dc_1987 22

Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont
Novénybioldgiai Intézet

Lambrev Petar

A II. fénybegyiijto komplex szerepe
a gerjesztési energia aramlasanak
szabalyozasaban

Doktori értekezés tézisei

Szeged, 2022



dc_1987 22

Koszonettel tartozok Lingvay Monikanak, Sipka Gabornak
és Magyar Melindanak a sz6veg angol-magyar forditasaban

nyujtott segitségtikért.



dc_1987 22

1. TUDOMANYOS HATTER

A Foldon, alapvetden, szinte minden életet a fotoszintézis folyamata
altal tarolt napenergia tart fenn. A fotoszintézis kutatdsanak fokozasa lo-
gikus és szitkséges 1épés az emberiség el6tt 4ll6 komoly kihivasok lekiiz-
déséhez - az egyre novekvd élelmiszer- és energiaigény kielégitéséhez, és
ezzel egyidejlileg a szén-dioxid és mas {iveghazhatast gazok kibocsatasa-
nak csokkentéséhez. Egyrészt a novények termelékenységének tovabbi je-
lentds javitasa csak a fotoszintézis hatékonysaganak novelésével lehetsé-
ges. Masrészt hatalmas lehetéségek rejlenek az olyan napenergia-atalakité
biotechnoldgiai és mesterséges megoldasok kifejlesztésében, amelyek a
napenergia-biomassza atalakitdsban meghaladjak a természetes fotoszin-
tézis hatékonysagat. A fotoszintézis fotofizikai és -kémiai mechanizmusa-
inak részletes, molekuldris szintli megértése, amely azonositja a természe-
tes fotoszintetikus rendszerekben meglévé kiilonbozé sztik keresztmet-
szeteket és korlatokat, eléfeltétele e célok elérésének.

Novények és algak esetében, a fotoszintetikus folyamat a fotonok pig-
mentmolekulak éltali abszorpcidjaval kezdddik, melyek a tilakoidmemb-
ranban 1év6 két - 1. (PSI) és II. (PSII) - fotokémiai rendszer valamelyiké-
hez kapcsolddnak. A legtdbb pigment — klorofillok (Chl), karotinoidok
vagy fikobilinek - specidlis fénybegytijt6 komplexekbe (LHC) szervezs-
dik, amelyek a fotoszintetikus apparatus alapvet6 alkotéelemei. Az LHC-
kben 1év6 pigmentek kozotti intermolekuldris (excitonikus) kolcsonhata-
sok lehetdvé teszik a gerjesztési energia gyors atadasat a fotokémiai rend-
szer reakciocentruméban (RC) 1évé specialis Chl-molekulaknak. A t6l-

tésszétvalasztas az RC-ben elinditja az elektrontranszportlancot, amely az
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ATP és NADPH eldallitasahoz vezet, amelyeket végiil a CO; szénhidratta
torténd redukcidjara haszndlnak fel a fotoszintetikus szervezetek. Az egész
folyamat attdl fiigg, hogy a fénybegyijté antenna képes-e energiat atadni
az RC-knek, amihez viszont nagyszamu (jellemzdéen néhany szaz) pig-
mentmolekulara van sziikség, amelyek a gyors és hatékony gerjesztési-
energia-atadas (EET) révén funkcionalisan kapcsolédnak az RC-hez.

A 1L fénybegytijté komplex (LHCII) a PSII {6 antenndja a névényekben
és zoldalgdkban, és az 6sszes pigment-fehérje komplex koziil a legnagyobb
mennyiségben fordul elé a tilakoidmembranban, megkotve a Chl-ok
kozel felét. A zarvatermék (angiospermak) nuklearis genomja altal kodolt
Lhcb1-6 homoldg fehérjék tobb Chl-a, Chl-b és karotinoidot (xantofill)
kotnek, és a PSII-hoz tarsulé monomer (Lhcb4-6) és trimer (Lhcbl-3)
komplexeket alkotnak. A f6 LHCII trimer (1. dbra) monomerenként 8
Chl-a-t, 6 Chl-b-t és 4 xantofillt tartalmaz. Az ezen pigmentek kozotti

stroma

1. bra. Az LHCIT monomer sematikus szerkezete. A szines gémbaok a Chl kézponti Mg
és N atomiait jelolik. A szorosan kapcsolt Chl-ok azonos szinliek. Az dbra a PDB ID
1RWT alapjan készult.
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EET-t killonb6z6 idéfelbontasos spektroszkdpiai mddszerekkel és elmé-
leti megkozelitések segitségével vizsgaltak. A Chl-ok kozotti EET tobbfa-
zisu folyamat, amely szobahémérsékleten tobb szdz femtoszekundumtol
néhany pikoszekundumig terjed6 idgskalan jatszodik le. A rengeteg adat
ellenére azonban nincs teljes konszenzus az EET dinamikajardl és utjairol,
kiilonosen a Chl-a excitonallapotok sokasagaban.

A fotoszintézist tobb visszacsatoldsi mechanizmus és szenzor dinami-
kusan szabdlyozza, hogy alkalmazkodni tudjon a valtozé kdrnyezeti és fi-
ziologiai feltételekhez. A gyenge fényviszonyok melletti optimalis foto-
szintézishez elengedhetetlen a nagy méret(i fénybegyiijté antenna. Nagy
fényintenzitdsnal azonban a fotokémiai rendszerekhez jutd gerjesztési
energia meghaladhatja a fotoszintézishez sziikséges kapacitast, ami veszé-
lyes tulgerjesztett allapotokat hoz létre, amelyekben a felesleges energia
reaktiv oxigén formakat (ROS) hoz létre, ami fénygatlast és sejtkarosodast
eredményez.

Az LHCII aktiv szerepet jatszik a gerjesztésienergia-aramlas kiegyen-
stilyozdsdban mindkét fotokémiai rendszer felé, a fotoszintetikus appara-
tus mas komponenseivel egyiitt, tobb fliggetlen mechanizmuson keresz-
til. Az LHCII fénybegytjt6 funkcidja hatékonyan kikapcsolhatéd a komp-
lexben 1év6 Chl gerjesztett allapotok gyors, nonradiativ deaktivalasaval,
amit nem-fotokémiai kioltdsnak (NPQ) neveziink.

Az er6s fényt in vivo a belsé tilakoid régi6 (lumen) savasoddsa érzékeli,
ami el6segiti a PSII PsbS fehérjéjének aktivalédasat és a violaxantin karo-
tinoid zeaxantinna torténd atalakulasat. A PsbS és a zeaxantin kolcsonha-
tasba 1ép az LHCII-vel aktivalva az NPQ-t, ami a tilakoidmembran szer-

kezeti atrendezédésével és valdszintileg az LHCII konformacios
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valtozasaival jar. Az NPQ aktivdlasanak pontos molekuldris mechaniz-
musa és a kioltds fizikai mechanizmusa azonban még mindig vitatott.

Az LHCII donté szerepet jatszik a két fotokémiai rendszer kozotti
energiadramlas kiegyensulyozasaban is, az allapotatmenetekben, ahol a
rendszerkozi elektronkészlet redoxallapota irdnyitja az LHCII reverzibilis
foszforilaciojat. A nem-foszforilalt LHCII elsGsorban a PSII-hez kotédik
(1. allapot), mig a foszforildlt LHCII a PSI-hez vandorol és hozzdkapcso-
l6dik, novelve annak abszorpcids hataskeresztmetszetét (2. allapot). Az
utdbbi években azonban egyre tobb bizonyiték gytilt 6ssze arra, hogy az

LHCII foszforilaci6 nélkiil is képes PSI-antennaként miikodni.
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2. CELOK

A jelen értekezésben Osszefoglalt kutatomunka célja az LHCII azon
szerkezet-funkci6 Osszefiiggéseinek feltardsa volt, amelyek funkciondlis
flexibilitassal és a PSII és PSI kozotti energiadramlas szabdlyozdsanak ké-

pességével ruhazzak azt fel. A kutatas f6 célkittizései a kovetkezok voltak:

1. Feltarni az LHCII molekularis kornyezetének és intermolekularis
kolcsonhatasainak a Chl gerjesztett allapotok tulajdonsagaira és a
komplex gerjesztett allapotainak dinamikajara gyakorolt hatasat.
Ismert, hogy az LHCII elsédleges fénybegyiijté funkcidja intermoleku-
laris kolcsonhatasok révén hangolhatd, és feltételezhetd, hogy az NPQ ak-
tivalasa valamilyen konformaciovaltozast jelent a komplexben. Az izolalt
LHCII molekularis kornyezetének szisztematikus megvaltoztatasaval, il-
letve a konformacids és funkcionadlis véltozasokra utalé spektroszkopiai
paraméterek megfigyelésével, célunk az LHCII mtikodésének szabalyozo

mechanizmusaira vonatkozé adatok keresése volt.

2. Feltarni a gerjesztéskioltast iranyité molekularis és fizikai mecha-
nizmusokat az LHCII-ben az in vivo NPQ viszonylataban.

Az NPQ fizikai mechanizmusa nem ismert, habdar léteznek kiillonbozé
javasolt mechanizmusok és azokat alatamaszt6 kisérleti bizonyitékok. Az
egyik lehetséges mechanizmus a Chl-Chl téltésatviteli allapotok kialaku-
lasat feltételezi az LHCII-ben. Célunk ezen allapotok in vivo és in vitro

NPQ-val valé kapcsolatanak tisztazasa volt.
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3. Feltérképezni az LHCII excitonszerkezetét, mely osszekapcsolja a
molekularis szerkezetet a fotofizikai funkciéval.

Jelenleg tobb modell 1étezik az LHCII Chl gerjesztett allapotok energi-
airol, amelyek meghatarozzak az energiatranszfer-kaszkadot a rendszer-
ben. Az 4j megkozelitéseket alkalmazo optikai spektroszkopiai, mint pl.
az ACD spektroszkopiai kisérletek és az elméleti modellezés kombinala-
sanak célja az LHCII Chl gerjesztett allapotok és ezek dinamikdjanak ala-
posabb leirdsa, valamint a specifikusan hozzdjarulé Chl-ok meghataro-

zasa volt.

4. Részletes informacidkat szerezni az LHCII-ben, illetve a tilako-
idmembran kiilonb6z6 komplexei kozott lejatszodo EET dinamikajat
tekintve, amelyek segithetik a fénybegyiijtés kinetikai korlatainak
megértését.

A természetes fotoszintetikus membranok slirlin rendezett pigment-
fehérje komplexeket tartalmaznak, ami lehetdvé teszi a hosszttavu ener-
giadtadast. Nativ és rekonstitualt LHCII-t tartalmazé membranokat és
aggregatumokat hasznaltunk ahhoz, hogy meghatarozzuk az energia-
transzfer korlatait, az agynevezett doménméretet, és az LHCII és PSI ko-

zOtti energetikai csatolast.
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3. MODSZEREK

3.1. Mintaanyag

A kisérletek tobbségét levalasztott novényi leveleken (Arabidopsis) in
vivo vagy in vitro: borsébdl vagy spendtbdl izolalt tilakoidmembranokon,
nativ LHCII-ben gazdag membranokon, PSII-ben gazdag membranokon
(BBY részecskék) és izolalt pigment-fehérje komplexeken — LHCII és PSI
- végeztiik.

A molekuldris kornyezetnek az LHCII szerkezetére és dinamikdjara
gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz az izolalt LHCII-t detergens micel-
lakba, detergens-mentes polimer gélekbe, aggregatumokba és makro-agg-
regatumokba, vagy kiilonb6zé lipidtartalmu és lipid:fehérje aranyu re-
konstitudlt membranokba (proteoliposzomakba) agyaztuk.

Hogy a lipid:fehérje aranyt nyomon kovethessiik, fluoreszcens li-
pidmarkerekkel rekonstitualt LHCIT membranokat készitettiink, melyeket
a molekuldk egyiittes atlagan végzett illetve egymolekula-spektroszkdpiai
kisérletekben alkalmaztunk.

PSI-t és LHCII-t meghatarozott moldris ardnyban tartalmazo, rekons-
titualt membranok segitségével az LHCII-r6l a PSI-re torténd energiaat-

adast tanulmanyoztuk in vitro.

3.2. Optikai spektroszkodpia

A fotoszintetikus rendszerek szerkezeti és funkcionalis tulajdonségai-

nak vizsgalatdra szamos optikai spektroszkopiai médszert alkalmaztunk.
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3.2.1. Cirkularis dikroizmus spektroszkdpia

A cirkuléris dikroizmus (CD) - a bal és jobb iranyban cirkuldrisan po-
larizalt fény abszorpcidjanak kiilonbsége — rendkiviil érzékeny az exci-
tonikusan csatolt pigmentek kolcsonhatasi energiajara és kolcsonos geo-
metridjara, ezért egy hasznos szerkezetvizsgalé eszkoz. A CD-spektro-
szkopiat az LHCII pigmentek excitonikus kolcsonhatdsaiban kiillonbozo
molekuldris kornyezetekben bekévetkezd valtozasok tanulmdnyozdsara
alkalmaztuk.

A CD-spektroszkopia kiterjesztése, a makroszkopikusan orientalt
mintak anizotrép CD-je (ACD) lehetévé teszi az excitonikus CD-savok
egymastol fliggetlen mérését, és olyan tovabbi értékes informacidkat
nyujt, amelyek a hagyomdnyos izotréop CD-spektroszkopia soran elvesz-
nek: példaul az excitonallapotok pontos energiaszintjei és a mogottiik allo
atmeneti dipélusmomentumok orientacidi. A membran- és lamellaszer-
kezetek sikbeli geometridjuk miatt természetszertileg alkalmasak az ACD-
spektroszkopidra. A nativ és rekonstitualt LHCIL:lipid membranok orien-
taldsa magneses mezokkel, poliakrilamid-gél kompresszidjaval vagy a

membranok kvarcfeliileten torténd leszaritasaval tortént.

3.2.2. Fluoreszcenciaspektroszkoépia

A Chl fluoreszcencia emisszids spektrumokat alacsony hdmérsékleten
(77 K) mértiik leveleken, membranokon és izolalt komplexeken, ezaltal
tanulmdnyozva a fluoreszcencia-hatasfok és az energia megoszlasanak
valtozasat a PSII (LHCII) - amely elsésorban a 680-690 nm-es tarto-
manyban emittdl — és a PSI kozott — amelynek a csticsemisszidja 720-730

nm-en van. Az LHCII alacsony hdmérsékleti spektrumait arra is

8
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felhasznaltuk, hogy kimutassuk az alacsony energiaju Chl-allapotok meg-
jelenését az LHCII-ben, amelyek az NPQ-hoz kapcsoldédnak.

Az NPQ aktivalasahoz kapcsolédo klorofillfluoreszcencia-emisszid
spektralis valtozasait in vivo kovettiik nyomon egy specialisan erre a célra
tervezett impulzusmodulalt Chl-fluoreszcencia-indukciés spektrométer-
rel. Rovid folyamatos voros fénnyel elinditottuk az NPQ generalasat, majd
megszakitdsos kék telité fényimpulzusokat alkalmaztunk a fluoreszcen-
cia-hatasfok és a spektralis valtozasok mérésére egy CCD-racsos spektro-
méterrel. Az NPQ relaxaciojat is kovettiik az aktinikus voros fény kikap-

csoldsa utdn.

3.2.3. Idofelbontasos fluoreszcenciaspektroszkopia

A Chl-fluoreszcencia-lecsengés kinetikdkat pikoszekundumos idéfel-
bontassal rogzitettiilk idékorreldlt egyfoton szamlalé késziilékkel. A kii-
16nb6z6 emisszios hullamhosszokon rogzitett fluoreszcenciakinetikakat
globalis multiexponencialis illesztésnek vetettiik ala a miszer vélaszfiigg-
vényével vald rekonvolucidjaval kombinalva, hogy feloldjuk a kiilonb6z6
lecsengési-élettartam komponenseket a ~10 ps — néhany ns tartomdnyban,
valamint az ezeknek megfelel6 lecsengés-asszocialt emisszids spektrumo-
kat (DAES). Ezek az adatok feltartak az LHCII gerjesztett allapott Chl-
élettartamok valtozasait, valamint az EET dinamikajat membranokban az
LHCII-k kozott és az LHCII-rél mas komplexekre (PSI). Kinetikai kom-

partmentalis modellezést alkalmaztunk a mikroszkopikus sebességi allan-

ez
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3.2.4. Kétdimenzios elektronspektroszkopia

A kétdimenzids elektronspektroszkopia (2DES) fontos és alapvet6 esz-
kozzé valt a killonbozd fizikai, kémiai és bioldgiai rendszerek vizsgalata-
ban. A 2DES a pumpa-proba tranziens abszorpciés spektroszkopia kiter-
jesztésének tekinthetd, ahol a jel frekvenciabontott mind a pumpa- (ger-
jesztés), mind a probaimpulzusok (detektalas) tekintetében. Ezért a 2DES
elénye, hogy az EET-folyamatban részt vevé donor- és akceptorallapotok
spektrélis informdcidit elkiilonitve szolgéltatja. Fourier-transzformdacios
2DES méréseket (2. abra) végeztiink izolalt LHCII-n 30-55 fs idétartamu
lézerimpulzusokkal, amelyekkel rogzitettiik a 2D elektronspektrumokat a
Chl Qy hullimhossztartomanyban, a gerjesztési dinamikat 100 fs-t6l 1 ns-

ig terjedd iddtartomdanyban vizsgalva.

T T t

w

@, @,
2. dbra. Impulzussorozat a 2DES-ben. Az els6 két impulzus gerjeszté impulzusként hat, és
egy kezdeti (gerjesztett) allapotot hoz létre a relativ fazisuk és a koztik Iévé idokésleltetés
(koherenciaidd, =) fuggvényében. Egy harmadik impulzus a T, varakozasi idé utan
vizsgdlja a rendszert. Az S(z,T,, t) jelet T és t mentén Fourier-transzformaljuk, hogy
megkapjuk a kétdimenzids elektronspektrumot $(w;, T, w,), ahol w, és w, a gerjesztési,
illetve a detektalasi frekvencia.

10
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Az LHCII szerkezete és gerjesztési sajatossagai érzékenyek a komp-

lex molekularis kdrnyezetére.

a. A detergens-micelldkban szolubilizalt izolalt LHCII, a detergensmen-
tes aggregatumok, a mosott gélekben 1év6 nem aggregalt LHCII és a re-
konstitualt membranokba agyazott LHCII CD spektrumanak 6sszehason-
litasaval specifikus spektralis valtozasokat mutattunk ki, amelyeket a fe-
hérje-fehérje, lipid-fehérje vagy detergens-fehérje kdlcsonhatasok kovet-
keztében a Chl és karotinoid excitonallapotokban bekdvetkezé véltoza-
soknak tulajdonitottunk. Példdul az aggregacio (LHCII-LHCII kolcson-
hatasok) és a detergens eltavolitasa vagy cseréje specifikus valtozasokat
idézett el6 a CD-spektrumokban, ami azt jelzi, hogy az ilyen tipusu inter-
molekuldris kolcsonhatasok kiilonbozé excitonallapotokat, illetve pig-
mentmolekuldkat befolydsolnak. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
az LHCII excitonszerkezete érzékeny a molekuldris kornyezetre, és arra
utalnak, hogy a komplex gerjesztési tulajdonsagai a nativ membrankor-
nyezetben és a detergenssel szolubilizalt allapotban nem feltétlentl azo-
nosak. Ezért a komplex szerkezeti és funkcionalis plaszticitasat figyelembe
kell venni, amikor in vitro kisérletekbdl kovetkeztetiink a fizioldgiai mii-

kodésre.

b. A rekonstitudlt lipid-fehérje membranok hasznos, nativ jellegli mo-
dellrendszert jelentenek; a vizsgalatok azonban részben a proteoli-
poszoma makroszerkezetének nagyfoku heterogenitdsa miatt tovabbra is
kihivast jelentenek. A lipidmarkerek és a slirtiség szerinti fizikai-kémiai

elvélasztas kombindlt alkalmazasa kimutatta, hogy a rekonstitualt LHCII

11
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proteoliposzémdk a részecskeméret és a fehérjestiriiség (lipid:fehérje
arany) tekintetében figyelemre méltéan heterogének. Az LHCII erés haj-
lamot mutatott arra, hogy fehérjedds membrandoménekbe tomoriiljon,
és ritkan vagy egyaltalan nem volt megtalalhatd lipidekkel koriilvett, 6n-
allo6 komplexként. Meglep6 mod4don aggregacio-specifikus CD-jeleket
nem figyeltiink meg a rekonstitudlt LHCII-membranokban, hanem csak a
nativ LHCII-ben gazdag membranokban és a lipidmentes aggregdtumok-
ban, ami azt jelzi, hogy az LHCII még membrankdrnyezetben is felvehet
kiillonb6z6 szerkezeti és makroszerkezeti allapotokat, amelyek befolydsol-

jak az excitonrendszert.

2. A klorofill toltésatviteli allapotok az LHCII-t olyan mechanizmus-
sal ruhazzak fel, amellyel a kornyezettdl fiiggéen onszabalyozza fény-
begyiijté funkciodjat in vitro és in vivo.

a. A molekularis kornyezetnek mélyrehato hatasai vannak az LHCII pig-
mentek gerjesztési dinamikdjara. Az LHCII onszegregacioja és klasztere-
z6dése a rekonstitualt membranokban a Chl-ok fluoreszcencia-hatasfoka-
nak és gerjesztési élettartamanak csokkenését eredményezi. A kioltas mér-
téke forditottan korrelal a lipid:fehérje arannyal széles értéktartomanyban.
Az 1000:1 feletti lipid:fehérje mdlaranyu proteoliposzémakban az LHCII
Chl-fluoreszcencia-élettartama hasonlénak bizonyult a detergenssel szo-
lubilizalt LHCII-benihez (kb. 3,5 ns). Nagy fehérjestirtiségnél a fluoresz-
cencia-élettartamok tobb mint 10-szeresiikre csokkentek, és a lipidmentes
LHCII aggregatumokkal megegyez6 mértéki fluoreszcencia-kioltast mu-
tattak. Ezek az eredmények az LHCII-nek a gerjesztési élettartamat szaba-

lyozé sajat képességét bizonyitjak.

12
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T, 9 cT, 3. adbra. Az LHCII-aggregatumok
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b. Az LHCII aggregitumokban ¢és a lipidmembranokban a fluoreszcen-
cia-kioltas mindig tavoli voros fluoreszcenciaemisszié megjelenésével is
jar (700-720 nm hulliamhosszon). Az emisszi6 alacsonyan fekvo, kifejezett
toltésatviteli jellegli Chl-excitonallapotokbol szarmazik, amelyek tulaj-
donsagai jelentésen fiiggenek a molekuldris kornyezettdl. A t6bbszoros
toltésatviteli dllapotok 1étezését az LHCII aggregatumokban és kristalyok-
ban is igazoltuk idéfelbontasos fluoreszcenciaspektroszkopiaval kriogeni-
kus hémérsékleten (3. és 4. dbra). Ezzel szemben a detergenssel szolubili-
zalt, nem-kioltott LHCII-ben nem észleltek alacsonyan elhelyezkedd, ta-
voli voros sugarzast kibocsatd toltésatviteli allapotokat. Maguk a toltésat-
viteli allapotok viszonylag hosszu gerjesztési élettartammal rendelkeznek,

de ennek ellenére képesek a gerjesztett allapott pigmentek energidjanak
13
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csapdazasara, és mint ilyenek, a nem-fotokémiai kioltas egy lehetséges
mechanizmusat jelentik. A rekonstitudlt és nativ membranokban, vala-
mint az intakt levelekben a fluoreszcenciakioltas indukcidjakor megfigyelt
tavoli voros emisszio hasonldsaga arra utal, hogy a toltésatviteli mecha-
nizmus nem csak az LHCII sajatja, hanem a novényekben a fotoprotektiv,

nem-fotokémiai kioltas része.

¢. A Chl-fluoreszcencia-indukcios spektroszkopia tj mddszerével kimu-
tattuk a nem-fotokémiai kioltas kiilonb6z6 kinetikai komponenseinek —
qE (gyorsan reverzibilis) és qZ vagy qI (tartds) — spektralis jeleit intakt
Arabidopsis levelekben. Megallapitottuk, hogy a toltésatviteli allapotok ki-
oltasanak tavoli voros fluoreszcencia-jele egybeesik a qE indukcidjaval, és
kvantitativan korreldl a qE nagysdgaval, a ql-ével vagy qZ-ével viszont
nem. Ezek az eredmények alatdmasztjdk azt az elképzelést, hogy 1) ez a
fizikai mechanizmus kozos az izolalt LHCII-ben, valamint az in vivo kiol-
tasban, és 2) hogy in vivo tobbféle kioltasi mechanizmus miikodik kiilon-

boz6 idskaldkon.

3. Az anizotrop CD spektroszkopia segit az excitonikus atmenetek

azonositasaban és a szerkezetalapu excitonmodellek validalasaban.

a. A makroszkopikusan orientalt pigment-fehérje komplexek, mint pél-
daul az LHCII, orientélt CD-je vagy anizotrép CD-je (ACD) tovabbi in-
formécidkat tar fel a gerjesztett allapotaikrol, amelyek az oldatban 1év6 vé-
letlenszertien orientalt fehérjék CD-jében elvesznek. Az ACD-spektro-
szkdpia elénye, hogy az optikai atmeneteket az alapul szolgalé atmeneti
dipélusmomentumaik orientacidja szerint kiilonvalasztja, és az orientalt
membranfehérjék, mint pl. az LHCII esetében lehetévé teszi, hogy a

14
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membran sikjaban és a membran sikjabol kifelé orientalt &tmeneteket kii-

16n-kiilon megfigyeljik (5. abra).
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b. A pigment-fehérje komplexek fotofizikai funkcidjanak legrészletesebb
megismerését az elGrejelzett és a kisérleti optikai spektrumok 6sszehason-
litdsa altal végzett szerkezetalapti excitonszamitdsok teszik lehetévé. Az
ACD-spektrumok potencidlisan novelik a szerkezetalapti excitonmodel-
lek hitelességét és megbizhatdsagat azaltal, hogy a modellezett excitonikus
atmenetek orientacidjat is korlatozzak. Az LHCII ACD-spektrumanak
egy kordbban javasolt exciton-Hamilton-operator segitségével végzett
szamitasai reprodukaltdk a kisérleti spektrumok kvalitativ jellemzéit a Chl
Qy tartomdnyban. Tovabba kimutattak, hogy a legvorosebb ACD-savhoz
az a604, a610 és a613 Chl-ek jarulnak hozza, amelyek a legalacsonyabb

energiaju excitonallapotokat képezik.

15
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4. Kétdimenzios elektronspektroszkopiaval (2DES) részletes ismerete-

ket szereztiink az LHCII Chl-ok kozotti energiaatadas dinamikajarol.

a. A 2DES a Chl b és a Chl a kiilonb6z6 6sszekapcsolt csoportjait, vala-
mint egyidejtileg felfel¢ és lefelé iranyul6 energiadtadast mutatott ki a Chl
a sokasagban. Az excitonok ekvilibracidja szobahémérsékleten legfeljebb
5 ps-os idéskalan tortént (6. abra).

>

660 f

77K 295 K
650 : : - .

670

A_(nm)

680

o 7=15ps

680 670 660 680 670 660

)\' (nm) )‘t (nm)
6. abra. Kétdimenzios lecsengés-asszocialt spektrumok (DAES), amelyek a felbontott
leglassabb energiadtadasi komponenseket mutatjdk az LHCII-ben 77 és 295 K
hémeérsékleten, 15 és 5,4 ps-os élettartammal. Alacsony homérsékleten az energiadtadas
lassabb, féleg a donor és akceptor allapotok kozétti kisebb spektralis atfedés miatt.

Tovabba szobahdmérsékleten a felfelé irdnyuld energiadtviteli utak aktivalodnak, ami az

690 L

atlds vonal alatti keresztcsucsot eredményezi.

b. Az energiaatadas az LHCII-ben er6sen homérsékletfiiggd. A végalla-
potokkal vald ekvilibracié sebessége 77 K hémérsékleten haromszorosara
lassult a szobahémérséklethez képest. A statikus energetikai rendezetlen-
ség a fehérje tivegesedési dtmenete alatti hémérsékleten (<230 K) all be. A
fehérjemozgasok befagyasztisa a részletes egyensily el6rejelzéseinek
megfelel6en blokkolta a felfelé vezeté energiadtadasi utakat. Ez nagy ha-

tassal van a teljes energiaatadasi sebességre.

16
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c. A fenomenoldgiai modellillesztés segitségével a kétdimenzids spektro-
szkopiai adatokbdl olyan megbizhaté fizikai paraméterek nyerhetdk ki,
mint példaul az excitondllapotok energidi, a homogén és inhomogén szé-
lességek és az energiaatadas mikroszkopikus sebességi alland6i. Az LHCII
spektro-kinetikai modellje (7. abra) harom, egymassal gyengén csatolt ter-
minalis Chl-allapotot és a magasabb energiaju excitonallapotok kozotti

ekvilibraciét mutatja az LHCII-ben.

b\ (nm) 7. abra. Az EET modellje a trimer
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5. Az LHCII egy spektralisan hangolhaté fénybegyiijt6é antenna.

a. A Bryopsis corticulans z6ldalga LHCII-je a rovid hullamhosszu fény fo-
kozott abszorpcidjahoz alkalmazkodott a megvaltozott pigment-9sszeté-
tel révén. Két 1j, rovid hullimhosszt Chl-allapotot azonositottunk a leg-
hosszabb hullamhossza allapotok rovasdara. A szélesebb abszorpcids

spektrum a komplexen beliili lassabb energiaatadds rovasara megy, ami

17
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azonban nem befolyasolja negativan a fotoszintetikus hatékonysagot. Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az LHCII egy robusztus és hangolhaté
rendszer, amely a hatékonysdg megdrzésével is képes alkalmazkodni a

tényviszonyokhoz.

6. Az LHCII-komplexek kozotti energiaatadas sebessége nagymérték-
ben meghatarozza a II. fotokémiai rendszer funkcionalis antennamé-

retét a tilakoidmembranokban.

a. Az LHCII-aggregatumokban, mesterséges és nativ membranokban a
funkcionalisan csatolt domének szama koriilbeliil 25 trimer komplexre
korlatozodik. Ez a szdm jo 6sszhangban van a "fotoszintetikus egység” mé-
retére vonatkozé becslésekkel, az egymassal sszekapcsolt Chl-ok szamat

tekintve.

b. Mig in vitro nagyobb fizikai aggregatumok eldéllitdsa lehetséges, a
funkcionalis antenna méretét elsdsorban az LHCII-komplexek kozotti

energiaatadas sebessége korlatozza.

7. Az LHCII hatékony antenna mindkét fotokémiai rendszer szamara.

a. A modellmembranokban az LHCII képes az elnyelt energiat a PSI-nek
atadni, ezaltal novelve a fotokémiai rendszer abszorpcids hataskereszt-
metszetét. Az energiadtadas idGskalai arra engednek kovetkeztetni, hogy
az LHCII és a PSI tobb helyen kapcsolodnak. Ily médon a fotoszisztéma
effektiv antennamérete 50%-kal novelhetd, mikozben a fotokémiai kvan-
tumhatdsfok 90% koriil marad. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
kivitelezhet6k olyan hatékony biohibrid rendszerek, amelyek a kivant

funkcionalis antennamérettel rendelkeznek.
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1. SCIENTIFIC BACKGROUND

Nearly all life on Earth is fundamentally sustained by energy from the
Sun stored in the process of photosynthesis. Intensifying research in pho-
tosynthesis is a logical and necessary step to overcome serious challenges
that humankind is facing today - satisfying the increasing demands for
food and energy, while simultaneously reducing carbon and other green-
house gas emissions. On one hand, further significant improvements of
crop productivity are only possible through enhanced photosynthetic ef-
ficiency. On the other hand, there is a vast potential for developing bio-
technological and artificial solutions for solar energy conversion that ex-
ceed the solar-to-mass efficiency of natural photosynthesis. Detailed, mo-
lecular-level understanding of the photophysical and photochemical
mechanisms of photosynthesis that identifies the various bottlenecks and
limitations existing in natural photosynthetic systems is a prerequisite to
achieve either of these goals.

The photosynthetic process in plants and algae begins with the absorp-
tion of photons by any of the pigment molecules associated with the two
photosystems in the thylakoid membrane, photosystem I (PSI) and pho-
tosystem II (PSII). Most of the pigments — chlorophylls (Chls), carote-
noids or phycobilins - are organized in specialized light-harvesting com-
plexes (LHCs) - an essential component of the photosynthetic apparatus.
Intermolecular (excitonic) interactions between pigments in the LHCs al-
low the excitation energy to be rapidly transferred to the special Chl mol-
ecules in the photosystem reaction centres (RCs). Charge separation in

the RC initiates the electron-transport chain that ultimately drives the
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generation of ATP and NADPH, which are then used for reducing CO, to
carbohydrates. The entire process depends on the ability of the light-har-
vesting antenna to supply energy to the RCs, which in turn requires a large
number (typically a few hundred) of pigment molecules that are function-
ally connected to the RC via fast and efficient excitation energy transfer
(EET).

Light-harvesting complex II (LHCII) is the principal antenna of PSII
in plants and green algae and is the most abundant of all pigment-protein
complexes in the thylakoid membrane, binding about half of the Chl. The
nuclear genome of angiosperms encodes the homologous proteins Lhcbl-
6 that bind several Chl a, Chl b and carotenoids (xanthophylls) to form
monomeric (Lhcb4-6) and trimeric (Lhcbl-3) complexes associated with
PSII. The major trimeric LHCII (Figure 1) contains 8 Chl a, 6 Chl b, and 4

xanthophylls per monomer. EET between these pigments has been

stroma

lumen

Figure 1. Schematic structure of the LHCII monomer. The coloured spheres represent
the central Mg and N atoms of the bound chlorophylls. Strongly coupled chlorophylls
have the same colour. Created using PDB ID 1RWT.
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studied with the help of various time-resolved spectroscopic techniques
and theoretical approaches. EET between Chls is a multi-phasic process
occurring on timescales from hundreds of femtoseconds to several pico-
seconds at room temperature. However, despite the wealth of data, there
is no complete consensus on the dynamics and pathways of EET especially
in the manifold of Chl a exciton states.

Photosynthesis is dynamically regulated by multiple feedback mecha-
nisms and sensors to adjust for the changing environmental and physio-
logical conditions. A large light-harvesting antenna is crucial for optimal
photosynthesis under low light. At high light intensity, however, the exci-
tation energy delivered to the photosystems can exceed the capacity for
photosynthesis, creating dangerous overexcitation conditions, where the
excess energy creates ROS that result in photoinhibition and cellular dam-
age. LHCII plays an active role in balancing the excitation energy flow to
both photosystems, together with other components of the photosyn-
thetic machinery, via several independent mechanisms. The light-harvest-
ing function of LHCII can be effectively switched oft by fast nonradiative
deactivation of Chl excited states in the complex, a process termed non-
photochemical quenching (NPQ). High light is sensed in vivo by the acid-
ification of the inner thylakoid space (lumen), which promotes the activa-
tion of the PsbS protein of PSII and the conversion of the carotenoid vio-
laxanthin to zeaxanthin NPQ. PsbS and zeaxanthin interact with LHCII
to activate NPQ, which involves structural rearrangements in the
thylakoid membrane and probably conformational changes in LHCII. The
exact molecular mechanism of NPQ activation and the physical mecha-

nism of quenching, however, are still debated.
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LHCII also plays crucial part in balancing the energy flow between the
two photosystems in the process of state transitions, whereby the redox
state of the intersystem electron pool drives reversible phosphorylation of
LHCII. Unphosphorylated LHCII is primarily bound to PSII (state 1),
whereas phosphorylated LHCII migrates and attaches to PSI, augmenting
its absorption cross-section (state 2). In recent years, however, evidence
has accumulated that LHCII can function as a PSI antenna also without

phosphorylation.
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2. AIMS

The work summarized in the present dissertation aimed at elucidating
the structure-function relationships in LHCII that endow it with a func-
tional flexibility and the ability to regulate the energy flow to PSII and PSI.

The main objectives of the research were:

1. To uncover the effects of the molecular environment and intermolec-
ular interactions of LHCII on the Chl excited-state properties and ex-
cited-state dynamics of the complex.

It is known that the primary light-harvesting function of LHCII can be
tuned by intermolecular interactions and it is proposed that the activation
of NPQ involves some kind of conformational switch in the complex. By
systematically altering the molecular environment of isolated LHCII and
observing spectroscopic parameters indicative of conformational and
functional changes, we aimed to find clues on the mechanisms of control

of the LHCII function.

2. To reveal molecular and physical mechanisms governing excitation
quenching in LHCII in relation with NPQ in vivo.

The physical mechanism of NPQ is not known, although there is no
lack of different proposed mechanisms and experimental evidence sup-
porting them. One of the candidate mechanisms involves the formation
of Chl-Chl charge-transfer states in LHCII. We aimed to find conditions
where these states can be detected in vivo and in vitro and elucidate their

connection with NPQ.
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3. To gain insight into the excitonic structure of LHCII, connecting
molecular structure with photophysical function.

Presently there are several different models regarding the Chl excited-
state energies of LHCII, which determine the energy transfer cascade in
the complex. Optical spectroscopy experiments using new approaches
such as ACD spectroscopy, combined with theoretical modelling, aimed
to better characterize the Chl excited states in LHCII, their dynamics, and
identity specific contributing Chls.

4. To gather detailed knowledge on the dynamics of EET in within
LHCII and between different complexes in the thylakoid membrane,
that can further our understanding of the kinetic limitations of light
harvesting.

Native photosynthetic membranes are densely packed with pigment-
protein complexes that enables long-range energy transport. We used na-
tive and reconstituted LHCII-containing membranes and aggregates to
determine the limitations of energy transfer, the so-called functional do-
main size, and the efliciency of energetic coupling between LHCII and

PSI.
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3. METHODOLOGY

3.1. Sample material

The bulk of the experimental work was performed in vivo on detached
plant (Arabidopsis) leaves and in vitro — on isolated thylakoid membranes
from pea or spinach, native LHCII-enriched membranes, PSII-enriched
membranes (BBY particles) and isolated pigment-protein complexes —
LHCII and PSI.

To establish the effect of the molecular environment on the structure
and dynamics of LHCII, isolated LHCII was incorporated in detergent
micelles, or in detergent-free aggregates and macroaggregates. However,
any structural or functional differences observed between the detergent-
solubilized and aggregated LHCII can be attributed to either the external
environment (water/detergent) or to aggregation (protein-protein inter-
actions). To separate these two effects, LHCII was entrapped in detergent-
free polymer gels that allowed the detergent to be removed from the sys-
tem while keeping the protein from aggregating.

To test the effects of the lipid environment on the structure and func-
tion of LHCII, reconstituted membranes (proteoliposomes) with varying
lipid content and lipid:protein ratios were used. Fluorescent lipid markers
were additionally incorporated into the lipid membranes to accurately
track the lipid:protein ratio of the reconstituted membranes in bulk and
single-molecule spectroscopy experiments.

Reconstituted membranes were also used as a model system to study

the efficiency and dynamics of energy transfer between LHCII and PSI.
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To this end membranes were reconstituted with isolated PSI and LHCII

separately or mixed together at defined molar ratios.

3.2. Optical spectroscopy

Several optical spectroscopy methods were employed to probe the
structural and functional properties of the photosynthetic systems under

study.

3.2.1. Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) - the difference in absorption of left and right
circularly polarized light, is extremely sensitive to the interaction energy
and to the mutual geometry of excitonically coupled pigments and a use-
ful structural probe. CD spectroscopy was applied to study changes in the
pigment excitonic interactions in LHCII occurring in different molecular
environments.

An extension of CD spectroscopy, the anisotropic CD (ACD) of mac-
roscopically oriented samples, allows for independent measurement of the
excitonic CD bands and recovers additional valuable information, lost in
the conventional isotropic CD spectroscopy, such as the exact energies of
excitonic states and the orientation of the underlying transition dipole
moments. Membrane and lamellar structures are naturally amenable to
ACD spectroscopy because of their planar geometry. Alignment of native
and reconstituted LHCIIL:lipid membranes was done by magnetic fields,
polyacrylamide gel compression or by drying the membranes on quartz

surface.
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3.2.2. Fluorescence spectroscopy

Chl fluorescence emission spectra were recorded at low temperature
(77 K) from leaves, membranes and isolated complexes to measure
changes in the fluorescence yield and in the distribution of energy be-
tween PSIT (LHCII), which emits primarily in the region 680-690 nm, and
PSI - which has peak emission at 720-730 nm. Low-temperature spectra
of LHCII were also used to detect the appearance of low-energy Chl states
in LHCII that are associated with NPQ.

Spectral changes in the Chl fluorescence emission associated with the
activation of NPQ were monitored in vivo by a specially designed pulsed
Chl fluorescence induction spectrometer. Briefly continuous red light
triggered the generation of NPQ and blue saturating light pulses were in-
termittently applied to measure the fluorescence yield and spectral
changes with a CCD-array spectrometer. The NPQ relaxation was also fol-

lowed after switching off the actinic red light.

3.2.3. Time-resolved fluorescence spectroscopy

Chl fluorescence decay kinetics were recorded with picosecond time
resolution by the time-correlated single-photon counting technique. The
fluorescence kinetics, recorded at different emission wavelengths were
then subjected to global multiexponential fitting combined with re-con-
volution with the instrument response function to resolve multiple decay
lifetime components from ~10 ps to several ns and the corresponding de-
cay-associated emission spectra. These data revealed changes in the Chl
excited-state lifetime of LHCII, as well as the dynamics of EET between
LHCII and from LHCII to other complexes (PSI) in membranes. Kinetic

9
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compartment modelling was applied to infer the microscopic rate con-

stants and concentrations of intermediates.

3.2.4. Two-dimensional electronic spectroscopy

Two-dimensional electronic spectroscopy (2DES) has become an im-
portant and essential tool in the study of various physical, chemical, and
biological systems. 2DES can be considered as an extension of pump-
probe transient absorption spectroscopy, whereby the signal is frequency-
resolved with respect to both the pump (excitation) and probe (detection)
pulses. Hence, 2DES has advantage providing separate spectral infor-
mation of donor and acceptor states involved in the EET process. Time-
domain Fourier-transform 2DES measurements (Figure 2) were per-
formed on isolated LHCII using laser pulses of 30-55 fs duration, record-
ing 2D electronic spectra in the Chl Q, wavelength region and probing the

excitation dynamics over a time region from 100 fs up to 1 ns.

T T t

W

@, @,
Figure 2. Pulse sequence in 2DES. The first two pulses act as excitation pulses creating an
initial (excited) state depending on their relative phase and the time delay between them
(coherence time, 7). A third pulse probes the system after waiting time T,,. The signal
S(z, T, t) is Fourier-transformed along 7 and t to obtain the two-dimensional electronic
spectrum S(w,, T, w,), Where w, and w, are the excitation and detection frequencies,
respectively.
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4. NEW SCIENTIFIC RESULTS

1. The structure and excitation properties of LHCII are sensitive to the

molecular surroundings of the complex.

a. Comparison of the CD spectra of isolated LHCII solubilized in deter-
gent micelles, detergent-free aggregates, non-aggregated LHCII in washed
gels, and LHCII embedded in reconstituted membranes revealed specific
spectral changes ascribed to changes in the Chl and carotenoid exciton
states due to protein-protein, lipid-protein, or detergent-protein interac-
tions. For instance, aggregation (LHCII-LHCII interactions) and removal
or replacement of the detergent invoked specific changes in the CD spec-
tra indicating that these types of intermolecular interactions affect differ-
ent excitonic states, respectively pigment molecules. These results show
that the excitonic structure of LHCII is sensitive to the molecular envi-
ronment and hint that the excitation properties of the complex in its na-
tive membrane environment and in a detergent-solubilized state may not
be the same. Therefore, the structural and functional plasticity of the com-
plex needs to be considered when inferring about physiological function

from in vitro experiments.

b. Reconstituted lipid-protein membranes represent a useful native-like
model system; however, investigations remain challenging in part because
of a high degree of heterogeneity with respect to the proteoliposome
macrostructure. The combined application of lipid markers and physico-
chemical separation by density revealed that reconstituted LHCII prote-
oliposomes are remarkably heterogeneous in particle sizes and protein

densities (lipid:protein ratios). LHCII showed strong propensity to
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associate into protein-dense membrane domains and was rarely or not at
all found as single complexes surrounded by lipids. Surprisingly, aggrega-
tion-specific CD signatures were not observed in reconstituted LHCII
membranes but only in native LHCII-enriched membranes and lipid-free
aggregates, indicating that even in membrane environment LHCII can
adopt different structural and macrostructural states affecting the exci-

tonic landscape.

2. Chlorophyll charge-transfer states endow LHCII with the mecha-
nism to self-regulate its light-harvesting function depending on the en-

vironment in vitro and in vivo.

a. The molecular environment has profound effects on the pigment exci-
tation dynamics in LHCII. Self-segregation and clustering of LHCII in re-
constituted membranes results in reduction of the Chl fluorescence yield
and excitation lifetime. The extent of quenching is inversely correlated
with the lipid:protein ratio over a wide range of values. The chl fluores-
cence lifetime of LHCII in proteoliposomes with lipid:protein molar ratios
over 1000:1 was found to be similar to that in detergent-solubilized LHCII
(about 3.5 ns). At high protein densities the fluorescence lifetimes de-
creased more than 10-fold, showing fluorescence quenching of equal mag-
nitude as in lipid-free LHCII aggregates. These results demonstrate an in-

trinsic capacity of LHCII to regulate the excitation lifetime.

b. The fluorescence quenching in LHCII aggregates as well as in lipid
membranes is always accompanied by the appearance of far-red fluores-

cence emission (at wavelengths 700-720 nm). The emission originates

12
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charge-transfer states them- ot

selves have relatively long excitation lifetimes but are nonetheless capable
of trapping excitation energy from the bulk of pigments and as such pre-
sent a viable mechanism of non-photochemical quenching. The similarity
of the far-red emission observed in reconstituted and native membranes
and in intact leaves upon induction of fluorescence quenching is an indi-
cation that the charge-transfer mechanism is not only inherent to LHCII
but that it is part of photoprotective non-photochemical quenching in

plants.
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c. With the help of the novel method of Chl fluorescence induction spec-
troscopy, we detected spectral signatures of the different kinetic compo-
nents of non-photochemical quenching qE (rapidly reversible) and qZ or
ql (sustained) in intact Arabidopsis leaves. The far-red fluorescence sig-
nature of charge-transfer-state quenching was found to coincide with the
induction of qE and to be quantitatively correlated with the magnitude of
qE but not with qI or qZ. These results strongly support the notion that 1)
this physical mechanism is common to isolated LHCII as well as quench-
ing in vivo and 2) that multiple quenching mechanisms act on different

timescales in vivo.

3. Anisotropic CD spectroscopy helps identify excitonic transitions

and validate structure-based exciton models.

a. The oriented CD or aniso- 15 ; . . o
—— isotropic
3 _ 445 ——face ACD
tropic CD (ACD) of macro 1 482 S ACD

scopically aligned pigment-

et
o
T

protein complexes such as
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15 I I I I
randomly oriented proteins in 400 500 600 700
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solution. ACD spectroscopy , ,
Figure 4. CD (isotropic) and ACD (face- and edge-

has the advantage of separat- aligned) spectra of LHCII membranes. The face-

ing the optical transitions by and edge-aligned ACD spectra effectively

decompose the excitonic CD spectrum into bands

the orientation of the underly- originating from  transitions parallel and

ing transition dipole moment, perpendicular to the membrane plane.
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in the case of oriented membrane proteins such as LHCII, it allows us to
observe separately transitions oriented preferentially in and out of the
membrane plane. The ACD spectra of LHCII (Figure 4) featured more
intense, shaper bands in the visible region that markedly improve the abil-

ity to resolve pigment excitonic states.

b. Structure-based exciton calculations, aided by comparing the pre-
dicted and experimental optical spectra, provide the most detailed under-
standing of the photophysical function of the pigment-protein complexes.
The ACD spectra potentially raise the fidelity and confidence of structure-
based exciton models by additionally restricting the orientation of the
modelled excitonic transitions. Calculations of the ACD spectra of LHCII
using an exciton Hamiltonian proposed earlier reproduced the qualitative
features of the experimental spectra in the Chl Q, region. Moreover, it was
demonstrated that the red-most ACD band is contributed by Chls of a604,

a610 and a613, which comprise the lowest-energy exciton states.

4. Detailed knowledge of the dynamics of energy transfer between
chlorophylls in LHCII has been obtained by two-dimensional elec-
tronic spectroscopy (2DES).

a. 2DES revealed different connected pools of Chl b and Chl a as well as
simultaneous uphill and downbhill energy transfer in the Chl a manifold.
Exciton equilibration was found to occur on timescales up to about 5 ps

at room temperature (Figure 5).

15



dc_1987 22

650

77K 295 K

660

670

A (nm)

680

7=15ps

(@)

680 670 660 680 670 660

A, (nm) A (nm)

690 L

Figure 5. Two-dimensional decay-associated spectra showing the slowest resolved energy
transfer components in LHCII at 77 and 295 K, with lifetimes of 15 and 5.4 ps, respectively.
At low temperature, energy transfer is slower, mainly because of the smaller spectral
overlap between donor and acceptor states. Furthermore, uphill energy transfer pathways
are activated at room temperature, giving rise to the cross-peak below the diagonal line.

b. Energy transfer in LHCII is strongly temperature-dependent. The rate
of equilibration with the terminal states slowed down by a factor of three
at 77 K compared to room temperature. Static energetic disorder sets in at
temperatures below the glass transition of the protein (< 230 K). Freezing
protein motions blocked uphill energy transter pathways following pre-
dictions from the detailed balance, which has a high impact on the overall

energy transfer rate.
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5. LHCII is a spectrally tunable light-harvesting antenna.

a. The green syphonous alga Bryopsis corticulans has LHCII adapted for
enhanced absorption of short-wavelength light by way of altered pigment
composition. Two additional short-wavelength Chl states were identified
at the expense of the longest-wavelength states. The broader absorption
spectrum comes at the expense of slower energy transfer in the complex,
which however does not negatively impact the photosynthetic efficiency.
These results show that LHCII is a robust and tuneable system that can be

adapted to the light environment while maintaining efficiency.
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6. The rate of energy transfer between LHCII complexes largely deter-
mines the functional antenna size of photosystem II in thylakoid mem-

branes.

a. The functionally connected domains in LHCII aggregates, artificial
and native membranes were determined to be limited to about 25 trimeric
complexes. This number is in a good agreement with estimations of the
size of the “photosynthetic unit” in terms of number of interconnected

Chls.

b. While it is possible to produce larger physical aggregates in vitro, the
functional antenna size is limited mainly by the rate of energy transfer

between LHCII complexes.

7. LHCII is an efficient antenna for both photosystems.

a. In model membranes, LHCII can deliver absorbed energy to PSI
thereby increasing the photosystem’s absorption cross-section. The time-
scales of energy transfer indicate multiple binding sites. In this way the
effective antenna size of the photosystem can be enhanced by 50% while
the photochemical quantum yield remains near 90%. These results
demonstrate the feasibility to construct efficient biohybrid systems with

desired functional antenna sizes.
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