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1 Einleitung

1.1 Entstehung und Bedeutung von hoheren Pflanzen und Diatomeen

Der Ursprung der heutigen, zur oxygenen Photosynthese befdhigten Eukaryoten geht auf ein
in der Erdgeschichte wohl einmaliges Ereignis zuriick, das als ,primdre Endosymbiose”
beschrieben wurde, also die Aufnahme eines Vorldaufers der heutigen Cyanobakterien in
einen eukaryotischen Wirt. Aus diesem Schritt gingen die Rotalgen, die Glaucophyta, die
Grinalgen und aus diesen letztendlich die Landpflanzen hervor. Zu letzteren gehort auch der
hier verwendete Modellorganismus Nicotiana tabacum, der erste Organismus, dessen
komplettes Chloroplastengenom aus ca. 155.000 Basenpaaren bereits im Jahr 1986
sequenziert wurde [1] und der sich dank seiner leichten Transformierbarkeit und dem
ergiebigen Blattmaterial als Labororganismus fiir verschiedenste Fragestellungen seit langem

bewahrt hat [2]-[5].

In sekunddren Endosymbiose-Ereignissen entstanden durch die Aufnahme der Griin- bzw.
Rotalgen in verschiedene heterotrophe Eukaryoten neue Vertreter der Algen, wie wir sie
heute kennen. Unter ihnen befinden sich auch die auf die Rotalgen zurtickgehenden Chl a/c-
haltigen Diatomeen, die durch die sekunddre Endosymbiose Chloroplasten mit 4 statt 2
umhillenden Membranen aufweisen [6]-[8]. Diatomeen (Kieselalgen; Heterokontophyta,
Bacillariophyceae) sind Einzeller und im Gegensatz zu den Landpflanzen nur zwischen 5 um
und 5 mm klein, und doch kommt ihnen im globalen Kohlenstoffkreislauf eine enorme
Bedeutung zu. Sie leisten mit einer Varietat von bis zu 10000 Spezies etwa 40 % der marinen
Primarproduktion [9], [10]. Ihr besonderes Merkmal ist die sie umgebende Silikathiille, deren
Form sie in zwei verschiedene Gruppen einteilt: die zentrischen, radialsymmetrischen und
die pennaten, bilateral-symmetrischen Diatomeen, die in planktonischer oder benthischer

Umgebung leben [11].

Cyclotella meneghiniana gehort zu den zentrischen Kieselalgen und unterscheidet sich, wie
alle Diatomeen, nicht nur durch die Existenz von vier statt zwei Chloroplastenmembranen,
sondern auch durch die Anordnung der Thylakoidmembranen in den Chloroplasten deutlich
von den Landpflanzen. Anstelle der aus letzteren bekannten Aufteilung der Thylakoide in
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Granastapel und einzelne Stromalamellen, weisen Diatomeen die fir sie typischen Bander
aus drei aneinander liegenden Thylakoidmembranen auf [12], [13]. Daraus folgt in den
Diatomeen auch das Fehlen der bei Pflanzen deutlich ausgepragten Separierung von

Photosystem Il (Grana) und | (Stroma).

1.2 Lichtsammelkomplexe

So mannigfaltig die aus der Evolution hervorgegangen Arten photosynthetisch aktiver
Organismen sind, so verschieden sind auch die Komplexe, die sie zur Sammlung des fiir sie so
essentiellen Lichts entwickelt haben. Unabhangig von ihrer jeweiligen Struktur dienen die
Chlorosomen der Chlorobiaceae und Chloroflexaceae [14],[15], die Phycobilisomen der
Cyanobakterien und Rotalgen [16],[17] und die Lichtsammelkomplex (LHC)-Varianten der
eukaryotischen Organismen allesamt diesem Zweck: die Reaktionszentren ihres
Photosyntheseapparates mit ausreichend Lichtenergie zu versorgen bzw. die Energiezufuhr
effizient zu regulieren.

Die LHCs der hoheren Pflanzen und Griinalgen stammen aus einer Multigenfamilie, zu denen
auch die PSI bzw. PSIl assoziierten Lhca bzw. Lhcb Chlorophyll a/b bindenden (CAB) -
Proteinen gehoren [18]-[20]. Die dem PSIl zugeordneten Lhcb Proteine lassen sich in den
peripheren Antennenkomplex LHCII und die Monomere der minoren Antennen CP29, CP26
und CP24 unterscheiden [21],[22]. Zusatzlich fungieren auch die inneren Antennenproteine

CP43 und CP47 als Lichtsammler [23],[24].

Lutein in
L1

Lutein in

L2 Neoxanthin in

Violaxanthin in V1

Abbildung 1.2-1: Die Carotinoidbindestellen im LHCII-Monomer. Exemplarisch dargestellt, modifiziert nach Dall’Osto et al.,
2006, basierend auf Liu et al. 2004 [34],[30].



Die einfachere Struktur des PSI assoziierten LHCI besteht aus den Lhcal/4 und Lhca2/3
Dimeren [25],[26] und reagiert bei weitem nicht so flexibel in ihrer Zusammensetzung auf
unterschiedliche Lichtbedingungen, wie es die duferen Antennen des PSIl zu tun vermogen
[27],[28]. Das LHCII-Trimer setzt sich aus den Monomeren Lhcb1, Lhcb2 und Lhcb3
zusammen, wobei erstere sich in ihrer Sequenz sehr dhnlich sind und letzteres sich nicht
zuletzt wegen seiner geringeren GroRe deutlicher von den beiden Erstgenannten
unterscheidet [22]. Diese Proteinuntereinheiten binden jeweils etwa 8 Chl a, 6 Chl b und bis
zu 4 Carotenoiden (2 Lutein (Bindestelle L1, L2), 1 Neo- und max. 1 Violaxanthin
(Bindestellen N1, V1), Abb. 1.2-1), deren Anwesenheit essentiell fiir die Assemblierung des
LHCII sind [29]-[33], wobei sowohl die Chlorophyll- als auch die Xanthophyllbindestellen zum
Teil recht spezifisch nurbestimmte Pigmente binden, zum Teil aber auch flexibel auf das
vorhandene Pigmentangebot zu reagieren vermogen [35]-[38]. Die Chlorophylle arrangieren
sich dabei zweischichtig auf beiden Seiten der Thylakoidmembran um die drei
Transmembranhelices [29],[30],[39]. Die Lutein-Bindestellen (L1, L2) liegen zentral im
Helixkreuz aus Helix A und B [29]. L1 orientiert das gebundene Lutein schrag zur Helix und
die Besetzung dieser Bindestelle scheint essentiell flir die Stabilitdt des Trimers zu sein [32].
Die Bindestellen fir Violaxanthin (V1) und Neoxanthin (N1) sind eher an der Peripherie eines
LHCI-Monomers gelagert. Violaxanthin kénnte hier im Rahmen des Xanthophyllzyklus’
leicht durch Zeaxanthin ersetzt werden, Neoxanthin kame durch seine exponierte Position
eventuell eine Verbindungsfunktion mit anderen pigmentierten Proteinen zu [40].

Die Trimerisierung von Lhcb-Monomeren wird durch das N-terminale Proteinbindemotiv
WYGPDR und die Stabilitdat des Trimers durch die Interaktion der C-terminalen Enden uber
eine Tryptophan-Seitenkette und das Thylakoidmembranlipid Phosphatidylglycerin (PG)
vermittelt [41]-[45].

LHCII-Trimere binden zusammen mit den minoren Antennenproteinen mit unterschiedlicher
Affinitat an PSII (vgl. Abb. 1.2-2), wodurch sich u.a. sog. C252M2 Superkomplexe aus einem
dimeren Photosystem Il Core (C2), 2 ,,strongly bound” LHCII (S2) und 2 ,, moderatly bound”
LHCII (M2) bilden kénnen [46]. Die ,S“ -Trimere kdnnten dabei neben ihrer Bindung liber
CP26 auch in direktem Kontakt mit der PSII-Antenne CP43 stehen, wohingegen die
Verbindung der ,,M“-Trimere zum Photosystem-Reaktionszentrum nur Uber die minoren

Antennenproteine CP24 und CP29 vermittelt wird [27].
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Abbildung 1.2-2: Mégliche Bindungen des LHCII an PSII. Ubersicht aus Caffarri et al. 2009 [27].

Der LHCII dient dabei nicht nur der Organisation des einfallenden Lichts, sondern vermittelt
auch strukturell die Bindung zwischen den Granathylakoiden und kann als Reaktion auf
Lichtfluktuationen im Rahmen des sog. ,State Transition” durch Phosphorylierung aus der
Peripherie der Granastapel vom PSIl zum PSI in die Stromaregion abwandern, einem
regulatorischen Aspekt in Hinblick auf die Energieverteilung zwischen den Photosystemen
[47]-[50].

Im Gegensatz zu den Lhcs der Chl a/b-haltigen Organismen binden die Lichtsammelproteine
der Diatomeen (Fucoxanthin-Chlorophyll-Proteine, FCPs) das Xanthophyll Fucoxanthin
anstelle des Lutein und Chlorophyll ¢ anstelle des Chl b in einem 4:4:1 Verhaltnis von Chl
a:Fucoxanthin:Chl ¢, wobei die jlingsten Erkenntnisse hier von 8 Fucoxanthin, 8 Chlorophyll a
und 2 Chlorophyll ¢ pro FCP-Monomer in C. meneghiniana ausgehen [51]. Auch die FCPs
gehoren auf Grund deutlicher Sequenz-Homologien in den Transmembranhelices 1 und 3 zur
Multigenfamilie der CAB-Proteine, doch ihre Vertreter sind in Hinblick auf ihre
Polypeptidstruktur kleiner als die der o.g. LHCs [52]-[54]. Fur Cyclotella meneghiniana
wurden zwei dominante FCP-Komplexe gefunden: FCPa und FCPb [55]. Wenngleich bei den
Diatomeen keine so deutliche Zuordnung der Lichtsammelkomplexe zu den Photosystemen
wie bei hoheren Pflanzen moglich ist, gibt es doch Belege fiir eine praferierte Assoziation
verschiedener FCPs mit PSI oder PSIl [56]-[58]. Als Bestandteile des FCPa-Trimers sind
Polypeptide der lichtsammelnden Lhcf- (Fcp1-3) bzw. der lichtschiitzenden Lhcx -Gruppe
(Fcp6-8) gefunden worden, wogegen FCPb wahrscheinlich ausschlieBlich aus dem im
Schwachlicht starker exprimierten Lhcf Protein Fcp5 besteht und als ,lose ans PSI gebunden’
beschrieben wurde [57], [59], [60].

Sowohl im Falle der LHCs hoherer Pflanzen als auch bei den FCPs der Diatomeen erfolgt die
Lichtsammlung von der Peripherie der Antennen hin zum Reaktionszentrum der

Photosysteme.



Dabei kann die Anregungsenergie eines Chlorophylls bei einem rdaumlichen Abstand bis zu
etwa 5 nm binnen Femto- bis Picosekunden an ein benachbartes Pigment lber den
sogenannten Forster-Resonanz-Energietransfer Ubertragen werden [61]-[63]. Das
Uberlappen der Absorptionsspektren der Photosynthesepigmente erméglicht hier die
strahlungsfreie Energieweiterleitung von den lichtsammelnden Carotinoiden Uber
Chlorophyll b/c zu Chlorophyll a durch induktive Resonanz. Innerhalb eines Proteins kénnen
Anregungszustidnde zwischen den benachbarten Pigmentmolekiilen bei Uberlappung ihrer
Molekilorbitale auch direkt (ibertragen werden [64]. In jedem Fall fihrt dies zu einer
sukzessiven Weiterleitung von Lichtenergie hin zu den Reaktionszentren, wo es zum
Ubergang eines Elektrons aus den primaren Elektronendonoren P680 bzw. P700 auf einen
primaren Elektronenakzeptor (Pheophytin bzw. Ag) und damit zur Umwandlung der

Lichtenergie in chemische Energie kommt.

1.3 Die Lichtreaktion der oxygenen Photosynthese

Im Jahr 1960 wurde der Verlauf des photosynthetischen Elektronentransports erstmalig als
sogenanntes Z-Schema formuliert [65]. Dabei kommt es zur Ubertragung eines Elektrons aus
dem durch Lichtenergie angeregten P680 am PSII auf Pheophytin, Chinon A (Qa, permanent
an D2 gebunden) und letztendlich Chinon B (Qg, reversibel an D1 gebunden), das nach einem
zweiten Durchlauf dieses Elektronentransfers doppelt reduziert vorliegt, nach Protonierung
mit 2 H" aus dem Stroma (PQH,) als Teil des mobilen Plastochinonpools durch die
Thylakoidmembran zum Cytochrom-bgf-Komplex hin abwandert und am D1 durch ein
oxidiertes Chinon aus dem Plastochinonpool ersetzt wird [66],[67]. Qg ist damit eine der
mobilen Komponenten des Photosynthese-Apparates und wird nur in seiner Semichinon-
Form eng an PSII gebunden [68].

Das durch die Elektronenabgabe entstandene oxidierte P680" wird durch Oxidation eines
nahegelegenen Tyrosins (Yz) wieder in seinen urspringlichen Zustand zuriick reduziert. Zur
Reduktion des nun um ein Elektron armeren Y; dient der wasserspaltende Mangan-Komplex.
Dieser Komplex enthdlt unter anderem vier Mangan-lonen, von denen eins ein
Wassermolekiil binden, daraus ein Elektron extrahieren und an Y; Gibertragen kann [69]-[71].

Das Mangancluster selbst wird dabei durch die Spaltung des Wassermolekiils pro zweifacher



Mangan-Oxidation wieder reduziert. Fiir die Entstehung eines Molekils Sauerstoff sind dabei
insgesamt vier lichtinduzierte Elektronenibertragungsschritte notwendig [72]-[74].

Im Rahmen der Elektronentransportkette erfolgt die weitere Elektronenilibertragung vom
oben beschriebenen protonierten Plastochinon PQH, hin zum Cytochrom-bgf-Komplex (Cyt-
bef), in dessen Verlauf durch den Chinonzyklus ein Protonengradient tiber die Membran
aufgebaut wird, der als protonenmotorische Kraft (= proton motive force, pmf) den Antrieb

fiir die ATP-Synthese darstellt [75]-[79].

Uber das mobile, lumenale Plastocyanin des Cytbsf erfolgt die Ubertragung des
aufgenommenen Elektrons hin zum PSI und Gber dessen Reaktionszentrum hin zum stromal
andockenden Ferredoxin (Fd), wo sich entscheidet, ob das Elektron zum NADP" transferiert
wird (es Bedarf zur vollstindigen Reduktion von NADP* zu NADPH + H* zweier Elektronen,
die gemeinsam Uiber das periphere Membranprotein Ferredoxin-NADP*-Oxidoreduktase
(FNR) vom Fd weitergeleitet werden) oder ob es im zyklischen Elektronentransport wieder
auf Cytochrom bgf abgegeben wird und damit abermals dem pmf-Aufbau dient [80], [81],
[82]. Die Umsetzung der pmf zu ATP erfolgt in Chloroplasten, Mitochondrien und
bakteriellen Plasmamembranen, tber eine ATP-Synthase vom F-Typ [83],[84]. Das reduzierte
NADPH findet letztendlich Verwendung in den als Calvin-Zyklus in die Geschichte

eingegangenen CO,-Fixierungsreaktionen [85].

Das Verstandnis des Elektronentransports durch die Thylakoidmembran wird durch einen

Uberblick tiber den Aufbau der Photosynthesekomplexe erleichtert (Abb. 1.3-1).
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Abbildung 1.3-1: Die vier Komplexe der Photosynthese. Abbildung von Jon Nield, 2003. Erklarung siehe Text.



1.4 Chlorophyllfluoreszenz und Non-Photochemical Quenching

Die Absorption eines Photons fiihrt zum Ubergang eines Pigments von seinem energetischen
Grundzustand (Sg) in den ersten angeregten Singulett-Zustand (S;) oder sogar hohere
Energielevel (S; - S,). Die Molekile konnen ihren angeregten Energiezustand durch Vibration
und Rotation auf das Si-Level relaxieren und von dort durch Fluoreszenzemission oder
Vibrationsenergie (Warmeabgabe) wieder in den Grundzustand gelangen, bzw. durch
Spinumkehr eines Elektrons in den Triplettzustand Ubergehen und von dort durch eine
langsame Energieabgabe in Form von Phosphoreszenz auf das So-Niveau zurtickfallen [86],
[87]. Die Absorptions- und Fluoreszenzemissionswellenlangen der Chlorophylle
unterscheiden sich dabei in Abhdngigkeit ihrer Substituenten und ihrer Bindung an die
Proteine. So kann man bei 77 K anhand der Emissionswellenlangen beispielsweise die
langwelligen Chl a Molekile des PSI-LHCI zwischen 715 und 740 nm und Chl a des PSII-LHCII
mit einer Fluoreszenz um die 680 nm unterscheiden [26], [88], [89].

Abbildung 1.4-1 zeigt den Zusammenhang zwischen den Anregungszustinden der
Chlorophyll-Elektronen und der Absorption von Chlorophyll a, insbesondere den
sogenannten Soret- und Qy-Maxima, auf die auch im Laufe der vorliegenden Arbeit zur
Charakterisierung der Proben verwiesen wird.

Die o.g. Moglichkeiten, die Anregungsenergie des Lichts neben der Nutzung in Form von
Photochemie, auch anderweitig wieder abgeben zu kénnen schiitzt in gewissem Umfang vor
photoinhibitorischen Schaden als Folge lberschissiger Lichtenergie [90]-[93]. Insbesondere
die Lichtsammlung am PSII mit dem angegliederten Wasserspaltungskomplex verursacht ein
hohes Potential reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die erheblichen Schaden an den
umliegenden Proteinen und Lipiden anrichten konnen [94]-[96]. Fluoreszenz, Warme und
Photochemie stehen dabei in direkter Konkurrenz zueinander, so dass Veranderungen eines

Parameters Aussagen (ber die Anderungen der anderen ermdglichen.
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Abbildung 1.4-1: Absorptions- und Emissionsspektrum von Chlorophyll a im Bezug zum Jablonksi-Diagramm der
Singulett- und Triplettzustande [97].

Die Lichtsammelkomplexe haben demnach zweierlei Funktion: entsprechend ihres Namens
sammeln sie das Licht und leiten es an die Reaktionszentren der Photosysteme weiter,
wodurch ein Teil der sonst von den Chlorophyllen als Fluoreszenz abgegebenen Energie als
photochemische Energie (gP, photochemische Fluoreszenzloschung, Indikator fir die Anzahl
offener Reaktionszentren) verwendet wird. Zum anderen dienen sie aber auch dem Schutz
der in 1.3 beschriebenen Komplexe vor Schadigung durch ROS, wenn angeregtes Chlorophyll
vom Singulett- in den Triplett-Zustand (bergeht und von diesem Level durch Ubertragung
seiner Energie auf Sauerstoff letzteren vom Grundzustand in den angeregten
Singulettzustand hebt [96],[98].

Die Mechanismen der Verringerung eines groflen Energieliberschusses werden allgemein als
NPQ, nicht-photochemische Fluoreszenzléschung bzw. non-photochemical quenching,
bezeichnet. NPQ wird als Zusammensetzung der drei Komponenten ql, qT und qE
beschrieben. Die photoinhibitorische Komponente gl ist noch nicht vollstandig erforscht, gilt
aber als sehr langsam relaxierender, teils irreversibler Prozess, der durch nachhaltige

Photoschadigung ausgeldst wurde [99],[100].



Die Verschiebung des LHCIl zum PSI, das sogenannte state transition gT, wird als Moglichkeit
der Verringerung der Lichtabsorption am PSIl durch entsprechende Verringerung der
AntennengroBe soweit zwar anerkannt, doch die daflir ndtige Phosphorylierung scheint in
Starklichtbedingungen inaktiviert zu werden, so dass fraglich ist, ob die Mechanismen des qT
direkt mit Starklichtschutz gleichzusetzen sind oder eher eine flexible Komponente der
Reaktion auf schwankende Lichtbedingungen darstellen [101],[102]. Der Hauptfokus der
NPQ-Messungen liegt daher auf der pH- oder auch energieabhangigen Fluoreszenzléschung
(gE), die direkt mit dem Xanthophyllzyklus (VAZ bzw. DDZ), also der Deepoxidierung von
Violaxanthin (iber Anthera- zu Zeaxanthin (Pflanzen) bzw. von Diadino- zu Diatoxanthin
(Diatomeen), verbunden ist [103]-[108].

Die nicht-photochemische Fluoreszenzldéschung basiert in hoheren Pflanzen nach bisherigem
Stand der Forschung neben dem Xanthophyllzyklus auf zwei weiteren Komponenten, der
Photosystem Il - Untereinheit S (PsbS) und der Aggregation der Lichtsammelproteine.

PsbS gehort auf Grund seiner Sequenzhomologien mit den Lhcs auch zur Familie der CAB-
Proteine, unterscheidet sich aber durch die Anwesenheit von 4 statt 3 Transmembranhelices
und seiner Stabilitdt in Abwesenheit von Pigmenten deutlich von ihnen [109],[110]. Auf
Grund zweier protonierbarer Aminosauren in der lumenalen Sequenzregion scheint es eine
tragende Rolle in gE zu spielen [111],[112], sobald es in Folge des photosynthetischen
Elektronentransports zum Aufbau eines Protonengradienten lber der Thylakoidmembran
und dadurch zur Ansduerung des Thylakoidlumens kommt. Diese pH-Anderung verursacht
dabei nicht nur die Monomerisierung des in neutralem pH dimeren PsbS, sondern auch die
Umwandlung von Violaxanthin in Zeaxanthin, womit eine deutliche Erhéhung des NPQ-
Levels einhergeht [113], [114]. Im Vergleich der reinen Energielevel kime auch Violaxanthin
als Akzeptor fur tGberschissige Lichtenergie und damit als direkte Ursache fiir die Ableitung
Uberschissiger Lichtenergie in Form von Warme in Frage [115]. Da Zeaxanthin weniger polar
als Violaxanthin ist, scheint es jedoch starker an V1 binden zu kénnen [47],[116] und auf
Grund seiner Struktur im Gegensatz zu Violaxanthin in Hinblick auf die rdumlichen Distanzen
zu den umgebenden Chlorophyllen ein besserer Energieakzeptor zu sein [117], [47].
Dennoch konnte anhand von Mutanten-Studien gezeigt werden, dass Zeaxanthin nicht
notwendigerweise fiir die Ausbildung von gE vorhanden sein muss [118], [119], [120]. Durch
in vitro Rekonstitution wurde aber verdeutlicht, dass die gemeinsame Zugabe von PsbS und

Zeaxanthin zu nativem LHCII zur Bildung von LHCII-PsbS-Heterodimeren und einem deutlich
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hoheren Level an Chlorophyllfluoreszenzléschung fiihrte, als es bei den Versuchsansatzen
der Fall war, die nur LHCIl und Zeaxanthin bzw. LHCIl und PsbS enthielten [121].

Es ist noch Gegenstand der aktuellen Forschung, wie genau das pH-abhdngige NPQ in
Hinblick auf die drei Komponenten PsbS, Xanthophyllzyklus und struktureller Reorganisation
der Lichtsammelproteine zusammenhangt. Einerseits wurde postuliert, das monomeres,
protoniertes PsbS als PSll-Untereinheit Zeaxanthin bindet und so direktes Energiequenching
an den inneren PSIl Antennenproteinen vermitteln kann [111], [122], [123], [40].
Andererseits sind auch strukturelle Verdanderungen in den PSII-LHCII-Superkomplexen als
Folge der photosynthesebedingten Ansduerung des Thylakoidlumens beschrieben worden.
So wird die die Bildung von gE unter anderem in direktem Zusammenhang mit der PsbS- und
Zeaxanthin-vermittelten Dissoziation eines Komplexes aus den minoren Antennenproteine
CP24 und CP29 zusammen mit dem trimeren LHCIl vom Photosystem |l [124] bzw. der
verstarkten Aggregation der LHCII-Trimere [125],[40] gesehen. Andere publizierte
Experimente separieren deutlich zwischen einem Zeaxanthin-vermittelten Quenching
innerhalb der minoren Antennen und einem PsbS-vermittelten Quenching, dass maRgeblich

auf der Dissoziation der LHCII-Trimere und deren Aggregation basiert [126].

1.5 Das Ketocarotinoid Astaxanthin

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte N. tabacum Var. Xanthi bkt-Linie bildet die
Ketocarotinoide Asta- und Canthaxanthin, die zu den fiir die Photosynthese nicht
notwendigen, sekundaren Carotinoiden gehoéren. Sie werden natirlicher Weise in einigen
Vertretern des Phytoplanktons, wie beispielsweise der Griinalge Haematococcus pluvialis, als
Folge von unglinstigen Nahrstoffveranderungen und Starklichtstress gebildet [127]-[129].
lhre Biosynthese erfolgt Uber den plastidiren Carotinoidstoffwechselweg, wobei
Canthaxanthin eine Vorstufe des Astaxanthins darstellt (Abb. 1.5-2). Ausgehend von B-
Carotin bzw. Zeaxanthin sind die Schlisselenzyme fiir die Astaxanthinproduktion dabei die B-
Carotin-Hydroxylase und die B-Carotin-Ketolase.

Diese Ketocarotinoide kommen in Pflanzen in der Regel nicht vor, bekannte Ausnahmen
sind dabei aber die Blltenblatter von Vertretern der Gattung Adonis und das Herbstlaub des

Urweltmammutbaums Metasequoia glyptostroboides [131],[132].

10



Auf Grund ihrer intensiven, rétlichen Farbe dienen Asta- und Canthaxanthin als Zusatzstoffe
in Lebens- und Futtermitteln, und verleihen so beispielsweise Lachs den appetitlich-rosa
Farbton oder Flamingos durch die Aufnahme von Phytoplankton-fressenden Kleinkrebsen
das pinkfarbene Gefieder [133],[134]. Schon seit langem ist das Ketocarotinoid Astaxanthin
fiir seine starke antioxidative Wirkung bekannt [135],[127], doch insbesondere die Studien
zu seiner Wirkung gegen Krebs schaffen ein sehr hohes Interesse an diesem Pigment [136]-

[138].
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Abbildung 1.5-1: Strukturen der Ketocarotinoide Asta- und Canthaxanthin. Aus Guerin et al., 2003 [130].

Bisher wird Astaxanthin zu relativ hohen Kosten aus Haematococcus pluvialis - Kulturen
isoliert. Obwohl die Griinalge unter den Astaxanthinproduzenten der bisher effizienteste
Organismus ist, gilt sie nicht zuletzt auch wegen ihrer langsamen Wachtumsrate und
Intoleranz gegen héhere Temperaturen als wenig rentabel fir die Massenproduktion [134].
Der wissenschaftliche Trend geht daher hin zu Suche nach genetisch verdanderten
Modellorganismen, die das Pigment zu 6konomisch giinstigeren Bedingungen zum einen im
Uberschuss und zum anderen leicht isolierbar produzieren. Unter den Testorganismen
befindet sich beispielsweise Arabidopsis thaliana [139], das hier verwendete
Nachtschattengewachs Nicotiana tabacum [140] und dessen naher Verwandter, die Tomate

[141].

11



Pyruvate+G3P

| DXPS
D)'ICF
Pl T
IPP —=DMAPFP
GGPP
l PSY
Phytoene
| PDS,Z-IS0, Canthaxanthin BHY
| ZDS CRTISO BKL~ ~
Lycopene Echinencne Adonirubin
LCYe,LCYb LCYb
e BKT/ BH’N . . /' \alH\r
- carotene  5- carotene ~3'-OH-Echinenone-, - BKT
Astaxanthin
BHY BKT . J
. -3-0OH-Ech
EHY,E!HYl E—i:ryptoxanthlnf 3-OH-Echinenone Ym‘-pr /
1 BHY ™ N\ / BKT
Lutein Zeaxanthin Adonixanthin
npg2 14 VDE BKT
ZEP I .
Antheraxanthin m-4—I<elc:-s|rntl"lerancemthu'l
ZEPI VDE
Violaxanthin
NXS

ABA =—+— Neoxanthin

Abbildung 1.5-2: Postulierter Ketocarotinoid-Syntheseweg in Arabidopsis thaliana (transgen) aus Zhong et al. 2011 [139].
Abkilrzungen: G3P, D-Glycerinaldehyd-3-Phosphate; DXP, 1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat; IPP, Isopentenylpyrophosphat;
DMAPP, Dimethylallyldiphosphat; GGPP, Geranylgeranyldiphosphat; ABA, Abscinsinsdaure; DXPS, 1-Desoxy-D-Xylulose-5-
phosphat-Synthase; IPI, Isopentenyldiphosphat-lsomerase; PSY, Phytoensynthase; PDS, Phytoen-Desaturase; Z-ISO, 15-cis-{-
Carotin-lsomerase; ZDS, T-Carotin-Desaturase; CRTISO, Carotin-lsomerase; LCYe, Lycopen e-Cyclase; LCYb, Lycopen B-
cyclase; EHY, e-Carotin-Hydroxylase; BHY, B-Carotin-Hydroxylase; BKT, B-Carotin-Ketolase; ZEP, Zeaxanthin-Epoxidase; VDE,
Violaxanthin-Deepoxidase; NXS, Neoxanthin-Synthase.
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1.6 Ziele der Arbeit

[) In der hier vorgelegten Arbeit stehen die Lichtsammelkomplexe LHCIl aus Nicotiana
tabacum und FCPb aus Cyclotella meneghiniana im Zentrum des wissenschaftlichen
Interesses. Zum einen wurde der Einfluss der Ketocarotinoide in einer entsprechend
genetisch veranderten Tabakpflanze auf den LHCIl und die Struktur und Funktion des
Photosyntheseapparats im Allgemeinen untersucht. Sekundare Carotinoide wie Asta- und
Canthaxanthin kommen in N. tabacum natirlicherweise nicht vor, so dass vor dem
Hintergrund einer gewissen Flexibilitat des LHCII [35], [36], [37], [38] in Hinblick auf seine
Pigmentierung im Laufe der Charakterisierungsarbeiten die Frage aufkam, ob die hier
gebildeten Ketocarotinoide in den Lichtsammelkomplex eingebaut werden kénnten und die
veranderte Pigment-Zusammensetzung in der Pflanze keine weiteren Auswirkungen auf den

Zusammenbau der PSII-LHCII-Superkomplexe aufzeigt.

II) Anhand biochemischer Analysen wurde bereits festgestellt, dass der FCPb der Kieselalge
Cyclotella meneghiniana wie der etwas groRere LHCII als trimere Einheit existiert, doch
wurden auch groRere Komplexe aus dieser Einheit gefunden [55], [142]. Wie das Trimer und
seine hoheren Oligomere konkret angeordnet sind, konnte bisher noch nicht gezeigt
werden. Durch Transmissionselektronenmikroskopie und anschlieRende
Einzelpartikelanalyse sollte daher hier geklart werden, ob das FCPb-Trimer wie auch der
LHCII trigonal angeordnet ist und wie sich die trimeren Untereinheiten strukturell zu den

postulierten Oligomeren anordnen.
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2 Material und Methoden

Sofern nicht anders angegeben stammten die verwendeten Chemikalien von Carl Roth

(Karslruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

2.1 Anzucht der Versuchsorganismen

2.1.1 Anzucht von Nicotiana tabacum Var. Xanthi

Die Samen des in der vorliegenden Arbeit charakterisierten Tabaks N. tabacum Var. Xanthi
(Wildtyp (im Folgenden abgekiirzt mit WT) und der bkt-Transformante N28-1 (T1) (im
Folgenden abgekiirzt mit bkt) wurden freundlicherweise durch Prof. Dr. G. Sandmann, JWGU
Frankfurt, zur Verfligung gestellt. Ihren Ursprung hat die bkt-Linie in der Kollaboration um
Prof. Dr. Feng Chen., Universitat von Hongkong [140].

Zur |Initiierung des Quellvorgangs wurden die Samen zundchst fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur in VE-Wasser unter Lichtausschluss gelagert, bevor sie einzeln auf
Topfsubstrat (,,mittlere Struktur”) der Firma Stender ausgelegt wurden, um in der Folge in
einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 Stunden bei 25 °C und einer WeiRlicht-Starke von 100-
140 pE/(s*m?) zu wachsen. Nach 4 Wochen erfolgte die Umsetzung und damit verbunden
die Vereinzelung der Pflanzen.

Abweichend von dieser Standardanzucht wuchsen die Pflanzen nach einer 2-tagigen
Keimung bei ca. 100 pE/(s*m?) und 25 °C zur Dokumentation ihres Wachstums in
verschiedenen Lichtintensitdten vergleichend fir 4 Wochen in Schwachlicht (40 pE/(s*m?)),

Normallicht (140 uE/(s*m?)) und Starklicht (400 pE/(s*m?2)).

2.1.2 Anzucht von Cyclotella meneghiniana

Die Anzucht des aus der Algenkultursammlung Go6ttingen erworbenen Diatomeen-Stamms
SAG 1020-1a erfolgte modifiziert nach [143] als 300 ml Schiittel-Kultur (120 Umdrehungen
pro Minute) in ASP-Medium (Tab. 2.1-2) liber einen Zeitraum von 7 Tagen bei 18 °C
Raumtemperatur und Schwachlicht (35 pE/(s*m?) in einem 16h/8h Tag/Nacht-Rhythmus.
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2.2 Fluoreszenzkinetiken

Im Alter von 5,5 Wochen wurde die Halfte der bis dahin in Normallicht (NL, ca. 120-140
UE/(m?*s)) gewachsenen Tabakpflanzen fur weitere 5 Tage in Schwachlicht (SL, ca. 30-40
UE/(m?*s)) gestellt. Danach erfolgte in der Lichtphase an den nun ca. 4-5 Wochen alten
adulten Blattern in NL und SL eine 30-minitige Dunkeladaptation, mit sog. Leafclips, zur
vollstandigen Oxidation der Photosynthese-Elektronentransportkette, um anschlieBend
Kinetiken der Chlorophyll a - Fluoreszenz und daraus abgeleitet Parameter zur

Charakterisierung der Photosynthese zu ermitteln.

2.2.1 PAM - Messungen (NPQ)

Die Bestimmung des NPQ und damit verbunden weiterer Parameter zur Untersuchung der
Photosyntheseleistung erfolgt Giber die Messung der Chlorophyll a - Fluoreszenz in vivo.
Diese Messungen beruhen dabei auf einem 1986 von Schreiber et al. erstmalig entwickelten
Puls-Amplituden-modulierten (PAM) Fluorometer [144]. Die Gerate dieser Art haben Ulber
die Jahre zwar einige Verbesserungen durchlebt, das Grundprinzip blieb aber das gleiche:
Ein schwaches, nicht-aktinisches LED-Messlicht wird mit einer definierten Frequenz auf ein
Blatt gestrahlt. Die dabei erzeugte Chlorophyllfluoreszenz kann vom Detektor als
messlichterzeugte Grundfluoreszenz (Fy) von der eigentlichen Fluoreszenz unterschieden
werden, die von Chlorophyllen nach Anregung mit aktinischem Licht abgegeben wird.
Unterschiede in der Chlorophyll-Fluoreszenzintensitdt wurden dabei erstmalig als das
beschrieben, was wir heute den ,Kautsky-Effekt” nennen:

Unter dem Kautsky-Effekt versteht man die Anderungen in der Chl a Fluoreszenzintensitit
wahrend der Belichtung eines zuvor dunkel-adaptierten Blattes [145].

Damit wird die Fahigkeit des PSIl beschrieben, Elektronen auf Grund des Ein-
Elektronenakzeptors Qa immer nur einzeln nacheinander aufzunehmen. Sind die
Elektronenakzeptoren des PSIl erst einmal reduziert, bezeichnet man das PSIl als
geschlossen, da keine weitere Ladungstrennung mehr stattfinden kann. Uberschiissige
Energie wird in diesem Stadium in Form von Fluoreszenz vom Chlorophyll a abgegeben und
kann als Maximalfluoreszenz (F.,) einer Probe nach Dunkeladaptation gefolgt von einem
sattigenden, aktinischen Lichtblitz beschrieben werden.

NPQ-Messungen werden Uber einen definierten Zeitraum von mehreren Minuten

durchgefiihrt, um die diversen Parameter zur Charakterisierung der Photosynthesekapazitat
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und des NPQ aufnehmen zu kénnen. Ein guter Ubersichtsartikel hierzu ist Maxwell &
Johnson, 2000 [93]. Definiert werden dabei die Berechnungen der von Schreiber et al. (1986)
und Genty et al. (1989) aufgezeigten Parameter F,/F., F.'/F;, ®PSIl und NPQ (vgl. Tab. 1.4-1,
Tab. 2.2-1), die auch in der vorliegenden Arbeit Anwendung finden werden [144], [146]. Aus
den o.g. Erlduterungen lasst sich festhalten: parallel zum Reduktionsprozess des PSIl steigt
die Fluoreszenz des Chlorophyll a deutlich an und diese messbare Fluoreszenz dient als
Analysegrundlage der Photosynthese. Das Einsetzen der nicht-photochemische
Fluoreszenzloschung (NPQ) im Verlauf der Experimente fiihrt dabei zu einer Reduktion der
Chlorophylifluoreszenz, die sich durch die Berechnung des (Fm-Fr')/Fn' oder aus der Addition

der Komponenten gE und gl ergibt.

Tabelle 2.2-1: Bedeutung der aus PAM-Messungen ableitbaren Parameter [93], siehe Abbildung 2.2.1.

F./Fm | maximaler Anteil der fir die Photochemie genutzten Photonen: (Fi-Fo)/Fm
F.'/F, | wie oben, aber nach Lichtstress mit anschlieRender Dunkelphase

—> Ausdruck der Regenerationsfahigkeit: (F.-Fo')/F,

&PSII | Ausdruck des in der Photochemie genutzten Lichtanteils (Fn,'-Ft)/Fnm’

NPQ | nicht-photochemische Fluoreszenzloschung: (F,-Fm')/F' oder gE + ql

Der Messablauf mit der Mini-PAM (portables Puls-Amplituden-Modulations-Fluorometer zur
Bestimmung der Chlorophyll-Fluoreszenz; Walz, Deutschland) gestaltete sich dabei wie folgt:

1) Messung der Grundfluoreszenz Fo im dunkeladaptierten Zustand
(das Emissionsmaximum des Messlichts liegt bei 650 nm)

2) Abgabe eines sattigenden Lichtblitzes (>3000 pE/(m?*s), aktinisches Licht) zur
Bestimmung der Maximalfluoreszenz (F,,) einer dunkel adaptierten Probe,

3) 5-mindtige Belichtung mit aktinischem Licht (ca. 600-700 pE/(m?*s)) zur Ermittlung
der Steady State (F;) und der maximalen Fluoreszenz (F.,‘) einer belichteten Probe
durch einen sattigenden Lichtblitz am Ende der Belichtungsphase,

4) 30 Minuten Dunkeladaptation zur Regeneration des Blattes,

5) Wie 1) zur Bestimmung der Grundfluoreszenz (Fo‘) und 2) zur Bestimmung der Hohe

der Maximalfluoreszenz (F,) der relaxierten Probe.

Die daraus ableitbaren Berechnungen zur Charakterisierung der in der vorliegenden Arbeit

auswertbaren Photosynthese-Parameter sind in Tabelle 2.2-1 aufgelistet. Statistisch wurden
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die Einzelmessungen von WT und bkt-Linie durch einen einseitigen studentschen t-Test mit
zwei Stichproben gleicher Varianz auf die Signifikanz der gemessenen Unterschiede hin

untersucht.

30' DA 30' DA Fr

MLIan

Abbildung 2.2-1: Mini-PAM-Messungen. Dargestellt sind der Messverlauf und die daraus ables-, bzw. ableitbaren
Parameter. Modifiziert nach Maxwell & Johnson (2000) und Miiller et al. (2001), [93], [96]. AL, aktinisches Licht; DA,
Dunkeladaptation; LB, sattigender Lichtblitz; ML, Messlicht; Fy bzw. F,, Grund- bzw. Maximalfluoreszenz des
dunkeladaptierten Blattes; F, bzw. F.,’, Grund- bzw. Maximalfluoreszenz des belichteten Blattes; F, bzw. F,, Grund- bzw.
Maximalfluoreszenz des relaxierten Blattes nach erneuter Dunkeladaptation; gP, Photochemie; qE, pH-abhangiges
Fluoreszensloschen; gl, photoinhibitorisches Fluoreszenzléschen.

An ausgestanzten Blattscheiben von in Normallicht (140 pE/(m?*s )) gewachsenen Pflanzen
wurde zudem auch der Einfluss hoherer Lichtintensitaten und kirzerer Regenerationszeiten
mit dem (nicht portablen) PAM-101 (Walz) untersucht. Hier erfolgte zundchst eine 15-
minUtiger Dunkelinkubation mit anschlielender Fy und F,, - Bestimmung. Es folgte eine ca.
20-minltigen Bestrahlung mit 900 pE/(m?*s) aktinischen Lichts und eine kurze
Regenerationsphase von 5-minitiger Dunkelheit mit der anschlieffenden Bestimmung von

Fo' und F, am Ende der Messungen.

2.2.2 PEA-Messungen (OJIP)

Die binnen einer Sekunde ablaufende Reduktion der Elektronenakzeptoren Qa und Qg im PSII
und somit dessen Aktivitdit kann dank einer Weiterentwicklung der unter 2.2.1
beschriebenen Technik im Rahmen der sogenannten OJIP-Messungen direkt am Blatt
nachvollzogen werden, wobei die verwendete Abklirzung OJIP (Tab. 1.4-2) schlichtweg den
Kurvenverlauf beschreibt [147]. Der Wendepunkt J wird dabei den (teil)reduzierten
Chinonen (Qa" Qg und Qa Qg’) zugeschrieben, wohingegen | die Stufe der beginnenden Qa

Qs> Reduktion beschreibt, deren Maximum bei P erreicht ist. Die vollstdndige Reduktion des
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in der Thylakoidmembran vorliegenden Plastochinon-Pools (Qgs zu Qg> zu PQH durch

Aufnahme von 2 Protonen pro reduziertem QBZ') dauert um die 500 ms [148], [149].

Tabelle 2.2-2: Bestandteile der OJIP-Kurve nach Strasser & Govindjee, 1991 [147].

0] origin Grundfluoreszenz zu Beginn der Messung (Fo)
J intermediate 1 erster Fluoreszenz-Wendepunkt

I intermediate 2 zweiter Fluoreszenz-Wendepunkt

P peak maximale Fluoreszenz (F,,)

Durch das portable Fluorimeter Pocket PEA (Plant Efficiency Analyzer der Firma Hansatech
Instruments, England) erfolgte die Messung der schnellen Fluoreszenzkinetik im PSII nach
einem sattigenden Lichtblitz von ca. 3500 pE/(m?*s) bei einem Messlicht mit
Emissionsmaximum bei 627 nm. Durch die Software PEA Plus (Version 1.02) konnten die
durch das Gerat ermittelten Fluoreszenzkurven (OJIP) und die F,/F,-Werte digital dargestellt
werden. Die Einzelmessungen von Wildtyp (n=5) und bkt-Linie (n=7) wurden anschlieRBend
zur besseren Vergleichbarkeit der Wendepunkte J und | mit den jeweiligen

Fluoreszenzminima auf 0 bzw. den entsprechenden Maxima auf 1 normiert und gemittelt.

2.3 Thlykoidisolation

2.3.1 Nicotiana tabacum Var. Xanthi

Die Ernte der Blatter erfolgte am Ende der Dunkel-Phase, um den Gehalt an Speicherstarke
so gering wie moglich zu halten. Das Zerkleinern des Blattmaterials erfolgte bei 4 °C im
Dunkeln wie im Folgenden beschrieben (modifiziert nach Burke et al. (1978), [115]): 4 x 10
Sekunden Hackseln von 100 g Frischgewicht auf 150 ml Puffer A im Waring Blender (Bender
& Hobein, Zirich). Es folgten die Filtration durch 4 Lagen Gaze und 1 Lage Miracloth
(Calbiochem) und die Sedimentation der aus den aufgebrochenen Chloroplasten
gewonnenen Thylakoide fir 10 min bei 8600 x g. Nach Riicklésen des Sediments in der Halfte
des Ausgangsvolumens mit Puffer B wiederholte sich der o.g. Zentrifugationsschritt. Die
gewaschenen Thylakoide wurden nun mit einer Konzentration von 3-5 mg Chl/ml in einem
sehr geringen Volumen mit Puffer C riickgelost und konnten anschliefend entweder direkt
fiir weitere Analysen verwendet oder nach Einfrieren in flissigem Stickstoff bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert werden.
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Tabelle 2.3-1: Pufferzusammensetzung fiir die Thylakoidisolation aus N. tabacum.

Puffer A Puffer B Puffer C Puffer B1-Nt | Puffer Bla-Nt
50 mM HEPES, pH 7,5 | 50 mM Mes, pH 6 | 50 mM Mes, pH 6,0 | 40 mM Mes B1-Nt
400 mM NacCl 150 mM NacCl 15 mM NaCl 20 mM NaCl | 0,03% R-DDM
10 mM MgCl, 5 mM MgCl, 5 mM MgCl, 5 mM MgCl, -
2 g/I BSA 1g/l BSA - 1 mM CaCl, -
0,5 g/ Ascorbat 0,5 g/l Ascorbat - - -

2.3.2 Cyclotella meneghiniana

Nach 7 Tagen Wachstum bei 18 °C Raumtemperatur und Schwachlicht (35 pE/(s*m?) in
einem 16h/8h Tag/Nacht-Rhythmus, wurden die Zellen jeweils am 7. Tag eine Stunde nach
Ende der Dunkelphase geerntet.

Fir die Zellernte wurden die Kulturen durch eine 15-minitige Zentrifugation bei 4 °C und
5000 Umdrehungen/Minute (Herolab HiCen 21C, Rotor F10S-6x500y, Fiberlite) sedimentiert
und anschliefend in Homogenisierungspuffer (Tab. 2.3-2) riickgel6st und anschlieRend
entweder direkt weiter verwendet oder bei - 20 °C gelagert. Der anschlieRende
Zellaufschluss erfolgte leicht modifiziert nach [59] mit einer Glasperlenmischung (2 Teile @ 1
mm, 1 Teil @ 0,25 mm) in einer auf 4 °C gekuhlten Kugelmihle (Edmund Bihler, Tiibingen)
mit 8 Schiittelzyklen a 45 Sekunden, jeweils unterbrochen von 30 Sekunden Pause. Nach
Vakuumfiltration durch eine Glasfritte (Duran, Porositdt 0) wurden die aufgebrochenen
Zellen auf ein Volumen von 150 ml mit Homogenisierungspuffer aufgefillt und fir 15
Minuten bei 1000 Umdrehungen/Minute und 4 °C zentrifugiert (Biofuge primo R, Heraeus),
um Zelltrimmer durch Sedimentation von den Thylakoiden zu trennen. Letztere wurden in
einem nachfolgenden Schritt durch 45minitige Zentrifugation bei 300000 x g in einer
Ultrazentrifuge (Sorvall Discovery 90 SE, Kendro/Thermo) sedimentiert und anschlieRend in
Waschpuffer (Homogenisierungspuffer ohne Sorbitol) riickgelost. Nach abschliefender
Zentrifugation Uber 30 Minuten bei 200000 x g und 4 °C konnten die Thylakoide in
Waschpuffer C gelost und entweder nach Einfrieren in fllissigem Stickstoff bei -80 °C gelagert
oder direkt weiter verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Thylakoide in
der Regel direkt weiter verwendet (im Ergebnisteil der Kiirze halber als ,,frisch” bezeichnet),

sofern nicht anders angegeben.
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Tabelle 2.3-2: Zusammensetzung diverser Losungen zur Anzucht und Thylakoidisolation von C. meneghiniana

ASP-Medium Homogenisierungspuffer Bla-Cm
1 mM Kieselsol 10 mM Mes 25 mM Tris
86 mM NaCl 2 mM KClI 2 mM KClI
4 mM Tris 5 mM EDTA 0,03 % 3-DDM (AppliChem)
21 mM KCl pH 6,5
8,1 mM MgSO, 1 M Sorbitol

11,8 mM NaNO;

0,58 mM KzHPO4

0,16 mM H3B03

pH 717 (HZSO4)I

; Waschpuffer B1-Cm

autoklavieren

2,72 mM CacCl, 10 mM Mes 25 mM Tris
0,092 mM Na,-EDTA 2 mM KClI 2 mM KClI

0,012 mM FeCls 5 mM EDTA

0,02 mM MnCl, pH 6,5

0,002 mM ZnCl,

50 pM CoCl

25 pM Na;Mo0QO,

22,5 pM CuCl,

2.4 Pigmentanalysen

2.4.1 Chlorophyllbestimmungen

2.4.1.1 Nicotiana tabacum Var. Xanthi

Die Chlorophyllbestimmungen der zuvor im Glashomogenisator homogenisierten Thylakoide
erfolgten bei einer Verdinnung von 1:500 in 80 %igem Aceton, nach 5-min0tiger
Sedimentation unloslicher Bestandteile bei 13000 Upm, in Kiivetten aus optischem
Spezialglas (10 mm, Hellma) bei 646,8 nm, 663,6 nm und 750 nm und einer Bandweite von 1
nm nach [150]. Hierzu wurden das Spektrometer Jasco V-550 und die dazu gehoérige
Software Spectra Manager (Version 1.41.02) verwendet. Die Berechnungen erfolgten dann
unter Berlicksichtigung des jeweiligen Verdiinnungsfaktors liber die folgenden Gleichungen
[150]:

Chl a [mg/ml] = 0,0127 x (Ee63,6 - E750) — 0.00269 x (E646,8 - E750)

Chl b [mg/ml] = 0,0229 x (E646,8 - E750) — 0.00468 x (E663,6 - E750).
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2.4.1.2 Cyclotella meneghiniana

Die Chlorophyllbestimmungen erfolgten nach [151] in 90 %igem Aceton, nach 5-min(tiger
Sedimentation unl6slicher Bestandteile bei 13000 Upm, in Kiivetten aus optischem
Spezialglas (10 mm, Hellma) bei 630 nm, 664 nm und 750 nm und einer Bandweite von 1 nm.
Hierzu wurden das Spektrometer Jasco V-550 und die dazu gehorige Software Spectra
Manager (Version 1.41.02) verwendet. Die Berechnung erfolgte dann Uber die folgenden
Gleichungen [151]:

Chl a [mg/l] = 11.47 x (Eee4 - E750) — 0.40 x (E630 - E750)

Chl ¢ [mg/I] = 24.34 x (E630 - E750) — 3.73 x (E664 - E750).

2.4.2 HPLC-Messungen von N. tabacum Var. Xanthi

Aus adulten Blattern von N. tabacum Var. Xanthi wurden fiir die Bestimmung der
Pigmentzusammensetzung ca. 2 cm grolRe Blattscheiben ausgestanzt, in flissigem Stickstoff
(N2 Iq) eingefroren und anschlieBend in N, Ilg gemdrsert. Die Dehydratation des Blattpulvers
erfolgte durch 18-stlindiges Lyophyllisieren bei -58 °C und 0,47 mbar Vakuum (ALPHA 1-4
LSC, Christ Gefriertrocknungsanlagen). AnschlieRend wurden die Trockengewichte bestimmt
(Feinwaage Sartorius Analytic) und die Proben zur HPLC (high performance liquid
chromatography, Hochleistungsfliissigkeitchromatographie) - Analyse an Dipl.-Biol. Hagen
Schlicke aus der AG Pflanzenphyiologie (Prof. Dr. B. Grimm), Humboldt-Universitat zu Berlin,
gesandt. Das Blattpulver wurde hier jeweils mit 800 pl Aceton und 0,1 M NH4OH in einem
Volumen-Verhaltnis von 9:1 versetzt und fir 30 Minuten bei -20 °C inkubiert. Die
anschliefende Pigmentbestimmung erfolgte bei Raumtemperatur durch Auftrennung der
Proben auf einer Protonsil 200-3-C30-Sdule (3 um, 250 x 4,6 mm) bei einem
Losungsmittelgradienten aus A) 90 % Acetonitril, 10 % Wasser, 0,1 % Triethylamin und B)
100 % Ethylacetat mit einer Flussrate von 1 ml/min, gesteuert durch das HPLC System
Agilent 1100. Die Quantitat der identifizierten Photosynthesepigmente hoéherer Pflanzen
sowie Asta- und Canthaxanthin, deren Standards freundlicher Weise von Prof. Dr. Sandmann
zur Verfligung gestellt worden sind, konnten anhand der Peak-Flichen bzw. -H6hen

berechnet werden.

21



2.5 Radikalreduktionsnachweis

Um zu dberprifen, ob Astaxanthin neben den nativ in den Thylakoidmembranen
vorkommenden Pigmenten eine signifikante Rolle als Radikalfanger spielt, wurde ein nach
[152] modifizierter Radikalreduktionsnachweis angewandt. Hierflir erfolgte zunachst die
Herstellung der Radikallésung aus gleichen Teilen in Wasser geloster 7,6 mM ABTS (2,2-
Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) und 2,45 mM K,SOs. Diese Losung wurde Uber
Nacht im Dunkeln bei RT inkubiert und anschlieRend mit 100 % Ethanol bei 734 nm auf eine
Absorption von 1,35 eingestellt (=Kontrolle). Je 1,5 ml dieser alkoholischen Lésung wurden
mit Thylakoiden aus adulten Blattern von Wildtyp und bkt-Linie (je 1 pug Chl a) versetzt,
Schwebteilchen durch 1 Sekunde ,shortspin“ bei 13000 Umdrehungen/Minute in der
Biofuge fresco (Heraeus) sedimentiert und die Absorption des Uberstandes bei 734 nm (iber
einen Zeitraum von 125 Minuten gegen die o.g. Kontrolle photometrisch (Ultrospec 1000,

Amersham Pharmacia Biotech) bestimmt.

2.6 lonenaustauscherchromatographie von C. meneghiniana Thylakoiden

Frisch isolierte Thylakoide aus C. meneghiniana wurden nach [59] mit 1,5 mg Chl a in einem
Endvolumen von 6 ml B1 mit 20 mM B-DDM fir 20 Minuten langsam schwenkend auf Eis
solubilisiert und anschlieRend 5 Minuten bei 13000 Umdrehungen/Minute Biofuge fresco
(Heraeus) und 4 °C zentrifugiert. Nach Filtration des Uberstands durch den Filteraufsatz
Filtropur S 0.2 (Sarstedt) erfolgte umgehend die Auftragung der Probe Uber einen 10 ml -
Superloop auf eine 8 cm hohe Saule aus positiv geladenem Toyopearl DEAE-650S - Material
in Bla. Im Rahmen der lonenaustauscherchromatographie (IEX) wurde anschlieBend mit 30
ml Bla gewaschen, um nicht gebundenes Material zu entfernen. Durch einen kontinuierlich
ansteigenden Salzgradienten (0-25 % 750 mM NacCl in Bla) erfolgte daraufhin die sukzessive
Elution von PSI, FCPa, PSIl und FCPb. Wihrend der durch den Akta Purifier P900 (Amersham)
gesteuerten lonenaustauscherchromatographie (IEX) blieben Flussrate (2 ml/min), Druck
(0,12 MPa) und Fraktionsvolumen (2 ml/Fraktion) konstant. Die Eluatsammlung erfolgte auf
Eis durch den Frac-950 (Amersham) in 2 ml Fraktionen. Detektiert wurde die
Probentrennung durch die Akta Purifier Detektoruntereinheit UV-900 (Amersham) bei 437
nm. Die braun gefarbten Fraktionen wurden anhand von Absorptionsspektren FCPa

(Fraktion D7-F3) bzw. FCPb (Fr. G9-G12) zugeordnet, vereinigt und fir die
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Weiterverwendung im Saccharosedichtegradienten bei 1000 x g in Millipore Centripreps mit

einem GroéRenausschluss von 30 kDa auf ein Volumen von ca. 300 pl reduziert.

2.7 GroBenausschlusschromatographie

Die lGber SDG gereinigten FCPs aus C. meneghiniana und der aus N. tabacum Var. Xanthi
isolierte LHCIl wurden durch eine GrofRenausschlusschromatographie, nachfolgend SEC
genannt, anhand ihrer GroBen zueinander verglichen.

Die SEC bestand aus 33 cm des Sdaulenmaterial Superdex 200 (GE Healthcare) in Bla-Cm
(Tab. 2.3-2), gefillt in eine Omnifit Glassaule mit 0,66 cm Durchmesser. Das Grundprinzip
folgt der in [55] beschriebenen Auftrennung der FCPs, adaptiert von Kathi Gundermann auf
das o. g. System.

Die direkt aus dem Saccharosegradienten entnommenen Proben wurden mit einem
Chlorophyligehalt zwischen 10 und 100 pg Chl a in 100 pl Endvolumen (ggf. verdiinnt mit
Bla-Cm (Tab. 2.3-2)) auf die Saule aufgetragen.

Die in 3.2.2 angegebenen Ergebnisbeschreibungen von FCPs, die mit 20 bzw. 100 mM B-
DDM nachsolubilisiert worden sind, beziehen sich auf eine einstlindige Inkubation von 20 pug
Chlain 100 pl B1-Cm mit dem entsprechenden Detergenzgehalt bei Raumtemperatur.

Die in 3.2.2 angegebene Ergebnisbeschreibung zur ,lyophyllisierten und beglimmten Probe”
bezieht sich auf 50 ul direkt aus dem SDG enthommenen FCPb, der zunachst im 1,5 ml
ReagiergefaB bei -58 °C und 0,47 mbar gefriergetrocknet (ALPHA 1-4 LSC von CHRIST),
anschlieRend fiir 20 Sekunden bei einem Vakuum von 0,1 mbar und 10 mA in der
Cressington Power Unit 208 (Cressington) beglimmt und wieder in 50 pl B1a-Cm rickgelost

wurde.

Die Flussrate (0,3 ml/min), der Druck (0,10 MPa) und das Fraktionsvolumen (0,75
ml/Fraktion) blieben in den jeweiligen durch den Akta Purifier P-900 (Amersham)
gesteuerten Liufen konstant. Detektiert wurde der Probenlauf durch die Akta Purifier
Detektoruntereinheit UV-900 (Amersham) bei 280 nm (Protein) und 437 nm (Chl a). Die

Eluatsammlung erfolgte auf Eis durch den Frac-950 (Amersham) in 750 pl Fraktionen.
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2.8 Saccharosedichtegradienten-Ultrazentrifugation

2.8.1 Kontinuierliche SDG von N. tabacum Var. Xanthi - Granathylakoiden

Zur Auftrennung der Photosynthesekomplexe wurden zunachst durch 3-fache Gefrier-
Tauzyklen kontinuierliche Saccharose-Gradienten aus einer 17 %igen Saccharoselésung in
Puffer Bla-Nt (Tab. 2.1-1) hergestellt. Die Solubilisierung der Thylakoidmembranen erfolgte
zunadchst im Rahmen der sogenannten ,BBY“-Herstellung nach [153] durch 20-mindtige
Inkubation von 6 mg Chl mit 4,4 % v/v Triton-X-100 (aus einer 25 %igen Stammldsung) ad 3
ml Puffer C (Tab. 2.1-1) unter standigem, langsamem Riihren auf Eis. Mit Ablauf der
Solubilisierungsdauer konnten die durch die Detergenzbehandlung aus der Membran
gelosten Grana-Stapel fur 30 Minuten bei 27000 Umdrehungen/Minute in der
Ultrazentrifuge (UZ) (Sorvall Discovery 90 SE, Kendro/Thermo) mit dem Rotor TFT 80.4
sedimentiert werden. Die Sedimente wurden in Puffer B1-Nt (Tab. 2.1-1) rickgel6st, auf das
Ausgangsvolumen aufgefillt und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. An diesen
Waschschritt schloss sich direkt die Vorbereitung der BBYs fiir die Auftrennung im
Saccharosedichtegradienten (SDG) nach [154] an. Die Proben wurden hierzu bei einem
Chlorophyligehalt von 1,2 mg Chl a mit 20 mM B-DDM ad 1,2 ml Bl in einem
Glashomogenisator 6x mechanisch behandelt und dann eine Minute bei 13000
Umdrehungen in einer auf 4 °C gekihlten Biofuge fresco (Heraeus) zentrifugiert. Der daraus
resultierende Uberstand wurde mit jeweils ca. 200 pg Chl a/200 pl auf 6 vollstindig
aufgetaute Gradienten verteilt. Die Separierung der in den Granastapeln enthaltenen
Photosynthese-Komplexe erfolgte nun durch Auftrennung in den Saccharosegradienten in 36
ml-Polyallomer-Réhrchen (PK25, Sorvall) durch eine 22-stlindige Zentrifugation bei 4 °C und
230000 x g in der o0.g. UZ im Rotor AH-6.29 (Sorvall) oder SW28 (Beckmann).

2.8.2 Diskontinuierliche SDG von FCPa und FCPb aus C. meneghiniana

Uber eine lonenaustaucherchromatographie (IEX, Abschnitt 2.7) wurden die
Lichtsammelkomplexe FCPa und FCPb aus den Thylakoidmembranen von Cyclotella
meneghiniana isoliert und voneinander separiert. Durch die anschlieBende
Ultrazentrifugation in diskontinuierlichen SDG konnten verbliebene Photosysteme aus den
FCP-Fraktionen entfernt werden. Die hierfir verwendeten Gradienten wurden hierfur bei 4

°C kurz vor Verwendung wie folgt mit Saccharoselésungen verschiedener Dichte in Bla-Cm
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(Tab. 2.3-2) geschichtet: 7 ml 14,5 %, 4 ml 12 %, 3 ml 10 % und 2 ml 7,5 %. Die aus der IEX
gewonnenen FCPs wurden bei 1000 x g in Millipore Centripreps mit einem GrofRenausschluss
von 30 kDa auf ein Volumen von ca. 300 pl reduziert und anschlielend vollstindig auf
jeweils einen Gradienten aufgetragen. Die 22-stiindige Ultrazentrifugation erfolgte bei 4 °C

und 230000 x g in der 0.g. UZ (Rotor AH6.29, Sorvall).

2.9 Spektroskopie

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben wurden durch Absorptions-, Anregungs-

und Emissionsspektren hinsichtlich ihrer Funktionalitdat und Intaktheit naher charakterisiert.

Messungen

Die Absorption wurde am Jasco-550V mit einer Spaltbreite von 2 nm und einer
Messgeschwindigkeit von 400 nm/min im Wellenlangenbereich des sichtbaren Lichts von
370 bis 750 nm gemessen.

Ob die isolierten Pigment-Proteinkomplexe in ihrer Energieweiterleitung gestért oder auch
nach der Praparation noch intakt waren, wurde durch Anregung der Proben im Chlorophyll b
bzw. Chlorophyll ¢ Absorptionsmaximum (= Soret-Maximum im Blaulichtbereich) tGberpruft.
Diese Emissionsspektren wurden mit dem Hitachi Fluorometer FP-6500 bei einer Spaltbreite
von 3 nm (Emission/Excitation) und einer Messgeschwindigkeit von 100 nm/min im Bereich
von 600-800 nm aufgenommen. Fiir die FCP-Isolationen aus C. meneghiniana (3.2) stand die
Intaktheit der isolierten Komplexe im  Fokus, die Vergleichbarkeit der
Fluoreszenzintensitdten war im Gegensatz dazu bei den LHCIll-Isolationen aus N. tabacum
(3.1) von besonderem Interesse, weshalb hier durch entsprechende Verdiinnung mit Bla auf
eine moglichst gleiche Absorption im Qy-Maximum (= Maximum im Rotlichtbereich) des
Chlorophyll a geachtet worden ist. Die zugehorigen Qy-Maxima sind entsprechend im

Ergebnisteil genannt.

Fir einen vergleichenden Uberblick tber die Gesamtheit der energielibertragenden
Pigmente wurden zudem Anregungsspektren aufgenommen. Die Proben wurden hierfiir
ebenfalls im FP-6500 (mit den Parametern der Emissionsmessungen) im Bereich von 400 bis
600 nm angeregt. Gemessen wurde die dadurch erzeugte Fluoreszenz im zuvor durch die

Emissionsspektren ermittelten Fluoreszenzmaximum von Chlorophyll a.
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Einfluss der Kalibrierung des Fluorometers auf die gemessenen Spektren

1) Die gemessenen Emissionspektren wurden software-intern mit dem Uber eine externe
Lampe bekannten Spektrums aufgenommenen Sensitivitatsspektrum des Photodetektors
verrechnet, da die gemessenen Spektren von der Empfindlichkeit des Detektors und die
Transmissionseigenschaft des Emissionsmonochromators beeinflusst werden.

2) Die gemessenen Anregungsspektren wurden software-intern mit dem Spektrum des
Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin verrechnet, um sie gegen die Emission der Lichtquelle und
die Transmissionseigenschaft des Anregungsmonochromators zu korrigieren. Rhodamin wird
fir die Bestimmung der Quanteneinstrahlung der internen Lampe verwendet, da es sehr

stabil ist und eine 100%ige Fluoreszenzausbeute bietet.

Normierungen der Spektren

Zur einheitlicheren Darstellung wurden die gemessenen Spektren wie folgt normiert:
1) Absorptionsspektren
a) im Chlorophyll a - Qy - Maximum auf 1, um die Proben untereinander mit Bezug zu
gleichem Chlorophyll a - Gehalt vergleichen zu kénnen
b) im Chlorophyll a - Soret-Maximum auf 1, um die Absorptionsspektren mit den
Anregungsspektren vergleichen zu kénnen
2) Anregungsspektren
ggf. im Chlorophyll a - Soret-Maximum auf 1, um sie mit den Absorptionsspektren
vergleichen zu kénnen
3) Emissionsspektren
a) geteilt durch das jeweilige Qy - Maximum der Absorptionsspektren zur Normierung
auf die gleiche Emitterkonzentration und
b) geteilt durch das Chl b - Maximum der Absorptionsspektren, um die Proben mit
einheitlicher Absorption in der Anregungswellenldnge vergleichen zu kbnnen

c) ggf. normiert auf 1 im Chl a Fluoreszenzmaximum
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2.10 Gelelektrophoresen und Immunodetektionen

Sowohl fur N. tabacum als auch fiir C. meneghiniana wurden in der vorliegenden Arbeit
verschiedene Gelelektrophoresen durchgefiihrt. In Cyclotella dienten diese dem
Reinheitsnachweis von FCPb, in Tabak einem Uberblick Uber Unterschiede in der

Probenzusammensetzung.

2.10.1 Denaturierende Geleketrophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende Gelelektrophorese erfolgte modifiziert nach Schagger und Jagow [155].
Von FCPa, FCPb bzw. Thylakoiden aus C. meneghiniana wurden jeweils 2,5 bzw. 5 pg Chl a
mit 4x Rotiload und B1-Puffer ad 16 pl versetzt, 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
und anschlieBend auf 15 %ige Tris-Tricin-Minigele (Zusammensetzung siehe Tab. 2.5-1,
Biometra) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte in Kathoden- bzw. Anodenpuffer (Tab. 2.5-1) bei
10 mA fiur das Sammelgel und wurde nach Einlaufen der Proben ins Trenngel erhéht auf 30
mA. Als Marker diente der SM#0441 von Fermentas.

Far N. tabacum wurde das gleiche Platten-/Kammer-/Puffersystem und auch die zuvor
genannte Stromstarke, jedoch ein 10 %iges Tris-Tricin-Gel mit 4 pg Chl plus 4x Rotiload und

B1 ad 40 pl pro Probe verwendet.

Tabelle 2.10-1: Zusammensetzung der denaturierenden Gele und ihrer Laufpuffer. SG, TG = Sammelgel, Trenngel.

N. Var. .. -
taigf‘:}r‘? ar C. meneghiniana 3x Gelpuffer A::;:: Kathoden-puffer
H 8,45 H 8,25
5G G 5G TG P pH 8,9 P
Harnstoff - 36¢g - 548 3 M Tris 0,2 M Tris 0,1 M Tris
3x Gelpuffer 1,67 ml | 3,33 ml 2,5 ml Sml 0,3 % w/v SDS 0,1 M Tricin
Rotiphorese Gel B 0,51

37,5 ul 0,227 ml 56,25 pl 0,1 % w/v SDS

ml
Rotiphorese Gel 40 513 257 ml 0,77 ml 5,;7|5
H,0 ad 5 ml ad 10 ml ad 7,5 ml a(:n::S
TEMED 5l 3ul 7,5 ul 4,5 pl
APS (10 %) 50 pl 30 pl 75 pl 45 pl

2.10.2 Native Gelelektrophorese (Blue Native PAGE)
Die nativen Photosynthese-Komplexe wurden auch durch eine BN PAGE aufgetrennt
(modifiziert nach [156]). Hierflr war es im Falle von C. meneghiniana zunachst nétig, die

Thylakoide zu solubilisieren, damit Uberhaupt eine Trennung erfolgen kann. Die
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Solubilisierung erfolgte mit 25 pg Chl a in einem Volumen von 100 pl durch 20 mM B-DDM
Uber 5, 10, 20 und 30 Minuten sacht auf Eis schiitteInd im Dunkeln, wobei die Auftrennung
und das anschlieRende Ergebnis des Immunoblots in Hinblick auf die Solubilisierungszeit
keine Unterschiede zeigte. Auf die Minigele (Zusammensetzung siehe Tab. 2.6-2) wurden je
7 ug Chl a der solubilisierten Thylakoide in einem Volumen von 30 pl incl. des 10x
Ladepuffers (50 mg Serva Blue G, 500 pl 2x BisTrisACA pH 7,0 [200 mM BisTris, 1M

Aminocapronsadure, pH 7] und 400 ul 75 % Saccharose ad 1 ml) aufgetragen. Der Lauf

erfolgte im dunklen Kihlraum bei 10 bzw. 30 mA fiir das Sammel- und Trenngel.

Tabelle 2.10-2: Zusammensetzung der nativen Gradientengele und ihrer Laufpuffer.

Sammelgel | Trenngel 1 | Trenngel 2 3x Anoden- Kathodenouffer
(5 %) (12,5 %) (4 %) Gelpuffer | puffer P
3x Gelpuffer 1,1 ml 0,933 ml 0,933 ml 1,5 M 6-
i ino- 0,05 M Trici
Acrylamid 30| o3 i | 0,833 m1 | 0333 ml amino ’ rein
(37,5:1) capronsdure
75% Glycerin - 0,8 ml 0,173 ml 150 mM 0,05M L
. . 1 M BisT
H,0 1,9 ml 0,1 ml 1,2 ml BisTris BisTris >m 1SS
TEMED 10 ul 4 ul 4 ul 0,01% S Blue G
u ) K oH 7,0 oH 7,0 ( % Serva Blue G)
10 % APS 20 ul 10 ul 0 ul pH 7,0

2.10.3 Immunodetektion

Im Rahmen des sog. Western Blot - Verfahrens (nach [157]) wurden die Proteine aus den in
2.5.1 und 2.5.2 beschriebenen Gelen in 45 Minuten bei einer Stromstarke (mA) von 1,5 x
Gelfliche (cm?) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Roth) transferiert. Daflr
wurden das Gel und 3 ebenso groRe Whatman Filterpapiere (3 mm, Schleicher & Schiill)
zunachst 10 Minuten in Kathodenpuffer (K: 25 mM Tris-HCl, 40 mM Glycin, 10 % Methanol,
pH 9,4) eingelegt. Die PVDF-Membran wurde 10 Sekunden in 100 % Methanol gelegt, kurz
mit destilliertem Wasser gesplilt und anschlieBend in Anodenpuffer 2 (A2: 25 mM Tris-HClI,
10 % Methanol, pH 10,4) inkubiert. 3 weitere Filterpapiere wurden in Anodenpuffer 1 (Al:
0,3 M Tris-HCl, 10 % Methanol, pH 7,4) eingeweicht und bildeten die unterste Schicht der
hier genannten Bestandteile des Western-Blot-Stapels aus 3x Filterpapier in K, Gel in K,
PVDF-Membran in A2, 3x Filterpapier in Al. Der Transfer erfolgte in einer ,semi-dry”
Transferapparatur von Biorad (Trans-Blot SD).

Im Anschluss erfolgte das Blockieren der verbliebenen freien Protein-Bindestellen durch
Inkubation der Membran mit 5 % in einer

mindestens 30-mindtige Milchpulver
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phosphatgepufferten Salzlosung (PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPOQOy, 1,4 mM

KH,PQO,). Diese Milchpulver-Losung wurde auch zur Verdiinnung der Antikorper eingesetzt.

Tabelle 2.10-3: Primarantikérper der Immunodetektionen.

Antikorpername detektiertes Protein Herkunft
a-FCP2 fcp2 (Untereinheit von FCPa) Prof. Dr. E. Rhiel, (Oldenburg)
Ihcfl-11, .
a-lhcfl-11 fepS (Untereinheit von FCPb) Prof. Dr. C. Biichel (Frankfurt)
a-D1 D1 (=PsbA) Agrisera (Schweden)

Die jeweils in einer 1:1000 Verdiinnung flr eine Stunde bei Raumtemperatur mit der PVDF-
Membran inkubierten primdren Antikorper sind in Tab. 2.10-3 aufgelistet. AnschlieRend
erfolgte jeweils eine 45-minitige Inkubation mit dem Sekundarantikérper ,Goat-a-Rabbit”
(Calbiochem, 1:10000). Zwischen und nach den beiden Antikérper-Schritten wurde die
Membran mehrfach grindlich mit PBS gewaschen. Am Ende erfolgte der Start der
Chemolumineszenzreaktion durch 60 Sekunden leichtes Schwenken in der ECL (enhanced
chemoluminescence)-Losung (10 ml enthalten 10 pl 250 mM Luminol (in DMSO), 45 ul 90
mM p-Coumarsaure (Fluka, in DMSQ), 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,5) und 3 pul frisch zugegebene
30 % H,0,-Losung) und anschlieBend sofortiges Auflegen des Rontgenfilms (Amersham
Hyperfilm ECL, GE Healthcare) auf die Membran. Die Expositionszeit betrug 1° fiir die mit a-
FCP2 und 5 fiir die mit a-lhcfl-11 behandelte Membran. Entwickelt wurde der Rontgenfilm
durch aufeinanderfolgendes Schwenken in Entwickler (R6ntogen, Tetenal), Stopplosung (2 %

Essigsaure) und Fixierer (Adefofix, Adefo).

Im Fall der Proteinlibertragung aus dem Blue Native Gel auf die PVDF-Membran wurde auch
sehr viel des Serva Blue G - Farbstoffs auf die Membran (bertragen. Dieser storte die daran
anschliefende Immunodetektion nachhaltig, weshalb die Membran fiir 30 Minuten bei 50 °C
in einer Losung aus 100 mM B-Mercaptoethanol, 67,5 mM Tris (pH 6,7) und 2 % SDS
inkubiert wurde, was zum einen die beim ersten Detektionsversuch verwendeten Antikérper
und zum anderen den Farbstoff entfernte. AnschlieRend wurde die Membran grindlich mit
PBS gewaschen und die oben beschriebene Prozedur beginnend mit der Blockierung freier

Proteinbindestellen mit gutem Detektionsergebnis wiederholt.
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2.11 Transmissionselektronenmikroskopie

2.11.1 Blattschnitte von N. tabacum Var. Xanthi

Eine Stunde nach Beginn der Lichtphase wurden mit einem Skalpell ca. 2x5 mm grofRe Stiicke
aus der Mitte der ca. 5,5 Wochen alten Blatter von WT und bkt-Linie geschnitten und Gber
Nacht in Fixierer (0,05 M Natrium-Cacodylat, pH 7,2, 0,4 M Saccharose, 2,5 % Glutaraldehyd)
im Kuhlschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Blattstiicke 3 x 15 Minuten mit
Waschpuffer (WP: wie Fixierer, ohne Glutaraldehyd) vom Glutaraldehyd bereinigt und 25
Minuten mit 2 % OsO,4 (in WP) versetzt. Es schlossen sich zwei weitere 15-mintige
Waschschritte und die Entwasserung der Proben an. Letztere erfolgte durch die Uberfiihrung
der Blattschnitte (nach jeweils 15 Minuten) in 50, 70, 90 und 96 % vergallten Ethanol und in
100 % unvergallten Ethanol. Anschliefend folgten 15 Minuten Inkubation in Propylenoxid
und schlussendlich 15 Minuten Inkubation in einem Gemisch aus gleichen Teilen
Propylenoxid und Agar Low Viscosity Resin (Agar Scientific). Die Proben wurden in diesem
Gemisch bis zum vollstandigen Abdampfen des Oxids iber Nacht im Abzug gelassen und am
nachsten Tag in 3 Schritten (die ersten beiden Uber die Dauer von jeweils 3 Stunden) in
frischen Agar eingebettet. Nach dem dritten Umbetten folgte das Ausharten der im Agar

eingeschlossenen Proben liber die Dauer von mindestens 16 Stunden bei 60 °C.

Am Mikrotom (Reichert Ultracut S, Leica) wurden mit einem Diamantmesser (Diatome) im
Schnittwinkel von 6° 50 nm diinne Schnitte der Proben angefertigt, die anschliefend auf mit
Pioloform (Plano, 1,7 g geldst in 100 ml Chloroform) iberzogenen Kupfergrids (Plano)
aufgenommen wurden. Die Schnitte trockneten (iber Nacht bei Raumtemperatur und
wurden danach 15 Minuten mit 7 % Uranylacetat (in Methanol, Plano) und 10 Minuten mit
Bleicitrat kontrastiert (nach [158]). Vor der Uberfiihrung in Bleicitrat erfolgten noch drei 1-

minltige Waschschritte in 50, 25 und 0 % Methanol, gel6st in destilliertem Wasser.

Nach mindestens 60-mintitigem Trocknen bei Raumtemperatur konnten im Philips CM12
Transmissionselektronenmikroskop (80 kV, Lanthanhexaborid (LaBg) Filament) mit der CCD
Kamera Erlangshen ES5W von Gatan digitale Bilder der Schnitte aufgenommen werden.

Die statistische Auswertung der Plastoglobuligrofe und Anzahl erfolgte Uber einen

zweiseitigen studentschen t-Test mit zwei Stichproben unterschiedlicher Varianz.
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2.11.2 Grid-Praparation und Einzelpartikelaufnahmen von FCPa, FCPb und LHCII

Zum naheren Vergleich der nativen ProteingréRen und -formen wurden bei 300000-facher
VergroRerung im o.g. Philips CM12 bei 120 kV unter den gleichen Bedingungen wie beim
strukturell bereits bekannten LHCII-Trimer (hier aus N. tabacum Var. Xanthi) mit der CCD
Kamera Erlangshen ES5W (Gatan) digitale Aufnahmen von FCPa und FCPa aus Cyclotella
meneghiniana gemacht.

Hierfir wurden je 5 ul der aus den SDG (vgl. Abschnitte 2.4.1, 2.4.2) entnommenen und
anschlieBend 1:20 in Puffer Bla verdiinnten Proteinfraktionen auf zuvor fir 20 Sekunden bei
einem Vakuum von 0,1 mbar und 10 mA in der Cressington Power Unit 208 (Cressington)
hydrophilisierte (beglimmte) Kupfer-Grids (Plano) aufgetragen. Die Grids wurden im Vorfeld
mit einem feinen Film aus Kohlestaub als Tragermaterial flr die Proteinlosung tUberzogen.
Daflir wurden im Carbon Coater 208 (Cressington) 5 x 2 Sekunden 4 Volt bei einem Vakuum
von <0,0001 mbar durch zwei Kohlestabe geleitet, an deren Beriihrungsflaiche durch den
angelegten Strom feinste Partikel absprengten und sich auf frisch gespaltene
Glimmerplattchen (Meica, Plano) legten. Nach mindestens einem Tag des ,Setzenlassens”
konnte der Kohlefilm im Wasserbad abgeschwemmt und durch gleichmaRiges Absenken des
Woasserspiegels auf die zuvor untergetauchten Grids Ubertragen werden. Nach einer
Trocknungszeit von abermals mindestens 24 Stunden erfolgte die oben beschriebene
Hydrophilisierung mit direkter Auftragung der zu analysierenden Proteinlésung. Die Probe
verblieb 1 Minute auf dem Kohlefilm, wurde dann zunachst durch Wasser und 2 %
Uranylacetat ersetzt und schlussendlich durch abermaliges Auftragen von 10 pl der
Uranylacetatlosung 30 Sekunden kontrastiert.

Fir die Aufnahme der Seitenansichten des FCPb wurde auf die Hydrophilisierung des
Kohlefilms verzichtet.

Das genaue Vermessen der Partikel erfolgte Gber das digitale Geometrie-Dreieck ,, MB-Ruler

5.1%, eine von Herrn Markus Bader entwickelte, frei erhaltliche Software.

2.11.3 Einzelpartikelanalyse von FCPb
Die Einzelpartikelanalyse der wie in 2.11.2 auf mit Kohlefilm bedeckten, hydrophilisierten
Grids kontrastierten FCPb-Proben erfolgte an der Rijksuniversiteit Groningen im Arbeitskreis

von Prof. Dr. Egbert Boekema, Groningen, Niederlande.
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Hierfir wurden im Philips CM120 (LaBg Filament) bei 120 kV und 133000-facher
VergrofRerung im Unterfokus von -200 nm mit der CCD-Kamera Gatan 4000 SP 4K mit einer
PixelgroBe von 0,225 nm (nach 2x Pixel-Binning) Aufnahmen der Proteine gemacht. Dies
geschah zum Teil manuell, zum Teil auch halb-automatisch mit der Software GRACE [159].
Die Partikel wurden anschlieend mit der frei verfligbaren Software EMAN2 [160] gepickt
(Boxgrofle 96 x 96 Pixel) und mit dem Programm GRIP (Groningen Image Processing,
entwickelt von Wilko Keegstra, Rijksuniversiteit Groningen, Niederlande) analysiert. Es
wurden Partikelaufnahmen von 3 verschiedenen Grids an drei verschiedenen Tagen gemacht
(siehe auch Anhang 7.2).

Nachfolgend wird das Vorgehen bei der Partikelanalyse beschrieben. Eine detaillierte,

tabellarische Auflistung der Einzelschritte findet sich in Anhang 7.2.

A) Aus einem Testdatensatz (10000 Partikel, reduziert auf eine BoxgroRe von 64x64 Pixeln)
wurden zunachst die potentiell Kontrastumkehr- und damit Fehlinformation-verursachenden
Randbereiche der Bildfrequenzen gefiltert (frequency filtering: low frequencies 0,1, high
frequencies 0,6, remaining frequencies 0,6) und ein kreisformiger Ausschnitt definierter
GroRe (soft circle) um die Partikel gelegt, um einen moglichst hohen Anteil des Kohlefilm-
Hintergrunds abzudecken und die weitere Verrechnung der Partikel dadurch zu erleichtern.
In einem ersten Abgleich der Einzelbilder untereinander wurden sie rotiert und zentriert (no
reference alignment, NRA) und anschlieRend anhand der Ahnlichkeit der Bildinformation pro
Pixel zueinander verglichen (multivariate statistical analysis, MSA). Im Folgenden konnte der
Datensatz dann entsprechend der Ahnlichkeit der Einzelbilder zueinander in verschiedene
Klassen mit einer Maximalsumme aus 5000 Einzelbildern pro Klasse (hierarchical
classification, 5000 group average (gav)) aufgeteilt werden.

Die Partikel der groRten Klasse aus 4526 zueinander dhnlichen Einzelbildern wurden nun bis
zu einem Korrelationsfaktor von 0,1 aufsummiert. Daraus ergab sich eine Bildsumme aus 929
Einzelbildern. Die restlichen, in der Klasse befindlichen Bilder wurden auf Grund ihrer
geringer werdenden Ahnlichkeit zu den aufsummierten 929 Partikeln (Korrelationsfaktor
>0,1) nicht mit in die Partikelsumme eingerechnet.

Das so entstandene Bild wurde als Referenz in einem neuen Abgleich der 10000 Einzelbilder
des Testdatensatzes eingesetzt. In diesem als reference alignment bezeichneten

Analyseschritt werden die Einzelbilder im Vergleich zu der angebotenen Referenz rotiert und
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zentriert. Es folgten wiederum MSA, die Klassifizierung mit maximal 2000 Partikeln pro
Klasse (2000 gav) und die anschlieBende Aufsummierung der zueinander &hnlichsten
Partikel, diesmal jedoch etwas weiter gefasst mit einem Korrelationsfaktor bis 0,2, zum

Referenzbild, hier zjunk0.img genannt.

B) In einem zweiten Versuchsansatz wurde der o.g. Testdatensatz mit anderen Parametern
fur die Frequenzfilterung (0,001 low/0,45 high/0,1 remain) und der gleichen Zirkelweite (0,9)
fir die Ausblendung stérenden Hintergrunds um die Partikel behandelt. Ein neuer Durchlauf
von NRA, MSA, Klassifizierung (5000 gav) und Aufsummierung (Korrelationsfaktor 0,1) fihrte
zum Referenzbild ajunkl.img aus 673 Einzelbildern. Dieses Bild wurde als Referenz fir die
Analyse eines groBeren Datensatzes aus 25005 Partikeln verwendet, deren Ergebnis mit dem
Korrelationsfaktor 0,1 zu einer neuen Bildsumme aufsummiert und mit der unter A)
beschriebenen Referenz zjunkO.img kombiniert. Diese Zwei-Referenzen-Datei und der
Gesamtdatensatz aus >54000 wurden zundchst mit den gleichen Frequenzfilterbedingungen
behandelt und anschlieRend im sogenannte multi reference alignment (MRA) mit
anschlieRender MSA, Klassifizierung (5000 gav) verwendet. Da die Computerleistung fiir eine
solche Analyse mit 54000 Einzelbildern nicht ausreichte, wurde der Datensatz zuvor in zwei
Halften geteilt.

Aus den Klassifizierungen und den Aufsummierungen der in den Klassen enthaltenen
Einzelbilder (Korrelationsfaktor 0,1) ergaben sich verschiedene Bildsummen, die sich ihrer
Form nach in Dreiecke und Sechsecke mit vergleichbarer GréRe unterscheiden lieRen. Die
Bildsumme aus einer Klasse fiir Dreieck bzw. Sechseck wurde in der Folge dann jeweils als
neue Referenz verwendet. Die entsprechenden Klassen selbst wurden miteinander zu zwei
Datensatzen verbunden: einer fiir die dreieckige und einer fiir die sechseckige Form.
AnschlieBend wurde die sechseckige Referenz noch einmal zum reference alignment auf den
Sechseck-Datensatz (22138 Partikel, Name: hex01.img) verwendet. Das Aufsummieren der
mit dem Korrelationsfaktor 0,2 am besten zueinander passenden Einzelbildern flihrte hier
zum bestmoglichen Ergebnis fiir die ,sechseckige” Ansicht des FCPb (Summe aus 4344
Einzelbildern). Die ansprechendste Bildsumme aus einer der ,dreieckigen” Klassen wird im

Folgenden als testreftri.img weiterverwendet.
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C) Die zuvor herausgefilterten Frequenzen wurden als Moglichkeit des Zugewinns
zusatzlicher Informationen wieder in die drei- und sechseckigen Datensatze zurlickgefiihrt
(restore frequencies). Mit dem aus 7575 Einzelpartikeln bestehenden Datensatz aus den o.g.
ydreieckigen” Klassen und der in B) beschriebenen Referenz ajunkl.img wurde ein weiteres
reference alighnment gestartet, um so noch einmal Dreiecke und eventuell im Datensatz
verbliebene Sechsecke voneinander zu separieren, da bisher alle weiteren Versuche zur
Verbesserung der ,dreieckigen” Ansicht des FCPb fehlgeschlagen waren.

Es folgten anschlieRend MSA und Klassifizierung (2500 gav). Die Einzelartikel innerhalb der
Klassen wurden jeweils durch sogenannte ,conditional sum series” aufsummiert, d.h.
Aufsummierung der zueinander dhnlichsten 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, usw. Einzelpartikel.
Anhand der Form und der aufsummierten Partikelanzahl wurde aus den Klassen die als
,beste” erscheinende Bildsumme als neue Referenz testrefhex.img ausgewahlt und mit der
oben benannten testreftri.img flr eine neues MRA auf den o.g. Datensatz hex01l.img
verwendet. Es folgten wiederum MSA und Klassifikation (5000 var (variation)).

Die daraus resultierenden Klassen unterschieden sich wieder in drei- und sechseckige
Formen, wobei letztere nichts zur Verbesserung der finalen, in B) besprochenen Endsumme
beitrugen. Die dreieckigen Klassen wurden miteinander und dem in B) bereits erhaltenen
Dreiecks-Datensatz aus 7575 Einzelpartikeln zu 12627 Einzelbildern kombiniert und mit dem
besten Summenbild einer der verwendeten Klassen als Referenz fir ein letztes reference
alignment verwendet. Die anschlieRende MSA und Klassifizierung (3500 var) fiihrte zu der
fir die Dreieck-Struktur besten Bildsumme (Korrelationsfaktor 0,2) aus 2661 Einzelbildern.
Dieses Bild und die in B) beschriebene Summe aus 4344 Einzelpartikeln werden als

Endergebnisse der beiden moglichen Aufsichten auf den FCPb in Abb. 3.2-11 gezeigt.

D) GroRRere Partikel als die in A-C analysierten wurden kaum gefunden. Ein paar wenige
konnten jedoch mit einer BoxgroRe von 128 x 128 gepickt werden. Auf Grund der geringen
Menge an langlichen Partikeln (27) und groRRen, dreieckigen Partikeln (8) konnte keine
ganzheitliche Einzelpartikelanalyse gemacht werden, lediglich ein no reference alighment,
um die Einzelpartikel in Hinblick auf ihre Rotation und Translation miteinander abzugleichen.
Da sie sich nach dem NRA entsprechend zentriert und mit gleicher Ausrichtung angeordnet
haben, konnten die langlichen und die groBen, dreieckigen Partikel nun jeweils
aufsummiert. Die beiden daraus resultierenden Summenbilder sind in Abb. 3.2-11C zu

sehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Ketocarotinoid-produzierenden N. tabacum Var. Xanthi

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung der Astaxanthin produzierenden
bkt-Linie von N. tabacum Var. Xanthi vergleichend zum Wildtyp dargestellt.

Das Hauptaugenmerk liegt hierbei auf den Auswirkungen des Astaxanthins bzgl. Intaktheit
und Funktion des Photosyntheseapparats. Die Auftrennung der Photosynthesekomplexe und
deren spektroskopische bzw. chromatographische Charakterisierung ist ebenso Bestandteil
der vorliegenden Arbeit wie die makro- bzw. mikroskopischen Untersuchungen des
Pflanzenwachstums und die Analyse der Photosyntheseeffizienz durch Fluoreszenzkinetiken

am adulten Blatt.

3.1.1 Wachstum der Pflanzen

Der Keimungszeitpunkt von Wildtyp und bkt-Linie zeigte bei gleichzeitiger Aussaat in den
diversen Anzuchten der Pflanzen keinen signifikanten Unterschied. In der Folge wuchs die
bkt-Linie jedoch etwas langsamer, was nach etwa 6-woéchigem Wachstum zu einem ca. 7-

tagigen Rickstand auf die Entwicklung des Wildtyps flihrte (Abb. 3.1-1 C).

40 140 400 HE/(s*m?)

Abbildung 3.1-1: Wachstum von N. tabacum Var. Xanthi WT (griin) und bkt-Linie (oliv) in verschiedenen
Lichtintensititen. Die Keimung erfolgte fur alle Pflanzen Uber 2 Tage bei ca. 100 pE/(s*m?) und 25 °C. AnschlieRend
wuchsen die Pflanzen in verschiedenen Lichtintensitdten und wurden nach 7 Tagen (A) bzw. 4 Wochen (B) vermessen. Der
MaRstab in A (weil) entspricht 1 cm, in B (rot) 3 cm. C) Aussehen der in ca. 140 puE (Normallicht) gewachsenen Pflanzen
nach 6-7 Wochen. Die schwarzen Kreise markieren exemplarische Blattstellen fiir die PAM-, PEA- und HPLC - Messungen.
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Diese Entwicklungsdiskrepanz konnte unabhangig von der verwendeten Intensitat des
Anzuchtlichts beobachtet werden, wobei sowohl Wildtyp als auch bkt-Linie im Schwachlicht

von ca. 40 pE/(s*m?) das geringste Wachstum zeigten (Abb. 3.1-1 A, B).

3.1.2 Invivo Fluoreszenzanalysen

3.1.2.1 PAM-Messungen

Die nachfolgenden Messungen sind an adulten Blattern ca. 6 Wochen alter Pflanzen
vorgenommen worden. Unterschieden wurde hierbei in normal belichtete Pflanzen und
solche, die die letzten 5 Tage vor dem Messzeitpunkt in Schwachlicht (40 pE/(m*s?))
wuchsen. Durch  Mini-PAM-Messungen  konnten verschiedene Parameter zur
Charakterisierung der Photosynthese in bkt-Linie und Wildtyp bestimmt werden. Schon die
nach Dunkeladaptation gemessenen Grundfluoreszenzen Fo und die Maximalfluoreszenzen
Fm, sowie die daraus kalkulierten Photosystem Il — Aktivitaten F,/F,, (=Fn-Fo/Fn) und die
jeweiligen NPQ-Level unterschieden sich, unabhangig von den Lichtbedingungen, signifikant
zwischen WT und bkt-Linie (p < 0,005, Tab. 3.1-1, Abb. 3.1-2). In der bkt-Linie lagen dabei
sowohl die Grund- als auch die Maximalfluoreszenz deutlich unter denen des Wildtyps.
Insbesondere letztere war verstarkt reduziert, da auch das Verhéltnis F,/F, in der bkt-Linie
geringer ausfiel. Der gemessene NPQ-Wert lag in der bkt-Linie ebenfalls deutlich unter dem

Wildtyp-Level.

Tabelle 3.1-1: Auswertung der Mini-PAM-Messungen von in Normal- und Schwachlicht gewachsenen Pflanzen.

Normallicht Fo Frn F, Fr' Fo' F, F./Fm ¢PSII F,'/F, | NPQ
WT @ (n=3) 0,199 1,091 0,316 0,788 0,207 1,097 0,82 0,60 0,81 0,28
Sta.abw. 0,002 0,024 0,004 0,007 0,011 0,046 0,004 0,01 0,01 0,01

bkt @ (n=3) 0,150 0,458 0,242 0,429 0,167 0,532 0,67 0,43 0,69 0,06
Sta.abw. 0,018 0,022 0,012 0,02 0,001 0,016 0,03 0,06 0,01 0,03
Schwachlicht Fo Fm F; Fr' Fo' F, F./Fn ¢PSII F,'/F. | NPQ
WT @ (n=3) 0,199 1,124 0,305 0,784 0,195 1,094 0,82 0,61 0,82 0,30
Sta.abw. 0,015 0,101 0,02 0,03 0,03 0,04 0,005 0,01 0,02 0,04

bkt @ (n=3) 0,153 0,415 0,194 0,354 0,158 0,414 0,63 0,45 0,62 0,14
Sta.abw. 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01 0,04 0,02 0,03 0,02 0,04
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Abbildung 3.1-2: Vergleich der Photosyntheseparameter von Nicotiana tabacum Var. Xanthi WT und bkt-Linie.
Dargestellt sind die in Tab. 3.1-1 aus den gemessenen Fluoreszenzen errechneten Parameter in Wildtyp (schwarz, grau)
und bkt-Linie (rot, rosa). Gemessen wurde bei Normallicht gewachsene Pflanzen (schwarz, rot) und zum Vergleich
Pflanzen, die 5 Tage vorher unter Schwachlichtbedingungen wuchsen (grau, rosa).

Die photoinhibitorische NPQ-Komponente ql spielte aber bei dieser Messung weder im
Wildtyp noch in der bkt-Linie eine Rolle, da sich die Regenerationsrate F,/F,, gemessen nach
5-minltiger Bestrahlung mit  600-700 WE/(m*s?) aktinischem Licht und erneuter
Dunkeladaptation, in allen Fallen wieder auf das jeweilige F,/F-Level der Proben einpegelte
und damit einer 100 %igen Erholung nach der intensiven Belichtung entsprach. Der fir die
Photochemie genutzte Energieanteil ¢PSIl lag im WT jeweils ca. 1/3 hoher als in der bkt-
Linie.

Da die Mini-PAM Uber den Versuchszeitraum ein stabiles aktinisches Licht bis 600 uE lieferte
und hier in Hinblick auf die Erholung nach Starklichtstress keine Beeintrachtigung bei
Wildtyp und bkt-Linie zu beobachten war, wurde auch der Einfluss héherer Lichtintensitaten
und kiirzerer Regenerationszeiten durch Fluoreszenzmessungen an ausgestanzten
Blattscheiben von in Normallicht gewachsenen Pflanzen mit dem (nicht portablen) PAM-101
(Walz) untersucht. Nach 15-minitiger Dunkelinkubation lag das F,/F, - Verhéltnis der bkt-
Linie auch hier unter dem des Wildtyps. Nach der anschlieRenden, ca. 20-mintigen
Bestrahlung mit 900 pE/(m?2*s) aktinischem Licht zeigte sich auch hier ein deutlich geringeres
NPQ in der bkt-Linie. Sie erholte sich aber in einer 5-minltigen Dunkelphase in Hinblick auf
das Fluoreszenzverhdltnis F,/F, am Ende der Messung ebenso wie der Wildtyp auf das

Ausgangsniveau von F,/Fy,.
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Tabelle 3.1-2: Durchschnittswerte der PAM-Messungen am ausgestanzten Blatt.

Fu/Fm F.'/F: NPQ
Wildtyp (n=3) | 0,77 (+/-0,01) (0,75 +/-0,0) 0,64 (+/-0,02)
bkt-Linie (n=3) | 0,68 (+/- 0,04) (0,67 +/-0,03) 0,25 (+/- 0,02)

Auch bei langerer Belichtung mit einer deutlich héheren Lichtintensitat und einer wesentlich
kiirzeren Erholungszeit am Ende der Messungen zeigte die bkt-Linie also keine
photoinhibitorische Schadigung. Da der Wildtyp sich aber schon zu Beginn etwas unter den
fur ihn im ungestressten Zustand normalen F,/F,, - Werten befand, gehen diese Messungen
in der Folge nicht weiter in die Diskussion ein. Sie bestatigen aber das schon in den Mini-
PAM-Messungen beobachtete Verhalten und verdeutlichen durch die intensiveren
Versuchsbedingungen (hohere Lichtintensitdt, geringere  Erholungsdauer durch
Dunkeladaptation am Ende der Messungen) die hohe Toleranz der bkt-Linie gegeniiber
Starklicht (F,/F = F,'/F;), obwohl ihre verringerte Maximalfluoreszenz und ihr geringes NPQ-

Level auf deutliche Beeintrachtigungen innerhalb der Photosynthesekomplexe hinweisen.

3.1.2.2 PEA-Messungen

Erganzend zu den in 3.1.2.1 dargestellten Daten wurden durch Messungen mit einem Plant
Efficiency Analyzer (PEA) am 30 Minuten dunkel-inkubierten Blatt die Kinetiken der F,
bildenden Parameter aufgenommen, um die Abldufe des Elektronentransports im PSII
kinetisch zu erfassen (Abb. 3.1-3). Hierbei zeigte sich fir die bkt-Linie anhand der Rohdaten
zum einen erneut eine geringere Grundfluoreszenz Fy (O) und zum anderen ein deutlich
flacherer Verlauf der Fluoreszenzkurve (iber die Reduktion der primaren
Elektronenakzeptoren des PSIl. Normiert man die Fluoreszenzgrenzen auf 0 im Minimum
und 1 im Maximum, zeigt sich zwischen Wildtyp und bkt-Linie ein deutlicher Unterschied im
Bereich des Wendepunkts J (Abb. 3.1-3 B), wohingegen die Kurvenverlaufe ab dem zweiten
Wendepunkt (I) wieder Gbereinander liegen.

Zusatzlich zu den Kinetiken wurden auch hier die F,/Fn-Verhéltnisse ermittelt: WT 0,83, bkt-
Linie 0,69. Sie entsprechen damit den auch Uber die Mini-PAM-Messungen ermittelten

Werten. Die Auflistung aller Einzelmessungen findet sich im Anhang 7.2.
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Abbildung 3.1-3: OJIP-Kurven der PEA-Messungen an WT (schwarz, n=5) und bkt-Linie (rot, n=7). A) Mittelwert der
Rohdaten. B) Auf O (Fo) =0 und P (F,,) = 1 normierte Kurven aus A).

3.1.3 Thylakoidanordnung und Plastoglobuli

Die transmissionselektronenmikroskopischen Analysen der Chloroplasten von Wildtyp und
Astaxanthin produzierender bkt-Linie zeigten zwei deutlich sichtbare Unterschiede.

Zum einen erwies sich die Stapelung der Granathylakoide in der bkt-Linie als stark
beeintrachtigt: die Thylakoidanordnung wirkte deutlich ungeordneter, die Hohe der
Granathylakoide geringer und die Granastapelung insgesamt lockerer als beim Wildtyp
(Abb.3.1-5).

Zum anderen war hier auch eine VergrofRerung der in den Chloroplasten befindlichen
Plastoglobuli (PG) zu beobachten. In der bkt-Linie wiesen sie ein sehr breites Spektrum der
gemessenen Durchmesser auf (16-510 nm), wohingegen die GrofRe der PG im Wildtyp nur
von 10 bis 133 nm variierte (Abb. 3.1-4 A). Im Mittel Uberstieg die bkt-Linie mit 113 nm +/-
66 nm letztendlich jedoch deutlich den durchschnittlichen Wert des Wildtyps (55 nm +/- 24
nm) (Abb. 3.1-4 B). Fir die GroRRe der Chloroplasten und die Anzahl der Plastoglobuli pro
Chloroplast konnten keine sinifikanten Unterschiede festgestellt werden. Letztere differierte
in der bkt-Linie zwar deutlich starker als im WT (2-23 bzw. 6-13 PG pro Chloroplast),
wodurch sich eine hoéhere Standardabweichung ergab (Abb. 3.1-4 C). |lhre Gesamtzahl
unterscheidet sich im Mittel jedoch nicht signifikant zwischen den beiden Organismen. Fiir
den WT ergab sich ein Durchschnittswert von 9 +/- 2 PG pro Chloroplast, fur die bkt-Linie
betrug dieser Wert 8 +/-5 (p =0,131).
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Abbildung 3.1-4: Histogramm der Plastoglobuli von WT (grau) und bkt-Linie (rot). A) stellt die nach ihrer
durchschnittlichen GréRe geordnete Verteilung der Plastoglobuli (PG) in Gruppen zwischen 10 und 510 nm dar. (WT: n=84,
bkt-Linie: n=156). B) zeigt den Mittelwert aller in A) abgebildeten PG-Durchmesser. Die Standardabweichung spiegelt das
Spektrum der GroRenvarianz wider. p < 0,005. C) spiegelt die durchschnittliche Anzahl der PG pro Chloroplast (WT: n=9, bkt-

Linie: n=20, p > 0,005 ) wider.
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Abbildung 3.1-5: Ultradiinnschnitte der ca. 5 Wochen alten Bldtter von N. tabacum Var. Xanthi. Rechts: WT, links: bkt-
Linie. G = Granathylakoidstapel, PG = Plastoglobuli.
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3.1.4 Vergleich der Photosynthesekomplexe

Die Auftrennung der Granathylakoide erfolgte (ber Saccharosedichtegradienten-
Ultrazentrifugation. Bezeichnend sind dabei das Fehlen der PSII-LHCII-Superkomplexe, die
sich ihrer GroRe und Dichte gemaR im unteren Teil des Gradienten ansammeln (Abb. 3.1-6A,
Fraktion 4-6, vgl. Spektren in Abb. 3.1-9, [27],[161]) und die schwachere Ausprdagung der
LHCII-Trimer-Fraktion in der bkt-Linie (Abb. 3.1-6A, Fraktion 1). Die Fraktionen aus dem
Saccharosedichtegradienten wurden zur weiteren Klarung ihrer Zusammensetzung auf ein
natives (blue native, BN), bzw. denaturierendes (SDS-PAGE) Gel aufgetragen (Abb. 3.1-6 B, C)
und spektroskopisch charakterisiert (Abschnitt 3.1.5-2/-3).

Im BN Gel zeigte sich fir die Fraktion 3 von WT und bkt-Linie ein sehr dhnliches
Proteinmuster, wobei die Photosystem Il — Monomere bei der bkt-Linie etwas starker und
die PSII-LHCII-Bande etwas schwacher ausgepragt war als im WT. Die PSIl — Monomere
waren zudem in Fraktion 2X besonders stark ausgepragt. Die Proteinmuster von Fraktion 3
aus WT und bkt-Linie (X) sind sich dagegen sehr dhnlich, wobei auch hier bei der bkt-Linie
intensivere Proteinsignale im Bereich der PSIl Monomere und im Vgl. zum WT etwas
schwacher ausgepragte fiir die hoheren Komplexe (PSIl Dimer, PSII-LHCII) gefunden werden
konnten.

Die Zuordnung der einzelnen Proteinbanden erfolgte zum einen Uber die spektroskopischen
Eigenschaften der SDG-Fraktionen (vgl. Abschnitt 3.1.5) und zum anderen Uber bereits
publizierte Ergebnisse solubilisierter Thylakoide in A. thaliana bzw. N. tabacum [162], [163].
Fiir die SDS-PAGE wurden in Abb. 3.1-6 exemplarisch ebenfalls die wichtigsten Bestandteile
der aufgetrennten Fraktionen benannt [27], [164]. Die Auftrennung von Thylakoiden,
Granathylakoiden und den oben beschriebenen SDG-Fraktionen zeigte dabei jeweils einen
etwas geringeren Anteil von LHCII-Proteinen in der bkt-Linie. Zudem wurden hier leichte
Verunreinigungen durch andere Proteine in der LHCII-Fraktion (1X) sichtbar. Bei beiden
Organismen wurden auch in den Granathylakoiden die PSI-Proteine PsaA/B gefunden, die
sich insbesondere in Fraktion 3 bzw. 3X anreicherten (vgl. dazu auch die entsprechenden

Spektren in Abschnitt 3.1.5.).
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Abbildung 3.1-6: Auftrennung der Photosynthesekomplexe aus N. tabacum Var. Xanthi. A) Kontinuierliche
Saccharosedichtegradienten von Granathylakoiden, aufgetragen wurden je 200 pg Chl a. Links: WT, rechts: bkt. B) Blue
Native Gel der SDG-Fraktionen 1-3 von WT und bkt-Linie (X), aufgetragen wurden je 3 pg Chl a. C) SDS-PAGE der Gesamt-
Thylakoide (T), von Granathylakoiden (G) und den SDG-Fraktionen 1-3 von WT und bkt-Linie (X) mit jeweils 4 pg Chl a.

3.1.5 Spektroskopische Analysen der Thylakoidmembranen und einzelner Photosyn-
thesekomplexe

Die (Grana-) Thylakoide und ihre Uber die Saccharosedichtegradienten aufgetrennten
Bestandteile wurden zur besseren Charakterisierung auch spektroskopisch durch
Absorptions-, Anregungs- und Emissionsspektren analysiert. Dadurch sollte untersucht
werden, ob und, falls ja, wo Astaxanthin in den Photosynthesekomplexen eingebaut oder
zumindest assoziiert angelagert wird, und ob es dann als Energielibertrager oder
Fluoreszenzldscher eine Rolle spielen kénnte. Die Vergleichbarkeit der hier dargestellten
Fluoreszenzen wurde durch das Einstellen der zu vergleichenden Proben auf ein moglichst

gleiches Qy-Maximum des Chlorophyll a gewéhrleistet (Tab. 3.1-3).
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Tabelle 3.1-3: Ubersicht iiber die gemessenen Qy-Maxima des Chlorophyll a der analysierten Proben.

Wildtyp bkt-Linie
Thylakoide 0,06274 0,06201
Granathylakoide 0,04074 0,04096
B1 0,06245 0,06213
B2 - 0,06144
B3 0,06169 0,06182

3.1.5.1 Spektroskopische Charakterisierung der (Grana-)Thylakoide

Im Vergleich zum Wildtyp konnte fir die bkt-Linie sowohl in den Gesamt- als auch in den
daraus isolierten Grana-Thylakoiden eine deutlich héhere Absorption im Ubergangsbereich
vom blauen zum griinen Licht festgestellt werden. Im Gegensatz dazu blieb in Hinblick auf
die Energielibertragungsfahigkeit der Ketocarotinoide die Fluoreszenz im Bereich der fiir sie
spezifischen Absorption jeweils auf dem Level des Wildtyps, wenn man die auf das Chl a
Soret - Maximum normierten Anregungsspektren miteinander vergleicht (Abb. 3.1-7 A, C).
Die in den Insets der o.g. Abbildungen gezeigten Rohdaten verdeutlichen hier zusatzlich das
unter dem Wildtyp liegende Chlorophyll a-Fluoreszenzlevel der bkt-Linie nach Anregung im
Bereich zwischen 400 und 600 nm.

Fiir die Tieftemperatur-Emissionsspektren der Thylakoide nach Anregung im Soret-Maximum
von Chlorophyll a wurde eine deutlich geringere Chlorophyll a - Fluoreszenz fiir die bkt-Linie
detektiert. Zudem zeigte die Analyse der Energielibertragung von Chl b auf Chl a bereits auf
Ebene der Thylakoide eine leichte Eigenemission des Chl b bei ca. 650 nm (Abb. 3.1-7 B).
Weiterhin konnte nach Anregung im Chlorophyll b Soret-Maximum sowohl fir die
Thylakoide bei 77 K als auch fir die Granathylakoide bei RT eine geringere Chlorophyll a

Fluoreszenz gemessen werden (Abb. 3.1-7 B, D).
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Abbildung 3.1-7: Spektroskopie der (Grana-)Thylakoide aus N. tabacum Var. Xanthi WT (schwarz) und bkt (rot). Oben:
Gesamtthylakoide (0,05 mg Chl a ad 20 mM B-DDM, 5, 4°C), unten: Granathylakoide (BBYs). A+C) Absorptions- und
Anregungsspektren (gestrichelte bzw. durchgehende Linie), normiert im Soret-Maximum von Chl a, aufgenommen bei RT.
B) 77K Emissionsspektren, Anregung im Soret-Maximum von Chl a (durchgehende Linie) bzw. Chl b (gestrichelt). D) RT
Emissionsspektren, Anregung im Soret-Maximum von Chl b. Insets in A und C: gemessene Anregungsspektren, nicht
normiert.

3.1.5.2 Charakterisierung der Lichtsammelkomplex-Fraktionen

Die in 3.1.4 beschriebene Auftrennung der solubilisierten Granathylakoide aus WT und bkt-
Linie im kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten flihrte zur Separation der
Lichtsammelkomplexe von den Photosystemfraktionen (Vgl. Abb. 3.1-5). In Abbildung 3.1-8
sind die spektroskopischen Analysen der ersten drei SDG-Fraktionen dargestellt, wobei der
Fokus hier auf den LHCII-Trimeren liegt. Auch hier zeigte sich fir die Anregungsspektren
keine Energieweiterleitung in dem fiir die Ketocarotinoide spezifischen Absorptionsbereich
(Abb. 3.1-8B). Auch hier verdeutlicht das Insets in der zuvor genannten Abbildung gezeigten
Rohdaten das deutlich unter dem Wildtyp liegende Chlorophyll a-Fluoreszenzlevel der bkt-

Linie nach Anregung im Bereich zwischen 400 und 600 nm.

Es zeigten sich zudem Unterschiede in der Chlorophyll a Fluoreszenz nach spezifischer

Anregung der jeweiligen Proben im Absorptionsmaximum des Chlorophyll b. Die gemessene
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LHCII-Trimer-Fluoreszenz lag hier beim Wildtyp deutlich Gber der der bkt-Linie (Abb. 3.1-8C).
Normiert man die Maxima jeweils auf 1, wird auBerdem die zusatzliche Chl b - Emission und

die hohere Absorption im rotwelligeren Bereich (710-750 nm) bei der bkt-Linie sichtbar

(Abb. 3.1-8D).
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Abbildung 3.1-8: Spektroskopische Charakterisierung der LHC-Fraktionen aus {iber Saccharosedichtegradienten
aufgetrennten Granathylakoiden von WT (schwarz) und bkt-Linie (rot). A) Absorptionsspektren. Gepunktet: Fraktion Oa
(freies Pigment), gestrichelt:  Fraktion Ob (LHClI-Monomere), durchgehend: Fraktion 1 (LHCIl-Trimere). B-D)
Charakterisierung  der  LHCII-Trimere: B) Vergleich von LHCII-Anregungsspektren (durchgehend), gemessen im
Fluoreszenzmaximum von Chl a, und LHCII-Absorption (gestrichelt), normiert auf das Soret-Maximum von Chl a bzw. nicht
normiert (Inset). C) Emission des LHCII bei 77K, angeregt im Soret-Maximum des Chlorophyll b. D) wie C), aber normiert
auf das Maximum der Chl a Fluoreszenz.

3.1.5.3 Charakterisierung der Photosystem-Fraktionen

Die in den Saccharosedichtegradienten aufgetrennten, Photosystem enthaltenden (PS)
Fraktionen wurden ebenfalls durch Absorptions-, Emissions- und Anregungsspektren naher
untersucht. Dabei waren vor allem die Eigenschaften der in der bkt-Linie so dominanten
Fraktion 2 von Interesse (in Abb. 3.1-9 griin dargestellt). Diese unterschied sich in Hinblick
auf das Absorptionsspektrum kaum zu Fraktion 3 (rot) aus der bkt-Linie. Letztere wies aber,

wie auch Fraktion 3 aus dem WT SDG (schwarz), eine verstarkte Verschiebung in den
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Rotlichtbereich (Abb. 3.1-9A), was sich auch anhand der langwelligen Chl a Emissionen
zwischen 710 und 750 nm in den 77K - Emissionsspektren deutlich widerspiegelte. Wie
bereits fur das LHCII Trimer wurde auch hier bei der bkt-Linie eine leichte Emission des
angeregten Chl b beobachtet (Abb. 3.1-9C). Die Verlaufe der in Abb. 3.1-9B dargestellten
Anregungsspektren lagen in der bkt-Linie fiir beide PS-Fraktionen deutlich unter ihren
Absorptionen. Insbesondere die fir Wildtyp und bkt-Linie auf vergleichbarer Héhe im SDG
gefundene Fraktion 3 zeigte hier fir den WT im Carotinoidbereich eine ausgepragtere
Energielibertragung.

Fir die im WT SDG tiefer gelegenen Fraktionen 5 und 6 wurde anhand der
Absorptionsspektren eine Zunahme im Carotinoid- bzw. des LHC-typischen Chlorophyll b -
Bereichs beobachtet. WT Fraktion 4 zeigte in diesem Bereich die geringste Absorption (Abb.
3.1-9A).
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Abbildung 3.1-9: Spektroskopische Charakterisierung der Photosystem enthaltenden SDG-Fraktionen von solubilisierten
Granathylakoiden aus WT und bkt-Linie. Schwarz: WT Fraktion 3, grau durchgehend: WT Fraktion 4, grau gestrichelt: WT
Fraktion 5, grau gepunktet: WT Fraktion 6, griin: bkt Fraktion 2, rot: bkt Fraktion 3.

A) Absorptionsspektren von WT bzw. bkt-Linie, normiert auf 1 im Qy-Maximum von Chl a. B) Vergleich von Absorption
(gestrichelt) und Anregungsspektren (durchgehend) von Fraktion 2 und 3 bei RT, gemessen im Fluoreszenzmaximum von
Chl a, normiert auf das Chl a Soret-Maximum. C) Emissionsspektren der Fraktionen 2 (griin) und 3 (schwarz, rot) aus WT und
bkt, gemessen bei 77 K, angeregt im Absorptionsmaximum von Chl b, normiert auf das Maximum der Chl a Fluoreszenz.
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3.1.6 Pigment-Analysen

3.1.6.1 Vergleich der Photosynthesepigmente und des Ketocarotinoid-Gehalts

In der nachfolgend aufgefiihrten Tabelle 3.1-4 sind die Daten der Pigmentanalysen von
gemorsertem Blattmaterial (A, B) und isolierten Thylakoiden (C) in nmol pro mg
Trockengewicht bzw. Pigment pro Chlorophyll (nmol/nmol) zusammengefasst. Im Vergleich
zum Blattextrakt zeigt sich fur die Thylakoide eine etwas verringerte Menge an
Ketocarotenoiden pro Chlorophyll a. Die in der Tabelle aufgefiihrten Ketocarotenoid-
Derivate (Ke) entsprechen dabei drei Peaks innerhalb der HPLC-Analyse, die dem Spektrum
nach Asta- bzw. Canthaxanthin entsprachen, jedoch nicht auf Hohe des jeweiligen Standards
eluierten (siehe dazu exemplarisch Anhang 7.5). Insgesamt Uberstieg die Menge der
gefundenen Derivate die Menge von Asta- und Canthaxanthin zusammen um ca. das
Doppelte, so dass man bei dieser bkt-Linie von einer eher ineffizienten Herstellung des
Zielpigments Astaxanthin sprechen kann. Die Verhaltnisse von Chl a zu Chl b und Chl a zu B-
Carotin sind nach den hier ermittelten Daten konstant. Die Gesamtmenge an primaren
Carotinoiden pro Chl a betragt damit im WT ca. 0,4, in der bkt-Linie ist sie um fast die Halfte
auf 0,26 pro Chl a reduziert. Hinzu kommen bei letzterer aber etwa 0,2 sekundare
Carotinoide (Astaxanthin, Canthaxanthin und ihre Derivate) pro Chlorophyll a. Im Rahmen
der Standardabweichungen ist der Gesamtcarotinoidgehalt in WT und bkt-Linie damit etwa
gleich.

Tabelle 3.1-4: HPLC-Analyse von Blittern (A), (B) und Thylakoiden (C) aus N. tabacum Var. Xanthi. A) Angaben in nmol

pro mg Trockengewicht (TG). B, C) Angaben in Pigment pro Chl a (nmol/nmol). B-Car = B-Carotin, Lut = Lutein, Vio =
Violaxanthin, Neo = Neoxanthin, As = Astaxanthin, Ca = Canthaxanthin, Ke = Ketocarotenoid-Derivate. (n = 3)

(A) pro mg TG (Blattextrakt)

Chla Chlb B-Car Lut Vio Neo As Ca Ke
WT 42,0 15,4 6,4 7,2 1,5 2,1 ) ) )
+/-10,4 +/-3,5 +/-1,4 +/-1,9 +/-0,6 +/-0,5
bkt 23,1 8,4 3,5 2,1 0,4 0,0 0,8 0,8 i'/:}
+/-0,5 +/-0,4 +/-0,5 +/-0,3 +/-0,1 +/-0,0 +/-0,3 | +/-0,2 03
(B) pro mol Chl a (Blattextrakt) (C) pro mol Chl a (Thyl.)
Chlb/a | B-Car/a | Lut/a | Vio/a | Neo/a | As/a | Ca/a | Ke/a As/a Ca/a Ke/a
0,37 0,15 0,17 0,03 0,05
WT | 4/ L S A N B ] ) ) ) )
0,011 0,004 0,012 | 0,005 | 0,0004
0,37 0,15 0,09 0,02 0,0 0,04 0,03 0,13 0,01 0,04 0,10
bkt +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
0,009 0,004 0,01 0,002 0,0 0,001 0,01 0,007 § 0,0004 0,002 0,002
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3.1.6.2 Chlorophyligehalt, Blattfldche und Frischgewicht

Zur Ermittlung des Verhaltnisses von Frischgewicht, Blattgrofe und Chlorophyligehalt in
Wildtyp und bkt-Linie wurden 0,8 cm groRe Blattscheiben (0,5 cm?) aus 4 Wochen alten
Blattern gestanzt, gewogen, anschliefend unter N, lg gemoérsert und das daraus
resultierende Pulver fir die in 2.3.1.1 beschriebenen Chlorophyllbestimmungen in 80 %
Aceton aufgenommen. Die dabei dokumentierten Daten sind in Tabelle 3.1-5
zusammengefasst.

Tabelle 3.1-5: Korrelation von Blattfldche, Frischgewicht und Chlorophyligehalt von N. tabacum Var. Xanthi.

FG mg/cm? Chl a+b (pg)/mg FG Chla/b
Wildtyp (n = 34) 14,9 mg +/- 0,8 mg 2,6 ug+/-0,2 pug 3,2
bkt-Linie (n = 31) 13,5 mg+/-0,6 mg 2,2ug+/-0,1pg 3,2

3.1.7 Reduktion des Radikalgehalts durch Astaxanthin

Die Thylakoide aus WT und bkt-Linie wurden mit Blick auf ihre unterschiedliche
Pigmentkomposition im Folgenden auf ihre Wirkung als Radikalfanger hin untersucht. Es
wurde hierfiir in Ethanol ein Reaktionsansatz aus radikalischer Losung und den auf 1 ug Chl a
eingestellten Thylakoiden aus Wildtyp bzw. bkt-Linie hergestellt. Die Abnahme des
Radikalgehalts konnte photometrisch bei 734 nm {ber einen Zeitraum von 125 Minuten
dokumentiert werden. In diesem Versuch zeigte die bkt-Linie in der Langzeitreaktion
zunehmend einen hoheren Radikalumsatz als der Wildtyp, wohingegen die in
Dreifachbestimmung gemessenen Absorptionen fir beide Organismen zu Beginn der
Reaktion im Rahmen der Standardabweichung noch sehr nah beieinander lagen (Abb. 3.1-

10, Einzelmessungen in Anhang 7.4).
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Abbildung 3.1-10: Astaxanthin als Radikalfanger. Verwertung einer Radikallésung aus 7,6 mM ABTS und 2,45 mM K,SOs in
EtOH, gemessen bei 734 nm. Eingesetzt wurden Thylakoide aus 5-6 Wochen alten Blattern von N. tabacum Var. Xanthi WT
(schwarz, n=3) und bkt-Linie (rot, n=5) 4 1 ug Chl a.
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3.2 Struktur des Lichtsammelkomplexes FCPb von C. meneghiniana

3.2.1 Isolation des FCPb

Um den Lichtsammelkomplex FCPb auf seine strukturellen Eigenschaften naher untersuchen
zu konnen, wurde er zunachst im intakten Zustand aus den Thylakoiden einer 7 Tage im
Schwachlicht gewachsenen Cyclotella meneghiniana Kultur isoliert. Die Separierung der
Photosynthesekomplexe erfolgte in einem ersten Schritt (ber Anionenaustauscherchroma-
tographie (IEX). Abbildung 3.2-1 zeigt den Verlauf der Auftrennung. FCPb eluierte bei
Zugabe von 17-20 % Losung B, was einem Salzgehalt von ca. 130-150 mM NacCl entspricht.
Die Charakterisierung der Fraktionen erfolgte durch Absorptionsspektroskopie der
Elutionsmaxima (Abb. 3.2-1). Diese konnen den Photosynthesekomplexen wie folgt
zugeordnet werden: freies Pigment (1), Photosystem Il (2), FCPa (3), Photosystem | (4) und
FCPb (5), vgl. auch [59].
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Abbildung 3.2-1: lonenaustauscherchromatographie von solubilisierten Thylakoiden aus C. meneghiniana (Anzucht: 7
Tage, Schwachlicht). 1 = freies Pigment, 2 = Photosystem Il, 3 = FCPa, 4 = Photosystem I, 5 = FCPb [59].
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Abbildung 3.2-2: Absorptionsspektren der IEX-Fraktionen. Grau gepunktet (1) = freies Pigment, grau durchgehend (2) =
Photosystem I, schwarz (3) = FCPa, grau gestrichelt (4) = Photosystem |, braun (5) = FCPb

Durch die IEX konnten FCPa und FCPb voneinander getrennt werden. Die noch vorhandenen
Photosystemverunreinigungen in den FCP-Fraktionen wurden in einem zweiten Schritt Giber
diskontinuierliche Saccharosedichtegradienten entfernt (Abb. 3.2-3A). Die anschlieRende, in
Abbildung 3.2-3B dargestellte GroéBenausschlusschromatographie (SEC) zeigt das

groRenbedingt unterschiedliche Elutionsverhalten der isolierten FCPa- und FCPb-Fraktionen.
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Abbildung 3.2-3: Reinigung der iiber die IEX separierten FCPa- und FCPb-Fraktionen. A) Auftrennung der IEX-Fraktionen
von FCPa und b nach 22 h Ultrazentrifugation bei 230000 x g. C) GroRenausschlusschromatographie der via UZ gereinigten
FCPa (schwarz) bzw. FCPb (braun) Fraktionen. Der Lauf wurde spektroskopisch fiir Chl a bei 437 nm (durchgehende Linie),
bzw. 280 nm fur den Proteinanteil (gestrichelte Linie) verfolgt und anschlieBend auf 1 im Absorptionsmaximum normiert.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der gereinigten Komplexe wurden Absorptionsspektren
nach Anregung von 370 bis 750 nm (Abb. 3.2-4) bzw. Emissionsspektren nach Anregung von
Chlorophyll ¢ bei 465 nm (Abb. 3.2-4A) aufgenommen. Abbildung 3.2-4B stellt die im

Rotlichtbereich aufgezeichneten Absorptions- bzw. Emissionsmaxima vergrofRert dar. FCPb

absorbiert (671 nm) bzw. emittiert (674 nm) jeweils einen Nanometer vor FCPa (672 bzw.
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675 nm, vgl. auch [165]. Es zeigte sich im spektroskopischen Verhalten der
Lichtsammelkomplexe kein deutlicher Unterschied zwischen direkt aus
Saccharosedichtegradienten stammenden Proben bzw. den zusatzlich (ber die SEC

nachgereinigten Fraktionen.
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Abbildung 3.2-4: Spektroskopische Charakterisierung von FCPa (schwarz) und FPb (braun), gemessen nach SDG
(gestrichelt) bzw. SDG mit anschlieBender SEC (durchgehend).
Hauptbild: Absorptionsspektren im Bereich des sichtbaren Lichts.
A) Emissionsspektren der o.g. Proben. Anregung von Chlorophyll ¢ bei 465 nm, RT. B) VergroRerung der Absorptions- bzw.

Emissionsmaxima. Q,Maxima der Absorptionsspektren: FCPb (braun) = 671 nm, FCPa (schwarz) = 672 nm.
Emissionsmaxima: FCPb (orange) = 674 nm, FCPa (grau) = 675 nm, vgl. auch [165].

3.2.2 Grofe und Form des FCPb

3.2.2.1 Stabilitit des FCPb in der Gréfenausschlusschromatographie

Um die verschiedenen Oligomerisierungszustiande der FCP-Komplexe sichtbar zu machen,
wurden FCPa und FCPb unter verschiedenen Bedingungen auf ihre Stabilitat hin Gberprift
(Abb. 3.2-5). Als Referenz gelten jeweils die frisch aus dem Saccharosegradienten isolierten
Lichtsammelkomplexe, wobei FCPb bei kontinuierlicher Flussrate von 0,3 ml/min ca. 0,75 ml
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vor dem FCPa-Komplex eluiert. Abbildung 3.2-5 zeigt deutlich, dass die beiden Komplexe
stabil gegeniiber der langfristigen Lagerung bei -80 °C und einer 24-stiindigen Inkubation bei
4 °C sind. Das kurzzeitige Versetzen der Probe mit Hochsalzlésung (NaCl) vor dem Auftragen
auf die SEC simuliert den Salzschock, dem die Komplexe im Trocknungsprozess bei der
Kontrastierung mit Uranylacetat flir die Analyse im Transmissionselektronenmikroskop
ausgesetzt sind, das Lyophillisieren und Beglimmen der Probe (siehe Abschnitt 2.7) stellt den
Versuch dar, das Verhalten des getrockneten FCPb auf ein elektrisches Feld im o.g.

Kontrastiervorgang nachzuempfinden .
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Abbildung 3.2-5: Stabilitat von FCPa und FCPb. A) SEC von frisch isoliertem FCPa (schwarz) bzw. FCPb (braun) und 3 Tage
bei -80 °C eingefrorenem FCPa (grau) bzw. FCPb (orange), gemessen bei 437 (durchgehende Linie) und 280 nm (gestrichelt).
B) 3 Jahre bei -80 °C gelagerter FCPa (grau durchgehend), liber Nacht bei 4 °C inkubierter FCPa (grau gestrichelt), 4 Jahre bei
-80 °C gelagerter FCPb (orange durchgehend), Giber Nacht bei 4 °C inkubierter FCPb (lagerte 4 Jahre bei -80°C), anschlieRend
1’ versetzt mit 0,8 M NaCl (orange gestrichelt), FCPb (lagerte 4 Jahre bei -80°C ), 5 mit 5 M NaCl versetzt (braun gepunktet),
FCPb (2009) lyophyllisiert und beglimmt (braun gestrichelt).

Fiir den Nachweis der Monomere und einer davon ausgehenden Riickschlussmoglichkeit auf
die hoheren Oligomerisierungszustande von FCPb wurden die Komplexe harscheren
Bedingungen (Inkubation mit 100 mM B-DDM fiir 60 Minuten (FCPa) bzw. 3 Stunden (FCPb)
bei Raumtemperatur) ausgesetzt und wiederum (iber die SEC aufgetrennt (Abb. 3.2-6A).
FCPb (orange) zeigt dabei drei deutliche Maxima, FCPa (grau) hingegen zwei, die aber im
Elutionsverhalten deckungsgleich mit denen des FCPb sind. Bei beiden Proben sind jedoch
leichte Verschiebungen des ersten Maximums im Vergleich zu den als Referenz frisch
isolierten FCPa (schwarz) bzw. FCPb (braun) Komplexen erkennbar: Rechtsverschiebung um
50 pl bei FCPb (orange) und um 90 ul bei FCPa (grau). Die erhaltenen SEC-Maxima I-llI
wurden durch Absorptions- bzw. Emissionsspektren ndher charakterisiert (Abb. 3.2-6B, B1

fur FCPb, Abb. 3.2-6C bzw. C1 fur FCPa).
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Abbildung 3.2-6: Oligomerisierungszustande von FCPs. A) GréRenausschlusschromatographie: frisch aus SDG gereinigter
FCPa (schwarz) und FCPb (braun), FCPa inkubiert mit 20 mM B-DDM (grau) bzw. 100 mM DDM (hellgrau), FCPb inkubiert
mit 100 mM B-DDM (orange). Absorption bei 437 nm (durchgehende Linie) und 280 nm (gestrichelt).

B) Absorptionsspektren von FCPb: frisch aus SDG isoliert (braun durchgehend), SEC Maximum | (orange durchgehend), Il
(orange gestrichelt) und Ill (orange gepunktet). B1) Emissionsspektren von B), angeregt bei 465 nm.

C) Absorptionsspektren von FCPa: frisch isoliert isoliert (schwarz), versetzt mit 20 mM B-DDM: SEC Maximum Il (dunkelgrau
durchgehend), 1l (dunkelgrau gestrichelt), versetzt mit 100 mM B-DDM: SEC Maximum Il (hellgrau durchgehend), il
(hellgrau gestrichelt). C1) Emissionsspektren von C), angeregt bei 465 nm. Rote Pfeile zeigen die Chl ¢ - Emission.

Insbesondere bei Maximum Il wird sowohl fir FCPa als auch FCPb eine Verschiebung der
Absorptionsstarke im langerwelligen Absorptionsbereichs von Fucoxanthin (>520 nm) hin zu
dessen Absorption im Blaulichtbereich (<520 nm) sichtbar, der sich mit dem
Absorptionsbereich der Chlorophylle Gberschneidet. Dies spiegelt sich auch in der Protein-
bzw. Pigmentmessung wahrend des SEC-Laufs wieder (Abb. 3.2-6A). Normiert auf das jeweils
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erste Maximum der Proben sowohl in der Absorption von Chl a (437 nm), als auch fir die
Proteinabsorption (280 nm), erhoht sich bei Maximum Ill die 437 nm — Absorption deutlich.
Die Emissionsspektren zeigen bei Anregung von Chlorophyll ¢ bei 465 nm fiir das SEC-
Maximum [l von FCPa und FCPb eine deutliche Stérung der Energieweiterleitung auf
Chlorophyll a (Vgl. Chlorophyll c Emission bei ca. 634 nm in Abb. 3.2-6B1, C1).

Um zu priifen, ob dies an der volligen Zerstorung der Pigment-Protein-Bindung liegt oder ob
es sich lediglich um in ihrer Funktionalitat etwas beeintrachtigte Monomere handelt, wurde
in einem nachfolgenden Schritt fir FCPa eine mildere Solubilisierung (15-mindtige
Inkubation mit 20 mM B-DDM bei 4 °C) gewahlt.

Maximum Il ist hier in der SEC als Schulter zu erkennen, Protein (280 nm)- und Chlorophyll
(437 nm) - Absorption sind deckungsgleich (Abb. 3.2-6A, dunkelgrau gestrichelte bzw.
durchgehende Linie), es geht also kein Pigment verloren. Bei den zugehorigen
Absorptionsspektren zeigt sich auch hier fir das Maximum IIl die bereits beobachtete
Verschiebung der Absorptionsstarke vom hinteren in den vorderen Absorptionsbereich des
Fucoxanthins (Abbildung 3.2-6C). Die Energieweiterleitung von Chlorophyll c auf Chlorophyll
a ist in dieser milder solubilisierten Probe im Gegensatz zu dem 100 mM B-DDM Ansatz
intakt (Abb. 3.2-6C1).

Als GroRenreferenz wurde zudem der funktionell und strukturell verwandte
Lichtsammelkomplex LHCII, isoliert durch SDG von solubilisierten N. tabacum Thylakoiden,
eingesetzt. Das ca. 125 kDa grofRe Trimer von LHCII eluierte zwischen FCPa und FCPb mit

einem Abstand von ca. 170 ul auf FCPb (Abb. 3.2-7), ist also kleiner als der FCPb-Komplex.

rel. Absorption
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Abbildung 3.2-7: Vergleich der GréRenverhéltnisse von Lichtsammelkomplexen. FCPb (braun), LHCII (griin) und FCPa
(schwarz). Absorptionsmessung bei 437 nm.
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3.2.2.2 Gelelektrophoresen und Immunodetektionen

Die Reinheit der isolierten Lichtsammelkomplexe wurde anhand einer denaturierenden
Gelelektrophorese mit anschlieBender Silberfarbung bzw. der zugehdérigen Immuno-
detektion UGberprift (Abb. 3.2-8A,B). Es zeigt sich dabei sowohl flir den gereinigten FCPa (2)
als auch fiir FCPb (3) nur jeweils ein deutlich sichtbares Proteinsignal. Das unterste Signal des
GroRenstandards (M) entspricht einer GroRe von etwa 19 kDa (Abb. 3.2-8A links). Bei der
Immunodetektion mit a-FCP2 wurde die FCPb-Fraktion (3) auf eventuelle Verunreinigungen
mit FCPa getestet. Es kann hier im Gegensatz zu den Positivkontrollen (Thylakoide (1) und

FCPa (2)) keine Reaktion mit dem verwendeten Antikdrper beobachtet werden.

1 2 3 M 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 1 2 3
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Abbildung 3.2-8: Gelelektrophoretische Auftrennung von FCPa und FCPb. A) Silberfarbung der SDS-PAGE (links) und die
zugehorige Immunodetektion mit a-FCP2 (rechts) von C. m. Thylakoiden (1), tiber SDG gereinigte FCPa (2) und FCPb (3), M =
GroBenstandard Fermentas SM#0441. B) Blue Native Gel von C.m. (1) und die zugehdérigen Immunodetektionen mit a-FCP2
fur FCPa (2) und mit a-lhcf1-11 fur FCPb (3). C) Blue Native Gel von gereinigtem LHCII aus Tabak (1), Tabak Thylakoiden (2),

C.m. Thylakoiden (3) und gereinigtem FCPb (4). Schwarze Pfeile: LHCII-Trimere, graue Pfeile: Monomere von LHCIl und
FCPa, rote Pfeile: FCPb-Trimer. D) C.m. Thylakoide (1) im GréRenvergleich mit gereinigtem FCPb (2) und FCPa (3).

Die Abbildungen 3.2-8B-D zeigen verschiedene native Gelelektrophoresen, um die
Oligomerisierung von FCPa und FCPb zusatzlich unabhangig von den SEC-Analysen (Abschnitt
3.2.1) zu betrachten.

In Abb.3.2- 8B Spur 1 wurden C. meneghiniana Thylakoide nach 5-mindtiger Solubilisierung
mit 20 mM B-DDM in einer Blue Native - Gelelektrophorese aufgetrennt. Spur 2 zeigt die
Immunodetektion mit dem FCPa detektierenden a-FCP2 nach Ubertragung der im Gel
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Western Blot). Im Anschluss wurden die
gebundenen Antikdrper wieder entfernt (Stripping) und die Membran mit FCPb
detektierendem a-fcpl-11 inkubiert (Spur 3). Die Immunodetektionen zeigten jeweils ein
spezifisches Signal fir FCPa und FCPb auf Hohe der in der BN-PAGE deutlich sichtbaren
braunen Proteinbanden. Abbildung 8C zeigt den Vergleich des Laufverhaltens von via SDG

gereinigtem LHCIl (Spur 1) aus N. tabacum, den zugehorigen Thylakoiden (Spur 2),
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Thylakoide aus C. meneghiniana (Spur 3) und dem zugehorigen, Uber IEX und SDG
gereinigten FCPb (Spur 4).

Die gereinigten Lichtsammelkomplexe (1,4) laufen sowohl bei N. tabacum (schwarze Pfeile)
als auch bei C. meneghiniana (rote Pfeile) bei etwas niedrigerem Molekulargewicht als die
entsprechenden Banden in den aufgetrennten Thylakoiden (2,3). LHCII zeigt dabei in jedem
Fall ein hoheres Molekulargewicht als FCPb und FCPa. Letzterer befindet sich etwas
unterhalb der GréRe des LHCII Monomers (1,3; graue Pfeile).

In Abbildung 8D wird das Laufverhalten von gereinigtem FCPa (3) und FCPb (2) noch einmal
im Vergleich zu solubilisierten Thylakoiden (1) verdeutlicht: der gereinigte FCPb lauft wie
schon in 8C leicht unterhalb der oberen braunen Bande der Thylakoidprobe, der gereinigte
FCPa deutlich darunter.

In der Analyse Uber native Gelsysteme zeigte sich der FCPb-Komplex stets kleiner, in der

GroRenausschlusschromatographie(Abb. 3.2-6, 3.2-7) jedoch grofRRer als das LHCII-Trimer.

3.2.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Fir einen weiteren GroRRenvergleich zwischen den Lichtsammelkomplexen aus C.
meneghiniana und N. tabacum wurden wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben im
Transmissionselektronenmikroskop Bilder der aus dem SDG entnommenen und mittels

Uranylacetat kontrastierten Proben in 300000-facher VergrofRerung mit einer CCD-Kamera

Abbildung 3.2-9: GroBenvergleich verschiedener Lichtsammelkomplexe im Transmissionselektronenmikroskop. Von links
nach rechts: FCPb, LHCIl und FCPa auf hydrophilem Kohlefilm bei 300000-facher VergroRerung. Der angegebene MaRstab
entspricht 10 nm.

(1000x1000 Pixel) aufgenommen (Abb. 3.2-9). Als hydrophiler Trager fiir die Proteinldsungen

diente hier ein mit negativer elektrischer Ladung versehener Kohlefilm.
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Die Partikel von LHCII, FCPb und FCPa zeigen eine GréRe von ca. 7-8 nm, wobei insbesondere
die FCPa-Probe deutlich zerfallener wirkte und im Gegensatz zu LHCIl und FCPb mehrheitlich
auch wesentlich kleinere Fragmente aufwies. Da der FCPb-Komplex hier im GréRBenbereich
des LHCII-Trimers liegt, wird es in der Folge als FCPb-Trimer bezeichnet.

In Abb. 3.2-10-A1 sind exemplarisch Seitenansichten der in Abb. 3.2-9 gezeigten FCPb-Probe
dargestellt. Durch das Verwenden von unbehandeltem Kohlefilm als hydrophobem Trager
fir die Proteinldsung orientierten sich die in B-DDM-Detergenzhiillen geldsten FCPs seitlich
zur Trageroberflache. Obwohl die gleiche Verdiinnung (1:20) wie fiir die oben dargestellte
Aufsicht verwendet wurde, blieb im Verhéltnis dazu durch die fehlenden Wechselwirkungen
zwischen Protein und Kohlefilm nur ein Bruchteil der Proteine haften. Es konnte auf dem
hydrophobem Kohlefilm keine signifikante Partikelmenge im GroRenbereich der in Abb. 3.2-

9 gezeigten Aufsichten der FCPb-Trimere gefunden werden.
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Abbildung 3.2-10: Seitenansichten des FCPb. A1) Gezeigt sind exemplarische TEM-Aufnahmen von FCPb Seitenansichten
auf hydrophobem Kohlefilm bei 300000-facher VergréRerung mit einer Breite von ca. 6 nm und variablen Langen, die in A2
naher ausgewertet sind. MaRstab = 20 nm. A2) Statistische Verteilung der Ldngen von 229 FCPb-Partikeln in Seitenansicht.
Gruppiert wurden jeweils Partikellingen mit gleicher Vorkommastelle (graue Symbole), bzw. die Summe der beiden
zahlenmiRig gréRten Gruppen im Bereich von 13-15 nm (0 14 nm +/- 0,6 nm) bzw. 19-21 nm (A 19,9 nm +/- 0,6 nm).

Etwa 25 % der insgesamt 229 auswertbaren Seitenansichten zeigten eine Lange von 14 nm

+/- 0,6nm, 17,5 % sind etwa 19,9 nm +/- 0,6nm lang (Abb. 3.2-10-A2). Die Partikelbreiten
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schwanken zwischen ca. 6-8 nm. Durch mogliche Kippstellungen dieser 229 ausgewerteten
Seitenansichten ist die Breite nicht zuverldssig zu bestimmen.

Die Léange der in Abb. 3.2-11C1 gezeigten Hexamer-Aufsichten (Summe aus 27 Einzelbildern)
betragt ca. 14 nm, ihre Breite liegt im Bereich der in Abb. 3.2-9 gezeigten FCPb-Rohpartikel-
Durchmesser von ca. 7-8 nm. In Anbetracht der Unscharfe auf Grund der wenigen
Partikelbilder, die aufsummiert wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich in
Abb. 3.2-11C1 auch um Seitenansichten und nicht um eine hexamere Anordnung der FCPs

handeln kdonnte.

In der Einzelpartikelanalyse (Abschnitt 2.11.3) wurden die bei 133000x VergrofRerung
gemachten Aufnahmen zueinander ahnlicher FCPb-Trimere fir eine bessere Auflésung
summiert, woraus sich in verschiedenen Klassen zwei dominierende Ansichten ergaben (vgl.
auch Erlduterungen in 2.11-3B und C) Abb. 3.2-11-B1, oben: Summe aus 2661 Einzelbildern,
unten: Summe aus 4344 Einzelbildern). Diese Ansichten sind sehr &dhnlich zueinander,
wenngleich die Summe aus 4344 Partikeln etwas grofler und runder ist, als die Summe der
2661 Einzelpartikel. Diese beiden Bilder kénnten, ohne dass eine konkrete Zuordnung
moglich ist, als Vorder- bzw. Riickseite des FCPb deklariert werden. Ihre Grof3e belduft sich
auf etwa 6-7 nm. In beiden Bildern erkennt man die dreiseitige Struktur, die auch schon vom
LHCII bekannt ist (Abb. 3.2-11-B2, hier: mit FCP-Pigmenten, zusammengestellt von C. Biichel
nach Premvardhan et al. (2010) [51] und Liu et al. (2004) [30].

Die hier analysierte FCPb-Probe war in Hinblick auf die PartikelgroRe insgesamt sehr
homogen, es konnten jedoch auch einige wenige, groRere Partikel gefunden werden (Abb.
3.2-11-C1: potentielle Hexamere (Summe aus 27 Einzelbildern), C2: potentielle Nonamere

(Summe aus 8 Einzelbildern) mit je ca. 14 nm Durchmesser).
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Abbildung 3.2-11: Aufsichten des FCPb nach Einzelpartikelanalyse. Schwarze MaRBstdabe = 5 nm.

B1) Strukturen des FCPb Trimers nach Einzelpartikelanalyse, ggf. Ansichten von zwei Seiten. Oben: Summe aus 2661
Einzelbilden, unten: Summe aus 4344 Einzelbildern.

B2) Modell der Rontgenstruktur des LHCII-Trimers aus Spinat mit FCP-Pigmenten (von C. Biichel nach Premvardhan et al.
(2010) [51] und Liu et al. (2004) [30], blau/rot: Fucoxanthin, griin/ grau/schwarz: Chl a, braun: Chl c).

B3) Zur Veranschaulichung der strukturellen Ahnlichkeit angefertigte, maRstabsgerechte Kombination aus B1 und B2.

C1) Potentielle hexamere Struktur des FCPb mit einer Ldnge von ca. 14 nm, Summe aus 27 Bildern.

C2) Potentielle nonamere Struktur des FCPb mit einer Seitenldnge ca. 13 nm, Summe aus 8 Bildern.

D1 & D2) Schematische, maRstabsgerechte Ubertragung der hier rot umrandeten Trimere (D2, BoxgroRe 64x64 Pixel) auf
die potentiellen Strukturen der hoheren Oligomere (D1, BoxgroRe 128x128).
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung des Ketocarotinoide produzierenden N. tabacum

4.1.1 Bindung der Ketocarotinoide an die Lichtsammelproteine

Neben der Charakterisierung allgemeiner Auswirkungen der Ketocarotinoid-Produktion in .
tabacum auf die Thylakoidstruktur stellt sich vor allem die Frage, ob die Ketocarotinoide
anstelle der nativen Carotinoide funktionell an die Lichtsammelproteine, insbesondere die
Untereinheiten des Hauptantennenkomplexes LHCII, zu binden vermogen.

Bereits 1969 wurde in den Photosystemfraktionen des Cyanobakteriums Anabaena variabilis
das sekundare Carotinoid Echinenon gefunden [166]. 1992 folgte ein Bericht Gber am LHCI
der Griinalge Eremosphaera viridis gebundene Ketocarotinoide, wobei hier insbesondere
Canthaxanthin, in geringerem MaRe aber auch Astaxanthin in zwei veresterten Formen und
Echinenon detektiert werden konnten [167]. In in vitro Rekonstituierungsversuchen mit
monomerem LHCIl wurde gezeigt, dass Astaxanthin, im Gegensatz zu Canthaxanthin,
vermutlich auf Grund einer OH-Gruppe am dritten C-Atom des Cyclohexanrings, mit einer zu
Neoxanthin vergleichbaren Affinitdt an die LHCII-Proteine zu binden vermag [168]. Ob diese
Bindung funktionell beziglich der Energieweiterleitung war, kann anhand der
veroffentlichten Daten nicht nachvollzogen werden.

Fiir die Assemblierung von LHCII-Monomeren ist nach den Erkenntnissen diverser in vitro
Rekonstituierungsversuche neben den posttranslational in den Chloroplasten importierten
Apoproteinen die Verfligbarkeit der an diese Lichtsammelproteine bindenden Pigmente
unerlasslich [35], [36], [169]. Da jedoch auch gezeigt wurde, dass die Carotinoidbindestellen
im LHCII nicht nur spezifisch mit einem Pigment interagieren [32] und in Anbetracht der o.g.
Lhc-Rekonstituierung mit Astaxanthin stellt sich die Frage nach der Austauschbarkeit der
nativen Pigmente gegen die in der bkt-Linie erzeugten Ketocarotinoide.

Eine Besonderheit bei der Besetzung der N1-Bindestelle im LHCII-Monomer ist, dass
Neoxanthin in seiner 9-cis-Konformation gebunden wird, die Luteine und Violaxanthin an
ihren Bindestellen hingegen alle in ihrer trans-Konformation [40]. Diese Bindestelle scheint
eine cis-Konformation unbedingt vorauszusetzen, da Violaxanthin in Neoxanthin-
Deletionsmutanten von A. thaliana in cis-Konformation umgewandelt wurde und in diesem

Zustand an N1 binden konnte [170]. Fur Astaxanthin konnten in Haematococcus lacustris in
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vivo vorkommende cis-Isomere gezeigt werden, darunter auch die 9-cis-Konformation [171].
Obwohl nicht aufgeklart ist, welche Konformation die Ketocarotinoide in der hier
untersuchten Pflanze aufweisen, unterstiitzen die oben zusammengefassten Erkenntnisse
das in vitro schon gezeigte Potential des Astaxanthins, auch in vivo an den LHCII binden zu
kdnnen.

Neben Neoxanthin werden auch die meisten Chl b Molekiile in der Peripherie von Helix C
eines LHCII-Monomers gebunden [30]. Die An- bzw. Abwesenheit von Neoxanthin verursacht
dabei eine leichte Veranderung in der raumlichen Ausrichtung der Chlorophyll b Molekiile,
ohne jedoch den Energietransfer von Chl b auf Chl a zu beeintrachtigen [33]. Die Bindung
von Neoxanthin an Helix C wird stabilisiert Gber eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
dem epoxidierten Cyclohexanring des Xanthophylls und einem Tyrosin-Rest der Helix, wobei
die 3-OH-Gruppe von besonderer Bedeutung zu sein scheint [168]. Sofern Astaxanthin im
vorliegenden Fall an die Neoxanthin-Bindestelle N1 bindet, kdnnte es mit seiner im Vgl. zu
Neoxanthin auf Grund der beiden Keto-Gruppen etwas verringerten Polaritdt zu einer
leichten Beeintrachtigung der Konformationen der umliegenden Chl b Molekiile fiihren, so
dass eine optimale Energieweiterleitung von angeregtem Chl b auf Chl a nicht mehr moglich
ist und die Uberschiissige Energie daher in Form der beobachteten Chl b Fluoreszenz
abgegeben werden muss.

Wenngleich also nicht ausgeschlossen werden kann, dass Astaxanthin an die
Lichtsammelproteine zu binden vermag, muss mit Blick auf den Vergleich von Absorptions-
zu Anregungsspektren (Abb. 3.1-7, 3.1-8) jedoch betont werden, dass es in keinem Fall eine
funktionelle, der Energielibertragung auf Chl a dienende Bindung zu sein scheint.

In Hinblick auf eine spezifische Assoziation des Astaxanthins mit dem LHCII sei erwahnt, das
in der BN-PAGE, neben den hier verstarkt auftretenden LHCII-Monomeren, keine den
Ketocarotinoiden entsprechende, rotliche Farbung auf dem Gel festgestellt werden konnte,
die in Folge einer schwachen, unspezifischen Bindung abgeldstes Pigment reprasentieren

konnte (Abb. 3.1-6B).

4.1.2 Auswirkung der Ketocarotinoide auf die LHCII-Trimerisierung
Die Anwesenheit von Neoxanthin wurde als nicht essentiell fiir den stabilen Aufbau der
LHCII-Monomere beschrieben [32], [172]. Es wurde aber fur die LHCII-Trimere ein héherer

Neoxanthingehalt, bzw. eine groRere Affinitat des Neoxanthins zu Trimeren als zu den
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Monomeren nachgewiesen [116], [168]. Neoxanthin konnte also neben dem N-terminalen
Proteinbindemotiv WYGPDR und dem Membranlipid Phosphatidylglycerin durchaus auch
eine Rolle fur die Stabilitdt der Trimere spielen und auf Grund seiner in der Peripherie
gelagerten, etwas aus dem Komplex in die Thylakoidmembran ragenden Struktur die
Bindung an andere Photosynthese-Proteine vermitteln [40], [41], [44], [45]. Anhand der lutl
und /ut2 Mutanten von A. thaliana wurde zudem gezeigt, dass Lutein fiir eine stabile
Trimerisierung des LHCII essentiell ist [173].

Insbesondere Neoxanthin fehlte in der hier untersuchten bkt-Linie vollig und die Menge an
Lutein pro Chl a war um etwa die Hélfte reduziert (Tab. 3.1-4B), so dass vor dem o.g.
Hintergrund wissenschaftlicher Erkenntnisse (Stabilisierung der LHCII-Trimere) eine
entsprechende Reduktion des trimeren LHCII-Komplexes zu erwarten war. Die LHCII-Trimer-
Fraktion im Saccharosedichtegradienten fiir die bkt-Linie schien auch deutlich weniger
ausgepragt als im Wildtyp, obwohl das Chl a/b Verhaltnis in beiden Organismen identisch
war. Der direkte Vergleich der LHCII-Fraktionen durch eine Blue Native PAGE zeigte zudem
eine etwas grollere Instabilitat der aus der bkt-Linie isolierten Trimere (Abb. 3.1-6B). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass zwar in WT und bkt-Linie in gleichem MaRe LHCII-
Monomere pro Photosystem gebildet werden, in der bkt-Linie jedoch nicht allesamt zu
Trimeren assemblieren bzw. die Bindung zwischen den Monomeren innerhalb eines
Komplexes geschwacht sein kdnnte.

Bereits fiir die Thylakoide und in der Folge auch fir die daraus isolierten, vollstandig
assemblierten LHCII-Trimere zeigte sich eine geringe Chl b - Emission nach Anregung im
Absorptionsmaximum von Chl b als Indikator fir eine Ileicht beeintrachtigte
Energielibertragung zu Chl a (3.1-8D).

Als Folge der beeintrachtigten LHCII-Trimerisierung ist das deutlich reduzierte NPQ-Level in
der bkt-Linie zu benennen (Abb. 3.1-2), das trotz des nur leicht verringerten Violaxanthin/Chl
a - Gehalts als essentiellem Bestandteil der pH-abhdngigen Energiel6schung die postulierte
Notwendigkeit der Aggregation intakter LHCII-Trimere zur Bildung der fir das NPQ
bendtigten Ausbildung sogenannter ,Quenching”-Zentren unterstitzt [40], [125]. Von der
Forschergruppe um R. Bassi wurde postuliert, dass der Zerfall des LHCII-CP24-CP29-Verbunds
(siehe vergleichend auch Abb. 1.2-2) im PSII-LHCII-Superkomplex unter Starklicht-
bedingungen maligeblich an der Ausbildung des NPQ beteiligt ist [124]: mit steigendem

Anteil dissoziierter minorer und LHCII- Antennenproteine steigt auch das NPQ.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die hier liber Saccharosegradienten aufgetrennten
Thylakoide zuvor nicht mit Starklicht behandelt, zeigten in der bkt-Linie jedoch zum einen
das Fehlen der PSII-LHCII-Superkomplexe und zum anderen wurde kaum NPQ ausgebildet
(Abb. 3.1.6A, Abschnitt 3.1.2.1). Es ware fir zuklnftige Arbeiten noch eine mogliche
Fragestellung, ob sich in Abhédngigkeit von in Starklicht- und Normallicht-behandelten
Blattern Unterschiede in der Fraktionszusammensetzung von den entsprechend belichteten,
Uber Saccharosedichtegradienten aufgetrennten Thylakoiden zeigen, die ggf. mit
Veranderungen im NPQ-Level korrelieren. Ob dies letztendlich zu einem weiteren
Erkenntnisgewinn hinsichtlich der zu Grunde liegenden NPQ-Mechanismen beitragt, kann
derzeit nicht mit Sicherheit gesagt werden. Dies ist nicht zuletzt auch in der fehlenden
Klarheit darlber begriindet, ob die hier bereits im Normallicht beobachtete Dissoziation der
PSII-LHCII-Superkomplexe bereits in vivo vorlag oder durch die strukturell beeintrachtigten

Thylakoide der bkt-Linie erst praparationsbedingt erfolgte.

4.1.3 Auswirkung der Ketocarotinoide auf die PSII-LHCII-Superkomplex-Assemblierung

Die hier untersuchte bkt-Linie zeichnete sich bei den SDG durch das Fehlen von PSII-LHCII-
Superkomplexen und einem héheren Anteil an dissoziierten PSIl Dimeren aus (3.1-6A,B). Da
Wildtyp- und bkt-Linien-Thylakoide unter gleichen Bedingungen solubilisiert worden sind,
scheint der Zerfall der Superkomplexe in der bkt-Linie wahrend der Auftrennung der
Granathylakoide im Saccharosedichtegradienten (Abb. 3.1-6A) in einer gestérten Bindung
der LHCII-Trimere Uiber die minoren CP24, CP26 und CP29 an PSIl begriindet zu sein. Auch
die minoren Antennenproteine binden Lutein, Viola- und (auBer CP24 [174]) Neoxanthin,
wenngleich die Spezifitat fiir die Art der Carotinoide an den entsprechenden Bindestellen
hier schwacher ausgepragt ist als im LHCII [37], [168], [175], [176]. Inwieweit die gebildeten
Ketocarotinoide den Zusammenbau der Superkomplexe und das stabilere Zusammenlagern
der PSII-Monomere durch zufalliges Anlagern innerhalb der Thylakoidmembran und ggf.
einer damit verbundenen Veranderung der Membraneigenschaften oder durch Stérung der
Protein-Proteininteraktion durch spezifisches Anlagern an die Lhcs verhindern, bleibt aber
offen. Die vergleichenden HPLC-Analysen von Blattmaterial und Thylakoiden zeigten jedoch,
dass ein Grof3teil der gebildeten Ketocarotinoide in den isolierten Membranen verblieb. Der
verbleibende Rest konnte in den bei der bkt-Linie etwas vergroRerten Plastoglobuli

akkumuliert sein (Abb. 3.1-4). Zumindest Canthaxanthin kommt auf Grund der Abwesenheit
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von C3-Hydroxyl-Gruppen am Cyclohexanring fiir eine Bindung an den LHCII nicht in Frage
[168] und die den nativen Stochiometrien funktionell eingebauter Carotinoide leicht
Ubersteigende Menge an Ketocarotinoiden in der bkt-Linie spricht flr eher willkirliche
Wechselwirkungen der hydrophoben Kohlenstoff-Ketten der Carotinoide mit den
hydrophoben Thylakoidmembranen, so dass es hier durchaus zur Verhinderung der
Superkomplex-Assemblierung und einer groReren Instabilitdit des PSII-Dimers kommen

kénnte.

4.1.4 Funktionelle Auswirkungen der Ketocarotinoide auf den Photosyntheseapparat

Die Grinalge Haematococcus ist einer der wenigen Organismen, die unter
Stressbedingungen relativ  hohe Mengen an Astaxanthin synthetisieren konnen.
Stressbedingungen koénnen Nahrstoffveranderungen [177]-[179] und/oder einfallendes
Starklicht sein, in deren Folge unter anderem eine reduzierte Photosyntheserate, ein
flacherer OJIP-Kurvenverlauf und damit einhergehend ein verringertes F,/F,, auftreten [180]-
[183]. Die Bildung der Ketocarotinoide war dabei entweder durch Naherstoffmangel [180]
und/oder Starklicht [181]-[183] und/oder der Umwandlung der Algenzellen in ihre
Ruheformen, die sogenannten Aplanosporen [180], [181], [183], verbunden, so dass die o.g.
Effekte nicht zwangslaufig auf die hier verwendete bkt-Linie von N. tabacum Var. Xanthi
Ubertragbar sein missen. Sie zeigen aber Veranderungen in der Photosynthese, die auch
hier beobachtet wurden (Abb. 3.1-2, 3.1-3) und deren Ursachen in der Folge naher
diskutiert werden.

In Haematococcus wird den sekundaren Carotinoiden durch Ansammlung im Cytoplasma ein
sogenannter ,Abschirmungseffekt vor Uberschissiger Lichtenergie zugesprochen [182],
[184], der auch hier Ursache fir die verringerte in vivo Fluoreszenz (Abb. 3.1-3) sein kdnnte.
Es gilt jedoch zu beachten, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ketocarotinoide
mehrheitlich direkt an oder in der Thylakoidmembran gelagert sind (Tab. 3.1-4) und ein
Einbau in die Lichtsammelkomplexe [167], [168] nicht ausgeschlossen werden kann.
Insbesondere in der LHCII-Fraktion ist eine deutliche Reduktion der Chlorophyll a -
Fluoreszenz in der bkt-Linie nach Anregung von Chl b bei gleichem Chlorophyll a - Gehalt wie
im WT (Abb. 3.1-8C,D) zu erkennen. Diese wird sicherlich zum Teil durch die leichte
Chlorophyll b - Emission dem damit verbundenen, unvollstandigen Energietransfer von Chl b

auf a verursacht. Da die Chlorophyll b-Emission hier jedoch sehr gering ausfillt, liegt es
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durchaus im Rahmen des Moglichen, dass durch den Ketocarotinoid-Anteil in der bkt-Linien-
Probe von vornherein eine geringere Menge des eingestrahlten Lichts an den akzessorischen
Pigmenten des LHCs ankommt, so dass hier generell weniger Energie Ubertragen werden
kann. Ein weiterer Grund fir die reduzierte Chl a - Fluoreszenz kénnte aber auch die direkte
Singulett-Singulett-Energielibertragung von Chlorophyll a auf Astaxanthin sein, sofern
Astaxanthin funktionell in den LHCII eingebaut werden wiirde und sofern der S;-Zustand des
Astaxanthins unter dem Qy-Level des Chlorophylls liegt und eine entsprechende raumliche
Anordnung der Pigmente selbiges gewahrleistet. Das Energielevel-Schema fiir Astaxanthin
wurde bereits untersucht und die Geschwindigkeiten der Umwandlung angeregten
Astaxanthins (S,=2S;) zurlick in dessen Grundzustand (S;—=> So) in diesem Zusammenhang
bestimmt, jedoch leider nicht in Bezug zum Chlorophyll [185]. Vergleichende Femto-
sekundenspektroskopie konnte hier mehr Aufschluss Uber die Lage des S;- bzw. Qy-Levels
von Astaxanthin bzw. Chlorophyll geben.

Die Rohdaten der Anregungsspektren zeigen liber den gesamten Messbereich eine deutlich
niedrigere Chlorophyll a - Fluoreszenz, insbesondere in der LHCII-Fraktion der bkt-Linie (Inset
in Abb. 3.1-8B), die sowohl fir eine abschirmende Wirkung des Astaxanthins als auch fir
eine mogliche S;-S;-Energielibertragung von Chlorophyll a auf Astaxanthin sprechen kénnen.
Das verringerte F,/F, - Verhaltnis in der bkt-Linie (Tab. 3.1-1) deutet jedoch auf zusatzliche
Beeintrachtigungen im PSII hin, da selbst bei einem Abfangen bzw. des S;-Transfers eines
Teils der eingestrahlten Lichtenergie durch bzw. auf Astaxanthin das Verhdltnis aus
Grundfluoreszenz und Maximalfluoreszenz in WT und bkt-Linie gleich bleiben sollte.
Entsprechend missten die nicht normierten OJIP-Kurven (Abb. 3.1-3A) der bkt-Linie dann
zwar unterhalb der Fluoreszenz des WT, aber in jedem Fall parallel zur Kontrolle verlaufen.
Sie flachen jedoch deutlich ab. Eine direkte fluoreszenzléschende Wirkung der
Ketocarotinoide als Ursache fiir die angeflachte OJIP-Kurve inkl. des im Vergleich zum
Wildtyp deutlich reduzierten F,, setzt die direkte Nadhe der Ketocarotinoide zum
Reaktionszentrum voraus, die in vivo so bisher nur von Echinenon im Cyanobakterium
Anabaena beschrieben wurde [166]. Die in 4.1-4 beschriebene Lockerung der PSII-LHCII-
Strukturen in der bkt-Linie konnte eine unspezifische Anlagerung der Ketocarotinoide und
damit eine solche Fluoreszenzléschung zumindest theoretisch ermdglichen.

Die Ketocarotinoide produzierende bkt-Linie weist in den OJIP Kurven zusatzlich zu den o.g.

Beeintrachtigungen in der Energieweiterleitung von Chl b auf Chl a im Lichtsammelkomplex
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auch eine Storung des Elektronenflusses im PSIl auf (Abb. 3.1-3B). Diese ist bei Weitem nicht
so stark ausgepragt, wie der fir die Blockade des Elektronenabflusses von Qa auf Qg durch
Zugabe des Phenylharnstoffderviats DCMU (3-(3,4-Dichlorophenyl)-1,1-Dimethylharstoff)
beobachtete, exponentielle Fluoreszenzanstieg [186], weist jedoch auf einen leichten
Elektronenstau vor dem Akzeptorchinon B (Qg) und damit auf dessen im Vergleich zum WT
langer andauernden Reduktionszustand hin [186], [187]. Mogliche Ursache hierfiir ware eine
leicht beeintrachtigte Mobilitat des dissoziationsfahigen, doppelt reduzierten Qg oder dessen
entsprechendem, oxidierten Ersatz-Chinon aus dem mobilen Plastochinonpool durch eine
Verringerung der Membranfluiditdt, verursacht durch die eingelagerten Ketocarotinoide.
Solch ein Einfluss der Xanthophylle auf Lipiddoppelmembranen wurde als positiv fir die
Thermostabilitdt und die antioxidante Wirkung in Hinblick auf Lipidperoxidation beschrieben
[188], [189]. Insbesondere letzteres konnte auch hier im Falle einer starkeren
Radikalreduktion durch die ketocarotinoidhaltigen Thylakoide beobachtet werden (Abb. 3.1-
10). Die Verringerung der Membranfluiditdt konnte in dem hier erzeugten, kinstlichen
System jedoch auch zu einer funktionellen Beeintrachtigung der Photosynthesekomplexe

und ihrer oben beschriebenen Assemblierungsproblematik fiihren.

4.1.5 Auswirkungen der Ketocarotinoidproduktion auf die Thylakoidstruktur

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Chloroplasten aus bkt-Linie und Wildtyp
haben gezeigt, dass die Stapelung der Granathylakoide in der bkt-Linie deutlich
beeintrachtigt ist (Abb. 3.1-5). Es sind zwar durchaus Granastapel zu erkennen, daneben
existieren jedoch, verglichen mit dem Wildtyp, ausgesprochen weite Bereiche vereinzelter,
ungeordneter Thylakoidmembranen.

In ersten in vitro Experimenten zu den Ursachen fir die Stapelung der Thylakoidmembranen
konnte nachgewiesen werden, dass die Granastapel sowohl durch die Abwesenheit von
einfachen und zweifachen Kationen wie KCl und MgCl, als auch durch einen negativen
Anstieg der Nettoladung der Granathylakoidmembran abnehmen [190]-[192]. Neben der
damit verbundenen Bedeutung der van der Waals - Krafte fur die Interaktion zweier
Membranen, erganzte spater vor allem die Erkenntnis um die Rolle des LHCII das Bild der
Ursachen fiir die Granastapelung in Chlorophyll a/b-haltigen Organismen: So konnte fir eine
Gersten-Mutante mit verringertem Chl b Gehalt ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich
geringeres Ausmald der Granastapel gezeigt werden [193]. Als mogliche Ursache der LHCII
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vermittelten Adhédsion zweier Thylakoidmembranen wurden hierfir hydrophobe
Interaktionen gegeniiberliegender LHCII-Proteine postuliert [194]. Dieses Modell der LHCII-
Interaktion konnte durch die Analyse von LHCII-Molekiilen im 2D-Kristallgitter prazisiert
werden: die positiv geladene Peptidsequenz am N-Terminus eines LHClls interagiert
,klettverschlussartig” mit der negativ geladenen Oberfliche des gegeniberliegenden
Komplexes [47]. Insbesondere die trimere Struktur dieses aus den Untereinheiten lhcbl,
Ihcb2 und Ihcb3 bestehenden Lichtsammelkomplexes ist dabei von besonderer Bedeutung.
So konnte zwar fir lhcb1l/lhcb2-Antisense-Mutanten von A. thaliana trotz fehlenden LHCII-
Trimers die gleiche Art Granastapel wie im WT beobachtet werden [195], Ursache dafiir war
jedoch die Entstehung eines LHC-Trimers aus lhcb3 und dem eigentlich monomeren,
minoren Lichtsammelprotein CP26 [196]. Neueste Experimente in A. thaliana erweitern das
Bild der fiir die Thylakoidstapelung notwendigen Faktoren um das Protein CURT1, das fiir die
Krimmung der Thylakoide am Rand der Grana verantwortlich zu sein scheint und damit die
Stapelbildung per se erst moglich macht [197].

Vor dem Hintergrund dieses Wissens Uber die Ursachen fiir die Entstehung der Granastapel
in hoheren Pflanzen stellt sich die Frage, weshalb die Ketocarotinoide produzierende Tabak-
bkt-Linie im Vergleich zum Wildtyp in der vorliegenden Arbeit deutlich lockerere
Thylakoidstapel aufweist. Da es sich hier um Blattquerschnitte von auf gleichem Substrat
gewachsenen Pflanzen handelt, liegen die Reduktion des LHCII-Gehalts und/oder eine
beeintrachtigte Assemblierung des LHCII als mogliche Ursachen fiir das verringerte MaR an
Granastapeln nahe. Ein Indiz flir die Verringerung der LHCII-Menge stellt die verringerte
Grundfluoreszenz Fg in den direkt am Blatt durchgefiihrten Mini-PAM- bzw. PEA-Messungen
dar (Tab. 3.1-1, Abb. 3.1-3A). Die HPLC-Analysen zeigten zudem eine deutliche Reduktion
von Chl a und b pro Trockengewicht in der bkt-Linie (mit ca. 31,9 nmol im Vgl. zu ca. 57,4
nmol beim WT), das Verhaltnis von Chl a zu Chl b unterschied sich jedoch mit einem Wert
von jeweils 3,2 bei bkt-Linie und Wildtyp nicht (Tab. 3.1-4). Stattdessen konnte bei der bkt-
Linie neben der Verringerung des Gesamtchlorophyligehalts pro Blattfliche eine deutliche
Verringerung aller detektierbaren Pigmente pro Trockengewicht gegeniiber dem Wildtyp
ermittelt werden (Tab. 3.1-4A).

Damit deutet auch die hier beobachtete Stapelungsproblematik bei den Thylakoiden der bkt-
Linie auf eine in vivo bereits beeintrachtigte LHCII-Assemblierung hin, da im Falle intakter

LHCIl-Trimere nach den oben beschriebenen Erkenntnissen die Stapelung der
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Granathylakoide nicht sonderlich beeintrachtigt sein sollte. In Anbetracht der o.g. gleichen
Chl a/b Ratio fir WT und bkt-Linie, sprich: der vergleichbaren Menge an LHC pro
Photosystem, sollte sie wegen des insgesamt reduzierten Pigmentgehalts und den damit
korrelierenden Photosystemproteinen lediglich kleiner, aber doch mit geordneter Struktur

ausfallen.

Die hier dargestellte, gestorte Granathylakoidstapelung, die verringerte Trimerisierung des
LHCII und auch die Chl b - Emissionen der bkt-Linie sind Indikatoren fir eine mogliche
Assoziation des Astaxanthins an die Lichtsammelproteine. Ob Astaxanthin tatsachlich in den
LHCII eingebaut wird, bleibt aber letztendlich offen. Sicher ist, dass es selbst im Falle einer
Bindung an die N1-Bindestellen der monomeren LHCIl-Untereinheiten in funktionieller

Hinsicht nicht der Energielibertragung auf Chlorophyll a dient.
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4.2 Der Lichtsammelkomplex FCPb aus C. meneghiniana

4.2.1 GroRe und Stabilitat der Lichtsammelkomplexe FCPa und FCPb

Die Grofle und Stabilitat der beiden Lichtsammelkomplexe in Cyclotella meneghiniana wurde
in Hinblick auf die spatere Analyse der FCPb-Struktur durch drei verschiedene Systeme naher
untersucht: Einerseits Uber GroRenausschlusschromatographie, andererseits lber
Gelelektrophoresen und Transmissionselektronenmikroskopie.

Es stehen sich dabei, abhangig von der verwendeten Methode, unterschiedliche
Erkenntnisse in Hinblick auf die GrofRe von FCPa und FCPb gegenliber.

In der GroéRenausschlusschromatographie (Abb. 3.2-6A, 3.2-7) und den Aufnahmen der
Seitenansichten des FCPb (Abb. 3.2-10) erwies sich dieser als grofRer als das LHCII-Trimer aus
N. tabacum, was auf das bereits postulierte hohere Oligomer hinweist [198].

In den nativen Gelelektrophoresen (Abb. 3.2-8B-D) und den Aufsichten des FCPb (Abb. 3.2-9,
3.2-11) zeigte dieser sich geringfligig kleiner als das LHCII-Trimer, was auf Grund seiner im
Verhaltnis zum LHCII etwas kiirzeren Aminosauresequenz der Monomere [54], [19] und der
Pigmentstochiometrie [51] einer trimeren Form entsprechen wiirde.

Der in Bichel, 2003 [198] als Trimer postulierte FCPa lief in der BN (Abb. 3.2-8C) auf Hohe
des LHCII-Monomers und war in seiner trimeren Form auch im TEM wesentlich weniger
haufig zu beobachten als der FCPb bzw. der LHCII.

Maligeblicher Unterschied zwischen diesen beiden kontrdaren Ergebnissen hinsichtlich der
Grole des FCPb ist, je nach Methode, das Fehlen bzw. Vorhandensein elektrischer Ladungen.
In der Gelelektrophorese und bei Verwendung von mit negativer Ladung versehener
Kohlefilme flir die Einzelpartikelanalyse im TEM findet sich nur das Trimer des FCPb,
wohingegen in ladungsfreien Systemen wie der Gelfiltration und bei Verwendung
ungeladener Kohlefilme fiir die Einzelpartikelanalyse im TEM hohere Oligomere des FCPb
erkennbar sind. Die Assemblierung der hdéheren Oligomere ist scheinbar anfalliger
gegeniber des Einflusses elektrischer Ladungen, ebenso wie die Trimerisierung des FCPa-
Heterotrimers aus fcp2 und fcp6 sensitiver gegenliber dieser Methoden zu sein scheint und
dadurch monomerisiert.

Fiir Thallasiosira pseudonana wurden mit dem gleichen Gelsystem, das in der vorliegenden
Arbeit fur die Auftrennung von C. meneghiniana Thylakoiden verwendet wurde, und

anschlielfender Massenspektrometrie Oligo- bzw. Trimere fiir FCPb bzw. FCPa publiziert
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[199]. Das Laufverhalten dieser Komplexe unterscheidet sich jedoch im direkten Vergleich
der Komplexauftrennung im Gelsystem nicht von dem der hier als Tri- bzw. Monomere
betrachteten FCPb bzw. FCPa-Komplexe aus C. meneghiniana (Abb. 3.2-8B-D).

In der nativen Gelelektrophorese kdnnte eine unterschiedlich hohe Anzahl von gebundenen
Molekiilen des Farbstoffs Coomassie-Blau an die FCPs und den LHCII einen Einfluss auf das
Laufverhalten der Komplexe haben, so dass sich eventuelle oligomere Formen der FCPs
durch mehr gebundenes Coomassie schneller im Gel bewegen als das LHCIl Trimer. Der
negativ geladene Farbstoff Coomassie-Blau lagert sich an die basischen Seitenketten der
Aminosauren (AS), wodurch jede AS auf Grund ihrer Aminogruppe als Bindepartner in Frage
kommen kann [156]. Die Zahl der basischen AS im Fcp5 belauft sich auf 20, im LHCII auf ca.
22 pro Monomer. Es ist daher unwahrscheinlich, dass eine héhere Affinitat des Coomassies
zum FCPb dessen Laufgeschwindigkeit derartig beeinflusst. Es wird daher an dieser Stelle
angenommen, dass es sich bei den in Abb. 3.2-8B-D gezeigten FCPs nicht um ladungsbedingt
im Vgl. zum LHCII ein anderes Laufverhalten aufweisende Oligo- bzw. Trimere fir FCPb bzw.
FCPa handelt, sondern um den trimeren Zustand des FCPb und die entsprechenden

Monomere des FCPa.

Bezliglich der Sensitivitat der Komplexe in Hinblick auf elektrische Felder wurden zur
Uberpriifung der Stabilitit der héheren Oligomere des FCPb andere Stressoren an den
Proben getestet. Bedingungen wie Gefrier-Tau-Verfahren, Hochsalz- oder De- und
Rehydratationsstress beeinflussen den Assemblierungszustand der FCPs hingegen nicht
(Abb. 3.2-5). Erst harschere Solubilisierungsbedingungen erbrachten letztendlich eine sichere
Zuordnung der Elutionsmaxima in Bezug auf die KomplexgrofRe (Abb. 3.2-6A). Die starke
Solubilisierung der Komplexe mit 100 mM B-DDM fihrt zu drei Elutionsmaxima fir FCPb und
den beiden damit korrelierenden Maxima fiir FCPa. Da die zugehorigen Absorptionsspektren
hier Verschiebungen der Fucoxanthin-Absorptionen in den blauwelligen Bereich zeigen und
die Fluoreszenzspektren die gestorte Energieweiterleitung von Chlorophyll ¢ auf Chlorophyll
a verdeutlichen, ist eine vollige Zerstéorung der Pigment-Proteinbindungen nicht
auszuschlieBen (Abb. 3.2-6B1,C1). Damit ware SEC-Maximum Il als Monomer fir FCPa bzw.
FCPb anzuzweifeln. Da jedoch die etwas mildere Solubilisierung mit 20 mM B-DDM eine

Schulter auf HOhe des zuvor genannten Maximums zeigt, deren Absorptions- bzw.
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Fluoreszenzspektrum deutlich stirker von der Intaktheit der Pigmentproteinbindung zeugt,
wird dieses Maximum als das jeweilige FCP Monomer angenommen.

Damit entsprache das SEC Maximum Il des FCPb entweder einem Di- oder Trimer, da dessen
Elution zum einen vor dem des LHCII-Trimers erfolgte (Abb. 3.2-7) und sie zum anderen auf
Hohe des ersten Maximums von FCPa liegt. Da im TEM fiir dieses FCPa Maximum Trimere
gefunden worden sind (Abb. 9, rechts) und die FCP Trimere auf Grund ihrer kiirzeren
Aminosduresequenz und Pigmentzusammensetzung mit einer GréRe von ca. 100 kDa etwas
kleiner sind, als der strukturell ahnliche Komplex des LHCII-Trimers aus hoheren Pflanzen (ca.
125 kDa), wird SEC Elutionsmaximum Il als FCP-Trimer angenommen.

Demnach bleibt fiir das erste Elutionsmaximum von FCPb nur die Annahme, dass es sich
hierbei um die bereits vermuteten hoheren Oligomere handelt [55], wobei anhand der hier

gezeigten SEC-Analysen offen weiterhin bleibt, ob Hexa- oder Nonamere vorliegen.

4.2.2 Struktur des FCPb Oligomers

Um eine praparationsbedingte Lockerung der Proteinuntereinheiten und den damit
moglichen schnelleren Zerfall des Oligomers zu vermeiden, wurden die FCPb-Proben fiir die
Einzelpartikelanalyse direkt aus dem SDG entnommen, da das Verkiirzen der
Reinigungsschritte durch direkte Verwendung des FCPb aus den SDG spektroskopisch keinen
signifikanten Unterschied zu der zusatzlich Gber die SEC gereinigten Fraktion zeigte (Abb.
3.2-6B). Die Verwendung von ungeladenen Kohlefilmen als Trager der Proteinldsung bei der
Analyse im Transmissionselektronenmikroskop ermoéglichte das Vermessen von
Seitenansichten des FCPb, deren Langen zu 25% im Bereich von ca. 14 +/- 0,6 nm
akkumulieren (Abb. 3.2-10A). Seitenansichten tragen zundchst einmal nichts zu
Uberblicksaufnahmen in Hinblick auf die Anordnung der FCPb-Untereinheiten bei, sie stellen
aber einen Indikator fir den hier stattgefundenen Zerfall potentieller Oligomere in trimere
Untereinheiten dar, denn die Verwendung von negativ geladenem Kohlefilm fir die
entsprechende Aufsichtorientierung der Proteine, zeigte ausgesprochen homogene, deutlich
kleinere Partikel mit einem Durchmesser von 6,5 nm +/- 0,5 nm, also etwa der Halfte der o.g.
Seitenldangen.

Die Ldnge der in Abb. 3.2-11C1 gezeigten Hexamer-Aufsichten (Summe aus 27 Einzelbildern)
betrdgt ca. 14 nm, ihre Breite liegt im Bereich der in Abb. 3.2-9 gezeigten FCPb-Rohpartikel-

Durchmesser von ca. 7-8 nm. In Anbetracht der Unscharfe auf Grund der wenigen
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Partikelbilder, die aufsummiert wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich in
Abb. 3.2-11C1 auch um Seitenansichten und nicht um eine hexamere Anordnung der FCPs

handeln kdonnte.

Durch das Verwenden hydrophiler Kohlefilme als Tragermaterial flir die Proteinlésung
orientierten sich die FCPb-Komplexe in Aufsichtlage. Dies ermoglichte die Einzelpartikel-
analyse des FCPb mit zwei Summenbildern, die die Vorder- und Riickseite des Komplexes
darstellen konnten (Abb. 3.2-11B1).

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit lield sich damit erstmalig die Struktur des FCPb-Trimers
nachweisen (Abb. 3.2-1-B1). Diese Struktur entspricht der aus dem LHCIl bekannten
Anordnung der monomeren Untereinheiten [30], [47], wobei das FCPb-Trimer mit seinen
leicht verkiirzten Aminosduresequenzen und einem Pigmentverhadltnis von 4:4:1 (Chl
a:Fucoxanthin:Chl c) mit 8 Fucoxanthin, 8 Chlorophyll a und 2 Chlorophyll ¢ pro ca. 19 kDa
groBem FCP-Monomer [51] etwa 1/3 kleiner als der 9 nm groRe LHCII mit seinen ca. 8 Chl a,
6 Chl b und bis zu 4 Carotenoiden pro ca. 25-28 kDa groRem Monomer [29], [30], [32], [33]
aus der Einzelpartikelanalyse des PSII-LHCII-Superkomplexes aus A. thaliana ist ([27],
personliche Kommunikation mit E. Boekema). Damit konnte das 2003 von C. Biichel

postulierte Modell fiir die Anordnung der FCPb-Trimere eindeutig bestatigt werden [55].

Die GroRe FCP-artiger Lichtsammelkomplexe anderer Organismen belduft sich auf
durchschnittlich ca. 9 nm fiir Petalonia fascia (Braunalge, [200]) und ca. 7 nm fir den
Durchmesser eines Trimers von Chromera velia (Chromeraceae), dass zu hdheren
Oligomeren assembliert und in seiner Struktur dem Trimer bzw. hoheren Oligomer aus
Xanthonema debile (Xanthophycaceae) frappierend dhnelt [201], [202]. Fiir letzteres wurde
eine Assemblierung von flinf Trimeren postuliert, wobei eine kritische Betrachtung der
GroBenverhaltnisse (Trimer ca. 8x6,5 nm, Oligomer ca. 15x13 nm) und der Gesamtstruktur
von Tri- und Oligomer bei Chromera und Xanthonema eher fiir eine tetramere Anordnung
der Trimer-Untereinheiten zu sprechen scheint.

Nichts desto trotz spiegeln diese beiden Komplexe mit einer Ldnge von ungefahr 15 nm eine
der beiden am haufigsten gemessenen Langen der nicht via Einzelpartikelanalyse
aufsummierten Seitenansichten des FCPb aus Cyclotella wider (Abb. 3.2-10A, ca. 14 nm).

Durch die Aufsummierung der zur Analyse des Trimers verwendeten Einzelbilder wurde im
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Zuge der Verbesserung der Auflésung die Unscharfe in der Partikelbegrenzung reduziert. So
ist das Ergebnis dieses Prozesses (6-7 nm, Abb. 3.2-10-B1) durch den klarer definierten
Randbereich etwas kleiner als die Rohpartikel (7-8 nm, Abb. 3.2-9). Die unverrechneten
Seitenansichten des FCPb (Abb. 3.2-10-A) sind daher nicht direkt auf die Bildsumme des
trimeren Komplexes lbertragbar, geben jedoch gute Anhaltspunkte fiir die GréBenbereiche,
in denen sich dieser Komplex bewegen kann.

Erst kirzlich konnten anhand einer ungefarbten Variante der in dieser Arbeit und von
Grouneva et al., 2011 [199] verwendeten nativen Gelelektrophorese hohere Oligomere mit
einer GroBe von ca. 180 kDa in Cyclotella meneghiniana gezeigt werden [142]. Vor diesem
Hintergrund und den hier dargelegten Erkenntnissen lber die Strukturen fiir das FCPb-
Trimer und potentielle héherer Oligomere (in Seiten- und Aufsicht), scheint die von C.
Blchel, 2003 [55] postulierte und in Abb. 3.2-11-C2 bzw. -D1 gezeigte, nonamere Anordnung

des FCPb mit einem sehr stabilen Trimer als kleinster Untereinheit sehr plausibel.
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5 Zusammenfassung

Es ist wohl unumstritten, dass das Leben, wie wir es kennen, ohne die sauerstoffproduzierenden
Organismen unserer Erde nicht moglich ware. Zu ihnen gehéren nicht nur die Landpflanzen, deren
mannigfaltige Nutzung wichtiger Bestandteil unseres Alltags ist. Auch mikroskopisch kleine
Algenarten leisten einen entscheidenden Beitrag zu den Stoffwechselkreislaufen dieser Welt. Unter
ihnen befinden sich die Kieselalgen (Diatomeen), die mit einer Varietat von bis zu 10000 Spezies etwa
40 % der marinen Primarproduktion verantworten. Der Ursprung der heutigen zur oxygenen
Photosynthese befdhigten Eukaryoten geht auf Endosymbioseereignisse zuriick, von denen aus sich
diese Organismen ausgesprochen vielfaltig entwickelt haben. Diese Vielfalt wird dabei nicht nur
anhand ihrer duReren Morphologie, sondern auch auf subzelluldrer Ebene, deutlich. So zum Beispiel
durch die unterschiedlichen Strukturen der Thyakoidmembranen, die sich in Kieselalgen wie
Cyclotella meneghiniana in dreilagigen Bandern arrangieren. In Pflanzen wie Nicotiana tabacum
(Tabak) hingegen bilden sie grol3e, stapelartige Bereich aus, die zur rdumlichen Separation der in den
Thylakoiden eingebetteten Photosystemen beitragen. Auch die an die Photosysteme (PS)
gebundenen Lichtsammelproteine (Lhcs) haben sich in Tabak und Cyclotella unterschiedlich
entwickelt. Gemal ihrem Namen zeichnen sie sich zwar allesamt durch die Sammlung und
Weiterleitung der Lichtenergie an die Photosysteme aus, grenzen sich aber in Hinblick auf
ProteingroRe und Pigmentierung voneinander ab.

Die Lhcs der hoheren Pflanzen werden entsprechend ihrer Zuordnung zu den Photosystemen in den
aus zwei Heterodimeren bestehenden LHCI des PSI und die Lhcb-Antennenproteine des PSlI
unterschieden. Zu letzteren gehoren der trimere Hauptantennenkomplex LHCII und die monomeren,
minoren Antennenproteine. Die Lhcs binden die zur Lichtsammlung benétigten Pigmente, vor allem
Chlorophyll a und Chlorophyll b, aber auch primare Carotinoide wie Violaxanthin, Lutein und
Neoxanthin, in unterschiedlichen Stochiometrien. Es ist bereits bekannt, dass die Pigmentierung
entscheidend zur Stabilitat der Lichtsammelproteine beitrdgt, wenngleich zum Teil auch eine gewisse
Flexibilitdt in Bezug auf die Art der gebundenen Pigmente an den entsprechenden Bindestellen der

Proteine besteht.

Im Rahmen dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Fragestellung inwieweit die in der Regel nicht in
Pflanzen vorkommenden Ketocarotinoide die Struktur und Funktion des LHCII aus einer
Ketocarotinoide produzierenden N. tabacum - Transformante (bkt-Linie) beeinflussen und welche
Auswirkungen sie auf dessen Photosyntheseapparat im Allgemeinen haben. Die bkt-Linie bildet dabei
zum Teil auf Kosten ihrer primaren Carotinoide sowohl das als antioxidativ und als anti-kanzerogen
beschriebene Astaxanthin, als auch dessen Vorstufe Canthaxanthin und einige Derivate dieser

Pigmente, die, nach vergleichenden HPLC-Analysen von Blattern und Thylakoidfraktionen, zu einem
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grofRen Teil mit der Thylakoidmembran assoziiert sind. Durch spektroskopische Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass diese Ketocarotinoide in Hinblick auf die Energieweiterleitung zum
Chlorophyll a nicht funktionell an den LHCII binden, ihre Produktion aber die Trimerisierung dieses
Lichtsammelkomplexes in N. tabacum nachhaltig beeintrachtigt. Auch die Assemblierung der PSII-
LHCII-Superkomplexe wird dadurch malgeblich gestort. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Chloroplasten der bkt-Linie verdeutlichten zudem die Beeintrachtigung der Granathylakoid-
Stapelung: Sie fallt ungeordneter aus als im Wildtyp, was durch den Mangel an intakten LHCII-
Trimeren begriindet sein kann.

In funktioneller Hinsicht storen die Ketocarotinoide die Energieweiterleitung innerhalb des PSIl und
bewirken die Reduktion der photoprotektorischen, nicht-photochemischen Fluoreszenzléschung des
Wirtsorganismus nachhaltig. Zeitgleich reduzieren sie durch einen abschirmenden Effekt auf Grund
ihrer Assoziation mit der Thylakoidmembran und/oder durch einen eventuellen S;-S;-Energietransfer
von Chl a auf die Ketocarotinoide aber auch die Menge der Lichtenergie, die Gber die Lhcs an die
Photosysteme weitergeleitet wird. Dadurch kommt ihnen neben dem nachhaltig stérenden Einfluss
auf die Intaktheit des Photosyntheseapparats zugleich auch eine schiitzende Wirkung vor einem

UbermaR an Lichtenergie zu.

Aus Cyclotella meneghiniana sind zwei Hauptantennenkomplexe bekannt: FCPa und FCPb. Im
Gegensatz zu den Lhcs der Chl a/b-haltigen Organismen binden die Lichtsammelproteine der
Diatomeen das Xanthophyll Fucoxanthin anstelle des Luteins, und Chlorophyll ¢ anstelle des
Chlorophyll b. Im Gegensatz zu der bereits sehr detailliert aufgeklarten Struktur des trimeren LHCII in
hoheren Pflanzen, existieren fiir den Aufbau des FCPb in C. meneghiniana bisher nur fundierte
Modellvorschlage. Diese postulieren eine homotrimere Grundstruktur fir den FCPb, die zu héheren
Oligomeren assembliert.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen und der
anschlieRenden Einzelpartikelanalyse nun erstmalig die Struktur des etwa 6-7 nm groRen, trimeren
FCPb gezeigt und die Richtigkeit der bisher postulierten Modellvorschldge in Hinblick auf die Struktur
des Trimers bewiesen werden. Nach den hier dargelegten Erkenntnissen gleicht die Anordnung der
Untereinheiten des FCPb-Trimers der des LHCIl. Zudem ergibt sich aus dem Zusammenhang der hier
erhobenen Daten und den in der Fachliteratur veroffentlichten Ergebnissen zum Thema FCPb ein
klares Bild liber die Anordnung der hoheren Oligomere in Form von Nonameren. Auch diese
Erkenntnisse unterstiitzen das urspriinglich von C. Blichel vorgeschlagene Modell fiir die oligomere

Struktur des FCPb in C. meneghiniana.
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7 Anhang

7.1 Strukturen ausgewahlter Carotinoide
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Abbildung 7.1-1: Carotinoidstrukturen. Aus Rivera et al. 2011 [203] und Guerin et al. 2003 [130].

7.2 Detaillierte Schrittfolge der Einzelpartikelanalyse des FCPb

Als initialer Datensatz zur Herstellung einer ersten Referenz wurde Partikel 1-10000 aus dem

Gesamtdatensatz vom 12.09.2012 (01set-120912-raw.img) unter dem Namen ,test.img”

verwendet (vgl. auch Tab 7.2-1). Die Einzelbilder in dieser Datei wurden nach Feststellen der

durchschnittlichen PartikelgréRe auf eine BildgroRe von 64x64 Pixeln reduziert. Die

Bearbeitungsschritte hin zu den finalen Summenbildern des FCPb sind in Tabelle 7.2-2

angegeben.

Tabelle 7.2-1: Ubersicht der zur FCPb Analyse aufgenommenen Datensitze aus Einzelpartikeln nach Picken mit EMAN2.

Aufnahmedatum = Ordner (Grid)

Partikelanzahl, Dateiname

120916-t1 (T1)

8076, 03set-sml.img

120912 (Q4)

18744, 01set-120912-raw.img

120908 (Q2,Q4)

27367, 01set-120908-raw.img
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Tabelle 7.2-1: Abfolge der Analyseschritte mit der Software GRIP zur Aufklarung der Struktur von FCPb.

Input Datei Partikelzahl Bearbeitung Output Datei Ordner
frequency filtering
test.img 10000 0.1/0.6/0.1/0.9 test-psml3.img 120912 /test
(low/high/remain/softcircle)
test-psml3.img no reference alignment test-psml3-ali.img
test-psmi3-ali.img prepare Multivariate statistical analysis test-psm3-ali-3dt.img
(MSA)
test-psml3-ali-3dt.img MSA test-psmi3-ali-msa.map/dat
test-psml3-ali-msa.map/dat hierarchical classification “5000 gav” test-psmi3-ali-cls*.img
test-psmi3-ali-cls2.img 4526 conditional sum, correlation factor 0.1 test-psml3-ali-cls2-sum.img
test-psml3-ali-cls2-sum.img 929 center particle test-psmi3-ali-cls2-sum-pref.img
. . contour .
test-psmli3-ali-cls2-sum-pref.img “soft circle 0.5, fast decay” ref03-02.img
test.img, 10000, . .
ref03-02.img 929 reference alignment test-raw3-ali.img
test-raw3-ali.img prepare MSA test-raw3-ali-3dt.img
test-raw3-ali-3dt.img MSA test-raw3-ali-msa.dat
test-raw3-refali-msa.dat hler},;gag(;l::jflon' test-raw3-ali-cls*.img
test-raw3-ali-cls26.img 1023 condl'FlonaI sum, test-raw3-ali-cls26-sum.img
correlation factor 0.2
test-raw3-ali-cls26-sum.img 1019 rotate test-raw3-ali-cls26-sum-rot.img total
test-raw3-ali-cls26-sum-rot.img “soft circI:(())T];;,ufrast decay” test-raw3-ali-cls26-sum-pref.img
test-raw3-ali-cls26-sum-pref.img copy zjunkO.img
frequency filtering
test.img 10000 0.001/0.45/0.1/0.9 test-psml4.img 120912 /test

(low/high/remain/softcircle)

test-psml4.img

no reference alignment

test-psml4-ali.img

test-psml4-ali.img

prepare MSA

test-psml4-ali-3dt.img
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test-psml4-ali-3dt.img

MSA

test-psml4-ali-msa.dat

test-psml4-ali-3dt.dat

hierarchical classification “5000 gav”

test-psml4-ali-cls*.img

test-psml4-ali-cls2.img 4334 conditional sum, correlation factor 0.1 test-psml4-ali-cls2-sum.img
test-psml4-ali-cls2-sum.img 673 copy ajunkl.img total
ajunkl.img contour ajunkl-pref.img
ajunkl-pref.img “soft circle 0.54, fast decay” ajunkl-pref-pref.img
) contour .
01-total-set.img 54187 “soft circle 0.9, fast decay” 01-total-set-psml.img
01-total-set-psml.img copy particle 1-25005 01-total-set-psml-cp.img
01;3:1?!;—2:;;?;?;?;2& 256(;25’ reference alignment 01-total-set-psml-cp-ali.img
01-total-set-psml-cp-ali.img conditional sum, corr. factor 0.1 aset-ali-sum.img
aset-ali-sum.img, 469, . . .
Zjunk0.img 1019 combine zjunka.img
01-total-set-raw.img 54187 copy particles 1-24999 01-total-set-raw-cp.img
01-total-set-raw.img 54187 copy particles 25000-54187 01-total-set-raw-cp2.img
01-total-set-raw-cp.img 24999 filtering (0.06/0.6/0.1/0.8) zjunk-totalla.img
01-total-set-raw-cp2.img 29188 filtering (0.06/0.6/0.1/0.8) zjunk-totallb.img
ZJunlf-totaI‘la.lmg, multi reference alignment (MRA) zjunk-totalla-ali.img multiref
zjunka.img
zjunk-totalla-ali.img prepare MSA zjunk-totalla-ali-3dt.img
zjunk-totalla-ali-3dt.img MSA zjunk-totalla-ali-msa.dat
zjunk-totalla-ali-msa.dat hierarch. classification “5000 gav” zjunk-totalla-ali-cls*.img
Zunk-totallb.ime, multi reference alighnment (MRA) zjunk-totallb-ali.img multiref

zjunka.img

zjunk-totallb-ali.img

prepare MSA

zjunk-totallb-ali-3dt.img

zjunk-totallb-ali-3dt.img

MSA

zjunk-totallb-ali-msa.dat

zjunk-totallb-ali-msa.dat

hierarch. classification “5000 gav”

zjunk-totallb-ali-cls*.img
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Tabelle A: Ergebnisse des MRA von zjunk-totalla/b.img

Klasse Partikel corr.factor Form Klasse Partikel corr.factor Form
(~1a.img) Anzahl 0,1 (~1b.img) 0,1
2 3272 589 Dreieck 1 3241 280 Dreieck
66 3661 255 Sechseck 61 1252 157 Sechseck
75 1735 83 Sechseck 72 1653 375 Sechsecke
76 3275 105 Sechseck 130 1079 435 Sechseck
149 2711 294 Sechseck 143 4827 32 Sechseck
159 1945 59 Sechseck 160 1062 235 Dreieck
zjunk-totalla-ali-cls2.img 3272 cond. sum, corr. factor 0.1 zjunk-totalla-ali-cls2-sum.img
zjunk-totalla-ali-cls2-sum.img 589 copy testreftri.img multiref2
zjunk-totalla-ali-cls2.img,
zjunk-totallb-ali-cls1.img, s. Tab. A combine triol.img
zjunk-totallb-ali-cls160.img
alle “Sechseck”-Klassen in Tab. A s.Tab. A combine hex01.img
hex(_)l.lmg_, 22138, reference alignment hex01-ali.img
aset-ali-sum.img 469
hex01-ali.img cond. sum, corr. factor 0.2 hex01-ali-sum2.img
. . . . SPA
hex01-ali-sum2.img 4344 copy a-final-hex.img Groningen
triol.img restore frequencies (reinterpolate) 01tri0l.img multiref2
hex01.img restore frequencies (reinterpolate) 01hex01l.img multiref2
S contour . . .
01tri01.img 7575 soft circle 0.8, fast decay” 01tri01-psml.img multiref2
01tri0L.ime, 7575 reference alighment 01tri01-refhex-ali.img multiref

ajunkl-pref-pref.img

01tri0l-refhex-ali.img

prepare MSA

01tri0l-refhex-ali-3dt.img

01tri01-refhex-ali-3dt.img

MSA

01tri01-refhex-ali-msa.dat

01tri01-refhex-ali-msa.dat

hierarch. classification ,,2500 gav“

01tri01-refhex-ali-cls*.img

01tri0l-refhex-ali-cls36.img

cond. sum serie

01tri01-refhex-ali-cls36-
sumserie.img
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01tri01-refhex-ali-cls36-sumserie.img copy img. no. 4 testrefhex.img multiref2
tf:zi?t?i(..ilrr:gg' 136;' combine testref-setl.img
, contour .
01hex01.img 22138 soft circle 0.8, fast decay” 01hex01-psml.img
01hex01-psml.img st:tsi[;(:;c;g MRA 01hex01-psml-ali.img
01hex01-psml-ali.img prepare MSA 01hex01-psml-ali-3dt.img
01hex01-psml-ali-3dt.img MSA 01hex01-psml-ali.dat
01hex01-psml-ali.dat hierarch. classification “5000 var” 01hex01-psmil-ali-cls*.img
Tabelle B: Ergebnis des MRA von 01hex01.img
Klasse Partikel-Anzahl Form Klasse Partikel-Anzahl Form
1 3664 Dreieck 7 867 Dreieck
2 3573 Sechseck 8 1181 undefiniert
3 1856 Sechsecke 9 1434 Sechseck
4 1418 Dreieck 10 688 Dreieck
5 1865 Sechseck 11 1648 Dreieck
6 2344 Sechseck 12 1600 Sechseck
OlhexOl-psmI-aI|-cI§1.|mg, ~4,~7,~10, 5. Tab.B, . Ny
~11.img, 7575 combine 02tri.img
01tri01l-psml.img
01hex01-psml-ali-cls10.img 688 cond. sum serie 01hex01-psml-ali-cls10-sum.img
01hex01-psml-ali-cls10-sum.img copy image no. 6 02testref-tri.img
02t2§ttrr;flTr?.’img 12:12' reference alignment 02tri-ali3.img
02tri-ali3.img prepare MSA 02tri-ali3-3dt.img
02tri-ali3-3dt.img MSA 02tri-ali3-msa.dat
02tri-ali3-msa.dat hier. classification “3500 var” 02tri-ali3-cls*.img
02tri-ali3-cls6.img cond. sum, corr. factor 0.2 a-final-tri.img SPA Groningen
a-final-tri.img, a-final-hex.img 2661, 4344 combine a-final.img SPA Groningen
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7.3 Detailwerte zu den (Mini)-PAM- und PEA-Messungen

Tabelle 7.3-1: Detailwerte der Mini-PAM-Messungen aus Tabelle 3.1-1.

SL Probe Fo Fen Fe Fr' Fo' F Fu/Fm F.'/F. NPQ qP PSII
WT1 0,187 | 1,023 | 0,289 | 0,746 | 0,169 | 1,072 | 0,82 | 084 | 027 | 0,79 | 061
WT2 0,195 | 1,126 | 0,322 | 0,798 | 0,298 | 1,072 | 083 | 0,82 | 0,29 | 0,79 | 0,60
WT3 0,216 | 1,224 | 0,394 | 0,817 | 0,219 | 1,139 | 0,82 | 081 | 033 | 0,71 | 0,52
? 0,199 | 1,124 | 0,335 | 0,787 | 0,195 | 1,094 | 0,82 | 0,82 | 030 | 0,76 | 0,58
Standard- | 5 515 | 101 | 0,054 | 0,037 | 0,025 | 0,039 | 0005 | 002 | 003 | 005 | 0,05
abweichung
bkt1 0,147 | 0,387 | 0,201 | 0,342 | 0,146 | 0,378 | 062 | 061 | 012 | 0,72 | 0,41
bkt2 0,159 | 0,455 | 0,167 | 0,377 | 0,163 | 0,448 | 065 | 064 | 0,17 | 098 | 0,56
bkt3 0,153 | 0,402 | 0,185 | 0,364 | 0,166 | 0,416 | 0,62 | 060 | 0,09 | 09 | 0,49
9 0,153 | 0,415 | 0,184 | 0,361 | 0,158 | 0,414 | 0,63 | 0,62 | 013 | 087 | 049
Standard- | 556 | 5036 | 0,017 | 0,018 | 0,011 | 0,035 | 002 | 002 | 004 | 013 | 007
abweichung
NL
WT1 0,198 | 1,105 | 0,312 | 0,794 | 0,218 | 1,145 | 0,82 | 0,81 | 0,28 | 084 | 061
WT2 0,201 | 1,104 | 0,316 | 0,789 | 0,207 | 1,053 | 082 | 0,80 | 029 | 081 | 0,60
WT3 0,198 | 1,063 | 0,319 | 0,780 | 0,297 | 1,092 | 0,81 | 0,82 | 027 | 0,79 | 0,59
? 0,199 | 1,091 | 0,316 | 0,788 | 0,207 | 1,097 | 082 | 081 | 028 | 081 | 0,60
Standard- | () 505 | 5024 | 0,004 | 0,007 | 0,011 | 0,046 | 0,008 | 001 | 001 | 002 | 001
abweichung
bkt1 0,167 | 0,482 | 0,177 | 0,440 | 0,168 | 0,517 | 065 | 0,68 | 009 | 097 | 0,60
bkt2 0,131 | 0,453 | 0,230 | 0,440 | 0,166 | 0,548 | 0,71 | 0,70 | 0,03 | 0,77 | 0,48
bkt3 0,152 | 0,440 | 0,256 | 0,406 | 0,166 | 0,531 | 0,65 | 069 | 008 | 063 | 037
? 0,150 | 0,458 | 0,221 | 0,429 | 0,167 | 0,532 | 067 | 069 | 006 | 0,79 | 0,48
Standard- | 318 | 0022 | 0,040 | 0,020 | 0,001 | 0,016 | 003 | 001 | 003 | 017 | 011
abweichung
;‘T_es"' VEINLOGWT) | 6048 | 2x107 | 0,0077 | 4x107 | 0,0013 | 0,0002 | 0,0008 | 5x10° | 0,0002 | 0,3992 | 0,0748
;'T_e“' VBISLGWT) | 6 5038 | 0,0002 | 0,0049 | 0,0003 | 0,0395 | 0,0001 | 0,0003 | 8x10° | 0,0021 | 0,1386 | 0,0790
t-Test, Vgl WT (SLNL)  p= 0,0351 | 5x10° | 0,2545 | 0,0950 | 0,1887
t-Test, Vgl X (SLNL) p= 0,1084 | 8x10° | 0,0966 | 0,5501 | 0,9469
s _ WT NormallLicht: WT SchwachlLicht: bkt NormalLicht: bkt SchwachlLicht:
EEL U R G R e 0,267 0,858 0,535 0,267
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Tabelle 7.3-2: Fv/Fm-Werte aus MiniPAM und PEA-Messungen an Blittern von N. tabacum Var. Xanthi WT und bkt-Linie.

Datum Messgerat Bemerkungen LL (40uE) NL (120uE)
WT bkt-Linie WT bkt-Linie
22.09.2011 Mini-PAM 0,800 0,659
0,803 0,734
15°
Dunkeladaptation 0,794 0,677
0,811 0,728
0,794 0,71
20.03.2013 Mini-PAM 0,817 0,607 0,808 0,494
0,807 0,628 0,818 0,521
0,813 0,64 0,804 0,592
0,811 0,625 0,812 0,536
0,642
30°
Dunkeladaptation 0,647
0,64
0,643
0,709
0,707
0,744
17.06.2013 Mini-PAM 0,82 0,62 0,82 0,69
30°
Dunkeladaptation 0,83 0,65 0,82 071
0,82 0,62 0,81 0,65
17.06.2013 PEA 0,832 0,696
0,823 0,701
0,838 0,683
30°
Dunkeladaptation 0,828 071
0,835 0,696
0,674
0,68
WT1
20000
_____ WT3 1 =
]
5 15000 1 M wTS 0,8
N
< c
£ WT6 Y
S w
8 a 208
@ 10000 e
° —-—X2 [
S ——-x3 ® 04
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0,000010,0001 0,001 0,01 0,1 1 e XT 0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1

Zeit (s)

Zeit (s)

Abbildung 7.3-1: OJIP-Kurven der PEA-Messungen aus 3.1.2. Links: Rohdaten der Einzelkurven und Mittelwerte (dick) von

WT (schwarz) und X (rot). Rechts: wie links, aber normiert auf 0 bzw. 1 im jeweiligen Minimum bzw. Maximum.
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7.4 Exemplarisches Elutionsprofil der in der bkt-Linie enthaltenen Pigmente
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Abbildung 7.4-1: HPLC-Elutionsprofil eines Blattextrakts der bkt-Linie von N. tabacum mit Astaxanthin, Canthaxanthin
und ihren Derivaten (,der).



7.5 Detailwerte zum Radikalreduktionsnachweis

Tabelle 7.5-1: Radikalreduktionsnachweis, Einzelmessungen.

Zeit (min) | WT1 WT 2 WT 3 @ Standard-
abweichung
1 1,076 1,078 1,076 1,077 0,001
2 1,038 1,015 1,021 1,025 0,012
3 1,008 0,983 0,086 0,992 0,014
5 0,967 0,942 0,94 0,950 0,015
10 0,91 0,877 0,876 0,888 0,019
20 0,867 0,819 0,814 0,833 0,029
35 0,825 0,776 0,76 0,787 0,034
65 0,763 0,726 0,705 0,731 0,029
125 0,689 0,67 0,641 0,667 0,024
bkt 1 bkt 2 bkt3 | bkt4 | bkt5
1 1,071 1,077 1,079 | 1,069 | 1,064 | 1,072 0,006
2 1,001 1,018 1,019 1 0,996 | 1,007 0,011
3 0,963 0,977 0,985 0,9 | 0958 | 0,969 0,012
5 0,91 0,94 0,92 0,909 | 0898 | 0,915 0,016
10 0,854 0,856 0,86 0,836 | 0841 | 0,849 0,010
20 0,785 0,775 0,804 | 0,772 | 0,787 | 0,785 0,013
35 0,73 0,706 0,756 | 0,733 | 0,738 | 0,733 0,018
65 0,673 0,648 0,703 | 0,684 | 0692 | 0,680 0,021
125 0,601 0,575 0,626 | 0,606 | 0631 | 0,608 0,022
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