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1. Einleitung

Cyanobakterien sind die &ltesten oxygenen photosynthetischen Organismen. Fossile Funde
lassen eine Datierung des entwicklungsgeschichtlichen Alters auf 3,5 Milliarden Jahre zu
(ScHOPF 1993). Thre groBBe Anpassungsfahigkeit hat dazu gefiihrt, dass sich die
Cyanobakterien im Laufe der Evolution die unterschiedlichsten Lebensrdume erschlieBen
konnten (WHITTON & POTTS 2000). So findet man sie beispielsweise in SiiBwasser,
Salzwasser, Thermalquellen und sogar in Gletschern sowie in Wiisten (VAN DEN HOEK et al.

1993).

1.1 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803

Das einzellige, im SiiBwasser vorkommende Cyanobakterium Synechocystis sp. Strain
PCC 6803 (im Folgenden als Symechocystis PCC 6803 bezeichnet) war das erste
Cyanobakterium, dessen Genom vollstindig sequenziert worden war (KANEKO et al. 1996).
Das zirkulare Genom von Synechocystis PCC 6803 umfasst 3.573.470 bp und hat einen GC-
Gehalt von 47,7 % (KANEKO et al. 1996). Durch Sequenzvergleiche konnte fast der Hélfte der
Gene eine Funktion zugeordnet werden. Zudem ist Synechocystis PCC 6803 leicht
transformierbar (GRIGORIEVA & SHESTAKOV 1982). In einigen Labor-Stdmmen ist es mdglich
auch wichtige Photosynthesegene zu deletieren, da diese heterotroph mit Glucose wachsen
konnen (RIPPKA et al. 1979; WILLIAMS 1988). Durch die Verfiigbarkeit der gesamten
Genomsequenz und die leichte Handhabung, ist Synechocystis PCC 6803 ein sehr beliebtes
Untersuchungsobjekt.

1.1.1 Aufbau einer Cyanobakterienzelle

Die Erscheinungsform der Cyanobakterien ist vielfiltig und reicht von einzelligen, iliber
Kolonie-bildende, bis hin zu fddigen Formen. Da Cyanobakterien nicht iiber eine Geil3el
verfiigen, ist ihnen eine gezielte Fortbewegung nicht moglich. Lediglich einige planktische
Arten konnen durch kleine Gas-gefiillte Vesikel, die sogenannten Gasvakuolen, ihre
Schwimmhohe im Wasser regulieren und sich so in den Bereich der optimalen
Lichtverhéltnisse fiir die Photosynthese bewegen (VAN DEN HOEK et al. 1993). Da
Cyanobakterien zur Gruppe der Prokaryoten gehoren, weisen sie eine dementsprechende
Zellorganisation auf. So fehlen ihnen die fiir Eukaryoten typischen Zellbestandteile wie
Zellkern, Mitochondrien, Chloroplasten, Golgi-Apparat, endoplasmatisches Reticulum und

Vakuolen.
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In Abb. 1.1 ist der Aufbau einer Cyanobakterien-Zelle schematisch dargestellt. Nach auflen
hin ist die Zelle von der sogenannten Glycokalyx umgeben, einer aus Kohlenhydraten
bestehenden faserigen Schicht. Sie schiitzt die Zelle vor Austrocknung, bzw. bei planktischen

Arten vor Nahrstoffverlust und hilft bei der Aufnahme von geldsten Substanzen.
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Abb. 1.1:  Schematische Darstellung einer  Synechocystis-Zelle.
Dargestellt sind der Querschnitt einer Cyanobakterien-Zelle (a), die
Thylakoidmembran mit Reihen von Phycobilisomen im Quer- (b) und
Langsschnitt (c), Seitenansicht von Phycobilisomen (d) und der
Membranaufbau einer Cyanobakterienzelle (e). (a)-(d) verdndert nach
VAN DEN HOEK et al. 1993, (¢) verandert nach GANTT 1994,

Nach innen ist der Glycocalyx die AuBere Membran aufgelagert, auf welche, getrennt durch

den periplasmatischen Raum, die Cytoplasmamembran folgt. Der periplasmatische Raum
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wird durch eine Peptidoglukanschicht in einen dufleren und einen inneren Bereich unterteilt,
die unterschiedliche Funktionen wahrnehmen (GANTT 1994). Bei dieser Peptidoglukanschicht
handelt es sich um eine feste Zellwand, die Form gebend fiir die Zelle ist. Thre Struktur ist mit
der Peptidoglukanschicht vergleichbar, die in Gram-negativen nicht-photosynthetischen
Bakterien vorliegt. Allerdings ist sie in Cyanobakterien dicker (GOLECKI 1988). Ihre
chemischen Eigenschaften dhneln andererseits eher der Mureinschicht aus Gram-positiven
Bakterien. Daher nimmt die Peptidoglukanschicht der Cyanobakterien neben der aus Gram-
negativen und -positiven Bakterien eine eigenstindige Position ein (JURGENS & WECKESSER
1985; GANTT 1994). Wihrend die Cytoplasmamembran die Komponenten der Respiration
trdgt, sind in der Thylakoidmembran sowohl die Bestandteile fiir Respiration als auch fiir
Photosynthese lokalisiert (GANTT 1994).

Den Thylakoidmembranen sind die Phycobilisomen aufgelagert, in denen die akzessorischen
Pigmente Phycocyanin, Allophycocyanin, Phycoerythrin und in einigen Féllen
Phycoerythrocyanin organisiert sind (VAN DEN HOEK et al. 1993). Bei den Phycobilisomen
handelt es sich um die primdren Lichtsammelkomplexe in Cyanobakterien, die allerdings
auch in eukaryotischen Algengruppen wie den Glaucophyta und Rhodophyta zu finden sind.
Die absorbierte Lichtenergie wird von den Phycobilisomen auf das Chlorophyll a {ibertragen,
welches in Cyanobakterien im Reaktionszentrum der Photosysteme vorliegt. Innerhalb der
Gruppe der Cyanobakterien bilden die Prochlorophyta eine Ausnahme, da sie keine
Phycobilisomen haben, und zudem wie Hohere Pflanzen oder eukaryotische Algen
Chlorophyll a und b, sowie gestapelte Thylakoidmembrane besitzen (BIBBY et al. 2003a,
2003b).

Die an der Thylakoidmembran mittels photosynthetischer Aktivitit konservierte Energie wird
in den Carboxysomen der CO,-Fixierung zugefiihrt. In diesen polyedrischen Korpern sind
groBe Mengen an Carboanhydrase und Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(Rubisco) enthalten.

Cyanobakterien verfligen liber eine alternative CO;-Fixierung und einen unvollstindigen
Tricarbonsdure-Zyklus. Normalerweise erfolgt die CO,-Fixierung in oxygenen
photosynthetischen Organismen {iber den reduktiven Pentosephosphat-Weg (Calvin-Zyklus).
Hierbei wird CO, an Ribulose-1,5-Bisphosphat gebunden und anschlieend iiber diverse
Zwischenstufen und mehrfachem Umlauf unter Energieverbrauch zur Synthese von Glucose
verwendet (TABITA 1994). Cyanobakterien verfiigen iliber einen zusitzlichen Weg CO, zu
fixieren. Hierbei wird zundchst durch die Carbamoylphosphat-Synthetase das

Zwischenprodukt Carbamoylphosphat synthetisiert, eine instabile Verbindung aus ATP, CO,
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und Ammonium. AnschlieBend wird die Carbamoyl-Gruppe durch die Ornithin-
Carbamoyltransferase unter Freisetzung von anorganischem Phosphat auf Ornithin
ibertragen. Hierbei entsteht Citrullin, welches dann in Arginin umgewandelt wird (CHEN et
al. 1987; TABITA 1994).

Die zweite Auffilligkeit bei Cyanobakterien ist, dass sie nur einen ,unvollstindigen®
Tricarbonsdure-Zyklus besitzen, da sie weder den a-Ketogluterat-Dehydrogenase-Komplex
noch die 16sliche Succinat-Dehydrogenase besitzen (PEARS et al. 1969). Trotzdem konnte es
sein, dass Cyanobakterien a-Ketogluterat iiber einen alternativen Weg in Succinat
umwandeln, und dass dieses dann durch Succinat-Dehydrogenasen zu Fumarat oxidiert wird
(COOLEY et al. 2000).

Einige Cyanobakterien sind in der Lage einen Stickstoffspeicher zu synthetisieren. Hierbei
handelt es sich um das 25-100 kDa gro3e Polymer Cyanophycin, welches aus dquimolaren
Mengen von L-Asparaginsdure und L-Arginin besteht und das Produkt einer nicht-
ribosomalen Peptid-Synthese unter Beteiligung der Cyanophycin-Synthetase ist. Cyanophycin
konnte auch in einigen wenigen heterotroph wachsenden Bakterien nachgewiesen werden,
nicht aber in Algen und Pflanzen (ZIEGLER et al. 1998, 2002; BERG et al. 2000). Der Abbau
von Cyanophycin erfolgt zunichst durch die Cyanophycinase, indem durch Hydrolyse das
Dipeptid -Aspartylarginin freigesetzt wird, das dann durch die Isoaspartyl-Dipeptidase in die
Aminosduren L-Asparaginsidure und L-Arginin gespalten wird (RICHTER et al. 1999).

Die genetische Information von Cyanobakterien ist in einer ringformigen DNA organisiert,
die zentral im Protoplasten vorliegt. Bei Synechocystis PCC 6803 liegt diese DNA in 6 - 8

chromosomale Kopien vor (WILLIAMS 1988).

1.1.2 Photosynthese und Respiration in Cyanobakterien

Obwohl Cyanobakterien als prokaryotische Algen keine Organellen, wie Chloroplasten oder
Mitochondrien, besitzen, konnen sie oxygene Photosynthese und Respiration betreiben (CARR
& WHITTON 1982; PESCHEK 1984). Aufgrund der fehlenden Kompartimentierung ist eine
komplexe Koordination der verschiedenen Stoffwechselvorgénge nétig (siehe auch Abb. 1.2).
In einigen Arten haben sich gewisse Aufgabenteilungen entwickelt, so z. B. in Anabaena,
einem fadig organisierten Cyanobakterium, in dem sich einige Zellen innerhalb des

Zellverbandes zu Heterocysten differenziert haben.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Haupt-Stoffwechselwege der C- und N-Assimilation sowie des C-
Katabolismus in Cyanobakterien. Abkiirzungen: Plastochinon (PQ), Cytochrom b6/f~Komplex (Cyt b6/f),
Cytochrom c;s;3 (Cytc), Plastocyanin (PC), Cytochrom Oxidase (Cyt oxidase), ,,Cytoplasmic membrane protein‘
(Cmp), Natrium-Bicarbonat-Transporter (Sodium-bicarbonat transport: SbtA), Tricarbonséure-Zyklus (TCC),
Carboanhydrase (CA), NADH-Dehydrogenase Typ A (NDH-1A), NADH-Dehydrogenase TypB (NDH-1B),
Phycobilisomen (PBS), Substrat (S), Photosystem II (PS II), Photosystem I (PS I), Ferredoxin (Fd), Ferredoxin-
NADP-Oxidoreduktase (FNR). (Michel unverdffentlicht)

Wihrend der photosynthetische Elektronentransport in den meisten Cyanobakterien (mit
Ausnahme von Gloeobacter violaceus PCC 7421, GUGLIELMI et al. 1981) nur in der
Thylakoidmembran ablauft, findet die Respiration an der Thylakoidmembran als auch an der
Cytoplasmamembran statt. Somit ist an der Thylakoidmembran sowohl die photosynthetische
Elektronentransport-Kette als auch die respiratorische Elektronentransport-Kette lokalisiert.
Die Komponenten der photosynthetischen Elektronentransport-Kette sind Photosystem II
(PS II), Plastochinon, Cytochrom bg/f~Komplex, Plastocyanin oder Cytochrom css3 (je nach
Verfligbarkeit von Kupfer wird eines dieser beiden 16slichen luminalen Elektronen-Carrier
genutzt, wobei Plastocyanin im Vergleich zu Cytochrom css5; die wichtigere Funktion
{ibernimmt), PS I, Ferredoxin und Ferredoxin-NADP"-Oxidoreduktase (VERMAAS 2001). Die
photochemische Ladungstrennung erfolgt in PSII und PSI. Fir die an der
Thylakoidmembran ebenfalls ablaufende Respiration werden zum Teil dieselben redoxaktiven
Komponenten genutzt, nimlich Plastochinon, Cytochrom b6//~Komplex, sowie Plastocyanin
oder Cytochrom css; (SCHERER 1990; VERMAAS 2001; Schmetterer 1994). AuBlerdem stehen
der Respiration NDH-1 und verschiedene weitere alternative Substrat-Dehydrogenasen zur
Verfiigung. An der Cytoplasmamembran lduft ebenfalls ein respiratorischer
Elektronentransport ab unter Beteiligung von Substrat-Dehydrogenasen, Plastochinon,

Cytochrom bg/f~Komplex, sowie Plastocyanin bzw. Cytochrom c;ss; (KRAUSHAAR ef al. 1990;
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PESCHEK et al. 1989; MOSER et al. 1991; NICHOLLS et al. 1992; BERGER et al. 1991; WALKER
1992).

Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass die Respiration in photosynthetisch aktiven Zellen
durch Licht inhibiert wird, so z. B. der respiratorische Kohlenhydrat-Katabolismus in
verschiedenen Cyanobakterien (SCHERER ef al. 1988). Allerdings ist noch nicht geklart, wie
dieser Mechanismus funktioniert. So konnten z. B. Cytochrom-Oxidase und P700 miteinander
um Elektronen konkurrieren oder die Regulation erfolgt iiber den Redox-Status des
Plastochinon-Pools (MULLINEAUX & ALLEN 1986).

Im Folgenden werden die einzelnen Komponenten der verschiedenen Elektronentransport-

Ketten beschrieben.

1.1.3 Photosynthetischer Elektronentransport

Die photosynthetische Elektronentransport-Kette in Cyanobakterien ist mit der von Pflanzen
vergleichbar. Bei Sequenzvergleichen zwischen den Genen von Synechocystis PCC 6803 und
den Plastiden von Algen und Hdoheren Pflanzen konnten 224 signifikant homologe Gene
nachgewiesen werden. Die Rotalge Porphyra purpurea zeigt hierbei die hdochste
Ubereinstimmung von 94% der Plastidengene mit Synechocystis PCC 6803 (REITH &
MUNHOLLAND 1995; IKEUCHI & TABATA 2001). Eine Erkldrung fiir diese Ahnlichkeit liefert
die Endosymbiontentheorie, nach der sich Plastiden von endosymbiontischen Cyanobakterien
ableiten.

In der Photosynthese wird Lichtenergie genutzt, um durch Wasseroxidation
Reduktionsdquivalente (NAD(P)H+H") sowie Energiedquivalente (ATP) zu bilden. Zur

Generierung von ATP tragt sowohl der lineare Elektronentransport (siche Abb. 1.3) als auch

der zyklische Elektronentransport (Abb. 1.4) bei.

Linearer photosynthetischer Elektronentransport

Im linearen photosynthetischen Elektronentransport (siche Abb. 1.3) nutzt das Photosystem II
(PS II) die Lichtenergie, um Elektronen aus der Wasserspaltung auf Plastochinon (PQ) zu
ibertragen. Die Elektronen werden dann iiber den Cytochrom bs/f-Komplex (Cyt bs/f) an den
16slichen, auf der Lumen-Seite der Thylakoidmembran lokalisierten Carrier Plastocyanin (PC)
oder Cytochrom cs5s53 (Cyt css3) weitergegeben. Das oxidierte Reaktionszentrum von
Photosystem I (PS I) nimmt die Elektronen von dem Carrier auf und gibt diese durch eine

erneute Anregung mittels Licht an das Akzeptor-Chlorophyll A0 ab. Daran schlieft sich eine
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Ubertragung der Elektronen iiber Al, Fe-S-Zentren und Ferredoxin (Fd) auf die Ferredoxin-
NADP-Oxidoreduktase (FNR) an. Im letzten Schritt wird NADP" durch FNR reduziert.

Linearer photosynthetischer Elektronentransport:
H,O als Elektronen-Donor

H,0 => PS || => PQ Pool =» Cyt b/f = PC/Cyt C,,, = PS | =» Fd =» FNR => NADP'

Linearer photosynthetischer Elektronentransport:
Alternative Substrate als Elektronen-Donor

SH = Substrat-DH =% PQ Pool =% Cyt b/f =% PC/Cyt c,;, = PS | = Fd = FNR =»> NADP’

Abb. 1.3: Darstellung des linearen Elektronentransportes in Cyanobakterien. Gezeigt ist der lineare
photosynthetische Elektronentransport einerseits mit Wasser als Elektronen-Donor und andererseits mit einem
alternativen Substrat als Elektronen-Donor. Bei letzterem kann es sich um Substrate handeln, wie z. B.
NAD(P)H, Succinat oder H, oder mdglicherweise auch um L-Aminosiuren. (mit freundlicher Genehmigung von
K.-P. Michel), Abkiirzungen sieche Text.

ZyKklischer Elektronentransport

Der zyklische Elektronentransport erfolgt unter Beteiligung von PS I und kann auf die in

Abb. 1.4 beschriebenen vier verschiedenen Arten ablaufen.

Zyklischer photosynthetischer Elektronentransport um PS I

[
L
[
L

NDH-1=> PQ Pool =% Cyt b/f = PC/Cyt c.;; = PS |

PS | = Fd =»> FNR =»> NADPH

» PQ Pool und/oder Cyt b/f =» PC/Cyt c.,, =» PS |

Abb. 1.4: Zyklischer Elektronentransport um PS I in Cyanobakterien. (mit freundlicher Genehmigung von K.-P.
Michel), Erlduterungen und Abkiirzungen siche Text.

Es gilt als erwiesen, dass der NAD(P)H-Dehydrogenase-Komplex (NDH-1) zumindest an
einigen dieser in Abb. 1.4 gezeigten Wege des zyklischen Elektronentransports beteiligt ist,
indem dieser Elektronen auf den PQ-Pool iibertrdgt, welche dann iiber den Cyt bgs/f~Komplex
und PC/Cyt cs5s3 auf PS I iibertragen werden (OGAWA 1991). Der NDH-1 Komplex aus
Cyanobakterien weist groBe Ahnlichkeit zum Komplex I aus E. coli und aus Mitochondrien
auf (FRIEDRICH & SCHEIDE 2000). Komplex I aus Mitochondrien der Eukaryoten ist eine
Komponente der respiratorischen Kette, die an der Translokation von Protonen beteiligt ist
und auch als NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase bezeichnet wird. Komplex I der
Mitochondrien wurde aus einem prokaryotischen Organismus durch Endosymbiose

aufgenommen und ist sehr viel komplexer aufgebaut, als der aus Prokaryoten. Im Vergleich
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zu E. coli, dessen NDH-1 Komplex aus 14 Untereinheiten besteht, ist der aus Mitochondrien
aus mehr als 40 Untereinheiten aufgebaut (WALKER 1992). In Eukaryoten sind die fiir den
NDH-1 Komplex kodierenden Gene sowohl im Mitochondrium als auch im Zellkern zu
finden (WEISS et al. 1991; WALKER 1992; FRIEDRICH et al. 1995; FRIEDRICH & WEISS 1997;
LANG et al. 1997). Der NDH-1 Komplex wird unter Abschnitt 1.1.4 néher beschrieben.

Es sollte auch noch erwihnt werden, dass im Gegensatz zu Pflanzen, in denen die Menge von
PS I/ PS II gleich ist, dieses Verhiltnis in Cyanobakterien in einigen Fallen hdher ist als eins,
wie z. B. in Synechocystis PCC 6803, in dem das Verhéltnis von PS I/ PS II fast fiinf betrdgt
(SHEN et al. 1993). Die von BENDALL & MANASSE (1995) vorgeschlagene Erkldrung, dass
diese hohere Rate mit einem entsprechend hohen Ausmal} an zyklischen Elektronentransport
um PS I einhergehen konnte, konnte bisher nicht bestdtigt werden (VERMAAS 2001). Die
wahrscheinlichere Erklérung ist, dass der respiratorische Elektronentransport in hohem Malle
Elektronen in den PQ-Pool einschleust, aber nicht in gleicher Weise zu einem Abfluss von
Elektronen aus diesem beitrdgt. Somit kdnnte eine hohere Menge an PS 1 dazu fiihren, dass
der PQ-Pool im Licht in einem oxidierten Zustand vorliegt, was auch die Gefahr einer

Lichtschiddigung entgegenwirken wiirde (ANDERSSON & BARBER 1996).

1.1.4 Respiratorischer Elektronentransport

Wie oben schon erwidhnt, lduft in Cyanobakterien der respiratorische Elektronentransport
sowohl an der Thylakoidmembran als auch an der Cytoplasmamembran ab. Es gibt Hinweise

auf verschiedene Donoren, die Elektronen in den PQ-Pool einschleusen.

NDH-1 Komplex

Der NDH-1 Komplex (NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase, auch Komplex I genannt) wurde
fiir Bakterien, wie z. B. E. coli und fiir Mitochondrien aus Eukaryoten sehr gut charakterisiert
(WEIDNER ef al. 1993; FRIEDRICH 1998; GRIGORIEFF 1999). In E. coli besteht dieser Enzym-
Komplex aus 14 Untereinheiten (NuoA-NuoN, siehe auch Tab. 1.1), die drei Komponenten
bilden: eine Membran-gebundende Komponente, die mit dem Chinon interagiert, einem
Verbindungsstiick, dessen Funktion noch unbekannt ist und das den Membran-Teil mit dem
Substrat-bindenden Teil, der dritten Komponente, koppelt (siche Abb. 1.5A). Der Substrat-
bindende Teil oxidiert NADH und enthédlt FMN und Fe-S-Zentren als prosthetische Gruppe,
wobei letztere auch in dem Verbindungsstiick enthalten sind (FRIEDRICH 1998; FRIEDRICH et

al. 1995). Es wird vermutet, dass NDH-1 aus Proteinen hervorgegangen ist, die am
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Elektronentransfer beteiligt sind und die noch heute in den Idslichen Hydrogenasen

nachweisbar sind (FRIEDRICH & SCHEIDE 2000).

Synechocystis

E. coli Lokalisation mogliche Funktion
PCC 6803
NuoA NdhC membraneous -
NuoB NdhK peripheral [4Fe-4S]-cluster
NuoC? NdhJ peripheral -
NuoD* NdhH peripheral Proton channel; [NiFe] cluster
NuoE - peripheral [2Fe-2S]-cluster
NuoF - peripheral NADH binding; FMN; 2x [4Fe-4S]
NuoG - peripheral [4Fe-4S]; 1 (2)°x [2Fe-2S]
NuoH NdhA membraneous Quinone binding
Nuol NdhI peripheral 2x [4Fe-4S]-cluster
NuoJ NdhG membraneous -
NuoK NdhE membraneous -
NuoL NdhF membraneous Proton translocation
NuoM NdhD membraneous Proton translocation
NuoN NdhB membraneous Proton translocation

Tab. 1.1: NDH-1 Untereinheiten aus E. coli und Synechocystis PCC 6803 (FRIEDRICH & SCHEIDE 2000)

[—=NAD"

o
SN

pe———— Substrat reduziert
A B 51 kDa?
———————————— — NADH
1 75 kDa?
FMN { 24 kDa?
FeS "

PQ \
PQHA/

Substrat oxidiert

A,B,C,D,E FG

Abb. 1.5:  Vergleich des

NDH-1 Komplexes in

Escherichia

coli (A) und Synechocystis

PCC 6803 (B)(nach FRIEDRICH & WEISS 1997, BERGER et al. 1993).

Im Genom von Synechocystis PCC 6803 konnten 11 Gene identifiziert werden, die
Ahnlichkeiten zu den Genen nuoA-D und nuoH-N aus E. coli besitzen (KANEKO et al. 1996).
Die entsprechenden Proteine des NDH-1 Komplexes aus Synechocystis PCC 6803
repriasentieren die sieben Untereinheiten der Membran-Komponente und die vier

Untereinheiten der Verbindungs-Komponente des Komplex I (siche Abb. 1.5B). Die Substrat-
9
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bindende Komponente ist in Syrnechocystis PCC 6803 dagegen noch nicht bekannt (KOSLING
et al. 1999). Daher ist auch unklar, welches Substrat der NDH-1 Komplex aus
Cyanobakterien umsetzt. Moglicherweise besitzt der NDH-1 Komplex in Cyanobakterien eine
Funktion als NAD(P)H-Plastochinon- oder Ferredoxin-Plastochinon-Oxidoreduktase im
zyklischen Elektronentransport um PS 1. Es konnten aber auch Substrate wie z. B. L-
Aminoséuren als Elektronen-Donoren wirken. Obwohl das Substrat nicht bekannt ist, wird der
NDH-1 Komplex auch als NADH-Dehydrogenase bezeichnet.

Wihrend neun der fiir NDH-1 aus Synechocystis PCC 6803 kodierenden Gene als einfache
Kopie vorliegen, wurden fiinf homologe Gene fiir ndhD und vier homologe Gene fiir ndhF
nachgewiesen (KANEKO et al. 1996). Die entsprechenden Proteine fiir NdhD unterscheiden
sich untereinander in ihrer Aminosiure-Sequenz, wobei hauptséchlich Ahnlichkeiten bestehen
zwischen NdhD1 und NdhD2 sowie zwischen NdhD3, NdhD4 und NdhDS5. Diese zwei
Gruppen bilden zwei verschiedene NDH-1 Komplexe, die sich in ihrer Zusammensetzung der
Untereinheiten und in ihrer Funktion voneinander unterscheiden. So ist der NDH-1 Komplex
vom Typ A, der aus den Untereinheiten NdhF1 und NdhD1 oder NdhD2 besteht, fiir die
Ubertragung der Elektronen von NAD(P)H oder eines anderen Substrates auf Plastochinon
verantwortlich und hat eine Funktion im zyklischen photosynthetischen sowie im
respiratorischen Elektronentransport (YU et al. 1993; KLUGHAMMER ef al. 1999; OHKAWA et
al. 2000a; M1 et al. 1992, 1994, 1995; SCHMETTERER 1994). Der NDH-1 Komplex vom Typ
B enthilt die Untereinheiten NdhF3 oder NdhF4 und NdhD3 oder NdhD4 und ist an der
Umwandlung von CO, zu HCOj5" beteiligt (KLUGHAMMER ef al. 1999; OGAWA 1991a, 1991b;
OHKAWA et al. 2000a, 2000b, 2001; SHIBATA et al. 2001; BADGER & PRICE 2003). Der NDH-
1 Komplex in Synechocystis PCC 6803 ist an der Thylakoidmembran lokalisiert (OHKAWA et
al. 2001).

Weitere Substrat-Dehydrogenasen

Im Folgenden werden weitere Substrat-Dehydrogenasen beschrieben, die Elektronen in die

Respirationskette einschleusen konnen.

In dem Genom von Synechocystis PCC 6803 konnten drei Gene nachgewiesen werden, die fiir
eine sogenannte NADH-Dehydrogenase vom Typ-2 (NDH-2) kodieren. Dieses Protein
besteht nur aus einer Untereinheit, und bislang konnte keine Funktion in der Ubertragung von
Elektronen auf den Plastochinon-Pool nachgewiesen werden. Moglicherweise iibernimmt

NDH-2 Aufgaben im regulatorischen Bereich (HOWITT et al. 1999).
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Die Succinat-Dehydrogenase oxidiert Succinat zu Fumarat und schleust Elektronen in den
Plastchinon-Pool der Thylakoidmembran ein. Daher wird das Enzyme auch als Succinat-
Plastochinon-Oxidoreduktasen bezeichnet. Es gibt Hinweise darauf, dass die Succinat-
Dehydrogenase eine Rolle in der Respiration spielt (COOLEY et al. 2000; COOLEY &
VERMAAS 2001).

Dess weiteren transportieren Hydrogenasen und Sulfid-Chinon-Oxidoreduktasen Elektronen
in den PQ-Pool, auf die hier allerdings nicht weiter eingegangen werden sollen (PETERSON &

BURRIS 1978; EISBRENNER & BOTHE 1979; PESCHEK 1980; SCHUTZ et al. 1997).

Fiir E. coli ist bekannt, dass eine Aminosdure-Dehydrogenase Elektronen aus der Oxidation
von den Aminosduren D-Alanin und L-Prolin in die respiratorische Elektronentransport-Kette
einschleusen kann (ANRAKU & GENNIS 1987). Es ist noch nicht geklédrt, welche Rolle
Aminosiure-Dehydrogenasen bei der Ubertragung von Elektronen in die Elektronentransport-
Kette in Cyanobakterien spielen. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass in Synechococcus
elongatus PCC 7942 und PCC 6301 eine L-Arginin-Oxidase/Dehydrogenase unter
bestimmten Bedingungen Elektronen in die Elektronentransport-Kette einschleust (PISTORIUS
& Voss 1980; ENGELS et al. 1992).

Die Pyruvat-Dehydrogenase ist ein Multienzym-Komplex (WILLIAMS 1976; PERHAM 1975;
PETTIT et al. 1978). Er besteht aus den drei Komponenten Pyruvat-Dehydrogenase (E1),
Dihydrolipoyl-Transacetylase (E2) sowie der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) (Stryer
1987).

Eine Komponente der Pyruvat-Dehydrogenase ist die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase
(LPD), die gut in Synechocystis PCC 6803 charakterisiert ist (ENGELS ef al. 1997; ENGELS &
PISTORIUS et al. 1997). Aufgrund ihrer Lokalisation an der Cytoplasmamembran in
Cyanobakterien, konnte es sein, dass die Pyruvat-Dehydrogenase als Oxidoreduktase direkt
mit der respiratorischen Elektronentransport-Kette interagiert (ENGELS et al. 1997). Die
Interaktion einer Pyruvat-Dehydrogenase mit dem NDH-1 Komplex der Respirationskette in

Mitochondrien aus Schweineherzen wurde von SUMEGI & SRERE (1984) gezeigt.
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1.2 Aufnahme von anorganischen Kohlenstoff in Cyanobakterien
1.2.1 “Carbon Concentrating Mechanism” (CCM)

Cyanobakterien, wie auch andere photosynthetische Organismen, decken ihren Bedarf an
anorganischen Kohlenstoff {iber die Aufnahme von CO, und HCOs". In einigen Organismen
konnten Préferenzen hinsichtlich einer der beiden Kohlenstoffquellen nachgewiesen werden,
und es gibt Uberlegungen, dass sogar CO;> als direkte anorganische Kohlenstoffquelle
aufgenommen wird (MARCUS 1997). In Synechocystis PCC 6803 sowie Synechococcus
elongatus PCC 7942 wurden je zwei CO,-Aufnahmesysteme und zwei HCOj; -Transporter
nachgewiesen (OMATA ef al. 1999; OHKAWA et al. 2000a; SHIBATA et al. 2001, 2002a, b;
MAEDA et al. 2002). Wihrend HCOs' {iber die Transporter in die Zelle gelangt, diffundiert
CO, zunichst iiber die AuBere Membran und Cytoplasmamembran ins Zellinnere und wird
dann zu HCO3; umgewandelt. Sowohl dieses als auch das aufgenommene HCO;™ diffundieren
in die Carboxysomen, wo HCOj3™ durch eine Carboanhydrase zu CO, umgewandelt und dann
durch die Rubisco fixiert wird (PRICE ef al. 1993; OGAWA 1993; KAPLAN & REINHOLD 1999;
BADGER & PRICE 2003). Diese Vorginge gehoren zu dem sogenannten ,,Carbon
Concentrating Mechanism*“ (CCM, siehe auch Abb. 1.6), der letztendlich fiir eine
ausreichende CO,-Menge in den Carboxysomen sorgt, um die geringe Affinitit der Rubisco

fiir CO; zu kompensieren (OGAWA & KAPLAN 2003).

—

Photosynthetischer
Elektronenflu

Carboxysom

PGA

/Ruhisco

CO, =— Hco,
CA

™

™

CM

o
&

CO, Na' HCO, H' HCO;

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des ,,Carbon Concentrating
Mechanism®“ (CCM) in Cyanobakterien. HCO3;™ wird iber spezielle
Transporter, die in der Cytoplasmamembran (CM) lokalisiert sind,
aufgenommen. CO, diffundiert durch die Cytoplasmamembran und
wird dann an der Thylakoidmembran (TM) zu HCO; umgewandelt.
Das in der Zelle akkumulierte HCO;™ diffundiert in die Carboxysome
und wird dort durch eine Carboanhydrase (CA) zu CO, umgewandelt,
welches dann durch die Rubisco im Calvin-Zyklus fixiert wird (nach
BLANKENSHIP 1992 verindert).
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Die Aufnahme von anorganischem Kohlenstoff ist Energie abhingig. L1 & CANVIN (1998)
lieferten Hinweise dafiir, dass in der Aufnahme von CO; der zyklische Elektronentransport
indirekt involviert ist, wihrend bei der Aufnahme von HCOj;™ der lineare Elektronentransport
eine Rolle spielt. Sowohl der zyklische als auch der lineare Elektronentransport bauen einen

Protonengradienten iiber die Thylakoidmembran auf, der dann zur ATP-Synthese fiihrt.

Ein CCM konnte in vielen photoautotrophen Organismen, beginnend mit den Bakterien bis
hin zu Hoheren Pflanzen, nachgewiesen werden (HATCH 1992; REISKIND et al. 1997). Zudem
wurde eine umgekehrte Korrelation zwischen der Effizienz des CCM und der Ineffizienz der
Rubisco festgestellt, woraus geschlossen wurde, dass eine Ko-Evolution zwischen CCM und
Rubisco stattgefunden haben konnte, und zwar als Reaktion auf sich verdndernde CO,-
Konzentrationen in der Umwelt (BADGER & SPALDING 1999). Eine Abnahme der die Zelle
umgebenden CO,-Konzentration fiihrt zu einer Erhéhung des CCM (BADGER et al. 1980). In
Cyanobakterien fiihrt dies unter anderem auch dazu, dass vermehrt Membran-Proteine
gebildet werden, die an der Aufhahme von HCOs™ beteiligt sind, allerdings ohne ihre Affinitét
zum entsprechenden Substrat zu erhéhen (KAPLAN 1980). Die Aufnahme von geldstem CO,
ist dagegen weit weniger von der CO,-Konzentration beeinflusst als der HCO3; Transport
(KAPLAN & REINHOLD 1999). Der Anstieg des CCM durch sich verdndernde
Umweltbedingungen gibt den Organismen den Vorteil, sich gut an variierende Kohlenstoft-
Konzentrationen anpassen zu konnen. Verdnderungen der CO,/HCOs-Konzentration in dem
die Zelle umgebenden Milieu fiihren zu einer Vielzahl von Reaktionen innerhalb der Zelle,
wobei nur einige davon direkt in die Anpassung an die neuen Bedingungen involviert sind. So
steigt z. B. in Chlorella wihrend der Adaptation an niedrige CO,-Verhiltnisse die
photosynthetische Aktivitit (BRIGGS & WHITTINGHAM 1952).

Das Signal fiir eine Anpassung an sich verdndernde Kohlenstoff-Konzentrationen ist noch
unbekannt, aber es konnte sich hierbei um die Hohe der Konzentration von anorganischem
Kohlenstoff, um das Verhéltnis von [CO;]/[O,], oder aber um das geldst vorliegende CO; in
der Zelle handeln (MATSUDA & COLMAN 1995). Andererseits gibt es auch Hinweise darauf,
dass als Signal Intermediate aus dem Kohlenstoff-Metabolismus dienen (KAPLAN &
REINHOLD 1999). Zudem konnte es noch andere Signale geben, die zu einer Anpassung
fiihren, wie z. B. der Reduktionszustand der photosynthetischen Elektronentransport-Kette
(KAPLAN & REINHOLD 1999).

In Abb. 1.7 sind noch einmal die verschiedenen C-Aufnahmesysteme flir marine und

StiBwasser-bewohnende Cyanobakterien dargestellt.
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;fjﬂ:gﬁ{ccma B—Cyanobacteria Marine,
Synechococcus PCCT942 Symechococcus PCC7002
Nostoc PCCT7120 nichodesmium erythraeum
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Abb. 1.7: HCOj;™- und CO,-Aufnahmesysteme in Cyanobakterien. Gezeigt sind
SiiBwasser-bewohnende und marine Cyanobakterien. (BADGER & PRICE 2003).

1.2.2 HCO3z-Aufnahme

In Synechocystis PCC 6803 gibt es zwei HCOj;-Aufnahmesysteme, ndmlich einen ABC-
Transporter und einen Natrium-Bicarbonat-Transporter (SbtA), die im Folgenden nidher

erldutert werden sollen.

HCOgj-Transporter des ABC-Typs

In Synechococcus elongatus PCC 7942 wurde der erste HCOj;-Transporter (BCT1) auf
molekularer Ebene charakterisiert (siche auch Abb. 1.8, OMATA & OGAWA, 1985, 1986). Es
handelt sich hierbei um ein Protein, welches in der Cytoplasmamembran lokalisiert ist und
dessen Expression durch niedrige CO,-Konzentrationen induziert wird. Das entsprechende
Gen (cmpA, cytoplasmic membrane protein) fiir dieses Protein, bildet ein Operon mit cmpB,
cmpC und cmpD (OMATA et al. 1990; OMATA 1992). Sequenz-Analysen ergaben, dass diese
Gene filir Untereinheiten eines Transporters des ABC-Typs kodieren, wobei die Expression
von cmpA zur Bildung einer Substrat-bindenden Untereinheit fiihrt. Eine Inaktivierung von
CmpA in Synechococcus elongatus PCC 7942 bewirkt jedoch keine nennenswerte
Reduzierung der CO, oder HCO;-Aufnahme (SCHWARZ et al. 1988). Transposon-
Inaktivierungen von cmpA wirkten sich nur dann negativ auf das Wachstum von
Synechococcus elongatus PCC 7942 und Synechocystis PCC 6803 aus, wenn die Mutanten

einer CO, Menge unterhalb von 50 ppm ausgesetzt wurden (OHKAWA et al. 1998). Somit
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nimmt der HCO;-Transporter CmpA-D in Synechocystis PCC 6803 eine eher untergeordnete
Position ein (OGAWA & KAPLAN 2003).

Der Natrium-abhingige HCO; -Transporter

Bei dem zweiten HCOs™-Transporter handelt es sich um das SbtA-System (Sodium-bicarbonat
transport, siche auch Abb. 1.8). Es konnte gezeigt werden, dass Natrium-Ionen fiir die HCOs -
Aufnahme in Cyanobakterien notwenig und somit essentiell fiir deren Wachstum sind
(REINHOLD et al. 1986; ESPIE & KANDASAMY 1994; S0 et al. 1998; MILLER et al. 1984) und
zwar besonders im alkalischen pH-Bereich, da unter diesen Bedingungen im Medium
vermehrt HCOj5' relativ zu CO, vorliegt. Das fiir den SbtA-Transporter kodierende Gen (sbzA)
wurde von SHIBATA et al (2002b) identifiziert. Nach Kultivierung von Symnechocystis
PCC 6803 mit 3 % CO, war die nachgewiesene Transkript-Menge von sbt4 sehr gering. Ein
Anstieg der Expression von shtA-mRNA wurde erst nach 2 bis 6 h Anzucht mit Luft, die
normale Mengen an CO; enthielt, gemessen. Parallel dazu erhohte sich die Aktivitdt der

HCOj5-Aufnahme (SHIBATA et al. 2002b).

HCO;

HCO; o
L Cytoplasmic
m membrane
HCO, HCO;
CmpABCD SbtA - Na'/lHCO,

(traffic ATPase) symport ?

Abb. 1.8: Darstellung der beiden Transport-Systeme
fir HCO; aus Cyanobakterien. BCT1, die ,high
affinity ATPase, ist links dargestellt. SbtA, ein
moglicher Na'/HCO; Symporter, ist auf der rechten
Seite gezeigt. (BADGER & PRICE, 2003)

Um  HCOj-Transporter  charakterisieren zu  konnen, wurden Mutanten in
Synechocystis PCC 6803, deren CO,-Aufnahme inaktiviert worden war untersucht. So zeigt
z. B. die Doppelmutante ANdhD3/NdhD4 kein Wachstum mit Luft-Begasung im Medium mit
pH 7,0. Im Gegensatz dazu fand bei pH 9,0 eine normale HCOs-Aufnahme statt und das
Wachstum war mit dem des Wildtyps vergleichbar (SHIBATA et al. 2002b).
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Drei Theorien wurden aufgestellt, um die Abhangigkeit der HCO;-Aufnahme iiber den SbtA-
Transporter von Natrium-Ionen in Cyanobakterien zu erkldaren (KAPLAN et al. 1990; ESPIE &
KANDASAMIE 1994):

Uber einen Na'/H'-Antiporter konnte Natrium fiir die Aufrechterhaltung eines bestimmten
internen pH-Wertes wihrend der CO,-Fixierung aus HCO;™ verantwortlich sein. Dies ist
allerdings eher unwahrscheinlich, da gezeigt werden konnte, dass die SbtA-abhingige HCOs -
Aufnahme stark vom umgebenden pH-Wert des Mediums beeinflusst wird. Die hochste
Aktivitit wurde bei einem pH von 9,0 nachgewiesen. Mit Abnahme des pH-Wertes
verringerte sich auch die HCOs-Aufnahme; so betrug sie bei einem pH von 8,0 noch 59 %
der vorherigen Aktivitdt und bei einem pH von 7,0 sogar nur noch 20 % (OGAWA & KAPLAN
2003).

Als zweite mogliche Funktion von Natrium wire denkbar, dass das Ion an den HCOj;-
Transporter bindet und so dessen Affinitdt zum Substrat verandert (OGAWA & KAPLAN 2003).
Ebenfalls vorstellbar wire der Transport von HCOs iiber einen Na'/HCO3 -Symport, dessen
Aktivitit eng mit einem Na'/H -Antiporter gekoppelt ist, der fiir den nétigen Na'-Gradienten
(AuNa") zwischen periplasmatischen Raum und Cytoplasma sorgt. Um diese These zu
untersuchen, wurde sowohl in Symechocystis PCC 6803 Wildtyp als auch in der
Doppelmutante AndhD3/ndhD4 (ndhD3 und ndhD4 kodieren fiir Untereinheiten der
NAD(P)H-Dehydrogenase) das Gen ntpJ inaktiviert, welches Homologien zur Untereinheit
von HKT1 aus Arabidopsis thaliana, einem an dem Na'-Transport beteiligten Protein,
aufwies (UozuMI et al. 2000). Die entsprechende AndhD3/ndhD4/ntpJ-Mutante zeigte eine
deutlich reduzierte HCOj;-Aufnahme im Vergleich zur Doppelmutante AndhD3/ndhD4
(SHIBATA et al. 2002b). Des Weiteren wurde mit dieser ntpJ-freien Mutante ein reduziertes
Wachstum bei Anzucht mit Luft-Begasung, jedoch kein vermindertes Wachstum bei
Kultivierung mit einer CO,-Konzentration von 3 % gemessen. Das Wachstum des Wildtyps,
bei dem nfpJ inaktiviert wurde, war bei einer Na'-Konzentration iiber 0,1 M deutlich
reduziert. Diese Erkenntnisse unterstiitzen die These, dass ein Natriumgradient iiber die
Cytoplasmamembran die treibende Kraft fiir die HCO;-Aufnahme mittels des SbtA-Systems
ist und dass HCOj3™ in einem Symport mit Natrium in die Zelle aufgenommen wird (OGAWA
& KAPLAN 2003).

Von den beiden HCOjs'-Transportern (CmpA und SbtA) nimmt das Natrium-abhéngige
Aufnahmesystem eine wichtigere Rolle als das CmpA-System ein (OGAWA & KAPLAN 2003).
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Mogliche Hinweise auf weitere Arten der HCOjs-Aufnahme in Synechocystis PCC 6803
konnten nicht bestétigt werden. So wurde zunédchst vermutet, dass Slr1515 aus Synechocystis
PCC 6803, einem Homolog zu IctB (Inorganic carbon transporter) aus Synechococcus
elongatus PCC 7942, in die HCOs-Aufnahme involviert sein konnte (KAPLAN & REINHOLD
1999, BONFIL et al. 1998). Um diese Theorie zu untersuchen, wurde eine Mutante
charakterisiert, deren HCO; -Aufnahme tiiber die bisher bekannten Transporter inaktiviert
worden war. Diese Synechocystis PCC 6803-Mutante AndhD3/ndhD4/sbtA/cmpA (SHIBATA
et al. 2002b) gab jedoch keinen weiteren Aufschluss dariiber, ob es noch ein zusédtzliches

HCOj -Aufnahmesystem gibt.

1.2.3 CO;-Aufnahme und Umwandlung zu HCOj' in der Zelle
Aufnahme von CO,

Cyanobakterien nehmen aufgrund ihrer hohen Affinitit zu CO, bevorzugt diese Kohlenstoff-
Quelle auf. Dies geschieht selbst unter alkalischen Bedingungen, wenn sich das chemische
Gleichgewicht von CO; in Richtung HCO3™ verschiebt (OGAWA & KAPLAN 2003).

Die Aufnahme von CO, in die Zelle erfolgt durch passive Diffusion durch die AuBere
Membran. Um den Diffusionsstrom aufrechtzuerhalten, bedarf es der Generierung eines
Gradienten, dessen Konzentration in der Zelle abnimmt. Hierzu wird das CO, in der Zelle
anschlieBend durch eine energieabhidngige Carboanhydrase dhnliche Reaktion (FRIDLYAND
et al. 1996) zu HCO5; umgewandelt. Hinweise auf diesen Vorgang gaben Untersuchungen der
CO;-Aufnahme, die zu einer Sattigungskinetik fiihrten (MILLER et al. 1990; VOLOKITA et al.
1984).

Bei der Umwandlung von CO, zu HCO; konnte die Energie-abhingige Reaktion eine
Konformationsdnderung des Carboanhydrase dhnlichen Komplexes sein, die dann zu einer
Herabsenkung der Affinitét fiir HCO;™ und/oder Steigerung der Affinitét fiir CO, fiihren kann.
Somit wiirde die Hydrations-Reaktion beglinstigt und die Dehydrations-Reaktion herabgesetzt
werden (FRIDLYAND et al. 1996). Diese Umwandlung von CO, zu HCOj; erfolgt in
alkalischen Taschen, die von spezialisierten NDH-1 Komplexen unter Beteiligung des
zyklischen Elektronentransportes in der Thylakoid-Membran gebildet werden (siche Abb.
1.9). Durch die Elektronen-Ubertragung im zyklischen Elektronentransport um PS I an dem
der NDH-1 Komplex beteiligt ist, werden der Tasche Protonen entzogen (KAPLAN &
REINHOLD 1999).
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Fiir Synechococcus UTEX 625 konnte gezeigt werden, dass die CO,-Aufnahme mit dem
zyklischen Elektronentransport in Verbindung steht, wihrend die HCO;-Aufnahme von dem

linearen Elektronentransport abhingig ist (L1 & CANVIN 1998).

Stroma C

S— {PS1
Thylakoid \\-._..J'"\_

Abb. 1.9: Darstellung eines moglichen Mechanismus zur Bildung einer alkalischen
Tasche in der Thylakoidmembran, in der die Umwandlung von CO, zu HCOj;  unter
EinfluB der zyklischen Elektronentransport-Kette um PS I stattfindet.

An der Alkalisierung dieser Tasche ist ein spezialisierter NDH-1 Komplex beteiligt
(PRICE et al. 1998; OHKAWA et al. 1998). Als Konsequenz aus der pH-Verédnderung
konnte CO, durch einen Carboanhydrase-dhnlichen Vorgang zu HCO;
umgewandelt werden. Hydrophobe Oberflichen kénnten die Diffusion von H'
zurilick ins Cytoplasma erschweren, was zur Stabilisierung der alkalischen Tasche
und damit zur Steigerung der Effizienz der Generierung von HCOj; beitragen wiirde.
(KAPLAN & REINHOLD 1999)

1.3 Zwei-Komponentensysteme

Cyanobakterien sind einer Vielzahl von Umwelteinfliissen ausgesetzt, welche wahrgenommen
werden miissen, um sich addquat anzupassen und um zu iiberleben. Die Verbindung zwischen
Signal und Zellantwort wird héufig durch ein sogenanntes regulatorisches Zwei-
Komponenten-System hergestellt (siche Abb. 1.10). Ein Zwei-Komponenten-System setzt
sich aus Proteinen der Signaltransduktionskette zusammen und besteht typischer Weise aus
einer Sensor-Kinase und einem Response-Regulator (CHANG & STEWART 1998; HAKENBECK
& STOCK 1996; MIZUNO et al. 1996). Die Sensor-Kinase nimmt iiber ihre Sensor-Doméne
Verdnderungen der Umwelt wahr und gibt die Information an den Response-Regulator weiter,
welcher dadurch aktiviert wird. Dieser bewirkt entsprechend dem dulleren Reiz Anpassungen
in der Gen-Expression oder nimmt Einfluss auf andere Abldufe in der Zelle. Da die Out-Put-
Doméne des Response-Regulators allerdings in der Regel DNA-bindende Eigenschaften

besitzt, wirkt dieser meistens als Transkriptionsfaktor (PARKINSON & KOFOID 1992).
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Stimulus Sensor Response regultor Response

NNy & Receptor Regulator

Abb. 1.10: Darstellung eines Zwei-Komponenten-Systems (LENGELER ef al. 1999, modifiziert).

Receiver

Output

Die Informationsweiterleitung zwischen Sensor-Kinase und Response-Regulator erfolgt
mittels Phosphotransfer-Reaktionen (Phosphorylierung und Dephosphorylierung) (L1 &
SHERMAN 2000; WEST & StocK 2001). Die meisten dieser Signaltransduktions-Proteine
besitzen eine der zwei allgemeinen Signal-Doménen fiir den Phosphotransfer - ndmliche eine
,» I ransmitter- oder eine ,,Receiver“-Doméne (MIZUNO et al. 1996). Eine typische Sensor-
Kinase tragt N-terminal eine Sensor-Doméne fiir die Signal-Wahrnehmung, sowie C-terminal
eine Transmitter-Domdne mit einem konservierten Histidin-Rest, welcher durch ATP
autophosphoryliert wird. Der Response-Regulator dagegen enthdlt N-terminal eine Receiver-
Domine und C-terminal eine ,,Signal-output“-Doméne. In seiner Receiver-Doméne ist ein
konservierter Aspartat-Rest lokalisiert, auf den die Phosphat-Gruppe des Phospho-Histidins
der Transmitter-Domédne {ibertragen wird. Die Aspartat-Phosphorylierung kontrolliert
entweder die Bindung an die Ziel-Sequenz der DNA oder interagiert mit anderen
Komponenten der Transkriptions-Maschine. Neben dieser Moglichkeit der Signaltransduktion
gibt es noch einen sogenannten ,alternativen Transmitter. Dieser enthélt eine kurze
,Konsensus“-Region mit einem konservierten Histidin-Rest. Dieser Histidin-Rest kann
sowohl eine Phosphat-Gruppe aufnehmen, als auch auf entsprechende Komponenten
iibertragen. Trigt ein Protein der Signal-Transduktion sowohl eine Kinase-Doméne als auch
eine Response-Regulator-Doméne, dann handelt es sich um eine Hybrid-Histidin-Kinase
(MIZUNO et al. 1996). Neben den normalen Zwei-Komponenten-Systemen und den Hybrid-
Histidin-Kinasen gibt es einige Zwei-Komponenten-Systeme, die mehr als eine Histidin-
Kinase oder mehr als einen Response-Regulator nutzen.

Zwei-Komponenten-Systeme finden sich sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten. In
Prokaryoten wurden diese Signaltransduktions-Komponenten in mehr als 50 verschiedenen
Bakterien nachgewiesen. Allein in Escherichia coli sind 40 verschiedene Sensor-Regulator-
Paare an einem reibungslosen Ablauf in der Zelle beteiligt (MIZUNO et al. 1996). Die
Vorstellung, dass es schon einer Vielzahl von Zwei-Komponenten-Systemen bedarf, um die
Vorginge in Escherichia coli zu koordinieren, ldsst erahnen, um wie viel komplexer
regulatorische  Abldufe in oxygenen photosynthetischen Prokaryoten, wie den

Cyanobakterien, sein miissen.
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Durch die vollstindige Aufklirung der Genom-Sequenz des Cyanobakteriums Synechocystis
PCC 6803 konnte damit begonnen werden, Gene zu identifizieren, die Eigenschaften von
Zwei-Komponenten-Systemen, wie Receiver-, Transmitter- oder alternative Transmitter-
Doménen, in sich tragen (KANEKO et al. 1996). Es konnten 80 ,,Open reading frames* (ORFs)
als Bestandteile von Zwei-Komponenten-Systemen nachgewiesen werden. Vergleiche dieser
ORFs hinsichtlich Ahnlichkeiten mit Genen von bekannten Zwei-Komponenten-Systemen
aus anderen Bakterien ergaben eine groBe Anzahl von Ubereinstimmungen. Analysen der
Aminosdure-Sequenz dieser Kandidaten zeigten, dass jeder von ihnen konservierte
Aminoséurebereiche und konservierte Aminosdure-Reste (Histidin oder Aspartat), die die
Phosphat-Gruppe aufnehmen, trigt. Mittels detailierterer Vergleichsanalysen konnten eine
Reihe von ORFs als Bestandteile von Zwei-Komponenten-Systemen identifiziert werden: 26
mogliche Sensor-Kinasen mit Transmitter-Doméne, 38 mogliche Response-Regulatoren mit
Receiver-Doméne und 16 mogliche Hybrid-Sensor-Kinasen, die sowohl einen Transmitter als

auch einen Receiver tragen (siche Tab. 1.1-2).

ORF Position AA Type®) Similarity
(L_end-R_end)

s110968 124,452-126,443 663 ----H Dfr
slr1414 179,734-181,047 437 - -(H) -
5111003 518,287-520,272 661 ----H -
slr1393 701,343-704,267 974 ~------ H -
sir1147 811,489-812,793 434 --H -
sll1124 862,262-866,377 1,371 ----------- H =
sll1353  1,084,757-1,087,753 998 - ------- H :
slr1805  1,278,293-1,280,542 749 - ---- H s

sll1590  1,491,634-1,492,686 350 -H -
sl11888  1,782,057-1,783,355 432 --H -

sl11871  1,808,922-1,810,946 674 ----H -

slr1285 1,881,917-1,883,311 464 - -(H) -

sll0337  2,370,818-2,372,110 430 --H SphS
sllo750  2,421,536-2,422,687 383 --H SarA
slr0473  2,607,812-2,610,058 748 ----- H Phytochrome
slr0484  2,618,067-2,620,094 675 ----H -

slr0640  2,661,959-2,663,284 441 --H -
slr0210  2,747,604-2,748,857 417 --H B
sir0073  2,869,752-2,870,699 315 H? -

sll0474  2,927,280-2,929,700 806 ----H-- -
sll0094  2,990,525-2,991,898 457 - -(H) -
slr0311  3,032,495-3,034,774 759 ~===-- H -

510798  3,048,901-3,050,265 454 --H .
sll0790  3,063,548-3,064,924 458 - -H .
slr0533  3,192,683-3,193,900 405 - -H 4
sll1475  3,399,457-3,400,350 297 H =

Tab. 1.1: Liste der Sensor-Kinasen in dem Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803.

Die charakteristische Struktur der einzelnen Kinasen ist durch Symbole dargestellt: H
symbolisiert einen Transmitter mit einem autophosphorylierbaren Histidin-Rest, der Strich
und der Punkt stehen fiir Aminosdure-Sequenzen mit einer Linge von 100 bzw. 50
Aminosduren. Vergleichsanalysen der ORFs aus Synechocystis PCC 6803 mit E. coli
ergaben 26 mogliche Histidin-Kinasen. (MIZUNO et al. 1996)
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Die Signal-Input-Doménen der 26 moglichen Sensor-Kinasen konnten aufgrund ihrer
Aminosdure-Sequenz unterschiedliche Signale wahrnehmen. Die 38 mdglichen Response-
Regulatoren wurden groftenteils in verschiedene Unterfamilien eingeteilt, z. B. CheY-,
OmpR-, NarL- oder PatA-Unterfamilie. So ist CheY z. B. auf molekularer Ebene an der
Rotation des Flagellarmotors in E. coli beteiligt. Bei den 16 Hybrid-Sensor-Kinasen in
Synechocystis PCC 6803 tragen einige noch zusétzlich eine alternative Transmitter-Doméne.
Von den 80 ORFs liegen nur 32 als Kinase-Response-Regulator-Paar vor, wihrend die

ibrigen separat im Genom vorhanden sind. (MIZUNO et al. 1996).

ORF Position AA Type®) Similarity
(L-end-R_end)

sll1672 253,125-255,629 834 ----HD- -
slr1400 402,290-403,432 380 DH -
slr1759 533,086-537,474 1,462 -------- HDDH?2 -
s111296 684,560-687,334 924 CheA-D CheA
sll1905  1,441,002-1,444,046 1,014 D--H- -DH? -
slr2098  1,563,115-1,566,900 1,261 ------ HDDH? .
slr2099  1,566,990-1,568,090 366 DH £
slr2104  1,572,849-1,575,701 950 -----. HDH? -

slr1324 1,653,402-1,654,664 420 DH -
sll1229  1,663,554-1,664,690 378 DH -
sll1228  1,664,798-1,666,699 633 - -HD- -

slr1969  1,777,729-1,779,981 750 ----HD -
sll1555  1,980,365-1,981,471 368 DH -
slr0322  2,271,581-2,274,868 1,095 CheADD CheA
slr0222  2,518,321-2,521,857 1,178 D-------- H -
sll0043  3,144,212-3,148,420 1,402 H2-CheA-D CheA

Tab. 1.2: Liste  der  Hybrid-Histidin-Kinasen = in  dem  Cyanobakterium
Synechocystis PCC 6803.

Die charakteristische Struktur der einzelnen Hybrid-Histidin-Kinasen ist durch Symbole
dargestellt: H symbolisiert einen Transmitter mit einem autophosphorylierbaren Histidin-
Rest, D symbolisiert eine Receiver-Domine mit einem konservierten phosphorylierbaren
Aspartat-Rest. Der Strich und der Punkt stehen fiir Aminoséure-Sequenzen mit einer Lénge
von 100 bzw. 50 Aminosduren. Vergleichsanalysen der ORFs aus Synechocystis PCC 6803
mit E. coli ergaben 16 mogliche Hybrid-Histidin-Kinasen. (MIZUNO et al. 1996)

Da fiir bestimmte Reizwahrnehmungen der Histidin-Kinasen sogenannte PAS-Domidnen

essentiell sind, sollen diese im Folgenden niher beschrieben werden.

1.3.1 PAS-Dominen

Der Name PAS ist ein Akronym, welches aus den Namen der Proteine gebildet wurde, in
denen diese Domine zuerst nachgewiesen wurde: Drosophila period clock protein (PER), aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) aus Vertebraten, sowie Drosophila single-
minded protein (SIM) (NAMBU et al. 1991).

PAS-Doménen konnten in Archaeten, Bakterien und Eukaryoten nachgewiesen werden.
Trotzdem ist nur wenig liber die Mechanismen der Signaltransduktion bekannt. So kennt man

diese Funktion bislang nur fiir den Photo-Sensor PYP (Photoactive Yellow Protein) aus
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Bakterien und den Sauerstoff-Sensor FixL (REPIK ef al. 2000). PAS-Dominen kdnnen aber
auch Umweltfaktoren messen, die die Zellmembran iiberwinden und dann den
Zellmetabolismus beeinflussen kdnnen (TAYLOR & ZHULIN 1999).

PAS-Doménen wurden hauptsdchlich in Proteinen nachgewiesen, die sowohl direkt als auch
indirekt an der Signal-Transduktion beteiligt sind. Bei den PAS-Doménen-tragenden
Proteinen, deren Funktion bekannt ist, handelt es sich meist um Rezeptoren, Signal-
Transducer oder Transkriptionsfaktoren (ZHULIN et al. 1997). In Bakterien und Archaeten
wurden PAS-Doménen hauptsidchlich in Sensoren von Zwei-Komponenten-Systemen
gefunden. In Eukaryoten wurden die PAS-Dominen in Transkriptionsfaktoren sowie in
Ionen-Kanélen, die auf Spannung reagieren, nachgewiesen. Die Anwesenheit mehrerer PAS-
Doménen in einem Protein kdnnte bedeuten, dass verschiedene Reize wahrgenommen werden
konnen (TAYLOR & ZHULIN 1999).

Die meisten PAS-Doménen in Prokaryoten sind in Histidin-Sensor-Kinasen enthalten
(PONTING & ARAVIND 1997; ZHULIN & TAYLOR 1998). PAS-Doménen sind hier beteiligt an
der Wahrnehmung von Verdnderungen in der Sauerstoff-Konzentration, im Redoxpotential
oder in Licht-Intensitdten, sowie in Bezug auf den gesamten Energiestatus der Zell. Sie sind
im Cytosol lokalisiert und nehmen vermutlich Signale innerhalb der Zelle wahr (ZHULIN &
TAYLOR 1999). Extrazellulire Verdanderungen konnten auch direkt gemessen werden, indem
externe Stimuli in die Zelle gelangen, wie z. B. Licht. Die PAS-Doménen kénnten auch
indirekt auf diese Stimuli reagieren, indem sie Verdnderungen in der Zelle wahrnehmen,
welche durch dufere Einfliisse entstehen. PAS-Doménen kommen sowohl in ldslichen als
auch in Membran-gebundenen Proteinen vor. Wenn sie Bestandteil von Membran-
gebundenen Proteinen sind, dann sind sie in der Ndhe der Membran lokalisiert,
moglicherweise um mit Domidnen anderer Membran-assoziierter Proteine zu interagieren
(TAYLOR & ZHULIN 1999). Die Wahrnehmung von bestimmten Signalen durch PAS-
Doménen basiert auf der Assoziation eines Kofaktors, wie z. B. FAD (TAYLOR & ZHULIN
1999). In PAS-Doménen-enthaltenen Proteinen wurden bisher nachfolgende Kofaktoren
nachgewiesen: Him, Fe-S, FMN / FAD sowie 4-Hydroxycinnamyl (TAYLOR & ZHULIN 1999)
Es konnte keine Korrelation zwischen der Anzahl der PAS-Dominen und der Grofle des
Bakterien-Genoms festgestellt werden (TAYLOR & ZHULIN 1999). Allerdings konnte gezeigt
werden, dass eine Korrelation zwischen der Gesamtzahl von PAS-Domédnen und den
Komponenten der am respiratorischen und photosynthetischen Elektronentransport beteiligten
Proteinen in vollstindig sequenzierten bakteriellen Genomen besteht (siehe Tab. 1.3) (ZHULIN
& TAYLOR 1998).
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Arten PAS* Elektronentransport”
Borrelia burgdorferi 0 5
Mycoplasma genitalum 0 7
Methanococcus jannaschii 0 30
Haemophilis influenzae 0 40
Heliobacter pylori 0 47
Escherichia coli 6 (8) 64
Methanobacterium thermoautotrophicum 9 (15) 68
Bacillus subtilis 6 (8) 69
Agquiflex aeolicus 6 (7) 76
Synechocystis sp. PCC 6803 17 (47) 108
Archaeoglobus fulgidus 17 (32) 120

*Anzahl der Protein-Sequenzen mit postulierten PAS-Doménen
®Anzahl der am Elektronentransport beteiligten Proteine

Tab. 1.3: Die Anzahl PAS-Dominen enthaltenen Proteine (in Klammern: Gesamtanzahl von PAS-Doménen) in
einem Organismus ist mit der Komplexitit und mit der Anzahl der am Elektronentransport beteiligten Proteine in
dieser Spezies korreliert (Taylor & Zhulin 1999).

1.3.2 Beispiele fiir Hybrid-Sensor-Kinasen

Hybrid-Sensor-Kinasen sind aufgrund ihrer Komplexitdt in der Lage mehrere Signale zu
verarbeiten. Von den flinf in E. coli bekannten Hybrid-Sensor-Kinasen (MI1zUNO 1997)
werden im Folgenden das ArcB- und das BarA-System sowie Aer vorgestellt. ArcB und Aer
sind relativ gut charakterisiert, wihrend die Funktion von BarA erst kiirzlich teilweise geklért

werden konnte.

Die Histidin-Kinase ArcB

Das Arc (Anoxic redox control)-Zwei-Komponenten-System ist ein wichtiges Element in der
komplexen Regulation auf Transkriptionsebene, wodurch fakultativ anaerobe Bakterien, wie
z. B. E. coli, verschiedene respiratorische Wachstumsbedingungen wahrnehmen und ihre
Gen-Expression an die Umweltverhéltnisse anpassen konnen. Es ist aus der ArcB:Sensor-
Kinase (einer Tripartit-Hybrid-Kinase) und dem ArcA:Response-Regulator im Cytosol
aufgebaut. Dieses Zwei-Komponenten-System reguliert die Expression von zahlreichen
Genen in  Abhidngigkeit von  Verdnderungen der Redox-Bedingungen der
Cytoplasmamembran und in Abhéngigkeit vom Metaboliten-Zustand der Zelle. ArcB hat im
Vergleich zu typischen Tripartit-Sensor-Kinasen nur eine sehr kurze periplasmatische
Aminosdure-Sequenz (eine Sequenz aus 16 Aminosduren) zwischen seinen beiden
Transmembranbereichen, die am N-terminalen Ende des Proteins lokalisiert sind. Diese

beiden Transmembranbereiche sind nicht direkt an der Signalwahrnehmung beteiligt, sondern
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sorgen fiir eine Verankerung der Kinase in der Membran in der Ndhe zur Signalquelle. Der
ins Cytoplasma reichende Bereich von ArcB ist ebenfalls ungewohnlich. So besitzt ArcB drei
katalytische Dominen, nidmlich einen N-terminalen primiren Transmitter mit einem
konservierten Histidin-Rest (an Position 292), einen zentralen Receiver mit einem
konservierten Aspartat (an Position 576), sowie eine C-terminale Phosphotransfer-Domine
mit ebenfalls einem konservierten Histidin-Rest (an Position 717). AuBlerdem befinden sich
im Bereich zwischen katalytischem Zentrum und Transmembrandominen ein mdglicher
Leucin-,,Zipper” sowie eine PAS-Doméne. ArcA ist dagegen ein klassischer Response-
Regulator mit einer N-terminalen Receiver-Domine, die einen konservierten Aspartat-Rest
(an Position 54) trdagt, und einer Helix-turn-helix-Domédne am C-terminalen Ende fiir
Interaktionen mit der DNA. In Abb. 1.11 ist das Zwei-Komponenten-System ArcB-ArcA
dargestellt.

1
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Abb. 1.11: Schematische Darstellung des ArcB-ArcA-
Phosphorelay Systems. Transmembran-Doménen sind
schwarz dargestellt. Von links ausgehend sind die
Komponenten von ArcB gezeigt: PAS-Domine,
Transmitter-Domédne, Receiver-Domédne und HPt-
Doméne (nach MATSUSHIKA & MIZUNO 1998,
verdndert durch TAYLOR & ZHULIN 1999). Die Kinase
wird lber den Redox-Zustand der respiratorischen
Elektronentransport-Kette und den Metaboliten-Status
der Zelle reguliert.

Unter  reduzierenden Bedingungen findet am  ArcB eine  ATP-abhidngige
Autophosphorylierung statt, einem Vorgang, der durch bestimmte Metabolite des anaeroben
Stoffwechsels, wie z. B. D-Laktat, Acetat oder Pyruvat, verstiarkt werden kann. Es folgt dann
eine Ubertragung des Phosphatrestes auf ArcA, iiber einen sogenannten Phosphorelay-
Vorgang: His292 — Asp576 — His717 — Asp54, was eine Erhohung der Affinitdt von ArcA
fiir seine Ziel-DNA bewirkt. Im phosphorylierten Zustand unterdriickt ArcA-P einerseits die

Expression vieler Gene, die in dem respiratorischen Metabolismus involviert sind, z. B.
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Enzyme des Elektronentransports, des Tricarbonsdure-Zyklus und des Glyoxylat-Shunts.
Andererseits bewirkt ArcA-P durch Binden an spezifische DNA-Sequenzen die Aktivierung
von Genen, die fiir Proteine des fermentativen Metabolismus kodieren, z. B. Hydrogenase 1.
Unter aeroben Bedingungen wird ArcB durch oxidiertes Chinon, das als direktes negatives
Signal wirkt, inhibiert. ArcB iibernimmt dann die Funktion einer Phosphatase und bewirkt
eine Dephosphorylierung von ArcA-P iiber einen umgekehrten Phosphorelay Asp54 —
His717 — Asp576 — Pi. Der molekulare Ablauf der Inhibierung von ArcB ist mittlerweile
durch MALPICA et al. (2004) sehr gut aufgekléart. Hierbei spielt die Oxidation von zwei im
Cytosol lokalisierten redox-aktiven Cystein-Resten der Kinase eine Rolle. Durch Chinon
findet eine Oxidation der Cystein-Reste unter Ausbildung einer Disulfid-Bindung statt. Die
Regulation der ArcB-Kinase erfolgt somit iiber eine Redox-Regulation in Abhingigkeit des
Redox-Zustandes des Chinon-Pool der respiratorischen Elektronentransport-Kette und in

Abhingigkeit vom Metaboliten-Status des Cytosols (MALPICA et al. 2004).

Die Histidin-Kinase BarA

Ein weiteres Beispiel flir eine sehr komplexe Tripartit-Hybrid-Sensor-Kinase ist BarA aus
E. coli. BarA gehort zur ArcB-Unterfamilie der Sensor-Kinasen, die drei katalytische
Dominen aufweisen. Der Partner dieser Membran-assoziierten Kinase ist der Response-
Regulator UvrY. Das phosphorylierte BarA iibertrdgt Phosphat-Gruppen auf UvrY. Es sind
keine weiteren Proteine bekannt, die an dieser Ubertragung beteiligt wiren, so dass davon
ausgegangen wird, dass die Ubertragung direkt stattfindet.

Das Zwei-Komponenten-System BarA-UvrY reguliert das Csr-System (Carbon storage
regulation). PERNESTIG et al. (2003) stellte die These auf, dass das BarA-UvrY-Zwei-
Komponenten-System den Kohlenstoff-Metabolismus iiber das CsrA/CsrB-System reguliert
(siche Abb. 1.12). Die Regulation erfolgt durch eine positive Kontrolle der untranslatierten
RNA von CsrB. Es ist bekannt, dass groBBe Mengen von CsrB-RNA das CsrA-Protein, ein
RNA-Bindeprotein, binden. CsrA reguliert den Kohlenstoff-Flu} in der Zelle, indem es die
Expression von Genen, die an der Glykolyse beteiligt sind, aktiviert und andererseits die
Expression von Genen der Gluconeogenese hemmt.

PERNESTIG ef al. (2003) konnte mit E. coli in Langzeit-Kompetitionsversuchen zwischen WT
und Mutanten, in denen BarA oder UvrY inaktiviert wurde, zeigen, dass je nach Art der
angebotenen Kohlenstoff-Quelle sich ein Wachstumsvorteil fiir den Wildtyp oder fiir die
Mutante ergab:
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Bei Wachstum mit Kohlenstoff-Quellen, die in die Glykolyse eingehen, besitzt der Wildtyp
einen Wachstumsvorteil. Die hier notige Flexibilitdt, um die wihrend einer Langzeitanzucht
sich ansammelnden verschiedenen Zwischenprodukte umsetzen zu konnen, ist in den
Mutanten nicht mehr gegeben, wodurch sie langsamer wachsen als der Wildtyp.

Bei Zugabe von Kohlenstoff-Quellen, die in der Gluconeogenese genutzt werden, hatten die
BarA- und UvrY-freien Mutanten gegeniiber dem Wildtyp einen Vorteil und wuchsen besser.
Dies wurde damit erkldrt, dass diese Mutanten nicht mehr in der Lage waren, zwischen
verschiedenen metabolischen Stoffwechselvorgidngen zu wechseln, die unter Langzeitanzucht
keinen Vorteil erbringen wiirden, da die Energie unter diesen Bedingungen aus dem Krebs-
Zyklus resultiert. Zudem ist bekannt, das CsrA unter bestimmten Bedingungen die
Aminosdure-Aufnahme beeinflusst (WEI et al. 2000). Eine weitere Moglichkeit fiir den
Wachstumvorteil der Mutante kdnnte darin liegen, dass die Enzyme der Glukoneogenese iiber
das Csr-System herunterreguliert werden. Dies ist im Wildtyp nicht der Fall, wodurch es zum

Ablauf von ,,unnétigen Vorgéngen in der Zelle kommen konnte.

\Slimulus
P
D CsrA
P protein
P —p SO
ow o [H]F =g
5 O
I -._) *
UvrY \
RN\

+ > RNA Abb  1.12: Schematische Darstellung der
csrB Regulation des Kohlenstoff-Metabolismus {iber
v das Zwei-Komponenten-System  BarA-UvrY.
_ - yoT— Durch ein bislang unbekanntes Signal wird die
Metabolic step Genes (+,-,0) Histidin-Sensor-Kinase BarA, die auf der
Glycogen synthesis glgC - Innenseite der Inneren Membran lokalisiert ist,
ﬂ‘:;; ) stimuliert, was zu einer Phosphorylierung des
glgS - entsprechenden UvrY-Response-Regulators fiihrt.
Glycogen catabolism #i«*; . Der phosphorylierte UvrY-Response-Regulator
Gluconeogenesis ;:;‘! . wirkt sich positiv auf die Transkription des CsrB-
fbp - Gens aus. Untranslatierte CsrB-RNA bindet freie
::i’:u i CsrA-Proteine. Freies CsrA hat den dargestellten
Glycolysis pei + Effekt auf den Kohlenstoff-Metabolismus durch
pikA + posttranskriptionale Regulation (ROMEO 1998).
’;;ffg . PERNESTIG et al. (2003) zeigte, dass dieses Zwei-
eno + Komponenten-System wichtig ist bei Anzucht mit
f’-‘:if f'] Medien, in dem es von Vorteil ist, wenn die
Pentose phosphate shunt i:':‘_.,-/ 0 Bakterien schnell zwischen verschiedenen
gnd 0 Kohlenstoff-Quellen wechseln miissen. Es konnte
Glyoxalate shunt :E:f N gezeigt werden, dass CsrA die dargestellten Gene
Acetate metabolism s + aktiviert (+), hemmt (-) oder keinen Einfluss (0)
TCA-cycle icd 0 auf sie hat. Abkiirzungen: OM, outer membrane,

gt 2 IM, inner membrane (PERNESTIG et al. 2003).

26



Finleitung

Es ist noch nicht bekannt, welches das physiologische Signal ist, das von dem Sensor von
BarA wahrgenommen wird. PERNESTIG et al. (2003) schlidgt vor, dass es sich hierbei um

Metabolite handelt, die den vorherrschenden Energiestatus der Zelle représentieren.

Die Histidin-Kinase Aer

Fiir Bakterien, wie z. B. E. coli oder Salmonella thyphimurium, die nur unter aeroben
Bedingungen effektiv wachsen konnen, ist die sogenannte Aerotaxis (Bewegung in Richtung
Sauerstoff) eine wichtige Anpassung. Dies macht ein funktionelles Elektronen-
Transportsystem mit Sauerstoff als Elektronenakzeptor erforderlich (LASZLO & TAYLOR,
1981; TAYLOR, 1983). Verdnderungen im Redox- oder Energie-Status der
Elektronentransport-Kette werden von dem Signal-Transducer Aer wahrgenommen und in ein
entsprechendes Signal tibertragen (sieche Abb. 1.13). Dies fiihrt letztendlich zu einer
Verdnderung der Rotation des Flagellar-Motors, wodurch sich die Zellen in Sauerstoff-
reichere Regionen bewegen. Aer ist eine Tripartit-Hybrid-Kinase, die nicht kovalent-
gebundenes FAD enthidlt. FAD ist liber die PAS- und die Hamp-Doméne gebunden. Die
Eigenschaften von Aer-assoziiertem FAD lassen darauf schlieen, dass Aer mdglicherweise
Verdnderungen in der Elektronentransportkette misst, und zwar zwischen Dehydrogenasen
und Chinonen. Aer konnte auch indirekt Verdnderungen im Protonendruck messen, da eine
vom Protonendruck abhidngige Umkehr des Elektronentransports FAD reduzieren konnte. In
Aer konnte eine hochkonservierte PAS-Domine, die in der Zelle lokalisiert ist, nachgewiesen
werden, welche auch in verschiedenen anderen Sensor-Proteinen gefunden wurde (ZHULIN et

al. 1997).

Quinones
3 Tsr S l Aer

? Protan Motive,__ [Electron Transport
System

-— Force
FAD
o

Periplasm

Abb. 1.13: Schematische Darstellung der Energie-Sensor-Eigenschaft von Aer. Aer nimmt Veridnderungen im
Elektronentransport-System wahr, was vermutlich iiber den Kofaktor FAD von Aer ablduft. Homologe Signal-
Doménen in Aer binden an den CheA/CheW-Komplex und regulieren letztendlich die Phosphorylierung des
CheY Response-Regulators. A, CheA Sensor-Kinase; W, CheW docking protein; Y, CheY response regulator;
Z, CheZ phosphatase (REBBAPRAGADA 1997).
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1.4 Ziele der Arbeit

In Cyanobakterien besteht eine komplexe Wechselbeziehung zwischen Photosynthese und
Respiration sowie Kohlenstoff-Anabolismus und -Katabolismus. In Bezug auf die
Koordination dieser Stoffwechselwege gibt es nach wie vor sehr viele offene Fragen. Aus
heterotroph wachsenden Bakterien, wie Escherichia coli, ist bekannt, dass viele metabolische
Stoffwechselwege iiber Zwei-Komponenten-Systeme, die in der Regel aus einer Histidin-
Kinase und einem Response-Regulator bestehen, reguliert werden.

Das Genom des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 liegt vollstindig sequenziert
vor. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Cyanobakterium 42 Histidin-Kinasen besitzt
(MIZUNO et al. 1996), und in der Gruppe von Prof. Murata (SUZUKI et al. 2000) lagen zu
Beginn meiner Arbeiten auch bereits alle Histidin-Kinase-freien Synechocystis-Mutanten vor.
Das Ziel meiner Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstindnis der komplexen
Wechselbeziechung der oben definierten Stoffwechselvorgéinge in dem Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803 zu erarbeiten. Um dieses Ziel zu erlangen, sollte zundchst mit
einem bioinformatischen Ansatz eine Histidin-Kinase, die eine mogliche Rolle in der
Koordination einiger dieser Stoffwechselwege haben konnte, in dem Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803 ausgewihlt werden.

Nach der Auswahl einer solchen Histidin-Kinase sollte es dann das Ziel sein zu kldren,
welche Stoffwechselwege durch diese Kinase reguliert werden. Dies sollte durch
vergleichende Analysen von Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp und einer entsprechenden
Histidin-Kinase-freien Mutante (die aus dem Labor von Prof. Murata zur Verfiigung gestellt
werden konnte) erfolgen.

Um dieses Ziel zu erlangen sollten zundchst Wachstumsbedingungen gefunden werden, unter
denen das Wachstum der Histidin-Kinase-freien Mutante Unterschiede zum Wachstum des
Wildtyps  zeigt. Nach Kultivierung der Zellen unter den entsprechenden
Wachstumsbedingungen sollten dann die Wildtyp- und Mutanten-Zellen mit Hilfe von
molekularbiologischen Methoden weiter charakterisiert werden, um den Phénotyp der
Mutante genau definieren zu kénnen.

Das iibergeordnete Ziel meiner Arbeiten war es somit zu kliaren, welche Funktion die von mir
ausgewdhlte Histidin-Kinase in der Regulation des Kohlenhydrat-Stoffwechsels in dem

Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 besitzt.
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2. Material und Methoden

Sofern dies nicht anders vermerkt ist, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen,
Aldrich, Fluka, Bio-Rad, Roche, Sigma und VWR bezogen.

2.1 Verwendete Staimme von Synechocystis PCC 6803

Die Untersuchungen wurden mit dem Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803 und der aus
diesem Wildtyp generierten Slr1759-freien Mutante (Hik14) durchgefiihrt. Der Wildtyp und
die Mutante Hik14 stammen aus dem Labor von Prof. Dr. Norio Murata und Prof. Dr. Iwane
Suzuki (Division of Cellular Regulation, National Institute for Basic Biology, Myodaiji,
Okazaki 444-8585 Japan) und wurde uns freundlicherweise fiir unsere Untersuchungen zur
Verfligung gestellt. Wildtyp und Hikl4 wurde uns iiber Prof. Dr. Hagemann aus der
Universitdt Rostock zugeschickt. Die Mutante enthdlt in dem Gen slr/759 eine Resistenz-
Kassette (Spektinomycin) und ist vollstindig segregiert (SUZUKI et al. 2000). In dem
Experiment, in dem die Kulturen auf Photoinhibition getestet wurden, wurde die PsbO-freie
Synechocystis PCC 6803 Mutante, hergestellt von Alexandra Lott, und der entsprechende
Wildtyp (Institut Pasteur, Collection National de Cultures de Microorganismes, Paris Cedex,

Frankreich) als Kontrolle verwendet (LOTT 1993; ENGELS et al. 1994).

2.2 Anzucht von Synechocystis PCC 6803

Abb. 2.1: Kultivierung der Synechocystis PCC 6803 Kulturen bei einer Lichtintensitit
von 200 pE m? x s™.
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Die Anzucht der Kulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen in Gaswaschflaschen (250 ml).

Die Zellen wurden, falls nicht anders vermerkt, mit Pressluft, die mit 2 % CO, angereichert

wurde, begast. Um das Gasgemisch zu reinigen, wurde es nacheinander durch 2 N H,SOy,

steriles bidest. H,O und einen sterilen Filter (Midisart 2000, Satorius, & 0,2 pm) geleitet. Die

Gaswaschflaschen wurden in den Algenbecken in 30°C warmem Wasser temperiert und mit

Lampen von Philips (Cool Spot, & 12°, 150 W) bei einer Lichtintensitit von 200 pE m™ s

oder von 60 pnE m™ s beleuchtet. Die Lichtintensitit wurde auf der Wasseroberfliche mit

einem LI-250 Light Meter mit einem LI-190SZ Quantum Sensor (Li-COR, Lincoln,

Nebraska, USA) in einem Wellenldngenbereich von 400 nm bis 700 nm gemessen. In

Abb. 2.1 ist der Aufbau eines Anzuchtbeckens gezeigt. Die Zellen wurden in BG11-Medium

nach RIPPKA et al. (1979) mit leichten Verdnderungen angezogen (siche STEPHAN et al.

2000).
Substanz MG Stammlsg. ml Stammlsg. Endkonz. im
[g mol™] [g1] 1 Nahrmedium™ Néhrmedium

NaNO; 84,99 150,0 10 17,650 mM
K,HPO, x 3 H,O 228,23 41,0 1 0,180 mM
MgSO,4 x 7 H,0O 246,48 74,0 1 0,300 mM
CaCl, x 2 H,O 147,02 36,7 1 0,250 mM
Na,-EDTA* 372,24 1,1 1 0,003 mM
Na,CO; 105,99 20,1 1 0,190 mM
Zitronensaure x H,O 210,14 6,2 1 0,029 mM
Eisen-III-Citrat* x 5 335,03 1,0 10 0,030 mM
H,0

Mikroelemente- - - 1 -
Stammlsg.

H;BO; 61,83 2,8400 46,00 uM
CoSO4 x 7 HO* 281,10 0,0477 0,17 uM
CuSOs4 x 5 H,O 249,68 0,0799 0,32 uM
MnCl, x 4 H,O 197,91 1,8200 9,20 UM
Na,MoO4 x 2 H,O 241,95 0,3871 1,60 uM
ZnSO04 x 7 H,0 287,54 0,2214 0,77 uM

Tab. 2.1: Zusammensetzung des BG11-Mediums (modifiziert nach RIPPKA ef al. 1979).

Nach dem Autoklavieren des BG11-Mediums betrug dessen pH-Wert 7,5.
Eisen-III-Citrat und Citronensdure wurden nach dem Autoklavieren bei 4°C gelagert, alle iibrigen
Stammbkulturen bei Raumtemperatur.
*Modifikationen: EDTA wird nach RIPPKA et al. (1979) als Dinatrium-Magnesium-Salz (0,001 g/l Medium),
Eisen-III-Citrat als Ammoniumsalz (0,006 g/l Medium) und Kobalt als Co(NO;), x 6 H,O (0,0494 g/l

Mikroelemente Stammldsung) eingesetzt. Unsere Modifikationen (*) beziehen sich auf diese drei Substanzen.
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Autoklaviertes BG11-Medium hatte einen pH-Wert von 7,5. Durch die Begasung mit Luft / 2
% CO, sank der pH-Wert des BG11-Mediums ohne Zellen von 7,1 auf bis zu pH 6,3. Das
Medium wurde sowohl ohne als auch mit zusitzlichem 50 mM Epps-NaOH oder Mops-
NaOH pH 7,5 verwendet. Bei zusétzlicher Pufferung blieb der pH-Wert des Mediums in
einem Bereich von 7,1 bis 7,4. Fir die Anzucht der Mutanten wurde dem Medium
Spektinomycin (20 pg ml Medium™) fiir die Slr1759-freie Mutante und Kanamycinsulfat
(7,5 pg ml Medium™) fiir die PsbO-freie Mutante zugesetzt. Die Kultivierung des
Synechocystis PCC 6803 Wildtyps erfolgte entsprechend ohne Zugabe eines Antibiotikums.

Die Stammkulturen wurden bei einer Belichtung mit 200 pE m™ s in einem dreitigigen
Rhythmus tiberimpft, indem am Ende einer solchen Periode soviel von der Stammkultur in
frisches BG11-Medium iiberfilhrt wurde, wie einer Zelldichte von OD750nm von 0,4
(= 0,4 pl Zellen ml Medium™) entspricht. Die Zelldichte wurde in einem Spektralphotometer
(UV-1202, Shimadzu) bei einer Wellenldnge von 750 nm gemessen. Bei einer Lichtintensitét

von 60 pE m? s’

wurden die Stammbkulturen in einem zweitéigigen Rhythmus mit einer
Zelldichte von OD75ppm von 0,4 {iberimpft. Die Anzuchtdauer und die Animpfdichte fiir die
Experimente sind fiir den jeweiligen Versuch unter dem Kapitel Ergebnisse aufgefiihrt. Zum
Animpfen der Zellen fiir die Experimente wurden die Kulturen unter sterilen Bedingungen fiir
15 min bei 2200 x g abzentrifugiert und anschlieBend in frischem BGI11-Medium
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde dann zum Animpfen der Versuchskulturen

verwendet.

2.3 Anzucht mit verschiedenen Stickstoffquellen

Zur Anzucht auf anderen Stickstoffquellen als Nitrat wurde NaNO;-freies BG11-Medium
verwendet, das vor dem Autoklavieren mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5 abgepuffert wurde.
Als alternative Stickstoffquelle wurden 5 mM NH4Cl ausgewihlt. NH4Cl wurde hierzu in
Wasser gelost, durch einen Minisart Einwegfilter (0,2 um Porengrof3e) sterilfiltriert und beim

Animpfen der Kulturen zum Nitrat-freien BG11-Medium gegeben.

2.4 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte einer Kultur oder Zellsuspension wurde durch Messung der optischen Dichte
bei 750 nm (OD750nm) in einem Perkin-Elmer A3 Spektralphotometer bei RT gegen BGI11
bestimmt (FLORES et al. 1982). Hierfiir wurden Glaskiivetten mit 1 cm Schichtdicke
verwendet. Eine OD7son, von 0,1 entspricht dabei ungefdhr einer Zelldichte von 0,1 pl
gepacktem Zellvolumen (GZV) ml Zellkultur'. Diese Beziehung ist bis zu einer OD750,m VOn

0,1 linear.
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2.5 Zellernte der Kulturen fiir physiologische Messungen sowie fiir SDS-PAGE und
Northern Blot-Hybridisierung

2.5.1 Zellernte der Kulturen fiir physiologische Messungen

Zur Zellernte wurden die Kulturen in einer Stockzentrifuge fiir 20 min bei 2200 x g
zentrifugiert. Anschliefend wurde das Pellet je nach Experiment mit Puffer oder neuem
Medium gewaschen und erneut fiir 20 min bei 2200 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde dann
in Puffer oder Medium aufgenommen und auf 100 pl GZV ml Zellsuspension™ eingestellt.
Hierzu wurde die Zelldichte im Photometer bei einer Wellenldnge von OD7sg,p, tiberpriift. Um
genaue Messungen durchfithren zu konnen, wurde jeweils eine 1:200-Verdiinnung fiir die

Messung im Photometer hergestellt.

2.5.2 Zellernte der Kulturen fiir SDS-PAGE und Northern Blot-Hybridisierung

Nach der Anzucht der Kulturen wurden jeweils 30 - 35 ml Aliquots in Falcon-Tubes, die
vorher auf Eis gekiihlt wurden, iiberfithrt. Zu den Aliquots wurde Eis gegeben, bis die
Falcon-Tubes randvoll waren, um die Proben zu kiihlen. Dann erfolgte eine Zentrifugation fiir
3 min bei 3000 x g. Der Uberstand wurde ziigig dekantiert, sodass moglichst kein
Fliissigkeitsrest iiber dem Pellet zuriick blieb. Das Pellet wurde anschlieend in fliissigen
Stickstoff schockgefroren. Entweder wurden die Proben direkt verwendet oder bei —20°C

gelagert.

2.6 Bestimmung des Chlorophyll-Gehalts

Die Bestimmung der Chlorophyll-Konzentration der Proben erfolgte nach GRIMME und
BOARDMAN (1972) mittels einer Methanolextraktion.
Die Chlorophyll-Konzentration wurde sowohl mit Originalkulturen als auch mit auf 100 pl

GZV ml™ eingestellten Zellsuspensionen gemessen.

2.6.1 Chlorophyll-Bestimmung mit Originalkultur

Zwischen 1 bis 5 ml der Originalkultur wurden 5 min bei 2900 x g (Labofuge Ae, Heraeus
Sepatech) abzentrifugiert und das Pellet in 2,5 ml Methanol (100 %, p.a.) resuspendiert. Nach
10 min Inkubation erfolgte eine weitere Zentrifugation fiir 5 min bei 2900 x g. Der Uberstand
wurde im Perkin-Elmer A3 Spektralphotometer bei den Wellenldngen 665 nm und 650 nm

gemessen. Berechnung der Chlorophyll-Konzentration siehe unten.
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2.6.2 Chlorophyll-Bestimmung mit eingestellten Zellsuspensionen

Jeweils 25 pul Zellsuspension (eingestellt auf 100 ul GZV ml™) wurden mit 2,5 ml Methanol
(100 %, p.a.) gemischt, 10 min inkubiert und anschlieBend fiir 5 min bei 2900 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann im Perkin-Elmer A3 Spektralphotometer bei den

Wellenlidngen 665 nm und 650 nm gemessen.

Der Chlorophyll-Wert errechnet sich dann mittels folgender Formel:

Abs. x 16,5 —Abs.. X 8,3) X Vi
Chlorophyll a (mg/mL) = ( 665nm 650 ) X Vet
(VProbe X 1000)

Abs. = Absorption
VGesamt = Gesamtvolumen des Anatzes in ml

Vrwbe = Volumen der Probe in ml

2.7 Messung des Protein-Gehalts

Die Bestimmung des Protein-Gehalts erfolgte nach BRADFORD (1976). 0,1 ml Probe (bzw. 10
ul Probe + 90 ul bidest H,O) wurden mit 5 ml Bradford-Reagenz gemischt, 5 min im Dunkeln
inkubiert und anschlieBend in einer Glaskiivette im Perkin-Elmer A3 Spektralphotometer bei
einer Wellenldnge von 595 nm gegen Wasser gemessen. Die optische Dichte wurde dann mit
einer parallel gemessenen Eichgerade (10 — 120 pg RSA) in Beziehung gesetzt, um die

Protein-Mengen zu ermitteln.

Bradford-Reagenz

100 mg Coomassie Brilliant Blue
(oder 70 mg Serva Blue)

50 ml 95 % Ethanol (p.a.)

100 ml 85 % Phosphorsiure

Mit H,O auf 1 1 Gesamtvolumen auffiillen.

Das Bradford-Reagenz ist licht- und temperaturempfindlich und sollte daher in einer dunklen

Flasche bei 4°C gelagert werden.
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2.8 Messung der photosynthetischen und respiratorischen Aktivitiit

Zur Messung der photosynthetischen Aktivitét (als Sauerstoff-Entwicklung im Licht) oder der
respiratorischen Aktivitit (als Sauerstoff-Verbrauch im Dunkeln) wurde eine Clark-
Sauerstoffelektrode® (Gylson Oxygraph) verwendet. Diese Elektrode besteht aus einem
Messraum, welcher eine Platin-Kathode und eine Silber-Anode enthilt, sowie einen
Reaktionsraum, der durch einen Stopfen verschlieBbar ist. Durch eine KCI-Losung wird eine
leitende Verbindung zwischen den beiden Elektroden hergestellt.

Der Messraum wird durch eine Sauerstoff-durchldssige Teflon-Membran von dem
Reaktionsraum getrennt. Der Reaktionsraum wurde mit einer Halogenlampe (24 V, 250W,
Spindler und Hoyer, Gottingen) belichtet. Das Licht wurde durch eine Kiivette mit 2 % (w/v)
CuSO4-Losung sowie durch einen roten Plexiglasfilter (RG1-610, Schott, Mainz) gefiltert. Es
wurde mit Lichtintensititen von 200 pE m™ s belichtet. Bei Messung einer Photoinhibition
wurde der Rotlichfilter entfernt, sodass die Reaktionskammer mit einer Lichtintensitit von
5000 uE m™ s™ belichtet wurde. Die Messungen fanden bei einer Temperatur von 30°C in
einem Reaktionsvolumen von 3,0 ml statt. Vor dem Start jeder Messung erfolgte eine
Dunkeladaptation, die einige Minuten andauerte.

Es wurde von au3en eine Polarisationsspannung von 800 mV an die beiden Elektroden gelegt.
An der Silber/Platin-Elektrode wird Sauerstoff zu Wasser reduziert, wodurch ein elektrischer
Strom flieBt. Die Stirke des Stromflusses ist der Menge an reduziertem Sauerstoff
proportional. Die Verdnderung des Stromflusses in Abhdngigkeit von der Zeit wurde durch
einen Rekorder (Servogor 310, Eingangempfindlichkeit 1 mV) dokumentiert.

Die Eichung der Elektrode erfolgte jeweils nach Beendigung eines Messtages. Hierzu wurde
der gesamte in 3,0 ml Wasser enthaltene Sauerstoff durch hinzufiigen einer Spatelspitze
Natriumdithionit chemisch reduziert. Der dabei registrierte Schreiberausschlag entsprach der
bei 30°C in 3,0 ml sauerstoffgesittigtem Wasser gelosten Menge von 0,711 pmol O;.

Fiir die Messungen in der Sauerstoffelektrode wurden intakte Zellen verwendet, die nach der

Zellernte auf 100 ul GZV ml™ Zellsuspension eingestellt worden waren.

2.8.1 Messung der photosynthetischen Aktivitit

Die photosynthetische  Aktivitdt wurde mit intakten Zellen bei 30°C mit
Natriumhydrogencarbonat als Elektronenakzeptor gemessen. Bei dieser Reaktion wird die
gesamte photosynthetische Elektronentransportkette gemessen, d.h. von der Oxidation des
Wassers an PS II bis hin zur CO,-Fixierung (H,O — NaHCOs). Die Messung filihrt zur ATP-
Synthese (HIPKINS & BAKER, 1986). Gemessen wurde die Sauerstoff-Entwicklung im

Reaktionsansatz.
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Zur Herstellung der Zellsuspension wurden die Zellen in BG11-Medium (entsprechend der

Anzucht) aufgenommen.

Reaktionsansatz

15 mM NaHCO;
5 — 15 pg Chlorophyll Zellsuspension (intakte Zellen)
Mit BG11-Medium auf 3 ml Gesamtvolumen auffiillen.

Zur Messung wurde BG11-Medium verwendet, welches dem bei der Anzucht verwendeten

entsprach.

2.8.2 Messung der respiratorischen Aktivitiit in der Cytoplasmamembran

Die Messung der respiratorischen Aktivitéit erfolgte mit intakten Zellen. Zur Herstellung der
Zellsuspension wurden die Zellen in 10 mM Hepes pH 7,0 aufgenommen und im Dunkeln
verwahrt.

Die Respirationsmessung erfolgte im Dunklen bei 30°C. Der Reaktionsansatz wurde
folgendermallen pipettiert: Zundchst wurden alle Substanzen bis auf EDTA in den
Reaktionsansatz gegeben, der Reaktionsraum verschlossen und abgedunkelt. Nach einer
Dunkeladaptation von einigen Minuten wurde EDTA hinzugefiigt und der Ansatz sofort
wieder verschlossen und abgedunkelt. Dieser Vorgang sollte mdglichst schnell erfolgen,
damit die Zellen nicht zu lange dem Licht ausgesetzt sind, da sonst die zu messende
Respiration von der Photosynthese iiberlagert wird. Um sicherzustellen, dass es sich bei der
gemessenen Reaktion tatsdchlich um Respiration handelt, kann dem Reaktionsansatz am
Anfang noch KCN hinzugefiigt werden. Zusétzlich kann die Reaktion durch Zugabe von

CaCl, gehemmt werden.

Reaktionsansatz
33 mM HEPES-NaOH (pH 7,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)
10-20 pl intakte Zellen (2 2,5-10 ul GZV)
Mit bidest. H,O auf 3,0 ml auffiillen.
zusitzliche Respirationsmessungen mit den Hemmstoffen

0,4 mM KCN oder
5 mM CaCl,
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2.9 Messung der 77 K-Pigment-Fluoreszenz

Die Messungen der Tieftemperatur-Chlorophyll-Fluoreszenz wurden in einem Perkin-Elmer
LS 50-B Lumineszenz-Spektrometer® durchgefiihrt. Durch bestrahlen einer Chlorophyll
a-haltigen Probe mit Blau- oder Rotlicht wird eine messbare rote Fluoreszenz emittiert.

Das Emissionsspektrum ist gegeniiber dem Absorptionsspektrum um 5 nm bis 17 nm in
Richtung langerer Wellenldnge verschoben.

Durch die Messung der variablen Chlorophyll-Fluoreszenz konnen photosynthetische
Teilschritte oder Beeintrachtigungen der Elektronentransport-Kette aufgedeckt werden. Die
Messung bei RT eignet sich nur zur Untersuchung der Fluoreszenz von PS II, da PS I unter
diesen Bedingungen nur eine geringe Fluoreszenz zeigt. Eine Messung bei 77 K macht auch
die PS I-Fluoreszenz signifikant detektierbar.

Nach Anzucht unter bestimmten Bedingungen wurde von jeder Kultur zunichst der
Chlorophyllgehalt bestimmt. AnschlieBend wurden aus jeder Kultur ein Aliquot entnommen,
auf einen Chlorophyllgehalt von 1 pg Chlorophyll ml™ eingestellt (in BG11-Medium, welches
dem Anzuchtmedium entsprach) und dann in Messkiivetten mit fliissigem Stickstoff sofort
eingefroren. Der Messraum des 77 K-Spektrometers wurde vor den entsprechenden
Messungen zundchst mit Stickstoff begast, um einen Feuchtigkeitsniederschlag in dem Gerét
zu vermeiden und anschlieBend mit fliissigem Stickstoff befiillt, um so eine Temperatur von
77 K zu gewéhrleisten. Die Anregung erfolgte bei einer Wellenldnge von 435 nm und einer
Spaltbreite (Blende) von 10 nm (Excitation) bzw. 5 nm (Emission) oder bei einer Wellenldnge

von 600 nm und einer Spaltbreite (Blende) von 10 nm (Excitation) bzw. 5 nm (Emission).

Fluoreszenz bei | Anregung mit 435 nm

685 nm Terminaler Emitter der Phycobilisomen (Lcy) und PS 11-Antenne (CP43)
695 nm P680 und CP47 von PS II
725 nm PS1

Fluoreszenz bei | Anregung mit 600 nm

650-670 nm Phycobilisomen Chromophore (Phycocyanin bei 650 nm;
Allophycocyanin bei 665 nm)

685-695 nm Phycobilisomen, mit Ubertragung eines Teils der Energie auf CP43
(685 nm) und CP47 (695 nm)

725-735 nm Phycobilisomen, mit Ubertragung eines Teils der Energie auf PS 1

Tabelle 2.2: Zuordnung der bei 77 K gemessenen Fluoreszenzmaxima von Komponenten der
photosynthetischen Elektronentransport-Kette.

Die Fluoreszenz wurde zwischen 630 nm und 770 nm bei einer Scan-Geschwindigkeit von

200 nm min™ gemessen (Spaltbreite des Filters 5 nm, cut-off Filter 515 nm). Die Fluoreszenz-
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Maxima kdnnen nach MULLINEAUX & ALLEN (1990), WITTMERSHAUS ef al. (1992), MEUNIER

et al. (1997) und VAN THOR et al. (1999) wie in Tab. 2.2 dargestellt, zugeordnet werden.

2.10 Messung der Nitratreduktase-Aktivitiit

Nach Anzucht unter definierten Bedingungen wurden die Zellen in einer Stockzentrifuge fiir
20 min bei 2200 x g abzentrifugiert und mit 10 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 8 auf 100 pl
Zellen ml™” eingestellt. Zu je 1 ml Zellsuspension (verdiinnt auf 10 pl Zellen ml™) wurden
20 ul Toluol gegeben. Das Gemisch wurde anschlieBend fiir 90 Sekunden gevortext. Je ein
Aliquot von 0,1 ml und 0,05 ml dieses Gemisches (0,05 ml mit 10 mM Kaliumphosphat-
Puffer pH 8 auf 0,1 m auffiillen) wurden dann zu 0,8 ml Reaktionsmischung gegeben. Das

darin enthaltene Methylviologen dient als Reduktant fiir die Nitratreduktase.

Reaktionsmischung

0,125 M NaHCO3/Na,COs-Puffer, pH 10,5
0,025 M KNO;

0,005 M Methylviologen

Mit bidest. Wasser auf 25 ml

AnschlieBend wurde der Ansatz vorsichtig gemischt. Dann wurden 0,1 ml frisch hergestellte
Dithionit-Losung (20 mg Na,S,04 pro ml 0,3 M NaHCO3) hinzugegeben. Es wurde erneut
vorsichtig gemischt (Zufuhr von Sauerstoff vermeiden, da sich sonst das Methylviologen
entfdrbt) und 5 min bei 30°C inkubiert. Durch Vortexen wurde die Reaktion gestoppt, bis sich
das blaue (also reduzierte) Methylviologen entfarbt hatte. AnschlieBend wurden 0,1 ml einer
25 %igen ZnSO4 zu dem Ansatz gegeben und nach ca. 50 sec 0,1 ml 1 N NaOH hinzugefiigt.
Nachdem der Ansatz einige Minuten auf Eis gestellt wurde, erfolgte eine Zentrifugation fiir
5 min bei 2900 x g (Labofuge Ae, Heraeus Sepatech), um die ausgefallenen Proteine zu
entfernen. Die Nitritbestimmung erfolgte mit einem Aliquot des Uberstandes (0,5 ml oder 1
ml Probe). Zu diesem wurden jeweils 0,5 ml Losung S und Losung N pipettiert und die
Ansidtze mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 2,5 ml aufgefiillt. Nach einer Inkubation von
10 min wurde der Ansatz im Perkin-Elmer A3 Spektralphotometer gegen Wasser bei einer
Wellenlidnge von 546 nm gemessen. Die Berechnung der Nitritkonzentration erfolgte mittels
einer Eichgerade (0,01 - 0,05 umol NOy), die parallel dazu gemessen wurde. Die errechneten

Werte wurden in pmol NO, min™ 100 pl GZV™' angegeben.

Losung S: 1 % Sulfanilamid (1g in 25 ml 25 %iger HCl und 75 ml Wasser
In dunkler Flasche aufbewahren.
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Losung N: 0,025 % N-(Naphthyl)-Ethylendiamin-HCI (25 mg in 100 ml Wasser)
In dunkler Flasche aufbewahren.

2.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
2.11.1 Vorbereitung der Proben

Die Proben (siche Abschnitt 2.5.2) wurden in ca. 50 - 80 ul Zellautbruchpuffer, zu dem
anschlieend 0,1 mM PMSF (in Ethanol frisch ansetzen) pipettiert wurde, aufgenommen,
gevortext und in 1,5 ml Mikro-Schraubgefdflen mit Verschlu} (Sarstedt) tiberfiihrt. Zu dieser

Zellsuspension wurde etwa eine Spatelspitze Glasperlen (0,10 — 0,11 mm) gegeben.

Zellaufbruchpuffer
50 mM Tris-HCI1 pH 7,4
5mM EDTA pH 7,4
1 mM Benzamidin (in aqua dest.)

Mit bidest H,O auf 10 ml auffiillen.

Der Zellaufbruch erfolgte in einem Ribolyser (Thermo Hybaid, Ribolyser Cell Disrupter)
bei folgender Einstellung:

Speed 6,5
Time 2-5x5sec(3x15sec)
Run Start

Nach dem Zellautbruch wurden die Glasperlen und die Zelltriimmer entfernt, indem fiir 1 min
bei 10000 x g und 4°C zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein neues

Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt und nach einer Proteinbestimmung fiir den Gellauf verwendet.

2.11.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proben mittels Gelelektrophorese erfolgte nach der Methode von
LAEMMLI (1970). Das denaturierende Gel wurde mit einem Mini-Protean II
Elektrophoresesystem (BioRad) gegossen. Die Dicke der Gele betrug 0,75 mm. Bei dem hier
angewandten Verfahren wurden die Trenneigenschaften zweier kombinierter Gele (Trenngel
und Sammelgel) mit einem diskontinuierlichen pH- und Konzentrations-Ubergang genutzt.
Die Proteine der Probe trennen sich in diesem System ausschlieBlich nach ihrem

Molekulargewicht, da sie durch die Anlagerung von SDS dieselbe Ladung aufweisen.
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Zunichst wurde das Trenngel gegossen, mit Isobutanol iiberschichtet und 12 h zum
Auspolymerisieren bei 4 °C gelagert. Vor dem Gieflen des Sammelgels wurde das Trenngel
mit Wasser gewaschen. Das Sammelgel konnte nun auf das Trenngel gegossen werden und
der Kamm zur Bildung der Probentaschen wurde eingesetzt. Nachdem das Sammelgel
mindestens 30 min auspolymerisierte, wurden die gegossenen Gele in die
Elektrophoresekammer eingesetzt, die Kammer mit Elektrodenpuffer befiillt und der Kamm

aus dem Sammelgel gezogen. AnschlieBend wurden die Taschen mit Hilfe einer Spritze

gespiilt.
10%iges Trenngel:
5ml Gelpuffer (pH 9,4)
5ml 40 % Acrylamid/1,6 % Bis-Acrylamid
5 ml Hzo
5ml 0,8 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Gelpuffer (pH 9,4)

1,5M Tris-HCI
0,23 % (w/v) TEMED
0,4 % (w/v) SDS

4%iges Sammelgel:

1,52 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
1,52 ml IM Tris (pH 6,8)
0,12 ml 10 % (w/v) SDS
3,00 ml 60 % (w/v) Sucrose
5,80 ml H,O
8 ul TEMED
76 nul 10 % (w/v) Ammoniumperoxidsulfat

Elektrodenpuffer (pH 8,6)

25mM  Tris
0,1 % (w/v) SDS
190 mM  Glycin

Von verschiedenen Proben wurden 15 pg Protein auf das Gel aufgetragen. Um ein
einheitliches Volumen zu erhalten, wurden die Proben mit Wasser aufgefiillt und im
Verhiltnis 1:2,5 mit dem Denaturierungspuffer gemischt. AnschlieBend erfolgte eine

Denaturierung fiir 20 min bei 60 °C. Nach der Denaturierung wurden die Proben in die
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Geltaschen gefiillt. Die Grofenbestimmung der Proteinbanden erfolgte durch den Vergleich
mit dem Proteinstandard peqGOLD Prestained Proteinmarker (Peqlab). Die Elektrophorese
wurde im Sammelgel mit 20 mA durchgefiihrt, im Trenngel mit 40 mA (pro Gel).

Denaturierungspuffer

200 mM  Tris pH 6,8
5mM Na,-EDTA
IM  Sucrose
3% (w/v) SDS
10mM DTT
25 % (v/v)  Glycerin
0,01 % (w/v)  Bromphenolblau

2.11.3 Immuno-Blot (Western-Blot)

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine fiir den
immunologischen Nachweis mittels eines Druckblottes auf eine Nitrocellulosemembran
BASS5 (Schleicher & Schiill) tibertragen. Das ungefdrbte SDS-Gel wurde vor dem Transfer 3 x
10 min mit Transferpuffer gewaschen. Fiir den Blot wurden 6 Filterpapiere (Whatman) und 2
Nitrocellulosemembranen BA85 (Schleicher & Schiill) auf die Gréfe des Gels zugeschnitten
und mit Transferpuffer getrdnkt. Zum Aufbau des Blots wurde eine Glasplatte als Unterlage
verwendet. Auf die Glasplatte wurden 3 Filterpapiere luftblasenfrei aufgelegt, dann eine
Nitrocellulosemembran und anschlieend das Gel. Als Néchstes wurde auf das Gel wieder
eine Nitrocellulosemembran gelegt, dann 3 Filterpapiere und zum Schluss wieder eine
Glasplatte. Dieser Aufbau wurde in eine mit etwas Transferpuffer (1x) gefiillte Plastik-Tiite
tuberfithrt und diese luftdicht verschlossen, um ein Austrocknen zu verhindern. Das
Beschweren des Blots mit einem 1 kg Gewicht sorgte fiir einen gleichmaBigen Druck auf die

Konstruktion. Der Transfer erfolgte tiber Nacht.

Transferpuffers (1x)
10 mM Tris-HCI (pH 8,8)
2 mM Na,-EDTA
50 mM NaCl
1 mM DTT
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2.11.4 Hybridisierung der Nitrocellulosemembranen mit verschiedenen Antikorpern

Alle folgenden Inkubationsschritte wurden bei RT auf einem Schiittler durchgefiihrt. Nach
dem Waschen der Nitrocellulosemembranen fiir 3 x 10 min mit CMF-PBS-Puffer erfolgte die
Absittigung fiir 1 h mit Abséattigungslosung. Danach wurden die Membranen fiir 2 x fiir 10

min mit Waschlosung gewaschen.

Calcium- und Magnesium-freier Phosphat-Puffer (CMF-PBS)

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

8 mM Na,HPO4 x 2H,O
1,5 mM KH,POy4

Absittigungslosung
5% (w/v)  Milchpulver in CMF-PBS

Waschlosung
0,5 % (w/v)  Milchpulver in CMF-PBS
0,05 % (v/v) Tween 20

Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper fir 2 h. Die Antikdrper
wurden hergestellt, indem das entsprechende Protein gereinigt und dann einem Kaninchen
subkutan injiziert wurde. Durch Blutabnahme konnte ein Antiserum gewonnen werden. Eine

Aufstellung der verwendeten Antiseren zeigt Tab. 2.3.

Protein aus dem Organismus Verdiinnung Referenz
MSP (PsbO) Avena sativa 1:1000 KUHLMANN 1988
D1 (PsbA) Avena sativa 1:1000 GARTNER 1989
PS I (PsaA/B) Synechocystis PCC 6803 1:1000 KRruip, Bochum
LpdA (SIr1096)  Synechocystis PCC 6803 1:8000 ENGELS et al. 1997
CF, (AtpA) Spinacea oleracea 1:2000 MEYER 1985

Tab. 2.3: Verwendete Antiseren und ihre Verdiinnung.

Antiserum-Verdiinnungslosung
0,5 % (w/v) BSA in CMF-PBS

Um alle ungebundenen Antikdrper zu entfernen, wurden die Membranen 3 x 10 min mit

Waschlosung gewaschen. Nun folgte die Inkubation mit dem zweiten Antiserum. Hierbei
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wurde fiir die mit PS I inkubierten Blots ein Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper, gekoppelt mit
einer alkalinen Phosphatse (DAKO A/S, Glostrup, Ddnemark) in einer Verdiinnung von 1:500

verwendet. Dieser Antikorper wurde in AP-Puffer angesetzt.

Alkaline Phosphatase-Puffer (AP-Puffer)

100 mM Tris-Cl pH 9,5
100 mM NaCl
50 mM MgCl,

Fiir alle anderen Blots wurde als zweiter Antikorper ein Peroxidase gekoppelter Anti-
Kaninchen-IgG-Antikorper (DAKO A/S, Glostrup, Déanemark) in einer Verdiinnung von 1:
250 — 500 verwendet. Da dieser Antikorper lichtempfindlich ist, musste die 45-miniitige
Inkubation und alle danach folgenden Schritte im Dunkeln durchgefiihrt werden. Der Blot
wurde erneut 3 x flir 10 min mit Waschlosung gewaschen, um anschlieend die Membranen
10 min in CMF-PBS und je nach Art des zweiten Antikorpers 10 min in AP-Puffer bzw. Tris-
HCI-Puffer zu inkubieren. Die Membranen wurden anschlieBend im Dunkeln (ohne
Schiitteln) mit dem frisch angesetzten Entwickler inkubiert. Durch die an den zweiten
Antikorper gekoppelte Peroxidase bzw. alkaline Phosphatase wird eine Farbreaktion
katalysiert, durch welche die Protein-Banden sichtbar werden. Nach Erscheinen der Banden
wurde die Reaktion mit bidest. H,O abgestoppt und die Membranen getrocknet. Die

Dokumentation erfolgte durch einscannen der Membranen.

Tris-HCI-Puffer
50 mM Tris-HCI, pH 7,35

Entwickler bei Verwendung eines alkaline Phosphatase-gekoppelten Antikorpers

45 ul Nitroblau-Tetrazolium-Ldsung
(NBT, 75 mg ml-1 in 70 % (w/v) Dimethylformamid)
35 ul 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat p-Toluidin-Salz (X-Phosphat, 50 mg ml-1

in Dimethylformamid)
In 10 ml AP-Puffer

Entwickler bei Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten Antikorpers
2,79 mM 4-Chloro-1-Naphtol in 4 ml Methanol 16sen
41,6 mM  Tris-HCI-Puffer, pH 7,35

0,005 % (v/v) Hy0,

42



Material und Methoden

2.12 DNA-Isolierung und Herstellung von Sonden
2.12.1 DNA-Isolierung

Fiir die DNA-Isolierung wurden 10 ml Flissigkultur von Synechocystis PCC 6803 fiir 3 min
bei 3000 x g abzentrifugiert und in 500 ul SE-Puffer aufgenommen. Anschlieend wurden die
Zellen in einer Eppifuge 5 min bei 10000 x g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in
340 ul Lyse-Puffer (2 mg ml" frisch eingewogenes Lysozym) resuspendiert und anschliefend
fiir 60 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Dann wurden 2 pl Proteinase K (10 mg ml™)
und 8 pl 25 % (v/v) Sarkosyl hinzugefiigt und fiir 30 min bei 55°C inkubiert. AnschlieBend
wurden 55 pl 5 M NaCl und 45 pul 10 % (w/v) CTAB/NaCl hinzugegeben (NaCl-
Konzentration iiber 0,7 M) und gevortext und anschlieBend fiir 10 min bei 65 °C inkubiert.
Dann folgte die Extraktion der DNA mit 500 pl 24:1 Chloroform/Iso-Amylalkohol. Hierbei
wurde nach Vortexen 15 min bei RT bei 10000 x g zentrifugiert.

Die untere wissrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefal3 {iberfiihrt und mit 500 ul TE
aquilibrierten Phenol extrahiert, indem erneut gevortext und fiir 15 min bei RT bei 10000 x g
zentrifugiert wurde. Die nun obere wéssrige Phase wurde ebenfalls in ein neues Eppendort-
Gefdl} tiberfiihrt und erneut mit 500 pl 24:1 Chloroform/Iso-Amylalkohol ausgeschiittelt.
AnschlieBen wurde wieder gevortext und fiir 15 min bei RT bei 10000 x g zentrifugiert. Die
obere wissrige Phase wurde wieder in ein neues Eppendorf-Gefdl3 pipettiert und 2 pl Rnase
(1mg/ml RnaseA, DNase-frei, Roche) hinzugefiigt. Anschlielend wurde fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die EDTA-Konzentration der wéssrigen Phase wurde auf 5 mM angehoben. Durch
Hinzufiigen von 2 Volumenanteilen 100 % Ethanol wurde die DNA prézipitiert.
Anschlieend wurde wieder fiir 15 min bei 10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde 2-mal
mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol (-20 °C) ohne zu vortexen gewaschen. Anschliefend wurde das
Pellet in der Speedvac getrocknet. Das DNA-Pellet wurde dann in 100 pl TE bei 60 °C

resuspendiert.

43



Material und Methoden

SE-Puffer
128 mM NaCl
12,8 mM EDTA (pH 8)

Lyse-Puffer

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

10 mM EDTA (pH 8,0)

25 % (w/v) Sucrose

2 mg/ml Lysozym frisch dazu geben

CTAB/NaCl-Puffer
10 % (W/v) CTAB in 0,7 M NaCl

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA (pH 7,5)

Proteinase K-Losung

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM CaCl,

10 mg/ml Proteinase K
Sarkosyllosung

25 % (v/v) in bidest. H,O.
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2.12.2 Primerdesign und Sequenz der Primer

Die Primer wurden mit dem Programm ,,Primer" hergestellt. In der nachfolgenden Tabelle

sind die hergestellten Primer aufgefiihrt.

Gennummer
oder EMBL
Gen (kodiert fiir) Accession- Sequenz in 5°-3’-Richtung
Nummer
petH ATGTACAGTCCCGGTTACGTAG
(Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase) el TTAGTAGGTTTCCACGTGCCAG
ndhH TATGCACGGGGTGTTACGTT
S ro261
(NADH Dehydrogenase Untereinheit 7) s GTCCACCGATCCCATGATAA
ndhD1 TGTGGCGGCTTTATTCATTC
(NADH Dehydrogenase Untereinheit 4) slr0331 TGACTTCCAAGGGTGAAAGG
ndhD?2 TCCGTTAATTCCCGACAAAG
S ri291
(NADH Dehydrogenase Untereinheit 4) s GGAATGTGGGGAGCAGTTAAT
ndhD3 CCTGCCAGTTATCGGAGCTT
S sll1733
(NADH Dehydrogenase Untereinheit 4) CACCAGATGGAACAGCAGAG
ndhD4 CAATGATGACCACCGCCAAG
S s110027
(NADH Dehydrogenase Untereinheit 4) TCCACACCTGGCTACCGGAT
petCl ACTGTCATTGGCTAGTCAGG
(Cytochrom b6-f Komplex Eisen- 11316
Schwefel-Untereinheit (Rieske Eisen- s
Schwefel-Protein) GGTCCAGGTGCTGAGCACTA
petC3 CCAACTGCCACCGCATCGAA
(Cytochrom b6-f Komplex alternative 111182
Eisen-Schwefel-Untereinheit(Rieske 5 ACCAGAATGTTGTIGCCGCT
Eisen-Schwefel-Protein)
E3 der Pyruvat-Dehydrogenase TTGGTGATTATTGGCGCTGG
. . . slr1096
IpdA (Dihydrolipoamid Dehydrogenase) TACGCTTCGTCCAACACTTC
E1 der Pyruvat-Dehydrogenase, CCTGAATTGAACACCGCAGA
o-Untereinheit slr1934
TGCTGGCTAATTCGTGTTCC
rnpB GCGGCCTATGGCTCTAATCA
b AF056387
(RNase P Untereinheit B) TTGACAGCATGCCACTGGAC

Tab. 2.4: Verwendete Primer fiir die PCR
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2.12.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mittels PCR (Polymerase Chain Reaktion, MULLIS et al. 1986) wurden Sonden fiir den
Northern-Blot hergestellt. In einer PCR wird durch die zyklische Wiederholung dreier
Reaktionsschritte unter bestimmten Bedingungen die Menge des gewiinschten DNA-
Molekiils in jedem Zyklus verdoppelt, was zu einer Potenzierung der Menge des gewiinschten
DNA-Abschnitts  fiihrt. Hierbei wird zudchst der DNA-Doppelstrang aufgelost
(Denaturierung). Dann erfolgt die Anlagerung (4nnealing) der Oligonukleotide (Primer) an
die Ziel-DNA (Template), es bilden sich Primer-Template-Komplexe. Im dritten Schritt
(Extension) findet die Synthese des komplementéren Stranges durch eine DNA-Polymerase
statt.

Die PCR erfolgte mittels 7ag-DNA-Polymerase (Qiagen) in einem Thermocycler MJ
Research PTC-200 (Biozym). Sie wurde mit spezifischen Primern unter Zugabe des DIG-
markierten Nukleotids UTP durchgefiihrt, so dass gleichzeitig eine Amplifizierung und DIG-
Markierung des Gens stattfand. In den Reaktionsansatz wurden hierzu neben dATP, dCTP
und dGTP auch das markierte DIG-11-dUTP (Enzo) zu dem funktionell dquivalenten dTTP
pipettiert. Nach erfolgter PCR wurden DIG-gelabelte Sonde neben nicht gelabelten
Amplifikaten in der Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift, um zu kontrollieren, ob der Einbau
von DIG-11-dUTP erfolgreich verlaufen ist. In diesem Fall zeigt die Sonde ein anderes
Laufverhalten als das nicht gelabelte PCR-Produkt, da DIG-11-dUTP bedingt durch das
Digoxigenin schwerer als dTTP ist. Die Ansidtze fiir die jeweilige PCR wurden nach den

Tabellen 2.5 und 2.6 pipettiert.

Konzentration im Ansatz Substanz

Ix 10x PCR Puffer (Qiagen)

200 uM dATP
200 uM dGTP
200 uM dCTP
180 uM dTTP
20 uM DIG-11-dUTP
0,4 uM Forward Primer
0,4 uM Reverse Primer

1 ng DNA

2U Tag-DNA-Polymerase (Qiagen)
variabel bidest. H,O

Tab. 2.5: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches zur Sondenherstellung.
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Das Reaktionsgemisch wurde wie angegeben angesetzt und anschlieBend nach den
Reaktionsprotokollen von Tabelle 2.6 eine PCR durchgefiihrt. Die erhaltenen PCR-Produkte

wurden in einem Agarose-Gel aufgetragen.

Phase Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
34 Zyklen

Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 53°C 45 s
Extension 72 °C 1,5 min
Finale Extension 72 °C 5 min
Schluss 4°C 30 min

Tab. 2.6: Reaktionsprofil der PCR zur Sondenherstellung fiir die Northernblot-Analyse.

Sowohl die Annealing-Temperatur als auch die Dauer der Extension wurde in Abhéngigkeit

der verwendeten Primer variiert.

2.12.4 Agarose-Gelelektrophorese mit DNA

Zur Uberpriifung der erhaltenen DNA-Fragmente aus der PCR wurde ein nicht-
denaturierendes TAE-Agarosegel verwendet (SAMBROOK et al. 1989). Die doppelstrangigen
DNA-Fragmente wurden so ihrer Grofle nach aufgetrennt. Als Léngenstandard wurde der

DNA Molecular Weight Marker X (Roche) verwendet.

TAE-Puffer
40 mM Tris-Essigsdure (pH 7,8)
10 mM Natriumacetat

1 mM Na,-EDTA
BPB-Ladepuffer
50 % (v/v)  Glycerin in TAE-Puffer

0,1 % (w/v)  Bromphenolblau (BPB)

Agarose-Gel
1 % (w/v)  Agarose in TAE-Puffer
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Die Agarose wurde in dem TAE-Puffer aufgekocht und anschliefend in eine Gel-Kammer
gegossen. Nach dem Abkiihlen wurde der Kamm gezogen und das Gel mit TAE-Puffer, der
als Laufpuffer diente, iiberschichtet. Die DNA Proben und der Marker wurden im Verhiltnis
1:10 mit Ladepuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte bei 100 V. Nach dem Anfarben in 1 mg/l Ethidiumbromidlésung konnten
die entstandenen Produkte im UV-Licht detektiert werden.

2.13 RNA-Isolierung und Northern Blot-Hybridisierung

Die Vorschriften fiir die Arbeit mit RNA wurden, wenn nicht anders angegeben, aus
SAMBROOK et al. (1989) entnommen und gegebenenfalls modifiziert. RNasen sind extrem
hitzestabil und bendtigen keine Kofaktoren, so dass bei RNase-freiem Arbeiten besondere
Vorkehrungen getroffen werden miissen. Alle verwendeten Glasgerite sollten deshalb i.N.
bei 180 °C sterilisiert werden. Gerdte und Materialien, die solchen Temperaturen nicht
standhalten, sollten dreimal autoklaviert werden. Alle hier verwendeten Losungen wurden mit

DEPC-(Diethylphenylcarbonat-)H,O angesetzt.

2.13.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Synechocystis PCC 6803

Das verwendete Protokoll zur Isolierung von Gesamt-RNA vereint eine saure phenolische
Extraktion der Gesamt-RNA (REDDY et al. 1990) und eine Kit-basierte Cartrige-Reinigung
der Firma Qiagen (RNeasy Mini-Kit).

Das schockgefrorene Pellet der wie in Kapitel 2.5.2 beschriebenen gesammelten Proben
wurde in 100 pl TE-Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 350 ul RLT-Puffer wurde die
Suspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl tiberfiihrt und auf Eis gelagert. Der RLT-Puffer
enthdlt Guanidin-Isothiocyanat, das hochgradig denaturierend wirkt, alle RNasen inaktiviert
und so die Isolierung intakter RNA gewihrleistet. Die Zugabe von 300 pul warmem saurem
Phenol und die Inkubation fiir 10 min bei 65 °C fiihrte zur Lyse der Zellen. Nach einer kurzen
Inkubation auf Eis wurden 300 pl Chlorophorm zugegeben und fiir 5 min bei 10000 x g und 4
°C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde dekantiert, mit 500 pl Chlorophorm
ausgeschiittelt und nochmals fiir 5 min bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach diesem
Schritt wurde das Qiagen-Protokoll, wie in der Anweisung des Herstellers beschrieben,
durchgefiihrt. Nach Zugabe von Ethanol zu dem erhaltenen Uberstand konnte die Gesamt-
RNA an der Silicagel-Membran binden. AnschlieBend wurde die gebundene RNA gewaschen

und mit Wasser eluiert. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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TE-Puffer

10 mM Tris (pH 7,5)
1 mM EDTA (pH 7,5)

Komplementierter RLT-Puffer
1 ml RLT Puffer
10 pl B-Mercaptoethanol

2.13.2 Quantitative RNA-Bestimmung

Die Konzentration der eluierten RNA wurde mittels eines Spektralphotometers (das neue
Perkin-Elmer) im UV-Bereich gemessen. Hierzu wurden 2 pl der gereinigten RNA in 500 pl
sterilem bidest. Wasser verdiinnt und die Extinktion bei einer Wellenlédnge von 260 nm und
280 nm gemessen. Der Reinheitsgrad der gewonnenen RNA ergibt sich aus dem Quotienten
260 nm/280 nm, wobei dieser bei Werten von 1,8 bis 2,0 fiir eine sehr reine RNA-LSsung
steht, wohingegen Werte < 1,3 fiir eine verunreinigte RNA steht. Zur Berechnung der

vorhandenen RNA-Konzentration gilt, das 40 pg RNA/ml einer Azgonm von 0,1 entsprechen.

2.13.3 Northern-Blot

Die fiir die Northern-Hybridisierung bendtigte Auftrennung der Gesamt-RNA wurde in einem
denaturierenden Agarosegel durchgefiihrt. Dadurch wurden die von der nativen RNA
gebildeten Sekundirstrukturen aufgelost, und es konnte eine Auftrennung nach dem

Molekulargewicht erfolgen.

2.13.3.1 Herstellung eines Formalin-Agarose-Gels

Die Agarose wurde mit H,O und 10x MOPS-Puffer aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf
60 °C wurde 37%iges Formaldehyd zugegeben und das Gel gegossen. Mit 1x MOPS-Puffer
als Laufpuffer erfolgte der Gellauf bei 80 mA fiir 4 h.

10x MOPS-Puffer

0,2M MOPS (pH 7,0)
0,05M Natriumacetat
0,01 M EDTA
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Formalin-Agarose-Gel
1,3 % (w/v)  Agarose
I x MOPS (pH 7,0)
6,2 % (v/v)  Formaldehyd

2.13.3.2 Denaturierung der Proben und Elektrophorese

Fiir jede Probe wurden 5-10 pg RNA im Verhéltnis 1:4,5 mit einem Denaturierungspuffer
versetzt und 10 min bei 68 °C im Wasserbad inkubiert. Nach kurzer Lagerung auf Eis konnten
die Proben auf das Gel aufgetragen werden. Nachdem der Gellauf beendet war, wurde die

RNA {iber Nacht auf eine Nylonmembran transferiert.

Denaturierungspuffer (27 pl Gesamtvolumen)

lx MOPS
46 % (v/v)  Formamid
5,4 % (v/v)  Formaldehyd
0,018 % (v/v)  Ethidiumbromid
1,5ul  Stopplosung

Stopplosung

95 % (w/v)  Formamid

20mM  Na-EDTA (pH 7,0)
0,1 % (w/v)  Bromphenolblau
0,1 % (w/v)  Xylencyanol

2.13.3.3 Transfer der RNA auf eine Nylonmembran mittels Kapillarblot

Der Blotaufbau erfolgte in einer Elektrophoresekammer, wie sie zuvor fiir den Gellauf
verwendet wurde. Ein Whatman 3MM-Filterpapier wurde auf die Breite des Gels und 25 cm
Linge zugeschnitten und mit 20x SSC-Puffer getrankt. Es wurde so auf den Geltrager gelegt,
dass die Enden in die Vorratstanks der Gelkammer hineinragten, die ebenfalls mit 20x SSC
Puffer befiillt waren. Das Gel wurde upside-down auf das Filterpapier gelegt und die
Geltaschen mit dem Skalpell entfernt. Fiir den weiteren Blotaufbau folgte eine Hybond N'-
Membran und drei Whatman 3MM-Filterpapiere, die alle vorher in 20x SSC-Puffer getrankt
und auf die GroBe des Gels zugeschnitten worden waren. Den Abschluss bildete ein 10 cm
hoher Stapel aus Papiertiichern und eine Glasplatte. Diese Konstruktion wurde {iber Nacht mit

einem 1 kg-Gewicht beschwert.
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20x SSC-Puffer
0,3M Na-Citrat (pH 7,0)
3M NaCl

2.13.3.4 Fixierung der RNA auf der Nylonmembran

Nach dem Transfer der RNA auf die Nylonmembran wurde der Blot abgebaut und die
Membran 10 min bei 50 °C getrocknet. AnschlieBend wurde die Membran in Frischhaltefolie
gewickelt und mit der dem Gel zugewandten Seite nach unten 5 min auf einem

Transilluminator (UVP) fixiert.

2.13.3.5 DNA/RNA-Hybridisierung mit einer DIG-dUTP markierten Sonde

Die Hybridisierung mit einer DIG-dUTP markierten Sonde erfolgte, indem die Membran mit
der dem Gel zugewandten Seite nach innen in ein Hybridisierungsrohrchen tiberfiihrt und im
Wiaérmeschrank gerollt wurde.

Zur Vorhybridisierung wurde die Membran 2 h mit CHURCH-Puffer bei 52 °C inkubiert. Die
Hybridisierung erfolgte mit 1 bis 3 ng DNA-Sonde die zuvor 10 min bei 90 °C denaturiert
worden war. Die in 7 ml CHURCH-Puffer aufgenommene Sonde wurde heil auf die
Membran aufgebracht und bei 52 °C iiber Nacht inkubiert.

Zur Wiederverwertung konnte die Sonde aufgefangen und eingefroren werden. Nachdem die
Membran bei RT mit Waschpuffer 1 fiir 5 min von den Resten der Sonde befreit worden war,
konnten zwei weitere Waschschritte fiir 20 min mit Waschpuffer 2, einmal bei 52 °C und
einmal bei 68 °C, alle nicht fest gebundenen Sondenreste entfernen. Nach einem Waschschritt
fiir I min mit Puffer 1 wurden 20 ml Puffer 2 fiir 30 min bei 52 °C aufgebracht, um alle nicht
von Sonden besetzten Stellen abzusittigen. Reste der Blocking-Losung wurden mit 50 ml
Puffer 1 bei RT abgewaschen um dann die anti-Dig-Antikorperlosung fiir 30 min bei RT
aufzubringen. Die Losung wurde verworfen und die Membran zweimal fiir 15 min mit 50 ml
Puffer 1 gewaschen. Das Waschen der Membran mit 10 ml Puffer 3 bei RT vor dem Fiarben,
fiihrte zu einem besseren Ergebnis beim Entwickeln des Blots. Zur immunologischen
Detektion wurde die Membran vom Hybridisierungsrohrchen in eine Blotschale mit 10 ml
Férbelosung {iiberfithrt. Nach der Farbentwicklung und Erscheinen der einzelnen Banden
wurde die Farbelosung entfernt und die Reaktion mit 10 ml Puffer 4 gestoppt.

Mit Hilfe des ebenfalls DIG-markierten Léngenstandards (PeqLab) konnte die Grofe des
angefarbten Fragments bestimmt werden. Zur Dokumentation wurden die Membranen

anschlieBend gescannt.
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CHURCH-Puffer
7% (w/v)  SDS
50 % (v/v)  Formamid (deionisiert)
5x  SSC-Puffer (pH 7,0)
2 % (w/v)  Blocking Reagenz
50 mM  Natriumphosphatpuffer (pH 7,0)
0,1 % (w/v)  Laurylsarkosyl

Waschpuffer 1

2x  SSC (pH 7,0)
0,1 % (w/v) SDS

Waschpuffer 2
0,1 x  SSC-Puffer (pH 7,0)
0,1 % (w/v) SDS

Puffer 1

100 mM Tris-Cl (pH 7,5)
150 mM NaCl

Puffer 2
1 % (w/v)  Blocking-Reagenz in Puffer 1

Puffer 3
100 mM Tris-Cl (pH 9,5)
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

Puffer 4
100 mM Tris-Cl (pH 8,0)
1 mM EDTA
Antikorperlosung
4 ul Dig-Fab-Fragment in Puffer 1
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Farbelosung

45 ul  NBT (Nitroblau-Tetrazolium; 50 mg/ml in 70 % DMF)
52,5 ul  BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat p-Toluidin-Salz X-Phosphat;
50 mg/ml in 100 % DMF)
10ml  Puffer3

2.14 Bestimmung der Metaboliten-Menge

Die Probenernte wurde hierfiir nach der Methode von BARSCH et al. (2004) durchgefiihrt.
Nach der Anzucht wurden die Kulturen sobald sie aus den Anzucht-Flaschen entfernt wurden,
mittels eines Cellulose-Nitrat-Filters (0,1 um, Sartorius) und unter Anlegen eines Vakuums
abgenutscht, bis ein trockenes Zellpellet auf dem Filter sichtbar war. Dann wurden die Zellen
mit einem in fliissigen Stickstoff gekiihlten Spatel abgekratzt und in ein Schraubdeckel-
Eppendorf-Gefdl} tiberfiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
der Zellpellets erfolgte bei — 80 °C. Die weitere Bearbeitung der Proben und die Bestimmung
der relativen Metaboliten-Menge wurde von Aiko Barsch in dem Labor von Prof. Dr. K.

Niehaus durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Auswahl der Histidin-Kinase SIr1759 als ein wahrscheinlicher Sensor des Redox-

Zustandes der Cytoplasma- oder Thylakoid-Membran in Synechocystis PCC 6803

Es ist gut in der Literatur dokumentiert, dass viele Regulationskaskaden in Prokaryoten unter
Beteiligung eines Zwei-Komponenten-Systems, das aus einer Histidin-Kinase und einem
Response-Regulator besteht, ablaufen (PARKINSON & KOFOID 1992; ALEX & SIMON 1994;
CHANG & STEWART 1998; STOCK et al. 2000). Einige dieser Kinasen sind redox-reguliert und
detektieren den Redox-Zustand der Cytoplasmamembran, wie z. B. die Kinasen Aer und
ArcB aus E. coli (REBBAPRAGADA et al. 1997; MALPICA et al. 2004). Es ist weiter gezeigt
worden, dass in E. coli Stoffwechselwege des Kohlenstoff-Metabolismus unter Beteiligung
von Histidin-Kinasen (z. B. wie durch die Tripartit-Hybrid-Histidin-Kinase BarA) reguliert
werden (PERNESTIG et al. 2003). In Cyanobakterien besteht eine extrem komplexe
Wechselbeziehung zwischen Respiration und Photosynthese sowie Kohlenstoff-Anabolismus
und -Katabolismus. Die Wahrscheinlichkeit ist daher sehr hoch, dass auch hier eine Redox-
regulierte Histidin-Kinase an der Koordination dieser Prozesse beteiligt ist.

Mit Hilfe von bioinformatischen Methoden wurde eine Histidin-Kinase, die eine solche Rolle
besitzen konnte, ausgewdhlt. Die Wahl fiel auf die Histidin-Kinase Slr1759 in Synechocystis
PCC 6803, und zwar auf der Basis der nachfolgenden Kriterien: Das Genom von
Synechocystis PCC 6803 ist vollstdndig sequenziert (KANEKO et al. 1996). Zudem konnte
gezeigt werden, dass das Genom 26 mdgliche Histidin-Kinasen und 16 mogliche Hybrid-
Sensor-Kinasen, die sowohl eine Receiver als auch eine Transmitter-Domaine tragen, enthélt
(M1ZzUNO et al. 1996; WEST & STOCK 2001). Des Weiteren konnten 38 ORF’s eine Funktion
als Response-Regulator zugeordnet werden (MIZUNO ef al. 1996).

Fiir die Wahrnehmung von Signalen, die letztendlich zur Redox-Regulation fiihren, enthalten
viele Histidin-Kinasen sogenannte PAS-Doménen (Per Arnt Sim). Hierbei handelt es sich um
Dominen fiir eine Protein-Protein-Interaktion, die hdufig an der Detektion von Redox-
Potential, Lichtintensitdt, Sauerstoff-Konzentration oder zelluldren Energie-Status beteiligt
sind (TAYLOR & ZHULIN 1999). Die Anzahl der im Genom enthaltenen PAS-Doménen
korreliert nicht mit der Grof3e des Genoms, es besteht jedoch eine Korrelation zwischen der
Anzahl der PAS-Doménen und der Anzahl der Proteine, die am Elektronentransport beteiligt
sind (ZHULIN & TAYLOR 1998).

Meine Untersuchung ergab, dass unter den 42 Sensor-Histidin-Kinasen fiinf Kinasen eine
mogliche PAS-Doméne aufweisen (hierbei handelt es sich um die Kinasen Slr1759, SIr0221,
S1r2098, Sll1124 sowie SIr0311). Zwei dieser Kinasen, ndmlich Slr1759 und SIr2098,
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besitzen Transmembran-Helices. Da SlIr1759 zusitzlich noch ein GXGXXG-Motif am C-
terminalen Ende aufweist, welches eine mogliche Binde-Doméne fiir Dinukleotide (z. B. fiir
FAD, WIERENGA ef al. 1986) ist, wurde diese Kinase fiir meine Arbeit ausgewéhlt. Die

gesamte Domédnenstruktur von Slr1759 ist in Abb. 3.1 wiedergegeben.

Abb. 3.1 zeigt die Lokalisation des Gens s/ri759 auf dem Genom von Symechocystis
PCC 6803. In der nachfolgenden Tabelle in Abb. 3.1 werden die von den Genen kodierten

Proteine genannt.

sir1761  sir1763 slr1767
slr1753 sir1755 sir1756  sIr1759  sIr1760  sIr1762  sir1764 ssr2962 sir1768
Iy B > BB M »
’ < « (& @
sli647 sl643  sli1642 sli1641 sll1640 sll1638 sli1636
sl11639
Gen Gen-Produkt
slrl755 NAD"-Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase
slri756 Glutamat-Ammonium-Ligase
slr1759 Hybrid-Kinase eines Zwei-Komponenten-Systems
slr1760 Response-Regulator eines Zwei-Komponenten-Systems
slrl1762 FK506-Binde-Protein
slrl1763 Methyltransferase
slr1764 Tellurium-Resistenz-Protein
sll1636 Ferripyochelin-Binde-Protein
sll1639 Urease-akkzessorisches Protein D
sll1641 Glutamat-Decarboxylase
sll1647 Phosphinotricin-N-Acetyltransferase

Abb. 3.1: Lokalisation des Gens s/r/759 auf dem Genom von Synechocystis PCC 6803. In der Tabelle sind zur
Erlauterung von Abb 3.1 die stromaufwirts und -abwdérts von s/r/759 liegenden Gene und die von diesen Genen
kodierten Proteine aufgefiihrt.
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GXGXXG
— — — — L} T
SIr1759 i - S
... PAS Domane @ Phosphoakzeptor Doméne (SIG) ___  Histidin-Phosphotransfer Domane (HPT)
B PAC Domine @ ATP bindende Doméne (HATP) @ Transmembran Helix (TM)
mm GAF Domane Respons Regulator Domane (RR)GxexxG/a Dinukleotid bindende Doméne

Abb. 3.2: Doméinenstruktur der Histidin-Kinase Slr1759 aus Synechocystis PCC 6803.

Die Histidin-Kinase SIr1759 (Abb. 3.2) enthélt eine charakteristische Histidin-Kinase-
Domidne mit einem konservierten Histidin-Rest (SIG-Doméne), eine weitere
Phosphorylierungs-Doméne (HPT), eine ATP bindende Doméane (HATP), eine GAF-Doméne
und zwei Response-Regulator-Doménen. Daher wird Slr1759 in die Gruppe der Hybrid-
Histidin-Kinasen eingeordnet, welche eine sehr komplexe Doménen-Struktur besitzen. Durch
diese komplexe Domaénenstruktur konnen moglicherweise zusitzliche Verdnderungen der
Signal-Transduktion =~ zum  Regulator-Protein ~ durchgefiihrt  oder  verschiedene
Stoffwechselwege reguliert werden. In der N-terminalen Region besitzt das Enzym zwei
Transmembran-Helices und zwei PAS-Doméinen mit zwei assoziierten PAC-Doménen,
wodurch die Moglichkeit besteht, dass das Enzym eine Membran-verankerte Histidin-Kinase
ist, welche den Redox-Status der Membran wahrnimmt. Dabei ist es sehr wahrscheinlich, dass
der Redox-Status der Cytoplasmamembran gemessen wird. Weniger wahrscheinlich ist eine
Assoziation der Kinase mit der Thylakoid-Membran. Da Slr1759 zwei PAS/PAC-Doménen in
der N-terminalen Region in der Ndhe der Membran-Region besitzt und zudem ein putatives
FAD-bindendes Motif in der HPT-Domédne der C-terminalen Region aufweist, konnte das
Enzym mehr als ein Signal wahrnehmen. Durch das Vorhandensein von zwei Transmembran-
Regionen (welche durch etwa 240 Aminosiure-Reste getrennt sind — 54 dieser Aminosduren
enthalten R-Reste, die je nach pH des Periplasmas protoniert oder deprotoniert werden
konnen: 14 Arg, 15 Glu, 20 Asp, 5 Lys) gehort das Protein in die Gruppe der Tripartit-
Histidin-Kinasen. Die bislang am ausfiihrlichsten charakterisierten, mit der
Cytoplasmamembran verankerten Histidin-Kinasen sind z. B. Aer, BarA und ArcB in E. coli
(TucHr & LIN 1995; REBBAPRAGADA ef al. 1997; PERNESTIG et al. 2001, 2003; MATSUSHIKA
& MIZUNO 1998; GEORGELLIS et al. 2001; MALPICA et al. 2004). Letztere reguliert drei
aerobe C-Stoffwechselwege in Abhéngigkeit eines von der Cytoplasmamembran ausgehenden
Signals (TCC, Glyoxylat-Weg und terminaler Elektronentransport zum molekularen

Sauerstoff) (IUCHI & LIN 1988; GEORGELLIS et al. 2001).
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Die Hybrid-Kinase SIr1759 in Synechocystis PCC 6803 besteht aus 1462 Aminosduren,
besitzt eine molekulare Masse von 164 kDa und einen kalkulierten pl von 5,06. Slr1759 zeigt
die hochste Ahnlichkeit zur Hybrid-Histidin-Kinase BarA aus E. coli (918 Aminosiuren,
molekulare Masse von 102 kDa, pl 5,41), bei der es sich ebenfalls um eine Tripartit-Hybrid-
Histidin-Kinase (PERNESTIG et al. 2003) handelt. Die Identitdt zwischen Slr1759 und BarA
betrigt 30,6 %, und die Ahnlichkeit betrigt 48,8 %. Die Funktion von BarA in E. coli war
liber lange Zeit unbekannt. So konnten trotz verschiedener Anzuchtbedingungen zundchst
keine Unterschiede im Wachstum zwischen Wildtyp und Mutante gemessen werden.
PERNESTIG et al. (2003) konnten jedoch kiirzlich zeigen, dass BarA und UvrY ein neues
Zwei-Komponenten-System bilden. Mutationen in der Sensor-Kinase wirkten sich drastisch
auf das Uberleben der Kulturen in langfristigen Konkurrenz-Anzuchten aus. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass bei Anzucht mit Kohlenstoff-haltigen Medien, welche die
Gluconeogenese fordern, die Mutante gegeniiber dem Wildyp einen Wachstumsvorteil hat,
wenn aber Medien verwendet wurden, deren Kohlenstoff-Quellen in die Glykolyse eingehen,
konnte der Wildtyp besser wachsen. Die Autoren schlagen daher vor, dass das Zwei-
Komponenten-System BarA-UvrY eine wesentliche Rolle bei einer effizienten Adaptation an
verschiedene C-Quellen bei schnell wechselnden Umweltbedingungen hat (PERNESTIG et al.
2003). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von SIr1759 zu BarA ist es moglich, dass
Slr1759 eine dhnliche Funktion in Synechocystis PCC 6803 {ibernimmt.

Zusammenfassung der Ergebnisse:

Das Ziel der bioinformatischen Analysen des Genoms des Cyanobakteriums

Synechocystis PCC 6803 war es, eine Histidin-Kinase auszuwéhlen, die eine mdgliche Rolle

bei der komplexen Interaktion von Photosynthese und Respiration, sowie C-Assimilation

besitzen konnte und die zumindest zum Teil in Abhéngigkeit vom Redox-Zustand der

Cytoplasma- oder Thylakoidmembran reguliert wird.

e Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Histidin-Kinase SIr1759 ausgewdhlt, die in die
Gruppe der Hybrid-Histidin-Kinasen gehort und aufgrund ihrer komplexen
Domaénenstruktur an der Regulation mehrerer Stoffwechselwege beteiligt sein konnte.
Neben den charakteristischen Phosphorylierungs-Doméanen und zwei Response-Regulator-
Domainen besitzt sie eine weitere Phosphorylierungs-Doméne mit einem GXGXXG-Motif
als einer moglichen FAD-Bindestelle. Aulerdem enthilt Slr1759 zwei PAS-Doménen, die
mit zwei PAC-Doménen assoziiert sind. Somit ist diese Kinase bestens fiir eine Redox-
Wahrnehmung geeignet. Im N-terminalen Bereich sind zwei Transmembran-Helices
lokalisiert, weshalb man davon ausgehen kann, dass Slr1759 Membran-assoziiert ist.
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e SIr1759 besitzt Ahnlichkeit zu der Histidin-Kinase BarA in E. coli, die eine Rolle bei der
Koordination des C-Stoffwechsels spielt. Slr1759 scheint damit der am besten geeignete
Kandidat fiir die oben definierte Rolle zu sein.

3.2 Vergleichende Analyse von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 bei Anzucht mit

einer Lichtintensitit von 200 pE m?’s!

Um die Funktion der Histidin-Kinase Slr1759 in Synechocystis PCC 6803 zu untersuchen,
wurden zundchst vergleichende Wachstumsanalysen mit Wildtyp (WT) und einer Slr1759-
freien Mutante, die auch Hik14 genannt wird, durchgefiihrt. Die Mutante wurde mir von
Herrn Prof. N. Murata und Herrn Prof. Dr. 1. Suzuki (Division of Cellular Regulation,
National Institute for Basic Biology, Myodaiji, Okazaki 444-8585 Japan) zur Verfiigung
gestellt. Sie enthdlt in dem Gen slrl759 eine Resistenz-Kassette (Spektinomycin) und ist
vollstindig segregiert (SUZUKI et al. 2000).

Die Kultivierung fiir die Versuche von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 erfolgte in
Anzuchtflaschen, welche in einem Wasserbad auf 30°C temperiert wurden. Die Kulturen
wurden mit unterschiedlichen Animpfdichten in BG11-Medium angezogen und mit Luft
begast, die zusitzlich 2 % CO, (nachfolgend auch als Luft/2 % CO, bezeichnet) enthielt.
Lediglich in einem Versuch wurden die Zellen mit Luft ohne zusétzlich zugesetztem CO,
angezogen (siche Abb. 3.9). Das BGIl1-Medium wurde ohne oder mit 50 mM Epps-
NaOH pH 7,5 verwendet. Die Belichtungsanlage war iiber dem Becken angebracht, und die
Lichtintensitdt auf der Wasseroberfliche betrug 200 pEm™s” oder 60 uE m”s™. Die
genauen Angaben, welche der Anzuchtbedingung gewéhlt wurde, befinden sich jeweils in den

Legenden zu den Abbildungen bzw. Tabellen.

Das Wachstum der Stammbkulturen von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 erfolgte in
einem dreitigigen Rhythmus bei Anzucht mit einer Lichtintensitit von 200 pE m™?s™ und
einem zweitigigen Rhythmus bei Anzucht mit einer Lichtintensitit von 60 pE m?s™.
Ausnahmen von dieser Anzucht werden in den Legenden zu den Abbildungen oder Tabellen
aufgefiihrt. Fir die Stammkulturen wurden Aliquots aus den Kulturen entnommen und
tiberimpft, wobei auf eine Zelldichte von OD75ppm von 0,4 (= 0,4 pl Zellen ml Medium’l)
eingestellt wurde. Fiir die Versuchsreihen wurden die zwei- bzw. dreitigigen Zellen
abzentrifugiert und in einer kleinen Menge des entsprechenden Mediums resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Versuchskulturen mit Aliquots dieser Zellsuspension auf die
gewiinschte OD7sonm eingestellt. Die Zelldichten, mit denen angeimpft wurde, sind jeweils in

den Legenden der Abbildungen und Tabellen angegeben.
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Alle Versuche wurden mindestens dreimal durchgefiihrt, wobei in dieser Arbeit jeweils ein

reprisentatives Ergebnis dargestellt wird.

3.2.1 Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 bei einer Lichtintensitiit
von 200 pE m?s™

Zur Identifizierung von Unterschieden im Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und
Hik14 wurden die Zellen zunédchst in BG11-Medium ohne zusétzlichen Epps-Puffer mit einer
Begasung mit Luft/2 % CO, und einer Lichtintensitit von 200 pE m™s” angezogen. Es
wurden unterschiedliche Animpfdichten verglichen. In dem ersten Versuch wurden

Anfangszelldichten von OD759,, von 0,2, 0,3, 0,4 und 0,6 eingesetzt (siche Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Wachstum von Syrnechocystis PCC 6803 WT und Hik14 nach Animpfen mit unterschiedlichen
Zelldichten.

Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit einer Begasung mit
Luft /2 % CO, und einer Lichtintensitit von 200 pE m™ s angezogen. Mit dreitigigen Stammkulturen wurden
die Versuchsansitze mit Zelldichten von OD7s5p,, von 0,2, 0,3, 0,4 sowie 0,6 angeimpft. Die Anzuchtdauer
betrug 96 h.

Es konnte gezeigt werden, dass Hik14 nach Animpfen mit einer hohen Zelldichte genauso gut
wichst wie der WT. Im Gegensatz dazu treten bei den niedrigen Zelldichten extreme
Unterschiede auf. Bei einer Animpfdichte von OD750nm von 0,3 betrdgt das Wachstum von
Hik14 nach 96 h nur noch 50 % im Vergleich zum WT, und bei einer Animpfdichte von
OD750nm von 0,2 ist kaum noch Wachstum mit Hik14 messbar.

Wird die Animpfdichte auf Werte von OD750nm < 0,2 reduziert (nicht gezeigt), wichst auch

der WT unter den bisher beschriebenen Anzuchtbedingungen nicht mehr.
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Das Wachstum von WT bei niedrigen Animpfdichten, besonders gut zu erkennen bei OD750nm
von 0,2, zeigt eine Phase reduzierten Wachstums von etwa 48 h. Nach diesem Zeitraum steigt
das Wachstum signifikant an. In der Mutante ist das Wachstum bei den niedrigen Zelldichten
von OD750nm von 0,2 und 0,3 iiber den gesamten Zeitraum von 96 h geringer als im WT. Bei
der Animpfdichte von OD7504m von 0,4 ist zunichst in Hik14 auch eine Phase mit reduziertem

Wachstum (48 h) zu erkennen. Danach steigt das Wachstum deutlich an.

Zum besseren Vergleich sind drei der in Abb. 3.3 gezeigten Animpfdichten noch einmal
jeweils mit WT und Mutante in einer Grafik dargestellt (siche Abb. 3.4). Abb. 3.5 zeigt eine
Anzucht von WT und Hikl4 nach Animpfen mit OD7sonm von 0,2 als einen zweiten
unabhéngigen Versuch, bei dem die Mutante auch nach 96 h noch kein Wachstum zeigte, um

die gute Reproduzierbarkeit des Unterschieds im Wachstum von WT und Hikl4 zu

dokumentieren.
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Abb. 3.4: Direkte vergleichende Darstellung des Wachstums von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 nach
Animpfen mit unterschiedlichen Zelldichten.

Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit einer Begasung mit
Luft /2 % CO, und einer Lichtintensitit von 200 uE m™ s angezogen. Mit dreitdgigen Stammkulturen wurden
die Versuchsansdtze mit Zelldichten von OD75¢,, von 0,2, 0,3 sowie 0,6 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug
96 h.
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Abb. 3.5: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14
nach Animpfen mit einer geringen Zelldichte.

Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 wurden in BG11-Medium
(ohne Epps-Puffer) mit einer Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitdt von 200 uEm™s” angezogen. Mit dreitdgigen
Stammkulturen wurden die Versuchsansidtze mit Zelldichten von
OD750nm von 0,2 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 96 h.

Die Ergebnisse zeigen, dass der hohe Unterschied zwischen WT und Mutante bei den hier
gewihlten Anzuchtbedingungen nur in einem engen Bereich der Animpfdichte von OD750nm
von 0,2 - 0,3 deutlich dokumentiert und reproduzierbar nachgewiesen werden kann. Bei
hohen Animpfdichten dagegen wachsen WT und Mutante vergleichbar. Die Mutante wéchst
sogar etwas besser als der WT (nach 96 h um 7,6 %), wenn die Zellen mit einer OD750,m VOn
0,6 angeimpft wurden. Bei Animpfdichten von OD750,m < 0,2 wachsen weder WT noch Hik14
(nicht gezeigt).

3.2.2 Vergleichende Untersuchung zur Sensitivitit gegeniiber Photoinhibition von

Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14

Da die vorangegangenen Untersuchungen ergeben haben, dass die Synechocystis-Mutante
Hik14 bei den niedrigeren Animpfdichten (OD750,m von 0,2 und 0,3) ein deutlich geringeres
Wachstum als der WT aufweist, sollte untersucht werden, ob die Mutante eine hohere
Sensitivitit als der WT gegeniiber Photoinhibition zeigt. Bei diesen vergleichenden
Untersuchungen wurde zusétzlich eine PsbO-freie Synechocystis-Mutante eingesetzt, fiir die
gezeigt worden war, dass sie extrem sensitiv gegeniiber Photoinhibition ist (ENGELS et al.
1994; PHILBRICK et al. 1991). Um den Stress wéhrend der Anzucht mdglichst gering zu
halten, wurden die Kulturen mit einer Lichtintensitit von 60 pE m?s"' angezogen. Der
photoinhibitorische Effekt sollte erst wihrend der Messung zum Tragen kommen. Die

photosynthetische Sauerstoff-Entwicklung wurde mit intakten Zellen und Bicarbonat als
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Elektronenakzeptor in einer Clark-Elektrode bei einer Belichtung mit 5000 uE m™ s
gemessen.

Die PsbO-freie Mutante zeigt nach wenigen Minuten eine vollstindige Hemmung der
Sauerstoff-Entwicklung (sieche Abb. 3.6). Im Gegensatz zur PsbO-freien Mutante weist die
Mutante Hik14 eine mit dem WT vergleichbare Sauerstoff-Entwicklung auf. Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der primédre Grund fiir das geringere Wachstum
von Hik14 nicht auf einer erhohten Sensitivitit gegeniiber Photoinhibition basiert. Dies
schlieBt allerdings nicht aus, dass es zu sekundidren Schiddigungen der Zellen durch
Photoinhibition kommen kann, insbesondere bei solchen Zellen, die iliber einen ldngeren

Zeitraum kein Wachstum zeigen (siche Abb. 3.3, Animpfdichte mit OD7504m, von 0,2).

WT

Hik14

PsbO- freie Mutante

25 pmol Sauerstoff

10 min

Abb. 3.6: Untersuchungen zur Sensitivitdt der Mutante Hik14 gegeniiber
Photoinhibition.

Die photosynthetische Sauerstoff-Entwicklung wurde bei 30°C mit intakten
Zellen und Bicarbonat als Elektronenakzeptor und einer Lichtintensitédt von
5000 pE m?s™ gemessen. Zur Messung der photosynthetischen Sauerstoff-
Entwicklung wurde eine Zellmenge eingesetzt, die 2,5 pg Chlorophyll
entsprach.  Folgende Kulturen wurden miteinander  verglichen:
Synechocystis PCC 6803 WT und eine PsbO-freie Mutante, die extrem
sensitiv gegeniiber Photoinhibition ist (PHILBRICK et al. 1991), sowie
Synechocystis PCC 6803 WT und Hikl4. Die Zellen wurden in BG1I1-
Medium (ohne Epps-Puffer) mit einer Begasung mit Luft/2 % CO, und
einer Lichtintensitit von 60 pEm™s’ angezogen. Mit zweitigigen
Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit Zelldichten von OD7s0um
von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h.

3.2.3 Vergleichende Charakterisierung von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14

Fiir die vergleichenden Untersuchungen von Synechocystis WT und Hik14 wurden die Zellen
in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) bei einer Begasung mit Luft/2 % CO, und einer

Lichtintensitdt von 200 pE m™s™” angezogen. Es wurden unterschiedliche Zelldichten beim
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Animpfen eingesetzt, und zwar solche Zelldichten, bei denen der Unterschied zwischen WT
und Hik14 optimal erkennbar war (siche Abb. 3.3). Da in Abschnitt 3.2.2 gezeigt werden
konnte, dass der primdre Grund fiir das geringere Wachstum von Hik14 nicht auf einer
erhohten Photoinhibition basiert, wurden Synechocystis WT und Hik14 in Bezug auf die 77 K
Pigment-Fluoreszenz, photosynthetische Sauerstoffentwicklung und Nitratreduktase-Aktivitit

vergleichend analysiert.

Analysen der 77 K Pigment-Fluoreszenz

Fiir die Analysen der 77 K Pigment-Fluoreszenz wurden die Zellen mit einer OD7504m von 0,3,
0,5 und 0,7 angeimpft. Die Zellen wurden fiir 48 h angezogen. Nach dieser Zeit wurden
Proben entnommen, auf gleiche Chlorophyll-Konzentration (1 pg Chlorophyll ml™)
eingestellt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zur Messung wurden die Proben einer
Anregungsenergie von sowohl 435nm als auch 600nm ausgesetzt. Durch die
Anregungsenergie mit Licht von 435 nm erhélt man 77 K Fluoreszenz-Emissionsspektren mit
drei charakteristischen Fluoreszenz-Maxima. Das Maximum bei 685 nm entspricht der
Fluoreszenz des terminalen Emitters der Phycobilisomen und der inneren PS II-Antenne
CP43. Das Maximum bei 695 nm entspricht der Fluoreszenz der inneren PS II-Antenne CP47
und des Reaktionszentrum-Chlorophylls P680. Das Maximum bei 725 nm entspricht der
Fluoreszenz von PS I (MULLINEAUX & ALLEN 1990). Durch die Anregungsenergie mit Licht
von 600 nm werden die Phycobiline zur Fluoreszenz angeregt. Das Emissions-Maximum bei
660 nm entspricht der Fluoreszenz der Phycobilisomen (MULLINEAUX & ALLEN 1990,
MEUNIER et al. 1997). Abb. 3.7 zeigt, dass bei Anregung mit Licht von 435 nm es keine
signifikanten Unterschiede in der Chlorophyll-Fluoreszenz zwischen WT und Mutante gab.
Andererseits zeigte sich bei Anregung mit Licht von 600 nm ein deutlicher Unterschied der
Phycobilisomen-Fluoreszenz zwischen WT und Mutante, und zwar dann, wenn die Zellen mit
einer geringen Animpfdichte von OD750nm von 0,3 angezogen worden waren, nicht jedoch in
den Zellen mit hoher Animpfdichte. Die Mutante zeigte eine deutlich hohere Phycobilisomen-
Fluoreszenz als der WT. Dies deutet auf eine teilweise Ablosung der Phycobilisomen von den
Reaktionszentren hin. Die Ursache hierfiir konnte ein Néahrstoffmangel oder eine andere

Stresssituation sein, wenn die Mutante bei niedrigen Animpfdichten angezogen worden war.
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Abb. 3.7: Analyse der 77 K Pigment-Fluoreszenz von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14.

Die Zellen wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit einer Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitét von 200 pE m™ s angezogen. Mit dreitégigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
Zelldichten von OD7s¢,y, von 0,3, 0,5 sowie 0,7 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h. Fiir die Messung
wurde eine Probenmenge eingesetzt, die 1 pg Chlorophyll ml™ entsprach.

A: Chlorophyll a-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von 435 nm.

B: Phycocyanobilin-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von 600 nm.

Die Kurven wurden jeweils auf den PS I Peak (bei 725 nm) normiert.

Messung der photosynthetischen Aktivitit

Fiir die vergleichende Analyse der photosynthetischen Aktivitdt von Synechocystis WT und
Hik14 wurden die Zellen mit einer Zelldichte von OD750nm von 0,4, 0,5 oder 0,6 angeimpft.
Die photosynthetische Sauerstoff-Entwicklung von intakten Zellen wurde mit Bicarbonat als
Elektronenakzeptor gemessen. Da der Chlorophyll-Wert zwischen WT und Hikl4
unterschiedlich war, wurde die Aktivitit sowohl auf gepacktes Zellvolumen (GZV) als auch
auf mg Chloropyll bezogen. Tab. 3.1 zeigt, dass bei den beiden héheren Animpfdichten von
OD750nm von 0,5 und 0,6 Wachstum, Chlorophyll und photosynthetische Sauerstoft-
Entwicklung der Mutante vergleichbar mit entsprechenden Werten des WTs war. Andererseits
war bei der niedrigen Animpfdichte von OD750,m von 0,4 bei einer Anzuchtdauer von 72 h
wie erwartet, das Wachstum von Hik14 geringer als von WT (siche auch Abb. 3.3). Unter
diesen Bedingungen war im Vergleich zum WT auch der Chlorophyll-Gehalt der Mutante um
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20,5 % geringer. Die Photosynthese-Aktivitit der Mutante betrug hier im Vergleich zum WT
64,1 % bezogen auf GZV sowie 81,9 % auf Chlorophyll-Basis.

Photosynthetische O,-Entwicklung
H,0 — NaHCO;
Wachstum Chlorophyll umol O,
OD750nm mg 100pl GZV' 100 ul GZV'h! mg Chl' h!

OD750nm an t()Z 0,4

WT 4,75 0,39 118,87 303,24
Hik14 1,99 0,31 76,21 248,24

OD750nm an t()Z 0,5

WT 4,11 0,37 122,46 327,42
Hik14 3,65 0,36 130,15 361,52

OD750nm an t()Z 0,6

WT 5,20 0,41 122,34 295,29
Hik14 5,45 0,39 110,87 284,79

Tab. 3.1: Messung der photosynthetischen Sauerstoff-Entwicklung von Synechocystis PCC 6803 WT und
Hik14.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit einer Begasung mit Luft / 2 % CO, bei einer
Lichtintensitit von 200 pE m™ s angezogen. Mit dreitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
Zelldichten von OD7sq,,, von 0,4, 0,5 sowie 0,6 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 72 h.

Die Messung der photosynthetischen Sauerstoff-Entwicklung erfolgte bei 30°C mit intakten Zellen und
Bicarbonat als Elektronen-Akzeptor. Es wurden Probenmengen verwendet, die 2,5 ug Chlorophyll entsprachen.

Messung der Nitratreduktase-Aktivitit

Zur Messung der Nitratreduktase-Aktivitdt wurden Synechocystis WT und Hik14 mit einer
Animpfdichte von OD750, von 0,3, 0,4, und 0,7 angezogen. Die Nitratreduktase-Aktivitat
wurde als Nitrit-Bildung mit Dithionit-reduziertem Methylviologen als Reduktant bestimmt.
Auch hier zeigte sich wieder, dass bei der niedrigen Animpfdichte die Mutante eine geringere
Aktivitit als der WT hatte, und zwar entsprach die Nitratreduktase-Aktivitit der Mutante bei
einer Animpfdichte von OD7spp, von 0,3 nach 48 h 60 % der Aktivitit des WTs (siehe
Tab. 3.2). Bei einer hoheren Animpfdichte (OD750nm von 0,7) wurde mit der Mutante keine

geringere Aktivitit im Vergleich zum WT gemessen.
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Kultur Anzuchtdauer Wachstum Nitratreduktase-Aktivitat
(h) (OD750nm)  pmol NO,™ gebildet 100 pl GZV™' min™

OD7500m an to: 0,3

WT 24 0,67 0,42
48 1,25 0,37
Hik14 24 0,56 0,38
48 0,81 0,22
OD750nm an to: 0,4
WT 24 0,76 0,25
48 2,08 0,70
Hik14 24 0,79 0,17
48 1,35 0,59
OD750um an to: 0,7
WT 24 2,24 0,63
48 4,12 0,24
Hik14 24 2,16 0,63
48 4,41 0,30

Tab. 3.2.: Messung der Nitratreduktase-Aktivitit von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer), mit einer Begasung mit Luft /2 % CO, und einer
Lichtintensitit von 200 pE m™ s angezogen. Mit dreitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
Zelldichten von OD75¢,,, von 0,3, 0,4 und 0,7 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 24 h und 48 h.

Zusammenfassung der Ergebnisse:

Synechocystis PCC 6803 WT und eine Slr1759-freie Mutante (genannt Hik14) wurden
vergleichend, und zwar zunéchst bei Anzucht in BG11-Medium, Begasung mit Luft / 2% CO,

und einer Lichtintensitit von 200 nE m? s’ angezogen.

Wenn die Synechocystis-Zellen mit Zelldichten im Bereich von OD75nm von 0,4 bis 0,6
angeimpft wurden, und zwar in BG11-Medium ohne Epps-Puffer, dann war zwischen WT
und Mutante kein signifikanter Unterschied im Wachstum zu erkennen. Wenn die Zellen
mit einer niedrigen Zelldichte (OD7sonm von 0,2 bis 0,3) angeimpft wurden, zeigte die
Mutante ein deutlich geringeres Wachstum als der WT. Bei einer Animpfdichte von
OD750nm von 0,2 zeigte die Mutante praktisch kein Wachstum, wihrend der WT nach einer
Phase mit reduziertem Wachstum fast ebenso wuchs wie nach Animpfen mit hohen
Zelldichten.

Es konnte weiter gezeigt werden, dass der primédre Grund fiir das schlechtere Wachstum
der Mutante im Vergleich zum Wachstum des WTs bei der niedrigen Animpfdichte nicht
auf einer erhohten Sensitivitdt der Mutante gegeniiber Photoinhibition basiert.

Die vergleichenden Analysen zur Charakterisierung von WT und Hik14 ergaben, dass die
Mutanten-Zellen, wenn sie mit einer niedrigen Zelldichte angeimpft wurden, eine erhohte
77 K Phycobilisomen-Fluoreszenz zeigten, sowie eine geringere photosynthetische O,-
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Entwicklung mit Bicarbonat als Elektronen-Akzeptor und eine geringere Nitratreduktase-
Aktivitit aufwiesen. Diese Reduzierungen konnten jedoch auch Sekundér-Effekte sein, die
aus dem reduzierten Wachstum bei Belichtung mit einer hohen Lichtintensitdt resultieren.

3.3 Vergleichende Analyse des Wachstums von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14
in BG11-Medium ohne und mit Epps-Puffer bei einer Lichtintensitit von

200 pE m?s™

Zur Klirung der priméren Ursache fiir die Wachstumsreduktion der Mutante nach Animpfen
mit einer geringen Zelldichte wurden die Zellen in BG11-Medium mit und ohne zusitzlicher
Epps-Pufferung (50 mM Epps-NaOH, pH 7,5) und bei einer Lichtintensitit von 200 uE m™ s™

angezogen.

Anzucht der Zellen bei einer Begasung mit Luft /2 % CO,

In den in Abb. 3.8A und 3.8B dargestellten Versuchen wurden WT und Hik14 mit BG11-
Medium ohne und mit Epps-Puffer und einer Lichtintensitit von 200 uE m™ s™ angezogen.
Die Animpfdichte betrug OD750mm von 0,2 und 0,4. Bei der Animpfdichte von OD75ppm von
0,2 und Kultivierung ohne Epps-Puffer zeigte die Mutante praktisch kein Wachstum, wéihrend
das Wachstum des WTs anfangs zwar gering war, dann aber mit einer guten Rate signifikant
verlief (sieche auch Abb. 3.3). Wird das BG11-Medium zusétzlich mit 50 mM Epps-NaOH
pH 7,5 gepuffert, zeigten WT und Mutante beide nach einer geringen Phase mit reduziertem
Wachstum ein logarithmisches Wachstum. Der pH-Wert des Mediums (siche Abb. 3.8A und
3.8 B) ohne Epps-Puffer liegt nach Autoklavieren zwischen 7,1 und 7,3. Wird dieses Medium
ohne Zellen mit Luft/2 % CO, begast, fillt der pH auf etwa 6,6 — 6,3. Der WT ist in der
Lage, den pH des Mediums innerhalb von 48 h wieder auf pH 7,0 zu erhdhen und dann
effektiv zu wachsen. Die Mutante Hik14 schafft es dagegen nicht den pH signifikant zu
erhohen und als Konsequenz erfolgt kein effektives Wachstum. Wird das Medium mit 50 mM
Epps-NaOH pH 7,5 zusitzlich gepuffert, bleibt der pH des Mediums zwischen 7,1 und 7,3,
und sowohl der WT als auch die Mutante konnen effektiv wachsen. Wenn die Animpfdichte
auf OD750nm von 0,4 erhoht wird, dann zeigt die Mutante auch ohne zusitzlichen Epps-Puffer
ein zum WT vergleichbares Wachstum. Bei der hoheren Zelldichte war auch die Mutante in
der Lage durch ihre metabolischen Aktivititen den pH des Mediums in kiirzester Zeit wieder

zu erhohen, und zwar in vergleichbarer Weise wie der WT.
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Abb. 3.8A: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 in BG11-Medium ohne und mit zuséatzlicher

Epps-Pufferung.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne und mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5) mit einer Begasung mit
Luft /2 % CO, und einer Lichtintensitit von 200 pE m? s angezogen. Mit dreitigigen Stammkulturen wurden
die Versuchsansitze mit einer Zelldichte von OD7s¢y,, von 0,2 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 144 h.

Dargestellt sind die Wachstumskurven der Zellen und die pH-Werte des Mediums wéahrend der

Wachstumsphase.
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Abb. 3.8B: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 in BG11-Medium ohne und mit zusétzlicher
Epps-Pufferung.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne und mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5) mit einer Begasung mit
Luft /2 % CO, und einer Lichtintensitit von 200 pE m™ s angezogen. Mit dreitigigen Stammkulturen wurden
die Versuchsansédtze mit einer Zelldichte von OD7so,m, von 0,4 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 144 h.
Dargestellt sind die Wachstumskurven der Zellen und die pH-Werte des Mediums wéhrend der
Wachstumsphase.

Dies bedeutet, dass bei Animpfen mit geringer Zelldichte der WT effektiver einer Ansduerung
des Mediums entgegen wirken kann, indem er besser H™ aufnehmen oder OH™ Ionen (oder
andere saure oder basische Substanzen ausscheiden/aufnehmen) ausscheiden kann. Wird die
Zelldichte beim Uberimpfen erhoht, ist auch die Mutante in der Lage in kiirzester Zeit den

pH-Wert des Mediums zu erhéhen.
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Aufgrund dieser Ergebnisse ist festzuhalten, dass eine zusitzliche Pufferung des BGI11-
Mediums eine Wachstumsreduktion der Mutante im Vergleich zum Wildtyp nach Animpfen

mit einer geringen Zelldichte verhindert.

Anzucht von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 bei Begasung mit Luft

Da es zu einem Abfall des pH-Wertes von BG11-Medium ohne zusitzliche Epps-Pufferung
durch Begasung mit Luft /2 % CO, kommt, wurden Synechocystis WT und Hik14 zuséatzlich
in BG11-Medium ohne und mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5 und einer Begasung mit Luft
angezogen (siche Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 nach Anzucht mit Luft.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne und mit 50 mM Epps-Puffer pH 7,5) einer Begasung mit Luft
und einer Lichtintensitit von 200 pEm™s” angezogen. Mit dreitigigen Stammkulturen wurden die
Versuchsansitze mit einer Zelldichte von OD754,y, 0,2 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 96 h.

Dargestellt sind die Wachstumskurven der Zellen und die pH-Werte des Mediums wihrend der
Wachstumsphase.
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Die Ergebnisse zeigen, dass das Wachstum bei niedriger Animpfdichte von WT und Mutante
bei Begasung mit Luft deutlich geringer ist als bei Begasung mit Luft /2 % CO, (siehe zum
Vergleich Abb. 3.8A). Die Anzucht bei Begasung mit Luft zeigt weiterhin, dass es nach 24 h
sowohl mit WT als auch mit Hik14 zu einer starken Alkalisierung des Mediums (pH 10,7 und
10,4) kommt, wenn die Zellen mit BG11-Medium ohne Epps-Puffer angezogen wurden.
Vergleicht man das Wachstum dieser Zellen mit dem Wachstum von WT und Hik14, die mit
BG11-Medium mit 50 mM Epps-NaOH angezogen wurden, so fillt auf, dass sowohl der WT
als auch die Mutante in dem ungepufferten Medium besser wachsen konnen. Das Wachstum
mit gepufferten BG11-Medium betrégt nach 96 h fiir den WT 68,0 % und fiir Hik14 49,9 %
des Wachstums mit ungepufferten Medium. Das Wachstum der Mutante betrdgt im Vergleich
zum WT in BG11-Medium ohne Epps-Puffer 78,1 % und in BG11-Medium mit Epps-Puffer
57,3 %. Das Wachstum der Mutante ist zwar im Vergleich zum WT reduziert, allerdings
scheint die Alkalisierung des Mediums einen positiven Effekt auf das Wachstum der Mutante
zu haben.

Die starke Alkalisierung des BG11-Mediums zeigt, dass Synechocystis-Zellen wéihrend der
Wachstumsphase effektiv H' aufnehmen und/oder OH™ Ionen (oder andere saure oder
basische Substanzen) ausschleusen.

Dieses Ergebnis in Kombination mit den Ergebnissen der Abb. 3.8 zeigt deutlich, dass der
Abfall des pH-Wertes im Medium die Hauptursache ist fiir das geringere Wachstum der
Mutante im Vergleich zum WT bei einer niedrigen Animpfdichte. Das geringere Wachstum
der Mutante kann verhindert werden, wenn das BG11-Medium zusitzlich mit 50 mM Epps-

NaOH gepuffert wird oder die Zelldichte erhdht wird.

Anzucht von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 in BG11-Medium ohne und mit
Zusatz von NaCl

Einer der beiden Bicarbonattransporter in Synechocystis ist eng gekoppelt mit einem Na' / H'-
Antiporter, der fiir die Ausschleusung von Natrium-Ionen aus der Zelle und einer Aufnahme
von Protonen aus dem Medium verantwortlich ist (OGAWA & KAPLAN 2003). Daher konnte
dieser Antiporter ein Grund fiir die Alkalisierung des Mediums sein, wie bei Anzucht der
Zellen mit Luft-Begasung gezeigt werden konnte (siche Abb. 3.9). Dieser Antiporter sollte
weniger effektiv arbeiten, wenn die Natriumkonzentration im Medium erhoht wird. Es war
daher die Frage, ob Zusatz von 0,4 M NaCl in das BG11-Medium mit 50 mM Epps-NaOH
pH 7,5 einen stirkeren Effekt auf Hik14 hat als auf WT. Als Animpfdichte wurde hier

OD750nm von 0,4 gewdhlt, da bei einer geringeren Zelldichte das Wachstum der Mutante zu
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stark gehemmt werden wiirde, so dass der mogliche Unterschied zwischen Anzucht ohne und
mit NaCl nicht mehr deutlich erkennbar wire. Die Ergebnisse der Abb. 3.10 zeigen, dass
durch Zusatz von 0,4 M NaCl in das BG11-Medium sich das Wachstum nach 72 h im WT um
20,4 % und in der Mutante um 39 % reduziert. Somit fithrt Zusatz von NaCl zum BG11-
Medium zu einer etwa doppelt so hohen Hemmung des Wachstums in der Mutante als im

WT.
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Abb. 3.10: Anzucht von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 ohne und mit Zusatz von 0,4 M NaCl.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5) mit Zusatz von 0,4 M NacCl, bei
Begasung mit Luft/2 % CO, und einer Lichtintensitit von 200 pEm?s’ angezogen. Mit dreitigigen
Stammkulturen wurden die Versuchsansdtze mit einer Zelldichte von OD7sy,, von 0,4 angeimpft. Die
Anzuchtdauer betrug 72 h.

Anzucht von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 mit Ammonium als N-Quelle

Das nachfolgende Ergebnis (sieche Abb. 3.11) soll abschlieBend fiir die Anzucht mit
200 pE m™ s zeigen, dass die Mutante Hik14 in BG11-Medium mit Epps-Puffer und mit
einer geringen Animpfdichte (OD7spnm von 0,2) auch mit anderen Stickstoff-Quellen wachsen
kann. In diesem Fall wurde das im BG11-Medium enthaltene Nitrat durch 5 mM Ammonium-
Chlorid ersetzt. Die Wachstumskurve zeigt, dass das Wachstum der Mutante zwar im
Vergleich zum WT leicht reduziert ist, aber ansonsten mit dem des WTs vergleichbar ist. Die
Mutante ist also in der Lage, in gepufferten Medium auch mit Ammonium als N-Quelle bei
geringer Animpfdichte zu wachsen. Die Ergebnisse zeigen somit noch einmal deutlich, dass
unabhingig von der N-Quelle die Mutante bei geringen Animpfdichten vergleichbar zum WT
wichst, wenn das BG11-Medium mit Epps-NaOH pH 7,5 zusitzlich gepuffert ist.
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N-Quelle: Ammonium

Wachstum (OD,,,,.)
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Abb. 3.11: Anzucht von WT und Hikl4 mit
Ammonium als N-Quelle.

WT und Hikl4 wurden in BGI11-Medium (mit
50mM  Epps-NaOH pH 7,5 mit 5mM
Ammoniumchlorid als N-Quelle, mit Begasung mit
Luft/2% CO, und einer Lichtintensitit von
200 uEm™s'  angezogen. Mit  dreitigigen
Stammkulturen wurden die Versuchsansidtze mit
einer Zelldichte von OD7sp,, von 0,2 angeimpft.
Die Anzuchtdauer betrug 120 h.

Zusammenfassung der Ergebnisse:

Um den primdren Grund fiir das geringere Wachstum der Mutante im Vergleich zum WT zu

finden, wurden die Synechocystis-Zellen in BG11-Medium ohne und mit einer zusdtzlichen
Pufferung mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5, bei Begasung mit Luft /2 % CO, und Belichtung
mit 200 pE m? s™ kultiviert.

Die Untersuchungen ergaben, dass der Unterschied im Wachstum zwischen WT und
Mutante bei niedrigen Animpfdichten nur dann auftrat, wenn das BG11-Medium keinen
zusétzlichen Epps-Puffer enthielt. Durch die Begasung von BGI11-Medium mit
Luft/ 2 % CO, fallt der pH von etwa 7,1 — 7,3 auf pH 6,6 ab. Der WT kann durch seine
metabolischen Aktivititen relativ schnell bewirken, dass der pH des Mediums wieder
ansteigt, wihrend die Mutante dazu nicht im gleichen AusmaB} in der Lage ist. Da der
Unterschied im Wachstum zwischen WT und Mutante bei niedriger Animpfdichte und
Epps-Puffer im BG11-Medium nicht auftritt, ist dies ein weiterer guter Beweis, dass die
Mutante keine hohere Sensitivitit gegeniiber Photoinhibition besitzt. Der Defekt in der
Mutante ist somit besonders deutlich zu detektieren, wenn die Zellen mit niedriger
Animpfdichte in BG11-Medium ohne Epps-Puffer angeimpft und mit Luft/2 % CO,
begast werden. Dies fiihrt zu einem Abfall des pH-Wertes im Medium, der von der
Mutante nicht im gleichen Ausmal} wie vom WT kompensiert werden kann.

Das Wachstum von Symnechocystis PCC 6803 in BGI11-Medium fithrt zu einer
Alkalisierung des Mediums, was sehr gut durch die Anzucht dieser Kultur in BGI11-
Medium und Begasung mit Luft gezeigt werden konnte.
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e Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass durch Zugabe von NaCl ins BG11-Medium, das
Wachstum der Mutante stirker als das Wachstum von WT reduziert wird, was andeuten
konnte, dass der HCO; -Transporter, der mit einem H'/Na'-Antiporter gekoppelt ist, in der
Mutante stirker zur C-Assimilation beitrdgt als im WT.

Da ein Abfall des pH-Wertes das Gleichgewicht von CO; zu HCO;3™ zu Gunsten von CO,
verschiebt, deuten diese Ergebnisse bereits an, dass der WT offensichtlich unter diesen
Bedingungen CO, besser als die Mutante assimilieren kann.

3.4 Vergleichende Analyse von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 bei einer

Lichtintensitiit von 60 pE m™ s

Um sekundire Schiadigungen durch Photoinhibition moglichst gering zu halten, wurde die
Lichtintensitit von 200 pEm?s' auf 60 pEm?s” reduziert. In den nachfolgenden
Untersuchungen wurden die Synechocystis-Zellen in BG11-Medium (ohne oder mit 50 mM
Epps-NaOH pH 7,5) bei einer Begasung mit Luft/2 % CO, und einer Lichtintensitidt von
60 pE m™ s angezogen. Mit zweitdgigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
einer Zelldichte von OD75p,, von 0,1 angeimpft. In einigen Versuchen wurden der WT und
Hik14 zusétzlich nach Animpfen mit OD750,m von 0,4 miteinander verglichen.

Die Animpfdichte von OD7sonm von 0,1 wird nachfolgend auch niedrige Animpfdichte und die
OD750nm von 0,4 als hohe Animpfdichte bezeichnet.

3.4.1 Vergleichende Analyse des Wachstums

Abb. 3.12 zeigt, dass bei Anzucht mit BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) nach Animpfen der
Kulturen mit einer niedrigen Animpfdichte sowohl der WT als auch die Mutante eine
zweitidgige Phase mit reduziertem Wachstum aufweisen. Danach steigt die Wachstumsrate des
Wildtyps signifikant an und verlduft wéhrend der weiteren Anzuchtdauer linear. Im
Gegensatz dazu ist die Phase mit reduziertem Wachstum in der Mutante bei einer niedrigen
Animpfdichte um mindestens zwei Tage verldngert und betragt zwischen 96 h und 120 h. Erst
dann setzt ein zum WT vergleichbares Wachstum ein. Die Verdnderungen des pH-Werts im
Medium lassen auch deutlich erkennen, dass der WT bei der niedrigen Animpfdichte in der
Lage ist, die pH-Werte des Mediums nach 48 h auf pH 6,9 hoch zu regulieren, wihrend mit
der Mutante ein vergleichbarer pH-Wert des Mediums erst nach etwa 96 h erreicht wird.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der WT effektiver als die Mutante in der Lage ist, bei einem
Abfallen des pH-Wertes im Medium seine metabolischen Aktivititen umzustellen und so

einer Ansiduerung des Mediums schneller entgegenwirken kann.
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Wird die Animpfdichte auf OD7sppm von 0,4 erhdht, ist sowohl das Wachstum als auch die
Verdnderung des pH-Wertes des Mediums von WT und Mutante vergleichbar. Es sollte auch
noch erwédhnt werden, dass bei einer Animpfdichte von OD7sp,m von 0,4 die Mutante ein
leicht hoheres Wachstum als der WT zeigt, welches in der spidteren Wachstumsphase nach
144 h um 36 % hoher war als beim WT. Somit zeigen diese Ergebnisse, dass die Abwesenheit
der Histidin-Kinase Slr1759 sowohl einen deutlichen Nachteil aber auch einen geringen
Vorteil in Bezug auf das Wachstum der Mutante ausmacht. Bei geringer Animpfdichte zeigt
die Mutante eine wesentlich ldngere Phase mit reduziertem Wachstum als der WT, bevor
effektives Wachstum beginnt. Bei einer hoheren Animpfdichte ist das Wachstum in der

Mutante im Vergleich zum WT leicht erhoht.
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Abb. 3.12: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 nach Animpfen mit unterschiedlichen
Zelldichten.

WT (links) und Hik14 (rechts) wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft /2 % CO,
und einer Lichtintensitit 60 pE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze
mit Zelldichten von OD7sqy,, von 0,1 und 0,4 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 144 h. Dargestellt sind die
Wachstumskurven der Zellen und die pH-Werte der Medien wihrend der Wachstumsphase.
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Zum besseren Vergleich wurde das Wachstum noch einmal dargestellt, indem WT und
Mutante direkt in einer Abbildung verglichen wurden (Abb. 3.13). Dies macht noch einmal
deutlich, dass bei geringer Animpfdichte die Mutante schlechter wéchst als der WT und zwar
hauptséchlich in der Anfangsphase nach dem Animpfen, und dass die Mutante bei hoher
Animpfdichte ein leicht besseres Wachstum als der WT hat und zwar vor allem in der

spateren Wachstumsphase.
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Abb. 3.13: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 nach Animpfen mit unterschiedlichen
Zelldichten.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitit von 60 pE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
Zelldichten von OD75q,,, von 0,1 und 0,4 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 144 h.

Vergleichend dargestellt sind WT und Hik14 in einer Abbildung, links bei niedriger Animpfdichte und rechts bei
hoher Animpfdichte.

In Abb. 3.14 ist nochmals eine Anzucht von WT und Hik14 mit einer geringen Animpfdichte

dargestellt, um die Reproduzierbarkeit zu dokumentieren.

Abb. 3.14: Wachstum von Syrnechocystis PCC 6803 WT und

OD 0., bei : 0,1 Hik14 nach Animpfen mit einer geringen Zelldichte.
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Die Ergebnisse zeigen, dass somit Bedingungen gefunden wurden, bei denen das geringere
Wachstum der Mutante im Vergleich zum WT zwar immer noch deutlich messbar war,
jedoch durch die Reduzierung der Lichtintensitit von 200 pE m™”s™ auf 60 pE m?s™ die
Schéadigung der Mutanten-Zellen durch Photoinhibition als ein sekundérer Effekt nicht mehr
vorhanden war oder zumindest deutlich geringer war als bei der hoheren Lichtintensitit. Die
Zellen zeigen nach 96 h ein effektives Wachstum, woraus geschlossen werden kann, dass sie
nicht irreversibel geschéddigt sind. Somit wurden optimale Bedingungen gefunden, um weitere
vergleichende Untersuchungen von WT und Hikl14 durchzufiihren. Hierbei soll geklért
werden, welche metabolischen Aktivititen in Hik14 reduziert oder erhoht vorliegen unter den
Wachstumsbedingungen, unter denen Hik14 ein deutlich schlechteres Wachstum zeigt als der

WT.

3.4.2 Vergleichende Analyse des Wachstums mit Epps-gepufferten BG11-Medium

Die eben dargestellte Anzucht (Abschnitt 3.4.1) wurde in einem weiteren Experiment mit
BGI11-Medium durchgefiihrt, welches mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5 zusitzlich gepuffert
worden war. Alle iibrigen Details zu den Versuchsbedingungen entsprechen den unter
Abschnitt 3.4.1 aufgefiihrten Angaben.

Abb. 3.15 zeigt, dass die Mutante bei Anzucht mit BG11-Medium, welches mit 50 mM Epps-
NaOH pH 7,5 gepuffert worden war, auch mit einer niedrigen Animpfdichte ein signifikantes
Wachstum zeigt, welches mit dem des WTs vergleichbar ist. Die entsprechenden pH-Werte
des Mediums zeigen, dass nach einem anfanglichen Absinken auf pH von 7,2, der pH-Wert
nach 48 h beim WT bzw. 72 h bei der Mutante auf 7,4 angestiegen ist. Diese leichte
Verzogerung in der Mutante scheint sich nicht negativ auf ihr Wachstum auszuwirken, da sich
diesbeziiglich keine Unterschiede zum WT feststellen lassen. Bei einer hohen Animpfdichte
ist das Wachstum von WT und Hik14 ebenfalls gleich. Die pH-Werte der Medien beider
Kulturen erreichen nach einem anfénglich leichten Absinken auf pH von 7,2 wieder einen pH-

Wert von 7,4 nach 48 h beim WT bzw. 72 h bei der Mutante.
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Abb. 3.15: Wachstum von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 in BG11-Medium mit 50 mM Epps-NaOH
pH 7,5 und unterschiedlichen Animpfdichten.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5) mit Begasung mit Luft /2 % CO,
und einer Lichtintensitit von 60 pEm™s” angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die
Versuchsansitze mit Zelldichten von OD7so,, von 0,1 und 0,4 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 144 h.
Gezeigt sind die Wachstumskurven und die dazu gehérenden pH-Werte des Mediums.

Die Tab. 3.3 auf der folgenden Seite zeigt, dass fiir die Anzucht von WT und Mutante das pH-
Optimum des BG11-Mediums wihrend der Begasung der Zellen mit Luft / 2 % CO, zwischen
7,0 und 7,5 liegt. Fiir diese Versuche wurde das BG11-Medium mit 50 mM Mops-NaOH fiir
die pH-Werte 6,5 und 7,0 gepuffert und mit 50 mM Epps-NaOH fiir die pH-Werte 7,5 und 8,5
gepuffert.
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pH-Wert des BG11-Mediums

6,5 7,0 7,5 8,5
Anzucht OD7500m
(h) WT Hik14 WT Hik14 WT Hik14 WT Hik14
0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
6 0,17 0,16 0,14 0,17 0,14 0,16 0,14 0,14
24 0,27 0,30 0,28 0,44 0,31 0,45 0,30 0,32
30 0,33 0,37 0,35 0,57 0,39 0,59 0,41 0,41
48 0,58 0,60 0,69 1,19 0,79 1,23 0,78 0,81

Tab. 3.3: Anzucht von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 in BG11-Mediums mit pH-Werten im Bereich
von pH 6,5 bis ph 8,5.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (zusitzlich gepuffert mit S0 mM Mops-NaOH fiir die pH-Werte 6,5
und 7,0, sowie mit 50 mM Epps-NaOH fiir die pH-Werte von 7,5 und 8,5) mit Begasung mit Luft /2 % CO, und
einer Lichtintensitit von 60 pnE m?s™ angezogen. Mit zweitdgigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze
mit einer Zelldichte von OD-54,, von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h.

3.4.3 Anzucht von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14 mit Ammonium als N-Quelle

Auch bei einer Lichtintensitit von 60 pE m”s” kann Hik14 in BG11-Medium mit Epps-
Puffer und mit einer geringen Animpfdichte (OD7sonm von 0,1) ebenfalls mit anderen
Stickstoff-Quellen wachsen. Wie auch in Abb. 3.11 fiir 200 pE m™ s gezeigt, wurde auch
hier das im BG11-Medium enthaltene Nitrat durch 5 mM Ammoniumchlorid ersetzt (siche
Abb. 3.16). Im Vergleich zum WT zeigt die Mutante nach 72 h schon ein deutlich héheres
Wachstum, welches nach 120 h Anzucht das Wachstum des WTs um 25,5 % tibersteigt.
Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass auch bei 60 pE m™ s die Mutante vergleichbar zum WT
oder sogar besser wichst, wenn das BGIl1-Medium mit Epps-NaOH pH 7,5 zusétzlich

gepuffert ist.
_ Abb. 3.16: Anzucht von WT und Hik14
e N-Quelle: Ammonium mit Ammonium als N-Quelle.
WT und Hik14 wurden in BG11-Medium
5 (mit 50 mM Epps-NaOH pH 7,5) mit
';E Hik14 5mM Ammoniumchlorid als N-Quelle,
a4 - mit Begasung mit Luft/2 % CO, und
S einer Lichtintensitit von 60 uEm”s
E 39 angezogen. Mit zweitdgigen Stamm-
E 2 4 kulturen wurden die Versuchsansitze mit
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3.4.4 Vergleichende Analysen der 77 K Pigment-Fluoreszenz

Fiir die weitere Charakterisierung von Synechocystis WT und Hik14 wurden die Zellen in
BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO, und einer Lichtintensitat
von 60 uE m™s™ angezogen. Es wurde eine niedrige und eine hohe Animpfdichte (OD7sonm
von 0,1 und 0,4) eingesetzt. Zur Messung der 77 K Pigment-Fluoreszenz wurden die Zellen
nach 48 h geerntet, auf eine Chlorophyll-Konzentration von 1 pg ml Kultur' eingestellt und
sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Direkt im Anschluss wurde die Pigment-
Fluoreszenz bei 77 K gemessen. Zuordnung der einzelnen Maxima siehe unter Abschnitt 3.2.3

Analysen der 77 K Pigment-Fluoreszenz.
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Abb. 3.17: Vergleichende Analyse der Pigment-Fluoreszenz bei 77 K von Synechocystis PCC 6803 WT und
Hik14.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitit von 60 pE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
einer Zelldichte von OD7s0,,, von 0,1 und 0,4 angeimpft. Die Anzucht erfolgte fiir 48 h.

A: Chlorophyll a-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von 435 nm.

B: Phycocyanobilin-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht von 600 nm.

Die Kurven wurden jeweils auf den PS I-Peak normiert.
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Wie in den Ergebnissen der Messungen bei einer Lichtintensitit von 200 pE m™ s
(Abb. 3.7), zeigte sich auch bei Anzucht mit 60 uE m™”s™ kein wesentlicher Unterschied
zwischen WT und Mutante nach Chlorophyll-Anregung mit Licht von 435 nm. Andererseits
ist die Fluoreszenz der Phycobiline in der Mutante nach entsprechender Anregung mit Licht
von 600 nm auch hier deutlich hoher, wenn Hik14 mit einer geringen Zelldichte angeimpft
wurde. Auch dieses Ergebnis deutet auf ein teilweises Ablosen der Phycobilisomen von den
Reaktionszentren hin. Bei einer hohen Animpfdichte ist auch hier wieder kein Unterschied

zwischen WT und Hik 14 festzustellen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.17 dargestellt.

3.4.5 Vergleichende Analysen der photosynthetischen Sauerstoff-Entwicklung

In diesem Versuch wurde die photosynthetische Sauerstoff-Entwicklung mit Bicarbonat als
Elektronen-Akzeptor gemessen. WT und Hik14 wurden mit BG11-Medium (ohne Epps-
Puffer) mit Begasung mit Luft/2% CO, und einer Lichtintensitit von 60 uEm™s’
angezogen. Mit zweitidgigen Stammkulturen wurden die Versuchsansétze mit einer Zelldichte

von OD750nm von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h, 72 h und 96 h.

Photosynthetische O,-Evolution
H,O — NaHCOs3
Wachstum Chlorophyll umol O,
OD750nm mg 100 pl GZV' 100 pl GZV'h'  mg Chl' h!

Wachstum fiir 48 h
WT 0,81 0,38 87,5 231,2
Hik14 0,51 0,42 81,7 193,5
Wachstum fur 72 h
WT 1,18 0,49 106,5 209,9
Hik14 0,64 0,39 57,9 149,0
Wachstum fiir 96 h
WT 1,92 0,46 107,7 232.6
Hik14 0,76 0,32 429 135,8

Tab. 3.4: Photosynthetische Sauerstoff-Entwicklung von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtstirke von 60 pnE m™ s angezogen. Mit zweitéigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit einer
Zelldichte von OD750,, von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h, 72 h und 96 h.

Im Reaktionsansatz wird die O,-Entwicklung mit Bicarbonat als Elektronen-Akzeptor bei einer Lichtintensitéit
von 200 pE m™ s™ und mit 5 pg Chlorophyll gemessen.
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Die Tab. 3.4 zeigt, dass iiber die gesamte Anzucht-Phase das Wachstum und der Chlorophyll-
Gehalt in der Mutante geringer als im WT sind (lediglich nach 48 h ist der Chlorophyll-Gehalt
der Mutante mit dem des WTs vergleichbar). Die Werte fiir die photosynthetische Aktivitit
sind wieder auf gepacktes Zellvolumen (GZV) und auf mg Chlorophyll bezogen. Auf
Chlorophyllbasis ist die Aktivitidt der Mutante nach 48 h um 16,3 % geringer als im WT, nach
72 hum 29 % und nach 96 h um 41,6 %.

3.4.6 Vergleichende Analyse der Nitratreduktase-Aktivitat

Die Aktivitdit der Nitratreduktase wurde als NO,-Bildung mit Dithionit-reduziertem
Methylviologen gemessen. Synechocystis WT und Hik14 wurden hierzu in BG11-Medium
(ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO; und einer Lichtintensitdt von 60 pE m
*s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit einer
Zelldichte von OD750nm von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 24 h, 48 h und 72 h. Wie
die Ergebnisse der Tab. 3.5 zeigen, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen WT

und Mutante in Bezug auf die Nitratreduktase-Aktivitit gemessen werden.

Kultur Anzuchtdauer Wachstum Nitratreduktase-Aktivitit
(h) (OD750nm)  pmol NO,™ gebildet 100 pl GZV™" min™
24 0,35 0,601
WT 48 1,19 0,745
72 2,05 0,575
24 0,24 0,624
Hik14 48 0,51 0,793
72 1,61 0,672

Tab. 3.5: Messung der Nitratreduktase-Aktivitdt von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14.
WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitit von 60 pE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
einer Zelldichte von OD750,,, von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 24 h, 48 hund 72 h.

3.4.7 Vergleichende Analysen der respiratorischen Sauerstoff-Aufnahme

Bei diesen Analysen wurde die potentielle respiratorische Aktivitit der Cytoplasmamembran
bestimmt. Es wurde der Sauerstoff-Verbrauch von intakten Zellen im Dunkeln vor und nach
EDTA-Zugabe gemessen. Da EDTA nicht von den Zellen aufgenommen wird, bedeutet
dessen Stimulierung der Sauerstoff-Aufnahme, dass EDTA Kationen bindet und dadurch eine
respiratorische Aktivitit in der Cytoplasmamembran nachweisbar wird. Durch Zugabe von
CaCl, konnte diese Aktivitdit wieder gehemmt werden. Aullerdem konnte gezeigt werden,

dass KCN diese respiratorische Aktivitdt hemmt, was beweist, dass die Sauerstoff-Aufnahme
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iiber die terminale Cytochrom-Oxidase erfolgt. Somit detektiert dieser Test die potentielle
Kapazitidt der Respiration in der Cytoplasmamembran und das Vorhandensein von einem
bisher nicht identifizierten endogenen Substrat. WT und Hik14 wurden in BG11-Medium
(ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO, und einer Lichtstirke von 60 pE m™s™

angezogen. Mit zweitidgigen Stammkulturen wurden die Versuchsansétze mit einer Zelldichte

von OD750nm von 0,1 oder 0,4 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h bzw. 72 h.
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Abb. 3.18: Respiratorische Sauerstoff-Aufnahme von Synechocystis PCC 6803 WT und Hik14.

WT und Hik14 wurden mit BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitdt von 60 uE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
einer Zelldichte von OD7sny, von 0,1 (links) sowie 0,4 (rechts) angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h (A),
sowie 72 h (B). Die Sauerstoff-Aufnahme von intakten Zellen wurde vor und nach Zugabe von EDTA gemessen.

Die Ergebnisse in Abb. 3.18 zeigen, dass bei einer Animpfdichte von OD750nm von 0,1 Hik14

eine deutlich hohere EDTA-stimulierte potentielle respiratorische Aktivitit besitzt als der
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WT. Dies war nicht der Fall wenn die Zellen mit OD75,,, von 0,4 angeimpft worden waren.

Hier zeigten WT und Mutante miteinander vergleichbare Respirations-Raten.

3.4.8 Northern-Blot-Analysen von ausgewihlten Transkripten

Fiir die Northern-Blot-Analysen wurden Proben von WT und Hik14 verwendet, die mit
BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und mit einer
Lichtstirke von 60 uEm™s™ angezogen worden waren. Angeimpft wurde mit niedriger
(OD750nm von 0,1) und hoher (OD75sonm von 0,4) Zelldichte. Die Anzucht erfolgte fiir 48 h.
Es wurden die nachfolgend aufgelisteten Transkripte untersucht:
mRNA fiir PetH (Ferredoxin-NADP -Oxidoreduktase)
mRNA der Untereinheiten des NDH-1 Komplexes: Ndh-1-H, Ndh-D1-4
mRNA fiir PetC1 und PetC3 (Rieske-Fe-S-Protein des Cytochrom b6/f-Komplexes)
mRNA fiir Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (s/r1096, Gen auch als IpdA bezeichnet,
Proteinbezeichnung ist Lpd, E3-Untereinheit des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes)
mRNA fiir Pyruvat-Dehydrogenase (s/r/934, El-Untereinheit des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes)
Die ausgewihlten Transkripte kodieren fiir Proteine, die direkt oder indirekt an der
Respiration der Cytoplasmamembran oder an der Kohlenstoffaufnahme beteiligt sind. Sie
wurden ausgewdhlt, da die vorangegangenen Untersuchungen Hinweise dafiir geliefert hatten,
dass die Mutante weniger effektiv von einer HCOs-Aufnahme auf eine CO,-Assimilation
umstellen kann und die Respiration in der Cytoplasmamembran weniger effektiv

herunterreguliert ist.

Die Northern-Blot Analysen (siche Abb. 3.19) ergaben folgendes Ergebnis:

Der Hauptunterschied zwischen WT und Mutante wurde in den Transkriptmengen von petH
und ndhD4 detektiert, und zwar dann wenn die Kulturen mit einer geringen Zelldichte
angeimpft wurden. Unter diesen Bedingungen sind die Transkriptmengen von petH und
ndhD4 in der Mutante niedriger als im WT. Bei hoher Animpfdichte ist kein Unterschied
zwischen WT und Hik14 nachweisbar.

PetH kodiert fiir die Ferredoxin-NADP'-Oxidoreduktase und hat eine Funktion in der
NADP"-Reduktion und im zyklischen Elektronentransport um PS I (VAN THOR et al. 2000;
MATTHUS et al. 2002). Es gibt Hinweise, dass der zyklische Elektronentransport an der
Umwandlung von CO, zu HCOj" beteiligt ist (KAPLAN & REINHOLD 1999; PRICE ef al. 2002;
SHIBATA et al. 2002; BADGER & PRICE 2003).
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Bei der Umwandlung von CO, zu HCOj" spielen spezialisierte NDH-1 Komplexe eine Rolle,
die die Untereinheiten NdhD3 oder NdhD4 enthalten. Wihrend mit NdhD3 kein Unterschied
zwischen WT und Mutante festzustellen war, ist die Transkriptmenge von NdhD4 nach
Animpfen mit geringer Zelldichte im WT hoher als in der Mutante. Nach Animpfen mit hoher
Zelldichte ist kein Unterschied zwischen WT und Mutante erkennbar.

Die Untersuchung von Transkripten der Gene, die fiir respiratorische Proteine kodieren, haben
trotz hoherer Respiration der Mutante im Vergleich zum WT (sieche Abb. 3.18), entweder
keine Unterschiede erbracht oder die gemessenen Unterschiede waren nicht konstant zu
reproduzieren: ndhD1 und ndhD?2 kodieren fiir Untereinheiten des NDH-1 Komplexes, die an
der Respiration beteiligt sind.

Gewisse Unterschiede sind auch fiir das Rieske-Protein des Cyt b6/f-Komplexes detektiert
worden. Es gibt drei Formen des PetC-Proteins, die von den Genen petCl: sll1316, petC2:
slr1185 und petC3: sll1182 kodiert werden. Die Proteine PetC1 und PetC2 sind Komponenten
des reguliren Cytochrom-Komplexes. Die Funktion von PetC3, das ein hoheres
Redoxpotential besitzt (+ 135 mV, SCHNEIDER 2000), ist unklar. Laut Rogner (personliche
Mitteilung) ist PetC3 an der Cytoplasmamembran lokalisiert und konnte somit am
respiratorischen Elektronentransport beteiligt sein. Meine Ergebnisse zeigen, dass die
Transkriptmenge fiir PetCl in der Mutante reduziert ist, wéhrend fiir PetC3 eine hohere
Transkriptmenge flir Hik14 detektiert wurde.

Weitere an der Respiration der Cytoplasmamembran beteiligte Komponenten sind der
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, mit den drei Untereinheiten Pyruvat-Dehydrogenase (E1),
Dihydrolipoyl-Transacetylase (E2) sowie die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) (Stryer
1987; ENGELS & PISTORIUS 1997). Mittels Northern Blot-Analyse wurden die Untereinheit E1
(sir1934) sowie die Untereinheit E3 (/pdA) untersucht. Bei Anzucht mit einer geringen
Zelldichte, war die Transkriptmenge von s/r/934 und /pdA in der Mutante erhdht. Allerdings
unterlag dieses Ergebnis Schwankungen, sodass dieser Unterschied nicht konstant
reproduzierbar war. Dies hdngt mdglicherweise damit zusammen, dass die Transkriptmenge
dieser Gene sehr leicht durch den Zustand des Stoffwechsels beeinflusst wird.

Die Untersuchung von ndhH-mRNA hat keinen Unterschied zwischen WT und Mutante
gezeigt. Der Nachweis der Transkriptmengen von rnpB diente nur der Kontrolle, um zu

dokumentieren, dass gleiche mRNA-Mengen auf die Gele aufgetragen wurden.
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Abb. 3.19: Northern Blot-Analyse von
Synechocystis PCC 6803 WT und Mutante
Hik14.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne
Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO,
und einer Lichtintensitit von 60 pEm? s’
angezogen. Mit zweitdgigen Stammkulturen
wurden die Versuchsansitze mit einer Zelldichte
von OD7s5opm 0,1 und 0,4 angeimpft. Die
Anzuchtdauer betrug 48 h.
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3.4.9 Western-Blot-Analysen von ausgewiihlten Proteinen

Da die physiologischen Messungen Unterschiede in der photosynthetischen Aktivitit
zwischen WT und Hik14 zeigten und da die Northern Blot-Analysen Hinweise auf einen
Unterschied in Bezug auf die Transkriptmenge fiir Lpd gaben, wurden die Proben in Western
Blot-Analysen mit den in der Arbeitsgruppe vorhandenen Antikdrper gegen Proteine der
photosynthetischen Elektronentransport-Kette sowie gegen Lpd untersucht. Fiir die Western-
Blot Analysen wurden Proben von WT und Hik14 verwendet, die wie unter Abschnitt 3.4.8

beschrieben angezogen wurden.

oD, beit,; 0,1 0,4
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Abb. 3.20: Western Blot-Analysen von Synechocystis PCC
6803 Wildtyp und Mutante Hik14.

WT und Hikl4 wurden in BGI11-Medium (ohne Epps-
Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO, und einer
Lichtintensitit von 60 pE m? s' angezogen. Mit
zweitdgigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze
mit einer Zelldichte von OD50ny, von 0,1 und 0,4 angeimpft.

Die Anzuchtdauer betrug 48 h.

Die Western-Blot Analysen (siche Abb. 3.20) ergaben einen leichten Unterschied in der
Menge von PsbA und eine signifikant niedrigere Menge an PsbO in der Mutante im Vergleich
zum Wildtyp, wenn die Kulturen mit einer geringen Zelldichte angeimpft wurden. Diese
Beobachtung stimmt gut mit der geringeren photosynthetischen Aktivitit der Mutante im

Vergleich zum Wildtyp unter den in Abschnitt 3.4.8 genannten Bedingungen {iberein (siche
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auch Tab. 3.4). Die Protein-Menge von PsaA/B (PS I) zeigte keine Unterschiede zwischen
WT und Hik14. Im Gegensatz dazu war die AtpA-Menge in der Mutante sowohl bei niedriger
als auch bei hoher Animpfdichte im Vergleich zum WT reduziert. Einer der
Hauptunterschiede war die Menge von Lpd, welches eine Komponente des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes ist und in Synechocystis PCC 6803 mit der Cytoplasmamembran
assoziiert ist (ENGELS & PISTORIUS 1997). Die Protein-Menge von Lpd war in der Mutante
signifikant hoher als im Wildtyp, insbesondere dann, wenn die Kulturen mit einer niedrigen

Zelldichte angeimpft wurden, aber auch bei Animpfen mit einer hohen Zelldichte.

3.4.10 Metaboliten-Analysen

Da die Mutante sowohl in ihrer Photosynthese- als auch in ihrer Respirations-Aktivitat
Unterschiede zum WT aufwies, sollte untersucht werden, ob sich diese Abweichungen auch
in dem Metaboliten-Status der Mutante wiederfinden. Hierzu wurden WT und Hik14 in
BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO, und einer Lichtstirke
von 60 uE m?s! angezogen. Nach Animpfen mit einer Zelldichte von OD7504m 0,1 und 0,4
wurden die Kulturen fiir 48 h angezogen.

Es wurden alle hydrophilen Metabolite untersucht, die in BARSCH et al. (2004) aufgefiihrt
sind. Ein gut reproduzierbarer Unterschied wurde beim Pyruvat-Gehalt festgestellt, wenn die
Zellen mit einer niedrigen Animpfdichte angezogen wurden. Dies stimmt gut {iberein mit dem
Ergebnis, dass das Protein Lpd, als Bestandteil der Pyruvat-Dehydrogenase, in groBerer
Menge in der Mutante vorhanden ist als im WT, und dass die Mutante eine hohere
respiratorische Aktivitdt an der Cytoplasmamembran besitzt. Dadurch wird Pyruvat in der
Mutante stirker umgesetzt als im WT, was sich in einer niedrigeren Pyruvat-Menge
widerspiegelt. Die Werte fiir Pyruvat in der Mutante entsprechen 36 % bis 55 % der WT-
Werte. Im Gegensatz dazu waren die Pyruvat-Mengen zwischen WT und Mutante nach
Anzucht mit hoher Animpfdichte miteinander vergleichbar.

Das reduzierte Wachstum der Mutante bei niedriger Animpfdichte (sieche Abb. 3.13) fiihrte
auch zu einem deutlich geringeren L-Glutamat-Gehalt. Wurden die Kulturen dagegen mit
hohen Zelldichten angeimpft, war kein Unterschied in der L-Glutamat-Menge zwischen WT

und Hik14 zu erkennen.
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OD750n0m an to: 0,1 0,4

Kultur WT Hik14 WT Hik14

Pyruvat-Konzentration: Rel. Einheiten

1. Experiment 1,196 0,661 0,977 1,128
2. Experiment 0,870 0,381 0,891 0,944
3. Experiment 0,460 0,177 - -
4. Experiment 0,436 0,155 - -

L-Glutamat-Konzentration: Rel. Einheiten

1. Experiment 31,672 3,953 60,553 98,847
2. Experiment 130,086 82,510 116,058 116,356
3. Experiment 31,490 1,317 - -
4. Experiment 106,734 1,573 - -

Tab. 3.6: Untersuchung der relativen Konzentration von Pyruvat und L-Glutamat aus Synechocystis PCC 6803
WT und Hik14.

WT und Hik14 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft / 2 % CO, und einer
Lichtintensitit von 60 pE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit
einer Zelldichte von OD75pny, 0,1 und 0,4 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 48 h. Dargestellt sind die Pyruvat-
und die L-Glutamat-Konzentration als relative Einheiten.

Zusammenfassung der Ergebnisse:

Um einen Einfluss durch Photoinhibition als Sekundér-Effekt moglichst gering zu halten,

wurden die Versuche bei einer Belichtung der Zellen mit 60 pE m™ s durchgefiihrt.

Die Zellen wurden in BGI11-Medium ohne Epps-Puffer, mit einer Begasung mit

Luft/ 2 % CO, angezogen und mit einer OD750,m von 0,1 (niedrige Zelldichte) und 0,4 (hohe

Zelldichte) angeimpft. Wurden die Zellen mit einer niedrigen Zelldichte in BG11-Medium

ohne Epps-Puffer angeimpft, ergaben sich nachfolgende Unterschiede zwischen WT und

Mutante hinsichtlich des Wachstums und ausgewéhlter Charakteristika:

e Bei Anzucht von WT und Mutante mit einer niedrigen Zelldichte ist die 77 K
Phycobilisomen-Fluoreszenz in der Mutante erhoht. Thre photosynthetische Aktivitét ist
gegeniiber dem WT reduziert. Western Blot-Analysen zeigten, dass die Protein-Menge
von PsbA (D1) und PsbO (MSP) in der Mutante geringer war als im WT.

e Die Messung der Nitrat-Reduktase-Aktivitdt ergab keinen wesentlichen Unterschied
zwischen WT und Mutante.

e Wachstumsanalysen zeigten, dass die Mutante nach Animpfen mit einer niedrigen
Zelldichte ein deutlich reduziertes Wachstum im Vergleich zum WT zeigte. Wéahrend der
Anzucht sank durch die Begasung mit Luft /2 % CO, der pH-Wert des BG11-Mediums
(ohne Epps-Puffer) nach 24 h Anzucht unter pH 7,0, was vom WT in kiirzerer Zeit
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kompensiert werden konnte als von der Mutante. Da bei einer pH-Absenkung die
Assimilation von CO, relativ zur HCOs-Aufnahme optimiert werden muf3, deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass die Mutante ihre C-Aufnahme nicht so effektiv wie der WT
von HCOj5 -Assimilation auf CO,-Assimilation umstellen kann. Diese Theorie wird durch
die Ergebnisse der Northern Blot-Analysen unterstiitzt. Die Transkriptmenge der
Untereinheiten des NDH-1 Komplex ndhD1 und ndhD2 sind in WT und Mutante fast
gleich. Im Gegensatz dazu ist die mRNA-Menge fiir ndhD4 in der Mutante niedriger als
im WT. NdhD4 spielt eine Rolle bei der Umwandlung von CO, zu HCOj". Die fiir diesen
Vorgang benotigte Energie wird vorrangig vom zyklischen Elektronentransport um PS I
geliefert. An diesem ist auch die Ferredoxin-NADP'-Oxidoreduktase (PetH) beteiligt,
deren Transkriptmenge in der Mutante ebenfalls geringer als im WT ist.

AuBerdem ist die Respiration an der Cytoplasmamembran in der Mutante hoher als im
WT. Die Proteinmenge von Lpd, die eine Untereinheit des Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplexes ist, ist in der Mutante ebenfalls hoher als im WT, was sehr gut mit der
erhohten Respiration in der Mutante korreliert. Ein weiterer Hinweis fiir eine hdhere
Respiration in der Mutante im Vergleich zum WT ist die im Rahmen der Metaboliten-
Messung nachgewiesene niedrigere Pyruvat-Konzentration in der Mutante als im WT.

Das geringere Wachstum der Mutante im Vergleich zum WT geht gut einher mit der in
der Metaboliten-Messung gezeigten geringeren Glutamat-Menge, da dies demonstriert,
dass die Mutante unter diesen Umstinden nicht in der Lage ist, Glutamat als
Speichersubstanz im gleichen Ausmall wie der WT aufzubauen.

Wenn die Kulturen mit einer hohen Zelldichte angeimpft wurden, konnte die pH-Absenkung

sowohl vom WT als auch von der Mutante bereits nach 48 h kompensiert werden, was sich

auch in einem vergleichbaren Wachstum beider Kulturen zeigt. Unter diesen Bedingungen

war das Wachstum der Mutante im Vergleich zum WT sogar um 36 % erhoht, was darauf

hindeutet, dass das Fehlen der Histidin-Kinase unter bestimmten Bedingungen einen Vorteil
fiir die Zellen darstellt.

In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen in BG11-Medium mit Epps-NaOH pH 7,5, mit

einer Begasung mit Luft/2 % CO, angezogen und mit einer OD750,m von 0,1 (niedrige
Zelldichte) und 0,4 (hohe Zelldichte) angeimpft.

Unter diesen Anzucht-Bedingungen zeigten sowohl der WT als auch die Mutante
unabhingig von der Animpfdichte ein vergleichbares Wachstum.

Untersuchungen des pH-Optimums fiir die Anzucht haben gezeigt, dass der optimale pH-
Bereich 7,0 bis 7,5 betragt.
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4. Diskussion

In Prokaryoten sind sogenannte ,,Zwei-Komponenten-Systeme®, die aus einer Histidin-Kinase
und einem Response-Regulator bestehen, hdufig an Signaltransduktionskaskaden beteiligt
(PARKINSON & KOFOID 1992; ALEX & SIMON 1994; CHANG & STEWART 1998; STOCK et al.
2000). Fiir E. coli wurde z. B. gezeigt, dass mindestens zwei Histidin-Kinasen, nimlich ArcB
und BarA, an der Regulation des Kohlenstoff-Metabolismus beteiligt sind (MALPICA et al.
2004; PERNESTIG et al. 2003). In Cyanobakterien liegt dagegen eine wesentlich komplexere
Interaktion der verschiedenen Stoffwechselvorgédnge als in E. coli vor, da in Cyanobakterien
nicht nur Respiration und Kohlenstoff-Metabolismus, sondern zusétzlich noch die
Photosynthese und die CO,-Assimilation miteinander koordiniert werden miissen. Es war
somit davon auszugehen, dass ebenfalls eine (oder auch mehrere) Histidin-Kinasen an der

Koordination dieser Stoffwechselwege beteiligt sind.

Da die vollstindige Genomsequenz des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803
vorliegt und da fiir dieses Cyanobakterium gezeigt worden war, dass es 42 putative Histidin-
Kinasen besitzt, wurde dieser Organismus gewihlt, um einen Beitrag zum Verstindnis der
komplexen Wechselbeziehung zwischen Photosynthese/Respiration und Kohlenstoft-

Anabolismus/Katabolismus zu erarbeiten (KANEKO et al. 1996; MIZUNO et al. 1996).

Am Anfang dieser Arbeit stand eine bioinformatische Analyse zur Auswahl einer Histidin-
Kinase, die einen mdglichen Kandidaten fiir eine solche Kinase représentiert, welche die oben
definierte Funktion haben konnte. Es wurde die Histidin-Kinase Slr1759 ausgewdhlt, da es
sich bei dieser um eine Hybrid-Sensor-Kinase handelt, die sowohl eine Receiver- als auch
eine Transmitter-Domaine tragt.

Die Histidin-Kinase Slr1759 besitzt die nachfolgende Doméanenstruktur (Abb. 4.1):

GXGXXG
— — — we— —
SIr759 W - p—
.. PAS Doméne s Phosphoakzeptor Doméne (SIG) ___  Histidin-Phosphotransfer Doméane (HPT)
@ PACDomine [mm ATP bindende Doméne (HATP) @ Transmembran Helix (TM)
B GAF Doméne Respons Regulator Doméane (RR)Gxexxe/a Dinukleotid bindende Domane

Abb. 4.1: Domiénenstruktur der Histidin-Kinase Slr1759.
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Diese Kinase ist Membran-assoziiert. Sie besitzt zwei PAS-Doménen, die fiir ein Redox-
Signalling geeignet sind, und auferdem eine extrem komplexe Doméanen-Struktur, was auf die
Detektion und Integration verschiedener Signale hindeutet. Slr1759 erschien uns somit als ein
besonders gut geeigneter Kandidat fiir eine mdgliche Funktion bei der Koordination des

Kohlenstoff-Metabolismus in Synechocystis PCC 6803.

Im zweiten Teil meiner Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen von Synechocystis
PCC 6803 WT und einer Slr1759-freien Mutante durchgefiihrt, um zu klidren, welche
Funktion diese Histidin-Kinase im Stoffwechsel von Syrnechocystis PCC 6803 besitzt. Die
Mutante wurde mir von Prof. Murata und Prof. Suzuki (SUZUKI et al. 2000) zur Verfligung
gestellt.

Die Analysen des Wachstums ergaben, dass ein deutlicher Unterschied im Wachstum von WT
und Mutante nur unter ganz genau definierten Bedingungen detektiert werden konnte. Bei
diesen handelt es sich um eine Anzucht mit BG11-Medium (ohne zusétzlichen Epps-Puffer),
mit einer Begasung mit Luft / 2 % CO,, einer Belichtung mit 200 pnE m™ s und einer
Animpfdichte von OD750nm im Bereich von 0,2 — 0,3 oder einer Belichtung mit 60 pE m?>s!
und einer Animpfdichte von OD750,m im Bereich von 0,1.

Die Ergebnisse der Wachstumsanalysen zeigten, dass ein deutlicher Unterschied zwischen
WT und Mutante detektierbar war, wenn Metaboliten-reiche Zellen in BG11-Medium (ohne
zusitzlichen Epps-Puffer) verdiinnt und mit CO, angereicherter Luft begast wurden. Diese
Art von Begasung des Mediums fiihrte jeweils zu Beginn der Anzucht zu einem Abfall des
pH-Wertes im Medium von pH 7,3 auf pH 6,6 beim WT und auf pH 6,3 bei der Mutante.
Unter diesen Bedingungen zeigte die Mutante eine wesentlich ldngere Phase mit einem
reduzierten Wachstum als der WT. Das heif3t, dass die Mutante bedeutend lidnger als der WT
bendtigte, um logarithmisches Wachstum zu erreichen. Wurden die Zellen mit einer hohen
Zelldichte angeimpft, dann konnten sowohl der WT als auch die Mutante den Abfall des pH-
Wertes bereits nach 48 h kompensieren. Dementsprechend gut war das Wachstum der Zellen,
das wihrend der gesamten Anzuchtdauer linear verlief. Wenn das BG11-Medium zusétzlich
mit Epps-NaOH pH 7,5 gepuffert wurde, war dieser Abfall des pH-Wertes im Medium nicht
vorhanden und WT und Mutante zeigten ein vergleichbares Wachstum. In Abb. 4.2 ist der

hauptsichliche Unterschied im Wachstum von WT und Mutante noch einmal dokumentiert.
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Abb. 4.2: Wachstum von Syrnechocystis PCC 6803 WT und Hik14 nach Animpfen mit einer Zelldichte von
OD750nm von 0,1

WT und Hikl4 wurden in BG11-Medium (ohne Epps-Puffer) mit Begasung mit Luft/2 % CO, und einer
Lichtintensitit 60 uE m™ s angezogen. Mit zweitigigen Stammkulturen wurden die Versuchsansitze mit einer
Zelldichte von ODgjspy, von 0,1 angeimpft. Die Anzuchtdauer betrug 144 h. Dargestellt sind die
Wachstumskurven der Zellen und die pH-Werte der Medien wihrend der Wachstumsphase.

Die Abbildung zeigt, dass die Mutante nach einer Phase reduzierten Wachstums (nach 96 h) in vergleichbaren
Raten zum WT wichst. Ebenfalls in der Abbildung dargestellt sind die entsprechenden pH-Werte der Medien.
Sowohl beim WT als auch bei der Mutante sinkt der pH-Wert des Mediums nach 24 h ab, und zwar auf pH 6,4
(WT) und 6,3 (Hik14). Wahrend der WT bereits nach 72 h die pH-Absenkung kompensiert hat (der pH-Wert des
Mediums betrug dann 7,2) ist der pH-Wert des Mediums bei der Mutante erst nach 96 h im neutralen Bereich
(pH 7,0). Dieser Unterschied im Wachstum von WT und Mutante wurde nicht detektiert, wenn das BG11-
Medium mit Epps-NaOH pH 7.5 gepuffert wurde oder wenn die Zellen mit einer hohen Animpfdichte in BG11-
Medium (ohne zusitzlichen Puffer) angeimpft wurden.

Die Konsequenz des abfallenden pH-Wertes im Medium bei Anzucht ohne zusitzlichen Epps-
Puffer ist eine Verschiebung des Gleichgewichts von HCO;3™ / CO; zu Gunsten von CO, im
Medium. Die Zellen miissen sich dann von einer vorrangigen HCO; -Aufnahme auf eine CO,-
Assimilation umstellen. Offensichtlich ist der WT besser in der Lage als die Mutante, diese
Umstellung durchzufiihren.

In Synechocystis PCC 6803 erfolgt die HCOs™ -Aufnahme iiber zwei Transporter in der
Cytoplasmamembran, wéihrend CO, durch die Cytoplasmamembran diffundieren kann und
dann unter Beteiligung spezialisierter NDH-1 Komplexe (vom Typ B) und des zyklischen
Elektronentransportes zu HCO; umgewandelt und anschlieBend in die Carboxysomen
transportiert wird (BADGER & PRICE 2003; KAPLAN & REINHOLD 1999). Die Northern Blot-
Analysen gaben Hinweise dafiir, dass die CO,-Aufnahme in der Mutante beeintrichtigt ist, da
hier die Transkriptmengen fiir petH (Ferredoxin-NADP"-Oxidoreduktase) und ndhD4 (eine
Untereinheit des NDH-1-Komplexes vom Typ B) verringert sind. PetH hat sowohl die

Funktion NADP" zu reduzieren als auch Elektronen im zyklischen Elektronentransport um PS

93



Diskussion

I zu Ubertragen. Sowohl der zyklische Elektronentransport als auch der NDH-1 Komplex vom
Typ B werden fiir die Umwandlung von CO, zu HCOs™ benétigt.

Somit bestétigen die Transkript-Untersuchungen, dass in der anfanglichen Wachstumsphase
die Mutante weniger effektiv als der WT ihre metabolischen Aktivititen verdndern kann, die

zu einer erhOhten CO;,-Assimilation relativ zur HCO;3;™ -Aufnahme fiihren.

Als eine Konsequenz aus der geringen C-Assimilation und einem damit verbundenen C-
Mangel kann sicher die reduzierte photosynthetische Sauerstoff-Entwicklung und die erhdhte
77 K Phycobilisomen-Fluoreszenz in der Mutante angesehen werden. Dies bedeutet, dass die
Zellen einen Mangel an fixiertem Kohlenstoff haben, was letztendlich einen Nahrstoffmangel
bedeutet und zu einer Stress-Situation fiihrt, da die Energie-anliefernden und -verbrauchenden
Reaktionen nicht mehr im Gleichgewicht stehen (siehe z.B. Review HUNER 1996). Dies wird
besonders deutlich durch die erhohte Phycobilisomen-Fluoreszenz, was bedeutet, dass
weniger Lichtenergie auf PS II iibertragen wird, was zu einer Verringerung der

photosynthetischen Aktivitit fiihrt.

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zwischen WT und Mutante zeigte sich bei der
potentiellen respiratorischen Aktivitdit der Cytoplasmamembran. Respirationsmessungen
haben ergeben, dass die Mutanten-Zellen eine deutlich héhere Sauerstoff-Aufnahme im
Dunkeln nach EDTA-Zugabe zeigten als die WT-Zellen. Dies deutet auf eine hohere
Kapazitdt des Respirationsapparates in der Cytoplasmamembran der Mutante im Vergleich
zum WT hin. Dariiber hinaus haben die Western Blot-Analysen ergeben, dass das Protein Lpd
(Dihydrolipoamid-Dehydrogenase) in der Mutante in deutlich hoheren Mengen als im WT
vorlag. Die Lpd ist eine Untereinheit des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und ist in
Synechocystis PCC 6803 ausschlieBlich (oder fast ausschlieflich) an der Cytoplasmamembran
lokalisiert (ENGELS et al. 1997) Da in Arbeiten von SUMEGI & SRERE (1984) gezeigt wurde,
dass der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex mit dem NDH-1 Komplex der
Mitochondrienmembran interagieren kann, konnen die mit Synechocystis PCC 6803
erhaltenen Ergebnisse dahin gehend interpretiert werden, dass der Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex nach Oxidation von Pyruvat Elektronen in die respiratorische
Elektronentransportkette der Cytoplasmamembran einschleusen kann. Die hohere
respiratorische Kapazitit der Cytoplasmamembran wiirde bedeuten, dass die Mutante nach
Uberimpfen in der anfinglichen Wachstumsphase ihre respiratorische Aktivitit in der

Cytoplasmamembran nicht im gleichen AusmalBle herunterreguliert wie der WT, sondern
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Pyruvat noch weiter oxidiert, wenn die Energie eigentlich hauptsichlich tber die
photosynthetische Aktivitdt erhalten werden sollte. Die angenommene héhere Aktivitdt der
Pyruvat-Dehydrogenase in den Mutanten-Zellen in der anfianglichen Wachstumsphase nach
Uberimpfen wird durch die héhere Protein-Menge von Lpd und auch durch den geringeren

Pyruvat-Gehalt in den Mutanten-Zellen im Vergleich zu den WT-Zellen unterstiitzt.

Unter Wachstums-Bedingungen, in denen die Photosynthese eine Rolle spielt, ist diese
erhohte Respiration von Nachteil. Anstatt Reduktionsdquivalente zu bilden und den C-
Anabolismus zu fordern, sind diese Vorginge reduziert.

Diese erhohte respiratorische Kapazitét in der Cytoplasmamembran in der Mutante kann aber
offensichtlich unter bestimmten Wachstumsbedingungen (und zwar in der spéten
Wachstumsphase) auch von Vorteil sein, und zwar wenn die Bedingungen eine
respiratorische Aktivitdt im Licht zusdtzlich zur Photosynthese ermdglichen, wie dies z. B.
der Fall ist, wenn die Lichtintensitdt aufgrund einer hohen Zelldichte abnimmt und die Zellen
auBerdem reich an Metaboliten sind (siche Abb. 3.13). Da die respiratorische Aktivitt in der
Mutante erhoht ist, kann sie wahrscheinlich schneller ansteigen, wenn die Zellen die

stationdre Wachstumsphase erreichen und die photosynthetische Aktivitdt abnimmt.

Somit haben die vergleichenden Analysen von Synechocystis PCC 6803 WT und Mutante
Hik14 ergeben, dass bei einem Fehlen der Histidin-Kinase Slr1759 die Zellen sich weniger
effektiv von einer vorrangigen HCOs-Aufnahme auf eine vorrangige CO,-Assimilation
umstellen konnen, was z. B. bei einem Abfallen des pH-Wertes im Medium unter pH 6,8 (der
pK des Gleichgewichts fiir CO,/HCOs5" ist 6,8) erforderlich ist. Diese Schlussfolgerung wird
durch die physiologischen Untersuchungen weiter untermauert. Es konnte gezeigt werden,
dass in der Mutante der spezialisierte NDH-1 Komplex vom Typ B, der eine Rolle bei der
Umwandlung von CO, zu HCO; spielt, weniger stark hochreguliert ist. Fiir diese
Umwandlung wird aullerdem der zyklische Elektronentransport um PS I bendtigt. Zumindest
an einer dieser zyklischen Wege ist die Ferredoxin-NADP'-Oxidoreduktase (PetH) beteiligt.
Auch fiir dieses Protein konnte gezeigt werden, dass das Transkript in der Mutante nicht im
gleichen Ausmal} wie im WT hochreguliert wird. Andererseits zeigt die Mutante eine erhdhte
Pyruvat-Oxidation im Vergleich zum WT in der anfinglichen Wachstumsphase. Dieser
Defekt der Mutante ist aber nur dann gut erkennbar, wenn die Mutante mit einer niedrigen
Zelldichte angeimpft wird. Eine geringe Zellmenge ist in der anfanglichen Wachstumsphase

nicht in der Lage, den Abfall im pH des Mediums durch seine metabolischen Aktivititen in
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relativ kurzer Zeit zu kompensieren. Bei einer hohen Zelldichte beim Animpfen ist auch die
Mutante dazu in der Lage, durch ihre metabolischen Aktivititen den pH im Medium wieder
anzuheben und dann vergleichbar zum WT zu wachsen. Die Ergebnisse zeigen somit, dass die
Histidin-Kinase Srl1759 eine wesentliche Rolle bei der fiir diese Kompensation erforderliche
Umstellung des Stoffwechsels spielt. Bei Fehlen der Kinase verlduft diese Umstellung
wesentlich langsamer. Die physiologischen Analysen haben ergeben, dass bei Fehlen der
Kinase die respiratorische Aktivitét nicht in gleichem Ausmal} wie im WT in der anfanglichen
Wachstumsphase herunterreguliert ist und die CO,-Assimilation nicht in gleichem Ausmal
wie im WT heraufreguliert ist, wenn bei Uberimpfen der Zellen der pH im Medium abfillt.
Der Mangel an fixiertem Kohlenstoff fiihrt letztendlich zu einer Schéadigung des
photosynthetischen Elektronentransports.

Das Fehlen der Histidin-Kinase Slr1759 fiihrt zu einer weniger effektiven Regulation
bestimmter Enzymaktivititen. In Abb. 4.3 ist die mogliche Funktion der Histidin-Kinase
SIr1759 bei der Regulation dieser Aktivitdten dargestellt. Diese sind die Aktivitéit der Pyruvat-
Dehydrogenase, die Aktivitdt eines spezialisierten NDH-1 Komplexes sowie der zyklische

Elektronentransport unter Beteiligung von PetH.

HCO, HCO, Na' Na' H'

f_J

HCO, ATP ppp HCO, Na' Na' W’

co, co,

membran

Periplasma
Cytoplasma
membran
Cytoplasma

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der moglichen Funktion der Histidin-Kinase Slr1759 in
Synechocystis PCC 6803. (Michel unverdffentlicht)
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5. Zusammenfassung

In Prokaryoten sind sogenannte ,,Zwei-Komponenten-Systeme®, die aus einer Histidin-Kinase
und einem Response-Regulator bestehen, hdufig an Signaltransduktionskaskaden beteiligt.
Das Ziel meiner Arbeit war es, eine Histidin-Kinase in dem Cyanobakterium Synechocystis
sp. PCC 6803 zu identifizieren, die eine Rolle bei der Koordination von
Photosynthese/Respiration und Kohlenstoff-Anabolismus/-Katabolismus hat. Auf der Basis
von bioinformatischen Auswertungen wurde die Histidin-Kinase Slr1759 ausgewéhlt. Diese
Kinase hat eine sehr komplexe Dominen-Struktur, was darauf hindeutet, dass sie mehrere
Signale detektieren und auch integrieren kann. Da sie zwei Transmembran-Helices besitzt,
kann davon ausgegangen werden, dass sie Membran-assoziiert ist. Durch das Vorhandensein
von zwei PAS/PAC-Doménen ist sie bestens fiir ein Sensing des Redox-Zustandes von
Komponenten der Elektronentransportkette(n) geeignet.

Im zweiten Teil meiner Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen von Synechocystis sp.
PCC 6803 Wildtyp (WT) und einer Slr1759-freien Mutante durchgefiihrt. Die Analysen des
Wachstums ergaben, dass unter genau definierten Bedingungen die Mutante ein deutlich
geringeres Wachstum als der WT zeigte, und zwar in der anfinglichen Wachstumsphase,
bevor das logarithmische Wachstum einsetzte. Dieser Unterschied wurde dann detektiert,
wenn Zellen, die sich der stationdren Wachstumsphase annéherten, in frisches BG11-Medium
mit einer geringen Zelldichte angeimpft und mit CO,-angereicherter Luft begast wurden. Die
Begasung fiihrt zu einem Abfall des pH-Wertes im Medium von pH 7,3 auf pH 6,6 beim WT
und pH 6,3 bei der Mutante. Der WT war in der Lage, durch seine metabolischen Aktivitdten
den pH-Wert in relativ kurzer Zeit wieder zum neutralen Bereich hin anzuheben, wihrend die

2 s oder

Mutante dazu wesentlich ldnger brauchte (bei Anzucht mit Licht von 60 pE m’
iiberhaupt nicht mehr wuchs (bei Anzucht mit Licht von 200 pE m™ s™). Wurden die Zellen
mit einer hoheren Dichte angeimpft, wuchs die Mutante genauso gut wie der WT. Es konnte
weiter gezeigt werden, das beim Animpfen der Zellen mit geringer Animpfdichte und einer
zusitzlichen Pufferung des BG11-Mediums mit Epps-NaOH, pH 7,5 die Mutante ein zum
WT vergleichbares Wachstum zeigte. Unter diesen Bedingungen sank der pH des Mediums
durch die Begasung mit CO;-angereicherter Luft nicht in den sauren Bereich ab.

Ein Absinken des pH-Wertes im Medium unter pH 6,8 bedeutet, dass die Zellen sich von
einer vorrangigen HCOj; -Aufnahme auf eine vorrangige CO,-Assimilation umstellen miissen

(der pK des Gleichgewichts von HCO3™ / CO; betrigt 6,8). Offensichtlich ist der WT dazu

besser in der Lage als die Mutante.
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Northern Blot-Analysen ergaben weiter, dass die Mutante unter den Anzuchtbedingungen,
unter denen das reduzierte Wachstum in der anfanglichen Wachstumsphase detektierbar war,
eine geringere Transkript-Menge fiir die D4-Untereinheit des NDH-1 Komplexes (vom Typ
B) und fiir Ferredoxin-NADP -Oxidoreduktase (PetH) hatte. Beide Aktivititen werden fiir die
Umwandlung von CO, zu HCOs', das nachfolgend in die Carboxysomen transportiert wird,
bendtigt. Diese Ergebnisse sind somit ein weiterer guter Hinweis darauf, dass bei
Abwesenheit der Histidin-Kinase Slr1759 die Zellen sich weniger effektiv von einer HCO;'-
Aufnahme auf eine CO,-Assimilation umstellen kénnen.

Des Weiteren haben Western Blot- und Metaboliten-Analysen gezeigt, dass die Mutante
weniger gut ihre respiratorische Aktivitdt in der Cytoplasma-Membran nach Uberimpfen
herunterregulieren kann, was durch den erhohten Gehalt des Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase-Proteins (einer Untereinheit des in Synechocystis PCC 6803 an der
Cytoplasmamembran lokalisierten Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes) und durch den
geringen Pyruvat-Gehalt angezeigt wird.

Abschlieend kann festgehalten werden, dass das Fehlen der Histidin-Kinase SIr1759 in
Synechocystis PCC 6803 dazu fiihrt, dass die Mutanten-Zellen sich weniger effektiv auf eine
CO,-Assimilation umstellen konnen und auflerdem weniger effektiv ihre respiratorische
Aktivitdit in der Cytoplasmamembran herunterregulieren konnen. Dies fithrt zu einer
Schiadigung der Photosynthese und letztendlich einer Reduzierung des Wachstums. Dieser
Defekt tritt auf, wenn die Zellen mit geringer Dichte in BG11-Medium angeimpft werden, das
mit CO;-angereicherter Luft begast wird, was zu einem anfinglichen Absinken des pH-
Wertes im Medium fiihrt. Die Histidin-Kinase SIr1759 besitzt somit eine Rolle bei der
Koordination von Photosynthese, Respiration und Kohlenstoff-Assimilation, und zwar vor

allem in der anfidnglichen Wachstumsphase.
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Abkiirzungsverzeichnis

7. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
Abs.

Acetyl-CoA

ADP
AP
APS
Arc
Arg
Asp
ATP
BCIP
bp
BPB
RSA
CA
CCM
CM
CMF-PBS
CP43
CP47
Cmp
Csr
Cytc
Cyt be/f
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DIG
DNA
DTT
dTTP
dUTP
EDTA
Epps
FAD
Fd
FMN

Abbildung

Absorption

Acetyl-Coenzym A
Adenosin-5’-diphosphat

alkaline Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat

Anoxic redox control

Arginin

Asparaginsdure
Adenosin-5’-triphosphat
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat p-Toluidin
Basenpaar

Bromphenolblau

Rinderserumalbumin

Carboanhydrase

Carbon concentrating mechanism
Cytoplasmamembran

Calcium- und Magnesium-freier Puffer
Chlorophyll-bindendes Protein 43 kDa
Chlorophyll-bindendes Protein 47 kDa
Cytoplasmic membran protein

Carbon storage regulation

Cytochrom c

Cytochrom be/f-Komplex
Desoxyadenosin-5’-triphosphat
Desoxycytidin-5’-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosin-5’-triphosphat
Digoxygenin

Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsédure)
Dithiothreitol
Desoxythymidin-5’-triphosphat
Desoxyuridin-5’-triphosphat
Ethylendiamintetraacetat

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-3-Propansulfonsiure

Flavinadeninmononukleotid
Ferredoxin

Flavinmononukleotid
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FNR

Glu
GZV

HEPES
IgG

kDa
mA
MG

Min
Mops
mV
mRNA
NAD"
NADPH
NADH
NADP*
NAR
NBT
NDH-1
NDH-2
NIR

Ferredoxin-NADP"-Oxidoreduktase

Gramm

Erdbeschleunigung

Glutaminsdure

Gepacktes Zellvolumen

Stunde

4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonat
Immunglobulin der Klasse G

Kelvin

Kilodalton

Milliampere

Molekulargewicht

Normal

Minute

3-[N-Morpholino]Propansulfonsiure

Millivolt

messenger-RNA

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte Form)
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form)
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (oxidierte Form)
Nitratreduktase

Nitroblau-Tetrazolium

NADH-Dehydrogenase (Typ 1)
NADH-Dehydrogenase (Typ 2)

Nitritreduktase

Nanometer

Optische Dichte bei 750 nm

Open-Reading-Frame

pro analysis (zur Analyse)

Pigment 680, Reaktionszentrums-Chlorophyll in PS 11
Pigment 700, Reaktionszentrums-Chlorophyll in PS I
Phycobilisomen

Phycocyanin

Pasteur Culture Collection

polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
anorganisches Phosphat

theoretischer Isoelektrischer Punkt

Phenylmethansulfonylfluorid
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ppm

PQ

PS1
PSTI
PYP

Rel. Einheit
RNA

RR

RT

SbtA
SDS
PAGE
Sec

sp.
Stammlsg.
TEMED
™

Tris
Tween 20
i.N.

U

uv

A%

v/v

W

w/v

WT

parts per million

Plastochinon

Photosystem [

Photosystem II

Photoactive Yellow Protein

Relative Einheit

Ribonucleic acid (Ribonukleinsédure)
Response Regulator

Raumtemperatur

Sodium bicarbonate transport

Sodium Dodecylsulfate (Natrium-Dodecylsulfat)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sekunde

Spezies

Stammlosung
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Thylakoidmembran
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat

tiber Nacht

Enzymeinheit

Ultraviolett

Volt

volume per volume (Volumen pro Volumen)
Watt

weight per volume (Gewicht pro Volumen)
Wildtyp
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