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Sehr alt sind die Steine.

Das Muster des Lebens liegt nicht in ihren Adern.

Als die Erde sich abkiihlte, kamen die groBen Regenfalle,
und die Meere fullten sich.

Nach und nach verbanden sich die Molekiile

in geordneter Asymmetrie.

Eine Milliarde Jahre verstrich,

Aeonen von Versuch und Irrtum.

Die Botschaft des Lebens nahm Form an, eine Spirale,
eine Helix, die sich endlos wiederholt,

gehdllt in Protein, erndhrt von

Enzymen, geschutzt durch Membranen,

umspllt von Salzwasser, gewappnet mit Kalk.

Muscheln glitzern am Meeresstrand,

die Brandung brodelt, Seemowen schreien, und der méchtige Wind
rauscht in der Zypresse.

Thomas H. Jukes
Molecules and Evolution, 1966
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Einlgtung 1

1. Einleitung

Mereschkowsky erkannte 1905, dal3 Chloroplasten durch Endosymbiose aus Cyano-
bakterien hervorgegangen sind. Heute geht man davon aus, dal3 dle Chloroplasten auf en
enmaiges Endosymbioseereignis  zurlickzufihren snd (Cavdier-Smith, 1982; Kowalik,
1992). Der phylogenetische Vergleich von 16S rRNA Sequenzen zeigt dabe eine ndhere
Vewandtschaft der Chloroplasten zu filamentésen as zu kokkaen Cyanobakterien auf
(Giovannoni et d., 1988). Im Laufe der Evolution fand ene Verkleinerung der plastidéren
Genome datt, die dazu gefihrt hat, dald die Chloroplastengenome rezenter Pflanzen auf
eine Grole von durchschnittlich 100-200 Kilobasen (Ohyama et a., 1986; Shinozaki et d.,
1986; Hiratsuka et a. 1989; Halick et a. 1993; Wakasugi et d., 1994; Kowadlik et 4d.
1995; Maer et d., 1995; Reith & Munholland, 1995; Stirewalt et a., 1995; Wakasugi et
a., 1997; Wakasugi et d., 1998; Turme et a. 1999; Sato et d., 1999; Lemieux et d. 2000)
im Gegensatz zu den 1,8-13,2 Megabasen grof3en Genomen \on Cyanobakterien (Herdman
et a. 1979; Bancroft et a., 1989; Chen & Widger, 1993; Kaneko et d., 1996; Schyns et al.,
1997) reduziert sind. Diese Reduktion berunt sowohl auf dem Verlus von Genen ds auch
auf einem Gentrandfer vom Organdl zum Kern.

Neben direkt an der Photosynthese betelligten Proteinen, den fir die Proteinsynthese noti-
gen Faktoren, Proteinen des Fettsuremetabolismus sowie enigen Transportern kodieren
Chloroplastengenome  fir eine Rehe von weteren Proteinen, deren Funktion noch
unbekannt ist. Solche Leserahmen, die mehreren Chloroplasten bzw. Chloroplasten und
Cyanobakterien gemeinsam sind, werden ds ycf (hypothetical chloroplast reading frame)
bezeichnet (Halick & Baroch, 1994). Insgesamt sind bis heute 80 dieser hypothetischen
Chloroplasten-Leserahmen identifiziert worden (Stébe et a., 1998).

Die Veringerung des Gengehdtes ist aber nicht auf Chloroplastengenome beschrénkt. Die
Mitochondrien sowohl von Pflanzen ds auch von Tieren zeigen ebenfdls eine darke Re-
duktion ihrer Genome. Die Ursache hierfir konnte die im Gegensatz zum Kern hohe
Konzentration DNA-schédigender Radikde in Chloroplasten und Mitochondrien sein
(Haliwdl & Guitteridge, 1993; Martin & Pdumbi, 1993; Raven e d. 1994a; Raven et 4.
1994b). Die Endosymbionten konnen Mutationen und Deetionen innerhdb ihrer Genome
nicht durch laterden Gentransfer kompenseren (Andersson & Kurland, 1998). Der Vortell
enes Gentrandfers in den Kern liegt dso in der dort niedrigeren Mutationsrate (Allen &
Raven, 1996). Trotzdem verblieb sowohl bei Mitochondrien as auch be Chloroplagten en
Tell der Gene im Organdlengenom. Von Hejne erklate dies 1986 damit, dal3 vide Pro-
tene aufgrund ihrer Hydrophobizitdt nicht wieder in das Organdl importiet werden
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konnen. Diese These wurde aber durch die Tatsache widerlegt, dal3 hydrophobe Proteine
von Lichtsammekomplexen sehr wohl kernkodiert sein kénnen und Uber zwel oder sogar
vier Membranen in Chloroplasten importiert werden (Mullet, 1988; Bhaya & Grossman,
1991). Die hydrophile grof}e Untereinheit der Rubisco hingegen it weiterhin im Plagtident
genom kodiert (Ellis, 1981, 1984). Demnach ist die Hydrophobizité der Genprodukte kein
Kriterium fUr den Verbleib von Genen im Chloroplastengenom (Allen & Raven, 1996).

Eine andere Hypothese besagt, dal3 solche Gene im Organedl verbleiben, deren Expres-
songaten direkter Redoxkontrolle unterliegen. Dabei handdt es sich um Gene, deren
Produkte am priméren Elektronentransport betelligt snd oder die fir dessen Anpassung an
veranderte Umwe tbedingungen verantwortlich sind (Allen 1993ab).

Die Funktion der Chloroplasten it in Pflanzen auf die Photosynthese reduziert, und die
Gene, die die grolde Resstenz gegen den Trander zum Kern zeigen, sSnd jene, deren
Funktion im oder nahe am photosynthetischen Resktionszentrum liegt (Race et d., 1999).
Es ig daher anzunehmen, dal3 eine grofie Zahl konservierter Leserahmen eine Ralle fur die
Photosynthese spiden. So e'wiesen dch beraits enige der zunéchgst ds Ycf klassfizierten
Proteine ds Untereinheten des Photosystems 1l oder des Cytochrom be/f-Komplexes
(Monod et d., 1994; Takahashi et al., 1996; Hager et d., 1999). Auch fur die Assem
blieeung von c-Typ Cytochromen des photosynthetischen Elektronentransportes sind ycf-
Genprodukte essentidl (Xie & Merchant, 1996; Hibschmann et d., 1997; Inoue et 4d.,
1997).

Eine besonders interessante Gruppe bilden jene Ycf-Proteine, die fur die Stabilitét oder
Assemblierung ganzer Photosysteme notig snd (Ruf et d., 1997; Boudreau et d., 1997;
Meurer et d., 1998), da Uber den Prozel3 der PhotosystemAssemblierung und die Anzahl
der dafir bendtigten Proteine noch wenig bekannt ist. In diese Kategorie falt auch das
BtpA Protein, das das PS | be niedrigen Temperaturen stabilisert. Wie fir die anderen
Proteine & auch hier der molekulare Mechanismus unbekannt. Denkbar ist eine Chaperon
funktion ba der Fatung von Untereinheiten bzw. wahrend der Kofaktorinsertion oder ene
indirekte Stabiliserung des Photosysems durch Aktivierung oder Stabiliserung von Pro-
teinen mit Schutzfunktionen (Zak & Pekras, 2000). Fir Ycf39 ig ene Funktion ds
Chaperon ahnliches Protein, das die Insertion von Chinon im Photosystem |1l unterstiitzt,
beraits postuliert worden (Ermankova-Gerdes & Vermaas, 1999). Es ware adso denkbar,
da3 noch weitere ycf-Genprodukte Chaperonfunktionen fir Photosynthesekomplexe be-

qtzen.
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Photosynthese in Cyanobakterien und Chloroplasten

Der photosynthetische Elektronentrangport in Cyanobakterien it in Abb. 1 dargestelt und
unterscheidet sch grundséidich kaum von dem der Chloroplasten. Die Elektronen kénnen
zyklisch oder nicht-zyklisch transportiert werden. Der in beiden Fdlen entstehende Proto-
nengradient wird zur ATP-Bildung genutzt (Arnon, 1959), wédrend die Reduktion von
NADP" nur beim letzteren moglich igt. Im Cavin-Zyklus, dessen Endprodukt eine Hexose
ist, werden dann ATP und NADPH+H" zur Reduktion von CO, genutzt. Die durch die
Photosynthese  bereitgestellten Hexosen bilden die Grundlage des photoautotrophen
Wachstums.

Phycobilisome
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Abb.1: Thylakoidmodell und Elektronentransport in Cyanobakterien (aus Bryant, 1994);

A/BIC: Zylinder aus je 4 Allophycocyanintrimeren, D/E: Phycocyaninhexamere, E/F: Phycoerythrin-
hexamere, Aq: prim. Akzeptor des PS | (Chl aMonomer), A 1: sek. Akzeptor des PS | (Phyllochinon),
Cyt: Cytochrom, Fd: Ferredoxin, Flvd: Flavodoxin, FNR: Ferredoxin/NADP-Reduktase, F/Fa/Fg:
Eisen-Schwefel Cluster des PS |, HP/LP: hohes/niedriges Reduktionspotential, I: Eisen, of/r: Chinon-
oxidations- und -reduktionsstellen des Cyt bg/f Komplexes, Psgo /Proo: primére Donorchlorophylle der
Photosysteme, Pheo: Pheophytin, PC: Plastocyanin, PQ: Plastochinon, Qa/Qg: Plastochinone des PS
I1, Z: Mn-Cluster reduzierendes Tyrosin des PS 1|

Einer der Unterschiede zum cyanobakteridlen Elektronentransports it die ausschliefdiche
Verwendung von Plagtocyanin ds Elektronentbertréger zwischen dem Cytochrom  be/f-
Komplex und Photosysem | in den Chloroplasten griiner Algen und hoherer Pflanzen.
Aullerdem teilen sch nur in Cyanobakterien Photosynthese und Atmungskette den Chinon

pool.
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Die Zusammensetzung der photosynthetischen Komplexe von Cyanobakterien und Chloro-
plasten unterscheidet sich hauptsichlich in den Untereinheiten der Photosysteme, wéahrend
die ATP-Synthase und der Cytochrom bg/f Komplex absolut konserviert sind.

Von den Photosystemen ist das Photosystem | wiederum besser konserviert as das Photo-
sysem 1l. Dem Photosysem | von Cyanobakterien und nicht-grinen Algen fehlen dre
zusiizliche nukledr codierte Untereinheten der Grindgen und hoheren Pflanzen (G, H,
N). Das Photosysem |l ist hingegen deutlich variabler. Grinadgen und hohere Pflanzen
weisen finf Untereinheiten auf (P, Q, R, T', W), die aus Cyanobakterien und nicht-griinen
Algen nicht bekannt snd. Dem Photosysem Il der grinen Linie fehlen aber auch zwe
Polypeptide (U und V), die in Cyanobakterien und nicht-grinen Algen vorkommen.

Waéhrend der Evolution der Chloroplasten haben sich innerhab des Photosystems |l die
grofden Verdnderungen bel den extringschen Proteinen des Wasserspatungsapparates
ereignet, von dem nur das psbO Genprodukt (Mangan dtabiliserendes Protein, 33kDa
Protein oder OEE1 genannt) konserviert ist. Trotz der unterschiedlich starken Modifikation
im Laufe der Evolution zeigt sch fir bede Photosyseme be htheren Pflanzen der Trend,
die Cytochrome an der Donor-Seite zu ersetzen (Shen et d., 1995).

Die Lichtsammekomplexe bestehen bel Cyanobakterien ausschliedich aus Phycobili-
somen, welche auch bel Rotagen vorkommen (Gantt & Conti, 1966, 1969). Cryptomo-
naden bestzen zusizlich zu Chlorophyll ac-hdtigen Lichtssmmelkomplexen, die denen
hoherer Pflanzen dnen, auch Photosysem |l assoziierte Phycobiline (Gantt, 1979; Ingram
& Hiller, 1983). Diese snd aber nicht in Phycobilisomen &hnlichen Strukturen organisert
(Gantt, 1980). Be grinen Pflanzen besehen die Lichtsammekomplexe aus Chloro-
phyll/Xanthophyll-bindenden Proteinen (Smith & French, 1963; Thornber, 1971). Dies
gieget die unterschiedlichen Umwetbedingungen photosynthetischer  Organismen  wider.
Dagegen hat dch im Laufe der Evolution vom frellebenden Cyanobakterium zum Chloro-
plasten der Photosynthesegpparat in seiner grundséizlichen Struktur und  Funktionsweise
erhdten, so dald die Cyanobakterien den umfassendsten Moddlorganismus zur Aufklarung
der oxygenen Photosynthese darstellen.
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Verwendung von Cyanobakterien zur Genfunktionsanalyse und Auswahl der unter-

suchten L eserahmen

Cyanobakterien bieten dch neben ihrer Moddlfunktion aus folgenden Grinden zur Gent
funktionsandyse an:

Synechocystis sp. PCC6803 und  Synechococcus sp. PCC7002 sind aufgrund ihrer natiir-
lichen Trandformierbarkeit (Shestakov & Khuyen, 1970) einfach zu mutieren. Sie nehmen
dabel ausschliefdich doppelstrangige DNA aus dem Medium auf, wobel es unerheblich i,
ob ge zirkuld&r oder linear ist (Barten & Lill, 1995). Dazu kommt, dal3 se leicht und schndl
zu kultivieren und in diesr Hindcht den pflanzlichen Systemen Uberlegen snd. Ebenfals
en groler Vortel ig, dal? Synechocystis sp. PCC6803 der einzige photosynthetische
Organismus ie, dessen komplettes Genom sequenziert ist. Dagegen liegen fur Pflanzen
zwa zum Tel komplette plastiddre Sequenzen, aber noch keine kompletten nukledren

Sequenzen vor.

Die ausgesuchten Leserahmen ycf35, ycf36, ycf43, ycf4d5 und ycf46 snd dle im
Chloroplastengenom der Rotalge Porphyra purpurea (Reith & Munholland, 1995) kodiert.
Se kommen ebenfdls dle in den Chloroplastengenomen von Heterokontophyten oder
Cryptomonaden vor (vergl. Anhang A2), deren Chloroplasten auf einen sekundéren rhodo-
phytischen Endosymbionten zuriickgehen (Maer et d., 1991, Douglas, 1994). Alle funf
Lesrahmen fehlen in den Plagtidengenomen der grinen Linie (Grindgen und hohere
Pflanzen). Fir ycf36, ycf43 und ycf45 dnd aber bereits nukledre Sequenzen aus Arabi-
dopsis thaliana bekannt, so dal diese Leserahmen auch eine Funktion in htheren Pflanzen
eflllen. Die gute Konservierung von ycf35 und ycf46 spricht dafir, dald auch diese be
anderen Algen und hoheren Pflanzen kernkodiert sein konnten.

Zidsetzung

Die Genfunktionsanalyse dieser konservierten Chloroplasten-Leserahmen ist das Thema
der Arbeit. Dazu sollen die oben genannten ycf-Gene in Cyanobakterien inaktiviert
werden.

Die physologische Chaakteriserung der erzeugten cyanobakteridlen Stémme <oll Ein-
blicke in die Funktion der jewelligen inaktivierten Gene geben und richtungsweisend fir
die biochemischen Untersuchungen der Proteinfunktionen sein.
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2. Materid

Alle verwendeten Chemikdien hatten, fdls nicht anders angegeben, p.A. Quditd. Die
eingesetzten Redriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Roche, MBI-Fermentas,
New-England Biolabs, Pharmacia oder Promega bezogen. Als Proteinstandard wurde die
10kDa-Leiter der Firma Gibco eingesetzt. Bel der verwendeten Nitrozellulose handdt es
gch um untersiiitzte BA-S83 der Firma Schleicher und Schudl, die ebenfals Chromato-
graphiepapier der Sorte 2040 A lieferte. In Western-Blot Versuchen wurde Magermilch

pulver von Uelzena verwendet.

2.1 Geréte:

DNA/RNA Syntheziser Modd 392 Applied Biosystems
(Fogter City, Cdif., USA)

Cary 14 Spectrophotometer modifiziert zur computer-
gestiitzten Datenaufnahme
durch On-Line Instruments
Systems (Bogart, GA, USA)

8000C Fluorometer SLM-Aminco

Electroporator 2510 Eppendorf

Sauerstoffelektrode (Clark Typ) Hansatech

2.2. Vektoren:

puUC18/19 Y anisch-Peron et al. (1985)

pBluescript SK+ Stratagene

pMOS Amersham

pGEM-T Promega

pRL161 Elhai & Wolk (1988)

pKS-NPT Steinmiiller

pH45W Prentki & Krisch (1984)

pPET31+ Novagen

2.3. Escherichia coli Sémme:

DH5a Gibco

DH10B Gibco

pMOS-Blue Amersham

BL21DE Novagen
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2.4. Verwendete Primer

Die Primer wurden entweder mit einem Moddl 392 DNA/RNA Synthezisr der Firma
Applied Biosysems (Forgter City Cd., USA) hergestdlt oder bei den Firmen MWG
Biotech bzw. Interactiva begelt. Neben den Standardsequenzierungsprimern M13
Universd und Reverse wurden die unten aufgdisteten Primer eingesetzt. Die im Vergleich
zur cyanobakteridlen Origindsequenz veranderte Basen dnd unterstrichen und  Redtrik-
tionsenzymerkennungsstellen fett markiert.

2.4.1. Synechocystis PCC6803 ycf35 PCR-Primer:

7-72: GCC TGG GGG AAG TTG AAT TCT CTC T
EcoRl

7-73: TAT CAC CAT CAG GCA CTG CAG CGT TG
Pst |

2.4.2. Synechococcus PCC7002 ycf35 Sequenzierungsprimer:

35-3: CAA GTA CCA TCT GCT GA
35-4: (GCC CTC TAC GAC TGI CA
35-5: GGI CTC TTC CAA GAA CA
35-6: GIT TGC AGC CAT GCA GG
10-86: CAG ACT TGA GGG AAG TCA
10-87: CCC CAG CGG TCT GGT TTT
11-10: TAT CTC CGG ATT GAT CTG

2.4.3. Synechocystis PCC6803 ycf43 PCR-Primer:

7-74: TTT TGC GGT ACC TTT TAT ATT CAA
Kpnl

7-75: TTC AAA TGA TAA AGG ATC CGG GAC T
BanH

2.4.4. Synechococcus PCC7002 ycf43 Sequenzierungsorimer:

11-01: ACC CCG CAG TCA GAT CC
11-12: GAG AGA AAG AAA AAT TCG

2.4.5. Synechocystis PCC6803 ycf45 PCR-Primer:

7-76: TTC AAC ATT ACT AGI TGA TTT TCC C
Spel

7-77. GGEC CAC AGC GCA GCT GIT AAC CCA A
Pvul |
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2.4.6. Synechocystis PCC6803 ycf46 PCR-Primer:

8-22: GAC TAG TTA TGG GCC CAT GAC TTT T
Apal

8-23: AGI AAT AAC GGG ATC CAT GGI TAA C
BanH

2.4.7. Primer fUr die Synechocystis PCC6803 ycf46 Express onsklone:

Kompetter ycf46:

11-52: GIT ATT TGC ATA TGA CTT TTA GIG
Ndel

11-53: GGG AAA CTC GAG GIC CCT GGA GGC
Xhol

N-Terminus,

11-92: CCA CCA GAC TAG TTA TTT GCA TAT QAC TTT TAG TG
Ndel

11-93: TAG TAA ACC CCG GGG CTC GAG TAA ACC GTA ACG AC
Xhol

2.4.8. Synechocystis PCC6803 pshO Primer:

PCR-Primer:

13-81: AAG TCT GGA GCG GGA CAA GGC CTG
13-82: ACG ACC ACC TTA ACG GCG ATC GCC

Sequenzierungsprimer:

14-31: GGI GGA ACC GAA TAC TAA
14-32: CCA TCA ACC TGG GIC ACC

2.4.9. Sequenzierungsprimer fur pET31

T7-Promotor: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
T7-Teminator: GCT AGI TAT TGC TCA GCG G

2.4.10. Geninterne PCR-Primer fiir Synechocystis PCC 6803

psbB:
14-45: CTG GAG CGT CAC CGG AGA ACC TGG
14-46: GGG TGG TGG CAT TAC CGT ACC ACA
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psbV:
14-47: GGI CGG CAG TGC CAA TGC GGT GGA
14-48: GGG AGC AAT GAG GGT GTA ACC AGC

23Sr RNA:
14-49: GCG GCG AGA GCT GTA CCA AAG TGA
14-50: TGT GIC GGT TTC GGG TAC AGG TGA

2.5. Antiseren

Die folgenden Antiseren wurden freundlicherweise von Prof. Dr. R.J. Berzborn (Ruhr-
Universté Bochum) zur Verfligung gestdlt:

194-4 Anti-PsbO (Spinat)
219-t Anti-PsaD (Spinat)
372t Anti-CF1 (Spinat)
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3. Methoden

3.1. Escherichia coli-Medien

Luria-Bertani Medium DYT-Medium

0,5% (Wh) Hefeextrakt 1%(wiv) Hefeextrakt
1%  (Wh) Trypton 1,6%(w/v) Trypton
1%  (Wh) NaCl 0,5%(w/v) NaCl
pH 7,5 pH 7,5

SOC-Medium

10mM NaCl

10mM MgCh

10mM MgSO4

2,5mM KCI

20mM Glukose

0,5% (Wh) Hefeextrakt

2%  (wWh) Trypton

pH 7,5

3.2. Kultur von Cyanobakterien

3.2.1. Kultur von Synechocystis sp. PCC6803 (Dubbs J.M., Bryant D.A., 1991)

B-HepesMedium A5+-Cometalle
A5+-Cometdle Iml CuSO4 x5H.0 0,079g/I
CaCl,x 2H,0 35,28mg/l Co(NOs), x 6 H.O  0,0404g/I
Citronensaurex H,O  7,175mg/| HsBO3 2,86g/l
Fe(I1)(NH,),-Citrat  12mg/l MnCl x 4 H,O 1,819/l
Hepes 1,19/l NaMoO, x 2H,O 0,39/
K,HPO, x 3H,0 200mg/l ZnSO4 X 7 H,O 0,229/l
MgSO, x 7TH,O 75mg/l

NaCO; 20/l

Na-EDTA 1,98mg/l

NaNO; 1,5¢/I

N&aO;S; x 5H,0 1,50/l

Der pH wurde mit KOH auf 8 eingestellt. Fir Patten wurden 200mg/l stait 2g/l NaCOs3
engeetzt und das Medium wurde mit 15% (wiv) Agar versehen. Medium fir
mixotrophes Wachstum enthidlt zusétzlich 5mM Glukose.

Synechocystis sp. PCC6803 wurde bel 25-30 °C entweder mit 1% (v/v) CO, b Uftet oder
mit 170rpm geschittelt. Standardlichtbedingungen bedeuteten 50uUE, 250uE  entsprachen
hoher und 5-25E niedriger Lichtintensitét.
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3.2.2. Kultur von Synechococcus sp. PCC7002

A*-Medium (Stevenset al., 1973)

CaCl,x 2H,0 350g/1

FeCl; x6H,O 1ml/l einer Stammlosung von 3,89g/l in 0,1N HCl
KCI 600mg/l

KH,PO, 50mg/l

MgSO, x 7H,O 50/l

NaCl 18g/l

Na-EDTA 333mg/l

NaNO; 19/

Pl Metdle Ami/l

Tris 10mi/l einer Stammlésung von 100g/1 pH 8,2

Das Medium wurde fir 50-55 min autoklaviert und nach dem AbkUhlen wurden 285,7ul/l
eng 14gl Sammlosung Vitamin B;, hinzugeben. Sollten Platten gegossen werden, wurde
das Medium mit 1,5% (w/v) Agar versehen. Medium fir mixotrophes Wachstum enthielt
0,12% (v/v) Glyzerin.

Pl Metalle

Co(NO3), x6H,0 0,0148g/l
CuS0O, x5H,0 0,003g/l
HsBO; 34,269/I
MnCl, x4H,0 4,329/l
NaMoO, x2H,0 0,0473g/l
ZnCh 0,315g/l

Synechococcus sp. PCC7002 wurde bei 25-39°C entweder mit 1% (v/v) CO, belUftet oder
be 170rpm geschittdt. Standardlichtbedingungen bedeuteten 100-250uE, hohe Lichtin-
tensitét S00UE und niedrige 20pE.

3.3. Allgeme ne molekulargenetische M ethoden

Redriktionen, Ligationen sowie Klenow-fill-in Resktionen wurden nach Sambrook et 4.,
1989 oder nach Angaben des jeweligen Enzymlieferanten in den mitgelieferten Puffern
auggefthrt. Ethanolfdlung von DNA efolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M Na
Acetat (pH4,9) und 2,53 fachem Volumen Ethanol bei —20°C fur 30min. Anschliel?end
wurde die DNA be 4°C fur 30min mit 12000xg pelettiert. Zur Isopropanolfdlung von
DNA wurde das 0,7-1 fache Volumen Isopropanol hinzugegeben und die DNA bei Raum-
temperatur oder —20°C prézipitiert, die Zentrifugetion erfolgte wie oben.
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3.4. Synechocystis sp. PCC6803 DNA-Praparation (Williams J.G.K., 1986)

TES TE-Puffer

S0mM TrigHCI pH 8-8,5 10 mM TrigHCl pH 8
S0mM NaCl 1mM EDTA

SmM EDTA

Die Zdlen wurden be Raumtemperatur fur 6-10min mit 4500xg geerntet und in 2ml/g
Frischgewicht gesdtigtem Natriumjodid (4g NaJ unter Erhitzen in 2 ml HO bidest 10sen)
resuspendiert. Die Suspenson wurde mit gleichem Volumen TES aufgeflllt und erneut
zentrifugiert. Das Pdlet wurde in 8ml/g TES aufgenommen und mit 63mg/g Lysozym fir
20min bei 37°C inkubiert. Es wurde 10% (w/v) N-Lauroyl-Sarkosn zu ener End-
konzentretion von 1% (v/iv) hinzugegeben und der Ansaiz wetere 20min ba 37°C
belassen. Das Lysat wurde mit glechem Volumen Tris-geséttigtem Phenol versetzt und
langsam bel Raumtemperatur fir 30-60min auf einem Drehteller durchmischt. Nach ener
Zentrifugation be 4500xg fur 10min wurde die wa¥ige Phase mit einfachem Volumen
Chloroform versstzt und wie zuvor gemischt und zentrifugiet. Die DNA wurde durch
Isopropanol- oder Ethanolfdlung (3.3) gewonnen, mit 70% FEthanol gewaschen,
getrocknet und in TE-Puffer rickgd 6<t.

Zur Prgparaion von DNA im Mini-Malistab wurde das Protokoll wie folgt modifiziert:
Das Zdlpdlg von 5-10ml Kulturvolumen wurde in 50ul gesédttigtem Nal resuspendiert
und nach der Zentrifugation in 200ul TES aufgenommen und diesem Volumen entsprech
end weiter bearbeitet.

3.5. Synechococcus sp. PCC7002 DNA-Préparation (De Lorimier et a., 1984)

CTAB-NaCl
700mM NaCl
10% (W) CTAB

Die in 10 m eng Kultur der OD;3p = 2,0-25 enthdtenen Z€dlen wurden be
Raumtemperatur mit  4500xg for 10min abzentrifugiet und in 800ul TES (34.)
resuspendiert. Die Zdlen wurden in zweimd 400ul unterteilt und in einem Resktionsggefdl
mit je 100ul Lysozymgtammlosung (50mg/ml) versetzt. Nach 15min ba 37°C wurden je
50ul 10% (viv) N-Lauroyl-Sarkosn hinzugegeben und gut gemischt. Je 600l Tris-
gesdttigtes Phenol wurden pro Ansatz hinzugeftigt und der Ansatz wurde fur 15-30min auf
enem Drehtdler gemischt. Nach 5 min Zentrifugation bei 10000xg wurde die wa¥ige
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Phase mit 5yl RNAse (2U/ug) be 37°C 15min inkubiert. Es wurden dann 100ul 5M NaCl,
100ul CTAB-NaCl und 600ul Chloroform-lsoamylakohol (24:1) zugeflgt und der Asaiz
wurde 15min auf einem Drehtdler gemischt. Nach 2min Zentrifugation wie oben wurde
die DNA mit 700ul Isopropanol aus der wél¥igen Phase ba —20°C ausgefdlt, pelletiert,
mit 70% Ethanol gewaschen und in ca. 40-60ul TE-Puffer (3.4.) riickgel 6<t.

3.6. Elektrophorese von DNA

TAE Probenpuffer

400mM TriHCI pH 8,0 30%(W/V) Glyzerin

50mM NaEDTA 0,3%(wW/V) Bromphenolblau
20mM Essgsaure

Farbedésung

Img/mi Ethidiumbromid in entsal ztem Wasser

Die Proben werden vor dem Lauf mit /10 Volumen Probenpuffer versetzt. Die Elektro-
phorese erfolgt fir Minigele (7x11cm) bel 50-70mA und 100V und fur grofe Gele (17cm x
20cm) bei 100mA.

3.7. PCR

Cyanobakteridlle DNA wurde in einer Konzentration von 10ng/pl in PCRS eingesetzt. Es
wurde 1pmol der Primer pro pl Ansatz verwendet und die Konzentration der dNTPs betrug
200uM. Je 100ul Ansatzvolumen werden 25U Tag Polymerase (Qiagen) bzw. 5U
PfuTurbo Polymerase (Stratagene) verwendet. Die DNA wurde in enem enleitendem
Denaturierungschritt fir Imin auf 95°C erhitzt. Jeder PCR-Zyklus begann mit ener 30
sk Denaurierung bel 95°C. Die Annedingtemperatur wurde 3°C unter der jewells
niedrigeren  Schmeztemperatur des Primerpaares gewéhit. Die Elongationszeit betrug
Imin pro kb des Produktes und die Elongationstemperatur betrugt fir Tag Polymerase und
PfuTurbo Polymerase 72°C. Es wurden 26-30 Zyklen aus Denaturierung, Anneding und
Elongation durchgeftihrt, bevor die PCR durch ene abschiefende 5-10min Elongation
beendet wurde. Primer und nicht engebaute Nukleotide wurden Uber das PCR-
Renigungskit der Firma Qiagen entfernt.
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3.8. Elution von DNA aus Agarosegelen

DNA ener Grole von weniger ads 5kb wurde mit den Elutionskits der Firmen Qiagen,
Peglab oder Supelco aus Agarosegeen (3.6) duiert. Alternativ oder fur grofRere DNA
wurde die Elution mittedls Agarase (Boehringer) aus Low-mdt-Agarose durchgefihrt. Alle
Verfahren wurden nach Herstellerangaben durchgeftirt.

3.9. Plasmid Préparation (nach Birnboim & Doly, 1979 mod. von Freier, 1995)

Losung | L 6sung 11

50mM TrigHCl pH 7,5 0,2M NaOH
10mM NaEDTA 1%(wiv) SDS
100ug/ml RNAseA

Losung 111

2,55M Na-Acetat pH 4,9

Die Zdlen eéner 1 ml E. coli Kultur wurden abzentrifugiert und das Pdlet in 200ul Lésung
| resuspendiert, mit ebenfals 200ul Loésung |1 versetzt und mehrmals invertiert. Sobad die
Losung klar war wurden 200ul Losung 11l hinzugegeben und der Ansaiz wurde erneut
invertiert. Diese Schritte efolgten dle be Raumtemperaiur. Die ausgefdlten Proteine
wurden fir 30min bei 12000xg abzentrifugiert und die DNA wurde aus dem Uberstand mit
600Ul 1sopropanol fir 30min bei —20°C préazipitiert. AnschlieRend wurde se be 4°C fir
30min abzentrifugiert, mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trockenen in TE-Puffer
(34.) rickgdod. Die Zdlen aus 40ml Kulturvolumen wurden in 4ml Lésung | resus-
pendiert und dementsprechend behanddt.

3.10. Plasmidpréaparation fur die automati sche Sequenzierung (Perkin-Elmer, 1995)

GTE-Puffer:

50mM Glukose
25mM TrigHCl pH 8
10mM EDTA

Die Zdlen ena 15ml E. coli-Kultur wurden abzentrifugiet und in 200ul GTE-Puffer
resuspendiert. Es wurden 300l Losung 11 (3.9.) hinzugegeben und der Ansatz wurde 5min
auf Eis inkubiert, nach Zugabe von 300ul 3M Natriumecetat pH 4,9 folgt eine wetere
5min Inkubation auf Eis Die RNA wurde durch Hinzugeben von 2ul RNAse
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Sammlésung (A0mg/ml) fir 20min bel 37°C entfernt. Es wurden 400ul  Chloroform
zugegeben, untergemischt und der Ansatiz wurde 1Imin bel 12000xg zentrifugiert. Die DNA
wurde aus dem Ubergand mit gleichem Volumen Isopropanol bei  Raumtemperatur
prézipitiert und sofort fir 10min pelletiert. Das Pdlet wurde mit 5004 70% (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 32ul H,O bidest riickgelost. Die DNA wurde erneut durch
Zugabe von 8ul 4M NaCl und 40ul 13% (w/v) PEG fur 2min auf Eis gefdlt. Nach ener
15min Zentrifugation mit 12000xg be 4°C wurde das Pdlet mit 500ul 70% (v/iv) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 20l H>O bidest gel6st.

3.11. Dephosphorylierung von DNA mit akaischer Phosphatase

Alkdische Phosphatase kann in jedem Puffer angewendet werden, in dem mindestens
10mM MgCh und 20mM Tris bel einem pH von ca 8 vorliegen. Ba einem Vektor von
2,5-3kb Grofe wurden pro 2,5ug folgende Mengen an Enzym eingesetzt:

fir 5' Uberhange: 0,1U
fUr glatte Enden 0,3U
fur 3 Uberhénge: 0,5U

Die Dephosphorylierung erfolgte fir 1 Stunde bei 37°C und das Enzym wurde durch
15min bei 65°C inaktiviert.

3.12. Hergtellung chemisch- kompetenter Escherichia coli Zdellen (Sambrook et al., 1989)

3.12.1. CaCl-kompetente Zdlen

Die E. coli Zdlen wurden in dYT-Medium (3.1) bis zu ener ODgsyo von 0,4-0,6
angezogen, 10min auf Eis gekdhlt und dann fir 5min be 4000xg pelletiet. Das Pelet
wurde in 10ml eiskatem 100mM CaCl resuspendiert und nach 5min auf Eis erneut w.o.
zentrifugiert, in 2ml eskdtem 100mM CaCl, aufgenommen und mit Glyzerin zu ener
Endkonzentraetion von 15% (w/v) versetzt. Die Bakterien wurden in 200l Aliquots in
flussgem Stickstoff eingefroren und bel —70°C gelagert.
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3.12.2. RbCl-kompetente Zdlen

RF I RF 11

100mM RbCI 10mM MOPS
50mM MnCl, x 4H,0O 10mM RbCl
30mM K-Acetat 75mM CaCl,
10mM CaCl, 15%(wiv) Glyzerin
15%(wiv) Glyzerin

pH 5,8 pH 6,8

Eine E.coli Kultur wurde w.o. angezogen und die Zelen wurden pdletiet. Das Pdlet
wurde in eiskdtem RF | resuspendiert, dessen Volumen dem 04 fachem Volumen der
Kultur entsorach. Die Suspenson wurde 5min auf Eis inkubiet und Zelen wurden bel
4500xg abzentrifugiert. Das Pdlet wurde nun in eskatem RF Il resuspendiert, dessen
Volumen 1/25 des urspringlichen Kulturvolumens entsorach. Die Zelen wurden 15-60min
auf Eisinkubiert und in 200l Aliquots w.o. eingefroren und gelagert.

3.13. Transformation chemisch kompetenter Zdlen

Die Zdlen wurden auf Eis aufgetaut, 30min mit der DNA af Eis inkubiert, einem 90sek
Hitzeschock bel 42°C ausgesetzt und nach 2-5min auf Eis mit Iml dYT (3.1.) versehen
und 45min be 37°C leicht geschiittelt. Die tranformierten Zellen wurden in verschiedenen
Mengen auf sdlektierende Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C angezogen.

3.14. Elektrotransformation von E. coli

Eine 500ml Kultur wurde bis zu einer OD von 0,6-1 in LB (3.1.) angezogen und die Zdlen
wurden nach 15min auf Eis fir 10min be 4000 xg peletiert. Das Pdlet wurde im gleichen
Volumen derilem, eskdtem H,O bidest resuspendiert und die Zdlen erneut abzentri-
fugiert. Das Pdlet wurde in eskdtem H,O bidest aufgenommen, dessen Volumen 1/20 des
Auggangsvolumen entsorach. Nach erneuter  Zentrifugation wurden die Zdlen in 10%
(wWh) Glyzerin resuspendiert, das 1/50 des Ausgangsvolumen entprach. Die Zdlen wurden
wieder pdletiet und in 10% (w/iv) Glyzerin resuspendiert, dessen Volumen 1/250 des
Ausgangsvolumens entprach. Die Zdlen wurden in 40ul Aliquots in Stickstoff engefroren
und be —70°C gdagert. Die Transformation efolgte nach dem Protokoll des Herstellers
be 1500V. Die Zdlen wurden in Iml SOC Medium (3.1) fur 45min leicht bei 37°C
gechiittelt, bevor dein verschiedener Dichte auf selektiven Platten ausgestrichen wurden.
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3.15. DNA-Seguenzierung mit T7-Polymerase (Sanger et a.,1977)

Die Sequenzresktion wurde nach Angaben des Herstelers mit dem T7-Sequenzierungskit
der Firma Pharmacia unter Verwendung von a-*S-dATP durchgefilhrt. Es wurden 2-3ug
Templatee-DNA und 15pmol Primer eingesetzt. Die eektrophoretische Trennung erfolgte
af enem 5% Handoff-Acylamid-Gd mit eénem Vehdtnis von Acylamid zu Bisacryl-
amid von 19:1 bei 1500 V und max. 60 Wait.

3.16. Southern-Blot (mod. nach Sambrook et a., 1989)

Denaturierungdésung Neutralisierungddsung
M NaCl 3M NaCl
0,5M NaOH 0,5M TrigHCl pH 7,5
20xSSC 20xSSPE
3M NaCl 3M NaCl
0,3M Na-Citrat x 2H,0 0,2M NaH,PO,
pH 6,8 0,02M EDTA
pH 7,4

De Blot efolgte im Kapillavefahren entweder as "Na3-Blot" unverdndet nach
Sambrook et d. oder in umgekehrter Rethenfolge mit der Nitrozellulose unten ohne Puffer-
zufuhr ("Trockenblot”). In diessm Fal wurden Gd, Filterpapier und Nitrozelulose vor
dem Zusammenbau in SSPE datt SSC getrankt.

3.17. Radioaktive Markierung von DNA

10xOligo-Puffer (nach dem random primed labdling Kit von Boehringer)
0,1M MgCl,

0,5M TrigHCI pH 7,5

0,5mM dC/GITTP

1400M b-Mercaptoethanol
25ug/m p(dN)s Primer (Pharmacia)

Es wurden 200-400ng hitzedenaturierte DNA in Oligopuffer unter Zugebe von 2ul a®s-
dATP mit 5U Klenow-Fragment radioaktiv markiert. Die Resktion erfolgte entweder bei
37°C fir 30-60min oder bei Raumtemperatur fir 3 Stunden. Zur Hybridiserung wurde die
Sonde erneut hitzedenaturiert.
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3.18. Southern-Hybridiserung (mod. nach Bryant & Tandeau de Marsac, 1988)

20xXNET 50x Denhardt's L 6sung
3M NaCl 1%(wiv) Ficall
20mM EDTA 1%(wiv) PVP
600mM TrigHCI pH 8,0 1%(wWhv) BSA

Hybridiserungddsung

6X NET
Bx Denhardt's
1%(wiv) SDS

Die Prahybridiserung der Blots (3.16.) erfolgte in Hybridiserungdésung bei 65°C fir 4-6
Stunden. Die Hybridiserungstemperatur richtete sch nach dem Grad der Sequenz-
Ubereingimmung von Sonde und Zid-DNA. Homologe Sonden wurden bei 70°C und
heterologe bel 63-65°C Uber Nacht inkubiert. Die Blots wurden mit 6 fachem NET be
Raumtemperatur gewaschen, bis keine Radioaktivitt mehr im Waschpuffer nachgewiesen
wurde.

3.19. Southern-Hybridiserung (mod. nach Sambrook et a., 1989)

Prahybridiserungdésung

6X SSPE (3.16.)
5x Denhardt's (3.18.) ohne BSA
1/20 1:2 verdinntes Heringssperma 2mg/ml (Ultraschal behandelt)

Hybridisierungddsung: wie Préhybridisergd dsung, aber mit 3xSSPE

Spulpuffer
3X SSPE
0,1%(wW/V) SDS

Die Préhybridiserung efolgte bei der gewdhlten Hybridiserungtemperaiur fir 3-5
Stunden. Die Hybridiserung efolgte Uber Nacht, wobe die Temperaturen wie in 3.18.
gewdhlt werden. Der Blot wurde bel Hybridiserungstemperatur gewaschen, bis keine
Strahlung mehr im Spullpuffer nachgewiesen werden konnte.
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3.20. RNA-Isolierung aus Cyanobakterien (mod. nach Golden et d., 1987)

L ysepuffer TE 50/100

10ml TE 50/100 50mM Tris
0,05ml Triton X-100 100mM EDTA
0,2 ml 25 % (w/v) N-Lauroylsarkosin pH 8,0

0,2ml 20 % (w/v) SDS

Die Zdlen aus 160ml ener exponentidl wachsenden Kultur wurden peletiert und in 5ml
TE 50/100 resuspendiert. Es wurde 1Iml Chloroform hinzugefiigt und der Ansatz wurde
5min auf Eis ba gdegentlichem Mischen inkubiet. Die Zdlen wurden fir 5 min bei
10000xg abzentrifugiert und in 5ml Lysepuffer aufgenommen. Es wurden 3g saure-
gewaschene, deile 045mm Glasgperlen und 5ml  Tris-geséttigtes Phenol  hinzugegeben.
Die Zdlen wurden durch drema dre Minuten auf einem maxima engeddlten Vortexer
mit ebensolangen Pausen auf Eis aufgebrochen. Die Phasen wurden durch ene 10 min
Zentrifugation bei  10000xg getrennt. Die obere Phase wurde noch zweimd mit
Phenol/Chloroform  (1:1) und zweima Chloroform extrahiert. Die Nukleinsduren wurden
mit NaAcetat und Ethanol ausgefdlt, fir 10 min b 10000xg pdletiert, mit 70% Ethanol
gewaschen und in Iml TE (3.4.) rlckgeldst. Die RNA wurde sdektiv mit Lithiumchlorid in
ener Endkonzentration von 2M Uber Nacht ausgefdlt, 20 min bei 10000xg abzentrifugiert,
mit 70% Ethanol gewaschen und in 100ul TE gedés. Die Konzentration wurde spekiros-
kopisch bestimmt, wobel eine OD2sp = 1 einer Konzentration von 40ug/ml RNA entspre-
chen.

Alternativ wurde die RNA aus Cyanobakterien auch mittels des Peglab RNA Gold Kits
prépariert. Die Elektrophorese erfolgte nach Lehrach et d., 1977 ohne Verdnderung des
Protokalls.

3.21. Transformation von Cyanobakterien (mod. nach Williams, 1986)

Die Anzucht der Kulturen sowie die anschliefende Segregation efolgten unter
mixotrophen Bedingungen (3.2). Zur Trandormation von Synechocystis sp. PCC6803
wurden logarithmisch wachsende Wildtypzellen zu einer ODy30 = 25 aufkonzentriert und
400pl davon trandformiert. Im Fdle von Synechococcus sp. PCC7002 wurde 1ml einer
Kultur der ODssp = 1,6-2,0 verwendet. Die Zelen wurden mit 5-10ug DNA fdr 5h bel
30°C und 5uE Lichtintengtéa unter gelegentlichem Mischen inkubiert. Zur Transformation
egnet dch in Vektoren kloniete DNA in cirkulérer oder linearer Form. Befand sich die
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DNA in TE-Puffer, sdlte de héchgens 1/10 des Ansatzes dellen, um die Verflgbarkeit
augechender Mengen an Magnesum gcher zu gdlen. Anschlielfend wurden die zdlen
der Transformationsansdize auf die entsorechenden, nicht  sdektierenden  Platten
ausplattiert und fir 2-3 Tage bea fir den jeweligen Stamm niedrigen Lichtbedingungen
(3.2) gehdten. Zur Sdektion der transformierten Klone wurden die Platten dann mit 0,8%
(W) Top-Agar Uberschichtet, der das entsprechende Antibiotikum enthidt.  For
Synechocystis sp. PCC6803 wurde Agar in Wasser mit Kanamycin verwendet, so dal? sich
ene Endkonzentration der Patte von 50ug/ml ergab. Synechococcus sp. PCC7002
Trandformanden wurden mit Agar in A*-Medium (3.2.2)) Uberschichtet, der Kanamydn zu
ene Endkonzentration von 100ug/ml bzw. Streptomycin zu einer Endkonzentration von
50ug/ml enthidt. Sobad einzelne Kolonien auf den Platten schtbar wurden, konnten diese
zur Segregation in Hissgmedium Uberfihrt werden. Diese durchliefen mindestens funf
Verdinnungszyklen, wobel die Kanamycinkonzentration in Synechococcus Kulturen auf
200pg/ml  geteigert wurde. Am Ende der Segregationsphase wurden die Zdlen auf
sektierende Platten ausgedtrichen. Von den entstehenden Einzelkolonien wurde DNA
prépariert (34. und 35.) und die Segregation der Mutation durch Hybridiserung (3.18.)
Uberpruft.

3.22. Spektroskopische Chlorophyll- und Phycocyaninbestimmung
(Cdllier& Grossmann, 1992)

Chlorophyll kann photometrisch aus intekten Zellen durch folgende Formd bestimmt
werden:

0,01494 (A680'A750) —0,000615 (AGZO'A750) = mgChI/mI
Fur die Phycocyaninbestimmung wurde die Kultur vor und nach ener 8 min Inkubation
bel 75°C gemessen und dann mit folgender Forme der relative Gehdt bestimnt:

(A620-A750) — (As20-A7sp erhitzt) = rel. PC/m

Es handdt dch um enen rdaiven Wert, da das Phycocyanin in den Zdlen in Phyco-
bilisomen vorliegt, in denen sich auch Allophycocyanin befindet, das auch einen kleinen
Antell der Absorption bei 620nm dargtelt. AulRerdem sind die Phocyobilisomen Komplexe
aus Pigmenten und Proteinen, die nicht dle innerhdb der Zdle homogen aufgebaut sind,
wodurch die Absorption beainfluld wird.
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3.23. Chlorophyllbestimmung durch M ethanol extraktion (mod. nach McKinney, 1941)

Die Chlorophyllkonzentration wurde in Methanol nach folgender Formel bestimmit:
A663/82 = mgChI/mI

Zur Chlorophyllbesimmung wurden die Zdlen ener 1ml Kultur abzentrifugiet und das
Pdlet wurde in 20ul Medium resuspendiert. Die Susgpensgon wurde auf Iml mit Methanol
aufgefullt und im Photometer ausgemessen.

3.24. Spektroskopische Untersuchung von Cyanobakterien

3.24.1 Absorptionsspektren

Die Kulturen wurden auf ene optische Dichte von 0,2-0,5 in Medium verdiinnt und das
Absorptionsspektrum  wurde von 550-750nm in  einem  Zweistrahlspektrophotometer

aufgenommen.

3.24.2. 77K Fluoreszenzemiss onsspektren

Logarithmisch wachsende Kulturen wurden geerntet und in /100 Volumen 25mM Hepes-
Puffer (pH 7) resuspendiert. Es wurden entweder Zellen einer OD von 1 oder einer Chloro-
phyllmenge von 5ug in 1Iml 60% Glyzerin (viv) in Hepes-Puffer eingesstzt. Die
Huoreszenzemisson wurde in enem Huorospektrometer be 77K in flissgem Stickstoff
in enem Bereich von 600-800nm im Absand von 1nm gemessen. Zur Anregung des
Chlorophylls wurde ene Wdlenlange von 440nm und fir die Anregung der Phycobili-
somen wurde ene Wellenldnge von 590nm gewahit.

3.25. Messung der Sauerstoffentwicklung

HN-Puffer

10mM Hepes
30mM NaCl
pH 7,1

Die Zdlen wurden dozentrifugiert und in HN-Puffer zu ener OD;50=2 resuspendiert.
Wurde die Gesamtphotosynthese gemessen, wurde NaHCO; zu einer Endkonzentration
von 2mM hinzugefugt. Die Photosystem I Aktivitét wurde mit ImM DCQB (in Methanol)
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und ImM Ks3Fe(CN)s gemessen. Die Messung fand mit ener Sauerdoffelektrode vom
Clark-Typ in ener auf 30°C temperierten Kivette bl 1000uE Rotlicht gtatt und wurde mit
Hilfe eines Schreibers dokumentiert. Zur Eichung wurde der gesamte Sauerstoff aus 1ml
Wasser durch Zugabe von NaS,03 entfernt.

3.26. Préparation von Gesamtproteinen aus Cyanobakterien

Die Zdlen wurden geerntet und in 1ml/OD=13 PLG (3.28) mit Hilfe eines Vortex oder
Potters resuspendiert. Zur Lyse wurden die Zdlen auf hochsens 50°C erhitzt, da sonst
hydrophobe Membranproteine auddlen. Intekte Zelen und Zdltrimmer wurden abzen
trifugiert und die Proteinkonzentration der Lysate wurde durch einen Proteintest bestimmt.

3.27.Proteinschndlltest (Stegemann et al., 1983)

Fixativ Entféarber

45%(viv) techn. Methanol 30%(Vv/v) techn. Methanol
10%(v/v) techn. Essgsiure 2,5%(VIV) techn. Essgsaure
Farbeldsung

0,2%(wW/V) ServaBlau G-250 in Fixativ

Je 1ul ener Vedinnungsreihe von Rinderserumabumin (0,05-1mg/ml) und 1ul der Probe
wurden auf Chromatographiepapier pipettiert. Wenn die Proben vollsténdig engetrocknet
waren, wurde das Papier fir 2 Minuten in Fixativ und 2-5 Minuten in Farbeddsung ge-
schwenkt. Die Entfarbung des Hintergrunds erfolgte zunéchst mit Wasser und dann mit
Entfarber.

3.28. Diskontinuierliche SDS-Gd d ektrophorese nach Lugtenberg (Lugtenberg et . 1975)

Losung |1 Losung IV
750mM Tris'HCl pH 8,8 250mM TrisHCl pH 6,8
0,4%(wW/V) SDS 0,2%(wW/v) SDS

G 30 L 6sung (der Firma Roth mit Acrylamid/Bisacrylamid im Verhdtnis 37,5:1)
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Proteinlésegemisch (PLG) Laufpuffer

104mM TrisHCl pH 6,8 25mM Tris
16,7%(vIV) Glyzerin 192mM Glyan
8,3%(vIV) b-Mercaptoethanal 0,1%(wW/v) SDS
3,3%(W/v) SDS

0,004%(wi/v) Bromphenolblau

Ba den Losungen Il und IV handdte es sch um Zwefachpuffer, die Acrylamidésung
wurde gegebenenfals mit Wasser verdinnt, um die gewinschte Konzentration zu erhaten.
In dieser Arbeit wurden 12 oder 15% Trenngee sowie 5% Sammelgde verwendet. Fir ein
Gd der Grofe 14x16cm wurde ein 28ml Trenngd angesetzt und mit 17,3yl TEMED und
116pl 10% (viv) APS polymeriset. Das Sammegd hette eén Volumen von 7,5ml und
wurde mit 7,64 TEMED und 80ul 10% (viv) APS polymerisert. Die Gehohe des
Sammelgels betrug 1-1,5cm. Die Gele wurden Uber Nacht be 4°C gelagert, bevor se
eingesetzt wurden. Die Proben wurden mindestens im Verhdtnis 1:1 mit PLG versstzt und
uniédiche Bedandtelle wurden durch ene kurze Zentrifugatiion entfernt. Der Gelauf
efolgte be 25-35mA und maximader Spannung.

3.29. Farbung von Proteinen in PAA-Geen

3.29.1. Coomassiefarbung

Farbedsung Entférber

0,175%(w/v) ServaBlau G-250 5%(VIv) techn. Methanal
40%(VV) Methanol 7,5%(VIV) techn. Essgsaure
10%(v/v) Essgsiure

Die Farbesung wurde nach dem Ansetzen filtriert, um ungdOste Farbstoffe zu entfernen.
Das Ge wurde 15-30min in der Farbddsung auf enem Taumdtisch inkubiert. Die Entfér-
bung des Hintergrundes efolgte ebenfdls auf dem Taumdtisch mit Entféarber, der mehr-

mals ersetzt wurde.

3.29.2. Slbearfarbung (Blum et a., 1987)

LOsung | L6sung I
30%(V/v) Methanol 0,2%(wW/V) AgNO3
12%(vIv) Essgsiure 0,075%(v/v)  37% Formaldehyd
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LOsung 111 Losung 1V

6%(W/V) NaCO3 50%(V/Vv) Methanol
51072%(viv) 37% Formaldehyd 129%(VIV) Essgsiure
410 *9(wiv) N&S;0z x 5 H,0

das Formal dehyd wurde den Lasungen immer frisch hinzugeftgt

Alle Schritte wurden bel Raumtemperatur auf einem Taumdtisch durchgefihrt. Ein 1,5mm
dickes Ge wurde mindestens 1 Stunde in Ldsung | fixiert. Nach dreima 20min in 30%
Ethanol folgte eine Inkubation fir 1Imin in 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat. Das Gel wurde
dreimad 20sek mit Wasser gewaschen und das Silbernitrat wurde durch 25-30min Inku-
bation in Losung 1l aufgebracht. Es folgten zwel 2min Waschschritte mit Wasser, bevor
die Farbung mit Losung Il bis zum gewinschten Farbungsgrad durchgefiihrt wurde. Die
Farbentwicklung wurde mit Lésung 1V gestoppt.

3.30. Proteinexpression im pET-System

Uber Nacht wurde eine Vorkultur in LB-Medium bei 37°C (3.1.) angezogen, mit der am
folgenden Tag das 10 fache Volumen dYT-Medium (3.1) be glecher Temperaur
angempft wurde. Ba einer ODgp0=0,6 wurde die Proteinexpresson mit ener Endkonzen
tration von 1 mM IPTG induziert.

3.31. Zdlfraktionierung von E. coli (mod. nach Sambrook et al., 1989)

Lysepuffer | Lysepuffer 11

50mM TrigHCl pH 8 100mM TrigHCl pH 8
100mM NaCl

1ImM EDTA

Lysepuffer 111

0,5%(w/v) Triton X-100 in Lysepuffer |

Die Zdlen aus 1ml ener induzieten Kultur wurden peletiet und der Uberstand wurde
verworfen. Das Pdlet wurde nach Einfrieren Uber Nacht bel -80 °C in 1Iml Lysepuffer |
resuspendiet und die Suspenson auf Img/ml Lysozym eingestelt, eine Stunde bei 28°C
inkubiert und fur eine Minute zentrifugiet. Der Uberstand dieser Zentrifugation ellte die
Periplasmafraktion dar. Das Pdlet wurde in 1Iml Lysepuffer Il resuspendiert, zweimd be -
20°C eingefroren und dazwischen bel Raumtemperatr aufgetaut. Es folgte ene
Zentrifugation, deren Uberstand die Cytoplasmaproteine enthdt. Die Membranproteine
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wurden aus dem redtlichen Pdlet durch 10 Minuten Inkubation bel 4°C in Lysepuffer 1lI
gdost und befanden sch nach 5min Zentrifugation im Ubergtand. Die nicht aufge-
schlossenen Zdlen und die “incluson bodies’ der aufgechlossenen Zelen bildeten das
Pdlet diessr Zentrifugation. Zur Andyse wurde des in 10ul unter 3.28. beschriebenem
PLG aufgenommen. Die Proteine wurden aus den jewels erhdtenen Uberstinde mit TCA
auyefdlt und die in 10 yl PLG aufgenommen. Zur TCA-Falung wurde die Probe auf 10%
(wiv) TCA pA. engestdlt und fur eine Stunde ba 4°C inkubiert. Die Proteine wurden bel
4°C 10 Minuten bel 12000xg abzentrifugiert.

3.32. Inclusion body Praparation

Lysepuffer | Lysepuffer 11
50Mm TrigHCl pH 8 8M Harnstoff
100mM NaCl 0,1M NaH,PO4
1mM EDTA 0,01M Tris
0,15M NaCl
0,5%(w/v) Nonidet NP-40
pH 8

Die Zdlen aus 40ml ener induzierten Kultur der ODgop = 3 wurden pdletiert und das
Pellet wurde Uber Nacht be —70°C eingefroren. Die Zdlen wurden in 3ml Lysepuffer |
resuspendiert und durch Zugabe von 60yl Lysozymgammlosung (10mg/ml) fir 1h auf Eis
lysert. Das doppdte Volumen eiskdten Wassers wurde hinzugegeben und die Suspension
dann zwemd ba —20°C eingefroren und bel Raumtemperatur aufgetaut. Es wurden 2,3ml
5M NaCl zu einer Endkonzentration von 1M und 1,3ml 5% (v/v) Triton X-100 zu einer
Endkonzentration von 0,5% (v/v) dazugegeben und der Ansatiz wurde fur 15 min be 4°C
inkubiert. Die nun klare Lésung wurde 30min bel 4°C mit 10000xg zentrifugiert. Die im
Pdlet befindlichen incluson bodies wurden in 4ml Lysepuffer Il resuspendiert. Die DNA
wurde mit ener Pipettenspitze herausgezogen. Nach einer erneuten Zentrifugation  fir
30min und 10000xg bei Raumtemperatur wurde der Uberstand, in dem sich die Proteine
befanden, in ein neues Gef&(3 Uberfihrt.
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3.33. Renigung exprimierter His-tag- Proteine unter denaturierenden Bedingungen

L ysepuffer Waschpuffer

8M Harnstoff 8M Harnstoff

0,1M NaH2PO4 0,1M NaH,PO4
0,01M Tris 0,01M Tris

0,15M NaCl 0,15M NaCl
0,5%(w/v) Nonidet NP-40 0,5%(w/v) Nonidet NP-40
pH 8 pH 7

Elutionspuffer D Elutionspuffer E

8M Harnstoff 8M Harnstoff

0,1M NaH>PO4 0,1M NaH>PO4
0,01M Tris 0,01M Tris

0,15M NaCl 0,15M NaCl
0,5%(wW/V) Nonidet NP-40 0,5%(wW/v) Nonidet NP-40
pH 5,9 pH 4,5

Die "incluson bodies' ener induzierten Kultur wurden nach 3.3.2. prépariert. Zu je 4ml
Lysat wurde 1ml NiNTA Agaosdosung (Qiagen) hinzugegeben und 30min auf einem
Dreitdler langsam mit dem Lysa vermischt. Die Sugpenson wurde in eine Sadle
gegossen. Alternativ. wurde das Lysat auf ene regenerierte und mit 4 fachem Volumen
Lysepuffer aquilibrierte Saule entsprechender Grole gegeben. Die so beladene Saule
wurde mit 4 fachem Volumen Waschpuffer gewaschen und mit vieemd %2 Volumen
Elutionspuffer E, gefolgt von viermd “2Volumen Elutionspuifer D, duiert. Die Fraktionen
wurden auf enem SDS-Gd (3.28) andysert. Befand sch das gesuchte Protein zum Tl in
den Fraktionen des Puffers D, wurde die Elution mit Puffer E weggelassen und sait dessen
mit 8 md *2Volumen D duiet. Die Saule wurde mit 4 fachem Volumen 02 M
Essgsiure, 4 fachem Volumen 30% Glyzerin, gefolgt vom 4 fachen Volumen H,O bidest.,
regeneriert und in 30% Ethanol gelagert.

3.34. Elektrodution von Proteinen aus SDS-Gden

oberer Tankpuffer

192mM Glyan

25mM Tris

0,05%(w/v) SDS
0,0025%(w/v) Coomassie R250

Die Elektrophorese efolgte nach 3.28. mit modifizietem oberem Tankpuffer. Durch die
Fabung im Gd umgeht man die Fixierung der Proteine, die be nachtraglichem Farben
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notwendig ist und die Elution aus dem Ge dak behindert. Die Banden waren trotz des
blauen Hintergrundes auf einem Leuchtisch gut Schtbar und wurden ausgeschnitten. Die
Geldtiicke wurden bis zur Elution bei —20°C gelagert.

3.35. Elektrod ution von Proteinen aus PAA-Gden

Die BT1 Membran wurde durch Didyseschlauch ersetzt, der 1 Stunde bei 60°C in 1%
(Ww/v) NaHCOs3 inkubiert, mehrmas mit H,O gewaschen und 1 Stunde bel ebenfalls 60°C
mit 0,1% (w/v) SDS behandelt wurde. Er wurde in 0,1% (w/v) SDS bel Raumtemperatur
gelagert. Die Elekirodution efolgte in ener Elutrap Kammer der Firma Schleicher und
Schill in dem vom Hergdler beschriebenen Aufbau be 180V und max. Strom in Lugtent
berg-Laufpuffer, bis das gesamte Protein aus den Gegtiicken in den Sammelraum gewan
dert war. Dies war meist nach 35 Stunden der Fdl. Die Proteinmenge wurde nach (3.27)
oder durch Ausmessen der Farbdichte eines Coomassiee gefarbten (3.29.) SDS-Gds
(3.28)) im Vergleich zu einer Eichrethe von BSA durch einen Scanner bestimmt.

3.36. Elektrotransfer von Proteinen (Towbin et d., 1979)

Transfer puffer

25mM Tris

192mM Glyan
20%(vIv) techn. Methanol

Die Proteine wurden aus 1,5 mm dicken Gden in einem Tankblotter mit Plattenelektroden
unter gténdigem Durchmischen im Kihlraum bei 10V und maximdem Strom inl5h auf
Nitrozellulose geblottet.

3.37. Farbung von Proteinen auf Nitrozellulose mit Ponceau S

Farbel6sung
0,2%(wW/V) Ponceau Sin 3% (w/v) TCA

Die Nitrozdlulose wurde enige Minuten in Farbdbsung geschwenkt und danach in
dedtilliertem Wassr s0 lange inkubiert, bis sich der Hintergrund entfarbt haite und die
angefarbten Proteine gut schtbar waren. Die Entfarbung der Proteine wurde durch
Waschen in TBS (3.38.) erreicht.



Methoden 28

3.38. Immunodetektion (Qiagen-Protokall)

TBS TBS-Tween/Triton
20mM TrigHCI pH 7,5 20mM TrigHCl pH 7,5
150mM NaCl 500mM NaCl

0,05%(viv)  Tween
0,2%(vIV) Triton X-100

Absattigungd 6sung
3%(wiv) BSAInTBS

Alle Inkubetionen efolgten be Raumtemperatur auf einem Taumdtisch. Die Nitrozdlu-
lose wurde zweima 10min mit TBS gewaschen und 1 Stunde abgesdttigt. Sie wurde dann
zweimd 10 min. mit TBS-Tween-Triton und eénma mit TBS gewaschen. Die Penta-His
Antikorperlésung (0,1mg/ml) wurde 1:2000 in Absdttigungdésung verdinnt und fir ene
Stunde mit dem Blot inkubiert. Es wurde erneut mit TBS-TweenTriton und TBS ge-
waschen und fir ene Sunde mit 1:2500 verdinntem Antimaus 1gG-HRP-Konjugat
(Promega) in Absdtigungdosung inkubiert.  Nichtgebundene AntikGrper wurden durch
viermd 10min Waschen mit TBS-Tween-Triton entfernt. Die Farbung erfolgte nach 3.40.

3.39. Immunodetektion (Towhbin et a., 1975)

Abséttigungd ésung Antikor per puffer
5%(wiv) Magermilchpulver 1,7%(wW/V) Magermilchpulver
beidesin TBS (3.38.)
Farbel6sung | Farbeosung 11
3mg/ml 4-Chloro-1-Naphtol 30ul/50ml H.O, InTBS
in Methanal

(bei —20°C lagern)

Alle Inkubationen efolgten be Raumtemperatur auf einem Taumdtisch. Die Absitigung
efolgte fir ene Stunde. Dann wurde der Blot mit dem spezifischen KaninchenSerum,
verdinnt in Antikrperpuffer, Uber Nacht inkubiert. Nach drei 10 min Waschschritten mit
TBS efolgte die Inkubation mit dem zweten Antikdrper 1:2500 in AntikOrperpuffer
verdinnt. In dieser Arbet wurden ausschliedich Ziege-Anti-Kaninchen Antikorper mit
gekoppelter Meerrettich-Peroxidase der Firma Promega verwendet. Es wurde wiederum
gewaschen, um Uberschiissge Antikérper zu entfernen. Die Farbentwicklung erfolgte ohne
Taumdbewegung durch en Gemisch von 10ml Farbeldsung | und 50ml Farbedsung 1
und wurde durch Waschen mit Wasser gestoppt.
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3.40. Immunisierung von Kaninchen (mod. nach Berzborn, 1980)

Die Primaimmuniserung efolgte mit 80ug nach 333 prapaietem Protein, das mit
dexilfiltrietem TBS (3.38) auf 700 aufgefllt wurde. Mittes Ultraschal wurde die
Antigenlosung mit 700ul inkompletten Freundschem Adjuvants zu ener Page verarbeitet,
die dem Kaninchen in mehreren Portionen intrakutan am Rucken injiziet wurde. Die erde
Auffrischung erfolgte mit 100ug, die zwete mit 150ug und die dritte mit 270ug jewells in
vier Wochen Abstand. Zur Kontrolle des Antikorpertiters wurden Blutproben jewells eine
Woche nach ener Auffrischung genommen. Am 14. Tag nach der dritten Auffrischung
efolgte das Ausbluten der Tiere durch Erdffnung der Carotis unter Betaubung mit
50mg/ml Nembutd in 150mM NaCl. Das gewonnene Serum wurde derilfiltriert bei -20°C

eingefroren.
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4. Ergebnisse

4.1. Insartionde Inaktivierung des ycf35

4.1.1. Kongtrukte zur ycf35-1naktivierung in Synechocystis sp. PCC6803 und
Synechococcus sp. PCC7002

Aus chromosomader DNA von Synechocystis sp. PCC6803 (3.4.) wurde mit Hilfe der
Primer 772 und 7-73 (2.4.1.) ein 452bp Fragment, das das ycf35 Gen enthidt, mittels PCR
(3.7.) amplifiziert. Neben ycf35 waren in diesem Fragment stromaufwérts 8bp und
sromabwarts 57bp flankierende, nicht kodierende Sequenzbereiche enthdten Unter Ver-
wendung der durch die Primer engefihrten EcoRI- (7-72) und Pstl-Schnittgelen (7-73)
wurde das PCR-Produkt in pUCI18 inseriet und anschlieffend mittds Sequenzierung
(3.15.) Uberpruift.

Die interne Avrll-Schnittstelle wurde zur Insertion der  Kanamycinresi stenzkassette
genutzt. Hierzu wurden die Enden nach der Redriktion mittds Klenow-Fragment in glatte
Enden umgewanddt. Auch die Kanamycinresstenzkassette, die durch Redriktion mit
EcoRI und Xhol aus dem Vektor pKS-NPT ausgeschnitten wurde, wirde auf diese Weise
mit glatten Enden versshen. Die Orientierung der Resistenz innerhadb des ycf35 wurde
Uber eine Redriktionsandyse mit Hindlll Gberprift und as gleichgerichtet bestimmt (Sehe
Abb. 2).

Hindlll aphl|-K assette

A‘|’r” Hindil1

, |

ycf35
200bp

Abb. 2: Inaktivierungskonstrukt fir den ycf35 von Synechocystis

Da es nicht moglich war, ene ycf35:KM Mutante von Synechocystis zu erzeugen, wurde
der oftmds leichter trandformierbare und schndler segregierende Stamm  Synechococcus
. PCC7002 ds Alternaive gewdahlt. Im Gegensatz zu Synechocystis liegt noch keine
Gesamtsequenz des Genoms von Synechococcus vor, daher mulde der entsprechende
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kodierende Bereich erst identifiziert und sequenziert werden. Dazu wurde Synechococcus
DNA prgpariet (35), mit verschiedenen Enzymen redringiet und geblottet (3.16.). Zur
Hybridiserung (3.18) wurde das Synechocystis ycf35-PCR-Produkt radioaktiv markiert
(3.17.). Ein Bereich von 3kb ener Hindlll/BamHI-Restriktion, der mit der Sonde hybridi-
derte, wurde aus einem Ge duiert (3.8) und damit ene Klonbank in pUC19 ersdlt. Es
wurde ene Koloniehybridiserung mit dem Synechocystis PCR-Produkt durchgefihrt
(3.18) und die Plasmid-DNA enes pogdtiven Klons automatisch durch die Nucleic Acid
Fecility der Pennsylvania State Univerdty sequenziet (Primer unter 2.4.2). Die Sequenz
des 2940bp Klons (Sehe Anhang Al) it unter AF136577 in Genbank abgelegt worden.
Die Karte desKlonsist in Abb. 3 dargestellt.

BstXI .BstXI BstXI| [EcoRV BstXI

> I > [ DI D < ]
orf orf69 ycf35 orfl141 orf164 orf

Abb. 3: Karte des ycf35 Klons von Synechococcus

Dem erdgen orf fehlt der N-Terminus, so dal3 seine Grof3e nicht angegeben werden kann. Er
zeigt Sequenzhomologien zu dem 783bp Leserahmen 411367 von Synechocystis, der en
hypothetisches Protein kodiert und besitzt ein Moativ fur die Bindung zyklischer Nukleotide
(CNMP-Binding 3. Prodte PS50042). Orf69 zeigt Sequenzhomologien zu s91263, der en
80 Aminosiuren grof3es ebenfdls hypothetisches Protein kodiert. Orf141 it homolog zu
d10662, enem Leserahmen, der ein 131 Aminosduren umfassendes bakterielles Ferredoxin
kodiert (Kaneko et a., 1996). Orf164 ist homolog zu d10361. Die partielle Sequenz des
letzten orf zeigt zu dem 339bp grolRen dr1039 von Synechocystis Homologien, der ein S
Adenosyl-L-Methionin  Bindemotiv.  (SAM-Binding: Proste PS50193) aufwest, welches
charakteridisch fir Methyl-Trandferasen id. Die Alignments zu diessm Fragment befinden
schim Anhang (A2).

Da keine der im ycf35 befindlichen Schnittstdlen singular in diesem Klon ig, wurde er mit
BstXl geschnitten und das 659bp grofe ycf35-Fragment nach Klenow-fill-in in die Smal-
Schnittstelle von pUC19 inseriert. Eine mit Hincll aus pRL161 ausgeschnittene gphll-
Kasstte wurde dann in die ycf35-interne EcoRV-Schnittstele, die sich 156bp vom
Startkodon entfernt  befindet, eingesetzt. Das so entstandene  Inaktivierungs-Konstrukt
wurde zur Kontrolle durch die Nudec Acid Facility (Pennsylvania State Universty)
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sequenziert. Daraus ergab sich eine komplementére Orientierung des Resistenzgens (Sehe
Abb. 4).

aphll-Kassette
EcoRV
ycf35
200bp

Abb. 4: Inaktivierungskonstrukt fir den ycf35 von Synechococcus

4.1.2. Segregation der ycf35::KM Mutation in Synechococcus sp. PCC7002

Synechococcus sp. PCC7002 Wildtyp wurde mit dem unter 4.1.1. beschriebenem Kon
grukt transformiert (3.21.). Die vollsdndige Segregation der Mutation wurde durch
Hybridiserung (3.18) der BstXl geschnittenen DNA mit dem Synechocystis ycf35 PCR-
Produkt bestétigt (Abb. 5). Durch die Insertion der 1362bp grof3en Resstenzkassette
vergrof3erte sch das BstXI Fragment von den 665bp des Wildtyps auf 2027bp bei der
Mutante. Da kein Signd in Wildtyphohe im ycf35:KM Stamm detektierbar war, wurde
der Lesrahmen in diesem Stamm vollsdndig inaktiviert. Der auf diese Welse generierte
Stamm kann durch die Andyse seines Phawotyps Aufschiul Uber die Funktion des
inaktivierten Leserahmens liefern.
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Marker

(=]

21227bp —

5148/4973bp —
4269bp
3530bp

2027bp —_— -
1904bp

[585bp —
[375hp —

948bp —
B3 1bp ——

S6d4bp —

Abb. 5: Autoradiogramm der Hybridisierung zur Segregationskontrolle der ycf35::KM Mutation
Spur 1: 10ug SynechococcusWT DNA mit BstX| geschnitten
Spur 2: 10ug Synechococcusycf35::KM DNA mit BstX| geschnitten

4.1.3. Wachstumsa genschaften der Synechococcus sp. PCC7002 ycf35::KM Mutante

Das Wachsum der Kulturen wurde durch Messen der optischen Dichte bei 550nm
dokumentiert. Jeder Mel3wert reprasentiert die Werte zweler padlder Kulturen. Neben
den optimaen Bedingungen (Abb. 6) wurden verschiedene Wachsumssituationen unter-
sucht, die einen Hinweis auf die Funktion des ausgeschalteten Leserahmens geben konnen.
Der Synechococcus ycf35: KM Stamm zeigte sowohl bel Beiftung mit CO, ds auch be
Kultivierung auf einem Schittler keine sgnifikanten Unterschiede zum WT. Auch subopti-
male Beleuchtung (Abb. 7) oder eine von 39°C auf 25°C erniedrigte Wachstumstemperatur

hatten keinen nennenswerten Einfluli,
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8 - —4— 7002 WT
ycf35::KM

OD550
»

tinh

Abb. 6: Photoautotrophes Wachstum von SynechococcusWT und ycf35::KM bei 250uE

—— 7002 WT
ycf35::KM

OD550
S~

tinh

Abb. 7: Photoautotrophes Wachstum von Synechococcus WT und ycf35::KM bel 30uE

4.1.4. Chlorophyll- und Phycocyaningehdt im Vergleich zum Wildtyp

Da die Pigmentzusammensetzung bel  photoautotrophen Organismen Auskunft Uber den
physologischen Satus einer Zele geben kann, wurden Chlorophyll- und Phycocyanin-
gehalte exponentiell wachsender Kulturen spektroskopisch nach 3.22. bestimmt und in
Tabdle 1 mit dem Wildtyp verglichen. Alle Einzdwete sammen von unabhéngigen
Kulturen und wurden auf die optische Dichte bezogen. Unter Berlickschtigung der
Standard- und Mittelwertabweichung zeigt dch kein dSgnifikenter Unterschied zwischen
dem Wildtyp und der ycf35::KM Mutante.
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Tab. 1: Vergleich der Chlorophyllgehalte

Wildtyp ycf35::KM
Mittelwert 7,3035 x 10 mg/OD | 7,3505 x 10 mg/OD
Standardabweichung 0,2816 0,2636
Mittelwertabweichung 0,2334 0,1937
Anzahl der Mef3werte 28 27

Tab. 2: Vergleich der Phycocyaningehalte; Phycocyaninist in relativen Mengen angegeben

Wildtyp ycf35::KM
Mittelwert 0,1664/0D 0,1654/0D
Standardabweichung 0,0352 0,0312
Mittelwertabweichung 0,0315 0,0265
Anzahl der Mef3werte 44 44

4.1.5. Spektroskopische Untersuchung der Synechococcus sp. PCC7002 ycf35::KM

Mutante

4.1.5.1. Absorptionsspektren

35

Die Messung efolgte in enem Zwedrahl-Photometer im jeweligen Medium, jeder Wert

resultiet aus ener Doppelbestimmung. Die Kulturen wurden bel einer Lichtintengtét von

250U E angezogen.

0,14 4

0,08

ycf35::KM
7002 WT

Wellenlange in nm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750

Abb. 8: Absorptionsspektren von SynechococcusWT und ycf35::KM
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Die Absorptionsspekiren (nach 3.24.1.) zeigen, da3 Menge und Verhdtnis von Phyco-
cyanin (630-650nm) und Chlorophyll (685-690nm) durch die Inaktivierung des ycf35
unverdndert bleiben (Abb. 8). Das Ergebnis der Phycocyanin- und Chlorophyll-Messungen
unter 4.1.4. wird durch diese Daten abgesichert.

4.1.5.2. FHuoreszenz-Emissionsspektren

Licht der Wdlenldnge 440nm regt die Chlorophylle der Photosysteme an, wobe die
Emisson der PS-Chlorophylle bet 715nm und die der PS I1-Chlorophylle bei 685nm und
695nm liegt. Von den beiden PS I Maxima wird die Fuoreszenzemisson be 685nm dem
CP43 gebundenen Chlorophyll zugerechnet und das Maximum bea 695nm dem Resktions-
zentrumschorophyll  bzw. Interaktionen unter funktionden PS 1I-Komponenten (Dzelz-
kans & Bogorad, 1989). Mit 590nm werden die Phycobilisomen (vergl. Abb.1A in der
Einletung, wobe Synechococcus sp. PCC7002 kein Phycoerythrin  besitzt) angeregt,
woraus die Emissonen von Phycocyanin be 650nm, Allophycocyanin be 665nm und die
des PS |1 ds ganzem ba 685nm resultieren.

180 1

—7002WT

160 |
ycf35::KM

140 A

120 A

100 A

80 4

rel. Fluoreszenz

60 A

40 {

20

o

600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

Wellenléange in nm

Abb. 9: Fluoreszenz-Emissionsspektren von Synechococcus WT und ycf35::KM bei 440nm
Anregungswellenlange; eingesetzte Zellmenge entspricht einer ODsgo=1
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Wellenlédnge in nm

Abb. 10: Fluoreszenz-Emissionsspektren von SynechococcusWT und ycf35::KM bel 590nm

Anregungswellenlange; eingesetzte Zellmenge entspricht einer ODsso=1

Aufgrund der Huoreszenz-Emissonsspektren (nach 3.24.2) |d% sch sagen, dal3 sowohl

Kompostion ds auch Funktion der
beainfluld wurden.

Photosysteme durch die Inaktivierung des ycf35 nicht
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4.1.6. Proteinkomposition der Synechococcus ycf35::KM Mutante

Neben den vorangegangenen physiologischen Untersuchungen konnte auch das Fehlen
oder Uberexprimieren von Proteinen einen Hinweis auf die Funktion des ycf35 geben. Es
wurden daher Gesamtlysate nach 3.2.6. hergestdlt, auf einem PAA-Gd nach Lugtenberg
(3.28.) aufgetrennt und zur Analyse mit Slber geférbt (3.29.2).

1 2 3 4 5

-— 200kDe

120kDe
110kDe
100kDe
- - 90kDa
80kDa
70kDa

B -
—

‘ = - 50kDe

- =

B 40kDe

30kDe

20kDe

Abb. 11: Silbergefarbtes SDS-Gel der Gesamtlysate der Synechococcus Stdmme
Spur 1: 9ug SynechococcusWT Proteine
Spur 2: 9ug Synechococcusycf35::KM Proteine
Spur 3: 9ug Synechococcusycf36::KM Proteine
Spur 4: 9ug Synechococcusycf35::Wycf36::KM Proteine
Spur 5: 4ul 10kDa Leiter

Die Proteinkompostion der ycf35:KM Mutante zeigte sowohl in enem dlbergeférbten
(Abb. 11) ds auch enem Coomasse geférbten Gel (ohne Abb.) keinen Unterschied zum

Wildtyp.
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4.2. Insartionde I naktivierung des ycf36

4.2.1. Konstrukt zur ycf36-Inaktivierung in Synechococcus sp. PCC7002

Ein Klon, der den Synechococcus ycf36 und einen zu 410585 homologen Leserahmen
enthidt, wurde mir von Gaozhong Shen (Pennsylvania State University) zur Verflgung
gestdlt (Abb. 12). Es handdt dch um enen Subklon des unter AF05229 in Genbank

abgelegten Klons.

M scl Ncol Ncol Pstl

— >

200bp ycf36 orf317

Abb. 12: Karte desycf36 Klons

Durch eine Ncol/Pstl Restriktion wurde der orf317 entfernt, der restliche Vektor mit dem
ycf36 aus einem Ge duiet (3.8) und nach Auffillen der Enden mittes Klenow-Fragment
rigiert. In die interne Mscl-Schnittstelle, die 346bp vom Startkodon entfernt liegt, wurde
die mit Hincll aus pRL161 herausgeschnittene Kanamycinresstenzkassette inseriert. Die
Orientierung wurde durch eine Redtriktion mit Hindlll und Bglll Uberprift und en Klon
mit komplementar zum ycf36 inserierter Resstenz ausgewahit (Abb. 13).

aphll Balll
Mscl
HindlIl
ycf36

200bp

Abb. 13: Inaktivierungsstrategie fir den ycf36 in Synechococcus
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4.2.2. Segregation der ycf36::KM Mutation in Synechococcus sp. PCC7002

Synechococcus sp. PCC7002 wurde mit dem oben dargestelten Konstrukt transformiert
(3.21) und die vollstandige Segregation der Mutation nach Restriktion der DNA mit BstXIl
durch Hybridiserung (3.18) mit dem Synechococcus ycf36-BstXl Subklon bestétigt (Abb.
14).

1 2 Marker

21227bp

__ 5148/4973bp
e 4269bp
3530bp

2027bp
—  1904bp

__ 1585hp
__ 1375bp

—  948bp
— 83lbp

Abb. 14: Autoradiogramm der Hybridisierung zur Segregationskontrolle der ycf36:: Mutation
Spur 1: 10ug Synechococcusycf36::KM DNA mit BstX| geschnitten
Spur 2: 10ug SynechococcusWT DNA mit BstX| geschnitten

Durch die Insaertion der 1362bp groflen Resstenzkassette vergrof3erte sich das BstX|
Fragment von den 3400bp des Wildtyps auf 4762bp bei der Mutante, die kein Wildtyp-
ggnd mehr aufwies.

4.2.3. Wachstumseigenschaften der Synechococcus sp. PCC7002 ycf36::KM Mutante

Wie fur den ycf35:KM Stamm wurde das Wachsum unter optimaen (3.22.) und nie-
drigen Lichtbedingungen sowie be Nitrat-, Phosphat-, Eisen, Magnesum und Cdcdum-
mangel gemessen. Nitratmangel bedeutet 5mM gtatt 12mM NaNOs, ansonsten jeweils 1/10
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der normden Konzentration. Unter diesen Bedingungen verhidt sch die ycf36:KM
Mutante wie der Wildtyp (Abb. 15 und 16). Es zeigte sch auch kein Unterschied im
Wachsdumsverhdten be Bellftung mit 1% (v/iv) CO, oder Schitteln oder einer Erniedri-
gung der Wachstumstemperatur von 39°C auf 25°C.

—+—7002 WT
ycf36::KM
8 .
7
6
5 -
% 4 ]
3 .
2 .
1 .
¢
0+ T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

tinh

Abb. 15: Photoautotrophes Wachstum von 7002 WT und ycf36::KM bei 70uE

—+—7002 WT
ycf36::KM

OD550
I

T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
tinh

Abb. 16: Photoautotrophes Wachstum von SynechococcusWT und ycf36::KM bei 30uE

4.2.4. Chlorophyll- und Phycocyaningehdt im Veralech zum Wildtyp

De Chlorophyll- und Phycocyaningehdt exponentiel wachsender Kulturen wurde wie fir
den ycf35:KM Stamm (3.22) ermittelt. Unter Berlicksichtigung der Standard- und Mittel-
wertabweichung zeigte sch kein gsgnifikenter Unterschied zwischen dem Wildtyp und der
ycf35::KM Mutante (Tab. 3 und 4).
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Tab. 3: Vergleich der Chlorophyllgehalte

Wildtyp ycf36::KM
Mittelwert 7,3035x 10° mg/OD | 7,2136 x 10 mg/OD
Standardabweichung 0,2816 0,2852
Mittelwertabweichung 0,2334 0,2087
Anzahl der Mef3werte 28 27

Tab. 4: Vergleich der Phycocyaningehalte

Wildtyp ycf36::KM
Mittelwert 0,1664/0D 0,1685/0D
Standardabweichung 0,0352 0,0393
Mittelwertabweichung 0,0315 0,0326
Anzahl der Mef3werte 44 47

4.2.5. Spektroskopische Untersuchung der Synechococcus sp. PCC7002 ycf36::KM
Mutante

Die Spektren wurden wie unter 3.24. beschrieben aufgezeichnet.

4.2.5.1. Absorptionsspektren

ycf36::KM
—— 7002 WT

0,08

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750

Wellenléange in nm
Abb. 17: Absorptionsspektren von Synechococcus WT und ycf36::KM nach Wachstum bei 250pE
Sowohl die Absorptionen von Phycocyanin (630-650nm) as auch von Chlorophyll (685

690) simmten in Grofe und Verhditnis zueinander bel Wildtyp und Mutante Uberein,
wodurch die Mef3werte der Pigmentbestimmungen unter 4.2.4. bestétigt wurden.
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4.2.5.2. Fluoreszenz- Emiss onsspektren

rel. Fluoreszenz
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Abb. 18: Fluoreszenz-Emissionsspektren von SynechococcusWT und ycf36::KM bei 440nm
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Abb. 19: Fluoreszenz-Emissionsspektren von SynechococcusWT und ycf36::KM bei 590nm

Anregungswellenlange; eingesetzte Zellmenge entspricht einer ODsgp=1

Die Fuoreszenz-Emissionsspekiren (Abb. 18 und 19) deuten auf keine Verénderungen des
photosynthetischen Elektronentransportes im Vergleich zum Wildtyp hin.
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4.2.6. Proteinkomposition der Synechococcus ycf36::KM Mutante

In dem in Abb. 11 unter 4.1.6. gezeigten SDS-Gd ig keine Verdnderung der Proteinzu-
sammensgtzung  aufgrund  der  Inaktivierung des ycf36 zu erkennen. Auch in enem
Coomeassie geférbten Gel (ohne Abb.) zeigten sSich keine Unterschiede.

4.3. Die Synechococcus sp. PCC7002 ycf35::W ycf36::KM Doppd mutante

Sowohl die ycf35:KM ds auch die ycf36:KM Mutante wies kenen Unterschied zum
Phanotyp des Wildtyps auf. Die Photosynthese wurde in beiden Mutanten durch die
Inaktivierung des jeweligen ycfs nicht beentrachtigt. Eine Funktion in Biogenese oder
Aufrechterhaltung bzw. Optimierung des Photosynthesapparates kann aso fur beide Ycfs
ausgechlossen werden. Se konnten aber belde gemeinsam an enem anderen zdlularen
Prozel3 teilhaben oder in miteinander verknlpten Reektionen fungieren. Daher <ollten in
ener Dopplemutante synergistische Effekte untersucht werden, die durch die gleichzatige
Inaktivierung auftreten konnen.

4.3.1. Synechococcus sp.PCC7002 ycf35::W Konstrukt

Wie fir das ycf35:KM Kongrukt (4.1.1. Abb. 4) wurde auch fur die Inserierung des
Streptomycinresstenz  vermittelnden W-Fragmentes die EcoRV-Schnittgdle genutzt, in die
das mit Smal aus dem Vektor pH45W geschnittene W—Fragment inseriert wurde. Das

Kongrukt wurde durch Sequenzierung (3.15.) Uberprift und so die Orientierung des
Resgtenzgens d's gegenlaufig bestimmt.

4.3.2. Segregation der ycf35::W Mutation in Synechococcus sp. PCC7002 ycf36::KM

Der ycf36:KM Stamm wurde mit dem ycf35::W Kongtrukt transformiert (nach 3.21.) und
die Segregation durch Hybridiserung (3.19.) der BstXl geschnitten DNA mit dem ycf35-
BstX1-Subklon kortrolliert und bestétigt (Abb. 20).

Die Hybridiserung zeigte, dal3 die vollsandig segregiete Doppemutante andelle des
665bp ycf35-Fragments des Wildtyps nur noch das durch die Insertion der 2kb grof3en
Streptomycinres stenzkassette auf 2665bp vergrofierte Fragment enthidlt.
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— 21227bp

— 9420bp
— 6560bp

5148/4973bp
4269bp
3530bp
2690bp
2320bp
2027/1905bp
1585bp
1375bp
947bp
831bp
567bp

Abb. 20: Hybridisierung zur Segregationskontrolle der ycf35::W Mutation in Synechococcusycf36::KM;
Spur 1: 10pg SynechococcusWT DNA BstX |1 geschnitten

Spur 2: 10 pg Synechococcusycf35:Wycf36::KM Mutanten DNA BstX| geschnitten

4.3.3. Wachstumse genschaften der Synechococcus sp. PCC7002
vcf35:W ycf36:KM Mutante

———7002 WT
ycf35::Strycf36:KM

OD550

100 200 300 400 500 600 700
tinh

Abb. 21: Wachstum von Synechococcus WT und ycf35::W ycf36::KM Mutante bel 70uE



Ergebnisse 46

—&—7002 WT
ycf35::Str ycf36::KM
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Abb. 22: Wachstum von Synechococcus WT und ycf35::W ycf36::KM Mutante bei 30uE

Die glechzatige Inaktivierung von ycf35 und ycf36 flihrte zu deutliche eingeschranktem
Wachstum be niedriger Lichtintengtét von 30uE (Abb. 22). Eine geringe Wachstums-
temperatur von 25°C hat keinen Einfluf? auf die Doppemutante (ohne Abb.).

4.3.4. Chlorophyll- und Phycocyaningehdt im Verglech zum Wildtyp

De Chlorophyll- und Phycocyaningehdt exponentidl wachsender Kulturen wurde wie
unter 3.22. beschrieben bestimmit.

Unter Bertickgchtigung der Standard- und Mittdwertabweichung zeigte dch kein Sgni-
fikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und der ycf35::KM Mutante (Tab. 5 und 6).

Tab. 5: Vergleich der Chlorophyllgehalte

Wildtyp ycf35:Wycf36::KM
Mittelwert 7,3035 x 10° mg/OD | 7,1364 x 10" mg/OD
Standardabweichung 0,2816 0,1862
Mittelwertabweichung 0,2334 0,1347
Anzahl der Mel3verte 28 19
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Tab. 6: Vergleich der Phycocyaningehalte; Phycocyaninist in relativen Mengen angegeben

Wildtyp ycf35:Wycf36::KM
Mittelwert 0,1664/0D 0,1557/0D
Standardabweichung 0,0352 0,0183
Mittelwertabweichung 0,0315 0,0159
Anzahl der Mef3werte 44 21

4.3.5. Proteinkomposition der ycf35:Wycf36::KM Mutante

Das in Abschnitt 4.1.6. dargestellte Protein-Gel (Abb. 11) 1&% keine Verdnderung der
Proteinkompostion im Verglech zum Wildtyp erkennen. Das gleiche Ergebnis wurde
auch in einem Coomassie geférbten Gel erzidt (ohne Abb.).

4.4.1. Kongrukt zur Mutagenese von ycf43 in Synechocystis sp. PCC6803

Da zunachgt die Inaktivierung des ycf43 in Synechocystis sp. PCC6803 efolgen sollte,
wurde mit den Primern 774 und 7-75 (2.4.3.) en 981bp Fragment aus Synechocystis-DNA
amplifiziet (nach 3.4. und 3.7.). Neben dem 765bp groRRen ycf43 beinhatete es strom-
aufwarts 24bp und stromabwérts 192bp zusdtzliche Sequenz. Durch die Primer wurden
ene Kpnl- (7-74) und ene BamHI-Schnittgele (7-75) eingefuhrt, mit deren Hilfe das
Fragment in pKS Il inseriert wurde. Dal3 es sich bei der klonierten DNA tatséchlich um das
gewilnschte Fragment handelte, wurde durch Sequenzierung (3.15.) Uberprift. Eine ycf43
interne  EcoRI-Schnitteele wurde genutzt, um den Lessrahmen mit enem Kanamycin-
resstenzgen zu unterbrechen. Dazu wurde das Resstenzgen mit Xhol/EcoRI aus pKS-
NPT isoliet und die Schnittstellen wurden ebenso wie die EcoRI-Schnittstelle des ycf43
durch Klenow-Fragment aufgefillt. Das Produkt der Ligation wurde durch Restrik-
tionsandyse mit Smal und Kpnl Oberprift und ein Klon mit gegenlaufiger Kanamy-
cnresgenz ausgewdhlt, um Synechocystis WT damit nach 3.21. zu transformieren. Da
aber keine Mutanten mit dem Konstrukt erzeugt werden konnten, wurde die Mutagenese in

Synechococcus sp. PCC7002 versucht.
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4.4.2. Klonierung und Sequenzierung des ycf43 von Synechococcus sp. PCC7002

Da fiur Synechococcus noch keine Sequenzinformation vorlag, mulde der kodierende
Bereich es innerhdb der chromosomden DNA gefunden und kloniert werden. Dazu
wurde Synechococcus sp. PCC7002 DNA (3.5.) mit verschiedenen Restriktionsenzymen
geschnitten, geblottet (3.16.) und mit dem Synechocystis ycf43-PCR-Produkt as Sonde
(3.17.)) hybridisert (3.18). Ein so identifizieter Bereich von 1500bp der Hindll/Pstl-
Restriktion wurde duiert (3.8.) und in pUC19 kloniert. Die entstandene Klonbank wurde
nach dem ycf43 wiederum mittels Hybridiserung durchsucht und die Plasmid-DNA eines
postiven Klons in der Nucdec Acid Feadlity der PSU sequenziert (die Sequenz ist im
Anhang Al beigefligt). Die Sequenz wurde unter AF136578 in Genbank abgelegt. Abb. 23
zeigt die Karte desKlons.

Nhel

| | >

ClpP orf143 ycf43

Abb. 23: Karte des ycf43 Fragmentes aus Synechococcus sp. PCC7002

Die im Klon enthdtene ClpP Sequenz is nur patidl und umfal® die eden 43
Aminosiuren des in Synechocystis 436 Aminosauren langen Proteins (dr0930). Orf143
wes Sequenzhomologien zu dem Synechocystis-Leserahmen 411897 auf und enthdlit keine
bekannten Doménen oder Moative. Die Alignments zu diesem Fragment befinden sich im
Anhang A2.

4.4.3. Kongtrukt zur Inaktivierung des ycf43 in Synechococcus sp. PCC7002

Zur Inaktivierung des ycf43 wurde die interne Nhel-Schnittstele (vergl. Abb. 23) mittds
Klenow-fill-in (3.3) aufgefllt und die mit Hincll aus pRL161 ausgeschnittene Kanamy-
cnresgenz insiet. Ein Klon mit komplementdr zum ycf43 liegender Resistenz wurde
zur Transformation eingesetzt. Trotz ener Uberdurchschnittlich grofen Zahl von zehn Ver-
dinnungsschritten bel einer Kanamycinkonzentration von 200ug/ml konnte immer nur en
Tell der Genkopien ersetzt werden, so dal3 kein ycf43::KM Stamm vorliegt.
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45. Insationale Inaktivierung des Synechocystis sp. PCC6803 ycf45

4.5.1. Konstrukt zur ycf45-Inaktivierung in Synechocystis sp. PCC6803

Ycf45 wurde mit den Primern 776 und 777 (2.4.5.) aus Synechocystis WT DNA (3.4.)
durch PCR (3.7.) amplifiziert. Das 1537bp grof3e PCR-Produkt beinhaltet neben den 1500
Basenpaaren des ycf45 26bp C-terminde Sequenz des stromaufwarts liegenden 4910635
und stromabwérts vom ycf45 106bp nichtkodierende Sequenz. Es wurde in den TA-
Klonierungsvektor pMOS inseriert und die ldentitét des Fragmentes durch Sequenzierung
(3.15) dgchergestelt. Eine interne BstXI-Schnittsele wurde zur Inaktivierung genutzt.
Dazu wurde eine mit Xhol/EcoRl aus pKS-NPT isolierte Kanamycinres stenzkassette
durch Klenow-Fragment mit glaiten Enden versehen und in die BsXI-Schnittsdle en-
kloniet. Nach einer BamHI/Bglll Redriktionsandyse wurde ein Klon mit gegenlaufig zu
ycf45 klonierter Resistenz ausgewahlt (Abb. 24).

hil
*® Bglll

<

BamH| Bax

ycf45
200bp

Abb. 24: Inaktivierungsstrategie fir den ycf45 in Synechocystis
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4.5.2. Segregation der ycf45:KM Mutation in Synechocystis sp. PCC6803

Synechocystis sp. PCC6803 WT wurde mit dem Konstrukt aus 4.5.1. transformiert (3.21.)
und die Segregation durch Hybridiserung (3.18) der Bglll/BamHI geschnittenen und
geblotteten (3.16) DNA mit dem nach 3.17. radioaktiv markierten ycf45 PCR-Produkt
kontrolliert.

21227bp

94200p

6560bp
5148/4973bp
4269bp
3530bp
2690bp
2027/1905bp

1585bp
1375bp

A7bp
831bp

— 567bp

Abb. 25: Autoradiogramm der Hybridisierung zur Segregationskontrolle der ycf45::KM Mutation
Spur 1: 10pg Synechocystis WT DNA mit Bglll und BamHI geschnitten
Spur 2: 10pg ycf45::KM DNA mit Bglll und BamHI geschnitten

Die vollg¢andig segregierte Mutante (Abb. 25) enthdt ausschliedich den inaktivierten
ycf45-Lessrahmen. Bel einer Redtriktion mit Bglll und BamHI, lag das Signd der Mutante
unterhalb des Wildtyps (2628bp), da durch eine zusizliche Bglll-Schnittstele innerhab

des Resistienzgens zwel 2129bp Fragmente entstanden.
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4.5.3. Wachstumsaigenschaften der Synechocystis sp. PCC6803 ycf45::KM Mutante

Die Wachstumskurven wurden entsprechend den unter 3.2.1. beschriebenen Kulturbe-
dingungen aufgezeichnet.

Die Inaktivierung des ycf45 beantréchtigte das Wachstum erheblich. Schon bel niedrigen
Lichtintendtéten blieb die Mutante deutlich hinter dem Wildtyp zurlick und erreichte nur
52% der Dichte des Wildtyps (Abb. 26). Setzte man se hohen Lichtintendtéten aus, kam
das Wachstum fast vollig zum Erliegen (Abb. 27).

——WT
3 4 —[1—ycf45::KM

0OD730

26 35 50 59 74 83 99

tinh

Abb. 26: photoautotrophes Wachstum von Synechocystis WT und ycf45::KM bel 25uE

—t—wrT
—D—ycf45::KM

0D730

26 30 35 46 50 54 59 70

tinh

Abb. 27: photoautotrophes Wachstum von Synechocystis WT und ycf45::KM bel 250uE

Von den geteseten Mangelbedingungen (Mangelbedingungen wurden durch 1/10 der
normaen Konzentrationen bzw. 5mM dait 13mM  NaNOs herbeigefihrt), zeigte nur
Magnesum-Mangd enen Einflul auf das Wachstum (Abb. 28). Wéahrend der WT mit
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ene klenen Verzogerung auf 86% der Dichte heranwuchs, die e im Standardmedium
aerechte, kam der ycf45:KM Stanm nicht Uber 51% der normaen Dichte hinaus.
Phosphat-, Nitrat-, Eisenr und Caciummangd verénderten das Wachsdum hingegen nicht
mehr zusitzlich.

——WT BH
—B—ycf45::KM BH
—O—WT Mg Mangel

3 - —{I—ycfa5::KM Mg Mangel

0OD730

26 35 50 59 74 83 99

tinh

Abb. 28: photoautotrophes Wachstum von Synechocystis WT und ycf45::KM bel Magnesiummangel
und 25uE

45.4. Vergleich der Chlorophyll- und Phycocyaningehdte zum Wildtyp

Die Pigmentgehdte wurden von exponentidll bel 20uE wachsenden Kulturen nach 3.22.
bestimmt.

Tab. 7: Vergleich der Chlorophyllgehalte von Synechocystis WT und ycf45::KM

Wildtyp ycf45::KM
Mittelwert 5,7895x10°/OD 5,7580211/0D
Standardabweichung 0,3049 0,2971
Mittelwertabowei chung 0,2699 0,2414
Anzahl der Mef3werte 18 18
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Tab. 8: Vergleich der Phycocyaningehalte von Synechocystis WT und ycf45::KM;

Phycocyanin ist in relativen Mengen angegeben

Wildtyp ycf45::KM
Mittelwert 0,2013/0D 0,1747/0D
Standardabweichung 0,0188 0,0124
Mittelwertabweichung 0,0159 0,0097
Anzahl der Mef3werte 16 17

Der Chlorophyllgehdt der Mutante entsprach dem des Wildtyps, Se zeigte aber einen nie-
drigeren Phycocyaningehdt (Tab. 7 und 8).

4.5.5. Spektroskopische Untersuchung des Synechocystis sp. PCC6803
ycf45:KM Stammes

Die Absorptions- und Huoreszenz-Emissonsspektren wurden gemd3 3.24. aufgezeichnet.
Es wurden pardld be ener Lichtintensté von 25 JE angezogene exponentidl wachsende
Kulturen gleicher Dichte verwendet.

4.5.5.1. Absorptionsspektren

ycf45::KM

0,34 A
—— 6803 WT

0,32 1

0,3 A

Absormption
o
N
oo

0,26

0,24 1

0|22 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750

Wellenldnge in nm

Abb. 29: Absorptionsspektren von Synechocystis WT und ycf45::KM nach Wachstum bei 25uE
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Das im Absorptionsgpektrum im Verhdtnis zum Chlorophyll (690nm) deutlich flachere
Phycocyaninmaximum  (635nm) der ycf45:KM Mutante bestédtigt die Ergebnisse der
Pigmentmessungen unter 4.5.4., die enen geringeren Phycocyaningehdt ergaben. Das
Verhdtnis der Absorption von Phycocyanin zu Chlorophyll, das im Wildtyp deutlich zu
Gungen des Phycocyanins audfie, kehrte sch in der ycf45:KM Mutante leicht zu Gungen
des Chlorophylls um.

4.5.5.2. Fluoreszenz- Emissonsspektrospie

350 -
ycfa5::KM
300 1 — 6803WT
250 1
qg) 200 1
]
o
E)
L 1504
[
100 1
50 1
0

600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

Wellenlange in nm

vergroRerter Bereich von 675nm bis 700nm

110 4
100 4
90 1
80 1

70 1

rel. Fluoreszenz

60 1

50 4

40 T T T T T T T T T T T T
675 677 679 681 683 685 687 689 691 693 695 697 699

Wellenldnge in nm

Abb. 30: Fluoreszenz-Emissionsspektrum Synechocystis WT und ycf45::KM bei 440nm
Anregungswellenlénge; eingesetzte Zellmenge entspricht OD730=1
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Abb. 31: Fluoreszenz-Emissionsspektrum von Synechocystis WT und ycf45::KM bei 590nm
Anregungswellenlénge; eingesetzte Zellmenge entspricht OD730=1

Be Chlorophyllanregung mit 440nm zeigte die ycf45:KM Mutante eine Aufspatung des
PS 1l Emissonsmaximums von 694nm fur den WT in e@ne 691nm und ene 695nm
Huoreszenzspitze (Abb. 30). Die Emisson be 691nm wird auf das CP47 gebundene
Chlorophyll zurlickgefhrt und wird bel voll funktiondem PS Il von der Gesamtemisson
des Photosystems Uberdeckt (Dzelzkdns & Bogorad, 1989). Auch bel Phycobilisomen
anregung bel 590nm (Abb. 31) zeigte Sch eine niedrigere PS 1l Fluoreszenz (680nm) beim
ycf45:KM  Samm, gleichzetig wa die Emisson des Allophycocyanins (665nm) im
Verhdtnis erhoht.
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4.5.6. Proteinkomposition der Synechocystis sp. PCC6803 ycf45::KM Mutante

Die Gesamtlysate (3.26.) des Wildtyps und der Mutante wurden auf einem 12% PAA-Gd
(3.28) aufgetrennt und mit Silber gefarbt (3.29.2.).

1 2 3
- ' 2k D
i 120kDa
- 110D
- TiMikDa
- Akxa
- BlkDa
Fuigpny 0kDa
= - Gk
—
! - S0ka
ks
’ 40kDa

(20 |

Sk

20kDa

=

Abb. 32: silbergeféarbtes SDS-Gel der Gesamtlysate von Synechocystis WT und ycf45::KM
Spur 1: 4ug SynechocystisWT Proteine
Spur 2: 4ug Synechocystis ycf45::KM Proteine
Spur 3: 10kDa L eiter

Im Bereich von 40-60 kDa waren die Banden der ycf45:KM Mutante algemein
schwécher ausgepragt ds die des Wildtyps. Die deutliche WT-Bande bel 40kDa fehlte in
der Mutante (Abb. 32).

4.6. Mutagenese des ycf46 in Synechocystis sp. PCC6803

4.6.1. Konstrukt zur Inaktivierung des ycf46 in Synechocystis sp. PCC6803

Ein 1537bp Fragment, das den 1500bp grofen ycf45 sowie stromaufwarts 16bp und
sromabwérts 21bp zusdzliche Sequenz enthiet, wurde mit den Primern 8-22 und 8-23
(2.4.6.) aus Synechocystis sp. PCC6803 DNA (3.4.) mittels PCR (3.7.) amplifiziert.
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Die durch die Primer eingefiihrten Apa- (8-22) und BamHI-Schnittstelen (8-23) wurden
zur Klonierung in pKS Il genutzt. Eine 775bp vom Startkodon entfernte Smal-Schnittstelle
diente zur Insertion ener Kanamycinressenzkasstte, die wie in 45.1. isoliet und mit
glatten Enden versehen wurde. Die Orientierung der Resstenz im Verglech zum ycf46
wurde durch ene BamHI/SAl-Redriktion Uberprift und en Klon mit gegenlaufiger
Richtung zur Trandformation von Synechocystis ausgewdhit. Eine Karte des Konstruktes
ist in Abb. 33 dargestelit.

ST“ aphl|
Smal

BamHlI
ycf46

200bp

Abb. 33: Karte zur Inaktivierungsstrategie des ycf46 in Synechocystis

4.6.2. Segregation der ycf46::KM Mutation in Synechocystis sp. PCC6803

Das unter 4.6.1. dargestellt Konstrukt wurde zur Transformation von Synechocystis sp.
PCC6803 verwendet und die Segregation der Mutation durch eine Southern-Hybridi-
serung (3.18.) Uberprift. Durch die Insertion der Kanamycinresstenz vergrofRerte sich das
ycf46-Fragment der Mutante um 1360bp. Abb. 34 zeigt, dal’3 der ycf46::KM Stamm keine
Wildtypkopie des ycf46 mehr enthidlt.
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Marker 1 2

212270p ——

5148/4973bp -
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3530bp
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Abb. 34 : Hybridisierung zur Segregation der ycf46::KM Mutation in Synechocystis
Spur 1: 10ug Synechocystis WT DNA Spel/Sacl geschnitten
Spur 2: 10ug Synechocystis ycf46::KM DNA Spel/Sacl geschnitten

5.6.3. Wachstumseigenschaften der Synechocystis sp. PCC6803 ycf46::KM Mutante

Alle Wachstumskurven wurden aus den Mefdwerten zweier paraleler Kuturen gebildet. Es
wurden neben niedrigen (25pE), mittleren (60pE) und hohen (250pE) Lichtintenstéten
Phosphat-, Nitrat-, Stickstoff-, Eisen, Magnesum- und Cadum-Mangebedingungen
getestet, wobel jewells 1/10 bzw. 5 statt 13 mM fir Nitrat der Konzentration des Standard-
mediums be niedrigen Lichtbedingungen verwendet wurde. Photoheterotrophes Wachs-
tum wurde bel 5mM Glukose und mittlerer Lichtintenstét gemessen.

Schon bel niedriger Lichtintendté blieb das Wachsdum der Mutante hinter dem Wildtyp
2urick (Abb. 35) und offenbarte bet Starklicht die Photosensibilitét der Mutante (Abb. 36).
Das Wachstum konnte unter photoheterotrophen Bedingungen wieder hergestellt werden
(Abb. 37). Von den getesteten Mangelbedingungen zeigte sich nur be geringer Cacium-
konzentration eine zusitzliche Verlangsamung des Wachstums (Abb. 38).
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Abb. 35: photoautotrophes Wachstum von Synechocystis WT und ycf46::KM bei 25uE
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Abb. 36: photoautotrophes Wachstum von Synechocystis WT und ycf46::KM bel 250pE
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Abb. 37: Vergleich von photoautotrophem und photoheterotrophem Wachstum von

Synechocystis WT und ycf46::KM bei 60pE

59
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Abb. 38: photoautotrophes Wachstum von Synechocystis WT und ycf46::KM bei CalciumMangel und 25uE

4.6.4. Chlorophyll- und Phycocyaningehalte des Synechocystis sp. PCC6803
ycf46: KM Stammes

Chlorophyll- und Phycocyaningehdt wurden nach 3.22. bestimmt, wobe immer exponent
tidl wachsende Kulturen gleicher Dichte verwendet wurden, die bel mittlerer Lichtinten
Sté angezogen wurde.

Der ycf46:: KM Stamm zeigt enen leicht erhohten Chlorophyllgendt wahrend der Phyco-
cyaningehat dem des Wildtyps entspricht (Tab. 9 und 10).

Tab.9: Vergleich der Chlorophyllgehalte von Synechocystis WT und ycf46::KM

Wildtyp ycf46::KM
Mittelwert 5,7895x10°/OD 6,2653x10°°/OD
Standardabweichung 0,3049 0,2798
Mittelwertabweichung 0,2699 0,2397
Anzahl der Mef3werte 18 20

Tab. 10: Vergleich der Phycocyaningehalte von Synechocystis WT und ycf46::KM;

Phycocyaninist in relativen Mengen angegeben

Wildtyp ycf46::KM
Mittelwert 0,2013/0D 0,2056/0D
Standardabweichung 0,0188 0,0216
Mittelwertabweichung 0,0159 0,0174
Anzahl der Mef3werte 16 14
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4.6.5. Spektroskopische Untersuchung des Synechocystis sp. PCC6803
ycf46:: KM Stammes

Absorptions- und Huoreszenz-Emissonsspektren wurden nach 3.24. von padld ange-
zogen Kulturen gleicher Dichte aufgenommen.

4.6.5.1. Absorptionsspektren

0,26

ycf46::KM
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0,22 1

0,21 1

Absorption

0,2 4
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Abb. 39: Absorptionsspektren von Synechocystis WT und ycf46::KM nach Wachstum bei 25uE

Dea unter 4.64. gemessene hohere Chlorophyllgehdt der ycf46:Km Mutante spiegdte
gch in dem zu Gungen des Chlorophyll verschobenen Pigmentverhdtnisses im Absorp-
tionsspektrum der Abb. 39 wider. Wahrend beim Wildtyp das Absorptionsmaximum des
Phycocyanins (630-640nm) deutlich hoher as das des Chlorophylls (680-695nm) war,
waren die Absorptionen der beiden Pigmente in der Mutante gleichgrol3.
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4.6.5.2. Fluoreszenz- Emiss onsspektroskopie
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Abb. 40: Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie bei 440nm Anregungswellenlange; die eingesetzte Zellmenge

entspricht einer OD30=1
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Abb. 41: Fluoreszenz-Emissionsspektrum bel 590nm Anregungswellenlange; die eingesetzte Zellmenge
entspricht einer OD30=1

Das Huoreszenz-Emissonsspekirum be  440nm  chlorophyllspezifischer  Anregungswelen
lange zegte fur die ycf46: KM Mutante eine Verschiebung und Verbreterung des PS I
Maximums zu ener kirzeren Wedlenlénge (691nm) hin und eine erhthte PS I-Huoreszenz
ba 720nm (Abb. 40). Ba Phycobilisomenanregung (Abb. 41) fid eine fagt fehlende PS Il
Emission bei 680nm und eine erhdhte Allophycocyaninfluoreszenz bei 665nm auf.

4.6.6. Sauergoffentwicklung von Synechocystis sp. PCC6803 WT und ycf46::KM

Die Sauergoffentwicklung der Gesamtphotosynthese und die Photosystem [1-Aktivitét
wurden nach 3.25. gemessen. Die Ergebnisse snd in Tabele 11 zusammengefald.

Tab. 11: Vergleich der Sauerstoffentwicklung von WT und ycf46::KM, Wertein pmol O,/mgChl/h

WT ycf46::KM
Gesamtphotosynthese 158,8 +/- 2,55 117,5+/- 1,27
100% 74%
PSII-Aktivitéa 358,6 +/- 1,55 146,3 +/- 5,2
100% 40,8%
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WwT 4/ vefd6: KM J/
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Abb. 42: Photosystem |1 Aktivitét von WT und ycf46::KM gemessen and der Sauerstoffentwicklung beim
Elektronentransport von Wasser nach DCQB; die Pfeile markieren den Beginn und das Ende

der Beleuchtung

Die deutlich flachere Kurve der Photosystem Il-Aktivitd der ycf46:KM Mutante im
Vergleich zum Wildtyp i durch das Beispid ener Sauersoffmessung in Abb. 42 darge-
ddit. Se verdeutlicht die in Tab. 11 aufgefUhrten Werte, die eine deutlich geringere
Photosystem 11-Aktivitét der Mutante beschreilben, wahrend fir die Gesamtphotosynthese
unter den gewdhiten Bedingungen en wesentlich geingerer Unterschied festgeste It

wurde.
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4.6.7. Proteinkomposition der ycf46::KM Mutante

Da die physologischen Untersuchungen enen deutlichen Phénotyp aufzeigten, sollen im
Folgenden die Auswirkungen der ycf46 Inaktivierung auf die Proteinexpression betrachtet
werden. Als erstes wurden Gesamtlysate nach 3.26. hergestellt und auf einem SDS-Gd

(3.28) aufgetrennt. Die Farbung erfolgte mit Silber nach 3.29.2.
1 2 3

200k 3

120k Da
| 1k a
L0k D
WikDa
BkDa
TokDa
alkDa

1
L el

I
|

S0kDa

b
Uy
[

A0kDa

J0ka

20kDa

Abb. 43: silbergefarbtes SDS-Gel der Gesamtlysate von Synechocystis WT und ycf46::KM
Spur 1: 4ug Synechocystis ycf46::KM Proteine
Spur 2; 4ug Synechocystis WT Proteine
Spur 3: 10kDa L eiter

In Abb. 43 wird deutlich, dal3 die ycf46 Inaktivierung zu ener Verdnderung des Protein-
mugters gefuihrt hat. Im Vergleich zum Wildtyp sind im Bereich von ca. 30-70kDa weniger
Proteine vorhanden. Be der zusiizlichen Bande der Mutante bel ca 25kDa handelt es sich
vermutlich um die zur Inaktivierung verwendete Kanamycinresstenz verlehende Amino-
olycosd- 3'-phosphotranferase |1, deren theoretische Grof3e bel 27kDalliegt.

Aufgrund des bis dahin charakteriserten Phénotyps wurden die Lysate mit Antiseren
gegen Photosystem-Untereinheiten aus Spinat untersucht. Abb. 44 zeigt enen mit Anti-
psbO und Anti-psaD durchgefiihrten Westernblot (nach 3.36. und 3.39.).
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Abb. 44: Westernblot der Synechocystis WT und ycf46::KM Lysate mit den Antiseren 194-4 und 219-t
Spur 1: 8ug Synechocystis ycf46::KM Protein mit 1: 500 verdinntem 194-4 (Anti-psbO)
Spur 2; 8ug Synechocystis WT Protein mit 1: 500 verdinntem 194-4 (Anti-psbO)
Spur 3: Ponceau geférbte 10kDa L eiter
Spur 4: 8ug Synechocystis ycf46::KM Protein mit 1: 500 verdiinntem 219-t (Anti-psaD)
Spur 5: 8ug Synechocystis WT Protein mit 1: 500 verdiinntem 219-t (Anti-psaD)

Der Synechocystis ycf46::KM Stamm zeigte eine Halbierung der PsbO Menge bel gleicher
Menge an PsaD (Abb. 44). Ein Blot mit Anti CF; zeigte, dal3 auch die Menge an CF;-a
und —b bel Wildtyp und Mutante gleich sind (ohne Abb.).

4.6.8. Amplifizierung, Klonierung und Sequenzierung des pshO aus
Synechocystis sp. PCC6803 ycf46::KM

Um auszuschliel¥en, dald ene zufdlige Mutation im pshO-Gen der Mutante fur die gerin-
gere PsbO Menge in den Lysaten (Abb. 43) verantwortlich ist, wurde die Sequenz des
Gens in der ycf46::KM Mutante untersucht. Hierzu wurde die PsbO kodierende Sequenz
mit den Primern 13-81 und 13-82 (2.4.8) in einer PCR (3.7.) durch PfuTurbo Polymerase
amplifiziet und in enen EcoRV geschnittenen pKSII Vekior kloniert. Die Plasmide
zweler Klone wurden mit den Standardprimern M13-Universal und Reverse sowie den
Primern 14-31 und 14-32 (2.4.8.) nach 3.15. sequenziert. Die erhatene Sequenz des psbO
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der ycf46::KM Mutante war identisch zu der bekannten Sequenz (Kaneko et a.,1996) des
Wildtyps. Somit ist der verandete PsbO-Gehdt der Mutante auf die Inaktivierung des
ycf46 zuriickzufGhren,

4.6.9. Transkriptanalyse von psb0 im Vergleich zu anderen Photosystem |
Untereinhaten in Synechocystis sp. PCC6803 WT und ycf46::KM

Je 5ug RNA (nach 3.20.) der beiden Stmme wurde in einem denaturierenden Formal-
dehyd-Gel (Lehrach e d., 1977) aufgetrennt. Als Sonde wurden geninterne PCR-
Fragmente (Primer unter 2.4.10.) von psbB, psbV, 23SY*RNA und das klonierte psbO aus
ycf46::KM (4.6.8.) verwendet. Die PCRs (nach 3.7.) ergaben dle nur jeweils ein Produkt
korrekter Grofe. Nach einer Klonierung in pGEM-T wurde die Plasmid-DNA zweier
Klone zur Kontrolle sequenziert (3.15), demnach waren in den PCRs nur die gewlnschten
Produkte vorhanden.

Die Kontrolle durch die Hybridiserung (nach 3.19.) mit 23SRNA bestétigte, dal3 die
gleiche Menge RNA aufgetragen war. Der erse Versuch zeigte eine gleche Menge an
psbV und psbB fur Wildtyp und Muante, eber das pshO scheint im ycf46::KM Stamm
Sérker transkribiert zu werden asim Wildtyp.

4.6.10. Expression des N-Terminus von Y cf46 und des kompletten L eserahmens

in Escherichia coli

Zum Nachweis der Ycf46-Expresson und flr Immunoprézipitationsversuche zur Identifi-
Zierung maoglicher Interaktionspartner war es nétig, en spezifisches Antissrum  herzu-
gdlen. Hierzu wurde der N-Terminus des ycf46 bis zum Waker A Motiv verwendet, um
Kreuzresktionen mit AAA-Proteinen und anderen ATP-bindenden Proteinen auszu-
schliel¥en. Da sch die AAA-Doméne bis zum C-Terminus erstreckt, stand nur der N-
Terminus ds Ycfd6-pezifischer Bereich zur Vefigung (vergl. Alignment im  Anhang
A2). Dea komplette ycf46 sollte zur in-vitro Untersuchung der Funktion exprimiert
werden. Beide Proteine wurden im E.coli Stamm BL21DE exprimiert (3.30).

Mit Hilfe der Primer 11-92 und 11-93 (2.4.7.) wurde der N-Terminus bis zur Aminosdure
261 in ener PCR Resktion mit PfuTurbo Polymerase amplifiziert. Durch die Primer
wurden am N-Teminus eine Ndel- und an C-Terminus eine Xhol- Schnittstdlle eingeftinrt,
durch die das Produkt in einen ebenso geschnittenen pET 31b (+) Vektor inseriert werden
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konnte. Durch diese Klonierung wurde C-termind ein His-Tag von 6 Hidtidinen angeflgt.
Das entstandene Konsrukt wurde zur Kontrolle sequenziert (Anhang A4). Dieser Klon
bzw. das exprimierte Protein wird im Folgenden auch mit ycf46-AB bezeichnet.

Die Primer 11-52 und 11-53 (24.7.) wurden zur Amplifizierung des kompletten Lese
rahmens verwendet, der in gleicher Weise in pET 31 b (+) kloniert wurde. In diesem Fal
unterscheidet Sch das rekombinante Protein vom nativen durch das Fehlen der letzten 7
Aminosauren und durch die direkt vor dem His-tag hinzugefigten Aminosauren Leucin
und Glutaminsure (Anhang A4). Auch dieses Konstrukt wurde durch Sequenzierung
(3.15.) Uberpruft und mit ycf46-Komplett bezeichnet.

4.6.10.1. Aufreinigung der rekombinanten Proteine

Zunéchgt wurden Lokdisation (nach 3.31.) und zetlicher Verlauf der Expresson in E. coli
betimmt, um die richtige Aufreinigungdrategie und den gindigden Zetpunkt feszu-
gdlen. Fir beide Proteine zeigte sich, dad se nach zwei Stunden Induktion in grof¥en
Mengen in incluson bodies vorlagen.

Die incluson bodies wurden nach 3.32. prépariert und de Proteine Uber eine Nicke-NTA
Agarose Saule aufgerenigt (3.33). Der zur Immuniserung verwendete N-Terminus des
ycf46 wurde aul¥erdem nach 3.34. aus einem SDS-Gd duiert.

Aus Abb. 45 geht hervor, dal3 beide Proteine sauber aus E. coli prépariert wurden. Die
Elektrophorese erfolgte nach 3.28 und die Farbungen nach 3.29.

Durch die Reaktion des Penta-His Antikérpers (Detektion nach 3.38.) mit den geblotteten
Proteinen (3.36.) konnte nachgewiesen werden, dal3 es sch be den gereinigten Proteinen
un Histag Protene handdte Da der Antikbrper im Gesamtlysat keine weteren
Reaktionen zeigte, und die gpparenten Grol¥en der Proteine mit den theoretischen Grof3en
von 56,8kDa fir ycf46-Komplett und 30,6kDa fur ycf46-AB korrdieren, handdte es sich
um die beabschtigten Produkte (Abb. 45 B und C). Auf der Abbildung it auerdem zu
erkennen, dald beide rekombinanten Proteine unter den denaturierenden Bedingungen der
Aufreinigung Aggregate bildeten (Abb. 45 B und C jeweilsin Spur 2).
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Abb. 45: Reinigung der in E. coli exprimierten His-tag Proteine und deren Nachweis durch einen
Anti-His-tag Antikorper
A: silbergeférbtes SDS-Gel
Spur 1: 0,1ug ycf46-K omplett Sauleneluat
Spur 2: 10kDa L eiter
B: Westernblot mit 1:2000 verdiinntem Penta-His Antikorper
Spur 1: 10ug Gesamtlysat des ycf46-Komplett exprimierenden E. coli Stamms
Spur 2: 1ug ycf46-Komplett Sauleneluat
C: Westernblot mit 1:2000 verdinntem Penta-His Antikorper
Spur 1: 10pug Gesamtlysat des ycf46-AB exprimierenden E. coli Stamms
Spur 2: 1,6ug ycf46-AB Sauleneluat
Spur 3: 1ug aus dem Gel eluiertes ycf46-AB
D: silbergefarbtes SDS-Ge
Spur 1: 0,2ug aus dem Gel eluiertes ycf46-AB
Spur 2: 10kDa L eiter
E: coomassiegeféarbtes SDS-Gel
Spur 1: 2ug aus dem Gel eluiertesycf46-AB
Spur 2: 10kDa L eiter
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4.6.11. Seren gegen den N-Terminus des Synechocystis sp. PCC6803 Y cf46

Der unter 4.6.10. dargestellte N-Terminus mit angehéngtem His-tag wurde nach 3.39. zur
Immuniserung von zwel Kaninchen verwendet. Die Prdmmunseren der beiden Kaninchen
zegten keine Resktion mit Synechocystis sp PCC6803 Wildtypgesamtlysaten. Die produ-
Zierten Seren wurden mit 500-t bzw. 501-t bezeichnet. Die Nachweisgrenzen wurden
anhand eines Dot-Blots mit dem verwendeten Antigen fir das Serum 500-t mit 1ng be
ener 1:1000 Verdinnung und fir das Serum 501-t mit 0,5ng be einer 1:1000 Verdinnung
bestimmt. Abb. 46 zeigt enen Western-Blot (3.37. und 3.39.) mit Synechocystis WT und
ycf46::KM Gesamtlysaten, der mit den beiden Seren durchgefiihrt wurde. Beide Seren
zeigten auch bel der ycf46::KM Mutante starke Resktionen auf derseben HGhe wie beim
WT, die aff eine Kreuzresktion mit dem Synechocystis Leserahmen dr0374 zurlickzu-
fuhren dnd, der Sarke Sequenzhomologien zum ycf46 aufwest (Alignment im Anhang
A2).
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Abb. 46: Westernblot der Synechocystis WT und ycf36 Lysate mit den Antiseren 500-t und 501-t
Spur 1: 10pg Synechocystis WT Gesamtlysat mit 1:500 verdiinntem 500-t
Spur 2: 10ug Synechocystis ycf46::KM Gesamtlysat mit 1:500 verdiinntem 500-t
Spur 3: 10ug Synechocystis WT Gesamtlysat mit 1:1000 verdiinntem 501-t
Spur 4: 10ug Synechocystis ycf46::KM Gesamtlysat mit 1:1000 verdinntem 501-t
Spur 5: 10kDa-L eiter
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5. Diskussion

Grundsitzlich bieten sch mit der Deetion oder Insertion zwel Mdglichkeiten, einen Lese-
rahmen zu inaktivieren. Bel der Deetion wird der Lessrahmen durch eine Resstenz-
kasstte vollstdndig ersetzt. Es ist dabe oft notig, benachbarte Gene in das Konstrukt
enzubeziehen, wenn die nichtkodierenden Randsequenzen nicht ausreichen, um genligend
identische Sequenz fur die homologe Rekombination zur Verfigung zu haben. Dies birgt
natlrlich die Gefahr, diese Gene durch einen Leserahmensprung ds Folge ener nicht
prézissn Rekombination zu veréndern. Bel einer Insartion wird die Resstenzkassette inner-
hab des Leserahmens eingefligt, was diesen unterbricht und so inaktiviert. Da der Lese
rahmen sdbst ds homologe Sequenz ausreicht, konnen benachbate Gene nicht in
Mitle denschaft gezogen werden. Deshab wurde die Insertion der Deletion vorgezogen.

Genfunktionen konnen aufgrund der Phénotypandyse der erzeugten Mutanten bestimmit
werden. Diese Phanotypandyse beruht auf der Auswertung der physiologischen Charakter-
idika im Vergleich zum Wildtyp. Dabe werden ds erde Indikatoren fir den Zustand der
Mutanten Wachsumseigenschaften und Pigmentierung  herangezogen. Da es sich bel den
auggewdhiten Leserahmen um solche handdt, die in Chloroplasten konserviert sind, muf3
auch auf Auswirkungen auf die Photosynthese geechtet werden. Die folgenden Tabelen
ollen in Verbindung mit der Abb.l (Einleitung) dazu dienen, entdandene Phanotypen mit
den moglicherweise beeinflulden Proteinen der Photosystemein Verbindung zu bringen.

Tab. 12: Photosystem | Untereinheiten

Gen Protein Funktion

psaA 84kDa Reaktionszentrum, Elektronentransport, bindet Chlorophyll a

psaB 83kDa Reaktionszentrum, Elektronentransport, enthélt FeS-Cluster, bindet Antenne

psaC %Da enthalt 2 FeS- Cluster, Elektronenakzeptor und Transfer zum Ferredoxin/Flavodoxin

psaD 18kDa Ferredoxinbindung, bindet PsaC,

psaE 10kDa Zyklischer Elektronentransport, Ferredoxin Reduktion

psaF 17kDa Plastocyanin/Cytochrom cg-Bindung
?

psaG’ 11kDa

psaH" 11kDa ?

psal 4kDa Trimerbildung in Cyanobakterien, Chinonbindung?
psal 5kDa ?

psaK %Da ?

psalL 18kDa Rollein der state transition, Trimerbildung

psaM 3kDa ?

psaN"* 10kDa ?
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Tab. 13: Photosystem |1 Untereinheiten

Gen Protein Funktion

psbA D1/3%Da Reaktionszentrum, enthalt Z*, Mn-Clusterbindung
psbB CP47/56kDa innere Antenne, OEC-Bindung

psbC CP43/51kDa innere Antenne, OEC-Bindung?

psbD D2/3%Da Reaktionszentrum, enthélt D

psbE cytbssea/9kDa | strukturelle Rolle

psbF cytbssob/4kDa | strukturelle Rolle

psbH 6,5kDa Optimierung des Qa zu Qg Elektronentransfers?
psbl 5kDa assoziiert mit dem Reaktionszentrum

pshJ* 4kDa Assemblierung und Stabilitét desPS|11

psbK 3,9kDa ?

psbL 5kDa Photoreduktion von Qa?, essentiell fur PS I1-Aktivitét
psbM* 4,7kDa ?

psbN* 4,7kDa ?

psbO MSP/33kDa Mn-Cluster stabilisierend

psbP" 20kDalOE23 Ca’" und CI” Bindung

psbQ" [165kDa/lOE16 | Ca®* und CI” Bindung

psbR" 10kDa ?

psbT 4kDa ?

(ycf8)

psbT'" | 3kDa ?

psbU* 12kDa optimiert OEC

psbV* cytcsso/15kDa Rollein Wasserspaltung, stabilisiert PS||
psbW*® | 6kDa ?

psbX 4kDa ?

psbY 20kDa2x 7kDa | ?

(ycf32) matur

*: nur in Cyanobakterien und nicht-griinen Algen
+: nur in Grunalgen und héheren Pflanzen
nach: Wollman et al., 1999

72

Die unterschiedlichen Zusammensetzungen der Photosysteme bei  Cyanobakterien und
nicht-grinen Algen auf der einen Seite und Grindgen und héheren Pflanzen auf der
anderen Seite sind bel der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf alle Gruppen zu beriick-
gchtigen.

Durch die unterschiedlichen Vorraussetzungen fir die Genfunktionsandyse in Synecho-
cystis sp. PCC6803 und Synechococcus sp. PCC7002, sowie durch variable Zeitspannen
be der Segregation der einzelnen Mutationen bedingt, Snd enige Phénotypen der erzeug-
ten Stdmme genauer als andere charakterisert.
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5.1. Genfunktionsanalyse des ycf35

Die Inaktivierung des ycf35 wurde im marinen Stamm  Synechococcus sp. PCC7002 vorge-
nommen. Dieser welst eine hohere natlirliche Kompetenz ds Synechocystis sp. PCC6803
und ein doppet so schndles Wachstum auf. Da aber die Sequenz des Genoms noch nicht

vorliegt, mulde der entsprechende chromosomae Bereich kloniert werden.

5.1.1. Sequenz des ycf35 Klons aus Synechococcus sp. PCC7002

Das unter 4.1.1. dargestellte chromosomale Fragment enthdt neben ycf35 noch weltere
Leserahmen unbekannter Funktion, die dle homolog zu Synechocystis sp. PCC6803 orfs
and, fur die es aer keine weiteren Homologe in den Datenbanken gibt. Da im algemeinen
die Genabfolge der beiden Genome s0 divergent igt, dal3 sch die meigen in eénem Genom
benachbarten Gene im anderen an weit entfernten Pogstionen wiederfinden, ist es auffalig,
dald die Rethenfolge von orf69 (s91263 bal Synechocystis), ycf35 und orf141 (410662 bei
Synechocystis) zwischen den beiden Arten konsaviert ist. Stromaufwérts von orf69
befinden sch AT-reiche Bereiche, die —10 und —-35 Regionen eines Promotors bilden
konnten (Abb. 47). Zwischen orf69, ycf35 und orfl4l existieren keine weiteren Promotor
ahnlichen Elemerte oder Transkriptiongerminatoren. Es konnte sich dso um ene Trans-
kriptionsainheit handeln, die einen funktionalen Zusammenhang der Leserahmen naheegt.

CCGCCAAATTGGTCAACTTTCCCACCATGCCAATGAGGAAGCGCACCCATG or f 69-ycf 35-orf 141
........ TTGICA. .. ........... TAGIAT................. ssl 0020 Pronotor
........ TTGACA. . ............TATAAT................. tac-Pronotor

Abb 47.: mdgliche Promotorsequenzen stromaufwarts des orf69; unterstrichen: Ribosomenbindestelle

In diessm Zusammenhang scheint es daher nicht unbedeutend, dal3 orf141 Synechocystis
dI0662) ein Feredoxin bakteridlen Typs kodiet. Das Genom von Synechocystis sp.
PCC6803 enthdlt acht verschiedene Ferredoxine, von denen dlein vier Ferredoxine
Isoformen des chloroplastidaren PetF €ind, die unter verschiedenen physologischen
Bedingungen exprimiert werden. Von diesen zum Ferredoxin | Typ gehdrenden Genen it
90020 das am haufiggten exprimierte, wahrend dr0150 unter negativer Kontrolle durch
Licht nur gering, 911382 nur ba Vorhandensain von Glukose und 9r1828 anscheinend gar
nicht exprimiert wird (Poncelet et a.,1998). Die stromaufwérts von orf69 gelegene Region
(Abb. 47) zeigt aul¥erdem neben ener perfekt konservierten Ribosomen-Bindestele (Shine
& Dagano, 1974) gake Ubereingimmungen mit den Promotorbereichen des ss0020
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(Poncelet et a. 1998), der wiederum Ahnlichkeiten zum in  Synechocystis stark aktiven tac-
Promotor aus E. coli (Ferino & Chauvet, 1989) zeigt. Eine dhnlich hohe Transkriptionsrate
wie fir das petF ist aso auch fur die orf69-ycf35-orf 141 Region anzunehmen.

Ferredoxin hat neben dem Elektronentransport vom Photosystem | zur Ferredoxin-NADP*
Oxidoreduktase (FNR) noch weitere Funktionen in verschiedenen Redox-Reektionen. Die
Vidfdt der cyanobakteridlen Feredoxine gab Anlad zu der Spekulation, dald diese
gpezifisch fur verschiedene Enzymresktionen snd (Morand et d, 1994). Zu den Ferredoxin
abhangigen Resktionen gehdren Nitrit- und  Nitratreduktase (Manzano et da., 1976),
Glutamin-2-oxoglutarat  Aminotransferase  (Glutamat-Synthase, GOGAT; Lea & Miflin,
1975), Fettsuredesaturase (Wada et d., 1993), die Synthese der Phytobilichromophoren
von Phycobiliproteinen und Phytochromen (Bede & Corngo, 1991; Corngo et al., 1998)
und die Ferredoxin-Thioredoxin Reduktase (Droux et d., 1987). Fur die FNR (Onda et 4.,
2000) und die Sulfit-Reduktase (Y onekura-Sakakibara et al., 2000) wurden in Mais bereits
unterschiedlich garke Interaktionen mit  verschiedenen Ferredoxinformen  nachgewiesen,
S0 dal’ auch das von orf141 kodierte Ferredoxin eine spezifische Funktion erfillen konnte.

5.1.2. Eigenschaften des Y cf35

Das vom ycf35-Gen kodierte Protein hat bel einer Lange von 127 Uberwiegend hydro-
philen Aminosiuren eine theoretische Grole von 14,8 kDa und einen berechneten pl von
6,28. Die vorhergesagte Sekundarstruktur (Anhang A3) beschreibt ein Protein mit ausge-
glichenem a-Hdix zu b-Fdtblaitverhdtnis ohne Transmembranregion. Es enthédt kene
bekannten Doménen oder Mative, die Hinweise auf die Funktion geben kdnnten.

5.1.3. Phénotypanayse des Synechococcus sp. PCC7002 ycf35::KM Stammes

Voraussatizung fir die Untersuchung der Genfunktion mittds Phénotypandyse enes
Stammes, in dem der entsprechende Leserahmen inaktiviert i, is die vollgandige Segre-
gation der engefihrten Mutation. Da jede Cyanobakterienzelle durschnittlich 12 Kopien
des Genoms enthdlt (Lebarre et a., 1989), ist dies der kritische Faktor und bedarf daher
genauer Kontrolle. Die unter 4.1.2. dargestdllte Hybridiserung zeigt, dald3 die Segregation
der Mutation im Synechococcus ycf35::KM Stamm vollgtandig ist, was auch bedeutet, dal3
der Lesarahmen fur das Uberleben nicht essentiell igt, da bel essentidlen Genen nur ene
unvollsténdige Segregation moglich i,
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Da ade Schritt auf dem Wege zur Charakteriserung eines Phanotyps i die Unter-
suchung des Wachsdums ener Mutante im Verglech zu Wildtyp. Das erste Augenmerk
richtet sch hierbei darauf, ob die Fahigkeit zum photoautotrophen Wachstum durch die
Inaktivierung bedantréchtigt i, was im Fdle des ycf35 nicht zutrifft (4.1.3.). Die vom
Wildtyp kaum abweichenden Wachsumskurven be normaen wie Schwachlichtbedingun-
gen lassen auf kene physologische Beantrachtigung schlief?en. Da zum Mechanismus der
Kétetoleranz die Desaturierung von Fettsduren gehort (Wada et d., 1990, 1994), kann
aufgrund des unbeantréchtigten Wachsdums bel 25°C eine St6rung dieses Ferredoxin
abhéngigen Prozesses (Wada et d., 1993) Uber ene Verbindung von ycf35 zum orfl4l

(bakt. Ferredoxin) ausgeschlossen werden.

Die im Verglech zum Wildtyp unverdnderten Mengen und Verhdtnisse an Chlorophyll
und Phycocyanin (4.1.5.1. und 4.1.4.) weisen auf ein unverdndertes Photosysem | zu Il
Verhdtnis hin, da das meiste Chlorophyll an das Photosystem | gebunden ist, wahrend die
Phycobilisomen mit dem Photosystem Il assoziiert sind (Bryant, 1992). Auch ene Stérung
der Phycobilinsynthese, die durch das orf141 kodierte Ferredoxin (vergl. 5.1.1.) vermittelt

werden konnte, it somit ausgeschlossen.

Einen genaueren Einblick in die Funktion der Photosynthese bietet die Fuoreszenz-
Emissionsspektroskopie. Dabel wird ausgenutzt, dald die Energie eines angeregten Pigmen
tes dre Wege nehmen kann. Sie kann in Wame abgegeben werden, was zu enem
geringen Prozentsatz immer geschieht, Se kann innerhdb des photosynthetischen Elektro-
nentransportes weitergeleitet werden oder, fals dies nicht moglich i, in Huoreszenz ab-
gedtrahlt werden. Die Huoreszenz-Emisson gibt dso Aufschlud Uber die Effektivitédt des
Elektronentransportes im Photosyntheseapparat.

Die unter 4.15.2. dargestdlten Spektren bestitigen durch die Ubereingimmung von
Wildtyp und Mutante die bisher aufgefiihrten Ergebnisse und fuhren zu dem Schiufly daf3
die Inaktivierung des ycf35-Gensin Synechococcus sp. PCC7002 die Photosynthese weder
direkt noch indirekt beainflud und dal3 das ycf35-Genprodukt unter den getesteten Be-
dingungen fur das Wachstum nicht benttigt wird.

Eine wetere Moglichkeit, eine Verénderung durch die Inaktivierung festzustdlen, bestehnt
in der Andyse des Protenmusters. Auf diese Weise kamn der Einfluld auf Proteine
nachgewiesen werden, auch wenn dadurch nur eine geringe Modifikation oder gar keine
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Veranderung des Phanotyps entstent. Da jedoch sowohl ene Slber- ads auch ene
Coomasse-Farbung keine Verdnderung der Proteinkompostion (4.1.6.) erkennen lief3,
kann derzeit keine Aussage Uber eine Funktion des ycf35 getroffen werden kann.

5.2. Genfunktionsandyse des ycf36

5.2.1. Eigenschaften des Y cf36

Das ycf36-Gen von Synechococcus sp. PCC7002 kodiert ein 169 Aminosauren Protein mit
ene theoretischen Grofe von 20,1 kDa und einem sehr basischen pl von 846. Die
Proteinsequenz weit zwel  Regionen auf, die aufgrund ihrer Hydropathie membran
integriert sein konnten. Die vorhergesagte Sekundéarstruktur 183 auf ein Protein schlief3en,
das nach einem kurzen meg ds Coail vorliegenden N-Terminus zwe direkt nachenander
liegende Transmembranhdlices bestzt und dessen C-Teminus en ausgeglichenes Verhdt-
nis von a-Hdices und b-Fdtblatsrukturen aufwelst (vergl. Anhang A3). Es snd kene
Doménen oder Mative erkennbar, die auf die Funktion des Proteins schlief¥en lassen. Auch
die mit der Stuation in Synechocystis Ubereingimmende, gleichgerichtete Orientierung
von ycf36 und orf317 (Synechocystis Leserahmen d10585) kann keine Hinweise auf eine
mogliche Funktion geben, da orf317 ebenfals keine bekannten Doménen oder Motive
aufwes.

5.2.2. Phénotypanayse des Synechococcus sp. PCC7002 ycf36::KM Stammes

Die vdlgandig segregierte ycf36:KM Mutante (4.2.2.) zeigte keine Beenflussung des
Wachdums bei  verschiedenen Lichtbedingungen (4.2.3). lhre Unempfindlichkeit gegen
Uber Nitrat-, Phosphat-, Eisert, Magnesum und Caciummange deutet darauf hin, dal3
weder die Aufnahme dieser fir die Proteinsynthese bzw. ds Cofaktor fir Enzyme wich
tigen Néahrgoffe noch die Vewetung im Stoffwechsd durch die Inaktivierung des ycf36
besintréchtigt werden.
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Wie fur den ycf35:KM Stamm konnte auch fir diese Mutante kein Unterschied in
Pigmentmenge oder -verhdtnis im Verglech zum Wildtyp gefunden werden (4.24. und
4.251). Die Fuoreszenz-Emissonsspekiren zeigen, dald der photosynthetische Elektro-
nentransport ebenfdls nicht vom Fehlen des Ycf36 beanflul® wird (4.25.2). Das gleiche
gilt fur die Proteinkomposition (4.1.6.), so dal3 auch fur die Inaktivierung des ycf36 noch
keine Auswirkungen beobachtet werden konnten und der Leserahmen nicht essentiedl unter
den experimentd| Uberpriiften Bedingungen ist. Dies schligfd natrlich nicht aus, dal3 beide
Gene unter noch nicht getesteten Stref3edingungen wie z.B. Hitzestrel3, Sazdrel3, Mange
an anderen Nahrgtoffen oder Beleuchtung mit Licht enes begrenzten Spekirabereiches
eine entscheidende Rolle fiir das Uberleben der Zellen spiden.

5.3. Phanotypanalyse des Synechococcus sp. PCC7002 ycf 35::\Wycf36: KM Stammes

Die Phanotypandysen der ycf35:KM und ycf36:KM Stamme ergab, dald keines der
beiden Genprodukte fur die Biogenese von PhotosystemUntereinheiten oder die Aufrecht-
erhatung bzw. Optimierung der Photosynthese bendtigt wird. Die beiden Stémme zeigten
unter keiner der untersuchten Wachstumsbedingungen eine Veranderung des Phanotyps im
Verglech zum Wiltyp. Es wurde daher eine Doppedmutante erzeugt, in der synergistische
Effekte Aufschluf3 Uber die Funktionen der Proteine geben konnen.

Die vollgdndige Segregation der ycf35:W Mutation im ycf36:KM Stamm (4.3.2)
bedeutet, dald auch die gleichzeatige Inaktivierung beider Leserahmen nicht letd fir die
Zdlensnd.

Be mittlerer Lichtintengté lie? sch noch kein Unterschied zum Wachsumsverhdten des
Wildtyps erkennen (4.3.3). Erst bei suboptimimaer Beleuchtung bliebt das Wachstum der
Doppedmutante deutlich hinter dem des Wildtyps zurtick. Eine mogliche Erklarung hierfir
ig, da} die Photosynthese in diesem Stamm weniger effektiv ist, was zu einer energe-
tischen Unterversorgung der Zele be limitierenden Lichtbedingungen fihrt. Da es aber
keine Hinwese auf ene Beantrdchtigung des photosynthetischen Elektronentrangportes in
den Einzdmutanten gibt (5.1.3. und 522) und die Pigmentkompostion der Doppd-
mutante ebenfdls der des Wildtyps entspricht (dehe 4.1.6.), kann diese Moglichkeit

ausgeschlossen werden.
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Des weteren wirde ein Aktivitdsverlus auf der Ebene des Cadvin-Zyklus zu ener e-
hohten Photosengtivitét fihren und somit einen genau entgegengesetzten Phanotyp er-
zeugen. Als Ursache fir die Photosengtivitdt wird in diesem Fdl ene Akkumulation
reduzierter Elektronentransporter diskutiert, die in hohen Konzentrationen schédlich and.
Alternativ. kommt eine vermehrte Produktion von Sauerdoffradikden in Frage, die aus
enem Milverhditnis der unverandert hohen Elektronentransportrate der Photosysteme zur
erniedrigten Rate der CO,-Fixierung resultiert (Su & Bogorad, 1991).

Ein weterer Grund dir das schlechte Wachstum der Mutante unter Schwachlichtbe-
dingungen konnte eine Storung im Stoffwechsd sain, die erst bel niedrigen Lichtinten
gtéten deutlich wird, da nun die Energieversorgung durch die Photosynthese limitiert i<
In Frage kommen zum Beispid die unter 5.1.1. genannten Reektionen oder weitere bisher
noch nicht as Ferredoxin abhdngig erkannte Prozesse, mit denen Ycf35 Uber das
Ferredoxin des orf141 verknipft sein konnte. Gleichzetig wirde der unverdnderte Phyco-
cyaningehdt (4.34.) ene Storung der Synthese von Phycobilichromophoren ausschlief3en.
Auch ene Vebindung zur Fettsiuredesaturase kann aufgrund der nicht vorhandenen
Katesengtivitdt sowohl des ycf35:KM ds auch der Doppedmutante nicht vorliegen
(Vergl. 5.1.3).

Die Andyse der Proteinkompostion |&% wie bei den Einzdmutanten keine Veranderung
erkennen (4.1.6.). Da die Proteindichte der Gesamtlysate dlerdings sehr hoch igt, konnten
fir dle Mutanten genauere Aussagen Uber die Proteinzusammensetzung erst durch ene
zwedimendgonde Auftrennung nach isodekektrischem Punkt und Grofe getroffen

werden.

Der im Gegensatz zu den Einzdmutanten erkennbar verdnderte Phéanotyp konnte auf einen
funktionden Zusammenhang der beden ycfs hinweisen oder durch zwe  unabhdngige
Effekte entstehen, die zusammen die Fitnel3 der Doppe mutante beeintréchtigen.
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5.4. Genfunktionsanalyse des ycf43

Fur ycf43 wurden Inaktivierungskonstrukte sowohl fur Synechocystis sp. PCC6803 als
auch fur Synechococcus sp. PCC7002 hergestellt (4.4.1. und 4.4.3.).

5.4.1. Eigenschaften des Y ¢f43 von Synechococcus sp. PCC7002

Wie dle Ycf43-Proteine weist auch das ycf43-Genprodukt von Synechococcus sp.
PCC7002 in sainer berechneten Sekundarstruktur 6 Helices auf, die ihrem Hydropathie-
index zufolge membranintegriert snd (Anhang A3). Das 254 Aminosduren umfassende
Protein hat eine berechnete Grole von 27,8 kDa und enen theoretischen pl von 4,99.

5.4.2. Funktion des Y cf43

Im Laufe der Arbeit wurde deutlich, dal3 das ycf43-Gen dem bakteridlen tatC entspricht
und somit Bedtandtell eines Proteintransporters bzw. -trandokators ist, der ds Tat-System
(twin-arginine-trandocating) bezeichnet wird (Alignment im Anhang A2). Das chloro-
plastidére Homolog dieses Systems it der DpH-abhdngige Proteintransporter (Settles &
Martienssen, 1998). Belde Systeme transportieren bereits gefdtete Proteine (Berks, 1996,
Settles & Martienssen, 1998), deren Signalsequenz das "Twin-Arginineé-Motiv (ST)-R-R-
x-F-L-K enthalten (Berks, 1996).

In Escherichia coli liegen vier der finf Gene (tatA-D) in einem Operon, wahrend tatE von
diesen getrennt i, Die tatA-D umfassende OperonStruktur ist aber in anderen Organis-
men nicht konserviert (Settles & Martienssen, 1998). Nach neueren Untersuchungen ist
tatD kein Bestandteil des Transport-Systems, da die Deetion in E. coli keinen Einfluld auf
den RR-Proteintransport hat und das tatD Genprodukt stattdessen DNAse Aktivitét zeigt
(Wexler et d., 2000). In Synechocystis p. PCC6803 existieren neben ycf43=tatC auch
homologe Lesyahmen fir die redlichen Unterenheten  (tatA/B=dr1046 und
tatE=s42823), die unabhangig voneinander im Genom kodiert snd. Da homologe Gene fir
Tat-Untereinheiten in  Archaebakterien, Eubakterien, Cyanobakterien, Chloroplasten und
Mitochondrien gefunden wurden, kann der Tat/DpH-Trandokator ads charakteristisch flr
dle Membranen prokaryotischen Ursprungs angeschen werden (Settles & Martienssen,
1998).
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Fir tatA, taB, taC und tatE existieren in E. coli Insertionsmutanten, die dle nicht mehr
z2um Transport von RR-Proteinen fahig snd (Wener et d., 1998, Sargent et a, 1998,
Bogsch et d., 1998). Da auch die Mutation von hcf106 (entspricht tatA und tatE) in Mais
den Transport von RR-Proteinen verhindet (Voeker & Barkan, 1995), it nicht nur die
genetische, sondern auch die funktionde Homologie von Tat- und DpH-System bewiesen.
Die Funktion des Tat/DpH Trandokators beschrénkt sich aber nicht auf den Transport von
Proteinen ins Chloroplagtenlumen bzw. bakteridle Periplasma, sondern umfad auch die
Integration von Proteinen in die Membran (Summer et d., 2000). In Synechocystis ist eines
der Proteine mit RR-Signal das Rieske-Protein (PetC) des Cytochrom bg/f Komplexes, der
in Cyanobakterien sowohl Teill der photosynthetischen Elektronentransportkette as auch
der Atmungskette ig. Die vollsténdige Inaktivierung des ycf43-Gens wae demzufolge
letd, was wiederum erklat, warum die Segregation sowohl in Synechocystis ds auch in
Synechococcus mifdang (4.4.1 und 4.4.3).

Uberraschenderweise ist die Membranintegration im Gegensatz zum Trangport in Chloro-
plasten unabhéngig vom Vorhandensain des RR-Motivs, obwohl bewiesen werden konnte,
dald auch hierfir der DpH-abhdngige Transporter verantwortlich ist (Summer et d., 2000).
Dies bedeutet zum enen, dad ein weiteres Signd innerhdb der Proteine vorhanden sein
mul3 und zum anderen, dal3 das Substratspektrum des Tat/D-pH-Trandokators wesentlich
breiter sein konnte ds bisher vermutet. Somit konnten neben dem Rieske-Protein noch
weitere essentielle Proteine von der Inaktivierung des ycf43 betroffen und dadurch mitver-
antwortlich fir die unvollsandige Segregation san.

5.5. Genfunktionsandyse des ycf45

5.5.1. Eigenschaften des Y cf45

Die aus den Nukleinsduresequenzen abgeleteten Proteinsequenzen dler bisher sequen
Zierten ycf45-Gene besitzen die ATP-Bindemotive Waker A und B (Waker et a., 1982),
in deren Umgebung die Sequenz besonders gut konserviert it (Anhang A2). Es konnten
keine anderen bekannten Doménen oder Motive festgestellt werden. In Synechocystis sp.
PCC6803 kodiert ycf45 ein Protein aus 589 Aminosdure mit der theoretischen Grof3e von
65,9 kDa und einem berechneten pl von 5,86.

Eine Berechnung der Sekundarstruktur (Anhang A3) ergab en ausgeglichenes Verhdtnis
von a-Helices und b-Fatblattstrukturen und eine relaiv grole Anzahl an Coils. Keine der
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Helices g€t enen potentidlen Membrandurchgang dar, und da die hydrophilen Amino-
sAuren leicht Uberwiegen, kann von enem lddichen Proten ausgegangen werden. Es
exidieren dlerdings mehrere Regionen mit Uberwiegend hydrophoben Aminosduren, die
zur Membrananagerung dienen konnten.

5.5.2. Phanotypanalyse des Synechocystis sp. PCC6803 ycf45::KM Stammes

Die efolgreiche Segregation der Mutation (4.5.2) bewest, da3 die Inaktivierung des
ycf45 nicht letd in Synechocystis ist. Das photoautotrophe Wachstum war alerdings schon
be niedrigen Lichtintendtéten verlangsamt und bel Starklicht fand praktisch kein Wachs-
tum mehr gatt (4.5.3). Diese Photosengtivitdt weist darauf hin, dal3 in diesr Mutante die
Photoinhibierung (Barber & Andersson, 1992; Prasl et a., 1992) durch eine veranderte
Energielbertragung im Photosystem 1l schneller ds bem Wildtyp ensetzt. Dies wirde
bedeuten, dald wéhrend des photosynthetischen Elektronentransportes eine  Uberméldige
Reduktion der Akzeptorsaite zur Entstehung von Chlorophylitriplets und zur Produktion
von Singulettsauersioff fihrt, wodurch das Resktionszentrum irreversbel  geschédigt wird
(Vass et a.1992; Tfer et a., 1994; Hideg et al., 1998).

Da Nitrat- und Phosphatmangd keinen zusitzlichen Effekt auf das Wachstum hatten
(453), kann ene dlgemene Siorung des Stoffwechsels ausgeschlossen werden. Auch
Eisenr und Cdciummangd haten im Gegensstz z7u Magnesummangd  keinen  Einfluld
Magnesum ist zwar Bestandteil des Chlorophylls, das verminderte Wachstum der Mutante
beruht aber nicht auf enem dlgemenem Chlorophyllmangd, da die gemessene
Chlorophyllmenge der des Wildtyps entspricht (4.5.4.), und auch in den Absorptions- und
Emissonsspektren (45.5.) keine Verminderung zu erkennen ist. Da Magnesum be dlen
ATP-abhéngigen Resktionen ndtig i, um diesss ds MgATP fir Enzyme nutzbar zu
machen, konnte die Beantrachtigung ener ATP-abhangige Enzymresktion fir den e-
héhten Magnesumbedarf der Mutante verantwortlich sein.

Die Messung des Phycocyaningehdtes (4.54. Tab. 10) und das Absorptionsspektrum
(455.1) wesen ene geringe Menge an Phycocyanin fUr die Mutante aus, was auf ene
geringere Anzahl oder Verkleinerung der Phycobilisomen hinwels.
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Die erhohte Fluoreszenz des Allophycocyanins (4.5.5.2. Abb. 31), das ds inneres Pigment
der Phycobilisomen dem Resktionszentrum am néchsten ist (vergl. Abb.l in der Einle-
tung, wobe Synechocystis sp. PCC6803 kein Phycoerythrin bestzt), deutet auf ene
schlechtere Ubertragung der Anregungsenergie von den Phycobilisomen auf das PS I hin.
Weil die Kopplung der Phycobilisomen an das Photosystem I durch Bindung von ApcE
(Bryant, 1988, 1991) an CP47=PsbB (Badd et d., 1996) und vermutlich auch an
CPA3=PsbC (Nilsson et d., 1992) efolgt, ist eine Mil¥adtung oder en telweser Verlust
enes dieser Protene wahrscheinlich. Da in Protenkomplexen dlerdings Veranderungen
énes Bedandtells Konformationsdnderungen innerhalb des gesamten Komplexes hervor-
rufen konnen und sch somit auch auf weit entfernte Regionen auswirken, konnen auch
andere Proteine betroffen sein. So verringern zum Belspied Austausche der N-terminden
Threonine zu Vdinen des D1 die Energielbertragung aus den Phycobilisomen, indem
deren Bindung behindert wird (Funk et d., 1998).

Die geingere Proteindichte der ycf45-Insartionsmutante im Bereich von 40-60 kDa
(456.) liee dch durch ene Veringerung der Anzahl von PS 1l-Reaktionszentren er-
kldren, da sich die Grolzen von D1/D2 (39kDa), CP43 (51kDa) und CP47 (56kDa) in
diesam Bereich befinden. Auch die geringere Emisson des Photosystem 1l (4.5.5.2. Abb.
31) beddtigt diese Annahme. Um dies zu Uberprifen, miften die Proteine zwe-
dimensona aufgetrennt und die entsprechenden Protene N-termind  ansequenziert
werden.

Das in Abb. 30 (45.5.2) dargestelte gespdtene Photosystem [l Emissonsmaximum der
Mutante schliefdich macht deutlich, dal3 der Energietransfer innerhdb des PS Il nicht en-
wandfrel funktioniert. Die in der Mutante auftauchende Emisson be 691nm wurde von
Dzdekans und Bogorad (1989) ds die des CP47-Protens identifiziet. Se wurde nur
schtbar, wenn CP43 fehlte, wird aso bea voll funktiondem PS Il von der Emisson des
Gesamtkomplexes Uberdeckt. Die Exigenz dieser Spitze im Emissonsspekirum des
ycf45: KM Stamms bedeutet, dal3 der Energietransfer zwischen der inneren Antenne und
dem Resktionszentrum beeintréchtigt ist. Ein vollsandiges Fehlen des CP43 kann ausge-
schlossen werden, da ein CP43 loser Stamm nicht mehr zum  photoautotrophen Wachstum
féhig is (Dzdekdns & Bogorad, 1989). Es ist aber moglich, dal3 die Energielibertragung
am CP43 aufgrund von fascher CP43-Fdtung oder fehlerhaftem Einbau im PS 11 bzw.
Zusammenbau enes Tels des Photosysems behindert wird. Das gleiche gilt fur CP47,
wobel die erhohte CP47-Huoreszenz dann auf mangelnde Waelterlatung zum Resktions-
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zentrum zurlckzufUhren wére. Ein dadurch bedingter htherer Umsatz von CP43 oder
CP47 wirde zu einem erhthten Bedaf an Chlorophyll und somit Magnesium fihren, was
das geringere Wachsum der Mutante be Magnesummangd erklé&ren wirde. Da das
CP43- bzw. CPA47-gebundene Chlorophyll im Gegensaiz zum AntennenChlorophyll des
Photosystems | nur einen sehr kleinen Antell des Gesamtchlorophylls bildet, hétte eine ge-
ringere Menge dieser Proteine in Ubereingimmung mit dem ycf45:KM Phanotyp keinen
nennenswerten Einfluld auf den Chlorophyligehdt der Zdlen.

Mit der Veringerung des Phycocyaningehdtes und der mdglicherweise geringeren Menge
an PS Il-Reaktionszentren handdt es sich um zwe Effekte, die eigentlich unabhéngig von+
dnander sein sollten. Denn Mutanten, denen CP43 oder CP47 fehlen und die nur Spuren
von D2 aufweisen, enthdten Phycobilisomen, die normden Energieirander zeigen. Die
Synthese und funktionale Integritéd von Phycobilisomen i daher unabhédngig von der
Bildung von PS [I-Resktionszentren (Dzelekans & Bogorad, 1989). Die Inaktivierung von
ycf45 konnte somit sowohl enen Einflul auf die Synthese von Phycocyanin bzw. die
Asemblierung der Phycobilisomen as auch auf die Assemblierung des Photosystems I
haben. Auf der anderen Seite konnte sich eine srukturelle Verdnderung im PS |l Uber eine
veranderte Bindung auch auf die Phycobilisomen auswirken. Eine Storung des Energie-
tranders im PS 1l konnte so in den Phycobilisomen zur Schéadigung von Untereinheiten
aufgrund mangelnder Waeiterleitung der Anregungsenergie batragen und dadurch zu ener
geringen  Phycobilisomenkonzentration fihren. Yu und Vermaas (1993) konnten zeigen,
dal} das Fehlen einzelner PS Il-Proteine die Akkumulation anderer Untereinheiten verhin-
dert, wobe nicht die Herunterregelung der Trandation, sondern der schndlere Abbau
diesr Protene der Grund ig. Die Schédigung enzener Untereinheten kann demnach
einen Einfluld auf die Konzentration aler Untereinheiten haben.

Bezieht man das Vorhandenssn der ATP-Bindestdlen im Ycf45 (55.1) in die Uber-
legungen en, ergibt sch daraus ein Hinweis auf dessen Funktion, da ATP-Hydrolyse vide
Chaperone charakterisert (Miernyk, 1999). Eine Chaperonfunktion wahrend der Bio-
genese oder Assemblierung des Photosystem 11 oder der Phycobilisomen ist aso durchaus
wahrscheinlich.
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5.6. Genfunktionsanalyse des ycf46

5.6.1. Eigenschaften des Y cf46

Das ycf46-Gen von Synechocystis sp. PCC6803 kodiert fur ein 499 Aminoséuren grof3es
Protein mit der theoretischen Masse von 56 kDa und einem pl von 5,85. Die vorhergesagte
Sekundarstruktur ist Uberwiegend helicd (Anhang A3), wobel aber keine der Helices einen
potentidlen Membrandurchgang dargdlt. AuRerdem enthdt das Protein mehr hydrophile
as hydrophobe Aminosauren und is demnach sehr wahrscheinlich 16dich. Der N-Termi-
nus konnte aber aufgrund seiner Uberwiedend hydrophoben Aminosiuren der Membranan
lagerung dienen.

Das ycf46-Genprodukt besitzt eine AAA-Familiendoméne, die die Waker A und B Mative
fur ATP-Bindung benhdtet (vergl. Anhang A2).

5.6.2. Phanotypanalyse des Synechocystis sp. PCC6803 ycf46::KM Stammes

Die vollgandig segregierte Synechocystis sp. PCC6803 ycf46::KM Mutante (5.6.2.) zeigt
deutliche Photosengihilitédt (5.6.3. Abb. 35 und 36), die auf eine schndlere Photoinhibie-
rung durch Uberreduktion der Akzeptorseite des Photosystems Il hinweist (vergl. 55.2.).
Auch die Tasache, dal das Wachstum durch Zugabe von Glukose wiederhergestdlt
werden kann (5.6.3. Abb. 37), ist charakteristisch fur Stamme nit beeintréchtigter Photo-
gynthese, da Glukose von Cyanobakterien im Licht nur dann genutzt wird, wenn sSe durch
Inhibierung des Photosystems 1l auf diese Energiequelle angewiesen snd (Peroy e 4d.,
1972; Hirano et d., 1980).

Um den Elektronentransport wahrend der Photosynthese genauer zu andysieren, wurden
die Fuoreszenz-Emissonsgpekiren von Synechocystis ycf46:KM und Wildtyp verglichen.
Es zeigte dch, da? die Mutante be einer Chlorophyll-spezifischen Anregung eine hohere
Photosystem I-Huoreszerz aufweist (4.6.5.2. Abb. 40). Die Photosystem |-Aktivitét ist
dso hoher ds im Wildtyp. Der erhdhte Chlorophyligehdt (4.6.4.) weist aul¥erdem auf
enen etwas hthere Photosystem [-Gehdt hin, da das mege Chlorophyll in Cyanobak-
terien PS| assoziiert ist (Bryant, 1992).
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Eine erhthte Aktivitst be gleichzatig lecht erhthtem Gehdt von Photosysem | ig be
Synechocystis sp. PCC6803 auch bei Hochsalzbedingungen bekannt (Jeanjean et al., 1993).
In diesen Zelen wurde en vermehrter zyklischer Elektronentransport festgestellt, der eine
grofere  ATP-Produktion ermdglicht. Das zusédtzliche ATP wird fur den aktiven lonen
trangport bendtigt (Hibino et d., 1996; Jeanjean et d., 1998). Aus Versuchen mit Spinat
und Chlamydomonas wurde geschlossen, dald der zyklische Elektronentransport durch die
Photosysem 1l abhdngige Sauerdoffentwicklung inhibiet wird und dald3 hierfir die
Konkurrenz mit der Mehler-Reaktion verantwortlich it (Hormann et d., 1994; Finazzi et
d., 1999). Im Fdle der ycfd6:KM Mutante konnte eine geringere Photosystem |l-
Aktivitd (4.6.6) aufgrund von Photoinhibierung Uber eine dadurch bedingte geringere
Sauergoffkonzentration einen vermehrten zyklischen Elektronentransport verursachen, der
gch in der erhdhten PS I-Fluoreszenz widerspiegdt. Eine Erhthung der zyklischen Elek-
tronentransportes ist auch ads Resktion auf Photoinhibierung oder Hitzeschock bekannt.
Das dadurch zusizlich produziete ATP wird in diesen Fdlen wahrschenlich fur die
Neusynthese dref3geschédigter Proteine verwendet (Canaani et d., 1989; Goldbeck &
Bryant, 1991; Fork & Herbert, 1993). Da die ycf46 Mutante schneller photoinhibiert wird,
konnte zusdtzliches ATP so die Energie fir den Ersatz geschédigter Photosystem |l
Proteine liefern.

Die ehohte Allophycocyaninfluorezenz (4.6.5.2. Abb. 41) &% auf ene geringere
Energielibertragung von den Phycobilisomen auf das Photosysem Il schlief¥en. Die Ver-
schiebung der Photosystem |1-Huoreszenz be Chlorophyllanregung und das sehr flache PS
[I-Maximum be Phycobilisomenanregung (4.6.5.2) weisen auf enen gestérten Energie-
transfer innerhadb des PS |l der Mutante ds Grund fir die schndlere Photoinhibierung und
die ineffizientere Kopplung an die Phycobilisomen hin. Ahnlich wie beim ycf45:KM
Samm (vergl. 55.2) ig en kleines vom CP47 gammendes Huoreszenzmaximum bel
691nm (Abb.40) dchtbar, das in vollfunktionden PS IlI-Komplexen nicht entsteht
(Dzelekans & Bogorad, 1989).

Einen Bewes fir ene Bedntrachtigung der Photosysem Il-Funktion durch die Inakti-
vierung des ycf46 ligfat die Messung dar Sauerdoffentwicklung im Vergleich zum
Wildtyp (4.6.6.). Die Mutante zeigt zwar enen relativ milden Abfal der Gesamtphotosyn-
thesdlestung, aber auch einen deutlichen Riickgang der PS I1- Aktivité.
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Inggesamt  ergibt sich aus dem charakteriserten Phdnotyp der ycf46::KM Mutante eine
ergaunliche Ubereingimmung mit denen fir die Synechocystis-Deetionsmutanten DpsbO
(Burngp & Sherman, 1991; Bricker, 1992) und DpsbV (Shen et d. 1995) beschriebenen
Phanotypen. PshO (= MSP. Mangan stabiliserendes Protein) und PsbV (= Cyt Gso) Snd
Tell des Wasserspdtungsapparates. Sie snd an der Sauerdtoffentwicklung sowie an der
Stabiliserung des Photosystems |1 betelligt, aber fir beides in Cyanobakterien nicht
essentiel (Burngp & Sherman, 1991; Shen et a. 1995).

Das MSP ig das einzige Protein des cyanobakteriellen Wasserspatungsapparates (OEC),
das in dlen Chloroplasten konserviert ist. Im Gegensatz zu Cyanobakterien ist es aber in
Chlamydomonas reinhardtii, dessesn OEC dem der hoheren Pflanzen entspricht, essentiel
fir das photoautotrophe Wachstum (Mayfield et al., 1987; de Vitry et d., 1989). Dies it
vamutlich auf die unterschiedliche Zusammensetzung des Komplexes und nicht auf ene
unterschiedliche Funktion des MSP zuriickzufiihren, da bei der Chlamydomonas Mutante
das Fehlen des MSP zum Verlug dler dre OEC-Untereinheten fuhrt (Mayfidd e 4d.,
1987), wahrend die Ddetion in Cyanobakterien die Bindung der anderen Untereinheiten
nicht verhindert (Shen & Inoue, 1993). Auch die identische Lage des MSP in
Synechococcus elongatus und Chlamydomonas reinhardtii (Nield et &., 2000) legen eine
identische Funktion in beiden Photosystemen nahe.

Die Eigenschaften der dree S@mme sind in Tabelle 14 gegenibergestdlt. Dies i zulassg,
da die Mesungen dea Sauerdsoffentwicklung und der Fluoreszenzemissonsspektren,
soweit dies aus den Arbeiten erkennbar idt, unter vergleichbaren Bedingungen durchge-
fuhrt wurden. Allerdings weisen die Mel3werte in der Arbeit Uber den DpsbV Stamm
sowohl fir den Wildtyp ds auch fir die Mutante eine grof¥ere Differenz zwischen Gesamt-
photosynthese und PS |I-Aktivitd auf. Es missen dso in diesem Fdl andere Bedingungen
vorgelegen haben, die aus den Angaben im Methodentell nicht erkennbar snd. Die
Ergebnisse dnd dso nicht absolut vergleichbar. Der Faktor, um den die Sauerstoff-
produktion bel dleniger PS [I-Messung zunimmt, gibt die Effizienz des Photosystems Il
im Veglech zur Gesamtphotosynthesdetung an. Der Unterschied zum Wildtyp it fir
die DpsbV Mutante geringer, dies sollte aber aus dem oben genannten Grund nicht
Uberbewertet werden.

Da sowohl pshO- ds auch psbV-Deetionsmutanten geringeres photoautotrophes Wachs-
tum, erhéhten Caciumbedarf und um 60% reduzierte PS I1-Aktivitédt aufweisen, konnte der
beschriebene Phénotyp der ycf46 Mutante auf den Verlust von PsbO- oder PsbV-Funktion
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zuriickzufihren sein. Die Inaktivierung des ycf46 hat dch aber nicht auf dle Unterein-
heiten des Wasserspdtungsapparates ausgewirkt, da keine verminderte Thermotoleranz
auftrat, wie Sefur psbU Deetionsmutanten typisch ist (Nishiyama et d., 1999).

Tab. 14: Vergleich der Phanotypen von ycf46::KM, DpsbO und DpsbV; n.u.: nicht untersucht

ycf46::KM DpsbO DpsbV
photoautotrophes Wachstum 60% 65% 53-67%
in % vom WT Wachstum
Gesamtphotosynthese 74% 66% 60-67%
in % der WT Leistung
PS I1-Aktivité (H20 zu DCQB) 40,8% 32,5% 38-42%
in % der WT Leistung
Steigerung der O,-Produktion bei 53,9% 48,8% 58,1-69,7%
e-Transport zu DCQB satt CO,
in % der WT-Steigerung
verringerte PS |1-Huoreszenz + + n.u.
groRere Phycobilisomen Huoreszenz + + n.u.
hoherer Bedarf an Cat™ + + +

Die DpsbV Mutante von Synechocystis sp. PCC 6803 zeigt neben den in Tabele 14
aufgefihrten Charakterisika ene Veringerung der D1-, D2- und CPA43-Proteine, was
wegen der Beantrachtigung mehrerer Komponenten auf eine Dedtabiliserung des Photo-
sytems Il und nicht af ene vermindete Synthese der Untereinheiten zurtickgefthrt
wurde (Shen et d., 1995). Diese Dedtabiliserung konnte durch eine verdnderte Konforma-
tion des D1-Proteins bei Abwesenheit des Cyt gso bedingt sein, da diese beiden Unterein-
heiten eektronenmikroskopischen Untersuchungen zufolge aneinander binden (Nidd et
a., 2000). Da die Veringerung der PS Il-Unterenheiten geringer ds der Velust an
Sauerstoffentwicklung ist, wirkt sch der Verlust von Cyt csso nicht nur auf die Stabilitét
sondern auch auf die Funktion des PS 11 aus (Shen et al., 1995).

Das Protenmugter der ycf46 Mutante zeigt im Bereiche von 30-45 kDa ene geringere
Dichte, was auf eine Veringerung der D1/D2- (39%kDa) und CP43-Proteine éhnlich wie in
der DpshV Mutante hinweisen konnte (4.6.7. Abb. 43). Das PsbV sdber liegt mit 15 kDa
genau im Grofenbereich der Phycobiliproteine (15-22 kDa), die in so grol¥r Menge vor-
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kommen, dal3 se ale anderen Proteine Uberdecken. Da mir kein spezifischer Antikorper
2o Vefigung sand, kann keine Aussage Uber einen Effekt der ycf46::KM Inaktivierung
auf den Gehdt an Cyt css0 gemacht werden. Die Transkription des psbV scheint jedoch
unbegintréchtigt zu sein (4.6.9.), was die Moglichkeit ener Genregulation durch Ycf46
ausschlief3en wirde.

Da das MSP in Cyanobakterien mit ddetietem psbV dlene die Sauergtoffproduktion
aufrechterhdten kann (Shen et a., 1995), ist der geringere MSP-Gehalt der ycf46 Mutante
(46.7) nicht af enen Velust des Cyt csso zurlckzufhren. Der Einbau eines mil3-
gefdteten Cyt css0 in enen Tel der Wasserspdtungskomplexe, konnte dlerdings in diesen
die Bindung des MSP verhindern und den reduzieten MSP-Gehdt erkldren. Eine hohere
Fehlerrate bel der Cyt csso-Fdtung wéare dann die Folge fehlende Chaperonaktivitéat des
Y cf46.

Man mul3 an diesr Stelle bedenken, dal3 PsbV den Grinagen und hoheren Pflanzen fehit,
welche angelle von PsbU und PV die Untereinheiten PsbP und PsbQ besitzen (vergl.
Tab. 13), die auch die glecche Pogtion im Komplex ennehmen (Nidd et d. 2000). Eine
dleinige Funktion as PsV-Chaperon wirde Ycf46 dso in der grinen Linie Uberflissg
mechen.

Da der ycf46::KM-Phanotyp diesslbe Ahnlichkeit sowohl zum DpsbV Phénotyp as auch
z2um DpshO Phéanotyp aufweist, wurden die Auswirkungen der ycf46-Inaktivierung auf
P£bO genauer untersucht. Ein Immunoblot der Gesamtproteine mit Anti-PsbO und Anti-
PsaD ds Kontrolle ergab fir den ycf46:KM Stamm enen gegeniber dem Wildtyp um
50% verminderten Gehdt an PsbO ba unverdnderter PsaD Menge (4.6.7., Abb. 44). Eine
entsprechend geringere Proteinmenge bel der apparenten Grolie des PsbO von etwas mehr
30 kDa korrdiet mit diesem Ergebnis (4.6.7., Abb. 43). Glechzetig zeigen ede
Transkriptanalysen (4.6.9.), dal3 die Transkriptionsrate des psbO in der Mutante hoher as
im Wildtyp igt, was fUr einen erhéhten Umsatz des Proteins spricht.

Um auszuschlief¥en, dal? dies auf eine unabhéngige Mutation im pshO zurtickzufiihren i,
wurde das Gen der Mutante amplifiziert, kloniert und sequenziert (4.6.8.). Die Sequenz
entsprach der Wildtypsequenz, so da3 die Ursache fir die Veringerung aul3erhab des
psbO zu suchen i
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Wie 8% sch der Phanotyp der ycf46 Mutante aus dem Verlust an Mangan sabiliserndem
Protein erkl&ren?

Die Funktion des MSP besteht in der Stabilisierung des Ca#* am Mangan+Cluster, wodurch
diesr vor Reduktion durch die Umgebung geschitzt wird und weniger schndl vom
Reaktionszentrum  dissoziieren kann. Da das Mangan-Cluster die vier Oxidationsdgui-
vdente, die zur Fresstzung von Sauerdoff aus Wassr notig dnd, akkumulieren kann
(Kok et d., 1970), it seine Stahilitét Vorraussetzung fur die Funktionditét des Komplexes.
Das MSP verandert aul3erdem durch seine Bindung an das PS Il den Komplex, so dal3 die
Zuganglichkeit oder Bindungsffinitdt fur Mangan herabgesstzt wird und so ene
Schéadigung durch Uberschiissige Ladungsakkumulierung verhindert wird (Chu et d., 1994;
Burngp et d., 1996). So konnen sowohl die Photosenshilité und die geringere Sauer-
doffentwicklung ds auch der héhere Bedaf an Cadcium der ycf46 Mutante durch den
Mangd an PsbO erkléart werden.

Das Problem hierbe ig dlerdings, dad} diese Effekte denen ener psbO-Ddeion ent-
gorechen, der ycf46::KM Stamm aber noch 50% PO enthdt. Eine Erkl&rung hierfr
konnte in der Stéchiometrie des MSP liegen. Immuneektrophoresen und Coomeassie
gefarbte Gele ergaben ein Ergebnis von 1 MSP/Photosystem 11 (Andersson et d., 1984;
Murata et d., 1984), wahrend in letzter Zeit Immuno-Quantifikationen (Xu & Bricker,
1992) und Rekonditutionsversuche (Leuschner & Bricker, 1996; Betts e d., 1997)
Hinweise auf ene Stdchiometrie von 2 MSP/PSII geben. In diesen Arbeiten werden zwel
verschiedene Bindungsstellen fir das MSP beschrieben, von denen das an CP47
gebundene die Sauerstoffentwicklung reguliert und das an CP43 gebundene die Struktur
des Komplexes dabiliset (Betts e d., 1997). Die beden Bindungsstdlen konnten
unterschiedliche Fdtungszusténde verlangen, wobel der des regulatorischen MSP vom
Ycf46 vermittet wirde. Unter dieser Vorraussetzung lief3e sch der Phénotyp durch ene
fehlende Assemblierung des regulatorischen MSP erkléren, da so trotz haber Menge an
MSP die Funktion ganz wegfalen kdnnte.

Es ig aber auch madglich, dald die Assemblierung eines mifjgefdteten MSP ins Photo-
sysem |l diesess mehr destabilisert ds das komplette Fehlen. Die geringere Menge an
MSP ware dann darauf zurlickzufUhren, dal3 das miligefdtete Protein einem schneleren
Abbau unterliegt. Durch die Degtabiliserung des PS Il konnten die schwéacheren Banden
auf der Hohe von D1, D2, und CP47 erklaren (4.6.7.), die bel ener Deetion des psbhO-
Gens weiterhin in Wildtypmengen vorliegen (Burnap & Sherman, 1991).
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Grundsétzlich bestent aber die Frage, ob das MSP Uberhaupt ein Chaperon zur Fatung
bendtigt. Auch zu diessm Thema gibt es divergente Menungen. Ein Protein kann dre
vaschiedene Konformationen haben:  ungefdtet, "molten globule® (Bezeichnung fir
Fdtungantermediate) und nativ (Tcherkasskaya & Pitsyn, 1999). Auf der enen Seite wird
die Sekundérstruktur des MSP ds nativ ungefdtet bezeichnet und die daraus resultierende
Hexibilitdt ds Vorraussetzung fir die Insation in den OEC gesehen (Lydakis-Smantiris
et d., 1999). Andere Autoren kommen zu dem Schiufy, da? es sch um ene "molten
globule’ Sruktur handdt, die ebenfdls die ndtige Hexibilitdt auswveis und zudem die
Bindung von Cacum emdglichen soll (Shutova e d., 2000). Die "molten globule'-
Konformation ist en Fatungsntermediat, das von Chaperonen erkannt und gebunden
werden kann (Robinson et a., 1994; Miernyk, 1999). Liegt das MSP nativ ungefatet vor,
ig en Chaperon fir dessen Fdtung unndtig. Im Fdle ener "molten globule-Konforma-
tion des MSP ig eine Chaperon abhdngige Fatung hingegen wahrscheinlich.

Neben der demnach fraglichen Rolle wahrend der MSP-Fdtung i es genauso gut
maoglich, das Ycf46 am Prozel3 der Assemblierung des Photosystems ds solchem betelligt
ig. Das Fehlen von Ycf46 koénnte zu einer Miflkonformation innerhab des Photosystems
fuhren, die dann neben dem Elektronentransport (4.6.2.) auch den Wasserspaltungsapparat
und hier gpezidl das MSP beeintréchtigt. Die Konformaionsdnderungen, die zur
vorliegenden Storung der PS 1l-Funktion fuhren, kénnen nattrlich auch durch unkorrekte
Fdtung ener Untereinheit bedingt sein, durch die fir die MSP-Bindung nétige Amino-
sauren unzuganglich werden. So fuhrt der E29Q-Austausch im CP43 durch die Destabili-
gerung des Komplexes zu geringeren D1- und MSP-Gehdten (Rosenberg et a., 1999).
Auch die RR384/385EE Mutation im CP47 bewirkt aufgrund beeintréchtigter MSP-
Bindung enen zum DpsbO Stamm identischen Phanotyp (Qian et d., 1997).

Zwischen diesen beden moglichketen Funktionen kann im Moment nicht  unterschieden
werden, da beide mit Phanotyp der Mutante gleich gut korrelieren.



Diskussion 91

Es snd insgesamt drei mogliche Funktionen fir den Ycf46 diskutiert worden, deren Uber-
endimmung mit den Charekterisika des Synechocystis sp. PCC ycf46:KM Stammes in
der folgenden Tabdle noch einmd zusammenfa} ig.

Tab.: 15 Ubereinstimmung der méglichen Y cf46-Funktionen mit dem ycf46::KM Phanotyp

Photosensibilitét | erhohter Ca”™ | verringerte PSII | Destabilisierung | geringerer

Bedarf Aktivitat desPSII MSP
Gehalt
Chaperon fir Cyt + + + + ?
Css0
Chaperon fir MSP + + + ? +
Chaperon fur PS|1 + + + + +

Assemblierung
oder Faltung einer
Reaktionszentrums-

untereinheit

Da sowohl eine Funktion als Chaperon flr Cyt gso as auch fur das MSP fraglich erscheit,
ig die wahrschenlichste Funktion die eines Chaperons fur die korrekte PS I1-Assem:
blierung oder die Fdtung ene Resktionszentrums-Untereinheit, da so ale beobachteten

Auswirkungen der ycf46-Inaktivierung erkl&rt werden konnen.

Unabhdngig von der Frage, ob Ycf46 ein Chaperon fir die Assemblierung des PS |l oder
die Fdtung einer Untereinhet id, gdlt dch die Frage, ob es sch Uberhaupt um en
Chaperon handelt.

Molekulare Chaperone verhindern unerwiinschte Verbindungen oder Aggregate hydropho-
ber Hé&chen von ungefdteten oder tellweise gefdteten Proteinen und flhren diese welteren
Fdtungs-, Transport- oder Degradierungsprozessen zu (Boston et a., 1996; Miernyk,
1997; Netzer & Hartl, 1998; Sigler et d. 1998). Dal3 es dch ba Ycf46 tatséchlich um en
Chaperon handelt konnte, wird durch seine Zugehérigkeit zur sogenannten AAA-Familie
(ATPases associated with diverse cdlular activities, Kunau e a., 1993) unterstitzt. Es
handdt dsch hiecbe um ene Proteinfamilie, die durch eine konservierte Region von 230
250 Aminoséuren gekennzeichnet i, die neben den ATP-Bindemotiven Waker A und B
(vergl. Anhang A2) auch ene gemensame Signaur bestzen (Confdoneri & Dugue,
1995; Patel & Latterich, 1998). AAA-Proteine existieren in Archaebakterien, Eubakterien
und Eukaryoten gleichermal’en und sind an verschiedensten Prozessen wie Proteinabbau,
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Polypeptidkomplex-Assemblierung, Veskdfuson, Zdlzykluskontrolle und —sekretorischen
Vorgangen betelligt (Latterich et d., 1995; Arlt et d., 1996; Mayer et a., 1996; Leonhard
et d., 1999; Cruciat et d., 1999). Allen Prozessen it die Bindung von Proteinen und die
Hydrolyse von ATP durch das AAA-Pratein gemeinsam. Die Chaperon-definierende
Féhigkeit der AAA-Doméne, ungefdtete Proteine spezifisch zu binden, wurde von
Leonhard et d. 1999 bewiesen. Ein Charakterigikum dler AAA-Proteine ig die Oligo-
meriserung (Cruciat et a., 1999; Vae, 2000). Die Aggregate, die bel der Aufreinigung der
Y cf46-Expressonsproteine  entstehen (4.6.10.1.), konnten eine Folge der Denaturierung
und Aufkonzentrierung sein. Es konnte dch dlerdings auch um  spezifische Oligomere
handeln, die fir die Funktion wichtig sSind.

Fur die diskutiete Funktion des Ycf46 in der Komplex-Assemblierung findet dch en
Bespid innerhdb diesr AAA-Familie, das ds Moddl fir die Rolle des Ycf46 in der
Photosystem 11-Assemblierung fungieren kdnnte.

Das Bscl-Protein aus Hefe-Mitochondrien is e@n molekulares Chaperon fir die Assem
blierung des Rieke Proteins und des Qcrl0 Proteins im Cytochrom bc; Komplex. Es
bindet an den tellweise assemblierten Prékomplex und hdlt ihn dadurch in ener Konfor-
mation, die die Inkorporation von Rieske-Protein und QcrplOp moglich macht. Fur das
Loésen von Bsclp aus diesem Komplex mit dem Cytochrom bci-Prékomplex i die
Hydrolyse von ATP durch Bsclp nétig (Cruciat et d., 1999).

Die Chaperonfunktion sowie die Substrate des Ycf46 missen zur Uberprifung dieser
These nachgewiesen werden, wozu folgende Ansédtze verwendet werden konnen:

Die Subgrae enes Chaperons kbnnen durch Immunoprézipitation mit einem spezifischen
Antikorper bestimmt werden, da se mit dem Chaperon koprézipitieren, wenn se an dieses
gebunden snd. Eine wetere Moglichkeit besteht darin, das Uberexprimierte Y cf46
(4.6.10.) mit seinem His-tag an ene Nickesdule zu binden und so die Subdtrate aus dem
Lysat des Wildtyps zu isolieren. In beiden Fdlen konnte eine Mutation der Glutaminsaure
des Waker B Motivs zu einem Glutamin hilfreich sein, da so die ATP-Hydrolyse blockiert
wird, wodurch die Substratbindung anderer AAA-Proteine verstérkt werden konnte (Vae,
2000).

Die gegen den N-Terminus des Ycf46 produzierten Antiseren (unter 4.6.11.) konnen zur
Immunoprézipitetion aufgrund ihrer Reektion mit dem Gesamtlysst der Inaktivierungs-
mutante nicht ohne waeitere Aufreinigung verwendet werden. Ein Tel der Antikorper
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regiert wahrschenlich mit Epitopen, die auch im dr0374-Genprodukt enthdten sind.
Nach ener Reinigung des polyklonaren Serums am Lysat der ycf46::KM Mutante sollten
aber noch genigend Ycf46 spezifische Antikérper vorhanden sein, da ausreichend
Sequenzbereiche vorhanden sind, die keine Ubereingimmung der beiden Proteine zeigen
(vergl. Alignmentim Anhang A2).

Aufgrund der fast identischen Grofe (Ycf46: 55,97kDa und Sr0374: 56,44kDa) und der
grofien Sequenzibereingimmung der beiden Genprodukte (vergl. A2) besteht die Moglich
keit ener Genduplikation und somit eines gemeinsamen Ursprungs der beiden Gene. Da
be Eisenmangd die Transkription von dr0374 dsak angtegt, kann fir das dr0374-
Genprodukt wie auch fir Ycf46 eine Funktion im Rahmen ener Strefewdtigung der
Zdle abgdeitet werden. Vermutlich ist dies aber nicht die einzige Aufgabe des dr0374-
Genproduktes, da es auch bel ausreichender Eisenversorgung gut detektierbar it (Singh &
Sherman, 2000).



Zusammenfasaung 94

6. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit in Cyanobakterien durchgefiihrte Inaktivierung mehrerer konservierter
Lesrahmen nicht-griner  Chloroplasten  liferte  Einblicke in deren bisher  unbekannte

Funktion.

Durch die Inaktivierung von ycf35 und ycf36 in Synechococcus sp. PCC7002 konnte
nachgewiesen werden, dal3 die Genprodukte dieser Leserahmen keinen Einflul auf die
Funktion und Effizienz der Photosynthese haben und ihr Fehlen zu keiner erkennbaren
Verdanderung des Phédnotyps fuhrt. Erst ene gleichzetige Inaktivierung bewirkt ene Ver-
minderung des Wachsums unter Schwachlichtbedingungen. Aufgrund der physiologischen
Eigenschaften der Einzdmutanten sowie der Doppemutante kann des weiteren eine Rolle
in der Synthese von Phycobilichromophoren und Fettsiuren ausgeschlossen werden. Die
zwischen Synechocystis sp. PCC6803 und Synechococcus sp. PCC7002 konservierte Lage
des ycf35 vor einem Ferredoxin kodierendem Lessrahmen legt ene Verbindung zu ener
Ferredoxin abhangigen Resktion nahe,

Die Inaktivierung des ycf45 in Synechocystis sp. PCC6803 fuhrte zu einer erhdhten Photo-
senghilitét, einem tellweisen Velust des Antennenpigmentes Phycocyanin, ener Stérung
der Energielibertragung innerhab des Photosystems Il und einer Verringerung des Protein-
gehdtes im Bereich der Photosysem Il-Untereinheiten. Diese Charakteristika lassen auf
eine Chaperonfunktion des Y cf45 wéahrend der Biogenese des Photosystems |1 schlief3en.

Auch en Synechocystis sp. PCC6803 Stamm mit inaktiviertem ycf46 erwies dch ds
photosengtiv. In diesem Fal konnte neben ener erhdhten Photosystem |-Fluoreszenz und
enem hoheren Gehdt an Chlorophyll ebenfals eine Beentréchtigung der Energieliber-
tragung im Photosystem |l nachgewiesen werden. Die Mutante hat eine auf 40% reduzierte
Photosystem [1-Aktivitdt und bestzt nur die Hdfte des 33kDa Proteins des Wasser-
gpatungsapparates. Geringere Proteindichten im Grolenbereich der Photosystem 11-Unter-
enhdten lassen auf eine Reduktion dieses Komplexes schlielen. Aus dem Vergleich mit
bereits bekannten Photosystem II-Mutanten kann wie fir Ycf45 auch fir Ycf46 ene
Chaperonfunktion wahrend der Assemblierung des Photosystem 11 abgel eitet werden.
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Anhang 121

Anhang Al: Sequenzen der Synechococcus sp. PCC7002 Klone

Sequenz des Synechococcus sp. PCC 7002 ycf35 Klons

GGATCCAGCAGAATTAATCACTGAGAAACT CTAT TCCAGTCBECCGATCTATACAGCTTT
CCTAGGTCGTCTTAATTAGTGACTCTTTGAGATAAGGT CAGCCGECTAGATATGTCGAAA
oof >D P AEL I TEIKLYSSRPI YTAF -

TOGOCCGAACCACAATTTGGAATTTCTCTACGT GT TACT TGCGEGEEEEE0CAGT GATTGT

AGCGEECTTGGTGT TAAACCT TAAAGAGAT GCACAAT GAACGCCCCCCCGGT CACTAACA
RPNHNLEFLYVLLAGGPVI V-

GCGGAGTACGCCCCT CGACCECAT TCTAGCGAT CACCTATACGEECAGI TG TTTGGGAT

121 <--emen - e Foeeeens e Foemeees e + 180
CGOCT CATGOGAGGAGCT GROGT AAGAT CGCTAGT GGAT ATGOCOGT CAACAAAACCCTA

RS TPLDRI L AI TYTS GSZCFGM-

GOGCAATCTTCOOGT TGGGT TTGERCAGGT GAGT CGGAGT TTTCOCAGT TTGGTGGAAGC
181 -----n--- S A S S S + 240
CGOGTTAGAAGGGECAACCCAAACCOGT CCACT CAGOCT CAAAAGGGT CAAACCACCTTCG

R NL PV GFGQVSRSFUPSL VEA -

CTACAAAACTACCGATGT GCTGAAAAT TCCGGTAGCAACGGTACAACGGATCTATGACCA
241 --------- SRR RS R R SRR + 300
GATGITTTGATGECTACACGACTTTTAAGGCCATCGI TGCCATGI TGCCTAGATACTGGT

YK TTDVLEKIPVATVOQRI YDOQ -
35-3
GAGTGCTGATTTTCGOGATCGCTATAACCT GAGT TTCGAGT TACGGEGAAAAATTCCAGTA

301 -----en-- S R S S S + 360

CTCACGACTAAAAGCGCTAGCGATAT TGGACTCAAAGCTCAATGCCCTTTTTAAGGT CAT
S ADFRDWRYNLSFELIREIKFOQY -
CCATCTGCTGAACTGTAGTACCTACCCACCCCCTCAGRCCGTICECTTCCCTECTGOGEERC
361 --------- SRR RS R R SRR + 420
GGTAGACGACTTGACATCAT GGAT GEGT GEEGEGAGT CCGECAGCGAAGGGACGACECCCG
HLLNCSTVYPPPQAVASTLULRA-

TTTGATTTACCAAGAGCGAT CCCTGGECCAAT CAACCCCAGAGTAATGECGI TTTTAGCTT
421 --------- Ao oo Ao Ao Ao + 480
AAACTAAATGGT TCTCCCTAGCGACCGGT TAGT TGEEGTCTCATTACCGCAAAAATCGAA

Ll YQERGSLANOQPIOQSNGVFSF -

TGATCTCCCCGTAGATATCAT TGCCCATGCCTGCCAGT TAAATCACCGCACTGTGGAACA
481 --------- R R Hoeeee - Homeee - R + 540

ACTAGAGGGGCATCTATAGT AACGGGT ACGGACGGT CAAT TTAGT GBOGT GACACCTTGT
DLPVDI I AHACQLNHRTVEQ -
GGTGTTGAAGGGGAT GACGAAGGT GGAACT GATCAAGACAGAAAAAT CCGCT GAGGGACA
541 ---cm-- e Foeeeens e Foemeees e + 600
CCACAACTTCCOCTACTGCTTCCACCT TGACTAGT TCTGTCT TTTTAGBOGACTCOCTGT

vV 1L K&GMTI KV ELI KTEIKSAEGAOQ -



Anhang

122

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

AGGGEGATCTGATCCAT GT GCTGAAT CCAGAAGGECCT CAAGGAAGT CTATAGT GCGACCCG
TCCCCTAGACTAGGTACACGACTTAGGT CTTCCGGAGT TCCTTCAGATATCACGCTGEEC
GbDLI HVL NZPESGLI KEVYSATR -

GCGATAAAGT GECT TGGTGECCAT TECACTAGCCGAGGGAGI CAACCAT TGEEECEATCEC
--------- S R 740
CCTATTTCACCGAACCACCGEGET AACGOGAT CCECTCCCT CAGT TGGTAACCCCGCTAGCG

D K VAWWPILR*

CTAATCACCATTGAAAATCATCTATTTAGCCACCTAAAAATGAAAGGAATCTTACGATTT
--------- i S S R £ 210

GATTAGTGGTAACTTTTAGTAGATAAATCGGTGGATTTTTACTTTCCTTAGAATGCTAAA

GOGECGECAAGCTACCCCCCCATTGTCGAGAT TTGT TAAACTGCTGTAAACACAAATGTG
--------- N T T Ty T 741 ]
CGECCECCGT TCGATGEEEGEEGTAACACCTCTAAACAATTTGACGACATTTGIGITTACAC

CTGGAAAGT TAAGGECAAAAT TCCGTATAT TGTICCCCCECCAAATTGGTCAACTTTCCCA
--------- T [0 ]0]

GACCTTTCAATTCCCGT TTTAAGGCATATAACAGGGEEECEGET TTAACCAGT TGAAAGEGET

CCATGCCAAT GAGGAAGCGCACCCATGAACATGGAGACATTAGAATTCATCATTTATCCT
--------- T e L e S e 1510
GGTACGGT TACTCCTTCGCGTGEGTACT TGTACCTCTGTAATCT TAAGTAGTAAATAGCA

orf69 > M N M E T L E F I | Y P -
GAGCCCCGT GTCCAAGAAAAGGT CACAGECAT TGTCEGEGT CTTCATGCCAAGAAGTGACC
CTCOGGECACAGGT TCTTTTCCAGT GTCCGTAACAGCCCAGAAGTACGGT TCTTCACT GG
EARVQEKVTGI VGSSCQEVT -

35-5
ACTGCGATCGAAGAGCAACTGEECGTI TGT TCTCTTCCAAGAACAAACCTCGGAATATTTT

TGACGCTAGCTTCTCGT TGACCCGCAACAAGAGAAGGT TCTTGT TTGGAGCCT TATAAAA
T Al EEQL GV VL FQEQTSEYF -
GOCCAACCGGTAAGCCT AACT GCAACGACGAACCCCGTCCAAAGCAATTGGTGATTTTTT
CGGGTTGECCAT TCCCATTGACGT TGCTGCT TGEGEGECAGGT TTCGT TAACCACTAAAAAA
AAQPYV S L TATTNZPYVQSNWH*
TTGCAAACCTCTATAAATAGCCCCGT TAAATCCTATGTCTCATTTCAGCAATATCAAAAC
AACGT TTGGAGATATTTATCGGEGEECAAT T TAGGATACAGAGTAAAGT CGT TATAGI TTTG
ycf38>M S H F S NI K T -
CAAAATCCGTAATTTGACT TCCCTCAAGT CTGCCCTCAAGGACATCCGACATTGAGT GGAA

GITTTAGGCATTAAACT GAAGSGAGT TCAGACGEGAGT TCCTGTACCTGTAACTCACCTT
10- 86

K1 RNLTSL K SAL KDMMDI E WK -



Anhang

123

1261

1321

1381

1441

1501

1561

AGAAGGOCCCAGT GCT GTGOGEGGT TAT AAAGGOGAT CGOCGCACCGCT GAAGT TGTCAT
TCTTCOGGEEGT CACGACACGOCOCAAT AT TTCOGCT AGOGGOGT GRCGACT TCAACAGTA
EGPSAVRGYIKGDRRTATEV VI
CCAACAGAACAATGACTACGATAT CGGCT TTAGCT GGAAT GGCCAT GAATACGAACT OGT
GGTTGTCTTGTTACTGATGCTATAGOCGAAAT CGACCT TACOGGTACT TATGCTTGAGCA
QQNNDYDI GFSWNGHETYETLV
CGCTGACTTGCAAT AT TGGCAGCAACCOCT AACCGT TGAT GGCT TCCTCCAACGTCTCAC
GCGACTGAACGT TATAACOGT OGT TGGGGAT TGECAACT ACCGAAGGAGGT TGCAGAGT G
ADLQYWQQPLTVDGFLG OQRLT
CCAGGGCTATGCTTACCACACCAT CCTAAAT GAAACCAACAAACAAGGCT TOCAAGTCAG
GGTCCOGATACGAATGGTGTGGTAGGATTTACTTTGGTTGTTTGTTCOGAAGGTTCAGTC
Q GYAYHTI LNETNEKGO QGTFGQUVS
TGAACAGCAGAAAAACGAAGAT GECT CGATTOGCCT CGT OGTCCAACGCT GGAGCTAATG

ACTTGICGICTTTTTGCT TCTACCGAGCT AAGCGGAGCAGCAGGT TGCGACCTCGATTAC

EQQKNEDGSI RLVYVQRWS *
10- 87

TATGACCTTTGAAAAT TCOCCOCAGCGGT CTGGT TTTGAGOCGGAGT TGEGEGGECTTTTT

--------- o S

ATACTGGAAACT TTTAAGGEEEGET CEGCCAGACCAAAACT CGECCT CAACCCCCCGAAAAA

orf141 >M T F E N S P Q R S G F E P E L G G F L

1621

1681

1741

1801

1861

AAGAAAT GACACGGRAACGGT CTGEGT TTGAACCGEAACTAGGT GECCTGCTGCGCCAAAA
TTCTTTACTGTGCCT TGOCAGACCCAAACT TGECCT TGATCCACCGGACGACCCGGTITTT
R NDTERSGFEWPELGGLL R QK
AGGGEGTGTATGT GGAT GAAACCACCT GCATCGGECT GCAAACAT TGCGCCCACACGEECCCC
TCCCCACATACACCTACTTTGGT GGACGT AGCCGACGT TTGTAACGCGEGT GT GCCEEEG

35-6
GVYVDETTT CI GCKMHZCAHTAP

CAACACCTTTTATATCGAAGAAGAACAT GGT CEGEECCCGEECCTAT CECCAGGATGGAGA
GITGTGGAAAATATAGCTTCTTCT TGT ACCAGCCCGEECCCEEATAGCGGT CCTACCTCT
NTFYIl EEEHG GRARAYIROQDGTD

TGCTGAGGAAAT TGT CCAAGAGECGAT TGATACCT GTCCGGTAGACTCGATCCATTGECT
ACGACTCCTTTAACAGGT TCTCCGCTAACT ATGGACAGGECCAT CTGAGCTAGGTAACCGA
AAEEI VQEAI DTOCPVDSI HWL
AGATTACACGGAACT AAAGGCCAAAGAAGCAGCCAGCGAAAAACCAGGT GAT TCGECCCCT
TCTAATGTGCCTTGATTTCCGGT TTCTTCGTCGGTCCT T T T TGGT CCACT AAGCCGEEGA

DYTELIKAKEAARIKNOQVI RPL

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



Anhang

124

CGGTTTTTCCCCAGGAT GECAEEGT CAGGCGAT CEGECCCECAAACCTAAACCCTCCCGEEAA
1921 --------- Fomm e - - [ R Fomm e e - - [ S Fomm e - - +

GCCAAAAAGGEGEGTCCTACCGCCCAGT CCECTAGCCEEECGT TTCRATTTGERAGEECCTT
GF SPGWRVIRRSARIKWZPIKUPSRK
ACCCTAAGCATTTAAAATTTTGCTTGECT TATGEGTCTTCTGTAGCGGT GACACGCTTGAT
AT T T AT T T T AAAACEAR AR ACCCAGAACACAT OCCCACT BT COAACTA
p * *)' P DETATV A Q
ATTTGECTTGECAATAATCATTAAGEECT TGECCEATGGET TTGTI TCTTCGGTGCCTGECGEG
2041 --------- Foemmaaaaa [ R, [ R [ Rppp Foemmaaaaa +
TAAACCGAACCGT TATTAGTAAT TCCCGAACCGEGECTACCAAACAAGAAGCCACGGACGCC
Y K AQCY DNLAQG I T Q E E T G A
TCTGECTCAGCGATTGEECAGI TTGEECCECTTCTAGGTICTTTGT TCTGECECECTTTTA

2101 --------- H-mmmmem - - Fommmmmma - Fommmmmm - Fommmmme - - H-mmmmem - - +
AGACCGAGT CCCTAACCCGT CAAACCCEECGAAGAT CCAGAAACAAGACCECECGAAAAT

T Q S L S QATOQAAELDI KNI QRAK

CCATGECATAGGTGECT TCEECCTGACGT TGGTAAATATCECTAATTTGCGT TTGGTAGG
2161 --------- F e oo - - - [ S [ S F +

GGTACCGTATCCACCGAAGCCGEGACTGCAACCATTTATAGCGAT TAAACGCAAACCATCC

V MAY T AEAQROQYI D S | QT QY
TTTTCATCTGECTATCCCGT AAGCGCAGT TEGEECGATCECCTCEECCCCCATTTTCAGGEG

2221 --------- Fomm e - - [ R Fomm e e - - [ S Fomm e - - +
AAAAGT AGACCGATAGGGECAT TCGOGT CAACCCGECT AGCGGAGCCEEEEGTAAAAGT CCC
T K MQSDRLIRLOQAI A EAGMKL
CATCGEECCGCCTCGAGCCAACGCTCAAAATTAAAAGT TTEECGACGCT TCTGCCGT TGGT T

2281 --------- Fommm e e o Femmm e - Fommm e - - Fommm e +
GTAGCCGECCGACCTCGGT TCCGAGT TTTAATTTTCAAACCCCT CGAAGACGECAACCAA
A DAAQLWREZFNZFTQPAEATP
CGTTCTGGACAAGAGT CTGEECTTCOGTGACGGTGCTTTGGATTTGCECCAAAAGTI TTTT

2341 --------- Foeemaaaa Fommmmeaa Femmmeaaa Fommeaaaa Foeemaaaa +
GCAAGACCT GT TCTCAGACCCGAAGGCACT GCCACGAAACCTAAACGCGGT TTTCAAAAA
E NQVLTQATETVT S QI Q AL L K

GACAGT CGT AGAGEECCGEEGT CAATCCT TTGECAAGGECCCAAGECT CAAAAGACTGGTGC

2401 --------- H-mmmmem - - Fommmmmma - Fommmmmm - Fommmmme - - H-mmmmem - - +
CTGTCAGCATCTCCCGEECCCAGT TAGGAAACCGT TCCEEGT TCCGAGT TTTCTGACCACG
35-4
Q CDY L A P DI R QCUP GL SL L ST

AACCGATGAGAGAAAT CAGACGAAAGGEECGAGAACAAGGACAT TACAGACGAACACTCAA
2461 --------- F e oo - - - [ S [ S F +
TTGECTACTCTCTTTAGICTGCTTTCCCGCTCTTGITCCTGTAATGICTGCTTGTGAGI T

c GGl L SI L RFPSF L S M<orfléd

CATCGECAGIGTAGCGAATTTTTTAGAACATTAGACAATCAGATCAATCCGGAGATATTT

2521 --------- Femmmmaaaa [ [ [ Femmmmaaaa +

GTAGCCGTCACATCGCTTAAAAAATCTTGTAATCTGI TAGT CTAGT TAGECCTCTATAAA
11-10

TTTCAGGAATAAACGAAAGATGGCGT TAACAAGAAT TTTAGAACCGGAAGT GATGGACEA
2581 --------- Hommmmem-m Fommmmma o Foemmmmma s [ Ry Hommmmem-m +
AAAGTCCTTATTTGCTTTCTACCGCAATTGT TCTTAAAATCTTGECCTTCACTACCTGECT

orf > M AL TWRI L EPEV MDD

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



Anhang

125

2641

2701

2761

2821

2881

TCOOGCOGAGECGAT CGCCTACGAT GOGAT GGACT TTCGEGOGGTGAATCAAGATTTTGC
AGGEOGECT COGCTAGOGGAT GCTACGCT ACCT GAAAGCOCGOCACT TAGT TCTAAAACG
PAEAI AYDAMDTFRAVNGO QDTF A -
GGATCTOGTGGT TACGACT TACTCOCAAGAAACCGCTTTCGT TTTAGATTTGGGCACAGG
CCTAGAGCACCAAT GCTGAAT GAGGGT TCTTTGGOGAAAGCAAAAT CTAAACCOGT GTCC
DLVVTTYSQETAFVLDLTGTG -
GACAGCACAAATTCOGATTTTGT TAGGGCAACAGOGCOCOCAAT GRCAGAT TAAAGGCAC
CTGTCGTGTTTAAGGCTAAAACAAT CCCGTTGTCGOGGEEGT TACCGTCTAATTTCCGTG
TAQI Pl LLGQQRPOQWOQI KGT -
CGATTTAGOGCAGT CGATGCTOGCOCT AGGACAAAAAAACGT TGTGGOCGCAGGT TTAAC
GCTAAATCGOGT CAGCTACGAGOGGGATCCTGTTTTTTTGCAACACCGGECGTCCAAATTG
DLAQSMLALG GO QQKNVVAAGLT -
AGCACAAAT CGAGT TGGTTTAT GOCGAT GOGAAAAAT TTGCOCT GROCOGACCAAAGCTT
TCGTGTTTAGCTCAACCAAATACGGCTACGCT TTTTAAACGGEGACOGGECTGGT TTCGAA

AQIl EL VYA ADAKNLWPWPUDQS -

fett: codierender Strang
unterstrichen: Sequenzier-Priner

Seguenz des Synechococcus sp. PCC7002 ycf43 Klons

61

121

181

241

TTGACCCTTTACGCCAGCTTTCTAACAACGCCAAAAAGGT CTGACCAACTGGATCCGCAA
AACTGCCGAAATCCGEGTCGAAAGATTGT TACEGT TTTTCCAGACTGGT TGACCTAGECGT T

S GKRWSELULALFTOQGVPDA -
ACACCCCCTGAAAAATCAGTAAAGATGCAAT TTCCGCGATAAAGTAGCCTGGTIGGAAATTG
O COUTAGT T T T AGT AT O AT T ARACCLCT AT T TOAT CORACACCT TTAAG. 20
F 'V G Q F I L L S A I QP Y L L RT S | -
TGTI TTGAAGCGCEGAGCAACCATAAAAATATCTGCCGATGTAATGEECTAGAAGAATCCAG
ACAAACT TCECCCTCGTTGGTATTTTTATAGACGECTACATTACCCGATCTTCTTAGGTC
T NS A P AV M<clpP
ATGAACTGIGCTGATAGCGCTATACCATTCTGCTAAGAAT TTACCGCAT TGEEGAAAT GG

TACTTGACACGACTATCGCGATATGGTAAGACGAT TCTTAAATGECGTAACCCCTTTACC

CGGTATTGTATTCCTCAGCATCCTTTACATTTTCTCAATCTGGATCAGATGECATATTGG
GOCATAACATAAGGAGT CGTAGGAAAT GTAAAAGAGT TAGACCTAGT CTACCGTATAACC

orf1i43>M A Y W -



Anhang

126

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

CTTTTTCAAGGGAACCCCCGCTATCATCGT GTACT TGATGCCAT COGT GAACAAACGEAA
GAAAAAGT TCCCT TCEEEECGATAGT AGCACATGAACTACGGTAGCCACT TGI TTGCCTT

L FQGNPRYHRVYLDAI REOQTE

ATGCCCTGECTTGT GACCCGCTACAAAAACAAAAT TCAAGTCGGTGATGECGT TTTAATT
TACGEGACCGAACACTGEECGATGT TTTTGI TTTAAGT TCAGCCACTACCGCAAAATTAA
MP WL VTIRYKNKI QVGDGVLI
TGGATGECCEGET GAAGCT GCCGECAT TTATGOGATCGCCGAAATCATTAGT CTCCCCACA
ACCTACCGECCACT TCGACGECCGTAAATACCCTAGCGECT TTAGTAATCAGAGEEGTGT
WMAGEAAGI YAI AEI |1 S L PT
GTTATTTCCCCCAAAGACAT TCAAGACCT CGACT AT TGGACGGAT CCCAAGCGACT CCGA
CAATAAAGGEEGT TTCTGTAAGT TCTGGAGCTGATAACCTGCCTAGSGT TCECTGAGECT
vii S P KDI QDLDYWTDUZPIKRTLR

11-01
GCCGATAAACCCCCCAGT CAGATCOGCT TTAT TCGCAAGCT CCTCGGT CAACCCCTACGC

CGECTATTTGEEECGT CAGT CTAGGCGAAAT AAGCGT TCGAGGAGCCAGT TGEGEGATGOG
A DKPRSQI RFI RKLLGOQPTLR
AAGATAGAATTGCGATTTGATGGCATCCTGCGCGATCTTGATGT TATCCACACGCCCAGC
TTCTATCTTAACGCTAAACT ACCGT AGGACGCGCTAGAACT ACAATAGGT GTGCGEEGTCG
K1 ELRFDSGI LRDLDVI HTWPS
AGTACCAATTTCAAAATCACCCCCGAACAAT GECT GCGEGTGCATCAACTGAAAGSGTGA
TCATGGT TAAAGT TTTAGT GBEEECT TGT TACCGACGCCCACGTAGI TGACT TTCCCACT
S TNFKI TPEQWLIRVHOQLKG*
TCTCTGACCTCGACCCAAAGT AAAAT GCCCCCCAACCCGAGT CCCCAGATCCATCCGEGAG
AGAGACTGGAGCTGGEGT TTCATT T TACGEEEGT TGEECT CAGEEGT CTAGGTACGCCCTC
ycf43>M P P T R V P R S M R E
ATTCCCGATGAAGCAGAAATGT CCTTTTTCGATCACCT CGAAGAACT COGCTGECCCATT
TAAGGECTACTTCGTCTTTACAGGAAAAAGCTAGT GGAGCT TCT TGAGGCGACCGCGTAA
Il P DEAEMSZFVFDMHTLETETULRWRI
TTTTATTCGCTGATTTCCGI TGT TGTCGGT TGEGTCGGT TGT TTCTTTTTTGTCAAACCC
AAAATAAGCGACT AAAGGCAACAACAGCCAACCCAGCCAACAAAGAAAAAACAGTTTCSG
FYysLI SVVVGWYVGCFZFFVKFP
CATCGTCCAGATCT TAGAAGCGCCT GCTGIGEGEGT GAAAT TCATCCAGGT GECCCCCEEC
GIAGCAGGTCTAGAATCT TCGCGGACGACACCCCACT TTAAGT AGGT CCACCGEEEECCG

HRPDLRSACCGVIKFI QVAPSG

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



Anhang

127

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

GAATTTTTCTTTCTCTCGT TTAAGGT GECGEECTACACCGECECT TTACT GBCGAGT CCT

--------- o e e e et o
CTTAAAAAGAAAGAGAGCAAAT TCCACCGCCCGAT GTGGCCECGAAAT GACCGCTCAGGA
11-12

E FFFLSFIKVAGYT GALILASEP
TTTATCCTGTACCAAATTATTCAGT TTGITT TGOOGEEECT AACCAGECGAGAACGECGT
AAATAGGACATGGT TTAATAAGT CAAACAAAACGECCCCGAT TGGTCCCCTCT TGCCGCA

FI LYQl I Q F VL PGLTIRGERR

CTCCTCGCTCCCGTI TGTCTTAEEGTCTGGTGTGCTGT TTTTTGOGEECTTGECCTTTGCC
GAGGAGCGAGEECAACAGAACCCCAGACCACACGACAAAAAACGCCCGAACCGEAAACGG
L LAPVVLGSGVLFFAGLAFA

TACGTTGCTTTGATTCCAGCGECTCTGAATTTTTTCATTACCTATGGT GCTGATGI CGTA
ATGCCAACGAAACT AAGGT CGCCGAGACT TAAAAAAGT AAT GGATACCACGACTACAGCAT
Y VALI PAALNZFZFI TYGAVDWVYV

GAGCCGECCTGGETCTATTGAACGGTATTTTGAGT TGGTGCTGEGTCTGATGI TTTTTACG
CTCOGCCGGACCAGATAACT TGCCATAAAACT CAACCACGACCCAGACTACAAAAAATEC
EAAWSI ERYFELVL GLMFFT

GGECECTAGCGT TTCAGGT GCCTGT GGTGCAAATGATCTTGTCTTGGT TGEGGATTGI TTCT
CCCGATCGCAAAGT CCACGGACACCACGT TTACTAGAACAGAACCAACCCCTAACAAAGA
GLAFQVPVVQMI L SWLGI VS

TCGAGCCTGATGCTCAAGGGT TEGECECT TTGT CGT TCTGEEEECAGT GGTGCTCEECECE
AGCTCGGACT ACGAGT TCCCAACCGCGAAACAGCAAGACCCOCGT CACCACGAGCCECEC
S SLMLKGWRFVVL GAVYV L GA

GTGATTACGCCCT CGACAGAT CCGATGACCCAATCACTCT TGECT GEEECCGT CATGEEC
CACTAATGOGEGAGCT GT CTAGGCTACT GEGT TAGT GAGAACCGACCCCGECAGTACCCG
v I T PSTDPMTQSLLAGAVMG

TTATATTTTGEOGECATTCECATTGT GAAACT TTCAGGACGCTAGEEECT TGECGATCEC
AATATAAAACCGCCGTAACCGT AACACT TTGAAAGT CCT GCGATCCCCGAACCGCTACCG

LY F GGI GI VKL S GR*

fett: codierender Strang
unterstrichen: Sequenzier-Priner

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



Anhang 128

Anhang A2: Alignments der Proteinseguenzen

Alle Alignments wurden mit dem Progranm Pleup des GCG-Pakets erstellt, wobel
folgende Eingellungen verwendet wurden: Gab weight: 8; Gab lenght weight: 2.

Die konsarvierten Aminosauren sind mit Hilfe des Genedoc Programms (Nicholas K.B. &
Nicholas H.B., 1997) wie folgt gekennzeichnet:

100% konserviert: schwarzer Hintergrund mit weil3en Buchstaben
70% konserviert: dunkelgrauer Hintergrund mit schwarzen Buchstaben
50% konserviert: hellgrauer Hintergrund mit schwarzen Buchstaben

Alionments der ycf Sequenzen

7002:  Synechococcus sp. PCC7002 (AF05229 und diese Arbeit)
6803: Synechocystis sp. PCC6803 (Kaneko et al., 1996)

aa  Arabidopsisthaliana (BAB09022, AFF18659, AFF18718)
cyacd: Cyanidium caldarium (AF022186)

cyapa: Cyanophora paradoxa (U30821)

dicc  Dictyota dichotoma (Leitsch, 1994)

gu:  Guillardia theta (AF041468)

odo: Odontella sinensis (Z267753)

por:  Porphyra purpurea (U38804)

skelco: kel etonema costatum (A J132264)

Alignment der ycf35 Sequenzen

* 40 *

7002 KDVDI EMKEGPSAVR- GYKGDRRTA|
6803 TNLGLDWKEGPATVR- GYQGLTAKAA
cyapa NAL NI KMODGPONI K- NLYGQEQTVDI L
por TDLGLI WNTNSFNVK- VGENSQHKVDI L
odo NKL DI NHKPOQKKVTNI NSKSYDI DI NL
gui : NDLAI KWYVKDNI VK- GYKDQI TFANI
skel co : NKLEI PYKREKKAI DANNSKHH- NVNL
60 * 80 * 100
7002 ) LORLT AYYHTI LN
6803 LOKI T a\l ETVLN
cyapa LQAQL AYQ | LD
por L DKL SYHSI | E
odo | NNI AKQEAGEM | G
gui : LNKLT aYNS| LK
skel co : I NKL aNDML I T
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* 120
7002 TEI QVSEQQKNE IRL

6803 : ES VTEQQKNE

cyapa : ETI NKEFEKLEEEYDK IRL

por : TEI EKAEQVYQKDES| KL

odo . ESKKI [€20PI KYQQNK| NTCYFTTLE~~~
gui : MANDT(E€ZHPVNETVKENEL | KL TLEORURP~~

skel co : ESQHI [EFOPVKSKQHVDESNTI TLATLEFKK

Alignment der ycf36 Sequenzen

* 20 * 40 *
7002 e e e
B803 I e e
CYapa | e e e e e e
POr o e e e
GUI e e e e e e e e e e e e e e e e et et et e e et e et et et et e et
ara MLRLI VNYPLI PKI SHRVCSNSSSKLGSYYDSSSI | KYGG SDVVGKKQE

60 * 80 * 100
7002 ;
6803 B
cyapa e e et e
por R iR
gui Rt
ara . LFLSVSVKAVEDKGNNGGGSMSFSGQSWDPSSEI E

* 120 * 140 *
7002 ; EiIfF GNNENVCYIRKVAMVWFMA—TLIF;IIAMASFPFDQ- | KL
6803 .S GQVDLLSYGKNLTRLALLI - SEI VSBI ASASFSVEK- - QRVQC
cyapa : NSVLFNYPSQKLKI YFFYL- - FTI YSI GELLT- FLI TFYNDLFI |
por ; NiIEF PTLSSHSYNKKI T- | TLI ATCELVSBVLLSI FPI AKL- - PLKF
gui . SAMDFSYACKI GKLYYKFLLKMQLCLFLEFCI CL------- NFLDSKYET
ara :  EGMLYSUGELGPSEFFI RLGGLW.VTFTVLGVBVAAASFENPSR- - EBLRF

160

7002 : VLSANL LLSEVLL
6803 © GFLI VLGl CLLLSEFVL
cyapa : FVHG | FVLI EDLL
por : FFSEFI | SSLI TCFI LI
gui ; GLYSLILSTLFIgIICL
ara : | LAAGTBTLFLVSEI VL
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7002
6803
cyapa
por
gui
ara

7002
6803
cyapa
por
gui
ara

7002
6803
cyapa
por
gui
ara

* 240 *
| VWGDRHREDQRSVAAI NP~~~
KLLGATMAI Di LI'WI FRFLH-
GWI LI LGFTLLI Q-~~~~~~~
SCLSLMTTAPAI LFFYF~~~~~

e e e e e e e e o o o e s s s s s s P P P P P P P P P P P s e s e o s Pt Pt Pt P Pt Pt Pt P P Pt P P P
e s s s s o o o o s s o s s s s Pt s P P P P P P P P P P P P P P o s o s s s s

e e e e e s s s o o s o s s e s o s e s s s s Pt P P P P P P Pt P Pt Pt P P P P P P P e o e et

e e o o o o o e et e et et e et Pt et et Pt et Pt et et Pt et Pt Pt et P

AADGRPVYCRDRYYRAL AGGQYCKWEDL VK

Alignment der ycf43 Sequenzen

7002
6803
por
odo
gui
dic
ara
Ecol i

7002
6803
por
odo
gui
dic
ara
Ecol i

P R R PP )

e s s s s o s o o s o s o s s P s s s s o P o P T o P o P s Pt P s Pt s P P s Pt P P s

60 * 80 * 100
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ MPPTRVPRSMREI PDEA- EM
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ MSTQLDNI TSAETAPDYL DEVPDDV- EM
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ MSLEPONNLLANI NTNSENLPEN- DV- PM
~~~~~~~~~~~~~ MFNYPLY| YRQDVKSKLMWTNSDFNFTI KETVTL- EL
FKFHYKFI LLFSNKFRFYLYYYMKTRSNSVLI - - - PYTLNFKQ- VEA- EM
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ MALTRKPNNYLNFEFYSTRG NYSSFSLTEL
VGSAVEDRPPVSDEL HT AAVADSSEDRSSSVYEFL YPRK- EEL PDDK- EM
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* 120 * 140 *
7002 : SFFDELESLRWg! FYSLI SVWWWVGWGCFFFVKPHRPDLRSA- - C- - - CGV
6803 : SLFDgLDSLRT[R FLSLGAVLVGWWACFI FVKPLVQW --A---GIV
por . S| TELESLRQRTVFVFI FFLLAATI SFTQ KI | VEI F Al ----- G
odo . PFSHEg! ESLKQRLFHTFW | LI LTFI SLCEVKLLVKI LELBVN- - - - - NV
gui . SLAEgLESl R FWSFSVLTTM | SCI | FVENI VKTL AA- - - - - G
dic . YSFEgFSEI R LYSLGFFLCTTI VI FSNI KFVWWKI LKNSVSM - - - - |
ara . Tl FOgLESLRE[RI FVSVLAVGAAI LGCFAF DLIVFLEQIVKT---QGV
Ecoli : PLI TgL! [SLRKIRLLNCI | AVI VI FLCLVYFANDI YHLVSAPLI KQLPQGS
160 180 200
7002 L F A LLASK RESRRLL
6803 LV RRERRL L
por SSI IAI VATT ¥ NK[ERKVI
odo | SF L FGS[x KKISTKI |
gui LI SSix KDOERKTL
dic ISTFIISIS | FSI [@FLLGQ | FFFREAL NFREKKI
ara X TTL LLGSy RRFL
Ecoli : TNlATDVAS TPI LTFNVSLILSAP | LYQVWAFI AlRAL YKHSRRLYV
* 220 * 240 *
7002 FEL
6803 F
por : LPILI F
odo . LPLLL F
gui . LRI F
dic . TILIS Y
ara SI F
Ecoli : L
260 * 280 * 300
7002 : VL ) S FVVLGAVVL
6803 : VLL ) FVI LGAMVL
por : ILL ) YI ||| STl L
odo 1L | L{INGLLNI | Yl | LVSTI | L
gui 1L L VIIGFLRI GKTNFSI YVI LLST L
dic : ILSLLNLINPTCLI Pl LVI STI LSAI L
ara ) S| WRYVVWGAVV.
Ecol i PEDL RKKRPYVL VGAF L
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* 320 * 340 *
7002 MT{OSLLAGAVVGRYFCEl G VKLSGR~~~~~~~~~~~~~~~~~~
6803 LTOSLLAGAVL GRYFCGEl GCVRLL GK~~~~~~~~~~~~~~~~~~
por VTl | MSSAVLARYFSEVI | LFLLRK~~~~~~~~~~~~~~~~~~
odo LTOLLLSI Al LMBYFSEVA LFLI KNe~~~~~~~~~~~~~~~~~
gui LT@®l LLSSI | LI [MYFCGEASLVLVVEGSQKNNN~~~~~~~~~~~~
dic | T®l LLSSALFVBYSMETLVAI SLTKNTKFSN~~~~~~~~~~~~
ara VTOM_LATPLLGRYLCEAWWKL TCR~~~~~~~~~~~~~~~~~~
Ecol i OTLLAI PMWCNRFEI [€VFFSRFYVGKGRNREEENDAEAESEKT
7002 : ~~
6803 : ~~
por Do~
odo Do~
gui Do~
dic Lo~
ara Do~~
Ecoli : EE
Ar abi dopsi s thaliana und Escherichia coli: tatC

Alignment der ycf45 Sequenzen

* 20 * 40 *
6803 e e
por L e
odo L e
cyacal : ~~~~~~~mmmm e
ara : MLSLSLSNHVPPLTLLSHERRI LKLQSRSSI LFHQLFHTKFLLLSNSSSL

60 * 80 * 100
6803 et MSEL SLAHQDYPV! EQELSI LgKPI QAI
por et M1 A EKELEI L{gHFVREPLK(gS
odo e R MVRDEDEDNEI KNL[{ZFL I RONI
cyacal : ~~~~~~~~~~mmmm e M.l F RHFLPVVgRFVYKSL
ara :  SSSHGVVAI SASPSSVAVPEL EDEDHFDDEMRRELALVFEEI RQTL

* 120 * 140 *
6803 SFPGTAVYLGHEPI AKEBPLQYAI DR
por SFPGNPEYLSQRSI S LDYCVK
odo SFTTGPEYLSQKVI S | NHFTKRI S

cyacal : EKTENLTHKKI TKKHLLRCI KKI
ara : aFPSGDFVI SDDAVRVKBLEFAVS
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6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

360 * 380 * 400
NVAPPT[ESMAVIEML EROKWI'T HSDVALTI [BNL [ PPVEQL[RYMNEQEEL

VAAPAZQN Al (=l HDRKAW VHEKVEETI [BQ (HQGHQPF V!
SAYPAZQ Al [=I NTENSWTI HEDI KSSI [BLLMRKSFTGT
GCSOgNATI INKKRTVKVYTSVEQSIlAJLiIEVNNSQ
SGPST[gNCGAEI VSKTEVRVERSLEATV[BAI [RAGRL PNVEI

SIVKL I
2Kl KS

* 420 * 440 *
ETVEAQPQERTPQPPPYFSL GL VDDRQIRPRPTGLRSTGRVKPQAPL H
LKCYPSQ STEVL- - ------- STNSSSEQKMSSLKQKTHFL QQREVKN
FIKYKKLQ DTETL- - ----- - - LKDSNSE- KI QTI NRSNNVE- TRSQKS
TIRSL NY QDE ~ e e e e e e e e e e e e
MEKEPF| DEKTVDKK- - HEEETLDVSKBTKEETVS- - - - - - -« - - - - -
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6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

6803
por
odo
cyacal
ara

460 * 480 * 500
ANADQVRDFERL L EQSWQQWEGDDEPKI RVPGPNGEDL PVYVYPNGVGRS
KTEDLNKLENR- - DTSLLSTTI NTPVNI NNHSFQVEASI QYL YAYSLSW)
LEYFQNS- - = = == mmmmmmmmmmm e KAKKCFI FI ¥SLPSN

* 520 * 540 *
QLDQVI DI LQL PVAVIIKDVHQADAVL AL RSHVKGNOKL ROMAKG QP
HI TSVI SALDLPI | LTKEI EKSDAI LALRSQVKQNTKLRQ AKSRQ | |
LI SEI LNKLKFQYVLTKELQKSSLI VGSKVSLNQNFKLKKLAQQCS

560 * 580 * 600
GVKSNTI PBI' SRALKRI L GVDEPHKAEAADL RL FTRSGSNDEL EAL EEAR
TI QNSTVP@I TRALRKI LNI NTSSDLNWKL- - - CKSKKFYEI QAL QEAK
SVNKENI Y@ | - SLVKL K~~~ e

VTKTNSG @VAKAI RALL- - - TDYEDGL GEFGSEDRL KL SEKMDALEEAR

* 620 * 640 *
LAVEQ VI PTGQPVELLPRSPHVRKMQHEL VEHYRL QSDSFGDEPNRRLR
LAI El I I LNENSI VQLTPRSAY! RKMQHNL|I DNYQL RARSFGEEPYRKLR

e e e o o e et ot et et et Pt et et et Pt et et Pt Pt et Pt Pt et et Pt Pt et Pt Pt et et Pt Pt et Pt Pt Pt et Pt Pt et Pt Pt Pt et P

s s e o o s o o s P s o s s P s o P o o s Pt P P P P s o s Pt P P P P P T s

Walker Motive
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Alignment der ycf46 Sequenzen

* 4
6803 : ~~~~~~~~~mmmm RAOY LYEPU
por [ ~~~mmmmmmmm e~~~ KSRl | LN
0do | ~~~mmmmmmmm s YPRER NTE
gui  : MNFELI LLYYGKKI F YPRR{ NT

60
6803 : SAQRLA\IRS ALEE PASSNG
por : QLFCLDNEK D RNPLEALEZ DTPYLNL
odo : HI KANLRSI D RNPLGAL E[ll TSETPAL
b

O *

gui . Al QSFT | [RNHNCONRSERDKFTLETPLL
* 140 *
6803 : L ARRL KAEANNL VIRVAPQI
por LSQ | KT NI | (JVSCKV
odo VSRI LKL TI | (Wl GSDF
gui LAKSLRNQSNTI V{§l ASDLT,
180
6803 :
por
odo
gui

* 220 * 240 *
6803 : NLARCLEADHGQLGADDVELM. _egQ MDFYPASERI'S
LANSIRLMEFYPYKKATE

por : TITKTIAQYGQLDSRSLPI | |
OJIE| [BEYW\SVNEK

odo : MLSKI I ATHKTI DENSI SI LL I
gui  : MLAKI | ATYKElI NVESLDLVF LIESOIQ MEFYNPVTKI S

.1

<
.1
.1

6803 :
por
odo

gui

6803 :
por
odo
gui
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6803 :
por
odo
gui

6803 :
por
odo
gui

* 420 * 440 *

| GEENKTSREARESVl NRLREHKMADYDI H YETPDOgS{EA=!

RFFEB| PNN=ER=E FoRHWANRRP

| [@El DREE| EEKEREKI [g] OEFRE FDYKKIHAQL SES|gNICA\SRR
| GRgDL KISRECREKMglL KKI [RiE TYDTEI

6803 :
por
odo
gui

460 * 480

QL |
Qs |

ESI

— AAA-Box
— Waker Motive

Alignment von Y cf46 und Sr10374 von Synechocystis sp. PCC8603

sl r0374 :

ycf 46

sl r0374 :

ycf 46

sl r0374 :

ycf 46

*

* 20 * 40
~~ LS AOYPLNY(S R WYRI V@EVTRHRLF TV
MI'F FEL AOYPL RY|[Nlx AL [=Mal ASSAERIL - DF

60 * 80 * 100
THEFREYGVAQRKTHHNTI SPE RQEP| | FKIBL HHgl SSPAV
VE[eY QGGNPNGANVGRREPL QAL EF[=KL PASS VL RBFNRgLDDVSI

* 120 * 140 *
TRWHREAI ASFINGTEEAI | LVSEYQET|gl SREKDVWYLBEAREDL VTLOE
AKIMENL ARRL [MA NLVI VARQ VI [ AEl | T\YMBEPARESSAEI (J€
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160 180 * 200
sl r0374 : VL GKSRHAL GEDSREKL L KIAYA (€RTKDEAE NEORTEG
ycf 46 . El ERL|MTGL GOKVESSL [gDEVWSRAYA SMERI R LARCLAD €oNGAD
220 240 *
sl r0374 : BYI| EE =
ycf 46 : DFYPA =
260 300
sl r0374 : IL <TTSRL el PLLRLOYGR
ycf 46 : <AIAH LPLLRLOYGR F-
320 340
sl r0374 : ENALKT! F FA A DG
ycf 46 : QNlNL - - DG
360 * 380 400
sl r0374 : CSFIRTWYOEKTSPVFVVATA Dx | PleERl RKGRFDEI FF =
ycf 46 : CAFRTWWAEKTSPVFWYIATA PIEE[ML RKGRFDEI FF =
420 440 *
sl r0374 : R=ANE HK- RRKDTSRF ARTS e/l
ycf 46 S REAI S NRL [RPHKMAD IH AYETP el L
460 480 * 500
slr0374 : @ KSTL Fﬂ'-f ASASVAEY
ycf46 @ @ 2 SRD- SGF
slr0374 : QRLEF
ycf 46 PAI S~

Alignments der sequenzierten Synechococcus orf-Sequenzen mit Synechocystis

Alignments der orf- Sequenzen des ycf35 Klons

Orfl

orfl

sl 11367 -

*
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60 * 80 * 100
orfl RAVA\RRENHNEREF L G RSTPLDRI [RA GSCFAYRNLRAY
sl 11367 : |[RAFAEL HDQTEDI DDe HRSTPLDRI [BA AGSCFQURSLAS
* 120 * 140 *
orfl . GFe 2SL L A = NL R
sl 11367 : SYeL P I L E ENSEl [gRERRFLESEIQ
160 * 180 * 200
orfl : OYHLLNCSTY|[gPPQAVASLLRALI YQER QPOSNQY/ =\
sl | 1367 : SYHLLNCSTY@PPQAVASLLRALI YQER QP €eNYI PIRD
* 220 * 240 *
orfl B Alg ACOLNgRTVEQVL KGMIK\Y KTERNSAE PEGL
sl 11367 : ARACQLNORTVEQVLK H | PINGE- - K Q NARECE
260
orfl Y SATR PL (R
sl 11367 : SRR K
Orf69
* 20 * 40 *
orf69 L~ I G Al HE q
ssl 1263 : MGGLTW)IL T| e Al B d
60 * 80
orf 69 . E - - [MVSLTATTNPV! !\v~~~~
ssl 1263 : QT FlEae T Sigl NOQSVQQSQTLESIIPGGS
Orf141
* 20 * 40 *
orfl4l : ~~~~~ MT{§FENSP JEEPEL GGEARNBII Gy CGILR D
sl 10662 : MWI ADLNgP- PD GEEPEL GQAb, FDi GH C3=LR=3GVYVO
60 * 80 * 100
orfl141 T TR SARIAYRODEDASEl \[OFANDI[O2Y/D
sl 10662 | A T| SSRAFSONEDD=AV] (OFANDI LGB
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orfl41

sl 10662 :

Orfl64

orfl64

s 10361 -

orfl64

s 10361 :

orfl164

sl 10361 :

orfl64

s 10361 -

Orf2

orf2

sl r1039 -

orf2

sl r1039 -

orf2

sl r1039 -

orf2

sl r1039 -

120 * 140
I

*
LD TERRA SVIGEREr- - - SEGWRVRRSARKPKPSRKP
Vv HL SEKERHOQNZEMEYPQ NFHL ~~~~~~~~~~~~~~~

* 20 * 40 *
~~~~~~~~ ST O B L
MPMSPSVRFT G [ SWevlI LMEAR- - - - - - I CGAS@ Q

60 * 80 * 100
| QSTVTEAQTLVONEPTREAPIFNFERVEQAAL KMIREATA 3
CRQLI LI TKQVA- - Ecﬁ;KYR TSTEEEVEN AFDATET = B
* 120 * 140 *
SQWKTNETQ SONESRINTNIY RO\ L EAS TISSL S(IACTEE
PVLANYOGEL VSR(OGNAFNIR TV ESI(e) L TNl WekQvAy)l [€QdE
160 *
8T GQALNDY®SAKYQAVTATEDP
eQVI TNI fVHe®QP~~~~~~~~~~

* 20 * 40 *
UR LEPEVNDREAEANEYDANDF ADL WTTYSCETRFYEE
Y ERI L EPEVNVDUEAEANSYDANDF L AOR- ACQLGPSKETYHB

60 * 80 * 100

L Al Pl LL{eCeRPOVQI [(ejJDRA AR € T, \
ARl Pl L LIACERPEVO! LEAlDlEA A\l AKENYI YA€ E

120 * 140 *

FDGVI ANSL CHHL PRPLDFLREVKRVLKPHGFLLI RD

*
YADA x\\P
=Y/DA & YAN

e e e e e e e o o o s s s s s s s P P P P P P P P s P P P T s e o ot Pt Pt Pt P P P Pt P P P P P P

LI RPESPEKLADFVTAI GSDYNDQQRKLFADSLHASLTI AEI QDYLQHLG
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orf2

sl r1039 -

VWGDDGPNL ELHL YQSSDRHWI LEKKFQSSTI VOR

Alignments der orf- Sequenzen des ycf43 Klons

ClpP

cl pP

sl 10930 -

cl pP

sl 10930 :

cl pP

sl r0930 ;

cl pP

sl 10930 -

cl pP

sl 10930 :

cl pP

sl r0930 :

cl pP

sl 10930

cl pP

sl r0930 :

R o R S

e e e e o s e e et et Pt et et et et et et et Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt et et et et et Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt
e s o s s o s o s s P s s P P s s Pt P P o P P P s P P P s Pt P P P s s s e o e
e e e e o s e e et et et et et et et et et Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt et et et et et Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt Pt
e e e e e e o o s e o s s s s s P P P P P P P P s P P P P s e o ot Pt Pt Pt P Pt Pt Pt P P P P P P

VOAWDTVQEKL SFSDRFGL TL TFPPANQDTYLM VHHLAKQAQ NLSETE
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* 420 *
clpP | ~~~~~
sl r0930 : LDFRAKQWATRHNGRSGRTARQFVDYLI GEQGLTSP
Orf143
* 20 * 40 *
orf143 : [VANGIAZeE\ R A O T|=MWAVARRNIKN eyl | VWAGEA
sl 11897 : |[VANALAZec\ L R (SEMPW. VT RYS]S CORARRYePE
60 * 80 * 100
orf143 : INCRZAWAS| | SL[ET xKDI BL TDPKRLRABNGESEI (X5 [RHKe
sl 11897 : RNERTAWA=- VTKgP x- ELP® L MSDQAKL BMERVEL IR 5L [R(HKE
* 120 * 140
orf143 : [OZMEK| |SHRFPCENIDE HT | Kl QNRRVg G
sl11897 : [OxWER oD@l LRDL[E P R Q Y G
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Anhang A3: Sekundarstrukturberechnungen

Die Sekundarstrukturberechnungen wurden mit dem PSI-Pred 2.0 Programm (Brunel
Univergty) durchgefihrt.

Legende:
D iciix —  Coil
C—> Faltblatt ];.:.]]][ Wahrscheinlichkeit

Sekundérstrukturberechnung fir den Synechococcus ycf 35

T O I A P 1 1 1 e 6

Fred: E:t:' .j g J'. — P
Fred: CCCCCEEHHHHCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCEEECCCC
an: MEHFRSITIKETEIRITLTSLE SALEDMOTEWEREGE S AVECYEG

10 20 30 40

T P 1 e 0 e e o
Fred: |:> : :

Fred: CCEEEEEEEECCCCCEEEEEECCCCEEEEECCCHHECCCEC
AR: DRRTAEVVIQCINTDYDIGESWIGHEYE LVADLO YHOOE LT

50 (71 T0 20

T 8 e s S e 11
Fred: (T 7 _ -

FPred: HHHHHHHHHHCCCCHHHHHEHHHHCCCCHEARR CCCCCER
AR: VDGFLORLTQGYAYHTILNETHEQERGY SEQOMRITEDGS IR

20 1an 110 120

cont: 10000zt
Fred: ::}_

Fred: EEEEECC
AR: LUVVORWS
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Sekundéarstrukturberechnung furr der Synechococcus sp. PCC7002 ycf36
cent: 1000000320000 00003a03000000=000a000as0aaml
== I
Fred: CCCCCCCCCCCCCCCCCC CHEBHABHAC COCCC CCHARABA
Ad: MIMISETTF CEVPEEQOFPLIE¥DO LERSWEF SWEITMEMY CY
10 Z0 an 40
e T o o e e s s e s |
e )
Fred: HHHHHHHHHHHAHAHHHHHEEHHACCCCCCC CCEFHHABAHBA
Ad: IRKYVAWVWEWATLIFTPIAWASFEPFDRYFPIMLVLSATLGE
50 &0 70 20
can:jIIIIIIIIIII71177777TjjﬂﬂﬂﬂﬁjﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂF
Pred: 5 ; :| I::} —
Fred: HHHHHHHHHHHHHHBHHHHEHHABAHHACCCCCCCCERECCEER
Ad: MPLLELVLLRLY¥LGWRYIFRDRLOTEKLTYEESCWYDGQIW
90 100 110 1z0
Conf: EI—I'I—|—|—l—|—|_I'I_I—|'|—|—|—|—I'I—|—I—|—|—|—|—|—|—|—I—|—|—|—|—|—|—|—I'I'I—|'I—IF
Fred: > G c=—=] i c—
Fred: ECCHHHHHHCCEEERRFHHHAAHHAHAHAC CERERECCCCCD
Ad: REPEAVLORDRLIVSYQIAPILARIQOTSLIVYVGDRHREFD
130 140 150 150
Conf: Jogmazaalddl
Pred:
Fred: CCCCCCCCC
Al QRSVAATIE
Die Helices 2 und 3 wurden vom MEMSAT (Jones et al., 1994)

al s Transmenbranspan ausgew esen.
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Sekundarstrukturberechnung fir den Synechococcus sp. PCC7002 ycf43

aT= T O 1 O 1 e 1

Fred: U

Fred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHAHHAHBRHAAEHAHBAAARAA
ha WPPTRVERSHMEEIFPDEAEMSFROHLEELEWREIR ¥SLISWS

1a 20 3o 40

e 1 1 e e s 0 1 o 1 1 e e

Ered:_ -; — :iEE:::
Fred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHEHACCCCCEEEECCCCEEEHABHAA
a3 VEWVGCFREPVEPHREPOLER SACCEGVWERFIQWVAPGEFFF LS FE

i e T0 20
cent: 110033030303333333330033398200n033330 300l
FPred:

Fre=d: HHHAHHAEAHARHHEAHEHHARHHAHHEAHEHACCEEEEEEEE R
af: VAGYTEALLASPRTILYOQI TQFVLEPGLTEGERRELLAPVW LG

a0 100 110 120

= o 1 1 1 1 e 1
Fred: 4] ﬂ_{:i>£} .

Fred: CHHAHHEAHARHRAHEHHARHHRAC CEEEC HHHAHHHAHAABEHAA
Ad SEVILEFFAGLARAYVALIFAALITE FITYGADVVE AAWSIER.

130 140 150 1la0

= 1 o 1 1 1 e e 1 1
Fred: }______%1:::}___

Fred: HHHHAAHHEAHRHRAHBEHAHRHHRHHACCCCCCCCHHAHACCCC
Anr: ¥YFRELVLGLHEETGLAFOVEVVOMILEWLGEIVSS SLMLE GW

170 1=0 130 200
Cont: 112003333330-2-0003303333303300333330303
Fred: AEIikI ) £

Fred: CEEEEHHHHRHRAHACCCC CHRHHHAHHHHHAHHRHHAAHAHA
Aar BRVVLGAVVLGAVITESTDEMTOSLLAGAVHMGL YR GET GT

210 220 230 230

Conf: E|:|ZI:.ZI:|:|[

FPred: :}}___
Fred: HHCCCC
an: VELSGE

Bi s auf den kleinen helicalen Bereich von 193-196 sind alle

Hel i ces als Transnmenbranregi onen vor hergesagt;
et al., 1994)

MVEMVSBAT (Jones



Anhang

145

Sekundérstrukturberechnung fir den Synechocystis sp. PCC6803 ycf45
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Anhang A4: Proteinsequenzen der Expressionsproteine

Zusétliche bzw. modifizierte Aminosiuren in Fettdruck

Proteinseqguenz des exprimierten N-Terminus von Synechocystis ycf46

1

51

101
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201

251

MIFSEEFELL LRACYPLLYI
EGYQGNPNGA NVGRRNPLQA LEFI EKLPAS
RKLRNLARRL KAEAKNLVI 'V APQI Yl PNEL
| ERLLTGLGQ KVESSLRDEW SRAAQGLSME
VELMLEEKRQ SI RQTQ LDF YPASERI SDI

ARRYGLLEHH HHHH

SNG FVLRDF

AEIl | TVNDFP

Rl RRVLARCL

GGLDNLKDWL

Proteinsequenz des exprimierten ycf46 von Synechocystis

1

51

101

151

201

251

301

351
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451

MIFSEEFELL LRACYPLLYI
EGYQGNPNGA NVGRRNPLQA LEFI EKLPAS
RKLRNLARRL KAEAKNLVI V APQ Yl PNEL
| ERLLTGLGQ KVESSLRDEW SRAAQGLSME
VELM_EEKRQ SI RQTQ LDF YPASERI SDI
ARRYGLPYPR GLLLAG QGT GKSLTAKAI A
GESEARTROM | NLAEALAPC VFW DEI DKA
| TWLAEKTSP VFVWATANNV QSLPPELLRK

FSVHLNRLRP HKMADYDI HR LAYETPDFSG

PTQEEERLEM Al ASSAQRLG

SNG FVLRDF
AEIl | TVNDFP
Rl RRVLARCL
GGLDNLKDWL
HHWHLPLLRL
FGSMDSHGDG
GRFDEI FFVG

AEl EQ LVEA

FTTDDI LSAA SQVVPLARTA KEQ QFLQEW AAAGKARLAS

PTQEEERLEM Al ASSAQRLG NRSVYYWDFV

NRFLDDVSI S
LPSSAEI QGE
ADHGQLGADD

LRRGGAFSEQ

NRSVYYWDFV
NRFLDDVSI S
LPSSAEI QGE
ADHGQL GADD
LRRGGAFSEQ
DVGRLFGGLV
GTTSRVFGAF
LPNKTEREA

MHI GESQNRE

RDL EHHHHHH
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AbkUrzungsverzeichnis

AAA

aphll
APS
ATP
bp
BSA
Chl
CP43
CP47
CTAB
D'/1Z*
D1

D2
dA/C/GITTP
DCQOB
DNA
DTT
EDTA
Hepes
HRP
1gG
IPTG
kb
MOPS
MSP
NADP
oD
OEC
orf
PAA
PCR
PEG
PS
PVP
Qa/QB
RNA
rpm
Rubisco
SDS
TCA
TEMED
Tris
Triton-X 100

ycf

mit verschiedenen zdlularen Aktivitéten asoziierte
ATPasen

Aminoglykosid-3'-phosphotransferase 1|
Amminiumpersulfat

Adenos ntriphosphat

Basenpaar

Rinderserumabumin

Chlorophyll

Chlorophyll bindendes 43kDa Protein (psbC Genprodukt)
Chlorophyll bindendes 47kDa Protein (psbB Genprodukt)
Hexadecyltrimethylammoniumbromid

Mn-Cluster reduzierende Tyrosine des PS 1
Reaktionszentrumsprotein (psbA Genprodukt)
Reaktionszentrumsprotein (psbD Genprodukt)
deoxyAdenos n/Cytosin/Guanos n/ Thymidintriphosphat
2,6-Dichloro-p-benzoquinon
Desoxyribonukleinsdure

1,4-Dithio-L-threitol

Ethylendiamintetraacetat

4-(2-Hydroxyethyl)- 1- piperazinethansulfonsaure
M eerettichperoxidase

Immunoglobulin G

| sopropylthiogdactosd

Kilobasenpaar
3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure

Mangan dabiliserendes Protein (pshO Genprodukt)
Nicotinamid- adenin-dinudeotid

optische Dichte

Wasserspa tungskomplex

offener Leserahmen

Polyacrylamid

Polymerasenkettenreaktion

Polyethylenglykol

Photosystem

Polyvinylpyrilidon

Chinone des Photosystems ||

Ribonukleinsaure

Umdrehung pro Minute

Ribul osebisphosphat- carboxylase
Natriumdodecylsulfat

Trichloressgsaure
N',N',N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

[4-(1,1,3,3- Tetramethylbuthyl) - phenyl] -
deca(ethylenglycol)ether

hypothetischer Chloroplastenleserahmen
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