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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. als Modellorganismus

Cyanobakterien zeichnen sich im Vergleich zu anderen Eubakterien durch die Fahigkeit der
oxygenen Photosynthese aus (Stanier & Cohenbazire, 1977). Infolge des gemeinsamen
evolutionshiologischen Ursprungs weisen eukaryotische Chloroplasten und cyanobakterielle
Zellen eine groRe funktionelle und strukturelle Ahnlichkeit auf, wodurch Cyanobakterien bei
der Erforschung photosynthetischer Prozesse als Modellorganismen eine bedeutende Rolle
einnehmen (Martin et al., 2002; Stanier & Cohenbazire, 1977). Darliber hinaus gerieten
Cyanobakterien in den letzten Jahren wegen ihrer Diversitat, der Besiedlung extremer
Habitate und der Produktion zahlreicher sekundarer Metabolite immer mehr in den Fokus der
industriellen Biotechnologie (Abed et al., 2009). Die cyanobakterielle Zelle besitzt einen
Gram-negativen Zellwandaufbau mit einer inneren Cytoplasmamembran und einer auf-
gelagerten auieren Membran (Abb. 1). In dem internen Thylakoidmembransystem findet die

Lichtreaktion der Photosynthese statt.

Thyalkoide
(Thylakoiddoppel-
membranen)

Cytoplasma

AuBere Membran

Cytoplasmamembran

200 nm |

Abb. 1 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle von Synechocystis sp. PCC6803.
Am Beispiel des Bakteriums Synechocystis sp. ist der Aufbau einer cyanobakteriellen Zelle dargestellt.
(In Zusammenarbeit mit Dr. Uwe Kahmann, Universitat Bielefeld)

Unter den Cyanobakterien bildet Gloeobacter violaceus eine bemerkenswerte Ausnahme, da
es keine Thylakoide besitzt und die photosynthetische Elektronentransportkette in der
Cytoplasmamebran lokalisiert ist (Nelissen et al., 1995; Rippka et al., 1974).

In dieser Arbeit wurde der Moedellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803
(Synechocystis sp.) verwendet, ein einzelliges Cyanobakterium, welches 1968 aus einem
kalifornischen See isoliert und in der Pasteur Culture Collection (PCC 6803) hinterlegt wurde
(Stanier et al., 1971). Das Genom von Synechocystis sp. wurde als das Erste eines
photosynthetischen Organismus vollstandig sequenziert (Kaneko et al., 1996a) und 6ffentlich
zuganglich gemacht (CyanoBase, (Nakamura et al., 2000)). Aufgrund der natirlichen

Kompetenz der Zellen ist eine einfache genetische Manipulation durch homologe
1



Einleitung

Rekombination moglich (Williams, 1988). Auch die Kultivierung des Cyanobakteriums ist mit
seiner relativ kurzen Generationszeit von etwa 12 Stunden praktikabel (Vermaas et al.,
1988). Ein weiterer Vorteil des verwendeten Stamms ist seine Glukosetoleranz, durch die
Synechocystis sp. befahigt ist, unter heterotrophen Bedingungen in Dunkelheit zu wachsen
(Anderson & Mcintosh, 1991). Jedoch erfordert eine solche Kultivierung eine regelmafige,
zeitlich begrenzte Beleuchtung mit blauem Licht, weshalb dieses Wachstum auch als light-
activated heterotrohic growth (LAHG) bezeichnet wird (Anderson & Mcintosh, 1991). Die
Zucht von Synechocystis sp. unter LAHG-Bedingungen fihrt zu einer Reduzierung des
Thylakoidmembransystems, das dann nur noch als diffuse Struktur unter dem
Elektronenmikroskop (EM) erkennbar ist (Barthel et al., 2013; Vernotte et al., 1992). Werden
jedoch dunkeladaptierte Zellen wieder Lichtbedingungen ausgesetzt, kommt es zu einer
Regeneration der Thylakoidmembranen und einer verfolgbaren Rickgewinnung bzw.
Steigerung der photosynthetischen Aktivitat aufgrund von aktivem Photosystem Il (Barthel et
al., 2013). Somit stellt Synechocystis sp. einen geeigneten Modellorganismus dar, um die
Thylakoidmembranbiogenese und photosynthetische Prozesse im Allgemeinen zu

erforschen.

1.2 Die Thylakoidmembran als Kompartiment des Energiestoffwechsels

In der cyanobakteriellen Thylakoidmembran findet die Lichtreaktion der Photsynthese statt,
bei der die Energie des Sonnenlichts in chemische Energie, in Form von
Reduktionsaquivalenten und Phosphorylierungsenergie, umgewandelt wird (Abb. 2). NADPH
(Nikotinamidadenindinukleotidphosphat) und ATP (Adenosintriphosphat) kdnnen an-
schlieBend in der energieaufwandigen Dunkelreaktion fir die Synthese von Zucker
verwendet werden, die Uber eine schrittweise Reduktion von CO, zu Glukose im Calvinzyklus
erfolgt. Die Lichtenergie wird durch Phycobilisomen (PBS) an die Photosysteme weiter-
geleitet (Abb. 2), was im Reaktionszentrum des Photosystem Il (PS Il) nach Anregung eines
zentralen Chlorohyllpaars zu einer Ladungstrennung fihrt, wodurch Elektronen in die
Elektronentransportkette (ETK) geleitet werden. Die entstandene Elektronenliicke wird tber
die Spaltung von Wassermolekilen im wasserspaltenden Komplex (OEC, Oxygen Evolving
Center) wieder geschlossen. Mit Hilfe der Redoxmediatoren Plastochinon, Plastocyanin und
Ferrodoxin werden die Elektronen tber den Cytochrom bgf-Komplex und das Photosystem |
(PS 1) letzlich auf NADP" Uibertragen. Dabei wird ein Protonengradient Gber der Thylakoid-
membran aufgebaut, der fur die Umsetzung von ADP zu ATP an der ATP-Synthase
verwendet wird (Abb. 2).
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NADPH

. ADP ATP
Q&Lmht NADP* + i/ N4
Fd

N

PQ |

—

Cc

Cytoplasma
7N

Thylakoidlumen N
2H,0 o,+4H+ BH PCiCyte Lic%

Abb. 2 Schematische Darstellung der Lichtreaktion mit den Proteinkomplexen des photo-
synthetischen Elektronentransports in der Thylakoidmembran.

In der Thylakoidmembran sind die Proteinkomplexe der Elektronentransportkette lokalisiert, tber
welche die Elektronen der Wasserspaltung geleitet werden. Die mit Hilfe der Phycobilisomen (PBS)
gesammelte Lichtenergie wird auf das Photosystem Il (PSIl) ubertragen, welches daraufhin
Elektronen lber Plastochinon (PQ), den Cytochrom bg¢f-Komplex (Cyt bgf), Plastocyanin (PC) bzw.
Cytochrom cg (Cyt cg), Photosystem | (PS 1) und Ferredoxin (Fd) zu NADP® leitet. Bei diesem
Elektronentransport wird ein Protonengradient (H") tiber der Thylakoidmembran aufgebaut, der fur die
Synthese von ATP an der ATP-Synthase verwendet werden kann.

Bemerkenswerterweise sind in Cyanobakterien neben den Proteinkomplexen der
Photosynthese auch Komponenten der Atmungskette in der Thylakoidmembran lokalisiert,
so dass in einem Kompartiment beide Reaktionen gleichzeitig ablaufen konnen (Mullineaux,
2014; Vermaas, 2001). Daruber hinaus uberschneiden sich die Elektronentransportketten
von Photosynthese und Respiration aufgrund der Verwendung gleicher Redoxkomponenten.
Auf diese Weise kann der Plastochinon-Pool entweder von Elektronen des PS Il oder von
Elektronen der NADPH- bzw. Succinat-Dehydrogenase gespeist werden, die dann Uber den
Cytochrom be¢f-Komplex auf PS | oder terminale Oxidasen Ubertragen werden (Cooley et al.,
2000; Ogawa, 1991; Ohkawa et al., 2000; Vermaas, 2001).

Im Gegensatz zu héheren Pflanzen ist das Thylakoidsystem in Cyanobakterien nicht aus
Stroma- oder Granathylakoiden aufgebaut, so dass eine drtliche Trennung der Komponenten
der Photosynthese scheinbar nicht gegeben ist. Jedoch konnte in Synechocystis sp. eine
raumliche Ordnung der Photosysteme nachgewiesen werden, die wahrscheinlich Fehler bei
der Elektronenibertragung minimiert (Olive et al., 1997; Westermann et al., 1999). Dabei
sind PS 1l Dimere dicht gepackt in parallelen Reihen angeordnet und dazwischen PS I-
Trimere eingestreut (Mullineaux, 1999). Bemerkenswerterweise ist die Stochiometrie der
Photosysteme in vielen Cyanobakterien im Gegensatz zu hoheren Pflanzen gré3er als 1, wie
zum Beispiel bei Synechocystis sp. fur den ein PS I:PS Il Verhdltnis von 5 beschrieben

wurde.
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1.2.1 Phycobilisomen

Die Phycobilisomen der Cyanobakterien sind frei bewegliche Lichtsammelantennen, welche
die absorbierte Lichtenergie Uber ihre Antennensegmente zu den Kernsegmenten weiter auf
die Photosysteme Ubertragen (Abb. 3). Sie sind aus Phycobiliproteinen aufgebaut, die mehr
als die Halfte des Proteins einer cyanobakteriellen Zelle ausmachen konnen.
Phycobiliproteine bestehen aus einer U- und einer b-Untereinheit, an die jeweils ein
Chromophor, das sogenannte Phycobilin, gebunden ist. Das U BHeterodimer kann sich als
Trimer oder Hexamer zu scheibenférmigen Segmenten und weiter zu Stapeln
zusammenlagern, die den Kern bzw. die Antennen des Phycobilisomenkomplexes bilden
(Abb. 3) (Arteni et al., 2009; Grossman et al., 1993).

Antennensegmente

Allophycocyanin

Kernsegmente

Abb. 3 Schematischer Aufbau eines Phycobilisom-Antennenkomplexes.

Der schematische Aufbau eines Phycobilisomkomplexes ist am Beispiel eines Komplexes aus
Synechocystis sp. gezeigt. Die Kern- und Antennensegmente werden durch Linkerproteine, wie
beispielsweise Lg'%, L, Lg®, Lr® und Lc miteinander verbunden und stabilisiert. Die Abbildung wurde
verandert nach (Arteni et al., 2009).

Linkerproteine verbinden die Segmente miteinander und sind neben der Stabilisierung der
einzelnen Segmente fir die Stabilitdit des gesamten Komplexes verantwortlich (Abb. 3).
Darlber hinaus spielt der Linker L¢y bei der Interaktion der Phycobilisomen-Kerneinheit mit
der Thylakoidmembran eine zentrale Rolle, der wahrscheinlich eine direkte Wechselwirkung
mit Photosystem Il zu Grunde liegt (Arteni et al.,, 2009; Redlinger & Gantt, 1982). In
Phycobilisomen bilden gestapelte Segmente aus trimerem Allophycocyanin den Kern, von
dem gestapelte Antennensegmente strahlenférmig abgehen (Abb.3). Neben dem
Absorptionsbereich von Chlorophyll a, kdénnen Cyanobakterien mit Hilfe der pigment-
bindenden Phycobiliproteine Phycocyanin, Phycoerythrin und Phycoerythrocyanin, den
Wellenlangenbereich von 450 nm bis 660 nm fur die Photosynthese nutzen (Grossman et al.,
1993). Am Ubergang der Antennensegmente zum Kern ist obligatorisch ein Phycocyanin-

segment lokalisiert, wahrend die distalen Segmente aus allen drei Phycobiliproteinen
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gleichermalf3en aufgebaut sein kdnnen (Abb. 3), was von der Art des Organismus sowie den
Wachstumsbedingungen abh&ngig ist (Arteni et al., 2009).

Der Gehalt und die Zusammensetzung der Phycobilisomen kdnnen den sich &ndernden
Wachstumsbedingungen, wie Lichtstarke und Verfuigbarkeit von Nahrstoffen, angepasst
werden (Grossman et al., 1993). Beispielsweise kommt es unter hohen Lichtintensitaten zu
einer Verkirzung der Antennensegmente und einer allgemeinen Reduzierung der
Phycobilisomen, um eine Absorption von Uberschiissiger Energie zu verhindern (Muramatsu
& Hihara, 2012). Des Weiteren kann die Ubertragung der von den Phycobilisomen
absorbierten Lichtenergie auf die Photosysteme mit Hilfe von state-transitions reguliert
werden, um bei niedrigeren Lichtintensitaten die Effektivitat der Photosynthese zu erhdhen
(Mullineaux & Emlyn-Jones, 2005). Die Lichtsammelantennen kénnen dabei schnell von den
Photosystemen geldst und wieder gebunden werden, wodurch eine Umverteilung der

Exzitationsenergie zwischen Photosystem | und Photosystem Il erméglicht wird.

1.2.2 Photosystem I

Jedes Monomer des dimeren Multiproteinkomplexes Photosystem |l ist aus mehreren
Untereinheiten aufgebaut, welche als PsbA bis PsbO sowie PsbU, PsbV und PsbX
bezeichnet werden kdnnen (Abb. 4) (Ferreira et al., 2004).

PsbC PsbA PsbB
Fabe PeR o PabD

Cytoplasma

Abb. 4 Die Struktur des Photosystem II-Dimers.

Die einzelnen Untereinheiten der Kristallstruktur des dimeren PS Il aus dem Cyanobakterium
Thermosynechococcus elongatus (PDB 1S5L; (Ferreira et al., 2004)) wurden mit Hilfe des Programms
Chimera farbig dargestellt (siehe 2.2.4.20). Die zwei Kernuntereinheiten PsbA (rot) und PsbD (turkis)
sind von den grol3en Antennenproteinen PsbC (grin) und PsbB (gelb) sowie von weiteren
Untereinheiten umgeben. In der Untereinheit PsbO ist der wasserspaltende Komplex (OEC) enthalten.

Das Reaktionszentrum wird aus den zwei groRen Kernuntereinheiten PsbA (D1) und PsbD

(D2) gebildet, an die neben dem zentralen Kernchromophor, eine Reihe weiterer Kofaktoren
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gebunden sind. Antennenproteine, wie PsbB (CP47) und PsbC (CP43), sind an der
Weiterleitung der Exzitationsenergie an das Reaktionszentrum beteiligt (Abb. 4), welche das
zentrale Chlorophyllpaar P680 in einen angeregten Zustand Uberfiihrt (P680*), das in Folge
ein Elektron auf ein gebundenes Pheophytin Ubertragt. Das Elektron wird dann auf ein
proteingebundenes Plastochinon (Q,) und weiter auf ein dissoziierbares Plastochinon (Qg)
Ubertragen und auf diese Weise in den Plastochinon-Pool eingespeist. Zur Re-Reduktion von
angeregtem P680* dient ein Elektron aus der Spaltung eines Wassermolekils im
wasserspaltenden Komplex der Untereinheit PsbO, wobei ein Cluster aus vier
Manganatomen und ein Calciumatom in PsbO entscheidend an der Oxidation beteiligt sind
(Yano & Yachandra, 2014). Neben der Freisetzung von Sauerstoff kommt es bei der
Spaltung von Wasser zur Entstehung von Protonen, die zum Aufbau des Protonengradienten
beitragen (Abb. 2).

1.2.3 Cytochrom bgf-Komplex

In der cyanobakteriellen Thylakoidmembran tbernimmt der Cytochrom bgf-Komplex eine
zentrale Rolle beim photosynthetischen und respiratorischen Elektronentransport und ist in
allen bisher untersuchten Cyanobakterien essentiell fir die Zellviabilitat (Vermaas, 2001).
Durch ihn wird eine Umstellung vom bisher stattfindenden Zwei-Elektronen-Transport des
Plastohydrochinols (PQH,), auf einen Ein-Elektronen-Transport durch Plastocyanin oder
Cytochrom cg, vermittelt (Baniulis et al., 2008). Im sogenannten Q-Zyklus werden Elektronen
des reduzierten Redoxmediators Plastohydrochinol (PQH,) auf den Cytochrom bgf-Komplex
Ubertragen und dabei ein Protonengradient Giber der Thylakoidmembran aufgebaut (Baniulis
et al., 2008). Nach der Oxidation von PQH, wird eines der beiden Elektronen Uber das Eisen-
Schwefel-Protein und Cytochrom f auf die frei beweglichen Redoxmediatoren Plastocyanin
oder Cytochrom cg weitergeleitet, wahrenddessen eine Abgabe von zwei Protonen ins
Thylakoidlumen erfolgt. Das zweite Elektron nimmt einen anderen Weg und reduziert nach
Weiterleitung Uber zwei Ham b-Kofaktoren ein Plastochinon (PQ), welches an einer
zusétzlichen Bindestelle an der cytosolischen Seite des Komplexes gebunden vorliegt zu
Plastosemichinon (PQH?®). Entsprechend werden die zwei Elektronen der Oxidation eines
weiteren PQH, zu Plastocyanin bzw. zur zusatzlichen Bindestelle fir Plastochinon
Ubertragen, wodurch wiederum zwei Protonen ins Lumen abgegeben werden sowie
PQH® zu PQH; reduziert wird und dabei zwei Protonen aus dem Cytoplasma aufnimmt.
Durch den Q-Zyklus wurden letztlich vier Protonen Uber die Membran transportiert und zwei
Protonen vom Cytoplasma aufgenommen. Anschlielend kann der nachstehende frei
bewegliche Elektronentrager Plastocyanin bzw. Cytochrom cg ein Elektron an Photosystem |

bzw. an Cytochrom-Oxidase weitergeben (Vermaas, 2001).
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1.2.4 Photosystem |

Der trimere Multiproteinkomplex Photosystem | Gibertrégt Elektronen der Elektronentransport-
kette von Plastocyanin bzw. Cytochrom ce auf Ferredoxin, welches letztlich mit Hilfe der
Ferredoxin-NADP*-Reduktase NADP* zu NADPH reduziert. Die groBen Kernuntereinheiten
PsaA und PsaB bilden das Reaktionszentrum (Abb.5), in dem sich das zentrale
Chlorophyllpaar P700 befindet, welches durch weitergeleitete Exzitationsenergie von
Antennenpigmenten in den angeregten Zustand uberfuhrt werden kann (P700%*). In Folge
wird ein Elektron tUber Chlorophyll Ao, Phyllochinon A; und drei Eisen-Schwefel-Zentren auf
den terminalen Akzeptor Ferrodoxin geleitet und die Elektronenlicke in P700* durch

Oxidation von Plastocyanin bzw. Cytochrom cg geschlossen.

Cytoplasma

Thylakoidlumen "

Abb. 5 Die Struktur des Photosystem I-Monomers.

Die Untereinheiten eines Monomers des trimeren PSI| aus dem Cyanobakterium
Thermosynechococcus elongatus (PDB 1JBO; (Jordan et al., 2001)) wurden mit Hilfe des Programms
Chimera farbig dargestellt (siehe 2.2.4.20). PsaA (rot) und PsaB (gelb) stellen die Kernuntereinheiten
des Komplexes dar.

Neben dem linearen photosynthetischen Elektronentransport kann Photosystem | an einem
zyklischen Elektronentransport beteiligt sein, bei dem Elektronen von PS I/Ferredoxin zuriick
zu Plastochinon tber den Cytochrom bef-Komplex wieder zu PS | geleitet werden (Abb. 2)
(Bendall & Manasse, 1995). Auf diese Weise wird zwar ein Protonengradient aufgebaut, der
fur die Synthese von ATP verwendet werden kann, Reduktionsaquivalente in Form von
NADPH entstehen jedoch nicht. Der zyklische Elektronentransport kann somit maf3geblich
zur Einstellung eines fur die Zelle optimalen ATP:NADPH-Verhaltnis beitragen (Munekage et
al., 2004), was insbesondere unter Stressbedingungen, wie zum Beispiel hohe

Lichtintensitaten, eine wichtige Rolle spielt (Munekage et al., 2002).
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1.2.5 Biogenese der Thylakoidmembran

Bis heute ist der Vorgang der Thylakoidmembranbiogenese nicht verstanden und wird
kontrovers diskutiert (Rast et al., 2015). Die cyanobakterielle Thylakoidmembran weist eine
zur Cytoplasmamembran vergleichbare Lipidzusammensetzung auf, entsprechenderweise
konnte an beiden Membranen eine Synthese von Lipiden nachgewiesen werden (Gombos et
al., 1996; Selao et al., 2014). Ein hoher Proteinanteil verbunden mit hohen Packungsdichten
sind fur die Thylakoidmembran charakteristisch, die sich von der Cytoplasmamembran
hauptséachlich durch die Proteinzusammensetzung unterscheidet (Kirchhoff et al., 2002; Lee,
2000; Pisareva et al., 2011). Wie diese asymetrische Proteinverteilung erreicht werden kann
ist zwar noch weitestgehend ungeklart, jedoch ist eine Beteiligung spezifischer
Transportsequenzen denkbar, die von Transportfaktoren erkannt werden und einen
spezifischen Transport neusynthetisierter Polypeptide zu den Translokasen in der
Thylakoidmembran ermdglichen (Rajalahti et al., 2007; Schneider, 2014).

Interessanterweise sind auch in isolierten CM-Fraktionen Kernuntereinheiten von
Photosystem | und Photosystem Il nachzuweisen (Smith & Howe, 1993; Zak et al., 2001).
Die zusatzliche Detektion von Assemblierungsfaktoren spricht fiir eine initiale
Zusammensetzung von Untereinheiten der Photosysteme in der Cytoplasmamembran und
einen anschlieBenden Transport zur Thylakoidmemban (Nickelsen & Rengstl, 2013; Rast et
al., 2015; Smith & Howe, 1993; Zak et al., 2001). Bisher konnte jedoch kein vorgeschlagener
Transportmechanismus validert werden (Schneider, 2014). In einigen Cyanobakterien laufen
Thylakoidmembranen zu Kontaktstellen zusammen, die scheinbar an die Cytoplasma-
membran assoziiert sind oder sich in unmittelbarer Nahe zu ihr befinden (van de Meene et
al., 2006). Manche Kontaktstellen liel3en eine zentrale zylindrische Struktur erkennen, von
der die Thylakoidlamellen strahlenférmig zu entspringen scheinen (Kunkel, 1982; van de
Meene et al., 2006). Diese besonderen Strukturen wurden als Thylakoidzentren beschrieben,
in denen eine Pre-Assemblierung des Photosystems Il und die Beladung mit Mn?*, vermittelt
durch das Manganbindeprotein PratA, erfolgen konnte (Kunkel, 1982; Stengel et al., 2012).
Obwohl in diesen Bereichen ein Ubergang von Cytoplasmamembran zur Thylakoidmembran
denkbar wéare, konnte bisher noch keine eindeutige Verbindung beider Membranen in den
Thyalkoidzentren nachgewiesen werden (Liberton et al., 2006; Nevo et al., 2007; van de
Meene et al., 2006).

Das Thylakoidsystem kann von der cyanobakteriellen Zelle aufgebaut oder reduziert und auf
diese Weise den sich &ndernden Umweltbedingungen angepasst werden (Barthel et al.,
2013; Kopecna et al.,, 2012; Vernotte et al., 1992). Bei der Regulation der adaptiven
Thylakoidbiogenese spielt Licht eine Ubergeordnete Rolle. Mit einer Kultivierung von
Synechocystis sp. in Dunkelheit unter light-activated heterotrophic growth (LAHG)-
Bedingungen kommt es zu einer Reduktion des Thylakoidmembransystems, das im Licht
8
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jedoch wieder vollstandig aufgebaut werden kann (Barthel et al., 2013; Vernotte et al., 1992).
Verbunden mit der Regeneration der Thylakoidmembanen lasst sich eine steigende
photosynthetische Aktivitat dokumentieren, die auf die Bildung von aktivem Photosystem II
zurickzufuhren ist (Barthel et al., 2013). Auch bei der Akklimatisierung an hohe
Lichtintensitaten kommt es in Synechocystis sp. zu einer Reduktion der Thylakoide (Kopecna
et al., 2012).

In den letzten Jahren wurden diverse Kandidaten in Verbindung mit der Thylakoidbiogenese
in Synechocystis sp. gebracht, darunter das Vesicle inducing protein in plastids Vippl
(Sl0617), das membranassoziierte Chaperon DnaK3 (Sll1932), die Membraninsertase YidC
(SIr1471) und das Prohibitin-homologe Membranprotein SIr1768 (Bryan et al.,, 2011,
Fuhrmann et al., 2009; Rupprecht et al., 2010; Spence et al., 2004). Die genaue Funktion

dieser Proteine konnte jedoch noch nicht geklart werden.

1.3 Molekulare Chaperone

Durch die Aminosauresequenz einer neusynthetisierten linearen Polypeptidkette wird zwar
die spatere funktionale dreidimensionale Struktur des fertig gefalteten Proteins festgelegt,
eine spontane Faltung in die native Konformation wird jedoch durch das zellulare Milieu
erheblich beintrachtigt, da es Fehlfaltung und Aggregation begtinstigt (Agashe & Hartl, 2000;
Anfinsen, 1973; Dobson & Karplus, 1999). Wahrend des Translationsprozesses wird das
naszierende Polypeptid vom Ribosom sukzessiv ins Cytosol abgegeben, in dem Proteine
auRBerst dicht gedrangt vorliegen (300-400 g/l), die seine Faltung durch unerwinschte
Wechselwirkungen negativ beeinflussen kénnen (Hartl et al., 2011). Obwohl fiir einige
Proteine, vor allem kleine globulare Polypeptide, eine spontane Faltung dennoch mdglich ist,
scheint fur den Uberwiegenden Anteil der zellularen Proteine eine effektive Faltung von der
Unterstlitzung molekularer Chaperone abzuhdngen (Dobson & Karplus, 1999; Hartl et al.,
2011). Allgemein werden Proteine als molekulare Chaperone bezeichnet, wenn sie mit
einem anderen Polypeptid interagieren und es somit bei der Faltung in die native
Konformation unterstiitzen, ohne nach dem Faltungsprozess selbst ein Bestandteil des
fertigen Proteins zu sein (Hartl et al., 2011). Chaperone werden alternativ als
Hitzeschockproteine bezeichnet und anhand ihres Molekulargewichts in verschiedene
Familien (Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hspl00, sHsp) eingeteilt. Vertreter dieser
Proteinfamilien sind in nahezu allen prokaryotischen und eukaryotischen Organismen zu
finden (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Weitere Faltungshelferproteine, wie Hsp33, die nicht
ubiquitar verbreitet sind, werden keiner gesonderten Klasse zugeordnet (Jakob et al., 1999;
Kumsta & Jakob, 2009). Molekulare Chaperone haben in der Zelle eine groRe Bandbreite an

Funktionen und sind unter anderem an der de novo-Faltung eines neusynthetisierten
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Polypeptids, der Oligomerisierung von Proteinen, der Ruckfaltung eines denaturierten
Proteins, der Auflosung von Proteinaggregaten und am Transport von Proteinen beteiligt
(Hartl et al., 2011). In der de novo-Proteinfaltung sind vor allem Vertreter der Hsp60-, Hsp70-
und Hsp90-Familien involviert, die ihre Substrate ATP- und Kofaktor-reguliert wiederholt
binden und freigeben und somit die Faltung des Polypeptids in seine native Konformation
unterstitzen. Allerdings sind es ribosomassoziierte Chaperone, wie das prokaryotische
Trigger Factor-Protein (siehe 1.3.2), die zuerst mit dem naszierenden Protein am Ribosom
interagieren, initiale Faltungsschritte einleiten und es gleichzeitig vor Fehlfaltung schitzen
(Craig et al., 2003; Hoffmann et al., 2010). Auch Hsp70-Proteine (siehe 1.3.1) kdnnen
kotranslational als Faltungshelfer beteiligt sein und eine Aggregation der naszierenden Kette
verhindern (Deuerling & Bukau, 2004). Die Chaperonine GroEL/ES der Hsp60-Familie sind
Uberwiegend an der posttranslationalen Faltung neusynthetisierter Polypeptide beteiligt und
bilden einen ATP-abhangigen Faltungskomplex, der durch seine kapselartige Struktur ein
vorribergehend vom Cytosol getrenntes Kompartiment bereitstellen kann, das die native
Faltung des eingeschlossenen Polyppetids begtlnstigt (Bukau & Horwich, 1998; Deuerling &
Bukau, 2004). Im Vergleich zu den meisten anderen Chaperonen ist (lber den Mechanismus
der ATP-abhéangigen Funktion der Hsp90-Proteine wenig bekannt, die insbesondere an der
Faltung von Proteinen der Signaltransduktion und des Proteintransports beteiligt sind und mit
einer beachtlichen Anzahl von tber 20 Kochaperonen wechselwirken (Taipale et al., 2010).
Proteine der HsplOO0-Familie besitzen eine ATP-abhangige Unfoldase-Aktivitat, die es
fehlgefalteten Proteinen ermoglicht erneut zu falten (Ogura & Wilkinson, 2001; Schirmer et
al., 1996). AufBerdem sind sie an der Aufldsung von Proteinaggregaten beteiligt und
vermitteln den proteolytischen Abbau fehlgefalteter Proteine (Lee et al., 2004). Andere
Helferproteine, wie kleine Hitzeschockproteine (sHsps) und DnaJ-Proteine (Hsp40) agieren
ATP-unabhéngig (Jakob et al., 1993; Kampinga & Craig, 2010). Die sHsps verhindern als
Holdasen durch Bindung hydrophober Bereiche die Aggregation teilweise denaturierter
Proteine (Jakob et al, 1993; Walter & Buchner, 2002). DnaJ-Proteine werden als
Kochaperone bezeichnet, da sie denaturierte Proteine binden und an Hsp70-Chaperone
weiterreichen kdnnen sowie deren ATP-Hydrolyseaktivitdt durch Wechselwirkung mit der
Nukleotidbindedomane um mehr als das 1000-fache steigern (Craig et al., 2006; Laufen et
al., 1999). Auf diese Weise vermitteln sie die Sustratspezifitat und somit die Funktion ihrer
Hsp70-Interaktionspartner (Kampinga & Craig, 2010).

Molekulare Chaperone spielen neben ihrer Funktion unter physiologischen Normal-
bedingungen auch unter Stressbedingungen eine wichtige Rolle. Dementsprechend reagiert
die Zelle auf Stressfaktoren, wie hohe Temperaturen, mit einer verstarkten Expression von
Hitzeschockproteinen, um der Fehlfaltung, Denaturierung und Aggregation von Proteinen

entgegenzuwirken (Hartl et al., 2011, Lindquist & Craig, 1988).
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1.3.1 Familie der Hsp70-Proteine

Die Proteine der Hsp70-Familie weisen eine hohe Sequenzhomologie auf und sind in den
meisten prokaryotischen und allen eukaryotischen Organismen zu finden (Deuerling &
Bukau, 2004; Lindquist & Craig, 1988). In Pro- und Eukaryoten ist das Auftreten multipler
homologer Hsp70-Proteine weit verbreitet, wobei in manchen Zellkompartimenten mehrere
Homologe gleichzeitig auftreten konnen (Deuerling & Bukau, 2004). Hsp70-Chaperone sind
unter anderem an der ATP-abhangigen Faltung neusynthetisierter Polypeptide, der
Zusammensetzung sowie der Auflésung oligomerer Proteinstrukturen, der Ruckfaltung
denaturierter Proteine und am gerichteten Proteintransport beteiligt und spielen somit unter
physiologischen Normalbedingungen als auch unter Stressbedingungen eine bedeutende
Rolle (Deuerling & Bukau, 2004; Hartl et al., 2011). Ihr Funktionsmechanismus wird durch
einen Zyklus beschrieben, bei dem das Substrat ATP- und Kofaktorabhangig wiederholt
gebunden und freigesetzt werden kann (Genevaux et al., 2007; Kampinga & Craig, 2010).
Hsp70-Proteine arbeiten wahrscheinlich als Teil eines zusammenhangenden Chaperon-
netzwerks in Kooperation mit anderen Chaperonsystemen, wie Hsp60 (GroEL/ES) bei der
Proteinfaltung (Deuerling & Bukau, 2004; Langer et al., 1992), Hsp90 bei der Proteinfaltung
und Signaltransduktion (Pratt & Toft, 2003) und mit Hsp100 (ClpB) sowie sHsps bei der
Auflésung von Proteinaggregaten und Ruckfaltung von fehlgefalteten Proteinen (Haslbeck,
2002; Haslberger et al., 2007). Das am besten untersuchte Protein der Hsp70-Familie ist
DnaK aus E. coli, dessen Struktur, Funktionsmechanismus und Wirkungsspektrum
umfassend beschrieben werden konnte (Bertelsen et al., 2009; Deuerling & Bukau, 2004,
Genevaux et al., 2007; Hartl et al., 2011; Zuiderweg et al., 2013). Die Funktion von DnaK ist
abhangig von seinen Kochaperonen, die als Hsp40 bzw. DnaJ und Nukleotidaustauschfaktor
(GrpE) bezeichnet werden (Brehmer et al., 2004; Laufen et al., 1999).

1.3.1.1 Struktur und Funktion der DnaK-Proteine

Das DnaK-Protein aus E. coli besteht aus 638 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von
etwa 69 kDa und ist aus den drei Domé&nen Nukleotidbindedomane (NBD), Substrat-
bindedomé&ne (SBD) und Lid-Doméne (Lid) sowie einem unstrukturierten C-Terminus (CT)
aufgebaut (Abb. 6). In der N-terminalen NBD findet die Bindung von ATP statt, das durch die
intrinsische ATPase-Aktivitdt langsam zu ADP umgesetzt wird (McCarty et al., 1995). Die
Bindung von ATP erfolgt zusammen mit Mg und zwei K*-lonen in einer Kavitdt zwischen
den Subdomaéanen IA/IB und IlIA/IIB, die alle an der Interaktion beteiligt sind (Abb. 6)
(Flaherty et al., 1990; Kityk et al., 2012). Nach einem kurzen Interdomanen-Linker folgt die
SBD, in der die Substratbindetasche lokalisiert ist, durch die freiliegende hydrophobe

Sequenzbereiche des denaturierten Substrats gebunden werden kénnen (Abb. 6 und Abb. 7)
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(Zhu et al., 1996). An der Regulation der Substratbindung und -freigabe ist die Lid-Domane
entscheidend beteiligt, welche sich abhangig von der GroRRe des Substrats lber die
Substratbindetasche bewegen kann (Abb. 6) (Aponte et al., 2010; Schlecht et al., 2011,
Slepenkov & Witt, 2002). Dem C-terminalen, unstrukturierten und flexiblen Bereich konnte
zwar bisher noch keine eindeutige Funktion zugeschrieben werden, jedoch scheint er
bedeutend fir die Chaperonaktivitat zu sein und ist moglicherweise Uber ein Bindemotiv an
der Interaktion mit Subtraten beteiligt (Smock et al., 2011).

Allgemein weisen die Sequenzbereiche von der NBD uber den Interdoméanen-Linker zur SBD
in Hsp70-Proteinen eine starke Konservierung auf, wogegen die C-terminalen
Sequenzbereiche, insbesondere der unstrukturierte C-Terminus, nur schwach konserviert
vorliegen (Bertelsen et al., 1999; Bukau & Horwich, 1998; Rupprecht et al., 2007b).

|

384 393 508 605

638
NBD =  SBD Lid

Nukleotidbindedoméne Substrat- Lid-
(ATPase Funktion) bindedomane domane

Abb. 6 Struktur und Doméanenaufbau des DnaK-Proteins aus E. coli.

Schematische Darstellung der Domaéanenstruktur von E. coli-DnaK bestehend aus Nukleotid-
bindedoméane (NBD), Substratbindedomane (SBD), Interdom&nen-Linker, Lid-Doméne (Lid) und
variblen C-Terminus (CT) mit Angabe von Aminosaurepositionen. Darunter ist die Kristallstruktur in
der geschlossenen ADP gebundenen Form (PDB 2KHO; (Bertelsen et al., 2009)) gezeigt, deren
Doménen mit Hilfe des Programms Chimera farbig dargestellt wurden (siehe 2.2.4.20).

Die SBD ist aus zwei b-Faltblattern mit jeweils vier antiparallelen b-Strdngen aufgebaut,
welche eine b-Sandwich-Struktur bilden (Abb. 7) (Zhu et al., 1996). Fir die Substratbindung
sind vorallem die Loops zwischen den b-Strangen verantwortlich (Abb. 7) (Zhu et al., 1996).
DnaK-Chaperone erkennen denaturierte Sequenzbereiche von Proteinen anhand eines
Bindemusters aus vier bis funf Aminosdureresten, das statistisch alle 36 Aminoséuren auftritt
und somit wenigstens einmal in jedem Protein vorhanden sein sollte (Rudiger et al., 1997,
Van Durme et al., 2009). Dieses Bindemotiv weist im Zentrum hydrophobe Aminosauren wie

Leucin oder Valin auf, die von zwei basischen Resten flankiert werden (Gragerov et al.,
12
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1994). Anhand der Bindung eines kurzen Substratpeptids mit der Sequenz NRLLLTG in der
SBD, konnten Reste, die an der Wechselwirkung zwischen SBD und Substrat beteiligt sind,
nachgewiesen werden (Abb. 7) (Gragerov et al., 1994; Qi et al., 2013; Zhu et al., 1996). Die
hydrophoben Aminoséduren des Polypeptides interagieren dabei am DnaK-Protein mit
hydrophoben Aminosaurenresten in der Substratbindetasche, wobei die basischen Reste
des Substratpeptids mit der negativen Ladung im auf3eren Bereich der Substratbindetasche
wechselwirken (Abb. 7). An der Bindung des Substrats sind die Loops Lj, und Lg
mal3geblich beteiligt, welche durch Lss und Lgg stabiliisiert werden (Abb. 7) (Qi et al., 2013;
Zhu et al., 1996). Die flexible Lid-Domé&ne kann sich Uber die Substratbindetasche bewegen
und kommt somit in engen Kontakt zum gebundenen Polypeptid (Aponte et al., 2010;
Schlecht et al., 2011). Neben der Bindung und Interaktion mit dem Substrat, reguliert die
Doméne durch eine Bewegung hinweg von der Bindetasche auch die Substratfreigabe
(Zuiderweg et al., 2013).

Lid-Domane

1401
T403
M404
F426
F429
Q433
V436
1438

Substrat-
bindedoméne

CISICISISI®IOIS

Abb. 7 Die Bindung von Substraten in der Substratbindedomaéane des E. coli-DnaK-Proteins.
Gezeigt ist die Kristallstruktur der Substratbindedoméne von E. coli DnaK im Komplex mit dem
Substratpeptid NRLLLTG (PDB 1DKZ; (zZhu et al., 1996)). Fir die Substratinteraktion relevante
Aminosaurereste sind numeriert von 1-8 angegeben (Zhu et al., 1996). AuRerdem sind die Loops L;;
sowie Lz, markiert, die an der Substratbindung entscheidend beteiligt sind und von den Loops L4s und
Lgs stabilisiert werden. Die Domanen wurden mit Hilfe des Programms Chimera angefarbt (siehe
2.2.4.20)

Hsp70-Chaperone sind allosterische Proteine, bei denen eine Bindung von ATP in der NBD
zu einer Freigabe des Substrats in der SBD fihrt sowie eine Bindung des Substrats in der
SBD eine ATP-Hydrolyse in der NBD vermittelt, die wiederum die Substrataffinitat in der SBD
erhdht (Zuiderweg et al., 2013). Dabei nimmt das DnaK-Protein abhangig von der ATP-
Bindung und -Hydrolyse zwei Konformationen ein (Abb. 8 A und B).
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A B

DnaK in der offenen DnaK in der geschlossenen
Konformation (ATP) Konformation (ADP)

. Nukleotidbinde-
Kavitat
NBD
Lid-
domaéne
NBD _
- Lid-
SBD domane
/4 / ¥— Substrat-
bindetasche
Substrat-
— bindetasche
C

fehlgefaltetes
Protein

nativ gefaltetes

Protein .
<

Abb. 8 ATP-abhangige Konformationséanderungen im Chaperonzyklus von E. coli DnakK.
Gezeigt ist die Kristallstruktur von DnaK aus E. coli in der A) offenen ATP gebundenen Form (PDB
4B9Q; (Kityk et al., 2012)) und der B) geschlossenen ADP gebundenen Form (PDB 2KHO; (Bertelsen
et al., 2009)), deren Doméanen mit dem Programms Chimera angefarbt wurden (siehe 2.2.4.20).
C) Chaperonzyklus von DnaK verandert nach (Doyle et al., 2013): (1) Ein fehlgefaltetes Protein wird
entweder von einem DnaJ-Kochaperon erkannt und auf die SBD eines DnaK-Proteins im ATP-
gebundenen Zustand Ubertragen oder direkt von DnaK gebunden. (2) Durch Interaktion von DnaJ mit
der NBD von DnaK kommt es zur Steigerung der ATP-Hydrolyseaktiviat und durch die Umsetzung von
ATP zu ADP zu einer Konformationsdnderung in der SBD und Lid-Doméne, welche zu einer erhgéhten
Substrataffinitdt und zur Ausbildung eines stabilen DnaK-Substrat-Komplexes fihrt. Wahrenddessen
I6st sich DnaJ von diesem Komplex und kann wieder im nachsten Zyklus mitwirken. (3) Die Interaktion
von GrpE mit der NBD von DnaK fihrt zu einer Konformationsdnderung, die den Austausch von ADP
zu ATP signifikant beschleunigt. In der offenen Konformation von DnaK ist die Affinitdt der SBD zum
Substrat verringert, welches daraufhin freigegeben wird. (4) Das freigegebene Protein kann entweder
selbst in die native Konformation falten oder wird erneut in den Chaperon-Zyklus eingeschleust. (5)
Das DnaK-Protein liegt nach der Ablésung von GrpE wieder in Ausgangszustand vor und der DnaK-
Chaperon-Zyklus kann von neuem beginnen.
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Im ATP-gebundenen Zustand liegt das Protein in einer offenen Konformation vor, bei der nur
eine geringe Affinitat zum Substrat vorhanden ist (Abb. 8 A) (Qi et al., 2013; Schmid et al.,
1994). Der direkte Kontakt zwischen NBD und SBD fuhrt zu weitreichenden
Konformationsanderungen in der SBD, die zu einer Veranderung der Substrataffinitat und
somit zu einer Freigabe des Substrats fihren (Zuiderweg et al., 2013). Zudem befindet sich
die Lid-Doméne in raumlicher Distanz zur SBD, wodurch die Bindetasche frei zuganglich
wird, was eine Substratfreisetzung und erneute Substratbindung begiinstigt (Abb. 8 A)
(Mayer, 2013). Durch Hydrolyse von ATP zu ADP geht DnaK in die geschlossene
Konformation Uber, bei der Substrate mit hoher Affinitdt gebunden werden (Abb. 8 B)
(Bertelsen et al., 2009; Qi et al., 2013). Die Lid-Domé&ne bewegt sich dabei Uber die
Substratbindetasche und tragt zur Bindung und Interaktion mit dem Substrat bei (Schlecht et
al.,, 2011). Bei der Signaltransduktion zwischen den Domanen spielt die konservierte,
Uberwiegend hydrophobe Linkersequenz (®*°VLLLD**®) zwischen NBD und SBD eine
entscheidende Rolle (Han & Christen, 2001; Vogel et al., 2006).

Durch spezifische Wechselwirkung mit Hsp70-Proteinen kénnen die Kochaperone Hsp40
(DnaJ) und Nukleotidaustauschfaktor (GrpE) die Hydrolyse- und Austauschrate von ATP
signifikant erhéhen und dadurch die Chaperonaktivitat mafRgeblich regulieren (Brehmer et
al., 2004; Liberek et al., 1991). Der Funktionsmechanismus eines DnaK-Proteins beschreibt
einen Zyklus, bei dem das Substrat ATP- und Kofaktorabhdngig wiederholt gebunden und
freigesetzt werden kann und der als DnaK-Chaperonzyklus bezeichnet wird (Abb. 8 C). Auf
diese Weise kdnnen DnaK-Proteine als Holdasen die Konzentration von freiem Substrat
reduzieren und seine Aggregation verhindern oder als Foldasen seine native Faltung
unterstitzen (Genevaux et al., 2007; Mayer & Bukau, 2005). Neben Hsp70-Proteinen sind
auch Hsp40-Kochaperone dazu befahigt, denaturierte Proteine zu erkennen, die sie
anschlielend auf die SBD eines DnaK-Chaperons im offenen ATP-gebundenen Zustand
Ubertragen (Abb. 8 A und C) (Craig et al., 2006). Durch Interaktion der J-Doméane des DnaJ-
Proteins mit der NBD des DnaK-Proteins kann die ATP-Hydrolyse um mehr als das 1000-
fache gesteigert werden (Laufen et al., 1999). Die Umsetzung von ATP zu ADP bewirkt eine
Konformations&nderung in der SBD und Lid-Doméne, die zu einer gesteigerten
Substrataffinitdt und zur Ausbildung eines stabilen DnaK-Substrat-Komplexes fiihrt (Abb. 8 B
und C). Wahrenddessen l6st sich das DnaJ-Protein vom Komplex und kann in einem neuen
Zyklus erneut mit DnaK interagieren. Die Interaktion von GrpE mit der NBD von DnaK
verursacht eine Konformationsanderung, die eine Dissoziation von ADP erleichtert und
dadurch den Nukleotidaustausch erheblich steigert (Brehmer et al., 2004; Packschies et al.,
1997). Vermittelt durch den Austausch von ADP zu ATP und dem damit verbundenen
Wechsel zur offenen Konformation (Abb. 8 A), verringert sich die Affinitat der SBD zum

Substrat, welches daraufhin freigegeben wird (Abb. 8 C). Zusétzlich kann der N-Terminus
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des GrpE-Proteins als Pseudosubstrat mit dem bereits gebundenen Substrat
konkurrieren und seine Loslosung erleichtern (Brehmer et al., 2004; Moro et al., 2007).
Das freie Substrat kann nun selbst in seine native Konformation falten oder erneut in den
Chaperonzyklus eingeschleust werden (Abb.8 C). Nach der Dissoziation des Ko-
chaperons liegt DnaK wieder in seinem Ausgangszustand vor und ein Zyklus kann von
neuem beginnen (Abb. 8 C).

Allerdings scheint die Funktion des DnaK-Proteins fur die Proteinfaltung in E. coli nicht
essentiell zu sein, da eine Deletion des Genlokus ohne Beeintrachtigung der Zellviabilitéat
maoglich ist (Deuerling & Bukau, 2004; Teter et al., 1999). Dies gilt nicht flir Temperaturen
Uber 37 °C bzw. unter 25 °C, was die Bedeutung von DnaK als kanonisches Hitzeschock-
protein in E. coli hervorhebt (Deuerling & Bukau, 2004).

1.3.1.2 Hsp70-Proteine in Synechocystis sp.

Im Genom des Cyanobakteriums Synechocystis sp. sind vier homologe Hsp70-Proteine
kodiert, unter denen fir DnaK1l, 2 und 3 eine Proteinexpression nachgewiesen wurde
(Rupprecht et al., 2007b). Dagegen ist fir DnaK4 (SIr0086) bisher nur eine Transkription
dokumentiert und das DnaK-Homolog bleibt bis heute weitestgehend uncharakterisiert (Mary
et al., 2004; Trautmann et al., 2013; Wang et al., 2012).

In Synechocystis sp. kann dnaK1 vollstandig deletiert werden, was fir dnakK2 und dnaK3
nicht moglich ist, da diese essentiell sind (Rupprecht et al., 2007b). Wie fir Hsp70-Proteine
typisch, weisen die Homologen DnaKl, 2, und 3 eine starke Konservierung in ihren N-
terminalen Sequenzbereichen auf und unterscheiden sich hauptséchlich im Bereich des
variablen C-Terminus™ (Abb. 9) (Rupprecht et al., 2007b).

| NBD | SBD [ Lid |"'CT"- MG Fraktion Relevanz
DnaK1 | | [ || | 75 kDa | | Cytosol | | nicht-essentiell
Dnak2 | | [ [ | 68 kDa | | Cytosol essentiell
DnaK3 | | | Il s6kpa| T™ essentiell

Abb. 9 Die homologen Proteine DnaK1, 2 und 3 aus Synechocystis sp.

Schematischer Domé&nenaufbau der Proteine DnaK1l, 2, und 3 aus Synechocystis sp. mit
Nukleotidbindedoméane (NBD), Substratbindedoméne (SBD), Lid-Doméne (Lid) und C-Terminus (CT).
Daneben sind die Molekulargewichte (MG) in Kilodalton (kDa), die Zellfraktion der Proteine und die
Deletierbarkeit angegeben. Thylakoidmembran (TM).

Im Vergleich zu den cytosolischen Proteinen DnaK1 und 2 besitzt das DnaK3-Protein eine
stark verlangerte C-terminale Sequenz, die seine Bindung an die Thylakoidmembran
vermittelt (Abb. 9) (Rupprecht et al., 2007b). Am distalen Ende des C-Terminus’ liegt ein
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konserviertes, tryptophan- und aspartatreiches Motiv, das fur die noch unbekannte DnaK3-
Funktion essentiell ist (Rupprecht et al., 2010). Wegen seiner Assoziation an
Thylakoidmembranen und seiner Abwesenheit im thylakoidlosen Cyanobakterium
Gloeobacter violaceus wurde das DnaK3-Protein in den letzten Jahren in Verbindung mit der
Thylakoidmembranbiogenese gebracht (Nimura et al., 1996; Rupprecht et al., 2010;
Schneider, 2014).

Fir DnaK2 konnte eine erhOhte Expression unter diversen Stressbedingungen
nachgewiesen werden (Fulda et al., 2006; Mary et al., 2004; Rupprecht et al., 2010).
Dagegen zeigte die Expression von DnaK1l und DnaK3 keine bedeutungsvolle Anderung
unter den getesteten Bedingungen (Rupprecht et al., 2010; Rupprecht et al., 2007a). Bei
dem Vergleich der zellularen Konzentrationen der DnaK-Proteine unter Standard-
Laborbedingungen konnte ein DnaK1:DnaK2:DnaK3-Verhaltnis von 1:5,5:1,2 bestimmt und
somit DnaK2 als das haufigste DnaK-Protein in Synechocystis sp. identifiziert werden
(Rupprecht et al., 2010). Vergleichbar mit dem DnaK-Protein aus E. coli nimmt DnaK2 die
Rolle des kanonischen Hitzeschockproteins in Synechocystis sp. ein (Rupprecht et al.,
2010).

Wie fir das E. coli-DnaK beschrieben, verfligen auch DnaK1, 2 und 3 aus Synechocystis sp.
Uber die Bindemotive fir eine Wechselwirkung mit GrpE. Dementsprechend konnte eine
Interaktion mit dem Nukleotidaustauschfaktor experimentell nachgewiesen werden (Brehmer
et al., 2004; Rupprecht et al., 2010). Im Genom von Synechocystis sp. sind sieben DnaJ-
Proteine kodiert, die potentiell mit den homologen DnaK-Proteinen interagieren und ihre
Chaperonaktivitdit sowie -spezifitdt beeinflussen kodnnen, was zu einer mdglichen
Verbreiterung des Wirkungsspektrums der DnaK-Chaperone fuhrt (Dippre et al., 2011).
Wahrend DnaK2 als kanonisches Hitzeschockprotein beschrieben werden konnte, bleibt die
spezifische Funktion der einzelnen DnaK-Proteine in Synechocystis sp. jedoch bis heute
weitestgehend ungeklart.

1.3.2 Die Interaktion von DnaK und Trigger Factor mit neu synthetisierten

Polypeptiden

Der Grofiteil neusynthetisierter Proteine bendtigt bei der Faltung in ihre native funktionelle
Struktur die Unterstitzung molekularer Chaperone (Hartl et al.,, 2011). Die initialen
Faltungsschritte werden dabei von ribosomassoziierten Chaperonen eingeleitet, die das
naszierende Polypeptid gleichzeitig vor Aggregation und Fehlfaltung schitzen. Trigger
Factor (TF) stellt das einzig bekannte ribosomassoziierte Chaperon in Prokaryoten dar,
wobei TF aus E. coli am besten untersucht ist (Hoffmann et al., 2010). Bei TF aus E. coli

handelt es sich um ein konstitutiv exprimiertes cytosolisches Protein, das die molare
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Konzentration der Ribosomen etwa zwei- bis dreifach tUbersteigt (Crooke et al., 1988). Durch
Wechselwirkung mit der ribosomalen Untereinheit L23 kann es in einer 1:1 Stdchiometrie
transient an Ribosomen binden und an der ribosomalen Austrittstelle als erstes Chaperon mit
naszierenden Polypeptiden interagieren (Abb. 10) (Ferbitz et al., 2004; Hesterkamp et al.,
1997; Kramer et al., 2002; Lill et al., 1988).

Ribosom mit
naszierendem
Polypeptid

nativ gefaltetes
Protein

Trigger
Factor

[N

DnalK

+ Kochaperone
(DnaJ, GrpE)

) GroEL/ES

N

nativ gefaltetes
Protein

Abb. 10 Schematische Darstellung der Faltung eines neusynthetisierten Polypeptids.

Der ribosomassoziierte Trigger Factor interagiert mit naszierenden Polypeptiden, unterstitzt deren
Faltung und schiitzt sie vor Aggregation. Danach kann das neusynthetisierte Protein entweder
spontan in seine native Konformation falten oder benétigt die Hilfe von ATP-abhangigen
Chaperonsystemen, wie DnaK mit DnaJ und GrpE oder GroEL/ES (Deuerling & Bukau, 2004).

TF aus E. coli (~48 kDa) ist aus drei Doméanen aufgebaut (Abb. 11). Die N-terminale Doméne
tragt ein Bindemotiv (GFRxGxxP), das die Bindung an die ribosomale Untereinheit L23
vermittelt (Kramer et al., 2002). Der mittlere Abschnitt des Proteins besitzt eine Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-lsomerase (PPlase)-Aktivitat, die fir die Chaperonfunktion von TF jedoch
nicht essentiell ist (Kramer et al., 2004; Merz et al., 2006). Die N-terminale Doméane bildet
zusammen mit der C-terminalen Domane eine Kavitat, deren innere Oberflache aus
hydrophilen und hydrophoben Resten besteht und in ihrer Gesamtheit der
Substratwechselwirkung dient (Abb. 11) (Ferbitz et al.,, 2004; Lakshmipathy et al., 2007;
Martinez-Hackert & Hendrickson, 2009; Merz et al., 2008). Bei der Interaktion mit dem

Substrat sind hydrophobe Bereiche und ein Bindemotiv, das reich an basischen und
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aromatischen Resten ist, von Bedeutung, welches in ungefalteten Proteinen durchschnittlich
alle 32 Reste auftritt (Hesterkamp et al., 1997; Kaiser et al., 2006; Patzelt et al., 2001).

N-terminale Doméne
Bindung an Ribosomen
Substratinteraktion

C-terminale Doméane
Substratinteraktion C
primare Chaperonaktivitat

PPlase Doméne P
Peptidyl-prolyl-lsomerase /

Abb. 11 Domanenstruktur des Trigger Factors aus E. coli.

Die drei Domanen der Kristallstruktur von Trigger Factor aus E. coli (PDB 1W26; (Ferbitz et al., 2004))
wurden mit Hilfe des Programms Chimera farbig dargestellt (siehe 2.2.4.20). Daneben ist der Aufbau
aus N-terminaler Doméane (N), PPlase Doméne (P) und C-terminaler Domé&ne (C) schematisch
gezeigt.

TF unterstitzt durch die Wechselwirkung mit dem naszierenden Polypeptid ATP-unabhangig
dessen korrekte Faltung und schitzt es vor Aggregation (Mashaghi et al., 2013). Allerdings
ist das Chaperon in E. coli nicht essentiell und eine Deletion des Genlokus fiihrte zu keiner
detektierbaren Proteinaggregation oder Beeintrachtigung der Zellviabilitdt (Deuerling et al.,
1999; Teter et al., 1999). Stattdessen konnte die Abwesenheit von TF durch verstarkte
Interaktion von DnaK mit naszierenden Ketten kompensiert werden (Deuerling et al., 1999;
Teter et al., 1999). Eine kombinierte Deletion der Gene tig (trigger factor) und dnaK in E. coli
fuhrte zu einer synthetischen Lethalitat, was fur eine kooperative Funktion beider Chaperone
spricht (Deuerling et al., 1999; Teter et al., 1999). Die herausragende Bedeutung von DnaK
und TF fur die Faltung neusynthetisierter Polypeptide wurde anhand einer Depletion von tig
im E. coli-Stamm amlinaK nachgewiesen, die eine massive Aggregation von Proteinen in der
Zelle zur Folge hatte (Deuerling et al., 1999; Genevaux et al., 2004; Teter et al., 1999). Dabei
zeigte sich vorallem die Faltung von Proteinen mit Multidoménenstruktur und einer
molekularen GroRRe tUber 60 kDa abhéngig von DnaK und TF (Deuerling et al., 2003). Kleine
cytosolische Proteine kénnen wahrscheinlich direkt nach der Interaktion mit TF und ohne
Hilfe von ATP-abhangigen Chaperonen spontan in ihre native Form falten (Abb. 10).
Dagegen kann die korrekte Faltung grofRerer Proteine durch die ATP-abhéngigen DnaK
(Hsp70)- und GroEL/ES (Hsp60)-Chaperonsysteme ko- bzw. posttranslational untersttitzt
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werden (Abb. 10) (Deuerling & Bukau, 2004; Hartl et al., 2011). Es wird angenommen, dass
DnaK zusammen mit seinen Kochaperonen DnaJ und GrpE mit ungefahr 9-18 % der
neusynthetisierten  Polypeptide interagieren, die eine groflere Bandbreite an
Molekulargewichten aufweisen als die Substrate des GroEL/ES-Systems (Deuerling et al.,
1999; Teter et al., 1999).
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 betreibt mit Hilfe spezieller
Proteinkomplexe in den internen Thylakoidmembranen oxygene Photosynthese und dient als
Modellorganismus zur Untersuchung photosynthetischer Prozesse. Die Bakterienzelle ist
befahigt das Thyalkoidmembransystem den auf3eren Bedingungen anzupassen, wobei es im
Dunkeln unter light-activated heterotrophic growth-Bedingungen umfassend reduziert und im
Licht wieder vollstandig aufgebaut wird. Im Genom von Synechocystis sp. sind vier
homologe Hsp70-Proteine kodiert. Mit Ausnahme von DnaK2, das als kanonisches
Hitzeschockprotein beschrieben wurde, konnte bisher keinem DnaK-Protein eine genauere
Funktion zugeordnet werden. In dieser Arbeit sollten die homologen DnaK-Proteine genauer
untersucht werden, um neue Erkenntisse Uber die Funktion der einzelnen Mitglieder der
Hsp70-Familie aus Synechocystis sp., inshesondere ihre physiologische Bedeutung bei der
Photosysnthese und Thylakoidmembranbiogenese, zu gewinnen.

Fir ein besseres Verstandnis der Dunkeladaptation mit den ausgepragten physiologischen
und morphologischen Veranderungen, wie der Reduzierung des Thylakoidmembransystems,
sollte eine Analyse des Proteoms und Lipidoms von Synechocystis sp.-Zellen nach Zucht
unter light-activated heterotrophic growth-Bedingungen durchgefiihrt werden. Dabei sollte
das Hauptaugenmerk auf Veradnderungen bei Membranproteinen und den homologen
Hsp70-Chaperonen gelegt werden.

In E. coli wurde eine kooperative Funktion von DnaK und dem ribosomassoziierten
Chaperon Trigger Factor bei der Faltung neusynthetisierter Proteine aufgedeckt. Eine
Einzeldeletion von tig (trigger factor) und dnaK verursachte keine physiologischen Defekte,
eine Doppeldeletion flhrte zu einer synthetischen Lethalitat. Anhand der Durchfihrbarkeit
einer Einzel- bzw. Doppeldeletion von tig und dem nichtessentiellen dnaKl sowie einer
Analyse der Auswirkung der jeweiligen Deletion auf die Expression der anderen DnaK-
Proteine, sollte in dieser Arbeit die Rolle der homologen Hsp70-Proteine zusammen mit
Trigger Factor bei der Proteinfaltung in Synechocystis sp. untersucht werden. Wahrend
dnaK1l in den multiplen Genomkopien des Cyanobakteriums vollstandig deletiert werden
kann, ist nur eine teilweise Deletion von dnaK2 sowie dnaK3 und somit lediglich eine
Depletion der essentiellen Gene zu erreichen. In dieser Arbeit sollten die Synechocystis sp.-
Mutationsstamme aalnaK1l, salnakK?2, s@lnakK3, adig, adnaKladig, unter anderem anhand der
Untersuchung des Wachstumsverhaltens, phenotypisch charakterisiert werden. Dabei sollte
eine umfassende Charakterisierung von a&naK3 hinsichtlich photosynthetischer Prozesse
erfolgen, um die putative Beteiligung des DnaK3-Proteins an der Thylakoidmembran-
biogenese experimentell zu verifizieren.

Die homologen Hsp70-Proteine DnaK1, 2 und 3 weisen eine starke Konservierung in ihren

N-terminalen Sequenzen auf und unterscheiden sich primar durch den variablen
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C-Terminus. Somit konnte die DnaK-spezifische Funktion von den C-terminalen
Proteinsequenzen abhangig sein. Mit einer Neu-Kombination der C-terminalen DnaK-
Doménen sollte anhand der chimaren DnaK-Proteine in Synechocystis untersucht werden,
ob es mdglich ist die DnaK-spezifische Funktion mit zu Ubertragen. Uber das vierte
homologe Hsp70-Protein  SIr0086 ist bisher wenig bekannt. Mit Hilfe von
Softwareprogrammen wie ClustalW2, RaptorX und Chimera sollte die Primar- und
Tertiarstruktur des Proteins vorhergesagt und mit den anderen DnaK-Proteinen in
Synechocystis sp. bzw. mit E. coli-DnaK verglichen werden. Des Weiteren sollten die vier
homologen Hsp70-Proteine heterolog in E. coli exprimiert und anschlieBend uber
verschiedene Proteinreinigungsmethoden ein hoher Reinheitsgrad erreicht werden, um die

Proteine eingehend charakterisieren zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate und Zubehor

Die wichtigsten in der vorliegenden Arbeit verwendeten Laborgerate sind in Tab. 1 in

alphabetischer Reihenfolge aufgelistet.

Tab. 1 Liste relevanter Laborgeréate.

Gerate

Agarosegele-
Dokumentationssystem

Blotapperatur

Brutschrank fiir E. coli

Brutschrank fiir Synechocystis
sp.

CD-Spektropolarimeter

Chemilumineszenz-
Dokumentationssystem

Elektrophoresekammern

Elektrophorese-Netzgerate

FPLC-System
Fluorimeter
Inkubationsschuittler
Mikroskop

PAM Messsystem

Photometer

Sauerstoffsonde

Bezeichnung
Quantum

Trans-Blot® wet electroblotting
system

Brutschrank B28
Economic Delux, ECDO1E

Jasco J-810
Stella

Mini-Protean® 3 Cell
Mini-Protean® Tetra Cell

PerfectBlue Gelsystem Mini S,
M, L

PowerPac Basic®

peqPower 300 Volt
KTApurifierkE

Series 2 fluorimeter

Multitron HT

Leica DM IL LED

Dual-PAM-100

Lambda 35 UV/VIS
Spektrometer

fiber-optic oxygen meter

1

Hersteller

PegLab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen

Binder, Tuttlingen

Snijders Scientific, Tilburg,

Niederlande

Jasco, Easton, USA

Raytest, Straubenhardt

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

PeqLab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen

Peqlab, Erlangen

GE Healthcare, Miinchen
Aminco Bowman

Infors, Bottmingen, Schweiz
Leica, Wetzlar

Walz GmbH, Effeltrich

Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA

PreSens, Regenshburg
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Thermocycler
Zellhomogenisator Glasperlen

Zellhomogenisator Ultraschall

Thermocycler Primus 25
SpeedMill PLUS, 220 V
Branson Sonifier 250

Allegra® X-15R Centrifuge

Peqlab, Erlangen
Analytik Jena, Jena
Branson, Danbury, USA

Beckmann Coulter, Krefeld

Avanti® J-26 XP

OptimaE L Serie
Ultrazentrifuge

Opt i maE-XPMMA X
Ultrazentrifuge

5415R Eppendorf, Hamburg

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tab. 2 aufgelistet. Weitere
Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Bio-Rad (Minchen), Braun (Melsungen),
Roth (Karlsruhe), Sarstedt (NUmbrecht) und VWR (Darmstadt) bezogen.

Tab. 2 Liste verwendeter Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Blotting-Papier

Glasperlen

GroRenstandard DNA

Bezeichnung
Protean® XL Size

Glasperlen 0,25 - 0,5 mm

Gene RulerE 1 kb Ladder

Hersteller
Bio-Rad, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, Il USA

Page Ruler® Unstained Protein
Ladder (107 200 kDa) Thermo Fisher Scientific Inc.,

Page Ruler® Prestained Protein = Rockford, Il USA
Ladder (1071 170 kDa)

GroRenstandard Protein

Kit fir DNA-Extraktion aus
Agarosegelen

Gel/PCR DNA Fragments

Extraction kit Avegene, Taiwan

Kit fir Plasmidpraperation High-Speed Plasmid Mini kit Avegene, Taiwan

Kit fir TA-Cloning pSTBlue-1 Ac ¢ e pvéator E Novagen, Darmstadt

PVDF-Membran Roti®-PVDF Roth, Karlsruhe

Q-Sepharose High

Saulenmaterial FPLC
Performance

GE Healthcare, Miinchen

Pierce® ECL Western Blotting
Substrate

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Western-Blot Entwicklerldsung Rockford. Il USA
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2.1.3 Bakterienstamme

In Tab. 3 sind Bakterienstamme aufgelistet, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden. Die

E.coli St 2 mme DH5U bzw. NovaBl ue Si n<lbnefingenvur den
angewendet, die Stamme HMS174 (DE3) pLysS, Rosetta-gami pLysS und BL21 (DES3)

pLysE fur heterologe Genexpressionen.

Tab. 3 Liste verwendeter Bakterienstamme.

Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli

F 0 80 lacZaM15 aflacZYA-argF)U169
DH5U recAl endAl hsdR17(rk’, mk") Rif" phoA | (Hanahan, 1983)
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl |~

F' ompT hsdSB(rB'mB')gal dcm (DE3)

BL21 (DE3) pLysE
(DE3) pLy pLysE (Cam©)

Novagen, Darmstadt

F' recAl hsdR(rk12' mK12") (DE3)

HMS174 (DE3) pLysS oLysS (Cam® Rif*)

(Studier & Moffatt, 1986)

endAl hsdR17(rK12' mK12") supE44
NovaBl ue Si ngl (thi-1recAl gyrA96 relAl lacF' Novagen, Darmstadt
[proAB'lacl"Z &eM15: : Tn10] (

edrai leu)7697 adacX 7 4ph@a Pvull
phoR araD139 ahpC galE galK rpsL
(DE3) F[lac” lacl® pro’lgor522::Tn10 trxB
pLysS pRARE?(Cam”, Kan®, strt, Tet®)

Rosetta-gami pLysS Novagen, Darmstadt

Synechocystis sp. PCC 6803

iThe Pasteur
Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp Collection of

Cyanobacter:i

Wildtyp mit Kan™ an neutraler Stelle

Synechocystis Kan® SIr0168:Kan® diese Arbeit

aanaKl as110058::Kan® (Rupprecht et al., 2007b)
aalnak2 as110170::Kan® (Rupprecht et al., 2007b)
aalnak3 as111932::Kan® (Rupprecht et al., 2007b)
aig asl0533::Cam” (Rupprecht, 2007)
axlnaK lagig as110058::Kan® as110533:Cam” diese Arbeit
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2.1.4 Plasmide

In dieser Arbeit verwendete Plasmide sind in Tab. 4 aufgelistet.

Tab. 4 Liste verwendeter Plasmide.

Stamm

Expressionsplasmide

pILA

PRSET6aNT-HisMCS

pET19b
pPET19b-dnaK1
pPET19b-dnak2
PET19b-dnaK3
pRSET6a-dnakK4

pRSET6a-SynTF

Plasmide zur Disruption der DnaK Gene bzw. des Trigger Factor Gens

pACYC184

pBADDnaK1

pBADDnaK?2

pBADDnNaK3

pRSETDnaK1KmR

pRSETDnaK3KmR

26

Resistenz

Am pR, Kan®

AmpR

AmpR

AmpR

AmpR

AmpR

AmpR

AmpR

Ccam®, TcR

AmpR

Amp

Amp

Am pR, Kan

Am pR, Kan®

Beschreibung

luxAB, RS1 und RS2 zur
homologen Rekombination in
Synechocysis sp.

p RS ET 6 aMultiglet A
Cloning Sitefi His-Tag (NT)

T7-Promotor, His-Tag (NT)

sll0058 tber Ndel und Hindlll
sll0170 tber Ndel und Hindlll
sll1932 Gber Ndel und Hindlll
slr0086 tber Ndel und Hindlll

sll0533 tber Ndel und blunt

verwendet zur Amplifikation
der Resistenzkassette Cam”®

sll0058 Uber Ndel und Hindlll
in pPBAD24 (Guzman et al.,
1995)

sll0170 Gber Ndel und
BamHI in pBAD24 (Guzman
et al., 1995)

sll0170 Gber Ndel und Hindlll
in pBAD24 (Guzman et al.,
1995)

as110058::Kan"” (Resistenz-
kassette Uber Smal Schnitt-
stelle in dnaK1 eingefiihrt)

sl11932::Kan” (Resistenz-
kassette Uber Hincll Schnitt-
stelle in dnaK3 eingefiihrt)

Referenz

(Kunert et al., 2000)

(Prodénhl et al., 2007)

Novagen, Darmstadt
(Rupprecht, 2007)
(Rupprecht, 2007)
(Rupprecht, 2007)
diese Arbeit

(Rupprecht, 2007)

New England Biolabs
(Ipswich, MA, USA)

(Rupprecht et al.,
2007b)

(Rupprecht et al.,
2007b)

(Rupprecht et al.,
2007b)

(Rupprecht et al.,
2007b)

(Rupprecht et al.,
2007b)
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pRSETdnaK1CmR Amp~, Cam®

pRSETdnakK2CmR Amp~, Cam®

pRSETdnak3CmR Amp®, Cam®

pCR2.1SynTFcmR AmpR, Cam®

as110058::Cam” (Resistenz-
kassette Uber Smal Schnitt-
stellen in dnaK1 eingefiihrt)

as110170::Cam” (Resistenz-
kassette Gber Smal und Accl
Schnittstellen in dnakK2
eingefihrt)

as111932::Cam” (Resistenz-
kassette uber Hincll und
Eagl Schnittstelle in dnaK3
eingefihrt)

as110533::Cam” (Resistenz-
kassette tber Hincll und
BstEIl Schnittstelle in tig
eingefihrt)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(Rupprecht, 2007)

Plasmide zur Neukombination der N- und C-terminalen Doméanen der DnaK Proteine

Amp"®, Kan®
PILA-NT1CT2
pILA-NT1CT3 Amp"®, Kan®
pILA-NT2CT1 Amp"®, Kan®
pILA-NT2CT3 Amp®, Kan®
pILA-NT3CT1 AmpF, Kan®
PILA-NT3CT2 AmpF, Kan®

Plasmide fur TA-Klonierungen

pSTBlue-1

. AmpF, Kan®
AccepTor E
pGEM®-T Easy Amp"®

2.1.5 Oligonukleotide

N-Terminus (NT) DnaK1
C-Terminus (CT) DnaK2

NT DnaK1 CT DnaK3
NT DnaK2 CT DnaK1
NT DnaK2 CT DnaK3
NT DnaK3 CT DnaK1

NT DnaK3 CT DnaK2

I_i_neares Plasmid mit 3°-U-
Uberhangen, mégliche Blau-
WeilR-Selektion

lineares Plasmid mit 3°-T-
Uberhangen, mégliche Blau-
WeilR-Selektion

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Novagen, Darmstadt

Promega,

Mannheim

Die in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins Genomics

(Ebersberg) synthetisiert (Tab. 5).

27



Material und Methoden

Tab. 5 Liste verwendeter Oligonukleotide.

Bezeichnung

Sequenz 5> 3’

Amplifikation dnaK4 (slr0086)

NTslIr0086

CTsIr0086

GCATCCATATGCCCTACGCCATTGATTTTG

CGTAGAAGCTTCTAACGCAACTGGGCTACCAC

Neukombination der N- und C-terminalen Doméanen der DnaK Proteine

5’dnaklprom
5"dnak2prom
5"dnak3prom
CTdnak1NT-Narl
CTdnak2NT-Narl
CTdnak3NT-Narl
NTdnak1CT-Narl
NTdnak2CT-Narl
NTdnak3CT-Narl
3"dnak1-Hindlll
3"dnak2-Hindlll

dnaK3Saclrev

ATAGCCTGCAGCCTAAATACCATGAGGCGATGC

ATAGCCTGCAGCCTATCAAGTTAACCCCCAAG

TATGCCTGCAGCCTTTGTCACCAGTGGTTTGC

TAATGGCGCCGGAGGAATCCCCGCCAGTAAG

TATGGCGCCGGGGGGATACCATCTAAGCG

TATGGCGCCGGCGGAATACCGCTCAG

ATAGGCGCCCCGGGGGATGCCCC

ATAGGCGCCCCGGGGCGTACCTCAA

ATAGGCGCCCAGGGGAGTGCCCCAG

CCGCGAAGCTTCTAATCGATCGCTTCATAGTC

CGCGGAAGCTTCTATTTCTCCGGCTCAGAGAA

TGGTGATGGAGCTCTTAGAACCAATCATCATCGTC

Disruption der DnaK Gene

NTdnaK1

CTdnaK1l

NTdnaK?2

CTdnaK2

NTdnaK3

CTdnaK3

NTCmR

CTCmR

28

ATAGCCATATGGGCAAAGTCATTGGCATT

TATCGGGATCCCTAATCGATCGCTTCATAGTCAC

TATGCCATATGGGAAAAGTTGTTGGGATT

ATACGGGATCCCTATTTCTCCGGCTCAGAG

ATTGCCATATGGGAAAAGTCGTCGGAATTG

TAGCAAGCTTTTAATGATGATGGTGATGATGGTGATG
GAACCAATCATCATCGTCATCATC

CACTTTGCGCCGAATAAATACC

TTACGCCCCGCCCTGCC

Beschreibung

Schnittstellen
Pstl/Hindlll

Amplifikation der
N-terminalen DnaK
Doméanen

Amplifikation der
C-terminalen DnaK
Doméanen

Amplifikation der
dnaK Sequenzen

Amplifikation Cam”®
aus Plasmid
pACYC184
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Primer zur Kontrolle der Insertion der plLA-Konstrukte in das Synechocystis sp. Genom

pILAseq

pILA_seqg-fusion

CGGGTGCGCATAGAAATTGC

CTGACTTGACGGGACGGC

Primer zur Kontrolle der Segregation in Synechocystis sp.

NTdnaK1
CTdnaK1
NTdnak2
CTdnaK2
sll1932-seg-intern2
CTdnak3WD
NTdnaK3check
CTdnaK3check
NTtf

CTtf

ATAGCCATATGGGCAAAGTCATTGGCATT

TATCGGGATCCCTAATCGATCGCTTCATAGTCAC

TATGCCATATGGGAAAAGTTGTTGGGATT

ATACGGGATCCCTATTTCTCCGGCTCAGAG

CGATTTTGATCGCCGCATTG

CTGCCACTAGTACCGTTTTGTAATGGGGCATT

GTTTTTAGAAGCGGAGAAAGTGG

CCTTTGGGTTGGAAACCATTGG

TATGCCATATGAAAGTTACCCAGGAAAAATTGC

ATACGAAGCTTTACTCTTCGTCGGAGGTTGC

Primer zur Sequenzierung

plLAseq
plLAseq-fusion
Dnaklseq
Dnak2seq
Dnak3seq
NTdnaK1
NTdnaK2
NTdnak3Sacl
CTdnak3NT-Narl
T7 Promotor
T7 Terminator

SP6-24er

siehe oben

CCAGTGGATGGCAGAATCC

GGCCGGTGAATTCCAGAAGG

GCATTGTGGATTGGCTAGCG

siehe oben

GCGATGAGCTCATGGGAAAAGTCGTCGGAAT

TATGGCGCCGGCGGAATACCGCTCAG

TAATACGACTCACTATAGGG

TATGCTAGTTATTGCTCAG

CATTTAGGTGACACTATAG

Primer flankieren
die rekombinante
Sequenz in pILA

Primer binden
intern im jeweiligen
DnaK-Gen und
flankieren die
Sequenz der
eingefuhrten
Resistenzkassette

Primer flankieren
die inserierte aphll
Sequenz in dnakK3

Primer flankieren
die eingefluihrte cat
Gensequenz in tig
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2.1.6 Antikorper

In Tab. 6 sind die in dieser Arbeit verwendeten primaren bzw. sekundaren AntikOrper
aufgelistet.

Tab. 6 Liste verwendeter primérer und sekundarer Antikdrper.

eingesetzte

Bezeichnung gerichtet gegen Eigenschaft Quelle Verdiinnung
Primére Antikdrper
DnaK1 (C-Terminus) wilonal
anti-DnaK1 DFEDADETVYSDYEA (Egr%lln(?;:n) Gramsch, Schwabhausen 1:5000
ID
anti-DnaK2 Dnak2 (C-Terminus) polyklonal Gramsch, Schwabhausen 1:5000
GDDVIDAEFSEPEK | (Kaninchen)
DnaK3 (C-Terminus) wilonal
anti-Dnak3 | GNGRYGERPAQPG (Egg/m;?:n) Gramsch, Schwabhausen 1:1000
RNAP
anti-DnaK3VL DnaKs3 (Vollange) (Eg%ls;?::‘) Gramsch, Schwabhausen 1:2000
anti-Trigger . polyklonal 1:200
Factor Trigger Factor (Kaninchen) Gramsch, Schwabhausen (mit Reinigung)
. Kern-Untereinheit polyklonal )
anti-PsaA/B PS I (Kaninchen) M. Roégner, Bochum 1:1000
. Kern-Untereinheit polyklonal . .
anti-PsbA PS || (Kaninchen) M. Régner, Bochum 1:100
Sekundére Antikorper
anti-Rabbit . polyklonal . , . .
IgG HRP Kaninchen IgG (Ziege) Sigma-Aldrich (Miinchen) 1:10.000

2.1.7 Chemikalien, L6sungen und Enzyme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem
(Darmstadt), Fluka (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich
(Munchen) bezogen. Puffer und Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und
bei Bedarf autoklaviert. 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.
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2.1.8 Nahrmedien
2.1.8.1 LB-Medium

Zur Kultivierung von E. coli wurde LB-Medium verwendet (Sambrook & Russell, 2001).

LB-Medium

Trypton 1,0 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NacCl 1,0 % (w/v)
[Agar 1,5 % (W/V)]

2.1.8.2 BG11-Medium

Zur Kultivierung von Synechocystis sp. wurde BG11-Medium bzw. BG11-Agar nach
Rippka et al. hergestellt und autoklaviert (Rippka et al., 1979). Bei der Herstellung der BG11-
Agarplatten wurden die BG11-Salzldsung und die Agarlésung getrennt autoklaviert und
danach zusammengegeben. Nach dem Autoklavieren wurden den Medien bei Bedarf
Glukose und entsprechende Antibiotika zugesetzt (Tab. 7). Der verwendete BactoEAgar

wurde von der Firma BD (New Jersey, USA) bezogen.

2.1.8.3 Antibiotika und Medienzuséatze

Nach dem Autoklavieren der Medien wurden bei Bedarf entsprechende Antibiotika oder
Medienzusatze zugegeben (Tab. 7). Antibiotika und IPTG wurden sterilfiltriert, Glukose

wurde getrennt autoklaviert.

Tab. 7 Liste verwendeter Antibiotika und Medienzusatze.

Substanz Konzentration der Stammldésung Lésungsmittel
Ampicillin 100 mg/ml 50 % Ethanol
Chloramphenicol 50 mg/ml H2Ogeion
Kanamycin 50 mg/ml H>Ogeion
Glukose 1M H2Ogeion
IPTG 1M H20Ogeion
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2.2 Methoden

2.2.1 Kulturbedingungen
2.2.1.1E. coli

Bakterienkulturen von E. coli-Stammen wurden bei 37 °C in LB-Flissigmedium oder auf LB-

Agarplatten im Inkubationsschittler mit 220 rpm bzw. im Brutschrank kultiviert.

2.2.1.2 Synechocystis sp.

Stamme des Cyanobakteriums Synechocystis sp. wurden im BG11-Flissigmedium in einem
Inkubationsschiittler bei 130 rpm oder auf BG11-Agarplatten in einem Brutschrank bei
fluoreszierendem kalt-weiRem Licht (30 uE) und 30 °C kultiviert. Bei photomixotropher Zucht
wurde das Medium mit 5 mM Glukose versetzt.

Fur die morphologische und physiologische Charakterisierung des Mutationsstamms azlnaK3
erfolgte die Zucht der Mutante und des Wildtyps photomixotroph in speziellen
Begasungsflaschen bei einer Lichtintensitat von 20 bzw. 120 pyE und einer Zufuhr von CO,
angereicherter Luft (2 %) bei 30 °C. Das Medium der Mutante enthielt au3erdem 80 pg/ml
Kanamycin. Die Zucht erfolgte tiber einen Zeitraum von finf Tagen und die Kulturen wurden
mindestens zweimal verdinnt.

Bei Wachstum unter light-activated heterotrophic growth (LAHG)-Bedingungen wurden dem
Medium 60 mM Glukose zugesetzt und die Kulturen in einer speziellen Dunkelkammer auf
einem Inkubationsschittler (120 rpm) mindestens zwei Wochen kultiviert. Jeden Tag wurden
die Kulturen obligatorisch fur 15 min mit Weil3licht (10 uE) beleuchtet (Anderson & Mcintosh,
1991). Die Zellkulturen mussten innerhalb der Kaultivierungsdauer mindestens viermal
verdinnt werden.

Allgemein erfolgte eine Ernte von Synechocystis sp.-Kulturen in der exponentiellen

Wachstumsphase bei einer OD75, von 0,5-1,5.

2.2.2 Zellzahlbestimmung
2.2.2.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Bakterienkulturen wurde an einem UV/VIS-Spektrometer

(Perkin Elmer) bei 600 nm fur E. coli bzw. bei 750 nm fir Synechocystis sp. gemessen.

2.2.2.2 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl einer Flussigkultur von Synechocystis sp. wurde mittels einer Thoma-

Zahlkammer bestimmt. Dabei wurde die Kultur so verdinnt, dass nach Zugabe von 10 pl
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Probenvolumen in die Kammer, beim Auszahlen nicht mehr als 20 Zellen pro GroRRquadrat
vorhanden waren. Aus funf ausgezahlten Gro3quadraten wurde der Mittelwert gebildet. Die
Gesamtzellzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

Zellen/ml =

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach den Angaben des High-Speed

Plasmid Mini Kits (Avegene, Taiwan).

2.2.3.2 Isolierung genomischer DNA aus Synechocystis sp.

Eine Flissigkultur von Synechocystis sp. wurde nach dem Erreichen einer ODss O 2
zentrifugiert (5.100 g, 10 min, 4 °C) und das Zellpellet bis zu viermal mit TES-Puffer (5 mM
Tris-HCI pH 8,5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA) gewaschen. Anschlielend wurde es in 450 pl
Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 50 pl Lysozym (20 mg/ml) 30 min bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden 50 pl Sarcosyllésung (10 %) und 600 pl Phenol hinzugegeben und
der Ansatz bei RT auf einem Taumelschittler 15 min inkubiert. Die anschliel3ende
Zentrifugation (15.900 g, 10 min, 4 °C) fuhrte zu einer Abtrennung der wassrigen Phase,
welcher 5 pl RNase (10 pg/ml) zugesetzt wurde. Nach 15-minutiger Inkubation auf einem
Taumelschuttler wurden 100 pl NaCl (5 M), 80 ul eines Gemischs aus 10 % CTAB und 0,7 M
NaCl, sowie 600 pl Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugegeben. Der anschlieRende
Zentrifugationsschritt (15.900 g, 10 min, 4 °C) fuhrte zur Abtrennung der wassrigen Phase,
welcher ein Volumen Isopropanol zugegeben wurde, um die DNA zu fallen. Nach
grundlichem Mischen wurde erneut Zentrifugiert (15.900 g, 10 min, 4 °C), das gewonnene
DNA-Pellet mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und nach anschlielender Trocknung in
50 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA) resuspendiert.

2.2.3.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration konnte mit der gemessenen UV-Absorption bei 260 nm an einem
Spektralphotometer bestimmt werden (Ays=1 entspricht 50 pg/pl doppelstréngiger DNA). Die
Reinheit der praparierten DNA wurde mit dem Quotienten aus Ae/Azgo €rmittelt, wobei

Werte groRer bzw. kleiner 1,8 auf eine RNA- bzw. Protein-Verunreinigung hinweisen.
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2.2.3.4 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Allgemein koénnen mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide durch die PCR bestimmte DNA-
Fragmente in vitro amplifiziert werden. Die Reaktionsansatze wurden nach einem
Standardprotokoll erstellt, welches je nach Art der Polymerase (siehe Angabe des
Herstellers) und der Template-DNA (plastidéare oder genomische DNA) variiert wurde.

10x Polymerase-Puffer 1

MgCl, (25 mM) 2,5 mM (optional, da im Polymerase-Puffer enthalten)
DMSO 3 % (optional)

dNTP-Mix (2 mM) 200 uM

5 -®rimer (100 pM) 0,25 uM

3 -®rimer (100 pM) 0,25 uM

DNA 100-500 ng

Polymerase 1-25U

H,O steril ad 50 pl

Fur die durchgefiihrten PCRs wurden die DNA-Polymerasen Phusion- oder Tag-Polymerase
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) eingesetzt. Das Standard-PCR-Programm wurde
je nach Polymerase (siehe Angaben des Herstellers) und Anforderung (DNA-Amplifizierung
fur eine Klonierung, Segregations-PCR, oder Kontroll-PCR nach einer Klonierung) variiert.

initiale Denaturierung 300 sek 95 °C

20-30 Denaturierung 30 sek 95 °C

Zyklen Hybridisierung 60 sek (entsprechend Primer Ty)
Elongation 0,5 -1 kb/min 72 °C
terminale Elongation 600 sek 72 °C

Die eingestellte Hybridisierungstemperatur richtete sich nach der Schmelztemperatur (Ty)
der verwendeten Primer und wurde mit dem Programm OligoCalc berechnet (Kibbe, 2007).

Mittels Agarosegelelektrophorese wurde der Erfolg der PCR Uberpruft.

Nach Isolierung genomischer DNA aus Synechocystis sp. konnte mittels PCR die
Vollstandigkeit der Integration eines DNA-Fragmentes in die multiplen Genomkopien des
Cyanobakteriums analysiert werden. Abhangig von der GroRRe des DNA-Fragments, welches
sich Uber homologe Rekombination an eine spezifische Stelle im Genom integriert hat,

vergroRRert oder verkleinert sich der Bereich im Vergleich zur wildtypischen DNA. Mittels
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Agarosegel-Elektrophorese konnte dieser GrofRenunterschied dargestellt und eine Aussage

Uber die Vollstandigkeit der Segregation getroffen werden.

2.2.3.5 TA-Klonierungsstrategie

Der Vorteil des Klonierens eines PCR Amplifikats mit Adenin-Uberhang am 5°-Ende in einen
TA-Vektor pGEM®-T Easy bzw. pSTBIlue-1 AccepTorE mit Thymin- bzw. Uracil-Uberhang ist,
dass ohne Verwendung von Restriktionsenzymen gearbeitet werden kann. Fur die
Amplifikation des DNA-Fragments wurde die Phusion-Polymerase verwendet (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA), welche zwar keine Adenin-Uberhange anflgt, aber eine
Korrekturlesefunktion besitzt. Die Adenin-Uberhange wurden in einer anschlieRenden
Reaktion durch die Tag-Polymerase angefiigt. Hierbei wurden 20 pl des PCR-Produkts in
einem Reaktionsansatz mit 5 yl dATP (2 mM), 5 ul Polymerasepuffer (10x), 3 ul MgCl,
(25 mM), 16,8 pl H,O (nukleasefrei) und 0,2 pl Tag-Polymerase mit einem Gesamtvolumen
von 50 pl fir 20 min bei 72 °C inkubiert. Es ist zu beachten, dass der Ansatz nicht
eingefroren werden darf, da sonst die Uberhdnge abbrechen konnen. Die Ligation mit dem

TA-Vektor erfolgte wie vom Hersteller beschrieben.

2.2.3.6 Restriktion von DNA

Die eingesetzten Restriktionsenzyme wurden von den Firmen New England Biolabs
(Ipswich, MA, USA) und MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Die Restriktion wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Erfolg der Restriktion wurde mit einem analystischen
Agarosegel Uberprift oder das entsprechende DNA-Fragment aus einem praparativen
Agarosegel isoliert (siehe 2.2.3.9).

2.2.3.7 Klonierung von DNA-Fragmenten mit blunt ends

Um eine Selbstligation zu vermeiden, wurden Vektoren, die nach einem Restriktionsverdau
blunt ends aufwiesen, dephosphoryliert. Die Reaktion wurde mit der alkalischen
Phosphatase CIAP (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben durchgefihrt.
PCR-Produkte mit blunt ends wurden mittels T4-Polynukleotid Kinase (MBI Fermentas,

St. Leon-Rot) in einer Reaktion nach Herstellerangaben phosphoryliert.

2.2.3.8 Agarosegel-Elektrophorese

In einer Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA-Fragmente in einem Agarosegel nach ihrer
GroRRe aufgetrennt werden. Die entsprechende Menge Agarose fur ein 0,7-1,5 %-iges Gel
wurde in TAE-Puffer (0,4 M Tris, 10 mM EDTA, 200 mM Essigsaure) in einer Mikrowelle
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geloést und in eine Gelkammer mit Probenkamm gegossen. Das auspolymerisierte
Agarosegel wurde in der Elektrophorese-Kammer mit TAE-Puffer Gberschichtet und die
Proben vor dem Auftragen im Verhaltnis 5:1 mit Probenpuffer (50 % Glycerin, 0,05 %
Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol) versetzt. Die gelelektrophoretische Trennung erfolgte
bei 120-145 V. Die DNA-Banden konnten nach Farben in einem Ethidiumbromid-Wasserbad
(3 pg/ml) mittels UV-Licht im Transilluminator (peQLab Biotechnologie GmbH) unter
Verwendung der Software QuantumCap (peQLab Biotechnologie GmbH) sichtbar gemacht

werden.

2.2.3.9 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Nach der Farbung von Agarosegelen in einem Ethidiumbromid-Wasserbad (1 pg/ml) wurden
die entsprechenden DNA-Fragmente mit einem Skalpell auf einem UV-Tisch ausgeschnitten
und mit einem Kit fir DNA-Extraktion aus Agarosegelen (Avegene, Taiwan) nach

Herstellerangaben gereinigt.

2.2.3.10 Ligation von DNA

Fur die Verknipfung von DNA-Fragmenten wurde die T4-Ligase von New England Biolabs
(Ipswich, MA, USA) verwendet und die Ligation nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
DNA-Fragmente wurden in einem Insert zu Vektor-Verhaltnis von 3:1, 5:1 oder 10:1
eingesetzt und der Ansatz Uber Nacht bei 16 °C inkubiert. Mit dem Ligationsansatz wurden
anschliel3end chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert (siehe 2.2.3.12).

2.2.3.11 Uberpriifung von DNA durch Sequenzierung

Die Korrektheit der generierten DNA-Sequenzen wurde mittels Sequenzierung Uberprift,

welche von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg) durchgefihrt wurde.

2.2.3.12 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-
Methode (Chung et al., 1989). AnschlieRend wurden die Zellen bei -80 °C gelagert. Nach
dem Auftauen auf Eis wurden 50 pl der Zellldsung mit der zu transformierenden Plasmid-
DNA (100-500 ng) bzw. mit 10 pl des Ligationsansatzes versetzt und 20 min auf Eis
inkubiert. Nach einem anschlielBenden Hitzeschock 45 sek bei 42 °C erfolgte eine weitere
Inkubation 5 min auf Eis. Zu dem Transformationsansatz wurde dann 1 ml LB-Medium

hinzugegeben und etwa eine Stunde aerob bei 37 °C im Inkubationsschuttler inkubiert.
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Danach wurde ein Teil des Ansatzes auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika

ausplattiert und im Brutschrank Gber Nacht inkubiert.

2.2.3.13 Transformation von Synechocystis sp.-Zellen

Der Stamm Synechocystis sp. PCC 6803 ist natirlich kompetent und kann direkt mit der zu
transformierenden DNA versetzt werden, welche das Bakterium aus dem umgebenden
Medium aufnehmen kann. Zuvor wurden die Zellen bis zu einer OD;5q von 1-1,5
photomixotroph (in BG11-Medium mit 5 mM Glukose) kultiviert und dann zentrifugiert
(4.400 g, 10 min, RT). Das Zellpellet wurde einmal mit BG11-Medium gewaschen und
anschlie3end in BG11-Medium resuspendiert, sodass eine OD;so von 2,5 eingestellt war.
Davon wurden 400 pl in ein steriles Reagenzglas Uberfihrt und mit etwa 5 pg Plasmid-DNA
und 5 mM Glukose versetzt. Die Ansétze wurden Uber Nacht im Brutlichtschrank bei 30 °C
und 30 PUE inkubiert und anschlieBend auf BG11-Platten mit 10 ug/ml des jeweiligen
Antibiotikums ausplattiert. Positive Klone wurden nacheinander auf BG11-Platten mit
ansteigenden Konzentrationen des Antibiotikums Uberfiihrt und im Fall einer Segregation, die
Vollstandigkeit mittels PCR Uberprift (siehe 2.2.3.4). Dies wurde Uber einen Zeitraum von

mindestens einem Jahr durchgefihrt.

2.2.4 Biochemische Methoden
2.2.4.1 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Zur heterologen Anreicherung verschiedener rekombinanter Proteine wurden die jeweiligen
Expressionsplasmide (Tab. 4) in einen geeigneten E. coli-Expressionsstamm transformiert
(Tab. 3). Nach der Transformation wurden einzelne Klone von der Selektionsplatte zur
Inokulation einer Vorkultur mit LB-Medium und entsprechenden Antibiotika verwendet. Nach
Inkubation auf dem Schittelinkubator bei 200 rpm und 37 °C Uber Nacht, wurde aus der
Vorkultur eine Hauptkultur inokuliert, deren ODggo auf etwa 0,1 eingestellt wurde. Wenn eine
ODgo von etwa 1 erreicht war, erfolgte die Induktion der Expression durch Zugabe von
0,5 mM IPTG. Die Expressionsdauer und -bedingung richtete sich nach dem jeweiligen
Bakterienstamm und dem zu exprimierenden Protein und betrug 4 h bei 37 °C (DnaK2) bzw.
5-6 h bei 18 °C (DnaK1l). Bei der Expression des Trigger Factor-Proteins wurde auf eine
Induktion mittels IPTG verzichtet und Gber Nacht bei 37 °C exprimiert. Anschlieend wurden

die Kulturen geerntet (9.000 g, 10 min, 4 °C) und die Zellpellets bei -20 °C gelagert.
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2.2.4.2 Aufschluss und Fraktionierung von E. coli-Zellen

Nach dem Auftauen des Zellpellets auf Eis wurde es in Aufschlusspuffer (50 mM
Natriumphosphat-Puffer pH 8, 300 mM NaCl, 10 % Glycerin) resuspendiert und im Verhaltnis
1:1000 mit Protease-Inhibitor-Mix (Sigma-Aldrich, Minchen) und PMSF (0,1 M) versetzt. Der
Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall (Branson Sonifier 250) in vier bis funf Intervallen
(4 min, 40 microns) auf Eis. Im Anschluss wurde zentrifugiert (39.000 g, 10 min, 4 °C), um
Zellbruchstiicke, unaufgeschlossene Zellen und inclusion bodies abzutrennen und einen
zellfreien Zellextrakt zu erhalten. Eine Fraktionierung in losliche und membrangebundene
Proteine erfolgte durch Ultrazentrifugation (288.000 g, 1 h, 4 °C), mit den loslichen Proteinen
im Uberstand und den Membranen im Pellet.

2.2.4.3 Aufschluss und Fraktionierung von Synechocystis sp.-Zellen

Kulturen von Synechocystis sp. mit einer OD-s, O2 wurden zentrifugiert (11.000 x g, 15 min,
4 °C), das Pellet mit Thylakoidpuffer (50 mM HEPES pH 7, 25 mM CacCl,, 5 mM MgCl,, 10 %
Glycerin) gewaschen, anschlief3end in 1-2 ml Puffer resuspendiert und im Verhaltnis 1:1000
mit Protease-Inhibitor-Mix (Sigma-Aldrich, Minchen) versetzt. Die Zellsuspension wurde in
ein Aufschlussrohrchen mit Schraubdeckel Uberfiihrt, welches zuvor ein Drittel mit
Glasperlen beflllt worden ist. Der Aufschluss erfolgte im Zellhomogenisator SpeedMill
(Analytik Jena) in vier Intervallen von je 1 min. Zwischen jedem Intervall wurde die Probe auf
Eis gekiuhlt. Nach dem Aufschluss wurde der Zellextrakt zweimal zentrifugiert (1.000 g,
5 min, 4 °C) und dabei der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt, um Glasperlen
und nicht aufgeschlossene Zellen abzutrennen. Der gewonnene Zellextrakt wurde entweder
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -20 °C gelagert oder mittels Ultrazentrifugation
(314.000 g, 1 h, 4 °C) in l6sliche Proteine und Membranfraktion getrennt. Das Membranpellet
wurde anschlieRend in Thylakoidpuffer resuspendiert.

2.2.4.4 Proteinreinigung mittels Affinitdtschromatographie

Die Reinigung heterolog exprimierter Proteine mit Polyhistidin-tag erfolgte Uber eine Ni-NTA-
Agarose (Quiagen, Venlo, Niederlande) nach Herstellerangaben. Fiir die Aquilibrierung des
Séaulenmaterials wurde Aufschlusspuffer (50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 8, 300 mM
NaCl, 10 % Glycerin) verwendet. Das an die Séaule gebundene Protein wurde optional mit
Imidazol bzw. ATP im Puffer mehrmals gewaschen. Die Elution erfolgte mit einer erhohten

Imidazolkonzentration (500 mM) im Puffer.
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2.2.4.5 Umpuffern von Proteinen

Fur das Entfernen von Salzen oder Imidazol und das Austauschen von Puffern isolierter und

gereinigter Proteinldsungen wurden PD-10 Entsalzungssaulen (GE Healthcare) verwendet.

2.2.4.6 Proteinreinigung mittels Anionenaustauschchromatographie

Fir die Anionenaustauschchromatographie an dem FPLC-System KTApur iofierE
(GE Healthcare, Munchen) wurden 5ml des Saulenmaterials Q-Sepharose

High Performance (GE Healthcare, Muinchen) eingesetzt. Die Elutionsfraktionen der
Reinigung wurden mit Hilfe des Fraktionssammlers Frac-920 aufgefangen. Zur Aquilibrierung

und Reinigung wurde Puffer A (20 mM BisTris pH 6,5 10 % Glycerin) eingesetzt, die Elution

der Proteine erfolgte durch eine ansteigende Salzkonzentration mittels eines steigenden
Gradienten an Puffer B (20 mM BisTris pH 6,5, 10 % Glycerin, 1 M NacCl).

2.2.4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinldsungen und Zellextrakten wurde mit Hilfe des Bradford
Reagenz (Sigma-Aldrich, Munchen) nach Herstellerangeben in 96-well Platten in

Dreifachbestimmung gemessen.

2.2.4.8 Bestimmung der Chlorophyllkonzentration

Zur Bestimmung der Chlorophyll-Konzentration ganzer Zellen bzw. von Zellextrakten oder
Zellfraktionen des Cyanobakteriums Synechocystis sp., wurden 10 pl der zu bestimmenden
Proben mit 990 pl Methanol versetzt und nach grindlichem Mischen 5 min bei RT auf dem
Taumelschuttler inkubiert. Anschliel3end wurden die Ansétze zentrifugiert (15.900 g, 5 min,
RT) und die Absorption der Uberstande bei 665,2 nm und 652 nm photometrisch bestimmt.
Mithilfe dieser Werte konnte die Konzentration von Chlorophyll a errechnet werden (Porra et
al., 1989):

Chl a = (16,29 x Ases,2) - (8,54 % Ags2)

2.2.4.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit einer SDS-PAGE werden Proteine nach ihrer molekularen Masse in einem SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die verwendeten Gele

setzten sich aus 8-14%-igen Trenngelen und einem 6%-igen Sammelgel zusammen
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(Tab. 8). Fur das Trenngel wurde Trenngelpuffer (1,5 M Tris pH 8,8, 0,4 % (w/v) SDS) und
fur das Sammelgel Sammelgelpuffer (0,5 M Tris pH 6,8, 0,4 % (w/v) SDS) verwendet.

Tab. 8 Zusammensetzung der Trenngele und Sammelgele.

Trenngel Sammelgel
8% | 12%  14% 6 %
H,O 55ml 45ml  4ml 6 mi

Acrylamid 40 % 2ml 3ml | 3,5ml 1,5ml

Trenngel- bzw.
25ml 25ml | 2,5ml 2,5ml
Sammelgel-Puffer

APS (10 %) 50pl | 50 | 50l 50 pl

TEMED 20 20 | 20 i 20 pl

Die aufzutragenden Proben wurden 4:1 (Proben aus E. coli und Zellfraktionen von
Synechocystis sp.) bzw. 3:2 (Zellextrakt von Synechocystis sp.) mit 5x Probenpuffer
(250 mM Tris-HCI pH 6,8, 500 mM -Klercaptoethanol, 10 % SDS, 50 % Glycerol, 0,2 %
Bromphenolblau) versetzt und anschlieend 5 min bei 95 °C (Proben aus E. coli und
Proteinlésungen allgemein) bzw. 15 min bei 65°C (Proben aus Synechocystis sp.)
denaturiert. Die Trennung der Proteine auf den Gelen erfolgte in Laufpuffer (25 mM Tris,
0,192 M Gilycin, 0,1 % SDS) bei einer angelegten Spannung von 200 V, bis die Lauffront das

untere Ende des Gels erreichte.

2.2.4.10 Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE

Nach der Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine in den Gelen mit
Farbelosung (45 % Ethanol, 10 % Essigsaure, 0,2 % Coomassie R250) auf einem
Taumelschuttler gefarbt und anschlieBend mit Entfarber (45 % Ethanol, 10 % Essigsaure)
wieder teilweise entfarbt bis deutliche Proteinbanden zu sehen waren. Die Gele wurden

anschliel3end eingescannt.

2.2.4.11 Western-Blot und Immunodetektion

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden anschlieRend in einem Tank-Blot-
System (Bio-Rad, Minchen) in Blotpuffer (25 mM Tris, 0,192 M Glycin, 20 % Methanol) auf
eine PVDF-Membran (Roth, Karlsruhe) 1 h bei 100V transferiert. Die Membran wurde

anschlieend 1 h in 4 % Milchpulver in TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCL, 0,05 % (v/v)
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Tween) auf einem Taumelschittler abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde
die in TBST verdunnte primare Antikorperlésung auf die Membran gegeben und 1 h bei RT
auf dem Taumelschuttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen jeweils 5 min mit TBST
erfolgte die Inkubation mit dem sekundéaren Antikbrper (HRP-gekoppelt) fir 1 h wiederum mit
anschlielendem dreimaligem Waschen. Nach Herstellerangaben wurde das
Chemilumineszenz-Substrat Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher
Scientific) auf die Membran gegeben, inkubiert und anschlieRend die Lumineszenz mit einem
Dokumentationssystem (Raytest, Straubenhardt) detektiert.

Zur relativen Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurden die Bandenintensitdten mit

Hilfe des Programms ImageJ (National Institutes of Health, USA) analysiert.

2.2.4.12 Reinigung des Antik6rpers gegen Trigger Factor

Das Trigger Factor-Protein wurde heterolog mit Polyhistidin-tag exprimiert und anschlieRend
mittels Affinitditschromatographie gereinigt. Von dem gereinigten Protein wurde mehrfach 1 pl
punktuell auf eine Nitrocellulose-Membran (Whatman Protran, Dassel) pipettiert und
anschlieRend dreimal mit TBST jeweils 5 min gewaschen. Nach dem Sattigen der Membran
1 h mit 4 % Milchpulver in TBST wurde erneut dreimalig mit TBST gewaschen. Der primare
Antikdrper anti-Trigger Factor (Gramsch, Schwabhausen) wurde 1:200 in TBST verdinnt
und 2 h mit der Membran auf dem Taumelschittler bei RT inkubiert. Darauf folgte ein
dreimaliger Waschschritt, um unspezifische Antikorper zu entfernen. Anschlie3end wurde
der an den Trigger Factor spezifisch gebundene Antikdrper mit 2 ml 100 mM Glycin pH 2,5
unter 20-minitigem Schitteln von der Membran geldst. Die Antikorperlésung wurde
anschlieRend mit 100 yul 100 mM Tris pH 8 neutralisiert. Der gereinigte Antikdrper wurde bei
-20 °C gelagert.

2.2.4.13 ATPase-Test

Mit Hilfe des ATPase-Tests sollte die Aktivitat der gereinigten DnaK-Proteine getestet
werden. Dabei sind die Reaktionen des zu testenden ATP-umsetzenden Proteins, der
Pyruvatkinase (PK) und der Laktatdehydrogenase (LDH) aneinander gekoppelt, sodass die
ATP-Hydrolyse durch die Oxidation von NADH photometrisch durch die Abnahme der
Absorption bei 340 nm verfolgt werden kann (Abb. 12).

Der Ansatz wurde auf Eis pipettiert, wobei der PK/LDH-Enzymmix erst unmittelbar vor der

Messung zugegeben wurde.
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Ascorbinsaure (20 mM) 1mM
ATPxMg*" (20 mM) 1 mM
Phosphoenolpyruvat (60 mM) 3 mM
NADH (12 mM) 0,21 mM
MgCl, (20 mM) 1 mM
PK/LDH-Mix 3,5 ul
DnaK-Protein 0,1-2 mM
HEPES-KOH, pH 7 (50 mM) ad 200 pl
DnaK
ADP ATP NADH+H* NAD*
PEP /= Pyruvat ¥» Laktat
PK LDH

Abb. 12 Reaktionsmechanismus des ATPase-Tests.

Das zugesetzte DnaK-Protein hydrolysiert ATP, welches von der Pyruvatkinase (PK) unter Umsetzung
von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat, regeneriert wird. Bei der Reduktion des Pyruvats zu Laktat
oxidiert die Laktatdehydrogenase (LDH) NADH zu NAD", was photometrisch durch die Abnahme der
Absorption bei 340 nm verfolgt werden kann.

2.2.4.14 CD-Spektroskopie

Von den gereinigten heterolog exprimierten DnaK-Proteinen wurden CD-Spektren mit dem
CD-Spektrometer Jasco-815 (Jasco, Easton, USA) aufgenommen, um die Sekundéarstruktur
und die thermische Stabilitat zu bestimmen. Fir die Messung wurde das Protein in 10 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7 umgepuffert und die Konzentration in einer 1 mm Kivette auf
etwa 0,1-0,2 pg/ul eingestellt. Die Aufnahme des Spektrums erfolgte von 190 bis 260 nm in
1 nm-Schritten mit einer Geschwindigkeit von 500 nm/min und einer digitalen Integrationszeit
(D..T.) von 0,25 sek. Die Temperatur wurde von 10-95 °C in 1 °C-Schritten erhoht und
jeweils fur 5 sek. gehalten bzw. direkt nach Erreichen von 95 °C wieder entsprechend bis auf
10 °C gekuhlt. Die Auswertung der Messdaten wurde mit der Software Spectra Analysis von
Jasco (Jasco, Easton, USA) durchgefuihrt. Mit den Messwerten bei 222 nm wurden
Schmelzkurven erstellt, bei welchen der Wendepunkt dem Schmelzpunkt des jeweiligen

Proteins entspricht.

2.2.4.15 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Nach der Anzucht in Begasungsflaschen (siehe 2.2.1.2) wurden Synechocystis-Zellen
zentrifugiert (2095g, 15min, RT) und das Zellpellet anschlieRend mit 50 mM
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Kaliumphosphat-Puffer pH 7 gewaschen. Danach wurden die Zellen in Puffer mit 2,5 %
Glutaraldehyd resuspendiert und somit fixiert. Die elektronenmikroskopischen Aufhahmen
wurden anschliel3end von Dr. Uwe Kahmann an der Universitat Bielefeld durchgefihrt.

2.2.4.16 Absorptionsspektren

Zur Bestimmung der Pigmentzusammensetzung wurden von einer in Begasungsflaschen
angezogenen (siehe 2.2.1.2) und auf Zellzahl normierten (siehe 2.2.2) Synechocystis sp.-
Kultur, Absorptionsspektren an einem Photometer mit integrierender Sphére (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) im Bereich von 260-800 nm aufgenommen.

Die Verhaltnisse zwischen den Pigmenten konnte mithilfe der ermittelten Absorptionsmaxima
berechnet wurden. Fir das Verhéltnis Phycocyanin/Chlorophyll a wurde der Quotient aus

Aszs Und Aggo, flr Carotinoid/Chlorophyll a aus Asg und Ayso gebildet.

2.2.4.17 77K-Fluoreszenzspektren

In Begasungsflaschen angezogene Synechocystis-Zellen (siehe 2.2.1.2) wurden auf
Chlorophyll bzw. OD5, normiert und anschlieBend in einer Kivette in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die Anregung der Chlorophylle bzw. der Phycobilisomen erfolgte bei 435 nm
bzw. 580 nm an einem Fluorimeter des Typs Aminco Bowman Series 2. Die
Emissionsspektren wurden in einem Bereich von 630-760 nm aufgenommen. Fir jede Probe

wurden jeweils drei Spektren aufgenommen.

2.2.4.18 Messung der Sauerstoffproduktion

Nach der Anzucht in Begasungsflaschen (siehe 2.2.1.2) wurden Synechocystis-Zellen auf
Chlorophyll bzw. ODzs (siehe 2.2.4.8 und 2.2.2.1) normiert, mit Aluminiumfolie vor Licht
geschitzt und anschlieRend die Sauerstoffproduktion mit einer optischen Sauerstoffsonde
(PreSens, Regensburg) gemessen. In die Messkammer wurden unter langsamem Ruhren
10yl NaHCO3z; (100 mM) zu 900 ul Zellsuspension gegeben. Die Messung der
Sauerstoffproduktion erfolgte in einem abgedunkelten Raum, beginnend mit einer
zweimindtigen Dunkelphase und einer anschlieRenden Belichtung von 2000 K
(Farbtemperatur). Die erhaltenen Werte wurden graphisch ausgewertet. Aus den ermittelten
Steigungen der Dunkelphase und der Lichtphase konnte die Sauerstoffproduktion berechnet

werden. Die Messungen wurden jeweils drei Mal wiederholt und gemittelt.
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2.2.4.19 PAM (Pulse Amplitude Modulated)-Messungen

In Begasungsflaschen angezogene Synechocystis sp.-Zellen (siehe 2.2.1.2) wurden auf
Chlorophyll bzw. OD75, normiert und anschlieBend mit Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt.
Die Messungen fanden in einem abgedunkelten Raum, unter Verwendung eines
Dual-PAM-100 Messsystems mit den Komponenten DUAL-E und DUAL-DR und der
DualPAM Software (Walz GmbH, Effeltrich), statt.

Dunkel/Licht-Induktionskurven

Zur Bestimmung der photosynthetischen Aktivitat von Photosystem Il wurden Dunkel/Licht-
Induktionskurven aufgenommen. Wahrend einer initialen Dunkelphase mit einem schwachen
Messlicht (0,024 € mo | P h o t?®)nveurde die Hintergrundfluoreszenz F,, sowie die
maximale Fluoreszenz F, des PS Il durch Gabe eines séattigenden Lichtpulses (600 ms,
10.000 &€ mo | P h o f2s)nbestimmm Nach 40 sek. wurde aktinisches Licht (95€ mo |
Photonen m?s™) zugeschaltet und die maximale Fluoreszenz F, bei photosynthetisch
aktivem Licht durch Gabe von séattigenden Lichtpulsen alle 20 sek. ermittelt. Aus den
erhaltenen Werten konnte die maximale photosynthetische Aktivitat (Fn-Fo/Fm), sowie die
effektive photosynthetische Aktivitat (Fn-Fo/Fm) des PS Il berechnet werden. Wahrend der
Messung wurde F, mithilfe einer Approximation (Fo=Fo/(F J/Fm+Fo/ Fn, wobei F, = Fm-Fo)
ermittelt (Oxborough & Baker, 1997).

P700 Re-reduktion

Durch einen séattigenden Lichtpuls (20 ms, 10.000 € mo | P h o £sd)rwerde das P700
vollstandig oxidiert, sichtbar durch ein aufgezeichnetes Absorptionsmaximum. Die folgende
Reduktion des P700 durch ein Elektron aus der Elektronentransportkette zwischen PS Il und
PS I, konnte durch eine Abnahme des Absorptionssignals beobachtet werden. Die aus 15
Einzelmessungen gemittelte  Kinetik der Re-Reduktion wurde durch eine
Ausgleichungsrechnung mit einer exponentiellen Funktion erster Ordnung aproximiert und

die Halbwertszeit der Reduktion bestimmt.

2.2.4.20 Programme zur Strukturvorhersage von Proteinen

Anhand der Sequenzen der DnaK-Proteine aus Synechocystis sp. der Datenbank
CyanoBase (Nakamura et al., 2000) konnte ihre Tertiarstruktur mit Hilfe des Programms
RaptorX (Kallberg et al., 2012) vorhergesagt werden. Dabei diente DnaK aus E. coli im ATP
gebundenen Zustand als Matrize (PDB 4BQ9; (Kityk et al., 2012)). AnschlieRend konnten die
erhaltenen Strukturmodelle mit dem Programm Chimera (Pettersen et al., 2004) analysiert

werden. Mit der Funktion MatchMaker wurden Uber die bekannte Struktur von E. coli -DnaK
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(PDB 4BQ9; (Kityk et al., 2012)) die vorhergesagten Strukturen von DnaK1, 2, 3 und 4 gelegt
und miteinander verglichen (Meng et al., 2006). Durch die Funktion MatchAlign konnte im
Programm Chimera ein Sequenzalignment nach der Uberlagerung von zwei oder mehreren
Proteinstrukturen durchgefihrt werden (Meng et al., 2006). Konservierung wurde im Clustal-
Format annotiert, wobei ein Stern eine konservierte Aminoséaure (AS), ein Doppelpunkt eine
Konservierung von AS mit sehr &hnlichen Eigenschaften und ein Punkt eine Konservierung
von AS mit bedingt ahnlichen Eigenschaften markiert (Larkin et al., 2007). Zur Angabe der
Sequenzidentitdten der DnaK-homologen Proteine wurde ein Alignment der Protein-
sequenzen (CyanoBase, (Nakamura et al.,, 2000)) mit dem Programm ClustalW2
durchgefiuhrt (Larkin et al., 2007).

2.2.5 Proteomische und lipidomische Analyse von Synechocystis sp.-Zellen

Synechocystis sp.-Zellen wurden photomixotroph (in BG11-Medium mit 10 mM Glukose)
oder heterotroph unter LAHG (light-activated heterotrophic growth)-Bedingungen (in BG11-
Medium mit 60 mM Glukose) kultiviert (siehe 2.2.1.2). Der anschlielBende Zellaufschluss und
die Fraktionierung erfolgten wie in Absatz 2.2.4.3 beschrieben. Im Folgenden wurden die
Proben von Nicole Plohnke an der Ruhr-Universitdt Bochum (Fakultat fur Biologie und
Biotechnologie, Lehrstuhl Biochemie der Pflanzen) weiter bearbeitet, wie in Plohnke et. al
(2015) beschrieben. Fir die Proteinanalyse wurden 5 pg Proteine auf ein Polyacrylamid-Gel
geladen und die Elektrophorese gestoppt, sobald die Lauffront das Trenngel erreichte. Nach
einer Coomassie-Farbung wurden die Proteinbanden aus dem Gel geschnitten und
anschliel3end mit Trypsin verdaut. Die durch Restriktion erzeugten Peptide wurden aus dem
Gel extrahiert (50 % (v/v) Acetonitril, 1 % (v/v) Ameisensaure), lyophilisiert und kurz vor der
massenspektrometrischen Analyse in 20 0,1 % Ameisensdure aufgenommen.
Anschlieend folgte eine Flissigchromatographie verbunden mit einer Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) und eine Auswertung der Daten, wie in Plohnke et. al (2015) beschrieben.

Fur die Lipidanalyse wurden Lipide mittels Chloroform:Methanol:Natriumacetat (MGDG,
DGDG) oder Chloroform:Methanol:Ammoniumacetat (PG, SQDG) aus aufgebrochenen
Synechocystis sp. Zellen extrahiert (Bligh & Dyer, 1959). AnschlieRend erfolgten eine
Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) und eine
Datenauswertung, wie in Plohnke et. al (2015) beschrieben.

Fur die Protein- und Lipid-Analyse wurden drei (photomixotroph) bzw. vier (heterotroph)

unabhangige Synechocystis sp.-Kulturen eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Proteoms und Lipidoms dunkel adaptierter

Synechocystis sp.-Zellen

Das Cyanobakterium Synechocystis sp. ist befahigt heterotroph, mit Glukose als Energie-
und Kohlenstoffquelle, unter light-activated heterotophic growth (LAHG)-Bedingungen zu
wachsen (Anderson & Mcintosh, 1991). Die physiologische Umstellung von Phototrophie auf
Heterotrophie lasst sich unter anderem anhand der Reduzierung des Thylakoidsystems und
der erhdhten Aktivitat von Enzymen des Zuckerstoffwechsels nachvollziehen (Knowles &
Plaxton, 2003; Vernotte et al., 1992). In einer Proteomanalyse heterotroph und autotroph
kultivierter Synechocystis sp.- Zellen von Kurian et. al (2006), wurde eine Veranderung der
guantitativen Zusammensetzung ldslicher Proteine unter diesen Wachstumsbedingungen
untersucht. Allerdings konnte hier nur bei 23 ldslichen Proteinen eine signifikante
Veranderung des Expressionsniveaus nachgewiesen werden (Kurian et al., 2006a).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine umfassendere Abdeckung des Proteoms im Vergleich
zu vorangehenden Studien angestrebt und das Hauptaugenmerk auf Veréanderungen bei
Membranproteinen gelegt, um die Dunkeladaptation mit der Reduzierung des
Thylakoidmembransystems in Synechocystis sp. besser verstehen zu kénnen. Fir den
vollstandigen Datensatz wird auf die Veroffentlichung Plohnke et. al (2015) verwiesen, die im
Rahmen dieser Arbeit entstanden ist.

Fur die Proteomanalyse wurden Synechocystis sp.-Zellen unter mixotrophen bzw.
heterotrophen Bedingungen kultiviert und nach Aufschluss der Zellen in Membranfraktion
und losliche Fraktion getrennt. AnschlieBend wurde das Proteom beider Fraktionen
massenspektrometrisch tber LC-MS/MS analysiert (siehe 2.2.5). Die Analyse des Lipidoms
erfolgte Uber ESI-MS/MS nach Extraktion der Lipide nach Bligh et. al. (1959) jeweils aus
Gesamt-Zellextrakt. Unter den gewahlten Zuchtbedingungen fliir Synechocystis sp. konnten
durch mikroskopische Analysen morphologische Unterschiede verifiziert werden, da die
Zellen nach einer Zucht von mindestens zwei Wochen unter LAHG-Bedingungen im
Vergleich zu photomixotropher Zucht weitreichende Veranderungen in ihrer Ultrastruktur
aufwiesen (Abb. 13). Das Thylakoidsystem war fast vollstandig verschwunden und
Fragmente der Thylakoidmembranen nur noch als diffuse Strukturen unter dem
Elektronenmikroskop erkennbar. Zusammen mit einem stark reduzierten Chlorophyllgehalt
wiesen die untersuchten Zellen somit die allgemeinen Charakteristika dunkeladaptierter
Synechocystis sp.-Zellen auf (Barthel et al., 2013; Vernotte et al., 1992) und konnten fur die

Proteom- und Lipidom-Analyse verwendet werden.
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Abb. 13 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Synechocystis sp.-Zellen nach Zucht unter
A) mixotrophen oder B) heterotrophen Bedingungen.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (siehe 2.2.3.15) zeigen die Veranderung der Ultrastruktur
von Synechocystis sp.-Zellen hinsichtlich des Thylakoidsystems nach Zucht unter A) mixotrophen oder
B) heterotrophen Bedingungen. Mdglicherweise ist die weil3e Flache in A) auf die Verdampfung von
Polyphosphatgranula durch den Elektronenstrahl zurtickzufihren. Den stark lichtbrechenden
Einschlussen in B) kénnen Cyanophycin Granula zugeordnet werden (Stanier, 1988). (In Zusammen-
arbeit mit Dr. Uwe Kahmann, Universitat Bielefeld).

Insgesamt konnten in der durchgefiihrten Proteomanalyse 1528 Proteine identifiziert werden.
Darunter wurden 374 als integrale Membranproteine registriert, was einem Anteil von 24,5 %
entspricht. Dieser Wert stimmt mit dem theoretischen Anteil von 25 % im Genom kodierter
Membranproteine in Synechocystis sp. Uberein (Kaneko et al., 1996b). Von den 1528
Proteinen waren 824 Proteine unter beiden Bedingungen, mixotroph und heterotroph, zu
detektieren (Abb. 14). Aufgrund des gesetzten Qualitatsstandards von 8 identifizierten
Peptiden je Protein konnten aber nur 641 Proteine quantifiziert werden ((Plohnke et al.,
2015a), ausgewahlte Proteine siehe Anhang Tab. Al). Basierend auf einer t-Test-Signifikanz
von 95 % und einer mehr als zweifachen Expressionsanderung, wiesen 261 Proteine ein
verandertes Expressionslevel zwischen mixotrophen und heterotrophen Wachstums-
bedingungen auf. Unter LAHG-Bedingungen zeigten 188 Proteine eine erhdhte und 73

Proteine eine verminderte Expression (Abb. 14).

beiden Bedingungen quantifiziert

Expression

Abb. 14 In der Proteomanalyse von Synechocystis sp.-Zellen identifizierte und quantifizierte
Proteine

In der Proteomanalyse (siehe 2.2.5) konnten insgesamt 1528 Proteine identifiziert und davon 824
unter beiden Bedingungen (mixotroph und heterotroph) nachgewiesen werden. Von den identifizierten
Proteinen konnten 641 quantifiziert werden, wobei 261 Proteine ein geandertes Expressionsniveau
aufwiesen (Signifikanz im t-Test 95 %, mind. zweifache Expressionsanderung). Davon zeigten unter
LAHG-Bedingungen 188 Proteine eine erhéhte und 73 Proteine eine verminderte Expression.

48



Ergebnisse

3.1.1 Proteine des Kohlenstoff- und Stickstoff-Metabolismus

Allgemein zeigte sich unter LAHG-Bedingungen eine quantitative Veranderung der Proteine
des Glukosestoffwechsels. So war eine erhohte zellulare Konzentration von Enzymen der
Glykolyse, des oxidativen Pentosephosphatwegs und des Citratzyklus zu detektieren
((Plohnke et al., 2015a), siehe Anhang Tab. Al).

3.1.2 Proteine der Atmungskette und des photosynthetischen Elektronen-

transports

Unter den Proteinkomplexen der Atmungskette und des photosynthetischen
Elektronentransports zeigten sich im Vergleich der Wachstumsbedingungen nur bei
Photosystem Il (PS Il) signifikante Unterschiede mit einer mehr als zweifachen Anderung.
Durchschnittlich war die zellulare Konzentration der 12 detektierten Untereinheiten unter
LAHG-Bedingungen im Vergleich zu photomixotrophen Bedingungen um etwa 50 %
reduziert (Abb. 15 und siehe Anhang Tab. Al).

PsbA (D1) F’—

PsbB (CP47) .

PsbC*
PsbD (D2)
PsbE*
PsbH*

PsbL
PsbO*
PsbWw*

PsbY* — Photomixotroph

PAM68* == Heterotroph
YCF48*

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Anteil [%]

Abb. 15 Relative Haufigkeit der PS Il-Unterheiten und -Assemblierungsfaktoren.

Die in der Membran-Proteom-Analyse (siehe 2.2.5) detektierten Untereinheiten und
Assemblierungsfaktoren des PS Il sind mit ihren relativen Haufigkeiten alphabetisch aufgelistet.
Proteine wurden mit einem Stern markiert, wenn deren Anderung als nicht signifikant eingestuft wurde
(Anderungsfaktor C2). Die relative Quantifizierung erfolgte durch Apectral countingfiunter Verwendung
von ANormalized Spectral Abundance Factorsii(NSAF). (In Zusammenarbeit mit Nicole Plohnke, Ruhr-
Universitat Bochum).

Wahrend die groRBen Kernuntereinheiten des PS Il (D1, D2, CP47) in ihrer Haufigkeit
reduziert waren, blieb der Gehalt der kleinen Untereinheiten i mit Ausnahme von PsbL T und
der Komponenten fir die initiale PS II-Assemblierung (PsbE, PsbH, PsbY, PsbwW, PAM68,
YCF48, (Komenda et al., 2012; Nickelsen & Rengstl, 2013)) nahezu unverandert. Zusatzlich
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wurden Proteine wie die Protochlorophyllid-Oxidoreduktase (POR) und SlI1694, welche an
der Zulieferung von Chlorophyll an PS Il beteiligt sind (He & Vermaas, 1999), nur unter
LAHG-Bedingungen detektiert bzw. als Proteine mit gestiegener Haufigkeit identifiziert.

In der quantitativen Analyse konnten zugleich alle grof3en Untereinheiten des Photosystem |
(PS 1) nachgewiesen werden, fiir die sich keine signifikante Anderung in der relativen
Haufigkeit zeigte. Auch fur die detektierten Untereinheiten weiterer Proteinkomplexe der
Thylakoidmembran, wie der NADH-Dehydrogenase, des Cytochrom-b¢f-Komplexes oder der
ATP-Synthase, konnte keine signifikante Anderung unter LAHG-Bedingungen festgestellt
werden (siehe Anhang Tab. Al).

Die pigmentbindenden Untereinheiten der lichtsammelnden Phycobilisomen zeigten keinen
signifikanten Unterschied in ihrer Haufigkeit. Jedoch waren die sogenannten Linkerproteine
Lr¥(Sl11580), Lg* (SI11579) und Lgc (Sll1471), welche die Scheibensegmente stabilisieren,
deutlich reduziert (siehe Anhang Tab. Al) (MacColl, 1998). Das Orange Carotenoid Protein
OCP (SIr1963) zeigte einen Anstieg des Gehalts um den Faktor 11 in LAHG-

Zellmembranfraktionen.

3.1.3 Proteine der Translation und Membrantranslokation

In Bakterien und Chloroplasten werden Proteine generell Uber zwei Haupttranslokationswege
Uber oder in die Membransysteme transloziert. Mithilfe des Sec-Systems kann der Transport
der Polypeptide in einem teilweise ungefalteten Zustand co- und posttranslational erfolgen
(Koch et al., 2003; Miller et al., 2001). Hingegen werden durch das Tat-System vornehmlich
gefaltete Proteine Uber die Membran transportiert (Du Plessis et al., 2011; Lee et al., 2006).

Allgemein zeigten ribosomale Proteine in der quantitativen Analyse eine signifikant geringere
Haufigkeit unter LAHG-Bedingungen (siehe Anhang Tab. Al). Im Vergleich zu
photomixotrophen Bedingungen war der Anteil von 24 Untereinheiten (19 davon in der
Membranfraktion) aus den insgesamt 50 detektierten ribosomalen Proteinen um etwa 50 %
reduziert. Die Untereinheiten des Sec-Translokation-Systems SecA (SIll0616), SecY
(SlI1814) und SecE (Ssl3335) traten mit einer signifikant geringeren Haufigkeit unter
heterotrophen Wachstumsbedingungen auf (siehe Anhang Tab. Al). Dies galt
gleichermal3en fir das an der Membraninsertion von Proteinen beteiligte YidC (Dalbey et al.,
2014; Wang & Dalbey, 2011). Im Gegensatz dazu waren bei den Untereinheiten des Tat-

Systems keine Veranderungen festzustellen (siehe Anhang Tab. Al).

3.1.4 Stress assoziierte Proteine

Interessanterweise zeigte sich unter heterotrophen Bedingungen ein erhdhter Gehalt an
Proteinen der oxidativen Stressantwort (Abb. 16 und siehe Anhang Tab. Al). Dem-
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entsprechend wiesen die Superoxiddismutase SodB (SIr1515), Katalase (Sl11987),
Thioredoxin (SIr0623), Peroxiredoxin (SIl0755), NADPH-Peroxidase Gpx2 (SIr1992) und das
Hitzeschockprotein HtpG (SIl0430) (Hossain & Nakamoto, 2003) eine erhohte zellulare
Konzentration auf. Aber auch Chaperone wie GroEL1 und GroEL2, die an der generellen
Stressantwort beteiligt sind, zeigten bei der quantitativen Analyse in beiden Fraktionen einen
erhohten Anteil unter LAHG-Bedingungen (Abb. 16).

Superoxiddismutase
Katalase
Thioredoxin

HtpG

GroEL1

GroEL2

DnaK1*

DnaK2*

DnaK3** = Photomixotroph
Sir0086 (DnaK4) == Heterotroph

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Anteil [%]

Abb. 16 Relative Haufigkeit von Stress-assoziierten Proteinen.

Die in der Membran-Proteom-Analyse (siehe 2.2.5) detektierten Enzyme und Chaperone sind mit
ihren relativen Haufigkeiten dargestellt. Es wurden die Proteine mit einem Stern markiert, welche nur
unter einer Bedingung nachgewiesen werden konnten (DnaKl) oder deren Anderung als nicht
signifikant eingestuft wurde (DnaK2). DnaK3 wurde mit zwei Sternen markiert, da es die gesetzten
Qualitatsstandards der quantitativen Analyse (95 % Signifikanz im t-test) nicht erfillte. Die relative

Quantifizierung erfolgte durch Apectral countingfi unter Verwendung von ANormalized Spectral
Abundance Factorsii(NSAF). (In Zusammenarbeit mit Nicole Plohnke, Ruhr-Universitdt Bochum).

DnaK2 ist als kanonisches Hsp70-Protein in Synechocystis sp. an der generellen
Stressantwort beteiligt (Rupprecht et al., 2010) und zeigte in der Islichen Fraktion einen
etwa funffach gesteigerten Gehalt, in der Membranfraktion jedoch keine signifikante
Anderung (Abb. 16, siehe Anhang Tab A1). Desweiteren konnte das nicht-essentielle DnaK1
Protein, das eine noch unbekannter Funktion besitzt (Rupprecht et al., 2010), nur unter
heterotrophen Bedingungen und nur in der Membranfraktion nachgewiesen werden. Das
membrangebundene DnaK3-Protein konnte zwar in beiden Zellfraktionen und unter beiden
Bedingungen detektiert werden, erfillte aber nicht die gesetzten Qualitatsstandards der
quantitativen Analyse (95 % Signifikanz im t-test). Ubergeht man diesen Standard, lasst sich
eine geringere Haufigkeit des Proteins unter LAHG-Bedingungen feststellen (Abb. 16, siehe
Anhang Tab Al). Das bis dato noch nicht charakterisierte DnaK homologe Protein SIr0086
(DnaK4) zahlte in der quantitativen Analyse zu den Proteinen, die in Dunkelheit am stérksten

herabreguliert waren.
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3.1.5 Proteine der Thylakoidmembranbiogenese

In den letzten Jahren wurden Proteine wie das Vesicle inducing protein in plastids Vippl
(SllI0617), das membranassoziierte Chaperon DnaK3 (Sl11932), die Membraninsertase YidC
(SIr1471) und das Prohibitin-homologe Membranprotein SIr1768, in Verbindung mit der
Thylakoidbiogenese in Synechocystis sp. gebracht. Die genaue Funktion dieser Proteine
konnte jedoch bisher noch nicht aufgeklart werden (Bryan et al., 2011; Fuhrmann et al.,
2009; Rupprecht et al., 2010; Spence et al., 2004). Bei der quantitativen Proteom-Anaylse
erfiliten die Daten zu den Proteinen DnaK3 und Vippl nicht die gesetzten
Qualitatsstandards. Das in der Cytoplasma- und Thylakoidmembran vorliegende YidC trat
unter LAHG-Bedingungen mit einer reduzierten Haufigkeit auf (siehe Anhang Tab. Al).
Interessanterweise zeigte SIrl768 eine erhdhte Konzentration unter heterotrophen

Wachstumsbedingungen, konnte aber bei lichtadaptierten Zellen nicht detektiert werden.

3.1.6 Lipidanalyse

Mit der Hilfe von Lipidstandards konnte die absolute Konzentration der Lipidklassen in
Synechocystis sp. nach photomixotropher und heterotropher Zucht bestimmt und
miteinander verglichen werden (Abb. 17 A).

Hierbei zeigten LAHG-Kulturen einen signifikant erhdhten Gehalt an SQDG (Sulfoquinovosyl-
Diacylglycerol), wogegen der Anteil von MGDG (Monogalactosyl-Diacylglycerol), DGDG
(Digalactosyl-Diacylglycerol) und PG (Phosphatidyl-glycerol) konstant blieb. Entsprechend
war in der Proteomanalyse auch ein Anstieg der Haufigkeit des Enzyms SqdB (SIr1020)
festzustellen, welches an der Biosynthese von SQDG beteiligt ist (siehe Anhang Tab. Al).
Aus der detaillierten Analyse der individuellen Lipide konnte abgeleitet werden, dass
Synechocystis sp. tendenziell einen erhdhten Anteil an gesattigten Fettsauren unter LAHG-
Bedingungen aufwies (Abb. 17 B). Dabei zeigten MGDG und DGDG eine Verschiebung von
ungesattigten Fettsauren (34:4, 34:3) hin zu gesattigten Lipidspezies (34:2 und 34:1). Im Fall
von SQDG war es eine Verschiebung von 34:2 zu 34:1 und 34:0 und bei PG von 34:3 zu
34:1 und 34:0 (Abb. 17 B).
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Abb. 17 Relative Haufigkeit der Lipidklassen und Sattigungsgrade der Lipidspezies.

Anteil [%]
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A) Die relativen Haufigkeiten der Lipidklassen unter photomixotrophen und heterotrophen
Bedingungen in der Lipid-Analyse (siehe 2.2.5). B) Die relativen Haufigkeiten der Sattigungsgrade der
einzelnen Lipidspezies. Die Analyse des Lipidoms tber ESI-MS/MS erfolgte nach Extraktion der Lipide
nach Bligh et. al. (1959) aus Gesamt-Zellextrakt (siehe 2.2.5). (In Zusammenarbeit mit Nicole Plohnke,

Ruhr-Universitat Bochum).
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3.2 Wachstumverhalten von Synechocystis sp. bei Deletion/Depletion
von DnaK1l, DnaK2 und DnaK3

DnaK2 ist das Hsp70-Protein mit der héchsten Sequenzidentitdt zu DnaK aus E. coli sowie
zu Hsp70-Proteinen aus Chloroplasten und wird als das kanonische Hitzeschockprotein in
Synechocystis beschrieben (Rupprecht et al., 2007b). Unter anderem konnte fir dnakK2 eine
erhdhte Promotoraktivitat unter zahlreichen Stressbedingungen nachgewiesen werden
(Rupprecht et al., 2010; Rupprecht et al., 2007a). Im Gegensatz dazu zeigten dnakK1l und
dnaK3 in diesen Aktivitatstests keine bedeutsamen Veranderungen, gleichwohl unter
Hitzestress bei dnaK3 eine stérkere Aktivitat als bei dnaK1l registriert werden konnte
(Rupprecht et al., 2007b). Da der zellulare Anteil an DnaK1 und DnaK3 jedoch vergleichbar
zu sein scheint, wurde eine posttranskriptionelle Regulation vorgeschlagen (Rupprecht et al.,
2010).

Um die Auswirkungen der Deletion bzw. Depletion in den dnaK-Mutationsstimmen genauer
zu untersuchen, wurde ihr Wachstumsverhalten unter diversen Stressbedingungen getestet
und mit dem Wildtypstamm Synechocystiskan® (siehe Tab. 3) verglichen. Die Ergebnisse

sind zur Ubersicht in Tab. 9 zusammengefasst.

Tab. 9 Ubersicht des Wachstumsverhaltens der Synechocystis alnaK-Stamme unter diversen

Bedingungen.l m Ver gl eich zum Wt (3) kein Wachstumsdef ekt

Synechocystis sp. Stamm
Wachstumsbedingung
adnaKl axnaK2  anaK3

Autotroph 3 E k]
Mixotroph (5 mM Glukose) 3 K k]
Hitzestress (42 °C) 6 6 6
Kéltestress (22 °C) 3 E k]
Starklicht (120 pE) 3 k1 K
Oxidativer Stress (1 mM H,0O5) 0 0 k]
Osmotischer Stress (0,1 M Mannitol) 3 3 3
Séurestress (pH 5,5) 0 0 K

Bei den Standardwachstumsbedingungen (aerob, 30 °C autotroph bzw. mixotroph mit 5 mM
Glukose) konnte fir die Mutationsstimme keine Beeintrachtigung des Wachstums
festgestellt werden (Abb. 18, Tab. 9). Auch unter Kaltestress (22 °C), Starklicht (120 pE) und
osmotischem Stress (0,1 M Mannitol) war kein Wachstumsnachteil zu verzeichnen (Tab. 9).

Allerdings zeigten die Stamme axinaK1l und s&lnaK2 einen deutlichen Wachstumsdefekt bei
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42 °C und auch fir salnaK3 war eine offensichtliche Beeintrachtigung des Wachstums zu

erkennen (Abb. 18, Tab. 9). Gleichermal3en zeigten salnaKl und a®naK2 bei Saurestress
(pH 5,5) einen starken Wachstumsdefekt (Abb. 18). Zudem war fir amnaKl und aglnak2
unter oxidativem Stress (1 mM H,0,) ein stark verzdgertes Wachstum zu verzeichnen, die

Stamme erreichten jedoch nach einer langeren Lag-Phase und anschlieBendem starken

Wachstum eine vergleichbare optische Dichte wie der Wildtyp-Stamm (Abb. 18).
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Abb. 18 Wachstumsverhalten der Synechocystis sp.-Deletionsstdamme axlnaKl, salnaK2 und
aalnaK3 unter Stressbedingungen.
Zu Beginn wurden die Kulturen auf die gleiche OD;5o eingestellt und unter Standardbedingungen
(30 °C) oder unter den jeweiligen Stressbedingungen (42 °C, 1 mM H,0O,, pH 5,5) kultiviert. Die
optische Dichte wurde bis zum Erreichen der stationaren Phase téglich bestimmt und mit dem
Wildtypstamm SynechocystisKkanR verglichen. Die Zucht erfolgte photomixotroph unter Zugabe von
5 mM Glukose sowie 70 pg/ml Kanamycin und mit einer Lichtintensitét von 30 PE (siehe 2.2.1.2).
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3.3 DnaK3 und seine Beteiligung an der Thylakoidmembranbiogenese

Neben anderen mdoglichen Faktoren wurden in den letzten Jahren die Proteine DnakK3
(S111932) und DnaJ3 (SI11933) in Verbindung mit der Thylakoidmembranbiogenese in
Cyanobakterien gebracht (Dippre et al.,, 2011; Katano et al., 2006; Nimura et al., 1996).
Beide Proteine sind in Synechocystis sp. und Synechococcus sp. essentiell (Duppre et al.,
2011; Nimura et al., 1996; Oguchi et al., 1997; Rupprecht et al., 2007b) und in einem
konservierten Gen-Cluster organisiert, welches in zahlreichen cyanobakteriellen Genomen
vorzufinden ist (CyanoBase, (Nakamura et al., 2000)). lhre Beteiligung an der Biogenese von
Thylakoidmembranen wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass in dem Cyanobakterium
Gloeobacter violaceaus, welches keine Thylakoidmembranen besitzt (Rippka et al., 1974),
auch kein DnaK3 oder DnaJ3 vorhanden ist (Nakamura et al., 2003). Allerdings wurde noch
kein Nachweis einer entsprechenden Funktion dieser Proteine erbracht.

Im Gegensatz zu den homologen Proteinen DnaKl und DnaK2, besitzt DnaK3 einen
verlangerten C-Terminus, welcher die Bindung an Thylakoidmembranen ermdglicht (Nimura
et al., 1996; Rupprecht et al., 2007b). Nach Fraktionierung von Synechocystis sp.-Zellen und
anschlie3ender SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse war DnaK3 nur im Gesamtzellextrakt
und in der Membranfraktion immunologisch nachzuweisen (Abb. 19 links).

ZE M L kpaj ZE M L

( "~ 130
100
DnaK3— s s
% 70
55
aDnaK3VL Preimmunserum

Abb. 19 Western-Blot zum Nachweis von DnaK3 in Zellfraktionen von Synechocystis sp.

Nach der Zellfraktionierung einer photomixotrophen Synechocystis sp.-Kultur wurden Zellextrakt (ZE),
Membranfraktion (M) und I6sliche Fraktion (L) SDS-gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlie3end
Western-Blot-Analysen unter Verwendung des Antikdrpers UDnaK3VL bzw. des Preimmunserums
durchgefuhrt. Die zusétzliche Bande oberhalb der 70 kDa-Markerbande wurde mit einem Stern
markiert.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Antikorper gegen DnaK3 verwendet, einer war
gegen den C-Terminus (UDnakK3CT) und der andere gegen das vollstdndige Protein
(UDnaK3VL) gerichtet. Unter Verwendung des Antikérpers UDnaK3VL zeigte sich neben der
Bande fur DnaK3 eine weitere, schwacher ausgepragte Bande zwischen der 70 kDa und der
100 kDa-Markerbande (Abb. 19 links). Diese war jedoch nicht auf eine Kreuzreaktion des

Kaninchenserums zurtickzufiihren, da die Bande bei der Verwendung von Preimmunserum
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nicht in Erscheinung trat (Abb. 19 rechts). Eine Reaktion auf die homologen DnaK Proteine
DnaKl und 2 wurde getestet und konnte ebenfalls ausgeschlossen werden (Daten nicht
gezeigt). Im Rahmen dieser Arbeit war es nicht moglich zu klaren, ob es sich bei der
zusatzlichen Bande um eine verkirzte Form von DnaK3 oder um eine unspezifische Bindung

des Antikorpers an ein Protein im Zellextrakt handelt.

3.3.1 Expression und Deletion von dnaK3

Die photosynthetische Aktivitat von Synechocystis sp. ist abhangig von den vorherrschenden
Lichtverhéltnissen und der adaptiven Biogenese von Thylakoiden (Barthel et al., 2013;
Kopecna et al., 2012). Bei einer Zucht unter light-activated heterotrophic growth (LAHG)-
Bedingungen mit Glukose als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle weisen Synechocystis
sp.-Zellen ein riickgebildetes Thylakoidsystem auf, bei welchem die Thylakoidmembranen
nur noch als diffuse Struktur erkennbar sind (Abb. 13 B). Werden jedoch dunkeladaptierte
Zellen wieder den Lichtbedingungen ausgesetzt, kommt es zu einer Regeneration der
Thylakoidmembranen und einer verfolgbaren Rilckgewinnung bzw. Steigerung der
photosynthetischen Aktivitat (Barthel et al., 2013). Um einen Zusammenhang zwischen der
Funktion von DnaK3 und der Thylakoidbiogenese zu Uberpriifen, wurde die Expression von
DnaK3 untersucht. Dafur wurden zunachst dunkeladaptierte Synechocystis sp.-Zellen
phototroph (d. h. unter normalen Lichtbedingungen (siehe 2.2.1.2)) kultiviert und die Zell-
extrakte nach unterschiedlicher Wachstumsdauer in Licht prapariert. Die Western-Blot-
Analyse der Zellextrakte lief3 eine lichtabhangige Expression von DnaK3 erkennen (Abb. 20).
In dunkeladaptierten Zellen konnte kein DnaK3 detektiert werden. Nach einer Stunde
Inkubation im Licht hingegen war eine Expression nachweisbar, welche mit der Dauer der

Inkubation an Licht starker wurde.

Stunden im Licht
1
0 1 2 4 8 16 24 L

Abb. 20 Lichtabhangige Expression von DnaK3 in Synechocystis sp.

Western-Blot-Analyse von Zellextrakten dunkeladaptierter Synechocystis sp.-Zellen (0 h) nach
verschiedener Inkubationsdauer im Licht (1 bis 24 h) und einer lichtadaptierten Kultur (L) als
Positivkontrolle. Es wurden jeweils 20 pg Protein aufgetragen und der Antikérper UDnakK3CT
verwendet (in Zusammenarbeit mit Sandra Barthel).

Um zu testen, ob die DnaK3-Funktion im Dunkeln essentiell ist, wurde versucht, das dnakK3-
Gen in allen Genomkopien von Synechocystis sp. unter LAHG-Bedingungen zu deletieren.

Bei einer erfolgreichen Deletion sollten alle Genkopien von dnaK3 durch eine Kanamycin-
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resistenz-Kassette unterbrochen sein (Abb. 21 A). Auch nach zahlreichen Segregations-
schritten war nach Isolation genomischer DNA aus der Mutante in einer PCR noch ein
wildtypisches Produkt nachweisbar (Abb. 21 B). Somit konnte das Gen nicht vollstandig
deletiert werden. Dennoch zeigte ein Teil der dnaK3-Genkopien eine Integration der
Kanamycinresistenz-Kassette aphAll, was sich anhand eines GréRenunterschieds des PCR-
Produkts von etwa 1000 bp nachvollziehen liel3 (Abb. 21 B).
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Abb. 21 Deletion von dnakK3 unter LAHG-Bedingungen und Expression von DnaK3 im
Synechocystis sp.-Mutationsstamm aglnakKs3.

A) Schematische Darstellung der Unterbrechung der dnaK3-Gensequenz durch Einfihrung einer
Kanamycin-Resistenzkassette (aphA). Die aphA-flankierenden Primer in der dnaK3-Gensequenz
dienten zur Kontrolle der Deletion mittels PCR und sind als Pfeil dargestellt (siehe Tab. 5).
B) Agarosegel-Elektrophorese der analytischen PCR von isolierter genomischer DNA aus Wildtyp (Wt)
und aalnakK3- Mutante (a8). Die Integration der Resistenzkassette aphAll ist durch ein PCR-Produkt
auf Hohe der 1500 bp-Markerbande (M) zu erkennen. C) Relative Quantifizierung von DnaK3 mittels
Western-Blot-Analyse von Synechocystis sp. Zellextrakt des Wildtyps (Wt) und der aalnaK3-Mutante
(& unter Verwendung des Antikérpers UDnaK3CT (1.0 entspricht 10 ug Protein). Die Bestimmung der
Bandenintensitaten erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ (National Institutes of Health, USA).

Infolge dieser teilweisen Deletion konnte eine verminderte DnaK3-Expression in der aalnaK3-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Rupprecht et al., 2007b). Um die
Abnahme der Expression von DnaK3 zu ermitteln, wurden Gesamtzellextrakte des
Synechocystis sp.-Wildtyps und der sanakK3-Mutante in absteigenden Proteinkonzen-
trationen auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen und nach Western-Blot die Intensitat der
DnaK3-Bande quantifiziert. Hierbei wurde deutlich, dass trotz unvollstandiger Segregation
die Expression von Dnak3 in der aalnaK3-Mutante um etwa 70 % (66,9 + 4,3 %) reduziert
war (Abb. 21 C).

Daraufhin wurde der Effekt der DnaK3-Depletion auf die Zellmorphologie von
Synechocystis sp. mittels Elektronenmikroskopie untersucht (Abb. 22 A). Beim Vergleich der
Ultrastruktur von Zellen des Wildtyps und aalnaK3 konnten keine bedeutenden Unterschiede

ausgemacht werden. Hierbei zeigte sich die Struktur der Thylakoide unverandert. Beim
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Zahlen der Thylakoidlamellen lief3 sich jedoch eine Tendenz zu weniger Lamellen bei dem
aglnaK3-Mutationsstamm feststellen (Abb. 22 B).
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Abb. 22 Betrachtung der Ultrastruktur des Synechocystis sp.-Stamms aanaK3.

A) Repréasentative elektronenmikroskopische Aufnahmen (siehe 2.2.4.15) der Synechocystis sp.-
Stamme Wt und amnaK3. Vermutlich sind die weiRen Flachen auf die Verdampfung von
Polyphosphatgranula durch den Elektronenstrahl zurickzufiihren (Stanier, 1988). (In Zusammenarbeit
mit Dr. Uwe Kahmann, Universitat Bielefeld) B) Relative Anzahl von Wt- (schwarz) bzw. salnakK3-
(grau) Zellen mit einer bestimmten Anzahl von Thylakoidlamellen. Es wurden je Stamm die Thylakoide
von mindestens 200 Zellen gezahilt.

Unter den verwendeten Wachstumsbedingungen wurden beim Wildtyp-Stamm am
haufigsten vier bis finf Doppelmembranen gezahlt, wogegen bei amlnaK3-Zellen haufiger drei
bis vier Thylakoidlamellen auftraten und mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit finf, sechs
oder sieben Doppelmembranen (Abb. 22 B).

3.3.2 Physiologische Charakterisierung der Depletionsmutante salnaK3

Wegen der Moglichkeit einer beeintrachtigten Funktion der vorhandenen Thylakoide in
aalnaK3-Zellen, wurde der Mutationsstamm im Vergleich zum Wildtyp (Wt)-Stamm,
physiologisch charakterisiert. Aufgrund der lichtabhéngigen Expression von DnaK3 erfolgte
die Anzucht der Synechocystis sp.-Stamme unter Starklicht (high light, HL) und Schwachlicht
(low light, LL), photomixotroph in Begasungsflaschen mit CO,-angereicherter Luft in BG11-
Medium (siehe 2.2.1.2). Fir Synechocystis sp. ist bekannt, dass eine Starklicht-Adaptation
mit einer Verringerung des Gehalts der Photosysteme, einem reduzierten PS I:PS II-
Verhéltnis und einer Abnahme der Chlorophyllkonzentration pro Zelle einhergeht (Murakami
& Fujita, 1991; Muramatsu & Hihara, 2003). Demzufolge sollten die Messergebnisse des
Wt-Stamms mit dem der DnaK3-Depletionsmutante salnakK3 verglichen und eingeordnet

werden.
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3.3.2.1 Pigmentzusammensetzung

Bei der Messung des Chlorophyligehaltes pro ODis, zeigte der Wildtyp-Stamm unter
Starklicht (WtHL) einen um etwa 50 % reduzierten Chlorophyligehalt im Vergleich zu einer
Kultivierung unter Schwachlicht (WtLL) (Abb. 23 B). Interessanterweise lief3 sich eine stark
verminderte Chlorophyllkonzentration bei dem Mutationsstamm aginaK3 unter Schwachlicht
(aminaK3LL) feststellen, die vergleichbar mit der des WtHL-Stamms war und unter Starklicht
(e@naK3HL) weiter abnahm. Anhand von Absorptionsspektren ganzer Zellen konnten
Unterschiede in der Pigmentzusammensetzung beider Stdmme verdeutlicht werden
(Abb. 23 A). In allen Spektren der Stamme waren die charakteristischen Absorptionsmaxima
fur Chlorophyll (440 und 680 nm), flr Carotinoide (490 nm) und Phycocyanin (625 nm)

deutlich zu erkennen.
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Abb. 23 Untersuchung der Pigmentzusammensetzung im Synechocystis sp.-Stamm axlnakK3.

A) Absorptionsspektren (siehe 2.2.4.16) ganzer Zellen von Wildtyp (Wt) und Mutante (salnaK3) nach
Anzucht unter Schwachlicht (LL) bzw. Starklicht (HL) normiert auf Aggo. B) Chlorophyll a-Konzentration
(siehe 2.2.4.8) bezogen auf ODss von Wt (schwarz) und axlnaK3-Mutante (grau) unter
Schwachlicht (LL) bzw. Starklicht (HL). C) Verhaltnis zwischen Phycocyanin (As»s) und Chlorophyll a
(Asgo) von Wt (schwarz) und sslinaK3-Mutante (grau) nach Anzucht unter Schwachlicht (LL) bzw.
Starklicht (HL). D) Verhaltnis zwischen Carotinoiden (A490) und Chlorophyll a (As40) von Wt (schwarz)
und aadnaK3-Mutante (grau) nach Anzucht unter Schwachlicht (LL) bzw. Starklicht (HL).
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Uber den Verlauf der Spektren konnte eine vergleichbare Pigmentzusammensetzung der
Stamme WtHL und aminaK3LL ausgemacht werden, die sich deutlich von dem des Wt-
Stamms unter Schwachlicht unterschied. Dies zeigten auch die Verhaltnisse von
Phycocyanin bzw. Carotinoid zu Chlorophylla (Abb. 23 C und D), welche mithilfe der
ermittelten Absorptionsspektren berechnet wurden (siehe 2.2.4.16). Dabei zeigte der
Wt-Stamm unter  Starklicht ein im Vergleich zu Schwachlicht gesteigertes
Phycocyanin:Chlorophyll- sowie Carotinoid:Chlorophyll-Verhaltnis, und die Mutante wies
unter Schwachlicht vergleichbare Werte wie der WtHL-Stamm auf. Bei der unter HL
angezogenen Mutante konnte eine weitere Verlagerung der Pigmentverhaltnisse in Richtung
Phycocyanin und Carotinoide festgestellt werden, was bei der Betrachtung der
Absorptionsspektren noch deutlicher wird (Abb. 23 A).

3.3.2.2 Stéchiometrie und Gehalt der Photosysteme

Da in Synechocystis sp. mehr als 80 % des zellularen Chlorophylls mit PS | assoziiert
vorliegen und ein Abfall der Pigmentkonzentration meist mit einer Reduzierung des Gehalts
an PS | verbunden ist (Shen et al., 1993), wurde die Stéchiometrie der Photosysteme mittels
77K-Fluoreszenzspektroskopie untersucht (Abb. 24 A). Nach Anregung der Chlorophylle bei
435 nm zeigten sich die charakteristischen Emissionsmaxima fur PS | bei 721 nm und ftr
PS 1l bei 684 nm und 693 nm. Dabei zeigte der WtHL-Stamm im Vergleich zum WtLL-Stamm
ein geringeres PS I:PS lI-Verhaltnis, sichtbar durch ein verringertes Emissionsmaximum bei
721 nm (Abb. 24 A). Die aslnaK3-Mutante zeigte diese Abnahme bereits unter Schwachlicht
und verringerte das Verhaltnis weiter unter Starklichtbedingungen. AuRerdem war bei den
Stdmmen &sanaK3LL und axnaK3HL eine erhohte Fluoreszenzemisssion bei 684 nm
festzustellen, welche auf PS Il und/oder auf nicht von Phycobilisomen auf die Photosysteme
Ubertragene Energie zurlickzufiihren ist (Rakhimberdieva et al., 2007).

Infolgedessen wurde die Energielibertragung von den Phycobilisomen auf die einzelnen
Photosysteme nach Anregung der Phycobiline bei 580 nm untersucht (Abb. 24 B).
Verglichen mit dem WtLL-Stamm zeigte der WtHL-Stamm einen starkeren Energietransfer
zu PS I relativ zu PS 1, sichtbar durch ein hdheres Emissionsmaximum bei 693 nm in
Relation zum Maximum bei 721 nm. Zudem wiesen die Spektren von den Stdmmen WtHL
und agnakK3LL eine hohe Ahnlichkeit und somit eine vergleichbare Energielibertragung auf.
Wie nach Anregung der Chlorophylle (Abb.24 A) war auch nach Anregung der
Phycobilisomen (Abb. 24 B) ein Anstieg der Emission bei 684 nm bei den Stammen WtHL,
aanaK3LL u n ddna€3HL, im Vergleich zum WtLL-Stamm zu beobachten.
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Abb. 24 Stochiometrie und Gehalt der Photosysteme im Synechocystis sp. aalnaK3-Stamm.
Aus drei unabhéngigen Messungen gemittelte 77K-Fluoreszenz-Spektren (siehe 2.2.4.17) ganzer
Zellen von Wildtyp (Wt) und Mutante (aglnaK3) nach Anzucht unter Schwachlicht (LL) bzw. Starklicht
(HL) (siehe 2.2.1.2). A) Anregung von Chlorophyllen bei 435 nm und Normierung auf Eggs.
B) Anregung von Phycobilisomen bei 580 nm und Normierung auf Eggs. C) Western-Blot-Analyse der
Kern-Untereinheiten von PS | (PsaA/B) und PS Il (PsbA) in Zellextrakten von Wildtyp (Wt) und
anaK3 (& nach Anzucht unter Schwachlicht (LL). Die Auftragungen wurden auf Protein (25 pg) bzw.
Chlorophyll (0,6 pg) normiert.

Durch eine Western-Blot-Analyse mit Antikdrpern, die gegen die zentralen Untereinheiten
der Photosysteme PS| (PsaA/PsaB) und PSII (PsbA) gerichtet waren, sollte der
Proteinanteil beider Systeme genauer untersucht werden. Bei der Auftragung von
Zellextrakten normiert auf Gesamtprotein zeigte der aadnaK3-Stamm schwéchere Banden fir
PsaA/B (PS 1) und PsbA (PS Il) im Vergleich zum Wt-Stamm (Abb. 24 C links). Allgemein
schien im Vergleich zum Wt-Stamm der Anteil der Photosysteme in der Mutante niedriger zu
sein. Sehr deutlich war eine Reduktion des PS | im aalnaK3-Stamm zu beobachten. Mit der
Normierung der Zellextrakte auf Chlorophyll erfolgte im Grunde auch eine Normierung auf
PS I, da in Synechocystis sp. der tUberwiegende Anteil des zellularen Chlorophylls an PS |
gebunden vorliegt (Shen et al., 1993). Auf diese Weise konnte beim amnaK3-Stamm im
Vergleich zum Wt-Stamm eine in etwa gleich starke Bande fir PsaA/B (PS 1) und eine
starkere Bande fur PsbA (PS II) nachgewiesen werden (Abb. 24 C rechts), was auf das

verringerte PS I:PS II-Verhaltnis zuriickzufiihren war.
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3.3.2.2 Photosynthetische Aktivitat

Um die physiologischen Auswirkungen der beobachteten veranderten Zusammensetzung
der Pigmente und der Photosysteme des aanaK3-Mutationsstamms genauer zu
untersuchen, wurde die photosynthetische Aktivitat Uber die Messung der Sauerstoff-
produktion bestimmt (Abb. 25). Durch die Zugabe von Natriumhydrogencarbonat bei der
Messung war die zellulare CO,-Konzentration kein limitierender Faktor und die Aktivitat der
gesamten photosynthetischen Elektronentransportkette konnte erfasst werden. Hierbei
zeigte der starklichtadaptierte Wt-Stamm eine geringere Sauerstoffproduktion als bei
Schwachlicht-Adaptation (O,/ODssq) (Abb. 25). Fir die schwachlichtadaptierte Mutante
aadnakK3LL konnte eine zum WtHL-Stamm vergleichbare Sauerstoffentwicklung
nachgewiesen werden. Die Mutante aalnaK3HL zeigte eine noch geringere Produktion als
der aalnaK3LL-Stamm.
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Abb. 25 Sauerstoffproduktion der Synechocystis sp.-Stamme Wt und aalnaK3.

Graphische Darstellung der aus mindestens drei unabhangigen Messungen gemittelte O,-Produktion
[umol O,/0ODs50] von Wildtyp (Wt) und Mutante aadlnaK3 (a9 nach Anzucht unter Schwachlicht (LL) bzw.
Starklicht (HL) nach Zugabe von HCOj; (siehe 2.2.1.2 und 2.2.4.18).

Aufgrund der tendenziell geringeren Sauerstoffproduktion der salnaK3-Mutante, sollte die
Funktionalitat des PS Il genauer untersucht werden. Durch Parameter der PAM (Pulse
Amplitude Modulated)- Fluoreszenzmessung ist es moglich, die photochemische Effektivitat
des PSIl zu beschreiben (siehe 2.2.4.19). Fir diesen Zweck wurden von den
Bakterienstammen Dunkel-/Licht-Induktionskurven aufgezeichnet (Abb. 26 A). Zu Beginn der
Messung war eine durch das eingeschaltete Messlicht hervorgerufene Grundfluoreszenz F,
detektierbar. Dieses Messlicht besitzt allerdings eine so geringe Intensitdt, dass seine
Energie nicht ausreicht, um die zentralen Chlorophylle der Photosysteme anzuregen und
somit eine photosynthetische Aktivitdt hervorzurufen. Nach einem unmittelbar gegebenen
séttigenden Lichtpuls lagen die Reaktionszentren aller PS Il im reduzierten Zustand vor,
sodass kein weiterer Elektronenfluss mehr moglich war. Die daraus resultierende maximale

Fluoreszenz F, ist als definierter Peak erkennbar (Abb. 26 A).
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Abb. 26 PAM-Fluoreszenz-Messungen zur Bestimmung der photochemischen Aktivitat des
PS Il der Synechocystis sp.-Stamme Wt und aalnakKs3.

A) Aus vier unabhangigen PAM-Fluoreszenz-Messungen gemittelte Dunkel-/Licht-Induktionskurven
(siehe 2.2.4.19) ganzer Zellen von Wildtyp (Wt) und Mutante (a®inaK3) nach Anzucht unter
Schwachlicht (LL) bzw. Starklicht (HL). Fo=Grundfluoreszenz im Dunkeln, Fy"=Grundfluoreszenz im
Licht, Fh,=maximale Fluoreszenz im Dunkeln, F, ’=maximale Fluoreszenz im Licht. B) Links:
Auftragung der Parameter F,/F,, zur Beschreibung der maximalen photochemischen Aktivitat des
PS II; Rechts: Auftragung der Parameter F, /F," zur Beschreibung der photochemischen Effektivitat
des PSII.

Allgemein kann eine maximale Chlorophyllfluoreszenz erreicht werden, wenn die
Energieabgabe an die photosynthetische Elektronentransportkette (photochemisches
Quenchen) oder die Freisetzung von Warme (nicht-photochemisches Quenchen) minimal ist.
Dies wurde durch Dunkeladaptation der Zellen vor der Messung und die Gabe des
séttigenden Lichtpulses berlcksichtigt. Der Parameter F,/F,, konnte anschlieRend verwendet
werden, um die maximale photochemische Aktivitdt des PS Il zu bewerten (Abb. 26 B links).
Dabei beschreibt die variable Fluoreszenz F, die Differenz aus F, und Fy;. Nach dem
Zuschalten von photochemisch stark wirksamem Licht (aktinisches Licht), waren alle PS II-
Zentren fur die Photosynthese aktiviert und ein Anstieg der Grundfluoreszenz auf F,” war zu

beobachten (Abb. 26 A). AnschlieRend gegebene Starklichtpulse fuhrten zu einem im
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Vergleich zu F, geringeren Fluoreszenzsignal F. , was auf nicht-photochemisches
Quenchen zuriickzufihren ist. Mit dem Parameter F,'/F,” kann der Teil der absorbierten
Lichtenergie ermittelt werden, welcher in chemische Energie umgewandelt werden konnte,
was auch als photochemische Effektivitdt des PS Il bezeichnet wird (Abb. 26 B rechts). Bei
der Betrachtung der Induktionskurven (Abb. 26 A) war beim WtHL-Stamm im Vergleich zum
WHtLL-Stamm eine Abnahme der Fluoreszenzsignale F, und F,,” festzustellen. Dabei zeigten
die Stamme WtHL und aglnaK3LL &hnlich starke Signale und der aginaK3HL-Stamm Signale
von noch geringerer Intensitat. Bei den Messungen wurde bei den Stdammen WtHL und
adnaK3LL im Vergleich zum WitLL-Stamm ein moderater Anstieg der Grundfluoreszenz
beobachtet, die beim aalnaK3HL-Stamm jedoch doppelt so stark auftrat. Diese Zunahme ist
auf die Fluoreszenz der Phycobilisomen zurlickzuflihren, welche ebenfalls angeregt wurden
(Campbell et al.,, 1998). Die Werte der maximalen photochemischen Aktivitdt bzw. der
photochemischen Effektivitat des PS Il zeigten in der graphischen Darstellung ein ahnliches
Bild (Abb. 26 B), mit einem geringeren Wert fuir den WtHL-Stamm im Vergleich zum WtLL-
Stamm, vergleichbaren Werten fir die Stamme WtHL und aalnaK3LL sowie stark reduzierte
Werte fur den aalnaK3HL-Stamm.

Der Redoxzustand der Elektronentransportkette ist ein wichtiger Indikator fir den
physiologischen Status einer Photosynthese betreibenden Zelle (Escoubas et al., 1995;
Huner et al., 1996; Li & Sherman, 2000; Murakami & Fujita, 1991). Dieser konnte durch
Messung der Dauer fur die Re-Reduktion von oxidiertem PS | bestimmt werden (siehe
2.2.4.19). Mit Hilfe eines starken Lichtpulses wurde das PS | vollstdndig oxidiert, detektierbar
Uber einen Anstieg der P700-Absorption, welche durch Reduktion des PS | tiber ein Elektron
aus dem Plastochinon-Pool unmittelbar wieder abfiel (Abb. 27 A).
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Abb. 27 PS I-Re-Reduktions-Kinetiken der Synechocystis sp.-Stdamme Wt und aalnaK3.

A) Graphische Darstellung der aus drei unabhangigen P700-Messungen (siehe 2.2.4.19) gemittelten
Re-Reduktionskinetiken ganzer Zellen von Wildtyp (Wt) und Mutante (aglnaK3) nach Zucht unter
Schwachlicht (LL) bzw. Starklicht (HL). B) Im Séaulendiagramm sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der ermittelten Halbwertszeiten (t;,) der Re-Reduktion dargestellt.
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Aus den daraus ermittelten Kurvenverlaufen ist fir den aginaK3LL-Stamm ein schnellerer
Abfall des Absorptionssignals als beim WtLL-Stamm zu beobachten (Abb. 27 A). Die
Halbwertszeit dieser Re-Reduktion konnte nach dem Anpassen der Kinetikdaten tber eine
exponentielle Funktion ersten Grades bestimmt werden (Abb. 27 B). Fir die Mutante salnak3
war eine signifikant geringere Halbwertzeit im Vergleich zum WtLL-Stamm zu bestimmen,
was auf eine starker reduzierte Elektronentransportkette hindeutet.

3.3.2.3 Wachstumsverhalten

Interessanterweise hatten die durch die DnaK3-Depletion hervorgerufenen physiologischen
Veranderungen keine Auswirkung auf das Wachstumsverhalten des axlnaK3-Stammes unter
Schwach- oder Starklicht (Abb. 28). Unter beiden Wachstumsbedingungen zeigten Wildtyp
und Mutante vergleichbare Verdopplungszeiten mit 11,2 h + 0,1 bzw. 11,1 h + 0,2 fur die
Stamme Wt L L bdnaiK3LL emd mit 8,1 h £ 0,5 bzw. 9,4 h + 1,2 fir die Stamme WtHL
bzw. salnaK3HL.
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Abb. 28 Wachstumsverhalten der Synechocystis sp.-Stamme Wt und a@lnaK3 bei Schwach-
bzw. Starklichtbedingungen.

Zu Beginn wurden die Kulturen auf OD.5 = 0,05 eingestellt und die OD der untersuchten Stdmme bis
zum Erreichen der stationdren Phase zweimal taglich bestimmt (siehe 2.2.2.1). Die Zucht erfolgte
photomixotroph, in Begasungsflaschen mit CO, angereicherter Luft, unter Zugabe von 5 mM Glukose
und 80 pg/ml Kanamycin, mit Schwach- (20 pE) bzw. Starklicht (120 pE) (siehe 2.2.1.2). Wegen des
verwendeten Antibiotikums bei der Kultivierung des aanaK3-Stamms wurde zur besseren
Vergleichbarkeit SynechocystisKanR als Wildtyp eingesetzt (siehe 2.1.3).
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3.4 Die Rolle der DnaK-Proteine bei der Proteinbiosynthese und beim

Proteintransport

Das Protein Trigger Factor (TF) ist befahigt, als erstes Chaperon mit naszierenden
Polypeptidketten zu interagieren und sie vor Aggregation zu schitzen (Deuerling & Bukau,
2004; Lill et al., 1988). Dennoch ist das Protein in E. coli nicht essentiell und eine Deletion
des Genlokus fiihrte zu keinen physiologischen Defekten (Deuerling et al., 1999). Auch das
Hitzeschockprotein DnaK, welches das einzige DnaK-Protein in E. coli darstellt, ist unter
Standardbedingungen in E. coli deletierbar (Bukau & Walker, 1989). Im Gegensatz dazu
fuhrte eine kombinierte Deletion der Gene tig (trigger factor) und dnaK zu einer
synthetischen Lethalitdt, was fiur eine kooperative Funktion dieser Chaperone spricht
(Deuerling et al.,, 1999; Genevaux et al., 2004; Teter et al., 1999). Eine Depletion des
tig-Gens im E. coli-Stamm agnakK fihrte zu einer massiven Aggregation von Proteinen in der
Zelle und unterstreicht somit die Bedeutung von DnaK und TF bei der Faltung
neusynthetisierter Polypeptide (Calloni et al., 2012; Deuerling et al., 1999).

Um zu untersuchen, ob TF auch in Synechocystis sp. deletierbar ist, wurde das Gen tig im
Plasmid pCR2.1 durch eine Chloramphenicol-Resistenzkassette unterbrochen und in
Synechocystis sp.-Zellen transformiert, wobei es Uber homologe Rekombination das
wildtypische Gen ersetzen sollte (Rupprecht, 2007). Nach sequenzieller Uberimpfung auf
BG11-Platten mit steigenden Antibiotikum-Konzentrationen, erfolgte die Uberpriifung der
Deletion mittels analytischer PCR. Die verwendeten Primer flankierten das tig-Gen und
ermdglichten somit die Unterscheidung zwischen wildtypischer und unterbrochener
Gensequenz, sichtbar durch einen Gréflienunterschied der PCR-Produkte nach Agarosegel-
Elektrophorese (Abb. 29 A und B).
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Abb. 29 Deletion von trigger factor in Synechocystis sp.

A) Die mit Hilfe der Primer NTCmR und CTCmR amplifizierte Chloramphenicol-Resistenzkassette
(cat) wurde mittels blunt end-Klonierung durch die Enzyme Hincll und BstEIll in die Gensequenz von
trigger factor (tig) eingefuhrt (in Zusammenarbeit mit Eva Rupprecht). Die tig-flankierenden Primer
sind als Pfeil dargestellt. B) Agarosegel-Elektrophorese nach analytischer PCR zur Uberpriifung der
Deletion des trigger factor-Gens im Synechocystis sp.-Stamm adig (a¢) mit tig-flankierenden Primern
NTtf und CTtf (Tab. 5). Zur Kontrolle wurde das PCR-Produkt mit wildtypischer DNA aufgetragen (Wt).
Anhand des GrdlRRenunterschieds der PCR-Produkte durch die eingefiihrte Resistenzkassette, lassen
sich die wildtypische und unterbrochene Gensequenz voneinander unterscheiden.
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Die Auftragung des PCR-Produkts der Mutante adig zeigte eine einzige Bande oberhalb der
1500 bp-Markerbande, was auf eine vollstandige Unterbrechung aller Genomkopien
schliel3en lasst. Dies konnte zudem Uber Western-Blot-Analyse bestatigt werden, bei welcher
im Zellextrakt des Stamms &agig kein TF-Protein detektiert werden konnte (Abb. 31).

In Synechocystis sp. ist von den drei codierten Hsp70-Proteinen nur DnaK1l vollstandig
deletierbar (Rupprecht et al., 2007b). Um zu untersuchen, ob die vermutlich kooperativen
funktionellen Eigenschaften von Hsp70-Proteinen und TF &hnlich wie in E. coli auch in
Synechocystis sp. eine wichtige physiologische Bedeutung haben, wurde versucht tig im
Synechocystis sp.-Stamm a&lnaK1 (Rupprecht et al., 2007b) zu deletieren. Die PCR-Analyse
mit tig- bzw. dnaKl-flankierenden Primern zeigte nach anschlieRender Agarosegel-
Elektrophorese, dass beide Gene in allen Genomkopien des Stamms aginaKladig deletiert
vorlagen (Abb. 30 B). Zur Unterscheidung von wildtypischer und unterbrochener
Gensequenz, wurden die Produkte der PCR-Analyse mit dnaK1-flankierenden Primern mit
Hilfe des Restriktionsenzyms Bglll verdaut, dessen Schnittstelle Uber die Kanamycin-
Resistenzkassette eingefiihrt wurde (Abb. 30 A). Infolgedessen zeigte nur der Wildtyp nach
dem Restriktionsverdau eine Bande auf Hohe der 2000 bp-Markerbande, da hier keine
Schnittstelle fur Bglll vorhanden war (Abb. 30 B). Uber die Immunoblot-Analyse konnte die
vollstandige Deletion von tig und dnaK1 bestatigt werden (Abb. 31).
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Abb. 30 Doppeldeletion von trigger factor und dnakK1l in Synechocystis sp.

A) Schematische Darstellung der Unterbrechung der dnaK1-Gensequenz in Synechocystis sp. durch
Einflhrung einer Kanamycin-Resistenzkassette (aphA), die eine Bglll-Restriktionsschnittstelle tragt
(Rupprecht et al., 2007b). Die dnaK1-flankierenden Primer sind als Pfeil dargestellt (siehe Tab. 5).
B) Agarosegel-Elektrophorese nach analytischer PCR zur Uberpriifung der kombinierten Deletion von
tig (ad) (vergleiche Abb. 29) und dnaK1 (ad) in Synechocystis sp. mit den Primern NTtf und CTtf bzw.
NTdnaK1l und CTdnaK1. Zur Kontrolle wurden die Produkte der PCR-Anaylse mit wildtypischer DNA
aufgetragen (Wt). Zur Unterscheidung von wildtypischer und unterbrochener Gensequenz, wurden die
Produkte der PCR-Analyse mit dnaK1-flankierenden Primern mit Hilfe des Restriktionsenzyms Bglll
verdaut.

68



Ergebnisse

— anti-DnaK1
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Abb. 31 Western-Blot-Analyse zur Kontrolle der Einzel- bzw. Doppeldeletion von tig und dnaK1.
Western-Blot-Analyse von Zellextrakten aus den Synechocystis sp.-Mutationsstammen adig, aalnakK1,
aginaKlagig im Vergleich zu Zellextrakt aus Synechocystis sp.-Wildtyp (Wt) zur Uberprifung der
Einzel- bzw. Doppeldeletion von tig und dnaKl mit den Antikdrpern anti-DnaK1l und anti-Trigger
Factor. (In Zusammenarbeit mit Linda Manhart).

Um die Viabilitat der Synechocystis sp. aslnaKladig-Doppeldeletionsmutante zu untersuchen,
wurde das Wachstumsverhalten unter Standardbedingungen (30 °C) und Hitzestress (42 °C)
getestet (Abb. 32).
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Abb. 32 Wachstumsverhalten der Synechocystis sp.-Deletionsstamme axnaKl, aig und
aadlnaKladig unter A) Standardbedingungen bei 30 °C oder B) Hitzestress bei 42 °C.
Zu Beginn wurden die Kulturen auf OD.5 = 0,05 eingestellt und die OD der untersuchten in
Synechocystis sp.-Stdmme bis zum Erreichen der stationdren Phase taglich bestimmt. Die
Kultivierung erfolgte photomixotroph in Gegenwart von 5 mM Glukose ohne Antibiotika.

Dabei zeigte sich fur alle Mutationsstamme ein wildtypisches Wachstum unter
Standardbedingungen (Abb. 32 A), jedoch ein Wachstumsdefekt der Mutanten salnaK1 und
adnaKlatig bei 42 °C (Abb. 32 B). Beziglich des Chlorophyllgehalts und der photo-
synthetischen Aktivitdt konnten keine signifikanten Unterschiede zu wildtypischen Zellen
festgestellt werden (siehe Anhang Abb. Al).

Anhand von Immunoblot-Analysen sollte anschlieRend die Auswirkung der vollstdndigen
Deletion der Gene dnaK1 und tig auf die Expression anderer Chaperone untersucht werden.
Hierfir wurden Zellextrakte des Wildtyps und des jeweiligen Mutationsstammes in

absteigenden Chlorophyll-Konzentrationen nebeneinander aufgetragen und nach SDS-
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PAGE mittels Immunoblotting, unter Verwendung entsprechender Antikdrper, analysiert und
mit dem Programm ImageJ (National Institutes of Health, USA) quantifiziert. Dabei zeigte der
adig-Stamm einen um 64 + 37 % erhohten Gehalt an DnaK1 im Vergleich zum Wt-Stamm
(Abb. 33 A) und analog der aglnaK1-Stamm einen um 43 £ 15 % erhdhten Gehalt an Trigger
Factor (Abb. 33 B).
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Abb. 33 Analyse der Expression von DnaK1l bzw. Trigger Factor in den Synechocystis sp.-
Mutationsstammen A) atig und B) aslnaK1.

Immunoblot-Anaylse nach SDS-PAGE von Zellextrakten des Wt-Stamms (Wt) und der
Mutationsstamme adig (ad) sowie amnaKl (awl) mit absteigender Chlorophyllkonzentration und den
Antikdrpern anti-DnaK1 und anti-Trigger Factor. 100 % Chlorophyll (1.0) entsprechen bei A) 0,192 ug
Chlorophyll und bei B) 0,45 pg Chlorophyll. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm ImageJ
(National Institutes of Health, USA) aus mindestens zwei unabhangigen Western-Blots und einer
Bestimmung von mindestens vier Banden. (In Zusammenarbeit mit Linda Manhart).

Darliber hinaus konnte in den Mutationsstammen eine verstarkte Expression von DnaK2
dokumentiert werden (Abb. 34 A). Dabei zeigte die Deletion von tig den starksten Effekt, mit
einem um etwa 4-fach erhdhten Gehalt bei den Stammen adig (237 £+ 33 %) und aalnaKladig
(235 + 61 %) im Vergleich zum Wt-Stamm und einer um etwa 2-fach verstarkten Expression
beim aanaK1-Mutationsstamm (100 + 37 %). Die Mutante adig zeigte einen Anstieg des
Gehalts an DnaK3 von 42 £+ 21 % im Vergleich zum Wt-Stamm. Demgegenuiber war bei den
Deletionsstdmmen axnaKl (-37 £ 5 %) und amnaKladig (-44 + 10 %) eine Abnahme des
Gehalts an DnaK3 von etwa 40 % feststellbar (Abb. 34 B). Aufgrund der Verwendung des
Antikérpers UDnaK3VL trat in der Western-Blot-Analyse eine weitere Bande auf, die mit
einem Stern markiert und bei der Quantifizierung nicht bertcksichtigt wurde (siehe auch
3.2.1).

Zur besseren Ubersicht sind die Expressionsanderungen der Chaperone in den jeweiligen

Mutationsstammen in Tab. 10 zusammengefasst.
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Abb. 34 Analyse der Expression von A) DnaK2 bzw. B) DnaK3 in den Synechocystis sp.-
Mutationsstdmmen atig, aalnaK1l und adnaKlatig.

Immunoblot-Anaylse nach SDS-PAGE von Zellextrakten mit absteigender Chlorophyllkonzentration
A) adig (at) und adnaK1 (aa) 100 % (1.0) = 0,107 pug Chlorophyll, axinaKledig (sed & 100 % = 0,134 pg
Chlorophyll B) &agig (a#¢) 100 % = 0,14 pg Chlorophyll, salnaKl (aal) 100 % = 0,19 pg Chlorophyll,
agnaKlatig (e @& 100 % =0,25ug Chlorophyll. Es wurden die Antikérper anti-DnaK2 und
anti-DnaK3VL eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm ImageJ (National Institutes
of Health, USA) aus mindestens zwei unabhéangigen Western-Blots und einer Bestimmung von
mindestens vier Banden. Die zusatzliche, vermutlich unspezifische Bande unter der Bande flir DnaK3,
wurde mit einem Stern markiert und bei der Quantifizierung nicht beriicksichtigt. (In Zusammenarbeit
mit Linda Manhart).

Tab. 10 Expressionsanderungen von Trigger Factor sowie DnaKl, 2 und 3 in den
Synechocystis sp.-Mutationsstdmmen atig, draKlu n ddnaKladig.

Im Vergleich zum Wt-Stamm (+) verstarkte Expression, (++) sehr verstarkte Expression, (-) verringerte
Expression

Synechocystis sp. Protein
Stamm Trigger DnaK1  DnakK2 | DnaK3
Factor
adig + Tt .
anaKl + + i
aadnaKladtig +t )
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3.5 Untersuchung zur Ubertragung spezifischer Funktionen durch

Neukombination der C-terminalen DnaK-Domanen

Die drei in Synechocystis sp. kodierten DnaK-Proteine weisen eine hohe Sequenzidentitat in
der N-terminalen Nukleotidbindedoméne auf und unterscheiden sich durch einen variablen
C-Terminus, der einen Teil der Substratbindedoméne mit einschlie3t (Rupprecht et al.,
2007b). Somit scheint die DnaK-spezifische Funktion vom C-Terminus abhangig zu sein.
Ahnlich wie in Komplementationsstudien mit chimaren DnaK-Proteinen in E. coli gezeigt
(Mogk et al., 1999; Suppini et al., 2004), sollte durch die Neu-Kombination der C-terminalen
DnaK-Domanen in Synechocystis sp. untersucht werden, ob es moglich ist, die DnakK-
spezifische Funktion mit zu Ubertragen. Hierfiir wurden 5°- und 3"-terminale Sequenzen der
jeweiligen dnaK-Gene, welche die N- und C-terminalen Proteindomé&nen reprasentieren,
einzeln amplifiziert und Gber Primer Schnittstellen eingefiihrt (Abb. 35).

Pstl Narl HindIIIT
¢‘ 1798 bp f| 701 bp ‘
-420 bp +1 1378 bp 2079 bp
dnaK1 h i
1784 bp 533 bp
406 bp 1378 bp 1911 bp
dnaK2 ﬁ_ —
1782 bp 938 bp
404 bp 1378 bp 2316 bp

dnaK3 ﬁ_ _

Abb. 35 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fir den kombinierten Domanen-
austausch der drei DnaK-Proteine aus Synechocystis sp.

Mittels PCR und spezifischen Primern (Tab. 5) wurden die 5"- und 3"-terminalen DNA-Sequenzen der
drei dnaK-Gene welche die N- und C-terminalen Proteindoménen reprasentieren, amplifiziert und
Restriktionsschnittstellen eingefuhrt (Pstl/Narl bzw. Narl/Hindlll). Die vorgelagerten Promotor-
sequenzen wurden mit etwa 400 bp beriicksichtigt. Die 5'- und 3"-terminalen Fragmente wurden nach
einem TA-Klonierungsschritt im Plasmid pILA miteinander neu kombiniert.

Die 5°- und 3'-terminalen Fragmente der jeweiligen dnaK-Gene (Abb. 35) wurden in ver-
schiedenen Kombinationen in das Plasmid pILA kloniert und in Synechocystis sp. trans-
formiert, wodurch Uber homologe Rekombination eine Integration der Konstrukte an eine
neutrale Stelle im Genom (slr0168 (Kunert et al., 2000)) erzielt werden sollte (Abb. 37). Des
Weiteren wurden die drei dnaK-Gene amplifiziert und nach Klonierung in das Plasmid
pRSET6a mit einer Chloramphenicol-Resistenz-Kassette unterbrochen (Abb. 36). Die am 5'-
und 3"-Ende verbliebenen dnaK-Sequenzen sollten anschlieBend zur homologen Re-
kombination des Deletionskonstrukts in die wildtypische Gensequenz in Synechocystis sp.

dienen.
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Abb. 36 Klonierung der Konstrukte zur Deletion der dnaK-Gene.

Nach Amplifikation der dnaK-Gensequenzen (Tab.5) erfolgte die Klonierung in pRSET6a Uber
Ndel/BamHI bzw. Ndel/Hindlll. Die mit Hilfe der Primer NTCmR und CTCmR amplifizierte
Chloramphenicol-Resistenzkassette (cat) wurde mittels blunt end-Klonierung durch die Enzyme Smal,
Accl und Eagl in die jeweilige dnaK-Sequenz eingefihrt.

Die generierten Deletionskonstrukte wurden in die sechs Synechocystis sp.-Stamme mit den
jeweils integrierten neu kombinierten dnaK-Gensequenzen transformiert, sodass letztlich 12

verschiedene Stamme erstellt wurden (Abb. 37).

Stamm neul_(ombiniertes dnaK oo
Bezeichnung | g\ cystis sp. | dnaK-Gen
1201 | -EETENTEZT- | - {dnakil—
1242 | -EENEETCZTY- | - {dnakzl-
1341 | - EECENMNGENE- | —{dnakil-—
1343 | - EEUNMINGENE-- | - {dnakal
21A2 | -EEVEN 1 1 | —{dnakzl
21A1 | SNV ¢t - | {(dnakit-
2372 | -EEVEENNCSNE - | - dnaKZl--
23A3 | -EEVEENGEE- | - dmEKil--
31A3 | MM ci }- | -[dmaKal-
31A1 | -ECEMM ci }- | -[dmaKi}-
3243 | -EEMNTCIT-- | [ dnaKat--
3242 | -EEEENTCIT} | -[dnakz}-

Abb. 37 Ubersicht der generierten Synechocystis sp.-Stamme mit neukombiertem dnaK-Gen
und das zu deletierende wildtypische dnaK-Gen.

Die sechs neukombinierten dnaK-Gene (Abb. 35) im Plasmid pILA wurden in Synechocystis sp.
transformiert, wodurch ber homologe Rekombination eine Integration der Konstrukte an eine neutrale
Stelle im Genom erfolgen sollte. In diesen Stdmmen sollte untersucht werden, ob es mit Hilfe der
Expression der chiméaren Proteine moglich ist, die entsprechenden wildtypischen dnaK-Gene zu
deletieren (Abb. 36).
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In diesen Stammen wurde untersucht, ob die exprimierten chimaren DnaK-Proteine die
Funktion des jeweils zu deletierenden DnaK-Proteins Ubernehmen kénnen und es somit
maoglich ist, das entsprechende Gen vollstdndig zu deletieren. Zu diesem Zweck wurden
Klone der einzelnen Stdmme Uber einen Zeitraum von mindestens einem Jahr nacheinander
auf BG11-Platten mit steigenden Antibiotika-Konzentrationen uberimpft. Eine Uberprifung
der Klone erfolgte Uber analytische PCR nach Isolierung genomischer DNA. Die Integration
der neu kombinierten dnaK-Sequenzen wurde mit Hilfe von spezifischen Primern untersucht,
welche die rekombinante Sequenz in pILA flankierten (Abb. 38). Als Kontrolle diente das
entsprechende Konstrukt im Plasmid pILA und wildtypische DNA. Dabei konnte in allen 12
Stdmmen eine Integration der neu kombinierten dnaK-Sequenzen nachgewiesen werden
(Abb. 38).

_pILA12 _pILA13 pILA21  pILA23 pILA31 pILA32

O SR LI R AN A N M RO I IR AR
AU U N S NN U
= =
t 13000 bp
3000 bp | - b e anp WP = T s e w BT .- '—2500bp
2308 BB - -[=5800 bp

Abb. 38 PCR-Analyse zur Uberpriifung der Integration der neu kombinierten dnaK-Gen-
sequenzen in Synechocystis sp.

Nach Isolierung genomischer DNA aus den 12 Synechocystis sp.-Stammen (Abb. 37) und PCR mit
spezifischen Primern (plLAseqg/plLAseqfusion) erfolgte eine Agarosegel-Elektrophorese (siehe
2.2.3.8). Die verwendeten Primer flankierten die rekombinante Gensequenz in plLA. Anhand der
Kontrolle mit dem jeweiligen Konstrukt im Plasmid pILA (z.B. p12) konnte die Integration in das
Synechocystis sp.-Genom Uberprift werden (Abb. 37).

Daneben wurde die Deletion der drei dnaK-Gene in den 12 Stammen mittels Segregations-
PCR untersucht, wobei es durch den Vergleich mit wildtypischer DNA md@glich ist, eine
vollstandige bzw. unvollstdndige Segregation aufzuzeigen. Als zusatzliche Kontrolle dienten
dabei die Deletionskonstrukte im Plasmid pRSET6a. Die in der PCR verwendeten Primer
flankierten den Genbereich im jeweiligen dnaK-Gen, in welchen die Resistenzkassette
eingefihrt wurde. Dabei ergab sich im Vergleich zur wildtypischen Gensequenz ein
Grollenunterschied des PCR-Produktes. Eine vollstdndige Segregation konnte bei allen
Stdmmen mit beabsichtigter dnaKl1-Deletion nachgewiesen werden (Abb.39 A). Im
Gegensatz dazu zeigten die Stamme mit beabsichtigter dnaK2- und dnaK3-Deletion keine
vollstandige Segregation, da eine der zwei Banden im Agarosegel noch vorhandene

wildtypische Genkopien repréasentierte (Abb. 39 B und C).
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Abb. 39 PCR-Analyse zur Uberpriifung der Segregation der dnaK-Gene in Synechocystis sp.-
Stammen mit integrierter neu kombinierter dnaK-Sequenz.

Agarosegel-Elektrophorese nach PCR mit isolierter genomischer DNA aus den 12 Synechocystis sp.-
Stammen (Abb. 37) und dnaK-spezifischen Primern (Tab. 5), welche den Genbereich flankierten, in
den die Resistenzkassette integriert wurde. Als Kontrolle diente W|Idtyp|sche DNA (Wt) bzw. das
jeweilige Deletionskonstrukt im Plasmid pRET6a, z.B. dnaK1: :cm”t in pRSET6a (pl::CmR). Fir die
Bezeichnung der 12 Synechocystis sp.-Stdmme siehe Abb. 32. Auftragung der Produkte der PCR-
Analyse zur Untersuchung der A) dnaK1-Deletion. B) dnakK2-Deletion. C) dnaK3-Deletion.

Mit Hilfe von Immunoblot-Analysen der Zellextrakte sollte die Expression der chimaren
DnaK-Proteine in den 12 Stdmmen nachgewiesen werden (Abb. 40). Dabei waren die
verwendeten Antikdrper anti-DnaK1l und anti-DnakK2 gegen den C-Terminus und anti-
DnaK3VL gegen die volle Lange des Proteins gerichtet. Anhand der Auftragung von 12al
und 13&l lie sich die vollstandige Deletion von dnaKl bestéatigen, da hier kein DnaK1-
Protein zu detektieren war (Abb. 40 links). Bei den Stammen 21al und 31al dagegen war
eine Bande prasent, die auf das jeweilige chiméare DnaK-Protein (N2C1 bzw. N3C1)
zurlckgefuhrt werden konnte. Des Weiteren war bei der Auftragung 21a2 eine Doppelbande
nachzuweisen und liel3 im Vergleich mit Wt und 21&el auf das wildtypische DnaK1 und das
chimare N2C1-Protein schlieBen (Abb. 40 links). Bei den restlichen Auftragungen zeigten
sich nur einzelne Banden, wobei das wildtypische und das chiméare Protein vermutlich auf

gleicher Hohe liefen und deswegen zusammen in einer Bande detektiert wurden (Abb. 40).
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Abb. 40 Western-Blot-Analyse zur Uberprufung der Expression der chiméren DnaK-Proteine in
Synechocystis sp.

Nach Zellaufschluss von Kulturen der 12 Synechocystis sp.-Stamme (Abb. 37) erfolgte eine SDS-
PAGE der Zellextrakte mit anschlieRender Immunoblot-Analyse mit Antikbrpern gegen den C-
Terminus (anti-DnaK1 und anti-DnaK?2) oder die volle Lange des Proteins gerichtet (anti-DnaK3VL).
Als Kontrolle diente wildtypischer Zellextrakt (Wt). Die unspezifische Bande bei der Verwendung des
Antikorpers anti-DnakK3VL wurde mit einem Stern markiert. Fir die Bezeichnung der 12
Synechocystis sp.-Stamme siehe Abb. 37.
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3.6 Heterologe Expression und Reinigung der Proteine DnaK1, 2, 3und 4

Um die cyanobakteriellen DnaK-Proteine biochemisch charakterisieren zu kénnen, sollten
die Proteine mit N-terminalen deca-His-Tag heterolog in E. coli exprimiert werden. Hierzu
war es zunachst notig, geeignete Bedingungen zur heterologen Expression der Proteine in
E. coli zu etablieren, da eine toxische Wirkung bei Uberexpression von DnaK in E. coli
bereits bekannt war (Blum et al.,

1992; Grossman et al., 1987). Aus diesem Grund wurden

verschiedene Expressionsplasmide, Expressionsstamme, Anzuchttemperaturen, Kultur-

medien und Induktionszeitpunkte getestet, um eine optimale Uberexpression der
gewinschten Proteine zu erreichen. Fir DnaK1 und DnaK2 konnte eine optimale Expression
Uber das Expressionsplasmid pRSET6aHis im E. coli Stamm HMS174 (DE3) pLysS und
einer Zucht in LB-Medium erzielt werden. Die Induktion der Expression erfolgte zu Beginn
der stationdren Phase (OD7so = 1) mit 0,5 mM IPTG, der sich eine Kultivierung Utber flinf
Stunden bei 18 °C (DnaK1) bzw. vier Stunden bei 37 °C (DnaK2) anschloss. Eine
erfolgreiche Expression wurde mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse nachgewiesen
(Abb. 41 A und B). Nach Zellfraktionierung sollte die Reinigung von DnaK1 und DnaK2 aus
der l6slichen Fraktion Uber Affinitadtschromatographie erfolgen. Dafiur wurden zunachst
steigende Imidazolkonzentrationen im Puffer zur Elution der Proteine von der Ni-NTA-
Agarose getestet. Fur DnaK1 zeigte sich eine Elution ab 100 mM Imidazol und fir DnaK2 ab

50 mM (Abb. 41 A und B).
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Abb. 41 Uberpriifung der heterologen Expression von A) DnakK1 und B) DnaK2 in E. coli und
Bestimmung der kritischen Imidazolkonzentration bei der Affinitdtschromatographie.

Gezeigt sind die Coomassie-gefarbten 8%-igen Polyacrylamidgele nach SDS-PAGE und darunter die
zugehorigen Immunoblot-Analysen mit den Antikérpern anti-DnaK1 und anti-DnaK2 (VI) vor Induktion
der Expression, (NI) nach Induktion, (ZE) Zellextrakt, (L) losliche Proteinfraktion, (U) Uberstand nach
Inkubation der l8slichen Proteinfraktion mit Ni-NTA-Agarose, DnaK1 Elutionsfraktionen 1-6 (50, 100,
200, 300, 400, 500 mM Imidazol), DnaK2 Elutionsfraktionen 1-7 (25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 mM
Imidazol). Die Expression erfolgte im E. coli-Stamm HMS174 (DE3) pLysS in LB-Medium mit 100
pg/ml Ampicillin und 10 pg/ml Chloramphenicol. Nach Erreichen einer ODgoo Von etwa 1,0 wurde die
Expression mit 0,5 mM IPTG induziert und 5 h bei 18 °C (DnaK1) bzw. 4 h bei 37 °C (DnaK2)
inkubiert.

76



Ergebnisse

Im Gegensatz dazu war es nicht mdglich, fur DnakK3 geeignete Bedingungen fir eine
ausreichend starke Expression zu etablieren. Meist zeigte sich eine Expression in inclusion
bodies, bei welcher das Protein fehlgefaltet und aggregiert in der Zelle vorlag (Abb. 42).
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Abb. 42 Uberprufung der heterologen Expression von DnaK3 in E. coli.

Gezeigt ist das Coomassie-gefarbte 8%-ige Polyacrylamidgel nach SDS-PAGE und darunter die
zugehorige Immunoblot-Analyse mit dem Antikdrper anti-DnaK3VL. (VI) vor Induktion der Expression,
(ND) nach Induktion, (IB) inclusion bodies, (M) Membranfraktion, (L) l6sliche Proteinfraktion. Die
Expression erfolgte im E. coli-Stamm Rosetta-gami plysS in LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und
10 pg/ml Chloramphenicol. Nach Erreichen einer ODgyo von etwa 1,0 wurde die Expression mit
0,5 mM IPTG induziert und 5 h bei 37 °C inkubiert.

Der Versuch dnaK4 im Plasmid pRSET6aNT-HisMCS heterolog in BL21 (DE3) pLysE Zellen

zu exprimieren war ebenfalls nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).

Nach Bestimmung der geeigneten Imidazolkonzentration erfolgte die affinitdtschromato-
graphische Reinigung von DnaKl und DnaK2. Zur Entfernung von Proteinen, die
unspezifisch an die Matrix binden konnten, wurde Waschpuffer (50 mM Na-Phosphat-Puffer
pH 8, 300 mM NaCL, 10 % Glycerin) mit 50 mM bzw. 25 mM Imidazol eingesetzt. Dabei
wurden 5 mM ATP und 5 mM MgCI, zugegeben, um die Substrataffinitdt der DnaK-Proteine
zu vermindern. Anhand von SDS-PAGE konnte der Reinigungseffekt der finf aufeinander-
folgenden Waschschritte verfolgt und eine erhdhte Reinheit der Proteinlésungen nach
Elution mit 500 mM Imoidazol nachgewiesen werden (Abb. 43). Nach der erfolgreichen
Elution von DnaKl und Dnak2 waren allerdings noch einige Proteinverunreinigungen
vorhanden, was sich anhand weiterer Banden unterhalb der Bande fir DnaK1 bzw. DnaK?2

zeigte.
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Abb. 43 SDS-PAGE nach Reinigung von A) DnaKl oder B) DnaK2 uber Affinitats-
chromatographie.
Fur die SDS-PAGE wurden 8%-ige Polyacryamidgele verwendet. (L) l6sliche Proteinfraktion,
(Waschfraktionen 1-5) aufeinanderfolgendes Waschen mit jeweils 20 ml Waschpuffer, (E) Elution mit
500 mM Imidazol.

Aus diesem Grund wurde nach Umpuffern in Laufpuffer (20 mM BisTris pH 6,5, 10 %
Glycerin) eine Anionenaustausch-Chromatographie durchgefiihrt. Dabei richtete sich der pH-
Wert des Puffers nach den ermittelten isoelektrischen Punkten (ExPASy Server, (Gasteiger,
2005)) der Proteine DnaK1 und DnaK2 von 4,6 bzw. 4,7. Von den Proteinldsungen wurden
jeweils 2 x 5 ml auf eine Q-Sepharose-Saule aufgetragen und anschlieend mit steigenden
Salzkonzentrationen mit Elutionspuffer (Laufpuffer mit 1M NaCl) gewaschen bzw. eluiert.
Nach Auftragung der Proben auf die S&ule wurde zunachst ein Stufengradient eingestellt,
um unspezifisch gebundene Proteine weitestgehend von der Saule zu entfernen. Mit dem
sich anschlie3enden linearen Salzgradienten sollte die Elution von der S&ule erfolgen.
Zuletzt wurden die gesammelten Proteinfraktionen fur DnaK1 und DnaK2 mittels SDS-PAGE
und Western-Blot analysiert.

Bei der Chromatographie von DnaK1 waren zwei Elutionspeaks zu verzeichnen. Durch den
Stufengradienten mit 25 % Elutionspuffer konnten unspezifisch gebundene Proteine von der
Séaule gewaschen werden, was die Analyse der Fraktionen des ersten Peaks aufzeigte
(Abb. 44 Aund B). Der zweite Peak bei 38 % Elutionspuffer wéahrend des linearen
Gradienten war eindeutig dem DnaK1-Protein zuzuordnen. Bei den Auftragungen der
Fraktionen nach SDS-PAGE zeigte sich nur eine Bande, was den erreichten Reinigungsgrad
von DnaK1 widerspiegelte (Abb. 44).
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Abb. 44 Reinigung von DnaK1 tGber Anionenaustauschromatographie.

A) Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose-Saule (CV =5 ml) in 25
mM BisTris pH 6,5 und 10 % Glycerin bei 0,5 ml/min. Nach Injektion von 2 x 5 ml Proteinldsung und
anschlieBendem Waschen mit Laufpuffer bis Erreichen eines Absorptionssignals auf Nullniveau
erfolgte ein Waschschritt Gber einen Stufengradienten mit 25 % Elutionspuffer (250 mM NaCl)
wiederum bis Erreichen eines Absorptionssignals auf Nullniveau. Danach wurde ein linearer Gradient
von 25 % - 60 % Elutionspuffer Uber 10 Saulenvolumen (CV) eingestellt und 1 ml Fraktionen
gesammelt, bis eine Elution von DnaK1 erfolgte.

Im Chromatogramm von DnaK2 waren drei prominente Peaks zu verzeichnen (Abb. 45). Die
Analyse der Fraktionen des ersten Peaks zeigte zwar eine geringe Elution des DnaK2-
Proteins durch den 19%-igen Stufengradienten, es wurden jedoch hauptsachlich
unspezifisch bindende Proteine von der S&ule gewaschen, was die intensive Bande auf
Hohe der 50 kDa-Markerbande nach SDS-PAGE verdeutlichte (Abb. 45 B). Durch den
flachen linearen Gradienten konnten weitere Verunreinigungen abgetrennt werden. Dies
zeigte sich anhand einer vorangehenden Schulter im zweiten Peak bei 28 % Elutionspuffer
(Abb. 45 A). Nach SDS-PAGE-Analyse der Fraktionen lie3 sich eine Abtrennung einer
Bande unterhalb der Bande fiir DnaK2 verfolgen, wobei ab Fraktion 46 nur noch DnaK2
nachweisbar war (Abb. 45 B). Der dritte Peak bei 100 % Elutionspuffer zeigte weder nach
SDS-PAGE noch bei Immunoblot-Analyse eine Bande fur DnaK2.
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Abb. 45 Reinigung von DnaK2 Uber Anionenaustauschromatographie.

A) Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose-Saule (CV =5 ml) in 25
mM BisTris pH 6,5 und 10 % Glycerin bei 0,5 ml/min. Nach Injektion von 2 x 5 ml Proteinldsung und
anschlieBendem Waschen mit Laufpuffer bis Erreichen eines Absorptionssignals auf Nullniveau
erfolgte ein Waschschritt Gber einen Stufengradienten mit 19 % Elutionspuffer (250 mM NaCl)
wiederum bis Erreichen eines Absorptionssignals auf Nullniveau. Danach wurde ein linearer Gradient
von 19 % - 100 % Elutionspuffer Gber 30 CV eingestellt und 1 ml Fraktionen gesammelt, bis eine
Elution von DnaK2 erfolgte, und anschlie3end mit 100 % Elutionspuffer gewaschen.

Um die Aktivitat der gereinigten DnaK-Proteine nachzuweisen, wurde ihre ATPase-Aktivitat
nach Umpuffern in 50 mM HEPES pH 7 in einem gekoppelten Enzymtest untersucht (siehe
2.2.4.13). Uber diese Methode konnte jedoch keine signifikante ATP-Umsetzung fir DnaK1
und DnaK2 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Chaperone mussen ihre native Struktur unter Stressbedingungen beibehalten, um ihre
biologische Funktion austiben zu kdnnen. Aus diesem Grund sollten nach der Reinigung der
Proteine DnaKl und DnaK2 CD-Spektren im Temperaturbereich von 10 bis 95 °C
aufgenommen werden, um ihre thermische Stabilitdt zu untersuchen. Bei DnaK aus E. coli
wurde gezeigt, dass die Bindung von ATP/Mg*" eine erhéhte thermische Stabilitat zur Folge

hatte, was sich anhand eines erhthten Schmelzpunktes zeigte (Palleros et al., 1992).
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Deswegen wurden die Spektren in An- und Abwesenheit von 200 puM ATP/Mg?

aufgenommen und Schmelzkurven anhand der Messwerte bei 222 nm erstellt (Abb. 46).
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Abb. 46 Thermische De- und Renaturierung von A) DnaK1 und B) DnaK2.
Fur die Aufnahme der CD-Spektren (siehe 2.2.4.14) wurden die Proteinldsungen in 10 mM Natrium-

Phosphat-Puffer pH 7 umgepuffert und in den Kivetten eine Konzentration von 0,119 g/l (DnaK1) und
0,169 g/l (DnaK2) eingestellt. Gemessen wurde in An- und Abwesenheit von 200 puM ATP/Mg2+
wahrend der Denaturierung durch Erhéhung der Temperatur (Heizen, schwarz) bzw. Abkuhlen der
Probe (Kuhlen, grau) in einem Temperaturbereich von 10 i 95 °C. Die molare Elliptizitat bei 222 nm
wurde anschlie@end gegen die Temperatur aufgetragen. Die erhaltene Kurve beschreibt die
Schmelzkurve, wobei der Wendepunkt dem Schmelzpunkt des Proteins entspricht.

Auf diese Weise konnte fir das DnaK1l-Protein eine hohe thermische Stabilitat
nachgewiesen werden, da die Auftragung der Werte der De- und Renanturierung einen
anndhernd gleichen Kurvenverlauf zeigten (Abb. 46 A). Somit handelte es sich um eine
reversible Denaturierung des Proteins. Nach Zugabe von ATP/Mg** wurde eine dreiphasige
Denaturierung erkennbar und anhand der Erh6hung des Schmelzpunkts von 30,1 °C (ohne
ATP) auf 38,5 °C eine Stabilisierung des Proteins durch ATP-Bindung nachgewiesen. Fur
DnaK2 zeigte sich sowohl bei Anwesenheit als auch bei Abwesenheit von ATP/Mg** eine

dreiphasige Denaturierung (Abb. 46 B). Eine Stabilisierung von DnaK2 durch ATP-Bindung
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liel3 sich anhand der veranderten Schmelzpunkte des Proteins nachweisen. Ohne ATP lag
der Schmelzpunkt bei 39,1 °C, mit ATP bei 48,6 °C. Die molare Elliptizitat stellte sich bei
Abkuhlung auf das erste Plateau ein, was auf ein Faltungsintermediat oder auf eine

irreversible Denaturierung von DnaK2 zurtckgefihrt werden konnte.
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3.7 Alignment und Strukturvorhersage fir SIr0086 (DnaK4)

In Eubakterien ist das Auftreten multipler homologer Hsp70-Proteine weit verbreitet.
Entsprechend konnten in Synechocystis sp. drei homologe DnaK-Proteine beschrieben und
eine Expression nachgewiesen werden (Rupprecht 2007). Interessanterweise ist mit slr0086
noch ein weiterer offener Leserahmen (ORF) vorhanden, der fir ein homologes DnaK-
Protein mit 531 Aminosauren (AS) und einer theoretischen Grof3e von etwa 59 kDa kodiert
(CyanoBase, (Nakamura et al., 2000)) und welches im Folgenden als DnaK4 bezeichnet
wird. Das Gen dnaK4 ist in einem Operon lokalisiert, welches nachweislich aus acht ORFs
(slr0086 bis sIr0096) besteht (Trautmann et al., 2013). Die Gene des Operons kodieren fir
Proteine, die an der Tocopherol- bzw. Carotinoid-Biosynthese sowie am Schutz der Zelle vor
oxidativem Stress beteiligt sind. Neben einer mdglichen Beteiligung an der oxidativen
Stressantwort lasst die nachweisbare Kotrankription mit slr0093 auf eine Interaktion mit dem
entsprechenden membranstandigen DnaJ-Protein schlie3en (Trautmann et al., 2013).

In vielen cyanobakteriellen Genomen liegt dnaK4 stark konserviert vor (NCBI Protein Blast;
(Altschul et al., 1990)), bleibt aber bis heute noch weitestgehend unerforscht. Mit 531 AS ist
DnaK4 bedeutend kirzer als die anderen homologen DnaK-Proteine in Synechocystis sp.
und weist im Vergleich zueinander eine deutlich geringere Sequenzidentitat auf (Tab. 11).

Tab. 11 Sequenzidentitaten der homologen DnaK-Proteine aus E. coli und Synechocystis sp.
Die angegebenen Identitaten in Prozent lieBen sich aus der Analyse eines Multi-
Proteinsequenzalignments mit dem Programm ClustalW2 ableiten (siehe 2.2.4.20).

Protein DnaK (E. coli) DnaKl DnakK2 DnaK3 DnaK4
DnaK (E. coli) 49,7% | 56,9% | 49,6 % | 19,0 %
DnakK1 49,7 % 56,5% @ 47,8%  222%
Dnak?2 57,0 % 56,5 % 61,8% 19,4 %
Dnak3 49,6 % 47,8% | 61,8 % 20,0 %
Dnak4 19,0 % 222% | 194% | 20,0%

Aus diesem Grund stellt sich die Frage, welche Strukturelemente im Vergleich zu E. coli-
DnaK und den anderen Hsp70-Proteinen in Synechocystis sp. verdndert bzw. nicht
vorhanden sind. In dieser Arbeit wurden anhand von Software-Programmen, die eine
Strukturvorhersage eines Proteins ermdglichen (siehe 2.2.4.20), putative strukturelle
Unterschiede von DnaK4 zu E. coli-DnaK und den homologen DnaK-Proteinen aus
Synechocystis sp. aufgezeigt. Mit Hilfe des Programms RaptorX (Kallberg et al., 2012)
konnte die Tertiarstruktur von DnaK1, 2, 3 und 4 anhand der Primérsequenzen (CyanoBase;

(Nakamura et al., 2000)) vorhergesagt werden (siehe auch 2.2.4.20). Als Matrize diente
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hierbei die Kiristallstruktur von DnaK aus E. coli in der offenen ATP-gebundenen
Konformation (PDB 4BQ9; (Kityk et al., 2012)). Mit dem Programm Chimera (Pettersen et al.,
2004) wurden die verschiedenen DnaK Strukturmodelle {bereinandergelegt und
anschlielend ein  Sequenzalignment durchgefihrt, um die Konservierung von
Strukturmerkmalen und einzelnen AS zu betrachten (Abb. 47). Bei der Betrachtung des
Alignments wird die vorhergesagte hohe strukturelle Ahnlichkeit von DnaK1, 2 und 3 mit
DnaK aus E. coli sehr deutlich. Im Gegensatz dazu zeigt DnaK4 besondere
Strukturmerkmale, die es von den homologen DnaK-Proteinen unterscheidet und welche mit
Strukturelement A-F gekennzeichnet wurden (Abb. 47).

Strukturelement A

E_DnaK - M GKIGID LGTTNEVAIMOGT--------- TPRMLENAEGDRTTH&Y T- QD GC 47
S_DnaK1 -- MGK/IGID LGTTNSASYLESG-------- KPIVITNTEGGRTTPB/GFT- KG SQ 47
S DnaK2 M -- GKWVGIDLGTTNEVAYMEG-------- KPTVMANAEGFRTTP¥VGW- KN- GD 47
S DnaK3 M -- GKWVGIDLGTTNS/VAYMEG-------- KPIVIANAEGMRTTPBVGHN- KE- GE 47
S_DnaK4 ----  MPYAIDFGTTNTVIA WNEATRQGNLIDLPSLSHPLGDS.GP LLYVENAALGQ 56

** ***7\' L .

Strukturelement B
E_DnaK TLVGQPAKR Q AVTNPOQN LFAIKR LIGRRFQEEVQRDVIMMPFKIIA ADN GDAWVE 104
S DnaK1l RLVEQLAKR Q SVITNAEN VYSIKR FIGRRWDDVEERS-- RVPWCVIGRD DTVSV$ 102
S_DnaK2 RLVEQIAKR- @ AWNPGNFYSVKR-IGRK-- FDEITNEATEVAYSVVKOGN GN/KLD 102
S _DnaK3 LVVGEOMGRRY AVLNPONFYGVKRFMGRRYTIDTPESK-- RVAYTIRRDDR DNKVR 102

S _DnaK4 VAIA REVLIRGRDISTDTIEFKNFKRGGV" VOGFLPQ 94
** *
E_DnaK PQISAEVLKKMKKTAEDR'GEPVEAVITVPAYFNDAQRQATKDAGRG 162
S _DnaKl PQEISAMILQKLKADSEAEGEPVTRAVITVPAYFIDAQRQATKDAGAIG 160
S_DnaK2 EEISAQVLRKLVDDASKYGETVTIQAVITVPAYFNDSQRQATKDAGKG 162
S _DnaK3 EEISAMILRKLAEEASRYGEKVTGAVITVPAYFNDSQRQATRDAGKG 162
S _DnaK4 GHTL ETLGQWYLDKLIRILTE@GQGPDLALTVPVDSFESYRHWLSHTCRSWSZ
. * * *- *** .e
Struktur-
E DnaK L EVKRIIN EPTAAALAYGLRG TGNRTIAVYDLGGGFDISIIEIDE V----------- 210
S DnaKl L EVLRIIN EPTAAALAYGLRQ ETEELILVFDL GGGFDVSLLQL®------------ 207
S DnakK2 | EVLRIIN EPTAASLAYGLRK-- DNETILVFDL GGGFDVSILEVGE----------- 208
S DnaK3 L EVLRIIN EPTAASLAYGLRG- RIQKILVFDLGGGFDVSVLEYGD----------- 208
S DnaK4 V EEVRLVIEPTAAALEGV-- GD ASQILVLDFGGGYDFSWVQLORGQKGRSGFLLK 208
:* *:::*****:*.**: * % *:***:.*.*
element C
E DnaK |- DGHK|TFEVLATNGDHLGGEDFDSRLINYLYEEFKKIRGIDL- RNDPL 257
S DnaKl |- GVFEVLSTSGNHLGDDFDNCVVQWNESFKQKRIDL- STDKM 251
S DnakK2  |---------m--- GVFEVLATSGDHLGSDDFDKKIVDFLAGEFQKABIDL- RKDKQ 252
S DnaK3  |--------mm--- QFEVKATSGD QLGSNDFDRRIVDWIEAKFLEAKVOL- RQORQ 252

S_DnaK4 WQGGILGGSKAEEKSALAKVLAKAA NLGGSDIDYWISEYFTER-- Q---- G LQ-V-- 256
sk os ok kkk o kek s oeen

GrpE-Bindemotiv
E_DnaK AMQRLKEAAEKAKIELSAQTDVNPYITA-- DATGP KHVNIKVTRAKLESLVE--- 310
S DnaK1l AIQRLREAAEKAKIELSSMINTTINLPFITA-- DESGP KHLEMELARSQFEELTK:-- 304
S _DnaK2 ALQRLTEAAEKAKIELSBSQTEINLPFITA-- TQDGPKHLDTTLSRAKFEEICS--- 305
S _DnaK3 ALQRLTEAAEKAKIELSGUTTEINL|PFITA-- TEDGP KHLETQLSRSEFEDLCG-- 305
S DnaK4 - SPWIRRLAERLKIALGEEEATEV - FD- DOAL:-- ES [YEFQLARRSDLTEILQQRQF 308

. ** ***
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E_DnaK - DLVNR$ EPLKVALQIAGLS/SOD DVILV GGQTRPMVQKKVAEREK EPRKDVNPD 368
S_DnaK1 - QLLEDTRVPLTQALDIKIR ASDVHRVILV GGSTR PAIQRVIQEFFPDSQLERSVNPD 363
S_DnaK2 - DLIDRCGIPVENAIRDAID KSALDEIVLV GGSTR PAVQEVVKKIIGK DPNQGVNPD 363
S_DnaK3 - DLVTRLQRPVKRVLKIA PVQD EVVLVGGGTRPMVKGLVRSHDR EPNENVNPD 363

S_DnakK4 FER LTALWEQVQQTAQEBRTPANLRAVLVMGGTSQPMVQDWINAPA- GKIRNQQPF 365

I

Linker Strukturelement D
E_DnaK EAVAIGAAVQGGVLGEDVKIYLLLDVTPLI.GIET - MGGM TTLI AKNTTIPTKHSQVF 426
S DnaKl E AVALGAAIQAGVIGEVEDYLLDVTPLI.GLET- LGEVT- TKII ERNTTIPTSRSEVF 421
S DnaK2 E VVAVGAAIQGGVLUSEVKDLLLDVSPLIGVETF LGG/M TKII PRNTTIPTKKSETF 421
S DnaK3 E VVAIGAAIQAGILDGEVKDLLLDVTPLSFGLET IGGVM KKLLPRNTTIPVRKSDIF 421
S DnaK4 G AIALGALQIYQ G REVQYLYHSYGVRYWNRRKNSYH WHPIIKNGQTYMAEPIEL 423
akakk akek % s * % .
Strukturelement E Struktur-
E DnaK S -- TAEDNQ&VTIHVLUQGERK--------- RAAD NKHSLGQFNLGI ----------- 462
S DnaKl S -- TAVDGQTSEIHVIQ GERA--------- MARD NKSLGKFLIAGI----------- 457
S DnaK2 S -- TAVDGQSWEIHVLQGERE--------- MAND NKSLGTFRDGI----------- 457
S DnaK3 S -- TGENNQTVEVHV|LGERE--------- MASD NISLGRFKLSG|----------- 457
S _DnakK4 TLGASLDNQPSIEIVGE- L-- GSSIGATEVYF-- DGIQLITRVLEN QAFTVQPLNDRI76
T L *

*

element F
E DnaK ---- - N--- [PAPRGMPVTFDI DADGILHVSAK DKN SG-- K- EQKITIK ASS 505
S DnakKl  [----—--- P--- [PAPRGMPVSFEI DVNGILKVSAQ DQG TG-- K- EQSIVISHTG 500
S Dnak2  |[----—--- P--- [PAPRGVPIEVTFDI DANGILNVTAK DRG TG-- K- EQSISIT GAS 500
S DnakK3  |----—--- P--- [PAPRGVPQQVSFDDANGLQVTAR DKT- TG-- R- EQSITVQGAS 500

S Dnak4  [NGARQIAQLSPPGVPGRIKVKFWYWDQRYRLTVED -- LQ- QKLLLEN@VA- Q L 530
K. -

* Kk eeek ok ook o K e

E DnaKk GLN EDEIQKMVRDAEANAEADRKFEELVQT@SE- H LLH-- S TR-- KQ- VE 551
S Dnakl GLS GGEIEKMRQEAQQYAAQDQLRLRMMEQEDH S-LF---- HTYE-- TTLQ 546

S _Dnak2 TLP DTEVDRMVKEAESNAAADKERREKIDRKN@SLV--- YQA--- EKQI----- 545
S Dnak3 ILS EGEVNRMIQEAETFAAQDRERRERIEKBAK--- A-LTD-- Q- AQ-- RR- LK 546
S DnaK4 R 531

Abb. 47 Sequenz-Alignment von E. coli-DnaK und DnaK1, 2, 3 und 4 aus Synechocystis sp.

Die Strukturvorhersage fir DnaK1, 2, 3 und 4 aus Synechocystis sp. (S_DnaK1, 2, 3, 4) erfolgte durch
das Programm RaptorX mit DnaK aus E. coli (E_DnaK) im ATP-gebundenen Zustand als Matritze
(PDB 4B9Q; (Kityk et al., 2012)). Mit Hilfe des Programms Chimera konnten die Proteinstrukturen
Ubereinandergelegt werden. Mit der Funktion MatchAlign wird im Programm Chimera ein
Sequenzalignment nach der Uberlagerung von zwei oder mehreren Proteinstrukturen durchgefiihrt
(Meng et al., 2006). Aufgrund der kiirzeren Sequenz von DnaK4 und der niedrigen Konservierung des
C-Terminus (CT) ist das Alignment nur bis zum Anfang der Lid-Doméne (etwa 550 AS) dargestellt. Die
Sekundarstukturelemente wurden farblich hervorgehoben: U-Helix (orange), b-Faltblatt (grau).
Bemerkenswerte Strukturunterschiede wurden mit einem Kasten markiert und mit Strukturelement A-F
bezeichnet (siehe auch Abb. 38). Das GrpE-Bindemotiv und die Linker-Sequenz wurden grin
hervorgehoben. Ein Stern (*) markiert eine konservierte AS; ein Doppelpunkt (i) zeigt eine
Konservierung von AS mit sehr ahnlichen Eigenschaften an; ein Punkt (.) zeigt eine Konservierung
von AS mit bedingt &hnlichen Eigenschaften.

Zur Veranschaulichung der strukturellen Unterschiede ist das vorhergesagte Strukturmodell
von DnaK4 (rot) mit E. coli-DnaK (blau) in Abb. 48 Ubereinandergelegt dargestellt. Die
Elemente A-F zeigen dem Sequenzalignment entsprechend, in VergroRerung und farblich

hervorgehoben, die vorhergesagten Strukturunterschiede im Detail (Abb. 48, A-F).
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Abb. 48 Vergleich der vorhergesagten Struktur von DnaK4 (rot) mit DnaK aus E. coli (blau).
Anhand der Primarsequenz von DnaK4 konnte mit Hilfe des Programms RaptorX die Tertidrstruktur
vorhergesagt werden (siehe 2.2.4.20). Eine Uberlagerung der vorhergesagten Struktur mit DnaK aus
E. coli im ATP-gebundenen Zustand (PDB 4BQ9; (Kityk et al., 2012)) erfolgte mit dem Programm
Chimera. Die Strukturunterschiede wurden als Strukturelemente A-F gekennzeichnet und sind
unterhalb der Gesamtstruktur in VergréRerung dargestellt. Zur Verdeutlichung wurden die
betreffenden Strukturen fir E. coli-DnaK (tlrkis) und DnaK4 aus Synechocystis sp. (orange) farblich
hervorgehoben und die AS am Beginn und am Ende der markierten Sequenz angegeben.
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