graustufenbildern, wie dem in Abb. 14 dargestellten, mussten zuerst
die Gelbahnen (1-6) detektiert und deren Mitte zentriert werden. Als nachstes wurden
die Banden automatisch detektiert, wobei pro Bahn nur 2 Banden verwendet wurden.
Eine wurde zur Detektion der relevanten Monomer- oder Dimerbande benotigt und die
zweite wurde soweit vergroRRert, dass sie die gesamte Bahn umfasste. Dabei wurden
samtliche grauen Bereiche/Banden einer Bahn umklammert wurden, um keine
Hintergrundfarbung abziehen zu muissen. Aufgrund von Verzerrungseffekten, die an
den R&ndern der Bahnen oft zu beobachten waren, wurde die zu detektierende
Bandenbreite auf 6 mm eingestellt. Um sicherzustellen, dass alle relevanten
Komplexbanden auch durch das Programm erfasst wurden, musste die Empfindlichkeit
(in diesem Fall die Baseline) angehoben werden, bis im Flachenprofil (Linie, die vertikal
jede Bahn schneidet) gesehen, nur noch die Peaks (die fur die Banden stehen) und
nicht mehr der Hintergrund detektiert wurde.

L oo ! i ol g il |
Qty 1 2 3 A 5 6
Abb. 14: Beispielhafte densitometrische Auswertung von Monomer- und Dimerrekonstitutionen nach
Gelauftrennung mittels Quantity One Software (Bio-Rad).

Dividiert man den Anteil der grauen Flache einer ganzen Bahn durch die alleinige
Flache der fur die Analyse relevanten Bande, so erhalt man einen Quotienten, der den
Grauanteil der Bande in der betreffenden Bahn beschreibt. Der Quotient steht fir den
Anteil der Pigmente, die an Lhc-Proteine gebunden vorliegen. Der Quotient, der immer
zum Vergleich mit aufgetragenen Wildtyp-Rekonstitution, wurde 100% gesetzt und mit
dem Quotienten einer vom gleichen Gel stammenden Mutanten-Rekonstitution
verglichen. Die Graustufenintensitat wurde uber den Modus "Trace Quantity’ bestimmt.
Nach Quantifizierung mehrerer Gele konnte ein Mittelwert mit Standardabweichung
berechnet werden.
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2.8 Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation

Die Auftrennung der Pigment-Protein-Komplexe im Saccharosedichtegradienten durch
Ultrazentrifugation erfolgt nach deren Grof3e und Dichte entlang eines Gradienten mit
zunehmender Saccharosekonzentration. Dies wird durch starke Gravitationskrafte
ermaoglicht, die in einer Ultrazentrifuge mit evakuiertem Rotorraum unter hohen
Umdrehungszahlen entstehen. Schwere, kompakt gefaltete Proteine legen die weiteste
Wegstrecke zurlck.

Zur  Herstellung der  Saccharosedichtegradienten  wurden 10,6 ml  einer
Saccharoseldsung (0,35 M Saccharose; 5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8); 0,06% (w/v) B-D-
Dodecylmaltosid) im Zentrifugenrohrchen bei —20 °C eingefroren. Durch Auftauen des
Rohrchens bei 4 °C bildet sich ein kontinuierlicher Saccharosegradient aus, der oben
eine niedrige und unten eine hohe Saccharosekonzentration aufweist, da das Wasser
langsamer als die Saccharose in die Flissigphase UUbergeht und sich beide
Komponenten mit flieRendem Ubergang trennen. Um ein Einsinken der Proben zu
vermeiden, wurde der oberste Milliliter abgezogen.

Zur Auftrennung von Monomer- und Heterodimerrekonstitutionen wurden die Réhrchen
fur die anstehende Zentrifugation austariert und mit 200 pl des Rekonstitutionsansatzes
(Kap. C2.6.1) beladen. Die Proben wurden stets bei 4 °C und 37000 Upm fir 24
Stunden zentrifugiert (Optima 80 oder Optima 100; SW40- und SW41-Rotor).

Bei den Ni-Saulen-Eluat-Proben der Trimerisierungsexperimente (Kap. C2.6.2) wurde
der komplette Ansatz auf Saccharosedichtegradienten oben beschriebener
Zusammensetzung pipettiert und danach austariert. Ein weiterer Unterschied zu den
Monomer- und Dimerkomplexauftrennungen bestand in der mit 16 h erheblich kirzeren
Laufzeit der Ultrazentrifuge.

Im Anschluss wurden die Gradienten im Stander mittels Digitalkamera dokumentiert
und die jeweiligen Monomer- oder Dimerkomplexbanden mit einer Spritze vollstandig
abgezogen. Falls nétig konnte eine Bande auch als zwei Fraktionen (oberer und unterer
Teil) gesammelt werden. In der Regel wurde direkt im Anschluss der Chlorophyllgehalt
(Kap. C2.5) der Komplexe photometrisch bestimmt.

2.9  Solubilisierung von isolierten Thylakoiden

Die Pigment-Proteine solubilisierter Erbsen- und Tomatenthylakoide wurden im
experimentellen Verlauf als ,GroRenstandard® in schwach denaturierenden
Gelelektrophoresen verwendet, um die Grof3e eines Lichtsammelkomplexes bzw.
dessen Oligomerisierungsgrad zu ermitteln.

Dazu wurden Thylakoide (Kap. C2.4.2) mit einem Chlorophyllgehalt von 100 pg mit
Thylakoidsuspensionslosung (siehe C2.4.2) auf ein Volumen von 40 pl gebracht.
Danach kamen 44 pl eines weiteren Puffers (15 mM Tris/HCI (pH 7,5), 30% Glycerin)
hinzu. Nach Detergenszugabe (8 pl 20%iges OG und 8 ul 10%iges LDS) wurden die
Thylakoide fir ca. 10 min auf Eis solubilisiert. Wahlweise wurden 5 oder 10 ug der
solubilisierten Thylakoide als Standard auf ein schwach denaturierendes Gel
aufgetragen.

2.10 TCA-Féllung der Apoproteine aus rekonstituierten
Lichtsammelkomplexen

Wenn nach  Rekonstitutionsexperimenten  hoéhermolekulare ~ Komplexbanden
unbekannter Zusammensetzung auftraten, wurden diese Banden aus dem
Saccharosedichtegradienten abgezogen und naher untersucht. Da die Identifikation der
im Komplex enthaltenen Proteine nur im Vergleich mit einem mit aufgetragenen
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bekannten Lhc-Apoprotein in einem voll denaturierenden Gel erfolgen konnte, mussten
die an die Proteine gebundenen Lipide, Pigmente und Detergentien wieder vom
Proteingerist entfernt werden. Dies wurde durch eine Fallung der Komplexe mittels
Trichloressigsaure (TCA) bewerkstelligt.

Zu 10 pl aus SDG-UZ isolierten LHCs (ca. 100 pug Chlorophyll) wurde TCA bis zu einer
Endkonzentration von 5% zugesetzt. Unter gelegentlichem Schwenken wurde der
Ansatz fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Nach einer 10minttigen Zentrifugation (17000
g; 4 °C) wurde der Uberstand abgezogen und das Pellet noch einmal fir 5 min
zentrifugiert (s.0.), um den gesamten Uberstand verwerfen zu kénnen. Das Pellet wurde
in 5 pl Proteindenaturierungspuffer (Kap. C2.3.1) und 10 pl dH,O geldst und fir 1 min
gekocht. Der Ansatz wurde komplett auf ein voll denaturierendes Gel aufgetragen.

2.11 High Pressure Liquid Chromatography

Um die rekonstituierten LHCs auf ihre Pigmentzusammensetzung hin zu untersuchen,
wurden die Pigmente in 80%igem Aceton gelost und mittels analytischer HPLC
aufgetrennt. Dabei werden die Chromophoren zunédchst am Saulenmaterial gebunden,
welches aus einem Polymer mit aliphatischen Resten besteht. Die Elution der Pigmente
erfolgte durch einen steigenden Acetongradienten (Protokoll Chromolith A: Abb. 15),
wobei zuerst die polareren und spater die unpolaren Pigmente die Affinitat zum
Tragermaterial verlieren und die Saule verlassen. Mittels Dioden-Array-Detektor wird
die Absorption der eluierten Pigmente gemessen.
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Abb. 15: Elutionsprofii des  Acetongradienten  (Chromolith A) zur  Bestimmung  der
Pigmentzusammensetzung rekombinanter Lichtsammelkomplexe mit Hilfe der HPLC.

Mit den erhaltenen Werten kann die Software Borwin PDA durch Integration die Flache
unter den Peaks berechnen. Um aus der Flache die Pigmentkonzentration zu ermitteln,
waren Umrechnungsfaktoren nétig. Diese wurden von Dr. Stephan Hobe (Mainz) unter
Verwendung von Pigmentlésungen bekannter Konzentration ermittelt und sind in
Tabelle 19 dargestellt. Zur Bestimmung der Pigmentmenge [ng] musste lediglich die
Peakflache durch den Umrechnungsfaktor dividiert werden. Um aus der Pigmentmenge
die molaren Verhaltnisse der einzelnen Pigmente zu errechnen, musste die
Pigmentmenge durch das Molekulargewicht des Pigments dividiert und der
Verdinnungs- (= 20) und Umrechnungsfaktor (= 1000: zur Angleichung der Einheiten
an mol/l) berlcksichtigt werden. Die Angabe der gebundenen Pigmente erfolgte auf
Basis der am LHC gebundenen Carotinoide.
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Tabelle 19: Umrechnungsfaktoren nach Kontrolleichungen zur Bestimmung der Pigmentmengen [ng].
Molekulargewichtsangabe der Pigmente zur Berechnung der molaren Verhéltnisse.

Pigmente Umrechnungsfaktoren | Molekulargewichte [g/Mol]
Neoxanthin 8151,8 600,88
Violaxanthin 9978,2 600,88
Lutein 8669 568,88
Chl b 2593,9 907,5
Chla 1788 893,5
B-Carotin 7295,2 536,88

Zur Vorbereitung der Proben wurden LHCs mit 1 ug Chlorophyllgehalt (nach Porra
ermittelt, Kap. C2.5) mit 33 ul sekundarem Butanol versetzt und gevortext. Durch
Zugabe von 16,5 yl 5 M NaCl wurde die Polaritat zwischen der entstandenen oberen
pigmenthaltigen, organischen (unpolar) Phase und der unteren wassrigen (polar) Phase
verstarkt. Nach erneutem Vortexen wurde das 2-Phasen-Gemisch zentrifugiert
(Mikroliter; 2 min; max. Upm) und 17 pl der Butanolphase abgezogen. Zu den in
Butanol gelosten Pigmenten kamen 34 ul 80%iges Aceton, und die LOsung wurde
nochmals fur eine Minute zentrifugiert, um Schwebeteilchen zu pellettieren. Die Saule
wurde mit 20 pl der Pigment-Losung beladen. Vor jedem Lauf wurde die Hamilton-
Spritze mit 100%igem Aceton gereinigt. Um die HPLC-Saule zu reinigen, war es
notwendig, vor und nach einer Versuchsreihe einen Leerlauf mit 80%igem Aceton zu
fahren.

2.12 77 K Fluoreszenzemissionsspektroskopie

Eine Untersuchung der isolierten Lichtsammelkomplexe mittels Tieftemperatur-
Fluoreszenzspektroskopie erlaubt es, Aussagen UUber die Funktionalitdt der
rekonstituierten Proteine zu treffen. Nach Anregung der in einem Komplex gebundenen
Chl b-Molekile bei 470 nm wurden Fluoreszenzemissionsspektren von 620 nm bis
800 nm aufgenommen. Im Vergleich mit den Spektren der Wildtyp-Komplexe, erlauben
sie Aussagen beziglich des Energietransfers von Chl b zu Chl a.

Die Fluoreszenzspektroskopie bei 77 K findet deshalb Anwendung, da die Bandbreite
eines Fluoreszenzmaximums unter anderem auch von der Umgebungstemperatur
abhangt. Die Absorption eines Lichtquants erfolgt durch Anhebung eines Elektrons aus
seinem Grundzustand in einen angeregten Zustand. Dabei entspricht die absorbierte
Wellenlange dem Energiesprung des Quants. Bei niedrigen Temperaturen wird der
Bereich der mdglichen Energiespringe in  Form von Valenz- bzw.
Deformationsschwingungen der Molekile eingeschrankt, wodurch die
Fluoreszenzmaxima schéarfer werden.

Die Spektren wurden am Fluoreszenzspektrometer Fluoromax-3 bei einer Spaltbreite
von 2nm und einer Integrationszeit von 0,3 s pro Datenpunkt aufgenommen. Zur
Rundung der Spektren wurden die Proben dreimal nacheinander gemessen, wobei die
Werte automatisch gemittelt wurden. Jede Probe hatte einen Chlorophyligehalt von
1,2 ug (nach Porra ermittelt, Kap. C2.5), die mit Saccharose- Dichtegradientenldésung
(0,35 M Saccharose; 5 mM Tricine/NaOH (pH 7,8); 0,06% (w/v) B-D-Dodecylmaltosid)
auf 87 pl aufgefullt wurde. Vor der Messung wurden 913 pl 75%ige Fluoromax-Lésung
(75% Glycerin; 5mM Tricine/NaOH (pH 7,8); 0,03% (w/v) B-D-Dodecylmaltosid)
zugegeben, sodass in der Kivette eine 68,5%ige Glycerin-Konzentration vorlag. Die
anschlielBende Messung in der mit flissigem Stickstoff gefillten Messapparatur erfolgte
nach 5mindtiger Wartezeit, um die Probe herunterzukihlen. Die Ergebnisse wurden
mittels der Analysensoftware Datamax ausgewertet.
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3 Bioinformatische Methoden

3.1 Datenbanksuche und Erstellung multipler Sequenzalignments

Da schwach konservierte Doménen vermutlich fur das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten der Lhc-Proteine verantwortlich sind und um
herauszufinden, welche AS auch Species-ubergreifend schwach konserviert sind,
wurden Consensussequenzen aller Lhc-Proteine bendtigt. Um diese zu generieren, war
es wichtig eine umfassende Datengrundlage zu schaffen, die Lhc-Sequenzen aus allen
zu diesem Zeitpunkt zuganglichen Spezies enthielt. Zu diesem Zwecke wurden mittels
bekannter Sequenzen von Arabidopsis-Proteinen (Jansson, 1999) offentliche
Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) durchforstet. Dabei fand entweder
der Suchmodus nach A&hnlichen vollstdndigen Proteinsequenzen Verwendung
(BLASTP), oder es wurde nach Ubersetzten EST-Sequenzen (expressed sequence tag)
gesucht (TBLASTN). Um das Volllangengen eines Lhc-Proteins aus verschiedenen
ESTs zusammenzusetzen wurde das frei zugangliche Alignment-Programm ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) benutzt (Thompson et al., 1994). Die anschliel3ende
Translation der Nukleotidsequenz in die Proteinsequenz erfolgte mittels ’Expasy-
Translate-Tool"  (http://expasy.org/tools/#translate).  Fur  die  Ermittlung  der
Consensussequenzen aller Lhca- und Lhcb-Proteine wurden unter Verwendung von
ClustalW pro Lhc-Protein die Sequenzen von 10-14 Species herangezogen. Wahlweise
erfolgte die Durchfiihrung auch via der Alignment-Funktion der Demosoftware DS Gene
(Accelrys, Cambridge, UK) oder durch die Software BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad,
CA). Alle multiplen Sequenzalignments zur Gewinnung der Lhc-Consensussequenzen
sind im Anhang zu finden (A2). Neben A. thaliana, S. lycopersicum, Oryza sativa und
Zea mays, deren Sequenzen bei allen Lhc-Proteinen verwendet wurden, kamen fiir die
einzelnen Lhc-Proteine die Sequenzen der folgenden Arten zum Einsatz: Lhcal (Pinus
sylvestris, Hordeum vulgare, Malus x domestica, Asarina barclaiana, Solanum
tuberosum, Helianthus anuus, Nicotiana tabacum), Lhca2 (H. anuus, H. vulgare, Lolium
temulentum, M. x domestica, Nicotiana benthamiana, Petunia hybrida, P. sylvestris,
Pinus tadae, Pisum sativum, S. tuberosum), Lhca3 (H. anuus, H. vulgare, N.
benthamiana, P. sylvestris, P. sativum, S. tuberosum), Lhca4 (M. x domestica, H.
anuus, S. tuberosum, N. tabacum, P. sylvestris, P. sativum), Lhca5 (Glycine max, H.
vulgare, Lactuca sativa, Triticum aestivum, Populus tremula, S. tuberosum, Sorghum
bicolor, Vitis vinifera) Lhcbl (Brassica oleracea, H. anuus, H. vulgare, M. x domestica,
N. sylvestris, N. tabacum, P. sativum, Sinapis alba, S. tuberosum), Lhcb2 (Helianthus
paradoxus, H. vulgare, M. x domestica, N. benthamiana, P. sativum, Prunus persica,
Gossypium hirsutum, P. tadae), Lhcb3 (H. anuus, H. vulgare, M. x domestica, N.
benthamiana, S. tuberosum, P. sativum, Daucus carota, Vigna radiata, Brassica napus),
Lhcb4 (H. anuus, M. x domestica, N. benthamiana, S. tuberosum, V. radiata, P. tadae),
Lhcb5 (H. anuus, H. vulgare, M. x domestica, N. benthamiana, S. tuberosum, Brassica
juncea, P. sylvestris), Lhcb6 (H. anuus, H. vulgare, M. x domestica, N. benthamiana, S.
tuberosum, Brassica rapa, V. radiata, Spinacia oleracea). Auf Basis der
Consensussequenz  jedes  Lhc-Proteins  konnte  ein  weiteres  multiples
Sequenzalignment erfolgen, wie es bereits zuvor schon fir Arabidopsis-Proteine
angefertigt worden war (Jansson, 1999), um hoch konservierte Bereiche und Domanen
mit niedriger Sequenzidentitat zu identifizieren.
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3.2 Abstandsmessungen in Modellen der Lichtsammelkomplexe

Lhc-Proteine weisen unterschiedlich lange luminale und stromale Schleifenregionen
auf. Anhand der vorliegenden PSI- und LHCII-Kristallstrukturen sollten die L&ngen der
Schleifen im Modell von Lhcal, Lhca2, Lhca3, Lhca4d und Lhcbl nachgemessen
werden. Die Dateien der Modelle wurden aus einer allgemein zuganglichen Datenbank
bezogen (RCBS Protein Data Bank: http://www.rcsb.org). Unter Verwendung der
Software YASARA (YASARA Biosciences, Graz, Austria) wurden die Schleifen des
LHCII-Modells von Liu et al. (2004; 1RWT) und des PSI-Modells von Ben-Shem et al.
(2003; 1QZV) analysiert.

Um die Lange der luminalen Schleife zu ermitteln, wurde das letzte Ca-Atom der 1.
Helix eines Proteins markiert und der Abstand bis zum ersten Ca-Atom der 2. Helix
gemessen. Analog dazu wurde die stromale Schleifenlange aufgrund der Distanz
zwischen dem letzten Ca-Atom der Helix 2 und dem ersten Ca-Atom der Helix 3
bestimmt.

Im LHCII-Modell 1RWT war die Zuordnung der zu vermessenden Lhcbl-
Proteinbestandteile aufgrund der hohen Auflésung (2,72 A) unproblematisch. Die
entsprechenden AS konnten direkt im Modell identifiziert und markiert werden, da die
Nummerierung der AS-Positionen im Modell mit der allgemein bekannten Lhcbl-
Sequenz Ubereinstimmte. Anders (gestaltete sich das Verfahren fir die
Langenbestimmung der Schleifenregionen der Lhca-Proteine, die in einem Modell
gemessen werden mussten, das anhand einer Kristallstuktur mit einer viel geringeren
Auflésung (4,4 A) angefertigt wurde. Zum einen waren durch die geringere Auflosung
aufgrund fehlender Seitenketten die genauen Positionen der relevanten AS nicht
erkennbar. Zum anderen waren die Schleifenregionen auch nicht vollstéandig aufgelost,
wodurch nicht einmal alle Ca-Atome eines Lhca-Proteins identifiziert werden konnten.
Infolge dessen konnten die AS-Positionen im Modell nicht 1:1 auf die bekannten Lhca-
Sequenzen Ubertragen werden. Zudem war die Nummerierung Ca-Atome der Lhcs
nicht durchgehend, sondern liickenhaft. Uber die Identifikation eines Ca-Atoms am
Anfang oder Ende einer Helix war nur eine ungefahre Vermessung des Modells
maglich.
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D ERGEBNISSE

Die Oligomerisierungszustande von Lichtsammelproteinen (Lhc-Proteinen) sind durch
entsprechende Untersuchungen an Kristallstrukturen des PS | (Ben-Shem et al., 2003,
Amunts et al., 2007) und LHC II (Kuhlbrandt et al., 1994; Liu et al., 2004; Standfuss et
al., 2005) bzw. durch EM-Studien des PSIlI (Hankamer et al., 2001) weitlaufig bekannt.
Viele biochemische Analysen belegen das Vorkommen monomerer, heterodimerer und
trimerer LHCs (Giuffra et al., 1996, Lam et al.,, 1984, Kuhlbrandt et al., 1983). Es
existieren inzwischen zahlreiche Arbeiten, welche die in vitro Faltung oder die
Komplexbildung der einzelnen Lhc-Proteine erértern (Plumley und Schmid, 1987;
Paulsen et al, 1993; Schmid et al, 1997). Es wurden auch Vviele
Pigmentbindungsstudien (Schmid et al., 2002b), spektroskopische Untersuchungen
(Gobets and Grondelle, 2001) und zeitaufgeldste Faltungsexperimente (Horn et al.,
2007) durchgefuihrt. Aber oftmals blieben dabei die Fragen nach den strukturellen
Besonderheiten der einzelnen Proteine, die zu den unterschiedlichen
Oligomerisierungsformen der daraus resultierenden Pigment-Protein-Komplexe fuhren
ungeklart.

In  der vorliegenden Arbeit wurde einerseits an bis dato vorliegende
Untersuchungsergebnisse  Uber die  fir eine  Dimerisierung  wichtigen
Interaktionsbereiche zwischen Lhcal und Lhca4 im LHCI-730 (Schmid et al., 2002a)
angeknupft. Ein zweites Ziel sollte auf Arbeiten (Hobe et al., 1995; Kuttkat et al., 1996)
aufbauen, die zum Ziel hatten, die fur eine Trimerisierung des Lhcbl essentiellen
Bestandteile zu identifizieren. Durch Hinzuziehen des lediglich monomerisierenden
Lhcb4 wurde die Liste der unterschiedlich oligomerisierenden Untersuchungsobjekte
auf drei erweitert.

Analog zu bereits existierenden multiplen Sequenzalignments von Arabidopsis-Genen
(Jansson, 1999), wurden nach intensiver Durchforstung verschiedener Datenbanken,
Consensussequenzen aller Lhc-Proteine auf Grundlage unterschiedlicher Spezies
erstellt. Es wurden interessante bzw. schwach konservierte Proteindomé&nen lokalisiert,
die wegen ihrer Variabilitat im Verdacht stehen Informationen zu enthalten, die Ausléser
fur das unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten von Lhc-Proteinen sein kénnten.
Im nachsten Schritt wurden die in Frage kommenden Doméanen komplett gegen
aquivalente Bereiche anderer Lhc-Proteine ersetzt. Lag eine Beeintrachtigung des
Oligomerisierungsverhaltens vor, wurden diese Bereiche weiteren Mutationsanalysen
unterzogen, um die Interaktionsbereiche naher einzugrenzen oder einzelne wichtige AS
zu identifizieren. Nach dem Aufdecken der fir die Heterodimerisierung und
Trimerisierung essentiellen Doméanen von Lhca4 und Lhcbl, wurde zum einen durch
Austausch von ein, zwei oder drei Domanen versucht das Oligomerisierungsverhalten
von einem Lhc-Protein auf die beiden anderen Lhc-Proteine zu Ubertragen. Zum
anderen wurde durch Einbau von Lhca4-Bestandteilen in den Lhcal die Herstellung
einer multimerisierenden Mutante angestrebt, die “LHC-Polymere® bilden kann.

Viele Lichtsammelkomplexe aus den Einzeldomanentauschexperimenten wurden
beziglich ihrer Pigmentzusammensetzung und ihres Energietransfers untersucht. Diese
Resultate wurden mit den deren Monomer- und Dimerausbeuten der jeweiligen
Komplexe verglichen und ein Zusammenhang mit der am Protein durchgefuhrten
Mutation hergestellt.

Die Mutationsanalysen einzelner Aminosauren oder ganzer Aminosaurebereiche
erfolgten nur am Lhca4 zur Aufklarung der internen LHCI-730 Interaktionen. Zur
Substitution wurden Lhca3-AS verwendet, da dieses Lhca-Protein weder mit Lhca4,
noch mit dem Lhcal Dimere bilden kann. Die per schwach denaturierender
Gelelektrophorese aufgetrennten Rekonstitutionsansatze wurden densitometrisch
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ausgewertet und bezlglich ihrer Monomer- und Dimerstabilitdt untersucht. Zusatzlich
wurde eine vergleichende Analyse aller Chlorophyllbindungsstellen der Helix 2 des
Lhca4 durchgefihrt.

1 Ermittlung  von Consensussequenzen der  Lhc-Proteine  durch
Sequenzalignments

Pflanzliche Lhc-Proteine besitzen laut Pichersky und Jansson (1996) eine
Sequenzdivergenz von 65%, wodurch sich eine Sequenzidentitdt von 35% ableiten
lasst. Die gemeinsame Struktur (Kap. A4) leitet sich daraus ab. Die restlichen 65%
kénnen aus ahnlichen oder aber auch komplett anderen Aminosauren bestehen. Des
Weiteren besteht die Maoglichkeit, dass die Bereiche aufRerhalb der Helices
unterschiedliche Sequenzlédngen aufweisen, wodurch Licken in Sequenzalignments
beim Vergleich verschiedener Lhc-Proteine entstehen. Diese Abweichungen von der
konservierten Grundstruktur der Lhc-Proteine missen die Informationen beinhalten,
welche zur Aufklarung der unterschiedlichen Oligomerisierungszustadnde beitragen
konnten. Ein vergleichendes Sequenzalignment mit Arabidopsis-Proteinen wurde
bereits 1999 von S. Jansson durchgefuhrt. Inzwischen existieren aber in den
Datenbanken die Sequenzen von Lhc-Proteinen vieler Spezies, wodurch die Ermittlung
so genannter Consensussequenzen mdoglich wurde. Sie zeigen auf, welche
Aminosauren speziesibergreifend konserviert und damit interessant fir die Suche nach
Interaktionsmdoglichkeiten sind, und welche aufgrund ihrer Variabilitdt bezuglich dieser
vereinfachten  Betrachtungsweise ausscheiden. Neben der Suche nach
Proteinabschnitten und Aminoséaurepositionen mit geringer Sequenzidentitat durch ein
Consensussequenzalignment, waren auch Vergleiche unter den Sequenzen nur einer
der verwendeten Spezies notwendig, um geeignete Substitutionsaminosauren fiur die
Mutationsanalysen zu identifizieren.

1.1 Identifikation von Lhc-Proteindoménen mit niedriger Sequenzidentitat

Zur Ermittlung der potentiell am  Oligomerisierungsverhalten  mitwirkenden
Proteindomé&nen wurden 9-13 Spezies je Lhc-Protein aus Datenbanken
zusammengestellt und ein Sequenzalignment durchgefihrt (Kap. C3.1). Daraus liel3en
sich je Lhc-Apoprotein bestimmte Consensussequenzen ableiten, die vor allem die
Information fur die konservierten Aminosduren der Lhcs hdherer Pflanzen beinhalten
(Anhang A2). Versuche, verwandte Lhc-Proteine von Grunalgen in die Auswertung mit
aufzunehmen scheiterten an den doch sehr groRen Sequenzunterschieden. Da diese
Lichtsammelsysteme anders als die von Gefal3pflanzen konstruiert und angeordnet
sind, ist eine herkdbmmliche Kategorisierung via Lhc-Nomenklatur nicht méglich (Elrad
und Grossman, 2004), weshalb keine Lhc-Sequenzen aul3er die der héheren Pflanzen
bei den Untersuchungen bertcksichtigt wurden.

Die Zuordnung der hier untersuchten Lhc-Proteinabschnitte basiert zum einen auf
alteren Berechnungen von Hydropathieplots (Green et al., 1991), um die hydrophoben
helicalen Bereiche zu identifizieren, und zum anderen auf neueren Untersuchungen von
LHCII-Kristallstrukturen (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005), in welchen die
verschiedenen Proteinabschnitte eindeutig den entsprechenden Aminosauresequenzen
zugeordnet werden konnten.

Die generierten Consensussequenzen der unterschiedlichen Lhca- und Lhcb-Proteine
fanden im Anschluss Verwendung in einem multiplen Sequenzalignment (Abb. 16) zur
Identifikation konservierter und variabler Aminosauren der verschiedenen Lhc-Proteine
(Kap. C3.1). Von besonderem Interesse sind Aminosaurepositionen, die
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spezieslubergreifend einheitlich, aber zwischen den verschiedenen Lhc-Proteinen (einer
Spezies) unterschiedlich sind. Im Gegensatz dazu, existieren an bestimmten Positionen
entweder unterschiedliche Aminoséuren (X) oder bei allen Lhc-Proteinen die gleiche
Aminosaure. Diese Mdglichkeiten beschreiben zum einen die grof3e Variabilitat an einer
AS-Position eines Lhc-Proteins zwischen den Spezies, die dadurch nicht fir ein
bestimmtes Oligomerisierungsverhalten verantwortlich sein kann, oder die starke
Konserviertheit einzelner AS innerhalb der Proteinfamilie, anhand deren ein
unterschiedliches Assemblierungsverhalten ebenfalls nicht geklart werden kdnnte.

N-TERMINUS

--QSLSYLDGSLPGDYGFDPLGLS-DPEGTGGFI-
--ASPXYLXGSLPGDNGFDPLGLAEDPE---—---

—————— KAPEYLDGSLVGDYGFDPFGLGKPAEYLQFDLDSLDQNLAKNXAGDIIGTRTEXADVKSTPFQPYSEVF
Lhcb5 PKPKXAAVXXAXXXIXDELAKWYGPDRRIFLPXGLLDRS-EIPEYLNGEVPGDYGYDPFGLGKKPE- === === === === e o e oo mmm oo oo

. o4 ¢ 44 4040 440 o
HELIX 1 LUMINALE SCHLEIFE HELIX 2
Lhcal NLERYKESELIHCRWAMLAVPGILVPEALGLGN---------- WVKAQEWAAXPGGQATYLGXP—VPWG-TLPTILXIEFLAIAFVEHQRSMEKD - - ——-—————————
Lhca2 SLRWNVQAELVHCRWAMLGAAGIFIPEFLTKIG-IL---NTPSWYTAGE------------—---— QEYFTDTTTLFXVELILIGWAEGRRWADIIKPGCVNTDPIFPN
Lhca3 EPXWLAYGEVINGRFAMLGAVGAIAPEILGKXG-LIPXETALPWFQTGV----------— IPPAGTYXYWADXYTLFVLEMALMGFAEHRRXQDWXXPGSMGKQYFLGL
Lhca4 NLKWFVQAELVNGRWAMLGVAGMLLPEVFTSIG-II---NVPKWYDAGK------—--—-———-——-— XEYFASSSTLFVIEFILFHYVEIRRWODIKNPGSVNQDPIFKX
Lhca5 SLKWYVQAELVHXRFAMAGVAGILXTDLLRVTGIX---X-LPVWXEAGA----———----—--—— XKFXFAXTTXLFXVQLLLMGFXETKRYMDFXXPGSQAKEGSFFG

Lhcbl TFAKNRELEVIHXRWAMLGALGCVFPELLARNG--VKFG-EAVWFKAGSQIFSEGGL-DYLGNPSLVHAQSILAIWATQVILMGAVEGYRVAGXGPLGE---—---—-—-—
Lhcb2 TFAKNRELEVIHSRWAMLGALGCVFPEILSKNG--VKFG-EAVWFKAGSQIFSEGGL-DYLGNPNLIHAQSILAIWAXQVVLMGFIEGYRVGG-GPLGE--——----—-—
Lhcb3 AFAKNRALEVIHGRWAMLGALGCITPEVLEKWV-RVDFK-EPVWFKAGAQIFSEGGL-DYLGNPNLVHAQSILAVLGFQVVLMGLVEGFRINGLXGVG---------~—

Lhcb4 GLQRFRECELIHGRWAMLATLGALXVEWLTGVT-----—-—--- WQDAGKVELVEGSS --YLGQ- - -PLPFSITTLIWIEVLVIGYIEFQRNAELD -~ --—-—----—~
Lhcb5 DFAKYQAYELIHARWAMLGAAGFIIPEAFNKFG--ANCGPEAVWFKTGALLLDGNTL-NYFGK---NIPINLILAVVAEVVLVGGAEYYRITNGLD-~~~--=====~
Lhcb6 FLKWYREAELIHGRWAMAAVLGIFVGQAWSGIP-----—-—--- WFEAGAD-——-----——==— PGAIAPFSFGSLLGTQLLLMGWVESKRWVDFFNPDSQSVEWATPW
4000 4044 0D ¢ O ] + ] . oc o + +
STROMALE SCHLEIFE HELIX 3 C-TERMINUS
Lhcal ------------ PEKKKYPGGA-FDPLGYSKD--------- PXKFEELKVKE IKNGRLALLAFVGFCVQQSAYPGTGPLENLATHLADPWHNNIGDXIIPXXIFPN-—~
Lhca2 ------- NKLTGTDVGYPGGLWFDPLGWGSG-------~- SPEKIKELRTKEIKNGRLAMLAVMGAWFQ-XXYTGTGPIDNLFAHLADPGHATIFAAFSPK-—-—-—~
Lhca3 ------ EKGLGGSGDPAYPGGPXFNPLGFGKD- -~ ~—-—-=~ EKSMKELKLKEIKNGRLAMLAILGYFIQ-GLVTGVGPXQNLLDHLADPVNNNVLTSLKFH- -~~~
Lhcad ------- YSLPPN-EVGYPGGI-FNPLNFA--------====— PTXEAKEKELANGRLAMLAFLGFIVQ-HNVTGKGPFDNLLQHLSDPWHNTIIQTLSG-~——=--~
Lhca5 ----- GLEAALEGLEPGYPGGPLLNPLGLAKD--------~ IXNAHDWKLKE IKNGRLAMVAMLGIFVQ-ASVTHXGPIDNLXXHLSXPWXKXI IXKXXXSSS----~
Lhcbl ----VXDPLYPGGS-FDPLGLAXD- - PEAFAELKVKEIKNGRLAMFSMFGFFVQ-AIVTGKGPLENLADHLAD PVNNN-AWAXATNEVPGK -~

Lhcb2 ------ ---GLDPLYPGGA-FDPLGLADD- -PEAFAELKVKELKNGRLAMFSMFGFFVQ-AIVTGKGPIENLFDHXADPVANN-AWAYATNEVPGK-—

Lhcb3 ---- --EGNDLYPGGQYFDPLGLADD- -PVTFAELKVKEIKNGRLAMFSMFGFFVQ-AIVTGKGPLENLLDHLDNPVANNNAWVYATKEXPGA- -

Lhcb4 ------------ PEKRLYPGGSXFDPLGLAAD----—--—--— PEKKATLQLAEIKHARLAMVAFLGFAVQ-AAATGKGPLNNWATHLSDPLHTTIXDTFXXX-—---——

Lhcb5 ------------ LEDKLHPGGP-FDPLGLAKD------—-— PDQAALLKVKEIKNGRLAMFSMLGFFIQ-AYVTGEGPVENLAXHLSDPFGNNLLTVIXGXAERXPTL

Lhcb6 SKTAENFANX--TGEQGYPGGKFFDPLXLAGTXXDGVYXPDTEKLERLKLAEIKHARLAMLAMLIFYFE-AGQGKT-PLGALGL-——-—————=——————————————
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Abb. 16: Proteinalignment prozessierter Lhc-Consensussequenzen mit ClustalW 1.83. Jede Lhc-
Sequenz wurde aus mindestens 10 verschiedenen Spezies ermittelt. (#): identische Aminosauren; (e):
stark konserviert, alle homolog; (=): stark konserviert, aber nicht alle homolog; (blau): Termini; (schwarz):
Helices; (rot): Schleifenregionen; (hellgrau): Zuordnung ungewiss; (gelb): amphiphile Helix im Lhcbl;
(hellgriin): gegentiber liegende AS in B-Faltblatt-Struktur der Lhcb1-Schleife.

Bei Betrachtung des Sequenzalignments fallen neben lickenlosen homologen
Proteinsequenzen vor allem Bereiche auf, die nicht zusammenhangend wirken, da sich
dort die Proteindomanen in ihren Langen unterscheiden, wodurch Licken in den
Sequenzen entstanden. Davon betroffen waren neben den N- und C-Termini vor allem
die luminale und die stromale Schleifenregion, wohingegen die Helices 1, 2 und 3 im
Alignment stark zusammenhangende Sequenzbereiche aufwiesen.

Das multiple Consensussequenzalignment weist bei phylogenetischer Betrachtung 316
AS-Positionen auf, wobei 8% der AS identisch, 15% stark konserviert und homolog und
19% konserviert, aber nicht alle homolog sind. Die Einteilung identisch, stark
konserviert/alle homolog und konserviert/nicht alle homolog, erfolgt gemafl der
Einteilung durch ClustalwW (C3.1). Rechnet man aber - wie im funktionalen Ansatz Ublich
- die Positionen heraus, welche nur durch ein Lhc-Protein abgedeckt werden
(Lucken/Gaps), so finden sich in der Consensussequenz ohne 43 AS des Lhch4 C-
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Terminus und ohne 14 AS der stromalen Schleife des Lhcb6, 10% identische, 18%
stark konservierte (alle homolog) und 24% konservierte (nicht alle homolog)
Aminosauren.

Die Strukturen mit den grof3ten Anteilen an schwach oder nicht konservierten Bereichen
sind der N-und C-Terminus, die luminal und stromal gelegene Schleife und die 2. Helix,
welche alle neben einem geringen Konservierungsgrad auch eine exponierte Stellung
im LHC-Monomerkomplex einnehmen. Im Gegensatz dazu stehen die Helices 1 und 3
fur Proteinabschnitte mit einer hohen Sequenzidentitdt und sind dartber hinaus nicht
nur lickenlos im Alignment, sondern auch langer als die 2. Helix.

Diese 5 inhomogenen und teilweise sehr schwach konservierten Bereiche wurden im
Verlauf dieser Arbeit hinsichtlich ihrer Bedeutung fir das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten von Lhca4, Lhcbl und Lhcb4 genauer untersucht.

1.2 Betrachtung einzelner Lhc-Proteinabschnitte

Bei Erfolg, d.h., falls eine der vorher untersuchten Domé&nen eine wichtige Rolle fir das
spezielle Assemblierungsverhalten spielte, wurden auch Bereichs- und Einzelmutanten
angefertigt, um zum einen Interaktionsbereiche einzugrenzen und zum andern fur die
Assemblierung wichtige Aminosauren zu identifizieren. Da fur die vorliegende Arbeit
sowohl die Proteine von Tomate, als auch von Arabidopsis verwendet wurden, war es
notwendig die jeweils genauer untersuchten Domanen der verwendeten Spezies (Helix
2. Abb. 17, Schleifenregionen: Abb. 18) im gleichen Kontext wie das
Consensussequenzalignment zu betrachten. Fur die anstehenden Mutationsanalysen
war die Kenntnis Uber die genauen Substitutionspartner notwendig, da zwischen den
Spezies viele homologe, aber unterschiedliche Aminoséauren existieren, die - falls in ein
anderes Protein transferiert - trotzdem die gleiche Funktion wie die dort substituierte
erfullen kdnnten. Um die Herstellung von Erfolg versprechenden Mutanten zu forcieren,
waren Vergleiche der Speziesalignments der interessanten Proteinabschnitte (aus Abb.
17: Tomate und Abb. 18: Arabidopsis) mit dem Consensussequenzalignment (Abb. 16)
sinnvoll, um Einzel- und Bereichsmutanten zu konstruieren.

Die Lhc-Teilbereiche Helix 2 und Schleifendoménen wurden im Lhca4 intensiv
untersucht, wobei mittels Mutationsanalysen Lhca4 Aminosauren durch im Lhca3
unterschiedliche Aminosauren an gleicher Position ersetzt werden sollten. Die AS-
positionen im Alignment beruhen auf der Lhca4-Sequenz (Abb. 17).

(A) (B)

86 106 86 106
Lhcal TLPTILAIEFLAIAFVEHQRS Lhcal TLPTILAIEFLAIAFVEHQRS
Lhca2 DTTTLFIVELVLIGWAEGRRW Lhca2 DTTTLFIVELVLIGWAEGRRW
Lhca3 DNYTLFVLEMALMGFAEHRRF Lhca3 DNYTLFVLEMALMGFAEHRRF
Lhca4 SSSTLFVIEFILFHYVEIRRW Lhca4 SSSTLFVIEFILFHYVEIRRW
Lhca5 STTTLLIIQLLLMGFVETKRY Lhca5 STTTLLIIQLLLMGFVETKRY

400 000 © 00 ¢ 04
Lhcbl SILAIWACQVVLMGAVEGYRI
Lhcb2 SILAIWACQVVLMGFVEGYRV
Lhcb3 SILAVLGFQVVLMGLVEGFRI
Lhcb4 SITTLIWIEVLVIGYIEFQRN
Lhcb5 NLILAVVAEVVLVGGAEYYRT
Lhcb6 SFGSLLGTQLLLMGWVESKRW
® oo ¢ ¢

Abb. 17: Proteinalignment der Helix 2 diverser Lhc-Proteine von Tomate zur Identifikation schwach
konservierter Aminosauren. Neben einem multiplen Alignment aller Lhc-Proteine (A) wurden die Lhca-
Proteine auch fur sich alleine betrachtet auf Unterschiede hin untersucht (B). (¢): identische
Aminosauren; (e): stark konserviert, alle homolog; (=): stark konserviert, aber nicht alle homolog; (blau):
schwach konservierte Teilbereiche; Positionszahlen der AS beziehen sich auf die Lhca4-Sequenz.
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Das Alignment der 2. Helix unterschiedlicher Lhc-Proteine zeigt, dass nur wenige stark
konservierte Aminosaurereste existieren (Abb. 17A). Ein tieferer Einblick erdffnet sich
bei der alleinigen Betrachtung der Lhca-Proteinen (Abb. 17B). Innerhalb der Helices 2
aus der Lhca-Gruppe kristallisierten sich 3 Bereiche (blaue AS) heraus, die nicht bzw.
nur schwach konserviert sind und deshalb in den Folgeversuchen naher untersucht
wurden. Da mit Proteinen von Tomate nur die Lhcal-Lhca4-Interaktion des LHCI-730
untersucht wurde, waren die Sequenzunterschiede zwischen Lhca4 und Lhca3 von
besonderer Relevanz, da aus der Lhca3-Sequenz die AS fur Mutationsanalysen im
Lhca4 rekrutiert wurden.

Die Proteinalignments der Domanen luminale (Abb. 18A) und stromale (Abb. 18B)
Schleife von Arabidopsis, zeigen wie die Alignments der 2. Helix von Tomate ebenfalls
nur einen geringen Grad an Sequenzidentitaten zwischen allen Lhca- (oben) und Lhcb-
Proteinen (unten) an. Hinzu kommt, dass die Schleifenregionen stark variierende
Sequenzlangen aufweisen, wodurch sich die Sequenzidentitdten weiter verringern. Aus
diesem Grund ist eine getrennte Betrachtung der Lhca- und Lhcb-Proteinalignments
sinnvoll. Da fir Mutationsanalysen an der luminalen und stromalen Schleife des Lhca4
die Arabidopsis-Gene Verwendung fanden, wurden die Alignments mit Proteinen der
entsprechenden Spezies durchgefiihrt, wobei die Nummerierung der AS-Positionen auf
der Lhca4-Sequenz beruht (Abb. 18).

Waéhrend die luminalen Schleifen aller Lhcs nur 2-4 stark konservierte Aminosauren
beinhalten, finden sich bei allen untersuchten stromalen Schleifen von Lhca-Proteinen
in den ersten 50% der Sequenz nur eine konservierte AS und bei den Lhcb-Proteinen in
der 1. Halfte keine einzige. Zudem fallt dieser Abschnitt bei den Lhcb-Proteinen in einen
Bereich, der ohne die lange stromale Schleife des Lhch6 (57 stromale AS insgesamt)
mit 8 AS recht klein ausféllt. Im Gegensatz dazu présentiert sich der zweite Teil der
stromalen Schleife als stark konservierter Abschnitt, wobei Unterschiede im Grad der
Konserviertheit zwischen Lhca- und Lhcb-Proteinen auftreten. Bei den Lhc-Proteinen
des PSI sind 8 von 22 AS hoch konserviert, wohingegen bei den PSII Lhc-Proteinen bis
zu 12 von 28 AS stark konserviert vorliegen.

(A) (B)
58 85 107 152
Lhcal ---WVKAQEWAALPGGQATYLGNPVPWG MEKD-——=—————————————————— PEKKKYPGGA-FDPLGYSKDP
Lhca2 IL---NTPSW--YTAGE------— QEYFT ADIIKPGSVNTDPVFPN---NKLTGT-DVGYPGGLWEDPLGWGSSP
Lhca3 LIPAETALPW--FQTGVIPPAGTYTYWA QODWYNPGSMGKQYFLGL--EKGLAGSGNPAYPGGPFFNPLGFGKDE
Lhcad4 II---NVPEW--YDAGK------ EQYFA QODIKNPGSVNQDPIFKQ---YSLPKG-EVGYPGG-IFNPLNF----
Lhca5 IR---NLPVW--YEAGA----- VKFDFA MDFVSPGSQAKEGSFFFGLEAALEGL-EPGYPGGPLLNPLGLAKDV
Lhca6é FI---ENFSW--YDAGS------ REYFA ADLIKPGSVDIEPKYPH---KVNPKP-DAGYPGGLWEDEMMWGRGSP
+ + o o 44446 o0 o
Lhcbl --VKFGEAVWEKAGSQIFSDGGL-DYLGNPSLVHAQ AGNGPLGE---—=======—=—=—=————— AEDLLYPGGS-FDPLGLATDP--—--—-—-—-—-—
Lhcb2 --VKFGEAVWEFKAGSQIFSEGGL-DYLGNPNLIHAQ GG-GLGE---=-=-======——=—————— GLDPLYPGGA-FDPLNLAEDP------—-—
Lhcb3 -RVDFKEPVWEKAGSQIFSEGGL-DYLGNPNLVHAQ NGLDGVGE-—=-=======—=—=—=—————— GND-LYPGGQYFDPLGLADDP----==-—-—
Lhcb4 --------- WQDAGKVELVDGSS--YLGQ--PLPFS AELD-—————————————————————— SEKRLYPGGKFFDPLGLAADP-—-———————
Lhcb5 -ANCGPEAVWEKTGALLLDGNTL-NYFGK--NIPIN TN--GLD--=======——=————————— FEDKLHPGGP-FDPLGLAKDP-—-—-——————
Lhcb6 ----——---- WEFEAGAQ-———————————— PDAIAPF VDFEFNPDSQSVEWATPWSKTAENFANYTGDQGYPGGRFFDPLGLAGKNRDGVYEPDF
¢ ces a 0N 4400

Abb. 18: Proteinalignment der luminalen (A) und stromalen (B) Schleife verschiedener Lhca- (oben) und
Lhcb-Proteine (unten) von Arabidopsis zur Identifikation schwach konservierter Aminosauren. Die
unterschiedlich langen Schleifenregionen sind aufgrund ihrer geringen Sequenzidentitét interessante
Proteinabschnitte, die zur Entstehung des unterschiedlichen Oligomerisierungsverhaltens fiihren kénnten.
(#): identische Aminosauren; (e): stark konserviert, alle homolog; (=): stark konserviert, aber nicht alle
homolog; Positionszahlen der AS beziehen sich auf die Lhca4-Sequenz.

Ohne Beachtung der Lhch6-Sequenz, die in der stromalen Schleife stark von den
tbrigen Lhcb-Proteinen (unten) abweicht, besitzen 17 von 30 AS-Positionen in der
stromalen Schleife einen konservierten Charakter. Ein @hnliches Bild ergibt ein Lhca-
Proteinalignment (oben), ohne das in seiner stromalen Sequenz sehr kurz erscheinende
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Lhcal-Protein. Bei Nichtberlcksichtigung des Lhcal erhdht sich die Zahl der
konservierten Aminoséuren in der gesamten stromalen Schleife von zuné&chst 9 (von
56) auf 17 (von 47), wobei die dabei zusatzlich entstehenden hoch konservierten
Positionen, nahe eines PGS-Motivs zu Beginn der luminalen Schleife lokalisiert sind.
FUr Mutationsanalysen interessante Bereiche befinden sich demnach an fast jeder
Position der luminalen Schleife und vor allem in Halfte 1 der stromalen Schleife. Da
bereits Untersuchungen existieren, die eine Beteiligung der Helix 2 des Lhca4 an der
LHCI-730-Assemblierung belegen (Corbet, 2004), sollten vor allem die an die 2. Helix
angrenzenden  Schleifenregionen mit AS geringer Sequenzidentitat  fur
Mutationsanalysen berucksichtigt werden.

1.3 Abstandsmessungen in LHCII- und PSI-Kristallstrukturen zum Vergleich
der Schleifenregionen unterschiedlicher LHCs

Da die Kristallstruktur des Photosystem | noch in keiner allzu hohen Auflésung vorliegt,
und die darin enthaltenen Strukturinformationen Uber daran gebundene LHCs ebenfalls
noch unzureichend sind um strukturelle Besonderheiten der luminalen oder stromalen
Schleifenregionen besser sichtbar machen zu kénnen, wurde versucht auf Basis der
hoch aufgelésten LHCII- (PDB: 2BHW) und der verfugbaren PSI-Kristallstruktur (PDB:
1QzV) Gemeinsamkeiten in der Sekundarstruktur bisher nur rudimentér aufgeloster
LHCI-Schleifenbestandteile zu ermitteln.

Die in einer Peptidbindung vorkommenden Torsionswinkel bestimmen entweder den
Abstand zweier Carbonyl-Kohlenstoffatome (¢), den Abstand zweier Amid-Stickstoffe
(p) oder den Abstand zweier a-Kohlenstoffe (w). Durch die Planaritat der Peptidbindung
liegt der w-Winkel entweder in der haufigen trans-Konformation (180°) vor oder in der
seltenen cis-Konformation (0°), die nur bei X-Pro-Peptidbindungen (X ist beliebige AS)
vorkommt. Die Abstande zwischen den Ca-Atomen bei trans-Konformation betragen
3,85 A, bei einer cis-Konformation liegen 2,8 A zwischen den a-Kohlenstoffen. Davon
ausgehend war neben einer Vermessung der Abstédnde im Modell die Berechnung der
Lange einer theoretisch gestreckten luminalen oder stromalen Proteinschleife moglich
(Kap. C3.2). Die Differenz zu in der Kristallstruktur bzw. einem Modell gemessenen
Langen entspricht demnach dem Anteil einer Schleifenregion, der an Faltungen,
Windungen oder an der Bildung von Helices beteiligt sein kénnte.

Tabelle 20: Darstellung der L&ngendifferenz zwischen berechneter und gemessener Lange von
luminalen (LL) und stromalen (SL) Proteinbereichen von Lhca-Proteinen und dem Lhcbl. Die Positionen
im Modell kennzeichnen die Ca-Atome zwischen denen die Abstédnde im lickenhaften PSI- bzw. dem
LHCII-Modell vermessen wurden. Lhcb4-Daten sind als Vergleich mit aufgefuhrt. (orange): kurzer
Abstand bei hoher AS-Zahl; (grau): Schleifen-Anteile, die gefaltet gewunden oder helical vorliegen
koénnten.

Position im | Anzahl AS | theoretische | gemessener| Langen-
Modell Lange[A] | Abstand [A] | differenz [%]

LL
Lheca1 62-95 25 96,3 294 69,5
Lhca2 90-72 7 65,5 29 55.7
Lhca3 77-113 26 1001 249 751
Lhcad 65-88 17 65.5 3.7 51,6
Lheb1 | G89-S123 33 127 1 27,4 784
Lhcb4 22 84,7
SL
Lhca1 115144 23 88.6 2.2 749
Lhca2 110-156 42 161.7 25,7 84.1
Lhca3d 133-174 43 1656 20,2 87.8
Lhcad 15-108 38 1463 29 84,3
Lhecb1 | 1143P170 27 1040 24,5 76.4
Lhcb4 - 24 92.4 = I
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In Tabelle 20 sind die Daten, die zur Berechnungen der luminalen und stromalen
Schleifenanteilen fihrten dargestellt, die aufgrund ihrer Abstéande in der Kristallstruktur
nicht linear vorliegen kénnen. Die Ca-Atome der Lhca-Proteine im Modell sind nicht alle
aufgelost, weswegen sich laut Positionsangaben weniger AS im Modell finden lassen,
als die Lhca-Proteine laut Sequenz tatsachlich besitzen. Es konnen aber auch
rechnerisch mehr AS sein, wenn wie im Falle der stromalen Schleife des Lhca4, die
Nummerierung im Modell nicht fortlaufend ist. Als Referenz kann der gefaltete
Proteinanteil (78%) der luminalen Lhcbl-Schleife im LHCII betrachtet werden, von
welchem aufgrund der hohen Auflosung bekannt ist, dass er neben einer antiparallelen
Strukturen auch eine amphiphile Helix enthalt. Ahnlich hohe Anteile der Langendifferenz
in der luminalen Schleife ergaben sich nach Berechnung der Lhcal- (70%) und Lhca3-
Struktur (75%). Die luminalen Schleifen des Lhca2 und Lhca4 wiesen dahingegen nur
geringe Langendifferenzen zum Vermessenen Modell auf.

Die stromalen gefalteten Anteile sind schwieriger zu beurteilen, da zum einen keine
Daten Uber Sekundarstrukturen bekannt sind und zum zweiten alle theoretisch
berechneten Werte recht nah beisammen lagen.

Die Daten des Lhcb4 wurden als Vergleich mit aufgefuhrt, da dieser ebenfalls
Gegenstand der Untersuchungen war. Berechnungen konnten aber aufgrund fehlender
Kristallstrukturdaten nicht angefertigt werden. Es bleibt festzuhalten, dass der Lhcb4
aufgrund der Sequenzdaten mit 24 AS eine luminale Schleife durchschnittlicher Lange
hat, aber seine stromalen Schleife - wie die des Lhcal - sehr kurz ausfallt.

2 Einfluss von Proteindomé&nen mit niedriger Sequenzidentitdt auf das
Oligomerisierungsverhalten von Lichtsammelproteinen

In den Experimenten des vorliegenden Kapitels wurde versucht, durch Austausch
ganzer Domanen gegeneinander, strukturelle Besonderheiten verschiedener Lhc-
Proteine in Bezug zu ihrem Oligomerisierungsverhalten zu setzen.

Als Untersuchungsobjekte wurden die Arabidopsis-Proteine Lhca4, Lhcbl und Lhcb4
ausgewahlt, die sich alle in ihrem Oligomerisierungsverhalten unterscheiden. Wahrend
sich der Lhcb4 nur zu monomeren Komplexen rekonstituieren lasst und den grof3ten
LHC, das CP29 bildet (Bassi et al., 1987; Giuffra et al., 1996), kann das zweite
untersuchte PSII-Lhc-Protein, der Lhcbl Trimere bilden (Burke et al., 1978; Kuhlbrandt
et al.,, 1983; Hobe et al., 1994). Der LHCIl von Gefal3pflanzen liegt meist in einer
Mischform aus Lhcbl, Lhcb2 oder Lhcb3 vor (Spangfort und Andersson, 1989;
Jackowski und Pielucha, 2001). Das dritte Protein, der Lhca4 aus dem PSI bildet mit
dem ebenfalls verwendeten Lhcal den heterodimeren Komplex LHCI-730 (Schmid et
al., 1997, lhalainen et al., 2000).

Das Zustandekommen von stabilen Monomerkomplexen war eine Grundvoraussetzung
fur die experimentellen Arbeiten mit allen Lhc-Proteinen. Nur wenn die
Monomerausbeuten der Mutanten vergleichbar hoch wie die Ausbeuten der Wildtypen
waren, konnte ernsthaft von einem durch die Mutationen hervorgerufenen Effekt auf das
Oligomerisierungsverhalten gesprochen werden. Bei reduzierten Monomerausbeuten
einer Mutante konnte nicht unterschieden werden, ob eventuell auftretende
Reduktionen der Dimer- oder Trimerausbeuten ein direkter Effekt der Mutation auf das
Oligomerisierungsverhalten darstellte, oder ob sich die Instabilitaét der Monomere auf die
oligomeren Komplexe Ubertrug. Des Weiteren wurde zur Auswertung der Experimente
nur die Ausbeute nach einem Rekonstitutionsexperiment vermerkt, da es nicht moglich
war zu unterscheiden, ob eine Mutation die Komplexbildung beeintrachtigte, oder ob
durch die Mutation die gebildeten Komplexe schneller wieder zerfielen, was sicherlich
auch mit der Wahl der Auftrennungsmethode zusammenhing.
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Zuerst wurde der Einfluss der schwach konservierten Doméanen, die unter anderem
durch diverse Sequenzalignments (Kap. D1) eruiert wurden, durch Herstellung von
Einzeldom&nenmutanten untersucht. Dabei wurde eine Domé&ne aus einem Proteins
dazu benutzt, die dquivalente Region in den beiden anderen Proteinen zu ersetzen, um
danach die Oligomerisierungseigenschaften, die Pigmentbindung und den
Energietransfer der rekonstituierten Lichtsammelkomplexe zu ermitteln. Zu diesen
Domanen gehoren neben den N- und C-Termini, auch die luminalen und stromalen
Schleifenregion, sowie die Helix 2. Bei Identifikation von fir die Heterodimerisierung
(LHCI-730) wichtiger Domanen mit geringer Sequenzidentitdt, wurden zuséatzlich
Bereichs- und Einzelmutanten hergestellt, um die Beteiligung einzelner AS
nachzuweisen.

Die Anfertigung der Einzeldomanenmutanten erfolgte aus zwei wichtigen Griinden. Zum
einen sollte durch Einbau einer proteinfremden Doméne der Einfluss auf das typische
Oligomerisierungsverhalten untersucht werden, falls der ersetzte Abschnitt daflr
essentiell war. Dies galt nicht fir den Lhcb4, da dieser nur monomere Komplexe
ausbilden kann.

Die zweite Frage, die durch die Einzeldomanenmutanten geklart werden sollte bestand
darin, ob der Transfer von Oligomerisierungseigenschaften, durch die Ubertragung von
proteinfremden Domanen maoglich ist. So wurden sukzessive ein, zwei, drei oder mehr
Doméanen und Teildomanen eines Proteins in einem anderen substituiert, um damit die
Fahigkeit zur Ausbildung einer anderen Oligomerisierungsform zu bewirken.

In einem weiteren Teilprojekt wurde versucht, die fur eine Heterodimerisierung
essentiellen Bestandteile des Lhca4 im Lhcal zu integrieren. Dadurch sollte eine
Lhcal-Mutante generiert werden, die in einer Art Polymerrekonstitution mit sich selbst
interagieren kann, um grol3e lineare Pigment-Protein-Komplexe herzustellen.

2.1 Betrachtung des Oligomerisierungsverhaltens von Lhca4, Lhcbl und
Lhcb4 nach Austausch einer einzelnen Proteindoméane

Um die Ursachen fir das unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten von Lhc-
Proteinen zu ergrinden, wurden 3 unterschiedlich assemblierende Lhc-Proteine von
Arabidopsis einer ndheren Betrachtung unterzogen. Auf Basis jedes Wildtyps wurden
so jeweils 2 Mutanten mit je einer getauschten schwach konservierten Domane
generiert. Dies geschah entweder durch eine mehrstufige PCR (Kap. C1.7.4) oder
mittels Mutagenese-Kit (Kap. C1.7.5)

Die durchgefuhrten multiplen Sequenzalignments zeigten, dass insgesamt 5 fur eine
Substitution interessante Domanen existieren (Kap. D1.1). So weisen nicht nur die
unterschiedlich langen N- und C-terminalen Proteinbereiche und die 2
Schleifendomanen niedrige Sequenzidentitaten auf, sondern auch die 2. Helix
unterscheidet sich stark zwischen den Lhc-Proteinen der Gefal3pflanzen.

Die Untersuchungen der Bedeutung einzelner Domanen  fur  das
Oligomerisierungsverhalten erfolgten an mutierten Lhc-Genen, mit welchen kompetente
E. coli Zellen transformiert wurden, die durch heterologe Expression das gewinschte
Apoprotein herstellten (Kap C2.1). Mittels Detergenswechselmethode erfolgte die
Rekonstitution der Pigment-Protein-Komplexe (Kap. C2.6), deren
Oligomerisierungszustande durch Auftrennung in schwach denaturierenden Gelen oder
Saccharosedichtegradienten untersucht wurden. Zur genaueren Quantifizierung wurden
die Banden mancher Gele densitometrisch (Kap. C2.7) erfasst. Zudem bestand die
Maoglichkeit, durch SDG-Ultrazentrifugation (Kap. C2.8) aufgereinigte
Lichtsammelkomplexe beziglich ihrer Pigmentzusammensetzung (Kap. C2.11) und
ihres Energietransfers (Kap. C2.12) zu untersuchen.
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2.1.1 Beitrag aminoterminaler Domanen am Oligomerisierungsverhalten

Die N-terminale Domane ist unter den Lhc-Proteinen nicht nur sehr schwach
konserviert, sondern variiert auch stark in ihrer Lange (Abb. 16). Die drei
Untersuchungsobjekte sind diesbeziglich ebenfalls sehr verschieden. Der Lhca4-N-
Terminus ist 33 AS lang, der des Lhcbl besteht aus 55 AS und der Lhcb4 hat mit 101
AS den langsten N-Terminus aller bekannten Lhc-Proteine hoherer Pflanzen.
Untersuchungen des Lhcbl zeigten, dass im N-Terminus ein AS-Motiv existiert,
welches fir die Trimerisierung dieses Lhc-Proteins essentiell ist (Hobe et al., 1995).
Auch die N-terminalen AS des Lhca4 wurden bereits einer genaueren Analsyse
unterzogen (Rupprecht et al., 2000; Schmid et al., 2002a). Dabei war aber kein Einfluss
bestimmter AS dieses Abschnitts auf die Heterodimerisierung mit dem Lhcal
feststellbar. Ein spezieller Grund fur die Existenz des langen Lhcb4 N-Terminus ist bis
jetzt noch nicht bekannt, wurde aber auch noch nicht untersucht.

Ausgehend von den Wildtyp-Genen konnten die Mutanten mit ausgetauschtem N-
Terminus Uber eine ’blunt end’ Ligation (Kap. C1.7.3), oder eine zweistufige PCR (Kap.
C1.7.4.1) hergestellt werden. Die in BL21-Zellen Gberexprimierten Apoproteine wurden
aufgereinigt (Kap. C2.1), quantifiziert (Kap. C2.2) und mit einem Totalextrakt bestehend
aus Pigmenten und Lipiden rekonstituiert (Kap. C2.6). Eine Auftrennung zur
Identifikation der unterschiedlichen Oligomerisierungsformen erfolgte tber ein schwach
denaturierendes LDS-Gel (Kap. C2.3.2), oder via Ultrazentrifugation in einem
Saccharosedichtegradienten (Kap. C2.8). Letztere Methode ist schonender und wurde
auch fur die Isolation der Komplexe angewendet, die einer Charakterisierung
unterzogen wurden (Kap. D2.1.6).

Zunachst wurden Monomerrekonstitutionen durchgefihrt, um die Komplexstabilitat der
Mutanten zu untersuchen (Abb. 19A). Auffallend war, dass der Lhca4-Nbl eine ahnlich
stark ausgepragte Monomerkomplexbande wie der dargestellte Lhca4-WT aufweist. Der
Lhcad mit Lhcb4-N-Terminus hingegen bildet eine schwachere Monomerbande.
Aufgrund der Lange des Lhcb4-N-Terminus lief die Monomerbande dieser Mutante in
etwa genauso weit wie die Monomere des Lhcb4-WT, die im Vergleich zum Lhca4- oder
Lhcb1-WT eine geringere Monomerausbeute aufwies.

Die Monomerausbeuten der Lhcb1-Mutanten entsprachen denen ihres Wildtypens. Die
Lhcb4-Mutanten hatten ohne den langen N-Terminus viel hdhere Monomerausbeuten
als der Lhcb4-WT und liefen demzufolge auch etwas weiter im Gel. Die kompletten N-
terminalen Einzeldom&nenmutanten konnten als gut rekonstituierbar eingestuft werden.
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Abb. 19: Auswirkung eines substituierten N-Terminus auf die Monomer- (A) und Dimerrekonstitution (B)
von Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war
nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (DD): Doppeldimerbande; (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Bei Betrachtung der Dimerrekonstitutionen aller N-terminalen Mutanten mit Lhca4-
Bestandteilen nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel (Abb. 19B) fallt auf,
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dass die Lhca4-Mutanten mit substituiertem N-Terminus trotzdem zu einer
Heterodimerisierung mit dem Lhcal-WT beféahigt waren. Im Gel liefen diese dimeren
Komplexe - analog zu den Monomeren - aufgrund des gro3eren N-Terminus und der
damit verbundenen hdheren Molekularmasse, etwas kirzer als die Wildtypen.
Zusatzlich wurde sowohl in der WT-Rekonstitution, als auch bei den zwei Lhca4-
Mutanten eine hohermolekulare Bande beobachtet, die als Doppeldimer eingeordnet
wurde (siehe Kap. D2.1.1.1 und D2.1.1.2).

Die Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit dem N-Terminus von Lhca4 waren nicht im Stande
Heterodimere mit dem Lhcal-WT zu bilden (Abb. 19B). Somit wurde durch den
Austausch der N-Termini weder die Dimerbildungseigenschaft der Lhca4-Proteine
verringert, noch eine Interaktion des Lhcbl- oder Lhcb4-Proteins mit dem Lhcal-WT
bewirkt werden.
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Abb. 20: Trimerrekonstitution von Einzeldomanenmutanten des Lhcb1 mit ersetztem N-Terminus, sowie
Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit Lhcbl N-Terminus, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel.
(T): Trimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Neben der Heterodimerbildung wurde auch die Fahigkeit zur Bildung von Trimeren aller
neuen Mutanten mit Lhcbl-Bestandteilen untersucht (Abb. 20). Die Auftrennung im Gel
liefert bezuglich der Lhcbl-Proteine mit substituiertem N-Terminus ein inhomogenes
Bild. Wahrend der Lhcb1 mit Lhca4-N-Terminus eine ebenso schwache Trimerausbeute
aufwies wie der rekonstituierte Lhcb1-WT, waren beim Lhcb1 mit dem langen Lhcb4-N-
Terminus keine Trimere mehr zu beobachten. Im N-Terminus des Lhcad4 mussen AS
enthalten sein, die eine Trimerisierung der Lhcb1-Mutante ermdglichten.

Der Versuch, Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit Lhcb1-N-Terminus zu trimerisieren
scheiterte. Keine der beiden Mutanten zeigte eine Bande auf HOhe der Lhcbl-
Trimerkomplexe. Lediglich in diesem gezeigten Experiment lieRen sich beim Lhca4-Nb1
hoéhermolekulare Banden erkennen, die aber auch im schwéacheren Mal3e beim Wildtyp
zu finden waren. Da sie nicht auf Trimerhéhe liefen, stellen sie vermutlich unspezifische
Dimer-Artefakte dar, die durch ungewollte Disulfidbriicken entstanden waren. Bei dieser
speziellen Mutante ist unterhalb der Monomerkomplexbande eine weitere Bande zu
erkennen, die moglicherweise eine Zerfallsstufe des Monomers enthalt.

Um den doch recht stringenten Einfluss, der durch eine Auftrennung im schwach
denaturierenden Gel entsteht zu vermeiden, wurden die Rekonstitutionsansatze auch in
als schonender geltenden Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. Wahrend die
Monomerrekonstitutionen (nicht gezeigt) far eine nachfolgende
Komplexcharakterisierung Verwendung fanden, wurden die Dimer- (Abb. 21A) und
Trimerrekonstitutionen (Abb. 21B) vor allem wegen der milderen Auftrennung und damit
genaueren Betrachtung der Oligomerisierungszustande durchgefuhrt.
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Abb. 21: Dimer- (A) und Trimerrekonstitution (B) N-terminaler Einzeldomé&nenmutanten nach 24- (A) bzw.
16-stindiger (B) Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die Dimerrekonstitutionen erfolgten
zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Trimerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein
vorhanden. (T): Trimerbande; (DD): Doppeldimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP):
freies Pigment; («): zerfallene Trimerbande.

Die Dimerisierungsexperimente (Abb. 21A) sind bis auf eine Beobachtung
deckungsgleich mit den per Gel erhaltenen Ergebnissen. Die im Gel beobachteten
Doppeldimerbanden der Lhca4-Mutanten konnten auch nach Auftrennung im
Saccharosedichtegradienten beobachtet werden. Die Doppeldimerbanden des Wildtyps
sind im Gradienten nicht mehr zu erkennen. Dieses Resultat war unerwartet, da das
Phanomen, wie es beim Wildtyp beobachtet werden konnte, schon langer bekannt war
und deshalb zunachst als Gelartefakt gewertet wurde. Ohne Lhca4-N-Terminus konnte
Uber ein dem Wildtyp ahnliches Heterodimer hinaus eine weitere Oligomerisierungsform
beobachtet werden. Dabei zeigte die Lhca4-Mutante mit dem N-Terminus des Lhcbl
nicht nur hoéhere DD-Ausbeuten, als die Mutante mit Lhcb4-N-Terminus, es wurden
auch sichtbar mehr DD als Dimere gebildet. Die Zusammensetzung der mutmalfilichen
Doppeldimere wurde im Anschluss genauer untersucht.

Im Grunde bestéatigen die Trimerisierungsversuche mit nachfolgender Auftrennungen
per Dichtegradient die vorherigen Gel-Experimente. Allerdings war die Auftrennung im
Gradienten nicht schonender als im Gel, sondern eher harscher. So waren die
vermutlich trimeren Lhcb1-Na4-Komplexe kaum bzw. nur als sehr schwache Banden
(Pfeil) zu erkennen. Die Monomerbande des Lhca4-Nbl erschien auch im Gradienten
deutlich schwécher sowie diffuser.

21.1.1 Nachweis der Bildung von Doppelheterodimeren nach Auftrennung
der Lhca4-Mutante mit getauschtem N-Terminus

Durch die Rekonstitution und Auftrennung der N-terminalen Lhca4-Mutanten im
schwach denaturierenden Gel und SDG, konnte sowohl bei der Lhca4-Nb1-Mutante, als
auch bei der Lhca4-Nb4-Mutante eine Oligomerisierungsform in Kombination mit dem
Lhcal-WT beobachtet werden, die héher als ein Heterodimer anzusiedeln war.

Um nachzuweisen, welche Proteine an dem neuen Komplex beteiligt sind, und wie
dessen Proteinzusammensetzung beschaffen ist, wurden die isolierten Dimer-und
Doppeldimerbanden dem Dichtegradienten entnommen, die Apoproteine mit TCA
gefallt (Kap. C2.10) und zusammen mit den fir die Rekonstitution verwendeten IB-
Proteinen auf ein stark denaturierendes SDS-Gel (Kap. C2.3.1) aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt.
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Abb. 22: Gelelektrophoretische Auftrennung der Dimer- und Doppeldimerbande aus
Saccharosedichtegradienten, die nach Rekonstitution des Lhca4-Nbl mit dem Lhcal-WT erhalten
wurden. Die in den Banden enthaltenen Proteine wurden mit TCA gefallt und zusammen mit den fir die
Rekonstitutionen eingesetzten Proteinen in einem voll denaturierenden SDS-Gel aufgetrennt. (D) bzw.
Doppelheterodimeren (DD). (I1B): nicht rekonstituiertes Apoprotein; (M): SDS 7-Standard.

Nach einer Coomassie-Farbung des Gels (Abb. 22) zeigte sich, dass sich sowohl die
Dimer-, als auch die Doppeldimerbande aus Lhcal-WT wund Lhca4-Nbl
zusammensetzt. Darliber hinaus sind beide Apoproteinbanden, die in der Dimer- und
Doppeldimerbahn aufgetrennt wurden im gleichen Verhaltnis vertreten. Dies bedeutet,
dass die zusatzliche Oligomerisierungsform der Lhca4-Mutante mit Lhcb1-N-Terminus
als Doppelheterodimer zu bezeichnen ist.

2.1.1.2 Identifizierung einer hochmolekularen Bande bei
Dimerisierungsexperimenten als Doppeldimere

Im Verlauf der Experimente traten, als ein schon langer bekanntes aber bisher nicht
untersuchtes Phanomen, nach Gelauftrennung von Lhcal-Lhca4 Heterodimeren
zusatzliche hoéhermolekulare Komplexbanden auf, die im folgenden bezuglich ihrer
Zusammensetzung hin untersucht wurden.

(A) (B)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
DD —— DD
- * ‘ T
D | D
. —
FP FP

Abb. 23: Nachweis von Lhcal-Lhca4-Doppelheterodimeren nach Auftrennung im schwach
denaturierenden Gel (A) und nach anschlieBender Coomassie-Farbung (B).(1): 5 pg solubilisierte
Erbsenthylakoide; (2): 5 ug solubilisierte Tomatenthylakoide; (3): Precision Plus Protein marker (250,
150*, 100*, 75*, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa); (4): Dimerrekonstitution Lhcal-wt + Lhcad-wt (Tomate); (5):
5 ug native LHCII Trimere (aus Erbse, in 1% OG solubilisiert); (6): 5 pg rekombinante LHCII Trimere (in 1
% B-DM solubilisiert). (T): Trimerbande; (DD): Doppeldimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande;
(FP): freies Pigment.
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Seit langerem bestand die Vermutung, dass es sich bei der héhermolekularen Bande
um Doppelheterodimeren handeln kdnnte. Nachdem sie nur nach einer Auftrennung im
schwach denaturierenden Gel zu detektieren ist und nicht nach SDG-ZU, dirfte sie ein
experimentelles “Artefakt darstellen. Da dieses Phanomen Uber Jahre hinweg konstant
blieb und Rekonstitutionen mit Apoproteinen von sowohl Arabidopsis, als auch Tomate
zu diesem Ergebnis fuhren, stellte sich die Frage nach der tatséchlichen GréRe und
Zusammensetzung dieser Bande.

Dazu wurden zwecks GroéR3enbestimmung neben einem WT-Dimerrekonstitutionsansatz
auch solubilisierte Erbsen- und Tomatenthylakoide, native und rekombinante LHCII-
Trimere und ein Molekulargewichtsstandard (Precision Plus Protein marker (Bio-Rad,
Minchen) auf ein schwach denaturierendes Gel aufgetragen. Die Solubilisierung der
nativen Bestandteile war notwendig, um die fur eine Molekulargewichtsbestimmung
bendtigten Komplexe aus den Thylakoiden herauszulésen (Kap. C2.9). Die
aufgetragenen Komplexe wurden fur ca. 3 Stunden in einem schwach denaturierenden
Gel elekrophoretisch getrennt und anschlieend einer visuellen Priifung unterzogen.

In Abb. 23A erkennt man, dass die eigentlichen Heterodimere weiter liefen als der
trimere LHCII in Reinform bzw. der aus Thylakoiden solubilisierte. Eine kirzere
Laufstrecke wiesen die mutmalllichen Doppelheterodimere auf.

Um das Molekulargewicht bzw. die Anzahl der pro Komplex enthaltenen Apoproteine
abschatzen zu konnen, wurde das Gel einer Coomassie-Farbung (Abb. 23B)
unterzogen. Anhand des ebenfalls mit aufgetragenen Molekulargewichtsstandards, der
zwar in dieser schwach denaturierenden Umgebung auch nur als tendenzieller Mal3stab
zu betrachten war, konnte die molekulare Masse der unbekannten Bande auf ca. 100
kDa geschatzt werden. Damit wéren vier Lhcal oder Lhca4-Apoproteine an der Bildung
dieses Komplex-Artefakts beteiligt.

2.1.2 Bedeutung der carboxyterminalen Doméne far das
Oligomerisierungsverhalten

Die C-terminalen Abschnitte der Lhc-Proteine sind ebenfalls schwach konserviert (Abb.
16). In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden alle Bereiche, die sich an die 3.
TM-Helix anschlieBen als C-Terminus bezeichnet. Dazu gehért neben den
carboxyterminalen endstandigen Aminosauren auch die amphiphile vierte kurze Helix,
die der Thylakoidmembran angelagert ist und einige wenige AS, welche die Helix 3 mit
der kleinen Helix 4 verbinden.

Konservierte Aminosauren treten, wenn Uberhaupt im Bereich der Helix 4 auf. Die
aufgrund der kurzen C-terminalen Sequenz, kann beim Lhcb6 aber nur rudimentéar
vorhanden sein. Ein weiteres Merkmal der C-Termini ist neben der unterschiedlichen
Lange bei den verschiedenen Lhc-Proteinen (siehe Abb. 16), auch die variierende AS-
Anzahl zwischen den Lhc-Proteinen auf Ebene verschiedener Gefal3pflanzen-Spezies
(siehe A2).

Untersuchungen am C-Terminus des Lhca4 (Schmid et al., 2002a) zeigten bereits, dass
C-terminale Deletionsmutanten ebenso mit dem Lhcal dimerisieren konnten, wie der
Lhca4-WT. Mutationsanalysen am C-Terminus des Lhcbl offenbarten, dass das W222
als wichtig fur die Bildung stabiler Trimere einzustufen ist, und alle 'downstream’
gelegenen Aminosauren keinen Einfluss auf die Trimerisierung haben (Kuttkat et al.,
1996).

Ob die schwach konservierten C-terminalen Domanen dariber hinaus einen Beitrag zur
Ausbildung der unterschiedlichen Lhc-Oligomerisierung leisten, wurde an den
Untersuchungsobjekten Lhca4, Lhcbl und Lhcb4 getestet. Mittels 2-stufiger PCR (Kap.
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C1.7.4.1) wurde dieser Abschnitt jeweils durch den C-Terminus der beiden anderen
Proteine ersetzt.
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Abb. 24: Auswirkung eines substituierten C-Terminus auf die Monomer- (A) und Dimerrekonstitution (B)
von Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war
nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die Monomerrekonstitutionen nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel, zum
Nachweis der Komplexstabilitat (Abb. 24A), deuten auf einen destabilisierenden
Einfluss des Lhcb4 C-Terminus im Lhcad4 und Lhcbl hin. Weder die Komplexe des
Lhcb1-Cb4, noch die des Lhca4-Ch4 reichten an die Monomerausbeuten ihres
zugehorigen Wildtyps heran, wobei letztgenannte Mutante aufgrund hoher
Komplexinstabilitat im Gel zerfiel. Die Lhcb4-Mutanten verhalten sich, bis auf den in der
Ausbeute leicht erh6hten Lhcb4-Cb1, ahnlich dem Lhcb4-WT.

Bei Dimerrekonstitution (Abb. 24B) mit dem Lhcal-WT weist die Lhca4-Cbl-Mutante
die gleiche Bandenintensitat wie die Wildtyp-Dimerbande auf. Dagegen waren die
Dimerausbeuten der Lhca4-Mutante mit Lhcb4-C-Terminus gegenuber dem Wildtyp
deutlich reduziert. Verglichen mit den Monomerausbeuten dieser Mutante wird
ersichtlich, dass die Grunde fur die reduzierten Dimerausbeuten vermutlich bei den
instabilen Lhca4-Cb4-Monomerkomplexen lagen. Ein Transfer des Lhca4 C-Terminus
auf das Lhcb1- oder Lhcb4-Protein fuhrte nicht zu deren Dimerisierung mit dem Lhcal-
WT.
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Abb. 25: Trimerrekonstitution von Einzeldoméanenmutanten des Lhcbl mit ersetztem C-Terminus, sowie
Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit Lhcbl C-Terminus, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel.
(T): Trimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die Gelauftrennung der Rekonstitutionsanséatze nach Trimerisierung via Ni-Saule (Abb.
25) zeigte, dass die beiden Lhcb1-Mutanten immer noch Trimere bilden konnten. Die
Trimerausbeuten der Lhcbl-Ca4-Mutante waren im Gegensatz zu den
Monomerausbeuten sogar hoher als die des Wildtyps. Auch bei der Lhcb1l-Mutante mit
Lhcb4-C-Terminus war eine im Vergleich zum WT erhdhte Trimerausbeute
nachzuweisen. Analog zur Gelauftrennung der Monomerrekonstitution war auch nach
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Elution von der Ni-Saule keine Monomerbande detektierbar. Lhca4- und Lhcb4-
Mutanten mit dem C-Terminus des Lhcbl bildeten hingegen keine Trimere.

Um die Einflisse der C-terminalen Domé&nenaustausche unter schonenden
Bedingungen zu untersuchen, wurden grof3e Rekonstitutionsansatze angefertigt und
per SDG-Ultrazentrifugation aufgetrennt.
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Abb. 26: Dimer- (A) und Trimerrekonstitution (B) C-terminaler Einzeldomé&nenmutanten nach 24-(A) bzw.
16-stindiger (B) Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die Dimerrekonstitutionen erfolgten
zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Trimerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein
vorhanden. (T): Trimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die Auftrennung der Dimer- und Trimerrekonstitutionen im SDG (Abb. 26) untermauert
die vorherigen Befunde aus den Experimenten nach Gelauftrennung. Die C-terminalen
Lhca4-Mutanten sind beide in der Lage mit dem Lhcal-WT Heterodimere auszubilden,
wobei die Reduktion der Dimerausbeuten der Lhca4-Cb4-Mutante, aufgrund der
schonenden Auftrennungsart, kaum auffallt und eher der Wildtyprekonstitution
entspricht. Wie im Gel beobachtet, konnte weder die Lhcb1- noch die Lhch4-Mutante
mit Lhca4-C-Terminus ein Heterodimer mit dem Lhcal-WT formen.

Nach der Trimerrekonstitution zeigten beide Lhcbl-Mutanten kraftige Trimerbanden im
SDG, wobei die Trimerbande der Lhcbl-Ca4-Mutante die des Lhcbl1l-WTs in ihrer
Intensitat noch Ubertraf. Auch hier zeigte sich, dass der Lhcbl C-Terminus nicht dazu
geeignet war Lhca4- und Lhcb4-Mutanten zum Trimerisieren zu bringen.

2.1.3 Einfluss der luminalen Schleifenregion auf die LHC-Oligomerisierung

Die luminale Schleife verbindet Helix 1 mit Helix 2 und ist zwischen den verschiedenen
Lhc-Proteinen nur schwach konserviert (Abb. 16). Auch ein gesondertes Alignment
dieser Region von nur Lhca- und nur Lhcb-Proteinen (Abb. 18A) férderte keine
gréReren Gemeinsamkeiten innerhalb beider Lhc-Gruppen zu Tage. Zudem erschweren
stark variierende Sequenzlangen der luminalen Schleifen einen direkten Vergleich
zwischen den Lhc-Proteinen. Auch die fur die Untersuchung verwendeten Lhc-Proteine
hatten hoch variable luminale Doménen.

Wahrend der heterodimerisierende Lhcad4 mit 17 AS eine sehr kurze luminale Schleife
aufweist, finden sich beim lediglich Monomerkomplex-ausbildenden Lhcb4 in diesem
Teilabschnitt 23 AS. Die mit 33 AS mit Abstand langste luminale Schleife der drei
untersuchten Apoproteine besitzt der Trimer-bildende Lhcbl.

Anders als die N- und C-terminalen Bereiche, befinden sich die Schleifen mitten im
Protein. Zur Herstellung der Einzeldomdnenmutanten musste eine minimal dreistufige
PCR-Strategie (Kap. C1.7.4.2) herangezogen werden. Die mutierten Gene wurden
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analog zu den vorherigen Kapiteln zur Expression mutierter Apoproteine verwendet,
welche zunédchst zwecks eines Tests auf Monomerbildung der Mutanten rekonstituiert
wurden.
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Abb. 27: Auswirkung einer substituierten luminalen Schleife auf die Monomer- (A) und
Dimerrekonstitution (B) von Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten nach Auftrennung im schwach
denaturierenden Gel. Die Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den
Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die in Abb. 27A dargestellte Gel-Auftrennung der Monomerrekonstitution deutet auf
eine generelle Instabilitdt der luminalen Lhca4- und Lhcb4-Schleifenmutanten hin. Die
beiden Monomerbanden der Lhca4-Mutanten waren zu Beginn der Auftrennung &hnlich
intensiv wie die WT-Bande, zerfielen aber zum grof3ten Teil wahrend der weiteren
2stiindigen Auftrennung. Die grofite Komplexausbeute war bei den Monomeren der
Lhcb1-LLa4-Mutante zu beobachten, gefolgt von denen der Lhcb1-LLb4-Mutante, deren
Bande nur wenig schwécher wirkte als die des Lhcb1-WTs. Durch den Doméanentausch
der luminalen Schleife im Lhcb4 konnten die daraus resultierenden Mutanten Lhcb4-
LLa4 und Lhcb4-LLbl keine stabilen Monomerkomplexe mehr ausbilden. Es bleibt
anzumerken, dass bei allen Mutanten Monomerkomplexe nach SDG-Auftrennung
nachgewiesen werden konnten (nicht gezeigt), die fur weiterfihrende Analysen (Kap.
D2.1.6) herangezogen wurden.

Die Dimerrekonstitutionen mit dem Lhcal-WT (Abb. 27B), die mit allen Mutanten
durchgefuhrt wurden, welche Lhca4 Bestandteile beinhalteten, demonstrierten die
Wichtigkeit dieses Abschnitts fur die Dimerisierung. Es muss allerdings brerticksichtigt
werden, dass nach Auftrennung der Monomerrekonstitutionen teils recht niedrige
Monomrekomplexausbeuten erzielt wurden. Unklar bleibt, ob die eingefuhrten
Mutationen die Dimerisierung direkt beeinflussen, oder ob der Effekt auf die Dimere
durch eine indirekte Beeinflussung auf Monomerebene verursacht wurde. Da nach
Monomerrekonstitution noch Monomere entstehen, aber nach Dimerrekonstitution keine
Dimere zu beobachten waren, wirken sich die Mutationen wahrscheinlich sowohl auf die
Monomerisierung, als auch auf die Dimerisierung negativ aus.

Allerdings konnte ein Einbau der luminalen Lhca4-Schleife in den Lhcbl oder den
Lhcb4 auch keine Dimerisierung mit dem Lhcal-WT bewirken. Nur beim Lhcbl-LLa4 ist
eine aufllerst schwache Bande auf Hohe der Dimere zu erkennen, die dort aber
wahrscheinlich nur aufgrund mangelnder Reduktionsmittelkonzentration im diesem
Ansatz hervorgerufen wurde, was zur Bildung unspezifischer Disulfidbriicken im Lhcbl
fuhren konnte. Die nachfolgenden Untersuchungen der Rekonstitutionen im SDG (Abb.
29A) untermauerten diese Vermutung, da die Dimerbanden - trotz schonender
Auftrennungstechnik - nicht wieder beobachtet werden konnten.
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Abb. 28: Trimerrekonstitution von Einzeldomanenmutanten des Lhcbl mit ersetzter luminaler
Schleifenregion, sowie Lhcad4- und Lhcb4-Mutanten mit der luminalen Schleife des Lhcbl, nach
Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (T): Trimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies
Pigment.

Die Trimerrekonstitutionen mit anschlieRender Gelauftrennung (Abb. 28) zeigten, dass
der Austausch der luminalen Schleife bei beiden Lhcbl-Mutanten eine leichte
Reduktion der Trimerausbeuten zur Folge hatte. Des Weiteren war es unmdglich durch
Einbau der luminalen Lhcbl-Schleife in das Lhca4- oder Lhcb4-Protein, diese zu
Trimeren zu rekonstituieren.

Um die moglicherweise zerstorerischen Effekte, die wahrend einer LDS-PAGE auf die
rekonstituierten Komplexe einwirken kdnnen bei der Betrachtung auszublenden, wurden
zusatzlich Rekonstitutionsansatze in SDG per Ultrazentrifugation aufgetrennt.
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Abb. 29: Dimer- (A) und Trimerrekonstitution (B) von Einzeldomanenmutanten mit substituierter luminaler
Schleife nach 24- (A) bzw. 16-stindiger (B) Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Trimerrekonstitutionen war nur
das angegebene Apoprotein vorhanden. (T): Trimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP):
freies Pigment.

Nach Auftrennung der Dimerrekonstitutionen in Saccharosedichtegradienten (Abb. 29A)
waren im Gegensatz zur Gelauftrennung deutliche Dimerbanden bei den Lhca4-
Mutanten erkennbar. Dabei war die Dimerausbeute der Lhca4-LLb4-Mutante etwas
hoher, als bei der Lhca4-LLbl-Mutante. Dennoch wiesen beide eine geringere
Dimerausbeute auf als bei Rekonstitution des WT mit dem Lhcal. Die mit dem Lhcal
rekonstituierten Lhcbl-LLa4- und Lhcb4-LLa4-Mutanten bildeten auch nach SDG-
Auftrennung keine Dimerbanden.

Die Versuche der SDG-aufgereinigten Trimerrekonstitutionen (Abb. 29B) bestatigten die
vorherigen Beobachtungen aus der Gelauftrennung. Sowohl die Lhcbl-Mutante mit
luminaler Lhca4-Schleife, als auch jene mit luminaler Lhcb4-Schleife war in der Lage
stabile Trimere auszubilden, wobei die Ausbeuten deutlich hinter denen des Lhcb1-WT
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zuruckblieben. Eine interessante Beobachtung ist, dass die Lhcb4-LLb4-Mutante
weniger Trimer bildet als der WT, aber fast keine Monomere im Gradienten zu erkennen
sind.

2.1.3.1 Identifikation des luminalen Lhca4-Interaktionspunkts zum Lhcal
durch Punktmutationen

Nachdem die Substitution der luminalen Domé&ne im Lhca4 den bisher starksten Effekt
auf die Heterodimerisierung hatte, wurde diese Region einer naheren Mutationsanalyse
unterzogen, um die mit dem Lhcal interagierenden Aminosauren zu identifizieren.
Aufgrund friherer Untersuchungen war bekannt, dass die 2. Helix des Lhca4 zwar
einen essentiellen Beitrag zur Bildung des LHCI-730 leistet (Corbet, 2004), es dartber
hinaus aber noch weitere AS in anderen Lhca4-Abschnitten geben muss, die fur die
Assemblierung mit dem Lhcal wichtig sind. Da die Helix 2 direkt mit der luminalen
Schleife in Verbindung steht, war fir die Mutationsanalysen die Grenzregion auf
luminaler Seite von besonderem Interesse.

Um geeignete Aminosauren fur Punktmutationen auszusuchen, die zum einen keine
zufallige Interaktion mit dem Lhcal bewirken konnten und von denen bekannt war dass
sie an dieser Stelle mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht mit dem Lhcal in
Wechselwirkung treten konnen, wurde auf die bewéhrte Substitution durch Lhca3-AS
zuruckgegriffen. Auf eine Substitution durch Lhcbl- oder Lhcb4-AS wurde verzichtet,
weil eine Zuordnung der AS-Positionen zwischen Lhca- und Lhcb-Proteinen aufgrund
der stark variierenden Schleifenlangen nur anndhernd moglich ware. Somit ware auch
eine Lhcal-Interaktion durch “zufallig passende® AS aus Lhcb1 oder Lhcb4 (PS 11), die
vom evolutiondren Standpunkt aus betrachtet weiter entfernt vom Lhca3 (PS 1)
lokalisiert sind als der Lhca4, mdglicherweise ausgeschlossen.

Fir die Untersuchung der luminalen Lhca4-Schleife wurden 3 Typen von Mutanten
generiert. Zuerst wurden bei der Bereichsmutante Lhca4-K80-84W, vier AS des Lhca4
(K-E-Q-/-F) gegen die Lhca3 AS (T-Y-T-/-W) getauscht, die in diesem Teilabschnitt
unterschiedlich waren und sich direkt an die 2. Helix anschlossen. Danach wurde in
einer Kombinationsmutante zusatzlich zu dieser Mutation auch noch ein fur die
Dimerisierung wichtiger Serincluster, der in der 2. Helix liegt, mutiert (Lhca4-F80-
84W+S86-88Y: beinhaltet S86D, S87N und S88Y), um belegen zu kdnnen, dass
entweder ein oder zwei Interaktionspunkte in diesen Abschnitten mutiert wurden.
AulRerdem konnte so der Einfluss dieses luminalen AS-Bereichs besser im Kontext mit
den anderen in Helix 2 mutierten AS betrachtet werden (Kap. D3). Ein weiterer
Mutantentyp waren Doppel- und Einzelmutanten, um den Interaktionspunkt
einzugrenzen bzw. genau zu definieren.

Nach einer 2-stufigen PCR (Kap. C1.7.2) erfolgte die Herstellung der Mutanten analog
zu den obigen Einzeldomanenmutanten.

Die Monomerrekonstitutionen wurden, wie die Dimerrekonstitutionen mit dem Lhcal-
WT, mindestens 3 mal durchgefuhrt, densitometrisch ausgewertet, gemittelt, und die
Standardabweichung bestimmt (Kap. C2.7).

Die Priufung der Monomerstabilitat (Abb. 30 oben), die fur eine Ableitung des Einfluss’
der Mutation auf die Dimerisierung essentiell war, zeigte, dass laut densitometrischer
Auswertung, im Mittel alle Mutanten ann&hernd die Komplexausbeute des WTs
erreichten, oder sogar darlber lagen (Kombinationsmutante). Die einzige Ausnahme
bildete die E81Y-Mutante, die nur einen Wert von ca. 82% erreichte.
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Abb. 30: Monomer- (oben) und Dimerrekonstitution (unten) von Lhca4-Punktmutanten mit Substitutionen
gegen Lhca3 Aminosauren in der luminalen Schleife, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel
und anschlieBender densitometrischer Quantifizierung von jeweils 4 Experimenten. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war
nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (DD): Doppeldimer; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande;
(FP): freies Pigment; (x ): Mittelwert; (SD): Standardabweichung.

Bei Betrachtung der Dimerausbeuten (Abb. 30 unten) der Bereichsmutante K80-84W
zeigte sich, dass lediglich 39% der WT-Ausbeute erreicht wurden. Die
Kombinationsmutante kam dagegen auf deutlich niedrigere Dimerausbeuten von ca.
10%, so dass vermutlich zwei Interaktionspunkte mutiert wurden. Die Doppelmutante
K80T+E81Y, sowie die Einzelmutanten K80T, E81Y und Q82T zeigten ein dem Wildtyp
ahnliches Bild und somit keine signifikanten Unterschiede, obwohl E81Y zumindest
geringere Monomerausbeuten aufwies. Die einzige Solomutante, die mit der
Bereichsmutante beziglich des Effekts der reduzierten Dimerausbeuten gleichgesetzt
werden konnte, war mit 46% die F84W-Mutante. Die Untersuchungen im Abschnitt der
luminalen Schleife deuten somit auf eine Interaktion des Phenylalanins 84 des Lhca4
mit dem Lhcal hin.

2.1.3.2 Einfluss der Lhca-Spezies, des Lhcal-His-tags und der Lange des
Lhcal C-Terminus auf die Dimerausbeuten des LHCI-730

Bei der Identifikation der AS in der luminalen Schleife des Lhca4, die zur LHCI-730
Assemblierung beitragt, trat ein experimentelles Pha&nomen auf, das beinahe die
Bedeutung des Phenylalanins 84 verschleiert hatte. Durch Rekonstitution des Lhcal-
WT von Tomate in Kombination mit der Lhca4-F84W-Mutante aus Arabidopsis war
zunachst kein Unterschied in der Dimerausbeute verglichen mit dem WT-Heterodimer
bestehend aus nur Tomatenproteinen zu erkennen.

Es stellte sich die Frage, worin sich die Lhcal- und Lhca4-Apoproteine unterschieden,
wodurch die Ausbeuten eines Heterodimers hétten erhoht oder auch reduziert werden
konnen. Zur Aufklarung wurden sowohl Proteine von Tomate, als auch von Arabidopsis
verwendet, um den Effekt des Lhcal-C-Terminus zweier Spezies und des Lhcal-His-
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tags von 2 Arabidopsis-Wildtypen auf die Heterodimerisierung zu untersuchen.Von den
6 C-terminalen AS am Tomaten-Lhcal fehlen 4 AS im Lhcal von Arabidopsis. Da der
C-Terminus des Lhcal an der Dimerisierung mit dem Lhca4 beteiligt ist (Schmid et al.,
2002a), konnte neben dessen Lange bzw. spezifischer Sequenz auch der His-tag einen
Einfluss auf die Ausbildung stabiler Heterodimere haben. Zuséatzlich wurde getestet, ob
durch die Verwendung unterschiedlicher Lhca4-Spezies eine Reduktion oder
Steigerung der Dimerausbeuten mdglich ist.

Um den Einfluss einer Lhcal- oder Lhca4-Species genau bestimmen zu kénne, sollten
falls moglich ein Dimer bestehend aus Tomaten- und Arabidopsisprotein, sowohl mit
Arabidopsisdimeren, als auch mit Tomatendimeren verglichen werden. Dadurch konnte
demonstriert werden, dass eine gleichmalige Reduktion bzw. Erhéhung der
Dimerausbeuten vorlag, je nachdem welches WT-Dimer als Vergleichsgrundlage
diente.
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Abb. 31: Einfluss der Lhc-Species und des Lhcal-His-tags auf die Heterodimerausbeuten von Lhcal und
Lhcad4, nach Auftrennung der Rekonstitutionsanséatze im schwach denaturierenden Gel und
anschlieRender densitometrischer Quantifizierung. Vergleichsgrundlage aller Experimente sind die in den
Klammern (1, 2, 3, 5, 6) stehenden Gelbahnen (linke Spalte: Basiswert 100%). Alle Mittelwerte aus
mindestens 3 Experimenten sind in Prozent und mit Standardabweichung () angegeben. (D):
Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment; (grtn): Arabidopsis (rot): Tomate (schwarz):
Einfluss der Phe84 Mutation in Verbindung mit unterschiedlichen Lhcal-WT Spezies (violett): His-tag-
Faktor am Lhcal; ( ): Spezies-Faktor im Dimer verglichen; ( ): Lhca4-Spezies-Faktor; (pink):
Lhcal-Spezies- bzw. C-Terminus-Faktor; (+): Protein mit His-tag; (-): Protein ohne His-tag.

Im Falle der F84-Untersuchung im Lhca4 wurde in einem ersten Experiment der Lhcal-
WT von Tomate und Lhca4-F84W von Arabidopsis in einem Rekonstitutionsexperiment
verwendet (Abb. 31, Bahn 8) und mit dem Tomaten-WT-Dimer (Bahn 3) verglichen,
wobei kein Einfluss des F84 (97%) auf die Dimerisierung nachgewiesen werden konnte.
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Erst in einem zweiten Experiment wurde die Lhca4-F84W-Mutante mit einem Lhcal-WT
aus Arabidopsis rekonstituiert (Bahn 6) und mit einem Arabidopsis-WT-Dimer (Bahn 1)
verglichen (ca 52% Ausbeutenverlust), wodurch der Nachweis gelang, dass F84 an der
Dimerisierung beteiligt sein konnte (siehe Kap. D2.1.3). Eine Rekonstitution des Lhca4-
F84W von Arabidopsis mit dem Lhcal-WT aus Tomate fuhrte zu einer Maskierung des
F84-Einfluss auf die Heterodimerisierung.

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern die Lhcal-Species (genauer: dessen C-
Terminus), der Lhcal-His-tag und die Lhca4-Species die Entdeckung der Interaktion
zwischen F84 des Lhca4 und dem Lhcal behindert haben.

Ein Vergleich der beiden WT-Dimerrekonstitutionen (orange) zeigt, dass die beiden
Tomatenproteine (Bahn 3) zu einer ca. 40% hoheren Dimerausbeute fahig waren, als
die beiden Arabidopsisproteine (Bahn 1).

Zur Untersuchung des Effekts der Lhca4-Species wurden 2 Experimente durchgefihrt
(blau). Bei Rekonstitution eines Tomaten-Lhca4 mit einem Lhcal aus Arabidopsis
(Bahn 5) konnte kein signifikanter Unterschied zur Ausbeute des Arabidopsis-Dimers
(Bahn 1) festgestellt werden. Wurde durch umgekehrte Herangehensweise, die
Ausbeute eines Tomaten-Lhcal/Arabidopsis-Lhca4-Dimers (Bahn 4) mit einem reinen
Tomaten-Dimer (Bahn 3) verglichen, waren die Unterschiede der beobachteten
Ausbeuten ebenfalls nicht signifikant.

Dahingegen waren die Anderungen der Dimerausbeuten, die durch Variationen des
His-tags am Arabidopsis-Lhcal auftraten durchaus signifikant. Ohne His-tag am Lhcal
(Bahn 2 verglichen mit Bahn 1) erhdhte sich die Dimerausbeute im Arabidopsis-
Wildtydimer um bis zu 18% (violett) und im Arabidopsis-Dimer mit F84-Mutation am
Lhcad4 sogar um 34% (Bahn 7 verglichen mit Bahn 6), obwohl bei letzterem die
Standardabweichung mit 17% ebenfalls stark zunahm.

Im dritten Teilversuch wurden zwei verschiedenen Lhcal-Spezies mit
unterschiedlichem C-Terminus, bzw. deren Einfluss auf die Heterodimerausbeuten
untersucht. Wurde der Tomaten-Lhcal mit dem Arabidopsis-Lhca4 rekonstituiert (Bahn
4), lagen deren Dimerausbeuten 33% uber denen des reinen Arabidopsis-Dimers (Bahn
2). Wurde ein Dimer aus Arabidopsis-Lhcal mit His-tag und Tomaten-Lhca4 (Bahn 5)
mit einem Tomaten-Dimer (Bahn 3: immer ohne His-tag) verglichen, sanken die
Dimerausbeuten auf 68% ab. Am deutlichsten konnte der Ausbeute-steigernde Effekt
des Tomaten-Lhcal im Vergleich mit dem Arabidopsis-Dimer mit F84-Mutation
beobachtet werden, wobei trotz hoher Standardabweichung ein Anstieg der
Dimerausbeuten um 94% beobachtet werden konnte.

Von den drei untersuchten Kriterien, die im Verdacht stehen eine Erhdéhung oder
Reduktion der Dimerausbeuten zu verursachen, hatte die Lhca4-Species - falls
Uberhaupt - den geringsten Effekt. Ein His-tag am Lhcal bewirkte eine deutliche
Reduktion der Dimerausbeuten. Am starksten beeinflusste aber die Lhcal-Species die
Dimerausbeuten, wobei der Lhcal aus Tomate - egal mit welchem Lhca4 rekonstituiert
— viel héhere Dimerausbeuten aufwies als der Arabidopsis-Lhcal.

2.1.4 Einfluss der stromalen Schleife auf das Oligomerisierungsverhalten

Sequenzalignments der stromalen Schleifenregionen zeigten, dass diese Domane
unterschiedlich stark konserviert ist (Abb. 18B). Wahrend die erste Halfte, die in
Richtung Helix 2 orientiert ist keine identischen AS aufweist, treten vor allem bei den
Lhcb-Proteinen in der 2. Halfte betrachtliche Sequenzidentitaten auf. Neben dem etwas
geringeren Konservierungsgrad in Halfte 2 der Lhca-Proteine untereinander, ist ein
weiteres Unterscheidungsmerkmal die Prasenz zusatzlicher Aminosauren in der nicht
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konservierten Region der Lhca-Proteine, wodurch deren stromale Schleifen - mit
Ausnahme des Lhcb6 - im Schnitt um ca. 30% langer sind als die der Lhcb-Proteine.
Fir die Versuche bedeutete dies, dass den 37 AS der stromalen Lhca4-Schleife 28 AS
des Lhcbl und lediglich 25 AS des Lhcb4 gegenlber standen. Da Lhcb1-Mutanten mit
Punktmutationen in der stromalen Schleife oftmals schlecht oder nicht rekonstituierbar
waren (Mick, 2005; Geister, 2003), war nicht absehbar, ob ein gegenseitiger Tausch der
kompletten Domanen die Tertiarstruktur der Monomerkomplexe negativ beeinflusst.
Daruber hinaus ist die stromale Domé&ne aufgrund ihrer Heterogenitat ein viel
versprechender  Aspirant  fur  Protein-Protein-Wechselwirkungen, die  das
unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten bewirken.

Die Herstellung der Mutanten erfolgte analog zu den luminalen Schleifen-Mutanten
mittels 3- bzw. 4-stufiger PCR (Kap. C1.7.4.2) und einer sich anschlie3enden
heterologen Proteinexpression in E. coli Zellen. Auf Basis der Lhca4-SLbl-Mutante
wurde zusatzlich eine Wiederherstellungsmutante mit 4 zurlickgetauschten original
Lhca4-AS generiert (A107Q, G108D, N109I, G110K, P111N und L112P), um die
Fahigkeit zur Dimerisierung mit dem Lhcal-WT wieder zu etablieren.

Abb. 32: Monomerrekonstitution von Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-Einzeldomanenmutanten mit
ausgetauschter stromaler Schleifenregion und Lhca4-SLbl1-Mutante mit teilweise wiederhergestellter
stromaler Lhca4-Schleife (Lhca4-SLb1-A107-112P), nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel.
(M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Als erstes wurde die Fahigkeit zur Ausbildung stabiler Monomerkomplexe nach
Auftrennung im schwach denaturierenden Gel getestet (Abb. 32). Die Lhca4-Mutanten
mit ausgetauschter stromaler Schleife zeigten im Vergleich zum Lhca4-WT erheblich
verringerte Komplexausbeuten und ein schnelleres Laufverhalten. Auch die Lhca4-
SLb1-Mutante, in welcher 6 AS der Lhca4-Schleife zurickmutiert wurden, wies eine
geringere Intensitat der Monomerbande auf.

Der Austausch der stromalen Schleife im Lhcbl wirkte sich je nach Herkunft der
inserierten AS unterschiedlich auf die Monomerstabilitat der Mutanten aus. Wahrend
der Lhcb1-SLa4 ahnlich den Lhca4-Mutanten zur Bildung instabiler Monomerkomplexe
neigte, erreichte die Lhcbl-Mutante mit stromaler Lhcb4-Schleife dem WT
vergleichbare Monomerausbeuten.

Im Lhcb4 flhrte der Einbau der stromalen Lhca4-Schleife sogar zu einem kompletten
Fehlen der Monomerbande. Dahingegen verringerte die stromale Lhcbl1-Schleife die
Monomerausbeuten nicht, sondern vermochte diese im WT-Vergleich sogar zu steigern.
Untersuchungen von Monomerkomplexen, deren Rekonstitutionsansitze im
Saccharosedichtegradienten aufgetrennt wurden belegten, dass alle Mutanten mit
ausgetauschter stromaler Schleife in der Lage waren Monomerkomplexe zu bilden
(nicht gezeigt). Da die Ausbeuten trotz schonender Auftrennung verglichen mit den
Wildtypen dennoch reduziert waren, missen alle Ergebnisse, welche die Dimer- oder
Trimerbildung dieser Mutanten beschreiben unter Vorbehalt betrachtet werden, da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die Beeinflussung der Monomerbildung/stabilitat
die Oligomerisierung beeintrachtigt.
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Abb. 33: Dimerrekonstitution von Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4- Einzeldomanenmutanten mit
ausgetauschter stromaler Schleifenregion und Lhca4-SLbl1-Mutante mit teilweise wiederhergestellter
stromaler Lhca4-Schleife, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die Dimerrekonstitutionen
erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die Dimerisierungsexperimente des Lhcal-WT mit chimaren Lhc-Proteinen, die
entweder die stromale Schleife oder das Grundgerist des Lhcad4 beinhalten,
offenbarten, dass keine der untersuchten stromalen Mutanten in der Lage war, ein
stabiles Heterodimer auszubilden (Abb. 33). Weder die Lhca4-Mutanten mit Lhcbl-
oder Lhcb4-Schleife, noch die Wiederherstellungsmutante Lhca4-SLb1-A107-112P,
deren Zweck es war die Dimerisierungsfahigkeit der Lhca4-SLb1l Mutante wieder zu
etablieren, konnten im Gel nachweisbare Dimerkomplexe mit dem Lhcal-WT bilden.
AuRerdem konnte durch den Transfer der stromalen Schleifenregion des Lhca4 keine
Dimerisierungsfahigkeit auf Lhcbl oder Lhcb4 Gbertragen werden.

Um den Beitrag der stromalen Lhcbl-Schleife an der Trimerisierung zu ermitteln,
wurden die Rekonstitutionsansétze aller Lhcbl-haltigen Proteine im schwach
denaturierenden Gel aufgetrennt (Abb. 34). Eine Substitution der stromalen Schleife im
Lhcbl hatte zur Folge, dass weder die SLa4-, noch die SLb4-Mutante Trimere
ausbilden konnte. Auch der alleinige Transfer der stromalen Lhcb1-Schleife war nicht
ausreichend, um trimere Lhca4- oder Lhcb4-Komplexe zu rekonstituieren.

£ 3333
NN
F 53 d3
‘\7’\7’\7’\7‘5’
i
D
M
FP

Abb. 34: Trimerrekonstitution von Einzeldom&nenmutanten des Lhcbl mit ersetzter stromaler
Schleifenregion, sowie Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit der stromalen Schleife des Lhcbl, nach
Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (T): Trimerbande; (D) unspezifische Dimerbande; (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Zwecks schonender Analyse wurden die Dimer- (Abb. 34A) und Trimerrekonstitutionen
(Abb. 34B) auch im Saccharosedichtegradienten aufgetrennt. Aber auch durch
Verwendung dieses Trennverfahrens war weder der Nachweis von Heterodimeren,
noch von Trimeren mdglich. Da aus Grunden der geringen Monomerausbeuten keine
100%ige Aussage Uuber die Beteiligung der stromalen Schleifen am Dimer- und
Trimerisierungsprozess zu treffen ist, besteht tendenziell dennoch eine sehr hohe
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Wahrscheinlichkeit, dass die stromalen Schleifenregionen Strukturen enthalten, die auf
beide Oligomerisierungsformen einen starken Einfluss ausuben.
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Abb. 35: Dimer- (A) und Trimerrekonstitution (B) von Einzeldom&nenmutanten mit substituierter
stromaler Schleife nach 24- (A) bzw. 16-stiindiger (B) Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Trimerrekonstitutionen war nur
das angegebene Apoprotein vorhanden. (T): Trimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP):
freies Pigment.

2141 Eingrenzung der mit dem Lhcal interagierenden Lhca4-Aminosauren
durch Erzeugung von Doppel- und Bereichsmutanten

Um genaueren Einblick hinsichtlich der fur die Dimerisierung wichtigen AS in der
stromalen Schleife zu erhalten, wurden auch in der stromalen Schleife des Lhca4
Mutationsanalysen durchgefuhrt.

Um die fir Mutationsanalysen geeigneten AS-Substituenten zu finden, wurden zuvor
Sequenzalignments mit Lhca-Proteinen angefertigt (Abb. 18B oben). Da aus friheren
Untersuchungen (Corbet, 2004) eine Beteiligung von AS der 2. Helix des Lhca4 bei der
LHCI-730-Assemblierung bekannt war und die 1. Halfte der stromalen Schleife kaum
konservierte AS aufweist, wurden zunéchst die AS getauscht, welche in der Nahe der 2.
Helix positioniert sind und zudem eine Abweichung zur AS-Sequenz des Lhca3
aufweisen. Wie bereits in Kap. D2.1.3.1 erwahnt ist der Lhca3 weder in der Lage mit
Lhcal, noch mit dem Lhca4 zu interagieren.

Die Betrachtung der Sequenzalignments flihrte ausgehend vom Lhcad4-WT zur
Herstellung von einer Doppel- (Lhca4-1109W-K110Y), zweier Bereichs- (Lhca4-V115-
118Q und Lhca4-P119-122G) und einer Kombinationsmutante (Lhca4-V115-122G), die
alle 8 AS-Anderungen, die in den beiden Bereichsmutanten jeweils zur Halfte
vorgenommen wurden, beinhaltete. Die Generierung der Mutanten erfolgte durch
Anwendung einer 2-stufigen Mutagenese-PCR (Kap. C1.7.2). Die aufgereinigten
Apoproteine wurden rekonstituiert, im Gel aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet
oder einer Ultrazentrifugation im SDG unterzogen.
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Abb. 36: Monomer- (A) und Dimerrekonstitution (B) von Lhca4-Punktmutanten mit Substitutionen gegen
Lhca3 Aminoséauren in der stromalen Schleife, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel und
anschlieBender densitometrischer Quantifizierung von jeweils 4 Experimenten. Die Dimerrekonstitutionen
erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene
Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment; (x ): Mittelwert; (SA):
Standardabweichung.

Die Monomerrekonstitutionen (Abb. 36A) mit anschlielBender Gelauftrennung zeigten,
dass die Mutanten mit AS-Substitutionen in der stromalen Lhca4-Schleife stabile
Monomerkomplexe bilden konnten. Die Doppelmutante Lhca4-1109W+K110Y wies
gegentber dem WT eine um ca. 13% reduzierte Komplexausbeute auf. Die
Bereichsmutante V115-118Q verhielt sich diesbezuglich wie der Wildtyp. Eine 25%ige
Ausbeutenreduktion war bei der P119-122G-Mutante zu beobachten. Der Austausch
dieser vier AS beeinflusste die Monomerausbeute (88%) nicht so stark im Vergleich zur
Kombinationsmutante V115-122 bei der zusatzlich noch die vier AS aus der anderen
Bereichsmutante mutiert waren.

Die Auftrennung der Dimerrekonstitutionen (Abb. 36B) mit Lhcal-WT im schwach
denaturierenden Gel offenbarte, dass von allen untersuchten Mutanten der stromalen
Lhca4-Schleife nur die Doppelmutante - verglichen mit den Wildtypen - eine mit 7%
sehr schwache Heterodimerbande zeigte. Spuren einer Dimerbande (1%) lie3en sich
bei der Bereichsmutante V115-118Q identifizieren, welche aber unter Berticksichtigung
der gleich hohen Standardabweichung als nicht relevant zu betrachten waren. Sowohl
die zweite Bereichsmutante P119-122G, als auch die Kombinationsmutante V115-122G
konnte nach Gelauftrennung keine stabilen Heterodimere mit dem Lhcal-WT ausbilden.
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Abb. 37: Dimerrekonstitution von Lhca4-Punktmutanten mit gegen Lhca3 Aminosduren substituierte
Bereiche der stromalen Schleife nach 24-stindiger Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT. (TD): Trippeldimerbande; (DD):
Doppeldimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die Auftrennung der Dimerrekonstitutionsansatze per Saccharosedichtegradienten-Uz
lieferte unerwartete Ergebnisse. Wahrend bei der Doppelmutante 1109W+K110Y - wie
im Gel beobachtet - niedrigere Dimerausbeuten als bei der Wildtyprekonstitution
nachzuweisen waren, wurden in Versuchen mit den drei anderen Mutanten mehrere
hohermolekulare Banden beobachtet. Die Dimerausbeuten waren in diesen Fallen auch
stark reduziert, jedoch war ein gewisser Proteinanteil in héhermolekularen Banden
enthalten, bei welchen es sich moglicherweise um Doppel- und Trippel-Dimere handelt.
AS-Mutationen im Bereich 115-122 der stromalen Schleife scheinen auf Kosten der
Dimerausbeuten, eine doppel- oder dreifach Assemblierung des LHCI-730 zu forcieren,
wahrend Mutationen des 1109 und K110 lediglich eine Reduktion der Dimerausbeute
zur Folge hatte.

2.1.5 Bedeutung der Helix 2 fiur das Oligomerisierungsverhalten von Lhc-
Proteinen

Die Region der 2. Helix ist eine der schwach konserviertesten Lhc-Proteinabschnitte
innerhalb dieser Proteinfamilie (Abb. 16). Aufgrund der Annahme, dass alle Lhc-
Proteine eine dem aus der LHCII-Struktur bekannten Lhcbl ahnliche Struktur
aufweisen, und des weiteren alle schwach bis nicht konservierten Bereiche fur eine
Interaktion der Lhc-Proteine untereinander, oder als Kontaktpunkte mit anderen
Proteinen des Photosystems in Betracht kommen, sprich fur das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten verantwortlich sind, stand die Helix 2 des Lhca4 schon seit
langerem im Verdacht eine essentielle Rolle bei der Assemblierung des LHCI-730 zu
spielen.

Eine detaillierte Betrachtung dieser Region offenbarte drei mehr oder weniger grol3e
Bereiche, die vor allem zwischen Lhca- und Lhcb-Proteinen voneinander abweichend
sind (Abb. 17A). Die Lhca-Proteine untereinander sind in der 2. Helix etwas starker
konserviert (Abb. 17B). Ein Vorteil beim Tausch dieser Doméane ist die gleich hohe Zahl
an AS, die in der 2. Helix aller Lhc-Proteine lokalisiert sind, wodurch weder zuséatzliche
AS in die entstehenden Mutanten inseriert wurden, noch eine Verkirzung der
Primarstruktur eintrat.
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Zu Beginn der Untersuchungen war die Orientierung der Helix 2 des Lhca4 zum Lhcal
noch nicht bekannt. Erst die Kristallstruktur des Photosystem | mit 4,4 A Aufldsung
(Ben-Shem et al.,, 2003) und eine Modellierung des Lhca4 (Melkozernov and
Blankenship 2003) in Kombination mit den von Corbet (2004) erzielten Daten aus
Experimenten mit einer chimaren Lhca4-Helix 2 Domanenmutante, lieferten nicht nur
Einsicht Uber die allgemeine Bedeutung der 2. Helix bei der Interaktion mit dem Lhcal,
sondern auch Informationen dber ein am Histidin 99 des Lhca4 koordiniertes
Chlorophyll.

Die Helix 2 Mutanten des Lhca4 sollten die vorherigen Untersuchungsergebnisse
bestatigen. Aus den gewonnenen Erkenntnissen heraus, lie3 sich zudem ein
interessantes Experiment ableiten, in welchem versucht werden sollte ein chiméares
Lhcal-Protein mit der 2. Helix des Lhca4 zu generieren, um eine Selbstassemblierung
dieser Mutante hervorzurufen, was im Idealfall die Bildung linearer Molekulketten zur
Folge gehabt hatte.

Auch im Lhcbl konnte die zweite Helix eine Rolle bei der Trimerisierung spielen, da in
den vorliegenden LHCII-Kristallstrukturen (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005) die
zweiten Helices immer in Richtung der benachbarten Apoproteine orientiert sind und
darauf bezogen auch Wechselwirkungen prognostiziert wurden.

Aus oben genannten Grinden wurden neben den sechs Ublichen
Einzeldom&nenmutanten von Lhca4, Lhcbl und Lhcb4 auch eine Lhcal-Mutante mit
der 2. Helix des Lhca4 generiert. Die Herstellung erfolgte im Gegensatz zu den
vorherigen Einzeldomanenmutanten mit intern zu tauschenden Proteinabschnitten
mittels  Quikchange  Mutagenese-Kit (Kap. C1.7.5) und anschlieBender
Apoproteingewinnung.

Abb. 38: Monomerrekonstitution von Lhcal-, Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4- Einzeldomanenmutanten mit
substituerter Helix 2, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (M): Monomerbande; (FP):
freies Pigment.

Zur Prifung der Monomerstabilitdt wurden die Rekonstitutionsansatze der Helix 2
Mutanten in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt und mit den zugehorigen
Wildtypen verglichen (Abb. 38). Daruber hinaus konnte bereits die moglicherweise mit
sich selbst interagierende Lhcal-H2a4-Mutante getestet werden. Sie bildete aber keine
hohermolekularen stabilen Banden im Gel und wies auch eine im Vergleich zum Lhcal-
WT extrem instabile und schwach ausgepragte Monomerbande auf.

Die Komplexausbeuten der monomeren Lhca4-Mutanten mit der Helix 2 aus Lhcbl-
oder Lhcb4-Proteinen waren im Gegensatz zum Lhca4-Wildtyp sehr stark reduziert
(Lhca4-H2bl), oder es waren im Gel sogar nur Spuren der zerfallenen Monomere
erkennbar (Lhca4-H2b4).

Die zwei Lhcb1-Mutanten mit substituierter Helix 2 wiesen im Gel zwar etwas hohere
Monomerausbeuten als die &aquivalenten Lhca4-Mutanten auf, diese waren aber
gegenuber dem Lhcb1-WT dennoch stark reduziert.

Interessanterweise war die einzige Mutante, die ihren Wildtyp bezuglich der
Monomerausbeute Ubertraf der Lhcb4-H2bl. Die zweite Helix des Lhca4 im Lhcb4
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befahigte diese Mutante zwar zur Ausbildung einer Monomerbande, die dem Lhcb4-WT
ahnelte, aber es waren Spuren des Komplexzerfalls im Gel zu erkennen.

Abb. 39: Dimerrekonstitution von Lhcal-, Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4- Einzeldom&nenmutanten mit
substituierter Helix 2, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die Dimerrekonstitutionen
erfolgten alle bis auf die Lhcal-H2a4-Mutante* zusammen mit dem Lhcal-WT. (DD): Doppeldimerbande;
(D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment; (*): mit Lhca4-WT rekonstituiert.

Eine Gelauftrennung der Dimerrekonstitutionen (Abb. 39) bestatigte friihere Ergebnisse
hinsichtlich der Bedeutung der Helix 2 des Lhca4 bei der LHCI-730 Assemblierung.
Wahrend die Lhcal-Mutante mit Helix 2 des Lhca4 kaum in der Lage war stabile
Monomere auszubilden, gelang in Kombination mit dem Lhca4-WT die Rekonstitution
von mehreren hochmolekularen Banden, wobei die Doppeldimerbande am starksten
ausgebildet schien. Zudem war eine schwache Trimerbande unterhalb der DD-Bande
zu erkennen. Dariiber gelegen existierten mehrere visuell kaum trennbare
hohermolekulare Banden, deren zuriickgelegte Laufstrecken nur knapp unterhalb des
Sammelgels endeten.

Alle mit dem Lhcal-WT rekonstituierten Lhca4-Mutanten mit getauschter Helix 2 waren
aulBer Stande nach Gelauftrennung nachweisbare Dimerbanden zu bilden. Durch
Transfer der 2. Helix des Lhca4d war es nicht moglich auch die
Dimerisierungseigenschaft auf Lhcbl oder Lhcb4 zu Ubertragen. Da die Helix 2
Mutanten im Allgemeinen und die Lhca4-Mutanten im Speziellen hauptsachlich instabile
Monomerkomplexe bildeten, dirften die Ergebnisse der Dimerisierungsexperimente
eigentlich nur als Tendenz betrachtet werden. Da aber teilweise wenig Monomere und
gar keine Dimere gebildet wurden, ist trotzdem von einem starken Einfluss der 2. Helix
des Lhca4 auf die Heterodimerisierung auszugehen.
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Abb. 40: Trimerrekonstitution von Einzeldomanenmutanten des Lhcbl mit ersetzter Helix 2, sowie Lhca4-
und Lhcbh4-Mutanten mit der 2. Helix des Lhcb1, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (T):
Trimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.
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Die Gelauftrennung der Trimerrekonstitutionen (Abb. 40) aller Helix 2 Mutanten mit
Lhcbl-Bestandteilen zeigte, dass die 2. Helix des Lhcbl auch fir die Trimerisierung
eine essentielle Domane darstellt. Aufgrund der teilweise instabilen Monomerausbeuten
war eine Reduktion der Ausbeuten zu erwarten. Nach einer Trimerisierung via Ni-Saule
war aber weder die Lhcb1-H2a4-, noch die Lhch1-H2b4-Mutante in der Lage Monomer-
oder stabile Trimerkomplexe auszubilden, da, wie schon in Versuchen mit Mutanten der
luminalen Schleife beobachtet (Kap. D2.1.3), instabile Monomer auf Ni-Saulen
vollstandig zerfallen. Das gleiche Bild lieferte eine Trimerekonstitution der Lhca4-
Mutante mit Helix 2 des Lhcbl. Nur die Lhcb4-H2bl-Mutante, die auch nach
Gelauftrennung sehr hohe Monomerausbeuten zeigte, war auch nach erfolgloser
Trimerisierung noch als stabiles Monomer von der Ni-Séule zu eluieren.

Die Dimer- und Trimerrekonstitutionsansatze wurden zwecks schonender Auftrennung
auch per Saccharosedichtegradient separiert. Die Dimerisierungsexperimente (Abb.
41A) bestatigten die gewonnenen Erkenntnisse aus der Gelauftrennung. Keine der
Helix 2 Mutanten mit Lhca4-Bestandteil konnte mit dem Lhcal-WT Heterodimere bilden.
Die Lhcal-H2a4-Mutante bildete aber zusammen mit dem Lhca4-WT weitaus weniger
hochmolekulare Banden aus, als nach der Auftrennung im schwach denaturierenden
Gel zu vermuten gewesen ware. Zudem war im Gradienten die Ausbeute an
herkdbmmlichen Dimeren hoher und die Doppeldimerausbeute relativ dazu reduziert.
Auffallig war im Vergleich mit den Gbrigen Gradienten ein griner Hintergrund im unteren
Abschnitt, der sich eventuell aus zerfallenen hohermolekularen Komplexen oder
unspezifischen Aggregaten zusammensetzen konnte. Auf dem Boden des
Zentrifugenrohrchens befanden sich pelletierte Chlorophyllaggregate, die ebenfalls auf
einen Zerfall hindeuten.
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Abb. 41: Dimer- (A) und Trimerrekonstitution (B) von Einzeldomanenmutanten mit substituierter Helix 2
nach 24- bzw. 16-stindiger Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die Dimerrekonstitutionen
erfolgten alle bis auf die Lhcal-H2a4-Mutante* zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den
Trimerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (T): Trimerbande; (TD):
Trippeldimerbande; (DD): Doppeldimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies
Pigment; (*): mit Lhca4-WT rekonstituiert.

Im Gegensatz zur Gelauftrennung konnten nach Auftrennung der Trimerekonstitutionen
via SDG-UZ (Abb. 41B) bei allen Mutanten stabile Monomerkomplexe beobachtet
werden. Aber auch bei diesen Experimenten wurden weder bei den Lhcb1-Mutanten mit
substituierter Helix 2, noch bei den Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit Helix 2 des Lhcbl
Trimerbanden identifiziert.
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Da die obigen Experimente mit Einzeldomanenmutanten die Bedeutung der Helix 2 des
Lhca4 fur die LHCI-730 Assemblierung bestatigte, war es im weiteren experimentellen
Verlauf notwendig, diese Region einer ausflihrlichen Mutationsanalyse zu unterwerfen,
da Doméanentauschexperimente alleine nicht zur Aufklarung des Beitrags einzelner AS
zur Lhcal-Lhca4d-Interaktion geniigen. Die Experimente basierten auf Grundlage der
Lhca4-H2a3-Mutante von Corbet (2004), die durch Einbau der Helix 2 des Lhca3 keine
Heterodimere ausbilden konnte. Als substituierende Aminosauren wurden vorwiegend
Lhca3-AS gewahlt, da der Lhca3 weder Komplexe mit dem Lhca4, noch mit dem Lhcal
bildet.

Neben Bereichsmutanten, die jeweils ein Drittel der Lhca4-Helix umfassten, wurden
auch Einzelmutanten generiert, um AS in einem zuvor fur die Heterodimerisierung als
wichtig befundenen Teilabschnitt zu identifizieren. Ein n&chster Schritt war der
kombinierte Austausch mehrerer fir die Dimerisierung wichtiger AS und der Versuch,
die Fahigkeit zur Heterodimerisierung in der Lhca4-H2a3-Mutante wiederherzustellen,
indem wichtige original Lhca4-AS wieder in die Mutante eingebracht wurden. Aul3erdem
wurde der Versuch unternommen, Lhcal- und Lhca4-AS zu identifizieren, die
miteinander wechselwirken. Alle Punkt-, Bereichs- und Wiederherstellungsmutanten
bezilglich Helix 2 des Lhca4 der nachfolgenden Unterkapitel wurden auf Basis des
Lhca4-Proteins von Tomate gestaltet und mittels 2-stufiger PCR-Mutagenese (Kap.
C1.7.2) hergestellt. Die fur die Dimerisierungsexperimente verwendeten WT und
Punktmutanten des Lhcal in Dimerisierungsexperimenten waren ebenfalls
Tomateproteine. Es wurden Tomatenprotene verwendet, da bereits einige Lhcal- und
Lhca4-Mutanten existierten, die aus friher durchgefiihrten Untersuchungen stammten
(Lago-Places, 2000; Thomé, 2000; Rautenberg, 2002; Rupprecht, 2002; Corbet 2004).

2.1.5.1 Untersuchung von 3 Aminosaure-Bereichen der Helix 2 des Lhca4 auf
Interaktion mit Lhcal

Nachdem der Nachweis fur das essentielle Mitwirken der 2. Helix des Lhca4 an der
LHCI-730-Assemblierung erbracht war (Corbet, 2004), was auch die jungsten
Untersuchungen mit Einzeldom&nenmutanten von Arabidopsis-Proteinen
untermauerten (Kap. D2.1.5), wurden Lhca4-Mutanten generiert, in welchen nur
Teilsegmente der Helix 2 gegen Lhca3-AS ersetzt wurden. Zu diesem Zweck wurde,
wie in  Abb. 42 dargestellt, die Lhca4-Sequenz (linke Seite) der Helix 2 mit der
entsprechenden Lhca3-Sequenz (rechte Seite) verglichen, wodurch sich 3 AS-Bereiche
in der Sequenz offenbarten, die zwischen den zwei Lhca-Proteinen unterschiedlich sind.
Die drei daraus resultierenden Helix 2 Bereichsmutanten (Lhca4-S86-88Y, -193-96A und
—F98-103H) wurden unter den Gesichtspunkten Monomerstabilitat und Fahigkeit zur
Dimerisierung untersucht und die nachfolgenden densitometrisch ausgewertet.
Zusatzlich wurde eine 4. Mutante (Lhca4-S86-88D) im Bereich des Serinclusters
angefertigt, bei welcher alle 3 Serinreste gegen 3 Aspartatreste getauscht wurden.
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Abb. 42: Erzeugung von 3 Bereichsmutanten in Helix 2 des Lhcad4 zur Untersuchung der
Interaktionsbereiche mit Lhcal-WT. Die dick umkreisten, hellgrau hinterlegten Aminosauren der Helix 2
des Lhca4 wurden gegen die schwarz gekennzeichneten Aminosauren substituiert, die in der 2. Helix des
Lhca3 an entsprechender Position zu finden sind.

Die Auftrennung der Monomerekonstitutionen (Abb. 43A) aller Bereichsmutanten
machte deutlich, dass die Lhca4-S86-88Y-Mutante mit Lhca3-AS eine dem WT
vergleichbare Monomerausbeute aufwies, wahrend die Komplexe der aquivalenten
Aspartat-Mutante nur zu 37% im Gel detektierbar waren. Noch deutlich reduzierte
Monomerausbeuten (69%) waren bei Monomeren der Lhca4-193-96A-Mutante zu
erkennen. Im Gegensatz dazu war die Monomerbande der F98-103H-Mutante mit 92%
Ausbeute kaum beeintrachtigt.
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Abb. 43: Monomer- (A) und Dimerrekonstitution (B) von Lhca4-Bereichsmutanten in der Helix 2-Region
nach Auftrennung per schwach denaturierender Gelelektrophorese. Original Aminosauren des Lhca4
wurden durch Lhca3 Aminoséuren an aquivalenter Position ersetzt und mit einer Wildtyprekonstitution
verglichen. Um Monomer- und Dimerausbeuten densitometrisch (Tabellen) zu bestimmen, wurden 4-6
Experimente gemittelt. Die Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den
Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (DD): Doppeldimerbande; (D):
Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment; (x): Mittelwert; (SA): Standardabweichung.

Die Dimerrekonstitutionsansatze mit dem Lhcal wurden ebenfalls in schwach
denaturierenden Gelen aufgetrennt, um die Ausbeuten densitometrisch zu ermitteln
(Abb. 43B). Der starkste Effekt auf die Dimerisierung erfolgte bei Komplexen mit der
F98-103H-Mutante, die nicht mehr in der Lage war Heterodimere auszubilden. Die
Bereichsmutante 193-96A im mittleren Segment der Helix 2 brachte es auf ca. 56%
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Dimerkomplexausbeute, wahrend die zwei Serinclustermutanten S86-88Y und S86-88D
trotz stark abweichender Monomerausbeuten mit 71% und 70% auf etwa gleich hohe
Dimerausbeuten kamen.

Auffallend waren die mutmalflichen Doppeldimerbanden, deren Ausbeuten sich stark an
der Intensitat der Heterodimerbanden orientierten. Untersuchungen, um die
Zusammensetzung dieser im Grunde unerklarlichen Artefakt-Banden zu ermitteln,
erfolgten in Kap. D2.1.1.2.

2.1.5.2 Mutationsanalysen zur ldentifikation einzelner fir die Dimerisierung
wichtiger Aminoséauren der 2. Helix

Da in allen 3 untersuchten Bereichen der 2. Helix des Lhca4 AS lokalisiert sind, die
einen Beitrag zur Lhcal-Lhca4-Interaktion leisten, mussten folglich Einzelmutationen
bei allen in Frage kommenden AS-Positionen durchgefihrt werden. Die Substitutionen
erfolgten in der Regel gegen die AS an entsprechender Position der Helix 2 des Lhca3.
Der untere sowie der obere Abschnitt wurden intensiver als das mittlere Segment
analysiert, da die Ausbeuten aus Monomer- und Dimer-Rekonstitutionsversuchen der
Bereichsmutante Lhca4-193-96A ahnlich stark reduziert waren, was darauf hinwies,
dass die Instabilitat der Dimerkomplexe auf die reduzierte Monomerausbeute
zurlickzufiihren ist.

Z
o &~ 8§ JF T $
s £S5 EFF§HFSSES
r g 9 9 & &5 &g w & 5 £
s § 5 § &§ § & 8 3 & & &
S A AR A A A A A A
. L — B i -M
N Nl S s o B Bt B i <~ TP
X 100 | 81 | 64 | 69 | 100 | 86 | 119 | 107 | 100 | 62 | 103 | nd
SA - +3 +5 +5 +5 +4 +2 +2 +4 +6 +8 n.d.
S —— — o Sm— S D
L M
e Nt e e s e . e R
Y 100 | 90 | 91 [ 79 | 74 | 83 | 50 | 49 | 99 | 96 | 79 | nd.
SA - +5 +5 +5 +3 +5 +7 +5 +6 +6 +5 n.d

Abb. 44: Monomer- (oben) und Dimerrekonstitution (unten) von Lhca4-Einzelmutanten im Bereich der
zweiten Helix, nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die Aminoséuren des Lhca4 wurden
durch Lhca3 Aminoséauren an aquivalenter Position ersetzt und mit einer Wildtyprekonstitution verglichen.
Um Monomer- und Dimerausbeuten densitometrisch (Tabellen) zu ermitteln. wurden 4-9 Experimente
gemittelt. Die Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den
Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment; (n.d.): nicht durchgefuhrt; (x): Mittelwert; (SA):
Standardabweichung.

Die Gelauftrennung der Monomerrekonstitutionen (Abb. 44 oben) zeigte ein gemischtes
Bild von mehr oder weniger stabilen Einzelmutanten. Wahrend bei einigen Mutanten
(S87D, S88D und V101A) zwischen 30 und 40% weniger Monomer als beim WT
detektiert werden konnten, waren die S86D- (81%) und die F98M-Mutante (86%) kaum
beeintrachtigt. Eine weitere Gruppe von drei Mutanten (F95M, Y100F und I103A)
rekonstituierte ahnlich stabil wie der WT. Eine erhéhte Komplexausbeute konnte bei
beiden H99-Mutanten beobachtet werden.

91



D) Ergebnisse

Die Dimerrekonstitutionen (Abb. 44 unten) offenbarten, dass in jedem der zuvor
untersuchten AS-Bereiche der 2. Helix mindestens eine AS lokalisiert ist, die einen
Effekt auf die Interaktion mit dem Lhcal ausibte. Keinen nachweisbaren Einfluss auf
die Dimerausbeute hatten Mutationen des Y100 und V101. Eine sehr schwache
Reduktion der Komplexausbeute um ca. 10% trat bei der S86D- und der S87D-Mutante
auf. Eine Abnahme der Dimerausbeute um ca. 20% konnte durch Mutationen des S88,
F98 und 1103 erzielt werden, wobei die F95M-Mutante sogar eine um 25% reduzierte
Ausbeute vorzuweisen hatte. Der starkste Effekt war nach Mutation des His 99
eingetreten, da beide Mutanten nur noch 50% der Dimerausbeute des WTs erreichten.
Die W106F-Mutante (* im Gel) wurde nicht parallel zu den Ubrigen Einzelmutanten
getestet, da sie experimentell aus einer anderen Zeitperiode stammte und das
Tryptophan weder in einer der Bereichsmutanten enthalten war, noch ein grof3er
Unterschied zur Lhca3-AS Phenylalanin an dieser Position existierte. Die damaligen
Untersuchungen zeigten, dass weder die Monomer-, noch die Dimerausbeute nach
Rekonstitution dieser W106F-Mutante von denen des WTs abwichen.

Die Feststellung, dass am His 99, welches ebenfalls Bestandteil der 2. Helix des Lhca4
ist, ein Chlorophyll gebunden ist, konnte bereits von Corbet (2004) getroffen werden.
Zudem ist seit langem die Existenz zweier Chlorophyll-bindender Aminosauren in der 2.
Helix des Lhca4 bekannt, die beide innerhalb der verschiedenen Lhc-Proteine stark
konserviert sind. Durch Mutationsanalysen konnte sowohl die Chlorophyllbindung am
E94, als auch am E102 belegt werden (Lago-Places, 2000; Thomé, 2000; Rautenberg,
2002; Morosinotto et al., 2005). Nachfolgend wurden samtliche in der AG Schmid
generierten Lhca4-Proteine mit Mutationen an Chlorophyllbindungsstellen (E94Q,
E94S, E94L, HI99G, HI9L, E102S und E102L) parallel rekonstituiert und bezuglich ihrer
Monomer- und Dimerausbeute miteinander verglichen, da im LHCI-730 die 2. Helix des
Lhca4 in Richtung Lhcal orientiert vorliegt.

[ ~ (%) N
fF FFgF s eSS
g & & g & g 8 3
A~ N~ A AN A~ B~ A ]
. — - M
- » ol A ..
. FP
X 100 | 115 | 75 66 | 119 | 110 | 18 .
SA - +2 +6 +6 +2 +6 - -
Nt C— — B D
e - M
- Nl L. L. IS
5% 100 | 109 | 123 | 97 53 49 2 -
SA - +5 +5 +7 +10 +6 +3 -

Abb. 45: Monomer- (oben) und Dimerrekonstitution (unten) von Lhcad4 Mutanten mit Substitutionen von
an der Chlorophyllbindung beteiligter Aminoséduren der zweiten Helix, nach Auftrennung im schwach
denaturierenden Gel. Die Aminosduren des Lhca4 wurden durch &hnliche und unterschiedliche
Aminosduren an aquivalenter Position ersetzt und mit einer Wildtyprekonstitution verglichen, Um
Monomer- und Dimerausbeuten densitometrisch (Tabellen) zu ermitteln. wurden bis auf die E102S-
Monomerekonstitution (nur eine verwertbare Messung) 3-8 Experimente gemittelt. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war
nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment;
(X): Mittelwert; (SA): Standardabweichung.
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Die Ansatze der Monomerrekonstitutionen wurden in einem schwach denaturierenden
Gel aufgetrennt (Abb. 45 oben). Die E94-Mutanten waren bis zu einem gewissen Grad
alle stabil. Mit 115% Komplexausbeute gegenidber dem Lhcad-WT war die
Monomerbande bei der E94Q-Mutante sogar intensivster als beim WT. Die E94S-
(75%) und die E94L-Mutante (66%) zeigten hingegen reduzierte Monomerausbeuten.
Die zwei Mutationsvarianten des His 99 lagen mit ihren Komplexausbeuten von 119%
(H99G) bzw. 110% (H99L) auch leicht tber der des WTs. Als extrem instabil (E102S)
bzw. nicht trennfahig (E102L) im schwach denaturierenden Gel erwiesen sich die zwei
E102-Mutanten.

Die aufgetrennten Dimerrekonstitutionen mit dem Lhcal-WT sind im unteren Bereich
von Abb. 45 dargestellt. Die E94-Mutanten konnten alle sehr effektiv mit dem Lhcal
rekonstituieren und waren bezogen auf die Komplexausbeuten dem WT-Heterodimer
nicht nur ahnlich, sondern tbertrafen diesen zum Teil sogar deutlich (E94S). Wie aus
Kap. D2.1.5.2 bereits bekannt, bewirkten Mutationen des His 99 eine Reduktion der
Dimerkomplexausbeuten beider Mutanten um ca. 50%. Wahrend auf Hohe der
Dimerbande bei der E102S-Mutante noch andeutungsweise eine Komplexbande
erkennbar war, die nur nach einem Experiment desitometrisch erfasst werden konnte,
da die Bande sehr nah am freien Pigment lief, bildete der Lhca4-E102L nach
Gelauftrennung keine Heterodimerbande mehr Lhcal aus.

2.1.5.3 Kombinationsmutante und Wiederherstellung der
Dimerisierungsfahigkeit der Lhca4-H2a3-Mutante durch Reintegration
von original Lhca4-Wildtyp Aminosé&uren

Die vorhergehenden Untersuchungen mit Bereichs- und Punktmutanten zeigten, dass
verschiedene Bereiche der Helix 2 des Lhca4 an einer Interaktion mit dem Lhcal
beteiligt sind. Dabei stellte sich heraus, dass die Bereichsmutante F98-103H einen sehr
starken Einfluss auf die Dimerisierung austbt und der Grof3teil des Effekts dabei dem
Chlorophyll-bindenden Histidin 99 zugeschrieben werden kann.

Es stellte sich die Frage, ob eine Kombinationen mehrerer fir die Dimerisierung
wichtiger Einzelaminosauren in einer Lhca4-Mutante, deren Dimerisierungsfahigkeit
zum Erliegen bringen wirde. In einem ersten Ansatz sollte geklart werden, ob eine
simultante Mutation des H99 und des Serinclusters (86-88) die Dimerisierung mit dem
Lhcal verhindern kdénnte (Lhca4-S86-88Y+H99G-Mutante). Ziel dieses Versuchs war
es unter anderem Ergebnisse aus den Lhca4-Einzelmutationanalysen in den
Gesamtkontext der Lhcal-Lhca4-Interaktionen besser einordnen zu kénnen.

Ein zweiter Ansatz, um die Wichtigkeit verschiedener AS oder AS-Bereiche an der
Dimerisierung herauszustellen, war die Substitution von Lhca3-AS in der Lhca4-H2a3-
Mutante gegen original Lhca4-AS, die einen Einfluss auf die Heterodimerisierung mit
dem Lhcal hatten. Je essentieller die wieder eingebrachten AS fir die Dimerisierung
waren, desto hoher sollten die Dimerausbeuten dieser Wiederherstellungsmutanten
nach Rekonstitution mit dem Lhcal-WT sein. Neben der Generierung von Mutanten, in
welchen ganze AS-Bereiche zurlickgetauscht wurden (86-88; 99-103), wurden diese
entweder miteinander (86-88+98-103), oder mit wichtigen einzelnen AS kombiniert (86-
88+G99H), um die Wiederherstellung der Dimerisierungsfahigkeit auf so wenige AS wie
notig eingrenzen zu kénnen.
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Die Herstellung der Kombinationsmutante S86-88Y+H99G beim ersten Ansatz erfolgte
auf Basis der Lhca4-H99G-Mutante. Als Grundlage fur die Generierung der
Wiederherstellungsmutanten des zweiten Ansatzes, wurde die Lhca4-H2a3-Mutante
aus friheren Untersuchungen (Corbet, 2004) verwendet. Die Mutationen wurden via 2-
stufiger PCR (Kap. C1.7.2) eingefuhrt. Die exprimierten und aufgereinigten
Apoproteinene (Kap. C2.1) wurden im Anschluss rekonstitiuiert (Kap. C2.6.1) und
densitometrisch (Kap. C2.7) ausgewertet.
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Abb. 46: Monomer- (oben) und Dimerrekonstitution (unten) einer Lhca4-Kombi- und Lhca4-H2a3-
Wiederherstellungsmutante im Bereich der zweiten Helix, nach Auftrennung im schwach denaturierenden
Gel. Fur die Kombimutante wurden mehrere fur die Dimerisierung wichtige Aminoséauren des Lhca4 durch
Lhca3 Aminosduren an aquivalenter Position ersetzt. Durch Rucktausch von Lhca4-AS in die Lhca4-
H2a3-Mutante wurde eine Wiederherstellung der Dimerisierungsféahigkeit angestrebt. Alle Experimente
(3-5) wurden mit einer Wildtyprekonstitution verglichen, um Monomer- und Dimerisierausbeuten
densitometrisch (Tabellen) zu ermitteln. Die Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-
WT, bei den Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande;
(M): Monomerbande; (FP): freies Pigment; (x): Mittelwert; (SA): Standardabweichung.

Die Gelauftrennung der Monomerrekonstitutionen von Kombinations- und
Wiederherstellungsmutanten des Lhca4 sind in Abb. 46 (oben) dargestellt. Die Lhca4-
Kombinationsmutante (S86-88Y+H99G) bildete Monomerkomplexe aus, die eine dem
Lhcad-WT ahnliche Stabilitat aufwiesen.

Die Komplexausbeute der Lhca4-H2a3-86-88-Monomere war deutlich hoher als bei der
Lhca4-H2a3-Mutante und mit 94% vergleichbar mit der Monomerausbeute des Lhca4-
WT. Die Einflgung einer zusatzlichen Mutation, um das Histidin 99 wieder zu
integrieren (Lhca4-H2a3-86-88+G99H) verschlechterte die Monomerausbeute (67%)
dieser Mutante auf einen Wert, der noch unterhalb der ermittelten Lhca4-H2a3-
Monomerausbeute lag (70%). Die Ruckmutation des Bereichs 99-103 bzw. die
simultane Wiederherstellung dieses Bereichs mit dem Serincluster (86-88) auf Basis der
Lhcad4-H2a3-Mutante, fuhrte in beiden Fallen zur Ausbildung von Monomerkomplexen,
deren Ausbeuten nahe an der des Lhca4-WT-Monomers orientiert waren.
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Im unteren Teil der Abb. 46 sind die entsprechenden Dimerrekonstitutionen von Kombi-
und Wiederherstellungsmutanten gezeigt. Eine Kombination aus Serincluster- (Kap.
D2.1.5.1) und H99G-Mutante (Kap. D2.1.5.2) war wie der Lhca4-H2a3 aul3er Stande
mit dem Lhcal-WT Heterodimere auszubilden, obwohl beide Mutationen als einzelne
Ereignisse  gesehen, theoretisch nur einen addierten Effekt von 80%
Dimerausbeutenverlust aufweisen durften.

Zur schrittweisen Wiederherstellung der Dimerisierungsfahigkeit der Lhca4-H2a3-
Mutante wurde zunachst der Serincluster an Position 86-88 der Helix 2 riickgetauscht.
Ein Nachweis von Heterodimeren nach Rekonstitution mit dem Lhcal-WT und der
Lhca4-H2a3-86-88-Mutante war allerdings nicht mdglich. Eine Verbesserung der
Dimerausbeuten (1%) bzw. ein erster Hnweis, dass diese Wiederherstellungsversuche
aussichtsreich waren, lieferte der zusatzliche Einbau des Histidins an Position 99 in die
gerade zuvor beschriebene Mutante. Wurde der Bereich im oberen Drittel der 2. Helix
zurtckgetauscht (Lhca4-H2a3-99-103-Mutante), steigerte sich die Dimerausbeute auf
11% im Vergleich zum WT-Heterodimer. Eine Erweiterung der ricksubstituierten
Bereiche dieser Mutante um den Serincluster erhdhte die Dimerausbeute sogar auf
63%.

Es bleibt zu erwéhnen, dass die Lhca4-H2a3-86-88+99-103-Mutante im Grunde
genommen nichts anderes als eine Lhca4-93-98-Mutante darstellt und in dieser die
Mutationen F95M und F98M enthalten sind, deren Wirkung bereits in
Einzelmutationsanalysen untersucht wurde und zusammengerechnet eine Reduktion
der Dimerausbeuten bewirken sollte, wie sie bei der Lhca4-H2a3-86-88+99-103-
Mutante zu beobachten ist.
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Abb. 47: Dimerrekonstitution von Lhca4-Mutanten zur Wiederherstellung der Dimerisierungsfahigkeit mit
dem Lhcal-WT. Lhca3-AS in Helix 2 der Lhca4-H2a3-Mutante wurden schrittweise durch Lhca4-AS
ersetzt, die einen Einfluss auf die Heterodimerisierung haben. Die Auftrennung erfolgte bei 24-stiindiger
Ultrazentrifugation im Saccharosedichtegradienten. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies
Pigment.

Um die Komplex-destabilisierenden Effekte der harschen Auftrennung im schwach
denaturierenden Gel zu vermeiden, wurden die Dimerrekonstitutionen auch mittels
schonender Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation separiert (Abb. 47).

Durch die schonende Trenntechnik konnten schon mit wenigen riickgetauschten Lhca4-
AS im Lhca4-H2a3 Effekte beobachtet werden, die flr eine Wiederherstellung der
Dimerisierungsfahigkeit sprachen. Unterhalb der im Vergleich zur Monomerbande des
WTs sehr weit laufenden Lhca4-H2a3-86-88-Monomerbande war bereits eine - wenn
auch aufR3erst schwache - Spur einer Bande zu erkennen, die auf Hohe der WT-Dimere
angesiedelt war. Interessanterweise war nach Dimerrekonstitution der Lhca4-H2a3-86-
88+G99H-Mutante eine Dimerbande zu erkennen, die starker ausgepragt war als die
der Lhca4-H2a3-99-103-Mutante, obwohl im Gel nur die 99-103-Mutante in der Lage
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war stabile Dimerkomplexe in nennenswertem Ausmald zu formen. Die deutlichste
Dimerbande war neben dem WT bei der Lhca4-H2a3-86-88+99-103-Mutante zu
verzeichnen, bei welcher sowohl das obere, als auch das untere Lhca3-Teilsegment der
2. Helix zum Lhca4 riickmutiert worden war.

2.1.5.4 Rekonstitutionsversuche zur Identifikation eines madglichen
Interaktionspunkts zwischen dem C-Terminus des Lhcal und der 2.
Helix des Lhca4

Nachdem in der 2. Helix des Lhca4 einige potentiell mit dem Lhcal interagierende AS
identifiziert worden waren, stellte sich die Frage, ob eine dieser AS des Lhca4 mit einer
bereits bekannten und fir die Dimerisierung ebenfalls wichtigen Lhcal-Seitenkette
wechselwirkt.

Eine frihere Studie Uber die Bedeutung N- und C-terminale AS des Lhcal und Lhca4
zeigte, dass ein Tryptophan an Position 185 des C-Terminus von Lhcal mit dem Lhca4
interagiert (Schmid et al., 2002a). Unter Bericksichtigung der verbesserten PSI-
Kristallstruktur (Amunts et al., 2007) und zweier Homologiemodellierungen (Jolley et al.,
2005; Corbet et al., 2007) kamen als potentielle Interaktionspartner nur Lhca4-AS im
unteren Bereich der 2. Helix oder in der luminalen Schleife in Betracht. Da bis dato noch
keine Mutanten der luminalen Lhca4-Schleife von Tomate vorlagen, wurden die 3
existierenden Mutanten im Bereich des Serinclusters (S86D, S87D, S88D und) fur die
anstehenden Rekonstitutionsversuche mit der Lhcal-W185H-Mutante herangezogen.

Der Nachweis sollte aufgrund der Tatsache erfolgen, dass eine Rekonstitution von
Lhcal- mit Lhca4-Mutanten, die im gleichen Interaktionspunkt verandert wurden, die
gleiche Reduktion an Dimerausbeute gegeniber dem WT-Heterodimer aufweisen
sollten, wie jede der beiden Mutanten fur sich mit dem jeweilig korrespondierenden WT-
Protein alleine.
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Abb. 48: Dimerrekonstitutionen zwischen Lhcal- und Lhca4- Mutanten, um eine potentielle
Wechselwirkungen zwischen Serinresten der Helix 2 des Lhca4 mit dem C-terminal gelegenen W185 des
Lhcal nachzuweisen. Serincluster- oder Serineinzelmutanten des Lhca4 wurden mit dem Lhcal-WT und
mit der ebenfalls in der Dimerbildung beeintréachtigten Lhcal-W185H-Mutante rekonstituiert, im schwach
denaturierenden Gel aufgetrennt und mit einer Wildtyprekonstitution verglichen. Um die Dimerausbeuten
zu ermitteln wurden die Gele von 3-7 Experimenten densitometrisch ausgewertet (Tabellen) und
gemittelt. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment; (x): Mittelwert; (SA):
Standardabweichung.
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Zur Untersuchung einer direkten intermolekularen Wechselwirkung zwischen dem
Lhcal C-Terminus der Helix 2 des Lhca4 wurden eine Serincluster- (Lhca4-S86-88D)
und drei Serineinzelmutanten des Lhca4 (S86D, S87D und S88D) mit der Lhcal-
W185H-Mutante rekonstituiert (Abb. 48). Wahrend die Bereichsmutante Lhca4-S86-
88D, wie bereits erwahnt, bei einer Rekonstitution mit dem Lhcal-WT ca. 30% der
Ausbeute einbiRt, erreichte die Lhcal-W185H-Mutante mit dem Lhcad4-WT
rekonstituiert ca. 79% der Dimerausbeute des WT-Heterodimers.

Die beiden Mutanten S86D und S87D zeigten, wie bereits bei Rekonstitutionen mit dem
Lhcal-WT (siehe Kap. D2.1.5.2, Abb. 44 unten), auch nach Rekonstitution mit Lhcal-
W185H nur eine geringen Effekt auf die Dimerausbeute und liefen auf dem Gel als
Kontrollen mit. Beide Experimente zeigten erwartungsgemal, dass sich die
Dimerkomplexausbeuten der zwei Serinmutanten nicht sonderlich von den Ausbeuten
der reinen Lhcal-W185H Rekonstitution unterschieden. Anders gelagert war der Fall
bei der simultanen Rekonstitution des Lhcal-W185H und der Lhca4-Mutante mit
substituiertem S88, welches als eigentlicher Interaktionspartner vermutet wurde. Die
daraus resultierende Dimerausbeute hatte sich auch durch eine Addition beider
Ausbeuten aus den Einzelexperimenten ableiten lassen kdnnen, wodurch eine direkte
Interaktion des W185 (Lhcal) mit dem S88 (Lhca4) unwahrscheinlich wurde.
Interessanterweise war die Dimerausbeute, die aus der Rekonstitution der Lhcal-
Mutante mit der Serinclustermutante resultierte, mit 22% im Vergleich zum WT-Dimer
noch um einiges niedriger.

2.1.6 Charakterisierungen der rekonstituierten LHCs von
Einzeldomanenmutanten und Punktmutanten

Nachdem der Einfluss einzelner Proteindoménen auf das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten von Lhca4, Lhcbl und Lhcb4 untersucht worden war, stellte
sich die Frage, ob die rekonstituierten chiméren Lichtsammelkomplexe noch eine ihrem
Wildtyp ahnliche Pigmentzusammensetzung aufweisen oder dessen charakteristische
Fahigkeit zum Energietransfer besitzen. Diesbezlglich wurden auch die monomeren
LHCs des Lhca4 mit Punktmutationen in den Schleifenregionen und den Chlorophyll-
bindenden AS der 2. Helix untersucht

Fur die anstehenden Experimente wurden rekonstituierte Lichtsammelkomplexe mittels
Saccharosedichtegradienten-UZ aufgetrennt, die gewinschten Monomer-, Dimer- und
Trimerbanden abgezogen und anschlieBend der Chlorophyligehalt fir die
nachfolgenden Analysen eingestellt. Die Pigmentzusammensetzungen der LHCs
wurden via HPLC (Kap. C2.11) ermittelt, wahrend der Energietransfer durch Messung
der Tieftemperaturemissionsfloureszenz bei 77 K nach Chlorophyll b-Anregung
untersucht wurde.

2.1.6.1 Effekte der getauschten Proteindomé&nen und Punktmutationen auf
die Pigmentbindung der LHCs

Im Rahmen der HPLC-Analysen zur Untersuchung der Pigmentbindung wurden N- und
C-terminale Mutanten, sowie luminale und stromale Schleifen-Mutanten genauer
untersucht. Neben den Monomeren der Einzeldomanenmutanten wurden falls méglich
auch Dimer- und Trimerkomplexe auf ihre Pigmentzusammensetzung hin untersucht.
Messungen an Monomeren der Punkt- und Bereichsmutanten des Lhca4 mit
Mutationen in der luminalen und stromalen Schleifenregion wurden alle nur einmaligen
Analysen unterworfen, wodurch diese Ergebnisse lediglich als tendenziell zu betrachten
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sind. Bezuglich Helix 2 wurden nur monomere und dimere Lhcad4-Komplexe mit
punktmutierten Chlorophyll-bindenden AS untersucht.

Nach der Probenaufbereitung wurde die extrahierte Pigmentldsung in einem HPLC-Lauf
mit steigendem Acetongradienten aufgetrennt (Kap. C2.11). Die erhaltenen Daten
wurden auf einen gemeinsamen Nenner gebracht, wobei davon ausgegangen wurde,
dass pro Komplex eine definierte Zahl an Carotinoiden gebunden ist. Ein Lhca4-
Monomer bindet wie ein Lhcb4 zwei Carotinoide (Bassi et al., 1999; Croce et al., 2002;
Schmid et al., 2002). Im rekonstituierten Lhcbl sind nur 3 der 4 moglichen Carotinoid-
Bindungsstellen durch die Aufreinigung der Komplexe besetzt (Ruban et al., 1999;
Hobe et al., 2000).

Dartber hinaus binden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lhc-Proteine in ihren
Wildtypformen auch eine unterschiedliche Anzahl von Chlorophyllmolekilen, wodurch
bei einer Ermittlung der im Komplex gebundenen Carotinoide auch diese Bezugsgrofie
je nach Lhc-Grundgerust variiert. Laut (Croce et al., 2002) bindet der Lhca4 von
Arabidopsis bis zu 10 Chlorophylle, wahrend der Tomaten-Lhca4 bei Untersuchungen
von Schmid et. al (2002b) durchschnittlich 12 Chlorophyle nachgewiesen wurden. Dies
ist wichtig, da die Lhca4-Komplexe mit punkmutierten Chl-Bindungstellen in Helix 2 im
Gegensatz zu allen anderen Untersuchungsobjekten nicht mit Arabidopsis-Proteinen,
sondern mit Tomaten-Proteinen rekonstituiert wurden. Die PSI-Kristallstrktur geht von
14 Chlorophyllen je Lhca-Protein aus, deren vollstandige Bindung aber zuvor nie
nachgewiesen wurde (Amunts et al.,, 2007). Am LHCIl (Lhcbl) wurden bis zu 14
Chlorophylle in der Kristallstruktur identifiziert (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005)
und am CP29 (Lhcb4) konnten durch Mutationsanalysen 8 Chlorophylle an
konservierten Bindungsstellen entdeckt werden (Bassi et al., 1999).

Des Weiteren wurde auch die Bindung von verschiedenen Einzelcarotinoiden (Lutein,
Neoxanthin, Violaxanthin und B-Carotin) untersucht, da die konservierten L1- und L2-
Bindestellen in den luminalen und stromalen Schleifen der Lhc-Proteine lokalisiert sind
(Pichersky und Jansson, 1996; Liu et al., 2004).

Alle Pigmentanalysen von Einzeldom@dnenmutanten bzw. Punktmutanten wurden
(soweit nicht anders vermerkt) 2-4-mal experimentell wiederholt, gemittelt und daraus
die Standardabweichung errechnet. Die Beobachtungen konnten in Bezug zum Wildtyp-
Monomer, -Dimer oder -Trimer gesetzt und dadurch bewertet werden.

2.1.6.1.1 Auswirkungen der Punkmutationen an Chlorophyll-bindenden AS der 2.
Helix des Lhca4 auf die Pigmentbindung monomerer und dimerer LHCs

Die Existenz zweier Chlorophyll-bindender Aminosauren in der 2. Helix des Lhca4 ist
hinlanglich bekannt. Mutationsanalysen an den stark konservierten AS E94 und E102
belegten die Chlorophyllbindung (Lago-Places, 2000; Thomée, 2000; Rautenberg, 2002;
Morosinotto et al., 2005). Untersuchungen an Kristallen des PSI (Ben-Shem et al.,
2003; Amunts et al, 2007;) und Homologiemodellierungen (Melkozernov and
Blankenship 2003; Jolley et al., 2005) ergaben aber, dass nicht alle Chlorophylle, die im
Lhcad gebunden sind auch einer Seitenkette zugeordnet werden konnten.
Mutationsanalysen an der Helix 2 des Lhca4 von Tomate fiihrten zur Identifikation des
H99 als dritte Chlorophyllbindungsstelle in dieser Domane (Corbet, 2004). Wie
einleitend erwéahnt bindet der Lhca4 von Tomate im Durchschnitt 12 Chlorophylle pro 2
Carotinoiden (Schmid et al., 2002b) und damit 2 mehr als der Arabidopsis-Lhca4 (Croce
et al., 2002). In einer vergleichenden Analyse sollten alle vorhandenen Lhca4-Proteine
mit Mutationen in Helix 2 Chlorophyll-Bindungsstellen untersucht werden, da die
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Ligandenbindung auch einen Einfluss auf die Lhcal-Lhca4-Interaktion ausiben kann
(D2.1.5.2).

Tabelle 21: Pigmentzusammensetzung rekonstituierter Lhca4-Monomere mit Mutationen an
Chlorophyllbindungsstellen der zweiten Helix. Ergebnisse sind Mittelwerte aus 4 Experimenten und mit
Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (grun): signifikante Zunahme; (orange): signifikanter
Verlust.

Lhca4-Monomere WT E94Q E94S E94L H99G H99L E102S E102L
Chlorophyll a/b Verhaltnis 2,60 2,34 3,02 3,41 2,65 2,62 3,51 3,89
Ei?orophyll-total.fz Carotinoide 171 ,8.79 171 ,02 Q,éo 9,05 170,81 h,oé 8,45 8,48
+ N 20

Ei?orophyll al2 Carotinoide 8,58 7,70 7,35 6,22 7,85 6,47 6,57 6,f4
+

E:?]?orophyll b/2 Carotinoide 3,31 3,31 2,44 1,83 2,97 2,48 1,88 1,74
+ ; 0

E?J.t“ein | 2 Carotinoide 1,53 1,53 1,54 1,57} 1,47 1,48 1,54 1,57
;:egxanthin | 2 Carotinoide d,O? 0,'i4 0,15 0,%3 D,iB b,b? 0,15 0,16
+ 0 0 N4 1 1 0 05 1 1
Vielaxaniin Tz Caroinoide T 049 T o045 T 015 T o1 1 o6 T orr T o5 019
S Carotin 2 Carotinois oo TR o T ot T o1s T o2 | o2 T 017
Carcinoideriz Ghioronmvie T 245 T 224 | 238 T 277 | 255 | 280 T 280 | 275
iSA 0,14 0,09 0,17 0,47 0,14 0,17 0,14

Die Monomer- und Dimerrekonstitutionen wurden mittels Saccharosedichtegradienten-
Ultrazentrifugation aufgetrennt (nicht gezeigt). Bei allen Mutanten wurden die Bande
von vier der Monomer- (4 Experimente) und Dimerkomplexen (2 Experimente) isoliert
abgezogen bezuglich ihrer Pigmentzusammensetzung per HPLC untersucht.

Tabelle 22: Pigmentzusammensetzung rekonstituierter Lhca4-Monomere mit Mutationen an
Chlorophyllbindungsstellen der zweiten Helix. Ergebnisse sind Mittelwerte aus 2 Experimenten und mit
Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (grun): signifikante Zunahme; (orange): signifikanter
Verlust.

Lhcad4-Dimere WT E94Q E94S E94L H99G H99L E102S E102L
Chlorophyll a/b Verhiltnis 2,75 2,45 2,59 2,66 2,72 2,60 2,86 3,04
;lforophyll-totallz Carotinoide 1-0,5-1 1-0,-5_2 1-0,-1_4 9,84 1-0,50 1-0,5_6 é,‘fl é,?ﬁ
(_:iforophyll al2 Carotinoide 771 7,47 7,31 216 | 767 770 7.5 6,50
Esh?orophyll b2 Carotinoide 2,3.'1. 3,05 2,83 2,69 2,82 2,86 2,55 2,20
Eifem,z Sarotnoids Y T B N 2 B B T
Neorann T2 Cartnode |61 {016 | 0.7 | o8 011 | a1 | o0 | o
ilis;axanthin | 2 Carotinoide 9’?4 0,25 (;l,?? 9,25 0,23 0,20 D,ZB 9,29
gf‘é‘m T3 Caroinoias 026 TINOHSTIG T o2t | 025 | ozs | o026 | oz
ésa‘:otinoidenz Chlorophylle 2,1.53 2,27 2,55 2,22 2,25 2,15 2,21 2,23
SA 0,00 0,03 0,23 0,05 0,01 0,05 0,02 0,0

Die Pigmentzusammensetzungen aller monomeren Lhca4-Komplexe mit mutierten
Chlorophyllbindungsstellen sind Tabelle 21 zu entnehmen. Einzelpigmente wurden in
Bezug zu den 2 im Komplex gebundenen Carotinoiden gesetzt. Dabei konnten an einer
Chlorophyllbindungsstelle je nach Art der substituierenden AS unterschiedlich starke
Chl-Verluste detektiert werden. Im Fall des E94 fiihrte der Austausch des E gegen Q zu
einem Verlust von ca. einem Chl-Molekul im Monomer und einer leicht reduzierten [3-
Carotin-Bindung. An gleicher Stelle bewirkte die Einfihrung eines Serinrestes ein
Sinken des Chl-Gehalts um 2 Moleklle pro Komplex. Der starkste Effekt zeigte sich
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nach Verwendung eines L anstelle des Chl-bindenden E, wodurch die Anzahl der an
das Protein gebundenen Chlorophylle um 4 Molekule abnahm.

Die Chl-Bindung an LHCs der H99-Mutanten war je nach Wahl der ersetzenden AS
ebenfalls unterschiedlich stark beeintrachtigt. Wéahrend ein Glycin an dieser Position
lediglich zum Verlust eines Chl-Molekulls fuhrte und der Neoxanthin-Gehalt leicht
anstieg, gingen bei einer Substitution gegen ein Leucin 3 Chlorophylle verloren.

Nur bei Mutationen des E102 war kein Effekt durch die Eigenschaft der neu
eingesetzten AS zu beobachten: sowohl die Serin- als auch die Leucinvariante wiesen
um 3,5 weniger Chlorophyll-Molekiile als der WT auf.

Die starken Chlorophyll-Verluste, die in den Lhca4-Monomeren auftraten, konnten in
den Heterodimeren der meisten Mutanten nicht mehr nachgewiesen werden (Tabelle
22). Die Dimerkomplexe der E94-Mutanten hatten im Falle des Glutamin- und Serin-
Austauschs nur weniger -Carotin gebunden als ein WT-Dimer. Eine Substitution des
E94 gegen Leucin bewirkte im Dimer nur einen geringen allgemeinen Chl-Verlust. Es
konnten keine Unterschiede in der Pigmentausstattung zwischen H99L- und H99G-
Mutanten und dem WT-Dimer festgestellt werden.

Einzig die Dimerkomplexe mit E102-Mutanten waren in ihrem Chl-Gehalt gegeniber
dem WT-Dimer deutlich reduziert. Diesmal waren aber im Gegensatz zu den
monomeren Komplexen unterschiedlich starke Chl-Verluste bei Verwendung der zwei
Mutanten aufgetreten. Wahrend im Fall der E102S-Mutante die Heterodimere nicht
ganz ein Chlorophyll verloren, wurden bei Komplexen der E102L-Mutante 2
Chlorophylle weniger als im WT-Heterodimer gefunden.

2.1.6.1.2 Auswirkungen des Austauschs und der Punkmutation luminaler und
stromaler Schleifendomanen auf die Pigmentbindung monomerer und
dimerer LHCs

Die Pigmentuntersuchungen an monomeren und dimeren Domanentauschmutanten
erfolgten vor allem aufgrund der Tatsache, dass je eine Carotinoidbindungsstelle in der
luminalen bzw. der stromalen Schleife lokalisiert ist und die mit den lononringen jeweils
eines Carotinoids wechselwirken (Bassi et al., 1997; Liu et al., 2004). Diese L1- und L2-
Bindungsstellen sind in allen Lhc-Proteinen konserviert, da die zwei gebundenen
Carotinoide die Superhelix aus Helix 1 und Helix 3 stabilisieren (Pichersky und Jansson
(1996). Nicht konserviert sind allerdings die Praferenzen fir ein spezielles Carotin- oder
Xanthophyll-Molekil. Die L1-Bindungsstelle bindet in allen Lhc-Proteinen Lutein,
wahrend die L2-Bindungsstelle meist durch 2 unterschiedliche Xanthophylle mit
variablem Verhaltnis besetzt ist (Bassi und Caffari, 2000). Deshalb kann sich ein
Austausch der luminalen (L2) bzw. stromalen Schleife (L1) auf die Pigmentbindung und
folglich auf die Monomerstabilitdt auswirken (D2.1), da die zweiten Bindungsstellen fur
die Carotinoide, welche sich am N-Terminus (L2) und am C-terminalen Ende (L1) der
Helix 3 befinden, im Originalzustand bleiben.

Der Lhcbl weist neben den L1- und L2-Bindungsstellen zwei weitere
Xanthophyllbindungsstellen V1 und N1 auf, wobei sich letztere im Bereich der Helix 2
befindet und im nativen LHCII mit Neoxanthin besetzt ist. Die V1-Bindungsstelle ist
nach Rekonstitution nicht besetzt, weshalb die Pigmentdaten der Lhcbl-Komplexe
immer auf 3 Carotinoide bezogen wurden (Croce et al., 1999b; Ruban et al., 1999;
Hobe et al., 2000).
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Tabelle 23: Pigmentzusammensetzung rekonstituierter Lhca4-Monomere mit substituierter luminaler oder
stromaler Schleifendomane. Ergebnisse sind Mittelwerte aus 2 (Mutante) und 5 (WT) Experimenten und
mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (griin): signifikante Zunahme; (orange): signifikanter
Verlust.

Monomere Lhcad4-WT|Lhca4-LLb1|Lhca4-LLb4|Lhca4-SLb1|Lhca4-SLb4
Chlorophyll alb Verhéltnis 2,37 2,92 3,12 3,36 2,93
+SA 1 f 0,06 0,13 0,05
Chlorophyll-total/2 Carotinoide 9,84 7,82 9,25 5,93 7,21
+SA 24 1,26 0,35 0,36
Chlorophyll a/2 Carotinoide 6,91 5,83 7,01 4,57 538
+SA 0,99 0,23 0,26
Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,93 2,00 2,24 1,36 1,83
+SA } 0,28 0,12 0,10
Lutein / 2 Carotinoide 1,50 1,39 1,44 1,33 1,44
+SA 0,03 0,07 0,03 0,03
Neoxanthin / 2 Carotinoide 0,14 0,25 0,21 0,30 0,23
+SA 0,03 0,03 0,03 0,02
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,21 0,20 0,19 0,23 0,20
+SA 0,03 0,02 0,03 0,00 0,02
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,15 0,16 0,16 0,15 0,14
+SA 0,02 0,0 0,02 0,00 0,01
Carotinoide/10 Chlorophylle 2,03 2,56 2,21 3,38 2,78
+SA 0,05 0,15 0,32 0,19 0,14

Die Zusammensetzung des Pigmentgehalts von Monomerkomplexen aus luminalen und
stromalen Lhca4-Domanenmutanten sind in Tabelle 23 dargestellt. Der Lhca4 von
Arabidopsis bindet nur 10 Chlorophylle pro 2 Carotinoide und damit 2 weniger als der
Lhca4 von Tomate. In einem Einzelexperiment wurde die Monomerbande nach Lhca4-
Rekonstitution in einer oberen und einer unteren Fraktion gesammelt. Die obere
Fraktion der Monomerkomplexe enthielt 8, die untere Fraktion 12 Chlorophylle pro 2
Carotinoide. Die luminale Schleife des Lhcbl im Lhca4 bewirkte sowohl den Verlust
eines Chl a-, als auch eines Chl b-Molekiils. Zusatzlich war weniger Lutein, aber mehr
Neoxanthin am Lhca4-LLb1l gebunden. Durch Substitution der luminalen Schleife des
Lhca4 gegen den aquivalenten Lhcb4-Proteinabschnitt trat eine geringe Reduktion des
Chl b-Gehalts um 0,6 Molekdile ein.

Ein Austausch der stromalen Lhca4-Domane fihrte zu massiven Chl-Verlusten. Der
Einbau der stromalen Schleife des Lhcbl reduzierte den Chl a-Gehalt in dieser Lhca4-
Mutante um bis zu 2 Molekile. Von urspringlich 3 Chl b im WT konnten bei dieser
Mutante nur noch ca. 1,5 Molekile nachgewiesen werden. Aul3erdem lag eine
Reduktion der pro Monomer gebundenen Luteinmolekile, und eine erhdéhte Bindung
von Neoxanthin vor. Einen weniger drastischen, aber dennoch starken Effekt auf die
Pigmentbindung bewirkte die Substitution der stromalen Lhca4-Schleife gegen die
entsprechende Lhcb4-Region. Neben einem schachen Neoxanthin-Anstieg gingen im
Komplex 2,5 Chl a- und ein Chl b-Molekul durch die Mutation verloren.

In Tabelle 24 sind die Pigmentdaten der Monomerkomplexe aus luminalen und
stromalen Lhcbl Einzeldomanenmutanten zusammengefasst. Der Einbau der luminalen
Lhca4-Schleife in den Lhcbl fuhrte zum Verlust eines Chl b, wohingegen der Austausch
gegen die luminale Lhcb4-Schleife eine Chl a-Reduktion um 1,5 Moleklle und eine
leichte Violaxanthin-Abnahme zur Folge hatte.

Beim Tausch der stromalen Schleife verlor die Lhcb1-SLa4-Mutante ein Chl a-Molekul.
Neben einer deutlichen Zunahme des Neoxanthin-Gehalts, konnten Abnahmen im
Violaxanthin- und B-Carotin-Gehalt pro Komplex detektiert werden. Die Pigmentbindung
am Lhcb1-SLb4-Monomer war um ein Chl b geringer als beim zugehdorigen Lhcb1-WT.
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Tabelle 24: Pigmentzusammensetzung rekonstituierter Lhcb1-Monomere mit substituierter luminaler oder
stromaler Schleifendoméane. Ergebnisse sind Mittelwerte aus 2 (Mutante) und 3 (WT) Experimenten und
mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (griin): signifikante Zunahme; (orange): signifikanter

Verlust.

Die Monomere der

Monomere Lhcb1-WT|Lhcb1-LLa4|Lhcb1-LLb4)| Lhcb1-SLa4|Lhcb1-SLb4
Chlorophyll alb Verhiltnis 1,97 2,50 2,03 1,80 2,52
*SA 0,1 0,17 0,50 0,02 0,25
Chlorophyll-total/3 Carotinoide 13,85 12,98 11,68 12,49 12,57
*SA 1,19 0,02 0,50 0,12 A2
Chlorophyll a/3 Carotinoide 9,19 9,27 7,69 8,03 9,01
+SA 0,97 0,16 33 ! ,05
Chlorophyll b/3 Carotinoide 4,66 3,72 3,99 4,46 3,56
+SA 0,07 .
Lutein / 3 Carotinoide 2,02 1,91 1,92 1,99 1,92
+5A 0,04 0,0 0,06 0,0
Neoxanthin / 3 Carotinoide 0,51 0,57 0,72 0,77 0,57
+SA 0,07 0,02 0,18 0,0
Violaxanthin / 3 Carotinoide 0,28 0,25 0,21 0,14 0,24
*SA 0,00 0,02 3 0,0
B-Carotin / 3 Carotinoide 0,18 0,27 0,15 0,10 0,27
+SA 0,03 0,03 0,08 0,07
Carotinoide/14 Chlorophylle 3,05 3,23 3,60 3,36 3,37
+SA 0,25 0,0 0,15 0,03 0,30

Lhcb4-Domanenmutanten mit substituierten

luminalen und

stromalen Schleifen banden alle weniger Chlorophyll als der Wildtyp (Tabelle 25). Die
luminalen Schleifen von Lhca4 und Lhcbl im Lhcb4 bewirkten den Verlust je eines Chl
a- und Chl b-Molekils, eine deutliche Reduktion des Neoxanthin-Gehalts und eine
signifikante Zuhname der (-Carotin-Bindung. Des Weiteren war lag im Lhcb4-LLb1-
Monomer eine niedrigere Violaxanthin-Bindung als im WT vor.

Ein Austausch der stromalen Lhcb4-Domé&ne gegen den entsprechenden Lhca4-
Abschnitt fihrte zu einer stark verminderten Chl-Bindung, da neben einem leichten
Anstieg des B-Carotin-Gehalts von urspriinglich 8 Chlorophyllen nur noch ca. 4 Chl a
und 1 Chl b nachgewiesen werden konnten. Der Einbau der stromalen Lhcbl-Schleife
in den Lhcb4 reduzierte lediglich den Chl a-Gehalt um 1, wahrend die Chl b- und die
Carotinoid-Bindung in diesem Fall unbeeintrachtigt blieben.

Tabelle 25: Pigmentzusammensetzung rekonstituierter Lhcb4-Monomere mit substituierter luminaler oder
stromaler Schleifendoméne. Ergebnisse sind Mittelwerte aus 2 (Mutante) und 4 (WT) Experimenten und
mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (griin): signifikante Zunahme; (orange): signifikanter
Verlust.

Monomere Lhch4-WT| Lhch4-LLa4|Lhcb4-LLb1|Lhcb4-SLa4|Lhcb4-SLb1
Chlorophyll a/b Verhéltnis 2,07 2,98 3,11 3,30 1,84
+SA 0,36 0,20 0,18 0,6 0,12
Chlorophyll-total/2 Carotinoide 8,11 5,97 5,92 4,96 7,00
*SA 0.55

Chlorophyll a/2 Carotinoide 5,42 4,47 447 3,82 4,53
+SA 0,20 )t

Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,69 1,50 1,44 1,14 247
*SA 0,46 0,03
Lutein / 2 Carotinoide 1,08 1,30 1,33 1,11 1,14
+SA 0,2 03 0,00 A3 0,0
Neoxanthin / 2 Carotinoide 0,54 0,33 0,32 0,47 0,57
+SA 0,12 | U,Ub 0,0
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,34 0,21 0,18 0,26 0,23
*SA 0, 0,0 0,07 0,00
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,04 0,16 0,17 0,16 0,06
+SA 0.03 0.00 0.0 0.0 0.00
Carotinoide/8 Chlorophylle 1,98 3,36 3,38 3,43 2,86
+SA 0,13 0,13 0,0 0,08

Da kein Lhca4 mit ausgetauschter stromaler Schleife mit dem Lhcal dimerisierte und
ein Transfer dieser stromalen Lhca4-Doméne in andere Lhcs die Eigenschaft zur
Dimerbildung nicht mit tbertrug, waren lediglich Pigmentanalysen der Dimerkomplexe
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aus Lhcal und Lhca4-Einzeldomanenmutanten mit getauschter luminaler Schleife
durchfuhrbar (Tabelle 26).

Sowohl die luminale Lhcbl-, als auch die luminale Lhcb4-Schleife beeintrachtigte die
Pigmentbindung der Dimerkomplexe nur minimal. In beiden Mutanten war auf 2
Carotinoide bezogen kein Chl a-Verlust zu verzeichnen und lediglich eine schwache Chl
b-Reduktion von 0,3-0,4 Molekilen nachzuweisen. Aul3erdem konnte in den
Heterodimeren beider Mutanten ein Anstieg des gebundenen Luteins und eine
Reduktion des B-Carotin-Gehalts festgestellt werden.

Tabelle 26: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten heterodimeren Komplexe aus Lhcal-WT und
Lhcad Einzeldomanenmutanten mit substituierter luminaler Schleifenregion. Ergebnisse sind aus 2
(Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und mit Standardabweichung (grau) dargestellt.
(gran): signifikante Zunahme; (orange): signifikanter Verlust.

Dimere Lhca4-WT|Lhca4-LLb1| Lhca4-LLb4
Chlorophyll a/b Verhiltnis 2,45 272 2,88
+SA 0, 0,04 0,04
Chlorophyli-total/2 Carotinoide 9,84 9,43 9,31
+SA 0,4 0,08 0,03
Chlorophyll a/2 Carotinoide 6,99 6,89 6,91
+SA 0,33 0,03 0,01
Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,85 254 2,40
+SA 0,12 0,05 0,03
Lutein / 2 Carotinoide 1,34 1,50 152
*SA 0,05 0,00 0,01
Neoxanthin / 2 Carotinoide 0,10 0,07 0,07
+SA 0,03 0,00 0,01
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,31 0,37 0,36
*SA 0,04 0,01 0,00
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,24 0,07 0,06
+SA 0,0 0,01 0,00
Carotinoide/10 Chlorophylle 2,04 212 2,15
+SA 0,08 0,02 0,01

Von den angefertigten Punkt- und Bereichsmutanten des Lhca4 mit Mutationen in den
luminalen und stromalen Proteinabschnitten zur Aufklarung der Lhcal-Lhca4-Interaktion
existieren nur Einzelmessungen isolierter Monomerkomplexe, wodurch die daraus
gewonnenen Erkenntnisse nur als tendenziell zu bewerten sind. Aufgrund der
vorliegenden PSI-Modelle (Jolley et al., 2005) und Kristallstrukturen (Ben-Shem et al.,
2003, Amunts et al., 2007) und der hoch aufgelosten LHCII-Struktur (Liu et al., 2004;
Standfuss et al., 2005), war eine Beteiligung der mutierten Bereiche an einer
Chlorophyll- oder Carotinoidbindung auch nicht zu erwarten. Da Mutationen in diesen
Regionen aber frilher bereits zu instabilen Komplexen fiihrten, war eine Uberpriifung
dieser Komplexe angemessen, wobei nur eine Analyse pro Mutante durchgefuhrt
wurde.

In Tabelle 27 sind die Pigmentdaten von monomeren Lhca4-Punkt- und
Bereichsmutanten mit substituierten AS in der luminalen Schleife aufgelistet. Die Lhca4-
K80T-Mutante wies als einzige einen um ca. 0,5 Molekile leicht reduzierten
Chlorophyligehalt auf. Alle anderen Mutanten besitzen die fur einen Lhca4 typische
Pigmentzusammensetzung, wobei tendenziell sogar leicht mehr Chl a und Chl b als im
WT gebunden wurde. Insbesondere Komplexe der F84W- und 80-84-Mutante haben
eine um 0,8-0,9 erhdhte Chlorophyllbindung. Bezuglich der Carotinoidgehalte konnte
bei keinem Monomer mit mutiertem Lhca4-Proteine eine Abweichung zum WT
festgestellt werden.
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Tabelle 27: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten monomeren Komplexe aus Lhcad
Punktmutanten mit substituierten Aminosauren der luminalen Schleifenregion. Die Mutanten wurden nur
einmal untersucht, die WT-Daten stammen aus 5 Experimenten und wurden mit Standardabweichung
(grau) dargestellt. (grtin): Zunahme.

Monomere Lhcad-WT Lhca4 | Lhca4 Lhcad Lhcad4 | Lhcad4 | Lhcad |Lhaca4-80-84
K80T | E81Y |K8oT+E81Y| @82T | Fs4w |kso-84w| +86-88
:::’“’phy" alb Verhaltnis ?'37 246 | 2,38 2,40 235 | 237 | 2,41 2,42
g::’mphy"'mta” 2Carotinoide | 984 | 939 | 1012 | 10,26 | 1041 | 10,70 | 10,58 10,42
::‘[:“’phy" a2 Carotinoide 691 6,67 | 713 7,24 730 | 752 | 748 7,37
:::’“’phy" bi2 Carotinoide 293 272 | 2,90 3,02 310 | 347 | 310 3,05
amin/ 2 Garofinolde 190 1 144 | 150 | 149 | 151 | 152 | 1,51 1,50
g;;"a“"““ /2 Carotinoide 014 016 | 0,12 0,12 011 | o010 | 0,11 0,12
l"s‘:a"a"‘“i“ I2 Carotinoide 021 020 | 0,219 0,19 018 | 019 | o019 0,18
fi-Carotin/2 Carotinolde 215 1 020 | 018 | 020 | 020 | 020 | 079 0,20
:::’“""ide’ 10 Chiorophylle 203 213 | 1,98 1,95 192 | 187 | 180 1,92

Die Pigmentdaten der stromalen des Lhca4-Mutanten sind in Tabelle 28 aufgelistet. Die
Doppelmutante 1109+110Y erreichte als rekonstituierter Komplex knapp die
Pigmentzusammensetzung, wie sie fur den Lhcad4-WT typisch ist. Die Monomere der
V115-118Q-Mutante lagen bezuglich des Chl a-Werts (0,4-0,5) leicht Gber dem WT-
Wert. Ein besonders starker Anstieg der Chl a-Bindung war bei den Q118-122G- (+1,6)
und V115-122G-Mutanten (+1,1) zu beobachten.

Tabelle 28: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten monomeren Komplexe aus Lhca4
Punktmutanten mit substituierten Aminoséuren der stromalen Schleifenregion. Die Mutanten wurden nur
einmal untersucht, die WT-Daten stammen aus 5 Experimenten und wurden mit Standardabweichung
(grau) dargestellt. (grin): Zunahme; (orange): Verlust.

Monomere Lhcad

Lhcad-WT 1109W+K110Y Lhca4-V115-118Q | Lhca4-Q118-122G | Lhca4-V115-122G
f::\orophyll alb Verhiltnis 2,37 242 2,66 2,82 2,90
f:Lorophyll-totallZ Carotinoide 9.8? 9,67 10,15 11,56 11,03
fhlorophyll al2 Carotinoide 5.91 6,84 7,38 8,53 8,20
iSA
f:;orophyll b/2 Carotinoide 2,93 2,82 2,77 3,03 2,83
Lutein / 2 Carotinoide 1,50
+SA 0.03 1,51 1,52 1,58 1,46
:leoxanthln / 2 Carotinoide 0,14 0,13 0,12 0,12 0,16
iSA
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,21 0,19 0,17 0,16 0,17
1SA D3
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,15 0,18 0,19 0,13 0,22
iSA 0,02
Esa;otlnmdeﬂo Chlorophylle 2.0? 2,07 1,07 1,73 1,81

2.1.6.1.3 Auswirkungen des Austauschs der N- und C-terminalen Domane auf
die Pigmentbindung monomerer, dimerer und trimerer LHCs

Zur Untersuchung der Pigmentbindung N- und C-terminalen Einzeldoma&nenmutanten
wurden monomere, dimere und soweit moglich trimere Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-
Komplexe nach Auftrennung im Saccharosedichtegradienten nach Ultrazentrifugation
isoliert und per HPLC analysiert, da vor allem bei den N-terminalen
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Doméanentauschmutanten mit  Verdnderungen in der Besetzung der L2-
Carotinoidbindungsstelle zu rechnen war. Da sich die Mittelwerte der Pigmentdaten der
Mutanten-Komplexe im Gegensatz zu denen der Wildtypen (3-5 Experimente) nur aus 2
Experimenten zusammensetzen, sind die Standardabweichungen nur unter Vorbehalt
zu betrachten.

Tabelle 29: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten monomeren Komplexe aus Lhca4
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- oder C-Terminus. Ergebnisse sind Mittelwerte von 2
(Mutanten) und 5 (Wildtyp) Experimenten und mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (grin):
signifikante Zunahme; (orange): signifikanter Verlust.

Monomere Lhca4-WT|Lhca4-Nb1|Lhca4-Nb4|Lhca4-Nb4|Lhca4-Cb1|Lhca4-Cb4|Lhca4-Cb4
oben unten oben unten
Chlorophyll a/b Verhéltnis 2,37 2,37 3,13 2,08 2,33 2,98 2,13
*SA 0,11 0,28 0,1 0,01
Chlorophyll-total/2 Carotinoide 9,84 10,64 5,10 10,79 11,85 8,69 10,99
+SA ,24 0,8 43 654 ), 8 3
Chlorophyll a/2 Carotinoide 6,91 7,44 3,87 7,29 8,28 6,48 7,47
+SA 9 0 45 T = =5 :
Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,93 3,20 1,23 3,50 3,57 2,21 3,51
+SA 0, 5 $ 38 0,12
Lutein / 2 Carotinoide 1,50 1,57 1,30 1,66 1,59 1,29 1,52
+SA 0,03 0,15 02 ),06 0,04
Neoxanthin / 2 Carotinoide 0,14 0,09 0,33 0,03 0,11 0,24 0,07
*SA 0,03 0,0 0,0
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,21 0,18 0,24 0,21 0,10 0,23 0,20
+SA 1
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,15 0,17 0,13 0,10 0,20 0,24 0,21
*SA 0,02 0,06 .0 0,0 5 5
Carotinoide/10 Chlorophylle 2,03 1,89 4,05 1,85 1,69 2,32 1,82
+SA 0,05 0,17 ), 0,02 23 0,06

In Tabelle 29 sind die Pigmentdaten der monomeren N- und C-terminalen Lhca4-
Einzeldomanenmutanten zusammengefasst. Der N-Terminus des Lhcbl am Lhca4
bewirkte keine nennenswerte Veranderung in dessen Pigmentzusammensetzung. Nach
Auftrennung der Monomerkomplexe der Lhca4-Nb4-Mutante waren 2 Banden
(oben/unten) zu erkennen (nicht gezeigt), die getrennt untersucht wurden. In der
unteren Bande waren bis auf leicht erhohte Chl b- und Lutein-Werte nur eine leichte
signifikante Reduktion des Neoxanthin-Gehalts im Vergleich zum WT zu erkennen. Die
obere Bande setzte sich aus Komplexen zusammen, die in ihrer Pigmentbindung voéllig
von den WT-Daten abwichen. Neben einem erhdhten Chl a/b-Verhaltnis waren
insgesamt ca. 50% weniger Chl a- und fast 2,5 weniger Chl b-Molekile gebunden.
AuRRerdem konnte eine leichte Abnahme im Lutein-Gehalt und eine Zuhnahme des
Neoxanthin-Gehalts detektiert werden.

Der C-Terminus des Lhcbl fuhrte im Lhca4 zu einer Zunahme von sowohl Chl a (ca.
1,5), als auch Chl b (ca. 0,5), wodurch pro 10 Chlorophylle weniger als 2 Carotinoide
detektiert wurden. Die Substitution des Lhcad4 C-Terminus durch einen aquivalenten
Lhcb4-Proteinabschnitt fihrte wie beim N-Terminus zur Ausbildung einer Doppelbande
im SDG nach Monomerauftrennung. Die Pigmentzusammensetzung der Komplexe
beider Banden entsprach trotz leicht erhdéhter (unten) bzw. reduzierter (oben) Chl-Werte
wieder weitgehend der des Lhca4-WTs, wobei die Komplexe der oberen Bande etwas
mehr B-Carotin, und die Komplexe der unteren Bande mehr Chlorophylle (0,5 Chl a, 0,5
Chl b) aber etwas weniger Neoxanthin gebunden hatten.

Die Pigmentdaten der monomeren N- und C-terminalen Lhcbl Einzeldomanenmutanten
sind in Tabelle 30 dargestellt. Bei Substitution des Lhcbl N-Terminus gegen den
entsprechenden Lhca4-Abschnitt war trotz Reduktion kein signifikanter Riickgang des
Chl a-Gehalts in dieser Mutante feststellbar. Wie im Lhca4 fihrte der Austausch des N-
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Terminus im Lhcbl gegen Lhcb4-AS zu einer Doppelbande nach Auftrennung der
Rekonstitution im SDG. Die obere Bande zeigte auch hier stark verminderte Chl-
Gehalte, aber bis auf weniger Neoxanthin und mehr Violaxanthin blieb der Carotinoid-
Gehalt WT-ahnlich. Die weiter sedimentierten Komplexe der unteren Bande verloren ca.
2 Chl a-Molekule gegenuber dem WT und wiesen des Weitern reduzierte Carotinoid-
Gehalte auf, wohingegen sich der Neoxanthin-Gehalt fast verdoppelte.

Tabelle 30: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten monomeren Komplexe aus Lhcbl
Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N- oder C- Terminus. Ergebnisse sind Mittelwerte von 2
(Mutanten) und 3 (Wildtyp) Experimenten und mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (grin):
signifikante Zunahme; (orange): signifikanter Verlust; (oben/unten): fragmentierte SDG-Monomerbande.

Monomere Lhcb1-WT|Lhcb1-Na4|Lhcb1-Nb4|Lhcb1-Nb4|Lhcb1-Ca4|Lhcbh1-Cb4
oben unten

Chlorophyll a/b Verhaltnis 1,97 1,87 2,35 1,27 1,73 1,24
*SA 0,11 0,1C 0,03 0,1¢ 0,23 j
Chlorophyll-total/3 Carotinoide 13,85 13,22 6,56 11,91 13,00 12,86
+SA 1,19 0,04 0,60 0,10
Chlorophyll a/3 Carotinoide 9,19 8,60 4,60 6,60 8,23 6,98
+SA 0,13 : 0,78 0.8
Chlorophyll /3 Carotinoide 4,66 4,62 1,96 5,30 477 5,88
*SA 0,22 0,17 0,62 0,18 0,91
Lutein / 3 Carotinoide 2,02 2,06 2,09 1,92 2,01 1,95
*SA 0,04 0,05 0,02 ) 0,01
Neoxanthin / 3 Carotinoide 0,51 0,53 0,37 0,97 0,66 0,88
*SA 0,07 0,03 J 0,08 0,22
Violaxanthin / 3 Carotinoide 0,28 0,28 0,37 0,09 0,21 0,11
*SA 0,00 0,0 0,00 07 0,04 01
B-Carotin / 3 Carotinoide 0,18 0,13 0,17 0,03 0,12 0,07
+SA 0,03 0,0 0,02 : 0,03 0,07
Carotinoide/14 Chlorophylle 3,05 3,18 6,43 3,53 3,24 3,27
+SA 0,25 0,01 0,42 0,16 0,15 0,03

Bei den Lhcbl-Mutanten mit substituiertem C-Terminus wirkte sich der Lhca4-C-
Terminus in Form einer tendenziell leichten Verminderung des Chl-Gehalts weniger auf
die Pigmentbindung aus, als der Lhcb4-C-Terminus. Diese Mutante verlor zwar
gegenuber dem WT bis zu 2 Chl a-Molekile und wenig Violaxanthin, der Chl b-Gehalt
steigerte sich jedoch um 1 und es wurde mehr Neoxanthin gebunden, woraus ein sehr
niedriges Chl a/b-Verhaltnis resultierte.

Tabelle 31: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten monomeren Komplexe aus Lhcb4
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- oder C- Terminus. Ergebnisse sind Mittelwerte von 2
(Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten und mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (griin):
signifikante Zunahme; (orange): signifikanter Verlust.

Monomere Lhcb4-WT|Lhcb4-Na4|Lhcbh4-Nb1|{Lhcb4-Ca4|Lhch4-Cb1
Chlorophyll alb Verhiltnis 2,07 2,29 2,47 2,72 2,41
*SA 0,36 0,23 0,14 0,3
Chlorophyll-total/2 Carotinoide 8,11 7,69 8,98 7,45 7,40
+SA 0,55 0,37 0,34 0,19 0,70
Chlorophyll a/2 Carotinoide 5,42 5,33 6,40 5,44 5,20
+SA 0.20 0.09 032 012 .29
Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,69 2,36 2,59 2,01 221
+SA 0,46 0,28 0,08 |
Lutein / 2 Carotinoide 1,08 1,25 1,31 1,37 1,20
+SA 0,2 0,07 0,06 0,03 0,17
Neoxanthin | 2 Carotinoide 0,54 0,52 0,44 0,36 0,45
:sA 0 3 2 0 A 0 0 .\-1 9 -" 03 0 0
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,34 0,20 0,17 0,15 0,29
+SA 0,11 } ) 0,13
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,04 0,04 0,08 0,12 0,06
+SA 0.03 0.02 0.04 0.0 0.06
Carotinoide/8 Chlorophylle 1,98 2,09 1,78 2,15 218
+SA 0,13 0,10 0,07 0,05 0,20
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Alle Pigmentzusammensetzungen monomerer N- und C-terminaler Lhcb4-
Einzeldomanenmutanten sind in Tabelle 31 aufgefuhrt. Bei Austausch des langen
Lhcb4-N-Terminus gegen das relativ kurze Lhca4-Aquivalent traten bis auf eine
minimale Violaxanthin-Reduktion, bezogen auf den Lhcb4-WT keine besonderen
Abweichungen in der Pigmentbindung auf. Ein Lhcb1-N-Terminus im Lhcb4 flhrte zu
einer nachweisbaren Erh6hung des Chl-Gehalts (1 Molekil) am Komplex, die auf eine
Chl a-Zunahme zurickzufihren ist. Zudem binden diese Monomere weniger
Violaxanthin als der Lhcb4-WT.

Wahrend die Lhcb4-Mutante mit Lhca4-C-Terminus gegentuber dem WT 0,7 Chl b-
Molekule verlor, fiel die Reduktion in der Lhcb4-Cb1-Mutante mit 0,5 Chl b-Molekdlen
tendenziell etwas schwacher aus. Aul3erdem binden die Monomere des Lhcb4-Ca4
weniger Violaxanthin und mehr B-Carotin als der Lhcb4-WT.

Tabelle 32: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten heterodimeren Komplexe aus Lhcal-WT und
Lhca4 Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N oder C Terminus. Ergebnisse sind Mittelwerte von 2
(Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten und mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (grin):
signifikante Zunahme; (orange): signifikanter Verlust; (DD): Doppeldimer; (D): Dimer.

Dimere Lhca4-WT|Lhca4-Nb1|Lhca4-Nb1|Lhca4-Nb4|Lhca4-Cb1|Lhca4-Cb4
oben [D] [unten [DD]

Chlorophyll a/b Verhaltnis 2,45 2,41 2,45 2,44 2,62 2,38
+SA 0 0,07 0,03 0,07 0,10 0,07
Chlorophyll-total/2 Carotinoide 9,84 9,75 9,68 10,03 10,27 10,13
+SA 0,4 0,56 0,50 0,25 0,55 0,50
Chlorophyll a/2 Carotinoide 6,99 6,89 6,88 7,11 7,43 713
+SA 0,33 0,45 0,38 0,15 0,32
Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,85 2,86 2,81 2,91 2,84 3,00
+SA 0,12 0,12 0,12 0,23
Lutein / 2 Carotinoide 1,34 1,28 1,27 1,33 1,35 1,36
+SA 0,05 0,07 0,09 ),05 0,05 0,06
Neoxanthin / 2 Carotinoide 0,10 0,11 0,11 0,10 0,14 0,09
+SA 0,03 0,02 0,03 0,03 0,0 0,03
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,31 0,24 0,23 0,24 0,23 0,26
*+SA 0,04 0.04 0.06
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,24 0,37 0,39 0,33 0,28 0,29
+SA 0,05 0,07 0,07 0,00 0,03
Carotinoide/10 Chlorophylle 2,04 2,06 2,07 2,00 1,95 1,98
+SA 0,08 0,12 0,1 0,05 0,10 0,10

In Tabelle 32 sind samtliche Pigmentdaten heterodimerer Komplexe der Lhca4
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- oder C-Terminus aufgelistet. Alle
Mutanten die mit dem Lhcal-WT Dimere bilden konnten, oder wie im Falle des Lhca4-
Nbl auch als Doppeldimer vorlagen, wichen in ihrer Pigmentzusammensetzung kaum
vom Lhcal-Lhca4-Heterodimer ab. Nur die Heterodimere und Doppelheterodimere des
Lhcad4-Nb1l hatten, verglichen mit dem WT-Heterodimer, weniger Violaxanthin und mehr
B-Carotin gebunden.

Da bei den N-terminalen Lhcbl Einzeldomanenmutanten keine Trimerbande vorhanden
war, sind in Tabelle 33 nur die Pigmentdaten der Trimerkomplexe von C-terminalen
Lhcb1l-Mutanten aufgefuhrt. Wahrend der C-Terminus des Lhca4d im Lhcbl
insbesondere zu einer Erhéhung der Chl b-Werte (0,7) fuhrte, stiegen der Chl b-Gehalt
im Lhcbl-Cb4 um 0,8 Molekile, wobei 0,9 weniger Chl a je Apoprotein im Trimer
gebunden wurde. In beiden Trimeren waren ein minimaler Anstieg der Neoxanthin-
Bindung und kein gebundenes Violaxanthin mehr feststellbar.
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Tabelle 33: Pigmentzusammensetzung der rekonstituierten trimeren Komplexe aus Lhcbl
Einzeldomanenmutanten mit substituiertem C Terminus. Ergebnisse sind Mittelwerte von 2 Experimenten
und mit Standardabweichung (SA) in grau dargestellt. (grin): signifikante Zunahme; (orange):
signifikanter Verlust.

Trimere Lhcb1-WT|Lhcbh1-Ca4|Lhcb1-Cb4
Chlorophyll a/b Verhaltnis 1,13 1,02 0,88
*SA 0,03 0,0 }
Chlorophyll-total/3 Carotinoide 13,54 14,38 13,44
+SA 0,08 0,07 0,48
Chlorophyll a/3 Carotinoide 7,18 7,25 6,26
*SA C 0,02

Chlorophyll b/3 Carotinoide 6,37 713 717
*SA 0,06 0,08
Lutein / 3 Carotinoide 2,01 1,97 1,93
+SA 0,02 0,0 0,03
Neoxanthin / 3 Carotinoide 0,95 1,03 1,07
*SA 0,02 0,0
Violaxanthin / 3 Carotinoide 0,05 0,00 0,00
*SA 0,00 ‘

B-Carotin / 3 Carotinoide 0,00 0,00 0,00
+SA 0,00 0,00 0,00
Carotinoide/14 Chlorophylle 3,10 292 3,13
*SA 0,0 0, (

2.1.6.2 Einfluss der getauschten Domanen und Punktmutationen auf den
Energietransfer in LHCs

Analog zur biochemischen Untersuchung der Pigmentausstattung wurden die
rekonstituierten Komplexe auch einer biophysikalischen Charakterisierung unterzogen.
Dazu wurden neben den Monomeren von Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-
Einzeldom&nenmutanten, auch die Heterodimere von Lhcal- und Lhca4-Proteinen und
die trimeren Lhcbl-Komplexe unter Tieftemperaturbedingungen bei 470 nm (Chl b)
angeregt und derer Fluoreszenzemission gemessen. Beim Vergleich der
Emissionsspektren der Mutanten mit den Spektren der Wildtyp-Komplexe konnten
Aussagen bezuglich des Energietransfers von Chl b zu Chl a getroffen werden.

Im Spektrum eines monomeren Lhca4-WT nach Chl b-Anregung lassen sich in der
Regel 3 Chl-Populationen unterscheiden. Bei 654 nm emittieren die energetisch nicht
gekoppelte Chl b-Molekile, die ihre excitonische Anregungsenergie nicht auf andere im
Komplex gebundenen Chlorophylle transferieren kénnen. Zwei weitere Peaks von am
Komplex gebundenen Chlorophyllen finden sich bei ca. 685 nm und 730 nm, wobei
letztere die charakteristisch langwellige Fluoreszenzkomponente des Lhca4 darstellt,
die im Heterodimer mit Lhcal durch starke excitonische Kopplung noch ausgepréagt ist
(Mukerji und Sauer, 1993; Schmid et al., 1997; Ihalainen et al., 2000; Schmid et al.,
2001). In Fluoreszenzspektren von Lhcbl- (Hemelrijk et al.,, 1992)) und Lhcb4-
Komplexen (Pascal et al, 1999) existieren nur die ersten beiden
Chlorophyllpopulationen, aber keine langwellige Fluoreszenzkomponente.

Alle Spektren wurden - falls nicht anders angegeben - auf die gemeinsame Amplitude
zwischen 685 nm und 690 nm normiert, wodurch neben den energetisch ungekoppelten
Chlorophyllen insbesondere bei den Lhca4-Komplexen, die Unterschiede zur
charakteristischen langwelligen Fluoreszenz bei ca. 735 nm deutlich wurden.
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2.1.6.2.1 Auswirkungen der Punkmutationen an Chlorophyll-bindenden AS der 2.
Helix des Lhca4 auf den Energietransfer in monomeren und dimeren
LHCs

Monomere und Heterodimere mit Mutationen in Chlorophyllbindungsstellen in der
zweiten Helix des Lhca4 wurden bezuglich ihrer Fluoreszenzemission untersucht. Das
am E102 gebundene Chl b5 bildet mit dem am N47 gebundenen Chl a5 ein Chlorophyll
a-Dimer, welches hauptsachlich fir die langwellige Fluoreszenzkomponente des Lhca4
verantwortlich ist (Morosinotto et al., 2005). In der gleichen Studie wurde auch eine
leichte Beteiligung des am E94 gebundenen Chl b6 an der langwelligen Komponente
belegt. Das am H99 des Lhca4 koordinierte Chlorophyll wurde zunéchst postuliert
(Melkozernov und Blankenship, 2003), danach biochemisch charakterisiert (Corbet,
2004) und schlie3lich auch in der Kristallstruktur gefunden (Ben-Shem et al., 2003).
Durch die Orientierung zum Lhcal scheint kein Einfluss auf das excitonisch gekoppelte
Chlorophyll-Dimer vorzuliegen. Die vorliegende Analyse betrachtet alle vorliegenden
Chlorophyllbindungsmutanten der Helix 2 des Lhca4 parallel, um sie in Zusammenhang
mit den durchgefihrten Dimerrekonstitutionen zu bringen, da die gebundenen
Chlorophylle auch einen Einfluss auf die Dimerisierung mit dem Lhcal haben (Kap.
D2.1.5.2).
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— Lhcad-E94Q
g 08 Lhcad4-E94S
é Lhcad-E94L
; 06 { — Lhcad-H99G
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i
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Wellenlange [nm]
Abb. 49: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhca4
Mutanten mit Substitutionen Chlorophyll-bindender Aminoséuren der zweiten Helix nach Chl b-Anregung
bei 470 nm. Kurven sind aus 4 Experimenten gemittelt und auf gemeinsame Amplitude im Bereich des
685er-Peaks normiert.

Die Normierung der aus vier Experimenten gemittelten T7K-
Tieftemperaturfluoreszenzspektren der Monomere nach Chl b-Anregung bei 470 nm
(Abb. 49) erfolgte im Bereich des 685 nm Peaks. Der WT wies ein Maximum bei 733
nm auf, dass im Vergleich zur 695er Fluoreszenz sehr viel starker ausgepragt war.
Auffallend war die Verschiebung der langwelligen Komponente bei Komplexen der
E94S- (721 nm) und E94L-Mutante (720 nm) ins Kurzwellige und einer Verschiebung
ins Langwellige bei Monomeren der E94Q-Mutante (738 nm), wobei die Maxima bei
Komplexen der zwei H99-Mutanten nur geringfligig auf 735 nm versetzt waren. Die
langwellige Komponente bei den E94- und H99 Mutanten war zwischen 30% (E94S)
und 50% (E94Q) gegenuber dem 685er Peak reduziert. Die Komplexe mit E102-
Mutationen haben durch die Folgen der Substitution jegliche langwelligen
Fluoreszenzeigenschaften verloren.
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Abb. 50: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Dimerkomplexe aus Lhca4
Mutanten mit Substitutionen Chlorophyll-bindender Aminosauren der zweiten Helix nach Chl b-Anregung
bei 470 nm. Kurven sind aus 2 Experimenten gemittelt und auf gemeinsame Amplitude im Bereich des
690er-Peaks normiert.

Die in Abb. 50 dargestellten Tieftemperaturemissionsspektren der isolierten
Dimerkomplexe fuhrten die Trends, welche aus den Monomerspektren bekannt waren,
fort. Wahrend die langwellige Fluoreszenz des WT-Dimers bei 735 nm lokalisiert war,
lagen die Maxima der H99-Dimere bei 783 nm. Analog zu den Monomerspektren waren
die Fluroreszenzmaxima von Dimeren der E94S- (734 nm) und E94L-Mutante (731 nm)
ins Kurzwellige und Dimere der E94Q-Mutante (739 nm) ins Langwelige verschoben.
Die Abschwéachung der langwelligen Fluoreszenzkomponente gegentiber der des 685er
Peaks verhielt sich noch etwas ausgepragter als bei den Monomerspektren. Die
Reduktion der Fluoreszenz bei Komplexen der E94S-Mutante beschrankte sich auf nur
20%, wahrend die E94Q- (-40%) und die E94L-Fluoreszenz (-50%) im Heterodimer
deutlich starker abnahmen. Die schwachsten langwelligen Fluoreszenzemissionen
wurden bei den Dimerkomplexen der zwei H99 Mutanten beobachtet, die nur noch auf
25-30% der WT-Emission kamen. Auch im Dimerkomplex mit Lhcal-WT war bei den
zwei E102 Mutanten keine langwellige Fluoreszenz detektierbar.

2.1.6.2.2 Auswirkungen des Austauschs und der Punkmutation luminaler und
stromaler Schleifendomanen auf den Energietransfer in monomeren
und dimeren LHCs

Nachdem in einem vorherigen Kapitel der Einfluss der luminalen und stromalen
Schleifenregionen auf die Di- und Trimerisierung von Lhc-Proteinen untersucht (Kap.
D2.1.3 und D2.1.4), und rekombinante LHCs auf ihre Pigmentzusammensetzung hin
analysiert worden waren (Kap. D2.1.6.1.2), sollten zusatzliche
Floureszenzemissionsspektren dieser Mutanten aufgenommen werden. Da in diesen
Doménen keine Chlorophylle gebunden sind, sondern nur die L1- (stromale Schleife)
und L2-Carotinoidbindungsstellen (luminale Schleife) lokalisiert sind, kénnen nur
indirekte Auswirkungen auf die Fluoreszenzemission der energetisch gekoppelten oder
ungekoppelten Chlorophylle beobachtet werden, die auf die Substitution oder
fehlerhafte Carotinoidbindung zurtickzufihren sind. Die Spektren von Komplexen der
Einzeldom&nenmutanten sind aus 2 Experimenten gemittelt. Alle Monomere von Lhca4-
Mutanten mit Punktmutationen in den Schleifenregionen wurden nur einmal analysiert,
wodurch die erzielten Ergebnisse nur unter Vorbehalt zu betrachten sind.
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Abb. 51: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhca4
Einzeldom&nenmutanten mit substituierter luminaler oder stromaler Schleife nach Chl b-Anregung bei
470 nm. Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 5 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame
Amplitude im Bereich des 685er-Peaks normiert.

Die Tieftemperaturfluoreszenzspektren der Monomerkomplexe aus Iluminalen und
stromalen Lhca4-Einzeldomanenmutanten sind in Abb. 51 dargestellt. Der Austausch
der luminalen Lhca4-Schleife fiihrte zu einer starken Reduktion der langwelligen
Fluoreszenz. Die Komplexe der Lhca4-LLbl-Mutante zeigten verglichen mit allen
anderen Lhca4-Proteinen den niedrigsten Peak bei 654 nm. Das nachste zu langerer
Wellenlange verschobene Maximum lag &hnlich dem Lhca4-WT (687 nm) bei 686 nm,
wahrend die langwellige Fluoreszenz dieser Mutante nicht nur erniedrigt, sondern auch
stark in den kurzwelligen Bereich (713 nm) des Spektrums verschoben vorlag. Ein
starker Anstieg der Fluoreszenz energetisch ungekoppelter Chlorophylle war bei der
Lhca4-LLb4-Mutante zu beobachten, die zwar einen dem WT &hnlichen 686er Peak
aufwies, bei welcher jedoch nur noch eine geringe und ins Kurzwellige versetzte (708
nm) langwellige Fluoreszenzemission detektiert werden konnte.

Die zwei Lhcad4-Mutanten mit substituierten stromalen Schleifenregionen wiesen einen
starken Anteil ungekoppelter Chlorophylifluoreszenz auf. Auf3erdem konnte bei diesen
Lhca4-Mutanten keine langwellige Fluoreszenzpopulation mehr identifiziert werden.
Wenn uberhaupt, dann war die langwellige Schulter der Spektren monomerer Lhca4-
SLb4-Komplexe etwas ausgepragter als bei den Lhca4-SLb1l-Monomeren. Der 688er
Peak der Lhca4-SLb4-Mutante entsprach in diesem Abschnitt des Spektrums eher dem
des Lhca4-WT, wohingegen bei der Lhca4-SLbl-Mutante eine Verschiebung dieser
Chlorophyllpopulation (679 nm) in den kurzwelligeren Bereich des Spektrums stattfand.
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Abb. 52: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhcbl
Einzeldomanenmutanten mit substituierter luminaler oder stromaler Schleife nach Chl b-Anregung bei
470 nm. Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 3 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame
Amplitude im Bereich des 682er-Peaks normiert.

In Abb. 52 sind die monomeren Lhcbl-Fluoreszenzemisionsspektren luminaler und
stromaler Einzeldomanenmutanten abgebildet. Wahrend beim Lhcb1l-WT keine
energetisch ungekoppelten Chlorophylle zu finden waren, wiesen alle luminalen und
stromalen Schleifenmutanten niedrige Fluoreszenzemissionen im Bereich von 654 nm
auf, wobei die Monomerkomplexe der Lhcbl-SLa4-Mutante am starksten dort
emittierten. Ansonsten bezogen sich die Abweichungen zwischen den Mutanten und
dem WT auf die Wellenlange des Fluoreszenzmaximums, wobei die Komplexe der
luminalen Mutanten Lhcbl-LLa4 (681 nm) und Lhcbl-LLb4 (680 nm) kurzwelliger und
die Monomere der stromalen Mutanten Lhcb1l-SLa4 (683 nm) und Lhcb1-SLb4 (683
nm) langwelliger ausgepragt waren als beim WT.
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Abb. 53: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhcbh4
Einzeldom&nenmutanten mit substituierter luminaler oder stromaler Schleife nach Chl b-Anregung bei

470 nm. Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame
Amplitude im Bereich des 682er-Peaks normiert.
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Die Fluoreszenzemissionsspektren monomerer Lhcb4-Komplexe mit substituierter
luminaler oder stromaler Domanen sind in Abb. 53 dargestellt. Die Untersuchung der
Lhcb4-LLa4-Monomere zeigte, dass kaum ungekoppelte Chlorophylle in der
Praparation vorlagen und dass das Fluoreszenzmaximum (683 nm) dieser Mutante dem
des Lhcb4-WT (682 nm) sehr nahe kam. Die Spektren der Lhcb4-LLb1l-Komplexe
deuten auf einen betrachtlichen Anteil ungekoppelter Chlorophylle hin, wobei der 679er
Peak auch starker als bei allen anderen Mutanten der luminalen und stromalen Schleife
in den kurzwelligen Bereich des Spektrums verschoben war.

Der Transfer der stromalen Schleifenregion des Lhca4 in den Lhcb4 flhrt nach Chl b-
Anregung der Komplexe in dieser Mutante zum starksten je beobachteten
Fluoreszenzanstieg der energetisch ungekoppelten Chlorophylle. Das Maximum liegt
mit 681 nm nahe dem WT-Maximum. Eine weitere Besonderheit war das Vorkommen
einer langwelligen Fluoreszenz bei der Lhcb4-SLa4-Mutante, deren Existenz aber auf
eine generell schwache Signalstarke der Fluoreszenzemission zurlckzufiihren sein
konnte. Das Spektrum der Lhcb4-SLb1l-Mutante war bis auf die leicht erhéhte 654er-
Fluoreszenz deckungsgleich mit dem Lhcb4-WT.

Da keine Heterodimere mit Lhca4-Mutanten, deren stromale Schleife ausgetauscht
worden war, hergestellt werden konnten, sind in Abb. 54 nur die
Fluoreszenzemissionsspektren der Heterodimere von Lhca4-Mutanten mit substituierter
luminaler Schleife dargestellt. Die Spektren beider Lhca4-Mutanten wichen so stark
vom WT-Dimer ab, dass eine gemeinsame Normierung auf den 685er Peak nicht
sinnvoll erschien, da dies zu einer ungleichmaflligen Gewichtung der langwelligen
Fluoreszenz im WT-Dimer gefuhrt hatte. Deshalb wurden die beiden Maxima der
Mutanten mit getauschter luminaler Schleife und der 736er Peak des WT-Dimers
gemeinsam auf 1 normiert.
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Abb. 54: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Dimerkomplexe aus Lhca4
Einzeldomanenmutanten mit substituierter luminaler Schleife nach Chl b-Anregung bei 470 nm. Kurven
sind aus 2 (Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf héchste Amplitude normiert.

Weder das Lhcal/Lhca4-LLb1-Dimer, noch das Lhcal/Lhca4-LLb4-Dimer weisen einen
konkreten Peak im langwelligen Bereich des Spektrums auf. Bei beiden Komplexen war
aber eine mehr (Lhca4-LLb1) oder weniger (Lhca4-LLb4) stark ausgepragte Schulter im
Spektrum zu erkennen. Bei beiden Dimerkomplexen mit mutierten Lhca4-Apoproteinen
konnten Fluoreszenzemissionen ungekoppelter Chlorophylle detektiert werden. Die
Maxima beider Dimerkomplexe sind mit 693 nm (Lhca4-LLbl) und 695 nm (Lhca4-
LLb4) verglichen mit einem Monomer stark in den langwelligen Bereich des Spektrums
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verschoben. Ein Vergleich mit dem WT-Heterodimer ist in dieser Region nicht mdglich,
da in diesem Abschnitt des Spektrums nur ein Fluoreszenzplateau liegt.

Die erhaltenen Fluoreszenzemissionsspektren der Lhca4-Mutanten mit luminal (Abb.
55) und stromal (Abb. 56) gelegenen Punkt- und Bereichsmutationen sind wegen der
geringen Anzahl an Experimenten nicht abgesicherte Ergebnisse. Da die Signale
einiger Spektren stark verrauscht waren, konnten die Maxima nicht immer klar
zugeordnet werden.
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Abb. 55: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Lhca4-Monomerkomplexe mit
Punktmutationen im Bereich der luminalen Schleife nach Chl b-Anregung bei 470 nm. Kurven sind aus 1
(Mutanten) und 5 (Wildtyp) Experimenten gemittelt, und auf gemeinsame Amplitude im Bereich des
685er-Peaks normiert und auf gleichen Chl b-Peak bei 654nm korrigiert.

Bei Betrachtung der Spektren aller Lhca4-Mutanten mit Mutationen in der luminalen
Schleife (Abb. 55), fallt auf, dass eine Verringerung der langwelligen Fluoreszenz mit
einer Verschiebung des langwelligen Peaks ins Kurzwellige einherging. Im Falle des
monomeren K80T-Komplexes war die langwellige Fluoreszenz am niedrigsten und bei
722 nm lokalisiert. Zudem war aber auch die vorgelagerte Fluoreszenz der anderen
Chlorophyllpopulation ins Kurzwellige verschoben und gleichzeitig die Emission
energetisch ungekoppelter Chlorophylle stark erhdht. Die zwei Bereichsmutanten und
die Doppelmutante, welche ebenfalls die K80T-Mutation beinhaltet, waren in ihrer
langwelligen Fluoreszenz reduziert, naherten sich aber immer mehr dem WT an. Die
Spektren der tGbrigen Mutanten hatten im Grunde einen sehr ahnlichen Verlauf wie das
WT-Spektrum.
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Abb. 56: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Lhca4-Monomerkomplexe mit
Punktmutationen im Bereich der stromalen Schleife nach Chl b-Anregung bei 470 nm. Kurven sind aus 1
(Mutanten) und 5 (Wildtyp) Experimenten gemittelt, auf gemeinsame Amplitude im Bereich des 685er-
Peaks normiert und auf gleichen Chl b-Peak bei 654nm korrigiert.

Die Fluoreszenz aller Monomere der Punkt- und Bereichsmutanten (Abb. 56) war im
langwelligen Bereich reduziert und im Bereich der ungekoppelten Chl-Fluoreszenz
erhoht. Die langwellige Fluoreszenz der Doppelmutante 1109W+K110Y sowie der
Bereichsmutante V115-118Q war um ca. 50% gegentber dem WT reduziert, wobei das
Maximum bei 729 nm bzw. 728 nm lag. Die Bereichsmutante P119-122G war in ihrer
langwelligen Fluoreszenz (Maximum bei 723 nm) am zweitstarksten gemindert und
wurde nur von der V115-122G-Mutante unterboten, die lediglich einen langwelligen
flachen Peak (Maximum bei 726 nm) aufzuweisen hatte.

2.1.6.2.3 Auswirkungen des Austauschs der N- und C-terminalen Domé&ne auf
den Energietransfer in monomeren, dimeren und trimeren LHCs

Da die N-terminale Doméane des Lhcbl einen Beitrag zur Trimerisierung des LHCII
leistet (Hobe et al.,, 1995) und in diesem Proteinabschnitt bei allen untersuchten
Lichtsammelproteinen  eine  konservierte, aber variabel zu besetzende
Carotinoidbindungsstelle (L2) vorhanden ist (Croce et al., 1999b; Hobe et al., 2000) und
da Pigmentanalysen an rekombinanten LHCs zeigen, dass vor allem Lhca4- und Lhcbl-
Komplexe Chlorophyllverluste aufwiesen (D2.1.6.1.3), war die Untersuchung der
Fluoreszenzemission der néachste Schritt. Es sollte geklart werden, ob die
Veranderungen in der Pigmentzusammensetzung der LHCs auch deren spektrale
Eigenschaften beeinflussen, und ob sich varriierende Carotinoidgehalte auch auf die
Fluoreszenzemission der energetisch gekoppelten Chlorophylle auswirken. Da beim
Austauch der C-terminalen Doméane auch unerwartete Chl-Verluste eintraten, stellte
sich die Frage, ob diese Chlorophylle im Energietransfer mit involviert sind.

Die Spektren von Komplexen der Einzeldomanenmutanten mit getauschtem N- oder C-
Terminus sind aus 2 Experimenten gemittelt.
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Abb. 57: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhca4
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- oder C-Terminus nach Chl b-Anregung bei 470 nm.
Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 5 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame Amplitude im
Bereich des 685er-Peaks normiert. (oben/unten): zweiteilige SDG-Monomerbande.

Die in Abb. 57 dargestellten Fluoreszenzemissionsspektren der Monomerkomplexe aller
Lhca4-Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- und C-Terminus wiesen wie der
WT nur geringe Anteile ungekoppelter Chl-Fluoreszenz auf. Die langwellige
Komponente bei Komplexen der Lhca4-Nbl1-Mutante war nicht nur niedriger als deren
685er Peak, sondern auch auf 723 nm in den kurzwelligen Bereich des Spektrums
verschoben. Die zwei erhaltenen Lhca4-Nb4-Monomerbanden waren auch
spektroskopisch betrachtet sehr unterschiedlich. Wahrend die untere Bande mit einem
erhéhten 733er Maximum eher dem WT &hnelte, konnte bei der oberen Bande nur ein
niedriges Plateau mit langwelliger Fluoreszenz detektiert werden, wobei auch die
Fluoreszenzemission der anderen energetisch gekoppelten Chlorophyllpopulation auf
680 nm verschoben war.

Ein Austausch des C-Terminus im Lhca4 gegen den &quivalenten Lhcbl-Abschnitt
verschob das gesamte Spektrum der Komplexe um 5 nm ins Langwellige (690 nm, 733
nm), wodurch aber keine Veranderungen in den Verhaltnissen der Amplituden
zueinander auftraten. Auch die Monomerrekonstitution des Lhca4-Cb4 fihrte zur
Ausbildung von 2 Banden, die getrennt untersucht wurden. Der erste Peak (680 nm) der
oberen Bande war stark ins Kurzwellige verschoben und erreicht die gleiche Amplitude
wie der schwache langwellige Peak (730 nm). Die Komplexe der unteren Bande
entsprachen in ihren spektralen Eigenschaften, bis auf eine Versetzung der
langwelligen Fluoreszenz (733 nm) um 5 nm und dessen leicht erhéhten Amplitude, den
Charakteristika des Wildtyps.
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Abb. 58: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhcbl
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- oder C-Terminus nach Chl b-Anregung bei 470 nm.
Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 3 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame Amplitude im
Bereich des 682er-Peaks normiert. (oben/unten): zweiteilige SDG-Monomerbande.

Die Monomerkomplexe N- und C-terminaler Lhcbl-Einzeldomé&nenmutanten (Abb. 58)
zeigten nach Chl b-Anregung ein dem WT ahnlicheres und starker Ubereinstimmendes
Fluoreszenzspektrum als die Lhca4-Monomere. Da der Lhcbl-Komplex keine
langwellige Chl-Population besitzt, konnte entweder energetisch ungekoppeltes
Chlorophyll oder eine Verschiebung der Maxima detektiert werden. Ein niedriger 654er
Peak war - wenn uberhaupt - nur bei Komplexen des Lhcb1-Nb4-oben und bei der
Lhcb1-Cb4-Mutante nachzuweisen. Ansonsten beschrankten sich die Unterschiede
zum Lhcb1-WT in der Wellenlange des Peakmaximums. Wahrend der WT bei 682 nm
am starksten fluoreszierte, taten dies die Lhcb4-Nb4-oben Monomere bei 683 nm und
alle anderen N- und C-terminalen Mutanten bei 684 nm, wodurch die Unterschiede aller
Lhcb1-Mutanten als minimal zu betrachten waren.
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Abb. 59: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Monomerkomplexe aus Lhcb4
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem N- oder C-Terminus nach Chl b-Anregung bei 470 nm.
Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame Amplitude im
Bereich des 682er-Peaks normiert.
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Ein &hnliches Szenario war bei den Monomerkomplexen der N- und C-terminalen Lhcb4
Einzeldom&anenmutanten zu beobachten (Abb. 59). Weder beim Lhcb4-WT, noch bei
den 4 Mutanten waren energetisch ungekoppelte Chlorophylle nachzuweisen. Der
einzige Unterschied lag in der Wellenlange der Maxima. Wahrend die
Monomerkomplexe des Lhch4-WT bei 682 nm die starkste Fluoreszenz zeigten, war
das Maximum der Lhcb4-Nb1-Komplexe nach 681 nm verschoben, die Lhcbh4-Na4- und
Lhcb4-Cbl-Komplexe emittierten bei 683 nm maximal und der Peak der Lhcb4-Ca4-
Mutante hatte mit einem Maximum bei 684 nm das langwelligste Fluoreszenzmaximum.
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Abb. 60: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Dimerkomplexe aus Lhcal-WT
und Lhca4 Einzeldomanenmutanten mit substituiertem N- oder C-Terminus nach Chl b-Anregung bei 470
nm. Kurven sind aus 2 (Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und auf gemeinsame
Amplitude im Bereich des 685er-Peaks normiert. (oben): Dimerkomplexe; (unten): Doppeldimerkomplexe.

Die spektroskopischen Auswirkungen des Austauschs N-und C-terminaler Lhca4-
Doménen auf die damit hergestellten Heterodimere sind in Abb. 60 dargestellt. Da im
Heterodimer die 685er Fluoreszenz viel geringer ausfallt bzw. die Komponente der
langwelligen Fluoreszenz noch starker hervortritt, wird bei den Dimerkomplexen nur
letztere Fluoreszenzpopulation genauer beschrieben. Sowohl fir Lhca4-Nb1l, als auch
Lhca4-Nb4 waren nach Auftrennung im Saccharosedichtegradienten Heterodimere
(oben) und Doppelheterodimere (unten) mit dem Lhcal nachweisbar (Kap. D2.1.1.1).
Der einzige Unterschied zwischen Dimeren und Doppeldimeren von Komplexen der
Lhca4-Nbl-Mutante existierte in der etwas hoheren Amplitude der langwellige
Fluoreszenz bei letzteren, wobei die Wellenlange der Maxima mit 737 nm gleich ausfiel.
Bei Komplexen des Lhca4-Nb4 waren die langwelligen Maxima von Dimer (738 nm)
und Doppeldimer (739 nm) etwas verschoben, aber die Amplitude der langwelligen
Fluoreszenz war in beiden Fallen gleich hoch.

Eine Substitution der C-terminalen Doméane im Lhca4 fihrte zu einer Verschiebung des
langwelligen Fluoreszenzmaximums der Heterodimere auf 739 nm. Die Amplituden
beider Spektren waren starker ausgepragt als beim WT-Dimer, wobei die Heterodimere
mit Lhca4-Cb1l am intensivsten fluoreszierten.
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Abb. 61: Tieftemperaturemissionsfluoreszenzspektren rekonstituierter Trimerkomplexe aus Lhcbl
Einzeldom&nenmutanten mit substituiertem C-Terminus nach Chl b-Anregung bei 470 nm. Kurven sind
aus 2 Experimenten gemittelt und auf gemeinsame Amplitude im Bereich des 680er-Peaks normiert.

Aufgrund der Tatsache, dass eine Trimerisierung von Lhcb1l-Mutanten mit getauschter
N-terminaler Domane nicht méglich war (siehe Abb. 21), werden im Folgenden auch nur
die Fluoreszenzspektren der trimerisierenden C-terminalen Lhcbl-
Einzeldom&nenmutanten (Abb. 61) beschrieben. Die Trimerspektren beider
untersuchten Mutanten waren beinahe deckungsgleich mit dem Spektrum des WT-
Trimers. Die einzige relevante Abweichung bestand in der Wellenl&nge des Lhcb1-Cb4-
Maximums, das nicht wie im Falle des WTs und des Lhcbl-Ca4 bei 680 nm lag,
sondern bei 681 nm detektiert wurde. Im WT-Spektrum war eine winzige Schulter bei
ca. 695 nm zu beobachten, die weder in Trimeren der Lhcb1-Ca4-, noch in denen der
Lhcb1-Cb4-Mutante nachgewiesen werden konnte. Die Ursache hiefir liegt
wahrscheinlich in der Bildung von Komplex-Aggregaten, die entweder durch zu hohe
Probenkonzentrationen (unwahrscheinlich) oder zu langer Inkubationsdauer der
Komplexe im Glycerinpuffer (wahrscheinlich) verursacht wurden.

2.2 Transfer der Dimerisierungs- oder Trimerisierungseigenschaften durch
simultanen Austausch von zwei Proteindomanen

Die Grundidee, die zur Entwicklung dieser Domanenmutanten mit zwei substituierten
Proteinabschnitten fuhrte, war der Transfer der Dimerisierungseigenschaften auf Lhcbl
und Lhcb4 oder die Fahigkeit zur Ausbildung von Trimeren auf Lhca4 und Lhcb4 zu
Ubertragen. Basis fur diese Experimente waren die Ergebnisse mit den
Einzeldomanenmutanten, welche die Bedeutung der separaten Bereiche fur das
jeweilige Oligomerisierungsverhalten herausgestellt hatten.

Da sich die Generierung der 2 Domanenmutanten zeitlich mit der Herstellung der
Einzeldomé&nenmutanten tberschnitt, konnte nicht der komplette Erfahrungsschatz aus
den Einzelmutanten bei deren Konstruktion bertcksichtigt werden, da einige Mutanten
zu diesem Zeitpunkt noch nicht existierten (Helix 2-Mutanten). Deswegen waren diese
Mutanten eher ein notwendiger, zum Teil auch methodisch bedingter Zwischenschritt
fur die Herstellung kompletter Transfermutanten (Kap. D2.3), die schlie3lich alle
Ergebnisse aus Experimenten mit Einzeldomanenmutanten bericksichtigten.

Trotzdem koénnen diese neuen Mutanten erste Anhaltpunkte fir den Transfer des
Oligomerisierungszustands auf andere Proteine liefern, da zum einen die
Komplexstabilitat der Doppeldomé@nenmutanten betrachtet werden soll und zum
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anderen Effekte eintreten konnten, die durch die Untersuchungen der
Einzeldom&nenmutanten bzw. dem experimentellen Ansatz nicht vorhersagbar waren.
Die Herstellung der Lhca4-Nb1l-Cbl- und Nbl-SLbl-Mutante erfolgte durch einen
Restriktionsverdau der Plasmid-DNA der jeweiligen Einzeldom&nenmutanten mit
anschlieBender Religation (Kap. C1.9.1). Die Lhcbl-LLa4-H2a4-Mutante und das
entsprechende Lhcb4-Aquivalent wurden parallel zu den Helix 2 Mutanten mittels
Quikchange-Mutagenese-Kit generiert, indem in der 1. PCR am 3’-Ende bezuglich
luminaler Lhca4-Schleife komplementére Primer verwendet wurden und nicht die WT-
Plasmide, sondern die des Lhcbl und Lhcb4-LLa4 als Matrizen dienten (Kap. C1.7.5).
Die Aufreinigung des Apoproteins, dessen Quantifizierung und die Rekonstitutionen
erfolgten analog zu den vorherigen Experimenten mit Einzeldomanenmutanten.

(A) (B)

Abb. 62: Monomer- (A) und Dimerrekonstitution (B) von Lhca4-, Lhcbh1l- und Lhcb4-Mutanten mit zwei
substituierten Doméanen nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die Dimerrekonstitutionen
erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene
Apoprotein vorhanden. (DD): Doppeldimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies
Pigment.

Die Auftrennung der Pigment-Protein-Komplexe per schwach denaturierender LDS-
PAGE nach Monomerrekonstitution (Abb. 62A) machte deutlich, dass auch die
Komplexe der Mutanten mit 2 substituierten Domanen unterschiedlich stabil waren.
Wahrend die Lhca4-Nbl-Cbl-Mutante dem WT ahnliche Komplexausbeuten zeigte,
traten die Monomere der Lhca4-Nb1-SLb1-Mutante nur als &uf3erst schwache Bande in
Erscheinung. Die Lhcbl-LLa4-H2a4-Mutante schien zwar stabilere Monomere
ausbilden zu konnen, die aber erstens weit hinter den Komplexausbeuten des Lhcbl-
WT zurticklagen und zweitens anhand der Gelauftrennung in Mitleidenschaft gezogen
wurden. Der Einbau der Helix 2 und der luminalen Schleife des Lhca4 in das Lhcb4-
Protein fihrte nach dessen Rekonstitution zu keiner detektierbaren Komplexbande nach
Auftrennung im schwach denaturierenden Gel.

Die Gelauftrennung der Dimerrekonstitutionen mit Mutanten die 2 substituierte
Domanen besitzen sind in Abb. 62B dargestellt. Der Lhca4-Nb1-Cbl war die einzige
Mutante, welche dem WT-Dimer ahnliche Komplexausbeuten aufwies, aber da weder
der N- noch der C-Terminus des Lhca4 (Kap. D2.1.1 und D2.1.2) an einer
Heterodimerisierung mit dem Lhcal beteiligt sind, war dieses Ergebnis nicht
Uberraschend. Die zweite Lhca4-Mutante mit Substitutionen des N-Terminus und der
stromalen Schleife bildete keine Heterodimere aus.

Bei den beiden fur die Betrachtung der Dimerisierungsfahigkeit wichtigen Mutanten
Lhcbl- und Lhcb4-LLa4-H2a4 war keine Heterodimerisierung mit dem Lhcal-WT
erkennbar. Nach Auftrennung der Rekonstitution der Lhcb1l-Mutante deutete sich zwar
eine schwache Dimerbande an, die aber wahrscheinlich durch unspezifische
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Disulfidbriicken hervorgerufen wurden, die sich durch zu wenig Reduktionsmittel im
Ansatz bilden kénnten. Falls es ein Homodimer der Lhcbl1-LLa4-H2a4-Mutanten ware,
sollte nach Auftrennung im schonenderen SDG eine deutlichere Dimerbande zu
erkennen sein. Der Transfer von fur eine Heterodimerisierung bendtigten Lhca4-
Bestandteilen auf Lhcbl und Lhcb4-Proteine scheint fir einen sichtbaren Erfolg noch zu
gering ausgefallen zu sein.
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Abb. 63: Trimerrekonstitution von Lhcbl- und Lhca4-Mutanten mit zwei substituierten Domé&nen nach
Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (T): Trimerbande; (D): vermutliche Dimerbande; (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Alle Mutanten mit zwei Lhcbl-Bestandteilen wurden einer Trimerrekonstitution
unterzogen und anschlie3end in einem schwach denaturierenden Gel aufgetrennt (Abb.
63). Verglichen mit dem Wildtyp war keine der Mutanten in der Lage Trimerkomplexe
auszubilden. Da die Lhcbl-LLa4-H2a4-Mutante urspringlich dazu gedacht war, den
Lhcbl zum dimerisieren mit dem Lhcal zu bewegen, konnte bezuglich Trimerisierung
nicht mit einem positiven Ergebnis gerechnet werden. Zudem fanden die
Untersuchungen dieser Mutante zeitgleich mit Experimenten der Helix 2
Einzeldom@anenmutanten statt, in welchen sich ebenfalls eine starke Beteiligung der
Helix 2 an der Lhcb1-Trimerisierung herauskristallisierte.

Beide Lhca4-Mutanten, die als mégliche Vorstufen zu einem kompletten Transfer von
fur eine Trimerisierung essentiellen Lhcbl-Bestandteilen hergestellt wurden, konnten
mit nur 2 transferierten Lhcb1-Doméanen ebenfalls keine Trimere bilden.
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Abb. 64: Dimer- (A) und Trimerrekonstitution (B) von Einzeldomanenmutanten mit zwei substituierten
Bereichen nach 24- bzw. 16-stindiger Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Trimerrekonstitutionen war nur
das angegebene Apoprotein vorhanden. (T): Trimerbande; (DD): Doppeldimerbande; (D): Dimerbande;
(M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.
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Um eventuell entstandene Dimer- oder Trimerkomplexe nachweisen zu kénnen, die
durch die zu harsche Gelauftrennung zerstort wurden, erfolgte eine zusatzliche
Aufreinigung der Dimer- und Trimerrekonstitutionsansétze via komplexschonende SDG-
Ultrazentrifugation.

Es stellte sich heraus, dass auch eine schonende Reinigungstechnik keinen
zusatzlichen Nachweis auf Dimerbildung bei den Mutanten mit zwei getauschten
Bereichen erbringen konnte (Abb. 64A). Eine Besonderheit, die bereits bei der Lhca4-
Nbl-Mutante zu beobachten war, trat auch bei der Lhca4-Nb1-Cbl-Mutante auf. Bei
dieser Mutante bildeten sich verstarkt hohe Ausbeuten an Doppelheterodimeren mit
dem Lhcal-WT. Anders als im Gel existierte nach Gradientenauftrennung der Lhcb1-
LLa4-H2a4-Rekonstitution keine Dimerbande mehr. Diese Beobachtung bekraftigt den
Verdacht, dass die Bildung der Geldimere auf die Bildung unspezifischer
Disulfidbricken zurtickzufiihren war.

Die Auftrennung der Trimerrekonstitutionen im Dichtegradienten (Abb. 64B) brachte
verglichen mit den Ergebnissen aus der Gelauftrennung keine neuen Erkenntnisse tber
diese Mutanten, da weder die Lhcbl-LLa4-H2a4-Mutante, noch die zwei Lhca4-
Mutanten dazu neigten, Trimerkomplexe auszubilden.

2.3 Ubertragung der Oligomerisierungseigenschaften durch umfangreichen
Domanentausch

Eine logische Folge der vorherigen Experimente war die Durchfihrung des Versuchs,
alle fur die Di- oder Trimerisierung verantwortlichen Proteinbereiche auf andere
Proteine zu Uubertragen, welche die entsprechende Oligomerisierungsform nicht
zustande bringen. Grundlage fur die Generierung neuer Mutanten waren nicht nur die
Einzeldom&nenmutanten, sondern auch die Mutanten mit zwei substituierten Doméanen,
die eine methodisch bedingte Vorlage zu den abschlielenden Transfermutanten
darstellten.

Es wurden verschiedene Ansatze fur die Herstellung der Mutanten gewéhlt. So wurden
alle an einer Trimerbildung beteiligten Lhcb1-Bestandteile im Lhca4 und Lhcb4 ersetzt.
Zusatzlich wurde eine Lhca4-Mutante generiert, die den C-Terminus des Lhcbl enthielt,
um den von dieser Doméne ausgehenden Stabilisierungseffekt fir die Trimerbildung
ausnutzen zu konnen.

Zum Transfer der Dimerisierungseigenschaften wurden die mit dem Lhcal
interagierenden Proteinbereiche des Lhcad4 in den Lhcbl und Lhcb4 transferiert.
AulRerdem wurden durch diese Lhca4-Bestandteile auch enstsprechende Regionen im
Lhcal ersetzt, um die Idee eines mit sich selbst polymerisierenden Lhcal-Proteins zur
Bildung einer LHC-Molekulkette zu verwirklichen.

2.3.1 Erzeugung einer Lhcal-Mutante mit Lhca4-Bestandteilen mit dem Ziel
multimere LHCs zu rekonstituieren

Nachdem alle Doménen des Lhca4 auf ihre Beteiligung an der Heterodimerisierung mit
dem Lhcal getestet waren, konnte ein weiterer Versuch unternommen werden, um
multimere Lhcal-Komplexe herzustellen. Da nicht nur die zweite Helix des Lhca4 ein
essentieller Bestandteil fur eine erfolgreiche Dimerisierung ist, sondern auch die luminal
und stromal an die Helix 2 angrenzenden AS der Schleifenregionen wichtig oder sogar
unentbehrlich fur eine Dimerbildung sind, wurde eine Lhcal-Mutante generiert, in die
alle diese Proteinregionen des Lhca4 integriert wurden.

Aufgrund der Beobachtungen, dass der Einfluss der luminalen Schleife nur auf das F84
beschrankt zu sein scheint (Kap. D2.1.3.1) und die 2. Halfte dieser Schleife gegentuber
der 1. Halfte einen schwacher konservierten Charakter aufweist, wurden nur ca. 50% (5
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AS) der luminalen Lhca4-Schleife in den Lhcal transferiert, in welchem 19 AS der
luminalen Schleife an entsprechender Position ersetzt wurden. Die zweite Helix des
Lhcad war wie schon zuvor (Kap. D2.1.5) ein weiterer Bestandteil der Lhcal-Mutante.
Die stromale Schleife des Lhca4 wurde ebenfalls in den Lhcal transferiert. Jedoch
unterscheiden sich die 1. und 2. Halfte dieser Schleifenregion in ihrer Sequenzidentitat
stark voneinander. Die an Helix 2 angrenzende Halfte 1 ist nur an wenigen Positionen
schwach konserviert, wahrend die 2. Halfte Richtung Helix 3 eine hoch konservierte
Erkennungssequenz (L18-Region) und eine hoch konservierte Carotinoidbindungsstelle
(L1) aufweist (Kap. D1.2). Um so wenig Lhca4-Bestandteile wie nétig in den Lhcal zu
Ubertragen, wurden mittels Quikchange Mutagenese Kit (Kap. C1.7.5) zwei Lhcal-
Mutanten mit einem unterschiedlich hohen stromalen Lhca4-Anteil erzeugt. Die eine
Mutante enthielt neben Halfte 2 (50%) der luminalen Schleife und der Helix 2 des
Lhca4, die komplette stromale Lhca4-Schleife (Lhcal-a4-total = Lhcal-a4”-"H2*Sh die

andere nur Halfte 1 (ca. 50%) der stromalen Lhca4-Schleife (Lhcal-a4-partiell = Lhcal-
a41/zLL+H2+1/zSL)'

Die Gelauftrennung der Monomerrekonstitutionen (Abb. 65A) beider Lhcal-Mutanten
offenbarte, dass die zwei neuen Lhcal-Mutanten genau wie die Lhcal-H2a4-Mutante
zu einer geringen Monomerausbeute neigten. Da bei dieser Versuchsanordnung bereits
mit multimeren Komplexen zu rechnen gewesen ware, konnte davon ausgegangen
werden, dass das gesteckte Ziel, die Generierung einer mit gleichen Lhc-Proteinen
interagierenden Multimermutante durch intensiven Transfer von Lhca4-Bestandteilen in
den Lhcal, nicht realisierbar war.

Die in der gleichen Abbildung dargestellten Auftrennungen der Dimerrekonstitutionen
mit dem Lhca4-WT zeigen, dass die Lhcal-a4-partiell-, oder Lhcal-a4-total-Mutante
nicht einmal mehr Heterodimere ausbilden konnte. Ob die mangelnde Ausbeute an
Monomerkomplexen der Lhcal-Mutanten dazu fuhrte, oder ob im Lhcal Bestandteile
die fur eine Dimerisierung wichtig sind ersetzt wurden, blieb durch diese
Versuchsanordnung ungeklart.
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Abb. 65: Monomer - und Dimerrekonstitution von Lhcal-Mutanten mit ausgepragten Substitutionen
durch Lhcad4-Doménene in den Bereichen luminale Schleife (50%), Helix 2 (100%) und stromale Schleife
(50%: partiell, 100%: total), nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel (A) und
Saccharosedichtegradienten (B). Die Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei
den Monomerrekonstitutionen war nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment.
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Um auszuschlieBen, dass die harschen Trennbedingungen im Gel zu einer
Verschleierung der Ergebnisse mit den Lhcal-Polymermutanten fuhrten, wurden die
Monomer- und Dimerrekonstitutionen auch per schonender SDG-Ultrazentrifugation
separiert (Abb. 65B). Die Monomerkomplexe (M) der Lhcal-a4-total- und —partiell-
Mutanten waren zwar deutlich zu erkennen, es bildeten sich aber auch unter diesen
Bedingungen  keine  hohermolekularen  Komplexbanden aus. Bei beiden
Dimerrekonstitutionen (D) mit dem Lhca4-WT traten nur zerfallene Dimerkomplexe als
Schlieren unterhalb der Monomerbande in Erscheinung. Es kam weder zur Bildung
stabiler Heterodimere, noch konnte ein Nachweis von gemischten Multimerbanden
erbracht werden.

2.3.2 Herstellung von Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit allen fur eine
Trimerisierung essentiellen Lhcb1-Bestandteilen

Nachdem alle fur eine Trimerisierung wichtigen Lhcbl-Bestandteile identifiziert worden
waren, konnte die Herstellung von Lhca4- und Lhcb4-Mutanten erfolgen, die alle
wichtigen Lhcbl-Proteinabschnitte enthielten, um die Fahigkeit zur Trimerisierung zu
transferieren.

Die Untersuchungen an den Einzeldomanenmutanten zeigten, dass im Lhcbl in etwa
die gleichen Abschnitte fur eine Trimerisierung von Bedeutung sind wie im Lhca4 flr die
Dimerisierung. Da auch im Lhcbl der 2. Teil der luminalen Schleife und der erste Tell
der stromalen Schleife kaum konservierte AS beinhalten und auRerdem die luminale
Schleife nur wichtig und keinesfalls essentiell fur eine erfolgreiche Trimerisierung ist,
wurden fur den Lhca4 und den Lhcb4 wie beim Lhcal (Kap. D2.3.1) jeweils 2 Mutanten
konzipiert, die entweder die komplette (total), oder nur 50% der stromalen Schleife
enthielten (exakt). Allerdings war es notwendig, den fir eine Trimerisierung
notwendigen Lhcb1-N-Terminus ebenfalls in die neuen Lhca4- (Lhca4-bl-
(total)V*--H2SE | head-bl-(partiell)V#HHH24Shy - ynd  Lheb4-Mutanten  (Lhcb4-b1-
(total)N*-EH2SE | hebd-bl-( partiell)NHEH2ESLY 7y integrieren,  wodurch  als
Ausgangsmaterial flr die anstehende Quikchange-PCR (Kap. C1.7.5) nur die Plasmid-
DNA der N-terminalen Einzeldomanenmutanten in Frage kam.

Da der C-Terminus des Lhcbl einen zusatzlich stabilisierenden Effekt auf das LHCII-
Trimer ausubt, wurden neben den 4 oben erwéhnten Mutanten 2 weitere auf Basis des
Lhca4-Nb1-Cb1 generiert, die Lhca4-bl-total+C (Lhcad-b1N*"--+H2+S4Cy ynd Lhcad-b1-
partiell +C (Lhcad-b1N*"-LH25L+C)y ganannt wurden.

e e W

Abb. 66: Monomerrekonstitution von Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit ausgepragten Substitutionen durch
Lhcbl1-Doméanenen in den Bereichen luminale Schleife (50%), Helix 2 (100%), stromale Schleife (50%:
partiell, 100%: total) und C-Terminus (+C), nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (M):
Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Zur Priufung der Monomerstabilitdt wurden die Rekonstitutionsanséatze der Lhca4- und
Lhcb4-Mutanten mit integrierten Lhcbl-Proteinbestandteilen in einem schwach
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denaturierenden Gel aufgetrennt (Abb. 66). Die Lhcb4-Mutanten erzielten hoéhere
Monomerkomplexausbeuten als der Lhcb4-WT und wiesen zudem eine Kkirzere
Laufstrecke auf, da der lange Lhcb4-N-Terminus ersetzt worden war. Auch die Lhca4-
bl-total-Mutanten mit komplett substituierter stromaler Schleife bildeten Komplexe,
deren Ausbeuten mit denen des Lhca4-WTs vergleichbar waren. Nur die
Monomerbande der Lhca4-bl-partiell-Mutanten, bei welchen nur die 1. Hélfte der
stromalen Schleife gegen die Lhcbl-Sequenz substituiert wurde, waren im Gel etwas
instabiler und zerfielen desto starker, je langer die Auftrennung andauerte.
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Abb. 67: Trimerrekonstitution von Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit ausgepragten Substitutionen durch
Lhcb1l-Doméanenen in den Bereichen luminale Schleife (50%), Helix 2 (100%), stromale Schleife (50%:
partiell, 100%: total) und C-Terminus (+C), nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. (T):
Trimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die per Gel aufgetrennten Trimerrekonstitutionsanséatze sind in Abb. 67 dargestellt.
Weder die Lhca4-Mutanten mit oder ohne Lhcb1-C-Terminus, noch die Lhcb4-Mutanten
waren im Stande stabile Trimerkomplexe auszubilden. Die Monomerausbeuten nach Ni-
Saulen-Reinigung waren bei den Lhcb4-Mutanten am hochsten und bei den zwei
Lhca4-bl-total-Mutanten immerhin noch gut erkennbar. Anders sah die Sachlage bei
den zwei Lhca4-bl-exakt-Mutanten mit nur teilweise getauschter stromaler Schleife
aus. Nur bei der Lhca4-b1-exakt-Mutante konnten keine Pigment-Protein-Komplexe von
der Saule eluiert werden, die im Gel nachweisbar gewesen wéren. Die gleiche Mutante
mit Lhcb1-C-Terminus bildete eine nur schwache und sehr weit laufende
Monomerbande aus.
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Abb. 68: Trimerrekonstitution von Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit ausgepragten Substitutionen durch
Lhcbl1-Doméanenen in den Bereichen luminale Schleife (50%), Helix 2 (100%), stromale Schleife (50%:
partiell,  100%: total) und C-Terminus (+C), nach 16-stindiger Auftrennung im
Saccharosedichtegradienten. (T): Trimerbande; (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies
Pigment.
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Um dem eventuell destabilisierenden Effekt der Gelauftrennung aus dem Wege zu
gehen, wurden die Trimerrekonstitutionsansatze auch im schonenden Verfahren der
SDG-UZ aufgereinigt (Abb. 68). Doch auch durch Einsatz dieser Methode gelang kein
Nachweis von Trimeren bei den 6 hergestellten Lhca4- und Lhcb4-Mutanten, die
theoretisch alle fir eine Trimerisierung essentiellen Lhcb1-Proteinbestandteile enthalten
sollten. Alle Mutanten bildeten mehr oder weniger stabile monomere Pigment-Protein-
Komplexe aus.

2.3.3 Erzeugung von Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit allen fiar eine
Heterodimerisierung essentiellen Lhca4-Bestandteilen

Die Erzeugung dieser Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten erfolgte zum Versuch, die
Dimerisierungsfahigkeit zu Ubertragen. Die Durchfiihrung geschah analog zu den zwei
vorhergehenden Kapiteln. Die in den Lhcbl und Lhcb4 transferierten Lhca4-
Bestandteile waren dieselben, die auch bei der Herstellung der multimerisierenden
Lhcal-Mutante zur Bildung von LHC-Polymeren substituiert wurden (Kap. D2.3.1).
Folglich wurden auf Basis der Experimente mit Einzeldom&nenmutanten und den zuvor
angefertigten Sequenzalignments 2 Lhcb1- (Lhcb1-a4”"-*2*St | heb1-a4”-+"2*%5h ynd
2 Lhcb4-Mutanten (Lhcb4-a4”t-"2*5k | hcb4-ag™-tH2+5h)  hergestellt. Entweder
enthielten diese Mutanten die vollstandige (total), oder nur die 1. Halfte der stromalen
Lhca4d-Schleife (partiell). Der umfassende Doménenaustausch wurde mittels
“Quikchange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit“ (C1.7.5) bewerkstelligt.

Um die Monomerausbeuten der generierten Mutanten mit denen der Wildtypen zu
vergleichen, wurden die Rekonstitutionsansatze in einem schwach denaturierenden Gel
aufgetrennt (Abb. 69A). Die Lhcb4-a4-total- und Lhcb4-a4-partiell-Mutante bildeten
nach Gelauftrennung keine nachweisbaren Monomerbanden aus. Auch die beiden
Lhcb1-Mutanten mit unterschiedlichem Anteil an stromaler Lhca4-Schleife waren nach
Gelauftrennung nur zur Bildung schwacher Monomerbanden fahig, deren Ausbeuten
weit hinter denen des Lhcb1-WTs zuriicklagen.
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Abb. 69: Monomer (A)- und Dimerrekonstitution (B) von Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit ausgepragten
Substitutionen durch Lhca4-Doméanenen in den Bereichen luminale Schleife (50%), Helix 2 (100%) und
stromale Schleife (50%: partiell, 100%: total), nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel. Die
Dimerrekonstitutionen erfolgten zusammen mit dem Lhcal-WT, bei den Monomerrekonstitutionen war
nur das angegebene Apoprotein vorhanden. (D): Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment.

Die Gelauftrennung der Dimerrekonstitutionen (Abb. 69B) aller Mutanten mit
transferierten, fur die Dimerisierung wichtigen, Lhca4-Domanen, offenbarte, dass weder
die Lhcbl-, noch die Lhcb4-Mutanten in der Lage waren, nachweisbare heterodimere
Komplexe mit dem Lhcal-WT auszubilden.
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Abb. 70: Dimerrekonstitution von Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit ausgepragten Substitutionen durch
Lhca4-Domanenen in den Bereichen luminale Schleife (50%), Helix 2 (100%) und stromale Schleife
(50%: partiell, 100%: total), nach 24-stindiger Auftrennung im Saccharosedichtegradienten. (D):
Dimerbande; (M): Monomerbande; (FP): freies Pigment. (= <): vermutliche Dimerbande.

Unter Verwendung der schonenden SDG-UZ-Auftrennungstechnik ergaben sich fiir die
Dimerrekonstitutionen andere Resultate als nach der Gelauftrennung (Abb. 70), die fir
einen Nachweis fragiler Pigment-Protein-Komplexe nicht geeignet war. Die deutlichste
Dimerbande bildete sich nach Rekonstitution der Lhcb4-a4-total-Mutante mit dem
Lhcal-WT, deren Intensitat verglichen mit dem WT-Dimer nur etwas schwacher ausfiel.
Anders als beim Lhcb4-a4-total war bei der Lhcb4-a4-partiell-Mutante die Grenze
zwischen Monomer- und Dimerfraktion nicht so klar ausdifferenziert. Dennoch war auch
bei dieser Mutante eine Dimerfraktion identifizierbar.

Spuren einer wohl ehemals existierenden bzw. im Zerfall befindlichen oder in der
Bildung gehemmten Dimerbande lie3en sich bei der Lhcbl-a4-total-Mutante entdecken
(Pfeilmarkierung in Abb. 70). Nur beim Lhcb1-a4-partiell konnte keine Dimerbande oder
deren Uberbleibsel identifiziert werden. Die Monomerbande scheint etwas dicker als bei
den Ubrigen Mutanten ausgepragt zu sein und weist zudem eine etwas kirzere
Laufstrecke auf.

Allgemein betrachtet scheinen hinsichtlich der Dimerbildung die Total-Mutanten
zielfuhrender als die Partiell-Mutanten zu sein. Alle mutmalflichen Dimerbanden wurden
entnommen und im Anschluss spektroskopisch untersucht bzw. einer Pigmentanalyse
unterzogen.

2.3.3.1 Spektroskopische  Eigenschaften und  Pigmentbindung der
heterodimerisierenden Lhcb1 und Lhcb4-Mutanten

In den folgenden Untersuchungen der isolierten mutmaflichen Dimerkomplexe sollte
zum einen belegt werden, dass in den abgezogenen Dimerfraktionen nicht nur Lhcbl-
oder Lhcb4-Mutanten mit Lhca4-Bestandteilen enhalten waren, sondern auch Lhcal-
WT-Komplexe aufzufinden sind. Ein nicht gezeigter Vergleich mit einer alleinigen
Rekonstitution der Lhcb4-a4-total-Mutanten ohne den Lhcal-WT belegte, dass die
Bildung von Homodimeren ausgeschlossen werden konnte.

Zum anderen sollte analysiert werden, ob durch den Transfer der
Dimerisierungsfahigkeit auch die Ubertragung besonderer Fluoreszenzeigenschaften
einhergeht bzw ob eine langwellige Fluoreszenzkomponente beobachtet werden kann,
die charakteristisch fur den Lhca4-WT ist. Die Messungen des Energietransfers dieser
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Dimerkomplexe kdonnte entweder die Annéherung des Mutantendimerspektrums an das
LHCI-730-Spektrum belegen, oder schlicht den Nachweis erbringen, dass der Lhcal-
WT auch in diesen Fraktionen enthalten ist, da der Lhcal-WT im Vergleich zum Lhcbl
(682 nm) oder Lhcbh4 (682 nm) sein Fluoreszenzmaximum bei 692 nm hat und dessen
Fluoreszenpeak etwas mehr in die Breite geht als die von Lhcbl und Lhcb4. In beiden
Fallen sollte eine Verschiebung der Fluoreszenz ins Langwellige detektierbar sein, die
je nach Auspragung der ersten oder zweiten beschriebenen Annahme zugeordnet
werden konnte.
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Abb. 71: Tieftemperaturfluoreszenzemissionsspektren rekonstituierter Dimerkomplexe von Lhcb4 und
Lhcbl-Mutanten mit ausgepragten Substitutionen durch Lhca4-Domanenen in den Bereichen luminale
Schleife (50%), Helix 2 (100%) und stromale Schleife (50%: exakt, 100%: total). Kurven wurden nach Chl
b-Anregung bei 470 nm detektiert, sind aus 3 (Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt und
wurden auf gemeinsame Amplitude im Bereich des 685er-Peaks bzw. des 730er-Peaks (Lhca4-WT-M
und Lhcad4-WT-D) normiert. (M): Monomerkomplexe; (D): Dimerkomplexe aus Rekonstitutionen mit
Lhcal-WT.

Bei Betrachtung der angefertigten Tieftemperaturemissionsspektren (Abb. 71) fiel auf,
dass die mutmalllichen Dimerfraktionen aus Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit keinem
bekannten WT-Spektrum in Einklang zu bringen waren. Wahrend Lhcb1- und Lhcb4-
WT-Monomerkomplexe ein Maximum bei 682 nm und recht schmale Peaks aufwiesen,
war der Peak des Lhcal-WT-Spektrums an seiner Basis doppelt so breit und bei 692
nm lokalisiert. Die Maxima der isolierten Dimerkomplexe der Einzeldomanenmutanten
lagen mit 685 nm (Lhcb4-a4-partiell) und 687 nm (Lhcb4-a4-total, Lhcb1-a4-total) genau
dazwischen und besal3en an ihrer Basis zudem eine ca. 1,5 fache Verbreiterung des
Peaks, deren Ursache wie beim Lhcal-WT eine Schulter in der abfallenden Flanke war.
Auffallend war die unterschiedliche Lage der Maxima von Total- bzw. Partiell-Mutanten,
welche an den Substitutionsgrad der stromalen Schleife gekoppelt waren.

Die gereinigten Dimerkomplexe der Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten zeigten nicht die
typischen langwelligen spektralen Eigenschaften, wie sie fur Lhca4-Monomerkomplexe
oder Lhcal-Lhca4-Heterodimere charakteristisch sind. Die einzige Gemeinsamkeit
zwischen Lhca4-WT-Monomere, WT-Heterodimer und den 3 Mutanten-Dimeren mit
Lhca4-Bestandteilen bestand in der &ahnlich gelagerten Lokalisation der 685er
Fluoreszenz.
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Nachdem die Fluoreszenzspektren der Heterodimere von Total-Partiell-Mutanten keine
Lhca4-charakteristische langwellige Komponente aufwiesen, kdnnten Pigmentanalysen
der Dimerfraktionen aus rekonstituierten mutierten Lhcb1- und Lhcb4-Proteinen mit dem
Lhcal-WT belegen, dass die Anzahl der gebundenen Pigmente der Pigmentausstattung
eines Lhcal-Lhca4-Heterodimers entspricht.

Tabelle 34: Pigmentzusammensetzung rekonstituierter heterodimerer Komplexe von Lhcb4 und Lhcbl-
Mutanten mit ausgepragten Substitutionen durch Lhca4-Doménenen in den Bereichen luminale Schleife
(50%), Helix 2 (100%) und stromale Schleife (50%: exakt, 100%: total). Dimerrekonstitutionen erfolgten
immer mit Lhcal-WT. Ergebnisse sind aus 3 (Mutanten) und 4 (Wildtyp) Experimenten gemittelt, auf je 2
Carotinoide pro einem Apoprotein bezogen und mit Standardabweichung (grau) dargestellit.

Dimere Lhcad4-WT| Lhcb4-a4 | Lhcb4-a4 | Lhcb1-a4
partiell total total
Chlorophyll a/b Verhaltnis 2,45 2,32 2,27 2,53
+SA 0,11 0,08 : 0,23
Chlorophyll-total/2 Carotinoide 9,84 10,59 10,12 9,14
+SA 0,41 0,25 0,2 0,89
Chlorophyll a/2 Carotinoide 6,99 7,40 7,03 6,52
+SA 0,25 0,15 0,49
Chlorophyll b/2 Carotinoide 2,85 3,19 3,10 2,62
+SA 0,12 0,02 0,06 0,41
Lutein / 2 Carotinoide 1,34 1,29 1,25 1,30
+SA 0,05 0,05 0,08 0,14
Neoxanthin / 2 Carotinoide 0,10 0,09 0,09 0,21
+SA 0,03 0,01 0,01
Violaxanthin / 2 Carotinoide 0,31 0,42 0,39 0,37
+SA 0,04 0,0 0,0 0,04
B-Carotin / 2 Carotinoide 0,24 0,20 0,27 0,12
*SA 0,04 0,06 0,07 )
Carotinoide/10 Chlorophylle 2,04 1,89 1,98 2,21
+SA 0,08 0,05 0,04 0,23

Die Ergebnisse der HPLC-Pigmentanalysen rekonstituierter Heterodimere aus Lhcal-
WT und Lhcbl- bzw. Lhcb4-Mutanten mit Lhca4-Bestandteilen sind in Tabelle 34
zusammengefasst. Interessanterweise waren nur der Chl b- und der Violaxanthin-
Gehalt der Heterodimere mit dem Lhcb4-a4-partiell- oder —total-Protein bezogen auf 2
gebundene Carotinoide gegentber dem WT-Heterodimer gering erhdht. Die Dimere mit
Lhcb1l-a4-total-Protein unterschieden sich nur aufgrund der minimaleren (-Carotin-
Bindung vom Lhcal-Lhca4-WT-Heterodimer. Tendenziell schien die Lhch4-a4-exakt
Mutante ca. 0,5 Chlorophylle mehr als der WT im Dimerkomplex gebunden zuhaben.
Ahnlich gelagert war die Beobachtung, dass der Chl-Gehalt im Lhcbl-a4-total-
Heterodimer im Vergleich zum WT-Dimer schwach um ca. 0,5 Moleklle reduziert
vorlag.
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E DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Ursachen fur das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten von Lichtsammelproteinen aufzuklaren. Ca. 15% aller
Proteine aus Kristallstrukturen (Stand 2004) sind als Oligomere organisiert (Mei et al.,
2005). Trimere (10%) sind eher selten und Dimere stellen Gber 50% der Oligomere,
wobei nur /s davon als Heterodimere vorliegen. Inzwischen konnten viele konservierte
AS-Motive identifiziert werden, die eine Protein-Protein-Interaktion ermoglichen. Dazu
gehdren unter anderem das aus Glycophorin bekannte GG4- und GG7-Motiv (Russ und
Engelman, 2000; Senes et al, 2000) und ein dem Leucin-Zipper dhnliches Alacoil-Motiv
(Gernert et al.,, 1995), die fur Helix-Helix-Interaktionen wichtig sind. TPR (tetratrico
peptide repeat) Proteine, die bei Proteinfaltung, Zellzyklussteuerung und
Transkriptionskontrolle beteiligt sind, wirken durch ein 34 AS umfassendes Motiv, dass
auf zwei durch eine Schleife verbundene Helices verteilt ist (D’Andrea und Regan,
2003). Ein in diesem Zusammenhang prominentes Protein ist das Ycf3, das als eine Art
Chaperon wahrend der PSI-Assemblierung mit PsaA und PsaD wechselwirkt (Naver et
al., 2001).

Um die speziellen, aber unterschiedlichen Assemblierungsformen der Lhc-Proteine zu
charakterisieren, wurden Consensussequenzen aller bekannten Lhc-Proteine aus
verschiedenen Species zusammengestellt, um schwach konservierte Domanen zu
lokalisieren, die Ursprung fur Dimer- oder Trimerisierung sein kdnnten. Anhand
Monomer- (Lhcb4), Dimer- (Lhcal und Lhca4) und Trimer-bildender (Lhcbl) Lhc-
Proteine wurde der Beitrag nicht oder gering konservierter Domanen am jeweiligen
Oligomerisierungsverhalten durch Austausch der entsprechenden Abschnitte ermittelt.
Nach Identifikation aller fur die Dimer- und Trimerisierung wichtigen Proteindoméanen,
wurde versucht die Fahigkeit zur Ausbildung einer speziellen Oligomerisierungsform
durch Austausch der entsprechenden Proteindoménen auf die jeweils anderen Lhc-
Proteine zu transferieren.

Zur Aufklarung der Interaktion von Lhcal und Lhca4 bei der LHCI-730-Bildung, wurden
in der Helix 2 sowie in der luminalen und stromalen Schleife von Lhca4 intensive
Mutationsanalysen durchgefuhrt. Begleitend dazu wurden vom Kooperationspartner
Homologie-Modellierungen des Heterodimers zur Veranschaulichung und besseren
Interpretierbarkeit der biochemischen Analysen hergestellt, um Voraussagen uber
weitere Interaktionspunkte beider Untereinheiten treffen zu kénnen.
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1 Bedeutung schwach konservierter Domanen fur die unterschiedlichen
Oligomerisierungszustande

Lichtsammelkomplexe bestehen aus einem Lhc-Apoproteingerist und nicht-kovalent
gebundenen Pigmenten. Neben Unterschieden in ihren spektralen Eigenschaften, die
vor allem auf ihren unterschiedlichen Pigmentzusammensetzungen beruhen, ist das
differierende Oligomerisierungsverhalten ein Hauptunterscheidungsmerkmal. Die
Ursachen fur diese verschiedenen Oligomerisierungszustande mussen in den
Sequenzen der Lhc-Proteine zu finden sein. Bereits Pichersky und Jansson (1996)
ermittelten durch Sequenzvergleiche zwischen Lhc-Proteinen aus PSI und PSIl eine
Divergenz von nur 65%. Das bedeutet zwar nicht, dass 35% aller AS identisch sind,
doch sind sie zumindest sehr ahnlich. Seit der Anfertigung von Hydropathie-Plots
(Green et al.,, 1991), aber spatestens seit Existenz kryoelektronenmikroskopischer
Aufnahmen des LHCIIb (Kdhlbrandt et al.,, 1994) geht man davon aus, dass alle
Lichtsammelproteine héherer Pflanzen eine gemeinsame Monomere Struktur aufweisen
(Kap. A4). Die Arbeitshypothese war folgende: Sind die konservierten Domanen der
Lhc-Proteine fir die Ausbildung einer dhnlichen monomeren Struktur verantwortlich, so
sind schwach oder nicht konservierte Proteinbereiche vermutlich der Grund fur deren
unterschiedliches Oligomerisierungsverhalten.

Analog zu einem multiplen Sequenzalignment aus Arabidopsis-Proteinen (Jansson,
1999) wurde nach Generierung von Lhc-Consensussequenzen auf Datengrundlage
vieler Species eine vergleichende Sequenzanalyse zwischen den Lhc-Proteinen
angestellt. Dadurch konnten die stark konservierten Doménen Helix 1 und Helix 3,
sowie die schwach konservierten Domé&nen N- und C-Terminus, luminale und stromale
Schleifenregion und Helix 2 identifiziert werden.

Da in den schwach konservierten Bereichen die Informationen codiert sein sollten, die
einem Lhc-Protein die Fahigkeit zur Ausbildung der spezifischen Oligomerisierungsform
verleihen, wurden im ersten Abschnitt Domanentauschexperimente durchgefihrt. Unter
Verwendung Monomer- (Lhcb4), Heterodimer- (Lhca4) und Trimer-bildender (Lhcbl)
Lhc-Proteine wurden schwach konservierte Domanen von einem Protein in die jeweils
anderen beiden transferiert und deren Oligomerisierungsverhalten,
Fluoreszenzeigenschaften und Pigmentbindung Uberprtift.

Im zweiten Abschnitt wurde versucht durch massiven Domanentausch die Fahigkeit zur
Dimer- und Trimerisierung auf andere Lhc-Proteine zu Ubertragen, deren Wildtypen
diese Oligomerisierungsform nicht ausbilden konnen. Zuséatzlich wurde der Versuch
unternommen eine mit sich selbst multimerisierende Lhcal-Mutante mit Lhca4-
Bestandteilen zu erzeugen.

Nach elektrophoretischer Gelauftrennung der rekonstituierten Pigment-Protein-
Komplexe war oft eine reduzierte Monomerausbeute zu beobachten. Traten diese
Verluste nach schonender Auftrennung der Rekonstitutionsansatze per SDG-UZ nicht
mehr auf, war davon auszugehen, dass die Komplexe wéahrend der harschen
Gelauftrennung destabilisiert wurden. Blieben die Ausbeuten auch nach SDG-
Auftrennung hinter denen der Wildtypen zurlick, waren die Komplexe vermutlich bereits
in ihrer Faltung beeintrachtigt.

1.1  Einfluss der N-terminalen Domane auf das Oligomerisierungsverhalten

Die N-terminalen Doméanen der verwendeten Lhc-Proteine von Arabidopsis variieren
stark in ihren Langen. Wahrend der Lhca4 nur 34 AS aufweist, sind es beim Lhcbl 53
AS und beim Lhcb4 sogar 97 AS (Jansson, 1999, Abb. 16). Der Lhcb1-N-Terminus ist
fur eine Trimerisierung essentiell (Hobe et al., 1996), wahrend der Lhca4-N-Terminus
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fur die LHCI-730-Assemblierung nicht entscheidend ist (Schmid et al., 2002a). In jedem
N-Terminus dieser 3 Lhc-Proteine befindet sich ein Bestandteil der L2-Carotinoid-
Bindungsstelle (Pichersky und Jansson, 1996), aber keine der bisher veroffentlichten
Kristallstrukturen zeigen aufgrund der Variabilitat der N-Termini deren Konformation auf
(Ben-Shem et al., 2003; Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005; Amunts et al., 2007).

1.1.1 N-Terminus ist unbedeutend fur die Heterodimerisierung des Lhca4 mit
Lhcal

Monomerrekonstitutionen

Die Verwendung des Lhcb4-N-Terminus im Lhca4 fuhrte zu einer leichten Reduktion
der Monomerausbeute bei Gelauftrennung (Abb. 19A), die sich aber nicht auf das
Dimerisierungsexperiment Ubertrug (Abb. 19B; Abb. 21A). Im SDG konnten zwei
unterschiedlich weit laufende Monomerbanden beobachtet werden, wobei in der oberen
Bande nur halb so viele Chlorophylle und auch weniger Lutein pro Komplex gebunden
waren (Tabelle 29). Vermutlich zerfielen die Komplexe wahrend der Gelauftrennung
oder waren zum Teil nicht korrekt gefaltet, was die reduzierte Monomerausbeute
erklaren wirde. Frihere Beobachtungen zeigen, dass, wie bei diesen Experimenten zu
beobachten, Monomerinstabilitaten im Dimer wieder ausgeglichen werden (Schmid et
al., 2002a; Corbet, 2004).

Der um das 3-fache langere Lhcb4-N-Terminus Ubt eventuell einen destabilisierenden
Einfluss auf das Monomer aus. Im Gegensatz zum Lhca4 (GFDPL) und Lhcbl
(GWTDA), in welchen sich die Sequenz der N-terminalen L2-Bindungsstelle 5 AS vor
der Helix 1 befindet, liegt im Lhcb4 (GFDPF) eine Distanz von 40 AS zwischen L2-
Region und Helix 1 (Sandona et al., 1998; Bassi et al., 1999). Dadurch koénnte sich eine
Schleife ausbilden, und eine Situation eintreten, die sich zwar stabilisierend auf das
Lhcb4-, aber destabilisierend auf das Lhca4-Monomer auswirkt. Eine sukzessive
Deletion N-terminaler Lhca4-AS fihrte in friheren Untersuchungen nicht zu einer
Beeinflussung der Monomerstabilitdt (Rupprecht et al., 2000), wobei aber auch keine
neue L2-Bindungsstelle mit anderer Pigmentpraferenz integriert wurde (Tabelle 35). Ein
langerer N-Terminus am Lhca4 scheint die Proteinfaltung mehr zu beeintrachtigen, als
dessen Abwesenheit.

Tabelle 35: Besetzung der verschiedenen Carotinoid-Bindungsstellen in den verwendeten Lhc-Proteinen
von Arabidopsis (falls erhéltlich) aufgrund biochemischer Analysen und Kristallstrukturdaten, aufbauend
auf Daten bezogen aus Bassi und Caffarri (2000). V1-Bindungsstelle ist aufgrund der verwendeten
Auftrennungsmethode unbesetzt. (1) Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005; (2) Croce et al., 1999a; (3)
Ruban et al., 1999; (4) Verhoeven et al., 1999; (5) Hobe et al., 2000; (6) Caffarri et al., 2007; (7) Croce et
al., 2002.

Protein L1-Bindestelle L2-Bindstelle N1-Bindestelle V1-Bindestelle
Doméanenanker H3 und SL NT und LL YinLL PG und Chl b7
. 1)4) 80% Lutein?” . 1)2)5) 00%
Lhcbl 100% Lutein 20% Violaxanthin 100% Neoxanthin Violaxanthin?®?
0 . - 6)
Lhcb4 100% Lutein 50% Violaxanthin 100% Neoxanthin®

50% Neoxanthin

80% Lutein”

Lhcal 100% Lutein 10% Violaxanthin 100% Violaxanthin” -—-

10% Neoxanthin
50% Lutein”

0, i T -
Lhcad 100% Lutein 50% Violaxanthin
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Pigmentzusammensetzung der Monomere

Kristallstrukturen und Analysen der Carotinoidzusammensetzung des LHCII zeigten,
dass Carotinoide in den L1- und L2-Bindungsstellen das Helixkreuz stabilisieren (Liu et
al., 2004; Standfuss et al., 2005) und in der L1-Position immer Lutein, in der L2-Position
aber auch Violaxanthin gebunden werden kann (Hobe et al., 2000). Trotz des durch
Sequenzalignments  belegten hohen  Konservierungsgrads der  Carotinoid-
Bindungsstellen (Sandona et al., 1998; Jansson, 1999), sind die Praferenzen fur
Carotinoide in der L2-Position bei allen Lhc-Proteinen unterschiedlich. Die L1-Position
ist hingegen immer mit Lutein besetzt ist (Tabelle 35).

Tabelle 36: Pigmentzusammensetzung monomerer, dimerer und trimerer LHCs. Vergleich zwischen
Literaturdaten und Ergebnissen aus den durchgefuhrten Pigmentanalysen mit Lhca4-, Lhcbl1- und Lhcb4-
Proteinen. Daten sind auf 2 (LHCI und CP29) und 3 (LHCII) Carotinoide bzw. 10 (Arabidopsis LHCI) und
12 (Tomate LHCI) Chlorophylle pro Komplex normiert. a) Croce et al., 1999b; b) Bassi et al., 1999; c)
Gastaldelli et al., 2003; d) Croce et al., 2002; e)Standfuss et al., 2005; f) Schmid et al., 2002b. Aus
Experimenten vorliegender Arbeit entnommen: g) Tabelle 23; h) Tabelle 24; i) Tabelle 25; k) Tabelle 26; 1)
Tabelle 27.

Wildtyp-LHCs Chlatb | Chla | Chlb | > Car | Lutein | Vio | Neo | B-Car
[ r-Lhebl (LHCI) ) 149 | 8% | . 62 | 3¥ | 18Y 1017 | 19 | - -]
| Monomer™ ] 139 | 92 | 47 | 3 | 2 | 03 | 05 | . 02

Trimer” 13,5 7.2 6,4 3 2 0,05 | 0,95 -
| r-Lhcb4 (CP29) | 8% | 67 | . 22 1. 2 | ] 05” 105”7 | -7 |

Monomer” 8 55 25 2 1,1 0,3 | 05 0,1
[ r-Lhcal Arabidopsis” | 10 | ¢ 8 | .: 2 | 3 | 18 | 1,1 [ 01 | - - ]

Tomate 12 9,3 2,7 2,4 1,7 0,3 0,3 0,1
[ r-Lhca4 Arabidopsis®” | 10 | 7 ] 3 | .. 2 | 15 |05 | - | - - ]
| Tomate’ | 12 | 87 | 33 | 2 | 16 | 02 | 01 | 01

Monomer? 10 7 3 2 15 02 | 015 | 0,15
| r-LHCI-730 Arabidopsis” | 10 | 75 | 25 | | 25 | 12 | 08 | 01 | 04
| Monomer® (pro25Car) | 12 1 .85 | 35 | 25 | 17 | 04 | 01 | 03 |

Monomer (pro 2 Car) 10 7 3 2 135 | 03 | 0,1 | 0,25

Laut Pigmentanalyse (Tabelle 36) bindet der Lhca4-WT von Arabidopsis nicht nur
Lutein, sondern auch Violaxanthin, Neoxanthin und 3-Carotin. Diese Zusammensetzung
entspricht eher der eines Tomaten-Lhcad4 (Schmid et al., 2002b) als der eines
Arabidopsis-Lhca4, in welchem weder Neoxanthin noch B-Carotin gefunden wurden
(Croce et al., 2002). Da die Daten fur den Tomaten-Lhca4 im gleichen Labor ermittelt
wurden wie die Pigmentdaten des Arabidopsis-Lhca4 dieser Arbeit, ist davon
auszugehen, dass die Abweichung von der Pigmentzusammensetzung des
Arabidopsis-Lhca4 aus der Literatur, auf unterschiedlichen Rekonstitutionsrezepten und
Aufreinigungsmethoden beruht. Nach Auftrennung der Lhca4-Nb4 Rekonstitution im
SDG traten zwei Banden im Monomerbereich auf, wobei die untere Bande, wie die
Lhca4-Nbl1l-Monomere eine dem Lhcad4-WT ahnliche Pigmentzusammensetzung
aufwies (Tabelle 29). Bei Betrachtung der Carotinoidzusammensetzung der oberen
Monomerbande fallt auf, dass sich der Lutein-Gehalt bei gleichzeitiger Erh6hung des
Neoxanthin-Gehalts erniedrigt hatte. Dies wirde bedeuten, dass sich die Xanthophyll-
Praferenz der L2-Position durch den Lhcb4-N-Terminus in Richtung Neoxanthin
verschoben hat, weil laut Pigmentanalysen und Literatur im Lhcb4-WT mehr
Neoxanthin, aber weniger Lutein als im Lhca4-WT gebunden ist (Caffarri et al., 2007).
Da entweder kein oder nur wenig Neoxanthin in einem Lhca4-Monomer gebunden wird,
ist eventuell nicht der lange Lhcb4-N-Terminus, sondern das Neoxanthin in L2-Position
der Grund fur die Beeintrachtigung. Anders als in rekonstituierten Lhca4-Komplexen
wurde z.B. in nativen LHCI-730-Praparationen niemals Neoxanthin gefunden (Schmid
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et al.,, 1997; Schmid et al., 2002b; Croce et al., 2002). Neoxanthin wird zwar unter
naturlichen Bedingungen nicht eingebaut, kann aber durch die in vitro Faltung wahrend
der Rekonstitution doch in den Komplex integriert werden. Durch sterische
Inkompatibilitat im Lhcad4 konnte es die Faltung oder Stabilisierung dieses LHCs
behindern. Dies wird durch den starken Chlorophyll-Verlust der Lhca4-Nb4-Komplexe
mit verstarkter Neoxanthin-Bindung bestéatigt.

Fluoreszenzemission der Monomere

Die Tieftemperatur-Fluoreszenzemissionsspektren von Monomeren der Lhca4-Nbl-
und -Nb4-Mutanten weichen voneinander ab (Abb. 57). Die Lhca4-Nb4-Komplexe der
unteren Bande mit Lutein-Praferenz, weisen eine dem WT &hnliche langwellige
Fluoreszenzkomponente auf (Schmid et al,. 1997), die durch “rote Chlorophylle®
verursacht werden, die typisch fur den Lhca4 sind (Morosinotto et al., 2005). Bei Lhca4-
Nbl-Komplexen und Lhca4-Nb4-Monomeren der oberen Bande mit Neoxanthin-
Praferenz, war diese charakteristische Fluoreszenz stark reduziert. Falls die inneren
Chlorophyll- und die zwei Carotinoid-Bindungsstellen L1 und L2 im Lhca4 wie im LHCII
angeordnet sind, wovon aufgrund der starken Konserviertheit dieser AS ausgegangen
werden kann, besteht die Méglichkeit, dass das L2-Carotinoid (Tabelle 35) und das Chl
ab im Lhca4 die gleiche Position zueinander einnehmen wie im LHCII (Standfuss et al.,
2005). Carotinoide konnen in den Zustanden S, und S; Anregungsenergie auf
Chlorophylle weiterleiten, wobei nur der Sj,-Zustand auf den Qy-Zustand eines
Chlorophylls ubertragt (Polivka und Sundstrom, 2004). Bei diesem ultraschnellen
Energietransfer zur Vermeidung von Energieverlusten wurde eine spektrale
Uberlappung, ein koplanarer Kontakt und eine vektorielle Anordnung des TI-
Elektronensystems vom L2-Carotinoid mit dem Qy-System des Chl a5 beobachtet
(Standfuss et al., 2005). Beim Lhca4 bildet das am N47 gebundene Chl a5 zusammen
mit dem am E102 gebundenen Chl b5 ein Chlorophyll a-Dimer bildet, welches
hauptverantwortlich fur die langwellige Fluoreszenzkomponente ist(Morosinotto et al.,
2005), Eine Erklarungen fir die stark reduzierte langwellige Fluoreszenz, wie sie auch
bei N-terminalen Deletionsmutanten des Lhca4 zu beobachten ist (Rupprecht, 2002),
liegt eventuell in einem “verkantetem“ Einbau des L2-Luteins. Anders als bei einer
Substitution gegen den Lhcb4-N-Terminus, kdnnte dies durch den Austausch gegen
den Lhcbl1l-N-Terminus verursacht werden, wodurch die Orientierung des Chl a5
beeintrachtigt werden kénnte, wodurch die langwellige Fluoreszenz minimiert wird.

Dimerrekonstitutionen

Ein Austausch des Lhca4-N-Terminus gegen die entsprechenden Domanen aus Lhcbl
und Lhcb4 fiihrte nicht zum Verlust der Dimerisierungsfahigkeit mit dem Lhcal (Abb.
19B; Abb. 21A). Dies untermauert vorherige Beobachtungen an N-terminalen Lhca4-
Deletionsmutanten, deren Dimerisierungsverhalten nach Verkirzung und vollstandiger
Deletion des N-Terminus beinahe unbeeinflusst blieb (Schmid et al., 2002a). Weder die
Pigmentzusammensetzung (Tabelle 32), noch die Fluoreszenzemission (Abb. 60) der
untersuchten Heterodimere zeigten nennenswerte Differenzen zum WT-Heterodimer
auf.

Da N- und C-terminale Punkt- und Deletionsmutanten einer vorherigen Arbeit (Schmid
et al., 2002a; Rupprecht, 2002) und die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Doméanentauchexperimente keinen Hinweis darauf ergaben, dass der N-Terminus des
Lhcad4 mit dem Lhcal interagiert und die verfugbaren Kristallstrukturen belegen, dass
der unzureichend aufgeldste Lhca4-N-Terminus nicht in Richtung Lhcal im LHCI-Gurtel
orientiert ist (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al., 2007), ist eine Beteiligung der N-
terminalen Lhca4-Domane an der LHCI-730-Assemblierung aulR3erst unwahrscheinlich.

134



E) Diskussion

1.1.1.1 Der N-Terminus des Lhca4 verhindert die Bildung von
Doppelheterodimeren

Dimerrekonstitutionen der Lhca4-Mutanten mit Lhcbl- oder Lhcb4-N-Terminus nach
Auftrennung im SDG belegten eine verstarkte Bildung von Doppelheterodimeren (Abb.
21A). Diese tetrameren Komplexe unterschieden sich weder in der
Pigmentzusammensetzung (Tabelle 32) noch in ihrem Fluoreszenzemissionsspektrum
(Abb. 60) von ihren heterodimeren Formen oder vom WT-Heterodimer. So gesehen,
verhindert der N-Terminus des Lhca4 sogar die Ausbildung hdherer
Oligomerisierungsformen. Die reine Abwesenheit des Lhca4-N-Terminus ist fur die
Ausbildung dieser Doppeldimere mit dem Lhcal wahrscheinlich nicht ursachlich, da
Untersuchungen an N-terminalen Deletionsmutanten des Lhca4 dieses Phdnomen nicht
bestatigen (Schmid et al., 2002a). Andererseits existieren keine Analysen Uber
Dimerisierungsexperimente mit anschlielender SDG-UZ (Rupprecht, 2002), da nur
diese Trennmethode zur Entdeckung dieser Heterodimere flhrte.

Die Ursache konnte in Gemeinsamkeiten der N-terminalen Sequenzen von Lhcbl und
Lhcb4 zu finden sein. Auffallig ist, dass beide Lhcb-Sequenzen mit 53 AS (Lhcbl) und
97 AS (Lhcb4) deutlich langer sind als der Lhca4-N-Terminus (33 AS). Da die
Bedeutung des Lhcb1-N-Terminus bzw. das darin enthaltene AS-Motiv (WYxxxR) fur
die Trimerisierung bekannt ist (Hobe et al., 1995), kénnte dies der Grund fur die
Ausbildung der Doppeldimere sein. Dabei ware allerdings vollig unklar, wie dieses Motiv
die Assemblierung zweier Heterodimere bewirken konnte, da auch hochaufgeldste
LHCII-Strukturen keine Darstellung der relevanten N-terminalen AS erlaubten (Liu et al.,
2004; Standfuss et al., 2005). Dieses Szenario erklart nicht, weshalb der N-Terminus
des lediglich monomerisierenden Lhcb4 den gleichen Effekt hervorrufen sollte, da in
dessen N-Terminus hoéchstens ein WYxxxI-Motiv zu identifizieren ware. Noch ist unklar
welche Funktion der lange N-Terminus des Lhcb4 hat. Bei Chlamydomonas reinhardtii
kommt ihm eine Bedeutung bei der Interaktion mit dem PsaH des PSI wahrend der
state transition zu (Kargul et al., 2005). Gleichzeitig soll dieses CP29 als Docking-
Bindestelle zwischen PSI-Kernkomplex und dem LHCII dienen (Takahashi et al., 2006;
Turkina et al., 2006). Allerdings weichen die AS-Sequenzen der Lhc-Proteine von C.
reinhardtii teils deutlich von den Lhc-Sequenzen hoherer Pflanzen ab (Elrad und
Grossman, 2004; Koziol et al., 2007) und es musste zunéchst geklart werden, ob der
CP29 auch in hoheren Pflanzen mit dem LHCII komigriert. Die Sequenzunterschiede im
N-Terminus zwischen C. rheinhardtii und héheren Pflanzen beschranken sich vor allem
auf die N-terminalen 30 von 100 AS, die aber auch zwischen Lhcs hoherer Pflanzen
stark variieren. Zumindest in vitro begunstigt der Lhcb4-N-Terminus am Lhca4 eine
Anlagerung zweier Heterodimere. Da nur Doppeldimere und keine hoheren
Oligomerisierungsformen auftreten, wechselwirken die N-Termini vermutlich direkt
miteinander und nicht mit einem anderen Teil des Heterodimers.

1.1.1.2 Bildung unspezifischer Doppelheterodimere nach Gelelektrophorese

Nach Gelauftrennung waren bei Dimerrekonstitutionen immer hohermolekulare Banden
zu erkennen, die nicht auftraten, wenn die Rekonstitution nicht zur Heterodimerbildung
fuhrte. Die Analyse dieser hochmolekularen Gelbanden offenbarte, dass es sich
aufgrund des Molekulargewichts ebenfalls um Doppelheterodimere handeln musste
(Abb. 23). Da eine Auftrennung im SDG keine hohermolekularen Banden nach sich zog,
wurde angenommen, es konnte sich, bedingt durch die Gelelektrophorese, um ein
Artefakt oder eine Aggregation handeln. Eine Disulfidbriicke zwischen C47 zweier
Lhcal-Proteine scheidet aus, da zum einen das Cystein inmitten der Helix 1 lokalisiert
ist und damit schwer zuganglich sein dirfte und zum anderen in keinem Versuch jemals
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ein Homodimer des Lhcal beobachtet werden konnte. Der Grat zwischen
unspezifischer Aggregation und spezifischer Anlagerung zweier Heterodimere, die in
vivo nicht existieren, ist schmal.

Bisher wurde angenommen, dass die Gelauftrennung die harsche und SDG-UZ die
schonende Methode wére. Vermutlich trifft das auch zu, wenn es um die Auftrennung
instabiler Pigment-Protein-Komplexe geht. Die hier beobachteten WT-Doppeldimere
und die in spateren Untersuchungen aufgetretenen Doppeldimere und
hohermolekularen Banden einer Lhcal-Mutante mit der 2. Helix von Lhca4 (Abb. 39)
deuten darauf hin, dass stabile Komplexe im Gel ihren Oligomerisierungszustand
bewahren konnen (siehe auch Kap. E2.4), wahrend er im Dichtegradienten nicht
aufrechterhalten werden kann. Dazu passt die Beobachtung, dass allein rekonstituierte
Monomere von Lhcal und Lhca4 in der Geltasche vermischt Heterodimere bilden
konnen. Aus Dichtegradienten isolierte Monomere konnen hingegen nicht wieder
heterodimerisieren, was vermutlich an dem im Gradienten enthaltenen -
Dodecylmaltosid (DM) liegt, dass potentiell interagierende AS abschirmt (Schmid et al.,
2002a). In den vorliegenden Fallen kdnnte das DM die zuvor schwach interagierenden
Untereinheiten wieder voneinander trennen.

1.1.2 Bestatigung der Wichtigkeit des Lhcb1-N-Termius fur die Trimerisierung

Monomerrekonstitutionen

Lhcb1-Mutanten mit N-Termini von Lhca4 oder Lhcb4 bildeten stabile Pigment-Protein-
Komplexe aus (Abb. 19A). Frihere Studien N-terminaler Deletionsmutanten am Lhcbl
(AB80) von Erbse zeigten, dass auch ohne N-Terminus noch monomere Komplexe
ausgebildet werden kdénnen (Cammarata und Schmidt, 1992). Eine Beeinflussung der
Monomerstabilitdt des Lhcbl trat erst nach Deletion eines Glutamats ein, das zur
Ausbildung einer internen lonenbindung zwischen Helix 1 (E66) und Helix 3 (R181)
bendtigt wird (Kdhlbrandt et al.,, 1994). Untersuchungen an N-terminalen
Deletionsmutanten von Lhcal und Lhca4, fihrten erst zum Verlust der
Monomerbildung, nachdem die N-Termini beider Proteine nicht mehr vorhanden waren
(Rupprecht et al., 2000). Da ein Verlust von AS die Monomerbildung nicht oder erst
nach fortgeschrittener Deletion verhindern konnte, wird ersichtlich, warum eine
Substitution des N-Terminus keinen Effekt auf die Lhcb1-Monomerisierung ausubte.
Anders als nach Gelauftrennung konnten nach Aufreinigung im SDG zwei Banden im
Bereich der Monomere mit Lhcb1-Nb4-Komplexen isoliert werden. Verglichen mit den
Lhcad4-Mutanten mit substituiertem N-Terminus, die beide nach Monomerrekonstitution
Doppelbanden im SDG aufwiesen, scheinen nur dann 2 Fraktionen aufzutreten, wenn
der N-Terminus gegen eine langere Sequenz ausgetauscht wird. Beim Lhcbl mit
Lhca4-N-Terminus und bei den beiden Lhcb4-Mutanten mit Lhca4- und Lhcb1-N-
Terminus traten keine Doppelbanden nach Auftrennung einer Monomerrekonstitution im
SDG auf.

Aktuelle Rontgenstrukturanalysen an LHCII-Kristallen konnten trotz hoher Auflésung
(2,72 A und 2,5 A) nicht alle AS des N-Terminus genau lokalisieren, weswegen
vermutet wurde, er kénnte unterschiedliche Konformationen einnehmen (Liu et al.,
2004; Standfuss et al., 2005).

Pigmentzusammensetzung und Fluoreszenzemission der Monomere

Zur Stabilitéat des Lhcbl tragen unter anderem 2 Uberkreuz angeordnete Xanthophylle
bzw. Lutein-Molekile bei, die in L1- und L2-Position gebunden werden (Hobe et al.,
2000), und auch in den Kristallstrukturen als solche identifiziert wurden (Liu et al., 2004;
Standfuss et al., 2005). Beim Lhcb1 wird in dem Raum zwischen Helix 1/Helix 3-Kreuz
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und der Helix 2 ein Neoxanthin in N1- Position gebunden. Des Weiteren befindet sich in
V1-Position ein Violaxanthin, dass tuber ein PG und der Helix 1 koordiniert ist. Letzteres
hat eine sehr geringe Bindungsaffinitdt (Ruban et al., 1999; Hobe et al., 2000) und geht
fur gewohnlich wahrend der Aufreinigungsprozedur verloren, weshalb in
Untersuchungen am Lhcbl in dieser Arbeit nur wenig Violaxanthin gefunden wurde
(Tabelle 30). Pigmentanalysen zeigen, dass im WT-Monomer mehr Chl a als Chl b im
Vergleich zur Kristallstruktur gebunden wurde (Standfuss et al., 2005), zudem war der
Carotinoid-Gehalt ebenfalls abweichend von bisherigen Untersuchungen (Tabelle 36;
Croce et al, 1999b). Die gleiche Pigmentzusammensetzung wurde auch flr
Monomerkomplexe der Lhcb1-Mutante mit Lhca4-N-Terminus beobachtet. Die im SDG
unterschiedlich weit laufenden Monomerfraktionen der Lhcb1-Nb4-Mutante brachten es
auf unterschiedliche Pigmentzusammensetzungen. Wahrend die Monomere der oberen
Bande bis zu 6 Chlorophylle weniger und kaum Neoxanthin gebunden hatten,
offenbarte sich die Pigmentzusammensetzung der unteren Bande bei reduziertem
Chlorophyll-Gehalt als beinahe typisch fir einen WT-Lhcbl, bei welchem die V1-
Bindungsstelle unbesetzt blieb (Croce et al., 1999b; Hobe et al., 2000). Der massive
Chl-Verlust der Komplexe aus der oberen Bande deutet darauf hin, dass es sich um nur
partiell gefaltete Proteine handeln kdnnte.

Da beide Lhcbl-Mutanten wie der WT zwei Luteine binden (Tabelle 35), lasst
vermutlich die N-terminale L2-Carotinoid-Bindestelle im Lhca4 und Lhcb4 auch die
Anlagerung von Lutein zu, was zumindest fur den Lhcb4 noch nicht beobachtet wurde,
da dort immer nur 1 Lutein gebunden wird (Bassi et al., 1999). Eventuell legen im Lhcb1
die luminale Bindedoméne und seine kompakte Faltungsstruktur fest, dass keine
anderen Carotinoide in der L2-Position binden kénnen. Trotz seiner Ladnge von 97 AS
kann der Lhcb4-N-Terminus kaum Ursache fur die verbesserte Neoxanthin-Bindung am
Lhcbl sein, da diese am luminalen Y111 und der Helix 2 und damit am entgegen
gesetzten Ende des Monomers lokalisiert ist (Liu et al., 2004). Wahrscheinlich liegen die
Lhcb1-WT-Monomere auch unterschiedlich gut gefaltet im SDG vor, kdnnen aber nicht
voneinander getrennt werden, da sie zu geringe Laufunterschiede aufweisen.

Der Lhcb1-N-Terminus scheint auch unter Berlcksichtigung der aufgenommenen
Fluoreszenzemissionsspektren (Abb. 58) keine besondere Bedeutung flr die Stabilitat
des Monomers zu haben.

Trimerrekonstitution

Substitutionen des Lhcb1-N-Terminus gegen entsprechende N-terminale Domanen aus
Lhcad und Lhcb4 verhindern die Trimerisierung dieser Lhcb1-Mutanten (Abb. 20; Abb.
21B). Bereits NuB3berger et al. (1993) zeigten durch Proteaseverdau des LHCII, dass
die AS 9-48 des N-Terminus wichtig fur die Trimerstabilitat sind. Die Anwendung von
Phospholipase A hatte den gleichen Effekt und deutete auf die Beteiligung eines
Phospholipids an der Trimerisierung hin. In spateren Untersuchungen gelang durch
Herstellung N-terminaler Deletions- und Punktmutanten die Identifikation eines
Trimerisierungsmotivs (WYxxxR) ab Position 16 des N-Terminus, von welchem alle drei
AS fur die LHCII-Assemblierung essentiell waren (Hobe et al.,, 1995). Trotz
kryoelektronenmikroskopischer ~ Aufnahmen  (Kuhlbrandt et al, 1994) und
Rontgenstrukturanalysen (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005) gelang es bisher nicht
die ersten 15 N-terminal lokalisierten AS aufzulésen. Das PG des LHCII ist laut
Kristallstruktur (Liu et al., 2004) Uber Phosphodiesterbindungen an das Chl b2 (Chl 7)
koordiniert und verhéalt sich damit ahnlich dem PG, das aus dem cyanobakteriellen PSI
bekannt ist (Jordan et al., 2001). Zudem erfolgt dessen Koordination Uber Y44 (H-
Briicke) des N-Terminus und tUber K182 (lonenbindung) von Helix 3. Dartber hinaus
erfolgt am Y44 auch die Bindung des Chl a4 (Chl 4), das zudem Uber W46 koordiniert
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wird. Weder der Lhca4-, noch der Lhcb4-N-Terminus kénnen das Trimerisierungsmotiv
oder ein Tyrosin an Position 24 (im Lhcbl) aufweisen, das im Lhcbl auch zur
Koordination des Chl 9 dient (Standfuss et al., 2005). Nur im Lhcb4 befindet sich ab
Position 26 ein &hnliches WYxxxI-Motiv, wobei das Ile (Jansson, 1999: Arabidopsis)
nicht konserviert ist und sonst durch Lys ersetzt wird (Abb. 16), was nicht fir eine
Trimerisierung dieser Lhcb1-Mutante fihrt. Zudem ist der N-Terminus des Lhcb4 mit 97
AS fast doppelt so lang wie der des Lhcbl (53 AS), was eventuell zu sterischen
Problemen im Trimer fuhren kdnnte. Im Lhcb5 (CP26), einem minoren LHC des PSII
(Yakushevska et al., 2003), ist dieses Trimerisierungsmotiv des Lhcal ebenfalls tber
alle Spezies hoherer Pflanzen hinweg konserviert (Abb. 16). Untersuchungen an
Lhcb1/Lhcb2-Antisense Arabidopsis-Pflanzen, die keinen LHCII mehr synthetisieren
konnten brachten den Beleg, dass auch CP26 als Homotrimer den LHCII ersetzen und
auch in Mischtrimeren mit dem Lhcb3 vorliegen kann (Ruban et al., 2003; Andersson et
al., 2003; Ruban et al., 2006). Da bisher nur in vitro Homotrimere des Lhcbl bekannt
sind und die Monomere im Trimer eine groRe gemeinsame Oberflache aufweisen,
missen weitere Proteindomanen an der Wechselwirkung der Untereinheiten beteiligt
sein.

1.2 Einfluss der C-terminalen Domane auf Oligomerisierungsverhalten

1.2.1 Die Ubertragung des C-Terminus von Lhcb4 auf Lhca4 und Lhcb1 fuhrt zu
einer Beeintrachtigung der Monomerbildung

Monomerrekonstitutionen

Eine Substitution des C-Terminus, der bei diesen Untersuchungen alle AS bis zum
Ende der Helix 3 mit einschlie3t, gegen die entsprechenden Lhcb4-AS, flihrte zu
Reduktionen der Monomerausbeuten der Lhca4- und Lhcb1l-Mutante und im Falle der
Lhca4-Cb4-Rekonstitution zur Ausbildung von zwei Banden im Monomerbereich nach
SDG-Auftrennung (Abb. 24A). Im Gegensatz dazu konnte die Lhcb4-Mutante mit gegen
Lhcbl getauschtem C-Terminus hohere Monomerausbeuten erzielen. Aus Deletions-
experimenten am Lhca4 aus Tomate war bekannt, dass 12 AS am C-Terminus,
inklusive eines Prolins am Ende der Helix 4, deletiert werden kdnnen bevor die
Monomere instabil werden (Rupprecht et al.,, 2000). In derselben Studie konnten am
Lhcal zusatzlich 2 AS (insgesamt 20 AS) der Helix 4 deletiert werden ohne die
Monomerstabilitdt zu beeintrachtigen. Fiur den Lhcb1-C-Terminus von Erbse gab es
ahnliche Untersuchungen, die zunadchst auf die fur ein stabiles Lhcbl-Monomer
unverzichtbaren AS P204 bis L212 hindeuteten (Cammarata und Schmidt, 1992).
Andere Untersuchungen an Erbse zeigten, dass vor allem Tryptophan- und auch Serin-
Reste, die bei Arabidopsis durch Alanin ersetzt sind, am C-Terminus fir die
Monomerstabilitat verantwortlich sind (Paulsen und Hobe, 1992). Paulsen und Kuttkat
(1993) konnten jedoch durch Punktmutation dieser AS keinen Beweis fir deren
stabilisierende Eigenschaften im Lhcbl erbringen, wodurch vermutet wurde, dass auch
weiter C-terminal liegende AS an der Monomerstabilisierung beteiligt sein missen.

Die C-terminale Sequenz von Lhca4, Lhcbl und Lhcb4 sind untereinander kaum
konserviert. Dadurch wird die Erklarung schwierig, warum der C-Terminus des Lhcb4
destabilisierend wirkt, wahrend nur der Lhcb1-C-Terminus auf den Lhcb4 stabilisierend
wirkt. Eventuell kbnnte ein mehr an AS im Lhcbl (33) als im Lhcb4 (28) fur die
Stabilisierung verantwortlich sein.

138



E) Diskussion

Pigmentzusammensetzung und Fluoreszenzemission der Monomere

Eine Substitution des Lhca4-C-Terminus gegen den entsprechenden Bereich des Lhcbl
fuhrte veradnderte die Pigmentausstattung der Lhca4-Cbl-Monomere (Tabelle 29)
gegentber dem WT nicht. Wahrend beim Lhca4-WT von Arabidopsis in dieser Arbeit
und bei vergleichbaren Untersuchungen nur 10 Chlorophylle bezogen auf 2 gebundene
Carotinoide pro Komplex nachgewiesen werden konnten (Croce et al 2002), waren an
das Lhca4-Cb1-Protein 12 Chlorophylle gebunden. Da mehr zuséatzliches Chl a (1,5) als
Chl b (0,5) gefunden wurde, kdonnte der C-Terminus des Lhcbl einen stabilisierenden
Einfluss auf die am Q170 (Helix 3) und H185 (Helix 4) gebundenen Chl a-Molekile (Chl
a3 und Chl b3 nach Kuhlbrandt et al., 1997) des Lhca4 ausiiben. Analog zu anderen
Mutanten, die nach Auftrennung 2 Banden im Bereich der Monomere aufwiesen, war
der Chlorophyllgehalt der vermutlich unvolistandig gefalteten Lhca4-Ch4-Komplexe der
oberen Bande reduziert, wahrend die Monomere der unteren Bande einen erhthten
Chlorophyligehalt aufwiesen (Tabelle 29). Analog dazu prasentierten sich die
Fluoreszenzemissionsspektren, wobei nur die obere Lhca4-Cbh4-Bande eine reduzierte
langwellige Fluoreszenz aufwies (Abb. 57). Nach Abb. 72 ist eine direkte
Beeintrachtigung langwelliger Chlorophylle, die im Lhca4 an anderer Position gebunden
sind, auszuschlielen (Morosinotto et al., 2005).

Obwohl die Lhcb4-Cb1-Mutante nach Gelauftrennung hohere Ausbeuten bezuglich der
Monomere zeigte (Abb. 24A), spiegelte sich die durch die intensive Monomerbande
vermutete Stabilitat nicht in der Pigmentzusammensetzung wider, da sowohl der Lhca4-
, als auch der Lhcb1-C-Terminus im Lhcb4 zu einem Chl b-Verlust fuhrten (Tabelle 31).
Im Gegensatz dazu fiihrte der Einbau des Lhcb4-C-Terminus in Lhca4 oder Lhcbl
immer zu einer leichten Erhdéhung des Chl b-Gehalts (Tabelle 29; Tabelle 30).
Rekonstitutionen von Lhcb4 und Lhcbl mit unterschiedlichem Chl a/b-Angebot
resultierten in unterschiedlichem Chlorophyll-a/b-Verhéltnis der LHCs (Giuffra et al.,
1997; Kleima et al., 1999). Eine mdgliche Erklarung konnte sein, dass manche Chl-
Bindungsstellen eher fur Chl a und andere eher fur Chl b spezifisch sind (Bassi et al.,
1999). Dies wurde im Falle der Chl a3 Bindungstelle in Helix 4 bedeuten, dass im Lhcb1
(H212) und Lhca4 (H185) Chl a praferiert wird und im Lhcb4 (H242) Chl b den Vorzug
findet. Warum die Carotinoidgehalte ebenfalls leicht schwankten ist durch die N&he des
C-Terminus zur L1-Bindestelle (Tabelle 35) am Ende der Helix 3 zu erklaren. Fir den
Lhcbl wurde nachgewiesen, dass auch diese Bindungsstellen promiskuitiv sind und in
vitro von unterschiedlichen Carotinoiden besetzt werden kénnen (Hobe et al., 2000).

1.2.2 Der C-Terminus beeinflusst weder die Heterodimerisierung noch die
Trimerisierung

Dimerisierungsexperimente der Lhca4-Mutanten mit substituiertem C-Terminus zeigten,
dass die C-terminale Doméane des Lhca4 im LHCI-730 nicht in Wechselwirkung mit dem
Lhcal tritt (Abb. 24B; Abb. 26A). Diese Beobachtung bestétigt vorherige Analysen an
C-terminalen Deletionsmutanten des Lhca4, die trotz umfangreicher Deletion von bis zu
9 AS von Helix 3 immer noch mit dem Lhcal dimerisierten (Schmid et al., 2002a). Im
Lhcal liel3 sich in derselben Untersuchung das C-terminale W185 identifizieren, das mit
dem Lhcad4 in Wechselwirkung tritt. Diese Ergebnisse stimmen (berein mit den
Strukturdaten des PSI, in welchen die N- und C-Termini des Lhcal in Richtung Helix 2
des Lhca4 orientiert sind und sowohl der N- als auch der C-Terminus des Lhca4 zum
Lhca2 ausgerichtet sind (Ben-Shem et al.,, 2003; Amunts et al.,, 2007). Die
Fluoreszenzemissionsspektren der Heterodimere mit Lhca4-Mutanten weisen eine
leicht erhohte langwellige Komponente auf, die eventuell auf die im Monomer ebenfalls
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erhohte Chl b-Bindung zurickzufhren ist. Lhca4-Rekonstitutionsexperimente mit
reinem Chl a ergaben, dass Chl b fur die langwellige Fluoreszenz notwendig ist (Schmid
et al., 2001), was am Chl a5/b5-Dimer liegt (Morosinotto et al., 2005).

Im Lhcbl beeinflusst die Substitution des C-Terminus gegen die entsprechenden
Doméanen aus Lhca4 und Lhcb4 die Fahigkeit zur Trimerisierung nicht. Die
Untersuchungen zeigten, dass ein Lhca4-C-Terminus zu mitunter hoheren
Trimerausbeuten fuhren kann (Abb. 25; Abb. 26B). Anhand bisheriger Untersuchungen
wurde dem Lhcbl-C-Terminus und speziell dem W222 eine Trimer stabilisierende
Funktion zugeschrieben (Kuttkat et al., 1996). Lhcbl1-Deletionsmutanten, bei welchen
mindestens 7 AS C-terminal deletiert worden waren, konnten keine stabilen Trimere
mehr bilden. Allerdings konnten Mutanten mit genau 7 (AC-225) und 9 (AC-223)
deletierten AS mittels Detergens-Lipid-Rekonstitution doch trimerisiert werden (Kuttkat
et al., 1996), wahrend dies durch Insertion der LHCs in eine Thylakoidmembran nicht
gelang (Kuttkat et al., 1995). Die Hydrophobizitdt des substituierten W222 wurde in
direkten Zusammenhang zur Trimerbildung gestellt werden, da theoretisch
delokalisierte 1-Elektronen vom W222 und H212 miteinander wechselwirken kdnnten
(Kuttkat, 1997). Unterstitzt wurde diese These durch Mutationsanalysen der Chl-
Bindungsstelle H212 des Lhcbl gegen Phe und Leu, wonach deutlich weniger Trimere
gebildet wurden (Yang et al., 1999).

Eine mdgliche Ursache, weshalb die C-terminalen Lhcbl-Domanentauschmutanten
trotzdem trimerisierten, kénnte in der Existenz einer Ersatz-AS zu finden sein, die
sowohl im C-Terminus des Lhca4, als auch im Lhcb4 lokalisiert ist. Im Lhca4 befindet
sich an Position 191 ebenfalls ein Trp, das zwar 5 AS naher an Helix 4 liegt als das
W222 des Lhcbl, welches aber eine ahnliche Stabilisierung hervorrufen kénnte. Im
Lhcb4 befindet sich ein invertiertes Motiv (W239-H248), dass eventuell dieselbe
Funktion erfillen kdnnte, wie die H212-W222-Wechselwirkung im Lhcbl. Da die Chl-
bindende AS (H242) genau dazwischen liegt, kbnnte dies zu sterischen Problemen bei
der Chlorophyll a-Bindung filhren, was am trimeren Lhcb1l-Cb4 beobachtet werden
konnte (Tabelle 31).

1.3 Der Einfluss der Schleifenregionen auf Monomerstabilitat und die
Oligomerisierung

1.3.1 Der Austausch der luminalen Doméane fuhrt zur Bildung instabiler
Monomere

Lhcad4-Mutanten mit getauschter luminaler Schleifenregion (LLb1 und LLb4) wiesen nur
geringe Monomerausbeuten nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel auf
(Abb. 27A). Die Lhcbl-Mutante mit der luminalen Schleife des Lhca4 hatte hohe
Monomerausbeuten, wahrend der Einbau der luminalen Lhcb4-Schleife in den Lhcbl
zur Reduktion der Monomerausbeuten fuhrte. Die Lhcb4-Mutanten mit der luminalen
Schleife des Lhca4 oder Lhcbl bildeten nach Gelauftrennung keine Monomere. Durch
Auftrennung der Rekonstitutionsansétze per schonende SDG-UZ konnten jedoch
Monomere isoliert werden.

Laut 'two stage model’ (Popot und Engelman, 1990; 2000) falten sich Helices zunachst
alleine und assemblieren anschlieRend zu hoherer Struktur. Beobachtungen, dass die
Bakteriorhodopsin-Faltung auch in Abwesenheit eines Chromophors ablauft, bestatigten
diese Annahme (Booth et al., 1995). Eine Assemblierung war sogar dann maoglich,
wenn die Schleifenregionen zwischen den Helices nicht verbunden waren (Kahn und
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Engelman, 1992; Marti, 1998). Aul3erdem ergaben Mutationsanalysen, dass AS-
Substitutionen keine grof3e Auswirkung auf die Komplexfaltung ausiben (Gilles-
Gonzalez et al., 1991; Teufel et al., 1993). Diese Beobachtungen sind véllig kontrar zu
den hier durchgefiihrten Experimenten, in welchen der Austausch der luminalen
Schleife zu Komplexinstabilitéaten fihrte, obwohl diese in einem anderen Lhc-Protein die
gleiche strukturelle Funktion ausubt. Fur den Lhcbl existieren Zufalls-
Mutationsanalysen der luminalen Schleife, um den stabilisierenden Einfluss dieser
Domaéane zu untersuchen (Mick et al., 2004a). Es stellte sich heraus, dass vor allem
hydrophile und saure AS fur die Faltung und Stabilitdt des Lhcbl verantwortlich sind
und eine Wechselwirkung der Schleife mit anderen Proteinbestandteilen vorstellbar ist.
Zudem wurde vermutet, dass die Iuminale Schleife aufgrund ihrer Protease-
Zuganglichkeit eine wichtige Rolle bei Degradationsprozessen spielt (Mick et al.,
2004b). Bei Untersuchungen der stromalen Schleife wurde eine Beteiligung dieser
Doméne an der Proteinfaltung nachgewiesen (Heinemann und Paulsen, 1999). Die
luminalen Schleifen von Lhca4 (17 AS), Lhcbl (33 AS) und Lhcb4 (23 AS)
unterscheiden sich stark in ihrer Sequenzlange. Wahrend im Lhcbl die Existenz einer
kurzen Helix (siehe Abb. 16: V95-S105), gefolgt von zwei kurzen antiparallelen, Uber
lonenbindung (D111-H120) stabilisierte Strukturen, relativ gut abgesichert ist (Liu et al.,
2004), wurde fur den Lhcb4 wie fur den Lheb5 bisher lediglich postuliert, dass eine Helix
E, auch aufgrund der im Vergleich zum Lhcbl konservierten N1-Bindungsstelle in der
luminalen Schleife, méglich sein konnte (Caffarri et al., 2007). Fur den Lhca4 ist wie fur
alle anderen Lhc-Proteine bekannt, dass in der 1. Halfte der luminalen Schleife die
konservierte Sequenz der L2-Carotinoidbindungsstelle existiert (Pichersky und Jansson,
1996; Bassi et al., 1997; Sandona et al., 1998).

Pigmentzusammensetzung und Fluoreszenzemission der Monomere

Die Substitution der luminalen Schleife fuhrt in allen drei untersuchten Lhc-Proteinen zu
einem deutlichen Chlorophyll-Verlust (Tabelle 23; Tabelle 24; Tabelle 25). Weder
Kahlbrandt et al. (1994) noch spatere Rontgenstrukturanalysen an Kristallen konnten
auller dem Chl 14, dass uber das O-Atom des Val 119 koordiniert ist, keine weiteren
konkreten Chl-Bindungsstellen in der luminalen Lhcb1-Schleife identifizieren (Liu et al.,
2004; Standfuss et al., 2005). Allerdings befinden sich auf der luminalen Seite eines
Monomers 6 Chlorophylle, die 2 Cluster ausbilden. Neben einem Chl a-Dimer in der
Né&he des C-Terminus (siehe E1.2.1), das durch eine Substitution der Iluminalen
Schleife wahrscheinlich nicht beeinflusst wird, sind zwischen der Superhelix und der
Helix 2 in Nahe der luminalen Schleife vier weitere Chlorophylle (3 Chl b, 1 Chl a)
lokalisiert (siehe Kap. A5.2, Tabelle 1). Die massiven Chl-Verluste deuten darauf hin,
dass ein Austausch der luminalen Schleife in nur teilweise gefalteten Pigment-Protein-
Komplexen resultiert, wie sie auch schon bei N- und C-terminalen
Doméanentauschmutanten aufgetreten waren. Eine Verkirzung oder Verlangerung
dieser luminalen Schleife konnte deshalb die gesamte Chl-Bindung des luminalen Chl-
Clusters beeinflussen, da durch die fehlende kompakte Struktur viele Chlorophylle nur
locker gebunden werden und wahrend der Aufreinigung verloren gehen. In der Regel
sind die Chl-Bindungsstellen zwar konserviert, doch vermutlich erfolgt die Koordination
in jedem LHC aufgrund der Sequenzvariabilitdten in der Umgebung Chl-bindender AS
etwas anders. Dass neben Chl b-Verlusten mit Ausnahme von Lhcb1-LLa4 auch Chl a-
Verluste auftraten, zeigt, wie stark die Pigmente in diesem Cluster zusammenhéangen.
Die Lhca4-Mutanten weisen zudem eine deutlich reduzierte langwellige Fluoreszenz auf
(Abb. 51). Ein ahnliches Erscheinungsbild liefern Mutanten mit mutierter Chl b6-
Bindungsstelle (Morosinotto et al., 2005). Das Chl b6 ist Teil dieses luminalen Clusters
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und eines von vier Chlorophyllen im Lhca4, die fur die langwellige Fluoreszenz
verantwortlich gemacht werden (Abb. 72).

Weiterhin kénnte von Bedeutung sein, dass durch Substitution der luminalen Schleifen,
das Carotinoid an der L2-Stelle eventuell nicht oder nur lose binden kann, wodurch der
gesamte Komplex und die daran gebundenen Chlorophylle destabilisiert werden
konnten.

B4(1031)

Abb. 72: Strukturmodell des Lhca4, entnommen aus Morosinotto et al., (2005). Dargestellt sind die am
Lhcad gebundenen Chlorophylle (nach Kihlbrandt et al. (1994) nummeriert). Chlorophylle, deren Verlust
die langwellige Fluoreszenz stark (rot), mittel (orange) und schwach (gelb) beeinflussen sind
hervorgehoben.

Im Lhcb4 befindet sich vermutlich wie im Lhcbl eine N1-Bindungsstelle (Tabelle 35;
Caffarri et al., 2007). Im LHCII wird die Polyenkette des Neoxanthins auf3er zum einen
Uber AS der Helix 1- und Helix 2 (W71, L134, M135 und V138) und zum anderen mittels
hydrophober Phytolreste von Chl 11 und Chl 13 koordiniert. Zur Fixierung der
Epoxizyklohexan-Kopfgruppe dient neben dem Tetrapyrrolring des Chl auch eine H-
Bricke zum Y112 der luminalen Schleife, das in Mutanten mit luminaler Lhca4-Schleife
nicht enthalten ist. Reduzierte Neoxanthin-Werte (Tabelle 25) wurden aber nur bei den
Lhcb4-Mutanten beobachtet, die aullerdem einen hohen Anteil energetisch
ungekoppelter Chlorophylle aufwiesen (Abb. 53), was auf nur partiell gefaltete
Proteinkomplexe hindeutet. Die Substitution der luminalen Schleife im Lhcbl hatte, im
Gegensatz zu friheren Untersuchungen mit LHCII-CP29-Chiméren, Kkeine
Verminderung des Neoxanthin-Gehalts zur Folge (Gastaldelli et al., 2003).

1.3.2 Der Austausch der stromalen Domane fuhrt zur Bildung instabiler
Monomere

Die Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-Mutanten mit substituierter stromaler Schleifenregion
waren - vergleichbar mit den luminalen Schleifenmutanten — mehrheitlich kaum in der
Lage zu falten oder stabile Monomere auszubilden, die nach einer Auftrennung noch im
schwach denaturierenden Gel nachweisbar waren (Abb. 32). Auffallig beim Tausch
dieser Domane war die Auswirkung der Substitution der Lhca4-Schleife in den Lhcbl
oder Lhcb4, die dadurch erheblich reduzierte Monomerausbeuten aufwiesen. Auch der

142



E) Diskussion

Austausch der stromalen Schleife im Lhca4 gegen Lhcb-Schleifen resultierte in stark
verminderten Monomerausbeuten. Die Lhcbl- und Lhcb4-Schleife konnten problemlos
miteinander getauscht werden Die stromale Lhcbl1-Schleife im Lhcb4 fiihrte sogar zu
einer Erhdhung der Monomerausbeute. Eine friihere Mutationsanalyse der stromalen
Lhcb1-Schleife wies darauf hin, dass diese Doméne einen starken Beitrag zur
Monomerstabilitat liefert (Heinemann und Paulsen, 1999). Versuche mit Helices vom
Bakteriorhodopsins (BR), die nicht mehr Uber Schleifen verbunden waren, und BR-
Helices mit synthetischen Schleifen, erreichten nicht die Stabilitdt der WT-Form (Allen et
al., 2001; Kim et al., 2001). Untersuchungen an Schleifenregionen zeigten, dass auch
ohne das restliche Apoprotein tertiare Strukturen ausgebildet werden konnten (Bennett
et al.,, 2004; Giragossian et al., 2004).Deshalb lag die Vermutung nahe, dass
Schleifendomanen einen Proteinfaltungsprozess unterstitzen kdnnen. Am Beispiel des
grun fluoreszierenden Proteins wurde deutlich, dass einzelne AS der extern liegenden
Schleifenregion die Fluoreszenz des Monomers stark beeintrachtigen kénnen und somit
auch in l6slichen Proteinen Schleifenregionen strukturell wie funktionell an der
Monomerstabilitat beteiligt sind (Flores-Ramirez et al., 2007).

Die stromalen Schleifen der Lhc-Proteine weisen unterschiedliche Sequenzlangen auf.
Wahrend die Schleife des Lhca4 (38 AS) am langsten ist, kommen Lhcbl und Lhcb4
auf 27 bzw. 24 AS. Die Variabilitat der Sequenzlangen koénnte auf eine unterschiedliche
Tertiarstruktur der stromalen Schleifen hindeuten, worin sich vor allem Lhca- und Lhcb-
Proteine unterscheiden kodnnten. Dadurch koénnte vor allem der Faltungsprozess
beeintrachtigt werden, da sich die ubrigen Proteinstrukturen nicht wie gewohnt
zueinander anordnen kdnnen.

Pigmentzusammensetzung und Fluoreszenzemission der Monomere

Ein Indiz fur eine unkorrekte Faltung aufgrund unterschiedlicher Schleifenlangen liefern
Fluoreszenzemissionsspektren, in welchen ein ungewohnt hoher Anteil ungekoppelter
Chlorophylle bei den instabilen Mutanten Lhca4-SLb1l, Lhca4-SLb4, Lhcb1-Sla4 und
Lhch4-SLa4 beobachtet werden konnte (Abb. 51, Abb. 52, Abb. 53). Vermutlich binden
die Pigmente an das Apoprotein, kdnnen aber aufgrund interner Verschiebungen der
Chl-bindenden Helices keine Energie mehr Ubertragen. Die Kinetik der LHCII-Faltung
bzw. Pigmentbindung wurde untersucht und sowohl ein schneller (Chl a-Anlagerung),
als auch ein langsamer Schritt (Chl b-Anlagerung) konnte identifiziert werden (Horn und
Paulsen, 2004; Horn et al., 2007). Sollte die stromale Schleife an der Lhc-Proteinfaltung
beteiligt sein, in welcher auch notwendigerweise Chlorophylle involviert sind, kénnte
eine Storung des Faltungsprozesses auch einen Chlorophyll-Verlust zur Folge haben
(Tabelle 23, Tabelle 24, Tabelle 25). Obwohl laut Kristallstruktur beim LHCIl 8
Chlorophylle zur stromalen Seite hin gebunden sind, wurde fur diese Doméane nur eine
einzige Chl-koordinierende Position beschrieben (Standfuss et al., 2007), die nur dann
genutzt werden kann, wenn ein Chl b gebunden wird. Im Lhcb1 ist das Chl b1 (Chl 11)
mit seiner Formylgruppe Uber eine H-Briicke mit dem N-Atom des L148 der stromalen
Schleife verbunden. Der Ligand des Mg-Atoms befindet sich aber - dber ein H,O-
Molekul koordiniert - in Helix 1 (O-Atom des V138)(Liu et al., 2004; Standfuss et al.,
2005). Aufgrund dessen wird der Verlust nur eines Chl b im Lhcb1-SLb4 verstandlich,
da das L148 wegen einer Licke im Alignment beim Lhcb4 nicht existiert (Abb. 18B).
Falls im Lhca4 ein Chlorophyll in dieser Position koordiniert sein sollte, kénnte wegen
dessen raumlicher Néhe (9,9 A zum Chl b5 nach Morosinotto et al. (2005)) zum Chl a5-
Chl b5-Dimer auch deren Koordinierung beeinflusst werden (Abb. 72), wodurch die
starke Reduktion der langwelligen Fluoreszenz dieser Monomere erklarbar wére (Abb.
51). In der Helix 3 und der stromalen Lhcbl-Schleife durchgefiihrte Mutagenesen
deuten darauf hin, dass die Schleifenregion nicht nur der Monomerstabilitdt dient,
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sondern ebenfalls an einer Stabilisierung der Pigmentbindung beteiligt ist (Heinemann
und Paulsen, 1999).

Obwohl in der stromalen Schleife auch die konservierte L2-Bindungsstelle (Tabelle 35)
lokalisiert ist und die drei untersuchten LHCs unterschiedliche Praferenzen in ihrer
Carotinoid-Bindung aufweisen (Croce et al.,, 1999a; Hobe et al.,, 2000; Croce et al.,
2002; Schmid et al., 2002b; Caffarri et al., 2007), konnten nur bei den Monomeren mit
starken Chlorophyll-Verlusten Verdnderungen im Carotinoid-Gehalt ermittelt werden.
Diese sind vermutlich deshalb eher auf die unzureichend gefalteten Komplexe, als auf
eine ausgetauschte L2-Bindungsstelle zurtickzufthren.

1.3.3 Die Heterodimerisierung und die Trimerisierung werden durch die
Schleifendoméanen stark beeinflusst

Da samtliche Lhca4-Mutanten mit substituierten Schleifendomé&nen unzureichend
rekonstituierbar bzw. instabil nach Auftrennung im schwach denaturierenden Gel waren
(Abb. 32), ist ungewiss, ob sich diese Effekte auf die Dimere Ubertrugen, oder ob im
Dimer mit Lhcal eine Stabilisierung erfolgte. Fakt ist, dass keine Dimere mit Lhca4-
Mutanten erzeugt werden konnten, die eine substituierte stromale Domane trugen (Abb.
33; Abb. 35A). Auch die Lhca4-Mutanten mit getauschter luminaler Doméane waren
lediglich nach SDG-UZ nachzuweisen (Abb. 27B; Abb. 29A). Die Lhcbl-Mutanten mit
ausgetauschter stromaler Schleife trimerisierten nicht (Abb. 34; Abb. 35B) und Trimere
von Lhcbl-Mutanten mit substituierter luminaler Schleife waren nur nach SDG-
Auftrennung nachweisbar (Abb. 28; Abb. 29B), obwohl deren Monomere — bis auf die
der Lhcbl-SLa4-Mutante — stabile Komplexe bildeten (Abb. 27A, Abb. 32). Vermutlich
sind Teile der luminalen Lhca4- und Lhcbl-Schleife an der Di- oder Trimerisierung
beteiligt, aber nicht unbedingt essentiell. Die stromale Doméne ist aber fiir eine
erfolgreiche Oligomerisierung unverzichtbar.

Bei Erstellung der Consensussequenzen aus verschiedenen Arten (siehe Kap. A2) fiel
auf, dass in der luminalen Schleife des Lhca4, im Gegensatz zur entsprechenden
Lhcb1-Schleife, nur ein geringer Anteil der AS zwischen den Spezies identisch war. Von
17 AS des Lhca4 waren nur 9 identisch (57%), wahrend von den 33 Lhcb1-AS 28
Ubereinstimmend waren (85%). In der stromalen Schleife waren sich Lhca4 und Lhcbl
mit 26 von 28 identischen AS (68%) und 20 von 27 identischen AS (74%) etwas
ahnlicher. GemaR der Vorstellung, dass alle an der Ausbildung einer speziellen
Oligomerisierungsform beteiligten AS streng konserviert sein sollten, waren demnach
fast die Halfte der luminalen AS des Lhca4, aber nur wenige AS des Lhcbl, fur die
Untersuchungen nicht relevant. Im Lhca4 ist diesbezlglich vor allem die luminale
Region stark konserviert, die sich an die 2. Helix anschlie3t, wodurch ein Beitrag an der
Dimerisierung der in diesem Bereich lokalisierten AS wahrscheinlicher wird. Generell
wiesen ein Grof3teil der luminalen Schleife des Lhcbl, sowie weite Bereiche der
stromalen Schleife von Lhca4 und Lhcbl, hohe Konservierungsgrade zwischen den
untersuchten Arten auf. Dadurch war es nicht mdglich, explizite Bereiche oder AS, die
fur das zustande kommen der unterschiedlichen Oligomerisierungszustande
verantwortlich sind, nur aufgrund der verfigbaren Sequenzen zu identifizieren. Die
Proteinalignments der Consensussequenzen zeigen (Abb. 16), dass nach einem
Doménetausch nur sehr wenige dieser innerhalb eines Lhc-Proteins konservierten AS
in der entstandenen Chimare eine ahnliche Position aufwiesen, was vor allem auf die
unterschiedlichen Schleifenlangen zurtickzufihren ist.

Die PSI-Strukturen zeigen, dass der N- und C-Terminus des Lhcal in Richtung Helix 2
und die sich anschlieende luminale und stromale Schleife des Lhca4 orientiert ist
(Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al., 2007). Mutationsanalysen an den Termini des
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Lhcal identifizierten das W4 im N-Terminus und das W185 im C-Terminus als
vermutliche Interaktionspartner des Lhca4. Homologie-Modellierungen und dynamische
Molekulsimulationen auf Basis der LHCII-Struktur ergaben, dass das W4 mit dem W106
am stromalen Ende der H2 des Lhca4 uber 1-Elektronen der aromatischen Seitenkette
in Wechselwirkung treten konnte. Zudem kénnte das C-terminale W185 mit dem F84
der luminalen Lhca4-Schleife interagieren. (Jolley et al., 2005; Corbet et al., 2007). Da
das W106 in keiner Lhca4-Mutante entfernt wurde, erfolgt die Interaktion entweder
direkt mit einer AS der stromalen Schleife, oder die Ursache fiur die ausbleibende
Dimerbildung liegt vielleicht in den im Monomer eventuell unbesetzten Chl-
Bindungsstellen (Chl b1, Chl a5, Chl b5), weshalb die Monomere keine langwellige
Fluoreszenz mehr zeigten. Einzelpunktmutationen dieser Chl-bindenden AS (E102)
fuhrten selbst nach SDG-Aufreinigung nur zu wenigen Dimeren (D2.1.5.2).

Die stromale Schleife hat noch eine weitere Funktion, die zunachst weniger mit der
Oligomerisierungsfahigkeit, sondern mit der posttranslationalen Zielsteuerung der
kernkodierten Lhc-Proteine zu tun hat. Eine hydrophile L18-Doméne (18 AS) -
nachgewiesen im Lhcbl - dient den chloroplastidaren Signalerkennungspartikeln
cpSRP43 und cpSRP54 als Erkennungssequenz in der stromalen Schleife, wodurch der
LHCP (Lhcbl aus Erbse) mittels Cofaktoren (cpFtsY und GTP) und ALB3 in die
Thylakoidmembran inseriert wird (Tu et al., 2000; Jonas-Straube et al., 2001;
Schinemann, 2004). Deshalb ist die Sequenz aller Lhc-Proteine hoherer Pflanzen im
zweiten Abschnitt der stromalen Schleife stark konserviert. Da in dieser Region auch
eine L2-Carotinoid-Bindungsstelle lokalisiert ist (Bassi et al., 1997), liegen die fur eine
Oligomerisierung verantwortlichen AS, wahrscheinlich nicht auch noch in diesem hoch
konservierten Schleifenabschnitt (Abb. 16). Falls ein Chaperon dennoch am
Zustandekommen der unterschiedlichen Oligomerisierungszustande beteiligt sein sollte,
kann dies durch in vitro Rekonstitutionen nicht Uberprift werden.

Laut LHCII-Kristallstrukturen sind keine AS-Seitenketten der luminalen oder stromalen
Schleife direkt an der Monomer-Monomer-Interaktion im Trimer beteiligt (Liu et al.,
2004; Standfuss et al., 2005). Das einzige durch die Substitution direkt betroffene Chl
b1l (Chl 11) scheint an der Trimerisierung nicht involviert zu sein. Am Ubergang zur H2,
in einem Glycin- und Prolin-reichen Abschnitt (G145, G147, P148, G150) der stromalen
Lhcbl-Schleife, bildet sich eine Haarnadelschleife heraus, die eine Trimer-
stabilisierende Funktion erfillen kénnte. Schleifenregionen unteerschiedlicher Proteine
konnen auch getrennt von ihrem Apoprotein falten und bilden entsprechende
Tertiarstrukturen aus (Yeagle et al., 1997; Katragadda et al., 2000; Bennett et al., 2004).
Lhca4 und Lhcb4 besitzen diese AS nicht und damit keine vergleichbare Tertiarstruktur,
deren Abwesenheit sich aber anscheinend nur im Trimer bemerkbar macht. Indirekt
konnten beide Schleifen einen Einfluss auf die Trimerstabilitat austuben, wenn die
Monomere durch substituierte langere oder kirzere Schleifen nicht in WT-Konformation
vorliegen. Da einige Helix 2-AS und daran koordinierte Pigmente direkt an der
Trimerisierung beteiligt sind, kbnnte eine leichte Kipp- oder Drehbewegung dieser Helix
— hervorgerufen durch veranderte Schleifen — die Trimerisierung verschlechtern oder
verhindern. In friheren Studien der Lhcbl-Pigmentbindungsstellen war nach Verlust
eines Chlorophylls (E65, H68, G78, N183) auch der Verlust der Trimerbildungsfahigkeit
beobachtet worden (Rogl und Kihlbrandt, 1999; Yang et al., 1999).
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1.3.4 Die Existenz einer Helix 5 in der luminalen Schleife des Lhcal ist
wahrscheinlich

Abstandsmessungen im PSI-Modell verglichen mit der theoretischen Lange einer
gestreckten luminalen Lhcal-Schleife (Tabelle 20), lassen die Existenz einer luminalen
Helix im Lhcal vermuten. Ahnliche Langendifferenzen lieRen sich fir die luminale
Schleife des Lhca3 und Lhcbl ermitteln. In einem friheren Modell des LHCI-730 wurde
aufgrund einer Sekundarstruktur-Vorhersage die Existenz einer kurzen a-Helix in der
luminale Lhcal-Schleife vorgeschlagenen (Melkozernov und Blankenship, 2003). Laut
Kristallstruktur befindet sich im Lhcbl eine 10 AS umfassende amphiphile Helix in der
luminalen Schleife (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005).

Der Lhcal besitzt als weitere Gemeinsamkeit mit dem Lhcb1l in der luminalen Schleife
ein Tyrosin (Abb. 18A), das im Lhcbl zur Neoxanthin-Bindung bendtigt wird (Tabelle
35). Nur Lhcb-Proteine (bis auf Lhcb6) enthalten diese potentielle Bindungsstelle
(Caffarri et al., 2007), aber kein Lhca-Protein aul3er der rekombinante Lhcal bindet
signifikante Mengen Neoxanthin (Schmid et al., 2002b; Croce et al., 2002). Aul3erdem
wird die der Helix 5 entsprechende Lhcbl-Sequenz im Lhcal ebenfalls von einem
Helix-brechenden Motiv (PGG) gefolgt (Jansson, 1999; Abb. 16). Im Alignment
betrachtet fehlen im Gegensatz zum Lhcbl beim Lhcal alle AS, die eine Lhcbl-
aquivalente Helix E von der 1. Helix trennen wirden. Deshalb kdnnte entweder die
Helix 1 des Lhcal um die Helix E langer sein, oder Helix 1 endet friher, wodurch eine
potentielle luminale Helix E folgen kénnte. Neben dem Helix-brechenden Motiv wéare vor
allem die mit dem Lhcbl Ubereinstimmende Lange der luminalen Schleife, die alle
anderen Lhc-Proteine nicht aufweisen, ein Indiz fur die Existenz einer luminalen Helix
beim Lhcal.

1.4  Die 2. Helix beeinflusst die Monomer-, Heterodimer- und Trimerbildung

Lhcad-Mutanten mit substituierter Helix 2 waren in ihrer Monomerisierung stark
beeintrachtigt (Abb. 38). Dieser Domanentausch beeinflusst die Monomerstabilitat
starker als bei friheren Experimenten, in welchen die H2 des Lhca4 gegen die H2 des
Lhca3 getauscht, aber beinahe WT-ahnliche Monomerausbeuten erzielt wurden
(Corbet, 2004). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Monomerexperimenten
luminaler und stromaler Domanentauschmutanten des Lhca4 (Abb. 27A, Abb. 32),
scheint sich aul3er beim Tausch der luminalen Lhca4-Schleife in den Lhcbl ein
allgemeines Lhca-Lhcb-Kompatibilitatsproblem anzudeuten. Interne Domanen konnten
jedoch recht unproblematischer zwischen Lhcbl und Lhcb4 getauscht werden.
Strukturell (siehe Abb. 17) und wahrscheinlich auch evolutionér gesehen, haben Lhcb-
bzw. Lhca-Proteine beziglich AS-Zahl und AS-Typ mehr Sequenzgemeinsamkeiten
untereinander, als Lhcb- verglichen mit Lhca-Proteinen. Bezogen auf die Helix 2 sind
die AS der Lhca-Proteine zu 50% konserviert (Abb. 17B), wéahrend bei gemeinsamem
Vergleich der Lhca- und Lhcb-Proteine nur 25% der AS konserviert sind (Abb. 17A).
Lhcad4-Mutanten mit einer Helix 2 aus Lhcb-Proteinen bildeten weder Monomere noch
Dimere (Abb. 39). Aus diesen Experimenten war nicht ersichtlich, ob die Dimerisierung
selbst beeintrachtigt wurde, weil fir die Dimerisierung notwendige AS fehlten, oder ob
sich die Eigenschaft instabile Monomere auszubilden auf potentielle Dimere Ubertrugen,
was wiederum zu einer Verminderung der Dimerausbeuten fuhrte. Die Beteiligung der
Helix 2 des Lhca4 an der Bildung des LHCI-730 ist aus zwei Grinden sehr
wahrscheinlich. Zum einen konnte eine als Monomer stabile Lhca4-Mutante mit der 2.
Helix des Lhca3 keine Dimere mit dem Lhcal bilden (Corbet, 2004), und zum anderen
liefern die zwei PSI-Kristallstrukturen einen deutlichen Hinweis auf eine Beteiligung der

146



E) Diskussion

2. Helix an einer Interaktion mit dem Lhcal (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al.,
2007).

Auch die Lhcb1-Mutanten mit substituierter 2. Helix monomerisierten schlechter als der
WT, wobei der Einbau der H2 des Lhca4 sogar zu einer weniger starken Reduktion
fuhrte als der Austausch gegen die H2 des Lhcb4. Im Gegensatz dazu zeigten die
Lhcb4-Mutanten eine WT-ahnliche Monomerausbeute und der Einbau der H2 des
Lhcbl erhohte sogar die Ausbeute (Abb. 38). Vermutlich besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen den instabilen Monomeren, die nach einer Gelauftrennung
beobachtet wurden (SL und H2-Mutanten) und der extrem niedrigen Komplexausbeute,
die nach der Ni-Saulen-Aufreinigung im Zuge der Lhcb1-Trimerisierung entsteht. Bereits
instabile Komplexe kdnnten auf der Ni-Saule weiter destabilisiert werden, wodurch dann
weder Monomere noch Trimere von der Saule eluiert werden konnten, denn keine
Lhcb1-Mutante konnten via Ni-Saule trimerisiert werden (Abb. 40; Abb. 41B). Trotzdem
ist die Helix 2 eine fur die Trimerisierung essentielle Domé&ne. In der LHCII-
Kristallstruktur wechselwirken im Trimer Seitenketten des W128 und V132 eines
Monomers mit den anderen Monomeren (Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005). W128
ist an dieser Position weder im Lhca4 (F), noch im Lhcb4 (I) zu finden. Auch eine dem
V132 entsprechende AS ist in der H2 des Lhca4 (F) nicht vorhanden. Des Weiteren
befindet sich an Position 138 im Lhcb4 ein lle anstelle eines Val, das zur Koordinierung
des Chl b1 (Chl 11) dient. Dieses ist wiederum in raumlicher Nahe zu den Chl a5 und
b5 (Chl 5 und 12) lokalisiert ist, wobei Chl a5 drei der 6 Kernchlorophylle im Trimer
stellt. Passend dazu existieren Studien des Lhcb1l, in welchen nach Mutation des H68
(Chl a5-Bindungsstelle) keine Trimerisierung mehr moglich war (Rogl und Kuhlbrandt,
1999; Yang et al., 1999).

Das Glycophorin A liegt als Homodimer vor und assembliert tGber ein in den Helices
vorhandenes GxxxG-Motiv (Russ und Engelman, 2000; Curran and Engelman, 2003),
das den van der Waals Kontakt zwischen den Helices zweier Untereinheiten
intensiviert. Im Lhcbl, Lhcb2, Lhecb3, Lhca2 und Lhca6 befindet sich in der 2. Helix
zwischen G135 und G139 (Lhcb1-Nomenklatur) auch ein GxxxG-Motiv. Jedoch ist eine
Interaktion zwischen Helices der betroffenen Lhc-Proteine aufgrund der vorliegenden
Kristallstrukturen, die keinen Hinweis auf eine derartige Assemblierung via Helices
liefern, weitestgehend auszuschliel3en.
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2 Ubertragung von Oligomerisierungseigenschaften auf andere Lhc-Proteine

2.1 Fur den Transfer des Oligomerisierungsverhaltens sind mehr als zwei
essentielle Domanen ndétig

Am Beispiel der Einzeldoma&nenmutanten des Lhcb4 wurde deutlich, dass der Transfer
einer fur die Dimer- oder Trimerisierung essentiellen Doméne nicht ausreicht, um wie
der Lhca4 mit dem Lhcal zu dimerisieren, oder wie der Lhcbl Trimere auszubilden
(D2.1.1 bis D2.1.5). Es gelang auch nicht durch Austausch einzelner Doméanen, den
Lhcad4 zum Trimerisieren oder den Lhcbl zur Bildung von Heterodimeren zu bewegen.
Der Grund fur das Misslingen liegt offensichtlich darin, dass eine zweite oder dritte
wichtige Domane und somit alle damit assoziierten H-Briicken, hydrophoben
Wechselwirkungen und Pigmentbindungsstellen ebenso fehlen oder durch zu lange
bzw. kurze Schleifenregionen falsch gefaltet bzw. destabilisiert werden.

Auch ein Transfer von zwei essentiellen Domé&nen reichte demnach nicht aus, um
Dimer- oder Trimerisierungseigenschaften zu tGbertragen. Die Lhca4-Nb1-SLbl-Mutante
konnte vermutlich aufgrund der fehlenden Helix 2 und Teilen der luminalen Schleife
nicht trimerisieren (Abb. 62B, Abb. 64A), wéahrend die Lhcbl- und Lhcb4-LLa4-H2a4-
Mutanten wegen der fehlenden stromalen Schleife keine Heterodimere mit dem Lhcal
bildeten (Abb. 63,Abb. 64B). Ob ein Transfer der Oligomerisierungseigenschaften unter
Berlcksichtigung aller Einzeldomanenexperimente mdglich ist, beschreiben die
nachfolgenden Kapitel.

2.2 Die Fahigkeit zur Trimerbildung war trotz umfangreichem
Domanenaustausch nicht transferierbar?

Ein Austausch einzelner Domanen im Lhcbl offenbarte die Beteiligung mehrerer
Proteinbestandteile an der Trimerausbildung/Stabilisierung (D2.1.1 bis D2.1.5). Neben 3
fur die Trimerisierung essentiellen Bestandteilen (N-Terminus, Helix 2 und stromale
Schleife) wurde mit der luminalen Schleife eine weitere Domane identifiziert, nach deren
Substitution sich die Trimerausbeute verringerte. Lhca4- und Lhcb4-Mutanten mit
diesen vier Lhcb1-Domanen, wobei nur die 2. Halfte der luminalen Schleife - aufgrund
des hohen Konservierungsgrads der 1. Halfte (Abb. 18A) — getauscht wurde, konnten
aber keine Trimere ausbilden (Abb. 67, Abb. 68). Wegen friherer C-terminaler
Untersuchungen am Lhcbl, die ein fur die Trimerstabilisierung wichtiges W222
identifizieren konnten (Kuttkat et al., 1996), wurde zusatzlich der C-Terminus des
Lhcblin die Lhca4-Mutante transferiert. Aber auch das fiihrte nicht zur Trimerbildung
(Abb. 67; Abb. 68), obwohl diese Lhca4-Mutante eher ein Lhcbl als ein Lhca4 war. Nur
die stark konservierten Helices 1 und 3, sowie die 1. Halfte der luminalen Schleife
waren noch Lhca4-Bestandteile. Trotzdem verhindert das Fehlen dieser Doménen eine
Trimerisierung des chimaren Proteins. Eventuell liegt es an der Herangehensweise
selbst, da die restlichen Lhca4-Bestandteile inkompatibel zu den Lhcbl-Doménen sind
und immer noch eine monomere Lhca4-Reststruktur existiert, die eine Trimerisierung
unterbindet.

Eine mogliche Ursache fir das Fehlschlagen der Trimerisierung konnte die
unvollstandig getauschte luminale Lhcb1-Schleife sein. Aufgrund der umfangreichen
Domanensubstitutionen ist nicht nachvollziehbar, ob dies der Grund fur die mangelnde
Monomerbildung/Stabilitat der Lhca4-Mutanten war (Abb. 66A), wahrend die Lhcb4-
Mutanten hohe Monomerausbeuten aufwiesen. Jedoch scheint es nachvollziehbar,
dass durch die Teilung der luminalen Schleife auch 7 AS der Lhcb1-spezifischen Helix
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E (10 AS) nicht in den Mutanten enthalten waren (Liu et al., 2004), wodurch diese
spezielle Faltungsstruktur zerstort werden konnte. Die destabilisierenden Auswirkungen
von Mutationen auf die Stabilitat dieser luminalen Lhcb1-Struktur, und damit der Lhcbl-
Monomere, wurden bereit eingehend analysiert (Mick et al, 2004a; Mick et al, 2004b). In
diesen Untersuchungen wurden viele konservierte AS mutiert, die wie das W97 zum
Teil in der Helix E liegen. Von AS, die im 2. Teil der luminalen Lhcb1-Schleife
substituiert wurden existieren keine entsprechenden AS im Lhca4. Deshalb sind diese
Mutanten nicht direkt mit den Doméanentauschmutanten vergleichbar, zeigen aber die
Bedeutung einzelner luminaler AS fir die LHC-Faltung/Stabilitdt. Auch von anderen
Proteinen ist bekannt, dass Schleifenregionen — auch getrennt vom Protein — spezielle
Tertiarstrukturen ausbilden kénnen (Yeagle et al., 1997; Katragadda et al., 2000;
Giragossian et al., 2004).

Eine weitere Moglichkeit, weshalb die Fahigkeit zur Trimerisierung nicht auf den Lhcb4,
oder Lhca4 Ubertragbar war, kdnnte in der Koordinierung der gebundenen Pigmente zu
suchen sein. In den chiméren LHCs sind viele Pigmente an H1 und H3 gebunden, die
aber auch durch andere Pigmente und Seitenketten anderer Doméanen koordiniert
werden, welche aber durch die umfangreichen Domanensubstitutionen teilweise nicht
mehr existieren oder anders orientiert sein konnten. In der Lhca4-Mutante entspricht die
Chl-Bindungsstelle H68 vom Lhcbl dem N47. Am Lhcbl1 und Lhcb2 belegen zahlreiche
AS-Substitutionen (A, R, L und F) die Bedeutung des Histidins fur die Bildung stabiler
Trimere (Kohorn, 1990; Rogl und Kuhlbrandt, 1999; Yang et al., 1999). N47 in der
Lhcad-Mutante ist zwar eine Chl-bindende AS, doch fuhrte bei Versuchen, die
langwellige Fluoreszenzkomponente des Lhca4 zu Ubertragen, eine Substitution des
Histidins, das sich beim Lhcbl an Position 68 befindet, im Lhcal und Lhca2 zu
Chlorophyliverlusten und beim Lhca2 sogar zu instabilen Monomeren (Morosinotto et
al., 2003). Laut Autoren wurde dadurch vermutlich die Distanz zwischen Chl a5 und Chl
b5 verkirzt. Da beide Chlorophylle an der Trimerisierung beteiligt sind (Liu et al., 2004),
konnte eine falsche Orientierung oder ein Wegfall dieser Pigmente der Grund fir die
fehlende Trimerisierung sein.

Eine Ursache liegt eventuell auch darin, dass nicht bei allen Lhc-Proteinen nur eine der
beiden lonenbindungen fur die Superhelix-Stabilisierung wie beim Lhcbl (Kihlbrandt et
al., 1994) oder Lhcad (Remelli et al., 1999) verantwortlich ist. Im Lhca3 sind beide
lonenbindungen von gleicher Bedeutung, was den Schluss nahe legt, dass sogar in
hoch konservierten Regionen trotz ahnlicher Lhc-Faltung ein struktureller Unterschied
vorliegen kdnnte (Mozzo et al., 2006). Vom Lhcb4 liegen keine Strukturdaten vor, aber
eine luminale Helix E wie im Lhcbl ist laut Sequenzalignments schwer vorstellbar (Abb.
18A; Jansson, 1999).

Eine weitere Ursache fur die ausbleibende Trimerisierung der Lhca4-Chimére konnte
das Fehlen der ersten PG-Bindungsstelle Y44 am N-Terminus darstellen. In der Lhca4-
Mutante existiert auch die zweite Bindungsstelle nicht, da anstelle des K182 in der
3. Helix des Lhcbl (Liu et al., 2004) im Lhca4 an entsprechender Position ein Alanin
lokalisiert ist. In allen anderen LHCs befindet sich an entsprechender Position wie im
Lhcbl ein Lysin (Abb. 16; Jansson, 1999), das zur Ausbildung einer lonenbindung mit
dem PG bendtigt wird (Liu et al., 2004). Da eine PG-Bindung essentiell fur die
Trimerisierung ist (NuBberger et al., 1993), konnten die Lhca4-Mutanten auch nicht
trimerisieren.

Die Suche nach fir die Trimerisierung relevanten Lhcb1l-AS kann auf die nicht
konservierten luminalen und stromalen Bereiche der Helices 1 und 3 ausgedehnt
werden. Lhcb1-Proteine verschiedener Arten zeigen in den entsprechenden Regionen
zwar eine lickenlose Sequenzidentiat, aber es konnten bis auf das T57 zu Beginn der
Helix 1 keine uniquen AS gefunden werden. Diese AS existiert ansonsten nur noch im
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Lhcb2 an entsprechender Position, was aber auch als Voraussetzung fur eine an der
Trimerisierung beteiligten AS gelten kénnte, da der Lhcb2 alleine und mit dem Lhcbl
Trimere bilden kann (Standfuss und Kuhlbrandt, 2004). Das luminale Ende der Helix 1
weist zwar wie der N-Terminus in die Mitte des Trimer, aber in der Kristallstruktur war
trotz guter Auflosung keine Beteiligung des T57 an der Trimerisierung zu erkennen (Liu
et al., 2004; Standfuss et al., 2005).

2.3 Lhcb4- und Lhcb1-Chiméaren dimerisieren mit dem Lhcal

Im Lhca4 befinden sich, laut Untersuchungen mit Mutanten, die nur eine substituierte
Doméne trugen, drei an der LHCI-730-Assemblierung beteiligte Proteinabschnitte.
Helix 2 (Abb. 39; Abb. 41A) und die stromale Schleife (Abb. 33; Abb. 35A) waren fir die
Dimerisierung essentiell und eine getauschte luminale Schleife fuhrte zu stark
reduzierten Dimerausbeuten (Abb. 27B; Abb. 29A). Die Lhcb4-Mutante (total) mit
diesen Lhca4-Bestandteilen, und der im Gegensatz zur 1. Halfte schwach konservierten
2. Halfte der luminalen Lhca4-Schleife, bildete nach SDG-Auftrennung deutliche Dimere
mit dem Lhcal (Abb. 70). Die Ausbeute war niedriger als beim WT-Dimer, aber héher
als bei der Lhcb4-Mutante (partiell), die nur die schwach konservierte 1. Halfte der
stromalen Schleife des Lhca4 beinhaltete. Bei der Lhcbl-Mutante (total) waren nur
Spuren einer Bande auf Hohe der Dimerbande zu erkennen. Pigmentanalysen der
Dimere offenbarten lediglich einen leichten Anstieg des Chl b-Gehalts bei beiden
Lhcb4-Mutanten (Tabelle 34). Alle anderen Dimere zeigten eine dem WT &hnliche
Pigmentzusammensetzung.

Der Transfer der Dimerisierungseigenschaft auf Lhcb4 und erst recht auf Lhcbl war
keinesfalls perfekt, da weder die Dimerausbeuten, noch die fur den LHCI-730
charakteristische Fluoreszenz (bertragen werden konnten. Aufl3erdem waren die
Komplexe instabil, dass der Nachweis auf Dimerisierung nicht per Gel, sondern nur
nach Auftrennung via schonende SDG-UZ erfolgreich war. Die Grunde hierfur sind
ahnlich gelagert wie beim Versuch die Trimerisierungseigenschaft zu tUbertragen. Im
Allgemeinen dirfte die geteilte luminale Schleife und deren spezielle Tertiarstruktur
destabilisierend auf die Monomere gewirkt haben (Abb. 69A), die auch durch den Lhcal
nicht wieder stabilisiert werden konnten. Im speziellen fihren eine Halbierung der
luminalen Lhcb1-Schleife auch zur Halbierung der luminalen Helix E. Vermutlich reichen
6 bzw. 4 AS anstelle von 10 nicht aus, um eine helicale Struktur auszubilden. Dieser
Sachverhalt wurde bereits ausfuhrlich diskutiert (E1.3.1; E2.2).

Die fehlende langwellige Fluoreszenz (Abb. 71) kdnnte seine Ursache in Helix 1 der
Lhcbl1- und Lhcb4-Mutanten haben, da dort ein Histidin und kein Asparagin wie in der
entsprechenden Position 47 im Lhca4 lokalisiert ist. Mutationen im Lhca4, die eine
derartige Substitution hervorriefen, bewirkten ein Ausbleiben der charakteristischen
langwelligen Fluoreszenz (Morosinotto et al.,, 2003). Es war lediglich eine leichte
Verschiebung ins Langwellige zu beobachten, die auch auf die Anwesenheit des Lhcal-
WT in den Dimeren zuriickzufihren sein kdnnte, da in friheren Untersuchungen drei
Komponenten langwelliger Fluoreszenzemission (685 nm, 690 nm und 701 nm) beim
Lhcal identifiziert werden konnten (Morosinotto et al., 2002a).

Neben den schwach konservierten Doméanen existieren mit Helix 1 und Helix 3 stark
konservierte Doménen, die aber im Alignment (Abb. 16) betrachtet auch schwach
konservierte AS aufweisen, die einen Beitrag zur Di- oder Trimerisierung leisten
konnten. Im Allgemeinen betrachtet sind die Helices im Kern hoch konserviert, wahrend
die AS 3-10 am Anfang von Helix 1 und die AS 1-10 zu Beginn der Helix 3 nicht
konserviert sind. Auch die letzen 6 AS der 1. Helix und 7 der letzten AS der 3. Helix sind
nicht konserviert. Allerdings kommen diese Bereiche im Lhca4 aus drei Griinden nicht
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fur eine Interaktion in Bertacht: Viele dieser AS sind auch in mehreren Lhca4-Arten
(Anhang 2) unterschiedlich. Die AS sind nicht unique, sondern kommen auch in
anderen Lhc-Proteinen vor (Abb. 16). Die LHCI-Struktur zeigt, dass Helix 1 oder Helix 3
keinesfalls direkt mit dem Lhcal interagieren konnen (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et
al., 2007).

2.4 Kann eine Lhcal-Mutante multimere LHCs bilden

Ein Domanentransfer zwecks Ubertragung der Dimerisierungseigenschaften wurde
auch im Lhcal vollzogen. Dass der Lhcal in der Lage ist, Heterodimere mit dem Lhca4
zu bilden (Schmid et al., 1997) und seine N- und C-terminale Domane an der
Untereinheiten-Interaktion beteiligt sind, wurde durch Mutationsanalyen belegt (Schmid
et al., 2002a) und durch zwei PSI-Kristallstrukturen bestatigt (Ben-Shem et al., 2003;
Amunts et al., 2007). Theoretisch kénnte es mdglich sein, multimere LHCs aus Lhcal-
Chimaren zu rekonstituieren, da Lhcal wund Lhca4 Uber unterschiedliche
Proteinbestandteile miteinander wechselwirken. Dieses Experiment ist durchaus
vergleichbar mit dem physiologischen ,domain swapping“ aus der Proteinevolution, in
welchem die Doméne einer Untereinheit den Platz der Doméane einer zweiten
Untereinheit einnimmt (und umgekehrt), wodurch stabilere Dimere und auch neue oder
modifizierte Funktionen entstehen kdnnen (Bennett et al., 1994).

Monomere einer Lhcal-Mutante mit H2 des Lhca4 sind im Gel instabil (Abb. 39A),
bilden aber mit dem Lhca4-WT Doppeldimere (Abb. 39B; Abb. 41A). Die Monomere
konnten durch den Lhca4 stabilisiert werden. Diese Beobachtung wurde bereits mit
einer instabilen Lhcal-Mutante gemacht, die H2 des Lhca3 trug (Corbet, 2004). Wie in
einem vorherigen Kapitel bereits gezeigt wurde (E1.1.1.2), sind die Ausbeuten der
Doppeldimere, verglichen mit den Dimeren nach Gelauftrennung, hoher, als nach
Auftrennung im SDG. Im Gel waren zudem héhermolekulare Banden zu erkennen, die
nach SDG-UZ nicht auftraten, wodurch sich der Verdacht erhértet, dass der SDG einer
Oligomerisierung entgegenwirkt. Es ist allerdings unklar, ob das Doppeldimer aus zwei
aneinander gereihten Heterodimeren besteht, oder ob es sich um eine andere
Interaktionsform handelt, denn die Bildung von Doppeldimeren wurde auch bei N-
terminalen  Lhca4-Mutanten  beobachtet (E1.1.1.1). Laut Einzeldomanen-
Tauschexperimenten reichte die zweite Helix des Lhca4 nicht aus, um die
Dimerisierungsfahigkeit auf andere Lhc-Proteine zu Ubertragen, da keine der Lhca4-
Schleifenregionen in den Mutanten enthalten waren (E2.1).

Versuche, die Fahigkeit zur Dimerisierung durch Austausch von Lhcal-Domé&nen gegen
alle fur eine Dimerisierung wichtigen Lhca4-Bestandteile zu transferieren, scheiterten.
Diese Lhcal-Chimare wére sollte theoretische mit sich selbst bzw. mit weiteren
Molektlen des gleichen Proteins interagieren, so wie Lhcal und Lhca4 assemblieren.
Dadurch waren multimere LHCs entstanden, da sich ein Molekul immer an die bereits
bestehende LHC-Kette hétte anschlieen konnen. Neben instabilen Monomeren
bildeten diese Lhcal-Mutanten (total + partielll aber weder Multimere, noch
Heterodimere mit dem Lhcad4-WT (Abb. 65). Es gibt viele mdgliche Ursachen, weshalb
die Experimente nicht zum gewilnschten multimerisierenden LHC, sondern nur zu
instabilen Lhcal-Chimaren fuhrten. Alleine die Helix 2 des Lhcal scheint ein fir das
Monomer wichtiges Strukturelement darzustellen. Ob die Schleifen des Lhcal auch
einen Einfluss auf dessen Dimerisierungsverhalten ausiben wurde zwar bis dato noch
nicht untersucht, sie konnten aber eine &hnlich stabilisierende Funktion wie die
Schleifen anderer LHCs haben (Heinemann und Paulsen, 1999; Mick et al., 2004a) und
aulBerdem mittels ihrer Seitenketten ebenfalls Pigmente und Carotintoide koordinieren.
Ein Unterschied zum Lhca4 ist vermutlich die Bindung eines Violaxanthins in der N1-
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Bindungsstelle des Lhcal, was fir Arabidopsis (Croce et al.,, 2002), aber nicht fir
Tomate nachgewiesen wurde (Schmid et al., 2002b). Laut LHCII-Struktur (Liu et al.,
2004; Standfuss et al., 2005) wird das dort gebundene Neoxanthin tber ein Tyrosin in
der luminalen Schleife koordiniert, das an dieser Position alle Lhcb-Proteine auf3er dem
Lhcb6 und nur der Lhcal besitzen (Caffarri et al., 2007), und durch den
Doménentausch nicht mehr vorhanden ist.
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3 Lhcal-Lhca4-Interaktion im LHCI-730

Die 2. Helix ist nach dem N- und C-Termius und neben den Schleifendomanen, der
Proteinabschnitt mit dem geringsten Konservierungsgrad bei den Lhc-Proteinen
(Jansson, 1999 und Abb. 17). Die Ergebnisse von Corbet (2004), die durchgefihrten
H2-Domanentauschexperimente am Lhca4 dieser Arbeit (D2.1.5) in Kombination mit
den zwei existierenden PSI-Kristallstrukturen (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al.,
2007) zeigen, dass die 2. Helix des Lhca4 ein wichtiger Faktor bei der Assemblierung
zum LHCI-730 ist. Die Experimente zur detaillierten Aufklarung der Lhcal-Lhca4-
Interaktion werden im Kontext der verfligbaren PSI-Kristallstrukturen und —Homologie-
Modellierungen (Jolley et al., 2005, Corbet et al., 2007) diskutiert.

3.1 Identifikation der mit dem Lhcal interagierenden Aminosauren der 2.
Helix des Lhca4

Der Austausch der Helix 2 des Lhca4 gegen entsprechende Lhca3-, Lhcbl- und Lhcb4-
Bereiche in Lhca4-Chimaren stellte die Bedeutung dieser Doméne fur die
Heterodimerisierung klar heraus. Rekonstitutionsversuche mit Lhcal-Mutanten (Schmid
et al., 2002a), Docking-Experimente beider Untereinheiten (Melkozernov und
Blankenship, 2003) und die PSI-Kristallstrukturen (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et
al., 2007) lieRBen die Vermutung zu, dass der C-Terminus des Lhcal mit der luminalen
Schleife interagiert. Auch ein PSI-Modell, dessen Grundlage die PSI-Kristallstruktur war
(Ben-Shem et al., 2003) kam zu dem Schluss, dass das W4 am N-Terminus des Lhcal
mit dem W106 am Ubergang der 2. Helix des Lhca4 zur luminalen Schleife Uber Tr-
Elektronen der aromatischen Seitenketten wechselwirkt (Jolley et al., 2005).
Experimente dieser Arbeit konnten drei AS-Bereiche (86-88, 93-96 und 98-103) in Helix
2 des Lhca4d identifizieren, deren Substitution gegen AS, die beim Lhca3 an
entsprechender Position sind, zu einer Reduktion der Dimerausbeute fuhrte (Abb. 43).
Mutationsanalysen einzelner AS dieser Cluster offenbarten, dass mit S88, F95 und H99
jeweils eine AS jeden Clusters eine besondere Bedeutung fir die Bildung stabiler
Dimere mit dem Lhcal hat (Abb. 44). Um die Beteiligung dieser AS zu belegen, wurden
Rucktauschexperimente von Lhca4-AS in die Lhca4-Mutante mit der 2. Helix des Lhca3
durchgefuhrt, was im Fall Lhca4-H2a3-99-103 (4 AS) zur partiellen und im Fall Lhca4-
H2a3-86-88+99-103 (7 AS) beinahe =zur vollstandigen Wiederherstellung der
Dimerisierungsfahigkeit fuhrte (Abb. 47). Im Alignment in Abb. 17 wird die unique
Stellung des S88 im Lhca4 verdeutlicht, wahrend das F95 nur im Lhcal auch an
entsprechender Position zu finden ist. Hydrophobe AS (W128 und V132) der 2. Helix
des Lhcbl sind auch in der LHCII-Kristallstruktur als wichtige Monomer-Monomer-
Interaktionspartner identifiziert worden, wobei V132 (Lhcb1) und das F95 (Lhca4) gleich
positioniert sind.
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Abb. 73: Strukturmodell des LHCI-730 aus Corbet et al. (2007). Homologiemodellierung auf Basis der
LHCII-Kristallstruktur, die auf die PSI-Kristallstruktur projiziert wurde. Die jeweils kiirzesten Distanzen (A)
zwischen den beteiligten Lhcal- und Lhca4-AS sind eingezeichnet. (orange): AS, die an der
Dimerisierung beteiligt sind; (grau): potentiell interagierende AS.

Mdgliche Interaktionen, die von AS an den Positionen 98-103 des Lhca4
ausgehen

Die Homologie-Modelle des LHCI-730 (Abb. 73) und des PSI (Jolley et al., 2005)
zeigen, dass aufgrund der grof3en Distanzen, eine direkte Interaktion mit dem Lhcal via
Seitenketten von H99 (14,3 und 13,7 A) und F95 (15,6 und 17,1 A) nicht in Betracht
kommt. Alignments (Abb. 16) belegen allerdings, dass sich in der dem Lhca4
zugewandten Helix 3 zwei AS (L155 und V159) befinden, die nur im Lhcal zu finden
sind (Abb. 73). Diese Seitenketten konnten nur dann an einer Interaktion beider
Untereinheiten beteiligt sein, wenn keine direkte Wechselwirkung zur 2. Helix des Lhca4
vorliegen wirde, sondern ein Kontakt indirekt Uber Pigmente oder Lipide hergestellt
werden kdnnte, wie es in einer PSI-Modellierung vermutet wurde (Jolley et al., 2005). In
der jungsten PSI-Struktur wurden fur Lhcal und Lhca4d jeweils 14 Chlorophylle
identifiziert (Amunts et al., 2007), und damit genau so viele wie in der LHCII-Struktur
(Standfuss et al., 2005). Das sind bedeutend mehr als nach Rekonstitutionsversuchen
festgestellt werden konnten, wodurch wie bei Schmid et al. (1997) der Verdacht
entsteht, dass bei der Dimerisierung zuséatzliche Chlorophylle gebunden werden
konnten, um die Distanzen zwischen den Untereinheiten zu verkirzen. Melkozernov
und Blankenship (2003) postulierten als erste, dass am H99 des Lhca4 ein Chlorophyll
gebunden sein konnte. Bei darauf folgenden Mutationsanalysen von Corbet (2004),
entpuppte sich das H99 tatsachlich als Chl-bindende AS und wurde von Jolley et al.
(2005) in ein PSI-Modell integriert. Interessanterweise ist dieses Chlorophyll auch im
Monomer nachweisbar (Tabelle 21) und eine Mutation des His verhindert die Bindung
im Dimer nicht (Tabelle 22), was ein Hinweis darauf sein kdnnte, dass eine zweite
Koordinierungsstelle Uber den Phytolrest eventuell im Lhcal lokalisiert ist. Eine weitere
Koordinierungsstelle am Lhca4 kénnte auch Uber den Porphyrinring erfolgen, welcher
mit den Seitenketten von F95 oder 1103 wechselwirken kdnnte, die ebenfalls Richtung
Lhcal orientiert sind (Abb. 73). Interaktionsmodi Uber Chlorophylle und Lipide werden
im nachsten Kapitel ausfuhrlich diskutiert.
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Im Bereich 98-103 der Helix 2 wirken sich Mutationen von F98 und 1103 ebenfalls auf
die Dimerausbeuten aus (Abb. 44). Addiert man die Ausbeutenreduktionen aller 3
Mutationen dieses Abschnitts zusammen, ergibt dies exakt die Reduktion an
Dimerausbeute, die fir den Austausch des gesamten Abschnitts ermittelt wurde (Abb.
43). 1103 ist ebenfalls Richtung Lhcal orientiert, wodurch eine Wechselwirkung mit
noch unbekannten Faktoren mdoglich ware. Sowohl 1103, als auch F98 sind im
Alignment betrachtet unique AS, die nur im Lhca4 zu finden (Abb. 17). FO98 kann aber
durch die Orientierung seiner Seitenkette im Modell nicht direkt an der Dimerisierung
beteiligt sein.

Mdogliche Interaktionen, die von AS an den Positionen 93-96 des Lhca4 ausgehen
Im mittleren Bereich der 2. Helix konnte das fur die Dimerisierung wichtige F95
identifiziert werden (Abb. 44). Dieses Phenylalanin existiert ansonsten nur im Lhcal an
aquivalenter Position. Aufgrund der hohen Distanz zum Lhcal, sind Wechselwirkungen
Uber van der Waals Kréfte oder Wasserstoffbricken nicht moglich. Allerdings kdnnte
F95 vergleichbar mit dem 1103 einen Effekt auf bis dato unbekannte Cofaktoren
(Chlorophylle, PG) ausiiben, die laut Jolley et al. (2005) zwischen Lhcal und Lhca4
lokalisiert sind. Im gleichen Abschnitt ist das nicht als Einzelmutante untersuchte F91
lokalisiert (Abb. 17). Diese Position wird im Lhcbl durch W128, einer ebenfalls
aromatischen AS ausgefullt, welche durch Ausbildung einer hydrophoben Umgebung
wichtig fur die Lhcbl-Trimerisierung ist (Liu et al. 2004). Da im Lhca3, nicht aber im
Lhcal, auch ein F an dieser Position lokalisiert ist, kdnnten aromatische AS in dieser
Region generell hydrophobe Interaktionen zwischen zwei LHCs ermdéglichen. Das Lipid
PG ist fur die Trimerisierung des LHCII essentiell (Nul3berger et al., 1993; Hobe et al.,
1994). Ein PG befindet sich zwischen H2 und H3 zweier benachbarter Lhcbl-
Monomere, steht aber mit W128 nicht in Kontakt (Liu et al., 2004). Auch im LHCI-730
wurde die Beteiligung von PG an der Dimerisierung experimentell bestatigt (Schmid et
al., 1998) und dessen Lokalisierung zwischen Lhcal und Lhca4 in einem PSI-Modell
berticksichtigt (Jolley et al., 2005), mit welchem vermutlich die vom Lhcal weiter
entfernt liegenden Lhca4-Seitenketten (F95, H99 und 1103) in Wechselwirkung treten
konnen. Im LHCII kdnnte ein Violaxanthin an V1-Position (Tabelle 35) eine ahnliche
Rolle ibernehmen. Allerdings ist das Violaxanthin sehr locker gebunden und geht auch
bei Trimer-Aufreinigungen leicht verloren (Tabelle 33). Da auf3erdem im Lhcal keine
V1-Bindungsstelle zu existieren scheint (Morosinotto et al., 2002b; Wehner et al., 2004),
ist dessen Einfluss auf die Oligomerisierung von LHCs eher unwahrscheinlich.

Mogliche Interaktionen, die von AS an den Positionen 86-88 des Lhca4 ausgehen

Drei Serine am luminalen Ende der Helix 2 kénnten anders als die AS der zwei oberen
Abschnitte aufgrund der geringen Entfernung direkt mit dem Lhcal und speziell mit
dessen C-Terminus interagieren, dessen Beteiligung an der Dimerisierung bereits
nachgewiesen wurde (Schmid et al., 2002a). Einzelmutationen der Serine 86, 87 und 88
beeintrachtigten sowohl die Dimerisierung, als auch die Monomerisierung (Abb. 44).
Deshalb war zunachst unklar, ob die Reduktion der Dimerausbeute der alleinige Effekt
der reduzierten Lhcal-Lhca4-Interaktionsfahigkeit war. Die S86-88D-Mutante, bei
welcher alle 3 Serine gegen 3 Aspartate getauscht waren, zeigte im Gegensatz zur
S86-88Y-Mutante, deren Serine gegen Lhca3-AS (D, N und Y) getaucht waren und wie
der WT dimerisierte, eine reduzierte Monomerausbeute. Da diese Mutante aber
denselben Effekt auf die Dimerisierung zeigte wie die S86-88Y-Mutante, wurde die
Dimerisierungsfahigkeit der Einzelmutanten nicht negativ durch deren instabile
Monomere beeinflusst. Ahnlich einer Lhcal-Mutante mit substituierter Helix 2 (Corbet,
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2004) oder bei C-terminalen Lhca4-Deletionsmutanten (Schmid et al., 2002a), konnte
im Dimer mit Lhcal diese Instabilitat wieder ausgeglichen worden sein.

(A) (B)

7 Asn188
Thrg9
N

Abb. 74: Ermittlung der nachsten Nachbarn von S88 (A) und W185 (B) in der jeweils anderen
Untereinheit, entnommen aus Corbet et al. (2007). Abstande sind in A angegeben. (rot): Lhcal C-
Terminus; (blau): Lhca4 Helix 2 (A) und luminale Schleife (B); (orange): AS, deren Beteiligung an der
Dimerisierung experimentell nachgewiesen wurde.

Auch der Ricktausch von Lhca4-AS in die Lhca4-H2a3-Mutante zeigte, dass nicht die
Monomerisierung, sondern nur die Dimerisierung durch die Serine beeintrachtigt wurde
(Abb. 46). Weder die Lhca4-99-103-Mutante, noch die Lhca4-H2a3-86-88+99-103-
Mutante waren in der Monomerstabilitat/Bildung beeintrachtigt. Die Zunahme der
Dimerausbeute bei fortschreitendem Rucktausch von Lhca4-AS im Vergleich zur Lhca4-
H2a4-Mutante einerseits und dem Lhca4-WT andererseits, belegte die Bedeutung
einzelner AS dieser Abschnitte fur die Dimerisierung.

Die Beeintrachtigung der Dimerisierung durch Substitution des gesamten Abschnitts 86-
88 fallt hoher aus als nach Einzelmutation des S88. Eventuell kann zusétzlich eine
Wechselwirkung mit dem Lhcal Uber das benachbarte, im Lhca4 lokalisierte S87
erfolgen (Abb. 17), das aber eine schwéchere Bindung mit dem Lhcal eingeht, als das
S88. Durch die geringe Distanz zwischen der Seitenkette des S88 und dem C-Terminus
des Lhcal ist dies die einzig mogliche direkte Interaktionsmaoglichkeit der 2. Helix des
Lhcad mit dem Lhcal.

Bis auf die Substitution des S88 bewirkt keine Mutation einer in Richtung Lhcal
orientierten AS (F95, H99 und 1103) eine Destabilisierung des Monomers (Abb. 44).
Aber alle Mutationen an AS, deren Seitenketten in Richtung Lhca4-Inneres (zwischen
H2 und H1/H2-Superhelix) weisen (E94, F98, V101 und E102), beeintrachtigten die
Monomerisierung (Abb. 44; Abb. 45). Diese AS stabilisieren den Komplex vermutlich
durch Wechselwirkung mit weiteren Seitenketten, oder durch Koordination von
Pigmenten, wie z. B. das an E94 gebundene Chl b6 und das an E102 gebundene Chl
b5, die fir die Bildung eines stabile Monomers notwendig sind (Morosinotto et al.,
2005).

3.2  Einfluss von Chlorophyllen und Lipiden auf die Heterodimerisierung

In der 2. Helix des Lhca4 befinden sich mit E94, H99 und E102 mindestens 3 Chl-
Bindungsstellen, die durch Punktmutationen bezlglich Pigmentbindung und spektraler
Eigenschaften hin untersucht wurden (Lago-Places, 2000; Thomé, 2000; Rautenberg,
2002; Corbet, 2004; Morosinotto et al., 2005). Da die 2. Helix des Lhca4 ein essentieller
Bestandteil fiir die Dimerisierung mit dem Lhcal ist, wurde versucht die Beteiligung der
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Chlorophylle an der Dimerisierung herauszustellen. Monomerrekonstitutionen zeigten
(Abb. 45 oben), dass einige rekonstituierte E94- und vor allem die E102-Mutanten im
Gel nicht stabil sind, und nur via SDG-UZ aufgereinigt werden kodnnen. Diese
Beobachtung machte bereits Rupprecht (2002). Mutationen des H99 und E94
beeintrachtigen die Monomerisierung nicht, wie sich anhand der Gelauftrennung zeigte.
Die Analyse der Monomere offenbarte, dass am E102 (S, L) und HO9L bis zu drei
Chlorophylle und am E94 (S, L) bis zu zwei Chlorophylle verloren gingen (Tabelle 21).
Ein einzelner Chi-Verlust war nur bei der H99G- und E94Q-Mutante feststellbar. Bei
Untersuchungen der Chl-Bindungsstelle E166 des Lhcb4, das im Lhca4 dem E94
entspricht, gingen nach Substitution gegen Valin 2 Chlorophylle verloren, wohingegen
bei einem Austausch gegen Glutamin kein Chl-Verlust verzeichnet wurde (Bassi et al.,
1999). Auch Morosinotto et al. (2005) beobachteten bei Mutationsanalysen des E94 im
Lhca4 den Verlust von einem Chlorophyll. Eine kombinierte E102-R105-Mutante verlor
sogar 4 Chlorophylle. Diese Ergebnisse waren analog zu Mutationen an der
entsprechenden Position E139-R142 im Lhcbl, wo eine Kappung der lonenbindung am
oberen Ende der Helix 2 deren Tertiarstruktur zerstérte (Remelli et al., 1999). Bei
Weiteren Mutationsanalysen der Bindungsstellen E65, H68, G78 und N183 des LHCII
wurde zusétzlich zum Chl-Verlust auch das Ausbleiben der Trimerisierung beobachtet
(Rogl und Kuhlbrandt, 1999; Yang et al., 1999). Chl a5 (Chl 5) bildet mit den beiden
entsprechenden Chl aus den anderen Untereinheiten den Chl-Kern des Trimers.
Wahrend die E94-Mutanten keine beeintrachtigte Dimerisierung aufwiesen, waren die
E102- und H99-Mutanten in ihrer Heterodimerisierung stark reduziert (Abb. 45 unten).
Waren Einbuf3en der Dimerausbeute von E102-Mutanten, hervorgerufen durch massive
Chl-Verluste, eher auf die Monomerinstabilitdt zurtickzufiihren, kdnnten Mutationen am
H99 direkt die Heterodimerisierung beeinflusst haben.

Den Untersuchungen nach zu urteilen scheint H99 sowohl an der Chl-Bindung, als auch
an der Dimerisierung beteiligt zu sein. Da die Distanz zur ndchsten Lhcal-Seitenkette
L156 zu grol3 ist (Abb. 73), muss die Interaktion Gber das Chl vermittelt werden. Eine
Koordination des Porphyrins Uber beide Untereinheiten scheidet aus, da tber das Mg-
lon zwar eine sechste koordinative Bindung moglich ware, aber auch (ber ein
dazwischen liegendes H.O-Molekiil (3 A), die Distanz zum L156 immer noch ca. 10 A
betragen wirde. Die Bindung koénnte auch Uber den Phytolrest des Chlorophylls
erfolgen, der zwar in der PSI-Struktur nicht aufgelost ist (Ben-Shem et al., 2003), aber
laut hochaufgeloster LHCII-Struktur (Liu et al.,, 2004) und cyanobakteriellem PSI
(Jordan et al., 2001) auch geknickt vorliegen kann. Es wére vorstellbar, dass der
Phytorest des an H99 gebundenen Chlorophylls entweder mit einer hydrophoben
Seitenkette des Lhcal interagiert (L155, L156), oder mit dem Phytolrest eines anderen
Chlorophylls wechselwirkt. Laut PSI-Modell von Jolley et al. (2005), die auf Grundlage
der PSI-Struktur (Ben-Shem et al., 2003) auch ein PG zwischen Lhcal und Lhca4
modelliert haben, gibt es dadurch weitere Interaktionsmoglichkeiten: (1) Der
Porphyrinring des am H99 gebundenen Chl 1032 interagiert mit einer PG-Fettsaure. Die
zweite Fettsaure wechselwirkt mit Porphyrin von Chl 11023, dessen Phytolrest mit dem
am Q164 des Lhcal gebundenen Chl 11013 interagiert. (2) Das am E44 des Lhcal
gebundene Chl 11014 bindet Gber den Phytolrest an Porphyrinring oder Phytolrest des
Chl 1032 (H99 des Lhca4). Alternativ dazu wére bedingt durch den geringen Abstand
auch eine direkte Porphyrin-Porphyrin Wechselwirkung via Ring 2 bzw. Uber eine H-
Brucke zwischen Methyl- (Chl a) und Aldehydgruppe (Chl b) méglich. (3) Aufgrund der
Stellung der Seitenkette des 1103 (Lhcad4) konnte das Isoleucin die unter (2)
beschriebene mdgliche Phytol-Phytol-Interaktion durch Verstarkung der hydrophoben
Umgebung erleichtern. (4) Analog dazu koénnte das F95 (Lhca4) welches, ebenso wie
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das 1103, nachweislich die Dimerisierung unterstitzt, in der hydrophoben Schnittstelle
zwischen den beiden Untereinheiten, mit einer Fettsdure des PG wechselwirken.

3.3 Identifikation des Interaktionspartners von Tryptophan 185 im Lhcal

Frihere Untersuchungen an C-terminalen Punkt- und Deletionsmutanten belegten die
Involvierung des W185 im Lhcal an der LHCI-730-Assemblierung (Schmid et al.,
2002a). PSI-Strukturen (Ben-Shem et al., 2003; Amunts et al., 2007) zeigen, dass der
C-Terminus des Lhcal in Richtung luminaler Bereich der Helix 2 orientiert ist. Ein PSI-
Modell prognostiziert eine Interaktion zwischen einer luminalen hydrophoben Tasche
des Lhca4 und dem W185 von Lhcal (Jolley et al., 2005). Da S88 einen starken
Einfluss auf die Dimerisierung ausubte (Abb. 44 unten) wurde die Lhcal-Mutante
(W185H) mit der Lhca4-Mutanten (S88D) rekonstituiert, um die Interaktion beider
Untereinheiten tber diese AS nachzuweisen. Die Verwendung der Lhcal-Mutante, oder
der Lhca4-Mutante mit dem jeweils anderen WT-Protein sollte zur gleichen Reduktion
der Dimerausbeuten fuhren, wie wenn beide Mutanten miteinander rekonstituiert
wirden. Da eine gemeinsame Rekonstitution zu einer Reduktion der Ausbeute fihrte
(Abb. 48), die doppelt so stark ausfiel wie nach Rekonstitution von nur einer Mutante,
war von einem additiven Effekt beider Mutationen auszugehen. Aufgrund dessen ist
nicht von der Existenz eines gemeinsamen Interaktionspunkts zwischen S88 und W185
auszugehen. Vielmehr musste ein zweiter Interaktionspunkt am Lhca4 existieren, der
nach Heranziehen eines LHCI-730-Modells eventuell in der luminalen Schleife selbst zu
finden ist (Abb. 74B). Das S88 konnte laut Modell (Abb. 74A) mit dem Glycin 190 des
Lhcal interagieren, da Glycine haufig in der Schnittstelle zwischen zwei
Membranproteinen lokalisiert sind (Walters und Degrado, 2005).

Mutationsanalysen an der an die 2. Helix angrenzenden luminale Schleife fuhrten zur
Identifikation des F84 als potentiellen Interaktionspartner von W185 des Lhcal (Abb.
30). Die Wechselwirkung koénnte uber die -Elektronen der Aromaten stattfinden.
Sequenzalignments zeigten, dass ein Aromat in dieser Position bei allen Lhca-
Proteinen hoch konserviert ist (Abb. 18A). Trotzdem verschlechtert ein Tryptophan
(Lhcal, Lhca3) anstelle eines Phenylalanins (Lhca2, Lhca4, Lhca5) die Assemblierung
beider Untereinheiten. Aromatische AS sind auch bei Interaktionen zwischen
wasserloslichen Proteinen beteiligt (Ponstingl et al., 2005). In Membranproteinen sind
Tryptophane in der Lage H-Bricken mit Lipid-Kopfgruppen oder dem
Carbonylsauerstoff des Proteingertists zu bilden, da sie als ,Membrananker* oft in der
hydrophil-hydophoben Ubergangsregion lokalisiert sind (Schiffer et al., 1992). In den
dimeren LH1-Untereinheiten (af, BB) fUhrten Substitutionen von Tryptophan gegen
Phenylalanin zu viel geringeren Assoziationskonstanten (Kehoe et al., 1998). Dieser
umgekehrte Fall zeigt, dass es mitunter entscheidend ist, welcher aromatische AS an
einer Schlusselposition lokalisiert ist, und dass W und F nicht als gleichwertige
Substituenten zu betrachten sind.

3.4 Lhcal-Species beeinflusst Dimerausbeute: Arabidopsis versus Tomate

Der C-Terminus des Lhcal ist bei allen Lhc-Proteinen nur sehr schwach konserviert
(Abb. 16). Beriucksichtigt man, dass der C-Terminus (W185) an der Dimerisierung mit
dem Lhca4 beteiligt ist (Schmid et al., 2002a), die Lange des C-Terminus von Species
zu Species variiert (Anhang A2) und dartber hinaus ein Hexahistidyl-Tag am C-
terminalen Proteinende héngen kann, konnten diese Unterschiede auch zu einem
abweichenden Dimerisierungsverhalten fuhren. Bei einer Rekonstitution des Lhcal-WT
von Tomate mit der F84W-Mutante des Lhca4 aus Arabidopsis fiel kein Unterschied in

158



E) Diskussion

der Dimerausbeute zum WT-Dimer von Tomaten auf (Abb. 31). Wurden hingegen nur
Arabidopsis-Proteine verwendet, war ein deutlicher Verlust in der Ausbeute
detektierbar. Bei Variation der Lhca4-Species stellte sich heraus, dass sie keinen
Einfluss auf die Dimerisierung hatte. Ein His-tag von 6 Histidinen am C-Terminus des
Lhcal bewirkte eine deutliche Verschlechterung der Dimerisierung. Wurde die Lhcal-
Species variiert, konnte unabhéngig von der Lhca4-Spezies, mit dem Lhcal von
Tomate eine viel hohere Dimerausbeute erzielt werden als mit dem Lhcal von
Arabidopsis. Bei Sequenzvergleichen fallt auf, dass von den letzten 6 AS (KGIFPN) in
Tomate nur 2 AS (FN) in Arabidopsis existieren (Anhang A2). Der C-Terminus von
Arabidopsis ist verkirzt, wodurch er seine Interaktionsfahigkeit mit dem Lhca4 teilweise
einbifRRen konnte. Ein Hinweis liefert eine C-terminale Deletionsmutante des Tomaten-
Lhcal, bei welcher 8 AS fehlten und nur 50% Dimerausbeute gegentber dem WT-
Dimer erreicht wurde (Rupprecht, 2002 Abb. 4.3-2). Falls die Ausbeute nach jeder AS-
Deletion linear abnimmt, konnte eine Deletion von 4 AS zu einer theoretischen
Reduktion der Ausbeute von 25% betragen. Verglich man His-tag-freie Tomaten- und
Arabidopsisdimer, war die Dimerausbeute von letzterem tatsachlich 20% niedriger. Im
vorherigen Kapitel (E3.3) wurde vermutet, dass ein im Lhca4 an Position 88 lokalisiertes
Serin mit dem G190 des C-Terminus von Lhcal wechselwirken kdnnte (Abb. 74A). Bei
diesem Vorgang scheint der C-Termius des Lhcal in die hydrophobe
Membranumgebung der Helix 2 eindringen zu mussen. Mit einem positiv geladenen
His-tag ist dies sicherlich nur schwer moglich, und einem verkirzten C-Terminus fehlen
zumindest in vitro eventuell die ndtigen AS, um eine fur die Interaktion mit S88 des
Lhcad geeignete C-terminale Tertiarstruktur auszubilden. Dass es kleinere
Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies geben kann, belegen auch die
beiden LHCII-Strukturen von Spinat (Liu et al., 2004) und Erbse (Standfuss et al.,
2005), in welchen neben dem Chl a7, auch die Kopfgruppen der vier Carotinoide um bis
zu einem A verschoben waren.

3.5 Die Bedeutung der stromalen Lhca4-Schleife far die
Heterodimerisierung

Die stromale Lhca4-Schleife ist fur eine Heterodimerisierung essentiell (E1.3.2) und im
ersten Abschnitt nur schwach konserviert (Abb. 18B). Da dieser Bereich sich an die mit
dem Lhcal interagierende Helix 2 anschliel3t und der N-Terminus des Lhcal mit dem
Lhcad interagiert (Schmid et al., 2002a), kdnnte eine Interaktion Uber die stromale
Schleife stattfinden. In einem PSI-Modell (Jolley et al., 2005) wurde eine 1r-Elektronen
Wechselwirkung zwischen dem W4 am N-Terminus des Lhcal und dem W2106, der
letzten stromalen AS der 2. Helix des Lhca4 vorhergesagt. Eine W106F-Mutante des
Lhca4 konnte aber unbeeintrachtigt mit dem Lhcal rekonstituieren (Abb. 44 unten), was
eine  W4-W106-Interaktion ausschlieRen wirde. Allerdings ist das dem Lhca3
entnommene Phenylalanin auch eine aromatische AS, die eine dem Tryptophan
ahnliche Funktion erfillen kénnte. Da sich laut PSI-Kristallstrukturen (Ben-Shem et al.,
2003; Amunts et al., 2007) der Lhca3 zum Lhca2 in einer ahnlichen Position befindet
wie der Lhcad zum Lhcal, ist eine Dimerisierung Uber entsprechende
Interaktionspunkte denkbar. Mutationsanalysen am N-terminalen W4 des Lhcal, das
den Untersuchungen zur Folge mit dem Lhca4 interagiert, zeigten, dass durch eine
Substitution gegen Phenylalanin an Position 4 keine Beeintrachtigung der
Dimerisierungsfahigkeit entstand (Rupprecht, 2000; Schmid et al., 2002a). Erst ein
Austausch gegen die hydrophoben AS Alanin und Glycin, oder gegen ein Histidin,
verhinderte die Dimerisierung. Eventuell intergieren W4 des Lhcal und W106 des
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Lhcad, wie durch Jolley et al. (2005) angenommen, Uber die Tr-Elektronen der
aromatischen Seitenketten.

Nach einer Doppelmutation in der Lhca4-Schleife (IL09W+K110Y) konnten nur noch
Spuren einer Dimerbande nachgewiesen werden (Abb. 36B). Nur nach Auftrennung im
Gradienten konnte eine eindeutige Dimerbande identifiziert werden (Abb. 37). Ein
vergleichbarer Rickgang der Dimerausbeute konnte bei N-terminalen W4-Mutanten des
Lhcal nach Gelauftrennung festgestellt werden (Schmid et al., 2002a). Eventuell bildet
das W4 eine H-Briicke zum 1109 aus, oder zwischen W4 und K110 entsteht eine
lonenbindung.

Simultane Mutationen von 4-8 AS im Bereich 115-122 der stromalen Lhca4-Schleife
destabilisierten bei Gelauftrennung die Dimere mit dem Lhcal (Abb. 36B). Wurden die
Komplexe via SDG-UZ aufgereinigt, konnten mehrere LHC-Fraktionen unterschiedlicher
GroRe beobachtet werden (Abb. 37). Vermutlich handelte es sich bei den
hohermolekularen Banden um Doppel- und Dreifachdimere, die durch Assemblierung
oder Aggregation von 2 oder 3 Heterodimeren entstanden waren. Vergleichbare
Doppeldimere waren bereits nach Substitution des Lhca4-N-Terminus gegen
entsprechende Lhcbl- und Lhcb4-Bereiche aufgetreten (Abb. 21A) und der Austausch
der 2. Helix des Lhcal gegen die 2. Helix des Lhca4 fuhrte auch zur Bildung von
Doppeldimeren (Abb. 41A). In sich anschlieRenden 2. Halfte der stromalen Schleife des
Lhca4 befinden sich die konservierte L1-Bindungsstelle fir Carotinoide und die
ebenfalls hoch konservierte L18-Domane zur Anlagerung des chloroplastidaren
Signalerkennungspartikels (Schinemann, 2004). Weshalb bei einer Mutation der
stromalen Schleife Doppel- und Dreifachdimere entstehen kénnen ist unklar und
wahrscheinlich nur eine in vitro Erscheinung. Eventuell interagieren die
Schleifenregionen Uber hydrophile Wechselwirkungen miteinander, da durch die
eingefugten AS neue Tertiarstrukturen der stromalen Schleife mdglich werden.
Zufallsmutationsanalysen an einzelnen AS der stromalen Lhcb1-Schleife fihrten in allen
4 Fallen zu instabilen Monomeren (Heinemann und Paulsen, 1999), was beim gezielten
Tausch gegen Lhca3-AS im Lhca4 nicht zu beobachten war.
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4 Ausblick
Durch diese Arbeit konnten im Lhcad4 und Lhcbl schwach konservierte Domanen
identifiziert werden, die verantwortlich far deren unterschiedliches

Oligomerisierungsverhalten sind. Der Versuch die Dimer- und Trimerisierungs-
eigenschaften durch massiven Doméanentransfer auf andere Lhc-Proteine zu tbertragen
war nur teilweise erfolgreich. Es konnten Lhcb4-Mutanten erzeugt werden, die
erfolgreich mit dem Lhcal dimerisierten. Lhcbl-Mutanten dimerisierten hingegen
unzureichend. Der Transfer der Trimerisierungsfahigkeit auf Lhca4 und Lhcb4 war nicht
moglich.

Ausgehend von den zwei Mutanten Lhcb4-a4-total- und Lhcbl-a4-total (jeweils 50%
LLa4, 100% H2a4 und 100% SLa4) sollte versucht werden, nach und nach mehr Lhca4-
Bestandteile in diese Mutanten zu integrieren, bis sie dem Lhcad4-WT ahnliche
Dimerausbeuten aufweisen. Zu Beginn sollte die luminale Schleife komplett
ausgetauscht werden. Nachfolgend konnte eine Substitution des langen Lhcb4-N-
Terminus gegen den N-Terminus des Lhca4 zu einer weiteren Ausbeutensteigerung der
Lhcb4-Mutante beitragen. Eventuell ware in der 1. Helix der Lhcb1- und Lhcb4-Mutante
auch durch Austausch des Histidins gegen Asparagin an der Chl a5 Bindungsstelle, die
Dimerisierung zu verbessern, da sich die Chlorophyllbindung auch als relevanter Faktor
bei der Monomer- und Dimerbildung erwiesen hat. Ein Nebeneffekt konnte die
Herstellung der fur den Lhca4 charakteristischen langwelligen Fluoreszenz sein.

Die mit Lhcb1l-Domanen versehenen Lhca4- (100% N-Terminus, 50% LL, 100% H2,
100% SL, 100% C-Terminus) und Lhcb4-Mutanten (100% N-Terminus, 50% LL, 100%
H2, 100% SL) konnten trotz des umfangreichen Dom&nentauschs nicht trimerisieren.
Um die Trimerisierungseigenschaft des Lhcbl auf den Lhca4 und Lhcb4 lGbertragen zu
konnen, missen weitere Lhcbl-Bestandteile in die bestehenden Mutanten transferiert
werden. Zunachst sollte die luminale Schleife vollstdndig durch die Lhcbl-Sequenz
ersetzt werden. Im Lhcb4 sollte zusatzlich der Lhcb1-C-Terminus zur Stabilisierung des
Monomers integriert werden. Um die Trimerisierungsfahigkeit auf den Lhca4 oder Lhcb4
zu transferieren, kdnnten weitere Mutationen in den nicht so gut konservierten luminal
und stromal orientierten Abschnitten der ansonsten hoch konservierten Helices 1 und 3
notwendig sein. Das fur eine Trimerisierung essentielle H68 in Helix 1, welches ein
Chlorophyll koordiniert, das in der Kernregion des Trimers positioniert ist, sollte ebenso
eingeflgt werden, wie das in der Helix 3 des Lhcb1l lokalisierte K182, das gemal der
LHCII-Kristallstruktur fur die PG-Bindung erforderlich ist.

Um eine Lhcal-Mutante zu generieren, die auch mit sich selbst multimere Komplexe
bildet, sollte aufbauend auf der Lhcal-Mutante mit Lhca4-Bestandteilen (50% LL, 100%
H2, 100% SL) die luminale Lhca4-Schleife vervollstandigt werden. Falls diese Mutante
ebenfalls unzureichend monomerisiert, kdnnte auch ein alternativer Ansatz basierend
auf dem Lhca4 erfolgen, in welchem N- und C-terminale Bereiche des Lhcal transferiert
werden. Durch bisherige Versuche ist bekannt, dass eine simultane Substitution der N-
und C-terminalen Domane im Lhca4 durch die entsprechenden Bereiche des Lhcbl
keine Verschlechterung der Dimerausbeute mit sich bringt. Es ist allerdings bis jetzt
noch nicht klar, ob im Lhcal noch Aminosauren in anderen Domanen auf3er dem N-
und C-Terminus existieren, die fur eine Interaktion mit dem Lhca4 wichtig sind.

Die stromale Schleifenregion des Lhca4 ist bis jetzt in Zusammenhang mit der Lhcal-
Interaktion noch nicht detailliert untersucht worden. Alle bisher angefertigten Mutanten
bilden weniger Monomere als der WT. Drei von vier Mutanten bilden aber multimere
Komplexe mit dem Lhcal aus. Es existiert bis jetzt eine Doppelmutante, und zwei
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Clustermutanten, die erst einen relativ kleinen Teil der Sequenz abdecken. Um die
Bedeutung der stromalen Lhca4-Schleife beziglich Heterodimerisierung systematisch
zu untersuchen, sollten zunéchst wie in Experimenten mit der Helix 2 Bereichsmutanten
generiert werden, um grol3e AS-Regionen gegen Lhca3-AS zu tauschen. Anschliel3end
sollten Einzelmutanten in den als wichtig identifizierten Bereichen, zu denen die
schwach konservierte, an die 2. Helix angrenzende Region gehéren konnte, diese
Analyse abrunden. In Hinblick auf das theoretische PSI-Modell, in welchem eine
maogliche Wechselwirkung hinsichtlich des W106 mit dem N-terminalen W4 des Lhcal
beschrieben wurde, sollte nochmals eine densitometrische Auswertung von
Dimerrekonstitutionen der Lhca4-W106F-Mutante in Betracht gezogen werden.
AulRerdem sollte eine Substitution des W106 gegen nicht aromatische AS stattfinden,
um eine Wechselwirkung Uber die 1-Elektronen beider Seitenketten ausschliel3en zu
konnen.

Die LHCI-730-Assemblierung bzw. die Interaktion der beiden Untereinheiten Lhcal und
Lhcad uber die Helix 2 des Lhca4 wurde in dieser Arbeit umfangreich untersucht.
Jedoch war keine abschlieBende Aussage dartuiber moglich, ob eine Chl-Bindung am
H99 an der Wechselwirkung beider Untereinheiten beteiligt ist. Um die Bedeutung von
Phytolresten zu untersuchen, kénnte ein rekonstituierter Lhca4 mit Chlorophyllase, die
den Phytolrest abspaltet, inkubiert werden, und mit rekonstituiertem Lhcal vor und nach
Behandlung von Chlorophyllase einer Dimerisierungsreaktion unterzogen werden.
Alternativ dazu konnte auch nativer oder rekonstituierter LHCI-730 in An- oder
Abwesenheit von Chlorophyllase inkubiert werden, um ihn anschlieBend per SDG-UZ
aufzutrennen.
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F ZUSAMMENFASSUNG

Lichtsammelproteine  hoherer Pflanzen sind in der Lage unterschiedliche
Oligomerisierungsformen auszubilden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des PSII
und Kristallstrukturen des LHCII belegen die Existenz von 6 Lhc-Proteinen, die
entweder die monomeren LHCs CP24 (Lhcb6), CP26 (Lhcb5) und CP29 (Lhcb4) oder
den trimeren LHCII (Lhcbl, Lhcb2 und Lhcb3) bilden. An der Peripherie des
Photosystem | sind laut Kristallstruktur vier Lhc-Proteine lokalisiert, die als
Heterodimere organisiert vorliegen. Wahrend sich der LHCI-730 aus Lhcal und Lhca4
zusammensetzt, wird das andere Dimer durch Lhca2 und Lhca3 gebildet. Um in dieser
Arbeit das unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten der Lhc-Proteine genauer zu
untersuchen, wurden der monomerisierende Lhcb4, der mit dem Lhcal dimerisierende
Lhca4 und der Trimere bildende Lhcbl verwendet.

Hinsichtlich der Struktur ist bislang der trimere LHCIl am besten untersucht. Dabei
zeigte sich folgende Struktur fir jedes Monomer: Neben drei a-helicalen
Transmembrandoméanen existieren zwei Schleifendomanen, welche die Helices
miteinander verbinden. Die nicht vollstéandig aufgelésten N- und C-terminalen Doméanen
begrenzen die Proteine, wobei in Letzterer eine amphiphile, der Thylakoidmembran
angelagerte, kurze Helix integriert ist. Bislang verfligbare Strukturdaten, AS-
Sequenzibereinstimmungen und Hydropathieplots deuten darauf hin, dass alle LHCs
hoherer Pflanzen eine &hnliche monomere Struktur aufweisen.

Frihere Sequenzalignments von Arabidopsis-Proteinen und eigens fur diese Arbeit
generierte Consensussequenzalignments der verschiedenen Lhca- und Lhcb-Proteine
vieler Arten unterstitzen die Folgerung, dass den LHCs eine gemeinsame
Monomerstruktur zu Grunde liegt. Die Helices 1 und 3 weisen weitgehend sehr hohe
Sequenzidentitaten auf, wahrend die N- und C-Termini, die zwei Schleifenregionen und
die Helix 2 nur schwach konserviert sind. Falls die Bereiche mit hoher
Sequenzibereinstimmung fir das Zustandekommen &hnlicher monomerer LHC-
Strukturen verantwortlich sind, konnten in den variablen bzw. nur schwach
konservierten Doménen die Ursachen far das unterschiedliche
Oligomerisierungsverhalten lokalisiert sein, die im Rahmen dieser Arbeit aufgeklart
werden sollten.

Zur Herstellung chimarer Lhca4-, Lhcbl- und Lhcb4-Proteine, wurde prinzipiell eine
schwach konservierte Domane gegen die entsprechende Domane der beiden anderen
Proteine ersetzt. Auf diesem Weg konnten die fir eine Assemblierung des
heterodimeren LHCI-730 (Lhcal+Lhca4) und trimeren LHCII (Lhcbl) wichtigen
Doméanen separat identifiziert werden. Im Lhcad4 konnten mit der Helix 2 und der
stromalen Schleife zwei fur eine Heterodimerisierung essentielle Doméanen gefunden
werden. Im Lhcbl waren neben dem N-Terminus auch die 2. Helix und die stromale
Schleifendomane unentbehrlich fur eine Trimerisierung. Zuséatzlich war sowohl die
Dimerisierung als auch die Trimerisierung nach Austausch der luminalen Schleife
beeintrachtigt. Ein geringer Beitrag zur Lhcbl1-Trimerisierung konnte auch fur den C-
Terminus belegt werden. Eine Substitution des N-Terminus von Lhcad4 gegen die
entsprechende Lhcbl- und Lhcb4-Doméne hatte die Bildung von Doppelheterodimeren
zur Folge. Ungeklart blieb, ob die Abwesenheit des Lhca4-N-Terminus oder die
Anwesenheit der aquivalenten Lhcbl- bzw. Lhcb4-Doméne zur Ausbildung dieser
Oligomerisierungsform fiihrte. Am Beispiel des Lhcb4 wurde deutlich, dass der Transfer
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von nur einer Domane, zur Ubertragung der Oligomerisierungsfahigkeit nicht
ausreichend war.

Unter Berucksichtigung der durch den Tausch einzelner Domanen gewonnenen
Erkenntnisse, wurde versucht, durch umfangreiche Domanensubstitutionen, die
Fahigkeit zur Trimerisierung auf Lhca4 und Lhcb4 zu dbertragen und die
Dimerisierungsfahigkeit auf Lhcbl, Lhcb4 und Lhcal zu transferieren. Wahrend der
Transfer der Trimerisierungsfahigkeit auf Lhca4 und Lhcb4 scheiterte, konnte eine
Lhcb4-Mutante mit mehreren Lhca4-Bestandteilen (50% luminale Schleife, 100% Helix
2 und 100% stromale Schleife) mit dem Lhcal Dimere bilden. Die Lhcbl-Mutante mit
Lhca4-Abschnitten, die zur Dimerisierung notwendig sind, war hingegen nicht im Stande
Heterodimere auszubilden. Eine Lhcal-Mutante mit allen fir eine Dimerisierung
essentiellen Doméanen (50% Iluminale Schleife, 100% Helix 2 und 100% stromale
Schleife) von Lhca4 sollte durch Interaktion einzelner Molekulle untereinander multimere
LHCs bilden. Die Mutanten waren jedoch bereits in ihrer Monomerisierung
beeintrachtigt und konnten weder mit sich selbst, noch mit dem Lhca4 Oligomere
bilden. Im Gegensatz dazu, war eine Lhcal-Mutante, die nur die 2. Helix des Lhca4
enthielt, in der Lage mit dem Lhca4-WT zu Doppelheterodimeren zu assemblieren. In
allen Mutanten, die in diesem Absatz erwdhnt wurden, waren nur 50% der luminalen
Schleife ausgetauscht. Insbesondere jene Mutanten, die luminale Lhcbl-Bestandteile
enthielten, konnten keine luminale Helix E bilden, was sich vermutlich negativ auf die
Faltung des mutierten Proteins oder die Stabilitat des entstandenen LHCs ausgewirkt
hat.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es die LHCI-730-Dimerisierung im Detail zu
untersuchen. Dies sollte durch Substitution von AS der Helix 2 des Lhcad4 gegen
entsprechende AS des Lhca3 geschehen, da der Lhca3 mit dem Lhcal keine Dimere
bilden kann. Eine Teilung der Helix 2 in drei zu untersuchende Abschnitte brachte
mehrere wichtige AS-Bereiche zu Tage. Einzelmutationsanalysen bestétigten den
Einfluss der aus friiheren Untersuchungen bekannten AS Isoleucin 103 und Histidin 99.
Letzteres geht moglicherweise durch sein gebundenes Chlorophyll eine Interaktion mit
dem Lhcal ein. Das Phenylalanin 95 stellte sich ebenfalls als ein wichtiger
Interaktionspartner heraus und konnte in Wechselwirkung mit einem zwischen Lhcal
und Lhca4 lokalisierten Phosphatidylglycerin treten. Ein Serinrest an Position 88 des
Lhcad konnte direkt mit dem am Lhcal-C-Terminus lokalisierten Glycin 190
interagieren. Durch Rucktausch von AS des Lhca4 in die nicht dimerisierende Lhca4-
Mutante mit der Helix 2 des Lhca3 konnte die Bedeutung der einzelnen Helix 2-
Abschnitte bezuglich ihrer Interaktion mit dem Lhcal gezeigt werden.

Zudem konnten einige fir die LHCI-730-Bildung bedeutende AS in den
Schleifenregionen identifiziert werden. In der luminalen Lhca4-Schleife wurde ein
Phenylalanin an Position 84 lokalisiert, dessen Mutation zu einer verringerten
Dimerausbeute fuhrte. Laut einem theoretischen PSI-Modell und den Ergebnissen
dieser Arbeit zur Folge, steht das Phenylalanin 85 in direkter Verbindung zum
Tryptophan 185 im C-Terminus von Lhcal, welches in friheren Mutationsanalysen als
wichtig fur die Dimerisierung identifiziert werden konnte. Der simultane Austausch des
Isoleucins 109 und Lysins 110 in der stromalen Schleife des Lhca4, in unmittelbarer
Néhe zur Helix 2, konnten den Einfluss, den diese AS auf die Dimerisierung haben,
belegen. Mutationen weiter von der Helix 2 entfernter AS resultierten zusatzlich in der
Bildung von mutmallichen Doppel- und Dreifachheterodimeren, deren Entstehung
vermutlich nur auf eine in vitro-spezifische Assemblierung zurtckzufiihren ist.
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F) Zusammenfassung

Fur eine vollstandige Aufklarung aller an der Lhcal-Lhca4-Interaktion beteiligten AS,
missten umfangreiche Mutationsanalysen in der stromalen Lhca4-Schleife durchgefiihrt
werden. Auf diesem Weg sollte es gelingen, den Interaktionspartner des fur die
Dimerisierung wichtigen Tryptophan 4 am N-Terminus von Lhcal zu identifizieren. Eine
weitere Mdglichkeit die an der LHCI-730-Bildung beteiligten AS zu identifizieren, kénnte
durch die Untersuchung der entsprechenden Lhcal-AS gelingen, die vor allem in der
Helix 3 lokalisiert sind und durch ihr uniques Vorkommen potentielle Interaktionspartner
des Lhca4 sein konnten.

Ein Hauptziel dieser Arbeit war es, schwach konservierte Domé&nen hinsichtlich ihrer
Beteiligung am unterschiedlichen Oligomerisierungsverhalten der Lhc-Proteine im
Allgemeinen und die LHCI-730-Assemblierung im Speziellen zu untersuchen. Eine
Ubertragung der Oligomerisierungsfahigkeit auf andere Proteine durch massiven
Domanentransfer gestaltete sich schwierig. Vermutlich lag dies daran, dass im
mutierten, chimaren Protein immer noch urspriingliche Tertidrstrukturanteile enthalten
sind, die nicht mit den transferierten Proteinbestandteilen kompatibel sind. Bei
zukunftigen Experimenten zur Klarung der Transferierbarkeit der
Oligomerisierungseigenschaften sollten deswegen neben dem 1. Teil der luminalen
Schleife auch wenig konservierte AS in der 1. und 3. Helix bertcksichtigt werden.
Dariber hinaus sollten auch AS, die fur die Chlorophyll-, Carotinoid- und
Phosphatidylglycerin-Bindung von Bedeutung sind, mit in die Uberlegungen einbezogen
werden.
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Anhang

ANHANG

A1l Hergestellte Mutanten mit Primersequenzen

Tabelle 37: Zuammenstellung aller Domanentauschmutanten mit zugehdérigen Primern. Ist fir die 1. PCR
nur ein Primer angegeben, wurde zusatzlich der entsprechende WT-Gegenprimer (vorwarts bzw.
rickwarts) verwendet. Gegenprimer fir die 2. PCR war immer das Produkt der 1. PCR. Ein Klon mit zwei
mutierten Bereichen entstand durch Verwendung einer bereits einfach mutierten Matrizen-DNA, weshalb
diese Klone nicht noch einmal aufgelistet wurden. Alle Primer sind in 5’-3'-Richtung dargestellit.

Klon Primer Domanentauschmutanten
al-At-dXho-fw: GGA CCC CAA GAA GCT GGA GGA ATT GAA AG
Lhcal-WT Lhcal-At-fw: TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG ATG GCT GCT CAC TGG ATG C
Lhcal-At-rv+his: GCT AGT CTC GAG GTT GAA AGG GAT AAC AAT ATC
Lhcal-At-rv-his: GCT AGT CTC GAG TCA TTA GTT GAA AGG GAT AAC AAT ATC
Lhcad-WT Lhcad-At-fw: CAA GGT TCA TAT GAA GAA AGG AGA ATG GTT GCC
Lhca4-At-rvil+his: GCT AGT CTC GAG GTT GAA GGT TTG GAC AAT AG
Lhch1-WT Lhcb1-At-fw: CGT GTG CAT ATG AGG AAG ACT GTT GCC
Lhcb1-At-rv+his: GCT AGT CTC GAG CTT TCC GGG AAC AAA GTT GG
Lhcba-WT Lhcb4-At-fw: CGG TCC CAT ATG GTG TTC GGT TTC GG
Lhcb4-At-rv+his: GCT AGT CTC GAG AGA TGA GGA GAA GGT ATC G
Lhcad-Nb1 1. PCR a: Lhca4-N-blunt-rv: ATC CTC TGC TAG ACC CAA CGG GTC
1. PCR b: Lhcb1-blunt-H1-fw: CCC GAG ACA TTC GCA AGG AAC CGT GAG C
Lhcad-Nb4 1. PCR a: Lhca4-N-blunt-rv: ATC CTC TGC TAG ACC CAA CGG GTC
1. PCR b: Lhcb4-blunt-H1-fw: GTG TTC GGA ATC CAG AGA TTC AGG
1. PCR: Lhcb1-N-UH-a4-rev: GAC GAA CCA TTT CAA GTT CTC TGG GTC AGC GGA TAG ACC AGC TGT
Lhcb1-Na4 P
1. PCR: Lhcb1-N-UH-b4-rev: CCT GAA TCT CTG GAT TCC GAA CAC GTC AGC GGA TAG ACC AGC TGT
Lhcb1-Nb4 p
Lhcb4-Na4 1. PCR: Lhcb4-N-UH-a4-rev: GAC GAA CCA TTT CAA GTT CTC TGG CTC ACT GTA CGG CTG AAA CGG
Lhcb4-Nb1 1. PCR: Lhcb4-N-UH-b1-rev: CAC GGT TCC TTG CGA ATG TCT CGG GCT CAC TGT ACG GCT GAA ACG
Lhca4-Cb1l Lhca4-C-UHb1-fw: GGA TTC TTC GTT CAA GCC ATC GTG ACT GGA AAA GGA CCA TTT GAG
Lhca4-Cbh4 Lhca4-C-UHb4-fw: GGA TTC GCG GTT CAA GCG GCT GTG ACT GGA AAA GGA CCA TTT GAG
Lhcb1-Ca4 Lhcb1-C-UHa4-fw: GGG TTT GTG GTT CAA CAC AAT GTC ACT GGT AAG GGA CCG ATA GAG
Lhcb1-Cbh4 Lhcb1-C-UHb4-fw: GGA TTC GCG GTT CAA GCG GCT GTC ACT GGT AAG GGA CCG ATA GAG
Lhcb4-Ca4 Lhcb4-C-UHa4-fw: GGG TTT GTG GTT CAA CAC AAT GCA ACA GGT AAA GGT CCA CTC AAC
Lhcb4-Cb1l Lhcb4-C-UHb1-fw: GGA TTC TTC GTT CAA GCC ATC GCA ACA GGT AAA GGT CCA CTC AAC
1.PCR: Hla4-LLb1-rev: CCA AAC TGC CTC TCC AAA CTT GAC TCC GAT CTT GGT GAA AAC TTC CG
Lhca4-LLb1l 2. PCR: LLb1-H2a4-rev: GAT CAC GAA CAA TGT CGA CGA CGA CTG AGC GTG AAC CAA GCT AGG GTT
TC
1.PCR: Hla4-LLb4-rev: CTC CAC CTT GCC AGC GTC TTG CCA TCC GAT CTT GGT GAA AAC TTC CG
Lhca4-LLb4 2. PCR: LLb4-H2a4-rev: GAT CAC GAA CAA TGT CGA CGA CGA GAA AGG TAA TGG CTG CCC CAA GTA
GG
1.PCR: Hlb1-LLa4-rev: GTA CCA CTC AGG AAC ATT TAT GAT TCC GTT CCT GGC CAA AAG CTC AGG
Lhcbl-LLa4 2. PCR: LLa4-H2b1-rev: GTG TGG CCC AAA TGG CCA AAA TGC TTG CAA AAT ACT GCT CTT TCC CAG
C
1.PCR: Hib1-LLb4-rev: CTC CAC CTT GCC AGC GTC TTG CCA TCC GTT CCT GGC CAA AAG CTC AGG
Lhcb1-LLb4 2. PCR: LLb4-H2b1-rev: GTG TGG CCC AAA TGG CCA AAA TGC TGA AAG GTA ATG GCT GCC CCA AGT
AG
Lhcb4-LLad 1.PCR: Hlb4-LLa4-fw: CGT CGA ATG GCT TAC CGG CGT TAC AAT CAT AAA TGT TCC TGA GTG GTAC
2. PCR: LLa4-H2b4-fw: GCT GGG AAA GAG CAG TAT TTT GCA TCG ATC TCG ACA TTG ATA TGG ATC G
1.PCR: H1lb4-LLb1-fw: CGT CGA ATG GCT TAC CGG CGT TAC AGT CAA GTT TGG AGA GGC AGT TTG G
Lhcb4-LLb1 2. PCR: LLb1-H2b4-fw: GAA ACC CTA GCT TGG TTC ACG CTC AGT CGA TCT CGA CAT TGA TAT GGA
TC
1. PCR: H2a4-SLb1-fw: CAT TAC GTT GAG ATC AGA CGG TGG GCA GGA AAT GGG CCA TTG GGA GAG
Lhca4-SLb1l 2. PCR: SLb1-H3a4-fw: GAC CCA TTG GGT TTG GCT ACC GAC CCT ACG CAA GAG GCC AAG GAG AAA
G
1.PCR: H2a4-SLb4-fw: CAT TAC GTT GAG ATC AGA CGG TGG GCC GAG CTT GAT TCG GAG AAG CG
Lhca4-SLb4 2. PCR: SLb4-H3a4-fw: GAC CCG CTA GGT TTA GCG GCT GAC CCT ACG CAA GAG GCC AAG GAG AAA
G
1.PCR: H2b1-SLa4-fw: GGA GCC GTT GAA GGT TAC AGA GTC CAA GAC ATC AAG AAC CCA GGA AGT
Lhcb1-SLa4 G

2. PCR: SLa4-H3b1-fw: GAATCT TTAACC CGC TTAACT TTG CTC CAG AGG CCT TCG CTG AGT TG
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1.PCR: H2b1-SLb4-fw: GGA GCC GTT GAA GGT TAC AGA GTC GCC GAG CTT GAT TCG GAG AAG CG

Lhcb1-SLb4 2. PCR: SLb4-H3b1-fw: GAC CCG CTA GGT TTA GCG GCT GAC CCA GAG GCC TTC GCT GAG TTG AAG
G
1.PCR: H2b4-SLa4-fw: GGC TAC ATC GAG TTC CAG CGC AAC CAA GAC ATC AAG AAC CCA GGA AGT
Lhcb4-SLa4 G
2. PCR: SLa4-H3b4-fw: GAA TCT TTA ACC CGC TTA ACT TTG CTC CGG AGA AGA CTG CTC AAC TTC
Lhch4-SLb1 1.PCR: H2b4-SLb1-fw: GGC TAC ATC GAG TTC CAG CGC AAC GCA GGA AAT GGG CCA TTG GGA GAG
2. PCR: SLb1-H3b4-fw: GAC CCA TTG GGT TTG GCT ACC GAC CCG GAG AAG ACT GCT CAA CTT CAG
1. PCR: LLal-H2a4-fw: CTT GGG AAA CCC AGT CCC GTG GGG TTC GTC GTC GAC ATT GTT CGT GAT
Lhcal-H2a4 C
2. PCR: H2a4-SLal-fw: CAT TAC GTT GAG ATC AGA CGG TGG ATG GAG AAA GAC CCT GAG AAG AAG
Lhcad-H2b1 LLa4-H2b1-fw: GCT GGG AAA GAG CAG TAT TTT GCA AGC ATT TTG GCC ATT TGG GCC
H2b1-SLa4-rv: CAC TTC CTG GGT TCT TGA TGT CTT GGA CTC TGT AAC CTT CAA CGG C
Lhcad-H2b4 LLa4-H2b4-fw: GCT GGG AAA GAG CAG TAT TTT GCA TCG ATC TCG ACA TTG ATA TGG
H2b4-SLa4-rv: CAC TTC CTG GGT TCT TGA TGT CTT GGT TGC GCT GGA ACT CGA TGT AG
Lhcb1-H2a4 LLb1-H2a4-fw: GAA ACC CTA GCT TGG TTC ACG CTC AGT CGT CGT CGA CAT TGT TCG TG
c H2a4-SLb1-rv: CTC TCC CAA TGG CCC ATT TCC TGC CCA CCG TCT GAT CTC AAC GTA ATG
Lhch1-H2b4 LLb1-H2b4-fw: GAA ACC CTA GCT TGG TTC ACG CTC AGT CGA TCT CGA CAT TGA TAT GG
H2b4-SLb1-rv: CTC TCC CAA TGG CCC ATT TCC TGC GTT GCG CTG GAA CTC GAT GTA GCC
Lhch4-H2a4 LLb4-H2a4-fw: CTA CTT GGG GCA GCC ATT ACC TTT CTC GTC GTC GAC ATT GTT CGT G
H2a4-SLb4-rv: CGC TTC TCC GAA TCA AGC TCG GCC CAC CGT CTG ATC TCA ACG TAA TG
Lhcb4-H2b1 LLb4-H2b1-fw: CTA CTT GGG GCA GCC ATT ACC TTT CAG CAT TTT GGC CAT TTG GGC C
H2b1-SLb4-rv: CGC TTC TCC GAA TCA AGC TCG GCG ACT CTG TAA CCT TCA ACG GC
Lhcal-a4 LLal-5LLa4-fw: GGA AAC TGG GTT AAG GCT CAG GAA GAG CAG TAT TTT GCA TCG TCG TCG AC
Total SlLa4-H3al-rv: CTT TCA ATT CCT CCA GCT TCT TGG GAG CAA AGT TAA GCG GGT TAA AG
Lhcal-a4 LLal-5LLa4-fw: GGA AAC TGG GTT AAG GCT CAG GAA GAG CAG TAT TTT GCA TCG TCG TCG AC
Partiell 21SLa4-SLal-rv: CCG GGT ACT TCT TCT TCT CAG GTA AGC TGT ATT GCT TAA AGA TAG G
Lhca4-bl LLa4-20LLb1-fw: CCT GAG TGG TAC GAT GCT GGG AAA CAG ATC TTC AGC GAT GGA GGG CTC G
Total SLb1-H3a4-rv: CTT TCT CCT TGG CCT CTT GCG TAG GGT CGG TAG CCA AAC CCA ATG GGT C
Lhca4-b1l LLa4-20LLb1-fw: CCT GAG TGG TAC GAT GCT GGG AAA CAG ATC TTC AGC GAT GGA GGG CTC G
Partiell 8SLb1-SLa4-rv: CCA GGG TAA CCA ACT TCA CCC TTC TCT CCC AAT GGC CCA TTT CCT GC
Lhcb1-a4 LLb1-5LLa4-fw: CAG TTT GGT TCA AGG CTG GTT CAG AGC AGT ATT TTG CAT CGT CGT CGA C
Total SLa4-H3b1-rv: CTT CAA CTC AGC GAA GGC CTC TGG AGC AAA GTT AAG CGG GTT AAA G
Lhcb1-a4 LLb1-5LLa4-fw: CAG TTT GGT TCA AGG CTG GTT CAG AGC AGT ATT TTG CAT CGT CGT CGA C
Partiell 21SLa4-SLbl-rv: CGG GGT AAA GCA AGT CCT CGG CAG GTA AGC TGT ATT GCT TAA AGA TAG
Lhcb4-b1 LLb4-20LLb1-fw: GTT ACA TGG CAA GAC GCT GGC AAG CAG ATC TTC AGC GAT GGA GGG CTC G
Total SLb1-H3b4-rv: CTG AAG TTG AGC AGT CTT CTC CGG GTC GGT AGC CAA ACC CAA TGG GTC
Lhcb4-b1 LLb4-20LLb1-fw: GTT ACA TGG CAA GAC GCT GGC AAG CAG ATC TTC AGC GAT GGA GGG CTC G
Partiell 8SLb1-SLb4-rv: CTC CGG GGT ATA AAC GCT TCT CCG ACT CTC CCA ATG GCC CAT TTC CTG C
Lhcb4-a4 LLb4-5LLa4-fw: GTT ACA TGG CAA GAC GCT GGC AAG GAG CAG TAT TTT GCA TCG TCG TCG AC
Total SlLa4-H3b4-rv: CTG AAG TTG AGC AGT CTT CTC CGG AGC AAA GTT AAG CGG GTT AAA G
Lhcb4-a4 LLb4-5LLa4-fw: GTT ACA TGG CAA GAC GCT GGC AAG GAG CAG TAT TTT GCA TCG TCG TCG AC
Partiell 21SLa4-SLb4-rv: CCG GGG TAT AAA CGC TTC TCC GAA GGT AAG CTG TAT TGC TTA AAG ATA G
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Tabelle 38: Auflistung aller Punkt- und Bereichsmutanten mit zugehdérigen Primern. Ist fur die 1. PCR nur
ein Primer angegeben, wurde zusétzlich der entsprechende WT-Gegenprimer (vorwarts bzw. riickwarts)
verwendet. Gegenprimer fir die 2. PCR war immer das Produkt der 1. PCR. Ein Klon mit zwei mutierten
Bereichen entstand durch Verwendung einer bereits einfach mutierten Matrizen-DNA, weshalb diese
Klone nicht noch einmal aufgelistet wurden. Alle Primer sind in 5’-3’-Richtung dargestellt.

Klone Primer Punkt- und Bereichsmutanten

L hcad-S86-88Y Lhca4-11-86+87+88-rv: GAG TAC TTT GCA GAC AAT TAC ACC CTG TTT GTG ATC GAG TTC
a4-AT-86-88-rv: CAC GAA CAA TGT GTA GTT GTC TGC CCA ATA CGT GTA TG

Lhca4-S86-88D Lhca4-86-88-rv: GAT CAC AAA CAG GGT GTC GTC GTC TGC AAA GTA CTC TG
Lhca4-193-96A Lhca4-93-96-rv: CGT AGT GGA ACA AGG CCA TCT CGA GCA CAA AGA GGG TGG
Lhcad-F98-103H ’I&ré(fécl:-%-lo&rv. GAT CGA GTT CAT CTT GAT GGG CTT CGC CGA GCA CAG AAG GTG GCA
Lhca4-K80-84W a4-LL-K80-84W-rv: GTC GAC GAC GAT GCC CAA TAC GTG TAT GTC CCA GCA TCG TAC C
Lhca4-K80T+E81Y | a4-LL-K80+81Y-rv: CGA TGC AAA ATA CTG GTA TGT CCC AGC ATC GTA CC
Lhca4-K80T a4-LL-K80T-rv: GCA AAA TAC TGC TCT GTC CCA GCA TCG TAC
Lhca4-E81Y a4-LL-E81Y-rv: CGA TGC AAA ATA CTG GTA TTT CCC AGC ATC
Lhca4-Q82T a4-LL-Q82T-rv: CGA CGA TGC AAA ATA CGT CTC TTT CCC AGC
Lhca4-F84W a4-LL-F84W-rv: GTC GAC GAC GAT GCC CAA TAC TGC TCT TTC CC
Lhca4-S86D Lhca4-S86D-rv: GGG TGG ATG AGT CTG CAA AGT ACT C
Lhca4-S87D Lhca4-S87N-rv: CAA ACA GGG TGG AGT CTG ATG CAA AGT AC
Lhca4-S88D Lhca4-S88Y-rv: CAC AAA CAG GGT GTC TGA TGA TGC AAA G
Lhca4-FO5M Lhcad-F95M-rv: GTG GAA CAA GAT CAT CTC GAT CAC AA
Lhca4-FO8M Lhca4-F98M-rv: CGA GTT CAT CTT GAT GCA CTA CGT CGA G
Lhca4-H99G Lhcad-H99G-rv: CAT CTT GTT CGG CTA CGT CGA GATC
Lhca4-Y100F Lhcad-Y100F-rv: CTT GTT CCA CTT CGT CGA GAT CAG
Lhca4-V101A Lhca4-V101A-rv: CCA CTA CGC CGA GAT CAG AAG G
Lhca4-W106F Lhcad-W106F-rv: GAT CAG AAG GTT CCA AGA CAT TAA G
Lhca4-H2a3- a4-H2a3-rv-D86-88S-rv: GAA CAA ACA ATG TGG AAG AGG ATG CAA AGT ATT CGA ACT TGC
86-88 C
Lhca4-H2a3- Lhca4-H2a3-Il-Motiv-rv: GGC ACT CAT GCA CTA TGT TGA GAT CAG ACG CTG GCA AGA
99-103 CAT TAA G
Lhcad- a4-SL-1109+110Y-fw: GAC GGT GGC AAG ACT GGT ATA ACC CAG GAA GTG TG
1109W+K110Y
Lhcad- a4-V115-118Q-fw: CCA GGA AGT ATG GGC AAA CAG CCT ATC TTT AAG CAA TAC
V115-118Q
Lhcad- a4-Q119-122G-fw: GTG AAC CAA GAC TAT TTC CTT GGG CAA TAC AGC TTA CC
P119-122G
Lhca4- a4-V115-122G-fw: CCA GGA AGT ATG GGC AAA CAG TAT TTC CTT GGG CAA TAC AGC TTA
V115-122G cC
Lhca4-SLb1- a4SLb1-A107-111P-fw: GAG ATC AGA CGG TGG CAA GAC ATT AAG AAC CCG GGA GAG
A107-112P GCC GAG GAC
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Anhang

A3 Nukleotid- und Aminoséauresequenzen von Arabidopsisproteinen

Lhca4

|
HisMetLysLysGlyGluTrpLeuProGlyLeuAlaSerProAspTyrLeuThrGlySerLeuAlaGlyAspAsn
B~ CAAAGGAGAATGGTTGCCCGGTTTGGCATCGCCTGATTATCTCACCGGCAGTCTTGCCGGTGACAAT
* * 25 * * 50 * * 75

DpnI
|
GlyPheAspProlLeuGlyLeuAlaGluAspProGluAsnLeulysTrpPheValGlnAlaGluLeuValAsnGly
GGGTTTGACCCGTTGGGTCTAGCAGAGGATCCAGAGAACTTGAAATGGTTCGTCCAGGCAGAGCTGGTCAACGGA
* * 100 * * 125 * * 150

DpnI
|
ArgTrpAlaMetLeuGlyValAlaGlyMetLeuLeuProGluValPheThrLysIleGlyIleIleAsnValPro
CGATGGGCTATGCTCGGTGTCGCTGGGATGCTTTTGCCGGAAGTTTTCACCAAGATCGGAATCATAAATGTTCCT
* * 175 * * 200 * * 225

Sall DpnI
| |
GluTrpTyrAspAlaGlyLysGluGlnTyrPheAlaSerSerSerThrLeuPheValIleGluPhelleLeuPhe
GAGTGGTACGATGCTGGGAAAGAGCAGTATTTTGCATCGTCGTCGACATTGTTCGTGATCGAGTTCATATTGTTT
* * 250 * * 275 * * 300

DpnI
|
HisTyrValGluIleArgArgTrpGlnAspIleLysAsnProGlySerValAsnGlnAspProIlePheLysGln
CATTACGTTGAGATCAGACGGTGGCAAGACATCAAGAACCCAGGAAGTGTGAACCAAGACCCTATCTTTAAGCAA
* * 325 * * 350 * * 375

TyrSerLeuProLysGlyGluValGlyTyrProGlyGlyIlePheAsnProLeuAsnPheAlaProThrGlnGlu
TACAGCTTACCTAAGGGTGAAGTTGGTTACCCTGGTGGAATCTTTAACCCGCTTAACTTTGCTCCTACGCAAGAG
* * 400 * * 425 * * 450

AlalLysGlulLysGluLeuAlaAsnGlyArgLeuAlaMetLeuAlaPheLeuGlyPheValValGlnHisAsnVal
GCCAAGGAGAAAGAGCTAGCAAACGGGAGGTTGGCGATGTTGGCATTCTTAGGGTTTGTGGTTCAACACAATGTG
* * 475 * * 500 * * 525

ThrGlyLysGlyProPheGluAsnLeulLeuGlnHisLeuSerAspProTrpHisAsnThrIleValGlnThrPhe
ACTGGAAAAGGACCATTTGAGAATCTGTTGCAGCACTTGTCTGACCCATGGCACAACACTATTGTCCAAACCTTC
* * 550 * * 575 * * 600

- Vektorsequenz
\ |
AsnLeuGluHisHisHisHisHisHis *
AACIHBEEECACCACCACCACCACCACTAA
* * 6 2 5 *
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Lhcbl

NdeI Dpnl
| |
HisMetArgLysThrValAlalLysProLysGlyProSerGlySerProTrpTyrGlySerAspArgVallLysTyr
S GCARAGACTGTTGCCAAGCCAAAGGGTCCATCAGGCAGCCCATGGTACGGATCCGACCGAGTCAAGTAC
* * 25 * * 50 * * 75

LeuGlyProPheSerGlyGluSerProSerTyrLeuThrGlyGluPheProGlyAspTyrGlyTrpAspThrAla
TTGGGTCCATTCTCTGGCGAGTCACCCAGCTACCTTACCGGAGAGTTCCCTGGAGACTACGGATGGGACACAGCT
* * 100 * * 125 * * 150

GlyLeuSerAlaAspProGluThrPheAlaArgAsnArgGluLeuGluValIleHisSerArgTrpAlaMetLeu
GGTCTATCCGCTGACCCCGAGACATTCGCAAGGAACCGTGAGCTAGAAGTTATCCACAGCAGGTGGGCCATGCTC
* * 175 * * 200 * * 225

GlyAlaLeuGlyCysValPheProGluLeuLeuAlaArgAsnGlyVallysPheGlyGluAlaValTrpPhelys
GGAGCCCTAGGCTGCGTCTTCCCTGAGCTTTTGGCCAGGAACGGAGTCAAGTTTGGAGAGGCAGTTTGGTTCAAG
* * 250 * * 275 * * 300

DpnI
|
AlaGlySerGlnIlePheSerAspGlyGlyLeuAspTyrLeuGlyAsnProSerLeuValHisAlaGlnSerIle
GCTGGTTCACAGATCTTCAGCGATGGAGGGCTCGATTACTTGGGAAACCCTAGCTTGGTTCACGCTCAGAGCATT
* * 325 * * 350 * * 375

Sfirl
|
LeuAlaIleTrpAlaThrGlnValIleLeuMetGlyAlaValGluGlyTyrArgValAlaGlyAsnGlyProLeu
TTGGCCATTTGGGCCACACAAGTTATTTTGATGGGAGCCGTTGAAGGTTACAGAGTCGCAGGAAATGGGCCATTG
* * 400 * * 425 * * 450

GlyGluAlaGluAspLeulLeuTyrProGlyGlySerPheAspProLeuGlyLeuAlaThrAspProGluAlaPhe
GGAGAGGCCGAGGACTTGCTTTACCCCGGTGGCAGTTTCGACCCATTGGGTTTGGCTACCGACCCAGAGGCCTTC
* * 475 * * 500 * * 525

AlaGlulLeulysValLysGluLeulLysAsnGlyArgLeuAlaMetPheSerMetPheGlyPhePheValGlnAla
GCTGAGTTGAAGGTAAAGGAGCTCAAGAACGGAAGATTGGCTATGTTCTCTATGTTTGGATTCTTCGTTCAAGCC
* * 550 * * 575 * * 600

DpnI
|
IleValThrGlyLysGlyProIleGluAsnLeuAlaAspHisLeuAlaAspProValAsnAsnAsnAlaTrpAla
ATCGTCACTGGTAAGGGACCGATAGAGAACCTTGCTGACCATTTGGCCGATCCAGTCAACAACAACGCTTGGGCC
* * 625 * * 650 * * 675

- Vektorsequenz
\ |
PheAlaThrAsnPheValProGlyLysLeuGluHisHisHisHisHisHis *
TTTGCCACCAACTTTGTTCCCGGAAAGMBCACCACCACCACCACCACTAR
* * 700 * * 725
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Lhcb4

|
HisMetValPheGlyPheGlyLysLysLysAlaAlaProLysLysSerAlaLysLysThrValThrThrAspArg
S TG TTCGGTTTCGGAAAGAAGAAGGCAGCTCCCARAAAAGAGTGCCAAAAAGACGGTGACTACGGACCGG
* * 25 * * 50 * * 75

DpnI
|
ProLeuTrpTyrProGlyAlalleSerProAspTrpLeuAspGlySerLeuValGlyAspTyrGlyPheAspPro
CCTCTTTGGTACCCAGGCGCCATTTCTCCTGACTGGCTTGATGGTTCCTTGGTTGGAGATTACGGTTTTGATCCC
* * 100 * * 125 * * 150

PheGlyLeuGlyLysProAlaGluTyrLeuGlnPheAspIleAspSerLeuAspGlnAsnLeuAlaLysAsnLeu
TTCGGTTTAGGCAAACCGGCCGAGTATCTTCAATTCGATATCGATTCACTAGACCAGAATCTGGCTAAGAACTTG
* * 175 * * 200 * * 225

DpnI
|
AlaGlyAspValIleGlyThrArgThrGluAlaAlaAspAlaLysSerThrProPheGlnProTyrSerGluVal
GCCGGAGACGTGATCGGAACCCGTACGGAAGCTGCCGACGCCAAATCGACGCCGTTTCAGCCGTACAGTGAGGTG
* * 250 * * 275 * * 300

PheGlyIleGlnArgPheArgGluCysGluLeulleHisGlyArgTrpAlaMetLeuAlaThrLeuGlyAlaLeu
TTCGGAATCCAGAGATTCAGGGAATGCGAACTCATCCACGGACGGTGGGCGATGCTCGCTACTCTCGGCGCTCTC
* * 325 * * 350 * * 375

DpnI
|
SerValGluTrpLeuThrGlyValThrTrpGlnAspAlaGlyLysValGluLeuValAspGlySerSerTyrLeu
TCCGTCGAATGGCTTACCGGCGTTACATGGCAAGACGCTGGCAAGGTGGAGCTTGTAGATGGATCGTCCTACTTG
* * 400 * * 425 * * 450

DpnI DpnI DpnI
| \ |
GlyGlnProLeuProPheSerIleSerThrLeulleTrpIleGluValleuValIleGlyTyrIleGluPheGln
GGGCAGCCATTACCTTTCTCGATCTCGACATTGATATGGATCGAGGTGTTAGTGATCGGCTACATCGAGTTCCAG
* * 475 * * 500 * * 525

ArgAsnAlaGluleuAspSerGluLysArgLeuTyrProGlyGlyLysPhePheAspProLeuGlyLeuAlaAla
CGCAACGCCGAGCTTGATTCGGAGAAGCGTTTATACCCCGGAGGCAAGTTCTTTGACCCGCTAGGTTTAGCGGCT
* * 550 * * 575 * * 600

DpnI
|
AspProGluLysThrAlaGlnLeuGlnLeuAlaGlulleLysHisAlaArgLeuAlaMetValAlaPheLeuGly
GACCCGGAGAAGACTGCTCAACTTCAGTTAGCTGAGATCAAGCATGCACGTCTTGCGATGGTCGCCTTCTTGGGA
* * 625 * * 650 * * 675

DpnI
|
PheAlaValGlnAlaAlaAlaThrGlyLysGlyProLeuAsnAsnTrpAlaThrHisLeuSerAspProLeuHis
TTCGCGGTTCAAGCGGCTGCAACAGGTAAAGGTCCACTCAACAATTGGGCTACTCACCTCAGTGATCCACTCCAC
* * 700 * * 725 * * 750

- Vektorsequenz
| |
ThrThrIleIleAspThrPheSerSerSerLeuGluHisHisHisHisHisHis *
ACCACCATCATCGATACCTTCTCCTCAT/HBEACCACCACCACCACCACCACTAA

196



Anhang

Lhcal

|
HisMetAlaAlaHisTrpMetProGlyGluProArgProAlaTyrLeuAspGlySerAlaProGlyAspPheGly
S CTGCTCACTGGATGCCTGGCGAGCCACGACCAGCTTACCTTGACGGTTCTGCTCCTGGTGACTTTGGG
* * 25 * * 50 * * 75

PheAspProLeuGlyLeuGlyGluValProAlaAsnLeuGluArgTyrLysGluSerGluLeuIleHisCysArg
TTTGACCCACTTGGACTTGGAGAAGTTCCAGCGAACCTTGAGAGATACAAAGAGTCAGAGCTCATCCACTGTAGA
* * 100 * * 125 * * 150

TrpAlaMetLeuAlaValProGlyIleLeuValProGluAlaLeuGlyTyrGlyAsnTrpVallysAlaGlnGlu
TGGGCTATGCTCGCTGTTCCTGGGATTTTGGTACCAGAAGCATTAGGATATGGAAACTGGGTTAAGGCTCAGGAA
* * 175 * * 200 * * 225

TrpAlaAlalLeuProGlyGlyGlnAlaThrTyrLeuGlyAsnProValProTrpGlyThrLeuProThrIleLeu
TGGGCAGCACTACCAGGGGGTCAAGCCACTTACTTGGGAAACCCAGTCCCGTGGGGTACTTTGCCCACAATCTTG
* * 250 * * 275 * * 300

AlaIleGluPhelLeuAlaIleAlaPheValGluHisGlnArgSerMetGluLysAspProGluLysLysLysTyr
GCCATTGAGTTCTTAGCCATTGCATTTGTTGAGCACCAGAGAAGTATGGAGAAAGACCCTGAGAAGAAGAAGTAC
* * 325 * * 350 * * 375

DpnI
|
ProGlyGlyAlaPheAspProLeuGlyTyrSerLysAspProLysLysLeuGluGluLeulysValLysGluIle
CCGGGAGGCGCATTTGACCCTCTTGGATACTCGAAGGACCCCAAGAAGCTGGAGGAATTGAAAGTTAAAGAGATC
* * 400 * * 425 * * 450

LysAsnGlyArgLeuAlaLeuleuAlaPheValGlyPheCysValGlnGlnSerAlaTyrProGlyThrGlyPro
AAGAACGGGCGGCTTGCGCTGTTGGCGTTTGTAGGATTCTGTGTGCAACAGTCGGCTTACCCGGGGACAGGACCA
* * 475 * * 500 * * 525

bpnt XhoT

| |
LeuGluAsnLeuAlaThrHisLeuAlaAspProTrpHisAsnAsnIleGlyAspIleValIleProPheAsnLeu
TTGGAGAACTTGGCAACTCACTTGGCGGATCCATGGCZ—\CZ—\ACAACZ—\TTGGCGATATTGTTATCCCTTTCZ—\AC-
* * 550 * * 575 * * 600

Vektorsequenz
|
GluHisHisHisHisHisHis *
BB CACCACCACCACCACCACTAA
*

*
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