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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Entstehung phototropher Eukaryoten

1.1.1 Primare Endosymbiose

Die Etablierung eines anzestralen Cyanobakteriums als intrazelluliren Endosymbionten
gab Eukaryoten erstmals die Moglichkeit zum autotrophen Leben. Bereits 1883 postulierte
Schimper die symbiontische Entstehung der Chloroplasten (Schimper 1883) und wurde
damit zum Wegbereiter der spater formulierten Endosymbionten-Theorie. Auch
Mereschkowsky nahm 1905 an, dass Plastiden und die heutigen Cyanobakterien
gemeinsame Vorldufer besitzen (Mereschkowsky 1905, Mereschkowsky 1910). Die
Hypothese wurde durch die Entdeckung des Plastidengenoms untermauert (Ris und Plaut
1962, Chun et al. 1963) und fiihrte einige Jahre spater zur Formulierung der
Endosymbionten-Theorie (Margulis 1970). Letztere besagt, dass ein anzestrales, zur
oxygenen Photosynthese befahigtes Cyanobakterium durch eine biflagellate, heterotrophe
Wirtszelle internalisiert, jedoch nicht metabolisiert sondern als intrazellularer
Endosymbiont etabliert wurde (Margulis 1970, McFadden und Gilson 1995, Stoebe und
Maier 2002). Dies geschah zundchst durch die Stabilisierung des aufgenommenen

phototrophen Eukaryoten innerhalb einer phagotrophen Vakuole.

cyanobakterieller

Vorlaufer

> C—Q
Gl hyt
—p @ O ﬁ} ‘ aucophyta

primérer heterotropher
Wirt @O @O
@ - Rhodophyta
Chlorophyta

Abb. 1-1: Schema der primédren Endosymbiose nach Stoebe und Maier 2002. Die Aufnahme eines
cyanobakteriellen Vorlaufers und dessen intrazellulare Etablierung als Endosymbiont fiihrte zur
Entstehung priméarer Plastiden in den drei rezenten Linien.




EINLEITUNG

Eine dauerhafte intrazelluldre Etablierung des Endosymbionten fiihrte zu einem von zwei
Membranen, dem plastid envelope, umgebenen semiautonomen Organell, der priméren
Plastide (Abb.1-1). Die innere der beiden Hiillmembranen stellt die ehemalige
Plasmamembran des Endosymbionten dar (Cavalier-Smith 2000), wahrend die dufdere
Hiillmembran sowohl pro- als auch eukaryote Ziige aufweist (Bolter et al. 1998, Reumann
et al. 1999). Die Integration des Endosymbionten in die Wirtszelle erfolgte einerseits durch
den Verlust redundanter Gene (Delwiche und Palmer 1997) sowie andererseits durch den
Transfer von genetischem Material vom Genom des Endosymbionten in den Zellkern des
Wirtes (Martin und Herrmann 1998, Martin et al. 1998, Martin et al. 2002). Diese
essentiellen, heute im Wirtskern kodierte Proteine werden durch ein effizientes
Proteintransport-System in die Plastide reimportiert (Soll und Schleiff 2004).
Phylogenetische Analysen belegen einen monophyletischen Ursprung aller primaérer
phototropher Organismen (Martin et al. 2002, Yoon et al. 2004). Aus einem gemeinsamen
Vorgédnger entstanden die drei heute rezenten Linien; die Rhodophyta (Rotalgen),
Chlorophyta (Griinalgen) und die sehr urspriingliche kleine Gruppe der Glaucophyta
(Abb. 1-1), die sich phylogenetisch vor etwa 550 Mio. Jahren von den beiden ersten
Gruppen abzweigte (Cavalier-Smith 2003).

1.1.2 Sekundare Endosymbiose

Die Etablierung der Photosynthese in eukaryoten Organismen fand nicht nur im Zuge der
primdren Endosymbiose statt. Im Laufe der Evolution kam es zur Entstehung weiterer
komplexerer Endosymbiosen. Die sekundédre Endosymbiose beschreibt hierbei einen
Prozess, bei welchem in primérer Endosymbiose entstandene phototrophe Eukaryoten von
weiteren heterotrophen Wirtszellen aufgenommen und durch sukzessive Reduktion als
intrazellulare eukaryote Endosymbionten etabliert wurden (Stoebe und Maier 2002,
Cavalier-Smith 2003). Die dadurch entstandenen Plastiden werden aufgrund ihrer drei
oder vier Hiillmembranen auch als komplexe Plastiden bezeichnet. Heute geht man davon
aus, dass dieses Ereignis polyphyletischen Ursprungs ist und mindestens dreimal

unabhéngig voneinander stattgefunden hat (Abb. 1-2) (Rogers et al. 2007).
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Die Entstehung der Gruppen der Euglenophyten sowie der Chlorarachniophyten sind auf
zwei unabhangige endosymbiontische Ereignisse zuriickzufiihren, wobei in beiden Fallen
der aufgenommene phototrophe Eukaryot eine Chlorophyte war (Abb. 1-2). Eine weitere
Gruppe stellen die sogenannten Chromalveolaten dar, deren Endosymbiont auf eine
ehemalige Rhodophyte zuriickzufiihren ist (Abb. 1-2) (Cavalier-Smith 1999, Cavalier-Smith
2003). Aufgrund zahlreicher phylogenetischer Analysen konnte ein monophyletischer
Ursprung postuliert werden (Zhang et al. 2000, Yoon et al. 2002, Harper und Keeling 2003,
Harper et al. 2005). Den Chromalveolaten werden die Heterokontophyta, Haptophyta und
Cryptophyta als Chromisten, sowie die peridinin-haltigen Dinoflagellaten und
Apicomplexa als Alveolaten zugeordnet. Zu der Gruppe zahlt man auch, aufgrund der
Ahnlichkeit ihrer Wirtszellen die Gruppe der photosynthetisch inaktiven Ciliaten. Es wird

angenommen, dass diese ihre Plastiden sekundér verloren haben (Cavalier-Smith 2002a,

. Rhodophyta

--
sekundéarer sekundarer &, @

heterotropher

Tyler et al. 2006).

aluIT aunIo
& alur 210y

&

heterotropher

Wirt Wirt

@
% O) @
@ @ O peridinin -halti ge

Heterokontophyta Apicomplexa Dinoflagellaten
Haptophyta

Cryptophyta

Euglenophyta Chlorarachniophyta

Abb. 1-2: Schema zur Entstehung komplexer Plastiden durch sekundare Endosymbiose. Bei dem
polyphyletischen Ereignis wurden unabhéngig voneinander zweimal eine Chlorophyte und einmal
eine Rhodophyte von einem sekundéren heterotrophen Wirt als intrazellularer Endosymbiont

etabliert.
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Analog zur primaren kam es auch bei der sekundaren Endosymbiose schrittweise zu einer
Reduktion der Endosymbionten, der sich neben einem Transfer genetischer Information in
den Nukleus des Wirtes oder deren Verlust, auch in der Eliminierung verschiedener
Kompartimente des Endosymbionten wie z.B. Golgi-Apparat, ER oder des Nukleus dufsert
(Maier et al. 2000, Douglas et al. 2001). Zuriick blieb eine, von drei oder vier Membranen
umgebene, komplexe Plastide, deren inneres Membranenpaar dem plastide envelope der
priméren Plastide zugeordnet werden kann. Die dufierste Membran der Plastiden geht auf
die Phagozytosemembran des Wirtes zuriick (Cavalier-Smith 2000). Diese steht im Falle
der Cryptophyten, Heterokontophyten und Haptophyten in einem Kontinuum mit dem ER
der Wirtszelle (Cavalier-Smith 2003). Die folgende zweite Membran wird als ehemalige
Plasmamembran des Endosymbionten betrachtet (Cavalier-Smith 2001). Heutige Vertreter
unterscheiden sich in einigen Bereichen in ihren Entwicklungs- bzw. Reduktionsstufen.
Wahrend die Plastiden der Euglenophyten, Heterokontophyten, Haptophyten, peridinin-
haltigen Dinoflagellaten und Apicomplexa direkt von drei oder vier Membranen umhdillt
sind (Stoebe und Maier 2002, Hjorth et al. 2004), findet man sowohl bei
Chlorarachniophyten als auch bei Cryptophyten den urspriinglichsten aller sekundaren
Plastidentypen. Den Endosymbionten beider Gruppen sind charakteristische eukaryote
Merkmale erhalten geblieben. Beide Organismengruppen haben, obwohl polyphyletischen
Ursprungs, sowohl ein reduziertes Restzytosol als auch den dezimierten Zellkern des
eukaryoten Endosymbionten erhalten (Abb. 1-2) (Greenwood et al. 1977, Hibbert und
Norris 1984, Maier et al. 2000). In der heutigen Terminologie werden diese als
periplastiddares Kompartiment (PPC) und als Nukleomorph bezeichnet. Cryptophyten und
Chlorarachniophyten besitzen somit vier unterschiedliche Genome (intertaxonische
Kombination). Prokaryoten Ursprungs sind das Genom des Mitochondriums (Hauth et al.
2005) und das Genom der Plastide (Douglas und Penny 1999, Khan et al. 2007, Rogers et al.
2007), eukaryoten Ursprungs das Genom des Nukleomorph und das des Nukleus der
Wirtszelle (Gilson und McFadden 1995, Zauner et al. 2000, Douglas et al. 2001, Gilson et al.
2006, Lane et al. 2007). Analog zu der Situation in primdren Plastiden ist ein Grofsteil
essentieller, plastidarer Proteine im Zellkern des Wirtes kodiert (Douglas et al. 2001,

Armbrust et al. 2004, Gilson et al. 2006, Rogers et al. 2007). Ein Reimport dieser Proteine in
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die komplexe Plastide ist fiir deren Funktion essentiell ist jedoch bis heute nicht vollstandig

geklart (Hempel et al. 2007, Bolte et al. 2009).

1.2 Die Cryptophyte Guillardia theta

Ein etablierter Organismus zur Untersuchung von sekundadren Endosymbiosen ist die
unizellulare, heterokont begeifselte Cryptophyte Guillardia theta (G. theta). Der Organismus
kommt ausschliefslich in marinen Gewadssern vor und zeichnet sich durch eine
charakteristisch dorsoventrale Form aus (Abb.1-3A,B). Die Cryptophyte besitzt keine
Zellwand im eigentlichen Sinne, sondern einen Periplast aus polygonalen Proteinplatten,

welcher der Plasmamembran innen anliegt.

Abb. 1-3: Darstellungen der
Nukleomorph Cryptophyte Guillardia theta.

A, Rasterelektronenmikroskopische

Aufnahme (Bild von DOE Joint

Genome Institute).

B, schematische Darstellung einer

Zelle und ihrer komplexen Plastide.

Nm Nukleomorph,

PPC periplastidares Kompartiment,

P Pyrenoid. verandert nach Gilson
ER-Lumen 2001

Pro Zelle besitzt G.theta eine einzelne, aus sekundidrer Endosymbiose mit einer
Rhodophyte entstandene komplexe Plastide, welche becherférmig in der Zelle angeordnet
ist. Die komplexe Plastide besitzt vier Hiillmembranen, deren duflerste Membran ein
Kontinuum mit dem ER der Wirtszelle bildet (Douglas et al. 2001). Der Endosymbiont liegt
dadurch direkt im ER-Lumen des Wirtes (Abb. 1-3B). Die nachstfolgende, zweite Membran
lasst sich wahrscheinlich auf die Plasmamembran des Endosymbionten zurtickfiihren
(Cavalier-Smith 2001), wahrend die beiden innersten Membranen auf das plastid envelope
der ehemals priméren Plastide zuriickzufiihren sind.

Die Besonderheit aller Cryptophyten ist eine unvollstindige Reduktion des eukaryoten
Endosymbionten (Stoebe und Maier 2002, Hjorth et al. 2004). Zwischen zweiter und dritter

Membran finden sich bis heute Reste des eukaryoten Endosymbionten in Form eines
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Restzytosols, dem periplastidaren Kompartiment. Charakteristisch fiir ein eukaryotes
Zytoplasma konnten dort der reduzierte Zellkern, das Nukleomorph (Greenwood et al.
1977, Hofmann et al. 1994), sowie 80S Ribosomen (Gillot und Gibbs 1980) und
Amylopektinkorner identifiziert werden. Eigenstandige Mitochondrien konnten bislang

nicht erkannt werden (Abb. 1-3B) (Douglas et al. 2001, Cavalier-Smith 2002b).

1.2.1 Das Genom des Nukleomorphs —ein Modell fir n  ukleare

Kompaktierung

Das Nukleomorph stellt den rudimentédren Zellkern des eukaryoten Endosymbionten dar
(Douglas et al. 2001, Cavalier-Smith 2002b, Archibald 2007). Es hat neben seiner Kernhiille
mit nukledren Poren auch drei, durch Genverlust und Gentransfer miniaturisierte, lineare
Chromosomen erhalten. Im Rahmen eines internationalen Genomprojektes konnten die
drei Chromosomen der Cryptophyte G. theta vollstaindig sequenziert und analysiert
werden. Es kam im Jahr 2001 zum Abschluss und war zu diesem Zeitpunkt das kleinste
bekannte eukaryote Genom (Douglas et al. 2001). Mittlerweile sind zwei weitere
Nukleomorph Genome vollstandig sequenziert (Gilson et al. 2006, Lane et al. 2007).

Das Nukleomorph Genom der Cryptophyte G. theta besitzt eine Grofle von 551 kBp und
kodiert insgesamt 513 Gene (Zauner et al. 2000, Douglas et al. 2001). Alle drei
Chromosomen besitzen identische subtelomerische inverted repeats (Abb.1-4A). Die
Gendichte ist extrem hoch, da pro 977 Basenpaare ein Gen kodiert wird. Insgesamt 44, bis
zu 76 Basenpaaren iiberlappende Gene verdeutlichen die Kompaktierung des
Nukleomorph Genoms ebenso wie die sehr kurzen nicht-kodierenden Regionen (Douglas
et al. 2001). Gerade einmal 17 protein-kodierende Gene enthalten spliceosomale Introns mit
variablen Langen von 42 — 52 Basenpaaren, welche Standard-Nukleotid Begrenzungen GT/
AG aufweisen (Douglas et al. 2001). Weiterhin konnte eine starke Haufung der kleinsten
bekannten Introns in fiir tRNAs kodierenden Genen beobachtet werden (Zauner et al. 2000,
Kawach et al. 2005). Von den 513 Genen kodieren 464 fiir putative Proteine (Douglas et al.
2001). Letzteren konnte zum Teil durch Datenbankanalysen eine Funktion zugeordnet

werden, die Funktion von 219 putativen Proteinen bleibt jedoch unbekannt.
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- Chromosom | (190 kBp) - 9% nicht mRNA
u o ) 37% Unbekannt
i Chromosom Il (181 kBp) - 15% Translation

6% Transkription
" Chromosom Il ( 174 kBp)

= 7% Protein Faltung,
\ / / Assemblierung und
Degradation
ss ubcd SsU 5.8LSU i

Tel Telomere 1% Mitose Apparat
elomere. HHE—THE{imey, el TEHH 5% DNA

1% Miscellaneous
4% Plastide

copy Metabolismus 9% RNA 4% 2% Homologe in Cyanobakterien
DNA Metabolismus| Homologe in
Eukaryoten

house-keeping Proteine

Abb. 1-4: Das Nukleomorph Genom der Cryptophyte Guillardia theta.

A, Darstellung der drei Chromosomen des Nukleomorph Genoms mit identischen inverted repeats
nach Gilson 2001.

B, Einteilung der Nukleomorph-kodierten offenen Leserahmen nach funktionellen Kategorien nach
Douglas et al. 2001.

Eine Einteilung der Proteine in verschiedene Kategorien ergab, dass ein Grofdteil fiir
sogenannte house-keeping Funktionen zustandig ist (Douglas et al. 2001). Diese umfassen
neben Chromosomenreproduktion und Genexpression einige wenige cytoplasmatische
Funktionen wie Protein-Assemblierung und Degradation (Abb. 1-4B). Im Laufe der letzten
Jahre wurden einige funktionell unbekannte Proteine als Komponenten der
Proteintransport-Maschinerie postuliert (Sommer et al. 2007). 30 Proteine konnten
aufgrund von Sequenzhomologien zu cyanobakteriellen Proteinen als putative
Plastidenproteine identifiziert werden. Die Proteine besitzen im Vergleich zu den
cyanobakteriellen Homologen N-terminale Extensionen, welche als Transitpeptide fiir
einen Import in die Plastide fungieren (Wastl und Maier 2000). Neunzehn Proteinen
konnten bereits putative Funktionen zugeordnet werden, wie z.B. dem an der
Plastidenteilung beteiligten FtsZ-Protein oder dem fiir die Plastide essentiellen Kofaktor
Rubredoxin (Fraunholz et al. 1998, Wastl et al. 2000). Die Funktion der verbleibenden elf

Proteine ist jedoch weitgehend unbekannt.
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1.3 Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803

Cyanobakterien, deren vielleicht prominentester Vertreter Synechocystis sp. PCC6803
(Synechocystis) ist, bilden eine zahlreiche und mannigfaltige Gruppe phototropher
Prokaryoten, welche einen grofien Beitrag zur globalen Photosynthese-Leistung erbringen
(Ting et al. 2002). Fossile Funde lassen vermuten, dass erste, den heutigen Cyanobakterien
dhnliche Organismen vor ca. 3,5 Mrd. Jahre auftraten (Schopf 1993). Klassifiziert werden
die Cyanobakterien als Gram-negativ, da die Zellen von einer Plasmamembran, einer
Peptidoglycanschicht und einer dufsferen Membran begrenzt werden (Hoiczyk und Hansel
2000), phylogenetische Analysen implizieren jedoch eine Verwandtschaft mit Gram-
positiven Bakterien (Hansmann und Martin 2000, Xiong et al. 2000). Sie sind die einzigen
Prokaryoten mit Befdhigung zur oxygenen Photosynthese, welche aufgrund der nicht
vorhandenen Zellkompartimentierung gleichzeitig mit der Respiration innerhalb eines
Kompartiments stattfindet (Vermaas 2001). Den meisten Cyanobakterien gemeinsam sind
ihre Thylakoidstrukturen, welche ein internes Membransystem bilden. Allerdings sind
auch Cyanobakterien ohne interne Thylakoidmembranen bekannt, dort finden
Photosynthese und Respiration an einer Membran statt (Rippka et al. 1974). Fir
Synechocystis konnte gezeigt werden, dass die Thylakoidmembranen nicht in Verbindung
mit der Plasmamembran stehen (Liberton et al. 2006). Das einzellige, coccoide, im
Siifwasser lebende Cyanobakterium ist bereits seit vielen Jahren ein etablierter
Modellorganismus fiir genetische und physiologische Studien der Photosynthese (Abb. 1-
5A-C).

Abb. 1-5:  Transmissionselektronenmikroskopische
Aufnahme einer Synechocystis Zelle (Liberton et al.
2006). B und C stellen vergréRerte Areale dar.

T Thylakoidmembranen, C Carboxysomen, CP
Cyanophycin Granula, G Glycogen Granula, R
Ribosomen, OM aufRere Membran, PD Peptidoglykan
Schicht. Balken 100nm.
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Es ist durch natiirliche Kompetenz genetisch manipulierbar, indem es exogene DNA
aufnimmt und in das zirkuldre, in acht- bis zwdlffacher Kopie vorliegende Genom
integriert (Grigorieva und Shestakov 1982) und besitzt auflerdem die Fahigkeit zum
heterotrophen Wachstum (Rippka et al. 1979, Williams 1998). Die vollstandige
Sequenzierung des Genoms wurde 1997 zum Abschluss gebracht und war das damals
erste bekannte cyanobakterielle Genom (Kaneko et al. 1996, Kaneko und Tabata 1997).
Dieses ist, wie bei allen Prokaryoten, zirkuldr organisiert, besitzt eine Grofie von 3,573 mBp

und zeichnet sich durch einen GC-Gehalt von 47,7% aus.

1.4 Phycobiliproteine — akzessorische Pigmente

Phycobiliproteine sind Antennenpigmente von Cyanobakterien, Rhodophyten,
Glaucophyten und Cryptophyten. Sie erlauben diesen Organismen effiziente
Lichtenergiesammlung in der sogenannten ,Griinliicke”, wo die verschiedenen
Chlorophylle nur sparlich absorbieren (MacColl und Guard-Friar 1987, Sidler 1994) und
leiten diese Energie direkt weiter zu den Photosystemen. Heute sind verschiedene
Phycobiliproteine bekannt. Dazu zdhlen das Phycocyanin, Phycoerythrin I und II
(Esenbeck 1836), Phycoerythrocyanin und Allophycocyanin (Sorby 1877) aus
Cyanobakterien und Rhodophyten, welche eine grofse monophyletische Familie von
homologen heterodimeren Proteinen bilden, sowie die Phycocyanin und Phycoerythrin
Varianten der Cryptophyten. Alle Phycobiliproteine besitzen ein oder mehrere assoziierte
Pigmente (Kylin 1910), auch chromophore Gruppe genannt, welche der Klasse der Biline
zugeordnet werden konnten (Abb. 1-6) (Lemberg 1930).

mcrmo-l_ ~ qooro
oo - govo Goeo

Biline oder

chromophore Gruppen Apoproteine Phycobiliproteine

Abb. 1-6: Allgemeine Darstellung des Aufbaus von Phycobiliproteinen. Durch die posttranslationale
Ligation eines Bilins an das Apoprotein kommt es zur Entstehung der chromophorylierten
Phycobiliproteine.
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Biline sind lineare Tetrapyrolle, welche in einem komplexen Prozess aus Protoham
entstehen (Frankenberg und Lagarias 2003, Dammeyer und Frankenberg-Dinkel 2008). Sie
werden posttranslational iiber stabile Thioetherbindungen kovalent an das Apoprotein
gebunden (Crespi und Smith 1970, Beuhler et al. 1976, Lagarias et al. 1979, Schoenleber et
al. 1984). Die Bindung kommt dabei stets an konservierten Cysteinen des Apoproteins
zustande (Kost-Reyes et al. 1975, Muckle et al. 1978). Zusatzlich zu der kovalenten Bindung
gibt es weitere exzessive, nicht-kovalente Interaktionen zwischen Apoprotein und Bilin,
welche fiir die Funktionalitdt der Phycobiliproteine essentiell sind (Scheer und Zhao 2008).
Die verschiedenen Phycobiliproteine tragen unterschiedliche Mengen und Arten von
Bilinen. Die Anzahl steigert sich von Allophycocyanin tiiber Phycocyanin,
Phycoerythrocyanin bis hin zu Phycoerythrin und den Phycobiliproteinen der

Cryptophyten (Abb. 1-7).

o (ApcA, ApcD) =
Allophycocyanin (APC) qm

B (ApcB, ApcF) 2

qwn (PVB, PEB, )

a (CpcA, PecA, RpcA) ”
Phyco(erythro)cyanin (P(E)C) qwn qm (PEB)

B (CpcB, PecB, RpcB) 27 oo

Lem (ApcE) o0 ////

qWY) (G
Cryptophyten Phycocyanin (PC645) « 19 VB, Ve, Ve,
Cryptophyten Phycoerythrin 8 =) 2EB) PEB)
50 61 84 158
m( ) qwm )

o (CpeA, RpeA) ” o)
Phycoerythrin (PE) class | m( ) oo qoara s

B (CpeB, RpeB) 50 61 84 155

(PEB) (PEB) (PEB) (PEB)
] ] /L ] ]
Y 94 133 '/ 209 297
0 (PUE)
[ oo o9

o (CpeA, MpeA) 75 84 143
Phycoerythrin (PE) class Il m( )m 'YW"

B (CpeB, MpeB)

50 61 84 155
v (MpeC) I / F

Abb. 1-7: Darstellung bekannter Phycobiliproteine mit méglichen Bilinen nach Scheer und Zhao
2008. Bilin bindende Cysteine sind entsprechend ihrer Position nummeriert. Die Farbe der nativen
Phycobiliproteine ist durch die Farbe des Bilins dargestellt, Alternativen in Klammern:
Phycocyanobilin (PCB) blau, Phycoviolobilin (PVB) lila, Phycoerythrobilin (PEB) rot, Phycourobilin
(PUB) orange, Dihydrobiliverdin (DBV) rosa, Mesobiliverdin grun.
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Das konservierte Cystein an Position 84 ist, mit Ausnahme der a-Untereinheit der
Biliproteine aus Cryptophyten, eine konservierte Bindestelle innerhalb der
Phycobiliproteine. Weitere Bindestellen entwickelten sich im Bereich der Globindomaéne
des C-Terminus um die Aminosdure 150 und im Bereich des N-Terminus um Position 50
(Scheer und Zhao 2008). Die meisten Biline sind {iber eine einzelne Thioetherbriicke an
Cysteinreste des Apoproteins gebunden, eine zweifache Bindung findet man bei manchen
Phycoerythrinen, wo ein Phycoerythrobilin gleichzeitig an Cystein-50 sowie Cystein-61 der
-Untereinheit gebunden ist (Abb. 1-7) (Ficner und Huber 1993).

1.4.1 Phycoerythrin — ein Pigment der Cryptophyte Guillardia theta

Als akzessorische Pigmente zur Sammlung von Lichtenergie besitzt G. theta die
Chlorophylle a und c2 sowie das Phycobiliprotein Phycoerythrin (Haxo und Fork 1959,
Glazer 1983). Beide Chlorophylle absorbieren in den Wellenldngenbereichen Amax= ~420nm
und Amax=~650nm, Phycoerythrin absorbiert bei Amax = 560-570nm (Haxo und Fork 1959).

Im Unterschied zu Cyanobakterien und Rhodophyten findet man immer nur eine einzelne
Art Phycobiliprotein pro Cryptophyten Spezies (Morschel und Wehrmeyer 1975, Glazer
und Wedemayer 1995, Wedemayer et al. 1996). Bekannt sind mittlerweile sieben
verschiedene Phycobiliproteine, welche sich zwei verschiedenen Klassen zuordnen lassen
(Wedemayer et al. 1996). Erstere beinhaltet drei Phycoerythrin-Varianten (PE545, PE555,
PE566), die aufgrund von mindestens einem griin absorbierenden Phycoerythrobilin
rotlich erscheinen. Die zweite Klasse besteht aus vier Phycocyanin-Varianten (PC569,
PC612, PC630, PC645), welche aufgrund der Prasenz des rot-absorbierenden Phycocyanins
als blaulich wahrgenommen werden (O'Heocha und Raftery 1959, Hill und Rowan 1989).
Die Ziffern innerhalb der Namen stehen dabei fiir das jeweilige Absorptionsmaximum,
welches durch die Ausstattung der Apoproteine mit unterschiedlichen Bilinen, wie
Phycocyanobilin, Phycoerythrobilin, Mesobiliverdin, 15,16-Dihydrobiliverdin, Bilin-584
oder dem Bilin-618 variiert (Glazer und Wedemayer 1995). Wahrend die Art der Biline
variiert, bleibt ihre Anzahl innerhalb der a- und (3-Untereinheiten gleich. Wahrend die «-
Untereinheit sowohl von Phycoerythrin als auch von Phycocyanin stets ein Bilin tragt,

besitzt die B-Untereinheit stets drei.

-11-
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G. theta besitzt das Phycobiliprotein Phycoerythrin mit einem Absorptionsmaximum bei
545nm (Wilk et al. 1999). Die a-Untereinheit ist mit einem 15,16-Dihydrobiliverdin an
Position Cystein-19 ausgestattet, wo ein konserviertes DXXXC-Motiv (X: beliebige
Aminosaure) identifiziert werden konnte (Gould et al. 2007), wahrend die (3-Untereinheit
ein zweifach kovalent gebundenes Dihydrobiliverdin an den Positionen Cystein-50,61
sowie zwei Phycoerythrobiline an den Positionen Cystein-82 und Cystein-158 tragt (Glazer

und Wedemayer 1995).

1.4.1.1 Kodierung

Im Rahmen von Genomprojekten konnte ein einziges Gen kodierend fiir die 3-Untereinheit
auf den Plastidengenomen zweier Cryptophyten identifiziert werden (Douglas und Penny
1999, Khan et al. 2007). Bemerkenswerterweise besitzen 3-Untereinheiten keine Thylakoid-
Import Sequenz (Reith und Douglas 1990, Douglas und Penny 1999), welche aufgrund der
intrathylakoidalen Lokalisation der Phycobiliproteine zu erwarten gewesen waére. Die a-
Untereinheit hingegen wird von einer Genfamilie des Wirtkerns kodiert (Jenkins et al.
1990, Broughton et al. 2006, Gould et al. 2007). Die Gene kodieren fiir Praproteine, welche
mit einer zweiteiligen N-terminalen Extension synthetisiert werden (Jenkins et al. 1990,
Gould et al. 2007). Letztere wird als bipartite topogenic signal sequence (BTS) bezeichnet und
dient als Zielsteuerungssequenz fiir den Import in die komplexe Plastide (Wastl und Maier

2000, Apt et al. 2002, Kilian und Kroth 2005, Gould et al. 2006b).

1.4.1.2 Lokalisation

Elektronenmikroskopische Studien zeigten eine ungewohnliche Lokalisation der
Phycobiliproteine in Cryptophyten (Dodge 1969, Wehrmeyer 1970). Im Thylakoidlumen
konnte elektronendichtes Material identifiziert werden, welches photosynthetische
Pigmente innerhalb dieses Kompartiments reprasentieren konnte. Dies konnte durch
Immuno-Lokalisationsstudien des Phycoerythrin aus Rhodomonas lens bestdtigt werden

(Ludwig und Gibbs 1989).
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1.4.1.3 Organisation

Cryptophyten besitzen im Gegensatz zu Cyanobakterien und Rhodophyten keine
eindeutige Organisation ihrer Phycobiliproteine (Ludwig und Gibbs 1989). In der
Cryptophyte Cryptomonas rufescens wurden jedoch kleine Phycoerythrin-Einheiten in der
Nahe der Thylakoidmembran beobachtet, welche aneinander assoziiert zu sein scheinen
und kleine Stapel bilden (Lichtle et al. 1987). Allen Phycobiliproteinen aus Cryptophyten
ist die Bildung von oux:BB Heterotetrameren gemeinsam, welche sich durch eine
molekulare Masse von ungefdhr 50 kDa auszeichnen (Morschel und Wehrmeyer 1975,
Sidler et al. 1985, Guard-Friar und MacColl 1986, MacColl und Guard-Friar 1987, Martin
und Hiller 1987, Jenkins et al. 1990). Durch die Auflosung der Kristallstruktur des
Phycoerythrin 545 in einem Bereich von 1,63A konnten die vorherigen biochemischen
Analysen untermauert werden (Wilk et al. 1999). Linkerproteine, wie sie klassisch in
Phycobilisomen vorkommen und fiir strukturelle Stabilitat sorgen (Glazer 1985), konnten
nicht identifiziert werden. Die Frage ob ein Energietransfer zu den Photosystemen
stattfindet, konnte durch die Isolation von photosynthetisch aktiven Partikeln, bestehend
aus Photosystem II und Phycoerythrin, beantwortet werden (Lichtle et al. 1987).
Fluoreszenz-Emissions Spektren zeigten, dass der Transfer von Excitonen Energie
zwischen Phycoerythrin und Chlorophyll effizient ist (Lichtle et al. 1980, Lichtle et al.
1987). Die Tatsache, dass kleine Phycoerythrin-Stapel an Photosystem II assoziiert zu sein

scheinen, unterstiitzen diese Analysen.

1.4.1.4 Phylogenetische Entwicklung

Phylogenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass (3-Untereinheiten der Cryptophyten
spezifischen Phycobiliproteine hohe Homologien zu [3-Untereinheiten des Phycoerythrin
aus Rhodophyten aufweisen (Glazer und Apell 1977, Sidler et al. 1990). Diese Homologie
umfasst eine Identitdt von iiber 80% in den Aminosduresequenzen (Sidler et al. 1990,
Godovac-Zimmermann et al. 1992). Somit wird angenommen, dass die Apo-p-
Untereinheiten aller Phycobiliproteine der Cryptophyten aus den {3-Untereinheiten der
Rhodophyten entstanden sind (Sidler und Zuber 1988). Die a-Untereinheit ist mit einer

molekularen Masse von 9-10 kDa kleiner als die a-Untereinheiten von Phycobiliproteinen
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anderer Organismen (Glazer 1983), und besteht aus einem antiparallelem (-Faltblatt,
gefolgt von einer a-Helix (Sidler et al. 1990, Broughton et al. 2006). Phylogenetische
Studien zeigen keinerlei verwandtschaftliche Verhdltnisse mit bekannten Proteinen.
Dariiber hinaus besitzen Cryptophyten, je nach Art, mindestens zwei verschiedene a-
Untereinheiten (Morschel und Wehrmeyer 1975, Guard-Friar und MacColl 1986,
Broughton et al. 2006), welche somit vermutlich eine Cryptophyten-spezifische

Proteinfamilie darstellen (Glazer und Wedemayer 1995).

1.4.2 Phycocyanin und Allophycocyanin — Pigmente de s

Cyanobakteriums Synechocystis

Generell finden sich in Cyanobakterien immer mehrere Arten Phycobiliproteine.

Synechocystis nutzt sowohl Phycocyanin als auch Allophycocyanin als lichtabsorbierende
Pigmente. Ein weiteres Pigment ist das Chlorophyll a, Chlorophyll b fehlt dem Organismus
wie allen anderen Cyanobakterien. Durch die drei Pigmente kann das Cyanobakterium
Licht in den Wellenldngenbereichen Amax = ~430nm, Amax = 680-700nm (Chlorophyll a) und
in der sogenannten Griinliicke von Amax = 500-650nm (Allophycocyanin, Phycocyanin)

effektiv zur Energiegewinnung nutzen.

1.4.2.1 Kodierung

Die Untereinheiten der Phycobiliproteine konnten in Synechocystis durch die
Genomsequenzierung 1997 identifiziert werden (Kaneko et al. 1996, Kaneko und Tabata
1997). Diese sind in zwei Operonstrukturen, dem Allophycocyanin-Operon (apc-Operon)
sowie dem Phycocyanin-Operon (cpc-Operon) organisiert und werden als polycistronische
mRNAs transkribiert (DiMagno und Haselkorn 1993, Nakajima et al. 2001, Ughy und
Ajlani 2004). Das apc-Operon kodiert beide Allophycocyanin Untereinheiten (ApcA, ApcB)
und ein kleines Core Linkerprotein (ApcC) (DiMagno und Haselkorn 1993), das cpc-
Operon beide Phycocyanin Untereinheiten (CpcA, CpcB) und drei Rod Linker Proteine
(CpcCl1, CcpcC2, CpcD) (Nakajima et al. 2001, Ughy und Ajlani 2004). In manchen
Cyanobakterien sind innerhalb dieses Operons noch die Gene cpcE und cpcF organisiert

(Zhou et al. 1992, Hess et al. 1999, Kaneko et al. 2001).
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1.4.2.2 Lokalisation

Gannt und Conti erkannten als erste die Organisation von Phycobiliproteinen in
Phycobilisomen und ihre Lokalisation an Thylakoidmembranen der Rhodophyte
Porphyridium cruentum (Gantt und Conti 1965, Gantt und Conti 1966a). Heute ist bekannt,
dass die Multiproteinkomplexe sowohl in Cyanobakterien als auch in Rhodophyten der
cytoplasmatischen Seite der Thylakoidmembranen aufliegen (Grossman et al. 1993).
Phycobilisomen sind Lichtsammelkomplexe sowohl fiir Photosystem I (PS I) wie auch fiir
Photosystem II (PS II). Eine frithere Annahme, dass sie ausschliefilich an PS II zu finden
sind, konnte widerlegt werden (Mullineaux 1992, Mullineaux 1994). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Phycobilisomen und Photosysteme keine stabile Interaktion
eingehen, sondern vielmehr ein standiger Positionswechsel der Phycobilisomen auf der

Thylakoidmembran erfolgt, wiahrend die Photosysteme immobil sind (Sarcina et al. 2001).

1.4.2.3 Organisation

Phycobiliproteine sind in Cyanobakterien wie auch in Rhodophyten in
Multiproteinkomplexen organisiert (Edwards und Gantt 1971, Wildman und Bowen 1974),
welche man aufgrund ihrer molekularen Masse von ca. 5-20 x 10° Da auch als giants (engl.
Riese) bezeichnet (Adir 2005). Die Bezeichnung der Komplexe als sogenannte
Phycobilisomen wurde von 1965 Gantt und Conti gepragt (Gantt und Conti 1965, Gantt
und Conti 1966a, Gantt und Conti 1966b). Die Komplexe konnten auch in den Cyanellen
von Glaucophyten entdeckt werden (Lefort 1965). Man unterscheidet bei den, im
Durchmesser 30-40nm grofien Komplexen, zwei verschiedene Erscheinungsformen, dem
hemi-discoidalen und hemi-ellipsoidalen Typ (Gantt und Conti 1966b). Ausnahmen
scheinen das Cyanobakterium Synechocystis sp. strain BO8402 sowie der Genus
Prochlorococcus zu sein, deren Phycobiliproteine nicht in Phycobilisomen organisiert sind
(Reuter et al. 1994, Hess et al. 2001).

In Synechocystis findet sich der weit verbreitete trizylindrische, hemidiscoidale Aufbau
(Abb. 1-8). Das Innere des Phycobilisoms wird von drei Allophycocyanin Zylindern
gebildet, welche als Core bezeichnet werden und an welche so genannte Rod-Strukturen

assoziiert sind (MacColl 1998). Im Falle von Synechocystis sind dies sechs, ausschliefSlich aus

-15-



EINLEITUNG

Phycocyanin bestehende Rods (Abb. 1-8). Die Lange und die Zusammensetzung der Rod-
Strukturen variieren innerhalb der Cyanobakterien und hdangen von der Phycobiliprotein
Ausstattung der Organismen sowie den Lichtbedingungen ab (MacColl 1998). Rod-
Strukturen setzen sich aus oligomerisierten Hexameren (Heterododecameren) zusammen,
welche aus ringformigen Trimeren (Heterohexameren) bestehen (Abb. 1-8) (Scheer 1982,
Sidler 1994, Adir 2005). Letztere werden aus den kleinsten Bausteinen gebildet, den
zueinander homologen a- und (-Untereinheiten. Diese zeichnen sich durch eine Globin-
dhnliche, Bilin-tragende Region und einen N-terminalen Bereich aus, der hauptsachlich in
die Oligomerisation involviert ist (Scheer und Zhao 2008). Fiir Stabilitit und Vernetzung
innerhalb der einzelnen Strukturen sowie fiir Vernetzung an die Membran sorgen
Linkerproteine (de Marsac und Cohen-Bazire 1977), welche im Unterschied zu den

Phycobiliproteinen basische Eigenschaften besitzen (Lundell et al. 1981).

CpcG

1 Disc =2 1Rod = 3Di
L od = 3 Discs -
Phycocyanin Trimer Trimere P eCL Cocca Phycobilisom
—~ —_—A P
20 —» W > EBEE > BN OB SXco»
ApcC
(aB)s (aB)s
\ ApcE
Thylakoidmembran Photosystem

Abb. 1-8: Darstellung der Organisation Phycobiliproteine des Cyanobakteriums Synechocystis.
Aufbau der einzelnen Rod-Strukturen sowie eines gesamten Phycobilisoms, bestehend aus drei
Core-zylindern (hellblau), sechs Rod-Strukturen (dunkelblau) sowie verschiedener Linkerproteine

(gelb).

Linkerproteine optimieren zudem die Absorptionseigenschaften und Energieweiterleitung
innerhalb der Phycobilisomen. Die meisten Linkerproteine sind farblos, Ausnahmen bilden
hierbei die <y-Untereinheiten der Phycoerythrine aus Rhodophyten, welche als
Linkerproteine fungieren (Wilbanks und Glazer 1993, Scheer und Zhao 2008), zwei
Phycoerythrin assoziierte Linkerproteine des Cyanobakteriums Synechococcus sp. WH8102
(Six et al. 2005) sowie der Core-Membran Linker Lem (ApcE) (Zhao et al. 2005b). Letzterem
kommen noch eine Funktion als terminaler Emitter sowie wahrscheinlich die Verankerung

des Phycobilisoms an der Thylakoidmembran zu (Wanner und Kost 1980).
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1.5 Bilin Lyasen — essentielle Proteine zur optimal  en Funktion

von Phycobiliproteinen

Die posttranslationale Ligation von Bilinen an das Apoprotein wird durch sogenannte
Bilin Lyasen bewerkstelligt (Scheer und Zhao 2008). Auch sind wenige Fille bekannt, in
denen Biline autokatalytisch an das Apoprotein gebunden werden (Zhao et al. 2005b, Hu et
al. 2006). Die Ligation ist Hauptbestandteil einer Serie posttranslationaler Modifikationen
der Phycobiliproteine. Diese Modifikationen schlieffen eine Methylierung eines
konservierten Asparagins in den [-Untereinheiten und einigen Allophycocyanin o-
Untereinheiten (Klotz et al. 1986, Klotz und Glazer 1987, Wilbanks et al. 1989, Swanson und
Glazer 1990) durch eine Asparagin-Methyltransferase (Miller et al. 2008) sowie das
Entfernen des N-terminalen Methionins (Sidler 1994, Shen et al. 2008) ein. Im Gegensatz zu
Chlorophyllen sind freie Biline als Photorezeptoren ungeeignet, da sie Licht nur sparlich
absorbieren und der gehobene Energiezustand sehr kurzlebig ist. Die kovalente Bindung
an das jeweilige Apoprotein scheint fiir eine optimale Funktion von Phycobiliproteinen
essentiell, da sowohl die labilen chromophoren Gruppen (Scheer 1982), als auch die

Apoproteine stabilisiert werden (Anderson und Toole 1998, Shen et al. 2008).

1.5.1 Cyanobakterielle Bilin Lyasen des E/F — Typs

Als erste Bilin Lyase iiberhaupt wurde 1992 ein Heterodimer bestehend aus den Proteinen
CpcE und CpcF aus Synechococcus sp. PCC7002 identifiziert (Zhou et al. 1992, Fairchild und
Glazer 1994b). Das Heterodimer wird fiir die Ligation des Bilins Phycocyanobilin an die a-
Untereinheit von Phycocyanin an Position Cystein-84 benétigt und katalysiert sowohl die
Ligationsreaktion als auch die reverse Reaktion, das Entfernen des Bilins (Fairchild et al.
1992). Die Lyase des E/F-Typs wurde lange Zeit als generelle Modellstruktur fiir weitere
Lyasen anderer Bindestellen angesehen, allerdings hat sich gezeigt, dass die Anzahl der
homologen Gene in verschiedenen Cyanobakterien zu gering ist, um alle Bindestellen fiir
Biline bedienen zu konnen (Schluchter und Glazer 1999). In einigen Cyanobakterien sind
die Gene, kodierend fiir CpcE und CpcF oder deren Homologe innerhalb des cpc-Operons
lokalisiert (Zhou et al. 1992, Hess et al. 1999, Kaneko et al. 2001), in apc-Operons oder
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Phycoerythrin-Operons (cpe-Operon) konnten beide allerdings nicht identifiziert werden
(Kahn et al. 1997).

Die Phycoerythrocyanin-Operone (pec-Operon) von Nostoc sp. PCC7120 und Mastigocladus
laminosus enthalten zwei homologe Gene, die allerdings eine veranderte Variante der Lyase
kodieren (Zhao et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die PecE/F Lyase dieser
Organismen nicht nur die Bindung des Phycoerythrocyanins an Cystein-84 der
Phycoerythrin a-Untereinheit, sondern auch die Isomerisierung zu Phycoviolobilin
katalysiert (Zhao et al. 2002). Dies konnte erkldren, weshalb freies Phycoviolobilin bisher
nicht in Cyanobakterien nachgewiesen werden konnte. Weiterhin wird PecE eine

Chaperon-artige Funktion zugeschrieben (Bohm et al. 2007).

1.5.2 Cyanobakterielle Bilin Lyasen des S/U — Typs

Die S/U-Typ Lyasen stellen eine Familie von Proteinen dar, die nicht mit den E/F-Typ
Lyasen verwandt sind und weite umfangreiche und charakteristische Variationen
aufweisen. Das Hauptmerkmal dieser Lyasen ist eine hohe Spezifitat fiir Bindestellen, aber
eine geringe Spezifitat fiir die jeweilige chromophore Gruppe und das Apoprotein (Zhao et
al. 2006b, Zhao et al. 2007b). So agiert das Protein CpeS aus Nostoc sp. PCC7120 als
monomere Lyase und katalysiert die Bindung sowohl von Phycocyanobilin als auch
Phycoerythrobilin an Position Cystein-84 der B-Untereinheiten von Phycocyanin und
Phycoerythrocyanin (Zhao et al. 2006b). Weiterhin wurde dieses Protein als nahezu
universelle Lyase fiir die Position Cystein-84 diverser 3-Untereinheiten beschrieben (Zhao
et al. 2007b).

Ein Heterodimer, bestehend aus den Proteinen CpcS und CpcU, ist hingegen in
Synechococcus sp. PCC7002 fiir die Ligation der Biline an die Positionen Cystein-84 bzw.
Cystein-82 der 3-Untereinheit des Phycocyanins und beider Allophycocyanin Untereinheit
verantwortlich (Saunee et al. 2008, Shen et al. 2008). Auch konnte kiirzlich eine direkte

Interaktion zwischen Lyase und Bilin nachgewiesen werden (Tu et al. 2008).
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1.5.3 Cyanobakterielle Bilin Lyasen des T — Typs

Ein neuer Typ von Lyase konnte 2006 erstmals beschrieben werden (Shen et al. 2006).
Durch die Charakterisierung einer Insertionsmutante in Synechococcus sp. PCC7002 und
parallel durchgefiihrten in vitro Additionsassays konnte das Protein CpcT als erste Lyase
fiir die Position Cystein-155 der Phycocyanin -Untereinheit identifiziert werden. Dieser
Typ von Lyase ist regioselektiv, zeigt jedoch weniger Spezifitat in Bezug auf das Bilin und
das Apoprotein (Zhao et al. 2007a). Zeitlich nacheinander folgende Additionsassays
zeigten, dass ein bereits vorhandenes Bilin an Position Cystein-84 der $-Untereinheit die

Lyase-Funktion des CpcT Proteins inhibiert (Zhao et al. 2007a).
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2. AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Als Nukleomorph werden rudimentdre Zellkerne sekunddrer Endosymbionten von
Cryptophyten und Chlorarachniophyten bezeichnet. Sie sind die kleinsten heute
bekannten eukaryoten Genome und unterlagen im Verlauf der Evolution einer drastischen
Reduktion und Kompaktierung. Nukleomorph-kodierte, plastidare Gene sind eine
mogliche Erklarung fiir die andauernde Existenz dieses Genoms. Die zellularen Aufgaben
Nukleomorph-kodierter, plastidarer Proteine sind daher von grofsem Interesse, allerdings
sind die Funktionen heute nur zum Teil bekannt.

Die funktionelle Charakterisierung des Nukleomorph-kodierten Proteins Orf222 der
Cryptophyte Guillardia theta und dessen phylogenetische Einordnung innerhalb
identifizierter Homologer stellt den Aspekt der vorliegenden Arbeit dar.

Homologen Proteinen aus Cyanobakterien konnten bereits Aktivititen als Bilin Lyasen
nachgewiesen werden. Die Pigmentkomposition in Cryptophyten als auch deren
Organisation und Lokalisation unterscheidet sich generell im Vergleich zu Cyanobakterien
und machen eine funktionelle Charakterisierung des Proteins Orf222 notwendig.

Aufgabe war es, durch die sinnvolle Generierung einer cyanobakteriellen Mutante zu
analysieren, ob das cryptophytische Protein Orf222 funktionelle Aktivititen einer Lyase
bewerkstelligen kann. Dazu sollte zundchst der Phanotyp dieser generierten Mutanten
nach diversen Kontrollexperimenten untersucht werden. Anschlieffend war die Mutante
mittels vielfdltiger Methoden vergleichend zu einem Wildtyp Stamm und einer
Insertionsmutante zu analysieren. Dabei sollte der Fokus auf einen Vergleich der
akzessorischen Pigmente aus den drei verschiedenen cyanobakteriellen Stimme gerichtet

werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Das Nukleomorph-kodierte Protein Orf222 der Cry  ptophyte

Guillardia theta

Im Rahmen der vollstindigen Sequenzierung des Nukleomorph Genoms der Cryptophyte
G. theta und dessen Analyse konnten 30 putativ plastiddre Proteine identifiziert werden
(Douglas et al. 2001). Aufgrund von Sequenzhomologien konnte bereits im Jahre 2001
einem Grofsteil dieser putativen Plastidenproteine eine Funktion zugeordnet werden.
Unbekannt hingegen sind die Funktionen einiger der putativen Plastidenproteine sowie
deren cyanobakteriellen Homologen. Da deren Existenz als ein Grund fiir eine bis heute
andauernde Aufrechterhaltung des Nukleomorphs angenommen wird, ist die
Charakterisierung dieser putativen plastiddaren Proteine von allerhochstem Interesse, da sie
wichtige Funktionen innerhalb der Plastide {ibernehmen konnten.

Eines der bisher unbekannten putativ plastiddr lokalisierten Proteine ist der auf dem
Chromosom 1 des Nukleomorph-kodierte Orf222. Der AT-Gehalt des Gens 0rf222 von
73,7% spiegelt den hohen AT-Gehalt des Nukleomorphs wider. Das Protein wurde mittels
verschiedener Vorhersageprogramme als l0sliches Protein vorhergesagt. In der
Aminosduresequenz des Orf222 konnte das klassische FXN-Motiv an Position 4-6
identifiziert werden (X: beliebige Aminosdure), welches als konserviertes Motiv fiir
Nukleomorph-kodierte, putativ plastidar lokalisierte Proteine gilt (Cavalier-Smith 2003).
Homologe konnen durch ein Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) fast ausschliefilich
in photosynthetisch aktiven Organismen identifiziert werden. Deren Vorkommen ist in
nahezu allen Fillen an die Existenz von Phycobiliproteinen in den jeweiligen Organismen
gekoppelt (Bolte et al. 2008). Ausnahmen stellen die homologen Proteine aus
Landpflanzen, sowie das Homolog des photosynthetisch inaktiven Cyanophagen S-PM2
dar.
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* 23 * __.3 *
G. theta : MYLFINCSNYFERVLIK————————————————— KCNSEEEKSYLN = 29
H. andersenii - LFFFE——EEFﬂ:iLLFE ————————————————————— iIRLFq{LE——I : 25
C. merclae : MAFVHNVANTRINRLDSLGY RHRSWIHAFPORRAWSRASTRREAQCEASLVA 50
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P. chromatophora ‘q“quQLPH SAL 47
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Synechocyatis 6203 SHSTDLSALAL 5l
Synechococc 7002 qinﬁriTLr 5l
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. theta 122
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C. merolae 144
P. chromatophora 90
L. thaliana 143
Synechocyatia 8303 24
Synechococc 7002 3
Cyancphage 24
G. theta “QBLQQ ’ 165
H. andersenii - 161
C. merclae thIl 134
P. chromatophora IEEVE 130
A. thaliana 186
Synechocystia 6203 134
Synechococc 7002 136
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x
G. theta C 214
H. andersenii v 210
C. merclae D 243
P. chromatophora E 130
A. thaliana E 233
Synechocyatia 6803 H 183
Synechococc 7002 E 185
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G. theta E0-gEfF-———————————————————————— 222
H. andersenii LgEE ST SH————————————————————————— 221
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aynechooystis 6303 ﬁ;tQEE.-_‘m:'EF ——————————————————————— : 138
Synechococc 7002 EMINN@SEvVOFH-————————————————— ——— 199
Cyancphage K A——————————————————— 175

Abb. 3-1: Alignment der Aminosauresequenzen des Orf222 und einiger ausgewahlter Homologer
wie cpeT-like Protein der Cryptophyte Hemiselmis andersenii (H. andersenii), CMK263C der
Rhodophyte Cyanidioschyzon merolae (C. merolae), hypothetisches Protein PCC_0629 der
Thecamdbe Paulinella chromatophora (P. chromatophora), At5g51020 der Landpflanze Arabidopsis
thaliana (A. thaliana), SIr1649 des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 (Synechocystis
6803), CpcT des Cyanobakteriums Synechococcus sp. PCC7002 (Synechococc 7002), S-PM2p215
des Cyanophagen Synechococcus Phage S-PM2 (Cyanophage).

In rot hinterlegt ist die konservierte domain of unknown function 1001 (DUF1001).
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Das in Abbildung 3-1 dargestellte Alignment von Aminosduresequenzen wurde mit
einigen exemplarischen Vertretern Orf222 homologer Proteine erstellt. Dazu zahlen die
homologen Proteine der Cryptophyte Hemiselmis andersenii, der Rhodophyte
Cyanidioschyzon merolae, der Thecamdbe Paulinella chromatophora als auch die homologen
Proteine der Landpflanze Arabidopsis thaliana, der Cyanobakterien Synechococcus sp.
PCC7002 und Synechocystis sp. PCC6803 sowie das Homolog des Cyanophagen
Synechococcus Phage S-PM2.

Allen Proteinen ist eine konservierte Domane, eine domain of unknown function (DUF1001)
gemeinsam, welche sich iiber einen grofien Teil der Proteine erstreckt (Abb. 3-1). Weiterhin
fallen mehrere stark konservierte Motive von wenigen Aminosauren Lange in Bereichen
der N- und C-Termini der Proteine auf. Ebenfalls weisen eukaryote homologe Vertreter
eine N-terminale Extension im Vergleich mit den beiden cyanobakteriellen Homologen
auf. Eine Ausnahme hierbei stellt das Homolog aus Paulinella chromatophora dar. Dieses ist
auf dem zirkuldren Genom der sogenannten Chromophoren der eukaryoten Thecamobe
kodiert (Nowack et al. 2008) und besitzt wie die cyanobakteriellen Homologen keine N-

terminale Extension im Vergleich zu eukaryoten Homologen.

3.2 Generierung einer AsIr1649 Komp222 Mutante in
Synechocystis sp. PCC6803

Um eine putative Lyase-Funktion des Proteins Orf222 nachzuweisen, wurde mittels eines
revers-genetischen Ansatzes eine Komplementations-Mutante in dem Cyanobakterium
Synechocystis generiert. Die natiirliche Kompetenz der cyanobakteriellen Zellen befdhigt
diese zur Aufnahme von Fremd-DNA aus dem umgebenden Medium sowie der
Integration ins Genom durch homologe Rekombination.

Zur Erstellung des zur Transformation verwendeten genetischen Konstrukts wurde aus
genomischer DNA der Cryptophyte G. theta das Gen orf222 amplifiziert. Dabei wurde die
vorhergesagte N-terminale Extension des Proteins nicht berticksichtigt, da deren Existenz
in einem prokaryoten Organismus fiir einen plastiddaren Import nicht notwendig ist und

eine vollstaindige Funktion des Proteins Orf222 unterbinden konnte. Daher wurde der
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Nukleotidbereich korrespondierend zu den Aminosduren Asparagin an Position 29 bis
Phenylalanin an Position 222 amplifiziert und mittels eingebrachter Schnittstellen fiir
spezifische Restriktionsendonukleasen an eine, der spateren Selektion positiver Klone
dienende Resistenzkassette fusioniert (Abb. 3-2). Letztere kodiert das Gen fiir eine, gegen

das Antibiotikum Spektinomycin Resistenz vermittelnde Adenyltransferase.

Ndel
‘ 1649kompal _r

1649a_f ceor 1649b_r
N & 1649kompa2_f @
Wildtyp —_— Tk >
putative slr1649

Promotorregion

putative

Promotorregion sIr1649

Komp222 _AsIr1649 D

‘Ndel ‘EcoRl
222komp3_f komp222_r

Abb. 3-2: Schematische Darstellung des Konstruktes zur Komplementation des Gens slr1649 aus
Synechocystis mit Nukleomorph-kodiertem orf222 aus Guillardia theta. Die obere Darstellung
entspricht der Wildtyp Situation mit dargestellten Oligonukleotiden zur Amplifikation der beiden
flankierenden homologen Bereiche. Die untere Darstellung entspricht der Situation des generierten
Komp222_ Aslrl649 Stammes, in welchem das Gen orf222 ohne N-terminale Extension unter
Einfluss der Promotorregion des Gens slr1649 stehen soll. Zur Selektion diente eine darauf folgende
Spektinomycin-Resistenzkassette, kodierend fir eine Resistenz vermittelnde Adenyltransferase
(aadA).

Die Integration des Konstruktes erfolgte durch homologe flankierende Bereiche, welche
aus cyanobakterieller DNA mittels der Oligonukleotide 1649a_f, 1649kompal_r und
1649kompa?2_f, 1649b_r amplifiziert wurden. (Abb. 3-2). Durch eingefiigte Schnittstellen
wurden die flankierenden Bereiche beidseitig an das Konstrukt bestehend aus dem
verkiirzten cryptophytischen Gen o0rf222 und der Resistenzkassette fusioniert. Als putative
Promotorregion wurde der 5- Bereich des offenen Leserahmens s/r1649 angenommen, so

dass die Integration des Konstruktes unmittelbar in den 3’- gelegenen Bereich dieser
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putativen Promotorregion erfolgte. Das Gen slr1649 wurde dahingehend beeinflusst, dass
die ersten sieben Nukleotide und damit das natiirliche Startkodon verandert wurden.
Letzteres sollte dadurch nicht mehr der Translationsinitiation dienen. Die Generierung des
Komplementationsstammes erfolgte durch Frau Julia Prechtl. Nach Transformation von
Synechocystis Wildtyp-Zellen erfolgte die initiale Selektion auf BG11 Platten. Anschlieffend
wurden putativ positive Klone unter gradueller Steigerung der Antibiotika-Konzentration

unter Standardbedingungen (siehe Kapitel 7.2) kultiviert.

3.2.1 Kontrollexperimente

Zur Uberpriifung ob generierte Mutanten eine homogenomische Segregation des
eingebrachten Konstruktes aufwiesen, was einer Integration des genetischen Konstruktes
in alle acht bis zwo6lf Genomkopien entsprechen wiirde, wurden ab einer Spektinomycin
Konzentration von 20pg/ml diverse Kontrollexperimente durchgefiihrt.

Standardmafsig wird bei der Generierung von Insertionsmutanten auf die Methode des
Southern Blot zuriickgegriffen, wo die Insertion einer Resistenzkassette durch eine
komplementdre Sonde anhand verschiedener Restriktionsmuster nachgewiesen wird. Es
erschien jedoch im Fall der generierten komplementierten Mutanten sinnvoller, eine
direkte Kontrolle der Expression der endogenen BilinLyase aus Synechocystis
durchzufithren, da der Leserahmen des Gens sir1649 durch die Insertion einer
Resistenzkassette nicht unterbrochen wurde, sondern dessen ersten sieben Nukleotide
verandert wurden.

Daher wurde nach Herstellung von Proteinextrakten (siehe Kapitel 7.6.1) die Expression
des Proteins Slr1649 mittels Western Blot Analysen untersucht. Eine Expression konnte nur
in parallel hergestellten Extrakten einer Wildtyp Kultur festgestellt werden (Abb. 3-3A).
Dort konnte das Protein Slr1649 mittels spezifischer Antikorper in erwarteter Grofse
detektiert werden. Dieses Signal fehlt in Proteinextrakten einer Aslr1649 Kultur, wo der
offene Leserahmen des Gens durch die Insertion einer Kanamycin Resistenzkassette
unterbrochen wurde (Kawach 2006). Entscheidend war das Fehlen des Signals in den

Extrakten hergestellt aus generierten Komp222_Aslr1649 Kulturen.
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A B
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Abb. 3-3: Kontrolle der generierten Komp222_AslIr1649 Zellen.

A, Western Blot Analyse mit spezifischen a-SIr1649 (oben) und spezifischen a-SIr1470 Antikorpern.
Ein Signal der a-SIr1649 Antikorper ist nur in der Wildtyp-Fraktion in erwarteter Héhe zu detektieren.
B, RT-PCR mit orf222 spezifischen Primern.

AK, Antikorper

Zur Kontrolle der Funktionalitdt aller drei Extrakte wurde der Nachweis des Proteins
SIr1470 mittels spezifischer Antikorper durchgefiihrt (Abb. 3-3A).

Aufgrund des Fehlens Orf222 spezifischer Antikorper wurden mit isolierter RNA aus einer
Komp222_Aslr1649 Kultur Transkriptionsanalysen mit fiir das cryptophytische Gen orf222
spezifischen Primern durchgefiihrt. Nach reverser Transkription der RNA in
complementary DNA-Strange (cDNA), anschliefender PCR und Sequenzierung konnte
gezeigt werden, dass das integrierte cryptophytische Gen orf222 transkribiert wird (Abb. 3-
3B).

3.3 Charakterisierung der Komp222_ AslIr1649 Mutante

3.3.1 Phanotypisches Erscheinungsbild

Zu Beginn der Charakterisierung der Komplementations-Mutante konnte bereits aufgrund
des phanotypischen Erscheinungsbildes festgestellt werden, dass die generierte Mutante
Komp222_Aslr1649 farblich ahnlich zu Wildtyp Kulturen gleicher Zellzahl war (Abb. 3-
4A). Ein deutlicher farbiger Unterschied war in Bezug auf eine Kultur der
Insertionsmutante Aslr1649 zu erkennen. Letztere wurde bereits als gelb-griin im Vergleich
zu der bekannten blau-griinen Farbe der Wildtyp Kulturen beschrieben (Kawach 2006,
Bolte et al. 2008).
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Abb. 3-4: Phanotypische Charakterisierung der generierten Komp222_Aslr1649 Kultur.

A, Farblicher Vergleich von AsIr1649, Wildtyp sowie Komp222_AsIr1649 Flussigkulturen. Wahrend
AsIr1649 Kulturen eine charakteristisch gelb-griine Farbe aufweisen, dhneln Komp222_ AsIr1649
Kulturen farblich dem typischen griin-blau der Wildtyp Kulturen.

B, Absorptionsspektren intakter Zellen von Wildtyp (schwarz), Aslrl649 (grin) und
Komp222_AsIr1649 (rot) Kulturen. Eine Reduktion der Absorption der Phycobiliproteine im Bereich
von 620nm wie bei einer AsIr1649 Kultur, konnte bei der Komp222_AsIr1649 nicht beobachtet
werden.

Absorptionsspektren intakter Zellen zeigten eine dhnliche, leicht geringere Absorption im
Bereich von 620nm der Komp222_ Aslr1649 Kulturen im Vergleich zu Wildtyp Kulturen,
was der Absorption der beiden Biliproteine Phycocyanin und Allophycocyanin entspricht
(Abb. 3-4B). Die Aslr1649 Kulturen wiesen im Gegensatz dazu eine deutlich reduzierte
Absorption im Bereich von 620nm auf. Alle Spektren wurden bei 680nm normalisiert. Die
Absorption des Chlorophyll a in den Bereichen von ~430nm und ~680nm war in allen drei

untersuchten Kulturen nahezu identisch und zeigte keine weiteren Auffalligkeiten.
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Durchgefiihrte Pigmentanalysen konnten die aus den Absorptionsspektren erhaltenen
Daten bestdtigen. Dazu wurden parallel sowohl Chlorophyll a, als auch das
Phycobiliprotein Phycocyanin mittels unterschiedlicher Methoden nach Kapitel 7.6.12.
extrahiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei nahezu gleichem Chlorophyllgehalt aller
drei Kulturen, der Gehalt des Phycocyanins der Komp222_Aslr1649 Zellen dhnlich dem der
Wildtyp Zellen ist und nicht wie in Aslr1649 Zellen um ca. 60% reduziert ist (Abb. 3-5A,B).

A B
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0 -
A WT  Komp A WT  Komp

Abb. 3-5: Vergleichende Analysen des Pigmentgehaltes.
A, Vergleich des Phycocyanin Gehaltes. B, Vergleich des Chlorophyll a Gehaltes zwischen Aslr1649
(A), Wildtyp (WT), und Komp222_AsIr1649 (Komp) Zellen.

3.3.2 Untersuchungen der Phycobilisomen der Komp222  Aslr1649

Mutante

3.3.2.1 Isolation intakter Phycobilisomen

Aufgrund der bisher erhaltenen Daten zur Analyse der Komp222_Asir1649 Mutante
wurden intakte Phycobilisomen mittels Saccharose-Dichtegradienten isoliert.

Zum direkten Vergleich wurden parallel intakte Phycobilisomen einer Wildtyp Kultur
sowie einer Aslr1649 Kultur isoliert.

Nach Isolation der Proteinkomplexe tiiber einen 10%-40% Saccharose-Gradienten zeigte
sich, dass isolierte Phycobilisomen der Komp222_Aslr1649 Zellen ein Migrationsverhalten
dhnlich dem des Wildtyps aufwiesen. Die Einwanderungsweite in den Gradienten
unterschied sich nur geringfiigig von den Phycobilisomen des Wildtypen (Abb. 3-6A).
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass es zu einer Anreicherung einer zweiten Bande

innerhalb des Gradienten kam, die in ihrer Intensitit jedoch erheblich schwéacher war. Eine
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Ansammlung von Phycobiliproteinen, dem Gradienten aufgelagert, konnte nicht
beobachtet werden. Intakte isolierte Phycobilisomen von Insertionsmutanten orf222
homologer Gene in Cyanobakterien wiesen eine verdnderte Migrationsweite im Vergleich
zu parallel isolierten Phycobilisomen des Wildtyps auf (Abb. 3-6A) (Shen et al. 2006, Bolte
et al. 2008). Weiterhin konnten dem Gradienten aufliegende, nicht einmigrierte

Phycobiliproteine beobachtet werden.
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Abb. 3-6: Untersuchungen intakter Phycobilisomen.

A, Isolation intakter Phycobilisomen aus Aslr1649 (A), Wildtyp (WT) und Komp222_Aslr1649 (Komp)
Kulturen mittels Saccharose-Dichtegradienten Zentrifugation. Eine verédnderte Migrationsweite im
Vergleich zu Wildtyp Phycobilisomen der Komp222_AslIr1649 Phycobilisomen konnte im Gegensatz
zu AsIr1649 Phycobilisomen nicht beobachtet werden. Mit Sternen gekennzeichnet sind (1) die
zusétzlich auftretende Bande innerhalb des Gradienten der Komp222_Aslr1649 Mutante, sowie (2)
die dem Gradienten aufliegenden Phycobiliproteine der Aslr1649 Mutante.

B, Absorptionsspektren  isolierter, intakter  Phycobilisomen. Im Gegensatz zu dem
Absorptionsmaximum bei 649nm der Aslr1649 Phycobilisomen (griin) zeigten sowohl Wildtyp als
auch Komp222_AsIr1649 Phycobilisomen ein Absorptionsmaximum bei 621nm. Die mit einem Pfeil
markierte Schulter entspricht dem Absorptionsmaximum von Allophycocyanin. Die Spektren wurden
auf ihre jeweiligen Maxima normalisiert.
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Die isolierten, intakten Phycobilisomen wurden auf ihre spektroskopischen Eigenschaften
untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Absorptionsmaximum der Phycobilisomen der
Komp222_Asir1649 Mutante bei 62Inm dem Maximum der Wildtyp Phycobilisomen
identisch war (Abb. 3-6B). Phycobilisomen der Aslr1649 Mutante zeigten dagegen eine
Verschiebung des Absorptionsmaximums in den rotlichen Wellenlangenbereich und
wiesen ein Maximum bei 649nm auf.

Die einzelnen Spektren wurden auf ihre jeweiligen Absorptionsmaxima normalisiert.
Aufgrund des reduzierten Phycocyanin-Gehalts entspricht das Maximum der Aslr1649
Phycobilisomen dem des Allophycocyanins bei 650nm. Durch die Normalisierung wird die
Absorption des Phycocyanins von der des Allophycocyanins tiberdeckt.

Die gemessenen Absorptionsmaxima der Phycobilisomen des Wildtyps und der
Komp222_Aslr1649 Mutante entsprechen dem Maximum des Phycobiliproteins
Phycocyanin, wahrend die leichte Schulter bei 650nm dem Absorptionsmaximum von
Allophycocyanin entspricht. Letzteres wird im Spektrum der Phycobilisomen des Wildtyps
und der Komp222_Aslr1649 von dem Maximum des Phycocyanins iiberlagert, ist aber noch

zu erkennen.

3.3.2.2 Negativ-Staining isolierter intakter Phycob ilisomen

Zur Darstellung der Ultrastruktur intakter Phycobilisomen wurden die Proteinkomplexe
mittels Negativ-staining auf elektronenmikroskopischer Ebene dargestellt. Dazu wurden
intakte Phycobilisomen unmittelbar nach Isolation in Glutaraldehyd fixiert, mit
Uranylacetat negativ kontrastiert und direkt anschlieflend elektronenmikroskopisch
visualisiert (siehe Kapitel 7.6.11). Die Methodik stellt technisch sehr hohe Anspriiche und
ist deshalb mehrfach zu wiederholen.

Tendenziell zeigte sich nach ersten Aufnahmen, dass Phycobilisomen der
Komp222_Aslr1649 Kultur in ihrer Grofie denen des Wildtyps gleichzusetzen sind.
Bedeutend kleiner hingegen erschienen Phycobilisomen des Asl¥1649 Stamms (Abb. 3-
7A,B). Von gleicher Grofie hingegen erschienen die aus Allophycocyanin gebildeten Core-

Regionen der Phycobilisomen aller drei Stamme; die Core-Region der Phycobilisomen des
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Komp222_Aslr1649 Stamms wird in der hier gewdhlten Abbildung wahrscheinlich von

einer Rod-Struktur verdeckt.

N e =

Aslr1649 Wildtyp Komp222_AsIr1649

- | & M. F

AsIr1649 Wildtyp Komp222_AsIr1649

Abb. 3-7: Negativ-Staining isolierter intakter Phycobilisomen.

A, TEM-Aufnahme; VergrolRerung nach Originalaufnahmen 47 000fach, nach manueller, hier
dargestellter Nachbearbeitung 273 000fach.

B, schematische Darstellung der in A abgebildeten intakten Phycobilisomen. In hellblau dargestellt
sind die aus Allophycocyanin bestehenden Core-Regionen, welche bei dem Beispiel des
Komp222_Aslr1649 Phycobilisoms zum Teil verdeckt zu sein scheint. In dunkelblau erkennbar sind
die einzelnen Rod-Strukturen, welche sich préparationsbedingt in ihrer Anzahl zwischen den hier
dargestellten Phycobilisomen unterscheiden.

3.3.2.3 Untersuchungen einzelner Phycobilisomen Unt  ereinheiten

3.3.2.3.1 Gelelektrophoretische Analysen

Um die einzelnen Untereinheiten der Phycobilisomen (Abb. 1-8) naher untersuchen und
vergleichen zu konnen, wurden diese nach Aufkonzentrierung gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Um alle Untereinheiten optimal voneinander zu separieren wurde dabei ein
10%-15% Gradient der Acrylamidkonzentration gewahlt, da die Untereinheiten in Bezug
auf ihre einzelnen Molekulargewichte erhebliche Differenzen zueinander aufweisen. Nach
Auftrennung der einzelnen Fraktionen wurden prominente Banden anschlieffend iiber
Massenspektrometrie identifiziert und konnten den einzelnen Untereinheiten der

Phycobilisomen zugeordnet werden.
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Dabei zeigte sich, dass die Zusammensetzung der Phycobilisomen isoliert aus der
generierten Komp222 Aslr1649 Mutante der Zusammensetzung von Wildtyp
Phycobilisomen gleichzusetzen ist (Abb. 3-8A). Die in einer Aslr1649 Mutante fehlenden
Rod-Linker Proteine CpcC2 und CpcD (Bolte et al. 2008) sind in der Komp222_Aslr1649
Mutante als Bestandteil der Phycobilisomen nachweisbar. Weiterhin konnte keine
auffallige Veranderung der molekularen Masse der Phycocyanin $3-Untereinheit innerhalb
der Phycobiliproteine beobachtet werden, wie dies fiir die Phycocyanin B-Untereinheit

einer Aslr1649 Mutante der Fall ist (Abb. 3-8A).

A
— | €= ApcE
\ - — <+ CpCCl
= | %= Cpcc2
T e = |- Cpea1 B
. ' . } Phycobiliproteine  —3
< CpcDh
A ApcC
A WT Komp

Abb. 3-8: SDS-PAGE Analyse isolierter Phycobilisomen. Die isolierten Phycobilisomen aus
AsIr1649 (A), Wildtyp (WT) und Komp222 Aslrl649 (Komp) Kulturen wurden auf einem
Acrylamidgel mit einem Gradienten von 10-15% aufgetrennt.

A, Visualisierung aller aufgetrennten Proteine mittels Coomassie-Farbung. ApcE, Phycobilisomen
Core-Membran Linker Polypeptid. CpcCl, Phycobilisomen Rod Linker Polypeptid. CpcC2,
Phycobilisomen Rod Linker Polypeptid. CpcG1, Phycobilisomen Rod-Core Linker Polypeptid. CpcD,
Phycobilisomen small Rod Linker Polypeptid. ApcC, Phycobilisomen small Core Linker Polypeptid.
B, Visualisierung der Biline mittels Farbung mit Zinksulfat.

Proteine mit chromophoren Gruppen lassen sich durch eine kurze Inkubation mit 200mM
ZnSos Losung visualisieren. Dort kommt es zu einer Komplexbildung der positiv
geladenen Zn?* Ionen mit den Bilinen der Phycobiliproteine (siehe Kapitel 7.6.5.2).

In Abbildung 3-8B zeigt sich eindeutig, dass die Signalintensititen der chromophoren
Gruppen  zwischen  Phycobilisomen-Untereinheiten des  Wildtyps und des

Komplementationsstammes nahezu identisch waren. Eine reduzierte Signalintensitat,
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welche fiir eine Aslr1649 Mutante erkennbar ist, konnte trotz dquivalenter Proteinmengen

fiir die Komp222_Aslr1649 Mutante nicht gezeigt werden.

3.3.2.3.2 Proteolytische Experimente

Abschliefilende  proteolytische Experimente sollten kldaren, ob Phycocyanin (-
Untereinheiten der Komp222_Aslr1649 Mutante eine dem Wildtyp identische Ausstattung
mit Bilinen aufweisen. Phycocyanin (3-Untereinheiten besitzen in Cyanobakterien zwei
Biline an den Positionen Cystein-84 und Cystein-155. In Insertionsmutanten orf222
homologer Gene fehlt das Bilin an Position Cystein-155 (Shen et al. 2006, Bolte et al. 2008).

Dazu wurde eine definierte Menge aufkonzentrierter Phycobilisomen iiber Nacht bei 37°C
mit 70% Ameisensdure behandelt (siehe Kapitel 7.6.10), wodurch Peptidbindungen

zwischen den Aminosaduren Asparaginsaure und Prolin spezifisch gespalten werden.

ApcA
M O, Si61
L. ~ J
17,41 kDa
ApcB
Miiiii {7 TN Sie1
- Y
17,21 kDa
CpcA
Miiii [ N Si62
A ~ J
17,59 kDa
CpcB QI\
LY TR Caso.... DM{ — Pls......Ci55......017»
~— — ~ J
15,36 kDa 2,78 kDa

Abb. 3-9: Theorie des durchgefuhrten proteolytische Assays. Durch Behandlung mit 70%
Ameisensaure kommt es zur Spaltung der Peptidbindung Asparaginsaure-Prolin innerhalb der
Phycocyanin B-Untereinheit (CpcB). Insgesamt entstehen finf verschiedene fluoreszierende
Fragmente, korrespondierend fur die intakten Allophycocyanin Untereinheiten (ApcA, ApcB) sowie
die Phycocyanin a-Untereinheit (CpcA). Zwei fluoreszierende Fragmente entstehen durch die
proteolytische Spaltung der Phycocyanin 3-Untereinheit (CpcB).
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Die Phycocyanin B-Untereinheit besitzt an Position 144 und 145 die Aminosduren
Asparaginsaure gefolgt von Prolin. Diese Reihenfolge findet sich ausschliefilich in
Phycocyanin (-Untereinheiten und ist weder in Phycocyanin a-Untereinheiten, noch in
einer der beiden Allophycocyanin Untereinheiten zu finden (Abb. 3-9).

Durch eine Inkubation mit verdiinnter Ameisensdure wird die Peptidbindung spezifisch
proteolytisch gespalten. Dabei entstehen fiir die Phycocyanin $-Untereinheit zwei einzelne
Fragmente von 15,36 und 2,78 kDa Grofie, die jeweils ein Bilin tragen (Abb. 3-9). Die
anderen Phycobiliproteine wie die a-Untereinheit des Phycocyanins sowie die beiden
Allophycocyanin Untereinheiten bleiben von der proteolytischen Behandlung unbetroffen

und werden somit in ihrer natiirlichen Grofse erwartet.

A

17 kDa — =
N
v_.t

11 kDa —

A WT Komp A WT Komp

Abb. 3-10: Auftrennung proteolytisch behandelter Phycobilisomen mittels SDS-Tricin PAGE.

A, Coomassie-Farbung.

B, Farbung mit Zinksulfat. Die erwartete Bande bei 2,78 kDa (Pfeil) ist sowohl in Wildtyp (WT), als
auch in Komp222_AsIr1649 (Komp) Fraktionen zu detektieren, fehlt jedoch bei Fraktionen der
AsIr1649 (A)Mutanten.

Wie in Abb. 3-10 dargestellt, treffen die in silico vorhergesagten Grofien zu. Ein eindeutiges
Signal im Groflenbereich von 2,78 kDa konnte in den Spuren der proteolytisch behandelten
Phycobilisomen des Wildtyps, als auch der Komp222_Aslr1649 Mutante detektiert werden.
Ein Fehlen dieses Signals konnte hingegen in der Spur mit proteolytisch behandelten
Phycobilisomen der Aslr1649 Mutante beobachtet werden. Dies bedeutet, dass das Bilin an
Position Cystein-155 der Phycocyanin $3-Untereinheit in der Komp222_Aslr1649 Mutanten
an das Apoprotein gebunden ist. Diese Situation entspricht der des Wildtyps. Deutlich zu
erkennen sind anhand der Fluoreszenz im Bereich von 17 kDa die anderen
Phycobiliprotein-Untereinheiten, sowie das zweite proteolytische Fragment der

Phycocyanin §-Untereinheit, welches ein Bilin an Position Cystein-84 tragt.
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3.4 Phylogenetische Analyse des Proteins Orf222 und seiner

Homologen

Die Anzahl der Orf222 homologen Proteine pro Organismus variiert, korreliert allerdings
mit der Anzahl verschiedener Phycobiliproteine, so dass sich tendenziell in Spezies mit
mehreren verschiedenen Phycobiliproteinen (ausgenommen Allophycocyanin) auch
mehrere Orf222 homologe Proteine identifizieren lassen (Bolte et al. 2008).

Zur phylogenetischen Analyse wurde ein Netzwerk mit 43 Sequenzen Orf222 homologer
Proteine berechnet. Der Vorteil eines phylogenetischen Netzwerkes ist die Darstellung
schwicherer und eventuell widerspriichlicher Signale, welche in einem bifurzierenden
Baum nicht beriicksichtigt werden. Das mit dem Programm MUSCLE (Edgar 2004) erstellte
Alignment enthielt 307 Positionen mit 191 Positionen, an denen Liicken in dem Alignment
auftraten. Diese Positionen konnen die Berechnung des Netzwerkes verfdlschen und
wurden deshalb aus dem Alignment entfernt. Von den verbliebenen 116 Positionen
wurden die Hamming-Distanzen (engl. Hamming distance oder p-distance) mit Hilfe des
Programms Splitstree berechnet (Huson und Bryant 2006). Diese Distanzen dienten
anschliefend zur Konstruktion des Netzwerkes, das mit dem Programm Splitstree
graphisch dargestellt wurde.

Die phylogenetische Analyse zeigt, dass sich die Mehrheit der Orf222 homologen Proteine
in vier verschiedene, monophyletische Gruppen einordnen lassen (Abb. 3-11). Letztere
werden als die Gruppen Slr1649-artig A und B sowie CpeT-artig A und B bezeichnet. Sie
werden ausschliefSlich von cyanobakteriellen Homologen gebildet. Fiir einige wenige
homologe Proteine konnten keine Zugehorigkeiten zu einer der vier Gruppen extrapoliert
werden. Dazu zdhlen zwei cyanobakterielle Vertreter, die beiden homologen Proteine
CpcT aus Synechococcus sp. PCC7002 und das Protein GIr1538 aus Gloeobacter violaceus
PCC7421 und das Homolog S-PM2p215 des Cyanophagen S-PM2. Andere nicht
einfiigbaren Vertreter sind ausschliefilich homologe Proteine aus Eukaryoten. Dies sind die
Homologen aus der Thecamobe Paulinella chromatophora, den Landpflanzen Arabidopsis
thaliana und Oryza sativa, der Rhodophyte Cyanidioschyzon merolae und die beiden Proteine

der Cryptophyten Guillardia theta und Hemiselmis andersenii.
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Abb. 3-11: NeighborNet (NNet) splits Graph flr 43 homologe Proteine. Hervorgehoben sind vier
monophyletische Gruppen. In rot hervorgehoben sind die Gruppen A und B der SIr1649-artigen
Proteine, in griin die Gruppen A und B der CpeT-artigen Proteine.
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4. DISKUSSION

Die Gruppe der Cryptophyten nutzt zur Sammlung von Lichtenergie akzessorische
Proteine und Pigmente. Eine Besonderheit der in sekundarer Endosymbiose entstandenen
Gruppe ist die bis heute andauernde Existenz eines reduzierten Restzellkerns, dem
Nukleomorph, der den Nukleus der vormals aufgenommenen Rhodophyte darstellt. Im
Zuge der Evolution wurde das Genom des Nukleomorph stark reduziert und scheint
heute, neben sogenannten house-keeping Genen nur essentielle Proteine fiir Plastide und
Proteintransport zu kodieren (Zauner et al. 2000, Douglas et al. 2001, Sommer et al. 2007).
Eine Besonderheit stellen die auf dem Nukleomorph kodierten plastidaren Proteine dar,
welche als ein Grund fiir die andauernde Existenz des Nukleomorph angenommen
werden. Fiir einen Teil dieser Proteine konnten Funktionen oder eine Beteiligung innerhalb
verschiedener plastiddrer Prozesse ermittelt werden. Proteine mit bis heute unbekannter
Funktion scheinen ebenfalls wichtige Funktionen innerhalb der Plastide zu besitzen und
stellen einen interessanten Forschungsaspekt dar. Diese Arbeit sollte einen Beitrag zur

Aufklarung weiterer Funktionen Nukleomorph-kodierter plastidarer Proteine leisten.

4.1 Die Komplementations-Mutante Komp222  AslIr1649

Um funktionell unbekannte Proteine aus Cryptophyten charakterisieren zu kénnen und
deren Funktion zu analysieren, muss zum Teil auf heterologe Systeme zuriickgegriffen
werden, da eine genetische Manipulation dieser Organismen bis heute nicht moglich ist.
Dabei eignet sich fiir die Analyse plastiddarer Gene das Cyanobakterium Synechocystis
aufgrund seiner leichten genetischen Zuganglichkeit und seines vollstandig sequenzierten
Genoms.

Zur funktionellen Analyse des Nukleomorph-kodierten, plastiddren Proteins Orf222 aus
G. theta wurde daher eine Komplementation des o0rf222 homologen Gens slr1649 in
Synechocystis mit dem Gen der Cryptophyte untersucht. Dazu wurde das cyanobakterielle
Gen slr1649 verandert und das cryptophytische Gen orf222 unter Kontrolle des natiirlichen

Promotors des slr149 Gens gesetzt. Die generierte Mutante Komp222_Aslr1649 wurde in
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Bezug auf ihre Lichtsammelkomplexe sowohl mit Wildtyp, als auch mit einer
Insertionsmutante Aslr1649 verglichen. Bei letzterer wurde das orf222 homologe Gen durch
die Insertion einer Resistenzkassette unterbrochen (Kawach 2006). Insertionsmutanten
orf222 homologer Gene in Cyanobakterien zeigen einen eindeutigen makroskopischen
Phéanotyp, der auf charakteristischen Verdnderungen innerhalb der Phycobilisomen-
Struktur basiert (Shen et al. 2006, Bolte et al. 2008). In der generierten Komp222_Aslr1649
Mutante konnte die Abwesenheit exprimierter Slr1649 Proteine mittels spezifischer
Antikorper demonstriert werden (Abb. 3-3), so dass von einem knock-out des Gens slr1649
ausgegangen werden kann. Der Nachweis der Transkription des inserierten Gens orf222
lasst stark vermuten, dass strukturelle Verdanderungen der Phycobilisomen im Vergleich zu
einer Aslr1649 Mutante auf die Funktionalitdt des Orf222 Protein zuriickgefiihrt werden
konnen. Durch die gezielte Insertion des verwendeten Konstrukts sollte das Gen orf222 in
der Komp222_Aslr1649 Mutante unter dem Einfluss des gleichen Promotors stehen, wie
das wildtypische Gen slr1649 in einem Wildtyp Stamm. Auf Transkriptionsebene und
Translationsebene sollte dies in einer identischen Expression beider Proteine resultieren.

Zur Uberpriifung konnen wahlweise Analysen mittels QRT-PCR (quantitative real-time
PCR) oder quantitative Proteinbestimmungen mittels spezifischer Antikorper angewendet
werden. Letztere der beiden Methoden ist zu bevorzugen, da es zu posttranskriptionellen
Regulationen von Proteinexpressionen kommen kann (Lackner und Bahler 2008), die bei
der Analyse der Transkriptmengen mittels qRT-PCR nicht berticksichtigt werden. Erste
Versuche zur Uberpriifung ob das Gen 0rf222 in der Kom222_Aslr1649 Mutante unter
Kontrolle des gleichen Promotors steht wie das endogene Gen s/r1649 im Wildtyp wurden
mangels spezifischer Antikdrper gegen das Protein Orf222 anhand qRT-PCR Experimenten
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass tendenziell von einer sehr dhnlichen Expression
beider Gene, dem Gen sIr1649 im verwendeten Wildtyp Stamm und dem Gen 01222 in der
Komp222_Aslr1649 Mutante ausgegangen werden kann (Daten nicht gezeigt). Diese ersten
Tendenzen bediirfen allerdings noch statistischer Absicherungen, um eine endgiiltige

Aussage treffen zu konnen.
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4.1.1 Eindeutiger makroskopischer Phanotyp

Die im Rahmen dieser Arbeit generierte Komp222_Aslr1649 Mutante zeigte bei gleichen
Zellzahlen eindeutig eine Farbe dhnlich des wildtypischen blau-griin, im Vergleich zu dem
gelb-griin der Aslr1649 Kulturen. Diese wildtyp-dhnliche Farbe kann aufgrund des
nachgewiesenen kontrollierten knock-outs des slr1649 Gen und des positiven Nachweis der
Transkription des integrierten cryptophytischen Gens orf222 auf eine Expression des
Proteins Orf222 zuriickgefiihrt werden.

Der gelb-griiner Phanotyp der Insertionsmutante ist unter anderem aus Cyanobakterien
mit Mutationen in Genen der Phycobiliproteine, Linker-Proteine oder Bilin Lyasen bekannt
und resultiert aus einem reduzierten Gehalt der Phycobiliproteine (Anderson et al. 1987,
Plank und Anderson 1995, Plank et al. 1995, Kondo et al. 2005, Shen et al. 2006, Bolte et al.
2008). Die deutliche Farbveranderung der Komp222_ Aslr1649 Mutante ldsst vermuten,
dass sich der Gehalt des Phycobiliproteins Phycocyanin im Vergleich zu einer Aslr1649
Mutante verdandert hat. Der Gehalt ist dem einer Wildtyp Kultur nahezu gleichzusetzen,
was durch Absorptionsspektren intakter Zellen sowie durch verschiedene
Pigmentanalysen gezeigt werden konnte. Ob die Verdnderung des Phycocyanin-Gehalts in
der Komp222_Aslr1649 Mutante auch in  wildtyp-dhnlichen , vollstindigen”
Phycobilisomen resultiert, konnen diese Experimente allein nicht kldren. Denkbar ware,
neben einer vollstindigen Assemblierung der Phycobiliproteine zu wildtyp-dhnlichen
Phycobilisomen auch, dass diese als freier Pool in der Zelle vorliegen konnten (siehe

Kapitel 4.1.2).
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4.1.2 Phycobilisomen der Komp222_  AslIr1649 Mutante sind denen
des Wildtyps gleichzusetzen

Aufgrund der offensichtlichen Veranderungen der Komp222_Aslr1649 Mutante im
spektralen Bereich der Phycobiliproteine wurden Phycobilisomen der Komp222_Aslr1649
Mutanten, des Wildtyps und einer Aslr1649 Mutanten ndher untersucht und vergleichend

analysiert (siehe Kapitel 3.3.2).

4.1.2.1 Untersuchungen intakter Phycobilisomen

Durch Auftrennung in kontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten lassen sich die
Proteinkomplexe der Phycobilisomen in hochmolekularen Puffern intakt isolieren, wobei
die Migrationsweite dabei der Masse des jeweiligen Komplexes entsprechend erfolgt.
Isolierte Phycobilisomen von Insertionsmutanten orf222 homologer Gene zeichnen sich
durch eine geringere Masse aus, da sie innerhalb des Gradienten hoher ansiedeln als
Phycobilisomen des Wildtyps (Shen et al. 2006, Bolte et al. 2008). Dieses veranderte
Migrationsverhalten wurde auf das Fehlen einzelner Rod-Komponenten zuriickgefiihrt,
was in einer leichteren Masse der Phycobilisomen resultiert. Weiterhin wurde vermutet,
dass dem Gradienten weitere, nicht einmigrierte Phycobiliproteine aufliegen. Wildtyp
Phycobilisomen migrieren hingegen in einer typischen scharf abgegrenzten Bande.

Intakte Phycobilisomen der Komp222 Aslr1649 Mutante zeigten eine dhnliche
Migrationsweite wie Phycobilisomen des Wildtyp Stamms (Abb. 3-6A). In einer Aslr1649
Mutanten fehlende Rod-Komponenten scheinen also in der Komp222_ Aslr1649 Mutante
wieder assembliert zu sein. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass keine, dem Gradienten
aufliegenden Ansammlung von Phycobiliproteinen beobachtet werden konnte. Die
vorherige Mutmafiung, dass Phycocyanin-Untereinheiten als freier Pool in den Zellen
vorliegen konnten und nicht in Phycobilisomen assembliert sind, ist somit widerlegt.
Damit ist eine Verdnderung, resultierend auf einer Expression des Proteins Orf222 auch im
Bereich der intakten Proteinkomplexe eindeutig gezeigt. Die Expression scheint jedoch
nicht zur vollstindigen Wiederherstellung des Wildtyp-Zustands zu geniigen, da eine

weitere, schwache Bande innerhalb des Gradienten beobachtet werden konnte, deren
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Migrationsweite hoher anzusiedeln ist. Moglicherweise kommt es wahrend der
Praparation der Proteinkomplexe zur Ablosung einiger Rod-Komponenten in anteilsmafsig
wenigen Phycobilisomen, die sich anschlieffend in diesem Dichte-Bereich ansiedeln.
Dadurch ldsst sich vermuten, dass Phycobilisomen der Komp222_Asl¥1649 Mutante eine
dhnliche Grofse wie die des Wildtyps besitzen, aber weniger stabil sind, da es wahrend der
Praparation von Phycobilisomen des Wildtyps nicht in dem Ausmafs zu einer Ablosung
einzelner Komponenten kommt.

Absorptionsspektren der isolierten, intakten Phycobilisomen aus allen drei Stimmen
zeigten, dass die Verschiebung des Phycocyanin-Maximums in den roten Bereich der
Phycobilisomen der Aslr1649 Mutante durch die Komplementation mit dem Protein Orf222
unterbunden wird (Abb. 3-6B). Das Maximum der Komp222_Aslr1649 Phycobilisomen
liegt bei 621nm und entspricht damit exakt dem Maximum der Wildtyp Phycobilisomen.
Die Verschiebung des Maximums der Aslr1649 Phycobilisomen resultiert aus der
Normalisierung der Spektren auf den jeweilig hochsten Absorptionspeak. Aufgrund des
reduzierten Phycocyanin-Gehalts entspricht das Maximum der Aslr1649 Phycobilisomen
dem des Allophycocyanins bei 650nm. Durch die Normalisierung wird das
Absorptionsmaximum des Phycocyanins von dem des Allophycocyanins tiberdeckt.

Zur Darstellung von Groflenunterschieden wurden intakte Phycobilisomen mittels
Negativ-staining auf elektronenmikroskopischer Ebene visualisiert. Die Darstellung auf
ultrastruktureller Ebene stellt grofie Anforderungen an die methodische Durchfiihrung
und ist daher mit Vorsicht zu betrachten, da es im Zuge der Prédparationen zur
ungewollten Dissoziation einzelner Phycobilisomen-Komponenten kommen kann.
Phycobilisomen der Aslr1649 Mutante zeigen eine Tendenz zu kiirzeren Rod-Strukturen,
wiahrend diese bei Wildtyp und Komp222_ Aslr1649 Phycobilisomen gleiche Langen
besitzen (Abb. 3-7). Damit bestédtigen sich auch auf ultrastruktureller Ebene die Daten,
welche durch die Analysen von Dichtegradienten und Absorptionsspektren ermittelt
wurden. Folglich liegen erste Hinweise vor, dass Phycobilisomen der Komp222_ Aslr1649
Mutante denen des Wildtyps gleichzusetzen sind und implizieren, dass das Protein Orf222
aus G. theta funktionell in der Lage ist, einen knock-out des homologen Gens slr1649 aus

Synechocystis nahezu vollstandig zu komplementieren.
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4.1.2.2 Untersuchungen einzelner Phycobilisomen Unt  ereinheiten

Mit Analysen spektraler Eigenschaften und Grofien intakter Phycobilisomen kdnnen keine
Aussagen zur Proteinzusammensetzung der Phycobilisomen vollbracht werden. Durch
gelelektrophoretischen und proteolytischen Untersuchungen wurden die Untereinheiten

der Phycobilisomen aller drei Staimme analysiert und miteinander verglichen.

4.1.2.2.1 Die Rod-Linker Proteine CpcC2 und CpcD we rden in der Komp222_  Aslr1649
Mutante exprimiert und in die Phycobilisomen integr iert.

Durch gelelektrophoretische Auftrennungen isolierter Phycobilisomen aller drei Stamme
konnte deren Proteinzusammensetzung detailliert analysiert werden. Eine darauf folgende
massenspektroskopische Analyse lieferte den Nachweis, dass Phycobilisomen der
Komp222_Aslr1649 Mutante und des Wildtyps in ihrer Zusammensetzung aus
verschiedenen Untereinheiten identisch sind. So konnte gezeigt werden, dass die beiden, in
einer Aslr1649 Mutante fehlenden Rod-Linker Proteine CpcC2 und CpcD in der
Komp222_Aslr1649 Mutante exprimiert und auf Protein Level innerhalb angereicherter
Phycobilisomen nachweisbar sind (Abb. 3-8A). CpcC2 und CpcD liegen innerhalb der
einzelnen Rod-Strukturen proximal zur Core-Region (Abb. 1-8) (de Lorimier et al. 1990a, de
Lorimier et al. 1990b, Grossman et al. 1993). Sie interagieren mit den Phycobiliprotein Disks
wahrscheinlich tiiber eine Kombination aus hydrophoben Wechselwirkungen und
unterschiedlichen Ladungszustinden im Hohlraum, den die Trimer- bzw. Hexamer-
Strukturen bilden (Fiiglistaller et al. 1984, Glauser et al. 1992, Wilk et al. 1999). Das Fehlen
beider Proteine in einer Aslr1649 Mutante wird posttranslationalen Ursachen
zugeschrieben, da ihre Expression auf Transkriptebene bestatigt werden konnte (Bolte et al.
2008). Ihre Funktionen als ,Rod Capping Linker” (CpcD) sowie als Verkniipfer der
terminalen mit der darunter liegenden Disc (CpcC2) fithrten zur Vermutung, dass Rods
der Phycobilisomen einer Aslr1649 Mutante nur noch aus ein bis zwei Disks bestehen.

Durch den Nachweis, dass Phycobilisomen der Komp222 Aslr1649 Mutante alle
Komponenten eines wildtypischen Phycobilisoms aufweisen, ist davon auszugehen, dass
es auf subzellulirer Ebene zur Zusammensetzung vollstindiger, wildtypischer

Phycobilisomen in der Komp222_Aslr1649 Mutante kommt. Die Rod-Linker Proteine
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CpcC2 und CpcD werden somit in die Rod-Strukturen der Phycobilisomen integriert und
nicht, wie es im Falle einer Aslr1649 Mutante vermutet wird, proteolytisch degradiert.
Damit existiert auch auf Ebene der einzelnen Proteinkomponenten, aus denen sich

Phycobilisomen zusammensetzen ein dem Wildtyp nahezu identischer Zustand.

4.1.2.2.2 Die Phycocyanin B-Untereinheit der Komp222  AsIrl649 Mutante tragt an
zwei verschiedenen Positionen zwei Biline.
Phycobiliproteine der Komp222_Aslr1649 Mutanten zeigen zum Wildtyp identische
Eigenschaften. Bereits im Zuge der gelelektrophoretischen Analysen konnte ein
Massenshift wie jener der Phycocyanin (3-Untereinheit einer Aslr1649 Mutante nicht fiir die
korrespondierende Untereinheit aus der Komp222_Aslr1649 Mutante beobachtet werden.
Auch die Signalintensitaten fluoreszierender Biline aller Phycobiliproteine zeigten keinen
Unterschied zum denen des Wildtyps (Abb.3-8B). Anhand dieser Daten ldsst sich
vermuten, dass die Ausstattung der einzelnen Phycobiliproteine der Komp222_ Aslr1649
Mutante mit Bilinen identisch zur Ausstattung des Wildtyps ist.
Ursache fiir einen sichtbaren Massenshift der Phycocyanin B-Untereinheit und eine
reduzierte Signalintensitdat fluoreszierender Bilin-Gruppen in Insertionsmutanten orf222
homologer Gene ist die Abwesenheit eines Bilins an Position Cystein-155 (Shen et al. 2006,
Bolte et al. 2008). Da ein einzelnes Bilin ohne Apoprotein gerade einmal eine Masse von
582 Da besitzt, war es notwendig, die Phycocyanin $-Untereinheit der Komp222_Aslr1649
Mutanten genauer zu untersuchen. Hierbei konnte mittels einer proteolytischen Analyse
gezeigt werden, dass die Phycocyanin (3-Untereinheit der Komp222_Aslr1649 Mutante wie
der Wildtyp zwei Biline tragt (Abb. 3-9). Daher kann von einer wildtypischen Situation
gesprochen werden.
Biline sind tiber Thioetherbriicken an konservierte Cysteine an den Positionen 84 und 155
der Phycocyanin B-Untereinheit gebunden (Scheer und Zhao 2008). Das Bilin an Position
Cystein-84 ist sowohl fiir die korrekte Faltung der Globindoméne der [3-Untereinheit wie
auch fiir die Interaktion mit der a-Untereinheit wichtig (Schirmer et al. 1985, Pastore und
Lesk 1990), das Bilin an Position Cystein-155 ,nur” an der Interaktion der a- und (-

Untereinheit (Toole et al. 1998). Fehlt dieses Bilin allerdings, wie es in einer Asl/r1649
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Mutante der Fall ist, so entstehen aufgrund einer verdanderten Bindungsaffinitiat zwischen
a- und B-Untereinheit eine Reihe von Sekundareffekten, die fiir das phéanotypische
Erscheinungsbild dieser Insertionsmutante verantwortlich sind (Bolte et al. 2008). Dazu
gehoren nicht assemblierte Untereinheiten wie die Linkerproteine CpcC2 und CpcD sowie
fehlende Phycocyanin Heterododecamere (Abb. 1-8). Die dadurch bedingte Verkiirzung
der Rod-Strukturen ist Ursache fiir ein verdndertes Migrationsverhalten der
Phycobilisomen in Saccharose-Gradienten, einen reduzierten Phycocyanin Gehalt und
letztendlich fiir eine gelb-griine Farbe von Fliissigkulturen der Insertionsmutante.

Durch die Komplementation der endogenen Lyase SIr1649 und den dadurch
wiederhergestellten wildtypischen Zustand ist gezeigt, dass einzig das Fehlen des Bilins,
bedingt durch eine fehlende Funktion der Lyase, den komplexen Phanotyp der
Insertionsmutante hervorruft. In dieser ist die Bindungsaffinitit zwischen den beiden
Phycocyanin Untereinheiten herabgesetzt, was Einfluss auf alle hoheren Phycocyanin
Aggregate und die einzelnen Linkerproteine hat. Die Phycocyanin-Rods sind dadurch
moglicherweise verkiirzt. Es ist wahrscheinlich, dass die Symmetrie dieser Struktur
dahingehend gestort ist, dass eine stabile Interaktion zwischen Linkern und
Phycobiliproteinen nicht moglich ist. Da es trotzdem zu einer teilweisen Assemblierung
von Phycocyanin in Rod Strukturen kommt, scheint dies nicht alle Linker-Phycobiliprotein
Interaktionen gleichermafien zu betreffen. Hierfiir gibt es zwei Moglichkeiten: Entweder
die Instabilitat tritt erst ab einer bestimmten Rodlange auf, bzw. je langer der Rod, desto
instabiler ist die Bindung, oder die Symmetrieunterschiede betreffen die Interaktion
zwischen CpcC2 und Phycocyanin mehr als die Interaktion zwischen CpcG bzw. CpcCl
und Phycocyanin. Die dritte Disk, welche auch CpcD tragen wiirde scheint in jedem Fall
nicht vorhanden zu sein, was aus dem Fehlen des Linker Proteins CpcC2 in isolierten
Phycobilisomen der Aslr1649 Mutante abgeleitet werden kann.

Somit ist das Bilin an Position Cystein-155 nicht nur an der Interaktion der Phycocyanin
Untereinheiten beteiligt, sondern indirekt fiir einen vollstaindigen Zusammenbau der

Phycobilisomen essentiell.
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Die in der Komp222_Aslr1649 Mutante nachgewiesene Bilin-Gruppe an Position Cystein-
155 fiihrt folglich zu erhohter Stabilitdt zwischen den beiden Phycocyanin-Untereinheiten,
was wiederum im Aufbau vollstindiger Rod-Strukturen und Einbau und moglichen
Nachweis der beiden Rod-Linker Proteine CpcC2 und CpcD in Phycobilisomen resultiert.
Dadurch kann von einer wildtypischen Zusammensetzung der Phycobilisomen der
Komp222_Aslr1649 Mutante ausgegangen werden.

Zusammenfassend implizieren die Untersuchungen der Proteinzusammensetzung der
Phycobilisomen als auch die ndhere Analyse der Phycocyanin (-Untereinheit, dass das
Protein Orf222 aus G. theta funktionell in der Lage ist, einen knock-out des homologen Gens
slr1649 aus Synechocystis nahezu vollstaindig zu komplementieren. Dies unterstiitzt die
bereits beschriebenen Ergebnisse, resultierend aus der Analyse intakter Phycobilisomen
aus Komp222_ Aslr1649, Wildtyp und Aslr1649 Zellen. Dort konnte demonstriert werden,
dass Phycobilisomen der Komp222_ Aslr1649 Mutante sowohl auf makroskopischer Ebene,

als auch auf elektronenmikroskopischer Ebene denen des Wildtyps gleichzusetzen sind.

4.2 Das Nukleomorph-kodierte Protein Orf222 - ein

funktionelles Ortholog einer Phycocyanin-Bilin Lyas e

Die bereits diskutierten Ergebnisse, welche durch die verschiedenen, vielfiltigen Analysen
einer generierten Komplementations-Mutante in dem Cyanobakterium Synechocystis
gewonnen wurden, lassen die Behauptung zu, dass das Nukleomorph-kodierte Protein
Orf222 der Cryptophyte G. theta funktionell ortholog zu dem Protein Slr1649 aus dem
Cyanobakterium Synechocystis ist. Dies bedeutet, dass das Protein Orf222 aufgrund
funktioneller und struktureller Verwandtschaft in der Lage ist, die Funktion des Proteins
SIr1649 zu ersetzen.

Es ist bekannt, dass es sich bei Orf222 homologen Proteinen hochstwahrscheinlich um
spezifische Bilin Lyasen handelt. Diese konnten 2006 erstmals beschrieben und als
regiospezifische so genannte T-Typ Lyasen charakterisiert werden (Kawach 2006, Shen et
al. 2006). Die monomeren Lyasen besitzen die funktionelle FEigenschaft eine

posttranslationale Bindung zwischen einem Phycocyanobilin und dem konservierten
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Cystein an Position 155 der Phycocyanin (3-Untereinheit herzustellen. Diese Funktion wird
in der Komplementations-Mutante Komp222 Aslr1649 durch das Protein Orf222
ausgefiihrt. Die Funktion im homologen System, in der Cryptophyte G. theta, lasst sich
aufgrund der genetischen Unzuganglichkeit des Organismus nur theoretisch formulieren.
Allgemein ist die Ausstattung von Cryptophyten mit akzessorischen Pigmenten und
Bilinen sowie deren Lokalisation und strukturelle Organisation im Vergleich zu
Cyanobakterien unterschiedlich. G. theta besitzt nur ein einziges Phycobiliprotein, das
Phycoerythrin mit den Bilinen Dihydrobiliverdin und Phycoerythrobilin (Glazer und
Wedemayer 1995). Aufgrund der Funktionalitit des Proteins Orf222 als Lyase im
heterologen System, ldsst sich stark vermuten, dass das Protein eine Phycoerythrin-
Bilin Lyase ist, die in G. theta ein Phycoerythrobilin an die Position Cystein-158 der
Phycoerythrin -Untereinheit kniipft. Somit ware Orf222 als eine T-Typ Lyase mit dem
Namen CpeT (Phycoerythrin T-Typ Lyase) zu bezeichnen. Es stellt die erste funktionell
charakterisierte eukaryot kodierte Bilin Lyase {iberhaupt dar.

Eine alternative funktionelle Uberpriifung als Lyase wire methodisch sowohl in vitro als
auch im heterologen System des Bakteriums E. coli moglich, welches mittlerweile fiir
Charakterisierungen einiger Lyasen verwendet wurde (Shen et al. 2006, Zhao et al. 2006b,
Zhao et al. 2007a, Zhao et al. 2007b). Der Vorteil von in vivo Versuchen gegentiber in vitro
Experimenten ist im Falle der Charakterisierung von Lyasen eine Verhinderung von
spontanen Bindungen der Biline an das Apoprotein. Die meisten Apoproteine konnen
Biline in vitro spontan binden, was mit sehr geringer Effizienz stattfindet und zu
sogenannten Mischprodukten und Fehlinterpretationen fiihren kann (Arciero et al. 1988,
Fairchild und Glazer 1994a, Zhao et al. 2004). Es wird als unwahrscheinlich angesehen,
dass dies auch in vivo vorkommt (Scheer und Zhao 2008) und ist somit auch fiir die
generierte und beschriebene Komplementations-Mutante so gut wie auszuschlief3en.
Aufgrund der Fahigkeit des Proteins CpeT (Orf222) trotz unterschiedlicher Apoproteine
und unterschiedlicher Biline die Funktion des homologen Proteins Slr1649 in einem
Cyanobakterium vollstindig zu ersetzen, kann eine eindeutige Regioselektivitit in Bezug
auf die homologe Cystein-Bindestelle, aber deutlich weniger Spezifizierung in Bezug auf

das jeweilige Bilin und das Apoprotein festgestellt werden. In der generierten
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Komplementations-Mutante ligiert CpeT (Orf222) ein Phycocyanobilin an die f-
Untereinheit des Phycocyanin an Position Cystein-155; im homologen System G. theta
theoretisch ein Phycoerythrobilin an die (-Untereinheit des Phycoerythrin an die
homologe Position Cystein-158.

Ahnliche Eigenschaften sind auch fiir eine cyanobakterielle T-Typ Lyase aus Nostoc sp.
PCC7120 bekannt (Zhao et al. 2007a). Die Rod-Strukturen der Phycobilisomen dieses
Cyanobakteriums werden aus zwei verschiedenen Phycobiliproteinen gebildet, dem distal
gelegenen Phycoerythrocyanin und dem proximal gelegenen Phycocyanin. Die
Phycobiliproteine sind mit zwei unterschiedlichen Bilinen, dem Phycocyanobilin
(Phycocyanin) und dem Phycoerythrobilin (Phycoerythrocyanin) ausgestattet. Durch
Ligations-Experimente in vitro und in vivo im heterologen System des Bakterium E.colj,
konnte gezeigt werden, dass das Protein CpcT1 das Bilin Phycocyanobilin ausnahmslos an
die Positionen Cystein-155 bindet, jedoch nicht zwischen den (3-Untereinheiten der beiden
Phycobiliproteine unterscheiden kann (Zhao et al. 2007a).

Die Generierung von cyanobakteriellen Komplementations-Mutanten ist eine bislang nicht
verwendete Moglichkeit zur funktionellen Charakterisierung von Bilin Lyasen. Das hier
verwendete Tool der Komplementation eines cyanobakteriellen Proteins zur
Charakterisierung des Nukleomorph-kodierten Proteins Orf222 ist daher einmalig.
Denkbar ist mit dem hier beschriebenen Tool die funktionelle Charakterisierung weiterer
Bilin Lyasen aus Cryptophyten. Folgt man einer Argumentation von Swanson und Zhao
und den Untersuchungen von Phycocyanin Lyasen in Cyanobakterien, sind in G. theta bis
zu vier verschiedene Bilin Lyasen zu erwarten, da an den beiden Phycoerythrin
Untereinheiten vier Biline an vier Positionen zu finden sind (Fairchild et al. 1992, Swanson
et al. 1992, Zhao et al. 2006b). Weder auf dem Nukleomorph Genom, noch auf dem
Plastiden Genom konnten weitere Homologe bekannter Lyasen identifiziert werden. Diese
unterlagen moglicherweise im Laufe der Evolution einem genetischen Transfer in den
Nukleus des Wirtes. Unterstiitzt wird diese Spekulation durch die Identifizierung eines
ESTs aus G. theta (Accession-Nr. AM183804), welcher sich durch den Besitz einer
vorhergesagten BTS auszeichnet. Letztere ist typisch fiir Nukleus kodierte, plastidar

lokalisierte Proteine (Gould et al. 2006a, Gould et al. 2006b). Die Sequenz weist
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Homologien zu CpeZ auf; ein Protein, das vermutlich gemeinsam mit CpeY an der
Ligation eines Phycoerythrobilins an die Phycoerythrin a- oder (-Untereinheit im
Cyanobakterium Fremyella diplosiphon (Calothrix sp.) beteiligt ist (Kahn et al. 1997). Das
mogliche Vorkommen des Lyase-Dimers CpeY/CpeZ in G. theta lasst vermuten, dass es
sich bei dieser um eine Lyase fiir Phycoerythrin -Untereinheiten handelt, da diese im
Gegensatz zu den a-Untereinheiten phylogenetisch mit den {-Untereinheiten von
Rhodophyten und Cyanobakterien verwandt sind. Die bislang fehlende Komponente CpeY
der dimeren Lyase sowie eventuell weitere Phycoerythrin spezifische Lyasen sollten durch
die Sequenzierung des Kerngenoms der Cryptophyte durch das DOE Joint Genome
Institut (http://www jgi.doe.gov/sequencing/why/50026.html) nach Abschluss des Projektes
theoretisch zu identifizieren sein. Allerdings sollten die Lyasen anschliefend auf ihre
Funktionalitdt hin {iberpriift werden. Komplizierter scheint die Suche nach einer Lyase fiir
Phycoerythrin a-Untereinheiten, da diese keinerlei phylogenetische Verwandtschaft zu
den Untereinheiten aus Rhodophyten und Cyanobakterien aufweisen. Die Untereinheiten
sind in G. theta im Wirtsnukleus von mindestens zwei Genfamilien kodiert und werden
posttranslational tiber fiinf Membranen in das Thylakoidlumen der komplexen Plastide
importiert (Gould et al. 2007).

Bei Betrachtung eines Alignment von Proteinsequenzen der Lyase CpeT (Orf222) und
einigen seiner Homologen finden sich mehrere konservierte Motive (Abb. 3-1). Diese sind
wenige Aminosduren grofs und befinden sich in N- und C-Termini der Proteine innerhalb
der domain of unknown function 1001, welche allen Homologen gemeinsam ist. Aus Studien
der beiden E/F-Typ Lyasen in dem Cyanobakterium Mastigocladus laminosus ist bekannt,
dass einige Aminosduren Motive fiir die enzymatische Aktivitdt der Lyasen essentiell sind
(Zhao et al. 2005a, Zhao et al. 2006a). Allerdings unterscheiden sich die Motive zwischen
dem PecE/F Lyase Dimer und dem CpcE/F Lyase Dimer, obwohl die homologen Lyasen
strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten haben, wie die Bildung eines
heterodimeren Komplex und Ligation eines Bilins an Position Cystein-84 der «-

Untereinheit von Phycoerythrocyanin (PecE/F) bzw. Phycocyanin (CpcE/F).
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Die konservierten Motive des CpeT Proteins und seiner Homologen dhneln weder denen
der PecE/F noch denen der CpcE/F Lyasen. Dies ist moglicherweise zum einen mit
unterschiedlichen Apoproteinen und Bilinen und zum anderen mit der abweichenden
Ligationsposition am Apoprotein zu erkldren. Die Generierung verschiedener Lyase-
Mutanten mit verdnderten oder deletierten Aminosauren im homologen oder heterologen
System konnte diese Unklarheiten kldren und zum weiteren Verstandnis der

enzymatischen Aktivitdt von Bilin Lyasen beitragen.

4.3 Funktionelles Phycoerythrin in Guillardia theta — eine

Beteiligung von drei Genomen

Durch die Kodierung der Phycoerythrin a-Untereinheiten sowie putativer Bilin Lyasen auf
dem Nukleus des Wirtes, der Kodierung von CpeT (Orf222) auf dem Nukleomorph und
der Kodierung der Phycocyanin B-Untereinheit auf dem Plastiden-Genom kann eine
genetische ~Kompartimentierung fiir ~ Phycobiliprotein-Komponenten iiber  drei
verschiedene Genome demonstriert werden. Bislang war dies fiir das plastidar lokalisierte
SUF-System (mobilization of sulfur system) bekannt (Hjorth et al. 2005). Hjorth et al.
postulierten verschiedene Gentransfer Ereignisse im Zuge der Entstehung der
Cryptophyten (Hjorth et al. 2005), die auch auf die Komponenten der Phycobiliproteine
iibertragbar sind. Demnach kam es im Laufe der Evolution zu einem Transfer der Gene,
kodierend fiir CpeT (Orf222) und CpeZ vom einstigen Genom des cyanobakteriellen
Vorldufers der Plastide in den Nukleus des primadren Wirtes (heute Nukleomorph). Das
Gen fiir CpeZ wurde anschlieffend nach sekundarer Endosymbiose in den Zellkern des
sekunddren cryptophytischen Wirtes transferiert, wohingegen CpeT (Orf222) in seinem
genetischen Kompartiment bis heute retiniert.

Ein aktuelles Modell zur Generierung von funktionellem, im Thylakoidlumen lokalisiertem

Phycoerythrin in G. theta lasst sich folgendermafsen beschreiben (Abb. 4-1):
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Nukleus
Wirtszytosol

a-PE 3-PEa-PE B-PE
a-PE B-PEa-PE B-PE
a-PE B-PE

Abb. 4-1: Modell zu Synthese und Transport von funktionellen Phycoerythrin Einheiten in G. theta.
PPC, periplastidares Kompartiment. IMS, Intermembranraum. a-PE, Phycoerythrin a-Untereinheit.
B-PE, Phycoerythrin B-Untereinheit.

1. Nukleus des Wirtes: Kodierung und Transkription von CpeZ und a-PE. 2. Kotranslationale
Insertion ins ER: Transport Uber die 1. Membran und die verbleibenden Membranen ins Stroma.

3. Nukleomorph: Kodierung und Transkription von CpeT (Orf222). 4. Translation der cpeT mRNA im
periplastidaren Kompartiment und Transport lber die dritte und vierte Membran der komplexen
Plastide. 5. Plastiden-Genom: Kodierung und Transkription von B-PE, Translation an plastidaren
Ribosomen. 6. Bilin-Addition durch CpeT (0rf222) und CpeZ. 7. Zusammensetzung der
Heterotetramere. 8. Translokation ins Thylakoid-Lumen via TAT Translokase. 9. Bildung von
Phycoerythrin Stapeln.

Nukleus-kodierte Struktur- und Reifungskomponenten werden aus dem Wirtszytosol mit
drei- bzw. zweiteiligem topogenem Signal kotranslational iiber die erste Membran
transportiert (Gould et al. 2006b, Gould et al. 2007). Der Import in das Plastiden-Stroma
uber die drei weiteren Membranen wird wahrscheinlich mit Hilfe drei verschiedener,

teilweise noch unbekannter Transportsysteme vollzogen (Hempel et al. 2007, Bolte et al.

-850 -



DISKUSSION

2009). Wahrend des Transports und im Plastidenstroma erfolgt die Prozessierung der
topogenen Signale. Das Nukleomorph-kodierte Protein CpeT (Orf222), dessen Translation
als Praprotein mit einteiligem topogenem Signal im periplastidaren Kompartiment erfolgt,
wird posttranslational tiber das plastid envelope in das Stroma der Plastide importiert. Dort
erfolgt die Synthese der plastidar kodierten Phycoerythrin B-Untereinheit sowie deren
Ausstattung mit Bilinen. Daran sind putativ drei verschiedene Lyasen beteiligt. Fiir die
Ligation eines Phycoerythrobilins an Position Cystein-158 ist das Nukleomorph-kodierte
Protein CpeT (Orf222) wahrscheinlich essentiell. Nach der Bildung von Heterotetrameren
(102f) aus zwei a- und zwei (B-Untereinheiten erfolgt die Translokation iiber die
Thylakoidmembran via TAT Translokator (twin arginine transporter) (Gould et al. 2007).
Dort konnte es zur Bildung kleiner Phycoerythrin-Stapel in der Né&he der
Thylakoidmembran kommen, wie es bereits fiir die Cryptophyte Cryptomonas rufescens

gezeigt werden konnte (Lichtle et al. 1987).

4.4 Das Nukleomorph-kodierte Protein Orf222 aus Guillardia

theta und seine Homologen

Durch in silico Analysen ermittelte homologe Proteine des Orf222 finden sich in den
prokaryoten und eukaryoten Organismen welche alle, mit Ausnahme des Cyanophagen S-
PM2, die Fahigkeit zur Photosynthese besitzen und sich grofstenteils durch den Besitz von
Phycobiliproteinen auszeichnen.

Im direkten Vergleich mit cyanobakteriellen Homologen fillt die N-terminale Extension
des Proteins Orf222 auf (Abb. 3-1), welche fiir einen Import in die Plastide aus dem
periplastiddren Kompartiment in das Plastidenstroma der Cryptophyte spricht. Unterstiitzt
wird dies durch die Identifikation des konservierten FXN Motivs an Position 4-6 des
Proteins, welches als konserviertes Motiv fiir einen plastidaren Import gilt (Cavalier-Smith
2003). Die allen Homologen gemeinsame konservierte Doméane DUF1001 deutet auf eine
funktionelle Verwandtschaft der Proteine hin.

Zur Visualisierung von Verwandtschaftsbeziehungen des Proteins Orf222 und seiner

Homologen wurde ein Netzwerk mit Proteinsequenzen aus 43 Organismen berechnet, um
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eine Verwandtschaft mit und die evolutiondre Entwicklung eines Proteins im Vergleich zu
anderen Proteinen zu verstehen. Unterzieht man das Protein Orf222 aus G. theta und eine
grofiere Anzahl seiner Homologen aus diversen Organismen dieser phylogenetischen
Analyse, so lassen sich vier verschiedene monophyletische Gruppen erkennen.
Monophyletisch bedeutet, dass alle Proteine innerhalb einer Gruppe auf einen
gemeinsamen Vorldaufer zuriickgehen. Diese vier Gruppen werden ausschliefilich von

homologen Proteinen aus Cyanobakterien gebildet (Abb. 3-11).

4.4.1 Orf222 Homologe in Cyanobakterien

Durch die Analysen einer Insertionsmutante in Synechococcus sp. PCC7002 konnte ein
cyanobakterielles Homolog als spezifische Bilin Lyase fiir ein Phycobiliprotein beschrieben
werden (Shen et al. 2006) und stellt somit ein fiir die Reifung von Phycobilisomen
essentielles Protein dar. Aufgrund dieser Charakterisierung scheint die Funktion
zumindest innerhalb der Cyanobakterien geklart.

Die Gruppierung der cyanobakteriellen Homologen in vier monophyletische Gruppen
korreliert zum Teil mit einer bekannten Einteilung, die allerdings nicht auf
phylogenetischen Berechnungen beruht (Kawach 2006). Dort wurden die homologen
Proteine aufgrund der Expected Values, welche auf Homologien mit Protein Slr1649 aus
Synechocystis beruhen, in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt. Diese zwei Gruppen
werden in der hier durchgefiihrten phylogenetischen Analyse in jeweils zwei weitere
phylogenetische Gruppen unterteilt, welche als Slr1649-artige Gruppen A und B sowie als
CpeT-artige Gruppen A und B bezeichnet werden. Die Anzahl Orf222 homologer Proteine
in Cyanobakterien variiert von Spezies zu Spezies, korreliert aber grofitenteils mit der
Anzahl unterschiedlicher Phycobiliproteine pro Organismus (Bolte et al. 2008).

Die Einteilung der homologen Proteine ist dquivalent zu dem genomischen Kontext in
welchem die einzelnen, fiir die jeweiligen Proteine kodierenden Gene stehen. Dies wird mit

Hilfe der dargestellten Tabelle deutlich (Tab. 4-1).
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Tabelle 4-1: Aufstellung aller untersuchten prokaryoten homologen Proteine des Nukleomorph-
kodierten Orf222 der Cryptophyte G. theta, ihre Einordnung in phylogenetische Gruppen und der
genomische Kontext der jeweiligen Gene nach Bolte et al. 2008. PBP, Phycobiliproteine.

. Homologe des CpeT-  SIr1649 .
prokaryote Organismen PBP Proteins Orf222 artig -artig Genomischer Kontext
Synechocystis S. sp. PC SIr1649 B slr1648/ssr2754/s1r1649
PCC6803
Crocosphaera WHS8501 PE CwatDRAFT_4238 B cwatDRAFT_4238/cwatDRAFT_4297
watsonii PC CwatDRAFT_0664 B cpeAl cpeT/ cpeY
CwatDRAFT_5720 B cpeS/cpeT/cpeR
Nostoc N. Npun02004130 B thrC/ npun02004130/npun02004132
punctiformes Npun02004123 B cpeS/cpeT/cpeR
PCC73102 PEC Npun02007740 A --
Nostoc All5339 B -
sp.PCC7120 PC Alr0647 A -
A.variabilis Ava_2579 B -
ATCC29413 Ava_4579 A -
Thermosynechoc BP-1 PC TIr2156 B tlr2154/hemD/tlr2156
occus elongatus
Synechococcus elongatus Syc0738_d B syc0738_d/ syc0739_d/ ruvC
PCC6301 Syc0764_d A --
sp.PCC7002 CpcT A2909/A2091/A2092/A2093/A2094/cpcT
sp. CC9311 PC Sync_0487 A cpcFlepcE/sync_0487/cpcAlcpcBlpebB
Sync_0509 cpeClsync_0512/cpeD-1/cpeS/sync_0509
elongatus Synpcc7942_0772 A -
PCC7942 Synpcc7942_0800 B synpcc7942_0800/synpcc7942_0799/ruvC
sp. CC9605 Syncc9605_0440 B cpeS/cpeT/cpeR
PE Syncc9605_0419 A cpeBlepeAlsyncc9605_0419/bilin-lyase
sp. WH SYNW2024 A rpcBlrpcAlsynw2024/bilin-lyase
8102 SYNW2003 B cpeC/mpeD/cpeE/cpeS/cpeT/cpeR
sp. CC9902 Syncc9902_1910 A cpcBlepcA9902_1910/bilin-lyase
Syncc9902_1887 B cpeS/cpeT/cpeR
Trichodesmium IMS101 PC Tery_0543 B cypleyp/tery0543/transposase
erythraeum PE Tery_0979 B cpeZlcpeT/cpeF”
Calothrix PCC7601 PC CpeT B cpeS/cpeT/cpeR
PE
Gloeobacter PCC7421 PE GIr1182 B apcD/glr1182/cpcBlcpcA
violaceus PC GIr1193 B cpeS/cpeT
GIr1538 - - -
Prochlorococcus MIT9211 PE P9211_07167 B cpeSlcpeT alle benachbart
marinus CCMP1375 Orf195 B cpeS/cpeT zu o- und 3-
MIT9313 PMT1678 B cpeS/cpeT Untereinheiten des
NATL2A PMN2A_1676 B cpeSlcpeT Phycoerythrin
55120 Pro0342 B pro0347/pucClppeClpro0344/cpeSlcpeT
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Die Gruppe A der Slr1649-artigen Proteine wird von den Proteinen gebildet, deren Gene
einen relativ konservierten Genlokus besitzen. Diese sind ohne Ausnahme in direkter
Nachbarschaft zu den kodierenden Regionen zweier Phycobiliprotein-Untereinheiten zu
finden. Im Gegensatz dazu stehen Gene der Gruppe B Slr1649-artigen Proteine in einem
wenig konservierten genetischen Kontext. Den am hochsten konservierten Genlokus
besitzen die Gene, die fiir Proteine der CpeT-artigen Gruppe B kodieren. Sie liegen in
nahezu allen Féllen strangabwarts des cpeS Gens und/oder innerhalb des Phycoerythrin-
Operons (Tab. 4-1). Fiir Gene, kodierend fiir Proteine der Gruppe A hingegen konnten
ausnahmslos keine benachbarten Gene in derselben Orientierung gefunden werden. Damit
wire eine engere verwandtschaftliche Beziehung zwischen den Mitgliedern der vier
monophyletischen Gruppen auch anhand des genomischen Kontexts bestatigt.

Proteine aus Organismen, in welchen zwei oder mehr homologe Proteine identifiziert
werden konnten, verteilen sich immer auf mindestens zwei monophyletische Gruppen. Die
Tatsache, dass in diesen Spezies auch immer mehrere verschiedene Phycobiliproteine (mit
Ausnahme des Allophycocyanin) zu finden sind, konnte eine Erklarung dafiir liefern.
Wenn alle homologen Proteine aus Cyanobakterien Funktionen als Bilin Lyasen besitzen,
liele sich durch die phylogenetische Einordnung jeder Lyase ein bestimmtes Apoprotein
zuordnen. Die einfachsten Beispiele hierbei sind die Orf222 Homologen aus
Thermosynechococcus elongatus und Synechocystis sp. PCC6803. Beide Cyanobakterien
exprimieren neben Allophycocyanin nur eine einzelne Phycobiliprotein-Spezies, das
Phycocyanin, und besitzen auch nur ein einziges Homolog, die Proteine TIr2156 bzw.
SIr1649. Beide werden der Gruppe B der Slr1649-artigen Proteine zugeordnet und kénnten
als Bilin Lyasen ausschliefilich das Apoprotein des Phycocyanins bedienen. Auch die
Homologen der Prochlorococcus marinus Spezies unterstiitzen diese Vermutung. Diese
werden ausnahmslos der Gruppe B der CpeT-artigen Proteine zugeordnet und
synthetisieren neben Allophycocyanin als einziges Phycobiliprotein, Phycoerythrin.
Komplexere, aber deutlichere Beispiele sind die Homologen aus dem marinen
Cyanobakterium Crocosphaera watsonii, das sowohl Phycocyanin als auch Phycoerythrin
synthetisiert. Wahrend das Protein CwatDRAFT_4238 der Gruppe B der Slr1649-artigen

Proteinen zugeordnet wird, und somit eventuell als Lyase das Apoprotein des
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Phycocyanins bedienen wird, werden die anderen Homologen CwatDRAFT_0664 und
CwatDRAFT_5720 der Gruppe B der CpeT-artigen Proteinen zugeordnet. Letztere sind
wahrscheinlich als Lyasen fiir das Apoprotein des Phycoerythrin zustandig. So kénnten
Slr1649-artige Proteine fiir die Ligation eines Bilins ausschliefllich an Phycocyanin, CpeT-
artige Proteine fiir die Ligation an Phycoerythrin oder Phycoerythrocyanin verantwortlich
sein. Diese Vermutungen unterstiitzen die phylogenetischen Berechnungen dahingehend,
dass es zur Entwicklung mehrer, fiir jede Phycobiliprotein-Art spezifischer Lyasen
gekommen sein konnte.

Orf222 homologen Proteine fiir die keine klaren Zugehorigkeiten extrapoliert werden
konnten sind neben homologen Proteine aus Eukaryoten auch zwei cyanobakterielle
Vertreter. Der genomische Kontext weist bei dem homologen Gen aus Synechococcus sp.
PCC7002 keine Konservierung auf, da benachbarte Gene nicht fiir Proteine kodieren, die
Komponenten der Phycobilisomen darstellen oder an deren Reifung beteiligt sind. Fiir das
homologe Gen gIr1538 aus Gloeobacter violaceus konnten keine benachbarten Gene in
gleicher Orientierung identifiziert werden. Dieser Organismus besitzt fiir seine beiden
Phycobiliproteine Phycocyanin und Phycoerythrin drei Orf222 homologe Proteine, wovon
zwei aufgrund ihrer Zugehorigkeit zu der Slr1649-artigen Gruppe B (Glr1182) und der
CpeT-artigen Gruppe B (GIr1193) als Lyasen fiir die beiden Phycobiliproteine fungieren
konnten. Moglicherweise ist eine Funktion des Proteins GIr1538 als Lyase nicht essentiell.
Dies lasst sich theoretisch durch Generation einer Insertionsmutante einfach zeigen, falls
diese keine Verdnderungen innerhalb der Phycobilisomen-Struktur aufweisen sollte.
Alternativ konnte die Funktionalitédt als Lyase auch in einem heterologen System oder in

vitro tiberpriift werden.
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4.4.2 Das Orf222 Homolog des Cyanophagen S-PM2

Homologe des Nukleomorph-kodierten Proteins Orf222 der Cryptophyte G. theta konnten
ausschliefilich in Organismen mit autotropher Lebensweise identifiziert werden. Die bis
heute einzige bekannte Ausnahme stellt das homologe Protein S-PM2p215 des
Cyanophagen S-PM2 dar. Dieses konnte im Rahmen der phylogenetischen Analyse keiner
der vier monophyletischen Gruppen zugeordnet werden (Abb. 3-11).

Bakteriophagen werden im Allgemeinen nicht als Lebewesen im eigentlichen Sinn
betrachtet, da sie keinen eigenen Stoffwechsel und keine Fahigkeit zur eigenstandigen
Vermehrung besitzen. Das Orf222 homologe Protein ist auf dem 196 kBp grofien Genom
des Cyanophagen kodiert (Mann et al. 2005). Zugeordnet wird er der Gruppe der
Cyanomyoviren und infiziert vor allem verschiedene Synechococcus Stamme und die mit
ihnen verwandten Vertreter der Prochlorococcen (Waterbury und Valois 1993, Mann et al.
2005). Neben dem Orf222 homologen Protein besitzen sie auch Gene kodierend fiir die
Core-Komponenten D1 (psbA) und D2 (psbD) des Photosystems II. Untersuchungen haben
gezeigt, dass diese Gene kurz nach der Infektion einer Zelle und bis zur deren Lyse in
hohem Mafse transkribiert werden (Clokie et al. 2006). Der Besitz photosynthetischer Gene
ist keineswegs obligatorisch fiir Bakteriophagen, die Cyanobakterien infizieren, wie das
Beispiel des Phagen P60 zeigt, welcher keinerlei photosynthetische Gene besitzt (Chen und
Lu 2002). Durch den Besitz der beiden Komponenten des Photosystems und der putativen
Lyase CpeT konnte der Cyanophage S-PM2 in der Lage sein, die Photosyntheseleistung
des Wirtes zu steigern, was in einer Erhchung der Energie- und Reduktiondquivalenten fiir
den Replikationszyklus resultiert. Das konnte zu einer vermehrten Entstehung neuer
Cyanophagen fithren und stellt damit einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen
Cyanophagen dar. Moglich ist auch, dass die Produkte dieser Gene einer Abwehrreaktion

des Wirtes, wie z.B. ein Einschranken der Photosyntheseleistung, entgegenwirken sollen.
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4.4.3 Orf222 Homologe in Landpflanzen

In Landpflanzen finden sich Orf222 homologe Proteine, deren genauen Funktionen bis
heute nicht im Detail geklart sind. Im Rahmen der phylogenetischen Analyse konnten die
homologen Proteine aus Oryza sativa und Arabidopsis keiner der vier monophyletischen
Gruppen zugeordnet werden. Dies konnte anhand des evolutiondren Hintergrunds
begriindet werden, da die untersuchten Proteine von den Zellkernen der jeweiligen
primédren Wirte kodiert werden (Tab. 4-2) (Ohyanagi et al. 2006). Die beiden homologen
Proteine LOC_Os11g32160 und At5g51020 aus den pflanzlichen Vertretern werden
zusammen durch einen grofien Split von allen anderen homologen Vertretern getrennt.
Beide Landpflanzen haben sich aus einem anzestralen Vertreter der Chlorophyten

entwickelt (Gould et al. 2008).

Tabelle 4-2: Aufstellung aller untersuchten eukaryoten homologen Proteine des Nukleomorph-
kodierten Orf222 der Cryptophyte G. theta und ihre Einordnung in phylogenetische Gruppen.

PBS, Phycobiliproteine. Das Homolog aus Paulinella chromatophora stellt eine Ausnahme da, da
das Gen auf dem Genom der Chromatophoren kodiert ist.

eukaryote Organismen PBP Homolog des Cpe_T- Slr16.49 Genomischer Kontext
Orf222 artig - artig
Paulinella PC PCC_0629 - (A) cpcElepcE/cpcAlcpeBlepcClppce_0629
chromatophora
Guillardia theta PE Orf222 - --
Hemzselm? S PE cpeT-like protein - --
andersentii
idi Kodierung auf eukaryotem Genom
Cyanidioschyzon PC CMK263C B _
merolae
Oryza sativa - LOC_Os11g32160 - -
A. thaliana - AT5G51020 -- -

Aufgrund des Fehlens von Phycobiliproteinen in Landpflanzen, welche als akzessorische
Pigmente Chlorophylle, Carotenoide und Xanthophylle nutzen (Grossman et al. 1995),
scheint es d&dufierst unwahrscheinlich, dass Orf222 homologe Proteine wie in
Cyanobakterien = Funktionen als Bilin Lyasen zur Generierung funktioneller

Phycobiliproteine besitzen. Denkbar ware eine putative Lyase Funktion fiir die ebenfalls
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Bilin-tragenden Phytochrome. Diese Gruppe von Proteinen wurde einst als red/far-red
photosensorische Rezeptoren von Pflanzen charakterisiert, ist allerdings auch in Algen,
Bakterien und sogar Pilzen zu finden (Lamparter 2004, Rockwell et al. 2006).
Phycobiliproteine und Phytochrome sind nur entfernt verwandt, besitzen allerdings sehr
dhnliche Biline, die in der gleichen Weise an Apoproteine gebunden werden und mit
diesen dhnliche Interaktionen aufweisen (Scheer und Zhao 2008). Allerdings konnte fiir
Phytochrome bereits eine autokatalytische Bindung von Bilinen an das Apoprotein tiber
eine Domaéne innerhalb des Proteins beobachtet werden (Terry et al. 1993, Wu und
Lagarias 2000).

Weitere Argumente gegen Funktionen als Lyasen liefert die Charakterisierung einer T-
DNA Insertionsmutante des orf222 homologen Gens at5¢51020 in Arabidopsis. Die Mutante
wurde nach ihrem komplexen Phénotyp als ,CRUMPLED LEAF” bezeichnet und zeigt
morphologische Veranderungen aller Pflanzenorgane sowie auffallig vergrofierte Plastiden
bei wildtypischen Thylakoidstrukturen (Asano et al. 2004). Im N-terminalen Bereich des
Proteins wird eine Membrandomane vorhergesagt, welche sich weder bei dem homologen
Proteinen photosynthetisch aktiver Protisten, noch bei cyanobakteriellen Homologen
finden lasst. Durch verschiedene Ansdtze konnte das Protein experimentell als
Membranprotein bestdtigt und seine Lokalisation in der dufleren Plastidenmembran
demonstriert werden (Asano et al. 2004). Spekulationen tiber eine mdgliche Funktion des
CRUMPLED LEAF Proteins sind vielfdltig. Sie reichen von Funktionen fiir den Export
putativer Plastidensignale oder Metaboliten tiber eine Beteiligung des Proteins wahrend
der Synthese einer Komponente der Plastidenhiillmembranen bis hin zu einer Involvierung
in den plastiddren Import von nukledr kodierten Proteinen, welche fiir die plastidare
Teilung essentiell sind (Asano et al. 2004). Die exakte Funktion des Proteins muss also, im
Gegensatz zu den cyanobakteriellen Homologen noch eruiert werden; eine Funktion als
Bilin Lyase kann aber wahrscheinlich ausgeschlossen werden.

Die Proteine mit konservierter DUF1001 Domaéne in Landpflanzen kénnten folglich im
Laufe der Evolution eine andere, paraloge Funktion wahrgenommen haben als ihre

Homologen in Organismen mit Phycobiliproteinen. Diese Vermutung, dass die Proteine
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funktionell eine konvergente Entwicklung durchlaufen haben, kénnte eine Erkldrung fiir
ihre Position innerhalb des phylogenetischen Netzwerks sein.

Plastiden der Landpflanzen sind durch eine primare Endosymbiose entstanden (Gould et
al. 2008). Das dabei internalisierte anzestrale Cyanobakterium besafd moglicherweise zwei
Lichtsammelkomplexe, sowohl LHCs (light harvesting complex) als auch Phycobilisomen
(Tomitani et al. 2006). Anzestrale Chlorophyten, aus denen sich die heutigen Landpflanzen
entwickelten, verloren jedoch die Phycobilisomen und damit theoretisch Proteine, die an
Aufbau und Reifung beteiligt waren. Da kein homologes Protein in Chlorophyten, aber in
hoheren und niederen Landpflanzen identifiziert werden konnte, ist davon auszugehen,
dass entweder die Chlorophyten die Proteine sekundéar verloren haben, oder es zu einem
Wiedererwerb in niederen Landpflanzen durch Gentransfer kam. Ein Verlust fand
vielleicht vor einer sekunddren Endosymbiose innerhalb der griinen Linie (Abb. 1-2) statt,
da auf dem Nukleomorph Genom der Chlorarachniophyte Bigelowiella natans kein
Homolog des Proteins Orf222 identifiziert werden konnte. Allerdings ist nicht
auszuschliefsen, dass ein mogliches Homolog bereits einem genetischen Transfer in den

Nukleus des Wirtes unterlag und somit noch nicht identifiziert werden konnte.

4.4.4 Das Homolog der Thecambbe Paulinella chromatophora

Das homologe Protein der Thecamobe Paulinella chromatophora stellt in einigen Aspekten
einen Sonderfall dar. Es ist das erste homologe Protein aus einem eukaryoten Organismus,
das nicht im Nukleus der Wirtszelle kodiert ist und somit noch keinem genetischen
Transfer unterlag. Diese Entdeckung unterstiitzt die Annahme, dass es sich um eine junge
primédre Endosymbiose zwischen der Thecamobe als heterotrophe Wirtszelle und den
internalisierten sogenannten Chromatophoren handelt (Marin et al. 2005), deren néachster
freilebender Verwandter das Cyanobakterium Synechococcus WH5701 ist (Nowack et al.
2008). Durch die Kodierung des homologen Proteins auf dem kiirzlich sequenzierten
zirkuldren Genom der Chromatophoren (Nowack et al. 2008) bendtigt das Protein keine N-

terminale Extension.
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Das Homolog stellt anhand seiner Position innerhalb des Netzwerkes moglicherweise eine
Schwestergruppe zu der Gruppe A der Slr1649-artigen Proteine dar. Da das kodierende
Gen auf einem prokaryoten Genom kodiert ist (Nowack et al. 2008), kann hier auch der
genetische Kontext analysiert und interpretiert werden (Tab.4-2). Benachbarte Gene
strangaufwarts sind ausnahmslos Gene kodierend fiir verschiedene Komponenten der
Phycobilisomen und konnten das cpc-Operon reprasentieren. Das homologe Gen befindet
sich am direkten 3’-Bereich dieser putativen Operon Struktur und hat somit seine Position
im Vergleich zu homologen Genen der nichsten frei lebenden Verwandten, der
Synechococcus Spezien verandert. Moglicherweise wird durch diese Positionsdnderung

innerhalb der Operon Struktur ein genetischer Transfer in den Kern des Wirtes erleichtert.

4.4.5 Orf222 Homologe in Rhodophyten und Cryptophyt  en

Zu den photosynthetisch aktiven Protisten, welche Orf222 homologe Proteine besitzen,
konnten neben Paulinella chromatophora eine Rhodophyte und eine Cryptophyte ermittelt
werden (Tab.4-2). Die geringe Anzahl der Protisten lasst sich aufgrund fehlender
Verfligbarkeit genetischer Information vieler Organismen vermuten, was eine Ermittlung
weiterer eukaryoter Homologer erschwert. Allerdings sind weitere homologe Proteine in
photosynthetisch aktiven, Phycobiliprotein-haltigen Organismen zu erwarten.

Das homologe Protein der durch primdre Endosymbiose entstandenen Rhodophyte
Cyanidioschyzon merolae lasst sich im Rahmen der phylogenetischen Analyse wie auch die
beiden Proteine der Cryptophyten G.theta und H.andersenii keiner der vier
monophyletischen Gruppen zuordnen (Abb. 3-11). Die Positionen der homologen Proteine
aus der Rhodophyte und den beiden Cryptophyten zueinander implizieren eine engere
Verwandtschaft der Proteine und waren aufgrund des evolutiondren Hintergrundes zu
erwarten. Die Proteine werden als Praproteine mit N-terminalen Extensionen im Vergleich
zu cyanobakteriellen Homologen synthetisiert. Die Entwicklung topogener Signale ist nach
einem Gentransfer fiir einen Reimport des Proteins in sein Zielkompartiment essentiell

(Cavalier-Smith 2006).
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Plastiden der Rhodophyten und Cryptophyten zeichnen sich durch die Existenz von
Phycobiliproteinen aus. So konnten die Orf222 homologen Proteine eine dhnliche Funktion
besitzen wie ihre cyanobakteriellen Vertreter. Dies konnte durch die Analyse der
Komplementationsmutante (siche Kapitel 4.1) nachgewiesen werden, wo gezeigt wurde,
dass das Nukleomorph-kodierte Protein Orf222 funktionell ortholog zu einer

cyanobakteriellen Phycocyanin Bilin Lyase ist.

4.5 Das Nukleomorph von Guillardia theta — Zwischenstadium

oder dauerhafte Existenz?

Nukleomorph Genome sind die kleinsten heute bekannten eukaryoten Genome (Douglas
et al. 2001, Gilson et al. 2006, Lane et al. 2007). Im Zuge der Evolution entstanden sie durch
die Reduktion der Nuklei eukaryoter Endosymbionten (Stoebe und Maier 2002, Hjorth et
al. 2004). Ob eine bis heute andauernde Aufrechterhaltung des Nukleomorphs, in zwei
voneinander unabhéngigen entstandenen Linien, nur eine evolutiondre Zwischenstufe
darstellt, oder ob es sich um eine Existenz von Dauer handelt, lasst sich nur schwer
beantworten.

Als Grund fiir eine Aufrechterhaltung wird unter anderem die Kodierung von
Plastidenproteinen angenommen, die an funktionellen Prozessen beteiligt sind, welche fiir
die gesamte Zelle essentiell sind (Douglas et al. 2001, Archibald 2007). Durch die
Identifikation Nukleomorph-kodierter Transportkomponenten fiir einen Proteinimport in
die komplexe Plastide von G. theta (Sommer et al. 2007), konnte ein weiterer Grund fiir die
Aufrechterhaltung des Nukleomorphs gefunden werden. Das Transportsystem ist an
einem Reimport nukledr kodierter, periplastiddar oder plastidar lokalisierter Proteine
beteiligt (Sommer et al. 2007). Eine Eliminierung des Genoms kommt aufgrund dieser
essentiellen Komponenten fiir Transport und plastiddire Funktionen erst nach einem
genetischen Transfer sowie einem erfolgreichen Reimport der Proteine in die komplexe
Plastide in Frage (Cavalier-Smith 2006). Bis heute ist keine plausible Begriindung
formuliert worden, warum bereits ein Teil des genetischen Materials einem Transfer aus

dem Nukleomorph in den Nukleus der Wirtszelle unterlag, der andere Teil jedoch bis
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heute nicht. Fiir einige Nukleus kodierte Gene wird eine direkte Abstammung von der
ehemaligen Rhodophyte und damit ein genetischer Transfer von einem eukaryoten Genom
zu einem anderen eukaryoten Genom postuliert (Deane et al. 2000, Stibitz et al. 2000,

Gould et al. 2006a).

4.5.1 Nukleomorph-kodierte, plastidare Proteine

Die Charakterisierung eines Nukleomorph-kodierten, plastiddren Proteins der
Cryptophyte G. theta war Ziel der vorliegenden Arbeit. Nach der Identifikation von 30
plastiddren Proteinen im Zuge der Sequenzierung des Nukleomorph Genoms, konnten
bereits 19 Proteinen aufgrund von Homologien zu charakterisierten Plastidenproteinen
Funktionen zugeordnet werden (Douglas et al. 2001). Diese Proteine sind in vielfaltigen
plastiddren Prozessen involviert, welche von einer Beteiligung am Proteintransport (Tic22),
iiber die plastiddre Transkription und Translation (RpoD, Rps15) bis hin zur Photosynthese
(Hlip, Hcf136, Rub) und Teilung der Plastiden (FtsZ) reichen. Interessanterweise konnte im
Zuge der Sequenzierung des Nukleomorph Genoms der Cryptophyte H. andersenii eine
identische Ausstattung mit plastiddren Proteinen im Vergleich zu G. theta gezeigt werden
(Lane et al. 2007). Anscheinend war diese Anzahl an plastiddaren Proteinen bereits im
Nukleomorph des Vorldufers der Cryptophyten Linie kodiert, bevor es zur Divergenz der
beiden Spezies G. theta und H. andersenii kam.

Die funktionelle Charakterisierung dieser plastiddren Proteine stellt dient auch dem
Verstandnis der Aufgaben und Funktionen von Plastiden im Allgemeinen. Bis zum
heutigen Datum konnte einem Teil der anfangs elf funktionell unbekannten Proteine
(Douglas et al. 2001) eine genaue Funktion, oder zumindest eine Beteiligung innerhalb
diverser plastiddrer Prozesse zugeordnet werden. So wurde ein Homolog des Proteins
Orf323 aus G. theta in der Chlorophyte Chlamydomonas rheinhardtii als PsaB RNA binding
protein beschrieben und spielt moglicherweise eine Schliisselrolle wahrend der Translation
der PS1 Core-Komponente PsaB und der Assemblierung des PS1 (Dauvillee et al. 2003).
Weiterhin ergab die Analyse des Proteins Orf467, dass dieses ein essentieller Bestandteil
des plastidar lokalisierten SUF-Systems ist (Hjorth et al. 2005), welches fiir Synthese und

Erhaltung von Eisen-Schwefel Clustern zustandig ist. Der Nukleomorph-kodierten GTPase

-62-



DISKUSSION

Orf496 kann durch die Charakterisierung eines Homologs hochstwahrscheinlich eine Rolle
fiir die Funktionalitdit von Ribosomen zugeschrieben werden (Bharat et al. 2006). Eine
Beteiligung des zu Orf249 homologen Proteins aus Arabidopsis wahrend Degradation und/
oder Synthese Schritten von beschadigtem D1 Protein (PsbA) wird durch die Analyse einer
T-DNA Insertionsmutante vermutet (Sirpio et al. 2007).

Die im Rahmen dieser Arbeit vorliegende Charakterisierung des Nukleomorph-kodierten
Proteins Orf222 als putative Phycoerythrin-Bilin Lyase tragt ihren Teil zu einem besseren
Verstandnis Nukleomorph-kodierter, plastiddrer Proteine bei und liefert zuséatzlich einen

Teil zur Aufklarung der Biogenese von Phycobiliproteinen in Cryptophyten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Nukleomorph Genom der Cryptophyte G. theta stellt ein Modell fiir nukledre
Kompaktierung dar und ist eines der kleinsten bekannten eukaryoten Genome. Seine 30
Gene fiir plastidare Proteine werden als ein Grund fiir die derzeitige Erhaltung des
Nukleomorphs angesehen. Die Charakterisierung der bislang funktionell unbekannten
plastiddren Proteine ist daher von hochstem Interesse. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
das auf Chromosom 1 des Nukleomorphs kodierte Protein Orf222 als funktionelles
Ortholog einer spezifischen Bilin Lyase eines Cyanobakteriums charakterisiert werden.
Auch konnte durch die Komplementation gezeigt werden, dass einzig ein fehlendes Bilin
fiir den komplexen Phédnotyp einer Insertionsmutante verantwortlich ist. Das
cryptophytische Protein Orf222 fungiert im heterologen System des Cyanobakteriums
Synechocystis als Lyase fiir die Ligation eines Phycocyanobilins an Position Cystein-155 der
Phycocyanin (-Untereinheit. Im homologen System der Cryptophyte ist trotz der
abweichenden Pigmentkomposition, deren Lokalisation und Organisation eine Lyase-
Funktion zu postulieren. Dort kommt es demnach durch das Protein Orf222 zur Ligation
eines Phycoerythrocyanins an die homologe Position Cystein-158 der Phycoerythrin -
Untereinheit. Das Protein Orf222, nunmehr als CpeT zu bezeichnen, zeigt durch die
funktionelle Aktivitdt im heterologen System eine eindeutige Regioselektivitit in Bezug auf
die homologe Cystein-Bindestelle, aber deutlich weniger Spezifizierung auf das jeweilige
Bilin und das Apoprotein. Dies ist charakteristisch fiir cyanobakterielle monomere T-Typ
Lyasen, zu welchen das Protein nun gezdhlt werden kann. Phylogenetische Analysen
zeigen eine engere Verwandtschaft des Proteins Orf222 mit homologen Proteinen aus
anderen Cryptophyten und Rhodophyten als mit cyanobakteriellen oder pflanzlichen
Vertretern. Die cyanobakteriellen Vertreter lassen sich in vier monophyletische Gruppen
einteilen, welche mit einem spezifischen Biliprotein und dem genetischen Kontext des
jeweiligen Gens in Korrelation steht.

Das Nukleomorph-kodierte CpeT (Orf222) Protein aus G. theta stellt die erste funktionell
charakterisierte Bilin Lyase eines eukaryoten Organismus dar und leistet einen weiteren

Beitrag zur Aufklarung Nukleomorph-kodierter Proteine.
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6. MATERIAL

6.1 Chemikalien

Verwendete Chemikalien wurden iiberwiegend von den Firmen Roth (Miinchen), Sigma-

Aldrich (Miinchen) und Merck (Darmstadt) bezogen. Eventuelle Abweichungen sind im

Text kenntlich gemacht.

6.2 Puffer, Medien, L6sungen und Reagenzien

Die Herstellung erfolgte, soweit nicht anders angegeben, nach Sambrook et al. (Sambrook

et al. 1989).

6.3 Gerate

6.3.1 Zentrifugen

Kiihlzentrifuge Centrifuge 5417R
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5810R
Kiihlzentrifuge Micro22R
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D
Tischzentrifuge mini Spin plus
PicoFuge

Sorvall RC-5B

Centrikon T-2060

6.3.2 Inkubation

Thermomixer Comfort

Thermocycler 60

Schiittler GFL 3005

Schiittler SM25

Percival Advanced Intellus Environmental Controller
G24 Environmental Incubator Shaker

Taumel Rollenmischer

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tettnang

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Stratagene, Amsterdam

Du Pont Instruments, Bad Homburg

Kontron Instruments, Grof3-Zimmern

Eppendorf, Hamburg

Bachofer, Reutlingen

GFL, Grofsburgwedel

Edmund Biihler GmbH, Hechingen
CLF Plant Climatics, Emersacker
NewBrunwickScientific & Co Inc.

IDL, Nidderau
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6.3.3 PCR Thermocycler

Mastercycler Gradient
Mastercycler Personal

Mastercycler Realplex

6.3.4 Stromquellen

GBS 200/400
ESP 301,601

6.3.5 Sequenzierautomaten

ABI PRISM 377
LiCOR 4200

6.3.6 Elektrophorese-Zubehor

DNA-Elektrophoresekammer

GelDoc 1000

Transluminator

2050 Midget Electrophoresis Unit
Mighty SmallTM Dual Gel Caster SE245

6.3.7 Sonstige Geratschaften

Blottingapparatur TE 77 semi-dry transfer unit
Spektralphotometer Ultrospec III

Nanodrop Spectrophotometer ND100

Mikrotom Ultracut Reichert

Rontgenfilm Expositionskassetten

UV-Schirm Spectroline® M730 LonglifeTM Filter
Mikrowellengerat
Transmissionselektronenmikroskop EM301
Gradientenmischer Ismatec IPS 8

French Press

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Amersham Pharmacia, Miinchen

Amersham Pharmacia, Miinchen

Applied Biosystems, Foster City, USA
MWG-Biotech

LKB, Stockholm
BioRAD, Miinchen
PeqLab, Erlangen
LKB, Stockholm
LKB, Stockholm

Amersham Pharmacia, Stockholm
GE Healthcare, Miinchen

PeqLab, Erlangen

Jung, Nussloch

Appligene, Illkirch Graffenstaden
Spectronics Corporation

Philips

Philips

Heinemann Laborgeréte, Schwéabisch-Gmiind
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6.3.8 Filter und Membranen

FP 30/0.2 CA-S - 0.2um Sterilfilter
Whatman 3MM
Hybond TM-P PDVE-Transfermembran

Nitrocellulose Membran

6.3.9 Photomaterialien

Fuji-Medical-X-ray-Film, 30 x 40cm
Rontgenfilm-Entwickler

Rontgenfilm-Fixierer

6.4 Hard- und Software

Schleicher & Schuell BioSience, Dassel
Schleicher & Schuell BioSience, Dassel
Amersham Pharmacia, Miinchen

Macherey-Nagel, Diiren

Fuji Film, Diisseldorf
Kodak, Stuttgart

Kodak, Stuttgart

Im Rahmen dieser Arbeit gesammelte Daten wurden mit handelsiiblichen Personal-
Computern mit Standartsoftware verarbeitet. Die Verarbeitung von Sequenzier-Rohdaten

(Korrekturlesen, Alignen, etc.) wurden mit dem Programm Sequencher (PC-Version 4.7)

der Firma GeneCode (USA) durchgefithrt. Haufig genutzte Links zu
Internetanwendungen:
CyanoBase http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/
NCBI Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST
Expasy http://www .expasy.ch/
ChloroP http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP
PSORT http://www.psort.org/psortb/
TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
SOSUI http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/
TMHMM http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
MUSCLE http://www.drive5.com/
ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
Neighbor-net http://www.mcb.mcgill.ca/~bryant/NeighborNet
SplitsTree4 http://www .splitstree.org
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6.5 molekularbiologische Kits

JETsorb DNA Extraction — Kit
pGEM-T® Vector-System — Kit
CloneJET™ PCR Cloning Kit

SuperSignal® West Pico Chemoluminescent Substrate — Kit

T4-DNA-Ligation — Kit

Thermo-sequenase-fluorescent-labelled-primer-cycle-

sequencing - Kit with 7-deaza-dGTP

TransformAIDTM - Bacterial-Transformation — Kit

Plasmid-Midi/Maxi-Kit

6.6 Enzyme

DNAse I (10U/ml)

DNasel I (10U/pl)

RNAse A (30mg/ml)

Taq DNA Polymerase (5000U/ml)
T4 DNA Ligase (1000U/ml) MBI
DNasel I (10U/pl)

Ribonuclease Inhibitor (40U/ul)
Restriktionsendonukleasen (10U/pl)

Superscript II Reverse Transkriptase

RevertAidTMM-MuLV Reverse Transkriptase (200U/ul)

Ribonuclease Inhibitor (40U/pl)
CompleteTM Proteinase Inhibitor Mix

RNase-Out Recombinant Ribonuclease Inhibitor

Genomed, Lohne

Promega, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Pierce, Bonn
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

Amersham Pharmacia, Miinchen

MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

Quiagen, Hilden

Sigma Aldrich, Miinchen
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
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6.7 Langen- und Molekulargewicht-Standards

Langenstandards wurden generell von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen

und nach Herstellerangaben eingesetzt.

bases

—6000

—4000
—3000

—2000
B 1500
—1000

—500

—200

11

—17C
—13C

— 10

Abb. 6-1: Verwendete Langen- und Molekulargewichtsstandards. A, GeneRuler™ Express DNA
Ladder. B, RiboRuler™ RNA Ladder High Range. C, PageRuIerTM Prestained Protein Ladder. Alle
MBI-Fermentas (St. Leon-Roth).

6.8 Oligonukleotide

Alle aufgefiihrten, von der Firma MWG (Ebersberg)hergestellten Oligonukleotide wurden

in einer Konzentration von 5pmol/ul eingesetzt. Zur Herstellung von spezifischen

Konstrukten wurden die Oligonukleotide nach Bedarf mit Schnittstellen fiir verschiedene

Restriktionsenzyme entworfen.

Name Sequenz Schnittstelle  Twm
1649a_f 5'- GGT TAC TGC TCG AGG CGC ATC A -3' Xhol 63,9°C
1649kompal_r 5'- CAA TAA CTA CAT ATG TCC CAT TCC -3' Ndel 57,8°C
222komp_r 5'- GTT AAA ATT AAATGA ATT CTA ATAA -3 EcoRI 48,2°C
1649kompa?2_f 5-TTT ATG TCG AAT TCC ACT GAT C-3' EcoRI 54,6°C
1649b_r 5'- GAG ATT GGC CGC GGC AAT TTC TG -3' 64,2°C
orf222_seq_r 5'- CAA CTA TGG GGA TCA ACA TCT GG -3' 60,6°C
spec5’_r 5'- GGG GAC CTCTAG GGT CCCCA -3 65,5°C
spec3’_r 5'- GGT CAT TCA AAA GGT CAT CCA CCG-3' 62,7°C
Spec5’_seq 5'- CCC AAT TTG TGT AGG GCT TAT TAT GC -3' 61,6°C
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Name Sequenz Schnittstelle  Twm
Spec3’_seq 5'- CGA TCA CGG CAC GAT CAT CGT GCG -3’ 67,8°C
1649_seq_r 5'- CGA TTT TAG CAA CCA GGC CC -3’ 59,4°C

M13 universal 5'- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3'

M13 reverse 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3'
Q165_5 5'- GGT AAT ACG GAG GAT GCA AGC G-3' 62,1°C
Q165_3" 5'- GGA AGA ACA TCG GTG GCG AAA GC-3' 64,2°C
Q slr1649_5° 5'- CCT ACG ACT TTA TGT TGC AGA GG -3' 60,6°C
Qslr1649_3° 5'- GCA TGG CTG TGA CAT GAT TGT GG -3' 62,4°C
Qorf222_5° 5'- GGC GAT TGG AAT AAT TAT GACC-3' 56,5°C
Qorf222_3° 5'- CCT ATG ATT ACA TGT TAG ATA AACC-3' 56,4°C
Q orf222_for 5'- CCA TCA TTG TGG TCA CAC ATT CG -3' 60,6°C
Q orf222_rev 5'- GGA TCA AGA GAT TCT TCT TTG TTG C -3' 59,7°C
Q orf222_5neu 5'- GGA TCA AGA GAT TCT TCT TTG TTG C-3' 59,7°C
Q orf222_3'neu 5'- CGA GCT GGG ATA TTG GTA GAA GC-3' 62,4°C
Q185 Nm_5" 5'- GCT CTC AAT CTG TCA ATC CTC C-3' 60,3°C
Q185 Nm_3" 5'- GCT GAT AGA GTC GTT TAT TTG G -3' 56,5°C

Primer, welche zur Sequenzierreaktion mit dem LiCOR 4200 verwendet wurden waren mit

IRD800- (800 nm Kanal) bzw. IRD700-Farbstoff (700 nm Kanal) markiert.

6.9 Antikorper

Folgende mono- bzw. polyklonale Antikérper wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet:

rabbit anti Slr1649 Eurogentec, Koln
rabbit anti Slr1470 Eurogentec, Koln
goat anti rabbit IgG, HRP gekoppelt Rockland, Gilbertsville, USA

6.10 Vektoren

Folgende Vektoren wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet:

PGEM-T Vektor; ampr, lacZ’, flori, PT7, PSP6 Promega, Mannheim
pBlueScript IT KS Vektor; ampr, lacZ’, flori, pUCori, PT7, PT3 Stratagene, Amsterdam
pJET1.2 Vektor, ampr, flori, rep, PT7 MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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6.11 Bakterienstamme

E. coli XL1 Bl ue MRF'

(mcrA)183 J(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 end Al supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F’ proAB laclqZ]15 Tn5 (Kanr)]
E. coli DH5a, supE44 Lac U169 (?80 LacZM 15)hsdR17 recAl

endAl gyrA96 thi-1 relAl

/. METHODEN

7.1 Kulturbedingungen der Cryptophyte

Stratagene, Amsterdam

Guillardia theta

Die Kultivierung erfolgte bei 15°C in f/2 - Meersalzmedium (tropic marin®) in einem 14h

Tag-/10h Nacht -Rhythmus. Das Animpfen der Alge erfolgte durch wochentliche Zugabe

von 20ml Stammkultur zu 80ml sterilem £{/2 - Medium. Mit den Vorkulturen wurde nach

Erreichen einer ausreichenden Zelldichte 900ml {/2 - Medium angeimpft. Nach 14-tagiger

Anzucht standen die Algen zur Verfiigung. Zu autoklaviertem f/2 - Medium wurde f/2 -

Spurenelementlosung sowie f/2 - Vitaminlésung (je 1:1000) zugegeben.

/2 - Medium

Tris/HCI (pH 7,0) 5mM
NaNOs 880uM
NaH:PO:x 36uM
tropic marin® Meersalz | 3% (w/v)
/2 - Vitaminlsung

Biotin 2uM
Cyanocobalmin 0,37pM
Thiamin- HCI 297uM

f/2 — Spurenelementlgsung

FeCls
Na2EDTA
CuSOs
ZnSO4
CoCl2
MnClz
Na:MoOs«

11,65mM
11,71mM
39uM
77uM
42uM
910uM
26uM
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7.2 Kulturbedingungen von  Synechocystis sp. PCC6803

Synechocystis wurde in BG11 - Kulturmedium (Rippka 1988) bei 30°C und ca. 120 rpm bei
Dauerlicht bzw. nach Bedarf in einem 14h Tag-/10h Nacht-Rhythmus mit einer
Lichtintensitat von 60uE unter atmosphédrischem CO: kultiviert. Fiir die Stammbhaltung
wurden 100ml BG11 - Kulturmedium in 300ml Erlenmeyerkolben mit ca. 10ml einer zwei
bis drei Wochen alten Kultur angeimpft. Fiir verschiedene Experimente variierte die
Kolbengrofie von 100ml bis 2 1. BG11 - Kulturmedium besteht aus mehreren sterilfiltrierten
Stammlosungen, wobei die sterilen Stammldsungen erst nach dem Autoklavieren

zugegeben wurden.

BG11 - Kulturmedium Stammldsungen (steril filtriert)
10ml/1 100x B.G.-F.P.C. - Stammlosung NaxCOs 189mM
Iml/1 Na2COs - Stammlosung KoHPO: x 3H20 175mM
Iml/1 K2HPOs x 3H20 - Stammldsung TES (NaOH, pH 8,0) 1M
1ml/1 TES (NaOH, pH 8,0) - Stammlosung | Fe (III) (NHa)2 - Citrat | 6mg/ml
1ml/1 Fe(III)(NHa)2-Citrat-Stammldsung
1ml/1 Spurenelementldsung 1000x
100x B.G.-F.P.C. - Stammlésung (steril filtriert) Spurenelementlosung 1000, (steril filtriert)
CaCl2 x 2H20 24, 5mM CuSO: x 5 H20 0,32mM
Citric acid x H20 3,12mM Co(NOs)2 x 6H20 0,17mM
NaNO:s 1,76mM HsBOs 46,3mM
MgSOa4 x 7H20 30,4mM MnCl2 x 4H20 4,15mM
Na- EDTA (pH 8,0) | 0,07mM NaMoOs x 2H20 1,16mM
ZnSOs x 7H20 0,77mM
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7.3 Stamm- und Kulturhaltung von  Escherichia coli

Der in dieser Arbeit verwendete Escherichia coli Stamm XL1blue MRF’ der Firma Stratagene
wurden nach Herstellerangaben bei 37°C in sterilem LB-Fliissigmedium (Sambrook et al.
1989) in der Regel iiber Nacht kultiviert. Die Stammhaltung der Kulturen erfolgte bei -80°C
als 50% Glycerin/LB 1:1 Gemisch. Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium
2% (w/v) Agar-Agar hinzugesetzt. Selektionsmedien wurden durch Zugabe der

angegebenen Mengen Antibiotika zum Medium hergestellt.

7.4 Netzwerk Konstruktion

Die zur Berechnung des Netzwerkes verwendeten Sequenzen wurden mit dem Programm
MUSCLE und aligniert (Edgar 2004). Von diesem Alignment wurden mit dem Programm
Splitstree4 Hamming-Distanzen berechnet (Huson und Bryant 2006), ein phylogenetisches

Netzwerk berechnet (Bryant und Moulton 2004) und graphisch dargestellt.

7.5 Nukleinsaureanalytik

7.5.1 Isolation von Nukleinsauren

7.5.1.1 Isolation von genomischer DNA aus  Guillardia theta

G. theta gesamt - DNA wurde mittels der CTAB - Methode nach Doyle und Doyle (Doyle
und Doyle 1990) isoliert. 1 Liter einer 14-tagigen Algenkultur wurden pelletiert (10min,
1000g, RT), in f/2-Medium gewaschen und in 800ul 2% (w/v) CTAB in Puffer B
resuspendiert. Nach einstiindiger Inkubation bei 70°C wurden Zelldebris pelletiert (5min,
20000g, RT) und der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefaf iiberfiihrt. Proteine wurden
durch Zugabe von 1 Volumen PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol; 25:24:1) ausgefallt.
Durch Zentrifugation (10min, 20000g, RT) wurde eine Phasentrennung in eine organische
und eine DNA-haltige, wassrige Phase bewirkt. Diese wurde in ein neues Reaktionsgefafs
uiberfiihrt, mit 0,7 Volumen Isopropanol gefallt (20min, 20000g, 4°C), mit 70% (v/v) Ethanol

gewaschen, getrocknet und in 20pl H-0dd resuspendiert.
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Puffer B | Tris/ HCI (pH 8,0) 100mM
NaCl 1,4M
Na2EDTA 20mM

P - Mercaptoethanol 0,2% (v/v)

7.5.1.2 Isolation von DNA aus Synechocystis sp. PCC6803

DNA aus Synechocystis wurde einem modifizierten Protokoll von Ohad und Hirschberg
isoliert (Ohad und Hirschberg 1992). Dazu wurden 4ml einer 14-tigigen Kultur von
Synechocystis pelletiert (1Imin, 20000g, RT) und in 400ul TE - Puffer (pH 8,0) resuspendiert.
Nach Zugabe von 200ug steriler Glasperlen (& 0,2mm), 8ul 10% SDS, 16ul 5% SLS sowie
400ul TE-gesdttigtem Phenol wurden die Zellen durch dreimaliges vortexen (je 10s)
aufgeschlossen. Glasperlen und Zelltriimmer wurden zusammen mit der organischen
Phase pelletiert (10min, 15000g, RT) und der wassrige Uberstand zweimal mit 1 Volumen
PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol; 25:24:1) gewaschen. Die Fallung der DNA
erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaAc (pH 7,0) und 2 Volumen absoluten
Ethanol fiir 2h bei -20°C. Die DNA wurde pelletiert (20min, 20000g, 4°C) und anschliefSend

mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20pl H20dd resuspendiert.

7.5.1.3 Isolation von RNA aus Synechocystis sp. PCC6803

Dazu wurden 100-200ml einer 14-tigigen Kultur pelletiert (10min, 7500rpm, 4°C), zur
Zelllyse direkt in 2,5ml eiskalter Solution 1 vollstindig resuspendiert und mit 2,5ml 65°C
warmer Solution 2 vorsichtig gemischt. AnschliefSend erfolgte die Extraktion durch die
Zugabe von 5ml 65°C heifsem Phenol und 5-miniitiger Inkubation bei 65°C. Die Proben
wurden in fliissigem Stickstoff gekiithlt und fiir 5min bei 4700rpm und 4°C zur
Phasentrennung zentrifugiert. Die obere Phase wurde erneut mit 5ml 65°C heifiem Phenol,
anschliefend mit 5ml PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol; 25:24:1) und 5ml CI
(Chloroform:Isoamylalkohol; 24:1) extrahiert. Der wéssrige Uberstand wurde anschliefend
1/10 Volumen 3M NaAc (pH 4,5) und 2 Volumen absoluten Ethanol fiir 25min bei -20°C
gefallt, mit 75% Ethanol gewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in 100-400ul RNase

freiem Wasser gelost und bei 4°C gelagert.
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Solution 1 Saccharose | 0.3M

NaAc 0.01M pH 4.5, adjust pH with acetic acid
Solution 2 SDS 2%

NaAc 0.01M pH 4.5, adjust pH with acetic acid

7.5.1.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly (Birnboim und Doly 1979).

1,5ml einer 4i.N. E.coli-Kultur wurden bei 20800g abzentrifugiert, das Pellet in 150ul P1-
Puffer resuspensiert. Die Bakterien wurden durch Behandlung mit 200ul P2-Puffer lysiert.
Anschlieffend wurden Proteine, Zellbestandteile und chromosomale DNA nach Zugabe
von 200ul P3-Puffer und 30ul Chloroform ausgeféllt. Der grofite Teil der chromosomalen
DNA und Proteine wurden durch 20-miniitige Zentrifugation bei 20800g pelletiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt. Die Plasmid-DNA wurde

abschliefsend prazipitiert, gewaschen und in 50ul H.Odd aufgenommen.

P1-Puffer Tris/HCI, pH 8 50mM
EDTA 10mM
RNase A 100pg/ml

P2-Puffer NaOH 200mM
SDS 1% (w/v)

P3-Puffer KAc, pH5.1 2,8M

7.5.2 Prazipitation von Nukleinséauren

Die Prazipitation von DNA aus wassrigen Losungen erfolgte mit Isopropanol oder
absolutem Ethanol in Gegenwart einwertiger Ionen durch Zentrifugation. Dazu wurde die
DNA-Losung mit 2/3 Vol. Isopropanol sowie mit 1/10 Vol. 3M NaAc, pH 4,8 versetzt.
Durch anschlieffende Zentrifugation 30min bei 20000g, 4°C wurden die Nukleinsduren
gefdllt. Das Salz wurde anschlieffend durch Waschen der DNA mit 1 Vol. 70% EtOH
entfernt (5min Zentrifugation bei 20000g, 4°C), die DNA getrocknet und in einem
entsprechenden Volumen H:Odd aufgenommen. Zur Erhohung der Fallungseffizienz

wurde die DNA ggf. {iber Nacht bei -20°C gefallt.
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7.5.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA- bzw. RNA-Losungen wurde photometrisch mit einem
Nanodrop Spectrophotometer ND-100 (PeqLab, Erlangen) bestimmt. Nukleinsduren
absorbieren spezifisch bei 260nm Wellenldnge, ihre Konzentration ist proportional zur

Absorption und kann daher wie folgt berechnet werden (Sambrook et al. 1989):

DNA ¢ [pg/ml] = ODz2so x Verdiinnungsfaktor x 50
RNA ¢ [pg/ml] = ODz26o x Verdiinnungsfaktor x 40

Die Reinheit einer Nukleinsdure-Losung wurde aus dem Quotienten von OD2¢0 und OD2so
bestimmt, da aromatische Aminosduren bei 280nm Wellenlange ihr Absorptionsmaximum
zeigen. Werte von 1,8 bis 2 stehen fiir eine proteinfreie DNA-LSsung, Werte < 1,5 fiir eine

stark verunreinigte Losung.

7.5.4 DNasel Behandlung von Nukleinsauren

Um eventuelle DNA-Kontaminationen in RNA-Proben zu eliminieren, wurde 20pug RNA
mit 20U DNasel (RNase-frei, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt, 30min unter
gelegentlichem Durchmischen bei 37°C inkubiert. Anschlieffend wurde die RNA mittels
PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol; 25:24:1) extrahiert und mit absolutem Ethanol

prazipitiert.

7.5.5 Amplifikation von Nukleinsauren

7.5.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels der Polymerase-Kettenreaktion
(Saiki et al. 1985). Fiir die Reaktion wurden Enzyme und zugehorige Puffersysteme der
Firma Eppendorf (Hamburg) verwendet. Die Wahl der Annealing-Temperatur, die Dauer
der Elongationszeit sowie die einzusetzende Mg?-Konzentrationen wurden entsprechend
der verwendeten Oligonukleotide, der eingesetzten DNA bzw. der erwarteten
Amplifikatgrofle gewdhlt. Pro Reaktion wurden ca. 50-100ng DNA eingesetzt. Die
Annealing-Temperatur der Oligonukleotide wurde vom Hersteller (MWG, Ebersberg)

vorgegeben.
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7.5.5.2 Reverse Transkription (RT-PCR)

RNA-Molekiile konnen mit Hilfe einer reversen Transkriptase in complementaryDNA-
Strange (cDNA) umgeschrieben werden. Ausgehend von derart synthetisierten cDNA-
Strangen konnen in einer nachfolgenden PCR-Reaktion bestimmte cDNA-Abschnitte
amplifiziert und analysiert werden.

Zur reversen Transkription wurden 1-10pg RNA mit 5ug Oligohexameren (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und zur Denaturierung 10min bei 70°C inkubiert. Nach
8-miniitiger Inkubation auf Eis erfolgte das Binden der Oligohexamere bei
Raumtemperatur fiir mindestens 8 min. Anschliefend wurde ein vorbereiteter RT-Mix
bestehend aus 10mM DTT, ImM ddNTP - Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), 1x RT-
Puffer, 20U RNase-Inhibitor (Invitrogen, Karlsruhe) und 200U Superscript II (Invitrogen,
Karlsruhe) zugegeben und der Ansatz fiir 120min bei 42°C, dann weitere 10min bei 70°C
inkubiert und auf Eis gelagert. Kontrollreaktionen wurden parallel ohne Zugabe von

Enzym durchgefiihrt.

7.5.6 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsau ren

Die Groflen- bzw. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren erfolgte durch die
Auftrennung mittels Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al. 1989). Je nach erwarteter
Grofie wurde eine Agarosekonzentration von 0,8-2% (w/v) in 1x TBE Puffer gewahlt. Der
Gelmatrix wurden 3,75ug/ml Ethidiumbromid zur Visualisierung der Nukleinsduren
hinzugegeben. Die DNA wurde mit Hilfe von Probenpuffer im Verhiltnis 1:10
aufgetragen; die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 10V/cm Elektrodenabstand.

Zur Bestimmung Fragmentgrofsen wurden die aufgefiihrten Langenstandards verwendet.

7.5.7 Elution niedermolekularer DNA aus Agarose

Die Aufreinigung elektrophoretisch aufgetrennter PCR-Produkte aus Agarose erfolgte mit

dem JETsorb DNA Extraction-Kit der Firma Genomed (Lohne) nach Herstellerangaben.
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7.5.8 Modifikation von Nukleinséduren

7.5.8.1 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte mittels spezifisch gewdahlter Restriktionsendonukleasen
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Pro 1ug eingesetzte DNA wurde 1U Enzym mit einem
geeigneten Restriktionspuffer verwendet. Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C konnte

die Restriktion durch eine Agarose-Gelelektrophorese analysiert werden.

7.5.8.2 Ligation von DNA

Die Ligation von PCR-Produkten bzw. von zuvor restringierten DNA-Fragmenten in
geeignete Klonierungs- bzw. Expressionsvektoren entsprechend ihrem A-Uberhang bzw.
ihrer Restriktionsschnittstellen erfolgte entweder mit dem pGEM-T® Vector-System - Kit
der Firma Promega (Mannheim), oder mit dem CloneJET™ PCR Cloning Kit der Firma
MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Alternativ zu den beiden firmeneigenen Ligasen wurde auf
das DNA-T4-Ligation-Kit der Firma MBI-Fermentas (St. Leon-Rot) zuriickgegriffen. In

allen Fallen wurden Ligationsreaktionen nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

7.5.9 Transformation von Escherichia coli

7.5.9.1 Transformation von Escherichia coli XL1-blue MRF’

Die Transformation von Escherichia coli XL1-blue MRF' Zellen erfolgte mit dem
TransformAid™ - Kit der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben. Pro

Ansatz wurden ca. 50ng Plasmid-DNA eingesetzt.

7.5.9.2 Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli
Zellen

Die Herstellung sowie die Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli

Zellen erfolgte nach Sambrook et al. (Sambrook et al. 1989).
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7.5.10 Transformation von Synechocystis sp. PCC6803

Fiir die Transformation von Synechocystis wurden 50ml Wildtypkultur mit einer ODzo =
0,3-0,5 durch Zentrifugation (5min, 5000g, RT) auf eine OD70 von 2,5 konzentriert. Zu je
1ml dieser Kultur wurden 10ug Plasmid - DNA in zirkuldrer Form bzw. durch Restriktion
linearisierter Form gegeben und fiir 5h bei 30°C unter geringem Lichteinfall und
gelegentlichem Mischen inkubiert. Die Transformationsansdtze wurden in 200ul Aliquots
auf nicht selektiven Bgl1 - Platten ausplattiert und bei 30°C mit reduzierter Lichtintensitat
mehrere Tage kultiviert, bis ein gleichmaflig griiner Bakterienrasen vorlag. Die Selektion
der putativen Transformanten erfolgte durch Uberschichten des Bakterienrasens mit
Antibiotika (5pg/ml) - haltigem Topagar und weiterer Kultivierung bei 30°C fiir ca. 14
Tage. Kolonien, die trotz Selektion weiter wuchsen wurden in 50ml BG11 - Fliissigmedium
mit entsprechenden Antibiotika - Konzentration vereinzelt und bei 30°C fiir weitere zwei
bis drei Wochen kultiviert. Bei erfolgreichem Anwuchs wurde die Antibiotika-

Konzentration graduell beim Uberimpfen gesteigert.

7.5.11 Sequenzanalysen von Nukleinsauren

Die Sequenzanalysen wurden nach Sanger et al. (Sanger et al. 1977) durchgefiihrt.

7.5.11.1 Das LICOR System

Fir den LiCOR Sequenzierautomaten (MWG) wurden fluoreszenzgelabelte
Oligonukleotide unter Verwendung des Thermo-sequenase-fluorescent-labelled-primer-
cycle-sequencing - Kit der Firma Amersham Pharmacia (Miinchen) verwendet. Pro 1000Bp
zu sequenzierender DNA wurde 1ug DNA eingesetzt, mit H2Odd auf 11ul verdiinnt und
mit 1pl Primer-Mix versehen. Je 3ul dieses Ansatzes wurden in Reaktionsgefafse verteilt, in
denen je 1ul der einzelnen Nukleotid-spezifischen Terminationslésungen vorgelegt waren.
Die elektrophoretische Auftrennung der einzelnen Proben erfolgte mit dem
Sequenzierautomaten LI-COR 4200. Die Reaktionslosungen wurden mit Ol iiberschichtet
und 25 Zyklen aufeinander folgender Denaturierungs- (30s), Annealings- (30s) und
Extensionsphasen (30s) unterzogen. Nach der Sequenzierreaktion erfolgte die Zugabe von

2ul Ladepuffer (Amersham Pharmacia, Miinchen). Jeweils 1 ul pro Reaktion wurde auf ein
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0,2mm starkes Polyacrylamidgel aufgetragen und bei 3000V (30mA, 45°C, 1x TBE long run)
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Korrekturlesen sowie weitere Auswertungen der Daten

erfolgte mit dem Programm Sequencher (Version 4.7) der Firma GeneCode (USA).

Gelmatrix Harnstoff 51% (w/v)
TBE 0.75% (w/v)
Rapid Gel XL 40% 0,875% (w/v)

H-Odd 4,5% (w/v)

7.5.11.2 Das ABI-System

Fiir eine Sequenzanalyse mit Hilfe des ABI 377 Sequenzierautomaten (Applied Biosystems,
Foster City, USA) wurden 1ug DNA mit 1ul spezifischem Primer (5pmol/ul), 2ul ABI-
Sequenziermix (DYEnamic ET terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham Pharmacia,
Miinchen) versetzt und auf 10pl mit H2Odd aufgefiillt. Nach 30 Zyklen aufeinander
folgender Denaturierungs- (15s), Annealings- (30s) und Extensionsphasen (30s) wurden die
Sequenzierprodukte wie folgt aufbereitet. Zur Entfernung {iiberschiissiger Terminatoren
wurden die Reaktionen mit 8ul H20Odd und 80ul absolutem EtOH versehen. Das Fallen
erfolgte durch 20-miniitige Inkubation bei RT mit anschliefender Zentrifugation bei
14000g, 4°C fir 30min. Nach abschliefendem Waschen mit 70% EtOH wurden die
Produkte in 3ul Formamide Loading Dye (Amersham Pharmacia, Miinchen)
aufgenommen werden. Die Analyse der Sequenzierprodukte erfolgte auf einem 0,2mm
starken Polyacrylamidgel mit dem Sequenzierautomaten ABI 377. Das Korrekturlesen
sowie weitere Auswertungen der Daten erfolgte mit dem Programm Sequencher (Version

4.7) der Firma GeneCode der Firma GeneCode (USA).
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7.6 Proteinanalytik

7.6.1 Herstellung von Synechocystis Proteinextrakt

Zur Herstellung von homogenem Synechocystis Proteinextrakt wurden Kolben mit
entsprechenden Mengen an Kultur bei 7500g fiir 10min bei Raumtemperatur geerntet und
anschliefSend 1x in BG11 Medium gewaschen. Danach wurden die Zellen in max. 6ml BG11
Medium oder einem den jeweiligen Versuchbedingungen entsprechenden Puffer
resuspendiert. Zur Inhibierung von zelleigenen Proteasen wurde ein CompleteTM
Proteinase Inhibitor Mix (Roche, Mannheim) oder ein Protease-Inhibitor Cocktail (PIC)
hinzugefiigt, letzterer im Verhaltnis 1:200. Der Zellaufschluss erfolgte durch zwei bis drei
Passagen mit einer French Press bei 1000Psi. Anschlieflend wurden nicht aufgeschlossene
Zellen bzw. Zelltriimmer durch einen Zentrifugationsschritt (500g, 5min, 4°C) entfernt. Der

Uberstand wurde entsprechend den weiteren Experimenten behandelt.

PIC (Proteinase Inhibitor Cocktail): 200pg/ml Antipain
200pg/ml Chymostatin
200pg/ml Aprotinin
200pg/ml Trypsin - Inhibitor
200pg/ml Naz - EDTA
200pg/ml Pepstatin A
200pg/ml Leupeptin
200pg/ml Elastatinal

7.6.2 Aufkonzentrierung von Proteinen

Zur Verringerung des Probenvolumens bzw. zur Entfernung storender Substanzen
wurden Proteinlosungen mit TCA/Aceton/DTT oder alternativ mittels Chloroform-

Methanol ausgefallt.

7.6.2.1 TCA-Fallung

Proteinlosungen wurden mit 70% TCA in Aceton versetzt (Endkonzentration 15% TCA).
Nach einer 30-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die ausgefdllten Proteine pelletiert

(10min, 10000g, 4°C) und mit 1ml eiskaltem Aceton/20mM DTT mehrmals gewaschen. Das
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finale Pellet wurde getrocknet und in einem entsprechendem Volumen geeignetem Puffer

oder H20dd aufgenommen.

7.6.2.2 Chloroform-Methanol-Fallung

Hierbei wurden Proteinlosungen mit einem 4fachen Volumen Methanol, einem 2-fachen
Volumen und einem 2,3-fachen Volumen H-0Odd versetzt, Imin mittels Vortexer gemischt
und anschlieflend bei 20000g fiir 1min zentrifugiert. Die ausgefallten Proteine setzen sich
an der Phasengrenze ab. Nach Abnahme des Uberstandes wurde die restliche Lésung
erneut mit einem zweifachen Volumen Methanol versetzt, erneut gemischt und fiir 2min
bei 20000g zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde abgenommen, das Pellet

getrocknet und in einem geeignetem Volumen und entsprechendem Puffer aufgenommen.

7.6.3 Quantitative Proteinbestimmung

Die Konzentration von Proteinldsungen wurde photometrisch mit dem Ultrospec. 2000 der
Firma Pharmacia Biotech (Miinchen) in Einmalkiivetten (Iml-Fassungsvermogen)
bestimmt. Dazu wurde mit Hilfe von definierten Losungen eine Eichgerade erstellt. Die
quantitative = Proteinbestimmung wurde mit Hilfe einer Amidoschwarzlésung
durchgefiihrt. Dazu wurden 5ul Proteinlosung mit HOd auf 100ul aufgefiillt und mit
400ul  Amidoschwarzlosung versetzt. Nach anschlieSfendem Mischen, 15min
Zentrifugation bei 20000g, 4°C wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 1ml
Waschlosung resuspendiert. AbschliefSfend wurde 15min bei 20000g, 4°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet nach kurzem Trocknen in 1ml 200mM NaOH
aufgenommen. Die photometrische Bestimmung erfolgte bei einer Wellenlange von 615nm.

Mittels zuvor angefertigter Eichgerade konnte die Probenkonzentration bestimmt werden.

Amidoschwarzlésung = Methanol 90% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)
Amidoschwarz 10B = 0,01% (w/v)
Waschlésung Methanol 90% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)
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7.6.4 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels denaturierender Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970). Die Polyacrylamidkonzentration im
Trenngel wurde abhédngig der erwarteten Grofien der aufzutrennenden Proteine in einem
Bereich von 8-15% (w/v) gewahlt. Dazu wurde ein fertiges Gemisch aus Acrylamid und
Methylenbisacrylamid der Firma Roth (Miinchen) verwendet. Die Auftrennung der Proben
erfolgte mit 2050 Midget Electrophoresis Units (HoeferScientific Instruments) in 1x SDS-
Laufpuffer bei einer Stromstarke von 15-25mA. Vor dem Auftragen wurden die Proben
mit einem dem jeweiligen Gelsystem entsprechenden Probenpuffer versetzt und fiir 10min
bei 96°C denaturiert. Nichtlosliche Bestandteile wurden vor dem Auftragen abzentrifugiert
(5min, 20000g, 4°C). Zur Grofsenbestimmung wurde der Protein-
Molekulargewichtsstandard (MBI ~ Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen. Um
Proteinkomplexe, deren Untereinheiten in Bezug auf die molekulare Masse variieren,
geniigend  auftrenmnen zu konnen, wurden Gradientengele mit variabler
Acrylamidkonzentration gewahlt. Standardméfliig wurde ein Gradient von 10% (v/v) bis

15% (v/v) verwendet, der mittels eines Gradientenmischers hergestellt wurde.

Sammelgelpuffer, 4x | Tris/ HCI, pH 6,8 | 500mM SDS- Glycerin 20% (v/v)
SDS 0,4% (w/v) | Probenpuffer, 2x Sammelgelpuffer 25% (v/v)

Bromphenolblau 25ug/ml

Trenngelpuffer, 4x Tris/ HCl, pH 8,8 | 1.5M H0Odd 30% (v/v)
SDS 0,4% (w/v) SDS 2% (w/v)
SDS-Laufpuffer, 10x | Tris 250mM 2-Mercaptoethanol
Glycin 2M
SDS 1% (w/v)

Zur besseren Auftrennung von Proteinen kleiner als 15kDa, wurde das Tris-Tricine
Gelsystem von Schagger und von Jagow (Schagger und von Jagow 1987) verwendet. Der
Acrylamidgehalt des Trenngels richtete sich analog der Tris-Glycerin Gele nach der

erforderlichen Trennleistung. Je nach Anforderung wurden in beiden Gel-Systemen
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Gradientengele unterschiedlicher Acrylamid-Konzentration angefertigt. Diese wurden bei

einer max. Spannung von 250V gefahren.

Tricine Gelpuffer, 3x

Tricine Kathoden-Puffer, 10x

Tricine Anoden-Puffer, 10x

Tricin-Ladepuffer, 2x

Tris-HCI, pH 8,45
SDS

optional Glycerin
(fiir Trenngele)
Tris-HCI, pH 8,25
Tricin

SDS

Tris-HCI, pH 8,9
Tris-HCI, pH 7,0
Coomassie blue G-250
Glycerin

SDS

2-Mercaptoethanol

7.6.5 Nachweis und Quantifizierung

7.6.5.1 Kollodiale Coomassie-Farbung

3M
0,3% (w/v)
20% (w/v)

™M

™M

1% (w/v)
2M

150mM
0,05% (W/v)
30% (v/v)
12% (wW/v)
6% (v/v)

Die Proteinbanden in Polyacrylamidgelen wurden mit kolloidaler Coomaissie-Farbelosung

nachgewiesen. Dazu wurden die Gele nach elektrophoretischer Auftrennung kurz mit

H>Odd gewaschen und anschliefsend tiber Nacht in Coomaissie-Farbelosung geschwenkt.

Der Hintergrund wurde nach Erreichen der

mehrmaliges Waschen H20dd entfarbt.

Coomassie-Firbelosung

Solution A

Methanol

Solution A

Coomassie blue G-250
o-Phosphorsaure

Ammoniumsulfat

gewiinschten Farbintensitdt durch

20% (V/v)
80% (vV/v)
5% (w/v)
2% (v/v)
10% (w/v)
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7.6.5.2 ZnSO4-Farbung

Zur Visualisierung und zum Nachweis chromophorer Gruppen wurden
Polyacrylamidgele direkt nach dem Gellauf mit H2Odd gewaschen und anschlieffend 30s in
200mM ZnSOs-Losung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit H>Odd erfolgte die

Visualisierung mittels UV-Licht mit Hilfe eines Transluminators (PeqLab, Erlangen).

7.6.6 Immobilisierung und Immundetektion von Protei nen

Die Proteinbanden im Polyacrylamidgel wurden mit kolloidaler Coomaissie-Farbelosung
(Roti®-Blue, Roth, Miinchen) nachgewiesen. Dazu wurden die Gele nach
elektrophoretischer Auftrennung kurz mit H.20dd gewaschen und anschlieffend tiber
Nacht in Coomaissie-Farbelosung geschwenkt. Der Hintergrund wurde nach Erreichen der
gewlinschten Farbintensitdit durch mehrmaliges Waschen mit 50ml Coomaissie-

Waschlosung entfarbt.

7.6.7 Semidry Westernblot

Um Proteine mittels spezifischer Antikorper nachzuweisen, wurden diese zuvor durch den
Transfer auf PDVF-transfer Membranen (Amersham Biosciences) oder alternativ auf
Nitrocellulose Membranen (Macherey-Nagel, Diiren) immobilisiert. Dazu wurden
Membran, Gel und Whatman-Papiere in Transferpuffer aquilibriert und der semidry
Westernblot in der Blottingapparatur TE 77 semi-dry transfer unit aufgebaut. Der Transfer

der Proteine erfolgte 1 h bei einer konstanten Spannung von 50V bei 0,8 mA/cm? Membran.

Transferpuffer Tris 25mM
Glycin 20mM
Methanol 20% (v/v)
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7.6.8 Immundetektion von Proteinen

Immobilisierte Proteine konnen durch eine Immunreaktion eines Erstantikorpers mit
einem gegen ihn gerichteten Zweitantikorper detektiert werden. Dabei macht man sich die
enzymatische Aktivitat der horseradish peroxidase des ZweitantikOrpers zunutze, welche
durch Chemolumineszenz nachweisbar ist.

Nach Immobilisierung der Proteine wurde die Membran, um freie Bindungsstellen
abzusittigen, 1h in Blocking-Reagenz geschwenkt. AnschliefSend folgte eine einstiindige
Inkubation mit dem Erstantikorper, der spezifisch verdiinnt wurde. Uberschiissiger
Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit TBS-T von der Membran entfernt.
Analog wurde mit dem Zweitantikorper verfahren, welcher in einer Verdiinnung von
1:25000 eingesetzt wurde. Nach erneutem Waschen und anschlieffender 5-miniitiger
Inkubation in TBS erfolgte der Nachweis mit dem Enhanced Chemolumineszenz — Kit (Pierce,

Bonn) nach Herstellerangaben.

Blocking-Reagenz = Magermilchpulver in TBS-T | 7% (w/v)

TBS Tris/HCI, pH 7.5 100mM
NaCl 0,9% (w/v)

TBS-T Tween20 in TBS 0,1% (v/v)

7.6.9 Isolation intakter Phycobilisomen aus Synechocystis

Zur Isolation wurden 1L Kultur geerntet (10min, 7500rpm, RT), in 0.75M Kalium-
Phosphat-Puffer (KPP), pH 7,0 resuspendiert und anschliefend nach Zugabe eines
Protease Inhibitor Cocktails (Roche, Mannheim) durch zweimaligem Durchgang in einer
French Press bei 1000Psi aufgeschlossen. Nicht aufgeschlossenen Zellen und Zelltriimmer
wurden bei 500g fiir 5min bei RT pelletiert. Nach 20-miniitiger Inkubation mit Triton-X-100
(Endkonzentration 2%) und anschliefSender Zentrifugation (10min, 20000g, RT) wurde der
Uberstand auf einen 10-40% kontinuierlichen Saccharose-Gradienten in KPP geladen. Nach
einer Zentrifugation fiir 17h bei 18°C und 17000rpm konnte eine Bande intakter

Phycobilisomen fiir weitere Analysen verwendet werden.
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7.6.10 Proteolytische Experimente

Proteolytische Assays wurden durch die Behandlung von Proteinen mit Ameisensdure
durchgefiihrt. Dazu wurden prézipitierte Proteine in 100% Ameisensaure resupendiert
und die Losung mit H.Odd auf 70% Endkonzentration Ameisensaure eingestellt. Nach
einer Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden die Ansdtze bei 50°C getrocknet, das
resultierende Pellet mehrmals in Aceton gewaschen, getrocknet und in einem geeigneten

Volumen 20%iger SDS-Losung aufgenommen.

7.6.11 Negativ-Staining isolierter intakter Phycobi  lisomen

Zur Darstellung der Struktur einzelner intakter Phycobilisomen wurden diese nach
Kap.7.6.9 isoliert und direkt fiir transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen
prapariert. Dazu wurden die abgenommenen Phycobilisomenlosungen mit einer 10%igen
Saccharoselosung in 0,75M KPP auf eine ODeo = 0,3 verdiinnt. Es erfolgte ein halb- bis
einstiindige Fixierung mit 0,2% Glutaraldehyd unter leichtem bewegen. Die fixierten
Phycobilisomen wurden auf Kupfernetze (400 mash grids) gebracht, zweimal mit H.Odd
gewaschen und in 2% Uranylacetat fiir 2min kontrastiert. Nach Trocknung der

Kupfernetze erfolgte direkt eine Betrachtung mittels Elektronenmikroskop (Philips).

7.6.12 Pigmentanalysen

7.6.12.1 Konzentrationsbestimmung von Chlorophyl

Die Konzentrationsbestimmung von Chlorophyll a erfolgte nach Mackinney (Mackinney
1941). Dazu wurde 10ml der Zellkultur durch Zentrifugation geerntet (3min, 14000rpm,
RT) und in Iml 99% Methanol resuspendiert und fiir 30min auf Eis im Dunkeln inkubiert.
Anschlieffend wurden die Zelltriimmer entfernt (Imin, 14000rpm, RT) und der klare
Chlorophyll a - haltige Uberstand fiir die photometrische Messung bei einer Wellenlange
von 665nm verwendet. Die Chlorophyll a - Konzentration wurde nach folgender

Gleichung: Chlorophyll a (mg/ml Kultur) = [ODs6s * (VProbe + Vethanot)] / (74,5 * Vprobe)
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7.6.12.2 Konzentrationsbestimmung von Phycocyanin

Der Phycocyanin-Gehalt wurde in Anlehnung an die Methode von Grossman
durchgefiihrt (Grossman et al. 1993). Dazu wurden 10ml Zellsuspension fiir 10min bei 75°C
inkubiert. Danach erfolgte die Absorptionsbestimmung bei 620nm und 750nm mit Hilfe

folgender Gleichung:

Phycocyanin (mg/ml) = (Ao - A7so (nicht erhitzt)) - (Aezo - A7so (erhitzt))
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9. Anhang

9.1 Accession Numbers

Tabelle 9-1: Accession Numbers der Proteinsequenzen zur Berechnung des Netzwerks.

Organismus Protein Accession Number
Guillardia theta Orf222 AAK39897
Hemiselmis andersenii cpeT-like protein ABW97973
Cyanidioschyzon merolae CMK263C
Arabidopsis thaliana AT5G51020 NP_199915
Oryza sativa LOC_Os11g32160 ABA93997
Paulinella chromatophora PCC 0629 ACB43055
Synechocystis sp. PCC6803 Slr1649 NP_441787
Crocosphaera watsonii: CwatDRAFT_4238 ZP_00515713
CwatDRAFT_0664 ZP_00518424
CwatDRAFT 5720 ZP_00514725
Nostoc punctiformes PCC73102 Npun02004130 ZP_00109088
Npun02004123 ZP_00109082
Npun02007740 ZP_00106171
Nostoc sp. PCC7120 All5339 NP_489379
Alr0647 BAB72605
Anabaena variabilis Ava_2579 YP_323089
Ava_4579 YP_325071
Thermosynechococcus elongates BP-1 T1r2156 NP_682946
Synechococcus elongates PCC6301 Syc0738_d YP_171448
Syc0764_d YP_171474
Synechococcus sp. PCC7002 CpcT ABY63662
Synechococcus sp. CC9311 Sync_0487 ABI46022
Sync_0509 ABI47049
Synechococcus elongatus PCC7942 Synpcc7942_0772 ABB56804
Synpcc7942_0800 ABB56832
Synechococcus sp. CC9605 Syncc9605_0440 ABB34216
Syncc9605_0419 ABB34195
Synechococcus sp. CC9902 Syncc9902_1910 ABB26867
Syncc9902_1887 ABB26844
Synechococcus sp. WH8102 SYNW2024 NP_898115
SYNW2003 NP_898094
Trichodesmium erythraeum IMS101 Tery_0543 YP_724425
Tery_0979 YP_720833
Calothrix PCC7601 CpeT AAK11648
Gloeobacter violaceus PCC7421 GIr1182 BAC89123
CpeT BAC89134
Glr1538 BAC89479
Prochlorococcus marinus MIT9313 PMT1678 NP_895505
Prochlorococcus marinus NATL2A PMN2A_1676 YP_292867
Prochlorococcus marinus CCMP1375 Pro(0342 CAB52704
Prochlorococcus marinus MIT9211 P9211_07167 ZP_01005965
Prochlorococcus marinus SS120 Pro0342 NDP_874736
Bakteriophage S-PM2 S-PM2p215 CAF34280
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9.2 Nukleomorph-kodierte plastidare Proteine

Tabelle 9-2: Auflistung identifizierter Gene Nukleomorph-kodierter plastidarer Proteine. Bekannt
sind diese durch die Sequenzierung der Nukleomorph Genome der Cryptophyten Guillardia theta
(Douglas et al. 2001), Hemiselmis andersenii (Lane et al. 2007) und der Chlorarachniophyte

Bigelowiella natans (Gilson et al. 2006). Die Gene innerhalb einer Zeile sind homolog.

Guillardia : Chr. | Hemiselmis : Chr. Bigelowiella Chr. Funktion des Proteins
theta Nr. andersenii Nr. natans Nr.
clpP1 1 clpP1 1 clpP-2 1 proteolytische Untereinheit der Clp Protease
clpP2 1 clpP2 2 clpP-3 2 proteolytische Untereinheit der Clp Protease
gyrA 1 gyrA 2 - - Topoisomerase Untereinheit
gyrB 1 gyrB 1 - - Topoisomerase Untereinheit
hlip 1 hlip 1 - - Carotin-binding Protein
met 1 met 1 - -- Methyltransferase
rpoD 1 rpoD 1 sig2 2 Transkriptionsinitiation
rpsl5 1 rpsl5 3 - -- ribosomales Protein
tha4 1 tha4 1 - - Protein Translokator (ApH Weg)
tic22 1 tic22 3 -- - Protein Import
cbbX 2 cbbX 2 - - CO»-Fixierung
cpn60 2 cpn60 3 cpn60 1 Chaperon
dnaG 2 dnaG 3 - - DNA-Primase
ftsZ 2 ftsZ 3 - -- Plastidenteilung
gidA 2 gidA 3 - - Translation
hcf136 2 hcf136 1 - - PSII Assemblierung
iap100 2 iap100 2 - - Protein Import
rub 2 rub 2 - - Elektronentransport
secE 2 secE 2 - - Protein Translokase
orfl76 1 orf202 2 - - unbekannte Funktion
orf222 1 CpeT-like 1 - - putative Phycoerythrin-Bilin Lyase
orf228 1 orf235 1 - - unbekannte Funktion
orf467 1 sufD 1 - - Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese
orf773 1 orf831 3 - - unbekannte Funktion
orf125 2 orf146 3 - - unbekannte Funktion
orf163 2 orfl73 2 - - unbekannte Funktion
orf227 2 orf237 3 - - unbekannte Funktion
orf249 2 orf263 2 - - unbekannte Funktion
orf323 2 orf337 3 - - Translationsinitiator
orf496 2 engA 2 - - GTP Bindeprotein
- - - - clpP-1 1 proteolytische Untereinheit der Clp Protease
- - - - tatC 1 Thylakoid Protein Translokator
- - - - sufB 1 Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese
- - - - clpC 2 ATP-bindende Untereinheit der Clp Protease
- - - - clpP-4 2 proteolytische Untereinheit der Clp Protease
- - - - dnaK 2 Chaperon
- - - - murlL 2 UDP-N-Acetylmuramoylalanyl-D-Glutamate--2
6-Diaminopimelate Ligase
- - - - toc75 2 Protein Import
- - - - secY 2 Thylakoid Preprotein Translokase
- - - - clpP-5 3 proteolytische Untereinheit der Clp Protease
- - - - clpP-6 3 proteolytische Untereinheit der Clp Protease
- - - - tic20 3 Protein Import
- - - - sufC 3 Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese
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