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Einleitung

1 Einleitung

Die so genannten Pflanzenschutzmittel (Pestizide) werden in der Landwirtschaft und im
privaten Bereich zum Schutz der angebauten Kulturpflanzen vor Insekten, Pilzen oder
konkurrierendem Wildwuchs in groen Mengen eingesetzt.

Unkréuter sind immer noch ein limitierender Faktor im Pflanzenanbau auf der ganzen Welt.
Inzwischen ist der Gebrauch von Herbiziden, besonders in den industrialisierten Landern, die
primidre Methode zur Unkrautkontrolle geworden (Eckes et al., 2004). Der Herbizidmarkt
stellt dabei mit ca. 13 Milliarden US $ Umsatz (Daten von 2004) das grofite Segment des
weltweiten Pflanzenschutzmittelmarktes mit 32,2 Milliarden US $ (Daten von 2004) dar
(Eckes et al., 2004; IVA, 2005). Alleine in der Européischen Union (EU) bilden die Herbizide
mit einem Umsatz von 2,7 Milliarden € und damit einem Marktanteil von 41 % (Daten von
2004) die wichtigste Produktgruppe im européischen Pflanzenschutzmittelmarkt (IVA, 2005).
Die Anwendung von Herbiziden in der Landwirtschaft hat in den letzten Jahrzehnten
betrachtlich zugenommen. Dies hat eine massive Verschmutzung von Wasser (Abwasser,
Grundwasser, Oberflachenwasser, Trinkwasser) und Boden zur Folge. Alleine in Deutschland
wurden im Jahre 2004 ca. 85.000 Tonnen Herbizide produziert und ca. 15.000 Tonnen auf
landwirtschaftlichen Nutzfldchen sowie in privaten Bereichen ausgebracht (IVA, 2005).

Zur Anwendung werden die Mittel oft grofflichig auf die betroffenen Oberflichen
aufgebracht. Ein Teil der Wirkstoffe wird mit dem Regen wieder ausgetragen und gelangt in
Oberflichengewdsser, liber Verdunstung in die Luft und iiber Versickerung ins Grundwasser
und die Boden. Dabei kommt es zu einer Anreicherung der Substanzen im Grundwasser, im
Trinkwasser, in Oberflachengewissern und in Boden. Diese Chemikalien sind sehr stabil in
den Boden und werden durch Kolloide und organische Substanzen, auf der Basis ihrer
Féhigkeit Kationen auszutauschen, adsorbiert (Giardi et al., 2001). Da die Herbizide in hohem
Grade toxisch fiir Menschen und Tiere und damit das Okosystem sind, hat ihr wahlloser
Gebrauch ernsthafte Auswirkungen auf die Umwelt. Damit stellen die Pestizide und
insbesondere die Herbizide eine immer weiter zunehmende Gefdhrdung fiir den Menschen
und die Okosysteme dar. Daher spielt der Schutz der menschlichen Gesundheit und der
Umwelt eine wichtige Rolle und der Gesetzgeber hat sehr strenge und niedrige Grenzwerte
fiir Pestizide im Trinkwasser festgelegt. So darf nach der deutschen und europdischen
Trinkwasserverordnung  (Trinkwasserverordnung der Europdischen Union, 1980;
Trinkwasserverordnung Deutschland, 1990) die Summe aller Pestizide im Trinkwasser den

Grenzwert von 0,5 pg/l nicht iiberschreiten. Fiir Einzelstoffe gilt ein Grenzwert von 0,1 pg/l.



Einleitung

Zuséatzlich wurden einige Herbizide, wie z. B. Dinoseb und Atrazin, aufgrund ihres hohen
gesundheitlichen Gefdhrdungspotentials in manchen Léndern verboten. Daher spielt die
Uberwachung der Umwelt, wie Grund-, Oberflichen- und Trinkwasser, Luft und Béden, eine
bedeutende Rolle, um die Gesundheit des Menschen und der Okosysteme zu schiitzen.

Mit der modernen chemischen Analytik ist nur eine Erfassung bereits bekannter Schadstoffe
moglich. Unbekannte und eventuell noch stirker toxisch wirkende Abbau- und
Umbauprodukte von Herbiziden kdnnen mit den klassischen chemischen Analyseverfahren
nicht erfasst werden.

Fir die phytotoxische Wirkung der Photosystem-II-Herbizide (PS-II-Herbizide) ist ihre
Bindung an die Qg-Bindenische des D1-Proteins im Photosystem II (PS II) verantwortlich.
Durch diese Bindung kommt es zu einer Blockierung des photosynthetischen
Elektronentransports in der Thylakoidmembran. Das D1-Protein ist damit der natiirliche
Bindungspartner der Photosystem-II-inhibierenden Herbizide. Die Stirke des phytotoxischen
Effektes ist dabei abhéngig von der Struktur des jeweiligen Herbizids und damit von seiner
Bindungsaffinitit zur Qp-Bindenische. Die Tatsache, dass die PS-II-Herbizide am D1-Protein
angreifen, macht das D1-Protein damit zu einer guten biologischen Einheit fiir die Detektion
von Herbiziden und anderen phytotoxischen Substanzen, die liber die Qg-Bindenische wirken.
Damit bietet sich eine einzigartige Moglichkeit, das DI1-Protein als biologische Einheit in
einem Biosensor zur wirkungsbezogenen Detektion von phytotoxischen Substanzen
einzusetzen (Obst und Brenner-Weil3, 2002), die ihre Wirkung durch Bindung an die Qg-
Bindenische enfalten.

Mit einem Biosensor basierend auf einer biologischen Einheit des D1-Proteins konnten damit
Umweltproben iiber ihr Wirkpotential auf die Anwesenheit von bekannten wie auch bisher
noch unbekannten und eventuell noch stirker toxisch wirkenden PS-II-Inhibitoren untersucht
werden. Hier ist jedoch nur ein Nachweis der Substanzen als Summenparameter iiber ihr
Wirkpotential auf die biologische Einheit moglich. Um diese nachgewiesene Substanz
genauer zu identifizieren, ist eine Kopplung mit der klassischen chemischen Analytik
notwendig. Basierend auf der biologischen Einheit des D1-Proteins wire es damit in Zukunft
eventuell moglich, einen Biosensor fiir das schnelle Pre-Screening von Umweltproben auf
Photosystem-II-Inhibitoren zu entwickeln. Dieser konnte kostspielige und zeitaufwendige
chemische Analysen minimieren oder sogar ganz ersetzen, da die Analysen auf die Proben

mit positivem Nachweis in der Biosensorik beschrankt werden konnten.



Einleitung

Ein solcher Biosensor hitte damit das Potential, in der Beurteilung/Abschitzung der
allgemeinen Toxizitit und dem Pre-Screening einer grofen Anzahl an Umweltproben

eingesetzt zu werden, um die komplexen chemischen Analysen zu biindeln.

1.1 Photosystem II

Der photosynthetische Apparat von hoheren Pflanzen, Algen und Cyanobakterien ist ein hoch
komplexes System. Es besteht aus einer Anzahl an Multiproteinkomplexen, die in der
Thylakoidmembran der Chloroplasten eingebettet sind. Einer dieser Multiproteinkomplexe ist
das Photosystem II (PS II). Es verwendet Lichtenergie fiir die Reduktion von Plastochinon,
die Oxidation des Wassers und die Bildung eines Transmembran-pH-Gradienten. Dabei
katalysiert das Photosystem II {iber die Lichtanregung eine Serie an Elektronen-Transfer-
Reaktionen, die in der Aufspaltung von Wasser in Sauerstoff, Protonen und Elektronen
resultieren. Dies ist die stirkste bisher bekannte, oxidierende Reaktion, die in der Biologie
auftritt. Diese Reaktionen sind verantwortlich fiir die Produktion von atmosphirischem
Sauerstoff und damit indirekt auch fiir die Bildung von Biomasse auf unserem Planeten

(Hankamer et al., 1997b).

Lhebl+2+3

PSII

Abb. 1.1: Abbildung der Struktur und Zusammensetzung des PS II hoherer Pflanzen. Die Proteine des PS-II-Core-
Komplexes, eingeschlossen der extrinsischen Proteine des Sauerstoff-entwickelnden-Komplexes, sind entsprechend der Gen-
Nomenklatur benannt (z. B. psh4 = A), mit den allgemeinen Abkiirzungen fiir die Haupt-Untereinheiten (z. B. A = DI1-
Protein). Die duBleren Light-harvesting-Proteine sind hellgriin geférbt (intrinsische Lhcb-Proteine). Der Elektronentransfer-
Weg von der Wasseroxidation zur Plastochinonreduktion (PQH,) ist angegeben. Der Elektronentransportweg ist mit Pfeilen
eingezeichnet. Das D1-Protein ist gelb dargestellt. Quelle: www.bio.ic.ac.uk/research/barber/psllimages/psIl.html.
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Einleitung

Der Membranproteinkomplex des Photosystem II besteht aus mehr als 25 verschiedenen
Protein-Untereinheiten (s. Abb. 1.1) (Barber et al., 1997; Hankamer et al., 1997b). Tabelle 1.1

gibt eine Ubersicht iiber die derzeit bekannten Untereinheiten des PS II mit den bekannten

Genen, die diese kodieren, den Molekulargewichten und der Anzahl der
Transmembranhelices, die diese bilden.
Gen Untereinheit Molekular- Anzahl an
gewicht [Da] Transmembran-a-
Helices
psbA D1-Protein 38.021 (S) 5
psbD D2-Protein 39.418 (S) 5 \ PS-II-
psbE a-Cytochrom b-559 9.255 (S) 1 Reaktions-
DpsbF B-Cytochrom b»-559 4.409 (S) 1 zentrum
psbl I-Protein 4.195 (S) 1
psbB CP47 56.278 (S) 6
psbC CP43 50.066 (S) 6
psbH H-Protein 7.697 (S) 1
psbK K-Protein 4.283 (S) 1
psbL L-Protein 4.366 (S) 1
PS-I1-
psbM M-Protein 3.755(S) 1 Core-
psbN N-Protein 4.722 (Ta) 1 Komplex
psbO 33-kDa-ext.-Protein 26.539 (S) 0 Voll-
psbP 23-kDa-ext.-Protein 20.210 (S) 0 stﬁndiges
psbQ 16-kDa-ext.-Protein 16.523 (S) 0 PS I1 mit
psbR R-Protein 10.236 (S) 0 Antennen-
psbS S-Protein 21.705 (S) 4 Komplex
psbT T-Protein 3.283 (S) 0
psbV* V-Protein 15.121 (Sy) 0
psbW W-Protein 5.928 (S) 1
psbX X-Protein 4.225 (S) 1 /
lheb4 Lhcb4 (CP29) 29.000 3
lhebs Lhcb5 (CP26) 26.000 3
lhcb6 Lhcb6 (CP24) 24.000 3
psbJ J-Protein 4.116 (P) 1
psbU* U-Protein 10.000 (Cy) unbekannt
lhebl Lhcbl 25.000 3
lheb2 Lhcb2 25.000 3
lheb3 Lhcb3 25.000 3

Tab. 1.1: Ubersicht iiber die Untereinheiten des Photosystems II. 23 PS-II-Proteine werden von den Genen psbA-psbX
kodiert. Die sechs duBleren Antennen-Komponenten werden von den Lhcbl-Lhcb6 Genen kodiert. Die Untereinheiten sind
sortiert nach den Komplexen, mit denen sie sich aufreinigen lassen. Die mit * markierten Untereinheiten sind bisher nur in
Cyanobakterien gefunden worden. Die Molekulargewichte der ausgereiften PsbA-PsbX-Proteine wurden von den
Proteinsequenzen aus der SWISSPROT-Datenbank berechnet. Die Abkiirzungen in Klammern hinter den
Molekulargewichten geben den Organismus an, fiir den die molekulare Masse der Untereinheit angegeben ist. S = Spinat, Sy
= Synechococcus sp., P = Erbse, Ta = Tabak. Fiir die Lhcb-Proteine und psbU sind nur die ungefdhren Molekiilmassen
angegeben. Quelle: Hankamer et al., 1997b.
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Verschiedene Typen von PS-II-Komplexen sind in der Literatur beschrieben worden, von
denen jeder verschiedene Proteinzusammensetzungen und eine verschiedene PS-II-Aktivitét
aufzeigte (Bassi et al., 1985; Ikeuchi et al., 1985; Barber et al., 1987 und 1997; Nanba und
Satoh, 1987; Ghanotakis und Yocum, 1986; Nixon et al., 1986; Ghanotakis et al., 1987;
Yamada et al., 1987; Bowlby et al., 1988; Barbato et al., 1995; Hankamer et al., 1997a und
1997b).

Das D1-Protein bildet zusammen mit dem D2-Protein, der a- und B-Untereinheit des
Cytochroms b-559 und dem Protein I das PS-II-Reaktionszentrum (PS-II-RC) (s. Tab. 1.1).
Fiir isolierte PS-II-Reaktionszentren konnten molekulare Massen von 180 kDa ermittelt
werden (Zheleva et al., 1996). Zusammen mit den in Tabelle 1.1 angegebenen Untereinheiten
bildet das Reaktionszentrum den so genannten PS-II-Core-Komplex. Dieser besitzt ein
Molekulargewicht von 236 kDa (Hankamer et al., 1997a). Zusammen mit den Light-
harvesting-complex-II-Proteinen, Lheb 1-6, und dem J- und U-Protein bildet der PS-11-Core-
Komplex das komplette Photosystem II mit dem Antennenkomplex (s. Tab. 1.1) mit einer
bisher angenommenen molekularen Masse von mehr als 600 kDa (Rhee ef al., 1998). Bisher
geht man davon aus, dass das Photosystem II in einer dimeren Form in den
zusammengestapelten Granathylakoiden vorliegt (Hankamer et al., 1997a; Boekema et al.,
1995).

In den letzten Jahren gelang es, die strukturelle Anordnung der Untereinheiten des Photo-
systems II iiber elektronenmikroskopische Untersuchungen (Elektronenkristallographie und
Kryoelektronenmikroskopie) und Rontgenstruktur-Analysen aufzukldren. Informationen iiber
die Struktur eines PS-II-Sub-Core-Komplexes aus Spinat, bestehend aus dem
Reaktionszentrum und CP47, konnten von Rhee et al. (1997) durch
elektronenkristallographische Analysen von zweidimensionalen Kristallen bei 8 A gewonnen
werden. 1998 bestimmten Rhee ef al die dreidimensionale Struktur eines PS-II-
Subkomplexes aus Spinat, bestehend aus dem D1- und D2-Protein, CP47 und Cytochrom
b-559, iiber Elektronenkristallographie bei 8 A. Nield er al. (2000) klirten den ersten
dreidimensionalen strukturellen Aufbau eines PS-II-Superkomplexes iiber
Kryoelektronenmikroskopie bei einer Aufldsung von 10-24 A auf. Dieser Superkomplex
bestand aus dem DI1- und D2-Protein, CP43, CP47, einem Trimer des Light-harvesting-
Komplexes, CP26, CP29 und den drei extrinsischen, luminal gebundenen Hauptproteinen des
Oxygen-evolving-Komplexes (33 kDa, 23 kDa und 17 kDa Proteine). Hankamer ef al. (2001)

bestimmten die dreidimensionale Struktur des Photosystem-II-Core-Dimers von hoheren
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Pflanzen (Spinat) durch Elektronenkristallographie bei einer Auflésung von ca. 1 A und
verfeinerten damit den bisherigen Kenntnisstand {iber den Aufbau des Photosystems II.

Abbildung 1.1 zeigt die Zusammensetzung der Untereinheiten im Photosystem II sowie seiner
Antennensysteme und gibt vereinfacht die photochemischen Prozesse, die von diesem
Photosystem katalysiert werden, wieder. Die Summengleichung der gesamten Reaktionen, die

von dem Photosystem II betrieben werden, gibt folgende Formel wieder:

2 H,0 +2 PQ — O, + 2 PQH,

PQ = Plastochinon

Alle Kofaktoren, die fiir diese Reaktion gebraucht werden, sind entweder an die
Reaktionszentrum-Proteine D1 und D2 gebunden oder nah mit ihnen assoziiert. Die
Lichtenergie, die fiir die Reaktionen der Wasser-Plastochinon-Oxidoreduktase (Photosystem
IT) gebraucht wird, wird durch eine grofe Anzahl an Chlorophyll a- und Chlorophyll b-
Molekiilen (ca. 250 pro Reaktionszentrum) und Carotinoiden, die mit den Light-harvesting-
complex-Antennen-Proteinen Lhcb1-6 assoziiert sind, eingefangen. Die Anregungsenergie
wird von den Lhcb-Proteinen entlang eines Netzwerkes von Chlorophyllmolekiilen, die mit
den Proteinen CP47 und CP43 assoziiert sind, zum PS-II-Reaktionszentrum weitergeleitet.
Das PS-II-Reaktionszentrum wird hauptséchlich durch das DI- und D2-Protein gebildet.
Diese beiden Proteine sind hochkonserviert zwischen den Spezies der héheren Pflanzen und
haben einen signifikanten Grad an Homologie mit der Primdrsequenz der L- und M-
Untereinheit der Purpurbakterien. SchlieBlich wird die Anregungsenergie des Lichtes
verwendet, um den primiren Elektronendonor des Photosystems II P680 zum Radikalkation
P680" umzuwandeln. P680 wird bisher als ein spezielles Chlorophyllpaar angenommen, das
mit dem D1- und D2-Protein verbunden ist. Es weist als oxidiertes Radikal P680" ein
Redoxpotential von mehr als 1,1 eV auf. Der erste stabile Elektronenakzeptor ist Phdophytin
(Phd). Angeregtes P680* iibertrdgt innerhalb von Picosekunden ein einzelnes Elektron auf
Phiophytin, ein chlorophyllartiges Hilfspigment, dem Mg** fehlt. Durch die Abgabe des
Elektrons wird P680* in das Radikalkation P680" umgewandelt. Somit verursacht die
Anregung durch die Bildung von Phi und P680" eine Ladungstrennung. Das sogenannte
Radikalpaar P680"Ph4 hat ein elektrochemisches Potential von ca. 1,7 eV. Dies stellt eine
effiziente Umwandlung der Photonenenergie bei einer Anregung von 680 nm (1,8 eV) dar
(Hankamer ef al., 1997b). Um in den Grundzustand zuriickkehren zu kdnnen, und um fiir das

Einfangen eines weiteren Photons zur Verfiigung zu stehen, muss P680" ein Elektron
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aufnehmen. Dieses Elektron erhilt das P680" von einem speziellen Aminosiurerest des D1-
Proteins (D1-Tyr161 = Yz) und wird dabei zum Grundzustand P680 reduziert. Wahrend der
Abgabe des Elektrons von D1-Tyr161 an P680" fiillt das D1-Tyr161 seine Elektronenliicke
mit einem Elektron von Wasser iiber ein Cluster von vier Mangan-Atomen (Mn) auf, der im
sogenannten Oxygen-evolving complex (OEC) integriert ist. Dieser Mn-Cluster ist mit der
luminalen Oberfache des PS II assoziiert. Ein vierstufiger Prozess von vier Ein-Elektronen-
Ubertragungen auf das D1-Tyr161, die jeweils der Absorption eines Photons entsprechen,
erzeugen im Mn-Komplex eine Oxidationsstufe von +4. In dieser Oxidationsstufe kann der
Mn-Komplex von zwei Wassermolekiilen vier Elektronen aufnehmen. Dabei werden 4 H"
und O, freigesetzt. Dieser Mn-Cluster dient als Ladungsakkumulator, der die Bildung von
Sauerstoff ohne die Erzeugung gefahrlicher, teilweise reduzierender Zwischenprodukte
ermOglicht. Der Oxygen-evolving complex wird vom Mn-Cluster sowie den extrinsischen
Proteinen der Genprodukte der Gene psbO (33-kDa-Untereinheit), psbP (23-kDa-
Untereinheit) und psbQ (16-kDa-Untereinheit) gebildet. Die 33-kDa-Untereinheit stabilisiert
den Mn-Cluster, wiahrend die 23-kDa-Untereinheit dem PS II erlaubt, Sauerstoff unter Ca*'-
und CI'-limitierenden Bedingungen zu entwickeln. Fiir die 23-kDa-Untereinheit wird die
Funktion eines Konzentrators flir diese lonen angenommen. Das 16-kDa-Polypeptid hilft dem
PS II bei einer effizienten Sauerstoffentwicklung unter CI-limitierenden Bedingungen
(Hankamer et al., 1997b).

Im folgenden Elektronenfluss wird das Elektron, das vom reduzierten Phdophytin
aufgenommen wurde, entlang einer Elektronentransportkette weitergeleitet (s. Abb. 1.1).
Dabei wird das Elektron vom reduzierten Phidophytin zuerst auf ein Plastochinon-Molekiil Qa
iibertragen. Dieser Kofaktor ist fest an das D2-Protein gebunden und funktioniert als ein Ein-
Elektronen-Carrier. Q4" gibt sein Elektron an ein zweites Plastochinon-Molekiil (Qg) ab, das
in der Qg-Bindenische des D1-Proteins assoziert ist. Dieser Elektronentransfer wird durch ein
nicht-Ham-Eisen-Molekiil unterstiitzt, das zwischen Qs und Qg liegt (Hankamer et al.,
1997b). Die beiden Plastochinone sind tiber ein nicht-Him-Eisen-Molekiil miteinander
verbunden (Oettmeier, 1999). Jedes Plastochinon Qp kann zwei Elektronen und zwei
Protonen aus dem Stroma aufnehmen (Ubergang vom Ein-Elektronen-Carrier zum Zwei-
Elektronen-Carrier), bevor es in der vollstindig reduzierten Form QH, (Plastochinol) vom
D1-Protein abdissoziiert und in die Lipidmatrix der Thylakoidmembran diffundiert. Das an
die Qp-Bindenische gebundene Plastochinon braucht dazu eine strukturelle Reorientierung fiir
die Reduktion zu Semiplastochinon (Garbers et al., 1998). Schlielich werden die Elektronen

von Plastochinol (QH;) iiber eine Kette von membrangebundenen Carriern iiber den
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Cytochrom-bsf-Komplex und das Photosystem [ an Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat (NADP") abgegeben. Dieses wird dadurch zu NADPH unter Freisetzung von H"
reduziert (Hankamer et al., 1997b).

Die PS-II-Herbizide, wie z. B. Diuron, konkurrieren mit Qg um die Qg-Bindungsstelle am
D1-Protein und blockieren so die photosynthetische Elektroneniibertragung, wodurch es zu
einer Inhibierung der photosynthetischen Elektronentransportkette kommt (Lehninger et al.,
1994; Hankamer et al., 1997b).

Die elektronenkristallographische Untersuchung der dreidimensionalen Struktur des
Photosystems II bei einer Aufldsung von 8 A von Rhee et al. (1998) konnte eine nahe
evolutiondre Verbindung zwischen dem Photosystem II von Pflanzen, Algen und
Cyanobakterien zu dem Reaktionszentrum von Purpurbakterien finden. Daraus konnten sie
schlieBen, dass die Anordnung der zwei Reaktionszentren in Fiinfer-Helices groftenteils
unverdndert geblieben sein muss, seit sich die Photosynthese vor 3,5 Milliarden Jahren

entwickelt hat.

1.2 DI1-Protein — die biologische Einheit des Biosensors

Das erste Protein des Photosystems II dessen Funktion eindeutig identifiziert werden konnte,
war das so genannte Herbizidbindeprotein, das spiter als D1-Protein bekannt wurde. Der
Name DI1-Protein resultiert aus seiner ,,diffusen Anfarbung in der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis = SDS-
PAGE) durch  Coomassie®-Blau.  Pfister et al fanden 1981 durch
Photoaffinitdtsmarkierungen mit Azidoatrazin ein 32 kDa groBes Protein aus der
Thylakoidmembran  kovalent mit dem  Atrazinderivat markiert. Uber die
Trypsinempfindlichkeit dieses Proteins konnte es als identisch mit dem von Renger (1976)
gefundenen ,,Proteinschild* iiber dem Photosystem II und mit dem von Mattoo et al. (1981)
untersuchten so genannten ,,rapid-turnover“-Protein des Photosystems II identifiziert werden.
Durch diese Zusammenhidnge wurde die Bedeutung des bereits als D1-Protein benannten
Proteins als Herbizid(binde)protein deutlich.

Velthuys (1981) stellte erstmalig heraus, dass die Reduktion von Plastochinon Qg durch
Plastochinon Qa (s. Abschn. 1.1) durch Herbizide vom Typ des Diurons und Atrazins
verhindert wird. Bowyer ef al. (1991) fanden heraus, dass die Unterbindung der Reduktion
des Plastochinons Qg durch die Verdringung des Plastochinons aus seiner Qg-Bindenische
erfolgt. Wegen dieses Wirkungsmechanismus der Herbizide, der Verdringung von

Plastochinon Qg, wurde das Herbizidbindeprotein D1 funktionell als Qg-Bindeprotein im
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Photosynthesemechanismus erkannt. Erst spater wurde klar, dass das D1-Protein noch weitere
funktionelle Gruppen trigt und Teil des Reaktionszentrums des Photosystems II ist (Trebst,
1986; Nanba und Satoh, 1987). Aufgrund dessen hat das D1-Protein inzwischen verschiedene
Namen, die seine unterschiedlichen Eigenschaften herausstellen: ,,rapid-turnover“-Protein,
Reaktionszentrenpolypeptid, Qgp-Bindeprotein, Herbizid(binde)protein und psbA-Gen-
Produkt.

Das im Chloroplastengenom liegende Gen, welches das D1-Protein codiert, erhielt als das
erste im Photosystem II identifizierte Gen die Bezeichnung psbA4 (ps = Photosystem, b =11, 4
= erstes identifiziertes Gen). Zurawski et al. war es 1982 erstmalig moglich, die psbA-Gene
von Spinat und Tabak zu sequenzieren. Uber die DNA-Sequenz konnte die
Aminosduresequenz ermittelt und damit schon sehr friith das exakte Molekulargewicht fiir das
DI1-Protein berechnet werden. Zurawski et al. (1982) bestimmten damals ein
Molekulargewicht von 38.950 Da fiir das D1-Protein von Spinat (Spinacea oleracea). Das
D1-Protein wurde aber trotzdem in der Literatur bis heute immer wieder als 32-kDa-Protein
bezeichnet, da es in der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
meistens auf der Hoéhe von ca. 32 kDa zu finden ist. Das D1-Protein von z. B. Erbse (Pisum
sativum) besitzt 352 Aminosduren und ein Molekulargewicht von 38.819 Da (P06585
PSBA PEA, 2006). Bis heute ist das psbA-Gen zahlreicher hoherer Pflanzen, Griinalgen und
Cyanobakterien sequenziert worden (Svensson ef al., 1991; Jansson und Méenpii, 1997). Die
Aminosduresequenz des D1-Proteins ist zu ca. 80 % zwischen so verschiedenen Organismen
wie den hoheren Pflanzen und den Cyanobakterien konserviert (Svensson et al, 1991; Jansson
u. Méenpii, 1997). Die Abweichungen in der Aminosduresequenz sind auf wenige Bereiche
in der Sequenz beschrinkt. Den hochsten Grad der Konservierung findet man im zentralen
helikalen Kern des D1-Proteins, der als die Region fiir die primire Ladungstrennungsreaktion
betrachtet wird (Michel et al., 1986; Trebst, 1986; Svensson et al., 1990; Andersson und
Styring, 1991). Im Besonderen die Transmembran-Helix IV und die III-IV-Helix, die parallel
zur Thylakoidmembran auf der luminalen Seite liegt (s. Abb. 1.2), sind beinahe vollstindig
konserviert (Svensson et al., 1991). Die Qg-Bindenische, die im stromalen IV-V-Loop des
D1-Proteins gelegen ist (s. Abb. 1.2), ist dagegen weniger hoch konserviert und zeigt grofere
Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies (Sinning et al., 1989; Svensson et al.,
1991; Jansson und Méenpad, 1997; Oettmeier, 1999). Das primére Translationsprodukt der m-
RNA des psbA-Gens wird prozessiert. Das N-terminale Methionin wird abgespalten, so dass
die Aminosiuresequenz immer mit der zweiten Aminosdure, dem Threonin, beginnt. In den

meisten Organismen wird dieses Threonin phosphoryliert und acetyliert, wodurch der N-
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Terminus blockiert wird (Michel et al, 1988). Zusitzlich wird auch der C-Terminus
prozessiert. Die Linge des Abspaltungsstiickes schwankt dabei zwischen den verschiedenen
Organismen von 0 Aminosduren (AS) bei Euglena, tiber 9 AS bei Spinat (Sharma et al.,
1997b), bis zu 12 AS bei Cyanobakterien (Trebst, 1995). Der C-Terminus aller D1-Proteine
endet nach der Prozessierung bei allen Organismen mit einem Alanin. Nach der N- und C-
terminalen Modifikation besitzt das DI1-Protein eine molekulare Masse von 38 kDa mit
leichten Abwandlungen abhéngig von der Spezies.

Erste Arbeiten zur Aufklirung der Struktur des DI-Proteins wurden {iber
Rontgenstrukturanalysen  des  bakteriellen ~ Photosynthese-Reaktionszentrums  von
Rhodopseudomonas viridis durch Deisenhofer und Mitarbeiter (Deisenhofer et al. 1984 und
1985; Deisenhofer und Michel, 1989) erméoglicht. Uber weitgehende Sequenzhomologien
zwischen dem bakteriellen Photosynthese-Reaktionszentrum und dem pflanzlichen
Photosystem II war es damit zu diesem Zeitpunkt auch schon mdglich, auf die strukturelle
Anordnung des D1-Proteins zu schliessen (Deisenhofer et al., 1984 und 1985; Williams et al.,
1984; Trebst, 1986; Michel und Deisenhofer, 1988; Hansson und Wydrzynski, 1990; Diner et
al., 1991).
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Abb. 1.2: Struktur des D1-Proteins in der Thylakoidmembran. Quelle: Barber, 1998.
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Rhee et al. (1997) kliarten an 2D-Kristallen von PS-II-Subkomplexen (s. Abschn. 1.1) aus
Spinat iiber Kryoelektronenmikroskopie 1997 zum ersten Mal die zweidimensionale
Organisation des Photosystems II und die Anordnung des pflanzlichen D1-Proteins in Form
von Transmembran-Helices auf. 1998 bestimmten sie die dreidimensionale Struktur dieses
PS-1I-Subkomplexes und damit auch die Anordnung des D1- sowie des D2-Proteins in die
Thylakoidmembran-durchspannenden a-Helices (Rhee et al., 1998). Sie stellten fiir das D1-
wie auch das D2-Protein jeweils eine Anordnung in 5 Transmembran-Helices (I-V) fest, die
an einer Pseudo-Zweifach-Achse angeordnet waren, in einer Konformation &hnlich der L- und
M-Untereinheit des Reaktionszentrums von Purpurbakterien (Michel und Deisenhofer, 1988).
Die erhaltenen  Strukturdaten stimmten mit den  Vorraussagen aus den
Sequenzhomologiestudien iiberein (Williams ef al., 1984).

Die Struktur des D1-Proteins besteht damit aus 5 Transmembran-Helices (I-V), die in die
Thylakoidmembran der Chloroplasten eingebettet sind, und zwei Oberfldchen-Helices
(Loops) zwischen den Transmembran-Helices III und IV (auf der luminalen Seite) sowie
IV und V (auf der stromalen Seite) (s. Abb. 1.2) (Barber et al., 1997).

Das D1-Protein ist damit wie das D2-Protein ein sehr hydrophobes Protein. Das D1-Protein
bindet den Grofteil der Kofaktoren, die in den PS II vermittelten Elektronentransport
eingebunden sind: Tyr161 (Yz); P680 wahrscheinlich iiber His198; Phidophytin vermutlich
iiber Tyrl26, Tyr147, Alal50 und Glul30; Qg iber Interaktionen mit Tyr254, Phe255,
Gly256 und andere Aminosduren; den Mn-Cluster wahrscheinlich iiber Asp170, Glul89,
GInl65, Ala344, His109, His332 wund His377 und das nicht-Hidm-Eisen-Molekiil
hochstwahrscheinlich iiber His215 und His272 (Debus, 1992; Michel und Deisenhofer, 1988;
Hankamer et al., 1997b).

Eine wichtige Eigenschaft des D1-Proteins ist die leichte Schiddigung durch Photooxidation
und der schnelle Ersatz des geschiadigten Proteins durch ein neu synthetisiertes D1-Protein
(,,rapidly turning over protein®) (Mattoo et al., 1984; Barber und Andersson, 1992). Der
Abbau, die Synthese und der Wiedereinbau von neu synthetisiertem D1-Protein in den
Photosystem-II-Komplex stellt einen sehr interessanten Aspekt der Dynamik des
Photosystems II dar und wurde ausfiihrlich untersucht (Aro et al., 1993; Andersson und Aro,

1997; Lindahl et al., 2000; HauB3iihl ez al., 2001).
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1.3 Qg-Bindenische des D1-Proteins - Bindung von PS-II-Herbiziden
an die Qg-Bindenische

Die Lage der Qg-Bindenische konnte durch die Untersuchung von herbizidtoleranten Pflanzen
und nach Photoaffinitdtsmarkierungen bestimmt werden (s. Abb. 1.2) (Oettmeier, 1999).

Die Qg-Bindenische des D1-Proteins konnte damit im Bereich der Aminosduren 211 (Phe) bis
275 (Leu) der Aminosduresequenz des D1-Proteins identifiziert werden und besteht damit aus
65 AS (Vermaas und Arntzen, 1983; Vermaas et al., 1983; Carpenter und Vermaas, 1989;
Giardi et al., 1992; Trebst, 1995; Jansson und Mienpad, 1997). Sie beinhaltet einen Teil der
Transmembran-Helix 1V, die stromale parallele Helix IV-V und einen Teil der
Transmembran-Helix V (s. Abb. 1.2) (Oettmeier, 1999).

Es war schon frith bekannt, dass das Plastochinon in einer anderen Art und Weise an die Qg-
Bindenische des D1-Proteins bindet als die Photosystem-II-Herbizide, die so genannt werden,
da sie thre Wirkung durch Inhibierung des PS II entfalten (Vermaas und Arntzen 1983;
Vermaas et al., 1983). Herbizide, die am Photosystem II angreifen, inhibieren, indem sie mit
dem nativen Plastochinon um die Qg-Bindestelle konkurrieren und dabei das Plastochinon
von der Qg-Bindenische verdriangen, da sie eine hohere Affinitdt zur Qg-Bindenische besitzen
als das Plastochinon (Oettmeier, 1999). Die Photosystem II-Herbizide binden dabei nicht-
kovalent an die Qg-Bindenische des DI1-Proteins (s. Abb. 1.3) und konnen ihrerseits
kompetitiv aus dieser Bindungsstelle durch Analoga der Verbindungen des Harnstoff-/
Triazintyps oder nicht kompetitiv durch Phenolhemmstoffe verdrangt werden (Vermaas et al.,

1983; Ohki et al., 1999).

' iele
Tyr L1222 Len 189

Glu L212

Abb. 1.3: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Atrazin und der Qp-Bindenische des Reaktionszentrums von
Rhodopseudomonas viridis. C-Atome: grau, N-Atome: blau, O-Atome: rot, Cl-Atom: griin, H-Atome: weil}. Die vom
pflanzlichen Photosystem II abweichenden Atrazin-bindenden Aminosduren, sind durch die unterschiedlichen
Aminoséduresequenzen der Qg-Bindenische von Pflanzen und Purpurbakterien bedingt. Quelle: Lancaster und Michel, 1999.
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Die Bindungsaffinitit von Herbiziden zur Qg-Bindenische ist dabei abhidngig von der
Aminosdurezusammensetzung des stromalen hydrophilen Loops zwischen den
Transmembran-Helices IV und V des D1-Proteins (s. Abb. 1.2) (Oettmeier, 1999).

Ist die Qg-Bindenische durch ein PS-II-Herbizid besetzt, kommt der Elektronentransport im
Reaktionszentrum des Photosystems II sofort zum Erliegen (Trebst, 1995). Der lineare
Elektronentransport zum Cytochrom-bs/f-Komplex wird unterbrochen und reduziertes
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH), das fiir die Reduktion des
Kohlenstoffdioxides essentiell ist, kann nicht synthetisiert werden. Hierdurch ausgeloste
sekundére Reaktionen fithren zur Zerstorung des Photosyntheseapparates (Trebst, 1995).

Fiir die Orientierung der Herbizide in der Qg-Bindungsnische sind folgende Aminosduren
besonders wichtig (s. Abb. 1.4): Phe211, Leu218, Val219, Ala251, Phe255, Ser264 und
Leu275 (Oettmeier, 1999). Die wichtigste Mutation und die einzige, die bei hoheren Pflanzen
in vivo vorkommt, ist die Mutation von Ser264 zu Gly. Der Verlust der
Hydroxymethylgruppe in Ser264 durch den Austausch zu Gly fiihrt zu drastischen Effekten in
der Triazin-Bindung. Die Wasserstoftbriickenbindung zwischen der Alkylaminogruppe des
Triazins und der Hydroxymethylgruppe des original vorliegenden Serins geht verloren, was
eine stark verminderte Bindungsaffinitdt von Triazinen bewirkt (Oettmeier, 1999).

Zusétzlich vermindert die Substitution von Ser264 durch Gly auch die Elektronentransferrate
zwischen Qa und Qg. Dariiber hinaus ist die Gleichgewichtskonstante Q4 — Qg geringer und
die Quantenausbeute der Photosynthese wird bei der Mutante um ca. 23% verringert. Die
Anzahl der aktiven Photosystem-II-Reaktionszentren wir um ca. 25% herabgesetzt. Die
mutierte Pflanze ist damit anfélliger gegen Photoinhibierung und sensitiver gegentiiber Hitze.
(Arntzen et al., 1979; Ort et al., 1983; Ireland et al., 1988; Jursinic und Pearcy, 1988; Dekker
und Sharkey, 1992).

Durch gezielte, induzierte Mutagenese lieBen sich auch andere Mutationen in der Region von
Phe211 bis Leu275 hervorrufen, womit die Lage der Qg-Bindenische in der Polypeptidkette
des D1-Proteins identifiziert werden konnte. Einige Beispiele sind: Die Mutation von Phe211
zu Ser, die eine Resistenz gegen Atrazin, Diuron und Metribuzin hervorruft; eine Mutation
von Val219 zu lIle, die zu einer Resistenz gegen Diuron und zu einer Resistenz oder
Supersensitivitit gegen 30 Triazinone fiihrt (Oettmeier et al., 1991); der Austausch von
Phe255 zu Tyr, der eine Atrazin-resistente Mutante verursacht sowie die Mutation von
Leu275 zu Phe, die eine Resistenz zu z. B. Bromacil, Diuron and Metribuzin bewirkt

(Oettmeier, 1999).
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Abb. 1.4: Aminosiuresequenz der Herbizidbinderegion des D1-Proteins. In den Késten sind Sequenzstiicke angegeben, die
in den zwei transmembranen Helices IV und V bzw. in der membranparallelen Helix zwischen IV und V angeordnet sind.
Die Pfeile bzw. Quadrate zeigen die Aminosduren an, die nach Mutantenanalysen oder Photoaffinitdtsmarkierung als
Herbizidbinderegionen identifiziert wurden. An den mit Mutation bezeichneten AS liegen das Plastochinon bzw. die
Herbizide. Die Spaltstelle beim Abbau des D1-Proteins, induziert durch Photooxidation, wird in der Néhe der Glutaminséure
243 vermutet. Die Trypsinempfindlichkeit des D1-Proteins wird durch die leichte Zugénglichkeit des Arginin 238 verursacht.
Die Histidine 215 und 272 sind an der Bindung eines Fe-Atoms und das Histidin 198 an der Bindung des
Reaktionszentrumschlorophyllpaar P680 beteiligt. Quelle: Trebst, 1995.

Es konnte gezeigt werden, dass jedes Herbizid eine eigene Position in der Qg-Bindenische
einnimmt und die Wechselwirkungen mit einzelnen Aminosduren der Bindenische eine grofie
Variation zulassen (Oettmeier et al., 1982) (s. Abb. 1.4). Dabei gibt es enorme Unterschiede
in der Bindung von so genannten ,klassischen Herbiziden* und phenolischen Herbiziden (s.
Abschn. 1.4). Obwohl beide Klassen von Herbiziden in ihrem Wirkmechanismus prinzipiell

dhnlich sind und das Plastochinon (Qg) in der Qg-Bindenische des D1-Proteins ersetzen
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(Mattoo et al., 1981; Pfister et al., 1981), interagieren sie mit verschiedenen
Aminosdureresten des D1-Proteins (Draber et al., 1991).

Die Phenolherbizide sind im Vergleich zu den ,klassischen Herbiziden* etwas gedreht,
wodurch andere Substituenten in den Substanzen und andere Aminosduren in der Qg-
Bindenische fiir die hochaffine Bindung wichtig sind. Der Hauptunterschied besteht
allerdings in der besonderen Rolle des Serins 264 fiir die Bindung der ,klassischen
Herbizide®, das bei der Bindung der Phenolherbizide in einer génzlich anderen Weise beteiligt
ist (Trebst, 1995). Die ,.klassischen Herbizide* orientieren sich mit Vorzug gegen das Ser264
und bilden eine Wasserstoffbriickenbindung zur Hydroxymethylgruppe des Serins. Im
Gegensatz dazu besitzen die phenolischen Herbizide eine Hydroxylgruppe, die mit der
Hydroxymethylgruppe des Serins keine Bindung eingehen kann. Daher werden die
phenolischen Herbizide vom Ser264 zu His215 verdringt (Trebst, 1987). Dabei variieren
auch die Bindungsaffinititen innerhalb einer Gruppe von Verbindungen (Oettmeier, 1999).
Das PS-II-Herbizid Atrazin ist z. B. {ber die Ethylaminoseitenkette mit der
Hydroxylseitenkette des Ser264 iiber eine Wasserstoftbriickenbindung verbunden. Der
Stickstoff des aromatischen Rings ist iliber eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem
Stickstoff der Riickenketten-Amidgruppe des Phe265 verkniipft. Zusitzlich befindet sich die
Ethylaminoseitenkette des Atrazins nahe dem Ala251. Bei dem Herbizid Metribuzin ist die
freie Aminogruppe iliber Wasserstoffbriickenbindung an die Seitenketten-Hydroxylgruppe des
Ser264 gebunden. Die Carbonylgruppe des Metribuzin ist iber Wasserstoffbriickenbindung
mit dem Stickstoff der Riickenketten-Amidgruppe der Aminoséure Phe265 assoziiert und der
Methylthiosubstituent ist im Kontakt mit der Seitenkette des Ala251 (Tietjen et al., 1990;
Oettmeier, 1999).

Das D2-Protein ist nicht weit entfernt von der Qgp-Bindungsnische des D1-Proteins. Daher
wird ein Einfluss auf die Konformation des D1-Proteins und/oder eine Beteiligung an der
Herbizidbindung vorausgesetzt (Trebst, 1986; Rhee et al., 1997 und 1998; Hankamer et al.,
2001).

1.4 Photosytem-II-Herbizide

Heute sind mehr als 30 experimentell bestimmte herbizide Wirkorte in der Pflanze bekannt,
von denen etwa 19 wirtschaftlich von Interesse sind. Die meisten der Wirkorte sind im
Chloroplasten der Pflanzenzelle lokalisiert. Andere Zellorganellen bzw. -kompartimente
(z. B. Zellkern, Cytoplasma, Zellwand) spielen eine weniger wichtige Rolle (Berg et al.,

1999). Einer dieser Wirkorte ist die Qp-Bindenische des Photosystems II; die Herbizide, die
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an diesem Wirkort angreifen, nennt man PS-II-Herbizide. Zur Zeit sind ca. 400 Herbizide
zugelassen, wobei die PS-II-Herbizide mit ca. 100 Vertretern immer noch die wichtigste Rolle
der derzeit kommerziell eingesetzten Herbizide spielen (Eckes et al., 2004). Die PS-II-
Herbizide kann man in zehn etablierte Stoffklassen unterteilen (s. Abb. 1.5) (Eckes et al.,
2004), dabei gehoren sie zu einer Vielzahl von unterschiedlichen chemischen Klassen, wie
z. B. den Triazinen, Triazinonen, Harnstoffen, Biscarbamaten, Dinitrophenolen und
Cyanophenolen (s. Abb. 1.5). Sie lassen sich grob in zwei grole Gruppen einteilen: 1.) die
,»Kklassischen Herbizide* und 2.) die phenolischen Herbizide. Zu den ,.klassischen Herbiziden
zdhlen die Harnstoffderivate, die Uracile, die s-Triazine, die Triazinone, die Anilide und die
Biscarbamate. Zu den phenolischen Herbiziden zdhlen die Nitro- und Cyanophenole, die
Hydroxybenzonitrile, die Ketonitrile und die phenolischen Heterozyklen (s. Abb. 1.5) (Trebst,
1995). Die groBte Gruppe von PS-II-Hemmstoffen sind dabei die Harnstoff-Derivate (ca. 40),
gefolgt von den s-Triazinen (ca. 25) (Hock et al., 1995a).

"’7 Inhibition of
photosynthesis at PS Il

Abb. 1.5: Ubersicht iiber die verschiedenen PS-II-Herbizid-Substanzklassen. Quelle: www.plantprotection.org/hrac bzw.
Poster zu bestellen bei: Dr. Peter Boutsalis, SYNGENTA, Jealott's Hill Research Centre, Berkshire RG42 6EY, UK.

Unter den PS-II-Herbiziden ist Atrazin (ein Triazin) das am héufigsten eingesetzte PS-II-
Herbizid weltweit (2001 mehr als 60.000 Tonnen) (Seitz et al., 2003). Atrazin ist zwar in

Deutschland seit 1992 nicht mehr zugelassen, stellt aber weltweit einen der Hauptwirkstoffe
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fiir Umweltverschmutzungen durch Herbizide dar. Die in dieser Arbeit verwendeten PS-II-
Herbizide sind in Tabelle 1.2 mit ihren Strukturformeln aufgefiihrt.

Atrazin sowie Diuron wurden in dieser Arbeit exemplarisch als PS-II-Herbizide ausgewdhlt,
da sie zu den am besten untersuchten Herbizidwirkstoffen gehdren. Diuron ist auch heute
noch ein wichtiges Herbizid aus der Harnstoffklasse, das vornehmlich als Total-Herbizid zur
Unkrautbekdmpfung eingesetzt wird. Metribuzin und das als erstes in den Handel gebrachte
Triazin-Herbizid Simazin, wurden in dieser Arbeit als weitere PS-1I-Herbizide verwendet, da
mit thnen sowie mit Atrazin und Diuron in der Arbeitsgruppe grofe Erfahrungen beziiglich
ithrer Hemmwirkung auf den photosynthetischen Elektronentransport von isolierten
Chloroplasten-Thylakoidmembranen vorlagen (Bausch-Weis, 1994; Bausch-Weis et al.,
1994; Trapmann et al., 1998; Trapmann, 1999; Schnabl et al., 2000; Trapmann et al., 2000;
Schnabl und Trapmann, 2001).

PS-II-Herbizid Substanzklasse Strukturformel
Atrazin Triazine Cl N NHCH,CH,
AN
hihd
N_ _~-N
NHCH(CH,),
Simazin Triazine Cl N NHCH,CH,
X
hihd
N_ ~-N
NHCH,CH,
6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)- Triazine Cl
1,3,5-triazin-2-yl]amino}- N )§ N
hexansiure /& P
= Simazinhexansiure CszHN N NH(CH2)5COOH
= Simazinderivat
Metribuzin Triazinone N—N
(cHy),c—<  H—scH,
N\
O NH,
Diuron Harnstoffe
Cl NH—CO—N(CHj),
(Di-Chlorophenyl-di-Methyl-
Urea = DCMU) Cl

Tab. 1.2: Strukturformeln und Substanzklassen der PS-II-Herbizide und eines Simazinderivats.
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1.5 Biosensoren fiir den Nachweis von oOkotoxikologischen
Substanzen

Die Umweltiiberwachung ist wichtig, um die Intaktheit von Okosystemen zu garantieren. Die
Entwicklung von Biosensoren stellt dabei einen wertvollen Schritt in Richtung der
Verbesserung der Schadstoffiiberwachung in Okosystemen dar.

Biosensoren sind analytische Instrumente, die aus einem biologischen Element bestehen, das
fiir Selektivitdt sorgt, und aus einem physikochemischen Transducer, der die chemischen
Signale fiir die weitere Verarbeitung der Daten in ein elektrisches Signal transferiert. Der
Transducer kann optisch, elektrochemisch, thermometrisch, piezoelektrisch oder magnetisch
sein (Clark, 1956; Turner et al., 1987; Macholén, 1991; Marty et al., 1995; Turner, 1999).
Eine groBe Varietdt an biologischen Rezeptoren sind in Biosensoren integriert worden, wie
z. B. Enzyme, Organellen, intakte Mikroorganismen und Gewebe sowie Antikdrper,
Zellrezeptoren, Nukleinsduren und biomimetische Molekiile (Turner, 2000). Biosensoren
benutzen das biologische Element, um den gewiinschten Analyten zu detektieren, daher
wurden und werden Biosensoren eingesetzt, um chemische Schadstoffe zu quantifizieren. Ein
anderes wichtiges Merkmal von Biosensoren ist die Fahigkeit, eine Klasse von Verbindungen
und nicht nur eine einzige Chemikalie messen zu konnen. Dieser so genannte
Summenparameter schlieBt Effekte wie Toxizitit (Farre er al., 2001), Karzinogenitit,
Mutagenitit, Cytotoxizitit (Castillo et al., 2001) und Genotoxizitit (Billinton et al., 1998;
Polyak et al., 2000 und 2001) mit ein, die mit konventionellen chemischen Analysemethoden
nicht zu charakterisieren sind. Obwohl mit Biosensoren meistens eine ganze Klasse an
Schadstoffen gemessen wird, konnen einige Biosensoren aber auch einen hohen Grad an
Spezifitit liefern. Ein Biosensor wird so entwickelt, dass er eine spezielle analytische
Aufgabe erfiillt, wobei er je nach der verwendeten biologischen Einheit sowohl einen
einzelnen Analyten als auch eine Gruppe von Analyten in einem Medium messen kann
(Kroger et al., 2002). Die starke Nédhe des biologischen Elements zum Transducer fiihrt
aufgrund der geringen Diffusionszeiten zu schnellen Messungen. Das bedeutet, dass
automatische Biosensoren einen hohen Probendurchsatz haben konnen und dass einzelne
Messungen in Echtzeit durchfiihrbar sind.

Die klassischen chemischen Analysemethoden zur Schadstoffiiberwachung, wie z. B.
Gaschromatographie, High-Performance-Liquid-Chromatographie und Massenspektrometrie,
sind sensitive und effektive Verfahren. Biosensoren haben ihnen gegeniiber jedoch den
Vorteil, dass sie den tatsdchlichen physiologischen Einfluss von aktiven Verbindungen in der

Probe wiedergeben konnen, da selbst geringe Konzentrationen von Schadstoffen die lebenden
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Organismen bzw. biologischen Einheiten beeinflussen, indem sie ihre physiologischen
Prozesse storen. Daher ist eine biologische Komponente essentiell fiir Biosensoren, die darauf
abzielen, den generellen Status eines Okosystems zu ermitteln (Yatsenko, 1996). Zusitzlich
ist es mit einem Biosensor {liber den wirkungsbezogenen Mechanismus an der biologischen
Einheit auch moglich, unbekannte Schadstoffe zu erfassen, wie unter Umstdnden noch stirker
toxisch wirkende und noch nicht identifizierte Abbauprodukte von Schadstoffen (Obst und
Brenner-Weil3, 2002).

1.5.1 Biosensoren fiir den Nachweis von Herbiziden/PS-II-Inhibitoren

In den letzten Jahren sind viele Immunosensoren fiir die Herbiziddetektion entwickelt
worden, die auf Antikorpern basieren (Hock et al., 1995b; Marco et al., 1995; Killard ef al.,
2000; Mallat et al., 2001a, 2001b und 2001c; Mascini, 2001). Mit ihnen vermag man,
abhingig von dem verwendeten Antikorper, eine breite Palette von verschiedenen Herbiziden
zu detektieren. Wegen der individuellen Spezifitdt der Antikdrper (Lottspeich und Zorbas,
1998) ist es mit ihnen aber immer nur moglich ein Herbizid oder chemisch nah miteinander
verwandte Herbizide nachzuweisen. Daher ist es schwierig, einen auf Antikérpern
basierenden Immunosensor fiir die Herbizidbestimmung in unbekannten Proben bzw. in
Proben, in denen verschiedene Herbizide vorhanden sind, zu verwenden. Aus diesem Grund
sind solche Immunosensoren beispielsweise nicht zum Pre-Screening von Gewésserproben
geeignet.

Ein zunehmendes Verstindnis der Biochemie und Molekularbiologie von photosynthetischen
Organismen hat Licht auf die potentiellen Anwendungen von isolierten photosynthetischen
Membranstrukturen in der Kontrolle von Umweltschadstoffen geworfen (Giardi et al., 2001).
Dazu zéhlen z. B. Biosensoren, die auf einer biologischen Einheit von Thylakoidmembranen
oder Photosystem-II-Proteinkomplexen beruhen. Biosensoren, die als biologisches
Erkennungselement eine Einheit der photosynthetischen Membranstruktur verwenden,
erlauben dabei die Detektion eines breiten Bereichs von Herbiziden.

Die am héufigsten verwendeten biologischen Messfiihler zur Detektion von Photosynthese-
Herbiziden benutzen isolierte Thylakoidmembranen und Chloroplasten, intakte Algenzellen
oder Cyanobakterien und Diatomeen als biologische Zielstrukturen. Dabei werden entweder
Anderungen im photosynthetischen Ablauf (Rawson et al., 1987; Pandard und Rawson, 1993;
Preuss und Hall, 1995; Avramescu et al., 1999; Rouillon et al., 1999), die Inhibierung des
photosynthetischen Elektronentransports (Rawson et al, 1989; Haggett, 1994) oder
Anderungen in der Chlorophyll-Fluoreszenz (Arsalane et al., 1993; Conrad et al., 1993;
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Yoneyama et al., 1993; Bausch-Weis et al., 1994; Heever und Grobbelaar, 1998; Schnabl et
al., 2000; Schnabl und Trapmann, 2001) gemessen.

In den 50er Jahren nutzte man fiir die Auswahl der wirksamsten Herbizide die Tatsache, dass
Herbizide die Hill-Reaktion in isolierten Chloroplasten inhibieren konnen (Wessels und Veen,
1956, Good, 1961). In den 90er Jahren wurden isolierte Chloroplasten sowie Thylakoide
vielfaltig in Biosensoren zur Herbiziddetektion eingesetzt. Diese Biosensoren testen entweder
die Inhibierung der Hill-Reaktion (Loranger und Carpentier, 1994; Rouillon et al., 1994), die
Inhibierung der 2,6-Dichlorophenolindophenol(DCPIP)-Photoreduktion (Brewster und
Lightfield, 1993; Brewster et al., 1995) oder Anderungen in der Chlorophyll-Fluoreszenz
(Conrad et al., 1993; Bausch-Weis et al., 1994; Merz et al., 1996; Schnabl et al., 2000;
Schnabl und Trapmann, 2001).

Erste Entwicklungen von Biosensoren auf der Basis von PS-II-Proteinkomplexen sind schon
erfolgt (Rao et al., 1990; Jockers et al. 1993; Yatsenko, 1996; Koblizek et al., 1998;
Nakamura et al.,, 2000 und 2003). Koblizek et al. (1998) konnten einen stabilen und
sensitiven PS-II-Biosensor herstellen, der auf der biologischen Einheit eines PS-II-
Proteinkomplexes aus dem thermophilen Cyanobakterium Synechococcus elongatus basiert.
Nakamura et al. (2000 und 2003) entwickelten bereits einen Oberflichen-PlasmonResonanz-
Biosensor (SPR-Biosensor) mit photosynthetischen Reaktionszentren aus Purpurbakterien,
mit dem sie Atrazinkonzentrationen von bis zu 1 pg/ml detektierten. Im Allgemeinen gilt es
jedoch noch die Stabilitdt und die Sensitivitdt solcher auf Einheiten des Photosystems II
basierenden Biosensoren zu verbessern.

Die Sensitivitit eines Biosensors hidngt sowohl von dem biologischen Rezeptor als auch von
der Konzentration der Herbizide, der Probenmatrix und den experimentellen Bedingungen
(z. B. pH-Wert, Temperatur) ab. So variiert bei Biosensoren, basierend auf der Inhibierung
der Qp-Bindenische des D1-Proteins, die Nachweisgrenze z. B. fiir Atrazin von 1 bis 10° pg/l,
abhédngig von der biologischen Einheit, die fiir die Messungen verwendet wurde, wie z. B.
Cyanobakterien, einzellige Algen, Chloroplasten, Thylakoide oder Reaktionszentren bzw. PS-
[I-Proteinkomplexe (Giardi et al., 2001).

Fiir die Verwendung von auf Einheiten des Photosystems II basierenden Biosensoren spricht
die Einfachheit der biologischen Transduktion. Sie kann direkt, ohne zusitzliche Marker oder
Transducer-Molekiile, aufgenommen werden.

Diese Beobachtungen haben ein Interesse fiir die Entwicklung von biologischen Sensoren
initiiert, die mit einer biologischen Einheit aus PS-II-Proteinkomplexen geringe Mengen von

Herbiziden in Wasser und Boden detektieren konnen.

24



Einleitung

1.5.2 DI1-Biosensor

Das DI-Protein ist die Zielstruktur von Herbiziden, die die Photosynthese inhibieren
(s. Abschn. 1.2 und 1.3). Die Tatsache, dass die PS-II-Herbizide am D1-Protein angreifen,
macht dieses damit zu einem guten analytischen Werkzeug fiir die Detektion von Herbiziden.
Die hohe Bindungsaffinitit der PS-1I-Herbizide zum D1-Protein (s. Abschn. 1.3) bietet daher
eine einzigartige Moglichkeit, das D1-Protein bzw. den PS-II-Proteinkomplex zur Detektion
von PS-II-Herbiziden in einem Biosensor einzusetzen.

Erste Interaktionsmessungen zwischen dem DI1-Protein und PS-II-Herbiziden sind schon
erfolgt (Chegel et al., 1998; Piletskaya et al., 1998 und 1999).

Biosensorsysteme, basierend auf der Bindung von PS-II-Herbiziden an das DI-Protein im
Photosystem II von Pflanzen und anderen photosynthetischen Organismen, stellen die
direkteste und einfachste Methode fiir die Herbiziddetektion dar.

Dabei wire es mit einem derartigen System iiber das Wirkpotential auf die Photosynthese
moglich, neben der Quantifizierung der Schadstoffe gleichzeitig ihren Toxizitdtseffekt auf das
Okosystem zu erfassen. Auf der Basis der biologischen Einheit des D1-Proteins oder des PS-
II-Proteinkomplexes wire es damit in Zukunft moglich, einen Biosensor fiir das schnelle Pre-
Screening von Umweltproben auf Photosystem-II-Inhibitoren zu entwickeln. Dieser konnte

teure und zeitaufwendige chemische Analysen minimieren oder sogar ersetzen.

1.5.3 Einsatz von Biosensoren in der Umweltiiberwachung

Im Allgemeinen konnen Biosensoren, die in der Umweltanalyse angewandt werden, nicht mit
klassischen analytischen Verfahren konkurrieren. Stattdessen werden sie meistens fiir das Pre-
Screening von Umweltproben auf Schadstoffe entwickelt. Wenn notwendig, konnen die mit
Kontaminationen identifizierten Proben detailliert chemisch analysiert werden, um den
genauen Schadstoff herauszufinden. Dies kann die Kosten fiir Uberwachungsprogrammen
von beispielsweise Gewdssern deutlich verringern (Rodriguez-Mozaz et al., 2004). Wird mit
Hilfe eines solchen Pre-Screenings keine Kontamination nachgewiesen, kann die aufwendige
und zeitintensive chemische Analytik mit genormten Verfahren auf die Proben mit positivem
Nachweis beschrinkt werden. Die Anzahl der Proben, die einer weiteren Untersuchung
bediirfen, wird so vermindert. Die biosensorischen Untersuchungsmethoden arbeiten zwar
meistens nicht so prizise wie klassische Analyseverfahren, werden aber in der Praxis haufig
eingesetzt, um sehr schnell erste Aussagen iiber das Vorhandensein von Umweltschadstoffen

in verschiedenen Matrizes, z. B. in Wasser und Bdden, machen zu konnen.
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Verglichen mit klassischen analytischen Methoden wie z. B. der Gaschromatographie, der
High performance liquid chromatography (HPLC) oder der Massenspektrometrie (MS) ist die
Detektion von Schadstoffen (z. B. Herbizide) durch Biosensoren, die auf dem PS II basieren,
im Allgemeinen weniger spezifisch. Diese Biosensoren konnen eher wertvolle Informationen
iiber eine Klasse von Schadstoffen als iiber eine spezifische Verbindung liefern. Sie
ermoglichen es daher, die Gesamtheit der auf sie wirkenden phytotoxischen Verbindungen als
Summenparameter zu bestimmen.

Giardi et al. (2000) entwickelten einen Fluoreszenz-Biosensor, basierend auf isolierten
Thylakoiden von Mutanten, die resistent gegen verschiedene Herbizidklassen waren.

Uber die Isolation der Photosystem-II-Komplexe bzw. des D1-Proteins dieser Mutanten wire
es zukiinftig moglich, zwischen verschiedenen Subklassen von Herbiziden zu unterscheiden
und dadurch die Spezifitit eines PS-II-basierten Biosensors zu erhéhen.

Biosensoren, die auf dem Photosystem II basieren, liefern wertvolle Informationen iiber den
tatsdchlichen biologischen Effekt des Schadstoffes in einer Probe, da die Phytotoxizitét {iber
die biologische Wirkung auf die Zielstruktur bestimmt wird. Auf PS-II-Einheiten basierende
Biosensoren haben damit das Potential, in der Beurteilung der toxischen Belastung eines
Systems und damit in der Umweltiiberwachung eingesetzt zu werden, um die Anzahl der

komplexen chemischen Analysen zu verringern.

1.6 Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR)

Die Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR) ist eine von vielen optischen Techniken, die in
Biosensoren verwendet werden. Der Hauptvorteil der SPR gegeniiber den meisten anderen
optischen Biosensoren ist, dass die Bindung des Analyten direkt, in Echtzeit, ohne die
Verwendung von markierten Molekiilen (,,Labelling®) gemessen werden kann. Oberflachen-
Plasmon-Resonanz-Biosensoren sind daher eine etablierte Methode zur Messung von
molekularen Interaktionen geworden.

Vom generellen Aufbau her besteht ein SPR-Biosensor aus einem optischen System, einem
umwandelnden Medium (Transducer), welches das optische und biochemische Element
miteinander verbindet, und einem elektronischen System, das die optoelektronischen
Komponenten des Sensors tibertrigt und die Datenverarbeitung erlaubt.

Bei SPR-Messungen auf biosensorischer Ebene werden die Interaktionen eines an der
Sensoroberflache immobilisierten Reaktionspartners (= Ligand) mit einer zweiten Verbindung
(= Analyt) in Lésung untersucht. Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Biosensoren messen dabei

die Anderung des refraktiven Indexes der Losung nahe der Sensoroberfliche, die wihrend der
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Komplexbildung der Bindungspartner oder der Dissoziation des Analyten vom Liganden
auftritt (Markey, 1999). Daher konnen SPR-Biosensoren dazu verwendet werden,
Interaktionen eines biologischen Systems, angefangen von Proteinen, Oligonucleotiden,
Oligosacchariden, Lipiden bis hin zu kleinen Molekiilen (< 400 Da), Phagen, viralen Partikeln
und Zellen zu untersuchen (Rich und Myszka, 2000). Die Sensoroberflidche liefert dabei die
Plattform, an der der Ligand von Interesse immobilisiert wird.

Zur Theorie der SPR-Messung und dem Geriteaufbau des in dieser Arbeit verwendeten

Biacore® 3000 siche Abschnitte 2.16.1 und 2.16.2.

1.7 Kopplung des biosensorischen Nachweises von Herbiziden mit
der klassischen Analytik — SPR-MS

Die Kopplung des biosensorischen Nachweises iiber die Oberflichen-Plasmon-Resonanz mit
der Massenspektrometrie fiihrt zu einer bedeutenden Technologie, die fiir die Isolierung und
Identifizierung von unbekannten Bindungspartnern aus ungereinigten Proben eingesetzt
werden kann (Rich und Myszka, 2000).

Die direkte Bindung eines Molekiils oder einer biologischen Struktur an die biologische
Einheit auf der SPR-Oberfldche und die nachfolgende massenspektrometrische Untersuchung
des gebundenen und eluierten (,,recoverten®) Analyten spielt eine bedeutende Rolle fiir SPR-
Biosensoren in der Identifikation von neuen, bisher noch unbekannten Bindungspartnern
(Nedelkov und Nelson, 2003).

Mit einer solchen Kopplung zwischen einem SPR-Biosensor und der klassischen analytischen
Methode der Massenspektrometrie ist es damit moglich, den Ansatz der wirkungsbezogenen
Analytik zu verfolgen (Hock und Scheller, 2001; Obst und Brenner-Weil3, 2002). Die
wirkungsbezogene Analytik verbindet die biomolekulare Erkennung und damit den Nachweis
des biologischen Wirkpotentials eines Analyten mit der iiber die chemische Analyse
erfolgenden exakten Identifikation der verursachenden Substanz(en). Sie liefert dabei sowohl
Informationen iiber die Bioeffekte der Verbindung in Bezug zur verwendeten Zielstruktur als
auch tiiber die chemische Struktur und Konzentration von aktiven Substanzen in der
untersuchten Probe (Hock und Scheller, 2001; Obst und Brenner-Weil3, 2002).

Ubertragen auf einen SPR-Biosensor mit einer biologischen Einheit aus D1-Protein wire es
damit moglich, neue bisher noch nicht bekannte dkotoxikologische Stoffe aufgrund ihrer
inhibierenden Wirkung auf das Photosystem II {iber die Kopplung der SPR mit der MS
wirkungsbezogen zu identifizieren. Damit konnten unbekannte und/oder bisher nicht
beachtete photosynthesechemmende und ©kotoxikologische Substanzen aufgrund ihrer
Wirkung an der Zielstruktur des D1-Proteins identifiziert werden.
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Einsatzmoglichkeiten einer solchen Biosensor-SPR-MS-Kopplung fiir den Nachweis von
photosynthesehemmenden  Substanzen konnten beispielsweise die  kontinuierliche
Uberwachung von Trinkwasser, Oberflichengewissern und Rohwasser sein. Bei einer
entsprechenden Robustheit des Biosensors wire dariiber hinaus auch die Uberwachung von
Prozessabwéssern bzw. Einldufen industrieller Kldranlagen mdéglich.

Eine vollstindige Erfassung der Herbizide und anderer Photosystem-II-inhibierender
Substanzen - dabei ist z. B. an noch stérker toxisch wirkende Abbauprodukte der Herbizide
oder an noch nicht identifizierte 6kotoxikologische Substanzen zu denken - ist alleine mit der
klassischen chemischen Analytik zur Gewisserliberwachung nicht moglich. Ein auf dem D1-
Protein und der SPR-Technologie basierender Biosensor kann demgegeniiber die
okotoxikologischen Schadstoffe nur als Summenparameter aufgrund ihrer Wirkung an der
biologischen Einheit erfassen.

Uber das Konzept der wirkungsbezogenen Analytik, bei der die wirkungsbezogene
Quantifizierung der Schadstoffe {iber die Biosensorik mit der Identifizierung {iber klassische
chemische Methoden gekoppelt wird, wire es in Zukunft moglich, noch nicht identifizierte
Umweltschadstoffe aufzudecken, deren Toxizitdtseffekt auf das Okosystem bzw. den
Menschen eventuell noch grofer ist als der bereits bekannter Umweltschadstoffe.

In der Gewdsseriiberwachung liele sich mit dieser Kopplung, wie in Abschnitt 1.5 bereits
erwihnt, die Anzahl der Proben, welche durch chemische Analyseverfahren zu untersuchen
sind, verringern, da nur die Proben, bei denen mit dem Biosensor ein positiver Nachweis von

Schadstoffen erfolgt wire, chemisch analysiert werden miissten.
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1.8 Zielsetzung: Entwicklung einer geeigneten Aufreinigungs-
methode fiir das D1-Protein zum Einsatz als biologische Einheit
in einem SPR-Biosensor zum Nachweis von PS-II-Herbiziden

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Oberflichen-Plasmon-Resonanz-
Biosensors, basierend auf der biologischen Einheit eines Herbizid-bindefdhigen D1-Proteins
aus dem Photosystem II hoherer Pflanzen, zum Nachweis von Photosystem-II-inhibierenden
Substanzen. Grundlage dafiir war die Isolierung eines D1-Proteins mit einer funktionell

intakten und Herbizid-bindefdhigen Qg-Bindenische.

Im ersten Teil der Arbeit bestand das Ziel darin, eine Methode zu entwickeln, mit der es
moglich ist, funktionsfdhiges DI1-Protein mit bindefdhiger Qg-Bindenische fiir PS-II-

Inhibitoren aufzureinigen.

Eine der Aufgaben lag darin, den Erfolg der Aufreinigung des D1-Proteins aus verschiedenen
Pflanzenspezies vergleichend zu charakterisieren, um so die Spezies mit der besten Eignung
fiir die Isolation von D1-Protein zu identifizieren. Dabei spielten sowohl eine hohe Ausbeute,
ein guter Aufreinigungsgrad und eine schnelle Durchfiihrung der Aufreinigung als auch — im

Besonderen - die Bewahrung einer bindefédhigen Qg-Bindenische eine grofe Rolle.

Zur Charakterisierung der verschiedenen Aufreinigungsschritte wurde unter anderem die
Verwendung der klassischen Techniken der Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) sowie des Western-Blottings angestrebt.

In Ergénzung dazu sollte eine neue Methode zum Nachweis von aufgereinigtem D1-Protein,
basierend auf der Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Technologie, entwickelt und angewandt
werden, damit das D1-Protein schneller und einfacher als mit den klassischen Methoden in
isolierten Fraktionen detektiert werden konnte. Dazu galt es einen spezifischen Anti-D1-
Antikorper an eine SPR-Sensorchipoberfliche zu immobilisieren, um {iber die
Bindungsinteraktion von DI1-Protein und Anti-D1-Antikérper schnell und einfach das DI1-

Protein in den Aufreinigungen zu identifizieren.

Zu den Zielen gehorte ferner, eine SPR-Methode zur qualitativen Charakterisierung der
Herbizid-Bindefahigkeit des aufgereinigten DI1-Proteins zu entwickeln, die auf einem
modifizierten Herbizidliganden (Simazinderivat) basiert. Aufgabenstellung war es dabei, die
Bewahrung der Bindefdhigkeit des isolierten DI1-Proteins zu Herbiziden {iiber die

Bindungsinteraktionen mit dem immobilisierten Simazinderivat zu kontrollieren.
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Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Ziel verfolgt, das bindefdhig aufgereinigte D1-Protein
als biologische Einheit in einem Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Biosensor zum

wirkungsbezogenen Nachweis von PS-II-Herbiziden einzusetzen.

SchlieBlich sollte an einem pflanzlichen Testsystem die Kopplung der Oberfldchen-Plasmon-
Resonanz mit der Massenspektrometrie untersucht werden. Dabei bestand das Ziel darin, den
wirkungsbezogenen biosensorischen Nachweis mit der qualitativen Identifizierung im Sinne

der wirkungsbezogenen Analytik zu verbinden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Pflanzenspezies

Es wurden folgende Pflanzenspezies zur Isolation des D1-Proteins bzw. der Thylakoide und
der PS-II-Proteinkomplexe ausgewihlt: Vicia faba var. Dreifach Weifle, Lactuca sativa,

Spinacea oleracea sowie Pisum sativum var. Feltham first und var. Maiperle.

2.2 Anzuchtbedingungen

2.2.1 Anzucht in Klimakammern am IMBIO

Die Anzucht der Pflanzen am Institut fiir Molekulare Physiologie und Biotechnologie der
Pflanzen (IMBIO) erfolgte in der Klimakammer, um weitgehend standardisierte
Anzuchtbedingungen zu gewihrleisten. Als PflanzgefiBBe wurden Kunststoffpflanzschalen
verwendet, die zur Verhinderung von Staunisse mit einem Gittereinsatz versehen waren. Das
Kultursubstrat bestand aus geddmpfter Komposterde. Die Pflanzen wurden unter den in

Tabelle 2.1 aufgefiihrten Bedingungen angezogen.

Lichtphase 12 Stunden

Dunkelphase 12 Stunden

Beleuchtungsstérke 10.000 — 14.000 Lux

Lampen Quecksilberdampflampe (HLC-N-Phillips)
Temperatur 20 °C

Wasserversorgung Téglich

Relative Luftfeuchtigkeit 80 %

Tab. 2.1 : Bedingungen zur Anzucht der Pflanzen in der Klimakammer am IMBIO.

2.2.2 Anzucht im Gewichshaus bei caesar

Im Gewéchshaus im center of advanced european studies and research (caesar) wurden alle
Pflanzen bei 25 °C und 80 % Luftfeuchtigkeit angezogen. Als Pflanzgefif3e dienten auch hier
Kunststoffpflanzschalen mit einem Gittereinsatz. Als Kultursubstrat wurde TKS-Einheitserde
Typ 1 (Torfkultursubstrat Typ 1, Blaster Einheitserdewerk GmbH, Frondenberg, D)
verwendet. Um die besten Anzuchtbedingungen fiir die Isolation von hohen Ausbeuten an
Herbizid-bindefdhigem D1-Protein herauszufinden, wurden die Pflanzen parallel mit sowie
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung von 27.500 Lux (Lampen: Phillips Son-T Agro 400,
Phillips, Hamburg, D) im 12 h Licht-/Dunkel-Rhythmus angezogen.
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2.3 Thylakoidisolationsmethoden

Bei allen durchgefiihrten Isolationsmethoden wurde bei 4 °C oder auf Eis und immer
lichtgeschiitzt gearbeitet. Alle verwendeten Gerdte und Losungen waren auf 4 °C vorgekiihlt.
Dadurch sollten Lichtstress sowie temperaturabhéngige Abbaureaktionen, die unter anderem
zu einem Abbau des D1-Proteins fiihren konnen, minimiert werden (Champman et al., 1989;
Mattoo et al., 1989).

Zur Isolation wurde das Blattmaterial von 14-18 Tage alten Pisum sativum- sowie Vicia faba-
Pflanzen, von 5-6 Wochen alten Lactuca sativa- und von 11-13 Wochen alten Spinacea
oleracea-Pflanzen verwendet. Die Blétter wurden geerntet und sofort in Eiswasser eingelegt.
Zu Beginn der Isolation wurden die Blitter trockengetupft, eingewogen und unmittelbar

weiterverarbeitet.

2.3.1 Thylakoidisolation nach Cohen & Baxter (1990)

Die Isolation der Thylakoidmembranen erfolgte nach der am Institut fiir Molekulare
Physiologie und Biotechnologie der Pflanzen (IMBIO) modifizierten Methode von Cohen &
Baxter (1990).

Die Blitter der verschiedenen Pflanzenspezies wurden in Isolationsmedium (s. Tab. 2.2) 10 s
bei einer Drehzahl von 25.000 rpm (HO4A, Edmund-Biihler, Johanna Otto GmbH,

Hechingen, D) homogenisiert.

0,4M Sorbit

50 mM Tricin

10 mM NaCl

10 mM MgCl,

0,05 % (W/v) Bovine serum albumin (BSA)
0,1 % (w/v) Na-Ascorbat

pH 7,8 (KOH)

Tab. 2.2 : Isolationsmedium nach Cohen & Baxter (1990).

MgCl, wurde verwendet, um eine bessere Trennung der Thylakoidmembranen vom Rest der
Suspension wihrend der Zentrifugation zu erreichen, da sich die Thylakoidmembranen in
Anwesenheit von Mg®" stapeln (Hincha und Schmitt, 1995). Natriumascorbat verhindert die
Lipidperoxidation durch Abfangen entstehender Radikale, schiitzt damit die
Thylakoidmembranen vor oxidativen Schdden (Takahama, 1982 und Biedinger et al., 1991)
und fiihrt zu einer hoheren Ausbeute an photosynthetisch aktiven Thylakoiden (Trapmann,
1999). Auch Merz (1995) verwendete Natriumascorbat zur Verminderung der oxidativen

Abbaureaktion bei Thylakoidisolaten durch freigesetzte Enzyme. Rinderserumalbumin
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(bovine serum albumin = BSA) dient zusitzlich zum Abfangen von Proteasen (Trapmann,
1999). Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7,8 eingestellt, da dies dem physiologischen pH-
Wert in den Thylakoiden entspricht (Santarius, 1990).

Das Homogenat wurde zuerst durch ein 200 um und anschlieBend ein 20 pm Nylonsieb
filtriert und bei 1.300 g fiir 5 min bei 4 °C (Allegra™ 21R, Beckman Coulter, Fullerton,
USA) zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit einem Pinsel in Isolationsmedium
resuspendiert. Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt, wobei das Chloroplastenpellet
im letzten Schritt in destilliertem Wasser aufgenommen wurde, um die Chloroplasten
osmotisch aufzubrechen. Um ein Aufbrechen aller Chloroplasten zu ermdglichen, wurde nach
1 h Inkubationszeit die Suspension bei 30.000 g und im Anschluss bei 10.000 g (Optima L-
100 XP mit Rotor 70 Ti, Beckman Coulter, Fullerton, USA) jeweils 10 min bei 2 °C
zentrifugiert, wobei das Pellet in Isolationsmedium gewaschen wurde, um die dufleren
Chloroplastenmembranen von den Thylakoidmembranen zu trennen. Zum Schluss wurden die

Thylakoidmembranen zur weiteren Verarbeitung in Isolationsmedium aufgenommen.

2.3.2 Thylakoidisolation nach Bassi ef al. (1985)

Bei der nach Bassi et al. (1985) am Max-Planck-Institut (MPI) K6ln Vogelsang modifizierten
Thylakoidisolationsmethode wurde das frisch geerntete Blattmaterial in kaltem T1-Puffer (s.
Tab. 2.3) 10 s bei einer Drehzahl von 25.000 rpm homogenisiert (HO4A, Edmund-Biihler,
Johanna Otto GmbH, Hechingen, D). Das Homogenat wurde zuerst durch ein 200 um und
dann durch ein 20 pum Sieb filtriert und bei 1.400 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert
(Multifuge 3 S-R, Heraeus, Hanau, D). Das Pellet wurde in kaltem T2-Puffer (s. Tab. 2.4)
resuspendiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt bei 10.000 g fiir 10 min bei 4 °C

wurden die Thylakoidmembranen in kaltem Lagerungs-Puffer (s. Tab. 2.5) aufgenommen.

0,5 % (w/v) Milchpulver
0,4M Sorbit
0,1M Tricin

Protease Inhibitoren
Werden dem T1-Puffer kurz vor Gebrauch zugesetzt:

0,2 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

1 mM Benzamidin in 0,02 mM HEPES pH 7,5
S mM Aminocapronsdure

pH 7,8 (KOH)

Tab. 2.3 : T1-Puffer nach Bassi et al. (1985).

25 mM HEPES pH 7,5 (KOH)
10 mM EDTA

Tab. 2.4 : T2-Puffer nach Bassi ef al. (1985).
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50 % (v/v) Glycerin
10 mM HEPES pH 7,5 (KOH)
1 mM EDTA

Tab. 2.5 : Lagerungs-Puffer nach Bassi et al. (1985).

2.3.3 Thylakoidisolation nach Piletskaya et al. (1997)

Bei der nach Piletskaya et al. (1997) durchgefiihrten Thylakoidisolation wurde das
Blattmaterial in Isolationspuffer (s. Tab. 2.6) 10 s bei einer Drehzahl von 25.000 rpm
homogenisiert (HO4A, Edmund-Biihler, Johanna Otto GmbH, Hechingen, D). Das
Homogenat wurde zum weiteren Entfernen der Zellfragmente von den Chloroplasten bei
1.000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert (Multifuge 3 S-R, Heraeus, Hanau, D). Das
Chloroplastenpellet wurde in Waschpuffer (s. Tab. 2.7) ohne Saccharose resuspendiert, um
die Chloroplasten durch osmotischen Schock zum Platzen zu bringen und nochmals bei den
oben angegebenen Bedingungen zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, um die
Thylakoidmembranen von den 16slichen Stromaproteinen zu reinigen. Nach dem letzten

Zentrifugationsschritt wurden die Thylakoidmembranen in Waschpuffer aufgenommen.

0,4M Saccharose
10 mM NaCl

50 mM Tris

pH 8,0 (HCI)

Tab. 2.6 : Isolationspuffer nach Piletskaya et al. (1997).

50 mM Tris
10 mM NaCl
pH 8,0 (HCI)

Tab. 2.7 : Waschpuffer nach Piletskaya et al. (1997).

2.4 Isolation von Photosystems-II-Proteinkomplexen nach Piletskaya
et al. (1997)

Die Isolation der Photosystem-II-Proteinkomplexe (PS-II-Proteinkomplexe) erfolgte nach der
Butanolextraktionsmethode von Piletskaya et al. (1997). Bei der Butanolextraktion werden
die PS-II-Proteinkomplex-Proteine von Pigmenten und Lipiden befreit (Piletskaya et al.,
1999). Die Thylakoidmembransuspension wurde zundchst fiir 30 min in einem eiskalten
Ultraschallbad behandelt, um die Thylakoidmembranen fiir die weitere Protein-Aufreinigung
aufzubrechen. Zur Solubilisierung der Thylakoidmembranproteine wurde die Suspension mit
einem gleichen Volumen an -20 °C kaltem n-Butanol versetzt. Die zwei Phasen wurden

intensiv geschiittelt und im Anschluss bei 1.000 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Die untere

34



Material und Methoden

wissrige Phase wurde gesammelt und mit dieser wurde die Butanolextraktion noch zweimal
wiederholt, um die Reinheit der PS-II-Proteinkomplex-Proteine zu erhdhen.

Die so isolierten PS-II-Proteinkomplexe wurden in Aliquots lyophilisiert (s. Abschn. 2.9) und
bei -20 °C gelagert.

2.5 Aufreinigung des D1-Proteins aus dem PS-II-Proteinkomplex
mittels Fast protein liquid chromatography (FPLC)

Fir die Aufreinigung des D1-Proteins aus dem PS-II-Proteinkomplex-Extrakt wurde die
Umkehrphasenchromatographie (Reversed phase chromatography = RP-Chromatographie)
verwendet. Laut Sharma et al. (1997a) handelt es sich bei der Umkehrphasenchromatographie
um das am besten geeignete System zur Auftrennung von pflanzlichen Membranproteinen
wie dem DI-Protein. Andere Chromatographiemethoden, z. B. die von ihnen getestete
Gelfiltrations- und Ionenaustauscher-Chromatographie, zeigten sie als nicht geeignet fiir die
Separation des DI-Proteins von dem ihm in GroBe, Struktur und physikalischen
Eigenschaften sehr dhnlichen D2-Protein (Sharma et al., 1997a).

Bei der Umkehrphasenchromatographie findet eine hydrophobe Wechselwirkung des
Analyten mit der unpolaren stationidren Phase im polaren, wéssrigen Losungsmittel statt. Die
Elution erfolgt mit Hilfe eines unpolaren organischen Losungsmittels, das mit dem
adsorbierten Molekiill um die Bindungsstelle konkurriert. Die aufgegebenen Substanzen
werden dabei in  der  Reihenfolge  ihrer  Polaritit  eluiert, bei  der
Umkehrphasenchromatographie ist die Polaritét der stationdren Phase geringer als die der
mobilen Phase, daher eluiert die am stiarksten polare Substanz zuerst (Lindsay, 1996)

Die Auftrennung der PS-II-Proteinkomplex-Proteine erfolgte mit C4- und C18-RP-Sdulen
(C4: 214TP15204 und C18: 218TP104, Grace Vydac, Hesperia, USA; C4: RP-304 und C18:
RP318, BioRad, Miinchen, D), die stationdre Phasen aus Kieselgel mit Alkylresten in der
Lange von C4 (Butyl) bzw. C18 (Octadecyl) besallen. Da mit einer Fast-protein-liquid-
chromatography-Anlage (FPLC-Anlage) gearbeitet wurde, die zur priparativen Aufreinigung
ausgelegt war und die daher nur bis zu einem Druck von 3.000 psi arbeiten konnte, wurden
Saulen mit einer PartikelgroBe von 10 bzw. 15-20 um verwendet, was allerdings zu einer
Verminderung der Aufldsung fiihrte. Es wurden Siulen mit einer Porengrofe von 300 A
ausgewdhlt, da diese zum Auftrennen von grolen Molekiilen wie Proteinen besser geeignet
sind. Es wurden Sdulen mit einer Dimension von 250 x 4,6 mm verwendet. Als Vorsdulen
dienten C4- und C18-Materialien mit einer PartikelgroBe von 10-30 pm (Grace Vydac,
Hesperia, USA).
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Die Fast protein liquid chromatography (FPLC) wurde mit einer bioinerten FPLC-Anlage
(BioLogic Duo Flow, Bio-Rad, Miinchen, D) im Kiihlschrank bei 4 °C durchgefiihrt. Die
Chromatogramme wurden mit einem Quad-Tec-Detektor (BioLogic Quad Tec, Bio-Rad,
Miinchen, D) bei vier verschiedenen Wellenldngen zwischen 214 und 360 nm aufgenommen.
Eine Detektion im Maximum der UV-Absorption der Peptidbindung bei 195 nm konnte
aufgrund der Spezifikationen des Detektors und aufgrund der Verwendung von Propanol, das
eine Detektion unterhalb von 230 nm wegen der Eigenabsorption des Losungsmittels nicht
ermoglicht, nicht durchgefiihrt werden (Lottspeich und Zorbas, 1998). Stattdessen erfolgte
nur eine wesentlich unempfindlichere Detektion der Tyrosin/Tryptophan-Seitengruppen bei
ca. 280 nm. Die Fraktionen wurden in Intervallen von 1 min mit einem Fraktionssammler

(BioLogic, Bio-Frac, Bio-Rad, Miinchen, D) ebenfalls bei 4 °C im Kiihlschrank gesammelt.

2.5.1 DI1-Protein-Aufreinigung nach der Methode von Sharma et al
(19972)

Fiir die Aufreinigung des D1-Proteins aus dem PS-II-Proteinkomplexen, modifiziert nach der

Methode von Sharma et al. (1997a), wurde als mobile Phase ein Gradient von 100 % 5%iger

(v/v) Essigsdure zu 100 % 1-Propanol bei einer Flussrate von 0,3-0,5 ml/min verwendet.

Es wurden dazu verschiedene Gradienten der mobilen Phase (s. Tab. 2.8) sowie

unterschiedliche stationire C4- wie auch C18-Phasen getestet, um die Auftrennung der PS-II-

Proteinkomplex-Proteine zu optimieren.

Auftrennungs- Linear Isokratisch Linear Isokratisch
gradient (% 1-Propanol) (% 1-Propanol) (% 1-Propanol) (% 1-Propanol)
1 0-100 % (60 min) 100 % (5 min)

2 0-43% (15min) 43 % (20 min) 43-80 % (15 min) 80 % (5 min)

3 0-46 % (15min) 46 % (20 min) 46-80 % (15 min) 80 % (5 min)

4 0-30% (15min) 30% (10 min) 30-80 % (15 min) 80 % (5 min)

Tab. 2.8 : Ubersicht iiber die durchgefiihrten Gradientenauftrennungen nach der Methode von Sharma et al. (1997a).
Angegeben sind jeweils der Prozentsatz (v/v) an 1-Propanol und in Klammern die Laufzeit in min.

2.5.2 DI1-Protein-Aufreinigung nach der Methode von Piletskaya et al.
(1997)

Bei der durchgefiihrten FPLC-Auftrennung der PS-II-Proteinkomplexe, modifiziert nach der

Methode von Piletskaya et al. (1997) wurden ebenfalls stationdre C4- wie auch C18-Phasen

verwandt. Im Unterschied zu der Methode von Sharma et al. (1997a) wurden hier jedoch die

PS-II-Proteinkomplexe mit einem Gradienten der mobilen Phase von 50 mM Tris pH 8,0 zu
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2-Propanol bei einem physiologischen pH-Wert aufgetrennt. Die Aufreinigungen wurden bei
Flussraten von 0,3 ml und 0,6 ml/min durchgefiihrt.
Um eine Auftrennung zu erreichen, wurden die in Tabelle 2.9 angegebenen Gradienten der

mobilen Phase getestet.

Auftrennungs- Linear Isokratisch Linear Isokratisch
gradient (% 2-Propanol) (% 2-Propanol) (% 2-Propanol) (% 2-Propanol)
1 0-100 % (30 min) 100 % (10 min)

2 0-100 % (60 min) 100 % (25 min)

3 0-100 % (60 min) 100 % (10 min)

4 0-30% (30min) 30% (20 min)

5 0-30% (30min) 30% (30 min) 30-100 % (20 min) 100 % (10 min)

6 0-43% (10min) 43 % (10min)  43-100 % (15 min) 100 % (5 min)

Tab. 2.9 : Ubersicht {iber die durchgefiihrten Gradientenauftrennungen nach der Methode von Piletskaya et al. (1997).
Angegeben sind jeweils der Prozentsatz (v/v) an 2-Propanol und in Klammern die Laufzeit in min.

2.6 Bestimmung des Chlorophylligehaltes der Thylakoide nach
Arnon (1949)

Die Chlorophyllbestimmungsmethode nach Arnon (1949) beruht auf der Extraktions-
moglichkeit von Chlorophyll durch eine 80%ige (v/v) Acetonldsung und der Bestimmung der
optischen Dichte der zu messenden Losung.

Es wurden jeweils 2 ml 80%iges (v/v) Aceton mit 20 pl Thylakoidmembransuspension
versetzt, durchmischt und 3 min bei 10.000 g (AllegraTM 21R, Beckman Coulter, Fullerton,
USA) zentrifugiert. Die optische Dichte des dekantierten Chlorophyllextraktes wurde bei 645
und 663 nm photometrisch (HeAIOS o, Thermo Spectronic, Dreieich, D) bestimmt. Von jeder
zu messenden Thylakoidsuspension wurden vier Wiederholungen angesetzt, die je viermal bei
jeder Wellenlédnge photometrisch vermessen wurden.

Aus den 16 erhaltenen Messwerten fiir jede Probe wurden fiir jede Wellenldnge die
arithmetischen Mittel gebildet und der Chlorophyllgehalt nach folgender Formel (2.1)

bestimmt:

(AExg63 X 8,02 + AExXg45 x 20,2) x V= nug Chlorophyll/ml

Exg¢3 = Extinktion bei 663 nm, Ex¢4s = Extinktion bei 645 nm, Vf= Verdiinnungsfaktor

Formel 2.1: Formel zur Berechnung des Chlorophyllgehaltes in pg/ml nach Arnon (1949), Vf=100.
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2.7 Fluoreszenzmessungen mit der Puls-Amplituden-Modulation

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit dem PAM-2000 (Walz, Effeltrich, D) bzw. dem
ToxY-PAM/R-Messgerit (Walz, Effeltrich, D) durchgefiihrt, die mit dem Prinzip der Puls-
Amplituden-Modulation (PAM) arbeiten.

Beim Puls-Amplituden-Modulations-Messprinzip wird die Fluoreszenz durch sehr kurze, aber
starke Lichtimpulse einer Licht emittierenden Diode (LED) mit einem Emissionsmaximum
im kurzwelligen Rot von 650 nm beim PAM-2000 und 655 nm beim ToxY-PAM/R angeregt.
Um zwischen der Fluoreszenz und anderen Lichtsignalen unterscheiden zu kdnnen, wird das
Anregungslicht ,,moduliert”, d. h. es wird in 3 ps (PAM-2000) bzw. 5 ps (ToxY-PAM/R)
Pulsen abgegeben (Walz, 1993), das Fluoreszenzsignal folgt diesem an/aus Muster, ein
hochselektiver Puls-Verstirker unterdriickt alle Hintergrundsignale und ein Photodetektor
erfasst nur die synchron mit den Messpulsen erfolgende Signalerh6hung (Schreiber, 1997).
Beim ToxY-PAM/R werden sowohl das Anregungslicht als auch die séttigenden Lichtblitze
durch LEDs mit einer Wellenldnge von 655 nm abgegeben (Popp, 2004). Die Signaldetektion
erfolgt aufgrund eines internen Filters erst oberhalb von 690 nm. Dieses soll verhindern, dass
es aufgrund der relativen Ndhe zum Anregungslicht im Fluoreszenzmaximum zu einer
Uberlagerung der Lichtsignale kommt.

Beim PAM-2000 werden die sittigenden Lichtblitze durch blau angereichertes Halogenlicht
von 8V/20W mit einer Wellenldnge von weniger als 710 nm abgegeben (Walz, 2001).
Zusitzlich wird hier Streulicht durch kontinuierliches aktinisches Licht von 665 nm
ausgeschaltet, da die Messungen in einer lichtdurchldssigen Messkammer durchgefiihrt
werden. Dieses Streulicht entfdllt beim ToxY-PAM/R, da die Messungen in einer

lichtundurchlédssigen Kammer im Dunkeln durchgefiihrt werden.

2.7.1 Vitalitatsbestimmung der isolierten Thylakoide iiber
Fluoreszenzmessung mit der Puls-Amplituden-Modulation

Die Vitalitdt der isolierten Thylakoidmembranen wurde iiber Fluoreszenzmessung mittels der

Puls-Amplituden-Modulation bestimmt. Als MeBgroe wurde der Yield verwandt.

Sowohl die Grundfluoreszenz bei Messlicht als auch die maximale Fluoreszenz bei einem die

Chlorophyllmolekiile der Elektronentransportkette absattigenden Lichtblitz wurden durch die

Fluorometer Toxy-PAM/R bzw. PAM-2000 bestimmt. Aus diesen zwei Messgrof3en konnte

die Aktivitdt des photosynthetischen Elektronentransportes (PET) bestimmt werden. Aus der

Differenz der maximalen Fluoreszenz bei Lichtsittigung (Fm') zur Grundfluoreszenz bei

Messlicht (Ft), bezogen auf die maximale Fluoreszenz bei Lichtséttigung (Fm"), ergibt sich
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die Quantenausbeute und damit die Aktivitit des photosynthetischen Elektronentransportes
(speziell des PS II) nach der Formel 2.2 (Genty et al., 1989). Diese wird in Form der
MessgrofBle Yield (Genty ef al., 1989) ausgedriickt.

‘ Yield =Fm' - Ft/ Fm’ I

Formel 2.2: Formel zur Berechnung des Yields.

Folgender Messansatz wurde zur Bestimmung der Aktivitit der Thylakoidproben im ToxY-

PAM/R bzw. PAM-2000 verwendet:

ToxY-PAM/R:
2950 pl Aq. dest.
25 ul Messpuffer (s. Tab. 2.10)
25 pul Thylakoidsuspension 1:10 verdiinnt
PAM-2000:
950 pl Aq. dest.
25 ul Messpuffer (s. Tab. 2.10)
25 ul Thylakoidsuspension 1:10 verdiinnt

Der Yield der Thylakoidproben wurde im ToxY-PAM/R durch sieben aufeinanderfolgende
Messungen im Abstand von 1 min bestimmt, aus denen das arithmetische Mittel gebildet
wurde. Im PAM-2000 wurde der Yield aus dem arithmetischen Mittel von zehn
aufeinanderfolgenden Messungen im Abstand von 3 s nach einer vorhergehenden

Inkubationszeit der Probe in der Messkammer von 2 min berechnet.

500 mM KH,PO,

I,5M K,;HPO,

400 mM NaCl

80 mM NH,4Cl

0,5 mM Flavinmononukleotid (FMN)
10 mM MgCl, x 6 HO

pH 7,5 (KOH)

Tab. 2.10 : Zusammensetzung des Messpuffers nach Schnabl und Youngman (1987);
40fach konzentriert.

2.7.2 Messung von Herbiziden mit dem Chloroplasten-Thylakoid-
Biosensor iiber die Puls-Amplituden-Modulations-Fluorometrie

Mittels der Fluoreszenzmessungen sollte die Hemmung des photosynthetischen

Elektronentransportes von Thylakoidmembranen durch PS-II-Herbizide bestimmt werden.
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Durch die Puls-Amplituden-Modulations-Technik (PAM) des Fluorometers Toxy-PAM/R ist
die Fluoreszenz als feste GroBe messbar und aus der Berechnung des Yields (s. Formel 2.2)
ergibt sich ein brauchbares Mittel zur Berechnung der Hemmung des photosynthetischen
Elektronentransportes (PET).

Indem man den Yield der Probe in Beziehung zum Yield der gleichzeitig gemessenen
Kontrollen  setzt, kann die prozentuale Hemmung des photosynthetischen

Elektronentransportes (PET) nach Formel 2.3 berechnet werden.

100 - (@ Yieldpmbe /%) Yieldumgebende Kontrollen) x 100 = Hemmung PET (%)

@ = Mittelwert

Formel 2.3: Formel zur Berechnung der Hemmung des photosynthetischen Elektronentransportes (PET).

Fiir den Nachweis der Hemmung des PET durch die Herbizide wurde folgender Messansatz

im Toxy-PAM/R verwendet:

Kontrolle: Herbizidprobe:
2200 pl Ag. dest. 2200 pl Aqg. dest.
750 ul 0,01 % (v/v) Methanol 750 pl Herbizidprobe, variierende Konz; in
0,01 % (v/v) Methanol
25 pl Thylakoide (eingestellt auf eine Fm" 25 pl Thylakoide (eingestellt auf eine Fm'
von 1500) von 1500)
25 ul Messpuffer 25 ul Messpuffer

Zur Bestimmung der Hemmung des PET durch die Herbizidproben wurden die Kontrollen
wie auch die Herbizidproben parallel in sieben aufeinander folgenden Messungen in
Abstinden von je 1 min gemessen. Durch den geréteinternen Bezug der Messwerte der
Herbizidprobe zur Kontrolle wurde die Hemmung des PET (%) fiir jede Messung direkt
bestimmt.

Aus den letzten vier Messungen wurde das arithmetische Mittel zur Bestimmung der

Hemmung des PET durch das jeweilige Herbizid gebildet.

2.8 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford (1976)

Der Proteingehalt der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte wurde nach Bradford (1976) bestimmt.
Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass sich das Absorptionsmaximum des Coomassie®-
Brillantblaus in Gegenwart von Proteinen und in saurem Milieu von 465 nm zu 595 nm
verschiebt. Damit kann die in einer Probe enthaltene Menge an Proteinen bei 595 nm im

Photometer gemessen und im Bezug zu Eichkonzentrationen bestimmt werden.
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1 ul Probe bzw. Eichlosung wurde zu 1 ml Bradfordreagenz 1x (Bio-Rad Protein Assay Dye
5 x Konzentrat, Bio-Rad, Miinchen, D) gegeben, durchmischt und 5-10 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die optische Dichte photometrisch (HeAIOS a,
Thermo Spectronic, Dreieich, D) bei 595 nm bestimmt. Jede Probe bzw. Eichlosung wurde
mit dreifacher Wiederholung gegen eine Kontrolle, der anstelle der Probe Probenpuffer
zugesetzt wurde, gemessen; aus den Messwerten wurde das arithmetische Mittel gebildet.

Als Eichlosungen wurden BSA-Eichkonzentrationen von 0-1 pg/ul verwendet. Aus den
erhaltenen Werten fiir die Eichlosungen wurde in Excel eine Eichgerade erstellt, anhand derer
die Proteinkonzentration der Proben bestimmt werden konnte. Falls notwendig, wurden die

Proben verdiinnt, um sie im angegebenen linearen Eichbereich messen zu konnen.

2.9 Lyophilisation von PS-II-Proteinkomplexen, D1-Proteinen sowie
FPLC-Fraktionen

Die Lyophilisation ist eine Technik zur Dehydratisierung von Substanzen, bei der einer
Substanz mehr als 90 % ihres Wassergehaltes entzogen wird (Franks, 1990). Bei der
Lyophilisation oder Gefriertrocknung wird das Losungs- und/oder Suspensionsmittel einer
Substanz bei tiefen Temperaturen direkt aus der festen in die gasformige Phase iiberfiihrt, um
die verbleibende Festsubstanz zu trocknen (Oetjen, 1997). Die Lyophilisation macht sich das
physikalische Prinzip der Sublimation zunutze, d. h. den direkten Ubergang vom festen in den
gasformigen Zustand. Bei der Gefriertrocknung wird eine Substanz (hier PS-II-
Proteinkomplexe, D1-Proteine und FPLC-Fraktionen) zuerst gefroren, bevor ihr anschlieBend
das Wasser durch Sublimation unter Vakuum entzogen wird (Franks, 1990). Bei 6,1 mbar,
dem Punkt, an dem alle drei Aggregatzustinde des Wassers vorliegen, geht Wasser direkt
vom festen in den gasformigen Zustand iiber. Daher wird zur Sublimation ein Unterdruck von
weniger als 6,1 mbar benétigt. Ist der Substanz das ,.freie Wasser™ vollstindig entzogen
worden, kann man durch ein sehr tiefes Vakuum bzw. durch eine Erh6hung der Temperatur
auch noch das kristallin gebundene Wasser entziehen. Da die Dehydratisierung bei geringen
Temperaturen durchgefiihrt wird, ist die Methode sehr schonend fiir sensitive Stoffe wie
Proteine, Enzyme und andere Substanzen. Stoffwechsel- und Enzymfunktionen kommen
durch die Lyophilisation zum Stillstand. Die Gefriertrocknung hat sich daher in den letzten
Jahren als Standardmethode zur Konservierung von labilen Materialien tiber langere
Zeitraume etabliert und ist die schonendste Methode, Materialien zu trocknen (Franks, 1990).

In dieser Arbeit kam die Lyophilisation zur Lagerung der aufgereinigten PS-II-
Proteinkomplexe sowie D1-Proteine, hauptsédchlich aber zur Konzentrierung der Proteine und
FPLC-Fraktionen zum Einsatz. Sie wurde abgewandelt nach der Methode von Zimmermann
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et al. (1996) durchgefiihrt. Die PS-II-Proteinkomplexe, D1-Proteine und FPLC-Fraktionen
wurden in einer Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 der Firma Christ® (Osterode, D)

lyophilisiert, wobei das Programm Thylakoide 1A mit folgendem Programmablauf verwendet

wurde:
Temperatur Zeit Druck Programmabschnitt
>-30°C Atmosphérisch Beladen
-30°C 1 h Atmosphérisch Gefrieren
-20 °C 30 min Atmosphérisch Gefrieren
-20 °C 10 min 0,420 mbar Haupttrocknung
-20 °C 20 h 0,420 mbar Haupttrocknung
-10°C 1 h 0,420 mbar Haupttrocknung
-10°C 1,5h 0,420 mbar Haupttrocknung
0°C 1 h 0,420 mbar Haupttrocknung
0°C 1 h 0,420 mbar Haupttrocknung
10 °C 1 h 0,420 mbar Haupttrocknung
10 °C 1 h 0,420 mbar Haupttrocknung
20 °C 1 h 0,420 mbar Haupttrocknung
20 °C 11 h 0,420 mbar Haupttrocknung
20 °C 10 min 0,01 mbar Nachtrocknung
20 °C 3 h 0,01 mbar Nachtrocknung

Tab. 2.11 : Gefriertrocknungsprogramm Thylakoide 1A.

2.10 Konzentrierung von PS-II-Proteinkomplexen und FPLC-
Fraktionen

2.10.1 Vakuumzentrifugation von FPLC-Fraktionen

Zur Konzentrierung von D1-Proteinen wurde neben der Lyophilisation auch die Methode der
Vakuumzentrifugation verwendet. Dazu wurden die FPLC-Fraktionen zum Teil in einer
Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf, Wesseling, D) getrocknet. Die
Vakuumzentrifugation wurde {iber eine Dauer von 5-10 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt,
solange bis die Fraktionen fast vollstindig getrocknet waren. Durch die Aufheizung wéhrend
der Zentrifugation kam es zu einer Erh6hung der Temperatur in der Zentrifuge auf bis zu

40 °C.

2.10.2 Konzentrierung von PS-II-Proteinkomplexen iiber
Konzentrierungseinheiten

Teilweise erfolgte eine Konzentrierung der PS-II-Proteinkomplexe vor der Auftrennung iiber

die FPLC. Dazu wurden die im Folgenden aufgefiihrten Konzentrierungseinheiten verwendet:
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e Centricon YM-10 mit einem Molekulargewichts-cut-off (MWCO) von 10.000 Da fiir
Proben bis 2 ml Volumen (Millipore, Schwalbach, D).
Die Proben wurden 75-85 min bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert (Allegra"™21R, Beckman
Coulter, Fullerton, USA), um die PS-II-Proteinkomplexe aufzukonzentrieren. Dann wurde
das Reservoir mit dem Retentat invertiert und 2 min bei 1.000 g und 4 °C zentrifugiert, um
die konzentrierten Proteinkomplexe zu erhalten.

e Microcon YM-10 mit einem Molekulargewichts-cut-off von 10.000 Da fiir Proben bis 0,5
ml Volumen (Millipore, Schwalbach, D).
Die Zentrifugation und damit die Konzentrierung der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte
dauerte 30-60 min bei 14.000 g und 4 °C (AllegraTM2lR, Beckman Coulter, Fullerton,
USA). Es folgte die Invertierung des Probenreservoirs, die PS-II-Proteinkomplexe wurden
durch dreiminiitige Zentrifugation bei 1.000 g und 4 °C zuriickgewonnen.

e Amicon Ultra-4 mit einem Molekulargewichts-cut-off von 10.000 Da fiir Proben bis 4 ml
(Millipore, Schwalbach, D).
Zur Konzentrierung wurden die PS-II-Proteinkomplex-Extrakte 30-60 min bei 4.000 g und
4 °C (Multifuge 3 S-R, Heraeus, Hanau, D) zentrifugiert. AnschlieBend konnten die
konzentrierten = Proteinkomplexe direkt aus dem zurilickgebliebenen Retentat

zurlickgewonnen werden.

2.11 Filtration von PS-II-Proteinkomplexen

Einige der extrahierten PS-II-Proteinkomplexe wurden vor der weiteren Auftrennung {iber die

FPLC filtriert, um Verunreinigungen, die grofer als das gesuchte D1-Protein waren, aus den

Extrakten herauszufiltern. Der Zweck bestand in der Vorreinigung der Extrakte und in der

Vermeidung einer Verstopfung der Chromatographie-Sdule. Es wurden die folgenden

Spitzenfilter verwendet:

e Spartan 3/0,45 PA: 0,45 um Porengrofle, mit einem Durchmesser von 4 mm, Material:
Polyacetat (PA) (Schleicher & Schuell, Dassel, D)

e Millex®-HV: 0,45 pum PorengroBle, mit einem Durchmesser von 4 mm, Material:
Polyvinylidenfluorid (PVDF) (Millipore, Schwalbach, D)

e Membrex 4 PVDF: 0,45 um Porengréfle, mit einem Durchmesser von 4 mm, Material:

Polyvinylidenfluorid (PVDF) (MembraPure, Bodenheim, D)
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2.12 Dialyse von PS-II-Proteinkomplexen

Zum schonenden Pufferaustausch wurden die PS-II-Proteinkomplexe teilweise dialysiert. Die
Dialyse wurde nach Sharma et al. (1997a) durchgefiihrt. Vor der Dialyse erfolgte eine
Lyophilisation und Konzentrierung der PS-II-Proteinkomplexe mit Aq. dest. im Verhéltnis
10:1. Die Dialyse wurde in vorgefertigten Dialyseschlaucheinheiten (Spectra/Por RC Irridated
Dispo Dialyzer, Spectrum Europe, Breda, NL) aus regenerierter Cellulose mit einem
Molekulargewichts-cut-off (MWCO) von 15.000 Da durchgefiihrt. Die Dialyseeinheiten
besallen einen Durchmesser von 5 mm und waren fiir ein Probenvolumen von maximal 1 ml
ausgelegt. Die in Aq.dest. gelagerten Dialysemembranen wurden vor der Verwendung mit
Agq.dest. ausgespiilt und anschlieBend mit dem PS-II-Proteinkomplex-Extrakt befiillt.
AnschlieBend wurde die Dialyse gegen 2 x 2 1 5%ige (v/v) Essigsdure bei 4 °C in der
Kiithlkammer fiir 24 h durchgefiihrt.

2.13 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die Methode der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis = SDS-PAGE) erlaubt die Auftrennung von
Proteingemischen aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichts. SDS iiberdeckt die
Eigenladungen der Proteine, so dass Micellen mit ca. 1,4 g SDS pro g Protein mit konstanter
negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen. Bei der Elektrophorese im Polyacrylamidgel
mit 0,1 % SDS erhilt man iiber einen bestimmten Bereich eine lineare Beziehung zwischen
dem Logarithmus der Molekulargewichte und den Wanderungsstrecken der SDS-Polypeptid-
Micellen  (Lottspeich und Zorbas, 1998). Mit Hilfe von mitgelaufenen
Molekulargewichtsstandards konnen die Molekulargewichte der Proteine bestimmt werden.

Die Auftrennung der Thylakoidmembranen, PS-II-Proteinkomplexe sowie FPLC-Fraktionen
erfolgte, um eine hohe Auflosung zu erhalten, mit 10-16%igen Polyacrylamid-

Gradientengelen nach der Methode von Schiagger und Jagow (1987).

2.13.1 Probenvorbereitung

Die PS-II-Proteinkomplex-Extrakte wurden mit einem festgelegten Proteingehalt von 20 ng
(nach Bradford bestimmt, s. Abschn. 2.8), die Thylakoidextrakte mit einem Chlorophyllgehalt
von 5 pug (nach Arnon bestimmt, s. Abschn. 2.6) auf das SDS-PAGE aufgetragen. Die
lyophilisierten FPLC-Fraktionen wurden, im Verhiltnis 1:10 konzentriert, auf das SDS-
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PAGE geladen. Dazu wurden das benétigte Volumen an Protein- bzw. Thylakoidprobe sowie

die konzentrierten FPLC-Fraktionen 1:1 mit Denaturierungspuffer (s. Tab. 2.12) vermischt.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1 ml
Glycerol 0,8 ml
10 % SDS (w/v) 0,8 ml
2-B-Mercaptoethanol 0,4 ml

0,05 % Bromphenolblau (w/v) | 0,2 ml nur bei nicht gefarbten Proben
6 M Harnstoff
Mit Aq. dest. auf 8 ml auffiillen

Tab. 2.12 : Denaturierungspuffer.

AnschlieBend wurden die Proben geschiittelt, 5 min bei 100 °C im Wasserbad erhitzt und im
Quick-Spin-Modus bei 10.000 g (Allegra™ 21R, Beckman Coulter, Fullerton, USA)
zentrifugiert. Als Marker wurden 20 pl des Prestained-Protein-Markers, broad range, P7708S
von der Firma New England Biolabs (Frankfurt am Main, D) verwendet, da dieser eine
Marker-Bande bei 32,5 kDa aufweist, der im SDS-PAGE nachweisbaren Grofle des D1-

Proteins.

2.13.2 Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 10-16%iges Polyacrylamid-Gradientengel als
Trenngel verwendet. Die 1,5 mm dicken Gradientengele wurden mit Hilfe eines
Gradientenmischers (Gradient Former Model 485, BioRad, Miinchen, D) aus 10%igen und
16%igen Acrylamidldsungen (s. Tab. 2.13) gegossen.

Chemikalie 16 % Vol 24 ml 10 % Vol 24 ml
Acrylamid (32:1) 8,3 ml 5,2 ml

3 M Tris pH 8,45 8,3 ml 8,3 ml

Saccharose 44 ¢ 125¢g

Mit Aq. dest. auf x ml auffiillen 24 ml 24 ml
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin 10 pl 10 pl

(TEMED)

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v) 60 pl 60 ul

Tab. 2.13 : Zusammensetzung der 16- und 10%igen Acrylamidldsungen fiir das Trenngel.

Nach dem GieBlen des Gradientengels wurde dieses mit Aq.dest. iiberschichtet, um eine
gerade Abschlusskante zu erhalten. Nach der Auspolymerisation des Trenngels wurde das

Sammelgel (s. Tab 2.14) aufgegossen und ein Kamm eingefiigt.
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Acrylamid (32:1) 1,3 ml
3 M Tris pH 8,45 4 ml
Mit Aq. dest. auf x ml auffiillen 16 ml
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin 20 ul
(TEMED)

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v) 120 pl

Tab. 2.14 : Zusammensetzung des Sammelgels.

Als oberer und unterer Laufpuffer wurden folgende Puffer verwendet (s. Tab. 2.15 und 2.16).

0,1 M Tris
0,1M Tricin
1 mM EDTA
0,1 % (w/v) SDS

Tab. 2.15 : Zusammensetzung des oberen Laufpuffers.

0,2M Tris pH 8,9
Tab. 2.16 : Unterer Laufpuffer.
Die Auftrennung der Proteine im Gel (Gelkammer: Twin L, Peqlab, Erlangen, D) erfolgte bei
Raumtemperatur zuerst fiir 2 h bei 50 V, danach {liber Nacht bei konstant 100 V, bis die

Pigmente bzw. das Bromphenolblau den Boden des Gels erreicht hatten.

2.13.3 Farbung der Gele mit Coomassie®-Brilliantblau

Die Gele wurden zundchst 3 x 10 min in Aq. dest. gewaschen. AnschlieBend wurden sie 1 h
bei leichtem Schiitteln (Belly Dancer, Stovall, Greensboro, USA) in BioRad Biosafe
Coomassie® (BioRad, Miinchen, D) gefirbt. Danach wurden die gefdarbten Gele {iber Nacht

in Aq. dest. entférbt, wobei das Aq. dest. mehrmals gewechselt wurde.

2.13.4 Geldokumentation

Die gefarbten Gele wurden in einer Geldokumentationsanlage (Bio-Rad Gel Doc 2000, Bio-
Rad, Miinchen, D) optisch erfasst und elektronisch weiterverarbeitet.

Eine densitometrische Auswertung der Gele auf die enthaltene Menge an D1-Protein konnte
nicht erfolgen, da dazu weder Anlage noch Software zur Verfligung standen. Zusétzlich war
zuerst kein D1-Protein-Standard verfiigbar. Ein ab Mitte 2005 kéuflich erwerbbarer Histidin-
markierter D1-Protein-Standard (ASO1-016S, Agrisera, Vinnds, S) stellte sich bei den
Untersuchungen als ein PS-II-Proteinkomplex heraus und konnte daher ebenfalls nicht fiir
eine Auswertung verwendet werden. Bei dem Vergleich mit einem anderen Proteinstandard
(z. B. Recombinase A) wére nur ein Anndherungswert zu erzielen gewesen. Der Coomassie®-

Farbstoff bindet relativ unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten
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der Proteine. Am groflten sind die Wechselwirkungen mit Arginin, geringer die mit Lysin,
Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin (Lottspeich und Zorbas, 1998). Aufgrund der
differierenden Aminosédurezusammensetzung des untersuchten DI1-Proteins und eines
Proteinstandards (z. B. Recombinase A) kommt es damit zu einer unterschiedlichen

Anfarbung der Proteine.

2.14 Western-Blotting

Im Anschluss an die Proteinauftrennung im SDS-PAGE wurden die Proteine im so genannten
Wet-Blot-Verfahren auf eine Blotting-Membran {ibertragen, um das D1-Protein {iber die
Antigen-AK-Bindung mit einem Anti-D1-Antikérper tiber das Chemilumineszenzverfahren
sichtbar zu machen.

Die Durchfiihrung des Western-Blots erfolgte nach der Methode von Towbin et al. (1979).
Zur Ubertragung der im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Blotmembran
wurden folgende Komponenten von der negativen zur positiven Elektrode zusammengesetzt:
1 Schwamm, 4 Lagen Blottingpapier (Schleicher und Schuell, Dassel, D), SDS-PAGE,
PVDF-Membran 0,45 pm (Immobilon P, Millipore, Schwalbach, D), 4 Lagen Blotting paper,
1 Schwamm. Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte in einer Wet-Blot-
Apparatur (EB20, Peqlab, Erlangen, D) tliber Nacht bei 4 °C und 300 mA in der Kiihlkammer
mit dem in Tabelle 2.17 angegebenen Blotpuffer.

I5¢g Tris
70 g Glycin
11 Methanol

Mit Aq. dest. auf 5 1 auffiillen

Tab. 2.17 : Zusammensetzung des Blotpuffers.

Nach dem Blotten wurde die Blotmembran fiir 1 h bei Raumtemperatur mit der in Tabelle
2.18 angegebenen Blocking-Losung unter leichtem Schiitteln (Belly Dancer, Stovall,

Greensboro, USA) geblockt, um freie Bindungsstellen auf der Blotmembran mit Milchpulver

abzusittigen.
5 % (wW/v) Magermilchpulver
0,1 % (v/v) Tween
1X TBS (s. Tab. 2.19)

Tab. 2.18 : Zusammensetzung Blocking-Losung.

100 mM Tris/HCI pH 8,0
1,5M NaCl

Tab. 2.19 : Zusammensetzung 10 x TBS.
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Die Inkubation mit dem primédren Antikorper (AK) wurde fiir 3 h bei Raumtemperatur mit
einem 1:4.000 in Blocking-Losung verdiinnten polyklonalen Anti-D1-Antikorper (AS02-017,
Agrisera, Vénnds, S) durchgefiihrt. Danach wurden die Blots dreimal fiir je 10 min mit

folgender Waschlésung gewaschen (s. Tab. 2.20).

0,1 % Tween in 1 X TBS
Tab. 2.20 : Waschlosung.

Die Hybridisierung der Blots mit dem sekundiren, mit Horseradish-Peroxidase (HRP)
konjugierten polyklonalen Rabbit-Anti-IgY-Antikérper (ab6753, Abcam Limited,
Cambridgeshire, GB) erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur. Es wurde eine Verdiinnung von
1:4.000 in Blocking-Losung verwendet. Im Anschluss wurden die Blotmembranen fiinfmal
fiir je 5 min in Waschldsung (s. Tab. 2.20) gewaschen.

Die Detektion des Anti-D1-Antikorpers erfolgte mit Hilfe von Chemilumineszenz mit den
ECL-Western-Blotting-Detektionsreagenzien der Firma Amersham Biosciences (Freiburg,
D). Die an den sekundiren Antikdrper konjugierte Horseradish-Peroxidase (HRP) katalysiert
die Oxidation von Luminol unter alkalischen Bedingungen. Direkt nach der Oxidation
befindet sich das Luminol in einem angeregten Zustand, bei dessen Riickkehr in den
Grundzustand es Licht abgibt, was als Chemilumineszenz bezeichnet wird. Durch die Zugabe
von Enhancern wie z. B. Phenol zu der Reaktion wird die Lichtabgabe um das ca.
Tausendfache erhoht und die Emissionszeit verldngert. Die maximale Lichtemission findet
bei einer Wellenldinge von 428 nm statt, die mit einem Blaulicht sensitiven
Autoradiographiefilm (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Freiburg, D) detektiert
werden kann.

Zur Entwicklung der Blotmembranen wurden diese mit Blottingpapier (Schleicher und
Schuell, Dassel, D) getrocknet, mit je 3 ml der ECL-Lésungen A und B (Amersham
Biosciences, Freiburg, D) inkubiert und einem fiir Chemilumineszenz empfindlichen Film
ausgesetzt (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Freiburg, D). Dieser wurde sofort in
einer Fotoentwicklungsmaschine (Fujifilm FPM-100A, Fuji, Diisseldorf, D) entwickelt.
Auswertung der Western-Blots

Die Fotografien der durchgefithrten Western-Blots wurden zur Visualisierung mit einem
Scanner (CanoScan, N656 U, Canon, Krefeld, D) bei 150 dpi eingescannt. Der in der
Aufnahme des Western-Blots nicht sichtbar werdende Marker wurde nachtriglich, iiber
Vergleich mit den gefirbten Markerbanden auf der Blotmembran, mit -einer
Bildbearbeitungssoftware (Photoshop) eingezeichnet. Auch hier konnte eine densitometrische

Auswertung aufgrund der in Abschnitt 2.13.4 erlduterten Griinde nicht erfolgen.
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2.15 Synthese einer Simazinhexansaure nach Goodrow et al. (1990)

Die Simazinhexansdure 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]amino}-hexansiure

wurde nach der Methode von Goodrow et al. (1990) synthetisiert.

2.15.1 Erster Schritt der Synthese

Dazu wurde zu einer gut geriihrten Losung von 9,22 g (50 mmol) Cyanurchlorid in 400 ml
-20 °C kaltem Ether iiber 45 min eine Ldsung aus 3,35 g (52 mmol) Ethylamin
(70 Massenprozent in Wasser) und 6,72 g (52 mmol) N,N-Diisopropylethylamin, geldst in 50
ml Ether, langsam hinzugetropft. Die Mixtur wurde filtriert und das Filtrat nacheinander mit
25 ml 1 M HCI, 25 ml 5%igem (w/v) NaHCO; und zweimal 25 ml gesittigtem NaCl
gewaschen und mit MgSO, getrocknet. Der Ether wurde in einem Rotationsverdampfer unter
Unterdruck entzogen und dabei die Losung auf ein Volumen von 25 ml eingedampft. Durch
die nachfolgende Zugabe von 25 ml Hexan und die Kiihlung der Losung auf 4 °C konnte
kristallines 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin synthetisiert werden (s. Abb. 2.1). Der
Nachweis iiber die Synthese des 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin konnte mittels

einer Diinnschichtchromatographie erbracht werden (s. Abschn. 2.15.3).

Cl
+ + CH,| CH| NCH
C,H,NH, [ 3]2 2Ms
2
Cli Cl
Cyanurchlorid Ethylamin N,N-Diisopropylethylamin
Cl

Ay
)\ )\ [CH3]2 CH| NCH, *HCI

C,H,HN 2

4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin  N,N-Diisopropylethylamin

Abb. 2.1 : Erster Schritt der Synthese.

2.15.2 Zweiter Schritt der Synthese

0,725 g 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin, 0,525 g (4 mmol) 6-Aminohexansédure und
1,01 g (8 mmol) N,N-Diisopropylethylamin wurden in 30 ml absolutem Ethanol geldst und
unter Rithren 9 h bei 60-65 °C erhitzt, bis die Abwesenheit von 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-

triazin-2-amin  durch  Diinnschichtchromatographie = nachgewiesen ~werden konnte.
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Im Anschluss wurde die Losung gekiihlt und die Fliissigkeit bei verringertem Druck in einem
Rotationsverdampfer entfernt. Der Reststoff wurde in 75 ml 5%igem (w/v) wissrigen
NaHCOj; geldst und zweimal mit je 20 ml CH,Cl, gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit
HCI auf pH 1 angesduert, um die Sdure zu prézipitieren, abfiltriert und tiber Nacht an der
Vakuumpumpe getrocknet. Nach Umkristallisierung mit Aceton konnte die 6-{[4-Chloro-6-
(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]amino}-hexansdure (nachfolgend Simazinhexansiure bzw.

Simazinderivat genannt) synthetisiert werden (s. Abb. 2.2).

Cl
N~ N . +
)l\ /)\ NH,(CH,),COOH [CH3]2 CH| NC,H,
C,H.HN N Cl 2
4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin 6-Aminohexanséaure N,N-Diisopropylethylamin
X
N~ N "
| + CH, CH NC,H, T HCI
)\ /)\ 2
C,H.HN N NH(CH,).COOH 2

6-{ [4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]Jamino}-hexanséaure

N,N-Diisopropylethylamin

Abb. 2.2 : Zweiter Schritt der Synthese.

2.15.3 Diinnschichtchromatographie (DC)

Der Nachweis des 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin am Ende des ersten
Syntheseschritts sowie sein Verschwinden am Anfang des zweiten Schritts (s. Abschn. 2.15.1
und 2.15.2) erfolgte mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie (DC).

Die Diinnschichtchromatographie wurde, wie bei Goodrow et al. (1990) beschrieben, auf
einer mit 0,25 mm Silica-Gel beschichteten DC-Platte mit einer mobilen Phase von
Tetrahydrofuransdure-Ethylacetat-Hexan im Verhéltnis 2:13:35 (v/v/v) durchgefiihrt. Der

Nachweis der Substanzen erfolgte unter ultraviolettem Licht von 254 nm.

2.15.4 NMR-Spektroskopie der 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-
2-yllamino}-hexansiaure

Die NMR-spektroskopischen Messungen der 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-

yl]lamino}-hexansdure wurden am Institut fiir Biochemie der Universitit Bonn, Abteilung

Prof. Famulok, von Herrn Stefan Jaeger durchgefiihrt. Es wurde das 1H-Spektrum in

deuteriertem Dimethylsulfoxid (DMSO) gemessen.
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2.16 Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR) — Biacore® 3000

2.16.1 Zur Theorie der Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR)

Die Oberflichen-Plasmon-Resonanz (Surface Plasmon Resonance = SPR) ist ein
physikalischer Prozess der auftreten kann, wenn planarpolarisiertes Licht unter den
Bedingungen der totalen internen Reflektion einen Metallfilm trifft (BIAtechnology
Handbook, 1998).

Das Phianomen der SPR wurde erstmals von Turbadar (1959) beobachtet, Otto (1968),
Kretschmann und Raether (1968), Agarwal (1973) und Swalen (1986) erforschten und
erklarten die Technik und zeigten die Vielseitigkeit der SPR auf.

2.16.1.1 Totale interne Reflektion

Wenn ein Lichtstrahl ein halbzirkuladres Prisma trifft, wird der Lichtstrahl an der Grenzschicht
vom dichteren zum weniger dichten Medium zur Oberfldche des Prismas hin gebeugt.

Bei einem sogenannten ,kritischen” Einfallswinkel wird der einfallende Lichtstrahl in das
Prisma zuriick reflektiert, so dass kein Licht mehr in das weniger dichte Medium iibertritt.
Dies wird als totale interne Reflektion (TIR) bezeichnet. Obwohl dabei kein Licht das Prisma
verldsst, breitet sich das elektrische Feld der Photonen iiber eine viertel Wellenlédnge hinter

die reflektierende Oberflache hinaus aus.

2.16.1.2 Oberflichen-Plasmon

Wenn nun ein diinne Schicht eines Edelmetalls auf der reflektierenden Oberfliche des
Prismas liegt, kann das elektrische Feld, das bei der TIR auftritt, die Metallfliche
durchdringen und bei dem entsprechenden Energieniveau mit den freien Elektronen-
Konstellationen in der Metallfliche interagieren. In diesem Fall werden die einfallenden
Photonen absorbiert und in Oberflichen-Plasmone umgewandelt. Dieses Phdnomen nennt
man Oberflichen-Plasmon-Resonanz; dabei wird das Licht nicht mehr reflektiert, sondern
ausgeldscht. Das Metall muss Leitungsbandelektronen besitzen, die fdhig sind, mit dem
einfallenden Licht bei einer geeigneten Wellenléinge in Resonanz zu treten (Katz, 2003).
Metalle, die diesen Anspriichen geniigen, sind Silber, Gold, Kupfer, Aluminium, Natrium und
Indium. Von diesen Metallen ist Indium zu teuer und Natrium zu reaktiv, wiahrend Kupfer
und Aluminium in ihrer SPR-Antwort zu breit sind und Silber zu oxidativ ist. In den meisten
Féllen wird, so auch in der Biacore-Technologie, Gold verwendet, da es gegen Oxidationen
und Losungen, die bei biochemischen Messungen verwendet werden, chemisch inert, aber
kompatibel mit vielen chemischen Modifizierungssystemen ist. Zusitzlich bietet Gold ein
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SPR-Signal bei akzeptablen Kombinationen des Winkels des reflektierten Lichtes und der
Wellenlidnge. Die Dicke der Goldschicht sollte bei ca. 50 nm liegen, da die Ausléschung des
reflektierten Lichts oberhalb dieses Optimums zu flach und unterhalb dieses Optimums zu
breit wird (Nagata und Handa, 2000).

Bei dem Ereignis der Resonanz wird die Energie des einfallenden Lichtstrahls in
Elektronendichtewellen in der Goldschicht konvertiert. Wenn also die Quantenenergie der
Photonen passend ist, werden die Photonen in Plasmone umgewandelt, was zu einer
Ausloschung des reflektierten Lichts fiihrt. Die Resonanz tritt nur auf, wenn die
Bewegungsenergie der einfallenden Photonen gleich der Bewegungsenergie der Plasmone ist.
Die Bewegungsenergie der Photonen und Plasmone kann durch eine Vektor-Funktion mit den
zwei Komponenten ,,Betrag® (Magnitude) und ,,Richtung* beschrieben werden. Der relative
Betrag der Komponenten &ndert sich, wenn sich der Winkel oder die Wellenldnge des
einfallenden Lichtstrahls dndert. Da die Plasmone jedoch auf die planare Ebene des Goldfilms
begrenzt sind, ist fiir die SPR nur die Vektor-Komponente parallel zur Oberfldche
entscheidend. Daher tritt Resonanz bei dem Winkel des einfallenden Lichtstrahls auf, bei dem
die planar-parallele Vektor-Komponente der Photonen der Bewegungsenergie der Plasmone
gleicht. Da bei der Biacore-Technologie mit einer festen Wellenldnge des Lichtes gearbeitet

wird, wird dort nur der Resonanzwinkel bestimmt.

2.16.1.3 Evaneszente Wellen

Wie in der TIR die reflektierten Photonen ein elektrisches Feld auf der gegeniiberliegenden
Seite der Grenzschicht bilden, so erzeugen die Plasmone ein vergleichbares Feld, das sich in
das Medium auf beiden Seiten des Metallfilms ausbreitet. Dieses Feld nennt man
evaneszentes Feld, weil die Amplitude der Welle exponentiell mit zunehmender Distanz von
der Grenzschicht abnimmt (Nagata und Handa, 2000). Die Ausbreitungstiefe der
evaneszenten Welle, die fiir SPR-Messungen verwendet werden kann, liegt innerhalb von
~ 300 nm von der Sensor-Oberfliche (Merwe, 2003). Gleichungen, die die Bewegung von
Licht in einem Medium beschreiben, beinhalten den refraktiven Index als Term fiir die
Eigenschaft des Mediums. Man sieht Refraktion von Licht, weil die Geschwindigkeit der
Photonen in verschiedenen Medien differiert. In der gleichen Art und Weise dndert sich die
Geschwindigkeit der Plasmone mit den Eigenschaften des Mediums auf beiden Seiten der
leitenden Schicht. Wenn sich also die Analytkonzentration an der Sensoroberfliche dndert
(und damit der refraktive Index), wird dadurch die Geschwindigkeit der Oberflichenplasmone

beeinflusst und der Winkel des einfallenden Lichts, bei dem Resonanz auftritt, dndert sich.
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Dieser Typ der SPR wird als Resonanzwinkel-SPR bezeichnet und ist die im Biacore® 3000
(Biacore AB, Uppsala, S) verwendete Technologie (BIAtechnology Handbook, 1998).

Damit ist der SPR-Winkel abhédngig von den Eigenschaften des Metallfilms, der Wellenlidnge
des einfallenden Lichts und dem refraktiven Index des Mediums auf beiden Seiten des
Metallfilms. Da in der Biacore-Technologie der Metallfilm, die Lichtwellenldnge und die
Temperatur konstant gehalten werden, ist das SPR-Signal direkt abhiingig von der Anderung
des refraktiven Index des Mediums an der Sensorseite der SPR-Oberfldche. Zusitzlich sollte
wie in der Biacore-Technologie monochromatisches und p-polarisiertes Licht verwendet

werden, um eine scharfe Ausléschung zu erhalten (Nagata und Handa, 2000).

2.16.1.4 Biomolekulare Interaktionen

Da biomolekulare Interaktionen an der Sensoroberfldche zu einer Konzentrationsdnderung an
der Oberfliche fiihren und damit zu einer Anderung des refraktiven Indexes, der in Form
einer Anderung des Resonanzwinkels gemessen wird, ist es mit der SPR-Technologie

moglich, markierungsfreie Bindungsstudien in Echtzeit durchzufiihren (s. Abb. 2.3).

Optical
detection o
Light- wnit & Intensity
SOUNce
Folarised '_ _“ Angle
ligiht - >
Prism 1 & Resonance
I Signal
Sensor chip with | .
gold filmn AAA A Tirme
Sensorgram
Flow channel
Analyt
Y Ligand

Abb. 2.3 : SPR Detektionssystem. I und II stellen die Anderung des Resonanzwinkels bei Bindung eines Analyten an der
mit Liganden modifizierten Oberfldche dar (s. kleines Bild rechts oben). Das kleine Bild rechts unten zeigt das dazugehdrige
Bindungssignal in Form eines Sensorgramms.

Da die Anderung des refraktiven Indexes an der Sensoroberfliche linear zu der Menge
gebundener Molekiile ist (Stenberg et al., 1991; Quinn et al., 2000), kann damit die Menge
gebundener Molekiile bestimmt werden. In der Biacore-Technologie wird die
Winkeldnderung des ausgeldschten Lichtstrahls in die Einheit RU = Resonance Units
umgerechnet, wobei bei dem in dieser Arbeit verwendeten Biacore® 3000 (Biacore AB,
Uppsala, S) 1.000 RU einer Winkeldnderung von 0,1° entsprechen (Biacore® 3000

Instrument Handbook, 2003). Dabei sind 1.000 RU einer Masseninderung von 1 ng/mm’ in
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der Proteinkonzentration an der Sensorchipoberfliche gleichzusetzen (Stenberg et al., 1991;
BIAapplications Handbook, 1998), was ca. 6 mg/ml Proteinkonzentration in der Losung bzw.
einer Volumenkonzentration von 10 mg/ml in der Dextranmatrix bei einem CMS5-Chip
entspricht (BIAapplications Handbook, 1998).

Das in dieser Arbeit verwendete Biacore® 3000 Messgerdt kann z. B. in einem Bereich des
refraktiven Indexes von 1,33-1,4 messen, was 0-70.000 RU entspricht (BIAapplications
Handbook, 1998; Markey, 1999; Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003; Marquart,
2005).

Die SPR ist damit ein Massendetektor, der keine Markierung der Bindepartner benotigt und
auch in triilben, gefarbten oder milchigen Fliissigkeiten Molekiile detektieren kann. Molekiile
konnen im nativen Zustand untersucht werden, so dass eine Messung ihres Verhaltens und

threr Aktivitdt wie in vivo moglich ist (Biacore Technology Note 1, 2001).

2.16.2 Biacore-Technologie/Biacore® 3000

Die real-time Biomolecular Interaction Analysis (BIA) macht sich das Phdnomen der
Oberfldachen-Plasmon-Resonanz zunutze. Biacore® verbindet in seiner Technologie die SPR
mit einer Sensorchip-Technologie und einem Mikroflusssystem (s. Abb. 2.5). Abbildung 2.4
zeigt das in dieser Arbeit verwendet SPR-Messgerdt Biacore® 3000 sowie einen CM-5-

Sensorchip.

L)
| BiacoRe

o,
Re M5

Abb. 2.4 : Messgerit Biacore® 3000 und CM5-Chip. Quelle: Bilder mit freundlicher Genehmigung von Biacore AB.
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Abb. 2.5 : Schematische Darstellung der Detektionseinheit des Biacore® 3000. Quelle: Biacore® 3000 Instrument
Handbook, 2003. Bild mit freundlicher Genehmigung von Biacore AB.

In Abbildung 2.6 ist ein typisches Sensorgramm einer Interaktion mit Assoziationsphase bei
der Bindung des Analyten an den an der Chipoberflaiche immobilisierten Liganden und mit
Dissoziationsphase mit anschlieBender Regeneration der Chipoberfliche dargestellt. In der
Biacore®-Terminologie wird der an der Sensoroberfliche immobilisierte Interaktionspartner
Ligand genannt und der Reaktionspartner, der frei in der Losung vorliegt, wird als Analyt

bezeichnet.
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Abb. 2.6 : Schematische Darstellung eines Sensorgramms mit Assoziationsphase, Dissoziationsphase und Regeneration.
Quelle: Biacore® Sensor Surface Handbook, 2003. Bild mit freundlicher Genehmigung von Biacore AB.

Mit dem Biacore® 3000 (s. Abb. 2.4) ist es moglich, Molekiile bis zu einer Gré3e von unter
200 Da nachzuweisen (Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003). Zusitzlich besitzt das
Biacore® 3000 eine Biacore-MS-Kopplung, das so genannte Biacore analyte recovery, bei
dem an die Sensoroberfldche gebundene Molekiile wieder eluiert und direkt auf eine MALDI-

Platte abgesetzt werden konnen (s. Abschn. 2.17) (Sonksen et al., 1998).
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2.16.2.1 Sensorchip-Technologie
Der Sensorchip (s. Abb. 2.4) stellt den Signaltransducer in der real-time-BIA dar. Der

Sensorchip besteht aus einem Glaspléttchen, das auf einer Seite mit einer 50 nm dicken
Schicht aus Gold bedeckt ist. Die Goldoberfliche ist je nach Chiptyp verschieden
derivatisiert.

Die Biacore®-SPR-Technologie verfligt {iber austauschbare Sensorchips mit unterschiedlich
modifizierten Oberflichen und differierenden chemischen Kopplungsmoglichkeiten. In den
meisten Biacore®-Experimenten werden die Liganden an eine carboxymethylierte
Dextranmatrix angebunden, die die Sensorchipoberfliche bedeckt. Der am héufigsten
verwendete und auch in dieser Arbeit eingesetzte CMS5-Chip (Biacore AB, Uppsala, S) ist mit
einer 100 nm langen carboxymethylierten Dextranschicht modifiziert (L6fas und Johnsson,
1990). Dieses Dextranhydrogel schafft eine hydrophile Umgebung fiir die gebundenen
Biomolekiile (Liganden), um sie fiir die Interaktionsstudien in einem nativen Zustand zu
erhalten. Die Dextranschicht besitzt ungefihr eine Carboxylgruppe pro Glucoserest
(BIAtechnology Handbook, 1998).

Neben der chemischen Anbindung der Liganden an die Carboxylgruppen konnen iiber diese
aber auch die Liganden an der Oberfliche iiber ihre Ladung ankonzentriert werden. Dadurch
wird der Immobilisierungsprozess beschleunigt und durch diesen Ankonzentrierungsprozess
kann die Immobilisierung bei wesentlich geringeren Konzentrationen des Liganden erfolgen.
Bei dem ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten C1-Chip (Biacore AB, Uppsala, S) handelt es
sich um einen Sensorchip mit einer carboxymethylierten Goldschicht. Die Dextranmatrix
erhoht die Liganden-Immobilisierungskapazitit der Chipoberfliche von typischerweise 1-5

ng/mm” beim unbehandelten C1-Chip auf bis zu 50 ng/mm? beim CM5-Chip.

2.16.2.2 Mikroflusssystem/Integrated p-Fluidic Cartridge (IFC)
Die Funktion der Integrated p-Fluidic Cartridge (IFC, Mikroflusssystem) (s. Abb. 2.7) ist die

Kontrolle der Zuleitung von Fliissigkeit zu der Sensorchipoberfliche. Das Mikroflusssystem
besteht aus einer Serie von Préizisionskanélen in einer Hart-Polymerplatte aus Silikon, die die
Probenloops und Mikroflusskanéle fiir die Puffer- und Probenzuleitung formen. Die Einheit
wird durch 16 verschiedene, in die IFC eingebaute und pneumatisch gesteuerte Diaphragma-
Ventile gesteuert. Durch den miniaturisierten Aufbau des Microflusssystems konnen sehr
geringe Probenvolumina gemessen werden; es konnen Volumina von 5-750 pl injiziert

werden.
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Abb. 2.7 : Foto einer Integrated p-Fluidic Cartridge (IFC). Rechts Flusszelleneinheit, auf die der Sensorchip gepresst
(,,gedockt™) wird.

Uber das Mikroflusssystem wird kontinuierlich Puffer bzw. die Probe iiber die
Sensorchipoberflache geleitet; durch den Aufbau kann die zu untersuchende Analytlosung
schnell gegen Puffer ausgetauscht werden. Mittels des kontinuierlichen Flusssystems wird der
Kontakt der Sensoroberfliche mit Luft verhindert, so dass die Denaturierung der Liganden
durch Luft unterbunden und die Konzentration an freien Analyten fiir die Dauer des
Bindungsexperiment konstant gehalten wird (Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003).

Das Biacore® 3000 besitzt vier Flusszellen, mit denen parallele Messungen durchgefiihrt
werden konnen (s. Abb. 2.8). Die Flusszellen konnen individuell oder in Reihe geschaltet und

gleichzeitig aufgenommen werden.

Abb. 2.8 : Links: Flusszellen des Biacore® 2000 (entsprechen in der Anordnung dem Biacore® 3000). Zur Visualisierung
wurde schwarze Farbe in das FluBsystem gespritzt. Die Mikrokanédle des Mikroflusssystems, die die Probe zu den Flusszellen
transportieren, sind im Hintergrund zu sehen. Quelle: Rich und Myszka, 2004.

Rechts: Schematische Darstellung der Flusszellen des Biacore® 3000. Quelle: Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003.
Bild mit freundlicher Genehmigung von Biacore AB.

Eine Flusszelle des Biacore® 3000 besitzt eine Dimension von 2,1 mm x 0,5 mm x 0,02 mm
und damit ein Volumen von 0,021 mm?® bzw. 21 nl. Die Flusszellen werden direkt auf der IFC
durch das Pressen (,,Docken*) des Sensorchips an den IFC-Flusszellenblock geformt (s. Abb.
2.5 und 2.9). Der Flusszellenblock auf der IFC besitzt vier Vertiefungen, die in die Oberfléche

der IFC eingelassen sind (s. Abb. 2.9), dadurch werden vier separate Flusszellen mit der
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Sensorchipoberfliche als eine Wand gebildet. Jede Vertiefung hat ihren eigenen Zufluss- und

Abflusskanal sowie Kontrollventile in der IFC.

Prism
Opto-interface e
Prism
Sensor chip
| e S — - — R —
.Ill Jfl
V7
| /
\%Lr'
Integrated p-Fluidic Cartridge with flow cell block Flow cells

Abb. 2.9 : Schematische Darstellung der Formung der Flusszellen auf dem Sensorchip. Prizisionskanéle in der IFC bilden
vier Flusszellen auf der Sensorchipoberfliche, indem der Sensorchip mit dem opto-interface und dem Prisma auf die IFC
abgesenkt (,,gedockt™) wird. Quelle: Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003. Bilder mit freundlicher Genehmigung von
Biacore AB.

Der Aufbau der IFC gestattet Einzel- wie auch Multichannel-Analysen, die Flusszellen 1 und
3 konnen dabei als online-Referenzzellen verwendet werden, die eine automatische Blank-
Subtraktion der Daten in der Software (Biacore® 3000 Control Software 4.1., Biacore AB,
Uppsala, S) ermoglichen. Dabei ist es mdglich, Bindungsinteraktionen von drei Messzellen
und einer Referenzzelle simultan zu erfassen. Dadurch konnen gleichzeitig bis zu drei
verschiedene Liganden in den Messzellen immobilisiert werden, wodurch eine Multichannel-
Analyse in einem Messschritt realisierbar wird. Die Zufiihrung der Probe auf jede Messflidche
in Serie erlaubt eine online-Referenz-Subtraktion und erhoht damit die Datenqualitit
(Myszka, 1999a; Rich und Myszka, 2000). Das so genannte ,,Referencing®, d. h. der Abzug
der Referenz-Flusszelle von der Messzelle, ist dabei eine grundlegende Erfordernis in der
SPR-Technologie, da es die Messergebnisse im Hinblick auf massenabhingige Anderungen
des refraktiven Indexes und nicht-spezifische Bindung korrigiert.

Injektionskommandos aktivieren eine Sequenz von Aktionen wie das Aufnehmen der Proben
aus dem Vial durch den Autosampler, die Zuleitung der bendtigten Menge an Probe zu
der/den entsprechenden Flusszelle/n und das Spiilen der IFC mit Puffer zwischen den
Injektionen bzw. das Durchfilhren von automatischen Waschzyklen (BIAtechnology
Handbook, 1998; Biacore Technology, 2001; Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003).

In Zusammenhang mit dem Autosampler konnen mit dem Biacore® 3000 bis zu 768 Proben
in einem automatischen Ablauf gemessen werden (BIAtechnology Handbook, 1998; Biacore

Technology, 2001; Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003).
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2.16.2.3 Optisches System

Die Lichtquelle in den Biacore-Systemen ist eine nahe dem Infrarotlicht emittierende Diode.
Das Licht wird auf dem Sensorchip in einem keilférmigen Lichtstrahl fokussiert, was einen
festen Bereich an Einfallswinkeln ergibt. Die SPR-Antwort wird durch ein festes Array von
Licht-sensitiven Dioden aufgenommen, die den ganzen Ausschnitt des reflektierten Lichts
abdecken. Durch Computerinterpolation wird automatisch der SPR-Winkel berechnet
(BIAtechnology Handbook, 1998).

Der Detektor, der im Biacore® 3000 verwendet wird, hat einen weiteren dynamischen
Bereich als der des Biacore® 1000- oder Biacore® 2000-Gerites (Biacore® 3000 Instrument
Handbook, 2003). Dieser vergroBerte Detektorbereich erlaubt die Immobilisierung von
hoheren Dichten an Liganden und ermoglicht die Untersuchung von Bindungsreaktionen in
Medien mit hoheren refraktiven Indizes (Rich und Myszka, 2004). Dies ist neben der
erhohten Sensitivitit des Biacore® 3000 ein Grund, warum kleine Molekiile (< 300 Da)
gemessen werden konnen; diese Molekiile sind, da sie oft nicht wasserldslich sind, in Puffern

mit hohem refraktivem Index (z. B. DMSO) gelost.

2.16.2.4 Biacore® 3000 Control Software

Die Biacore-Messungen wurden mit der Biacore® 3000 Control Software 4.0.1. spiter 4.1.

(Biacore AB, Uppsala, S), teilweise programmgesteuert, durchgefiihrt.

2.16.2.5 BlIAevaluation Software

Zur Auswertung der im Biacore® 3000 aufgenommenen Daten wurde die BIAevaluation
Software 4.1. (Biacore AB, Uppsala, S) verwandt, mit der die kinetische Auswertung und
Affinititsauswertung der Bindungsexperimente durchgefiihrt wurde (s. Abschn. 3.4.3).
Ebenso erfolgte mit der Software die Auswertung der Small-molecules-Experimente (s.
Abschn. 3.6).

Fir die Auswertung der Affinititen wurde eine 4-Parameter-Gleichung angewandt, nach

folgender Gleichung:

Rhi - Rlo

Antwort = Ry; —

1 + (Conc/A1)*

Ry; = Antwort bei unendlicher Konzentration, R;, = Antwort bei der 0-Konzentration, Conc = Konzentration des Analyten,
Al = Fitting“-Konstante, A2 =, Fitting“-Konstante.
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Fiir die Anpassung der Kurven mit dem 1:1-Langmuir-Modell mit driftender Basislinie

wurden folgende Raten-Gleichungen angewandt:

A =Conc

L[0] = Rpnax

dL/dt = - [k,*A*L — kq*AL]
AL[0]=0

dAL/dt = [k,*A*L — ks*AL]
Totale Antwort:

AL + RI + [Drift*(t — tOn)]

tOn = Startzeit fiir die Probeninjektion (s), Drift = Basislinien Drift (RU/s), Conc = Analytkonzentration (M), t = Zeit (s)
Rmax = maximale Analyt-Bindungskapazitit (RU), k, = Assoziations-Ratenkonstante, kd = Dissoziations-Ratenkonstante

A = Analyt, L = Ligand, AL = Liganden-Analyt-Komplex, RI = Beitrag der Masse am refraktiven Index (RU).

2.16.3 SPR-Messungen mit dem Anti-D1-Antikorper-Chip

2.16.3.1 Aminkopplung eines Anti-D1-Antikorpers

Zum Nachweis des DI-Proteins in PS-II-Proteinkomplex-Extrakten bzw. FPLC-Fraktionen
wurde ein polyklonaler Anti-D1-Antikdrper (Anti-D1-AK) (AS 02-017, Agrisera, Vinnis, S)
an einen Biacore® CM5-Chip (Biacore AB, Uppsala, S) gekoppelt. Bei diesem Antikdrper
handelte es sich um einen IgY-Antikorper aus Hiithnereiern.

Zur direkten Immobilisierung der Antikorper-Liganden an die Sensoroberfliche wurde die
kovalente Aminkopplungsmethode verwandt. Als Sensorchip kam der Chiptyp CMS5 mit einer
100 nm langen carboxymethylierten Dextranmatrix zum Einsatz. Der gesamte Versuchsablauf
wurde bei einer Flussrate von 5 pl/min durchgefiihrt.

Durch eine 7-miniitige Injektion eines Gemisches aus 0,2 M  1-Ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-Hydrochlorid (EDC) und 0,05 M N-Hydroxy-
succinimid (NHS) wurden die Carboxylgruppen an der Dextranmatrix aktiviert, um reaktive
N-Hydroxysuccinimid-Ester herzustellen (s. Abb. 2.10). Bei der nachfolgenden 15-miniitigen
Injektion der Antikorper-Liganden reagierten diese Ester dann spontan mit den
Aminogruppen der Liganden und bildeten kovalente Bindungen an die Chipoberfldche. Im
Anschluss wurden die reaktiven Succinimidgruppen, die nicht mit Aminogruppen reagiert
hatten, durch eine 7-miniitige Injektion von 1 M Ethanolaminhydrochlorid (pH 8,5)
deaktiviert. Parallel dazu wurde eine Flusszelle als Blankzelle behandelt, wobei eine
Aktivierung mit EDC und NHS sowie eine anschlieBende Deaktivierung mit
Ethanolaminhydrochlorid  durchgefiihrt wurde, um eine voéllig gleichbehandelte

Referenzmessflache zu erhalten.
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Abb. 2.10 : Chemischer Reaktionsablauf der Aminkopplung.

2.16.3.2 Prikonzentrierung der Liganden an der Chipoberfliche

Die Antikorper (AK) wurden zuvor an der Chipoberflidche prikonzentriert, um den optimalen
Kopplungs-pH-Wert zu ermitteln und damit die Menge der zu immobilisierenden Liganden
zu verringern. Generell gilt, dass Liganden mit einem pH-Wert unterhalb ihres isoelektrischen
Punktes (pl) immobilisiert werden sollten, da sie dann eine positive Ladung aufweisen und
von der negativ geladenen Dextranschicht elektrostatisch angezogen werden. Solange der
Ligand eine positive Ladung aufweist (pH << pl) steigt die Prikonzentrierungsrate mit
zunehmender Ligandenkonzentration, erreicht aber ein Maximum schon bei sehr geringen
Konzentrationen von 20-100 pg/ml. Ublicherweise immobilisiert man bei einer
Ligandenkonzentration von 10-200 pg/ml. Die Anti-D1-Antikérper wurden in dieser Arbeit
mit einer Konzentration von ca. 50-70 pg/ml mit einem 10 mM Acetat-Puffer in einem pH-

Bereich von ca. 4,5 bis 5,5 immobilisiert.
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2.16.3.3 Untersuchung von FPLC-Fraktionen auf die Anwesenheit von
D1-Protein iiber den SPR-Anti-D1-AK-Chip

Zur Untersuchung von FPLC-Fraktionen auf den Nachweis von D1-Protein wurden die nach
Abschnitt 2.9 lyophilisierten FPLC-Fraktionen von den PS-II-Extrakten PS II 53 BL, PS II 54
KL und PS 1T 55 E1 (urspriingliches Volumen vor der Lyophilisation 500 pl) in je 85 ul HBS-
EP-Puffer (s. Tab. 2.21) aufgenommen, durchmischt und 1 min bei 2.000 g zentrifugiert, um
Luftblasen zu entfernen. Die FPLC-Fraktionen wurden damit um den Faktor 1:5,88
konzentriert.

Die lyophilisierten FPLC-Fraktionen der PS-1I-Extrakte PS II 47 E1L, PS II 48 B, PS 1II 49
BL und PS 11 50 EIL (urspriingliches Volumen vor der Lyophilisation 300 pl) wurden in je
85-100 ul HBS-EP-Puffer (s. Tab. 2.21) aufgenommen, vermischt und 1 min bei 2000 g
zentrifugiert. Dies entsprach einer Konzentrierung um den Faktor 1:3,5 bis 1:3.

Die iiber Vakuumzentrifugation getrockneten (s. Abschn. 2.10.1) FPLC-Fraktionen
(urspriingliches Volumen vor der Vakuumzentrifugation 500 pl) wurden in je 150 ul HBS-
EP-Puffer (s. Tab. 2.21) aufgenommen und ebenfalls gemischt. Die FPLC-Fraktionen wurden

in diesem Falle um den Faktor 1:3,33 konzentriert.

0,01 M HEPES pH 7,4
0,15M NaCl
3 mM EDTA

0,005 % (viv) P20

Tab. 2.21 : Zusammensetzung des HBS-EP-Puffers.

Unmittelbar darauf wurden die so aufbereiteten Fraktionen mit bzw. ohne Rackkiihlung von
4 °C programmgesteuert jeweils 3 bzw. 5 min lber den mit Anti-D1-Antikdrpern
immobilisierten Chip injiziert, mit einer anschlieBenden Dissoziationszeit von 3 bzw. 5 min.
Es wurde bei einer Flussrate von 10 pl/min in einzelnen Zyklen fiir jede Injektion gemessen.
Auf die Anwesenheit von D1-Protein wurden jeweils die gesamten gesammelten FPLC-
Fraktionen eines Laufes im Biacore® 3000 untersucht. Zusétzlich wurden zwischen den
Probeninjektionen Blankinjektionen mit HPS-EP-Puffer durchgefiihrt. Vom SPR-Signal der
Messflusszelle mit immobilisierten Anti-D1-Antikdrpern wurde softwareintern (Biacore®
3000 Control Software, Biacore AB, Uppsala, S) automatisch das Messsignal der Referenz-
Flusszelle abgezogen. Dadurch wurden eventuell vorhandene unspezifische Bindungen des
Analyten an die Chipoberfliche herausgerechnet. Zusitzlich wurde ein so genanntes ,,double
referencing* angewandt, wobei eine Blankinjektion mit dem fiir die Messungen verwendeten

Puffer zusétzlich von der Probeninjektion abgezogen wurde.
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2.16.4 SPR-Messungen mit dem Simazinhexansiure-Chip

2.16.4.1 Oberflichenthiolkopplung der 6-{[|4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-
2-yllamino}-hexansiure an einen C1-Chip

Die Oberflichenthiolkopplung der 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino}-
hexansdure (Simazinhexansdure/Simazinderivat) wurde in Abwandlung nach Schlecht et al.
(2002) durchgefiihrt. Bei der Oberflachenthiolkopplung wird eine aktive Disulfidbriicke in
den Liganden eingefilhrt und mit Thiolgruppen ausgetauscht, die auf der
Sensorchipoberfliche eingefiihrt wurden.

Die Immobilisierung der 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]amino}-hexansdure

wurde an einem C1-Chip (Biacore, Uppsala, S) durchgefiihrt.

2.16.4.1.1 Modifizierung des Simazinhexansdure-Liganden

Im ersten Schritt wurde der Ligand, die 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl]lamino}-hexansdure, nach Schlecht et al. (2002) modifiziert. Um eine reaktive
Disulfidbriicke in den Liganden einzufiihren, wurden 50 pl 1,81 pM 6-{[4-Chloro-6-
(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino } -hexansdure (geldst in 10 mM PBS-Puffer, pH 7,4) mit
50 ul NHS (0,1 M), 50 pl EDC (0,4 M) und 50 pl 45 mM 2-(2-Pyridinyldithio)-ethanamin
(PDEA) (gelost in 0,1 M MES-Puffer, pH 5,0) fiir 1 h unter Lichtabschluss auf Eis inkubiert
(s. Abb. 2.11).

)CI\
N| SN | AN
PN )\ /)\ NN s _
N N N COOH + P N
H H H,N S N
6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino}-hexanséure PDEA
= Simazinhexanséaure 2-(2-Pyridinyldithio)-ethanamin
j EDC /NHS

modifizierte Simazinhexansaure mit eingefiihrter Disulfidbriicke

Abb. 2.11 : Modifizierung des Simazinhexansiure-Liganden.
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2.16.4.1.2 Modifizierung der Chipoberfliche

Alle Experimente wurden bei 25 °C und bei einer Flussrate von 5 pl/min durchgefiihrt. Zuerst
wurde der C1-Sensorchip mit BIA normalizing solution (Biacore, Uppsala, S) ,,normalisiert™
und anschlieBend das Flusssystem mit HBS-EP-Puffer (s. Tab. 2.21) gespiilt (,,Prime*). Die
Chipoberfliche wurde dann durch eine 2-miniitige Injektion von 0,2 M EDC und 0,05 M
NHS aktiviert, um einen reaktiven NHS-Ester einzufiihren. Daran schloss sich eine 3-
miniitige Injektion von 40 mM Cystamindihydrochlorid (gelost in 0,15 M Na-Borat-Puffer,
pH 8,5) an, wobei der Ester spontan mit den Aminogruppen des Cystamins reagierte und
dadurch Disulfidbriicken auf der Sensoroberfliche eingefiigt wurden. Durch eine 3-miniitige
Injektion von 0,1 M Dithioerythritol (DTE) (gel6st in 0,15 M Na-Borat-Puffer, pH 8,5)
wurden die Disulfidbriicken zu freien Thiolgruppen reduziert (s. Abb. 2.12).

Q 0
_CooH )]\
O—N
(0]
- COOH 0,2 M EDC/ 0,05 M NHS
o 0
COOH )]\
L~ O—N
(0]
Sensoroberflache mit N-Hydroxysuccinimid-Ester
Carboxylgruppen
)OJ\ [ I
O—N 40 mM Cystamin )]\N/\/SH
H
(0]
HZN\/\S /S\/\ NH,
)O]\ [ ] I
_ Reduktion mit 0,1 M )]\ SH
O—N Dithioerythritol (DTE) ﬁ/\/
o)
N-Hydroxysuccinimid-Ester an der Sensorchipoberflache
eingefiihrte Thiolgruppen

Abb. 2.12 : Modifizierung der Chipoberfliche. Einfithrung einer Thiolgruppe auf der Chipoberflache.
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2.16.4.1.3 Immobilisierung des Liganden an der Chipoberfliche

Um den modifizierten Liganden zu immobilisieren, wurde die in Abschnitt 2.16.4.1.1
angegebene Losung 7 min iiber die modifizierte Chipoberflache injiziert. Dabei wurden die
Thiopyridon-Gruppen der  6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]Jamino } -hexan-
sdure/PDEA-Konjugate freigesetzt und neue Disulfidbriicken zwischen den Thiolgruppen auf
der Oberfldche und den Thiolen der 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino}-
hexansdure bzw. des freien PDEA gebildet (s. Abb. 2.13).
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Abb. 2.13 : Immobilisierung des modifizierten Simazinderivates an der modifizierten Chipoberflache.
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2.16.4.1.4 Abblocken der aktiven Thiolgruppen

Durch eine 4-miniitige Injektion einer Losung aus 20 mM PDEA (geldst in Puffer bestehend
aus: 0,1 M Na-Acetat, | M NaCl, pH 4,0), wurden die Thiolgruppen, die nicht mit der 6-{[4-
Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino } -hexansdure bzw. dem freien PDEA reagiert
hatten, abgeblockt.

Alle Messzellen wurden in der oben beschriebenen Weise mit dem Simazinderivat prépariert.
Fir die Referenz-Flusszelle wurde anstelle des Gemischs aus EDC, NHS, PDEA und der
Simazinhexansdure (s. Abschn. 2.16.4.1.1) nur EDC, NHS und PDEA iiber die
Chipoberflache injiziert.

2.16.4.2 Nachweis der kovalenten Kopplung der Simazinhexansiure iiber einen
Anti-Triazin-Antikorper

Zum Nachweis der erfolgreichen Kopplung der 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl]amino}-hexansidure wurde die mit dem Simazinderivat modifizierte Chipoberfliche mit
einem polyklonalen Anti-Triazin-AK (BP868, Acris Antibodies, Hiddenhausen, D) darauf
tiberpriift, ob auch die Simazinhexansdure und nicht nur das PDEA an die Oberfliche
gekoppelt wurde. Dies war notwendig, da das Simazinderivat mit PDEA, EDC und NHS
aktiviert wurde (s. Abschn. 2.16.4.1.1) und es nicht moglich war das PDEA nach der
Inkubationszeit aus dem Gemisch zu entfernen; denn die 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-
triazin-2-yl]Jamino } -hexansdure mit ihrem Molekulargewicht von 403 g/mol konnte nicht von
dem &hnlich groBen PDEA abgetrennt werden. Der Anti-Triazin-AK war nach den
Herstellerangaben fiir den Nachweis von Simazin und Simaziden geeignet.

Zum Nachweis der Kopplung des Simazinderivates wurde der Anti-Triazin-AK in
Konzentrationen von 26-867 nM in 0,01 M PBS-Puffer (pH 7,46) gel6st und in 3-miniitigen
Injektionsintervallen im ,,Kinject“-Modus mit einer Dissoziationszeit von 2 min iiber die
Chipoberflache injiziert. Die Regeneration der Chipoberfliche zur Entfernung der
gebundenen Antikdrper und zur Wiederverwendung im ndchsten Messzyklus erfolgte mit
einer 100 mM HCI-Losung. Zur Auswertung wurde automatisch mittels Software (Biacore®
3000 Control Software 4.1., Biacore AB, Uppsala, S) die Referenz-Flusszelle, die gleich
behandelt worden war, auf der jedoch kein Simazinderivat immobilisiert war (s. Abschn.
2.16.4.1.4), von der Messflusszelle abgezogen. Zusétzlich wurde ein ,,double referencing
durchgefiihrt, bei dem eine Puffer-Blankinjektion von der Probeninjektion abgezogen wurde.
Eine kinetische sowie eine Affinitits-Auswertung der Messergebnisse wurden mit der
BlAevaluation Software Version 4.1 (Biacore AB, Uppsala, S) durchgefiihrt (s. Abschn.
2.16.2.5).
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2.16.4.3 Qualitativer Nachweis der Bindefihigkeit des aufgereinigten D1-Proteins
iiber den Simazinhexansaure-Chip

Zum qualitativen Nachweis der Bindefahigkeit des aufgereinigten D1-Proteins wurden die zur
Konzentrierung lyophilisierten (s. Abschn. 2.9) FPLC-Fraktionen (urspriingliches Volumen
500 pl) in je 85 pul HBS-EP-Puffer (s. Tab. 2.21) aufgenommen, durchmischt und 1 min bei
2.000 g zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen. Die damit um den Faktor 1:5,88
konzentrierten FPLC-Fraktionen wurden {iiber die mit dem Simazinderivat modifizierte
Chipoberfldche (s. Abschn. 2.16.4.1) programmgesteuert im ,,Kinject“-Modus jeweils 3 min
injiziert. Die nachfolgende Dissoziationszeit betrug 2-3 min. Die Messungen wurden bei einer
Flussrate von 10 pl/min durchgefiihrt. Die Proben wurden teilweise im Rack bei 4 °C gekiihlt.
Vom SPR-Signal der Messflusszelle mit immobilisierten Simazinderivat wurde
softwareintern (Biacore® 3000 Control Software, Biacore AB, Uppsala, S) automatisch das
Messsignal der Referenz-Flusszelle, die bis auf das Simazinderivat vollig gleich behandelt
worden war, abgezogen (s. Abschn. 2.16.4.1.4). Dadurch wurden eventuell vorhandene
unspezifische Bindungen des Analyten an die Chipoberfliche herausgerechnet.

Damit nach den Messungen der Einfluss der mobilen FPLC-Phase von den Messkurven
abgezogen werden konnte, wurden parallel zu den Probenldufen lyophilisierte und im
gleichen Verhiltnis konzentrierte reale Blank-FPLC-Laufe von nur mit Butanol
ausgeschiitteltem Waschpuffer (s. Abschn. 2.3.3 und 2.4) {iber die Chipoberfliche injiziert.
Diese Blank-Fraktionen wurden von den Proben-Fraktionen mit Hilfe der BIAevaluation
Software (Biacore AB, Uppsala, S) abgezogen. Mit diesem so genannten ,,double
referencing* konnten die Messwerte vom Einfluss des Losungsmittels in den Proben bereinigt

werden.

2.16.5 SPR-Nachweis von Herbiziden iiber einen D1-Protein-Chip/PS-II-
Proteinkomplex-Chip

2.16.5.1 Kopplung der D1-Proteine bzw. der PS-II-Proteinkomplexe an einen
CMS-Chip iiber die Aminkopplungsmethode

Fiir die Kopplung der isolierten D1-Proteine an einen CMS5-Chip (Biacore AB, Uppsala, S)
wurden die iiber die FPLC isolierten Fraktionen mit D1-Protein vereinigt, gefriergetrocknet
und mit Aq. dest. resuspendiert, wobei sie im Verhiltnis 10:1 konzentriert wurden. Im
Anschluss wurden sie in einer Konzentration von 62 pg/ml iiber die Aminkopplung, wie in
Abschnitt 2.16.3.1 beschrieben, kovalent an die Chipoberfliche gekoppelt. Als
Immobilisierungspuffer wurde 20 mM Citrat (pH 3,0) verwendet.
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Parallel zu den D1-Proteinen wurden teilweise auch PS-II-Proteinkomplexe auf eine parallele
Flusszelle desselben Chips gekoppelt. Ein PS-II-Proteinkomplex von Vicia faba, PS 11 53 BL,
wurde bei einer Proteinkonzentration von 58 pg/ml mit einem Immobilisierungspuffer aus 20
mM Citrat (pH 3,5) immobilisiert. Ein PS-II-Proteinkomplex von Pisum sativum, PS 11 55 E1,
wurde mit einer Konzentration von 56 ug/ml in 20 mM Citrat-Puffer (pH 3,0), an eine weitere

Flusszelle des CM5-Chips gebunden.

2.16.5.2 Messung der Herbizide am D1-Protein-Chip/PS-II-Proteinkomplex-Chip

Fiir die Bindungsexperimente wurde ein ,,Small molecules screening assay* mit einer selbst
geschriebenen MDL-Methode (Method-Definition-Language-Methode) (s. Anhang 7.4)
durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurde 0,01 M PBS-Puffer mit 1 % (v/v) Ethanol (EtOH)
verwendet, dem teilweise 0,005 % (v/v) Polysorbat 20 (P20) zugesetzt wurde.

Die Herbizide wurden in Konzentrationen von 10-100 pg/ml in 0,01 M PBS mit 1 % (v/v)
EtOH und teilweise mit 0,005 % (v/v) P20 in Injektionsintervallen von 1 min im ,,Kinject*-
Modus mit einer 5-miniitigen Dissoziationszeit injiziert. Durchgefiihrt wurden die Versuche
bei einer Flussrate von 30 pl/min. Zwischen den Herbizidinjektionen wurde jeweils eine
Blankinjektion als Negativ-Kontrolle (negcontrol) mit 0,01 M PBS mit 1 % (v/v) EtOH (teils
mit 0,005 % (v/v) P20) zwischengeschaltet, um den Einfluss des Puffers herausfiltern und bei
der Auswertung das so genannte ,,double referencing® durchfiihren zu kénnen. Beim ,,double
referencing* wird die bereits von der Referenz-Flusszelle abgezogene Pufferinjektion von der
ebenfalls bereits von der Referenz-Flusszelle abgezogenen Probeninjektion subtrahiert. An
den Anfang wurden 5 Startup-Injektionen von ebenfalls 0,01 M PBS mit 1 % (v/v) EtOH
(teils mit 0,005 % (v/v) P20) gesetzt, um die Chipoberfliche zu ,,normalisieren®. Nach jeder
Injektion wurden sowohl fiir die IFC als auch fiir die Nadel Waschzyklen eingefiigt, um eine
Probenverschleppung (carry over) zwischen den Proben zu verhindern. Als carry-over-
Kontrolle folgte auf jede Probeninjektion eine Injektion von 0,01 M PBS mit 1 % (v/v) EtOH
(teils mit 0,005 % (v/v) P20). Zusétzlich wurde eine Kalibrierungsreihe mit acht
verschiedenen EtOH-Konzentrationen von 0,5-1,8 % bzw. 0-3 % (v/v) EtOH angesetzt, die
jeweils vor und nach den Probeninjektionen fiir je 30 s injiziert wurden. Mit diesen
Losungsmittel-Korrektionslosungen  (solvent-correction-Losungen)  wurde  bei  der
Auswertung in der BIAevaluation Software (Biacore AB, Uppsala, S) (s. Abschn. 2.16.2.5)
eine Kalibrierungskurve erstellt, um den Fehler, der durch die Masse des Losungsmittels
verursacht wird, herausrechnen zu konnen. Dieses war notwendig, da gro3e Unterschiede im
Immobilisierungslevel der Referenz-Flusszelle (ohne Ligand) und der spezifischen

Messflusszelle (D1-Protein/PS-1I-Proteinkomplex) zu erheblichen Differenzen in den
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Masseneffekten fithren konnen, wenn die Ligandenmolekiile das EtOH von dem zu
detektierenden Volumen ausschlieen. Daher kann es selbst bei geringen Variationen in der
Zusammensetzung der einzelnen Proben schon zu betréchtlichen Unterschieden zwischen den
verschiedenen Flusszellen kommen. Bei der Kalibrierungskurve wurden die Messwerte der
Referenz-Flusszelle gegen die Messwerte der Referenz-subtrahierten Messzelle aufgetragen.
Uber die aufgestellte Kalibrierungskurve konnten dann die Verschiebungen durch den
Masseneffekt von den tatsdchlich gemessenen Referenz-subtrahierten Messwerten abgezogen
werden.

Da Verbindungen mit einem hdheren Molekulargewicht auch eine relativ hohere
Bindungsantwort liefern, wurden die Messwerte teilweise auch molekulargewichtskorrigiert,
um den Effekt durch die unterschiedlichen Molekulargewichte der verschiedenen Herbizide
zu eliminieren.

Hierbei war zu beachten, dass die verschiedenen Herbizidldsungen, die Losungsmittel-
Korrektionslosungen, die carry-over-Kontrollen, die Negativ-Kontrollen und die Startup-
Injektionen, auf die gleiche Weise und mit dem gleichen Puffer sowie Losungsmittel
hergestellt wurden, um Fehler beim Ansetzen der Losungen zu vermeiden, die zu erheblichen

Schwankungen in den Messwerten hétten fiihren konnen.

2.17 Biacore-MS-Kopplung/Analyte recovery mit dem Biacore® 3000

Das in dieser Arbeit verwendete Biacore® 3000 besitzt eine Kopplung der SPR-Technologie
mit der Massenspektrometrie (Biacore-MS-Kopplung bzw. Biacore analyte recovery). Es
handelt sich dabei um eine Technologie, bei der die Methoden der SPR und der
Massenspektrometrie (MS) miteinander verbunden werden. Durch diese Kopplung ist es
moglich, den Partner einer Bindungsreaktion zu eluieren und sofort massenspektrometrisch zu
identifizieren.

Bei dem Biacore analyte recovery werden iiber eine Elutionsprozedur die zuvor gebundenen
Analyten in einem sehr geringen Volumen von nur 2 pl eluiert (,recovert). Die
Elutionsprozedur ist mit einer einheitlichen Serie von Waschschritten verbunden, damit nicht-
spezifische Bindungen an die Flusszell-Elemente herabgesetzt werden. Die ,,Recovery*-
Losung mit dem eluierten Analyt wird dabei zwischen Luftblasen gehalten, so dass das
eluierte Material konzentriert bleibt. Im nichsten Schritt kann der zuriickgewonnene Analyt
direkt auf eine MALDI-Platte (Matrix-assisted-Laser-Desorption/Ionization-Platte) abgesetzt
und sofort anschlieBend iiber Massenspektrometrie analysiert und identifiziert werden (s.

Abschn. 2.17.1 und 2.17.2) (Sonksen et al., 1998).
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2.17.1 Testsystem Peroxidase «— Anti-Peroxidase-Antikorper

Zur spateren Anwendung des analyte recovery zum wirkungsbezogenen Nachweis von PS-II-
Herbiziden iiber die Bindung an ein immobilisiertes D1-Protein und deren nachfolgende
Identifizierung mittels Massenspektrometrie wurde ein Testsystem, bestehend aus einem
Anti-Peroxidase-Antikdrper als Liganden und pflanzlicher Horseradish-Peroxidase (POX) als
Analyten, entwickelt. Der monoklonale Anti-Horseradish-Peroxidase-Antikorper (Anti-HRP-
AK) (Katalog Nr.: K86414M, Lot Nr.: 8A02604, Klon: 3P/2H11, gegen HRP-Isoformen mit
pI's von 3,5 bis 9,5, Biodesign, USA, Vertrieb {iber Dunn Labortechnik, Asbach, D) wurde
tiber die schon in Abschnitt 2.16.3.1 beschriebene Aminkopplungsmethode an einen CMS5-
Chip immobilisiert. Dazu wurde der Anti-Peroxidase-AK mit einer Konzentration von 60
pug/ml in einem 20 mM Citrat-Puffer (pH 3,2), iiber ein Immobilisierungs-Programm an die
Chipoberfldache gekoppelt.

Als Analyt wurde pflanzliche Horseradish-Peroxidase (Produkt Nr. 77330, Fluka, Buchs, CH)
mit einer Konzentration von 400 pg/ml verwendet. Die Horseradish-Peroxidase wurde dazu in
HBS-N-Puffer (s. Tab 2.22.) geldst, da dieser mit dem Messsystem der Massenspektrometrie
kompatibel ist.

0,01 M HEPES pH 7.4
0,15 M NaCl

Tab. 2.22 : Zusammensetzung des HBS-N-Puffers.

2.17.2 Biacore analyte recovery

Nach einem 50-sekundigen Fluss von HBS-N-Laufpuffer (s. Tab. 2.22) wurde zunichst als
MS-kompatibler Puffer 50 mM Ammoniumbicarbonat bzw. HBS-N-Puffer fiir die Dauer von
1 min injiziert, um eine Basislinie zu schaffen, auf die die Hohe des zuriickgewonnenen
(,,recoverten®) Analyten bezogen werden konnte. Es folgte die Injektion des Analyten
Peroxidase (400 pg/ml) fiir 10 min. Direkt nach der Probeninjektion wurde die IFC inklusive
des Flusszellenbereichs fiir 6 s mit MS-kompatiblem Puffer, 50 mM Ammoniumbicarbonat
bzw. HBS-N-Puffer, gefiillt. Danach wurde der Fluss iiber die Flusszellen gestoppt. Der
Autosampler und die IFC, ohne die Flusszellen, wurden sequentiell mit drei aufeinander
folgenden Losungen gewaschen, um eine Probenverschleppung von der injizierten Probe zur
zuriickgewonnenen Probe zu vermeiden. Als Waschlosungen wurden, um die IFC vor dem
Proben-,,Recovery* zu equilibrieren, in folgender Reihenfolge verwendet: 50 mM
Ammoniumbicarbonat bzw. HBS-N-Puffer (Sensorchip-Waschlosung), 50 mM NaOH bzw.
HBS-N-Puffer (Flusssystem-Waschlosung 1) wund als letzte Losung 50 mM
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Ammoniumbicarbonat bzw. HBS-N-Puffer (Flusssystem-Waschlosung 2). Wihrend dieser
Waschprozeduren blieben die Flusszellen mit dem MS-kompatiblen Puffer gefiillt.

Das analyt recovery begann mit dem Waschen der Injektions-Offnung und den gewihlten
Flusszellen mit dem MS-kompatiblen Puffer, 50 mM Ammoniumbicarbonat bzw. HBS-N-
Puffer. Fiir die Zuriickgewinnung der Probe wurde ein 2 pl Segment von 10 mM HCI
(,,Recovery“-Losung) auf die gewdhlten Flusszellen geleitet, dem 30 s lange Luftsegmente
vorangingen und folgten. Diese Luftsegmente fithrten zu einer nicht zu verhindernden
Storung des SPR-Signals, die im Sensorgramm als grau hinterlegte Peaks zu sehen war.

Nach einer Inkubationszeit der ,,Recovery“-Losung von 30 s wurde das 2 pl Segment mit dem
dann zuriickgewonnenen Analyten (Peroxidase) zuriick in die Autosampler-Nadel gezogen
und direkt auf eine mit Sinapinsdure prédparierte MALDI-Platte (Bruker 384 well MTP-
Ankertarget®, Bruker Daltonics, Bremen, D) (s. Abschn. 2.17.3) getropft (s. Abb. 2.14 und
2.15). Wihrend die Probe abgesetzt wurde, wurde als MS-kompatibler Puffer 50 mM
Ammoniumbicarbonat bzw. HBS-N-Puffer liber die Flusszellen geleitet, um wieder eine
Basislinie zur Bestimmung der Menge an zuriickgewonnenen Analyten zu erhalten
(Roepstorff et al., 1999; Biacore Technology Note 2, 2002; Biacore Technology Note 6,
2002; Biacore Technology Note 18, 2003).

Das Biacore analyte recovery wurde mit dem Analyte-recovery-Programm mit der Biacore®

3000 Control Software 4.1 (Biacore AB, Uppsala, S) durchgefiihrt.

Abb. 2.14 : Autosampler mit MALDI-Platte und Surface Abb. 2.15 : Autosampler-Nadel beim Absetzen der
Prep unit. zurlickgewonnenen Losung auf eine MALDI-Platte.

2.17.3 Massenspektrometrische Messungen der Peroxidase

Die massenspektrometrischen Messungen wurden von Herrn Gerhard Treitz und Herrn Dr.
Martin Zabe, der Gruppe Functional Peptides, caesar Forschungszentrum, in Bonn

durchgefiihrt.
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Fiir die massenspektrometrischen Messungen wurde ein Bruker Reflex III (Bruker Daltonics,
Bremen, D) MALDI-TOF-Massenspektrometer  (Matrix-assisted-Laser-Desorption/
Ionization-Time-of-Flight-Massenspektrometer) mit Sickstofflaser (337 nm) eingesetzt. Als
MALDI-Platte wurde ein MTP-Ankertarget® mit 400 um Messplétzen (Spots) (Bruker 384
well MTP-Ankertarget®, Bruker Daltonics, Bremen, D) benutzt.

Als MALDI-Matrix wurde 98%ige (w/v) 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsdure (Sinapinsiure =
sinapinic acid = SA) verwandt, die wie folgt angesetzt wurde: Als Matrix-Stocklosung wurde
eine gesittigte Losung von SA in 33 % Acetonitril, 66,9 % Wasser und 0,1 %
Trifluoressigsdure (TFA) (v/v/v) angesetzt. Dazu wurde eine Spatelspitze SA mit 50 pl
Losemittel (s.0.) versetzt, durchmischt, 5 min mit Ultraschall behandelt und 5 min bei
10.000 g zentrifugiert. Uber die Verdiinnung des Uberstandes der Matrix-Stammldsung
(gesittigte Losung) im Verhiltnis 1:5 (v/v) mit einer Losung, bestehend aus 80 % Acetonitril,
19,9 % Wasser und 0,1 % Trifluoressigsdaure (TFA) (v/v/v), wurde eine Matrixlosung fiir die
Préaparation des Ankertargets hergestellt. Fiir diese Priaparation wurden 0,2 pl Matrix-Losung
auf einen Spot gegeben und im Anschluss auskristallisieren und trocknen gelassen. Auf diese
so vorbereitete MALDI-Platte fand die Elution der Peroxidase (POX) mit 10 mM HCI von
dem préparierten Biacore®-Chip (s. Abschn. 2.17.2) statt. Es folgte die Zugabe von 0,5 pl
Matrix-Losung auf diesen Spot, die dann auskristallisieren und trocknen gelassen wurde.
Direkt anschlieBend an das Biacore analyte recovery wurde die MALDI-Platte in das
MALDI-TOF-Massenspektrometer eingesetzt, die Messungen wurden im ,Linear*“-Modus
durchgefiihrt. Dabei betrugen die Beschleunigungsspannung 20 kV, die Linsenspannung 10
kV, die ,,Delay*“-Zeit 50.000 ns und die Laserabschwéchung 44 %.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, Herbizid-bindefdhiges D1-Protein mit funktionell erhaltener Qg-
Bindenische aus verschiedenen Pflanzenspezies aufzureinigen, das als biologische Einheit in
einem SPR-Biosensor zum Nachweis von PS-II-Herbiziden eingesetzt werden sollte. Um die
DI1-Protein-Aufreinigung zu  liberwachen, wurden jeweils die  verschiedenen
Aufreinigungsschritte mit den vier Methoden der SDS-PAGE, des Western-Blottings, der
Oberflichen-Plasmon-Resonanz  (SPR) mit Anti-D1-AK-Chip und der SPR mit
Simazinderivat-Chip  charakterisiert. Zusétzlich wurden die PS-II-Proteinkomplexe

hinsichtlich ihres Proteingehaltes und der Vitalitit der aus ihnen isolierten Thylakoide

beurteilt.
3 Pflanzenspezies ——>| Vicia faba, Pisum sativum,
Lactuca sativa
l / Nach Cohen & Baxter (1990)
ISOI?UOH von ——>| Nach Bassi et al. (1985)
— Thylakoidmembranen
Charakterisie- \
rung der Nach Piletskaya et al. (1997)
Aufreinigungs- l
schritte iiber:
e SDS-PAGE Isolation von ]
< PS-II-Proteinkomplexen ——> | Nach Piletskaya et al. (1997)
e Western- . :
. iiber Butanolextraktion
Blotting
e SPR
o Anti-D1-AK-
Chip
« Simazin- Aufreinigung des D1- / Nach Sharma et al. (1997a)
derivat-Chin R Proteins aus PS-II-
Proteinkomplex-
Extrakten {iber FPLC \ -
Nach Piletskaya et al. (1997)
Verwendung des D1-

Proteins zum Oberflichen-Plasmon-
biosensorischen Nachweis Resonanz (SPR)

von PS-II-Herbiziden

ﬂ

Abb. 3.1: Ubersicht der einzelnen Schritte der D1-Protein-Aufreinigung sowie der verwendeten Isolationsmethoden und der
zu ihrer Charakterisierung verwendeten Methoden.
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Die Abbildung 3.1 gibt einen allgemeinen Uberblick iiber die verschiedenen Schritte der D1-
Protein-Aufreinigung, die verwendeten Isolationsmethoden und die Charakterisierung der
einzelnen Aufreinigungsschritte iiber SDS-PAGE, Western-Blotting und Oberfléchen-
Plasmon-Resonanz (SPR), sowie iliber den Einsatz des D1-Proteins fiir den biosensorischen
Nachweis von PS-II-Herbiziden.

Fiir die weiteren Erliuterungen ist im Anhang (Abschnitt 7.1) eine Ubersicht iiber die

durchgefiihrten PS-II-Proteinkomplex-Extraktionen aufgefiihrt.

3.1 Isolation von Thylakoidmembranen

3.1.1 Vitalitit der Thylakoide

Als ein Vitalitdtskriterium der Isolate wurde der Yield der isolierten Thylakoide wéhrend der
Aufreinigung des DI1-Proteins untersucht. Der Yield wurde, wie in Abschnitt 2.7.1
beschrieben, gemessen und ist ein MaB fiir die relative Elektronentransportrate (Genty et al.,
1989) und damit fiir die Aktivitit und die Funktionalitdit der photosynthetischen
Elektronentransportkette der isolierten Thylakoide. Damit kann dieser Wert einen Aufschluss
tiber den Zustand und die Funktionalitit des in den weiteren Schritten zu isolierenden D1-
Proteins geben. Ein Yield von mehr als 0,5 zeigte eine intakte und funktionsfihige
Elektronentransportkette an. Er 1dsst jedoch nicht die Schlussfolgerung zu, dass bei Isolaten
mit einem sehr geringen Yield das D1-Protein nicht mehr funktionsfahig vorliegt, da der
Elektronentransport an jeder Stelle der Elektronentransportkette unterbrochen sein kann und
somit kein Elektronenfluss mehr messbar wire, das D1-Protein in seiner Bindungsfunktion
aber noch voll funktionsfahig erhalten sein kann.

Die Abbildung 3.2 zeigt den Vergleich des Yields der Thylakoide, aus denen die PS-II-
Proteinkomplexe aufgereinigt wurden, zwischen den verschiedenen Pflanzenspezies: Vicia
faba, Pisum sativum, Lactuca sativa und Spinacea oleracea sowie den Vergleich der
Isolationsmethoden: Cohen & Baxter (1990), Bassi et al. (1985) und Piletskaya et al. (1997).
Innerhalb der Isolationsmethode nach Piletskaya et al. (1997) wurden auch die verschiedenen
Anzuchtbedingungen der Pflanzen mit und ohne kiinstliche Zusatzbelichtung miteinander
verglichen.

Es zeigten sich zwischen den verschiedenen Thylakoidisolaten einer Spezies und einer
Isolationsmethode sehr groBe Variationen der Yields (s. Abb. 3.2, Standardabweichungen), so
dass keine bedeutsamen Unterschiede gefunden wurden, aber tendenzielle Unterschiede

erkannt werden konnten.
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Vergleich der Mittelwerte der Yields der Thylakoide von Vicia faba, Pisum sativum, Lactuca sativa und Spinacea oleracea
und der Isolationsmethoden nach Cohen & Baxter (1990), Piletskaya et al. (1997) und Bassi et al. (1985)

0,70
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_ oleracea
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n=4
— n=13
0,40 4 T T M
[
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£ o030l —
= —— T
=
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=
. n=4 n=6 n=2 n=4
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0,00 - =
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Mw » Mw » Mw ’ Mw Mw Mw ’ Mw ’ Mw Mw Mw ’ Mw ’ Mw Mw Mw
Cc&B Piletskaya | Piletskaya | Piletskaya Bassi caB Piletskaya | Piletskaya | Piletskaya caB Piletskaya | Piletskaya | Piletskaya Bassi
alle m. L. oL alle m. L. oL alle m. L. oL
‘D‘lield 0,45 0,25 0,27 0,24 0,20 0,40 0,14 0,10 0,14 0,18 0,10 0,10 0,10 0,33

Mittelwerte der versch. Isolationsmethoden und Pflanzenpezies

Abb. 3.2: Vergleich der Mittelwerte (Mw) der Yields der drei Isolationsmethoden nach Cohen & Baxter (1990), Piletskaya
et al. (1997) und Bassi et al. (1985) sowie der vier Pflanzenspezies: Vicia faba, Pisum sativum, Lactuca sativa und Spinacea
oleracea. Griin = Mittelwert (Mw) der Cohen & Baxter-Isolate (C & B), tiirkis = Mittelwert (Mw) aller Piletskaya-Isolate,
gelb = Mittelwert (Mw) aller Piletskaya-Isolate von Pflanzen die mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogen wurden,
dunkelblau = Mittelwert (Mw) aller Piletskaya-Isolate von Pflanzen die ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen wurden
und pink = Bassi-Isolate. M. L. = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, o. L. = Anzucht ohne kiinstliche
Zusatzbelichtung. Mw = Mittelwert, Fehlerindikator = + Standardabweichung, n = Anzahl der Isolate (s. Anhang 7.1 und
7.6).

Im Vergleich der Pflanzenspezies Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa zeigten die
Thylakoide von Vicia faba nicht nur die hochsten Proteingehalte (s. Abschn. 3.1.3) sondern
auch die hochsten Yield-Werte und damit die hochste Vitalitéit, gefolgt von Pisum sativum
und Lactuca sativa. Dieses Ergebnis zeigte sich unabhingig davon, ob die Isolationsmethode
nach Cohen & Baxter (1990) oder Piletskaya et al. (1997) angewandt wurde.

Beim Vergleich der Isolationsmethoden nach Cohen & Baxter (1990) und Piletskaya et al.
(1997) war bei den drei Pflanzenspezies Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa bei
den Cohen & Baxter-Isolaten ein deutlich hoherer Yield zu messen und damit eine deutlich
hohere Vitalitit nachzuweisen.

Bei Pisum sativum lag der Yield bei den nach Cohen & Baxter (1990) isolierten Thylakoiden
mit 0,4 um 65 % tiber denen nach Piletskaya ef al. (1997) (Yield = 0,14) isolierten. Bei Vicia
faba war diese Tendenz ebenso zu beobachten, jedoch in geringerem Male. Hier lag der
Mittelwert der Yields bei den Cohen & Baxter-Isolaten mit 0,45 um 44 % iiber den
Piletskaya-Isolaten (Yield = 0,25). Bei Lactuca sativa war bei den nach Cohen & Baxter
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(1990) isolierten Thylakoiden (Yield = 0,18) der Yield um 44 % hoher als bei den nach
Piletskaya et al. (1997) isolierten Thylakoiden (Yield = 0,1). Der Unterschied zwischen den
beiden Isolationsmethoden war damit genau so gro3 wie bei Vicia faba.

Bei den nach Bassi et al. (1985) aufgereinigten Thylakoiden kann aufgrund der geringen
Anzahl an Thylakoidextrakten nur eine Tendenz dargestellt werden. Die nach dieser Methode
isolierten Thylakoidextrakte von Spinacea oleracea zeigten einen durchschnittlichen Yield
von 0,33, die von Vicia faba von nur 0,20. Im Vergleich der drei Isolationsmethoden bei der
Pflanzenspezies Vicia faba wiesen die nach Bassi ef al. (1985) isolierten Thylakoidextrakte
durchschnittlich den geringsten Yield auf (0,20); er lag damit um 56 % unterhalb des Yield-
Mittelwertes der nach Cohen & Baxter (1990) isolierten Thylakoide.

Bei der Isolation von Thylakoiden aus Spinacea oleracea bildeten sich keine Pellets wihrend
der Zentrifugation, die Ausbeute an Thylakoidmembranen war daher im Vergleich zu den
anderen Pflanzenspezies sehr gering (Ergebnisse hier nicht dargestellt). Aufgrund der
geringen Thylakoidausbeute aus dieser Spezies, die sich unabhidngig von der
Isolationsmethode zeigte, wurde diese Pflanze aus den Untersuchungen ausgeschlossen.
Infolgedessen konnte innerhalb der Pflanzenspezies Spinacea oleracea kein Vergleich
zwischen den verschiedenen Isolationsmethoden getroffen werden.

In Bezug auf die Anzuchtbedingungen lieBBen sich keine grolen Unterschiede in der Vitalitit
der Thylakoide erkennen. Bei nach Piletskaya et al. (1997) isolierten Thylakoiden von Vicia
faba lag der Yield bei den mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen mit 0,27
leicht oberhalb von denen die ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen wurden, die einen
Yield von 0,24 aufwiesen. Bei Pisum sativum verhielt es sich genau umgekehrt, hier wiesen
die Thylakoide aus mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen mit 0,10 einen
geringeren Yield auf als die Thylakoide aus Pflanzen die ohne kiinstliche Zusatzbelichtung

angezogen wurden (Yield = 0,14).

3.1.2 Nachweis von DI1-Protein in Thylakoidextrakten iiber Western-
Blotting

Um die Aufreinigung von D1-Protein in der PS-II-Extraktion (s. Abschn. 2.4) zu verfolgen,

wurden die Thylakoidextrakte auf das Vorhandensein von D1-Protein untersucht. Dies wurde

mit der in Abschnitt 2.14 beschriebenen Western-Blotting-Methode mit spezifischem Anti-

DI1-Antikorper (Agrisera, Véannds, S) durchgefiihrt.

Es wurden die vier Pflanzenpezies Pisum sativum (Bahn 1), Lactuca sativa (Bahn 2), Vicia

faba (Bahn 3) und Spinacea oleracea (Bahn 4) getestet (s. Abb. 3.3), um die fiir die weitere
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Aufreinigung von D1-Protein am besten geeignete Spezies zu finden. Es wurden nur Isolate
der Thylakoidextraktionsmethode von Cohen & Baxter (1990) untersucht.
In Abbildung 3.3 ist der Western-Blot mit

spezifischem Anti-D1-Antikorper zum 1234 M ?ﬂ‘.’,”a]
Nachweis von DI-Protein in nach Cohen &
Baxter (1990) aufgereinigten Thylakoid- d — 628
extrakten  verschiedener  Pflanzenspezies
dargestellt. Der stirkste Nachweis des DI1- Y —_— 325

Proteins zeigte sich bei Lactuca sativa
(Bahn 2) auf der Hohe der 32,5-kDa- sowie der
62,5-kDa-Marker-Bande. Bei Pisum sativum
(Bahn 1) war auf Hohe der 32,5- und
62,5-kDa-Marker-Bande ebenfalls D1-Protein,

jedoch in geringerem Malle, nachzuweisen. Bei

Spinacea oleracea (Bahn 4) konnte nur noch

Abb. 3.3: Western-Blot mit spezifischen Anti-D1-
Antikorper (Agrisera, Vinnds, S) zum Nachweis von D1-

Hohe der 32.5-kDa-Marker-Bande beobachtet Protein in Thylakoidextrakten verschiedener
b

ein geringer Nachweis von D1-Protein auf der

Pflanzenspezies:
werden. Ein Nachweis von DI1-Protein iiber = Thylakoidextraktvon Pisum sativium
2 = Thylakoidextrakt von Lactuca sativa
den spezifischen Anti-D1-Antikérper war in 3= Thylakoidextrakt von Vicia faba
4 = Thylakoidextrakt von Spinacea oleracea

dem Thylakoidextrakt von Vicia faba (Bahn 3) Rechts Marker nachgezeichnet, M = Marker, MW =
oo Molekulargewicht (kDa).
nur ganz schwach moglich.

3.1.3 Proteingehalte der PS-II-Proteinkomplexe

Die Bestimmung der Proteingehalte der PS-II-Proteinkomplexe wurde als ein weiteres
Kriterium ausgewéhlt, um zu {iberpriifen, welche Thylakoidisolationsmethode und welche
Pflanzenspezies am besten fiir die weitere Aufreinigung des DI1-Proteins aus den PS-II-
Proteinkomplexen geeignet ist, um eine moglichst groBe Ausbeute an D1-Protein zu erzielen.
Es kam zu sehr hohen Variationen der Proteingehalte der verschiedenen PS-II-
Proteinkomplex-Extrakte innerhalb einer Spezies und innerhalb einer Isolationsmethode
(s. Abb. 3.4). Nur der Mittelwert der Proteingehalte der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von
Vicia faba, die aus nach der Methode von Cohen & Baxter (1990) aufgereinigten Thylakoiden
hergestellt worden waren, unterschied sich bis auf eine Ausnahme signifikant von allen
anderen Pflanzenspezies und Isolationsmethoden. Diese Ausnahme bildete der Mittelwert der

Proteingehalte der PS-II-Proteinkomplexe von Pisum sativum, die aus nach der Methode von
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Cohen & Baxter (1990) aufgereinigten Thylakoiden isoliert worden waren. Im Vergleich der
tibrigen Mittelwerte der Proteingehalte der PS-II-Proteinkomplexe konnten nur tendenzielle

Unterschiede gefunden werden.

Vergleich der Mittelwerte der Proteingehalte [mg/ml] der PS-lI-Proteinkomplex-Extrakte
von Vicia faba, Pisum sativum, Lactuca sativa und Spinacea oleracea und
der Isolationsmethoden nach Cohen & Baxter (1990), Piletskaya et al. (1997) und Bassi et al. (1985)

12 =
1 Vicia faba Pisum sativum Lactuca sativa Spinacea
| n=3 oleracea
1
= 0,8 +—
E n=11
5 ]
£ -
=
=
5 ]
@ 0,6 +—
2 ] n=6 n=1
3 n=13 n=9 '—
=
° —
= 4
o -[u =4 n=15 T In =4
0.4 1 —
] n=1 n=13
n=2 n=6
| 15 n=2
0,2 1 -
0
Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw Mw
Piletskaya | Piletskaya| Piletskaya| Bassi Piletskaya | Piletskaya | Piletskaya Piletskaya | Piletskaya | Piletskaya Bassi
c&B c&B c&B
alle m. L. o.L. alle m. L. oL alle m. L. oL
O Proteingehalt (mg/ml) 0,98 0,38 0,33 0,4 0,32 0,7 03 0,29 0,3 0,48 0,26 0,18 0,31 0,53

Mittelwerte der verschiedenen Isolationsmethoden und Pflanzenspezies

Abb. 3.4: Vergleich der Mittelwerte (Mw) der Proteingehalte (mg/ml) der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte der drei
Isolationsmethoden Cohen & Baxter (1990), Piletskaya et al. (1997) und Bassi et al. (1985) sowie der vier Pflanzenspezies:
Vicia faba, Pisum sativum, Lactuca sativa und Spinacea oleracea. Griin = Mittelwert (Mw) der Cohen & Baxter-Isolate
(C & B), tiirkis = Mittelwert (Mw) aller Piletskaya-Isolate, gelb = Mittelwert (Mw) aller Piletskaya-Isolate von Pflanzen die
mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogen wurden, dunkelblau = Mittelwert (Mw) aller Piletskaya-Isolate von Pflanzen die
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen wurden und pink = Bassi-Isolate. M. L. = Anzucht mit kiinstlicher
Zusatzbelichtung, o. L. = Anzucht ohne kiinstliche Zusatzbelichtung. Mw = Mittelwert, Fehlerindikator = +
Standardabweichung, n = Anzahl der Extrakte (s. Anhang 7.1).

Vergleich der Thylakoidisolationsmethoden:

Bei einem Vergleich der Thylakoidisolationsmethoden von Cohen & Baxter (1990) und
Piletskaya et al. (1997) in Bezug auf den Proteingehalt der aufgereinigten PS-II-
Proteinkomplex-Extrakte (s. Abb. 3.4) zeigten sich bei jeder der drei Pflanzenspezies Vicia
faba, Pisum sativum und Lactuca sativa deutlich hohere Proteingehalte bei den Isolaten nach
Cohen & Baxter (1990). Die Proteingehalte der nach Cohen & Baxter (1990) aufgereinigten
PS-II-Proteinkomplexe von Vicia faba lagen mit durchschnittlich 0,98 mg/ml 61 % iiber den
Piletskaya-Isolaten. Die PS-II-Proteinkomplexe von Pisum sativum zeigten mit
durchschnittlich 0,7 mg/ml Proteingehalt bei den Cohen & Baxter-Extraktionen einen um
57 % hoheren Proteingehalt als der Mittelwert der Piletskaya-Isolate (Proteingehalt = 0,3
mg/ml). Bei Lactuca sativa lie sich ein &dhnlicher Unterschied zwischen den beiden

Isolationsmethoden feststellen. Hier lag der Proteingehalt der nach Cohen & Baxter (1990)
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aufgereinigten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte durchschnittlich 45 % oberhalb der mit der
Piletskaya-Methode isolierten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte.

Dieser deutlich erhdhte Proteingehalt bei den PS-II-Proteinkomplexen, die aus Thylakoiden
extrahiert wurden, die nach der Cohen & Baxter-Methode isoliert worden waren, lasst sich
jedoch zu einem groflen Teil auf das in der Isolation als Proteaseinhibitor verwendete BSA
zuriickfilhren. Daher ist bei diesen Extrakten nicht zu unterscheiden, wie viel des
Proteingehaltes auf die Photosystem-II-Proteine zurlickzufiihren ist und wie viel auf das
zugegebene BSA.

Bei den nach der Thylakoidisolationsmethode von Bassi et al. (1985) aufgereinigten PS-II-
Proteinkomplex-Extrakten kann aufgrund der geringen Anzahl nur eine Tendenz dargestellt
werden. Der PS-II-Proteinkomplex von Spinacea oleracea, der aus Thylakoiden extrahiert
wurde, die nach dieser Methode isoliert worden waren, zeigte einen Proteingehalt von 0,53
mg/ml, der von Vicia faba einen von 0,32 mg/ml.

Im Vergleich der drei Isolationsmethoden bei der Pflanzenspezies Vicia faba wies der PS-II-
Proteinkomplex-Extrakt der aus nach Bassi et al. (1985) isolierten Thylakoiden extrahiert
wurde den geringsten Proteingehalt auf (0,32 mg/ml). Er lag damit um 67 % unterhalb des
Proteingehalt-Mittelwertes der nach Cohen & Baxter (1990) isolierten PS-II-Proteinkomplex-
Extrakte.

Da die Spezies Spinacea oleracea aufgrund der geringen Thylakoidmembranausbeute und der
mangelhaften Isolation schon auf der Stufe der Thylakoidmembranisolation aus den
Untersuchungen ausgeschlossen wurde (s. Abschn. 3.1.1), liegt hier nur das Ergebnis fiir

einen PS-II-Proteinkomplex-Extrakt vor.

Vergleich der Pflanzenspezies:

Bei dem Vergleich der Pflanzenspezies beziiglich der Isolationsmethoden nach Cohen &
Baxter (1990) und Piletskaya et al. (1997) zeigte auch hier Vicia faba bei beiden
Isolationsmethoden die hochsten Proteingehalte (s. Abb. 3.4), gefolgt von Pisum sativum und
Lactuca sativa. Dabei war der Unterschied in den Proteingehalten zwischen den drei
Pflanzenspezies bei den Isolationen nach Cohen & Baxter (1990) grof3er.

Bei den nach Cohen & Baxter (1990) extrahierten PS-II-Proteinkomplex-Extrakten zeigten
sich die hochsten Proteingehalte bei Vicia faba mit einem durchschnittlichen Wert von 0,98
mg/ml. Die PS-II-Extrakte von Lactuca sativa wiesen mit einem Mittelwert von 0,48 mg/ml
den geringsten Proteingehalt der drei Pflanzenspezies auf, wobei die Werte zwischen

0,27 mg/ml und 1,08 mg/ml Proteingehalt schwankten (s. Anhang 7.1). Die Proteingehalte der
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Extrakte von Pisum sativum lagen mit einem durchschnittlichen Wert von 0,7 mg/ml
zwischen denen von Vicia faba und Lactuca sativa.

Auch bei den aus Thylakoiden nach der Piletskaya-Methode aufgereinigten PS-II-
Proteinkomplexen zeigten sich die hochsten Proteingehalte bei der Pflanzenspezies Vicia
faba. Mit einem durchschnittlichen Proteingehalt von 0,38 mg/ml aller aus Vicia faba
hergestellten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte konnte ein deutlicher Unterschied zwischen den
PS-II-Proteinkomplex-Extrakten aus Vicia faba Pflanzen, die ohne oder mit kiinstlicher
Zusatzbelichtung angezogen wurden, festgestellt werden. Die PS-II-Extrakte von Pflanzen,
die mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogen wurden, wiesen mit einem durchschnittlichen
Proteingehalt von 0,33 mg/ml im Vergleich zu denen, die ohne kiinstliche Zusatzbelichtung
angezogen wurden (0,4 mg/ml), einen deutlich geringeren Proteingehalt auf. Die gleiche
Beobachtung konnte bei Lactuca sativa gemacht werden. Auch hier lag bei den Extrakten, die
aus Pflanzen mit kiinstlicher Zusatzbelichtung aufgereinigt worden waren, der Proteingehalt
mit 0,18 mg/ml 42 % unter dem der ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogenen (0,31
mg/ml). Insgesamt wiesen die PS-II-Extrakte aus Lactuca sativa mit einem durchschnittlichen
Proteingehalt von 0,26 mg/ml wie bei den Cohen & Baxter-Isolaten den geringsten
Proteingehalt auf. Die PS-II-Proteinkomplexe von Pisum sativum lagen mit einem
durchschnittlichen Proteingehalt von 0,3 mg/ml zwischen denen von Vicia faba und Lactuca
sativa. Hier konnten keine Unterschiede zwischen Extrakten von Pflanzen, die mit oder ohne

kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen worden waren, festgestellt werden.

3.1.4 Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse in Hinblick auf die
weiteren Aufreinigungsschritte des D1-Proteins

Nach diesen Ergebnissen wurden sowohl die Thylakoidisolationsmethode nach Cohen &
Baxter (1990) als auch die nach Piletskaya et al. (1997) weiter verfolgt, da die Proteingehalte
(s. Abschn. 3.1.3) noch keine Auswahl eines der beiden Verfahren zulieBen. Aufgrund der
Vitalititsmessung der Thylakoide (s. Abschn. 3.1.1) erschien zu diesem Zeitpunkt die
Thylakoidisolationsmethode nach Cohen & Baxter (1990) als besser geeignet.

Da die Ausbeute an Thylakoidmembranen bei der Methode nach Bassi et al. (1985) im
Vergleich der Methoden sehr gering war und es auf eine hohe Thylakoidausbeute ankam,
damit eine geniigend grofe Menge an D1-Protein daraus isoliert werden konnte, wurde diese
Methode nicht weiter verfolgt. Zusitzlich zeigte sich diese Methode im Handling sehr
schwierig, da sich die Pellets nicht immer vollstindig resuspendieren lielen, wodurch ein

Grofteil an aufgereinigten Membranen verloren ging.
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Im Western-Blot der Thylakoidextrakte lieBen sich Lactuca sativa und Pisum sativum als die
beiden Pflanzenspezies mit dem besten Nachweis an D1-Protein identifizieren, am Ende der
Skala rangierte Vicia faba (s. Abschn. 3.1.2). Von allen vier untersuchten Pflanzenspezies
zeigte Vicia faba jedoch im Durchschnitt die hochste Vitalitit der Thylakoide und auch den
hochsten Proteingehalt der PS-11-Proteinkomplexe (s. Abschn. 3.1.1 und 3.1.3). Daher wurden
die drei Pflanzenspezies Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa weiterhin parallel mit
dem Ziel untersucht, die Pflanzenspezies mit der besten Eignung fiir die Isolation eines
Herbizid-bindefdhigen D1-Proteins zu finden.

Spinacea oleracea wurde zu diesem Zeitpunkt aus den Experimenten ausgeschlossen, da sich
hier sowohl die Durchfiihrung der Isolation als ungeniigend als auch die Ausbeute an
isolierten Thylakoidmembranen als zu gering zeigten (s. Abschn. 3.1.1) und im Western-Blot

nur ein sehr schwacher Nachweis von D1-Protein erbracht werden konnte (s. Abschn. 3.1.2).
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3.2 Extraktion von PS-II-Proteinkomplexen

Im Anschluss wurden aus den isolierten Thylakoidmembranen die PS-II-Proteinkomplexe
nach Piletskaya et al. (1997) (s. Abschn. 2.4) extrahiert, um aus diesen spéter das D1-Protein
aufreinigen zu konnen.

In dieser zweiten Stufe des D1-Aufreinigungsprozesses wurden die PS-II-Proteinkomplexe
auf das Vorhandensein von D1-Protein untersucht. Der Nachweis erfolgte zunéchst iiber die
in Abschnitt 2.13 beschriebene SDS-PAGE. Im Weiteren wurde ein spezifischer Nachweis
mit einem Anti-D1-Antikorper iiber das in Abschnitt 2.14 beschriebene Western-Blotting-
Verfahren durchgefiihrt.

Hier wurden die drei Pflanzenspezies Vicia faba, Lactuca sativa und Pisum sativum im
Vergleich betrachtet, letztere mit den zwei Varietiten Feltham first und Maiperle, um die am
besten geeignete Pflanzenspezies fiir die Aufreinigung des D1-Proteins zu finden.

Zusétzlich wurden die beiden Thylakoidaufreinigungsmethoden nach Cohen & Baxter (1990)
sowie nach Piletskaya et al. (1997) miteinander verglichen, um die am besten geeignete

Methode zu ermitteln.

3.2.1 Nachweis von DI1-Protein in PS-II-Proteinkomplexen aus nach
Piletskaya et al. (1997) hergestellten Thylakoiden

3.2.1.1 Vergleich der PS-1I-Proteinkomplexe iiber SDS-PAGE

Zum Vergleich der drei Pflanzenspezies Vicia faba, Lactuca sativa und Pisum sativum (mit
den Varietiten Feltham first und Maiperle) wurden alle vorhandenen PS-II-Proteinkomplexe
aus den nach Piletskaya et al. (1997) hergestellten Thylakoiden {iber SDS-PAGE untersucht,
um Unterschiede im Proteinmuster und besonders in der Menge an D1-Protein zu ermitteln.
Zusétzlich wurde die Anzucht der Pflanzen mit oder ohne kiinstliche Zusatzbelichtung
miteinander verglichen. Damit sollten die fiir die weiteren Schritte der DI-Protein-
Aufreinigung am besten geeignete Pflanzenspezies und die optimale Anzuchtmethode
herausgefunden werden.

Bei allen untersuchten PS-II-Proteinkomplex-Extrakten konnte reproduzierbar ein dhnliches
Proteinbandenmuster im SDS-PAGE gezeigt werden, exemplarisch in Abbildung 3.5
dargestellt (s. auch Anhang 7.5).
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Abb. 3.5: SDS-PAGE von PS-II-Proteinkomplex-Extrakten, die nach der Thylakoidisolationsmethode von Piletskaya et al.
(1997) isoliert wurden. Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in kDa, rote Striche
und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8

Extrakt PSII31 E2L PSII32 El PSII33 EIL PS 1134 K PS 1135 BL PS I 36EIL PSII36 El Marker (kDa)
Bahn 9 10 11 12 13 14 15

Extrakt PS1I37 BL PSII37B PS 11 39 BL PSII39B PSI143 El PSI145 EIL PSI148 B

PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer des Extraktes, B = Vicia faba, E1 = Pisum sativum var. Feltham first,
E2 = Pisum sativum var. Maiperle, K = Lactuca sativa. L = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, ohne L = Anzucht
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung (s. Anhang 7.1).

Als Gemeinsamkeit war bei allen 32 aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-Extrakten (in Abb.
3.5 auszugsweise dargestellt; Anhang 7.5) eine Doppelbande bei ca. 33 und 39 kDa zu
detektieren. Bei der Bande bei ca. 39 kDa handelt es sich nach Nixon et al. (1986) und Barber
et al. (1987) um das gesuchte D1-Protein, bei der Bande bei ca. 33 kDa um das D2-Protein
(Nixon et al., 1986; Barber et al., 1987; Nanba und Satoh, 1987; Vacha et al., 1995; Nakazato
et al., 1996; Sharma et al., 1997a und 1997b; Kuhl et al., 2000; Komenda et al., 2002; Gao et
al., 2004; Mizusawa ef al., 2004). Beide Banden waren je nach Extrakt etwas unterschiedlich
stark vertreten.

Eine Besonderheit unter den PS-II-Proteinkomplexen stellten die PS-II-Extrakte von Vicia
faba dar. Nur bei Vicia faba zeigten sich Proteinbanden bei ca. 63 kDa, also in dem Bereich,
in dem nach Vacha ef al. (1995), Nakajima et al. (1995) und Sharma ef al. (1997a und 1997b)
D1/D2-Dimere zu finden sind. Gleichzeitig konnten bei Vicia faba Unterschiede zwischen
den beiden getesteten Anzuchtmethoden gefunden werden. Beim Vergleich der beiden
parallel zueinander isolierten PS-II-Extrakte PS II 37 BL (s. Abb. 3.5, Bahn 9) und 37 B (s.
Abb. 3.5, Bahn 10) zeigte sich die D1/D2-Dimer-Bande beim PS-II-Extrakt 37 B, hergestellt
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aus ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen, deutlich stirker als bei dem
Extrakt 37 BL, der aus mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen gewonnenen
wurde. Insgesamt wiesen alle PS-II-Extrakte von Vicia faba, die ohne kiinstliche
Zusatzbelichtung angezogen worden waren (PS II 37B, 39B, 48 B, 41 B, 41 B, 51 B, 52 B),
deutliche Proteinbanden auf der Héhe der D1/D2-Dimere bei ca. 63 kDa auf (s. Abb. 3.5 und
Anhang Abb. 7.1 und 7.2).

Bei keinem der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von Pisum sativum oder Lactuca sativa
konnten Proteine in dem Molekulargewichtsbereich von ca. 63 kDa und damit D1/D2-Dimere
gefunden werden. Ebenso wenig wurden bei diesen beiden Pflanzenspezies charakteristische
Unterschiede beziiglich der Anzuchtmethode nachgewiesen.

Bei fast allen PS-II-Proteinkomplex-Extrakten zeigte sich noch eine mehr oder weniger
deutliche Bande bei ca. 9 kDa; dabei handelt es sich laut Literatur wahrscheinlich um die o-
Untereinheit des Cytochroms b-559 (Nixon et al., 1986; Barber et al., 1987; Nanba und
Satoh, 1987; Vacha et al., 1995; Nakazato et al., 1996; Kuhl et al., 2000; Komenda et al.,
2002; Mizusawa et al., 2004). Die teilweise vorhandenen und sehr verwaschenen Banden im
Molekulargewichtsbereich zwischen ca. 39 kDa und 70 kDa konnten nach der Literatur den
Chlorophyll bindenden Proteinen CP43 und CP47 zugeordnet werden (Nakazato ef al., 1996;
Kuhl et al., 2000; Komenda et al., 2002; Gao et al., 2004; Mizusawa et al., 2004). Die bei
einigen PS-II-Proteinkomplexen vorkommende Bande bei ca. 4,5 kDa kann eventuell der -
Untereinheit des Cytochroms »-559 zugeordnet werden. Nanba und Satoh (1987), Vacha et
al. (1995) und Komenda et al. (2002) haben in diesem Bereich gefundene Banden als -
Untereinheit des Cytochroms b-559 identifiziert. Weitere schwéchere Proteinbanden zeigten
sich im Bereich von ca. 100 bis 56 kDa und von ca. 20 bis 4 kDa bei den hier getesteten PS-
II-Proteinkomplex-Extrakten aller Pflanzenspezies.

Zwischen den beiden untersuchten Varietiten von Pisum sativum zeigten sich keine
reproduzierbaren Unterschiede in der Proteinzusammensetzung der PS-II-Proteinkomplexe.
Beziiglich der Menge an isoliertem D1-Protein nahmen auch hier die PS-II-Proteinkomplex-
Extrakte von Vicia faba eine Sonderstellung ein, da sie wegen des Vorhandenseins von
Dimeren insgesamt einen hoheren Gehalt an D1-Protein aufwiesen als die anderen beiden
Pflanzenspezies, bei denen nur D1-Monomere zu finden waren. Zwischen den verschiedenen
Pflanzenspezies lieen sich ansonsten keine markanten Unterschiede beziiglich der Menge an
isolierten D1-Protein-Monomeren feststellen. Alle PS-II-Proteinkomplex-Extrakte zeigten
reproduzierbar sehr dhnliche Proteinmengen an D1-Monomeren, ohne Unterschiede in Bezug

auf die Pflanzenspezies oder Varietét erkennen zu lassen.
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3.2.1.2 Exemplarischer Vergleich von ausgewihlten PS-II-Proteinkomplex-
Extrakten iiber SDS-PAGE und Western-Blotting

Parallel iiber SDS-PAGE und Western-Blotting wurden exemplarisch PS-II-Proteinkomplex-
Extrakte der Pflanzenspezies Pisum sativum var. Feltham first und var. Maiperle, Lactuca
sativa und Vicia faba, aus mit und ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen,
auf das Vorhandensein von DI-Protein untersucht (s. Abb. 3.6 und 3.7). Uber den
spezifischen Nachweis des Western-Blottings sollte die iiber die Literatur ermittelte Lage des
DI1-Proteins verifiziert und damit genau bestimmt werden, welche Bande der gefundenen
Doppelbande (s. Abschn. 3.2.1.1) auf der Hohe von 32-39 kDa dem D1-Protein zuzuordnen
ist.

Bei allen hier aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-Extrakten konnte im SDS-PAGE
reproduzierbar eine sehr deutliche Doppelbande bei ca. 36 und 32 kDa gefunden werden (s.
Abb. 3.6). Diese war bei allen getesteten Extrakten etwa gleich stark, ausgenommen die obere
Bande des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes 42 K von Lactuca sativa (Bahn 6), die etwas

schwicher ausgepriagt war.
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Abb. 3.6: SDS-PAGE von PS-II-Proteinkomplex-Extrakten, die nach der Thylakoidisolationsmethode von Piletskaya et al.
(1997) isoliert wurden. Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in kDa, rote Striche
und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8
Extrakt | 33 EIL= | 33 E2L= | 37 B = Vicia faba | 37 BL = Vicia faba | 41 B = Vicia faba | 42 K = | 43 El = | Marker
Pisum sativum | Pisum ohne  kinstliche | mit kiinstlicher | ohne kiinstliche | Lactuca Pisum (kDa)
var. Feltham | sativum var. | Zusatzbelichtung Zusatzbelichtung Zusatzbelichtung sativa sativum var.
first Maiperle Feltham first

PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer des Extraktes, B = Vicia faba, E1 = Pisum sativum var. Feltham first,
E2 = Pisum sativum var. Maiperle, K = Lactuca sativa. L = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, ohne L = Anzucht
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung (s. Anhang 7.1).

&5



Ergebnisse

Uber den Western-Blot mit dem spezifischen Anti-D1-Antikorper konnte die obere der
Dopppelbande aus dem SDS-PAGE, die oberhalb der 32,5-kDa-Marker-Bande bei ca. 36 kDa
lag, bei allen getesteten PS-II-Proteinkomplex-Extrakten der drei verschiedenen
Pflanzenspezies, wie schon aus der Literatur erschlossen (s. Abschn. 3.2.1.1), als D1-Protein
identifiziert werden (s. Abb. 3.6 und 3.7).

Die nur bei den PS-II-Proteinkomplex-Extrakten von Vicia faba (PS 11 37 B, Bahn 3 und PS
IT 41 B, Bahn 5) auftretenden Proteinbanden im Bereich von ca. 62 kDa konnten iiber den
Anti-D1-Antikorper-Nachweis spezifisch als D1/D2-Dimere identifiziert werden. Auch im
Western-Blot zeigte sich der, schon {iber die SDS-PAGE gefundene, deutlich stirkere Anteil
des D1/D2-Dimers bei den PS-II-Proteinkomplex-Extrakten von Vicia faba-Pflanzen, die
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen wurden (PS II 37 B und 41 B). Bei dem parallel
isolierten PS-II-Proteinkomplex-Extrakt von Vicia faba, der aus mit kiinstlicher
Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen isoliert worden war (PS II 37 BL), war der
spezifische Nachweis des D1/D2-Dimers deutlich geringer, wie auch iliber die SDS-PAGE
beobachtet (s. Abb. 3.6 und 3.7). Bei den PS-II-Proteinkomplex-Extrakten der anderen
Pflanzenspezies konnte im Molekulargewichtsbereich von ca. 62 kDa weder iiber die SDS-

PAGE noch iiber das Western-Blotting D1-Protein detektiert werden.

Mark
37BL 37B 33E2 33E1 43E1 42K 41B ke

-

— 83

— 47,5

- [ — . —325

—_— 25

— 165

Abb. 3.7: Western-Blot der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte: 37 BL = Vicia faba mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, 37 B =
Vicia faba ohne kiinstliche Zusatzbelichtung, 33 E2 = Pisum sativum var. Maiperle, 33 E1 = Pisum sativum var. Feltham
first, 43 E1 = Pisum sativum var. Feltham first, 42 K = Lactuca sativa, 41 B = Vicia faba ohne kiinstliche Zusatzbelichtung,
Marker MW = Molekulargewicht (kDa).

Die Bande oberhalb von 175 kDa bei dem PS-II-Proteinkomplex-Extrakt von Lactuca sativa

(42 K) ist wahrscheinlich auf einen nicht aufgetrennten Proteinkomplex zuriickzufiihren, in
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dem auch DI1-Protein enthalten ist. Hier kam es wohl aufgrund von Aggregatbildung zu

keiner vollstindigen Auftrennung des PS-II-Proteinkomplexes in der SDS-PAGE.

3.2.2 Nachweis von DI1-Protein in PS-II-Proteinkomplexen aus nach
Cohen & Baxter (1990) hergestellten Thylakoiden

3.2.2.1 Vergleich der PS-II-Proteinkomplexe iiber SDS-PAGE
Alle 16 untersuchten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte aus nach Cohen & Baxter (1990)

isolierten Thylakoiden der vier untersuchten Pflanzenspezies Vicia faba, Pisum sativum,
Lactuca sativa und Spinacea oleracea (s. Abb. 3.8, Bahnen 1-9 und 11-17) zeigten
reproduzierbar ein dhnliches Proteinbandenmuster bei der Auftrennung iiber die SDS-PAGE.
Es lieBen sich 4 Hauptproteinbanden finden: auf der Hohe von ca. 69 kDa, 39 kDa, 33 kDa
und 9 kDa. Zusitzlich waren noch andere schwichere Banden auf dem SDS-

Polyacrylamidgel zu sehen (s. Abb. 3.8).

< BSA

< D1-Monomer
A < D2-Monomer
L
- @ a-UE

Cyt b-559
s 5 4 5 By 8 g 19 20
Lol Wt (KDa)

Abb. 3.8: SDS-PAGE von PS-II-Proteinkomplex-Extrakten, die nach der Thylakoidisolationsmethode von Cohen & Baxter
(1990) (Bahnen 1-9; 11-17), sowie Bassi et al. (1985) (Bahnen 18 und 20) isoliert wurden. Féarbung Coomassie®,
Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in kDa, rote Striche und Zahlen: Markierung und Nummerierung
der Bahnen.

PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Extrakt | PSII 1 El PSII2El PSII3EL PSII4El PSIISEL PSII7S PSIT10B | PSITI1K | PSIT12E1 | Marker
Bahn 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Extrakt | PSIT13E1 | PSIT14K | PSII15B | PSII16E2 | PSII17B PSITI8E2 | PSII21K | PSII6S frei PS 119 B+

PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer des Extraktes, B = Vicia faba, E1 = Pisum sativum var. Feltham first,
E2 = Pisum sativum var. Maiperle, K = Lactuca sativa. L = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, ohne L = Anzucht
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung (s. Anhang 7.1).
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Besonders auftillig war bei allen Extrakten die sehr starke Proteinbande bei ca. 69 kDa. Diese
war hauptsidchlich dem Protein BSA zuzuordnen, das bei dieser Extraktionsmethode im
Uberschuss als Blocking-Protein fiir die Proteasen zugesetzt wurde (s. Abschn. 2.3.1).
Aussagen {iiber eventuell vorhandene D1/D2-Dimere, die bei denjenigen PS-II-
Proteinkomplexen von Vicia faba gefunden wurden, die nach der Thylakoidisolationsmethode
von Piletskaya et al. (1997) isoliert worden waren, konnten hier aufgrund der Uberlagerung
durch das BSA nicht gemacht werden.

Auch hier zeigten sich zwei nahe beieinander liegende Banden auf der Hohe von ca. 33 und
39 kDa. Die dem D1-Protein zuzuordnende Bande bei ca. 39 kDa (s. Abschn. 3.2.1.1) war bei
allen untersuchten Extrakten, im Gegensatz zu den PS-II-Proteinkomplexen aus Piletskaya-
Thylakoidisolaten, nur sehr schwach nachzuweisen. Die untere Bande bei ca. 33 kDa, bei der
es sich um D2-Protein handelte (s. Abschn.3.2.1.1), war dagegen bei allen Extrakten deutlich
starker vertreten als das D1-Protein. Auch hier fanden sich Proteinbanden auf der Hohe von
ca. 9 kDa, die wahrscheinlich der a-Untereinheit des Cytochroms 5-559 zuzuordnen sind (s.
Abschn. 3.2.1.1). Bei einigen PS-II-Proteinkomplex-Extrakten konnten auch Proteinbanden
im Bereich von ca. 4,5 kDa und damit nach Nanba und Satoh (1987), Vacha et al. (1995) und
Komenda et al. (2002) hochstwahrscheinlich die B-Untereinheit des Cytochroms b-559
detektiert werden (s. Abschn. 3.2.1.1).

Der Vergleich der verschiedenen Pflanzenspezies ergab hier keine signifikanten Unterschiede.

3.2.2.2 Western-Blotting von PS-II-Proteinkomplexen

Uber den Western-Blot-Nachweis mit spezifischem Anti-D1-Antikdrper konnte bei keiner der
Pflanzenspezies Lactuca sativa, Vicia faba und Pisum sativum D1-Protein in den PS-II-
Proteinkomplex-Extrakten, die aus nach Cohen & Baxter (1990) isolierten Thylakoiden

aufgereinigt wurden, nachgewiesen werden (Ergebnisse hier nicht dargestellt).

3.2.3 Nachweis von D1-Protein in PS-II-Proteinkomplexen aus nach Bassi
et al. (1985) hergestellten Thylakoiden

Die beiden nach der Thylakoidisolationsmethode von Bassi et al. (1985) aufgereinigten PS-II-

Proteinkomplex-Extrakte (s. Abb. 3.8, Bahnen 18 und 20) zeigten in der SDS-PAGE ein

deutlich anderes Proteinmuster als die nach der Thylakoidisolationsmethode von Cohen &

Baxter (1990) und Piletskaya et al. (1997) aufgereinigten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte.

Hier fehlte die starke Bande auf der H6he von ca. 69 kDa, die bei den Cohen & Baxter-

Isolaten auf das BSA zuriickzufithren war.
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Beim PS-II-Extrakt aus Spinacea oleracea (PS 11 6 S, s. Abb. 3.8, Bahn 18) waren deutliche
Proteinbanden auf der Hohe von ca. 76, 62, 39, 33, 18 und 9 kDa zu sehen. Hier war der
Gehalt an Photosystem-II-Proteinen deutlich hoéher als bei den Cohen & Baxter-
Proteinkomplex-Extrakten. Da bei dieser Extraktionsmethode kein BSA, sondern Protease-
Inhibitoren verwendet wurden, war hier eine genaue Bestimmung des Gehaltes an
Photosystem-II-Proteinen iiber den Bradford-Test moglich. Daher kann die Bande auf der
Hohe von ca. 62 kDa den D1/D2-Dimeren zugeordnet werden (Nakajima et al., 1995; Vacha
et al., 1995; Sharma et al., 1997a und 1997b).

Der PS-II-Proteinkomplex aus Vicia faba (s. Abb. 3.8, Bahn 20) konnte dagegen in
Hauptproteinbanden von ca. 39, 33, 25 und 9 kDa aufgetrennt werden.

Bei beiden untersuchten Extrakten sind die Banden auf der Hohe von ca. 39 und 33 kDa, wie
in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben, dem D1- und D2-Protein zuzuordnen; ebenso konnen die
Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von ca. 9 kDa wahrscheinlich der a-Untereinheit
des Cytochroms b-559 zugeordnet werden (s. Abschn. 3.2.1.1). Der PS-II-Proteinkomplex-
Extrakt aus Vicia faba (s. Abb. 3.8, Bahn 20) zeigte im Gegensatz zu dem aus Spinacea
oleracea (s. Abb. 3.8, Bahn 18) einen deutlich geringeren Gehalt an PS-II-Proteinen.

3.2.4 Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse im Hinblick auf die
weiteren Aufreinigungsschritte des D1-Proteins aus dem PS-II-
Proteinkomplex

Da im Western-Blot in den PS-II-Proteinkomplexen, die aus nach der Cohen & Baxter-

Methode (1990) isolierten Thylakoiden aufgereinigt wurden, bei keiner der drei untersuchten

Pflanzenspezies D1-Protein zu detektieren war, wurde diese Thylakoidaufreinigungsmethode

nicht weiter verfolgt. Das D1-Protein war bei diesen Extrakten in so geringen Mengen

vorhanden, dass es mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden konnte. Dies ist sehr
wahrscheinlich auf den hohen Gehalt an BSA in den PS-II-Proteinkomplex-Extrakten
zuriickzufiihren, das als Proteaseinhibitor wihrend der Thylakoidisolation im Uberschuss
zugesetzt wurde. Durch die Zugabe des BSA ldsst sich bei diesen Extrakten der Proteingehalt
der enthaltenen PS-II-Proteinkomplexe nicht genau bestimmen, da ein Grofteil des
nachgewiesenen Proteingehaltes nach Bradford (s. Abschn. 2.8) dem im Uberschuss
vorhandenen BSA zuzuschreiben ist. Dabei kann iiber die Proteinbestimmung kein

Riickschluss auf den Gehalt an PS-II-Proteinkomplexen in diesen Extrakten erfolgen. Damit

lasst sich auch der sehr geringe Anteil von D1-Protein in den SDS-Polyacrylamidgelen

erkliren. Wegen dieses storenden Einflusses des verwendeten BSA und der damit

verbundenen  starken  Verringerung der Ausbeute an DI1-Protein bei der
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Thylakoidisolationsmethode nach Cohen & Baxter (1990) wurde diese Isolationsmethode fiir
die Aufreinigung von D1-Protein als ungeeignet bewertet und von hier ab nicht weiter
verwendet.

Der sehr starke Unterschied in der Zusammensetzung an Photosystem-II-Proteinen der beiden
untersuchten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte (s. Abschn. 3.2.3) fiihrte neben den zuvor
erhaltenen Ergebnissen (s. Abschn. 3.1) dazu, dass auch die Thylakoidisolationsmethode nach
Bassi et al. (1985) als nicht geeignet fiir die Isolation von DI-Protein erkannt wurde und
daher nicht weiter verfolgt wurde.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im weiteren Verlauf der Arbeit nur noch mit der
Thylakoidisolationsmethode nach Piletskaya et al. (1997) weitergearbeitet. Bei dieser
Methode wurden keine Proteine als Protease-Blocker zugesetzt, so dass hier eine direkte
Bestimmung der Menge an enthaltenen PS-II-Proteinen in den Extrakten erfolgen konnte.

Bei den drei getesteten Pflanzenspezies stach Vicia faba aufgrund des Nachweises von
D1/D2-Dimeren heraus, die bei den anderen beiden Pflanzenspezies nicht gefunden werden
konnten. Weil diese Ergebnisse aber noch keinen Riickschluss auf die Funktionalitit der im
Folgenden zu isolierenden D1-Proteine bei den verschiedenen Pflanzenspezies zulieBen,
wurden fiir die weiteren Aufreinigungsschritte alle drei Pflanzenspezies parallel untersucht,
wobei Vicia faba ein besonderes Augenmerk galt.

Da sich bei Vicia faba Unterschiede im Gehalt an D1/D2-Dimeren in Abhédngigkeit von der
Anzucht mit oder ohne kiinstliche Zusatzbelichtung zeigten, wurden beide Anzuchtmethoden
weiterverfolgt, da zu diesem Zeitpunkt noch keine Aussage dariiber getroffen werden konnte,
ob die Existenz von DI1-Protein in Form von Dimeren von Vorteil fiir den Erhalt der
Bindefdhigkeit des isolierten D1-Proteins zu PS-II-Herbiziden sein konnte. An dieser Stelle
war in die Uberlegungen einzubeziehen, dass das aufgereinigte D1-Protein von Vicia faba im
Weiteren eine Alternative zu den beiden anderen Pflanzenspezies darstellen konnte, da mit
den Dimeren eventuell eine Bindefdhigkeit zu den PS-II-Herbiziden gezeigt werden konnte,
wenn bei den D1-Monomeren kein Bindungsnachweis erfolgen kann.

Beziiglich der beiden Varietdten von Pisum sativum, wurde die Entscheidung getroffen,
vorwiegend mit der Varietit Feltham first weiterzuarbeiten, da sich keine Unterschiede im
D1-Proteingehalt zeigten und die Varietit Maiperle bei der Anzucht eine geringere Ausbeute

an Pflanzenmaterial lieferte.
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3.3 Aufreinigung des D1-Proteins aus dem PS-II-Proteinkomplex

Fiir die Aufreinigung des D1-Proteins aus den PS-II-Proteinkomplexen wurden die beiden
Fast-protein-liquid-chromatography-Aufreinigungsmethoden (FPLC-Aufreinigungs-
methoden) nach Sharma ef al. (1997a) und Piletskaya et al. (1997) getestet (s. Abschn. 2.5.1
und 2.5.2) sowie die drei Pflanzenspezies Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa
miteinander verglichen, um auch hier die am besten geeignete Methode und die bestmogliche
Pflanzenspezies fiir die weitere Verwendung des D1-Proteins als biologische Einheit im SPR-

Biosensor zu ermitteln.

3.3.1 Nachweis von nach der Methode von Sharma et al. (1997a)
aufgereinigtem D1-Protein iiber SDS-PAGE und Western-Blotting
Zur weiteren Aufreinigung des D1-Proteins aus den PS-II-Proteinkomplexen wurden diese
mittels Reversed phase Fast protein liquid chromatography (RP-FPLC), wie in Abschnitt
2.5.1 beschrieben, entsprechend der Methode von Sharma et al. (1997a) aufgetrennt. Die
Aufreinigungen wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blotting auf den Nachweis von D1-
Protein untersucht. Zur Uberpriifung des Vorhandenseins von D1-Protein wurden alle FPLC-
Fraktionen iiber den gesamten Lauf gesammelt und kontrolliert um herauszufinden, bei
welchem Losungsmittel-Gradienten das D1-Protein eluiert und ob es sich um eine saubere
Aufreinigung handelt. Im Folgenden sind exemplarisch fiir die durchgefiihrten Versuche die
Ergebnisse von jeweils einer FPLC-Aufreinigung jeder der drei untersuchten Pflanzenspezies

dargestellt.

3.3.1.1 D1-Protein-Aufreinigung von Vicia faba

Die Aufreinigung fiir Vicia faba ist exemplarisch durch den PS-II-Proteinkomplex-Extrakt
PS II 53 BL dargestellt. In den Abbildungen 3.9 und 3.10 sind die Auftrennungen der
Fraktionen (F) 22-55 iiber SDS-PAGE dargestellt. Die Abbildungen zeigen, dass iiber
Reversed phase FPLC eine Auftrennung des komplexen PS-II-Proteinkomplexes moglich
war. Die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen dnderte sich mit dem Gradienten der
mobilen Phase deutlich, wobei das D1-Protein (Monomere und Dimere) im Bereich von 50-
75 % 1-Propanol eluierte. Dabei konnten jedoch die D1-Monomere nicht sauber von den
D1/D2-Dimeren sowie dem D2-Protein getrennt werden. In den Fraktionen 34-44 wurden in
einem Molekulargewichtsbereich von ca. 36 kDa (s. Abb. 3.9 und 3.10) deutliche
Proteinbanden detektiert. Diese wurden iiber den mit dem Anti-D1-Antikorper durchgefiihrten
Western-Blot erfolgreich als D1-Protein identifiziert (s. Abb. 3.11).
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Abb. 3.9: SDS-PAGE von FPLC-Fraktionen eines nach Sharma er al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Vicia faba (PS 11 53 BL). Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in
kDa, rote Striche und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

Aufgetragene Proben:
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Probe Marker psbA 1 ul | psbA 5 pul [ psbA 10ul | F22 F23 F24 F25 F 26 F27
=0,25 pmol =1,25 pmol =2,5 pmol
Bahn | 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Probe Marker F 28 F29 F 30 F 31 F 32 F33 F 34 F 35 F 36
psbA = psbA-Proteinstandard (pmol), F = Fraktion, Zahl = Fraktionsnummer.
17500 T i I [ T ik [ i [
=r=g3.00
SIRsZ.00 < D1/D2-
Dimer
==47 50
< D1-Monomer
3250 < D2-Monomer
—25.00
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Abb. 3.10: SDS-PAGE von FPLC-Fraktionen eines nach Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Vicia faba (PS 11 53 BL). Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in
kDa, rote Striche und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.
Aufgetragene Proben:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Probe Marker psbA 5 pul | F37 F38 F39 F 40 F41 F42 F43 F 45
=1,25 pmol

Bahn 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Probe Marker F 46 F 47 F 48 F 50 F51 F52 F53 F 54 F 55

psbA = psbA-Proteinstandard (pmol), F = Fraktion, Zahl = Fraktionsnummer.
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Abb. 3.11: Western-Blot von FPLC-Fraktionen eines nach Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Vicia faba (PS 11 53 BL). 30-44 = FPLC-Fraktionen 30-44, MW = Molekulargewicht [kDa], M = Marker.

Zusiétzlich konnte in den Fraktionen 32-52 noch eine weitere, stirkere Bande auf der Hohe
von ca. 30 kDa nachgewiesen werden, die nach der Literatur (Nixon ef al., 1986; Barber et
al., 1987; Nanba und Satoh, 1987; Vacha et al., 1995; Nakazato et al., 1996; Sharma et al.,
1997a und 1997b; Kuhl et al., 2000; Komenda et al., 2002; Gao et al., 2004; Mizusawa et al.,
2004) dem D2-Protein zuzuordnen ist. In den Fraktionen 33-47 (s. Abb. 3.9 und 3.10) wurde
eine Bande in einem Molekulargewichtsbereich von ca. 60 kDa gefunden. Uber den
Antikdrper-Nachweis mit dem Western-Blot konnte dieses Protein in den Fraktionen 34-44
als ein D1/D2-Dimer identifiziert werden (s. Abb. 3.11).

In den Fraktionen 33-47 war noch ein Protein bei ca. 9 kDa zu finden, wobei es sich nach der
Literatur wahrscheinlich um ein prozessiertes D1-Fragment (Greenberg et al., 1987; Canovas
und Barber, 1993; Kanervo et al., 1998; Wiklund et al., 2001; Agrisera, 2004) oder um die a-
Untereinheit des Cytochroms »-559 (Nixon et al., 1986; Barber et al., 1987; Nanba und
Satoh, 1987; Vacha et al., 1995; Nakazato et al., 1996; Kuhl et al., 2000; Komenda et al.,
2002; Mizusawa et al., 2004) handelt. Uber SDS-PAGE konnten in den Fraktionen 34-36
noch zusitzliche Proteine im Bereich von ca. 18 und 21 kDa nachgewiesen werden, was auf
eine in diesen Fraktionen nicht ausreichende Aufreinigung des D1-Proteins von anderen im
PS-II-Proteinkomplex vorhandenen Proteinen oder auf die Anwesenheit von DI1-Protein-

Abbaufragmenten schlieen lsst.
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Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Western-Blots sollte ein psbhA-Protein-
Standard, bestehend aus einem rekombinanten mit Histidin-markierten DI1-Protein aus
Synechocystis PCC 6803, (Agrisera, Vinnds, S) verwendet werden. Anhand der Versuche
zeigte sich, dass es sich nicht, wie vom Hersteller angegeben, um einen Standard des D1-
Proteins handelte, sondern um einen PS-II-Proteinkomplex (hier nicht dargestellt). Aufgrund
dessen war eine genaue Bestimmung der in den FPLC-Fraktionen nachgewiesenen Mengen
an D1-Protein nicht moglich (s. Abschn. 2.13.4).

Abbildung 3.12 zeigt exemplarisch das Chromatogramm der FPLC-Auftrennung des PS-II-
Proteinkomplex-Extraktes PS II 53 BL von Vicia faba.

Fractions
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Abb. 3.12: FPLC-Chromatogramm der Auftrennung eines PS-II-Proteinkomplex-Extraktes von Vicia faba (PS 11 53 BL) mit
einer RP-C18-Sdule (Grace Vydac, Hesperia, USA) und einem linearen Gradienten von 5 % Essigséure zu 1-Propanol, nach
Sharma et al. (1997a). Y-Achse rechts: Absorption (AU) bei 254 nm, y-Achse links: Absorption (AU) bei 280 nm, x-Achse
unten: Zeit in h:min:s, x-Achse oben: gesammelte Fraktionsnummer, schwarze Linie: Gradient in % 1-Propanol; griine, lila,
blaue, orange Linie: Absorptionsspektren aufgenommen bei 254, 260, 280 und 360 nm.

Bei der Betrachtung des FPLC-Chromatogramms ldsst sich der zweite Peak des Doppelpeaks
bei ca. 35 min, zusammen mit dem auslaufenden rechten Bereich (s. Abb. 3.12, blau
markierter Bereich), dem tiber SDS-PAGE und Western-Blotting nachgewiesenen D1-Protein
zuordnen. Dieser Bereich entspricht einem Prozentsatz an 1-Propanol von ca. 50-75 %.
Insgesamt zeigte sich jedoch in den Chromatogrammen eine sehr geringe Absorption durch
die Proteine, die im Bereich von 10 mAU lag. Bei allen untersuchten PS-II-Proteinkomplex-
Extrakten von Vicia faba konnte das D1-Protein in diesem Bereich liber SDS-PAGE und

Western-Blotting nachgewiesen werden.
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3.3.1.2 DI1-Protein-Aufreinigung von Pisum sativum

Die Aufreinigung fiir Pisum sativum ist exemplarisch durch den PS-II-Proteinkomplex-
Extrakt PS II 55 E1 dargestellt. Der Nachweis der Proteine in den FPLC-Fraktionen {iiber
SDS-PAGE wird in den Abbildungen 3.13 und 3.14 gezeigt. Die Ergebnisse belegten, dass
auch hier {iber die gewédhlte Reversed-phase-FPLC-Methode eine Auftrennung des
komplexen PS-II-Proteinkomplexes moglich war. Das D1-Protein als Monomer eluierte dabei
in einem Prozentbereich des Gradienten der mobilen Phase von 43-70 % 1-Propanol. Dabei
konnten jedoch die D1-Monomere nicht sauber von dem D2-Protein sowie von einem Protein
mit einem Molekulargewicht von ca. 9 kDa getrennt werden. Bei letzterem handelt es sich
nach der Literatur wahrscheinlich um ein prozessiertes D1-Fragment oder um die o-
Untereinheit des Cytochroms b-559, die beide in diesem Molekulargewichtsbereich zu finden
sind (s. Abschn. 3.3.1.1). Im parallel durchgefiihrten SDS-Polyacrylamidgel und Western-
Blot konnte die Proteinbande im Molekulargewichtsbereich von ca. 36 kDa in den Fraktionen
30-44 tiber den Anti-D1-Antikorper-Nachweis spezifisch als D1-Protein identifiziert werden
(s. Abb. 3.13 bis 3.16). Der Nachweis war jedoch sowohl im SDS-Polyacrylamidgel wie auch
im Western-Blot schwicher als bei Vicia faba (s. Abb. 3.9, 3.10 und 3.11).
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Abb. 3.13: SDS-PAGE von FPLC-Fraktionen eines nach Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Pisum sativum var. Feltham first (PS II 55 E1). Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der
detektierten Banden in kDa, rote Striche und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

Aufgetragene Proben:

Bahn | 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10

Probe | Marker PSTIS5E1 | F 25 F 26 F27 F 28 F 29 F 30 F31 F32
16,8 g

Bahn | 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Probe | F 33 F 34 F 35 F 36 F37 F38 F39 F 40 F 4l Marker

F = Fraktion, Zahl = Fraktionsnummer, PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt (ug) (s. Anhang 7.1).
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Abb. 3.14: SDS-PAGE von FPLC-Fraktionen eines nach Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Pisum sativum var. Feltham first (PS II 55 E1). Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der
detektierten Banden in kDa, rote Striche und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

Aufgetragene Proben:
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Probe Marker PSII55El | F42 F 43 F 44 F 45 F 46 F 47 F 48 F 49
16,8 pg
Bahn 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Probe | F 50 F 51 F 52 F 53 F 54 F 55 F 56 F 57 F 58 Marker

F = Fraktion, Zahl = Fraktionsnummer, PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt (g) (s. Anhang 7.1).

MW M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
[kDa]

175
83 —

62 —
47,5

32,5

25 —

16,5

6,5

MW M 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 8 9 10 0
[kDa]

175
83 ——
62 ——

47,5

32,5

25 —

16,5

6,5 —

Abb. 3.15: Western-Blot von FPLC-Fraktionen eines nach
Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Pisum sativum var. Feltham first (PS 11 55 E1);
25-39 = FPLC-Fraktionen 25-39, MW = Molekulargewicht
[kDa], M = Marker.
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Abb. 3.16: Western-Blot von FPLC-Fraktionen eines nach
Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Pisum sativum var. Feltham first (PS 11 55 El);
40-50, 8-10 = FPLC-Fraktionen 40-50 und 8-10, 0 = leere
Bahn, MW = Molekulargewicht [kDa], M = Marker.
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Auch hier konnte im SDS-Polyacrylamidgel bei ca. 30 kDa in den Fraktionen 28-53 eine
Proteinbande gefunden werden, die deutlich stirker war als die bei ca. 36 kDa und die laut
Literatur dem D2-Protein zugeordnet werden kann (s. Abschn. 3.3.1.1). Parallel zu diesen
beiden Banden waren in den Fraktionen 29-33 kleinere Proteine von ca. 18 und 21 kDa zu
finden, was auch hier auf die Anwesenheit von D1-Abbaufragmenten oder auf eine in diesen
Fraktionen nicht ausreichende Aufreinigung des DI1-Proteins von anderen im PS-II-
Proteinkomplex vorhandenen Proteinen zuriickgefiihrt werden kdénnte.

Im Gegensatz zu den Aufreinigungen von Vicia faba konnten hier keine Proteine im
Molekulargewichtsbereich von ca. 60 kDa gefunden werden.

Auch bei Pisum sativum konnte in der chromatographischen Auftrennung des PS-II-
Proteinkomplex-Extraktes der Nachweis des D1-Proteins dem Peak bei ca. 30 min sowie
seiner auslaufenden Flanke, in der Abbildung 3.17 blau markiert, zugeordnet werden. Dieser
Bereich entspricht einem 1-Propanol-Prozentsatz von ca. 43-70 %. Hier eluierte das D1-
Protein also in einem breiteren Bereich als bei den PS-1I-Proteinkomplex-Extrakten von Vicia
faba. In diesem Konzentrationsbereich gelang bei allen durchgefiihrten FPLC-Aufreinigungen
von Pisum sativum der Nachweis von D1-Protein im SDS-Polyacrylamidgel bzw. Western-

Blot.
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Abb. 3.17: FPLC-Chromatogramm der Auftrennung eines PS-II-Proteinkomplex-Extraktes von Pisum sativum (PS 11 55 E1)
mit einer RP-C18-Saule (Grace Vydac, Hesperia, USA) und einem linearen Gradienten von 5 % Essigsdure zu 1-Propanol,
nach Sharma et al. (1997a). Y-Achse rechts: Absorption (AU) bei 254 nm, y-Achse links: Absorption (AU) bei 280 nm, x-
Achse unten: Zeit in h:min:s, x-Achse oben: gesammelte Fraktionsnummer, schwarze Linie: Gradient in % 1-Propanol;
griine, lila, blaue, orange Linie: Absorptionsspektren aufgenommen bei 254, 260, 280 und 360 nm.
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3.3.1.3 DI1-Protein-Aufreinigung von Lactuca sativa

Am Beispiel von PS-II-Proteinkomplex-Extrakt PS II 54 KL ist die FPLC-Aufreinigung von
Lactuca sativa dargestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass auch hier iiber die gewéhlte
Reversed-phase-FPLC-Methode eine Auftrennung des multimeren PS-II-Proteinkomplexes
moglich war. Das DI-Protein in seiner monomeren Form koeluierte mit dem D2-Protein
dabei in einem Prozentbereich des Gradienten der mobilen Phase von
43-67 % 1-Propanol. Im Gegensatz zu Vicia faba und Pisum sativum kam es zu keiner

Koelution des D1-Proteins mit anderen Proteinen aufler dem D2-Protein (s. Abb. 3.18).

==175.00
==175.00

] 8300
==G62.00 =r=62.00

L4750 4750

o i T32%0 | < D1-Monomer
< D2-Monomer

2500 —-25.00

1650 ==18.50

g0 =650

1 2
Buiol Wt (KDa)

Abb. 3.18: SDS-PAGE von FPLC-Fraktionen eines nach Sharma et al. (1997a) aufgetrennten PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes von Lactuca sativa (PS II 54 KL). Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden
in kDa, rote Striche und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

Aufgetragene Proben:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Probe Marker psbA PS II 54 | F25 F 26 F27 F28 F 29 F 30 F 31
40 pl=10 pmol KWL

Bahn 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Probe F32 F33 F 34 F35 F 36 F37 F 38 F 39 F 40 Marker

psbA = psbA-Proteinstandard (pmol), F = Fraktion, Zahl = Fraktionsnummer.

In den Fraktionen 29-40 konnte eine nahe beieinander liegende Doppelbande bei einem
Molekulargewicht von ca. 29 und 30 kDa im SDS-Polyacrylamidgel detektiert werden (s.
Abb. 3.18). Uber den parallel durchgefiihrten Western-Blot (s. Abb. 3.19) gelang die
Identifikation der in der SDS-PAGE detektierten oberen Bande bei 30 kDa in den Fraktionen
30-42 als D1-Protein. Auch hier war der Nachweis sowohl im SDS-Polyacrylamidgel wie
auch im Western-Blot viel schwicher als bei den Aufreinigungen von Vicia faba (s. Abb. 3.9,

3.10 und 3.11).
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Abb. 3.20: FPLC-Chromatogramm der Auftrennung eines PS-II-Proteinkomplex-Extraktes von Lactuca sativa (PS 11 54
KL) mit einer RP-C18-Séule (Grace Vydac, Hesperia, USA) und einem linearen Gradienten von 5 % Essigsdure zu 1-
Propanol, nach Sharma et al. (1997a). Y-Achse rechts: Absorption (AU) bei 254 nm, y-Achse links: Absorption (AU) bei 280
nm, x-Achse unten: Zeit in h:min:s, x-Achse oben: gesammelte Fraktionsnummern, schwarze Linie: Gradient in % 1-
Propanol; griine, lila, blaue, orange Linie: Absorptionsspektren aufgenommen bei 254, 260, 280 und 360 nm.

3.3.1.4 Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse iiber SDS-PAGE und
Western-Blotting im Hinblick auf die Aufreinigung des D1-Proteins iiber
die Methode nach Sharma ef al. (1997a)

Die drei exemplarisch aufgefiihrten FPLC-Aufreinigungen der Pflanzenspezies Vicia faba,
Pisum sativum und Lactuca sativa standen stellvertretend fiir alle durchgefiihrten D1-Protein-

Aufreinigungen nach der Methode von Sharma et al. (1997a).
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Das DI1-Protein konnte bei allen drei Pflanzenspezies im gleichen Bereich, bei einem
Prozentsatz von 41-75 % 1-Propanol, eluiert werden; das Ergebnis stand damit in
Ubereinstimmung mit Werten aus der Literatur (Sharma et al., 1997a). Eine Trennung des
D1-Proteins von dem D2-Protein war bei allen drei Pflanzenspezies, wie bei Sharma et al.
(1997a) beschrieben, nicht moglich.

Als auffillige Besonderheit unter den drei untersuchten Pflanzenspezies ist der Nachweis von
D1/D2-Dimeren bei der Pflanzenpezies Vicia faba hervorzuheben. Bei keiner der
durchgefiihrten FPLC-Aufreinigungen der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von Pisum sativum
und Lactuca sativa konnten Dimere gefunden werden.

Bei allen FPLC-Aufreinigungen von Vicia faba eluierten reproduzierbar die D1-Monomere in
einem 1-Propanol-Konzentrationsbereich von ca. 52—68 %. Die D1/D2-Dimere eluierten in
einem breiteren Konzentrationsbereich von ca. 50-75 % 1-Propanol. Damit konnten die D1-
Monomere und die D1/D2-Dimere nicht voneinander getrennt werden. Das D2-Protein
koeluierte mit dem D1-Protein in einem 1-Propanol-Prozentbereich von 48-75 % und eluierte
dariiber hinaus bis zu einer Konzentration von 83 % 1-Propanol.

Dies Ergebnis steht im Gegensatz zu dem bei Sharma et al. (1997a) beschriebenen. Dort
eluierte das D1-Protein deutlich spéter und damit bei einem hoheren 1-Propanol-Prozentsatz
als das D2-Protein.

Bei Pisum sativum konnte das D1-Protein in einem dhnlichen Bereich wie bei Vicia faba
detektiert werden. Es eluierte etwas eher als bei Vicia faba und iiber einen breiteren 1-
Propanol-Gradienten von 43-70 %. Auch hier kam es zu keiner ausreichenden Separation des
D1-Proteins von dem im PS-II-Proteinkomplex mit ihm eng assoziierten D2-Protein, das im
Konzentrationsbereich von 42-70 % 1-Propanol koeluierte und dariiber hinaus bis zu einem
Prozentsatz von 85 % 1-Propanol von der Sdule gewaschen wurde.

Bei der FPLC-Aufreinigung der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von Lactuca sativa konnte
das D1-Protein ebenfalls bei einem 1-Propanol-Gradienten von 43-67 % eluiert werden. Hier
kam es zu einer ganz strikten Koelution des D2-Proteins in demselben Bereich.

Die hochste quantitative Ausbeute von DI1-Protein konnte im Vergleich der drei
Pflanzenspezies bei Vicia faba erzielt werden, da hier eine deutlich hohere Menge an D1-
Protein-Monomeren als bei den beiden anderen Pflanzenspezies zu finden war. Zusitzlich
zeigten die PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von Vicia faba auch noch einen starken Nachweis
an D1/D2-Dimeren, was den Gehalt an D1-Protein bei dieser Pflanzenspezies insgesamt noch

erhohte. Lactuca sativa besall von allen drei Pflanzenspezies den geringsten Gehalt an D1-
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Protein. Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich auch hier Vicia faba als die am besten
geeignete Pflanzenspezies fiir die Aufreinigung von D1-Protein heraus.

Im Unterschied zu den bei Vicia faba und Pisum sativum im Elutionsbereich des D1-Proteins
beobachteten Doppelpeaks war bei Lactuca sativa jeweils eine Multipeakauftrennung zu
finden. Insgesamt zeigte sich bei den drei Spezies nur eine sehr geringe Absorption der
Proteine bei allen vier untersuchten Wellenldngen (254, 260, 280 und 360 nm) im

Chromatogramm.

3.3.2 Nachweis von nach der Methode von Sharma et al. (1997a)
aufgereinigtem D1-Protein iiber SPR-Messungen mit einem Anti-
D1-Antikorper-Chip

Zur Kontrolle der Aufreinigung des D1-Proteins wurden die FPLC-Fraktionen parallel auch

mit der Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Methode auf das Vorhandensein von D1-Protein

untersucht. Damit sollte, parallel zu den Untersuchungen iiber SDS-PAGE und Western-

Blotting, eine schnelle Uberwachungs-Methode fiir den Nachweis von D1-Protein in den

FPLC-Fraktionen entwickelt werden. Dazu wurde an die Flusszellen eines SPR-Chips, wie in

Abschnitt 2.16.3.1 beschrieben, ein polyklonaler Anti-DI1-Antikérper immobilisiert. Eine

weitere FluBzelle diente als Referenz-Flusszelle.

Es wurden 21 FPLC-Aufreinigungen von PS-II-Proteinkomplexen der drei Pflanzenspezies

Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa mit verschiedenen Anti-D1-Antikdrper-Chips

getestet (s. Anhang 7.2). In fiinf FPLC-Aufreinigungen konnte D1-Protein iiber den Anti-D1-

Antikorper-Chip mit der SPR-Methode nachgewiesen werden (s. Anhang 7.2).

In der Mehrzahl waren es FPLC-Fraktionen der PS-II-Proteinkomplexe von Vicia faba, bei

denen mit dem SPR-DI1-Antikorper-Assay D1-Proteine nachgewiesen werden konnten.

Daneben gelang ein schwacher Nachweis in FPLC-Fraktionen von zwei PS-II-

Proteinkomplex-Aufreinigungen von Pisum sativum, PS 11 12 E1 und PS II 19 E2. Das D1-

Protein konnte immer in einem Konzentrationsbereich zwischen 43-60 % 1-Propanol

detektiert werden. Die Ergebnisse waren dabei unabhéngig von der Konzentrierungsmethode

der Fraktionen, da sowohl in Fraktionen, die lyophilisiert worden waren, als auch in

Fraktionen, die iiber die Vakuumzentrifugation getrocknet worden waren, D1-Protein

nachgewiesen werden konnte.

Zusitzlich wurden zwei verschiedene RP-Sdulenmatrizes getestet, C4 und C18 (s. Abschn.

2.5). Es zeigte sich, dass beide Materialien fiir die Aufreinigung geeignet sind. Bei der

Aufreinigung sowohl mit der stationdren C4-Phase als auch mit der C18-Phase konnte in den
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FPLC-Fraktionen der verschiedenen PS-II-Proteinkomplexe D1-Protein nachgewiesen
werden.

Ebenso verhielten sich die Ergebnisse unabhéngig von der Konzentrierungsmethode der PS-
[I-Proteinkomplex-Extrakte, die vor der Aufgabe auf die Séule iiber verschiedene Methoden
konzentriert worden waren (s. Abschn. 2.9 und 2.10). Sowohl bei Aufreinigungen aus mit der
Vakuumzentrifugation konzentrierten PS-II-Extrakten als auch bei lyophilisierten PS-II-
Extrakten war unabhéngig davon D1-Protein nachzuweisen.

Zwei der SPR-Nachweise von D1-Protein von Aufreinigungen aus Vicia faba sind im

Folgenden exemplarisch dargestellt.

PS-1I-Proteinkomplex-Extrakt von Vicia faba (48 B) aus Pflanzenanzucht ohne
kiinstliche Zusatzbelichtung:

Abbildung 3.21 zeigt den SPR-Nachweis von D1-Protein in den Fraktionen 21-23 der FPLC-
Aufreinigung eines PS-II-Proteinkomplex-Extraktes (PS II 48 B) aus Vicia faba-Pflanzen, die
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen worden waren. Hier konnte DI-Protein bei
einem 1-Propanol-Prozentsatz von 48-55 % (Fraktionen 21-23) detektiert werden, ein
Bereich, in dem auch iiber SDS-PAGE und Western-Blotting D1-Protein nachgewiesen
wurde (s. Abschn. 3.3.1).

Fraktion 22
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Abb. 3.21: SPR-Messungen mit dem Biacore® 3000. Sensorgramm der FPLC-Fraktionen 20-23 des PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes PS Il 48 B (Vicia faba) an einem Anti-D1-Antikorper-Chip. “Double referenced”-Kurven. X-Achse: Zeit in
Sekunden, y-Achse: SPR-Antwort in Resonance Units (RU). Immobilisierungslevel des Anti-D1-AK auf dem Chip: 13.191
RU.
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In Tabelle 3.1 sind die Fraktionen, bei denen ein Bindungsnachweis von D1-Protein erfolgte,
mit den entsprechenden Bindungssignalen (in Resonance Units = RU) sowie den daraus
resultierenden Anderungen in der Oberflichen-Protein-Konzentration (ng/mmz) angegeben.

In der Fraktion 22 (50-53 % 1-Propanol) konnte die hochste Menge an D1-Protein detektiert

werden.
Fraktion Bindungssignal [RU] Oberflichen-Protein-
Konzentration [ng/mm’|
21 89 0,089
22 159 0,159
23 109 0,109

Tab. 3.1: Fraktionen des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 48 B von Vicia faba, bei denen ein SPR-Bindungsnachweis
von D1-Protein iiber den Anti-D1-Antikdrper-Chip erfolgte. Bindungssignal ,,double referenced* (RU), Oberfldchen-Protein-
Konzentration (ng/mm?).

In den Fraktionen davor und danach (in Abb. 3.21 exemplarisch durch die Fraktion 20
dargestellt) konnte kein Nachweis von DI-Protein iiber den SPR-D1-Antikdrper-Assay
erbracht werden. Dort wurden negative Bindungskurven aufgenommen, die auf den Einfluss
der lyophilisierten und resuspendierten fliissigen Phase der FPLC-Fraktionen auf den Anti-
DI1-Antikorper zurlickzufiihren sind. Der 1-Propanol-Prozentsatz von 48-55 %, bei dem die
DI1-Proteine mit dem Anti-D1-Antikorper-Chip iiber die SPR nachgewiesen wurden, ist im
FPLC-Chromatogramm dem blau markierten Bereich (s. Abb. 3.22) zuzuordnen.
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Abb. 3.22: FPLC-Chromatogramm der Auftrennung des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 48 B von Vicia faba mit
einer RP-C18-Sdule (Biorad, Miinchen, D); Gradient von 5 % Essigsdure zu 1-Propanol, nach Sharma et al. (1997a). Y-
Achse rechts: Absorption (AU) bei 254 nm, y-Achse links: Absorption (AU) bei 280 nm, x-Achse unten: Zeit in h:min:s, x-
Achse oben: gesammelte Fraktionsnummern, schwarze Linie: Gradient in % 1-Propanol; griine, lila, blaue, orange Linie:
Absorptionsspektren aufgenommen bei 254, 260, 280 und 360 nm.
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PS-II-Proteinkomplex-Extrakt von Vicia faba (49 BL) aus Pflanzenanzucht mit
kiinstlicher Zusatzbelichtung:

Bei einem PS-II-Proteinkomplex-Extrakt (PS II 49 BL) aus Vicia faba-Pflanzen, die mit
kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogen worden waren, konnte das D1-Protein bei einem 1-
Propanol-Prozentsatz von 43-45 % (Fraktionen 18 und 19) iiber die SPR-Messmethode mit
dem Anti-D1-Antikorper-Chip detektiert werden (s. Abb. 3.23). Uber SDS-PAGE und
Western-Blotting wurde ebenfalls in diesem Konzentrationsbereich D1-Protein nachgewiesen

(s. Abschn. 3.3.1).

RU
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Abb. 3.23: SPR-Messungen mit dem Biacore® 3000. Sensorgramm der FPLC-Fraktionen 17-19 des PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes PS II 49 BL (Vicia faba) an einem Anti-D1-Antikérper-Chip. “Double referenced”-Kurven. X-Achse: Zeit in
Sekunden, y-Achse: SPR-Antwort in Resonance Units (RU). Immobilisierungslevel des Anti-D1-AK auf dem Chip: 13.191
RU.

In der Tabelle 3.2 sind die gemessenen Bindungssignale (RU) und die sich daraus ergebenden
Oberflichen-Protein-Konzentrationen (ng/mm”) der Fraktionen 18 und 19 angegeben. Die
tibrigen Fraktionen (hier exemplarisch Fraktion 17 und 20 dargestellt, s. Abb. 3.23) zeigten
eine negative Antwort, was auch hier auf den Einfluss der Riickstdnde der mobilen Phase, die

bei der Lyophilisation nicht enfernt werden konnten, zuriickgefiihrt werden kann.

Fraktion Bindungssignal [RU]  Oberfléichen-Protein-
Konzentration [ng/mm’|

18 156 0,156

19 52 0,052

Tab. 3.2: Fraktionen des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 49 BL von Vicia faba, bei denen ein SPR-Bindungsnachweis
von D1-Protein {iber den Anti-D1-Antikdrper-Chip erfolgte. Bindungssignal ,,double referenced (RU), Oberfldchen-Protein-
Konzentration (ng/mm?).
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3.3.3 FPLC-Auftrennung von PS-II-Proteinkomplexen nach der Methode
von Piletskaya et al. (1997)
Es wurden verschiedene Methoden der FPLC-Aufreinigung getestet, um die fiir das
D1-Protein schonendste Isolationsmethode herauszufinden, so dass das Protein nicht nur
aufgereinigt wurde, sondern auch noch funktionell bindefdhig vorlag.
Parallel zu der FPLC-Auftrennung der PS-II-Proteinkomplexe nach Sharma et al. (1997a)
wurde als weitere Reversed-phase-Chromatographie-Aufreinigungsmethode fiir das DI1-
Protein die Methode nach Piletskaya ef al. (1997) getestet. Die bei Piletskaya et al. (1997)
beschriebene chromatographische Aufreinigung fiihrte dort zu einer sauberen Trennung des
D1-Proteins von den anderen Proteinen des PS-II-Proteinkomplexes. Mit der in Abschnitt
2.5.2 beschriecbenen FPLC-Aufreinigung des DI1-Proteins aus PS-II-Proteinkomplex-
Extrakten nach Piletskaya ef al. (1997) (mit einer stationdren C18- wie auch C4-Phase und
einem Gradienten der mobilen Phase von 50 mM Tris (pH 8,0) zu 2-Propanol) wurde
versucht, das D1-Protein auf einem schonenderen Weg als bei der Methode nach Sharma et
al. (1997a) zu isolieren. Durch die Durchfiihrung der Aufreinigung bei einem dem
physiologischen pH-Wert des DI1-Proteins sehr nahe kommenden pH-Wert von 8,0 sollte
erreicht werden, dass die Tertidrstruktur des Proteins und damit die Bindungsfahigkeit des
Proteins fiir PS-II-Herbizide besser erhalten bleibt als bei den nach Sharma et al. (1997a), bei
einem pH-Wert von 3,0, aufgereinigten Proteinen.
Mit der nach der Piletskaya-Methode (Piletskaya et al, 1997) durchgefiihrten FPLC-
Aufreinigung des D1-Proteins war im Gegensatz zur Literatur (Piletskaya et al., 1997) eine
Auftrennung der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte weder bei Vicia faba noch bei Pisum sativum
oder Lactuca sativa zu erzielen. Die PS-II-Proteinkomplexe adsorbierten an die stationire
Phase der Sédule und konnten iiber die mobile Phase nicht wieder von der Sdule eluiert
werden. Dabei wurden ohne Erfolg diverse Gradienten der mobilen Phase mit und ohne
Stufen sowie die zwei stationdren Phasen C4 und C18 getestet (s. Abschn. 2.5.2). Um die
Aufreinigung genauestens zu iiberwachen, wurden auch hier die Fraktionen iiber den
gesamten Lauf gesammelt und tiber SDS-PAGE und Western-Blotting sowie {liber den Anti-
DI1-Antikoérper-Chip auf den Nachweis von D1-Protein untersucht. Ein Nachweis von DI-
Protein war weder tiber SDS-PAGE noch iiber Western-Blotting oder iiber den Anti-D1-
Antikdrper-Chip in den entsprechend der Methode nach Piletskaya et al. (1997) aufgetrennten
FPLC-Fraktionen moglich.
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3.4 Entwicklung einer SPR-Methode zum qualitativen Nachweis der
Bindefihigkeit des aufgereinigten D1-Proteins zu PS-II-
Herbiziden

Mit den beschriebenen Methoden der SDS-PAGE, des Western-Blottings und des
D1-Protein-Nachweises iiber die SPR mit einem Anti-D1-Antikérper-Chip konnte zwar der
Nachweis des D1-Proteins in den FPLC-Fraktionen erbracht, aber keine Aussage iiber die
Funktionalitdt des aufgereinigten D1-Proteins gemacht werden. Fiir den Nachweis der
erhalten gebliebenen Funktionalitdt des aufgereinigten DI-Proteins sollte eine Methode
entwickelt ~ werden, mit der die  Bindefdhigkeit des  DI1-Proteins an
PS-1I-Herbizide nachgewiesen werden konnte. Dazu wurde die Methode der Oberflachen-
Plasmon-Resonanz gewdhlt, da mit dieser Methode, wie in Abschnitt 2.16 beschrieben, ein
direkter Nachweis der Wechselwirkung zwischen dem D1-Protein und seinem Bindepartner
moglich ist. Als Ligand wurde als exemplarisches PS-1I-Herbizid Simazin ausgewdhlt. Das
Simazin wurde dazu, wie in Abschnitt 2.15 beschriecben, mit einer Hexansdurekette
modifiziert, um einen Spacer einzufiigen, damit das Simazin fiir das D1-Protein an der SPR-
Chipoberfldche leichter zugédnglich und eine Kopplung iiber den eingefiigten Sdurerest an die
Chipoberflache eines C1-Chips moglich ist (s. Abschn. 2.15). Um diese Bedingungen erfiillen
zu konnen, wurde die Simazinhexansdure 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl]amino}-hexansdure (nachfolgend Simazinderivat oder Simazinhexansdure genannt)

synthetisiert.

3.4.1 Synthese des Simazinderivates

Nach der von Goodrow et al. (1990) beschriecbenen Methode konnten 1,0435 g
6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino } -hexansdure synthetisiert werden (s.
Abschn. 2.15.1 und 2.15.2). Der Nachweis iiber die korrekte Synthese der 6-{[4-Chloro-6-
(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]Jamino } -hexansdure konnte sowohl {iber NMR-Spektroskopie
(Nuclear-Magnetic-Resonance-Spektroskopie = Kernmagnetische-Resonanz-Spektroskopie)
als auch iiber Diinnschichtchromatographie (DC) erbracht werden.

Abbildung 3.24 zeigt das NMR-Spektrum der synthetisierten 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-

1,3,5-triazin-2-yl]amino } -hexanséure.
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Abb. 3.24: "H-NMR-Spektrum der synthetisierten 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino}-hexansiure. X-
Achse: chemische Verschiebung 6 (ppm).

Es konnten folgende Werte iiber das 'H-NMR-Spektrum (DMSO-ds) bestimmt werden:
6 11,87 (br, 1 H, CO;H), 6 7,6 (br, 2 H, 2 NH), 6 3,2 (m, 4 H, 2 CH,N), & 2,18 (t, J = 6,6 Hz,
2 H, CH,COy), 8 1,48 (br, 4 H, CH,CHy), 6 1,28 (m, 2 H, CH»), 6 1,07 (m, 3 H, CHj3). Die
gemessenen Werte standen damit in guter Ubereinstimmung zur Literatur (Goodrow et al.,
1990).

Uber die Diinnschichtchromatographie konnte analog zu der Beschreibung bei Goodrow et al.
(1990) die Bildung des Zwischenproduktes 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amin nach
dem ersten Syntheseschritt nachgewiesen werden. Abbildung 3.25 zeigt das UV-Bild der
Diinnschichtchromatographie des 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amins. Der bestimmte
R~Wert des 4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amins von 0,72 entsprach dem in der
Literatur (Goodrow et al, 1990) angegebenen Wert. Ebenso konnte im zweiten
Syntheseschritt nach 9 h Kochen bei 63 °C in Ethanol der Nachweis des Verschwindens des
4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-amins {iber die Diinnschichtchromatographie erbracht
werden (s. Abb. 3.26). Abbildung 3.26 zeigt, dass das Zwischenprodukt des ersten

Syntheseschrittes nicht mehr nachweisbar ist.
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Abb. 3.25: UV-Bild der Diinnschichtchromatographie des
(4,6-Dichloro-N-ethyl-1,3,5-triazin-2-
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Abb. 3.26: UV-Bild der Diinnschichtchromatographie des
Zwischenproduktes im zweiten Syntheseschritt nach 9 h

3.4.2 Kopplung des Simazinderivates an einen C1-Chip — Nachweis der
Immobilisierung iiber einen Anti-Triazin-Antikorper

Das synthetisierte Simazinderivat wurde iiber die in Abschnitt 2.16.4.1 beschriebene Methode
der Thiolkopplung kovalent an einen Biacore-C1-Chip gekoppelt. Abbildung 3.27 zeigt das

Sensorgramm einer exemplarischen Thiolkopplung des Simazinderivates mit den
verschiedenen Immobilisierungschritten.
RU
20 mM PDEA
25000 Abblockellﬁ'?i’er Thiolgruppen
]
|
23000
EDC + NHS
g 2100 Aktivierung . . .
§ 2 mM Simazinhexansiure
g ‘o aktiviert mit EDC+NHS+PDEA
15000 | Cystamin- DTE
I.)ih')'fdrochlo‘rid Reduzierung — -
Einfiihrung einer \ 117 RU
Disulfidbriicke \
- | — | \
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Abb. 3.27: Sensorgramm der Oberflichen-Thiolkopplung der Simazinhexansdure an einen C1-Chip. X-Achse: Zeit in s,
y-Achse: Antwort in Resonance Units (RU).
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Zur Aktivierung (s. Abschn. 2.16.4.1) musste die Simazinhexansiure mit einem Uberschuss

an PDEA versetzt werden. Diese Substanz reagiert ebenfalls mit freien Thiolgruppen der

Oberfliche und wird deshalb {iblicherweise {iiber Filtration vor der Immobilisierung

abgetrennt. Aufgrund der geringen Grofle des Simazinderivates (403 g/mol) war eine einfache

Reinigung im vorliegenden Fall nicht moglich, so dass nur ein undefinierter Anteil der freien

Oberflachengruppen auf dem Chip mit dem Simazinderivat belegt werden konnte. Aus

diesem Grund sollte die Menge des immobilisierten Simazinderivates {iber die

Wechselwirkung mit einem Anti-Triazin-Antikdrper quantitativ bestimmt werden (s. Abschn.

2.16.4.2).

Nach folgender Formel kann die Bindungskapazitit der modifizierten Oberfliche aus dem

Sensorgramm der Immobilisierung berechnet werden (Stenberg et al., 1991).

Rmax = R * MW pnaiy/ MWiigand * saL

R ax = maximale Bindungskapazitit an Analyten

R —im Sensorgramm gebundene Menge an Analyt = 117,4 RU

MW gpaiye — Molekiilmasse des Analyten (Anti-Triazin-AK) = 150.000 g/mol
MW | jgand — Molekiilmasse des Liganden (Simazinderivat) = 403 g/mol

Sar — stochiometrischer Faktor der Wechselwirkung zwischen Ligand und Analyt = 1

Formel 3.1: Formel zur Berechnung der maximalen Bindungskapazitit an Analyten.

Nach Berechnung ergibt sich fiir die hier exemplarisch aufgefiihrte Thiolkopplung mit einem

Signal von 117 RU (s. Abb. 3.27) nach der Ankopplung der Simazinhexansdure

(Molekulargewicht 403 g/mol) eine theoretische maximale Bindungskapazitit (Rma.x) von

43.697 RU fiir den Analyten Anti-Triazin-AK (Molekulargewicht 150.000 g/mol).

3.4.3 Auswertung der Affinitit und der Kinetik der Anti-Triazin-

Antikorper-Bindung an den Simazinderivat-Chip

Uber die Auswertung der Simazinderivat-Anti-Triazin-AK-Bindung sollte herausgefunden

werden, wie hoch die tatsdchliche maximale Bindungskapazitit (Rmax) der Chipoberfliche

war, um dariiber einen Riickschluss auf die ungefihre immobilisierte Menge an

Simazinderivat auf der Chipoberfliche ziehen zu kénnen. Um die Bindungen des Anti-

Triazin-AK an die Simazinderivat-Oberflache sowohl iiber die Affinitdat als auch tUber die

Kinetik auswerten zu konnen, wurden sechs verschiedene Konzentrationen des Antikorpers

von 26-867 nM sowie PBS-Puffer als Kontrollwerte gemessen (s. Abschn. 2.16.4.2). Zuvor

wurde die optimale Flussrate fiir kinetische Messungen, bei der kein Massetransfer auftritt,

bestimmt und mit 50 pl/min ausgewéhlt.
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3.43.1 Affinititsauswertung der Anti-Triazin-Antikorper-Bindung an den
Simazinderivat-Chip

Uber eine Affinititsauswertung der gemessenen Resonanzwerte aller sechs Antikdrper-
Konzentrationen im Gleichgewicht, aufgetragen gegen die Konzentrationen (s. Abb. 3.28),
konnten die Gleichgewichtskonstanten der Assoziation (K,) und Dissoziation (Kp) {iber die
BlAevaluation Software bestimmt werden (s. Abschn. 2.16.2.5). Die Dissoziations-
Gleichgewichtskonstante wurde mit 2,76*107 M bestimmt (s. Tab. 3.3). Die maximale
Bindungskapazitit (Ryax) wurde auf 61,3 RU berechnet und lag damit um den Faktor 700
unter dem theoretisch berechneten Wert (s. Abschn. 3.4.2).

Resonanz im Gleichgewicht (Req)

0 1e7 207 307 467 507 67 767 807 97
Konzentration ™

Abb. 3.28: Affinitdt der Anti-Triazin-AK-Bindung an das Simazinderivat im Gleichgewicht. X-Achse: Konzentration in
[M], y-Achse: Resonanzsignal im Gleichgewicht (Req) in [RU].

K, (/M) SE (K, Kp (M) Runax SE (Rynax) Chi®
3,62*10° 1,09%10° 2,76%107 61,3 6,7 8,54

Tab. 3.3: Daten der Affinitdtsauswertung der Anti-Triazin-AK-Bindung am Simazinderivat-Chip. K, = Assoziations-
Gleichgewichtskonstante, Kp = Dissoziations-Gleichgewichtskonstante, R, = Maximale Bindungskapazitit des Chips, SE =
Standard-Fehler, Chi? = Fliche zwischen berechnetem (,,gefittetem*) und gemessenem Sensorgramm.

3.43.2 Kinetische Auswertung der Anti-Triazin-Antikorper-Bindung an den
Simazinderivat-Chip

Zuséatzlich konnte mit den erhaltenen Daten auch eine kinetische Auswertung in der
BIAevaluation Software durchgefiihrt werden, so dass sich auch dariiber die maximal
mogliche Bindungskapazitit der Chipoberfliche (Rmax) sowie weitere Werte (wie z. B. die
Ratenkonstanten k, und kq) bestimmen lieBen (s. Abschn. 2.16.2.5).

Es wurde eine e-Kurvenanpassung iiber das 1:1-Langmuir-Modell mit driftender Basislinie
durchgefiihrt (s. Abb. 3.29, schwarze Linien) (s. Abschn. 2.16.2.5). Die dabei bestimmten

Konstanten k,, kq, Ka, Kp, Rimax sowie weitere Parameter sind in Tabelle 3.4 angegeben.
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Abb. 3.29: Kinetische Auswertung der Anti-Triazin-AK-Bindung an das Simazinderivat. Sensorgramm der sechs Anti-
Triazin-AK-Konzentrationen: 867 nM, 650 nM, 433nM, 260 nM, 65 nM und 26 nM. X-Achse: Zeit in (s), y-Achse: SPR-
Antwort in (RU). e-Kurvenanpassung iiber das 1:1-Langmuir-Modell mit driftender Basislinie (schwarze Linien).
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Abb. 3.30: ,Residuals* der e-Kurvenanpassung iiber das 1:1-Langmuir-Modell mit driftender Basislinie. X-Achse: Zeit in
(s), y-Achse: ,,Residuals®.

K, SE (k) | kq SE Ki Kp Riyax SE Chi’

(1/Ms) (1/s) (ka) 1M (W70) (RU) (Runax)
1:1-Langmuir-Modell 5,4%10° 640 0,0139 | 2,51*10* | 3,88*10° | 2,58*107 | 454 0,276 0,559
mit driftender Basislinie

Req(RU) kobs (1/s) RI (RU) SE (RI) Drift (RU/s) | SE (Drift)
Simazin AK BP868 867 nM | 35 0,0607 5,24 0,164 0,0581 8,71%107
Simazin AK BP868 650 nM | 32,5 0,049 4,7 0,15 0,0523 8,59%10™
Simazin AK BP868 433 nM | 28,5 0,0373 2,17 0,134 0,0421 8,24%10™
Simazin AK BP868 260 nM | 22,8 0,0279 1,64 0,118 0,0307 7,39%10"
Simazin AK BP868 65 nM 9,15 0,0174 3,07 0,0771 0,0328 421%10°
Simazin AK BP868 26 nM 4,16 0,0153 0,0263 0,0672 0,0141 3,18%107

Tab. 3.4: Tabelle mit kinetischen Daten der e-Kurvenanpassung iiber das 1:

1-Langmuir-Modell mit driftender Basislinie. K,

= Assoziations-Ratenkonstante, k; = Dissoziations-Ratenkonstante, K, = Assoziations-Gleichgewichtskonstante, Kp =
Dissoziations-Gleichgewichtskonstante, R, = Maximale Bindungskapazitdt des Chips, RI= Refraktiver Index-Effekt durch
den Puffer, Req = Antwort im Gleichgewicht (50 % R,,), kobs = beobachtete k, (= k, * C + ky), Konz = Konzentration, SE
= Standard-Fehler, Chi* = Fliche zwischen berechnetem (angepasstem) und gemessenem Sensorgrammni.
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Hierbei konnte eine Dissoziations-Gleichgewichtskonstante (Kp) von 2,58*107 M bestimmt
werden, die sehr gut mit dem Wert aus der Affinititsberechnung (2,76¥107 M)
iibereinstimmte (s. Tab. 3.3 und 3.4). Zusitzlich konnten die Ratenkonstanten berechnet
werden; sie lagen fiir k, bei 5,4*10* Ms™ und fiir kq bei 0,0139 s™ (s. Tab. 3.4).

Chi® gibt die Fliche zwischen dem gemessenen Sensorgramm und der iiber die Anpassung
berechneten Kurve wieder. Mit einem Chi* von 0,559 lagen die realen Werte sehr nahe bei
den iiber die Kurvenanpassung nach dem 1:1-Langmuir-Modell angepassten Werten (s. Tab.
3.4). Die relativ gute Ubereinstimmung der realen Werte mit der Kurvenanpassung konnte
auch anhand der ,Residuals* nachgewiesen werden, die die Unterschiede zwischen den
experimentellen und den in der Kurvenanpassung (nach 1:1-Langmuir-Modell) berechneten
Werten visualisieren (s. Abb. 3.30). Wie gefordert (Biacore® 2000/3000 Working with Small
Molecules, 2003), schwankten die Werte nur in einem Bereich von ca. 4 RU und stellten sich
relativ vermischt dar.

Uber die kinetische Auswertung der Anti-Triazin-AK-Bindung an das Simazinderivat konnte
eine maximale Bindungskapazitit (Rmax) von 45,4 RU berechnet werden (s. Tab. 3.4), was um
den Faktor 1.000 unter dem theoretisch berechneten Wert fiir Ry, lag. Somit konnte fiir die
spatere maximale Bindungskapazitit von D1-Protein auch nur mit einer sehr viel geringeren
Bindung an den Simazinderivat-Chip gerechnet werden. Da die Bindung des Anti-Triazin-AK
an das Simazinderivat jedoch von anderen Faktoren (wie die Bindung des
DI1-Proteins) abhingig ist, kann diese geringere Bindungshdhe des Antikdrpers nicht mit der
des DI1-Proteins gleichgesetzt werden. Das D1-Protein konnte aufgrund seines anderen
Bindungsmechanismus an das Simazinderivat auch eine hohere Bindungsaftinitét besitzen als

der Anti-Triazin-AK, der iiber sein Paratop an die Simazinhexansdure bindet.

3.4.4 Uberpriifung der Bindungseigenschaften des Simazinderivates zur
Qg-Bindenische mit dem Chloroplasten-Thylakoid-Biosensor
Uber die Hemmung des photosynthetischen Elektronentransportes (PET) durch Bindung an
die Qp-Bindenische des Photosystems II der Chloroplasten-Thylakoide sollte im Vergleich zu
dem unmodifizierten Simazin untersucht werden, inwieweit die Bindungsfdhigkeit des
Simazins zur Qg-Bindenische durch die Modifikation mit der Hexanséurekette beeintrachtigt
wird. Die Messungen, beschrieben in Abschnitt 2.7.2, wurden mit dem Chloroplasten-
Thylakoid-Biosensor  durchgefiihrt.  Abbildung 3.31 zeigt die Hemmung des
photosynthetischen Elektronentransportes durch Simazin, das Simazinderivat, Diuron,

Atrazin, Metribuzin und Irgarol im Vergleich.
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Abb. 3.31: Hemmung des photosynthetischen Elektronenentransportes (PET) (%) durch Simazin, Atrazin, Metribuzin,
Diuron, Irgarol und Simazinhexansdure. Y-Achse: Hemmung des photosynthetischen Elektronentransportes in Prozent zur
Kontrolle (= 0%), x-Achse oben: Konzentration des Simazinderivates (mg/1), x-Achse unten: Konzentration aller anderen PS-
II-Inhibitoren (png/1), Fehlerindikator: + Standardabweichung, Anzahl der Messwiederholungen = 4.

Als Ergebnis dieser Experimente war festzuhalten, dass die synthetisierte Simazinhexansiure
den photosynthetischen Elektronentransport im Konzentrationsbereich von mg/l signifikant
hemmte. Dabei war die Bindungsaffinitit im Vergleich zum freien Simazin deutlich niedriger.
Es zeigte sich eine um den Faktor 300 geringere Hemmung des PET durch das
Simazinderivat.

Parallel verglichen wurde die Hemmung des PET durch die PS-II-Herbizide Diuron, Atrazin,
Metribuzin, Simazin sowie durch das derzeit als ,,Antifoulingmittel” angewendete Irgarol (s.
Abb. 3.31 und Anhang 7.3). Die hochste Hemmwirkung auf den PET innerhalb der Herbizide
zeigte, iibereinstimmend mit der Literatur (Schnabl et al., 2000; Trapmann, 1999; Schnabl
und Trapmann, 2001), Diuron, gefolgt von Atrazin, Simazin und Metribuzin. Das
»Antifoulingmittel” Irgarol, das in Schiffslacken verwendet wird, wies noch eine signifikant

héhere Hemmung des PET auf als Diuron (s. Abb. 3.31 und Anhang 7.3).
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3.4.5 Qualitativer Nachweis der Bindefihigkeit von aufgereinigtem
D1-Protein zu einem PS-II-Herbizid iiber einen Simazinderivat-
Chip mittels SPR
Mit der hier entwickelten Methode (s. Abschn. 2.16.4 und 3.4.2) sollte ein qualitativer
Nachweis der Bindefdhigkeit von aufgereinigtem D1-Protein erbracht und damit die erhalten
gebliebene Bindefdhigkeit des isolierten DI1-Proteins zu PS-II-Herbiziden nachgewiesen
werden.
Auch in diesem Fall wurden D1-Protein-Aufreinigungen der drei Pflanzenspezies Vicia faba,
Pisum sativum und Lactuca sativa getestet. Aufgrund der in Abschnitt 3.3.3 genannten
Griinde wurden nur D1-Protein-Aufreinigungen, die nach der Methode von Sharma et al.
(1997a) isoliert worden waren, untersucht. In 75 % der getesteten FPLC-Aufreinigungen
konnte bei allen untersuchten Spezies bindefdhiges DI1-Protein liber die Bindung an das
Simazinderivat mittels der Methode der SPR nachgewiesen werden. Die Durchfiihrung der

Messungen ist in Abschnitt 2.16.4.3 beschrieben.

3.4.5.1 DI1-Protein-Aufreinigung von Vicia faba

Bei der FPLC-Aufreinigung des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 53 BL von Vicia faba
konnte, wie in Abbildung 3.32 dargestellt, bindefdhiges D1-Protein in den Fraktionen 28-37
und damit in einem Konzentrationsbereich von 42-58 % 1-Propanol nachgewiesen werden.
Dies entspricht einem &hnlichen Bereich, in dem das D1-Protein tiber SDS-PAGE, Western-
Blotting und Anti-D1-AK-Chip detektiert werden konnte (s. Abschn. 3.3.1.1 und 3.3.2) Die
Fraktionen wurden tiber drei mit Simazinderivat modifizierte Flusszellen (FC 2-4) sowie eine
bis auf das Simazinderivat vollkommen gleich behandelte Referenz-Flusszelle (FC 1) geleitet
(s. Abschn. 2.16.4.1, 2.16.4.3 und 3.4.2).

In der Tabelle 3.5 sind die gemessenen Signale der Fraktionen auf Flusszelle 3 (FC 3-1

,double referenced”), die eine Bindung von DI1-Protein an das Simazinderivat zeigten,

angegeben.
Fraktion Bindungssignal (RU) Fraktion Bindungssignal (RU)
28 4,5 33 7
29 11 34 5,5
30 17 35 7
31 11 37 4,5
32 3

Tab. 3.5: FPLC-Fraktionen des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 53 BL von Vicia faba, bei denen ein SPR-
Bindungsnachweis von DI1-Protein iiber den Simazinderivat-Chip erfolgte. Bindungssignal ,,double referenced (RU).
FC 3-1.
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Abb. 3.32: Sensorgramm der FPLC-Fraktionen 28-38 des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 53 BL von Vicia faba an
einem Simazinderivat-Chip. “Double referenced”’-Kurven gegen einen Realblank aus einem FPLC-Blanklauf (s. Abschn.
2.16.4.3). X-Achse: Zeit in (s), y-Achse: SPR-Antwort in (RU), schwarze Kurven: HBS-EP-Blanks. FC 3-1.

In der Fraktion 28 war ein erster Nachweis von bindefidhigem D1-Protein von ca. 4,5 RU auf
der mit Simazinderivat modifizierten Flusszelle 3 zu detektieren. In der FPLC-Fraktion 30
konnte der hochste Bindungsnachweis mit ca. 17 RU erbracht werden (s. Tab. 3.5 und Abb.
3.32). Ab der Fraktion 38 war kein DI-Protein iiber den Simazinderivat-Chip mehr
nachzuweisen. Fraktion 38 zeigte keinen wesentlichen Unterschied zu den HBS-EP-Blanks (s.
Abb. 3.32). Ebenso war in den Fraktionen 1-27 und 36 kein Bindungsnachweis festzustellen.
Die Fraktionen, in denen kein Bindungsnachweis erbracht werden konnte, zeigten eine
Schwankung der Messwerte von ca. +/-2 RU. Die zusitzlich durchgefiihrten HBS-EP-Blank-
Injektionen, in der Abbildung 3.32 schwarz dargestellt, wiesen reproduzierbar ein negatives
Signal von ca. -2 RU auf.

Auf der ebenfalls mit Simazinderivat belegten FluB3zelle 4 (FC 4-1 ,,double referenced*) war
nur noch eine Bindung von ca. 7 RU bei der Fraktion 30, von ca. 5 RU bei der Fraktion 31
und von ca. 4 RU bei der Fraktion 29 nachzuweisen (s. Abb. 3.33). Auch hier kam es bei allen
anderen getesteten Fraktionen, in Abbildung 3.33 exemplarisch durch Fraktion 28 und 32
dargestellt, zu einer Schwankung der Messwerte von ca. +/-2 RU, wéhrend die HBS-EP-
Blank-Injektionen ein negatives Sensorgramm von ca. -2,5 RU aufwiesen. Der sehr viel
geringere Bindungsnachweis auf dieser Flusszelle kann zum einen auf eine zu geringe Menge
an D1-Protein zuriickzufiihren sein, da auf Flusszelle 3 schon das in der Fraktion vorhandene

DI-Protein abgefangen wurde. Zum anderen kann auch hier ein zu geringes
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Immobilisierungslevel der Simazinhexansdure aus den in Abschnitt 3.4.2 genannten Griinden

fiir die geringe Bindungskapazitit verantwortlich sein.

RU

Fraktion 30 /"

e
e “Fraktion 31

Resp. Diff.

Blanks

-10 + +

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Time s
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d » d »
| Ll al L
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Abb. 3.33: Sensorgramm der FPLC-Fraktionen 28-32 des PS-II-Extraktes PS II 53 BL von Vicia faba an einem
Simazinderivat-Chip. “Double referenced”-Kurven gegen einen Realblank aus einem FPLC-Blanklauf. X-Achse: Zeit in (s),
y-Achse: SPR-Antwort in (RU), schwarze Kurven: HBS-EP-Blanks. FC 4-1.

Der Bereich von 42-58 % 1-Propanol, in dem bindefdhiges D1-Protein nachgewiesen wurde,
konnte im FPLC-Chromatogramm (s. Abb. 3.34) wie bei den Nachweisen iiber SDS-PAGE,
Western-Blotting und Anti-D1-Antikorper-Chip dem Doppelpeak bei ca. 30 min (s. Abb.
3.34, blau markierter Bereich) zugeordnet werden.

Rack Po#\: B
Twe#: 1 3456789 M 13 15 17 19 21 283 25 27 20 31 3B 3B 37 39 4 123456789 1 13 15 17 19
T T T T T T T T T P T S i S i O O O W S T W T Wt W W

1000 % Bufler B
| 000
L 005
L 000

00 -f L 0025

[ 500
0050 4 750 |- -0.050
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00:30:00 01:00.00
AU Hr-MinSec AU

Abb. 3.34: FPLC-Chromatogramm der Auftrennung des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 53 BL von Vicia faba mit
einer RP-C18-Séule (Grace Vydac, Hesperia, USA); Gradient von 5 % Essigsédure zu 1-Propanol, nach Sharma et al. (1997a).
Y-Achse rechts: Absorption (AU) bei 254 nm, y-Achse links: Absorption (AU) bei 280 nm, x-Achse unten: Zeit in h:min:s,
x-Achse oben: gesammelte Fraktionsnummern, schwarze Linie: Gradient in % 1-Propanol; griine, lila, blaue, orange Linie:
Absorptionsspektren aufgenommen bei 254, 260, 280 und 360 nm.
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Dagegen war auf der ebenfalls mit Simazinderivat immobilisierten Flusszelle 2 keine
Bindung von DI1-Protein nachzuweisen. Dies spricht dafiir, dass auf dieser Flusszelle zu
wenig Simazinderivat immobilisiert werden konnte und die SPR-Antwort nach der
Immobilisierung hauptsichlich auf gekoppeltes PDEA, das nicht aus der Ligandenldsung

abgetrennt werden konnte (s. Abschn. 3.4.2), zuriickzufiihren ist.

3.4.5.2 DI1-Protein-Aufreinigung von Lactuca sativa

Bei der FPLC-Aufreinigung des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes von Lactuca sativa PS 11 54
KL konnte bindefdhiges D1-Protein in einem Konzentrationsbereich von 48-50 % (Fraktion
32) und 55-57 % (Fraktion 36) 1-Propanol mit dem Simazinderivat-Chip detektiert werden
(s. Abb. 3.35).

A
104 Fraktion 32 ya |

Fraktion 36

Resp. Diff.

Time

—— Fraktion 32 Fraktion 33 Fraktion 34 Fraktion 36 —— Fraktion 36 Fraktion 37

A
v
A
v

Assoziationsphase Dissoziationsphase
Abb. 3.35: Sensorgramm der FPLC-Fraktionen 32-37 des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 54 KL von Lactuca sativa

an einem Simazinderivat-Chip. “Double referenced”-Kurven gegen einen HBS-EP-Blank. X-Achse: Zeit in Sekunden, y-
Achse: SPR-Antwort in Resonance Units (RU). Tiirkisfarbige Kurven: Fraktionen 33-35 und 37.

Dies entsprach dem Bereich, in dem auch iiber SDS-PAGE und Western-Blotting D1-Protein
nachgewiesen werden konnte (s. Abschn. 3.3.1.3). Abbildung 3.35 =zeigt den
Bindungsnachweis in Hohe von ca. 12 RU bei der Fraktion 32 und von ca. 5 RU bei der
Fraktion 36. Dagegen kam es in den anderen getesteten Fraktionen 1-31, 33-35 und 37-62 nur
zu Schwankungen im Bereich von ca. +/-2 RU, die in der Abbildung 3.35 exemplarisch durch

die Fraktionen 33-35 und 37 vertreten sind.
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3.45.3 DI1-Protein-Aufreinigung von Pisum sativum

Auch in der FPLC-Aufreinigung des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II 55 E1 von Pisum
sativum konnte der Nachweis von Herbizid-bindefdhigem D1-Protein {iber die Bindung an
den Simazinderivat-Chip erbracht werden. Hier konnte eine Bindung von D1-Protein in Hohe
von ca. 10 RU bei Fraktion 31 und 8 RU bei Fraktion 33 detektiert werden (hier nicht
graphisch dargestellt). Dies entsprach einem Konzentrationsbereich von 47-48 % (Fraktion
31) und 50-52 % (Fraktion 33) 1-Propanol. In diesem Elutionsbereich wurde auch iiber die
Methoden der SDS-PAGE, des Western-Blottings und der SPR-Messungen mit dem Anti-D1-
Antikorper-Chip D1-Protein nachgewiesen (s. Abschn. 3.3.1.2 und 3.3.2). In allen anderen
getesteten Fraktionen (1-30, 32 und 34-62) wurde kein Nachweis von D1-Protein mit dem

Simazinderivat-Chip erzielt.

3.4.5.4 Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse der SPR-Messungen
mit dem Simazinderivat-Chip

Mit der Entwicklung der Methode zum qualitativen Nachweis von Herbizid-bindefdhigem
DI1-Protein konnte die Erhaltung der Bindefdhigkeit der Qg-Bindenische des D1-Proteins zu
Simazin belegt werden. Damit wurde hier bewiesen, dass das D1-Protein nicht nur iiber die
Aufreinigungsmethode isoliert werden, sondern dass es dariiber hinaus noch in einem
funktionell Herbizid-bindefdhigen Zustand aus dem PS-II-Proteinkomplex separiert werden
kann. Die mit dem Simazinderivat-Chip nachgewiesenen Konzentrationsbereiche der D1-
Protein-Elution in der FPLC-Aufreinigung deckten sich mit dem Nachweisbereich von D1-
Protein in den SDS-PAGE-, Western-Blotting- und Anti-DI1-Antikoérper-Chip-
Untersuchungen (Konzentrationsbereich von 41-75 % 1-Propanol).

Im Vergleich der drei Pflanzenspezies zeigte sich auch bei der Detektion von Herbizid-
bindefdhigem D1-Protein iiber den Simazinderivat-Chip Vicia faba als die Spezies mit dem
hochsten Nachweis an D1-Protein, ein Ergebnis, das die Beobachtungen aus den zuvor

beschriebenen Nachweismethoden bestétigt.

3.5 Zusammenfassende Betrachtung des Nachweises von D1-Protein
iiber die Methoden der SDS-PAGE, des Western-Blottings und
der SPR mit Anti-D1-Antikorper- und Simazinderivat-Chip

Mit allen hier verwendeten Methoden (SDS-PAGE, Western-Blotting, SPR mit Anti-D1-
Antikorper-Chip und SPR mit Simazinderivat-Chip) konnte D1-Protein reproduzierbar bei
allen Pflanzenspezies in einem Konzentrationsbereich von 41-75 % 1-Propanol in den FPLC-

Aufreinigungen nach der Methode von Sharma et al. (1997a) detektiert werden. Das typische
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Chromatogramm der DI1-Protein-Aufreinigung aus den PS-II-Proteinkomplex-Extrakten
zeigte reproduzierbar im Bereich zwischen 41-75 % 1-Propanol einen breiten Doppel- oder
Multipeak, in dem das DI- mit dem D2-Protein koeluiert werden konnte. Dabei kam es
reproduzierbar zu einer Elution des DI1-Proteins in der hinteren Halfte des Doppel-/
Multipeaks im Chromatogramm (s. Abschn. 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.5). Im vorderen Bereich des
Doppelpeaks konnten dagegen die hochsten Konzentrationen an D2-Protein eluiert werden.
Eine Separation des D1-Proteins von dem in seinen Eigenschaften sehr dhnlichen D2-Protein
war mit dieser Methode, in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen bei Sharma et al.
(1997a), nicht moglich. Da aufgrund der geringen Menge an aufgereinigtem D1-Protein nicht
ein und dieselbe FPLC-Aufreinigung mit allen vier Methoden parallel untersucht werden
konnte, musste fiir jede Methode eine eigene FPLC-Aufreinigung verwendet werden. Damit
kann der Nachweis von D1-Protein in dem teilweise etwas verschobenen und damit sehr
breiten Elutionsbereich erkldrt werden, der vom jeweiligen PS-II-Proteinkomplex abhing, aus
dem das D1-Protein isoliert wurde. Insgesamt konnte der Elutionsbereich des D1-Proteins
jedoch stets visuell tiber das Chromatogramm bestimmt werden (s. Abschn. 3.3.1, 3.3.2 und
3.4.5). Eine Variation des Gradienten mit verschiedenen isokratischen Schritten (s. Abschn.
2.5.1) fiihrte zu keiner Verbesserung der Auftrennungsleistung. Die bestmogliche Separation
wurde mit einem linearen Gradienten von 0 auf 100 % 1-Propanol iiber 60 min bei einer
Flussrate von 0,5 ml/min erzielt.

Im Vergleich der Pflanzenspezies zeigte Vicia faba bei allen hier angewandten Methoden die
hochsten Nachweise an D1-Protein. In den D1-Protein-Aufreinigungen konnte mit der SDS-
PAGE und dem Western-Blotting bei Vicia faba eine deutlich héhere Menge an DI-
Monomeren als bei den beiden anderen Spezies gefunden werden. Zusitzlich zeigten die PS-
II-Proteinkomplex-Extrakte von Vicia faba als einzige liberdies noch einen starken Nachweis
an D1/D2-Dimeren, was den Gehalt an D1-Protein bei dieser Pflanzenspezies insgesamt noch
erhohte. Unterstiitzend war auch das Ergebnis, dass bei Vicia faba die hochsten qualitativen
Nachweise von Herbizid-bindefdhigem D1-Protein iiber den Simazinderivat-Chip erbracht
werden konnten. Es wurde an dieser Stelle vermutet, dass die Bewahrung des Zusammenhalts
der D1/D2-Dimere zur Stabilisierung der Qgp-Bindenische beitrdgt und daher die hochsten
qualitativen Nachweise bei dem isolierten DI-Protein von Vicia faba aufgrund der
Bewahrung dieser Dimere erbracht werden konnten.

Wegen dieser Ergebnisse wurde das aufgereinigte D1-Protein aus Vicia faba fiir den Einsatz
als biologische Einheit fiir den biosensorischen Nachweis von PS-II-Herbiziden mittels der

Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Technologie ausgewihlt.
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3.6 Einsatz des D1-Proteins fiir den biosensorischen Nachweis von
Herbiziden mit der Methode der Oberflichen-Plasmon-Resonanz

AbschlieBend wurde das aufgereinigte DI1-Protein als biologische Einheit fiir den
biosensorischen Nachweis von PS-II-Herbiziden mittels der Oberflichen-Plasmon-Resonanz-
Technologie eingesetzt. Uber die Messmethode der Oberfldchen-Plasmon-Resonanz sollte
damit der spezifische, direkte Bindungsnachweis von verschiedenen PS-II-Herbiziden an die
Qg-Bindenische des D1-Proteins erfolgen. In diesem Fall wurde das isolierte D1-Protein an

einen SPR-Chip immobilisiert, um damit den direkten biosensorischen Nachweis von PS-II-

Herbiziden in wiassrigen Losungen zu ermdglichen.

Als zusétzlicher Vergleich wurden teilweise auch PS-II-Proteinkomplexe von Vicia faba und
Pisum sativum iiber Aminkopplung auf einzelne Flusszellen eines SPR-Chips gebunden.

Die Messungen, beschrieben in Abschnitt 2.16.5.2, wurden mit einem ,,Small molecules
screening assay“ mit einer selbst geschriebenen MDL-Methode (Method-Definition-
Language-Methode) (s. Anhang 7.4) durchgefiihrt.

Als PS-II-Herbizide wurden exemplarisch die drei Herbizide Diuron, Atrazin und Metribuzin
ausgewdhlt, da diese bei den Fluoreszenzmessungen mit der Puls-Amplituden-Modulation
(PAM) von verschiedenen getesteten PS-II-Herbiziden die stirkste Anbindung an die Qsg-
Bindenische von Chloroplasten-Thylakoiden aufwiesen (s. Abschn. 3.4.4, Trapmann, 1999;
Schnabl et al., 2000; Schnabl und Trapmann, 2001). Die Herbizide wurden dabei in einem
Konzentrationsbereich von 10-100 pg/ml auf eine Anbindung an das am SPR-Chip
immobilisierte D1-Protein und, in einigen Fillen, an die zusitzlich gebundenen PS-II-
Proteinkomplexe getestet (s. Abschn. 2.16.5.2).

Um die Methode zu etablieren und zu optimieren, wurden diverse Bindungsexperimente mit
mehreren D1-Protein-Chips und verschiedenen Isolaten von DI1-Proteinen sowie PS-II-
Proteinkomplexen durchgefiihrt. Es wurden ausschlieBlich DI-Protein-Aufreinigungen von
Vicia faba als Liganden fiir die Bindungsexperimente am SPR-Chip ausgewihlt, da sie sich
aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse als die fiir diese Experimente am besten geeigneten
herausgestellt hatten (s. Abschn. 3.3, 3.4 und 3.5).

Das nach der Methodenetablierung und -optimierung zur Verfligung stehende Material reichte
nur fiir Einzelbestimmungen mit zwei verschiedenen mit D1-Protein immobilisierten Chips
aus; diese sind in den folgenden Abschnitten (3.6.1 und 3.6.2) beschrieben. Auf einen der
Chips wurden parallel PS-II-Proteinkomplexe von Vicia faba und Pisum sativum gekoppelt.

Bei den durchgefiihrten Experimenten konnte unabhingig voneinander auf den zwei Chips
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eine Anbindung von PS-II-Herbiziden an das immobilisierte D1-Protein von Vicia faba bzw.
einen PS-II-Proteinkomplex von Vicia faba nachgewiesen werden.

Allerdings konnte bei den untersuchten DI1-Protein-Isolaten ein Bindungsnachweis mit
Herbiziden nur bei einem aus Vicia faba isolierten D1-Protein (PS II 57 B) erbracht werden,
das nach der PS-II-Extraktion gegen 5 % Essigsédure dialysiert (s. Abschn. 2.12) und nach der
Methode von Sharma et al. (1997a) in der FPLC aufgereinigt worden war.

3.6.1 Biosensorischer Nachweis von Atrazin mit D1-Protein und PS-II-
Proteinkomplexen mittels SPR

Abbildung 3.36 gibt eine Ubersicht iiber die gemessenen Proben (ldsungsmittel- sowie

molekulargewichtskorrigiert)  sowie die  Messreihenfolge des  small-molecules-

Bindungsexperiments mit Atrazin (Mg = 216 Da) auf einem CM5-Chip mit immobilisierten

DI1-Proteinen (PS II 57 B) auf FC 2, PS-II-Proteinkomplexen von Vicia faba auf FC 3 und

PS-II-Proteinkomplexen von Pisum sativum auf FC 4.
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Abb. 3.36: Bindungshéhe FC 2,3,4 — FC 1 von 10-100 pg/ml Atrazin sowie Negativ-Kontrollen (negcontrol) und Startup-
Injektionen (Startups), 16sungsmittel- und molekulargewichtskorrigiert (RU). X-Achse: Probenname mit Datentabelle der
16sungsmittel- und molekulargewichtskorrigierten Messwerte von FC 2,3,4 — FC 1 (RU). Y-Achse: Relative Antwort von FC
2,3,4 — FC 1 am Reportpunkt ,,bindlate”, 16sungsmittel- und molekulargewichtskorrigiert (RU). D1-Protein = D1-Protein von
Vicia faba (PS 11 57 B), PS II Vicia = PS-II-Proteinkomplex aus Vicia faba (PS 11 53 BL), PS II Pisum = PS-II-
Proteinkomplex aus Pisum sativum (PS 11 55 E1).
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Tabelle 3.6 gibt eine Ubersicht {iber die immobilisierten Liganden und ihre

Kopplungsmengen auf dem CMS5-Chip.

Flusszelle Ligand Kopplungsmenge Ryuax theoretisch
FC1 Blank mit EDC/NHS 156 RU ORU
FC2 D1 aus den Fraktionen 6072 RU 34,25 RU
28-38 von PSI1 57 B
FC3 PSII 53 BL 9668 RU 8 RU
FC4 PSII 55 El 4617 RU 4 RU

Tab. 3.6: Ubersicht iiber die immobilisierten Liganden und Kopplungsmengen auf dem CM5-Chip, R, theoretisch: nach
Formel 3.1 berechnet.

Nach der in Abschnitt 2.16.5.2 beschriebenen Losungsmittel- und
Molekulargewichtskorrektur sowie nach einem durchgefiihrten ,,double referencing* konnte
auf diesem Chip ab einer Konzentration von 40 pg/ml Atrazin auf FC 2 eine Anbindung von
Atrazin an das DI-Protein von 2,66 RU nachgewiesen werden (s. Abb. 3.37). Die
Bindungsmenge nahm mit steigender Konzentration an Atrazin proportional zu und zeigte bei
einer Konzentration von 60 ug/ml 6,55 RU Anbindung, bei 80 pg/ml 9,93 RU Anbindung und
bei 100 pg/ml 20,54 RU Anbindung (s. Abb. 3.37).
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O D1-Protein 0,13 0,43 2,66 6,55 9,93 20,54
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OPS Il Pisum -0,76 -0,95 -0,74 -0,20 -0,33 1,72
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Abb. 3.37: Bindungshohe FC 234 — FC 1 von 10-100 pg/ml Atrazin, ,,double referenced”, 16sungsmittel- und
molekulargewichtskorrigiert. X-Achse: Atrazinkonzentrationen (pg/ml) mit Datentabelle der ,,double referenced sowie
16sungsmittel- und molekulargewichtskorrigierten Messwerte von FC 2,3,4 — FC 1 (RU). Y-Achse: Relative Antwort von FC
2,3,4 — FC 1 am Reportpunkt ,,bindlate”, ,,double referenced” sowie 16sungsmittel- und molekulargewichtskorrigiert (RU).
D1-Protein = D1-Protein von Vicia faba (PS 11 57 B), PS II Vicia = PS-II-Proteinkomplex aus Vicia faba (PS 11 53 BL), PS I
Pisum = PS-II-Proteinkomplex aus Pisum sativum (PS 11 55 E1).
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Ebenso konnte auf FC 3 eine Anbindung des Atrazins an die PS-II-Proteinkomplexe von
Vicia faba (PS 1I 53 BL) nachgewiesen werden (s. Abb. 3.37). Auch hier war ein
proportionaler Anstieg der Bindungsmenge mit steigender Atrazinkonzentration zu
verzeichnen. Die Anbindungshohe stieg von 2,4 RU bei 40 pg/ml Atrazin auf 19,77 RU bei
100 pg/ml Atrazin (s. Abb. 3.37). Es war, wie bei kleinen Molekiilen iiblich, keine
Regeneration der Oberflichen mit Detergenzien oder Losungsmitteln zwischen den
verschiedenen Injektionszyklen notwendig. Die Regeneration der Messfldchen erfolgte mit
Laufpuffer, durch den die gebundenen Herbizide vom immobilisierten D1-Protein
abgewaschen werden konnten. Bei den PS-II-Proteinkomplexen von Pisum sativum (PS 11 55
El) konnte hingegen kein Bindungsnachweis von Atrazin erbracht werden. Lediglich bei
einer Konzentration von 100 pg/ml Atrazin war ein Signal von 1,72 RU zu messen (s. Abb.
3.37). Die PS-II-Proteinkomplexe von Pisum sativum waren damit hier als Negativ-Kontrolle
zu dem D1-Protein und den PS-II-Proteinkomplexen von Vicia faba zu sehen. Bei diesen PS-
II-Proteinkomplexen handelte es sich um die gleiche funktionelle Einheit mit identischer
GroBe und gleichen physikalischen Eigenschaften wie bei den PS-II-Proteinkomplexen von
Vicia faba. Damit konnen sie als Negativ-Kontroll-Proteine angesehen werden.

Somit zeigte sich sowohl bei den PS-II-Proteinkomplexen als auch bei den aufgereinigten
D1-Proteinen von Vicia faba die erhalten gebliebene Bindungsfdhigkeit der Qg-Bindenische
unabhingig von der Struktur, in der das DI1-Protein vorlag. Sowohl im Zusammenhalt des
PS-II-Proteinkomplexes als auch als einzeln vorliegendes D1-Monomer bzw. D1/D2-Dimer
war die gleiche funktionelle Bindefdhigkeit an Atrazin nachzuweisen. Da die D1-Monomere
und DI1/D2-Dimere durch die hier verwendete FPLC-Aufreinigungsmethode nicht
voneinander getrennt werden konnten (s. Abschn. 3.3), wurden bei den DI-Proteinen von
Vicia faba sowohl DI1-Monomere wie auch DI1/D2-Dimere an der Chipoberfliche
immobilisiert. Zu welchem Prozentsatz die DI1-Proteine von Vicia faba auf der
Chipoberfliache aus D1-Monomeren, aus D1/D2-Dimeren bzw. aus beiden bestanden, konnte
nicht bestimmt werden, da sich aufgrund der Aufreinigungsmethode die beiden
Konformationszustéinde nicht voneinander trennen lieBen.

Als bemerkenswert war zu verzeichnen, dass liber die Messtechnologie des Biacore® 3000
und iiber die Methode des ,,Small molecules screening assays* Molekiile in der Gréf3e von
215 Da nachgewiesen werden konnten, obwohl die Messungen sehr nah an der unteren

Nachweisgrenze erfolgten.
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3.6.2 Vergleich der Bindungsspezifitit von Diuron, Atrazin und
Metribuzin zu DI1-Protein iiber den biosensorischen Nachweis
mittels SPR

Auf einem weiteren Chip mit immobilisiertem DI1-Protein aus der gleichen DI-Protein-

Aufreinigung (PS II 57 B) von Vicia faba konnte ebenfalls ein Bindungsnachweis von

Herbiziden erbracht werden. Hier wurde ein deutlicher Unterschied in der Bindungsspezifitat

zwischen den drei PS-II-Herbiziden Diuron, Atrazin und Metribuzin gefunden.

Das vereinigte D1-Protein aus den Fraktionen 28-38 des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes

57 BW wurde mit einer Kopplungsmenge von 4375 RU an die Flusszelle 2 gebunden.

Abbildung 3.38 zeigt eine Ubersicht iiber das durchgefiihrte Small-molecules-Experiment mit

den drei Herbiziden bei Herbizidkonzentrationen von 10-100 pg/ml sowie den Negativ-

Kontrollen (negcontrol) und den Startup-Injektionen (Startups).

Bindungshdhe FC 2-1 von Atrazin, Diuron und Metribuzin, I6sungsmittelkorrigiert

Relative Antwort FC 2-1,
I6sungsmittelkorrigiert [RU]

o ot

neg- neg- neg- neg- neg- neg- 100 neg- neg-

startup | startup | startup | startup | startup | o) control control control control control | pg/ml | control | control

10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml

O Diuron 0,22 1,33 1,84 1,14 1,61 1,32 1,85 1,20 3,66 0,98 4,00 0,63 6,67 1,45 8,18 1,92 10,17 1,47 1,34
O Atrazin 0,47 1,05 1,40 0,80 0,96 0,89 0,86 1,55 1,61 0,82 1,47 0,92 2,32 0,83 2,94 1,05 3,88 1,23 1,10
[s] ibuzit 0,42 1,01 1,20 1,01 0,87 0,97 0,31 0,68 0,26 0,74 0,89 1,24 1,55 1,01 2,00 1,39 2,89 1,30 1,59

Probenname

Abb. 3.38: Bindungshohe FC 2-1 von 10-100 pg/ml Diuron, Atrazin und Metribuzin sowie Negativ-Kontrollen (negcontrol)
und  Startup-Injektionen  (Startups), losungsmittelkorrigiert. X-Achse: Probenname mit Datentabelle der
16sungsmittelkorrigierten Messwerte von FC 2-1 (RU). Y-Achse: Relative Antwort von FC 2-1 am Reportpunkt ,,bindlate®,
16sungsmittelkorrigiert (RU).

Nach einer durchgefiihrten Losungsmittelkorrektur und ,,double referencing® (s. Abb. 3.39)
zeigte sich bei Diuron der deutlich hochste Bindungsnachweis. Bei einer Konzentration von
10 pg/ml war eine Antwort von 0,54 RU zu verzeichnen (s. Abb. 3.39). Die Bindungsmenge
nahm mit ansteigender Diuronkonzentration kontinuierlich zu und erreichte 8,25 RU bei einer

Konzentration von 100 pg/ml.
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Binding levels FC 2-1 "double referenced" und I6sungsmittelkorrigiert

Relative Antwort FC 2-1
"double referenced" und I6sungsmittelkorrigiert [RU]

| 3l I i

1 (]

10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 ug/ml 100 pg/ml
O Diuron 0,54 2,46 3,03 6,04 6,73 8,25
O Atrazin -0,03 0,06 0,65 1,40 2,10 2,83
O Metribuzin -0,66 -0,42 0,16 0,32 0,99 1,49

Herbizidkonzentration [ug/ml]

Abb. 3.39: Bindungshéhe FC 2-1 von 10-100 pg/ml Diuron, Atrazin und Metribuzin, ,,double referenced und
16sungsmittelkorrigiert. X-Achse: Herbizidkonzentrationen (pug/ml) mit Datentabelle der ,,double referenced“ und
16sungsmittelkorrigierten Messwerte von FC 2-1 (RU). Y-Achse: Relative Antwort von FC 2-1 am Reportpunkt ,,bindlate®,
,»double referenced* und 16sungsmittelkorrigiert (RU).

Atrazin wies die zweitgrof3te Bindungsaffinitdt der getesteten Herbizide auf. Hier war erst ab
einer Konzentration von 40 pg/ml ein Bindungssignal von 0,65 RU zu verzeichnen, das
deutlich unter dem von Diuron mit 3,03 RU lag. Bei der Erhéhung der Konzentration stieg
das Bindungssignal proportional an; bei einer Atrazinkonzentration von 100 pg/ml wurden
2,83 RU gemessen. Metribuzin zeigte nur eine sehr schwache Bindungsaffinitit zu dem
immobilisierten D1-Protein. Hier war erst bei einer Konzentration von 60 pg/ml eine Antwort
von 0,32 RU zu verzeichnen, die auf maximal 1,49 RU bei einer Konzentration von 100
nug/ml Metribuzin anstieg.

Betrachtete man die bereits l16sungsmittelkorrigierten und ,,double referenced” Messwerte
nach einer Molekulargewichtskorrektur (s. Abb. 3.40), blieb die Rangfolge innerhalb der drei
getesteten Herbizide erhalten; die Unterschiede zwischen den Messwerten der drei Herbizide
verringerten  sich  jedoch. Abbildung 3.40 zeigt die l0sungsmittel- sowie
molekulargewichtskorrigierten und ,,double referenced* Messwerte. Auch hier war bei Diuron
ab einer Konzentration von 20 pg/ml ein Bindungssignal zu beobachten, das von 1,05 RU auf
3,54 RU bei einer Diuronkonzentration von 100 pg/ml anstieg. Wie bei den nur
l6sungsmittelkorrigierten Werten war bei Atrazin ebenfalls erst ab einer Konzentration von

40 pg/ml ein Bindungsignal von 0,3 RU zur verzeichnen, das stetig auf 1,32 RU bei einer
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Atrazinkonzentration von 100 pg/ml anstieg. Metribuzin zeigte nur das sehr schwache Signal

von 0,7 RU bei einer Konzentration von 100 pg/ml.

Bindungshohe FC 2-1 "double referenced”; 16sungsmittel- und molekulargewichtskorrigiert

4,0

3.5

3,0

[

2,0

1,5

1,0 L

0,5 =

00 L1 L i
: T =

Relative Antwort FC 2-1 "double referenced";
I6sungsmittel- und molekulargewichtskorrigiert [100*RU/Da]

-0,5

-1,0

10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
ODiuron 0,23 1,05 1,30 2,59 2,89 3,54
O Atrazin -0,02 0,03 0,30 0,65 0,98 1,32
O Metribuzin -0,31 -0,20 0,07 0,15 0,46 0,70

Herbizidkonzentration [ug/ml]

Abb. 3.40: Bindungshéhe FC 2-1 von 10-100 pg/ml Diuron, Atrazin und Metribuzin, ,,double referenced und
l6sungsmittel- sowie molekulargewichtskorrigiert. X-Achse: Herbizidkonzentrationen (pg/ml) mit Datentabelle der ,,double
referenced” und l6sungsmittel- sowie molekulargewichtskorrigierten Messwerte von FC 2-1 (RU). Y-Achse: Relative
Antwort von FC 2-1 am Reportpunkt ,,bindlate”, ,,double referenced” und 16sungsmittel- sowie molekulargewichtskorrigiert
(RU).

Die hier gefundene Abstufung in der Bindungsspezifitit der drei untersuchten PS-1I-Herbizide
entsprach der, die auch mit dem Chloroplasten-Thylakoid-Biosensor nachgewiesen werden
konnte (s. Abschn. 3.4.4; Trapmann, 1999; Schnabl et al., 2000; Schnabl und Trapmann,
2001). Auch dort zeigte sich der Chloroplasten-Thylakoid-Biosensor am sensitivsten
gegeniiber Diuron, gefolgt von Atrazin und schlielich Metribuzin.

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass das aufgereinigte D1-Protein sowie
die PS-II-Proteinkomplexe von Vicia faba prinzipiell fiir den biosensorischen Nachweis von
PS-II-Herbiziden und damit auch anderen Photosystem-II-Inhibitoren mit der Oberfldchen-
Plasmon-Resonanz geeignet sind. Den nachweisbaren Konzentrationsbereich der Herbizide

gilt es jedoch noch zu optimieren.
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3.7 SPR-MS-Kopplung am Beispiel des pflanzlichen Testsystems
Peroxidase und Anti-Peroxidase-Antikorper

Fiir die geplante Kopplung des biosensorischen Nachweises von PS-II-Herbiziden iiber die
Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR) mit der chemischen Analytik {iber Massen-
spektrometrie (MS) wurde ein pflanzliches SPR-MS-Testsystem entwickelt. Mit diesem
Testsystem sollte die Methode des Biacore analyte recovery getestet werden (s. Abschn.
2.17), da eine Optimierung des analyte recoverys mit dem DI-Protein-Herbizid-System
aufgrund der geringen GroBe der Herbizide sehr schwierig gewesen wire. Zudem stand nicht
geniigend Material an D1-Protein zur Verfiigung, das fiir die grole Anzahl an durchgefiihrten
Tests fiir die Methodenoptimierung notwendig gewesen wire.

Als Testsystem wurden ein monoklonaler Anti-Peroxidase-Antikorper als Ligand an einem
CM5-Chip und pflanzliche Horseradish-Peroxidase als Analyt zur Zuriickgewinnung vom
Biacore-Chip und fiir die Messung im Massenspektrometer ausgewéhlt (s. Abschn. 2.17). Mit
diesem System sollte die Kapazitit der Kopplung der beiden Systeme getestet und untersucht
werden, ob es moglich ist, eine geniigend hohe Menge an Analyten zu eluieren, um diese
noch im MS nachweisen zu konnen. Dabei sollten im Besonderen die Elutionskapazitit des
von der Chipoberfliche zuriickgewonnenen Analyten sowie die maximal mogliche
Bindungskapazitit des Analyten an die Chipoberfliche bestimmt werden, um damit einen
Riickschluss auf das spéter geplante System D1-Protein «» PS-II-Herbizide ziehen zu konnen.
Im Weiteren sollte gepriift werden, ob die Peroxidase auch noch nach der Zuriickgewinnung
von der Sensoroberflidche iiber die Massenspektrometrie detektiert werden kann. Dabei sollte
auch evaluiert werden, ob die mit den Biacore-analyte-recovery-Messungen bestimmte
Menge an zuriickgewonnenem Analyt mit den im Massenspektrometer gemessenen
Quantititen ibereinstimmt. Zusétzlich sollten geeignete Elutionsbedingungen ermittelt
werden die mit den MS-Messungen kompatibel sind. All diese Untersuchungen wurden zu
dem Zweck durchgefiihrt, Schlussfolgerungen fiir das geplante Biacore-MS-Kopplungs-
System DI1-Protein <> PS-II-Herbizid ziehen zu konnen. Nach der Evaluierung des
Testsystems sollte diese Biacore-MS-Kopplung fiir die wirkungsbezogene Analytik von PS-
II-Inhibitoren eingesetzt werden. Die zuvor im SPR-Biosensor an das D1-Protein gebundenen
PS-II-Inhibitoren (z. B. PS-II-Herbizide) sollten iiber das Biacore analyte recovery eluiert und
tiber eine daran angeschlossene massenspektrometrische Messung genau identifiziert werden,
um eine genaue Aussage dazu treffen zu konnen, welcher PS-1I-Inhibitor biosensorisch iiber
das D1-Protein nachgewiesen werden kann. Dieses Ziel wurde fiir den zukiinftigen Einsatz

des D1-Protein-SPR-Biosensors z. B. in der Umwelt- und/oder Gewésseranalytik angestrebt.
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3.7.1 Biacore analyte recovery von pflanzlicher Peroxidase — Bestimmung
der Elutionsmenge iiber die SPR
Das Biacore analyte recovery wurde, wie in Abschnitt 2.17 beschrieben, mit dem Biacore®
3000 durchgefiihrt. Exemplarisch ist hier das analyte recovery einer Flusszelle, auf die 8.910
RU monoklonaler Anti-Peroxidase-AK gekoppelt worden war, dargestellt. Abbildung 3.41
zeigt das Sensorgramm des analyte recoverys von dieser Flusszelle. Bei dieser
immobilisierten Ligandenmenge kann iiber Formel 3.1 bei einem Molekulargewicht der
Peroxidase von 43.343 Da und des Anti-Peroxidase-AK von 150 kDa eine maximal mogliche
Bindungskapazitit (Ryax) von ca. 2.575 RU berechnet werden. Bei einer 10-miniitigen
Injektion von 400 pg/ml Peroxidase konnten 1.407 RU Peroxidase an die Chipoberfliche
gebunden werden, von denen 1.364 RU nach der Inkubation mit dem MS-kompatiblen Puffer
noch zur Verfiigung standen (s. Abb. 3.41). Die gebundene Menge an Peroxidase entsprach

dabei ca. 55 % der maximal moglichen Bindungskapazitt.

RU Analyte recovery of: POX 400 ug/mi
27000 —
»Recovery*
Bindung der Peroxidase Wash mit 0,1 M
26500 HC1
26000

P
\
\
\
\\
Recoverter
Analvt

Response

24500 —+

///
‘,‘/ b
L
o] \ /
MS-kompatibler

Puffer

23000

22500 A aa ; ; ; PPN - a Ap s amaa

Time

Abb. 3.41: Sensorgramm des analyte recoverys von 400 pg/ml Peroxidase von einem mit Anti-Peroxidase-Antikdrper
immobilisierten CMS5-Chip. X-Achse: Zeit in (s), y-Achse: SPR-Antwort in (RU).

Nach der 30 Sekunden dauernden Inkubation mit der ,,Recovery“-Losung, 0,1 M HCI,
konnten 1.313 RU Peroxidase von der Flusszelle zuriickgewonnen werden. Das analyte
recovery wurde noch zweimal auf derselben Flusszelle wiederholt, wobei im Anschluss 1.125
RU und 1.066 RU zuriickgewonnen werden konnten. Die eluierte Losung von je 2 pl wurde
jeweils auf den gleichen, mit einer Sinapinsdure-Matrix vorprdparierten Spot auf einer
MALDI-Platte getropft (s. Abschn. 2.17). Damit konnten insgesamt 3.504 RU ,recovert*
werden, die einer Menge von 3,5 ng bzw. 80 fmol gleichgesetzt werden konnen, da eine SPR-

Antwort von 1.000 RU #quivalent zu einer Anderung der Oberflichen-Proteinkonzentration
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von 1 ng/mm? ist (BIAtechnology Handbook, 1998). Da eine Flusszelle eine Dimension von
2,1 mm x 0,5 mm (= 1,05 mmz) besitzt, entspricht die in der Flusszelle gemessene Antwort an

Peroxidase von 3.504 RU also einer Proteinmenge von ca. 3,5 ng.

3.7.2 Massenspektrometrische Messungen der eluierten pflanzlichen
Peroxidase @ —  Massenspektrometrische  Bestimmung  der
Elutionsmenge

Unmittelbar nach dem Biacore analyte recovery wurde die eluierte Peroxidase

massenspektrometrisch untersucht. Die Durchfiihrung der Messungen ist in Abschnitt 2.17.3

beschrieben.

Ab einer Nachweisgrenze von ca.

2,5 ng Peroxidase pro MALDI-Spot

23343 518

konnte die Peroxidase im Massen-
spektrometer detektiert werden.
Abbildung 3.42 zeigt exemplarisch das

Massenspektrum der mit dem Biacore

analyte recovery von der Flusszelle in
drei Zyklen zuriickgewonnenen

Peroxidase (s. Abschn. 3.7.1). Der

‘ [Peroxidase + H]"-Komplex konnte bei
Abb. 3.42: Massenspektrum von ca. 3,5 ng (80 fmol) Peroxidase,

eluiert vom Biacore-Chip mit 6 ul 10 mM HCI, auf einer einer Masse von 43.343 Da im Massen-
Sinapinsiure-Matrix, [Peroxidase + H]" = 43.343 Da. X-Achse:

Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z), y-Achse: relative Intensitét. spektrometer nachgewiesen werden.

In Abbildung 3.43 sind massenspektrometrische Referenzmessungen von 2 ng (50 fmol) und

4 ng (100 fmol) Peroxidase dargestellt, auf die das Massenspektrum der eluierten Peroxidase

bezogen werden kann.

eroxidase (Fluka), 2 ng / 1, 2 1 10 mM HCI, SA, PTL ad Pero:
iy
G

xidase (Fluka), 4 ng/0.5 ul (100 hunl’ in 1.5 ul 10 mi HCL, SA, PTL
1z, Func

P 1
G. Treitz, Functional Peptides (25.05.2004) G. Treilz, Funclional Peptides (24.09.2004

21459.254
150 - i

Abb. 3.43: Massenspektren von Kontrollmessungen mit pflanzlicher Peroxidase (Fluka, Buchs, CH). Links: 2 ng (50 fmol)
in 2 pul 10 mM HCI und rechts: 4 ng (100 fmol) in 2 pul 10 mM HCI, beide auf einer Sinapinsdure-Matrix. X-Achse:
Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z), y-Achse: relative Intensitét.
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Beim Vergleich der drei Spektren zeigt sich, dass der aus dem Biacore analyte recovery
ermittelte Wert von 3,5 ng (80 fmol) mit den Verhiltnissen der im Massenspektrum
bestimmten Intensitdten iibereinstimmte (s. Abb. 3.42 und 3.43).

Die Peroxidase konnte massenspektrometrisch jedoch nur nachgewiesen werden, wenn HBS-
N-Puffer, sowohl als Flusssystem-Waschlosung 1 und 2 wie auch als Sensorchip-
Waschlosung, sowie als MS-kompatibler Puffer benutzt wurde (s. Abschn. 2.17). Wurde 50
mM Ammoniumbicarbonat als Sensorchip-Waschlosung und 50 mM NaOH bzw. HBS-N-
Puffer als Flusssystem-Waschlosung 1 sowie 50 mM Ammoniumbicarbonat als Flusssystem-
Waschlosung 2 verwendet, konnte trotz erfolgreichen analyte recoverys iliber die MS keine
Peroxidase nachgewiesen werden. Zusitzlich konnte festgestellt werden, dass, sofern das
analyte recovery iber alle vier Flusszellen gleichzeitig durchgefiihrt wurde, die
zuriickgewonnene Menge auf den separaten Flusszellen deutlich unter der lag, die bei dem
analyte recovery iiber einzelne Flusszellen gemessen werden konnte. Ferner wurde bei einem
analyte recovery iiber alle vier Flusszellen der Ligand auf der Flusszelle 4 so gravierend
beeintrachtigt, dass bei weiteren ,,Recovery“-Zyklen nur noch geringe Mengen oder gar keine
Peroxidase mehr gebunden wurde und damit auf Flusszelle 4 auch kein Analyt mehr
zuriickgewonnen werden konnte. Damit ging Flusszelle 4 beim analyte recovery iiber alle vier
Flusszellen fiir weitere ,,Recovery*“-Zyklen verloren, so dass sich die Kapazitit der eluierten

Menge an Analyt um ein Viertel verringerte, was einen deutlichen Verlust darstellte.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Oberflichen-Plasmon-Resonanz-
Biosensors, basierend auf der biologischen Einheit eines Herbizid-bindefdhigen D1-Proteins
aus dem Photosystem II hoherer Pflanzen, zum Nachweis von Photosystem-II-inhibierenden
Substanzen. Grundlage dafiir war die Isolierung eines D1-Proteins mit einer funktionell
intakten und Herbizid-bindefdhigen Qg-Bindenische.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher eine Aufreinigungsmethode entwickelt, iiber die es
moglich ist, funktionell intaktes D1-Protein mit einer bindefdhigen Qg-Bindenische fiir PS-II-
Inhibitoren zu isolieren.

Im Mittelpunkt des zweiten Teils stand der Einsatz des isolierten Zielproteins fiir die
Entwicklung eines Biosensors auf der Basis der SPR-Technologie zum wirkungsbezogenen
Nachweis von phytotoxischen Substanzen, z. B. von PS-II-Herbiziden und ihren eventuellen
Abbauprodukten.

Der strukturelle Aufbau des photosynthetischen Apparates in der Thylakoidmembran ist
prinzipiell bei allen hoheren Pflanzen gleich. Im Detail lassen sich jedoch spezifische
Unterschiede zwischen den Pflanzenspezies und sogar Varietiten finden. Das
D1-Protein als Bindeprotein fiir phytotoxische Substanzen im PS II ist hoch konserviert
innerhalb der verschiedenen Phyla und weist Homologien in der Aminosiuresequenz von bis
zu 80 %, zwischen so verschiedenen Organismen wie den Angiospermen und Cyanobakterien
auf (Svensson et al., 1991; Jansson u. Mienpdd, 1997). Dennoch finden sich spezifische
Unterschiede und das selbst innerhalb der héheren Pflanzen, wie z. B. zwischen den in dieser
Arbeit untersuchten Pflanzenspezies Spinacea oleracea, Vicia faba, Pisum sativum, Lactuca
sativa sowie weiteren, wie beispielsweise Oryza sativa, Phaseolus vulgaris, Brassica napus,
Hordeum vulgare, Secale cereale (Svensson et al., 1991; Jansson u. Maienpidd, 1997).
Besonders die Transmembran-Helix IV und die III-IV-Helix, die membranparallel auf der
luminalen Seite der Thylakoidmembran liegt, sind beinahe vollstindig konserviert (Svensson
et al., 1991). Die Qg-Bindenische, die im IV-V-Loop des D1-Proteins liegt, ist dagegen
weniger hoch konserviert und zeigt groBere Unterschiede zwischen den verschiedenen
Spezies (Sinning et al., 1989; Svensson et al., 1991; Jansson u. Mdenpéi, 1997; Oettmeier,
1999) (s. Abschn. 1.2).

Diese Unterschiede konnen Modifikationen der Qg-Bindenische bewirken, der Bindestelle fiir
PS-II-Herbizide im hier untersuchten DI1-Protein (s. Abschn. 1.3), und konnen damit zu

Anderungen im Bindeverhalten zwischen dem D1-Protein und den PS-II-Herbiziden fiihren.
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Mutationen im Bereich der Qg-Bindenische konnen sogar eine totale Herbizidresistenz
bewirken (Sinning et al., 1989; Svensson et al., 1991; Jansson u. Méenpéd, 1997; Oettmeier,
1999) (s. Abschn. 1.3). Daher galt in dieser Arbeit neben der Isolation von bindefdhigem D1-
Protein besonderes Interesse dem Vergleich verschiedener Pflanzenspezies in Hinblick auf
thren Gehalt an D1-Protein und die Bewahrung von dessen Funktionsfahigkeit. Dazu wurden
exemplarisch Vicia faba als die am Institut fiir Molekulare Biotechnologie und Physiologie
der Pflanzen (IMBIO) etablierte Testpflanze sowie Pisum sativum und Spinacea oleracea als
in der Literatur hauptsidchlich verwendete Pflanzen zur Untersuchung des Photosystems II
ausgewahlt. Zusitzlich wurde Lactuca sativa mit in die Untersuchungen einbezogen.

Im Weiteren konnen die Isolation negativ beeinflussende, abbauende Proteasen und
sekundédre Pflanzeninhaltsstoffe wie z. B. Polyphenole in verschiedenen Pflanzenspezies
variieren (Chapman et al, 1991), was einen zusitzlichen Aspekt fiir den Vergleich
unterschiedlicher Spezies darstellt. So ist z. B. Spinacea oleracea sehr gut fiir die Isolation
von aktiven photosynthetischen Membranen geeignet, da sie fast vollkommen frei von die
Isolation und Stabilitdt storenden Phenolen ist (Leegood und Walker, 1988). Phenole sind die
Substrate fiir die Polyphenol-Oxidasen, die einen negativen Einfluss auf die Stabilitdt der
Isolate ausiiben (Bolwell, 2001). Daher ist Spinacea oleracea in der Literatur auch hiufig zur
Aufreinigung von photosynthetischen Einheiten verwendet worden.

Neben diesem Vergleich standen verschiedene Methoden der Thylakoidmembranisolation
sowie verschiedene Methoden der chromatographischen Aufreinigung von D1-Proteinen aus
PS-II-Proteinkomplexen im Mittelpunkt der Untersuchungen.

Zu den besonderen Anforderungen dieser Arbeit gehorte die Entwicklung einer
Aufreinigungsmethode, die ein Herbizid-bindefdhiges DI1-Protein mit einem hohen
Reinheitsgrad und guter Ausbeute fiir biosensorische Messungen liefert. Dabei wurde die
Zielsetzung verfolgt, eine moglichst zeitsparende und kostengiinstige Aufreinigungsmethode
zu finden, da flir einen spiteren Praxiseinsatz des Proteins im Biosensor gro3e Mengen an
D1-Protein bendtigt werden.

Die Schwierigkeit der Aufreinigung lag darin, dass es sich bei dem
DI-Protein um ein membrangebundenes Protein mit fiinf in der Thylakoidmembran
eingebetteten Transmembran-Helices handelt, eingebunden in den hochkompliziert
aufgebauten PS-II-Proteinkomplex (s. Abschn. 1.1 und 1.2). Das DI-Protein ist in diesem
Proteinkomplex iiber verschiedene Wechselwirkungen hochgradig mit anderen Proteinen
verbunden, so etwa mit dem D2-Protein, das mit ihm in diesem Komplex ein Dimer bildet (s.

Abschn. 1.1 und 1.2).
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4.1 Beurteilung der Thylakoidisolation und PS-II-Proteinkomplex-
Extraktion fiir die Verwendung des D1-Proteins als biologische
Einheit in einem SPR-Biosensor

Da eine der Hauptaufgaben dieser Arbeit in der Aufreinigung eines funktionell intakten,
bindefahigen D1-Proteins fiir die spdtere Verwendung in einem Biosensor zum Nachweis von
PS-1I-Herbiziden lag, war es von besonderer Wichtigkeit, durch den Vergleich verschiedener
Aufreinigungsmethoden eine geeignete Isolationsmethode zu finden, iiber die sich das D1-
Protein schonend, schnell, bindefihig und in hoher Ausbeute gewinnen ldsst. Solche
Untersuchungen sind bislang nicht erfolgt.

Die grundlegenden Schwierigkeiten in der Isolation, Aufreinigung und Kristallisierung von
Membranproteinen sind dafiir verantwortlich, dass bisher nur wenige Familien von integralen
Membranproteinen bekannt sind. Dazu zdhlen drei photosynthetische Proteinkomplexe: das
Reaktionszentrum von Purpurbakterien (Deisenhofer et al., 1984 und 1985; Deisenhofer und
Michel, 1989; Lancaster und Michel, 1999), das Photosystem-I-Reaktionszentrum von
Cyanobakterien (Krauss ef al., 1993) und der Photosystem-II-Proteinkomplex von Pflanzen
(Spinat) (Rhee ef al., 1997 und 1998; Hankamer et al., 2001). Aufgrund der Schwierigkeiten
bei der Isolation und wegen der schwierigen Bildung von Kristallen mit ausreichender
Stabilitdt und Grofle sind erst in den letzten Jahren dreidimensionale Strukturen von PS-II-
Proteinkomplexen iiber Rontgen-Spektroskopie bestimmt worden (Holzenburg et al., 1993;
Santini et al., 1994; Boekema et al., 1995; Rhee et al., 1997 und 1998; Nield et al., 2000;
Hankamer et al., 2001) (s. Abschn. 1.1). Zuvor konnten nur zweidimensionale Strukturen
vom Photosystem II iiber 2D-Kristalle erarbeitet werden, die iiber Elektronenmikroskopie
untersucht wurden (Dekker ef al., 1990; Lyon et al., 1993; Marr et al., 1996; Nakazato et al.,
1996; Nicholson et al., 1996; Tsiotis et al., 1996) (s. Abschn. 1.1).

4.1.1 Vergleich der Thylakoidisolationsmethoden

In der Literatur sind vielfiltige Methoden zur Isolation von Thylakoidmembranen aus
hoheren Pflanzen sowie Cyanobakterien, Purpurbakterien, Rotalgen und Griinalgen
beschrieben (Nakatani und Barber, 1977; Kuwabara und Murata, 1979; Berthold ef al., 1981;
Satoh et al., 1983; Bassi et al., 1985; Barber et al., 1987; Nanba und Satoh, 1987; Cohen und
Baxter, 1990; Piletskaya et al., 1997; Kuhl et al., 2000; Roon et al., 2000; Gao et al., 2004;
Mizusawa et al., 2004). In dieser Arbeit wurden drei Methoden ausgewéhlt, um sie auf die

Ausbeute an Photosystem-II-Proteinen (insbesondere an D1-Protein) zu untersuchen.
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Die Methode abgewandelt nach Cohen & Baxter (1990) wurde in die Auswahl der Methoden
einbezogen, da sie die am Institut fiir Molekulare Biotechnologie und Physiologie der
Pflanzen (IMBIO) etablierte Methode darstellte (s. Abschn. 2.3.1). Mit nach dieser Methode
isolierten Thylakoiden existieren jahrzehntelange Erfahrungen bei biosensorischen
Messungen mit der Methode der Puls-Amplituden-Modulations-Fluorometrie zum Nachweis
von PS-II-Herbiziden aus diversen Medien, wie Wasser, Boden und Luft (Bausch-Weis,
1994; Bausch-Weis et al., 1994; Trapmann et al., 1998; Trapmann, 1999; Schnabl et al.,
2000; Trapmann et al., 2000; Schnabl und Trapmann, 2001). Es lagen infolgedessen
verwertbare Ergebnisse liber die Funktionalitit der Thylakoide und Untersuchungen zur
Bindefdhigkeit von PS-II-Herbiziden sowie anderen Inhibitoren der Qg-Bindenische in
groBem Umfang vor (Bausch-Weis et al., 1994; Trapmann et al., 1998; Trapmann, 1999;
Schnabl et al., 2000; Schnabl und Trapmann, 2001). Aufgrund dieser Untersuchungen war
bekannt, dass mit dieser Isolationsmethode noch funktionsfahige Thylakoide mit einer
intakten photosynthetischen Elektronentransportkette isoliert werden konnen. Deshalb war die
Wahrscheinlichkeit sehr grof3, dass aus diesen Thylakoiden auch PS-II-Proteinkomplexe und
im Folgenden auch DI1-Proteine zu isolieren sind, die noch funktionell bindefdhig fiir PS-II-
Inhibitoren sind. Uber die Modifikation der Isolationsmethode durch Zugabe von 20 mM
MgCl, in das Isolationsmedium nach Zimmermann et al. (1996) konnten hier gestapelte
Thylakoidmembranen und damit vornehmlich PS-II-reiche Granathylakoide isoliert werden.
Als zweite wurde die Methode nach Bassi ef al. (1985) ausgewaihlt. Sie wurde getestet, da sie
eine der wenigen in der Literatur beschriebenen Methoden ist, die mit einem Cocktail aus
Proteaseinhibitoren arbeitet (s. Abschn. 2.5.2). Deshalb wurde erwartet, dass es bei dieser
Methode zu einem im Vergleich zu den anderen verminderten Abbau des D1-Proteins durch
Proteasen kommt und damit die Ausbeute an D1-Protein erhoht werden konnte.

Als dritte und den groBten Erfolg versprechende Methode wurde die Isolation von
Thylakoidmembranen nach Piletskaya et al. (1997) in den Vergleich einbezogen. Sie wurde
aus der Vielzahl der Methoden ausgesucht, denn bei Piletskaya et al. (1999) konnte iiber
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) gezeigt werden, dass aus nach dieser
Methode aufgereinigten Thylakoiden DI1-Protein aufgereinigt werden konnte, dessen
Bindefdhigkeit zu PS-11-Herbiziden erhalten geblieben war. Zusétzlich ist bei Piletskaya et al.
(1997 und 1999) eine sehr einfache, schnelle und kostengiinstige Aufreinigung von D1-
Protein beschrieben, die auf dieser Thylakoidisolationsmethode aufbaut. Damit galt dieser

Isolationsmethode das Hauptaugenmerk.
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Die Ergebnisse (s. Abschn. 3.1) zeigten, dass sich die Thylakoidisolationsmethode nach
Piletskaya et al. (1997) tatsdchlich am besten fiir die spdtere Aufreinigung von PS-II-
Proteinkomplexen und D1-Protein eignete. Hier gab es keinen storenden Einfluss von BSA,
wie er bei der Methode nach Cohen & Baxter (1990) zu verzeichnen war. Das dort in der
Isolation als Proteasefanger eingesetzte BSA wird bei der anschlieBenden PS-II-Extraktion
nicht ausgeschlossen und stort damit die Messung des Gesamtproteingehaltes wie auch die
Auftrennung der Proben in der SDS-PAGE. Aufgrund des Anteils an BSA ist keine genaue
Bestimmung des Gehaltes an PS-II-Proteinen in den Proben mdglich. Dies stellt ein groB3es
Problem fiir die D1-Protein-Aufreinigung dar. Es konnen auch spiter keine definierten
Mengen an PS-II-Proteinkomplexen iiber die FPLC aufgetrennt werden, da die
Proteinkonzentration nur zusammen mit dem BSA bestimmt werden kann und das BSA, wie
im SDS-PAGE (s. Abb. 3.8) beobachtet, den Hauptteil an der Gesamtproteinkonzentration
ausmacht.

Die Thylakoidisolation nach Bassi et al. (1985) erwies sich als die in der Durchfithrung
aufwendigste und als die mit den schlechtesten Ergebnissen in  der
Thylakoidmembranausbeute (s. Abschn. 3.1). Es konnten hier zwar Proteinmengen isoliert
werden, die tendenziell zwischen denen der Cohen & Baxter- (Cohen und Baxter, 1990) und
der Piletskaya-Thylakoidisolationsmethode (Piletskaya et al., 1997) lagen; durch die sehr viel
geringeren Ausbeuten an Thylakoidmembranen kann jedoch eine insgesamt sehr viel
geringere Proteinausbeute, auf das Volumen bezogen, nicht ausgeglichen werden. Somit
konnten hier keine Vorteile fiir die Verwendung von Proteaseinhibitoren gegeniiber den

beiden anderen Methoden gezeigt werden.

4.1.2 PS-II-Proteinkomplex-Extraktion

Satoh und Butler haben 1978 erstmalig PS-II-Proteinkomplexe aus Spinat isoliert, die aus drei
Polypeptiden bestanden: das Chlorophyll-bindende-Protein CP43, ein 27-kDa-Protein und
eine Untereinheit des Cytochroms 5-559. 1987 haben Nanba und Satoh PS-II-
Proteinkomplexe aus Spinat isoliert, die aus dem D1- und D2-Protein und Cytochrom b-559
bestanden. Seitdem sind zahlreiche Methoden zur Isolation von PS-II-Proteinkomplexen
entwickelt worden (Rogner et al., 1987; Chapman et al., 1988; Irrgang et al., 1988; Haag et
al., 1990; Chapman et al., 1991; Vitry et al., 1991; Boekema et al., 1995; Hankamer ef al.,
1997a). Dabei konnten, abhidngig von der Isolationsmethode, PS-II-Proteinkomplexe mit

unterschiedlichen Anteilen an noch assoziierten Proteinen isoliert werden.
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Zur Extraktion der PS-II-Proteinkomplexe wurde aus den zahlreich in der Literatur
beschriebenen Methoden die Butanolextraktions-Methode nach Piletskaya et al. (1997)
gewihlt. Diese Methode erschien als viel versprechend fiir die hier verfolgte Anwendung, da
ein Bindungsnachweis von aufgereinigten D1-Proteinen, die aus den nach dieser Methode
isolierten PS-II-Proteinkomplexen isoliert worden waren, mit PS-II-Herbiziden beschrieben
worden war (Chegel ef al., 1998; Piletskaya et al., 1999). Bisher konnte an keiner anderen
Stelle ein Nachweis der Bindung von isoliertem nativen D1-Protein mit PS-II-Inhibitoren
gefunden werden. Zusitzlich wird diese PS-II-Isolationsmethode im Vergleich zu anderen als
zeit- und kostensparend bei groBer Ausbeute beschrieben (Piletskaya et al., 1997 und 1999).
Bei anderen in der Literatur beschriebenen Methoden zur Isolation von PS-II-
Proteinkomplexen werden zum Teil sehr =zeit- und arbeitsaufwendige Schritte
aneinandergekoppelt, beispielsweise bei den in der Arbeitsgruppe von Barber am Imperial
College of Science, London, nach Nanba und Satoh (1987) entwickelten Methoden (Chapman
et al. , 1988 und 1991), die in der Literatur vielfach angewandt und abgewandelt wurden
(Barbato et al., 1995; Vacha et al., 1995; Zheleva et al., 1996; Rhee et al., 1997 und 1998;
Sharma et al., 1997a; Eshaghi et al., 2000; Nield et al., 2000; Hankamer et al., 2001). Nach
Chapman et al. (1988 und 1989) wird an eine Isolation von Thylakoidmembranen eine
Anreicherung von PS-II-angereicherten BBY-Membranen (Granathylakoide nach Berthold,
Babcock und Yocum (1981) isoliert) nach Berthold et al. (1981) angeschlossen; danach folgt
die Isolation des PS-II-Reaktionszentrums iiber eine sehr komplizierte und
isolationsabhingige Solubilisierung mit Triton X-100 und zum Schluss eine Aufreinigung
iiber drei verschiedene Ionen-Austauscher-Chromatographie-Schritte. Ahnlich aufwendig sind
viele weitere Methoden, wie sie z. B. bei Hankamer ef al. (1997a) und Eshaghi et al. (1999)
beschrieben werden, die an die Isolation von Thylakoidmembranen ebenfalls eine
Anreicherung von BBY-Membranen anfligen und die PS-II-Proteinkomplexe mit einer
zeitaufwendigen Dichtegradienten-Zentrifugation isolieren. Bei all diesen Methoden war
jedoch die Ausbeute von geringerer Wichtigkeit, da fiir die weiteren Analysen keine groflen
Mengen an D1-Protein bendtigt wurden.

Die meisten der beschriebenen Methoden verwenden Triton X-100 als Solubilisierungsmittel.
Dieses wird jedoch in einigen Féllen als bedenklich fiir die Bewahrung der urspriinglichen
Struktur der Membranproteine des PS II diskutiert. So konnten z. B. Roon et al. (2000) iiber
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass die iiber Triton X-100 isolierten
BBY-Membranen eine vollig zufillige Orientierung ihrer PS-II-Superkomplexe zeigten.

Dagegen zeigten mit n-Dodecyl-a-D-Maltosid isolierte Thylakoidmembranen einen hohen
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Grad an zweidimensionaler Ordnung. Damit konnte nachgewiesen werden, dass Triton X-100
zu Verdnderungen in der Anordnung der PS-II-Proteinkomplexe fiihrt und damit die Nativitét
von einzelnen Proteinen des Komplexes zerstdoren kann. N-Dodecyl-a-D-Maltosid wurde
dagegen als ein schonenderes Solubilisierungsmittel identifiziert (Roon et al., 2000). Weder
bei den mit Triton X-100 solubilisierten PS-II-Proteinkomplexen noch bei anderen Methoden
wurde die Bewahrung der Bindefdhigkeit von DI1-Proteinen gegeniiber PS-II-Herbiziden
beschrieben. Vielmehr konnten Eshagi et al. (2000) zeigen, dass die iiber die sehr viel
schonendere n-Dodecyl-B-D-Maltosid-Behandlung isolierten PS-II-LHC-II-Superkomplexe
(Photosystem-II-Light-harvesting-complex-II-Superkomplexe) kein Diuron mehr binden
konnten und die Struktur der Qg-Bindenische modifiziert war. Zuséitzlich wiesen sie nach,
dass auch nur geringe Mengen an Plastochinon an die Qg-Bindenische gebunden werden
konnten, da das Plastochinon aufgrund der Modifizierung der Bindenische nicht mehr
stabilisiert werden kann. Hankamer er al. (1997a) beschreiben ebenfalls eine schlechte
Stabilitdt von tiiber Triton X-100 isolierten PS-II-LHC-II-Superkomplexen. Dies waren
Argumente dafiir, den Isolationen iiber Detergenzien-Solubilisierung keinen Vorrang vor der
Butanolextraktionsmethode einzurdumen.

Es wurde in dieser Arbeit der Methode der Butanolextraktion nach Piletskaya et al. (1997)
den Vorzug gegeben, da bei Piletskaya et al (1999) die Bewahrung der Herbizid-
Bindefdhigkeit des DI1-Proteins, das aus dem nach dieser Methode isolierten PS-II-
Proteinkomplexen aufgereinigt worden war, beschrieben wurde. Zusitzlich bot diese Methode
den Vorteil, dass in einem Schritt sowohl Lipide als auch Pigmente von den PS-II-
Proteinkomplexen entfernt werden konnen. Bei den Isolationsmethoden mit Detergenzien
miissen die Pigmente im Anschluss tiber Dichtegradientenzentrifugation oder Gelfiltration
abgetrennt werden. Vorteil der Verwendung einer nicht Detergenzien-haltigen PS-II-
Proteinkomplex-Isolation war auch, dass die isolierten Extrakte direkt auf das SDS-PAGE zur
Untersuchung aufgetragen werden konnten. Da SDS inkompatibel mit nicht-ionischen
Detergenzien ist (Lottspeich und Zorbas, 1998), musste bei der hier angewendeten Methode
nicht erst vorher ein Detergens entfernt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es besonders wichtig, dass eine DI1-Protein-
Aufreinigung gefunden wurde, die groBBe Ausbeuten an DI1-Protein bei einem hohen
Reinheitsgrad liefert. Diese Zielsetzung konnte mit der Butanolextraktionsmethode nach
Piletskaya et al. (1997) erreicht werden.

Uber SDS-PAGE und Western-Blotting konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden (s.

Abschn. 3.3.1), dass im Vergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen Methoden zur
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Isolation von PS-II-Proteinkomplexen mit der hier beschriebenen Butanolextraktionsmethode
auf sehr viel schnellerem, kostengiinstigerem und einfacherem Weg PS-II-Proteinkomplexe
mit ausreichend hohen Proteinausbeuten isoliert werden konnten. Die Verwendung von
Butanol als Solubilisierungsmittel anstelle von Detergenzien erwies sich als sehr effektiv und
einfach in der Anwendung. Chapman et al. (1991) beschreiben, dass Isolationen ohne
Detergenzien oft sehr viel reinere Isolate liefern als {iber Detergenzien-Behandlung erhaltene
Priparationen. Die im SDS-PAGE gezeigte hohe Reinheit der Priparate {iber nur einen
Solubilisierungsschritt mit Butanol erfiillt damit eine der Voraussetzungen, die fiir die
Anwendung des DI-Proteins als biologische Einheit im Biosensor notwendig sind. An
anderer Stelle (Nelson, 1982) konnte gezeigt werden, dass es iiber die Butanolextraktion
moglich ist, ein funktionell aktives Protein der CFy-Untereinheit (Transmembraner
Protonenkanal der ATPase) der Thylakoid-ATPase (Thylakoid-Adenosintriphosphatase) zu
isolieren. Das stiitzte die Annahme, dass auch das spiter noch aufzureinigende D1-Protein
funktionell aktiv erhalten bleibt.

Uber die durchgefiihrten SDS-PAGEs und Western-Blots konnte das D1-Protein in den PS-II-
Proteinkomplexen spezifisch identifiziert werden (s. Abschn. 3.2). Eine Zuordnung der
weiteren Proteinbanden in den SDS-Polyacrylamigelen erfolgte anhand der Literatur (Nixon
et al., 1986; Barber et al., 1987; Nanba und Satoh, 1987; Vacha et al., 1995; Nakazato ef al.,
1996; Sharma et al., 1997a und 1997b; Kuhl ef al., 2000; Komenda et al., 2002; Gao et al.,
2004; Mizusawa et al., 2004) (s. Abschn. 3.2). Es wurden keine der weiteren Proteine iiber
einen Antikorper-Nachweis untersucht. Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, konnten folgende
Proteine in den PS-II-Proteinkomplexen gefunden werden: D1/D2-Dimere (ca. 62 kDa), die
Core-Antennen-Proteine CP47 (ca. 47 kDa) und CP43 (ca. 43 kDa), D1-Protein-Monomere
(ca. 36-39 kDa), D2-Protein-Monomere (ca. 32-33 kDa), die a-Untereinheit des Cytochroms
b-559 (ca. 9 kDa) und die B-Untereinheit des Cytochroms b-559 (ca. 4,5 kDa). Damit wurden
hier iiber die Butanolextraktionsmethode nach Piletskaya ef al. (1997) nach der Definition
von Hankamer et al. (1997b) Photosystem-II-Proteinkomplexe, bestehend aus dem PS-II-
Reaktionszentrum inklusive den eng mit ihm assoziierten Antennen-Proteinen CP47 und
CP43, isoliert (s. Abschn. 1.1 und 3.2). Die a- und B-Untereinheiten des Cytochroms b-559
sowie die Antennen-Proteine CP47 und CP43 sind eng assoziiert mit dem D1- und D2-Protein
(Moskalenko et al., 1992; Barbato et al., 1995; Hankamer et al., 1997b). Dies ist eine
mogliche Erkldrung dafiir, dass diese beiden Untereinheiten selbst bei dem kleinsten der zu
isolierenden PS-II-Proteinkomplexe, dem PS-II-Reaktionszentrum, neben dem D1- und D2-

Protein zu finden sind.
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Obwohl das DI1-Protein, wie Sharma et al. (1997a) iiber Electrospray lonization Mass
Spectrometry (ESI-MS) nachgewiesen haben, ein Molekulargewicht von 38.033,6 Da in der
nicht phosphorylierten Form und von 38.113,6 Da in der phosphorylierten Form besitzt (fiir
Pisum sativum), st es im SDS-PAGE bzw. Western-Blot, wie es bisher auch schon in der
Literatur beschrieben wurde (Satoh et al., 1983; Nixon et al., 1986; Barber et al., 1987,
Nanba und Satoh, 1987; Chapman et al., 1989; Hankamer et al., 1997a; Sharma et al., 1997a;
Eshaghi et al., 1999; Kuhl et al., 2000; Gao et al., 2004; Mizusawa et al., 2004), auf der Hohe
von ca. 32 kDa zu finden. Aufgrund der ersten Untersuchungen des D1-Proteins iiber SDS-
PAGE nahm man daher zuerst (Satoh et al., 1983) und noch viele weitere Jahre an, dass das
D1-Protein ca. 32 kDa grof3 ist (s. Abschn. 1.2). Auf genomischer Ebene konnte jedoch
bereits 1982 iiber die Gensequenz die GroBe des D1-Proteins von Spinacea oleracea mit ca.
38.950 Da bestimmt werden (Zurawski ef al., 1982). In zahlreichen Untersuchungen, in denen
die PS-II-Proteinkomplexe {iber SDS-PAGE aufgetrennt wurden (Satoh et al., 1983; Nixon et
al., 1986; Barber et al., 1987; Chapman et al.; 1989, Boekema et al., 1999; Eshaghi et al.,
1999; Kuhl et al., 2000), wird das D1-Protein jedoch mit einer molekularen Masse von ca. 32
kDa beschrieben. Dieses charakteristische Laufverhalten des DI1-Proteins im SDS-PAGE
konnte durch eine unvollstindige Auffaltung der Proteine bei der Denaturierung mit SDS
erklart werden. Sind die Proteine unvollstindig aufgefaltet, wandern sie schneller durch das
Gel, als sie es auf Grund ihres Molekulargewichtes diirften (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Dies konnte auf die elektrostatischen Eigenschaften und die Hydrophobizitit des Proteins
zuriickzufiihren sein.

Die in dieser Arbeit beobachtete Lage des D1-Proteins im SDS-Polyacrylamidgel bei einem
hoheren Molekulargewicht als dem des D2-Proteins wurde bei Nixon et al. (1986) und Barber
et al. (1987) erstmalig beschrieben. Sie konnten nachweisen, dass die Lage dieser zwei
Proteine im SDS-PAGE von der Verwendung von Harnstoff abhingig ist. Ohne die
Verwendung von Harnstoff im Gel, lief das D2-Protein mit einer geringeren molekularen
Masse im Gel als das D1-Protein; bei Anwesenheit von 6 M Harnstoff beobachteten sie das
Gegenteil. Da bei spdteren Untersuchungen von Photosystem-II-Proteinen meistens >6 M
Harnstoff im Gel verwendet wurde, findet man in den Veroffentlichungen das D1-Protein im
SDS-Polyacrylamidgel meistens bei einer geringeren molekularen Masse als das D2-Protein
(Sharma et al., 1997a und 1997b). Kanervo et al. (2003) beobachteten ebenfalls den Lauf des
D1-Proteins oberhalb des D2-Proteins im SDS-Polyacrylamidgel ohne Harnstoff. Da fiir die

gelelektrophoretische Auftrennung in dieser Arbeit kein Harnstoff in den Gelen verwendet
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wurde, kann dariiber die hier gefundene Lage des DI1-Proteins bei einem hdheren

Molekulargewicht als dem des D2-Proteins im SDS-Polyacrylamidgel erklért werden.

4.1.3 Vergleich ausgewihlter Pflanzenspezies

Auf genomischer Ebene ist eine Vielzahl von Untersuchungen durchgefiihrt worden, die das
Photosystem II und das D1-Protein verschiedener Phyla, aber auch unterschiedlicher Spezies,
u. a. innerhalb der hoheren Pflanzen, vergleichen (Sinning et al., 1989; Svensson et al., 1991;
Jansson et al., 1997; Oettmeier, 1999). Im Gegensatz dazu gibt es auf proteomischer Ebene
nur wenige vergleichende Untersuchungen des Photosystems II und/oder des D1-Proteins bei
verschiedenen Spezies hoherer Pflanzen.

Bis zu diesem Zeitpunkt wurden in der Literatur auf proteomischer Ebene nur
Untersuchungen des Photosystems II von Rotalgen (Eukaryotische Algen) (Gao ef al., 2004),
Purpurbakterien (Eubakterien) (Deisenhofer et al., 1984), Griinalgen (Eukaryotische Algen)
(Hippler et al., 2001), Cyanobakterien (prokaryotische Algen) (Kuhl et al., 2000; Komenda et
al., 2002; Mizusawa et al., 2004) und einigen ausgewidhlten Spezies hoherer Pflanzen (aus
Spinacea oleracea: Nakazato et al., 1996; Hankamer et al., 1997a; Boekema et al., 1999;
Eshaghi ef al., 1999; aus Pisum sativum: Nixon et al., 1986; Barber et al., 1987; Vacha et al.,
1995) durchgefiihrt. Es wurden dabei PS-II-Proteinkomplexe mit variierender Komplexitit in
ihrer Proteinzusammensetzung isoliert (Hankamer et al., 1997a und 1997b; Chapman et al.,
1991). Direkte Vergleiche beschrinken sich auf das Photosystem II von Cyanobakterien
(prokaryotische Algen) und hoheren Pflanzen (Eukaryoten) (Boekema et al., 1995; Hasler et
al., 1997).

Ein Vergleich von isoliertem D1-Protein unterschiedlicher Pflanzenspezies bzw. Organismen
verschiedener Reiche und Phyla, im Besonderen ein Vergleich hinsichtlich der Funktionalitit,
war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht erfolgt. Daher war einer der Kernpunkte dieser Arbeit
der Vergleich verschiedener Spezies hoherer Pflanzen in den verschiedenen Schritten der D1-
Protein-Aufreinigung hinsichtlich der Ausbeute an D1-Protein. Als besonderer Schwerpunkt
sollte dabei die Funktionalitdt des DI1-Proteins verschiedener Pflanzenspezies anhand ihrer
Bindefdhigkeit zu PS-1I-Herbiziden charakterisiert werden.

Unter den vier Pflanzenspezies wurde zuerst Vicia faba ausgewéhlt, da sie die am IMBIO
etablierte Spezies darstellte, aus der die Thylakoidmembranen fiir den biosensorischen
Nachweis von Herbiziden iiber die Puls-Amplituden-Fluorometrie gewonnen werden. Daher
lagen mit dieser Pflanze die meisten Erfahrungen vor; so war schon nachgewiesen, dass sie

auf der Stufe der Thylakoidmembranen noch Herbizid-bindefdhiges D1-Protein aufweist
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(Bausch-Weis, 1994; Bausch-Weis et al.,, 1994; Zimmermann et al., 1996 und 1999;
Trapmann et al., 1998 und 2000; Schnabl et al., 2000). Zusédtzlich liefert Vicia faba einen
hohen Anteil an photosynthetisch aktiven Blittern gegeniiber der Restmasse (Trapmann,
1999), was fiir die hier bendtigte Aufreinigung von grofen Mengen an D1-Protein von
erheblicher Wichtigkeit war. Als weitere Pflanzenspezies wurden Spinacea oleracea und
Pisum sativum, speziell die Varietdt Feltham first, ausgesucht, da sie die in der Literatur am
hiufigsten verwendeten Spezies der hoheren Pflanzen sind (Nixon et al., 1986; Barber et al.,
1987; Vacha et al., 1995; Nakazato et al., 1996; Hankamer et al., 1997a; Rhee et al., 1997;
Sharma et al., 1997a; Boekema et al., 1999; Eshaghi et al., 1999; Hankamer et al., 2001).
Zusétzlich wurde als weitere Testpflanze Lactuca sativa in die Untersuchungen einbezogen,
eine Pflanzenspezies, iiber die in der Literatur keine proteomischen Untersuchungen zur PS-
[I-Isolation zu finden waren, die aber die Gewinnung groBer Mengen an D1-Protein ohne
groBBeren Planungsaufwand ermoglicht, da sie jederzeit auf dem Markt erworben werden
kann.

Uber den Vergleich der Pflanzenspezies sollte die fiir die Isolation des D1-Proteins am besten
geeignete herausgefunden werden. Dabei war auch der mogliche Einfluss von sekundiren
Pflanzeninhaltsstoffen auf die Qualitdt der Isolate einzubeziehen. So konnten Schlee et al
(1992) zeigen, dass Vicia faba-Pflanzen zwar einen hohen Chlorophyllgehalt aufweisen, aber
auch sekundire Inhaltsstoffe besitzen, die schon bei leichten Stressbedingungen fiir die
Pflanze zu weniger aktiven Thylakoidisolaten fiihren.

Unter den ausgewdhlten Pflanzenspezies konnte mit den Methoden der Vitalitits- und der
Proteingehaltsbestimmung Vicia faba als die am besten geeignete Spezies herausgestellt
werden, da sie tendenziell sowohl die hochsten Vitalititen als auch die hochsten
Proteingehalte aufwies (s. Abschn. 3.1.1 und 3.1.3). Koblizek et al. (1998) haben fiir isolierte
PS-II-Proteinkomplexe von Vicia faba und Pisum sativum den Elektronentransport von H,O
zu dem kiinstlichen Elektronenakzeptor 2,6-Dichlorophenolindophenol (DCPIP) verglichen.
Auch sie stellten bei Vicia faba eine hohere Aktivitit fest. Die Beobachtung der hdchsten
Proteingehalte im Bradford-Test (s. Abschn. 3.1.3) konnte auch iiber die Untersuchungen der
PS-II-Proteinkomplexe liber SDS-PAGE und Western-Blotting bestétigt werden. Bei Vicia
faba  konnte aufgrund des  Auftretens von  DI1/D2-Dimeren im  SDS-
Polyacrylamidgel/Western-Blot ein insgesamt hoherer Gehalt an D1-Protein gefunden werden
(s. Abschn. 3.2.1). Das Auftreten der D1/D2-Dimere bei Vicia faba und bei keiner der
anderen getesteten Spezies stellt eine in der Literatur bisher noch nicht beschriebene

Besonderheit dar.
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Damit konnte schon auf der Ebene der PS-II-Proteinkomplexe deutlich gezeigt werden, dass
Vicia faba von den untersuchten Spezies die hochsten Ausbeuten an D1-Protein liefern kann.
Der Nachweis von dimeren Strukturen des D1/D2-Proteins im SDS-PAGE kann eventuell
tiber eine stirkere Bindungsaffinitit dieser beiden Proteine zueinander erkldrt werden.
Aufgrund der unterschiedlichen Aminosduresequenz der D1- und D2-Proteine verschiedener
Pflanzenspezies (Svensson et al., 1991; Jansson und Méenpidd, 1997; P06585 PSBA PEA,
2006; P13910 PSBA_VICFA, 2006; P69557 PSBA_LACSA, 2006) ist es moglich, dass bei
Vicia faba diese beiden Proteine iiber mehr Wasserstoffbriickenbindungen miteinander
verbunden sind und deshalb iiber die Solubilisierung mit Butanol nach Piletskaya et al. (1997)
nicht voneinander getrennt werden konnen. Gao et al. (2004) konnten bei den von ihnen
isolierten PS-II-Proteinkomplexen aus der Rotalge Porphyridium yezoensis ebenfalls D1/D2-
Dimere im SDS-PAGE finden, die sich selbst durch Solubilisierung mit dem harschen
anionischen Detergens SDS nicht voneinander trennen lieBen. Dies sahen sie als Bestdtigung
dafiir, dass die Thylakoidmembranen von Rotalgen eine hohere natiirliche Resistenz zu
Detergenzien haben. Diese natiirliche Resistenz gegen nicht-ionische Detergenzien, besonders
gegen Detergenzien wie etwa dem Triton X-100, wurde ebenfalls bei Braunalgen gefunden
(Anderson und Barrett, 1979; Liu et al., 2004). Bei Piletskaya et al. (1997) konnten solche
Dimere allerdings nicht gefunden werden, dort wurde jedoch nur mit der Spezies Pisum
sativum gearbeitet. Damit decken sich die Befunde aus der Literatur (Piletskaya et al., 1997)
mit dem hier erzielten Ergebnis, dass bei Pisum sativum nur D1-Monomere und keine D1/D2-
Dimere mit der Butanolextraktionsmethode isoliert werden konnen. Bei Pisum sativum
scheint damit die Bindung zwischen dem D1- und D2-Protein schwicher zu sein, so dass
diese liber das SDS vollsténdig solubilisiert und aufgetrennt werden kénnen.

Die Bewahrung von D1/D2-Dimeren bei Vicia faba hat eine groBe Bedeutsamkeit, da diese
eine Alternative fiir D1-Monomere als biologische Einheit im Biosensor darstellen kdnnten.
Da in der Literatur bekannt ist, dass die Bewahrung der urspriinglichen Form der Q-
Bindenische stark von der Erhaltung der Tertidr- und Quartirstruktur abhéngig ist (Trebst,
1986, 1987 und 1991), liegt die Vermutung nahe, dass die Qp-Bindenische in den Dimeren
eventuell funktionsfahiger erhalten bleibt als bei den D1-Monomeren (s. auch Abschn. 4.2.1).
Daher konnte bei den Dimeren moglicherweise eine Bindefdhigkeit zu PS-II-Herbiziden noch
erhalten sein, wenn diese bei den D1-Monomeren der verschiedenen Pflanzenspezies verloren
gegangen ist. Damit konnte Vicia faba hier als eine Alternative fiir den Einsatz der aus ihr

isolierten D1-Proteine als biologische Einheit im Biosensor aufgezeigt werden.
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Lactuca sativa stellte sich liber die verschiedenen Testmethoden als die am wenigsten
geeignete Pflanze dar (s. Abschn. 3.1 und 3.2). Sowohl die Proteingehalte als auch die
Vitalitdit der Thylakoide waren geringer als bei den anderen untersuchten Pflanzenspezies.
Auch im SDS-Polyacrylamidgel und Western-Blot der PS-II-Proteinkomplexe war kein
hoherer Gehalt an DI1-Protein als bei den anderen Pflanzenspezies zu finden. Dies ist
eventuell {liber eine geringere Menge an Photosystemen in den Thylakoidmembranen von
Lactuca sativa zu erkliren, die durch die sehr schwierige Anzucht von qualitativ
hochwertigen Pflanzen dieser Spezies im Gewédchshaus begriindet werden konnte. Dies wird
durch die Untersuchungen von Schlee (1992) und Trapmann (1999) unterstiitzt, die
herausfanden, dass Lactuca sativa-Pflanzen weniger Chlorophyll pro Blattfliche als z. B.
Vicia faba-Pflanzen besitzen.

Spinacea oleracea wurde in dieser Arbeit wegen der geringen Thylakoidmembran-Ausbeute
und auch aufgrund der relativ schwierigen Anzucht nicht weiter als D1-Protein-Lieferant
verwendet. Leegood und Walker (1988) konnten zeigen, dass sowohl die Ausbeute als auch
die photosynthetische Aktivitit von Chloroplasten, die aus Spinacea oleracea-Pflanzen
isoliert wurden, stark von der Anzucht der Pflanzen abhingig ist. Sie beschreiben, dass die
Anzucht von fiir die Isolation von photosynthetischen Einheiten geeigneten Spinacea
oleracea-Pflanzen in diesen Breiten sehr schwierig ist. Die Pflanzen sind sehr empfindlich
gegeniiber Umweltfaktoren wie Licht und Temperatur. Leegood und Walker (1988) konnten
erst nach langjdhriger Erfahrung ein System entwickeln, mit dem sie Spinatpflanzen mit
reproduzierbaren Chloroplastenaktivititen anziehen konnten. Zusitzlich war die Qualitdt der
Isolate auch abhingig von der Erntezeit. Nach der ersten Bliite oder tagsiiber geerntete
Pflanzen zeigten sehr schlechte Aktivititen der Isolate. Dies konnte auf den hohen Gehalt an
Stdrke und Calciumoxalat zuriickgefiihrt werden. Diese werden durch weile Ringe im
Thylakoidpellet nach der Zentrifugation sichtbar. Ahnliche Probleme konnten sowohl bei der
Anzucht der in dieser Arbeit verwendeten Spinatpflanzen als auch bei der Thylakoidisolation
aus Spinacea oleracea beobachtet werden. Daher konnten diese Faktoren eine Erklarung fiir
die schlechten Thylakoidisolate und —ausbeuten bei Spinacea oleracea sein. Die bei der
Isolation ausbleibende Bildung eines Pellets (s. Abschn. 3.1.1) kann eventuell iiber die
Wachsschicht auf den Blittern der Pflanzen erkldrt werden. Trapmann (1999) stellte bei der
Isolation des von der Oberflichenstruktur her sehr &hnlichen Feldsalates (Valerianella
locusta) die gleichen Probleme fest. Sie konnte dies durch das von der Blattoberfliache geldste

Wachs erkléren, das die Bildung eines Pellets wihrend der Zentrifugation verhinderte.
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Ein Vergleich der beiden Varietiten von Pisum sativum wurde nicht weiter verfolgt, da
aufgrund der Ergebnisse (s. Abschn. 3.1 und 3.2) keine signifikant wiederkehrenden
Tendenzen zwischen beiden Varietdten beobachtet werden konnten. Nur in einer Hinsicht
unterschieden sich die Varietidten: Bei der Varietit Maiperle konnte eine geringere
Materialausbeute bei der Pflanzenanzucht festgestellt werden. Ein deutlicher Unterschied in
der Proteinzusammensetzung beider Varietdten war nicht zu erwarten, da beide aus der
gleichen Spezies stammen und damit genetisch sehr homolog sind. Leegood und Walker
(1988) konnten feststellen, dass es zu keinen Unterschieden in der Aktivitdt von Isolaten
photosynthetischer Einheiten zwischen den Varietiten der Spezies Pisum sativum kam. Sie
stellten es als wichtiger heraus, eine hiesige Varietit zu wihlen, die an die lokalen,
jahreszeitlich bestimmten Lichtbedingungen angepasst ist. Ebenso zeigten sie optimale

Anzuchtbedingungen als notwendige Voraussetzungen fiir eine gute Isolatqualitét auf.

4.1.4 Einfluss ausgewihlter Anzuchtbedingungen

Bei dem Vergleich der Anzuchtbedingungen mit und ohne kiinstliche Zusatzbelichtung zeigte
sich bei der Spezies Vicia faba eine weitere Besonderheit auf. Anhand der durchgefiihrten
Experimente konnten hier lichtabhidngige Unterschiede in der Menge an D1/D2-Dimeren
festgestellt werden (s. Abschn. 3.2).

Bei einem direkten Vergleich von parallelen PS-II-Proteinkomplex-Isolationen aus mit und
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen (PS 11 37 B und PS II 37 BL) zeigten
sich iiber SDS-PAGE und Western-Blotting bei den mit kiinstlicher Zusatzbelichtung
angezogenen Pflanzen geringere Mengen an D1/D2-Dimeren (s. Abschn. 3.2.1) (Schulten et
al., 2005). Zusitzlich konnten iiber die Proteingehaltsbestimmung tendenziell geringere
Proteingehalte bei den Isolaten von Pflanzen, die mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogen
worden waren, gefunden werden (s. Abschn. 3.1.3). Diese Beobachtungen konnten als
Hinweis auf ein ,,Photodamage® gewertet werden. Studien mit photoinhibierten Proben von
Bléttern bis hin zu isolierten PS-II-Proteinkomplexen konnten bereits sehr frith aufzeigen,
dass die erste Verletzungsstelle das Photosystem-II-Reaktionszentrum ist (Powles und
Bjorkman, 1984; Tytler et al., 1984; Barengi und Krause, 1985; Cleland und Critchley, 1985;
Krause ef al., 1985; Arntz und Trebst, 1986; Cleland et al., 1986; Theg et al., 1986; Demeter
et al., 1987; Ohad et al., 1988) bzw. nahe der Plastochinon-Bindestelle liegt (Kyle et al.,
1984; Nedbal et al., 1986; Allakhverdiev et al., 1987). Schon Chapman et al. (1989) konnten
bei einer Bestrahlung von D1/D2-Cytochrom-b559-Komplexen mit einer Lichtstirke von

500 pmol m™ s bei 4 °C eine Abnahme der Intensitit von D1- und D2-Proteinbanden im
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SDS-Polyacrylamidgel feststellen; das galt sowohl fiir Monomere wie auch fiir Dimere.
Zusitzlich beobachteten sie eine mit zunehmender Belichtungszeit ansteigende Aggregation
der PS-II-Proteinkomplexe, wodurch die Proteine nicht in das Gel eindringen konnten und
nicht aufgetrennt werden konnten. Nakajima et al. (1995) fanden ebenfalls bei PS-II-
Komplexen von Spinat eine Abnahme des Gehalts an D1-Proteinen, damit verbunden eine
Bildung von 23- und 16-kDa-Fragmenten sowie die Bildung einer 41-kDa-Bande, die als
Addukt zwischen dem D1-Protein und der a-Untereinheit des Cytochroms 5-559 identifiziert
werden konnte.

Auch Cai und Xu (2002) konnten nach Starklichtbehandlung (2.000 pmol m™ s™) eine
signifikante Abnahme der Menge an D1-Protein in den Blittern von Sojabohnen (Glycine
max) detektieren. Unter Starklicht-Bedingungen war dort ein Netto-Verlust an D1-Protein
und/oder ein irreversibles ,,Photodamage® von PS-II-Proteinkomplexen unvermeidbar, da die
Rate an D1-Protein-Abbau die Neusyntheserate liberstieg. Cai und Xu (2002) fanden auch,
dass das Ausmal} des Abbaus an D1-Protein signifikant kleiner war als die Abnahme in der
lichtgesittigten PS-II-Elektronentransportrate. Dieses erkldren sie iiber eine Akkumulation
von lichtgeschddigten DI1-Proteinen. Auch Alfonso et al (2004) konnten bei
Zellsuspensionen von Gycine max durch Bestrahlung, sowohl mit 70 pmol m™ s™ als auch mit

1.000 pmol m™ s’

, eine Abnahme der Menge an DI-Protein im SDS-Polyacrylamidgel
feststellen, die unter Starklichtbedingungen stark beschleunigt war. Bei Lupinkova et al
(2002) konnte bei Synechocystis die Bildung von Addukten aus DI1-Protein und der a-
Untereinheit des Cytochroms b-559 beobachtet werden. Lupinkova et al. (2002) schlossen aus
thren Ergebnissen, dass das Addukt das Produkt einer Reaktion zwischen dem oxidierten
Histidin-252-Rest des D1-Proteins mit der N-terminalen Aminogruppe der Cytochrom-a-
Untereinheit ist. Komenda et al. (2002) fanden heraus, dass diese Verbindung des DI1-
Proteins mit der a-Untereinheit des Cytochroms b-559 durch eine Oxidation des D1-Proteins
entsteht, die durch reaktive oxidative Spezies katalysiert wird. Sie beobachteten dabei
ebenfalls eine Abnahme des D1-Proteins bei Synechocystis PCC 6803 durch Bestrahlung mit
250 umol Photonen m™s™.

Eine solche Adduktbildung konnte bei den Experimenten mit hoheren Pflanzen in dieser
Arbeit nicht gefunden werden.

Bei den in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zum ,,Photodamage am Photosystem
I konnten hdufig Abbauprodukte des D1-Proteins entdeckt werden. Nach dem heutigen
Kenntnisstand nimmt man an, dass der Abbau des DI1-Proteins eine mehrstufige

proteolytische Reaktion ist (Andersson und Aro, 1997). Dabei wird vermutet, dass als erster
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Schritt eine lichtinduzierte Konformationsinderung des DI1-Proteins auftritt, damit die
primére Spaltungsstelle fiir Proteasen zugénglich wird (Kyle et al., 1984; Mattoo et al., 1984;
Aro et al., 1993; Andersson und Aro, 1997). Basierend auf der Detektion eines N-terminalen
23-kDa- und eines C-terminalen 10-kDa-Fragments nimmt man an, dass die priméire Spaltung
des D1-Proteins hauptsidchlich im stromalen Loop stattfindet, der die Transmembran-Helices
IV und V des DI-Proteins verbindet (Greenberg et al., 1987; Canovas und Barber, 1993;
Kanervo et al., 1998; Wiklund et al., 2001). HauBiihl et al. (2001) konnten DegP2 als
Protease identifizieren, die die primidre GTP-abhingige (Guanosintriphosphat-abhingige)
Spaltung des D1-Proteins im stromalen IV-V-Loop katalysiert. Sie konnten zeigen, dass das
DegP2-Protein-Level durch Bestrahlung mit hoch-intensivem Licht zunahm, ebenso durch
andere Stressfaktoren wie hohe Konzentrationen an NaCl und Austrocknung. Lindahl et al.
(2000) konnten eine sekunddre Proteolyse des 23-kDa-Fragments durch die
Metalloendopeptidase FtsH finden. Durch diesen Prozess kann dann eine neue Kopie des D1-
Proteins in das Reaktionszentrum integriert werden, womit die photosynthetische Funktion
wiederhergestellt werden kann.

Nach heutigem Stand der Forschung geht man davon aus, dass die lichtgeschiadigten PS-II-
Zentren aus den Grana- in die Stromathylakoidregionen migrieren, da dort die zwei priméiren
Abbaufragmente (Barbato et al., 1991) sowie die FtsH-Protease (Lindahl et al, 1996)
gefunden werden konnten. Zusétzlich sind in den Stromathylakoiden die neu synthetisierten
D1-Protein-Vorformen zu finden, die nach dem derzeitigen Forschungsstand dort in die PS-II-
Reaktionszentren eingebaut werden (Aro et al., 1993; Wijk et al., 1996).

Eine Erklarung dafiir, dass in den Untersuchungen dieser Arbeit keine Abbaufragmente des
DI1-Proteins gefunden werden konnten, konnte durch die PS-II-Extraktionsmethode erklart
werden. Andreasson et al. (1988) und Juhler et al. (1993) zeigten, dass sie iiber die
Behandlung von Thylakoidmembranen mit Ultraschall Granathylakoide anreichern konnten.
Wegen der Verwendung von Ultraschall bei der PS-II-Extraktionsmethode nach Piletskaya et
al. (1997) ist es moglich, dass die hauptsdchlich in den Stromabereichen zu findenden
Abbauprodukte durch die Butanolaufreinigung nicht mit extrahiert wurden.

Zusitzlich ist zu beachten, dass das in der Literatur beschriebene ,,Photodamage® meist nur
bei der Bestrahlung von isolierten Zelleinheiten (wie Zellsuspensionen oder isolierten PS-II-
Komplexen) oder bei Pflanzen, die kurz vor den Untersuchungen bestrahlt worden waren,
aufgezeigt werden konnte. Die hier untersuchten Pflanzen wurden von Anbeginn der
Aufzucht entweder mit oder ohne die kiinstliche Zusatzbelichtung angezogen. Daher hatten

die Pflanzen widhrend ihrer Entwicklung Zeit, sich den Umweltbedingungen anzupassen.
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Damit konnte eine weitere Erklarung fiir den insgesamt hoheren Gehalt an Photosystem-II-
Proteinen bei den ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogenen Pflanzen sein, dass die
Pflanzen aufgrund von Lichtmangel mehr PS-II-Reaktionszentren gebildet haben, um das
wenige vorhandene Licht besser ausnutzen zu konnen. Eine dhnliche Beobachtung kann man
bei Schattenbléttern feststellen. Sie besitzen besonders grofle Granathylakoidstapel, die aus
bis zu 100 aufeinander gestapelten Thylakoiden bestehen konnen (Sitte ef al., 1991). Dies
konnte auch eine Erkldrung fiir die nicht gefundenen D1-Abbaufragmente sein, da es in
diesem Falle zu keinem ,,Photodamage” gekommen wdre. Genauere Untersuchungen zu
diesen anzuchtbedingten Unterschieden wurden nicht durchgefiihrt, da sie nicht Thema der

Arbeit waren.

4.2 Beurteilung der D1-Protein-Aufreinigung fir die Verwendung
des D1-Proteins als biologische Einheit in einem SPR-Biosensor

Untersuchungen zur am besten geeigneten Aufreinigungsmethode des DI1-Proteins bei
verschiedenen Pflanzenspezies sind bisher in der Literatur noch nicht beschrieben worden.
Aufreinigungen des D1-Proteins sind bislang vor allem im Hinblick auf den strukturellen
Nachweis bzw. die strukturelle Identifikation (Sharma et al., 1997a und 1997b) untersucht
worden. Die extrem hydrophoben Eigenschaften gekoppelt mit der strukturellen Komplexitit
des D1-Proteins machen es zu einem sehr schwer zu isolierenden und zu untersuchenden
Protein (Sharma et al., 1997b).

Lediglich zur Untersuchung der Funktionalitdt des Photosystems II bei verschiedenen Spezies
sind diverse Untersuchungen beziiglich der am besten geeigneten Isolationsmethode erfolgt
(Gounaris und Barber, 1985; Barber ef al., 1987; Rogner ef al., 1987; Chapman et al., 1988;
Haag et al., 1990; Chapman et al., 1991; Hankamer et al., 1997a; Eshaghi et al., 1999).

Der bisher einzige Nachweis der Aufreinigung von funktionell intaktem und Herbizid-
bindefdhigem D1-Protein aus Pisum sativum wurde von Piletskaya et al. (1998 und 1999)
tiber ELISA und potentiometrische Messungen und von Chegel ef al. (1998) iiber eine selbst
entwickelte SPR-Apparatur erbracht.

Ein Vergleich der Funktionalitit von DI1-Proteinen verschiedener Pflanzenreiche bzw.
-spezies auf proteomischer Ebene konnte in der Literatur nicht gefunden werden; deshalb
erfolgten gezielte Untersuchungen zu diesem Vergleich im Rahmen dieser Arbeit. Zuséitzlich
wurde noch kein Vergleich auf biosensorischer Ebene der Bindefdhigkeit von aufgereinigtem
DI1-Protein verschiedener Pflanzenspezies an PS-II-Herbizide vorgenommen. Als einer der

Schwerpunkte sollte daher in dieser Arbeit die Funktionalitit des D1-Proteins verschiedener
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Pflanzenspezies anhand ihrer Bindefdhigkeit zu PS-II-Herbiziden mittels der Methode der
SPR verglichen werden.

In dieser Arbeit konnte iiber die verschiedenen Methoden zur Charakterisierung nicht nur
gezeigt werden, dass das D1-Protein iiber die hier entwickelte Methode isoliert werden kann,
sondern dariiber hinaus auch, dass es sich noch in einem funktionell Herbizid-bindefahigen
Zustand befindet (s. Abschn. 3.3 und 3.4.5). Die D1-Proteine konnten dabei reproduzierbar in
einem Konzentrationsbereich von 41-75 % 1-Propanol eluiert werden (Schulten et al., 2005).
Wichtig waren auch in diesem Aufreinigungsschritt wieder hohe Ausbeuten und eine gute
Reproduzierbarkeit der Methode. Daher sollte auch hier die Pflanzenspezies mit der hochsten
Ausbeute an Herbizid-bindefdhigem D1-Protein gefunden werden.

Auch in diesem Aufreinigungschritt galt es die schonendste Methode fiir die Isolation des D1-
Proteins zu finden. In der Literatur sind fiir diese Aufreinigungsstufe vor allem
chromatographische Aufreinigungsschritte beschrieben worden (Takahashi er al., 1988;
Chapman et al., 1991; Piletskaya et al., 1997; Sharma et al., 1997a und 1997b). In dieser
Arbeit wurde aus den verschiedenen moglichen chromatographischen Auftrennungsverfahren
die Umkehrphasenchromatographie ausgewahlt, da sie in der Literatur als eine besonders viel
versprechende Methode fiir die Isolation von D1-Protein gefunden werden konnte. Dabei
wurden hier parallel zwei verschiedene Auftrennungsverfahren miteinander verglichen, die
Methode nach Piletskaya et al. (1997) iiber eine mobile Phase von 50 mM Tris-HCI zu 2-
Propanol und die Methode nach Sharma et al. (1997a) mit einer mobilen Phase von 5 %
Essigsdure zu 1-Propanol (s. Abschn. 2.5). Die Methode nach Piletskaya wurde bei der
Auswabhl als am besten geeignet betrachtet, da sie bei einem physiologischen pH-Wert von ca.
8,0, der dem in den Chloroplasten nahe kommt, die Proteine in der Sédule auftrennen sollte (s.
Abschn. 2.5.2). Nach Piletskaya et al. (1997 und 1999) sollte es damit moglich sein, die
Proteine bei einem Gradienten von 30 % 2-Propanol zu eluieren und von den anderen
Proteinen des PS-II-Proteinkomplexes zu trennen. Dieses konnte in dieser Arbeit nicht
bestitigt werden. Uber die durchgefiihrten Auftrennungsversuche, sowohl mit in der Literatur
beschriebenen C18- wie auch C4-Sdulenmaterialien und verschiedenen Gradienten der
mobilen Phase, konnte keine Auftrennung der PS-II-Proteine erzielt werden (s. Abschn. 2.5.1
und 3.3.3). Die Proteine wurden zwar an die stationdre Phase der Sdule gebunden, konnten
jedoch nicht wieder von ihr eluiert werden.

Von den zahlreichen chromatographischen Protein-Aufreinigungstechniken wurde aufgrund
dieser Entwicklung das Trennverfahren nach Sharma ez al. (1997a) als am besten geeignet fiir

die Isolation eines salz- und detergensfreien D1-Proteins betrachtet.
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Anhand der Ergebnisse (s. Abschn. 3.3.1) zeigte sich, dass das DI1-Protein iiber diese
Methode reproduzierbar aufgereinigt werden konnte. Die DI1-Proteine konnten dabei
reproduzierbar in einem 1-Propanol-Konzentrationsbereich von 41-75 % eluiert werden.
Gleichzeitig konnte iiber die SPR-Bindungsexperimente mit dem Simazinderivat-Chip
nachgewiesen werden, dass die Bindefdhigkeit zu PS-II-Herbiziden durch diese Methode
erhalten geblieben war (s. Abschn. 3.4.5). Auch Sharma ef al. (1997a) hatten nachgewiesen,
dass sie das D1-Protein ohne Prizipitation an die Sdule im nativen Zustand eluieren konnten.
In dieser Arbeit konnte, wie schon bei Sharma et al. (1997a) beschrieben, mit dieser Methode
nur eine teilweise Separation zwischen dem D1- und dem D2-Protein erreicht werden (s.
Abschn. 3.3.1). Eine vollstindige Trennung der beiden Proteine ist aufgrund der beinahe
gleichen Grofle, des fast gleichen isoelektrischen Punktes und der sehr &hnlichen Ladung
dieser im PS-II-Proteinkomplex eng miteinander assoziierten Proteine kaum moglich. Sharma
et al. (1997a) konnten schon vorher zeigen, dass diese beiden Proteine iiber andere
sdulenchromatographische Verfahren, wie z. B. die Gelpermeationschromatographie (ein
Ausschlusschromatographieverfahren), die lonenaustauscherchromatographie oder die
Gelfiltration, nicht nativ voneinander getrennt werden konnten. Fiir die Gelfiltration war z. B.
die Verwendung des denaturierenden Detergens SDS notwendig (Takahashi et al., 1988). Bei
einer modifizierten Gelfiltrationsmethode ohne die Verwendung von Detergenzien wurde die
Ausbeute an Protein stark herabgesetzt (Chapman et al., 1991). Damit konnten die Ergebnisse
von Sharma et al. (1997a) bestitigt werden, dass iiber die hier verwendete Methode der
Umkehrphasenchromatographie in einem einzelnen chromatographischen Schritt diese sehr
hydrophoben, integralen Membranproteine des PS II in einem salz- und detergensfreien
Zustand effektiv isoliert werden konnen. Die Verwendung eines Systems, bei dem die
Proteine salz- und detergensfrei aufgereinigt werden konnen, war in dieser Arbeit von groB3er
Bedeutung fiir die weitere Verwendung des DI-Proteins als biologischer Einheit im
Biosensor, da die Salze und Detergenzien dort fiir die Immobilisierung des Proteins an die
Chipoberfldche storend gewesen wiren. Zusétzlich wire eine salz- oder detergenzienhaltige
Isolation des D1-Proteins nicht mit der danach benétigten Konzentrierungsmethode iiber die
sehr schonende Lyophilisation kompatibel gewesen (s. Abschn. 2.9). Hier wire es bei der
spateren Resuspendierung zu einer Konzentrierung der Salze und Detergenzien gekommen,
die das D1-Protein dann héitten denaturieren konnen.

Die Konzentrierung des D1-Proteins war notwendig, um geniigend groe Mengen des
Proteins fiir die spétere Immobilisierung an den Biosensorchip zu gewinnen. Die iiber die

FPLC aufgereinigte Menge an DI1-Protein war ohne Konzentrierung nicht ausreichend, um
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die fiir den biosensorischen Einsatz bendtigten Quantititen zu erhalten, da zur besseren
Auflosung mit einer analytischen und nicht mit einer préparativen Sdule gearbeitet wurde
(s. Abschn. 2.5 und 2.16.5). Fiir die Immobilisierung der Proteine an der Chipoberfliche wird
eine Proteinkonzentration von ca. 50 pg/ml benoétigt (s. Abschn. 2.16.5), diese konnte ohne
Konzentrierung nicht erreicht werden. Die Lyophilisation wurde in dieser Arbeit anderen
Methoden zur Konzentrierung von Proteinen vorgezogen. Die hier durchgefiihrte
Lyophilisation gilt als besonders schonend zur Bewahrung der Nativitit von Proteinen; in der
eigenen Arbeitsgruppe am IMBIO (Prof. Schnabl) konnte eine Haltbarmachung von
Thylakoidmembranen iiber mehrere Jahre ohne merkliche Aktivitdtsverluste gezeigt werden
(unveroffentlichte Daten). In dieser Arbeit konnte die Bewahrung der Funktionalitidt nach der
Lyophilisation auch fiir das D1-Protein nachgewiesen werden (s. Abschn. 3.4.5 und 3.6), so
dass diese Methode der Vakuumkonzentration (s. Abschn. 2.10.1), bei der die Proben iiber die
Zeit der Zentrifugation aufgrund der Rotation systembedingt erhitzt werden, vorgezogen
wurde. Piletskaya et al. (1999) konnten zeigen, dass von ihnen aufgereinigtes und
lyophilisiertes D1-Protein bei einer Lagerung von +5 °C iiber einen Zeitraum von 2 Jahren
stabil und fiir den Gebrauch in einem ELISA-Test zum Nachweis von Herbiziden nutzbar
war.

Die in dieser Arbeit gefundene breite Koelution des D1-Proteins mit dem D2-Protein iiber
einen Bereich von 41-75 % 1-Propanol je nach FPLC-Lauf (s. Abschn. 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.5)
kann eventuell liber die Heterogenitit des Proteins erkldrt werden. Auch Sharma et al.
(1997a) konnten eine breite Koelution des DI- und D2-Proteins in einem
Konzentrationsbereich von 51-66 % beobachten. Sie fanden heraus, dass dieses Elutionsprofil
nicht ausschlieBlich durch die starke Hydrophobizitéit der Proteine verursacht wurde, sondern
auf zusidtzliche Faktoren wie die Heterogenitidt der Proteine zuriickzufiihren ist. Diese
heterogenen Formen der Proteine konnten sie iiber die Komplexitit der Electrospray-
Ionisation-Massenspektren (ESI-Massenspektren) von D1- und D2-Proteinen nachweisen, die
sie verschiedenen Ladungszustinden der Proteine zuordnen konnten. Uber Cyanogen-
Bromid-und Trypsin-Verdau, verbunden mit MS-Analysen, konnten sie Oxidationen und
Phosphorylierungen als Quelle fiir die beobachtete strukturelle Diversitdt der Proteine
identifizieren (Sharma et al, 1997b). Trotz dieser Heterogenitit und des breiten
Elutionsbereiches konnte die Elution des DI-Proteins in dieser Arbeit immer im
Chromatogramm zugeordnet werden. Das typische Chromatogramm der Auftrennung der PS-
II-Proteinkomplex-Extrakte zeigte stets im Bereich zwischen 41-75 % 1-Propanol einen

breiten Doppel- oder Multipeak, in dem das DI1- und das D2-Protein koeluiert werden
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konnten, wobei in dem vorderen Bereich des Peaks die hochsten Konzentrationen an D2-
Protein eluierten. Abbildung 4.1 zeigt den Vergleich der Chromatogramme von vier
verschiedenen FPLC-Liufen ein und desselben PS-II-Proteinkomplexes (PS II 53 BL) bei
gleicher aufgetragener Proteinkonzentration. Hier kann man deutlich die unterschiedlich hohe
Absorption bei den verschiedenen Laufen erkennen, was auf unterschiedlich hohe Mengen an
aufgereinigtem D1- und D2-Protein in dem Doppelpeak schlieBen ldsst. So zeigen zwei der
Chromatogramme eine Absorption von ca. 0,075-0,110 AU, wihrend die beiden anderen nur

eine Absorption von ca. 0,005-0,010 AU aufweisen.
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Abb. 4.1: Vergleich der Chromatogramme der Auftrennungen des PS-II-Proteinkomplexes PS 11 53 BL von Vicia faba mit
einer RP-C18-Sdule (Grace Vydac, Hesperia, USA); Gradient von 5 % Essigsdure zu 1-Propanol, nach Sharma et al. (1997a).
Y-Achse rechts: Gradient in % 1-Propanol, y-Achse links: Absorption (AU) bei 254 nm, x-Achse: Zeit in h:min:s. Griine
Linie = FPLC-Lauf fiir das SDS-Polyacrylamidgel, hellblaue Linie = FPLC-Lauf fiir den Anti-D1-AK-Chip, blaue Linie =
FPLC-Lauf fiir den Western-Blot, lila Linie = FPLC-Lauf fiir den Simazinderivat-Chip, dunkelbraune Linie = Gradient in %
1-Propanol.

Aufgrund der relativ geringen aufgereinigten Mengen an DI1-Protein konnte nicht ein und
dieselbe chromatographische Aufreinigung fiir die Untersuchungen mit den vier
verschiedenen Nachweismethoden dienen. Daher musste fiir jede Nachweismethode ein
individueller FPLC-Lauf verwendet werden, wodurch es zu den beobachteten Abweichungen
in der Retentionszeit des D1-Proteins kommen kann (s. Abschn. 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.5).

Uber den breiten Elutionsbereich und die nicht vollstindig reproduzierbaren FPLC-Liufe
desselben Proteinkomplex-Extraktes konnen auch die leicht verschobenen Nachweise von
D1-Protein durch die verschiedenen Methoden der SDS-PAGE, des Western-Blottings, der
SPR mit Anti-D1-AK-Chip und der SPR mit Simazinderivat-Chip erklirt werden (s. Abschn.
3.3.1,3.3.2,3.4.5 und Tab. 4.1).
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PS-II-Protein- Sidulen- SDS-PAGE Western- SPR SPR
komplex- material Blotting Anti-D1-AK- Simazinderivat-
Extrakt Chip Chip
Fraktion/ Fraktion/ Fraktion/ Fraktion/
1-Propanol 1-Propanol 1-Propanol 1-Propanol
PS1I 53 BL C18 34-43 35-43 28-37
52-68 % 53-68 % 42-58 %
Dimere: 33-47  Dimere: 34-44
50-75 % 52-70 %
PS 11 54 KL C18 29-40 30-42 32 +36
43-63 % 45-67 % 48-50 % +
55-57 %
PSII 55 El C18 30-44 29-44 31 +33
45-70 % 43-70 % 47-48 % +
50-52 %
PS1148 B C18 21-23
48-55 %
PS 1149 BL C18 18 +19
43-45 %
PSI110B C4 32-35
41-48 %
PSII 12 El C4 36 +37
47-51 %
PSII 19 E2 C4 39-42
53-60 %

Tab. 4.1: Ubersicht iiber die mit den Methoden der SDS-PAGE, des Western-Blottings, der SPR mit Anti-D1-AK-Chip und
der SPR mit Simazinderivat-Chip nachgewiesenen Elutionsbereiche von D1-Protein in % 1-Propanol bzw. Fraktionsnummer.
PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer des Extraktes, B = Vicia faba, E1 = Pisum sativum var. Feltham first,
E2 = Pisum sativum var. Maiperle, K = Lactuca sativa. L = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, ohne L = Anzucht
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung (s. Anhang 7.1).

So konnte z. B. bei den chromatographischen Auftrennungen des PS-II-Proteinkomplex-
Extraktes PS II 53 BL aus Vicia faba das D1-Protein iiber SDS-PAGE und Western-Blotting
im tiibereinstimmenden Elutionsbereich von 50-75 % bzw. 52-70 % 1-Propanol detektiert
werden (s. Tab. 4.1). Uber den SPR-Simazinderivat-Chip konnte dagegen bindefihiges D1-
Protein bei einem 1-Propanol-Prozentsatz von 42-58 % nachgewiesen werden (s. Tab. 4.1).
Betrachtet man nun in Abbildung 4.1 die Chromatogramme fiir die verschiedenen FPLC-
Laufe dieses PS-II-Proteinkomplex-Extraktes, so sieht man, dass bei dem Lauf fiir den
Simazinderivat-Chip (lila) der Doppelpeak sehr viel eher erscheint. Damit wird verstindlich,
warum die Nachweise des DI1-Proteins nicht bei allen Methoden in demselben
Elutionsbereich erfolgt sind.

Bei den chromatographischen Auftrennungen des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS 11 54
KL aus Lactuca sativa wurde mit der SDS-PAGE und dem Western-Blotting D1-Protein im
homologen Elutionsbereich von 43-63 % bzw. 45-67 % detektiert (s. Tab 4.1). Hier stimmte
der qualitative Nachweis des D1-Proteins iiber den SPR-Simazinderivat-Chip mit diesem

Bereich tiberein (s. Tab 4.1). Eine Detektion von bindefdhigem D1-Protein erfolgte mit dem
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Simazinderivat-Chip im Bereich von 48-50 % und 55-57 % 1-Propanol. Der bei iiberwiegend
iibereinstimmenden Elutionszeiten erbrachte Nachweis des DI1-Proteins {iiber die
verschiedenen Methoden deckt sich mit den FPLC-Chromatogrammen der verschiedenen
Laufe des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS 1I 54 KL (s. Abb. 4.2). Es zeigten sich sehr
dhnliche Elutionsprofile der Chromatogramme (s. Abb. 4.2). Im Unterschied zu den bei Vicia
faba und Pisum sativum im Elutionsbereich von D1 beobachteten Doppelpeaks war bei

Lactuca sativa immer nur eine Multipeakauftrennung zu finden.
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Abb. 4.2: Vergleich der Chromatogramme der Auftrennungen des PS-II-Proteinkomplexes PS II 54 KL von Lactuca sativa
mit einer RP-C18-Sdule (Grace Vydac, Hesperia, USA); Gradient von 5 % Essigsdure zu 1-Propanol, nach Sharma et al.
(1997a). Y-Achse rechts: Gradient in % 1-Propanol, y-Achse links: Absorption (AU) bei 254 nm, x-Achse: Zeit in h:min:s.
Griine Linie = FPLC-Lauf fiir den Simazinderivat-Chip, hellblaue Linie = FPLC-Lauf fiir den Western-Blot, lila Linie =
FPLC-Lauf fiir das SDS-Polyacrylamidgel, blaue Linie = FPLC-Lauf fiir den Anti-D1-AK-Chip, dunkelbraune Linie =
Gradient in % 1-Propanol.

Auch bei den chromatographischen Auftrennungen des PS-II-Proteinkomplex-Extraktes PS II
55 E1 aus Pisum sativum konnte der Nachweis der Bindefdhigkeit iiber den Simazinderivat-
Chip, iiber die Nachweise in der SDS-PAGE und im Western-Blotting bestétigt werden. Bei
47-48 % wund 50-52 % 1-Propanol konnte eine Bindung von DI1-Protein an den
Simazinderivat-Chip detektiert werden, in einem Elutionsbereich also, der innerhalb des iiber
SDS-PAGE und Western-Blotting nachgewiesenen Bereichs von 43-70 % 1-Propanol liegt.

Bei den ebenfalls in den Fraktionen von 41-70 % 1-Propanol zu findenden Proteinen mit
einem Molekulargewicht von ca. 9 und 21 kDa (s. Abschn. 3.3.1) konnte es sich eventuell um
D1-Abbaufragmente handeln (Greenberg et al., 1987; Canovas und Barber, 1993; Kanervo et
al., 1998; Wiklund et al., 2001; Agrisera, 2004). Schon geringe Temperaturerhohungen iiber 4
°C sowie zu starke Belichtung der Proteine wéhrend der Isolation oder Lagerung konnen zur
Zerstorung der Proteine fithren und damit auch zum Abbau des aufgereinigten D1-Proteins

(Chapman et al., 1989). Wie in der Literatur beschrieben (Greenberg et al., 1987; Canovas
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und Barber, 1993; Kanervo et al., 1998; Wiklund et al., 2001), wird durch Proteasen das D1-
Protein in ein ca. 23 und ein ca. 10 kDa groBles Fragment gespalten (s. Abschn. 4.1.4). Die
hier zu findenden Proteinbanden konnten mit diesen iibereinstimmen, was erkldren wiirde,
warum sie in den gleichen Fraktionen wie die intakten D1-Proteine eluiert wurden. Dieser
Abbau konnte eventuell in Zukunft durch die Verwendung einer modifizierten
Isolationsmethode mit Proteaseinhibitoren verhindert werden.

Eine Variation des Gradienten der mobilen Phase mit verschiedenen isokratischen Schritten
(s. Abschn. 2.5) fiithrte zu keiner Verbesserung der Auftrennungsleistung. Die bestmogliche
Auftrennung wurde mit einem linearen Gradienten von 0 auf 100 % 1-Propanol iiber 60 min
bei einer Flussrate von 0,5 ml/min erzielt. Damit konnten die Untersuchungen von Sharma et
al. (1997a) bestétigt werden.

Im Unterschied zu Sharma et al. (1997a) konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch
dann noch Herbizid-bindefdhiges D1-Protein isoliert werden konnte, wenn keine Dialyse des
PS-II-Proteinkomplex-Extraktes gegen 5 % Essigsdure vor der chromatographischen
Aufreinigung stattfand (s. Abschn. 3.4.5). Auch aus den nicht dialysierten PS-II-
Proteinkomplexen konnte bindefdhiges D1-Protein mit dieser FPLC-Methode aufgereinigt
werden (s. Abschn. 3.4.5). Sharma et al. (1997a) beschrieben die Dialyse als Mittel, um die
aufgereinigten PS-II-Proteinkomplexe von den zuvor verwendeten Salzen und Detergenzien
zu befreien. Da bei der hier durchgefithrten PS-II-Proteinkomplex-Isolation nicht
Detergenzien, sondern Butanol verwendet wurde (s. Abschn. 2.4), wurde der Dialyseschritt an
dieser Stelle nicht zwingend bendtigt. Nach der Butanolextraktion lagen die PS-II-
Proteinkomplexe in einer wissrigen Phase vor, in der nur fliichtige Reste an Butanol
vorhanden blieben. Durch die Lyophilisation der PS-II-Proteinkomplexe kam es zu der
Entfernung dieser letzten Butanolreste, so dass hier keine Dialyse zwingend notwendig war.
Das Dialyseverfahren wurde trotzdem parallel untersucht, da vermutet wurde, dass hierdurch
ein schonenderer Austausch des wissrigen PS-II-Proteinkomplex-Extraktes gegen die 5 %
Essigsdure gewdhrleistet wiirde. Es konnte hier jedoch kein wesentlicher Vorteil fiir die
Verwendung der Dialyse im Vergleich zur Lyophilisation gezeigt werden.

In dieser Arbeit wurde, soweit aus der Literatur ersichtlich, erstmalig mit einem Anti-D1-
Antikorper isoliertes DI1-Protein iiber die Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Methodik
nachgewiesen.

Bisher wurde der Nachweis von DI1-Protein iiber Antikorper nur iiber die Methode des
Western-Blotting erbracht (Hankamer et al., 1997a; Komenda et al., 2002). Die Oberfldchen-

Plasmon-Resonanz hat gegeniiber den herkdmmlichen Antikorper-Nachweis-Methoden wie
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z. B. dem Western-Blotting und dem ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) viele
Vorteile. Im Vergleich zum Western-Blotting und ELISA ist sie sehr viel weniger zeit- und
arbeitsaufwendig. Das hier durchgefiihrte Western-Blotting dauerte vom Blotten der Proteine
auf die Membran bis zum Nachweis des Proteins auf dem Film ca. eineinhalb Tage und ist
sehr arbeitsintensiv. Die ELISA-Methode ist ebenfalls sehr zeit- und arbeitsaufwendig. Bei
der markierungsfreien Oberfldchen-Plasmon-Resonanz-Methode, die in Echtzeit durchgefiihrt
wird, kann der Nachweis dagegen innerhalb von weniger als drei Minuten erbracht werden.
Ein weiterer Vorteil des Biosensors gegeniiber von ELISA-Tests und Western-Blotting stellt
die Wiederverwendbarkeit und Regeneration des Biosensors dar. Da die D1-Proteine immer
wieder mit Laufpuffer frei gewaschen werden konnen (s. Abschn. 3.6), kann die
Chipoberfliche mehrfach verwendet werden. Nachteil der SPR-Technologie ist allerdings der
hohe Preis der Messgeriite.

Bei den Untersuchungen iiber die Methode der Oberflichen-Plasmon-Resonanz mit einem
Anti-D1-Antikérper-Chip konnte in dieser Arbeit nicht immer D1-Protein detektiert werden.
Von 21 getesteten FPLC-Aufreinigungen von PS-II-Proteinkomplexen konnte in fiinf D1-
Protein tliber den Anti-D1-Antikdrper-Chip mit der SPR-Methode nachgewiesen werden (s.
Abschn. 3.3.2 und Anhang 7.2). Dieses kann iiber die Eigenschaften des Anti-D1-Antikorpers
erklart werden. Bei dem einzigen Antikorper, der zu kaufen ist (Agrisera, Vannds, S), handelt
es sich um einen polyklonalen Peptidantikoérper. Das Peptidtarget, gegen das dieser
Antikorper hergestellt wurde, stammt aus einer konservierten Region in einem luminalen
Loop des DI1-Proteins nahe dem C-Terminus (luminaler Loop zwischen den
Transmembranhelices III und 1V, s. Abb. 1.2) (Agrisera, 2004). Da der Antikérper aufgrund
dieser Herstellung neben dem vollstdndigen D1-Protein nur das 10- oder 24-kDa-C-terminale-
Abbaufragment des D1-Proteins erkennt (Agrisera, 2004), kann es sein, dass es durch
Lichteinwirkung oder Temperatureinfluss zu einem Abbau des D1-Proteins gekommen ist
(Chapman et al., 1989) und der Antikorper das Abbaufragment nicht mehr nachweisen
konnte. Zusétzlich ist es moglich, dass das lyophilisierte Protein beim Wiederldsen in dem
HBS-EP-Puffer (s. Abschn. 2.16.3.3) nicht immer vollstindig geldst werden konnte und an
den Winden der Reagenzgefdfie haften blieb. Diese Beobachtung beschreiben auch Sharma et
al. (1997a) fiir das D1-Protein. Im Gegensatz zu den Anti-D1-AK-Chip-Messungen wurde
das lyophilisierte D1-Protein fiir die Untersuchungen iiber SDS-PAGE und Western-Blotting
in SDS solubilisiert, wodurch hier ein solches Problem wahrscheinlich verhindert werden

konnte.
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Mit dem D1-Antikorper-SPR-Nachweis konnten sehr viel geringere Mengen an D1-Protein
detektiert werden, als theoretisch nach Formel 3.1 (s. Abschn. 3.4.2) moglich gewesen wire.
Maximal hétten nach Formel 3.1 bei einem Immobilisierungslevel des Anti-D1-AK von
13.191 RU ca. 3.341 RU DI-Protein identifiziert werden konnen. Mit den maximal
detektierten 159 RU in Fraktion 22 sind damit nur ca. 5 % der maximal mdglichen
Bindungskapazitit an D1-Proteinen detektiert worden. Dieser relativ geringe Nachweis des
D1-Proteins lésst sich wahrscheinlich durch die Verwendung eines polyklonalen Antikdrpers
erkldren. Polyklonale Antikorper enthalten eine grofle Vielfalt verschiedener Antikdrper mit
unterschiedlicher Epitopspezifitdit und -—affinitdt (Lottspeich und Zorbas, 1998). Bei
polyklonalen Antikérpern ist es daher moglich, dass nur ca. 10 % der Antikdrperfraktion das
spezifische Antigen detektieren kann (Lottspeich und Zorbas, 1998). Dieses Problem kommt
beim Western-Blotting nicht so zum Tragen, da hier die Antikorper frei vorliegen und nur die
bindefdahigen Antikorper an die Proteine auf der Blotting-Membran binden, die restlichen
werden spiter abgewaschen. Bei der SPR-Methode sind entgegengesetzt dazu alle Antikorper
immobilisiert, bindefdhige wie nicht bindefdhige. Dieses Problem konnte durch die
Verwendung von monoklonalen Antikorpern eventuell geldst werden, die derzeit jedoch nicht
zu kaufen sind und fiir die es keine Mdglichkeit gab, sie selber herzustellen. Dieser Ansatz
wire es daher wert, in Zukunft weiter verfolgt zu werden. Der Nachteil eines monoklonalen
Antikdrpers konnte jedoch sein, dass er leicht modifizierte D1-Proteine nicht detektiert, da er
nur gegen ein spezielles Eptitop des Antigens gerichtet ist, wohingegen der hier verwendete
Peptidantikorper auch noch C- oder N-terminal modifizierte D1-Proteine sowie C-terminale
Abbauprodukte identifizieren kann (Agrisera, 2004).

Zusitzlich kommt es durch die kovalente Aminkopplung zu einer zufilligen Orientierung der
Antikorper an der Chipoberflidche (s. Abschn. 2.16.3.1), da es sich bei dieser Methode um
keine gerichtete Immobilisierung handelt. Daher sind durch diese Kopplungsmethode bei
einem nicht weiter zu bestimmenden Anteil der Antikorper die Paratope fiir das Antigen nicht
mehr zugénglich. Dieses Problem konnte durch eine gerichtete Immobilisierungsmethode
zukiinftig umgangen werden, bei der zuerst ein Antikdrper gegen die konstante Region des
Anti-D1-Antikorpers kovalent an die Chipoberflache gekoppelt wird und anschlieBend der
Anti-D1-Antikorper liber die Antikérper-Antigen-Wechselwirkung gebunden wird. So kann
eine gerichtete jedoch nicht-kovalente Bindung des Anti-D1-Antikorpers an die
Chipoberflache erreicht werden. Dies hat jedoch wiederum den Nachteil, dass diese
Oberflachen sehr viel instabiler sind als die kovalent gekoppelten, und die Anti-DI1-

Antikorper von der Chipoberfliche abgewaschen werden. Daher kann es in diesem Fall zu
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einem hohen Verlust an Antikorpern kommen, damit verbunden zu einer hohen Drift wahrend
der Messung, welche die Interpretation der Messergebnisse erschwert bzw. verhindert.

Da der Antikdrper gegen eine Peptidregion am luminalen Loop der C-terminalen Region
gerichtet war, konnte so nur bedingt eine Aussage dariiber gemacht werden, ob noch ein D1-
Protein mit einer erhaltenen Qg-Bindenische vorlag (s. Abschn. 1.2 und 1.3). Daher wurde ein
Antikorper speziell gegen eine 20 Aminosduren lange Region aus der Qg-Bindenische in
Auftrag gegeben. Dieser konnte nicht mehr in dieser Arbeit getestet werden, da er nicht
rechtzeitig fertiggestellt wurde. In Zukunft wiren Versuche mit diesem speziell produzierten
Antikdrper sehr viel versprechend, da damit getestet werden konnte, ob das aufgereinigte D1-
Protein noch seine Bindenische besitzt oder ob es sich nur um ein Abbaufragment handelt,
das mit dem kommerziell erhéltlichen Anti-D1-Antikérper identifizierbar ist, jedoch keine
Qg-Bindenische mehr besitzt. Da ferner eine Affinititsaufreinigung fiir diesen Antikorper
vorgesehen war, konnte damit auch die Menge an bindefihigen Antikorpern gegen das
Antigen erhoht werden. Auf diese Weise wire es dann moglich, einen hoheren Prozensatz an
bindefahigen Antikdrpern an der SPR-Chipoberfldche zu immobilisieren; damit kdnnte dann

eventuell auch ein hoherer Nachweis von D1-Protein erzielt werden.

4.2.1 Vergleich ausgewiihlter Pflanzenspezies

Auch im DI-Protein-Aufreinigungsschritt iiber die Reversed phase Fast protein liquid
chromatography (RP-FPLC) konnten deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen
untersuchten Pflanzenspezies gefunden werden (s. Abschn. 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.5). Zwar
konnte bei allen Spezies das D1-Protein in dem sehr breiten Bereich von 41-75 % 1-Propanol
eluiert werden, die nachgewiesenen Mengen an DI-Protein waren jedoch je nach
Pflanzenspezies sehr unterschiedlich hoch. Auch hier zeigte sich wieder Vicia faba als die
Spezies mit den hochsten D1-Protein-Gehalten (s. Abschn. 3.3.1). Dabei ist zu beachten, dass
ein direkter Vergleich der Proben auf einem SDS-Polyacrylamidgel bzw. einem Western-Blot
aufgrund der Probenanzahl nicht mdglich war und daher mehrere SDS-Polyacrylamidgele
bzw. Western-Blots soweit wie mdglich parallel unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt
wurden, um die Versuchsbedingungen so konstant wie mdglich zu halten.

Als besonders herausragendes Ergebnis konnte gezeigt werden, dass selbst nach der
chromatographischen Auftrennung der PS-II-Proteinkomplexe die D1/D2-Dimere bei Vicia
faba erhalten blieben. Ubereinstimmend mit den aus den PS-II-Proteinkomplex-
Aufreinigungen erhaltenen Ergebnissen wurden auch in den chromatographischen

Aufreinigungen nur bei der Pflanzenspezies Vicia faba D1/D2-Dimere gefunden (s. Abschn.
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3.3.1). Aufgrund dieser Ergebnisse sowie wegen der hochsten Ausbeute an D1-Protein wurde
das D1-Protein von Vicia faba fiir die weitere Verwendung als biologische Einheit im SPR-
Biosensor ausgewéhlt. Die Bewahrung von D1/D2-Dimeren wurde als Grund fiir die besser
erhaltene Bindefahigkeit zu PS-II-Herbiziden interpretiert (s. Abschn. 4.3).

Diese Bewahrung der Dimere bei Vicia faba bestitigte den schonenden Ablauf und die gute
Eignung der hier verwendeten chromatographischen Aufreinigungsmethode (s. Abschn. 2.5.1
und 3.3.1). Durch die Umkehrphasenchromatographie kam es hier zu keiner Trennung der
zuvor in der Butanolextraktion ebenfalls erhalten gebliebenen D1/D2-Dimere. Damit kann
aufgrund dieser Ergebnisse und unter Beriicksichtigung der erhalten gebliebenen
Bindefdhigkeit zu PS-II-Herbiziden (s. Abschn. 3.4.5 und 3.6) davon ausgegangen werden,
dass es durch diese chromatographische Aufreinigung zu keiner Denaturierung der Proteine
kam, wie dies auch schon bei Sharma et al. (1997a) beschrieben wurde.

Auch hier kann der Zusammenhalt des D1- und D2-Proteins wahrscheinlich {iber die
Aminosdurezusammensetzung der beiden Proteine erklart werden. Wie bereits unter
Abschnitt 1.2 und 4 (erste Seite) erldutert, unterscheiden sich die Aminosduresequenzen des
D1-Proteins verschiedener Pflanzenspezies (Svensson et al., 1991; Jansson u. Méenpéa, 1997;
Oettmeier, 1999).

Da das D2-Protein eng mit dem D1-Protein im Photosystem-II-Proteinkomplex assoziiert ist,
wird ein Einfluss des D2-Proteins auf die Konformation der Herbizidbindenische des D1-
Proteins angenommen (Trebst, 1986). So sind z. B. die konservierten Histidine His215 und
His272 des D1-Proteins an der Bindung des Eisen-Molekiils zusammen mit zwei Histidinen
des D2-Proteins beteiligt. Dabei ist zu beachten, dass die Qg-Bindenische des D1-Proteins
etwa im Aminosdurebereich von 211 bis 275 identifiziert wurde (s. Abschn. 1.3) (Trebst,
1995). Damit hat das D2-Protein {iber die Bindung an das Eisen-Molekiil einen Einfluss auf
die Konformation der Qg-Bindenische des D1-Proteins. Nach einem Faltungsmodell von
Trebst (1991) sind die Aminosduren Tyrosin 237 und Arginin 238 in der Qg-Bindenische des
D1-Proteins in Kontakt mit dem Arginin 234 des D2-Proteins. Diese enge Assoziation lésst
darauf schlieBen, dass ein DI1-Protein mit einer im urspriinglichen Zustand erhalten
gebliebenen Qg-Bindenische am ehesten bei D1/D2-Dimeren gewonnen werden kann.

Uber den engen Kontakt zwischen dem D1- und D2-Protein kann wahrscheinlich auch das
Auftreten der D1/D2-Dimere nur bei der Pflanzenspezies Vicia faba erkldrt werden. Vicia
faba zeigt in den Aminosduresequenzen des D1-Proteins wie des D2-Proteins Unterschiede zu
Pisum sativum und Lactuca sativa (Svensson et al., 1991; P13910 PSBA_VICFA Swiss Prot,
2006; P06585 PSBA PEA Swiss Prot, 2006; P69557 PSBA_LACSA Swiss Prot, 2006). Im
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Vergleich zu Pisum sativum sind bei Vicia faba acht Aminosduren im DI-Protein
ausgetauscht (Svensson et al., 1991). Uber diese unterschiedliche
Aminosdurezusammensetzung des D1-Proteins von Vicia faba kommt es wahrscheinlich zu
einer hoheren Vernetzung zwischen dem DI1- und dem D2-Protein, da sich die
Polypeptidketten der Proteine abhingig von der Aminosduresequenz in typische, genau
festgelegte Konformationen falten (Lehninger ef al., 1994). Dieses konnte eine Erkldrung
dafiir sein, warum diese beiden Proteine nur partiell durch die hier verwendete schonende

Aufreinigungsmethode voneinander getrennt werden konnten.

4.3 Entwicklung einer SPR-Methode zum qualitativen, iiber einen
Simazinderivat-Chip gefithrten Nachweis der Herbizid-
Bindefihigkeit des aufgereinigten D1-Proteins

Da der Antikdrper das D1-Protein im nativen wie im denaturierten Zustand erkennt (Agrisera,
2004), konnen mit den D1-Antikdrper-Nachweisen des Western-Blottings und des Anti-D1-
Antikorper-SPR-Chips keine Aussage iiber die funktionelle Bindefdhigkeit des D1-Proteins
zu Herbiziden getroffen werden. Daher wurde eine Methode zum Nachweis der
Bindefdhigkeit des D1-Proteins an ein PS-II-Herbizid erarbeitet.

Dazu wurde in dieser Arbeit erstmals ein mit 6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl]lamino}-hexansdure (Simazinderivat) gekoppelter SPR-C1-Chip entwickelt. Neuartig war
dariiber hinaus die Entwicklung einer SPR-Nachweismethode fiir DI1-Protein iiber die
Bindung an die auf einem SPR-Chip immobilisierten Herbizidderivate. Im Besonderen wurde
auch der qualitative Nachweis von D1-Protein mit erhaltener Qg-Bindenische iiber diese SPR-
Methode hier zum ersten Mal beschrieben.

Fiir die Immobilisierung des PS-II-Herbizides Simazin an einen SPR-Chip iiber die Methode
der Oberflachenthiolkopplung musste dieses modifiziert werden (s. Abschn 2.15. und
2.16.4.1). Dazu wurde ein Hexansdure-Spacer an das Simazin gekoppelt, damit zum einen
dieses spater an der Chipoberfliache leichter fiir das sehr viel grolere D1-Protein zuginglich
und damit zum anderen eine COOH-Gruppe in das Molekiil eingefligt wurde. Dies war
notwendig, um eine Kopplung des Simazins an den Chip zu ermdglichen, da das freie
Simazin keine Gruppen besitzt, mit denen es iiber eine kovalente Kopplung an einen Chip
immobilisiert werden kann. Kleine Molekiile verfiigen generell iiber weniger funktionelle
Gruppen fiir die Kopplung an eine Biosensor-Oberflidche. In vielen Féllen miissen sie zuerst
modifiziert werden, um eine Linkerfunktion, etwa eine Carboxylgruppe, einzufiigen
(Adamczyk et al., 1997 und 1998; Schlecht et al., 2002). Da aus der Literatur bekannt ist,

dass die Qg-Bindungsnische tief im DI-Protein lokalisiert ist, ca. 10 C-Atome von der

159



Diskussion

Oberflache entfernt (Jockers et al., 1993), wurde eine bessere Zugdnglichkeit fiir ein mit
einem Hexansdure-Spacer versehenes Simazin vermutet. So konnten Piletskaya et al. (1999)
zeigen, dass ein Metribuzin-HRP-Konjugat, modifiziert mit einem Hexamethylen-Spacer, in
einem ELISA-Test eine bessere Bindungsaffinitit zu D1-Protein zeigte als das unmodifizierte
Metribuzin-HRP-Konjugat. In dieser Arbeit war es iiber die Einfiihrung einer COOH-Gruppe
moglich, das Simazin iiber eine Oberflichenthiolkopplung zu immobilisieren, bei der
aufgrund der Kopplungsmethode, anders als bei der allgemein verwendeten Aminkopplung,
noch ein weiterer Spacer in die Kette eingefiigt und das Molekiil so noch freier zugénglich
wird (s. Abschn. 2.16.4.1). Die verwendete Thiolkopplungsmethode ermdglicht es dariiber
hinaus, auch noch den Liganden iiber die Reduktion mit Dithioerythritol (DTE) wieder von
der Chipoberfliche zu entfernen. Damit liefert diese Kopplungsmethode mehrere
entscheidende Vorteile gegeniiber der iiblicherweise verwendeten Aminkopplungsmethode.
Die Aminkopplung stellt mit iiber 50 % aller im Jahr 1998 (Myszka, 1999b) und mit ca. 45 %
der im Jahr 2003 verwandten Kopplungsmethoden (Rich und Myszka, 2005) die in der
Literatur am hdufigsten beschriebene Immobilisierungsmethode (Rich und Myszka, 2005).
Bei der Uberpriifung der Immobilisierung des Simazinderivates iiber den Anti-Triazin-
Antikorper konnten sowohl die Kinetik als auch die Affinitdt dieser Reaktion bestimmt
werden. Uber die  Affinititsberechnung wurde dabei eine  Dissoziations-
Gleichgewichtskonstante (Kp) von 2,76 x 10”7 M ermittelt (s. Abschn. 3.4.3.1). Schlecht et al.
(2002) haben fiir zwei andere immobilisierte Herbizide, 2,4-Dichlorophenoxyessigsdaure und
2,4,5-Trichlorphenoxyessigsdure, iiber einen Bindungsassay mit entsprechenden Antikdrpern
eine Kp von 3 x 10° M und 3 x 10° M bestimmt. Damit lag die in dieser Arbeit ermittelte
Dissoziations-Gleichgewichtskonstante im Bereich von Affinititen vergleichbarer Systeme.
Bei einer typischen Reichweite der Dissoziations-Gleichgewichtskonstante von 1 x 10 bis
1 x 10" (Biacore Kinetic and Affinity Analysis with Biacore — Level 1, 2003) zeigte sich
insgesamt jedoch eine relativ geringe Affinitdt des Antikdrpers zu dem Simazinderivat. Diese
kann eventuell liber die Modifizierung des Simazins erklirt werden, wodurch der verwendete
Anti-Triazin-Antikorper dieses modifizierte Simazin wahrscheinlich nicht mehr in der
gleichen Weise wie das unmodifizierte Simazin erkennen konnte. Ein direkter Vergleich der
Dissoziations-Konstanten mit einem dhnlichen System, bestehend aus einem immobilisierten
Simazin oder einem Atrazinderivat und einem Antikdrper als Bindepartner, konnte nicht
gezogen werden, da dazu in der Literatur keine Untersuchungen beschrieben sind.

Fir die kinetische Auswertung der Bindung konnte ein 1:1-Langmuir-Bindungsmodell

angewendet werden, um die Bindung des monoklonalen Anti-Triazin-Antikdrpers zu
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beschreiben, da aufgrund des geringen Immobilisierungslevels des Simazinderivates die
Antikorper nur die Mdglichkeit hatten, mit einer ihrer zwei verfiigbaren Bindestellen an das
Antigen zu binden. Uber die Bestimmung der Kinetik des Systems konnten sehr dhnliche
Werte wie liber die Affinitdtsauswertung fiir K, und Kp ermittelt werden. Hier wurde ein Kp
von 2,58 x 107 M bestimmt (s. Abschn. 3.4.3.2). Dies spricht dafiir, dass das gewéhlte Modell
zur Erkldrung der Bindung geeignet ist.

Damit wurde iiber die Versuche mit dem Anti-Triazin-Antikérper nachgewiesen, dass das
Simazinderivat auf der Sensoroberfliche immobilisiert werden konnte. Nach diesen
Untersuchungen mit dem Anti-Triazin-Antikorper war auch zu erwarten, dass das D1-Protein,
iiber die freie Zuginglichkeit zu dem Simazin iiber den Linker, ebenfalls an der
Chipoberfldche binden kann und damit {iber diese Methode nachzuweisen ist.

Diese Erwartung bestétigte sich bei den DI1-Protein-Aufreinigungen aller hier untersuchten
Pflanzenspezies. Bei den isolierten D1-Proteinen der drei Spezies wurde eine Bindung von
D1-Protein an das an die Sensorchipoberfliche immobilisierte Simazinderivat nachgewiesen
(s. Abschn. 3.4.5).

Bei dem Vergleich der untersuchten Pflanzenspezies im Hinblick auf die Bindungsstérke der
isolierten D1-Proteine am Simazinderivat-Chip zeigte einmal mehr Vicia faba die hochsten
Messsignale (s. Abschn. 3.4.5). Dieser hochste Bindungsnachweis kann auch hier
wahrscheinlich iiber die Bewahrung der D1/D2-Dimere bei den D1-Protein-Aufreinigungen
von Vicia faba erklart werden; durch die starke Assoziation dieser beiden Proteine zueinander
kommt es wahrscheinlich zu einem besseren Erhalt der Qp-Bindenische (s. Abschn. 4.2.1).
Aufgrund dieser Beobachtungen und aufgrund der zuvor erzielten Ergebnisse, wie dem
hochsten Gesamtproteingehalt, der hochsten Vitalitit, den hochsten D1-Proteingehalten in
den PS-II-Proteinkomplexen und den hdchsten Bindungsnachweisen am Anti-D1-Protein-
AK-Chip, wurde Vicia faba als die unter den untersuchten Pflanzenspezies am besten
geeignete fiir die Isolation von D1-Proteinen fiir biosensorische Anwendungen identifiziert.
Daher wurde bei dem Einsatz des D1-Proteins im SPR-Biosensor zum Nachweis von PS-II-
Herbiziden nur noch mit Isolaten von Vicia faba gearbeitet.

Fiir die sehr niedrigen SPR-Signale durch die Bindung von DI-Protein an die mit
Simazinderivat modifizierte Chipoberfliche (s. Abschn. 3.4.5) konnen verschiedene mogliche
Ursachen angefiihrt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war ausschlieBlich das
Simazinderivat liber eigene Synthese zuginglich. Es ist jedoch bekannt, dass das Simazin ein
PS-II-Herbizid ist, das eine im Chloroplasten-Thylakoid-Biosensor nachgewiesene deutlich

geringere Affinitdt zur Qg-Bindenische aufweist als z. B. Atrazin oder Diuron (s. Abschn.
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3.4.4; Bausch-Weis et al., 1994; Schnabl et al., 2000; Schnabl und Trapmann, 2001). Uber
Fluoreszenzmessungen mit dem Chloroplasten-Thylakoid-Biosensor konnte gezeigt werden,
dass es durch die Modifizierung des Simazins mit der Hexansdurekette zu einer weiteren
Affinitdtsabnahme des Simazins gegeniiber der Qg-Bindenische kam (s. Abschn. 3.4.4.). Der
photosynthetische Elektronentransport wurde durch das Simazinderivat um den Faktor 300
weniger gehemmt als durch Simazin und um den Faktor 600 weniger als durch Diuron. Damit
kann wahrscheinlich das geringe Nachweissignal von DI1-Protein iliber den Simazinderivat-
Chip erklért werden. Weiter kommt hinzu, dass durch die angewandte Kopplungsmethode (s.
Abschn. 2.16.4.1) nicht genau gesteuert werden konnte, wie viel Simazinderivat und wie viel
PDEA, das zur Aktivierung des Simazinderivates hinzugegeben werden musste, an der
Chipoberflache immobilisiert wurde (s. Abschn. 2.16.4.1 und 3.4.2). Aufgrund des dhnlichen
Molekulargewichtes des Simazinderivates und des PDEA konnten diese auch nicht {iber ein
Trennungsverfahren, wie es bei Goodrow et al. (1990) fiir ein anderes System beschrieben
wird, voneinander getrennt werden, bevor das aktivierte Simazinderivat an den Chip
gekoppelt wurde. Damit konnte in diesem Fall keine verldssliche maximale
Bindungskapazitit (Rp.x) bestimmt werden (s. Abschn. 3.4.2), da keine Aussage iiber die
Immobilisierungsmenge an Simazinderivat durch das Sensorgramm moglich war.

So konnte z. B. bei der Flusszelle 2 iiber den durchgefiihrten Anti-Triazin-Antikorper-
Nachweis eine um den Faktor 1.000 geringere maximale Bindungskapazitdt (Rmax) (45,4 RU)
bestimmt werden als die theoretisch berechnete (43.697 RU) (s. Abschn. 3.4.2). Diese geringe
Bindungskapazitit kann zum einen auf eine geringe Menge an immobilisiertem
Simazinderivat und zum anderen auf eine geringe Bindungsaffinitit des Antikérper zum
Liganden zuriickgefiihrt werden. Da kein spezifischer Antikorper gegen das Simazinderivat
zugdnglich war und damit hier nur ein Anti-Triazin-Antikorper verwendet werden konnte, der
gegen unmodifizierte Triazine (Atrazin, Metribuzin und Simazin) gerichtet war, wére es
moglich, dass die Erkennung durch den Antikérper nicht in gleichem Malle wie bei einem
nicht modifizierten Simazin erfolgen konnte. Durch die Modifizierung und Kopplung des
Simazins kann es zu einer Verdnderung des Epitops fiir die Bindung des Antikdrpers
gekommen sein, so dass dieser das Antigen nicht mehr gleich gut erkennen konnte. Hier
konnte in Zukunft die Herstellung eines speziell gegen das modifizierte Simazinderivat
gerichteten Antikorpers Abhilfe schaffen. Ebenso konnten auch andere Herbizidderivate an
der Chipoberfliche immobilisiert werden.

Uber die Verwendung eines CM5-Chips mit einem im Vergleich zum C1-Chip deutlich

hoheren Anteil an Bindestellen wire es in Zukunft moglich, eine hohere Bindungskapazitit
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des Analyten zu erreichen. Dieser Ansatz wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht
verfolgt, da auch kinetische Auswertungen der Bindung der Liganden, sowohl des Anti-
Triazin-Antikorpers als auch des aufgereinigten DI1-Proteins, erfolgen sollten. Fiir die
kinetische Auswertung darf die Bindungskapazitit des Analyten jedoch nicht zu hoch sein
(Biacore Kinetic and Affinity Analysis with Biacore — Level 1, 2003); daher wurde hier der
C1-Chip mit weniger Bindungsstellen eingesetzt. Das Immobilisierungslevel des Liganden
sollte mdglichst bei ca. 50-100 RU liegen (Biacore Kinetic and Affinity Analysis with
Biacore — Level 1, 2003); diese Bedingung fiir kinetische Messungen wurde mit einer
Immobilisierung von ca. 100 RU (s. Abschn. 3.4.2) eingehalten. Zudem war der C1-Chip
aufgrund der fehlenden Dextranmatrix stabiler fiir die durchgefiihrte Regeneration der

Chipoberflache mit 0,1 M HCL

4.4 D1-Protein als biologische Einheit zur Entwicklung eines SPR-
Biosensors zum Nachweis von PS-II-Herbiziden — Direkter
Nachweis

Bei der klassischen Analytik kdnnen trotz der sehr aufwéndigen Verfahren nur die Herbizide
selbst innerhalb der Grenzwerte der Trinkwasserverordnungen (Trinkwasserverordnung der
Europdischen Union, 1980; Trinkwasserverordnung Deutschland, 1990) nachgewiesen
werden. Unbekannte Abbauprodukte der Herbizide, die eventuell noch starker toxisch wirken
konnen, und andere, noch unbekannte phytotoxische Substanzen werden damit nicht erfasst.
Uber den Einsatz eines Biosensors, basierend auf der biologischen Einheit des D1-Proteins,
konnten diese Stoffe aufgrund ihrer Wirkung auf die Qg-Bindenische des D1-Proteins
nachgewiesen werden. Dazu sollte in dieser Arbeit das isolierte und funktionell bindefdhige
D1-Protein als biologische Einheit in einem Biosensor zum Nachweis von Photosystem-II-
inhibierenden Herbiziden eingesetzt werden. Als Signaltransducer des Biosensors wurde die
optische Methode der Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR) verwendet.

Bei der Entwicklung neuer Herbizide und bei der Untersuchung von Substanzen auf ihre
herbizide Wirkung ist es aus Kostengriinden notwendig, mdglichst friih im Forschungsprozess
viel iiber die Wirkungsweise und damit den Angriffspunkt neuer Substanzen zu erfahren,
damit die Analysen auf die Wirkstoffe mit viel versprechenden oder neuen Wirkungsweisen
konzentriert werden konnen (Eckes et al., 2004). Ein auf dem DI-Protein basierender
Biosensor wiirde also einen grof3en Fortschritt darstellen, da er ein Screening von Substanzen
aufgrund ihrer Wirkungsweise an der Qg-Bindenische des DI1-Proteins in Echtzeit
ermoglichen wiirde und so die bisherigen zeit-, kosten-, labor- und personalintensiven Tests

der Substanzen auf ihre Wirkung ersetzen konnte (Eckes ef al., 2004).
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Der in dieser Arbeit beschriebene Einsatz von aufgereinigtem D1-Protein als biologische
Einheit in einem Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Gerdt der Firma Biacore (Biacore AB,
Uppsala, S) stellt eine Innovation dar. Bisher wurde noch kein Bericht iiber den Einsatz dieses
Proteins als biologische Einheit in einem SPR-Gerdt der Firma Biacore verdffentlicht.
Dartiber hinaus ist zum ersten Mal der direkte Nachweis von Herbiziden (< 300 Da) iiber die
biologische Einheit des D1-Proteins in einem SPR-Biosensor gelungen. Der bislang einzige in
der Literatur beschriebene Nachweis von Herbiziden iiber die Bindung an isoliertes D1-
Protein in einem SPR-Biosensor stammt von Chegel ef al. (1998). Dort wurde versucht, einen
direkten Nachweis von Atrazin iiber D1-Protein-Multilayer zu erbringen; dieser Nachweis
gelang jedoch nicht. Eine Herbizidbindung wurde dort nur indirekt bei DI-Proteinen
nachgewiesen, die noch das Plastochinon in der Qp-Bindungsnische gebunden hatten. Dabei
kam es zu einem kompetitiven Prozess, bei dem das Plastochinon (750 Da) durch das Atrazin
(216 Da) von der Qp-Bindungsnische verdringt wurde. Durch diesen Austausch des
Bindepartners wurde dort infolgedessen eine Abnahme in der Molekiilgrole (um 534 Da)
hervorgerufen, die iiber eine Abnahme in der SPR-Antwort gemessen werden konnte.

Das iiber die in dieser Arbeit beschriebene Methode aufgereinigte D1-Protein besal aufgrund
der Aufreinigungsmethode kein gebundenes Plastochinon mehr. Dies konnte iiber die
durchgefiihrten SPR-Messungen gezeigt werden, da es zu einer Erhohung und nicht zu einer
Verringerung der SPR-Antwort kam, wie es bei einer Verdrangung des Plastochinons durch
ein kleineres Molekiil (Herbizid) zu erwarten gewesen wére (s. Abschn. 3.6).

In dieser Arbeit konnten die PS-II-Herbizide Atrazin, Metribuzin und Diuron infolgedessen
mit einem direkten Bindungsassay nachgewiesen werden. Dies stellte eine zusitzliche
Herausforderung dar, weil es sehr schwierig ist Molekiile kleiner als 300 Da mit der SPR-
Methode nachzuweisen. Es konnte in diesem Fall nur erreicht werden, weil mit einem
Biacore® 3000-Gerdt gearbeitet wurde, welches bei der Messung mit speziellen Small-
Molecules-Methoden (s. Anhang 7.4) Molekiile von bis zu 200 Da noch nachweisen kann
(Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003). Aufgrund der Formel 3.1 (s. Abschn. 3.4.2)
wird ersichtlich, warum es sehr schwer ist, so kleine Molekiile nachzuweisen. Das SPR-
Signal ist abhingig von der Verdnderung in der Oberflichen-Massenkonzentration des
Analyten und hingt damit vom Molekulargewicht des Analyten in Relation zur Anzahl an
Ligandenpliatzen an der Chipoberfliche ab (BIAtechnology Handbook, 1998). Bei einem
Molekulargewicht des D1-Proteins von ca. 38 kDa und des Atrazins von 214 Da erhélt man
bei einer 1:1-Bindungsreaktion und einem Immobilisierungslevel von 6.072 RU laut Formel

3.1 eine maximale Bindungskapazitit (Ry.x) von ca. 34 RU (s. Abschn. 3.6.1). Man benotigt
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also ein sehr hohes Immobilisierungslevel an Liganden, damit man noch ein ausreichend
hohes Messsignal erhdlt, um die kleinen Molekiile nachzuweisen, und die Antwort nicht im
Grundrauschen des Gerites liegt. Da das Biacore® 3000 ein Grundrauschen von weniger als
0,1 RU besitzt (Biacore® 3000 Instrument Handbook, 2003) und da eine spezielle Methode
zum Messen von kleinen Molekiilen eingesetzt wurde (s. Anhang 7.4 und Abschn. 2.16.5),
bei der die geringsten Konzentrationschwankungen herausgerechnet werden konnen, da
zudem ein ,,double referencing* durchgefiihrt wurde (s. Abschn. 2.16.5), konnten die kleinen
Molekiile hier direkt nachgewiesen werden. Daher musste nicht auf einen indirekten Assay
ausgewichen werden. Dies ist von grofler Bedeutung; denn so konnten bei einem zukiinftigen
Einsatz des D1-Biosensors fiir den Nachweis von PS-II-Herbiziden in Gewéssern dort dann
die Proben ebenfalls direkt gemessen werden. Zusétzlich bleibt der Verbrauch an D1-Protein
bei einem direkten Assay geringer. Bei einem indirekten Bindungsassay miissten die
Herbizidproben vor der SPR-Messung mit D1-Protein versetzt werden, bevor sie iliber einen
Herbizidchip geleitet werden. Erfolgt dann die Inhibition dieses Proteins durch die in der
Probe frei vorliegenden Herbizide, kann iiber die Bindungsabnahme ein Herbizidnachweis
gefiihrt werden.

Chegel et al. (1998) konnten mit ihrem indirekten Verdringungsassay, bei dem das
Plastochinon durch Atrazin von der Qg-Bindenische verdriangt wurde, Atrazin bis zu einer
Konzentration von 0,1 pg/ml nachweisen. Gut messbar waren die Signale jedoch erst ab einer
Konzentration von 100-1000 pg/ml. In dieser Arbeit konnten mit dem DI-Biosensor
Nachweise flir Atrazin ab 40 pg/ml und fiir Diuron ab 20 pg/ml erbracht werden (s. Abschn.
3.6.2). Metribuzin zeigte die geringste Bindungsaffinitét, hier waren Nachweise erst ab 80-
100 pg/ml moéglich (s. Abschn. 3.6.2). Die Messungen von Chegel ef al. (1998) sind jedoch
kritisch zu betrachten, da dort das D1-Protein nicht wie in dieser Arbeit (s. Abschn. 2.16.5.1)
kovalent gekoppelt wurde. Sie leiteten im Gegensatz dazu das in PBS geldste D1-Protein in
einem Kiivettenflusssystem bis zur Sittigung tiber die mit Thiolgruppen modifizierte
Messfliche. Dabei formten sich tiber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit der
hydrophoben Thioloberfliche DI1-Protein-Multilayer. Daher kann in den dortigen
Sensorgrammen mit ihrer Abnahme im SPR-Messsignal, die als Verdrangung des
Plastochinons durch Atrazin interpretiert wurde, nicht iberpriift werden, ob diese
Signalabnahme nicht ganz oder zum Teil auf dem Verlust des nicht festgebundenen DI-
Proteins beruht. Deshalb ist die Nachweisgrenze von 0,1 pg/ml Atrazin bei Chegel et al.
(1998) sehr kritisch zu betrachten. Dies umso mehr, als die von Chegel et al. (1998)
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beobachtete Drift zu einem groflen Anteil auf das Abwaschen des nur an die Chipoberfldche
angelagerten D1-Proteins zuriickzufiihren sein diirfte.

Die in dieser Arbeit erstmalig beschriebene Verwendung einer kovalenten Kopplungsmethode
fiir das D1-Protein (s. Abschn. 2.16.5.1) stellt damit einen entscheidenden Vorteil gegeniiber
der bei Chegel et al. (1998) beschriebenen Methode dar. Zusitzlich kann {iiber die
Verwendung von CMS5-Chips mit einer Dextranmatrix (s. Abschn. 2.16.2.1 und 2.16.5.1) die
Anzahl an gebundenen D1-Proteinen im Vergleich zu den Multilayern stark erhoht werden.
Bei Chegel et al. (1998) wurden Proteinlayer mit einer Dicke von 7,5-9,5 nm gemessen. Dem
steht die 100 nm dicke Dextranmatrix des CM5-Chips gegeniiber, deren Dextranketten eine
Vielzahl von Bindungsstellen besitzen, so dass diese Matrix die Bindungsstellen im Vergleich
zu einer nackten Goldoberfliche stark erhoht (BIAtechnology Handbook, 1998). Die
Dextranmatrix des CMS5-Chips erhoht die Liganden-Immobilisierungskapazitit der
Chipoberfliche von typischerweise 1-5 ng/mm’ fiir einen unmodifizierten C1-Chip um das
10-50fache auf bis zu 50 ng/mm?”.

Es wurde vermutet, dass durch die Separation des D1-Proteins aus der Thylakoidmembran
und dem PS-II-Proteinkomplex die Sensitivitit gegen die PS-1I-Herbizide im Vergleich zu
anderen biologischen Einheiten, z. B. im Vergleich zu den Chloroplasten-Thylakoiden
(Schnabl und Trapmann, 2001), erhoht werden konnte, da das DI1-Protein dann fiir die
Bindung von PS-II-Inhibitoren besser zuginglich ist. Diese Hypothese konnte mit den
Untersuchungen in dieser Arbeit noch nicht bestétigt werden (s. Abschn. 3.6). Da es sich hier
allerdings noch um erste Versuche zur Entwicklung dieses D1-SPR-Biosensors handelt, ist
davon auszugehen, dass iiber eine Optimierung der Aufreinigungsmethode sowie der
biosensorischen Messmethode die Nachweisgrenze noch weiter gesenkt werden kann.
Zusitzlich ist es moglich, eine Prakonzentrierung der Wasserproben, z. B. durch
Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction = SPE), den biosensorischen Messungen
vorzuschalten, um damit in einem nachweisbaren Bereich messen zu konnen. Dieses wird in
der Literatatur auch hiufig angewandt, um geringe Nachweisgrenzen zu erreichen (Penalva et
al., 1999; Piletskaya et al., 1999; Mallat et al., 2001c).

Weitere Ansatzmoglichkeiten, die zu einer Erhohung der Sensitivitét fiilhren kdnnten, sind die
Entwicklung von anders gestalteten Chipoberfldchen. So erscheint es z. B. moglich, das D1-
Protein in eine Lipiddoppelschicht an einem L1-Chip (Biacore AB, Uppsala, S) einzubetten,
die die urspriingliche Struktur der Thylakoidmembran nachbildet. Dadurch kénnte es zu einer

Anordnung der DI1-Proteine in der natiirlichen Struktur kommen, so dass eventuelle
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Denaturierungen eines Teils der Proteine, wie sie bei der hier verwandten Kopplungsmethode
auftreten konnen, vermindert bzw. vermieden werden konnen.

Um einen Biosensor zu entwickeln, der reproduzierbare Daten liefert, ist es wichtig, dass die
biologische Einheit fiir mehrere Zyklen bei Raumtemperatur aktiv bleibt (Koblizek et al.,
1998). Dies war bei dem hier entwickelten Biosensor iiber mehrere Messzyklen der Fall (s.
Abschn. 3.6). Mit einem der D1-Protein-Chips konnten {iber mehrere Messzyklen zudem
verschiedene PS-II-Herbizide (Diuron, Atrazin, Metribuzin) nachgewiesen werden (s.
Abschn. 3.6.2). Fiir eine genaue Validierung dieses Biosensors sind jedoch weitere Tests mit
zusétzlichen mit D1-Protein praparierten Chips und mit mehr Wiederholungen notwendig.
Dabei sind auch weitere Variationen der Messbedingungen, wie z. B. die Anderung des
Messpuffersystems und damit des pH-Wertes sowie die Messung bei verschiedenen
Temperaturen, erforderlich. So haben z. B. Chegel et al. (1998) gezeigt, dass eine Variation
des pH-Wertes des Messpuffers zu verdnderten Sensitivititen des D1-Proteins gegeniiber dem
Herbizid Atrazin fiihrt. Dort konnte durch eine Verringerung des pH-Wertes die Sensitivitit
erhoht werden. Dies erkldrten sie liber pH-abhingige Konformationsinderungen des D1-
Proteins, die zu einem erleichterten Zugang des Atrazinmolekiils zur Qg-Bindenische fiihrten.
Uber eine Verwendung von D1-Proteinen unterschiedlicher herbizid-mutierter Pflanzen, die
resistent gegen verschiedene Herbizid-Klassen sind, konnten in einer Messung, bei der die
D1-Proteine dreier unterschiedlicher Mutanten auf die drei verfiigbaren Messfldchen eines
Sensorchips immobilisiert werden, schon genauere Aussagen iliber die Herbizidklasse der
vermessenen Probe gemacht werden (Giardi ef al., 2000). Mit einem solchen Messaufbau
wire es dadurch moglich die Spezifitit des D1-Biosensors zu erhohen. Giardi ef al. (2000)
konnten mit einem Fluoreszenz-Biosensor, basierend auf isolierten Thylakoidmembranen
unterschiedlicher D1-Mutanten, z. B. zwischen den Klassen der Harnstoff- und phenolischen
Herbizide unterscheiden.

Hervorzuheben ist auch der parallel erzielte Nachweis einer Bindung von Atrazin an den PS-
II-Proteinkomplex von Vicia faba, der im Gegensatz zu dem nicht erbrachten Nachweis einer
Bindung an den gleichen Proteinkomplex von Pisum sativum stand (s. Abschn. 3.6.1). Der
PS-II-Proteinkomplex von Pisum sativum kann als eine Negativ-Kontrolle angesehen werden,
da es sich bei ihm um die gleiche funktionelle Einheit, mit der identischen Grofe und den
gleichen physikalischen Eigenschaften, wie bei dem PS-II-Proteinkomplex von Vicia faba
handelt.

Eine aufschlussreiche Beobachtung war, dass der PS-II-Proteinkomplex aus Vicia faba relativ

eine sehr viel hohere Bindungskapazitit zeigte, als nach der Berechnung der maximalen
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Bindungskapazitit (Rn.x) zu erwarten gewesen ware. Bei einem Molekulargewicht des PS-I1-
Proteinkomplexes von ca. 250 kDa diirfte nach Formel 3.1 (s. Abschn. 3.4.2) theoretisch nur
eine maximale Bindungskapazitit an Atrazin von ca. 8 RU an dieser Chipoberfldche erreicht
werden. Die hier jedoch tatsichlich zu verzeichnende Bindungskapazitét von ca. 18 RU kann
wahrscheinlich, wie schon bei Nakamura et al. (2003) fiir SPR-Messungen mit einem PS-II-
Proteinkomplex aus Purpurbakterien beschrieben, auf eine Konformationsdnderung des
Proteinkomplexes und damit auf eine Anderung seiner elektrochemischen Eigenschaften
zuriickgefiihrt werden. Dieses Phdnomen hat moglicherweise auch bei den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Messungen zu einer Signalverstiarkung gefiihrt, wodurch die unerwartet hohe
Antwort von ca. 18 RU zustande kam. Nakamura et al. (2003) konnten {iber diese beobachtete
Signalverstirkung bei den liber Genexpression synthetisierten und mit Histidinen markierten
Reaktionszentren des Purpurbakteriums Rhodobacter sphaeroides, die liber Nickel/NTA-
Chelation (Nickel/Nitrilotriacetic-acid-Chelation) an einem NTA-Chip (Biacore AB, Uppsala,
S) immobilisiert wurden, Atrazinkonzentrationen von bis zu 1 pg/ml nachweisen. Diese
Ergebnisse sind aufgrund der verwendeten nicht-kovalenten Immobilisierungsmethode jedoch
kritisch zu betrachten, da es dort systembedingt zu einer hohen Drift gekommen sein diirfte.
Auch Piletskaya et al. (1998) haben bei potentiometrischen Messungen die Anderung der
elektrochemischen Eigenschaften des isolierten D1-Proteins durch die Bindung von Atrazin
beobachtet und diese fiir die Detektion von Atrazin genutzt.

Damit stellt der PS-II-Proteinkomplex von Vicia faba eine alternative biologische Einheit
zum DI-Protein fiir einen Biosensor zum Nachweis von PS-II-Herbiziden dar. Von
Bedeutung war auch hier die Beobachtung, dass, wie bei den zuvor erzielten Ergebnissen,
Vicia faba eine Sonderstellung unter den untersuchten Pflanzenspezies einnahm. Nur mit dem
PS-II-Proteinkomplex von Vicia faba konnte Atrazin nachgewiesen werden (s. Abschn.
3.6.1). Diese Besonderheit ldsst sich iiber die Beobachtungen wihrend der Protein-
Aufreinigung erkldren. Nur bei Vicia faba wurden D1/D2-Dimere sowohl in den PS-II-
Proteinkomplex-Extrakten als auch in den D1-Protein-Aufreinigungen gefunden (s. Abschn.
3.2.1 und 3.3.1). Uber diese im Vergleich zu den anderen Pflanzenspezies, etwa Pisum
sativum, stirkere Assoziation zwischen dem D1- und dem D2-Protein (s. Abschn. 4.2.1) kann
die erhalten gebliebene Bindungsfahigkeit des PS-II-Proteinkomplexes von Vicia faba erklart
werden. Diese starke Bindung zwischen den beiden Proteinen ist wahrscheinlich bedingt
durch die im Vergleich zu Pisum sativum andere Aminosdurezusammensetzung der Proteine
bei Vicia faba und durch einen daraus resultierenden besseren Zusammenhalt, basierend auf

mehr nicht-kovalenten Bindungen zwischen dem D1- und D2-Protein. Dies deckt sich auch
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mit den Ergebnissen aus der qualitativen Kontrolle der Bindungsfahigkeit der isolierten D1-
Proteine mit dem Simazinderivat-Chip (s. Abschn. 3.4.5). Die aufgereinigten D1-Proteine aus
Vicia faba zeigten auch dort die hochste Bindungkapazitit zu dem Simazinderivat.

Eine weitere Erkldrung fiir die bessere Eignung des DI1-Proteins bzw. des PS-II-
Proteinkomplexes von Vicia faba fir den biosensorischen Nachweis von PS-II-Inhibitoren
setzt bei einer stabileren Qg-Bindenische des D1-Proteins dieser Pflanze an. Auch dies konnte
sich auf die Aminosduresequenz, in diesem Falle der Qg-Bindenische, zuriickfiihren lassen.
Durch deren Zusammensetzung mit Aminosduren, die mehr nicht-kovalente Bindungen
untereinander ausbilden, konnte eine hohere Stabilitit erreicht werden. Schon durch den
Austausch einer einzigen Aminosdure im Bereich der Qg-Bindenische (Aminosédure 211 bis
275) kommt es zu Mutanten, die resistent gegen PS-1I-Herbizide wie z. B. Atrazin und Diuron
sind. Punktmutationen in der Qg-Bindenische konnen z. B. zur Steigerung bzw. Abnahme der
Bindungsaffinitit gegeniiber unterschiedlichen Herbiziden fiihren (Hock et al., 1995a) (s.
Abschn. 1.3).

Eine Erklarung fiir die zwischen Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa differierenden
Bindungsnachweise von aufgereinigtem DI1-Protein am Simazinderivat-Chip (s. Abschn.
3.4.5) konnte demzufolge eine, ebenfalls durch die Aminosdurenzusammensetzung bedingte,

starkere Bindungsaftinitit der Qg-Bindenische von Vicia faba zu dem Simazinderivat sein.

4.5 Beurteilung des biosensorischen Nachweises von PS-II-
Herbiziden iiber das D1-Protein in realen Gewisserproben —
Ausblick

Biosensoren besitzen ein gro3es Potential fiir die Umweltiiberwachung (Mallat et al., 2001a).
Innerhalb der Biosensoren hat sich in den letzten Jahren ein zunehmender Trend fiir die
Verwendung von optischen Biosensoren, besonders von SPR-Biosensoren, entwickelt. Denn
SPR-Biosensoren haben deutliche Vorteile gegeniiber anderen Biosensoren. Besonders
hervorzuheben sind hier die online-Uberwachung der Proben sowie die markierungsfreie
Technik, die eine direkte Messung des Analyten ohne eine vorhergehende Modifikation
ermOglichen und innerhalb von Minuten das Ergebnis liefern. Damit ist eine wichtige
Bedingung fiir die Messung von realen Gewdsserproben erfiillt. Ein weiterer Vorteil im
Vergleich zu vielen anderen Biosensoren stellt die Moglichkeit dar, die Affinitdt sowie
insbesondere die Kinetik und die Thermodynamik des Messsystems zu ermitteln.

Fir die Weiterentwicklung von Biosensoren zum Nachweis von PS-II-Herbiziden in
Gewissern werden Rezeptormolekiile, die nicht aus Antikorpern bestehen, bendtigt (Mallat et

al., 2001a). Diese Forderung erfiillt der in dieser Arbeit entwickelte D1-SPR-Biosensor. Mit
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thm wire es in Zukunft mdglich, einen Summenparameter an PS-II-Inhibitoren in Gewéssern,
wie z. B. Trinkwasser, Grundwasser, Oberflichenwasser, Abwasser, und auch in anderen
wissrigen Extrakten von z. B. Lebensmitteln oder Boden nachzuweisen. Dagegen beruhen die
meisten bisher entwickelten optischen biosensorischen Methoden zum Nachweis von PS-II-
Inhibitoren auf dem Nachweis iiber Antikorper (Marco et al., 1995; Penalva et al., 1999;
Killard et al., 2000; Mallat et al., 2001a, 2001b und 2001c; Mascini, 2001; Schlecht et al.,
2002).

Den Antikérpern gegeniiber bietet das DI1-Protein als biologische Einheit im Biosensor
erhebliche Vorteile. Antikorper kdnnen immer nur die eine Substanz bzw. deren Analoga
nachweisen, gegen die sie gerichtet sind. Beim Einsatz des D1-Proteins ldsst sich dagegen
eine Vielzahl an PS-II-Inhibitoren, etwa Atrazin, Simazin, Metribuzin, Diuron, Isoproturon,
Propanil, Bromacil, loxynil und Irgarol, detektieren, die verschiedenen Stoffklassen, z. B. den
Harnstoffderivaten, Chlortriazinen, Biscarbamaten, Uracilen, Nitrilen und den Heterozyklen,
angehoren (s. Abschn. 1.4). Ein D1-Protein-Biosensor kénnte damit in den zu untersuchenden
Gewisserproben einen Summenparameter an PS-II-Inhibitoren in einem einzigen Messschritt
anhand der Wirkung auf die biologische Einheit ermitteln. Bei einer Messung mit
Antikorpern wire dagegen die Verwendung einzelner Messzellen mit verschiedenen
immobilisierten Antikérpern, hergestellt gegen verschiedene Herbizide, notwendig. Somit
wire es mit dem Biacore® 3000 beispielsweise iiber die drei verfligbaren Messzellen (1
Referenzzelle) nur moglich, drei verschiedene PS-II-Herbizide nachzuweisen. Des Weiteren
lasst sich die biologische FEinheit des DI1-Proteins durch das hier entwickelte
Aufreinigungsverfahren sehr viel zeit- und kostengiinstiger produzieren als ein Antikdrper.
Die Isolation des D1-Proteins kann innerhalb eines Tages erfolgen, wéihrend die Produktion
eines polyklonalen Antikorpers bis zu drei Monate dauert. Zusdtzlich kann die Produktion
von Antikdrpern nicht in jedem Labor erfolgen, da dafiir bestimmte Tierschutzbestimmungen
eingehalten werden miissen. Die Isolation des D1-Proteins kann mit der ndtigen Ausstattung
dagegen in jedem Labor erfolgen. Bei einer Langzeitstabilisierung der D1-Proteine iiber
Lyophilisation, wie sie bei Piletskaya et al. (1999) beschrieben wurde, wire es sogar mdglich,
die Proteine in einem Labor zu isolieren und von dort an die verschiedenen Anwender zu
versenden.

Dariiber hinaus wiirde fiir die biosensorische Untersuchung von realen Gewésserproben iiber
Antikorper eine Vielzahl an Antikdrpern bendtigt, da sich in diesen Proben eine nicht zu
bestimmende Anzahl an Kontaminationen befinden kann. Es miisste also mit erheblichem

Kostenaufwand mit mehreren Chips und Messflaichen oder mit Multikanalsystemen mit mehr
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als vier Flusszellen gemessen werden, wie z. B. mit dem Biacore® T 100 (Biacore AB,
Uppsala, S), das 16 Flusszellen besitzt. Hingegen konnen in einem D1-Protein-Biosensor liber
die Wirkungsweise auf das DI1-Protein auch nicht als Herbizid wirkende phytotoxische
Substanzen erfasst werden.

Nach der Trinkwasserverordnung fiir Deutschland (1990) sowie der Trinkwasserverordnung
der Europdischen Union (1980) diirfen Pestizide im Trinkwasser eine Konzentration von 0,1
ug/l fiir Einzelsubstanzen und 0,5 ng/l fiir die Gesamtheit aller Pestizide nicht tiberschreiten.
Fiir eine Einhaltung der in den Trinkwasserverordnungen geforderten Richtlinien miissen
damit Nachweisgrenzen von 0,1 pg/l bzw. 0,5 pg/l unterschritten werden. Diese
Nachweisgrenzen konnten mit dem hier entwickelten D1-SPR-Biosensor noch nicht erreicht
werden. Bei einer Optimierung der Aufreinigungsmethode, der Messmethode wie auch der
Immobilisierungsmethode (s. Abschn. 4.4) kénnte es in Zukunft jedoch realisierbar werden,
die Nachweisgrenze zu senken. Damit besdfle dieser DI-Protein-Biosensor dann
entscheidende Vorteile gegeniiber den bisher verwendeten Biosensoren zum Nachweis von
phytotoxischen Umweltschadstoffen.

Zusétzlich diirfte es iiber Konzentrierungstechniken wie die Festphasenextraktion (SPE)
moglich sein, die Proben vor der biosensorischen Messung aufzukonzentrieren und dariiber

die von den Trinkwasserverordnungen geforderten Nachweisgrenzen zu erreichen.

4.6 Beurteilung der SPR-MS-Kopplung fiir IThren Einsatz zur
Kopplung des biosensorischen Nachweises von Herbiziden mit
der klassischen Herbizidanalytik — Wirkungsbezogene Analytik

Mit dem D1-Protein als biologische Einheit im Biosensor ist nur eine Erfassung aller PS-II-
inhibierenden Substanzen als Summenparameter in diversen Matrizes mdglich; eine genaue
Qualifizierung der phytotoxikologischen Substanz oder Substanzen kann dabei jedoch nicht
erfolgen.

Daher ist es in Zukunft sinnvoll, den wirkungsbezogenen biosensorischen Nachweis von PS-
[I-Inhibitoren mit der klassischen chemischen Analytik zu verbinden, um die Schadstoffe
genau quantifizieren und qualifizieren zu kénnen.

Dazu wurde in dieser Arbeit ein pflanzliches SPR-MS-Testsystem fiir die Kopplung des
biosensorischen Nachweises mit der chemischen Analytik liber die Massenspektrometrie
entwickelt.

Dieser Ansatz der SPR-MS-Kopplung mit pflanzlichen Systemen war neuartig. Eine

Anwendung der Kopplung von Oberflichen-Plasmon-Resonanz und  direktem
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massenspektrometrischen Nachweis bei pflanzlichen Systemen konnte in der vorliegenden
Literatur nicht gefunden werden.

Mit dem Anti-Peroxidase-Antikdrper «> Peroxidase-Testsystem wurde die erfolgreiche
Kopplung des biosensorischen Nachweises iiber die SPR mit der chemischen Analyse iiber
die MS nachgewiesen (s. Abschn. 3.7). Die Peroxidase konnte erfolgreich an den an der
Sensoroberfliche immobilisierten monoklonalen Anti-Peroxidase-Antikdrper gebunden und
im Anschluss iiber die Methode des Biacore analyte recovery von der Chipoberflache eluiert
(,,recovert®) sowie iiber die Massenspektrometrie sowohl identifiziert als auch quantifiziert
werden (s. Abschn. 3.7). Dabei wurde nachgewiesen, dass die iiber die Bindungsignale im
Biacore® 3000 ermittelten Quantititen mit den liber die MS gemessenen Quantitdten
iibereinstimmten.

Dieses Testsystem wurde fiir die zukiinftige Kopplung des iiber die biologische Einheit des
DI1-Proteins erfolgenden biosensorischen Nachweises von PS-II-Inhibitoren mit deren
Identifizierung iiber die MS entwickelt.

Ein solches System entspricht dem Ansatz der wirkungsbezogenen Analytik, bei der die
wirkungsbezogene Quantifizierung der Schadstoffe {iber die Biosensorik mit der
Identifizierung {iber klassische chemische Methoden gekoppelt wird (Obst und Brenner-Weil3,
2002).

Die wirkungsbezogene Analytik verbindet dabei die biomolekulare Erkennung iiber das
biologische Wirkpotential mit der chemischen Analyse; sie vereint damit die Information iiber
den Effekt auf die biologische Zielstruktur mit der chemischen Strukturanalyse und der
Konzentrationsbestimmung an aktiven Substanzen in der Probe (Hock und Scheller, 2001).
Mit der wirkungsbezogenen Analytik erdffnet sich in Zukunft nicht nur die Perspektive, eine
phytotoxische Substanz {iber deren Wirkungsweise auf das D1-Protein biosensorisch zu
detektieren, sondern auch die Moglichkeit, sofort Aussagen iiber die Struktur und damit die
Identitat der Substanz zu treffen.

Fiir einen Einsatz eines solchen D1-Protein-SPR-Biosensors, gekoppelt mit der chemischen
Analyse, in der Gewdsserliberwachung, liele sich die Anzahl an Proben verringern, die iiber
die chemische Analytik untersucht werden miissten. Ohne den Einsatz einer solchen
Kopplung miissten mit der klassischen Analytik alle Gewisserproben sehr zeit- und
kostenaufwindig analysiert werden. Bei einer Kopplung der beiden Systeme miissten dagegen
nur solche Proben iiber chemische Analyseverfahren untersucht werden, bei denen zuvor im

SPR-D1-Biosensor ein positiver Nachweis von PS-II-Inhibitoren erbracht wurde.
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Dartiber hinaus wiirde sich mit dem Konzept der wirkungsbezogenen Analytik iiber die
Kopplung des DI1-Proteins-Biosensors mit der chemischen Analytik in Zukunft die
Moglichkeit auftun, noch nicht identifizierte Umweltschadstoffe aufzudecken, deren
Toxizititseffekt auf das Okosystem bzw. den Menschen vielleicht noch groBer sein konnte als

der bereits bekannter Schadstoffe.
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Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Pflanzenschutzmittel (Pestizide) werden in der Landwirtschaft und im privaten Bereich in
groen Mengen zum Schutz der angebauten Kulturpflanzen vor Insekten, Pilzen oder
konkurrierendem Wildwuchs eingesetzt. Allein in der Europdischen Union liegt der Umsatz
bei den Herbiziden, der mit einem Marktanteil von 41 % wichtigsten Produktgruppe der
Pflanzenschutzmittel, bei 2,7 Milliarden € pro Jahr.

Riickstinde von Pflanzenschutzmitteln, insbesondere von Herbiziden, stellen eine immer
weiter zunehmende Gefihrdung fiir den Menschen und die Okosysteme dar. Zum Schutz der
menschlichen Gesundheit und der Umwelt hat der Gesetzgeber daher sehr niedrige
Grenzwerte fiir Pestizide im Trinkwasser festgelegt. So darf nach der deutschen und nach der
europdischen Trinkwasserverordnung die Summe aller Pestizide im Trinkwasser den
Grenzwert von 0,5 ug/l nicht tiberschreiten. Fiir Einzelstoffe gilt ein Grenzwert von 0,1 pg/l.
Uber moderne chemische Analyseverfahren konnen die entsprechenden Xenobiotika, etwa
Herbizide, innerhalb dieser Grenzwerte nachgewiesen werden. Zum Teil ist jedoch fiir die
einzelnen Analysen ein hoher experimenteller Aufwand notwendig. Ein anderes Problem
besteht darin, dass die entsprechenden Abbauprodukte der Herbizide und andere, noch
unbekannte phytotoxische Substanzen, die eventuell noch stérker toxisch wirken kénnen, bei
derartigen Messungen nicht vollstdndig erfasst werden. Seit vielen Jahren wird deshalb an der
Entwicklung von Biosensoren gearbeitet, die fiir eine alternative Detektion von
Herbizidriickstinden, auf der Basis ihrer phytotoxischen Wirkung auf das pflanzliche
Photosystem II (PS II), geeignet sind. Durch den Einsatz eines Biosensors, basierend auf der
biologischen Einheit des D1-Proteins, konnten diese Stoffe aufgrund ihrer 6kotoxikologischen
Wirkung auf die biologische Einheit als Summenparameter erfasst werden.

Vor diesem Hintergrund war es Ziel der vorliegenden Arbeit, Untersuchungen zum Einsatz
des DI1-Proteins als biologische Einheit fiir den biosensorischen Nachweis von PS-II-
Herbiziden durchzufithren. Dazu wurde ein Biosensor, basierend auf einem funktionell
intakten Herbizid-bindefdhigen D1-Protein aus dem Photosystem II héherer Pflanzen, zum
Nachweis von Photosystem-II-inhibierenden Substanzen entwickelt.

Es wurde vermutet, dass durch die Isolation des D1-Proteins aus der Thylakoidmembran und
dem PS-II-Proteinkomplex die Sensitivitdit gegen die PS-II-Herbizide im Vergleich zu
anderen biologischen Einheiten, die auf einer Inhibierung der Qg-Bindenische beruhen, z. B.
dem Chloroplasten-Thylakoid-Biosensor, erhoht werden konnte, da die Zielstruktur dann fiir

die Bindung von PS-II-Inhibitoren besser zuginglich ist.
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Fiir einen in Zukunft moglichen Einsatz des Biosensors als Uberwachungssystem zum
direkten Nachweis von PS-II-Inhibitoren in Wasserproben war es wichtig, eine
Biosensortechnik zu entwickeln, die ohne eine Markierung der zu untersuchenden Analyten
auskommt. Daher wurde die optische Methode der Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR)
verwendet, die sehr sensitive Messungen in Echtzeit, ohne eine Markierung der Analyten,
ermoglicht.

Fiir die Aufreinigung des D1-Proteins zum Einsatz als Zielstruktur im SPR-Biosensor sollte
eine Isolationsmethode erarbeitet werden, die ein D1-Protein mit funktionell aktiver Qg-
Bindenische in hohen Ausbeuten, schnell und mit einem guten Aufreinigungsgrad liefert. Zur
Isolation des D1-Proteins wurden daher verschiedene Methoden parallel untersucht und in
ihrer Leistung miteinander verglichen, um die beste Methode fiir diesen Anwendungszweck
zu finden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine Aufreinigungsmethode entwickelt, liber die es moglich
ist, funktionell aktives DI1-Protein mit einer bindefdhigen Qg-Bindenische fiir PS-II-
Inhibitoren zu isolieren.

Die Methode zur Isolierung und Aufreinigung des Membranproteins besteht im Wesentlichen
aus folgenden Schritten: a) Thylakoidmembranisolation, b) Butanolextraktion von PS-II-
Proteinkomplexen aus den Thylakoidmembranen und c) abschlieBende chromatographische
Aufreinigung des DI1-Proteins aus dem PS-II-Proteinkomplex iiber Reversed phase Fast
protein liquid chromatography (RP-FPLC).

Der Nachweis des DI-Proteins in den einzelnen Aufreinigungsstufen konnte mit den
klassischen Methoden der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) und dem Western-Blotting erbracht werden.

Zusitzlich wurde eine erginzende Methode =zur biosensorischen Kontrolle der
Aufreinigungsprozedur entwickelt und angewendet. Diese gestattet mit der Oberflachen-
Plasmon-Resonanz-Methodik iiber einen spezifischen Anti-D1-Antikérper einen einfachen
und schnellen Nachweis des D1-Proteins in isolierten Fraktionen.

Zur qualitativen Kontrolle der Bindefdhigkeit des aufgereinigten D1-Proteins zu Herbiziden
wurde eine SPR-Methode, basierend auf einem Simazinderivat (6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-
1,3,5-triazin-2-yl]Jamino} -hexansdure) als Bindepartner, entwickelt, {iber die das aufgereinigte
D1-Protein untersucht wurde.

Besonders hervorzuheben ist, dass in dieser Arbeit die Eignung verschiedener
Pflanzenspezies der hoheren Pflanzen (Vicia faba, Pisum sativum und Lactuca sativa) als

Ausgangsmaterial fiir die Isolation eines Herbizid-bindefdhigen D1-Proteins in hohen
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Ausbeuten vergleichend charakterisiert wurde; das geschah anhand der klassischen
Nachweismethoden sowie der Bindefdhigkeit zu dem Simazinderivat.

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte iliber diese verschiedenen Methoden zur
Charakterisierung nicht nur gezeigt werden, dass das D1-Protein iiber die hier entwickelte
Aufreinigungsmethode aus allen drei Pflanzenspezies isoliert werden kann, sondern auch,
dass es sich noch in einem funktionell bindefdhigen Zustand befindet.

Anhand der entwickelten SPR-Methode, basierend auf einem Simazinderivat-Liganden,
konnte die funktionelle Bindefdhigkeit des aufgereinigten DI-Proteins aus allen drei
Pflanzenspezies bestdtigt werden.

Beim Vergleich der untersuchten Pflanzenspezies kristallisierte sich Vicia faba als die zur
Isolation von DI-Protein am besten geeignete Spezies heraus. Sie lieferte die hochsten
Ausbeuten an D1-Protein und zeigte in dem entwickelten Qualitdtsnachweis tliber die SPR die
beste Bindefdhigkeit zu einem ausgewdihlten PS-II-Herbizid (Simazinderivat). Ferner war
bemerkenswert, dass nur bei Vicia faba D1/D2-Dimere in den Isolaten der verschiedenen
Aufreinigungsschritte gefunden wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das D1-Protein
von Vicia faba fiir die weitere Verwendung als biologische Einheit im SPR-Biosensor
ausgewdhlt. Die Stabilitit des Zusammenhalts der D1/D2-Dimere bei Vicia faba wéhrend der
Aufreinigung wurde als Grund fiir die beobachtete bessere Bindefdhigkeit der Qg-
Bindenische zu PS-II-Herbiziden interpretiert.

Im Mittelpunkt des zweiten Teils der Arbeit stand der Einsatz des isolierten D1-Proteins fiir
den biosensorischen Nachweis von PS-II-Herbiziden.

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten D1-Protein-SPR-Biosensor konnte der direkte
Nachweis der Herbizide Diuron, Atrazin und Metribuzin, bei einer Nachweisgrenze von
20 pg/ml fiir Diuron, 40 pg/ml fiir Atrazin und 80 pg/ml fiir Metribuzin, erbracht werden.
Eine Erhohung der Sensitivitdit des isolierten DI-Proteins im Vergleich zu bisher
entwickelten, auf der Inhibition der Qg-Bindenische basierenden Biosensoren konnte damit
hier nicht erreicht werden.

Da diese Werte weit oberhalb der von den Trinkwasserverordnungen festgelegten
Maximalmenge an Pestiziden im Trinkwasser liegen (s. 0.), sind fiir eine Anwendung des
Biosensors im Rahmen des Nachweises von Herbiziden im Trinkwasser in Zukunft noch
Optimierungen notwendig, um die Sensitivitdt des Biosensors zu erhéhen.

Der hier entwickelte Biosensor kann die Gesamtheit aller in einer Probe enthaltenen PS-II-
Inhibitoren aufgrund ihrer Wirkungsweise auf das D1-Protein als Summenparameter erfassen.

In weiteren Entwicklungen scheint es moglich, diesen wirkungsbezogenen Nachweis der PS-
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II-Inhibitoren mit sensitiven chemischen Analysemethoden zu koppeln, um so die detektierten
Schadstoffe direkt identifizieren zu konnen.

Als Vorarbeit dazu wurde in dieser Arbeit ein pflanzliches SPR-Massenspektrometrie-
System, bestehend aus einem Anti-Peroxidase-Antikorper und pflanzlicher Peroxidase, als
Testsystem fiir die zukiinftig angestrebte Kopplung des wirkungsbezogenen biosensorischen
Nachweises von PS-II-Inhibitoren mit der chemischen Analytik iiber Massenspektrometrie
entwickelt.

Mit diesem System wurde gezeigt, dass der biosensorische Nachweis eines Analyten iiber
sein Wirkpotential auf die biologische Zielstruktur mit der genauen Bestimmung der Substanz
iiber massenspektrometrische Analysen reproduzierbar gekoppelt werden kann.

Damit konnte fiir die zukiinftige Entwicklung eines Biosensors zum qualitativen und
quantitativen Nachweis von PS-II-Inhibitoren eine Moglichkeit zur Verbindung des {iber die
SPR-Biosensorik gefiihrten wirkungsbezogenen Nachweises von PS-II-Inhibitoren (z. B. von
Herbiziden) mit der klassischen Analytik der Massenspektrometrie aufgezeigt werden.

Mit einem solchen System konnte damit dem Konzept der wirkungsbezogenen Analytik
entsprochen werden, bei der die biomolekulare Erkennung iiber das biologische Wirkpotential
mit der chemischen Analyse verbunden wird, so dass die Information {iber den Effekt auf die
biologische Zielstruktur mit der exakten chemischen Identifikation/Strukturanalyse und der
Konzentrationsbestimmung der aktiven Substanzen in der Probe zusammengefiihrt wird.

Es handelt sich um eine nach kiinftiger Weiterentwicklung viel versprechende Kopplung, die
dazu genutzt werden konnte, in der Gewésseriiberwachung Wasserproben (z. B. Trinkwasser,
Abwasser, Grundwasser) mit dem DI-Protein-SPR-Biosensor iiber das biologische
Wirkpotential auf die Zielstruktur auf die Anwesenheit von PS-II-Inhibitoren innerhalb von
Minuten zu untersuchen. Nur die aufgrund ihrer Wirkung auf die biologische Einheit als
kontaminiert identifizierten Proben konnten unmittelbar danach mit der Methode der

Massenspektrometrie identifiziert werden.
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7 Anhang

7.1 Ubersicht iiber die isolierten PS-II-Proteinkomplex-Extrakte

Bezeichnung | Datum Pflanze Isolations- Protein- Chloro- Yield der
des PS-11- methode gehalt des phyllgehalt Thylakoide
Protein- nach PS-1I- der
komplex- Protein- Thylakoide
Extraktes komplex- [ng/ml]

Extraktes

[mg/ml]
PSII 1E1 11.07.02 Erbse C& B 0,671 / 0,48
PSII2El 09.09.02 Erbse C& B 1,347 / 0,6
PSII3 El 22.10.02 Erbse C&B 1,469 / 0,46
PSII4 El 07.11.02 Erbse C& B 1,394 3116 0,55
PSII5El 12.12.02 Erbse C& B 0,326 2137 0,52
PSII6S 30.01.03 Spinat Bassi 0,527 450 0,30
PSI7S 31.01.03 Spinat C&B 2,152 524 0,38
PSII8B 03.02.03 Bohne C& B 1453 0,22
PSII9B 04.02.03 Bohne Bassi 0,323 622 0,12
PSII10B 20.02.03 Bohne C& B 1,132 1550 0,52
PSI11K 26.02.03 Kopfsalat C& B 0,285 1998 0,54
PSII 12 El 26.05.03 Erbse C& B 0,365 992 0,19
PSII 13 E1l 06.06.03 Erbse C& B 0,814 76 0,52
PSI 14K 02.07.03 Kopfsalat C& B 1,076 630 0,50
PSII15B 23.07.03 Bohne C& B 0,781 1470 0,54
PSII 16 E2 30.07.03 Erbse C& B 0,360 1207 0,45
PSII17B 06.08.03 Bohne C& B 1,038 1802 0,50
PSII 18 E2 14.08.03 Erbse C& B 0,463 921 0,52
PSTI 19 E2 27.08.03 Erbse C& B 808 0,40
PSI20K 22.10.03 Kopfsalat C& B 399 0,23
PSI21 K 13.11.03 Kopfsalat C& B 0,4584 698 0,000
PSII122 K 19.11.03 Kopfsalat C& B 0,51 469 0,000
PSI23K 26.11.03 Kopfsalat C& B 0,27 273 0,000
PSII24 K 26.11.03 Kopfsalat C& B 0,27 275 0,000
PSII 25 El 03.12.03 Erbse C& B 0,255 231 0,000
PS 1126 E2 03.12.03 Erbse C& B 0,251 215 0,000
Ab Isolation PS II 28 E1 wurde der Yield der isolierten Thylakoide mit dem Toxy-PAM rot iiberpriift.
Ab hier wurden nur noch bei caesar angezogene Pflanzen verwendet.
PSTI 28 E1 19.02.04 Erbse 0. L C& B / / 0,56
PSI129 El 20.02.04 Erbse 0. L Piletskaya / / 0,00
PSII1 30 El 26.02.04 Erbse 0. L Piletskaya / / 0,055
PSII 30 EIL [26.02.04 Erbse m. L Piletskaya 0,11
PS1I 31 E2 02.03.04 Erbseo. L Piletskaya 0,17 / 0,14
PSII31 E2L |02.03.04 Erbse m. L Piletskaya 0,302 / 0,14
PSII 32 El 29.03.04 Erbse 0. L Piletskaya 0,33 / 0,000
PSI132 E2 29.03.04 Erbse 0. L Piletskaya / 0,000
PSII33 EIL |31.03.04 Erbse m. L Piletskaya 0,47 1271 0,009
PSII33 E2L | 31.03.04 Erbse m. L Piletskaya 1,16 1342 0,014
PSII 34 K 01.04.04 Kopfsalat o. L | Piletskaya 0,60 992 0,08
PS1I35BL 05.04.04 Bohne m. L Piletskaya 0,93 1447 0,04
PSII36 EIL |07.04.04 Erbse m. L Piletskaya 0,281 1198 0,0325
PSII 36 El 07.04.04 Erbse 0. L Piletskaya 0,295 1529 0,1294
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PSI137BL |08.04.04 Bohne m. L Piletskaya 0,45 1027 0,0325
PSII37B 08.04.04 Bohne o. L Piletskaya 0,23 968 0,1294
PSII 38 E1 27.04.04 Erbse 0. L Piletskaya 0,11 737 0,21
PS 1138 E2 27.04.04 Erbse 0. L Piletskaya 0,15 864 0,21
PS 11 39 BL 28.04.04 Bohne m. L Piletskaya 0,48 1938 0,32
PSI139B 28.04.04 Bohne 0. L Piletskaya 0,27 1803 0,22
PS 1140 K 29.04.04 Kopfsalat o. L | Piletskaya 0,16 678 0,08
PSIT40 KL [29.04.04 Kopfsalat m. | Piletskaya 0,2 748 0,08
L
PS1I41 BT 07.05.04 Bohne o. L Piletskaya 0,38 1481 0,23
PS1141 B 07.05.04 Bohne o. L Piletskaya 0,21 1132 0,23
PS 1142 K 10.05.04 Kopfsalat o. L | Piletskaya 0,24 725 0,12
PS 1142 KT 10.05.04 Kopfsalat o. L | Piletskaya 0,22 438 0,11
PS 1143 El 11.05.04 Erbse o. L Piletskaya 0,22 1387 0,21
PSII43 EIT |11.05.04 Erbse m. L Piletskaya 0,20 1177 0,16
PSI144 EIL [26.07.04 Erbse m. L Piletskaya 0,17 0,35
PSII45EIL |11.08.04 Erbse m. L Piletskaya 0,244 / 0,37
PSI146 EIL [18.08.04 Erbse m. L Piletskaya 0,309 515 0,03
PSIT47 E1IL |25.08.04 Erbse m. L Piletskaya 0,099 1205 0,36
PSII48 B 02.09.04 Bohne o. L Piletskaya 0,211 1765 0,50
PSIT49BL ]05.10.04 Bohne m. L Piletskaya / 2372 0,49
PS50 EIL ]03.11.04 Erbse m. L Piletskaya / / 0,23
PSII51B 23.11.04 Bohne o. L Piletskaya 0,1544 289 0,16
PSII52B 24.11.04 Bohne o. L Piletskaya 0,197 589 0,07
PSII53BL [25.11.04 Bohne m. L Piletskaya 0,234 1036 0,25
PSII54 KL [09.12.04 Kopfsalat m | Piletskaya 0,164 331 0,12
L.

PSII 55 El 13.12.04 Erbse 0. L Piletskaya 0,169 444

PSII 56 E2L |[12.12.04 Erbse m. L Piletskaya 0,159 503

PSII57B 24.06.05 Bohne o. L Piletskaya 1,057 673 0,55

Tab. 7.1: Ubersicht iiber die durchgefiihrten PS-II-Extraktionen:

Angegeben sind das Datum der Isolation, die verwendete Pflanzenspezies, die Isolationsmethode und soweit gemessen der
Proteingehalt der PS-II-Proteinkomplex-Extrakte (mg/ml). Ebenfalls ist der Yield sowie der Chlorophyllgehalt (ng/ml) der
Thylakoide aus denen die PS-II-Proteinkomplex-Extrakte isoliert wurden dargestellt.

PS 1I = Photosystem-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer der Isolation, B = Bohne, E = Erbse, S = Spinat, K =
Kopfsalat, 1 = var. Feltham first, 2 = var. Maiperle.

Bassi = aus nach Bassi et al. (1985) isolierten Thylakoiden hergestellt, Piletskaya = aus nach Piletskaya et al. (1997)
isolierten Thylakoiden hergestellt, C & B= aus nach Cohen & Baxter (1990) isolierten Thylakoiden hergestellt.

L und m. L= mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogene Pflanzen, ohne L und o. L. = ohne kiinstliche Zusatzbelichtung
angezogene Pflanzen, T = am Ende der Thylakoidisolation in 50 mM Tris pH 8,0 aufgenommene Thylakoide
Chlorophyllgehalt (ug/ml) und Yield der Thylakoide aus denen der PS-II-Proteinkomplex-Extrakt hergestellt wurde.
Ab Isolation PS II 28 E1 wurde der Yield der isolierten Thylakoide mit dem Toxy-PAM rot (Caesar) iiberpriift. Bei allen
vorhergehenden Isolationen wurde immer das PAM-2000 (IMBIO) verwendet.

Bis zur Isolation PS II 28 E1 wurden die Pflanzen in einer Klimakammer mit kiinstlicher Belichtung (s. Abschn. 2.2.1)
angezogen, ab Isolation PS II 28 E1 wurden die Pflanzen in einem Gewéchshaus mit oder ohne kiinstliche Zusatzbelichtung
angezogen (s. Abschn. 2.2.2).
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7.2 Ubersicht iiber die durchgefiihrten SPR-Messungen mit Anti-D1-

Antikorper-Chips
PS-11- SPR- FPLC- Séule Gradient Konzent- Kon- Enspricht einer
Extrakt Nachweis Aufreinigung rierungs- zentrie- 1-Propanol
von D1- | smethode methode rungs- Konzentrati-on
Protein nach/ der FPLC- | faktor von/
iiber Anti- | Konzent- Fraktion-en Zeit (min)
D1-AK rierungs-
methode des
PS-11-
Extraktes
CMS-Chip No. 2
PSII10B Fraktionen Sharma RP-C4 1) Vakuum- 1:3,33 41-48 %
32-35 ungefiltert Vydac zentri- 1-Propanol/ 32-
fugation 36 min
iiber Nacht
PSII 12 El Fraktionen Sharma RP-C4 (1) Vakuum- 1:3,33 47-51 %
36 +37 Millex®-HV Vydac f‘entrl.- 1-Propanol/ 36-
ugation
tiber Nacht 38 min
CMS-Chip No. 3
PSII20K Kein Sharma RP-C4 (1) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis Microcon Vydac zentri-
YM-10 fugation
10h
PSII21 K Kein Sharma RP-C4 €)) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis Microcon Vydac zentri-
YM-10 fugation
10 h
PSII22K Kein Sharma RP-C4 (1) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis Microcon Vydac zentri-
YM-10 fugation
10h
CMS5-Chip No. 7
PSII13E Kein Sharma RP-C4 (1) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis ungefiltert Vydac zentri-
fugation
5h
PSII15B Kein Sharma RP-C4 €)) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis ungefiltert Vydac zentri-
fugation
5h
PSII 16 E2 Kein Sharma RP-C4 (1) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis Microcon Vydac zentri-
YM-10 fugation
10h
PSII17B Kein Sharma RP-C4 €)) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis Amicon Vydac zentri-
Ultra-4 fugation
10h
PSII 18 E2 Kein Sharma RP-C4 (1) Vakuum- 1:3,33 /
Nachweis Microcon Vydac zentri-
YM-10 fugation
10h
CMS-Chip No. 8
PSII 19 E2 Fraktionen Sharma RP-C4 1) Vakuum- 1:3,33 53-60 %
39-42 Centricon Vydac zentri- 1-Propanol/ 53-
YM-10 fugation 60 min
10h
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CM5-Chip No. 21

PS II1 47 E1IL | Kein Sharma RP-C18 2) Vakuum- 1:3,5 /
Lauf 3 Nachweis Lyophilisiert | Biorad zentri-
C18 fugation
Vorséule 10 h
Vydac

PS 11 47 E1L | Kein Sharma RP-C18 2 Lyo- 1:3 /
Lauf 5 Nachweis Lyophilisiert Biorad philisiert
Vorséule
C18
Vydac

PS 11 47 E1IL | Kein Sharma RP-C18 2) Lyo- 1:3,33 /
Lauf 6 Nachweis Lyophilisiert Biorad philisiert
Vorsiule
C18
Vydac

PS I1 47 E1IL | Kein Sharma RP-C18 2) Lyo- 1:3,33 /
Lauf7 Nachweis Lyophilisiert | Biorad philisiert
Vorséule
C18
Vydac

PSI148 B Fraktionen Sharma RP-C18 2) Lyo- 1:3,33 48-55 %

21-23 Lyophilisiert Biorad philisiert 1-Propanol/ 39-
Vorséule 42 min

C18
Vydac

PS1149 BL Fraktionen Sharma RP-C18 2 Lyo- 1:3,5 43-45 %
18+19 Lyophilisiert Biorad philisiert 1-Propanol/ 36-
Vorsiule 38 min

C18
Vydac

CMS5-Chip No. 24

PSII53 BL Kein Sharma RP-C18 e Lyo- 1:5,88 33-38%
Nachweis lyophilisiert Vydac, philisiert 1-Propanol/ 22-
Vorsiule 25 min

C18
Vydac

PSII 53 BL Kein Sharma RP-C18 1) Lyo- 1:5,88 33%
Nachweis lyophilisiert Vydac, philisiert 1-Propanol/
Vorsdule 22 min

C18
Vydac

PSII 54 KL Kein Sharma RP-C18 (1) Lyo- 1:5,88 /
Nachweis lyophilisiert Vydac, philisiert
Vorsdule
CI18
Vydac

PSII55ElL Kein Sharma RP-C18 e Lyo- 1:5,88 30-33%
Nachweis lyophilisiert Vydac, philisiert 1-Propanol/ 20-
Vorsiule 22 min

C18
Vydac

Tab. 7.2: Ubersicht iiber den Nachweis von DI-Proteinen in den Fraktionen der FPLC-Aufreinigungen und die
Aufreinigungsbedingungen der verschiedenen PS-II-Proteinkomplex-Extrakte.

PS II = Photosystem-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer der Isolation, B = Bohne,E = Erbse, S = Spinat, K =
Kopfsalat, 1 = var. Feltham first, 2 = var. Maiperle.

Sharma = FPLC-Aufreinigungsmethode nach Sharma et al. (1997a), RP-C18 = Reversed-phase-Saule mit C18-Material, RP-
C4 = Reversed-phase-Séule mit C4-Material, C18 = Kieselgel mit Octadecylgruppen, C4 = Kieselgel mit Butylgruppen,
Vydac = Grace Vydac, Hesperia, USA; Biorad = Bio-Rad, Miinchen, D; linear = linearer Gradient der mobilen Phase;
isokrat. = isokratischer Lauf der mobilen Phase.

Vakuumzentrifugation s. Abschnitt 2.10.1, Lyophilisation s. Abschnitt 2.9, Microcon YM-10 = Konzentrierungseinheit mit
einem Molekulargewichts-cut-off von 10.000 Da (s. Abschn. 2.10.2), Amicon Ultra-4 = Konzentrierungseinheit mit einem
Molekulargewichts-cut-off von 10.000 Da (s. Abschn. 2.10.2), Centricon YM-10 = Konzentrierungseinheit mit einem
Molekulargewichts-cut-off von 10.000 Da (s. Abschn. 2.10.2), Millex®-HV = Spitzenfilter mit 0,45 um PorengréBe und 4
mm Durchmesser (s. Abschn. 2.11). (1) = Auftrennungsgradient 1, s. Abschnitt 2.5.1; (2) = Auftrennungsgradient 2, s.
Abschnitt 2.5.1. CM5-Chip = Biacore-Sensorchip mit carboxymethylierter Dextranmatrix (Biacore AB, Uppsala, S).
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7.3 Hemmung des PET durch PS-II-Inhibitoren

Konzentration Diuron Atrazin Metribuzin Simazin Simazinderivat Irgarol
[ng/] Hemmung | Hemmung | Hemmung Hemmung | Hemmung PET [%] | Hemmung
PET [%] PET [%] PET [%] PET [%] (Stabw [%]) PET [%]
(Stabw (Stabw (Stabw [%]) (Stabw (Stabw [%])
[%D [%D [%D
80600 51,94
(1,63)
8060 25,55
(1,66)
250 48,80 35,97
(0,34) (3,32)
100 4,00
(0,98)
75 2,17
(1,01)
50 68,87 37,95 1,04
(2,98) (2,66) (0,70)
25 60,73 37,86 24,20 23,80 78,78
(4,91) (1,24) (3,82) (5,66) (0,25)
12,5 29,30 14,17
1,74 (4,24)
10 45,95
(1,72)
5 7,23
(1,44)
2,5 26,93 2,5 62,35
(0,30) (4,40) (0,54)
1,25 16,00 3,17 45,63
(0,97) (0,89) (1,99)
1 4,36
(2,83)
0,625 8,14
(0,27)
0,3125 3,50
(1,34)
0,25 8,90
(2,12)
0,125 1,70
(1,12)
0,1 1,56
(1,57)

Tab. 7.3: Hemmung des photosynthetischen Elektronentransportes (PET) in % zur Kontrolle durch verschiedene PS-II-

Inhibitoren.

Stabw = Standardabweichung, PET = photosynthetischer Elektronentransport.
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7.4 Small-molecules-MDL-Methode

DEFINE APROG SolventCorrection_1
PARAM %c1 %c2 %c3 %c4d Y%oc5 %chd %c7 Yoc8
CAPTION SolventCorrection
FLOW 30
* QUICKINJECT %cl 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

* QUICKINJECT %c2 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

* QUICKINJECT %c3 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

* QUICKINJECT %c4 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

* QUICKINJECT %c5 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr_1

* QUICKINJECT %c6 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

* QUICKINJECT %c7 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

* QUICKINJECT %c8 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 1

END

DEFINE APROG SolventCorrection_2
PARAM %c1 %c2 %c3 %c4 YocS Y6 %cT %c8
CAPTION SolventCorrection
FLOW 30
* QUICKINJECT %cl 15

210



Anhang

-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

* QUICKINJECT %¢2 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

* QUICKINJECT %c3 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

* QUICKINJECT %c4 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr_2

* QUICKINJECT %c5 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

* QUICKINJECT %c6 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

* QUICKINJECT %c7 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

* QUICKINJECT %c8 15
-10 RPOINT  -b baseline
22 RPOINT  solvcorr 2

END

DEFINE APROG Screening
PARAM %pos %comp %conc Yomw
KEYWORD comp %comp
KEYWORD mw %mw
FLOW 30

* KINJECT %pos 30 300 linjection of compound
-10 RPOINT  -b Baseline

15 RPOINT  bindearly

50 RPOINT  bindlate

65 RPOINT  stabearly

115 RPOINT  stablate
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WASHPOS sr1r2 Iwash solution 50%DMSO

WASH s
WASHPOS nrr2 —v100 lwash solution 50%DMSO

WASH n
* QUICKINJECT 114 30 Icarry-over control

-10 RPOINT  -b co_Baseline
15 RPOINT co_bindearly
50 RPOINT co_bindlate
65 RPOINT  co_stabearly
115 RPOINT  co_stablate

END

DEFINE LOOP Screening
LPARAM %pos Y%comp %conc Yomw
TIMES 1

r2al startup Irunning buffer
r2a2 startup Irunning buffer
r2a3 startup Irunning buffer

12a4 startup lrunning buffer

S O O o O
S O O o O

r2as5 startup Irunning buffer
r2cl negcontrol 0 0

r2bl  Atrazinl 10u 215

r2¢2 negcontrol 0 0

r2b2 Atrazin2 20u 215

r2c¢3 negcontrol 0 0

r2b3 Atrazin3  40u 215
r2c4 negcontrol 0 0
2b4  Atrazin4 60u 215
r2¢5 negcontrol 0 0
r2b5  Atrazin5 80u 215
r2¢6 negcontrol 0 0
12b6 Atrazin6 100u 215
r2¢7 negcontrol 0 0
r2¢8 negcontrol 0 0

END

MAIN
RACK 1 thermo C
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RACK  2thermo B
RACK rREAG_A

temp 25
prime

detection 2-1,3-1,4-1
APROG  SolventCorrection 1 rlal rla2 rla3 rla4 rlaS rla6 ribl r1b2
LOOP Screening STEP
APROG  Screening %pos %comp %conc Y%omw
ENDLOOP

APROG  SolventCorrection 2 rlcl rle2 rlc3 rlc4 rlcS rlc6 r1dl r1d2

APPEND  standby
END
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7.5 SDS-Polyacrylamidgele von PS-II-Proteinkomplexen aus nach
der Piletskaya-Methode isolierten Thylakoiden

T175.00

==83.00

==62.00

=47.50

=3250

T25.00

T16.50

=660

1 2 3 4 5 & 7 8 g 10
Mol Wi, (KDa)

Abb. 7.1: SDS-PAGE von PS-II-Proteinkomplex-Extrakten, die nach der Thylakoidisolationsmethode von Piletskaya et al.
(1997) isoliert wurden. Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in kDa, rote Striche
und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von:

Bahn 1 2 3 4 5

Extrakt PS 1131 E2 PSII38El PS 1138 E2 PS 1140 K PS 1140 KL
Bahn 6 7 8 9 10

Extrakt Marker PS1141 BT PS1141 B PSI142 K PSI142 KT

PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer des Extraktes, B = Vicia faba, E1 = Pisum sativum var. Feltham first,
E2 = Pisum sativum var. Maiperle, K = Lactuca sativa. L = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, ohne L = Anzucht

ohne kiinstliche Zusatzbelichtung, T = am Ende der Thylakoidisolation in 50 mM Tris pH 8,0 aufgenommene Thylakoide (s.
Anhang 7.1).

=175.00

-—83.00

B - 6200 S ———

4740

il —
- — 23250 —---*"'

- 2500

=16.40

=650

1
it Wt (KDa)

Abb. 7.2: SDS-PAGE von PS-II-Proteinkomplex-Extrakten, die nach der Thylakoidisolationsmethode von Piletskaya et al.
(1997) isoliert wurden. Farbung Coomassie®, Beschriftung: Molekulargewicht der detektierten Banden in kDa, rote Striche
und Zahlen: Markierung und Nummerierung der Bahnen.

PS-II-Proteinkomplex-Extrakte von:

Bahn 1 2 3 4 5

Extrakt PSII44 EIL PSII46 EIL PS1147 EIL PSIISIB Marker
Bahn 6 7 8 9 10

Extrakt PSII52B PS 11 53 BL PS 11 54 KL PSII55El PS 11 56 E2L

PS II = PS-II-Proteinkomplex-Extrakt, Zahl = Nummer des Extraktes, B = Vicia faba, E1 = Pisum sativum var. Feltham first,
E2 = Pisum sativum var. Maiperle, K = Lactuca sativa. L = Anzucht mit kiinstlicher Zusatzbelichtung, ohne L = Anzucht
ohne kiinstliche Zusatzbelichtung (s. Anhang 7.1).
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7.6 Ubersicht iiber die verwendeten Thylakoidisolate

Bezeichnung | Datum Pflanze Isolations- Chloro- Yield der
des methode phyllgehalt der | Thylakoide
Thylakoid- nach Thylakoide

extraktes [pg/ml]

TSL4 29.01.03 Spinat Bassi 452 0,4

TSLS5 30.01.03 Spinat Bassi 450 0,3

TBL 8 04.02.03 Bohne Bassi 754 0,19

TB9 18.02.03 Bohne Bassi 743 0,3

Tab. 7.4: Ubersicht iiber die verwendeten Thylakoidisolationen:
Angegeben sind das Datum der Isolation, die verwendete Pflanzenspezies und die Isolationsmethode. Ebenfalls ist der Yield
sowie der Chlorophyllgehalt (ug/ml) der Thylakoide dargestellt.

T = Thylakoidextrakt, Zahl = Nummer der Isolation, B = Bohne, S = Spinat.

Bassi = Thylakoide wurden nach der Methode von Bassi et al. (1985) isoliert.

L = mit kiinstlicher Zusatzbelichtung angezogene Pflanzen, ohne L = ohne kiinstliche Zusatzbelichtung angezogene Pflanzen.
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8 Chemikalienverzeichnis

Chemikalie

Aceton

Acetonitril (can), HPLC gradient grade
Acrylamid 4 K-Losung (49,5 %) Mix 32:1
Aminocapronsédure

APS (Ammoniumpersulfat),

fiir die Molekularbiologie

Benzamidin

BIO-RAD PROTEIN ASSAY Dye Reagent
concentrate

Bio-Safe™ Coomassie®,

Coomassie® G 250 Stain

BSA (Bovine serum albumin =
Rinderserumalbumin) Fraction V, > 98,0 % (HPCE)
1-Butanol, fiir die Flissigkeitschromatographie
Coomassie®-Brillantblau R-250

Cyanurchlorid

Dichlormethan
3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtséure (sinapinic acid =
SA)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiaminotetraessigsdure), BioChemica
Essigsdure, zur Analyse

Ethanol 96 %, reinst Ph. Eur. JP. USP

Ether

Ethylamin

Flavinmononukleotid (FMN)

Glycerin, fiir die Molekularbiologie

Gycin, zur Analyse

Harnstoff, fiir die Molekularbiologie

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-
sulfonséure), Pufferqualitét

Hexan

Horseradish-Peroxidase
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Firma

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Applichem, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
BIO-RAD, Miinchen, D

BIO-RAD, Miinchen, D

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Applichem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Boehringer, Ingelheim, D
Applichem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Fluka, Buchs, CH
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Kaliumhydroxid > 85 % p. a. in Pldtzchen

LDS (Lithium-Dodecyl-Sulfate)

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

B-Mercaptoethanol, fiir die Molekularbiologie
Milchpulver, Blotting grade

MilliQ grade (Widerstand > 18 Mohm, ELGA
Purelab Maxima)

N,N-Diisopropylethylamin

Natriumascorbat (L-Ascorbic Acid Sodium Salt)
Natriumchlorid, Baker analyzed
Natriumhydrogencarbonat

PBS (Phosphate Buffered Saline)-Tabletten, pH 7,46
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)

1-Propanol, fiir die Fliissigkeitschromatographie
2-Propanol, HPLC grade

D(+)-Saccharose, fiir die Molekularbiologie
Salzsdure, rauchend 37%

SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate), Ultrapure
D(-)-Sorbit, reinst fiir die Molekularbiologie
D(-)-Sorbit, reinst Ph. Eur, USP

TEMED (N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin)
Tetrahydrofuranséure (THF)

Tricin, Bio Chemica

Trifluoressigsdure (TFA) Uvasol®, for spectroscopy
Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol),
fiir die Molekularbiologie

Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol),
Pufferqualitit

Tween©20

Biacore-Chemikalien

BIAdesorb solution 1 und 2
BIAdisinfectant solution

BIAnormalizing solution (70 % Glycerol)
BIAtest solution
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Roth, Karlsruhe, D

Applichem, Darmstadt, D

Heierler Cenovis GmbH, Radolfzell, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Applichem, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

ELGA, Celle, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

Fisher Scientific, Leicestershire, UK
Applichem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Applichem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Applichem, Darmstadt, D

Applichem, Darmstadt, D

Applichem, Darmstadt, D

Biacore, Uppsala, S

Biacore, Uppsala, S

Biacore, Uppsala, S
Biacore, Uppsala, S
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Cystamin-Dihydrochlorid Biacore, Uppsala, S
L-Cystein Biacore, Uppsala, S
1,4-Dithioerythritol (DTE) Biacore, Uppsala, S
Ethanolamin-HCI, 1 M, pH 8,5 Biacore, Uppsala, S
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid- Biacore, Uppsala, S
Hydrochlorid (EDC)

HBS-EP-Puffer Biacore, Uppsala, S
HBS-N-Puffer Biacore, Uppsala, S
N-Hydroxysuccinimid (NHS) Biacore, Uppsala, S
2-(4-Morpholino)-ethanesulfonic acid (MES), 0,1 M, Biacore, Uppsala, S
pH 5,0

PBS-Puffer, 0,1 M Biacore, Uppsala, S
2-(2-Pyridinyldithio)-ethaneamine hydrochloride Biacore, Uppsala, S
(PDEA)

Sodium acetat, 0,1 M Biacore, Uppsala, S
Sodium borate, 0,15 M, pH 8,5 Biacore, Uppsala, S
Sodium chloride, 1 M, pH 4,0 Biacore, Uppsala, S
Surfactant P20 (Polysorbate 20) (10 %) Biacore, Uppsala, S
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9 Abkiurzungs- und Wortverzeichnis

A
Al
A2
AB
AK
Ala

analyte recovery

APS

Aq. dest.

AS

Asp

assay

ATP
ATPase

AU
Autosampler
B
BBY-Membranen
BIA

Biacore analyte recovery

Biacore-MS-Kopplung

br

BSA
C&B
C18

C4

caesar
Carry over

CFy-Untereinheit

CH,Cl,
Chelation

Analyt

,.Fitting*“-Konstante
,.Fitting*“-Konstante
Liganden-Analyt-Komplex
Antikorper

Alanin

Riickgewinnung eines zuvor an der SPR-Sensorchipoberfldche
gebundenen Analyten zur weiteren Analyse

Ammoniumpersulfat

Aqua destillata

Aminoséure

Aspartat

Analyse, Test, Untersuchung
Adenosintriphosphat
Adenosintriphosphatase

Absorption Unit = Absorptionseinheit
Automatischer Probennehmer und -geber
Vicia faba = Saubohne

Granathylakoide nach Berthold, Babcock und Yocum isoliert (1981)
Biomolecular Interaction Analysis

Riickgewinnung eines zuvor an der SPR-Sensorchipoberfliche
gebundenen Analyten zur weiteren Analyse

Kopplung der SPR-Technologie mit der Massenspektrometrie
Breit

Bovine serum albumin = Rinderserumalbumin

Cohen und Baxter (1990)

Kieselgel mit Octadecylgruppen

Kieselgel mit Butylgruppen

Center of advanced european studies and research
Probenverschleppung

Transmembraner Protonenkanal der ATPase, bestehend aus
mehreren integralen Membranproteinen (C fiir Chloroplasten)

Dichlormethan = Methylenchlorid

Bildung von stabilen Komplexen aus organischen Verbindungen mit
Metall-Ionen
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Chi?

Conc

CP

Cyt b-559
DI-Tyrl61

4
Da

DC
DCMU
DCPIP
DegP2

DMSO

3

»double referencing’
,,double referenced*

,,Docken*

dpi
Drift
DTE
E

El

E2
EDC
EDTA

Elektronenkristallographie

ELISA
ESI
EtOH
EU

eV

Ex

F

FC

Fe

Flache zwischen berechnetem (,,gefittetem*) und gemessenem
Sensorgramm

Konzentration des Analyten (M)
Chlorophyll-bindendes-Protein = Core-Antennen-Protein
Cytochrom b-559

Spezieller ~Aminosdurerest des DI-Proteins der in der
Elektronentransportkette ein Elektron vom P680" iibernimmt

deuteriert

Dalton
Diinnschichtchromatographie
Di-Chlorophenyl-di-Methyl-Urea
2,6-Dichlorophenolindophenol

Protease die die primdre GTP-abhingige (Guanosintriphosphat-
abhéngige) Spaltung des DI1-Proteins im stromalen IV-V-Loop
katalysiert

Dimethylsulfoxid

Beim ,,double referencing* wird die bereits von der Referenz-
Flusszelle abgezogene Pufferinjektion von der ebenfalls bereits von
der Referenz-Flusszelle abgezogenen Probeninjektion subtrahiert

Pressen bzw. Absenken (,,Docken®) des Sensorchips an den IFC-
Flusszellenblock

Dots per inch

Basislinien-Drift (RU/s)

1,4-Dithioerythritol

Pisum sativum = Erbse

Pisum sativum var. Feltham first

Pisum sativum var. Maiperle
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-Hydrochlorid
Ethylendiaminotetraessigsédure

Verfahren zur Ermittlung der rdumlichen Anordnung der Atome in
kristallinen Festkorpern mit Hilfe von Elektronenstrahlen

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Electrospray lonisation

Ethanol

Europiische Union

Elektronen-Volt

Extinktion

Fraktion

Flusszelle

Eisen
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,HFitting®
Fm’
FMN
FPLC
Ft

FtsH
Gln
Glu
Gly
GTP
HCI
HEPES
His
HPLC

Kp

»Kinject*

kobs

Konz

Kryo

L

,Labelling®
Lactuca sativa
LED

Leu

LHCII

Lhcb

(Kurven)anpassung

Maximale Fluoreszenz bei Lichtséttigung
Flavinmononukleotid

Fast protein liquid chromatography
Grundfluoreszenz bei Messlicht
Metalloendopeptidase

Glutamin

Glutamat

Glycin

Guanosintriphosphat

Salzsdure
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsiure
Histidin

High performance liquid chromatography =
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Horseradish-Peroxidase

Hertz = SI-Einheit der Frequenz = Schwingungen/Sekunde
Integrated p-Fluidic Cartridge = Mikroflusssystem
Isoleucin

Insitut fiir Molekulare Physiologie und Biotechnologie der Pflanzen
Kopplungskonstante

Lactuca sativa = Kopfsalat
Assoziations-Ratenkonstante
Assoziations-Gleichgewichtskonstante
Dissoziations-Ratenkonstante
Dissoziations-Gleichgewichtskonstante

Spezieller Injektionsmodus des Biacore® 3000 fiir kinetische
Messungen

beobachtete k, (=k, * C + ky)
Konzentration

Gefrier-; bei tiefen Temperaturen
Ligand

Markierung einer Substanz
Kopfsalat

Licht emittierende Diode

Leucin

Light-harvesting complex II

Gene die die Light-harvesting-complex-II-Proteine kodieren
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Light-harvesting complex 11

Linker
Loop
m

M

m. L.
m/z

MALDI

MALDI-Platte

MDL
MES
Mg
MgSO,
Mn

MPI

MS
MTP
Mw
MW
MWCO
n

NaCl
NADP
NADPH
NaHCO;
NaOH
negcontrol
NHS
NMR

13

,,hormalisieren’

NTA

o. L.
OEC

Lichtsammler-Komplex = Lichtsammelproteinkomplex des
Photosystems II

Verbindung

Transmembran-Helices verbindende Kette

Mutiplett

Marker

Anzucht der Pflanzen mit kiinstlicher Zusatzbelichtung
Masse/Ladungs-Verhiltnis

Matrix assisted laser desorption/ionization
= Matrix-untersiitzte Laserdesorption/lonisation

Matrix-assisted-laser-desorption/ionization-Platte, Triger auf dem
die MALDI-Messungen durchgefiihrt werden

Method Definition Language
2-(4-Morpholino)-ethanesulfonic acid

Molekulargewicht

Magnesiumsulfat

Mangan-Cluster

Max-Planck-Institut

Massenspektrometrie

Micro Titer Plate format

Mittelwert

Molekulargewicht

Molecular weight cut off = Molekulargewichts-Abtrennung
Anzahl der Messwerte

Natriumchlorid

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

Reduzierte Form des NADP

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydroxid

Negativ-Kontrolle

N-Hydroxysuccinimid

Nuclear Magnetic Resonance = Kernmagnetische Resonanz

Normalisierung des Resonanzsignals mit 70 %iger Glycerinlosung
um geringe Unterschiede zwischen verschiedenen Sensorchips
auszugleichen

Nitrilotriacetic acid
Mittelwert
Anzucht der Pflanzen ohne kiinstliche Zusatzbelichtung

Oxygen-evolving complex = wasserspaltender Mn-Protein-Komplex
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opto-interface

P
P20
P680

P680*
P680"
PA
PAM
PBS
PDEA
Pestizid

PET
pH

Phi
Phe

»Photodamage*
pl

Pisum sativum
PMSF

potentiometrische Messung

POX
PQ

,,Prime

PSII
psbA

psi
PS-II-Core-Komplex

PS-1I-Herbizide

PS-II-Inhibitoren

Diinne Glassplatte mit Polymer-Film-Riicken auf beiden Seiten, die
die optische Kopplung zwischen der optischen Einheit des Biacore®
3000 und dem Sensorchip ermdglicht

Pisum sativum, Erbse
Surfactant P20 (Polysorbat 20)

Spezielles Chlorophyllpaar des PS II; primérer Elektronendonor des
Photosystems 11

Angeregtes P680

Radikalkation des P680
Polyacetat
Puls-Amplituden-Modulation
Phosphate Buffered Saline
2-(2-Pyridinyldithio)-ethanamin

Schédlingsbekdmpfungsmittel = in den Bereichen wo sie zum
Schutz von Pflanzen eingesetzt werden nennt man sie auch
Pflanzenschutzmittel

Photosynthetischer Elektronentransport

Der mit (-1) multiplizierte Zehnerlogarithmus der Wasserstoffionen-
Aktivitét

Phéophytin

Phenylalanin
Lichtschadigung
Isoelektrischer Punkt

Erbse
Phenylmethansulfonylfluorid

MaBanalytisches Verfahren, bei dem der Verlauf der Titration durch
Potentialmessung an der zu bestimmenden Losung verfolgt wird

Peroxidase
Plastochinon

Spiilen der IFC, des Sensorchips, der Pumpen und des Autosamplers
des Biacore® 3000

Photosystem 11

ps = Photosystem; b=11; 4 =1
Genomische Bezeichnung fiir das D1-Protein

Pound per square inch = 6894,757293168 Pa; Einheit flir den Druck

Wird vom PS-II-Reaktionszentrum, dem CP47 und CP43 sowie 14
weiteren Proteinen gebildet

Herbizide deren Wirkort die Qg-Bindenisches des D1-Proteins im
Photosystem II ist

Substanzen die an die Qp-Bindenische des DI1-Proteins im
Photosystem II binden und dadurch den photosynthetischen
Elektronentransport in der Thylakoidmembran inhibieren
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PS-II-LHC-II-Superkomplex

PS-II-RC

PS-II-Reaktionszentrum

PVDF

Qa

Qs

QH,

RC
,»Recover“/“Recovery*
Req

R~-Wert

Ryi

RI

Ry,

Rinax

RP
RP-FPLC
rpm

S

SA

SDS
SDS-PAGE

SDS-Polyacrylamidgel
SE

Ser

Simazinderivat

Simazinhexansiure

Solvent-correction-Losung

Spacer

SPE

Spinacea oleracea
Spot

SPR

Stabw

Photosystem-II-Light-harvesting-complex-II-Superkomplex
PS-II-Reaktionszentrum

Das D1-Protein bildet zusammen mit dem D2-Protein, der a- und B-
Untereinheit des Cytochroms b-559 und dem Protein 1 das PS-II-
Reaktionszentrum

Polyvinylidenfluorid

Plastochinon A

Plastochinon B

Plastochinol = reduzierte Form des Plastochinons
Reaktionszentrum
zurlickgewinnen/Zuriickgewinnung

Antwort im Gleichgewicht (50 % Rax)

Quotient der Wanderungsstrecke der einzelnen Analytkomponenten
und der Wanderungsstrecke des Laufmittels

Antwort bei unendlicher Konzentration

Refraktiver Index-Effekt durch den Puffer

Antwort bei der 0-Konzentration

Maximale Bindungskapazitit des Chips

Reversed phase = Umkehrphasen

Reversed phase Fast protein liquid chromatography
rounds per minute = Umdrehungen pro Minute
Spinacea oleracea = Spinat

Sinapinic acid = Sinapinséure

sodium dodecyl sulfate = Natriumdodecylsulfat

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis =
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamigel

Standard-Fehler

Serin

6-{[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-ylJamino } -hexansdure
6- {[4-Chloro-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-yl]Jamino } -hexanséure
Losungsmittel-Korrektionslosung

Zwischenraum, Abstandshalter

Solid Phase Extraction = Festphasenextraktion

Spinat

Messpunkt

Surface Plasmon Resonance = Oberfldchen Plasmon Resonanz

Standardabweichung
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Startup-Injektionen

Surface Prep unit

Sy
t

t (in der NMR-Spektroskopie)

T

Ta

TBS
TEMED
TFA

THF

TIR

TKS 1

TOF

tOn
Total-Herbizid
Tris

Triton X-100
Tyr

UE

uv

Val

A%

Vicia faba

Wasser-Plastochinon-
Oxidoreduktase

Western-Blotting

Xenobiotika

Yield

Yz
a-UE Cyt b-559
)

Injektionen vor dem Anfang einer Messung um die Chipoberflache
zu ,,normalisieren‘

Einheit zur Immobilisierung von Liganden auf einem Sensorchip
auflerhalb der IFC

Synechococcus sp.
Zeit (s)
Triplett

Am Ende der Thylakoidisolation in 50 mM Tris pH 8,0
aufgenommene Thylakoide

Tabak = Nicotiana tabacum

Tris buffered saline = mit Tris gepufferter Puffer
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuransiure

Totale interne Reflektion

Torfkultursubstrat Typ 1

Time of Flight

Startzeit fiir die Probeninjektion (s)

Herbizid das jeglichen Pflanzenwuchs vernichtet
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
Nicht-ionisches Detergens

Tyrosin

Untereinheit

Ultraviolett

Valin

Verdiinnungsfaktor

Saubohne

Photosystem 11

Proteinblotting = Auftrennung von Proteinen und nachfolgende
Immundetektion

In einem 6kologischen System normalerweise nicht vorkommende
Substanzen (Insektizide, Fungizide, Herbizide, Waschmittel,
Pharmaka u. a.)

MessgroBBe  welche die  Aktivitdit des photosynthetischen
Elektronentransportes angibt

Aminoséurerest Tyrosin 161 des D1-Proteins
a-Untereinheit des Cytochroms b-559

Chemische Verschiebung
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