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Abstract: Eines der wirkungsvollsten Konzepte der Natur ist
die Aufnahme und Umwandlung von Sonnenenergie durch
den Lichtsammelkomplex Il (LHCII). Dieser Protein-Pig-
ment-Komplex mit seinen zugehorigen Pigmenten ist der
Hauptsonnenenergiekollektor in Pflanzen. Unser Ziel ist es,
ein stabiles, reproduzierbares und ressourcenschonendes
LHCII-Pigment-Material aufSerhalb der pflanzlichen Zelle zu
generieren, das genauso bereit und in der Lage zur Aufnahme
von Sonnenenergie ist. Wir verwendeten dafiir ein konventio-
nelles, zellfreies Proteinsynthesesystem aus Weizenkeimen und
beobachteten eine cotranslationale Insertion von LHCII-Pro-
teinen in die Polymermembranen, die als Polymersomen der
Synthesemischung zugegeben worden waren. Eine einheitliche
Insertionsrichtung der Proteine in den Polymermembranen
konnten wir durch einen Protease-Assay nachweisen. Die
Gegenwart des LHCII bewirkte einen Anstieg der Chloro-
phyllkonzentration in den Polymermembranen, und die
Oberflichenplasmonen-verstirkte Fluoreszenzspektroskopie
(SPFS) ermoglichte die Messung des Energietransfers von
Chl b nach Chl a, was als Indikator fiir die native Faltung des
LHC-Proteins gilt.

Der Lichtsammelkomplex II (LHCII) hoherer Pflanzen ist
eines der hiufigsten Membranproteine. Ein LHCII-Protein
bindet 14 Chlorophyll- (acht Chl a, sechs Chl b) und 4 Caro-
tinoidmolekiile."! LHCII fungiert als Antennenkomplex und
ist eines der wenigen Membranproteine, die spontan in vitro
riickgefaltet werden konnen; allerdings kommt es dabei zu
einer ungerichteten, zufélligen Insertion in die entsprechende
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Membranumgebung.? LHC IT ist ein interessantes Unter-
suchungsobjekt in der Membranproteinforschung und hat
eine mogliche biotechnologische Bedeutung als ,,Organisa-
tor” von Farbstoffen im Kontext von nachhaltigen, robusten
und effizienten Solarzellen.”! Bisherige LHCII-bezogene
Ansitze sind abhédngig von der Verfiigbarkeit von Detergenz-
gereinigten LHC-Proteinen, die in relativ instabilen Lipid-
membranen ohne Vorzugsrichtung rekonstituiert werden
oder aus Isolaten von Thylakoidextrakten stammen.*”!

Die In-vitro-Membran-unterstiitzte (assisted) Protein-
synthese (iMAPS), auch als ,,zellfreie” Expressionsstrategie
beschrieben, in Kombination mit kiinstlichen Membranma-
terialien wird von uns als eine robuste und zuverldssige
Technik fiir eine De-novo-Synthese von Membranproteinen
vorgestellt, wie es fiir GPCRs,® Claudin-2"' und weitere sehr
verschiedenartige Membranproteine!!'!l  bereits gezeigt
wurde. Jiingste Versuche, konventionelle Lipidmembranen
durch Polymermembranen zu ersetzen, ergeben eine weitere
interessante Perspektive, da die Letztgenannten definierte,
reproduzierbare und vor allem chemisch und physikalisch
robuste Membranarchitekturen aufweisen.? Wir haben uns
fiir Polymermembranen aus amphiphilen Diblockcopolyme-
ren entschieden, da diese in wissriger Umgebung Lipid-
membran-dhnliche Doppelschichten bilden.> Die Poly-
mermembranen sind leicht variierbar in Bezug auf ihre Dicke,
Durchléssigkeit und Steifheit gem4B3 der Auswahl an unter-
schiedlichen Polymerbausteinen.'¥ Die Verwendung der
zellfreien Proteinsynthese mit diesen Polymermembranen
ermoglicht die De-novo-Synthese von Membranproteinen in
eine Membranarchitektur, mit dem Vorteil, dass diese frei
vom Einfluss zelluldrer Regulationsmechanismen ist und die
Membranproteine keiner Detergenz-basierten und damit
denaturierenden Aufreinigungsprozedur ausgesetzt
werden 91115161

Hier zeigen wir den gerichteten Einbau von funktionalem
LHCII und LHCII-Pigment-Komplexen, eingebaut in so ge-
nannte Polymersomen (sphirische Polymervesikel) sowie aus
dem gleichen Material bestehende, aber planar auf einer
festen Oberfldche organisierten Polymer-Doppelschichten.
Das Verfahren der zellfreien Proteinsynthese fiihrt anschlie-
Bend zu einem cotranslationalen, gerichteten LHCII-Einbau
in diese polymeren Membranstrukturen, wie wir es bereits fiir
ein anderes Proteinbeispiel beschrieben haben.l”’ Wir zeigen
hier die Selbstorganisation von Polymer-Doppelschichten aus
Liponsdure-modifizierten Monomeren, die sich auf planaren
Goldoberfldchen selbstorganisieren und durch iMAPS mit
LHCII funktionell modifiziert werden. Die Methode der
Oberfliachenplasmonenresonanz(SPR)-Spektroskopie wurde
verwendet, um die Membranbildung zu tiberwachen, wih-

Wiley Online Library

die

Chemie

14875


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201506304
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201506304
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201506304

Angewandte

14876

Zuschriften

rend der LHCII-interne Energietransfer von Chl b zu Chl a
durch Oberflachenplasmonen-verstirkte Fluoreszenzspek-
troskopie (SPFS) gemessen wurde. Die Tatsache des Ener-
gietransfers als Konsequenz der Chl-b-Anregung durch das
exponentiell abklingende Feld der Plasmonen lédsst auf eine
native Faltung der LHCII-Einheiten in der Polymermembran
und damit auf eine funktionale Prisentation der Chloro-
phyllmolekiile durch das Strukturprotein LHCII schlieen.

Die Synthese und die Integration des LHCII-Apoproteins
in Polymermembranen wurden im Weizenkeim-Zelllysat als
geeignetem Expressionssystem (Promega, 1.4140) erreicht.
Der Einfluss der Polymerkonzentration auf die LHCII-Ex-
pressionseffizienz wurde unter Verwendung von SDS-PAGE,
gefolgt von Western Blot (Abbildung 1 A), analysiert. Wir
beobachteten stabile LHCII-Expressionsniveaus bis zu einer
Konzentration von 0.5 ugul.~! an zugegebenem Polymerma-
terial pro Zelllysatansatz (Abbildung 1B). Wir vermuten,
dass das optimale Verhiltnis von Polymersomen zu Zelllysat
durch einen molekularen Verdriangungseffekt bestimmt ist,
der, falls richtig gewihlt, die Genexpression in zellfreien
Systemen!”! robuster machen kann. Eine weitere Rolle bei
der Syntheseeffizienz spielt auch das Oberfldchen-zu-Volu-
men-Verhiltnis, wie wir im mikrofluidischen System nach-
weisen konnten."™ Bei hohen Polymersomkonzentrationen
sinkt die Expressionseffizienz jedoch, wahrscheinlich wegen
negativer Verdiinnungseffekte.

Das Vorhandensein, die Organisation, die Menge und die
Lokalisierung von LHCII in den Polymerstrukturen wurden
durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) visuali-
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Abbildung 1. Expressionseffizienzen von LHCII in der Gegenwart von
Polymersomen. A) Western Blot von LHCII in An-/Abwesenheit von
Polymersomen. Spur 1 zeigt die Expression von N-VSVG-LHCII alleine,
Spur 2 N-VSVG-LHCII mit 0.2 ugulL ™" Polymersomen und Spur 3 C-
VSVG-LHCII mit Polymersomen. B) Relative Proteinexpression in Ab-
hangigkeit von der Polymerkonzentration in Bezug auf die Signalinten-
sitat. (n=3).

www.angewandte.de

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

siert. Polymersomen mit integrierten LHCII-Komplexen, so
genannten Proteopolymersomen (PPs), wurden, wie von
Nallani et al. beschrieben, gereinigt.””! Die resultierenden PPs
wurden auf zwei Arten markiert: 1) Membranpriparation
und iMAPS-generiertes Protein wurden sowohl durch 1%
Uranylacetat und anschlieBend 1% OsO, als auch durch
Immungold-markierten Antikorper gegen LHCII kontras-
tiert (Abbildung2A). 2) Alternativ wurden die Polymer-
membranen nur mit OsO, kontrastiert, was wiederum die
vorhandenen Proteine als weifle Punkte erscheinen ladsst
(Abbildung 2B). In beiden Priparationsmethoden zeigte sich

Abbildung 2. TEM-Aufnahmen von durch Zentrifugation-Mikrofiltration
gereinigten LHCII-PPs. A) Sphérisches Polymersom mit Immungold-
markiertem LHCII. B) Verformtes Polymersom nach OsO,-Kontrastie-
rung; weifle Punkte: ungefarbte LHCII-Protein(anordnungen).

die Tendenz zur Verformung der PPs. Zur Minimierung dieses
Effekts wurden die Polymersomen bereits bei der Herstellung
mit 0.4Mm Trehalose gefiillt, einer etablierten Methode zur
Erhohung der Stabilitit solcher Strukturen.!”

Die tatsdchliche Integration von LHCII in die Polymer-
somen wurde durch eine Kombination von Immunprizipita-
tion® und Natriumcarbonatextraktion bestitigt,”!! wie von
Fujiki et al. beschrieben. Dabei wurden nur geringfiigige
Anpassungen und Modifikationen in der Vorgehensweise
vorgenommen (siche Hintergrundinformationen). Entspre-
chend der Vorschrift von Fujiki et al. fiihrt ein stark ionischer
Puffer zur Ablosung rein assoziierter, jedoch nicht in eine
Membran integrierter Proteine. Proteine, die vollstindig in
die Membran integriert sind, wie Membranproteine einer
Zelle, wiren insofern resistent gegen eine solche Behandlung.
Unsere Polymersomen wurden mit Silicatnanopartikeln
(SiNPs), modifiziert mit Anti-Polyethylenglycol(a-PEG)-
Antikorpern, aufgereinigt, wie zuvor von unserer Arbeits-
gruppe® beschrieben, wobei vollstindig integrierter LHCII
vom verwendeten Zelllysat abgetrennt wurde. Dies ist mog-
lich, da die a-PEG-Antikérper in der Lage sind, an den Po-
lyethylenoxidanteil des Polymers zu binden. In Abbildung 3
ist ein exemplarisches Ergebnis dieser Aufreinigung darge-
stellt, wobei die Natriumcarbonat-behandelte Probe zeigt,
dass der mittels iMAPS synthetisierte LHCII vollstdndig in
die Polymermembran integriert ist. Der Verlust der Signal-
starke wird durch die zusdtzliche Behandlung verursacht.
Dieses auf Antikorpern basierende SiNP-Reinigungsverfah-
ren ermdglicht die Aufkonzentrierung von Membranprotei-
nen sogar aus einer 1000-fachen Verdiinnung.
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Abbildung 3. Western Blot von SiNP-gereinigten LHCII-PPs nach Natri-
umcarbonatextraktion. Gleiche Volumina der Reaktionsmischung
wurden im Polyacrylamidgel im elektrischen Feld unter Maskierung der
Eigenladung durch Natriumdodecylsulfat aufgetrennt und anschlie-
Rend vom Gel vertikal auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen und
mittels farbmarkiertem Antikérper sichtbar gemacht. Spur 1: 0-PEG-
SiNP-gereinigte PPs nach zellfreier Synthese; Spur 2: gereinigte PPs, in
denen das LHCII-Proteinsignal nach durchgefiihrter Natriumcarbonat-
extraktion sichtbar geblieben ist.

Ein geeignetes und etabliertes Verfahren, um die LHCII-
Ausrichtung in polymeren Membranen niher zu untersuchen,
ist der Trypsinverdau. Dabei sind Transmembrandoménen
und intrazelluldre/intrapolymersomale Bestandteile vor dem
Trypsinverdau geschiitzt. Der VSVG-Tag, der zur Immunde-
tektion verwendet wurde, zeigt zwei Trypsinschnittstellen,
wihrend der LHCII insgesamt 21 Schnittstellen aufweist.

Wir verglichen die Fragmentmuster nach Trypsinverdau
im Western Blot mit Mustern, die aus einem virtuellen
Verdau stammten, generiert mithilfe der Software Peptide-
Cutter von Expasy (Abbildung 4 B). Das Fragmentmuster in
Abbildung 4 A zeigt, dass LHCII gerichtet in die Membran
eingebaut sein muss, wobei der N-Terminus exponiert wird.
Wir erwarteten ndmlich, dass in einem korrekt gefalteten und
Membran-integrierten LHCII einer der beiden Termini Pro-
tease-exponiert ist, wihrend der andere Terminus auf der
Membraninnenseite vor der Protease geschiitzt ist. Immun-
markierungsexperimente ergaben ein genau dieser Hypo-
these entsprechendes Muster, das fiir einen geschiitzten C-
Terminus spricht. Insofern finden wir einen durch die iMAPS-
Methode in einer Polymermembran korrekt gefalteten
LHCII vor. Die Zugabe von Pigmenten fiihrte zu keiner
sichtbaren Verianderung des Verdauungsmusters, obwohl
Chlorophyll und Carotinoide von wesentlicher Bedeutung fiir
eine vollstindige Faltung des LHCII invivo und in vitro
sind.”?

Auch wenn die Daten darauf schlieBen lassen, dass LHCII
in die Polymersomen eingebaut wurde, stellte sich die Frage,
ob das Protein weiterhin in der Lage ist, Chlorophyll und
Carotinoide zu binden, wie es in den nativen Umgebung einer
Thylakoidmembran der Fall ist. Wegen des intrinsisch hy-
drophoben Charakters von Chlorophyll integrierte sich be-
reits eine nachweisbare Menge spontan in die Polymermem-
bran —in Abwesenheit von LHCII-Proteinen. Wir stellten die
Hypothese auf, dass die Gegenwart von LHCII in der Mem-
bran eine massive lokale Ansammlung von Chlorophyllmo-
lekiilen zur Folge haben sollte. Daher extrahierten wir
Chlorophyll und Carotinoide aus Erbsenblittern und gaben
sie wihrend der iMAP-Synthese auf planare Polymermem-
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Abbildung 4. A) Gereinigte PPs nach 30 min Trypsinverdau. Spuren 1
und 4: unbehandelte PPs; Spuren 2 und 5: Trypsin-verdaute PPs. Hier
zeigt sich ein Fragmentmuster, das fir einen geschiitzten C-VSVG des
LHCII spricht. B) C-VSVG-markierter LHCII in der Polymermembran
mit Darstellung aller relevanten Trypsinschnittstellen.

branen. Die Proben wurden anschlieBend auf ihre Fluores-
zenzemissionsintensitdt bei der charakteristischen Chl-a-
Wellenldnge hin untersucht. Unsere Messungen zeigten eine
Zunahme der charakteristischen Chlorophyllfluoreszenz-
emission in Gegenwart von LHCII, was auf eine LHCII-be-
dingte Orientierung der Pigmente und somit auf einen phy-
siologischen Zustand der LHCs, wie er in einer Thylakoid-
membran vorliegt, schlieBen lasst.

Im Hinblick auf mogliche technische Anwendungen
dieser Polymer-LHCII-Architekturen verlagerten wir unsere
Untersuchungen von sphérischen Architekturen hin zu pla-
naren, oberflachengebundenen Polymermembranen. Fiir eine
effiziente und starke Polymerbindung an die Gold-beschich-
teten SPR-Oberflichen wurde das Polymermaterial mit Li-
ponsiure®! modifiziert, was eine Bindung durch die Schwe-
felgruppen an der Goldoberfliche ermoglicht. Proteinsyn-
these und Pigmentinkubation wurden von uns in zwei ge-
trennte Schritte aufgeteilt. Die Proteinsynthese wurde 4 h bei
Raumtemperatur in situ durchgefiihrt. Als Negativkontrolle
wurde iIMAPS in Abwesenheit der fiir LHC kodierenden
DNA durchgefiihrt. Die Doppelschichtbildung und die an-
schlieBende Proteininsertion wurden als eine Funktion der
optischen Schichtdickenzunahme in einem selbstgebauten
SPR-Setup iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Bemerkenswer-
terweise wurde eine relativ geringe Zunahme der optischen
Schichtdicke im Falle einer LHCII-Expression relativ zur
Dicke eine ,leeren” Polymermembranarchitektur dokumen-
tiert. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die
LHCII-Integration an der Einbaustelle eine unspezifische
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Adsorption verringert, wahrend im Falle einer ,leeren®
Membran unspezifische Anlagerungen omniprésent sind. In-
sofern sind die reinen Schichtdickenanalysen nur wenig aus-
sagekriftig, was die Inkorporation der LHCII-Molekiile in
die Polymermatrix betrifft.

Oberflachenplasmonen, die Chlb anregen konnen,
wurden durch einen HeNe-Laser (1=632.8 nm) erzeugt.
Chl a und b werden in einem nativ gefalteten LHCII derart
orientiert, dass die Energie von Chl b immer zu einem be-
nachbarten Chl a weitergegeben wird, wo es als Photon einer
Wellenldnge von A=670nm emittiert wird. Genau diese
Emission wurde in LHCII-Pigment-funktionalisierten Poly-
mermembranen beobachtet (Abbildung 5).

Um die spezifische Chlorophyll-Bindungswirkung von
LHCII in der Membran zu bewerten, verwendeten wir das
alternative Membranprotein Claudin2 (Cldn2) als Referenz-
protein menschlichen Ursprungs ohne bekannte Affinitét fiir
Chlorophyll. In Gegenwart von LHCII stieg die Chl-a-Fluo-
reszenz nach Chl-b-Anregung signifikant an, wiahrend in der
Vergleichsmessung in Gegenwart von Cldn2 die Emission
abnahm (Abbildung 6). Dieser Befund zeigt, dass die Zu-
nahme der Chl-a-Fluoreszenz durch die Anordnung der Pig-
mente in Gegenwart von LHCII bedingt ist. Des Weiteren
wurde die Regenerierbarkeit der Fluoreszenzemission nach
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photoinduziertem Bleichen der Chlorophyllmolekiile durch
deren Austausch erreicht, was unser System wiederverwend-
bar macht. Dies stellt eine neue Eigenschaft gegeniiber den
standardméBigen Lipid- oder Detergenz-basierten LHC-hal-
tigen Ansétzen dar.

Wir konnten hier die Eignung von robusten Polymer-
membranen fiir den gerichteten LHCII-Einbau demonstrie-
ren, der sowohl in sphédrischen als auch in planaren Poly-
mermembranen direkt aus der Proteintranslation heraus er-
folgte. Die native Anordnung und Bindung von Chloro-
phyllmolekiilen durch LHCII wurde durch Fluoreszenz-
emission in der SPFS-Konfiguration nachgewiesen. Die
Ergebnisse zeigen, dass iMAPS-generierte LHCII-Komplexe
funktionell in die robuste Polymermembran eingebaut
werden und dass zusdtzlich die Moglichkeit besteht, ge-
bleichtes Chlorophyll durch neues Pigment infolge einfacher
Pigmentzugabe zu ersetzen. Des Weiteren konnten wir
nachweisen, dass iMAPS-generierter LHCII in der Lage ist,
Pigmente entsprechend seines natiirlichen Ebenbildes in
einer natiirlichen Zellmembran zu positionieren. Diese Re-
sultate stellen einen weiteren Schritt fiir die Nutzung von
Sonnenenergie durch biologisch inspirierte, robuste und
wiederverwendbare Materialen dar.

Experimentelles
Polybutadien,-Polyethylenoxidgy, (Po-
lymerSource) wurde entweder allein oder
zusammen mit Pigmentextrakt in Chlo-
roform (>99 %, Roth) gelost, und Poly-
mersomen wurden durch Filmrehydrie-
rung®® und anschlieBende Extrusion ge-
bildet. Pigmente wurden extrahiert, wie
von Paulsen et al. beschrieben.”! Polymer
wurde mit Liponsdure modifiziert, wie
von Belegrinou et al. beschrieben.”!
Proteine und PPs wurden mit TNT-
Weizenkeim-Extrakt-Kit (Promega,
L4140) hergestellt. Proteine wurden
sowohl in Gegenwart als auch in Abwe-
senheit von Pigmentextrakt exprimiert.
Fiir die Verdauungsexperimente wurde
Trypsin (0.5% Trypsin-EDTA, Gibco)
verwendet. Monoklonale Maus-Anti-
VSVG-Antikorper (Sigma-Aldrich;

Negativ

IMAPS VSVG = vesikuldres Stomatitisvirus-Gly-

' . ‘ ’ ‘ 670 nm koprotein) wurden als primire Antikor-
Plgment- v Chla per verwendet, und infrarotmarkiertes

° : '. . '.' '. . '. * inkubation . - Ziege-Anti-Maus-IgG  (IRDye 800CW,
‘ . . . ' ,& Licor) wurde als sekunddrer Antikdrper
Pl eingesetzt. Die Antikorperdetektion er-

asmon- folgte mit dem Odyssey Infrared Imagin

/ S5 85 95 BS &8 h\ ﬂ f\ anregung Syftem (Licor). e o
Chl b Fir TEM-Analysen wurde ein Hase-

Anti-LHCII-Antikorper (1 ugmL™") als

632.8 n 632.8 nm primédrer Antikorper genutzt, und Im-

Abbildung 5. Oberflachenplasmon-induzierter Energietransfer von Chl b zu Chl a. A) Exemplari-

scher Energietransfer innerhalb einer LHCII-modifizierten und an eine Goldoberfliche gebundenen
Polymermembran. B) Vergleich der durchschnittlichen Chl-a-spezifischen Fluoreszenz bei Chl-b-An-
regung von Polymermembranen in An- und Abwesenheit von LHCII (n=4).

zierung und Energietransfer in Gegenwart von LHCII.
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mungold-markierter, sekundirer Ziege-
anti-Hase-Antikérper (5 nm kolloidales
Gold, Sigma) wurde als sekunddrer An-
tikorper verwendet. Des Weiteren
wurden Uranylacetat und OsO, zur Kon-
trastierung verwendet. Ein weiterer
Ansatz bestand darin, gereinigte Poly-

C) Oberflichenmodifi-
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Abbildung 6. A) Eine vergleichende Analyse von LHCII und Cldn2
zeigt, dass LHCII notwendig fiir die Neuorientierung der Chlorophyll-
molekiile und dementsprechend auschlaggebend fiir den Energietrans-
fer von Chl b zu Chl a ist (n=3). B) Wiederherstellung der Fluores-
zenzemission nach Bleichen der Chlorophylimolekiile durch Inkubation
mit frischem Pigmentextrakt (n=4).

mersommembran schlicht mit OsO, zu farben, wobei Proteine un-
gefarbt blieben.

Die PP-Aufreinigung wurde sowohl durch Zentrifugal-Mikrofil-
tration (Ultrafree-MC-VV, Durapore PVDF 0.1 um)™ als auch durch
SiNP-Immunprizipitation erreicht. Im Falle der Oberflichen-ge-
bundenen Polymer-Doppelschichten wurden Gold-beschichtete
(50 nm) Glasoberflichen verwendet und SPR/SPFS-Experimente mit
einem selbstgebauten Setup durchgefiihrt. Fluoreszenzmessungen
erfolgten mit einem Luminescence Spectrometer (LS 55, PerkinEl-
mer Instr.).
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