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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 als

Modellorganismus

Cyanobakterien sind Gram-negative Bakterien, die ein eigenes Phylum im Reich
der Bacteria einnehmen. Ihre Morphologie ist sehr vielfaltig: sie kommen als
Einzeller, stabchen- und kokkenformige Bakterien, sowie in filamentosen Formen
vor. Durch ihren vielseitigen Metabolismus sind Cyanobakterien in der Lage, alle
Okosysteme zu besiedeln: Terrestrische, SUR- und Meerwasserbiotope und
ebenso extreme Habitate, wie heille Quellen, Wiustenbdden und Salzseen. Einige
Arten leben in Symbiosen mit Pflanzen (Farne, Moose, Cycaden) Pilzen, und
Invertebraten. Cyanobakterien betreiben oxygene Photosynthese und besitzen
einen Photosyntheseapparat, der den Pflanzen ahnlich ist, und unterscheiden sich
damit von anderen photoautotrophen Prokaryonten, die anoxygene Photosynthese
betreiben. Mittels der Photosynthese generieren sie Reduktionsaquivalenten und
ATP zur Assimilation anorganischer Nahrstoffe und nutzen Kohlendioxid als
Kohlenstoffquelle, welches Uber den Calvin-Zyklus fixiert wird. Cyanobakterien
sind wichtig fur globale Kohlenstoff-, Sauerstoff- und Stickstoffzyklen. Die
Vorlaufer der heutigen Cyanobakterien begannen vor 3,5 Milliarden Jahren die
damals reduzierte Atmosphare mit Sauerstoff anzureichern und gelten als die
Vorlaufer der Plastiden in Pflanzen (Endosymbiontentheorie).

In dieser Arbeit wurde mit dem einzelligen Cyanobakterium Synechocystis sp.
PCC 6803 gearbeitet. Synechocystis ist der erste photosynthetisch aktive
Organismus, dessen Genom komplett sequenziert wurde (Kaneko et al., 1996).
Das Genom hat eine Grolke von 3.57 Mbp und kodiert fir 3168 offene
Leserahmen (ORF). Jede Zelle weist 10-12 Kopien der Chromosome auf.

Abbildung 1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme des
einzelligen Synechocystis sp. PCC 6803. Sichtbar sind die
Thylakoide an der Peripherie der Zellwand, sowie mittig
gelegene Carboxysomen und andere Zelleinschllsse.
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Alle Bakterien sind in ihrem Lebensraum verschiedenen Umweltfaktoren
ausgesetzt und unterliegen damit standigen Schwankungen der abiotischen
Faktoren wie Temperatur, Licht, pH-Wert und Nahrstoffangebot. Die Anpassung
erfolgt intrazellular zum einen auf der Ebene der Genexpression (transkriptionell)
durch Regulationen der Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren. Die zweite
gleichermallen bedeutende Regualtionsebene ist die Post-translationelle
Regulation. Von herausragender Bedeutung sind hierbei regulierte proteolytische
Prozesse, die die Aktivierung neu-synthetisierter Proteine, die Stabilitat oder den

Abbau von regulatorischen oder missgefalteten Proteinen beeinflussen.

1.2 Proteasen

Proteasen katalysieren die Hydrolyse von Peptidbindungen. Sie werden auf Grund
des katalytischen Mechanismus, der Substratspezifitat, den Cofaktoren und der
chemischen Beschaffenheit ihres katalytischen Zentrums klassifiziert. Der
spezifischen Substraterkennung dienen kurze Aminosauresequenzen, die sich N-
oder C-terminal befinden und zur Erkennung des jeweiligen Substrats exponiert

sein mussen.

Im Genom von Synechocystis sp. PCC 6803 kodieren 63 Genloci flr Proteasen,
was einem Anteil von 2% des Gesamtgenoms entspricht (Sokolenko et al., 2002).
Interessanterweise besitzen Organismen mit unterschiedlicher Lebensform und
Zellstruktur ein ahnliches Komplement an Proteasen. Die zellularen Proteasen von
Synechocystis sp. PCC 6803 und Arabidopsis thaliana (A.thaliana) wurden auf
Grund von Homologien zueinander in Familien eingeteilt (Sokolenko et al., 2002).
Die Einteilung der Proteasen erfolgte in acht Gruppen mit den Familien der Clp-,
Deg-, FtsH-, SppA-Proteasen, den prozessiven Peptidasen und prozessiven

Metalloproteasen, sowie den leader- und Aminopeptidasen.

1.2.1 Die Deg-Peptidasefamilie

Die Mitglieder der Deg-Peptidasefamilie sind ATP-abhangige Serinproteasen, die
in Eukaryonten und Prokaryonten zu finden sind und eine Rolle beim Abbau von

beschadigten und missgefalteten Proteinen unter Stressbedingungen spielen. Sie

2
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kommen membrangebunden oder loslich im Periplasma der Zellen vor. In
A.thaliana sind 14 Mitglieder der Deg (Htr)-Proteasen bekannt, wahrend in
Synechocystis sp. PCC 6803 (HtrA, HhoA, HhoB) und E.coli (DegP, DegQ, DegS)
nur drei Mitglieder vorhanden sind. Die Deg2-Protease in A.thaliana ist in dem
primaren Prozess des Austausches des D1-Proteins im PSII beteiligt (Hau3thl et
al., 2001).

1.2.2 Die SppA-Peptidasen

SppA-Peptidasen sind an der cytoplasmatischen Seite in der Thylakoidmembran
lokalisiert und an der Anpassung von veranderten Lichtbedingungen beteiligt.
SppA-Peptidasen in Synechocystis sp. PCC 6803 wurden zwei Mitglieder (SppA1
und SppA2) und in A.thaliana nur eine SppA-Protease identifiziert (Pojidaeva et
al., 2004).

1.2.3 Die FtsH-Peptidasefamilie

Die FtsH-Proteasen sind membrangebundene ATP- und Zn**-abhingige
Metalloproteasen und Mitglieder der AAA-Protease Familie (Gottesman, 1997a).
Die FtsH-Protease zeigt zwei transmembrane Helices in der Thylakoidmembran
und eine ATPase-Domane, die katalytische Domane (Zink-bindende Domane),
sowie einen Leuzin-zipper in der cytoplasmatischen Seite (Ogura et al., 1991). Die
Protease ist als hexameres Holoenzym in der Thylakoidmembran aktiv. Das
Substrat wird ATP-abhangig durch die zentrale Pore geleitet und mittels der Zink-

bindenden Domane degradiert.

Das Genom von Synechocystis sp. PCC 6803 kodiert fur vier putative FtsH-
Homologe aus E.coli (Kaneko et al., 1996). FtsH1 (sIr1390) und FtsH3 (slr1604)
sind fur die Lebensfahigkeit der Zellen unter Standardbedingungen notwendig
(Mann et al., 2000). Wahrend die Deletion von ftsH4 (sll1463) keinen veranderten
Phanotyp hervorruft (Mann et al., 2000), fuhrt die Insertionsmutagenese von ftsH2
(slr0228) zu photosensitivem Wachstum und einer beeintrachtigten PSIl-Reparatur
(Silva et al., 2003; Komenda et al., 2006). In Synechocystis sp. PCC 6803 konnte
mittels Mutagenese gezeigt werden, dass die FtsH2-Protease in den ersten



Einleitung

Phasen der D1-Degradierung eine Rolle spielt. Allerdings, anders als in Pflanzen
(Lindahl et al., 2000; Hauf3uhl et al., 2001), ist keine der Deg-Proteasen fur die D1-
Degradierung in Synechocystis sp. PCC 6803 essentiell (Barker et al., 2006).

Im Genom von A.thaliana wurden 12 Gene, die fur FtsH kodieren identifiziert
(Sokolenko et al., 2002) und sind in den Thylakoiden der Chloroplasten oder in
den Mitochondrien lokalisiert (Adam et al., 2001a und b). Das Homolog zu FtsH2
in Synechocystis sp. PCC 6803 ist die Var2-Protease in A.thaliana (Sokolenko et
al.,, 2002). Var2 ist in den Thylakoidmembranen in den Chloroplasten lokalisiert
und an der D1-Degradierung wahrend der Photoinhibition beteiligt, wie die FtsH2-
Protease in Synechocystis sp. PCC 6803 (Lindahl et al., 1996; Bailey et al., 2002).
Die FtsH2-Protease ist ebenso in der Biogenese und der Degradierung von PSII-
Untereinheiten involviert (Silva et al., 2003; Komenda et al., 2006; Stirnberg et al.,
2007). Zudem konnte gezeigt werden, dass die FtsH2-Protease eine Rolle in dem
CCM (COj-concentrating-mechanism) in Synechocystis sp. PCC 6803 unter
geringer anorganischer Kohlenstoff-Signalisierung und an der Expression von
CCM-induzierten Genen beteiligt ist (Zhang et al., 2007).
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Abbildung 1.2: Struktur der FtsH-Protease. (A) Schematische Darstellung der FtsH-Protease
Untereinheiten. Gezeigt sind zwei transmembrane Helices, die ATPase-Doméane (AAA+), die Zink-
bindende Seite, sowie der Leuzin-zipper. (B) Die Skizze zeigt FtsH wahrend der Spaltung des D1-
Proteins in der zentralen Pore des hexameren Holoenzyms. Die Abbildung wurde Nixon (2005)
entnommen.

Nixon erstellte ein Model der PSIl-Reparatur in Synechocystis sp. PCC 6803,
basierend auf dem Modell der PSII-Reparatur in den Chloroplasten von hdheren
Pflanzen (Aro et al., 1993; Nixon, 2005). Zunachst fuhrt die Beschadigung des

PSIl zu einer Konformationsanderung, die die Schadigung des D1-Proteins
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signalisiert, worauf eine Monomerisierung und eine Disassemblierung des PSII-
Komplexes folgen. Das D1-Protein wird FtsH2-abhangig degradiert und der
Austausch des neu-synthetisierten D1-Proteins erfolgt synchron. Anschlielend

findet der Zusammenbau der extrinsischen Proteine in den Thylakoiden statt.

1.2.4 Die Clp-(caseino-lytic protease) Peptidasenfamilie

Mitglieder der Clp-Peptidasenfamilie sind ATP-abhangige Serinproteasen, die
I6slich im Cytoplasma von Eubakterien, im Stroma der Chloroplasten oder in
anderen Pflanzenorganen lokalisiert sind. Die Anzahl der clp-Gene variiert in den
photosynthetisch aktiven Organismen (Clarke, 1999; Sokolenko et al., 2002). In
Synechocystis sp. PCC 6803 kodieren insgesamt acht Gene fur die Clp-Protease-
Untereinheiten, wahrend in A.thaliana 26 Gene fir Clp-Proteasen existieren. Die
Proteasen sind aus mehreren Untereinheiten aufgebaut (Schirmer et al., 1996;
Gottesman, 1997a und b) und fungieren als molekulare Chaperone, die eine
Korrektur oder Degradierung der missgefalteten Proteine bewirken (Sokolenko et
al., 2002; Sjogren et al.,, 2006). Clp-Proteasen werden durch unterschiedliche
Stressfaktoren  (Hochlicht, Hitze oder Nahrstoffmangel) in A.thaliana,
Synechocystis sp. PCC 6803, E.coli und Bacillus subtilis induziert (Sokolenko et
al., 2002; Kock et al., 2004).

1.2.5 Die Methionine-Aminopeptidasen (MetAP)

Die pro- und eukaryontischen MetAP's sind Metalloaminopeptidasen, kommen
universell vor und haben eine essentielle, physiologische Bedeutung. Sie sind
Exopeptidasen, die ATP-unabhangig eine Reifung des Proteins in eine aktive
Form durch die Abspaltung von einem Aminosaurenrest, dem Methionin co- oder
post-translationell durchfihren (Frottin et al., 2006). Die Proteinsynthese in
Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten héherer Pflanzen beginnt mit einem
Formylmethionin (fMet), welches durch die Peptid-Deformylase-Aktivitat entfernt
wird. Somit kann das nun freistehende Methionin am N-Terminus der Proteine von
MetAP's prozessiert werden. Da mindestens 80% der synthetisierten Proteine N-
terminal prozessiert werden, sind MetAP's essentiell flr die Lebensfahigkeit der

Zellen (Giglion et al., 2003). Die Aktivitat der MetAP's spielt fir das intrazellulare
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targeting einiger Proteine und flr den Protein-Umsatz eine essentielle Rolle
(Bazan et al., 1994; Lowther und Matthews, 2002; Frottin et al., 2006). MetAP's
zeigen eine enge Substratspezifitat, wobei die Spaltung des Methionins von der
Grolle und Ladung der benachbarten Aminosauren abhangig ist (Tsunasawa et
al., 1985; Huang et al., 1987; Ben-Bassat et al., 1987).

Die Kristallisation des Enzyms MetAP aus E.coli zeigte eine symmetrische pita-
bread-Struktur mit einem aktiven Zentrum und Kobalt oder Zink als Cofaktoren.
Das zweikernige Metallzentrum wird von funf konservierten Aminosauren des N-
Terminus gebildet, in dem der N-Terminus des Substrats binden kann (Methionin-
Bindenische). Somit kommt es zu Wechselwirkungen des Substrates mit den
Cofaktoren (Roderick und Matthews, 1993; Lowther et al., 1999). Der katalytische

Mechanismus der Methionin-Spaltung ist bisher nicht detailliert aufgeklart.

Aufgrund ihrer essentiellen Funktion spielen Inhibitoren eukaryontischer MetAP"s
in der Entwicklung von Medikamenten gegen Krebs, Parasiten, Atherosklerose
und Angiogenese im Menschen eine wichtige Rolle (Ingber et al., 1990; Vaughan
et al., 2002).

In Synechocystis sp. PCC 6803 wurden drei Gene (map-1-3) identifiziert, die
funktionale MetAP's monocitronisch kodieren und deren in vitro Aktivitat
untersucht wurde (Atanassova et al., 2003). Diese Aminopeptidasen (MetAP1-3)
spalten in vitro das Methionin von Tripeptiden und besitzen Zn%**, Co?* oder Mg**
als Cofaktoren in der katalytischen Domane. Die drei cyanobakteriellen MetAP's
zeigen Unterschiede in Substratspezifitat, pH- und Temperatur-Optimum
(Atanssova et al., 2003). MetAP3 (c3MetAP-la) zeigte die hdchste Aktivitat aller
MetAP's in Synechocystis und eine effektive Dipeptidasen-Aktivitat. Im Gegensatz
dazu hatte das map-1-Genprodukt (c2MetAP-la) kaum in vitro Aktivitat unter den
getesteten Bedingungen, wahrend das map-2-Produkt (c1MetAP-la) eine, im
Vergleich zu MetAP3, nur leicht eingeschrankte Aktivitat zeigte. Die Bedeutung
der drei MetAP's in Synechocystis sp. PCC 6803 ist ungeklart.
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1.3 Photosynthese

Die Lebensprozesse auf der Erde hangen von der Energie des Sonnenlichts direkt
(Phototrophie) oder indirekt (Heterotrophie) ab. Pflanzen, tierische und bakterielle
Organismen, kénnen mithilfe von Pigmenten und Photorezeptoren bestimmte
Strahlungsanteile des Lichts absorbieren. Der bedeutendste und der auf der Erde
am langsten (3,5-4 Millarden Jahren) vorkommende biochemische Prozess der
Umwandlung von Lichtenergie ist die Photosynthese. Bei dieser Reaktion werden
die energiereichen Verbindungen Adenosintriphosphat (ATP) und
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) lichtabhangig gebildet, die bei
der Kohlenstofffixierung im  Calvin-Zyklus fur die  Synthese von
Kohlenwasserstoffen genutzt werden. Pflanzen, Algen und Cyanobakterien sind in
der Lage, unter der Nutzung von Wasser als Elektronendonator oxygene

Photosynthese zu betreiben, wobei molekularer Sauerstoff produziert wird.

Die Fahigkeit Photosynthese zu betreiben, geht urspringlich auf Bakterien zurick,
deren anaerob arbeitende Photosyntheseapparate nur ein Reaktionszentrum
besitzen. Cyanobakterien besitzen im Gegensatz dazu einen modernen oxygenen
Photosyntheseapparat mit zwei Reaktionszentren, an denen im Laufe der
Evolution kaum Veranderungen stattfanden. Die Proteinkomplexe eukaryontisch
photosynthetisch-aktiver Organismen sind bakteriellen Ursprungs
(Mereschkowsky, 1905; Martin et al., 1998; McFadden und van Dooren, 2004).
Die heute allgemein anerkannte Endosymbiontentheorie, postuliert von Margulis
(1970), besagt, dass ein frei lebender phototropher Prokaryont von einem
Eukaryont phagocytotisch als Endosymbiont aufgenommen wurde und sich beide
co-evolutionar entwickelt haben. Der photosynthetische Prokaryont wurde nicht
katabolisiert, sondern im Zellinneren domestiziert, wodurch die photosynthetischen

Eukaryonten entstanden.

1.3.1 Photosynthesepigmente  und  Antennenkomplexe  der

Cyanobakterien

Cyanobakterien  besitzen so genannte  Phycobilisomen (PBS) als

Lichtsammelkomplexe, welche die absorbierte Lichtenergie effizient an das
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photochemisch aktive Reaktionszentrum weiterleiten. PBS sind mobile Komplexe,
die auf der Oberflache zwischen Photosystem (PS) Il und PSI bei bestimmten
Lichtbedingungen wandern (Mullineaux und Emlyn-Jones, 2005). Sie bestehen
aus Phycobiliproteinen, die Uber Thioetherbricken kovalent Phycobiline als
Chromophore (offenkettige Tetraphyrrole) gebunden haben. Die Phycobiliproteine
sind Heterodimere mit a- und B-Untereinheiten, wobei drei Heterodimere zu einem
Trimer aggregieren und die Bausteine der PBS bilden (Bryant, 1994). Das
Phycobiliprotein Allophycocyanin bildet den Kern, wahrend Phycocyanin und
Phycoerythrin  periphere Stabchen bilden. Alle Komponenten sind Uber
Chromophor-freie Linkerproteine untereinander, sowie der Kern mit der
Thylakoidmembran verbunden. PBS binden an der cytoplasmatischen Seite der
Thylakoidmembranen an das Photosystem. Unter Schwachlichtbedingungen spielt
das Phanomen der state transition in Cyanobakterien eine bedeutende Rolle,
indem durch die Mobilitat der PBS die Effizienz der Antennenkomplexe maximiert
wird (Bryant, 1994; Mullineaux und Emlyn-Jones, 2005).

Zur Erweiterung des spektralen Wirkungsbereichs der Photosynthese besitzen
Cyanobakterien zusatzlich Chlorophyli a und Carotinoide als
Lichtsammelpigmente (Siefermann-Harms, 1987). Zudem sind Chlorophylle im
Photosystem essentiell zur primaren Ladungstrennung. Carotinoide in Pflanzen
und photosynthetisch aktiven Prokaryonten spielen eine wichtige Rolle im Schutz
der Reaktionszentren vor Photooxidation (Frank und Cogdell, 1996). Sie sind
membranstandige quencher, die die Strahlungsenergie von angeregten Molekulen
(Triplettchlorophyll und Singluettsauerstoff) Ubernehmen und diese Energie in
Form von Warme abgeben (Krinsky und Deneke, 1982; Edge et al., 1997).
Bezuglich der Carotinoidzusammensetzung unterscheiden sich Cyanobakterien
von den hoheren Pflanzen (Bramley et al., 1985). Cyanobakterien fehlt der
Xanthophyllzyklus, den hohere Pflanzen zur schnellen Anpassung an hohe

Lichtintensitaten nutzen (Demming-Adams et al., 1996).
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1.3.2 Der Photosyntheseapparat von Cyanobakterien und der

Elektronentransport in den Thylakoidmembranen

Der offenkettige Elektronentransport innerhalb des Photosynthesapparates erfolgt
von dem Multiproteinkomplex PSIlI dber Plastochinon, einem mobilen
Elektronenubertrager, zu Cytochrom bgf-Komplex, uUber Plastocyanin zu dem
Multiproteinkomplex PSI und NADPH (siehe Abb.1.3). Die meisten Komponenten
des Photosyntheseapparates liegen in Cyanobakterien und hoéheren Pflanzen
hoch konserviert vor. Die Multienzymkomplexe der Photosynthese sind in den
Thylakoidmembranen eingebettet und durchspannen diese mit ihren
Membrandomanen. In Cyanobakterien liegen die Thylakoide unkompartimentiert,
als ein konzentrisch angeordnetes Netzwerk im Bereich der Zellperipherie vor.

Dort sind ebenso die Komponenten der Atmungskette zu finden.
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Abbildung 1.3: Darstellung des Photosyntheseapparates in Cyanobakterien. Gezeigt sind die
Komponenten des Elektronentransports: Phycobilisomen (PE: Phycoerythrin; PC: Phycocyanin;
AP: Allophycocyanin), Photosystem Il, Chinonpool, Cytochrom bsf Komplex, PC (Plastocyanin),
Photosystem |, FNR (Ferrodoxin-NADP*-Oxidoreduktase), Fd (Ferrodoxin) und die ATP-Synthase
in den Thylakoidmembranen. Die Abbildung wurde Bryant (2004) entnommen.

Der primare Elektronendonator P680 des PSIl, ein Cluster aus vier
Chlorophylimolekulen, geht in einen angeregten Zustand (P680*) uber und erreicht
ein stark negatives Redoxpotential. Dadurch kann ein Elektron zu Pheophytin
transferiert werden. Dieser Zustand des Radikalpaares ist kurzlebig und ein
Elektron wird Uber ein im D2-Protein gebundenes Plastochinonmolekil Qa zu

Plastochinon Qg transferiert, das in der Plastochinon-Bindenische bindet. Qg
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nimmt zur Ladungsstabilisierung zwei Elektronen vom PSII und zwei Protonen von
der Stromaseite auf und bildet das Hydrochinon (PQH,). Das Hydrochinon
ubertragt die Elektronen und Protonen auf den Cytochrom besf-Komplex, wobei
Protonen ins Lumen abgegeben werden. Die Elektronen werden Uber Cytochrom f
und das Rieske-Protein auf Plastocyanin transferiert, das sich von dem Cytochrom
bef-Komplex 16st und PSI reduziert (Kurisu et al., 2003). Im PSI erfolgt die
Ladungstrennung, der transmembrane Elektronentransfer auf Ferrodoxin und die
Abgabe von Protonen ins Lumen (Jordan et al.,, 2001). PSI kann durch
exergonische Reaktionen Elektronen Uber Ferrodoxin auf NADP™ Ubertragen,
wobei NADPH entsteht (katalysiert durch die Ferredoxin-NADP*-Reduktase,
FNR). Der durch das PSIl in Zusammenarbeit mit Cytochrom bef-Komplex und PSI
entstandene transmembrane elektrochemische Protonengradient wird zur

Synthese von energiereichem ATP durch die ATP-Synthase genutzt.

Werden Elektronen von dem Mangan-Komplex im OEC auf das Kationradikal
(P680") im PSIlI (iber das Tyrz des D1-Proteins transferiert, wird ein Tyrosin-
Radikal gebildet, das als Oxidationsmittel fur den Prozess der Wasseroxidation am
OEC fungieren kann. Es werden zwei Wassermolekile gespalten und CO, und
4H" freigesetzt, sodass der Mangan-Komplex zu seiner reduzierten Form
regeneriert wird (Barber und Nield, 2002; Rappaport et al., 2002; Barber et al.,
2006). Der OEC (oxygen-evolving complex) wird schrittweise durch die Absorption

von vier Lichtquanten oxidiert, wie es im Kok-Zyklus beschrieben wird (Kok, 1970).

1.3.3 Der Multiproteinkomplex Photosystem Il (PSII)

Der Multiproteinkomplex des PSII (siehe Abb. 1.4) besteht aus 30 Untereinheiten
(Kashino et al., 2002) und hat, abhangig von dem jeweiligen Organismus eine
Molekularmasse von 450-700 kDa (Boekema et al., 1995). Verschiedene
Roéntgenstrukturanalysen von cyanobakteriellem PSII fihrten zur Aufklarung der
Struktur, sowie Funktion der Untereinheiten und der gebundenen Cofaktoren
(Zouni et al., 2001; Ferreira et al., 2004).

Im nativen Zustand liegt das PSIl als Dimer mit intrinsischen und extrinsischen
Proteinen innerhalb der Thylakoidmembran vor (Boekema et al., 1995; Ferreira et

al., 2004). Das Kernstuck des PSIl ist das Reaktionszentrum, in dem es zur

10



Einleitung

primaren Ladungstrennung kommt. Es besteht aus zwei homologen Proteinen: D1
(PsbA) und D2 (PsbD). Als Cofaktoren binden Chlorophyll a, Pheophytin a,
Plastochinone, B-Carotin und ein Nicht-Ham Eisen, sowie der Tetramangancluster
des wasserspaltenden Komplexes an das D1/D2-Heteromer (Zouni et al., 2001;
Loll et al., 2005). Diesem Komplex sind Cytochrom bssg, PsbK und die Chlorophyll-
bindenden Proteinen CP43 (PsbC) und CP47 (PsbB) der inneren Antenne
angelagert (Hankamer et al., 2001).

Einige low-molecular-mass Untereinheiten sind in der Peripherie assoziiert, die die
Bindung von Chlorophyllen und Carotinoiden stabilisieren (PsbK, PsbJ, PsbN,
PsbZ) und die Bindung des Dimers aufrechterhalten (PsbL, PsbM, PsbT).

In Cyanobakterien befindet sich der wasserspaltende Komplex OEC an der
lumenalen Seite des PSII und wird von den Aminosaureresten des D1-Proteins,
sowie extrinsischen Proteinen PsbO, PsbU und PsbV gebildet. Die PSIl Struktur
von Thermosynechococcus elongatus zeigte, dass der OEC aus einem kubisch
angeordnetem Mn3CaO,4 Cluster besteht und mit einem vierten Mangan-Atom
verbunden ist (Chu et al., 1995; Hankamer et al., 2001; Ferreira et al., 2004;
Cohen et al., 2007).

Abbildung 1.4: Ro&ntgenstrukturanalyse des PSll-Komplex von Thermosynechococcus
elongatus. Die Zylinder reprasentieren die a-Helices von D1 (gelb), D2 (orange), CP47 (rot), CP43
(gran), Cytbsge (weinrot), PsbL, PsbM, PsbT (blau), PsbH, Psbl, PsbK, PsbZ, PsbN (hellblau). Die
extrinsischen Proteine PsbO (dunkelblau), PsbU (purpurrot), PsbV (blaugriin). Chlorophylle der
D1/D2 RZ (hellgriin), Pheophytin (blau), die Chlorophylle der Antennenkomplexe (dunkelgrin), B-
Carotin (orange), Ham (rot), nicht-Ham-Eisen (rot), Qa und Qg sind purpurrot. Das OEC ist in rot
gezeigt, die Mn-lonen in purpurrot und die Ca**-lonen in blaugrin. Die Abbildung wurde Barber
(2006) entnommen.
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1.3.4 Photoinhibition

Das PSII, vor allem das D1-Protein ist eine empfindliche Komponente gegenlber
Stressbedingungen. Das D1-Protein ist das Protein mit der hochsten Umsatzrate
aller Proteine in der Thylakoidmembran (Aro et al., 1993). Es ist Ziel der
lichtinduzierten Schadigung oder Angriffsort vieler Photosynthese-Inhibitoren, wie
Herbizide. Der Lichtstress des PSII in vivo reduziert die Photosyntheseleistung
sobald die Rate der Schadigungen die Kapazitat der Reparaturprozesse ubersteigt
(Photoinhibition). In Pflanzen und in dem Cyanobakterium Thermosynechococcus
elongatus konnte gezeigt werden, dass die Photoinhibition des PSIl durch
Schadigungen des Mangan-Komplexes des OEC ausgelost wird (Hakala et al.,
2005 und 2006; Ohnishi et al., 2005). Die Reaktivierung des Reaktionszentrums
erfordert einen effizienten PSII-Reparaturzyklus (Aro et al., 1993). Das
geschadigte D1-Protein wird in Pflanzen und Cyanobakterien durch die

membrangebundene FtsH2-Protease degradiert (siehe Abschnitt 1.2.3).

1.4 Stickstoff-Metabolismus in Cyanobakterien

Die meisten Cyanobakterien nutzen Nitrat-, Nitrit- oder Ammonium-Verbindungen
als  Stickstoffquelle. Im  Allgemeinen miuissen alle aufgenommenen
Stickstoffverbindungen intrazellular zu Ammonium reduziert werden, bevor sie
uber den GS-GOGAT-Zyklus assimiliert werden konnen. Somit ist die energetisch

gunstigste Verbindung Ammonium die bevorzugte Stickstoffquelle.

Die Aufnahme von Ammonium ist von dem pH-Wert der Umgebung abhangig.
Ammoniak (NH3) Uberwiegt unter alkalinen Bedingungen und kann in
Cyanobakterien durch die Membranen diffundieren, wahrend die protonierte Form
Ammonium (NH4") in die Zelle transportiert wird (Ritchie und Gibson, 1987;
Kleiner, 1981). Ist Ammonium (NH4") in micromolaren Konzentrationen (0,1-5 uM)
vorhanden wird es uber hoch affine Ammonium/Methylammonium-Permeasen
assimiliert, die in Cyanobakterien Uber die amt-Gene kodiert werden. In
Synechocystis sp. PCC 6803 konnten drei amt-Gene identifiziert werden (amt1-3),
deren Expression bei hohen Ammoniumkonzentrationen reprimiert wird

(Montesinos et al., 1998). Demgegenuber konnte in Synechococcus elongatus
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PCC 7942 bisher nur ein amt-Gen (amtl) identifiziert werden (Vazquez-Bermudez
et al., 2002), welches genauso wie amtl aus Synechocystis sp. PCC 6803 zu dem
NtcA-Regulon zahlt (s.u.). Die Amt-Proteine der Cyanobakterien sind hydrophobe
Polypeptide, die Gaskanéle in der Membran bilden und diese mit 10-12
transmembranen Regionen durchspannen. Amt-Transporter binden extrazellular
NH,*, welches deprotoniert wird und als NH; durch einen kleinen Gaskanal
geleitet wird (Khademi et al., 2004).

Nitrat ist die hauptsachliche Stickstoffquelle der photosynthetisch aktiven
Organismen und kommt in der Umwelt in geringen Konzentrationen (<1 uM) vor,
weshalb Organismen fur die Aufnahme von Nitrat und Nitrit ein hoch-affines ABC
(ATP-binding cassette)-Transportsystem (Permeasen) besitzen. Diese Transporter
binden und hydrolysieren ATP, welches eine Konformationsanderung der
transmembranen Domanen bewirkt und den Transport von gelosten Stoffen
vermittelt (Davidson und Chen, 2004). Die aktive Aufnahme erfolgt bei geringen
Nitrat-Konzentrationen und wird durch die Anwesenheit von Ammonium inhibiert
(Flores et al.,, 1980). In Synechococcus elongatus PCC 7942 wird der ABC-
Transporter durch die Gene nrtABCD kodiert (Luque et al., 1992; Omata et al.,
1993), die mit den Genen der Nitrit(nirA)- und Nitrat(narB)-Reduktase in einem
Operon vorliegen (Suzuki et al., 1993). In Synechocystis sp. PCC 6803 besteht
das Operon nur aus den Genen nrtABCD-narB, das Nitratreduktase-Gen (nirA)

wurde an einer anderen Stelle im Genom lokalisiert (Aichi et al., 2001).

Nitrat und Nitrit werden intrazellular Uber die Nitrat- und Nitrit-Reduktase zu
Ammonium reduziert (Guerrero et al., 1981; Luque et al., 1994). Zunachst
katalysiert die Nitrat-Reduktase (NR) die Reduktion von Nitrat zu Nitrit, wobei zwei
Elektronen bendtigt werden. Die cyanobakterielle Nitratreduktase ist ein Monomer
(80 kDa), enthalt Molybdan, sowie ein [4Fe-4S]-Cluster als Cofaktor und wird
durch das Gen narB kodiert. Die Nitritreduktase (NIR) katalysiert, unter
Verwendung von sechs Elektronen, die Reduktion von Nitrit zu Ammonium. Die
cyanobakterielle monomere Nitritreduktase wird durch das Gen nirA kodiert. Das
Genprodukt (56 kDa) enthalt ein Eisen-Schwefel-Cluster, sowie ein Siroham als

prosthetische Gruppen (Rubio et al., 2002; Jepson et al., 2004). Der Prozess ist

13



Einleitung

an die Photosynthese gekoppelt, da beide Enzymsysteme reduziertes Ferrodoxin
als physiologischen Elektronendonor verwenden (Manzano et al., 1976).

Die Stickstoffaufnahme ist auf transkriptioneller (siehe Abschnitt 1.6.2) und auf
post-translationeller Ebene reguliert. In Cyanobakterien konnte durch Analysen
von Mutanten gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Ammonium die
Transporterfunktion hemmt. In diesen Prozess sind das Signaltransduktionsprotein
P, sowie das Protein NrtC involviert (Kobayashi et al., 1997 und 2005; Lee et al.,

2000). Allerdings ist der molekulare Mechanismus noch nicht bekannt.

Exogen aufgenommenes oder intrazellular produziertes Ammonium wird in
Cyanobakterien in zwei aufeinander folgenden Schritten Uber den GS-GOGAT-
Zyklus assimiliert (Flores und Herrero 1994). Zunachst katalysiert die Glutamin-
Synthetase (GS) die ATP-abhangige Ubertragung von Ammonium auf die
Carboxylgruppe von Glutamat, um Glutamin zu erhalten. Im zweiten Schritt wird
die Amidogruppe von Glutamin auf das Kohlestoffgerist a-Ketoglutarat
ubertragen. Diese Reaktion wird von dem Enzym Glutamat-Synthase bzw.
Glutamin-Ketoglutarat-Amidotransferase (GOGAT) unter der Verwendung von
zwei Elektronen, die von dem PSl-reduzierten Ferrodoxin Ubertragen werden,
katalysiert. Dadurch entstehen zwei Molekule Glutamat, wovon ein Molekul wieder
uber die GS amidiert wird und ein Molekul fur die Biosynthese von anderen
stickstoffhaltigen Verbindungen verwendet wird. Das Kohlenstoffgertst a-

Ketoglutarat wird aus dem Citrat-Zyklus zur Verfigung gestellt.

Cyanobakterien besitzen einen unvollstandigen Citrat-Zyklus, da sie das Enzym a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase nicht besitzen (Stanier und Cohen-Bazire, 1977). Der
Metabolit a-Ketoglutarat wird Gber den GS-GOGAT-Weg aus dem Citrat-Zyklus
entfernt und wird in Form von Glutamin zur Biosynthese von Aminosauren,
Nukleinsauren und anderen stickstoffhaltigen Verbindungen verwendet. Somit ist
a-Ketoglutarat in Cyanobakterien die Schnittstelle zwischen Kohlenstoff- und

Stickstoffmetabolismus.

In Cyanobakterien wurden bisher zwei Typen des Enzyms Glutamin-Synthetase
(GS) identifiziert, wobei in den meisten Cyanobakterien die GS Typ I, kodiert durch
glnA, vorkommt. Einige Cyanobakterien, wie Synechocystis sp. PCC 6803
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enthalten eine weitere GS des Typs lll, kodiert durch das gInN-Gen, und werden in
nicht-diazotrophen Cyanobakterien nur unter Stickstoffmangelbedingungen
exprimiert (Reyes und Florencio, 1994; Garcia-Dominguez et al., 1997). Die GS-
Aktivitat wird auf transkriptioneller (siehe Abschnitt 1.6.2) und post-translationeller
Ebene in Synechocystis sp. PCC 6803 Uber eine Protein-Protein-Interaktion der
Inaktivierungsfaktoren IF7 und IF17 reguliert (Garcia-Dominguez et al., 1999). Die
Inaktivierungsfaktoren werden durch die Gene gifA und gifB kodiert und stehen

unter der Kontrolle von dem Transkriptionsfaktor NtcA (siehe Abschnitt 1.6.2).

1.5 Ammonium-Toxizitat

Ammonium ist die hauptsachliche Stickstoffquelle der Pflanzen, Bakterien und
Pilze. Allerdings ist es ein paradoxer Nahrstoff, denn es hat ebenfalls zytotoxische
Wirkung. Pflanzen, die mit Ammonium als alleinige Stickstoffquelle wachsen
zeigen Wachstums-, sowie physiologische und morphologische
Funktionsstérungen und eine geringere Biomassenproduktion, sowie Anderungen
in dem Hormonhaushalt (Britto und Kronzucker, 2002). Die Sensitivitat gegenlber
Ammonium bewirkt beispielsweise das Absterben der Walder und das Aussterben
einzelner Arten (Britto et al., 2001a und b). Daher ist es essentiell, dass die

Ammoniumaufnahme strikt reguliert wird.

In Pflanzen wird die Aktivitat der Nitratreduktase posttranslationell reguliert, um
hohe, toxisch wirkende Konzentrationen von Nitrat und Ammonium zu vermeiden
(Kaiser und Huber, 2001). Die Ammoniumtoxizitat in Pflanzen ist auf der zellularen
Ebene noch nicht aufgeklart. Es wurde angenommen, dass Ammonium-Toxizitat
durch die Entkopplung der Photophosphorylierung verursacht wird (Gerendas et
al., 1997; Bligny et al., 1997). Allerdings sind diese Erklarungen sehr umstritten.
Im Gegensatz zu Pflanzen sind heterotrophe Bakterien (Corynebacterium
glutamicum, E.coli, Bacilus subtilis) resistent gegentiber Ammonium, sie tolerieren
Ammonium bis sie durch dessen Aufnahme osmotischen Stress erleiden (Muller et
al., 2006). In Cyanobakterien wurde die Ammonium-Toxizitdt noch nicht

untersucht.
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1.6 Globale Stickstoffkontrolle und die P,-Proteine

Die Stickstoffaufnahme und Assimilation eines Organismus unterliegt einer strikten
Kontrolle und ist abhangig von der Verfugbarkeit verschiedener Stickstoffquellen.
Die Anwesenheit von Ammonium flhrt dazu, dass regulatorische Mechanismen
zur Aufnahme anderer Stickstoffquellen unterdrickt werden, die so genannte
Ammoniumrepression (Muro-Pastor und Florencio, 2003; Flores und Herrero,
2005).

In der Koordination des Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus spielen die hoch
konservierten Pj-Signaltransduktionsproteine eine zentrale Rolle und kommen in
Bakterien, Archeae, eukaryontischen Algen und in den Chloroplasten der Pflanzen
vor (Tsinoremas et al., 1991; Arcondeguy et al., 2001; Moorhead und Smith,
2003). Die Proteine der P,-Familie konnen in drei Untergruppen klassifiziert
werden: GInB, GInK, Nifl (Arcondeguy et al., 2001). Die Signalwahrnehmung
erfolgt durch die synergistische Bindung von Effektormolekilen, wie ATP und a-
Ketoglutarat (Kamberov et al., 1995; Forchhammer und Hedler, 1997; Jiang et al.,
1998). Erfolgen intrazellulare Anderungen des Stickstoff- oder Kohlenstoffstatus,
so kann das Pj-Protein kovalent modifiziert werden. Somit wird eine Interaktion mit
Rezeptorproteinen mdglich, um dessen Aktivitat an die vorherrschende Bedingung

anzupassen.

1.6.1 Das P,-System

Das cyanobakterielle Py-Protein (GInB) wird an dem Serinrest 49 der T-Schlaufe
phoshopryliert (Forchhammer und Tandeau de Marsac, 1994 und 1995a). Im
Gegensatz dazu werden die Py-Proteine GInB und GInK aus E.coli an dem
benachbarten Tyrosinrest 51 uridylyliert (Jaggi et al., 1996). Die Uridylylierung von
Py erfolgt in Abhangigkeit des =zellularen Glutamin-Spiegels, wahrend die
Phosphorylierung von Py in Cyanobakterien ausschlie3lich durch a-Ketoglutarat
und ATP gesteuert wird (Forchhammer und Tandeau de Marsac, 1995b).

In Synechocystis sp. PCC 6803 wird der Nitratstatus einer Zelle anhand des
intrazellularen Pools von a-Ketoglutarat bemessen (Muro-Pastor et al., 2001b).
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Cyanobakterielle P, -Proteine kommen als Homotrimere vor und reagieren auf den
Stickstoffstatus der Zelle mit drei modifizierten Formen. In der Gegenwart von
Ammonium liegt P, komplett dephosphoryliert vor (Ruppert et al., 2002), wahrend
der Phosphorylierungsstatus in Nitrat von der Verfugbarkeit des Kohlenstoffs
abhangt. Unter Stickstoffmangelbedingungen liegt P, in Abhangigkeit von der
intrazellularen  a-Ketoglutarat-Konzentration = maximal  phosphoryliert  vor
(Forchhammer und Tandeau de Marsac, 1994 und 1995a; Forchhammer und
Hedler, 1997; Irmler et al.,, 1997). Unter Stickstoffmangelbedingungen und im
Nitratiberschuss bindet a-Ketoglutarat in Synergie mit ATP an das P,-Protein,
wodurch eine Konformationsanderung erfolgt, die von der Py-Kinase erkannt wird.
Die Pj-Kinase dephosphoryliert P;.. Bei niedriger a-Ketoglutarat-Konzentration 16st
sich a-Ketoglutarat vom Py-Protein und wird von der Py-Phosphatase
dephosphoryliert (Irmler et al., 1997). In Synechocystis sp. PCC 6803 wird P; von
einer Phosphatase PphA der PP2C-Familie dephosphoryliert (Irmler et al., 2001;
Kloft et al, 2005a wund b). Unter Schwachlichtbedingungen kontrolliert
unphosphoryliertes P, die Aufnahme von Nitrat (Kloft et al., 2005b).

Die bislang identifizierten Rezeptorproteine von Py, sind die N-Acetyl-L-Glutamat-
Kinase (NAG-Kinase), das Schlusselenzym der zyklischen Argininbiosynthese in
Synechococcus elongatus PCC 7942 (Heinrich et al., 2004; Burillo et al., 2004;
Maheswaran et al., 2004). Zudem konnte PipX (P, interacting protein X)
identifiziert werden, das P) oder NtcA in Abhangigkeit der Stickstoffverfigbarkeit
(a-Ketoglutarat-Konzentration) bindet (Espinosa et al., 2006 und 2007).

1.6.2 Transkriptionelle Stickstoffregulation in Cyanobakterien

In Cyanobakterien steht die Transkription Nitrat-regulierter Gene unter der
Kontrolle des DNA-bindenden Protein NtcA (nitrogen transcription control). NtcA
gehort zu der Crp/FNR (cAMP receptor protein) Familie der bakteriellen
Transkriptionsfaktoren. Sie zeichnen sich durch eine N-terminal lokalisierte
regulatorische Domane und einem C-terminalen DNA-bindendes Helix-turn-Helix-
Motiv aus (Vegas-Palas et al., 1990 und 1992; Koérner et al., 2003) und reguliert
dadurch die Transkription. Der Transkriptionsfaktor NtcA erkennt und bindet als

Dimer eine palindrome Konsensussequenz auf der DNA spezifischer Gene und
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agiert als Aktivator oder Repressor (Luque et al., 1994; Herrero et al., 2001). NtcA
ist in Stickstoffmangel aktiv und in der Anwesenheit von Ammonium inaktiv und
dessen Expression wird reprimiert (siehe Abb. 1.5). Der molekulare Mechanismus
der NtcA-Aktivierung ist bislang ungeklart, aber es konnte beobachtet werden,
dass der intrazellulare a-Ketoglutaratspiegel und das Py -Protein einen Einfluss auf
dessen Aktivitat ausuben (Sauer et al., 2000; Vazquez-Bermudez et al., 2002;
Aldehni et al., 2003).

NtcA aktiviert die Transkription der Nitratassimilationsgene nir-Operon (nirA-
nrtABCD-narB), gInA, gInB, amtl, ntcB, sowie die eigene Expression
(Autoregulation). Auch Gene, die in chlorotischen Cyanobakterien essentiell sind
(gInN, nblA), stehen unter der NtcA-Kontrolle.

Abbildung 1.5;
Regulatorisches Netzwerk
zwischen P, und NtcA und
P9} : . die Expression von Nitrat-
(P NtcA Ammenium  regulierten Genen. Das
Modell integriert Daten von
Synechocystis sp. PCC 6803
und Synechococcus

M-siatus:

ikirea elongatus PCC 7942. Die
starken Pfeile zeigen die
Interaktion von P, und NtcA
auf Proteinebene und die
Neciegietion kleinen Pfeile zeigen die

Genaktivierung. Die intra-

zellulare a-Ketoglutarat-

/ Menge in Abhangigkeit der
Stickstoffquelle wird mit dem

v - v schwarzen Pfeil angegeben.

+
ging  amit, ginA, nir ol meA NRT: Nitrat-/ Nitrit-
oy ginN &= LS, ). Permease. Die  Graphik
SigC '\\ ,?‘ wurde Schwarz und
7 Forchhammer (2005)
General starvation ~ entnommen.
1.7 Stickstoffmangel (Chlorose) in Cyanobakterien

Sind Cyanobakterien Nahrstoffmangel in ihrer Umgebung ausgesetzt,
differenzieren die Zellen, um diesen Mangel zu Uberleben. Das Wachstum wird
eingestellt, die intrazellularen Membranen und photosynthetischen Pigmente

werden degradiert und die Einlagerung von Speicherstoffen erfolgt (Allen, 1984).
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In der Abwesenheit von Stickstoff kdnnen diazotrophe Cyanobakterien, wie
Anabaena oder Nostoc, molekularen Stickstoff unter Ausbildung von Heterozysten
fixieren und den Wachstumsprozess aufrechterhalten (Flores und Herrero, 1994;
Herrero et al., 2001).

Erleiden nicht-diazotrophe Cyanobakterien (wie Synechococcus elongatus PCC
7942 oder Synechocystis sp. PCC 6803) Stickstoffmangel, bleichen die Zellen
aufgrund des Abbaus der Phycobilisomen aus (bleaching). Dieser Prozess wurde
als Chlorose bezeichnet und ist nach der Zugabe einer Stickstoffquelle reversibel
(Allen und Smith, 1969). Die Chlorose ist eine generelle Antwort auf den Mangel
von essentiellen Nahrstoffen wie Stickstoff, Phosphat oder Schwefel, allerdings
unterscheiden sich die Signalwege und die Kinetik der Phycobilisomen-Proteolyse
in Abhangigkeit des fehlenden Nahrstoffs (Allen, 1984; Ubersichtsartikel: Schwarz
und Forchhammer, 2005). Wahrend in Synechococcus elongatus PCC 7942 der
Abbau der Phycobilisomen unter Stickstoff-, Phosphat- und Schwefelmangel unter
Kontrolle des NblA-Proteins stehen, ist in Synechocystis sp. PCC 6803 unter
Schwefelmangel kein PBS-Abbau sichtbar (Richaud et al., 2001). Stickstoffmangel
in Synechococcus elongatus PCC 7942 fuhrt zu dem proteolytischen Abbau der
PBS-Proteine in einer geordneten Abfolge (siehe Abb.1.6). Zunachst werden die
terminalen Phycocyanin-Hexamere der Stabchen und deren Polylinker, die distal
zum Kern liegen, eliminiert. Der Abbau schreitet mit anhaltendem Mangel weiter

fort, bis der Kern ebenfalls degradiert wird (Collier und Grossman, 1992).

wild-type

-5,48h

—ecore degradation —————————— 33—

.mm subunit (APC with othar proteins)

[ PC hexamer with 27 kDa linker Ihrlalmid membrane
mF‘G haxamer with 33 kDa linker F‘$H ol Gk

m PC nexamar with 30 kDa Enker

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Pycobilisomen-Abbaus unter Schwefel (S)-
und Stickstoffmangel in Synechococcus elongatus PCC 7942 Wildtypzellen. Die Abbildung
zeigt den schematischen Abbau der peripheren Stabchen und des Kerns der PBS. Die einzelnen
Bestandteile der PBS sind in der Legende erklart. h: Stunden. Die Abbildung wurde Collier und
Grossman (1992) entnommen.

19



Einleitung

Grossman und Mitarbeiter konnten anhand von Mutanten in Synechococcus
elongatus PCC 7942, die wahrend Nahrstoffmangel nicht ausbleichen, drei Gene
(nblA, nbIB, nblIR) identifizieren, deren Produkte essentiell fur die PBS-
Degradierung sind (Collier und Grossman, 1994; Schwarz und Grossman, 1998).
Die Expression des Gens nblA (nbl=nonbleaching) wird unter Stickstoff- und
Schwefelmangel induziert und kodiert ein kleines Polypeptid mit 59 Aminosauren.
Die genaue Funktion von NbIA ist jedoch ungeklart (Collier und Grossman, 1994).
Es konnte eine direkte Interaktion von NbIA und PBS in vitro in Anabaena und
Tolypothrix beobachtet werden (Luque et al., 2003; Bienert et al., 2006).

In Synechocystis sp. PCC 6803 existieren zwei homologe Gene (nblA1,2) zu nblA
aus Synechococcus elongatus PCC 7942, die essentiell fur den PBS-Abbau in
Stickstoffmangel sind (Li und Sherman, 2000 und 2002) und dessen Expression
unter Stickstoffmangel induziert wird (Baier et al., 2001). Die Transkripte konnten
wahrend Schwefelmangel nicht detektiert werden, passend zu der Beobachtung,
dass in Synechocystis sp. PCC 6803 unter Schwefelmangel die PBS nicht
degradiert werden (Richaud et al., 2001). In Synechococcus elongatus PCC 7942
ist NbIR ein response Regulator und NbIS eine Histidinkinase und Sensor eines
Zwei-Komponenten-Systems, welches auf wechselnde Nahrstoffangebote und
Lichtverhaltnisse reagiert und die Expression von nblA induziert (Schwarz und
Grossman, 1998; van Waasbergen et al., 2002). Ebenso ist NbIC, ein Homolog zu
dem eubakteriellen anti-Sigmafaktor, eine Komponente des nbl-abhangigen
Signalweges (Sendersky et al., 2005). In Synechocystis sp. PCC 6803 konnte ein
redoxsensitives Zwei-Komponenten-System (RppAB) identifiziert werden, dass in

der Expression von nblA involviert ist.

Der globale Transkriptionsfaktor NtcA ist essentiell fur den PBS-Abbau in
Synechococcus PCC 7942 unter Stickstoffmangel (Sauer et al., 1999). Ebenso
konnte in Synechococcus elongatus PCC 7942 gezeigt werden, dass die
alternative GSlII den Zellen eine schnellere Regeneration nach Langzeit-Chlorose

ermoglicht, aber nicht essentiell ist (Sauer et al., 2000).

Die durch Stickstoff- und Schwefelmangel induzierte Chlorose wurde in

Synechococcus elongatus PCC 7942 ausgiebig untersucht (Gérl et al., 1998;
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Sauer et al, 2001; Doktorarbeit Sauer 2002). Der Verlauf der
Differenzierungsprozesse wahrend der Chlorose ist von Temperatur,
Lichtintensitat und CO,-Verfugbarkeit, sowie von der Methode der Induktion
abhangig (Gorl et al., 1998; Barker-Astrom et al., 2005).

Die Differenzierungsreaktionen der Zellen im Stickstoffmangel wurden in drei
Phasen untergliedert (Gorl et al., 1998; Sauer et al., 2001; Forchhammer, 2002).
Die erste Phase dauert 2-3 Tage. Innerhalb der ersten Stunde nach
Mangelinduktion findet der charakteristische PBS-Abbau statt. Gleichzeitig wird
der Level der PBS-kodierenden Transkripte (cpcBA und apcAB) reduziert. Die
Sauerstoffproduktion sinkt innerhalb der ersten Tage auf ein undetektierbares
Level, welches mit der Abnahme der PSII-Aktivitat korreliert, wahrend die PSI-
Aktivitat langsamer sinkt. Die Zellen teilen sich noch einmal bevor das Wachstum
eingestellt wird. In der zweiten Phase (3-15 Tage) erfolgt der Abbau der
Chlorophyll a-Molekule und eine allgemeine Proteolyse der |0slichen Proteine ist
sichtbar. Die PSI-Aktivitat nimmt bis zur Nachweisgrenze ab. Die dritte Phase (>15
Tage) ist die finale Phase der Chlorose. Die Zellen sind depigmentiert und zeigen
eine stark reduzierte Stoffwechselaktivitat, sowie photosynthetische Aktivitat. Die
Zellen sind, auch nach Langzeit-Chlorose von zwei Jahren, nach der Zugabe einer
Stickstoffquelle fahig, das Wachstum innerhalb weniger Tage wieder

aufzunehmen (Doktorarbeit Sauer, 2002).

Synechocystis sp. PCC 6803 zeigt ein ahnliches Verhalten im Stickstoffmangel,
wie  Synechococcus elongatus PCC 7942, allerdings erfolgen die
Differenzierungsprozesse etwas langsamer. Die vollstandige PBS-Degradierung
erfolgt nach drei Tagen und die Degradierung von Chlorophyll a dauert 5-6 Tage
an (Li und Sherman, 2002).
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Synechocystis sp. PCC 6803 ist ein photoautotroph lebendes Bakterium, das
nahezu alle lichtdurchfluteten Habitate besiedelt, wodurch es wechselnden, z.T.
auch toxisch wirkenden Nahrstoffangeboten, sowie anderen Stressbedingungen
ausgesetzt ist. Um sich den veradnderten Umweltbedingungen anzupassen, ist
eine Vielzahl intrazellularer proteolytischer Prozesse notwendig. Diese Arbeit hatte
die Charakterisierung von zwei Protease-defizienten Stammen in Synechocystis
sp. PCC 6803 zum Ziel, die unter bestimmten Stressbedingungen einen

veranderten, bislang nicht analysierten Phéanotyp zeigten.

Die Inaktivierung des map-2-Gens, welches fur eine Methinonin-Aminopeptidase
(MetAP2) kodiert, fuhrte unter Stickstoffmangel zum Absterben der Zellen. Ziel
dieser Arbeit war es, den Phanotyp der MetAP2-defizienten Mutante unter
verschiedenen  Stressbedingungen mittels physiologischer  Experimente,
biochemischer und molekularbiologischer Methoden zu analysieren. Die
Ergebnisse der angestrebten Versuche sollten tiefere Einblicke in die
physiologische Relevanz der MetAP2-vermittelten Prozessierung zelluléarer
Proteine und die transkriptionelle Regulation des map-2-Gens geben.

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass das Fehlen der FtsH2-Protease in
Synechocystis-Zellen in der Gegenwart von Ammoniak zum Absterben flhrt,
wahrend der Wildtyp im Gegensatz dazu Ammoniak-tolerant ist (N.Kloft,
unveroffentlicht). Aufbauend auf diesen Beobachtungen sollte im Rahmen dieser
Dissertation der Wirkungsmechanismus der Ammoniak-Toxizitat der FtsH2-
defizienten Zellen mittels physiologischen Untersuchungen und in vivo PSII-
Messungen naher charakterisiert werden. Zudem sollten biochemische und
physiologische Analysen die Bedeutung des FtsH2-vermittelten PSII-
Reparaturzyklus an diesem Prozess aufklaren. Da es uUber den Mechanismus der
Ammoniak/Ammonium-Toxizitat in Pflanzen kontroverse Erkenntnisse gibt und
Cyanobakterien ebenfalls oxygene Photosynthese betreiben, war es von
Interesse, Einblicke in die Ammoniak-Toleranz des photoautotrophen

Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 zu erlangen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und GrdéfRenstandards

Die Chemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma (Munchen),
Fluka (Neu-Ulm), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim),

Amersham Pharmacia Biotech (Minchen) und Biorad (Minchen) bezogen.

Radioaktiv markierte Isotope ([y->’PJATP) wurden von Amersham Pharmacia

Biotech Europe GmbH (Freiburg) bezogen.

2.1.1 Enzyme

2.1.1.1 Restriktionsenzyme

Die eingesetzten Enzyme wurden von den Firmen Promega (Mannheim), New
England BiolLabs (Schwalbach/Taunus), MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen
und nach den Herstellerempfehlungen verwendet.

2.1.1.2 Weitere Enzyme

T4 DNA Ligase Promega GmbH, USA
Ribonuclease-Inhibitor Fermentas,St.Leon-Rot

2.1.2 GroRenstandards

2.1.2.1 Proteinstandard

PageRuIerT'VI (Prestained Protein Ladder (SM0671)) Fermentas, St.Leon-Rot
Protein Molecular Weight Marker (SM0431) Fermentas, St.Leon-Rot
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2.1.2.2 DNA-Standard

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (SM0321)
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (SM0311)

2.2 Molekularbiologische Kits

RiboPure-Bacteria Kit
RNeasy® Mini Kit
RNase-Free DNase Set
Qiagen OneStep RT-PCR Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Fermentas, St.Leon-Rot

Fermentas, St.Leon-Rot

Ambion, USA

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

5/3'RACE Kit

TOPO® TA cloning Kit
Live/dead BacLight™ (Bacterial viability Kit)
5'End Labeling Kit

RocheGmbH, Mannheim
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

Amersham, Munchen

2.3 Plasmide und Oligonukleotide

231

Plasmide

Tab. 2.1: Die Beschreibung der Plasmide und deren Herkunft.

Plasmid Beschreibung

pET-15b 5,7 kb, Amp~, zur Uberproduktion eines Proteins mit N-terminaler
Hise-Tag-Sequenz, Induzierbar tber IPTG (Novagen)

MD1-pET15b 6,48 kb, Amp~, pET-15b mit 0,78 kb map-2-Gen (slr0981) in den

pGEM-T Vektor

Schnittstellen 5’Ndel und 3" Xhol (diese Arbeit)
3,0 kb, Amp®, zur Klonierung von PCR-Fragmenten (Promega)

10,8 kb, CmR, Amp~, Promotorloses Derivat von pAM1573, mit JuxA

11,2 kb, pAM1580 mit Promotorregion (405 bp) von map-2 (slr0918)
mit Schnittstellen 5'Xhol und 3°'Sall stromaufwarts der [/uxAB

pAM1580

und /uxB (Andersson et al., 2000)
pAMmap2luxAB

Gensequenz (diese Arbeit)
pRK2013

KmR, Helferplasmid zur Konjugation von Cyanobakterien, ColE1-
Replicon, TraRK2*Mob™ (Figurski und Helinski, 1979)
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pRL443 AmpF, Plasmid fiir die Konjugation von Cyanobakterien (Elhai et al.,,
1997)

pVZ322 8,4 kb, Km®, Gm®, Mob*, fiir die Transformation von Synechocystis
sp. PCC 6803 (Zinchenko et al., 1999)

2.3.2 Oligonukleotide (Primer) und deren Sequenz

Die Oligonukleotide  wurden mit Hife  der  Software Primer3
(http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) konstruiert und die
Synthese wurde bei der Firma MWG-Biotech in Auftrag gegeben. Die Sequenzen

aller verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.2 aufgefuhrt.

Tabelle 2.2: Name und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide. Die Schnittstellen der

Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen.

Oligonukleotid Nukleotidsequenz 5°... 3

Oligonukleotide fur Gel Retardierungs-Experimente

5 EcoRImap2 GGAATT CAGTTG CTT TGA CGG TGC ATA
3'Xbamap2map1 | TGG TTC ATG CTA GCA GCT GGT TTC ACT TTCAGT TT
glnA5 CGC CTG CAAGATTTC GTT AC

glnA6 CAC AAC CAG GAA CTG AAG AC
Oligonukleotide fir die RT-PCR

map3 rev AGC GGA CGT TAA ACA CAT GG

map3 for ATT GCG GTG GGT AAGGTT TC

map1 rev GCC TCG GCA TAT GCT TGA AT

map1 for GGA ATA CCG AAC CCA AAG CA

5'rnpB GTGAGGACAGTGCCACAGAA

3'rnpB GGCAGGAAAAAGACCAACCT

5 'map2 TCA CCT AGC GCC AAT GGT

3'map2 TGC CTG CAATAC CCGTTT

5 psbK AAT TTATTT GCT CGC TAAATT

3 psbK CAC ACA AAG GCC AAA GCC AA

5 psbX AAA CTT TCT CTG GAG CCT GGT

3 psbX GGAACG GGT GATTTITGTCTT
Oligonukleotide fir die Klonierung des map2-luxAB-Konstrukts
Xholmap2-P CCG CTC GAG AGT TGC CTT TGA CGG TGC AT
map2Sall CAT TGATGC TGG TGC AAA TAG CAG CTG CAG CCG
Oligonukleotide fiir die Uberexpression von Map?2

map2Ndel GGA ATT CCA TAT GGG CGA CAC TAT TAC CCT
map2Xhol CCG CTC GAG TTACTC CCC TAG GGT CAAAATTTCC
Oligonukleotide fir BIAcore- Experimente

5 'map2-P-biot CAC TCC CCA GGG CACATT GA

(5" biotinyliert)

3'map2P-biacore | GAT AGG CTG GTT TCACTT TCA

For_Kana_biot CTTTGTTG AATAAATCGAACTTTTGCT

(5 biotinyliert)

Rev_Kana AGC CAG AAAGTG AGG GAG CCACG
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Oligonukleotide fl

r 5RACE

map2SP1

TTC CCAGGT GCCTTC ATT GA

map2SP2 TCT TCG GTC ACT TTG ACC AG

map2SP3 TGC CTG CAATACCCGTTT

Oligonukleotide fir die zielgerichtete Mutagenese

5'EcoRImap?2 GGAATT CAGTTG CTT TGA CGG TGC ATA

5" Xbalmap?2 GCT CTA GAG CAGTTG CCT TTG ACG GTG CAT A

5 map3Gen GTC AAG GCCAGCATGGCCT

3'mapmap3 U TTC CTC CAAAGT TTC CAT GGG CTG GTT TCACTT TCAGTT T
3 'map3Xbal ATT CGA ACT GGG GGT AAA GA

3'Xbalmap2map1 | TGG TTC ATG CTA GCA GCT GGT TTC ACT TTCAGT TT
5" map1Gen TGC TAG CAT GAA CCA GCATGA

3 'map1Sacl CGA GCT CGT TAG GCA AGA GTT AAAATT TCT AC

3 map2Sacl CGA GCT CGT TAC TCC CCT AGG GTC AAAATT

2.4 Bakterienstamme

241

Cyanobakterien

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Stamme von Synechocystis sp. PCC 6803

und Synechococcus elongatus PCC 7942 sind in Tabelle 2.3 aufgeflhrt.

Tabelle 2.3: Verwendete Cyanobakterien-Stamme.

Stamm

Herkunft/Referenz Genotyp

Synechocystis sp.

MmapZ2 in Synechocystis sp.

PCC 6803,

ftsH2 in Synechocystis sp.

PCC 6803

Synechococcus elongatus

PCC 7492

PCC 6803 Grigorieva und

Shestakov, 1982

Wildtyp

map-2 (slr0918)::Kana®
(Insertonsmutagenese)

K.Baier, AG Lockau,
Berlin (nicht publiziert)

ftsH2 (s110228):: Kana®
(Insertonsmutagenese)

Stirnberg et al., 2007

Kuhlemeier et al.,
1983

Wildtyp
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24.2 Escherichia coli (E.coli)

Es wurden folgende E.coli-Stamme fur Klonierungen verwendet:

Tabelle 2.4: Verwendete E.coli-Stamme

Stamm Herkunft/Referenz Genotyp

XL1-Blue Bullock et al., 1987 endA1, recA1, gyrA96, thi-
1, hsdR17,
relA1, supE44, lac,
[F’proAB,
laclZM15Tn10(Tet)]

BL21 (DE3) Grodberg und Dunn, 1988 F-,ompT,hsdSB, (rB, mB’)
gal, dem,(DE3)

HB101 Boyer et al., 1969

2.5 Kulturmedien

Angegebene Prozentwerte bezeichnen Gewicht pro Volumen (w/v) bei

Festsstoffen und Volumen (v/v) bei FlUissigkeiten.

Die verwendeten Puffer, Losungen und Medien wurden mit zweifach destilliertem
Wasser (A.bidest) angesetzt und vor Gebrauch 20 min autoklaviert (120°C, 2 bar)
oder sterilfiltriert. Die verwendeten Kolben wurden vor Gebrauch autoklaviert
(120°C, 2 bar).

2.5.1 Kulturmedium fur Cyanobakterien

Cyanobakterien wurden mit BG-11 Medium nach Rippka (1988) angezogen.
BG-11 Medium 17,65 mM  NaNO;

0,18 mM K;HPO4 * 3H,0

0,30 mM  MgSOg4 * 7H,0

0,25mM  CaCl; * 2H,0

0,03 mM  Zitronensaure

0,03 mM  Eisen-llI-Citrat

0,003 mM EDTA
0,799 mM Na,COs3
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1 ml/l.  Spurenelemente (As+Co)

Spurenelemente (As+Co) 46 pM  H3BO4
9,2 yM  MnCl; * 2H,0
0,77 uM  ZnSO4* 7TH,0
1,6 uM  NaMoO4* 2H,0
0,32 uyM  CuSO4* 5H,0
0,177 uM  Co(NOs3), * 6H,0

Das Medium wurde autoklaviert und es wurde fir jede Anzucht 5 mM
sterilfiltriertes NaHCO3 frisch zugegeben. BG-11 Platten wurden durch die Zugabe
von 15 g Agar auf 1 Liter Medium hergestelit.

In der Arbeit wurden folgende Medien verwendet:

BG-11N (enthalt 17,6 mM NaNO3)

BG-11""N  (enthalt 1 mM NaNO3)

BG-11° (enthalt keine Stickstoffquelle)

BG-114 (enthalt 5 mM NH4CI, ungepuffert oder mit 20 mM HEPES pH 7,8)

2.5.2 Kulturmedium fur E.coli

E.coli Zellen wurden mit Luria-Bertani (LB) Medium nach Sambrook et al. (1989)

angezogen.
LB-Medium: 1% Pepton/Trypton
0,5% NaCl
0,5% Hefeextrakt

LB-Platten wurden durch Zugabe von 15 g Agar-Agar (Roth) auf einen Liter
Medium hergestellt. Die Antibiotika wurden bei einer Temperatur des Mediums

von 60 °C zugegeben.
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2.6 Puffer und spezielle Reagenzien

2.6.1 Puffer
1x SDS-Probenpuffer
(Sambrook et al., 1989)

1 x DNA-Auftragspuffer
(Sambrook et al., 1989)

10 x TAE Agarosepuffer
(Sambrock et al., 1989)

Laufpuffer fur
SDS-PAGE
(Laemmli, 1970)

2.6.2 Antibiotika

Kanamycin

50 mM
100 mM
2%
10%
0,1%

50 %
0,25 %

400 mM
30 mM
500 mM

Tris-HCI pH 6,8
DTT

SDS

Glycerin

Bromphenol blau

Glycerin

Bromphenolblau

Tris
Natrium-Acetat
EDTA

mit Essigsaure auf pH 7,8 einstellen

25 mM
192 mM
0,1%

(Stammlésung 50 mg/ml)

Chloramphenicol (Stammlésung 50 mg/ml)

Ampicillin

(Stammldésung 100 mg/ml)

Die Antibiotikum-L6sungen wurden sterilfiltriert.

Tris
Glycin
SDS

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

2.6.3 Photosynthese-Inhibitoren und Hill-Reagenzien

3-(3,4-Dichloro-phenyl)-1,1-Dimethyl-urea (DCMU)

(CoH10CIN20)

1,4-Benzochinon (CgHa(=0)2)

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Minchen
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2,5-Dimethylbenzochinon Fluka, Neu-Ulm
Kaliumhexacyanidoferrat(lll) (Ks [Fe(CN)g]) Sigma, Minchen

(Kaliumferricyanid)

2.7 Antikorper

Tabelle 2.5: Verwendete Antiseren und ihre eingesetzte Verdiinnung.

Protein Aus dem Organismus Eingesetzte Herkunft/Referenz
Verdinnung

MAP-2 Synechocystis sp. PCC 1:10000 Diese Doktorarbeit
6803

PsbO Avena spec. 1:5000 AG Kuhlmann

PsbA (D1) 1:5000 AgriSera, Schweden

PsbB (CP47) | Avena spec. 1:5000 AG Gartner

Gesamt- Mastidogladus laminosum 1:10000 Biochemie,

Phycobilisom Universitat Giel3en

Als sekundarer Antikorper wurde POD-a-Anti-Rabbit |gG-Antikdrper Peroxidase-
Konjugat (Sigma) angewendet bzw. Rabbit anti-chicken IgY-Antikdrper (AgriSera)
fur den immunologischen Nachweis von D1 (PsbA) verwendet.

2.8 Kultivierung von Bakterienstammen

2.8.1 Anzucht von Cyanobakterien

Die Anzucht erfolgt unter sterilen Bedingungen in Schikanekolben (Bellco Glass,
Inc., NJ), die maximal mit 150 ml Volumen beflllt und mit Silikon-Kulturkappen
verschlossen wurden. Die entsprechenden Antibiotika, zur Aufrechterhaltung der
Selektion wurden in Endkonzentrationen von 50-80 ug/ml zugegeben. Fur
physiologische Experimente wurden die flussige Stammkultur in BG-11" Medium
auf eine optische Dichte (OD)7s0 von 0,2-0,4 angeimpft und fir 20-48 Stunden bis
zu einer OD759 von 0,4-0,8 kultiviert. Die Zellen wurden photoautotroph bei 28°C
und einer konstanten Beleuchtung mit einer Fluenzrate von 80 umol Photonen m™
s' (Leuchtstoffrdhren L36W/30, warmwhite, Osram) in einem Klimaschrank
(ECDO1E, Snijders Scientific B.V., Holland) oder in einem Kulturenraum mit Licht
einer Fluenzrate von 10-60 umol Photonen m™? s™ (L18W/954. LUMILUX de Lux,
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Daylight, Osram) kultiviert. Um die Durchliftung der Kulturen aufrecht zu erhalten
wurden die Schikanekolben schuttelnd (130-140 U/min) inkubiert.

Die Zellen wurden aus einer exponentiell wachsenden Kultur in BG-11" Medium
auf eine OD7sp von 0,2-0,4 angeimpft und 20-24 Stunden inkubiert. Die
physiologischen Experimente erfolgten nur mit Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase mit einer OD75¢ zwischen 0,2 und 0,8. Zellen in der stationaren
Phase (OD7s0 >0.9) wurden nur fur die Stammkultivierung verwendet. Die
Cyanobakterien wurden ebenfalls auf BG-11" Agarplatten mit der sterilen Impfose
ausgestrichen und bei Licht einer Fluenzrate von 20 pmol Photonen m? s™ im
Lichtschrank mehrere Tage inkubiert.

Zur Uberprifung der mikrobiellen Verunreinigung einzelner Kulturen wurden die
Cyanobakterien auf Casamino-Platten (BG-11" Platten mit Zugabe von 0,02%
Casaminosaure, 0,2% Glucose und 1 mM Na;S,03) im Dunkeln und Uber Nacht
bei RT inkubiert.

2.8.2 Induktion von Stress in Synechocystis-Zellen

2.8.2.1 Stickstoffmangel

Stickstoffmangel wurde durch zwei unterschiedliche Methoden induziert. Fur
Versuche der Langzeit-Chlorose wurden die Zellen in einem BG-11-"*"-Medium
mit einer Animpfdichte (OD7s0) von 0,1 angezogen und fur mehrere Wochen unter
Standardbedingungen im Lichtschrank schittelnd inkubiert. Um einen genauen
Zeitpunkt des Stickstoffmangels definieren zu kénnen, wurden 200-400 ml Kultur
exponentiell wachsende Kultur (OD7so von 0,4-0,8) mittels Filtrierung durch
Membranfilter HV mit einer Porengrofle von 0,45 um, des Typs Millipore
(Durapore, Irland) geerntet. Die Zellen wurden mit stickstofffreiem BG-11° Medium
gewaschen und darin resuspendiert. Die Zelldichte wurde auf OD75, von 0,4-0,5
eingestellt und die Zellen im Klimaschrank unter Standardbedingungen (80 pmol
Photonen m? s, 28°C) schiittelnd inkubiert.
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2.8.2.2 Hochlicht-Exposition

Die Hochlichtbestrahlung von Kulturen in exponentieller Phase (OD7so von 0,4)
erfolgte mit einem Halogenstrahler Lampentyp: R7S (dlwi, Breckerfeld) bei einer
Fluenzrate von 400 umol Photonen m™? s™. Die Zellen (100 ml) wurden in 500 ml
Schikanekolben schittelnd und bei einer konstanten Temperatur von 28°C fur 24h
bestrahlt.

2.8.2.3 Ammoniak-Behandlung

Die Zugabe von Ammonium (1-60 mM NH4CIl) erfolgte zu Kulturen in
exponentieller Phase (OD7s9 von 0,6-0,8), die flr den Versuch auf eine OD7s9 von
0,4 mit BG-11" Medium verdiinnt wurden. Die Zellen (10 ml) wurden in 50 ml-
Kolben schuttelnd (140 U/min) und bei Licht einer Fluenzrate von 5-40 pmol

1 oder im Dunkeln bei RT inkubiert. Die Zellen wurden dem

Photonen m? s
Ammoniumchlorid ungepuffert bei pH 8,8 im Medium ausgesetzt. Zur Hemmung
der zellularen Proteinbiosynthese wurde 10 min nach der Zugabe von Ammonium,

Chloramphenicol mit einer Endkonzentration von 30 ug/ml zugegeben.

2.8.3 Die Regeneration und Uberlebensfahigkeit von

Cyanobakterien

Die Regenerations- und Uberlebensfahigkeit von Synechocystis-Zellen wurde in
zwei unterschiedlichen Ansatzen untersucht. Es wurden 10-20 pl der
entsprechenden Kultur mit einer OD7s von 0,4-0,5 auf eine BG-11" oder BG-11*
Agarplatte aufgetropft oder 50-100 pl einer Kultur ausgestrichen und diese einige
Tage unter Standardbedingungen inkubiert (20 umol Photonen m? s™, 28°C).
Zusatzlich wurden 10 ml der hungernden Zellkultur nach der Zugabe des
fehlenden Nahrstoffes unter Standardbedingungen inkubiert. Die
Regenerationsfahigkeit in Flussigkultur wurde taglich mit Messungen der
photosynthetischen Aktivitat in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer (Walz
GmbH, Effeltrich) untersucht.
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2.8.4 Anzucht von E.coli

Die Anzucht erfolgte in flissigem LB-Medium schittelnd oder auf Agarplatten bei
einer konstanten Temperatur von 37°C. Zur Selektion der Transformanten wurde

100 pg/ml Ampicillin zugegeben.

2.8.5 Kultivierung von Stammkulturen

Eine flussige Stammkultur von Cyanobakterien wurde in einem 100 mi-
Erlenmeyerkolben in einem Volumen von 30 ml BG-11" Medium angeimpft und bis
zu einer ODz5>2 photoautotroph kultiviert und anschlieBend bei geringer
Lichtintensitat stehend aufbewahrt. Von dieser Stammkultur wurde 1 ml in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C fur langere Zeit aufbewahrt. Zur
Reaktivierung der gefrorenen Cyanobakterien wurde etwas Kultur entnommen, auf
eine BG-11" Agarplatte ausgestrichen und im schwachen Licht mehrere Tage

inkubiert oder direkt in flissigem Medium angezogen.

E.coli Zellen wurden in 50% Glycerin in Flussigstickstoff gefroren und bei -80°C

gelagert.

2.8.6 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte einer Kultur wurde uber die optische Dichte bei einer Wellenlange
von 750 nm bei Cyanobakterien und einer Wellenlange von 600 nm bei E.coli-
Zellen in einem Spektralphotometer (Ultrospec 3000 pro, Pharmacia Biotech) in
1ml-Klvetten gemessen. Das jeweilige Medium wurde als Referenz verwendet.
Eine optische Dichte von 1 entspricht 2x10® Zellen/ml fiir Cyanobakterien und

5x108 Zellen/ml fiir E.coli.
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2.9 Zellernte

29.1 Zellernte fur physiologische Experimente

Die Kulturprobe wurde steril abgenommen und mit dem jeweiligen Medium auf
eine bestimmte OD75, im Spektralphotometer (Ultrospec 3000 pro, Pharmacia

Biotech) eingestellt und fur physiologische Experimente verwendet.

2.9.2 Zellernte fur Proteinanalysen/RNA-Isolierung

Die Kultur, deren RNA aufgereinigt werden sollte, wurde steril in gekuhlte
Zentrifugenbecher gefullt und in flussigem Stickstoff gekuhlt. Die Zentrifugation
erfolgte bei 6000 U/min fur 15 min bei 4°C (Beckman J2-21 centrifuge, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld). Die Zellsedimente wurden bis zum weiteren Gebrauch
bei -80°C aufbewahrt. Fir Proteinanalysen wurden 30-60 ml Kultur steril
entnommen in flissigem Stickstoff gekuhlt und durch Zentrifugation (6.000 U/min,

10 min, 4°C) geerntet. Die Zellsedimente wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.10 Molekularbiologische Standardtechniken

2.10.1 Isolierung von genomischer DNA aus Synechocystis-Zellen

Zur lIsolierung genomischer DNA wurden 3 ml der Synechocystis-Kultur (OD7so
von 0,8-1,0) durch Zentrifugation (14.000 U/min, 5 min, 4°C (HERMLE Z 233 MK,
Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen)) geerntet. Das Zellsediment wurde in
567 ul TE-Puffer resuspendiert. Es erfolgte der Zellaufbruch durch die Zugabe von
30 pl 10% SDS und 3 pl einer ProteinaseK-Losung (20 mg/ml) und einer
einstindigen Inkubation bei 37°C. Es wurden 100 pl 5 M NaCl zugegeben,
grundlich gemischt und nach der Zugabe von 80 pl der CTAB/NaCl-Mischung bei
65°C fur 10 min inkubiert. Anschliel3end wurden 780 pl Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) zur Reinigung der Suspension von Proteinen zugegeben und gemischt. Die
Suspension wurde zentrifugiert (13.000 U/min, 4 min, RT (Eppendorf centrifuge
5415D, Eppendorf, Hamburg)) und der Uberstand, in dem sich die DNA befindet,

wurde in ein neues Gefald Uberfuhrt. Es erfolgte die Zugabe des gleichen
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Volumens von Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und eine erneute
Zentrifugation (13.000 U/min, 4 min, RT). Zur Fallung der genomischen DNA
wurde der Uberstand mit dem 0,6-fachen Volumen lIsopropanol versetzt und
erneut zentrifugiert (13.000 U/min, 4 min, 4°C). Das Pellet wurde mit 70%igem
Ethanol gewaschen zur Entfernung von Phenol- und Salzreste und 10 min bei
37°C getrocknet. Das trockene Pellet konnte in 40 ul A.bidest resuspendiert und
bei 4°C gelagert werden.

TE-Puffer CTAB/NaCl-Lésung
1 mM EDTA 2,05 g NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8,0 5 g Cetyl trimethyl ammonium bromide

Mit A.bidest auf 50 ml auffillen, bei 65°C

|6sen. Lagerung bei RT.

2.10.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen erfolgte nach der Alkalischen
Lyse von Birnboim und Doly (1979). Es wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur
geerntet (6.000 U/min, 5 min, RT) und das Pellet in 100 uyl Losung | resuspendiert,
gut vermischt und far 5 min auf Eis inkubiert. Zur Bakterienlyse wurden 200 pl
Ldsung Il zugegeben, vermischt und erneut 5 min auf Eis inkubiert. Durch die
Zugabe von SDS (in Lésung Il) wurden zellulare Proteine, chromosomale DNA
und auch die Plasmid-DNA denaturiert. Anschliefend wurden 150 pl Losung I
zugegeben und fur 10 min auf Eis inkubiert. Die Zugabe des Kaliumacetats (in
Lésung ) neutralisierte die Losung und Lipide, Proteine und chromosomale DNA
fallen als unlosliche Komplexe aus. Die Suspension wurde zweimal zentrifugiert
(13.000 U/min, 15 min, 4°C), um die unldslichen Komplexe von der Plasmid-DNA
zu trennen. Zur Prazipitation der DNA wurde 0,7-faches Volumen eiskaltes
Isopropanol zu dem Uberstand gegeben und vermischt. Durch Zentrifugation
(13.000 U/min, 15 min, 4°C) wurde die DNA pelletiert und anschlielend mit
70%igem Ethanol gewaschen und getrocknet. Das trockene Pellet konnte in 40 pl

A.bidest geldst und bei -20°C gelagert werden.
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Losung | Losung Il Losung Il

50 mM Glucose 200 mM NaOH 3 M Kaliumacetat, pH 5,2
25 mM Tris-HCI, pH 8,0 1% SDS

10 mM EDTA

20 mg/ml RNaseA

2.10.3 Isolierung der Gesamt-RNA aus Synechocystis-Zellen

Es wurden zwei unterschiedliche Isolierungen der Gesamt-RNA verwendet. Die
Isolierung mit RiboPure-Bacteria Kit (Ambion) erfolgte nach Herstellerangaben.
Die Synechocystis-Zellen wurden zu bestimmten Zeitpunkten mittels
Zentrifugation (2.9.2) geerntet und das Zellpellet wurde in 350 pl RNAwiz durch
vortexen resuspendiert. Die Zellen wurden im RiboLyser FP 120HY230 (Thermo
Hybaid-AGS, Heidelberg) aufgebrochen und das Lysat wurde mit der Zugabe von
Chloroform in seine Bestandteile getrennt. Die obere, RNA enthaltende Phase
wurde abgenommen. Anschlielend wurde die RNA Uber eine Saule mit
Waschlosungen gereinigt und mit 2x25 pl A.bidest eluiert. Ein DNAse-Verdau
wurde mit DNA-free™ Kit durchgefiihrt, um restliche genomische DNA zu
entfernen. Es wurde folgender Reaktionsansatz (40 ul) gewahlt: 4 yl 10x DNAse |
Puffer, 4 ul (8 Units) DNAse |, 1000-5000 ng RNA. Der Ansatz wurde fur 40 min
bei 37°C inkubiert und fir 1 min auf Eis gekuhlt. Zur Entfernung der DNase wurde
ein Inaktivierungsreagenz (20% des Gesamtvolumens) zugegeben und fur 2 min
bei RT inkubiert. Die Mischung wurde zweimal zentrifugiert (13.200 U/min, 1 min,
RT), wodurch das Reagenz, die DNAse und groliere Moleklle von der RNA-
Lésung getrennt wurden. Die Konzentration und die Qualitdt der RNA-haltigen
Losung wurden Uber ein Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel (2.10.5)
kontrolliert. Eine eventuelle Kontamination mit chromosomaler DNA wurde in einer
PCR Uberprift, die bei reiner RNA kein PCR-Produkt gezeigt hat. Das Ergebnis
wurde Uber Agarose-Gelelektrophorese (2.10.5) Uberprtift.

Die Isolierung der RNA mit RNeasy® Mini Kit (Qiagen) erfolgte modifiziert nach
Herstellerangaben. Zunachst wurden 30 ml Kultur (OD7so von 0,4-0,8) geerntet
(2.9.2) und das Pellet in 200 pl 10 mM Tris-HCI pH 8,0 resuspendiert. Es folgte die
Zugabe von 200 pl RLT Puffer und 7 pl B-Mercaptoethanol, der Aufbruch im
RiboLyser FP 120HY230 (Thermo Hybaid-AGS, Heidelberg) und die weitere
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Zugabe von 500 pl RLT Puffer. Die Suspension wurde flr 3 min auf Eis inkubiert
und zweimal zentrifugiert (13.000 U/min, 3 min, 4°C). Der Uberstand wurde mit
98%igem Ethanol gemischt und auf eine Saulenmatrix gegeben, zentrifugiert und
mit RW1- sowie RPE-Puffer gewaschen. Die RNA wurde mit 2x30 ul dest. RNAse-
freiem Wasser eluiert. Nun erfolgte ein DNAse-Verdau nach Qiagen (RNase free
DNase Set) mit folgendem Ansatz: 60 yl RNA-Losung, 3 yl DNase und 6 pl RDD-
Puffer. Der Ansatz wurde fur 60 min bei 30°C inkubiert. Anschlielfend wurde das
Gemisch mit RLT-Puffer und Ethanol Uber die Saule gegeben, die RNA auf der
Saulenmatrix gewaschen und mit 2x25 pyl RNAse-freiem Wasser eluiert. Die
Konzentration und Qualitdt der RNA-L6sung wurden dber ein Ethidiumbromid-

gefarbtes Agarosegel (2.10.5) kontrolliert.

2.10.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von

Nukleinsauren

Die quantitative DNA/RNA-Bestimmung erfolgte mittels eines Spektralphotometers
(Ultrospec 3000 pro, Pharmacia Biotech). Die DNA/RNA-LOsung wurde 1:100
bzw. 1:50 in A.bidest verdunnt und die optische Dichte wurde bei einer
Wellenlange von 260 nm in einer Quarzkivette mit einem Volumen von 100 pl
gemessen. Die Konzentration errechnete sich aus der gemessenen ODygo, der
Verdinnung und einem fur DNA/RNA-spezifischen Multiplikationsfaktor. Eine
ODy60=1 entspricht 50 ug/ml ds DNA bzw. 40 ug/ml RNA. Zusatzlich wurde die
optische Dichte bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen, um aus dem
Verhaltnis von ODygy und OD3gp eine Aussage uUber die Proteinkontamination der
Ldsung zu erhalten. Eine proteinfreie Nukleinsaurelésung weist ein Verhaltnis von
1,8-2,0 auf. Ebenso konnte die Konzentration mittels Agarose-Gelelektrophorese
(2.10.5) quantifiziert werden, mit einer Nachweisgrenze von 5 ng DNA pro Bande.
Dazu wurde 1-3 pl der Probe und ein Grolienstandard aufgetragen (2.1.2) und
anschlieBend die Konzentration anhand der bekannten Konzentration einzelner

Banden des Markers abgeschatzt.
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2.10.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Trennung der Desoxyribonukleinsdure-Fragmente erfolgte nach Groflke (bp)
sowie Konformation mittels der Gelelektrophorese in einer Agaose-Matrix. Die
Agarosegele wurden abhangig von der DNA-Fragmentgrofle mit 0,8-2,0%
Agarose in TAE-Puffer (2.6.1) zubereitet. Die Probe wurde mit 6x DNA-
Auftragspuffer (2.6.1) vermischt und in die Geltaschen geladen. Die
Laufbedingungen waren konstant bei 50-80 Volt in TAE-Puffer. Anschlielend
wurde das Agarosegel mit Ethidiumbromid gefarbt, das in die Basen der DNA

interkaliert und mit UV-Licht sichtbar gemacht wurde.

2.10.6 Préaparation von DNA aus dem Agarosegel

Um ein DNA-Fragment aus einem Agarosegel zu isolieren wurde das QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Die
Ethidiumbromid-gefarbte DNA wurde aus dem Agarosegel mit einem sauberen
Skalpell unter schwachem UV-Licht geschnitten, das dreifache Volumen an Puffer
QG zugegeben und fur 10 min bei 50°C inkubiert. Die Isolierung und Reinigung
der DNA erfolgte Uber eine Saule nach Herstellerangaben. AnschlieRend wurde
die gereinigte DNA mit 20-40 pl A.bidest von der Saule eluiert, die Konzentration
bestimmt (2.10.4) und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

2.10.7 Restriktion von DNA

Restriktionsenzyme erkennen kurze (4-8 bp) palindromische Sequenzen und
katalysieren dort eine hydrolytische Spaltung beider DNA-Strange. Dabei kdnnen
je nach Enzym glatte oder Uberhangende Enden entstehen. Die Enzymreaktionen

wurden nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Zur Kontrolle einer Transformation wurde ein 20 ul-Ansatz verwendet:
100-1000 ng DNA

2 ul 10x Puffer

0,3-0,8 yl Enzym (1-2 U/ul)
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Ein praparativer Verdau erfolgte in einem 70 pl-Ansatz:
0,8 yl Enzym

7 ul Puffer

30 pl DNA

Die Ansatze wurden bei 37°C fur 2-3 Stunden oder uber Nacht inkubiert. Zur
Charakterisierung eines Plasmids oder fur die Klonierung wurde die geschnittene

Plasmid-DNA in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (2.10.5).

2.10.8 Ligation von DNA-Fragmenten und Vektoren

Ungeschnittene PCR-Fragmente wurden zur besseren Handhabung, da die
Restriktion von kleinen PCR-Fragmenten schwierig ist, in den pGEM-T Vektor
(Promega) kloniert. Die Ligation erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die
Fragmente konnten im Folgenden durch Restriktion herausgeschnitten werden
und in den Zielvektor (pET-15b, pAM1580, siehe Tab.2.1) ligiert werden. Die
Ligation erfolgte mit dem Enzym T4 DNA Ligase, das die Reaktion zwischen der
5 -Phosphatgruppe und der 3'-Hydroxylgruppe zweier DNA-Enden zu einer neuen
Phosphodiesterbindung katalysiert und zu einer kovalenten Bindung zwischen
Insert und Vektor fuhrt. Die Inkubation erfolgte bei RT Uber Nacht.

Es wurde folgender 20 pl-Ansatz verwendet:
2 ul 10x Puffer

1 Unit T4 DNA Ligase

100 ng Vektor, 200-300 ng Insert

2.10.9 Das Einbringen von Fremd-DNA

2.10.9.1 Transformation von Synechocystis sp. PCC 6803
Die Transformation ist ein Mechanismus der DNA-Ubertragung bei

Mikroorganismen, die im Zustand der Kompetenz nackte DNA in die Zelle

aufnehmen.
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Exponentiell wachsende Synechocystis-Kultur einer OD7so von 0,4-0,6 wurden
mittels Zentrifugation (5.000 U/min, 8 min, RT) geerntet und in 1 ml BG-11"
Medium gewaschen und erneut zentrifugiert (s.0.). Das Pellet wurde in 1ml BG-
11N Medium resuspendiert. 2-3 pg der Plasmid-DNA wurden mit 100 pl der
Zellsuspension vermischt. Die Zellen wurden im Dunkeln Uber Nacht schuttelnd
inkubiert. AnschlieBend wurden 500 pl BG-11" Medium zu den Zellen gegeben
und ebenfalls Giber Nacht mit einer Fluenzrate von 20 umol Photonen m? s
schiittelnd inkubiert. 300 pl der Zellsuspension wurde auf BG-11" Agarplatten (mit
30 pg/ml des jeweiligen Antibiotikums) ausplattiert und die Platten Uber Nacht
unter Standardbedingungen (RT, 20 pymol Photonen m? s™) inkubiert. Die Klone

wurden weiterhin auf Platten mit 50 pg/ml Antibiotikum selektiert.

2.10.9.2 Transformation von E.coli

Die Ubertragung von DNA in E.coli-Zellen diente hier der Vervielfaltigung des
Zielvektors oder der Uberproduktion eines Fremdproteins. Die aufgenommene
Plasmid-DNA wird von Bakterien, unabhangig vom Chromosom, vermehrt und an
die Tochterzelle weitergegeben. Somit ist eine stabile Reproduktion des
Zielvektors innerhalb einer Kolonie gewahrleistet. Die Transformation erfolgte in
hitzekompetenten E.coli XL1-, E.coli BL21- oder E.coli HB101-Zellen (siehe Tab.
2.4). Die Zellen wurden zunachst auf Eis aufgetaut und 10 pl des
Ligationsansatzes (2.10.8) mit 100 ul Zellsuspension vermischt. Zur Aufnahme der
DNA in die Bakterienzelle wurde die Zellsuspension fur 45 s bei 42°C und
anschlielend fur zwei min auf Eis inkubiert. Zur Regeneration der Zellen wurde
500 ul LB-Medium zugegeben und die Suspension flr eine Stunde bei 37°C
schuttelnd inkubiert. Zur Selektion der positiven Transformanten wurden jeweils
50, 100, 150 und 200 pl einer Suspension auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (100
Mg/ml) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien
konnten auf den Erhalt des Zielplasmids mittels einer Plasmid-Isolierung (2.10.2)

und einer Restriktionsanalyse (2.10.7) untersucht werden.
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2.10.9.3 Konjugation von Synechococcus elongatus PCC 7942

Als Konjugation wird die Plasmid-vermittelte Ubertragung von DNA nach
Zellkontakt bei Bakterien bezeichnet. Uber die ausgebildeten Pili kénnen die
Bakterien kommunizieren und DNA-Strange vom Donor (Spender) zum
Rezipienten (Empfanger) austauschen. Dafur sind plasmidkodierte Gene
zustandig: die tra-Gene, die verantwortlich fir den Kontakt der Bakterien tber Pili
sind, sowie die mob-Gene, die fur ein Mobilisierungsprotein kodieren und fur den
Transfer nétig sind. In der vorliegenden Arbeit wurde die Konjugation verwendet,
um in Synechococcus-Zellen das Plasmid pAMmap2luxAB (siehe Tab. 2.1) zu
transferieren. Es wurde der Stamm Synechococcus verwendet, da das System zur
Promotoranalyse mit dem Vektor pAM1580 bisher nur in Synechococcus
erfolgreich transformiert wurde, nicht aber in Synechocystis. Die Ziel-DNA wurde
mithilfe von triparentaler Konjugation in Synechococcus elongatus PCC 7942
Wildtyp-Zellen eingebracht (Wolk et al., 1984). Zunachst wurde das Plasmid
pRL443 in E.coli HB101, sowie das Helferplasmid pRK2013 zusammen mit dem
Zielplasmid pAMmap2luxAB in E.coli HB101 transformiert (2.10.9.2). Die
Ubernachtkultur der Stamme E.coli HB101-pRL443 und E.coli HB101-pRK2013-
pAMmap2luxAB wurde 1:20 verdinnt und bis zu einer ODgyp von 0,5 unter
Standardbedingungen inkubiert. Es wurden 1,5 ml geerntet und gewaschen. Die
Synechococcus-Kultur wurde auf eine ODz5 von 0,4-0,6 angezogen, 1,5 ml
geerntet und das Pellet wurde in 200 ul BG-11" Medium resuspendiert. Zur
Konjugation wurden beide Pellets der E.coli-Stamme mit der Synechococcus-
Suspension vermischt und fir 5 min bei RT inkubiert. Die Suspension wurde
ausplattiert (BG-11" Gelrite-Platten mit 5% LB-Medium) und in einem Lichtschrank
bei RT iiber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten mit 1 ml BG-11"
Medium gespult, die Suspension abgenommen und zentrifugiert (6.000 U/min, 1
min, RT). Das Pellet wurde mit 0.9% NaCl gewaschen, darin resuspendiert,
anschlieBend ausplattiert (BG-11" Gelrite-Platten) und iber Nacht im Lichtschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde zur Selektion Antibiotikum (Chloramphenicol 5-
7,5 pg/ml) unterschichtet und die Platten im Lichtschrank weiter inkubiert. Die
Einzelkolonien wurden auf Selektionsplatten ausgestrichen und mittels Ganz-Zell-
PCR (2.10.11.1) auf den Erhalt des richtigen Klons tUberpruft.
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2.10.10 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenz der hergestellten Plasmide und PCR-Fragmente wurde Uber
Sequenzierung (Sanger, 1977) kontrolliert. Dazu wurden Plasmide in E.coli
transformiert (2.10.9) und isoliert (2.10.2), PCR-Fragmente wurden mittels des
QIAquick PCR Purification Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt, um sie
anschlielfend in bestimmten Konzentrationen, abhangig von ihrer GroRe zur
Sequenzierung in Auftrag zu geben (AG Kroger, IFZ, GieRen). Die Sequenzierung
wurde mit dem Sequenzer ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems,
Perkin-Elmer) durchgefuhrt. Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden unter
Nutzung der Nukleotid/Nukleotid Blast-Funktion der Datenbank NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) abgeglichen.

2.10.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR dient der enzymatischen Amplifikation beliebiger
Nukleinsaureabschnitten. Ein Standard PCR-Ansatz besteht aus drei
Reaktionsschritten, die sich zyklisch wiederholen. Zunachst wird der DNA-
Doppelstrang denaturiert (Denaturierung), es folgte die Anlagerung (annealing)
der Oligonukleotide an der Ziel-DNA (template). Abschlieliend erfolgte die
Synthese (elongation) des komplementaren Stranges durch die (DNA-abhangige)
DNA-Polymerase. Die Temperatur fur die Anlagerung ist abhangig von der
Basenzusammensetzung der Oligonukleotide und die Synthesezeit ist abhangig
von der Lange des zu amplifizierenden Fragments (1 min pro 1 kb). Als Kontrolle

diente immer ein Ansatz ohne Matrize (template).

Ein durchgefihrter PCR-Ansatz (50 ul) bestand aus:

DNA 100 ng genomische DNA oder 10-20 ng Plasmid-DNA
5 Oligonukleotid 10 pmol

3 Oligonukleotid 10 pmol

dNTP’s 2,5 mM pro dNTP

Tag-Polymerase 1U

10x Tag-Polymerasen-Puffer, A.bidest
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Die PCR wurde mit folgendem Standard-Programm durchgefihrt:

2-5min 94°C Denaturierung

1 min 94°C Denaturierung

30 s 46-57°C Annealing 25-30 Zyklen
1-5 min 72°C Elongation

10 min 72°C Extension der DNA-Synthese

Die PCR-Reaktion wurde mit der hitzestabilen Tag-Polymerase (Fermentas) in
einem Thermocycler TPersonal oder TGradient (Biometra GmbH, Gottingen)
durchgefuhrt.

2.10.11.1 Ganz-Zell-PCR von Synechocystis-Zellen

Die Matrize (template) einer Ganz-Zell-PCR war entweder eine Kolonie von einer
Platte oder pelletierte, gewaschene Zellkultur. Die Zellen wurden in 200 ul A.bidest
resuspendiert und fur einen 100 ul-Ansatz wurden 76 pl der Zellsuspension in dem
PCR-Gefall fur 4 min auf 96°C erhitzt um die Zellen zu denaturieren.
AnschlieBend wurde folgender PCR-Mix zugegeben und das PCR-Programm
(siehe 2.10.11) durchgeflhrt.

20 pmol beider Oligonukleotide
10 mM dNTP-Mix
1 U Tag-Polymerase

10 xTaqg-Polymerasen-Puffer

2.10.11.2 Semi-quantitative RT-PCR

Die in dieser Arbeit durchgefliihrten RT-PCRs dienten der Genexpressionsanalyse
von Genen nach unterschiedlichen Stressinduktionen. In dieser PCR-Reaktion
wurde RNA als template eingesetzt, die innerhalb des ersten Programm-Schritts
durch die zugegebene Reverse Transkriptase zu cDNA umgeschrieben wurde.

Alle Reaktionen wurden mit dem Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen)
durchgefuhrt und es wurde folgender, modifizierter Standard-Ansatz (15 pl)

gewahlt:

43



Material und Methoden

RNA 60 ng RNase-Inhibitor 0,1 ul
5 Oligonukleotid 18 pmol Enzym-Mix 0,6 pl
3 Oligonukleotid 18 pmol 5x Puffer 3,0 ul
dNTP’s 0,6 pl A.bidest 51 ul

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler TPersonal oder TGradient mit

folgendem Standard-Programm durchgefuhrt:

30 min 50°C RT-Reaktion

15 min 95°C Inaktivierung der rev.Transkriptase, Denaturierung der cONA
1 min 94°C Denaturierung

30 s 51-57°C Annealing 25-30 Zyklen

1 min 72°C Elongation

10 min 72°C Extension der DNA-Synthese

Alle PCR-Produkte wurden Uber Agarose-Gelelektrophorese (2.10.5) aufgetrennt,
das in Ethidiumbromid gefarbte Agarosegel mit schwachem UV-Licht bestrahlt und
fotografiert. Die Auswertung erfolgte mit BioRad Quantity one/Fluor-S™. Die
Bandenstarke der Agarosegele wurde ermittelt, wobei der Hintergrund als
Referenz diente. So konnte die Bandenstarken eines Gels miteinander verglichen

werden.

2.10.11.3 Zielgerichtete Mutagenese mittels PCR (site-directed

mutagenisis)

Zum Erstellen von transkriptioneller Promotor-Gen-Fusionen wurden die offenen
Leserahmen der Gene map-1 (873 bp) und map-3 (890 bp) mittels PCR unter
Verwendung der Primerpaare 5'map1Gen und 3'mapiSacl, sowie 5 map3Gen
und 3'map3Xbal aus genomischer DNA aus Synechocystis sp. PCC 6803 als
template amplifiziert. Zusatzlich wurde die Promotorregion von map-2 (144 bp),
die die Promotorsequenz einschliellich des Transkriptionsstartpunkts enthielt,
ebenfalls Uber PCR amplifiziert. Es wurden die Primer 5EcoRImap2 und
3'Xbalmap2map1 flir das map2-map1-Konstrukt verwendet, sowie die Primer

5 Xbalmap2 und 3'map2ma3U fur das map2-map3-Konstrukt. Die Primer wurden
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so gewahlt, dass sie am 3'Ende eine Uberlappende Sequenz (40 bp) des Gens
map-1 oder map-3, sowie endstandige Schnittstellen enthielten. Die Fragmente
wurden Uber Qiagen Purification Kit nach Herstellerangaben gereinigt (2.10.6) und
in einer weiteren PCR zunachst miteinander fusioniert. Im zweiten Schritt wurde
das Fusionsfragment durch die Zugabe der jeweils aulieren Primer (5’ EcoRImap?2
und 3'map1Sacl oder 5 Xbalmap2 und 3'map3Xbal) amplifiziert. Zur Kontrolle
wurde ein Fragment des map-2-Gens, das ebenfalls die Promotorsequenz und
den gesamten ORF des map-2-Gens beinhaltet Uber PCR amplifiziert
(5°EcoRImap2 und 3'map2Sacl). Die Fragmente wurden in einer Agarose-
Gelelektrophorese (2.10.5) aufgetrennt, gereinigt (2.10.6) und anschlieRend
sequenziert (siehe Abschnitt 2.10.10). Die Fragmente konnten nun in einen
geeigneten Transformationsvektor fur Synechocystis (pVZ322) mit Hilfe der
Schnittstellen (siehe Tab. 2.1) kloniert werden. Die sequenzierten Klone wurden in

Synechocystis Mmap2-Zellen transformiert (siehe Abschnitt 2.10.9.1).

2.10.12 5 RACE (Rapid Amplification of 5 cDNA ends)

Das 5'/3° RACE Kit, 2" generation (Roche Applied Science, Mannheim) wurde
verwendet, um das 5'Ende des map-2 (sIr0981)-Transkripts zu untersuchen.
Zunachst wurden drei map-2-spezifische antisense Oligonukleotide konstruiert
und synthetisiert (Tab. 2.2): 1.) map2SP1 (617 bp stromabwarts von ATG) wurde
fur das Umschreiben der mRNA in cDNA verwendet, 2.) map2SP2 (372 bp
stromabwarts von ATG) und 3.) map2SP3 (280 bp stromabwarts von ATG), die
beide fur die cDNA Amplifikationen verwendet wurden. Die Gesamt-RNA von
Stickstoff gehungerten (72 Stunden) Synechocystis-Zellen wurde aufgereinigt
(2.10.3 nach Ambion) und das Experiment wurde nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Fur die cDNA-Synthese wurden 0,5 pug Gesamt-RNA und 50 pmol
map2SP1 in die RT-Reaktion eingesetzt. Die Komponenten wurden flr 60 min bei
55°C und fir 5 min bei 85°C inkubiert. AnschlieRend wurden die cDNA-Fragmente
aufgereinigt (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche). Fur das Poly(A)-
tailing der cDONA am 3'Ende wurden 1/3 der Losung fur die erste PCR eingesetzt.
Die Reaktion wurde mit einem oligo-T-Primer und dem inneren Gen-spezifischen
map2SP2 Primer durchgefiuhrt und das verdinnte Produkt (1:10) wurde als

Matrize fur die zweite PCR mit den Primern PCR anchor primer und map2SP3
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eingesetzt, um die markierte (Poly(A)tailed) cDNA zu amplifizieren. Das PCR
Produkt (430 bp) wurde aufgereinigt (2.10.6). Alle im Protokoll des Herstellers
angegebenen Kontrollen wurden erfolgreich durchgefuhrt. Das PCR-Produkt
wurde fir die Sequenzierung in den Vektor pCR®I-TOPO® nach
Herstellerangaben kloniert und die Selektion der Transformanten erfolgte Uber
Blau-Weil3-Selektion auf LB-Platten mit Ampicillin (100 mg/ml). Die positiven,
weilen Kolonien wurden gepickt und eine Ubernachtkultur damit angeimpft. Die
Plasmide wurden isoliert (2.10.2) und zur Sequenzierung (2.10.10) gegeben. Die
Sequenzen wurden mit NCBI BLAST ausgewertet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2.11 Uberexpression und Reinigung von Fremdprotein in E.coli

2.11.1 Uberexpression von MAP-2 in E.coli

Die Uberexpression von Proteinen in E.coli ist eine Moglichkeit eine gréRere
Menge eines definierten Proteins zu gewinnen. Dazu wurde die kodierende
Region (ORF) von map-2 (slr0918) in einen geeigneten Vektor (pET-15b,
Novagen) kloniert. Der Vektor pET-15b enthalt einen T7/ac Promotor und
Sequenzen flr ein Affinitatsepitop, ein 6x His-Epitop, welches die Aufreinigung
des Proteins ermdglicht. Der Genomabschnitt slr0918 wurde mittels einer PCR
(2.10.11) und den spezifischen Oligonukleotiden (6'map2Ndel und 3 'map2Xhol)
amplifiziert. Der 5'Primer enthielt am 5 Ende Sequenzen fur eine Ndel-
Schnittstelle und der 3’ Primer am 3’'Ende Sequenzen einer Xhol-Schnittstelle. Das
PCR-Fragment wurde aufgereinigt (2.10.6) mit Ndel und Xhol restringiert (2.10.7)
und in den ebenfalls mit Ndel- und Xhol- geschnittenen Vektor pET-15b (siehe
Tab. 2.1) nach Herstellerangaben ligiert. Es folgte eine Transformation (2.10.9.2)
in hitzekompetente E.coli XL1 Zellen. Der auf Ampicillin (100 pg/ml) selektierte
Klon (MD1-pET15b, Tab. 2.1) wurde sequenziert (2.10.10) und fur eine
Ringtransformation in E.coli-Stamm BL21(DE3) verwendet. Nach Optimierung der
Expressionsbedingungen konnte die Uberexpression erfolgen. Eine Vorkultur (6
ml) von E.coli MD1-pET15b in LB-Medium wurde flr das Animpfen der gréReren
Kultur (500 ml LB-Medium) verwendet, die bei 37°C schattelnd inkubiert wurde.

Bei einer ODgoo von 0,8 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM
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IPTG induziert und die Zellen Uber Nacht bei 20°C schuttelnd inkubiert. Die
Kontroll-Kultur wurde gleich behandelt und enthielt den leeren pET-15b-Vektor.
Die Ernte erfolgte bei 4°C durch Zentrifugation (6000 U/min, 10 min). Die Effizienz
der Expression wurde Uber eine SDS-PAGE (Laemmli, 1970) der abgenommenen
Zellproben vor und nach der Induktion kontrolliert (siehe Abschnitt 2.12.6.2.1).

2.11.2 Aufreinigung des MAP-2-Proteins (MAP-2-His)

Der Zellaufbruch von MAP-2-His (29 kDa) exprimierenden E.coli-Zellen erfolgte in
dem modifizierten Lysis-Puffer nach Atanassova (2003) mittels Ultraschall auf Eis
(Sonoplus GM70 (Sonifier), Bandelin). Nach Entfernung der Zelltriummer durch
zwei Zentrifugationsschritte (7.000 U/min, 10 min, 4°C) wurde 1 ml des Zelllysates
auf eine His-Select™-Saule (Ni-NTA, Sigma) geladen, die vorher mit
Aquilibrierungspuffer gewaschen wurde. Mit einer Durchflussgeschwindigkeit von
1ml/min wurden nicht gebunden Proteine mit Waschpuffer von der Saule gespdult
und anschlieRend das gebundene MAP-2-His-Protein mit Elutionspuffer eluiert.
Die Effizienz der Aufreinigung wurde von ausgewahlten Wasch- und
Elutionsschritten mittels SDS-PAGE kontrolliert (2.12.6.2.1).

Lysis-Puffer (pH 8,0) Aquilibrierungspuffer
50 mM NaH,PO4 50 mM NaH2PO4, pH 8,0
400 mM NaCl 300 mM NaCl

10 mM Imidazol 10 mM Imidazol

1 mM PMSF

Waschpuffer (pH 8,0) Elutionspuffer (pH 8,0)
20 mM Tris-HCI, pH 8,0 20 mM Tris-HCI, pH 8,1
400 mM NaCl 400 mM NacCl

20 mM Imidazol 250 mM Imidazol

Alle Puffer wurden mit NaOH auf einen pH von 8,0 eingestellt, sterilfiltriert und

entgast.
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2.11.3 Dialyse von MAP-2 und Antikdrperproduktion

Zur Entsalzung und Umpufferung wurden die Elutionsfraktionen 1 und 2 in einem
ZelluTrans-Dialyseschlauch (Roth, Porengrofde: 25 um) gegen 500 ml des
Dialyse-Puffers (modifiziert nach Atanssova, 2003) Uber Nacht bei 4°C unter
leichtem Ruhren dialysiert. Die Konzentration und Reinheit der Proteinlosung
wurde spektrometrisch bestimmt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
aufbewahrt. Die Antikorperherstellung gegen MAP-2 (im Kaninchen) erfolgte beim

Antikérperservice Pineda in Berlin (http://www.pineda-abservice.de/).

Dialyse-Puffer

100 mM K;HPO4 100 mM KCI 50% Glycerin
100 mM KH,PO4 100 mM NaCl
2.12 Proteinanalysen

2.12.1 Herstellung von Proteinextrakten

Die Zellkultur wurde mittels Zentrifugation geerntet, das Zellpellet in 40-150 pl
Zellaufbruchspuffer resuspendiert und es wurde ein Volumenanteil an Glaskugeln
(Durchmesser: 0,10-0,11 mm, Braun Melsungen AG) zugegeben. Unter
Anwendung des RiboLyser FP 120HY230 (Thermo Hybaid-AGS, Heidelberg)
wurden die Zellen aufgebrochen. Zelltrammer wurden durch Zentrifugation (3.500
g, 5 min, 4°C) entfernt und der Uberstand wurde abgenommen. Die Lysate wurden

immer auf Eis aufbewahrt.

Zellaufbruchspuffer

20 mM Tris-HCI, pH 7,4

50 mM KCI

5 mM MgCl,

2mMDTT

0,5 mM EDTA

1 mM Benzamidin

0,2 mM PMSF (in Ethanol I6sen, frisch zugeben)
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2.12.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration von Losungen nach Bradford (1976)
wurde der Biorad Protein-Assay (Biorad, Bad Soden) verwendet. Diese Methode
beruht auf der Bindung des Trimethylmethan-Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau
an Proteinen im sauren Milieu. Durch den Farbstoff-Proteinkomplex verschiebt
sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm auf 595 nm. Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mal} flr die Proteinkonzentration der
Lésung. Um diese zu berechnen wurde eine BSA-Eichgerade erstellt. Es wurden
1-5 pl der Proteinldsung, mit A.bidest auf 800 ul aufgefullt und 200 pl der Protein-
Assay-Losung zugegeben. Als Blindwert wurden 800 pl des A.bidest und 200 pl
der Bradford-Lésung gemischt. Nach mindestens 5 min konnte die Extinktion bei
595 nm gemessen werden und der Eichgerade die Proteinkonzentration berechnet

werden. Es wurden immer Paralellbestimmungen durchgefuhrt.

2.12.3 Proteinfraktionierung durch Ultrazentrifugation

Durch eine Ultrazentrifugation (Optima™ TLX Ultracentrifuge, Beckman Coulter
GmbH, USA) wurde die I6sliche Proteinfraktion (S) von der unléslichen
Pelletfraktion (P) getrennt. Das unbehandelte Zellpellet wurde in 150 ul
Zellaufbruchspuffer resuspendiert, mit Glasperlen im RiboLyser FP 120HY230
(Thermo Hybaid-AGS, Heidelberg) aufgebrochen und die Zelltrimmer und
Glasperlen abzentrifugiert (3.500 g, 1 min, 4°C). Der Uberstand wurde fiir die
analytische Ultrazentrifugation (Rotor: TLA 100, 100.000 g, 60 min, 4°C)
verwendet. Der erste Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 150 pl
Zellaufbruchspuffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (100.000 xg, 60 min,
4°C). Das Pellet wurde in 50 ul Puffer aufgenommen. Fur die Analyse der
Proteinfraktionen wurden 5-8 ug Protein Uber SDS-PAGE gelelektrophoretisch
aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.12.6.2.1).

2.12.4 Praparationen von Thylakoidmembranen

Die Thylakoid-Praparation erfolgte modifiziet nach Duhring (2006).
Synechocystis-Zellen (OD 7-12) wurden geerntet (6.000 g,10 min, 4°C) und das
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Pellet in 500 pl Thylakoid-Puffer resuspendiert. Zu der Zellsuspension wurde eine
Spatelspitze Glasperlen (Durchmesser 0,1-0,11 mm) zugegeben und mittels
RiboLyser FP 120HY230 (Thermo Hybaid-AGS, Heidelberg) wurden die Zellen
aufgebrochen. Zelltrimmer und Glasperlen wurden durch eine Zentrifugation
(3.500 g, 5 min, 4°C) entfernt und der Thylakoid-haltige Uberstand wurde erneut
zentrifugiert (13.000 U/min, 30 min, 4°C). Der Uberstand enthielt neben den
I6slichen Proteinen auch Plasmamembranen. Das Pellet enthielt die Thylakoid-
Membranen und wurde in 20-40 ul Thylakoid-Puffer resuspendiert. Die Protein-
und Chlorophyll a-Konzentrationen wurden bestimmt, wie in Abschnitte 2.12.2 und
2.15.2 beschrieben.

Thylakoid-Puffer

50 mM HEPES, pH 7,0
5mM MgCl,

25 mM CaCl,

10% Glycerin

2.12.5 Photometrischen Spektren

Photometrische Messungen erfolgten in dem Spektralphotometer (Ultraspec
3000pro, Amersham). Absorptionsspektren zwischen 350-750 nm wurden von
Cyanobakterien, Kulturen und Thylakoidfraktionen erstellt. Die Absorption der

Ldsung wurde in Abhangigkeit der Zeit grafisch dargestellt.

2.12.6 Elektrophoretische Trennung der Proteine

2.12.6.1 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Das Gel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen und fur mindestens eine
Stunde bei RT polymerisiert. Die Proben wurden mit Probenpuffer (ohne SDS)
versehen und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 0,5x TBE-Puffer bei 60-
100 V bei RT fur zwei Stunden. Die native PAGE wurde fur die DNA-Protein-
Komplexe des Gel Retardierungs-Experiments verwendet, um die Protein-

Konformation und Komplexe zu erhalten.
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6% Polyacrylamidgel 10x TBE-Puffer

20% Acrylamid (30% Stammlosung; 29:1) 890 mM Tris
2,6%TBE 890 mM Borsaure
0,5% APS 25 mM EDTA, pH 8,3

0,1% TEMED

2.12.6.2 Denaturierende PAGE

Die Auftrennung der Proteine kann durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat
(SDS) und bei einem pH von 8,9 unabhangig vom Ladungszustand und nur nach
der GrofRe des Proteins erfolgen. Das Detergenz SDS denaturiert Proteine. Durch
die Aufspaltung der Wasserstoffbriicken und verleiht ihnen eine negative Ladung,
so dass deren Wanderungsgeschwindigkeit nur in Abhangigkeit der Grol3e erfolgt.
Durch die angelegte Spannung erfahren sie eine Beschleunigung in Richtung
Anode.

2.12.6.2.1 Denaturierende PAGE nach Laemmli

Es wurde die diskontinuierliche, denaturierende Elektrophorese, mit
unterschiedlichen pH-Werten von Sammel- und Trenngel nach Laemmli (1970)
angewandt. Eine bessere Denaturierung von Membranproteinen im Zellextrakt
wurde durch die Zugabe von Harnstoff (6-7 M) im Proteingel erreicht. Je nach
gewulnschtem Trennbereich wurden unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen
gewahlt (12,5-15%). Mit steigender Acrylamidkonzentration im Gel erhoht sich
dessen Trennleistung. Zwischen zwei Glasplatten wurde zunachst das Trenngel
gegossen, mit A.bidest Uberschichtet und je nach GelgroRe 20-30 min bei RT
auspolymerisiert. Anschlieend wurde das Wasser entfernt und das Sammelgel
auf das Trenngel gegossen, sowie der Probenkamm eingesteckt. Das Gel wurde
fur ein bis 5 Stunden zum Auspolymerisieren bei RT stehen gelassen. Die Proben
wurden mit 4x SDS-Probenpuffer versehen, bei 100°C fur 5 min denaturiert und
auf das Gel geladen. Die PAGE erfolgte in SDS-Laufpuffer (2.6.1) und je nach
Gelgrofe bei 60-160 Volt fur 1-16 Stunden bei RT.
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Trenngel Sammelgel

375 mM Tris-HCI (pH 8,9) 125 mM Tris-HCI (pH 6,8)
12,5-15% Acrylamid (30% Stamml6sung; 29:1) 6% Acrylamid (29:1)
0,1% SDS 0,1% SDS

0,05% APS 0,05% APS

0,1% TEMED 0,1% TEMED

2.12.6.2.2 Denaturierende PAGE nach Schagger und von Jagow

Fiar die bessere Auftrennung kleinerer Proteine wurde ein 15%iges Tris/Tricine
SDS-Polyacrylamidgel nach Schagger und von Jagow (1987) verwendet. Das Gel
wurde wie unter 2.12.6.2.1 beschrieben hergestellt. Die Elektrophorese erfolgte
bei 10 mA flr eine Stunde zum Einlaufen der Proteine in das Sammelgel und
20 mA uber Nacht bei RT.

15% Trenngel 4% Sammelgel
20% 3x Gelpuffer 20% 3x Gelpuffer
15% Acrylamid (30% Stammldsung; 29:1) 4% Acrylamid
8% Glycerin 13% Glycerin
0,3% APS 0,2% APS

0,03% TEMED 0,04% TEMED
Laufpuffer:

Kathodenpuffer (pH 8,25) Anodenpuffer (pH 8,9)
0,1 M Tris 0,2 M Tris-HCI
0,1 M Tricin

0,1% SDS

3 x Gelpuffer
3 M Tris-HCI (pH 8,5)
0,3% SDS
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2.12.7 Farbemethoden fir Proteingele

2.12.7.1 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung wurde angewandt, um Proteine nach einer vollendeten
Gelelektophorese nachzuweisen. Die Nachweisempfindlichkeit liegt bei 100 ng-
1 ug Protein. Der Farbstoff lagert sich reversibel an Amino-Gruppen der Proteine
an. Zunachst wird das Proteingel in Coomassie-Farbeldsung inkubiert und
gleichzeitig werden die Proteine im Gel fixiert durch die Essigsaure in der
Farbeldésung. Zur Entfarbung des blauen Hintergrunds wurde das Gel in A.bidest

schittelnd inkubiert.

Farbeldésung
0,25 mM Coomassie-Brilliant-Blau 10% Essigsaure
50% Methanol

2.12.7.2 Silberfarbung nach Blum (1987)

Die Nachweisgrenze dieser sensitiven Farbung liegt bei 5-10 ng Protein, allerdings
ist nur eine eingeschrankte Quantifizierung moglich, da die Silber-lonen nicht-
stéchiometrisch an die Proteine binden. Das Proteingel wurde fur mindestens 60
min in einer Fixierlosung bei RT schwenkend inkubiert und anschlieRend dreimal
in 50%igem Ethanol jeweils fir 60 s gewaschen. Es folgte eine Vorbehandlung
des Gels in 0,02% Natriumthiosulfat-Lésung fur 1 min. Das Gel wurde
anschlieBend dreimal fur 20 s in A.bidest gewaschen und zur Impragnierung flr
20 min in 0,2% Silbernitrat-Losung inkubiert. Durch das wiederholte Waschen mit
A.bidest (3x 20 s) wurde freies Silbernitrat entfernt. Beim Impragnieren bilden die
Glutamat-, Aspartat- und Cysteinreste der Proteine mit den Silber-lonen
Komplexe. Das Proteingel wird nun in Entwicklerldsung inkubiert. Die Losung
enthalt ein starkes und alkalisches Reduktionsmittel (Formaldehyd), wodurch die
Silber-lonen zu metallischem Silber reduziert werden und an den Stellen der
Protein-Silber-Komplexen eine braune oder schwarze Farbung auftritt. Die

Reaktion wurde, als die Proteinbanden im Gel sichtbar waren durch die Zugabe

53



Material und Methoden

von Stopp-Lésung (verdunnte Essigsaure) und die dadurch hervorgerufene starke

pH-Anderung beendet. Das Gel wurde in 50%igem Ethanol aufbewahrt.

Fixierlosung Vorbehandlung

50% Ethanol 0,02% Natriumthiosulfat
12% Essigsaure

0,5 ml/l 37% Formaldehyd

Impragnierlédsung Entwicklerlésung
0,2% AgNOs; 6% NaCO3
0,75 ml/l 37% Formaldehyd 0,5 ml/l 37% Formaldehyd

0,005% Natriumthiosulfat
Stopp-LOsung
50% Ethanol
12% Essigsaure

2.13 Western-Blot-Analyse

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden Proteingemische nach der
Auftrennung, durch eine SDS-PAGE, mittels dem semi-dry-blotting Verfahren
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Der Transfer
erfolgte mit nachstehendem Blotaufbau. Die Anode stellten in Transferpuffer
(Anodenpuffer 1 und 2) getrankte Filterpapiere (Whatman 3MM Filterpapier) dar,
darauf wurden die Nitrocellulose-Membran (BioTrace®NT Pure Nitrocellulose
Blotting Membrane, Pall corporation) und das Proteingel gelegt. Die Kathode
bestand aus in Transferpuffer (Kathodenpuffer) getrankten Filterpapieren. Der
Proteintransfer erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 150 mA fur 30 min
bei RT. Die Membran wurde anschlieRend fur 30 min in TBS-geldstem Milchpulver
(10%) zum Absattigen der unspezifischen Bindestellen auf der Membran bei RT
inkubiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikdrper erfolgte in einer 1%igen
Milch-TBS-Losung bei 4°C uber Nacht. Die verwendeten Konzentrationen des
jeweiligen Antikorpers sind in Tabelle 2.5 angegeben. AnschlieRend wurde der
Blot dreimal fur 20 s in TBS gewaschen und wieder in einer 1%igen Milch-TBS-

Lésung mit dem sundaren Antikorper (Tab. 2.5) in einer 1:10.000-fachen
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Verdinnung fur mindestens zwei Stunden bei RT inkubiert. Der Blot wurde erneut
zweimal mit TBS und zweimal mit A.bidest gewaschen und die Membran mit
Chemilumineszenz-Reagenz (LumiLight-Western Blotting Substrate, Roche) fur
eine  Minute inkubiert. Das Antikérper-Enzym-Konjugat wurde durch
Chemiluminogramm (Filme: CEA RP NEW, Roéntgen Bender) und deren

Entwicklung nachgewiesen.

TBS Anodenpuffer |
20 mM Tris-HCI (pH 7,4) 300 mM Tris

6,5 mM NaCl 20% Methanol
Anodenpuffer Il Kathodenpuffer
25 mM Tris 25 mM Tris

20% Methanol 20% Methanol

40 mM 6-Amino-n-Capronsaure

2.14 Protein-DNA-Interaktionsstudien

Zur Untersuchung der Affinitat des Proteins NtcA zu der Promotorregion des Gens

map-2 wurden folgende Interaktions-Experimente durchgefuhrt.

2.14.1 Retardierungs-Analyse

Bindet das Protein an die zuvor markierte DNA-Sequenz, bildet sich ein
Nukleinsaure-Proteinkomplex, der in einer nativen PAGE ein langsameres

Laufverhalten als freie Nukleinsauren zeigt.

2.14.1.1 Radioaktiv Markierung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden mittels PCR (siehe Abschnitt 2.10.11) mit
genomischer Synechocystis sp. PCC 6803 DNA und den spezifischen
Oligonukleotiden fur map-2 (5 EcoRImap2; 3 XbamapZ2map1) und far glnA
(5°gInAS5;  3°glnA6) amplifiziert. Die DNA-Fragmente enthielten mittig die
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palindrome Sequenz der putativen NtcA-Bindestelle. Die Fragmente wurden
anschliellend gereinigt (QIAquick PCR Purificatiuon Kit) und deren Grolde und
Reinheit auf einem Agarosegel (1%) kontrolliert.

Die radioaktive Markierung der Promotorsequenz der map-2- und g/inA-Gene

erfolgte mit dem 5 End Labeling Kit (Amersham), mit folgendem Ansatz:

200 ng DNA

20 uCi [y-*P]ATP

1 Unit T4 Polynukleotid-Kinase (PNK)
PNK-Puffer

Die Inkubation erfolgte nach Herstellerangaben. Zum Beenden der Reaktion

wurde 30 ul STE-Puffer zugegeben.

STE-Puffer (pH 7,5)
100 mM NaCl 20 mM Tris-HCI 10 mM EDTA

2.14.1.2 Aufreinigung radioaktiv markierter DNA-Fragmente

Die DNA-Fragmente wurden Uber ProbeQuandt G-50 Micro Columns aufgereinigt.
Der Ansatz wurde auf die homogenisierte Saulenmatrix gegeben und zentrifugiert
(2.600 U/min, 1 min, RT), wobei die gereinigte, radioaktiv markierte DNA in einem
Eppendorf-Gefall aufgefangen wurde. Die Effizienz der Markierung wurde in
einem Szintillationszahler durch das Messen der radioaktiven Strahlung

festgestellt.

2.14.1.3 Reaktionsansatz fir die Gel-Retardierung

Radioaktiv markierte DNA (1,25 ng, 1500 cpm) wurde mit dem Protein NtcA
(500 ng) im Reaktionspuffer nach Vazquez-Bermudez (2002) in einem 20 pl-
Ansatz fur 30 min bei RT inkubiert. Zur Verbesserung der Bindungsspezifitat
wurden dem Ansatz das Pj interagierende Protein (PipX) (500 ng), EDTA (1 mM),
CaCly (0,1 mM), MgCl, (1 mM) oder a-Ketoglutarat (1-20 mM) zugegeben. Der

Ansatz wurde auf einer nativen 6% PAGE aufgetrennt (2.12.6.1) und anschliel3end
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das Gel auf Whatman-Papier flr 90 min bei 70°C getrocknet. Das Gel wurde Uber
Nacht auf einen Screen in einer Filmkassette exponiert. Die qualitative

Auswertung erfolgte durch Autoradiographie (Molecular Imager Fx, BioRad).

Reaktionspuffer modifiziert nach Vazquez-Bermudez (2002)

12 mM HEPES (pH 8,0) 8% Glycerin

4 mM Tris-HCI (pH 8,0) 50 yg Rinderserumalbumin
50 mM KCI 35 ug Lachssperma-DNA
1 mMDTT

2.14.2 Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse (BIAcore)

Zur Messung der Wechselwirkung zwischen DNA und Protein wurde die
Oberflachen-Plasmon-Resonanz- (SPR) Analyse verwendet. Die Versuche
wurden in dem Gerat BIACORE X (Biacore, Uppsala) mit der zugehorigen
Software BlAsimulation (Biacore, Uppsala), die den Messverlauf (Bindungsstudie)
in einem Sensorgramm darstellt, und einem Sensor-Chip durchgefthrt. Der
Sensor-Chip besteht aus einer Goldschicht mit einer Oberflachenmatrix, an die der
zu untersuchende Bindungspartner immobilisiert werden kann und die in dem
Gerat angedockt wird. Das Gerat enthdlt einen Oberflachen-Plasmonen-
Resonanz-Detektor und ein spezielles FlieRinjektionssystem, von dem aus Puffer
und Probe an der Chip-Oberflache entlang laufen. Die Bindung einer Probe fuhrt
zu einem Signalausschlag, der in Resonanz Unit (RU) gemessen wird. Die
Anderung des Signals zeigt das Bindeverhalten des Proteins. AnschlieRend
werden nicht gebundene Proteine mit der Zugabe von Laufpuffer entfernt. Die
Kurven des Sensorgramms wurden mit der Software BlAevaluation Version 3.0
ausgewertet. Der Puffer wurde vor Gebrauch sterilfiltriert und entgast.

Zur Untersuchung der putativen NtcA-Bindesequenz des map-2-Gens wurde ein
SA-Chip verwendet, der Uber Streptavidin biotinylierte DNA auf der Oberflache
kovalent bindet. Zunachst wird die 5 biotinylierte DNA (700 ng) kovalent an den
Chip gebunden und die zu untersuchenden Proteine werden in geeignetem Puffer
zu dem Chip gegeben. Das map-2-Fragment (184 bp) wurde mittels PCR aus
chromosomaler Synechocystis sp. PCC 6803 DNA und den Oligonukleotiden
5'map2P-biot und 3'map2P-biacore (Tab. 2.1) amplifiziert. Als Kontrolle wurde ein
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160bp-DNA-Fragment verwendet, dass aus einer Kanamycin-Resistenzkassette
stammt und mittels den Oligonukleotiden for_kana_biot und rev_kana und dem
Plasmid pVZ322 (siehe Tab. 2.1), als Matrize amplifiziert wurde.

Injektionspuffer (pH 6,0)

20 mM HEPES 50 mM Natrium-Acetat

200 mM NaCl 1 mMDTT

50 mM KCI 0.015% NP40

2.15 Physiologische Experimente mit Cyanobakterien

2.15.1 Nachweis von Biolumineszenz in Synechococcus-Zellen

Die Transkriptionseffizienz des map-2-Promotors konnte durch die Klonierung der
Sequenz stromaufwarts des Luziferase-Gens (luxAB aus Vibrio harveyi) in dem
Reporterplasmid pAM1580 untersucht werden. Das Enzym Luziferase katalysiert
die Umsetzung des Substrates Luziferin unter Emission von Licht mit einer
Wellenlange von 490 nm. Die enzymatische Aktivitat und somit die Aktivitat des zu
untersuchenden Promotors, ist in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold)
messbar. In diesem Versuch wurde ein alipathisches Aldehyd (Dodecanal) als
Substrat verwendet. Die Aktivitat wurde in Kulturen mit unterschiedlichen
Stickstoffquellen (BG-11" oder BG-11") und nach der Induktion von
Stickstoffmangel gemessen (in BG-11°). Dazu wurde 1 ml einer zu
untersuchenden Synechococcus-Kultur (OD7so von 0,4) in einem Sarstedt-
Roéhrchen mit 5 pl Dodecanal-Lésung (50 mM) gemischt, das einer
Endkonzentration von 0,25 mM entspricht. Die entstehende Lichtemission,
gemessen in relative Lichteinheit (RLU= Relative Light Units) wurden in einem
Luminometer (Lumat LB0501, Berthold) in einem Zeitraum von 20 min und einem
Zeitintervall von 30 s gemessen. Die maximale Lichtemission (in RLU) wurde als

Messwert verwendet.

Dodecanal-Losung (500 mM)
94 ul Dodecanal in 906 pyl DMSO lésen
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2.15.2 Extraktion von Chlorophyll a nach Tandeau de Marsac

Der Gehalt an Chlorophyll a wurde photometrisch durch die Methanol-Extraktion
nach Tandeau de Marsac (1988) bestimmt. Die Cyanobakterien-Zellen wurden
durch Zentrifugation (13,200 U/min, 2 min, RT) geerntet und das Zellpellet in 20 pl
BG-11N Medium resuspendiert. Zur Extraktion wurden 980 pl Methanol zugegeben
und die Suspension fur 30 min bei RT im Dunkeln schuttelnd inkubiert.
AnschlieRend wurden Zellreste durch Zentrifugation (13.200 U/min, 2 min, RT)
entfernt und der Uberstand fiir photometrische Messungen verwendet. Der

Chlorophyll a-Gehalt wurde mit folgender Formel berechnet:

Chlorophyll a (mg/ml Kultur) = (0,01629 * A665) — (0,00854 * A652)

2.15.3 Extraktion von Chlorophyll a nach Mackinney

Die Konzentrationsbestimmung von Chlorophyll a fir die Sauerstoffmessungen
erfolgte nach Mackinney (1941). 1 ml der Zellkultur wurde durch Zentrifugation
geerntet (14.000 U/min, 3 min, RT) und in 1 ml 99% Methanol resuspendiert und
fur 30 min auf Eis und im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end wurden die Zelltrimmer
entfernt (14.000 U/min, 1 min, RT) und der klare Chlorophyll a-haltige Uberstand
fur photometrische Messung bei einer Wellenlange von 665 nm verwendet. Die
Chlorophyll a-Konzentration wurde nach folgender Gleichung von Mackinney
(1941) berechnet:

Ch|0r0phy” a (mg/ml KUHIUF) = [OD665 * (VProbe + VMethano|)] / (74,5 * VProbe)
2.15.4 Pigmentanalyse in Cyanobakterien
Die Veranderungen im Pigmentgehalt der Cyanobakterien wurden vor und nach
der Induktion von Stress untersucht. Der Gehalt von Phycobiliproteinen (PBS) und

Chlorophyll a wurden photometrisch nach einer modifizierten Methode nach Myers
(1980), mittels eines Ganz-Zell-Spektrums (350-750 nm) erfasst.
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Der Gehalt der Pigmente wurde nach folgenden modifizierten Formeln berechnet:

PBS = (1.0162 * A631korrigiert)'(0-120 * A684korrigiert)
Chla= (1 0162 * A684korrigiert)'(0-063 * A631korrigiert)

Der Wert Aggakorrigiert Stellt die Differenz (Asgagemessen-Assserrechnet) d€r gemessenen
und errechneten (Assaerrechnet= [0,3666 * (As70-A7s0)+ Azso]) Werte der Absorptionen
dar. Ebenso stellt der Wert Aszikorigiert die Differenz (Asz1gemessen-A631errechnet) der
gemessenen und errechneten (Assterrechnet= [0,6555 * (As70-A7s0)+ Arso]) Werte der

Absorptionen dar.

2.15.5 Fluoreszenzmessungen

2.15.5.1 77K Pigment-Fluoreszenzemissions-Spektroskopie

Werden chlorophyllhaltige Proben mit blauem oder rotem Licht bestrahlt,
emittieren die Chlorophylle die messbare Anregungsenergie als Fluoreszenz im
roten Bereich. Durch die Messungen mit Tieftemperatur (77K) gelingt es einzelne
Komplexe in der Absorption sichtbar zu machen, da die stdrenden
Nebenanregungen (Rotationsanregung, Vibrationsanregung) bei Tieftemperaturen
gering sind. Die Messungen der Tieftemperatur-Chlorophyll-Fluoreszenzemission,
deren Ergebnisse in dieser Arbeit dargestellt sind, wurden in Bielefeld, in der
Arbeitsgruppe von Dr. Michel mit einem PerkinElmer LS 50-B Lunimeszenz-
Spektrometer® (PerkinElmer Inc., USA) durchgefiihrt.

Es wurden Emmissions-Spektren (600-750 nm) bei einer Anregung von 435110
nm (Chlorophyll a) und bei einer Anregung von 60010 nm (Phycobilisomen)
erstellt. Die Synechocystis-Zellen wurden auf eine Chrorophyll a-Konzentration
von 10 pg/ml mit dem jeweiligen Medium eingestellt und 350 pl der Suspension
wurden in eine Messkuvette (Kryordhrchen) geflllt und sofort in flissigem
Stickstoff gefroren. Der Messraum des Spektrometers wurde vor der Messung mit
flussigem Stickstoff geflutet, um eine Temperatur von 77K wahrend der Messung
zu gewahrleisten. Die Fluoreszenz-Messung erfolgte bei einer Scann-

Geschwindigkeit von 200 nm/min. Es wurden zwei Spektren pro Probe angefertigt.
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Die Auswertung erfolgte mit der Software FLWinLab und SigmaPlot 10.0. Die
Zuordnung der gemessenen Fluoreszenzmaxima erfolgte nach Mullineaux und
Allen (1990) und Wittmershaus (1992).

2.15.5.2 In vivo PSII-Analyse mittels Chlorophyll Fluoreszenz

Fluorometer

Die  Chlorophylifluoreszenz ist ein Indikator der photosynthetischen
Energieumwandlung in hoheren Pflanzen, Algen und Bakterien. Die Energie eines
angeregten Chlorophyllmoleklls kann in die Elektronentransportkette flieRen
(Photochemie), in Form von Warme oder als Phosphoreszenz oder Fluoreszenz
abgegeben werden. Wichtige Parameter der Photosystem Il (PSIl) Analyse sind
die Grundfluoreszenz (Fo) und die maximale Fluoreszenz (F,), wie in Abb. 2.1
dargestellt. Die Grundfluoreszenz (Fo) gibt die Fluoreszenzstrahlung wieder, die
durch die Anregungsenergie in den Antennensystemen des PSII vor Erreichen der
Reaktionszentren verursacht wird. Steigt die Fluoreszenz nach gegebenem,
sattigendem Starklichtpuls auf einen Maximalwert an (Fy), liegen alle
Primarakzeptoren (Qa) im reduzierten Zustand vor und kein weiterer
Elektronentransport ist mehr mdglich. Die Differenz der beiden Zustande wird als

variable Fluoreszenz (F,) bezeichnet.
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Aktinisches Licht

Abbildung 2.1. Prinzip der saturierenden Pulsmethode in dem WATER-PAM Chlorophyll
Fluorometer. Darstellung der Fluoreszenzparameter von dunkeladaptierten  Zellen.
Grundfluoreszenz (Fy), variable Fluoreszenz (F,) und maximale Fluoreszenz (F,) (modifiziert nach
Schreiber, Datenblatt zur Apparatur).

Die Quantenausbeute (yield), das Verhaltnis von F, zu Fp, (yield= (Fn/Fo)/Frm) ist

das Mal fur die Effizienz des PSIl, mit der die Anregungsenergie von den
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Antennenkomplexen zu den offenen Reaktionszentren geleitet wird. Die
Elektronentransportrate (ETR) beinhaltet die Quantenausbeute bezogen auf die
eingestrahlte photosynthetisch aktive Strahlung (PAR= photosynthetic active
radiation) und wird vom System wie folgt berechnet:

ETR= ETR-Faktor x yield x PAR.

Die Komponenten des WATER-PAM (Puls-Amplituden-Modulation) Chlorophyll
Fluorometer sind die PAM-Kontroll-Einheit (Mikroprozessor), die alle Puls-
Programme erzeugt und durchflhrt. Die geschlossene Messzelle WATER-ED
Emitter-Detektor, in der die Probe in einer Quarzkivette (Durchmesser: 15 mm)
bestrahlt und die Fluoreszenz mit einem Photomultiplier-Detektor (Hamamatsu H-
6779-01) detektiert wird (Fluoreszenz-Emmission bei 710 nm). Die Lichtquelle
besteht aus kreisformig angeordneten LEDs (light-emitting-diode) als Messlicht,
als Starklichtpuls (Peak bei 650 nm) zur Fluoreszenz-Anregung und weitere als
Aktinisches Licht (Peak bei 660 nm). Das PAM-Fluorometer erreicht durch die
zeitliche Trennung der Einstrahlung von Messlicht und aktinischem Licht, dass nur
Fluoreszenz-Signale, die vom aktinischen Licht angeregt wurden, gemessen
werden. Somit gibt es keine Stérung durch Uberlagerte Lichtsignale. Die effektive
Quantenausbeute des PSII und die ETR konnen mit der saturierenden
Pulsmethode und durch die Anregung mit 650-660 nm Lichtqualitat bestimmt
werden (Genty et al., 1989, Schreiber et al., 1995, Sauer et al., 2001). Die
Messeinheit wurde mithilfe der Software WinControl Version 2.13 uUber den PC
gesteuert. Fur alle Messungen wurden die Proben 1:10 in einem Gesamtvolumen
von 2 ml in dem Probenmedium verdunnt und vor der Messung fur 5 min im
Dunkeln inkubiert. Alle Messungen wurden im optimalen Messbereich des Gerats,
bei einer Grundfluoreszenz von 400-500 mV, durchgeflhrt und wurden durch den

Verstarkungsfaktor (GAIN) auf jede Probe neu angepasst.

Zur Messung der photosynthetischen Aktivitat des PSIl in vivo wahrend
unterschiedlichen = Wachstums- und  Stressbedingungen  wurde eine
Chlorophylifluoreszenz-Messung in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer
(Walz GmbH, Effeltrich) mittels einer modifizierten saturierenden Pulsmethode
durchgefuhrt. Dazu wurde wahrend der Bestrahlung mit Messlicht ein

Starklichtpuls gegeben und die maximale Fluoreszenz (Fn) bestimmt.
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AnschlieBend wurde bei unterschiedlichen Fluenzraten (55, 67, 1127 pmol
Photonen m? s™) des aktinischen Lichtes Sattigungspulse gegeben und die
variable  Fluoreszenz  (F,) ermittelt. Die vom System berechnete
Elektronentransportrate (ETR), wurde normiert und der Verstarkungs- und
Verdinnungsfaktor mit einberechnet (ETRmax= (ETR/1,47Verstrkungsstufe) -«
Verdunnungsfaktor). Die ETRmax-Werte wurden gegen die Zeit grafisch dargestellt,
um die PSII-Aktivitat unter verschiedenen Wachstumsbedingungen darzustellen.

Fir die Messungen der Ammonium-Sensitivitat wurde Fo und F, sowie F, bei
dunkeladaptierten Zellen mit aktinischem Licht einer Fluenzrate von 55 pmol
Photonen m? s gemessen. Die vom System errechnete ETR, als MaR fiir die
photosynthetische Aktivitat des PSIl, wurde gegen die Zeit graphisch dargestellt.
Die Messungen wurden unter identischen Bedingungen (Verdunnungsstufe, OD7sg

und Verstarkungsfaktor) durchgefuhrt und waren somit vergleichbar.

2.15.6 Photosynthetische und respiratorische in vivo Aktivitat von

Synechocystis-Zellen

Zur Messung der photosynthetischen und respiratorischen Aktivitat intakter Zellen
wurde eine Clark-Sauerstoffelektrode (Hansatech, Reutlingen) verwendet. Die
Sauerstoffmesseinheit bestand aus einem Reaktionsraum fur 2 ml Probe, der mit
Elektroden im Messraum verbunden ist, und der die Sauerstoffentwicklung an den
Verstarker weitergibt. Die Clark-Elektrode besteht aus einer Platin-Kathode und
einer Silber-Anode, die Uber eine Elektrolytlbsung (3 M Kaliumchlorid) in
Verbindung stehen und von der Probe durch eine sauerstoffdurchlassige
Membran getrennt wird. Die Messungen erfolgten nach dem Prinzip von Clark
(1956). Zunachst wird der entstandene Sauerstoff der Probe an der Platin-
Kathode zu Wasser reduziert. Die Elektronen flieRen Uber die Elektrolyt-Losung
zur Silber-Anode, auf der sich Silberchlorid abscheidet. Es wurde von Aulen eine
Polarisationsspannung an beide Elektroden gelegt. Die Starke des Stromflusses

ist der Menge an reduziertem Sauerstoff proportional.

Die Kalibrierung der Messsignale erfolgte mit Natriumdithionit (Na;S204) zur

vollstandigen Reduktion des Sauerstoffs aus der Losung (A.dest) und mit
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Sauerstoffgesattigtem A.dest. Der registrierte Schreiberausschlag entsprach einer
gelosten Sauerstoffmenge von 0,92 pmol O, (bei RT und in 2 mi
Sauerstoffgesattigtem Wasser). Der Verlauf der Sauerstoffentwicklung wurde mit
einem Schreiber Pharmacia-LKB-REC 101 (Pharmacia, Freiburg) mit einer
Schreibergeschwindigkeit von 10 mm/min aufgezeichnet. Die photosynthetische
Aktivitat von  Synechocystis sp. PCC 6803 wurde anhand der
Sauerstoffentwicklung im Licht gemessen. Die Zellen wurden in der mittleren
exponentiellen Phase (ODzs5o von 0,8) fur den Versuch auf OD7sy von 0,4 oder 0,6
mit BG-11" Medium verdiinnt und in die Reaktionskammer iiberfiihrt, in der sie mit
einem Magnetrihrer gerihrt wurden. Vor der Bestrahlung erfolgte eine
Dunkeladaptation der Zellen fir mehrere Minuten. Die Zellen im Reaktionsraum
wurden mit 1000 und 3000 pmol Photonen m? s™ bei konstanter Raumtemperatur
bestrahlt. Die Lichtintensitat wurde mit einem L/-COR Light Meter L/-189 (LI-COR,
USA) bestimmt. Die respiratorische Aktivitdt der Synechocystis-Zellen wurde
anhand des Sauerstoffverbrauchs im Dunkeln gemessen. Durch die Zugabe von
1 mM Kaliumferricyanid und 1 mM 1,4-Benzochinon bzw. 1 mM 2,5-
Dimethylbenzochinon zu der Kultur, konnte die PSII-Aktivitat in vivo separat nach

der Hill-Reaktion (Hill, 1937) mit folgender Gleichung ermittelt werden:

2H,0+4Fe® IV, 4Fe?+4H +0,

2.15.7 Belichtungsexperimente mit monochromatischem Licht

Die Belichtungen von Synechocystis sp. PCC 6803 mit monochromatischem Licht
wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Batschauer an der Universitat Marburg
durchgefuhrt. Es wurden Zellen mit Weillicht und der Fluenzrate von 10 pmol
Photonen m? s™ bis zu einer OD75 von 0,8 angezogen und in der mittleren
exponentiellen Phase fiir den Versuch auf eine OD7so von 0,4 mit BG-11N Medium
verdunnt. Die Zellen (5 ml) wurden in Petrischalen pippetiert und 5 mM NH4CI
wurde zugegeben. Die Kultur wurde mit monochromatischem Licht mit einer

Photonen Fluenzrate von 5 pmol m? s

unter der Verwendung von Doppel-
Interferenzfiltern (Schott, Deutschland) mit Wellenlangen von 360-700 nm
(Halbwertbreite 14 nm) fur 240 min bestrahlt. Der Energiefluss der jeweiligen

Wellenlangen wurde fiir eine Fluenzrate von 5 umol Photonen m? s™ berechnet
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und mit einem P-2000 Optometer und einem kalibrierten PD-9306-2 Detektor
(Gigahertz, Puchheim, Deutschland) eingestellt. Anschlieiend wurde die
photosynthetische Aktivitat der Zellen mittels WATER-PAM Chlorophyll
Fluorometer mit der saturierenden Pulsmethode (siehe Abschnitt 2.15.5.2)

bestimmt.

2.16 Mikroskopie von gefarbten Synechocystis-Zellen

Zur Untersuchung der Lebensfahigkeit von Synechocystis-Zellen vor und nach der
Induktion des Stickstoffmangels wurden die Zellen mit LIVE/DEAD®BacLight
Assay (MoBiTec, Gottingen) angefarbt und anschlieend mikroskopiert. Das
Prinzip der Farbung beruht auf zwei spezifischen Nukleinsaure-Farbungen,
SYTO 9 und Propidium-lodid. SYTO 9 farbt alle Bakterienzellen grin-fluoreszent,
wahrend Propidium-lodid nur in Bakterienzellen mit geschadigter Membran
eindringen kann. Die Zellen erscheinen rot-fluoreszent und verringern somit die
grine Farbung von SYTO 9. Die Zellen wurden in folgendem Ansatz fir die
Mikroskopie gefarbt: 0,3 pl der Komponente A und 0,3 ul der Komponente B mit
0,6 pl A.bidest direkt vor der Mikroskopie frisch angesetzt. Die Zellen (100 pl)
gleicher OD759 wurden mit 0,2 ul der Farbelésung vermischt und im Dunkeln fir
10 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden 15 pl auf einen Objekttrager
getropft und mit Deckglas mit 1000-facher Vergrofierung mikroskopiert (Nikon
ECLIPSE 80i, Nikon, Munchen) und zur Auswertung fotografiert. Durch die
Belichtung der Zellen mit UV-Licht (Filter: UV-2A; EX330-380; DM400; BA 420)

erscheinen die lebenden Zellen griin und die toten Zellen rot.
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3 Ergebnisse

. Physiologische und molekularbiologische Charakterisierung
der Methionine-Aminopeptidase 2 (MetAP2)-defizienten
Mutante in Synechocystis sp. PCC 6803

In Synechocystis sp. PCC 6803 kodieren drei offene Leseraster (ORF) flr
vermeintliche Methionin-Aminopeptidasen (MetAP), deren Gene als map-1
(slr0786), map-2 (slr0918) und map-3 (sll0555) bezeichnet wurden (Kaneko et al.,
1996; Atanassova et al., 2003). Atanassova (2003) zeigte fur die Aktivitat der drei
Enzyme in Synechocystis sp. PCC 6803 unterschiedliche pH- und Temperatur-
Optima, sowie unterschiedliche Substratspezifitaten. Der Vergleich der
Primarsequenzen der cyanobakteriellen MetAP's mit der MetAP aus E.coli zeigte,
dass die Aminosauren, die fur die Enzymaktivitdt verantwortlich sind, in den

cyanobakteriellen MetAP's konserviert vorliegen (Atanassova et al., 2003).

Zur physiologischen Analyse der MetAP's in Synechocystis sp. PCC 6803 wurden
Insertionsmutanten durch homologe Rekombination erzeugt. Homozygote map-1-
und map-2-Mutanten wurden im Labor von Prof. Dr. W. Lokau (Humboldt-
Universitdt zu Berlin) hergestellt. Dazu wurden die Antibiotikum-
Resistenzkassetten (Kanamycin-Resistenzkassetten aus dem Plasmid pUC4K) in
die entsprechende Peptidase-kodierende Region eingefligt. Es konnte keine
homozygote Mutante des map-3-Gens hergestellt werden, da sich diese Mutation
vermutlich letal auf die Zellen auswirkt. In Untersuchungen der Mutanten bezuglich
ihres Phanotyps unter Stickstoffmangelbedingungen (Chlorose) zeigte die
MetAP1-defiziente Mutante keinen auffalligen Phanotyp, wahrend die MetAP2-
defiziente Mutante in der Langzeit-Chlorose einen veranderten Phanotyp hatte. Es
konnte gezeigt werden, dass die Mmap2-Zellen die Fahigkeit der Regeneration

wahrend der Chlorose verlieren (Diplomarbeit Rustler, 2003).
Zu Beginn dieser Arbeit war die physiologische Funktion der drei

cyanobakteriellen MetAP’s nicht bekannt. Es stellte sich die Frage, welche
Funktion die drei MetAP’s in Synechocystis sp. PCC 6803 ausflihren und ob diese
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in unterschiedlichen Umweltbedingungen ausgefihrt werden oder unter gleichen
Umweltbedingungen unterschiedliche Substrate prozessiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die MetAP2-defiziente Mutante (Mmap2) unter
Standard- und verschiedenen  Stressbedingungen  phanotypisch  und
molekularbiologisch charakterisiert, um Aufschluss uUber die Funktion und die
Substrate der Peptidase MetAP2 in Synechocystis sp. PCC 6803 zu erhalten.

3.1 Phanotypische Charakterisierung von Synechocystis-Zellen

unter Stickstoffmangel (Chlorose)

Bekannt ist, dass Synechocystis sp. PCC 6803, als ein nicht diazotrophes
Cyanobakterium wahrend des Stickstoffmangels in  Chlorose eintritt
(Ubersichtsartikel: Schwarz und Forchhammer, 2005). Stickstoffmangel bewirkt
eine Differenzierung in der Cyanobakterien-Zelle, die in einem unpigmentierten
Ruhezustand der Zelle endet, in dem sie lange Mangelperioden Uberleben kann
(Gorl et al., 1998). Die Differenzierung der Zelle erfordert viele proteolytische
Prozesse, wobei die in der Chlorose involvierten Proteasen nur wenig bekannt
sind. Um zu untersuchen, ob die Peptidase MetAP2 in die Prozesse der
Zelldifferenzierung wahrend der Chlorose involviert ist, wurde Stickstoffmangel
induziert und zunachst eine spektroskopische Analyse des Pigmentabbaus
durchgefuhrt.

3.1.1 Pigmentabbau (Chlorophyll a und Phycobilisomen) wahrend

der Chlorose

Die Chlorose der Cyanobakterien kann in mehrere Stadien eingeteilt werden
(Sauer et al.,, 1999), in denen zunachst die Photosyntheseleistung durch den
Abbau photosynthetisch aktiver Pigmente verringert wird, was durch das
Ausbleichen der Zellen sichtbar wird. Die Abbildung 3.1 zeigt eine phanotypische
Analyse von Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp- und Mmap2-Zellen wahrend
der durch Stickstoffmangel induzierten Chlorose. Die Abbildung prasentiert die
blau-grune Farbe von Synechocystis sp. PCC 6803 in stickstoffreichem BG-11M
Medium (+N) und die Kulturen in der ersten Phase (nach funf und elf Tagen) und
der dritten Phase (nach 30 und 90 Tagen) der Chlorose in stickstofffreiem BG-11°

67



Ergebnisse

Medium. Die Mutante zeigte ein dem Wildtyp ahnliches Ausbleichen der Zellen

von blau-grin bis weil3.

Abbildung 3.1: Verlauf der Chlorose von Synechocystis sp. PCC 6803 Zellen. Die Wildtyp-
(links) und Mmap2- (rechts) Zellen wurden in BG-11" Medium kultiviert und bei Erreichen der
exponentiellen Phase wurde Stickstoffmangel mittels Filtrierung induziert (siehe Abschnitt 2.8.2.1).
Die Proben (1 ml) wurden vor der Induktion (+N) und nach 5, 11, 30 und 90 Tagen entnommen, auf
die gleiche optische Dichte mit dem jeweiligen Medium eingestellt und in Kiivetten fotografiert.

Phycocyanin und Allophycocyanin sind die Pigmente der Antennenkomplexe
(Phycobilisomen) in Cyanobakterien. In den Antennenkomplexen sind weitere
Molekule assoziiert, wie Chlorophyll a und Carotionoide. Chlorophyll a ist ein
zusatzlicher Sammler und Weiterleiter von Lichtenergie. Carotinoide wirken
einerseits als akzessorische Antennenpigmente und andererseits als Licht-
guencher, die Strahlungsenergie von angeregten Molekilen Gbernehmen und
diese strahlungsfrei in Form von Warme wieder abgeben. Anhand eines
Absorptionsspektrums konnen das Verhaltnis und die Menge an Pigmenten

bestimmt werden, da sie Licht verschiedener Wellenlangen absorbieren.

Der Abbau der photosynthetischen Pigmente Chlorophyll a und Phycobilisomen
wurde mittels photometrischer Messung und Berechnung der Pigmentmenge nach
einer modifizierten Formel nach Myers (1980) vor der Induktion und wahrend des
Stickstoffmangels bestimmt (siehe Abschnitt 2.15.4). Abbildung 3.2 zeigt die
Pigmentmenge der Kultur in Prozent in Abhangigkeit der Zeit. In Wildtyp-Zellen
konnte beobachtet werden, dass innerhalb der ersten 24 Stunden der Chlorose
die Phycobilisomen bis zu 70% abgebaut wurden. Nach 72 Stunden
Stickstoffmangel konnten keine Phycobilisomen in den Zellen mehr nachgewiesen
werden (Abb. 3.2 A). Dieser Abbau konnte auch mithilfe der Western-Blot-Analyse
mit einem spezifischen Antikorper gegen Gesamt-Phycobilisomen gezeigt werden

(Abb. 3.2 B). Der Abbau von Chlorophyll a konnte ebenfalls in der ersten Phase
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der Chlorose (Abb. 3.2 A) beobachtet werden, allerdings langsamer. Nach 144
Stunden waren bis zu 20% der Chlorophylle in den Zellen abgebaut.

Der Pigment-Abbau in der Peptidase-Mutante ist nicht durch die Mutation
beeintrachtigt und zeigte Wildtyp-ahnliche Charakteristika. Dies zeigt, dass die

Peptidase MetAP2 nicht in dem Prozess des Pigmentabbaus involviert ist.
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Abbildung 3.2: Pigmentabbau in Synechocystis sp. PCC 6803 Zellen wahrend der Chlorose.
(A) Die Graphik zeigt den Abbau der Phycobilisomen (geschlossene Symbole) und Chlorophyll a
(offene Symbole) in Prozent pro ml Kultur in Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp (Kreise) und
Mmap?2 (Dreiecke) wahrend des Stickstoffmangels. (B) Nachweis von Phycobilisomen (Western-
Blot-Analyse) in Wildtyp- und Mmap2-Zellen (1) in BG-11" Medium (2) nach 24 h, (3) 48 h und (4)
nach 72 h Stickstoffmangel. Die Zellen wurden in 150 pl Zellaufbruchspuffer (siehe 2.12.1)
resuspendiert, Zelltrimmer entfernt (3.500 g, 5 min, 4°C) und die Proteinfraktionen mittels
Ultrazentrifugation (100.000 xg, 1h, 4°C) erstellt. Die I6slichen Proteinfraktionen (5 pg) wurden
Uber eine 12,5%ige SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.12.6.2.1) aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert und der Antikérper-Protein-Komplex wurde nachgewiesen, wie
in Abschnitt 2.13 beschrieben. Der verwendete Antikdrper und dessen Verdinnung sind in Tab. 2.5
aufgefihrt. Die Versuche wurden mehrmals wiederholt mit jeweils 8hnlichen Ergebnissen.

3.1.2 PSlI-Aktivitat wahrend der Chlorose

Nach der Induktion des Stickstoffmangels verdoppelt sich die Zelldichte zunachst
noch einmal bevor die Differenzierung der Zellen, in Vorbereitung auf den
Ruhezustand, beginnt. In Synechococcus elongatus PCC 7942 konnte gezeigt
werden, dass sich in der ersten Phase der Chlorose die PSII-Aktivitat zunachst um
80% verringert, wahrend die PSI-Aktivitdt noch aufrechterhalten bleibt. Die PSII-
Aktivitat sinkt in der zweiten Phase bis auf eine minimale Aktivitat und auch die
PSI-Aktivitat sinkt bis auf 0,1%. Der Erhalt der photosynthetischen Restaktivitat ist
lichtabhangig und fur die Regenerationsfahigkeit der Zellen essentiell (Gorl, et al.,
1998; Sauer et al., 2001; Doktorarbeit Sauer, 2002).
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Die PSII-Aktivitaten der Synechocystis-Zellen wahrend der Chlorose wurde mittels
WATER-PAM Chlorophyll Fluorometers unter Anwendung der saturierenden
Pulsmethode untersucht, wie im Abschnitt 2.15.5.2 beschrieben. Die PSII-Aktivitat
kann ermittelt werden, indem die variable Chlorophyllfluoreszenz (F,) unter
verschiedenen Lichtbedingungen gemessen wird. F, ist dabei die Differenz
zwischen  Grundfluoreszenz  (Fy) bei  gegebener Beleuchtung und
Maximalfluoreszenz nach einem Starklichtpuls (Fn,). Diese Daten lassen auf den
physiologischen Zustand des Photosyntheseapparates schlieen. Die Abbildung
3.3 zeigt die Elektronentransportrate (ETR) in Prozent der jeweiligen Zeitpunkte
der Chlorose. Die PSII-Aktivitat im Wildtyp wurde in den ersten 24 Stunden um
70% reduziert und nach 48 Stunden um weitere 20% verringert. In den
Messungen nach 72 und 144 Stunden Mangel konnte nur noch eine Restaktivitat
des PSII festgestellt werden (Abb. 3.3). Die Peptidase-Mutante Mmap2 konnte,
wie der Wildtyp, die PSII-Aktivitat wahrend der ersten Phasen des
Stickstoffmangels verringern und zeigte ebenso nach 72 Stunden nur noch eine

PSII-Restaktivitat (Abb. 3.3).
Abbildung 3.3: In vivo PSIlI-Aktivitat
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Die PSII-Aktivitat von Synechocystis-Zellen wahrend der Langzeit-Chlorose wurde
ebenfalls mittels Messungen der Chlorophyllifluoreszenz analysiert. Dazu wurden
die Zellen nach 63 Tagen  Stickstoffmangel entnommen  und
Chlorophylifluoreszenz-Messungen in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer,
wie im Abschnitt 2.15.5.2 beschrieben, durchgefuhrt. In den Langzeit-
chlorotischen Wildtyp-Zellen konnte ein Anstieg der Grundfluoreszenz und

variablen Fluoreszenz gemessen werden, wahrend in den Mmap2-Zellen dies
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nicht zu beobachten war (Daten nicht gezeigt). Die Messung zeigte, dass das PSII
der Wildtyp-Zellen aktiv ist und ein Elektronentransport stattfindet. Dieser
Elektronentransport konnte durch die Zugabe des Photosynthese-Inhibitors 3-(3,4-
Dichloro-phenyl)-1,1-Dimethyl-urea (DCMU) inhibiert werden (siehe Abb. 3.4).
Dazu wurde den Zellen gleicher OD75o direkt vor der Messung 10 pymol DCMU
zugegeben, nach ca. 40 Sekunden wurde aktinisches Licht eingeschaltet,
woraufhin die Grundfluoreszenz unmittelbar anstieg. Bei anschlielRenden
Starklichtpulsen (Abb. 3.4; Pfeile) konnte keine weitere Erhéhung der Fluoreszenz
festgestellt werden, d.h. durch das aktinische Licht war bereits F, erreicht, was auf
die Inhibition des PSIlI durch DCMU zurtck zu fihren ist. Im Gegensatz dazu
konnte in Mmap2-Zellen nur eine minimale Anderung der Chlorophylifluoreszenz
nach Einschalten des aktinischen Lichts beobachtet werden (Abb. 3.4 B). Das
bedeutet, dass in den Mmap2-Zellen nach Langzeit-Chlorose kaum mehr PSII-
Aktivitat vorhanden ist. Somit ist die Peptidase-Mutante nicht in der Lage, die

lebenswichtige Restaktivitat des PSIl wahrend des Mangels aufrecht zu erhalten.
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Abbildung 3.4: In vivo PSlI-Aktivitatsanalysen der Synechocystis-Zellen nach 63 Tagen der
Chlorose in der Anwesenheit von DCMU. Die Abbildungen zeigen Fluoreszenzmessungen im
WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer von Wildtyp- (A) und Mmap2- (B) Zellen nach 63 Tagen der
Chlorose. Die PSII-Aktivitat wurde mittels der saturierenden Pulsmethode analysiert. Die Messung
ist reprasentativ fir zwei voneinander unabhangig durchgefiihrte Experimente, die ahnliche
Ergebnisse zeigten.
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3.1.3 Abbau der Gesamtproteine in den ersten Phasen der Chlorose

Bereits veroffentlichte Arbeiten zeigten, dass in Synechococcus elongatus
PCC 7942 in der zweiten und dritten Phase der Chlorose ein Teil des
Gesamtproteingehalts mit  Ausnahme einzelner Proteine (z.B. die
Membranproteine SomA und SomB; Sauer et al., 2001) abgebaut wird. Dieser

Prozess erfordert eine erhdhte proteolytische Aktivitat einzelner Proteasen.

Um zu klaren, ob MetAP2 eine Funktion in dem proteolytischen Abbau wahrend
der Chlorose hat, wurde der Abbau der Gesamtproteine in Synechocystis Wildtyp
und MetAP2-Mutante mittels eindimensionaler SDS-PAGE untersucht. Das
Ergebnis ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Die Proteinbanden der I8slichen
Fraktionen in den Wildtyp-Zellen (Abb. 3.5 A; 1-6) nahmen innerhalb 144 Stunden
Stickstoffmangel stetig ab. Nach 48 und 72 Stunden Mangel war eine Zunahme
einiger grolerer (100 kDa) Proteine und die gleichzeitige Abnahme der
Phycobiliproteine mit Molekulargewichten zwischen 21 und 31 kDa sichtbar. Es
konnten Unterschiede im Proteinbandenmuster des Wildtyps und der Mutante
beobachtet werden (Vergleich Abb. 3.5 A und B). Auffallig war, dass wahrend der
Chlorose die Abnahme der Gesamtproteine in den Mmap2-Zellen vermindert
stattfand (Abb. 3.5 B; 2-5). Eine Ausnahme bildeten die Phycobiliproteine (21-31
kDa), die sichtbar abgebaut wurden. Proteine mit einer MolekulargréRe von 55-
100 kDa und 14-31 kDa akkumulierten in den I6slichen Extrakten der Mutante. In
den Pellet-Fraktionen der Mmap2, die die Thylakoide enthielten, wurde ebenfalls
ein verminderter Proteinabbau nach 144 Stunden der Chlorose festgestellt, vor
allem von Proteinen der Gréf3en 100 kDa und 10-30 kDa.

MetAP2 konnte einen direkten oder indirekten Einfluss auf die akkumulierten

Proteine haben. Eine weitere Untersuchung mittels einer zweidimensionalen

Gelelektrophorese konnte bis zum Ende dieser Arbeit nicht durchfiihrt werden.
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Abbildung 3.5: SDS-PAGE von loslicher und Pellet-Proteinfraktionen aus Synechocystis-
Zellen wahrend der Chlorose. In exponentiell wachsenden Wildtyp- (A) und Mmap2- (B) Zellen
wurde Stickstoffmangel induziert (siehe Abschnitt 2.8.2.1) und nach angegebenen Zeitpunkten
wurden die Zellpellets in 150 pl Zellaufbruchspuffer (siehe Abschnitt 2.12.1) lysiert und die
Zelltrimmer durch Zentrifugation (3.500 xg, 1 min, 4°C) entfernt. Eine folgende
Proteinfraktionierung mittels einer Ultrazentrifugation (siehe Abschnitt 2.12.3) trennte die I8slichen
Bestandteile des Cytoplasmas von der Pellet-Fraktion. Die Proteinkonzentration der Probe vor
Mangelinduktion wurde bestimmt und das Volumen, das 6 pg Protein entspricht, wurde allen
Proben entnommen, in SDS-Probenpuffer (siehe Abschnitt 2.6) denaturiert (100°C, 6 min) und
Uber eine 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt (2.16.2.1). Die Proteinbanden wurden anschlieRend mit
einer Silberfarbung, wie in Abschnitt 2.12.7.2 beschrieben, sichtbar gemacht. Lo&sliche
Proteinfraktionen von Zellen (2) in BG-11" Medium, (3) nach 48 h, (4) nach 72 h, (5) nach 96 h (6)
und nach 144 h Stickstoffmangel. Die Pellet-Fraktionen von Zellen (7) in BG-11" Medium, (8) nach
48 h, (9) nach 96 h, (10) und nach 144 h Stickstoffmangel, (1) Proteinmarker SM0431 (siehe
2.1.2.1).

314 Regenerationsfahigkeit chlorotischer Synechocystis-Kulturen

Synechococcus elongatus PCC 7942 geht nach den Abbauprozessen der ersten
und zweiten Phase der Chlorose in einen Ruhezustand Uber (> 15 Tage), in dem
es monatelangen Nahrstoffmangel Uberleben kann (Doktorarbeit Sauer, 2002). In
chlorotischen Zellen bleibt Chlorophyll a (0,16%) vorhanden und ein
Elektronenfluss (0,1%) durch beide Photosysteme ist messbar, der die
Grundenergieversorgung der Zellen fur wesentliche Proteinbiosynthesen und zur
Aufrechterhaltung der Lebensfahigkeit wahrend des Mangels gewahrleistet. Um
die Lebensfahigkeit der Zellen wahrend der Chlorose zu untersuchen, wurde
zunachst die Regenerationsfahigkeit der Wildtyp- und Mmap2-Zellen auf festem
und in flussigem Medium untersucht, sowie die Vitalitat der Zellen mittels der
Live/dead BacLight™-Farbung mikroskopisch evaluiert.

73



Ergebnisse

3.1.4.1 Regenerationsexperimente auf festem BG-11" Medium

Die Regeneration chlorotischer Zellen wurde ermittelt indem hungernde Zellen auf
einer nitrathaltigen Agarplatte ausgestrichen, inkubiert (siehe 2.8.3) und die
Lebend-Zellzahl, sowie die Dauer der Regeneration bestimmt wurden. Der 100%
Wert stellt die Lebend-Zellzahl der auf Agarplatten gewachsenen Zellen vor der
Induktion des Stickstoffmangels dar. Die Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp-
Zellen regenerierten zu 90% innerhalb von 48 Stunden Inkubation auf festem BG-
11N Medium nach 7, 13 und 35 Tagen des Stickstoffmangels (Abb. 3.6, A-C). Die
Mmap2-Zellen regenerierten zu 60% innerhalb von 96 Stunden auf nitrathaltiger
Agarplatte nach 7 Tagen Chlorose (Abb. 3.6 A). Nach 13 Tagen Chlorose nahm
die Regenerationsfahigkeit der Mmap2-Zellen ab und es wuchsen nur noch 30%
der Zellen (Abb. 3.6 B). Nach 35 Tagen Chlorose waren die Mmap2-Zellen nicht
mehr fahig auf BG-11" Medium anzuwachsen (Abb. 3.6 C).

Abbildung 3.6: Koloniebildung der Synechocystis sp. PCC 6803 Kulturen auf festem BG-11"
Medium. Die chlorotischen Wildtyp- (linke Halfte der BG-11" Platte) und Mmap2- (rechte Halfte)
Kulturen (100 ul) wurden nach (A) 7 Tagen, (B) nach 13 Tagen und (C) nach 35 Tagen
Stickstoffmangel entnommen und auf eine BG-11" Agarplatte ausplattiert. Die Platten wurden mit
20 umol Photonen m?s™ unter Standardbedingungen inkubiert und fotografiert.

3.1.4.2 Regenerationsexperimente in fliissigem BG-11" Medium

Die Fahigkeit chlorotischer Kulturen zu regenerieren, wurde durch Messungen der
PSII-Aktivitat nach Zugabe von Nitrat Uberpruft. Dazu wurden 5 ml der
Mangelkultur mit Natriumnitrat (17,6 mM NaNO3) als Stickstoffquelle versehen und
unter Standardbedingungen im Klimaschrank (siehe 2.8.1) schittelnd inkubiert. Zu
verschiedenen Zeiten wahrend der Regeneration wurde die in vivo PSII-Aktivitat

mit Hilfe des WATER-PAM Chlorophyll Fluorometers gemessen (siehe 2.15.5.2).
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Die Zellen wurden auf gleiche ODz5p eingestellt und die maximale, sowie die
variable Fluoreszenz (Fn, F,) bei aktinischem Licht einer Photonenfluenzrate von
1127 umol Photonen m? s gemessen und die maximale ETR berechnet (siehe
Gleichung 2.15.5.2). In der Abbildung 3.7 sind die Ergebnisse dargestellt. Die
Wildtyp-Zellen, die sich 7 Tage im Stickstoffmangel befanden, regenerierten die
PSII-Aktivitat in der Gegenwart von Nitrat innerhalb 144 Stunden zu 100% (Abb.
3.7 A). Nach 13 und 35 Tagen der Chlorose konnte nur eine geringe
Beeintrachtigung der Regenerationsfahigkeit der Wildtyp-Zellen beobachtet
werden (Abb. 3.7 B, C). Hingegen zeigten die Mmap2-Zellen einen graduellen
Verlust der PSII-Aktivitat, denn nach 7 Tagen Chlorose konnten die Mmap2-Zellen
die PSII-Aktivitat innerhalb 144 Stunden nach der Stickstoffzugabe zu 100%
regenerieren. Allerdings nach 13 Tagen der Chlorose konnte ein Anstieg von nur
noch 40% des Ausgangswertes der maximalen Elektronentransportrate innerhalb
144 Stunden gemessen werden. Nach 35 Tagen der Chlorose waren die Zellen

nicht mehr fahig ihre PSII-Aktivitat in vivo zu regenerieren (Abb. 3.7 C).
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=

100 100

% Elektronentransportrate
H & 3 3=
H & #@ B
o 3 & 3 94

[}
[}

0 20 40 @ f 10 120140 0 i 40 2] 80 I 1 1 =1 =1

Zett (h) Zet ) Zetim
Abbildung 3.7: Regeneration der PSIlI-Aktivitat in Synechocystis-Zellen wéahrend des
Stickstoffmangels. Die Graphiken zeigen die maximale Elektronentransportrate in Prozent von
Wildtyp- (geschlossene Kreise) und Mmap2- (offene Kreise) Zellen in dem Verlauf der
Regeneration nach (A) 7 Tagen, (B) 13 Tagen und nach (C) 35 Tagen Stickstoffmangel. Die 100%
Werte entsprechen dem Wert, der maximal erreicht wurde bei der Regeneration nach 7 Tagen der

Chlorose. Die Werte sind reprasentativ fur zwei Messungen, die unabhangig voneinander
durchgefiihrt wurden und ahnliche Ergebnisse zeigten.

3.1.4.3 Mikroskopische Analyse chlorotischer Zellen (Life/Dead Stain)

Die Lebensfahigkeit der Synechocystis-Zellen wahrend des Stickstoffmangels
wurde durch die Mikroskopie unter der Verwendung der Live/dead BacLight™-

Farbung untersucht. Diese Farbung lasst lebende Zellen grin und tote Zellen rot
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erscheinen, da der rote Nukleinsaurefarbstoff nur in Zellen eindringen kann, deren
Membran beschadigt ist. Die Synechocystis-Zellen wurden dem Stickstoffmangel
ausgesetzt (siehe Abschnitt 2.8.2.1) und fiir 34 Tage im BG-11° Medium unter
Standardbedingungen im Klimaschrank inkubiert. Wahrend des Mangels wurden
Aliquots entnommen, gefarbt und mikroskopiert (siehe Abschnitt 2.16). Zum
Vergleich wurden Synechocystis-Zellen untersucht, die in stickstoffreichem
Medium kultiviert wurden. Vegetativ wachsende Cyanobakterien zeigten wahrend
der Bestrahlung mit UV-Licht eine rote Eigenfluoreszenz aufgrund der
Phycobiliproteine und Chlorophylle. Im Verlauf der Chlorose verschwindet
allerdings diese Eigenfluoreszenz aufgrund des Phycobiliprotein-Abbaus.
Abbildung 3.8 2A zeigt Wildtyp- und Mmap2-Zellen und deren Eigenfluoreszenz
nach Bestrahlung mit UV-Licht. Es waren keine signifikanten Unterschiede in Form
und GrolRe zwischen den beiden Stdmmen zu erkennen. Nach 12 Tagen Chlorose
waren Wildtyp-, sowie Mmap2-Zellen lebensfahig, was anhand der griinen
Fluoreszenz sichtbar ist (Abb. 3.8; B2). Nach 34 Tagen Chlorose weisen die
Mmap2-Zellen rot-fluoreszierende Stellen auf, was darauf hindeutet, dass die
Zellen in diesem Stadium der Chlorose an Lebensfahigkeit verlieren (Abb. 3.8;
C2), wahrend die Wildtyp-Zellen weiterhin grin fluoreszierten, was auf noch
lebende Zellen hinwies (Abb. 3.8; C2).

Durchlicht Lh=Licht Durchlicht Us-Licht

Abbildung 3.8: Mikroskopie der Synechocystis-Zellen nach Farbung mit Live/dead
BacLightTM. Die Zellen wurden (1) mit Durchlicht und (2) mit UV-Licht bestrahlt und mikroskopiert.
(A) Zellen in BG-11" Medium. (B) Gefarbte Zellen in BG-11° Medium nach 12 Tagen
Stickstoffmangel (C) in BG-1 1% Medium nach 34 Tagen Stickstoffmangel.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Peptidase-Mutante Mmap2
einen graduellen Verlust der Regenerationsfahigkeit wahrend der Langzeit-
Chlorose aufweist, da die Zellen nach 35 Tagen Chlorose nicht fahig waren die
PSII-Aktivitat zu regenerieren und die Lebensfahigkeit wahrend des Mangels
aufrecht zu erhalten. Der Verlust der Regenerationsfahigkeit der PSII-Aktivitat
korrelierte mit dem Absterben der Zellen (Abb. 3.6, 3.7, 3.8). Dies zeigt, dass
MetAP2 essentiell fur die Aufrechterhaltung der PSII-Aktivitdt und somit der

Vitalitat der Zellen unter Stickstoffmangel ist.

3.2 Charakterisierungen von Synechocystis-Zellen wahrend der

Hochlicht-Exposition

Die PSII-Aktivitat der Mmap2-Zellen wurde unter Lichtstress (Hochlicht) analysiert.
Unter verschiedenen Lichtbedingungen regulieren Cyanobakterien die Menge der
photosynthetischen Pigmente, das der Minimierung der Schaden durch reaktive
Sauerstoffspezies unter Hochlicht dient, die Stochiometrie der photochemischen
Reaktionszentren und die Expression verschiedener Gene, um den
photosynthetischen Elektronenfluss den Lichtbedingungen anzupassen (Anderson
et al., 1995; Sonoike et al., 2001).

3.21 In vivo PSlI-Analyse wahrend der Hochlichtbestrahlung

Die PSII-Aktivitat der Synechocystis-Zellen wurde mittels des WATER-PAM
Chlorophyll Fluorometers wahrend der Hochlichtbestrahlung gemessen. Dazu
wurden die Chlorophyllfluoreszenzen mittels der saturierenden Pulsmethode bei
einer Fluenzrate des aktinischen Lichtes von 55 pmol Photonen m? s™ gemessen
und zur Berechnung der maximalen ETR verwendet (siehe Gleichung 2.15.5.2).
Abbildung 3.9 zeigt die maximale Elektronentransportrate in Prozent des PSII bei
Hochlichtbestrahlung im Zeitverlauf. Die Wildtyp-Zellen konnten, als Anpassung
an die Hochlichtbedingung die PSII-Aktivitat stufenweise reduzieren. Innerhalb der
ersten Stunde der Bestrahlung erfolgte eine Reduktion um 25% und innerhalb der
nachsten 10 Stunden blieb diese Aktivitat konstant. Nach 15 Stunden erfolgt eine
Verminderung um weitere 35%, die innerhalb der nachsten 10 Stunden nochmals

um 20% reduziert wurde, so dass eine Restaktivitat des PSIl von 20% erhalten
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werden konnte. Die Mmap2-Zellen reduzierten die Aktivitat anfangs nur um 10%
und hielten diese konstant innerhalb der nachsten 10 Stunden der Exposition.
Nach 15 Stunden nahm die Aktivitat um weitere 60% ab und nach 24 Stunden
konnte eine Restaktivitdt von 10% gemessen werden (Abb. 3.9). Zur Kontrolle
wurden die Wildtyp- und Mmap2-Zellen mit Licht einer Fluenzrate von 40 pmol
Photonen m? s™ fiir 24 Stunden bestrahlt und zeigten dabei keine Reduktion der
PSII-Aktivitat (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.9: PSili-
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3.2.2 Spektroskopische Untersuchung des Pigmentabbaus

Um die Pigmentzusammensetzungen der Mmap2- und Wildtyp-Zellen wahrend
der Exposition von Hochlicht zu vergleichen, wurden die Absorptionsspektren von
Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp und Mmap2 unter Standardbedingungen
und nach 6- und 24-stindiger Bestrahlung mit Hochlicht erstellt. Die Spektren
beider Stamme (Abb. 3.10) zeigten die typischen Absorptionsmaxima der
Pigmente: Chlorophyll a bei 440 nm und 680 nm und ein Maximum bei 630 nm der
akzessorischen Pigmente Phycocyanin und Allophycocyanin. Das Maximum bei

500 nm entspricht dem Maxiumum der Carotinoide.

Die Wildtyp-Zellen zeigten eine graduelle Abnahme der Chlorophyll a- und
Phycobilisomen-Absorption im Verlauf der Hochlichtbestrahlung (siehe Abb. 3.10).
In den Wildtyp-Zellen stieg auch die Menge der Carotinoide an (Abb. 3.10). Die
Mmap2-Zellen zeigten eine schnellere Abnahme der Chlorophyll a- und

Phycobilisomen-Absorption nach 6 Stunden der Bestrahlung als Wildtyp-Zellen.
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Nach 24 Stunden der Bestrahlung konnte in Mmap2-Spektren eine Abflachung
des Spektrums beobachtet werden, was auf ein Absterben der Zellen hindeuten

konnte.
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Abbildung 3.10: Absorptionsspektren von Synechocystis-Zellen vor und wahrend der
Bestrahlung mit Hochlicht. Von Wildtyp- (links) und Mmap2- (rechts) Zellen wurden zu
angegebenen Zeitpunkten ein Ganz-Zell-Spektrum in einem Spektralphotometer erstellt (350 bis
750 nm) und wurden auf die Absorption bei 750 nm normiert. Die Spektren sind reprasentativ fir
mehrere Spektren, die unter gleichen Bedingungen erstellt wurden und &ahnliche Ergebnisse
zeigten.

3.2.3 Uberlebensfihigkeit der MetAP2-defizienten-Zellen wahrend
der Hochlichtbestrahlung

Die Fahigkeit der Zellen eine Hochlicht-Exposition zu dberleben, wurde
untersucht, indem das Wachstum der Zellen auf festem BG-11" Medium vor und
wahrend der Bestrahlung analysiert wurde. Vor der Bestrahlung mit Hochlicht
waren beide Stamme in der Lage zu wachsen (siehe Abb. 3.11; 1). Ebenfalls
zeigten Wildtyp-Zellen nach 24 Stunden Bestrahlung mit Hochlicht, sowie einer
Bestrahlung mit Schwachlicht keine Beeintrachtigung der Lebensfahigkeit (Abb.
3.11; 1-4). In der Mmap2-Kultur nimmt im Laufe der Hochlichtbestrahlung die
Fahigkeit zu Uberleben ab, denn nach 24 Stunden ist nur noch vereinzeltes
Wachstum sichtbar (Abb. 3.11; 3). Demgegenuber war das Wachstum der
Mmap2-Zellen nach der Bestrahlung von 24 Stunden mit 40 pmol Photonen m? s™
nicht beeintrachtigt (Abb. 3.11; 4). Das Absterben der Mmap2-Zellen korreliert mit
der Reduktion der PSII-Aktivitat in den Mmap2-Zellen (siehe Abb. 3.9), im
Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen.
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Abbildung 3.11: Uberlebensfihigkeit der
Synechocystis-Zellen wahrend der Hochlicht-
Exposition. Die Wildtyp- und Mmap2-Zellen
(OD750 von 0,4) wurden (1) vor der Bestrahlung,
(2) nach 6 h, (3) nach 24 h Hochlicht und (4) zur
Kontrolle 24 h nach einer Bestrahlung mit Licht
der Fluenzrate von 40 umol Photonen m? s™ auf
eine BG-11" Agarplatte aufgetropft und unter
Standardbedingungen (20 pmol Photonen m? s™,
28°C) inkubiert. Die Auswertung erfolgte
fotografisch nach einer Inkubation von funf Tagen.
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3.3 Phanotypische Charakterisierung von Synechocystis-Zellen

unter stickstoffreichen, photoautotrophen Bedingungen

In den vorhergehenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Mmap2-
Zellen die PSII-Aktivitat unter Stressbedingungen, wie Chlorose oder Hochlicht
nicht aufrechterhalten kénnen. Dartber hinaus sollte die Mutante Mmap2 unter
stickstoffreichen Standardbedingungen (80 umol Photonen m? s, 28°C, siehe

Abschnitt 2.8.1) untersucht werden.
3.31 Analyse der Wachstumsrate

Abbildung 3.12 zeigt die Wachstumskurven von Wildtyp- und Mmap2-Zellen in
Abhangigkeit der Zeit. Unter stickstoffreichen Bedingungen konnte im Vergleich
zum Wildtyp keine veranderte Wachstumsrate der Mutante beobachtet werden.

Die Verdopplungszeit beider Stamme betrug 20 Stunden.
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3.3.2 Spektroskopische Analyse der Pigmentzusammensetzung

Zunachst wurde die Pigment-Zusammensetzung durch das Erstellen eines Ganz-
Zell-Absorptionsspektrums bei Raumtemperatur miteinander vergleichen. Die
Spektren beider Stamme (Abb. 3.13) zeigten die typischen Absorptionsmaxima
der Pigmente Chlorophyll a, Phycobilisomen und Carotinoide. Die Mmap2-Zellen
zeigten eine geringe Erhohung der Chlorophyll a- und Carotinoid-Absorption.
Deshalb wurde aus beiden Stammen Chlorophyll a extrahiert und die
Konzentration ermittelt (siehe Abschnitt 2.15.2). Die Messungen zeigten eine
Chlorophyll a-Konzentration von 4,7 uyg/ml Kultur far Wildtyp-Zellen und von
5,3 pg/ml Kultur fir Mmap2-Zellen.
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Die Konzentration und die Zusammensetzung der Carotinoide in Synechocystis-
Zellen wurden untersucht. Dies erfolgte mittels Hochflissigkeitschromatographie
(HPLC) in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Molekulare Biowissenschaften
(Frankfurt) nach einer Methode, die in Steiger (1999) beschrieben wurde. Die
Gesamtheit der Carotinoide bestehen in Synechocystis sp. PCC 6803 aus
Myxoxanthophyll, Zeaxanthin, Dihydromyricetin (DHM), Echinenon und B-Carotin.
Auffallig war der hohe Gesamtcarotinoidgehalt in den Zellen der Peptidase-
Mutante von 3,52 mg/g Trockengewicht (TG). In den Wildtyp-Zellen wurde eine
Konzentration von 1,98 mg/g TG des Gesamtcarotinoidgehalts bestimmt. Der
Anteil des [B-Carotins betrug in den Mutantenzellen 49,1% der

Gesamtkonzentration, wahrend in den Wildtyp-Zellen eine Konzentration von nur
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37,3% vorlag. Zusatzlich konnte ein geringerer relativer Gehalt des Carotionids

Myxoxanthophyll in der Mutante festgestellt werden, im Vergleich zum Wildtyp.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Carotinoide in Wildtyp- und Mmap2-Zellen in BG-11 Medium
(in % bezuglich des Gesamtcarotinoidgehalts).

Myxo- Zeaxanthin DHM  Echinenon  B-Carotin
xanthophyll
Wildtyp 13,7 25,4 21 20,9 37,3
Mmap2 9,8 23,3 1,3 16,6 49,1

3.3.3 Messungen der photosynthetischen und respiratorischen

Aktivitat in vivo

Mit Sauerstoffmessungen in der Clark-Elektrode wurde untersucht, ob Mmap2
eine veranderte respiratorische Aktivitat oder photosynthetische Gesamtaktivitat
aufweist. Die Abbildung 3.14 zeigt die Sauerstoffproduktion unter Lichteinstrahlung
und Dunkelatmung der Wildtyp- und Mmap2-Zellen. Die Peptidase-Mutante zeigte
keinen Unterschied in der Sauerstoffproduktion im Vergleich zum Wildtyp. Die
Gesamt-Photosyntheseaktivitat wurde durch die Mutation nicht beeintrachtigt,
denn der Elektronentransport auf den Endakzeptor erfolgte, welches in der
Produktion von Sauerstoff sichtbar wurde. Die dunkeladaptierten Zellen beider
Stamme zeigten eine Sauerstoffabnahme, die so genannte Dunkelatmung. Dabei

konnten keine Unterschiede zwischen Mutante und Wildtyp festgestellt werden.
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Abbildung 3.14: Sauerstoffmessungen der Synechocystis-Kulturen. Die Graphik zeigt die
Sauerstoffproduktion der exponentiell wachsenden Wildtyp- (geschlossene Kreise) und Mmap2-
(offene Kreise) Zellen (OD7s0 von 0,5) wahrend der Bestrahlung mit Licht einer Photonenfluenzrate
von 1000 pmol m?s™ in Abhangigkeit der Zeit (siehe Abschnitt 2.15.6). Der Mittelwert aus drei
Experimenten ist mit Standardabweichungen angegeben.
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3.34 In vivo PSII-Aktivitat unter Standardbedingungen

Da die PSII-Aktivitat der Mmap2-Zellen unter Stressbedingungen beeintrachtigt ist,
sollte diese unter Standardbedingungen ebenfalls analysiert werden. Die PSII-
Aktivitat der Wildtyp- und Mmap2-Zellen wurde mittels saturierender Pulsmethode
in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer mit unterschiedlichen Fluenzraten
des aktinischen Lichts (67, 856 und 1127 pymol Photonen m™ s™') untersucht (siehe
Abschnitt 2.15.5.2).

Abbildung 3.15 zeigt die Chlorophylifluoreszenz-Messungen von Synechocystis-
Zellen unter stickstoffreichen Standardbedingungen. Zunachst wurde mit Hilfe des
Messlichtes eine Grundfluoreszenz (Fo) der Zellen auf 400-500 eingestellt und mit
einem saturierenden Starklichtpuls die maximale Fluoreszenz (F,) bestimmt.
AnschlieBend wurde aktinisches Licht eingeschaltet, wodurch die
Grundfluoreszenz anstieg. Durch die Gabe weiterer Starklichtpulse (Peak) konnte
die variable Fluoreszenz (F,) bestimmt werden. Der Fluoreszenzanstieg beim
Anschalten des aktinischen Lichtes spiegelt die Reduktion der PSII-
Akzeptorstellen durch die Elektronen aus der Wasserspaltung wieder. Bei der
Gabe eines saturierenden Lichtpulses befinden sich die reduzierten Chinone an
der Akzeptorstelle des PSII und kein weiterer Elektronentransport ist mehr
mdglich. Dadurch wird die gesamte Energie als Fluoreszenz abgegeben und ist im

Fluorometer messbar.

Die Chlorophylimessungen bei aktinischem Licht der Fluenzrate von 67 pmol
Photonen m? s war in beiden Kulturen dhnlich (Abb. 3.15 A und B). Durch die
Bestrahlung der Zellen mit einer Fluenzrate von 1127 umol Photonen m? s des
aktinischen Lichts konnte in der Peptidase-Mutante (Abb. 3.15 B) im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. 3.15 A) ein geringerer Anstieg der Grundfluoreszenz
beobachtet werden. Bei hohem aktinischen Licht war im Wildtyp kaum mehr eine
variable Fluoreszenz nach der Gabe von Starklichtpulsen zu beobachten, d.h. es
wurde bereits nahezu F,, erreicht (Abb. 3.15 A, Pfeile), weil eine Sattigung des
PSII statt gefunden hatte. Die Mmap2-Zellen zeigten nach einem Starklichtpuls
jedoch keinen maximalen Anstieg der Fluoreszenz bei gleicher Fluenzrate und es

konnte noch deutliche variable Fluoreszenz gemessen werden (Abb. 3.15 B;
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Pfeile). Folglich zeigt die Mutante ein effektiveres Fluoreszenz-Quenching als der
Wildtyp.
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Abbildung 3.15: Chlorophylifluoreszenz-Messungen unter stickstoffreichen

Standardbedingungen. Die Synechocystis-Zellen wurden bis zur mittleren exponentiellen Phase
(OD7s9 von 0,6-0,8) unter Standardbedingungen im Klimaschrank angezogen. Die
Fluoreszenzmessungen wurden im WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer durchgefihrt und
erfolgte bei angegebenen Fluenzraten des aktinischen Lichtes. Die Abbildung zeigt die Messungen
der Chlorophylifluoreszenzen (Fo, F, F,) von dunkeladaptierten (A) Synechocystis sp. PCC 6803
Wildtyp-Zellen und (B) Synechocystis sp. PCC 6803 Mmap2-Zellen in Abhangigkeit der Zeit.

Die Differenz zwischen Wildtyp und Mutante kann auf einer veranderten
Verfugbarkeit der Elektronenakzeptoren in der Mutante basieren. Um zwischen
metabolischen Effekten (z.B. Redoxstatus des Plastochinonpools) und direkten
Effekten am PSII zu unterscheiden, wurde eine Messung in Gegenwart von 1,4-
Benzochinon und Kaliumferricyanid als kinstliche Elektronenakzeptoren des PSlI
durchgefuhrt, wodurch die PSIlI-Reaktion physiologisch entkoppelt ist (Hill-
Reaktion). In den Chlorophylifluoreszenz-Messungen in der Gegenwart von 1,4-
Benzochinon/Kaliumferricyanid konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp- und
Mmap2-Zellen bei einer Fluenzrate des aktinischen Lichts von 67 pmol Photonen
m? s festgestellt werden (Abb. 3.16, A, B). Allerdings konnte bei einer erhdhten
Fluenzrate des aktinischen Lichts (1127 pmol Photonen m? s™) ein deutlich
verstarkter Anstieg der Fluoreszenz in der Peptidase-Mutante beobachtet werden,
der den Wert der initialen, maximalen Fluoreszenz (F.) der dunkeladaptierten
Zellen Ubersteigt (Abb. 3.16 B). Es konnte nach der Gabe von saturierenden

Lichtpulsen aufgrund der maximal ansteigenden Grundfluoreszenz keine variable
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Fluoreszenz (F,) beobachtet werden (Abb. 3.16 B, Pfeile), aufgrund einer
kompletten Stillegung der Akzeptorstellen. Das 1,4-Benzochinon scheint ein
ungeeigneter Elektronenakzeptor in dem PSIl der Mutante zu sein. Dieses lasst
auf eine veranderte Bindung des 1,4-Benzochinons in der Qg-Bindenische der
Mutante schlieRen und gibt somit einen Hinweis auf eine Beeintrachtigung der
Akzeptorseite des PSII in der Mutante.
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Abbildung 3.16: Chlorophylifluoreszenz-Messungen in der Gegenwart von 1,4-Benzochinon
und Kaliumferricyanid. Die Synechocystis-Zellen wurden bis zur mittleren exponentiellen Phase
(OD75 von 0,6-0,8) wunter Standardbedingungen im Klimaschrank inkubiert. Die
Fluoreszenzmessungen wurden von dunkeladaptierten Wildtyp- (A) und Mmap2- (B) Zellen in
Abhangigkeit der Zeit im PAM Chlorophyll Fluorometer durchgefiihrt und erfolgten bei Fluenzraten
des aktinischen Lichtes wie angegeben. Direkt vor der Messung wurden 1 mM 1,4-Benzochinon
und 1 mM Kaliumferricyanid zugegeben.

Zusatzlich wurde die Sauerstoffentwicklung in Gegenwart von 1,4-Benzochinon
und Kaliumferricyanid in der Clark-Elektrode gemessen, wie unter 2.15.6
beschrieben, das Ergebnis ist in Abbildung 3.17 dargestellt. Die
Sauerstoffproduktion in den Mmap2-Zellen war nach der Zugabe von 1,4-
Benzochinon und Kaliumferricyanid um 20% reduziert, was die gemessene
Inhibition des Elektronentransports in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer
bestatigte (Vergleich siehe Abb. 3.16 und 3.17). Die Sauerstoffproduktion der
Wildtyp-Zellen wurde unter diesen Bedingungen nicht beeintrachtigt (Abb. 3.17).
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400 Abbildung 3.17: Sauerstoffmessungen an
350 der Clark-Elektrode. Synechocystis-Zellen

wurden unter Standardbedingungen kultiviert
300 und fur die Messungen auf eine ODz5, von 0,5
250 - verdinnt. Die Graphik zeigt die
500 Sauerstoffproduktion der Wildtyp-

(geschlossene Kreise) und Mmap2- (offene

Sauerstoffentwicklung
(rel. Einheit)

150 - Kreise) Zellen wahrend der Bestrahlung mit
100 4 Licht einer Fluenzrate von 1000 umol Photonen
m? s? in Abhangigkeit der Zeit und nach der
S04 Zugabe von 1 mM 1,4-Benzochinon und 1 mM
0 Kaliumferricyanid. Der Mittelwert aus 3
oo Experimenten ist angegeben. Die

0 1 2 3 4 % 6 7 Sstandardabweichungen sind unter 1%.

Zur genaueren Analyse der Qg-Bindenische im PSII der Mutante sollte die
Chlorophylifluoreszenz-Messung in Anwesenheit des Photosynthese-Inhibitors 3-
3,4-Dichloro-phenyl)-1,1-Dimethyl-urea (DCMU) durchgeflihrt werden, denn
DCMU bindet nicht-kovalent in der Plastochinon-Bindenische (Qg), die von den
D1- und akzessorischen Proteinen in Synechocystis sp. PCC 6803 gebildet wird
(Kern et al., 2005). Durch die Bindung verdrangt DCMU die nativen Plastochinone
aufgrund einer hdheren Affinitat zur Bindenische (Oettmeier, 1999). Ist die Qg-
Bindenische besetzt, kommt der Elektronentransfer im Reaktionszentrum des PSII
zum Stillstand, denn das Herbizid kann nicht als Elektronen-Akzeptor fungieren
(Rutherford und Krieger-Liszkay, 2001). Narusaka und Mitarbeiter haben gezeigt,
dass Herbizid-resistente Mutanten in Synechocystis sp. PCC 6803 einen
Aminosaureaustausch in dem D1-Protein in der Region aufweisen, die als
Herbizid-Bindestelle diskutiert wird (Narusaka et al., 1987).

Die Sensitivitdt gegenuber dem Herbizid DCMU wurde in dem WATER-PAM
Chlorophyll Fluorometer mittels der saturierenden Pulsmethode (siehe Abschnitt
2.15.5.2) nach der Zugabe verschiedener Konzentrationen (0,01 umol-10 umol)
untersucht. Die Abbildung 3.18 stellt die Chlorophyllfluoreszenz-Messungen der
Synechocystis-Zellen in der Gegenwart von 0,01 ymol DCMU dar. In den Wildtyp-
Zellen war eine starke Grundfluoreszenz nach Einschalten des aktinischen Lichtes
(67 und 856 pmol Photonen m? s™) als Reaktion auf die DCMU-Zugabe zu
beobachten. Nach Bestrahlung der Mmap2-Zellen mit Licht der Fluenzrate von 67
und 856 pmol Photonen m™ s™ ist eine niedrige Grundfluoreszenz zu sehen und
unter beiden Lichtbedingungen konnte eine hohe variable Fluoreszenz gemessen
werden (Abb. 3.18 B; Pfeile). Dies zeigt, dass die PSII-Akzeptorstellen nicht
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effizient durch DCMU blockiert werden. Im Gegensatz dazu wurde in den Wildtyp-
Zellen eine geringere variable Fluoreszenz beobachtet, was aufgrund einer
partiellen Blockierung durch DCMU eine Sattigung des PSII zeigt (Abb. 3.18 A).
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Abbildung 3.18: Chlorophylifluoreszenz-Messungen nach der Zugabe von 0,01 umol DCMU.
Die Synechocystis-Zellen wurden bis zur mittleren exponentiellen Phase (OD;5, von 0,6-0,8) unter
Standardbedingungen angezogen. Direkt vor der Messung wurde 0,01 pmol DCMU zugegeben.
Die Abbildung zeigt die Messungen der Chlorophyllfluoreszenz (F,, F,, F,) von dunkeladaptierten
(A) Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp-Zellen und (B) Synechocystis sp. PCC 6803 Mmap2-
Zellen in Abhangigkeit der Zeit.

Durch die Zugabe von 10 pmol DCMU wurde in beiden Stdammen bei einer
Fluenzrate von 856 umol Photonen m? s™ der Elektronentransport durch das PSII
vollstandig gehemmt (Daten nicht gezeigt). Die geringere Sensitivitat gegenuber
dem Photosynthese-Inhibitor DCMU ist ein weiterer Beleg fur eine veranderte

Akzeptorseite im Bereich der Qg-Bindenische im PSIl der Mutante.

3.3.5 DCMU-Toleranz

In einem Wachstums-Experiment sollte die gesteigerte Toleranz der Mmap2-
Zellen gegenuber dem Herbizid DCMU Uberprift werden. Abbildung 3.19 zeigt das
Wachstum der Synechocystis-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von DCMU.
Mmap2 wuchs sowohl mit 0,1 ymol als auch mit 1 pmol DCMU im Medium.
Hingegen war das Wachstum der Wildtyp-Zellen bereits mit 0,1 ymol DCMU

vermindert. Deutliche Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der Mutante
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zeigten sich mit 1 ymol DCMU im Medium, denn der Wildtyp konnte unter diesen
Bedingungen nicht wachsen (Abb. 3.19). Die Zugabe von 10 ymol DCMU hemmte
das Wachstum der Wildtyp- und Mmap2-Zellen vollstandig (Daten nicht gezeigt).
Das Experiment zeigt, dass die Peptidase-Mutante eine hohere Toleranz

gegenuber dem Photosynthese-Inhibitor DCMU aufweist.

Mmap2 Abbildung 3.19: Wachstum der Synechocystis-

Wi
Zellen in Gegenwart von DCMU. Die Abbildung
BG-11 zeigt Ausschnitte einer BG-11" Agarplatte mit
Nitrat Synechocystis  Wildtyp- und Mmap2-Zellen in

Gegenwart von angegebenen DCMU-
Konzentrationen. Die Zellen (20 ul; OD75, von 0,5)
wurden auf den Platten fir 24 h vorinkubiert. Die
angegebene DCMU-Konzentration (in 1ml BG-11N)
wurde unter den Agar gegeben. Die Platten wurden
fur weitere sieben Tage unter Standardbedingungen
(siehe 2.8.3) inkubiert und zur Auswertung
fotografiert.

Zusammenfassend demonstrierten diese Daten eine veranderte Qg-Bindenische,
denn 1,4-Benzochinon bindet fest und effizient (Abb. 3.16), wahrend DCMU
weniger effizient in der Mutante als in Wildtypzellen bindet (Abb. 3.18 und 3.19).
Da das D1-Protein an der Bildung der Qg-Bindenische an der Akzeptorseite des
PSII maRgeblich beteiligt ist (Ubersichtsartikel: Barber et al., 2006), ware ein
Defekt oder eine fehlerhafte Assemblierung des D1-Proteins im PSIl der

Peptidase-Mutante denkbar.

In Synechocystis sp. PCC 6803 sind zwei weitere Proteine PsbX und PsbK an der
Bildung der Plastochinon-Bindenische, sowie an der Bindung der Plastochinone
beteiligt (Zheleva et al., 1998; Shi et al., 2004).

Um den Einfluss der MetAP2 auf diese Proteine zu untersuchen, wurde die
Expression der Gene psbX und psbK mittels semi-quantitativer RT-PCR in
Wildtyp- und Mmap2-Zellen analysiert, wie in Abschnitt 2.10.11.2 beschrieben.

Es wurde kein Unterschied zwischen der Expression der Gene in den Wildtyp-
Zellen zu der Expression in den Mmap2-Zellen festgestellt (Abb. 3.19 A). Somit
wurde gezeigt, dass MetAP2 keinen Einfluss auf die Transkription dieser PSII-
Untereinheiten hat. Eine modgliche Beteiligung der Proteine an dem map2-

Phanotyp musste somit post-transkriptionell erfolgen.

88



Ergebnisse

Wi (+N) Mmap2 (+N)

6 24 h 0 6 24 h
psbK ——
psbx e e

Wit (-N) Mmap2 (-N)
0 6 24 h 0 6 24 h

oGl e e w J w——
mps ]

Abbildung 3.19 A: Expressionsanalyse der psbX- und psbK-Gene. Synechocystis-Zellen
wurden unter Standardbedingungen (+N) oder im stickstofffreien Medium (-N) inkubiert (siehe
2.8.1). Zu den Zeitpunkten 0, 6 und 24 h wurde RNA isoliert und eine semi-quantitative RT-PCR
durchgefiihrt. Die Expression des konstitutiv exprimierten Gens rnpB (RNaseP-Untereinheit aus
Synechocystis sp. PCC 6803) diente hier der Kontrolle der eingesetzten RNA-Quantitat.

3.4 Spektroskopische Analyse des PSIl der MetAP2-defizienten

Synechocystis-Zellen
3.41 Tieftemparatur-Pigment-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie

Die Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie diente hier der Charakterisierung der
Bestandteile der photosynthetischen Komplexe in Synechocystis sp. PCC 6803
unter verschiedenen Bedingungen (Stickstoffmangel, Hochlicht, stickstoffreichen
Standardbedingungen). Durch die Fluoreszenzmessungen bei Tieftemperaturen
(77K) gelingt es einzelne Komplexe in der Absorption sichtbar zu machen, da die
stérenden Nebenanregungen (Rotationsanregung, Vibrationsanregung) bei

Tieftemperaturen gering sind.

3.41.1 77K Pigment-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie von

Synechocystis-Zellen unter Standardbedingungen

Die Abbildung 3.20 zeigt das Fluoreszenz-Emissionsspektrum der Chlorophylle
nach der Anregung mit 435 nm von Wildtyp- und Mmap2-Zellen unter
stickstoffreichen Bedingungen. Das 77K Fluoreszenz-Emissionsspekirum zeigt
drei charakteristische Fluoreszenz-Maxima. Das Maximum bei 685 nm entspricht

dem der inneren PSII-Antenne CP43 (PsbC) und das Fluoreszenz-Maximum bei
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695 nm entspricht der Fluoreszenz der inneren PSII-Antenne CP47 (PsbB). Bei
einer Wellenlange von 725 nm emittiert das PSI (Mullineaux und Allen, 1990).

In dem Spektrum der Mmap2-Zellen wurde eine deutlich reduzierte
Chlorophyllemission bei 695 nm gemessen (siehe Abb. 3.20, Ausschnitt). Dies
zeigt eine reduzierte Menge des Proteins CP47 (PsbB) in dem PSII der Mutante.
Zudem konnte eine geringere Fluoreszenz bei 725 nm (PSI) festgestellt werden.
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Abbildung 3.20: Analyse der 77K Pigment-Fluoreszenz von Synechocystis sp. PCC 6803
Zellen unter stickstoffreichen Bedingungen. In exponentiell wachsenden Wildtyp-
(durchgezogene Linie) und Mmap2- (gestrichelte Linie) Kulturen wurden fir die Messungen eine
Konzentration von 10 pug/ml Chlorophyll a eingestellt und ein Emissions-Spektrum angefertigt. Die
Spektren wurden auf 685 nm normiert. Die Abbildung (rechts) zeigt einen vergroRerten Ausschnitt
des Bereichs 675-715 nm der 77K-Fluoreszenz-Spektroskopie. Die Spektren sind Mittelwerte aus
jeweils 2 Spektiren, die in unterschiedlichen Experimenten erstellt wurden mit einer
Standardabweichung von unter 5%.

3.41.2 77K Pigment-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie von

Synechocystis-Zellen nach der Hochlicht-Exposition

Die Abbildung 3.21 A zeigt das Spektrum der Chlorophyllemission nach der
Anregung mit 435 nm von Wildtyp- und Mmap2-Zellen nach einer 18-stindigen
Hochlichtbestrahlung. Es ist ebenfalls eine Abnahme der CP47-Fluoreszenz zu
erkennen, die ausgepragter ist als unter Standardbedingungen (Abb. 3.20).
Zudem konnte, im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 3.20), eine Abnahme der
Chlorophylifluoreszenz bei 725 nm (PSI) im Wildtyp um 14% und in der Mutante
um 18% als Reaktion auf die Hochlichtbestrahlung beobachtet werden. Das
Spektrum der Wildtyp-Zellen (Abb. 3.21 B) zeigte eine um 38% gesteigerte

Phycobilisomen-Fluoreszenz (bei 660 nm) nach der Hochlichtbestrahlung, die auf
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eine Ablosung der Phycobilisomen von den Reaktionszentren hindeuten konnte.
Die Mmap2-Zellen hingegen zeigten eine geringere Fluoreszenz. Dies konnte auf

die fehlende Anpassung der Peptidase-Mutante an die Hochlichtbedingungen

zuruckzufUihren sein.
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Abbildung 3.21: Analyse der 77K Pigment-Fluoreszenz-Emission von Synechocystis sp.
PCC 6803 Zellen nach der Hochlichtbestrahlung. Die Abbildung zeigt die Fluoreszenz-Emission
der Wildtyp- (durchgezogene Linie) und Mmap2- (gestrichelte Linie) Zellen in BG-11" Medium nach
18 h Hochlichtbestrahlung. (A) zeigt die Chlorophyll a-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von
435 nm. Die Spektren wurden auf 685 nm normiert. Die Abbildung (rechts) zeigt einen Ausschnitt
des Bereichs 675-715 nm der 77K-Fluoreszenz-Spektroskopie (A). Die Abbildung (B) zeigt die
Phycocyanobilin-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von 600 nm und wurde auf 725 nm
normiert. Die Spektren sind Mittelwerte aus jeweils 2 Spektren, die in unterschiedlichen
Experimenten erstellt wurden mit einer Standardabweichung von unter 5%.

Die Stochiometrie des PSI und PSII lasst sich anhand des Verhaltnisses der
Emissionen bei 695 nm (PSIl) und 725 nm (PSI) berechnen (Fegs/F725). Die Ratio

ist unter Hochlichtbedingungen erhoht, auf Grund der Abnahme des PSI (Fujimori
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et al., 2005). Das Verhaltnis PSII/PSI war in beiden Stammen unter
Standardbedingungen (60 umol Photonen m™? s™") dhnlich und war wie erwartet, in
beiden Synechocystis-Stammen unter Hochlichtbedingungen leicht erhdht (Daten

nicht gezeigt).

3.41.3 77K Pigment-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie von

Synechocystis-Zellen unter Stickstoffmangel

Die Abbildung 3.22 A (1,2) zeigt Fluoreszenz-Emissionsspektren mit der
Anregungsenergie des Lichts der Wellenlange von 435 nm von Wildtyp- und
Mmap2-Zellen (1) nach 8 und (2) nach 15 Tagen der Chlorose. Es konnte die
Abnahme der Chlorophylifluoreszenz im Bereich der Wellenlangen 680-695 nm in
Wildtyp- und Mmap2-Zellen im Verlauf der Chlorose festgestellt werden (Abb. 3.22
A), das einer Reduktion des PSIl-Komplexes und der Chlorophylle im
Reaktionszentrum entspricht (Mullineaux und Allen, 1990). Im Vergleich mit den
Messungen unter Standardbedingungen (Abb. 3.20) wurde in beiden Stammen
eine Abnahme der Fluoreszenz um 25% nach 8 Tagen (Abb. 3.22, A1) und um
weitere 50% nach 15 Tagen Stickstoffmangel gemessen (Abb. 3.22, A2). Die
Chlorophylifluoreszenz des PSI (725 nm) nahm in den Wildtyp-Zellen um 14% ab,
wahrend diese in Mmap2-Zellen wahrend der Chlorose unverandert blieb (Abb.
3.22 A).

Die Anregung mit Licht der Wellenlange von 600 nm ergibt ein Spektrum mit drei
Absorptionsmaxima der Komponenten der photosynthetischen
Elektronentransportkette. Die Zellen der Peptidase-Mutante zeigten eine dem
Wildtyp ahnliche Phycobilisomen-Fluoreszenz (Abb. 3.22 B). Diese zeigte eine
generelle Abnahme der Komponenten der Elektronentransportkette im Verlauf der
Chlorose, das auf eine verringerte photosynthetische Aktivitdt wahrend des
Stickstoffmangels hinweist (Abb. 3.22 B). Die Abnahme der Absorptionsmaxima
bestatigte, dass die photosynthetische Aktivitat wahrend der Chlorose durch den
Abbau der Photosysteme und der Reduktion der Elektronentransportkette

minimiert wird.
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Abbildung 3.22: Analyse der 77K Pigment-Fluoreszenz-Emission von Synechocystis sp.
PCC 6803 Zellen unter Stickstoffmangel. In exponentiell wachsenden Wildtyp- (durchgezogene
Linie) und Mmap2- (gestrichelte Linie) Zellen wurde Stickstoffmangel induziert (siehe Abschnitt
2.8.2.1). Die Proben wurden auf eine Chlorophyllkonzentration von 10 pg/ml eingestellt und die
Emissions-Spektren erstellt. Die Abbildung (A) zeigt die Chlorophyll a-Fluoreszenz nach Anregung
mit Licht von 435 nm. Die Spektren wurden auf 685 nm normiert. Die Abbildung (B) zeigt die
Phycocyanobilin-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von 600 nm. Die Spektren wurden auf 725
nm normiert. (1) Kulturen nach 8 Tagen Chlorose und (2) Kulturen nach 15 Tagen Chlorose. Die
Spektren sind Mittelwerte aus jeweils 2 Spektren, die in unterschiedlichen Experimenten erstellt
wurden mit einer Standardabweichung von unter 5%.

3.4.2 Biochemische Analyse der PSll-Untereinheiten von MetAP2-

defizienten Synechocystis-Zellen

Um die Zusammensetzung der PSIl beider Stamme miteinander zu vergleichen,
wurden die Thylakoide prapariert (siehe Abschnitt 2.12.4) und in den Fraktionen
(Uberstand, Pellet) wurden die PSll-Untereinheiten CP47 (PsbB), D1 (PsbA),
PsbO mittels Western-Blot-Analyse (siehe 2.13, Tab. 2.5) nachgewiesen. Die
Spektren und die Chlorophyll a-Bestimmung der Fraktionen der Thylakoid-
Praparationen wurden analysiert und die Daten prasentierten eine eindeutige
Trennung der Thylakoide von dem Uberstand der Praparation (Daten nicht

gezeigt). Durch die gewahlte Zentrifugationsgeschwindigkeit (15.000 xg) kann
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davon ausgegangen werden, dass sich im Pellet die Thylakoide und in dem

Uberstand die I8slichen Proteine, sowie Plasmamembranen befinden.

3.4.2.1 PSIl unter stickstoffreichen Bedingungen

In beiden Stammen konnte D1 (PsbA) mit einem kalkulierten Molekulargewicht
(www.expasy.org/tools/pi_tool.html) von 30 kDa, wie erwartet, in der Cytoplasma-,
sowie in der Thylakoid-haltigen Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 3.23). Das
Mangan-Komplex-stabilisierende Protein PsbO (33 kDa) konnte in beiden
Fraktionen nachgewiesen werden, wie es in bereits veroffentlichten Analysen in
Wildtyp-Zellen gezeigt wurde (Zak et al., 2001). Das Antennenprotein CP47 (56,2
kDa) wurde in beiden Stammen, wie erwartet, in der Thylakoid-haltigen
Pelletfraktion detektiert, allerdings in Mmap2-Zellen in reduzierter Menge.
Unerwartet konnte CP47 in den Mmap2-Zellen auch in dem Uberstand
nachgewiesen werden (Abb. 3.23). Die Western-Blot-Analyse zeigte, dass die

Quantitat des CP47-Proteins in beiden Stdammen gleich ist.

Das reduzierte Vorkommen des CP47 in den Thylakoiden bestatigt das Ergebnis
der Tieftemperatur-Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie (siehe Abb. 3.20). Da die
Synthese des CP47-Proteins nicht der limitierende Faktor zu sein scheint ist es

mdglich, dass CP47 in der MetAP2-defizienten Mutante reduziert im PSIl-Komplex

assoziiert ist.
: i Abbildung 3.23: Western-
Jherstand Hslakaide Blot-Analyse der PSll-Untereinheiten.
Wit MmapZz Wit Mgz Es wurde eine 15%ige SDS-PAGE

nach Shagger und von Jagow der
—— — __D1 (PsbA) praparierten Thylakoide (10 pg Protein)
und ein  Western-Blot mit den

q — S e P47 (PSHE Antikorpern gegen D1, CP47 und PsbO
( ) durchgefiihrt (siehe Tab. 2.5). Die

p— m— Nachweise sind reprasentativ fur jeweils
“—-” Psbo zwei Experimente, die in

' unterschiedlichen Experimenten erstellt

wurden und &hnliche Ergebnisse

zeigten.
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3.4.2.2 PSIl nach der Hochlicht-Exposition

Die Abb. 3.24 zeigt die Western-Blot-Analyse einzelner PSII-Untereinheiten nach
18-stlindiger Hochlicht-Exposition. Das D1-Protein konnte in beiden Stammen in
den Thylakoiden in gleichen Mengen nachgewiesen werden, allerdings zeigten die
Mmap2-Zellen im Uberstand eine erhéhte Menge des nicht im PSII assoziierten
D1-Proteins (siehe Abb. 3.24). Das Antennenprotein CP47 konnte, wie erwartet,
im Pellet der Extrakte nachgewiesen werden. Allerdings konnte CP47 in den
Mmap2-Praparationen auch im Uberstand detektiert werden. Das PSlI-spezifische
PsbO-Protein wurde ebenfalls erhéht im Uberstand und reduziert im Pellet der

Mmap2-Praparation, im Vergleich zum Wildtyp, nachgewiesen.

. . Abbildung 3.24: Western-
Uberstand Thylakoide Blot-Analyse der PSll-Untereinheiten
der Synechocystis-Zellen nach der

i MHa02 Al stlicle Hochlichtbestrahlung. Die Thylakoide
. e e s [ (PSDA wurden préapariert, wie unter Abschnitt

i 2124 beschrieben. Es wurden

Western-Blot-Analysen mit spezifischen

: N
— *- CP47 (PsbB)  Antikérpern gegen CP47 (PsbB), D1
(PsbA) und PsbO durchgefiihrt (Tab.

oy _‘h PshO) 2.5). Die Nachweise sind reprasentativ

fur jeweils zwei Experimente, die unter
gleichen Bedingungen erstellt wurden
und ahnliche Ergebnisse zeigten.

3.5 Einfluss von Stress auf die Expression der map-Gene

Um eine Aussage uber die Beteiligung der map-Genprodukte unter verschiedenen
Bedingungen in Synechocystis sp. PCC 6803 machen zu kénnen, wurden die
Expressionen der Gene map-1 (slr0786), map-2 (slr0918) und map-3 (sll0555)
mittels semi-quantitativer RT-PCR untersucht. Die Zellen wurden in der
exponentiellen Wachstumsphase oder nach angegebenen Zeitpunkten des
Mangels oder der Exposition geerntet (6.000 U/min, 10 min, 4°C) und die Gesamt-
RNA gereinigt, wie unter 2.10.3 (nach Quiagen) beschrieben. Die gereinigte RNA
wurde fur die RT-PCR (siehe Abschnitt 2.10.11.2) eingesetzt. Die Expression von
map-1 wurde mit den Oligonukleotiden maplrev und maplfor (Tab. 2.2) in der RT-
PCR mit einer annealing-Temperatur von 53°C ermittelt. Fir die Analyse der map-

2 und map-3 Gene wurden die Oligonukleotide 5 map2 und 3 'map2, sowie
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map3rev und map3for mit einer annealing-Temperatur von 53°C verwendet. Die
PCR-Fragmente wurden Uber Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
BioRad Quantity one/Fluor-S™ ausgewertet (sieche Abschnitt 2.10.5). Zur Kontrolle
der eingesetzten RNA-Menge in die RT-PCR-Reaktion wurde die Expression des
konstitutiv exprimierten Gens rnpB eingesetzt, das fir die Untereinheit B der
RNaseP in Synechocystis sp. PCC 6803 kodiert.

3.5.1 Sattigungsbestimmung der Amplifikation

Zunachst wurde fur jedes Gen die Sattigung der Amplifikation bei
unterschiedlichen Zyklenanzahlen getestet (Abb. 3.25). So wurde die jeweilige
Zyklenzahl bestimmt, bei der noch keine Sattigung erreicht war und diese flr
weitere Experimente verwendet. Fur map-1 wurde ein RT-PCR-Programm mit 26
Zyklen, fur map-2 mit 24 Zyklen, fur map-3 mit 22 Zyklen und fur rnpB mit 15
Zyklen durchgefuhrt.

Zyklen-Anzahl

Abbildung 3.25: RT-PCR der map- und
22 26 30 rnpB-Gene  mit  unterschiedlicher
Zyklenanzahl. Die RT-PCR  der
verschiedenen Gene wurden nach
unterschiedlichen Zyklen beendet, um
den Grad der Sattigung zu bestimmen
und die nicht sattigende Zyklenanzahl in
der folgenden Analyse zu verwenden.

3.5.2 Expression der map-Gene wahrend des Stickstoffmangels

Das Expressionsprofil der drei map-Gene unter Stickstoffmangel innerhalb der
ersten und zweiten Phase der Chlorose wurde untersucht und Abbildung 3.26
zeigt das Ergebnis. Es konnte ein temporarer Anstieg der Expression von map-1
innerhalb 72 Stunden Stickstoffmangel beobachtet werden, allerdings sank die
Expression nach 144 h wieder. Die map-2 Expression war um das Zweifache nach
24 Stunden Stickstoffmangel erhoht. Dieser Transkriptlevel stieg in den nachsten
48 Stunden weiter an und blieb noch nach 144 Stunden auf einem erhdhten Level.

Die Expression von map-3 nahm unter Mangelbedingungen stetig ab.
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Wit (-N) Abbildung 3.26: Expressionsanalyse
der map-Gene wahrend der
0 24 72 144 h Chlorose. In Synechocystis Wildtyp-
Zellen wurde nach Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase
Stickstoffmangel induziert (siehe
Abschnitt 2.8.2.1) und unter
Standardbedingungen fiir 144 Stunden
inkubiert. Es wurde direkt vor der
Induktion und nach angegebenen
Zeiten im Mangel Aliquots fur die RNA-
Aufreinigung geerntet.

map-1

map-2

map-3

mpB

3.5.3 Expression der map-Gene wahrend der Hochlicht-Exposition

Die Expressionsanalyse der map-Gene wahrend der Bestrahlung mit Hochlicht ist
in Abbildung 3.27 dargestellt. Der Transkriptlevel von map-1 stieg wahrend 24
Stunden Hochlicht um den Faktor 2,4. Ebenfalls konnte eine erhdhte Expression
von map-2 um einen Faktor von 1,8 beobachtet werden, die nach 24 Stunden
Bestrahlung konstant blieb. Die Expression von map-3 zeigte eine temporare
Erhdhung um das 1,5-fache nach sechs Stunden Hochlicht-Exposition, die

allerdings nach 24 Stunden Bestrahlung wieder auf das Ausgangsniveau sank.

Wh (HL) Abbildung 3.27:

Expressionsanalyse der map-Gene

4] 3] 24 h wéhrend der Hochlichtbestrahlung.
Die Synechocystis  Wildtyp-Zellen
map-1 = wurden fir 24 h mit Hochlicht (HL)
(siehe 2.8.2.2) bestrahlt. Zur Kontrolle
map'z = der eingesetzten RNA-
Konzentrationen in die PCR wurde
map-3 diese in einem 1,5%igen Agarosegel
aufgetrennt, da das Gen rnpB unter

RNA : .

diesen Bedingungen nicht konstitutiv
exprimiert wird.

3.5.4 Expression der map-Gene unter photoautotrophen

Bedingungen

Die Abbildung 3.28 =zeigt die Expression der drei map-Gene unter
photoautotrophen Standardbedingung mit Natriumnitrat als Stickstoffquelle zu
Beginn der Wachstumsphase, nach 6, sowie nach 24 Stunden der Inkubation. Die
drei map-Gene wurden unter stickstoffreichen Standardbedingungen exprimiert

(Abb. 3.28). Der Transkriptlevel von map-3 stieg im Laufe des exponentiellen
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Wachstums an, wahrend die map-1 Expression unabhangig von der
Wachstumsphase konstant blieb (Abb. 3.28). Es konnte beobachtet werden, dass
die Expression von map-2 nach sechs Stunden gering zunahm (um einen Faktor

von 1,7) und auch nach 24 Stunden Inkubation konstant blieb.

Vit (+N) Abbildung 3.28: Expressionsanalyse
der map-Gene unter photoautotrophen
0 6 24h P P P

Standard-bedingungen. Die Proben der

map-‘l' _ Synechocystis-Kulturen wurden zu
angegeben Zeitpunkten entnommen, die

map-2

map-a = (2.10.11.2). Die Expression des Gens
rnpB diente hier der RNA-

RNA isoliert (2.10.3) und eine semi-
mpB B ey il e Quantitatskontrolle.

quantitative RT-PCR wurde durchgeflihrt

3.5.5 Expression der map-1- und map-3-Gene in MetAP2-defizienten

Zellen

Eine weitere Fragestellung in dieser Arbeit war, ob die Peptidase MetAP1 oder
MetAP3 in Mmap2 die Funktion der MetAP2 Ubernehmen konnte. Dazu mussten
die Expressionen der Gene map-1 und map-3 unter Bedingungen, die die map-2-

Expression induziert, analysiert werden.

Einen Hinweis darauf kann die Expression der map-1- und map-3-Gene in der
Peptidase-Mutante geben. Dazu wurde die Expression der Gene unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen mittels semi-quantitativer RT-PCR
untersucht (Abbildung 3.29). Im Vergleich zu Wildtyp-Zellen konnte eine erhdhte
Expression der Gene map-1 und map-3 unter stickstoffreichen Bedingungen in der
Mutante beobachtet werden (Vergleich von Abb. 3.28 und Abb. 3.29).

Ebenso konnte gezeigt werden, dass unter Stickstoffmangel beide Gene in der
map-2-Mutante konstant erhoht exprimiert wurden. Diese Daten geben einen
Hinweis darauf, dass trotz gesteigerter Expression der map-1- und map-3-Gene
die Funktion von MetAP2 nicht oder nur teilweise ausgefuhrt werden kann, da ein

Mmap2-Phanotyp nachgewiesen wurde.
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Mmap2 (+N) Mmap2 (-N)
6

0 2] 24h 0 24h
map-1 [——— p——

ol ——— —

Abbildung 3.29: Expressionsanalyse der map-Gene in Mmap2. Die Mmap2-Zellen wurden
unter Standardbedingungen (+N) inkubiert oder Stickstoffmangel wurde induziert (-N). Zu den
Zeitpunkten 0, 6 und 24 Stunden wurde RNA isoliert und eine semi-quantitative RT-PCR
durchgefihrt.

Um eindeutig klaren zu konnen, ob die Peptidasen einander ersetzen kodnnen,
musste gewahrleistet werden, dass die zu untersuchenden Peptidasen (MetAP1
und MetAP3) unter gleichen Bedingungen wie MetAP2 exprimiert werden. Dazu
wurden transkriptionelle Promotor-Gen-Fusionen erstellt, bei denen die map-2-
Promotorregion mit dem jeweiligen Leserahmen von map-1 oder map-3 fusioniert
wurden. Die Fusion erfolgte Uber eine modifizierte Form der zielgerichteten
Mutagenese (siehe Abschnitt 2.10.11.3). Diese Promotor-Gen-Fusionen sollten in
einem geeigneten Transformationsvektor in Mmap2 transformiert werden, um
anschliellend eine Phanotypenalyse durchzuflhren. Bis zum Ende dieser Arbeit
war es jedoch nicht moglich die Peptidase-Mutante erfolgreich zu transformieren,

um Wachstumsexperimente durchfiihren zu kénnen.

3.6 Zellulare Lokalisation von MetAP2 in Synechocystis sp. PCC
6803 (Antikorperproduktion)

Zum Nachweis des MAP-2-Proteins in Zellextrakten unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen wurde der spezifische Antikdrper gegen MAP-2 (a-MAP-
2) hergestellt. Zunachst wurde die Petidase mittels des pET-Systems (Novagen) in
E.coli Uberexprimiert. Der offene Leserahmen des Gens slr0918 (map-2) wurde
unter Verwendung der Oligonukleotide 5’'map2Ndel und 3'map2Xhol (siehe Tab.
2.2) in einer PCR mit genomischer Synechocystis sp. PCC 6803 DNA als Matrize
amplifiziert. Das gereinigte PCR-Fragment (780 bp) wurde mit den endstandigen
Schnittstellen (5°Ndel und 3 Xhol), die durch die Sequenz der Oligonukleotide in
der PCR dem Fragment angefugt wurden, in den pET-15b Vektor kloniert. Der
sequenzierte MD1-pET15b-Vektor (siehe Tab. 2.1) wurde in E.coli (BL21)-Zellen
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transformiert (siehe Abschnitt 2.10.9.2). Durch die IPTG-Zugabe wurde das
Protein in den Zellen Uberproduziert. Die Aufreinigung von MAP-2 erfolgte nativ
mittels Affinititschromatographie Uber die His-Select™-Saule (siehe Abschnitt
2.11). Das Ergebnis der erfolgreichen Aufreinigung wurde tber SDS-PAGE (siehe
Abschnitt 2.12.6.2.1) analysiert und ist in Abbildung 3.30 dargestellt. Es wurden
zehn Waschschritte zur Beseitigung unspezifischer Proteine vorgenommen. In den
ersten und zweiten Elutionsfraktionen konnte das gereinigte, rekombinante Protein
erfolgreich eluiert werden, mit der fur MetAP2 erwarteten Grof3e von 29 kDa. Die
Elutionsfraktionen 1 und 2 wurden gegen den Dialysepuffer (siehe Abschnitt
2.11.3) Uber Nacht dialysiert. Es wurden 500 ug rekombinantes Protein flr die
Immunisierung eines Kaninchens (Pineda Antikorper Service, Berlin) verwendet.
Die Immunisierung wurde nach 91 Tagen beendet. Der Antikorper konnte nun fur

Western-Blot-Analysen verwendet werden.

Abbildung 3.30: Reinigung
der lberproduzierten Hisg-
MetAP2. Die Abbildung zeigt
die Uberproduktion von
MetAP2-His (29 kDa) in einer
‘- 12,5%igen SDS-PAGE nach
Coomassie-Farbung. (M)
T —— Proteinstandard SM0431 (1)
Zelllysat nach Zellaufbruch und
— anschlieBender Zentrifugation
- (2) 1. Waschfraktion (3) 10.
Waschfraktion (4-9) 1.-6.
Elutionsfraktionen von MAP-2.

25 IS

——
—
18 e ——
i .

3.6.1 Lokalisation von MetAP2 unter photoautotrophen

L ——

Bedingungen

Die Lokalisation von MAP-2 sollte mittels des spezifischen Antikorpers analysiert
werden. Dazu wurden Wildtyp-Zellen unter photoautotrophen
Standardbedingungen im Klimaschrank inkubiert (siehe Abschnitt 2.8.1). Nach
angegebenen  Zeitpunkten wurden Proben entnommen und mittels
Ultrazentrifugation Fraktionen hergestellt (siehe Abschnitt 2.12.3). Abbildung 3.31
zeigt das Ergebnis der Western-Blot-Analyse. Das MAP-2-Protein konnte unter
photoautotrophen Standardbedingungen in der Iéslichen Fraktion des Zellextrakts

nachgewiesen werden. In der Pelletfraktion konnte kein MAP-2-Protein detektiert
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werden (Abb. 3.31). In dem Zellextrakt der Mutante konnte, wie erwartet, ebenfalls

kein MAP-2-Protein nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

1 2 3 4
e 4 MAP2

Abbildung 3.31: Western-Blot-Analyse von Synechocystis-Wildtyp Proteinextrakten zum
Nachweis von MAP-2 unter stickstoffreichen Bedingungen. Die Extrakte wurden mittels
Ultrazentrifugation, wie unter 2.12.3 beschrieben in Pellet- und I6sliche Fraktionen unterteilt. Die
Fraktionen wurden in einer 12,5%igen SDS-PAGE nach Laemmli aufgetrennt und eine Western-
Blot-Analyse durchgefiihrt, wie unter 2.13 beschrieben. Die Membran wurde mit dem MAP-2-
spezifischen Antikérper (1:5000) und mit dem zweiten Antikorper (POD-anti rabbit; 1:10000)
inkubiert. Zellextrakte von Wildtyp-Zellen in BG-11" Medium (1) direkt nach der Anzucht (2) nach
24 h (3) nach 72 h in BG-11" Medium (4) Pelletfraktion von Wildtyp-Zellen in BG-11" Medium
direkt nach der Anzucht.

3.6.2 Lokalisation und Expression von MetAP2 unter

Stickstoffmangel

Zur Analyse der Proteinexpression unter Stickstoffmangel wurde in den Wildtyp-
Zellen Chlorose induziert und die Proben direkt nach der Induktion, nach 72 und
144 Stunden Stickstoffmangel geerntet (6.000 U/min, 10 min, 4°C) und mittels
Ultrazentrifugation Fraktionen hergestellt.

Die Abbildung 3.31 zeigt die Western-Blot-Analyse der Synechocystis-Zellextrakte.
Die MetAP2 konnte unter Stickstoffmangel nachgewiesen werden (Abb. 3.32) und
es konnte eine Zunahme der MetAP2 nach 72 Stunden Stickstoffmangel detektiert
werden (Abb. 3.32).

1 2 3

MAP-2
— e _—

Abbildung 3.32: Western-Blot-Analyse zum Nachweis von MAP-2 waihrend des
Stickstoffmangels. Fir die Western-Blot-Analyse wurden 15 pg des Uberstandes mittels
12,5%ige SDS-PAGE aufgetrennt und eine Western-Blot-Analyse durchgeflhrt (siehe Abschnitt
2.13). (1) Zellextrakte von Wildtyp-Zellen in BG-1 1N Medium (2) direkt nach der Mangelinduktion
(3) nach 72 h des Mangels.
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3.7 Promotoranalyse des map-2-Gens
3.71 Untersuchung des 5" Ende des map-2- (slr0918) Transkripts

Die Promotorsequenz des map-2-Gens wurde auf Bindesequenzen flr bekannte
Transkriptionsaktivatoren untersucht, da eine gesteigerte Expression unter
Stressbedingungen beobachtet wurde (siehe Abschnitt 3.5). Zunachst wurde dafir
das 5° Ende des map-2- (slr0918) Transkripts bestimmt. Die Analyse des 5" Ende
des slIr0918-Transkripts wurde mit Hilfe des 5/3'RACE Kits durchgefuhrt, wie
unter 2.10.12 beschrieben und mit anschliel}endem Abgleich
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) der erhaltenen Sequenzen mit der

Datenbank (http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/) untersucht.

Es konnte ein Transkriptionsstartpunkt (G) ermittelt werden, welcher sich 57
Basenpaare stromaufwarts von dem putativen Startcodon ATG befindet (Abb.
3.33). Im Abgleich der Promotorsequenz mit bekannten Bindesequenzen von
Transkriptionsfaktoren konnte 84 Basenpaare stromaufwarts des
Transkriptionsstartpunktes (+1) eine nicht perfekte Konsensussequenz des
Transkriptionsregulators NtcA identifiziert werden. Abbildung 3.33 zeigt den
Abgleich der map-2-Sequenz mit der des gIlnA-Gens, welches ein perfektes
Bindemotiv fur NtcA zeigt. Das Gen gInA (sIr1756) kodiert in Synechocystis sp.
PCC 6803 fur die Glutaminsynthetase und ist ein NtcA aktiviertes Gen (Reyes et
al., 1997).

-40 -10 +1
Promotorregion gind GTAMN; TAC Ny, TAN3 T GGATAGTCG Ny ATG...

-4 -10 +1
Promotorregion map-z  ..GIC Ny TAC  Ngy, TAN; T GAAAGTG Ng, ATG..

Abbildung 3.33: Vergleich des Promotorbereichs der Gene g/nA und map-2 aus
Synechocystis sp. PCC 6803. Die Genomausschnitte (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) stellen den
Promotorbereich von map-2 (slr0918) und gInA (slr1756) dar. Die Transkritionsstartpunkte (+1)
sind rot gekennzeichnet. Die NtcA-Bindesequenz, sowie die TATA-Box (-10) sind schwarz
unterstrichen. Die Positionen der Basen sind bezlglich des Transkriptionsstartpunktes angegeben.
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3.7.2 Bindungsanalyse von NtcA an das potentielle NtcA-

Bindemotiv in der map-2-Promotorregion

3.7.2.1 Biolumineszenz-Analyse in

Synechococcus elongatus PCC 7942

Im vorhergehenden Experiment wurde in der map-2 Promotorregion ein NtcA-
Bindemotiv ermittelt. Die Bindung des Transkriptionsfaktors NtcA und somit die
Aktivitat des map-2 Promotors sollte experimentell mit Hilfe einer Luziferase-
Untersuchung analysiert werden. Die Luziferase-Untersuchung ermdglicht die
Ermittlung der Aktivitat eines spezifisch ausgewahlten Promotors unter
verschiedenen Bedingungen, messbar durch die Expression des Reportergens
Luziferase. Dieser Versuch wurde in dem verwandten Stamm
Synechococcus elongatus PCC 7942 durchgefuhrt, da die Biolumineszenz-
Analyse mittels des Vektors pAM1580 in diesem Stamm bereits erfolgreich
angewandt wurde (Andersson et al., 2000). Die Promotorsequenz von map-2
wurde in den promotorlosen Vektor pAM1580 stromabwarts des Gens IuxAB
kloniert (siehe Tab. 2.1, pAMmap2luxAB) und anschliel3end mittels Konjugation in
Synechococcus Wildtyp-Zellen eingebracht, wie in Abschnitt 2.10.9.3 beschrieben.
Die Synechococcus Wildtyp-Zellen, die das positive Plasmid enthielten, wurden in
unterschiedlichen Stickstoffquellen (BG-11" oder BG-11”, siehe Abschnitt 2.5.1)
kultiviert oder in stickstofffreies Medium (BG-11°) tberfiihrt und kultiviert.

Das Ergebnis der Biolumineszenz-Analyse ist in Abb. 3.34 dargestellt. Die
Luziferaseaktivitat stieg in den Zellen mit Nitrat als Stickstoffquelle und in denen,
die Stickstoffmangel ausgesetzt waren, deutlich an, wahrend die Luziferase-
Aktivitat in Gegenwart von Ammoniumchlorid reprimiert wurde (Abb. 3.34). Diese
Daten wiesen die typische Charakteristik eines Stickstoff-regulierten Gens auf,
dessen Transkription von NtcA aktiviert wird (Luque et al., 1994; Herrero et al.,
2001). Diese Gene zeigten unter Stickstoffmangel eine erhdhte Expression,

wahrend deren Expression in Ammonium reprimiert wurde.
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Abbildung 3.34: Biolumineszenz des map-2-Promotors in S. elongatus PCC 7942. Die Zellen
wurden in HEPES gepuffertem BG-11" Medium (pH 7,8) (offene Kreise), in BG-11" Medium
(Dreiecke) fur 20 Stunden inkubiert und fir den Versuch mit dem jeweiligen Medium auf die ODz5
von 0,4 verdiinnt oder mittels Filtrierung in BG-11° Medium Uberfiihrt (geschlossene Kreise). Die
Kulturen wurden unter Standardbedingungen weiter inkubiert und nach angegebenen Zeitpunkten
wurden Proben entnommen, um die Messungen in dem Luminometer durchzufiihren, wie unter
2.15.1 beschrieben. Die Abbildung zeigt die Aktivitat der Luziferase, gemessen in RLU/s gegen die
Zeit grafisch dargestellt. Die Daten stellen Mittelwerte aus 3 unabhangig voneinender
durchgefiihrten Experimenten dar mit einer Standardabweichung von unter 5%.

Die vorhergehende Bestimmung der Promotor-Aktivitdt bei verschiedenen
Stickstoffquellen zeigte, dass map-2 die Expression eines Stickstoff-regulierten
Gens mittels des Transkritionsfaktors NtcA aufweist, allerdings konnte die
Aktivierung durch den Transkriptionsfaktor mittels der Bioluminszenz nicht
nachgewiesen werden. Die potentielle NtcA-Bindung sollte mit einer DNA-Protein-

Interaktionsstudie experimentell bestatigt werden.

3.7.2.2 Gel Retardierungs-Analyse

Es wurde das Bindungsverhalten von NtcA an die map-2-Promotorsequenz durch
Gel Retardierungs-Analysen untersucht. Dafir wurden radioaktiv markierte DNA
Fragmente eingesetzt, die die NtcA-Bindesequenz des Promotorbereichs der
Gene map-2 und gInA enthielten. Die gInA-Promotorsequenz wurde als
Positivkontrolle verwendet. Die Abbildung 3.35 zeigt die Ergebnisse der Gel
Retardierungs-Analyse. Es konnte eine schwache Bindung von NtcA an die map-
2-Promotorregion beobachtet werden (Abb. 3.35, Pfeil). Die Bindung konnte

jedoch nicht durch die Zugabe bekannter, stimulierender Effektormolekile von
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NtcA verbessert werden. Das NtcA-Bindemotiv in der map-2-Promotorregion ist
nicht perfekt, denn sie weicht von der Konsensussequenz ab (siehe Abb. 3.33).
Diese Abweichung wirkt sich vermutlich negativ auf die Bindungsspezifitat aus und
fuhrt zu einer geringeren Affinitat von NtcA zu dieser Sequenz (Jiang et al., 2000).
Die Bindung von NtcA an den Promotorbereich des Gens gInA konnte gezeigt
werden (Abb. 3.35).

Abbildung 3.35: Gel Retardierungs-Analyse
zur Untersuchung der Bindung von NtcA an
g’"A map-2 die map-2-Promotorregion. Der
Reaktionsansatz fiur die Bindungsstudie des
map-2-Promotors enthielt: 1,25 ng radioaktiv
markierte DNA, 500 ng NtcA, 1 mM EDTA,
0,1 mM MgCl,, 1 mM a-Ketoglutarat und 500 ng
PipX, inkubiert in modifiziertem Reaktionspuffer
nach Vazquez-Bermudez (2002). Die

. ‘“ ‘ Bindungsstudie des_ glnA-Promotors erfolgte im
Reaktionsansatz mit 1,25 ng DNA, (1) 10 und
u . (2) 20 ng NicA, 1 mM a-Ketoglutarat. Die
- Bindung von NtcA an (1,2) Promotorregion von

1 2 3 4

glnA  (sIr1756) mit NtcA-Bindesequenz und
steigender  NtcA-Konzentration (3) den
Promotorbereich von map-2, Negativkontrolle,
der Ansatz wurde ohne NtcA inkubiert (4) an die
Promotorregion von map-2 (slr0918).

3.7.2.3 Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse (BlAcore)

Mit der Gel Retardierungs-Analyse konnte kein eindeutiges Ergebnis der Bindung
von NtcA an die map-2-Promotorregion erhalten werden, daher wurde eine
Oberflachen-Plasmonen-Resonanz-Analyse durchgefihrt, wie im Abschnitt 2.14.2
beschrieben. Mit dieser Methode kann eine direkte Interaktion des Proteins an
DNA durch Veranderungen des Signals in Resonanzeinheit (Resonanz Unit, RU)
gemessen werden. Die DNA-Fragmente (700 ng DNA) wurden in unterschiedliche
Flie3zellen auf den SA-Chip mit einer FlieRgeschwindigkeit von 2 pl/min geladen.
Nach dem Beladen des biotinylierten map-2-Promotor-Fragments (184 bp) in
FlieBkammer 1 und der Negativkontrolle (160 bp), die keine NtcA Bindesequenz
enthielt, in FlieBkammer 2, wurden die optimalen Bedingungen der Bindung von
NtcA ausgetestet und die Bindungsstudie durchgefihrt (siehe Abschnitt 2.14.2).
Abbildung 3.36 A zeigt die Bindungs- und Dissoziationsphase von NtcA an die
map-2- und an die Kontrol-DNA und Abbildung 3.36 B zeigt das

Differenzspektrum der Bindungs- und Dissoziationsphase von 3.36 A.
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Es konnte eine eindeutige Bindung von NtcA an die map-2-Promotorregion
beobachtet werden (Abb. 3.36 B). Die Bindung bewirkte einen um den Wert 900
hdoheren Anstieg der Resonanzeinheit (RU), im Vergleich zu der Bindung an die
unspezifische DNA, die als Kontrolle diente (Abb. 3.36). Die Bindung konnte nicht
durch Effektormolekile, wie a-Ketoglutarat, verandert werden.

Es wurde in vitro bestatigt, dass der Transkriptionsfaktor NctA an die
Promotorregion des map-2- Gens bindet und vermutlich dessen Transkription
dadurch reguliert. Diese Daten passen zu den Ergebnissen der
Expressionsanalysen, die eine gesteigerte = map-2-Expression  unter
Stickstoffmangel zeigten (siehe Abschnitt 3.5).
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Abbildung 3.36: Bindung und Dissoziation des Transkriptionsfaktors NtcA an die map-2-
Promotorregion. Die Abbildung zeigt die Sensorgramme der SPR-Analyse (BlAcore) der NtcA-
Bindung an die jeweilge DNA. In (A) ist die Bindungs- und Dissozoationsphase an die map-2
Promotorregion (durchgezogene Linie) und Kontroll-DNA (gestrichelte Linie) gezeigt. Abbilung (B)
zeigt das Differenzspektrum der Bindungs- und Dissoziationsphase aus (A). Das Experiment wurde
in dem Injektionspuffer (siehe 2.14.2) durchgefihrt und wurde zweimal wiederholt mit dhnlichen
Ergebnissen.
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3.8 Stammbaumanalyse der MetAP's in Cyanobakterien

Zur Erstellung eines Stammbaumes wurde zunachst ein Abgleich (BLAST) der
Sequenzen der map-Gene innerhalb der Cyanobakterien durchgefuhrt
(http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/). Das map-3-Gen wurde in allen
Cyanobakterien gefunden, deren Genome sequenziert sind. Das Gen map-2 ist in
den ursprunglichen Cyanobakterien und in filamentdsen, sowie in thermophilen
Stammen vorhanden, nicht aber in Frischwasser- und marinen Synechococcus-
und Prochlorococcus-Stammen. Kein anderes Cyanobakterium, aulder
Synechocystis sp. PCC 6803 hat ein originales map-1-Gen. Der phylogenetische
Stammbaum der MetAP's in Synechocystis sp. PCC 6803 wurde mit den
Proteinsequenzen der Homologen aus weiteren Cyanobakterien und mit Hilfe des
Programms ClustalW erstellt (Abb. 3.37). Der Stammbaum zeigt zwei Cluster: 1)
der ursprunglichen Cyanobakterien und der Synechocystis-Gruppe und 2) der
Nostocales-Gruppe. Diese Aufteilung entspricht der des phylogenetischen
Stammbaums der 16S rRNA von Cyanobakterien (Vo3 et al.,, 2007). Die
Homologe zu map-2 ist in den nahverwandten Stdammen von Synechocystis sp.
PCC 6803 in dem ursprunglichen Crocosphera watsonii, Cyanotheceae PCC
7421, in Gloeobacter violaceus und in thermophilen Synechococcus-Stammen
vorhanden, was zeigt, dass map-2 urspringlich vorhanden war. Es ist denkbar,
dass in den marinen Synechococcus- und Prochlorococcus-Stammen das map-2-
Gen eleminiert wurde, da sie reduzierte Genome besitzen (Vo3 et al., 2007).
—— Synechocystis_PCC_6803_MetAP2
i _Eccm?::;ﬁ:&ﬁuaggnii_wu_aﬁu1
Synechocystis_PCC_6803_MetaP{
Gleobacter violaceus PCC_7421

— Synechococcus_JA-2-38'a 2-13_
L L Synechococcus_JA-3-3ab

Synechocystis PCC_6803_MetAP3
Nostoc_punctiforme_PCC_73102
Anabaena
Nostoc_PCC_7120
Nodularia_spumigena_CCY9414

Trichodesmium_erythraeum_IMS10
Lynghya PCC_8106

Abbildung 3.37: Phylogenetischer Stammbaum der MetAP's in Cyanobakterien. Der
Stammbaum wurde mittels der Datenbank Cyanobase (http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/)
und des Multiple Alignment Programms ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.htmil#)
erstellt.
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Il. Das Phanomen der Ammonium-Toleranz in Synechocystis sp.
PCC 6803 und die Beteiligung der FtsH2-Protease

Ammonium hat eine toxische Wirkung auf Organismen, die Photosynthese
betreiben. Allerdings ist der Mechanismus der Toxizitat bislang ungeklart. In
diesem Teil der Arbeit wurde das Phanomen der Ammonium-Toleranz in

Synechocystis sp. PCC 6803 untersucht.

In Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe konnte beobachtet werden,
dass die FtsH2-defiziente Mutante in Synechocystis sp. PCC 6803 sensitiv
gegenuber Ammonium ist (N.Kloft, unverdffentlichte Daten). Die Zellen verloren
die PSII-Aktivitat in der Gegenwart von 5 mM Ammoniumchlorid innerhalb von flnf
Stunden im Schwachlicht (Photonenfluenzrate von 20 pmol m? s™). Hingegen
uberlebten die Wildtyp-Zellen die Inkubation mit Ammoniumchlorid unter gleichen
Bedingungen. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust der PSlI-Aktivitat in der
Mutante von dem pH-Wert und somit von der Ammoniak-Konzentration des
Mediums abhangt (N-Kloft, unverdffentlicht). Mit hdherem pH-Wert des BG-11"
Mediums steigt die Konzentration des freien Ammoniaks (berechnet mit einem
pKs-Wert von 9,2 fur Ammonium, Tab. 3.2). Bei einem pH-Wert des Mediums von
8,2 betragt die Ammoniak-Konzentration 0,45 mM und nach funf Stunden
Inkubation behielten die ftsH2-Zellen 63% der anfanglichen PSII-Aktivitat (siehe
Tab. 3.2). Nach der Inkubation von funf Stunden mit einer Ammoniak-
Konzentration von 1,45 mM (pH 8,8 des BG-11" Mediums) konnte keine PSII-
Aktivitat mehr gemessen werden (siehe Tab. 3.2). Dieses Phanomen konnte nicht

in der Gegenwart von Nitrit oder Nitrat beobachtet werden (siehe Tab. 3.2).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Verlust der PSII-Aktivitat in
ftsH2'-Zellen mit steigender Ammoniak-Konzentration im Medium korreliert und,
dass Ammoniak das schadigende Agens ist. Daher wurden weitere Experimente
bei einem pH-Wert von 8,8 in BG-11" Medium in der Gegenwart von 5 mM
Ammoniumchlorid oder in BG-11" Medium in der Abwesenheit von

Ammoniumchlorid durchgeflhrt.
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Tabelle 3.2: Ammonium-Toleranz in Synechocystis sp. PCC 6803 ftsH2-Zellen. Die Tabelle
zeigt die gemessenen ETR-Werte in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer (siehe Abschnitt
2.15.5.2) der ftsH2-Zellen in der Gegenwart von 5 mM NH,CI oder Nitrit und unterschiedlichen pH-
Werten (gepuffert durch 20 mM MES oder 20 mM HEPES) des BG-11" Mediums. Die Zellen
wurden bei einer Photonenfluenzrate von 10 pmol m? s kultiviert und anschllefsend auf eine
ODy750 von 0,5 verdiinnt und bei einer Photonenfluenzrate von 20 ymol m?2s™"in der Gegenwart der
angegebenen Stickstoffquelle inkubiert und die ETR wurde nach funf Stunden Inkubation
gemessen. Die 100% Werte entsprechen dem Wert, der vor der Zugabe der Stickstoffquelle
gemessen wurde. Die Werte sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten und die
Standardabweichung ist unter 0,05. Die Konzentration des freien Ammoniaks wurde mit einem
pKs-Wert von 9,2 fir Ammonium berechnet.

Medium und Pufferbedingungen pH Freie Ammoniak- % PSII-
Konzentration in Aktivitét
(mM) nach 5 h
Inkubation
BG-11" + 5 mM NH,Cl /Karbonat 8,8 1,45 0
BG-11N +5mM NH,CI /MES 8,6 1,0 7
BG-11N + 5 mM NH,CI /HEPES 8,5 0,83 22
BG-11N + 5 mM NH,CI /HEPES 8,2 0,45 63
BG-11" (17,6 mM NaNO;)/Karbonat 9.1 0 100
BG-11N + 10 mM NO, /Karbonat 9,1 0 74

3.9 Ammonium-Toleranz in Synechocystis sp. PCC 6803

3.9.1 Die Uberlebensfihigkeit der Synechocystis-Zellen in

Anwesenheit von Ammoniak

Eine anfangliche Beobachtung war, dass die Zellen der ftsH2-Mutante in der
Gegenwart von 5 mM NH4CI bei einer Photonenfluenzrate von 20 pmol m? s
nach 24 Stunden Inkubation ausbleichen (Abb. 3.38).

Abb. 3.38: Depigmentierung der
ftsH2 -Zellen in Gegenwart von
Ammoniumchlorid. Die exponentiell
wachsenden Synechocystis ftsH2-
Zellen wurden fir 24 h in BG-11"
Medium (pH 8,8) in der Gegenwart
(links) und in der Abwesenheit
(rechts) von 5 mM NH,CI bei elner
Photonenfluenzrate von 20 pmol m*
s inkubiert.
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Die Lebensfahigkeit der Synechocystis-Zellen in der Gegenwart und zur Kontrolle
in der Abwesenheit von Ammoniak wurde mittels eines Wachstumsexperiments
auf BG-11" Agarplatten untersucht (Abb. 3.39).

Zu sehen ist, dass die Lebensfahigkeit der ftsH2-Zellen nach einer 5-stindigen
Inkubation mit Ammoniak stark abnahm (Abb. 3.39 A), im Vergleich zu den
Kontrollzellen in Gegenwart von Nitrat (Abb. 3.39 B). Nach 24 Stunden Inkubation
sind die ftsH2-Zellen abgestorben und konnten nicht mehr auf Platte anwachsen
(Abb. 3.39 A), wahrend der Wildtyp unter den untersuchten Bedingungen gut
wachsen konnte (Abb. 3.39 A, B). Zusatzlich wurde ein Wachstumsexperiment auf
BG-11N Agarplatten, die 5 mM Ammoniumchlorid enthielten, durchgefiihrt. Das
Ergebnis zeigt, dass die ftsH2-Zellen nicht in der Lage waren, in der Gegenwart
von Ammoniak zu wachsen, wahrend die Wildtyp-Zellen ein dem

Kontrollexperiment ahnliches Wachstum zeigten (Vergleich Abb. 3.39 B und C).

A NH,CI B MahO; C
Wit ftsHZ ftsHZ- ftsHZ
24h ah 240 24h

Abbildung 3.39: Wachstumsexperlment auf BG-11" Agarplatten. Die Abbildung zeigt
Ausschnitte der BG-11" Agarplatten in Gegenwart von (A,B) 17,6 mM Natriumnitrat oder (C)
17,6 mM Natriumnitrat und 5 mM Ammomumchlorld Exponentiell wachsende Zellen wurden fur
den Versuch auf OD59 von 0,4 mit BG- 11N Medium verdinnt und bei 20 pmol Photonen m?s”
inkubiert. Zu angegebenen Zeitpunkten wurden 10 ul der Zellen der Inkubation (A) in Gegenwart
von 5 mM NH,CI oder (B) zur Kontrolle in Abwesenheit von NH,CI auf eine Agarplatte getropft und
fir sieben Tage unter Standardbedingungen im Lichtschrank inkubiert. (C) Die exponentiell
wachsenden Zellen einer OD;59 von 0,4 wurden auf die Ammoniak-haltige Platte getropft (jeweils
10 pl) und unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Auswertung wurden die Platten fotografiert.
Der Versuch wurde in drei voneinander unabhangigen Experimenten wiederholt und die
Ergebnisse zeigten die gleichen Tendenzen.

3.9.2 Ammonium-Toleranz der Synechocystis Wildtyp- und FtsH2-

defizienten Zellen

Weiterhin wurde die Toleranz von Wildtyp und ftsH2-Mutante gegenuber
unterschiedlichen Konzentrationen von Ammoniumchlorid in BG-11" Medium (pH
8,8) anhand von PSIl-Aktivitatsmessungen im WATER-PAM Chlorophyll
Fluorometer (siehe Abschnitt 2.15.5.2) bestimmt. Die ftsH2-Mutante ist, aufgrund
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des beeintrachtigten PSII-Reparaturzyklus, sensitiver gegenuber Licht hdherer
Photonenfluenzraten unter Standardbedingungen. Die Mutation beeinflusst auch
die Pigmentierung der Mutantenzellen wund hat einen geringeren
photosynthetischen Elektronentransport zur Folge. Deshalb zeigt die Mutante in
den folgenden Versuchen eine geringere photosynthetische Aktivitat als Wildtyp-
Zellen (Silva et al., 2003). Die Abbildung 3.40 B zeigt, dass die ftsH2-Mutante,
nach der Inkubation mit 1 mM NH4CI, bereits 40% der PSII-Aktivitat verloren hat.
Die Inkubation mit 5 mM NH4Cl fihrte zu einem kompletten Verlust der
photosynthetischen Aktivitat (Abb. 3.40 B). Im Gegensatz dazu wurde die PSII-
Aktivitat der Wildtyp-Zellen nach einer Inkubation von bis zu 10 mM NH4CI nicht
beeintrachtigt. Hohere Konzentrationen von Ammoniumchlorid fuhrten stufenweise
zur Abnahme der PSII-Aktivitat in Wildtyp-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass
die ftsH2-Zellen sensitiv gegentber Ammoniak-Konzentrationen im Medium

reagierten, welche die Wildtyp-Zellen nicht beeintrachtigten.
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Abbildung 3.40: Ammonium-Toleranz in Synechocystis sp. PCC 6803. Die Abbildung zeigt die
Ammonium-Toleranz der Wildtyp- (A) und ftsH2- (B) Zellen. Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Ammoniumchlorid mit Licht einer Photonenfluenzrate von
20 pmol m? s fur finf Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die PSII-Aktivitat (ETR) im WATER-
PAM Chlorophyll Fluorometer bestimmt, wie unter Abschnitt 2.15.5.2 beschrieben. Die Werte sind
Mittelwerte aus drei voneinander unabhangig durchgefiihrten Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angegeben.

3.10 Inhibition der PSII-Aktivitat in der Gegenwart von Ammoniak

Um die PSII-Aktivitat in der Gegenwart von Ammoniak im Zeitverlauf zu
untersuchen, wurden zwei voneinander unabhangige Methoden durchgefuhrt.

Zunachst wurde die Sauerstoffentwicklung in der Clark-Elektrode (siehe Abschnitt
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2.15.6) untersucht und die in vivo PSII-Aktivitat durch die saturierende
Pulsmethode mit aktinischem Licht einer Photonenfluenzrate von 55 pmol m? s’
in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer gemessen, wie im Abschnitt
2.15.5.2 beschrieben. Damit gewahrleistet wurde, dass die gemessene
Sauerstoffproduktion von einem funktionierenden OEC/PSII produziert wird und
gleichzeitig ausgeschlossen werden kann, dass Artefakte, wie Quenching-Effekte
gemessen werden, wurden die Sauerstoffmessungen in der Gegenwart von einem
kinstlichen Elektronenakzeptor-System (1 mM 2,5-Dimethyl-Benzochinon und 1
mM  Kaliumhexacyanidoferrat(lll)) und mit saturierendem Licht der
Photonenfluenzrate von 3000 pmol m? s durchgefiihrt. Die photosynthetische
Sauerstoffentwicklung wurde in umol Ox*mg Chlorophyll™*h™ in Abh&ngigkeit der
Zeit in Abbildung 3.41 A grafisch dargestellt. Die ETR-Werte wurden gegen die
Zeit in Abbildung 3.41 B grafisch dargestellt. Eine temporare Reduktion der
Sauerstoffentwicklung (A), sowie der PSII-Aktivitat (B) wurde in Wildtyp-Zellen, als
Reaktion auf die Ammoniak-Zugabe beobachtet, allerdings stieg die
photosynthetische Aktivitat nach 240 min wieder bis fast zum Ausgangswert. Im
Gegensatz dazu sank die photosynthetische Aktivitat der ftsH2-Zellen in der
Gegenwart von Ammoniak innerhalb von 400 min bis auf den Wert Null (Abb. 3.41
A). Hingegen zeigte die photosynthetische Aktivitat der ftsH2- und Wildtyp-

Kontrollzellen im Nitratmedium keine Veranderungen.
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Abbildung 3.41: PSli-Inhibition in der Gegenwart von Ammoniak. Die Abbildung zeigt die PSII-
Inhibition bei einer Photonenfluenzrate von 20 pmol m? s” in der Gegenwart von 5 mM NH,4CI,
gemessen mit der Clark-Elektrode (A) und dem PAM Chlorophyll Fluorometer (B). Exponentiell
wachsende Kulturen von Wildtyp- (offene Symbole) und ftsH2™- (geschlossene Symbole) Zellen
wurden mit 5 mM Ammoniumchlorid (Quadrate) und zur Kontrolle in BG-11" Medium (Kreise)
inkubiert. Nach angegebenen Zeitpunkten wurden die ETR und die Sauerstoffproduktion
gemessen. Die Daten sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten und die Balken geben
die jeweiligen Standardabweichungen an.
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Da die Daten der PSII in vivo Analyse mit den Daten der Clark-Elektrode in beiden
Durchfihrungen miteinander korrelierten, wurden in weiteren Messungen nur die

experimentell einfacheren PAM-Messungen durchgefuhrt.

3.11 Inhibition der PSII-Aktivitat in Abhdngigkeit der Lichtintensitat

Da die Mutante in der Gegenwart von Ammoniak die PSII-Aktivitat verliert und die
FtsH2-Protease, die wie bereits erwahnt, in dem D1-Reparaturzyklus involviert ist,
wurde eine Schadigung des PSII in diesem Prozess vermutet.

Daher wurde die Sensitivitat gegenuber Ammoniak mittels der PSII-
Aktivitatsmessung in Abhangigkeit der Photonenfluenzrate des Lichts untersucht.
Dazu wurden die Zellen in der Gegenwart von 5 mM NH4Cl mit Licht der
Photonenfluenzraten von 10, 20 und 40 umol Photonen m? s und im Dunkeln
inkubiert. Die ETR-Werte wurden nach angegebenen Zeitpunkten gemessen und
in Abb. 3.42 gegen die Zeit grafisch dargestellt. Wahrend der Inkubation der ftsH2"
Zellen mit 10 pmol Photonen m? s™ nahm die PSII-Aktivitat innerhalb von 60 min
um 40% ab, nach 220 min war keine photosynthetische Aktivitdt mehr messbar
(Abb. 3.42 B). Die Inkubation von ftsH2-Zellen mit einer Photonenfluenzrate von
20 umol m? s™ zeigte eine Abnahme von 70% nach 40 min und nach 180 min
konnte keine PSII-Aktivitat mehr gemessen werden. Die Inkubation mit einer
Photonenfluenzrate von 40 umol Photonen m?2 s inhibierte die Aktivitat schneller,
schon nach 120 min erfolgte ein kompletter Verlust der PSII-Aktivitat (Abb. 3.42
B). Allerdings befahigte die Inkubation im Dunkeln die ftsH2-Zellen die PSII-
Aktivitat aufrecht zu erhalten (Abb. 3.42 B). In den Wildtyp-Zellen nahm die PSII-
Aktivitat zundchst um 30-50% innerhalb von 60 min Inkubation ab und stieg
anschlie3end bis fast zum Ausgangswert wieder an (Abb. 3.42 A). Die Abnahme
der PSIlI-Aktivitat in den ftsH2-Zellen erfolgte in Abhangigkeit der
Photonenfluenzrate, denn starkere PSll-Inhibitionen sind bei hdheren
Lichtintensitaten zu beobachten. Im Gegensatz dazu regenerierten die Wildtyp-
Zellen die PSII-Aktivitat nach anfanglicher Reduktion wieder bis fast zum
Ausgangswert (Abb. 3.42 A).

Diese Daten zeigten, dass Ammoniak das PSII lichtabhangig schadigt. Zudem

scheint die FtsH2-vermittelte Reparatur fir die Ammoniak-Toleranz der Wildtyp-
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Zellen verantwortlich zu sein, denn in den ftsH2 -defizienten Mutanten, in denen
die PSlI-Reparatur vermindert stattfand, konnte die PSII-Aktivitat im Licht nicht

regeneriert werden.
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Abbildung 3.42: Die lichtabhangige PSll-Inhibition in der Gegenwart von Ammoniak. Die
Abbildung zeigt die PSIl-Inhibition in Abhangigkeit steigender Photonenfluenzraten in der
Gegenwart von Ammoniak. Wildtyp- (A) und ftsH2- (B) Zellen wurden mit 5 mM NH,CI unter
verschiedenen Photonenfluenzraten: 10 (Quadrate), 20 (Dreiecke) und 40 (Rauten) pymol m? s’
oder in Dunkelheit (Kreise) inkubiert. Nach angegebenen Zeitpunkten wurde die ETR in dem
WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer gemessen. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.

3.12 Abhangigkeit der Ammonium-Toleranz vom FtsH2-

vermittelten PSlI-Reparaturzyklus

3.12.1 Inhibition des PSII-Reparaturzyklus in der Gegenwart von

Ammoniak

Der D1-Reparaturzyklus des PSII befahigt die Cyanobakterien- und Pflanzen-
Zellen Schadigungen des PSIl zu Uberleben (Aro et al.,, 1993). Im folgenden
Experiment wurde untersucht, ob der fehlende PSII-Reparaturzyklus die
Ammonium-Sensitivitat in den ftsH2-Zellen bewirkt. Dazu wurde in Wildtyp-Zellen
der PSII-Reparaturzyklus inhibiert. Dieses konnte durch die Hemmung der
Proteinbiosynthese mit einem Antibiotikum erfolgen, denn der Austausch des D1-

(PsbA) Proteins und dadurch die Reparatur des PSII, erfolgt nur in der
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Abhangigkeit von dessen Neusynthese (Nixon et al., 2005). Das Resultat des
Experiments ist in Abbildung 3.43 dargestellt.

Die Inhibition der Proteinbiosynthese in der Gegenwart von Ammonium flhrte in
den Wildtyp-Zellen zu einer Abnahme der ETR von 80% innerhalb von 280 min.
Dies zeigte, dass die Wildtyp-Zellen sensitiv auf Ammoniak im Licht reagierten,
wenn der PSII-Reparaturzyklus durch Chloramphenicol gehemmt wurde. Durch
die Inhibition der Proteinsynthese wiesen die Wildtyp-Zellen den gleichen
Phanotyp auf wie die ftsH2-Mutante (Abb. 3.43 A). Die Behandlung mit
Chloramphenicol beschleunigte aber nicht die Abnahme der ETR in den ftsH2'-
Zellen (Abb. 3.42 B und Abb. 3.43 A).

Weder in Wildtyp- noch in ftsH2'-Zellen mit Chloramphenicol in Abwesenheit von
Ammoniumchlorid, konnte eine Inhibition der PSII-Aktivitdt beobachtet werden
(Abb. 3.43 B). Die Daten bestatigen, dass die Ammonium-Toleranz in
Synechocystis sp. PCC 6803 von dem Reparaturzyklus des PSII, vermittelt durch
die FtsH2-Protease, abhangig ist.
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Abbildung 3.43: Inhibition des PSIl-Reparaturzyklus. Das Experiment wurde (A) in der
Gegenwart von 5 mM NH,CI und (B) in Abwesenheit von Ammoniak durchgefuhrt. Die Wildtyp-
(offene Symbole) und ftsH2- (geschlossene Symbole) Kulturen wurden fir zehn min mit 5 mM
NH,CI oder zur Kontrolle in BG-11" Medium ohne NH,4CI inkubiert und die Proteinbiosynthese
durch die Zugabe von Chloramphenicol (30ug/ml) in beiden Kulturen inhibiert (Pfeil). Die Zellen
wurden mit Licht der Photonenfluenzrate von 20 pmol m? s™ bestrahlt und nach angegebenen
Zeiten die ETR in dem WATER-PAM Chlorophyll Fluoromter ermittelt (siehe 2.15.5.2). Die Daten
sind Mittelwerte aus drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die Balken
geben die Standardabweichung an.
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3.12.2 Abbau des D1- (PsbA) Proteins in der Gegenwart von

Ammoniak

Der direkte Effekt von Ammoniak auf die D1-Degradierung wurde mit Hilfe einer
Western-Blot-Analyse untersucht. Dazu musste, wie oben erwahnt (3.12.1) die
Proteinbiosynthese gehemmt werden, um den FtsH2-vermittelten Abbau
beobachten zu konnen. In Wildtyp-Zellen in Gegenwart von Ammoniak (NHs)
wurde D1 innerhalb von 150 min vollstandig abgebaut, wahrend das D1-Protein in
BG-11" Medium nach 230 min noch stabil war (Abb. 3.44 A). Der Abbau von D1 in
den Mutanten fand, wie erwartet, aufgrund der fehlenden FtsH2-Protease nicht
statt (Abb. 3.44 B). Diese Daten zeigten einen beschleunigten Abbau des
geschadigten D1-Proteins in der Anwesenheit von Ammoniak durch die FtsH2-
Protease, im Vergleich zu einem schwachen Abbau des D1-Proteins in Nitrat-

inkubierten Zellen.
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Abbildung 3.44: Western-Blot-Analyse des D1-Proteins in der Gegenwart von
unterschiedlichen Stickstoffquellen. Die Wildtyp- (A) und ftsH2- (B) Zellen wurden in der
Gegenwart von Ammoniak (NH3) oder Nitrat (NOj3") fur zehn min inkubiert und anschliel3end wurde
den Kulturen Chloramphenicol (30pug/ml) zugegeben (Pfeile). Die Zellen wurden mit Licht der
Fluenzrate von 20 umol Photonen m? s inkubiert. Die Proteinextrakte, die einer Chlorophyll a-
Konzentration von 10 pg entsprachen, wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abschnitt
2.12.6.2.1) und D1 wurde immunologisch nachgewiesen (siehe 2.13 und Tab. 2.5).

Die Bedeutung der FtsH2-Protease fur die Toleranz der Zellen gegenlber
Ammoniak zeigte auch eine Northern-Blot-Analyse des ftsH2-Gens, denn die
Expression von ftsH2 (sIr0228) stieg bedeutsam in der Gegenwart von Ammoniak
an (N. Kloft; nicht veroffentlicht).

3.13 Wellenlangen-abhangige Inhibition der PSliI-Aktivitat in der

Gegenwart von Ammoniak

Bereits veroffentlichte Studien zeigten, dass die Absorption von Blau- und UV-A-

Licht eine Schadigung des Mangan-Komplexes im OEC des PSIl in
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Cyanobakterien und Pflanzen ausldst (Ohnishi et al., 2005; Hakala et al., 2005).
Ebenfalls war bekannt, dass Ammoniak im PSIl den Mangan-Komplex als einen
uberbrickenden Liganden bindet (Evans et al., 2005; Britt et al., 2004). Um das
Zusammenspiel von Licht und Ammoniak wahrend der PSllI-Inhibition zu
untersuchen, wurde ein Aktionsspektrum der Photoinhibition des PSIl in der
Gegenwart von Ammoniak erstellt (siehe Abb. 3.45). Die Bestrahlung der ftsH2'-
Zellen in Gegenwart von Ammoniak mit Licht der Wellenlangen 442-700 nm zeigte
eine geringe Abnahme der PSII-Aktivitat von 4-25%. Licht der Wellenlange
680 nm und 700 nm, das von Chlorophyll a absorbiert wird, hatte keinen Effekt auf
die PSII-Aktivitat. Eine geringe Abnahme der ETR um 25% zeigten Zellen, die mit
Licht der Wellenlange 621 nm (Absorptionsmaximum der Phycobilisomen)
bestrahlt wurden. Die grofte Reduktion der PSII-Aktivitdt wurde nach der
Bestrahlung mit Wellenlangen im Blau- und UV-A-Bereich des Lichts gemessen.
Die Bestrahlung mit 421 nm bewirkte einen ETR-Verlust von 30%, die
Beleuchtung mit 393 nm einen Verlust von 60%. Eine drastische PSIlI-Inhibition
von 85% wurde nach der Bestrahlung mit UV-A (360 nm) gemessen. Die PSII-
Aktivitat der Wildtyp-Zellen wurde durch die Bestrahlungen nicht beeintrachtigt
(Abb. 3.45). Ebenso zeigte die Mutante in Abwesenheit von Ammoniumchlorid

keine Schadigung der PSII-Aktivitat unter gleichen Bedingungen (Abb. 3.45).
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Abbildung 3.45: Inhibition der PSII-Aktivitat. Wildtyp- (Quadrate) und ftsH2- (geschlossene
Kreise) Kulturen in der Gegenwart von 5 mM NH,Cl und ftsH2 -Kultur in BG-11" Medium ohne
Ammoniak (offene Kreise). Die Bestrahlung erfolgte mit Licht der angegebenen Wellenlangen und
einer Fluenzrate von 5 pymol Photonen m? s™, gleichen Energiegehalts, fur 240 min. Die 100%
Werte entsprechen dem gemessenen Wert bei der Wellenldnge von 462 nm. Die Werte sind
Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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4 Diskussion

. Charakterisierung der Mmap2 in Synechocystis sp. PCC 6803

Im Genom des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 kodieren drei Gene
fur MetAP's (Kaneko et al., 1996; Atanassova et al., 2003). Im Vergleich der
Primarsequenzen der cyanobakteriellen MetAP's mit der der MetAP aus E.coli
weisen die cyanobakteriellen MetAP's hoch konserviert vorliegenden
Aminosauren auf, die flr eine Peptidaseaktivitdt verantwortlich sind. Die
cyanobakteriellen, rekombinant aufgereinigten Enzyme zeigten in vitro

Peptidaseaktivitat (Atanassova et al., 2003).

Die physiologischen Funktionen der MetAP's in Synechocystis sp. PCC 6803
waren bisher unbekannt. In dieser Arbeit wurde eine Charakterisierung des
Phanotyps der MetAP2-defiziente Mutante (Mmap2) unter Stressbedingungen,
sowie unter photoautotrophen Standardbedingungen angestrebt. Ebenso war die
molekularbiologische  Charakterisierung des map-2-Gens und dessen

Transkriptions-Regulation ein Ziel dieser Arbeit.

4.1 Das Photosystem (PS) Il der Mmap2-Zellen ist in seiner

Funktion beeintrachtigt

411 Ist das D1- (PsbA) Protein ein direktes Substrat der MetAP2 in
Synechocystis sp. PCC 68037

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das PSIl der MetAP2-defizienten
Mutante eine Beeintrachtigung der PSIl-Akzeptorseite aufweist (siehe Abschnitt
3.3.4 und 3.3.5). In PSIl in vivo- und Wachstumsanalysen zeigten die Mmap2-
Zellen eine Toleranz gegenuber dem Photosynthese-Inhibitor 3-(3,4-Dichloro-
phenyl)-1,1-Dimethyl-urea (DCMU) (Abb. 3.18 und 3.19), denn dieser bindet in
geringerer Affinitat in der Qg-Bindenische der Mmap2-Zellen. Somit wird der
Elektronentransport in der Gegenwart von subletalen DCMU-Konzentrationen

weniger inhibiert, wie es fur die Wildtyp-Zellen gezeigt wurde (Abb. 3.18). DCMU

118



Diskussion

ist ein Totalherbizid und bindet synergistisch und nicht-kovalent an die
Plastochinon Qg-Bindenische des PSIl. Dadurch werden die nativen
Plastochinone aufgrund einer hoheren Affinitat zur Bindenische verdrangt und der
Elektronentransport kommt zum Stillstand, da DCMU nicht als Elektronenakzeptor
fungieren kann (Oettmeier, 1999). Fortlaufende Reaktionen schadigen dann das
Reaktionszentrum des PSII (Rutherford und Krieger-Liszkay, 2001).

Im Gegensatz zu der DCMU-Toleranz bewirkte das kleinere Benzochinon-Analog
(1,4-Benzochinon) einen partiell inhibitorischen Effekt auf die Qg-Akzeptorstelle im
PSIl der Mmap2-Zellen, was durch verringerte variable Fluoreszenz und eine
geringere Sauerstoffentwicklung im PSII festgestellt wurde (Abb. 3.16 und 3.17).
Vermutlich bindet das 1,4-Benzochinon fest in der Qg-Bindenische der Mmap2-
Zellen, anstatt als kunstlicher Elektronentrager zu fungieren, wie es fir die Hill-
Reaktion beschrieben wurde (Hill, 1937).

All diese Daten zeigen eindeutig eine veranderte Qg-Bindenische an der PSII-

Akzeptorseite in der MetAP2-defizienten Mutante.

Veranderte Bindungsaffinitaten oder Resistenzen gegenuber dem Photosynthese-
Inhibitor DCMU koénnen in Synechocystis sp. PCC 6803 und in hoheren Pflanzen
durch Mutationen einzelner Aminosauren des D1-Proteins in der Qg-Bindenische
(in der Aminosauren-Region Phe211 und Leu275) ausgeldst werden (Hirschberg
et al., 1987; Dalla Chiesa et al., 1997; Narusaka et al., 1998). So ist die D1-
Mutante in Synechocystis sp. PCC 6803, die eine Mutation in Ser264 aufweist,
sowie die D1-Mutante in Glycine max resistent gegenuber dem Photosynthese-
Inhibitor Atrazin, der wie DCMU in der Chinon-Bindenische bindet (Alfonso et al.,
1996 und 2004).

Die Qg-Bindenische wird von dem D1-Protein in photosynthetisch aktiven
Organsimen gebildet (Kern et al., 2005; Ubersichtsartikel: Barber, 2006). In
Synechocystis sp. PCC 6803 und in Spinacia oleracea (Spinat) sind an der
Bildung der Qg-Bindenische und an dem Prozess der Chinon-Bindung noch
weitere LMW- (low molecular weight) Untereinheiten PsbX und PsbK involviert
(Ubersichtsartikel: Shi und Schréder, 2004).
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Basierend auf den in dieser Arbeit durchgeflihrten Analysen und den erwahnten,
veroffentlichten Studien, ist davon auszugehen, dass in den MetAP2-defizienten

Zellen das D1-Protein im PSlI-Zentrum nicht korrekt gefaltet und assoziiert ist.

Eine Erklarung fur die fehlerhafte Assoziation des D1-Proteins ware die fehlende
Prozessierung durch die MetAP2, vorausgesetzt D1 ist ein Substrat der MetAP2 in
Synechocystis sp. PCC 6803. Normalerweise zeigen MetAP's aller Organismen
eine enge Substratspezifitat und deren prozessive Aktivitat ist von der des
Methionins benachbarten Aminosaure am N-Terminus abhangig. Ist diese
Aminosaure klein und ungeladen (wie Threonin, Glycin, Valin oder Cystein) findet
die Prozessierung statt (Tsunasawa et al., 1985; Ben-Bassat et al., 1987). Die N-
terminalen Aminosauren von D1 (PsbA1-3) in Synechocystis sp. PCC 6803 sind
Met-Thr-Thr (http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/) und es wird mit einer
Wahrscheinlichkeit von 69% am N-Terminus prozessiert (http://www.isv.cnrs-
gif.fr/terminator2/index.html). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass D1 ein
Substrat einer MetAP ist.

In dieser Arbeit konnte mittels immunologischer Nachweisreaktion des D1-
Proteins in Thylakoidfraktionen kein Unterschied in Synthese und Lokalisation
zwischen Wildtyp- und Mmap2-Zellen unter photoautotrophen
Standardbedingungen festgestellt werden (siehe Abb. 3.23). Allerdings lasst die
Western-Blot-Analyse nur beschrankt Ruckschlisse zu, da post-translationelle
Modifikationen der Proteine dadurch nicht festgestellt werden konnen. Um eine
genauere Aussage machen zu kénnen, ob das D1-Protein durch die MetAP2 in
Synechocystis sp. PCC 6803 prozessiert wird, mussten sich weitergehende
Experimente anschlieBen. Aussagekraftig ware eine zwei-dimensionale Blue-
native PAGE der Thylakoide anzufertigen, um Uber eine anschlieRende MALDI-
TOF-Analyse die N-terminale Pimarsequenz des D1-Proteins zu analysieren.
Ebenso waren Interaktionsstudien weitere, sinnvolle Projekte, um die Substrate
der MetAP2 zu identifizieren.
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4.1.2 In dem PSII der Mmap2-Zellen ist das CP47-Protein fehlerhaft

assoziiert

Im PSIl-Komplex der MetAP2-Mutante ist die Menge des Antennenproteins CP47
deutlich reduziert, wie es mittels spektroskopischen und biochemischen Analysen
in dieser Arbeit ersichtlich wurde (siehe Abschnitt 3.4). Diese Daten erklaren den
geringeren Fluoreszenz-Anstieg in Mmap2-Zellen wahrend der Bestrahlung mit
hohem aktinischem Licht (siehe Abb. 3.15), denn das PSII der map-2-Mutante ist
aufgrund der reduzierten CP47-Antenne unter diesen Bedingungen nicht saturiert.

Eine weitere interessante Beobachtung, die in diesem Zusammenhang erwahnt
werden sollte, stellt der Carotinoid-Gehalt in der Peptidase-Mutante dar (siehe
Abschnitt 3.3.2, Tab. 3.1). Im Gegensatz zum Wildtyp zeigt die Mutante einen
erhdohten Gesamtcarotinoidgehalt mit hoherer relativer Abundanz der B-Carotine
und einer geringeren relativen Menge des Myxoxantophylls (Tab. 3.1). Diese
Carotinoidzusammensetzung ist vergleichbar mit der einer Synechocystis-
Schwachlichtkultur (Steiger et al., 1999). Wird davon ausgegangen, dass unter
Standardbedingungen (in BG-11" Medium und 80 pmol Photonen m? s™) die
Carotionid-Biosynthese nicht beeinflusst wird, so herrscht in der map-2-Mutante
ein geringerer Carotinoidabbau. Dies zeigt, dass die Mutante im Gegensatz zum
Wildtyp unter gleichen Lichtbedingungen geringem photooxidativen Stress
ausgesetzt ist. Bekanntermal3en wird den Carotinoiden, vor allem den 3-Carotinen
der Pflanzen und photosynthetisch aktiven Prokaryonten eine wichtige Rolle als
Schutz der Reaktionszentren vor Photooxidation zugeteilt (Telfer et al., 1994).
Eine Erklarung fur den Schwachlichtstatus der Mmap2-Zellen kénnte die geringe
Anregung des PSIl-Reaktionszentrums, aufgrund der reduzierten, inneren
Antenne (CP47) sein.

Weiterhin konnte mittels Western-Blot-Analyse gezeigt werden, dass die
Gesamtmenge des CP47-Proteins in Mmap2-Zellen nicht durch die Mutation
beeintrachtigt ist (sieche Abb. 3.23). Dies zeigt, dass die Synthese des CP47-
Proteins nicht der limitierende Faktor fur den Einbau im PSIlI der Mmap2-Zellen ist.
Es ist also davon auszugehen, dass die Assoziation des CP47 in dem PSII der

Mutante fehlerhaft ist. Mehrere Moglichkeiten sind daher denkbar:
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a) Da CP47 unerwartet auch in dem Uberstand der Thylakoid-Praparation, die
|6sliche Proteine und Plasmamembranen enthielt nachgewiesen wurde (siehe
Abb. 3.23 und 3.24) ist es moglich, dass CP47 aus dem PSII-Komplex der
Mmap2-Zellen durch die Praparation geldst wurde. Damit ware CP47 nicht fest im
PSII der Mutante assoziiert, denn sogar unter Wildtyp-Bedingungen (in Gegenwart
von Detergenzien) kann CP47 nicht leicht aus den Thylakoiden isoliert werden
(Bricker und Frankel, 2002). Diese Moglichkeit impliziert einen direkten Einfluss
von MetAP2 auf CP47, was aufgrund der Primarstruktur von CP47 moglich ware.
Allerdings spricht dagegen, dass eine Reduktion des CP47-Proteins im PSII der
intakten Mmap2-Zellen spektroskopisch sichtbar ist (siehe Abschnitt 3.4.1).

b) Eine wahrscheinlichere Erklarung ist eine beeintrachtigte Assemblierung des
CP47 in dem PSII der Mutante, aufgrund einer fehlerhaften Assoziation des D1-
Proteins, das vermutlich in der MetAP2-defizienten Mutante erfolgt (s.o0.).

Eine fehlerhafte Assoziation des CP47-Proteins konnte ebenfalls fur eine D1-
Deletionsmutante in Synechocystis sp. PCC 6803 beschrieben werden (Komenda
et al., 2004). In dieser Mutante wurden drei Gene (psbAl-3), die fur die D1-
Proteine kodieren inaktiviert und somit war keine D1-Synthese in diesen Zellen
mdglich. In zwei-dimensionaler Blue-native PAGE und Pulse Chase-Experimenten
wurde deutlich, dass die Proteine des Kernkomplexes CP43, CP47, D2 und
Cytochrom bssg synthetisiert wurden, aber nicht in den PSIl-Komplexen assoziiert
waren (Komenda et al., 2004). Die Autoren zeigten, dass die Akkumulierung von
D1 und die fortlaufende Assemblierungen einzelner Untereinheiten zur Bildung
eines vollstandigen Komplexes von der geordneter Abfolge der PSIl-Assoziation
abhangig ist (Komenda et al., 2004). Mutationen oder Inaktivierungen einzelner
PSlI-Untereinheiten flihrten zu instabilen PSIl-Komplexen oder zu der

Abwesenheit einzelner Proteine (Shen et al., 1994; Komenda et al., 2004).

Es ist bekannt, dass die Bindung der Antennenproteine CP47 und CP43 an dem
D1-D2-Heterodimer essentiell fur die Sauerstoffbildung ist (Hankamer et al.,
2001). Auch in héheren Pflanzen bildet CP47 die Bindungsseiten der extrinsischen
Proteine PsbO, PsbP und PsbQ, die an der katalytisch aktiven Seite in der
Nachbarschaft des Mangan-Komplexes liegen und die Sauerstoffproduktion
verstarken (Bricker und Frankel, 1988; Enami et al., 1991 und 1997; Razeghifard
et al.,, 1997). Zudem zeigen PSII-Mutanten in Synechocystis sp. PCC 6803 ein
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reduziertes photoautotrophes Wachstum (lkeuchi et al., 1991; Keren et al.,
2005b). Hinsichtlich dieser Studien ware zu erwarten, dass die MetAP2-defiziente
Mutante aufgrund der reduzierten Quantitat von CP47 und eine beeintrachtigte
D1-Assoziation im PSII eine reduzierte Sauerstoffentwicklung und eine verringerte
Wachstumsrate zeigen. Interessanterweise beeintrachtigt die Mutation des map-2-
Gens die Lebensfahigkeit der Zellen unter photoautotrophen
Standardbedingungen nicht, wie Wachstumsanalysen dieser Arbeit zeigten (siehe
Abschnitt 3.3.1; Abb. 3.12 und Abschnitt 3.3.3; Abb. 3.14). Eine mogliche
Erklarung ware, dass die Donorseite in Mmap2 intakt ist, da das CP47-bindende
PsbO-Protein im PSIll-Komplex der Peptidase-Mutante Wildtyp-ahnlich lokalisiert
ist, wie es mittels Western-Blot-Analysen experimentell bestatigt wurde (siehe
Abschnitt 3.4.2.1, Abb. 3.23). Jedoch konnte eine veranderte Assoziation und

somit ein Defekt der Donorseite mithilfe dieser Methode nicht untersucht werden.

Zudem ist es moglich, dass unter Standardbedingungen die vorhandene MetAP3
die Funktion der MetAP2 ausfuhrt, was unter Stressbedingungen aufgrund der
differenziellen Expression der map-Gene nicht erfolgen kann (siehe Abschnitt 3.5).
Somit kénnte es zu dem ausgepragteren Phanotyp der MetAP2-defizienten
Mutante unter Stressbedingungen kommen (siehe Abschnitt 3.1, 3.2, 3.4.1). Das
konnte auch die erhdhte Expression des map-3-Gens in der Abwesenheit des
map-2-Gens unter Stickstoffmangel erklaren (siehe Abschnitt 3.5.5). Diese
Madglichkeit setzt allerdings voraus, dass MetAP2 und MetAP3 in vivo die gleichen
Substrate prozessieren. Eine bereits veroffentlichte Studie zeigte eine ahnliche in
vitro Peptidaseaktivitat fur die MetAP2 und MetAP3 in Synechocystis sp. PCC
6803 gegenlber den getesteten Tripeptiden, wobei MetAP2 eine leicht
eingeschrankte Aktivitat aufwies (Atanassova et al., 2003). Um dies genauer zu
analysieren mussten die entsprechenden MetAP's unter Umweltbedingungen
exprimiert werden, unter denen MetAP2 exprimiert wird (siehe Abschnitt 3.5.5).
Diese Untersuchungen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgeflihrt

werden.

Ein Mmap2-ahnlicher Phanotyp wurde in einer kiurzlich publizierten Studie in der
Grlinalge Chlamydomonas reinhardtii und in Arabidopsis thaliana beschrieben.

Interessanterweise zeigten die Autoren, dass die N-terminale Entfernung des
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Methionins zellularer Proteine flr die Biogenese des PSIl essentiell ist (Giglione et
al., 2003). Fur diese Analysen wurde in C.reinhardtii und in den Chloroplasten der
A.thaliana das Enzym Peptid-Deformylase inhibiert, das fur die Entfernung des N-
formyl-Methinonins neu synthetisierter Proteine in Prokaryonten verantwortlich ist.
Ohne die Entfernung des N-formyl-Methinonins kann die Methionin-
Aminopeptidase das Methionin der neu-synthetisierten Proteine nicht abspalten.
Die Organismen zeigten eine Dosis-abhangige Reduktion der photosynthetischen
Aktivitat in der Gegenwart des Inhibitors, sowie eine geringere Akkumulation der
PSll-Untereinheiten D1, D2, CP43, CP47 und PsbH. Diese PSII-Untereinheiten
konnten nicht in den Komplex assoziieren, was zu einem schnelleren Abbau

dieser Untereinheiten fuhrte (Giglione et al., 2003).

41.3 Das PSIl der Mmap2-Zellen ist nicht resistent gegenuiber

Stress

Unter Stressbedingungen, wie Stickstoffmangel (siehe Abschnitt 3.1) und
Hochlichtbestrahlung (siehe Abschnitt 3.2), bei denen das PSIl besonderen
Belastungen ausgesetzt wird, verstarkt sich der Mmap2-Phanotyp. Dieses aulierte
sich darin, dass die Peptidase-Mutante die PSII-Aktivitat auf Dauer nicht
aufrechterhalten konnte, was mit einem Verlust der Lebensfahigkeit korrelierte
(siehe Abschnitt 3.1.4 und 3.2.3).

In bereits publizierten Studien in dem Cyanobakterium Synechococcus elongatus
PCC 7492 konnte wahrend des Stickstoffmangels gezeigt werden, dass die
Aufrechterhaltung der Zellvitalitdt ein lichtabhangiger und somit eine
Photosynthese-abhangiger Prozess ist. Die  Aufrechterhaltung der
photosynthetischen Restaktivitat ist essentiell in Synechococcus elongatus PCC
7942, um die Grundenergieversorgung der Zelle fur wesentliche
Proteinbiosynthesen zu gewahrleisten, vor allem von Proteinen des
Photosyntheseapparates und den Komponenten, die an der Stickstoffassimilation
beteiligt sind. Dadurch ist eine schnelle Regeneration des Zellwachstums in der
Gegenwart von Stickstoff maglich. In langzeit-chlorotischen Synechococcus-Zellen
wurde ein minimaler Chlorophyll a-Gehalt von etwa 0,16% und ein Elektronenfluss
durch beide Photosysteme von 0,1% gemessen, im Vergleich zu vegetativen
Zellen (Sauer et al., 2001).

124



Diskussion

Eine Funktion der MetAP2 in den einleitenden Prozessen der Chlorose konnte
experimentell ausgeschlossen werden, wie detaillierte Untersuchungen der
Mmap2-Zellen in den ersten Phasen der Chlorose in dieser Arbeit zeigten (siehe
Abschnitt 3.1; Abbildung 3.2 und 3.3). Die Analyse des Phanotyps der MetAP2-
defizienten Mutante in Langzeit-Chlorose zeigte, dass die Mmap2-Zellen die
Fahigkeit den Elektronenfluss durch das PSIl aufrecht zu erhalten mit der Zeit
verlieren, was zum Zelltod fuhrt (siehe Abb. 3.4). Somit ist MetAP2 essentiell fur
die Erhaltung der PSII-Aktivitat und dadurch verantwortlich fur die Lebensfahigkeit

der Zellen wahrend des Stickstoffmangels.

Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben ist Mmap2 sensitiv gegenuber Hochlicht
(siehe Abschnitt 3.2). Die Reduktion der PSII-Aktivitat korreliert in den Mmap2-
Zellen mit einer reduzierten Uberlebensfahigkeit, im Gegensatz zu den Wildtyp-
Zellen. Diese reduzieren die PSII-Aktivitat aufgrund der Hochlicht-Exposition ohne
an Lebensfahigkeit zu verlieren (siehe Abb. 3.9 und 3.11). Zudem konnte in
Mmap2-Zellen eine erhohte D1-Menge, die nicht in den Thylakoiden inkorporiert
waren, beobachtet werden, im Vergleich zu Wildtypzellen (siehe Abschnitt 3.4;
Abb. 3.24). Dieses Ergebnis konnte auf eine gesteigerte D1-Proteinsynthese
aufgrund eines erhohten D1-Umsatzes im PSII hindeuten und Iasst eine erhdhte
Schadigung des PSII in der MetAP2-defizienten Mutante vermuten. Denn schon
publizierte Daten von Sippola und Tyystjarvi konnten zeigen, dass die psbA-
Expression in Synechocystis-Zellen wahrend der Hochlichtbestrahlung steigt, da
unter diesen Bedingungen ein erhohter D1-Reparaturzyklus fur die Erhaltung des
PSII essentiell ist (Sippola und Aro, 2000; Tyystjarvi et al., 2002; Vass, 2007). Eine
vermehrte D1-Reparatur in Mmap2-Zellen konnte auf Dauer die Schadigungen
des PSII scheinbar nicht ausgleichen, wie es in den Uberlebenden Wildtyp-Zellen
zu beobachten war (Abb. 3.11). Nach diesen Daten zu urteilen scheint die
Hochlichtsensitivitat der map-2-Mutante auf eine geringere Stabilitat des PSII

zuruck zu fuhren zu sein.

Veroffentlichte Arbeiten zeigten, dass das Angleichen des Elektronenflusses an
die Hochlichtbedingung zwischen den Photosystemen Uber zwei Aktivitaten
erfolgt: 1.) Die Antennenkomplexe werden reduziert und 2.) die PSII/PSI-
Stochiometrie wird der Lichtbedingung angepasst. Das PSII/PSI-Verhaltnis wird

125



Diskussion

reduziert, da die Expression der Gene, welche die PSI-Untereinheiten kodieren
herunter reguliert wird (Fujimori et al. 2005). Die Reduktion der Antennenkomplexe
und der PSII/PSI-Stéchiometrie erfolgt in den Mmap2-Zellen, wie in dieser Arbeit
angefertigte Spektren der Zellen bei Raumtemperatur und Tieftemperatur wahrend
einer Hochlichtbestrahlung zeigten (siehe Abb. 3.10 und Abschnitt 3.4.1.2, Abb.
3.21).

4.2 Vergleich der map-2-Mutante mit phanotypisch ahnlichen
PSIlI-Mutanten und die mogliche Beteiligung weiterer PSII-

Untereinheiten am Mmap2-Phanotyp

Eine Sensitivitat gegenuber einer Hochlicht-Exposition, sowie die Reduktion des
Antennenproteins CP47 sind, wie in Mmap2 ebenfalls far die psbH-
Deletionsmutante in Synechocystis sp. PCC 6803 bekannt (Komenda und Barber,
1995). Die Mutante akkumuliert aufgrund dessen instabile PSII-Komplexe und
diese in reduzierter Quantitdt (Komenda et al., 2002; 2005a und b). In der
Grunalge C.reinhardtii verursacht die psbH- (ssl12598) Deletion aufgrund
beeintrachtigter Bildung vollstandiger und hochmolekularer PSII-Komplexe einen
PSll-defizienten Phanotyp (Summer et al., 1997; O'Connor et al., 1998). Es
konnte gezeigt werden, dass bei einer schwachen Bindung von CP47 an das D1-
D2-Heterodimer die Untereinheiten des PSIlI-Komplexes destabilisiert sind (de
Vitry et al., 1989; van Wijk et al., 1995).

Eine Reduktion der Sauerstoffentwicklung in der Anwesenheit des 1,4-
Benzochinons, sowie eine DCMU-Toleranz sind Merkmale der Mmap2 (siehe
Abschnitt 3.3.4 und 3.3.5), die ebenfalls psbK- und psbX-Deletionsmutanten in
Synechocystis sp. PCC 6803 zeigten (Ubersichtsartikel: Shi und Schréder, 2004).
Die Mutationen der psbK- (smI0005) und psbX- (smI0002) Gene in Synechocystis
sp. PCC 6803, sowie in C.reinhardtii beeintrachtigen die Quantitat der PSII-
Zentren und fuhren zu reduzierten und instabilen PSIl-Komplexen (lkeuchi et al.,
1991; Zhang et al.,, 1993; Takahashi et al., 1994). Bereits veroffentlichte Daten
charakterisierten das PsbX-Protein und dessen Funktionen anhand von Mutanten-
Analysen. PsbX (4,0 kDa) ist wichtig bei der Bindung und dem Umsatz der
Chinonmolekile an der Qg-Akzeptorseite des PSII. In Synechocystis sp. PCC
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6803 ist dessen Expression unter Hochlichtbestrahlung gesteigert (Funk et al.,
2000).

Die psbX-Mutante in Synechocystis sp. PCC 6803 zeigt Wildtyp-ahnliches,
photoautotrophes Wachstum und Sauerstoffentwicklung, obwohl sie eine

reduzierte Menge an PSIll-Komplexen aufwies (Funk et al., 2000).

Eine mogliche Beteiligung der PsbX- und PsbK-Proteine an der Ausbildung des
Phanotyps der Peptidase-Mutante Mmap2 musste auf der post-transkriptionellen
Ebene stattfinden, da mittels semi-quantitativer RT-PCR in dieser Arbeit gezeigt
wurde, dass das Expressionsmuster der psbK- und psbX-Gene in Mmap2-Zellen
Wildtyp-ahnlich ist (Abschnitt 3.3.5; Abb. 3.19 A). Es kann somit ausgeschlossen
werden, dass MetAP2 einen Einfluss auf die Transkription von psbK und psbX hat.
Eine weitere Analyse der Interaktion von MetAP2 und PsbK, sowie PsbX oder
einer biochemischen Analyse dieser Proteine im PSIl der Mutante waren

weiterfuhrende, interessante Projekte.

Die akzessorischen Proteine PsbH, PsbK und PsbX in Synechocystis sp. PCC
6803 waren aufgrund ihrer Primarsequenz maogliche Substrate einer MetAP, da sie
mit einer Wahrscheinlichkeit von 97%, 99% und 90% am N-Terminus prozessiert

werden (http://www.isv.cnrs-gif.fr/terminator2/index.html).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Phanotyp der Mmap2-
Zellen den Phanotypen der psbA- (s.0.), sowie den psbK-, psbX- und psbH-
Deletionsmutante ahnelt. Dies deutet darauf hin, dass mehrere PSII-

Untereinheiten die Substrate der MetAP2 darstellen konnten.

4.3 Physiologische Funktionen der MetAP's in
Synechocystis sp. PCC 6803

In dieser Arbeit konnte der MetAP2 in Synechocystis sp. PCC 6803 eine Funktion
in der Reifung des PSII zugeordnet werden (s.0.). MetAP2 ist ein cytosolisches
Protein, wie Western-Blot-Analysen (siehe Abschnitt 3.6) und die Analyse der

Primarsequenz  (http://expasy.org/tools/)  bestatigten. Somit sind  PSII-
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Untereinheiten mogliche Substrate. Die Prozessierung durch die MetAP2
stabilisiert das PSII unter phototrophen Standardbedingungen und vor allem unter
Stressbedingungen (siehe Abschnitt 3.1, 3.2, 3.3).

Die Regulation der Biogenese und der Assemblierung der Photosysteme in
Synechocystis sp. PCC 6803 ist bisher nicht vollstandig aufgeklart. In der Literatur
existiert eine Vielzahl von Proteinen, die die Funktion des PSI und PSII
beeinflussen. So regulieren in Synechocystis sp. PCC 6803 Chaperone (Produkt
der Gene sIr2013 und sIr0171) die funktionale Assemblierung des PSII, sowie die
Bildung des PSI (Wilde et al.,, 2001; Kufryk und Vermaas, 2003). Die FtsH2-
Protease in Synechocystis sp. PCC 6803 ist wichtig fur die Reparatur
beschadigter PSll-Komplexe und auch fur die Biogenese des PSI (Mann et al.,
2000; Silva et al., 2003, Komenda et al., 2006). Fur die Aktivitat der Donorseite
des PSII ist das Genprodukt sIr0286 in Synechocystis sp. PCC 6803 essentiell
(Kfryk und Vermaas, 2001).

MetAP2 scheint eine spezielle Rolle in Cyanobakterien zu spielen, denn die
Bedeutung von MetAP2 nimmt unter Stressbedingungen zu, wie aus den
Expressions-, Protein- und physiologischen Phanotypen-Analysen dieser Arbeit
ersichtlich wurde (siehe Abschnitt 3.1, 3.2, 3.3 und 3.5). Die Stammbaumanalyse
zeigte, dass map-2-Homologe in urspringlichen Cyanobakterien vorhanden sind
(siehe Abschnitt 3.8). Das Vorkommen von map-2 in der wandlungsfahigen
Synechocystis-Gruppe und den multizellularen Cyanobakterien konnte einen
selektiven Vorteil in einem Leben in komplexen Umweltbedingungen bieten.
Hingegen besitzen die marinen Synechococcus- und Prochlorococcus-Stamme
das map-2-Homolog nicht, vermutlich aufgrund ihrer Lebensweise in weniger
komplexen Umgebungen. Denn diese wenig komplexe Lebensweise fuhrte zu
einer Reduktion der Genome (Vol} et al., 2007).

Die Aktivitat der MetAP3 in Synechocystis sp. PCC 6803 zeigte ein breites pH-
Spektrum in vitro, was darauf hindeutet, dass dieses Enzym in Bereichen mit pH-
Gradienten (wie sie in Thylakoiden und Cytoplasma bestehen) aktiv sein kdonnte
(Atanassova et al., 2003). Weiterhin konnte eine breite Substratspezifitat fur

MetAP3 gezeigt werden (Atanassova et al., 2003). Dieses Profil passt dazu, dass
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die MetAP3-defiziente Mutante nicht lebensfahig ist (Baier, unveroffentlicht) und
weist darauf hin, dass diese die essentielle (housekeeping) MetAP in
Synechocystis sp. PCC 6803 ist. Ein weiterer Beleg daflr ist die Expression des
map-3-Gens, denn diese steigt unter photoautotrophen Standardbedingungen und
sinkt unter Stressbedingungen (siehe Abschnitt 3.5; Abb. 3.26, 3.27, 3.28).
Ebenfalls zeigt der Stammbaum der map-Gene die Wichtigkeit dieses Enzyms,
denn map-3 ist in allen Cyanobakterien zu finden, deren Genome sequenziert sind
(siehe Abschnitt 3.8).

FUr das Enzym MetAP1 konnte nur eine sehr geringe Enzymaktivitat bezuglich der
getesteten Tripeptiden nachgewiesen werden (Atanassova et al., 2003). Diese
Daten passen dazu, dass in der MetAP1-defizienten Mutante kein auffalliger
Phanotyp unter Standard- oder Stressbedingungen beobachtet wurde
(Forchhammer, unveroffentlicht). Der Stammbaum zeigt, dass MetAP1 nur in
Synechocystis sp. PCC 6803 vorkommt (siehe Abb. 3.37). Moglich ware, dass
map-1 aus dem Gen map-2 durch Gendublikation in Synechocystis sp. PCC 6803
entstanden ist. Die Funktion von MetAP1 in Synechocystis sp. PCC 6803 ist
bisher unbekannt und kénnte durch eine physiologische Charakterisierung der
Mutante aufgeklart werden.

Die zeitgleiche Expression der map-1-, map-2- und map-3-Gene unter
photoautotrophen Standardbedingungen und die zeitgleiche Expression von map-
1 und map-2 in den ersten Stunden des induzierten Stresses (siehe Abschnitt 3.5)

konnte mit einer partiell unterschiedlichen Substratspezifitat erklart werden.

4.4 Transkriptionelle Regulation des map-2-Gens in
Synechocystis sp. PCC 6803

Das Expressionsprofil von map-2 entspricht dem in der Literatur beschriebenen
Nitrat-regulierten, NtcA-abhangigen Genen (Ubersichtsartikel: Luque und
Forchhammer, 2007), denn die map-2 Expression steigt in der Abwesenheit von
Nitrat und wird in der Gegenwart von Ammonium reprimiert, wie Biolumineszenz-
Analysen in dieser Arbeit zeigten (siehe Abschnitt 3.7.2.1; Abb. 3.34).
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Die map-2-Promotorregion zeigt kein perfektes Bindemotiv fir den
Transkriptionsfaktor NtcA. Die Abbildung 4.1 stellt einen Vergleich der map-2- und
der glnA-Promotorregion, die ein kanonisches Bindemotiv fur NtcA zeigt, mit der

NtcA-Konsensussequenz dar.

In nicht kanonischen Promotoren NtcA-abhangiger Gene sind unterschiedliche
Basen invariant. So sind die zweite und dritte Base des Quartetts (siehe Abb. 4.1,
schwarz unterstrichen) essentiell fur eine Bindung (Jiang, et al., 2000). Diese sind
in der map-2-Promotorregion vorhanden (siehe Abb. 4.1). Die map-2-Sequenz
weist in den Quartetts Basen auf, die von der Konsensus-Bindesequenz
abweichen (siehe Abb. 4.1, rote Basen). In den acht Basen zwischen den fur die
Bindung essentiellen Basen-Quartetts sind einige variant und dienen nicht der
direkten Protein-DNA Erkennung. In dieser Sequenz nehmen die zweite, dritte,
sechste und siebte Base starken Einfluss auf die NtcA-Bindung (Jiang et al.,
2000). Diese Basen weichen im map-2-Promotor von der kanonischen Sequenz
ab (siehe Abb. 4.1), was eine geringere Affinitat des NtcA-Proteins zu der map-2-
Sequenz bewirken kann. Dies ist eine Erklarung dafir, dass der NtcA-map-2-
Komplex mittels der Gel Retardierungs-Analyse in dieser Arbeit nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte (Abschnitt 3.7.2.2; Abb. 3.35). Dieses wurde mit
vergleichbaren Sequenzen von Jiang und Mitarbeitern ebenfalls gezeigt (Jiang et
al., 2000). Die in dieser Arbeit verwendete Kontroll-DNA gInA zeigt ein perfektes
Bindemotiv fir NtcA, weshalb eine Verschiebung der ginA-NtcA-Bande in dem Gel

Retadierungs-Experiment, aufgrund einer Bindung, zu sehen war (Abb. 3.35).

-40d -10 +1
ginA IGTA TCAGCTGT TACA Ny, TAN; T GGATAGTCG
-84 -10 +1
map-2 L IGTC AGTCTCCC TACT  Ngg  TA N3 T GAAAGTG
Konsensus NtcA  GTA Mg AC Mo, TANg T MNye TSP

Bindesequenz

Abbildung 4.1: Abgleich der map-2- und ginA-Promotorsequenzen. Dargestellt ist die Sequenz
der Gene gInA (slr1756) und map-2 (slr0918) aus Synechocystis sp. PCC 6803 und das NtcA
Konsensus-Bindemotiv. Die wichtigen Sequenzen des NtcA-Bindemotivs sind schwarz
unterstrichen. Die Transkriptionsstartpunkte (+1) sind grin markiert und die roten Sequenzen
heben die Basen hervor, die von dem kanonischen Bindemotiv abweichen. Die Position der Basen
relativ zum Transkriptionsstartpunkt (TSP) ist angegeben.
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Auch fur andere NtcA-regulierte Gene konnte eine nicht kanonische Bindesequenz
in den Promotorenregionen gezeigt werden, wie fur das Gen gInN, welches die
GSIllIl in Synechococcus elongatus PCC 7942 kodiert und nur unter
Stickstoffmangel exprimiert wird (Reyes et al., 1997; Aldehni et al., 2005 und
2006).

In dieser Arbeit konnte die Bindung des Transkriptionsfaktors NtcA an die map-2-
Gensequenz experimentell mittels der BlAcore-Analyse bestatigt werden (siehe
Abschnitt 3.7.2.3; Abb. 3.36). Die BIAcore-Analyse ist eine sensitive Methode um
Protein-Interaktionsstudien zu analysieren, denn eine Bindung wird unmittelbar
nach der Zugabe des Analyts zu der DNA sichtbar. Somit konnen kurzlebige oder

schwache Komplexbindungen nachgewiesen werden.

NtcA ist ein Protein der Crp/FNR Familie der Transkriptionsregulatoren (auch
catabolite gene activator protein (CAP) genannt). NtcA aktiviert Gene, die eine
Promotorstruktur zeigen, die der Crp-abhangigen Promotoren der Klasse | und Il
aus E.coli ahnlich sind (Vegas- Palas et al., 1992; Herrero et al., 2001). Die Crp-
abhangigen Promotoren werden aufgrund unterschiedlicher Bindestellen der Crp-
Proteine in drei Klassen unterteilt (Ebright, 1993; Busby und Ebright, 1994 und
1999). Die meisten in der Literatur beschriebenen NtcA-abhangigen Gene weisen
eine Promotorstruktur der Klasse Il auf (Herrero et al., 2001; Herrero et al., 2004),
wie auch der Promotorbereich des gIlnA-Gens in Synechocytsis sp. PCC 6803. Die
Bindestelle fur das Crp-Protein Uberlappt mit der -35 Region des Promotors und

fuhrt zu einem engen Kontakt des Crp-Proteins mit der RNA-Polymerase.

Die Promotorsequenz des map-2-Gens (Abb. 3.33) ahnelt einer Crp-abhangigen
Promotorstruktur der Klasse |, denn das NtcA-Bindemotiv befindet sich 59
Basenpaare stromaufwarts der -10-Box (an der Position -84 relativ zum
Transkriptionsstartpunkt). In dieser Promotorstruktur liegt die Bindestelle des Crp-
Proteins stromaufwarst der RNA-Polymerase-Bindestelle. Hierbei interagiert nur
die a-Untereinheit der RNA-Polymerase mit einer Aktivierungsregion von Crp.
Durch das Binden von Crp an die Promotor-DNA wird eine hohere Affinitat der
RNA-Polymerase zum Promotor erreicht (Ebright, 1993; Busby und Ebright, 1994

und 1997). Ein weiteres Beispiel fur diese Promotorstruktur stellt der P1 des lac-
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Gens in E.coli dar, dessen Bindestelle flir Crp an Position -61,5 relativ zum TSP
liegt. In Synechocystis sp. PCC 6803 reguliert NtcA die eigene Transkription
(Autoregulation) und dessen Promotorregion zeigt eine Crp-abhangige
Promotorstruktur der Klasse |, denn das NtcA-Bindemotiv befindet sich 77,5
Basenpaare stromaufwarts relativ zum TSP (Herrero et al., 2001). Ebenfalls das
Gen nblA in Synechococcus elongatus PCC 7942, sowie die Gene cox2 und cox3
in Nostoc sp. PCC 7120 weisen eine Crp-abhangige Promotorstruktur der Klasse |
auf (Herrero et al., 2004).

Die NtcA-Abhangigkeit der map-2-Expression konnte in vivo nicht mittels einer
NtcA-defizienten Mutante untersucht werden, da sich eine vollstandige
Inaktivierung des Stickstoffregulators auf Synechocystis sp. PCC 6803 letal
auswirkt (Garcia-Dominguez et al., 2000). Das Fehlen von NtcA kénnte zu einer
konstitutiven Expression der Proteine IF7 und IF17 fuhren (den Inhibitoren der
Glutamin-Synthetasen GInA und GInN) und somit die Glutamin-Synthetasen-
Aktivitaten unter allen Stickstoffbedingungen inaktivieren. Daher konnte NtcA in

Synechocystis sp. PCC 6803 essentiell sein.

Die Expression des Gens map-2 wurde nicht nur in Abhangigkeit unterschiedlicher
Stickstoffquellen reguliert, sondern auch unter Hochlichtbedingungen, wie es in
dieser Arbeit anhand von Expressionsprofilen gezeigt wurde (siehe Abschnitt 3.5).
Es wurde in Synechocystis sp. PCC 6803 bereits beschrieben, dass einige Gene,
die in der Photosynthese involviert sind, ebenfalls eine NtcA-abhangige
Transkription zeigen (Su et al., 2005 und 2006). Es ist mdglich, dass die
Expression des map-2-Gens weitere Transkriptionsfaktoren bendétigt. Dies wurde
auch fir einige andere NtcA-abhangige Promotoren beschrieben. So bendtigt der
Promotor des glnA- und amtl-Gens in Synechocystis sp. PCC 6803 die Bindung
der Transkriptionsfaktoren SigB und SigC (Imamura et al., 2006). Unter
Stickstoffmangel aktivieren NtcA und NbIR die Expression von nblA in
Synechococcus elongatus PCC 7942 (Luque et al., 2001). Eine mogliche
Regulation des map-2-Gens in der Abhangigkeit eines weiteren

Transkriptionsfaktors konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden.
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Il. Das Phanomen der Ammonium-Toleranz in Synechocystis sp.
PCC 6803 und die Beteiligung der FtsH2-Protease an diesem

Prozess

Ammonium (NHs/NH,;") wirkt zytotoxisch in hdheren Pflanzen und in einigen
Bakterien. Die Ammonium-Sensitivitat und Toxizitat ist in Tieren, hoheren Pflanzen
und heterotrophen Bakterien gut untersucht, im Gegensatz zu der Ammonium-
Toleranz in Cyanobakterien (von Wiren, 2000; Britto and Kronzucker, 2002;
Mller, 2006).

In Synechocystis sp. PCC 6803 existieren vier unterschiedliche FtsH-Proteasen,
wovon eine, FtsH2, in den ersten Phasen des PSII-Reparaturzyklus involviert ist.
In vorangegangenen Studien konnte in der ftsH2-defizienten Mutante eine
Sensitivitat gegenuber mikromolaren Konzentrationen von Ammoniak beobachtet
werden, die zu einem Ausbleichen der Zellen fuhrt (N.Kloft, unveroffentlichte
Daten). In den Studien wurde gezeigt, dass in der Gegenwart von erhdhten
Ammoniak-Konzentrationen die PSII-Aktivitat der ftsH2-Mutante sinkt, wahrend

der Wildtyp keine Beeintrachtigung aufweist.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Toleranz des Cyanobakteriums
Synechocystis sp. PCC 6803 gegenuber dem zytotoxisch wirkenden Ammoniak zu
untersuchen und die Beteiligung der FtsH2-Protease an diesem Prozess

aufzuklaren.

4.5 Okologische Relevanz der Ammonium-Toxizitit in Habitaten

photoautotropher Organismen

Pflanzen, die mit Ammonium als alleinige Stickstoffquelle wachsen, weisen neben
Wachstumsstérungen physiologische und morphologische Funktionsstdérungen,
eine geringere Biomassenproduktion und eine Anderungen in ihrem
Phytohormonhaushalt auf (Britto et al., 2001a; Britto und Kronzucker, 2002).
Daher ist der Wirkungsmechanismus der Ammonium-Toxizitat vor allem in

Organismen, die oxygene Photosynthese betreiben, von einem globalen
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Interesse. Es gibt eine Vielzahl von Untersuchungen und Postulierungen bezuglich

der Toxizitat in Pflanzen, allerdings sind diese sehr umstritten (Britto et al., 2001b).

Ammonium ist die bevorzugte Stickstoffquelle fir Cyanobakterien und deshalb
mussen auch Cyanobakterien mit dem zytotoxischen Effekt dieses Nahrstoffes
umgehen. In naturlichen Habitaten der Cyanobakterien herrschen vermehrt
alkaline Bedingungen (pH-Werte bis 10) und zudem kommen durch den
Harnstoffabbau der Urease-positiven Bakterien und anderen Umweltbedingungen
(Landwirtschaft) erhdhte Ammoniak-Konzentrationen vor (Britto und Kronzucker,
2002). Der Organismus wird dem Ammoniak ungeschitzt ausgesetzt, da
Ammoniak (NH3) durch die biologische Membranen frei in die Zelle diffundieren
kann (Ritchie und Gibson, 1987; Kleiner, 1981). Diese Aufnahme kann nicht durch
das Ammonium-Aufnahmesystem (Ammonium/Methylammonium-Permeasen,
siehe Abschnitt 1.4) kontrolliert werden. Die protonierte Form Ammonium (NH4")
muss in die Zelle transportiert werden, dafur brauchen Organismen

Regulationsmechanismen der Ammonium-Aufnahme (siehe Abschnitt 1.4).

4.6 Ammoniak-induzierte Photoinhibition des PSll in
Synechocystis sp. PCC 6803 und die Wichtigkeit der FtsH2-

Protease in diesem Prozess

In dieser Arbeit konnte mittels in vivo PSIl-Analysen gezeigt werden, dass
Synechocystis sp. PCC 6803 in der Lage ist, millimolare Konzentrationen von
Ammoniak in der Gegenwart von Licht zu tolerieren (siehe Tab. 3.2, Abschnitt
3.9.2, Abb. 3.40; Abschnitt 3.10). Aufgrund von drei Beobachtungen kann
vermutet werden, dass die Synechocystis-Zellen die Ammoniak-induzierte
Schadigung des PSII durch einen erhéhten PSII-Reparaturzyklus kompensieren:

1.) Das Fehlen der FtsH2-Protease in der Gegenwart von Ammoniak fuhrt zu dem
Verlust der Lebensfahigkeit der Synechocystis-Zellen (siehe Abschnitt 3.9, Abb.
3.39). 2.) Es wurde eine steigende Induktion der ftsh2- (sIr0228) Expression
beobachtet, wodurch ein effizienter D1-Reparaturzyklus vermehrt erfolgen kann
(N.Kloft, unveroffentlicht). 3.) In Versuchen dieser Arbeit, in denen der D1-
Reparaturzyklus im Wildtyp durch Chloramphenicol gehemmt wurde, konnte eine

ahnliche Sensitivitat gegenuber Ammoniak gezeigt werden, wie es bereits bei den
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FtsH2-defizienten Zellen beobachtet wurde (siehe Abschnitt 3.12, Abb. 3.43 und
3.44). Dafur spricht auch die lichtabhangige Empfindlichkeit der Synechocystis-
Zellen in der Abwesenheit der FtsH2-Protease gegeniber Ammoniak (siehe
Abschnitt 3.10 und 3.11).

Bereits veroffentlichte Studien zeigten, dass die FtsH2-Protease geschadigtes D1-
Protein im PSIl membranstandig degradiert. Synchron erfolgt der Austausch des
neu-synthetisierten D1-Proteins nur bei dessen Neusynthese, um das PSII wieder
zu photoaktivieren (Lindahl et al., 1996; Bailey et al., 2002; Silva et al., 2003).
Deshalb hat die Zugabe von Chloramphenicol zur Folge, dass die
Proteinbiosynthese inhibiert wird und somit ein FtsH2-vermittelter Abbau des D1-
Proteins nachgewiesen werden kann, da D1 nicht effizient ausgetauscht wird
(Silva et al., 2003). Dieser effiziente Reparaturzyklus des PSIl erlaubt
photosynthetisch aktiven Organismen die Photoinhibition zu tberleben (Aro et al.,
1993).

In dieser Arbeit konnte der FtsH2-Protease in Synechocystis sp. PCC 6803 eine

weitere Funktion zugeordnet werden: die Toleranz gegenuber Ammonium.

Die in dieser Arbeit durch Ammoniak induzierte Photoinhibition des PSIl wird
durch die gleiche Lichtqualitat (360-492 nm) ausgeldst (siehe Abschnitt 3.13, Abb.
3.45), die den Mangan-Cluster des wasserspaltenden Komplexes (OEC)
schadigte. Dies ist auch der erste Schritt der lichtabhangigen Zerstérung des PSI|
in der Mangan-abhangigen Photoinhibition (Hakala et al., 2005). Im Gegensatz
dazu verursacht die Bestrahlung der Synechocystis-Zellen mit Rotlicht der
Wellenlangen 621 nm (Absorptionsmaximum der Phycobilisomen), 680 nm
(Absorptionsmaximum der Chlorophylle), sowie 700 nm in der Gegenwart von
Ammoniak keine Abnahme der PSII-Aktivitdt in Ammonium-sensitiven ftsH2'-
Zellen (siehe Abschnitt 3.11; Abb. 3.45). Somit kann eine, durch Ammoniak

induzierte Akzeptorseitige Schadigung experimentell ausgeschlossen werden.

Die  Ammonium-abhangige Inhibition des PSIl erfolgt in der ftsH2-Mutante
wellenlangenabhangig, denn die starkste Inhibierung wird nach der Bestrahlung

mit UV-A Licht (360 nm) beobachtet, wie aus dem Aktionsspektrums der
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Photoinhibition ersichtlich wurde (siehe Abschnitt 3.13; Abb. 3.45). Eine Vielzahl
von bereits publizierten Studien zeigte eine Schadigung der Cyanobakterien-
Zellen durch die Bestrahlung mit UV-A/UV-B Licht, wodurch die Zerstorung des
PSlI-Zentrums erfolgte (Turcsanyi und Vass, 2000; Sicora et al., 2003). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass der mRNA-Level von psbA (D1) wahrend der
Photoinhibition unter UV-A Licht gesteigert ist. Die Bestrahlung mit Rotlicht
erfordert eine geringere psbA-Expression (Tyystjarvi et al.,, 2002). All dies
verdeutlicht eine Schadigung des PSIll-Komplexes per se durch die Bestrahlung
mit UV-A Licht. Allerdings wurden die oben erwahnten Studien bei
Photonenfluenzraten von (ber 100 umol m? s' und einer langeren
Bestrahlungszeit durchgefuhrt. Im Gegensatz dazu erfolgten die in dieser Arbeit
analysierten Schadigungen in Gegenwart von Ammoniak schon bei minimalen
Photonenfluenzraten von 5 pmol m? s
Minuten (siehe Abschnitt 3.13; Abb. 3.45). Diese Photonenfluenzraten schadigen

die Zellen in der Abwesenheit von Ammoniak nicht (siehe Abschnitt 3.13; Abb.

und einer Bestrahlungszeit von 240

3.45). Dies zeigt, dass der in dieser Arbeit untersuchte Effekt ein spezifischer

Blaulicht-, sowie UV-A Effekt in der Abhangigkeit von Ammoniak ist.

Interessanterweise wurde in bereits veroffentlichten Studien die Bindung von
Ammoniak an der Chlorid-sensitiven Seite des OEC an dem Mangan-Komplex im
S2-Status gezeigt (Britt et al., 2004; Evans et al., 2005). AufRerdem stellt
Ammoniak in PSIlI-Praparationen aus Pflanzen einen starken Inhibitor der
wasserspaltenden Reaktion durch dessen Bindung an den Mangan-Komplex dar
(Fang et al., 2005).

In der Studie von Hakala wurden Aktionsspektren der Photoinhibition von
Enzymen angefertigt. Dabei wurde beobachtet, dass die Mangan-Katalase aus
Lactobacillus plantarum, die ein dem OEC ahnliches Mangan-Zentrum enthalt,
sensitiv gegenuber UV- und Blau-Licht ist. Es wird vermutet, dass der Mangan-
Komplex als Photorezeptor der UV-Licht induzierten Photoinhibition fungiert
(Hakala et al., 2005 und 2006). Das Aktionsspektrum der Ammoniak-induzierten
Photoinhibition der FtsH2-defizienten Mutanten zeigten eine Inhibition im Blau-
und UV-A Licht (siehe Abschnitt 3.13; Abb 3.45) und ahnelt dem

Absorptionsspektrum der Mangan-Katalase.
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Diese Argumente lassen die Zerstérung des Mangan-Komplexes als den Grund
der Ammonium-Toxizitat vermuten, wie es fur die Mangan-abhangige
Photoinhibition gezeigt wurde (Hakala et al., 2005 und 2006).

Es war im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich, die lichtabhangige Schadigung des
Mangan-Komplexes des PSII durch die Bindung von Ammoniak experimentell zu
bestatigen. Weiterfuhrend ware es moglich, diesen Schritt in vitro Uber
Kristallographien der PSll-Zentren in der Gegenwart von Ammoniak zu

untersuchen.

4.7 Das Phanomen der PSII-Photoinhibition

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Photoinhibition, induziert durch Ammoniak
in Synechocystis sp. PCC 6803 dargestellt und kann mit dem derzeitigen Modell
der Mangan-abhangigen Photoinhibition verglichen werden. Der Mechanismus der
Photoinhibition in phototrophen Organismen ist sehr umstritten. Derzeit werden
drei Mechanismen diskutiert: 1.) die Akzeptorseitige-, 2.) die Donorseitige- und 3.)

die Mangan-abhangige Photoinhibition, die im Folgenden diskutiert werden.

1.) Der Akzeptorseitige-Mechanismus entsteht durch die Uberreduktion der
Plastochinone an der Akzeptorseite des PSII bei hohen Lichtintensitaten und flhrt
zu der Entstehung von Triplettchlorophyllen. In der Anwesenheit von Sauerstoff
kommt es so zu der Bildung der hoch reaktiven Sauerstoffspezies, die das D1-
Protein und somit das PSII-Zentrum beschadigen (Vass et al., 1992).

Ein Auftreten von reaktiven Sauerstoff-Spezies wurde wahrend der Photoinhibition
nachgewiesen (Hideg et al., 1994), allerdings entsteht Singluett-Sauerstoff auch
durch nicht intakte Antennenkomplexe oder PSIl-Komponenten in vitro (Rinalducci
et al., 2004).

2.) Die Theorie der Donorseitigen-Photoinhibition besagt, dass die D1-Schadigung
durch langlebige, hoch oxidative Spezies, wie dem P680" und dem
Elektronendonor Tyrz" im D1-Protein vermittelt wird und unabhangig von der
Anwesenheit von Sauerstoff ist (Jegerschdld et al., 1991; Yamamoto, 2001).
Mittels dieser Theorie kann die Photoinhibition unter Schwachlichtbedingungen,

sowie unter anaeroben Bedingungen erklart werden, denn die Abwesenheit von
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Sauerstoff schutzt die Thylakoide nicht vor der Photoinhibition (Hakala et al.,
2005). Es ist bekannt, dass die D1-schadigenden P680*- und Tyr;-Spezies
langlebig sind, wenn der PSII-Komplex das katalytische Mangan-Cluster verliert
(Yamamoto, 2001).

3.) In einer kuirzlich publizierten Studie wurde der Mangan-abhangige
Mechanismus, als der hauptsachlich vorkommende Mechanismus der
Photoinhibition postuliert, der sich auf die Donorseitige-Photoinhibition stitzt. Die
primare Reaktion der lichtinduzierten Mangan-abhangigen Photoinhibition ist die
Anregung der Mangan-lonen, die zu deren Entlassung aus dem OEC in das
Lumen der Thylakoide fuhrt. Das geschadigte OEC kann keine weiteren
Elektronen zu P680" leiten, dadurch kommt es zur Schadigung des PSII-
Reaktionszentrums (Hakala et al., 2005 und 2006).

Es konnte in isolierten Thylakoiden der Pisum sativa (Erbse) gezeigt werden, dass
der Mangan-Komplex des OEC das Ziel der Photoinhibition ist, verursacht durch
UV-Licht und den sichtbaren Bereich des Lichts. Eine Vielzahl an experimentellen
Beweisen unterstutzt diese Theorie: a) Die PSII-Komplexe, die keine Mangan-
lonen enthalten, sind unter UV-Licht stabil (Hakala et al., 2005). b) Das
Aktionspektrum der Photoinhibition ahnelt dem Absorptionsspektrum von Mn(lll)-,
sowie Mn(IV)-Komponenten im UV-Bereich (Hakala et al., 2005). c) Weiterhin
wurde beobachtet, dass die Sauerstoffentwicklung sinkt, bevor die
Elektronentransport-Aktivitat von P680 zu Qa sinkt, was kontrovers zu dem
Mechanismus der Akzeptorseitigen-Photoinhibition ist. d) Ebenso zeigten
Aktionsspektren der Photoinhibition in Synechocystis sp. PCC 6803, sowie in
Thermosynechococcus elongatus, dass Licht der Wellenlange 300-500 nm eine
groliere photoinhibitorische Effizienz aufweist, als Licht der Wellenlangen, die von
den Antennenkomplexen absorbiert werden (600-700 nm) (Tyystjarvi et al., 2002;
Ohnishi et al., 2005; Hakala et al., 2005).

4.8 Ein Modell der durch Ammoniak-induzierten Photoinhibition
des PSIl in Synechocystis sp. PCC 6803

Bereits veroffentlichte Daten von EPR-spektroskopischen Untersuchungen von

isolierten PSII-Membranen aus P.sativa zeigten, wie bereits erwahnt, dass
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Ammoniak an dem Mangan-Komplex bindet. Weiterhin wurde in PSII-
Praparationen hoherer Pflanzen in vitro gezeigt, dass Ammoniak ein starker
Inhibitor der wasserspaltenden Reaktion ist, was ein weiterer Beleg der
Ammoniak-Bindung an dem OEC des PSII darstellt (Fang et al., 2005).

Aus den Daten dieser Arbeit und unter Berucksichtigung der EPR-
spektroskopischen Ergebnisse (s.o0.), sowie der Theorie der Mangan-abhangigen
Photoinhibition des PSII, postuliert von Hakala und Mitarbeitern (s.0.) (Hakala et
al., 2005 und 2006) wurde, zusammenfassend ein Modell der Ammoniak-
abhangigen Photoinaktivierung des PSIl in Synechocystis sp. PCC 6803 erstellt,

das in Abbildung 4.2 dargestellt ist und im Folgenden erlautert wird.

(1) & 2) 3) 4)
QM Q.M QN Q.M

/ i 7/
Pheop Pheopq Pheop, Pheop,
/ /
Chlp4 Chlp, Chlp, Chlp,
\ P680 \ P680 \ P680 \ P680
) ) _> ) )
Tyr, Bindung der Tyrz Tyrz FtsH2- Tyrz
Ammoniak-lonen Protease

Oyt 4H' Oa+4H

2H,0

@) Mangan-lonen

Elektronentransfer

NH3 Q Aktives OEC

Aktives Reaktionszentrum Q Zerstortes OEC

Zerstortes OEC Proteine
Reaktionszentrum

Abbildung 4.2: Modell der Ammoniak-abhangigen Photoinhibition des PSIl in Synechocystis
sp. PCC 6803. Basierend auf den Daten dieser Arbeit, auf EPR-spekiroskopischen
Untersuchungen, die eine Bindung von Ammoniak an den wasserspaltenden Komplex in vitro
gezeigt haben und auf der bereits bekannten Mangan-abhangigen Photoinhibition (Hakala et al.,
2005 und 2006), wurde dieses Modell erstellt. Es zeigt die Bindung von Ammoniak am OEC des
PSIl und den Mechanismus der anschliefenden Photoinhibition. Die Symbole des Modells werden
in der Abbildung erlautert.

LI ] o0 »

(1) Die primare Reaktion der Ammoniak-auslésenden Photoinhibition ist die
Bindung von Ammoniak an den Mangan-Komplex an der Donorseite des PSII in

Synechocystis-Zellen.
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(2) Die Bindung des Ammoniak-lons am PSIl und die Anregung des Mangans
durch Licht I6st eine Schadigung des wasserspaltenden Komplexes aus.
Fortschreitend inhibiert die Zerstérung der PSll-Donorseite den Elektronentransfer
zu dem Tyrosin-Rest (Tyrz) des D1-Proteins. Weiterfihrende Anregungen

schadigen das D1-Protein.

(3) Durch die Zerstorung des D1-Proteins ist die Elektronendonation zu dem
oxidierten Chlorophyll-Komplex P680" inhibiert, der unter diesen Bedingungen
nicht reduziert werden kann, wie es bei der Photoinhibition vermutet wird (Hakala
et al.,, 2005). Dies fihrt in den Synechocystis-Zellen zu einer reduzierten PSII-
Aktivitat. Die Regeneration der photosynthetischen Aktivitat erfordert den

Austausch des geschadigten D1-Proteins.

(4) Zur Reaktivierung des PSII erfolgt ein vermehrter FtsH2-abhangiger D1-
Reparaturzyklus, der durch die Induktion einer gesteigerten Expression des ftsh2-
Gens erreicht wird. Die Zellen erhalten somit die Lebensfahigkeit in der Gegenwart

von Ammoniak.

In veroffentlichten Studien wurde fur Pflanzen gezeigt, dass der Effekt der
Ammonium-Toxizitat mit hoheren Lichtintensitaten drastischer hervortritt (Britto
und Kronzucker, 2002). Dies verdeutlicht, dass ein photoinhibitorischer Effekt in
beiden Organismen in dem Mechanismus der Ammonium-Toxizitat involviert ist.
Da das PSII der Pflanzen und Cyanobakterien Ahnlichkeiten in Funktion, sowie im
Aufbau zeigen, ist darauf zu schlie3en, dass in beiden Organismen der gleiche

Mechanismus einer Ammonium-auslésenden Schadigung stattfindet.
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5 Zusammenfassung

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Methionin-Aminopeptidasen
(MetAP) 1-3 in Synechocystis sp. PCC 6803 funktionale Aminopeptidasen sind,
allerdings waren die physiologischen Funktionen unbekannt. Die Analyse der
MetAP2-defizienten Mutante in Synechocystis sp. PCC 6803 stellte ein Ziel dieser

Arbeit dar und lieferte neue Erkenntnisse Uber deren physiologische Funktion.

Unter photoautotrophen Bedingungen zeigte die MetAP2-defiziente Mutante ein
beeintrachtigtes Photosystem 11 (PSIl). In vivo PSII-Analysen zeigten eine
veranderte Chinon-(Qg) Bindenische an der PSII-Akzeptorseite, da das 1,4-
Benzochinon mit hoher Affinitat in der Qg-Akzeptorstelle interagiert und eine
partielle Inhibierung bewirkt. Im Gegensatz dazu konnte der Photosynthese-
Inhibitor DCMU mit geringerer Affinitat in der Qg-Bindenische der Mutante binden
und inhibierte somit den Elektronentransport in der Gegenwart von subletalen
DCMU-Konzentrationen nicht so stark wie im Wildtyp. Die innere Antenne des
PSIl in der MetAP2-defizienten Mutante ist ebenfalls beeintréchtigt, denn das
CP47-Protein war geringer im PSIl der Mutante assoziiert, als in den
Wildtypzellen. Die reduzierte CP47-Antenne in der Mutante fiihrte zu einer
geringeren Saturierung des PSII unter hohen Lichtbedingungen. Der Mmap2-
Phanotyp verstarkte sich unter Stressbedingungen, denn die MetAP2-defiziente
Mutante war nicht in der Lage die PSII-Aktivitat und ihre Lebensfahigkeit wéhrend
der Chlorose und der Hochlichtexposition aufrecht zu erhalten. Somit ist die
MetAP2 in Synechocystis sp. PCC 6803 essentiell fir die Funktionalitat und fur die
Reifung der PSII-Akzeptorseite.

Die Analyse der Expression der drei map-Gene in Synechocystis sp. PCC 6803
zeigte einen Anstieg der map-1- und map-2-Genexpression unter
Stressbedingungen, wobei map-1 nur temporéar hochreguliert wird. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die map-2-Expression durch den NtcA-Transkriptionsfaktor
reguliert wird. In Cyanobakterien wurde das map-1-Gen bisher nur im Stamm
Synechocystis sp. PCC 6803 gefunden, wahrend das map-2-Gen auch in vielen
anderen Stammen, insbesondere den naheverwandten Arten sowie den

komplexen filamentésen Gattungen vorhanden ist. Das in Cyanobakterien
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universell verbreitete map-3-Gen wurde unter photoautotrophen, exponentiellen
Wachstumsbedingungen exprimiert wéahrend unter Stressbedingungen dessen

Expression stetig abnahm.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Ammoniak-Toleranz in
Synechocystis-Zellen und die Wichtigkeit der Protease FtsH2 in diesem Prozess.
Die zytotoxische Wirkung von Ammoniak auf photosynthetisch aktive Organismen
war bekannt, allerdings ist der Mechanismus nicht eindeutig aufgeklart. Zu Beginn
dieser Arbeit war bekannt, dass Synechocystis sp. PCC 6803 tolerant gegentber
millimolaren Konzentrationen von Ammoniak ist, wahrend die FtsH2-defiziente

Zellen sterben.

Die Analysen dieser Arbeit zeigten, dass in FtsH2-defizienten Zellen innerhalb
kurzer Zeit, in der Abhéangigkeit von steigenden Ammoniak-Konzentrationen und
steigenden Photonenfluenzraten die PSII-Aktivitat inhibiert wird und die Zellen
absterben (Ammoniak-induzierte Photoinhibition). Die Wildtypzellen waren sensitiv
gegenuber Ammoniak, wenn der PSIlI-Reparaturzyklus gehemmt wurde. Zudem
wurde beobachtet, dass der D1-Abbau durch die FtsH2-Protease in der
Gegenwart von Ammoniak beschleunigt erfolgt.

Das Aktionspektrum der Ammoniak-induzierten Photoinhibition zeigte unter
schwachem Blau- und UV-A-Licht die starkste PSII-Reduktion von 65-85%. Da in
diesem Wellenlangen-Bereich Schadigungen des Mangan-Komplexes erfolgen,
wird vermutlich der wasserspaltende Komplex des PSIl durch Ammoniak
photosensibilisiert und die Photoinhibition dadurch beschleunigt. Die Chlorophyll
a- und Phycobilisomen-absorbierenden Wellenlangen bewirkten keine PSII-
Inhibition, was einen spezifischen Blau- und UV-A-Lichteffekt als priméar

schadigende Reaktion zeigte.
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Abkurzungen

v

Abb.
Amp
bp

APS
ATP

BSA

bzw.

°C
Chla
Cm
Cpm
CTAB

DNA
dNTP
DTT
ds

EDTA
et al.
ETR

Gm

HEPES

IPTG

Abklrzungen

Absorption

Abbildung
Ampicillin-Resistenz
Basenpaar
Ammoniumperoxodisulfat

Adenosintriphosphat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)

Beziehungsweise

Grad Celsius

Chlorophyll a

Chloramphenicol

counts per minute, Angabe des Zerfalls pro Minute

Cetyl trimethyl ammonium bromide

Tage

Desoxyribonukleinsaure
Didesoxyribonukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

doppelstrangig

Ethylendiamintetraessigsaure
und andere (et altera)

Elektronentransportrate

Gramm oder Gravitationskonstante

Gentamycin

Stunde
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsaure

Inaktivierungsfaktoren

Isopropyl-1-thio-3-D-galakto-pyranosid
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Abkurzungen

kb
kDa
Km

LB

uCi
Mg

pl
umol

Mbp
mA

mg

min

ml

mM
Mmap?2
MOPS
mV

NaCl
NADP
ng

nm
NP40

oD
ORF

PBS
PAGE

Sl-Basiseinheit der thermodynamischen Temperatur
Kilobasenpaare
Kilo-Dalton

Kanamycimin

Liter

Luria-Bertani

Mikrocurie (Einheit der Radioaktivitat)
Mikrogramm
Mikroliter

Mikromol

Molar

Megabasenpaare

Milliampere

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

map-2-Mutante
3-Morpholino-1-Propansulfonsaure
Millivolt

Natriumchlorid
Nikotinamid-Dinukleotid-Phosphat
Nanogramm

Nanometer

Nonidet P-40

Optische Dichte

offene Leserahmen (open reading frame)

Phycobilisomen

Polyacrylamidelektrophorese
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Abkurzungen

PCR
pH

PMSF
PS|
PSII

RLU
RNA
RNAse
RT

RU

SDS
S.0.

S.u.

Tab.
TBE
TBS
TG

TSP

U/min
uv

Wt

z.B.
z.T.

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Sauregrad einer Losung

neg. dekadischer Log. der Saurenstarke (Gleichgewichtskonst.)
Phenylmethylsulfonylfluorid

Photosystem |

Photosystem Il

relative Lichteinheiten (relative light units)
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Resonanz-Einheit (resonance unit)

Sekunden
Natriumdodecylsulfat
siehe oben

siehe unten

Tabelle

Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tris-Borat-Natrium (sodium)-Puffer
Trockengewicht

Transkriptionsstartpunkt

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Volt oder Volumen

Wildtyp

zum Beispiel

zum Teil
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