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Einleitung

1. Einleitung

Die Entstehung der oxygenen Photosynthese in defaMen der heutigen Cyanobakterien
(Hohmann-Marriott und Blankenship, 2011) vor etwg8 2Milliarden ist eines der
fundamentalsten Ereignisse in der Entwicklung desheute bekannten Lebens auf der Erde.
Fossile Uberreste, Stromatolithen, dieser ersteanGlyakterien lassen sich noch heute an
zahlreichen Orten auf dem Planeten entdecken (QI&@06). Die altesten dieser
Stromatolithen sind vermutlich 3,5 Milliarden Jatralt. Ihr Ursprung wird innerhalb der
Wissenschaft kontrovers diskutiert. Stellen siekih die Fossilien von Vorlaufern der
modernen Cyanobakterien dar oder sind sie bloRefaktie (Brasieret al, 2002; Olson,
2006)? Die Vorfahren der heutigen Cyanobakterierewaie ersten Organismen, die Wasser
als Protonen und Elektronendonor verwendeten. Admsikquenz der photosynthetischen
Aktivitat wurde Sauerstoff als Endprodukt freigeseDies fuhrte zu einem kontinuierlichen
Anstieg des Sauerstoffgehaltes in der Atmosphare0% auf das heutige Niveau von etwa
21% (Paumanret al, 2005). Der Wechsel von einer urspringlich andwesc zu einer
oxischen Atmosphare erlaubte die Innovation der lafleung und des damit
energieeffizienteren Metabolismus im Vergleich Earmentation (Paumanet al, 2005).
Diese evolutionaren Neuerungen waren die Grundiigedie Entstehung komplexer,
mehrzelliger, eukaryotischer Organismen (Dismukésal, 2001). Die stabile, dauerhafte
Aufnahme eines Cyanobakteriums durch eine nichg®yothetische, eukaryotische Zelle
war der ndchste Meilenstein in der Evolution destBsynthese. Dieses Ereignis der primaren
Endosymbiose fand vermutlich nur einmal vor 1,8lislitlen Jahren statt (Gouéd al, 2008;
Green, 2011; Tirichine und Bowler, 2011). Die ThekdePaulinella chromatophordildet
eine Ausnahme (Mariet al, 2005). Sie besitzt eine photosynthetische Ordmndie von
einenSynechococcusderProchlorococcusihnlichem Cyanobakterium abstammt und dessen
primare Endosymbiose nur mindestens 60 Millionemelaurick liegt (Yooret al, 2009).
Diese Sonderstellung bietet die einmalige Gelegénkiee Evolution der Chloroplasten

zeitnah zu analysieren und offene Fragestellungedaren.

1.1 Cyanobakterien als Modellorganismen fir die Aufklaung der pflanzlichen
Photosynthese

In den letzten 30 Jahren hat sich das Cyanobaktei@ynechocystissp. PCC6803

(nachfolgend alsSynechocystibezeichnet) als idealer Organismus fur Untersugénrund

Analysen photosynthetischer Prozesse bewahrt aiidiexte sich als Modellorganismus zum




Einleitung

Studium der Photosynthese. Das einzellige, mesgphichtdiazotrophe Cyanobakterium
wurde von R. Kunisawa 1968 aus einem SiulRwasseahabiKalifornien isoliert (Stanieet
al.,, 1971). Alle Vertreter der Gattun@ynechocystigeproduzieren sich durch binare
Einschnurung, bilden keine Aggregate und besitznekZellscheiden. Bereits 1982 konnte
gezeigt werden, dasSynechocystisaturlich kompetent ist und sich durch Aufnahme vo
exogener DNA transformieren lasst (Grigorieva urges$akov, 1982). Zudem verflgt der
Organismus Uber ein effektives System zur Rekontilbimanittelscrossing-oveiEreignissen
und erlaubt damit die Integration von mutierten &enund DNA-Abschnitten. Der
Organismus enthalt mehrere Chromosomenkopien gte, fie genaue Anzahl ist allerdings
noch nicht endgultig geklart (Labaret al, 1989; Grieseet al, 2011). Die vollstandige
Nukleotidabfolge des Synechocysti&enoms wurde 1996 durch eine japanische
Arbeitsgruppe publiziert (Kaneket al, 1996) und erdffnete damit ein neues Kapitel in de
Erforschung der Photosynthese. Die vollstandige oBesequenz war die erste eines
photosynthetischen Organismus und die vierte Ulogthadurzlich wurden die Fortschritte
der modernen Sequenzierungstechniken genutzt, ugn GBnome von verschiedenen
SynechocystiStammen erneut zu sequenzieren und spezifischatidiogén in einzelnen

Stdmmen zu analysieren (Tajiragal, 2011).

Von besonderer Wichtigkeit fur die Erforschung drotosynthese ist die Fahigkeit des
Cyanobakteriums zum chemoheterotrophen WachstuppkRiet al, 1979; Williams und
Lester Packer, 1988). Diese Kombination von Fahigkeerlaubte erst die vollstandige
Inaktivierung von essentiellen Genen der Photogg#prozesse. So wurden bereits Ende der
80er Jahre des letzten Jahrhunderts von mehretsitdgruppen verschiedene Mutanten des
Photosystems Il (PS) erzeugt (Vermaasal, 1986; Janssoat al, 1987; Yu und Vermaas,
1990). Im folgenden Jahrzehnt gelang es, MutantenSynechocystigu erzeugen, die Uber
kein funktionelles PS | verfugen (Smaet al, 1991; Smart und Mcintosh, 1993). Spater
wurden Zellen erzeugt, denen beide PS fehlten (8hdrivermaas, 1994; Smaat al, 1994)
und die chemoheterotroph wuchsen. Auch Mutanten drycobilisomen, die
cyanobakteriellen Lichtsammelkomplexe, wurden geniefAjlani und Vernotte, 1998; Ughy
und Ajlani, 2004). Die Technik der zielgerichtetglutagenese und der Austausch einzelner
Aminosauren erlaubte die Analyse und funktionelfe@kterisierung verschiedener Proteine.
Die strukturelle Aufklarung der PS erfolgte jedahmeist mit thermophilen Cyanobakterien,
insbesondereThermosynechococcus elongatBP-1, aber auch mit dem mesophilen
CyanobakteriumSynechococcus elongattBCC7942, da sie sich als geeigneter fur die
Kristallisation der Membranproteinkomplexe erwies8owohl fir das cyanobakterielle PS |
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(Jordanet al, 2001) als auch fur PS Il (Lokt al, 2005) liegen Strukturdaten mit einer
Auflésung von 2,5 A bzw. 3,2 A vor. Die Struktursdpflanzlichen PS | konnte mit einer
Auflésung von 3,4 A untersucht werden (Amuaetsal, 2007). Fiir das pflanzliche PS Il liegt
keine vollstdndige Kristallstruktur vor; jedochfeete die Kombination von pflanzlichen und
cyanobakteriellen Strukturdaten ein verfeinertesi®diodes PS 1l (Nield und Barber, 2006).

1.2Komponenten des cyanobakteriellen Elektronentranspas

Die Lichtreaktionen, also die Photolyse von Wasdaufen in und/oder an den
Thylakoidmembranen der Chloroplasten oder Cyaneb@kt ab. Die einzige Ausnahme
bildet das sehr urspriingliche Cyanobakterflneobacter violaceuBCC 7421 (Rippka und
Cohen-Bazire, 1983; Schneider und Jirgens, 199y, tndet die Photosynthese in
speziellen Bereichen der zytoplasmatischen Memistatt (Rexrothet al, 2011). Funf
Proteinkomplexe sind malRgeblich an der Primarreakiieteiligt, die in diese Membranen
eingebettet sind: PS II, Cytochrdog-Komplex, PS |, Antennenproteine und ATP-Synthase.
Diese Proteinkomplexe koordinieren und ermoéglichdre Bildung von ATP und
Reduktionséquivalenten aus Licht und Wasser. Diemlexe sind in Cyanobakterien und
Plastiden &ahnlich aufgebaut: Das Fehlen oder dieweSenheit zumeist kleinerer
Untereinheiten, die nicht primar fur die Funktiootwendig sind, ist der Hauptgrund fur die
Unterschiede zwischen ihnen (Nelson und Yocum, ROD&rtber hinaus unterscheidet sich
das PS | von Pflanzen von dem von Cyanobakterieseinem Grad der Oligomerisierung.
Die pflanzliche Variante kommt als Monomer vor, dganobakteriellen Varianten bilden
sehr stabile Trimere, vermittelt durch die Psalddeinheit (Hladik und Sofrova, 1991;
Chitnis und Chitnis, 1993). Der Aufbau der Antersysteme fur die Photosynthese
unterscheidet sich dagegen sehr. Cyanobakterienitzéres Phycobilisomen als
Lichtsammelkomplexe (MacColl, 1998), vorrangig asitenne des PS Il. Dies sind
wasserlosliche, etwa 5-30 MDa groBe Proteinkomplexie lineare Tetrapyrrole
(Phycobiline) als chromophore Gruppe tragen. Ggeralund Pflanzen besitzen dagegen
Lichtsammelkomplexe, die Chlorophylundb binden. Letzteres ist in Cyanobakterien mit
Ausnahme der Prochlorophyten, nicht zu finden @jdhn und Post, 1993).

Der Mechanismus des photosynthetischen Elektromespiortes lauft dabei in Algen,
hoheren Pflanzen und Cyanobakterien vergleichbgbbrsicht in Abbildung 1):

Nach der Absorption von Lichtquanten durch entdpeade Lichtsammelkomplexe sowie die
zwei chlorophyllbindenden Proteine CP43 und CP4@lgirim Reaktionszentrum des PS I

die Ubertragung eines Elektrons auf ein reversigabundenes Plastochinon gQ Die
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Ubertragung wird durch verschiedene Redoxsystemerlialb des PS Il vermittelt. Die so
entstandene Elektronenliicke im Zentrum wird duiichEdektron geschlossen, das durch die
Spaltung von Wasser generiert wird (Mt al, 2012). Die Aufnahme eines weiteren
Elektrons und Anlagerung zweier Protonen flihren xotlstindigen Reduktion von
Plastochinon zu Plastohydrochinon (PRHDieses wird durch ein Molekil Plastochinon
ersetzt, welches aus dem Plastochinonpool (PQ-Paogrhalb der Thylakoidmembran
stammt. Das freie Plastohydrochinon diffundiertariralb der Thylakoidmembran und lagert
sich an der Chinonbindungsstelle,J@es Cytochronisf-Komplexes an. Die Ubertragung
des Elektrons auf die folgenden Transporter Plgstuo (PC) oder alternativ Cytochraukss
erfordert zwei Schritte Uber das [2Fe-2S]-Zentruiga Rieske Proteins hin zum Cytochrém
Dabei entsteht Semichinon, welches sofort das lhdyaaite b-Ham im Cytochrom gProtein
reduziert. Dies wiederum fihrt zur rapiden Reduktdes Hams b Das Ham p reduziert
seinerseits ein Chinon an deg-8eite zu einem stabilen Semichinon. Ein zweitercBgang
reduziert dieses dann weiter zum vollstandig resiten Plastohydrochinon. welches dann die
Qnr-Bindungsstelle verlasst und in der Membran differtd Diesen Q-Zyklus genannte
Elektronentransportweg ermdoglicht den Transport vowei weiteren Protonen in das
Thylakoidlumen, neben denen, die bei der Oxidatides Plastohydrochinons zum
Plastochinon abgegeben wurden. Diese zuséatzlicheorfen tragen zu einer Erh6hung der
ATP-Bildung bei (Crameet al, 2012).

Nach der Absorption von Licht im PS | wird ein Bien von PC Uber verschiedene
Redoxkomponenten auf Ferredoxin, oder alternatiCyanobakterien auch auf Flavodoxin,
ubertragen. Vom Ferredoxin werden die Elektroneh das Enzym Ferredoxin-NADP
Oxidoreduktase (FNR) transferiert. Die FNR (ibertrdigse anschlieRend auf NAQRlass
zum Reduktionaquivalent NADPH-+Hreduziert wird. Die zwei benétigten Protonen
stammen aus dem Cytoplasma. Der durch den Elekti@msport entlang der
Thylakoidmembran beinhaltet die Translokation vorotéhen und resultiert in einem
Protonengradienten (elektrochemischer Gradient), gemafl der Mitchell entwickelten
Hypothese zur Synthese von ATP genutzt (Mitch&lga).

Neben dem linearen Elektronentransport existient miveiter Weg fir das vom PS |
abgegebene Elektron, der zyklische Elektronenti@mspind um PS I. Vermutlich beginnt
dieser mit Ferredoxin und schlie3t den CytochimfriKomplex ein (Heimann und Schreiber,
1999; Battchikova et al, 2011). Der zyklische Elektronentransport liefekeine
Reduktionsaquivalente. Die Aufnahme von zwei Pretorrhoht aber den Protonengradient
uber der Membran und fuhrt damit zur verstarktddusig von ATP.

4



Einleitung

| PQ/PQH, | g: _‘c“ w—rm
1 A | ﬁ
: k3

| i[i': S —
NADH NAD' sUé  FumM 0, H,0 0, H0
ZH\/H" cfixation Oz M©
[ Haase }"\ N

NADPH

suc Fum ;| i

~r i i 0, HO 0, H00, HO
s Rea) i e _I_ A

Eﬁ_?lzzfpu i loyn me Ps1 H

i i

ol
o™

Abbildung 1: Bestandteile und Routen des cyanobaktillen Elektronentransports in den
Thylakoid- und Cytoplasmamembranen vonSynechocystis (nach Nowaczyk 2010).

Die Prozesse des Elektronentransports in der Gdammembran (CM im oberen Teil) sind aufgrund
fehlender oder unvollstédndiger Bestandteile einigestkt. Die Lokalisation (gekennzeichnet durch
ein Fragenzeichen) und das Substrat (gepunkteie)ldier alternativen terminalen Oxidase (ARTO)
sind noch unklar. Ebenso unklar ist die genaue ®algis Elektronentransport der Reduktion von
Plastochinon (PQH durch die Ferredoxin: Plastochinon (Fd:PQ) Oxidiuiktase (FQR) (gepunktete
Linie). Die angedachte, direkte Reduktion des Oytom-bsf-Komplexes via FAd/FNR ist durch die
gestrichelte Linie markiert. COX, Cytochrom Oxidase; Cytbd, Cytochrombd Oxidase; Hase,
Hydrogenase; Flv, Flavoprotein-1 und -3; FNR, FADNP+ Oxidoreduktase; NDH-1 und -2, NADPH
Dehydrogenase vom Typ | bzw. II; PC, Plastocya8iDH, Succinat-Dehydrogenase. Weitere Details
und Referenzen sind in Bernat und Régner (201 finzden.

cox ‘ ART!
T

Die Membranen von Cyanobakterien enthalten daribeaus auch Komponenten des
respiratorischen Elektronentransports. Zudem ensehedie Elektronentransportketten eher
verzweigt als linear zu sein und einzelne Abscargtlen sich bestimmte Komplexe (Hatt
al.,, 2005). Wahrend die photosynthetischen Komplexe den Thylakoidmembranen
vorkommen, sind Komponenten des respiratorischeektéinentransports auch in der
Cytoplasmamembran zu finden (Nowacatkal, 2010). Der PQ-Pool kann daher nicht nur
vom PS Il reduziert werden, sondern auch von deD¥AH-Dehydrogenase bzw. seinen
Variationen (Battchikovaet al, 2011). Zusatzlich scheint auch die Succinat-Debyehase
an der Reduktion von PQ innerhalb der Cytoplasmamnambeteiligt zu sein (Cooley und
Vermaas, 2001). Neben dem PS | kann auch die taleni€ytochrom-Oxidase als
Elektronenakzeptor dienen, die dann ElektronerSauterstoff Ubertragt.

Zentraler Dreh und Angelpunkt des photosynthetischeind respiratorischen

Elektronentransports ist der Cytochrdmgfi-Komplex. Er besteht aus vier Untereinheiten:
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Cytochrombg, Cytochromf, Untereinheit IV und dem Rieske Eisen-Schwefeltéirosowie
einigen kleineren Untereinheiten, die eine akzéssloe Funktion austben (Schneidtral,
2002; Schneideet al, 2004; Volkmeret al, 2007; Baniulist al, 2008; Baniuliset al, 2009;
Tsunoyameet al, 2009). Der Cytochromef-Komplex von héheren Pflanzen, Grinalgen und
Cyanobakterien enthalt daneben immer noch eingiestindenes ChlorophyiMolekil und
ein B-Carotin Molekul (Crameet al, 2005; Wenket al, 2005), die vermutlich als Schutz des

Komplexes vor radikalen Sauerstoffspezies agieren.

1.3Chlorophyll-Biosynthese, Zweig der Tetrapyrrol-Biog/nthese

Der Chelat-Komplex Chlorophyll bildet zusammen dn linearen Bilinen, Coenzynd
Vitamin By, sowie den weiteren Chelat-Komplexen Ham bzw. Sinoleine Molekulfamilie,
die man als Pigmente des Lebens bezeichnet untbesmnderer Bedeutung sind (Battersby,
2000). Sie sind naturliche Farbstoffe und gehonemlen Tetrapyrrolen. Deren Grundgerust
besteht aus vier kondensierten Pyrrolringen, dexr lubethin- oder Methylbriicken verbunden
sind. Das photosynthetische Pigment Chlorophylletesich wie die anderen zyklischen
Tetrapyrrole von einer gemeinsamen Grundstrukturdain Porphyrin-Molekdl. Porphyrine
besitzen ein weitreichendesElektronensystem mit partiellem, aromatischem &kiar,
welches die selektive Absorption von Licht im skidmen Spektrum ermdglicht und dartber
hinaus die die spezifische Farbigkeit der Porpleydiefiniert. Die Fahigkeit, Elektronen zu
transportieren, macht Porphyrine unabdingbar fé@reiergetischen Prozesse in Zellen; daher
sind sie allen Organsimen zu finden. Die funktiterel Besonderheiten eines einzelnen
Porphyrins werden durch die Natur der chemischerdifikationen sowie Ringsubsitutionen
der Porphyrin-Grundstruktur und durch die Art desnblexierten Metallions definiert. Die
Biosynthese der ubiquitaren Tetrapyrrole erfolgtmzureil Uber einen gemeinsamen
Stoffwechselweg, wie die zugrundeliegenden chemisc®rundgeriiste vermuten lassen.
Eine thematische Ubersicht liefern u.a. Beale, ®Wi#, Tanaka und Tanaka, Chew und
Bryant sowie Masuda (1993; 2003; 2006; 2007; 20®008). Der Biosyntheseweg von
Chlorophyllaist im Folgenden beschrieben (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Abfolge der Reaktionen der Biosynthes&on Chlorophyll a (hach Beale, 1999)

(1) Glutamyl-tRNA-Synthetase; (2) Glutamyl-tRNA-Redage; (3) Glutamat-1-semialdehyd-
Aminotransferase; (4) Porphobilinogen-Synthase;  (5Porphobilinogen-Deaminase;  (6)
Uroporphyrinogen-llI-Synthase; (7) UroporphyrinogénDecarboxylase; (8) Coproporphyrinogen-
IlI-Oxidase; (9) Protoporphyrinogen-IX-Oxidase; JIagnesiumchelatase; (11) Mg Protoporphyrin-
IX-Methyltransferase; (12-14) Mg Protoporphyrin-ifenomethylester-Cyclase; (15) Divinyl-
Reduktase; (16) NADPH-Protochlorophyllid-Oxidoretage; (17) Chlorophyll-Synthase

Das erste Intermediat, welches ausschlief3lich inTeérapyrrole-Biosynthese vorkommt, ist
die 6-Aminolavulinsdure (ALA). Sie wird durch zwei velsedene Synthesewege gebildet.
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Der Shemin-Weg ist nur in den Mitochondrien vonhihighotosynthetischen Eukaryoten und
in a-Proteobakterien zu finden (Shemin und Russell 319Ber andere, evolutionar altere
Weg wurde 1987 in Pflanzen entdeckt (Woese, 19&0hei zundchst die Aminosaure
Glutamat enzymatisch an die tRNA gebunden und aktiviert wird. Danach erfolgt eine
NADPH-abhéngige Reduktion zu Glutamat-1-semialdehydbei die tRNA, freigesetzt
wird. Die anschlieRende Transaminierungsreaktiomifié die intermolekulare Verschiebung
einer Aminogruppe und leitet die Bildung von ALAne{Abbildung2, Schritt 1-3) (Beale,
1999). Die anschlieRenden Reaktionsschritte zurstéming des makrozyklischen
Tetrapyrrols Uroporphyrinogen Il verlaufen in alleebewesen Uber dieselben Intermediate
und unterscheiden sich nur hinsichtlich der Lolais der beteiligten Enzyme

(Mitochondrien, Chloroplasten oder Cytoplasma).

Zunachst wird das asymmetrische Pyrrolderivat Rabspimogen aus zwei ALA-Molekilen
gebildet (Abbildung 2, Schritt 4); die Reaktion durch die Porphobilinoggynthase
katalysiert (Schmid und Shemin, 1955). Danach werdeer Porphobilinogen-Molekile
durch die Porphobilinogen-Deaminase polymerisi&tbldung 2, Schritt 5), das lineare
Produkt Tetrapyrrol Hydroxymethylbilan entsteht {(®oad, 1958a). Die Uroporphyrinogen-
[1I-Synthase katalysiert die anschliel3ende Invergimes der Ringe von Hydroxymethylbilan
und damit die nachfolgende Cyclisierung zu Uropgrptogen III (Abbildung2, Schritt 6)
(Bogorad, 1958b). Die Asymmetrie in der Ringstrukiton Uroporphyrinogen Il ist
essentiell fur die Interaktion mit nachfolgendenz¥nen; zudem verzweigt sich die
Tetrapyrrol-Biosynthese an diesem Punkt. Uber dagekiil Precorrin-2 fiihrt ein Weg zum
mikrobiellen Vitamin B, zum bakteriellen und pflanzlichen Siroham sowienzCoenzym
Fa30 methanogener Archaea (Battersby, 2000). Der andsveig fuhrt zu Ham und
Chlorophyll.

Zunachst erfolgt die schrittweise Decarboxyliermom Acetatresten des Uroporphyrinogens
[Il zu Methylgruppen durch die Uroporphyrinogen-Decarboxylase (Abbildung, Schritt 7)
(Granick und Mauzerall, 1958). Zwei weitere oxigatiDecarboxylierungen setzen das
Produkt Coproporphyrinogen Ill zu Protoporphyrinnd® um (Abbildung2, Schritt 8). Dies
kann durch zwei Typen von Coproporphyrinogen-lllidasen gesehen: ein
sauerstoffabhangiges (HemF) oder ein sauerstofhéimapges Enzym (HemF) (Seelatal,
1983), die beide i®ynechocystigorkommen (Gotceet al, 2010). Die nachfolgende Reaktion
liefert den letzten gemeinsamen Vorlaufer von Gipbyll und Ham, Protoporphyrin 1X

(Proto). Die drei hintereinander folgenden Desatunnigen und Tautomerisierungen fihren
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zur Entstehung eines konjugierten Doppelbindungssys (Abbildung2, Schritt 9) und
werden durch die Protoporphyrinogen-1X-Oxidase lyatart (Leeper, 1989). Analog zur
Coproporphyrinogen-lll-Oxidase gibt es zwei Typeer dProtoporphyrinogen-1X-Oxidase:
eine sauerstoffabhéngige, die hauptsachlich in Bokan und aeroben Bakterien vorkommt
(HemY) (Hansson und Hederstedt, 1992; Lermontetval, 1997)sowie eine menaquinon-
abhéangige iy-Proteobakterien (HemG) (Boynte al, 2009). Interessanterweise kodiert das
Genom vonSynechocystisine dritte Form dieses Enzyms, HemJ, welchesdgcilich von
HemY und HemG-Proteinen unterscheidet und in Cyakiaien und anderen Klassen von
Bakterien vorkommt (Katet al, 2010).

Der Syntheseweg spaltet sich hier einerseits inFe#@weig, der zu Ham und den linearen
Bilinen fuhrt und anderseits in den Mg-Zweig, dee @&ynthese von Chlorophyll bzw.
Bakteriochlorophyll beinhaltet. Die KomplexierungsdEisens bzw. Magnesiumatoms erfolgt
prinzipiell analog. Jedoch unterscheiden sich deiddén Reaktionen hinsichtlich der
Anforderungen der beteiligten Enzyme und dererlasahen Eigenschaften (Beale, 1999).
Die monomere oder dimere Ferrochelatase (HemH)lyjsitat die Chelatierung eines
Eisenatoms in Protoporphyrin IX, ohne das Ko-Faktonotwendig sind (Cornaht al,
2003). Das Produkt, Protohdm IX bildet die Grundldgr alle Hame und Biline, die als
lineare Tetrapyrrole den Chromophor fur die Phylptuteine und Phytochrome bilden
(MacColl, 1998; Ulijasz und Vierstra, 2011). Wiesd@ubstrat Protoporphyrin 1X zwischen
den konkurrierenden Zweigen verteilt wird, ist Gegtand der aktuellen Forschung. Wobei
sich der Bedarf an Ham und Chlorophyll zwischemfden und Cyanobakterien aufgrund der
Natur der Lichtsammelantennen und ihrer Chromophoterscheidet. So besitzt Tabak zum
Beispiel zwei Formen von Protoporphyrinogen-1X-Cagdn, von denen jeweils eine in den
Chloroplasten bzw. in die Mitochondrien importiesitd (Lermontovaet al, 1997). Die Rolle
von post-translationalen Regulatoren wie dem pfielnen GUN4-Protein (Peter und Grimm,
2009) bzw. seinem cyanobakteriellen Gun4-Homologd#&\et al, 2004) wurde erst kirzlich
entdeckt. Das GUN4-Protein stimuliert unter anderdim Interaktion der pflanzlichen
Magnesiumchelatase Untereinheit H mit der Chlostglamembran (Adhikaet al, 2011).
Durch die Verstarkung von Interaktionen zwischensgkiedenen Membranproteinen kann
das Gun4-Protein die Austauschraten von Substratgnnachfolgenden Enzymen der
Chlorophyll-Biosynthese erhéhen (Sobotkaal, 2008; Peteet al, 2011).

Die Magnesiumchelatase ist ein dreiteiliger Enzymgtex, der die Komplexierung eines
Magnesiumatoms in das Protoporphyrin IX-Grundgekasalysiert (Abbildung, Schritt 10)
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(Masuda, 2008). Das Produkt dieser Reaktion istAvigoporphyrin IX (MgProto). Die
anschlieBende Veresterung der PropionatseitenketteRing C (Abbildung2, Schritt 11)
durch die S-Adenosyl-L-methionin-abhangige MgPrstethyltransferase (Radmer und
Bogorad, 1967) liefert mit dem Produkt Mg-Protoggmn X monomethylester
(MgProtoME) die Voraussetzung fur die nachfolge@elisierungsreaktion (Abbildung,
Schritt 12-14). Diese oxidative Cyclisierung fultt Bildung des charakteristischen, flinften
Ringes im Chlorophylimolekil (Willows, 2003) und rdi durch den bisher noch nicht
vollstandig charakterisierten Enzymkomplex der MiBME-Cyclase (oxidative Cyclase)
katalysiert. Dabei existieren zwei komplett untéredliche Reaktionsmechanismen in
oxygenen und anoxygenen phototrophen OrganismemakBa und Tanaka, 2006), die
Identitat der beteiligten Enzyme blieb aber langét Xinbekannt. Die sauerstoffunabhéngige
Cyclase verwendet Wasser als Quelle fur den irReaktion bendtigten Sauerstoff (Poeta
al.,, 1995). Homologe des GenbchE von Rhodobacter capsulatuswelches die
sauerstoffunabhéangige Cyclase kodiert (Bolliaral, 1994) kommen in den Genomen
photosynthetischer Bakterien wie Purpurbakteriemiingn Schwefelbakterien und
Cyanobakterien vor (Oucharet al, 2004). Die Inaktivierung eineschEHomologschlE
(slr0509 in Synechocystidat keinerlei Auswirkung auf den Chlorophyll-Metdibmus
(Bollivar, 2006).

Die biochemischen Charakteristika des Komplexes ootivendige Ko-Faktoren wurden
jedoch schon vor langer Zeit aufgeklart. Die oxdatCyclase verwendet atmosphérischen
Sauerstoff und braucht neben dem MgProtoME-Subdifainesium, Eisen und NADPH fir
die Reaktion. Ferner enthalt es essentielle Thiplgen und besteht aus mindestens zwei
verschiedenen  Untereinheiten:  einem  wasserloslicheArotein - und  einem
membrangebundenen Protein , die von mindestensvassthiedenen Genen kodiert werden
(Wong und Castelfranco, 1984; Wallketral, 1988; Walkeret al, 1989; Bollivar und Beale,
1996) Die postulierte, wasserlgsliche Untereinhsit bis heute unbekannt. Die zweite,
membranstandige Untereinheit dieses Enzymkomplewasle 2002 im Purpurbakterium
Rubrivivax gelatinosusdentifiziert (Pintaet al, 2002) und wird alsaerobic cyclisation
system Fe-containing subunicsF bezeichnet. Entsprechende Homologe wurden in
Cyanobakterien, Algen und Pflanzen gefunden (Mgseleal, 2002; Totteyet al, 2003;
Rzeznickaet al, 2005; Minamizakiet al, 2008; Peteet al, 2009). In den Genomen von
einzelligen Phototrophen wie Cyanobakterien undeAldinden sich haufig mehrere Gene,
die Homologie zum urspringlicheacskGen von Rubrivivax gelatinosushaben. Die
GrunalgeChlamydomonas reinhardt(Chlamydomongsbesitzt zweiacskFHomologe: Cthl
10
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und Crd1, wobei eines konstitutiv exprimiert wircth(1), wahrend das andere unter Kupfer-
und Sauerstoffmangetidl) produziert wird (Moselet al). Das Genom vosynechocystis
enthalt die beiden offenen Leserahnmsii214 und sli1874 die von zwei Arbeitsgruppen
parallel untersucht und beschrieben wurden. Sowbhamizaki et al. als auch Petest al.
(2008; 2009) konnten zeigen, dass die jeweiligempBadukte signifikante Homologie zu
AcsF haben. Das Gesll1214 und sein Genprodukt erhielten die NanwhA/ChlA, bzw.
cyclCycl. Das Cycl-Protein ist unter normalen, aerob&achstumsbedingungen
unentbehrlich fur das Leben der Zelle. Das zweia $#1874und sein Genprodukt erhielten
die NamenchlA,/ChlA; bzw. cycll/Cycll. Das Protein Cycll wird nur unter anaeroben
Bedingungen flr die Cyclase-Reaktion gebrauchtdasgdGen ist Teil eines Operons, welches
nur unter mikrooxischen Konditionen transkribierirdv(Summerfieldet al, 2008). Die
Inaktivierung des Gensll1874/cycll/chlA verursacht keine negativen Auswirkungen unter
normalen, aeroben Bedingungen (Minamizaki al, 2008; Peteret al, 2009). Weitere
Ausfuhrungen zur Funktionsweise und zum Zusammehsper beiden Proteine, eine
phanotypische Charakterisierung und ihrer Auswigaem auf die Regulationsmechanismen

der Tetrapyrrol-Biosynthese sind in den Abschnifehl und 2.2.2 zu finden.

Das Produkt der Cyclase-Reaktion ist Divinyl-Préocophyllid (Abbildung 2, Produkt
Schritt 14), dessen weitere Umwandlung tUber zweg&\Vimdoglich ist (Abbildung, Schritt
15,16): Zuerst erfolgt die Umwandlung der 4-Vinyigpe in eine Ethylgruppe und dann die
Reduktion des Pyrrolrings D oder die Reaktionewlgein in der umgekehrten Reihenfolge
(Beale, 1999). Im ersten Fall wird die Umwandlurgr &inylgruppe durch die Divinyl-
Reduktase katalysiert und Monovinyl-Protochlorofiiygntsteht. Das entsprechende Enzym
in  Synechocystis akzeptiert sowohl Divinyl-Protochlorophyllid als uéh Divinyl-
Chlorophyllid a als Substrat (Islaret al, 2008; Itoet al, 2008), welches im zweiten Fall
vorliegt. Die Reduktion des Pyrrolrings D wird imndiospermen von einer NADPH- und
lichtabh&ngigen Protochlorophyllid-Oxidoreduktase LPQR) katalysiert. In
photosynthetischen Bakterien, Algen, Moosen, Lelo@san und Gymnospermen existiert ein
zweiter Reaktionsweg, katalysiert durch die ATPd&lgige, lichtunabhéngige
Protochlorophyllid-Oxidoreduktase (DPOR), die stuuklle Ahnlichkeit mit dem Enzym
Nitrogenase besitzt (Willows, 2003; Brocket al, 2010). Fur Cyanobakterien konnte
mehrfach gezeigt werden, dass LPOR und DPOR diffele abhangig von der
Sauerstoffkonzentration agieren (Yamazekial, 2006; Reinbothet al, 2011). Ahnliches
wurde bereits fir die Coproporphyrinogen-lll1-Oxidaslie oxidative Cyclase und die Ham-
Oxygenase voisynechocystibeschrieben (Minamizalat al, 2008; Peteet al, 2009; Goto
11
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et al, 2010; Aokiet al, 2011). Das generelle Endprodukt der Chlorophydisgnthese ist
immer Chlorophylla, welches durch die Chlorophyll-Synthase aus Clploytiid a gebildet
wird (Abbildung 2, Schritt 17). Die hydrophobe Kette von Phytylpymopphat bzw.
Geranylgeranylpyrophosphat wird dabei an dem Pr@gtrest des Ringes D des
Chlorophyllids a verestert (Osteret al, 1997). Chlorophylla kann zu Chlorophyllb
konvertiert werden und umgekehrt (Tanaka und TanaB@7). Die Bildung von Chlorophyll
a findet in der Thylakoidmembran statt (Bollivar,d8). Die Prozesse die zur Umwandlung
von Chlorophylla bzw. (Monovinyl/Divinyl)-Protochlorophyllida in andere Varianten wie
Chlorophyll ¢, d oderf fihren, sind nur zum Teil verstanden und Gegedstir aktuellen
Forschung (Cheet al, 2010; Mizoguchkt al, 2011).

1.4Vergleichende Analysen von cyanobakteriellen und d¢broplastidaren Genomen
erlauben Einblick in die Evolution der Chloroplasten

Soweit heute bekannt ist, besitzen alle eukaryotisc Zellen Mitochondrien oder
Hydrogenosomen, modifizierte anaerobe Formen déodWiondrien. Die Etablierung dieser
Partnerschatft stellt den Ursprung alle Eukaryot@n(dan der Giezen, 2005). Der Erwerb von
Plastiden durch Eukaryoten geschah spater, alsdeinbeterotrophen eukaryotischen Linien
einen Endosymbiont dhnlich den Cyanobakterien dufnand die Fahigkeit der Autotrophie
erwarb. Im Laufe der Zeit verlor der Symbiont sttiweéise seine Autonomie. Die
morphologischen und molekularen Untersuchungen \fer@jleiche (Gray, 1993; Martiet
al., 2002) von Cyanobakterien und Chloroplasten vomeAl und hoheren Pflanzen
untermauern die von Mereschkowsky 1905 erstelltpdtlyese, dass Chloroplasten aus den
Vorlaufern der rezenten Cyanbakterien hervorging@viereschkowsky, 1905). Die
Unterschiede zwischen pflanzlicher und cyanobaddleri Photosynthese sind trotz grol3er
evolutionarer Distanz erstaunlicherweise nur gerimg unter anderem Untersuchungen an
einzelnen Untereinheiten der PS zeigten @fwal, 2001; De Las Rivast al, 2004). Die
Sequenzierung einer Vielzahl von cyanobakteriellend Plastiden-Genomen und
entsprechende vergleichende Studien offenbartere egnoBe Ahnlichkeit zwischen
verschiedenen Pflanzen, Algen und Cyanobakteriesidhtlich der Kodierungskapazitat und
Struktur der jeweiligen (plastidaren) Genome (Mueeti al, 1998; Gray, 1999; Martiet al,
2002). Die Kapazitat umfasst vor allem Gene dert®¥ymthese und sowie Gene flr die
Aufrechterhaltung des Chloroplasten-Genoms selkar; Bewahrung seiner genetischen
Stabilitat. AuRerdem kodiert es Gene die esseriilldie plastidare Transkriptions- und
Translationsmaschinerie sind (Lies¢ al, 2011). Die Kodierungsfahigkeiten sind jedoch

recht unterschiedlich. Das Plastiden-Genom der sggaran PflanzeEpifagus virginiana
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kodiert nur 42 Gene (Wolfet al, 1992), das Chloroplasten-Genom Vanabidopsis thaliana
(Arabidopsi$ kodiert 125 Gene (Satet al, 1999). Generell kodieren Chloroplasten-Genome
von Algen eine grol3ere Zahl an Genen als hthemn®fh, wie am Beispiel der Rotalge
Porphyra purpureasichtbar ist, die etwa 252 Proteine im Chlorogagtenom kodiert
(Reith und Munholland, 1995). Die heutigen Cyanaba&n besitzen eine vielfach grof3ere
Kodierungskapazitat, die um den Faktor 30 hoherSetenthalten die Genome vblostoc
punctiforme ATCC 29138nd Anabaena sp. PCC 7124@nabaena etwa 6191 bzw. 5437
Gene (Nakacet al, 2010). Selbst Vertreter der GattuRgochlorococcus die ein massiv
reduziertes Genom aufweisen, enthalten noch etv@® ™ene (Partensky und Garczarek,
2010). Es muss also nach der primaren Endosymtraseiner enormen Reduktion des

Chloroplasten-Genoms gekommen sein.

Erstaunlicherweise findet sich aber in den Chlastan etwa die gleiche Anzahl an Proteinen
wieder, wie sie von modernen Cyanobakterien syisileet werden (Abdallaket al, 2000;
Cavalier-Smith, 2000). Folglich muss eine Vielzatdn Proteinen in den Chloroplasten
transportiert werden und die dazu erforderlichesam$port- und Importsystem vorhanden sein
(Hérmannet al, 2007). Diese im Chloroplasten bendétigten Proteiimal somit im Kern
kodiert, werden dort transkribiert, an zytoplass@ien Ribosomen translatiert und in den
Chloroplasten transportiert, wo dann der endgulZgsammenbau der photosynthetischen
Komplexe inklusive der notwendigen photosynthegscHPigmente erfolgt. So besitzen
kernkodierte Proteine, die in den Chloroplastenartiprt werden sollen eine N-terminale
Erkennungssequenz im Praprotein, die den Impodeim Plastiden erlaubt. Vor 10 Jahren
(Martin et al, 2002) ergaben vergleichende Analysen der Sequevae cyanobakteriellen
Genomen, Chloroplasten-Genomen von Algen und demdéaom vonArabidopsis dass
etwas 18% der proteinkodierenden GeneéArabidopsiseinen cyanobakteriellen Ursprung
haben. Aul3erdem wurden 117 normalerweise im Kem Awmbidopsis kodierte Gene
gefunden, denen homologe Gene in mindestens einklordplasten-Genom von Algen
zugeordnet werden konnten (Martat al, 2002). Weiterfihrende, bioinformatorische und
experimentelle Studien offenbarten zahlreiche kedidete Chloroplasten-Proteine mit
endosymbiontischen Ursprung (CPRENDG®Kloroplast proteins of endosymbiotic origin
(Satoet al, 2005; Ishikaweaet al, 2009), von denen einige noch immer in den Chlasipn-
Genomen von Algen kodiert werden. Bereits in de@0&® wurden zahlreiche konservierte
offene Leserahmen mit unbekannter Funktion in détoi@Gplasten-Genomen von Algen
entdeckt, denen bis heute keine Funktion zugedmdmigverden konnte. Sie werden daher als
yc-Gene fiypothetical chloroplast open readingiframég (Hallick und Bairoch, 1994)
13
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bezeichnet. Es finden sich homologe Sequenzeniéimdisten dieser 80 Gene in fast allen
Genomen von oxygenen Phototrophen, von Cyanobahtdyis hin zu héheren Pflanzen,
wobei etliche nicht mehr im Chloroplasten-Genom i&dd werden, sondern in das
Kerngenom transferiert wurden. Neben vergleicherlealysen Gber die Konservierung und
phylogenetische Verteilung in Landpflanzen und Algeurden klassische genetische und
biochemische Strategien angewendet, um die Funkileser konservierten, hoch

interessantegict-Gene zu untersuchen.

Fast alle bisher untersuchtgafssind direkt oder indirekt an der Photosyntheseilgt oder
agieren in assoziierten Prozessen. So kodierenydi€ene ycf8 ycf9 und ycfl2 fiur
strukturelle Untereinheiten des PS Il (Moretdal, 1994; Swiatelet al, 2001; Kashineet al,
2007). Andere wig/cf3 ycf4 undycf37 (Wilde et al, 1995; Boudreaet al, 1997; Wildeet
al., 2001; Duhringet al, 2006) sind notwendige Faktoren, die den Zusamaefdzw. die
Stabilitat des PS | erméglichen. Die Genprodukte waf48undycf79(Komendaet al, 2008;
Dobakovaet al, 2009) unterstiitzen den Zusammenbau des PSllinddas der Reparatur
des photosynthetischen Membranproteinkomplexesdliget€ahlreicheycfswie ycf18 ycf27,
ycf28 oderycf30 (Frias et al, 1993; Grossmaet al, 1993; Ashby und Mullineaux, 1999;
Karradt et al, 2008; Minodaet al, 2010) sind an der Regulation der photosynthegisch
Prozesse beteiligt. Andere wyef53 undycf59 (Wilde et al, 2004; Minamizakiet al, 2008;
Sobotka et al, 2008; Peteret al, 2009) agieren in den Stoffwechselwegen die zur
Biosynthese von Chlorophyll fihren oder erlaubes Assemblierung von notwendigen Ko-
Faktoren in die Proteinkomplexe. Des Weiteren sicfld an der Erhaltung und Stressantwort
der Zelle bzw. Organelle beteiligt. Neben etlicheomponenten des Elektronentransports,
insbesondere strukturelle Einheiten des Cytochgirtcomplexes werden auch Proteine, die
eine regulatorische Funktion innerhalb des Netzesrkaben, vorycfs kodiert. Von den
bisher definierten und annotierten §6+Genen kommen nur 18 nicht im Genom von
Synechocystigor. Ein Vergleich mit der Rotalgeorphyra purpureaoffenbarte zudem, dass
sich fur 94% der im Plastiden-Genom kodierten Geles Organismus entsprechende
homologe Gene im bakteriellen Genom v@&ynechocystisfinden lassen (Reith und
Munholland, 1995; lkeuchi und Tabata, 2001). Vonnate im Chloroplasten-Genom
vorkommenderycfssind nur zweiycfl undycf2 nicht in Cyanobakterien vorhanden. Bisher
konnte erst 28yctGenen vonSynechocystieine Funktion zugewiesen werden. Einen

aktuellen Uberblick gibt die nachfolgende Tabetle 1
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Tabelle 1: Liste vonycfs in Synechocystis mit ihren bisher bekannten oder vermuteten Funktioren

Plastid | Synechocystis
ORF ORF Funktion/ mogliche Funktion Referenz
ycf3 slr0823 Biogenese PS | (Boudreat al, 1997)
ycf4 sll0226 Biogenese PS | (Wildet al, 1995; Boudreau
et al, 1997)
ycfs sli1513 Biogenese von Cytochromen des c-Typs (Xie und Mert;Hi®96;
Hubschmanret al, 1997)
ycf6 sml0004 Cytochrombef-Komplex (PetN) (Schneideat al, 2007)
ycf7 ssI3803 Cytochrombgf-Komplex (PetL) (Schneidest al, 2007)
ycf8 smr0001 Untereinheit des PS Il (PsbT) (Monetlal, 1994)
ycf9 sli1281 photosynthetischer Elektronentransport, | (Swiateket al, 2001; Bishop
Psbz et al, 2007)
ycfl0 sll1685 CO, Aufnahmesystem (Katoét al, 1996)
ycfl2 slioo47 Untereinheit des PS Il (Psb30) (Kashitaal, 2007)
ycfl8 ssl0452/ Regulator des Abbaus der PhycobilisomgnGrossmaret al, 1993; Baier
ssl0453 NbIA et al, 2001)
ycf27 slr0115/ Regulator der Phycobilisomenfunktion, | (Ashby und Mullineaux,
slr0947 state transitions 1999)
ycf28 sll1423 Regulator des C/N-Metabolismus, NtcA (Fregsal, 1993)
ycf30 sll0998 Transkriptionsregulator in Cyanobakterien (Minodaet al, 2010)
und Rotalgen, RbcR
ycf3l smr003 Cytochrombgf-Komplex (PetM) (Schneidest al, 2001)
ycf32 sml0007 assoziierte Untereinheit des PS Il (Mant und Ralning 998;
Meetamet al, 1999; Neufeld
et al, 2004)
ycf33 ssl1417 zyklischer Elektronentransport um PS | (Ohtsekal, 2004)
ycf34 ssr1425 Elektronentransport bei Lichtlimitation vorliegendebAit
ycf37 slr0171 Biogenese PS | (Wildet al, 2001; Dihring
et al, 2006)
ycf39 slr0399 Bindung von Chinon an PS I (Ermakova-Gerdes und
Vermaas, 1999)
ycf42 sll0755 Detoxifikation von reaktiven (Kobayashiet al, 2004)
Sauerstoffspezies (ROS)
ycf44 slr2087 Biogenese von Cytochromen des c-Typs (Ineual, 1997)
ycf48 slr2034 Assemblierung und Reparatur des D1- | (Komendaet al, 2008)
Proteins von PS I
ycf50 slr2073 Zellteilung Geptum formation protein (Miyagishimaet al, 2005;
SepF) Marboutyet al, 2009)
ycfs3 sll0558 Regulation der Tetrapyrrol-Biosynthese (Wileteal, 2004; Sobotkat
al., 2008)
ycf54 slr1780 Untereinheit der oxidativen Cyclase vorliegendeelrb
ycf58 slr2049 Reifung von Phycobiliproteinen, Lyase (Shegral, 2008)
ycf59 sll1214 Untereinheit der oxidativen Cyclase (Minamizakial, 2008;
Peteret al, 2009)
ycf64 slr1846 Monothiol-Glutaredoxin CGFS-Typ (Lopez-Mauey al, 2009)
ycf65 slr0923 plastidenspezifisches Protein der (Yamaguchi und
pflanzlichen 30S Ribosomen Subramanian, 2003)
ycf79 slr1846 Assemblierung PS 1I (Dobakow al, 2009)
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1.5Zielsetzung dieser Arbeit

Die bisherigen Untersuchungen zur Funktion der Hygeschen, offenen chloroplastidaren
Leserahmen wiesen diesen zumeist eine Rolle inlertar Photosynthese und ihrer
assoziierten Prozesse zu. Trotz Fortschreitens/ideenschaftlichen Erkenntnisse sind langst
noch nicht alle Prozesse im Detail bekannt. Di¢gfibrende Analyse vowctGenen und ihre
funktionelle Charakterisierung sollen weiteren Huelk in die Mechanismen der
Photosynthese liefern und unser Verstandnis fisedidebenswichtigen Prozess erweitern.
Obendrein lassen sich tiefere Einblicke in die Htioh der Chloroplasten gewinnen und man
gewinnt Einsichten, welche Ursachen und Mechanisooem Erhalt und Fortbestehen gef-
Gene in photosynthetischen Organismen fiihren. InhniRa dieser Arbeit wurden
ausgewahlteyctGene des Cyanobakteriun®/nechocysticharakterisiert und ihnen eine
Funktion zugewiesen. Dazu wurden die entsprechen@@me inaktiviert und die
Auswirkungen auf die physiologischen Eigenschaftea Organismus untersucht und sowie
damit begonnen, die biochemischen EigenschafteRdgeine zu bestimmen.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Suche nachfeldenden Untereinheit der oxidativen
Cyclase, die die Bildung des fiinften Rings im Chjyll-Molekul katalysiert. Die Produkte
der Synechocysti&enessll1214/ycf59/cycl/chlAund sll1874/ycf59/cycll/chlA wurden von
Minamizaki et al. (2008) und Peteet al (2009) als membranstéandige Bestandteile der
oxidativen Cyclase beschrieben. Ziel der Arbeit ,wdas Zusammenspiel der beiden
Isoformen der oxidativen Cyclase 8ynechocystizu untersuchen und unter Verwendung
von Methoden der Affinitatchromatographie maoglichteraktionspartner der Cyclase zu
identifizieren und die Natur der bisher fehlendentdgeinheit zu bestimmen. Sollte diese
gefunden werden, ware es erstmalig moglich, diekfkamsweise und Beschaffenheit des
Enzymkomplexes zu definieren und den Reaktionsnmesimus in Enzymassays zu

rekonstruieren.

Die so gewonnenen Ergebnisse uber die Funktioryclerund das genaue Wissen Uber die
Ablaufe der Chlorophyll-Biosynthese konnten helfdig Prozesse der Photosynthese besser
zu verstehen. Erst die vollstandige Kenntnis tlerzdgrundliegenden Mechanismen kénnen
uns dem grol3en Ziel einer kunstlichen Photosyntiméger bringen und damit helfen, die

Probleme der aktuellen Energieversorgung durch iléos8Brennstoffe zu l6sen.
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2 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden funktionelle undulgturelle Untersuchungen zu den
hypothetischen Chloroplastenleserahnyef84 ycf59 und ycf54 in dem Modellorganismus
Synechocystisdurchgefiihrt. Die Darstellung der gewonnenen HEigsle ist in zwei

Hauptabschnitte unterteilt.

Der erste, folgende Teil befasst sich mit der fioridllen, physiologischen und molekularen
Analyse einer Mutante des genomischen Lossid425 welcher dasycf34Homolog des
CyanobakteriumSynechocystikodiert.

Im zweiten Teil folgt eine Zusammenfassung der Bnigse der Untersuchung zur Funktion
desycf53Genprodukts vorSynechocystidm Anschluss daran folgt eine erste funktionelle
Charakterisierung des hypothetischen offenen Lbagsgas ycf54 und die Analyse der
Interaktion der beiden Genprodukte Ycf54 und YciBSerhalb des Stoffwechselweges der
Chlorophyll-Biosynthese.

2.1 Funktionelle Analyse desycf34-Homologs inSynechocystis
2.1.1 Bioinformatorische Analysen

Da die Funktion deycf34Gens und des resultierenden Genprodukts Ycf34t tiekannt
war, wurden bioinformatorische Analysen durchgefiibm Ideen fur mogliche Funktionen
zu erhalten, die weitere Experimente definierennkén. Zudem bietet die Definition aysf
nur geringe Anhaltspunkte, abgesehen vom Grad desétvierung und der Verteilung in
phylogenetischen Gruppen. Die folgende Tabellest2tlieine Ubersicht liber die ermittelten

Parameter des Ycf34-Proteins.

Tabelle 2: Bioinformatorische Analyse vorSynechocystis Ycf34

Protein | Gen | Cyanobase- | MW pl Transmembran- Aliphatischer
Eintrag (kDa) Helices Index
Ycf34 ycf34 | ssr1425 9,57 5,29 | ungeklart 72,32

Ycf34 ist ein 9,57 kDa grofRes Protein mit einemirggen aliphatischen Index, welcher auf
eine moglicherweise geringe Stabilitit des Proteinmweist (lkai, 1980). Die
Aminosauresequenzen weisen dariiber hinaus keirterareiAhnlichkeiten zu konservierten
Doméanen bekannter Proteine oder Proteinfamilien @efjluenzvergleiche der verschiedenen

ycf34Homologe zeigen, dass alle vollstandig sequermmedyanobakteriellen Genome ein
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ycf34Gen besitzen. Dabei lasst sich da$34Gen sowohl in den Genomen der Gattung
ProchlorococcuqPartensky und Garczarek, 2010) als auch im GesesnCyanobakteriums
UCYN-A (Tripp et al, 2010) finden, beides marine Spezies mit ausgémrd&pduktion der
Genom- und ZellgroRe. Zuséatzlich besitzen zahleiRiotalgen und Organismen mit einem
sekundaren, von Rotalgen stammenden Chloroplagtienycf34Gen. Interessanterweise
lassen sich keine Homologe in den Chloroplasteer g@&rngenomen von héheren Pflanzen
oder Grunalgen finden, zudem enthalten die Genom#erar Bakterien keing/cf34

Homologe.

Die Aminosauresequenzen sind hochgradig konserwer35-80% ldentitat zur Sequenz des
SynechocystisYcf34-Proteins. Eine Auswahl an Ycf34-Proteinens aGyanobakterien,
Rotalgen, Braunalgen und Diatomeen wurde analydias Ergebnis ist in Abbildung 3A
dargestellt. Auffallend ist neben der starken Koviseung von Aminosauren die haufige
Ubereinstimmung der Gesamtlange der verschiedecédd¥Proteine in den Organismen. So
besitzen 63 der 80 positiven Treffer eines BLASNVd?gleichs (Altschulet al, 1990)
(UniProtkB, blosum80 Matrix, Grenzwert 1) eine Ge#ldnge von 80-85 Aminosauren
(Abbildung 3). All diese Sequenzen liegen kodiarlen Genomen von Cyanobakterien vor.
Die Gesamtlange aller weiteren homologen Proteiaievt zwischen 41-77 und 92-148

Aminosauren; ausschliel3lich Sequenzen von Rot-Buadnalgen.
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Abbildung 3: Aminoséure-Sequenzvergleiche von Ycf3Rolypeptiden.

(A) Die Aminosauresequenzen von Ycf34 aus den CyanebakAnabaenasp. PCC 7120Nostoc
punctiformeATCC 29133,Synechocysti6803, Thermosynechococcus elongaBR-1, Acaryochloris
marina MBIC 11017, Prochlorococcus marinu8MED4, aus den RotalgeRorphyra yezoensiand
Gracilaria tenuistipitata,aus der BraunalgEctocarpus siliculosusowie aus der marinen Diatomee
Thalassiosira pseudonanaurden unter Verwendung der Programme ClustalX&¢vn 2.0.12) und
JalView (Version 2.7) verglichen. Aminosaurerestiie in allen sechs Organismen konserviert
vorliegen, sind dunkelgrau unterlegt. Seitenketteih starker Konservierung sind grau schattiert,
Seitenketten mit geringer Konservierung hellgraie [inf hochkonservierten Cystein-Reste sind
durch Sternchen markiert.

(B) Gruppierung und Verteilung der Gesamtlange vorB¥dflomologen. Alle positiven Treffer eines
Vergleiches mit dem BLAST P-Algorithmus (UniProtKBlosum80 Matrix, Grenzwert 1) wurden in
die Analyse einbezogen.

Mit Hilfe verschiedener Algorithmen (Rost al, 2004; Kelley und Sternberg, 2009) wurden
Aussagen uber die mogliche Sekundarstruktur Sigsechocysti¥ cf34-Proteins getroffen.
Diese schlagen eine Sekundarstruktur bestehenéiaesa-Helix im N-terminalen Bereich
des Proteins zwischen den Seitenkettenpositionetn® 22 vor, gefolgt von zwep-
Faltblattern (Seitenkettenpositionen 41-46 und 6R-@ie auffalligste Besonderheit der
Ycf34-Proteine ist die Konservierung von vier CysiSeitenketten im N-Terminus des
Proteins (Abbildung 3A). Diese Seitenketten suggen das Vorhandensein eines
gebundenen Eisenions. Ein flnftes Cystein an BosiBil desSynechocysti$roteins ist

ebenfalls stark konserviert.
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2.1.2 Die Transkription des ycf34-Gens

Analog zur Funktion des Proteins liegen nur werbdgéen zur Akkumulation der mRNA des
ycf34Gens vonSynechocystign Abhéngigkeit von Umweltbedingungen vor. Die vgam
vorhandenen Daten stitzen sich zum grofdten Teil Eairessionsanalysen mithilfe der
Microarray-Technologie (Huangt al, 2002; Aguirre von Wobeset al, 2011). Die genaue
Bestimmung der prazisen Position der Transkriptrotigtion desSynechocystigcf34Gens
erfolgte durch eine 5" -RACE4pid amplification of ®NA endg Analyse. Die von Besingt
al. (1996) beschriebene Methodik zur Analyse von draditen RNAs ist eine sensitive RT-
PCR-Technik und erlaubt die Unterscheidung von @ren 5 -Transkriptenden und

prozessierten.

Die Sequenzierung von 14 (+TAP)-Klonen identifizigir das Transkript vorycf34ein 5°-
Ende 26 nt vor dem Startkodon ATG, welches innérhaines polyA-Stranges liegt
(Abbildung 4A). Basierend auf den Daten aus einebaen Analyse deS&ynechocystis
Transkriptoms (Mitschket al, 2011), welche ebenfalls zwischen primaren undgssierten
Transkripten differenziert, und der experimenteBastimmung des 5'-Endes des Transkripts
lasst sich schlussfolgern, dass dag$34Gen als monocistronische mRNA von seinem
eigenen Promoter transkribiert wird. Zudem liefeEixpressionsdaten aus Microarray-
Analysen von vier verschiedenen Wachstumsbedingur(@éitschke et al, 2011) erste
Hinweise auf eine differentielle Regulation d@f34Genepxression. Dunkelheit oder sehr
starke Lichtintensitaten fihren zu einer leichtmvieiderten Abundanz des Transkripts, ein
Mangel an Kohlendioxid als anorganische Kohlengisffle erhoht seine Abundanz
geringfugig. Der Mangel an Stickstoff (Osaeaial, 2006; Aguirre von Wobeset al, 2011)
und hohe Intensitaten von UV-B-Licht (Huaagal, 2002) fihren ebenfalls zu einer erhdhten

Akkumulation deg/cf34 Transkripts inSynechocystigellen.
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-35 -10  5'- r& -
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5’ - TGCAGTTTAGGCACAATCTCTAAGTCTAAGCTAGAGTAGCGAAAAATAGGCARAAATTGAGGTTTACCATGTGTATTTGTGTGAACTGCCATTACGTGGACCGCTGTAT-3
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Abbildung 4: Analysen der Transkription des Synechocystis ycf34-Gens

(A) Experimentelle Bestimmung des 5 -Endes 8ynechocystigcf34.Dargestellt ist die genomische
Abfolge am Beginn der kodierenden Sequenz yof84 (hellgrauer Pfeil). Das durch 5-RACE
ermittelte Transkriptende ist durch einen schwar2ésil markiert. Die Positionen der -10 und -35
Regionen des putativen Promoters sind relativ zastimmten Transkriptende und durch Balken
gekennzeichnet.

(B) Northern BlotAnalyse derycf34 Transkription in Abhangigkeit der Beleuchtungsirgigit im
Wildtyp (WT). Die Gesamt-RNA wurde aus flissigenlldgdturen wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase isoliert und je 10 pg in einem 16foigarnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran wurde diMARmit einer radioaktiv markierten,
genspezifischen dsDNA-Sonde geg8gnechocystis ycf3fiybridisiert. Als Kontrolle dient eine
spezifische Oligonukleotid-Sonde gedgynechocystiSS rRNA.

(C) Semi-quantitative, densitometrische Auswertung gewonnenen Hybridisierungssignale. Die
relative Intensitdt der genspezifischen Hybridisiey wurde auf die Intensitat der
Kontrollhybridisierung normiert; der Wert fir digg®dardbedingungen auf 100% gesetzt.

Desweiteren wurde die Akkumulation degcf34Transkripts in  Abh&ngigkeit der
Beleuchtungsintensitat untersucht. Dazu wugirechocysti®VT in funf parallelen Ansatzen
zunachst unter ML kultiviert und diese dann furt2diner Beleuchtungsintensitat von 3,5, 10,
25, 50 und 150 pmol Photonen?ns® ausgesetzt. Dabei zeigen sich keine signifikanten
Anderungen in der Akkumulation degf34Transkripts imSynechocystiSVT unter den
verschiedenen Lichtintensitaten (Abbildung 4B). Wergleich zu ML sinkt die relative
Akkumulation um 5,2 % unter eLL und steigt um 11,lf%er hohen Intensitaten (Abbildung
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4C). Es konnte keine Lichtabhéangigkeit dgef34Transkriptakkumulation unter diesen

Bedingungen festgestellt werden.

2.1.3 Konstruktion einer ycf34-Mutante

Durch Inaktivierung von Genen und den daraus riesaitden phanotypischen
Veranderungen im Vergleich zum WT lassen sich Reéldkisse auf die Funktion eines
unbekannten Genprodukts gewinnen. Um die Funkties gcf34Genprodukts in
SynechocystiZellen zu analysieren, wurde zu Beginn dieser Artder kodierende Bereich
des Synechocystigcf34Homologs durch Insertionsmutagenese im Genom ekt Der
gesamte Locussrl4?25 inklusive seiner strukturellen und funktionell&@quenzbereiche,
wurde mit Hilfe des Primerpaaysf34fw undycf34+ev (Tabelle 16) amplifiziert und in den
Vektor pGEM-T easy (Promega) ligiert. Das Amplikemfasst dabei die flankierende Gene
pcnB (PolyA-Polymerase, genomischer Locl#825 und ndhF1 (NADH-Dehydrogenase
Untereinheit 5, genomischer Locg#0844), um eine ausreichende Sequenzlénge fir eine
effiziente homologe Rekombination zu erreichen. chtis3end erfolgte die Insertion einer
Kanamycin(Km)-Resistenzgen-Kassettapl) in antisenseOrientierung in die BsaBlI-
Schnittstelle des offenen Leserahmgof34 Eine schematische Ubersicht der verwendeten
Strategie zeigt die Abbildung 5A. Ein motiler WTaBtm vonSynechocystisrurde mit dem
resultierenden pGEM-Vef34-Konstrukt transformiert (Ermakova-Gerdes und Veasa
1999). Die hieraus folgenden Transformanten wuraehKm-haltigem BG11-Festmedium
selektiert. Die vollstandige Segregation der MwariKopien in der resultierendemcf34-
Mutante wurden mithilfe von PCR und Southern Blaotalysen verifiziert (Abbildung
5B+C).
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A pun | Pyull B WT  yef34
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yef3+-Kopie | . e g 2328 bp
!
A
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C WT vef34

yef34-Kopie 3158 bp

WT-Kopie 1608 bp

Abbildung 5: Inaktivierung von ycf34 in Synechocystis

(A) Schematische Darstellung der Mutagenese.\R&&+Gen Esr1425 befindet sich im Genom von
Synechocystigwischen den GengoenB (sll0825 und ndhF1 (slr0844), die eine polyA Polymerase
bzw. die Untereinheit 5 des NADH-Dehydrogenase-Kiexgs kodieren. Der gesamte DNA-
Abschnitt wurde mithilfe des Primerpaaysf34fw und ycf34-rev amplifiziert. Die Insertion der
Kanamycin-Resistenzgen-Kassettapl) erfolgte Uber die BsaBl-Schnittstelle in dercf34
Genesequenz.

(B) Southern-Blot-Analyse zur Verifikation der volletigen Segregation deycf34Mutation.
Genomische DNA, isoliert aus WT unydf34-Zellen, wurde mit der Restriktionsendonuklease IHpa
gespalten, in einem 1%igen Agarosegel elektroplsotet getrennt, auf eine positiv geladene
Nylonmembran transferiert und anschlieRend mitreimieht-radioaktiv markierten, genspezifischen
dsDNA-Sonde gege8ynechocystis ycf3dybridisiert. Die Sonde, dargestellt als schwa&aiken in
(A), deckt die kodierende Sequenz wxf34 ab und wurde mit dem Primerpagf34seq-fw und
ycf34seq-rev mittels PCR generiert.

(C) Zusatzliche Verifikation der vollstandigen Segriga derycf34Mutation mittels PCR-Analyse,
ebenfalls unter Verwendung des Primerpaaf84seq-fw undycf34seqg-rev. M kennzeichnet den
verwendeten GrofRenstandard fir die Elektrophorese.

Die Mutation konnte vollstandig segregiert werdesomit besitzt dasycf34Gen keine
essentielle Funktion fiir den Organismus unter Stadibdingungen.
2.1.4 Phanotypische Charakterisierung derycf34'-Mutante von Synechocystis

2.1.4.1Wachstum und Pigmentierung unter Standardbedingunge

Zu Beginn der phanotypischen Untersuchung gef34-Mutante wurden vollstandig

segregierte Klone unter Standardbedingungen (388Cumol Photonen ts® (ML)) in

Flassigkultur mit kontinuierlicher Luftbegasung kuilert und diese mit denSynechocystis
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WT beziglich Wachstum und Quantitdt der wichtigsteimotosynthetischen Pigmente
verglichen. Ein Vergleich der Wachstumskurven vom Wdycf34-Mutante offenbart keine
Unterschiede im Verlauf der Kurve (siehe Abbild6#). Beide, WT und Mutante, zeigen in
den ersten Tagen ein logarithmisches Wachstum,heglsich mit Fortschreiten der Zeit
einem ,Plateau” annédhert, aber noch nicht endgud#igeicht. Die Berechnung der
Verdopplungszeiten liefert fir WT ungcf34-Mutante Werte, die nahezu gleich (siehe
Tabelle 3) sind. Wurden die Zellen zusatzlich nb %v/v) CO, (HC) begast, um einen
Vergleich der maximalen Wachstumsraten zu ermoghchéndert sich das Bild nicht
(Abbildung 6B). Auch liefert die Berechnung der Wepplungszeiten Werte, die nahezu
gleich sind (Tabelle 3; ~ 1% Abweichung). Sie liegaidem in Bereichen, die typisch fir
Synechocystignter diesen Bedingungen sind (Ohkaatal, 2000; Xuet al, 2008).

Tabelle 3: Physiologische Parameter voycf34™-Zellen im Vergleich zum WT bei mittleren
Lichtintensitaten

mittlere Lichtintensitaf

WT ycf34°
Verdopplungszeit, Luft [h] 27+0,5 26 £0,7
Verdopplungszeit, 5% (v/v) CQh] 9,7+0,5 9,6 £0,7
Chlorophyll [ug (mg Proteirf] 27,7+273 26,5+ 3,2
Phycocyanin [ug (mg Proteif) 202 £ 27 180 + 24
Allophycocyanin [pg (mg Proteitt) 72,3+125 67,9+11,1
Phycocyanin zu Chlorophyll-Verhéltnis 7,3 6,8
Phycocyanin zu Allophycocyanin-Ratio 2,8 2,7

250 pmol Photonen ts*

Die Quantifizierung der wichtigsten photosynthetmsae Pigmente voBynechocystigvT und
ycf34-Zellen, Phycocyanin, Allophycocyanin und Chlorolphg; ist in Tabelle 3 dargestellt.
Die Inaktivierung desycf34Gens fuhrt sowohl unter Standardkonditionen (Tiab8) als
auch bei zusatzlicher Begasung mit 5% (v/v).CD keiner wesentlichen Anderung des
Wachstums und der Pigmentierung. Die Ubereinstingndes Pigmentgehalts spiegelt sich
auch in den Absorptionsspektren ganzer Zellen vom Whd ycf34-Mutante wieder
(Abbildung 6C+D). Die charakteristischen Spitzeni b625 und 680 nm im
Absorptionsspektrum vorBynechocystigellen, die die Maxima von Phycocyanin und

Chlorophylla repréasentieren, sind nahezu identisch.
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Abbildung 6: Wachstum und Pigmentierung von WT undycf34-Zellen in Flussigkultur unter
Standardbelichtungsintensitaten

(A) WT undycf34-Zellen wurden bei 30°C in BG11-Medium mit kontiadicher Begasung mit Luft
oder (B) 5% (v/iv) CQ (HC) und einer Lichtintensitat von 50 pmol Photorma® s* kultiviert. Zu
Beginn der Versuche wurde die Zelldichte auf &R+ ~0,1 justiert. Die Bestimmung des
Wachstums erfolgt durch Protokollierung der &

(C) Absorptionsspektren von ganzen WT wnuf34-Zellen, die unter ML-Bedingungen wuchsen.
Lokale Maxima bei 625 und 685 nm kennzeichnen dieoiption von Phycocyanin und Chlorophyll
a. Die Spektren wurden in einem Photometer aufgbrei; welches mit einer integrierenden Sphare
nach Ulbricht (1920) ausgeristet war und auf di@@iphyll a-Absorption bei 685 nm normalisiert.
a.u, arbitrary units

(D) Absorptionsspektren von ganzen WT umgdf34-Zellen, die unter ML-Bedingungen mit
zusatzlicher C@Begasung (5% (v/v)) wuchsen. Die Spektren wurdeh die Chlorophyll a-
Absorption bei 685 nm und GER,nnormalisiert.

Unter den gewahlten Standardbedingungen und béhtyh CQ-Atmosphare liel3en sich
keine Veranderungen des WT-Phéanotyps durch didilmatung vonycf34aufzeigen.

2.1.4.2ycf34 zeigt einen Wachstumsdefekt und eine veranderte
Pigmentierung unter extrem schwachen Lichtintensitéen

Das bisherige Bild, ein Fehlen von phanotypischearkvhalen, andert sich, wenn Zellen der
ycf34-Mutante einer extrem schwachen Beleuchtungsirttgné,5 pmol Photonen s?,

(eLL)) ausgesetzt werden. Wurde das Wachstum vorZ@llEn unter diesen Bedingungen
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protokolliert (Abbildung 7A), zeigte sich zwar aiachstum tber den gesamten Zeitraum der
Messung; ein ,Plateau” wie unter Standardbedingongi&d jedoch nicht erreicht. Zudem
bendtigen die WT-Zellen die dreifache Zeit fir eiverdopplung im Vergleich zu
Standardbedingungen (siehe Tabelle 4), wie die pesthende Berechnung ergab. Im
Vergleich zum WT verlauft die Wachstumskurve gef34-Mutante mit noch geringerer
Steigung (Abbildung 7A). Die Mutante besitzt eing %7 + 42 h ungefahr zweimal so grol3e
Verdopplungszeit wie der WT (Tabelle 4), was etw@b% dessen Niveaus entspricht.
Dartiber hinaus weisen die Absorptionsspektren waiB4-Zellen eine deutliche Reduktion
des Absorptionsmaximums bei 620 nm auf (AbbilduBg. Das Absorptionsmaximum von
Chlorophyll (685 nm) ist im Gegensatz dazu unveefindDie Quantifizierung der
photosynthetischen Pigmente von WT und Mutante ewgtidht die spektralen
Charakteristika. Wahrend die Gehalte an ChlorophylWT und ycf34-Zellen bei dieser
geringen Belichtungsintensitat annahernd gleickd ¢irabelle 4), ergibt die Quantifizierung
eine drastische Reduktion der Menge an Phycocyangrer ycf34-Mutante. Die zellulare
Konzentration liegt bei nur noch 45% des WT. Detophycocyanin-Gehalt ist ebenfalls
gegentber dem WT vermindert und erreicht etwa 8@%WT-Niveaus. Folgerichtig ist das
Verhaltnis von Phycocyanin zu Chlorophyll reduziert

Tabelle 4: Physiologische Parameter voycf34-Zellen im Vergleich zum WT bei extrem schwachen
Lichtintensitéaten

extreme schwache Lichtintensifat

WT ycf34
Verdopplungszeit, Luft [h] 76 £12 157 £ 42
Verdopplungszeit, 5% (v/v) CQOh] 67,3+3,4 95+4,7
Chlorophyll [ug (mg Proteirf] 23,4+0,9 22,8+3,0
Phycocyanin [pg (mg Proteif]) 216,1 +16,1 94,4 +14,4
Allophycocyanin [ug (mg Proteit) 93,9+7,9 73,7 +£8,9
Phycocyanin zu Chlorophyll-Ratio 9,2 4,1
Phycocyanin zu Allophycocyanin-Ratio 2,3 1,3

23,5 umol Photonen fs*

Die Erhoéhung der Verfugbarkeit von anorganischenhnl&ostoff durch Begasung mit 5%
(viv) CO;, fuhrt zu keiner Kompensation der bisher beobaehteVerlangsamung des
Wachstums (Tabelle 4, Abbildung 7C). So liegt dierdbpplungszeit mit 95 + 4,7 h noch
immer 40% unter dem Niveau des WT. Die drastisceduRtion des Phycocyanin-Gehaltes
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besteht weiterhin (Tabelle 4). WT-Zellen (AbbilduriD) zeigen den fur diese lichtlimitierten
Bedingungen typischen Anstieg der Absorption volyd@byanin (Grossmaet al, 1993;
Mitschke et al, 2011) im Absorptionsspektrum. Im Gegensatz daragngert das
Absorptionsmaxima iycf34-Zellen auf einem vergleichbar niedrigen Niveau maueor (vgl.
Abbildung 6B).
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Abbildung 7: Wachstum und Pigmentierung von WT undycf34-Zellen in Flissigkultur unter
extrem geringen Lichtintensitaten

(A) WT undycf34-Zellen wurden bei 30°C in BG11-Medium mit kontiadicher Begasung mit Luft
oder (C) 5% (v/iv) CQ (HC) und einer Lichtintensitat von 3,5 umol Phatom? s* kultiviert. Zu
Beginn der Versuche wurde die Zelldichte auf 8R= ~0,1 justiert. Die Bestimmung des
Wachstums erfolgt durch Protokollierung der &3

(B)+(D) Absorptionsspektren von ganzen WT wefl34-Zellen, die unter eLL-Bedingungen mit Luft-
oder CQ-Begasung wuchsen. Lokale Maxima bei 625 und 68%e@nmzeichnen die Absorption von
Phycocyanin und Chlorophyd. Die Spektren wurden in einem Photometer aufglnpeit welches
mit einer integrierenden Sphéare (Ulbricht, 1920sgaristet war und auf die Chlorophyt
Absorption bei 685 nm normalisiert.

Die Inaktivierung vonycf34 fihrt in Synechocystiszu einer starken Inhibierung des
Wachstums und zu einer drastischen Reduktion diet&ren Gehalte an Phycocyanin, wobei

die observierten phanotypischen Anderungen abhamgigler Quantitat des Lichtes sind und

nur bei extrem geringen Beleuchtungsintensitatémedan.
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2.1.4.3Komplementierung desycf34-Phénotyps

Die bisher beobachteten Phanomene kénnten ursdatiiicErgebnis der Inaktivierung des
Synechocystis ycf3dens sein oder aber auf sekundéaren Effekten dssrtlansmutation
selbst oder weiteren Mutationen beruhen. Um dieszuschlieBen, wurde versucht, eine
genetische Komplementierung der Mutaintérans zu generieren. Zellen dgsf34-Stammes
wurden dazu mit dem in Abschnitt 4.2.2.18 besclemein Plasmid pSKBLAG-ycf34
transformiert. Das zugrundeliegende Schema desnRiasst in Abbildung 8A dargestellt.
Entsprechende Transformanten wurden auf einem CKm+haltigem BG11-Festmedium
selektiert. Die vollstandige Segregation der Exgigssplattform in der resultierendgof34
/FLAG-ycf34Mutante wurde mithilfe der PCR (Abbildung 8B) veziert.

yef34
B WT  /FLAG-ycf34
%

FLAG-ycf34-Kopie

Svnechocystis-
Chromosom

lomolode

Rekombinatior
/ —

net)

2744 bp

| cat

WT-Kopie 612 bp

FLAG-ycf34

Abbildung 8: Komplementierung der ycf34-Mutation

(A) Schematische Darstellung der Komplementierungssfia Die kodierende Sequenz von
Synechocystigcf34wurde mit einer Sequenz fusioniert, die ein 3xFL-ra@ kodiert (roter Pfeil). Die
Expression des Fusionsproteins erfolgt durch deriekabhangigen Promoter d8gnechocystipet)
Gens (grauer Pfeil). Das FLA®f34 Konstrukt wurde in das Genom vdynechocystisn die
intergenische Region zwischgrarA/slrl597 (chromosome partitioningATPase) undhspA/sli1514
(16,6 kDasmall heat shock proteimlurch homologe Rekombination integriert.

(B) Verifikation der vollstandigen Integration des FLAGf34Konstrukts in das Genom von
Synechocystigc34-Mutanten mittels Kolonie-PCR unter Verwendung Besnerpaars pSK9-F1 und
pSK9-R. M kennzeichnet den verwendeten GroRenstdritiadie Elektrophorese.

Es ist somit moglich, das Ycf34-Protein als N-terabes Fusionsprotein mit einem FLA&g

in vivo in Synechocystiderzustellen. Unter Verwendung des Promoters k3 Gens
(Cytochromcsss, sll1796)von Synechocystisrfolgt die Transkription der chiméaren 3xFLAG-
ycf34 mRNA in Abhangigkeit der Kupferkonzentration degdiums (Zhanget al, 1994;
Touset al, 2001). Die Expression erfolgt dabei ektopisch gorem neutralen Ort innerhalb
des Synechocysti&enoms nach Integration zwischen die offenen ladseen slr1597
(chromosome partitionindhTPase) undlli1514 (16.6 kDa Hitzeschockprotein) (Petr al,
2009). Zellen des Stammgsf34/FLAG-ycf34Zellen produzieren das Fusionsprotein unter

Kupfermangel, wie entsprechende Immunoblot-Analyseigen. Das FLAG-Ycf34 Protein
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wird mit einem gegen das FLAG-Epitop gerichtetertikirper spezifisch in diesem Stamm
detektiert (Abbildung 9A). Zudem wird die Expressidurch Kupferkonzentrationen von 2,5
UM inhibiert (Abbildung 9B). Absorptionsspektren nvaZellen des komplementierten
Stammes demonstrieren unter eLL-Bedingungen velglare Charakteristika wie WT-
Zellen (Abbildung 9C).
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Abbildung 9:Analyse der FLAG-Ycf34-Expression und Komplementierung vonycf34-Zellen
(A) Immunologische Detektion von FLAG-Ycf34 in den @esgextrakten von WTycf34 undycf34

IFLAG-ycf34 Je 20 ug Protein wurden in einen 16%igen SDSdeojyamidgel mit 6M Harnstoff
(Schagger und von Jagow, 1987) elektrophoretisctieigat, auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und anschliel3end mit anti-FLAG-AP-Kagat inkubiert. Die Detektion des FLAG-Ycf34
Fusionsproteins erfolgt Gber den chromogenen Nsetidag der von der alkalischen Phosphatase
katalysierten Reaktion.

(B) Repression und Induktion der Expression von FLAG34 durch die Kupferkonzentration im
Medium. Je 20 pg Protein des Gesamtextraktesyef®d/FLAG-ycf34Zellen, die in Anwesenheit
von 5 pM CuSQ@ (Cu) oder ohne Cu im Medium wuchsen, wurden ineriri6%igen SDS-
Polyacrylamidgel mit 6M Harnstoff (Schagger und \dagow, 1987) elektrophoretisch getrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und ans@®and mit anti-FLAG-HRP-Konjugat inkubiert.
Die Detektion des FLAG-Ycf34 Fusionsproteins erfoltper die Chemilumineszenz der von der
Meerrettich-Peroxidase katalysierten Reaktion.

(C) Absorptionsspektren voynechocystisVT, ycf34 und komplementierten Zellen. Die Zellen
wurden bei einer Beleuchtungsintensitiat von 3,5 luRfmtonen i3 s* in der Abwesenheit von
Kupfer im Medium kultiviert, um eine Expression deEAG-Ycf34 Proteins zu erlauben. Lokale
Absorptionsmaxima bei 625 und 685 nm kennzeichni&n Absorption von Phycocyanin und
Chlorophyll a. Die Spektren wurden in einem Photometer aufgbpei; welches mit einer
integrierenden Sphare (Ulbricht, 1920) ausgertségtund auf die Chlorophy#-Absorption bei 685
nm normalisiert.
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Es muss jedoch erwahnt werden, dass der hohe GehBlhycocyanin, wie er typisch fur an
diese Bedingungen adaptierte WT-Zellen ist, nichillsténdig erreicht wird. Der
Phycocyanin-Gehalt voycf34/FLAG-ycf34Zellen betragt bei extrem schwachen Intensitaten
95,7% + 6,3 des WT (Daten nicht gezeigt). Die ndgli Ursache hierfur kénnte in einer
Energie-Limitation liegen, bedingt durch die zuséke Transkription der mRNAs fur die
anschlieBende Expression der Proteine (AntibioRkaistenzen, FLAG-Ycf34) (Bentlegt
al., 1990). Das rekombinante FLAG-Ycf34 scheint jeddahktionell zu sein und soll im
Weiteren verwendet werden, um Aussagen uber diallsaition des Ycf34-Proteins in der
Zelle zu treffen (siehe Abschnitt 2.1.4.9). Zudemdvderycf34/FLAG-ycf34-Stamm furCo-
Immunopréazipitationen von maoglichen mit Ycf34 irstgierenden Proteinen verwendet. Die
Verwendung des FLAGags und der kommerziell erhaltlichen Antikérper erlanbdie

einfache und schnelle Detektion des Fusionsprateins

2.1.4.4ycf34 assembliert intakte, aber kleinere Phycobilisomen

Die auf die Mutation degcf34Gens zurickzufuhrenden Veranderungen des Phanotyps
beinhalten eine Reduktion der Phycobilisomen-Uméeiten Phycocyanin und
Allophycocyanin. Eine Verminderung ihrer Abundanplite Konsequenzen auf die
Charakteristika der Phycobilisomen wie vollstandigeufbau, GroRe, Komposition der
Untereinheiten und Gesamtzahl haben. Zur Klarungseti Fragestellung wurden die
Phycobiliproteinkomplexe aus an eLL-Bedingungenptideie WT undycf34-Zellen durch
Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugatioiaso Intakte Phycobilisomen zeigen sich
in solchen Dichtegradienten als scharfe, tiefblBaade (Bande 1) in der Schicht mit 1M
Saccharose (Abbildung 10A). Sowohl der WT als adiehycf34-Mutante sind in der Lage,
vollstdndige Phycobilisomen unter den genanntenir§eeigen zu assemblieren. Jedoch
migrieren die aus der Mutante isolierten intaktemyd®bilisomen langsamer als
entsprechende Phycobilisomen des WT (Abbildung 1QAjséatzlich tritt eine untypische,
leichtblaue Bande an der Grenze zwischen den Selmichit 0,75 und 0,5 M Saccharose auf
(Bande I1). Die Analyse der intakten Phycobilisom@&ande 1) offenbarte eine veranderte
Komposition der Untereinheiten in dgef34-Mutante. Die Menge des Linkerproteins CpcC2/
L (sll1579 ist reduziert (Abbildung 10B). Das CpcCE¥ Linkerprotein verbindet das
mittlere Phycocyanin-Hexamer mit dem &ufRReren; withréas Linkerprotein CpcC143
(sll1580 das kernnahe Phycocyanin-Hexamer mit dem mittlgsgbindet (Ughy und Ajlani,
2004). Interessanterweise lassen sich keine Uiexde in der Abundanz und Komposition

der Untereinheiten aufdecken, wenn Phycobilisomas @& ML-Bedingungen adaptierten
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WT undycf34-Zellen isoliert wurden (Abbildung 10C). Die Beobaung deckt sich mit den
Gehalten an Phycocyanin und Allophycocyanin, wie fir die entsprechenden Kulturen
ermittelt wurden (siehe Tabelle 3 in Abschnitt 2.1).

A WT vef34-
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* | —
Bande Il [0 | 0.75M
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Abbildung 10: Veranderungen an den Phycobilisomenan ycf34'-Zellen

(A) Profil der Saccharose-Dichtegradienten von WT wci84-Zellen, die unter eLL-Bedingungen

kultiviert wurden. Intakte Phycobilisomen wurderr diinkelblauen Bande | zugewiesen. Bande Il
und Bande Ill enthalten vollstdndige Arme oder d&@rn aus Allophycocyanin. Die zusatzliche,
schwachblaue Bande im Gradienten yig#B4-Mutante ist durch einen Stern markiert.

(B) Komposition der Untereinheiten intakter Phycobifien aus an elLL-Konditionen adaptierte WT
und ycf34-Zellen. Intakte Phycobilisomen (A, Bande 1) wurddektrophoretisch in einem 16%igen

SDS-Polyacrylamidgel mit 6M Harnstoff (Schagger umdn Jagow, 1987) getrennt und die
Polypeptide mit dem Farbstoff Coomassie BrilliantalB R250 visualisiert. Die Zuordnung der
Untereinheiten erfolgt nach Ughy und Ajlani (2004pie verminderte Akkumulation des

LinkerproteinsCpcC2/L3? (sll1579 ist durch einen Stern gekennzeichnet.

(C) Komposition der Untereinheiten intakter Phycobitiem aus an ML-Konditionen adaptierte WT
undycf34-Zellen.
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Zusammenfassend kann man aus den bisherigen Esgehrschlie3en, dass die Inaktivierung
von ycf34in Synechocystigur Assemblierung von intakten, aber kleinerend@bilisomen
unter extremen Schwachlichtbedingungen fihrt. Olesati Effekt primaren oder

maoglicherweise sekundaren Ursprungs ist, muss duettere Experimente geklart werden.

Die Reduktion des Phycocyanin-Gehalts und die damitergehenden Veranderungen der
Phycobilisomen sollten erwartungsgemall Auswirkungemf die Effizienz der
Lichtabsorption durch die photosynthetischen Komgldn Synechocystishaben. Eine
Mdglichkeit den Energietransfers von den Phycotifien zu den PS zu analysieren, bietet
die Technik der 77K-Fluoreszenzemissionsspektraskoplle nachfolgenden Messungen
wurden in  Zusammenarbeit mit Dr. Roman Sobotka tiis fir Phototrophe
Mikroorganismen, febon, Tschechische Republik) durchgefuhrt. Die Ratsueiner solchen
77K-Fluoreszenzspektroskopie erlauben detaillidttesagen tber die Quantitat der PS | und
II, sowie ihrer Stochiometrie (Campbell al, 1998). Bei direkter Anregung von Chlorophyll
a (Aex=440 nm) zeigen Spektren v&ynechocystiZellen charakteristische Emissionsmaxima
an definierten Wellenldngen, die mit verschiedenBrotein-Chlorophyll-Komplexen
assoziiert werden (Campbedt al, 1998; Maoet al, 2003): Der terminaler Emitter der
Phycobilisomen und die CP43-Untereinheit des P8nilttieren bei 685 nm. Bei 695 nm
emittieren die CP47-Untereinheit des PS Il und Beaaktionszentrum des PS Il selbst. Die
starkste Emission bei 725 nm stammt von Chloropbhy\iolekilen, die mit dem PS |
assoziiert sind. Wurde Chlorophgldirekt angeregtit,=440 nm), zeigten sich nur geringe
Unterschiede in den Fluoreszenzemissionsspektre\Wb undycf34-Mutante sowohl unter
ML- (Abbildung 11A) als auch unter eLL-Bedingungémcht gezeigt). Diese Ergebnisse
stehen in Einklang mit der Quantifizierung der misgynhthetischen Pigmente und bestatigen,
dass das zellulare Niveau der PS in beiden Stanmaleezu gleich ist; abgesehen von einem
leicht erhdhten Gehalt an PS | in ¢ef34-Mutante.

Die Anregung der Phycobilisomeh.{=590 nm) und die Analyse des Energietransfers &uf d
PS in Synechocystiszeigt ein anderes Bild: Die Biliproteine Phycocyanund
Allophycocyanin emittieren bei 650 und 665 nm (Mebal, 2003). Ein entsprechendes
Fluoreszenzemissionsspektrum gef34-Mutante, unter eLL-Bedingungen gewachsen, zeigt
deutliche Unterschiede in den lokalen Maxima deroFszenz (Abbildung 11B). So findet
man eine drastisch reduzierte Intensitdt der esmi¢ih Fluoreszenz von Phycocyanin
(Aenr=650 nm) (Abbildung 11B), die etwa 50% der Integisiles WT-Niveau entspricht.
Zudem ist die Fluoreszenzemission von Allophycoay#k.,=665 nm) reduziert, wenn auch
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in geringerem Mal3e (78% WT-Niveau). Diese Verandgem der Emission stehen in guter
Ubereinstimmung mit der Quantifizierung der photuggtischen Pigmente (siehe Tabelle 4
in Abschnitt 2.1.4.2).
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Abbildung 11. 77K Fluoreszenzemissionsspektren vonWT und ycf34-Zellen unter
verschiedenen Lichtbedingungen

(A) Eine identische Zahl an Zellen von WT upef34 (OD;30nm = 0,2), die unter eLL-Konditionen
wuchsen, wurden mit 2uM Rhodamin vermischt undlilssigem Stickstoff bei 77K gefroren. Die
Anregung von Chlorophyla erfolgte mit einer Wellenlangex = 435 nm. Maxima der Fluoreszenz
bei 685, 695 und 725 nm wurden PS Il und | zugestr@@ampbelkt al, 1998; Macet al, 2003). Die
Spektren wurden auf das Emissionsmaximum von Rhivdé#3 nm) normiert.

(B) Fluoreszenzemission derselben Zellen bei speadisé\nregung der Phycobilisomen mit einer
Wellenlangeke, = 590 nm. Maxima der Fluoreszenz bei 650, 665 @86l nm wurden Phycocyanin,
Allophycocyanin und dem terminalen Emitter zugeetd{Campbellet al, 1998; Maoet al, 2003).
Die weiteren Maxima bei 695 und 725 resultieren @ Transfer der Anregungsenergie von den
Phycobilisomen an PS Il und PSI. Die Spektren wuiae die Emission von PS | (725 nm) normiert.
(C) Fluoreszenzemission von an ML-Konditionen adai&/T undycf34-Zellen bei spezifischer
Anregung der Phycobilisomen mit einer Wellenlahge= 590 nm.

Dies lasst den Schluss zu, dass der Effekt yid#B4Inaktivierung auf die zelluléare
Akkumulation von Allophycocyanin und damit auf déarn der Phycobilisomen geringer ist
als auf die Abundanz von Phycocyanin. Die redugi€uoreszenz der Phycocyanine fihrt
konsequenterweise zu einer reduzierten Emission R&l (Abbildung 11B), welches ein
gutes Indiz fur die verminderte Fahigkeit dgsf34-Stammes ist, Licht unter diesen

Bedingungen zu sammeln. Erwartungsgemal offenldtheeBmissionsspektren von an ML-
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Bedingungen adaptierte Zellen bei Anregung von Béyanin keine Unterschiede zwischen
WT undycf34-Mutante (Abbildung 11C).

2.1.4.5ycf34-Zellen zeigen eine retardiertede novo Assemblierung der
Phycobilisomen

Die observierte Reduktion der verkleinerten Phyksdnnen suggeriert eine mogliche Rolle
des Ycf34-Proteins vo8ynechocystisinerhalb der Degradation oder der Assemblierusrg d
cyanobakteriellen Lichtsammelkomplexe. Da Phycsbiien neben ihrer Funktion als
Lichtsammelkomplexe auch ein zellulares Resenipikiohlenstoff und Stickstoff darstellen,
werden sie unter entsprechenden Mangelbedingunggebaut (Lawet al, 1977; Grossman
et al, 1993). WT undycf34-Zellen kénnen durch Stickstoffmangel forciert wemd ihre
Phycobilisomen abzubauen. Eine Zugabe von NaBI® N-Quelle induziert diele novo
Synthese. Fir die folgenden Experimente wurde etm@&s hohere Lichtintensitat von 25
umol Photonen i s* verwendet, die jedoch immer noch Schwachlichtbgafigen darstellt.
Sie ist ein Kompromiss zwischen Starke des Phasoignmycf34 und der Forderung nach
vergleichbaren Wachstumsraten von WT und Mutantesé® Ab- und Aufbauprozesse
konnen relativ einfach spektroskopisch verfolgt aegr, wobei sich das Verhaltnis von
Phycocyanin zu Chlorophyld (PC-Chl-Ratio, siehe Abschnitt 4.2.1.4) (Myetsal, 1980)

spezifisch fur die oben genannten Zustande veréinder

Stickstoffmangel fuhrt sowohl in WT als auch ytf34-Zellen zu einem Abbau der
Phycobilisomen innerhalb von 24 Stunden (Abbildd2y linke Seite), wobei sich die PC-
Chl-Ratio vermindert. Die Kinetik der Ratio ist déabfir beide Stdamme wahrend des
Abbauprozesses gleich. Die unterschiedlichen Seatéwv (WT = 0,89;ycf34 = 0,79)
reflektieren den schon beschriebenen, verminddtteitocyanin-Gehalt degicf34-Mutante.
Die Sattigung des Medium mit anorganischem Stidkdtdrt im Falle des WT zu einer
schnellen Adaptation und dele novoSynthese von Phycobilisomen. Sichtbar ist dies im
Anstieg des PC-Chl-Verhaltnisses, wobei der Verlaahr Kurve in erster Naherung
sigmoidalen Charakter (Abbildung 12, rechte Séhtt) Dieser sigmoidale Verlauf ist fur die
ycf34-Mutante nicht gegeben. Die PC-Chl-Ratio steigelister Naherung nur linear an. Die
unterschiedlichen Zeitpunkte zu denen die jeweiligdusgangspunkte wieder erreicht
werden, verdeutlichen die verschiedenen Typen deetlk. Das Ausgangsniveau des WT
(0,89) wird bereits nach circa 15,5 h erreicht wtathach sogar tberschritten (0,92). Die
Mutante erlangt ihren geringeren Startwert (0, 2st nach 24 h noch nicht wieder (0,76).
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Abbildung 12: Degradation undde novo Synthese von Phycobilisomen in WT ungcf34-Zellen

WT und ycf34-Zellen, die in BG11-Medium bei 25 pmol Photoneif 81 wuchsen, wurden in
BG11,-Medium ohne Natriumnitrat gewaschen und auf eidgsgd= 0,4 verdinnt (Zeitpunkt -24 h).
Die Zellen wurden in diesem Medium fur weitere 24&uitiviert. Durch Zentrifugation wurden die
Zellen gesammelt, in BG11-Medium mit 17,6 mM Natmiuitrat als Stickstoffquelle resuspendiert
(Zeitpunkt 0) und die Kultivierung fur weitere 24drtgesetzt. Absorptionsspektren ganzer Zellen von
WT undycf34 wurden jede Stunde in einem Shimadzu UV2401PC t8pgaotometer, ausgestattet
mit einer integrierenden Sphéare (Ulbricht, 1920) klinimierung der Streuung, aufgezeichnet. Das
Verhaltnis von Phycocyanin zu Chlorophyll wurde aen Spektren bestimmt (Myees al, 1980)
und gegen die Zeit graphisch dargestellt.

Eine Rolle innerhalb der Degradationsprozesse vhgcébilisomen kann Ycf34 nicht
zugeordnet werden. Fur den Aufbau der Lichtsamnmattexe wird Ycf34 ebenfalls nicht
essenziell bendétigt. Die Inaktivierung dgsf34Gens erlaubt noch immer die Assemblierung
von Phycobilisomen, auch wenn diese verlangsamt \giatten geht und die

Zusammensetzung gegentber dem WT etwas veranuiert si

2.1.4.6Synechocystis Ycf34 interagiert nicht mit den Phycobilisomen

Ausgehend von den bisherigen Beobachtungen einesiziesten PC-Gehalts und
verlangsamtende novoAufbau der Phycobilisomen in dgcf34-Mutante, ware es immer
noch mdglich, dem Ycf34-Protein eine Rolle als Glrap oder Assemblierungsfaktor in
diesem Prozess zu zuweisen. So verursacht dieivigking desSynechococcus elongatus
PCC7942 Hitzeschockproteins HtpG ein reduzierteskd@men des Linkerprotein3
(cpcH/ Synpcc7942_1049und eine langsamere Wanderung der intakten Pllysmobhen im
Saccharose-Dichtegradienten (Satcal, 2010). In diesem Fall misste sich eine Interaktio
von SynechocystisYcf34 mit Bestandteilen der Phycobilisomen naclseri lassen.
Dementsprechend wurden Phycobilisomen aug34/FLAG-ycf34Zellen isoliert, die

resultierenden  Proteinfraktionen des Saccharoskt&cadienten elektrophoretisch
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aufgetrennt und anschlielend das Fusionsproteinumhogisch detektiert. Kein Ycf34-
Protein liel3 sich in Fraktionen nachweisen, diakté Phycobilisomen oder Untereinheiten
derselben enthielten (Abbildung 13A+B). Ebenso kenrkeine Phycobiliproteine zusammen
mit dem FLAG-Ycf34 Protein im Rahmen von InterakBanalysen aus l6slichen Extrakten
der ycf34/FLAG-ycf34Zellen prazipitiert werden (Daten nicht gezeigtludém besitzen
Phycobilisomen inycf34-Zellen eine mit WT-Phycobilisomen vergleichbaralsgitat, wie

Hitzeschock-Versuche ergaben (Daten nicht gezeigt).

A yef34/ B
FLAG-ycf34
vef34/FLAG-ycf34
Bande 111 [ 0-5M 13 5 7 9 11 13
— + + - + + - +
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Abbildung 13: Immunologische Untersuchungen zu Inteaktionspartnern von FLAG-Ycf34

(A) Profil der Saccharose-Dichtegradienten vgof34/FLAG-ycf34Zellen, die unter eLL-
Bedingungen in kupferfreiem BG11-Medium kultivievurden. Intakte Phycobilisomen wurden der
dunkelblauen Bande | zugewiesen. Bande |l und Bah@athalten vollstandige Arme oder den Kern
aus Allophycocyanin.

(B) Immunologische Analyse eines solchen Gradientezwd Fraktionen wurden vereint (1+2 bis
13+14) und in einem 16%igen SDS-Polyacrylamidgdl @M Harnstoff (Schagger und von Jagow,
1987) elektrophoretisch getrennt, auf eine Nitrlodesemembran transferiert und das FLAG-Ycf34
Protein immunologisch mit dem Primarantikérper #itAG-AP-Konjugat detektiert. Das Eluat einer
FLAG-Ycf34-Affinitatsaufreinigung (+) dient als Pitigkontrolle. Die vereinte Fraktion 1+2
entspricht der obersten Schicht des GradienteA)in (

Diese Versuche unterstitzen die Aussage, dassSyaschocystiy cf34-Protein nicht mit
Untereinheiten der Phycobilisomen interagiert undhakeine Funktion als Chaperon oder
Assemblierungsfaktor der Phycobilisomen besitzt.
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2.1.4.7ycf34-Mutanten zeigen eine veranderte Transkriptakkumuldion des
cpcBAC2C1D-Operons

Der reduzierte Gehalt an Phycobilisomen und Phyaoicyin denycf34-Zellen wurde bisher
nur auf Ebene der Proteine untersucht. Die verémddsundanz kann durch einen erhohten
proteolytischen Abbau, eine inhibierte Translatader eine modifizierte Transkription der
zugrundliegenden Gene verursacht worden sein. Dahede die relative Expression des
CcpcBAC2C1POperons in WT undycf34-Zellen unter verschiedenen Lichtintensitaten
analysiert. Die Gene despcBAC2C1POperons ¢pcBACDOperon) kodieren die
strukturellen pla. Phycocyanin-UntereinheitenccB'sli1577 cpcAsli1578 sowie die
Linkerproteine CpcC2, CpcC1l und Cpc@p¢C2/sll1579cpcCl/sll1580und cpchissI3039.
Die Transkription des Operons resultiert in dretemschiedlich langen Transkripten von
3800, 3400 und 1660 nt Lange (Ughy und Ajlani, 20@nachst wurden WT ungcf34-
Zellen unter ML-Bedingungen kultiviert und anscBiad flr 24 bzw. 48 Stunden in eLL-
Bedingungen transferiert. Vor und nach der jeweilig Behandlung erfolgte die
Probenentnahme und Isolation der Gesamt-RNA. Digveredete RNA-Sonde hybridisiert
mit dem 3'-Bereich vortpcAund dem 5‘-Bereich vonpcC2und erlaubt die Detektion der
drei verschiedenenpcBACDTranskripte; hauptséachlich jedoch dgscBATranskripts mit
einer Grofie von etwa 1600 nt. DN®rthern BlotAnalyse mithilfe dieser Sonde deckt eine
drastisch verringerte Akkumulation dgscBATranskripts auf, die nur in Zellen in dgef34-
Mutante unter eLL-Bedingungen (Abbildung 14A) aitftrDie Akkumulation der anderen
beiden TranskriptepcBAC2CIundcpcBAC2C1Ost ebenfalls reduziert (Daten in Abbildung
14A nicht gezeigt). Wurdewcf34-Zellen unter ML-Bedingungen kultiviert, wo die Muite
eine dem WT é&hnliche Pigmentierung zeigt, lie@ sickeine verringerte
Transkriptakkumulation detektieren (Abbildung 14ERlglich kann man schlussfolgern, dass
das beobachtete Phycobilisomen-Defizit yicf34-Zellen die Konsequenz der reduzierten

cpcBACDTranskription und damit einhergehenden verminaeBepression der Proteine ist.

Es ist jedoch bekannt, dass verschiedene abiotiomeeltfaktoren einen Einfluss auf die

Expression der Phycocyanin-Gene haben. Die Limitadin anorganischem G@QGrossman

et al, 1993) oder Stickstoff (Wangt al, 2004a) fihren ebenso zu einer verminderten

Transkription des Operons wie auch ein verandeRiedox-Status des Plastochinon-Pools

(PQ) (Alfonsoet al, 2000). Um auszuschlieBen, dass die verandertee&sipn die Folge

einer solchen Limitation ist, wurde die Expresswam Genen analysiert, die als Indikatoren
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fur bestimmte Stressarten bekannt sind. Dazu z&ileh (slr1756 Glutamat-Ammonium-
Ligase) undndhF3 (sll1732 NADH-Dehydrogenase Untereinheit 5). DgnA-mRNA
akkumuliert normalerweise unter Stickstoffmangety®s und Florencio, 1995; Reyetsal,
1997), wahrend die Transkription vorlhF3 durch CQ-Mangel induziert wird (Ohkawat
al., 2000; Wanget al, 2004a). Das Genprodukt ist Teil des induzierbanechaffinen CQ
Aufnahmesystemsc¢m, CO, concentrating mechanign{Battchikova und Aro, 2007). Die
Regulation und Aktivitat der beidestmSysteme ist neben der Verflugbarkeit von,@0ch
von der Belichtungsintensitat und der photosynsicbin Kapazitat der Zelle abhangig
(McGinn et al, 2003; Priceet al, 2008). Die Kombination aus bestimmten Lichtinigiten
und CQ-Partialdruck fuhrt zu einer variablen Grenze, elireen Mangel an C{definiert und
damit die differentielle Expression der verschiegteccm Systeme induziert (Battchikowet
al.,, 2011). So kann man eine Akkumulation aethF3 und gIlnA Transkripte in WT und
ycf34-Zellen unter ML-Bedingungen feststellen (AbbilduntdB). Die verwendeten
Lichtintensitaten und damit moglichen Wachstumsrdi#ren zu einer Limitierung von GO
und N in Zellen von WT und Mutante. Die Expressteser beiden Indikatoren ist aber in
der ycf34-Mutante im Vergleich zum WT unverandert ist. Wusisdie WT undycf34-
Zellen unter eLL-Konditionen, lie3en sich durch dierthern BlotAnalyse ebenfalls keine
oder nur &ulRerst geringe Menge dérA bzw. ndhF3Transkripte nachweisen (Abbildung
14B).
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Abbildung 14: Akkumulation von Transkripten in WT u nd ycf34'-Zellen unter verschiedenen
Lichtintensitaten

WT undycf34-Zellen wuchsen mit einer Beleuchtungsintensitédt 0 pmol Photonen fn-s* und
wurden dann fir 24 bzw. 48 h unter extrem schwa@®edauchtungsintensitaten 3,5 pmol Photonen
m? st inkubiert. Die Gesamt-RNA beider Stamme wurde wod nach dem Wechsel der jeweiligen
Wachstumsbedingungen wie in Abschnitt 4.2.3.1 brsiohn isoliert. Je 3 pug dieser Gesamt-RNA
wurden in 1,3%igen denaturierenden Formaldehyd-@gggelen elektrophoretisch aufgetrennt, auf
Nylonmembranen transferiert. Diese wurden mit Sanglegen(A) dascpcBACDOperon und gegen
(B) glnA und ndhF3 hybridisiert. Die Transkripte der Gene fir die 168NA dienten als interne
Ladungskontrolle.

Der verminderte Phycobilisomen-Gehalt igcf34-Zellen unter extrem schwachen
Lichtintensitaten, aufgrund der reduzierten Expoessdes cpcBACDOperons, ist keine
Konsequenz eines Mangels an Stickstoff odep.@@cht ausgeschlossen werden kann eine
generelle Limitation der fir den N- und C-Metabwliss notwendigen Transportprozesse oder
der hierfir benotigten Energie. Als weitere Ursadiie die veranderte Transkription der
CcpcBAC2C1BGene ware ein starker reduzierter PQ-Pool in Batrau ziehen.
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2.1.4.8Die Inaktivierung von ycf34 verandert die photosynthetische Aktivitat
der Zellen

Ein Teil der von Chlorophylimolekiilen absorbiertdrichtenergie wird nicht durch
photochemische Prozesse umgesefzho{ochemical quenchipg sondern als Warme
abgegebennpn-photochemical quenchingdNPQ) oder als Fluoreszenz emittiert. Generell
stehen die drei Prozesse in Konkurrenz zu einantiethoher die Chlorophyllfluoreszenz
desto geringer ist der Anteil an Energie, der dyibtochemische Prozesse umgesetzt oder
als Hitze abgegeben wird. Uber die Messung der rGphyllifluoreszenz lassen sich so
Aussagen Uber die Effizienz des photosynthetiséliektronentransports treffen (Camphbet|

al., 1998; Maxwell und Johnson, 2000). Alle nachfoldmm Messungen wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Gabor Bernat (Lehrstuhl Riochemie der Pflanzen, Ruhr-
Universitdt Bochum) durchgefuhrt, der auch fiur dephysikalischen Berechnungen

verantwortlich zeichnet.

Einen moglichen Hinweis auf Stérungen des photdmtischen Elektronentransports oder
des Transports von Gzw. dessen Fixierung i8ynechocystiZellen liefert die Messung
der Sauerstofffreisetzungsrate unter sattigendeshthédingungen. Zusatzlich liefert die
Verwendung von kunstlichen Elektronenakzeptorerieefnhaltspunkte zur Lokalisation
eventueller Veranderungen in der photosynthetischdtiektronentransportkette.
Entsprechende Messungen ohne den Einsatz eindzieltin Akzeptor ergeben dabei
vergleichbare Raten fur WT ungcf34-Zellen, die an ML-Bedingungen adaptiert waren
(Tabelle 5). Die Quantifizierung der Sauerstoffetzungsrate offenbarte deutliche
Unterschiede zwischen WT umydf34-Zellen, wenn diese unter eLL-Bedingungen wuchsen.
So weisen Zellen deycf34-Mutante eine auf 74% des WT-Niveaus verringertée Rauf
(siehe Tabelle 5).

Die Freisetzungsraten wurden erneut in Anwesenimit 500 UM Phenyp-Benzochinon
(phenylp-benzoquinonePpBQ) fur WT und Mutante bestimmt, um den Ort &drung
genauer zu bestimmen. Analog zu den vorherigen Wheen, lassen sich wieder
vergleichbare Raten fur Kulturen aus ML-Bedingungeterminieren (Tabelle 5). Die Rate
der Sauerstofffreisetzung und damit die AktivitéésdPS Il von an elLL-Bedingungen
adaptiertenycf34-Zellen ist interessanterweise sogar leicht erhgégentuber dem WT
(Tabelle 5). Diese Beobachtung ist ein Indiz dafiass die durch die Inaktivierung vecf34
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verursachte Einschrdnkung des photosynthetischektrBhentransports vermutlich zwischen

dem PQ-Pool und dem PS | zu finden ist.

Tabelle 5: Sauerstofffreisetzungsraten von WT ungcf34-Zellen

extreme schwache Lichtintensifat mittlere Lichtintensitatef
WT ycf34 WT ycf34

Sauerstofffreisetzung,

H0 - CG, 267 +8 198 +11 405 + 55 396 + 23
[umol O, (mg Chl)* h]

Sauerstofffreisetzung,

HO - PpBQ 321 +30 370+ 10 481 + 14 476 + 74

[umol O, (mg Chl)* h]
23,5 umol Photonen fs?
50 umol Photonen ths*

Eine genauere Bestimmung erfolgte durch die Analytex Chlorophyllfluoreszenz in einem
Dual-PAM-Chlorophyll-Fluorometer (Walz, Effeltrichpie Kinetik der Ryo Oxidation und
Re-Reduktion wurde im Anschluss an einen séattigendihtblitz von 30 ms Dauer
aufgezeichnet (siehe Abschnitt 4.2.1.8), der eioklstandige Oxidation aller /-Zentren
bewirkt. Die Abnahme der Intensitat der Chloroptytireszenz mit der Zeit (Abbildung
15A) ist dabei fur WT undycf34-Zellen gleich, sofern diese unter ML-Bedingungen
wuchsen. Diese Werte stehen in Einklang mit dereitsergewonnenen Daten fur die
Sauerstofffreisetzungsrate (siehe oben). ya4-Mutante zeigt jedoch eine verlangsamte
Abnahme der Fluoreszenz, wenn die Zellen unterngen Lichtintensitaten Kkultiviert
wurden. Wie in Abbildung 15B sichtbar ist der Albfder Kurve geringer. Die aus dem
Graphen ermittelte Zeitkonstante betragtyici34 in diesem Fall 11 ms, das entspricht 138%
der Konstante des WT (8 ms). Dies deutet auf eirigliche Beeintrachtigung des
Elektronenflusses an der Donorseite des PS | hiflbereinstimmung mit den Kinetiken der
Pz00 Oxidation und Reduktion findet man ein &hnlicheaskr in den PS I-Lichtkennlinien
von WT und Mutante wieder (Abbildung 15C+D). Dabeirden bei steigender Intensitat des
Messlichts mithilfe der Dual-PAM-Software diverseqfPZustande wiesteady state(P),
Maximum (Pm, Pm’) und Null (Po) aufgezeichnet urestimmt (siehe Abschnitt 4.2.1.8).
Aus diesen Kenngrol3en lassen sich weitere Parardeterieren, die Aufschluss tber den

Zustand des Photosyntheseapparats geben:
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(i) die Quantenausbeute der photochemischen Ekemgrersion im PS | [Y(1)]

(ii) die Quantenausbeute der nicht-photochemis@issipation von Energie aufgrund einer
Limitation an der Donorseite des PSI [Y(ND)]

(iii) und Akzeptorseite des PS | [Y(NA)]

b
(at+b+c)

a

undY(ND)= :

(at+b+c)’

Zudem geltenY (I)=

wobei a, b und c folgende Fraktionen repréasentieren: durch Linotatider Donorseite
geschlossene PS | ZentrengP A), offene PS | Zentren (& A) und durch Limitation der
Akzeptorseite geschlossene PS | Zentreg@®) (Klughammer und Schreiber, 2008).

Die graphische Darstellung der so gewonnenen photiostischen Parameter erfolgt gegen
die Intensitat des Messlichts. Wurden WT ugdf34-Zellen unter ML-Bedingungen
kultiviert, so finden sich in den Kennlinien derrsehiedenen Gréf3en nur geringfugige
Unterschiede, wie in Abbildung 15C dargestellt. Bervenverlauf fur die Quantenausbeute
bzw. Effizienz der photochemischen Prozesse im RB%(l)] fallt in beiden Zelltypen ab
einem Wert von etwa 30 pmol Photonei st kontinuierlich ab und erreicht sein Minimum
bei 500 pmol Photonen s, Dagegen weisen entsprechende Kurven von an eLL-
Bedingungen adaptierten WT updf34-Zellen deutliche Unterschiede fur dief34-Mutante
auf (Abbildung 15D). Die [Y()]-Kurve féllt im Vergich zum WT steiler ab und erreicht ihr
Minimum bereits bei 125 pmol Photonen?ns’. Dies ist Ubereinstimmend mit den
vorherigen Messungen detoRPKinetik, die auf eine Beeintrdchtigung des Elek&nflusses
an der Donorseite des PS | hindeuten. Der [Y(NDgAWValso die nicht-photochemische
Ableitung von Energie, steigt gleichzeitig an. Zodevurde keine Limitierung an der

Akzeptorseite gefunden (Daten nicht gezeigt), wareumerken ist, dass folgende Formel

gilt:

Y(I) + Y(NA) + Y(ND) = 1
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Abbildung 15: Kinetik der P ;40 Oxidation-Reduktion und PS I-Lichtkennlinien

Die Messungen erfolgten mit Zellen von WT (schwaumyl ycf34-Mutante (grau), die an mittlere
(A+C) und extrem schwache Beleuchtungsintensit{&rD) adaptiert waren. Alle Messungen
wurden dreimal wiederholt.

(A+B) Kinetik der Boo Oxidation und Reduktion nach einem sattigendehtbidz von 30 ms.

(C+D) Quantenausbeute der photochemischen Energiekomveism PS | [Y(I), geschlossene
Symbole] und Quantenausbeute der nicht-photochéeris®issipation von Energie aufgrund von
Limitation an der Donorseite des PSI [Y(ND), offédgmbole] wurden bei definiten Lichtintensitéaten
aus den RgrZustandesteady statg¢P), Maximum (Pm, Pm’) und Null (Po) berechnet.i2chen der
stufenweisen Erhéhung (logarithmische Zunahme)attéaischen Lichtintensitat von 0 bis 850 pumol
Photonen i s* lagen jeweils 30 s Zeit fiir die Adaption der Zelle

Die hier vorliegenden Resultate der Messung vortgdymthetischen Parametern lassen den
Schluss zu, dass der Elektronentranspoyti34-Zellen zwischen dem PQ-Pool und dem PS
| beeintrachtigt ist, wenn diese unter Lichtintéstgin von 3,5 pumol Photonen“ns?
wuchsen. Zwischen dem PQ-Pool und dem PS | befisidatder Cytochronhsf-Komplex,
der zentrale Dreh- und Angelpunkt des photosyrgbleéin Elektronentransports. Die
Inaktivierung vonSynechocystis ycf3donnte sowohl zu einer veréanderten Stabilitat bzw.
Assemblierung des Komplexes selber fihren oderaath zu einer Beeintrachtigung des
Elektronentransports durch denselben, wie im Abisicavor gezeigt wurde. Um ersteres zu
Uberpriufen wurde die CytochromUntereinheit immunologisch quantifiziert, um smeei

Aussage Uber die Abundanz des Komplexes zu treffen.
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Abbildung 16: Analyse der Akkumulation und Assemblerung des Cytochrombsf-Komplexes

(A) Die Membranfraktionen von WT ungf34-Zellen, die an mittlere (ML) oder extreme schwache
(eLL) Lichtintensitdten adaptiert waren, wurden kalephoretisch in einem 16%igen SDS-
Polyacrylamidgel (Schégger und von Jagow, 1987)ktrelphoretisch getrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die immunolahis Detektion der CytochrofmUntereinheit des
Cytochrombsf-Komplexes erfolgte unter Verwendung eines poly&len Antikorpers gegen
Synechocysti€ytochromf und lGber einen Chemilumineszenz-Assay der komjiggieMeerrettich-
Peroxidase des sekundaren Antikbpers anti-KanirétiRR-Konjugat. Ein Antikdrper gerichtet gegen
die B-Untereinheit der SynechocystisFoF-ATP-Synthase (AtpB) wurde als interne Kontrolle
verwendet.

(B) Die solubilisierten Membranproteinkomplexe von Wihd ycf34-Zellen, die bei 3,5 pumol
Photonen M s wuchsen, wurden wie in einem 4,5-14% Gradientdya®oylamidgel
elektrophoretisch unter nativen Bedingungen, widlschnitt 4.2.4.9 beschrieben, getrennt. Das Gel
wurde vor (N) und nach dem Farben mit CoomassieB)CBokumentiert. Die Zuordnung der
Membranproteinkomplexe erfolgt nach Herranetnal (2004): PS ¢, und PS (), Trimer und
Monomer des PS | Komplexes; Pglund PS #), Dimer und Monomer des PS Il Komplexésf,
Monomer des Cytochromsf-Komplexes; ATP-Syn, ATP-Synthase Komplex; NDH-1NADH-
Dehydrogenase-Komplex 1L.

Dabei zeigte sich, dass die Mutante unter mittlared geringen Intensitaten vergleichbare
Mengen an Cytochroni wie der WT akkumuliert (Abbildung 16A). Eine Analy der

Membranproteinkomplexe unter Verwendung der natikzégktrophoresetechnik CN-PAGE
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(siehe 4.2.4.9) demonstrierte, dass gleiche MedgsrKomplexes vollstandig assembliert in
den Thylakoidmembranen von WT ugdf34-Zellen vorliegen, wenn diese unter geringen
Lichtintensitaten wuchsen (Abbildung 16B). Die Bdsn Schluss zu, dass das Ycf34-Protein
nicht fur die Assemblierung und Stabilitat des Cym@m-besf-Komplexes benétigt wird.

2.1.4.9Ycf34 ist ein Membranprotein und migriert zusammenmit
photosynthetischen Membranproteinkomplexen im Sacdrose-
Gradienten

Genaue Kenntnisse Uber die Lokalisation eines uwnigkn Genprodukts erlauben
Ruckschlisse auf die mdgliche Funktion des Proteima die Lokalisation des Ycf34-
Proteins genauer zu analysieren, wurde der Gesaakefsiehe Abschnitt 4.2.4.1) vgef34
[FLAG-ycf34Zellen durch Zentrifugation (4°C, 21160g, 1 h) in eine I6slich und unldsliche
Proteinfraktion unterteilt. Die darin enthaltenenytasolischen Proteine und die
Membranproteine wurden durch SDS-Polyacrylamidg&tebphorese (SDS-PAGE) getrennt,
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und spezifischen Antikérpern gegen das
FLAG-Epitop untersucht. Die immunologische Detektides FLAG-Ycf34 Proteins zeigt
hierbei ein sehr starkes Signal in der Membranprfyektion (siehe Abbildung 17A), neben
einem schwachen Signal in der l6slichen FraktionPtoteinfraktionen vorsynechocystis
WT und ycf34-Zellen, die wie oben beschrieben behandelt wurdle3, sich kein Signal
detektieren. Ferner wurde die Membranproteinfraktivon ycf34/FLAG-ycf34Zellen
zusatzlichen Waschschritten und einer Behandlurigznvl Natriumchlorid unterzogen, um
locker assoziierte l6sliche und extrinsische Memprateine zu entfernen (Boudreat al,
1997). Diese Schritte verminderten die Signalintéah& den jeweiligen Membranfraktionen
nicht (Abbildung 17B). Das$ynechocysti¥ cf34-Protein ist fest an die Membran gebunden;
auch wenn der zugrunde liegende Mechanismus nianti#t. Die a-Helix im N-Terminus

basiert auf einer theoretischen Vorhersage.
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Abbildung 17: Lokalisation desycf34-Genprodukts

(A) Lokalisation des Ycf34-Proteins. Immunologische tdbdon von FLAG-Ycf34 in den
Gesamtextrakten von WV cf34 undycf34/FLAG-ycf34 Je 40 g Protein wurden in die Iésliche und
unlésliche Fraktion unterteilt und in einen 16%ig&DS-Polyacrylamidgel mit 6M Harnstoff
(Schéagger und von Jagow, 1987) getrennt. Nach demsier auf eine Nitrozellulosemembran und
der Inkubation der Membran mit anti-FLAG-HRP-Konguigerfolgt die Detektion des FLAG-Ycf34
Fusionsproteins Uber die Chemilumineszenz der ven Meerrettich-Peroxidase katalysierten
Reaktion.

(B) Subzellulare Lokalisation des Ycf34-Proteins ilmd&esamtextrakt vorycf34/FLAG-ycf34
Zellen. Je 20 pg bzw. 40 pg Protein des Gesamiggt(&e) wurden verwendet, um die 16sliche und
die unlésliche Fraktion herzustellen, welche dariinden folgenden Waschschritten behandelt wurde.
Die Membranen wurden zweimal (m2) oder dreimal (nm3Extraktionspuffet gewaschen, gefolgt
von einem zusatzlichen Waschschritt mit 2 M NaCEixtraktionspuffet (ms). Die verschiedenen
Membranfraktionen, die l8sliche Proteine () und @esamtextrakt wurden in einem 16%igen SDS-
Polyacrylamidgel mit 6M Harnstoff (Sch&gger und \dagow, 1987) elektrophoretisch getrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und ans®dnd das FLAG-Ycf34 Fusionsproteins wie
zuvor beschrieben detektiert.

Detailliertere Aussagen beziiglich der genauen liskibn des Ycf34-Proteins kdnnen
behilflich sein, die bisherigen Ergebnisse in eamzheitliches Bild zu bringen. Zudem stellt
sich die Frage, ob eine mogliche Assoziation mih ddembranproteinkomplexen von
Synechocystibesteht. Dazu wurden die solubilisierten Membratginkomplexe degcf34
[FLAG-ycf34Stammes durch Saccharose-Dichtegradienten-Ultnazeyation getrennt. Die
so gewonnenen Fraktionen wurden immunologisch @fAciwesenheit des FLAG-Ycf34
Proteins untersucht. Die Saccharose-Dichtegradier{#&bbildung 18A) enthalten drei
pigmentierte Banden, denen folgenden Membranpiateiplexe zugeordnet werden kdnnen
(Duhring et al, 2006): Die obere, orange Bande (Abbildung 18Andea 1) enthalt
Uberwiegend die roten und orangenen Carotinoidp@teDie grin-blauliche Bande
(Abbildung 18A, Bande I1l) enthalt die monomeren rhen der PS Il und |, sowie den
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Cytochrombef -Komplex (Rogneret al, 1990). Die trimeren PS I-Komplexe bilden den
Hauptbestandteil der dunkelgrinen Bande (Abbildu&g, Bande lIll). Unter Verwendung
aller Fraktionen eines solchen Gradienten wurde~dagonsprotein in den Fraktionen 5 bis 7
immunologisch nachgewiesen (Abbildung 18B). Diesdsjene Fraktionen, die die grin-
blauliche Bande Il enthalten. Es zeigt sich, dass @LAG-Ycf34 Protein mit den

Monomeren von PS Il bzw. PS | und dem CytochimfiKomplex zusammen migriert.

A vef34/FLAG-ycf34
0,292 M

Bande | [ .
0.438 M
Bande 11 I: i SR

Bande III |:

0,730 M
0,876 M
Saccharose
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
| cEmeEe— a-FLAG
| _ | ] 1
| IT I

Abbildung 18: Ko-Lokalisation des FLAG-Ycf34 Proteins mit Membranproteinkomplexen

(A) Profil der solubilisierten Thylakoidmembranen dgsf34/FLAG-ycf34Stammes nach der
Ultrazentrifugation in einem Saccharose-Dichtegratiin. Ein solcher Gradient enthalt drei farbige
Banden, denen folgende Membranproteinkomplexe zdgeod wurden: Die orange Bande | enthalt
Carotinoide, die hellgriine Bande Il die monomergtkormen von PS | und PS II, die dunkelgriine
Bande Il setzt sich zum grof3ten Teil aus dem wénePS | zusammen. Solubilisierte
Thylakoidmembranen, die einer Proteinmenge von f2emtsprechen, wurden fur den Gradienten
verwendet.

(B) Die Fraktionen eines solchen Gradienten wurdesirian 16%igen SDS-Polyacrylamidgel mit 6M
Harnstoff (Schagger und von Jagow, 1987) elektrogtiexh getrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und das FLAG34f Protein immunologisch mit dem
Priméarantikorper anti-FLAG-HRP-Konjugat detektidftaktion 1 entspricht der obersten Schicht des
Gradienten in (A).
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Wie bereits in Abschnitt 2.1.4.6 erwéahnt, lie3 sidas FLAG-Ycf34-Protein in keiner
Fraktion nachweisen, die Phycobilisomen enthielas Ycf34-Protein vosynechocystist
ein fest an die Membran gebundenes Protein, welzhssmmen mit den Proteinkomplexen
des photosynthetischen Elektronentransports lokdli€s konnte jedoch bis jetzt noch keine
direkte Interaktion mit einem spezifischen Prot@der Proteinkomplex nachgewiesen

werden.

2.1.5 Biochemische Charakterisierung vorSynechocystis Ycf34
2.1.5.1Heterologe Expression und Reinigung vosynechocystis Ycf34

Neben der phénotypischen Charakterisierung einesnpi@dukts in  seinem
Ursprungsorganismus, koénnen biochemische Eigenschasehr gut mit rekombinant
exprimierten Proteinen untersucht werden. Zu dieZsvecke wurdeSynechocysti¥ cf34
heterolog unter Verwendung des zBBT Gene Fusion Systé@E Healthcare) gehdrenden
Expressionsvektors pGEX-6P-1Hkn coli produziert. Das resultierende Fusionsprotein besit
einen Glutathion-S-Transferase (GS&yr am N-Terminus (siehe Abschnitt 4.2.2.16) und
wird im Folgenden als GST-Ycf34 bezeichnet. Derobeere Vorteil des verwendeten
Systems liegt in der Moglichkeit, den potentiebrehden Affinitatsag durch spezifischen
proteolytischen Verdau mit der PreScission-Proteasentfernen. Dabei verbleibt ein Rest
von nur funf Aminosaurernc{y-Pro-Leu-Gly-Sey am N-Terminus. In ersten Vorversuche erwies
sich eine dreistindige, induzierte Expression Béiith Stammk. coli BL21 (DE3) pGEX-
ycf34als ungeeignet (Abbildung 19), da das Proteinwilegrend unldslich war.
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Abbildung 19: Vorversuch zur heterologen Expressiorvon GST-Ycf34 inE. coli

Zellen desE. coli Stammes BL21 (DE3) pGE}ef34 wurden bei 37°C in LB-Medium bis zu einer
ODgoonn= 0,5 kultiviert und anschlieRend die Expressiom Besionsproteins GST-Ycf34 durch
Zugabe von 0,1 mM Isoprop@HD-thiogalaktopyranosidiPTG) induziert. Je 2 ml Zellen wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten entnommen und ein @&odeakt aus ihnen hergestellt. Je 10 pg
Protein wurden in die l8sliche und unldsliche F@iktunterteilt und in einem 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel nach Laemnst al. (1970) elektrophoretisch getrennt. Die Polypeptidirden mit
dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R250 vissialit.

Die im Folgenden beschriebene Optimierung der ESgio@ und die erfolgreiche Reinigung
des Synechocysti¥ cf34 Proteins aus defd. coli Stamm BL21 (DE3pGEX-ycf34wurde
durch Dr. Yoshinori Hagiwara (AG Physiologie der Kktiorganismen an der Ruhr-

Universitat Bochum) durchgefuhrt.

2.1.5.2Synechocystis Ycf34 besitzt ein Eisen-Schwefel-Zentrum

Eine ausreichende Ausbeute und die Verbesserung Ldstichkeit wurden durch
Verédnderungen der Expressionsbedingungen und deswgeten Mediums erreicht (siehe
Abschnitt 4.2.4.5). Das so gewonnene Protein istrgtarisch in Abbildung 20A auf einem
SDS-PAGE analysiert worden. Interessanterweise wWaes gereinigte Ycf34-Protein eine
braunliche Farbung auf; ein Hinweis auf einen as Beotein gebundenen Ko-Faktor. Das
Absorptionsspektrum des gereinigten Proteins imawulbletten und sichtbaren Bereich des
Licht weist eine Schulter bei 320 nm und ein Absornsmaximum bei 420 nm auf
(Abbildung 20B). Das Maximum bei 420 nm liel3 siaiveh Zugabe des Reduktionsmittels
Na-Dithionit signifikant reduzieren, wobei die Stten bei 320 nm an Intensitdt zunahm
(Abbildung 20B). Basierend auf den spektralen Esgbaften des gereinigten Proteins liegt
der Schluss nahe, dass dag&ircoli rekombinant hergestel8ynechocysti¥ cf34 Protein ein
Eisen-Schwefel-Protein sein konnte (Fleital, 1993; Gibneyet al, 1996; Pietsclet al,
2011).
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Abbildung 20: Aufreingung von Synechocystis GST-Ycf34

(A) Das Uber einen GSihg gereinigte Genprodukt voBynechocystis ycf3durde in einem 10%igen
SDS-Polyacrylamidgel nach Schagger & von Jagow{L88trennt und mit dem Farbstoff Coomassie
Brilliant Blau R250 visualisiert.

(B) UV/Vis Absorptionsspektren des nativen (ganze d)inund reduzierten (gestrichelte Linie)
Synechocysti¥ cf34-Proteins. Ycf34 lag in einer Konzentratioarv3 puM in Lyse-Puffer vor. Die
Reduktion des Proteins erfolgt durch einen Ubersslan Natriumdithionit.

Die Bestimmung der Menge an Eisen, welches festam Protein gebunden ist und der
Menge an Schwefel, welches nur schwach am Proteburglen ist, konnte die
Beobachtungen bestéatigen. Diese Untersuchungenewuwdn Dr. Yoshinori Hagiwara
durchgefiihrt. Die quantitative Analyse wurde durBkinert sowie Fish (1983; 1988)
beschrieben und definiert dabei eine Stochiometie 1,06 + 0,15 Eisenatomen und 0,81 +
0,02 Sulfidionen pro Ycf34-Monomer. Es ergibt sadbei ein Eisen zu Schwefel-Verhaltnis
von etwa 1,29. Diese Stochiometrie ist kleinerdds notwendige Verhaltnis von Eisen zu
Schwefel, welches fur die Assemblierung von klatse Fe-S Cluster wie [2Fe-2S] oder
[4Fe-4S] bendétigt wird. Das Ycf34-Protein formt nibgerweise ein Homo-Oligomer, das
dann den Fe-S Cluster koordiniert, oder der Fei®%t€f im rekombinanten Protein ist nur
teilweise intakt. Die mit dem gereinigten Ycf34-&ia von Dr. Edward J. Reijerse (MPI fur
Bioanorganische Chemie, Milheim an der Ruhr) dwtitgten spektroskopischen
Untersuchungen zur Elektronenspinresonanz (EPRgriesm keine eindeutigen Resultate.
Daher wurden durch Dr. Edward J. Reijerse zuséizliolRbauer-Spektroskopien mit dem

anaerob gereinigten, rekombinanten Ycf34-Protencliyefihrt (Abbildung 21A).
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Abbildung 21: MoRbauer-Spektroskopie des rekombinaten, gereinigtenSynechocystis Ycf34

(A) Mol3bauer-Spektrum des anaerob gereinigten Y-Ei®teins bei 77K. Isomerverschiebung = 0,44
mm s' und Quadrupol-SpaltungQ = 1,18 mm 3.

(B) MoRbauer-Spektrum des anaerob gereinigten YPi®eins (250 nM) bei 77K, welches zuvor
mit Titan(ll)citrat (250 nM) reduziert wurde. Speg 1 (gelbe Linie, 88%) entspricht dem oxidierten
[4Fe-4S]-Cluster von Ycf34 mit einer Isomerversthieg = 0,44 mmsund einerdQ = 1,18 mm 3.
Spezies 2 (blauer Linie, 12%) entspricht Fe(ll)lomes durch Wasser koordiniert ist und auf eine
Beschadigung des Proteins durch die Prozedur hstw@pezies 2 weist eine Isomerverschiebung =
0,44 mm & und eine4Q = 1,18 mm 3 auf.

Die beobachtete Verschiebung des Isomers von Omdsmund eine Quadrupol-Spaltung
(4Q) von 1,8 mm § sind reprasentativ fiir Eisenatome mit einer gehést, delokalisierten
Valenz von +2,5. Dies ist charakteristisch fur eirjéFe-4S]-Cluster mit 2Fe(Il)2Fe(111)4S
(Schinemann und Winkler, 2000). Eine alternativenfiGuration kann aufgrund der
bestimmten Stdchiometrie von Eisen und Schwefel)(hAusgeschlossen werden. Weitere
MoRRbauer-Spektren wurden aufgezeichnet und de@inigten Cluster als diamagnetisch

(Daten nicht gezeigt). Zusatzliche Experimente mdgém starken Reduktionsmittel
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Titan(lll)citrat verursachten keine Anderungen anedBx-Status des [4Fe-4S]-Clusters
(Abbildung 21B). Der Cluster ist untein vitro Bedingungen nicht reduzierbar.
Mdglicherweise ist der Cluster nicht zuganglich fisungsmittel oder er bedarf eines

zusatzlichen Partners, um den Cluster zugangliahachen und zu reduzieren.

Die bereits beschriebene Konservierung der finft€iysReste stellt einen weiteren
Ansatzpunkt fur Untersuchungen hinsichtlich des&iSchwefel-Zentrums dar. Durch eine
zielgerichtete Mutagenese der einzelnen Cystesgetasich Erkenntnisse gewinnen, welche
der funf Aminosduren an Position 2, 4, 7, 13 und i®l Synechocystisycf34-Protein
essentiell zur Ausbildung des Zentrums sind. Daawden synthetische DNA-Fragmente mit
veranderter Abfolge der Basen (Life Technologiegkstéllt, so dass je eine Cystein-
Aminosaure durch ein Serin ersetzt wurde (siehecmst 4.2.2.17). Die Herstellung der
Expressionskonstrukte war Teil dieser Arbeit. Digsgianten des Ycf34-Protein (C2S, C4S,
C7S, C13S und C615S) sollten analog zum Originadiman E. coli hergestellt, gereinigt und
anschlieBend auf die Présenz des Eisen-Schwefélfes untersucht werden. Trotz
mehrfacher Wiederholung war es jedoch nur méghiid,C2S-Variante als I6sliches Protein
in E. coli zu produzieren, die die identischen spektraleresghaften der WT-Variante
aufwies. Die Expression der anderen Varianten tiestd stets in einem unléslichen Protein
(Dr. Yoshinori Hagiwara, personliche Mitteilung)id3 legt den Schluss nahe, dass die vier
anderen Cysteinreste essentiell fur die Stabiliatd Ausbildung des Eisen-Schwefel-
Zentrums sind und die jeweiligen Aminosauresubsbiien zu einem Verlust der
strukturellen Integritat des Ycf34-Proteins fuhr@as Ycf34-Protein voisynechocystiseld
sich rekombinant irE. coli herstellen und reinigen. Spektroskopische Unténsugen des
gereinigten Proteins und die quantitative Analyser dyebundenen Eisenatome und

assoziierten Sulfidanionen identifizierten ein [4%]-Zentrums im Ycf34-Protein.
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2.2 Funktionelle Analysen derycf59 und ycf54-Homologe inSynechocystis

Ein Teil der in Peteet al. (2009; 2011) verdffentlichten Ergebnisse entstande Rahmen
dieser Arbeit. Ahnliche Ergebnisse zur Funktion v®ynechocystissenen, die Teil der
Chlorophyll-Biosynthese sind, wurden in unabhangigtersuchungen von Minamizadi
al. (2008) kurz zuvor publiziert. Besonderes Augenngalt hierbei den letzten verbliebenen
Licken innerhalb des Stoffwechselweges, die bishér keinem Gen oder Genprodukt
assoziiert sind. Dazu zahlt die oxidative Cyclasedie die Cyclisierung des flunften,
isozyklischen Rings des Substrates Magnesium-Pogbbygrin  1X monomethylester

katalysiert.

2.2.1 Synechocystis ycf59 kodiert fur die oxidative Cyclase |

Die zwei offenen Leserahmesil1214 und sll1874 kodieren ein Protein mit jeweils 358
Aminosauren und einer molekularen Masse von 42y 44,9 kDa. Die beiden auch als
ycf59bzw. AT103 annotierten offenen Leserahmen wurdstmalig von Minamizaket al.
(2008) alschlA undchlA, bezeichnet. Innerhalb der parallelen Verdéffentlioy) (Peteket al,
2009) werden die Genbezeichnungsl fir sll1214 und cycll fir sll1874 verwendet. Die
Genprodukte vorycl undcycll, die beiden Proteine Cycl und Cycll, sind zu 5déntisch
in ihrer Aminosauresequenz. Zwischen dérabidopsis thalianaHomolog CHL27 und Cycl
sowie CHL27 und Cycll besteht eine 58%ige bzw. 4f@dhnlichkeit der Sequenzen, wie
eine entsprechende Analyse mit dem BLAST P Algorib zeigt (Altschulet al, 1990).
Interessanterweise finden sich deycGene im Synechocysti&enom in potentiellen
Operonstrukturen wieder, deren Gene ebenfalls leimdtion in der Tetrapyrrol-Biosynthese

besitzen.

Das Gencycl (sll1214 liegt vor dem Genycf53 (sll0558, welches ein Homolog des
pflanzlichen GUNA4-Proteins kodiert (Wildet al, 2004; Sobotkaet al, 2008). Die
Transkription vorncycl wird durch Licht reguliert (Petest al, 2009; Mitschkeet al, 2011).
Hohe Lichtintensitaten oder Dunkelheit vermindera Akkumulation des Transkripts. Das
Gencycll (sl1879 liegt am Beginn eines Operons, welches unterrabae Bedingungen in
Synechocystisinduziert und transkribiert wird (Summerfielét al, 2008). Weitere
Bestandteile dieses Operons sind die Gerz(sll1875, welches eine der beiden Isoformen
der Hamoxygenase kodiert (Yilmaat al, 2010), undhemN1 (sll1876, die sauerstoff-
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unabh&ngige Coproporphyrinogen llI-Oxidase (Gettal, 2010), ein Enzym aus dem friihen
Zweig der Tetrapyrrol-Biosynthese (siehe 1.3).

Beide cycGene vonSynechocystisvurden im Rahmen der funktionellen Charakterigigru
durch Insertion einer Kanamycin-Resistenzgen-Késseaktiviert (Abbildung 22A+B). Die
Inaktivierung descyclGens ist nur partieller Natur, die resultierendel-Mutante von
Synechocystiszeigt keine vollstandige Segregation der Mutartelea unter aeroben
(Abbildung 22C) und anaeroben Bedingungen; photieagh wie mixotroph (Petest al,
2009). Im Gegensatz dazu konnte Minamizztkal. (2008) eine vollstdndige Segregation der
cyckMutantenallele unter mikroaeroben Wachstumsbediggn demonstrieren. Es ist
anzunehmen, dass diese Unterschiede ihren Urspmuen unterschiedlichen WT-Stammen
haben, die verwendet wurden oder die anaeroben imakvoaeroben Anzuchtbedingungen
sich zwischen den Laboren unterscheiden. Die aitlige Inaktivierung vogycll ist unter
aeroben, photoautotrophen Wachstumskonditionenggagmdglich. Die Mutantdcycll, mit
teilweiser Deletion der kodierenden Bereiche vorlCyst vollstandig segregiert (Abbildung
22D). Es muss daher angenommen werden, dassin essentielles Gen f@ynechocystis
ist, wahrendcycll unter aeroben Bedingungen entbehrlich ist, wagimklang mit den
Transkriptionsdaten fur dasycll-ho2-hemN1Operon undcycll steht (Summerfielcet al,
2008; Peteet al, 2009).

deyell-Kopie - 1915 bp

WT-Kopie = 112bp

WT-Kopie L X

Abbildung 22: Inaktivierung der beiden cyc-Gene vonSynechocystis

(A) Schematische Darstellung der Inaktivierung dd&214/cyciGens vonSynechocystigiurch
Insertion einer Kanamycin-Resistenzgen-Kassetteeime Smal-Schnittstelle in der kodierenden
Sequenz vosll1214/cycl
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(B) Schematische Darstellung der Inaktivierung d83874/cycltiGens vonSynechocystiglurch
Deletion von Teilen der kodierenden Sequenz undrtimh einer Kanamycin-Resistenzgen-Kassette
(aph) zwischen die verwendeten BsaBI-Schnittstellen.

(C+D) PCR-Analysen zur Verifikation der Segregationsgrder jeweiligen Mutation vooycl und
cycll. M kennzeichnet den verwendeten Grol3enstandardidiElektrophorese. Adaptiert aus Peder
al (2009).

Die Inaktivierung voncycl fuhrt unter aeroben Bedingungen zu einer Reduktes
Chlorophyll-Gehalts incycl-Zellen auf etwa 64% im Vergleich zu WT (Tabelle &jie
Analyse dersteady stateGehalte an Mg-Porphyrinen und anderen Chloropbgdiufen
(siehe Abschnitt 4.2.1.5) offenbarte eine dramhgs@kkumulation von MgProtoME, dem
Substrat der oxidativen Cyclase, in Zellen mit viederter Abundanz von Cycl (Abbildung
23). Die GrofRenordnung der Anreicherung liegt elagnitude Uber dem WT-Niveau.
Interessanterweise zeigen Zellen des Stammegcll-Zellen, die kein Cycll-Protein
herstellen, unter aeroben Wachstumsbedingungene k¥ieranderung des Chlorophyll-
Gehalts (Tabelle 6). Zudem ist keine AkkumulatioonvMgProtoME unter aeroben
Wachstumsbedingungen zu detektieren (Abbildung28).bei einem Wachstum ddcycll-
Zellen unter anaeroben Atmosphére kam zu einera88eh Akkumulation des Cyclase-

Substrates MgProtoME (Abbildung 23) wie entspredeefinalysen ergaben.

1250 ¢

1000 |

~1
h
<

MgProtoME
[pmol (mg Protein)]
wn
=

250 | 1
W

0 ——

+0, -0, +0, -0, +0, -0,
WT cycl Acyell

Abbildung 23: Akkumulation von MgProtoME in Cyclase-Mutanten von Synechocystis

Zellen der Stamme WTycl und4cycll wuchsen bei 30°C und konstanter Beleuchtung vonrol
Photonen M s* in BG11-Medium mit 0,2% (w/v) Glukose. Mit Luft @) oder mit Stickstoff (-G)
begaste Fermentoren kamen als Wachstumsgefal3e ingatZ Die Analyse der photosynthetischen
Pigmente und der Akkumulation von Chlorophyllvofstuerfolgte nach zweitdgigem Wachstum der
Zellen unter den entsprechenden Bedingungen.
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Die Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber die Akkuation vom Mg-Porphyrinen und den
Gehalt der wichtigsten Pigmente &ynechocysti8VT, cycl undAcycll-Zellen unter aeroben

Schwachlichtbedingungen.

Tabelle 6: Pigmentzusammensetzung und Akkumulationan Mg-Porphyrinen im WT und in Mutanten
der oxidativen Cyclase unter aeroben Bedingungen

aerobe, Schwachlichtbedingunden

WT cycl” Acycl|
Chlorophyll [ug (mg Proteirf] 26,6 +2,9 16,9+0,8 28,4+1,6
Phycocyanin [ug (mg Proteifi) 155+ 20 13824 154 + 23
ProtolX [pmol (mg Proteini] 12,2+9.8 25,3+3,4 10,4+ 3,0
MgP [pmol (mg Proteir)] 0,89 +0,05 2,17 +1,00 1,26 £0,14
MgProtoME [pmol (mg Proteifi) 7,1£138 1057 + 66 1,7+0,9

220 pmol Photonen ts’; BG11; 0,2 (w/v) % Glukose; Luft

Interessanterweise haufecycl-Zellen unter diesen anaeroben Bedingungen wetiterhi
MgProtoME an. Dies geschieht jedoch auf einem gern@n Niveau als unter aeroben
Bedingungen (Abbildung 23). In beiden Publikatioristinamizakiet al, 2008; Peteet al,
2009) wurde gezeigt, dass die Geoycl und cycll in Synechocystiglr die oxidative
MgProtoME-Cyclase kodieren, eines der Schlisselmezayer Chlorophyll-Biosynthese.

2.2.2 cycl und 4cycll lassen sich durch Expression des jeweils homologen
Genprodukts komplementieren

Um weiteren Einblick in die Funktion der zweycGene zu erhalten und um die Frage zu
klaren, warum zwetyc-Gene im Genom voBynechocystikodiert sind, sollten funktionelle
Komplementierungen der jeweiligen Gene analysienden. Dies geschah im Rahmen dieser
Arbeit und Resultate dieser Versuche sind ebenialBeteret al (2009) beschrieben. Die
inaktivierten Gene sollen dabei durch die ektopsEkpression der jeweiligen Genprodukte
als FLAG-Fusionsprotein komplementiert werden. Qjeschah analog zu dem in Abschnitt
2.1.4.3 gezeigten FLAG-Ycf34-Protein. Die Induktider Proteinexpression von FLAG-Cycl
bzw. FLAG-Cycll erfolgt durch Kupfermangel im Medn(Touset al, 2001; Wanget al,
2004a; Peteret al, 2009). Um ein ausreichendes Expressionsniveau Rieteine zu
gewahrleisten, wurden die Zellen zunéachst fir 57iBage in kupferfreiem Medium aerob
unter Schwachlichtbedingungen kultiviert, bevor digentlichen Versuche in aerober oder

anaerober Atmosphare begannen. Sowohl unter aereWien auch unter anaeroben
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Konditionen war es moglich, die Fusionsproteine B-Bycl und FLAG-Cycll in Zellen der
SynechocystiStamme cycl/FLAG-cycl  cycl/FLAG-cycll und Acycll/FLAG-cycll
herzustellen, wie die immunologische Detektion B&AG-Fusionsproteine in Abbildung
24A+B zeigt. Nach Induktion der Expression zeigefieh der Stammeycl/FLAG-cyclund
Acycll/FLAG-cycll eine drastische Reduktion der MgProtoME-Akkumolatunter aeroben
wie anaeroben Wachstumsbedingungen im Vergleickezu jeweiligencycl bzw. Acycll-
Mutanten (Abbildung 24C+D, Tabelle 7).

A i & A & B
g U &
G)‘ﬁ ) Gfﬁ )
i) ?,G \} ?.(’ Acyell/
(& ‘\Q\' (8 \,\Q" FLAG-
d\: c«‘ dﬁ dc cyell
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Abbildung 24: Komplementierung des Phanotyps der Cglase-Mutanten

(A+B) Nachweise der Expression von FLAG-Cycl und FLAG-ICyio den jeweiligen Cyclase-
Mutanten cycl/FLAG-cycl cycl/FLAG-cycll unter aeroben und anaeroben Bedingungen sowie
Acycll/FLAG-cycll unter anaeroben Konditionen. GesamtzellextrakteSi@mme, die 5-7 Tage in
Medium ohne Kupfer wuchsen, wurden elektrophorbtisc SDS-Polyacrylamidgelen getrennt
(Laemmli, 1970; Schagger und von Jagow, 1987),Nitrbzellulosemembranen transferiert und die
FLAG-Fusionsprotein immunologisch mit anti-FLAG-Afbnjugat detektiert. Adaptiert aus Petdr

al (2009).

(C) Akkumulation von MgProtoME irtycl und cycl/FLAG-cycl Zellen, die in kupferfreiem BG11-
Medium mit 0,2% (w/v) Glukose mit Luft (+{poder Stickstoff-Begasung (Pwuchsen.

(D) Akkumulation von MgProtoME imAcycll und Acycll/FLAG-cycll Zellen. Das Wachstum der

Zellen erfolgte analog zu (C). Die Bestimmung déid@ophyllvorstufen erfolgte wie in Abschnitt
4.2.1.5 beschrieben.

Die ektopische Expression von FLAG-Cycl ist funkidl und komplementiert die partielle

Inaktivierung voncycl unter aeroben und anaeroben Bedingungen. Die Méeg&ubstrates
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MgProtoME liegt incycl/FLAG-cyctZellen auf dem Niveau von WT-Zellen (Tabelle 7).
Analog hierzu komplementiert die Expression des GLBycll die vollstandige Deletion von
cycll unter anaeroben Bedingungen (Tabelle 7). Dieizdile Produktion von FLAG-Cycll
unter aeroben Bedingungen, welche die Expressisreddogenen Cycll-Proteins inhibieren,
fuhrt im genetischen Hintergrund decycll-Mutante zu keiner Akkumulation von Mg-
Porphyrinen. Dariliber hinaus scheint sie keinen enait Einfluss auf das System der
oxidativen Cyclase unter aeroben Bedingungen zilzkes

Tabelle 7: Akkumulation von MgProtoME im WT, den Cyclase-Mutanten und ihren Komplementanten
unter aeroben und aeroben Bedingungen

aerob® anaeroly
MgProtoME [pmol (mg Proteifi]
WT 7,1+1,8 6,7+0,5
cycl” 1057 + 66 187,2 £115,5
Acycl | 1,709 254,2 +57,1
cycl /TFLAG-cycl 12,4 +9,6 6,6 £5,1
cycl /FLAG-cycl | 661 + 52 150 + 84,3
Acycl 1/FLAG-cycl | 6,14 + 1,39 325+12,1

220 pmol Photonen ’s®; BG11 -Cu; 0,2 % (w/v) Glukose; Luft
®wie # jedoch 100% (v/v) N

Auffallig war jedoch die Beobachtung, dass die W@hpression von FLAG-Cycll im
genetischen Kontext der partiellesyckinaktivierung ¢€ycl/FLAG-cycll) zu keiner
vollstdndigen Komplementierung der Mutation flhvte in Abbildung 25 dargestellt. Zellen
descycl/FLAG-cycll Stammes akkumulieren weiterhin MgProtoME mit eiri@mlich hohen
Niveau wiecycl-Zellen unter beiden Sauerstoffkonzentrationen {llbing 25, Tabelle 7).
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Abbildung 25: Partielle Komplementierung voncycl™ durch FLAG-cycl |

Akkumulation von MgProtoME ircycl und cycl/FLAG-cycll Zellen, die in kupferfreiem BG11-
Medium mit 0,2% (w/v) Glukose mit Luft (+{poder Stickstoff-Begasung (;pwuchsen.

Die hier erarbeiteten Daten hinsichtlich der Kompdmtierung der einzelnen Cyclase-
Mutanten durch das jeweilige, ektopisch exprimi&itt&G-Fusionsprotein unter aeroben und
anaeroben Wachstumsbedingungen sowie die durchniia&i et al (2008) gewonnenen
Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass die mgot@ycl und Cycll Isoformen der
oxidativen MgProtoME-Cyclase darstellen, die duranterschiedliche Affinitat zum
molekularen Sauerstoff gekennzeichnet sind. Daaigilksiert alleinig das Cycl-Protein unter
aeroben Bedingungen die isozyklische Formation d@@sften Rings innerhalb des
Chlorophyll-Molekuls. Dascycll-Gen kodiert dagegen fur eine Isoform der Cyclase m
hoherer Affinitat zu molekularem Sauerstoff. Dieserd erst unter mikroaeroben
Bedingungen exprimiert und ermoglicht die Katalgee Reaktion zusammen mit Cycl. Der
genaue Mechanismus der Interaktion der beiden €gdkoformen ist bisher noch nicht

aufgeklart.

2.2.3 ycf54, ein moglicher Kandidat fur die fehlende Untereinteit der Cyclase

Im Rahmen des Teilprojektes A8 des DFG-Sonderfansgsbereiches SFB-429 wurden noch
weitere yckFGene des photosynthetischen Modellorganisf8ysechocystisintersucht und

versucht, eine funktionelle Charakterisierung ifBemprodukte zu erstellen. Ein besonderes
Augenmerk galt dabei einer moglichen Rolle inndshder Prozesse der Photosynthese,
insbesondere der Tetrapyrrol-Biosynthese. So simddr noch einige Enzyme, die Schritte in
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diesem Stoffwechselweg katalysieren, nicht ausesidhcharakterisiert, génzlich unbekannt
oder wurden erst im Verlauf der letzten zwei Jgbubliziert (Gotoet al, 2010; Aokiet al,
2011). Die Untersuchungen an einer Vielzahl vontginophen Organismen zur vollstandigen
Aufklarung der chemischen Katalyse der isozykliscRengbildung im Chlorophyll-Molekl
fuhrten zu der mehreren Annahmen: (i) Das oxida@yelase-System muss aus mehr als
einer Enzym-Untereinheit bestehen (Wong und Caatedb, 1984; Bollivar und Beale, 1996)
und (ii) diese Untereinheiten werden durch untaestitthe Genen kodiert (Walkest al,
1991). Ein Gen, welches mdglicherweise die fehlendiatereinheit kodiert, ist der
hypothetische chloroplastidare Leserahmai54 der sich im Synechocysti&enom im
Lokus sIr1780 befindet (Kanekoet al, 1996). Vor demycf54Gens liegt der offene
Leserahmensirl779 der alspdxJGen annotiert ist (Kaneket al, 1996). Das Produkt PdxJ
(pyridoxine 5'-phosphate synthasst Teil der Biosynthese von VitaminsBGarrido-Franco,
2003), wobei die genaue Initiation der Proteintiainsn unbekannt ist (Ishinet al, 2007).
An dieser Stelle sollte darauf hingewiesen werd#ass das Endprodukt der Vitaminy B
Biosynthese als Ko-Faktor dérAminolavulinsdure-Synthase (ALA-Synthase) benoiwyd
(Davies und Neuberger, 1979a; Davies und Neubet§&8b). Die ALA-Synthase katalysiert
den ratenbestimmenden ersten Schritt der TetrdpBrosynthese und unterliegt einer
strikten Regulation (Beale, 1993; Tanaka und Tan&@06). Auf dem Gegenstrang,
stromabwarts, kodiert das Gesi1681 ein hypothetisches Protein unbekannter Funktion
(Kanekoet al, 1996). Basierend auf den vorhandenen Daten zamsKription der beiden
Gene (Mitschkeet al, 2011) muss davon ausgegangen werden, dasycileéGen Uber
keinen eigenen Promoter verfugt und ein gemeinsamaesskript mitpdxJbildet. Dunkelheit
oder eine reduzierte Verflugbarkeit von Kohlendiosld anorganische Kohlenstoffquelle
fuhren zu einer verminderten Akkumulation des Tkaipss vonycf54 Die beobachteten

Anderungen der Transkriptabundanz unterscheidérvsio der depdxJ Transkripts.

Das Ycf54-Genprodukt ist ein 12,2 kDa grol3es Pnotdessen Homolog in allen bisher
vollstdndig sequenzierten Genomen aerober photwwapter Organismen gefunden werden
kann. Sequenzvergleiche, unter Verwendung des BLRSAlgorithmus (Altschulet al,
1990), zwischersynechocysti¥cf54 und den homologen Proteinen Vvarabidopsis thaliana
und Oryza sativaoffenbaren eine 47%ige Identitat der Aminosaukie.folgende Tabelle 8
listet einige physikochemische Parameter des YEfteins auf. Es liegt die Kristallstruktur
des Ycf54-Homologs voAnabaenasp. PCC7120 vor, jedoch erlaubt diese keine fonktie
Zuordnung (unveroffentlicht, PDB-Datenbank 3JSR).
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Tabelle 8: Bioinformatorische Analyse vorSynechocystis Ycf54

Protein | Gen | Cyanobase- | MW pl Transmembran- Aliphatischer
Eintrag (kDa) Helices Index
Ycf54 Ycfs4 | SIrl780 12,18 4,70 | ungeklart 90,28

Eine entsprechendgcf54Mutante wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Tei@gawa
(Shanghai Institutes for Biological Scienc&hanghai, China) in Japan bereits Ende des
letzten Jahrtausends generiert und in dieser Athdirsucht. Dabei kam ein anderer WT-
Stamm vonSynechocystizur Anwendung (siehe Abschnitt 4.1.11), der gdhaveniger
starke Pigmentierung zeigt als der WT-Stamm, dedi@ycf34-Mutante verwendet wurde.
Da Uber das zugrundeliegende Konstruktionsschenme Kauskinfte von der Arbeitsgruppe
erhaltlich waren, wurde versucht, die Strategie thaktivierung desycf54Gens Uber

Sequenzierung der genomischen DNA zu rekonstruieren

A B

WT  yef54

Jefs4-Kopie 3400 bp

HindlIII || BamHI

WT-Kopie 1982 bp

Abbildung 26: Synechocystis ycf54 und Mutagenese

(A) Schematische Darstellung der Mutageneseyad®4 Dasycf54Gens §Ir1780 befindet sich im
Genom vorSynechocystikinter dem GempdxJ(slrl779, das fur die Pyridoxin 5'-phosphat Synthase
kodiert. Auf dem Gegenstrang kodiert das G#1681 ein hypothetisches Protein unbekannter
Funktion. Die Insertion der Erythromycin-Resistemzdassette gfmQ erfolgte vermutlich tber
artifiziell eingefligte Hindlll und BamHI-Schnittdken in dieycf54Nukleotidabfolge.

(B) PCR-Analyse zur Verifikation der Segregation gef54Mutation. Die DNA-Fragmente wurden
mit dem Primerpaaycf54seg-fw undsll168%rev amplifiziert. Kiirzere DNA-Fragmente entsprathe
der WT-Kopie des/cf54Gens, langere der mutierten Variante. GenomiscNé,Osoliert aus WT
undycf54-Zellen, diente als Matrize der PCR.

Die Insertion einer Erythromycin-Resistenzgen-K#ssa die kodierende Sequenz wxi54

erfolgte vermutlich Gber mittels PCR eingefuhrté@tistellen fur Restriktionsendonukleasen
(Abbildung 26A). Die Kassette mit dem Selektionskear hat dabei eine gegenlaufige
Orientierung zu den beiden GenaixJundycf54 Die Mutante wurde freundlicherweise von
Prof. Masahiko lkeuchi (Universitat Tokio, Japan)y ¥erfigung gestellt, der die Betreuung
und Pflege der Kollektion voBynechocystiMutanten von Prof. Ogawa fortfihrt. Wie Prof.

Ikeuchi mitteilte (midndliche Kommunikation), ist ediycf54-Mutante nicht vollstandig
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segregiert. Eine PCR-Analyse bestétigte dies (Al 26B). So lassen sich mithilfe einer
Kolonie-PCR nur geringe Spuren eines DNA-Fragmedsetektieren, das degcf54-Mutation
entspricht. Vielmehr Uberwiegt ein DNA-Fragment, lahes der originalen WT-Kopie

entspricht.

2.2.4 ycfs4-Zellen akkumulieren das Substrat der Cyclase

Die partielle Inaktivierung desycf54Genprodukts fuhrt zu keiner Veranderung des
Verhaltnisses zwischen Phycobilinen und Chlorophwlie aus dem Vergleich der
Absorptionsspektren vorsynechocystiSVT und ycf54-Zellen sichtbar wird (Abbildung
27A). Vielmehr ist dieycf54-Mutante durch eine gleichzeitige Reduktion derdut@&ten
Gehalte an Phycocyanin und Chlorophyll charaktentisi(Tabelle 9). Die jeweiligen
Absorptionsmaxima fur Phycocyanin und Chlorophiidsm Vergleich zum WT reduziert.

Tabelle 9: Zusammensetzung der photosynthetischendgihente und Akkumulation von Mg-Porphyrinen
in WT und ycf54-Zellen

Schwachlichtbedingungén
WT ycf54
Chlorophyll [ug (mg Proteir] 25,7+2,0 239+21

Phycocyanin [pg (mg Proteif]) 194,1 £ 39,5 160,6 £ 31,3
Allophycocyanin [pg (mg Proteift) 51,2 + 16,2 45,7 £ 18,0

ProtolX [pmol (mg Proteini] 54+23 10,3+ 4,8
MgP [pmol (mg Proteiri)] 0,07 £0,01 0,22 +£0,13
MgProtoME [pmol (mg Proteifi) 3,9+0,8 104,2 +9,6

220 pmol Photonen fs?, 2 Tage

Eine Reduktion der Pigmentierung kann mannigfaltigsachen haben. Analog zu den
Cyclasen-Mutanten (vgl. Abschnitt 2.2.1) wurde Alkkumulation von Chlorophyllvorstufen

und Intermediaten der Tetrapyrrol-Biosynthese idlefeanalysiert, die eine verminderte
Menge an Ycf54-Protein besitzen, um weitere Eirtsiohdie Funktion deycf54Gens zu

erhalten. Die patrtielle Inaktivierung voref54 geht mit einer Akkumulation von MgProtoME
einher. MgProtoME ist das Substrat der oxidativengP¥btoME-Cyclase, die

zusammenfassend im Abschnitt 2.2.1 beschriebenaevudte Ergebnisse dieser Analysen
sind in Tabelle 9 und Abbildung 27B dargestellci54-Zellen haben ein 40x fach hoheres
Niveau an MgProtoME als WT-Zellen unter vergleictdma Bedingungen. Die anderen
Intermediate, MgProto und Proto, sind nur geringfugrhéht (Tabelle 9). Die Hohe der
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MgProtoME-Akkumulation inycf54-Zellen entspricht etwa einem Zehntel der waycl-
Zellen, die Zellen wuchsen jedoch nur mit denselb@rhtbedingungen auf (siehe dazu
Tabelle 6 und Abbildung 23in Abschnitt 2.2.1). Aoglzurcycl-Mutante konnte ebenfalls
keine vollstandige Segregation d@f54Mutation erreicht werden (vgl. Abbildung 22C und
Abbildung 26B).
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Abbildung 27: Phanotyp der partiellen Inaktivierung von Synechocystis ycf54

(A) Absorptionsspektren ganzer Zellen v8ynechocystidVT und ycf54, die photoautotroph in
BG11-Medium bei einer Beleuchtungsintensitat vonu28ol Photonen ths* wuchsen. Die Zellen
wurden auf eine gemeinsame @, = 0,4 verdiinnt und die Spektren in einem Shimadv@a401PC
Spektrophotometer aufgenommen, welches mit eirtegiiiterenden Sphéare (Ulbricht, 1920) bestlckt
war. Lokale Maxima bei 625 und 685 nm reprasentietie Absorptionsmaxima von Phycocyanin
und Chlorophylla.

(B) Akkumulation von MgProtoME in WT und/cf54-Zellen, die unter den oben genannten
Bedingungen fir 3 Tage wuchsen. Die Bestimmung @blorophyllvorstufen erfolgte wie in
Abschnitt 4.2.1.5 der Sektion Material und Methoteschrieben.

Das ycf54Gen ist essentiell fuSynechocystisind kodiert fir ein Protein welches eine
Funktion in der Chlorophyll-Biosynthese hat. Die rtfidle Inaktivierung fuhrt zur
Anreicherung von MgProtoME, dem Substrat der oxwat MgProtoME-Cyclase und zu

gleichzeitigen Reduktion der photosynthetischemrfeigte Chlorophyla und Phycocyanin.

2.2.5 Verminderte Abundanz von Enzymen der Tetrapyrrol-Biosynthese in
ycf54'-Zellen

Die zuvor beschriebenen Auswirkungen der partiditektivierung vonycf54werfen Fragen

hinsichtlich der Auswirkungen auf den gesamten fitiseseweg auf. Eine genaue Kontrolle
des gesamten Stoffwechselweges und der beteililgteryme erlaubt einen ausbalancierten
Fluss von Metaboliten (Tanaka und Tanaka, 2006aKamund Tanaka, 2007) und verhindert

eine gleichzeitige Akkumulation der hochreaktivarghyrin-Intermediate (Mochizulgt al,
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2010). Die Inaktivierung einzelner Enzyme des Steffhselweges oder die Desintegration
von beteiligten Enzymkomplexen kann dabei unteestifithe Auswirkungen auf die
Aktivitat, Stabilitat und Bildung von anderen Enzgmhaben, sowohl auf die Bestandteile
der Tetrapyrrol-Biosynthese selber als auch auf pamenten, die Tetrapyrrole als Ko-
Faktoren verwenden, wie etwa die photosynthetisckemplexe oder Phycocyanobilin
bindende Proteine. Die Proteinextrakte v®ynechocystisVT und ycf54-Zellen wurden
hinsichtlich dieser Fragestellung immunologischeusuicht. Dies erlaubt es, Aussagen uber
die Abundanz wichtiger Enzyme und struktureller Kmmenten der PS zu treffen. Die semi-
guantitativen Immunoblot-Analysen erfolgten untearWendung von Verdinnungsreihen, um

auch geringe Veranderungen zu visualisieren.

Die Analyse offenbarte eine Reduktion der Meng€wgal, der oxidativen Cyclase, ycf54-
Zellen unter photoautotrophen Wachstumsbedingun@@@HL27, Abbildung 28A), im
Vergleich zu WT-Zellen, die unter vergleichbarennddionen wuchsen. Ebenso ist der
zellulare Gehalt der Ferrochelatase (HemH, AbbidB8A) inycf54-Zellen vermindert. Im
Gegensatz dazu scheint die Abundanz von ChIM, degrdsium-Protoporphyrin XI
Methyltransferase, in der Mutante leicht erhéhtsein (ChiM, Abbildung 28A). All diese
Enzyme sind im spateren Verlauf der TetrapyrrolsBithese (siehe Abschnitt 1.3) zu finden
und gehdren zum Ham-Ast (Ferrochelatase) bzw. Gplofl-Ast (oxidative Magnesium-
Protoporphyrin  IX monomethylester Cyclase und Majma-Protoporphyrin X
Methyltransferase) des verzweigten Stoffwechselwedie Reduktion des Cycl-Gehaltes
bzw. die verminderte Stabilitat des Proteins isghotierweise eine direkte Konsequenz der
verringerten Menge an Ycf54 in der Zelle. Des Werte kann eine Verminderung der
Abundanz von PsaC (PsaC, Abbildung 28A), einem re&ehwefel-Protein des PS I,
beobachtet werden. Dies korreliert mit den verntege Chlorophyll-Gehalten der Mutante
(siehe Tabelle 9 und Tabelle 10). Eine leichte R&dn der PS I-Untereinheit PsalL (PsaL,
Abbildung 28A) ist ebenfalls sichtbar. Der GehaitRS I, hier veranschaulicht durch eine
der beiden Hauptkomponenten, das D1-Protein, scanch die partielle Inaktivierung nicht
beeinflusst zu sein (PsbA, Abbildung 28A). EbensoMenge de-Untereinheit der §;-
ATP-Synthase, die hier als Kontrollprotein dientdB, Abbildung 28A).
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Abbildung 28: Veranderte Abundanz von Enzymen der Etrapyrrol-Biosynthese und der
Proteine des PS | in deycf54-Mutante

(A) Semi-quantitative Immunoblot-Analysen. Verdinnuedeen (18 pg = 100 %) von Proteinen aus
den  Gesamtextrakten von WT undycf54-Zellen, die unter photoautotrophen
Schwachlichtbedingungen wuchsen, wurden in SDSdeojyamidgelen (Laemmli, 1970; Schégger
und von Jagow, 1987) getrennt und auf Nitrozelletoembranen transferiert. Die immunologische
Detektion von Enzymen der Tetrapyrrol-Biosynthesel won Proteinen der PS erfolgte durch
spezifische Antikorper, gerichtet gegen: CHL27 Awabidopsis Ferrochelatase (HemH), MgProto-
Methyltransferase (ChiM), PS | Eisen-Schwefel-HrofesaC, PS | Protein PsalL und PS Il Protein D1
(PsbA). Ein Antikoérper gerichtet gegen dieUntereinheit derSynechocystis=F;-ATP-Synthase
(AtpB) wurde als interne Kontrolle verwendet. DieetBktion erfolgte durch Chemilumineszenz-
Assays unter Verwendung der konjugierten Meerteffieroxidase des sekundaren Antikbpers anti-
Kaninchen-HRP-Konjugat. Alle verwendeten Antikorgard an der rechten Seite gelistet.

(B) Aktivitat der d-Aminolavulinsdure-Synthase in WT ungtf54-Zellen. Die Bestimmung der
Synthesekapazitat erfolgte wie in Abschnitt 4.2He8chrieben.

Die in Abschnitt 2.2.4 beobachtete und quantifideAbnahme des Phycocyanin-Gehaltes
konnte durch die verdnderte Abundanz der Ferrotdsdaverifiziert werden (Abbildung

28A). Die Ferrochelatase katalysiert den ersterriather Ham-Biosynthese, von der die
Synthese der Phycocyanobiline abzweigt. Dies ishudich eine Konsequenz des Riickstaus
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des Intermediates MgProtoME und fuihrt zu einer glmerellen Anpassung der Flussraten
durch den Stoffwechselweg. Diese Vermutung wircdchutie Bestimmung der Syntheserate
von d-Aminolavulinsaure inycf54-Zellen untermauert. Die Messung der Kapazitat des
geschwindigkeitsbestimmenden Schritts innerhalbTedrapyrrol-Biosynthese gibt Auskunft
uber die Gesamtleitsung und den Zustand des Stcifisedweges. Sie wurde durch Annabel
Salinas Hartwig in der AG Pflanzenphysiologie anstit fir Biologie der Humboldt
Universitat Berlin bestimmt. So besitzgof54-Zellen nur 41% der Synthesekapazitat des
WT (Abbildung 28B), verursacht durch die Akkumutativon MgProtoME und/ oder den
Mangel an Ycf54. Die partielle Inaktivierung desf54Gens vonSynechocystibeeinflusst
die Abundanz der Enzyme der Tetrapyrrole-Biosyrehasbesondere der oxidativen Cyclase
und reduziert die Kapazitat d&Aminolavulinsaure-Bildung. Damit einhergehend tesigh
auch eine verminderte Abundanz der photosynthetiséhroteinkomplexe, hauptséchlich von
PSI.

2.2.6 FLAG-Ycf54 erlaubt eine teilweise Komplementierungder ycf54’-Mutante

Um maogliche polare Effekt der Inaktivierung v&ynechocystigcf54 auf die Transkription
und Stabilitat der benachbarten GeoaxJ und sll1681 auszuschlieRen, wurde der neue
Expressionsvektor pUR-FLA®ef54 konstruiert, der die Produktion eines FLAG-Ycf54-
Fusionsproteins erlaubt. Das zugrundeliegende tsefidizierende, konjugative Plasmid
pVZ321 (Zinchenkoet al, 1999) wurde dabei, wie im Abschnitt 4.2.2.19 besben,
modifiziert. Das konstruierte Plasmid pUR-FLAG#54 (Abbildung 29A) erlaubt die
Expression eines Ycf54-Proteins mit einem N-termeind&LAG-+tag unter Kontrolle depetJ
Promoters, der durch Kupfermangel induziert wirtigdget al, 1994; Touset al, 2001). Die
Verwendung vonpetJPromoter zur Expression eines FLAG-Fusionsprotéis bereits
mehrfach erfolgreich zum Einsatz (Sobotkiaal, 2008; Petert al, 2009). Das Plasmid
pUR-FLAG-ycf54wurde in Zellen degcf54-Stammes durch Konjugation transferiert und die
Prasenz des Vektors in Zellen des hieraus folgepd@&d/FLAG-ycf54Stammes (Abbildung
29B) verifiziert. Proteinextrakte vomcf54/FLAG-ycf54Zellen, die in Abwesenheit oder
Anwesenheit von 2,5 pM CuQ@uchsen, wurden in eine I6sliche und unldslichakion
unterteilt und die Akkumulation des FLAG-Ycf54 Reots durch Immunoblot-Analyse
untersucht. Das FLAG-Ycf54 Protein akkumuliert ier d=raktion unléslicher Proteine von
Zellen, die unter Kupfermangel kultiviert wurden bfldung 29C). Kein FLAG-Protein
konnte in Anwesenheit von Kupfer im Wachstumsmediudetektiert werden.

Interessanterweise fuhrt das Einbringen des komgierenden Konstrukts zu keiner
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vollstdndigen Segregation der urspringlichen, clasommalenycf54Kopien (Abbildung
29D) in ycf54/FLAG-ycf54Zellen, wenn diese unter Kupfermangel FLAG-Ycf54
exprimieren. Ein Vergleich mit dem Grad der Segtiegader ycf54-Mutation (vgl. dazu
Abbildung 26B) lasst die Vermutung zu, dasyafb4/FLAG-ycf54Zellen mehr WT-Kopien
desycf54Gens durch die mutierte Variante ersetzt wurders®iAnnahme musste aber

durch quantitative Untersuchungen untermauert werde

A B
yef54 pUR-
pUR-FLAG-ycf54 /FLAG-  FLAG-
vefs4 yefsd
FLAG-ycf54
C D vef54/FLAG-ycf54
yef34/FLAG-ycf54
2.5uM Cu N T yef34-Kopie 3400 bp
m S m S
~17kDal su— a-FLAG  WTKopie 1982 bp

Abbildung 29: Komplementierung vonycf54

(A) Schematische Darstellung des selbstrepliziereftlasmids pUR-FLAG/cf54 Die kodierende
Sequenz voiycf54wurde mit einer Sequenz fusioniert, die ein 3xFL-r@ kodiert (roter Pfeil). Die
Expression des Fusionsproteins FLAG-Ycf54 ist ukintrolle des Promotors d&ynechocystigetJ
-Gens (grauer Pfeil). Sequenzen, die den Termir@@P des Phagen Lambda enthalten, beenden die
Transkription der mRNA. Die Resistenzgen-Kassettén Kanamycin &ph, grtner Pfeil) und
Streptomycin 4adA oranger Pfeil) dienen als Selektionsmarker.

(B) Nachweis des erfolgreichen Transfers von pUR-FLy&®%4 Das DNA-Fragment wurde mithilfe
des Primerpaars pSK9-ORF-fw und pUR-rev amplifizi®ie genomische DNA, isoliert ayxf54
IFLAG-ycf54Zellen, dient als Matrize. Das originale pUR-FLAGHB4 Plasmid dient als
Pasitivkontrolle der PCR.

(C) Nachweis der Expression von FLAG-Ycf54 in Zelleasdcf54/FLAG-ycf54Stammes. Die
Zellen wurden in der Abwesenheit oder Anwesenhait 2,5 uM CuSQ(Cu) kultiviert, es wurde ein
Gesamtextrakt hergestellt und je 12 pg Proteinedi€@esamtextrakte in die I6sliche und unlésliche
Fraktion unterteilt. Im Anschluss an die elektrogtischen Auftrennung in einem 16%igen SDS-
Polyacrylamidgel (Schagger und von Jagow, 1987) demr die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und das Fusiostem FLAG-Ycf54 immunologisch mit anti-
FLAG-HRP-Konjugat detektiert.

(D) PCR-Analyse zur Verifikation der Segregation gef54Mutation inycf54/FLAG-ycf54Zellen.
Die DNA-Fragmente wurden mit dem Primerpgaf54seg-fw undsll168Lrev amplifiziert. Kirzere
DNA-Fragmente entsprechen der WT-Kopie dgs54Gens, langere der mutierten Variante.
Genomische DNA, isoliert ayef54/FLAG-ycf54Zellen, diente als Matrize der PCR.
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Wird die Expression von FLAG-Ycf54 durch 2,5 uM @Sm Medium inhibiert und kein
Protein gebildet (Abbildung 29C), so akkumuliengi54/FLAG-ycf54Zellen MgProtoME,
das Substrat der Cyclase, im Vergleich SynechocystidVT-Zellen, die unter gleichen
Bedingungen wuchsen (Abbildung 30A, Tabelle 10)eDientspricht einer 22-fachen
Anreicherung bezogen auf den WT. Keine Akkumulatiom MgProtoME wurde in Zellen
derselben Stamme detektiert, die in der Abwesenheit C§* im Wachstumsmedium
wuchsen. Die determinierten Werte liegen auf denedli von WT-Zellen (Abbildung 30A,
Tabelle 10). Auffallig ist die drastische Reduktioler photosynthetischen Pigmente bei
Anwesenheit von Kupfer im Medium wenn die Expressimn FLAG-Ycf54 inhibiert ist,
sowie ein retardiertes Wachstum der Zellen yofb4/FLAG-ycf54 (Daten nicht gezeigt).
Dies konnte in dem héheren Grad der Segregatiogaig4Mutation in den nicht induzierten
komplementierten Mutanten begriindet sein. Darasigltrert ein noch niedrigerer Gehalt an
Ycf54-Protein und vermutlich auch an Cycl-Protein.

Tabelle 10: Quantifizierung der photosynthetischerPigmente und Akkumulation von Mg-Porphyrinen in
WT, ycf54” und ycf54/FLAG-ycf54-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von Kupfer im Medium

Schwachlichtbedingungén

yef54/FLAG-  CuSO,

WT ycf54 ycf54 [UM]
Chlorophyll [ug (mg proteir)] 285+28 21,6+3/4 16,6 5,8 0
Phycocyanin [pg (mg proteif) 262,7+42,1 201,4+30,5 215,4 £ 65,5 0
Allophycocyanin [ug (mg proteiif] 80,3+16,3 62,5+13,4 72,7+27,4
ProtolX [pmol (mg protein]] 10,9 +3,4 21,6+5/4 43,3+33
MgProto [pmol (mg proteiri) 0,5+0,1 1,1+0,3 0,3%£0,2 0
MgProtoME [pmol (mg proteifi) 126+94 551,4+160,6 9,8+3,5 0
Chlorophyll [ug (mg proteir)] 285+28 22,0+15 104+3,1 2,5
Phycocyanin [ig (mg protein) 258,3+13,5 227,1+19,0 141,9+85,0 2,5
Allophycocyanin [ug (mg proteif] 70,0 + 6,5 66,0 + 20,0 46,8 £ 26,3 2,5
ProtolX [pmol (mg proteirﬁ] 26+0,2 9,0+£3,3 50,7+5,4 2,5
MgProto [pmol (mg proteir‘f)] 0,4+0,2 0,8+0,3 0,6 £0,3 2,5
MgProtoME [pmol (mg proteir‘f)] 99+59 4775 +183,6 248,0+ 101,8 2,5

220 pmol Photonen fis?; 7 Tage Kupfermangel

Entgegen den Erwartungen fuhrt die Expression vbAG-Ycf54 in ycf54/FLAG-ycf54

Zellen jedoch nicht zu einer vollstdndigen Wiedestellung der WT-Phanotyps. Die
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Absorptionsspektren unterscheiden sich von denes WA und derycf54-Mutante
(Abbildung 30B). Wie im Fall vorycf54-Zellen zeigt sich eine deutliche Reduktion der
Absorptionsmaxima fur Phycocyanin und Chlorophylenn FLAG-Ycf54 produziert wird.
Interessanterweise liegt die Bildungsrate WAminolavulinsaure inycf54/FLAG-ycf54
Zellen bei 90% des WT-Niveaus (Abbildung 30C) undts damit eigentlich eine normale,
maximal leicht reduzierte Biosynthese von Tetraphgm ermdglichen. Die Reduktion der

Pigmente steht im Widerspruch zur KomplementieramigEbene der Chlorophylivorstufen.
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Abbildung 30: Grad der Komplementierung der ycf54-Mutation in ycf54/FLAG-ycf54-Zellen

(A) Akkumulation von MgProtoME. Die Stamn&&ynechocysti$VT, ycf54 und ycf54/FLAG-ycf54
wurden fur 7 Tage in Abwesenheit (-) oder Anwesénf¥g von 2,5 uM CuSQim BG11-Medium
bei Schwachlichtbedingungen von 20 pmol Photonef sh kultiviert. Die Bestimmung der
Chlorophyllvorstufen erfolgte wie in Abschnitt 4.5 beschrieben.

(B) Absorptionsspektren von Zellen des Stamme W54 undycf54/FLAG-ycf54 die fur 7 Tage in
Abwesenheit (-) von 2,5 uM CuQ@n BG11-Medium bei Schwachlichtbedingungen vonpaol
Photonen M s* kultiviert wurden. Die Zellen wurde auf eine @Rm = 0,44 verdiinnt und die
Spektren in einem Photometer mit integrativer Spl@itbricht, 1920) aufgezeichnet. Lokale Maxima
bei 625 und 685 nm reprasentieren die Absorptiorsmavon Phycocyanin und Chlorophwll

(C) Aktivitat der 8-Aminolavulinsaure-Synthase in WYcf54 und ycf54/FLAG-ycf54Zellen, die
unter Bedingungen fur die Expression von FLAG-YcfSvuchsen. Die Quantifizierung der
Synthesekapazitat erfolgte wie in Abschnitt 4.2daégestellt.
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Die Expression von FLAG-Ycf54 erlaubt eine volldi@ge Komplementierung deycf54
Mutation in Hinblick auf die Akkumulation des Sulzt der oxidativen Cyclase,
MgProtoME und die Fahigkeit der Zelleng-Aminolavulinsaure zu bilden. Die
Komplementierung fuhrt aber nicht zur Wiederhehstej der Pigmentierung auf Niveaus des
WT. Darluber hinaus scheint die genaue Menge an4¥Bfdtein inSynechocystiZellen
einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Regotatund die Kapazitat der Tetrapyrrol-

Biosynthese zu besitzen.

2.2.7 Synechocystis Ycf54 und Ycf59 interagieren miteinander

Aus der immunologischen Analyse der an der TetrapyBiosynthese beteiligten Proteine im
(Abschnitt 2.2.5) ergibt sich die Fragestellung, ebe direkte Interaktion zwischen Ycf54
und der Cyclase besteht. Die Technik der Co-Immtidmpitation ist geeignet, um unter

nativen Bedingungen interagierende Proteine zwefinand zu identifizieren. Voraussetzung
hierflr ist unter anderem das Vorhandensein voriipehen Antikbrpern gegen mogliche

Interaktionspartner, eine Stéchiometrie zwischen Bartner, die eine spatere ldentifikation
zu lasst und eine Interaktion von ausreichenddsil@é und Starke, die Uber alle Schritte der
Prozedur besteht. Sind diese MalRgaben zum grof&ieeriullt, eignet sich insbesondere der
FLAG-tag (Einhauer und Jungbauer, 2001), umSwgnechocystisnteragierende Proteine

aufzudecken (Duhringt al, 2006; Sobotkat al, 2008).

Im Rahmen der Suche nach Interaktionspartnern dgcla€e wurden solubilisierte
Proteinextrakte degcf54/FLAG-ycf54Stammes sowie eines FLAG-Ycf34 produzierenden
Kontrollstammes \cf34/FLAG-ycf34 Abschnitt 2.1.4.3) mit einer entsprechenden
Affinitatsmatrix (anti FLAG M2 Agarose, Sigma-Aldh) inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen der Matrix wurden die gebundenen FLAG-Rretend mdgliche, interagierende
Proteine von dieser Matrix in denaturierendem Pmpb&er eluiert. Die Eluate wurden
elektrophoretisch  aufgetrennt, auf eine Nitroze@membran transferiert und
immunologisch analysiert. Die jeweiligen FLAG-Fussproteine wurden mit spezifischen
Antikorpern, gerichtet gegen das FLAG-Epitop, degrk wie in Abbildung 31 dargestellt.
Beide Proteine, FLAG-Ycf54 und FLAG-Ycf34, lieBencls im ausreichenden Malie
konzentrieren (Abbildung 31). Darlber hinaus erithite Elutions-Fraktion des FLAG-
Ycf54 Proteins die oxidative Cyclase-UntereinhgitiQAbbildung 31); nachgewiesen durch
die spezifische Immunreaktion der Antikdrper geéeabidopsisCHL27, dem Homolog des
cyanobakteriellen Cycl-Proteins. Eine spezifischteraktion von Ycf54 und dem HemH-
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Protein konnte ausgeschlossen werden. Die siclerdifikation der prézipitierten Proteine

durch massenspektrokopische Untersuchungen misslang

vef54/FLAG-ycf54 yef34/FLAG-ycf34
sGe Eluat sGe Eluat
L J a-CHL27/Crd1/Cycl
ey 1
g caizms a-HemH

Abbildung 31: Affinitatsreinigung von FLAG-Ycf54

Reinigung von FLAG-Ycf54 Uber Affinititschromatogtae und Identifikation der MgProtoME-
Cyclase Cycl Untereinheit durch immunologische Rib&. Solubilisierte Gesamtextrakte (SGE) von
ycfb4/FLAG-ycf54Zellen, welche das FLAG-Ycf54 Protein unter Kupfi@angel exprimieren, wurden
auf eine mit anti-FLAG M2 Agarose (Sigma-Aldrich¢ditickte Chromatographieséule gegeben. Im
Anschluss an die zweistiindige Inkubation wurden pamsisch gebundene Proteine von der
Affinitatsmatrix gewaschen. Komplexe aus FLAG-Ycfoad spezifisch interagierenden Proteinen
wurden von der Affinitatsmatrix durch eine 30-miigét Denaturierung bei 50°C in 1x SDS-
Ladepuffer eluiert. Die Auftrennung der im Eluaffibdlichen Proteine erfolgte in einem 16%igen
SDS-Polyacrylamidgel mit 6M Harnstoff (Schagger uwoh Jagow, 1987), gefolgt von einem
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran. Diese wuadschlieRend mit Antiseren gerichtet gegen
CHL27 von Arabidopsis den 3xFLAGtag und Ferrochelatase (HemH) inkubiert. Die Detektion
erfolgte Uber einen Chemilumineszenz-Assay unterw®edung der konjugierten Meerrettich-
Peroxidase des sekundéaren Antikopers anti-Kaninét®R-Konjugat oder des anti-FLAG-HRP-
Konjugats. Alle verwendeten Antikorper sind an derchten Seite gelistet. Solubilisierte
Gesamtextrakte (sGE) vorcf34/FLAG-ycf34Zellen, welche ein FLAG-Ycf34 Protein produzieren,
wurden als Kontrolle verwendet.

Die hier gezeigt Co-Immunoprazipitation weist aufeespezifische Interaktion zwischen den
Genprodukten Ycf54 und Ycf59, der oxidativen MagmesProtoporphyrin Xl
monomethylester Cyclase, hin. Welche Rolle Ycf54dieser Interaktion spielt ist unklar.
Mdgliche Funktionen kdnnen die Bereitstellung vow-Kaktoren, die Vermittlung von
Interaktion mit anderen Enzymen der Tetrapyrrolesgnthese oder als Chaperon sein
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3 Diskussion

In dieser Arbeit sollten die Funktionen von hypdiehen Chloroplasten-Leserahmen in
einem photosynthetischen Modellorganismus untetswetd aufgeklart werden. In der
nachfolgenden Sektion werden die Ergebnisse didsmlysen in Hinblick auf das

Verstandnis der Photosynthese und assoziierteeBsezdetrachtet.

3.1 Der hypothetische chloroplastidare offenen Leserahem ycf34 von Synechocystis

Der hypothetische Chloroplasten-Leserahmafi34 findet sich in allen Plastomen der
Phycobilisomen enthaltenen Rotalgen und in den @enoaller vollstandig sequenzierten
Cyanobakterien wieder. Sogar Genome von CyanobeRtenit extrem stark reduzierter
Grol3e enthalten dieses Gen, wie etwa Angehdorig&dtungProchlorococcusder UCYN-

A (Partensky und Garczarek, 2010; Trippal, 2010). Darlber hinaus lassen syati34
Homologe in den Genomen von einigen Braunalgeneektzh (Cattolicoet al, 2008; Le
Corguillé et al, 2009), deren sekundarer Plastid von Rotalgeraatmst (Keeling, 2009). Die
Konservierung ber solch grol3e phylogenetischeaDesn impliziert eine wichtige Funktion
fur das Ycf34-Protein, auch wenn keine Homologe yof84 in Grinalgen oder hdheren
Pflanzen identifiziert wurden. Die Ycf34-Proteinesaverschiedenen Organismen weisen
daneben einen hohen Grad an Konservierung der Glésge auf und alle besitzen flunf

konservierte Cysteine, die einen metallischen Kktdiebinden kdnnen (Abbildung 3).

3.1.1 Genomischer Kontext und Transkription von Synechocystis ycf34

In bakteriellen Genomen liegen funktionell zusamgeddorende Gene haufig in
Operonstrukturen vor (Lawrence, 2002), die eingiefite und hoch adaptive Expression der
Genprodukte ermoglicherdynechocystisinterscheidet sich in dieser Hinsicht von anderen
Bakterien durch eine verminderte Anzahl von Opetrokturen, deren konservierte Gene
weiter voneinander entfernt liegen als in andersskaryotischen Genomen (Pricg al,
2005). Die direkte Nachbarschaft und Orientieruram ¢lr0844/ndhF1 Untereinheit des
NADH-Dehydrogenase-Komplexes NDH-I, zcf34 suggeriert ein moégliches Gencluster
dieser beiden Gene. Zur Klarung der Frage, obSyeechocystigcf34Gen zusammen mit
ndhF1transkribiert wird, wurden Daten aus einer 44esequencindpasierten Analyse des
Transkriptoms vorSynechocystiserwendet (Mitschkeet al, 2011). Die hier verwendete
Analyse erlaubt die Differenzierung von primarerafigkripten und prozessierten Enden.

Diese Daten und die parallele Bestimmung des Traigksinitiationsortes vorycf34 in
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dieser Arbeit weisen auf eine eigenstandige Trapisén des Gens hin (Abbildung 4). Die
Ergebnisse demonstrieren dartber hinaus, dass elsachbartendhF1:Gen von seinem
eigenen Promoter transkribiert wird. Zudem liegs ddhF1:Gen nur inSynechocystisn
direkter Nachbarschaft aicf34 Das andere benachbarte GeerBfindet sich weit haufiger
an derselben Position in den Genomen von Cyanotakieieder.

Das Synechocystiycf34Gen wird unabhéngig von der Belichtungsintensitanskribiert
(Abbildung 4B). Expressionsdaten aus verschiedéienoarray-Experimenten zeigen, dass
sich die Transkriptakkumulation d&ynechocystigcf34 mMRNA durch abiotische Faktoren
wie CO, und N-Verfugbarkeit oder hochenergetische UV-Baiing verandert (Huanet
al., 2002; Osanaet al, 2006; Aguirre von Wobeseat al, 2011). Die von Mitschket al
gezeigte leichte Reduktion der Transkriptakkumatatiei hohen Lichtintensitaten konnte mit
der Northern BlotAnalyse (Abbildung 4B) nicht bestatigt werden. Diesache fiur diese
Diskrepanz liegt vermutlich in der Dauer und in da&ensitat der verwendeten Belichtung.
Die Anpassung voisynechocystiZellen an starke Lichtintensitdten umfasst einasehder
kurzfristigen Adaptation und eine mittel- bis langlige (Hihara et al, 2001). Die
Experimente von Mitschke und Mitarbeiter zielen did kurzfristige Phase innerhalb einer
Stunde ab und verwenden zudem Licht doppelter sitén Die in dieser Arbeit gezeigten
Daten stellen die Akkumulation deg/cf34Transkripts nach einer 24-stindigen

Anpassungsphase an hohe Intensitaten dar.

3.1.2 Inaktivierung von Synechocystisycf34

Dasycf34Gen vonSynechocystigvurde zur funktionellen Charakterisierung inalgiti Die
Mutation ist vollstandig segregiert. Das Gen isthhiessentiell fir den Organismus und
gehort zu zahlreichen ycf-Genen, wyef4, ycf37 und ycf64 die in Synechocystikeine
essentielle Funktion besitzen (Wild# al, 1995; Wildeet al, 2001; Lopez-Mauret al,
2009). Es gibt aber eine Vielzahl vgof-Genen, die essentiell fidynechocystigellen sind
und nicht vollstandig inaktiviert werden kénnen By und Mullineaux, 1999; Minamizaki
et al, 2008; Marboutyet al, 2009; Peteet al, 2009): u.aycf27/rre26/rpaBycf50/sepFoder
ycf59/cycl/chlA Desweiteren gibt es auch einigef-Gene, die wieycf28/ntcA nur fir
Synechocystisessentiell (Garcia-Domingueet al, 2000) sind und sich in anderen
Cyanobakterien wieAnabaenasp. PCC7120 odefSynechococcuglongatus PCC7942
(Synechococciisausschalten lassen (Vega-Paasl, 1992). Andere Leserahmen wiederum
werden nur unter ganz bestimmten Bedingungen tramek: z.B. ycf18/nblA das in den

koordinierten Abbau der Phycobilisomen bei Stickstangel involviert ist (Karradet al,
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2008). Deren Inaktivierung verursacht keine Abwaraen vom WT-Phanotyp unter anderen
Bedingungen wie einem Mangel an spezifischen Nétiest oder Veranderung der Qualitat
und Quantitat des Lichts. Die Unterbrechung glef84Gens inSynechocystizerursacht
ebenfalls keine phanotypischen Verdnderungen inglgih zum WT unter den untersuchten
Standardbedingungen (30°C, 50 pmol Photoné&nsm). Auswirkungen auf den Phanotyp,
bedingt durch die Zerstérung des Leserahmens, wuedst sichtbar, als die Intensitat des
verwendeten Lichtes auf ein Minimum (3,5 pumol Pheto m s) reduziert wurde. Unter
diesen Bedingungen enthalten Zellen def34-Mutante weniger Phycobiliproteine als
vergleichbare WT-Zellen (vgl. Tabelle 4). Die Retok betrifft nur die Phycobiliproteine,
nicht aber die Menge der PS, wie entsprechende t@im@nungen der photosynthetischen
Pigmente und 77K Fluoreszenzspektroskopie (siehaldng 11) zeigten. In Folge dessen
sinkt die Fahigkeit der Zellen, effizient Licht iausreichendem MalRe zu sammeln.
Konsequenterweise demonstriereBynechocystiZellen ohne Ycf34 einen massiven
Wachstumsdefekt unter diesen Lichtintensitaten, Vi@tdopplungszeiten im Bereich von
Tagen (157 = 42 h). Die Verdopplungszeiten der Wélleh (76 = 12 h) sind dabei
vergleichbar mit anderen Veroffentlichungen, dialé geringe Beleuchtungsintensitaten
verwendeten. So liel sich fiur d8gnechocysti®VT im Rahmen der Analyse dgsaC-Gens
(regulator of phycobilisome association €eigen, dass ein Wachstum sogar bei 2 pmol
Photonen i s* méglich ist (Emlyn-Jonest al, 1999): die Verdopplungszeit des WT lag bei
75 h. Das verlangsamte Wachstum 8gnechocystigpaC-Mutante (circa 95 h) ist zusatzlich
abhéangig von der Wellenlange der Lichts. Pogd/psbZMutante (Bishopet al, 2007) ist ein
weiteres Beispiel fur reduziertes Wachstum, welam@sunter schwachen Lichtintensitaten
augenscheinlich wird. Die Inhibierung des Wachstumgcf34-Zellen konnte durch erhdhte
Konzentrationen an COnur geringfligig vermindert werden. Ebenso erfoldteine
Kompensation der reduzierten Phycocyanin und ANgplkyanin-Gehalte unter diesen
Bedingungen. Bei Belichtung mit hohen Lichtinteath traten keine Veranderungen auf
(Daten nicht gezeigt)ycf34-Zellen erreichen bei hohen G®onzentrationen und hohen
Lichtintensitaten maximale Wachstumsraten ahnliagh der WT (Verdopplungszeiten von 9
h). Die Werte sind mit publizierten Daten vergldiah (Ohkaweet al, 2000; Liu und Curtiss,
2009).

Zum Ausschluss pleiotroper Effekte, bedingt durcke dnsertion des Kanamycin-

Resistenzgens in die genomische Regionwd®4 wurde die Mutante komplementiert. Dazu

wurde die kodierende Sequenz voycf34 mit einem 3xFLAGtag zur spéateren

immunologischen Detektion fusioniert, die Expressides FLAG-Ycf34 Proteins unter
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Kontrolle despetJPromotors gestellt und dieses Konstrukt an eingrake Stelle in das
Genom integriert. Der WT-Phanotyp wurde wieder bstellt, wenn die komplementierten
Zellen durch Kupfermangel das FLAG-Protein exprimie (vgl. Abschnitt 2.1.4.3). Damit
konnte deutlich gezeigt werden, dass die beobashtghanotypischen Verdnderungen
ausschlief3lich auf die Inaktivierung vgaf34zuriickzufiihren sind.

3.1.3 Reduktion des Phycobilisomen-Gehaltes ipcf34-Zellen

Als Konsequenz der beobachteten Reduktion der Piljmoteine sind die Phycobilisomen
der ycf34-Zellen verandert, sowohl in ihrer Gro3e als auohder Komposition der
Untereinheiten (siehe Abbildung 10). Gleichwohldst ycf34-Mutante in der Lage, intakte
Phycobilisomen zu assemblieren, sowohl bei sehmwachen als auch bei mittleren
Intensitaten. Wurden Phycobilisomen aysf34-Zellen isoliert, die an sehr schwache
Lichtintensitaten adaptiert waren, so wandertencgenobakteriellen Lichtsammelkomplexe
langsamer im Saccharose-Gradienten und wiesen epezifische Reduktion des
Linkerproteins CpcC28’ auf. Das Muster der anderen Untereinheiten emfsiprden
Angaben aus der Literatur (Yamanaka und GlazerD;19Bomaset al, 2006; Arteniet al,
2009). Satoet al (2010) untersuchten die Funktion des Hitzeschatkpms HtpG von
Synechococcusnd fanden dabei vergleichbare Anderungen an tigedilisomen in einer
htpG-Mutante wieder. Im Gegensatz Zsynechococcuswo HtpG spezifisch mit dem
Linkerprotein CpcC2£? interagiert, war es nicht moglich, eine direktaetaktion von
SynechocystisYcf34 mit Komponenten der Phycobilisomen aufzudeck Sowohl die
immunologische Detektion des FLAG-Fusionsproteinsden Fraktionen entsprechender
Saccharose-Gradienten (vgl. Abbildung 13) als abocHmmunoprazipitationen mit FLAG-
Ycf34 lieferten keine Hinweise darauf (Daten nigktzeigt). Daneben bestehen Unterschiede
zwischen Synechococcusund Synechocystishinsichtlich der Austauschbarkeit von
Linkerproteinen. DieSynechococcukinker CpcC2L3? und CpcCI1® sind untereinander
austauschbar und erlauben den Aufbau vollstandigeycobilisomen (Bhalerao und
Gustafsson, 1994). lBynechocystist dies nicht der Fall, wie Ughy und Ajlani (2Q0zeigen
konnten. Die Reduktion des Linkerproteins Cpd&2Hdeutet auf Phycocyanimds hin, die

nur aus dem mittleren und kernnahen Phycocyanirahiex bestehen.

Der Grol3teil des Ycf34-Proteins wurde in der Memlnaktion vonSynechocystidetektiert.

Diese Lokalisation beruht entweder auf der vorhesigeen N-terminalen Helix, der

Interaktion mit einem membranstandigen Protein atln erst kirzlich entdeckten Effekt

von zweiwertigen Kationen, die die Assoziation iiddung vonSynechocysti®roteinen
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mit der Membran beeinflussen (Carnetlal, 2011). Das Proteom vdBynechocystisnthalt

etliche Proteine, die mit der Membran assoziieridsiaber keine Transmembranhelix
besitzen. Dasycf793Gen (sb28/psbW/sll1398kodiert das 13 kDa groRe Psb28/PsbW-
Protein, ein Assemblierungsfaktor des PS Il, wedclobne Transmembranhelix mit der
Membran assoziiert (Dobakowt al, 2009). Zudem konnte eine Migration von Ycf34 mit
den photosynthetischen Komplexen und dem Cytochygromplex von Synechocystis

gezeigt werden. Dieses Resultat liefert erste Hissvauf eine mogliche Funktion innerhalb

der energetischen Prozesse der Zelle.

Die verminderte Abundanz eines Proteins kann mehigsachen haben: eine verminderte
Stabilitat bedingt durch einen erhéhten proteotyten Abbau, eine Beeintrachtigung der
Translation der mRNA oder Veranderungen der Traps&n des zugrundeliegenden Gens.
Letzteres wurde im Rahmen vadvorthern BlotAnalysen untersucht. DaspcBAC2C1D
Operon kodiert Komponenten der Phycobilisomen, steikturellen Komponenteip/a-
Phycocyanin sowie die Linkerproteine CpcC2, Cpc€d GpcD. Die Analyse offenbarte eine
drastisch reduzierte Akkumulation der drei Transformen descpcBAC2C1BEOperons in
der ycf34-Mutante (Abbildung 14A). Der verminderte Phycodya@Gehalt und die
verkurzten Phycobilisomen-Strukturen sind sehr weliginlich die Konsequenz einer
verringerten Expression der Gene. Es besteht émsi€htlicher Widerspruch zwischen der
eigentlich  notwendigen verstarkten Transkription s decpcBACDOperons unter
Schwachlichtbedingungen und der tatsachlichen. @iext der Phanotyp abhangig von der
Quantitat des Lichts. So lassen sich identischenski@ptmengen in WT und Mutante bei
mittleren Lichtintensitaten detektieren, einhergehemit &hnlicher Pigmentierung (vgl.
Tabelle 3). Zahlreiche Umweltfaktoren wie die Vgtharkeit von Nahrstoffen (CON, S)
(Wanget al, 2004a; Osanagt al, 2006; Zhanget al, 2008), die Quantitat und Qualitat des
Lichts (de Lorimieret al, 1992; Kallaet al, 1993; Gutu und Kehoe, 2012) oder der Redox-
Status des Plastochinon-Pools bestimmen die BExprs$svel der Phycocyanin-Gene
(Alfonso et al, 2000). Die Analysen der Transkription von Geneie, als Indikatoren fir
bestimmte Mangelbedingungen gelten (vgl. Abschagitt.4.7), demonstrieren, dass die
verminderte Expression der Phycocyanin-Gene untgera schwachen Licht-Intensitaten
keine Folge eines Mangels an Kohlendioxid oderkStaff ist. Zusatzliche Untersuchungen
des Wachstums voycf34-Zellen in Medium, welches spezifisch mit Ammoniaaher Sulfat
angereichert wurde, filhrten zu keiner Kompensatien reduzierten Phycocyanin-Gehalte

(Daten nicht gezeigt).
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3.1.4 Biochemische Eigenschaften voS8ynechocystis Ycf34

Dasycf34Genprodukt wurde rekombinant Ex coli produziert, gereinigt und war braunlich
gefarbt. Dies verstarkte die bereits geaul3erte Wenmg eines gebundenen Ko-Faktors. Die
spektralen Eigenschaften deuten auf ein Eisen-Selw@entrum (Abbildung 20) hin, was
durch die Quantifizierung der gebundene Eisen withv@fel-lonen noch bestéarkt wurde. Die
Messungen ergaben 1,06 + 0,15 Eisenatomen und 9,8102 Sulfidionen pro Ycf34-
Monomer; ein Eisen zu Schwefel-Verhéltnis von etly29. Dieses Verhéltnis ist aber zu
gering fur klassische Eisen-Schwefel-Zentren wieef2S] oder [4Fe-4S]. Zusatzliche EPR-
Untersuchungen in Zusammenarbeit mit der GruppeRroh Dr. Wolfgang Lubitz (MPI far
Bioanorganische Chemie, Milheim an der Ruhr) liefezun&chst unschliissige Ergebnisse.
Die Daten mehrerer Mol3bauer-Spektroskopien desingien Ycf34-Proteins bestatigen
hingegen die Prasenz eine [4Fe-4S]-Zentrum hin.lwE&e waren die bestimmten
Konzentrationen an Eisen und Schwefel zu geringnftiithe Kommunikation). Es muss
davon ausgegangen werden, dass die AssemblierungEiden-Schwefel-Zentrums nicht
guantitativ erfolgt. Zudem wurde der Cluster wéldreler Prozedur teilweise zerstort, wie aus
einigen Messungen ersichtlich (Abbildung 21). Darilhinaus fihrt die proteolytische
Abspaltung des GSTags und die Verwendung des selbigen zu einem nichiveratN-
Terminus des Ycf34-Proteins. Dieser konnte mit nobgih post-translationalen
Modifikationen des ersten Formyl-Methionins inteideen (Drathet al, 2009). So fuhren
post-translationale Modifikationen dazu, dass@diminogruppe eines neuen, N-terminalen
Tyrosins als sechster Ligand fur die Koordinati@s dHams im Apo-Cytochronfi Protein
der Chloroplasten vomrassica rapasubsp.rapa (Speiseriibe) und vo&hlamydomonas
reinhardtii (Chlamydomongsfungiert (Martinezet al, 1994; Baymanret al, 1999). Die
Entdeckung, dass das Protein ein [4Fe-4S]-Zentrasitt, rickt eine mogliche Rolle von
Ycf34 im Elektronentransport oder eine Redoxfunktim den Fokus. Nach bisherigem
Kenntnisstand besitzt das Ycf34 keine Homologigrgendeinem der bekannten Proteine mit
Eisen-Schwefel-Cluster, wie Ferredoxine oder Rutxxate. Proteine mit Eisen-Schwefel-
Zentren kdnnen auch sensorische und regulativetiemnkesitzen (Beinert und Kiley, 1999;
Wanget al, 2004b) oder katalysieren enzymatische Reaktiomenbinden Substrate (Beinert
und Kiley, 1999; Carrollet al, 2005). Theoretische Vorhersagen und Modellierander
sekundaren Struktur von Ycf34 weisen auf eine Ralthin, die an Teile der Thioredoxin-

Struktur angelehnt ist; sie sind aber mit einer sagewahrscheinlichkeit von nur 40% nicht
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aussagekraftig genug (Kelley und Sternberg, 20B@e Funktion im Elektronentransport ist

wahrscheinlich, aber zu nachst als spekulativ ztabeten.

3.1.5 Veranderungen des photosynthetischen Elektronenflges inycf34-Zellen

Interessanterweise demonstriert diynechocystisipetCl Rieske Mutante einen ganz
ahnlichen Phanotyp wigcf34-Zellen. Das Verhaltnis von Phycocyanin zu Allopbgganin

ist reduziert (Tsunoyamat al, 2009). Die Sauerstofffreisetzungsrate ist dariiieaus
aufgrund einer verminderten Abundanz von PS Il dath Cytochronbsf-Komplex in der
Mutante reduziert (Schneidet al, 2004). Aufgrund der ahnlichen Phanotypen wurde di
photosynthetische Aktivitdt von WT undycf34-Zellen, die unter verschiedenen
Lichtintensitdten wuchsen, durch die Messung deue&offfreisetzungsraten und die
Analyse der R¢Kinetik untersucht. Diese Messungen offenbarerereieingeschréankten
Elektronentransport zwischen dem PQ-Pool und dem, R&nn ycf34-Zellen unter sehr
geringen Lichtintensitaten wuchsen. Der CytochiwfiKomplex ist mdglicherweise mit am
ycf34Phanotyp beteiligt. Es sind zahlreiche Mutatioden nicht-essentiellen Untereinheiten
PetL, PetM (Schneideet al, 2002; Schneideret al, 2007) oder assoziierten PetP-
Komponente (Volkmeket al, 2007) des Cytochromsf-Komplexs bekannt. Mutanten dieser
Untereinheiten sind ebenso wie dipetC1 Rieske Mutante durch die Einschrankung des
Elektronentransports gekennzeichnet. Ycf34 konmtekd oder indirekt mit dem Komplex
interagieren. Erste Untersuchungen zur Assemblieund Stabilitdt des Gesamtkomplexes
(siehe Abbildung 16) konnten aber eine Beteiligdeg Ycf34-Proteins an diesen Prozessen
ausschlie3en. Es erscheint jedoch ratsam, diessrduchungen noch weiter zu vertiefen und
auch die Akkumulation der akzessorischen Unterdi@heu analysieren.

Eine Wechselwirkung von Ycf34 und dem CytochrbgitKomplex bietet aber keine Lésung
fur die Frage, warum der Elektronenfluss zwisch€iA®ol und PS | irycf34-Zellen nur
unter extrem schwachen Lichtintensitaten beeintigictst. Offensichtlich ist die postulierte
Interaktion nur unter den spezifischen Schwachbetdingungen von Bedeutung fir die
Zellen. Normalerweise vergréRern Cyanobakterien @m@Re ihrer Lichtsammelantenne
indirekt proportional zur Intensitat des Lichts wthohen damit die Absorptionskapazitat der
Lichtsammelkomplexe um den Mangel an Photonen zmplemsieren (Grossmaet al,
1993). Findet dieser Anpassungsprozess nicht stattnen weniger Photonen absorbiert
werden. Dieycf34Mutante besitzt weniger Phycocyanin und Allophy@tn wenn sie bei
geringsten Lichtintensitdten wuchs als unter migthe Konsequenterweise muissen diese
Zellen einen grofRen Nachteil haben, ausreichendhtLizu absorbieren, da ihre
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Lichtsammelkomplexe kleiner sind als erforderlidm Widerspruch dazu konnte eine
verminderte Expression depcBACDOperons gezeigt werden. Der Redox-Status des PQ-
Pools und die Belegung der Bindestellgi@ben neben den schon genannten Faktoren einen
Einfluss auf die Transkription des Operons (Alfonsb al, 2000). Die Transkription
zahlreicher Gene wipsbA2(PS Il D1,-Protein) odentcA (nitrogen control gene Aglobaler
Stickstoffregulator) unterliegen unter anderem deontrolle des Redox-Status in
SynechocystiZellen (Alfonso et al, 2000; Alfonso et al, 2001). Zudem flhren
Veradnderungen des Redox-Status des PQ-Pools zudffezentiellen Regulation der Gene
von PS | und PS Il. Die Reduktion des PQ-Poolsl@rdé Transkriptmenge vapsaE(PS |
Untereinheit 1V), die Oxidation des Pools zu eifdkumulation derpsbA2 mRNA (El
Bissati und Kirilovsky, 2001). Jede Beeintrachtigudes Elektronenflusses durch den
Cytochrombgf-Komplex fuhrt zu einem PQ-Pool, der starker redrzst (Schneideet al,
2004; Volkmeret al, 2007; Tsunoyamat al, 2009). Der Redox-Status des PQ-Pools hangt
aber auch von der Intensitat des Lichts ab. Jeigeddie Intensitat, desto mehr Plastochinol
PQH, liegt innerhalb des PQ-Pools vor; bei Dunkelhigigén etwa 57% in der reduzierten
Form vor (Howittet al, 2001). Eine vollstandige (Uber)Reduktion des RQRvird nur bei
Dunkelheit und inSynechocystiZellen erreicht, deren terminale CytochranOxidase
inaktiviert wurde (Cooley und Vermaas, 2001). Diedesammenhang sollte auch bei einem
eingeschrankten Fluss von Elektronen durch den dbybonbef-Komplex gelten. Bei
mittlerer Intensitat des Wachstumslichts kann das i derycf34-Mutante den PQ-Pool via
Cytochrombef-Komplex in ausreichendem Malf3e oxidieren; die realoxéngige Expression
von Genen in WT und Mutante sollte gleich sein.dS@agegen Photonen nur begrenzt
verfugbar, reicht die PS I-Aktivitat moglicherweisecht mehr aus, um den reduzierten
PQH,-Pool zu oxidieren und um damit den vermindertems&ldurch den Cytochrolgf-
Komplex in der ycf34-Mutante zu kompensieren. Denselben Effekt verinsadie
Inaktivierung des Rieske Proteins PetCpdtCl) in Synechocystibereits bei normalen
Lichtintensitaten. Der PQ-Pool liegt somit Ubervaad in der reduzierten PQiFform vor,
was zur Aktivierung einer regulatorischen Signalsduktionskaskade fuhrt. Als Konsequenz
fuhrt die verminderte Transkription desgcBACDOperons zu kleineren Phycobilisomen, was

die energetische Unausgewogenheit der Zellen vérch

Der genaue Mechanismus der Signaltransduktioriabt aufgeklart. So identifizierten Li und

Sherman (2000) die Proteine RppAsli@797) und RppB ¢$l0798, die ein

Zweikomponentensystermwo component regulatory systehilden, welches redox-abhangig

die Transkription von PS | und PS II-Genen regelesoll. Lopez-Mauryet al (2002)
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zeigten ebenfalls, dass diese beiden GenprodukteinTat ein Zweikomponentensystem
bilden; jedoch eine andere Funktion haben als vonuhd Sherman dargestellt. Die
Genprodukte NrsRs{l0797 und NrsS ¢ll0798 sind in die Detektion von Nickel involviert
und steuern die Nickel-abhangige Expression desdbdrartennrsBACDOperons, einem
Teil des Resistenzgenclusters fur Nickel, Zink Wabalt in SynechocystiDariber hinaus
berichteten Nakamura und Hihara (2006) sowie Heébriuet al (2010) Uber den
Transkriptionsregulator PedR®0564 LuxR-Typ), der durch Interaktion mit Thioredoxin
eine Transkription von Genen in Abhangigkeit de®tpbynthetischen Elektronenflusses
ermdglicht. Die Thioredoxin vermittelte Reduktiomer intermolekularen Disulfidbriicke im
PedR-Protein fuhrt zur Inaktivierung des Transkoipsregulators. Diese Daten liefern
Anhaltspunkte fur mogliche Hypothesen zur Funktom Ycf34. Das Protein kdnnte selber
ein Transkriptionsfaktor sein oder direkt mit einemteragiert. Eine oder mehrere
intermolekulare Disulfidbriicken kdnnen Uber die €yweste von Ycf34 vermittelt werden
und damit eine redoxabhangige Dimersierung analog PedR-Protein ermdglichen. Ob
Ycf34 fahig ist, Nukleinsduren zu binden, misstensio experimentell analysiert werden wie
Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoreie Bnalyse der Aminosauresequenz liefert
hierzu keine Anhaltspunkte. Mikroarray-Analysen &tm ebenso dazu beitragen,
detaillierten Einblick in die Funktionsweise von f8¢ zu erhalten. Dazu muisste die
Transkriptome von WT undycf34-Mutante unter mittleren und extrem schwachen
Lichtbedingungen miteinander verglichen werden. hétgrweise ist ein Vergleich der
Mutante unter beiden Bedingungen ausreichend, umdpe und sekundare Effekte besser

unterscheiden zu kénnen.
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3.2 Synechocystis ycf59 und ycf54

3.2.1 Die oxidative Cyclase

Das Genom vorsynechocystignthélt die beiden hypothetischen Chloroplastesetahmen
sll1214undsll1874 die jeweils fur eine Isoform der oxidativen Magnen-Protoporphyrin
XI monomethylester Cyclase kodieren. Beide Prot&stalysieren zweifelsohne die Bildung
des funften Ringes von Mg-Porphyrinen. Das Cycltétro fungiert dabei als alleiniges
Enzym unter aeroben Bedingungen. Die Verminderuggzellularen Abundanz von Cycl
fuhrt zur Akkumulation des Substrates MgProtoMEeen verringerten Chlorophyll-Gehalt
und einem retardierten Wachstum unter aeroben Bedgen. Minamizakiet al. (2008)
konnten eine vollstandige Segregation deycl-Mutation durch Wachstum unter
mikroanaeroben Bedingungen zeigen. Unter dieserinBedgen wird die Isoform Cycll
exprimiert, die die Funktion von Cycl ersetzen kaRater und Kollegen (2009) war dies hier
nicht moglich. Ursachen fir diese Diskrepanz simddér Verwendung von verschiedenen
WT-Stdmmen und in den unterschiedlichen mikroartsardzw. anaeroben Bedingungen in
beiden Laboren zu suchen. Diese Widerspruchlichkegtet aber Anhaltspunkte fur
weiterfuhrende Experimente zur Klarung der Fradlestg, wie eine vollstandige
Inaktivierung von cycl mdglich ist. Eine erneute Sequenzierung der jegeil cycl
Mutantenstamme unter Verwendung modernen Hochdatzi8equenzierungstechniken und
der Vergleich der Nukleotidabfolge kdnnten einzeBesenaustausche in Promotoren und
anderen regulativen Sequenzen aufdecken, die zar geranderten Transkription fuhren.
Ebenso kénnten damit Aminosdurenaustausche in iReoteaufgezeigt werden, die in
Enzymen der Tetrapyrrol-Biosynthese zu Abweichundéhren: z.B. Affinitdten zum
Substrat erh6ht oder vermindert; die Bindung vaerinediaten verstarkt oder allosterische
Regulationsmechanismen alterniert. So sind zalleeieseudorevertanten bekannt, die die
vollstandige Inaktivierung von essentiellen Gengauben (Tichy und Vermaas, 2000; Wu
al., 2001; Kufryk und Vermaas, 2003).

Die vollstandige Inaktivierung vorycll demonstrierte keine Veranderungen des Chlorophyll-
Gehalts oder Anh&ufungen von Substraten unter aardtonditionen. Interessanterweise
konnen Acycll-Zellen unter anaeroben Bedingungen wachsen; Di&umklation von
MgProtoME in diesem Stamm ist jedoch ein Indiz dafiass Cycl unter diesen Bedingungen
nicht adaquat funktioniert oder eine geringere Wkit aufgrund der verminderten
Sauerstoffkonzentration hat. Ein geringes Saudmstefau induziert die Transkription des

cycll-Gens (Minamizakiet al, 2008; Peteet al, 2009). Der genaue Mechanismus war bis
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vor Kurzem nicht vollstdndig verstanden. Aoki undtavbeiter konnten kurzlich jedoch
zeigen (Aokiet al, 2011), dass der Transkriptionsregulator Chéi1512 vom Mar-Typ
notwendig ist, um die Geneycll, hemN und ho2 (sll1874-sll187% unter anaeroben
Bedingungen zu induzieren. Dies erlaubt die effitgeSynthese von Chlorophyll und Ham
unter allen Bedingungen. Die Expression von zwefoisnen ein und desselben Enzyms in
Abhangigkeit von Umweltfaktoren ist weitverbreitatphotosynthetischen Organismen. Der
gemeinsame Teil der Tetrapyrrol-Biosynthese entreditireiche Schritte, die abhangig vom
Sauerstoffgehalt durch zwei verschiedene Enzymalysaert werden. DieSynechocystis
Gene hemN (sll187§ und hemF (sll1185 kodieren die anaerobe bzw. aerobe
Coproporphyrinogen l1ll Oxidase (Gotet al, 2010), die Geného2 (sll1875 und hol
(sll1184 fur die anaerobe bzw. aerobe Hamoxygenase (Adkal, 2011), wobei die
Sauerstoff-unabhédngigen Enzyme nur unter mikroetvde Bedingungen transkribiert
werden. Ahnliche regulative Mechanismen, nur in &fdigkeit von Kupfer, wurden fir die
oxidative Cyclase vorChlamydomonadeschrieben (Moselegt al, 2000; Moseleet al,
2002). Generell ist die Expression von Isoformeteurerschiedenen Bedingungen nicht nur
auf Enzyme beschrankt. Die Isoformen des D1-Pretales PS Il werden etwa in
Abhangigkeit von Sauerstoff oder der Quantitatldebtes exprimiert. Durch mikroanaerobe
Bedingungen wird die Transkription v@sbA1(slr1181) aktiviert und D1 wird synthetisiert
(Summerfieldet al, 2008), hohe Lichtintensitaten induzieren einestékte Transkription
von psbA2(sIr1311) und besonderssbA3(sll1867) und erlauben so hohe Syntheseraten des
D1,-Protein (PsbA2 und PsbA3), wenn dieses durch hotemsitaten geschadigt wird und
ausgetauscht werden muss (Metal, 2009).

Die funktionelle Redundanz sollte durch Komplememnitng der jeweiligen Cyclase-Mutation
(cycl und 4cycll) untersucht werden. Die Quantifizierung der MggPyrine und
Absorptionsspektren der komplementierten Stamaoyel/FLAG-cycl cycl/FLAG-cycll
sowie Acycll/FLAG-cycll lassen den Schluss zu, das nur die zusatzlichee&sipn des
homologen Proteins die Folgen der partiellen bawlistandigen Inaktivierung voaoycl und
cycll kompensiert. Der MgProtoME-Gehalt eégcl/FLAG-cyctZellen liegt auf dem Niveaus
des WT, sowohl bei hohen wie bei niedrigen Saugkstozentrationen. Decycl-Phanotyp
liel3 sich nicht vollstdndig durch die zusatzlicheiession von FLAG-Cycll kompensieren,
egal unter welchen Bedingungen. Da beide Isoforsieh nicht vollstdndig gegenseitig
ersetzen konnen, muss man davon ausgehen, dass Beiyme unterschiedlich zur
Cyclisierungsreaktion unter den getesteten Bediggnrbetragen. Die genaue Stochiometrie
von Cycl und Cycll scheint daher unter mikroanaeroBedingungen relevant zu sein.
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3.2.2 Ycf54, die fehlende Untereinheit der oxidativen Cylase

Der genetische LokuslIrl780 von Synechocystisist bereits der dritte hypothetische
Chloroplasten-Leserahmen, dessen Genprodukt eisentesle Funktion innerhalb der
Tetrapyrrol-Biosynthese einnimmt. Das Ycf53-Protemon Synechocystisist das
cyanobakterielle Homolog des pflanzlichen GUN4-Bireg (Wildeet al, 2004; Sobotkaet
al., 2008), ein regulatorisches Protein, welches didivikat der Magnesiumchelatase
stimuliert und Protoporphyrin Xl sowie Mg-Protopbypin XI bindet. Seine Inaktivierung
resultiert in einer reduzierten Aktivitat der Magnem- und Ferrochelatase (Sobotdaal,
2008) und in der 5-10x fachen intrazellularen Akklemion von Protoporphyrin 1X. Dieses
geringe Toleranzniveau wird von einer massiven Efxém von Protoporphyrin IX ins
Medium begleitet. Das Ycf59-Protein ist dassFOrtholog in Synechocystignit zwel
Genkopiengycl (sl11214 undcycll (sll1874 (Peteret al, 2009). Beide Gene kodieren eine
der postulierten Untereinheit der oxidativen Cyeladeren Expression jedoch differentiell
reguliert wird, abhangig von der Sauerstoffverfiigbd. Wahrend dasycf53Gen fir
Synechocystisentbehrlich ist, besitztycf59 essentiellen Charakter. Eine vollstandige
Segregation des mutierten, endogenen Lokus ist méllich. Diese Beobachtung trifft auch

fur den dritten hypothetischen Chloroplasten-Ldseenycf54zu.

Die Genome aller autotrophen Organismen, die oxydemotosynthese betreiben, enthalten
dieses Gen. Die phylogenetische Verbreitung imgtizéine wichtige Funktion innerhalb der
Photosynthese. Versuche mittels photoautotropher mikotropher Wachstumsbedingungen
eine vollstandige Segregation def54Mutation inSynechocystigu erreichen, schlugen fehl
und zeigen, dass das Gen essentiell ist. Zahlréeme, die Proteine der photosynthetischen
Komplexe PS I, PS Il und der Phycobilisomen kodiek®nnten in anderen Untersuchungen
vollstandig inaktiviert werden (Jansset al, 1987; Yu und Vermaas, 1990; Smattal,
1991; Smart und Mcintosh, 1993; Ajlani und Vernpti®98; Ughy und Ajlani, 2004).
Entsprechende Mutanten v@ynechocystikonnen aufgrund der fakultativen Mixotrophie
bei zusatzlicher Gabe von Zuckern wachsen (Vernsaal, 1986; Williams und Lester
Packer, 1988; Anderson und Mcintosh, 1991). Deslksalbs nicht klar, warum einige Gene
des Chlorophyll-Metabolismus nicht vollstandig aesthaltet werden konnen. Es ware
denkbar, dass die teilweise Inaktivierung solchen&zur schwerwiegenden Stérungen der
Regulation des Gesamtstoffwechselweges fiihren. eDiwgederum konnten sich dann

aufgrund der Vernetzung des Metabolismus negafidiewitalitat der Zellen auswirken.
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Die partielle Inaktivierung voiycf54 verursacht eine starke Anreicherung von MgProtoME,
dem Substrat der oxidativen Cyclase, wie in deycl/ycf59 Mutante unter
Schwachlichtbedingungen in Standard-BG11-Medium.dgBgichen Wachstumsbedingungen
tolerieren beide Stammgcf54 undcycl, jedoch relative hohe Menge des Intermediates. Die
Expression eines FLAG-Ycf54-Proteins im genetischidintergrund derycf54-Mutation
fuhrt zu einer vollstdndigen Reduktion des MgProisRehalts in den Zellen und deutet
damit auf eine vollstandige Komplementierung glef54-Mutation im Reaktionsschritt der
Cyclisierung hin. Die funktionelle Komplementierufighrt jedoch zu keiner vollstandigen
Segregation der endogengwf54Mutation; ein hoéherer Grad wird aber erreicht @Qier
Abbildung 26 und Abbildung 29). Einhergehend mit g&®mplementierung auf Ebene der
Substratakkumulation verursacht die Expression vBhAG-Ycf54 aber weitere,
unvorhergesehene Effekte; die Reduktion der Chigytbpnd Phycocyanin-Gehalte ytf54
IFLAG-ycf54Zellen. Diese atypische Anderung findet sich ainckvT-Zellen wieder, deren
zellularer Gehalt an Ycf54-Protein durch die Ubeduktion von FLAG-Ycf54 erhoht wurde
(Daten nicht gezeigt). Die Uberproduktion von Ycisdiss noch weitere Effekte unbekannter
Art haben. Die Analysen des Transkriptoms Symechocystidemonstrieren, dass dasb4
Gen nur schwach transkribiert wird im Vergleich zayal-Gen. Diverse Untersuchungen zur
differenziellen Regulation der Genexpression durdbhmweltfaktoren wie hohe
Lichtintensitaten, C@oder Q-Mangel zeigen vergleichbare Muster der Expressmnycf54
undcycl (Hiharaet al, 2001; Eisenhugt al, 2007; Summerfielét al, 2008; Mitschkeet al,
2011). Sollten Ycf54 und Cycl in einem stochionsthien Verhaltnis vorliegen, so muss das
Ycf54-Protein sehr stabil sein. Wenn das ProteineseTranskription entsprechend nur in
geringen Mengen in der Zelle vorkommt, dann kordieeektopische Expression von Ycf54

andere Funktionen der Zelle storen.

Die immunologische Analyse voiycf54-Extrakten offenbarten Veranderungen in der
Abundanz von Proteinen der Tetrapyrrol-Biosynthaese der photosynthetischen Komplexe.
Die Menge an Cyclase-Protein und Ferrochelatasesdiiziert (Abbildung 28A); ein Bild
vergleichbar mit decycl-Mutante, die eine maximale Reduktion der Cycl-Atbamz von
25% toleriert (Petert al, 2009). Als Konsequenz der verminderten Verfligbirkon
Chlorophyll sind auch Proteine des PS 1 in ihrerniyle reduziert. Der Grof3teil der
Chlorophyll-Molekile einelSynechocystiZelle ist mit dem PS | assoziiert (Murakami und
Fujita, 1988). Die beobachtete geringe Toleranzgéber verminderten Gehalten von Cycl
und Ycf54 steht im Einklang mit der Notwendigkestne Akkumulation der photoreaktiven
Tetrapyrrol-Intermediate zu verhindern. Die untaredlichen Grade der Toleranz gegenuber
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der Anhaufung von Porphyrin und Mg-Porphyrin-Intediate hangen von der
Photoreaktivitat der selbigen ab, von der Tatsathsie frei oder als Aggregate vorliegen, an
Proteine gebunden sind oder aus der Zelle geschieeislen kbénnen (Mochizuket al,
2010).

3.2.3 Interaktion von Ycf54 und Ycf59, der oxidativen Cydase

Frihere Studien zur Protein-Protein-InteraktiorSymechocystiBeferten keinerlei Hinweise
auf eine Interaktion zwischen beiden Proteinen Xcithd Cycl (Satcet al, 2007). Die
Untersuchungen basieren auf derast two hybridMethode (Fields und Song, 1989) und
liefern fiur dasycf54Genprodukt keinerlei positive Resultate. Nur fiasdCycl-Protein
wurden mdgliche Partner gefunden; davon zwei miteihdVahrscheinlichkeit (Kategorie A),
die anderen mit geringer (Kategorie C und D). EidesProteine, SII0814, ist eine 2-Methyl-
6-Phytylbenzoquinon Methyltransferase und fungienerhalb der Tocopherol-Biosynthese
(Shintani et al, 2002). Einesll0814Mutante zeigt keine phanotypischen Anderungen in
Bezug auf die Biosynthese von Chlorophyll. Das amdrotein, Slr1300, hat Ahnlichkeit mit
einer 2-Octaprenyl-6-Methoxyphenol Hydroxylase, een Enzym der Ubiquinon-

Biosynthese.

Die beiden Cycl-Isoformen &ahneln mit Monooxygenasemwandten Proteinen; beide
besitzen ein Bindemotiv fir Eisen in der kataljtisec Doméne (Berthold und Stenmark,
2003). Weitere Untereinheiten der Cyclase wurdestydiert, die fir die Reduktion der
Oxygenase zustandig sind oder die die Assemblierund Integritat des Komplexes
bewerkstelligen. Versuche mithilfe von FLAG-Cycltentielle Untereinheiten der Cyclase
bzw. sonstige interagierende Proteine zu identifesi fUhrten zu keinem verwertbaren
Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Mogliche Ursachimftir konnten aus der Verwendung des
FLAG-tags folgen. Dieser kann die Hydrophobizitat des CyelBsoteins vermindern und
damit eine veranderte Lokalisation bewirken odereri negativen Einfluss auf Protein-
Protein-Wechselwirkungen haben. Im Rahmen dieséeifikonnte jedoch erstmalig eine
physikalische Interaktion von Ycf54 und Cycl kondteach Ko-Immunpréazipitationsversuche
demonstriert werden. Die Verifikation der Identitéier durch Immunoblot-Analysen

gefundenen Proteine mittels Massenspektrometrit ateer noch aus.

Etliche enzymatische Schritte der Tetrapyrrol-Biabgse beinhalten hochreaktive oder
instabile Intermediate. Es erscheint daher sinpdidl empfindlichen Substrate, Intermediate
und Produkte von der Umgebung abzuschirmen, wieiisevon Shlyk (1971) fur die
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Biosynthese von Chlorophyll postuliert wurde. M@gliwird dies durch Interaktion von
aufeinanderfolgenden Enzymen, die somit ein dieKiarchreichen der Substragulpstrate
channelling erlauben (Huanget al, 2001). So interagieren die beiden ersten Enzyere d
Ham-Biosynthese, die Glutamyl-tRNA-Reduktase (HernAdl Glutamat-1-Semialdehyd 2,1-
Aminomutase (HemL), ifE. coliundChlamydomonasmiteinander und schiitzen das instabile
Intermediat in ihrem Enzymkomplex (LUet al, 2005; Nogaj und Beale, 2005)ulstrat
channellingwurde ebenso fiir den enzymatischen Komplex derngsigmchelatase des
anoxygenen phototrophen BakteriunRhodobacter capsulatugostuliert (Sawicki und
Willows, 2010). Die Kristallstruktur der Tabak Popbrphyrinogen 1X Oxidase suggeriert
eine Komplexbildung mit der vorhergehenden Coprpbgrinogen IlI Oxidase und der
nachfolgenden Ferrochelatase (Kathal, 2004). Eine solche Protein-Protein-Interaktion vo
Enzymen der Tetrapyrrol-Biosynthese konnte fir Eretoporphyrinogen 1X Oxidase und
Ferrochelatase des thermophilen Cyanobakteriimsrmosynechococcus elongatB®-1
bestatigt werden (Masoumet al, 2008). Eine entsprechende Interaktion fur das
Synechocystislomolog der Protoporphyrinogen IX Oxidastr{790/hemYwurde postuliert
(Kato et al, 2010). Die Aminosauresequenz des Ycf54-Proteafsert keine Anhaltspunkte
wie Bindestellen fur NAD(P)H oder FAD fir die Eigaaften einer Reduktase. Ebenso
lassen sich aus der Kiristallstruktur désabaenaHomologs keine Rickschlisse auf die
Funktion ziehen. Ausgehend von der Lokalisation d¥sf54-Proteins in der
Thylakoidmembran und dem Fehlen von Anhaltspunkiear zugewiesenen Funktion lassen
sich Hypothesen zur Funktion aufstellen. Das Yd®dtein kbnnte eine unbekannte Art von
Reduktase sein, die keine Homologie zu bestehemgpan hat. Ebenso méglich wéare eine
Rolle als Bindeprotein fur eines der Intermediat¥ €yclase-Reaktion oder eine Rolle
vergleichbar mit dem akzessorischen Protein deroEkelatase Gun4/Ycf53. Eine dritte
Mdglichkeit ware die Koordination von Protein-Prioténteraktion zwischen den Cyclase-
Proteinen und/ oder zwischen der Cyclase und demstaleenden bzw. nachfolgenden
Enzymen innerhalb des Tetrapyrrol-Biosynthesewenshddas hier beschriebene und Ycf54-

Protein.
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4. Material und Methoden
4.1 Material

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerate Bedgenzien werden im folgenden
Kapitel beschrieben. Allgemeine Labor- und Verbreumaterialien wie z.B. Glasgefalie,

Reaktionsgefalie, Petrischalen, Pipettenspitzerirahen sind nicht gesondert aufgefiihrt.

4.1.1 Chemikalien
Die zur Durchfihrung der beschriebenen Arbeiten Limbor verwendeten Chemikalien

wurden bei den folgenden, in Tabelle 11 aufgefimrgeferanten bezogen.

Tabelle 11: Lieferanten von Chemikalien und Gebraukslosungen

Lieferant

Adresse

Carl Roth GmbH + Co. KG (Carl Roth)

Schoemperlaasste 3-5, 76185 Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Sigma-Aldrich)

Eschenstmb, 82024 Taufkirchen bei Miinchen

Serva Electrophoresis GmbH (Serva)

Carl-Benz-St69715 Heidelberg

AppliChem GmbH (AppliChem)

Ottoweg 4, 64291 Darrdsta

Molekula GmbH Karl-Weinmair-Str. 5, 80807 Miinchen

4.1.1.1Radiochemikalien
Die Firma Hartmann Analytic GmbH (Braunschweig¥dite die folgenden, in dieser Arbeit

verwendeten Radionukleotide:
[a*?P]-dCTP, spezifische Aktivitat 6000 Ci/mmol
[a>?P]-UTP, spezifische Aktivitat: 6000 Ci/mmol

4.1.2 Gro6Renstandards
Die fur die Elektrophorese von Nukleinsduren undtéinen eingesetzten Grolenstandards

zur Abschatzung der molekularen Masse sind in déelle 12 aufgelistet.
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Tabelle 12: GrolRenstandards fir die Elektrophorese

Standard Hersteller

Proteinstandards

Page Ruler Prestained Protein Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot (Fermentas)
Protein Marker VI (10 — 245) prestained AppliChem

DNA-Standards

A-Clal

GeneRulerlkb PlusDNA Ladder Fermentas

RNA-Standards

RiboRuler High Range RNA Ladder Fermentas

RiboRuler Low Range RNA Ladder Fermentas

4.1.3 Antikorper
Fur die immunologische Detektion von Proteinen ifigirder Western Blot Methodik (siehe

Abschnitt 4.2.4.10) wurden die in Tabelle 13 auiidpefen Antikorper verwendet.

Tabelle 13: Verwendete Antikorper

Antikorper |Eigenschaften Verdinnung | Quelle

anti-FLAG- Maus-IgG, monoklonaler Primarantikbrper M2 | 1:3000 bzw. Sigma-Aldrich
HRP-Konjugat | gerichtet gegen das FLAG-Epitop, konjugiert mit| 1:10000
Meerrettich-Peroxidase (HRP)

anti-FLAG-AP- | Maus-1gG, monoklonaler Priméarantikdrper M2 | 1:5000 Sigma-Aldrich
Konjugat gerichtet gegen das FLAG-Epitop, konjugiert mit
alkalischer Phosphatase (AP),2Canabhangig
anti-Crd1 Kaninchen-1gG, polyklonaler Primarantigér 1:2500 Agrisera AB,
gerichtet gegeArabidopsis thalianaCHL27 Véannas, Schweder
(Agrisera)
anti-HemH Kaninchen-1gG, polyklonaler Primarantiér 1:3000 Pineda - Antikorpgr
gerichtet gegen di®ynechocystiBerrochelatase Service, Berlin
HemH
anti-ChiM Kaninchen-1gG, polyklonaler Priméarantipér 1:5000 Hunter, C.N.,
gerichtet gegen di8ynechocystisigProto- University of
Methyltransferase ChiM Sheffield,
Sheffield, UK
anti-PsaC Kaninchen-IgG, polyklonaler Primarantieir 1:3000 Agrisera

gerichtet gegen ein in allen PsaC-Proteinen

vorkommendes Peptid

anti-PsalL Kaninchen-IgG, polyklonaler Primarantkér 1:3000 Chitnis P.R., lowa
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Antikorper |Eigenschaften Verdlinnung | Quelle
gerichtet gegen digynechocystiBS | Untereinheit State University,
PsalL Ames, USA
anti-PsbA Kaninchen-IgG, polyklonaler Primarantiér 1:3000 Chitnis P.R., lowa
gerichtet gegen di8ynechocystiBS Il State University,
Untereinheit PsbA Ames, USA
anti-AtpB Kaninchen-IgG, polyklonaler Primarantip@r 1:5000 Irrgang K.D.,
gerichtet gegen dig-Untereinheit AtpB der Beuth-Hochschule
SynechocystiByF;-ATP-Synthase fur Technik, Berlin
anti-Cyff Kaninchen-IgG, polyklonaler Primarantikérper | 1:5000 Roégner M.,
gerichtet gegen die -Cytochrdnntereinheit des Ruhr-Universitat
Synechocysti€ytochrombgf-Komplexes Bochum, Bochum
anti-Kaninchen-| Ziegen-IgG, Sekundarantikérper gerichtet gegen 1:50000 Thermo Fisher
HRP-Konjugat | die invariablen Ketten von Kaninchen-IgG, Scientific,
konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) Rockford, USA

4.1.4 Plasmide
Die Tabelle 14 listet alle grundlegenden Plasmadg,denen die in dieser Arbeit generierten

Konstrukte basieren. Im Rahmen dieser Arbeit komstie Plasmide werden in den
Abschnitten 4.2.2.16, 4.2.2.18 und 4.2.2.19 beebkn.

Tabelle 14: Verwendete Plasmid

Vektor Bezeichnung Referenz

pJET1.2blunt bluntKlonierungsvektor; Amp;, 2974 bp Fermentas

Cloning Vector

pPGEM-T easy | TA-Klonierungsvektor; Amp: 3015 bp Promega, Mannheim

Vector Systems

pCR2.1-TOPO | TA-Klonierungsvektor; AipKm®; 3931 bp Life Technologies
GmbH, Darmstadt

pGEX-6P-1 Vektor zur heterologen Expression vondtnen mit amino- GE Healthcare,

terminalem GSTagin E. coli; 4984 bp Freiburg
pSK9 Vektor zur ektopischen Expression von Proteumad ncRNAs in | S. Zinchenko,

Synechocysti$‘-terminale Promotorfusiongetd AmpR, Cnf; unveroffentlicht

6267 bp
pVvVZz321 MobilisierbareshuttleVVektor zur Proteinexpression in Zinchenkoet al.
SynechocystigncQ, molf’, Km®, CnT; 9231 bp (1999)
pUR-FLAG pVZ321-Derivat; 5'-terminale Promotorfusi®etJund 3xFLAG- | U. Ruppert,

tag; KmR, snf: 9670bp unveroffentlicht

RP4 Helferplasmid fir konjugativen Transfer von p2Z3®erivaten in | Haaseet al (1995)
SynechocystsAmp?, Km®, Tef'; GroRe: 60099 bp
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4.1.5 Enzyme
Die Tabelle 15 listet alle in dieser Arbeit verweteh Enzyme und ReaktioKsts. Alle

verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden alies8lith von der Fermentas GmbH (St.
Leon-Rot) bezogen und sind nicht gesondert bedwdmieDie Verwendung der Enzyme
erfolgte nach Herstellerangaben unter Verwendungr deweils mitgelieferten
Reaktionspuffer.

Tabelle 15: Eingesetzte Enzyme und Reaktionsié

Enzym Hersteller

Fast-AP élkaline phosphatage Fermentas

TurboDNase Ambion, Austin, USA (Ambion)

Lysozym Carl Roth

CloneJET PCR Cloning Kit Fermentas

T4-DNA-Ligase Fermentas

RNase A Qiagen, Hilden (Qiagen)

RNase H Fermentas

T4-RNA-Ligase Epicentre Biotechnologies, Madison, USA (Epicentfe)
Tobacco acid pyrophosphatase Epicentre

Superscript 1l Reverse Transcriptase Life Technologies GmbH, Darmstadt

Phusion High FidelitypNA-Polymerase Finnzymes Oy, Vantaa, Finnland

Proteinase K Fermentas

Amersham Rediprime™ Il DNA Labeling System | GE Healthcare

DIG-High Prime DNA Labeling and Detection StarterRoche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim]
Kit 11 (Roche)

RiboLock RNase Inhibitor Fermentas

MAXIscript Kit Ambion

4.1.6 Synthetische Oligonukleotide
Synthetische DNA- und RNA-Oligonukleotide wurdemvden Herstellern Eurofins MWG

Operon (Ebersberg), Sigma Aldrich (Taufkirchen) BiMolekula (Kranzberg) bezogen. Zu
Herstellung der jeweiligen Stammlésungen (Konzeioma 10 pM) wurde die DNA bzw.
RNA nach Angaben des Herstellers in M@cHgeldst. Die Sequenz sowie besondere

Merkmale der Oligonukleotide sind in der Tabelleutd Tabelle 17 hervorgehoben.
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Tabelle 16: Synthetische DNA-Oligonukleotide (Primg

Bezeichnung

Sequenz (5'- ... -3Y)

Verwendungszweck

Rktionelle Elemente

ycf34fw TTTGCCCCGGTTCAAGAT Klonierungcf34, Kolonie-PCR
ycf34rev AACCGTCCAAGGGGAAGATA Klonierung/cf34, Kolonie-PCR
Ndelycf34fw GCCTCATATGTGTATTTGTGTGAACTGCC Klonierung pSK9-FLAG<f34 UnterstrichenNdel-Erkennungssequenz

ycf34Bglll-rev

GAACAGATCTCTAGGTGGGGACTAATTCAT

Klonierung pSK9-FLAGkf34

UnterstrichenBglll-Erkennungssequenz

BamHI-ycf34fw

GGATCCTGTATTTGTGTGAACTGC

Klonierung pGEX-6R€f34

UnterstrichenBamHI-Erkennungssequer

ycf34Notl-rev

ATGCGGCCGGTTTCGCTGT

Klonierung pGEX-6Ref34

UnterstrichenNotl-Erkennungssequenz

ycf34seq-fw

CATGTGTATTTGTGTGAACTGCC

Kolonie-PCR, dsDNA-Sonde

ycf34seq-rev

GCTAGGTGGGGACTAATTCATTG

Kolonie-PCR, dsDNA-Sonde

FLAG-fw TATGGATTATAAAGATCATGATGGCGATTATAAAGATCATGAIonierung pSK9-FLAGycf34 Unterstrichen5'-TA UberhangKursiv:
ATTGATTATAAAGATGATGATGATABA .
kodierende Sequenz des 3xFLA#&YS
FLAG-rev TACCTTTATCATCATCATCTTTATAATCAATATCATGATCTT[Klonierung pSK9-FLAGycf34 Unterstrichen5*-TA UberhangKursiv:
TAATCGCCATCATGATCTTTATAATCCA .
kodierende Sequenz des 3xFLA#&YS
TerOOP-fw GATCTAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTA Ki@erung pSK9-FLAGycf34
TerOOP-rev GATCTAATAAAAAACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTA iWhierung pSK9-FLAGycf34
pSK9-F1 TTTGTCATCCTCGACTGTGC Kolonie-PCR
pSK9-R GGTGAAAGTTCAGCTTTCCT Kolonie-PCR
pSK9-ORF-fw CTCCCATAATACCTTCGCGTC Kolonie-PCR
pUR-rev CTTCCAGATGTATGCTCTTCTGCTC Kolonie-PCR
Flag-test fw GATTATAAAGATCATGATGGC Kolonie-PCR
Flag-test rev CCATCATGATCTTTATAATCC Kolonie-PCR

pGEX-fw GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG Kolonie-PCR, Segmienung von
GST-Fusionen in pGEX-6P-1
pGEX-rev CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG Kolonie-PCR, Seqgrierung von
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Bezeichnung

Sequenz (5'- ... -3Y)

Verwendungszweck

Rktionelle Elemente

GST-Fusionen

pJET1.2-fw CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Kolonie-PCR
pJET1.2-rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG Kolonie-PCR
ycf54seg-fw GAAAGTTGGGCATTGACGAC Kolonie-PCR

sll168%rev GTGTTTCCCTCAAGTTTGTCGG Kolonie-PCR

BamHI-TerOOP-Pstl

GATACAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTIGC
A

Vektorkonstruktion pUR

Unterstrichen und kursiskompatibles

Ende fiir BamHI und Pstl

TerOOPreverse

GAATAAAAAACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTG

VektorkonstruktiopUR

SallPperfw

GTCGACTACGCCCGGTAGTGATC

Vektorkonstruktion pUR

Unterstran:Sall-Erkennungssequenz

EcoRI-FLAG-rev

GAATTCTTTATCATCATCATCAAATA

Vektorkonstruktion pUR

Untersichen:EcoRI-Erkennungssequen

EcoRIycf54fw:

GAATTCGCTACCTATTATTATGCTTTGGC

Klonierung pUR-FLAGk54
Kolonie-PCR

UnterstrichenEcoRI-Erkennungssequen

BamHI-ycf54rev:

GTGGATCGATTGACCTTAGCTATG

Klonierung pUR-FLAGy¢cf54
Kolonie-PCR

UnterstrichenBamHI-Erkennungssequer

ssr1425revl CTAGGTGGGGACTAATTCATTGG 5'-RACE vomcf34
ssr1l425rev2 GCGTAAACGGCTCCATTTGC 5'-RACE vowcf34
linker-R1 TGATCCAACCGACGCGAC 5'-RACE

linker-R2 ACCGACGCGACAAGCTAATGC 5-RACE
cpcAint-fw CCCCAGCTGGTATGTTGAAG in vitro-Transkription

T7-cpcC2int-rev

TAATACGACTCACTATAGGBCCGGTACACTTCCGACAGA
G

in-vitro-Transkription

Unterstricherf 7-Promotorsequenz

ginA-fw AAAACGAATTGGGCATCAAG in vitro-Transkription

T7-gInAcrev TAATACGACTCACTATAGGGGGTTAGTGAAGGCCAACAA | in-vitro-Transkription Unterstricherf 7-Promotorsequenz
ndhF3fw CGGGGCTAGGGATGCGTTTT dsDNA-Sonde

ndhF3rev ACGACGGCTCCAAAGACCAC dsDNA-Sonde
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Bezeichnung Sequenz (5 ... -3Y) Verwendungszweck Rktionelle Elemente
16S-fw AAGTCATCATGCCCCTTAC dsDNA-Sonde

16S-rev ATGGGATCCGCTTACTCTC dsDNA-Sonde

5S-Oligo CTTGGCATCGGACTATTGTGCCGT Oligonukleotid-Sde (5S rRNA)

Tabelle 17: Synthetische RNA-Oligonukleotide (Primg

Bezeichnung Sequenz (5'- ... -3 Verwendungszweck Rktionelle Elemente

5-RNA-Linker GUGAUCCAACCGACGCGACAAGCUAAUGCAAGANNN 5'RACE Unterstrichemwvobble bases
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4.1.7 Sonstige Materialien
Die Tabelle 18 listet sonstige Materialien wie ®&wlMembranen und Filter, die in der Arbeit

zur Anwendung kamen.

Tabelle 18: Filter, Membranen und Saulenwerkstoff

Bezeichnung Hersteller

Membranen und Porenfilter

Filterpapier Carl Roth

Protran - Nitrocellulose Membran Schleicher & StHaassel

Roti-Nylon Plus Membran Carl Roth

Roti-Labo Spritzenfilter (0,22 und 0,45 pm Poreng)ol} Carl Roth

Poly Prep Columnéir die Chromatographie (30 um Porengré3en)  Bid-Reboratories GmbH, Minchen
(BioRad)

Vivaspincentrifugal filtration Sartorius Stedim Biotech, Aubagne

Cedex, France

Saulenmaterial

Anti-FLAG M2 affinity gel Sigma-Aldrich
Glutathione-Sepharose 4Blumns Macherey-Nagel, Duren
HiLoad 26/600 Superdex prep grade Columns BioRad

QIAquick PCR/ Gel Purification Kit Qiagen

QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen

illustra MicroSpin G-50 GE Healthcare
Glasperlen, 0,1-0,11 mm Sartorius, Goéttingen
Glasperlen, 0,25-0,5 mm Carl Roth

4.1.8 Technische Laborgerate
Die Tabelle 19 listet alle verwendeten technisaBerédte und Geratschaften auf.

Tabelle 19: Gerateliste

Gerat Geréatetyp Hersteller
Flachbettschittler GFL - Gesellschaft fir LabortéicimmbH,

Burgwedel
Gasmischapparatur red-y smart Vogtlin Instrumer@s Aesch, Schweiz
Geldokumentationssystem DeVision G Decon ScienceGiabH (Decon)
Horizontale PerfectBlue Gelsystem | PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Gelelektrophorese-Kammef S,M,L und L Revolution | (PEQLAB)
Hybridisierungsofen PerfectBlot, PEQLAB

OV1 Standard Biometra GmbH, Géttingen (Biometra)
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Kihlzentrifugen:

Rotor: Universal 320R Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen (Hettich);
Rotor: Universal 420R Hettich;
Rotor: SS34, GSA, F12S | RC 6Plus Sorvall, DuPont, Bad Homburg (Sorvall)

?

Laborwaagen

Lichtstarkenmessgerat

LI1@antum sensor
LI250A light meter

LI-COR Environmental — GmbH, Bad Homburg

Magnetriithrer

MR-Hei standard

Heidolph InstrumeaisbH, Schwabach

PCR-Thermocycler

CFX96/C1000

BioRad;

T-Personal Gradient Biometra
Phospho Imager Personal Molecular BioRad
Imager
Rotationsschuttler Multi Bio RS-24 PEQLAB
Semi-dry-Blotting Perfect Blue PEQLAB
Apparatur Semi-DryM
Spannungsqguellen:
Horizontale Elektrophoresel EV222 PEQLAB;
Vertikale Elektrophorese | PowerPac universal BioRad;
Elektro-Blotting EV321 PEQLAB

Spektrofluorimeter

Aminco-Bowman Serie
AB2

Spectronic Unicam, Leeds, GroR3britannien

Spektrophotometer:
UV-2401PC Shimadzu, Kyoto, Japan; (Shimadzu)
Novaspec Il GE Healthcare;
NanoDrop ND-1000 PEQLAB
Sterilarbeitsbank HeraSafe Heraeus, Hanau (Heraeus)
Tank-Blot-Apparatur Mini Trans-Blatell BioRad,;

Maxi-Nass-Blot

Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg
(neolLab)

Thermo mixer PocketBloc Biozym Scientific GmbH, Hesk Oldendorf
Thermoblock TB1 Biometra

Tischzentrifuge Biofuge Pico Heraeus

temperierbare Biofuge Fresco Heraeus

Tischzentrifugen

Ultrazentrifuge Sorvall Discovery 90 Sorvall

UV-Quervernetzer

UV-Stratalinker 1800

Agilent Teclmgies GmbH, Waldbronn

UV-Transilluminator

MD-25

Wealtec Europe, Cambrid@eoRbritannien

Vertikale
Gelelektrophorese-

Kammern

MiniPROTEAN tetra Cell
PROTEAN Il xi Cell

BioRad
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Vortexer Paramix 3 JULABO Labortechnik GmbH, Eisenisitasse 41
Seelbach
Zellmihle Typ MM200 Retsch, Haan (Retsch)

4.1.9 Datenbanken und Software
Im Rahmen dieser Arbeit kamen verschiedene Compatgramme und Datenbanken zur

Anwendung. Sie unterstitzten die Bearbeitung undlysen von Sequenzdaten, diesilico
Vorhersage von Proteineigenschaften sowie die teneirische Analyse von

Detektionssignalen. Die Tabelle 20 listet diese auf

Tabelle 20: Datenbanken und Software

Software Internet-Adresse/ Referenz Anwendung
Artemis Rutherforcet al. (2000) Visualisierung von Genomen und derer
Annotation
ChromasLite http://www.technelysium.com.au/chromas_ljiténalyse von Sequenzierungsdaten
html
Clustalw2 Larkinet al. (2007) Multiple Sequenzvergleiche
CyanoBase http://genome.kazusa.or.jp/cyanobéidakao | Sequenzdatenbank fiir Cyanobakterien
et al, 2010)
DoubleDigest http://www.fermentas.com/en/tools/doubled|gDatenbank zur Auswahl der Puffer von
est/?country_code=DE Restriktionsendonukleasen
Expasy http://expasy.org/proteomics Bioinformatorisches Portal fur Proteine
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ Sequenzdatenbank fiir DNA-Sequenzer
JalView Waterhouset al. (2009) Editor fur Multiple Sequenzvergleiche
Multalin http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin.html | Multiple Sequenzvergleiche
NCBI-BLAST http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi Homologiesuche fiir DNA- und Protein-
(Altschul et al, 1990) Sequenzen
OligoCalc Kibbeet al. (2007) Analyse und Eigenschaften von Primerf
Phyre2 http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page Strukturvorhersage fur Proteine
cgi?id=index
Kelley und Sternberg (2009)
Protein Molecular http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.hBerechnung des theoretischen
Weight tml Molekulargewichts von Proteinen
Quantity One BioRad Densitometrische Analyse von
Detektionssignalen
TM calculator https://www.finnzymes.fi/tm_determination.htAnalyse und Eigenschaften von Primerr]
mil spezifisch fir dilPhusionDNA-
Polymerase
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Software Internet-Adresse/ Referenz Anwendung

UniProtKB http://www.uniprot.org/ Molekularbiologische Datenbank fiir

Proteine, Doméanen und Familien

4.1.10 Medien, Puffer und Stammlésungen
Die spezifische Zusammensetzung von Medien, PuffacthLésungen sind in den jeweiligen

Beschreibungen der Methoden in den nachfolgendesclbtten deklariert. Wassrige
Losungen wurden generell unter Verwendung von Hzw. MQ-HO hergestellt. DEPC
behandeltes MQ-$D zur Inaktivierung von Ribonukleasen wurde fur Wwigen verwendet,
die mit Arbeiten mit RNA im Zusammenhang stehen.rifién andere Losungsmittel als die
zuvor genannten verwendet, so ist dies separahgekehnet. Die Sterilisation durch heil3en
Dampf oder Filtration ist entsprechend vermerkt.

4.1.11 Mikroorganismen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgerigigcherichia coliStamme verwendet:

DH5a: Genotyp:F-, 80acZAM15, A(lacZYA-argF)U169,dedR, recAl, endAl,
sAR17(i’, m), phoA, supE44,thi-1, gyrA96, relAl, A-
Referenz: Hanahaat al (1983)

Verwendung: Klonierungen

BL21 (DE3): Genotyp:F-, ompT, hsdSB(rgmg), gal
Referenz: Studier und Moffat (1986)

Verwendung: Expression v@ynechocysti¥cf34

GM2163: Genotyp:F—dam-13:Tn9 (Cni), dcm-6 hsdR2(r, m,"), leuB§ hisG4 thi-1,
araC14 lacY], galk2, galT22 xylA5 mtl-1, rpsL136(Str), fhuA3], tsx-78 ginv44
mcrAmcrB1

Referenz: Palmer und Marinus (1994)
Verwendung: Klonierungen mit Restriktionsenddeaken, die Sensitivitat

gegenuber der Methylierung von DNA zeigen

J53 (RP4): GenotypRR+, met pro (RP4:Amp, Tc, Km, Tra+, IncP
Referenz: Clowes und Rowley (1954)
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FolgendeSynechocystiStamme wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Synechocystis sp. PCC 6803:

Synechocystissp. PCC 6803 ist ein gram-negative, einzelligeghtrdiazotrophes, fakultativ
heterotrophes Cyanobakterium der Ordni@igoococcalesDie Gro3e des chromosomalen Genoms
umfasst 3,57 Megabasen und 3317 annotierte offene eserehmen

(http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/Synechoc&if7.2012). Der hauptséachlich in dieser Arbeit

benutzte WT-Stamm wurde von der Arbeitsgruppe voof. FSergey V. Shestakov (Lehrstuhl fir
Genetik, Staatliche Universitat Moskau, Russland)\zerfiigung gestellt. Dieser Stamm besitzt eine
natirliche Kompetenz zur Aufnahme exogener DNA duffiyp 4 Pili und zeigt phototaktische
Motilitat. Ein anderer WT-Stamm ohne phototaktischdotilitdt und weiteren spezifischen
Besonderheiten (Kaneket al, 1996; Tajimaet al, 2011) wurde von Prof. Ikeuchi von der

(Universitat Tokio, Japan) bezogen.

Zu Beginn dieser Arbeit standen folgende Mutantan\verfliigung:

cycl”
Generiert durch Danny Jeske (2006, AG Wilde) dultsertion einer Kanamycin-Resistenzgen-
Kassette in den genomischen Locsil214 (cycl, chlAl) Uber eine einzelne Schnittstelle der

Restriktionsendonuklease Smal. Diese Mutante é$ttvollsténdig segregiert.

Acycll

Generiert durch Danny Jeske (2006, AG Wilde) dulmtsertion einer Kanamycin-Resistenzgen-
Kassette in den genomischen Locwed1874 (cycll, chlAll) Gber zwei Schnittstellen der
Restriktionsendonuklease BsaBl bei gleichzeitigelebbon eines Teils der kodierenden Sequenz.

Diese Mutante ist vollstandig segregiert.

cycl /FLAG- cycl

Generiert durch Dr. Ulf Duhring (2007, AG Wilde) @ Transformation vorbynechocystisycl-
Zellen mit dem Plasmid pSK9-FLAGycl. Dieses ermdglicht die ektopische Expression dgd-C
Proteins als N-terminale Fusion mit einem 3xFL#gg-unter Kontrolle des Promotors des Cytochrom
Cssz-GenspetJ(genomischer Locusll1796, welcher durch Kupfermangel im Medium induziertdy
Das FLAGeyclKonstrukt integriert tber homologe Rekombination die intergenische Region
zwischen den Geneslrl597 (chromosome partitionind\TPase) undsli1514 (16,6 kDasmall heat
shock proteipn Das zugrundliegende Plasmid pSK9 wurde freuhdhweeise von S. Zinchenko
(Staatliche Universitat Moskau, Russland) zur Vgufig gestellt.
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cycl /FLAG- cycl |
Generiert durch Dr. UIf Duhring (2007, AG Wilde) @t Transformation vorsynechocystisycl-
Zellen mit dem Plasmid pSK9-FLAGycll, welches die ektopische Expression des Cycll-Rretals

N-terminale Fusion mit einem 3xFLAGg unter Kontrolle des Promotorp@Jermdglicht.

Acycll/FLAG-cycl |
Generiert durch Dr. UIf Dihring (2007, AG Wilde)rdhh Transformation vosynechocystiacycll-
Zellen mit dem Plasmid pSK9-FLA®Gycll, welches die ektopische Expression des 3xFLAG-Eycl

Proteins als amino-terminale Fusion unter Kontrdls PromotorBpetJermdglicht.

ycf54
Generiert im Labor von Prof. Teruo Ogawa (Japamgldinsertion einer Erythromycin-Resistenzgen-
Kassette in den genomischen Loaiel780 (ycf54 Uber artifiziell erzeugte Schnittstellen fur die

Restriktionsendonukleasen BamHI und Hindlll.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mutanten v&ynechocystiserstellt, deren grundlegende

Konstruktion in den Abschnitten 2.1.3, 2.2.1 urn2l2 genauer beschrieben sind.

4.2 Methoden
4.2.1 Allgemeine und physiologische Methoden

4.2.1.1Kultivierung von Escherichia cali
Die Kultivierung vonEscherichia coli(E. coli) erfolgte aerob unter Standardbedingungen

(Sambrook und Russell, 2001) in einem modifiziett&a(lysogeny brothMedium (Lennox,
1955).E. coliKulturen wurden bei 37°C entweder als FlussigkulturSchuttelinkubator bei

200 rpm oder auf einem LB-Agar-Festmedium in ei@muchtraum angezogen.

Die Selektion resistenter bzw. entsprechend tramséster Bakterien erfolgte durch die
Zugabe der jeweiligen Antibiotika in folgenden Epdkentrationen zu den Medien:
Ampicillin (Amp; 100 ug mr*), Chloramphenicol (Cm; 2ag ml), Kanamycin (Km; 2Qug
mi™) und Streptomycin (Strp; 20 pg ™

* LB-Medium (Lennox), Roth, autoklaviert

e LB-Agar (Lennox), Roth, autoklaviert

« Amp-Stammlésung 100 mg mf" in 50 % (v/v) Ethanol
« Cm-Stammlésung 25 mg mf* in 96% (v/v) Ethanol

« Km-Stammlésung 20 mg mit', sterilfiltriert

« Strp-Stammldsung 20 mg ml-1, sterilfiltriert
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4.2.1.1Allgemeine Kultivierung von Synechocystis
Die Anzucht vonSynechocystigrfolgte photoautotroph in BG11-Medium (Rippké al,

1979) bei 30 °C, sofern nicht anders vermerkt.dt&rStammbhaltung wurden die in Abschnitt
4.1.11 aufgefuhrterBynechocystiStamme unter sterilen Bedingungen auf BG11-Medium
ausgestrichen, welches mit 0,75 % (w/v) Bacto-A@aifco, Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg) verfestigt wurde, und bei 28 °C undtkanerlicher Belichtung (Weillicht, ~55
umol Photonen ff s, Philips TLD Super80/840) kultiviert. Je ein Aliguder generierten
Mutanten wurde fur die Langzeitkonservierung steril ml Kryo-Medium resuspendiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80g¥&lagert. Die Anzucht vo8ynechocystis
Flussigkulturen erfolgte in 100-200 ml Erlenmeyédbem auf einem Flachbettschittler (~150
rpom) oder in Glasfermentoren, bei kontinuierlici&egasung mit steriler Raumluft oder
Gasgemischen. Solche Flussigkulturen wurden koiatitich mit Weil3licht (Philips TLD
Super80/840) der folgenden Intensitaten bestrat8® umol Photonen M s* (mittlere
Lichtintensitat, ML), <20umol Photonen A s (schwache Lichtintensitat, LL), >150mol
Photonen i s* (starke Lichtintensitét, HL) odet5 pmol Photonen ths® (extrem schwache
Lichtintensitat, eLL). Die Messung der Lichtintetdgen erfolgte mittels des Sensors 190SA
(LI-COR, Bad Homburg). Zur Selektion von Mutantemrden den Medien die jeweiligen
Antibiotika in folgenden Endkonzentrationen hinzfigg: Cm (7 ug ml%), Erythromycin
(Ery; 20 pg ml-1), Km (8@g mr*) und Strp (20 pg ri).

Abweichende Kultivierungsbedingungen im Rahmen Aleallyse des Wachstums sowie zur

Untersuchung weiterer physiologischer Parametet sinden entsprechenden Abschnitten

beschrieben.
1 x BG11-Kulturmedium 100 x BG11,

autoklaviert
100 x BG11 10 mi CaChx 2 HO 36gt
Na,CO;, 1mlrt Zitronensaure 0,6 ¢l
K,HPO, x 3 HO 1mlit NaNG; 149,58 g'f
Ammoniumeisen(lll)-citrat 1mi MgSQ, x 7 HO 7,49¢gt
Spurenelemente-Mix 1 mif 0,25 M Na-EDTA (pH 8) 0,56 mit
TES-Puffer (pH 8,0) 10 mt
Spurenelemente-Mix, Weitere Stammldésungen fir BG11,
sterilfiltriert sterilfiltriert
HsBO; 2869t Na,CO; 20 mg mit*
MnCl, x 4 H,0 1,819t Ammoniumeisen(lll)-citrat 6 mg Ml
ZnsSQ, x 7 H,O 0,222 gt K,HPQ, x 3 H,0 30 mg mif
Na,MoO, x 2 H,0 0,390 gt TES-Puffer (pH 8,0) 1M
Co(NOy), x 6 H,O 0,049 gt
CuSQ x5 H,0 0,079 gt
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Kryo-BG11-Medium: 0,5 x BG11; 8% (v/iv) DMSO
Cm-Stammlésung: 7 mg fhin 96% (v/v) Ethanol
Ery-Stamml6sung: 20 mg thin 96% (v/v) Ethanol
Km-Stammlésung: 40 mg hl

Strp-Stammlésung: 20 mg Thl

4.2.1.2Bestimmung der Zelldichte in Flissigkulturen
Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Flgksituren erfolgte mithilfe eines

SpektralphotometersNpvaspec Il Visible Spectrophotomet&E Healthcare; UV-2401PC,
Shimadzu) bei einer Wellenl&ange von 600 nmEilrcoli bzw. 750 nm fuiSynechocystis

Plastikkivetten. Als Referenz diente das jeweilgeuchtmedium.

4.2.1.1Absorptionsspektren ganzer Zellen vorBynechocystis
Absorptionsspektren vorSynechocystiKulturen wurden an ganzen Zellen in BG11-

Flassigkulturen und bei RT im Wellenlangenbereighiszhen 400 und 750 nm mit einem
Spektralphotometer (UV-2401PC, Shimadzu) in Plasgtietten gemessen. Vor den
Messungen wurde eine Basislinie gegen Luft aufgenem Wenn angezeigt, wurde eine
integrierende Sphéare nach Ulbricht (1920) verwendenh stark streuende Proben zu

analysieren.

4.2.1.377K Fluoreszenzemissionsspektroskopie ganzer Zelleon Synechocystis
Die Fluoreszenzemissionsspektren von WT- yef@4-Zellen wurden in flissigem Stickstoff

bei 77 K unter Verwendung gleicher Zellmenge @R+ 0,2) mit 2uM Rhodamin als
interner Standard in einem Aminco-Bowman Serie ABRektrofluorimeter (Spectronic
Unicam, Grol3britannien) aufgenommen. Zur spezigéscAnregung von Chlorophydl wurde
eine Anregungswellenlange von 435 nm verwendet. diér spezifische Anregung von
Phycocyanin eine Anregungswellenlangeg)(von 590 nm, wobei eiout-off Filter mit 620
nm zum Ausschluss des Anregungslichtes zum Einsatz Die Spektren wurden auf das
Maximum der Fluoreszenzemission von Rhodamin (5#3 normiert, wenn Chlorophyll
angeregt wurde oder auf die Emission von PS | (d8h wenn Phycocyanin angeregt wurde.
Diese Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. RonSobotka am Institut fur
Phototrophe Mikroorganismeni@bon, Tschechische Republik) durchgefiuhrt.

4.2.1.4Bestimmung der Pigmentzusammensetzung vdgynechocystis
Die Bestimmung des Chlorophyligehalts von ganzehe@eerfolgte durch Extraktion mit

90% (v/v) Methanol, die Bestimmung des Chlorophsfiglts von Zellextrakten (siehe
4.2.4.1) durch Extraktion mit 80% (v/v) Aceton. Berechnung der Menge an Chlorophyll
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erfolgte aus den Absorptionsspektren der Extrakigeg das entsprechende Losungsmittel
Uber folgende Formeln (MacKinney, 1941):

Verdiinnungsfaktor* A cpysesnm™* 1000

Lésungsmittel 90% (v/v) Methanol: Chlorophyll [ug ml"'] = ”

Verdiinnungsfaktor* A cpysesnm™ 1000
86,86

Lésungsmittel 80% (v/v)Aceton: Chlorophyll [ug ml"] =

Die Bestimmung des Phycocyanin- und Allophycocydbéehalts (APC) erfolgte aus den
Absorptionsspektren der l6slichen ProteinfraktioonvZellextrakten nach den unten
genannten Formeln (de Marsaical, 1988):

[APC/GZOnm'(‘AAPCK)SOnm)k 097)]
7,83

[Aapc/ssonm=(Arcis20nm™0,19)]
5,65

Phycocyanin [mg ml"'] = Verdiinnungsfaktor *

Allophycocyanin [mg ml™] = Verdiinnungsfaktor *

Der Gesamtmenge an Protein von ganzen Zellen oderBxtrakten wurde durch eine
modifizierte Variante der Lowry-Methode (Bensadaurd Weinstein, 1976) bestimmt und
fur die Normalisierung der Pigmentbestimmungen esmdet.

4.2.1.5Quantifizierung von Intermediaten der Chlorophyll-Biosynthese
Die Bestimmung der zellularen Gehalte an Porphyrined Mg-Porphyrinen erfolgte von

Zellen aus der exponentiellen Phase des Wachstlenzehn Milliliter solcher Kulturen
wurden durch Zentrifugation (4°C, 6009 g, 10min) geerntet und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C gelagert. Die Porphyrine adreurr wie bei Petegt al. (2009) extrahiert
und durch HPLC analysiert. Die dabei entstandenlesat& wurden lber ihre Fluoreszenz
detektiert, wobei folgende Anregungaz§ und Emissionswellenlangen.f) zur Anwendung
kamen (Tabelle 21):

Tabelle 21: Anregungs- und Emissionswellenlangen agewahlter Magnesiumporphyrine

Porphyrin/Chlorophyllvorstufe hex [NM] Aem [NM]
Protoporphyrin IX (Proto) 405 625
Mg-Protoporphyrin IX (MgProto) 420 625
Mg-Protoporphyrin IX monomethylester (MgProtoME) 420 625

Die Porphyrine und Magnesiumporphyrine wurden durdie Verwendung von
entsprechenden Standards (Frontier Scientific, hp§#SA) identifiziert und quantifiziert.
Die Messung der Porphyrine und Chlorophyllvorstuggfolgte in Zusammenarbeit mit der

AG Pflanzenphysiologie am Institut fir Biologie déumboldt Universitat Berlin.
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4.2.1.6Messung der Syntheserate vo&i-Aminolavulinsaure
Die Messung der Synthesekapazitat gelaminolavulinsaure irSynechocysti®vT undycf54

-Zellen erfolgte in Entsprechung zu Pet¢ral (2009), ebenfalls in Zusammenarbeit mit der

AG Pflanzenphysiologie am Institut flr Biologie dénmboldt Universitat Berlin.

4.2.1.7Messungen der Sauerstofffreisetzung voBynechocystis
Die Sauerstofffreisetzung wurde von Zellkulturendar exponentiellen Wachstumsphase

ermittelt, die unter den angegebenen Bedingung#ivikeut wurden. Die Zellkulturen wurden
auf einen einheitlichen Chlorophyligehalt von 5 mi* verdinnt. Die Messung erfolgte bei
30 °C unter gesattigter Weildlichtillumination (KI5@0, Schott, Mainz, 150 umol Photonen
m? s%), welches einen Rotglasfilter passierte. Die Vdeinng der emittierten Fluoreszenz
eines sauerstoffabhangigen Fluorophors wurde ieneientsprechenden Sauerstoffsensor mit
Fiberglasoptik (PreSens, Regensburg) erfasst uadSduerstofffreisetzungsrate durch die
mitgelieferte Software berechnet. Die Intensitéas dduoreszenzsignals bei vollstandiger
Sauerstoffsattigung nach intensiver Luftdurchmischuon 5 ml Wasser und am Nullpunkt
der Sauerstoffkonzentration nach Zugabe von Nattitmonit dienten der Kalibrierung des
Sensors. Die Messung der Sauerstofffreisetzundgéefan Zusammenarbeit mit Dr. Gabor

Bernat am Lehrstuhl flr Biochemie der PflanzenRighr-Universitat Bochum.

4.2.1.8Kinetik der P, Oxidation, Re-Reduktion und PS I-Lichtkennlinien
Die Kinetik der Bgo Oxidation und Re-Reduktion wurde mithilfe einesaBBAM 100

Systems (Heinz Walz GmbH, Effeltrich) aufgenomm@&er Durchschnitt von je drei
Einzelmessungen wurde gemittelt. Eine vollstandigedation des R wurde durch einen
sattigenden Lichtblitz (30 ms, 10000 umol Photomef s*) erreicht. Die weiteren &
Zustande, wiesteady statgP), Maximum (Pm, Pm’) und Null (Po) wurden befiderten
Lichtintensitaten bestimmt. Auf Basis dieser Zudirwurden die Quantenausbeuten der
photochemischen Energiekonversion im PS | [Y(I)]dudie der nicht-photochemischen
Dissipation von Energie aufgrund von Donorlimitation PS | [Y(ND)] (Klughammer und
Schreiber, 1994) von der Dual-PAM-Software beretlikkighammer und Schreiber, 2008).
Dazu wurden die Intensitat des aktinischen Lich&gehnjeweils 30 s Anpassungszeit
schrittweise von 0 bis 850 pmol Photonefi i mit logarithmisch erhéht. Diese Messungen
erfolgten ebenfalls in Zusammenarbeit mit Dr. GABernat am Lehrstuhl flr Biochemie der

Pflanzen der Ruhr-Universitat Bochum.

4.2.1.9 Wachstumsanalysen vorBynechocystis
Fur die Aufnahme von Wachstumskurven wurden ZeNem SynechocystisSVT und

ausgewahlten Mutanten in Fermentoren mit Luft b3% (v/v) CQ begast. Die Kulturen
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wurden kontinuierlich belichtet. Die optische Dielwurde bestimmt. Die Vorkultur erfolgte
unter mittleren Lichtintensitaten (ML). Um phanogghe Effekte durch die Zugabe von
Antibiotika zu vermeiden, wurden diese wahrendWeachstumsversuche dem Medium nicht
zugesetzt. Zur Analyse des Wachstums wurden di&kwtoren nach dem Erreichen einer
optischen Dichte OBy nm= 0,6-0,7 auf 0,1 verdiinnt. Anschliel3end wurdenkKlilturen mit
eLL oder ML belichtet.

4.2.1.10 Bestimmungen der Wachstumsraten
Zur Bestimmungen der Wachstumsraten wurde die OD/r'bB@ nm Gber einen bestimmten

Zeitraum protokolliert, wobei sich die HaufigkerdZeitpunkte an den Verdopplungszeiten
der Zellen orientierte. Die Wachstumsrate innerftgdb exponentiellen Wachstums bestimmt
sich dabei aus dem naturlichen Logarithmus der @@eg die Zeit.

42.1.11 Degradation und de novo-Synthese der Phycobilisomen
Fur die Kultivierung von WT und Mutanten unter &#toffmangel und gesattigten

Bedingungen, die zum Abbau und zum Aufbau der aareschen Lichtsammelkomplexe,
den Phycobilisomen fuhren, wuchsen die Vorkulturen BG11-Medium und einer
Beleuchtungsintensitét von 25 pmol Photonéhsth Die Zellen wurden dreimal mit BG3,1
ohne Natriumnitrat, gewaschen und auf eine/£3fa von 0,4 verdinnt. Die Zellen wuchsen
fur weitere 24 Stunden in diesem Medium, wurderckentrifugation gesammelt, in BG11
resuspendiert (17.6 mM Natriumnitrat als Stickgja#lle) und fur weitere 24 Stunden
kultiviert. Absorptionsspektren von ganzen Zellenurden jede Stunde in einem
Spektrophotometer (UV2401-PC, Shimadzu), ausgestatiit einer Ulbricht-Kugel zur
Verminderung von Streuung, aufgezeichnet. Das \fgrisdszon Phycocyanin zu Chlorophyll
a wurde aus den Absorptionsspektren nach der fokyeriebrmel bestimmt (Myerst al,
1980):

PC  (1,0162*Apc)-(0,2162* Acy)
Chla (1 ,0 1 62*ACh])-(0,063 *Apc)

4.2.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1Spezifische DNA-Amplifikationen mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Sa&ikal, 1986) wurde zuin vitro Amplifikation von

DNA-Fragmenten aus dem Genom vBynechocystisowie von Plasmid-DNA verwendet.
Die Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes Oy) wurde aufgrund ihrer
Korrekturlesefunktion groof-reading verwendet, um eine Synthese moglichst fehlenfreie
PCR-Produkte fur anschlie3ende Klonierungen zu glictéen. Fur weitere Anwendungen
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wie analytische Kolonie-PCR, die Generierung voahspezifischen Sonden und RACE kam
dieselbe Polymerase aufgrund ihrer Prozessivitdt Robustheit gegentber Inhibierung der
PCR zum Einsatz. Die PCR-Bedingungen wurden naaitéleerangaben, den berechneten
Schmelztemperaturen (Programm Wsllculator, Tabelle 20) fur die jeweiligen Primerpaare
und der Lange des Endprodukts ausgewahlt. Als k&attienten genomische DNA, Plasmid-

DNA oder aufgeschlossenes Zellmaterial (Kolonie-P.CR

4.2.2.2Reinigung von PCR-Produkten
Spezifische PCR-Produkte wurden direkt mithilfe @d#\quick PCR Purification Kitoder

desQIAEX Il Gel Extraction KitdQiagen) nach Herstellerangaben gereinigt. ImeFaither
artifiziellen Amplifikation unspezifischer, zuséttier PCR-Produkte erfolgte zunachst eine
elektrophoretische Auftrennung in einem Agaroseged anschlieBender Elution des
gewlnschten DNA-Fragments (siehe Abschnitt 4.2)2.14

4.2.2.3Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen
Die analytische und préaparative Spaltung von DNA idusammenhang mit

Klonierungsexperimenten erfolgte unter Einsatz eleiedener Restriktionsendonukleasen
(Fermentas). Im Regelfall wurden 10 U pro eingdsaiz ug DNA in einem
Reaktionsvolumen von 50ul verwendet. Die Spaltungéiolgten in den mitgelieferten
Puffern und geman Herstellerangaben (Programm Boudpbst, Tabelle 20).

4.2.2.4Generierung von 3‘-Adenosin-Einzelstranglberhangen
Vor der Verwendung von TA-KlonierungerpGEM-T-easy Vector System Promega)

wurden an PCR-Produkte mit glatten Endelurit end$, mit derPhusion High FidelityDNA
Polymerase (Finnzymes Oy) amplifizierte DNA-Fragteenzusatzliche 3'-Adenosin-
Einzelstranguberhange enzymatisch erzefiga{ling). Dabei wurde ein definiertes Volumen
des gereinigten DNA-Fragments mit DxeamTagPuffer (Fermentas), 0,2 mM dATP und 5
U DreamTagPolymerase (Fermentas) in einem Reaktionsvoluneen20 ul fir 30 min bei
72 °C im Thermoblock inkubiert.

4.2.2.5Intermolekulare Ligation von DNA-Molekilen
Die Ligation von DNA-Molekiilen erfolgte mit 25 ngedin linearisierter Form vorliegenden

Plasmid-DNA in einem molaren Verhaltnis von 1:5 oerinsertDNA. Der Reaktionsansatz
mit 20ul Gesamtvolumen enthielt daneben 1x T4 DNgake-Puffer und 1 Weiamit T4

DNA-Ligase (Fermentas oder NEB). Die Inkubatiorokgte Uber Nacht bei 4°C oder fur 30
Minuten bei RT. Der vollstdndige Ligationsansatzraeu fir die Transformation von

chemisch kompetenten Zellen dés coli Stammes DH& verwendet. Bei Verwendung der
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KlonierungssystempJET1.2/blunt Cloning VectayderpGEM-T easy Vector Systemarde

nach dem Protokoll des jeweiligen Herstellers Jeea.

4.2.2.6DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNA-Proben erfolgte nachKigttenabbruchmethode (Sanger und

Coulson, 1975) mit gen-, plasmid- bzw. vektor-sfiezinen Primern (siehe Tabelle 16). Die

Sequenzierungen wurden von den folgenden Firmeshdefuhrt:

Tabelle 22: Beauftragte Firmen zur Sequenzierung voDNA-Proben

Firma Adresse

DLMBC Institut fUr Biologie, HU Berlin

IFZ Sequenzierlabor Institut fir Mikrobiologie undoMkularbiologie, JLU Giessen
AGOWA LGC Genomics LGC Genomics GmbH, Berlin

Eurofins MWG Operon Sequencing Department, Ebersberg

4.2.2.71solation von Plasmid-DNA aus Zellen vork.coli
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte nach demn2ip der alkalischen Lyse (Birnboim

und Doly, 1979). Dabei wurden Zellen aus 4 ml Ubehtkultur durch Zentrifugation (4°C,
3000 x g, 10 min) sedimentiert und in 350 ul Puffer P1 spmmndiert. Nach einer
zehnminutigen Inkubation auf Eis wurden der Susp@n350 pl Puffer P2 hinzugefigt und
gemischt. Die alkalische Lyse wurde nach 2 Minuteinch Zugabe von 350 pl Puffer P3
gestoppt und die Suspension fiur weitere 15 Minweh Eis inkubiert. Die Zelltrimmer,
Proteine und chromosomale DNA wurden durch Zergdfion (4°C, 21100 g, 15 min)
sedimentiert, der Uberstand zur weiteren Verwendumerfiihrt und die vorherige
Zentrifugation wiederholt. Die Plasmid-DNA im Ubtasd wurde durch Zugabe von 0,7
Volumen 2-Propanol gefallt und durch Zentrifugatsedimentiert (4°C, 21100 g, 15 min).
Die sedimentierte Plasmid-DNA wurde mit 400 ul 7@%v) Ethanol gewaschen, fur 15
Minuten bei RT getrocknet und in 50 pl MQMHresuspendiert.

e P11 50 mM TRIS/HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 pug hitNase A
e P2 200 mM NaOH; 1% (w/v) SDS
e P3: 3M Kaliumacetat (pH 5,5)

4.2.2.8Isolation der Gesamt-DNA ausSynechocystis
Zur Isolation der Gesamt-DNA a®y/nechocysti§Franche und Damerval, 1988) wurden 50

ml einer spatlogarithmischen Flissigkultur (fada+ ~ 1,2) durch Zentrifugation (4°C, 6000

x g, 10 min) sedimentiert. Die Zellen wurde zweimat &® ml TE-Puffer gewaschen und
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anschlieend das Zellpellet in 1 ml TE+S-Puffeuspendiert. Die Zellsuspension wurde fur
den folgenden Zellaufschluss zunachst in flussig&tickstoff schockgefroren und
anschlieRend mit 5 mg thLysozym, 100 mM EDTA und RNase A (0,1 pg; Qiagém)eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von Proggn& (3 U; Qiagen) und SDS
(Endkonzentration: 2% (w/v)) wurde das ZelllysaetitNacht bei 60°C inkubiert. Fur die
Extraktion der genomischen DNA wurde dem Ansatz ¥olumen Phenol/Chloroform
zugefigt und sorgfaltig gemischt. Die wassrige Bhasirde nach Separation durch
Zentrifugation (4°C, 2110& g, 10 min) vorsichtig entfernt und erneut durch Zagaon
einem Volumen Phenol/Chloroform extrahiert. EveliduBhenolreste wurden durch Zugabe
von einem Volumen Chloroform und erneuter Zentwfiign beseitigt. Die in der wassrigen
Phase enthaltene DNA wurde durch Beifiigung von\lumen 2-Propanol gefallt und
durch Zentrifugation (4°C, 21108 g, 30 min) sedimentiert. Die prazipitierte DNA wurde
anschlieRend mit einem ml 70% (v/v) Ethanol gewascldie DNA fir eine Stunde bei RT
getrocknet und in 100 pl MQ-& resuspendiert.

e TE-Puffer: 10 mM TRIS/HCI (pH 8,0); 1mM EDTA
e TE+S-Puffer: 50 mM TRIS/HCI (pH 8,0); 1mM EDTA,; 25% {W/Saccharose
¢ Phenol/Chloroform: 1 Vol. Phenol (in TE-Puffer adfvilert; pH 7,5-8,0);

1 Vol. Chloroform

4.2.2.9Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Bestimmung der Konzentration von DNA oder RNAwassrigen Losungen erfolgte

durch Messung der Absorption bei 260 nm mit Hilfes NanoDrop ND-1000 UV/Vis-
Spektralphotometers (PEQLAB). Das jeweilige Volundem zu vermessenden Ldsung betrug
1,5 pl. Neben der Konzentration der DNA bzw. RNAder Losung wurde die Qualitat der
Nukleinsauren anhand des Verhéltnisses der Absorei ODgonm und ODgonm bestimmit,

wobei optimale Werte zwischen 1,8 und 2,0 liegdtQ)-H,O wurde als Referenz verwendet.

4.2.2.10 Herstellung chemisch kompetenteE. coli-Zellen
Die Praparation von chemisch kompetenten ZellenBasoli erfolgte unter Verwendung von

Kalziumchlorid (Hanahan, 1983). Zunachst wurden % $®©B-Medium mit dem zu
transformierendeit. coliStamm beimpft und Uber Nacht bei 37°C und 180 npkabiert.
100 ml frisches SOB-Medium wurde mit 2% dieser Wlehtkultur inokuliert und bei RT
und 180 rpm bis zu einer Q&nmvon 0,4 inkubiert. Nach einer zehnminutigen Inkidraauf
Eis erfolgte eine Sedimentation der Zelle (4°C,A80y, 15 min). Die Zellen wurden in 15
ml vorgekuhlter CCMB-L6sung resuspendiert, fur west10 Minuten auf Eis inkubiert und

erneut sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 4 e diskalten CCMB-L6sung resuspendiert,
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Aliquots & 200 pl in flissigem Stickstoff schockgmeén und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert. Die Kompetenz der Zellen wutdech Transformation mit 20 pg puUC18

Plasmid Uberpruft.

e« CCMB-Losung: 80 mM CaGi2H,0; 20 mM MnC*4H,0; 10 mM MgCI*6H0;
10 mM Kaliumacetat; 10% (v/v) Glycerol
e SOB-Medium: 2% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) HefeexttakO mM NacCl;

2,5 mM KCI; 10 mM MgCI*6H0O; 10 mM MgSQ*7H,0O

42211 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA
Zur Transformation von zweckdienlichen Wirtszellamt Plasmid-DNA kamen chemisch

kompetente Zellen des Stamntescoli Dhsx, BL21 (DE3) sowie GM2163 zum Einsatz. In
allen Fallen erfolgte die Transformation nach destidik des Hitzeschocks (Mandel und
Higa, 1970). Tiefgefrorene kompetente Zellen wurdemachst auf Eis aufgetaut, der
jeweilige Ligationsansatz mit der Zellsuspensionsightig vermischt und fur weitere 30
Minuten auf Eis inkubiert. Danach folgte der Hitzesck fiir 90 sec in einem Wasserbad bei
42°C und mit anschliel3ender Inkubation fur finf Wemn auf Eis. Der Zellsuspension wurden
800 pl SOC-Medium (RT, ohne Antibiotika) hinzugeffiumd die Kultur fir 60 min (spatere
Selektion auf Amp-Resistenz) bzw. 120 min (spateedektion auf Km-, Cm- oder Strp-
Resistenz) bei 37°C und 200 rpm regeneriert. 50pll@Er jeweiligen Kultur wurden auf LB-
Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°@iwart. Die LB-Platten enthielten je nach
Bedarf die entsprechenden Antibiotika (siehe 413.&ls Selektionsmarker. Transformanten
wurden entweder Uber Kolonie-PCR oder durch Reginkanalyse isolierter Plasmid-DNA
analysiert. Im Fall des Einsatz von TA-Klonierunggemen enthielten die LB-Agarplatten
zusatzlich jeweils 4@l IPTG und X-Gal (pro 25 ml LB-Agar), um den Erfoitgr Ligation
durch Blau-Weil3-Selektion zu tberprifen (Ullmaetral, 1967).

« SOC-Medium: SOB-Medium; 20 mM Glukose
« IPTG: 20 mg mt in MQ-H,0
« X-GAL: 20 mg mi* in DMF

4.2.2.12 Transformation von Synechocystis

Zur Transformation vorsynechocystigGrigorieva und Shestakov, 1982) wurden Zellen aus

10 ml einer exponentiell wachsenden Flussigkultuch Zentrifugation (10 min, 1500 g, RT)

sedimentiert und in ca. 20d Restmedium aufgenommen. Darauf folgte eine diedige

Inkubation der Zellsuspension mit g der zu transferierenden Plasmid-DNA bei

kontinuierlicher Belichtung (WeiRlicht, ~50-60mol Photonen /M s%) und RT. Danach

wurden die Zellen auf verfestigtem BG11-Medium ({Wtv) Bacto-Agar) ausgestrichen und
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bei 30 °C und einer mittleren Lichtintensitat voB0umol Photonen i s inkubiert. Nach
24 h wurden 400ul Km-L6sung einseitig unter die Agarplatte gegebem einen
Konzentrationsgradienten innerhalb derselben zueugien. Resistente Transformanten
wurden mehrfach vereinzelt auf frisches BG11-Fediom mit schrittweise ansteigender
Km-Konzentration von maximal 40ug ml* (berimpft. Bei der Verwendung von
Chloramphenicol als Selektionsmarker erfolgte digabe von 400 ul einer Cm-L6sung nach

48h. Die maximale Cm-Konzentration der nachfolgen8elektionsschritte betrug 14 Cm ug

ml ™.
«  Cm-Ldsung: 1,4 ug iiChloramphenicol
e Km-Lésung: 1 pg mi Kanamycin

4.2.2.13 Konjugation von Synechocystis
Fur den konjugativen Transfer von Plasmid-DNASynechocystiZellen kam die Methode

der ,Drei-Eltern-Kreuzung“ttiparental mating zum Einsatz. Al<argo-Plasmid kam der in
Synechocystiautonom replizierendshuttleVektor pUR-FLAGycf54 (siehe Tabelle 14)
zum Einsatz, wobei déf. col-StammDH5a als Donor-Wirt Verwendung fand. Das Plasmid
RP4 im StamnE. coli J53 diente hierbei als Helferplasmid. Je 250 pérelUbernachtkultur
der Stammeke. coli J53 (RP4) und. coli DH5a pUR-FLAG-ycf54 (siehe Abschnitte 4.1.11
und 4.2.2.19) wurden zunachst in 10 ml frischesMl&lium tberfuhrt und far 2,5 h bei 200
rpm und 37 °C inkubiert. Die Kulturen wurden daranfsedimentiert (RT, 1000 g, 5 min),

in 1 ml LB-Medium resuspendiert und beide Stammschlel3end vereint. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das beide Stamme enthaltendin®amt in 100 ul LB-Medium
aufgenommen und fur 1 h bei 30 °C inkubiert. ZwsdreZellsuspension wurden anschlie3end
1,9 ml einerSynechocysti&ultur (OD7sonm= 0,6-0,8) gegeben und anschlie3end sedimentiert
(RT, 1000 x g, 5 min). Das resultierende Sediment wurde in 80BG11-Medium
aufgenommen. Der Konjugationsansatz wurde ansdargkfduf einen sterilen HATF-Filter
ubertragen, welcher einer BG11-Agarplatte mit 5 BeMedium (ohne Antibiotikum) auflag.
Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit BG11-Mediuan \dem Filter abgespult und auf
BG11-Festmedium mit 2Qug mi* Ery-Losung uberfiihrt. Nach etwa 10 Tagen wurden
resistente Klone zur Vereinzelung auf BG11-Festomadi0,75 % Agar) mit je 2Qg mli* Ery
und Strp Uberimpft.

4.2.2.14 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese unéxtraktion von
DNA
Die Auftrennung von DNA-Molekullen innerhalb eindslarischen Feldes in Agarosegelen

erfolgte nach Sambrook & Russel (2001). Dabei kamekbhé&ngigkeit der aufzutrennenden
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DNA-Fragmente Gele mit einem Agarosegehalt von23/{w/v) zum Einsatz. Zur spéteren
Visualisierung der Nukleinsduren erfolgte eine Zwgaon 0,2 pg il Ethidiumbromid
(EtBr). Es wurde ausschlief3lich 0,5x Tris-Borat-EDBPuffer (TBE) verwendet, die Proben
wurden vor der Elektrophorese mit 1 x DNA-Ladepufieersetzt. Die DNA-Molekile
wurden mit 3-5 V cm-1 Elektrodenabstand separisrtAnschluss erfolgte die Visualisierung
der DNA-Fragmente durch eine Bestrahlung mit UVHLicin einem System zur
Geldokumentation (DeVision G, Decon Science Tec B8miBanden, die DNA-Fragmente
fur eine spatere Extraktion enthielten, wurden mimem Skalpell aus der Gelmatrix
geschnitten. Die Abschatzung der GroRe der sepami®NA-Molekile erfolgte Uber parallel
mitgefuhrte GroRenstandards (siehe Tabelle 12). Bdigion der ausgeschnittenen DNA-
Fragmente erfolgte mithilfe deQlIAquick PCR Purification Kitsoder desQIAEX Il Gel
Extraction Kits(Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

e 10x TBE-Puffer: Rotiphorese 10x TBE Buffer, CarttR&mbH
* 6x DNA-Ladepuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 092%w/v) Xylencyanol;
30% (v/v) Glycerol

4.2.2.15 Southern Blot-Analyse
Diese Analysetechnik (Southern, 1975) wird zum Naah spezifischer, genomischer DNA-

Abschnitte verwendet; in dieser Arbeit der Nachwags Insertion einer Km-Resistenzgen-
Kassette in daSynechocystis ycf3den genetischer Locus ssrl4®azu wurden 2 pg der
genomischen DNA vorSynechocystiWT und ycf34 Stamm mit dem Restriktionsenzym
Hpal geschnitten und die resultierenden DNA-Fragmedurch nicht-denaturierende
Gelelektrophorese in einem Agarosegel separierscAlireR3end wurde das Gel fur 15 min in
Depurinierungslosung  geschwenkt. Nach einer 25-igaii  Inkubation in
Denaturierungslosung wurde das Gel fiur weitere 2B nm Neutralisierungslosung
geschwenkt. Die separierten DNA-Fragmente wurdeer Uacht per Kapillartransfer
(Sambrook und Russell, 2001) unter Verwendung @mn $SC-Puffer auf einBoti-Nylon-
plussNylonmembran (Carl Roth) transferiert. Nach denankfer der DNA-Fragmente Uber
Nacht wurde die Membran 5 min in 2 x SSC gespudt die DNA durch UV-Licht (120 mJ,
UV-Stratalinker 1800, Stratagene) mit der Nylonmesnb quervernetzt. Die
Prahybridisierung und Hybridisierung der Membrafolgte innerhalb eines Glasrohres in
einem Rotationsofen (Biometra) unter Verwendungrdigelieferten Hybridisierungspuffers
desDIG High Prime DNA Labeling and Detectidfits (Roche). Dazu wurde die Membran
bei 42°C mit 10 mDIG easy hykPuffer fir 30 min inkubiert. Anschlie3end wurde @IG-
UTP markierte DNA-Sonde gegen den offenen Leseratyoi34 hinzugefugt und die DNA

110



Material und Methoden

uber Nacht hybridisiert, wobei sich die Hybridisiegstemperatur von 45°C nach folgender

Formel berechnete:

Topt in °C = {49,824—0,41*(% GC-Gehalt)- } -22,5°C

Léange in nt

Anschlielend wurde ungebundene und unspezifischungielme Sonde durch mehrere
Waschschritte entfernt. Die Detektion der Sondelgi® immunologisch Uber Antikérper,
gerichtet gegen Digoxigenin, und Chemiluminesz&azu wurde die Membran zweimal fur
5 min mit Waschldsung | bei 65°C und zweimal fur rhh mit Waschlésung 1l bei 65°C
gespllt. im Folgenden wurde die Membran mehrmaig kut DIG washingPuffer benetzt,
fur 30 min inDIG blockingLésung und danach 30 min DIG antibodyLdsung inkubiert.
Ungebundener und unspezifisch gebundener anti-jgox-AP-Antikdper wurde durch
zweimaliges Spilen der Membran MG-washingPuffer fur 15 min entfernt. Nach einer
funf-minttigen Aquilibrierung der Membran DIG-detectionPuffer wurde da®IG-CSPD
Substrat auf die Membran aufgebracht und selbigaitdéar 5 min inkubiert. Uberschiissiges
Substrat wurde entfernt, die Membran fir 10 min ®&iC gelagert und anschlieRend die

Chemilumineszenz mit Hilfe eines Rontgenfilmes mgstiesen.

»  Depurinierungspuffer: 0,25 M HCL

* Denaturierungspuffer: 1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH

* Neutralisierungspuffer: 1 M Tris/HCI (pH 7,5); Vb NaCl

« 10x SSC: 1,5 M NaCl; 0,15 M M&itrat

e Waschl6sung I: 2 x SSC; 0,5 % (w/v) SDS

e Waschlésung I 0,1x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

e DIG-washingPuffer: 0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NacCl; pH 7,5;
0,3% (v/v) Tween 20

* DIG blockingLdsung: 0,1 M Maleinséaure; 0,15 M NaCl; pH 7.5;

! 10% (v/v) 10XDIG-blocking solution

e DIG antibodyL6sung: DIG blockingt.6sung,
anti-Digoxigenin-AP-Antikorper 1:10000

« DIG-DetectionPuffer: 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; pH 9,5

4.2.2.16 Konstruktion des Plasmids pGEXycf34 zur heterologen Expression von
GST-Ycf34 inE. coli
Fur die Expression des rekombinanten GST-Ycf34dnsgroteins irk.coli wurde der offene

Leserahmelycf34 (ssr1425 unter Verwendung von genomischer DNA und des énpaiares
BamHI-ycf34fw und ycf34Notl-rev (siehe Tabelle 16 ) als 301 bp langes DIRAgment

amplifiziert und zur Zwischenklonierung in dienultiple cloning site (MCS) des
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pJET1.2blunt cloning vectordFermentas) ligiert. Der resultierende Vektor pHEamMHI-
ycf34-Notl wurde mit den RestriktionsendonukleaBamHI und Notl geschnitten, die DNA-
Fragmente in einem Agarosegel elektrophoretischeget, das notwendige Bamiitf34
Notl DNA-Fragment ausgeschnitten und eluiert. DaamBll-ycf34Notl DNA-Fragment
wurde anschlieBend in die mit BamHI und Notl gedgttime MCS des pGEX-6P-1
Expressionsvektors (GE Healthcare) ligiert. Deettisnsort vorycf34liegt stromabwart
frame des 3"-Endes degstGens, direkt hinter der Erkennungssequenz Ri&Scission
Protease. Die Richtigkeit des Konstrukts pG¥eA34 wurde durch Sequenzierung der
Plasmid-DNA uberpraft.

4.2.2.17 Zielgerichtete Mutagenese von Ycf34 zur heterologelBxpression von
GST-Ycf34 inE.coli
Fur die zielgerichtete Mutagenese der Cystein-As@iooereste von Ycf34 wurden

synthetische DNA-Fragmente bestellt (MWG Eurofinpefn, Ebersberg), die die
kodierende Sequenz vdBynechocysti¥’cf34 enthielten, exklusive des Startkodons ATG.
Anstelle dessen wurde die Erkennungssequenz derikkiessendonuklease BamHI am 5°-
Ende sowie die Erkennungssequenz von Notl am 3eled Fragmentes integriert. Jedes der
DNA-Fragmente enthielt eine einzelne zielgerichtéigtation zum Austausch der einzelne
Cysteinseitenketten (kodiert durch die Basentrigl@GT oder TGC) zu Serin (kodiert durch
das Basentripletts TCC) an den Positionen 2, 437und 61 ausgehend von der originalen
kodierenden Sequenz 8ynechocystiDie entsprechenden mutierten Konstrukte wurden au
dem Zwischenklonierungsplasmid pCR2.1-TOPO (Lifehf®logies) mit BamHI und Notl
geschnitten und weiter analog zum Abschnitt zuverfahren. Die resultierenden Klone
PGEX-ycf34CxS wurden durch Sequenzierung der Plasmid-DNA iaué Richtigkeit
Uberpruft.

4.2.2.18 Generierung des Plasmids pSK9-FLAGycf34
Fur die funktionelle Komplementierung dgcf34-Mutante vonSynechocystisvurde die

kodierende Sequenz des offenen Leserahmef8! (genomischer Locussrl42) mithilfe
der Primer Ndelcf34fw und Bglll-ycf34rev (siehe Tabell@é6) und genomischer DNA von
Synechocystials 266 bp langes DNA-Fragment amplifiziert, geigti und anschlie3end in
die MCS des pJET1.Rlunt cloning vectorgFermentas) ligiert. Aus diesem Plasmid wurde
das DNA-Fragment mit Ndel und Bglll geschnittenregeigt und in das Plasmid pSK9 (S.
Zinchenko, Staatliche Universitat Moskau, Russladidjert, welches mit denselben
Restriktionsendonukleasen geschnitten wurde. Diego@ukleotide 3xFLAG-fw und
3XFLAG-rev (siehe Tabelle 16), welche das 3xFLAGt&p (Einhauer und Jungbauer, 2001)
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(Met-Asp-Tyr-Lys-Asp-His-Asp-Gly-Asp-Tyr-Lys-Asp-His-Aslle-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) mit
artifiziellen TA-Uberhangen an den 5°-Enden kodier&urden hybridisiert und in den mit
Ndel linearisierten Vektor pSK®ef34 ligiert. Analog dazu wurden die Oligonukleotide
TerOOP-fw und TerOOP-rev (siehe Tabelle 16), die @eanskriptionsterminatooop des
Phagen Lambda mit zuséatzlichen GATC-Uberhangerbd&mden kodieren, hybridisiert und
in den mit Bglll linearisierten Vektor pSK9-FLA:f34 ligiert. Der resultierende Vektor
pSK9-FLAGycf34 wurde fir die Transformation vadBynechocysti8VT- undycf34-Zellen
verwendet und erlaubt die Expression &gsechocysti¥ cf34-Proteins als amino-terminale
Fusion mit dem 3xFLAGag unter Kontrolle des PromotorspB (Cytochrom Csss,
genomischer Locusll1796. Die Expression erfolgt dabei ektopisch von eirmesuatralen Ort
innerhalb des Genoms voBynechocystiszwischen den offenen Leserahmeirl597

(chromosome partitioningTPase) undll1514(16,6 kDa Hitzeschockprotein).

4.2.2.19 Generierung des Plasmids pUR-FLAGycf54
Fur die funktionelle Komplementierung deynechocystigcf54-Mutante wurde zunachst der

offene Leserahmepicf54 inklusive eines 58 bp langen 3 -Uberhanges (gescmeir Locus
slr1780 unter Verwendung genomischer DNA v&@ynechocystisind der Primer EcoRI-
ycfb4fw und BamHIycf54rev (siehe Tabelle 16) als 387 bp langes DNA-Feagm
amplifiziert, gereinigt und in die MCS des pJEThI@nt cloning vectorgFermentas) ligiert.
Aus dieser MCS wurde das DNA-Fragment mit den Resinsendonukleasen BamHI und
EcoRl  geschnitten, entsprechend gereinigt und ins damit denselben
Restriktionsendonukleasen geschnittene Plasmid lgigt. Das Plasmid pUR-FLAG ist ein
Derivat des konjugativeshuttleVektors pVZ321, das wie folgt generiert wurde. Maktor
psk9-FLAGycf34 (siehe 4.2.2.18) diente als Vorlage fur die Amigdfion der
Promotorregion degpet}Gens zusammen mit einem 3xFLA&y (zur Detektion des
rekombinanten Proteins) mithilfe der Primer SallcgAw und EcoRI-FLAG-rev. Dieses
DNA-Fragment wurde in einen mit Sall und EcoRI desttenen pVZ321 Vektor ligiert. Die
Chloramphenicol-Resistenzgenkassettecat)( wurde gegen eine  Streptomycin-
Resistenzgenkassetteaa@”) mithilfe der Restriktionsendonukleasen Kpnl undoREI
ausgetauscht. Im Anschluss daran wurde direkt hulite FLAGtag-Sequenzn frame das
EcoRlycf54BamHI DNA-Fragment Uber die entsprechenden Sdeltlen der
Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI ligiBie Oligonukleotide BamHI-TerOOP-
Pstl und TerOOPReverse (siehe Tabelle 16), die den Transkriptionsternunaiop des
Phagen Lambda mit einem zusatzlichen GATC-Uberlan® -Ende und einem zusatzlichen
TGCA-Uberhang am 3'-Ende kodieren, wurden hybdisind in den mit Bglll und Pstl
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linearisierten Vektor pUR«<f54 ligiert. Das resultierende konjugative Plasmid pBIRAG-
ycf54 wurde durch “Drei-Eltern-Kreuzung” in Zellen vaBynechocystisVT und ycf54-
Mutante transferiert. Exkonjuganten wurden auf B&gstmedium mit 10 pg ml Strp
selektioniert, welches im Fall dgcf54-Mutante zusatzlich noch 20 pghiry enthielt.

4.2.3 Methoden zur Analyse von Ribonukleinsauren

4.2.3.1lsolation der Gesamt-RNA vonSynechocystis
Zur lIsolation der Gesamt-RNA wurden exponentiellchhsende Zellen aus circa 25 ml

SynechocystiElussigkultur mit einem Volumen Eis vermengt unid dellen sedimentiert
(4°C, 3000x g, 7 min). Das Eis-Medium-Gemisch wurde vorsichtgkahtiert, die Zellen in
dem verbleibenden Flussigkeitsresten resuspentiezin 2 ml Reaktionsgefald Gberfihrt und
erneut zentrifugiert (4°C, 6009 g, 1 min). Im Anschluss wurden die sedimentiertetiete

in 1 ml PGTX (Pintoet al, 2009) resuspendiert, in flissigem Stickstoff s¢gefroren und
bis zur Weiterfihrung der Isolation bei -80°C geldgDie Zellen wurden anschlieRend fur 5
min bei 95°C lysiert und auf Eis fir 5 min inkuliieNach der Zugabe von 100 ul eiskaltem
1-Brom-3-Chlorpropan wurde die Suspension sorgfaemischt (30 Sekunden) und fur 15
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Trennung Blasen erfolgte durch Zentrifugation
(4°C, 21100% g, 15 min). Nach dem Uberfiihren der wassrigen, ob@fease in ein neues
Reaktionsgefal® erfolgte eine weitere Extraktion eniem Volumen 1-Brom-3-Chlorpropan
unter den entsprechenden Bedingungen. Die RNA mresultierenden wassrigen Phase
wurde mit einem Volumen 2-Propanol Uber Nacht b20°€ prazipitiert und durch
Zentrifugation sedimentiert (4°C, 21180g, 30 min). Die sedimentierte RNA wurde mit 70
% (v/v) eiskaltem Ethanol gewaschen und erneunsediert (4°C, 2100& g, 10 min). Die
pelletierte RNA wurde fir 10-15 min bei Raumtemperan der Luft getrocknet, in 35 pl
MQ-Wasser resuspendiert und bei -20°C gelagert.

4.2.3.2Denaturierende elektrophoretische Auftrennung von RIA in Formaldehyd-
Agarosegelen und KapillarBlotting
RNA-Molekule wurden in 1,3 %igen Agarosegelen m@5L% Formaldehyd und in 1 x

MEN-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu vemrddie RNA-Proben mit einem
Volumen 2 x RNA-Ladepuffer+ (mit EtBr) versetztrfli0 min bei 65 °C denaturiert, kurz
auf Eis abgekuhlt und (ggf. zusammen mit einem kastandard; siehe Tabelle 12) auf das
Agarosegel geladen. Die Elektrophorese fand beistemter Spannung von 4 V ¢m
Elektrodenabstand in einer horizontalen Elektropkeapparatur statt. Anschliel3end wurden
die aufgetrennten RNA-Molekile mithilfe des Kapilfansfers auf eindroti-Nylon-plus

Nylonmembran (Carl Roth) transferiert (siehe 4152 und diese durch Bestrahlung mit UV-
114




Material und Methoden

Licht-Bestrahlung (120 mJ, UV-Stratalinker 1800ra&igene) mit der Nylonmembran

quervernetzt.
» 10 x MEN-Puffer: 200 mM MOPS; 50 mM Na-Acetat; 10 mM EDTA (pH 7,0
* 2 X RNA-Ladepuffer+: 95 % (v/v) Formamid (deionisiert); 0,025 % (vSIPS,

0,5 mM EDTA,; 0,1 % (w/v) Xylencyanol; 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,4 % (v/v) EtBr

4.2.3.3Denaturierende elektrophoretische Auftrennung von RIA in Harnstoff-
Polyacrylamidgelen und ElektroBlotting
RNA-Molekule wurden in 10 %igen Harnstoff-Polya@wlidgelen in vertikalen

Elektrophorese-Kammern (Protean Il Xi, BioRad) atifgnnt. Die RNA-Proben wurden mit
je einem Volumen 2 x RNA-Ladepuffer- (ohne EtBr)rsetzt, fur 10 min bei 65 °C
denaturiert, kurz auf Eis abgekuhlt und (ggf. zusemm mit einem Langenstandard; siehe
Tabelle 12) auf das Gel geladen. Die Elektrophoesselgte flur etwa 90 min h bei einer
konstanten Spannung von 50 V in 1 x TBE-Pufferchhs3end wurde die Elektrophorese bei
130 V Uber Nacht fortgesetzt. Im Anschluss daranrdeudas Gel fur 30 min in
Ethidiumbromid (EtBr)-Farbelésung geschwenkt undcafie3end fir 10 min in 0,5 x TBE-
Puffer gewaschen und mit einem Geldokumentatiotssys (DeVision G, Decon)
dokumentiert. Die RNA wurde durch Elektrotransfertar Verwendung eineBEDEC M
Einheit Perfect Blue Semi-Dry SEDEC MPEQLAB) auf eine Roti-Nylon-plus
Nylonmembran (Carl Roth) transferiert. Der Trangdolgte fir 90 min in 0,5 x TBE-Puffer
bei RT und einer konstanten Stromstérke von 0,8cmA. Die RNA wurde wie im Abschnitt
zuvor beschrieben mit der Nylonmembran quervernetat Kontrolle des gleichmaRigen

Transfers wurde die Membran mithilfe des Geldokutaigonssystems (s.0.) analysiert.

e 10% Polyacrylamid-Losung 10% (v/v) Rotiphorese Gel 40 (19 % T/ 1 % C)
Acrylamid/Bisacrylamid (Roth); 8,3 M Harnstoff;
1 x TBE; 0,8% (v/v) APS; 0,1% (v/v) TEMED

e 2 x RNA-Ladepuffer-: 95 % (v/v) Formamid (deionisiert); 0,025 % (W&DS,
0,5 mM EDTA,; 0,1 % (w/v) Xylencyanol; 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau

e EtBr-Farbelésung: 0,5 x TBE; 0,319 mi* EtBr

4.2.3.4 Herstellung radioaktiv markierter Sonden fur Northern Blot-Hybridisierungen
Die Synthese von strangspezifischen RNA-Sondenlgtefoper in vitro-Transkription in

Anwesenheit vond®?P]-UTP unter Verwendung dedAXIScript T7 in vitro transcription

Kits (Ambion) nach Angaben des Herstellers. Als Vorlaflenten genspezifische PCR-
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Fragmente denen mittels Erweiterung der Primerhési@abelle 16) 3'-terminale T7-
Promotor-Sequenzen hinzugeflgt wurden. Die Matweede nach dem Ende der vitro-

Transkription durch einen 15-minttigen DNase-Ver(lirrselbe Kit) bei 37°C entfernt.

Die Synthese von genspezifischen DNA-Sonden edoigtAnwesenheit vonaf?P]-dCTP
unter Verwendung deAmersham Rediprime™ |l DNA Labeling SystéBE Healthcare)
nach Herstellerangaben. Als Matrize dienten PCRyfRemnte, die mithilfe genspezifischer

Primer (siehe Tabelle 16) per PCR generiert wurden.

4.2.3.5Northern Blot-Analysen
Die Northern BlotHybridisierungen erfolgten mit Church-Puffeanalog zu Abschnitt

4.2.2.15, jedoch variierten die verwendeten Hybr@ungs-Temperaturen in Abhangigkeit

der jeweils benutzten, radioaktiv markierten Sonde.

Doppelstrangige DNA-Sonden:

Die verwendete Temperatur errechnet sich nachatgrstehenden Formel:

Tope in °C = {49,824-0,41 *(% GC-Gehalt)- } -22,5°C

Léange in nt

Einzelstrangige RNA-Sonden: 68°C

Das sequenzielle Waschen der Membran mit steigeBttergenz erfolgte nach folgendem

Schema:
1. 15 min RT, Waschldsung |
2. 15 min 68°C, Waschldsung IlI
3. 5 min 68°C, Waschlésung IV

Die Detektion und nachfolgende Analyse der radivakt Hybridisierungssignale erfolgte
mithilfe des Personal Molecular Imager FX Systernad dem ProgramnQuantity One
Version 4.6.3 (beides BioRad).

e Church-Puffet: 0,25 M NaHPQy/NaH,PQ, (pH 7,2); 1mM EDTA; 7% (w/v) SDS;
250mM NaCl; 50% (v/v) deionisiertes Formamid

e Waschl6sung I: 2 x SSC; 0,5 % (w/v) SDS

e Waschlosung llI: 2 X SSC; 0,1 % (w/v) SDS

e  Waschlésung IV: 0,1 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

116



Material und Methoden

4.2.3.6Determination von Transkriptenden - 5°-RACE (rapid amplification of cDNA
ends)
Die Bestimmung des 5 -Endes des Transkripts $gnechocystis ycf3drfolgte nach einem

modifizierten Protokoll von Bensing et al. (199@®e(singet al, 1996). Dazu wurden die
Spuren genomischer DNA aus 10 pg Gesamt-RNASymechocystidurch Behandlung mit
2U TURBO DNase (Ambion) fur 2 Stunden bei 37°C emtt. AnschlieRend wurde die RNA
mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkoleaitrahiert, mit 3 Volumen Ethanol/
3M Natriumacetat (pH 5,2) (30:1) Uber Nacht bei°@Qorazipitiert und in MQ-Wasser
geldst. 2 ug der DNase-behandelten Gesamt-RNA wurdevendet, um die 5 -Triphosphate
primarer RNA-Transkripte durch Behandlung mit 20rAP (tobacco acid pyrophosphatgse
Epicentre Biotechnologies) fur 1 h bei 37 °C uniarsatz von 10 U RNase-Inhibitor
(Fermentas) in 5-Monophosphate umgewandelt (+TA%3. Kontrolle dienen identische
Ansatze ohne entsprechende TAP-Behandlung (-TAR)sB behandelte RNA wurde erneut
extrahiert, prazipitiert und in MQ-Wasser gelOstar@uffolgend wurden die jeweiligen
(+TAP) und (-TAP)-RNAs mit 10 pmol des 5-RNA-Liniee (siehe Tabelle 17), 5 U T4
RNA-Ligase (Epicentre Biotechnologies), 1mM ATP w2@ U RNase-Inhibitor (Fermentas
GmbH) im mitgelieferten Puffer fir eine Stunde B&°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein weiterer Zyklus aus Extraktion, Prazipitatiamdu_6sen der RNA wie oben beschrieben.
Die in MQ-Wasser geloste RNA wurde anschlieRenemuxerwendung deSuperscript Il
RT Kits (Invitrogen) sowie des genspezifischen revers-ensmsrl425revl (siehe Tabelle
16) nach Angaben des Herstellers fur 1h bei 55°€DINA revers transkribiert. AnschlieRend
wurde die eingesetzte RNA durch 1U RNase H (Fera®ndegradiert. Die synthetisierte
cDNA wurde in einer ersten PCR in 30 Zyklen mit d@rRNA-Adapter-spezifischen Primer
linker-R1 (siehe Tabelle 16) und dem genspezifisclirimer ssrl425revl in 20 pl
Reaktionsansatzen amplifiziert. Eine weitere PG@Rs{ed PCR) wurde unter denselben
Bedingungen mit 2 ul des ersten PCR-Ansatzes atsizdadurchgefuhrt. AlsestedPrimer
kamen der 5-RNA-Adapter-spezifische Primer linR&-und der genspezifische Primer

ssr1425rev2 (siehe Tabelle 16) zum Einsatz. Die Reakbedsigungen waren jeweils:

*« 3min98°C
o jeweils 30 x mal
e 30sec98°C
e 10 sec 64 °C fur die erste PCR bzw. 68°C fumgistedPCR 30 Zyklen
» 10sec72°C

(o]

e abschlieBend 10 min 72 °C
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden per Agarosel€toephorese analysiert, aus dem Gel
ausgeschnitten, gereinigt und in den Vektor pJETihi2rt. Die resultierenden (+TAP)-
Ligationsprodukte wurden in dda coli Stamm DH% transferiert und die pJET-Konstrukte
mithilfe des Primers pJET1.2-fw sequenziert (si€abelle 16).

4.2.4 Biochemische Methoden

4.2.4.1Ernte und Aufschluss vonSynechocystis-Zellen
Die Ernte vonSynechocystiZellen aus Flussigkulturen erfolgte fir 10 min 6600x g und

4°C. Die Sedimente wurden einmal mit Extraktionggiif gewaschen und erneut
sedimentiert. Die Zellen wurden bis zur weiteremiéndung bei -80°C gelagert.

Fur den Zellaufschluss wurden die geernteten ZeaherVerhéltnis 1:4 (Pelletvolumen zu
Puffervolumen) in Extraktionspufferresuspendiert und mit 0,8 Volumen Glasperlen (0,1-
0,11 und 0,25-0,5 mm) versetzt. Gegebenenfalls evdid Zellsuspension vorher zu je 1 ml
auf mehrere 2 ml Reaktionsgefal3e verteilt. Deratédichluss erfolgte in einer Zellmihle
(Typ MM2, Retsch) bei 4°C und 30 Hz fur 10 Minutddie Glasperlen, Zelltrimmer und
nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch Zentiiog (4°C, 1000x g, 5 min)
sedimentiert. Der Uberstand (Gesamtextrakt) wurdgeaommen und das Sediment ggf.
erneut mit demselben Volumen Extraktionspuffelesuspendiert und die Extraktion
wiederholt. Die vereinigten Gesamtextrakte wurdetweder bei -20°C gelagert oder durch
Zentrifugation (4°C, 21100x g, 30 min) in losliche Zellbestandteile und unldséc
Membranbestandteile getrennt und gesammelt.

«  Extraktionspuffef: 50 mM HEPES/NaOH (pH 7,0); 5 mM MgCPR5 mM CaC;
10% (v/v) Glycerol

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den gevemen Extrakten erfolgte durch eine
modifizierte Variante der Lowry-Methode (Bensadaund Weinstein, 1976).

4.2.4.2 Isolation der Phycobilisomen vonSynechocystis
Die Isolation der intakten Phycobilisomen erfoldtei Raumtemperatur Uber Saccharose-

Dichtegradienten-Ultrazentrifugation aus 50-100 miher SynechocystiElussigkultur.

Zunachst wurden die Zellen durch Zentrifugationimedtiert (RT, 6000 g, 10 min) und

das Sediment in 0,5 ml Isolationspuffer resuspehdiie Zellsuspension wurde in ein 2 ml

Reaktionsgefal® transferiert und die Zellen ernedinsentiert (RT, 6000< g, 10 min).

Anschliel3end wurden die Zellen erneut in 0,75 roldonspuffer gelést und mit 1 Volumen

Glasperlen (0,1-0,11 und 0,25-0,5 mm) vermischtr Bellaufschluss erfolgte in einer
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Zellmuhle (Typ MM2, Retsch) bei RT und 30 Hz fur Minuten. Die Glasperlen,
Zelltrimmer und nicht aufgeschlossenen Zellen wudierch Zentrifugation (RT, 160009,

15 min) entfernt. Der resultierende Uberstand wiaddgenommen und erneut unter denselben
Bedingungen zentrifugiert. Anschliel3end folgte €ifeminttige Extraktion mit Triton X-100
(Endkonzentration 2 % (v/v)), gefolgt von einem t@s2n Zentrifugationsschritt (RT, 6060

g, 15 min). Der Uberstand wurde zur weiteren Isotatder Phycobilisomen auf einen
diskontinuierlichen  Saccharose-Dichtegradienten  mifblgender Zusammensetzung

ubertragen:

* Von Oben nach Unten:
1,8ml 0,50 M
28ml0,75 M
2,8ml 1,00 M

Sl A o

2,8 ml 1,50 M Saccharose in Isolationspuffer

Die anschlieBende Dichtegradienten-Ultrazentrifiogaérfolgte in einem SW41Ti Rotor bei
18°C und 106000x g fur 16 h (Sorvall Discovery 90, Sorvall, DuPontadB Homburg).
Intakte Phycobilisomen sind als blaues Band déutlm Gradienten zu erkennen. Der
Gradient wurde in Aliquotes a 750 pl fraktionientdudiese bis zur weiteren Verwendung bei

RT im Dunklen gelagert.
* |solationspuffer: 0,75 M BHPQ/KH PO, (pH7,0)

4.2.4.3Isolation der Thylakoidmembranen vonSynechocystis
Die Thylakoidmembranen vorSynechocystiswurden aus dem Gesamtextrakt durch

Zentrifugation (4°C, 21000x g, 1 h) gewonnen. Die Membranen wurden in
Extraktionspuffet resuspendiert und auf eine ProteinkonzentrationMmg mif" verdiinnt.
Die membrangebundenen Proteinkomplexe wurden rBibaecyl$-D-Maltosid (3-DM) in
einem Detergenz zu Protein-Verhaltnis von 2:1 fiir dei 4°C und im Dunkeln solubilisiert.
Nicht-solubilisierte Membranproteinkomplexe wurddarch Zentrifugation entfernt (4°C,
30000 xg, 30 min). Die solubilisierten Membranproteinkomg@ewurden anschliel3end auf
einen diskontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienmit folgender Zusammensetzung

ubertragen:
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e Von Oben nach Unten:
1. 2ml0,292 M
2ml 0,438 M
2ml 0,585 M
2ml 0,730 M
2 ml 0,876 M Saccharose in Extraktionspuiffer

a s~ DN

Die anschlieRende Dichtegradienten-Ultrazentrifiogaérfolgte in einem SWA41Ti Rotor bei
4°C und 16000 g fur 16 h (Sorvall Discovery 90, Sorvall, DuPongadBHomburg). Die
Membranproteinkomplexe sind als farbige Bander iradi&nten zu erkennen. Der Gradient
wurde in Aliquotes a 750 ul fraktioniert und didsie zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

e Extraktionspuffer 50 mM HEPES/NaOH (pH 7,0); 5 mM MgCPR5 mM CaC;
0,04% (w/v)B-DM

4.2.4.4Co-Immunoprazipitation von FLAG-Fusionsproteinen
Fur die Expression von FLAG-Fusionsproteinen wurdéellen der entsprechenden

SynechocystiMutanten in BG11-Medium ohne Kupfer fir mindest@nsage kultiviert, um
eine ausreichende Expressionsausbeute zu erreiDieZellen wurde durch Zentrifugation
(4°C, 6000 xg, 15 min) sedimentiert, in FLAG-Puffer gelost untheut sedimentiert (4°C,
6000 xg, 15 min). Bis zur weiteren Verwendung wurde dakpédet bei -80°C gelagert. Die
Zellen wurden mit FLAG-Puffer (Volumenverhéaltnigtlresuspendiert und mit 0,8 Volumen
Glasperlen (0,1-0,11 und 0,25-0,5 mm) versetzt. Belaufschluss erfolgte analog zu
Abschnitt 4.2.4.1, wobei das Glasperlensedimenirmalemit FLAG-Puffer extrahiert wurde.
Der Gesamtextrakt wurde anschlieBend mit n-DodpdyHMaltosid im Chlorophyll-
Detergenz-Verhéltnis 1:20 bei 4°C fur 90 min im Reim solubilisiert. Nicht-solubilisierte
Bestandteile wurden durch Zentrifugation (4°C, 268@, 30 min) entfernt. Daneben wurden
150 upl der anti-FLAG-M2 Affinitatsmatrix (Sigma-Addh) mit FLAG-Wasch-Puffer
aquilibriert, in Chromatographiesaulen gebetpet\{prep purification columnsBioRad) und
anschlieBend mit dem solubilisierten Uberstand Ziin bei 10°C inkubiert. Unspezifisch
gebundene Proteine wurden von der Affinitatsmattirch zehnmaliges Waschen mit dem 10
Matrixvolumen FLAG-Waschpuffer entfernt. Die Elutialer spezifisch gebundenen Proteine
erfolgte durch eine 30-minutige Denaturierung démftatsmatrix in 1x SDS-Ladepuffer bei
50°C. Proteinproben der einzelnen Aufreinigungsiehrwurden zur weiterfihrenden
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Analyse genommen, durch DOC/TCA-Fallung (siehe Abgt 4.2.4.7) prazipitiert und fur
SDS-PAGE (Abschnitt 4.2.4.8) und Immunoblot-Analyg@bschnitt 4.2.4.10) verwendet.

*  FLAG-Puffer: 50 mM HEPES/NaOH (pH 7,0); 150 mM Na&inM MgCl;
25 mM CaC}; 1 mMe-Aminocapronséure; 1 mM AEBSF,;
4 mM Benzamidin-HCI; 10% (v/v) Glycerol

*  FLAG-Waschpuffer: 50 mM HEPES/NaOH (pH 7,0); 150 mié@; 5 mM MgC};
25 mM CaC}; 1 mMe-Aminocapronséaure; 1 mM AEBSF;
4 mM Benzamidin-HCI; 0,04% (w/\j-DM; 10% (v/v) Glycerol
e 1x SDS-Ladepuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 6,8); 10% (v@)ycerol; 2% (w/v) SDS;
10 mM Dithiothreitol (DTT), 0,025% (w/v) Bromphenacétl

4.2.4.5Heterologe Expression und Reinigung des GST-Ycf34ukionsproteins
Fur die heterologe Expression von GST-Ycf34 undheseimutierten Varianten (siehe

Abschnitte 4.2.2.16 und 4.2.2.17) wur8ecoli BL21-pGEXycf34bzw. pGEXycf34CxS in

2 Litern terrific broth-Medium, versetzt mit 100 pg tl Amp und 100 pg il
Eisenammoniumcitrat, bei 37°C und 140 rpm bis nereDD7g.m= 0,6-0,8 kultiviert. Nach
einer Anderung der Wachstumstemperatur von 37°CLAC erfolgte die Induktion der
Expression des GST-Fusionsprotein durch Zugaben1@nuM IPTG. Die Zellen wurden
nach weiteren 14 h Wachstum durch Zentrifugatiosagemelt (4°C, 3800 g, 10 min) und
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Batagerten Zellen wurden in Lyse-
Puffer resuspendiert und durch Passage etoestant cell disruption systeConstant
Systems Ltd., GroR3britannien) lysiert. Die unldséin Bestandteile und nicht
aufgeschlossenen Zellen wurden durch Zentrifuggdde, 430000 >g, 1 h) abgetrennt und
der Uberstand auf eine Chromatographiesaule mita@iion-4B-Sepharose (Macherey-
Nagel, Duren) Ubertragen. Alle Waschschritte und @&lution der gebundenen GST-
Fusionsproteine erfolgten nach Angaben des Hesstell Fraktionen, die GST-
Fusionsproteine enthielten, wurden mituBlits PreScission™-Protease/ thdProtein (GE
Healthcare) im vom Hersteller empfohlenen Puffehdmelelt, um spezifisch den G$dg
abzuspalten. Eine zweite Séaule mit Glutathion-4BHaeose wurde verwendet, um das
abgespaltene GSikg zu binden und damit aus der Proteinlésung zu erfe Anschliel3end
wurden Fraktionen, die das originale oder muti&fté€34 enthielten, konzentriert und Uber
eine mit Lyse-Puffer aquilibrierte HiLoad™ 26/60 fgudex™ 75-Saule (GE Healthcare)
gereinigt. Diese Reinigungsschritte wurden tber $HIA&E Uberwacht. Das so aufgereinigte
Ycf34-Protein wurde tber Vivaspin-Saulen (Sartor8tedim Biotech, Frankreich) auf eine

Konzentration von 16 mg mleingeengt und bis zur weiteren Verwendung beiG80fter
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Stickstoffschutzatmosphéare gelagert. Diese Arbeiterden durch Dr. Yoshinori Hagiwara in

AG Physiologie der Mikroorganismen an der Ruhr-lénsitdt Bochum durchgefihrt.

e Lyse-Puffer: 25 mM TES-KOH; 100 mM KCI; 1 mM DTT; pH57
«  PreScission-Protease-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH ;816p mM NaCl; 10 mM EDTA,
1 mM DTT; 20% (v/v) Glycerol

4.2.4.6Analyse des GST-Ycf34-Fusionsproteins
Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Ycfgdtéins erfolgte tber den errechneten

molaren Extinktionskoeffizienten edgonn) (Gill und von Hippel, 1989). UV/Vis-
Absorptionsspektren des Ycf34-Proteins in Lyse-€uffwurden in einem Agilent
Technologies 8453 Spektrophotometer bei Raumtermpesafgenommen. Die Anzahl der
proteingebundenen Eisenatome und der labilen Seftateme wurde nach Denaturierung des
Proteins durch Saure bestimmt (Fish, 198B).coliZellen, die Ycf34 fiur die MoéRbauer-
Spektroskopie produzieren wurden in Spizizen Minmedium Kkultiviert (Spizizen, 1958),
welches das Isotop’Fe enthielt (1.33 mg n). Die Reinigung von Ycf34 erfolgte wie in
Abschnitt 4.2.4.5. beschrieben mit folgender Mddifion: Alle Schritte der Aufreingung
beginnend mit der Lyse der Zellen erfolgte unteaesoben Bedingungen in einer anaeroben
Arbeitsstation. Die Arbeiten zur EPR- und Mo6Rba8pektroskopie wurden durch Dr.
Edward J. Reijerse (MPI fir Bioanorganische Chemiglheim an der Ruhr) durchgefinhrt.
Die MoRbauer-Spektren wurden auf einaiternating constant acceleratioBpektrometer
aufgezeichnet, wobei die minimale Linienbreite O2¢h s* betrug (volle Breite bei halbem
Maximum). Die Probentemperatur wurde entweder memi Oxford VarioX oder einem
Oxford-Mo6Rbauer-Spectromag Kryostaten konstant Itggha Letzteres ist System zur
Erzeugung von Magnetfeldern an den Proben mitb® Zesla Feldstarke. Die Temperaturen
kann im Bereich von 1,5-250 K konstant gehaltendeer Das Feld an der Probe steht
senkrecht zur Ausbreitungsrichtung deiStrahlung. Alle Verschiebungen des Isomers

beziehen sich auf metallisches Eisen bei 300 K.

4.2.4.7Prazipitation von Proteinen
Fur die SDS-PAGE- und Immunoblot-Analysen gesanmenelEraktionen aus den

verschiedenen Isolationstechniken wurden die Rretezunéchst durch eine DOC
(Natriumdesoxycholat) /TCAtrichloroacetic acig -Fallung (Bensadoun und Weinstein,
1976) konzentriert. Dazu wurden die Proben jewmitsMQ-H,O auf ein Volumen von 1 ml
aufgefullt. Nach der Zugabe von gb2 % (w/v) DOC und sofortigem Mischen wurden 80
40 % (v/v) TCA zugegeben, die Proteine gemischt @abdmin auf Eis prazipitiert. Die
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Prazipitate wurden anschlieRend sedimentiert (418D00x g, 10 min) und der Uberstand
verworfen. Das Sediment wurde daraufhin in 3VolurdruaA-Puffer (Chua und Bennoun,
1975) aufgenommen und mit 2 Volumen ChuaB-Puffersetzt. Die Proben wurden
abschlielBend entsprechend den Angaben in Abschriitd.8 fur die Gelelektrophorese
vorbereitet.

e ChuaA-Puffer: 0,1 M N&£LGO;; 0,1 M DTT
e ChuaB-Puffer: 5 9% (w/v) SDS; 30 % (w/v) Sacchards#;% (w/v) Bromphenolblau

4.2.4.8SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) vonr&teinen
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinenteundenaturierenden Bedingungen

erfolgte im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendures ckontinuierlichen Tris-Tricin-
Puffersystems nach Schagger & von Jagow (Schagaervon Jagow, 1987) oder des
diskontinuierlichen Tris-Glycin-Puffersystem nachdmmli (Laemmli, 1970). Dazu wurden
entsprechende Proteinproben in Probenpuffer fumB0bei 50°C inkubiert. Proteinproben,
die zuvor durch DOC/TCA-Féallung konzentriert undt rdenaturierendem ChuaB-Puffer
behandelt wurden, wurden ebenso bei 50°c fir 30 imkabiert. Unl6sliche Bestandteile
wurden sedimentiert (4°C, 21108 g, 3 min) und der losliche Uberstand auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Abschatzung dereliiimasse erfolgte Uber parallel
aufgetragene Referenzproteine (Tabelle 12). Diktrelphoretische Auftrennung der Proteine
erfolgte in verschiedenen SDS-Polyacrylamidgelervenrtikalen Elektrophorese-Kammern
(MiniProtean TetraCell oder Protean Il Xi, BioRadei Verwendung des Tris-Tricin-
Puffersystems erfolgt die Elektrophorese bei kartetaStromstéarke (20 mA pro Gel), bei
Verwendung des Tris-Glycin-Puffersystems bei kamsta Spannung (100-150 V pro Gel).
Im Anschluss wurden die Gele fir 60 min in Fixieddg auf einem Flachbettschittler
geschwenkt, tber Nacht in Coomassie-Farbelosungpiak und anschlie3end im Wechsel
mit Fixierlosung und 7 %iger Essigsaure entfarbe 8o gefarbten Proteine wurde mithilfe
eines Durchlichdcanners(CanoScan 9000F, Canon) dokumentiert. Wahlweisedevudie
Proteine im Rahmen von Immunoblot-Analysen auf ddi¢éllulose-Membranen transferiert
(siehe Abschnitt 4.2.4.10). Bei der Verwendung dertikalen Elektrophoresekammer
Protean Il Xi wurden die oben genannten Volumind Emwaagen entsprechend angepasst.
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Tabelle 23: SDS-Polyacrylamidgele nach Schagger & maJagow

4% 10% 16% 16%
Sammelgel| Trenngel Trenngel Trenngel mit 6M
Harnstoff
AB-3 Mix (ml) 0,166 1 1,66 1,66
3x Gelpuffer (ml) 0,5 1,66 1,66 1,66
50% (v/v) Glycerol (9) 1,33 0,5 0,5 =
[ml] [0,8] [0,8]

Harnstoff (9) - - 1,8
MQ-H,0 (ml) 1,54 0,88 0,3
finales Volumen 2 5
TEMED (1D 1,5 2,5 1,66 1,66
10% (w/v) APS () 15 25 16,6 16,6

e 3x Gelpuffer:

e AB3-Mix:

e APS-Stammlésung:

e Kathoden-Laufpuffer:

e Anoden-Laufpuffer:

e 4x SDS-Ladepuffer:

3M Tris (pH 8,45); 0,3 % (w/v) SDS
50 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (49,5 %/ 3 % C)
10 % (w/v) APS in MQ®!

100 mM Tricin; 200 mM Tris (pH28); 0,1 % (w/v) SDS

100 mM Tris/HCI (pH 8,9)

250 mM Tris-HCI (pH 6,8); 40% (v@®lycerol; 8% (w/v) SDS;
40 mM DTT; 0,025% (w/v) Bromphenolblau

Tabelle 24: SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli

7,5% 10% 12% 15%

Trenngel | Trenngel | Trenngel | Trenngel
Acrylamid-Lésung (ml) 1,25 1,67 2,00 2,505
Trenngel-Puffer (ml) 1,25
MQ-H,0 (ml) 242 | 2,0 | 1,675 | 1,17
Endvolumen (ml) 5
TEMED (1) 5
10% (w/v) APS (ul) 50

Tabelle 25: SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli

4%
Sammelgel

Acrylamid-Lésung (ml) 0,195
Sammelgel-Puffer (ml) 0,375
MQ-H,O (ml) 0,915
Endvolumen (ml) 1,5
TEMED (uh) 15
10% (w/v) APS (ul) 15

Trenngelpuffer;

Sammelgelpuffer:

Acrylamid-L6sung:

SDS-Laufpuffer:

1.5M Tris/HCI (pH 8,8); 0,4 % (wW/8DS

0.5M Tris/HCI (pH 6,8); 0,4 % (WSDS

30 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylam{@9 % T/ 1 % C)

25 mM Tris/HCI; 192 mM Glycin (pH3; 0,1 % (w/v) SDS
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e Coomassie-Farbeldsung: 0,2 % (w/v) Coomassiei@niBlue R250 (Serva);
40 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure
* Fixier-Losung: 50 % (v/v) Ethanol (vergéllt); 10@®4v) Essigsaure

4.2.4.9Clear native-Polyacrylamidgelelektrophorese (CN-PAGE) von
Membranproteinkomplexen
CN-PAGE ist eine Modifikation deblue-nativePAGE nach Schagger (Schaggsr al,

1994). Dabei wird Coomassie als Ladungstrager im thé@enpuffer durch
Natriumdesoxycholat unds-DM (beides 0,05% (w/v)) ersetzt. Die Gewinnung der
Thylakoidmembranen erfolgte analog zu Abschnitt.4412 und 4.2.4.3, jedoch unter
Verwendung von Nativ-Puffer. Membranproteinkompléguivalent zu 8 pug Chlorophyll
wurden mit 19%5-DM (w/v) fur 1 h bei 4°C und im Dunkeln solubikst. Nicht-solubilisierte
Membranproteinkomplexe wurden durch Zentrifugatenfernt (4°C, 30000 x, 30 min).
Die Uberstande wurden anschlieBend in einem 4,5-1@padienten-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch bei 4°C im Dunkeln unter natiBadingungen getrennt. Die Auftrennung
erfolgte mit 11 mA bei konstanter Spannung von 500\éiner vertikalen Elektrophorese-
Kammer (Protean Il Xi, BioRad). Die Gele wurden doientiert und anschlieend mit
Coomassie gefarbt (siehe Abschnitt 4.2.4.8). Dieordoung der Komplexe erfolgt in

ubereinstimmend mit Herran€Herraneret al., 2004)

Tabelle 26: Clear-native-Polyacrylamidgele nach Scluiger

4.5% 14% 4%
Trenngel Trenngel Sammelgel

AB-Mix ml 0,77 4,8 0,8
6x Gelpuffer ml 1,4 2,8 1,7
Glycerol g 3,2
MQ-H,0 mi 6,4 6,7 7,4
Endvolumen m| 8,5 17 10
TEMED ul 3,5 7,0 10
10% (w/v) APS ul 19 38 80

* Nativ-Puffer: 25mM MES/NaOH (pH 6,5); 10mM MgCILo mM CaCj;

25% (v/v) Glycerol

e  6x Gelpuffer: 3Me-Aminocapronsaure; 300 mM Bis-Tris/HCI (pH 7)

e AB-Mix: 50 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (50 % T/,33 % C)

e APS-Stammldsung: 10 % (w/v) APS in MQ®I

e Kathoden-Laufpuffer: 50 mM Tricin; 10 mM Bis-Tris/HQH 7); 0,05 % (w/v)3-DM;
0,05 % (w/v) Natriumdesoxycholat

*  Anoden-Laufpuffer: 50 mM Bis-Tris/HCI (pH 7)
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4.2.4.10 Immunoblot-Analysen
Per SDS-PAGE separierte Proteine und Proteingemisahurden im Vorfeld

immunologischer Nachweise auf Nitrozellulosemembératransferiert, Dabei erfolgte der
elektrophoretische Transfer mit Hilfe des kontimlishen Tris-Glycin-Puffersystems
(Bjerrum und Schéfer-Nielsen, 1987) unter Verwempwiner Tank-Blot-Einheit (Mini
Trans-Blot cell, BioRad oder Maxi-Nass-Blot, neoLab), Das Polyksrnydgel, die
gleichgroRen Filterpapiere sowie die entsprecheraf3ey Nitrozellulosemembran wurden
hierfir 5 min in Blotpuffer aquilibriert, Der Aufliades Tank-Blot-Systems erfolgte nach
Herstellerangaben. Der Transfer wurde fur 90 mineloger konstanten Stromstarke von 6,5
mA cm? Gelflache durchgefiihrt, Bei Verwendung des gréfeSystems wurde die
Stromstérke auf 2 mA chGelflache reduziert, Die Transfereffizienz wurderah eine
reversible Protein-Farbung mit Ponceau-Rot vedfizi Die Blockade der unspezifischen
Bindungsstellen fur Proteine auf der Nitrozelluloserix erfolgte durch einstindige
Inkubation bei RT in Blockierldsung, Nach dreimaliy Waschen a 10 min mit TBS-T wurde
die Membran tUber Nacht mit dem priméaren Antikorper 4°C auf einem Orbitalschuttler
inkubiert, Bei Verwendung von primaren Antikoperit Ronjugierten Enzymen zum direkten
Nachweis erfolgte die immunlogische Detektion nawleimaligem Waschen a 5 min mit
TBS-T, Andernfalls erfolgte nach drei kurzen Wasthidten die Inkubation mit dem an
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten sekundaren Amgée fur 3 bei RT, Uberschissige
Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen a 18 mit TBS-T bei RT entfernt, Die
Detektion erfolgt Gber den Nachweis der Chemilusme®z der Meerrettich-Peroxidase-
Reaktion mithilfe deCheLuminate-HRP PicoDetect Extendeits (AppliChem) oder des
chromogenen Niederschlags der alkalischen Phosghatd5-Bromo-4-Chloro‘3
Indolylphosphat p-Toluidinsalz und Nitro-Blau Tetadiumchlorid), Die Dokumentation
erfolgte Uber ein Chemilumineszenz-Detektions-Syste(Fusion SL, PEQLAB) oder
Rontgenfilme,

e Blotpuffer: 48 mM Tris/HCI, (pH 9,2); 39 mM GlycirZ0% (w/v) Methanol;
0,0375% (w/v) SDS

e Ponceau-Ldsung: 2 % (w/v) Ponceau S in 30 % (\WGA

e TBS-T: 100 mM Tris/HCI, (pH7,5); 150 mM NacCl; 0,184\) Tween 20

e Blockierlosung: 5% (w/v) Milchpulver in TBS-
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Zusammenfassung

Konservierten Chloroplasten-Leserahmen und ihremalakteriellen Homologen wurden in
zahlreichen Analysen wichtige, bisher unbekanntekianen innerhalb der Photosynthese
und ihr assoziierten Prozessen zugeordnet. In ddiegenden Arbeit werden funktionelle
Untersuchungen zu drei dieser Chloroplasten-Lesaszahvorgestellt. Hierfur wurde das
einzellige CyanobakteriurBynechocystisp. PCC 6803 verwendet, ein Modellorganismus ftr
die Erforschung der oxygenen Photosynthese. Di&tilnerung desycf34Gens fihrt in
diesem Organismus zu einer Verminderung des phatiosiischen Elektronentransports,
insbesondere bei niedriger Lichteinstrahlung. Nfghibiophysikalischer Untersuchungen
konnte eine Veranderung des Elektronentransportshdulen Cytochronbsf-Komplex
bestimmt werden, die vermutlich zu einer verminelerifranskription degpcBAC2C1D
Operons fuhrt. Dieses Operon kodiert strukturellenhBiten der cyanobakteriellen
Lichtsammelkomplexe, deren verminderte Abundanz werdnderte Komposition ipcf34-
Zellen einen Wachstumsdefekt bei geringen Beleugsimtensitaten verursacht. Die
biochemische Charakterisierung und spektroskopisdhéersuchungen des rekombinant
hergestellten Ycf34-Proteins identifizierten eingire-4S]-Cluster im Ycf34-Protein. Das
membrangebundene Ycf34-Protein ist ein neues, bistieekanntes Eisen-Schwefel-Protein,
welches mit Komponenten des photosynthetischen tieleéntransports in der
Thylakoidmembran assoziiert.

In dieser Arbeit wurden auch die Funktionen dedéeriProteine Cycl und Cycll untersucht.
Sie sind Isoformen einer der Untereinheiten dedatwen Magnesium-Protoporphyrin Xl
monomethylester (MgProtoME) Cyclase, einem Enzymiem der Chlorophyll-
Biosynthese. Beide Isoformen werden ebenfalls vamizkonservierten hypothetischen
Chloroplasten-Leserahmen kodiestcf59 Das Cycl-Protein ist die hauptséchlich unter
Standardbedingungen agierende oxidative Cyclasdyrend das Cycll-Protein erst bei
Sauerstoffmangel produziert wird und dann zusamm@nCycl operiert. AuRerdem sollte
eine noch immer unbekannte, weitere Untereinhert aedativen MgProtoME-Cyclase
identifiziert werden. Physiologische Untersuchungeon Mutanten des konservierten
hypothetischen Chloroplasten-Leserahmei®4 deuten auf eine Funktion des Ycf54-Proteins
in der von der Cyclase katalysierten Reaktion. @ailnoprazipitationen demonstrierten eine
physikalische Interaktion zwischen den Proteinef6¥and Ycf59, und erlauben damit den
Schluss, dass dagcf54Gen eine der fehlenden Untereinheiten der oxidatiCyclase
kodiert. Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu dastigiren Homologen werden diskutiert.
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Abstract

Conserved chloroplast open reading frames and tiyainobacterial homologues have been
assigned to important functions in photosynthesisl associated processes in several
analyses. In the present work, functional of thokthese chloroplast open reading frames are
presented For this purpose the unicellular cyanebam Synechocystisp. PCC 6803 was
used, a model organism for investigations of oxygehotosynthesis. The inactivation of the
ycf34gene results in an impairment of the photosynthegctron transport in this organism,
particularly under light limitation. Using biophysil studies we detected a change in the
electron transport through the cytochrobgecomplex, which presumably leads to a reduced
transcription of thecpcBAC2C1Doperon. This operon encodes structural units ef th
cyanobacterial light-harvesting complexes. The ceduabundance and altered composition
of the peripheral antennae ytf34 mutant cells cause a severe growth defect under lo
intensities of light. The biochemical charactelimat and spectroscopic studies of the
recombinant Ycf34 protein identified an [4Fe-4Sluster in the Ycf34 protein. The
membrane-bound protein Ycf34 is a new, previouslknown iron-sulphur protein migrating
together with components of the photosynthetic tedec transport within the thylakoid

membranes during density gradient centrifugation.

This work also investigated the interaction of fgroteins Cycl and Cycll. They are both
isoforms of one of the subunits of the oxidativegmasium protoporphyrin XI monomethyl
ester (MgProtoME) cyclase, an enzyme complex afrciphyll biosynthesis. The cyclase
catalyzes the cyclisation of the fifth ring withime chlorophyll molecule. Both isoforms are
encoded bycf59 two other conserved hypothetical chloroplast oaing frames. The
Cycl protein is the sole oxidative cyclase actinger standard conditions, while the Cycll
protein is induced under anaerobic conditions &ed bperates together with the Cycl
protein. Moreover, a still unknown subunit of thedative MgProtoME cyclase should be
identified. Physiological studies of mutants of tumserved hypothetical chloroplast open
reading frame/cf54indicate an essential function of the Ycf54 pnotei the reaction
catalysed by the cyclase. Co-immunoprecipitati@maahstrated a physical interaction
between the proteins Ycf54 and Ycf59, and thusaalls to conclude that thef54gene
encodes one of the missing subunits of the oxidatyjclaseDifferences and similarities to

plastid homologues are discussed.
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