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Einleitung 1

I Einleitung

1 Calcium in Eukaryoten

In eukaryotischen Zellen sind Calciuminonen, Ca®*, an der Regulation einer Vielzahl von
zellularen Prozessen beteiligt. Sie wirken als sekundérer Botenstoff, der ein extrazelluldres
Signal innerhalb der Zelle weiterleitet. In nicht angeregten Zellen liegt die Konzentration an
freien Calciumionen in Cytoplasma im Bereich von 100-200 nM (Carafoli 1991). Diese
niedrige Calciumkonzentration wird durch den Export von Calciumionen aus dem
Cytoplasma ins umgebende Medium der Zelle oder in calciumspeichernde Kompartimente
der Zelle wie das endoplasmatische und sarcoplasmatische Reticulum aufrecht erhalten. Der
transmembrane Transport der Calciumionen ins extrazellulare Medium oder in die
intrazellularen Kompartimente erfolgt iiber gradientengetriebene Antiporter mit Na* oder H*
als Gegenion oder uUber ATP-getriebene Calciumpumpen. Als Reaktion auf externe Stimuli
werden Calciumkandle in der Cytoplasmamembran oder in den Membranen der
calciumspeichernden Kompartimente voriibergehend gedffnet und Calcium stromt dem
Gradienten folgend ins Cytoplasma ein (Rasmussen 1989). In Nervenzellen beispielsweise
fihrt ein ankommendes Aktionspotential zur Depolarisierung der Cytoplasmamembran, was
die Offnung von spannungsabhangigen Calciumkanalen in der Cytoplasmamembran bewirkt
und somit den Einstrom von extrazellularem Ca®* ermdglicht. Fiir den Einstrom von Calcium
aus den intrazellularen Kompartimenten muf3 das Signal, z.B. die extrazellulare Bindung eines
Hormons an einen membrangebundenen Rezeptor, von der Cytoplasmamembran zu den
calciumspeichernden Kompartimenten weitergeleitet werden. Dies erfolgt tiber einen weiteren
sekundaren Botenstoff, dem Inositoltriphosphat. Durch die Bindung des Signalmolekils an
den Rezeptor wird ein G-Protein aktiviert, das wiederum die Phospholipase C aktiviert, die
daraufhin Phosphoinositolbiphosphat in Inositoltriphosphat und Diacylglycerin spaltet. Das
Inositoltriphosphat gelangt zu den calciumspeichernden Kompartimenten und bewirkt dort die
Offnung der Calciumkanéle, was wiederum zum Calciumeinstrom ins Cytoplasma fiihrt. Das
bei der Spaltung des Phosphoinositolbiphosphats ebenfalls entstandene Diacylglycerin
aktiviert eine calciumabhdngige Proteinkinase, die Proteinkinase C, die verschiedenste
Zellproteine phosphorylieren kann. Eine Weiterleitung des Ca®*-Signals nach Offnen der
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Kanale erfolgt durch Bindung der Calciumionen an Ca**-modulierte Proteine. Die Bindung
des Calciums bewirkt Konformationsanderungen, wodurch auch die Aktivitat des Calcium-
modulierten Proteins beeinfluRt wird (Moncrief 1990). Intracellulare Ca®*-bindendende
Proteine kdnnen in drei Gruppen unterteilt werden (Niki 1996). 1. EF-Hand Proteine: Sie
besitzen 1-4 der namensgebenden EF-Hand-Doménen, die fur die Calciumbindung
verantwortlich sind. Proteine dieser Gruppe bewirken Ca**-abhangige Reaktionen vorwiegend
im Kern oder im Cytoplasma der Zelle. 2. Ca**/phospholipidbindende Proteine: sie halten sich
vorwiegend im Cytoplasma auf und heften sich als Reaktion auf eine erhohte
cytoplasmatische Calciumkonzentration an die Plasmamembranen an und wirken in der Néhe
der Membran. 3. Ca*-speichernde Proteine: sie befinden sich im sarco- bzw.
endoplasmatischen Reticulum und sind fiir die hohe Ca**-Kapazitét der calciumspeichernden
Kompartimente verantwortlich. Die intrazellulare Lokalisation der verschiedenen Ca?*-

bindenden Proteine wird in Abbildung 1 veranschaulicht.

* EF hand proteins

¢ C2 region protieins
® annexins

cytoplasm /biomembranes

* Ca2* storage proteins

e EF hand proteins
e annexins

Abb. 1: Schematische Darstellung der Verteilung intracelluléarer Ca**-bindender Proteine
(aus Niki 1996)

Den bekanntesten Vertreter der Calcium-modulierten Proteine stellt das Calmodulin dar. Es

wurde urspriinglich in tierischen Zellen entdeckt, ist aber vermutlich in allen eukaryotischen
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Zellen vorhanden (Klee & Vanaman 1982, Klee 1988). Es ist ein hitzestabiles globuldres
Protein mit einem Molekulargewicht von 15-22 kDa und gehért zur Gruppe der EF-Hand
Proteine. Calmodulin selber besitzt keine enzymatische Aktivitat; Bindung von Ca®* verandert
die Konformation des Calmodulins, wodurch die Bindung des Ca**-Calmodulin-Komplexes
an ein Zielprotein ermdoglicht wird. Diese Bindung wiederum verursacht Konformations- und
Aktivitdtsdnderungen des Zielproteins. Auf diese Weise konnen Enzyme direkt von
Calmodulin aktiviert oder inaktiviert werden (LaPorte et al. 1980). Das vom Calmodulin
regulierte Protein mufl3 nicht Endpunkt der Signaltransduktionskette sein. Handelt es sich
beispielsweise um eine Proteinkinase, so kann diese wiederum nach Aktivierung durch den
Ca**-Calmodulin-Komplex andere Proteine durch Phosphorylierung aktivieren. Ein weiteres
Ziel einer Signaltransduktionskette, an der Calciumionen oder andere second messenger Wie
beispielsweise CAMP beteiligt sein kdnnen, ist die Forderung der Transkription bestimmter
Gene. Hierfir werden zum Ende der Signaltransduktionskette Transkriptionsfaktoren
aktiviert, die daraufhin spezifisch die Transkription der Zielgene bewirken (Karin & Smeal
1992).

Grundvoraussetzung fur die Wirkung des Calciums als second messenger ist die
Aufrechterhaltung einer sehr niedrigen Konzentration an freien Calciumionen. In
eukaryotischen Zellen ist der primdre Export von Calciumionen uber P-ATPasen der
grundlegende Mechanismus (Carafoli 1987). Vertreter der P-Typ ATPasen nutzen die
chemische Energie, die in der Anhydridbindung des ATP gespeichert ist, fir den
transmembranen Transport von ein- und zweiwertigen Kationen (Pedersen und Carafoli
1987). Charakteristisch fir P-Typ ATPasen ist die Ausbildung eines kovalenten [3-
Aspartylphosphat-Intermediates wahrend der katalysierten Transportreaktion (Serrano 1988).
Diese kann spezifisch durch mikromolare Konzentrationen von ortho-Vanadat gehemmt
werden (Macara 1980). Eukaryotische Calcium-ATPasen werden in Abh&ngigkeit von ihrer
Lokalisation in Plasmamembran Ca**-ATPasen (PMCA) oder Ca®*-ATPasen des Sarco- bzw.
Endoplasmatischen Reticulums (SERCA) aufgeteilt. In Abbildung 2 ist beispielhaft fir die
Gruppe der SER-Ca®*-ATPasen die abgeleitete Sekundarstruktur der Calcium-ATPase des
Endoplasmatischen Reticulums aus Kaninchenmuskeln dargestellt.



Einleitung 4

Cytoplasmic
dOmains ——p
N
s1{sz |s3 |8t Jos | +— Stak c
80 |mzmmm£“’olusum0ytodasm
- [
Membrane |yl sz seallnaa ‘mrms mefims 1o
78 BT 280 288 783 00 oo M7 950 G4l Lumen

Abb. 2: Abgeleitete Sekundarstruktur der Ser Ca**-ATPase

Die Abbildung zeigt die aus der Aminosauresequenz abgeleitete Sekundarstruktur mit 10
transmembranen Helices (M1 - M10) und 5 stalk Helices (S1 - S5) (nach Brandl et al. 1986). Die
Nummern Uber und unter der Membran geben die Positionen an beiden Enden der transmembranen
Helices fur die Ca**-ATPase des Endoplasmatischen Reticulums aus Kaninchenmuskeln an (aus
Toyoshima et al. 1993).

Die Plasmamembran Calcium-ATPasen und die Ca?*-ATPasen des Sarco- bzw.
Endoplasmatischen Reticulums unterscheiden sich nicht nur in der Lokalisation sondern auch
in der Regulation (Abbildung 3). Die PMCA besitz am C-Terminus eine autoinhibitorische
Doméne, die mit dem aktiven Zentrum der ATPase interagiert und diese hemmt (James et al.
1995). Die Bindung von Calmodulin, calciumabhangige kontrollierte Proteolyse durch
Calpain oder Phosphorylierung durch Proteinkinase A oder C fiihren zu Konformations-
anderungen, die das aktive Zentrum freilegen und somit die ATPase aktivieren. Die Rolle der
autoinhibitorischnen Doméne wird in der SERCA durch ein gesondertes Protein, dem
Phospholamban, tbernommen. Im dephosphorylierten Zustand bindet Phospholamban an die
ATPase und unterdrickt ihre Aktivitat. Wird Phospholamban durch Proteinkinase A oder
einer Ca**/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase phosphoryliert, so wird in Analogie zur
Phosphorylierung der inhibitorischen Doméne der PMCA das aktive Zentrum der ATPase

freigelegt, was zur Aktivierung des Enzyms fiihrt.
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(a) INHIBITED (b) INHIBITED
Plasma membrane Ca?* pump SR Ca? pump
Active site ~C CaM-binding domain Phospholamban
9 Active sne
CaM PKC CaMK
PKA
Calpain Proteolysis c
N N ~C
~ P
Active site  CaM-binding Act c/ ) Active site  CaM-binding Active site PP
domain (o} ctive site domain e}
ACTIVE ACTIVE ACTIVE ACTIVE

Abb. 3: Analoge Regulation der Plasmamembran und SER Ca**-ATPasen

Die SERCA wird durch eine externe inhibitorische Doméane, das membrangebundene
Phospholamban, in der N&he des aktiven Zentrums inhibiert (b). Phosphorylierung durch
Proteinkinasen fuihrt zu einer Dissoziation des Phospholambans und Aktivierung der Pumpe. Die
Phosphorylierung der Calmodulin-bindenden Domé&ne der PMCA (a) fuhrt ebenfalls zu einer
Dissoziation der C-terminal lokalisierten autoinhibitorischen Doméane. Calmodulin und Proteolyse
durch Calpain fuhren ebenfalls zur Aktivierung (aus James et al. 1995).

2 Calcium in Prokaryoten

Im Gegensatz zu der beschriebenen Wirkung von Calcium als second messenger in
Eukaryoten ist die Beteiligung von Calcium an regulatorischen Prozessen in Prokaryoten
noch nicht eindeutig geklart (Onek und Smith 1992). Jedoch nehmen die Berichte tber
calciumabhangige Regulation und die Entdeckung der hierfiir erforderlichen Proteine auch in
Prokaryoten in den letzten Jahren deutlich zu (Norris et al. 1996, Herbaud et al. 1998). So
konnte beispielsweise in verschiedenen Bakterien die Beteiligung von Calcium an
Bewegungsvorgangen beobachtet werden. In Escherichia coli fihrt ein veranderter
Calciumgehalt der Zellen zu Stérungen des chemotaktischen \erhaltens (Tisa und Adler
1995). Ebenso wird die Phototaxis von Halobacterium halobium von Calcium beeinfluf3t
(Schimz und Hildebrand 1986). Sowohl fir die gleitende Bewegung auf festem Untergrund
als auch fiir das freie Schwimmen von Cyanobakterien konnte ein EinfluR von Calcium
ermittelt werden. Flr die Gleitbewegung von Phormidium unicatum ist ein extrazellulares

Ca”*-bindendes Glycoprotein, das Oscillin, essentiel (Hoiczyk und Baumeister 1997). Das
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Schwimmen von Synechococcus WH8113 erfordert Calcium (Pitta et a 1997). Aber auch
bewegungsunabhéngige Vorgange wie die Bildung von Heterocysten (Haselkorn 1978) oder
die Stickstoff-Fixierung in Cyanobakterien (Chen et al. 1988) werden von Calcium beeinfluft.
Neben diesen beobachteten Effekten von Calcium auf Bakterien liefert die ansteigende Zahl
an sequenzierten bakteriellen Genomen immer mehr Informationen tber die Verbreitung von
Genen, die an calciumabhangigen Regulationsprozessen in Prokaryoten beteiligt sein kénnten.
Der experimentelle Beweis fir die aus den Sequenzen abgeleiteten Funktionen steht in den
meisten Féllen allerdings noch aus.

Die cytoplasmatische Calciumkonzentration in Prokaryoten muf3 ahnlich wie in Eukaryoten
schon aufgrund der geringen L&slichkeit von Calciumphosphat auf einen sehr niedrigen Wert
eingestellt werden (Kretsinger 1979). Fir den prokaryotischen Modellorganismus Escherichia
coli wurde ein Wert an freien Ca®*-lonen im Cytoplasma von 90 nM mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 (Gangola und Rosen 1987) und ein vergleichbarer Wert von
100 nM unter Verwendung des lumineszierenden Proteins Aequorin (Watkins et al. 1995)
ermittelt. Die Konzentration an freien Calciumionen in Escherichia coli liegt somit im
Bereich von eukaryotischen Zellen. Das Aufrechterhalten des Calciumgradienten gegentiber
dem umgebenden Medium scheint in Prokaryoten tberwiegend durch sekundére Antiporter
wie Ca®*/H" Austauscher (lvey et al. 1993) und Ca*"HPO4/H* Austauscher (Ambudkar et al.
1984) zu erfolgen (Rosen 1987). In letzter Zeit wurden aber auch in prokaryotischen
Organismen Calcium-Pumpen gefunden, die groRe Ubereinstimmungen mit eukaryotischen P-
Typ-Calcium-ATPasen aufweisen. Hierzu gehéren Ca®*-ATPasen aus Flavobakterium
odoratum (Peiffer et al. 1996), Synechococcus sp. Strain PCC 7942 (Berkelman et al. 1994,
Kanamaru et al. 1993) und Synechocystis sp. PCC 6803 (Geisler et al. 1993, 1998). Das
Vorhandensein von Calcium-ATPasen in prokaryotischen Organismen lassen im Gegensatz zu
friheren Vorstellungen darauf schlieen, dal sich calciumtransportierende P-ATPasen bereits
im prokaryotischen Stadium entwickelt haben. Die phylogenetischen Beziehungen der
Mitglieder der P-ATPasen wurden von Mgaller (1996) wie in Abbildung 4 dargestellt
zusammengefalit.

Demnach erfolgte bereits in prokaryontischen Organismen eine Aufteilung in Typ | und Typ
Il P-ATPase. Typ | P-ATPasen transportieren Schwermetallionen wie Cu*, Cd** und Ag* und
sind charakterisiert durch eine Schwermetallbindestelle im N-Terminus des Proteins. Typ Il P-
ATPasen katalysieren den Transport von Kationen mit geringerem Atomgewicht wie H*, Na”,
K*, Mg® und Ca*. Diese teilten sich wiederum in zwei Unterklassen mit dem Typ A
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(Na' K*-ATPase, H' K*-ATPase, SERCA ATPase und andere Ca®* transportierende ATPasen)
und Typ 11B (Plasmamembran Ca®*-ATPase und H*-ATPase).

HKA
NKA

Procaryotic Stage

A SCA

Type Il
Modern Procaryotes

Ancestor

Heavy Metal ATPases
(Procaryotes & Eucaryotes)

Abb. 4: Phylogenetische Darstellung der P-Typ ATPasen

HKA: H, K'-ATPase, NKA: Na* , K*-ATPase, SCA: Ca*-ATPase des Sarco- Endoplasmatischen
Retikulums, PMCA: Plasmamembran Ca®*-ATPasen, HA: Protonen ATPasen (aus Moller et al. 1996).

Prokaryotische Organismen besitzen durch calciumexportierende Austauscher und zum Tell
auch durch Calcium-Pumpen die Mdglichkeit, die cytoplasmatische Calciumkonzentration auf
einen niedrigen Wert einzustellen. Wird die extrazellulare Calciumkonzentration plétzlich
erhoht, so steigt in Escherichia coli (Knight et al. 1991) und Bacillus subtilis (Herbaud et al.
1998) die Konzentration an freien Calciumionen im Cytoplasma schlagartig auf das bis zu
200-fache an. Innerhalb von rund 40 Sekunden sinkt die Konzentration wieder deutlich ab
und néhert sich im Laufe von Minuten wieder dem Ausgangswert.

Fur eine Wirkung des Calciums als Signalmolekil in Bakterien missen zusétzlich zu den
calciumexportierenden Proteinen auch Systeme vorhanden sein, die einen kontrollierten Ca®*-
Influx ermdoglichen. An right-side-out \esikeln von Bacillus subtilis konnte eine
proteinvermittelte Aufnahme von Calcium gemessen werden, die der von eukaryotischen
spannungsabhangigen Kandalen ahnelt. (Matsushita 1989). Die entsprechende Gensequenz
konnte bislang noch nicht ermittelt werden. Ein vollkommen andersartiger Aufbau eines
Calciumkanals wurde von Reusch et al. (1995) beschrieben. Dieser Kanal in der
Plasmamembran von Escherichia coli besteht nicht aus Proteinen sondern aus einem Poly-3-
Hydroxybutyrat/Polyphosphat-Komplex. Er besitzt viele Eigenschaften von Protein-Calcium-
Kanélen wie spannungsabhdngige Aktivierung, Selektivitat fur zweiwertige Kationen
gegeniiber einwertigen Kationen, Durchlassigkeit fir Ca®*, Sr** und Ba* und Hemmung
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durch La*, Co*, Cd** Mg?. Welches der beiden beschriebenen Ca*-Influxsysteme in
Bakterien vorwiegend genutzt wird oder ob beide Systeme parallel arbeiten ist noch unklar.

Fiir eine Weiterleitung des durch einstrémendes Calcium entstandenen Ca**-Signals innerhalb
der Zelle miissen Ca®*-bindende Proteine vorhanden sein. Die Existenz von Calmodulin-
ahnlichen Proteinen in Bakterien, die nach Calciumbindung andere Proteine aktivieren
kdnnen, wirde die Theorie einer calciumvermittelten Signaliibertragung in Prokaryoten
unterstutzen. Tatsachlich konnten Proteine mit Calmodulin-dhnlichen Eigenschaften in den
verschiedensten Bakterien wie Halobacterium salinarium (Rotharmel et al. 1995),
Myxococcus  xanthus (Inouye et al. 1983), Bacillus subtilis (Fry et al. 1991),
Saccharopolyspora erythraea (Swan et al 1987), Escherichia coli (Harmon et al. 1985) und
den Cyanobakterien Oscillatoria limnetica (Kerson et al 1984), drei Stammen von Anabaena
(Pettersson und Bergmann 1989, Bianchini et al. 1990) und Nostoc sp. PCC 6720 (Onek et al.
1994) gefunden werden. Diese Proteine wurden vorwiegend auf ihre Fahigkeit, Calcium zu
binden und andere Enzyme (wie die NAD-Kinase) zu aktivieren, untersucht. Eine Analyse der
Sequenzdaten dieser Proteine, falls vorhanden, ergab lediglich fur das calciumbindende
Protein Calerythrin aus Saccharopolyspora erythraea die fir eukaryotisches Calmodulin
charakteristischen EF-Hand-Ca®*-Bindedomanen. Auch die systematische Suche nach EF-
Hand Domadnen in den genomischen Datenbanken von Bacillus subtilis (Kunst et al. 1997)
und Escherichia coli lieferte kein weiteres bakterielles EF-Hand Protein (Herbaud et al. 1998,
Holland et al. 1999). Beide Organismen besitzen aber mehrere Proteine, die Ca*" binden
kdnnen. In Bacillus subtilis wurden vier dieser Proteine ansequenziert und der entsprechenden
DNA-Sequenz zugeordnet. Es handelt sich hierbei um Flagellin, Alkyl Hydroperoxid
Reduktase C (Aphc), ribosomales Protein B-L9 und ein Kélteschockprotein (CspB). Uber
eine mogliche regulative Funktion dieser calciumbindenden Proteine wird spekuliert
(Herbaud et al. 1998). Ein interessantes Ergebnis in Bezug auf potentielle Zielproteine der
Ca®*-bindenden Proteine lieferte das Calmodulin-dhnliche Protein aus Anabaena sp. strain
ATCC 29151. Extrakte des Ca®*-bindenden Proteins aktivieren sowohl die cAMP
Phosphodiesterase aus Rinderhirn als auch die eigene (Anabaena) Adenylatcyclase (Bianchini
et al. 1990). Dieses ertffnet die Mdglichkeit, dal3 dhnlich den Eukaryoten auch in Bakterien

die beiden second messenger Ca®* und CAMP interagieren.
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3 Calcium in Synechocystis PCC 6803

Synechocystis PCC 6803 ist ein einzelliger phototropher Prokaryot, der zur Gruppe der
Cyanobakterien gehort. \Vertreter dieser Gruppe besitzen drei Membransysteme: die &ullere
Membran, die Plasmamembran und Thylakoidmembranen. Die Anordnung der drei
verschiedenen Membranen wird in Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 5: Modell der Membransysteme einer cynabakteriellen Zelle
(aus Gantt 1994)

Cyanobakterien zeichnen sich wie die Chloroplasten der Pflanzen durch zwei in Reihe
geschaltete Photosysteme aus. Phylogenetische Studien haben gezeigt, dal} sich die
Chloroplasten der Pflanzen durch Endosymbiose von phototrophen Prokaryoten entwickelt
haben (Margulis 1981). Aufgrund seiner leichten Transformierbarkeit dient Synechocystis als
Modellorganismus fir Untersuchungen zur pflanzlichen Photosynthese. Seit der kompletten
Sequenzierung des Genoms von Synechocystis PCC 6803 im Jahr 1996 (Kaneko et al. 1996)
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und der daraus resultierenden Zuganglichkeit aller Sequenzinformationen (Cyanobase)
werden an Synechocystis aber auch zunehmend Untersuchungen auf anderen Gebieten wie der
Aufklarung von regulatorischen Prozessen in Prokaryoten durchgefiihrt. Von den 3168
potentiell codierende Regionen der 3573 kb grofien Nukleotidsequenz besitzen mindestens 80
ORFs hohe Homologie zu Proteinen des Zwei-Komponenten-Systems der Signaltransduktion
(Mizuno et.al 1996). Es konnten aber auch typisch eukaryotischen Signalproteinen gefunden
werden; so besitzt Synechocystis 6803 jeweils sieben ORFs mit Homologien zu
Serin/Threonin Kinasen bzw. Serin/Threonin- und Tyrosin-Phosphatasen (Zhang et al. 1998).
Im Genom von Synechocystis befinden sich 9 Gene fir P-Typ-ATPasen, die hohe Homologien
zu P-ATPasen aus Pro- und Eukaryoten besitzen. Von den 9 P-Typ-ATPasen wurde eine
(Sl r1729) dem Typ | A mit einer Spezifitit fir K* und vier dem Typ IB mit einer
lonenspezifitat filr Cd®* (Sl r 0797 und Sl r 0798) bzw. Cu®** (SI'1 1920 und Sl r 1950)
zugeordnet (Axelsen und Palmgren 1998). Es tberrascht, dal die restlichen vier P-ATPasen
(SI'1 1614, Sl r0822,SI10672, Sl | 1076) im phylogenetischen Stammbaum (Abbildung
6) alle in der Gruppe des Typs I1A mit einer vermuteten Spezifitat fiir Ca®* stehen (Palmgren
und Axelsen 1998).

Synechocystis PCC6803*

Abb. 6: Phylogenetischer Stammbaum der P-Typ ATPasen von Synechocystis 6803

Fur den Sequenzvergleich wurden konservierte Bereiche mit insgesamt 265 Aminosauren eingesetzt
(aus Palmgren und Axelsen 1998).

Fiir eine der vier potentiellen Ca**-ATPasen (S| | 1614) konnten bereits experimentelle
Hinweise auf die vermutete Ca**-Spezifitat des Enzyms ermittelt werden (Geisler et al. 1998).
Zur biochemischen Charakterisierung der Ca**-ATPase Sl | 1614 wurde sie in einem
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heterologen Expressionssystem in Escherichia coli Uberexprimiert. Das auf diese Weise
gewonnene Protein wurde zur Herstellung von Antiseren und fur physiologische Messungen
eingesetzt. Das isolierte Enzym konnte durch den typischen Hemmstoff der Familie der P-Typ
ATPasen, dem Vanadat, sowie durch Inhibitoren der SERCAs gehemmt werden. Fir die
Bildung des phosphorylierten Enzymintermediates konnte eine Calciumabhéngigkeit
beobachtet werden. Die eindeutige Lokalisation der Ca®*-ATPase in der Cytoplasmamembran
gelang durch immunologischen Nachweis des Proteins in isolierten Cytoplasmamembranen
einer Synechocystis —Mutante (Synechocystis 6803MRP), in der die Ca**-ATPase Sl | 1614
liberexpremiert wird (Schnorr 1996). Zu den drei {ibrigen potentiellen Ca®*-ATPasen liegen
noch keine experimentellen Daten vor.

Neben den vier P-ATPasen ist im Genom noch ein weiteres Gen flr den vermutlichen Export
von Calciumionen vorhanden. ORF sl r 1336 weist die héchste Homologie zu einem
H*/Ca®*-Austauscher aus Saccharomyces cerevisiae auf (Cyanobase). Somit besitzt
Synechocystis PCC 6803 sowohl Systeme zum primaren Export von Ca®* iiber P-ATPasen,
wie er in eukaryotischen Zellen vorwiegend genutzt wird, als auch fiir den in Prokaryoten
grundlegenden Mechanismus des sekundédren Exportes Uber einen gradientengetriebenen
Austauscher.

Uber die Wirkung von Calcium in Symechocystis 6803 ist sehr wenig bekannt.
Untersuchungen zur Photosynthese haben gezeigt, da® Ca**-lonen an das D1 Protein des
Photosystem Il binden und die Photoaktivierung und H,O-Oxidation beeinflussen (Qian et al.
1999). Weitere calciumbindenden Proteine aus Synechocystis 6803 sind noch nicht
beschrieben worden. Das Vorhandensein von vier potentiellen Ca®*-ATPasen und eines Ca**-
Austauschers lassen aber vermuten, dal eine feine Regulation der intrazelluldren
Calciumkonzentration in Synechocystis sehr wichtig ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die physiologische Bedeutung der vier potentiellen Ca?*-
ATPasen aus Synechocystis 6803 ermittelt werden. Die bekannten Funktionen anderer P-Typ-
Ca”*-ATPasen lassen vermuten, daR sie fir den Export von Calciumionen aus dem
Cytoplasma verantwortlich sind und somit die intrazelluldre Calciumkonzentration regulieren.
Ob der Export der Calciumionen lediglich verhindern soll, daf bei zu hohen
Calciumkonzentrationen im umgebenden Medium die intrazelluldre Konzentration zu weit
ansteigt und es zum Ausfallen von Calciumphospat kommen konnte, oder ob Calcium eine
regulatorische Funktion in Synechocystis besitzt, ist noch vollkommen unklar. Eine Rolle des
Calciums als second messenger wurde eine Feinregulation der cytoplasmatischen
Calciumkonzentration durch die Ca**-ATPasen erfordern.



Material und Methoden 12

IT Material und Methoden

1 Biologisches Material und Anzucht:

1.1 Escherichia coli

1.1.1 Genotyp des verwendete n E.coli-Stammes

XL1Blue rec A" (recAl, lac, endAl, gyrA96, thi; hsdR17, supE44, relAl, [F’ proAB,
lacl9, lacZ AM15, Tn100) (Bullock et al. 1987)

1.1.2 Anzucht von Escherichia coli Bakterien

Flussigkulturen wurden in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (Ampicillin
100 pg/ml, Chloramphenicol 50 pg/ml, Streptomycin 25 pg/ul oder Kanamycin 25ug/ml) bei
37°C uber Nacht auf einem Rundschttler mit 180 - 200 rpm angezogen. Zur Herstellung von
Agar-Platten wurde dem LB-Medium 1,5% Agar-Agar zugesetzt. Nach dem Autoklavieren
und Abkuhlen auf ca. 50°C wurde das Medium mit dem Antibiotikum versetzt und in
Petrischalen gegossen. Mit Bakterien beimpfte Platten wurden ber Nacht bei 37°C inkubiert

und anschliel}end bei 4°C gelagert.

LB-Medium:

10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefe-Extrakt
10 g/l NaCl

Ampicillin-Lésung: 50 mg/ml Ampicillin in H,O pH 7,5 - 8,0

Chloramphenicol-Ldsung: 25 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol
Spectinomycin-Ldsung: 10 mg/ml Spectinomycin in H,0O

Kanamycin-Lésung: 50 mg/ml Kanamycin in H,O
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1.2 Synechocystis sp PCC6803

1.2.1 Nicht-motiler Stamm von Synechocystis sp. PCC 6803

Dieser Stamm wurde freundlicherweise von Dr. K. Steinmdller tiberlassen; er stammt aus dem
Labor von Prof. Bogorad. Hierbei handelt es sich um einen Stamm, der aus dem
Originalstamm von Syrnechocystis sp. PCC 6803 isoliert worden ist und wegen seiner hohen
Glucosetoleranz h&ufig fur Photosyntheseuntersuchungen eingesetzt wurde (Williams 1988).
Dieser Stamm ist im Gegensatz zum Wildtyp, der vom Pasteur Institut konserviert und
verschickt wird, nicht beweglich. Leider werden beide Stdmme in der Literatur als
Synechocystis sp. PCC 6803 bezeichnet, so dal} unklar ist, welcher Stamm untersucht wurde.
Der nicht-motile Stamm wird im Folgenden auch als Syrnechocystis 6803nm (flr nicht-motil)
bezeichnet.

1.2.2 Mutanten von Synechocy stis 6803nm

1.2.2.1 Uberexpressionsmutante Synechocystis 6803nmMRP

Fiir die Uberexpression der Ca**-ATPase Sl | 1614 wurde ein 185 bp Fragment des psbA-
Promotors aus Spinatplastiden (Zurawski et al. 1982) vor den ORF sl | 1614 ins Genom
inseriert, was eine Steigerung des Transkritgehaltes von sl | 1614 zur Folge hatte (Jakobs
1996). Zudem wurde die thermodynamische Stabilitdt eines maoglicherweise
translationshemmenden stem loops in der 5*-UTR der sll1614 mRNA durch den Austausch
einer Base herabgesetzt, wodurch die Translation erleichtert werden sollte (Richter &

Schumann, unverdéffentlicht).

1.2.2.2 Deletionsmutanten von Synechocystis 6803nm

Es wurden Mutanten hergestellt, bei denen die Gene fir vermutliche Calcium-ATPasen
(sl'11614, slr0822, sl10672 und sll1076), und eines Calcium-Austauschers
(sl r1336) gezielt ausgeschaltet wurden. Dies wurde durch Transformation mit einem

Plasmid, auf dem ein Teil des codierenden Bereiches des jeweiligen Gens durch eine
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Antibiotika-resistenzkassette ersetzt wurde, erreicht. Nach Linearisierung und Aufnahme des
Plasmids kommt es zur homologen Rekombination mit den passenden Sequenzen im Genom
von Synechocystis 6803. Es wurden Ein- bis Vierfachmutanten hergestellt. Fir die
Bezeichnung der Mutanten wurde jeweils die Nummer des ausgeschalteten Leserasters
verwendet: z.B. ORF sl | 1614 ausgeschaltet [1 Bezeichnung der Mutante: 1614. Bei
Mehrfachmutanten werden die Nummern aller ausgeschalteten ORFs angegeben. Fir die
Transformationen wurde zunéchst der nicht-motile Stamm von Synechocystis PCC 6803
eingesetzt, spater auch der Wildtypstamm Syrnechocystis PCC 6803, der vom Pasteur-Institut

bezogen wurde.

Einfach- Doppel- Dreifach- Vierfach-

mutanten mutanten mutanten Mutanten

1614nm 1614/ 0822nm 1614/ 0822/ 0672nm 1614/ 0822/ 0672/ 1076nm

0822nm 1614/ 0672nm 1614/0822/1076nm 1614/ 0822/ 0672/ 1336nm

0672nm 1614/ 1076nm 1614/0822/1336nm 1614/ 0822/ 1076/ 1336nm

1076nm 1614/ 1336nm 1614/ 0672/ 1076nm 1614/ 0672/ 1076/ 1336nm

1336nm 0822/ 0672nm 0822/ 0672/ 1076nm 0822/ 0672/ 1076/ 1336nm
0822/ 1076nm

0672/ 1076nm

1.2.3 Originalstamm von Syne chocystis sp. PCC 6803

Dieser Stamm wurde vom Pasteur-Institut bezogen (Rippka et al. 1979). Auf der Platte wéchst
dieser Stamm in diffusen, nicht scharf begrenzten Kolonien.
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1.2.4 Deletionsmutanten von Synechocystis PCC 6803

Einfach-

mutanten
1614
0822
0672
1076

1336

Doppel-

mutanten
1614/ 0822
1614/ 0672
1614/ 1076
0822/ 0672
0822/ 1076
0672/ 1076

Dreifach- Vierfach-

mutanten Mutanten
1614/ 0822/ 0672 1614/ 0822/ 0672/ 1076
1614/ 0822/ 1076
1614/ 0672/ 1076
0822/ 0672/ 1076

1.2.5 Fliissigkultur von Synech ocystis 6803

Die Anzucht von Synechocystis erfolgte in Erlenmeyerkolben (250 ml), die mit 100 ml

Medium geflllt und mit einem Zellstoffstopfen verschlossen waren. In einem klimatisierten

Raum wurde die Temperatur auf 26°C eingestellt. Die Kulturen wurden unter Dauerlicht

angezogen. Um eine gute Durchmischung zu gewaéhrleisten, wurden die Kulturen auf einem

Rundschdttler inkubiert. Als Kulturmedium wurde das BG11 Medium verwendet.

Standardbedingungen:

Temperatur: 26°C, Licht: 30 umol Photonen/(m?s) Dauerlicht,Schiittlergeschwindigkeit: 150

rpm, Kulturmedium: BG11

BG11 Medium (Castenholz 1988):

17,6 mM NaNO3

29 uM Citronensdure

0,18 mM KoHPO,
0,3 mM MgSO,4
0,19 mM Na,COs3

30 uM Felll NH4-Citrat

245 M CaCl,
3 UM EDTA

Spurenelemente
46,3 UM H3BOs
9,15 UM MnCl,
772 nM ZnS0Oq4
1,6 uM NazMoO,4
316 nM CuSOq4
170 nM Co(NOs),
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1.2.6 Anzucht von Synechocystis 6803 auf Agarplatten:

Fur die Anzucht von Synechocystis 6803 auf Agarplatten wurde BG11-Medium vor dem
Autoklavieren mit 1,2% Agar und 5mM Natriumthiosulfat versetzt. Das auf ca. 50°C
abgekihlte Medium wurde bei Bedarf mit der entsprechenden Menge Antibiotikum versetzt
und zu je 50 ml in Petrischalen gegossen. Nach Animpfen der Agarplatten wurden die
Petrischalen mit Parafilm verschlossen und unter Standardbedingungen, jedoch ohne
Schdtteln, inkubiert.

2 Methoden

2.1 Allgemeine molekularbiologische Arbeitsweisen

Zum Ansetzen und Verdunnen von Ldsungen wurde ausschlielich bidestilliertes Wasser
verwendet, welches im Folgenden als H,O bezeichnet wird. Alle fur molekularbiologische
Techniken eingesetzten LoOsungen, Reaktionsgefale und Pipettenspitzen wurden durch
Autoklavieren fiir 25 Minuten bei 121°C und 100 kPa sterilisiert. Animpfen und Ausplattieren
von Bakterien fand stets an einer sterilen Werkbank statt.

2.2 Isolierung genomischer D N A aus Synechocystis

10® bis 10° Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 7500g, 4°C), in 350 pl TE-Pufer
resuspendiert und mit 350 pl 2 x Extraktionspuffer versetzt. Es wurde 600 pl Phenol (H2O
geséttigt) hinzugegeben und 15 min bei 65°C in einem Thermomixer unter leichtem Schitteln
inkubiert. AnschlieBend wurden 600 pl Chloroform zugeben und durch mehrmaliges
Invertieren gemischt. Die Proben wurden 10 min bei 14000g und 4°C zentrifugiert. Die
walrige Phase wurde mit 1 ml Chloroform ausgeschittelt und erneut zentrifugiert. Die
Nukleinsauren der walrige Phase wurde mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetatldsung und 2,5
Volumen Ethanol Uber Nacht bei —20°C gefallt. Die prazipitierten Nukleinsduren wurden
durch eine 15 mindtige Zentrifugation bei 14000g und 4°C pelletiert, mit 70%igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 100 pl TE-Puffer resuspendiert. Zum Entfernen der RNA wurde
ein Verdau mit DNase-freier RNase durchgeflhrt. Hierzu wurde der Ansatz mit 10U RNase

versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurde erneut eine Phenol-Chloroform-
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Extraktion sowie eine Ethanolfallung durchgefuhrt. Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 50

ul TE-Puffer resuspendiert.

TE-Puffer: 2 x Extraktionspuffer:
10 mM Tris/HCI pH 8 100 mM Tris/HCI pH 8,6
1 mM EDTA 20 MM EDTA

20 mM EGTA

2 % SDS

1 % B-Mercaptoethanol

2.3 Spektralphotometrische Quantifizierung von Nukleinsiiuren

Mit Hilfe des Spektralphotometers war eine genaue Konzentrationsbestimmung reiner
Nukleinsaurelésungen moglich. Die Absorption eines Aliquots der Nukleinsdaurelésung wurde
bei 260 nm und 280 nm gemessen. Lag der Quotient aus Ageso/Azgo ZWischen 1,8 und 2,0, so
war die L6sung frei von Proteinen und Phenol, und die Konzentration konnte nach folgenden

Formeln berechnet werden:

Fur DNA-LOGsungen: [DNA] = Azeo 50 pg/ml
Fur RNA-LGsungen: [RNA] = Azeo LHO0 pg/ml

2.4 PCR mit genomischer DNA

Fur die Amplifikation von Bereichen genomischer DNA aus Synechocystis wurden 0,5 g
genomische DNA mit 5 pl Reaktionspuffer, 1 pl Deoxynukleotidgemisch mit dATP, dCTP,
dGTP, dTTP (final je 1 mM), je 25 pmol Primer, 2,5 U Tag DNA-Polymerase versetzt und mit
H,0 ad 50 ul aufgefillt. Die Amplifikation erfolgte mit folgenden Zyklen:

Zyklus 1 Zyklus 2 - 30 Zyklus 31
5 Minuten 93°C 1 Minute 93°C 1 Minute 93°C
1,5 Minuten 55°C 1,5 Minuten 55°C 1,5 Minuten 55°C

2,5 Minuten 72°C 2,5 Minuten 72°C 10 Minuten 72°C
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2.5 Klonierung

2.5.1 Enzymatische Restriktion von DNA

Alle Restriktionen wurden nach den Angaben der Herstellerfirmen der Restriktionsenzyme
unter Verwendung der mitgelieferten Reaktionspuffer durchgefiihrt. Die Inkubationszeit
betrug 1 - 2 Stunden.

2.5.2 DNA-Elektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch native Elektrophorese in Ethidiumbromid-haltigen
Agarosegelen (Sambrook et al., 1989) aufgetrennt. 0,7 - 1,5 % Agarose, in Abhé&ngigkeit von
der GroRe der aufzutrennenden Fragmente, wurde in TBE-Puffer unter Aufkochen im
Mikrowellenofen geldst und mit 1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die verfliissigte Agarose
wurde in eine horizontale Gelapparatur gegossen und nach dem Erkalten mit TBE-Puffer
uberschichtet. Die Proben wurden mit TE-Puffer auf 10 pl aufgeftllt, mit 1 pl DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Probentaschen pipettiert. Parallel wurden DNA-Standards
mit bekannten FragmentgroRen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten
Stromstdrke von 40 - 50 mA durchgefiihrt. Je nach Prozentigkeit des Gels und gew(inschter
Auftrennung lag die Dauer bei 1 - 4 Stunden. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das
Gel im UV-Licht fotografiert (Polaroidfilm 665, Fa. Polaroid).

Ethidiumbromid-L&sung: TBE-Puffer: DNA-Probenpuffer:

10 mg/ml Ethidiumbromid 0.1 M Tris 50 % (v/v) Glycerin

in H,0 0,1 M Borséure 0,1 % (w/v) Bromphenolblau
2,5mMEDTA

DNA-Molekulargewichtsmarker 11 (in bp):
21226 /5148 / 4973 /1 4277 / 3530/ 2027 / 1904 / 1584 / 1330/ 983 /831 /564 / 125

DNA-Molekulargewichtsmarker V1 (in bp):
2176/1766/1230/1033 /653 /517 /453/394/298/298 /234 /234 /220/154 /154
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2.5.3 Elution von DNA-Fragm enten aus Agarosegelen

Nach elektrophoretischer Auftrennung konnten DNA-Fragmente aus dem Gel isoliert werden.
Die Elution wurde unter Verwendung des QIAEX II Gel Extraktion Kits (Qiagen, Hilden)
durchgefuhrt. Die Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und nach den Angaben von

Quiagen bearbeitet. Die eluierte DNA wurde in TE-Puffer aufgenommen.

2.5.4 Ligation

Bei einer Ligation werden 3’-Hydroxylgruppen mit 5’-Phosphatgruppen der DNA zu einer
Phosphodiesterbindung verknipft. Diese Reaktion wird unter ATP-Verbrauch von der DNA-
Ligase katalysiert. Hierbei kdnnen zwei DNA-Fragmente mit passenden Enden miteinander
verbunden werden. Fir die Ligation wurde geleluierte Vektor- und Insert-DNA in einem
molaren Verhaltnis von ca. 1:5 mit 1 pl 10 x Ligationspuffer und 5 U T4 DNA-Ligase versetzt
und mit H,O auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefillt. Die Ligation erfolgte (iber Nacht bei
15°C.

2.5.5 Herstellung gefrierkomp etenter Bakterienzellen

Um die Aufnahmebereitschaft der Bakterienzellen fiir Plasmid-DNA zu steigern, wurden sie
einer Behandlung nach Hanahan (1983) unterzogen. 5 ml Kulturen des Stammes XL1-Blue
wurden Uber Nacht in 2YT-Medium (10 g/l Pepton, 10 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl)
angezogen. Ein Aliquot dieser Vorkultur wurde 1:20 mit 2YT-Medium verdiunnt und bis
Erreichen einer ODssp von 0,5 angezogen. Die Kultur wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert und
dann 10 Minuten bei 4°C und 2000 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 1/3
des Ausgangsvolumens RFI (30 mM K-Acetat, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 50 mM
MnCly, 15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8 mit Essigséure) resuspendiert, erneut 15 Minuten auf Eis
inkubiert und wie oben abzentrifugiert. Nach Aufnahme der Bakterien in 1/12 des
Ausgangsvolumens RFII (10 mM MOPS, 10 mM RbCly, 75 mM CaCly, 15 % (v/v) Glycerin,
pH 6,8 mit NaOH) wurde wiederum 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde zu

je 100 pl aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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2.5.6 Transformation kompete nter Bakterien mit Plasmid-DNA

100 pl gefrierkompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 10 pl des Ligationsansatzes
hinzupipettiert und mit der Pipettenspitze gemischt. Nach 15-mindtiger Inkubation auf Eis
wurden die Bakterien einem Hitzeschock von 90 Sekunden bei 42°C unterzogen. Der
Transformationsansatz wurde 2 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend mit 800 pl LB-
Medium versetzt. Wéhrend der folgenden Anzucht fiir 30 Minuten bei 37°C sollten die
Bakterien ihre neuerworbene Antibiotikumresistenz ausbilden. Der Ansatz wurde zu 50 pl,
100 pl, 200 pl und 500 pl auf Antibiotikum-haltigen LB-Platten ausgestrichen und tber Nacht

bei 37°C inkubiert. Agarplatten, die Kolonien enthielten, wurden bei 4°C aufbewahrt.

2.5.7 Selektion rekombinanter Bakterien

Auf den Antibiotikum-haltigen LB-Platten konnten nur Bakterien wachsen, die durch
Aufnahme des Vektors das entsprechende Gen der Antibiotikumresistenz erhalten hatten. Ob
die Ligation jedoch wie geplant erfolgt war, konnte durch Restriktionsanalyse und

Sequenzierung der isolierten Plasmide Gberpruft werden.

2.6 Sequenzierung

2.6.1 Anlagerung und Verling erung der Startmolekiile

Fur die Sequenzierung wurde das 77 Sequencing Kit von Pharmacia (Freiburg) eingesetzt.
Das Reaktionsprinzip beruht auf der Didesoxymethode von Sanger (1977). 3 ug DNA wurden
mit H,O auf 8 pl aufgefllt und durch Mischen mit 2 pl 2 M NaOH fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur denaturiert. Die DNA wurde mit 3 ul 3 M Na-Acetat, 7 pl H,O und 60 pul
Ethanol versetzt und 15 Minuten bei -20°C geféllt. Nach 15-mindtiger Zentrifugation mit
14000 rpm bei 4°C wurde die prazipitierte DNA mit 75% Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 10 pl HLO gel6st. Die denaturierte DNA wurde mit 2 pl Annealing-Puffer und 2 pl Primer-
Losung (50 pmol) versetzt und 20 Minuten bei 37°C und 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Verlangerung der an die Matrize gebundenen Oligonukleotide wurde 1 pl [a-
$2p]-dATP (3000 Ci/umol), 2 ul verdiinnte T7 DNA-Polymerase und 3 pl Labelling Mix

hinzugegeben. Nach 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden je 4,5 pl in ein auf 37°C
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vorgewarmtes Eppendorfgefa mit 2,5 pl des entsprechenden Basenmixes (enthalt
Didesoxynukleotide) tiberfiihrt und 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 5 pl Stop-Puffer beendet. Alle Ansatze wurden unmittelbar vor der Auftragung
auf das Gel 3 Minuten bei 85°C denaturiert.

2.6.2 Elektrophorese und Autoradiographie

Die DNA wurde in einem 4% Polyacrylamidgel mit 50% (w/v) Harnstoff aufgetrennt. Um
nach erfolgter Elektrophorese ein Haften des Gels auf der kleineren Gelplatte zu
gewahrleisten, wurde diese mit Bind-Silan, die groRere Gelplatte mit Repel-Silan (s.u.)
silikonisiert. ~ Die  Sequenzgellésung  wurde  durch  Mischen von 16 ml
Sequenziergelkonzentrat, 74 ml Sequenziergelverdinner und 10 ml Pufferkonzentrat
hergestellt und vor Gebrauch entgast. Alle Sequenzgellésungen stammten von der Firma Roth
(Karlsruhe). Polymerisierung erfolgte nach Zugabe von 35 pl 10% Ammoniumpersulfat und
35 ul TEMED (N ,N ,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin) innerhalb einer Stunde. Das
auspolymerisierte Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur (BRL, Modell S2) eingebaut. Als
Elektrophoresepuffer wurde TBE-Puffer verwendet. Nach einem halbsttindigen Vorlauf wurde
die Elektrophorese fir 1,5 - 3 Stunden bei konstant 60 Watt durchgefiihrt. Das an der Bind-
Platte haftende Gel wurde 30 Minuten in 10% Essigsaure fixiert, kurz gewéssert und bei 80°C
getrocknet. Die Expositionszeit der Rontgenfilme (Kodak X-Omat AR) betrug zwischen 15
Stunden und 5 Tagen.

Bind-Silan: Repel-Silan:

60 pul y-Methacryloxypropyltrimethyloxysilan 600 pl Dimethyldichlorsilan
60 pul Essigsaure 20 ml Chloroform

20 ml Ethanol

2.7 Transformation von Syn echocystis 6803:

Wildtypkulturen oder —fir Mehrfachdeletionen bereits komplett segregierte Mutanten-
wurden mit einer OD73p von 0,02 in 100 ml Kulturen angeimpft. Bei einer OD73 zwischen 0,5
und 0,8 wurden 510° Zellen durch Zentrifugation (10 min., 6000g bei Raumtemperatur)
geerntet, in 250 pul BG11 Medium resuspendiert, in ein 1,5 ml Eppendorfgefal Gberfiihrt und
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mit ca. 5 pg ungeschnittener Plasmid-DNA versetzt. Die Ansatze wurden 4 Stunden bei 30°C
im Licht inkubiert und anschlie3end auf 1,5%ige BG11 Agarplatten zu 25 pl, 50 pl, 75 pl und
100 pl ausplattiert. Nach ca. 40 Stunden wurden die BG11 Agarplatten mit dem
selektierenden Antibiotikum in einem Volumen von 400 pl unterschichtet. Es wurden jeweils
mehrere Konzentrationen bezogen auf das Volumen des Agarmediums pro Platte (50 ml)
eingesetzt: Kanamycin: 5-20 pg/ml, Chloramphenicol: 2,5-20 pg/ml, Streptomycin: 1-2ug/ml
und Erythromycin 5-20 pg/ml. Die gewachsenen Kolonien wurden auf Platten mit erhéhter
Antibiotikakonzentration umgestrichen. Hiervon wurden erneut Einzelkolonien auf frische
Platten umgestrichen. Die daraus resultierenden Kolonien wurden in Flussigkultur tberfuhrt

und auf die komplette Segregation der eingeftihrten Mutation tGberprift.

2.8 Arbeiten mit RNA

Alle Loésungen wurden falls mdglich tber Nacht mit 0,1% DEPC bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlielend autoklaviert. Gefélle und Pipettenspitzen wurden ebenfalls mit
0,1% DEPC in demineralisiertem Wasser tber Nacht inkubiert und anschlielend autoklaviert.
Gereinigte RNA-Préaparationen wurden bei der Arbeit immer auf Eistemperatur gehalten.

2.8.1 Native RNA-Elektrophorese

MOPS-Puffer mit 1,2% Agarose wurde mit 0,1% DEPC versetzt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Agarose im Mikrowellenherd verflssigt,
1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und in die Gelapparatur gegossen. Nach dem Erkalten
wurde das Gel mit MOPS-Puffer Gberschichtet. Die Proben (ca. 2 pg RNA) wurden mit H,O
auf 6 pl aufgefillt und mit 1 pl 10 x MOPS-Puffer, 2 ul Ethidiumbromid-Ldsung (1 mg/ml)
und 2 ul RNA-Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstérke von 50
mA durchgefiihrt. Nach Erreichen der gewiinschten Auftrennung wurde das Gel im UV-Licht
fotografiert (Polaroidfilm 665, Fa. Polaroid).

MOPS-Puffer: RNA-Probenpuffer:
20 mM MOPS pH 7,0 90 % deionisiertes Formamid
5 mM NaAc 10 mM EDTA

1 mM EDTA 0,01 % Bromphenolblau
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2.8.2 Reverse-Transkriptase-P olymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR stellt eine gute Methode zur Untersuchung seltener RNASs dar. Ist die Sequenz
des zu untersuchenden Gens bekannt, so kann mit Hilfe eines sequenzspezifischen
Primerpaars an der mRNA-Matrize der erste Strang cDNA synthetisiert und durch
anschlieBende PCR amplifiziert werden.

RNA-Préparationen, die in eine RT-PCR eingesetzt werden, missen vollkommen frei von
DNA-Resten sein, da selbst geringe Mengen in der PCR amplifiziert werden. Deshalb wurde
nach erfolgter Isolierung der RNA ein Dau mit DNAse | , RNase frei, durchgefuhrt. Die in
TE-Puffer geloste RNA wurde mit 30 pl 10 x Reaktionspuffer und 50 U DNase I, RNase frei,
versetzt und mit H,O auf 300 pl aufgefullt. Die Ansdtze wurde 90 Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt,
mit Ethanol geféllt und in TE-Puffer gel0st.

Fur die Synthese des ersten Strangs cDNA wurde das st Strand ¢DNA Synthesis Kit for RT-
PCR (AMV) von Boehringer (Mannheim) eingesetzt. 2 ug Gesamt-RNA in 5 pl Volumen
wurden 10 Minuten bei 65°C denaturiert und sofort auf Eis abgekdihlt. Es wurde ein ,,Master
Mix* fir alle gleichzeitig bearbeiteten Ansatze angefertigt. Er enthielt pro Ansatz 2 pl 10 x
Reaktionspuffer, 4 ul 25 mM MgCl; (final 5 mM), 2 pl Deoxynukleotidgemisch mit dATP,
dCTP, dGTP, dTTP (final je 1 mM), 25 pmol 3’-Primer, 50 U RNase Inhibitor, 0,5 pl
Gelatine, 20 U AMV Reverse Transkriptase und H,O ad 15 pl. Hiervon wurden jeweils 15 pl
zur frisch denaturierten RNA pipettiert, gemischt und kurz zentrifugiert. Die Ansatze wurden
10 Minuten bei Raumtemperatur und 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Wahrenddessen wurde ein
»,PCR Master Mix“ fur die sich anschlieBende Amplifikation der cDNA vorbereitet. Er
beinhaltete pro Ansatz 8 pl 10 x Reaktionspuffer, 25 pmol 5’-Primer, 0 oder 2 pl 25 mM
MgCl,, 2,5 U Tag DNA Polymerase und H>O ad 80 ul. Direkt nach Beendigung der cDNA
Synthese wurden die Ansatze mit je 80 pl des ,,PCR Master Mixes* versetzt, mit 50 pl
Mineraldl Gberschichtet und in einem DNA Thermal Cycler (Perkin-Elmer & Co GmbH,
Uberlingen) mit folgenden Zyklen inkubiert:

Zyklus 1 Zyklus 2 - 30 Zyklus 31
5 Minuten 93°C 1 Minute 93°C 1 Minute 93°C
1,5 Minuten 55°C 1,5 Minuten 55°C 1,5 Minuten 55°C

2,5 Minuten 72°C 2,5 Minuten 72°C 10 Minuten 72°C
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Die Produkte der RT-PCR wurden in einem 1,5%igen Agarosegel anaysiert. Es wurden
Aliquots von 10 pl eingesetzt.

2.9 Sedimentationstest:

Die Geschwindigkeit, mit der Cyanobakterien in einer Flissigkultur ohne Schiitteln absinken,
wurde photometrisch bestimmt. Aus Flissigkulturen mit einer OD73, von rund 0,8 wurden
Aliquots entnommen und auf eine OD3p von 0,25 eingestellt. Hiervon wurden 700 pl in eine
Kivette gegeben und die ODzz in regelmafligen Abstdnden in einem Spektralphotometer
gemessen. Zwischen den Messungen wurden die Kivetten im Dunkeln bei Raumtemperatur

gelagert.

2.10 Chlorophyllbestimmung

Fur die Bestimmung des Chlorophylligehaltes intakter Cyanobakterien wurden 0,1-1 ml der
Flussigkultur entnommen und 10 min bei 14000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf
50 ul abpipettiert und das Pellet resuspendiert. Es wurde 950 pl 80%iges Aceton zugegeben
und die Ansétze wurden 15 min bei 50°C im Dunkeln geschdttelt. Danach wurden die festen
Bestandteile durch eine 10 minitige Zentrifugation mit 14000xg abgetrennt und der
Uberstand bei einer Wellenlange von 663 nm in einem Spektralphotometer gemessen.

Die Chlorophyllkonzentration berechnet sich nach folgender Formel: (Mc Kinney 1941)

Coplug I ml]=12191 E, LVF

2.11 Isolierung von Cytoplasm a- und Thylakoidmembranen aus Synechocystis

Die Isolation reiner Cytoplasma- und Thylakoidmembranen erfolgte mit einen Zweiphasen-
System bestehend aus Dextran und Polyethylenglykol (Norling et al. 1998). In Abwandlung
zur Vorschrift wurde eine Anfangsprozentigkeit des Zweiphasensystems von 6,2% (statt
5,8%), eine Endprozentigkeit von 6,4% (statt 6,2%) verwendet und der Zweiphasen-Puffer
mit 3 mM KCI versetzt. Auf den zweiten Schritt der Aufreinigung Uber einen Saccharose-

Dichtegradienten wurde verzichtet.
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2.12 Nachweis filtergebunden er Proteine

2.12.1 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden mit dem BCA Protein Assay (Pierce) nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Als Standard wurde Rinderserumalbumin (Boehringer Mannheim)

verwendet.

2.12.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine wurden diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gele (Fling und Gregerson 1986) verwendet. Die Acrylamid-Prozentigkeit des
Sammelgels betrug 5%, die des Trenngels 7,5%. Die Gellaufe erfolgten bei 110 V fir eine
Dauer von 2-3 Stunden. Die Proteinmenge betrug 10-15 pg Protein/Slot. Als Grofl3enstandard
wurde 10 pg des High-Molecular Weight Markers (Merck) eingesetzt.

2.12.3 Transfer auf Nitrocellulose (Western-Blot)

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden in einer Nova-Blot-Apparatur
von LKB bei einer konstanten Stromstérke von 1 mA/cm? fiir 90 min auf eine nitrocellulose-
Membran (Schleicher und Schuell) transferiert. Zur Markierung des GroRenstandards wurden
die membrangebundenen Proteine mit Ponceau S gefarbt und die Markerbanden mit einem
Kugelschreiber nachgezogen. AnschlieBend wurde die Membran mit H,O entfarbt, 2x15 min

in Casein-Puffer abgesattigt und 10 min in TN-Medium gewaschen.

2.12.4 Immunodetektion der Proteine

Der Erstantikdrper wurde in Casein-Puffer verdiinnt und mit der Membran tiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Anschlieend wurde die Membran 3x10 min mit TNT-Puffer und 15 min mit TN-
Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem in Casein-Puffer verdinnten Zweitantikorper
erfolgte fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Unspezifisch gebundene Antikdrper wurden
durch Waschen in TNT-Puffer (3 x 20 min) und TN-Puffer (1 x 15 min) entfernt. Die
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Detektion der markierten Proteinbanden erfolgte mit dem BM Chemiluminescence Blotting
substrate (POD) der Firma Boehringer Mannheim.

Casein-Puffer TNT-Puffer TN-Puffer

1% Casein 1% (w/v) Triton X-100 10 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM Tris/HCI pH 8,0 10 mM Tris/HCI pH 8,0 150 mM NaCl

150 mM NaCl 150 mM NaCl

2.13 cAMP-Bestimmung

Fur die Bestimmung des gesamten cAMP-Gehaltes wurden 1,5 ml Proben von Zellkulturen
mit einer OD730 von 0,5 bzw. 0,8 entnommen, sofort mit 375 pl 25 %iger Trichloressigséure
(TCA) versetzt (Endkonzentration 5%) und Uber Nacht bei 4°C gelagert. TCA-unlosliches
Material wurde 15 min bei 140009 abzentrifugiert. Zur Entfernung der TCA wurden 1,5 ml
des Uberstandes entnommen und 5 mal mit 5 ml Diethylether ausgeschittelt. Die waRrige
Phase wurde durch Vacuumzentrifugation eingetrocknet. Der cAMP-Gehalt der getrockneten
Proben wurde mit dem cAMP enzymeimmunoassay system (EIA) von Amersham Pharmacia
Biotech ermittelt. FOr die Bestimmung des extracellularen cAMPs wurden die
Zellkulturproben direkt nach Entnahme durch einen Sterilfilter mit 0,2 um Porengrof3e filtriert
und das Filtrat mit TCA versetzt. Die weitere Bearbeitung entsprach der fir die Bestimmung
des gesamten cAMP-Gehaltes. Durch Subtraktion des extrazelluaren cAMP-Gehaltes vom

gesamten CAMP-Gehalt ergibt sich der intrazellulare cAMP-Gehalt.
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III Ergebnisse

Die Analyse der kompletten Sequenzdaten des Genoms von Synechocystis sp. PCC 6803
(Kaneko et al. 1996) ergab 9 Gene fur P-Typ-ATPasen. Vier dieser P-ATPasen (Sl | 1614,
Sl r0822, SI'1 0672, Sl | 1076) wurden von Palmgren und Axelsen (1998) dem Typ IIA
mit einer vermuteten Spezifitat fur Calcium-lonen zugeordnet. Fir eine der P-ATPasen
(SI'11614) konnten bereits experimentelle Hinweise auf eine Calciumspezifitdt gesammelt
werden (Geisler et al. 1998). Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun die physiologische Funktion
der potentiell Calcium-transportierenden P-ATPasen von Synechocystis PCC6803 ermittelt

werden.

1 Benachbarte offene L eseraster der vier Calcium-ATPasen

In prokaryotischen Organismen werden haufig mehrere hintereinander liegende Gene
gemeinsam transkribiert. Die in einer Transkriptionseinheit zusammengefal3ten Gene kénnen
an einer gemeinsamen Funktion beteiligt sein. Daher war es von Interesse, welche

benachbarten Gene mit gleicher Orientierung bei den vier Calcium-ATPasen vorhanden sind.

sll1611+sl11613: keine Homologie

<] -<:| sl11612: Folyl-Polyglutamat Synthetase aus Bacillus
sHIBIS  sI614 sWIG13  sI1611 subtilis
sl11615: GTPase aus Bacillus subtilis

sll0671: M agnesium und Cobalt transportierendes Protein

T aus Mycobacterium leprae

slr0823: hypothetisches Protein aus Cyanophora
paradoxa

sir0g22 sird823

SI11074: Leucyl-tRNA -Synthetase aus Haemophilus
influenzae

sino76

Tab. 1. Benachbarte offene Leseraster der vier Calcium-ATPase-Gene sl 1614,
sl 10672,slr0822 undsl| 1076

Dargestellt sind Ausschnitte der ,,Open Reading Frame“-Karte des Genoms von Synechocystis 6803.
Die einzelnen offenen Leseraster sind als Balken dargestellt, deren Spitze die Richtung des
Leserasters angibt. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der Leseraster wurden fur
Homologievergleiche eingesetzt (CyanoBase).
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Fur die Gene sl | 1611-1615 konnte eine Kotranskription experimentell nachgewiesen
werden, jedoch kein funktioneller Zusammenhang (Ahring 1998, Geisler et al. 1996). Bei den
drei weiteren Calcium-ATPasen befindet sich jeweils nur ein Gen mit gleicher Orientierung in
direkter Nachbarschaft. Kotranskription und ein méglicher funktioneller Zusammenhang mit

den Calcium-ATPasen sind hier noch ungeklart.

2 Untersuchungen an Synechocystis 6803nm

Zu Beginn der Arbeit wurde eine nicht bewegliche Form von Synechocystis PCC 6803
eingesetzt, die in dieser Arbeit als Synechocystis 6803 nm (fur nicht-motil) bezeichnet wird.
Hierbei handelt es sich um einen Stamm, der aus dem Originalstamm von Synechocystis Spez.
PCC 6803 isoliert worden ist und wegen seiner hohen Glucosetoleranz haufig flr
Photosyntheseuntersuchungen eingesetzt wurde. Dieser Stamm ist im Gegensatz zum Wildtyp
des Pasteur-Instituts nicht beweglich. Leider werden beide Stdmme in der Literatur als
Synechocystis sp. PCC 6803 bezeichnet, so daR eine Auswertung der entsprechenden Literatur

nicht moglich ist.

2.1 Einfluf§ von Calcium auf den Transkriptgehalt der Calcium-ATPasen

Die mdogliche Funktion der vier potentiellen Calcium-ATPasen als Regulatoren der
cytoplasmatischen Calciumkonzentration liel} vermuten, dal die Expression der Gene mit
dem Calciumgehalt des Mediums in Zusammenhang steht. Einer von vielen Faktoren, der die
Expression eines Gens beeinflult, ist der Transkriptgehalt. Er wird seinerseits durch die
Haufigkeit der Transkription und der Stabilitat des Transkripts bestimmt. Im folgenden
Versuch wurde der Transkriptgehalte der vier vermutlichen Ca**-ATPase-Gene nach Anzucht
in Standard-BG11 Medium (enthalt 250 pM Ca®") vor und nach 2-stiindiger Inkubation mit 50
mM CaCl, im Kulturmedium verglichen. Hierdurch sollte ein méglicher Einfluf3 von Calcium
auf die Transkriptionshéufigkeit oder Stabilitat der Calcium-ATPase-Transkripte untersucht
werden. Der Vergleich der Transkriptgehalte erfolgte durch RT-PCR (Abbildung 7).
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ORF 5‘-Primer 3“-Primer PCR-Produkt

sl 1614 | GCGGTGGGT TACGGACEEEGE | GACCGCCGAAGCTAGCAGT G 485 bp

sl r0822 | GAACAACTACAAAGCCGA GCGACCCTTCATAATATTTG 492 bp

sl 10672 | ACCCTCCGCAAACAACATGA | AATGGTTGGGGGTATAGTTG 526 bp

sl 11076 |GCTTATCAGGGCTTGGGEGCA | GTGATGGAGAATACTTGTCG 567 bp

Tab. 2. Sequenzen der RT-PCR-Primer

Alle Sequenzen sind in 5'-3'-Orientierung angegeben.

653 bp

517 bp =—

453 bp

Abb. 7: Transkriptgehalte der Calcium-ATPasen vor und nach Ca?*-Zugabe

Kulturen von Synechocystis 6803nm wurden unter Standardbedingungen angezogen. Bei Erreichen
einer OD3, von 0,8 wurde ein Teil der Kultur geerntet, der Rest wurde mit 50 mM CacCl, versetzt und
2 weitere Stunden inkubiert. In der isolierten Gesamt-RNA aus Synechocystis 6803nm wurde der
Transkriptgehalt der vier Calcium-ATPasen mittels RT-PCR verglichen. Die PCR-Produkte wurden auf
einem 1,5%igem Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA Marker VI, 2: 1614-Transkript 3: 50mM ca’* 1614-
Transkript, 4: 0822-Transkript 56: 50mM ca* 0822-Transkript, 6: 1076-Transkript, 7: 50mM ca®
1076-Transkript, 8: 0672-Transkript, 9: 50mM Ca** 0672-Transkript

Vergleicht man jeweils den Transkriptgehalt der einzelnen Ca?*-ATPasen vor und nach 2-
stiindiger Inkubation mit 50 mM Ca®" (Spuren 2+3, 4+5, 6+7, 8+9), so lassen sich keine
deutlichen Unterschiede erkennen; Calcium scheint keinen Einflul} auf den Transkriptgehalt

der vier potentiellen Calcium-ATPasen zu haben.
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2.2 Ca**-ATPase Transkripte in Deletions- und Uberexpressionsmutanten von s111614

Vermutlich sind ale vier potentiellen Ca®*-ATPasen an der Regulation der
Calciumkonzentration beteiligt. Daher besteht die Mdoglichkeit, dal sie sich gegenseitig
beeinflussen. Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob das Ausschalten oder die
Uberexpression einer der vier Calcium-ATPasen (S| | 1614) den Transkriptgehalt der
anderen Calcium-ATPasen verandert. In der Uberexpressionsmutante Synechocystis
6803nmMRP wurden die Transkription des Ca®*-ATPase-Gens sl | 1614 durch das
\orschalten eines starken Promotors und die Translation durch das Einbringen einer
Punktmutation in eine moglicherweise translationshemmende Sekundérstruktur im 5°- nicht
translatierten Bereich des Gens verstarkt. In dieser Mutante konnte im Gegensatz zu
Synechocystis ~ 6803nm  die  Calcium-ATPase  immunologisch  in  isolierten

Cytoplasmamembranen nachgewiesen werden (Schnorr).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

653 bp

517 bp =

453 bp

Abb. 8: Transkriptlevel der vier Calcium-ATPasen in Expressionsmutanten von sl | 1614

Kulturen von Synechocystis 6803nm, Deletionsmutante von sll1614 (1614nn)- und
Uberexpressionsmutante  von sl 11614  (Synechocystis ~ 6803nmMRP)  wurden  unter
Standardbedingungen angezogen und bei einer OD,3 von 0,8 geerntet. Die isolierten Gesamt-RNAs
wurden in RT-PCR-Reaktionen mit Primern gegen die vier Calcium-ATPase-Gene sl | 1614 (Spuren
2-4), sl 1 0672 (Spuren 5-7), sl 1 1076 (Spuren 8-10) und sl r 0822 (Spuren 11-13) eingesetzt. Die
PCR-Produkte wurden auf einem 1,5%igem Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA Marker VI, 2:
Synechocystis 6803nm 1614-Transkript 3: 1614nm 1614-Transkript 4: Synechocystis 6803nmMRP
1614-Transkript, 5: Synechocystis 6803nm 0672-Transkript 6: 1614nm 0672-Transkript 7:
Synechocystis 6803nmMRP 0672-Transkript, 8: Synechocystis 6803nm 1076-Transkript, 9: 1614nm
1076-Transkript, 10: Synechocystis 6803nmMRP 1076-Transkript, 11: Synechocystis 6803nm 0822-
Transkript 12: 1614nm 0822-Transkript 13: Synechocystis 6803nmMRP 0822-Transkript

Der 1614-Transkriptgehalt war erwartungsgeméal in Synechocystis 6803nm (Spur 2)
Deletionsmutante 1614nm(Spur 3) und Uberexpressionsmutante Synechocystis 6803nmMRP
(Spur 4) unterschiedlich. In der Deletionsmutante 1614nm(Spur 3) wurde kein PCR-Produkt
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auf Hohe der Wildtypbande erhalten, da die verwendeten Primer in der RT-PCR-Reaktion so
gewdhlt wurden, dal sie die inserierte Kanamycinresistenz flankieren. Theoretisch mufite bei
dieser Reaktion ein 1792 bp groRes PCR-Produkt, das die Kanamycinresistenzkassette
enthalt, gebildet werden. Fur das Fehlen dieses PCR-Produktes ist vermutlich eine zu geringe
Ausbeute des 1792 bp groRen cDNA-Fragmentes nach der reversen Transkription
verantwortlich. In der Uberexpressionsmutante Synechocystis 6803nmMRP (Spur 4) war eine
deutliche Erhéhung des Transkriptgehaltes zu erkennen, was durch die verstéarkte
Transkription ausgehend vom eingebrachten Promotor erklart werden kann (Jakobs).
Vergleicht man nun die Transkriptgehalte der Gbrigen Calcium-ATPasen zwischen Wildtyp,
Deletions- und Uberexpressionsmutante von s| | 1614 (Spuren 5+6+7, 8+9+10, 11+12+13),
so lassen sich keine Unterschiede zwischen Wildtyp und den beiden Mutanten erkennen. Das
Ausschalten bzw. das Uberexpremieren von sl | 1614 hatte keinen EinfluR auf den

Transkriptgehalt der anderen Calcium-ATPasen.

2.3 Ausschalten der Ca**-AT Pase- und Ca**-Austauscher-Gene

Nachdem keine Faktoren ermittelt werden konnten, die die Transkription der potentiellen
Ca**-ATPasen beeinflussen und auch kein immunologischer Nachweis der entsprechenden
Proteine in isolierten Cytoplasmamembranen mdglich war (Schnorr 1996), wurde ein neuer
Weg zur Aufklarung der physiologischen Bedeutung der Calcium-ATPasen beschritten. Durch
das gezielte Ausschalten der vier potentiellen Calcium-ATPase Gene sollte eine
phéanotypische Verdanderung auftreten, die Hinweise auf die Funktion der ausgeschalteten P-
ATPasen liefert.

Erster Schritt fiir das Ausschalten der P-ATPase-Gene sl | 1614, sl r 0822, sl 1 0672 und
sl 1 1076 und des Austauschers sl r 1336 war die Klonierung der Gene. Dies erfolgte durch
PCR mit sequenzspezifischen Primern und isolierter genomischer DNA aus Synechocystis
6803nm.

2.3.1 Klonierung der Gene aus Synechocystis 6803

Die codierenden Bereiche der Gene sl 1614, slr0822, sl 10672, sl 11076 und
sl r1336 wurden mittels PCR aus genomischer DNA von Synechocystis 6803nm

amplifiziert und in den Klonierungsvektor pBluescript Il KS- ligiert. Die Primer wurden so
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konzipiert, daB um das ATG-Startcodon eine Ndel-Schnittstelle und stromabwarts des
Stoppcodons eine Sall-Schnittstelle vorhanden ist (Tabelle 3). Die erhaltenen PCR-Produkte
wurden mit Sall verdaut, in den Sall/Smal getffneten Vektor ligiert und mit pBs1614,
pBs0822 usw. bezeichnet.

ORF 5--PRIMER 3*-PRIMER
Kisl11614: K2sl 1 1614:
sIT1614 | aAATCcATATGGATTTOCC AGGGTCGACAAATCCCCAAC
Klsl r0822: K2sl r 0822:
sIr0822 | TaCTTTcaTaTeTCTGACCC CCTTTAGTCGACTGTTTGCC
KisI 10672 K2sI 10672
SIT0672 | rrcaraTeAAAGCTTGTTGC CTTACTGTCGACTTTAGOGT
KisI11076: K2sI11076:
SIT1076 |\ CCATATGGGATGGAAMACCATCT | GTGTCGACAATGGTAGTCATTCAA
Klsl r 1336: K2sl r 1336:
SIT1336 | yxocaceaTaTeTOCACCAA CACTCGTCGACTACTAGACC

Tab. 3: Sequenzen der Klonierungsprimer

Alle Sequenzen sind in 5-3-Orientierung angegeben. Die Ndel- und Sall-Schnittstellen sind
hervorgehoben.

2.3.2 Herstellung der Transformationsplamide

Aus den codierenden Bereichen der klonierten Gene wurde jeweils ein Fragment
herausgeschnitten und durch eine Antibiotikaresistenz-Kassette als Selektionsmarker ersetzt.
In Abbildung 9 wird beispielhaft das Ausschalten des Gens sl | 1614 mit einer
Kanamycinresistenz-K assette dargestelIt. Das neue Plasmid wurde mit 1614 Kan bezeichnet.
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Plasmid 1614Kan zum Ausschalten des Genssl | 1614

1661 bp
d11614 Kanamycinresistenz d11614
1 888 1242 2718
354 bp

Abb. 9: Plasmid 1614Kan zum Ausschalten des Gens sl | 1614

Ein 354 bp grolles Fragment wurde mit BstEI1(888)/BamHI(1242) aus pBsc.4H-8 (Geisler et
al. 1993) herausgeschnitten und durch eine 1661 bp grolle Kanamycinresistenz-Kassette
(Beck et al. 1982) aus dem Plasmid pKS-NPTII (freundlicherweise von Dr. K. Steinmller zur
Verfligung gestellt) in gleicher Orientierung ersetzt. Die Zahlen geben die Basenpaare vom
ATG-Startcodon stromabwaérts gezahlt an. Dieses Plasmid wurde von Jutta Richter in unserer

Arbeitsgruppe hergestellt.

Plasmid 0822aad zum Ausschalten des Gens sl r 0822
Ein 128 bp groRes Fragment wurde mit Bglll(261)/HindIl1(389) aus pBs0822

herausgeschnitten und durch eine 927 bp grofle Spectinomycinresistenz-Kassette ersetzt.

Diese  wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer pUCBglll:
ATGATTAGATCTTCGCCGTCGTTCAA und M13 revers: AACAGCTATGACCATG aus
dem Plasmid pUC-16S-aad (Koop et al. 1996, freundlicherweise von Dr. K. Steinmuller zur
Verfligung gestellt) amplifiziert, mit Bglll/HindlIl geschnitten und in gleicher Orientierung

inseriert.

Plasmid 0672Cat zum Ausschalten des Gens sl | 0672
Ein 100 bp grofRes Fragment wurde mit BstEII(2313)/Smal(2413) aus pBs0672

herausgeschnitten und durch das 1461 bp grofle Chloramphenicoltransferase-Gen ersetzt.
Dieses wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer pBsBstEIl:
AAGCTGGTCACCGGGCCCCC und T7: GTAATACGACTCACTATAGGGC aus dem
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Plasmid pKS-CAT (freundlicherweise von Dr. K. Steinmiller zur Verfligung gestellt)
amplifiziert, mit BgllI/HindlIl geschnitten und in entgegengesetzter Orientierung inseriert.

Plasmid 1076Kan zum Ausschalten des Gens sl | 1076
Ein 1142 bp grofRes Fragment wurde mit BstEII(888)/HindIl1(2030) aus pBs1076

herausgeschnitten und durch die 1662 bp grolRe Kanamycinresistenz-Kassette ersetzt. Diese
wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer pBsBstEII:
AAGCTGGTCACCGGGCCCCC und T7: GTAATACGACTCACTATAGGGC aus dem
Plasmid pKS-NPTII (freundlicherweise von Dr. K. Steinmiller zur Verfigung gestellt)
amplifiziert, mit BstEIl/HindlIll geschnitten und in entgegengesetzter Orientierung inseriert.

Plasmid 1076Cat zum Ausschalten des Gens sl | 1076
Ein 1142 groRes Fragment wurde mit BstEII(888)/HindIlI(2030) aus pBs1076
herausgeschnitten und durch das 1394 bp groe Smal/Hindlll ausgeschnittene

Chloramphenicoltransferase-Gen aus dem Plasmid pKS-CAT (freundlicherweise von Dr. K.
Steinmuller zur Verfligung gestellt) in gleicher Orientierung ersetzt. Zundchst wurden die
Hindlll-Enden ligiert, dann das Uberstehende BstEII-Ende mit Klenow-Enzym augefillt und

anschlieBend mit dem Smal-Ende ligiert.

Plasmid 1076aad zum Ausschalten des Gens sl | 1076
Ein 369 bp groRes Fragment wurde mit Xmnl(1661)/Hindl111(2030) aus pBs1076

herausgeschnitten und durch eine 938 bp grofle Spectinomycinresistenz-Kassette ersetzt.

Diese  wurde mittels PCR  unter Verwendung der Primer pUCBglll:
ATGATTAGATCTTCGCCGTCGTTCAA und M13 revers: AACAGCTATGACCATG aus
dem Plasmid pUC-16S-aad (Koop et al. 1996, freundlicherweise von Dr. K. Steinmuller zur
Verfligung gestellt) amplifiziert, mit Hindlll geschnitten und mit gleicher Orientierung

inseriert.

Plasmid 1076Ery zum Ausschalten des Gens sl | 1076

Ein 369 groRes Fragment wurde mit Xmnl(1661)/Hindl11(2030) aus pBs1076
herausgeschnitten und durch eine 1474 bp grofRe EcoRV/Hindlll Erythromycinresistenz-
Kassette aus dem Plasmid pRL425 (Elhai & Wolk 1988, freundlicherweise von Dr. C.P. Wolk
zur Verfugung gestellt) in gleicher Orientierung ersetzt.
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Plasmid 1336Cat zum Ausschalten desGenssl | 1336
Ein 175 groRes Fragment wurde mit Accl(518)/Avrl1(693) aus pBs1336 herausgeschnitten

und durch das 1421 bp grofRe Accl/Xbal geschnittene Chloramphenicoltransferase-Gen aus
dem Plasmid pKS-CAT (freundlicherweise von Dr. K. Steinmuller zur Verfligung gestellt) mit
entgegengesetzter Orientierung ersetzt.

Plasmid 1336Ery zum Ausschalten des Gens sl | 1336

Ein 175 groRes Fragment wurde mit Accl(518)/Avrl1(693) aus pBs1336 herausgeschnitten
und durch eine 1496 bp groRBe Erythromycinresistenz-Kassette aus dem Plasmid pRL425
(Elhai & Wolk 1988, freundlicherweise von Dr. C.P. Wolk zur Verfligung gestellt) ersetzt.
Diese wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer Xbal-Ery:
CTTTCGTCTTCTAGAATTCTCAT und Accl-Ery:
ATCCTCTAGAGTCTACCTGCAGGCAT amplifiziert und wvor der Insertion in

entgegengesetzter Orientierung mit Xbal/Accl geschnitten.

2.3.3 Uberpriifung der Segreg ation der eingebrachten Resistenzkassetten

Synechocystis 6803 besitzt mehrere Genomkopien pro Zelle. Deshalb mufite nach der
Transformation und Selektion auf die eingebrachte Antibiotikaresistenz tberpruft werden, ob
noch Wildtypkopien in den Zellen vorhanden waren. Dies erfolgte durch PCR mit isolierter
genomischer DNA unter Verwendung von Primerpaaren, von denen jeweils der 5‘-Primer vor
und der 3“-Primer hinter der eingebrachten Resistenzkassette bindet. Die Mutanten wurden so
konzipiert, dalR immer das ausgeschnittene Fragment des Gens Kkleiner war als die eingesetzte
Resistenzkassette. Somit ergibt sich bei vorhandener Wildtypkopie ein kleineres PCR-Produkt

im Vergleich zur Kopie mit inserierter Resistenzkassette.
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Abb. 10: Uberprifung der kompletten Segregation durch PCR

Die verwendeten Primer wurden jeweils so gewahlt, da sie links und rechts von der inserierten
Resistenzkassette binden. Wird genomische DNA des Wildtyps eingesetzt, so entsteht nur das kleine
PCR-Produkt (1). Sind in der genomischen DNA sowohl Wildtypkopien als auch Kopien mit der
eingesetzten Resistenzkassette vorhanden, so werden in der PCR zwei Produkte unterschiedlicher
Grol3e gebildet (2 + 3). Ist die Resistenzkassette komplett segregiert, so sind keine Wildtypkopien
mehr vorhanden und es entsteht nur das gréRere PCR-Produkt mit der Resistenzkassette (4).

Fur die Herstellung von Mehrfachmutanten mufite vor jeder Transformation sichergestellt
werden, dal} von allen bereits ausgeschalteten Genen keine Wildtypkopien mehr im Genom

vorhanden waren.

2176 bp
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Abb. 11: Segregation der Kanamycinresistenzkassette in 1614nmMutanten

5-Primer: P1.2 1614: GCCACACACTGCTCTACGTA, 3-Primer: P2.2 1614: CTTGCCAAACCGGCTTGACT,
PCR-Produkt der Wildtypkopie: 565 bp, PCR-Produkt mit inserierter Resistenzkassette: 1872 bp. Die
Uberprufung der kompletten Segegration erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer DNA der
Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker VI, 2:
Synechocystis 6803nm 3: 1614nm 4: 1614/ 0822nm 5: 1614/ 0672nm 6: 1614/ 1076nm 7:
1614/ 1336nm 8: 1614/0822/0672nm 9: 1614/ 0822/ 1076nm 10: 1614/ 0822/ 1336nm 11:
1614/ 0672/ 1076nm 12: 1614/0822/0672/1076nm 13: 1614/0822/0672/1336nm 14:
1614/ 0822/ 1076/ 1336nm 15: 1614/ 0672/ 1076/ 1336nm
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Abb. 12: Segregation der Spectinomycinresistenzkassette in 0822nm-Mutanten

5.Primer:K1 sl r0822: TACTTTCATATGICTGACCC, 3‘-Primer: P3 0822: CGCAGTACCTGGACTTTG,
PCR-Produkt der Wildtypkopie: 449 bp, PCR-Produkt mit inserierter Resistenzkassette: 1248 bp. Die
Uberpriifung der kompletten Segregation erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer DNA der
Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker VI, 2:
Synechocystis 6803nm, 3: 0822nm 4: 1614/ 0822nm 5: 0822/ 0672nm 6: 0822/ 1076nm 7:
1614/ 0822/ 0672nm 8: 1614/ 0822/ 1076nm 9: 1614/ 0822/ 1336nm 10: 0822/ 0672/ 1076nm
11: 1614/ 0822/ 0672/ 1076nm 12: 1614/ 0822/ 0672/ 1336nm 13: 1614/ 0822/ 1076/ 1336nm
14: 0822/ 0672/ 1076/ 1336nm

12345678 910111213

2176 bp
1766 bp

653 bp

517 bp

Abb. 13: Segregation des Chloramphenicoltransferasegens in 0672nm-Mutanten:

5-Primer: P1 0672: ACCCTCCGCAAACAACATGA, 3'-Primer: P2 0672: AATGGTTGGGGGTATAGITG
PCR-Produkt der Wildtypkopie: 525 bp, PCR-Produkt mit inserierter Resistenzkassette: 1856 bp. Die
Uberprufung der kompletten Segregation erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer DNA der
Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker VI, 2:
Synechocystis 6803nm, 3: 0672nm 4: 1614/ 0672nm 5: 0822/ 0672nm 6: 0672/ 1076nm, 7:
1614/ 0822/ 0672nm 8: 1614/ 0672/ 1076nm 9: 0822/ 0672/ 1076nm 10:
1614/ 0822/ 0672/ 1076nm 11: 1614/ 0822/ 0672/ 1336nm 12: 1614/ 0672/ 1076/ 1336nm 13:
0822/ 0672/ 1076/ 1336nm
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Abb. 14: Segregation der verschiedenen Resistenzgene in 1076nm-Mutanten:

5-Primer: P3 1076: CCAATGITAAGCGGGAAC, 3'-Primer: P2 1076: GTGATGGAGAATACTTGICG, PCR-
Produkt der Wildtypkopie: 1823 bp, PCR-Produkt mit inserierter Chloramphenicolresistenzkassette:
2075 bp, PCR-Produkt mit inserierter Kanamycinresistenzkassette: 2343 bp, PCR-Produkt mit
inserierter Spectinomycinresistenzkassette: 2392 bp, PCR-Produkt mit inserierter
Erythromycinresistenzkassette: 2928 bp. Die Uberpriifung der kompletten Segregation erfolgte durch
PCR mit isolierter genomischer DNA der Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 %
Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker 1ll, 2: DNA-Marker VI 3: Synechocystis 6803nm, 4: 1076nm
5. 1614/1076nm 6: 0822/1076nm 7: 0672/1076nm 8: 1614/0822/1076nm 9:
1614/ 0672/ 1076nm  10: 0822/0672/1076nm  11: 1614/0822/ 0672/ 1076nm  12:
1614/ 0822/ 1076/ 1336nm 13: 1614/ 0672/ 1076/ 1336nm 14: 0822/0672/1076/1336nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1766 bp

1230 bp

517 bp
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Abb. 15: Segregation des Chloramphenicoltransferasegens oder der Erythromycin-
resistenkassette in 1336nm-Mutanten

5-Primer: P1 1336: TTGCAATACACCTCCACGGG, 3'-Primer: P2 1336:
CCGACGATGACCAAGACTGG, PCR-Produkt der Wildtypkopie: 493 bp, PCR-Produkt mit inseriertem
Cloramphenicoltransferasegen: 1739 bp, PCR-Produkt mit inserierter Erythromycinresistenzkassette:
1814 bp. Die Uberpriifung der kompletten Segegration erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer
DNA der Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-
Marker VI, 2: Synechocystis 6803nm, 3: 1336nm, 4: 1614/1336nm, 5: 1614/0822/1336nm, 6:
1614/0822/0672/1336nm, 7: 1614/0822/1076/1336nm, 8: 1614/0672/1076/1336nm, 10:
0822/0672/1076/1336nm
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Die Abbildungen 11-15 zeigen, da in keiner der Mutanten Banden auf Hohe der
Wildtypsequenzen der jeweils ausgeschalteten Gene vorhanden sind. Somit konnten die
erhaltenen Mutanten fir Untersuchungen zu den Auswirkungen des Ausschaltens der

verschiedenen Gene eingesetzt werden.

2.3.4 Phiinotypische Charakterisierung der Mutanten

In der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076nm sollten durch das Fehlen aller vier
potentiellen Ca®*-ATPasen die zu beobachtenden Effekte am starksten sein; sie wurde daher

fur die ersten Untersuchungen verwendet.

2.3.4.1 Effekt von Calcium auf das Wachstum

Die ersten Untersuchungen zu den Auswirkungen des Fehlens der vier P-ATPasen richteten
sich auf das Wachstum. Durch die Aufnahme einer Wachstumskurve mit und ohne Ca**-
Zugabe sollte Uberpruft werden, wie Synechocystis 6803nm und die Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 unter Standardbedingungen wachsen und ob sie unterschiedlich auf

eine plotzliche Erhohung der Calcium-Konzentration im Anzuchtmedium reagieren.

50
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Synechocystis 6803nm

Chlorophylligehalt [ug/mli]
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Abb. 16: Effekt von Calcium auf das Wachstum

Aus Vorkulturen vom Synechocystis 6803nm und der Vierfachmutante 1614/ 0822/ 0672/ 1076nm
mit einer OD730 von 0,8 wurden jeweils zwei Kulturen in BG11 Medium mit der Standard-
Calciumkonzentration von 0,25 mM angeimpft. Hatten diese Kulturen eine Chlorophyllkonzentration
von 5 pg/ml erreicht, wurde jeweils eine der beiden Kulturen mit 50 mM CacCl, versetzt (Tag 0).
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Unter Standardbedingungen wuchsen Synechocystis 6803nm und die Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076nm vollkommen identisch. Auf die Zugabe von 50 mM CaCl,
reagierten Synechocystis 6803nm und die Vierfachmutante zundchst mit einem
Wachstumsstop. Im Laufe von vier Tagen erholten sich die Zellen wieder und wuchsen
anschlieBend mit der gleichen Geschwindigkeit wie bei normalen Anzuchtbedingungen
weiter. Alle Einfach, Doppel- und Dreifachmutanten der vermutlichen Calcium-ATPase-Gene
und des Calcium-Austauschers zeigten ein vergleichbares Wachstumsverhalten (Daten nicht

gezeigt).

2.3.4.2 Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit

Bei den Wachstumsuntersuchungen konnte beobachtet werden, daB die pl6tzliche Zugabe von
CaCl, ins Kulturmedium zu einer langsamen Aggregation der Einzelzellen zu
Zellansammlungen flhrte, die nach mehreren Stunden mit dem bloRen Auge erkennbar
waren. Dies bewirkte ein schnelleres Absinken der Zellen in Abhangigkeit von der Grole der
Zellaggregate. Zum Vergleich der Sedimentationsgeschwindigkeit zwischen Synechocystis
6803nm und der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076nm bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen wurde die optische Dichte der Flussigkulturen ohne Schitteln Gber

einen langeren Zeitraum gemessen.
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Abb. 17: Effekt von Calcium auf die Sedimentationsgeschwindigkeit

Kulturen von Synechocystis 6803nm und der Vierfachmutante 1614/ 0822/ 0672/ 1076nm wurden in
BG 11 Medium mit der Standardcalciumkonzentration von 0,25 mM angezogen, bei einer OD,39 von
0,8 mit verschiedenen Mengen Calciumchlorid versetzt und fir weitere 24 Stunden kultiviert. Danach
wurden Aliquots entnommen, die OD,3, auf 0,25 eingestellt und zu den angegebenen Zeitpunkten
gemessen.

Unter Standardbedingungen angezogene Zellen sanken nur sehr langsam ab. Uber den
untersuchten Zeitraum von 2,5 h blieb die optische Dichte der Flussigkultur mehr oder
weniger konstant. Mikroskopische Untersuchungen der Flussigkultur zeigten, dal alle Zellen
als Einzelzellen oder sich gerade teilende Zellen vorlagen. Mit ansteigender Ca*'-
Konzentration sanken die Zellen schneller ab. Bei einer Ca®*-Konzentration von 5 mM
bildeten sich bereits kleine Zellaggregate, neben denen aber auch noch viele Einzelzellen
vorhanden waren. Die Grolle der Zellaggregate nahm bei Syrnechocystis 6803nm und der
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076nm in gleichem MaR mit ansteigender
Calciumkonzentration zu, die Zahl der Einzelzellen ab. Eine weitere Erhéhung der
Calciumkonzentration ber 50 mM hinaus bewirkte weder bei Synechocystis 6803nm noch
bei der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076nm eine weitere Steigerung der

Sedimentationsgeschwindigkeit.
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3 Untersuchungen am Stamm des Pasteur-Instituts von Synechocystis 6803

Die bisherigen Untersuchungen an Synechocystis 6803nm hatten keine phénotypischen
Unterschiede zwischen Synechocystis 6803nm und der daraus hergestellten Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076nm ergeben. Bei der Suche nach weiteren Eigenschaften, die durch
Calcium beeinflult werden konnten, stellte sich heraus, dal} der bisher verwendete Stamm
von Synechocystis PCC6803 nicht dem Originalwildtyp entsprach. Der Originalstamm von
Synechocystis PCC 6803 ist motil und besitzt die Fahigkeit zur phototaktischen Bewegung auf
festem Untergrund (Choi et al. 1999). Nach einer personlichen Mitteilung von Young Mok
Park ist die Bewegung von Synechocystis 6803 calciumabhéngig. Diese Nachricht fiihrte zu
der Uberlegung, daR fiir eine Untersuchung des Einflusses von Calcium auf die Beweglichkeit
der Originalstamm verwendet werden sollte; dieser Stamm wird im Folgenden als

Synechocystis 6803 oder Wildtyp bezeichnet.

3.1 Immunologischer Nachw eis von P-ATPasen

Es bestand die Mdoglichkeit, dal die Veranderung, die zum Verlust der Beweglichkeit in
Synechocystis 6803nm geflihrt hatte, auch die Expression der P-ATPasen beeinfluft. In
isolierten Membranen des unbeweglichen Stammes Syrnechocystis 6803nm konnte bislang
keine der vier moglichen Calcium-ATPasen immunologisch nachgewiesen werden (Schnorr
1996). Hierflr waren der polyvalente Antikérper S2926, der gegen die in Escherichia coli
uberexprimierte Calcium-ATPase Sl | 1614 gerichtet ist, und der Peptid-Antikorper S2416,
der gegen 15 konservierte Aminosdauren der ATP-Bindestelle von P-ATPasen gerichtet ist,
eingesetzt worden (Geisler et al. 1998). Mit Hilfe dieser Antikdrper wurden nun isolierte
Cytoplasma- und Thylakoidmembranen des Originalstammes, die Uber ein Zweiphasensysten

aufgereinigt wurden, untersucht.
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Abb. 18: Immunodetektion und Lokalisation von P-
ATPasen in Synechocystis-Membranen 78 kDa
Isolierte Gesamtmembranen von Synechocystis 6803 wurden
Uber ein Zweiphasensystem (Dextran/Polyethylenglycol) in ) "
Cytoplasma- und Thylakoidmembranen aufgetrennt. Jeweils
15 pg Protein der beiden Fraktionen wurde in einem 7,5 % 56 KD s
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrocellulose
transferiert. Die Detektion der P-ATPasen erfolgte durch den
Peptid-Antikbrper S2416. 1. Cytoplasmamembranen, 2: 42 kDa
Thylakoidmembranen

In den Cytoplasmamembranen des Wildtyps konnte mit Hilfe des Peptid-Antikdrpers S2416
keine P-ATPase detektiert werden. In der Spur der Thylakoidmembranen wurde eine Bande
bei einem Molekulargewicht von ca. 65 kDa markiert. Hierbei kann es sich nicht um eine der
vier potentiellen Ca®*-ATPasen handeln, da diese ein Molekulargewicht von rund 100 kDa
besitzen. Auch unter Verwendung des polyvalenten Antiserums gegen die Calcium-ATPase
Sl 11614 konnte keine P-ATPase in den isolierten Cytoplasmamembranen nachgewiesen

werden (nicht gezeigte Daten).

3.2 Ausschalten der Ca**-AT Pase- und Ca**-Austauscher-Gene

Zur Aufklarung der vermuteten Beteiligung der Calcium-ATPasen an der Bewegung oder an
der Ca®*-Toleranz wurden die Gene der P-ATPasen sl | 1614, sl|0822, sl 0672,
sl 11076 und des Calcium Austauschers sl | 1336 im Originalwildtypstamm von
Synechocystis PCC 6803 ausgeschaltet. Fur die Transformation wurden die selben Plasmide
wie unter 111.2.3.2 (Seite32) beschrieben verwendet. Die erhaltenen Transformanden wurden
wiederum mittels PCR auf komplette Segregation der eingebrachten Resistenzkassette
uberprift (Abbildungen 19-23).
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Abb. 19: Segregation der Kanamycinresistenzkassette in 1614- Mut ant en

5'-Primer: P1.2 1614: GCCACACACTGCTCTACGTA, 3'-Primer: P2.2 1614:
CTTGCCAAACCGCGCTTGACT, PCR-Produkt der Wildtypkopie: 565 bp, PCR-Produkt mit inserierter
Resistenzkassette: 1872 bp. Die Uberprifung der kompletten Segegration erfolgte durch PCR mit
isolierter genomischer DNA der Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel
aufgetrennt. 1: DNA-Marker VI, 2: Synechocystis 6803, 3: 1614, 4: 1614/ 0822, 5: 1614/ 0672,
6: 1614/1076, 7: 1614/0822/0672, 8. 1614/0822/1076, 9: 1614/0672/1076, 10:
1614/ 0822/ 0672/ 1076

1 2 3 4 5 6 7 8 910
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Abb. 20: Segregation der Spectinomycinresistenzkassette in 0822- Mut ant en

5.Primer:K1 sl r0822: TACTTTCATATGICTGACCC, 3‘-Primer: P3 0822: CGCAGTACCTGGACTTTG,
PCR-Produkt der Wildtypkopie: 449 bp, PCR-Produkt mit inserierter Resistenzkassette: 1248 bp. Die
Uberprifung der kompletten Segregation erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer DNA der
Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker VI, 2:
Synechocystis 6803, 3: 0822, 4: 1614/0822, 5: 0822/0672, 6: 0822/1076, T:
1614/ 0822/ 0672, 8: 1614/ 0822/ 1076, 9: 0822/ 0672/ 1076, 10: 1614/ 0822/ 0672/ 1076
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2176 bp
1766 bp ——

Abb.21 : Segregation des Chloramphenicoltransferasegens in 0672-Mutanten:

5-Primer: P1 0672: ACCCTCCGCAAACAACATGA, 3'-Primer: P2 0672: AATGGTTGGGGGTATAGITG
PCR-Produkt der Wildtypkopie: 525 bp, PCR-Produkt mit inserierter Resistenzkassette: 1856 bp. Die
Uberpriifung der kompletten Segregation erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer DNA der
Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker VI, 2:
Synechocystis 6803, 3: 0672, 4: 1614/0672, 5: 0822/0672, 6: 0672/1076, T:
1614/ 0822/ 0672, 8: 1614/ 0672/ 1076, 9: 0822/ 0672/ 1076, 10: 1614/ 0822/ 0672/ 1076

3530 bp

2176 bp —
1766 bp =~

Abb. 22: Segregation der Erythromycinresistenzkassette in 1076-Mutanten:

5-Primer: P3 1076: CCAATGTTAAGCGGGAAC, 3'-Primer: P2 1076: GTGATGGAGAATACTTGICG, PCR-
Produkt der Wildtypkopie: 1823 bp, PCR-Produkt mit inserierter Erythromycinresistenzkassette: 2928
bp. Die Uberpriifung der kompletten Segregation erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer DNA
der Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-Marker IIl, 2:
DNA-MarkerVI, 3: Synechocystis 6803, 4: 1076, 5: 1614/ 1076, 6: 0822/ 1076, 7: 0672/ 1076,
8:1614/ 0822/ 1076, 9: 1614/ 0672/ 1076, 10: 0822/ 0672/ 1076, 11: 1614/ 0822/ 0672/ 1076
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1766 bp

1230 bp —

517 bp
453 bp

\|

Abb. 23: Segregation der Erythromycinresistenkassette in 1336-Mutanten

5-Primer: P1 1336: TTGCAATACACCTCCACGGG, 3‘-Primer P2 1336: CCGACGATGACCAAGACTGG
PCR-Produkt der Wildtypkopie: 493 bp, PCR-Produkt mit inserierter Erythromycinresistenzkassette:
1814 bp. Die Uberpriifung der kompletten Segegration erfolgte durch PCR mit isolierter genomischer
DNA der Mutanten. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. 1: DNA-
MarkerVl, 2: Synechocystis 6803, 3: 1336

Auch bei der Transformation des Originalwildtyps von Synechocystis 6803 konnten M utanten
erhalten werden, in denen keine Wildtypsequenzen der jeweils ausgeschalteten Gene mittels

PCR mehr nachweisbar waren.

3.2.1 Phiinotypische Charakterisierung der Mutanten von Synechocystis 6803

3.2.1.1 Effekt von Calcium auf d as Wachstum

Als erster Punkt zur phénotypischen Charakterisierung der Mutanten wurde das Wachstum
von Flussigkulturen des Wildtyps, der Ca**-Austauschermutante 1336 und der
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 verglichen. Alle Kulturen wurden zunéchst unter
Standardbedingungen angezogen. Bei Erreichen einer OD73 von 0,8 wurde ein Teil der
Kulturen mit 2 mM CaCl, bzw. 100 mM CaCl, versetzt. Dies flihrte zu einer sofortigen
Aggregation der Zellen, d.h. zu grolien Zellansammlungen, was eine exakte Entnahme der
Proben zur Bestimmung der Chlorophyllkonzentration verhinderte. Nach mehreren Tagen
hatten sich die Zellaggregate aber wieder soweit aufgeldst, dal die Chlorophyllkonzentration
als MaR fir das Wachstum bestimmt werden konnte. Es zeigten sich im weiteren Verlauf
keine deutlichen Unterschiede zwischen den Wildtypkulturen und Kulturen der Mutanten.
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Auch bei den unter Standardbedingungen wachsenden Kulturen konnte kein veréndertes

Woachstum beobachtet werden.

3.2.1.2 Zellaggregation nach Calciumzugabe

Die bei der Aufnahme von Wachstumskurven beobachtete Aggregation der Zellen nach
Calciumzugabe wurde im Folgenden genauer untersucht. Hierbei wurden die Reaktionen von
Synechocystis 6803nm, Synechocystis 6803 und der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 auf die Zugabe von 2 mM CaCl, bzw. 10 mM CaCl, beobachtet.
Die Ca?*-Zugabe erfolgte zu zwei unterschiedlichen Wachstumszeitpunkten der Kulturen. Als
Kontrolle fiir die Ca**-Spezifitat der Aggregation wurden Kulturen mit 2 mM MgCl, versetzt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 4 zusammengefalt.

Stamm Zusatz OD73,=0,5 0OD~3,=0,8
Synechocystis 6803nm - -
Synechocystis 6803 Ohne Zusatz - -
1614/0822/0672/1076 - -
Synechocystis 6803nm - -
Synechocystis 6803 2 mM CaCl, + ++
1614/0822/0672/1076 + +++
Synechocystis 6803nm - +
Synechocystis 6803 10 mM CaCl, + ++
1614/0822/0672/1076 + +++
Synechocystis 6803nm 2 mM CaCl, - -
Synechocystis 6803 anschlieRend - -
1614/0822/0672/1076 5mM EGTA - -
Synechocystis 6803nm - -
Synechocystis 6803 2 mM MgCl, - -
1614/0822/0672/1076 - -

Tab. 4. Zellaggregation nach Calciumzugabe

Kulturen von Synechocystis 6803nm, Synechocystis 6803 und 1614/0822/0672/1076 wurden unter
Standardbedingungen angezogen und bei einer OD3, von 0,5 bzw. 0,8 mit den angegeben Zusatzen
versetzt. Die Starke der Aggregation wurde subjektiv mit — flir keine Aggregation bis +++ fir sehr
schnelle Bildung groRRer Zellaggregate bewertet.



Ergebnisse 48

Beim nicht-motilen Stamm Synechocystis 6803nm war das Aggregationsverhalten nur sehr
schwach ausgepragt. Erst bei einer Ca**-Konzentration von 10 mM und einer OD3, von 0,8
bildeten sich Kkleine Zellaggregate. Der Wildtypstamm Synechocystis 6803 und die
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 dagegen reagierten bei der gleichen optischen
Dichte der Kultur bereits bei niedrigerer Ca**-Konzentration mit der sofortigen Bildung von
Zellaggregaten. Diese bildeten sich bei 1614/0822/0672/1076 noch etwas schneller und
bestanden aus mehr Zellen als beim Wildtyp Synechocystis 6803. Die Zugabe der gleichen
Menge MgCl, hatte keine Aggregation der Zellen zur Folge. Die nach Calciumzugabe
entstandenen Zellaggregate konnten durch einen UberschuB des Calcium-Chelators EGTA

innerhalb von Sekunden wieder aufgeldst werden.

3.2.1.3 Beschreibung der Kolonieform

Die Fahigkeit des Wildtyps von Synechocystis 6803, sich auf Agarplatten bewegen zu kénnen,
hat Auswirkungen auf die Kolonieform. Im Gegensatz zum nicht-motilen Stamm
Synechocystis 6803nm, der kreisrunde, feste Kolonien bildet, zeichnet sich Synechocystis
6803 durch aufgelockerte, z.T. ungleichmaRig auslaufende Kolonien aus. Bei der
Beobachtung von heranwachsenden Kolonien der Vierfachmutanten
1614/0822/0672/1076 fiel auf, dal3 die einzelnen Zellen einer Kolonie bereits nach den
ersten Teilungen einen grofReren Abstand zueinander hatten, was ein noch diffuseres
Koloniebild im Vergleich zum Wildtyp zur Folge hatte. Einschrankend muR darauf
hingewiesen werden, dafl sowohl beim Wildtyp als auch bei der Vierfachmutante auf den
Agarplatten Bereiche mit festeren Kolonien als auch weit auslaufende Kolonieformen
beobachtet wurden. Jedoch traten bei der Mutante 1614/0822/0672/1076 die diffusen und

weiter auslaufenden Kolonien deutlich haufiger auf als beim Wildtyp.

3.2.1.4 Bestimmung des cAMP-G ehaltes

Die beobachtete starkere Beweglichkeit der Mutante 1614/0822/0672/1076 im Vergleich
zum Wildtyp war ein subjektiver Eindruck, der sich nicht in Zahlen messen lie. Die

Beweglichkeit der Zellen jedoch soll im Zusammenhang mit der intrazellularen cAMP
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Konzentration stehen (Terauchi & Ohmori 1999). Sowohl der nicht-motile Wildtyp
Synechocystis 6803nm as auch die Mutante cyal des motilen Wildtyps, in der ein von zwei
vorhandenen Adenylatcyclase-Genen im Genom von Synechocystis 6803 ausgeschaltet
wurde, zeigten eine drastisch verringerte intrazellulare cCAMP Konzentration und einen nicht-

motilen Phénotyp. In dem folgenden Versuch wurde untersucht, ob neben der gesteigerte

Beweglichkeit der Mutanten auch der cAMP-Gehalt im Vergleich zum Wildtyp veréndert ist.

Stamm fmol cAMP/ng Chlorophyll | fmol cAMP/ug Chlorophyll
bei OD730=0,5 bei OD730=0,8
Synechocystis 6803nm 2+1 n.d.
Synechocystis 6803 3717 841+ 31
0822/0672/1076 n.d. 1469 + 103
1614/0822/0672/1076 243+ 73 n.d.

Tab. 5: cAMP Gehalt unter Standardbedingungen

Kulturen des nicht-motilen Stammes Synechocystis 6803nm, des Wildtyps, der Dreifachmutante
0822/0672/1076 und der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 wurden unter
Standardbedingungen angezogen. Bei Erreichen der OD730 von 0,5 bzw. 0,8 wurde der intrazellulare
CAMP Gehalt bestimmt. n.d.: nicht durchgefiihrt

Der cAMP Gehdt von Synechocystis 6803nm, Synechocystis 6803 und der P-ATPase-
Mutanten war sehr unterschiedlich. Im unbeweglichen Stamm Synechocystis 6803nm konnte
nur sehr wenig CAMP festgestellt werden. Die Drei- bzw. Vierfachmutanten zeigten bei
gleicher optischer Dichte der Kultur im Vergleich zum Originalwildtyp einen deutlich
erhohten cAMP-Gehalt. Bei einer OD73 von 0,8 war der CAMP Gehalt der Dreifachmutante
ungeféhr
Originalwildtyp und der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 bei einer ODz3, von 0,5

doppelt so hoch wie beim Originalwildtyp. Der Unterschied zwischen
war noch deutlicher. Hier war der cCAMP Gehalt der Vierfachmutante um den Faktor 6,5 hoher
als beim Wildtyp. Zudem fallt auf, daB der cAMP Gehalt des Originalwildtyps mit
zunehmender Dichte der Kultur sehr stark anstieg. Bei einer Erhohung der OD-3 von 0,5 auf
0,8 war der cAMP Gehalt auf mehr als das Zwanzigfache angestiegen.

Zur Uberpriifung, ob die externe Zugabe von Ca** den cAMP-Gehalt beeinflussen kann,
wurde unter Standardbedingungen wachsenden Kulturen 2 mM CaCl, zugesetzt und der

CAMP Gehalt zu mehreren Zeitpunkten nach der Zugabe bestimmt. Als Kontrolle fir die
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Calciumspezifitat der Reaktion wurden in einem Parallelansatz Kulturen mit 2 mM MgCl,

versetzt.

Wildtyp
300 - m 1614/0822/0672/1076

fmol cAMP innen/ug Chlorophyll
'S
=
o
1

Minuten

Abb. 24: cAMP Gehalt nach Ca**-Zugabe

Unter Standardbedingungen wachsenden Kulturen des Wildtyps und der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 wurden bei einer OD39 von 0,5 mit 2 mM CacCl, versetzt. Der cAMP Gehalt
wurde unmittelbar vor sowie 5 und 10 Minuten nach der Calciumzugabe bestimmt.

700
600 -
500 -
400 - . Wildtyp

300 - =% |® 1614/0822/0672/1076
200 -
100 -

0 ! 1 1 1 1 !
o 2 4 & 8 10

Minuten

fmol cAMP innen/ug Chlorophyll

Abb. 25: cAMP Gehalt nach Mg?*-Zugabe

Unter Standardbedingungen wachsenden Kulturen des Wildtyps und der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 wurden bei einer OD73 von 0,5 mit 2 mM MgCI, versetzt. Der cAMP Gehalt
wurde unmittelbar vor sowie 5 und 10 Minuten nach der Magnesiumzugabe bestimmt.



Ergebnisse 51

Die plétzliche Erhéhung der Calciumkonzentration im Kulturmedium von 250 uM auf 2 mM
fuhrte sowohl beim Wildtyp als auch bei der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 zu
einem starken Anstieg des intracellularen cCAMP Gehaltes. Die cAMP Zunahme war beim
Wildtyp mit 62 fmol cAMP/(ug Chlorophyll Cmin) ungeféhr doppelt so hoch wie bei der
Vierfachmutante mit 30 fmol cAMP/(ug Chlorophyll Cmin). Bei einer Messung des cCAMP
Gehaltes zu spateren Zeitpunkten nach der Calciumzugabe konnte beobachtet werden , dal3 in
Wildtyp und Vierfachmutante der cAMP Spiegel nach Erreichen des Maximums bei 10 min.
langsam wieder absinkt (nicht gezeigt). Die Zugabe von MgCl,; zum Anzuchtmedium wirkte
sich nicht auf den cAMP Spiegel aus (Abbildung 25).
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IV Diskussion

1 Informationen aus der Sequenz der potentiellen Ca’>*-ATPasen

Die komplette Sequenzierung des Genoms von Syrnechocystis PCC 6803 hatte 9 Gene fir P-
Typ-ATPasen ergeben (Cyanobase), wovon die vier P-ATPasen Sl | 1614, Sl r0822,
Sl 10672 und SI'1 1076 dem Typ IIA der Ca® -transportirenden P-ATPasen zugeordnet
wurden (Abb. 6, S. 10, Palmgren und Axelsen 1998). Das berechnete Molekulargewicht
betragt jeweils rund 100 kDa. In den abgeleiteten Aminosauresequenzen der vier potentiellen
Ca**-ATPasen sind keine Bindestellen fiir die regulatorischen Proteine eukaryotischer Ca®*-
ATPasen - Calmodulin und Phospholamban - vorhanden. Da auch im Genom von
Synechocystis 6803 keine Calmodulin- oder Phospholambangene gefunden werden konnten,
muB sich die Regulation der Ca*"-ATPase-Aktivititen aus Synechocystis, falls (iberhaupt
erforderlich, von den typischen Regulationsmechanismen eukaryotischer Ca®*-ATPasen
unterscheiden.

Neben den codierenden Bereichen der P-ATPase-Gene kdnnen auch die flankierenden, nicht
codierenden Bereiche sowie benachbarte Leseraster interessante Informationen enthalten. In
prokaryotischen Organismen sind h&ufig mehrere Gene, die an einer gemeinsamen Funktion
beteiligt sind, in Genclustern direkt hintereinander angeordnet. Dies ermdglicht eine
gemeinsame Transkription und Regulation der benachbarten Gene. Auf dem Genom von
Synechocystis 6803 sind bei allen vier potentiellen Ca**-ATPase-Genen unmittelbar
benachbarte offene Leseraster mit gleicher Orientierung vorhanden (Tab. 1 S. 27). Flr die
ORFssl |1 1611 bissl | 1615 konnte eine vermutete Kotranskription experimentell bestatigt
werden (Geisler et al. 1996, Ahring 1998); zu den abgeleiteten Aminosduresequenzen der
ORFssl 11613 und sl | 1611 konnten allerdings keine Homologien ermittelt werden. ORF
sl 1 1612 weist 38 % Ubereinstimmung mit der Folyl-Polyglutamat Synthetase (Fol C) aus
Bacillus subtilis auf (Mohan et al. 1989). Dieses Enzym katalysiert die Reaktion von Folat zu
Polyglutamatderivaten (Bognar et al. 1987); diese Reaktion steht in keinem erkennbaren
Zusammenhang mit der Funktion der P-ATPase. In Bacillus subtilis befindet sich f ol Cin
einem Cluster mit Genen, die an der Sporulation beteiligt sind (Margolis et al. 1993); auch

darin ist kein direkter Zusammenhang zur P-ATPase zu erkennen. ORF sl | 1615 codiert
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eine GTPase mit einem Molekulargewicht von rund 50 kDa (Geisler et a 1996). Alle
Mitglieder der GTPase-Superfamilie sind konservierte molekulare Schalter, die durch GTP-
Bindung kurzfristig angeschaltet werden (Bourne et al. 1991). In seiner Funktion as
biologischer Schalter kdnnte die GTPase Sl | 1615 aus Syrnechocystis theoretisch an der
Regulation der P-ATPase Sl | 1614 beteiligt sein.

Das benachbarten ORF des P-ATPase-Gens sl | 0672 besitzt hchste Homologien zu einem
Magnesium und Kobalt-transportierenden Protein; das ORF neben sl | 0822 zu einem
hypothetischen Protein aus Cyanophora paradoxa, dessen Funktion noch unbekannt ist. Sie
liefern jedoch keine Hinweise auf eine Beziehung zu den potentiellen Ca®*-ATPasen.

Auf den ersten Blick ist auch bei der Leucyl-t-RNA-Synthetase des ORFs sl | 1074 kein
Zusammenhang mit der Regulation der Calciumkonzentration zu erkennen. In Escherichia
coli aber konnte gezeigt werden, dal’ ein einziger Basenaustausch in der Leucyl-tRNA zur
Resistenz gegen den Calmodulin-Inhibitor 48/80 fiihrte (Chen et al. 1991). Die Autoren
vermuten, daf} durch die Veranderung der sehr seltenen Leucyl-tRNAcya die Translation von
mMRNAs mit vielen CUA-Codons herabgesetzt wird. Die synthetisierten Proteine wiederum
der CUA-reichen mRNA konnten calciumbindende Proteine sein, die ein Target flr den
Calmodulin-Inhibitor 48/80 darstellen. Uber eine mogliche Regulation der Expression durch
tRNA-Spiegel wird spekuliert (Chen et al. 1991). In Synechocystis konnten die potentielle
Ca®*-ATPase Sl |1 1076 als calciumexportierendes Enzym und die Leucyl-tRNA-Synthetase
als Voraussetzung fur die effiziente Translation CUA-reicher mRNAs calciumbindender
Proteine gemeinsam transkribiert werden. Beide Enzyme stinden somit in Verbindung zu

Calcium und konnten bei den gleichen Bedingungen in der Zelle bendtigt werden.

2 Expression der potentiellen Ca**-ATPasen

Die Ermittlung von Faktoren, die die Expression eines Gens beeinflussen, kann Hinweise auf
die Funktion des Proteins liefern. Bisherige Untersuchungen zur Expression der potentiellen
Ca**-ATPasen aus Synechocystis bezogen sich ausschlieRlich auf s| | 1614 im nicht-motilen
Stamm Synechocystis 6803nm; bei diesen Untzersuchungen konnte das sl | 1614-Transkript
nur mittels der sehr sensitiven Methode der RT-PCR reproduzierbar nachgewiesen werden
(Jakobs 1996). Ein immunologischer Nachweis der P-ATPase in aufgereinigten Cytoplasma-
und Thylakoidmembranen unter Verwendung eines gegen die ATPase Sl | 1614 gerichteten

Antikdrpers war nicht moglich. Erst durch den radioaktiven Nachweis eines phosphorylierten
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Enzymintermediates in aufgereinigten Cytoplasmamembranen von Synechocystis 6803nm
konnte die Existenz einer P-ATPase von rund 100 kDa in Synechocystis belegt werden
(Geisler et al.1998). Da aber ale vier potentiellen Ca?*-ATPasen von Synechocystis €n
Molekulargewicht um die 100 kDa besitzen, ist mit dieser Methode keine Unterscheidung
zwischen den vier P-ATPasen mdglich. Der schwierige Nachweis sowohl der sl | 1614
MRNA als auch des Sl | 1614 Proteins lassen somit auf eine sehr schwache Expression von
sl | 1614 unter Standardbedingungen schlie3en.

Die Variation der Ca*-Konzentration im Anzuchtmedium bewirkte nur geringe
Veranderungen des sl | 1614 Transkriptgehalts. Bei Zusatz von 100 mM Ca®* zum
Anzuchtmedium war der sl| 1614 Transkriptgehalt in Synechocystis 6803nm leicht
verringert. Dies konnte in einer herabgesetzten Stabilitat der sl | 1614 mRNA in Gegenwart
von 100 mM Ca?* begriindet sein, die die Translation allerdings beschleunigen konnte (Jakobs
1996).

Nach der Sequenzierung der drei weiteren potentiellen Ca®*-ATPase-Gene sl | 0822,
sl 10672 und sl | 1076 wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression dieser P-ATPasen
untersucht. RT-PCR-Untersuchungen mit isolierter RNA aus Synechocystis 6803nm zeigten
bei keiner der potentiellen Ca®*-ATPasen einen veranderten Transkriptgehalt als Reaktion auf
die zweistlindige Zugabe von 50 mM CaCl, (Abb. 7 S. 29); die Ergebnisse deuten darauf hin,
daB der Transkriptgehalt der potentiellen Ca**-ATPasen nicht von der Calciumkonzentration
des Anzuchtmediums abhéngt.

In Dictyostelium wurde ein Anstieg der mRNA einer Ca*-ATPase nach Anzucht in
Gegenwart von 80 mM Ca®* beobachtet (Moniakis et al. 1995). Man kann vermuten, daR bei
Dictyostelium die Erhéhung der Ca®*-Konzentration im Anzuchtmedium eine Erhhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration zur Folge hat; so wurde beispielsweise fiir die PMCA aus
Endothelzellen der Ratte gezeigt, daR an einer Signaltransduktionskette, die zur Induktion der
PMCA mRNA fihrt, intrazellulére Calciumsignale beteiligt sind (Kuo et al. 1993).

Bei Synechocystis mul die Zugabe von CaCl, zum AuBenmedium nicht unbedingt zu einer
Veranderung der intrazellularen Ca**-Konzentration filhren, womit die fehlenden Effekte
erklart werden konnten. Da vermutet wurde, daf durch die Deletion oder Uberexpression von
sl11614 in den Mutanten 1614nm und Synechocystis 6803nmMRP die
Calciuminnenkonzentration veréndert ist, wurde Uberprift, ob sich in diesen Mutanten der
mRNA-Gehalt der drei anderen potentiellen Ca**-ATPasen im Vergleich zu Synechocystis
6803nm unterscheidet.
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Abbildung 8 (S. 30) zeigt allerdings, dalR der Transkriptgehalt der P-ATPasen Sl | 0822,
SI10672 und SI11076 in Synechocystis 6803nm, 1614nm und Synechocystis
6803nmMRP jeweils identisch war. Demnach bewirkte das Ausfallen einer der Ca**-ATPasen
(Sl | 1614) keine Veranderung der Transkriptgehalte der anderen potentiellen Ca®*-ATPasen.
Alle bisherigen Untersuchungen zur Expression von sl | 1614 sind am nicht-motilen Stamm
Synechocystis 6803nm durchgefiihrt worden. Da die Féahigkeit zur Bewegung auf festem
Untergrund vermutlich calciumabhéngig ist (Park, personliche Mitteilung) und Synechocystis
6803nm diese Fahigkeit verloren hat, kénnte auch die Regulation der Expression der Ca®*-
ATPasen durch Ca®* in diesem Stamm beeintrachtigt sein. Deshalb wurden
Cytoplasmamembranen und Thylakoidmembranen aus dem beweglichen Wildtypstamm
Synechocystis 6803 isoliert und eine Immundetektion mit Antikdrpern gegen das aktive
Zentrum von P-ATPasen und gegen die in Escherichia coli Uberexpremierte ATPase
S| | 1614 durchgefiihrt (Abb. 18, S. 43).

Es ergab sich, dafl auch im Wildtypstamm weder in der Cytoplasmamembran noch in der
Thylakoidmembran eine der potentiellen Ca**-ATPasen mit einem Molekulargewicht von
rund 100 kDa nachgewiesen werden konnte. Die einzige Proteinbande, die von den
Antikorpern detektiert wurde, befand sich in der Thylakoidmembran. Aufgrund der geringen
GroRe von ca. 65 kDa konnte es keine der potentiellen Ca?*-ATPasen sein. Nach der GréRe
des markierten Proteins zu urteilen mii3te es sich um die P-ATPase Sl | 0797 handeln. Diese
wurde von Axelsen und Palmgren (1998) dem Typ IB mit einer Spezifitat fur Cd**
zugeordnet. Eine P-ATPase (PacS) in Synechococcus PCC 7942 konnte in der
Thylakoidmembran lokalisiert werden (Kanamaru et al. 1994); PacS besitzt zwar eine
Spezifitét fiir Cu**, gehért aber wie Sl | 0797 dem Typ IB der P-ATPase Familie an. Uber die
Lokalisation der potentiellen Ca®*-ATPasen kann aus diesem Experiment keine Aussage
getroffen werden, da ihre Expression auch im Originalwildtyp von Synechocystis 6803 unter
Standardbedingungen so gering ist, dafl sie mit Hilfe der verwendeten Antikorper nicht
nachgewiesen werden koénnen. Erst durch Uberexpression von sl | 1614 in der Mutante
Synechocystis 6803nmMRP konnte diese Ca®*-ATPase in der Cytoplasmamembran von
Synechocystis lokalisiert werden (Schnorr 1996). Bedingungen, unter denen die Expression
der Ca**-ATPasen im Wildtyp von Synechocystis 6803 gesteigert wird, konnten nicht ermittelt
werden; wahrscheinlich reichen sehr geringe Mengen der Ca**-ATPasen fiir die Ausiibung

ihrer Funktion aus, und eine Regulation wére nicht erforderlich.
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3 Phinotypische Charakterisierung der P-ATPase-Mutanten

Fir die Aufklarung der physiologischen Bedeutung der Ca®*-ATPasen aus Synechocystis
konnten die Untersuchungen zur Expression der vier potentiellen Ca*-ATPasen keinen
Beitrag leisten. Daher wurden die Gene sl | 1614, sl 10822, sl |1 0672 und sl | 1076
gezielt ausgeschaltet; durch das Fehlen der Genprodukte sollten phénotypische
\Verénderungen in den Mutanten auftreten, die Rickschlusse auf die Funktion der P-ATPase
erlauben. Da die Mdglichkeit bestand, daR sich die vier potentiellen Ca®*-ATPasen
gegenseitig ersetzen kdnnen, muten neben den Einfachmutanten, in denen jeweils nur ein
Gen ausgeschaltet wurde, auch Mehrfachmutanten hergestellt werden. Nach jedem
Transformationsschritt wurde die komplette Segregation aller bisher ausgeschalteter Gene
mittels PCR Uberprift. Es Uberraschte, dal sowohl fur den nicht-motilen Stamm
Synechocystis 6803nm als auch fur den Wildtypstamm Synechocystis 6803 komplett
segregierte Vierfachmutanten erhalten werden konnten, in denen alle Gene flr potentielle
Ca**-ATPasen ausgeschaltet waren (Abb. 11-15, S. 36-38 / Abb. 19-23, S. 44-46). Auch die
Wachstumsgeschwindigkeiten unter Standardbedingungen waren fir Wildtyp und Mutanten
gleich. Demnach sind fir ein normales Wachstum von Symechocystis unter
Standardbedingungen keine Ca?*-ATPasen notwendig. Dieses Ergebnis 148t sich gut mit der
ermittelten extrem schwachen Expression der potentiellen Ca®*-ATPasen unter

Standarbedingungen vereinbaren.

3.1 Wachstum unter Calcium -Stref

Ca®*-ATPasen dienen dem Export von Calciumionen aus dem Cytoplasma. Daher konnte
vermutet werden, daB bei einer Erhéhung der Ca®*-Konzentration des Anzuchtmediums und
einem mdoglicherweise darauf folgenden Anstieg der intrazellulédren Calciumkonzentration die
Ca®*-exportierenden P-ATPasen benétigt werden.

Zugabe von 2-100 mM CacCl; zu unter Standardbedingungen wachsenden Kulturen zeigten
jedoch keine Wachstumsunterschiede zwischen dem Wildtyp (bzw. Synechocystis 6803nm)
und den entsprechenden Vierfachmutanten (Abb. 16, S. 39 / Abschnitt 111.3.2.1.1. S. 46). Die
Ca®*-ATPasen von Synechocystis sind somit selbst fiir ein Wachstum bei stark erhdhten Ca**-
Aulenkonzentrationen entbehrlich. Ein &hnliches Ergebnis erhielten Berkelmann et al. (1994)

fir die Deletionsmutante APacL von Synechococcus PCC7942. Sie schalteten ebenfalls ein
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Gen einer P-Typ-Ca®*-ATPase aus; der Verlust der Calcium-ATPase wirkte sich nicht auf das
Wachstum auch bei Ca®*-Konzentrationen von bis zu 100 mM aus. Isolierte
Cytoplasmamembranen aus APacL zeigten im Gegensatz zum Wildtyp keine ATP-abhéngige
Ca**-Transportaktivitat mehr, so daR weitere Gene fiir Ca?*-ATPasen in Synechococcus 7942
eher unwahrscheinlich sind. Die Autoren vermuten, daB das Fehlen eines Ca®*-sensitiven
Phénotyps entweder in einem fehlenden toxischen Effekt von erhdhten cytoplasmatischen
Ca®*-Konzentrationen oder im Vorhandensein alternativer Ca**-exportierender Enzyme wie
Ca”*/H*(Na")-Austauscher begriindet ist.

In Synechocystis 6803 ist ein solcher Ca®*-Austauscher vorhanden. ORF sl | 1336 besitzt
hohe Homologie zu einem Ca®*/H*-Austauscher aus Saccharomyces cerevisiae (CyanoBase).
Aber auch das alleinige Ausschalten dieses Gens in der Synechocystis 6803 Mutante 1336
fuihrte nicht zu einer erhdhten Sensitivitat gegentiber Ca**. Demnach reicht das Vorhandensein
entweder des Calcium-Austauschers oder der vier potentiellen Ca®*-ATPasen aus, um ein

normales Wachstum bei erhdhten Calciumkonzentrationen zu ermdglichen.

3.2 Zellaggregation nach Ca“-Zugabe

Die Zugabe von Ca*" zu wachsenden Flussigkulturen von Symechocystis bewirkte eine
Aggregation der Zellen (Tab. 4, S. 47) und hatte in Abh&ngigkeit von der Grole der
Zellaggregate ein deutlich schnelleres Absinken der Zellen zur Folge (Abb. 17, S. 41). Ein
ahnliches Verhalten wurde beim fruchtkorperbildenden Bakterium Myxococcus xanthus
beobachtet (Kim et al. 1999). Bei schlechten Umweltbedingungen lagern sich die einzelnen
Zellen zu Fruchtkdérpern zusammen, in deren Innern sich die Myxosporen entwickeln. Fir die
Aggregation der Zellen sind an die Zelloberflache assoziierte Fibrillen - bestehend aus
Proteinen und Polysacchariden - verantwortlich. Die Synthese der Fibrillen steigt deutlich an,
wenn die Zellen in die stationdre Wachstumsphase eintreten. Durch die Zugabe von Ca** kann
aber auch in logarithmisch wachsenden Kulturen die Synthese der Fibrillen und die daraus
folgende Aggregation der Zellen induziert werden. Auch beim Schleimpilz Dictyostelium
discoideum ist die Zusammenlagerung der Zellen zu Fruchtkdrpern calciumabhéangig (Wong
et al. 1996). Das Adhéasionsprotein (DdCAD- 1) bindendet Calcium und kann sowohl im
Cytoplasma als auch an der Zelloberflache lokalisiert sein. Besonders hdufig ist es an Zell-
Zell-Kontaktstellen zu finden. Die Expression des entsprechenden cadA-Gens wird zu

Beginn des Entwicklungszyklus induziert (Yang et al. 1997).
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Auch im Genom von Synechocystis 6803 ist ein ORF (sl | 1951) vorhanden, dessen Protein
Homologien zu extrazellularen Ca®*-bindenden Proteinen besitzt (Bhaya et al. 1999). Im C-
Terminus des Proteins befindet sich eine fiir diese Enzymklasse typische, aus 9 Aminoséuren
bestehende Calcium-Bindestelle mit der Sequenz: LVGGRGNDT. Es kénnen durchaus auch
noch weitere calciumbindende Proteine vorhanden sein. Befinden sich solche Proteine an der
Zelloberflache, kann es durch die Zugabe von Calcium zu Konformationsanderungen
kommen, die bei Zell-Zell-Kontakt zum gegenseitigen ,,Anhaften* der Zellen fiihren. Dies
wirde die sofortige Aggregation von Synechocystis 6803 nach Calciumzugabe erklaren. Die
Zellaggregate werden durch den Ca”*-Chelator EGTA innerhalb von Sekunden wieder
aufgeldst; vermutlich werden die Calciumionen wieder aus den Proteinbindestellen entfernt
und die Abldsung der Zellen voneinander ware wieder moéglich.

Die beobachteten Unterschiede im Aggregationsverhalten zwischen dem nicht-motilen
Stamm  Synechocystis  6803nm, dem Wildtypstamm Syrnechocystis 6803 und der
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 (Tab. 4, S. 47) konnten auf unterschiedliche
Mengen der calciumbindenden Proteine an der Zelloberfliche zuriickgehen und sind
letztendlich auf unterschiedliche Expression ihrer Gene einschlieflich ihres Transports zur
Zelloberflache zurlckzufuhren. Man kann vermuten, daf im nicht-motilen Stamm
Synechocystis 6803nm nur sehr wenige calciumbindenden Proteine an der &uf’eren Membran
vorhanden sind, wodurch die Zellen nur sehr langsam zu Kkleineren Ansammlungen
aggregieren. Der Wildtypstamm Synechocystis 6803 kodnnte eine groRere Anzahl dieser
Proteine an der Zelloberflache besitzen, die in der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076
noch etwas erhoht wére. Fir den Zusammenhang des Aggregationsverhaltens mit der
optischen Dichte der Kultur (Tab. 4, S. 47) konnte eine wachstumsphasenabhéngige
Expression der calciumbindenden extrazellularen Proteine verantwortlich sein. Mit
zunehmender Zelldichte der Kultur werden die duf3eren Bedingungen schlechter, was eine
Steigerung der Expression der calciumbindenden Proteine bewirken konnte. Mdglicherweise
kann auch in Synechocystis 6803 die Expression der extrazellularen Ca®*-bindenden Proteine
ghnlich wie in Myxococcus xanthus durch die Zugabe von Ca** zum Medium induziert
werden.

Uber den Sinn der Aggregation bei hohen Ca?*-Konzentrationen kann nur spekuliert werden.
Vielleicht dient die Aggregation lediglich dem Schutz einzelner Zellen vor zu hohen
Calciumkonzentrationen des Mediums; die inneren Zellen eines Aggregats wéren durch die
umgebenden Zellen vom Medium abgeschirmt.
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3.3 Bewegung auf festem Untergrund

Ahnlich wie beim Aggregationsverhalten traten auch bei der Bewegung auf Agarplatten
deutliche Unterschiede zwischen dem nicht-motilen Stamm Synechocystis 6803nm und dem
Wildtypstamm Synechocystis 6803 auf; leichte Unterschiede wurden auch zwischen
Synechocystis 6803 und der daraus hergestellten Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076
beobachtet. Synechocystis 6803nm hat die F&higkeit zur Bewegung verloren. Dieser Stamm
bildete bei der Anzucht auf Agarplatten feste, kreisrunde Kolonien. Der Wildtypstamm
dagegen ist beweglich und bildete aufgelockerte, auslaufende Kolonien. Bei der
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 waren noch hdufiger als beim Wildtyp stark
auseinanderlaufende Bereiche zu erkennen.

Der genaue Bewegungsmechanismus gleitender Bakterien ohne Flagellen ist noch nicht
geklart. In Myxococcus xanthus sind rund 100 Gene an der Regulation und Austibung der
gleitenden Bewegung beteiligt (MacNeil et al. 1994, Youderian 1998). Beim Cyanobakterium
Phormydium — unicatum wird wéhrend der Bewegung durch spezielle Poren ein
Heteropolysaccharid ausgeschieden. Die entstehenden Polysaccharidfibrillen sind zunéchst
Uber das calciumbindende Glykoprotein Oscillin - mit der Zelle verbunden. Der
Polysaccharidschleim haftet auf der festen Oberflache und die Zellen schieben sich durch die
fortlaufende Polysaccharidsynthese innerhalb der Schleimhulle vorwarts (Hoiczyk und
Baumeister 1997, 1998).

Die Zelloberflache von Synechocystis 6803 ist im Gegensatz zu Phormidium unicatum mit
Pili besetzt. Diese sind fur die phototaktischen Bewegung der Zellen essentiell, was auf einen
anderen Bewegungsmechanismus von Synechocystis hindeutet. Das Ausschalten der beiden
benachbarten Pilin-Gene pi | AL (sl |1 1694) und pil A2 (sl | 1695) in Synechocystis
fihrte zum Bewegungsverlust. Auch die Deletion des si gF-Gens (sl | 1564), das fur einen
alternativen Sigma-Faktor mit hdchster Homologie zum streRaktivierten Sigmafaktor si gB
aus Bacillus subtilis codiert, flhrte durch das Fehlen sé&mtlicher Pili zum nicht-motilen
Phanotyp. Die si gF-Mutante zeichnete sich zusétzlich durch die Produktion von gelb-
braunen und UV-absorbierenden Pigmenten aus, die gemeinsam mit einem 200-kDa-Protein
ins Medium abgegeben werden. Durch N-terminale Sequenzierung des abgeldsten Proteins
konnte es dem ORF sl | 1951 von Synechocystis 6803 zugeordnet werden. Es besitzt
Homologien zu extrazellularen calciumbindenden Proteinen wie dem an der Bewegung

beteiligten Oscillin aus Phormidium unicatum (Bhaya et al. 1999). Die Autoren schlielen aus
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ihren Ergebnissen, dal si gF in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor sowohl fir die
Expression der Pilingene pi | A1 und pi | A2 als auch flr die Aktivierung von Genen, die flr
den korrekten Aufbau der Zellhiille wichtig sind, verantwortlich ist. Ahnlich wie Si gB in
Bacillus subtilis konnte Si gF aus Synechocystis die Anpassung an StrelRbedingungen
regulieren. In Synechocystis 6803 konnte dies durch die Veranderung der Zelloberflache
einschlieBlich der fur die Bewegung notwendigen Pilisynthese erfolgen (Bhaya et al. 1999).
Solche Strel3bedingungen konnten beispielsweise der Nahrstoff- und Lichtmangel beim
Wachstum auf Agarplatten sein. L&kt man Kolonien von Synechocystis 6803 Uber mehrere
Wochen wachsen, so bilden sich zunédchst Kolonien, in denen die Zellen auch in grofRer Zahl
Ubereinander wachsen. Dann kommt es plotzlich zu einem flachigen ,,Ausschwérmen® von
Zellen in die Umgebung (Abbildung 26), wodurch sich die Grundflache der Kolonie innerhalb
von mehreren Tagen vervielfachen kann.

Tt
e

M

Abb. 26: ,Ausschwarmen” der Zellen in der stationaren Wachstumsphase

Gezeigt sind 6 Wochen alte Kolonien von Synechocystis 6803 auf BG11-Agarplatten vier Tage nach
Beginn des ,Ausschwarmens”. Die dunkelgriinen Bereiche zeigen die aus lGibereinander gewachsenen
Zellen bestehenden Kolonien. Die umgebenden hellgriinen Bereiche sind erst vor vier Tagen aus den
dunkelgriinen Kolonien entstanden. Sie bestehen nur aus einer bzw. 2 Zellschichten.

Fur das plotzliche ,,Ausschwérmen® der Zellen konnte eine Aktivierung von Si gF ausgelst

durch die schlechter gewordenen Umweltbedingungen verantwortlich sein. Dies wirde
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wiederum die Pilisynthese und die Expression von Genen, die fiir den korrekten Einbau des
calciumbindenden Proteins Sl | 1951 in die Zellhulle verantwortlich sind, steigern. Bereits
bei der Diskussion des Aggregationsverhaltens von Synechocystis (S.57-58) wurde eine
mogliche Regulation extrazellularer calciumbindender Proteine (z.B. Sl 11951)
angesprochen. In diesem Regulationsmechanismus konnte der alternativen Sigmafaktor Si gF
eine Schlisselrolle spielen. In der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 konnte Si gF
friher und / oder starker aktiviert sein, was zu einer hoheren Présenz calciumbindender
Proteine an der Zelloberflache und zu einer verstarkten Pilisynthese fuhren wirde. Dies wirde
sowohl das stdarkere Aggregationverhalten als auch die hohere Beweglichkeit von
1614/0822/0672/1076 im Vergleich zum Wildtyp erklaren.

3.4 cAMP-Gehalt

Neben dem Vorhandensein von Pili und des alternativen Sigmafaktors Si gF ist auch der
intrazelluldare cAMP-Gehalt wichtig fir die Bewegung von Syrechocystis 6803. Im Genom
sind zwei Gene gefunden worden, die jeweils im C-Terminus eine Region mit Homologie zur
katalytischen Doméne von Adenylatcyclasen besitzen; sie wurden daher mit cyal
(sI'11991) und cya2 (sl 0646) bezeichnet (Terauchi und Ohmori 1999). Im N-
terminalen Bereich, der vermutlich regulatorische Elemente enthdlt, weisen die beiden
Adenylatcyclasen kaum Ubereinstimmungen untereinander auf. Cya2 besitzt im Gegensatz
zu Cyal hydrophobe Regionen, die vermutlich eine Membran durchspannen. Die Deletion
von cyal fihrte zu einem stark reduzierten intrazellularen cAMP-Gehalt (cyal Mutante: 8
pmol cAMP/mg Chl, Wildtyp: 193 pmol cAMP/mg Chl) und zu einem nicht-motilen
Phénotyp. Ausschalten von cya2 dagegen bewirkte nur eine sehr geringe Abnahme des
intrazellularen cAMP-Gehaltes (176 pmol cAMP/mg Chl) und keine \erénderung der
Beweglichkeit. Messungen am nicht-motilen Stamm Syrnechocystis 6803nm ergaben auch hier
einen sehr geringen cAMP-Gehalt vergleichbar dem der Cyal-Mutante. Die Autoren
vermuten, dall cAMP als second messenger dient, der Umweltsignale weiterleitet und die
Aktivitdt von an der Bewegung beteiligten Proteinen wie z.B. dem extrazellularem
Glycoprotein Sl 1 1951 reguliert. Eine Reaktion des intrazellularen cAMP-Gehaltes auf
aulRere Einflusse wie Licht-Dunkelheit oder den pH-Wert wurde bereits 1989 im

Cyanobakterium Anabaena cylindrica gemessen (Ohmori 1989).
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Die Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076, in der ale potentiellen Ca®*-ATPasen
ausgeschaltet sind, machte im Vergleich zum Wildtyp von Synechocystis 6803 enen
beweglicheren Eindruck. Der von Terauchi und Ohmori festgestellte Zusammenhang
zwischen intrazellularem cAMP-Gehalt und der Bewegung von Syrnechocystis 6803 lieR3
vermuten, dal neben der gesteigerten  Beweglichkeit der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 auch ihr cAMP-Gehalt veréndert ist.

Beim \ergleich des intrazelluliren CcAMP-Gehaltes zwischen Wildtyp und der
Vierfachmutante in unter Standardbedingungen angezogenen Zellen konnte tatsachlich ein
deutlicher Unterschied festgestellt werden (Tab. 5, S. 49). Der intrazellulare cAMP-Gehalt der
Vierfachmutante war um den Faktor 6,5 hoher als beim Wildtyp. Zusétzlich zum deutlichen
Unterschied zwischen Wildtyp und 1614/0822/0672/1076 konnte auch eine extreme
Abhangigkeit des cAMP-Gehaltes von der Wachstumsphase gemessen werden. Bei einer
Erhohung der OD73, von 0,5 auf 0,8 war der CAMP Gehalt in Synechocystis 6803 von 37
pmol cAMP/ug Chl auf 841 pmol cAMP/ug Chl angestiegen.

Worin kénnte nun der Zusammenhang zwischen dem Fehlen aller potentiellen Ca®*-ATPasen
und dem erhohten cCAMP-Gehalt bestehen? Es ist gut vorstellbar, dal? in der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 die cytoplasmatische Ca®**-Konzentration im Vergleich zum
Wildtyp erhoht ist. Sie besitzt fiir den Export von Calciumionen nur einen Ca®*-Austauscher,
der fir die Grobregulation der Calciumkonzentration verantwortlich sein konnte; die
hochaffinen P-ATPasen fir die Feinregulation fehlen. Durch die erhohte cytoplasmatische
Ca**-Konzentration konnte die Adenylatcyclase aktiviert werden. Eine aus Anabaena Sp
ATCC 29151 isolierte Adenylatcyclase konnte durch Zusatz von Ca®* zum Reaktionsansatz
aktiviert werden (Faktor2). Die zusatzliche Zugabe eines aus dem gleichen Organismus
isolierten  calmodulindhnlichen  Proteins fiuhrte sogar zu einer Steigerung der
Adenylatcyclaseaktivitit um den Faktor 33 (Bianchini et al. 1990). Somit konnte in
Synechocystis 6803 eine Erhéhung der cytoplasmatischen Ca**-Konzentration iber eine
Aktivierung der Adenylatcyclase zu einem erhthten cAMP-Gehalt fuhren.

Die Messung des cAMP-Gehaltes nach plotzlicher Erhéhung der Ca**-Konzentration im
Anzuchtmedium (Abb. 24, S. 50) ergab in der Tat einen Zusammenhang zwischen
Calciumkonzentration und cAMP-Gehalt. In Synechocystis 6803 und der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 fiihrte die Erhdhung der Ca®*-Konzentration im Anzuchtmedium
zu einem deutlichen Anstieg des CAMP-Gehalts mit einem Maximum nach ca. 10 Minuten.

AnschlieBend sank der cCAMP-Gehalt wieder ab. Die als Kontrolle fur die Calciumspezifitat
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der Reaktion durchgefiihrte Zugabe der gleichen Menge Mg®" hatte keinen Effekt auf den
CAMP-Gehalt der Zellen (Abb. 25, S. 50). Dieses Ergebnis unterstltzt die Theorie einer
calciumabhangigen Regulation der Adenylatcyclase. Der Anstieg des cAMP-Gehalts im
Wildtyp verlief steiler als bei der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076; man mul3 aber
bertcksichtigen, dall der cCAMP-Gehalt des Wildtyps im Moment der Calciumzugabe deutlich
geringer war als beim Wildtyp. Der hoéhere cAMP-Gehalt der Vierfachmutante
1614/0822/0672/1076 konnte auch von einer héheren Aktivitat der cAMP-abbauenden
Phosphodiesterase begleitet gewesen sein. So aktiviert beispielsweise das calmodulindhnliche
Protein aus Anabaena nicht nur die endogene Adenylatcyclase, sondern auch die cCAMP-
Phosphodiesterase aus Rinderhirn (Bianchini et al. 1990). Eine durch das Fehlen der Ca**-
ATPasen bedingte hohere cytoplasmatische Calciumkonzentration in
1614/0822/0672/1076 bereits vor der Erhohung der Calciumkonzentration im
Anzuchtmedium koénnte somit nicht nur die Adenylatcyclase aktiviert haben sondern auch die
cAMP-Phosphodiesterase. Diese konnte den schwacheren Anstieg des cCAMP-Gehalts nach
Calciumzugabe in der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 verursacht haben. Welche
der beiden Adenylatcyclasen aus Synechocystis 6803 fur den erhohten cAMP-Gehalt der
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 und nach Calciumzugabe verantwortlich ist, kann
aus diesem Versuch nicht geschlossen werden.

Mit der Messung des intrazellularen cAMP-Gehaltes konnte gezeigt werden, dal? der CAMP-
Gehalt unter Standardbedingungen in der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 deutlich
erhoht ist im Vergleich zum Wildtyp. Der cAMP-Gehalt steigt in Synechocystis mit
zunehmender Dichte der Kultur langsam an, kann aber auch durch die pl6tzliche Zugabe von
Calciumionen innerhalb weniger Minuten deutlich erhéht werden.

Es kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dal die beobachteten Effekte der
Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 und die Reaktionen nach Ca?*-Zugabe auf eine
erhohte cytoplasmatische Calciumkonzentration zurlickzufiihren sind. Untersuchungen an
Escherichia coli und Bacillus subtilis haben ergeben, dal beide Organismen auf die Zugabe
von Ca®* mit einem starken Anstieg der cytoplasmatischen Ca®*-Konzentration innerhalb von
Sekunden und einer anschlieRend tber mehrere Minuten verlaufenden Regulierung auf das
Ausgangsniveau reagieren (Knight et al. 1991, Herbaud et al. 1998). Diese mit Hilfe des
lumineszierenden Proteins Aequorin erhaltenen Ergebnnisse lassen vermuten, dalR auch
Synechocystis 6803  mit einem  transienten  Anstieg der  cytoplasmatischen

Calciumkontentration auf eine Erhdhung der externen Ca®*-Konzentration reagiert. Versuche,
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das Aequorinsystem fir die Messung der intrazelluliren Ca®*-Konzentration in
Cyanobakterien zu verwenden, flihrten zu keinem Ergebnis. Die beobachteten Einflisse der
Deletion aller potentieller Ca®*-ATPase-Gene und der extrazellularen Ca”*-Konzentration auf
den cAMP-Gehalt erlauben aber dennoch Spekulationen tber eine Verkniipfung der beiden

second messenger Ca>* und cCAMP in Synechocystis 6803.

4 Theorie zu einer Sign altransduktionskette in Synechocystis PCC 6803

Ausgelost durch schlechte Umweltbedingungen wie Licht- oder Nahrstoffmangel kénnten in
Synechocystis 6803 Ca**-spezifische Kanale in der Cytoplasmamembran gedffnet werden und
Calciumionen wiirden entlang des Konzentrationsgradienten vom periplasmatischen Raum ins
Cytoplasma einstromen. Fir diesen Einstrom kdnnte sowohl das von ORF sl | 0875 codierte
Protein mit sehr hoher Homologie zu mechanosensitiven Calciumkanélen als auch ein
Polyhydroxybutyrat/Polyphosphatkomplex, der in Plasmamembranen von Escherichia coli
spannungsabhangige Calciumkanéle bildet, verantwortlich sein. Interessanterweise steigt der
Gehalt an Polyhydroxybutyrat/Polyphosphatkomplexen in Escherichia coli beim Ubergang in
die stationare Wachstumsphase stark an (Reusch et al. 1995). Der Calciumeinstrom aus dem
periplasmatischen Raum wiirde einen Anstieg der cytoplasmatischen Ca”*-Konzentration
bewirken, was zur Aktivierung der Adenylatcyclase fiihren konnte. Als Folge wiirde der
CAMP-Gehalt in der Zelle ansteigen. Dieser Anstieg konnte die Proteinkinase A aktivieren,
die durch Phosphorylierung bestimmte Zielproteine regulieren kann. Das cCAMP kdnnte auch
vom CcAMP-Rezeptorprotein, codiert von ORF sl | 1371, gebunden werden und die
Transkription bestimmter Gene aktivieren. Die Zielsequenzen des cAMP-Rezeptorproteins
aus Symechocystis 6803 sind bislang noch unbekannt, Untersuchungen hierzu laufen aber
bereits (Yoshimura et al. 2000). Es ist vorstellbar, dal} das cCAMP-Rezeptorprotein gemeinsam
mit dem alternativen Sigmafaktor Si gF (Bhaya et al. 1999) die Transkription von
Bewegungsgenen, wie den Pilingenen oder des extrazellularen Ca**-bindenden Glycoproteins
Sl 11951, aktiviert. Am Ende der Signaltransduktionskette wirden die P-ATPasen durch
Export der Calciumionen und die Phosphodiesterase durch Hydrolyse des cAMPs das Signal
beenden. Ausgelost durch schlechte  Umweltbedingungen wirde zunachst die
Calciumkonzentration und darauf folgend der cAMP-Gehalt in der Zelle ansteigen, was zur
Transkription bewegungsfordernder Gene fuhrt. Somit wére die Zelle in der Lage, einen

neuen Lebensraum zu ,,erobern, in dem die Umweltbedingungen besser sind.



Diskussion 65

Im nicht-motilen Stamm Synechocystis 6803nm hat eine noch unbekannte Veranderung zum
Verlust der Beweglichkeit gefuhrt. Messungen des intrazellularen cAMP-Spiegels hatten
ergeben, dal fast kein cCAMP in den Zellen vorhanden ist. Dies wiirde dazu fuhren, daf3 die fir
die Bewegung wichtigen Gene nicht transkribiert werden und somit keine Bewegung mdoglich
ist. Auch die Expression des extrazelluldren Ca®*-bindenden Proteins Sl |1 1951 oder sein
Transport zur Zelloberflache konnten duch den niedrigen cCAMP-Gehalt beeinfluf3t werden,
was die beobachtete schwéchere Aggregation der Zellen nach Calciumzugabe erklaren wirde.
In der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 dagegen konnte die cytoplasmatische Ca?*-
Konzentration durch das Fehlen der potentiellen Ca®*-ATPasen erhoht sein, was Uber die
Aktivierung der Adenylatcyclase den gemessenen héheren cCAMP-Gehalt verursachen wurde.
Hierdurch wiirde die Transkription bewegungsférdernden Gene starker aktiviert und die
Zellen waren beweglicher. Zudem wadre das extrazellulare Glycoprotein SI 1 1951 haufiger
an der Zelloberflache vorhanden, wodurch die starke Aggregation der Zellen nach Ca®'-
Zugabe erklart werden konnte.

Eine langsame Erhoéhung des Gehaltes an cAMP, und vermutlich auch des Glycoproteins
Sl 1 1951 an der Zelloberflache, findet im Wildtyp mit zunehmender Dichte der Kultur statt.
Dies konnte durch die schlechter werdenden Bedingungen verursacht sein. Hierbei steigt
jedoch der cAMP-Gehalt der Vierfachmutante 1614/0822/0672/1076 bereits zu einem
friheren Zeitpunkt der Wachstumsphase an, sodal? in ihr der cAMP-Gehalt bei gleicher
Dichte im Vergleich zur Wildtypkultur immer héher ist. In ihr wirde somit schon friher das

Signal ,,ungeeignete Umwelt* die Bewegung aktivieren.
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V Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die physiologische Bedeutung der P-Typ-Ca’*-ATPasen aus
Synechocystis 6803 untersucht. Die Analyse der kompletten Genomsegquenz hat neun Gene
fur P-Typ ATPasen ergeben, von denen die vier ORFs sl | 1614, sl r 0822, sl | 0672 und
sl 11076 dem Typ lla Calcium-ATPasen zugeordnet werden kdnnen. Untersuchungen zur
Expression der potentiellen Ca®*-ATPasen ergaben einen sehr geringen Gehalt der vier
mMRNAs. Ein Nachweis der Proteine unter Verwendung von P-ATPase spezifischen
Antikorpern war nicht moglich. Dies I4i3t auf eine sehr schwache Expression der potentiellen
Ca**-ATPase-Gene unter Standardbedingungen schlieRen. Eine starke Erhohung der Ca®*-
Konzentration des Anzuchtmediums beeinfluRte den Transkriptgehalt der vier Ca®*-ATPasen
nicht. Auch die Deletion oder Uberexpression einer der vier potentiellen Ca**-ATPase-Gene
(sl | 1614) bewirkte keine Veranderung im Transkriptgehalt der drei anderen Ca®*-ATPasen.
Das Ausschalten aller vier potentiellen Ca**-ATPase-Gene im nicht-motilen Stamm
Synechocystis 6803nm und im Wildtypstamm Synechocystis 6803 fihrte nicht zu der
vermuteten Sensitivitat gegeniiber erhdhten Ca®*-Konzentrationen im Anzuchtmedium. Fiir
ein Wachstum bei hohen Ca**-AuBenkonzentrationen sind demnach keine P-Typ-Calcium-
ATPasen erforderlich. Der Export von Calciumionen erfolgt beim Fehlen der Ca®*-ATPasen
vermutlich Gber einen Calcium-Austauscher (Sl | 1336).

Die Deletion aller vier Ca**-ATPase-Gene (sl | 1614/slr0822/sl|10672/sl11076)
fihrte zu einer hoheren Beweglichkeit auf Agarplatten. Diese korrelierte mit einem stark
erhohten intrazellularen cAMP-Gehalt im Vergleich zum Wildtyp. Der cAMP-Gehalt der
Zellen konnte durch die externe Zugabe von Ca®* gesteigert werden. Sowohl der erhohte
CAMP-Gehalt in der Vierfach-Deletionsmutante als auch die Steigerung des cAMP-Gehaltes
nach Erhdhung der externen Ca®*-Konzentration kann durch eine calciumabhéngige
Regulation der Adenylatcyclase erklart werden: der erhéhte cytoplasmatische Ca*-Spiegel
wirkt aktivierend auf die Adenylatcyclase. Die Funktion der Ca”*-ATPasen bestiinde demnach
in der Feineinstellung einer niedrigen cytoplasmatischen Ca®*-Konzentration als
\oraussetzung fir eine Wirkung des Calciums als intrazellulérer Signallbertrager. Bei
verschlechterten Umweltbedingungen und daraus folgendem erhdhten Ca®*-Spiegel in den
Zellen fuhrt ein erhohter cAMP-Spiegel zu einer gesteigerten Beweglichkeit, was ein

Erreichen glnstigerer Lebensraume ermdglicht.
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Anhang

VII Anhang

Abkiirzungen

A Adenin

ATP Adenosin-5’-triphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

bp Basenpaar(e)

C Cytosin

CAMP cyclisches Adenosinmonophospat
Da Dalton (g pro mol)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

EDTA Ethylendiamintetraessigséure
EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)-N,N’-tetraessigsaure
Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
G Guanin

GTP Guanosin-5’-triphosphat

GTPase Guanosintriphosphatase

h Stunde

kb Kilo-Basenpaare

MOPS 4-Morpholinpropansulfonséure
NAD Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
oD optische Dichte

ORF offenes Leseraster

PMCA Plasmamembran Ca?*-ATPase
RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerse-Kettenreaktion
SDS Natriumdodecylsulfat

SERCA Ca**-ATPase des Sarco- und/oder Endoplasmatischen Retikulums
T Thymin
TEMED N ,N ,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
U Enzymeinheit (unir)

uv Ultraviolettes Licht

viv Volumenanteile pro Volumen

wiv Gewichtsanteile pro Volumen
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