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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cyanobakterien

Bei der Entstehung der heutigen Biosphare und damit beim Ubergang von einer anoxygenen
hin zu einer oxygenen Atmosphare spielten Cyanobakterien, durch die Féhigkeit elementaren
Sauerstoff (O,) zu produzieren, eine entscheidende Rolle. Da Cyanobakterien die grofite
Gruppe an oxygenen photosynthetisch aktiven Prokaryoten darstellen (Hedges et al. 2001),
sind sie fir das Uberleben Sauersoff-verbrauchender Organismen, darunter auch der Mensch
essentiell. Der Photosyntheseapparat der Cyanobakterien, welche einen typischen Zellaufbau
mit einer Cytoplasmamembran, einer Peptidoglykanschicht und einer duReren Membran
besitzen (Abb. 1), ist in und an einem internen Membransystem, den Thylakoidmembranen
lokalisiert (Stanier et al. 1977). Unter allen Cyanobakterien stellt hierbei nur
Gloeobacter violaceus (Nelissen et al. 1995) eine Ausnahme dar, da hier die Photosynthese
auf Grund des Fehlens der Thylakoidmembran innerhalb der Plasmamembran stattfindet
(Rippka 1974). Das Thylakoidmembransystem (Abb. 1) der meisten bisher bekannten
Cyanobakterien besteht aus drei bis acht jeweils gepaarten Lipiddoppelschichten, mit einem

geschlossenen Ende (Herrero et al. 2008).

Cytoplasmamembran

AuRere Membran

Cytoplasma

Thylakoidlumen

Thylakoidmembran

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803
Dargestellt ist der strukturelle Aufbau einer cyanobakteriellen Zelle am Beispiel des Bakteriums Synechocystis sp. PCC 6803.
Die Zelle ist von der &uBeren Membran und der Cytoplasmamembran umschlossen. Im Inneren befinden sich das Cytoplasma

und das Thylakoidmembransystem.
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Die gepaarten Membranen umgeben ein einziges geschlossenes Kompartiment, das
Thylakoidlumen. Sowohl bei der Photosynthese als auch bei der Atmungskette, welche
ebenfalls in den Thylakoiden stattfindet (Peschek et al. 2004), wird ein Protonengradient tber
die Membran aufgebaut (Pakrasi 1995). Der pH-Wert im Lumen liegt dabei unter dem im
Cytoplasma wodurch eine in der Membran lokalisierte ATPase angetrieben und ATP

gewonnen werden kann.

1.1.1 Die Thylakoidmembran

Die Thylakoidmembran unterscheidet sich in ihrem Protein zu Lipid Verhaltnis entscheidend
von der Cytoplasmamembran (Norling et al. 1998). Obwohl die Lipide der
Thylakoidmembran etwa 90 % des Gesamtlipidgehaltes einer Zelle (Murata et al. 1981)
ausmachen, liegt im Vergleich zur Cytoplasmamembran, in der Thylakoidmembran ein
weitaus hoheres Verhaltnis an Protein zu Lipid vor (Szalontai et al. 2000).

Der Aufbau des cyanobakteriellen Thylakoidmembransystems zeigt im Gegensatz zu héheren
Pflanzen weder Stroma- noch Granastrukturen, weshalb bei den bisher untersuchten
Cyanobakterien eine strukturbedingte drtliche Trennung der Komponenten der Photosynthese
nicht gegeben ist. Das Bakterium Synechococcus 7942 stellt eine Ausnahme dar, da hier die
Proteinkomplexe eine Trennung zeigen. Das PS 1l und der Cytochrom bef Komplex sind tber
die Thylakoidmembran verteilt und das PS | genauso wie die ATPase liegen in den duBeren
Schichten konzentriert vor (Sherman et al. 1994). In den anderen untersuchten
Cyanobakterien konnte ebenfalls ein geordnetes System gefunden werden, welches einen
maximalen Energiegewinn gewéhrleistet, indem es Fehler bei der Energietibertragung
zwischen den Photosystemen minimiert (Abb. 2). Hierbei ist das immobile Photosystem 1I-
Dimer (PS 11) in parallelen Reihen angeordnet (Olive et al. 1997) und zwischen diesen Reihen

befindet sich das sehr groRe Photosystem I-Trimer (PS 1) (Westermann et al. 1999).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der strukturellen Anordnung der Photosysteme innerhalb der Thylakoide
Die PS Il-Dimere lagern sich in lange geordnete Strukturen zusammen, und das PS I-Trimer zeigt eine ungeordnete
Lokalisation zwischen den PS Il-Ketten (verdndert nach Herrero und Flores 2008).

Die Proteinkomplexe und Photosysteme, die in der Thylakoidmembran lokalisiert sind, zeigen
eine asymmetrische Anordnung, wobei die Donorseite der Photosysteme zum Lumen und die
Akzeptorseite zum Cytoplasma hin gerichtet ist. Die Lichtsammelkomplexe der
Cyanobakterien, die Phycobilisomen, ebenso wie der Fo Teil der ATPase, sind ebenfalls dem

Cytoplasma zugewandt.

1.1.2 Der Photosyntheseapparat

Wie bereits erwéhnt, weist die Thylakoidmembran ein hohes Protein zu Lipidverhéltnis auf,
was durch die grofle Anzahl an Photosynthesekomplexen in den Thylakoiden zu erklaren ist.
Der Photosyntheseapparat besteht aus den groRen Proteinkomplexen PS 1 und PS Il und deren
Verbindungsstelle, dem Cytochrom bgf Komplex. Diese Proteinkomplexe werden in einer
bestimmten Abfolge, dem so genannten Z-Schema, von Elektronen die aus dem Wasser
stammen durchlaufen (Abb. 3). Hierbei kommt es an den Reaktionszentren der beiden

Photosysteme zur Ladungstrennung.
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NADPH

NADP‘+H‘—)

Cytoplasma

Thylakoidmembran

Thylakoidlumen

PS I cyt b,f PS |

Abbildung 3: Membranproteinkomplexe der photosynthetischen Elektronentransportkette

Bei der oxygenen Photosynthese werden mit Hilfe des Lichtes als Energiequelle, Elektronen aus der Oxidation des Wassers
tiber die Proteinkomplexe Photosystem Il (PS 1), den Cytochrom bgf Komplex (cyt bef) und das Photosystem | (PS 1) auf den
mobilen Elektronentransporter Ferredoxin (FD) und in einem letzten Schritt auf NADP* Ubertragen. Weitere
Elektronentibertrager sind das Plastochinon (PQ) und das Plastocyanin (PC).

Die Struktur der Komponenten konnte fiir das PS Il (Ferreira et al. 2004) und PS | (Fromme et al. 2001) aus
Thermosynechococcus elongatus und fiir den Cytochrom bgf Komplex aus Mastigocladis laminosus (Kurisu et al. 2003)
ermittelt werden. Verandert nach (DeRuyter et al. 2008).

1.1.2.1 Das Photosystem I1

Die Kristallstruktur des PS 11 wurde bis heute von Zouni und Mitarbeitern (Zouni et al. 2001)
geklart. So wurde gezeigt, dass jedes Monomer aus mehreren Untereinheiten aufgebaut ist,
welche nach den kodierenden Genen PsbA bis PsbO sowie PsbU, PsbV und PsbX benannt
wurden (Abb. 4) (Herrero et al. 2008). Fur die zwei grofiten Untereinheiten PsbA und PsbD
wird das Synonym D1 und D2, und fiir die groRen Antennenproteine PsbB und PsbC, die
Synonyme CP43 und CP47 verwendet (Herrero et al. 2008). Neben den Proteinen CP43 und
CP47 liegen noch viele weitere Antennenproteine an das PS 1l gekoppelt vor und
gewadbhrleisten eine bestmdogliche Quantenausbeute. Im Zentrum eines jeden PS II-Monomers
befindet sich dabei die komplette und funktional aktive Elektronentransportkette (Deisenhofer
et al. 1984).
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Cytoplasma

Lumen

Symmetrieachse

Abbildung 4: Struktur des dimeren Photosystems |1

Die kristallografische Struktur des dimeren PS Il aus dem Cyanobakterium Thermosynechococcus elongatus. Die zwei
groBRen Untereinheiten D1 (gelb) und D2 (orange) sind von den grofRen Antennenproteinen CP43 (griin) und Cp47 (rot) sowie
von weiteren Untereinheiten umgeben (Ferreira et al. 2004).

Bei der Oxidation des Wassers (Abb. 3), kommt es neben der Entwicklung von Sauerstoff
zusétzlich zur Freisetzung von vier Protonen aus dem Wasser. Diese Wasserspaltung lauft im
sogenannten Wasserspaltenden Komplex (OEC, oxygen evolution center) ab, wobei vier

Manganatome und ein Calciumatom entscheidend an dem Prozess beteiligt sind (Abb. 5).

A Tyr 161 B
] e Asp 170
Asp 170 #  His 190 . ’\
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Abbildung 5: Struktur des Mn,Ca-Clusters innerhalb des Wasserspaltenden Komplexes (OEC)

Dargestellt ist der OEC des PS Il aus Thermosynechococcus elongatus mit der Position der Ca®*-Atome (griin), der
Manganionen (rot) und der O,-Atome (grau). A) Modell des Mn,Ca-Clusters anhand der EXAFS (extended X-ray absorption
fine structure). B) Schematische Darstellung des Mn,Ca-Clusters. Oxo-Verbindungen (griine Linie) und Bindungen zu

Aminoséuren und zu Ca*-Atomen (gepunktete Linie) sind dargestellt (Yano et al. 2006).
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Der primare Elektronenakzeptor innerhalb des PS Il, das P680, wird durch die von den
Antennenpigmenten Ubertragene Energie in einen angeregten Zustand berfuhrt (P680%),
wodurch es zu einer Ladungstrennung Uber der Membran kommt. Zur Re-Reduktion entzieht
das angeregte P680* dem OEC ein Elektron. Dieser Zyklus muss vier Mal durchlaufen und
dabei vier Protonen angesammelt werden, bevor Sauerstoff aus dem OEC freigelassen wird.
Die Manganatome nehmen hierbei finf verschiedene Oxidationsstufen ein, die als S; (i=1 — 4)
bezeichnet werden (Yano et al. 2006; Herrero et al. 2008). Die Elektronenubertragung
innerhalb des PS Il lauft weiter bis zu einem gebundenen Plastochinon, Qa und dem
terminalen Elektronenakzeptor innerhalb des PS 11, dem mobilen Plastochinon Qg. Nach zwei
Durchlaufen und der Bindung von zwei Protonen an das Qg Verlasst das Plastohydrochinol
(PQH) den PS II-Komplex und gelangt zur Verbindung zwischen PS Il und PS I, dem
Cytochrom bef Komplex. Die frei gewordene Stelle des Qg wird durch ein Plastochinon aus

dem Plastochinonpool erneut besetzt.

1.1.2.2 Der Cytochrom bsf Komplex

Die Struktur des dimeren Cytochrom bgf Komplexes konnte ebenfalls kristallografisch geklart
werden (Kurisu et al. 2003; Stroebel et al. 2003) und wird genauso wie die beiden
Photosysteme als Multiproteinkomplex beschrieben. Die groRen Untereinheiten sind dabei
das Cytochrom f, das Rieske-Eisen-Schwefel-Protein, Cytochrom bg und die Untereinheit 1V
(Kallas 1994). Das mobile Plastohydrochinol PQH, gibt seine beiden Elektronen (Cramer et
al. 2006; Baniulis et al. 2008) auf unterschiedlichen Wegen an den Cytochrom bgf Komplex
ab. Das erste Elektron durchlauft die Elektronentransportkette bestehend aus dem Eisen-
Schwefel-Protein und dem Cytochrom f, wobei zwei Protonen ins Lumen abgegeben werden.
Das zweite Elektron wird durch zwei Hdm-Proteine des b-Typs auf die cytoplasmatische Seite
transportiert. Dieser als Q-Zyklus bezeichnete Weg fihrt zum Aufbau eines
Protonengradienten Uber die Membran (Baniulis et al. 2008). Von dem Cytochrom bgf
Komplex werden die Elektronen tber das Plastocyanin (PC) oder das Cytochrom cg auf das
PS | Ubertragen. Dabei wandert der Elektronenibertrdger im Thylakoidlumen bis hin zum
PS I 'und gibt sein Elektron dort an das P700 ab (Kurisu et al. 2003).
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1.1.2.3 Das Photosystem |

Die Kristallstruktur des PS | (Abb. 6) konnte im Laufe der Jahre ermittelt werden (Ford et al.
1987; Krauss et al. 1996; Jordan et al. 2001). Die innerhalb des PS I-Trimers beteiligten
Proteine zeigen in verschiedenen Organismen eine hohe Homologie (Ben-Shem et al. 2003),
was auf einen gemeinsamen Ursprung schlielRen lasst. Laut Endosymbiontentheorie haben die
Cyanobakterien und die Chloroplasten héherer Pflanzen einen gemeinsamen Vorfahr (Gray
1989).

Abbildung 6: Struktur eines Monomers des Photosystem | aus Thermosynechococcus elongatus
Seitliche Ansicht eines PS I-Monomers mit den Untereinheiten PsaA (blau), PsaB (rot) und den weiteren

Proteinuntereinheiten (Jordan et al. 2001).

Die zwei groBten Untereinheiten, die Proteine PsaA und PsaB (Abb. 6) dienen als
Bindungsstelle fur das Plastocyanin. Neben diesen grofRen Untereinheiten sind ebenso wie
beim PS Il viele weitere Proteinuntereinheiten an der Funktion des PS | beteiligt. Ein
entscheidender Unterschied bei der Elektronentransportkette des PS | zu der des PS II, ist das
Vorkommen von drei Vier-Eisen-Vier-Schwefel-Proteinen (Fx, Fa, Fg) im PS 1. Die
Elektronen gelangen von dem angeregten P700*-Reaktionszentrum Uber weitere
Chlorophyllmolekiile und Phyllochinone auf eben diese Vier-Eisen-Vier-Schwefel-Proteine.
Der terminale Elektronenakzeptor innerhalb des PS 1, das dritte Vier-Eisen-Vier-Schwefel-

Protein Fg, Ubertragt die Elektronen auf das Ferredoxin (Fromme et al. 2001), ein nach
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heutigem Wissensstand lsliches Protein, welches sich von der Membran entfernen kann. Bei
Eisenmangel kann Ferredoxin durch Flavodoxin ersetzt werden, um den Elektronentransport
aufrecht zu erhalten (Burkhart et al. 1995).

1.1.2.4 Die Phycobilisomen

Die gesamte Photosynthese kann nur zur Energiegewinnung genutzt werden, wenn
ausreichend Licht zur Verfligung steht. Die innerhalb der Photosysteme lokalisierten
Chlorophyllmolekile kdnnen dabei nicht das komplette Lichtspektrum ausnutzen, da die
Absorptionsmaxima des Chlorophyll a bei 430 — 440 nm sowie bei 670 nm liegen. Der daraus
resultierende Bereich des Lichtes, welcher nicht durch die Chlorophylle genutzt werden kann,
wird als Griinliicke beschrieben.

Bei hoheren Pflanzen Uberbricken, im Gegensatz zu den Cyanobakterien, die
Lichtsammelkomplexe (LHCs light harvesting complex) die Grunlicke. Bei den
Cyanobakterien wird das Fehlen der LHCs durch sogenannte Phycobilisomen ausgeglichen,
deren Funktion heute gut verstanden ist. Phycobilisomen zeigen einen konservierten
strukturellen Aufbau mit den Phycobiliproteinen als Bausteine. Die Energielibertragung durch
die Phycobiliproteine zeigt eine konservierte Abfolge von Phycoerythrin auf Phycocyanin,
auf Allophycocyanin und endend bei den Chlorophyllen der Photosysteme (Grossman et al.
1993; Grossman 2003).

Phycobilisomen sind Antennenproteine, die sowohl an das PS Il als auch an das PS |
gebunden vorliegen kdnnen. Da es sich bei den meisten Phycobilisomen um 16sliche Proteine
handelt, besitzen diese die Fahigkeit sich zwischen den Photosystemen zu bewegen, die
sogenannte state transition (Sarcina et al. 2001; Joshua et al. 2004). Durch die state transition
wird der Elektronentransport zwischen den Photosystemen kontrolliert, indem nicht zu jedem
Zeitpunkt, die gleiche Menge an Phycobilisomen an die Photosysteme assoziiert vorliegen
(Joshua et al. 2004). Die state transition spielt vor allem bei geringer Lichteinstrahlung eine
entscheidende Rolle, indem durch die an die Photosysteme assoziierten Phycobilisomen
bereits eine geringe Belichtung ausreicht um die Photosynthese aufrecht zu erhalten
(Mullineaux et al. 2005).
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1.1.3 Die Thylakoidmembranbiogenese

Der Prozess der Thylakoidmembranbiogenese ist bis heute nicht verstanden und wird
kontrovers diskutiert. So konnte bisher nicht gezeigt werden, ob eine Verbindung zwischen
der Cytoplasmamembran und der Thylakoidmembran besteht (Liberton et al. 2006; van de
Meene et al. 2006; Schneider et al. 2007). Untersuchungen zum Proteintransport fuhrten
ebenso zu keiner Klarung betreffend die Frage, ob eine Verknipfung zwischen den beiden
Membranen existiert. Die Photosysteme konnten neben der Thylakoidmembran auch in der
Cytoplasmamembran detektiert werden (Zak et al. 2001), doch weisen Untersuchungen mit
einem grunfluoreszierenden Protein (GFP), welches an eine Tat-Signalsequenz fusioniert
wurde, nicht darauf hin, dass eine Verbindung zwischen dem Periplasma und dem Lumen der
Thylakoide besteht (Spence et al. 2003). In Arabidopsis thaliana (Kroll et al. 2001) konnte
genauso wie in Synechocystis sp. PCC 6803 (Westphal et al. 2001; Fuhrmann et al. 2009) ein
Protein ausgemacht werden, welches an der Thylakoidmembranbiogenese beteiligt ist. Die
Depletion dieses Proteins, Vippl (vesicle inducing protein in plastids 1), flhrt zu einer
Veranderung der Struktur der Thylakoidmembran und der Photosystemstochiometrie. Doch
auch hier ist noch keine eindeutige Klarung uber die Verbindung zur
Thylakoidmembranbiogenese gelungen.

Ein Modellorganismus fiir weitere Untersuchungen bezlglich der
Thylakoidmembranbiogenese ist das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803. Dieses
Cyanobakterium bietet einen entscheidenden Vorteil, da es die Fahigkeit besitzt, heterotroph,
und somit ohne die Beteiligung des Photosyntheseapparates zu wachsen.

1.2 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803

Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803, dessen Genom bereits 1996 als das Erste
eines photosynthetischen Organismus sequenziert wurde (Kaneko et al. 1996), ist ein
einzelliges Cyanobakterium, welches hauptsachlich im Wasser vorkommt. Der Original
Berkley-Stamm wurde aus dem Meerwasser vor Kalifornien isoliert (Stanier et al. 1977), und
bis heute sind mindestens vier Unterstdmme beschrieben. Aufgrund des Charakteristikums
der naturlichen Kompetenz (Grigorieva et al. 1982) wird das Bakterium h&ufig flr genetische
und biochemische Analysen betreffend der Form und Funktion der Photosysteme verwendet
(Pakrasi 1995). Ein weiterer bedeutender Aspekt ist die F&higkeit des heterotrophen

Wachstums, denn Synechocystis sp. PCC 6803 ist auch ohne das Vorhandensein des
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Photosyntheseapparates, bei gleichzeitiger Zugabe von Glukose, lebensfahig (Anderson et al.
1991; Smart et al. 1991). Neben Synechocystis sp. PCC 6803 ist auch Anabaena variabilis
(Ohki et al. 1975) in der Lage heterotroph zu wachsen. Fir beide Cyanobakterien ist eine
regelmaRige Belichtung mit Blaulicht essentiell (Anderson et al. 1991; Mannan et al. 1993).
Anabaena variabilis ATCC 29413 (Wolk et al. 1976) genauso wie Synechocytis sp. PCC
6714 (Vernotte et al. 1992) zeigen unter Zugabe von Glukose, auch bei volliger Dunkelheit,
ohne eine regelmalige Belichtung, ein Wachstum auf. Das Wachstum unter heterotrophen
Bedingungen im Dunkeln, mit einer regelméligen Belichtung wird als light activated
heterotrophic growth (LAHG) bezeichnet und ist eine Methode zur Charakterisierung der
Thylakoidmembranbiogenese, indem die Zellen nach der Inkubation im Dunkeln mit Hilfe
verschiedener Methoden charakterisiert werden.

So weisen Zellen des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 unter LAHG
Bedingungen eine weitaus hohere Verdopplungszeit bis hin zu 38 h (Anderson et al. 1991;
Smart et al. 1991; Zsiros et al. 2002) und kaum Thylakoide auf. Zusétzlich besitzen die
Dunkelkulturen der Cyanobakterien Synechocystis sp. PCC 6803 und Anabaena variabilis
ATCC 29413 ein verringertes PS | zu PS Il Verhéltnis (Smart et al. 1991; Mannan et al.
1993) und mehr mit dem PS Il assoziierte Phycobilisomen (Anderson et al. 1991). Unter
LAHG Bedingungen verringert sich der Chlorophyll a Gehalt in der Zelle von Synechocystis
sp. PCC 6803 (Liu et al. 2006). Die Veranderungen unter LAHG Bedingungen bezlglich der
Phycobilisomen und des Chlorophyllgehaltes pro Zelle, verschieben das Verhéltnis von
Phycobilisomen zu Chlorophyll auf die Seite der Phycobilisomen (Smart et al. 1991).
Nachdem die Zellen des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803, welche zuvor unter
heterotrophen Bedingungen im Dunkeln kultiviert wurden, wieder ins Licht tberfiihrt werden,
zeigt sich ein Wiederaufbau des Thylakoidmembransystems bis hin zum Ursprungszustand
unter phototrophen oder mixotrophen Bedingungen. Gleichzeitig erreicht der
Chlorophyllgehalt pro Zelle wieder das Ausgangshiveau und das PS | zu PS Il Verhaltnis
wird ebenso ausgeglichen (Wu et al. 1995; Zsiros et al. 2002).

1.3 Proteinsortierung

Proteine mussen innerhalb einer Zelle an den fir ihre Funktion spezifischen Ort gelangen,
wobei sowohl bei Prokaryoten als auch bei eukaryotischen Organismen verschiedene

intrazellulare Bereiche unterschieden werden. Bei Gram-negativen Bakterien kénnen dies das
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Cytoplasma, das Periplasma aber auch die Cytoplasmamembran und die dufRere Membran
sein, wogegen bei Gram-positiven Bakterien kein periplasmatischer Raum zu finden ist. Des
Weiteren konnen Proteine an die Umgebung abgegeben werden. Einer der in Prokaryoten am
besten beschriebenen Wege, ist der Sec-abhangige Transport von Proteinen Uber eine
Membran (Abb. 7).

o,/ Wa “
¢ ? ‘1 Signalpeptidase

Periplasma DEF

X34l |
Cytoplasma [ A _’. i

A 7 ATP ADP +Pi B

c

Abbildung 7: Schematischer Darstellung des Sec-abhéngigen Proteintransportes

Ein im Cytoplasma synthetisiertes Vorlauferprotein kann alternativ durch das Protein SecB (B) zur Membran transportiert
werden. Das Protein SecA (A), eine ATPase, treibt unter ATP-Hydrolyse den Transport durch den Kanal, welcher aus dem
Heterotrimer SecYEG (Y, E, G) besteht, an. Wéhrend des Transportes wird das Signalpeptid durch eine Signalpeptidase von
dem Pré-Protein abgespalten (Paetzel et al. 2000).

Bei dem Sec-abhangigen Proteintransport konnte gezeigt werden, dass das Protein nach seiner
Synthese ungefalten an die Membran geleitet und hier mit Hilfe der Sec-Translokase uber
diese transportiert wird. Ein entscheidendes Charakteristikum des zu translozierenden Pré-
Proteins, ist die Signalsequenz des Vorlauferproteins. Fir die Entdeckung dieses internen
Signals, welches fir den Transport und damit flr die Translokation des Proteins
verantwortlich ist, erhielt Glnter Blobel im Jahr 1999 den Medizinnobelpreis. Etwa zeitgleich
zeigten Milstein und Mitarbeiter 1972 (Milstein et al. 1972), dass weitere Enzyme an diesem
Transportprozess beteiligt sind. Die beschriebenen Peptidasen sind Signalpeptidasen, welche
in jedem Organismus fir die Prozessierung von Vorlduferproteinen verantwortlich sind
(Dalbey et al. 1985). Bis heute konnten drei verschiedene Typen von Signalpeptidasen
gefunden und beschrieben werden. Typ I-Signalpeptidasen spalten Nichtlipoproteine, welche
Uber den SecYEG- oder den Tat-Transportweg ber die Membran transportiert werden. Die
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Typ 1I-Signalpeptidasen spalten tber den Sec-Weg transportierte Lipoproteine und Typ VI-
Signalpeptidasen spalten Prepilin und prepilin-ahnliche Proteine (Paetzel et al. 2002).

1.3.1 Typ I-Signalpeptidasen

Die Signalpeptidasen des Typ | spalten durch den Sec- und Tat-Weg uber die Membran
transportierte Vorlauferproteine an einer spezifischen Stelle innerhalb der Signalsequenz und
fihren zur Ablésung des reifen Proteins von der Membran. Somit sind die Signalpeptidasen
bei Prokaryoten an dem Transport der Proteine ins Periplasma und in die duRere Umgebung
beteilig. Einen Spezialfall stellen hier die Cyanobakterien dar, da diese phototrophen
Bakterien ein zusétzliches internes Membransystem besitzen, das Thylakoidmembransystem.
Proteine werden hier neben der Cytoplasmamembran ebenfalls in und (ber die
Thylakoidmembran transportiert. Fir jeden dieser Transportwege wird eine spezifische
Signalsequenz des Vorldauferproteins bendtigt. Laut Definition leitet die Signalsequenz ein
Protein an die Membran und initiiert den Membrantransport (Muller 1992). Eine funktionelle
Signalsequenz besitzt verschiedene Charakteristika. Die Signalsequenz zeigt ein selektives
Vorkommen in nicht-cytoplasmatischen Proteinen und nach einer Veranderung innerhalb der
Sequenz, ist der Transport zur Membran beeintréchtigt. Aulerdem kann diese Sequenz auch
als Transportsignal fir cytoplasmatische Proteine fungieren, wenn sie an eben solche
fusioniert vorliegt (Muller 1992). Signalpeptide besitzen eine ganz bestimmte und
hochkonservierte Doménenstruktur (Abb. 8), wobei die erste Doméne den positiv geladenen
N-Terminus (n), die zweite Doméne den zentralen hydrophoben Bereich (h) und die dritte
Doméne den C-terminalen hydrophilen Bereich (c) darstellt (von Heijne 1983).

Spaltstelle
1 3

n-Region h-Region c-Region funktionelles Protein
+i+

Abbildung 8: Aufbau eines typischen Signalpeptids

Ein Signalpeptid besteht aus einer positiv geladenen N-terminalen Domaéne (n), einer zentralen hydrophoben Doméne (h) und
einer C-terminalen hydrophilen Doméne (c), welche die fir die Spaltung essentiellen Aminoséuren an Position -1 und -3
beinhaltet.
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Entscheidend fur die Abspaltung des Signalpeptids sind neben den beschriebenen Doménen,
die Aminosauren an den Stellen -1 und -3 vor der Spaltstelle (von Heijne 1986; Paetzel et al.
2002). Das Signalpeptid weist entscheidende Funktionen auf, wobei es zum Einen durch
spezielle Rezeptoren erkannt und gebunden werden kann (Hartl et al. 1990; Dalbey et al.
2000a; Dalbey et al. 2000b) und zum Anderen zur Kkorrekten Lokalisation des
Vorlauferproteins an und in der Membran fuhrt. Zusétzlich verhindert es die Faltung des
Proteins wahrend der Synthese (Park et al. 1988; Laminet et al. 1989; Liu et al. 1989). Die
hochkonservierten Signalpeptide weisen allerdings in Bezug auf ihre Lange Unterschiede auf.
Die Signalsequenz, und hier vor allem die hydrophobe h-Doméne, ist bei Gram-positiven
Bakterien langer als bei Gram-negativen (von Heijne et al. 1989; Tjalsma et al. 2004) und
eukaryotische Signalpeptide besitzen wiederum kirzere n-, h- und c-Doménen als Gram-
negative Bakterien (von Heijne et al. 1989). Des Weiteren kann das Signalpeptid eines
Proteins nicht immer in anderen Organismen erkannt und prozessiert werden, denn auch wenn
bestimmte Substrate von Signalpeptidasen aus verschiedenen Organismen gespalten werden
konnen, liegt hdufig eine Substratspezifitat vor (Becker et al. 1986; van Dijl et al. 1988; Peng
et al. 2001).

In E. coli kodiert nur ein Gen fiir eine funktionelle Signalpeptidase des Typ I, wobei in dem
Gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis finf chromosomale und zwei plasmidkodierte
Enzyme zu finden sind (Meijer et al. 1995; van Dijl et al. 1995; Bolhuis et al. 1996; Tjalsma
et al. 1997). Dabei ist keines der Enzyme essentiell und auch jedes prozessiert abweichende
Substrate (Bron et al. 1998). Interessanterweise gehoren die sieben Signalpeptidasen den zwei
unterschiedlichen Klassen der Signalpeptidasen des Typ | an. Hierbei wird zwischen dem P-
Typ, der vor allem bei Bakterien und in den Organellen der Eukaryoten zu finden ist und dem
ER-Typ, der in allen Bereichen zu finden ist, unterschieden (van Roosmalen et al. 2004). Bei

Bacillus subtilis ist eine Signalpeptidase des ER-Typs durch das Gen sipW codiert.

1.3.1.1 Die Struktur der Signalpeptidasen

Beim Vergleich verschiedener Aminoséuresequenzen variabler Typ I-Signalpeptidasen sind
konservierte Doménen zu finden, welche als Box A-E bezeichnet werden (van Dijl et al.
1992). Dabei beinhaltet die in der Transmembranhelix lokalisierte Box A einen Teil des
hydrophoben Bereichs, der fir die Verankerung in der Membran verantwortlich ist (van Dijl

et al. 1992). Innerhalb der Box B befinden sich alle fiir die Katalyse essentiellen Aminoséauren
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und die Box C beinhaltet die Substratbindetasche, welche an die -3 Region des Signalpeptids
bindet. Neben der Box B und Box C, sind auch die Box D sowie die Box E in der
periplasmatischen katalytischen Domaéne lokalisiert und weisen wichtige konservierte
Aminosduren auf (Dalbey et al. 1997). Signalpeptidasen des Typ | aus E. coli (Abb. 9)
besitzen drei apolare Regionen H1 bis H3 und zwei polare Regionen P1 und P2 (Dalbey et al.
1986, 1987).

Gram-neg. Gram-pos.
Escherichia coli Bacillus subtilis
N

Periplasma

Membran

Cytoplasma

Abbildung 9: Struktur der Signalpeptidasen eines Gram-negativen und Gram-positiven Bakteriums

Der typische Aufbau einer Signalpeptidase aus einem Gram-negativen Bakterium wie Escherichia coli mit den hydrophoben
Bereichen H1 und H2, welche die Membran durchspannen, dem cytoplasmatischen Bereich P1 und der groRen
periplasmatischen katalytischen Doméne mit den Segmenten P2 und H3. Die Signalpeptidase aus dem Gram-positiven
Bakterium Bacillus subtilis besitzt nur eine Transmembranregion und der N-Terminus befindet sich im Cytoplasma. Die

katalytische Doméne ist ebenfalls im Periplasma lokalisiert (Paetzel et al. 2000).

Die apolaren Regionen H1 und H2 sind Transmembrandomanen, wobei der N-Terminus der
ersten und der C-Terminus der zweiten jeweils im Periplasma lokalisiert ist (Wolfe et al.
1983; Moore et al. 1987). Die H2-Region besitzt zusétzlich eine interne Signalsequenz und ist
flr den Transport in die Membran und die anschlieBende Faltung von Bedeutung (Dalbey et
al. 1987). Die Region P1 besitzt polare Reste und bildet den cytoplasmatischen loop der die
hydrophoben Bereiche H1 und H2 verbindet (von Heijne et al. 1988). Dabei ist eine positive
Ladung nach dem ersten hydrophoben Bereich fur die Orientierung der Signalpeptidase
innerhalb der Membran entscheidend (von Heijne et al. 1988; Laws et al. 1989; San Millan et
al. 1989). Im Gegensatz zu Gram-negativen Bakterien besitzen Gram-positive Bakterien wie

B. subtilis nur eine Transmembranhelix (Abb. 9), wobei hier der N-Terminus im Cytoplasma
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und der C-Terminus im periplasmatischen Raum lokalisiert ist (Carlos et al. 2000). Der C-
Terminus der Signalpeptidasen wird durch die fur diesen Prozess essentiellen Proteine SecY
und SecE unter Verbrauch von ATP und zusatzlich durch das elektrochemische Potenzial
uber die Membran transportiert (Wolfe et al. 1983; Wolfe et al. 1985; Lee et al. 1992).
Zusétzlich ist die Region H3 genauso wie die Region P2 im Periplasma lokalisiert und stellt
die aktive katalytische Domane dar (Dalbey 1991). Im Jahr 1998 konnte die Kristallstruktur
der katalytischnen Doméne der E. coli Signalpeptidase, welche aus zwei antiparallel
angeordneten B-Faltblattstrukturen besteht, aufgeklart werden (Paetzel et al. 1998).

Der katalytische Mechanismus der Typ I-Signalpeptidasen stellt eine Besonderheit in dem
Sinne dar, dass alle bisher bekannten katalytischen Mechanismen von Peptidasen hier nicht
zutreffen. Die Katalyse l&uft Giber eine Dyade, wobei die Aminosaure Lysin als generelle Base
und die Aminosaure Serin essentiell sind (Black 1993; Paetzel et al. 1998). Abweichend zur
katalytischen Triade der klassischen Serinproteasen mit den Aminoséuren Aspartat, Histidin
und Serin, besitzt bei dem Mechanismus der Signalpeptidasen die Aminoséure Histidin keine
gesonderte Funktion. Die Signalpeptidasen besitzen eine starke proteolytische Aktivitat, da
die benétigte Aktivierungsenergie im Vergleich zu anderen Proteasen keine signifikanten
Unterschiede aufzeigt (Suciu et al. 1997).

1.4 DnaK-DnaJ-GrpE-System

Proteine stellen einen entscheidenden Bestandteil des Lebens dar und besitzen eine komplexe
Struktur. Vielen Krankheiten liegen falsch gefaltete Proteine zu Grunde, weshalb eine
korrekte und kontrollierte Faltung, gerade unter extremen Bedingungen, essentiell ist und von
einem Organismus gewahrleistet werden muss. Innerhalb einer Zelle interagieren eine
Vielzahl an Proteinen miteinander um diese Funktion sicher zu stellen. Ein bereits in E. coli
gut untersuchter und in diese Vorgénge involvierter Mechanismus ist das Chaperon und
Cochaperon-System bestehend aus den Proteinen DnaK, DnaJ und GrpE. Homologe Proteine
des DnaK, DnalJ und GrpE sind in allen Bereichen des Lebens, von Prokaryoten bis
Eukaryoten zu finden. Das DnaK-DnaJ-GrpE-System stellt somit in Prokaryoten und
Eukaryoten ein universelles System dar, wogegen bei Archaeen bisher wenig Uber das
beschriebene System bekannt ist.

Die DnaK-Chaperone gehoren der Hsp70-Proteinfamilie an. Zu dieser heat shock protein

Familie z&hlende Proteine kommen ubiquitdr vor und weisen in ihrer Mehrheit ein

15



Einleitung

Molekulargewicht von ~70 kDa auf. Zur Gruppe der DnaK-Familie z&hlende Chaperone
spielen eine entscheidende Rolle bei der Proteinfaltung und verhindern die Missfaltung von
Proteinen. DnaK-Proteine besitzen eine N-terminale ATPase-Doméne, eine C-terminale
Substratbindedoméne (Groemping et al. 2001a) und fungieren ATP-abhéngig. Die Expression

des DnaK-Proteins aus E. coli wird iiber den alternativen Sigmafaktor o*

reguliert
(Groemping et al. 2001a), wobei eine zu starke Expression in E. coli zu einem
Zellteilungsdefekt flihrt, wobei die Zellen einen filamentdsen Phanotyp aufweisen konnen
(Bukau et al. 1989). Die ATP-gebundene Form des DnaK-Proteins (Klostermeier et al. 1999)
zeichnet sich durch eine geringe Affinitdt zu dem Substrat aus, wogegen in der ADP-
gebundenen Form eine starke Affinitat zu dem Substrat vorliegt (Abb. 10). Da die Hydrolyse
des gebundenen Nukleotids selbst zu langsam abl&uft, wird ein Cochaperon, das DnaJ-Protein
benétigt, um die Reaktion zu beschleunigen. DnaJ-Proteine gehéren zu der Klasse der Hsp40-
Proteinfamilie und das molekulare Verhaltnis von Dnal zu DnaK liegt innerhalb der E. coli
Zelle bei 5:1 (Szabo et al. 1994). Das Cochaperon, welches mit dem DnaK in einer 1:2
Stochiometrie (DnaK:DnaJ) interagiert (Schonfeld et al. 1998), kann das Substrat zu dem
DnaK fiihren, indem es ungefaltete und nicht native Proteine mit hydrophoben Bereichen
erkennt (Siegenthaler et al. 2006). Diese Substrate werden dann Uber den bereits erwahnten
hydrophoben Bereich an der Substratbindedoméne des DnaK-Proteins gebunden (Abb. 10).
Durch die Hydrolyse des gebundenen ATPs, wird der T-Status erreicht und das Substrat liegt
an das DnaK gebunden vor (Siegenthaler et al. 2006).

Die starke Affinitat von ADP-gebundenem DnaK zu seinem Substrat, wiirde ein Ablésen des
Substrats verhindern und das Chaperon sowie das Cochaperon koénnten ihre Funktion nicht
fortlaufend ausuben. Um den Zyklus aufrecht zu erhalten, muss das an DnaK gebundene ADP
gegen ATP ersetzt und der R-Status mit einer geringen Affinitdt zum Substrat wieder
hergestellt werden. Hierbei spielt das in dieser Arbeit zu untersuchende GrpE-Protein, der
Nukleotidaustauschfaktor (NEF nucleotide exchange factor) eine entscheidende Rolle
(Liberek et al. 1991). Die Geschwindigkeit des Austauschs von ADP zu ATP wird durch die
Wechselwirkung des GrpEs mit der Nukleotidbindedoméne des DnaKs (Bukau et al. 2006)
um ein Vielfaches erhoht (Packschies et al. 1997), wodurch ein ausreichendes Bereitstellen
des ATP-gebundenen Chaperons gewahrleistet ist. Zusétzlich fungiert der N-Terminus des
GrpE-Proteins mit seinem eher hydrophoben Charakter als Pseudosubstrat und konkurriert
mit dem bereits gebundenen Substrat (Brehmer et al. 2004; Moro et al. 2007). Im Gegensatz
zum DnaK besitzt das GrpE-Protein keine ATPase Funktion (Reid et al. 1996) und sorgt
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lediglich fiir den Austausch des Nukleotids. Eine funktionale Verbindung zwischen DnaK und
GrpE wird durch die Beobachtung deutlich, dass eine Uberexpression des GrpE-Proteins den
bereits erwahnten filamentdsen Phénotyp in E. coli hervorruft (Sugimoto et al. 2008).

DnaJ,

DnaK

Substrat

R-Status

o
ﬂ? —

GrpE, T-Status

Abbildung 10: DnaK- DnaJ-GrpE-Zyklus

Das DnaK-Protein besitzt in seiner ATP-gebundenen Form eine geringe Substrataffinitt. Das dimere DnalJ leitet das tber
hydrophobe Bereiche gebundene Substrat zum DnaK-Protein und beschleunigt nach der Bindung die ATP-Hydrolyse. Das
DnalJ l6st sich von dem DnaK-Protein in seiner ADP-gebundenen Form und das Substrat ist auf Grund einer hohen
Substrataffinitat fest an DnaK gebunden. Der Nukleotidaustauschfaktor, das dimere GrpE-Protein, fihrt zum Austausch von
ADP gegen ATP und uberfuhrt somit das DnaK-Protein in den Grundzustand mit einer geringen Substrataffinitit (Genevaux
et al. 2007).

Der beschriebene Zyklus (Abb. 10) spielt bei einer Stressantwort eine entscheidende Rolle,
wobei die am hadufigsten beschriebene Stresssituation den Hitzestress darstellt. Hierbei
ubernimmt das GrpE-Protein die Funktion des Thermosensors. Um eine Hitzeschockantwort
hervorzurufen, missen alle Proteine, also das DnaK, DnaJ und GrpE, in der Zelle vorhanden
sein (Siegenthaler et al. 2006). Bei einem Hitzeschock ist es erforderlich, dass die Substrate
fest an das DnaK gebunden vorliegen um eine Anh&ufung von falschgefalteten Proteinen oder
Proteinaggregaten zu verhindern, was den T-Status des DnaK-Proteins voraussetzt. Der T-
Status wird gewahrleistet, indem das DnaJ-Protein den Ubergang des R- in den T-Zustand bei
hoheren Temperaturen fordert und gleichzeitig die GrpE-Aktivitat herabgesetzt wird. Ein

Hitzeschock ruft den gleichen Effekt, wie eine sehr geringe GrpE-Konzentration hervor
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(Siegenthaler et al. 2006). Somit ist ein kontinuierlicher Zyklus zwischen dem R- und dem T-

Status sichergestellt.

1.4.1 Die Struktur des Nukleotidaustauschfaktors GrpE

Das GrpE-Protein konnte bis heute aus zahlreichen Organismen isoliert und charakterisiert
werden, wodurch die molekularen und biochemischen Eigenschaften des Proteins mit seiner
Funktion als Thermosensor identifiziert werden konnten. Neben dem Protein aus E. coli
wurde im Jahr 2010 die Struktur des Proteins aus Thermus thermophilus (Abb. 11)

kristallografisch untersucht und geltst (Nakamura et al. 2010).

Vier-Helix-Blindel
Domane

/ /'p-Faltolatt
~ Domane

Abbildung 11: Struktur des dimeren GrpE-Proteins aus Thermus thermophilus

Struktureller Aufbau des GrpE-Proteins am Bespiel des thermophilen Cyanobakteriums Thermus thermophilus. Dem
unstrukturierten N-Terminus folgen die langen, gepaarten o-Helices und das Vier-Helix-Biindel, welches jeweils aus zwei o-
Helices eines Monomers besteht. Der C-Terminus bildet eine B-Faltblattstruktur aus (Nakamura et al. 2010).

Das GrpE liegt in seiner funktionalen Einheit als Dimer vor, welches sich in charakteristische
Bereiche einteilen lasst. Auf den undefinierten N-Terminus folgt eine lange a-Helix und das
Vier-Helix-Bundel, wobei aus jedem Monomer zwei Helices einen Teil des Vier-Helix-
Bundels ausbilden. Der C-Terminus bildet eine B-Faltblattstruktur aus (Harrison et al. 1997;

Nakamura et al. 2010). Diese Strukturen sind weitestgehend konserviert, wobei
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Abweichungen vor allem innerhalb des nicht stark konservierten N-Terminus (Nakamura et
al. 2010), moglich sind. So =zeigt das Protein aus der eukaryotischen Alge
Chlamydomonas reinhardtii im Gegensatz zu dem Protein aus E. coli eine Verlangerung um
etwa 14 Aminoséauren (Willmund et al. 2007).

1.4.2 Die Dimerisierung des GrpE-Proteins

Die Dimerisierung des GrpE-Proteins wurde in den letzten Jahren gut untersucht und es
wurden Unterschiede im Bezug auf verschiedene Organismen hervorgehoben. Bei dem GrpE-
Protein aus E. coli, was auch hier ein Paradigma darstellt, findet die Dimerisierung
hauptsachlich Uber das Vier-Helix-Blindel statt (Gelinas et al. 2002). Anhand der
Circulardichroismus-Spektroskopie aber auch durch Crosslink-Experimente konnte gezeigt
werden, dass eine verkirzte Form des GrpE-Proteins (AS 1-88) aus E. coli keine Dimere
ausbildet. Eine GrpE-Variante, welche neben der langen a-Helix einen Teil des Vier-Helix-
Bundels besitzt (AS 1-112) zeigt eine dimere Struktur des GrpE-Proteins (Mehl et al. 2003).
Die langen, gepaarten a-Helices haben bei E. coli keinen Einfluss auf die Dimerisierung. Die
langen, gepaarten a-Helices werden in E. coli zusatzlich durch elektrostatische Verbindungen
stabilisiert, wobei diese die Stabilitdt des gesamten Dimers nicht beeinflussen (Mehl et al.
2007). Die Dimerisierung wird nicht bei allen Homologen tber das Vier-Helix-Biindel
vermittelt. Bei dem thermophilen Bakterium Thermus thermophilus sind die langen, gepaarten
a-Helices  entscheidend an  der Dimerisierung  beteiligt. Bei der Alge
Chlamydomonas reinhardtii ist ebenfalls der N-Terminus und hier die ausgebildeten coiled
coil Strukturen fiir die Dimerisierung essentiell (Willmund et al. 2007).

Die dimere Struktur des GrpE-Proteins ist essentiell fir dessen Funktion. In gleichem Malie
ist es von groRer Bedeutung, dass strukturelle Verdnderungen, in diesem Fall die
Monomerisierung, vollzogen werden, um die Stressantwort und im speziellen die

Hitzeschockantwort zu gewéhrleisten.

1.4.3 GrpE und seine Eigenschaft als Thermosensor

Wie bereits erwahnt, Gbernimmt das GrpE-Protein in dem System aus DnaK, DnaJ und GrpE
die Funktion des Thermosensors. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass das
GrpE-Protein seine Struktur temperaturabhéngig verandert und bei hohen Temperaturen in

der inaktiven, monomeren Form vorkommt (Grimshaw et al. 2001). Der Prozess der
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Denaturierung und der daraus resultierenden Monomerisierung kann in verschiedene Schritte
eingeteilt werden. Charakteristisch fiir das Protein ist ein zweistufiger Denaturierungsprozess,
wobei jeder Schritt bei einer spezifischen Temperatur stattfindet. Am Beispiel des E. coli
Proteins konnte bei einer Temperaturerhéhung von 10 °C auf 95 °C eine typische
Schmelzkurve mit zwei spezifischen Schmelzpunkten ermittelt werden. Dabei spiegelt der
erste Schmelzpunkt bei etwa 48 °C eine konzentrationsabhangige Strukturverédnderung
wieder. Das Protein bleibt dabei in seiner Form als Dimer bestehen und nur in den langen a-
Helices konnte eine Strukturverdnderung detektiert werden (Grimshaw et al. 2001). Diese
erste kritische Temperatur liegt etwas Uber den physiologischen Bedingungen, dementgegen
liegt die zweite Schmelztemperatur weit tber diesem Wert bei 75 — 80 °C. Bei dieser
Temperatur konnte eine strukturelle Verdanderung, die nicht konzentrationsabhdngig ist,
innerhalb des Vier-Helix-Bundels und damit einhergehend die Monomerisierung des Proteins
beschrieben werden (Gelinas et al. 2002).

Nicht in jedem Organismus ist der erste Schmelzpunkt auf die a-Helix bezogen. Bei dem
thermophilen Bakterium Thermus thermophilus, dessen optimale Wachstumstemperatur
zwischen 70 — 75 °C liegt, ist der erste Schmelzpunkt bei ~90 °C zu detektieren. Die
Veranderung bei dem ersten Schmelzpunkt ist auf die B-Faltblattstruktur am C-Terminus
begrenzt. Diese strukturelle Verdnderung ist reversibel, wogegen der zweite Schmelzpunkt,
welcher mit der Monomerisierung einhergeht, nicht vollstandig reversibel ist. Dieser
Schmelzpunkt, bei ~105 °C, betrifft die langen, gepaarten a-Helices. Bei diesem thermophilen
Bakterium sind noch weitere deutliche Unterschiede im Bezug auf das beschriebene
Chaperonsystem gefunden worden. Im Grundzustand besteht der Komplex aus den Proteinen
DnaK-Dnal-DafA, wodurch eine Substratbindung nicht vollzogen werden kann. Erst wenn
durch einen Temperaturanstieg dieser Komplex zerstort wird, kann eine Substratbindung
sattfinden (Klostermeier et al. 1999). Demnach besitzt in diesem System das DnaJ-Protein
keine bedeutende Funktion und lediglich das GrpE-Protein zeigt regulatorische Eigenschaften

(Groemping et al. 2001a).
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1.5 Zielsetzung

Die Thylakoidmembranbiogenese ist bis heute ein noch nicht verstandenes und stark
diskutiertes Forschungsgebiet. Mit Hilfe der Methode des lichtinduzierten heterotrophen
Wachstums (LAHG, light activated heterotrophic growth), sollte in dieser Arbeit die
Thylakoidmembranbiogenese nach vorheriger Dunkeladaption der cyanobakteriellen Zellen
des Stammes Synechocystis sp. PCC 6803 beschrieben und der Wiederaufbau des
Thylakoidmembransystems verfolgt werden. Bei dem Transfer der dunkeladaptierten Zellen
in eine belichtete Umgebung wurden der Chlorophyllgehalt pro Zelle, die
Pigmentzusammensetzung und die Zellzahl analysiert. Des Weiteren sollte die
photosynthetische Aktivitdt mit Hilfe von Sauerstoffmessungen und PAM-Messungen
detektiert und Unterschiede beschrieben werden. Auch die oligomere Struktur der
Photosysteme wurde mit Hilfe der Blau-Nativen-Gelelektrophorese und der
Saccharosedichtegradientenzentrifugation untersucht, um Veranderungen festzustellen.

Neben der Thylakoidmembranbiogenese sollten zusatzlich die zwei in dem Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803 vorkommenden Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 untersucht
und charakterisiert werden. In VVorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass beide Proteine
unter photoautotrophen Bedingungen nicht deletiert werden kénnen und somit essentiell sind.
Die Lokalisation der beiden Signalpeptidasen innerhalb einer cyanobakteriellen Zelle ist ein
erster Hinweis auf ihre Funktion und ihre Rolle innerhalb der Proteinsortierung. Anhand von
GFP-Fusionsproteinen sollte in dieser Arbeit die Lokalisation untersucht werden. Des
Weiteren ist bekannt, dass Signalpeptidasen eine Substratspezifitat besitzen und die heterolog
exprimierten und gereinigten Proteine sollten, um ebenfalls Rickschlusse auf ihre Funktion
zu erhalten, auf diesen Aspekt hin analysiert werden.

Zusatzlich sollte innerhalb dieser Arbeit der Nukleotidaustauschfaktor zweier verwandter
Cyanobakterien in seiner Funktion als Thermosensor beschrieben werden. Dabei wurde das
GrpE-Protein aus dem mesophilen Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 mit dem
Protein aus dem thermophilen Cyanobakterium Thermosynechococcus elongatus BP1
verglichen. Diese Untersuchungen beziiglich der Dimerisierung und der Thermostabilitét
sollten zeigen, inwieweit das in E. coli beschriebene System auf zwei verwandte Bakterien

mit abweichenden optimalen Wachstumstemperaturen zutrifft.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Zubehor

Gerat:

Typ:

Hersteller:

Blotapparatur
Brutschrank

Detektion Chemilumineszenz

Elektrophoresekammern

Elektrophorese-Netzgerate

Flurimeter

Geldokumentationssystem  fir

Agarosegele

Heizblock

Inkubationsschuttler

Magnetrihrer
Mikroskop

Mikrowelle
O2-Elektrode

Trans-Blot® SD Semi-Dry
B28

Stella

Mini-Protean® 3 Cell
Mini-Protean® Tetra Cell
Protean I1 XL Cell

PerfectBlue Gelsystem Mini S,

M, L
PowerPac Basic™
PowerPac HC™

pegPower 300 Volt

Aminco Bowman Series 2

fluorimeter

Quantum
Geldokumentationssystem

Thermomixer comfort
Multitron HT

MR Hei Standard
Leica TSC SP

MD 6459

fiber-optic oxygen meter

Bio-Rad, Miinchen
Binder, Tuttlingen
Raytest, Straubenhardt
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Miinchen
Peglab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg
Infors, Bottmingen,
Schweiz

Heidolph, Schwabach

Leica Microsystems
Heidelberg

Microstar

PreSens
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Gerét: Typ: Hersteller:

PAM Dual-PAM-100 Walz GmbH, Effeltrich

pH-Meter pH 211 Microprocessor Hanna instruments, Kehl

am Rhein

Photometer Lambda 35 UV/VIS Perkin Elmer, Waltham,
Spektrometer MA, USA

Polarimeter Jasco J-810 CD spectrometer Jasco, Gross-Umstadt

Speedvac Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg

Taumelschittler
Thermocycler
Ultraschallbad

Ultraschallgerét

Vortex-Mixer

Zentrifugen

Zentrifugenrotoren

Polymax 1040
Mastercycler personal
USC500T

Sonifier 450

Reagenzglasschiittler
Avanti® J-26 XP

Optima ™ L
Ultracentrifuge
Optima ™ MAX-XP
Ultrazentrifuge

5415R

5424
MLA-130
JA-25.50
JLA-16.250
70 Ti

90 Ti
JA-25.15
TLA 100
TLA 120.2

Series

Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

VWR, International
GmbH, Ismaing
Branson, Danbury, CT,

USA
VWR
Beckmann Coulter

Beckmann Coulter

Beckmann Coulter

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

Beckmann Coulter

24



Material und Methoden

2.1.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial: Bezeichnung: Hersteller:
®
Dialyseschlauch Spectra/Por™ Membrane Spectrumlabs,  Breda,
Niederlande
Einmalspritzen Omnifix® 1-10 ml Braun, Melsungen
Gel-Blotting-Papier Protean® XL Size Bio-Rad, Miinchen
PVDF-Membran Roti®-PVDF Roth, Karlsruhe
Spritzenfilter Rotilabo®-Spritzenfilter Roth, Karlsruhe
Cameo 3AS Syringe Filter GE Waters, Trevose, PA,
USA

Andere Verbrauchsmaterialien wurden bei den Firmen Sarstedt (AG & Co, Nimbrecht),
VWR (GmbH, Ismaing) und Roth ( Karlsruhe) bestellt.

2.1.3 Chemikalien, Lésungen und Enzyme

Alle Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Fluka (Taufkirchen),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Mulnchen) bezogen. Puffer und
Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und bei Bedarf durch Autoklavieren
sterilisiert. Enzyme wurden von den Firmen Finnzymes (Espoo, Finnland), MBI Fermentas
(St. Leon-Rot), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA), Gibco (Invitrogen, GmbH
Karlsruhe) sowie Stratagene (La Jolla, CA, USA) bezogen.

2.1.4 Langen- und Grolienstandards

Folgende Léngenstandards der Firma MBI Fermentas (St. Leom-Rot) wurden verwendet
DNA Gene Ruler™ 1 kb Laddeer

Gene Ruler™ 50 bp Ladder
Proteine Page Ruler™ Unstained Protein Ladder (10 — 200 kDa)

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (10 — 170 kDa)
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2.1.5 Verwendete Stamme

Stamm Genotyp Referenz

F ®80lacZAM15  A(lacZYA-argF)U169
DH5a recAl endAl hsdR17(rk, mk") Rif® phoA (Hanahan 1983)
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl A
F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3)
BL21 (DE3) (Grodberg et al. 1988)
pLysS (CamR)
F— recAl hsdR(rK12—- mK12+) (DE3) )
HMS 174 (DE3) _ (Studier et al. 1986)
pLysS (CamR, RifR)
F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3) Novagen (Merck KGaA,
Rosetta (DE3) Darmstadt)
pLYysSRARE?2 (CamR)

lexA71::Tn5(def) sulA211 A(lacl POZYA) .
SuU101 (Dmitrova et al. 1998)
169/F’lac? lacZ AM15::Tn9

tyr(Am) trpE9829(Am) thr metE ilv thy
ITA1GE225 (Inada et al. 1989)
SUpF6(TS)

OD212AGrpE AM267 dnaK332 DgrpE::VCamr (Liberek et al. 1991)

2.1.6 Kulturmedien fir E. coli

Alle Medien wurde nach Sambrook und Russel (2001) hergestelit.

LB-Medium

10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton, ad 11 H,O. Fir Platten wurden zusétzlich 15 g/l
Agar hinzugefiigt

TB-Medium

12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, ad 900 ml H,0. Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe
von 100 ml autoklaviertem Kaliumphosphatpuffer (0,17 M KH,PO,4 / 0,72 M K;HPQy).

Nach dem Autoklavieren und dem Abkuhlen auf ca. 60 °C erfolgte die Zugabe der
Antibiotika Ampicillin (100 pg/ml), Chloramphenicol (10 — 30 pg/ml), Kanamycin
(10 pg/ml) oder Tetracyclin (10 pg/ml). IPTG (0,005 — 0,5 mM) wurde vor Gebrauch auf die

Platten ausplattiert.
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2.1.7 Kulturmedien fur Synechocystis

Das BG-11 Medium und die Platten wurden wie in (Rippka et al. 1979) beschrieben angesetzt
und nach dem Autoklavieren verwendet. Nach dem Abkuhlen des Agars und vor Gebrauch
des Mediums erfolgte die Zugabe der Antibiotika Kanamycin (10 — 90 pg/ml),
Chloramphenicol (10 — 90 pg/ml) sowie Spectinomycin (90 pg/ml).

2.1.8 Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz Referenz

Promega Corporation, 2800 Woods

PGEMT-Easy Ampicillin Hollow Road Madison, WI 53711-
5399 USA
pSTBlue-1 Ampicillin, Kanamycin Novagen (Merck KGaA, Darmstadt)
pRSET-His Ampicillin (Prodohl et al. 2007)
PRSET Ampicillin (Schoepfer 1993)
. New England Biolabs, Ipswich, MA,
pMalc2-x Ampicillin
USA
o New England Biolabs, Ipswich, MA,
pMalp2-x Ampicillin
USA
pLexA Ampicillin (Schneider et al. 2003)
pILA Kanamycin (Kunert et al. 2000)
pBad Ampicillin (Guzman et al. 1995)
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2.1.9 Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Sequenzierung rekombinanter Plasmide

Bezeichnung

Sequenz 5" —"3"

T7-prom
SP6 18er
M13 univ. -21
M13 univ. -49

TAATACGACTCACTATAGGG
ATTTAGGTGACACTATAG
TGTAAAACGACGGCCAGT
GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

Oligonukleotide zur Untersuchung der GrpE-Proteine

Bezeichnung

Sequenz 5" —"3"

5'SynGrpE
5'SynGrpEct
5°SynGrpEct-Nhel
5°SynGrpEvl
5'SynGrpEvI- Nhel

5 GrpEEC- Nhel

5 ThermGrpEct

5 ThermGrpEct- Nhel
5 ThermGrpEvl

5 ThermGrpEvl- Nhel
NTgrpEEC-Ndel
NTsll0057kurz
NTTIr1314kurz
3'SynGrpE
3"GrpEEC-EcoRV
3'SynGrpEnt
3'SynGrpEvl
3'ThermGrpEnt

3" ThermGrpEvl

TATGCCATATGACGAAGATCAAGTTTCCC
TATGCCATATGATCAAAGGAAGGACCATAACAG
TATGCGCTAGCATGATCAAAGGAAGGACCATAACAG
TATGCCATATGAACGAAGATCAAGTTTCCC
TATGCGCTAGCATGAACGAAGATCAAGTTTCCC
GCTAGCATGAGTAGTAAAGAACAGAAAAC
TATGCCATATGATTAAATGCAGTGTCATTGCTG
TATGCGCTAGCATGATTAAATGCAGTGTCATTGCTG
TATGCCATATGCACAATCCACAGTCTAGAG
TATGCGCTAGCATGCACAATCCACAGTCTAGAG
GCGATCATATGAGTAGTAAAGAACAG
TATGCCATATGATCAAAGGAAGGACCATAACAG
TATGCCATATGATTAAATGCAGTGTCATTGCTG
ATACGGGATCCTTAGGGGTTAGCTCCCGCCTC
GATATCTTAAGCTTTTGCTTTCGCTAC
ATACGGGATCCTTAGAGTTTTGCTTGCTCCTCTTTC
ATACGGGATCCTTAGGGGTTAGCTCCCGCCTC
ATACGGGATCCTTACTGTAGCTCTAGCTCCTCTTTTTC
ATACGGGATCCTTACACGTCGGTCACATCATTG
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Oligonukleotide zur Klonierung der Fluoreszenzplasmide

Bezeichnung

Sequenz 5'—'3"

5"dank2prom
5 NTGFP-MCS

5"tetprom-Pstl
NTGFP-Kpnl
NTgfpmutx

NTSynCerulean-Kpnl
NTtetprom
57slr1377-Sacl
57s110716-Sacl
3'CTGFP-MCS

3"CTSynCerulean-
MCS

3"dnaK2p-Ndel

3’SynCerulean-Xbal
3"tetprom-Kpnl
3"tetprom-Kpnl-gene
CTsll0716-Xbal
CTslr1377-Xbal

ATAGCCTGCAGCCTATCAAGTTAACCCCCAAG
CATATGCGTCGGCCGCGTGTTTAAACGTGCGGCCGC
AGGTAATAACAATAACAATAACAATAACAATAACA
TGGGGTACCTGCGTAAAG
CTGCAGGCTTAGTAAAGCCCTCGCTA
GGTACCATATGGCGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
GACCATATGGGGTACCTGCGTAAAGGAGAAGAACT
TTTC
TATCGGGTACCGGTTCCGGCGCCGTTAGTAAAG
GTCCCATCGAATGGGCTTAGTAAAGCCCTCGCTAG
CGAGCTCATGACCGAAAATATTGTCCGC
CGAGCTCATGCAAAATTCCCCCATCCC
TCTAGACTGAGGCCTCTGCGGCCGTCGGAGCTCGTT
ATTGTTATTGTTATTGTTATTGTTATTAGCTTTGTAT
AGTTCATCCATGCCA
GCATGGATGAATTGTATAAAGCTAATAACAATAACA
ATAACAATAACAATAACGGTGAGCTCCGACGGCCG
CCACACGTGCAGTCTAGA
CGGTACCTTGCATATGAATTTTAATTAACTCCCGTTA
ACA
ATACGTCTAGATTATTTATACAATTCATCCATGCCC
CGCAGTCAGGCACCGTGTGGTACC
GGTACCTCGGACGGTGCCGAGGATGAC
GGCTCTAGATTAGGTATTGATGATGGTACGG
GGCTCTAGACTAACGACTCTCCGGCACTG
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Oligonukleotide zur Untersuchung der Signalpeptidasen lepB1 und lepB2

Bezeichnung Sequenz 5'—'3’

5sl10716KD TAGCGAATTCCATATGCATCACCATCATCACCATCA
CCATCTGCTGCTGCGTTTCTTTGTG

5'sIr1377 KD AATGCCATATGCACCATCATCACCATCATCACCATA
TCGGTATTCGGACTTTTGTGG

5 lepBEC-Ndel TATGCCATATGGCGAATATGTTTGCCCTG

57sl10716 ATAGCCATATGCAAAATTCCCCCATCCC

57sIr1377- Ndel TATGCCATATGACCGAAAATATTGTCCGC

57s111667- Ndel GCGCATATGTTAATTTTGAAAAATTCTATGG

57slr1744- Ndel GCGCATATGTCAAGATTGCCTGGTTTTG

3’lepBEC-Pstl CGCATTGGCGGCATCCATTAACTGCAGCGATA

3’sl11667His6-Hindll1 CGCAAGCTTGCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGC
ATCAATGGCC

3'slr1744His6- CGCAAGCTTGCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCAA

Hindlllkurz TTCTGGGGTAGGTAATTC

2.1.10 Antikorper

Primdare Antikérper wurden von den Firmen Gramsch (Schwabhausen), Acris (Herford) und
Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Die enzymgekoppelten sekundaren AntikOrper waren von
Sigma Aldrich (Miinchen).

2.1.11 Computerprogramme

Bildbearbeitung Adobe Photoshop 7.0.1
Corel Graphics Suite 11
Diagramme und Tabellen Microsoft Excel 2007
Origin Pro 6
Textverarbeitung Endnote
Microsoft Word 2007
DNA-/Proteinanalysen Genamics Expression
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte aus einer 3 ml Bakterienkultur gemaR der Angaben

des Kits High-Speed Plasmid Mini Kit (Avergene, Taipei City, Taiwan).

2.2.1.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Synechocystis sp.

Eine Cyanokultur OD7so > 2 wurde abzentrifugiert (3600 UpM, 15 min, 4 °C) und das Pellet
vier Mal mit TES-Puffer (5 mM Tris-HCI pH 8,5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA) gewaschen.
AnschlieBend wurde das Pellet in 450 pl TES-Puffer aufgenommen und es erfolgte die
Zugabe von 50 pl Lysozym (20 mg/ml). Nach einer Inkubation von 15 bis 30 min bei 37 °C
wurden 50 pl einer 10 % Sarcosyllésung und 600 pul Phenol hinzugegeben und alles 15 min
bei RT auf einem Taumelschttler inkubiert. Die Zentrifugation von 13000 UpM, 10 min bei
4 °C flhrte zu einer Phasentrennung. Die obere wassrige Phase wurde in ein frisches
Reaktionsgefal Uberflihrt bevor die Zugabe von 5 pl RNase (10 pg/ml) und eine weitere
Inkubation von 15 min auf einem Taumelschdittler folgte. Die Zugabe von 100 pl NaCl (5 M),
80 ul CTAB/0,7 M NaCl und 600 pl Chlorophorm/Isoamylalkohol (24:1) fihrte nach einer
Zentrifugation bei 13000 UpM, fiir 5 min und 4 °C erneut zu einer Phasentrennung. Die obere
Phase wurde erneut in ein Reaktionsgefal? Uberfihrt und es wurde 1 Vol. Isopropanol
zugegeben. Nach grindlichem Mischen erfolgte eine weitere Zentrifugation (13000 UpM,
10 min, 4 °C) und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 70 % eiskaltem
Ethanol gewaschen und anschlieRend getrocknet. Nach diesem Trocknungsschritt wurde das
Pellet in 50 ul TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA) resuspendiert und die

DNA-Konzentration wie unter 2.2.1.3 beschrieben bestimmt.

2.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe eines Spektralphotometers. Hierbei wurde
die Absorption der Probe bei 280 nm und 260 nm ermittelt. Zur Konzentrationsbestimmung

wurde die folgende Formel verwendet
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Konzentration [ug/ml] = AODg2go X 50 [pg/ml] x Verdlnnungsfaktor

Der Reinheitsgrad wurde aus dem Quotienten ODg0/OD,go bestimmt. Der Quotient sollte
dabei einen Wert von 2,0 aufweisen (Sambrook et al. 2001)

2.2.1.4 DNA-Amplifikation durch die Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Die Ampflifikation von DNA-Fragmenten erfolgte nach einem Standardprotokoll. Dabei
enthielt ein 50 pl Ansatz 100 — 500 ng Matritzen-DNA, je 0,25 uM Forward sowie Reverse
Primer, 1 x PCR-Reaktionspuffer, 200 uM dNTPs, 2,5 U Polymerase (Tag-Polymerase, New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA) und zusétzlich 2,5 mM MgCl,. Es erfolgte eine drei
minutige initiale Denaturierung bei 95 °C. Anschlielend wurden 25 — 30 Zyklen der
folgenden Schritte durchgefuhrt:

Denaturierung fir 30 Sekunden bei 95 °C

Hybridisierung der Oligonukleotide flir 60 Sekunden wobei sich die Temperatur nach

der Schmelztemperatur der Primer richtete. Zur Ermittlung diente folgende Formel

Tm=G/C (4 °C) + T/A (2 °C)

Elongation bei 72 °C fir 0,5 — 1 min/kb abhangig von der verwendeten Polymerase

AbschlieRend erfolgte eine Elongation bei 72 °C fir 10 min. Die Analyse erfolgte in einem

analytischen Agarosegel (2.2.1.8).

2.2.1.5 Segregations-PCR

Da das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 mehrere Genomkopien aufweist, muss
zur Uberpriifung der homologen Rekombination eines DNA-Fragmentes in alle
Genomkopien, mit isolierter cyanobakterieller DNA, (2.2.1.2) eine Segregations-PCR
durchgefuhrt werden. Durch die Integration eines DNA-Fragmentes an einer spezifischen
Stelle im Genom, vergroRert sich dieser Bereich. Der resultierende GroRenunterschied, der
mittels der PCR erhaltenen Amplifikate, kann anhand eines Agarosegels (2.2.1.8) sichtbar
gemacht werden. Der PCR-Ansatz entsprach grundlegend dem in 2.2.1.4 Beschriebenen. Die

Menge an eingesetzter genomischer DNA wurde auf 1 bis 2 pg erhéht.
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2.2.1.6 Klonierung in einen TA-Vektor

Es wurden die Vektoren pPGEMT-Easy der Firma Promega sowie der Vektor pSTBlue-1 der

Firma Novagen nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.1.7 Restriktion von DNA

Etwa 05 — 1 pg isolierte Plasmid-DNA wurde mit unterschiedlichen
Restriktionsendonukleasen der Firmen New England Biolabs (Ipswich, MA, USA), MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) und Invitrogen (GmbH Karlsruhe) geschnitten. Analytische
Restriktionen wurden in einem 10 pl Ansatz und Praparative in einem Volumen von 50 ul bei
den jeweiligen vom Hersteller angegebenen Restriktionsbedingungen durchgefiihrt. Die

Analyse erfolgte in einem analytischen Agarosegel.

2.2.1.8 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, wurde ein 1 — 2 % Agarosegel angesetzt. Fir ein
(8,0 x 7,0 cm) Gel, wurde die entsprechende Menge Agarose in 40 ml TAE-Puffer (0,4 M
Tris, 10 mM EDTA, 200 mM Essigséure) in der Mikrowelle vollstdndig geldst und in die
dafiir vorgesehene Kammer gegossen. AnschlieBend wurde der benétigte Probenkamm
eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Gel mit TAE-Puffer Uberschichtet und
die Proben im Verhaltnis 5:1 mit 6x Probenpuffer (50 % Glycerin, 0,05 % Bromphenolblau,
0,05 % Xylencyanol) versehen. Die anschlieBende elektrophoretische Auftrennung erfolgte
bei 100 — 130 V und dauerte 30 bis 60 min. Das Gel wurde ca. 15min in einer
Ethidiumbromidlésung (1pg/ml) inkubiert, bevor die Visualisierung anhand von UV-Licht

erfolgte.

2.2.1.9 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

AnschlieBend an eine elektrophoretische  Auftrennung wurden DNA-Fragmente
gegebenenfalls mit Hilfe eines Skalpells auf einem UV Tisch aus dem Agarosegel
ausgeschnitten. Die DNA wurde mittels des Gelextraktionskits Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit (Avegene, Taipei City, Taiean) extrahiert und jeweils in 35 pl H,0

aufgenommen.
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2.2.1.10 Ligation von DNA

Fur die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase der Firma MBI Fermentas (St-Leon-Rot)
entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die Ligation wurde ber Nacht bei 16 °C
oder bei Raumtemperatur (RT) 1 — 2 h in einem Volumen von 20 pl mit einem Vektor:Insert
Verhaltnis von 1:3 bis 1:6 durchgefihrt.

2.2.1.11 Ortsspezifische Mutagenese

Zielgerichtete Mutationen wurden mit der Phusion-DNA-Polymerase (Finnzymes Espoo,
Finnland) in bestimmte Gene eingefugt. Hierzu wurde nach dem Protokoll des QuikChange®

Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene vorgegangen.

2.2.1.12 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach Chung et al.(Chung et al. 1989). Fir
die Transformation wurden 50 — 500 ng Plasmid-DNA 20 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein Hitzschock von 60 Sec bei 42 °C. Nach einer weiteren Inkubation
von 5 min auf Eis wurden 1 ml LB-Medium hinzugegeben und die Zellen 1 h bei
entsprechender Wachstumstemperatur in  einem Inkubationsschiittler (Thermomixer,
Eppendorf) bei 250 UpM inkubiert. Abschliefend wurden 250 — 1000 ul der Zellen auf LB-
Selektivplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und Uber Nacht bei der

optimalen Wachstumstemperatur inkubiert.

2.2.1.13 Transformation in Synechocystis sp.

Da es sich bei Synechocystis sp. PCC6803 um einen nattrlich kompetenten Stamm handelt,
mussten die Zellen nicht chemisch kompetent gemacht werden. Fir die Transformation von
DNA wurde eine Bakterienkultur bei einer OD75 < 1 abzentrifugiert (3600 UpM, 15 min,
RT) und das Pellet in einem ermittelten VVolumen BG-11 Medium resuspendiert, um eine
OD750=2,5 zu erzielen. Anschliefend wurde in einem Reagenzglas zu 400 pl Kultur bis zu
5 ug Plasmid-DNA und 5 mM Glukose gegeben. Bei der Negativkontrolle wurde H,O anstatt
der Plasmid-DNA eingesetzt. Diese Ansatze wurden Uber Nacht bei 30 °C und einer
Belichtung von 40 pE/m? inkubiert bevor das gesamte VVolumen auf eine BG11-Selektivplatte

ausplattiert und bei 30 °C inkubiert wurde.
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2.2.1.14 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG (Martinsried) durchgefihrt.

2.2.2 Biochemische Arbeitsmethoden

2.2.2.1 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Die Expression rekombinanter Proteine erfolgte in  verschiedenen E. coli
Expressionsstdmmen. Hierzu wurden 1 bis 1,5 L LB-Medium oder TB-Medium mit 0,1 Vol.
einer Vorkultur angeimpft und bei der entsprechenden Wachstumstemperatur und 200 UpM
inkubiert. Bei einer ODggo von 0,5 — 0,6 erfolgte eine Induktion der Proteinexpression durch
Zugabe von 0,5 mM IPTG. Nach einer weiteren Inkubation von 3 bis 4 h wurden die Zellen
bei 4600 UpM, 15 min abzentrifugiert und das Zellpellet bis zur weiteren Verwendung bei -

20 °C weggefroren.

2.2.2.2 Trennung der Zellkomponenten

Das Zellpellet einer Expression (2.2.2.1) wurde in Lysispuffer (50 mM
Natriumphosphatpuffer pH 8,0), resuspendiert. Nach Zugabe eines Protease-Inhibitor-
Cocktails der Firma Sigma Aldrich in einem Verhaltnis 1/1000 wurden die Zellen durch eine
Ultraschallbehandlung von 4 min und vier Wiederholungen lysiert. Zelltrimmer und
Einschlusskdrperchen wurden durch einen Zentrifugationsschritt (13000 Upm, 4°C, 15 min)
abgetrennt. Der Uberstand wurde durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (40000 Upm,
4 °C, 1 h) in losliche Proteine im Uberstand und Membranfraktion im Pellet aufgetrennt.

2.2.2.3 Solubilisierung von Membranproteinen

Zur Solubilisierung wurden isolierten Membranen in einem Volumen von 20 — 50 ml Puffer
(50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0, 1 % Triton-X-100) aufgenommen und 1 h bei 40 °C
inkubiert. Nach einem 30 mindtigen Zentrifugationsschritt bei 40000 und 4 °C wurde der

Uberstand mit den solubilisierten Membranen in ein frisches GefaR tiberfihrt.
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2.2.2.4 Dialyse von Proteinlésungen

Um die Puffer von Proteinldsungen auszutauschen oder um bestimmte Substanzen aus einer
Losung zu entfernen, wurden die Proben in einen Dialyseschlauch mit geeigneter
Porengroflen gegeben und gegen ein hundertfaches Volumen Uber Nacht bei 4 °C unter

leichtem Rihren dialysiert.

2.2.2.5 Reinigung von Proteinen tiber Ni**-NTA-Affinitatschromatographie

Die Reinigung der rekombinant exprimierten Proteine aus den verschiedenen
Zellkomponenten (ber Ni?*-Affinitatschromatographie erfolgte mit dem Material der Firma
Quiagen (Hilden). Die Probenvorbereitung sowie die Reinigung wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.2.6 Reinigung von Proteinen Uber an Sepharose gebundene Metallionen

Das Sdulenmaterial Chelating SepharoseTM Fast Flow der Firma GE Healthcare wurde mit je
einem Saulenvolumen der Metallionen Zn* (0,2 M ZnSO., 10 % Essigsaure), Ni** (0,2 M
Ni(NOs),), Cu?* (0,2 M CuSO,) und Co®* (Co(NOs),) beladen. Die Reinigung wurde in einem
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0 durchgefiihrt und die Elution erfolgte uber

verschiedene Imidazolkonzentrationen wie vom Hersteller beschrieben.

2.2.2.7 Reinigung von Proteinen Uber Anionenaustauschchromatographie

Zur Anionenaustauschchromatographie wurde das Séulenmaterial DEAE Sephacel™ der
Firma GE Healthcare verwendet. Die Equilibrierung und Reinigung wurde nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Es wurde ein 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,6
verwendet und die Elution erfolgte ber einen ansteigenden Gehalt von NaCl in einem
Bereich zwischen 100 — 1000 mM.

2.2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration der Proteine wurde mit dem BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Reckford,
I, USA) ermittelt. Es wurde jeweils ein dreifacher Reaktionsansatz gemessen und der
Mittelwert errechnet.

36



Material und Methoden

2.2.2.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine  wurden nach Laemmli (Laemmli 1970) in einer diskontinuierlichen
Polyacrylamidgelelektrophorese entsprechend ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Die Gele
bestanden aus einem 12 — 18 %-igen Trenngel und einem 6 %-igen Sammelgel (Tab. 1). Das
Trenngel wurde dabei nach dem GieRBen mit Isopropanol beschichtet und erst nach dem
Auspolymerisieren und dem Entfernen des Isopropanols wurde das Sammelgel gegossen und
der jeweilige Probenkamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden in einem Verhaltnis 4:1 mit
5x Probenpuffer (250 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 % SDS, 0,2 % Bromphenolblau, 50 %
Glycerol, 500 mM B-Mercaptoethanol) versehen und vor dem Auftragen 5 min bei 95 °C
erhitzt. Der komplette Gellauf erfolgte in Laufpuffer (25 mM Tris, 0,192 M Glycin, 0,1 %
SDS), wobei der Einlauf in das Sammelgel bei 100 V und die Trennung im Trenngel bei
200 V stattfand. Der Lauf wurde beendet, wenn die Lauffront am unteren Ende des Gels

angelangt war.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Trenngels und Sammelgels

Trenngel Sammelgel
12 % 14 % 16 % 6 %

H,0 4,5 ml 4,0 ml 3,5ml 6 ml
Acrylamid (40 %) 3,0ml 3,5ml 4,0 ml 1,5 ml
Trenngelpuffer (1,5 M 25ml 2,5ml 2,5ml 2,5 ml
Tris, 0,4 % SDS, pH 8,8)
APS (10 %) 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl
TEMED 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

2.2.2.10 Coomassie Farbung von Proteinen in SDS-Gelen

Die Anfarbung der Proteine wurde mit einer Coomassie-Farbelésung (45 % Ethanol, 10 %
Essigsaure, 0,2 % Coomassie R250) gewahrleistet. Hierzu wurden die Gele um

Uberschiissiges SDS zu entfernen mit H,O gewaschen und dann 20 bis 60 min in der
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Farbeldsung inkubiert. Die sich anschlieBende Entfarbung (45 % Ethanol, 10 % Essigséaure)

wurde bis zum Erreichen des gewinschten Entfarbungsgrads durchgefuhrt.

2.2.2.11 Western-Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden zum immunologischen Nachweis in
einem Semi-Dry Verfahren auf eine Roti®PVDF (Roth, Karlsruhe) Membran iibertragen. Die
Membran wurde hierflir zundchst in Methanol aktiviert und dann in Blottingpuffer (15 %
Methanol, 25 mM Tris, 0,192 M Glycin) geschwenkt. Der Aufbau der Apparatur erfolgte

nach Herstellerangaben (BioRad, Minchen). Der Transfer erfolgte fiir 45 min bei 15 V.

2.2.2.12 Immunodetektion von Proteinen

Nach dem Transfer der Proteine auf eine Membran wurde diese, um unspezifische Bindungen
zu vermeiden, zunéchst 1 h in einer 4 %-igen Blockierungslosung (4 % Milchpulver in TBST)
geschwenkt. Anschlielend wurde die Membran 4 x mit TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCL,
0,05 % (v/v) Tween) gewaschen und mit dem nach Herstellerangaben in TBST verdiinnten
ersten Antikorper ca. 1 h inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit TBST erfolgte die
einstindige Inkubation mit dem zweiten, ebenfalls nach Herstellerangaben in TBST
verdunnten, Antikorper. Nach erneutem Waschen wurde der Western-Blot mit dem Pierce
ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, Il USA) nach
Herstellerangaben entwickelt.

2.2.2.13 Quervernetzung von Proteinen (Crosslinking)

Fur die Quervernetzung von Proteinen mit Glutaraldehyd (Sigma, Munchen) wurde zunéchst
die Proteinkonzentration wie in 2.2.2.8 beschrieben ermittelt. In einem Volumen von 9,5 pl
wurden 2 pg Protein 10 min bei folgenden Temperaturen inkubiert 10 °C, 20 °C, 30 °C,
35°C, 40 °C, 45°C 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C 70 °C, 75 °C, 80 °C. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe von 25 mM Glutaraldehyd und eine weitere Inkubation von 10 min bei den oben
genannten Temperaturen. Das Abstoppen der Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 pl 2 x
Laemmli-Puffer und dem Erhitzen von 5 min bei 95 °C erzielt. In einer SDS-PAGE (2.2.2.9)

wurde der gesamte Ansatz aufgetrennt und mit Coomassie (2.2.2.10) gefarbt.
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2.2.2.14 Das GALLEX-System zur Analyse der Dimerisierungstendenz

Im GALLEX-System wird ein gewinschtes Protein an die LexA-Dimerisierungsdoméne
fusioniert, wobei das Stop-Codon des zu untersuchenden Gens erhalten bleibt. Hierdurch wird
das Maltosebindeprotein (MBP) nicht abgelesen und das Protein liegt weiterhin 16slich vor.
Um die Expression des Fusionsproteins von dem PLexA-Plasmid zu ermdglichen, wurden die
Konstrukte und die entsprechenden Kontrollen zunédchst in kompetente SU101 Zellen
transformiert (2.2.1.12). Am ndchsten Tag wurden von jedem Transformationsansatz drei
Kolonien in 3 ml Flussigmedium (LB, 100 pg/ml Ampicillin, 10 pg/ml Chloramphenicol,
0,01 mM IPTG) angeimpft und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden 10 ml Flassigkultur (LB, 10 pug/ml Ampiccilin, 10 pg/ml Chloramohenicol 0,5 mM
IPTG) mit 1/40 Volumen der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODggo von 0,5 —
0,6 inkubiert.

Zu 900 pl Z-Puffer (300 mM NaHPO,4, 200 mM NaH,PO,4, 50 mM KCI, 5 mM MgSO,,
50 mM B-Mercaptoethanol) wurden 100 pl Kultur, 10 pl 0,1 % SDS und zwei Tropfen
Chloroform gegeben und zur Lyse der Zellen stark geschittelt. Der Nachweis der B-
Galaktosidase-Aktivitat wurde durch die Zugabe von 200 pl ONPG (4 mg/ml) in Z-Puffer
gestartet und nach ausreichender Farbung durch Zugabe von 500 ul 0,5 M Natriumcarbonat
gestoppt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde die ODgyo und die ODsso in einem
Photometer ermittelt. Die Bestimmung der f-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte nach folgender
Formel (Miller et al. 1993):

1000 X OD4, — (1,75 X ODsgy )

1 Miller Unit =
Hertn Zeit [min] X 0,1ml X ODgqg

2.2.2.15 Circulardichroismus-Spektroskopie

CD-Spektren wurden mit dem CD-Spektrometer Jasco-815 zur Bestimmung der
Sekundérstrukur und der thermischen Stabilitdt des GrpE-Proteins aufgenommen. Hierzu
wurde zundchst die Proteinkonzentration der heterolog exprimierten Proteine bestimmt
(2.2.2.8). Zur Messung wurde eine Proteinkonzentration von 0,125 mg/ml in 10 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,6 verwendet. Die Messung erfolgte in einer 1 mm Kiivette von

190 bis 250 nm in 1 nm Schritten. Die Geschwindigkeit der Messung wurde auf 200 nm/min
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eingestellt. Die Datenaufnahme erfolgte in einem Temperaturbereich von 10 — 95 °C. Dabei
wurde die Temperatur in 1 °C Schritten erhoht wobei vor dem Beginn der Messung die
entsprechende Temperatur 5 Sec gehalten wurde. Die Auswertung erfolgte abschlieRend mit
der Spectra Analysis Software. Von allen Messpunkten wurde die molare Eliptizitat

berechnet.

mo*M
(10xLxC)

deg x cm2/dmol=

(mO: Messwert, M: Molekulargewicht g/L, L: Schichtdicke, C: Konzentration g/L)

Anhand der Messwerte bei 208 nm abzliglich des Puffers wurde die Schmelzkurve ermittelt.

2.2.2.16 In vivo Komplementationsstudien

Komplementationsstudien erfolgten mit temperaturempfindlichen E. coli Stammen anhand
eines Wachstumsexperiments. Dabei lag das endogene E. coli Gen lepB oder grpE in einer
mutierten Form vor. Durch die Expression eines Gens, dessen Genprodukt die Funktion des
endogenen Proteins LepB oder GrpE in E. coli Ubernehmen kann, ist ein Wachstum bei
erhohter Temperatur moglich. Hierzu wurden die zu untersuchenden grpE Gene und die
verkiirzten Formen in den Vektor pMalc2-x und die lepB Gene sll0716 und slr1377 in den
Vektor pBad kloniert. Als Negativkontrolle diente das leere Plasmid und als Positivkontrolle
das endogene Gen lepB oder grpE aus E. coli. Fur die Komplementation des GrpE-Proteins
wurde der Stamm OD212AGrpE (Liberek et al. 1991) und fir das LepB der Stamm
ITA1GE225 (Inada et al. 1989) verwendet. Nach der Transformation der Plasmide folgte eine
Inkubation der LB-Selektivplatten bei 30 °C Uber Nacht. Am folgenden Tag wurde die
Vorkultur von 3 ml jeweils mit einer Kolonie der Transformationsplatte angeimpft und bei
30 °C und 200 UpM inkubiert. Die Hauptkultur von 10 ml LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum wurde mit einer ODggo Von etwa 0,1 — 0,2 angeimpft und bis zu einer optischen
Dichte von ODggg 0,5 bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in LB-Medium
von 107 bis 10 verdiinnt. Jeweils 2 pl jeder Verdiinnung wurden auf eine LB-Platte mit den
entsprechenden Antibiotika getropft. Die Expression wurde, je nach System, durch die
Zugabe von IPTG (0,005 mM) oder durch die Zugabe von 0,5 % Arabinose induziert. Die
Platten wurden Uber Nacht bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Die Auswertung

erfolgte am néchsten Tag anhand des Wachstums.
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2.2.2.17 PAM (Pulse Amplitude Measurements)-Messungen

PAM-Messungen dienten zur Untersuchung der Aktivitat der Photosysteme. Kulturen von
Synechocystis sp. PCC 6803 wurden auf eine OD75q von 2 eingestellt und anschlie3end fir die
Messung verwendet. Alle Messungen erfolgten bei Raumtemperatur und die Kulturen wurden
bis zur Messung im Dunkeln gehalten. Die Messungen wurden mit einer Dual-PAM-100 und
im speziellen mit den Modulen Dual-E und Dual-ER (Walz GmbH, Effeltrich) durchgefihrt.
Induktionskurve

Die Messung der Hintergrundfluoreszenz erfolgte bei einem schwachen Messlicht von
0,024 umol Photonen m?s™. AnschlieBend wurde ein aktinisches rotes Licht von einer
Intensitat von 95 pmol Photonen m?s™ zugeschaltet. Ein einmaliger sattigender Lichtpuls von
600 ms (10000 pmol Photonen ms™) wurde wahrend der initialen Dunkelphase (40 s) und
anschlieBend alle 30 sec abgegeben. Die minimale Fluoreszenz (Fop) und die variable
Fluoreszenz (F,) wurden wéhrend des ersten Lichtblitzes ermittelt.

P700 Re-Reduktionskinetiken

Die Re-Reduktionskinetiken des P700 wurden aus 10 Wiederholungen gemittelt. Die
vollstdndige Oxidation des P700 erfolgte durch einen séttigenden Lichtpuls von 20 ms
(10000 pmol Photonen m?s™). Die Messung wurde nach der Zugabe von DCMU (10 pM)
wiederholt. Die Halbwertszeiten der Abnahme wurden anhand einer exponentiellen Funktion
ermittelt.

Elektronentransportraten

Die Elektronentransportraten wurden anhand der steady state Fluoreszenz (Ft) und der
maximalen Fluoreszenz (Fm”) ermittelt. Der Ft-Wert wurde durch eine Lichtkurve mit
schrittweise ansteigenden Lichtintensitaten zwischen 0 bis 850 umol Photonen m?s™ von je
30 Sec bestimmt. Am Ende jeder Lichtintensitat erfolgte die Bestimmung der maximalen

Fluoreszenz (Fm”) durch einem séttigenden Lichtpuls.

2.2.2.18 Bestimmung der Sauerstoffentwicklung

Die Sauerstoffentwicklung wurde als Anhaltspunkt fir die photosynthetische Aktivitdt mit
Hilfe einer Sauerstoffelektrode bestimmt. Kulturen von Synechocystis sp. PCC 6803 wurden
auf eine OD750 von 2 eingestellt und fur die Messung verwendet. Zur Detektion der
Photosyntheserate wurden NaHCO3™ (10 mM) bzw. der Elektronenakzeptor PPBQ (Phenyl-p-

benzoquinone) (0,5mM) zu der Kultur hinzugegeben. Die Messung erfolgte unter leichtem
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Rihren in einem abgedunkelten Raum. Zu Beginn erfolgte eine zweimindtige Messung ohne
Belichtung und anschlieBend wurde bei einer Belichtung von 2000 K (Farbtemperatur) die
Entwicklung der Sauerstoffproduktion fur 2 min verfolgt. Durch die Steigung konnte die O,-
Produktion ermittelt werden. Die Messung wurde jeweils drei Mal wiederholt und der

Mittelwert berechnet.

2.2.2.19 Chlorophyllbestimmung

Die Ermittlung der Chlorophyllkonzentration von ganzen Zellen und von isolierten

Membranen erfolgte nach (Porra et al. 1989) in Methanol.

2.2.2.20 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Thoma-Z&hlkammer verwendet. Die
cyanobakteriellen Zellen wurde in BG11-Medium soweit verdiinnt, dass nach der Zugabe von
10 ul Kultur nicht mehr als 20 Zellen pro GroRquadrat gezahlt wurden. Es wurden mindestens
finf GrolRquadrate ausgezahlt und der Mittelwert errechnet. Die Zellzahl wurde nach

folgender Formel ermittelt.

gezéhlte Zellen X Verdiinnung
Zellen/ml =

mm? X Kammertiefe

2.2.2.21 77 K-Fluoreszenzspektren

Die Fluoreszenzspektren der Zellen von Synechocystis sp. nach heterotrophem Wachstum im
Dunkeln und nach verschiedenen Zeitpunkten im Licht wurden bei 77 Kelvin gemessen. Die
zu messende Kultur wurde auf eine ODzs von 2 eingestellt und 1 ml in eine Kilvette gegeben
und sofort in flissigen Stickstoff eingefroren. Die Zellen wurden bei einer Wellenldnge von
435nm und bei 580 nm angeregt. Das Fluoreszenzemissionsspektrum wurde in einem

Bereich von 630 bis 760 nm aufgenommen.
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2.2.2.22 Absorptionsspektren

Absorptionsspektren ganzer Zellen wurden an einem Photometer in einem Bereich zwischen
200 — 800 nm gemessen, wobei die Kultur auf eine konstante Zellzahl eingestellt wurde. Mit
Hilfe dieser Messung wurde das PC/Chlorophyll Verhéltnis wie bei (Bennett et al. 1973)

beschrieben ermittelt.

2.2.2.23 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an einem konfokalen Lasermikroskop (Leica TSC SP,
Heidelberg). Die Kulturen wurden auf eine OD7s zwischen 3 — 5 eingestellt um eine
ausreichende Anzahl an Zellen detektieren zu kénnen. Zur Fixierung der Zellen wurden diese
auf BG11l-Medium mit 1% Agarose gebettet und anschliefend mit einem Deckglas
abgedeckt. Die Zellen wurden mit einem Ol-Immersionsobjektiv betrachtet und mit einem
Argonlaser bei einer Wellenldange von 488 nm angeregt. Die Emission des GFPs wurde

zwischen 510 — 515 nm und die Autofluoreszenz bei 660 nm detektiert.

2.2.2.24 Blau-Native-Gelelektrophorese

Die Blaue-Native-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von hochmolekularen
Proteinkomplexen. Die Préparation der Membranfraktion aus Kulturen von Synechocystis sp.
erfolgte nach (Duhring et al. 2006). Bei den Kulturen von Synechocystis sp. welche unter
heterotrophen und mixotrophen Bedingungen angezogen wurden, erfolgte der Auftrag nach
zuvor bestimmter Proteinkonzentration (2.2.2.8). Auf das Gradientengel wurde eine
Proteinkonzentration zwischen 250 pg bis hin zu 1 mg aufgetragen und die freien Spuren mit
free slot buffer (750 mM Aminocapronsédure, 0,5 % Coomassie Blue G250) versetzt. Eine
Ampulle des Markers HMW Native Marker Kit (GE Helathcare Europe GmbH, Minchen)
wurde in 100 pl BN-Thylakoidpuffer (50 mM HEPES/NaOH pH 7, 5 mM MgCl,, 25 mM
CaCly, 10 % (v/v) Glycerol) aufgenommen und 50 pl wurden pro Gel mit 10 pul Coomassie
Blue Ldsung (5 % Coomassie Blue G250, 750 mM Aminocapronsaure) versetzt und auf das
Gel aufgetragen. Fir die Praparation des Gels und die Elektrophorese wurde das System
Protean Il XL der Firma BioRad verwendet. Die 18,5 x 20 cm groRen Gradientengele von
45— 12 % wurden von unten gegossen wobei die beiden Trenngellésungen sukzessive

gemischt und Uber eine Peristaltikpumpe in die GieRBvorrichtung gepumpt wurden. Das
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entstandene Trenngel wurde nach dem Auspolymerisieren mit dem Sammelgel berschichtet
und der entsprechende Probenkamm eingesetzt. Die auspolymerisierten Gele wurden tber
Nacht bei 4 °C aufbewahrt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Gradientengele

Trenngel Sammelgel

4,5 % 12,6 %
H,0 15,4 m, 5,65 ml 11 ml
Acrylamid (40 %) 2,36 ml 5,83 ml 1,5 ml
6x Gelpuffer (1,5 M
Aminocapronsiure, 0,15 M 35ml 3ml 25ml
Bis-Tris pH 7)
Glycerin (87 %) - 4,02 ml -
APS (10 %) 95 ul 61 pl 150 pl
TEMED 9,5 ul 6,1 pl 75 ul

Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel in die Apparatur eingespannt, auf
Dichtigkeit hin Uberpriift und anschlieend der Kathodenpuffer (50 mM Tricin, 15 mM Bis-
Tris pH 7, 0,02 % (w/v) Coomassie Blue G250, 0,03 % B-DM (n-Dodecyl-p-maltosid)) in die
obere und der Anodenpuffer (50 mM Bis—Tris pH 7) in die untere Kammer gefllt. Der
Gellauf erfolgte uber Nacht bei 4 °C. Dabei wurde zunéchst eine elektrische Spannung von
100 V angelegt, bevor diese nach dem Erreichen des Trenngels durch die Lauffront, auf
150 V erhoht wurde. Gestoppt wurde der Lauf, nachdem die Lauffront das Ende erreicht hat.
Das Gel wurde anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt (2.2.2.10) und bis zum
gewilinschten Punkt entfarbt.

2.2.2.25 Saccharosedichtezentrifugation

Bei der Saccharosedichtezentrifugation wandern bei einer Zentrifugation, Proteine und
Proteinkomplexe in einem Gradienten abhéngig von ihrer Dichte wodurch eine Auftrennung
der Membranproteinkomplexe erzielt wird. Die Préparation der Membranen der heterotrophen
und mixotrophen wachsenden Synechocystis sp. Kulturen erfolgte nach (Duhring et al. 2006)
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wobei eine Proteinkonzentration zwischen 250 pug und 1 mg auf die zuvor hergestellten
Saccharosegradienten geladen wurde. Die linearen Gradienten wurden nach (Duhring et al.
2006) hergestellt und 17 h bei 154000x g und 4 °C in einem Aufschwungrotor (90 Ti)

zentrifugiert.

2.2.2.26 Spaltungsexperiment

Fur die Spaltungsexperimente wurden die Substrate in einer gekoppelten in vitro
Transkription und Translation synthetisiert. Der 25 pl Ansatz bestand aus 5 pl
Kompensationspuffer (40 mM TEA/Tris, 140 mM K*, 10 mM Mg*, 0,8 M Spermidin),
0,25 pl DTT (200 mM), 4,25 pl Mastermix (18,8 % PEG 6000, 14,7 mM ATP, 3 mM GTP,
3mM UTP, 3 mM CTP, 59 mM KOH, 24 mM jeder der 18 Aminosauren bis auf Met und
Cys), 0,4 ul Kreatinphosphat (500 mM), 0,1 pl Kreatinphosphokinase (10 mg/ml), 3 pl
Zellextrakt von dem E. coli Stamm S135, 0,1 pl T7-Polymerase, 0,5 pl S**-Met+Cys und 1 pg
DNA. Die Reaktion wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und durch die Zugabe von 5 % TCA
gestoppt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde die Lésung abzentrifugiert (10
min, 4 °C, 13000 UpM) und das Pellet in 30 ul SDS-Probenpuffer welcher aus der Losung A
(200 mM Tris, 20 mM EDTA pH 8,0), Loésung B (8,3 % SDS, 83,3 mM Tris, 29 % Glycerol,
0,04 % Bromphenolblau) und DTT (1 M) in einem Verhaltnis von 5:4:1 angesetzt wurde
resuspendiert. Nach dem Aufkochen flir 5 min bei 95 °C wurden die Proben in einer SDS-
PAGE aufgetrennt (2.2.2.9).

AnschlieBend an den Gellauf, erfolgte ein 15 minltiges Fixieren (35 % Ethanol, 10 %
Essigsaure) sowie das Entfernen des Fixierers mit Wasser. Das Gel wurde unter Vakuum auf
einem Streifen Whatmanpapier getrocknet. Nach der Exposition Uber Nacht auf einem
PhosphorScreen (GE Healthcare GmbH), wurde die Radioaktivitat mit dem Phosphorimager
Storm845 (GE Healthcare GmbH) gemessen.

Fur den Spaltungsversuch mit den Signalpeptidasen LepBl und LepB2 wurde zu je einem
Ansatz das Protein in einer Konzentration zwischen 0,08 uM und 1,125 pM und zusétzlich
1 % Triton-X-100 gegeben. Nach einer weiteren 30 min(tigen Inkubation bei 30 °C wurden

die Reaktionen wie bereits beschrieben abgestoppt und auf ein SDS-Gel aufgetragen.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Thylakoidmembranbiogenese

Zur Untersuchung der Thylakoidmembranbiogenese wurden Kulturen des Cyanobakteriums
Synechocystis sp. PCC 6803 zwei Wochen unter LAHG Bedingungen kultiviert, bevor ein
anschlieBender Transfer ins Licht erfolgte. Nach definierten Zeitpunkten des Wachstuns im
Licht, wurden verschiedene Parameter untersucht um Verdnderungen bezlglich des
Thylakoidmembransystems festzustellen. Dabei wurden die Zeitpunkte zwischen 0 h und 24 h

gewahlt.

20h ' 24h

Abbildung 12: EM-Bilder der dunkeladaptierten Zellen von Synechocystis sp. nach dem Transfer ins Licht bei
verschiedenen Zeitpunkten

Die EM-Bilder zeigen jeweils eine Zelle bzw. eine sich teilende Zelle bei verschiedenen Zeitpunkten nach dem Transfer ins
Licht (In Zusammenarbeit mit Uwe Kahrmann).

In einem ersten Schritt wurden hierzu die Zellen nach bestimmten Zeitpunkten anhand von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen phénotypisch charakterisiert (Abb. 12).

Die Aufnahmen zeigen cyanobakterielle Zellen umgeben von der Cytoplasmamembran und
der &ufReren Membran. Nach der Inkubation der Zellen unter heterotrophen Bedingungen im
Dunkeln (0 h), sind keine Thylakoide sichtbar und das Zellinnere zeigt eine diffuse Struktur
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ohne eine klare Abgrenzung von Thylakoiden, wie etwa nach 24 h zu erkennen ist. Ein
vergleichbares Bild zeigen die Zellen nach zwei bis vier Stunden unter Belichtung, wogegen
nach zwolIf Stunden erste deutliche Konturen des Thylakoidmembransystems zu erkennen
sind. Die Anzahl der Thylakoidpaare steigt nach 16 und 20 Stunden stetig an, bis nach 24
Stunden wieder ein komplettes Thylakoidmembransystem deutlich zu erkennen ist. Trotz der
drastischen Unterschiede im Bezug auf die Thylakoidstrukturen, weisen die Zellen keine
Groélkenunterschiede auf.

Nach der Visualisierung der Membranbiogenese anhand von EM-Bildern wurde die
Regeneration der Thylakoide mit Hilfe der Autofluoreszenz verfolgt. Synechocystis sp. PCC
6803 besitzt an die Photosysteme gekoppelte Chlorophylle, welche nach Anregung bei
435 nm im Bereich um 660 nm eine starke Emission aufzeigen. Die Fluoreszenz wurde im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar und konnte quantitativ ausgewertet werden (Abb. 13).
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Abbildung 13: Autofluoreszenz der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Transfer ins Licht

Die Autofluoreszenz wurde bei einer Extinktion von 435 nm und einer Emission bei 660 nm detektiert und anschlieffend
anhand der Software MetaVue quantitativ tiber die Pixelanzahl pro Zelle ausgewertet. Jeder Datenpunkt ist das Mittel aus 100
Einzelzellen und die Standardabweichung wurde daraus berechnet. Die Autofluoreszenz der Zellen steigt im Verlauf der Zeit

konstant an.

Nach der Inkubation im Dunkeln (0 h) zeigt sich eine sehr geringe Autofluoreszenz, welche

jedoch nach einer kurzen Phase bis zu vier Stunden ohne drastische Veranderungen, mit der
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Belichtungszeit kontinuierlich ansteigt. Nach 20 h ist die relative Autofluoreszenz verglichen
zu den dunkeladaptierten Zellen etwa doppelt so hoch, was auf einen erhéhten
Chlorophyllgehalt zuriickzufuhren ist.

Der Chlorophyllgehalt der Zellen wurde ebenfalls bestimmt und auf die zuvor berechnete
Zellzahl bezogen (Abb. 14). Der Gehalt an Chlorophyll innerhalb einer Zelle steigt bis zu acht
Stunden langsam und anschlieBend bis 16 h stark an. Dieser Wert &ndert sich bei weiterer
Inkubation im Licht bis 24 h nur minimal.

0,00009

0,00008 =

0,00007

0,00006 =

0,00005

0,00004

Mg Chl a pro Zelle

0,00003

—-.—
0,00002 / l

0,00001 ==y T T T
0 4 8 12 16 20 24

Zeit (h)

Abbildung 14: Bestimmung des Chlorophyllgehaltes pro Zelle nach steigender Wachstumsdauer im Licht
Die gemessene Chlorophyllkonzentration wurde auf die zuvor bestimmte Zellzahl bezogen. Jeder Datenpunkt (0 h, 2 h, 4 h,
6 h,8h,12h, 16 h, 20 h, 24 h) wurde aus funf Einzelmessungen ermittelt und die Standardabweichung berechnet.

3.1.1 Untersuchung der Pigmentzusammensetzung

Die Zusammensetzung und die Menge verschiedener Pigmente, darunter die Chlorophylle
und Karotinoide sowie die Pigmente der Phycobilisomen, stellen innerhalb einer
cyanobakteriellen Zelle einen entscheidenden Faktor fir die Effizienz der Photosynthese dar.
Chlorophyllmolekiile genauso wie Phycobilisomen liegen an die Photosysteme assoziiert vor
und werden fiir die Energielibertragung zum aktiven Zentrum der Photosysteme bendtigt.
Einen ersten Hinweis auf Verdnderungen innerhalb der Zusammensetzung der Pigmente
lieferten Absorptionsspektren ganzer Zellen. Abb. 15A zeigt die Absorptionsspektren mit den

charakteristischen Maxima bei 439 nm und 679 nm fur die Chlorophylimolekiile und einem
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Maximum bei 625 nm, welches der Absorption der Phycobilisomen entspricht. Die
dunkeladaptierten Zellen sowie die Zellen nach zwei stiindiger Inkubation bei kontinuierlicher
Belichtung zeigen bei den Chlorophyllmaxima eine Verringerung im Vergleich zu den Zellen
nach einer Belichtungsdauer von sechs bis acht Stunden. Bei langerer Inkubation steigt die
Absorption weiter an und nach 16 h ist im Vergleich zu 24 h kaum eine Veranderung zu
detektieren. Auch bei der Absorption der Phycobilisomen bei 625 nm ist mit der Dauer des
mixotrophen Wachstums ein kontinuierlicher Anstieg zu erkennen. Ein wichtiger Aspekt ist
hierbei wie Abb. 15B zeigt, das Verhéltnis zwischen Phycobilisomen und Chlorophyllen.
Dabei wird deutlich, dass die dunkeladaptierten Zellen ein weitaus hoheres Verhaltnis
aufzeigen, als die Zellen nach 24 stiindiger Belichtung. Nach 12 stiindiger Inkubation im
Licht sinkt dieses Verhéltnis stark ab und zusammen mit den Ergebnissen der
Absorptionsspektren, zeigt sich somit zu Beginn ein hoherer relativer Anteil an
Phycobilisomen in den dunkeladaptierten Zellen. Unter Lichteinfluss und der daraus

resultierenden Chlorophyllzunahme sinkt dieses Verhaltnis auf einen Wert von etwa eins ab.
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Abbildung 15: Absorptionsspektren ganzer Zellen bei verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums im Licht

A) Absorptionsspektren dunkeladaptierter Zellen nach der Uberfithrung ins Licht, wobei die Kurven auf den Wert bei 800 nm
normiert sind. Die Zeit der Belichtung liegt zwischen 0 hund 24 h (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 h, 24 h) was durch
heller werdende Graustufen verdeutlicht ist. Die Maxima der Chlorophylle sind bei 439 nm und 679 nm, das Maximum der
Phycobilisomen bei 625 nm und das der Karotinoide im Bereich von 500 nm. B) Das Verhéltnis der Phycobilisomen

(Phycocyanin) zu Chlorophyll wurde zu den einzelnen Zeitpunkten aus den Werten bei 679 nm und 625 nm berechnet.

Da die Maxima fir die Chlorophylle sowohl das PS | als auch das PS Il berticksichtigen,
lassen die Absorptionsspektren keine Rickschlisse auf Verénderungen innerhalb der
einzelnen Photosysteme zu. Der Grof3teil der Chlorophylle liegt dabei an das PS | assoziiert
vor, wobei die an das PS Il assoziierten Chlorophylle bei Raumtemperatur eine stérkere
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Fluoreszenz zeigen. Bei den 77 K-Spektren werden die Zellen auf 77 Kelvin gekihlt und
anschlieBend die Fluoreszenzspektren aufgenommen. Dies bietet die Mdglichkeit,
Veranderungen in Bezug auf das Verhaltnis von PS | zu PS Il aufzuzeigen.

Abb. 16A zeigt die Spektren bei einer Anregung der Chlorophylle bei 435 nm mit den
Maxima fir die an das PS | assoziierten Chlorophylle bei 725 nm und die an das PS 1l
assoziierten Chlorophylle bei 685 nm sowie 695 nm. Diese Spektren zeigen deutliche
Unterschiede, wobei die dunkeladaptierten Zellen und die Zellen nach der Inkubation im
Licht flr zwei bis acht Stunden ein verringertes PS | zu PS Il Verhaltnis aufweisen. Erst nach
einer Inkubation von 24 h ist das Verhaltnis wieder ausgeglichen. Zusétzlich zeigen die Zellen
nach Inkubation unter LAHG Bedingungen eine Verschiebung des Maximums der PS II-
Fluoreszenzemission von 695 nm hin zu 685 nm und ein zusatzliche Signal bei 676 nm,
welches mit zunehmender Dauer der Anzuchtbedingungen im Licht verschwindet. Parallel

dazu verschiebt sich das Signal bei 685 nm mit andauernder Belichtung erneut hin zu 695 nm.
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Abbildung 16: 77 K-Spektren der dunkeladaptierten und der belichteten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten

Dargestellt sind 77 K-Spektren der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkte von 0 h (schwarz), 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 h
bis 24 h (hellgrau) A) Die Spektren der bei 435 nm angeregten Chlorophylle wurden auf 685 nm normiert. Das Maximum fiir
PS Il liegt bei 695 nm und das fur PS | bei 725 nm. B) Die Spektren der Anregung der Phycobilisomen bei 580 nm wurden

auf 665 nm normierte. Das Maximum fiir Phycobilisomen ist bei 679 nm, fur PS Il bei 695 nm und fir PS I bei 725 nm.

Abb. 16B zeigt die Anregung der Phycobilisomen und somit die Energietibertragung von den
Phycobilisomen auf das PS I (725 nm) und das PS Il (685 nm). Zu Beginn der Inkubation im
Licht ist eine starke Energielibertragung von den Phycobilisomen auf das PS 11 zu beobachten
was andeutet, dass eine hohe Anzahl an das PS Il gekoppelter Phycobilisomen vorliegt. Mit

andauernder Belichtung sinkt diese Energielibertragung auf etwa die Halfte ab, da
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wahrscheinlich weniger an das PS Il assoziierte Phycobilisomen vorhanden sind. Die
Energietibertragung auf das PS | zeigt keine gravierenden Unterschiede zwischen den
dunkeladaptierten und den Zellen nach 24 stindiger Inkubation unter mixotrophen

Bedingungen.

3.1.2 Untersuchung der photosynthetischen Aktivitat

Die EM-Bilder zeigten ein weitgehendes Fehlen der Thylakoide bei den unter LAHG
Bedingungen wachsenden Zellen, was die Vermutung zuldsst, dass die photosynthetische
Aktivitdt, und damit gleichzusetzen die in den Thylakoiden lokalisierten Photosysteme,
beeintrachtigt sind. Desweiteren zeigten die 77 K-Fluoreszenzspektren Unterschiede
beziglich des PS | zu PS Il Verhaltnisses und der Energielbertragung durch die
Phycobilisomen. Anhand der Sauerstoffentwicklung bei der Photosynthese, sollte die

photosynthetische Aktivitdt und damit die Aktivitdt des PS | sowie des PS Il untersucht

werden.
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Abbildung 17: Sauerstoffentwicklung der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten unter mixotrophen Bedingungen

Die O,-Entwicklung wurde aus finf Einzelmessungen mit jeweils drei Wiederholungen ermittelt und die
Standardabweichung berechnet. Alle Messungen wurden auf 100000 Zellen bezogen. A) zeigt die O,-Entwicklung unter
Zugabe von NaHCO; und B) unter Zugabe des Elektronenakzeptors PPBQ (phenyl-p-benzoquinone) bei den Zeitpunkten
0h,2h,4h,6h,8h,12h, 16 h, 20 h, 24 h des Wachstums im Licht.

Abb. 17A zeigt die Sauerstoffentwicklung unter Zugabe von NaHCOgs, wodurch die
komplette photosynthetische Aktivitat ermittelt werden kann. NaHCOj3 versorgt den Calvin-
Zyklus, durch den wiederum das fiir den letzten Schritt der Photosynthese bendtigte NADP*
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bereitgestellt wird. Somit ist der limitierende Faktor nicht das NADP®, sondern die
Elektronentransportrate der Photosynthese. Die Kurve zeigt einen ansteigenden Verlauf,
wobei bei den dunkeladaptierten Zellen ein Verbrauch an O, detektiert werden kann. Erst
nach einer Inkubation von acht Stunden bei stetiger Belichtung ist eine minimale O,-
Produktion festzustellen, welche dann kontinuierlich ansteigt bis nach 24 h eine deutliche O,-
Entwicklung zu messen ist. Abb. 17B zeigt die Ergebnisse der Messungen mit PPBQ, einem
starken Elektronenakzeptor innerhalb des PS Il, welcher die Funktion des Plastochinons Qg
ersetzt. Alle aus der Oxidation des Wassers entstehenden Elektronen, werden auf das PPBQ
ubertragen und somit kann die maximale O,-Enwicklung gemessen werden, da kein
limitierender Faktor vorhanden ist. Auch bei der Messung mit PPBQ ist bei den
dunkeladaptierten Zellen ein Verbrauch an O, zu detektieren. Nach bereits zwei Stunden des
Wachstums der cyanobakteriellen Zellen im Licht, zeigt sich eine, wenn auch sehr geringen
Sauerstoffentwicklung. Der Kurvenverlauf ist, mit einem kontinuierlichen Anstieg und einer
maximalen O,-Entwicklung nach 24 h, mit der zuvor beschriebenen Messung vergleichbar.
Die maximale Sauerstoffentwicklung ist bei der Messung mit PPBQ etwa dreimal hoher als
bei der Messung mit NaHCOj3". Zusatzlich ist bei der Messung mit NaHCO3; der O,-
Verbrauch in den ersten Stunden hoher als bei der Messung mit PPBQ.

Die Sauerstoffmessungen zeigten eine stark verringerte photosynthetische Aktivitat wahrend
des Wachstums unter LAHG Bedingungen. Dieses Defizit kann in einer verringerten
Funktion der Photosysteme begrindet liegen, weshalb diese im Weiteren untersucht werden
sollten. Bei den PAM-Messungen (Pulse-Amplitude-Measurements) wird vor allem der Status
des Qa dargestellt. Chlorophylimolekile kénnen Energie auf verschiedenen Wegen abgeben.
Neben der Umwandlung in photochemische Energie fiir die Photosynthese und Wérme, kann
die Energie ebenso als Fluoreszenz abgegeben werden (Oxborough 2004). Hat das
Plastochinon Qa ein Elektron aufgenommen, befindet es sich in einem ,,geschlossenen®
Zustand und kann bis zur Weitergabe des Elektrons auf das Qg, kein weiteres Elektron
aufnehmen. Somit konnen die Chlorophylimolekile die Elektronen nicht weiter bis zum
Plastochinon Ubertragen und geben ihre tberschissige Energie als Fluoreszenz ab, welche
detektiert werden kann (Kautsky et al. 1960; Maxwell et al. 2000). Die Fluoreszenzintensitat
lasst dabei Ruckschlusse auf die Photosysteme und vor allem auf das PS Il zu, da das PS I bei
Raumtemperatur nur eine minimale Fluoreszenz aufweist. In einem ersten Versuch, den
Messungen der Induktionskurve, werden die Zellen, nach einer Dunkelphase mit einem

sattigenden Lichtpuls bestrahlt, wodurch die maximale Fluoreszenz (Fm®) gemessen wird.
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Abbildung 18: Induktionskurven der dunkeladaptierten sowie der Zellen nach 24 h mixotrophen Wachstums im
Licht

Fo: Hintergrundfluoreszenz, Fm®: Fluoreszenz nach einem sattigenden Lichtpuls, Fm": Fluoreszenz eines Lichtpulses bei
Messlicht (620 nm), SP: sattigender Puls, ML: Messlicht (620 nm), Ft: steady state Fluoreszenz ohne Messlicht.
A) Messung der dunkeladaptierten Zellen. B) Messung der Zellen nach 24 h mixotrophen Wachstums im Licht.

Abb. 18 zeigt exemplarisch Messungen der dunkeladaptierten Zellen (Abb. 18A) und der
Zellen nach 24 stindigen mixotrophem Wachstums im Licht (Abb. 18B). Die
Hintergrundfluoreszenz F, ist bei den dunkeladaptierten Zellen im Vergleich zu den
belichteten Zellen hoher. Diese Hintergrundfluoreszenz wird sowohl durch die
Chlorophyllmolekiile als auch durch die Phycobilisomen beeinflusst, weshalb ein hoher
Anteil an Phycobilisomen zu einer hohen Fluoreszenz fiihrt. Im Gegensatz hierzu ist durch
einen starken Lichtpuls von 10000 pmol Photonen m™s™ fir 600 ms bei den
dunkeladaptierten Zellen keine maximale, und bei den belichteten Zellen eine starke
Fluoreszenz (Fm®) sichtbar. Der fehlende Anstieg des Fluoreszenzsignals zeigt, dass das PS |
im Gegensatz zum PS Il weiterhin aktiv und nicht beeintrachtigt ist. Die Lichtpulse bei
kontinuierlichem Messlicht von 620 nm (Fm") zeigen unterschiedliche Auswirkungen.
Wahrend bei den belichteten Zellen nach jedem Lichtpuls eine Fluoreszenz im positiven
Bereich gemessen werden kann, gehen die Signale bei den dunkeladaptierten Zellen ins
Negative. Diese negativen Signale weisen auf eine bedeutende Verdnderung innerhalb des
PS Il unter heterotrophen Bedingungen hin. Aus den gezeigten Messungen wurde die
maximale Effizienz des PS 11 durch das Verhaltnis von Fv (Fm°-Fo) zu Fm ermittelt (Abb. 19)
(Oxborough 2004).
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Abbildung 19: Effizienz der Photosynthese mit ansteigender Belichtungsdauer
Das Verhaltnis Fv zu Fm wurde anhand der Induktionskurven der einzelnen Messpunkte (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 16 h,
20 h und 24 h) bestimmt. Dabei ist Fv = Fm’-F,.

Bis zu einer Inkubation von acht Stunden unter mixotrophen Bedingungen im Licht ist eine
Anlaufphase mit nur geringen Veranderungen betreffend der Effizienz der Photosynthese zu
beobachten. Hier zeigt sich, dass das PS Il eine drastische Beeintrachtigung aufweist und die
Photosynthese nur auf einem geringen Niveau ablduft. Nach einem sich anschliellenden
starken Anstieg bis hin zu 20 h, folgt eine erneute Plateauphase, wobei die photosynthetische
Aktivitat einen maximalen Wert erreicht und eine weitere Inkubation unter Belichtung keine
Veranderung nach sich zieht. Die bedeutendste Veranderung bei kontinuierlicher Belichtung
zeigt sich hierbei in einem Zeitraum zwischen acht und zwanzig Stunden, wobei die PS 1I-
Aktivitat auf einen Maximalwert ansteigt.

Da die beschriebene Messung hauptséachlich Rickschliisse bezlglich der PS Il-Aktivitat
zulédsst, wurde, um die Einflisse auf das PS | zu untersuchen, eine weitere Messung
durchgefuhrt. Diese Messung beruht auf der Grundlage, dass das reduzierte P700*-
Reaktionszentrum des PS | im Gegensatz zum P680* des PS 1l stabil ist. Nach der Oxidation
aller P700-Reaktionszentren durch einen starken Lichtpuls von 10000 umol Photonen ms™,
wird die durch die Elektronen der Plastochinone und des Cytochrom bef Komplexes
vermittelte Re-Reduktion anhand einer Absorptionsdnderung bei 830 nm verfolgt

(Klughammer et al. 1994, 2008). In einer zweiten Messung wurde zusétzlich der PS I1I-
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Inhibitor DCMU (3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff) verwendet, um den Einfluss
des PS Il auf die Re-Reduktion der P700*-Reaktionszentren zu bestimmen. DCMU inhibiert
den Elektronentransport auf das Plastochinon, was bei einem aktiven PS Il zu einer
langsameren Re-Reduktion der P700*-Reaktionszentren fiihrt. Abb. 20A zeigt exemplarisch
eine Messung ohne und mit DCMU der dunkeladaptierten, sowie der Zellen nach Wachstum
im Licht flr 24 h.
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Abbildung 20: P700 Re-Reduktion der Zellen unter LAHG Bedingungen und anschlieBender Inkubation im Licht fur
verschiedene Zeitpunkte

Die Messung ohne DCMU ist in schwarz und mit DCMU in grau dargestellt. A) Messung der LAHG Kultur. B) Messung der
Kultur nach Inkubation im Licht fir 24 h. C) Die Halbwertszeiten der Abnahme in der Absorption bei den Messungen nach
0h,1h,2h,4h,6h,8h,12h, 16 h 20 h und 24 h ohne DCMU (0) und mit DCMU (&) wurden anhand der P700 Messungen
ermittelt.

Die Messungen mit den dunkeladaptierten Zellen sowie den fir 24 h im Licht kultivierten
Zellen ohne DCMU (Abb. 20A/B), zeigen einen typischen Verlauf. Nach einem starken
Lichtpuls ist das P700 oxidiert und die gemessene Absorption bei 830 nm hoch. Mit der Re-
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Reduktion der P700*-Reaktionszentren durch Elektronen aus dem PS Il und dem zyklischen
Elektronentransport fallt die Absorption kontinuierlich ab, bis der Grundzustand erreicht ist.
Bei der Messung mit dem PS Il-Inhibitor DCMU (graue Linien), zeigt sich bei den
dunkeladaptierten Zellen, im Gegensatz zu den belichteten Zellen bei denen eine deutliche
Verzogerung des Abfalls auf etwa 15 ms zu erkennen ist, kein Unterschied (Abb. 20C). Die
dunkeladaptierten Zellen, zeigen bei beiden Messungen eine Halbwertszeit von 6 — 7 ms.
Dieses Ergebnis deutet an, dass das PS Il auf die Re-Reduktion der P700*-Reaktionszentren
keine Einfluss hat. Erst nach einer Inkubation von zwdlf Stunden im Licht zeigen sich
zwischen den Messungen mit und ohne den PS Il-Inhibitor DCMU Unterschiede. Die
Halbwertszeit von 6 — 7 ms steigt durch die Zugabe des PS Il-Inhibitors DCMU auf ~10 ms
an. Der darauffolgende starke Anstieg der Halbwertszeiten nach Zugabe von DCMU erlangt
einen maximalen Wert von etwa 20 ms nach einer Inkubation von 20 h im Licht. Die weitere
Inkubation im Licht fiuhrt zu einem erneuten leichten Abfall der Halbwertszeit auf einen Wert
von 15 ms (Abb. 20C). Die durch Zugabe von DCMU ansteigenden Halbwertszeiten sind mit
einer Wiedererlangung der PS Il-Aktivitét gleichzusetzen.

Zur Detektion der gesamten Elektronentransportrate wurden fiir die Zellen nach dem
Wachstum unter LAHG Bedingungen und der Inkubation im Licht fir verschiedene
Zeitpunkte Lichtkurven aufgezeichnet. Hierbei wird die Messung der Induktionskurve mit der
Messung der Re-Reduktion der P700*-Reaktionszentren verbunden. Nach einer
Dunkeladaptation werden die Zellen 30 Sec beleuchtet, und abschlieRend mit einem
sattigenden  Lichtpuls von 10000 pmol Photonen m?s™  bestrahlt. ~ Anhand  der
Chlorophyllfluoreszenz des PS Il aus den Induktionskurven und der Re-Reduktion der P700*-
Reaktionszentren wird die maximale Elektronentransportrate durch die Software berechnet.
Die verwendete Lichtintensitdt wahrend der Beleuchtung von 30 Sec wird nach dem
sattigenden Lichtpuls schrittweise von 0 auf 850 pmol Photonen m™s™® (PAR) erhoht. Ab
einer bestimmten Lichtintensitat erreicht die Kurve der Elektronentransportrate ein Plateau,

was die maximale Elektronentransportrate darstellt.
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Abbildung 21: Elektronentransportraten der Zellen unter LAHG Bedingungen und dem Wachstum im Licht zu
verschiedenen Zeitpunkten

Die maximale Elektronentransportrate von PS Il ist in schwarz und die von PS | in grau dargestellt. Gemessen wurden die
KulturennachOh,1h,2h,4h,6h,8h, 12 h, 16 h, 20 h und 24 h Wachstum im Licht.

Die Kurven zeigen deutlich, dass in den dunkeladaptierten Zellen kein durch das PS Il
vermittelter Elektronenfluss (ETR) stattfindet. Eine Elektronentransportrate von PS Il kann
nur dann ermittelt werden, wenn die Induktionskurven positive Signale zeigen. Da bei den
Induktionskurven der Zellen unter LAHG Bedingungen negative Werte (Abb. 18A) gemessen
wurden, kann hier auch keine Elektronentransportrate berechnet werden. Erst nach einer
Inkubation von zwdlf Stunden kann ein Wert fiir die maximale Elektronentransportrate des
PS | ermittelt werden, welcher mit der Inkubation im Licht bis hin zu 24 h steil ansteigt. Auch
die Werte der maximalen Elektronentransportrate des PS | steigen mit der Dauer der
Inkubation im Licht kontinuierlich an und erreichen ebenfalls nach 24 h ein Maximum. Die
maximalen Elektronentransportraten des PS | sind im Gegensatz zu denen des PS 1l bei allen
Messungen hoher.

Zusammenfassend wird deutlich, dass wéhrend des Wachstums unter LAHG Bedingungen
die photosynthetische Aktivitat stark reduziert ist. Das PS 1l liegt inaktiv vor wogegen der

zyklische Elektronentransport und der Elektronenfluss durch das PS | weiterhin aktiv sind.
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3.1.3 Untersuchung zur oligomeren Struktur der Photosysteme

Die vorangegangenen Versuche zeigten, dass das Wachstum unter LAHG Bedingungen
bedeutende Verénderungen beziiglich der photosynthetischen Aktivitat zur Folge hat. Daher
sollte in einem weiteren Schritt, die oligomere Struktur des PS | genauso wie die des PS 11
von Zellen unter LAHG Bedingungen und Zellen nach dem Transfer ins Licht fur 24 h
verglichen werden. Die Blau-Native-Gelelektrophorese ist eine etablierte Methode zur
Auftrennung von Proteinkomplexen unter nativen Bedingungen (Abb. 22A). Die
Proteinkomplexe wurden aus Membranen der Zellen unter LAHG Bedingungen sowie unter
Wachstum im Licht fir 24 h solubilisiert und anschlieBend in der Blau-Nativen-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Aus den Membranen der dunkeladaptierten Zellen konnte ein
stabiles PS I-Trimer, nicht aber ein PS I1-Dimer solubilisiert werden. Die monomeren Formen
der beiden Photosysteme, liegen in den unter LAHG Bedingungen wachsenden Zellen in
geringer Konzentration vor. Nach Inkubation der Zellen fiir 24 h im Licht, ist ein PS 1I-Dimer
zu erkennen und die PS 11-Monomere liegen in hoherer Konzentration innerhalb der Zelle vor.
Dieses Ergebnis konnte durch eine Saccharosedichtegradientenzentrifugation bestétigt
werden. Hierzu wurden die Proteinkomplexe aus den Membranen der dunkeladaptierten
Zellen und der Zellen nach 24 h Wachstum bei kontinuierlicher Belichtung solubilisiert und
in einem Saccharosegradienten aufgetrennt. Wie Abb. 22B zeigt, befinden sich am oberen
Ende des Gradienten die orange gefarbten Karotinoide. In der Mitte des Gradienten zeigt sich
nach 24 h mixotrophen Wachstums im Licht, eine klare griin gefarbte Bande, welche die PS I-
und PS II-Monomeren wiederspiegelt. Diese Bande ist in dem Gradienten der solubilisierten
Membranen der unter LAHG Bedingungen wachsenden Zellen nur sehr schwach zu erkennen.
Am Boden des Gardienten zeigt sich bei beiden Proben eine deutliche Bande, welche den
Trimeren des PS | entspricht. Die dunkeladaptierten Zellen besitzen demnach ein PS I-Trimer
und die monomeren Einheiten, wogegen das PS Il-Dimer innerhalb der Membranfraktion bei

der verwendeten Proteinkonzentration nicht zu detektieren ist.
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Abbildung 22: Auftrennung oligomerer Membranproteinkomplexe

Solubilisierte Membranproteinkomplexe gleicher Proteinkonzentration der Zellen unter LAHG Bedingungen (0 h) und der
Zellen nach Wachstum im Licht fir 24 h (24 h) wurden durch A) eine Blau-Native-Gelelektrophorese und B) durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation aufgetrennt.
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3.2 Charakterisierung zweier Signalpeptidasen aus Synechocystis sp. PCC
6803

3.2.1 ldentifizierung der Signalpeptidasen in Synechocystis sp.

Innerhalb des Genoms von Synechocystis sp. codieren die Gene sll0716 und slr1377 fur zwei
Typ I-Signalpeptidasen. Der Sequenzvergleich in Abb. 23 zeigt, dass bei beiden Proteinen die
konservierten Bereiche, welche als Boxen B-E bezeichnet werden vorhanden sind. Innerhalb
dieser Boxen sind die fur die katalytische Aktivitat essentiellen Aminosauren zu finden und
zusatzlich ist innerhalb dieser Bereiche eine hohe Homologie zwischen allen Peptidasen zu

detektieren.

S110716 e~ _MQNSPIPSPWQF
S1r1377 e _MTEN-IVRETSK
E. coli LepB MANMFALI LV IAT LV TGI LWCVDKF FFAPKRRERQAAAQAAAGD SLDKAT

S110716 IKENIP---------LIMVALVLALLLRFFVAEPRYI
S1rl377 KKESPPENTWLELGKTMVTAVILAIGIRTFVAEARYI
E. coli LepB LKKVAPKPGWLETGASVFPVLAIVLIVRSFIYEPFQI

*- * .. sk k. k| *
S110716 RLVVEKVSYHFHP == === =======
S1rl377 RLIIEKISYRIRD————-—---——---—
E. coli LepB FILVEKFAYGIKDPIYQKTLIETGHPKRGD IVVFKYPEDPHLD- -——---
HES A : : H
S110716 FIKRVIALPGOTYEVN-——=——=—————————— ——————— ———————————
S1lrl377 FIKRIIGLPGDEYRVS-———————— == ——— m— —mm e — mm - — —
E. coli LepB YTKRAVGL PGDKYTYDPVSKELTIQPGCSSGQACENALPVTY SNVEPSDF
ckkk o Kokk .
§110716 -NGIVYRDGQPIQEEYILEP--————-—-—————————————— ————————
S1rl377 -QOGNVYVNGKMLDENYIAAP - - —————————— ——— —— —— ——— —— ——— ———
E. coli LepB VQTFSRRNGGEAT SGFFEVPKNETKENGIRLSERKET LGDVTHRILTVPI
. . % .. *
BOX E
8110716 - == == === -—-PQYNLPAVRVPDGQVF DNRNNSNDS HVWGFLPQON I
Slrl377 ————=—--—-—--PAYEYGPVKVPDDQYL DNRNNSYDSHYWGFVPREKL
E. coli LepB AQDQVGMY YQQPGQQLATWIVPPGQYF' DNRDNSADSHYWGFVPEANL
* - L kk ks abkkkkokk kko| kkk ok .
S110716 IGHALFRFFPASRWGQLG——-=- === == === == - SFTFVPARTIINT-
S1rl377 LGRAFVRFWPVPRVGLLTDDAEREAVEISPQAWES PAISPQTVPESR
E. coli LepB VGRATAIWMSFDKQEGEWP-----------—-—--TGLRLSRIGGIH
sk Kk . . . .

Abbildung 23: Aminosauresequenzvergleich der Signalpeptidasen aus Synechocystis sp. und E. coli.
Das Alignment zwischen den beiden putativen Signalpeptidasen SI110716 (LepB1) und SlIr1377 (LepB2) aus Synechocystis sp.
und dem Protein aus E. coli wurde mit dem Programm ClustalX durchgefilhrt. Die spezifischen konservierten Bereiche sind

als Box C bis Box E hervorgehoben. Die Box A wurde hierbei nicht berticksichtigt.
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Einen ersten Anhaltspunkt beziiglich der Funktion der beiden Proteine aus Synechocystis sp.
sollten Komplementationsstudien liefern. Hierbei wurden die Gene der putativen
Signalpeptidasen in einem Vektor hinter einen arabinoseinduzierbaren Promotor kloniert und
in einem E. coli Stamm, welcher eine Mutation innerhalb des lepB-Gens tragt, exprimiert
(Inada et al. 1989). Dieser Stamm zeigt einen Wachstumsdefekt bei Temperaturen tiber 30 °C,

wenn parallel keine aktive Signalpeptidase exprimiert wird.
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Abbildung 24: Komplementation des E. coli Stammes IT41GE225 mit den Proteinen LepB1 und LepB2 aus
Synechocystis sp.

NK: das leere Plasmid pBAD dient als Negativkontrolle, PK: die Positivkontrolle exprimiert das LepB-Protein aus E. coli.
Die beiden Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 aus Synechocystis sp. sowie eine auf das codon usage von E. coli
abgestimmte Signalpeptidase (LepBl1syn), wurden in den E.coli Stamm IT41GE225 transformiert. Ansteigende
Verdunnungsstufen wurden auf Agar-Platten, die 1 % Glukose oder 1 % Arabinose enthalten getropft und bei 30 °C und
42 °C uber Nacht inkubiert.

Die Expression der beiden Signalpeptidasen LepBl1 und LepB2 aus Synechocystis sp. fihrt
sowohl unter Zugabe von Glukose als auch unter Zugabe von Arabinose zu einem Wachstum
des E. coli Stammes IT41GE225 bei 30 °C. Im Vergleich zu der Expression der
Signalpeptidasen aus Synechocystis sp. fiihrt die Expression der endogenen E. coli
Signalpeptidase (PK) zu keinem Unterschied beim Wachstum des E. coli Stammes bei 30 °C.

Bei einer Inkubation von 42 °C konnte der Wachstumsdefekt des E. coli Stammes durch die
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Expression des E.coli LepB-Proteins und des LepB2-Proteins aus Synechocystis sp.
komplementiert werden. Das LepB1 scheint die Funktion des Proteins aus E. coli nicht
ubernehmen zu konnen, wogegen die Expression des LepB2 den Wachstumsdefekt
komplementiert. Die Komplementation berticksichtigt nur wenige physiologische Aspekte,
weshalb die Mdglichkeit besteht, dass das LepB1-Protein aus Synechocystis sp. zwar die
Funktion einer Signalpeptidase besitzt, doch diese in einem anderen Organismus nicht
ausiiben kann. Zusatzlich kann eine Expression zum Einschluss des Proteins in sogenannte
inclusion bodies fuhren, wobei das Protein als inaktives Aggregat in der Zelle angereichert

wird.

3.2.2 Reinigung der Signalpeptidasen

Um beide LepB-Proteine aus Synechocystis sp. im Detail charakterisieren zu kénnen, wurden
diese heterolog in E. coli exprimiert und nach der Solubilisierung der Membran mit dem
Detergenz Triton-X-100 uber eine Affinitatschromatographie gereinigt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Gereinigte Proteine S110716 und Slr1377
Auftrennung der tber Affinitdtschromatographie gereinigten Proteine in einem 14 % SDS-Gel M: Molekulargewichtsmarker.
Die mit einem (*) gekennzeichneten Banden wurden fiir massenspektrometrische Analysen verwendet. A) zeigt das Protein

S110716 (LepB1) und B) das Protein SIr1377 (LepB2)

Dass LepB1-Protein besitzt eine berechnete molekulare Masse von 24,9 kDa, doch zeigt die
Abb. 25A Dbei der erwarteten GroRe nur eine sehr schwache Bande, wogegen bei ~15 kDa eine
starke Bande zu detektieren ist. Das LepB2 besitzt eine berechnete molekulare Masse von
27,5 kDa und zeigt im SDS-Gel ein etwas abweichendes Laufverhalten zwischen 30 — 40 kDa
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(Abb. 25B). Zur Absicherung, dass es sich bei den gereinigten Proteinen um die
Signalpeptidasen LepBl und LepB2 aus Synechocystis sp. handelt, wurden mit den
gereinigten Proteinen in Zusammenarbeit mit Dr. Stefan Tenzer (Universitdt Mainz, Institut
fir Immunologie) massenspektrometrische Analysen durchgefiihrt. Das LepB2-Protein
konnte innerhalb der isolierten Bande aus Abb. 25B identifizieren werden. Heterolog
exprimiertes LepB2 konnte somit aus den E. coli Membranen solubilisiert und anschlief3end
gereinigt werden. Die gereinigten Fragmente des LepBl wurden ebenfalls
massenspektrometrisch untersucht, und auch hier konnten beide Fragmente dem LepBl
zugeordnet werden (Abb. 25A%*). Die massenspektrometrische Analyse zeigte, dass es sich bei
dem Protein von ~15 kDa nicht um das komplette LepB1-Protein sondern um ein
Spaltfragment handelt, wobei nur die Aminosauren 32 — 59 klar detektiert werden konnten.
Bei dem Protein von ~25 kDa konnten die Aminosauren 39 — 196 bestatigt werden.

Da in der Literatur fir die Signalpeptidasen aus Bacillus subtilis bereits eine autokatalytische
Spaltung gezeigt werden konnte (van Roosmalen et al. 2000), sollten die LepB1-Fragmente
anhand einer Western-Blot-Analyse einzelnen Bereichen innerhalb des Proteins zugeordnet
werden. Durch den an den N-Terminus angefugten Poly-Histidin-Tag konnte mit einem
spezifischen Antikorper dieser detektiert werden. Zusatzlich kam ein Peptidantikdrper, der

gegen den C-terminalen Teil des LepB1-Proteins gerichtet ist, zum Einsatz.

Abbildung 26: Western-Blot-Analyse des gereinigten LepB1

Das gereinigte Protein wurde in einem 14 % SDS-Gel aufgetrennt und anschlieend geblottet. Die Detektion erfolgte mit
einem Antikdrper gegen den fusionierten His-Tag und einem Peptidantikdrper gegen das LepBl. M:
Molekulargewichtsmarker, Anti-LepB1: Peptidantikdrper gegen LepB1 (1:1000), Anti-His: Anti-His-Antikérper der Firma
Novagen (1:1000).
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Der Western-Blot (Abb. 26) mit dem Peptidantikorper, welcher gegen den C-terminalen Teil
des LepB1-Proteins gerichtet ist, zeigt neben einem starken Signal zwischen 15 — 25 kDa
weitere schwache Signale bei ~25 kDa, ~40 kDa sowie unter ~15 kDa. Das Signal zwischen
15 kDa und ~25 kDa entspricht dabei der unteren Bande im SDS-Gel der Reinigung (Abb.
25A). Das Signal bei ~25 kDa entspricht dem volllangen Protein LepB1, wobei bei dieser
Hohe kein Signal mit dem Anti-His-Antikorper detektiert werden kann. Dieser Antikorper
zeigt unter 15 kDa ein Signal, welches auch durch den Anti-LepB1-Antikorper detektiert
wurde.

Die heterolog in E. coli exprimierte Signalpeptidase LepB1 aus Synechocystis sp. scheint
wahrend der Reinigung prozessiert zu werden. Bei dem Protein von ~25 kDa konnten anhand
der Massenspektrometrie die Aminosauren 39 — 196 detektiert werden. Bei der Western-Blot-
Analyse mit dem Anti-His-Antikdrper wird diese Bande bei ~25 kDa nicht detektiert, was
andeutet, dass der N-Terminus mit dem fusionierten His-Tag wéhrend der Reinigung
autokatalytisch abgespalten wird. Die Western-Blot-Analyse mit dem gegen den C-Terminus
gerichteten Peptidantikorper zeigt, dass die C-terminale katalytische Doméne in allen

Fragmenten vorhanden ist.

3.2.3 Untersuchung der Substratspezifitat

Die Substratspezifitat ist ein bedeutendes Charakteristikum flr Signalpeptidasen, weshalb
untersucht werden sollte, ob sich die Proteine LepB1 und LepB2 in ihrer Substratspezifitat
unterscheiden. Da das Bakterium Synechocystis sp. ein internes Membransystem, die
Thylakoide besitzt, besteht die Mdglichkeit, dass die beiden Signalpeptidasen LepBl und
LepB2 in unterschiedlichen Membranen lokalisiert sind. Um diese Hypothese zu untersuchen,
wurden verschiedene Proteine ausgewahlt, welche ihre Funktion entweder im Periplasma, in
den Thylakoidmembranen oder aber im Thylakoidlumen austiben (Tab.3). Das kodierende
Gen fur das Vorlauferprotein Slr1744 wurde in einer verkirzten Form, ohne die AMIN-
Domane, kloniert und exprimiert. Das Protein SIrl744 besitzt mit AMIN-Doméne eine
errechnete molekulare Masse von ~70 kDa, weshalb die Unterschiede nach einer

Prozessierung in einem SDS-Gel schwer zu beobachten waren.
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Tabelle 3: Uberblick tiber die Lokalisation und die molekulare Masse der gewéhlten Substrate

molekulare Masse molekulare Masse
Protein Lokalisation (unprozessiert) (prozessiert)
PetE (S110199) Perlplas-ma nd ~13 kDa ~10 kDa
Thylakoidlumen
PetJ (SI111796) Thylakoidlumen ~12 kDa ~10 kDa
PsbO (S110427) Thylakoidmembran ~30 kDa ~27 kDa
PsbU (S111194) Thylakoidlumen ~14 kDa ~11 kDa
Slr1744 (kurz) Periplasma ~13 kDa ~11 kDa

Die Substrate sollten in einem in vitro Transkription-Translationsansatz unter Einbau eines
radioaktivmarkierten Methionins (35S-Met) synthetisiert werden, um anschlieBend die
katalytische Aktivitat der Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 verfolgen zu kénnen. Nachdem
in einem Vorversuch gezeigt wurde, dass die gewahlten Proteine, welche in dem Plasmid
PRSET vorliegen, synthetisiert werden, folgte der in vitro Transkription-Translation eine
Inkubation mit den Signalpeptidasen LepBl und LepB2, um die Effizienz der mdglichen

Spaltung zu untersuchen.

PetE PetJ PsbO PsbU Sir1744
kDa NK LepB1LepB2 NK LepB1 LepB2 NK LepB1 LepB2 NK LepB1LepB2 NK LepB1 LepB2 OmpA

34 ——
VpP———— — —

26

17 VP a—
VR ——

N S — —
VP

PP
PP
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Abbildung 27: Spaltungsexperiment der verschiedenen Substrate mit den Signalpeptidasen

Nach der in vitro Transkription-Translation und der Inkubation mit den Signalpeptidasen, wurden die Ansétze in einem 15 %
SDS-Gel aufgetrennt und die Radioaktivitat anschlieBend detektiert. OmpA dient als Kontrolle, dass keine endogene E. coli
Signalpeptidase vorhanden ist. NK: Negativkontrolle ist ein Ansatz ohne Zugabe einer Signalpeptidase, M:

Molekulargewichtsmarker, VVP: VVorlauferprotein, PP: Prozessiertes Protein.
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Das Gel zeigt auf Grund der Signale bei der jeweiligen errechneten molekularen Masse der
Vorlauferproteine (VP), dass die Substrate synthetisiert wurden. Bei den Substraten Pra-
PsbO, Pra-PsbU sowie Pra-Sir1744 findet keine Spaltung durch die Signalpeptidasen LepB1l
und LepB2 statt, da keine prozessierte Form (PP) detektiert wird. Die Negativkontrolle, der
Ansatz ohne Zugabe einer Signalpeptidase, zeigt bei den erwahnten Proteinen wie zu erwarten
war ebenso keine Prozessierung der Vorlduferproteine. Dementgegen ist bereits bei der
Negativkontrolle der Proteine PetE und PetJ eine Prozessierung deutlich in Form einer im Gel
schneller laufenden Bande zu erkennen (PP). Die Vorlauferproteine liegen in grof3er Menge
vor und bei der prozessierten Form ist nach der Zugabe des Proteins LepB2 eine Steigerung
der Bandenintensitét des prozessierten Proteins zu erkennen. Die Zugabe der Peptidase LepB1
zeigt im Gegensatz zu der Negativkontrolle kein verdndertes Muster. Dies heif3t, dass die
Vorlauferproteine Pra-PetE und Pra-PetJ als Substrat fir die Signalpeptidase LepB2 dienen,
wogegen die Signalpeptidase LepBl in der eingesetzten Konzentration keines der

Vorlauferproteine prozessieren kann.

3.2.4 Untersuchungen zur Lokalisation der Signalpeptidasen

Neben Untersuchungen zur Substratspezifitdt der Vorlauferproteine aus verschiedenen
Zellkompartimenten, wurde die Lokalisation der beiden Signalpeptidasen mit Hilfe des griin-
fluoreszierenden Proteins (GFP, green fluorescent protein) untersucht. Durch das zusétzliche
interne Thylakoidmembransystem muss der Transport von Pra-Proteinen an zwei Membranen
organisiert werden. In dem Genom des Bakteriums E. coli kodiert nur ein Gen eine
Signalpeptidase des Typ I, wogegen in Synechocystis sp. mit den Gene sll0716 und slr1377
zwei Signalpeptidasen kodiert werden. Wenn beide Signalpeptidasen in Synechocystis sp.
aktiv sind, lasst es die Vermutung zu, dass die Signalpeptidasen ihre Funktion an
verschiedenen Membranen austben.

Synechocystis sp. weist durch die hohe Anzahl an Chlorophyllmolekilen und Phycobilisomen
eine starke Autofluoreszenz auf, was die Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie in diesem
Bakterium in den letzten Jahren zu einer Herausforderung machte. Andere Arbeitsgruppen
konnten bereits mit einem speziellen GFP, dem gfpmut3* (Andersen et al. 1998), die
Fluoreszenzmikroskopie an Synechocystis sp. erfolgreich anwenden (Spence et al. 2003;
Aldridge et al. 2008). Das beschriebene GFP wurde in dieser Arbeit verwendet, und die
Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 an dessen C-Terminus fusioniert (Abb. 28A). Diese C-
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terminale Fusionierung stellt sicher, dass das GFP im Cytoplasma lokalisiert vorliegt, was von
grolRer Bedeutung ist. Wenn das GFP uber den Sec-Weg in den periplasmatischen Raum
transportiert wird, ist es inaktiv (Feilmeier et al. 2000). Nach der Generierung der in
Abb. 28A gezeigten Konstrukte, wurden diese in Synechocystis sp. transformiert. Uber
homologe Rekombination (Kunert et al. 2000) wurde das Fusionskonstrukt an eine neutrale
Stelle, welche keine bedeutenden Gene und somit keine gesonderte Funktion besitzt,
innerhalb des Synechocystis sp Genoms eingebaut. Da Synechocystis sp. mehrere
Genomkopien besitzt, musste die Konzentration des Antibiotikums Kanamycin stetig erhéht
werden, um den Einbau in alle Genomkopien zu erzwingen. Anhand einer Segregations-PCR
wurde dieser Vorgang Uberprift (Abb. 28B).
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Eag|
Stul
Xba |

A [Rs1__|_dnaK2prom/dnaka] oo R | aphil [ Rsz |
— > [E— —
plLAseqcheck2 plLAseqcheck
Sacl Xbal
[Rs1 [ dnak2promidnak2] gfp i lepB1llepB2 aphll [ rRs2 |
[

—p —
plLAseqcheck2 plLAseqcheck

250

Abbildung 28: Klonierungsstrategie und Analyse der Segregation mittels PCR

A) Die Gene lepBl (sll0716) und lepB2 (slr1377) wurden hinter eine eingefugte Linkersequenz, welche zehn
aufeinanderfolgende Asparaginreste kodiert, {iber eine multiple cloning site an das 3"-Ende des gfp-Gens fusioniert. Die
Integration in das Synechocystis sp. Genom erfolgte iber homologe Rekombination (RS1, RS2) und Selektion durch die
Kanamycinresistenzkassette (aphll). Die Expression der Fusionsgene wurde durch den dnaK2-Promotor erzielt.

B) Die Uberpriifung der homologen Rekombination in alle Genomkopien erfolgte mit den Primern plLAseqcheck und
pILAseqcheck2. Als Matrize diente genomische DNA der Synechocystis Stdmme und als Negativkontrolle (NK) die DNA
des Wildtyps. M: DNA-GroRenstandard, bp: Basenpaare, das Wildtypfragment ist mit einem (*) gekennzeichnet.
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Die Segregations-PCR zeigt, dass die Fusionskonstrukte in die Genomkopien eingebaut
wurden, da bei der PCR des gfp-lepBl ein Fragment von ~3300 bp und bei gfp-lepB2 ein
Fragment von ~3400 bp amplifiziert werden konnte. Bei beiden Ansétzen konnte, wie auch
bei der Negativkontrolle (NK) ein Fragment unter 250 bp detektiert werden, was der
erwarteten GroRe des Wildtyp-Fragmentes von ~100 bp entspricht. Diese 100 bp entsprechen
den Abschnitten RS1 und RS2, die fur die homologe Rekombination essentiell sind. Diese
DNA-Abschnitte enthalten Sequenzen des Gens slr0168, welches durch das generierte
Konstrukt durch homologe Rekombination unterbrochen wird. Da die Mehrheit der
Genomkopien das Fusionskonstrukt exprimieren, sollte anhand einer Western-Blot-Analyse
die intrazellul&re Lokalisation der Signalpeptidasen LepB1-GFP und LepB2-GFP untersucht
werden. Die Expression der Fusionskonstrukte wurde durch den dnaK2-Promotor (Abb. 28A)
reguliert. Dieser ist wie bereits in zurlckliegenden Arbeiten gezeigt, konstitutiv aktiv.
Zusétzlich zeigt der Promotor unter Hitzeschockbedingungen eine hohere Aktivitét
(Rupprecht et al. 2007), weshalb die Kulturen sowohl bei einer kontinuierlichen Temperatur
von 30 °C und zusétzlich bei 42 °C fur sechs bis acht Stunden inkubiert wurden.

LepB1 LepB2 LepB1 LepB2

A kba M 30c 42°c 30°c 42°c NK B ZE LP MF kDa ZE LP  MF
55 55
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@
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Abbildung 29: Western-Blot-Analyse der GFP-Fusionsproteine

Die Western-Blot-Analysen wurden mit einem GFP-Antikorper der Firma Acris durchgefiihrt und die Proteine mittels der
Chemilumineszenz detektiert. M: Molekulargewichtsmarker, NK: Negativkontrolle, ZE: Zellextrakt, LP: lsliche Proteine,
MF: Membranfraktion. Die errechnete molekulare Masse betrdgt fir das Fusionsprotein GFP-LepB1 52 kDa und fiir das
Protein GFP-LepB2 54 kDa. A) Western-Blot von Synechocystis sp. Zellextrakt nach dem Wachstum bei 30 °C und 42 °C
zur Uberpriifung der Aktivitat des dnaK2-Promotors. B) Western-Blot zur Bestimmung der zellularen Lokalisation der
Proteine LepB1 und LepB2.

In einem ersten Versuch wurde Uberprift, inwieweit der Promotor unter normalen
Wachstumsbedingungen und unter Hitzeschockbedingungen die Expression des
Fusionsproteins beeinflusst. Anhand einer Western-Blot-Analyse mit einem spezifischen,
gegen das GFP gerichteten Antikorper (Abb. 29A), konnte gezeigt werden, dass eine
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Inkubation bei 42 °C die Expression deutlich erhéht und ein Signal bei beiden Proteinen
detektiert werden kann. Bei der Inkubation unter normalen Bedingungen bei 30 °C zeigt sich
genauso wie bei der Negativkontrolle, bei der das GFP nicht exprimiert wird, kein Signal bei
der erwarteten molekularen Masse. Nachdem gezeigt werden konnte, dass nach einer
Inkubation bei 42 °C die Fusionsproteine exprimiert werden, sollte deren Lokalisation
ebenfalls mittels einer Western-Blot-Analyse untersucht werden. Das Fusionsprotein GFP-
LepB1, genauso wie das GFP-LepB2 sind neben der loslichen Fraktion auch in der
Membranfraktion zu detektieren (Abb. 29B). Bei dem GFP-LepB2 ist das Signal in der
I6slichen Fraktion stérker und auBerdem kann sowohl im Zellextrakt als auch in der Igslichen
Fraktion eine Doppelbande detektiert werden.

Da es wahrend der Trennung der loslichen Proteine von den Membranproteinen zu
Verunreinigungen der einzelnen Fraktionen kommen kann, wurde die Lokalisation zusétzlich
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Abb. 30 zeigt die Aufnahmen von Zellen, welche
sowohl das an das GFP fusionierte LepB1 als auch das fusionierte LepB2 zeigen. Die Zellen
wurden unter normalen Wachstumsbedingungen angezogen und anschlieBend zwei Stunden
einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt, bevor sie erneut bei 30 °C inkubiert wurden. Die
Fusionsproteine GFP-LepB1 sowie GFP-LepB2 zeigen beide ein GFP Signal, welches
deckungsgleich mit dem Signal der Autofluoreszenz ist. Da die Autofluoreszenz die
Lokalisation der Thylakoide wiederspiegelt, sind beide Signalpeptidasen innerhalb der
Thylakoidmembranen lokalisiert. Nach der Expression des GFP-LepBl kann jedoch im
Vergleich zum GFP-LepB2 innerhalb der Thylakoidmembranen vermehrt ein rotes Signal
detektiert werden, weshalb von einer niedrigeren Konzentration des Proteins innerhalb dieser
Membranen auszugehen ist. Zusatzlich zeichnet sich bei dem Protein GFP-LepB2 um die
Zellen ein Signal ab, welches als GFP-Signal erkannt werden kann. Dieses Signal umrandet
die Zelle und deutet eine Lokalisation des GFP-LepB2-Proteins auch innerhalb der

Cytoplasmamembran an.
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Abbildung 30: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen, welche die Fusionsproteine exprimieren

Die Extinktion erfolgte mit einem Argonlaser bei 488 nm. Die Emission der Autofluoreszenz (AF) wurde bei 660 nm und die
des GFP-Signals (GFP) zwischen 511 nm und 515 nm detektiert. Die Bilder wurden anschlieRend tibereinandergelegt. Griine
Bereiche zeigen dabei das GFP-Signal, rote Bereiche zeigen Signale der Autofluoreszenz und innerhalb der gelben Bereiche
werden beide Signale detektiert. Die Pfeile zeigen ein GFP-Signal innerhalb der Cytoplasmamembran.

Die Untersuchungen zur Lokalisation der Fusionsproteine geben einen ersten Hinweis darauf,
dass beide Proteine innerhalb der Thylakoidmembranen und LepB2 zusétzlich in der
Cytoplasmamembran lokalisiert sind. Desweiteren scheint das durch den dnaK2-Promotor

kontrollierte LepB2-Protein in einer héheren Konzentration innerhalb der Zelle vorzuliegen.
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3.3 Charakterisierung zweier homologer GrpE-Proteine

3.3.1 Identifizierung der homologen Proteine

PCC 6803 und

Thermosynechococcus elongatus BP1 konnte jeweils ein Leserahmen identifiziert werden, der

Im  Genom  der Cyanobakterien  Synechocystis  sp.
Homologien zu dem des E. coli GrpE-Proteins aufweist. Dabei kodiert der Leserahmen
sll0057 im Genom des mesophilen Bakteriums Synechocystis sp. fiir ein Protein von 249
Aminosduren mit einer molekularen Masse von 27,6 kDa (Kaneko et al. 1996). Der
Leserahmen tlr1314 im Genom des thermophilen Bakteriums Thermosynechococcus kodiert
fir ein Protein von 252 Aminosauren, mit einer vorhergesagten molekularen Masse von
27,8 kDa (Nakamura et al. 2002). Die homologen Proteine besitzen beide im Vergleich zu
dem Protein aus E. coli sowohl einen verlangerten N-Terminus wie auch C-Terminus.

Ein Sequenzvergleich beider Proteine zeigt eine Identitat von 44 % und eine Ahnlichkeit von
60 %, wobei der C-Terminus beider Proteine mit dem Vier-Helix-Blndel und der B-
Faltblattstruktur (vgl. Abb. 11) eine héhere Ahnlichkeit besitzt als der N-Terminus und die

lange a-Helix (Abb.31).
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Abbildung 31: Aminosduresequenzvergleich der beiden GrpE-Proteine

Der Sequenzvergleich der Aminosduresequenz erfolgte mit dem Programm ClustalX.
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Um eine erste Aussage Uber die Funktion beider Proteine treffen zu kénnen, wurde eine
Komplementationsstudie durchgeftihrt. Hierbei sollte analysiert werden, ob beide Proteine die
Funktion des GrpEs aus E. coli ersetzen konnen. Der verwendete E. coli Stamm
OD212AGrpE zeigt bei 30 °C ein normales Wachstum (Deloche et al. 1997), wogegen bei
hoéheren Temperaturen ein Wachstumsdefekt vorliegt. Dieser Defekt kann durch die
Koexpression eines funktionellen GrpE-Proteins aufgehoben werden. Abb. 32 zeigt das
Ergebnis der Komplementation mit den putativen GrpE-Homologen aus den Cyanobakterien

Synechocystis sp. und Thermosynechococcus.
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Abbildung 32: In vivo Komplementation des E. coli Stammes OD212AGrpE durch die cyanobakteriellen GrpE-
Proteine

Der leere Vektor pMALp2 (NK), das Plasmid mit dem E. coli GrpE (PK) und die Plasmide mit den zwei zu untersuchenden
GrpE-Proteinen wurden in den Stamm OD121AGrpE transformiert. Verdunnungsstufen wurden auf Agar-Platten mit
0,005 mM IPTG aufgetropft und Gber Nacht bei 30 °C, 37 °C, 42 °C und 44 °C inkubiert. NK: Negativkontrolle, PK:

Positivkontrolle.

Die Negativkontrolle (NK), d.h. E. coli Zellen in die der leere Vektor transformiert wurde,
zeigt ein Wachstum bei 30 °C und 37 °C. Bei Temperaturen von 42 °C und 44 °C, welche

einem Hitzeschock gleichzusetzen sind, ist kein Wachstum bei den verwendeten
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Verdlinnungen zu erkennen. Dementgegen zeigt die Positivkontrolle (PK), wobei es sich um
Zellen handelt die das E. coli GrpE-Protein exprimieren, bei allen Bedingungen das beste
Wachstumsverhalten. Die Stdamme, welche die GrpE-Proteine aus den zwei Cyanobakterien
exprimieren, zeigen Unterschiede in der Féhigkeit das Wachstumsdefizit des E. coli Stammes
zu komplementieren. Bei der Expression des GrpE-Proteins aus dem thermophilen Bakterium
Thermosynechococcus kann bei 30 °C, 37 °C und 42 °C ein Wachstum, welches der
Positivkontrolle entspricht beobachtet werden. Bei diesen Temperaturen zeigt auch der
Stamm, welcher das GrpE-Protein des mesophilen Bakteriums Synechocystis sp. exprimiert
kaum einen Wachstumsdefekt. Bei einer Temperatur von 42 °C ist das Wachstum jedoch nur
bis zu einer Verdiinnung von 10™ zu detektieren, wogegen bei der Expression des GrpE-
Proteins aus Thermosynechococcus auch bei einer Verdiinnung von 10 eine Koloniebildung
stattfindet. Bei 44 °C wird diese Abweichung deutlicher, hier zeigt der Stamm, welcher das
GrpE-Protein aus dem mesophilen Synechocystis sp. exprimiert ein minimales Wachstum
wogegen die Expression des GrpE-Proteins aus dem thermophilen Thermosynechococcus
elongatus ein besseres Wachstum zeigt, was jedoch stark von der Positivkontrolle abweicht.

Der beobachtete Effekt kann stark von dem Expressionslevel abhangen, weshalb nach der
Komplementation eine SDS-PAGE-Analyse durchgefiihrt wurde, welche das Niveau der

Expression der einzelnen GrpE-Proteine wiederspiegelt.
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Abbildung 33: SDS-Gel zur Uberpriifung der Proteinexpression der Komplementationsstudie

Die entsprechenden Proteine sind mit einem Stern (*) markiert. NK: Negativkontrolle, EC: E. coli, SC: Synechocystis sp., TE:
Thermosynechococcus elongatus, M: Molekulargewichtsmarker, (-): Probe vor der Induktion mit IPTG, (+): Probe 4 h nach
Induktion mit 0,005 mM IPTG.
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Das GrpE-Protein aus E. coli mit einer molekularen Masse von ~22 kDa zeigt das gleiche
Expressionslevel wie das Protein aus Synechocystis sp. mit einer molekularen Masse von
~28 kDa. Das GrpE-Protein aus dem thermophilen Cyanobakterium Thermosynechococcus
wird dagegen auf einem etwas geringeren Niveau exprimiert (Abb. 33). Auch die
Negativkontrolle zeigt eine starke Expression eines Proteins von ~50 kDa, was der Expression
des MalE-Proteins entspricht. Alle Proteine zeigen erst durch die Zugabe von IPTG, und

somit nach Induktion des Promotors, eine gesteigerte Expression.

3.3.2 Heterologe Expression einzelner Doméanen

Nachdem anhand der Komplementationsstudien gezeigt werden konnte, dass es sich bei den
Proteinen aus Synechocystis sp. und Thermosynechococcus um Homologe des GrpE-Proteins
aus E. coli handelt, sollten in einem nachsten Schritt die Proteine in ihrer vollen Lange,
genauso wie verkirzte Varianten, heterolog in E. coli exprimiert und anschlielend uber eine
Affinitatschromatographie gereinigt werden. Wie einleitend schon erwahnt, lasst sich das
GrpE-Protein in verschiedene Doménen unterteilen. Innerhalb dieser Arbeit wurde die NT-
Doméne (NT) von der CT-Domane (CT) unterschieden (Abb. 34).
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Abbildung 34: Struktur des GrpE-Proteins aus dem Bakterium Thermus thermophilus

Die Unterteilung des GrpE-Proteins ist anhand der Pfeile dargestellt. Die NT-Domane umfasst den unstrukturierten N-
terminalen Teil genauso wie die langen a-Helices, und die CT-Doméne neben dem Vier-Helix-Biindel, die B-Faltblattstruktur
(Nakamura et al. 2010).
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Die beschriebenen Fragmente wurden zur Uberexpression in das Plasmid pRSET mit einem
N-terminalen deca-His-Tag kloniert und in einem E. coli Expressionsstamm heterolog
exprimiert. Zur Uberpriifung der Reinheit wurden die tiber den His-Tag gereinigten Proteine
in einer SDS-PAGE aufgetrennt (Abb.35). Die volllangen Proteine zeigen Signale ohne dass
Verunreinigungen festgestellt werden kodnnen. Die exprimierten und gereinigten NT-
Doménen der GrpE-Proteine haben eine berechnete molekulare Masse von ~16 kDa und
zeigen somit im SDS-Gel eine Bande, welche dem Dimer entspricht. Genauso wie die CT-
Domanen, welche als Monomer mit einer molekularen Masse von ~17 kDa detektiert werden
kdnnen, zeigen auch die NT-Doménen nach der Affinitatschromatographie keine durch

andere Proteine verursachten Verunreinigungen.
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Abbildung 35: SDS-Gel zur Uberpriifung der Reinigung der GrpE-Domanen
SDS-Gel der einzelnen Doménen nach einer Affinitdtschromatographie. VL: Volll&ngen Protein, NT: NT-Doméne, CT: CT-

Doméne, TE: Thermosynechococcus elongatus, SC: Synechocystis sp., M: Molekulargewichtsmarker

3.3.3 Untersuchungen zur Dimerisierungstendenz

Da bekannt ist, dass das GrpE-Protein aus E. coli als Thermosensor dient, wobei es in seiner
aktiven Form als Dimer vorliegt und nur durch einen Hitzeschock in ein inaktives Monomer
zerfallt, sollten die gereinigten Proteine im Hinblick auf ihre Dimerisierungseigenschaften
untersucht werden. Dies sollte des Weiteren darliber Aufschluss geben, inwieweit die
einzelnen Regionen des Proteins an der Dimerisierung beteiligt sind. Anhand einer GALLEX-
Messung sollte in vivo gezeigt werden, ob und wenn ja wie stark die GrpE-Proteine und ihre

verkirzten Formen dimerisieren. Die zu untersuchenden Proteine werden dabei durch
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molekularbiologische Methoden an die DNA-Bindedoméne des LexA-Proteins fusioniert und
nur wenn die fusionierten Proteine miteinander interagieren und Dimere bilden, kann die
DNA-Bindedoméane des LexA eine bestimmte Promotor/Operator-Region auf der DNA
binden und die Expression des Reportergens lacZ, welches flr das Protein B-Galaktosidase

codiert, reprimieren (Abb. 36).
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Abbildung 36: Schematische Darstellung des GALLEX-Systems
Die zu untersuchenden Proteine werden an die DNA-Bindedoméne des LexA-Proteins fusioniert. Durch eine Dimerisierung
der fusionierten Proteine kommt es zur Bindung des LexA-Proteins an eine Operatorregion (op+/op+) und zur Repression des

Reportergens lacZ.

Kommt es bei den chimeren Proteinen nicht zu einer Interaktion, ist die Aktivitat der f-
Galaktosidase hoch. Anhand der Umsetzung eines Substrates lasst sich die B-Galaktosidase-
Aktivitat bestimmen (Miller 1972).
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Abbildung 37: GALLEX-Messung der GrpE-Proteine und der einzelnen GrpE-Domanen
Die B-Galaktosidase-Aktivitat wurde anhand einer Dreifachbestimmung ermittelt und die Standardabweichung errechnet.
(-): Negativkontrolle (pMALp2x), EC: Positivkontrolle, VL: Volllangen Protein, NT: NT-Doméne, CT: CT-Domaéne,

SC: Synechocystis sp., TE: Thermosynechococcus elongatus.

Bei der Negativkontrolle (-) ist die Substratumsetzung sehr hoch. Dementgegen weist die -
Galaktosidase-Aktivitat bei der Positivkontrolle (EC) eine Reprimierung auf und die
Substratumsetzung sinkt auf einen minimalen Wert ab. Als Positivkontrolle wurde das gut
untersuchte und als starkes Dimer beschriebene GrpE-Protein aus E. coli an die DNA-
Bindedomane des LexA-Proteins fusioniert. Ein Vergleich der zu untersuchenden Domanen
verdeutlicht, dass sowohl das volllingen GrpE, wie auch die NT-Domane aus
Synechocystis sp. eine deutliche Dimerisierungstendenz aufzeigen. Die CT-Doméne
allerdings besitzt keine bzw. eine nur sehr geringe Dimerisierungseigenschaft, was durch
einen hohen Substratumsatz gekennzeichnet ist. Ein genauerer Vergleich zwischen der NT-
Doméne und dem volllangen Protein zeigt, dass hier die NT-Domane einen etwas héheren
Substratumsatz besitzt, was auf eine schwéchere Dimerisierung hindeutet. Im Fall des GrpE-
Proteins aus Thermosynechococcus zeigt sich ein anderer Sachverhalt. Das volllangen Protein
sowie die CT-Domane zeigen eine starke Dimerisierungstendenz und die NT-Doméne bildet
keine Dimere aus. Die CT-Domane, zeigt eine noch starkere Inhibierung des
Substratumsatzes und damit eine hohere Dimerisierungstendenz als das volllangen Protein. In

diesem Fall zeigt sich eine noch hohere Dimerisierung als bei der Positivkontrolle.
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3.3.4 CD-Spektroskopische Ermittlung der Schmelztemperatur

Wie bereits erwéhnt, bt das GrpE-Protein die Funktion eines Thermosensors aus. Hierbei
vollzieht nur das GrpE eine Strukturveranderung in dem relevanten Temperaturbereich, und
fuhrt durch seine damit einhergehende geringere Aktivitat zu einer Hitzeschockantwort
(Grimshaw et al. 2001). Anhand der isolierten Proteine aus dem mesophilen und
thermophilen Cyanobakterium, sollte eine Schmelzkurve der volllangen Proteine und der
einzelnen Domanen ermittelt werden. Zusétzlich zu der Schmelzkurve wurde gleichzeitig die
Veranderung der Sekundéarstruktur verfolgt. Die CD-Spektren zur Untersuchung der
Sekundarstruktur der volllangen Proteine aus Synechocystis sp. und Thermosynechococcus
zeigen fiir a-helikale Proteine typische Kurven mit negativen Maxima bei 222 nm und
208 nm (Abb. 38 schwarze Linie).

Synechocystis Thermosynechococcus
6 6
4 4
21 2
1 01 0
> = % 2 =
2 & s 2
-g :8' -8 -g
~- -10 -10 S~
g 6 6 g
QO 2 2 Q
- S o 0o T
z :|-l -2 -2 e
-_,g -4 -4 g
N -6 [ -6 N
= -8 [ -8 =
2 -10 -0 2
w6 12 WM
O a s @
O 21 4 ©
O 0 0 o
5 = .2.\/ , =
-4 -
-6 -8
.81 -12
-10

v . . -16
190 200 210 220 230 240 250 190 200 210 220 230 240 250

Wellenléange (nm) Wellenldnge (nm)

Abbildung 38: CD-Spektren der volllangen GrpE-Proteine und der einzelnen GrpE-Doménen

Die Messung der CD-Spektren erfolgte in einem Temperaturbereich zwischen 10 °C und 95 °C innerhalb des
Wellenlangenbereichs von 190 — 250 nm. Abgebildet sind nur die Spektren bei 30 °C (schwarz) und 95 °C (grau). VL:
Volllangen Protein, NT: NT-Doméne, CT: CT-Doméne.
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Bei einer Temperatur von 95 °C (Abb. 38 graue Linie) ist das CD-Spektrum verandert und
das Maximum bei ~200 nm deutet auf random coiled Strukturen und somit auf ein
denaturiertes Protein hin. Beim Betrachten der einzelnen Domdénen, sind deutliche
Unterschiede in der Sekundérstruktur zu erkennen. Bei dem Protein aus Synechocystis ist die
NT-Doméne bei 30 °C uberwiegend o-helikal, wobei das CD-Spektrum der CT-Domane
keine definierte Sekundarstruktur erkennen lasst. Ein kontrares Bild zeigt das GrpE-Protein
aus dem Cyanobakterium Thermosynechococcus. Hier zeigt die CT-Domane im Gegensatz
zur NT-Doméne eine cindeutige a-helikale Sekundarstruktur bei 30 °C und einen Verlust der
Sekundarstruktur mit steigender Temperatur.

Da es sich bei dem GrpE-Protein um einen Thermosensor handelt, ist es entscheidend, dass
das Protein nach dem Erhitzen und dem darauffolgenden Abkihlen, seine Funktion nicht
verliert. Zur Ermittlung der Schmelztemperatur, welche eine Auskunft tiber die Stabilitét des
Proteins gibt, wurde der Wert des CD-Signals bei 208 nm mit steigender Temperatur verfolgt
(Abb. 39).
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Abbildung 39: Schmelzkurven der volllangen GrpE-Proteine und der GrpE-Proteinfragmente

Die Schmelzkurven wurden anhand des Wertes der CD-Spektren bei 208 nm ermittelt. Die Schmelzpunkte wurden bei einem
Temperaturanstieg von 10 °C auf 70 °C (0), bei einer Abkihlung von 70 °C auf 10 °C (A) und einem erneuten
Temperaturanstieg von 10 °C auf 95 °C (@) detektiert. VL: Vollldngen Protein, NT: NT-Doméne, CT: CT-Domane.

Die Schmelzkurven des volllangen Proteins aus Synechocystis sp. zeigen, dass der Prozess der
Denaturierung reversibel ist. Bei der Kurve nach dem Erhitzen von 10 °C auf 70 °C l&sst sich
der Schmelzpunkt bei ~43 °C und nach dem anschlieBenden Abkihlen bei ~38 °C ermitteln.
Bei dem erneuten Erhitzen von 10 °C auf 95 °C liegt der Schmelzpunkt bei einer Temperatur
von ~42 °C. Vergleichbar sind die Ergebnisse bei der NT-Doméne, wobei hier der erste
Schmelzpunkt bei ~33 °C liegt. Der Schmelzpunkt bei der ricklaufigen Reaktion ist bei
~30 °C und bei erneutem Erhitzen von 10 °C auf 95 °C bei ~32°C. Bei der CT-Domaéne aus
Synechocystis sp. genauso wie bei der NT-Doméne aus Thermosynechococcus lassen sich bei
der ersten Reaktionen keine Schmelzpunkte ermitteln, weshalb hier nur der Weg von 10 °C
auf 95 °C dargestellt ist.
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Bei den Kurven des volllangen Proteins aus dem thermophilen Cyanobakterium
Thermosynechococcus zeigen sich zwischen den Messungen geringe Unterschiede. Beim
Erhitzen von 10 °C auf 70 °C liegt der Schmelzpunkt bei ~54 °C und beim folgenden
Abklhlungsprozess sinkt dieser auf ~50 °C ab. Beim erneuten Erhitzen ist die
Schmelztemperatur ebenfalls bei ~50 °C und zeigt somit keine Veranderung. Bei der Messung
der CT-Doméne zeigt sich ein Schmelzpunkt von ~58 °C und liegt somit hoher als bei der
Messung des volllangen Proteins. Beim Abkuhlen steigt dieser Wert auf ~61 °C an und beim
letzten Erhitzen l&sst sich erneut ein Schmelzpunkt bei ~58 °C detektieren.

Da durch die CD-Spektroskopie fiir beide GrpE-Proteine und fir die NT-Domane aus
Synechocystis sp. sowie die CT-Doméane aus Thermosynechococcus nur ein Schmelzpunkt
ermittelt werden konnte, konnte es sein, dass die GrpE-Proteine direkt von einer dimeren in
ein monomere Struktur Ubergehen. Zur Absicherung, dass bei der durch die Schmelzkurven
ermittelten Temperatur bereits eine Monomerisierung stattfindet, wurden mit den volllangen
Proteinen und den einzelnen Domdanen Crosslink-Experimente bei steigender Temperatur
durchgefihrt. Die volllangen Proteine genauso wie die einzelnen Domanen wurden zunédchst
bei einer Temperatur zwischen 10 °C und 80 °C fiir 10 min inkubiert, bevor die Zugabe des
Crosslinkers Glutaraldehyd, welcher mit Amingruppen reagiert, zu einer Vernetzung
benachbarter Proteine fihren kann. Liegen die GrpE-Proteine oder die GrpE-Domanen als
Dimer vor, werden sie durch den Einsatz von Glutaraldehyd vernetzt und bleiben auch unter
den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE stabil. Durch die Denaturierung der
Proteine und der damit einhergehenden Monomerisierung, kommt es zu Keiner
Quervernetzung und die Proteine sind als Monomere zu detektieren. Durch den
Temperaturanstieg von 10 °C auf 80 °C kann die Temperatur ermittelt werden, bei der das
Dimer zu Monomer Verhaltnis im Gleichgewicht liegt und damit die Schmelztemperatur
darstellt.

Bei den volllangen Proteinen (Abb. 40) aus Synechocystis sp. und Thermosynechococcus
zeigt sich ein klarer Verlauf der Denaturierung bis hin zur vollstdndigen Monomerisierung.
Der Punkt des Gleichgewichts zwischen Dimer und Monomer unterscheidet sich dabei bei
den Proteinen aus dem mesophilen sowie dem thermophilen Cyanobakterium. Bei dem GrpE-
Protein aus Synechocystis sp. ist das Gleichgewicht bei einer Temperatur von ~45 °C erreicht
und bei dem GrpE-Protein des thermophilen Bakteriums liegt dieses Gleichgewicht bei einer

Temperatur von etwa 60 °C. Zusétzlich zeigt das Protein aus Thermosynechococcus zwei
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monomere Formen. Bei der Negativkontrolle, dem Protein ohne Zugabe von Glutaraldehyd

zeigt sich nur die langsamer laufende Form des Monomers.
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Abbildung 40: Crosslink der volllangen GrpE-Proteine und der einzelnen GrpE-Domanen
SDS-PAGE der volllangen Proteine und der einzelnen GrpE-Doménen nach Zugabe von Glutaraldehyd und Inkubation bei

verschiedenen Temperaturen (10 — 80 °C). M: Molekulargewichtsmarker, NK: Negativkontrolle, VL: Vollldngen Protein,
NT: NT-Doméne, CT: CT-Doméne.

Bei den einzelnen GrpE-Domanen sind deutliche Unterschiede zu erkennen. Die NT-Doméne
des mesophilen Bakteriums Synechocystis sp. zeigt ein Equilibrium zwischen Dimer und
Monomer bereits bei <10°C wobei die CT-Domane schon bei der geringsten Temperatur von
10 °C als Monomer vorliegt und somit keine Dimere ausbildet. Ein gegensétzliches Bild
liefern die GrpE-Doménen des thermophilen Bakteriums Thermosynechococcus. Dabei kann
fur die NT-Doméne keine Dimerisierungstendenz beobachtet werden und desweiteren zeigt
die NT-Doméne, dhnlich wie das volllangen Protein zwei Formen des Monomers. Die
Negativkontrolle zeigt auch hier nur eine Form, welche ein langsameres Laufverhalten

aufweist. Die CT-Domane zeigt zu Beginn die monomere und die dimere Form, wobei mit
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steigender Temperatur das Dimer zunimmt, bevor es wieder denaturiert und ein
Gleichgewicht zwischen beiden Formen bei ~60 °C bis 65 °C zu detektieren ist. Bis zu einer
Temperatur von 80 °C ist die dimere Form weiter zu erkennen und somit liegt das Protein

nicht vollstéandig als Monomer vor.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchungen zur Thylakoidmembranbiogenese

Die Thylakoidmembranbiogense der Cyanobakterien ist bis heute nicht verstanden und ein
kontrovers diskutierter Forschungsbereich. In den letzten Jahren wurden zahlreiche Stamme
mit Mutationen welche die photosynthetischen Gene betreffen, untersucht und charakterisiert.
Zusétzlich  wurde das Protein  VIPP1, welches in den Prozess der
Thylakoidmembranbiogenese involviert ist charakterisiert (Westphal et al. 2001; Fuhrmann et
al. 2009). Ein komplexes Modell zu den Vorgangen konnte bis zum heutigen Stand der
Forschung noch nicht aufgestellt werden. Bei einer Kultivierung des Cyanobakteriums
Synechocystis sp. PCC 6803 unter light activated heterotrophic growth (LAHG)
Bedingungen, zeigt sich eine starke Reduktion des Thylakoidmembransystems. Nach dem
Transfer ins Licht wird das Thylakoidmembransystem jedoch wieder vollstandig aufgebaut
(Zsiros et al. 2002). Diese Kultivierungsmethode diente als Grundlage flr die Untersuchung
der Thylakoidmembranbiogenese. Kulturen des Stammes Synechocystis sp. PCC 6803
wurden mindestens zwei Wochen unter LAHG Bedingungen angezogen und anschlief3end
erfolgte das Wachstum im Licht fur mindestens 24 h. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
die Zellen im Bezug auf die Pigmentzusammensetzung, die photosynthetische Aktivitat und

die oligomere Struktur der Photosysteme charakterisiert.

4.1.1 Wahrend der Thylakoidmembranbiogenese kommt es zu phanotypischen

Veranderungen

Veranderungen des Phanotyps, insbesondere des Thylakoidmembransystems, wurden bereits
in friheren Arbeiten festgestellt. Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde unter
LAHG Bedingungen ein starker Rlckgang des Thylakoidmembransystems beobachtet
(Vernotte et al. 1992; Zsiros et al. 2002). Auch die EM-Aufnahmen in dieser Arbeit zeigten
eine klare Reduktion des internen Membransystems und eine phénotypische Veranderung
innerhalb der Zellen (Abb. 12). Die Regeneration des Thylakoidmembransystems setzte nach
acht Stunden ein und bereits nach zwolf Stunden waren erste, parallel zur
Cytoplasmamembran angeordnete Thylakoidmembranpaare innerhalb der Zellen zu erkennen.
Fur die bendtigte Assemblierung der Photosysteme ist eine geordnete Struktur der
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Thylakoidmembranen essentiell (Zsiros et al. 2002), was wiederum die Funktion
verschiedener Enzyme voraussetzt. Unter LAHG Bedingungen liegt eine lichtaktivierte
Desaturase, welche fir die Bereitstellung von mehrfach ungesattigten Fettséuren
verantwortlich ist, inaktiv vor. Auf Grund des inaktiven Enzyms steigt der Gehalt an einfach
ungeséttigten Fettsduren innerhalb der Zelle, was eine verringerte Fluiditat zum Einen und
eine eingeschrankte Assemblierung der Photosysteme zum Anderen zur Folge hat (Zsiros et
al. 2002). Diese veranderte Lipidzusammensetzung und die damit gleichzusetzenden
verénderten Eigenschaften der Thylakoidmembran kdnnten die bereits beschriebene diffuse
Struktur begrinden. Demnach werden die Thylakoide im Dunkeln nicht abgebaut sondern
lediglich destabilisiert, was zu einem Verlust der Photosysteme fiihrt (Kanervo et al. 1997).
Um diese Hypothese zu bestatigen, misste die Lipidzusammensetzung im Inneren der Zelle
in zukunftigen Arbeiten untersucht werden. Befinden sich im Inneren der dunkeladaptierten
Zellen Lipide, welche sich den Thylakoidmembranen zuordnen lassen, wirde es einen ersten
Hinweis auf den Verbleib der Thylakoide unter LAHG Bedingungen geben. Da in den Zellen
unter LAHG Bedingungen neben den Photosystemen auch Phycobilisomen und
Chlorophyllmolekile zu finden waren, miissen vereinzelte Thylakoide, auch wenn sie in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht zu erkennen waren aktiv in den Zellen
vorliegen. Ein weiterer deutlicher Unterschied zeigte sich nach zw6If Stunden und damit nach
der Regeneration der ersten Thylakoidmembranpaare. Im Inneren der Zelle zeigte sich eine
Anhdufung von dunkel gefarbten Strukturen, wobei es sich um die Speicherformen
Cyanophycin oder Poly-B-Hydroxybutyrat, welche schon h&ufig in Synechocystis sp.
beschrieben wurden (Allen 1984; Wu et al. 2001), handeln konnte. Des Weiteren
verdeutlichten die elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit der Dauer der Belichtung eine
deutlich dunklere Farbung im Raum zwischen den Thylakoidmembranpaaren, was durch die
an die Photosysteme gebundenen Phycobilisomen zu erklaren ist (Zsiros et al. 2002). Die
zeitliche Abfolge der Regeneration des internen Membransystems, lasst sich phanotypisch
darstellen, wobei ein erster entscheidender Unterschied nach acht Stunden deutlich wird.
Nach 24 h Wachstum im Licht ist das Thylakoidmembransystem vollstandig regeneriert.

4.1.2 Die Pigmentzusammensetzung zeigt bedeutende Veranderungen

Die Pigmente, darunter vor allem die Chlorophylle sowie die Pigmente der Phycobilisomen,

spielen bei der Photosynthese eine essentielle Rolle. Wéhrend der Inkubation unter LAHG
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Bedingungen zeigte sich eine Verringerungen des Chlorophyllgehaltes pro Zelle. Sowohl die
Autofluoreszenz der dunkeladaptierten Zellen (Abb. 13), welche zum gréiiten Teil durch die
Chlorophylle bestimmt wird, als auch die Chlorophyllkonzentration pro Zelle (Abb. 14)
zeigten eine Verminderung. Ein vollstandiger Verlust wurde dabei nicht erzielt, da
Synechocystis sp. eine lichtunabhangige Chlorophyllbiosynthese besitzt (Wu et al. 1995). Wie
die Messungen des Chlorophyllgehaltes zeigten, beginnt die Chlorophyllbiosynthese bereits
nach zwei Stunden Wachstum im Licht und ist damit einer der friih einsetzenden Prozesse
wahrend der Regenerierung des Photosyntheseapparates (Wu et al. 1995). Wie die 77 K-
Spektren (Abb. 16A) jedoch andeuteten, liegt das Chlorophyll nach dem Transfer der Zellen
ins Licht zuerst nicht an das PS Il gebunden vor. Die Verschiebung des Maximums von
695 nm zu 685 nm entspricht ungebundenem Chlorophyll (Wu et al. 1995). Da freies
Chlorophyll fiir die Zelle toxisch ware, muss ein zusétzlicher Mechanismus vorhanden sein,
der die neu gebildeten Chlorophylimolekile bindet. Bei hoheren Pflanzen konnten early light
induced proteins (ELIPs), welche die Chlorophylle in einem ersten Schritt fixieren,
identifiziert werden (Adamska et al. 1991; Adamska et al. 1992). In Cyanobakterien und auch
in Synechocystis sp. PCC 6803 wird dem IsiA-Protein, welches eine hohe Ahnlichkeit zu dem
CP43 des PS Il aufweist, eine &hnliche Funktion zugeschrieben. Das IsiA-Protein konnte
jedoch bei Wachstum unter Eisenmangel innerhalb cyanobakterieller Zellen in einem
Komplex mit dem PS | gefunden werden. Dabei sind 18 Kopien des IsiA um das PS I-Trimer
angeordnet und jedes IsiA bindet 12 Chlorophyllmolekile, was zu einer verstarkten
Energietibertragung auf das PS I-Trimer fuhrt (Bibby et al. 2001; Boekema et al. 2001). Eine
erhdhte Konzentration des isiA-Transkripts konnte ebenso bei Wachstum unter Hochlicht in
cyanobakteriellen Zellen gefunden werden. Ein weiterer Hinweis auf die schiitzende Funktion
vor lichtinduzierten Schadigungen der Photosysteme zeigten Versuche mit einer isiA-
Mutante. Die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) stieg in einer isiA-Mutante
drastisch an (Havaux et al. 2005). Durch Microarray-Analysen muss gezeigt werden, ob das
isiA-Transkript auch unter LAHG Bedingungen in einer erhdhten Konzentration in den Zellen
von Synechocystis sp. vorliegt, um so die Zelle vor reaktiven Sauerstoffspezies zu schiitzen.
Zuséatzlich zeigten die 77 K-Spektren (Abb. 16A) ein Maximum bei 676 nm, was auf nicht
assembliertes Chlorophyll hindeutet (Keren et al. 2005). Unter Beriicksichtigung dieser
Annahme kommt es noch vor der Aktivierung der Chlorophyllbiosynthese zur Assemblierung
der bereits vorhandenen Chlorophylle und damit zur Abnahme des Maximums bei 676 nm.

Dies wird durch den Aspekt bestatigt, dass die an der Chlorophyllbiosynthese beteiligten

87



Diskussion

Enzyme in der Thylakoidmembran lokalisiert sind (Srivastava et al. 2005) und somit die
Regeneration  des internen  Membransystems die  Vorrausetzung  fur  die
Chlorophyllbiosynthese darstellt.

Im Vergleich zu dem Chlorophyllgehalt weist der Gehalt der Lichtsammelkomplexe, der
Phycobilisomen, keine so deutliche Verringerung auf, was sowohl durch das ermittelte
Verhaltnis von Phycocyanin zu Chlorophyll (Abb. 15B), als auch durch die
Absorptionsspektren gezeigt werden konnte (Abb. 15A). Die Phycobilisomen (PBS) liegen
unter LAHG Bedingungen an das PS Il assoziiert vor, was anhand der 77 K-Spektren (Abb.
16B) deutlich wurde. Die Energieubertragung von den PBS auf das PS Il war nach dem
Transfer ins Licht sehr hoch und mit der Dauer des mixotrophen Wachstums sank der Wert
kontinuierlich ab. Eine effiziente Energielibertragung von den PBS auf das PS 11 ist nach der
Inkubation im Dunkeln jedoch nicht gewdhrleistet, was die Fluoreszenzinduktionskurven
bestatigten (Abb. 18A). Die gemessene starke Hintergrundfluoreszenz ist durch den hohen
Gehalt der an das PSII assoziierten PBS zu erklaren, da die verwendete Beleuchtung von
620 nm starker von den Phycobilisomen als von den Chlorophylimolekilen absorbiert wird.
Der anschlielende sattigende Lichtpuls, welcher zur Bestimmung der maximalen Fluoreszenz
und damit zur Ermittlung der maximalen Effizienz des PS Il dient, zeigte keine gesteigerte
Fluoreszenzemission. Der fehlende positive Wert Fm° deutet eine gestorte
Energietibertragung von den PBS auf das Reaktionszentrum des PS Il an. Eine verringerte
Energietbertragung von den PBS auf das PS 1l wurde bereits in fruheren Arbeiten
beschrieben  (Vernotte et al. 1992). Wahrend der  Regeneration  des
Thylakoidmembransystems verandert sich die Lokalisation der Lichtsammelkomplexe, indem
die PBS bei den dunkeladaptierten Zellen an das PS Il assoziiert vorliegen und sich unter
Wachstum im Licht 16sen und frei oder an beide Photosysteme assoziiert vorkommen.
Zusammenfassend beschreibt Abb. 41 die Veranderungen in der Pigmentzusammensetzung

nach dem Transfer der dunkeladaptierten Zellen ins Licht.
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Abbildung 41: Veranderungen der Pigmentzusammensetzung nach dem Transfer der dunkeladaptierten Zellen ins
Licht

Bei Wachstum unter LAHG Bedingungen ist der Chlorophyllgehalt pro Zelle verringert und die Chlorophylimolekiile (Chl a)
sind nicht an das Photosystem Il (PS I1) assoziiert. Eine hohe Anzahl an Phycobilisomen (PBS) liegt an das PS Il assoziiert
vor und flihrt zu einer starken Hintergrundfluoreszenz (Fy). Die Energieilibertragung auf das PS |1 ist jedoch gestort, was zu
einer geringen Fluoreszenz FmC filhrt. Nach dem Transfer ins Licht, steigt der Chlorophyligehalt und die
Chlorophylimolekile sind an das PS Il assoziiert. Der Gehalt an gekoppelten Phycobilisomen verringert sich, was zu einer
geringeren Hintergrundfluoreszenz fiihrt. Die effiziente Energielibertragung auf das PS Il fiihrt zu einer gesteigerten
Chlorophylifluoreszenz Fm®.

4.1.3 Photosystem 11 liegt als inaktives Monomer vor

Um die Elektronentransportkette tber die Thylakoidmembran aufrecht zu erhalten und
Energie zu gewinnen, mussen die Photosysteme PS | und PS Il aktiv vorliegen. Die
Auftrennung, der aus Membranen solubilisierten Proteinkomplexe, in einer Blau-Nativen-
Gelelektrophorese, zeigte keine PS IlI-Dimere in den Zellen unter LAHG Bedingungen. Im
Gegensatz zu den Zellen nach Wachstum im Licht fir 24 h besitzen die dunkeladaptierten
Zellen eine geringere Konzentration der monomeren Formen des PS | und PS Il (Abb.
22A/B). Ein vollkommener Verlust an Reaktionszentren des PS Il innerhalb der
dunkeladaptierten Zellen kann ausgeschlossen werden. Bei den PAM-Messungen wird
anhand der Chlorophyllfluoreszenz die Effizienz des PS Il ermittelt. Die Induktionskurven
zeigten ein durch das PS Il vermitteltes Signal, indem nach einem starken Lichtpuls ein
negativer Wert Fm® erreicht wurde (Abb. 18A). Dies deutet an, dass der Plastochinonpool
bereits wahrend der Dunkelphase stark reduziert vorliegt und der anschlieBende Lichtpuls zur
Bildung des PQH, fuhrt, welches die Elektronen tber den Cytochrom bef Komplex an das
PS | abgibt. Diese Ergebnisse lassen auf eine inaktive Donorseite innerhalb des PS I

schlieBen (Keren et al. 2005). In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die
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Photosysteme neben der Thylakoidmembran auch in der Plasmamembran lokalisiert sind (Zak
et al. 2001; Keren et al. 2005), wobei das PS Il hier nicht voll aktiv vorliegt. Zur Bildung des
aktiven PS 1l muss neben der Prozessierung des D1-Vorlauferproteins (pD1) durch die in der
Plasmamembran lokalisierte Protease CtpA (Diner et al. 1988; Zak et al. 2001), die
Assemblierung des Manganclusters an das PS Il gewahrleistet werden. Dies setzt den
Transport des PS 11 zur Thylakoidmembran und die Bindung des CP43-Proteins, welches nur
in der Thylakoidmembran lokalisiert ist, (Zak et al. 2001) voraus. Die Assemblierung des
Manganclusters ist wiederum die Voraussetzung zur Bildung des Sauerstoffs durch die
Oxidation des Wassers (Keren et al. 2005). Die in dieser Arbeit durchgefihrten
Sauerstoffmessungen, verifizieren das Ergebnis einer inaktiven PS Il-Donorseite. Bei der
Verwendung des Elektronenakzeptors PPBQ, kam es nach der Inkubation unter LAHG
Bedingungen zu einem Sauerstoffverbrauch (Abb. 17B). Es findet somit keine Oxidation des
Wassers mit gleichzeitiger Freisetzung von Elektronen statt. Der gemessene
Sauerstoffverbrauch ist durch eine aktive Atmungskette innerhalb der dunkeladaptierten
Zellen zu erklaren. Nach einer sich anschlieBenden Inkubation unter mixotrophen
Bedingungen im Licht flr acht Stunden zeigte sich eine Sauerstoffentwicklung und damit eine
Regeneration der PS IlI-Aktivitat. In friheren Arbeiten wurde bei einem Transfer der
heterotroph wachsenden Zellen von Synechococcus sp. PCC 6714 ins Licht bereits eine in
zwei Stufen stattfindende Regeneration der PS I1-Aktivitat beschrieben (Vernotte et al. 1992).
Dabei ist ein erster Anstieg, innerhalb der zeitlichen Abfolge der O,-Entwicklung, bis etwa
sechs Stunden nach dem Transfer ins Licht unabhangig von der Proteinbiosynthese, da eine
Inhibierung durch das Antibiotikum Chloramphenicol nicht mdglich ist. Der zweite Schritt
wird durch das Antibiotikum inhibiert und ist damit mit der Proteinbiosynthese gekoppelt.
Waéhrend der, in dieser Arbeit zu detektierenden, achtstiindigen Plateauphase (Abb. 17B)
werden die vorhandenen aber inaktiven PS IlI-Komplexe assembliert. Der darauf folgende
starke Anstieg bis 24 h Belichtung steht vermutlich in Verbindung mit der Proteinbiosynthese
und dem Bereitstellen von neuen PS 11-Komplexen. Nach etwa acht bis zwolf Stunden lassen
sich auch die ersten Thylakoidmembranen detektieren, was mit den Sauerstoffmessungen
sowie den PAM-Messungen konform geht. Die in der Plasmamembran lokalisierten
unvollstandigen PS II-Komplexe, welche eine Energielubertragung genauso wie eine
Ladungstrennung vollziehen kénnen (Keren et al. 2005), werden mit der Bildung der ersten
Thylakoide an das CP43 assembliert. Dadurch wird der Mangancluster aktiv und es kommt

zur O,-Produktion. Neben der inaktiven Donorseite des PS Il zeigen die Messungen der
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Chlorophyllfluoreszenz zu Beginn eine weitaus starkere Oxidationskraft des PS | im
Vergleich zur Reduktionskraft des PS II, was durch die negativen Signale wahrend der
Lichtpulse mit Messlicht gezeigt wurde (Abb. 18A). Diese negativen Signale und die
ansteigenden Werte der Parameter Fm™ und Ft bedeuten, dass der Prozess der state transition
ablauft, wobei die PBS vom PS | zum PS Il wandern. Durch die Verwendung von
spezifischen gegen das PS Il gerichteten Antikdpern, muss die Lokalisation des inaktiven
PS 1l ermittelt werden.

Abweichend zu dem inaktiven PS Il ist das PS | bei den isolierten und solubilisierten
Membranen der dunkeladaptierten Zellen sowohl bei der Blau-Nativen-Gelelektrophorese
(Abb. 22A) als auch im Saccharosedichtegradienten (Abb. 22B) als Trimer zu detektieren.
Die Konzentration des Trimers genauso wie die der Monomere ist bei den dunkeladaptierten
Zellen im Vergleich zu den Zellen nach 24 h mixotrophen Wachstums geringer. Die anhand
der P700 Re-Reduktions-Messung (Abb. 20) ermittelte Aktivitat des PS I, zeigt unter LAHG
Bedingungen einen aktiven zyklischen Elektronentransport tiber den Cytochrom bsf Komplex.
Durch den zyklischen Elektronentransport kann ein Protonengradient tber die Membran
aufgebaut werden, der zur ATP-Gewinnung genutzt wird (Mi et al. 1995). Gleichzeitig zeigte
sich auch hier erneut, dass das PS Il inaktiv vorliegt und nicht zur Re-Reduktion beitragt, da
es keine Elektronen in den Plastochinonpool einschleust. Der Verlauf der Messung unter
Zugabe des PS I1-Inhibitors DCMU fiihrte unter LAHG Bedingungen zu keiner Verzdgerung
bei der Re-Reduktion des P700. Erst nach acht Stunden mixotrophen Wachstums waren
Veranderungen im Verlauf der beiden Messungen zu beobachten (Abb. 20C). Die
ansteigenden Halbwertszeiten ty, unter Zugabe von DCMU gehen mit der Regeneration der
PS Il-Aktivitat einher, wobei die Halbwertszeiten der Re-Reduktion ohne den Inhibitor
kontinuierlich auf einem gleichen Niveau stagnierten, was auf eine bestandige Aktivitat des
PS | und des zyklischen Elektronentransportes hindeutet. In der Thylakoidmembran des
Cyanobakteriums Synechocystis sp. ist der Photosyntheseapparat vermutlich mit der
Atmungskette ber den Plastochinonpool, den Cytochrom bsf Komplex und tber die 16slichen
Elektronencarrier miteinander gekoppelt (Schmetterer 1994). Die Atmungskette und das in
Verbindung mit der Photosynthese wichtige Cytochrom c ist neben den Thylakoidmembranen
in der Plasmamembran lokalisiert (Huang et al. 2002). Nach den gezeigten Ergebnissen
konnte die Madglichkeit bestehen, dass auch in der Plasmamembran ein zyklischer
Elektronentransport ablauft. Um die genaue Lokalisation des aktiven PS I-Trimers feststellen

zu konnen, missen in Zukunft weitere Versuche durchgefiihrt werden. Eine Immunogold-
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Analyse unter Zuhilfenahme eines spezifischen, gegen das PS | gerichteten Antikorpers

kdnnte eine genaue Lokalisationsbestimmung moglich machen.

4.1.4 Modell zur Thylakoidmembranbiogenese

Die Untersuchungen zur Thylakoidmembranbiogenese in dem Cyanobakterium
Synechocystis sp. zeigten einen zeitlichen Ablauf bei der Regeneration des internen
Membransystems. Unter LAHG Bedingungen liegt die lichtaktivierte Desaturase inaktiv vor
und flhrt durch die vermehrte Konzentration an einfach ungesattigten Fettséduren innerhalb
der Thylakoidmembran zur Destabilisierung der Thylakoide und zu einem inaktiven
Elektronentransport. Der Chlorophyllgehalt sinkt im Gegensatz zu dem Gehalt an
Phycobilisomen stark ab, da nur die lichtunabhangige Chlorophyllbiosynthese ablauft. Die
Synthese der Phycobilisomen scheint ebenfalls lichtunabhangig abzulaufen, um eine
maximale Quantenausbeute zu erzielen. Nach dem Transfer hin zu mixotrophen Bedingungen
ins Licht, wird in einem ersten Schritt die Chlorophyllbiosynthese aktiviert und das
vorhandene Chlorophyll wird assembliert. Diese Chlorophylle binden an das PS Il, welches in
den dunkeladaptierten Zellen durch das Fehlen des CP43 eine inaktive Donorseite besitzt und
sorgen somit flr die Assemblierung des Manganclusters. Dieser Prozess ist nach etwa acht
Stunden abgeschlossen und die Oxidation des Wassers fiihrt erneut zu einer netto O,-
Produktion. Das PS I, welches auch innerhalb der dunkeladaptierten Zellen aktiv und als
Trimer vorliegt, halt den zyklischen Elektronentransport und somit die Bildung des ATPs
aufrecht. Zusatzlich ist der Cytochrom bsf Komplex ebenfalls aktiv, was fir die stattfindende
Atmungskette essentiell ist.

Nach einer Assemblierung der destabilisierten Thylakoide und des PS II, setzt nach etwa
zwolf  Stunden  mixotrophen  Wachstums im  Licht vermutlich eine verstéarkte
Proteinbiosynthese ein, um neue Bestandteile des Photosyntheseapparates und der Thylakoide
bereitzustellen. Ob der Aufbau des Thylakoidmembransystems und die Aktivitat des PS Il
nach dem Transfer ins Licht mit einer verstarkten Proteinbiosynthese zusammenhangt, muss
in einer Proteomanalyse untersucht werden. Die bei der Thylakoidmembranbiogenese
involvierten Gene sollen in weiteren Arbeiten durch Microarray-Analysen identifiziert

werden.
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4.2 Signalpeptidasen

4.2.1 LepB2ist eine funktionelle Signalpeptidase in Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC 6803 besitzt, genauso wie andere Cyanobakterien, mit Ausnahme von
Gloeobacter violaceus, ein zusétzliches internes Membransystem, die Thylakoide. Die
Thylakoidmembran ist der Ort der Photosynthese und eventuell der Atmungskette, weshalb
der Transport der beteiligten Proteine zu definierten Membranen geregelt sein muss. Der
Transport von Vorlduferproteinen Uber die Plasmamembran ins Periplasma und Gber die
Thylakoidmembran erfolgt auch in Synechocystis sp. Uber den Tat- oder den Sec-
Transportweg (Aldridge et al. 2008). In allen bisher sequenzierten Cyanobakterien wurden,
im Vergleich zu E. coli, jeweils zwei homologe LepB-Proteine detektiert (Rajalahti et al.
2007). Bei Synechocystis sp. kodieren die Gene sll0716 (lepB1) und sIrl377 (lepB2) fir
putative  Signalpeptidasen und ihre Funktion sollte zundachst anhand einer
Komplementationsstudie untersucht werden (Abb. 24). Hierbei komplementierte lediglich das
LepB2-Protein aus Synechocystis sp., bei erhthter Temperatur, den Wachstumsdefekt eines
E. coli lepB-Mutationsstammes (Inada et al. 1989) (Abb. 24). Dieses Ergebnis kann
verschieden diskutiert werden, wobei durch einen solchen Versuch die Funktion der putativen
Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 nicht eindeutig geklart werden kann. Die zu
untersuchenden Proteine stammen aus einem anderen Organismus und kdnnten deshalb in
Form von inclusion bodies innerhalb der Zelle angereichert vorliegen und ihre Funktion nicht
ausuben. Eine Trennung in die verschiedenen Zellbestandteile, konnte hiertiber Aufschluss
geben. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass das LepB1-Protein in seiner Funktion auf
das Cyanobakterium Synechocystis sp. beschrankt ist und deshalb die Funktion des endogenen
E. coli LepB-Proteins nicht Gbernehmen kann. LepB1 zeigt bei einem Aminoséurevergleich
(Abb. 23), genauso wie LepB2, die fir Signalpeptidasen typischen Domanen und
Aminosdauren. In der Box B befindet sich die konservierte Aminosaureabfolge von Ser und
Met, wobei das Serin an der katalytischen Dyade beteiligt ist. Genauso besitzt die Box D die
konservierten Aminosduren Lys und Arg und die Box E die Abfolge Gly-Asp-Asn sowie ein
konserviertes Arg (Dalbey et al. 1997; van Roosmalen et al. 2004), was auf eine Funktion als
Signalpeptidase hindeutet. Zusétzlich wurde bereits in friiheren Arbeiten gezeigt, dass das
LepBL1 in Synechocystis sp. unter photoautotrophen Bedingungen und das LepB2 auch unter

mixotrophem oder heterotrophem Wachstum essentiell ist (Zhbanko et al. 2005). Der lepB1-
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Deletionsstamm ist unfahig Photosynthese zu betreiben und zeigt Einschrankungen bei der
Prozessierung des PsbO, einem Mangan-stabilisierenden Polypeptid des PS Il (Zhbanko et al.
2005). Dies zeigte, dass das LepB1 in Synechocystis sp. unter bestimmten Bedingungen
essentiell ist und als Signalpeptidase fungiert. Da eine Deletion des lepB1-Gens nur unter
photoautotrophen Bedingungen letal ist, besteht die Vermutung, dass das LepB1-Protein
hauptsachlich in den Thylakoiden vorkommt und hier Vorl&uferproteine wie das Pra-PsbO
prozessiert. Die Deletion des lepB2-Gens fiihrt unter allen Wachstumsbedingungen zum
Verlust der Vitalitat des Bakteriums Synechocystis sp. und deutet somit an, dass es sich bei
dem LepB2 um ein Protein handelt, welches unter allen Wachstumsbedingungen eine

essentielle Funktion einnimmt.

4.2.2 LepB1 wird nach heterologer Expression in E. coli abgebaut

Auch die Reinigung der heterolog in E. coli exprimierten Signalpeptidasen LepB1 und LepB2
aus Synechocystis sp. zeigten deutliche Unterschiede insofern (Abb. 25), dass das LepB2 in
seiner vollen Lange heterolog exprimiert und gereinigt werden konnte. Hingegen zeigte die
elektrophoretische Auftrennung des LepB1-Proteins (Abb. 25A) mehrere, durch Western-
Blot-Analysen sowie massenspektroskopische-Analysen detektierte Fragmente. Die Analysen
verdeutlichten, dass bei der Spaltung vor allem der N-Terminus betroffen ist (Abb. 26). Die
anhand des Antikorpers gegen das LepB1 detektierten Fragmente stellen vermutlich die
katalytische Domaéne dar, denn der verwendete Peptidantikdrper ist gegen einen Bereich am
C-Terminus gerichtet. Bereits fur die losliche Form der Signalpeptidase SipS aus
Bacillus subtilis wurde eine solche Prozessierung beschrieben (van Roosmalen et al. 2000).
Innerhalb der Sequenz der Signalpeptidase konnte hierbei eine interne Signalsequenz mit den
fur die Spaltung essentiellen Aminosauren Ala-X-Ala und damit einhergehend die
autokatalytische Spaltung gezeigt werden. Eine solche interne Signalsequenz ist in der
Aminosdureabfolge der Signalpeptidase LepB1 aus Synechocystis sp. nicht zu finden, was auf
einen abweichenden Mechanismus hindeutet. Wahrend der Arbeit mit dem Protein wurde
héufig festgestellt, dass die Zellen bei einer verstarkten Expression ihr Wachstum einstellten,
was darauf hindeutet, dass das Protein fur E. coli toxisch ist und deshalb mdglicherweise zum
Schutz abgebaut wird. Dieser Annahme wiederspricht die Tatsache, dass es erst wéhrend der
Reinigung zu einer Spaltung des LepB1-Proteins kam. Die Reinigung erfolgte Gber den an

den N-Terminus fusionierten His-Tag und somit wirde der C-Terminus alleine nicht an das
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Saulenmaterial binden kdénnen. Die Affinitdtschromatografie zur Reinigung des LepBl
erfolgte am Platz und als Detergenz wurde Triton-X-100 verwendet. Eine Spaltung durch
andere E. coli Proteasen, wurde durch die Zugabe eines Protease-Inhibitor-Cocktails der
Firma Sigma verhindert. Dieser inhibiert sowohl Serin-, Cystein- und Aspartatproteasen als
auch Aminopeptidasen. In friilheren Arbeiten wurde jedoch beschrieben, dass die Aktivitat der
Signalpeptidase aus E. coli durch die géngigen Protease-Inhibitoren nicht gehemmt wird (Kim
et al. 1995). Dies deutet an, dass das LepBl ebenso durch die endogene E. coli
Signalpeptidase gespalten werden kann. Neben der Temperatur hat auch die Wahl des
Detergenz einen entscheidenden Einfluss auf die Proteolyse verschiedener Signalpeptidasen
(Musial-Siwek et al. 2008). In einem ndchsten Schritt, sollte die Reinigung bei einer
Temperatur von 4 °C und unter Zugabe des bisher noch nicht getesteten Detergenz DPC
(Dodecylphosphocholin) durchgefiihrt werden.

4.2.3 Das LepB2 prozessiert Pra-Proteine

Zur Charakterisierung der katalytischen Aktivitat der Signalpeptidasen musste ein System
entwickelt werden, in dem ein bestimmtes Vorlauferprotein von den Signalpeptidasen
prozessiert wird. In Vorarbeiten wurde bereits festgestellt, dass es nicht moglich ist die
ausgewahlten putativen Substrate in ihrer unprozessierten Form heterolog zu exprimieren und
zu reinigen. Die Proteine aus Synechocystis sp. wurden daher anhand eines in vitro
Transkriptions-Translations-Ansatzes exprimiert (Abb. 27). Anschliefend an die in vitro
Transkription-Translation erfolgte die Zugabe der Signalpeptidasen zu dem Reaktionsansatz.
Bei LepBl wurden alle gereinigten Fragmente zugegeben und somit bestand nicht die
Madglichkeit, eine Prozessierung auf ein bestimmtes Fragment zurlickzufiihren. Eine
Prozessierung konnte nur bei den verwendeten Substraten PetE und Pet] beobachtet werden.
Dabei ist Plastocyanin (PetE) sowohl im Periplasma als auch im Thylakoidlumen (Rajalahti et
al. 2007) und PetJ nur im Thylakoidlumen lokalisiert. Die weiteren Substrate PsbO, PsbU
sowie die verkurzte Form des Slr1744 konnten in vitro exprimiert werden doch zeigte sich
nach der Zugabe der Signalpeptidasen LepBl und LepB2 aus Synechocystis sp. keine
Prozessierung. Bei PsbO waren bei der erwarteten molekularen Masse des prozessierten
Proteins von 27 kDa mehrere Banden zu erkennen, wobei keine der Banden durch die Zugabe
der Signalpeptidasen an Intensitdt zunahm. In weiteren Versuchen mussen die optimalen

Pufferbedingungen gefunden und angewendet werden. Die Substrate wurden mit den
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Signalpeptidasen 30 min bei 37 °C inkubiert, wogegen bei anderen Substraten eine Inkubation
von bis zu 16 h durchgefuhrt wurde, was jedoch nicht den physiologischen Bedingungen
entspricht (van Roosmalen et al. 2001). Des Weiteren wurde die Reaktion der in vitro
Transkription-Translation nicht abgestoppt und alle Komponenten waren in dem spéteren
Reaktionsansatz enthalten, wodurch es auf Grund bestimmter Substanzen zu einer
verringerten Aktivitdt kommen konnte. In einem neuen Ansatz muss die Reaktion abgestoppt
und die exprimierten Proteine vor dem Spaltungsexperiment von den (brigen Komponenten
getrennt werden, um eine Kreuzreaktion auszuschlieBen. Ein weiterer Aspekt kdnnte sein,
dass die Signalpeptidasen flr ihre Aktivitat weitere Komponenten in Form von Lipiden
benodtigen. Die Signalpeptidase aus E. coli besitzt nach Zugabe von Phospholipiden eine
gesteigerte Aktivitdt (Tschantz et al. 1995). Eine Wiederholung des Experiments unter
Zugabe von Lipiden konnte zu einer erhdohten Aktivitat fuhren. Einen ersten Hinweis auf die
Aktivitat der endogenen Synechocystis sp. Signalpeptidasen konnte ein Spaltungsversuch der
Substrate mit einem Membranextrakt aus Synechocystis sp. geben. Fihrt die Zugabe dieses
Extraktes zu einer prozessierten Form, stellen die verwendeten Proteine, Substrate fur eine der
beiden Signalpeptidasen dar. Bei den Proteinen PetE und Pet], kam es dementgegen auch
ohne die Zugabe der Signalpeptidasen zu einer Prozessierung (Abb. 27 NK). Die Kontrolle
mit dem Substrat OmpA, welches von der E. coli Signalpeptidase prozessiert wird (Dalbey et
al. 1985) bestétigte, dass in dem verwendeten Zellextrakt keine endogene E. coli
Signalpeptidase vorlag. Die Zugabe des Detergenz Triton-X-100 lasst die Signalsequenz des
Substrates frei zuganglich vorliegen, wodurch das Vorlauferprotein auch anderen endogenen
Proteasen einen Angriffspunkt bietet. Die Zugabe von zusatzlichen Inhibitoren, konnte
eventuell diese unspezifische Spaltung verhindern. Nach der Zugabe von LepB2 zeigte sich
jedoch im Vergleich zur Negativkontrolle eine Zunahme der prozessierten Form. Bei der
Zugabe der Signalpeptidase LepB1 wurde keine Prozessierung beobachtet. Die Proteine PetE
sowie Pet] dienen vermutlich als Substrate fiir das LepB2 und werden durch dieses in ihre
reife Form uberfuhrt. Dagegen ist das LepBl in der eingesetzten Konzentration nicht zur
Prozessierung der Vorlauferproteine fahig. Die korrekte Proteinkonzentration sowie die
optimalen Spaltungsbedingungen missen in weiteren Ansédtzen gefunden werden, doch sind
die Proteine PetE und PetJ firr weitere Untersuchungen betreffend der katalytischen Aktivitat

geeignet.
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424 LepBl und LepB2 zeigen eine voneinander abweichende intrazellulare
Lokalisation

Die intrazelluldre Lokalisation der beiden Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 sollte mit Hilfe
der Fluoreszenzmikroskopie ermittelt werden. Das kodierende Gen des griinfluoreszierenden
Proteins (GFP) wurde hinter den Promotor des dnaK2-Gens kloniert und die kodierenden
Gene der Signalpeptidasen hinter eine Linkersequenz ber eine multiple cloning site (MCS)
an das 3"Ende des gfp-Gens fusioniert. Die Signalpeptidasen LepB1 und LepB2 sind somit an
den C-Terminus des GFPs fusioniert (Abb. 28A). Das GFP wurde an die N-terminale,
cytoplasmatische Seite der Signalpeptidasen fusioniert, um eine korrekte Faltung zu
gewadhrleisten. In friheren Arbeiten mit E. coli wurde festgestellt, dass das tber den Sec-Weg
transportierte GFP im Periplasma nicht korrekt gefaltet und somit inaktiv vorliegt (Feilmeier
et al. 2000). Nach der Transformation der Fusionskonstrukte in das Cyanobakterium
Synechocystis sp. wurde eine Segregations-PCR zur Uberpriifung der homologen
Rekombination durchgefiihrt. Hierbei wurde festgestellt, dass die Fusionsgene nicht in alle
Genomkopien eingebaut wurden (Abb. 28B). Eine vollstandige Segregation kann einige Zeit
in  Anspruch nehmen und muss nach weiterer Inkubation und steigender
Antibiotikumkonzentration erneut durchgefuhrt werden. Wie die Western-Blot-Analysen
zeigten, werden die  Fusionsproteine  GFP-LepBl1 und  GFP-LepB2 unter
Hitzeschockbedingungen exprimiert (Abb. 29). Dabei waren die Proteine im Zellextrakt, in
der Membranfraktion ebenso wie in der l6slichen Fraktion zu detektieren. Das Signal in der
I6slichen Fraktion des GFP-LepB2-Fusionsproteins war starker als das in der
Membranfraktion und zusatzlich zeigte der Western-Blot im Zellextrakt und der I6slichen
Fraktion zwei Banden. Da das Signal in der Membranfraktion etwas hoher lief, handelt es sich
vermutlich um das volllangen Protein wobei die Doppelbande in den anderen Fraktionen
proteolytische Formen darstellt. Ein Western-Blot mit einem spezifischen Antikorper gegen
das LepB2 koénnte diese Annahme experimentell bestatigen. Auch die Inkubation der
Synechocystis sp. Kulturen unter Hitzeschockbedingungen kénnte zu Veranderungen und
Fehlern bei der Proteinfaltung fiihren. Aus diesem Grund muss ein System entwickelt werden,
um die Fusionsproteine unter physiologischen Bedingungen zu exprimieren. Erste
Klonierungsschritte fiir eine Expression unter der Kontrolle des Tetracyklin-Promotors waren
erfolgreich, so dass die Fusionsproteine in weiteren Arbeiten auf lhre Funktionalitat hin

uberprift werden konnen. Das LepBl-Fusionsprotein zeigte im Gegensatz zur

97



Diskussion

Membranfraktion, in der Idslichen Fraktion eine schwéachere Bande, wobei auch hier eine
Doppelbande zu detektieren war.

Auch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden nach der Inkubation unter
Hitzeschockbedingungen durchgefiihrt. Jedoch wurden die Zellen hier keine acht sondern
maximal zwei Stunden bei 42 °C inkubiert und zeigten ein schwaches GFP-Signal (Abb. 30).
Unter standardisierten Wachstumsbedingungen bei 30 °C konnte bereits in vorangegangenen
Arbeiten gezeigt werden, dass die Fluoreszenz des GFPs sehr gering ist (Spence et al. 2003).
Hier wurde der durch Hochlicht zu aktivierende psbA2-Promotor verwendet, da innerhalb der
Synechocystis sp. Kulturen ohne eine erhdhte Expression nur 5 % der in E. coli zu
detektierenden Fluoreszenz vorlag. Die Wachstumsbedingungen missen fir die
Fluoreszenzmikroskopie optimiert werden. Bei einem ersten Ansatz, sollten die Zellen von
Synechocystis sp. fiir einen langeren Zeitraum bei 42 °C inkubiert werden, um eine verstarkte
Expression des LepB1-GFP und LepB2-GFP zu erzielen. Cyanobakterien besitzen durch die
hohe Anzahl an Chlorophyllen und Phycobilisomen eine verstarkte Autofluoreszenz, welche
auch bei den hier untersuchten Kulturen ganz deutlich zum Vorschein kam und auf die
Thylakoide beschrankt ist (MacColl 1998). Somit ist es moglich eine Lokalisation innerhalb
der Thylakoide von einer Lokalisation in der Cytoplasmamembran zu unterscheiden. Bei
einem Vorkommen der Proteine innerhalb der Plasmamembran zeigt sich ein klares GFP-
Signal am &uReren Rand der Zelle (Spence et al. 2003), wogegen eine Lokalisation innerhalb
der Thyalkoidmembran durch ein Uberlagertes Signal aus Autofluoreszenz und GFP-
Fluoreszenz gekennzeichnet ist. Die Fusionsproteine GFP-LepB1 genauso wie GFP-LepB2
sind stark in der Thyalkoidmembran vertreten (Abb. 30). Bei dem Fusionsprotein LepB2-GFP
zeigte sich bei einigen Zellen aulerdem ein GFP-Signal um die Zellen, was eine Lokalisation
dieses Proteins in der Cytoplasmamembran andeutet. In Proteomanalysen wurden die Proteine
LepB1 und LepB2 in verschiedenen Membranen detektiert. Hierbei lag das LepB1-Protein
nur in der Thylakoidmembran und das LepB2-Protein einzig in der Plasmamembran vor
(Huang et al. 2002; Srivastava et al. 2005). Die bisher durchgefiihrten Studien hingegen
deuten eine Kolokalisation der beiden Signalpeptidasen an, wobei das LepB2 zusétzlich in der
Plasmamembran seine Funktion ausubt. Die Proteine SecY und SecA des Sec-
Proteintransportes konnten sowohl in der Plasmamembran als auch in der Thylakoidmembran
identifiziert werden (Rajalahti et al. 2007). Genauso konnte fur das Tat-Transportsystem eine
Lokalisation in beiden Membranen gezeigt werden (Spence et al. 2003; Aldridge et al. 2008).

Dies deutet an, dass die Signalpeptidase LepB2, mit einer Lokalisation in der Plasmamembran
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und der Thylakoidmembran, fur die Prozessierung von zahleichen Pra-Proteinen
verantwortlich ist. Die Signalpeptidase LepB1, mit einer ausschliel}lichen Lokalisation in der
Thylakoidmembran, ist vermutlich fur die Prozessierung von Pra-Proteinen verantwortlich,
die an der Photosynthese beteiligt sind. Die beiden Signalpeptidasen besitzen eventuell eine
voneinander abweichende Substratspezifitat, was jedoch durch weitere Experimente gezeigt

werden muss.

4.3 Untersuchung zweier cyanobakterieller GrpE-Proteine

Der Nukleotidaustauschfaktor GrpE spielt in dem System bestehend aus dem Hsp70-Protein
DnaK und den Cochaperonen Dnal eine entscheidende Rolle. Das GrpE-Protein, welches
genauso wie das Dnal-Protein, als Dimer vorliegt beschleunigt den Austausch des an das
DnaK gebundenen Nukleotids und somit den Ubergang zu dem R-Status, bei dem das DnaK-
Protein eine schwache Affinitdt zu dem Substrat besitzt (Liberek et al. 1991). Dieser
Ubergang ist bedeutend, da das an das DnaK gebundene Dnal-Protein die ATP-Hydrolyse
initiiert und somit den T-Status hervorruft (Siegenthaler et al. 2006). Dieser T-Status zeichnet
sich durch eine hohe Affinitat gegenlber dem Substrat aus und die Bindung wiirde ohne den
Austausch von ADP zu ATP bestehen bleiben. Der Ubergang von dem R- hin zum T-Status
ist dann notwendig, wenn sich in der Zelle falsch gefaltete oder auch denaturierte Proteine
anhéaufen. Zu einer erhohten Konzentration an denaturierten Proteinen kommt es wahrend
eines Hitzeschocks, weshalb unter diesen Bedingungen die Proteine zundchst an das DnaK-
Protein gebunden vorliegen, um eine unspezifische Aggregation zu verhindern. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass das GrpE-Protein unter Hitzeschockbedingungen seine Aktivitat
verlangsamt oder verliert und somit den Thermosensor innerhalb des Systems darstellt
(Siegenthaler et al. 2006). Neben einer erhéhten Expression der Proteine DnaK und Dnal
durch den alternativen Sigmafaktor 6% (Groemping et al. 2001a) wird die Aktivitat des GrpE-
Proteins herab reguliert.

Die Vorgange wahrend eines Hitzeschocks wurden innerhalb des Bakteriums Escherichia coli
bereits gut untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das Protein bei einer
Temperaturerhdhung seine Funktion in zwei Stufen verliert (Grimshaw et al. 2001). Dabei
verdndert sich bei einer Erhohung der Temperatur in einem ersten Schritt die
Sekundarstruktur eines bestimmten Abschnittes innerhalb des Proteins. Doch erst nach einem

weiteren Anstieg kommt es zu einer Monomerisierung und damit einhergehend zu einem
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Verlust der Funktion (Gelinas et al. 2002). Wahrend innerhalb des ersten Schrittes bei E. coli
vor allem die am N-Terminus lokalisierten langen, gepaarten a-Helices betroffen sind, zeigt
das Bakterium Thermus thermophilus, bei dem es sich um ein thermophiles Bakterium
handelt, eine primére Veranderung in der C-terminalen B-Faltblattstruktur (Nakamura et al.
2010). Trotz einer Homologie zwischen den Proteinen von ~30 % (Nakamura et al. 2010),
sind die Organismen nicht miteinander verwandt und eine allgemeine Aussage zu den
Vorgangen in einem mesophilen und einem thermophilen Bakterium lassen sich nicht treffen.
So zeigt sich bei dem thermophilen Bakterium ein abweichender Prozess bei der Aktivierung
des Systems. Erst durch einen Hitzeschock wird der Komplex aus den Proteinen DnaK-DnaJl-
DafA zerstort und der Chaperonzyklus durch die Proteine DnaK, DnaJ und GrpE kann
vollzogen werden (Klostermeier et al. 1999). In dieser Arbeit sollten die Proteine zweier
verwandter Cyanobakterien, dem mesophilen Synechocystis sp. PCC 6803 und dem
thermophilen  Thermosynechococcus elongatus BP1 betreffend der Funktion als
Thermosensor untersucht und die zugrunde liegenden Mechanismen verglichen werden. Die
beiden Proteine zeigen eine Homologie von 44 % und eine Ahnlichkeit von 60 % zueinander,
wobei im Vergleich, der C-Terminus beider Proteine eine weitaus héhere Homologie aufweist
als der N-Terminus (Abb. 31). Wie die Komplementationsstudie zeigte (Abb. 32), sind beide
Proteine fahig die Funktion des E. coli GrpEs zu tibernehmen und den Wachstumsdefekt des
Stammes OD212AGrpE zu komplementieren (Abb. 32). Dieses Ergebnis war unerwartet, da
das Protein aus dem thermophilen Thermosynechococcus bei Temperaturen, welche flr
E. coli einen Hitzeschock darstellen, seine Aktivitdt als Nukleotidaustauschfaktor nicht
verringern sollte. Da Komplementationsstudien ein sehr komplexes System darstellen und
viele Faktoren eine Rolle spielen, lassen sich keine Aussagen uber die Aktivitat und
Funktionalitat treffen. Die GrpE-Proteine aus Synechocystis sp. und Thermosynechococcus
missen zum Einen mit dem E. coli DnaK-Protein interagieren und zum Anderen missen sie
stabil in der E. coli Zelle vorliegen. Die beobachteten Veranderungen kénnen daher auch von
einer unterschiedlichen Interaktion der beiden GrpE-Proteine mit dem endogenen E. coli
DnaK herruhren.

4.3.1 Verschiedene Doméanen sind fur die Dimerisierung essentiell

Die meisten Untersuchungen zur Dimerisierung des GrpE-Proteins erfolgten anhand der

Proteine aus E. coli und Thermus thermophilus. Beide GrpE-Proteine liegen, wie bereits
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beschrieben, unter physiologischen Temperaturen als Dimer vor, was auf die in dieser Arbeit
zu untersuchenden Proteine ebenfalls zutrifft. Die GALLEX-Messungen zeigten, dass die
Dimerisierungstendenzen der Proteine mit der des E. coli GrpEs vergleichbar sind (Abb.37).
Fur die Proteine aus E. coli und Thermus thermophilus wurde das Vier-Helix-Bundel als
Plattform fur die Dimerisierung beschrieben. Dabei wurden verkirzte Formen des Proteins
untersucht um spezifische und fur die Dimerisierung essentielle Abschnitte aufzuzeigen. Ein
Protein ohne das Vier-Helix-Bundel ist nicht in der Lage Dimere auszubilden und liegt in
seiner monomeren Form vor (Gelinas et al. 2002; Mehl et al. 2003), wogegen der C-Terminus
ohne die langen a-Helices als Dimer (Gelinas et al. 2002) detektiert wird. Dies trifft auf das
GrpE-Protein aus Thermosynechococcus elongatus in gleichem MalRe zu. Die CT-Doméne,
welche sich aus dem Vier-Helix-Bundel und der p-Faltblattstruktur zusammensetzt, bildete
genauso wie das volllangen Protein bei der in vivo GALLEX-Messung Dimere. Die Tendenz
zur Dimerisierung der CT-Doméne (berstieg dabei die des volllangen Proteins (Abb. 37). Bei
dem Protein aus Thermus thermophilus konnte gezeigt werden, dass der C-Terminus zur
Stabilisierung des Dimers beitragt (Groemping et al. 2001a; Groemping et al. 2001b), was
auch fur das Protein aus Thermosynechococcus elongatus gezeigt werden konnte. Die NT-
Doméne, bestehend aus den langen, gepaarten a-Helices, war sowohl bei der GALLEX-
Messung als auch bei den Crosslink-Experimenten nur als Monomer zu detektieren. Der Wert
lag dabei noch unter dem der Negativkontrolle, was eine Dimerisierungstendenz aufzeigt.

Bei dem Protein aus dem mesophilen Cyanobakterium Synechocystis sp. zeigt sich ein
kontrares Bild. Wie die GALLEX-Messung zeigte, bildete die CT-Doméne keine Dimere,
(Abb. 37) womit das Vier-Helix-Bindel und die pB-Faltblattstruktur nicht die zuvor
beschriebene Dimerisierungsplattform liefern. Dementgegen dimerisierte die NT-Domane mit
den langen a-Helices und stellt somit die an der Dimerisierung beteiligten Bereiche dar. Die
Substratumsetzung der NT-Domane stieg gegeniber der des volllangen Proteins an, was
andeutet, dass die volle Funktionalitat bezogen auf die Dimerisierung nur durch die Présenz

beide Domanen gewéhrleistet wird.

4.3.2 Funktionsverlust von GrpE durch einen direkten Ubergang vom Dimer zum

Monomer

Wahrend einer Hitzeschockantwort wird die Funktion des GrpE-Proteins herabgesetzt oder

eingestellt, indem z.B. in einem ersten Schritt die Bindung an die Nukleotidbindetasche des
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DnaKs gestort wird und in einem zweiten Schritt, das Protein in seine monomere Form
zerféllt, bevor es anschlieBend vollstandig denaturiert. Wie bereits bei E. coli beobachtet
wurde, kann der Ubergang des GrpE-Proteins von einem Dimer hin zu einem Monomer und
der anschlieBenden kompletten Denaturierung mittels der Circulardichroismus-Spektroskopie
und der dynamischen Differenzkalorimetrie nachvollzogen werden. Der erste Schmelzpunkt,
die Strukturverdnderung innerhalb der langen, gepaarten a-Helices, liegt nicht weit Gber den
physiologischen Temperaturen wogegen der Zweite Schmelzpunkt, und somit die
Monomerisierung weit Uber der Temperatur des ersten Schmelzpunktes gemessen wird
(Grimshaw et al. 2001; Nakamura et al. 2010).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die GrpE-Proteine aus Synechocystis sp. und
Thermosynechococcus genauso wie die NT-Doméne aus Synechocystis sp. und die CT-
Doméne aus Thermosynechococcus davon abweichend nur einen Schmelzpunkt zu besitzen
scheinen (Abb. 39), welcher mit der Monomerisierung des GrpE-Dimers einhergeht. Bei den
CD-Spektren wird eine Veranderung innerhalb der B-Faltblattstruktur nicht berlcksichtigt,
weshalb der Ubergang der GrpE-Proteine aus Synechocystis sp. und Thermosynechococcus
von einer dimeren hin zu einer monomeren Form im Folgenden anhand der Crosslink-
Experimente (Abb. 40) verifiziert wurde. In Tab. 4 sind die durch CD-Spektren ermittelten

Schmelzpunkte denen der Crosslink-Experimente gegenlibergestellt.

Tabelle 4: Vergleich der ermittelten Schmelzpunkte, n.d.: nicht zu detektieren

CD-Spektren Crosslink
Synechocystis sp.

GrpE 43 °C 45 °C
NT-Doméne 33°C 30°C
CT-Domane n.d. n.d.

Thermosynechococcus

GrpE 54 °C 60 °C
NT-Doméne n.d. n.d.
CT-Domane 58 °C 60-65 °C

So zeigten auch die Crosslink-Experimente der beiden GrpE-Proteine, bei der durch die

Schmelzkurve ermittelten Temperatur, einen Ubergang von der dimeren zur monomeren
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Form. Die Proteine der beiden Organismen zeigten im Gegensatz zu den in anderen
Organismen beschriebenen Funktionsweisen des GrpE-Proteins (Groemping et al. 2001a),
einen direkten Ubergang vom Dimer zum Monomer. Da die Funktion des GrpE-Proteins als
Nukleotidaustauschfaktor nur fiir das dimere Protein zutrifft, ist die Monomerisierung mit
dem Funktionsverlust gleichzusetzen (Grimshaw et al. 2001). Die CT-Doméne aus
Synechocystis sp. sowie die NT-Doméne aus Thermosynechococcus besitzen keine Struktur
(Tab. n.d.), was mit den Ergebnissen der Dimerisierungsstudien (bereinstimmt.
Interessanterweise zeigten das volllangen GrpE-Protein genauso wie die NT-Domane aus
Thermosynechococcus bei den Crosslinks zwei monomere Formen, welche durch die Zugabe
von Glutaraldehyd stabilisiert wurden. Diese im SDS-Gel sich schneller fortbewegende Form,
zeigte nur bei den mit Glutaraldehyd versetzten Proben, eine mit der Temperaturerhdhung
verbundene Zunahme. Es handelt sich hierbei vermutlich um zwei verschiedene
intramolekulare Vernetzungen, welche auf Grund der Denaturierung des Proteins ausgebildet
werden konnen. Dies deutet auf eine mit steigender Temperatur verbundene

Strukturveranderung hin.

4.3.3 Die Monomerisierung von GrpE ist reversibel

Die in dieser Arbeit charakterisierten GrpE-Proteine aus dem mesophilen und dem
thermophilen Cyanobakterium zeigen einen direkten Ubergang vom Dimer zum Monomer,
ohne dass eine Zwischenstufe detektiert werden kann. Fir die Funktion als Thermosensor ist
es von entscheidender Bedeutung, dass der Prozess reversibel ist, um den Chaperonzyklus
aufrecht zu erhalten. Bei der Charakterisierung des E. coli GrpEs zeigte sich, dass die
Reversibilitat hauptsachlich auf den ersten Schmelzpunkt begrenzt ist (Grimshaw et al. 2001)
und bei einer Temperaturerhohung bis auf 95 °C diese Reversibilitait auf Grund von
Aggregatbildung zurtickgeht. Gleiches konnte fiir das Protein aus Thermus thermophilus
gezeigt werden (Groemping et al. 2001a), wobei nur 70 % der Reversibilitat erreicht werden
konnten.

Fir die in dieser Arbeit ermittelten Schmelzpunkte lasst sich sagen, dass die Prozesse
reversibel sind, doch zeigt das GrpE-Protein aus Thermosynechococcus eine Tendenz zur
Aggregatbildung. Die Schmelzpunkte der beiden volllangen Proteine und der GrpE-Domanen
erreichten bei den ricklaufigen Reaktionen, mit Ausnahme der CT-Doméne von

Thermosynechococcus, einen geringeren Wert, und die anschlieBende Temperaturerh6hung
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bis 95 °C flhrte zu nur minimalen Verénderungen. Bei der Rickreaktion sind die
Pufferbedingungen entscheidend (Willmund et al. 2007), und bei dem in dieser Arbeit
verwendeten Natriumphosphatpuffer zeigen Riickreaktionen haufig etwas niedrigere Werte

an, doch sind die eigentlichen Spektren eindeutiger.

Tabelle 5: Vergleich der Schmelztemperaturen bei verschiedenen Temperaturskalen, n.d.: nicht zu detektieren

10-70 °C 70-10 °C 10-95 °C
Synechocystis sp.

GrpE 43 °C 38°C 42 °C
NT-Domane 33°C 30°C 32°C
CT-Doméne n.d. n.d. n.d.

Thermosynechococcus

GrpE 54 °C 50 °C 50 °C
NT-Domaéne n.d. n.d. n.d.
CT-Domane 58 °C 61 °C 58 °C

4.3.4 Synechocystis sp. und Thermosynechococcus verwenden zur Dimerisierung

voneinander abweichende Mechanismen

Die Untersuchungen an den zwei GrpE-Proteinen aus den verwandten Cyanobakterien
Synechocystis sp. und Thermosynechococcus zeigten, dass die Dimerisierung und damit
verbunden, die Funktion als Thermosensor auf abweichenden Mechanismen basieren. Bei
dem Protein des thermophilen Thermosynechococcus ist der C-Terminus mit dem Vier-Helix-
Bindel und der B-Faltblattstruktur entscheidend an der Dimerisierung beteiligt und stabilisiert
das volllangen Protein. Die Schmelztemperatur (Abb. 39 und Abb. 40) und die Tendenz zur
Dimerisierung ubersteigen die Werte des volllangen Proteins, wogegen bei der isolieren NT-
Domadne mit den langen, gepaarten a-Helices und dem unstrukturierten N-Terminus keine
Struktur ermittelt werden konnte. Bei der Betrachtung der Schmelzkurve (Abb. 40) der NT-
Domane ist zu Beginn ein deutlicher Anstieg zu erkennen doch wirde ein mdoglicher
Schmelzpunkt noch unter der Anfangstemperatur von 10 °C liegen. Der N-Terminus alleine
fihrt zu keiner dimeren Struktur und wird beim volllangen Protein durch den C-Terminus

stabilisiert.
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Bei dem GrpE-Protein aus Synechocystis sp. liegt der isolierte N-Terminus als Dimer vor und
zeigt einen Schmelzpunkt unterhalb des volll&ngen Proteins. Damit scheint auch hier der N-
Terminus die Stabilitdt des Proteins negativ zu beeinflussen und nur durch das
Zusammenspiel des N-Terminus mit dem C-Terminus wird die Stabilitat des volllangen
Proteins erreicht. Somit ist der unstrukturierte C-Terminus (Abb. 40) an der Funktion des
volllangen Proteins beteiligt und dient der Stabilisierung.

Die Funktion des Thermosensors wird wie Abb. 42 verdeutlicht bei dem GrpE-Protein aus
dem mesophilen Bakterium Synechocystis sp. von dem N-Terminus und bei dem

thermophilen Bakterium Thermosynechococcus von dem C-Terminus eingenommen.

Synechocystis sp.

f N p X
S -\ e . -\
~ 7 \ + 7
.
~ 43°C

Thermosynechococcus

F N P N
'S =\ e -\
~ 7 “ + 4
. N
~ 50 °C

Abbildung 42: Schematische Darstellung des Ubergangs von einem Dimer zu einem Monomer wahrend eines
Hitzeschocks

Dargestellt ist der VVorgang der Monomerisierung der GrpE-Proteine aus dem mesophilen Bakterium Synechocystis sp. und
dem thermophilen Bakterium Thermosynechococcus. Der Ubergang von der dimeren zur monomeren Form findet bei beiden
Proteinen in einem Schritt statt und ist reversibel. Bei Synechocystis sp. beginnt die Monomerisierung bei einer Temperatur
von 43 °C und bei Thermosynechococcus bei 50 °C. Die fur die Dimerisierung verantwortliche Doméne, welche den
Thermosensor darstellt, ist bei dem mesophilen Bakterium Synechocystis sp. der N-Terminus mit den langen, gepaarten a-
Helices und bei dem thermophilen Bakterium Thermosynechococcus der C-Terminus mit dem Vier-Helix-Biindel und der -
Faltblattstruktur in grau hinterlegt. Verandert nach (Groemping et al. 2001b)
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden physiologische Veranderungen bei  der
Thylakoidmembranbiogenese in einem Cyanobakterium verfolgt. Die Zellen des
Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 zeigten bei Wachstum im Dunkeln in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen nur rudimentare Thylakoidstrukturen. Nach dem
Transfer ins Licht, bildeten sich nach acht bis zw6lf Stunden erneut Thylakoidmembranen,
und nach etwa 24 h war ein vollstandiges Thylakoidmembransystem ausgebildet. Parallel mit
der Entwicklung der Thylakoide stieg bei der Messung des Chlorophylls, der
Chlorophyllgehalt pro Zelle nach acht Stunden im Licht kontinuierlich an, bevor nach 24 h
ein maximaler Wert erreicht wurde. Das Verhaltnis von Phycobilisomen zu Chlorophyll
verschob sich wahrend des Wachstums auf die Seite des Chlorophylls. Die im Dunkeln an das
PS Il assoziierten Phycobilisomen I6sten sich und das im Dunkeln detektierte verringerte PS |
zu PS 1l Verhéltnis stieg an. Das bei Wachstum im Dunkeln primér als Monomer vorliegende
PS Il, war durch eine inaktive Donorseite nicht funktional. Nach dem Transfer ins Licht,
zeitgleich mit der Bildung der ersten Thylakoidmembranen, nach etwa acht bis zwolf
Stunden, war in den verschiedenen Messungen ein aktives PS Il zu detektieren. Nach
Wachstum im Licht fur 24 h waren keine Unterschiede bei der Aktivitdt des PS Il im
Vergleich zu Synechocystis sp. Zellen, welche dauerhaft unter Belichtung kultiviert wurden zu
erkennen. Das PS | lag nach der Inkubation im Dunkeln, in geringerer Konzentration aber
aktiv als Trimer in den cyanobakteriellen Zellen vor.

In einem weiteren Projekt wurden zwei Typ I-Signalpeptidasen aus Synechocystis sp. PCC
6803 im Bezug auf ihre intrazellulére Lokalisation und ihre katalytische Aktivitat untersucht.
Fluoreszenzmikroskopische ~ Aufnahmen  zeigten  LepB1 ausschlieBlich in  der
Thylakoidmembran und LepB2 zusétzlich auch in der Plasmamembran lokalisiert. Fir die
Untersuchungen der Lokalisation konnte ein neues System der Fluoreszenzmikroskopie
entwickelt und erfolgreich eingesetzt werden, welches auf dem durch Hitze zu aktivierenden
Synechocystis dnaK2-Promotor basiert. Bei der Reinigung der heterolog in E. coli
exprimierten Proteine zeigte sich ein (auto-) proteolytischer Abbau des LepB1-Proteins. Fir
weitere Untersuchungen der katalytischen Aktivitat wurden die Vorlauferproteine Pré-PetE

sowie Pra-PetJ als Substrate fur LepB2 identifiziert.
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Neben der Thylakoidmembranbiogenese und den Signalpeptidasen wurde die Funktionsweise
des Nukleotidaustauschfaktors GrpE aus den verwandten Cyanobakterien Synechocystis sp.
PCC 6803 und Thermosynechococcus elongatus BP1 untersucht.

Bei den GrpE-Proteinen beider Cyanobakterien erfolgt der Ubergang von einem Dimer hin zu
einem Monomer in einem Schritt. Dabei setzt die Monomerisierung der GrpE-Proteine bei
einer Temperatur ein, die jeweils etwas Uber den physiologischen Wachstumsbedingungen
der beiden Bakterien liegt. Der Prozess der Monomerisierung ist reversibel, wodurch die
Funktion der Proteine als Thermosensor gewdhrleistet wird. Hinsichtlich der Dimerisierung
zeigten die verschiedenen Proteindoménen der untersuchten GrpE-Proteine Unterschiede. Bei
dem Protein aus Synechocystis sp. ist der N-Terminus fiir die Dimerisierung und somit
hauptsachlich fir die Funktion als Thermosensor verantwortlich. Der C-Terminus tragt in
dem mesophilen Bakterium zusétzlich zu der Stabilitat des Gesamtproteins bei. Das GrpE-
Protein aus dem thermophilen Bakterium Thermosynechococcus besitzt eine primér durch den
C-Terminus vermittelte und stabilisierte dimere Struktur. Der C-Terminus stellt hier
vermutlich den Thermosensor dar, wogegen der N-Terminus keinen direkten Einfluss auf die

Dimerisierung und die Funktion als Thermosensor zeigt.
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