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1 Einleitung

1.1 DNA-Methylierung

Die genetische Information aller Lebewesen ist in der Desoxyribonukleinsdure (DNA
deoxyribonucleic acid) kodiert. Der Schweizer Biochemiker Johann Friedrich Miescher
entdeckte die DNA 1869 bei der Herstellung von Rohextrakten aus weilsen Blutkdrperchen.
Erst 82 Jahre spater beschrieben James Watson und Francis Crick in einer wissenschaftlichen
Abhandlung, dass die DNA in lebenden Zellen zu einer Doppelhelix gewunden ist. Die DNA-
Doppelhelix ist aus Polynukleotiden zusammensetzt. Dabei besteht ein Nukleotid aus einer
Base, einer Desoxyribose und einem Phosphatrest. Die Basen sind Uber
Wasserstoffbriickenbindungen mit einander verbunden. Aufgrund ihrer chemischen
Eigenschaften geht Thymin eine Bindung mit Adenin ein und Guanin bindet Cytosin. Die
Erbinformation der DNA ist in Genen kodiert. lhre Gesamtheit wird als Genom bezeichnet
(Brown, 2007). Obwohl die biologischen Informationen im Genom gespeichert sind,
ermoglicht erst eine koordinierte Aktivitdt von Proteinen z.B. Enzymen, die Nutzung dieser
Informationen. Die Abfolge von biochemischen Prozessen wird als Genexpression
bezeichnet, die sich in Transkription und Translation unterteilt. Bei der Transkription wird
die DNA einzelner Gene in RNA transkribiert. Die in der Zelle vorliegende RNA aller
transkribierter Gene zu einem Zeitpunkt t wird als Transkriptom bezeichnet. Die RNA kann
zu Proteinen translatiert werden und bildet in ihrer Gesamtheit das Proteom (Brown, 2007).
Die Genexpression kann durch verschiedene chemische, sterische oder topologische
Veranderungen der DNA modifiziert werden. Eine bedeutende Modifikation ist die DNA-
Methylierung (Jeltsch, 2002). Die Methylierung der DNA findet in prokaryotischen und
eukaryotischen Lebewesen statt (Jones et. al., 2001; Blow et. al., 2016). Es handelt sich um
einen Prozess, bei dem die DNA chemisch modifiziert jedoch die Basensequenz der DNA
nicht verdndert wird. Die kovalente Anheftung einer Methylgruppe vom Donor-Molekdl
S-Adenosyl-L-Methionin an eine Base, innerhalb eines Methylierungsmotivs, wird durch
DNA-Methyltransferasen katalysiert. S-Adenosyl-L-Methionin wird nach der Reaktion zu
S-Adenosinhomocystein umgesetzt (Jeltsch, 2008). Die DNA-Methylierung liegt in der Regel
symmetrisch innerhalb spezifischer Methylierungsmotive in der DNA vor. Nach der

Replikation der DNA ist nur der Matrizenstrang methyliert. Dieser hemimethylierte Zustand
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wird durch die Aktivitat spezieller DNA-Methyltransferasen nach der Methylierung des
neusynthetisierten Stranges aufgehoben. Diese DNA-Methylierung wird auch als
Erhaltungsmethylierung bezeichnet (Lu et. al., 2013). Bei der de-novo Methylierung werden
hingegen, durch das Einfiihren von Methylgruppen an neue Positionen, neue Methylmuster
erzeugt. Von besonderer Bedeutung in Eukaryoten ist die Modifikation von Cytosin zu C5-
Methylcytosin. Schematisch ist die DNA-Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin in
Abbildung 1 dargestellt (Lu et. al., 2013). Innerhalb der DNA-Doppelhelix sind die zu
methylierenden Basen in der groRen Furche lokalisiert. Durch die Methylierung kommt es
zur Konformationsdanderung der methylierten Base. Dadurch wird die Bindung von DNA-
bindenden Proteine durch sterische Effekte beeinflusst (Jeltsch, 2008). In Eukaryoten liegt
haufig in Promotorregionen und in CpG-reichen Sequenzen C5-Methylcytosin vor. N6-
Methyladenin wurde vorrangig in einzelligen Eukaryoten identifiziert. Zu ihnen gehdren
Chlamydomonas reinhardtii und Tetrahymena pyruformis (Hattman et. al., 1978). In
Prokaryoten wurde zusatzlich zu N6-Methyladenin und C5-Methylcytosin die Bildung von
N4-Methylcytosin beschrieben (Blow et. al., 2016). Moderne Verfahren, die genomweite
Untersuchungen der DNA-Methylierung ermoglichen, verschaffen der Wissenschaft aktuell
ein erweitertes Verstandnis Gber das genomweite Vorliegen methylierter Basen (Methylom)

in verschiedensten Organismen (Blow et al., 2016).

NH,

Cytosin

S-Adenosyl-L-Methionin
5-Methylcytosin

| 2 ( Sy
S-Adenosinhomocystein H . N)

Abbildung 1 DNA-Methylierung

Aus Cytosin wird durch die DNA-Methylierung 5-Methylcytosin. Dabei dient S-Adenosyl-L-Methionin als Methylgruppen-
Donor und wird nach der Reaktion zu S-Adenosinhomocystein. Katalysiert wird die Reaktion durch spezifische DNA-
Methyltransferasen. Modifiziert nach Lu et. al,, 2013.
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1.2 Modulation des eukaryotischen Epigenoms durch DNA-
Methyltransferasen

Die DNA-Methylierung ist ein Schlisselmechanismus bei der Ausbildung des eukaryotischen
Epigenoms und zahlt zu den wichtigsten Mechanismen in der eukaryotischen Genregulation
(Jeltsch, 2002). Das Epigenom umfasst die Gesamtheit aller proteinkodierender Gene
welche beispielsweise durch DNA-Methylierung modifiziert wurden. Diese Modifikation
kénnen vererbt werden und verandern die Funktion der Gene, ohne ihre Struktur zu
verandern (Jeltsch et. al., 2016). Hauptsachlich wird die DNA-Methylierung durch drei DNA-
Methyltransferasen katalysiert: DNMT1, DNMT3a und DNMT3b (Brown et. al., 2007). In
Abbildung 2 sind die Funktionsweisen der eukaryotischen DNA-Methyltransferasen
schematisch dargestellt. DNMT1 erkennt hemimethylierte CpG Inseln und ist fur die
Erhaltungsmethylierung nach der DNA-Replikation verantwortlich (Chen et. al., 2003). Eine
Aktivitdt des Enzyms als de-novo Methyltransferase konnte auch nachgewiesen werden
(Jeltsch, 2006). Der N-Terminus von DNMT1 beinhaltet regulatorische Domanen, die mit
verschiedenen Proteinen interagieren. Zu diesen Proteinen gehoren die Methyl-CpG-binde-
Proteine (MeCPs), deren stabile Bindung zur Inaktivierung von Genen fuhrt (Jeltsch, 2006).
Durch diesen Mechanismus ist die DNA-Methylierung in humanen Zellen an der
genomischen Pragung (Imprinting) und der X-Chromosom-Inaktivierung beteiligt (Brown et.
al., 2007; Csankovszki et. al., 2001; Kaneda et. al., 2004). DNMT3a und DNMT3b werden
den de-novo Methyltransferasen zu geordnet. In ihrer Funktion flgen sie neue
Methylierungen in spezifische Regionen der DNA ein. Zusatzlich wirken DNMT3a und
DNMT3b auch als Erhaltungsmethyltransferasen, da sie fehlerhafte DNA-Methylierungen
erkennen und diese korrigieren (Chen et. al., 2003). Knock out Versuche im Mausmodell
haben gezeigt, dass der Verlust von DNMT3a zum Tod der Tiere wenige Wochen nach der
Geburt fihrt. Wahrend der Stammzellentwicklung ist das Enzym fir die genomische Pragung
(Kaneda et. al., 2004) und die Methylierung von single copy Genen (Jeltsch, 2006)
verantwortlich. Auch DNMT3b ist essentiell fir die Vitalitat von Mausen. In einem knock out
Experiment starben die Tiere kurz nach der Geburt. Im Menschen flhrt der Verlust von
DNMT3b zum autosomal rezessiv vererbten ICF Syndrom (Immunschwédche der
Zentromerregion von Chromosomen und fazialen Anomalien) (Ehrlich et. al., 2006).

Zusatzlich wurde DNMT3L als Stimulator fir die katalytische Funktion von DNMT3a und
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DNMT3b identifiziert. Das Protein DNMT3L besitzt keine katalytische Funktion (Brown et.
al., 2007; Jeltsch et. al., 2016).

29

0000 0 O

De novo
Methylierung | (1)
DNMT3a/3b DNA-

?”? ! , Replikation
YT I Y R

(3)
Proof-reading Erhaltungsmethylierung
DNMT3a/3b DNMT1

Abbildung 2 De novo Methylierung und Erhaltungsmethylierung durch die Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3a/b

Die Darstellung zeigt schematisch das durch DNMT3a/3b neue Methylierungsmuster in die DNA eingefligt werden (1). Nach
der DNA-Replikation (2) liegt die DNA hemimethyliert vor. Durch die Methyltransferase DNMT1 wird die hemimethylierte
DNA mit einer hohen Effektivitét vollstandig methyliert (3). Diese Methylierung ist jedoch nicht fehlerfrei. DNMT3a/3b wirken
daher zusétzlich als proof-reading Methyltransferasen und ersetzen spezifisch fehlende Methylierung (4).

(weilRe Kreise —unmethylierte DNA, schwarze Kreise —methylierte DNA, RC— Replikationskomplex)

Abbildung modifiziert nach Chen et. al., 2003.

Der Wissenschaftler Conrad Waddington pragte im Jahr 1956 erstmals den Begriff der

epigenetischen Landschaft. Er formulierte zwei Zusammenhange:

1. Im Embryonalstadium eukaryotischer Organismen beeinflussen Umwelteinflisse
den spateren adulten Phanotyp.
2. Durch Umwelteinflisse erworbene Eigenschaften werden innerhalb einer

Population Uber wenige Generationen vererbt (Waddington, 1956).

Aktuell wird Epigenetik beschrieben als vererbbare Verdnderung in der Genexpression ohne
Verdanderung oder Verlust innerhalb der DNA-Sequenz (Jeltsch et. al., 2016). Diese Definition
basiert auf Untersuchungen von  Genexpressionsanderungen wahrend der

Zelldifferenzierung sowie die Analysen von Genexpressionsmustern und ihrer Vererbbarkeit
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auf nachfolgende Generationen (Waddington, 1956). Auch der Einfluss von Umweltfaktoren
auf die Genexpression wird berlcksichtigt. Die Ausprdgung eines Phdnotyps ist somit ein
dynamischer Prozess, der durch das Zusammenspiel des Genoms und des Epigenoms
beeinflusst wird. Die Modulation des eukaryotischen Epigenoms kann auf verschiedenen
Ebenen stattfinden (Jones et. al., 2001; Kouzarides, 2007). Zu den wichtigsten Prozessen, die
mit epigenetischer Genregulation in Eukaryoten in Verbindung gebracht werden, gehdren
die Struktur und Modifikation von Chromatin vor allem durch Histonmodifikation
(Kouzarides, 2007), sowie die Methylierung der DNA (Jones et. al., 2001). Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass Stérungen der epigenetischen Genregulation im Menschen zu
Erkrankungen, wie Krebs fihren kann (Jones und Laird, 1999; Jones und Baylin, 2002). Diese
Beispiele heben die Bedeutung der Modulation des Epigenoms durch spezifische DNA-

Methyltransfersen in eukaryotischen Lebewesen hervor.

1.3 DNA-Methylierung und Methyltransferasen in Prokaryoten

Vielseitige regulatorische Funktionen der DNA-Methylierung sind fir Eukaryoten bereits
identifiziert und beschrieben worden. Die Identifikation prokaryotischer DNA-
Methylierungsmuster und die  Charakterisierung der  prokaryotischen  DNA-
Methyltransferasen steht jedoch erst am Anfang. Dank neuester omics Verfahren, wie
Bisulfit-Sequenzierung  und  SMRT-Sequenzierung, konnten genomweite  DNA-
Methylierungsstudien durchgefiihrt werden (Blow et. al, 2016). Dabei wurden in
prokaryotischen Genomen drei DNA-Modifikationen identifiziert: C5-Methylcytosin, N6-
Methyladenin und N4-Methylcytosin. Blow et. al. zeigten 2016, dass DNA-Methylierung in
Uber 200 untersuchten Prokaryoten vorkommt und sich hinsichtlich der biologischen
Funktion und Sequenzspezifitdt stark voneinander unterscheidet. Die identifizierten
Methyltransferasen sind haufig Teil eines Restriktions-Modifikations-Systems (RM-System).
RM-Systeme spielen eine zentrale Rolle in prokaryotischen Abwehrsystemen (Bertani und
Weigle, 1953). Zusatzlich wurden auch DNA-Methyltransferasen detektiert, die
offensichtlich nicht Teil von RM-Systemen sind (Blow et al., 2016). Diese Enzyme werden als
orphane DNA-Methyltransferasen bezeichnet, da es fir sie keine korrespondiere
Restriktionendonuklease gibt. Daher wurde angenommen, dass speziell diese

Methyltransferasen Einfluss auf die Genetik der Bakterien haben kdnnten. In
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Alphaproteobakterien und Gammaproteobakterien hat die DNA-Methylierung durch
orphane N6-Methyltransferasen (Dam) beispielsweise Einfluss auf bakterielle Virulenz,
Kontrolle der Chromosomen Regulationen und Segregation, Zellzyklusorganisation und

postreplikativen mismatch-repair (Casadesus, 2016).

1.3.1 Restriktions-Modifikations-Systeme (RM-Systeme)

Bakterielle ~ DNA-Methyltransferasen  wirken  hdufig in  einem  System  mit
Restriktionsenzymen, um die Integritat des Genoms zu schitzen (Blow et. al.,, 2016). In der
Pionierarbeit von Bertani und Weigle wurde in den 1950er Jahren erstmals ein biologisches
Verfahren zur Untersuchung von RM-Systemen vorgestellt. Der Bakteriophage A wurde mit
einem E. coli C inkubiert. Mit dem Zell-Lysat wurde anschliefend E. coli K12 infiziert. Der
Phage vermehrte sich im E. coli K12 schlecht, da die Phagen DNA nicht fur E. coli K12
spezifisch modifiziert war und die Nuklease EcoK die Fremd-DNA sequenzspezifisch
zerschnitt. Durch schnelle Methylierung einiger DNA-Molekile konnten wenige Phagen den
zelluldren Schutzmechanismus Uberwinden und nach erneuter Infektion sich effizient in E.
coli K12 vermehren. Der Bakteriophage wurde durch neu erworbene, sequenzspezifische
Methylierung vor zelleigenen Nukleasen geschiitzt. So wurde gezeigt, dass E. coli Stamme
jeweils ein anderes RM-System, mit spezifischen Methylierungsmotiven, aufweisen, das bei
der Abwehr von Bakteriophagen eine Rolle spielt (Bertani und Weigle, 1953). Nach Millionen
Jahren der Koevolution von Bakterien und Bakteriophagen entstand eine hohe Diversitat der
RM-Systeme, die ubiquitdr im Reich der Prokaryoten vorkommen. Aktuell sind Gber 2000
RM-Systeme mit verschiedenen Methylierungsmotiven bekannt (Jeltsch, 2002). Durch die
Fahigkeit der Mikroorganismen Fremd-DNA von Eigen-DNA zu unterscheiden, werden
RM-Systeme auch als Abwehrmechanismus oder als primitives bakterielles Immunsystem
beschrieben (Vasu and Nagaraja, 2013). Der Erfolg dieser Systeme liegt in der modularen
enzymatischen Zusammensetzung begriindet. RM-Systeme bestehen aus
Restriktionsendonukleasen (REase) und  Methyltransferasen (MTase). Unmethylierte
Fremd-DNA wird anhand spezifischer Methylierungsmotive durch die REase erfasst und
geschnitten. Durch Spaltung der Phosphodiesterbindungen kénnen 5’-Uberhinge,
3’-Uberhange oder glatte Enden entstehen (Roberts, 2003). Die MTase methyliert Eigen-
DNA innerhalb spezifischer Methylierungsmotive, so dass Fremd- und Eigen-DNA

unterscheidbar werden. RM-Systeme werden in vier Hauptgruppen unterteilt (Tabelle 1;
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Roberts, 2003). Dabei werden Methylierungsmotive, Schnittstellen, Ko-Faktoren,
Substratspezifitat und die Zusammensetzung der Untereinheiten (UE) betrachtet (Wilson
und Murray, 1991). Typ | RM-Systeme sind Proteinkomplexe bestehend aus einer seperaten
REase, MTase und einer UE spezifisch fir das DNA Methylierungsmotiv (S). Das System
erkennt asymmetrische Methylierungsmotive (z.B. CAGNNNNNTCA) und arbeitet, in
Abhangigkeit von der Zielsequenz, als Methyltransferase oder Endonuklease (Roberts,
2016). Fur die endonukleolytische Aktivitat des Typ | RM-Systems, besteht der
Multienzymkomplex zusatzlich aus zwei REasen. Fir die Restriktion der DNA wird ATP
hydrolysiert. Als Ko-Faktor dient Mg?* und als Methylgruppen-Donor dient S-adenosyl-L-
Methionin. Die Schnittstelle der Typ | RM-System variiert und kann bis zu 1000 bp vom
Methylierungsmotiv entfernt lokalisiert sein (Murray 2000). Typ Il ist eine strukturell und
funktional heterogene Gruppe von RM-Systemen und unterscheidet sich grundlegend vom
RM-System Typ I. Es besteht aus zwei separaten Enzymen (REase und MTase), die das gleiche
DNA-Sequenzmotiv innerhalb der DNA erkennen. Dabei binden die Homodimere 4-8
Nukleotid lange Motive, wie beispielsweise GGCC und trennen sehr nah oder innerhalb
dieses Methylierungsmotivs die Phosphodiesterbindungen der DNA. Als Ko-Faktor dient
Mg?* (Pingoud, Jeltsch 2001). In den 1990er und 2000er wurden weitere Enzyme dieser
Gruppe identifiziert. Da sich einige Enzyme von den klassischen Typ Il Charakteristika
unterscheiden, werden sie anhand von spezifischen features in Typ Il Subklassen unterteilt.
Zuihnen gehoren Typ II B, E, F, G, M, Sund T (Pingoud, Jeltsch 2001). Kennzeichnend fir das
Typ Il RM-System ist, dass nur die MTase eine DNA-Bindedomane besitzt. Die MTase erzeugt
postreplikativ hemimethylierte DNA. Fir die Restriktion bindet eine REase an die MTase und
bildet so einen aktiven Komplex. Der heterooligomere Komplex bindet nicht palindromische
Sequenzen, wie CGAAT und schneidet die DNA aulRerhalb des Methylierungsmotivs. Als Ko-
Faktoren der Methylierung und der Restriktion dienen S-adenosyl-L-Methionin, Mg?* und
GTP (Roberts, 2016). DNA-Methylierung schitzt die DNA vor der Restriktion durch die drei
beschriebenen RM-Systeme. Typ IV RM-Systeme ist hingegen spezifisch fir die Restriktion
methylierter DNA und besitzt keine MTase UE (Wilson und Murray, 1991).
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Tabelle 1 Ubersicht RM-Systeme

RM- Zusammensetzung Ko- Restriktionsmuster Restriktionsenzym
System Faktoren (Beispiel)
Typ
| heterologer Mg?* Restriktion aulerhalb des | Cg/56828IP
Proteinkomplex AdoMet asymmetrische
ATP Methylierungsmotivs
Il seperate MTase und | Mg?* Restriktion innerhalb oder nah am @ Aagtl
REase symmetrischen Methylierungsmotiv
II's seperate MTase und | Mg?* Restriktion aulerhalb des | Nael
REase symmetrischen
Methylierungsmotivs
i seperate MTase und = Mg* Restriktion aullerhalb des = EcoP15
REase AdoMet symmetrischen
ATP Methylierungsmotivs
v Heterooligomer Mg?* Schneiden modifizierte DNA McrBC
GTP

1.3.2 Orphane Methyltransferasen

Zusatzlich zu den RM-Systemen, kommen DNA-Methyltransferasen auch unabhangig von
Restriktionsendonukleasen in Bakterien vor. Diese alleinstandigen DNA-Methyltransferasen,
werden als solitdre oder orphane DNA-Methyltransferasen bezeichnet (Casadesus, 2016).
Im Folgenden wird der Begriff orphane DNA-Methyltransferasen als Terminus flr diese
besonderen DNA-Methyltransferasen verwendet. Orphane DNA-Methyltransferasen sind
weit verbreitet und erzeugen motivspezifische Methylierungsmuster innerhalb der DNA-
Sequenz (Blow et. al., 2016). lhre Entstehung ist noch nicht vollstiandig geklart. Aktuell gibt
es zwei unterschiedliche Theorien tber die Herkunft dieser Enzyme. Fox et. al., zeigten 2007,
dass Haemophilus influenza ein Typ lIl RM-System besitzt, das eine funktionsfahige DNA-
Methyltransferase beinhaltet, bei dem die Restriktionsendonuklease jedoch inaktiv ist. Es
wurde postuliert, dass die orphanen DNA-Methyltransferasen aus funktionsfahigen RM-
Systemen stammen (Fox et. al., 2007). In einer Studie von 2016 konnte jedoch gezeigt
werden, dass 57 % der untersuchten Organismen konservierte orphane DNA-
Methyltransferasen aufweisen. Im Vergleich dazu waren es bei den RM-Methyltransferasen
nur 9 % (Blow et. al., 2016). In mehreren Studien wurde gezeigt, dass der Einfluss orphaner
DNA-Methyltransferasen Uber die zellularen Abwehrmechanismen hinaus geht. Zuséatzliche
Funktionen sind unter anderem die Kontrolle der chromosomen Replikation, Beteiligung an
DNA mismatch repair oder der Regulation der Genexpression (Casadesus, 2016). Der Einfluss

der orphanen DNA-Methyltransferasen auf die bakterielle Physiologie wurde intensiv fir die
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Dam Methyltransferase aus Gammaproteobakterien und die CcrM Methyltransferase aus
Alphaproteobakterien erforscht (Casadesus und Low, 2006). Die Enzyme katalysieren den
Transfer eines Methylrestes von S-Adenosyl-L-Methionin an die N6-Position eines Adenins.
Die Dam Methyltransferase methyliert Adenin, innerhalb des Methylierungsmotivs GMATC.
Dam besitzt zwei Adomet-Bindestellen, eine katalytische Untereinheit (UE) und eine UE flr
die spezifische Erkennung der DNA. Sowohl hemimethylierte, als auch nicht methylierte DNA
wird durch Dam erkannt und methyliert (Marinus und Lobner-Olesen, 2014). Arbeiten an
der Dam Methyltransferase haben gezeigt, dass es zwei Arten der Genexpressionsregulation
gibt. Zum einen dient der Methylierungsstatus als Indikator fur die Zellentwicklung und der
damit verbunden spezifischen Genexpression. Zum anderen fihrt das Methylierungsmuster
zum An- und Ausschalten bestimmter Gene (Low und Casadesus 2008, Casadesus und Low
2013). Ein Beispiel flir die Genexpressionskontrolle in  Abhdngigkeit vom
Methylierungsstatus findet sich in der Expression des dnaA Gens in E.coli. DnaA initiiert die
Replikation, durch die Bindung an origin of chromosome replication (oriC). Drei Promotoren
regulieren DnaA (Marinus, 1996). Der Promotor dnaA2 beinhaltet drei GATC
Methylierungsmotive, die den Promotor nur bei vollstdndiger Methylierung aktivieren. Die
Dam Methyltransferase folgt wahrend der Replikation der Replikationsgabel. Dadurch wird
der Tochterstrang direkt nach der Synthese methyliert (Marinus, 1996). Die Dam
Methyltransferase steht in Konkurrenz mit SegA, da SegA spezifisch hemimethylierte GATC
Methylierungsmotive bindet (Abbildung 3). SegA ist unter anderem fir die Herstellung der
Chromosomenstruktur nach der Replikation verantwortlich und folgt ebenso der
Replikationsgabel. Die Bindung von SegA an die DNA verhindert die DNA-Methylierung
durch Dam und inaktiviert in E. coli die Expression von dnaA (Aloui et. al., 2012; Casadesus,

2016).
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Abbildung 3 Konkurrenz zwischen Dam und SegA um die Bindung von GATC.

Nach der DNA Replikation liegt das GATC Motiv hemimethyliert vor. Dam und SegA konkurrieren um die Bindung des
hemimethylierten Tochtestranges. Die Bindung von SegA verhindert die Methylierung des GATC Motivs. Erst durch das
Abldsen von SegA kann Dam die DNA vollstandig methylieren.

Abbildung von Adhikari und Curtis., 2016.

Als klassisches Beispiel fiir Methylierungsabhangige phase variation gilt das pap-Operon in
E.coli. Das pap-Operon kodiert fiir die Pili Proteine an der Zelloberflache. An dem An- und
Ausschalten (ON und OFF) des Operons sind drei Proteine und zwei Methylierungsmotive
(GATC) beteiligt (Sanchez-Romero et. al., 2015). Im regulatorischen Bereich des pap-
Operons befinden sich zwei GATC Methylierungsmotive die durch Dam methyliert werden
(Marinus und Lobner-Olesen, 2014). Deren Methylierungsstatus ist fir die Aktivitdt des
Operons verantwortlich (Abbildung 4; Casadesus und Low, 2006; 2015; Casadesus, 2016)
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Abbildung 4 Verknipfung der DNA-Methylierung und dem ON- OFF-Status des pap-Operons aus E.coll.

Das pap-Operon enthalt die Proteine LRP, Papl und PapB. Ein globaler Regulator ist dabei LRP, Papl wird als switching factor
bezeichnet und PapB wird im pap-Operon kodiert und aktiviert die Transkription des pap/ Gens. Weiterhin sind die zwei GATC
Methylierungsmotive am Wechsel des On- und Off -Status des Operons beteiligt. Das Protein LRP kann innerhalb der
upstream regulatory region (UAS) des pap-Operons an sechs stellen die DNA binden. Zwei dieser Bindestellen beinhalten das
Methylierungsmotiv GATC. Im OFF-Status (das Operon wird nicht exprimiert) bindet LRP drei downstream Bereiche. Dies
fuhrt dazu, dass GATCprox nNicht methyliert und GATCaist methyliert vorliegt. Die Expression des pap-Operons wird inhibiert. Die
Expression des papl Gens flhrt zum Anstieg der Papl Konzentration in der Zelle. Papl 16st die Translokation von LRP vom
downstream Bereich, an den upstream Bereich der UAS aus. Dies ermdglicht der Dam Methyltransferase die Methylierung
von GATCprox und verhindert die Methylierung von GATCqst. Dieser Wechsel aktiviert die Expression der Gene des pap-
Operons. Zuséatzlich aktiviert papB in einem positiven feedback loop die Transkription des pap/ Gens und erhalt somit den ON-
Status des pap-Operons. Durch den Abfall der Papl Konzentration durch proteolytische Abbauprozesse, kann der ON-Status
wieder zum OFF-Status wechseln. Abbildung: Sanchez-Romero et. al. , 2015.

Neben orphanen Adenin-Methyltranferasen  wurden auch orphane  Cytosin-
Methyltransferasen beschrieben (Marinus und Lobner-Olesen, 2014). Die Methylierung des
Cytosins bildet einen hot spot fiir spontane Mutationen. Es konnte gezeigt werden, dass
methyliertes Cytosin 5,8x10*2 pro Sekunde zu Thymin konvertiert wird (Shen et. al., 1994).
Trotz dieser bemerkenswerten Erhéhung der Mutationsrate, fihrt die Deletion von Dcm in
E. coli zu keiner Anderung im Wachstumsverhalten unter Laborbedingungen
(Kahramanoglou et. al., 2012). In E. coli Mutanten zeigten DNA-Microarray Analysen eine
erhdhte Expression von RpoS, ein Sigmafaktor der an Mechanismen der Stressantwort
beteiligt ist. Der Regulationsmechanismus Uber den Dcm die Genexpression in E. coli
beeinflusst ist noch nicht charakterisiert worden. Weiterhin konnte auch ein Einfluss auf die
Struktur des Genoms durch Dcm nachgewiesen werden (Kahramanoglou et. al., 2012). Die
biologischen Funktionen der DNA-Methyltransferasen sind sehr vielfaltig. Der Verlust der
Methyltransferase HpyAVIBM aus Helicobacter pylori fihrt zur Veranderung der

Genexpression. Diese umfassen Gene die an der Motilitat, Virulenz und Adhasion beteiligt
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sind (Kumar et. al.,, 2012). Vibrio cholera nutzt Dcm Methylierung um die genotypische
Diversitat wahrend der stationdaren Wachstumsphase zu erhoéhen (Banerjee und
Chowdhury, 2006). Die genomweiten Untersuchungen, erweitern das Wissen und
Verstandnis Uber orphane Methyltransferasen zunehmend. Trotz weitreichender Studien
von Blow et. al, im Jahr 2016, wurden viele Mikroorganismen noch nicht oder nur
unzureichend untersucht. Zu diesen noch unzureichend untersuchten Bakterien gehoren
Cyanobakterien einschlielllich des Modellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803 (Blow et.
al., 2016 ).

1.4 Cyanobakterien

Die Entwicklungsgeschichte der Cyanobakterien lasst sich
f', (:- auf Gber 3,5 Milliarden Jahre zurlickdatieren (Schopf,
1993). Im Laufe der Evolution war es den Cyanobakterien
moglich, durch ihren vielseitigen = Metabolismus
P. verschiedene Okosysteme zu erschlieBen. Zu diesen

(" gehdren beispielsweise SiUBR- und Meerwasserbiotope,

terrestrische Habitate wie Wisten oder Gletscher, ebenso

wie Thermalquellen oder Salzseen (Van den Hoek et. al,,

Abbildung 5 Synechocystis 6803
Synechocystis 6803 Zellen, Aufnahmen

mittels  100x  OHmmersionsobjektiv, physiologischen Anpassungen der Cyanobakterien fihrten
Olympus UC-30 Kamera und der Software

CellSens Entry Olympus. zur  Ausbildung einer hohen Biodiversitat. Das

1993; Whitton und Potts 2000). Die morphologischen und

morphologische Spektrum umfasst Einzeller, stabchen- und kokkenformige Bakterien, sowie
filamentbildende Vertreter (Abbildung 5, Rippka et. al, 1979, Whitton und Potts 2000).
Cyanobakterien besitzen die Fahigkeit zur oxygenen Photosynthese. Dabei wird Lichtenergie
genutzt, um NADPH und ATP zu generieren. Diese Produkte werden anschliefend im Calvin-
Benson-Bassham Zyklus zur Umsetzung von anorganischen Kohlenstoffdioxid in organische
Verbindungen verwendet. Weiterhin fihrt die Hydrolyse von Wasser zur Freisetzung von
molekularem Sauerstoff (Stryer, 2013). Die Bildung von Sauerstoff als Abfallprodukt der
oxygenen Photosynthese fihrte zur Sauerstoffanreicherung in der damals reduzierten
Erdatmosphdre (Van den Hoek et. al, 1993; Holland et. al, 2006). Neben dem

Sauerstoffzyklus sind Cyanobakterien essentiell fir die globalen Kohlenstoff- und
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Stickstoffzyklen  (Stryer, 2013). Darlber hinaus nehmen Cyanobakterien eine
Schlisselposition in der Endosymbiontentheorie ein. Sie gelten als Vorlaufer aller heute
existierender photosynthetisch aktiver Eukaryoten, Algen und Pflanzen (Mereschkowsky,
1905; Van den Hoek et. al., 1993; Dismukes et. al., 2001).

Neben der globalen Bedeutung der Cyanobakterien wurde die Rolle der DNA-Methylierung
oder der orphanen DNA-Methyltransferasen in diesen keystone Organismen nur wenig
untersucht. Endonukleasen, als Teil der RM-Systeme wurden hingegen in vielen einzelligen
und filamentosen Cyanobakterien identifiziert. In Anabaena sp. PCC 7120 wurden vier Typ Il
Methyltransferasen identifiziert, die mit Restriktionsendonukleasen (Aval-1V) assoziiert sind.
Die RM-Systeme schiitzen den Organismus vor Fremd-DNA. Um Anabaena sp. PCC 7120
trotz aktiver RM-Systeme molekularbiologisch zu modifizieren wird Gber Konjugation der
Vektor, gemeinsam mit einem ,,Helfer“-Plasmid in E.coli transformiert. Das ,,Helfer“-Plasmid
kodiert flir Enzyme, welche die Aval- und Avall-Schnittstellen methylieren und somit den
Vektor spater vor dem Restriktionsabbau in Anabaena sp. PCC 7120 schitzen (Metveyev et.
al., 2001).

Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 ist dagegen virtuell frei von
Restriktionsendonukleasen und somit natlrlich kompetent (Scharnagl et. al., 1998). Dariber
hinaus verfligt dieser Stamm Uber die Moglichkeit der homologen Rekombination, die es
gestattet Fremd-DNA in die eigene chromosomale oder Plasmid-DNA einzufliigen (Scharnagl
et. al., 1998, Barten und Lill, 1995). Scharnagl et. al. (1998) zeigte, dass Synechocystis sp.
PCC 6803 zwei orphane DNA-Methyltransferasen besitzt (M.Ssp68031 und M.Ssp6803lll). In
Anabaena sp. PCC 7120 wurden vier orphane DNA-Methyltransferasen (DmtA, DmtB, DmtC
und DmtD) nachgewiesen, die die Motive GATC, GGCC, CGATCG und rCCGGy erkennen
(Metveyev et. al., 2001). Metveyev et. al. (2001) konnte zeigen, dass es innerhalb der
Cyanobakterien zahlereiche zu diesen Methyltransferasen homologe Proteine gibt, die
vermutlich auch diese Motive erkennen kénnen. Inwieweit es weitere funktionelle orphane
DNA-Methyltransferasen in dem Modellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803 war zu

Beginn dieser Arbeit noch nicht erforscht.
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1.5 Modellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803

In dieser Arbeit wurde mit dem Modellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803 (folgend als
Synechocystis 6803 bezeichnet) gearbeitet (Abbildung 5). Isoliert wurde das
photosynthetisch aktive Bakterium 1968 aus einem Frischwassersee. 1996 wurde durch
Kaneko et. al., das gesamte Genom vollstandig sequenziert und putative proteinkodierende

Gene wurden definierten Regionen zugeordnet (Kaneko et. al., 1996). Das Genom umfasst

0 0 3,9 Mbp und enthalt 3.725 open reading
\\%@\S\\\\:\\‘\x\ﬂ\‘lllll !ﬁuﬂgxf;/y% frames (ORF). Synechocystis 6803 besitzt 7
G "y, 9, lasmid d el h
QX V) N Plasmide un ein Chromosom
00 /ST _ %%
G %~ (CyanoBase, Juli 2019). In dem multi-copy
& 22
S5 22 Genom von Synechocystis 6803 kommen
== =_
%: g $p.PCC 6803 ;=: = mehrere Kopien des Chromosoms und der
%% 3573470 bp 5‘%: f_f 1000 . .
» == §§ Plasmide vor (Labarre et. al., 1989). Die
22 SS -
% % &8 Sequenzierung des gesamten
% &
é“g%” \\\\»@\g‘ > cyanobakteriellen Genoms ermoglichte
4y, P
zgllllllfﬁfﬂlﬁmmm‘\w die Kartierung der einzelnen Gene und
somit eine gezielte genetische

Abbildung 6 Kartierung des volistindig  sequenzierten Manipulation des Bakteriums (Abbildung

Chromosoms von Synechocystis 6803 6)
(Kaneko et. al,, 1996). )

Fir diese Arbeit war besonders interessant, dass Synechocystis 6803 virtuell frei von
Restriktionsendonukleasen  ist  und auch in  vitro keine Hinweise auf
Restriktionsendonuklease-Aktivitat gefunden wurde (Scharnagl et. al., 1998). Trotzdem
konnte die Modifikation der DNA durch DNA-Methylierung im Motiv CGATCG nachgewiesen
werden (Scharnagl et. al., 1998). Durch die technische Limitierung, war es lange Zeit nicht
moglich, weitere Untersuchungen des cyanobakteriellen Methyloms durchzuflhren. Neue
,omics“ Techniken wie SMRT- und Bisulfit-Sequenzierung erlauben es, im Rahmen dieser
Arbeit, erstmals die Frage nach der Charakterisierung des Methyloms von Synechocystis
6803 zu stellen. Die Identifikation der korrespondierenden DNA-Methyltransferasen
ermoglichen es Rickschlisse auf physiologische Einfllsse zu ziehen. Weiterhin ist noch vollig

unklar, ob die DNA-Methylierung die Genexpression in Synechocystis 6803 beeinflusst.
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2 Zentrale Fragestellung

A. Wie sieht das Methylom von Synechocystis 6803 aus?
a. Wie viele Methylierungsmotive gibt es?

b. Welche Basen werden innerhalb dieser Motive spezifisch methyliert?

B. Welche Methyltransferasen katalysieren die DNA-Methylierung in
Synechocystis 68037

C. FUhrt die Deletion putativer Methyltransferasegene zu phanotypischen

Veranderungen in den Mutanten?

D. Hat die DNA-Methylierung einen Einfluss auf die Genexpression in

Synechocystis 68037
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Kits

Durch die Milli-Q Anlage Evoqua der Firma MediSer24 wurde das ausschlielich fur Puffer
und Losungen verwendete Wasser gereinigt. Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien
wurden kommerziell von den Firmen QIAGEN (Hilden, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) und Sigma Aldrich - Merck (Darmstadt, Deutschland), Invitrogen (Leck,
Niederlande) bezogen. Die allgemeinen Verbrauchsmaterialien wurden von den folgenden
Firmen bezogen: BioRad Laboratories GmbH (Minchen, Deutschland), Eppendorf
(Hamburg, Deustchland), Heraeus (Osterode, Deutschland), MWG Biotech (Minchen,
Deutschland), Schott Glaswerke (Mainz, Deutschland), Sorvall (Bad Homburg, Deutschland)
und GE Healthcare. Die verwendeten Enzyme und Restriktionsendonukleasen wurden von
den  Firmen  NewEnglandBiolabs  (Frankfurt am  Main, Deutschland) und
ThermoFisherScientific (Schwerte, Deutschland) erworben. Die genutzten Kits NucleoSpin®
Plasmid und PCR clean-up Gel extraction stammten von der Firma Macherey-Nagel (Diren,

Deutschland).

3.1.2 Apparaturen und Gerate

Tabelle 2 Auflistung der verwendeten Gerate und deren Hersteller

Gerat Hersteller

Clean Bench

Safe HS12 Heareus
Gaswechsel/Mischgerat

Gas mixing system GMS 150 Photon Systems Instruments
Gefrier-, Kiihl- und Warmeschranke

-86 °C freezer quick reference Thermo Scientific
-20 °C BD-203GAA Haier

4 °C profi line Kihlschrank Liebherr

30° C, 37 °C, 65 °C Schrank Function line Heraeus
Gelelektrophorese-Apparaturen

Agarosegel-Apparaturen BioRAD
Polyacrylamidgel-Apparaturen

Formaldehydgel-Apparaturen BioRAD

Lampen

Osram Leuchtstofflampen L36W/76 Natura OSRAM

Lampen Q-Panel Q-Lab
Multikultivator
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Multi-Cultivator MC 1000
NanoDrop

NanoDrop 2000 Spectrophotometer
pH-Meter

pH211 Microprocessor pH Meter
Photometer

Cary 50 UV-Visible Spektrophotometer
Genesys 105 UV-Vis
Prazisionswaagen

Feinwaage ABT 120 5 DM
Prazisionswaage 572

Semi-dry Elektroblotter
Thermobldcke und Schiittelplatten
1,5 mlund 2 ml Thermoblock Tmix
Accu Block Digital Dry Bath
Schittelplatte IKA-Vibrax-VXR
Thermocycler

Personal Thermocycler Combi
T100 Thermocycler
Ultraschall-Homogenisatoren
Sonotrode UW 70
Ultraschall-Wandler HD 70
Visuelle Dokumentation
Transilluminator UVP inc

GeliX20 Imager

Power Shot SX 210 Is

Wasserbad

Grant JB series

Zentrifugen

3K30 Laborzentrifuge

RC 6 Plus Sorvall

Tischzentrifuge Micro Star 17

3.1.3 Vektorsysteme

Photon Systems Instruments

Thermo Scientific
Hanna Instrumen

Varian
Thermo Scientific

Kern
Kern
Peqlab

Jena Analytik
Labnet Internatio
Sigma Aldrich

Biometra
BioRad

t

nal

Bandelin Electronics
Bandelin Electronics

Analytic Jena

Intas science imaging

Canon
Biopharma
Sigma

Thermo Electron
VWR

Cooperation

Die in dieser Arbeit verwendeten und kommerziell erworbenen Vektoren sind in Tabelle 3

aufgeflihrt. Die in dieser Arbeit erzeugten Plasmide sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 3 Ubersicht verwendeter Vektoren

Name Beschreibung/relevanter Genotyp

pGEMT® blunt-Klonierungsvektoren, PT7, lacZ start codon,
lac operon, AmpR, linearisiert Gber EcoRYV, 3'-

term. T-Uberhang

pVZ322 Klonierungsvektor, Km®, Gent®, IncQ, Mob*

pASK-IBA43+ Expressionsvektor, PtetA, ATG, OmpA-Signal-
Sequenz, C-term. Strep-Tag I, N-term. 6xHis-
Tag,AmpR

pET-28a Expressionsvektoren, PT7, ATG, C-term. und N-
term. 6xHis-Tag, KmR

pILA KmR

pUC4K Klonierungsvektoren, KmF®

Referenz
PROMEGA

Universitdt Freiburg, AG Hess
IBA (Gottingen)
NOVAGEN (Notthingham)

Universitdt Freiburg, AG Hess
Laborsammlung
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Tabelle 4 In dieser Arbeit erzeugte rekombinante Plasmide

Plasmid

pGEMT®-
5118009
pGEMT®-
slr6095
pet28a-
5118009

pASK-IBA43*-
518009

pet28a-
slr6095

pASK-IBA43*-
slr6095

pet28a-
slr6050

pASK-IBA43*-
slir6050

pILA-
sll1526_WT

pILA-
sl11526_Mut

pILA-

sll0470_ WT

pILA-
sll0470_Mut

Insert
(ORF-Name)

5118009
slr6095

5118009

5118009

slr6095

slr6095

slr6050
C-Terminus

slr6050
C-Terminus

150 bp
upstream
sll1526

150 bp
upstream
sll1526
mutiertes
Motiv GCGC

150 bp
upstream
sllo470

150 bp
upstream
sll0470
mutiertes
Motiv GCGC

GroRe
des
Inserts

2874 bp
1446 bp

1512 bp

1512 bp

1446 bp

1446 bp

1754 bp

1754 bp

150 bp

150 bp

150 bp

150 bp

Restriktions-
schnittstellen

Clal

BspEl

Inserierte
AB-
Kassette

KmR

KmR

Sm

Sm

Sm

Sm

Restriktions-
schnittstellen fir
die Insertion
(fw/rev)

/

EcoRI/Xhol

EcoRI/Xhol

EcoRI/Xhol

EcoRI/Xhol

EcoRI/Xhol

EcoRI/Xhol

Pstl/Sacl

Pstl/Sacl

Pstl/Sacl

Pstl/Sacl

GroRe des
Konstruktes

1359 bp
2550 bp

1512 bp

1512 bp

1446 bp

1446 bp

1754 bp

1754 bp

150 bp

150 bp

150 bp

150 bp
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3.1.4 Verwendete Organismen

Zu Beginn der Arbeit vorliegende Synechocystis sp. PCC 6803 und Escherichia coli Stamme

sind in Tabelle 5 aufgefthrt. Die in dieser Arbeit erzeugten Synechocystis sp. PCC 6803

Deletions- und Insertionskonstrukte und rekombinante E. coli Stdmme sind in Tabelle 6 und

Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 5 Verwendete Mikroorganismen

Bezeichnung
Synechocystis sp. PCC 6803
WTRussisch

Beschreibung

Naturlich kompetenter Wildtyp
Stamm.

Referenz

Isolat aus dem Lehrstuhl fur
Genetik der staatlichen

Universitdat Moskau, Prof. S. V.

Shestakov
WT japanisch Natirlich kompetenter Wildtyp Isolat von N. Murata, National
Stamm. Institute of Basic Biology,
Okazaki, Japan
Asll0729 Deletionsmutante, s//0729, KmR®, Scharnagl et. al.,1998

WTRussisch
Escherichia coli
DH5a F, endAl, gInV44, thi-1, relAl,
gyrA96, deof, nupG, AlacZM15,
hsdR17
recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
hsdR17, supE44, relAl, lac [F’
proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]
F, ompT, hsdS (re"mg’), dcm?,
Tet?, gal, A (DE3), endA, Hte

Invitrogen

XL1-Blue Invitrogen

BL21-Gold (DE3) Invitrogen

Tabelle 6 In dieser Arbeit erzeugte Synechocystis sp. PCC 6803 Deletions- und Insertionsmutanten

Deletions- und Insertionskonstrukte Synechocystis sp. PCC 6803

AslI8009 WT), KmF, Deletionsmutante
Aslr6095 WT), KmF, Insertionsmutante
Aslr6095-6096 WT), KmR, Deletionsmutante
Aslr6050 WT), KmR, Deletionsmutante

Tabelle 7 In dieser Arbeit hergestellte rekombinante E. coli Stéamme

E. coli Stamme
BL21-Gold (DE3)
BL21-Gold (DE3)

Rekombinante Plasmide
pet28a-s/l8009
PASK-IBA43*-5/I8009

(

(
pet28a-slr6095 BL21-Gold (DE)
pet28a-s/r6095 BL21-Gold (DE) Hsp10/60
PASK-IBA43*-sIr6095 BL21-Gold (DE)
pASK-IBA43*-slr6095 BL21-Gold (DE) Hsp10/60
pet28a-s/r6050 BL21-Gold (DE)
pet28a-s/r6050 BL21-Gold (DE) Hsp10/60
pASK-IBA43*-s/r6050 BL21-Gold (DE)

(

pASK-IBA43*-s/r6050 BL21-Gold (DE) Hsp10/60
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von Mikroorganismen
Kultivierung von Synechocystis sp. PCC 6803

Die Kultivierung von Synechocystis sp. PCC 6803 erfolgte photoautotroph in 100 ml
Erlenmeyerkolben unter konstanter Beleuchtung (photosynthetisch aktive Photonen-Flux-
Dichte (PAR) 40 umol Photonen - m= - s1) und standigem Schiitteln (140 rpm) bei 30 °C in
1xBG11 Nahrmedium. Dieses wurde durch Rippka et. al., (1979) beschrieben. Der pH-Wert
des Mediums wurde durch den Zusatz von TES (N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-2-
aminoethansulfonsaure) auf pH 8,0 reguliert. Fir verschiedene Analysen, fand die
Kultivierung von Synechocystis 6803 mit CO. angereicherter Luft (5% [v/v] CO2) in
Batchkulturgefallen statt. Spezifische Antibiotika wurden dem 1x BG11 Medium zur stabilen
Kultivierung von Synechocystis Mutanten zugesetzt. Die Einstellung der Begasungsintensitat
erfolgte automatisch, durch das Gasmischgerat GMS 150 von Photon Systems Instruments.
Zur Vermeidung von Kontaminationen, wurde die mit CO; angereicherte Raumluft durch
zwei vorgeschaltete Filter Gber ein Glasrohrchen in die Batchkultur geleitet. Die Kultivierung
fand im Wasserbad bei konstanten 29 °C statt und die Lichtintensitat betrug PAR
120 pmol Photonen - m? - st Das 2x BG11 fand Anwendung in der Herstellung von Kobe-
Agar-Platten, zur Kultivierung von Synechocystis 6803 auf Festmedium. Zur Herstellung von
zweifach konzentriertem BG11 wurde dem Medium zusatzlich 6 g Natriumthiosulfat
zugesetzt. Die Kultivierung fand bei 30 °C unter konstanter Beleuchtung PAR 40 pmol

2 . st statt. Zur Selektion und zur stabilen Kultivierung von Synechocystis

Photonen - m
Mutanten wurden den Medien spezifische Antibiotika zugesetzt.

Alle neu generierten Stamme sind der Stammsammlung der Pflanzenphysiologie der
Universitat Rostock hinzugefiigt worden. Dazu wurde 20 ml Kultur bei 4000 rpm, fir 5 min
zentrifugiert und in 2 ml BG11 resuspendiert. Anschliefend wurde die Zellsuspension mit
250 ul DMSO versetzt und bei -80 °C gelagert.

Kontaminationen der Synechocystis-Kulturen mit heterotrophen Bakterien wurde mittels
Axenitdtstests Gberprift. Unter der Clean Bench wurden 5 ul der zu untersuchenden Kultur

auf eine LB-Agarplatte getropft. Nachdem der Kulturtropfen angetrocknet war, wurde die

Platte fir 48 h bei 37 °C inkubiert. Das Wachstum heterotropher Bakterien wies auf
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Kontamination der Testkultur hin, wohingegen ausbleibendes Wachstum als Indikator fir

axenische Synechocystis-Kulturen angesehen wurde.

Stammlosung 1 (sterilfiltriert) Stammlosung 2 Stamml&sung 3
Fe-NHa-citrat 0,03 mM NaNOs3 17,65 mM CaCl; x 2 H,0 0,26 mM
add dest.H20 100 ml K2HPO4 0,22 mM add gest.H20 100 ml
MgSOax 7H20 0,30 mM
add dest.H20 1000 ml
Stamml6sung 4 Spurenelemente-Mix (sterilfiltriert) 1x BG11-Kulturmedium
(autoklaviert)
TES-KOH (pH 8,0) 1M H3BOs 46,00 uM Stammlosung 1 1mll?
CeHgO7x H20 0,029 mM MnCl2x 4 H20 9,400 uM Stammldsung 2 50 ml It
C10H1408N2Nax H,O 0,003 mM ZnS04x 7 H20 0,770 uM Stammldsung 3 2mll?
add dest.H20 500 ml Na:Mo0Oax 2 H20 0,086 uM Stammldsung 4 20ml It
Co(NO3)2x 6 H20 0,170 uM Spurenelemente-Mix 1mll?t
Kobe (autoklaviert) Kobe-Agar Weitere Zusatze fir 2x BG11
Kobe 45¢g Kobe 50 ml Na2S203 6g
add dest.H20 250 ml 2x BG11 50 ml

Mediumzusatze
Kanamycin (Km) 50 pg/ml?t
Gentamycin (Gm) 10 pg/ml?

Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) erfolgte bei 37 °C in Luria broth (LB) Medium
auf LB-Agarplatten, oder als LB-FlUssigkultur unter kontinuierlichem Schitteln bei 170 rpm.
Zur Selektion wurden Antibiotika entsprechend der Plasmid-kodierten Resistenzen dem

Medium beigesetzt.

LB-Flissigmedium (autoklaviert) Mediumzusétze

lysogeny broth Medium (Lennox) 6,25¢g Kanamycin (Km) 50 pg/ml?

add dest.H20 250 ml Spectinomycin (Sm) 50 pg/ml?
Ampicillin (Amp) 40 pg/ml?t

LB-Agarplatten (autoklaviert)

lysogeny broth Agar (Lennox) 8,7¢g

add gest.H20 250 ml

3.2.2 Physiologische Untersuchungen
Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) der Synechocystis- und der E. coli-Kulturen wurde mittels UV-

sensitiven Spektrophotometer gemessener Extinktion bei einer Wellenlange von 750 nm
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oder 600 nm bestimmt. Das Fassungsvermogen der verwendeten Einmalkivetten betrug 1
ml mit einer Schichtdicke von 1 cm. Als Blindwert wurde 1x BG11 oder LB Medium
verwendet. Die Spezifikation des Spektrophotometers besagt, dass genaue Messwerte im
Wertebereich von 0,1 — 1,0 erhalten werden. Um Messungenauigkeiten zu vermeiden,
wurden die Kulturen bei Bedarf in 1xBG11l oder LB Medium verdinnt. Der
Verdlnnungsfaktor wurde bei der Berechnung des Kulturvolumens zur Erreichung der

gewlnschten OD7sonm oder ODsoonm €inbezogen.

Zellulares Absorptionsspektrum

Die Aufnahme des gesamten Zellspektrums wurde durchgefihrt, um Veranderungen im
Chlorophyll-Gehalt von Wildtyp-Kultur (WT) und Mutanten zu untersuchen. Dazu wurden
die Synechocystis-Kulturen auf OD7sonm 1 eingestellt. In einer 1 ml Einmalkivette mit einer
Schichtdicke von 1cm wurde 1 ml Kultur gegeben und am Cary 50 UV-Visible
Spektrophotometer vermessen. Als Blindwert wurde 1 ml 1x BG11 Medium verwendet. Das

Spektrum wurde mit einer Wellenldnge von 400 nm bis 800 nm aufgenommen.

Wachstumsversuch und Bestimmung der Wachstumsraten

Zur physiologischen Untersuchung von Synechocystis-Kulturen und zur Bestimmung der
Wachstumsraten, wurden Wachstumsversuche durchgefiihrt. Diese fanden unter
verschiedenen Bedingungen im Multikultivator oder als Kolbenkultur statt. Bei jedem
Versuchsansatz, wurden mindestens zwei technische Replikate kultiviert. Insgesamt wurden
die Wachstumsversuche mindestens dreimal wiederholt, um eine statistische Auswertung
biologisch unabhangiger Kulturen zu ermoglichen. Auf deren Grundlage wurden Mittelwert
und Standardabweichung bestimmt. Die Berechnung der Wachstumsrate erfolgte unter

Anwendung der Formel:

_ In(xg) — In(xo)
- (tg — to)

Dabei beschreibt p die Wachstumsrate in h, In(xo) den natirlichen Logarithmus der
Extinktion bei 750 nm und t = 0, In(xe) den naturlichen Logarithmus der Extinktion bei 750

nm und t = E, tozeigt den Zeitpunkt Null an und te den Zeitpunkt E.
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Tropftest Analysen

Um biologische Verdanderung der Kulturen in Abhdngigkeit von dulleren Einflissen zu
untersuchen wurden Tropftests durchgefiihrt. Dazu wurden von den Kulturen
Verdinngsreihen (unverdinnt bis 1:10000) angelegt. Je 2 — 5 ul Kultur wurden auf Kobe-
Platten getropft und anschlieRend fir 5 d bei PAR 40 umol Photonen - m - st kultiviert. Die

Tropftestplatten wurden mit Canon Power Shot SX210 IS fotodokumentiert.

UV-Stress Analysen

Die Vorkulturen wurden in 50 ml Erlenmeyerkolben tber 5 d, bei 30 °C und PAR 40 umol
Photonen - m= - st kultiviert. AnschlieRend wurden die Kulturen abzentrifugiert, in frischem
1x BG11 resuspendiert und auf OD7sonm 0,1 eingestellt. In dreigeteilte Petrischalen wurden
je 7 ml der drei technischen Replikate einer Kultur gegeben. Die Kontrollkulturen wurden
anschliefend mit Parafilm verschlossen, mit einer 400 nm UVA und UVB cut off-Folie (Folex
PR, Folex, Dreieich, Deutschland) bedeckt und bei 23 °C, PAR 60 oder 75 umol Photonen -
m2 - s fur 1-3 d kultiviert. Wahrend der kontinuierlichen Bestrahlung mit PAR 75 pmol
Photonen - m? - st wurden die Testkulturen zusatzlich UVA (8 oder 9,5 W - m™) und UVB
(0,4 oder 0,6 W - m) Strahlung ausgesetzt. Nach der Bestrahlungzeit (12h, 24 h, 36 h, oder
50 h) wurden die Petrischalen geoffnet und die Kulturen grindlich resuspendiert.
AnschlieRend wurden Tropftests durchgefiihrt. Die Platten der Tropftests wurden bei 30 °C

und PAR 40 pmol Photonen - m2 - s fiir 6 d kultiviert.

Bestimmung der Zellgrolle von Synechocystis 6803

Um die ZellgroRen der Synechocystis-Kulturen Asll0729 1, Asll0729 15 und des russischen
Wildtyps zu bestimmen, wurde aus den Wachstumversuchen je eine 1 ml Probe
entnommen. Aus diesen wurden Verdinnungsreihen bis zu einer Verdiinnung von 1:10000
hergestellt. Unter Verwendung des Lichtmikroskops Olympus BX-51 wurden die Zellen in
einer Neubauer-Zdhlkammer gezahlt. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden unter
Anwendung eines 100x Ol-Immersionsobjektiv mit der Olympus UC-30 Kamera und der

Software CellSens Entry von Olympus aufgenommen.
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden
Isolation chromosomaler DNA

Die Phenol-Chloroform-Methode wurde verwendet, um DNA aus Synechocystis-Kulturen zu
isolieren, welche Anwendung in Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) fand. Fir single
molecule real-time sequencing (SMRT) und auch fir die Untersuchung von
Methyltransferase Methylierungsmotiven mittels Restriktionsverdau, wurde intakte
hochmolekulare DNA genutzt. Um hochmolekulare DNA aus Synechocystis-Kulturen und E.
coli zu isolieren und irreversible Bindung der DNA an Phenol-Reste zu vermeiden, wurde die
CTAB (Cetyltrimethylammoiniumbromid)-Methode verwendet. Diese Methode ermdglicht
hohe Konzentrationen nicht intakter DNA zu erhalten, ohne Enzyme mit aufzureinigen.

Far die Isolation mittels Phenol-Chloroform-Methode wurden 200 pl Bakterienkultur mit
200 ul TRIS gepufferten Phenol versetzt und bei 65 °C fiir 10 min erhitzt. Dieser Suspension
wurden 200 pl Chloroform zugesetzt und gemixt. AnschlieRend wurden die Proben bei
13.000 rpm flr 5 min zentrifugiert, wodurch eine Phasentrennung erfolgte. Die wassrige
Phase wurde abgenommen und erneut mit Chloroform versetzt und zentrifugiert. Die obere
Phase wurde erneut abgenommen und 1 pl zur PCR verwendet.

Zur lIsolation hochmolekularer DNA aus Synechocystis 6803, wurde die CTAB-Methode
verwendet. Dazu wurden die Kulturen unter 5% [v/v] CO; kultiviert, regelmaRig
abzentrifugiert und mit frischen BG11 auf OD7s0nm 1 eingestellt. Zur Probennahme wurden
40 ml der Kulturen auf OD7sonm 1 eingestellt und nach 4 h Wachstum verwendet. Um
hochmolekulare DNA aus E. coli-Kulturen zu isolieren, wurden die Zellen Gber Nacht bei 37
°C und 370 rpm kultiviert. Im Anschluss wurden die Kulturen fir 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Zellaufschluss der E. coli- und der Synechocystis-Zellen erfolgte bei 60 °C
fur 30 min in Lysis-Puffer (TrisHCL 50 mM, pH 8). Die Losung wurde mit 8 mg/ml Lysozym
versetzt und flr 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Unter vorsichtigem Mischen wurden 5 M NaCl,
0,5M EDTA und 1 %-ige SDS-Losung zur Suspension gegeben und bei 37 °C fur 10 min
inkubiert. Zur Entfernung der Proteine wurden 20 mg/ml Proteinase K hinzugegeben und
bei 37 °C fur 1h inkubiert. AnschlieRend wurden 400 ul 2 %-ige
Cetyltrimethylammoiniumbromid -Losung (CTAB-Losung) dem Gemisch zugesetzt und fur
20 min bei 65 °C erhitzt. Nach dem Abklhlen der Proben auf Eis, wurde ein Volumen

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben. Die AnschlieBende Zentrifugation erfolgte bei
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4 °C und 13.000 rpm fir 30 min. Die obere Phase wurde weiterverwendet und mit einem
halben Volumen Chloroform behandelt und wiederholt zentrifugiert. Anschliefend wurde
die obere Phase mit 80 %-igen Ethanol bei -20 °C fir 60 min gefallt. Des Weiteren wurden
die Proben mit 80 %-igen Ethanol gewaschen. Die isolierte DNA wurde mit 50 ug RNase fir
15 min bei 37 °C inkubiert, mit einem Volumenanteil Phenol/Chloroform versetzt und
anschliefend mit einem Volumenanteil Chloroform aufgereinigt. Die obere Phase wurde mit
zwei Volumenanteilen 80 %-igen Ethanol unter Zugabe von 40 ul 3 M Na-Acetat (pH 6) fir
60 min bei Raumtemperatur gefallt. Nach Fallung der genomischen DNA wurde sie bei
13.000 rpm fir 10 min zentrifugiert und in 500 pl 1x TE-Puffer aufgenommen. Bei schlechter

Loslichkeit der Pellets wurde die Chloroform Behandlung wiederholt.

2 %-ige CTAB-LOsung 10x TE-Puffer 1x TE-Puffer

CTAB 10g EDTAO,5 M; pH 8 20 ml 10x TE-Puffer 100 ml
CTAB in 15 ml gest.H20 bei 65 °C I6sen Tris 1 M; pH 7,5 100 ml add dest.H20 900 ml
NaCl 1,4M add dest.H20 1000 ml

Tris HCI (pH 8,0) 100 mM

EDTA 20mM

Polymerasekettenraktion

Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde unter Verwendung genspezifischer Primer
DNA-Fragmente amplifiziert. Der Standard PCR Ansatz zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten wurde, wie folgt zusammengesetzt: Zu 5 pl 1x Tag Master Mix der Firma Qiagen
(Hilden, Deutschland). Durch die Verlangerung der Elongationszeit produziert die Tag-
Polymerase Uberhdngende Adenin-Reste. Diese macht man sich bei der Ligation zu Nutze.
Zur Behebung der natirlichen Fehlerrate der Tag-Polymerase wurden dem Standard PCR-
Ansatz 0,1 ul Elongase®-Enzym-Mix der Firma Invitrogen (Schwerte, Deutschland) zugesetzt.
Je Primer wurden 5 pmol ul? eingesetzt, sowie 1 pg Template-DNA. Das Gesamtvolumen
der PCR-Anséatze betrug 10 ul. Die Phusion™-Polymerase der Firma NewEnglandBiolabs
(Frankfurt am Main, Deutschland), wurde zur Amplifikation von DNA Fragmenten ab einer
GroRe von 2 kb verwendet. Der PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pul setzte sich
wie folgt zusammen: 5x Phusion™ Puffer, 100 uM je dNTP, 0,5 uM je Primer, 3 % DMSO,
0,002 U/ul  Phusion™-Polymerase, 1 ug Template-DNA. Bei Abweichungen vom
beschriebenen Vorgehen ist dies ausdriicklich in der Arbeit erwdhnt. Die verwendeten PCR-
Programme sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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Tabelle 8 Verwendete PCR-Programme zur Amplifikation verschiedener Gene

Schritt Zeit Temperatur Zyklus
Amplifizierung von sll1526, sll0470, AslI8009

Initiale Denaturierung 5 min 95°C

Denaturierung 10 sec 95°C

Annealing 30 sec 56 °C 27 x + 3 sec
Elongation 30 sec 72°C

Finale Elongation 5 min 72°C

Amplifizierung von slI8009, aphil

Initiale Denaturierung 2 min 95°C

Denaturierung 15 sec 95°C

Annealing 30 sec 52°C 9 x
Elongation 2 min 72°C

Denaturierung 15 sec 95 °C

Annealing 30 sec 52°C 19 x + 20 sec
Elongation 2 min 72°C

Finale Elongation 7 min 72°C

Amplifizierung von slr6095, Asir6095, sir6050, Asll0729, Asll0729::5110729, Asll0729::5511378
Initiale Denaturierung 2 min 95 °C

Denaturierung 15 sec 95 °C

Annealing 30 sec 52°C 9x
Elongation 4 min 72°C

Denaturierung 15 sec 95 °C

Annealing 30 sec 52°C 19 x + 20 sec
Elongation 4 min 72°C

Finale Elongation 7 min 72°C

Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente entsprechend |hrer GroRe fand mittels
Agarosegelelektrophorese statt. Die angelegte Stromstarke wurde in Abhangigkeit von
GelgrolRe, Agarkonzentration und FragmentgrofRe gewahlt und betrug zwischen 55V — 110
V. Um die DNA-Fragmente visuell sichtbar zu machen, wurde dem in 1x Tris-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE-Puffer) erhitzt und anschlieBend auf ca. 60 °C abgeklhlten 0,8 %-igen
Agarosegel 0,005 % [v/v] Ethidiumbromid zugesetzt. Ethidiumbromid interkalliert in die DNA
und kann unter UV-Licht visualisiert werden, da Ethidiumbromid bei 254-366 nm angeregt
wird und bei 590 nm emittiert. Die DNA-Proben wurden mit 5 % [v/v] Ladepuffer versetzt
und in die Geltaschen gegeben. Mit Hilfe der mitgeflihrten Marker der Firma Fermentas
(Lambda DNA EcoRI + Hindlll Marker, 1 kb Ladder) konnten DNA-Fragmente nach ihrer

GroRke bestimmt werden.

50x TAE 1x TAE

Tris 242 g 50x TAE 20 ml
reine Essigsaure 57 ml add destH20 980 mll
EDTA, 5 M, pH 8,0 100 ml

add dest.H20 1000 ml
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DNA Elution aus Agarosegelen

Das Kit PCR clean-up Gel extraction der Firma Marchery und Nagl wurde verwendet um DNA
aus 0,8 %-igen oder 1 %-igen Agarosegelen zu eluieren. Die Gelelution erfolgte nach
Herstellerangaben und die eluierte DNA wurde entweder direkt fir PCR oder Ligation

eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

Klenow-Fragment

Nach der Restriktion entstandene DNA-Fragmente mit 5°-Uberhang wurden, mittels
Klenow-Fragment aufgefillt, um das erzeugte Fragment Uber blunt end Ligation in den
Zielvektor zu klonieren. Das Herstellerprotokoll wurde (Thermo Fisher Scientific) verwendet
und die Reaktion wurde durch Inkubation bei 75 °C fir 10 min abgestoppt. Die erhaltenen

DNA-Fragmente fanden direkte Anwendung in der Ligation, oder wurde bei -20 °C gelagert.

Ligation

Die Klonierung der mittels Standard-PCR amplifizierten PCR-Fragmente mit Adenin-
Uberhang in das pGEM®T-Vektorsystem (Promega) erfolgte nach Herstellerangaben. Das
genutzte Vektorsystem lag linearisiert mit Thymin-Uberhang vor. So konnten die mit Tag-
Polymerase amplifizierten PCR-Fragmente direkt in den Vektor ligiert werden. Die Ligation
von verifizierten Genen in Expressionsvektoren, erfolgte in einem 25 ul Ansatz mit 5 Units
T4-DNA-Ligase und 10x Ligase Puffer. Das Verhaltnis der eingesetzten Insert- zu Vektor-DNA
lag bei 1:1 oder 2:1. Zur Klonierung der Promotoren (von s//0470 und sll1526) fir den
Promotorgen Assay wurden die mutierten und natirlichen Promotoren upstream der luxAB
Gene im pilA Vektorsystem (Kunert er al., 2000) kloniert. Die Ligationsansdtze wurden Gber

Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlieRend in E. coli transformiert.

Herstellung genetisch modifizierter Cyanobakterien

Genetisch modifizierte Cyanobakterien, wurden mittels Transformation und Konjugation
erzeugt. Die natlrliche Kompetenz von Synechocystis ermoglicht eine direkte
Transformation der Zellen mit Fremd-DNA, ohne vorheriger Behandlung der Zellen. Fiir die
Transformation wurde der japanische und der russische Wildtyp verwendet. Die 40 ml

Kulturen wurden unter 5 % [v/v] CO2 und bei 120 umol Photonen - m= - st kultiviert. Die
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OD7sonm wurde auf 1 eingestellt und die Kulturen fir weitere 4 h bei den angegebenen
Bedingungen kultiviert. Im Anschluss wurden zu 500 pl Wildtyp-Kultur mit 1 ul, 3 pl oder 5
ul Plasmid-DNA zugegeben und bei Dunkelheit fir 4 h bei 30 °C und 370 rpm inkubiert. Der
gesamte Ansatz wurde auf 40 ml Kobe-Platten ohne Zugabe von Antibiotika (AB)
ausplattiert. Die Platten wurden bei 30 °C und PAR 40 umol Photonen - m= - s fiir 4 Tage
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten mit entsprechenden AB unterschichtet. Die
erste AB-Behandlung wurde mit 50 % der Endkonzentration durchgefihrt. Alle weiteren AB-
Behandlungen wurden mit der Endkonzentration des entsprechenden ABs durchgefihrt, bis
die Zellen vollstandig lysiert waren. Nach weiteren 4 bis 6 Tagen Inkubationszeit wurden
einzelne Kolonien selektiert, kultiviert und hinsichtlich der eingebrachten Mutation via PCR
und Restriktion untersucht. Die Mutante As/l0729 wurde mit den Genen s/l0729 oder
ss11378 komplementiert. Dazu wurden die Gene in das Plasmid pVZ322 kloniert und Uber
Konjugation in die Mutante As/l0729 eingefihrt. Die angewandte Klonierungsstrategie

wurde in Hagemann et. al., 2018 beschrieben.

Herstellung genetisch modifizierter Escherichia coli-Kulturen

Die Transformation von E. coli mit Plasmid DNA wurde auf Eis durchgefiihrt. Zu den
kompetenten E. coli Zellen wurden vorsichtig und ohne mischen der gesamte
Ligationsansatz gegeben. Nach 30 mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 42 °C
fir 90 s einem Hitzeschock unterzogen. Im Anschluss wurden die Zellen fir 7 min auf Eis
inkubiert. Nach der Zugabe von 700 ul SOC-Medium wurde der Transformationsansatz fir 1
h kontinuierlich bei 37 °C und 370 rpm geschiittelt. Auf AXI-Platten wurden je 200 pl und
600 pl Transformationsansatz ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Zur
Identifikation von Bakterien mit erfolgreich transformierten rekombinanten
Vektorkonstrukten, wurde die Blau-WeilR-Selektion/ o«c-Komplementation verwendet. Das
PGEM®T-Vektorsystem (Promega) enthalt neben der Ampicillin Resistenzkassette, an der
Multi Cloning Site (MCS) das Gen fir R-Galactosidase (lacZ). Zur Induktion des lac-Promotors
wurde den AXI-Platten Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zugesetzt. Durch
erfolgreiche Insertion des zu analysierenden DNA-Fragments kommt es zu einem frame shift
im R-Galactosidase Gen. Der C-Terminus des o-Donor wurde somit inaktiv. Auch der

verwendete bakterielle Wirt enthielt kein funktionsfahiges Gen fir R-Galactosidase. Da so
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die enzymatisch aktive Homotetramerform der B-Galactosidase nicht gebildet wurde,
konnte die zugesetzte Galactosidase (X-Gal) nicht geschnitten werden. Daher wurden weilde
Kolonien selektiert, die das rekombinante Vektorkonstrukt enthielten. Diese wurden
anschlieRend auf frische AXI-Masterplatten vereinzelt. Angelegte fliissig Ubernacht Kulturen

wurden flr die Praparation von Plasmid DNA verwendet.

AXI-Platten SOC-Medium

IPTG 50 mg/ml 20 %-ige Glukose 2 ml
X-Gal 40 pg/ml LB-Flussigmedium 50 ml
Amp 100 pg/ml

LB-Agarplatten

Plasmid-Minipraparation

Zur Isolation von Plasmid DNA wurde das NucleoSpin® Plasmid Kit von Macherey und Nagel
verwendet. Die Isolation wurde entsprechend der Herstelleranweisung durchgefihrt. Die
Plasmid-DNA wurde entweder direkt fir die Restriktion und SMRT-Sequenzierung

verwendet oder bei -20 °C gelagert.

Restriktionsverdau von DNA

Zur Uberprifung der transformierten DNA und der DNA-Methylierung verschiedener
Mutanten, wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Die Enzyme wurden entsprechend
der Klonierungsstrategie oder der zu untersuchenden Methylierungsmotive gewahlt. Bei der
Restriktion von Plasmid DNA wurde der Ansatz 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktionen
wurden durch die Zugabe eines Stopp-Mix beendet. Genomische DNA wurde Uber Nacht bei
37 °C inkubiert. Unter Verwendung der Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente

aufgetrennt und hinsichtlich ihrer GréRe untersucht.

Restriktionsansatz Stopp-Mix

10x Puffer 2,5 ul Tris-HCl pH 7,5 10 mM
Enzym 0,5 ul EDTA 1mM
DNA 1,0 ug Glycerin 30,0 %
add dest H20 20 pl Bromphenolblau 0,2 %
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Sequenzierung

Zur Uberprifung der PCR-Produkte wurden sie mittels Sanger-Sequenzierung analysiert. Die
erstellten pGEM®T-Konstrukte wurden von der Firma Microsynth AG (Balgach, Schweiz),
sequenziert und mittels BioEdit unter Zuhilfenahme des Sequence Alignment Explorers

untersucht.

RNA- Isolation

Fir die Isolation von RNA wurden 80 ml einer Kultur von Synechocystis auf 5 % [v/v] CO, bei
120 umol Photonen - m2 - s1, 28 °C kultiviert und auf OD7sonm 1 eingestellt. Die
Probennahme (drei technische Replikate mit je 20 ml Kultur) erfolgte auf Eis. AnschlieRend
wurden die Proben bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Den Zellpellets wurden 500 pl PGTX-
Losung (modifiziert nach Pino et. al.,2009) zugesetzt und unter stéandigen Schiitteln geldst.
Bei 65 °C wurden die Proben fiir 15 min erhitzt und anschlieRend fir 5 min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 500 ul Chloroform wurden die Proben fir 10 min bei RT und 6000 rpm
zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal Uberfihrt, erneut mit 500
ul Chloroform versetzt und zentrifugiert. Die in ein neues Eppendorfgefalk Gberfihrte obere
Phase wurde mit 500 pl 4 °C kaltem Isopropanol bei-20 °C iber Nacht gefallt. Die erhaltenen
Proben wurden fiir 30 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet mit 4 °C kaltem 75 %-igen Ethanol gewaschen. Das Ethanol
wurde vorsichtig abgenommen und die Proben wurden unter der Clean Bench getrocknet.
Die RNA wurde in 30 pl RNase freiem Wasser aufgenommen und vorsichtig resuspendiert.
Die Intaktheit der RNA wurde mittels Formaldehydgelelektrophorese Uberprift und fur
Microarray Analysen verwendet (Durchfihrung an der Universitdt Freiburg durch Dr.

Stephan Klahn und Victoria Reimann).

PGTX-Lésung

8-Hydroxyquinoline 0,10g
EDTA 0,58¢g
Natriumacetat 0,80¢g
Guanidinthiocyanat 9,50¢g
Guanidinhydrochlorid 460g
Aqua-Phenol 54,0 ml
Glycerol 6,9 ml
add dest.H20 100 ml
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Formaldehydgelelektrophorese

Die Auftrennung der RNA erfolgte im Formaldehyd-Gel. Zur Herstellung des Formaldehyd-
Gels wurden 1,3 g Agarose mit 10 ml 10x MOPS und 73 ml gest.H20 vermischt und erhitzt.
Nach dem aufkochen wurden 17 ml Formaldehyd dazugegeben und das Gel wurde zigig
gegossen. Zur Aufbereitung der RNA Proben wurden 2 pg RNA mit 21 ul
Denaturierungslésung versetzt und fir 10 min bei 68 °C erhitzt. AnschlieRend wurden die
Proben flr 5 min auf Eis inkubiert und auf das Formaldehyd-Gel aufgetragen. Die Proben
wurden Uber 4 h im Formaldehyd-Gel bei 80 V in 1x MOPS-Laufpuffer (1:10, 10x MOPS in
dest. H20) aufgetrennt. Intakte RNA wurde fiir Microarray Analysen verwendet. Die RNA

wurde bei -80 °C gelagert.

10x MOPS Puffer Denaturierungslésung

Na-Acetat 50 mM 10xMOPS 2,5 ul
MOPS 200 mM Formamid 12,5 ul
EDTA 10 mM Formaldehyd 4,0 ul
add dest HO 1000 ml Ethidiumbromid 0,5 ul
pH 7,0 6x Ladepuffer 1,5 ul

Expression rekombinanter Proteine

Die Expression von Synechocystis Protein erfolgte in E. coli. Dazu wurden spezifische Primer
der putativen Methyltransferase Gene abgeleitet und mittels PCR amplifiziert. Die
Gensequenz wurde in pGEMT Uber eingebrachte Restriktionsschnittstellen kloniert und in E.
coli transformiert. Uber Sanger-Sequenzierung wurden die Konstrukte sequenziert und
kontrolliert. Anschliefend wurden die Konstrukte in einen Expressionsvektor (pET-28a,
PASK-IBA43plus) kloniert und in BL21-Gold (DE3) transformiert. Durch die Zugabe von IPTG
oder Anhydrotetracyclin Hydrochlorid (AHT) wurde die Expression angeregt. Die Bildung
eines His-Tag-Fusionsprotein, ermoglichte die Aufreinigung der Proteine (Uber
Affinitdtschromatographie.

Zur heterologen Expression wurde eine 5 ml E. coli Ubernachtkultur, aus positiv selektierten
Klonen angelegt und bei 37 °C und 370 rpm mit spezifischem Antibiotikum kultiviert. In
einem 500 ml Schikanekolben wurden 200 ml LB-Medium und 1 ml der E. coli
Ubernachtkultur gefillt und bis zum Erreichen einer ODgoonm von 0,8 bei 37 °C und 370 rpm

kultiviert. Als nicht induzierte Probe wurde 1 ml dieser Kultur nach dem Erreichen der
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ODeoonm 0,8 entnommen, bei 13.000 rpm zentrifugiert, mit 100 pl Homogenisationspuffer
versetzt und bei 4 °C gelagert. Die Kultur wurde unter Verwendung von 1 mM IPTG (pET-
28a) oder 200 pglt AHT (pASK-IBA43+) induziert und fir weitere 4 h inkubiert. Die
Probennahme der induzierten Probe erfolgte wie fir die nicht induzierte Proben
beschrieben. Nach der Probennahme wurde die gesamte Bakterienkultur in
Zentrifugenbecher Gberfihrt und fir 15 min, bei 4 °C und 9.000 rpm abzentrifugiert (Sorval-
Zentrifuge, SLA-3000 Rotor). Alle nun folgenden Arbeitsschritte fanden auf Eis statt. Der
KulturGberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml Homogenisationspuffer geldst. Die
Bakterien wurden durch Ultraschallbehandlung (4x 30 sec) lysiert und erneut fir 15 min, bei
4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert, um die l6slichen Proteine von sedimentierenden
Zelltrimmern zu separieren. Das Lysat mit einem Volumen von 100 pl wurde abgenommen
und bei 4 °C gelagert. Das Pellet wurde in 100 ul Homogenisationspuffer resuspendiert und
bei 4 °C gelagert. Die Proben wurden fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

verwendet oder fir spatere Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Affinitatschromatografie

Als chromatografisches Trennverfahren zur Aufreinigung von Proteinen wurde die
Affinitatschromatografie verwendet. Durch die Klonierung des codierenden Bereichs einer
putativen Methyltransferase in einen Expressionsvektor (pET-28a, pASK-IBA43+), wurde ein
Fusionsprotein mit His-Tag erzeugt. Die Aufreinigung des Fusionsproteins fand mittels
Affinitatschromatografie unter Verwendung einer Nickel-NTA-Matrix statt. Die verwendeten
Sdaulen PDmidi Trap G-25 der Firma GE Health wurden wie folgt vorbereitet: 2 ml
Saulenmatrix wurden in eine leere Sdule gegeben. Nachdem der in der Matrix enthaltene
Ethanol durch die offene Sdule abgelaufen war, konnte sich die Matrix absetzen. Diese
wurden anschlieBend drei Mal mit 5 ml Homogenisierungspuffer equilibriert. Das Lysat
wurde aufgetragen und mit Waschpuffer drei Mal gewaschen. Die Proteine wurden unter
Verwendung von Elutionspuffer eluiert und anschliefend im SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese hinsichtlich der Reinheit Gberpruft. Die Eluate wurden mit

20 % Glycerol versetzt und bei — 80 °C gelagert.

Homogenisierungspuffer Waschpuffer Elutionspuffer
Phosphatpuffer 20 mM Phosphatpuffer 20 mM Phosphatpuffer 20 mM
NaCl 500mM NaCl 500 mM NaCl 500 mM
pH 7,8 Imidazol 75 mM Imidazol 300 mM
pH 7,8 pH 7,8

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grolle, erfolgte Uber die diskontinuierliche
denaturierende SDS-Page (Laemmli 1970). Die Proteinproben und der verwendete
Proteinmarker (Unstained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas), wurden in einem
Verhaltnis von 1:1 mit 3x Laemmli-Losung versetzt und bei 90 °C fir 10 min inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert und bei 4 °C gelagert oder direkt auf das
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Rezeptur flir zwei SDS-Gele ist nachfolgend
zusammengefasst. Die Konzentrierung der Proteine erfolgte fir 30 min, bei 70 V im
Sammelgel. Die Auftrennung erfolgte fir 1,5 h bei 130 V. Verwendet wurde ein 10x

Laufpuffer welcher in einem Liter gest. H20 15 g Tris, 72 g Glycin und 10 g SDS enthielt.
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SDS-Polyacrylamidgel
Detergenz

Acrylamid/ BIS (37,5/1)
dest.H20

1,5 M TrisHCL (pH 8,8)
0,5 M TrisHCL (pH®6,8)

10 % SDS

10 % Ammoniumpersulfat
TEMED

Coomassie-Farbung

Trenngel
4,00 ml
3,35 ml
2,50 ml
100 ul
70 ul
5ul

Sammelgel
0,975 ml
2,725 ml
1,250 ml
50 ul
30 ul
5ul

3x Laemmli-Lésung
Tris HCI 0,5 mM (pH6,8) 18,0 ml
Glycerol (68 %)

2-B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau 1 %

14,4 ml
7,2 ml
7,2 ml

2,88¢g
1,2 ml

Die Coomassie-Farbung der SDS-Polyacrylamid-Gele, erfolgte nach elektrophoretischer

Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld. Dazu wurden die Gele aus den Glastragern

herausgeldst und mit Coomassie-Brillant Blau R-250-Farblosung fir 1 h gefarbt. Mittels

Entfarberldsung (40 % Methanol, 10 % Essigsaure) wurde Gberschiissiges Coomassie gelost

und die Proteinbanden wurden deutlich erkennbar. Im Anschluss wurde das Gel mit gest. H20

gespllt, in eine Folie eingeschweilst und zur weiteren Auswertung eingescannt.

Coomassie-Brillant Blau R-250-Farblésung

Coomassie-Brillant Blau R-250

Methanol
Essigsdure (100 %)
add dest. H20

05¢g

250 ml
50 ml
200 ml
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Western-Blot

Zur spezifischen Detektion von Proteinen, nach deren Auftrennung im SDS-Polyacrylamid-
Gel, wurden Western-Blot Untersuchungen durchgeflhrt. Zwei mit Semi-Dry Puffer
durchnasste Schichten Whatman Papier, wurden auf den Blotter gelegt. Darauf folgte eine
angefeuchtete Nitrozellulosemembran (Protran Premium 0,45 Nitrozellulose, Satorius), das
Gel und zwei weitere mit Semi-Dry Puffer benetzte Schichten Whatman Papier. Nach der
Entfernung von Luftbldschen erfolgte der Blot fiir 70 min bei 1 mA pro cm? Gel. Im Anschluss
wurde die Membran kurz in ¢est H20 gewaschen und die Ubertragung der Proteine auf die
Membran mittels Ponceau-S Farbung Gberprift. Die Membran wurde durch waschen in 1x
TBS entfarbt. Fir den immunologischen Nachweis wurde die Membran fir 30 min in 5 %-
iger Magermilch geblockt und anschliefend mit dem Anti-His-HRP Antikdrper (1:10000), der
Firma Miltenyi Biotec GmbH, oder dem Topoisomerase Antikdrper der Firma BaseClear Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal mit 1x TBS fir je
10 min gewaschen. Die Nachweisreaktion fand unter Verwendung der ECL-Reagenzien statt.
In einem Verhéltnis von 1:1 wurden die Losungen 1 und 2 gemischt und auf die Membran
gegeben. Die Membran wurde in eine Klarsichtfolie Gberfihrt, eingeschweilt und in eine
Entwicklungskassette gelegt. In der Dunkelkammer fand bei Raumtemperatur und Rotlicht
die Entwicklung auf einen Rontgenfilm statt. Dazu wurde ein Film fir 5 min auf die Membran
gelegt. Der Film wurde fir 30 sec in die Entwicklungsldsung Uberfihrt, mit Wasser
gewaschen und anschlieRend in die Fixierldsung Gberfihrt und wiederholt in Wasser

gewaschen. Die Membran wurde mit gest H2O gewaschen, mit 1x TBS gespUlt und bei 4 °Cim

gelagert.
ECL-Losung 1 ECL-Losung 2 1x TBS
Luminol 2,5 mM H202 5,4 mM Tris 24,3 g
p-Coumaric Acid 400 uM Tris-HCL (pH 8,5) 100 mM NaCl 80,0g
Tris-HCL (pH 8,5) 100 mM add dest H2O 1000 ml
Semi-Dry Puffer Ponceau-S Farbung
Tris 580¢g Ponceau S 0,06 g
Glycin 290¢g Essigsaure (5 %) 3ml
SDS 3,7¢g add dest.H20 60 ml
add gest.H20 1000 ml
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3.2.4 Bioinformatik

Unter Verwendung von Rebase wurden annotierte putative Methyltransferasen identifiziert.
Alle Mutationskonstrukte wurden mit der Software Clone Manager Suite 7 und Artemis
erstellt. Die verwendeten DNA und Proteinsequenzen wurden im Zeitraum 2015-2018 der
Homepage CyanoBase enthnommen
(http://genome.microbedb.jp/cyanobase/GCA_001318385.1). Weitere Analysen (BlastP),
wurden mittels NCBI GenBank Datenbank durchgefihrt. Die Sanger-Sequenzierungen
wurden mit der Software BioEdit, unter Zuhilfenahme des Sequence Alignment Explorers

analysiert und ausgewertet.

3.2.5 Zusatzliche Methoden durchgeflhrt in anderen Arbeitsgruppen

Zur Untersuchung der Methylierungsmotive von Synechocystis 6803 und den Mutanten
Asll0729, Aslr6095, Asll8009 wurden SMRT- und Bisulfit-Sequenzierung am Max-Planck
Genomzentrum, Max-Planck-Institut fir Pflanzenzlichtung von PhD Janina Fuss und Dr.
Bruno Heuttel durchgeflihrt. Die bioinformatische Analyse der Bisulfit-Sequenzierung fand
zusatzlich an der Universitat Freiburg in der Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang R. Hess statt.
Die Kultivierung, die Probennahme und die Isolation hochmolekularer DNA wurde durch
mich durchgefthrt. Alle Transkriptomanalysen erfolgten mittels Microarray Analysen an der
Universitdat Freiburg, durch die Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang R. Hess. Die
bioinformatischen Analysen, sowie die DNase-Behandlungen der RNA wurden von Dr.
Stephan Klahn und Victoria Reimann durchgefihrt. Die Kultivierung, die Probennahme und
die Isolation der RNA wurde von mir realisiert. Der DNA-Gehalt der Synechocystis-Kulturen
(WT und Asll0729::supp_1) wurden in Japan an der Universitat flir Agrarwissenschaften
durch Dr. Satoru Watanabe mittels FACS Analysen analysiert. Das Proteom der WT,
Asll0729::supp_1, Asll0729::supp_15 Kulturen wurde von Dr. Stephan Mikkat an der
Universitatsmedizin Rostock, Proteomzentrum untersucht. Die Kultivierung und die
Probennahme fand durch mich im Labor der Universitdt Rostock statt. Zur Untersuchung der
Promotoraktivitat von s/l0470 und sll1526 wurden an der Universitat Freiburg in der
Arbeitsgruppe um Prof. Hess von Ingeborg Scholz Promotorgen Assays durchgefiihrt. Die
Klonierungsstrategie und die Klonierung aller Promotorkonstrukte, wurde von mir

durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

Die Methylierung der DNA wird durch DNA-Methyltransferasen katalysiert. Neueste ,,omics”
Techniken, wie single molecule real time sequencing (SMRT-Sequenzierung) und Bisulfit-
Sequenzierung ermdglichen es, vollstindige Methylome, d.h. die Gesamtheit aller DNA-
Metylierungen eines Organismus, zu charakterisieren. Trotz dieser technischen
Moglichkeiten ist aktuell die biologische Funktion der DNA-Methylierung in Prokaryoten nur
wenig erforscht. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst das Methylom des
Modellstammes Synechocystis sp. PCC 6803 (wird im Folgenden als Synechocystis 6803
bezeichnet) charakterisiert und danach die Methyltransferasen identifiziert, sowie die

Funktion der DNA-Methylierung untersucht.

4.1 Analyse des Methyloms von Synechocystis 6803

Uber Bisulfit-Sequenzierung und SMRT-Sequenzierung konnten das vollstindige Methylom
von Synechocystis 6803 identifiziert werden. Es beinhaltet funf spezifische
Methylierungsmotive von DNA-Methyltransferasen, die mit unterschiedlicher Haufigkeit im
Genom vertreten sind. Abbildung 9 zeigt die Verteilung der finf Methylierungsmotive im
gesamten Chromosom von Synechocystis 6803. Zwei Methylierungsmotive (G™MCATC,
MSCGATCG) wurden bereits zuvor beschrieben und ihre korrespondierenden DNA-
Methyltransferasen wurden identifiziert (Scharnagl et. al., 1998). In der Arbeit von Scharnagl
et. al. wurde angenommen, dass das erste Cytosin im Motiv "CGATCG, durch eine C>-
Methylierung modifiziert wird, da Sequenzvergleiche ahnliche DNA-spezifische
Methyltransferasen mit dieser Methylierung identifiziert wurden. Mittels Bisulfit-
Sequenzierung konnte im Rahmen dieser Arbeit nun experimentell belegt werden, dass
tatsachlich das erste Cytosin im Methylierungsmotiv C>-methyliert ist. Es konnte gezeigt
werden, dass das Motiv zu 80 % - 100 % im Genom von Synechocystis 6803 methyliert
vorliegt (Abbildung 10). Insgesamt wurde das Motiv ™CGATCG 10236 Mal im gesamten

Genom nachgewiesen.
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Synechocystis sp. PCC 6803
Chromosome (3,573,470 bp)
[BA000022.2]

B GG"CC (38512 sites)
B G™ATC (29852 sites)
» "CGATCG (10236 sites)
B GA™AGGC (1317 sites)
B GG™AN,TTGG (1181 sites)

1,000,000

Abbildung 9 Methylom von Synechocystis 6803.

Mittels SMRT-Sequenzierung wurden fiinf Methylierungsmotive identifiziert. Diese kommen in unterschiedlicher Frequenz
auf beiden Strangen des Chromosoms vor. Die Sequenzanalyse fand im Max Planck Institute fiir Pflanzenziichtungsforschung
(KolIn) statt. Die graphische Darstellung wurde durch Dr. Stephan Klahn (Universitat-Freiburg) realisiert.

Als drittes Motiv konnte das Palindrom GGCC identifiziert werden. Das Motiv GG™*CC
kommt mit 38512 Methylierungsmotiven am haufigsten im Genom bzw. Methylom von
Synechocystis 6803 vor. Durch eine N*-Cytosin-Methylierung wird das erste Cytosin
innerhalb des Motivs modifiziert.

Weiterhin wurde das Motiv GAAGGC als Ziel von Methylierungsaktivitat im Genom von
Synechocystis 6803 nachgewiesen. Innerhalb des Methylierungsmotivs GATPAGGC wird das
zweite Adenin durch eine putative N®-Adenin Methyltransferase methyliert.

Als funftes Motiv wurde GGMAN7TTGG gefunden, das im Gegensatz zu den anderen
Methylierungsmotiven nicht als Palindrom im Genom von Synechocystis 6803 vorkommt.
Eine Sequenz mit sieben variablen Basen folgt nach dem modifizierten N®-Methyladenin an
Position drei innerhalb des Methylierungsmotivs. Mit 1181 Methylierungsmotiven kommt
dieses Methylierungsmotiv mit der geringsten Haufigkeit im Genom von Synechocystis 6803

vor.
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Die Charakterisierung des Methyloms mittels SMRT-Sequenzierung von Synechocystis 6803
zeigt, dass es mindestens funf Methylierungsmotive gibt, die sowohl N®-Adenin-

Methylierung als auch C>-Methylierung und N*-Cytosin-Methylierung beinhalten kénnen.
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Abbildung 10 Methylierung des ™CGATCG Motivs.
Das Motiv ™CGATCG wird in Synechocystis 6803 bis zu 100 % methyliert. Die roten Pfeile zeigen die methylierten
Positionen beider DNA-Strange (Cytosin) .

4.2 ldentifikation von DNA-Methyltransferasen in Synechocystis
6803 Mutation von putativen DNA-Methyltransferasegenen
Die identifizierten Methylierungsmotive wurden in silico durch REBASE (The Restriction
Enzyme Database) untersucht. REABSE ist eine Datenbank, die Informationen CUber
Restriktionsenzyme und DNA-Methyltransferasen zur Verflgung stellt. In dieser Arbeit
wurden durch REBASE Informationen Uber Methylierungsmotive und
Methylierungsspezifitdit von DNA-Methyltransferasen und Restriktionsschnittstellen
gewonnen. Vier annotierte Methyltransferasen konnten so als Kandidaten fir die
detektierten Methylierungsmotiven aus Synechocystis 6803 identifiziert werden.
AnschlieBend konnte unter Verwendung des BlastP Algorithmus in den Datenbanken
UniProt und Cyanobase Gene ermittelt werden, die fir putative DNA-Methyltransferasen
kodieren. Neben den bereits nachgewiesenen DNA-Methyltransferasen M.Ssp6803! und

M.Ssp6803lll (Scharnagl et. al, 1998) gehbéren dazu die Gene s//0729 (annotiert als
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modification methylase), sll8009 (annotiert als type | restriction-modification system),
slr6050 (SIr6050 Protein) und s/r6095 (annotiert als type [ restriction-modification system),
die aufgrund ihrer Annotierung als Kandidaten fir putative DNA-Methyltransferasen in
Frage kommen. Um deren Spezifitdt zu verifizieren und den Einfluss eines Defektes der
putativen DNA-Methyltransferasen zu untersuchen, wurden Mutationen im open reading
frame (ORF) dieser Gene eingefihrt. In Abbildung 11 und Abbildung 12 sind die
Klonierungsschemata und die Genotypisierungen der erzeugten Mutanten dargestellt.
Zunachst wurden unter Verwendung Gen-spezifischer Primer, die Kandidaten-Gene aus der
Synechocystis WT DNA amplifiziert und in das pGEMT Vektor-System kloniert. Wie in
Abbildung 11 oder Abbildung 12 dargestellt, fand die Insertion einer Kanamycin
Resistenzkassette  (aphll  Gen, dunkel lila  Pfeil kmR) Uber spezifische
Restriktionsschnittstellen statt. Plasmid-DNA dieser Konstrukte wurde aus E. coli isoliert und
in  Synechocystis 6803 transformiert. Kanamycin-resistente Kolonien wurden auf
Festmedium selektiert und kultiviert. Der Genotyp vollstandig segregierter Mutanten wurde
mittels PCR und Agarosegelelektrophorese nachgewiesen. Die Mutante As//0729 stand zu
Beginn dieser Arbeit bereits zur Verfligung. Zur Vollstandigkeit ist das Klonierungsschema in
Abbildung 11 A dargestellt. Bei der Genotypisierung (verwendete Primer s//0729 fw/rev)
wurde fur die Mutante As/0729 ein Fragment bei ca. 3 kb nachgewiesen (Abbildung 11 B),
wogegen das WT-Fragment mit einer GrolRe von ca. 2 kb in der Mutante nicht nachgewiesen
werden konnte. Daher wurde davon ausgegangen, dass diese Mutante keine Kopien des WT
Chromosoms enthalt und somit vollstandig segregiert vorlag.
Das Klonierungsschema in Abbildung 11 C zeigt, dass die Insertion einer Kanamycin-
Resistenzkassette mit einer Deletion von s/r6050 Uber die Restriktionsschnittstelle Clal
verbunden war. Da das deletierte Fragment aus s/r6050 (ca. 930 bp) und die inserierte
Kanamycin-Resistenzkassette (ca. 950 bp) eine dhnliche Grolke besitzen, konnten unter
Verwendung der genflankierenden Primer (Primer sir6050 fw/rev) keine Riickschlisse tber
die Segregation der Mutante gezogen werden. Es wurden Primer synthetisiert, die innerhalb
des in der Mutante deletierten Bereiches von s/ir6050 binden (s/r6050 fw_i/rev_i). Wie in
Abbildung 11 D zu erkennen ist, konnte unter Verwendung dieser Primer ein ca. 910 bp
grolRes Fragment fir WT und Aslr6050 amplifiziert werden. Zusatzlich konnte unter
Verwendung spezifischer Primer fir das aphll Gen ein 950 bp grofRes Amplifikat fir die
Aslr6050 Mutante nachgewiesen werden (Abbildung 11 E). Trotz der Kultivierung der
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Aslr6050 Mutante Uber mehrere Generationen mit zunehmender Antibiotikakonzentration,
konnte keine vollstandig segregierte Mutante erzeugt werden. Dieser Befund weist
daraufhin, dass s/ir6050 essentiell fur die Vitalitat von Synechocystis 6803 ist. Auch konnte
trotz vielseitiger Klonierungs- und Expressionsstrategien das codon optimierte slr6050 Gen
nicht in E. coli exprimiert werden.

Uber die Restriktionsschnittstelle Acclll wurde s/r6095 durch Insertion des aphll Gens
inaktiviert (siehe Abbildung 12 A). Wie in Abbildung 12 B zu erkennen ist, konnte fur die
Mutante ein um das inserierte aphll Gen vergroRerte PCR Fragment (ca. 2,4 kb) amplifiziert
werden, wahrend das WT-Gen nicht auftrat. Die Mutante As/r6095 lag somit vollstandig
segregiert vor.

Wie in Abbildung 12 C schematisch dargestellt, wurde das Gen s//8009 lber Nhel deletiert.
Die amplifizierten PCR-Fragmente der As/I8009 Mutante (ca. 3 kb) und des WT (ca. 2,6 kb)
wurden mittels Agarosegelelektrophorese entsprechend ihrer GrofRe aufgetrennt. Das
nachgewiesene Fragment der As//8009 Mutante ist im Vergleich zum WT um die inserierte
Kanamycin-Resistenzkassette vergroRert (siehe Abbildung 12 D). Da auch in dieser Mutante
kein WT spezifisches Fragment detektiert werden konnte, wurde davon aus gegangen, dass
AslI8009 vollstandig segregiert vorlag.

Zusammenfassend konnten drei vollstandig segregierte Mutanten in Genen fir DNA-
Methyltransferasen erzeugt werden, die im Folgenden mittels SMRT-Sequenzierung
untersucht wurden. Die As/r6050 Mutante wurde in den nachfolgenden Analysen nicht

weiter betrachtet, da keine vollstandig segregierte Mutante erzeugt werden konnte.
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4.3 Spezifitat von DNA-Methyltransferasen in Synechocystis 6803

Das Methylom der Mutanten As/l0729, Aslr6095 und Asll8009 wurden im Folgenden
untersucht. Es wurde erwartet, dass die Deletion der putativen DNA-Methyltransferasegene
zur Aufhebung der spezifischen Methylierung in den Methylierungsmotiven fihrt. Aus allen
Mutanten wurde mittels CTAB Methode hochmolekulare genomische DNA isoliert. Die
isolierte gDNA wurde fir SMRT-Sequenzierung verwendet. Die Tabelle 9 fasst die
identifizierten Methyltransferasen und ihre Methylierungsmotive zusammen.

Die As/l0729 Mutante zeigte in den SMRT-Sequenzierdaten keine Methylierung im
Methylierungsmotiv GG™CC. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei SIl0729 um
eine N*-Cytosin-Methyltransferase handelt, die die core Sequenz von GG™CC methyliert.
Entsprechend der Nomenklatur wurde das Enzym M.Ssp6803Il benannt. Als unabhangiger
Nachweis Uber die Aktivitat von M.Ssp6803Il wurde die klassische Restriktionsanalyse
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass das Enzym die DNA vor dem Abbau durch
Restriktionsenzyme (Haelll, Eael, Apal), die spezifisch fliir das Motiv GGCC sind, schitzt
(Abbildung 23).

Die Methylierung des Motivs GGMAN;TTGG konnte in der Mutante As/r6095 nicht
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei SIr6095 um eine
Né-Adenin-Methyltransferase handelt, die das Motiv GG™AN7TTGG/CCA™AN7TCC
methyliert. Entsprechend der Nomenklatur wurde das Enzym M.Ssp6803V benannt. Der
klassische Restriktionsansatz, zur Untersuchung der Methyltransferase Aktivitat von SIr6095
konnte nicht durchgefiihrt werden, da es keine spezifischen Restriktionsenzyme fir das
Motiv. GGMPAN7TTGG/CCAMAN7TCC gibt. Daher sollte ein Methyltransferase Assay
durchgefiihrt werden. Dieses Assay nutzt die Abhadngigkeit der aufgereinigten
Methyltransferase von S-Adenosyl Methionin fiir die Methylierungsreaktion. So wird der Co-
Faktor wahrend der DNA-Methylierung zu S-Adenosinhomocystein und durch eine
Reaktionskaskade zu einem Intermediat, dass mit dem Reagenz OxiRed reagiert. Das
Reaktionsprodukt flihrt zu einer starken Absorption, die bei 570 nm gemessen werden kann.
Daher wurde das 53,54 kDa grol3e Protein SIr6095 rekombinant in E. coli exprimiert. Trotz
verschiedener Klonierungs- und Expressionsstrategien konnte das Protein ausschliefRlich im
Zellpellet nachgewiesen werden (siehe Anhang, Abbildung 42). Die Aktivitat der putativen

Methyltransferase konnte daher nicht analysiert werden.
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Die SMRT-Sequenzierung zeigte keinen Unterschied im Methylierungsprofil zwischen WT
DNA und As/I8009 DNA. Es wurde geschlussfolgert, dass SII8009 nicht an der Methylierung
der DNA von Synechocystis 6803 beteiligt ist. Mittels Methyltransferase Assay sollte
zusatzlich experimentell Gberprift werden, ob SII8009 inaktiv ist. Dazu wurde das 56,39 kDa
grofRe Protein rekombinant in E. coli exprimiert und mittels SDS-Gelelektrophorese
entsprechend der GroRe aufgetrennt. Trotz verschiedener Klonierungs- und
Expressionsstrategien, konnte jedoch kein |6sliches Protein exprimiert werden (siehe
Anhang, Abbildung 43).

Die Ergebnisse der SMRT-Sequenzierung sind in der NCBI Datenbank (BioProject ID:
PRINA430784, BioSample: SAMNO08378604, and SRA: SRS2844079) hinterlegt.

Tabelle 9 Ubersicht der Methyltransferasen, ihrer Methylierungsmotive, kodierender Gene und erzeugter Mutanten aus
Synechocystis 6803.

Gen Mutante Methylierungsmotiv = Methyltransferase Funktion
slr0214° | Aslr0214° MSCGATCG M.Ssp6803I° DNA-Reparaturmechanismen
sll0729 | Asllo729 GG™CC M.Ssp6803lI Regulation einzelner Gene,

Chromosomenstabilitat,
DNA-Reparaturmechanismen,
DNA-Replikation und Organisation

slr1803° | Asir1803°* | GMCATC® M.Ssp6803I1I° -

sIr6050 | Aslr6050*+ = GA™AGGC* M.Ssp6803I1V -

slr6095 | Aslr6095 GG™AN7TTGG M.Ssp6803V Verarbeitung genetischer
Informationen

slI8009 | AslI8009 - Potentielle Nicht an detektierter DNA-

Methyltransferase Methylierung beteiligt
° beschrieben von Scharnagl et. al., 1998; * nicht vollstandig segregierte Mutante; + Methylierungs-Spezifitat
aus Sequenzahnlichkeit geschlussfolgert und nicht experimentell belegt
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4.4 Physiologische Profile der Mutanten As//8009, Aslr0214 und
Aslr6095

Um die physiologische Funktion der DNA-Methylierung durch M.Ssp68031l, M.Ssp6803V und

eventuell durch SII8009 von Synechocystis 6803 zu untersuchen, wurde die Mutanten

physiologisch charakterisiert.

Physiologische Untersuchungen As/I8009

Wachstumsversuche in flissigem oder auf Festmedium zeigten ein &hnliches
Wachstumsverhalten der Mutanten As/[8009 und des Wildtyps (WT) (Abbildung 13 A). Die
Aufnahme des gesamten zelluldren Absorptionsspektrums von As/l8009 zeigte eine
Erhohung des Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalts im Vergleich zum WT (Abbildung 13 B). Zur
Berechnung der Wachstumsraten sowie Verdopplungszeit der As//8009 Mutante, wurden
Kulturen unter 5 % CO,-Begasung, bei PAR 50 umol Photonen m s oder PAR 150 pmol
Photonen m=2 s7* im Multikultivator fir 7 d oder 8 d gemeinsam mit dem WT kultiviert. Wie
in Abbildung 13 dargestellt, konnte trotz erhéhtem Chlorophyll/Phycocyaningehaltes in der
Mutante kein signifikanter Unterschied im Wachstumsverhalten festgestellt werden. Tabelle
10 zeigt die berechneten Wachstumsraten, sowie die Verdopplungszeiten der untersuchten
Kulturen. Da die Untersuchung des Methylierungsprofils von As/l8009 darauf hinwies, dass
SIIB009 nicht an der Methylierung der DNA beteiligt ist, wurden keine weiteren

physiologischen Untersuchungen durchgefihrt.

Tabelle 10 Wachstumsrate und Verdopplungszeit der Asll8009 Mutante im Vergleich zum WT.

Wachstumsrate Verdopplungszeit

ud™] pro d
Wachstumsbedingungen PAR 50 umol Photonen m= s, 5 % COz-Begasung
WT 0,31+0,11 2,23 +1,86
Asll8009 0,30x£0,07 2,31+1,1
Wachstumsbedingungen PAR 150 pmol Photonen m=2 s, 5 % CO2-Begasung
WT 0,40x0,27 1,73+4,3
Asll8009 0,42 +£0,10 1,65+0,84
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Abbildung 13 Profil der phanotypischen Untersuchungen von As/i8009.

A Fotodokumentation eines Tropftests (Verdinnung 1:10, 1:100, 1:1000). Es wurden 5 pl Zellsuspension auf BG11 Agar-
Platten getropft und ohne Zusatz von Antibiotikum fir 5 d unter Standardbedingungen inkubiert. B Aufnahme des
gesamten Zellspektrums von Asli8009 und WT. C Wachstumsversuch von Asli8009 und WT. Die Kultivierung fand Gber
8d, 5% COx-Begasung, bei PAR 50 umol Photonen ms™ statt. D Wachstumsversuch von Asli8009 und WT. Im
Multikultivator wurden die Kulturen tiber 7 d, 5% CO»-Begasung, bei PAR 150 pmol Photonen m™s kultiviert. Alle
Wachstumsversuche fanden in BG11, bei 29 °Cim Multikultivator 2 statt. (n = 3)
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UV-Versuch Aslr0214 Mutante

Die Mutante As/lr0214 wurde bereits von Scharnagl et. al. (1998) charakterisiert. Es konnten
damals eine signifikante Verringerung im Wachstumsverhalten der Mutante im Vergleich
zum WT festgestellt werden. Auf Kobe-Agarplatten zeigte sich hier kein phanotypischer
Unterschied zwischen den Kulturen. Hinsichtlich ihrer UV-Toleranz wurde die Mutante
Aslr0214 in dieser Arbeit erstmals untersucht. Die Kontrollplatte zeigt, dass sich die Kulturen
der Mutante und des WT unter Standardbedingungen gleich verhalten (Abbildung 14 A). Die
cut-off Folie schitzt die Kulturen vor der UV-Strahlung. Die Kulturen des WT und der
Mutante sind nach einer Inkubationszeit von 60 h bei PAR 75 m™ s Photonen vital
(Abbildung 14 B). Nach einer Inkubationszeit in Gegenwart von UV-A 9,5 W - m™, UV-B 0,6
W - m™, PAR 75 m™2 s7! Photonen, Uber einen Zeitraum von 60 h zeigte die Mutante einen
letalen Phanotyp. Der WT zeigte bei gleicher UV-Behandlung ein verringertes Wachstum
(Abbildung 14 C). Da die Mutante As/lr0214 im japanischen WT Hintergrund erzeugt wurde,

wurde in diesem Experiment der japanische WT verwendet.

A B C
Kontrollplatte Ohne UV Strahlung UV-A9,5W - m?
PAR 75 m=2s71 Photonen, UV-B0,6 W - m?
60 h PAR 75 m=2s71 Photonen
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Abbildung 14 Untersuchung der UV-Toleranz von Aslr0214.

Bilder der angelegten Tropftests aus den untersuchten Flissigkulturen von Aslr0214 und WT. A Kontrollplatte, ohne UV-
Behandlung. B Kontrollplatte, Tropftest nach 60 h Inkubation der Zellen unter einer 400 nm UV cut-off Folie (Folex PR, Folex,
Dreieich, Deutschland) und PAR 75 m™ s™ Photonen. C Tropftest nach UV-Bestrahlung UV-A 9,5 W -m™, UV-B 0,6 W - m?,
PAR 75 m™ s Photonen, (ber eine Dauer von 60 h. Nachdem die Fliissigkulturen mit oder ohne UV-Bestrahlung behandelt
wurden, wurde eine Verdiinnungsreihe (1:10, 1:100, 1:1000) angelegt und 5 ul Suspension wurden fir den Tropftest auf
Kobe-BG11 Platten ohne Antibiotikazusatz getropft. AnschlieRend fand eine Inkubation Gber 5 d unter Standardbedingungen
statt.
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Physiologische Untersuchungen As/r6095

Die Kultivierung des WT und der As/r6095 Mutante unter Raumluft und PAR 40
umol Photonen m™ s71, zeigten im Tropftest ein dhnliches Wachstumsverhalten (Abbildung
15 A). Die Untersuchungen des gesamten zelluldren Absorptionsspektrums (Abbildung 15 B)
zeigte eine leichte Erhéhung im Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalt in der As/ir6095 Mutante
im Vergleich zum WT. Fur die Berechnung der Wachstumsraten und der Verdopplungszeit
der Aslr6095 Mutante und des WT wurden die Kulturen unter 5 %iger CO,-Begasung, bei
PAR 50 pmol Photonen m™2 s~ oder PAR 150 pmol Photonen m=2 s7t im Multikultivator fur
7 d oder 8 d kultiviert. Es konnte kein signifikanter Unterschied im Wachstumsverhalten
festgestellt werden (Abbildung 15 C, D). Die berechneten Wachstumsraten, sowie die
Verdopplungszeiten der untersuchten Kulturen (WT und As/r6095) sind in Tabelle 11

dokumentiert.

Tabelle 11 Wachstumsraten und Verdopplungszeit Aslr6095 und WT unter verschiedenen Wachstumsbedingungen.

Wachstumsrate Verdopplungszeit

uld1] prod
Wachstumsbedingungen PAR 50 pmol Photonen m2 s, 5 % CO,-Begasung
WT 0,31+0,11 2,24 +1,82
Aslr6095 0,30+£0,10 2,31+1,73
Wachstumsbedingungen PAR 150 umol Photonen m= s, 5 % CO2-Begasung
WT 0,40+0,27 1,73+4,3
Aslr6095 0,42+0,14 1,65+1,23

51



Ergebnisse

A Aslr6095
WT 2
2.0

M — WT
1.8 —  Aslr6095

1.6

1.4+

1.2+

1.0+

Rel. Absorption (OD,y, norm.)

® 00

0.8 T T 1
400 500 600 700

Wellenldnge (nm)

1.5- 2.0

15
1.0+

1.0

ODTSD nm
OD‘BO nm

0.5

- WT 0.5

—#—  AsIr6095

0.0 T T T 1 0.0+ T
0 2 4 6 8 0 N 6 8

Zeit [d] Zeit [d]

N

Abbildung 15 Profil der phanotypischen Untersuchungen von Aslr6095.

A Fotodokumentation eines Tropftests (Verdiinnung 1:10, 1:100, 1:1000). Die Kulturen wurden bei PAR 40 umol Photonen
m~ st unter Raumluftim Kolben kultiviert. Es wurden 5 pl Zellsuspension (WT und As/r6095 ) auf BG11 Agar-Platten getropft
und ohne Zusatz von Antibiotikum fir 5 d unter Standardbedingungen inkubiert. B Aufnahme des gesamten zellularen
Absorptionsspektrums von Aslr6095 und WT. C Wachstumsversuch von Aslr6095 und WT. Die Kultivierung fand Uber 8 d,
5 % COz-Begasung, bei PAR 50 pmol Photonen m= s statt. D Wachstumsversuch von Aslir6095 und WT. Im Multikultivator
wurden die Kulturen (iber 7 d, 5 % CO»-Begasung, bei PAR 150 pmol Photonen m2 s kultiviert. Alle Wachstumsversuche
fanden in BG11, bei 29 °Cim Multikultivator 2 statt. (n = 3)

Morphologische Untersuchungen Aslr6095

Die Zellen der Aslr6095 Mutante und des WT wurden weiterhin mikroskopisch untersucht.
Dazu wurden die Kulturen unter Raumluft bei Standardbedingungen kultiviert. Die
Probennahme der Kulturen (WT und As/r6095) fand in der lag-Phase statt. Jeweils 100 Zellen
wurden betrachtet und vermessen. Die Zellen der Mutante waren oft etwas kleiner,
insgesamt konnte jedoch keine signifikanten Anderungen in der ZellgréRe von As/r6095 im

Vergleich zum WT festgestellt werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Mikroskopische Untersuchung der ZellgroRRe von Aslr6095 und WT.

A Fotodokumentation vermessener Zellen. B Mittelwerte aus hundert vermessenen Aslr6095 und WT Zellen. p-Wert 0,4
Die Kulturen wurden bei Raumluft unter Standardbedingungen kultiviert. Die Probennahme erfolgte in der lag-Phase.
Untersuchung mittels 100x Ol-lmmersionsobjektiv, Olympus UC-30 Kamera und der Software CellSens Entry Olympus.

UV-Versuch Aslr6095

Da Elhai (2015) DNA-Methylierung mit DNA-Reparaturmechanismen in Verbindung brachte,
sollte untersucht werden, ob die Mutante As/r6095 eine Anderung in der UV-Toleranz im
Vergleich zum WT aufweist. Mittels Tropftest Analysen wurde die Vitalitat der Kulturen (WT
und As/r6095) vor Beginn des Experiments (Abbildung 17 A Kontrollplatte) und nach dem
Experiment untersucht. Eine Bestrahlung von UV-A 9,5 W - m~, UV-B 0,6 W - m~2und PAR 75
m~2 st Photonen fir 12 h hatte keinen Einfluss auf die Vitalitdt der Kulturen. Die UV-
Bestrahlung Uber 60 h wirkte letal auf alle Kulturen (Daten nicht gezeigt). Wahrend des
Versuches, wurden die Flissigkulturen mit UV-A 9,5 W - m™, UV-B 0,6 W - m~2und PAR 75
m~ s~ Photonen fir nur 48 h bestrahlt (Abbildung 17 C UV-Bestrahlung) oder durch einen
UV-Licht cut-off Folie vor der UV-Strahlung geschitzt (Abbildung 17 B Ohne UV-

Bestrahlung). Anschliefend wurden die Flissigkulturen vorsichtig resuspendiert und auf
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BG11-Agarplatten (ohne Zusatz von Kanamycin) in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und
1:1000 getropft. Die Tropftest-Platten wurden unter Standardbedingungen fur 5 d inkubiert.
Die Kultivierung der Mutante As/r6095 und des WT bei UV-A 9,5 W - m?, UV-B0,6 W - m™
und PAR 75 m™2 st Photonen fir 48 h erzeugte im Tropftest keinen phdnotypischen
Unterschied zwischen den beiden Kulturen. Die putative Methyltransferase SIr6095 scheint
keinen Einfluss auf die Stressantwort oder DNA-Reparaturmechanismen in Synechocystis

6803 zu haben.

Kontrollplatte Ohne UV-Bestrahlung UV-Bestrahlung
PAR 75 Photonenm s , UV-A95W-m "
48 h

UV-BO,6W-m "

PAR 75 Photonen m_2 5_1, 48 h
Aslr6095 Aslr6095

WT WT WT Aslr6095

® W ® o e ©
® ® [ o &) O
® e ®@ o © e

Abbildung 17 Untersuchung der UV-Toleranz von WT und As/r6095.

A Kontrollplatte, ohne UV-Behandlung. B Kontrollplatte, Inkubation der Zellen unter einer 400 nm UV cut-off Folie (Folex
PR, Folex, Dreieich, Deutschland). Tropftest nach 48 h Bestrahlung UV-A 9,5 W - m™, UV-B 0,6 W - m™, PAR 75 Photonen
m~ s, C Tropftest nach UV-Bestrahlung UV-A 9,5 W - m™, UV-B 0,6 W - m™, PAR 75 Photonen m2 s, (iber eine Dauer
von 48 h.

Fotodokumentation der angelegten Tropftest-Platten. Es wurden Verdiinnungsreihen (1:10, 1:100, 1:1000) der Kulturen
angelegt und 5 pl der Zellsuspension wurde auf Kobe-BG11 Platten ohne Antibiotikumzusatz getropft. Anschlieend
wurden die BG11-Platten unter Standardbedingungen fir 5 d inkubiert.

4.5 Proteomdaten der Aslr6095 Mutante

Das Proteom der vollstandig segregierten Mutante As/r6095 wurde im Vergleich zum WT
analysiert, um den Einfluss von M.Ssp6803V auf die Genexpression zu untersuchen. Es
wurde das totale Proteomextrakt und die Membranfraktion analysiert. Es konnten nur
geringe Anderungen im Proteom von As/r6095 im Vergleich zum WT detektiert werden
(Tabelle 12). Insgesamt wurde ein Protein mit erhdhter und sechs Proteine mit verringerter

Abundanz gemessen. Im totalen Proteomextrakt konnte eine erhéhte Proteinabundanz fiir
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die Ribonukleotid-Diphosphat Reduktase UE Alpha (s/r1164) nachgewiesen werden ((loga)
FC 1,11). Das Protein katalysiert die Synthese von Desoxyribunkleotiden. Somit ist das
Protein auch an der DNA-Replikation beteiligt. In der Sequenz von sir1164 konnte kein
spezifisches Methylierungsmotiv (GG™AN7TTGG) identifiziert werden. Zu den Proteinen mit
verringerter Abundanz zahlt der Transkriptions-Repressor NrdR (Membranfraktion, (logz) FC
-1,19). NrdR reprimiert die Transkription durch Bindung von NrdR-Boxen. Die Daten lassen
erkennen, dass die Insertionsmutation von As/r6095 wie zu erwarten zur Verringerung von
M.Ssp6803V fihrt. Weiterhin wurde eine verringerte Abundanz flr drei Proteine mit
unbekannter Funktion (S1l0470, SIl0471, SIr6096) detektiert. Die beiden Gene s//0470 und
sll0471 liegen in einem Operon. SIr6097 ist als Type | spezifische Deoxyribonuklease
annotiert und zeigt eine verringerte Proteinabundanz von -4,52 in der Membranfraktion. Die
proteinkodierenden Gene s/ir6096 und slr6097 sind down stream von slr6095 auf dem

Plasmid pSYSX lokalisiert und werden in einer Transkriptionsunit exprimiert.

Tabelle 12 Proteomanalyse von Aslr6095

Die Tabelle zeigt signifikant veranderter Proteine der Aslr6095 Mutante im Vergleich zum WT. Die Kulturen wurden unter
Standardbedingungen kultiviert und das totale Proteomextrakt, sowie die Membranfraktion wurden untersucht. Dabei wurde
der Mittelwert aus zwei biologischen Replikaten als (logz) FC angegeben. (logz) FC >1 oder <-1; P-Wert < 0.01. Die Aufarbeitung
der Proben und die Proteomanalysen wurden durch Dr. Stefan Mikkat am Proteomzentrum der Universitdtsmedizin Rostock
durchgefihrt.

Accession-nr. A Zugangs-nr.B Beschreibung Aslr6095/WT
Membran-  Total-
fraktion extrakt

P74240 Slr1164 Ribonukleotid-Diphosphat - 1,11

Reduktase UE Alpha

Q55622 SIr0780 Repressor NrdR -1,19 -
Q6YRQS SIr6095 M.Ssp6803V -1,37 -2,92
Q6YRQS8 SIr6096 Unbekanntes Protein -1,40 -
Q55847 Sll0470 Unbekanntes Protein - -1,54
Q55846 Sll0471 Unbekanntes Protein -1,57 -2,27
Q6YRQ7 SIr6097 Type | spezifische -4,52 -

Deoxyribonuklease
A: Uniprot Zugangsnummer
B: CyanoBase Zugangsnummer
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4.6 Physiologische Untersuchungen der As/l0729 Mutante

Erste Analysen der As/ll0729 Mutante zeigten, dass die Inaktivierung der Methyltransferase
M.Ssp6803Il einen starken physiologischen Effekt zur Folge hat. Im Vergleich zum WT zeigt
die Mutante As/l0729 ein verringertes Wachstum (Abbildung 18 A) und eine Verringerung
im Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalt (Abbildung 18 B). Dies flihrte zu einem blaulichen
Erscheinungsbild im Vergleich zum WT (Abbildung 18 C). Um zu Uberpriifen, ob dieser Effekt
durch die Inaktivierung der Methyltransferase hervorgerufen wird, wurden Mutanten
generiert, die ektopisch auf dem Plasmid pVZ322 die Gene s//0729 oder ssl1378 exprimieren.
Im Genom von Synechocystis 6803 ist das Gen ss/1378 downstream von sll0729 lokalisiert.
Um polare Effekte, durch Beschddigung des Gens wahrend der Deletion von s/l0729
auszuschliefRen, wurde die Mutante As/l0729::ss11378 generiert. Die Komplementation von
sll1378 fihrte nicht zur Aufhebung des As/l0729 Phanotyps (Abbildung 18 C). Die
Beschadigung des Gens s/l1378 hat hier somit keinen entscheidenden Einfluss auf den
beobachteten Phanotyp in der Mutante As/l0729. Die Komplementation der As/l0729
Mutante mit s//0729 fihrte hingegen zur vollstandigen Wiederherstellung des WT-
Phanotyps (Abbildung 18 C). So konnte experimentell gezeigt werden, dass das verringerte
Wachstumsverhalten und die Verringerung des Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalts in der
Asll0729 Mutante durch die fehlende GG™CC Methylierung hervorgerufen wird.

Zusammenfassend zeigten die physiologischen Untersuchungen der As/l0729 Mutante, dass
sie als Einzige unter den analysierten Methyltransferasen einen ausgepragten Phanotyp im
Vergleich zum WT aufwies. Dieser Effekt ist unabhangig vom downstream lokalisierten Gen
sl11378 und konnte durch die Komplementation mit s//0729 aufgehoben werden. Daher

wurde in weiteren Experimenten die Mutante As//0729 intensiver untersucht.
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Abbildung 18 Phanotypisch Charakterisierung der Mutanten Asll0729, Asll0729::s110729, Asll0729::ss11378 und des WT.

A Wachstumsversuch unter Standardbedingungen tber 12 Tage. (n=3) B Absorptionsspektren von Zellen der Mutanten
und des WT. C Erscheinungsbild der Mutanten und des WT in Flissigkulturen.

4.7 Transkriptomanalysen

Mit 38.512 Methylierungsmotiven kommt das Motiv GG™CC im Genom von Synechocystis
6803 am haufigsten vor. Das die Uberreprasentation von Methylierungsmotiven unter
Umstdnden einen Einfluss auf die Genexpression hat, konnte 2002 in einer genomweiten
Studie von Oshima et. al., fir den Modellorganismus E. coli gezeigt werden. Um zu
untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen der phdnotypischen Verdnderung, der
fehlenden DNA-Methylierung und der Genexpression existiert, wurden Microarray Analysen
der Mutante As/l0729 durchgeflihrt. Entgegen erster Annahmen wurden im Transkriptom
der Asll0729 Mutante nur wenige und vor allem widerspriichliche Anderungen in der
Transkriptabundanz proteinkodierender Gene erfasst. Es konnte auch kein Zusammenhang

zwischen der Lokalisation der Methylierungsmotive im Bereich putativer Promotorelemente
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und Veranderungen in der Transkriptabundanz proteinkodierender Gene erkannt werden.
Die Schwankungen im Transkriptom erlaubten auch keine Identifizierung von Genen, die fur
die beobachteten starken phanotypischen Anderungen der As/l0729 Mutante
verantwortlich sein kénnten. Daher wurden daflr eher pleiotrope Effekte als spezifische
Transkriptanderungen angenommen. Insgesamt wurde das Transkriptom von As/I0729 mit
Hilfe von vier unabhangigen Microarray Analysen untersucht, um die Konsistenz der Daten
zu validieren. Dazu wurden auch die As/l0729::5s11378 und Asl/0729::5110729 Mutanten in
die Untersuchungen einbezogen. Das experimentelle Setup unterschied sich hinsichtlich der
Kultivierungsdauer und der Lichtintensitat zwischen den einzelnen Versuchen. Die
Ergebnisse der Transkriptomuntersuchungen von As/l0729 zeigten in jedem Experiment

andere in der Transkriptabundanz signifikant veranderte Gene (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13 Varianz deregulierter Gene mit signifikanten Anderungen in der Transkriptabundanz der Asli0729 Mutante im
Vergleich zum WT.
Daten aus vier unabhangigen Microarray Analysen.

DNA-Microarray Gesamtanzahl deregulierter proteinkodierender Gene
positiver FC Asll0729 vs. WT negativer FC Asll0729 vs. WT
1 18 41
2 225 224
3 59 40
4 110 7

Die  komplementierte  Mutante  Asll0729::s110729  zeigte  ein  WT-ahnliches
Transkriptomprofil, wohingegen das Transkriptom von As/l0729::ss11378 dem der As/l0729
Mutante in dem entsprechenden Experiment gleichkam. Innerhalb aller Experimente
zeigten nur zwei Gene, die fir hypothetische Proteine kodieren (s//0470, sll1526) in allen
Microarray Analysen der As/l0729 Mutante eine reproduzierbare Anderung in der
Transkriptabundanz im Vergleich zum WT. Das Gen s//0470 wird in Asll0729 starker als im
WT exprimiert, wohingegen sll1526 eine Verringerung der Transkriptmenge in der Mutante
aufweist (siehe Abbildung 19 A und B). Die Mutante As/l0729::s110729 zeigt eine WT
spezifische Expression dieser Gene. Vergleichbar mit der As/l0729 Mutante ist die Anderung
in der Transkriptabundanz der Gene im Transkriptom des Stammes As/l0729::5s11378. In

silico Analysen der genetischen Loki ergaben, dass die Gene s//0470 und s/l1526 ein GGCC
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Motiv innerhalb des -35 Elements, upstream der transkriptionellen Startsequenz (TSS)
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Abbildung 19 Graphische Darstellung der Microarray Analysen,

mittels Signalintensitat spezifischer genetischer Loki. A Erhdhte Transkriptabundanz von sll0470 in Asll0729 im Vergleich zum
WT. B Die Transkriptabundanz von sll1526 ist in der Mutante As/ll0729im Vergleich zum WT verringert. Die Komplementation
der Mutante Asll0729, mit sll0729 kann diese Veranderungen in beiden Genen revertieren. Die Mutante As/l0729::ss11378
zeigt die gleichen Anderungen in der Transkriptabundanz beider Gene, wie die Asll0729 Mutante.

Mittels Northern Blot Analysen konnten die veranderten Transkriptmengen der Gene
sll1526 und sll0470 in der Asll0729 Mutante bestatigt werden (siehe Anhang 9.5). Durch die
von Scharnagl et. al. (1998) beschriebenen phanotypischen Veranderungen der Mutante
Aslr0214, wurde Aslr0214 als  weiterer interessanter Kandidat in die
Transkriptomuntersuchungen einbezogen. Die Microarray Analysen ergaben ausschlielRlich
fir das Gen s/l0382 eine signifikante Anderung in der Transkriptabundanz (FC logs1;
p-Wert 0,05) von Aslr0214 im Vergleich zum WT. In silico Untersuchungen zeigten das
sll0382 im Bereich des putativen Promotorelements kein spezifisches Methylierungsmotiv
flr CGATCG enthalt. Die Daten weisen darauf hin, dass die phanotypischen Veranderungen

in der Mutante Aslr0214 nicht mit der fehlenden DNA-Methylierung korrelieren.
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4.8 lIsolation und Charakterisierung von Suppressormutanten

Wahrend der Kultivierung der As/l0729 Mutante Uber mehrere Generationen wurde unter
Standardbedingungen eine Aufhebung des charakteristischen bldulichen Phéanotyps
beobachtet. Wie in Abbildung 20 gezeigt, wies die As/[0729 Kultur zunehmend eine dem WT

dhnliche Pigmentierung auf und auch die Wachstumsraten glichen sich an.

Abbildung 20 Phanotypen unabhangiger WT und As/l0729 Kulturen.
Kultivierung der Flussigkulturen bei Raumluft unter Standardbedingungen, Gber mehrere Generationen hinweg.

Wie in Abbildung 21 zu erkennen, konnte im Verdinnungsausstrich (Verdiinnung 1:10000),
einer WT dhnlichen Asll0729 Kultur zwei unterschiedliche Kolonietypen in Gegenwart von
Kanamycin isoliert werden. Die fir die urspriingliche Mutante As/l0729 charakteristischen,
kleinen blaulichen Kolonien unterschieden sich deutlich von den grofRen WT &hnlichen
griinen Kolonien (Vergleich Abbildung 21 A und B). Zwei WT-dhnliche Kolonien (im
Folgenden benannt als As/l0729::supp_1 und Asll0729::supp_15) wurden fir weitere
Untersuchungen isoliert und kultiviert. Synechocystis 6803 besitzt eine natlrliche
Kompetenz und ein multi-copy Genom. Es ist daher mdglich, dass die Mutante As/l0729 das
wildtypische Gen s//0729 wieder in das Chromosomen integriert hat oder nicht durchgehend
vollstandig segregiert war. Auch die Madglichkeit einer Suppressormutation, die die
Auswirkung der Deletion von s//0729 im Genom von Synechocystis 6803 ausgleicht, kdnnte

fur diese Aufhebung des Phanotyps verantwortlich sein.
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Abbildung 21 Unterschiedliche Kolonietypen WT und Asll0729

AWT Kolonien.

B Neben kleinen blaulichen Kolonien, traten WT ahnliche Kolonitypen in einer Asll0729 Kultur auf (gekennzeichnet durch
schwarze Pfeile). Zwei unabhangige WT ahnliche Kolonien wurden isoliert und kultiviert

Kultiviert wurden 1/1000 verdiinnte Suspensionen auf BG11 Kobe-Platten unter Standardbedingungen.

Unter Verwendung genspezifischer Primer wurde mittels PCR untersucht, ob das Gen
sll0729 in den lsolaten Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 weiterhin mutiert ist
(Abbildung 22 B, in schwarz Primer 1 und 2). In der As/l0729 Mutante ist das Gen s/l0729
durch Deletion eines 490 bp grolRen Fragments inaktiviert worden (Abbildung 11). Um zu
untersuchen, ob dieses Gen in den Isolaten weiterhin vollstandig deletiert ist, wurden
zusatzlich fur diesen Bereich spezifische Primer synthetisiert (Abbildung 22 A, in lila Primer
3 und 4). Wie in Abbildung 22 A zu erkennen ist, konnte unter Verwendung der Primer 1 und
2 ein 2 kb grolles Fragment aus WT DNA amplifiziert werden. Dies entspricht dem
erwarteten Amplifikat flr das intakte Gen s/l0729. Unter Verwendung der Primer 3 und 4
wurde aus WT DNA ein 0,49 kb Fragment detektiert, welches innerhalb der kodierenden
Sequenz des sll0729 Gens liegt. Aus der DNA der Isolate As/l0729::supp_1 und
Asll0729::supp_15 konnte unter Verwendung der Primer 1 und 2 je ein 2,5 kb groRes
Fragment detektiert werden. Dieses entspricht dem mutierten s/l0729 Gen mit inserierter
Antibiotikum-Resistenz-Kassette. Bei Verwendung der Primerkombination 3 und 4 konnte
kein Amplifikat mit Mutanten-DNA als template detektiert werden. Somit konnte gezeigt
werden, dass die Mutanten As/l0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 immer noch das
mutierte Asl/l0729 Konstrukt enthalten und vollstandig segregiert sind. Nachfolgend wurde
untersucht, ob das Methylierungsmotive GGCC in den Mutanten methyliert oder

unmethyliert vorliegt.
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Abbildung 22 Genetische Loki und Genotypisierung des WT im Vergleich zu den isolierten Mutanten Asli0729 1 und
Asllo729_15.

A Genetischer Lokus um s/l0729 im WT, mit Bindestellen der verwendeten Primer. PCR chromosomaler DNA aus
Synechocystis 6803. Primer 1 und 2 (schwarz) zum Nachweis des sll0729 Gens. Die Primer 3 und 4 amplifizieren ein 490 bp
groRes Fragment innerhalb der kodierenden Sequenz von sli0729. B Genetischer Lokus um s/l0729 mit inserierter Kanamycin
Resistenzkassette in den Mutanten As/l0729 1 und Asll0729_15. PCR chromosomaler DNA der Isolate Asll0729::supp_1 und
Asll0729::supp_15, unter Verwendung der Primer 1 und 2. Das Gen s/l0729 wird durch diese Primer amplifiziert. Das Amplifikat
erzeugt in der Mutante ein um die Kanamycin Resistenzkassette vergroRert Fragment. Aufgrund der Deletion des Gens s/l0729
in den Mutanten konnen die Primer 3 und 4 nicht binden und erzeugen somit in der PCR kein Fragment. Die Auftrennung der
DNA-Fragmente fand mittels Agarosegelelektrophorese statt.

Zur Untersuchung des Methylierungsprofils der Mutanten As/l0729::supp 1 und
Asll0729::supp_15 wurde eine Restriktionsanalyse  durchgefihrt. Dazu wurde
hochmolekulare chromosomale DNA der Mutanten mittels CTAB Methode isoliert und mit
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen (Haelll, Eael, Apal), die spezifisch flr das
Erkennungsmotiv GGCC sind, inkubiert. Ist die Methyltransferase M.Ssp6803Il aktiv, so
schitzt die Methylierung des GGCC-Motivs vor dem Abbau der DNA durch die
Endonuklease-Aktivitat des Enzyms. Die Abbildung 23 zeigt, dass die chromosomale DNA des
WT, Asll0729 und Asll0729::5110729 in Abwesenheit von Restriktasen (ungeschnitten - un),
hochmolekular vorlag. Wie erwartet flihrte die Inkubation der hochmolekularen DNA aus
WT und Asll0729::5110729 mit den Restriktionsenzymen Haelll, Eael, Apal nicht zum Abbau
der DNA. Die DNA von WT und As/l0729::s1l0729 wird durch die Methylierung des GG™CC
Motivs durch die intakte Methyltransferase M.Ssp6803Il vor dem Abbau geschiitzt. Die DNA

der Mutanten Asll0729::supp_ 1 und  Asll0729::supp_15 wurde durch die
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Restriktionsenzyme Haelll, Eael, Apal geschnitten. Das Motiv GGCC liegt innerhalb der
chromosomalen DNA der Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 Kulturen daher
unmethyliert vor. Die Deletion von s/l0729 inaktiviert auch in den Mutanten

Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 die Methyltransferase M.Ssp6803ll.

un Haelll Eael Apal

M1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 M

21,2kb — . - -‘ - e -.

5,1kb ’

4,2kb __ T-Wr
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4 — Asllo729::sl0729
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Abbildung 23 Abbildung Funktionelle Untersuchung der Methyltransferase M.Ssp6803lI,

mittels klassischem Restriktionsverdau chomosomaler DNA von WT (1), Asll0729::supp_1 (2), Asll0729::supp_15 (3) und
Asll0729::sl10729 (4) Proben. Ungeschnittene (un) hochmolekulare DNA wurde als Positivkontrolle verwendet. Mit den
methylierungssensitiven Restrikionsenzymen Haelll, Eael, Apal, spezifisch fur das Methylierungsmotiv GGCC inkubierte DNA
zeigte flr den WT und der Asll0729::sll0729 Mutante keine Degradation der chromosomalen DNA. Die chromosomale DNA
der Mutanten Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 wurde hingegen vollstéandig degradiert. Die DNA Fragmente wurden
Uber Agarosegelelektrophorese analysiert.

Durch die Mutation des Gens s/l0729 ist die Methyltransferase M.Ssp6803Il in beiden
Mutanten inaktiv und das Motiv GGCC liegt in der chromosomalen DNA unmethyliert vor.
Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei den Isolaten um Suppressormutanten handelt,
bei denen eine oder mehrere Mutationen im Genom zur Aufhebung des urspringlich
beschriebenen As//0729 Phanotyps fihrten. Die phanotypischen Verdnderungen in den
Suppressormutanten blieben Uber mehrere Generationen erhalten. Dies ermdglichte die

physiologische Charakterisierung stabiler Mutanten mit fehlender GGCC Methylierung.
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4.9 Physiologische Untersuchungen der Suppressormutanten

Zur physiologischen Untersuchung der Suppressormutanten As/l0729::supp_1 und
Asll0729::supp_15 wurden die Kolbenkulturen betrachtet und das zellulare
Absorptionsspektrum aufgenommen. In Abbildung 24 ist der Phanotyp der
Suppressormutanten As/l0729::supp_1 und Asll0729::supp_15, im Vergleich zum WT und

zur originalen As/l0729 Mutante dargestellt.

WT Asl0729::supp 1 Asli0729::supp 15 Asli0729

Abbildung 24 Phanotyp der Flussigkulturen
WT, Asll0729::supp_1, Asll0729::supp_15 und Asll0729. Kultivierung in  1xBG11 bei Raumluft und unter
Standardbedingungen.

Die Pigmentierung der As/l0729 Mutante war im Vergleich zum WT wie bereits zuvor
erwdhnt verdndert. In dieser Mutante gab es eine Verringerung des
Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalts im Vergleich zum WT (siehe Abbildung 18). Aufnahmen
des zellularen Absorptionsspektrums der As/l0729::supp_ 1 und Asll0729::supp_15
Mutanten zeigten keine Veranderung im Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalt im Vergleich zum

WT (Abbildung 25).
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Abbildung 25 Gesamtes zellulares Absorptionsspektrum
Kulturen WT, Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15. Kultivierung bei Raumluft unter Standardbedingungen.
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Da sich die Suppressormutanten sehr dhnlich verhielten, wurde im Folgenden mit der
Mutante As/l0729::supp_1 weitergearbeitet. Zur Erhebung der Wachstumsraten (Anderung
der optischen Dichte in Abhangigkeit von der Zeit) und der Verdopplungszeit (Verdopplung
der Zellzahl in Abhéangigkeit von der Zeit) der Kulturen wurden Wachstumsversuche
durchgefthrt. Die Kulturen wurden unter 5 % CO;-Begasung, bei PAR 50 pumol Photonen
m~ st oder PAR 150 umol Photonen m™2s™! im Multikultivator fur 7 d kultiviert. Wie in
Tabelle 14 und Abbildung 26 dargestellt, konnten keine signifikanten Unterschiede im
Wachstum zwischen WT und As/l0729::supp_1 detektiert werden. Weiterhin wurden
Wachstumsversuche bei anderen Kulturbedingungen wie unter Raumluft, bei PAR 40
umol Photonen m™2s in 50 ml Kolbenkultur und unter 5% CO,-Begasung, bei PAR
75 pumol Photonen m=2 s7 oder PAR 200 umol Photonen m= s! durchgefiihrt. Auch diese
Untersuchungen zeigten keine Anderung im Wachstumsverhalten der Asll0729::supp_1
Mutante im Vergleich zum WT. Das Verhalten der Suppressormutanten zeigt somit, dass der
urspringliche Pigmentierungs- und Wachstumsphanotyp nicht direkt durch die fehlende

GGCC Methylierung verursacht wurde.

Tabelle 14 Wachstumsraten und Verdopplungszeit des WT und der Asll0729::supp_1 Suppressormutante.

Wachstumsrate p[d?)] Verdopplungszeit pro Tag
Wachstumsbedingungen PAR 50 pmol Photonen m s, 5 % CO-Begasung
WT 0,37+0,01 1,87+0,03
Asll0729::supp_1 0,31+0,03 2,2140,18
Wachstumsbedingungen PAR 150 umol Photonen m2 s, 5 % CO-Begasung
WT 0,45+0,16 1,54+1,25
Asll0729::supp_1 0,36 £0,11 1,93+1,3
1.54 2.0
1.0
£
2
[=]
o
0.55 - WT
—-  Asll0729::supp_1
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Abbildung 26 Wachstumsverhalten von WT und Asll0729::supp_1

Wachstumsversuch WT und As/l0729::supp_1 Suppressormutante. Zunahme der OD7zonm Uber Zeit (7 d). Kultivierung in
1xBG11, unter COz Begasung (5 %). A Lichtintensitat PAR 50 pmol Photonen m2 s, Kultivierung im Multikultivator.

B Lichtintensitit PAR 150 pmol Photonen m= s~ Kultivierung im Multikultivator 1. (n=3)
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Da sich das Wachstum und das Absorptionsspektrum der Suppressormutante nicht vom WT
unterschied, wurde davon ausgegangen, dass auch die ZellgréRe der beiden Kulturen ahnlich
sei. Um diese Vermutung zu belegen, wurden die Zellen mikroskopisch untersucht. Die
Kulturen des WT und Asll0729::supp_1 wurden daflr unter normaler Raumluft und 5 % CO;
kultiviert.  Aus  hundert vermessenen Zellen der WT Kultur und der
Suppressormutantenkultur wurde der Mittelwert gebildet und graphisch in Abbildung 27 A
dargestellt. Entgegen erster Annahmen konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung der
Suppressormutante unter Normalluft zu einer Verringerung der ZellgréfRe um ca. 50 % im
Vergleich zum WT fihrte. Auch unter 5 % CO; Begasung wiesen die Zellen der
Suppressormutante eine signifikant verringerte ZellgroBe im Vergleich zum WT auf. Diese

Arbeit zeigt, dass die GGCC-Methylierung einen Einfluss auf die ZellgroRe hat.
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Abbildung 27 ZellgroRen-Profil von WT und Asli0729::supp_1

A Graphische Darstellung des ZellgréRen-Profils von WT und Asll0729::supp_1. Mittelwert aus hundert mikroskopisch
vermessenen Zellen, aus homogenen WT oder Asli0729::supp_1 Kulturen. Kultivierung unter 5 % CO, Begasung, oder
Raumluft. p-Wert < 0,05 B Mikroskopische Untersuchungen, des ZellgroRen-Profils von WT und Asll0729::supp_1.
Kultivierung unter Raumluft. Probennahme lag-Phase. Aufnahmen mittels 100x Ol-lmmersionsobjektiv, Olympus UC-30
Kamera und der Software CellSens Entry Olympus.
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In Synechococcus elongatus PCC 7942 (Zheng und O’Shea, 2017) wurde beschrieben, dass
die ZellgroRe mit dem DNA-Gehalt korreliert. Dass es eine Korrelation zwischen
Chromosomen-Anzahl und Wachstumsbedingungen gibt, zeigte 2016 die Arbeitsgruppe um
Zerulla et. al. Da die Suppressormutanten eine signifikant verringerte ZellgroRe im Vergleich
zum WT aufweisen, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch der DNA-Gehalt mittels FACS-
Analysen untersucht. Die untersuchten Kulturen wurden unter standigem Schutteln bei
normaler Raumluft oder 2 % CO>-Begasung kultiviert. Die Ergebnisse veranschaulichen, dass
die Anzahl der Chromosomen in Abhdngigkeit von den Kultivierungsbedingungen variabel
ist. Die Kultivierung von Synechocystis 6803 unter 2 % CO; Begasung fihrt zu einer dreimal
hoheren Chromosomenanzahl in Zellen des WT im Vergleich zu Zellen nach Anzucht unter
Raumluft. Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass der DNA-Gehalt in der Suppressormutante
Asll0729::supp_1 im Vergleich zum WT verringert ist. Diese Verringerung in der
Chromosomenanzahl konnte  far  die Suppressormutante unter beiden

Kultivierungsbedingungen nachgewiesen werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28 FACS Analysen zur Bestimmung des DNA-Gehalts

Verringerter DNA-Gehalt der Suppressormutante im Vergleich zum WT. Mittels FACS Analysen wurde die
Chromosomenanzahl von WT und Asll0729::supp_1 Zellen unter Raumluft und 2% CO2 gemessen. 30.000 Zellen
wurden untersucht. Die FACS Daten wurden im Rahmen des Projektes freundlich von Dr. Satoru Watanabe (Tokyo,
University of Agriculture) zur Verfligung gestellt.
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4.10 Einfluss von M.Ssp68031l auf DNA-Reparaturmechanismen in
Synechocystis 6803
In verschiedenen Bakterien wurden bereits DNA-Reparaturmechanismen mit DNA-
Methylierung in Verbindung gebracht (Elhai, 2015). UV-Strahlung fihrt hdufig zu negativen
Effekten in biologischen Systemen. Primare Angriffspunkte sind dabei Makromolekile wie
DNA, in der Thymine miteinander verschmelzen und durch Excisionsreparatur entfernt
werden missen. Um derartige DNA-Reparaturmechanismen in Synechocystis 6803 zu
aktivieren, wurden die Kulturen des WT, der Suppressormutanten und As//0729::s1l0729
definierter UV-Strahlung ausgesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde so der Einfluss von
M.Ssp6803Il auf die Vitalitdat der Kulturen und einem moglichen Einfluss auf DNA-
Reparaturmechanismen nach der Exposition von UV-Strahlung untersucht.
Mittels Tropftest wurde die Lebensfahigkeit der Kulturen vor dem Beginn des Experimentes,
ohne UV-Bestrahlung und nach UV-Bestrahlung Gberprift.
In Vorversuchen wurde die optimale Expositionszeit ermittelt. Nach 12 h UV-Bestrahlung
(UV-A 9,5 W - m2, UV-B 0,6 W - m?) wurde kein Unterschied in der UV-Toleranz zwischen
WT und den Suppressormutanten nachgewiesen, alle Zellen blieben vital. Eine UV-Belastung
von Uber 50 h (UV-A 9,5 W - m?, UV-B 0,6 W - m?) wirkte letal auf den WT und die
Suppressormutanten.
Durch eine UV-Strahlung von 36 h konnte jedoch ein klarer phanotypischer Unterschied in
der UV-Toleranz zwischen WT und den Suppressomutanten detektiert werden. In Abbildung
29 ist gezeigt, dass auf der Kontrollplatte alle Kulturen gleich anwachsen. Nach 36 h
Kultivierung unter einer UV-Licht cut-off Folie und PAR 75 Photonen m=2 st zeigten die
Suppressormutanten ein leicht verringertes Wachstum im Vergleich zum WT und
Asll0729::s110729. (siehe Abbildung 29 B) Die Exposition der FlUssigkulturen bei einer UV-
Bestrahlung von UV-A 9,5W - m™, UV-B 0,6 W - m~2, PAR 75 Photonen m=2s7., Uiber die
Dauer von 36 h fiihrte im Tropftest zu vitalen Kolonien des WT (Abbildung 29 C). Die
komplementierte Mutante Asll0729::s110729 konnte nach der UV-Bestrahlung den WT-
Phanotyp nicht vollstdandig wiederherstellen, blieb jedoch weitgehend vital. Die
Suppressormutanten zeigten dagegen eine starke Sensitivitat gegeniiber der UV-Strahlung,

da keine Zellen nach UV-Exposition mehr lebensfahig waren. Es wird vermutet, dass die
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fehlende Methylierung des GGCC Motivs in Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 einen

negativen Einfluss auf DNA-Reparaturmechanismen hat.
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Abbildung 29 Untersuchung der UV-Toleranz

WT, Suppressormutanten und Asll0729::sll0729. Bilder der angelegten Tropftests aus den behandelten Flussigkulturen.
AKontrollplatte, ohne UV-Behandlung. B Kontrollplatte, Tropftest nach 36 h Inkubation der Zellen unter einer 400 nm UV
cut-off Folie (Folex PR, Folex, Dreieich, Deutschland) und PAR 75 m™ s Photonen. C Tropftest nach UV-Bestrahlung UV-
A95W-m? UV-B 06 W - m? PAR 75 m?s™ Photonen, (ber eine Dauer von 36 h. Nach der Inkubation der
Flussigkulturen mit oder ohne UV-Bestrahlung wurden eine Verdinnungsreihe (1:10, 1:100, 1:1000) angelegt und 5 pl
wurden fur den Tropftest auf Kobe-BG11 Platten ohne Antibiotikumzusatz getropft. AnschlieBend fand eine Inkubation
Uber 5 d unter Standardbedingungen statt.
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4.11 Einfluss von M.Ssp6803Il auf die Genexpression in
Synechocystis 6803

Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit lautet: Hat die DNA-Methylierung einen Einfluss
auf die Genexpression in Synechocystis 68037 Um diese Frage zu beantworten wurde zu
Beginn der Untersuchungen das Methylom von Synechocystis 6803 charakterisiert, vier
Methyltransferasen und ihre kodierenden Gene identifiziert und entsprechende
Deletionsmutanten generiert. Die urspringlich erzeugte Mutante Asll0729 zeigte
phanotypische Unterschiede im Vergleich zum WT. Das haufige Vorkommen des GGCC
Motivs (38.000 mal) im Synechocystis 6803 Genom liell vermuten, dass es einen globalen
MSsp6803ll-abhdngigen  Transkriptionsregulationsmechanismus geben kénnte, da
statistisch gesehen viele dieser Motive in Promotorbereichen liegen kdnnten. Daher wurde
das Transkriptom der As/ll0729 Mutante untersucht, die jedoch zu keinen eindeutigen
Ergebnissen fihrten (siehe Kapitel 4.7). Nur die zwei Gene s//0470 und sll1526 wiesen in
allen Transkriptomuntersuchungen eine Verdnderung in der Transkriptabundanz auf.
Interessanterweise flhrte die Langzeitkultivierung der As/[0729 Mutante zur Aufhebung des
Phanotyps, vermutlich durch Suppressormutation(en). Stabile Suppressormutanten, die
keine GGCC Methylierung aufwiesen, wurden zur erneuten Untersuchung des
Transkriptoms herangezogen. Insgesamt wurden mittels Microarray Analysen 78
chromosomale Gene mit einer verdnderte Transkriptabundanz in  beiden
Suppressormutanten im Vergleich zum WT detektiert (Tabelle 17). Ein besonderer Fokus lag
auf den Genen s/l0470 und s/l1526, die in allen Transkriptomuntersuchungen der originalen
Asll0729 Mutante eine signifikante Anderung in der Transkriptabundanz aufwiesen (Tabelle
16). Die Analysen zeigten fur s/l0470 ebenfalls eine erhdhte Transkriptabundanz von bis zu
1,11 logy FC in Asll0729::supp 15 im Vergleich zum WT. In Asl/l0729::supp_1 lag die
Anderung der Transkriptabundanz fiir s//0470 bei 0,61 loga FC und fiel damit unter den
gesetzten Grenzwert. FUr s//1526 konnte auf RNA-Ebene eine Reduktion der Transkripte,
um -0,65 logy FC (Asll0729::supp_1) und um -0,6 log, FC (Asll0729::supp_15) detektiert
werden. Diese Werte lagen unterhalb des gesetzten Grenzwertes von 1,00 log, FC, zeigen
aber wie in der urspringlichen Mutante eine Tendenz zur verringerten Transkriptmenge
(Abbildung 30). Diese Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass zumindest die

Expression dieser zwei Gene direkt von der GGCC Methylierung beeinflusst wird.
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Abbildung 30 Genomplot der Microarray Untersuchungen von Asll0729::supp_1 und Asli0729::supp_15
Veranderte Signalintensitat spezifischer genetischer Gen-Loki in den Suppressormutanten im Vergleich zum WT. A Erhohte
Transkriptabundanz von s/i0470. B Die Transkriptabundanz von sll1526 ist leicht verringert.

Interessanterweise zeigten in silico Analysen der genetischen Loki, dass die Gene s//0470 und
sll1526 ein GGCC Motiv innerhalb des -35 Elements, upstream der transkriprionellen
Startsequenz (TSS) enthalten. Es wurden spezifisch Promotorsequenzen synthetisiert, die
eine Punktmutation (GCGC) im GGCC Motiv aufwiesen. Natirliche Promotorelemente

wurden aus Synechocystis 6803 amplifiziert (Abbildung 31).

GGCC -10 +1 fused to
motif element (TSS) I/uxAB
'sll0470 GGCTGGCCAAAGCTGGGACGGGGTGATAGTCTTGGTTAA. . . . . CDS
sll0470m  GGCTGCGCAAAGCTGGGACGGGGTGATAGTCTTGGTTAA. ... . CDS
5111526 ACTAGGCCCCAAAGCCCCTTTCTTGTAAGCTAAGGGCTA. .. .. CDS
'sli1526m  ACTAGCGCCCAAAGCCCCTTTCTTGTAAGCTAAGGGCTA. ... . CDS

Abbildung 31 Promotorsequenzen von sll0470 und sll1526

Mutation (rot) im GGCC-Motiv (griin) zu GCGC, innerhalb des -35 Elements sind mit kleinem m am Gennamen
markiert. -10 Element und +1 transkriptionale Startstellen sind mit rot markiert. Die putativen Promotorbereiche der vier
Konstrukte wurden an JuxAB fusioniert (markiert in grau).

Die mutierten und natirlichen Promotorelemente wurden upstream der [uxAB Gene im plLA
Vektorsystem (Kunert et. al., 2000) kloniert und in einen neutralen genomischen Lokus
innerhalb des WT Chromosoms bzw. Asll0729::supp_15 Chromosoms transformiert.
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Anschlielend fanden mit den erzeugten Stammen Promotoraktivitdatsbestimmungen
(Baumgartner et. al.,2016) statt. Dies ermdglichte die Betrachtung der Aktivitat der
Promotoren in Abhdngigkeit von der GGCC Methylierung (Abbildung 32). Als Kontrolle
wurde die Lumineszenz von Zellen des WT und der Suppressormutante ohne /uxAB Gene
gemessen, die zuvor mit und ohne Zusatz von Decanal inkubiert wurden. Fir das
Promotorelement s//0470 mit natlrlichem GGCC Motiv (Ps/l0470) wurde in den WT Zellen
eine geringe Promotoraktivitdit gemessen. Diese unterschied sich kaum von den
Hintergrundaktivitaten der Kontrollmessung. Im Suppressormutantenhintergrund von
Asll0729::supp_15 wurde fir Ps/l0470 eine Aktivierung des Promotorelements gemessen
(374 a.u.). Die Mutation des Promotorelements von s/l0470 (Ps/l0470M) fihrte in
Asll0729::supp_15 zu einer Reduktion der Promotoraktivitdit um 75 % (102 a.u.). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass das GGCC Motiv upstream von s/l0470 einen Einfluss auf
die Starke des Promotors und somit auf die Genexpression von s//0470 hat. Fir Ps//1526 und
Psll1526M lagen die Messungen sowohl in den WT Zellen, als auch in den Zellen der
Suppressormutante unterhalb des Detektionslimits und unterschieden sich nicht von den
Kontrollen. In der Arbeit von Kopf et. al, 2014 konnte gezeigt werden, dass die
Genexpression von sll1526 bei verschiedenen Umweltbedingungen wie z.B. Kaltestress
induziert wird. Daher wurden Zellen des WT Synechocystis 6803 und der Mutante
Asll0729::supp_15 Reporterkultur vor der Messung der Promotoraktivitat bei 15 °C fir
30 min inkubiert. Fir Ps//1526 und Ps/l1526M lagen die gemessenen Daten wiederum
unterhalb des Detektionslimits. Interessanterweise, zeigen die Daten flr Ps/l0470 im
Reporterstamm Asl/l0729::supp_15 auch bei 15 °C eine erhohte Promotoraktivitat im
Vergleich zum WT. Das korreliert mit der gesteigerten Transkriptabundanz dieses Gens in
Mutanten mit defekten s//0729 Gen. Wie bereits unter Standardbedingungen beobachtet,
ist die Promotoraktivitdt im Reporterstamm As/l0729::supp_15 mit dem mutierten
Promotorelement Ps/[0470M nach Kultivierung bei 15°C um ca. 60 % verringert (siehe
Abbildung 23). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass eine globale Regulation der
Genexpression durch die Methylierung des GG*M™CC Motivs in Synechocystis 6803
offensichtlich nicht vorhanden ist. Vielmehr deuten die Ergebnisse auf eine gezielte
Regulation einzelner Gene durch DNA-Methylierung hin. So konnte experimentell gezeigt
werden, dass die DNA-Methylierung des Methylierungsmotivs GG™CC eine regulatorische
Funktion fur die Aktivitat des Promotorelements Ps//0470 hat.
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Abbildung 32 Ergebnisse Promotorgen Assays unter Standardbedingungen

Biolumineszenzmessung, zur Bestimmung der Promotoraktivitdt von s/l0470 und sll1526 in WT Synechocystis 6803 und
Asll0729::supp_15 luxAB Reporterstamm. Préfix P steht fir WT-Promotorelement mit dem Motiv GGCC (Psll0470 und
Psll1526). Suffix M beschreibt die Punktmutation im Motiv GCGC (Psli0470M und Psll1526M). Die Messungen wurden an
vierfachen biologischen Replikaten durchgefihrt.
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Abbildung 33 Ergebnisse Promotorgenassay nach Inkubation bei 15 °C

Biolumineszenzmessung, zur Bestimmung der Promotoraktivitat von sll0470 und sll1526 in WT Synechocystis 6803 und
Asll0729::supp_15 luxAB Reporterstamm, nach Inkubation der Zellen fur 30 min bei 15 °C. Préfix P steht fur WT-
Promotorelement mit dem Motiv GGCC (Psll0470 und Psll1526). Suffix M beschreibt die Punktmutation im Motiv GCGC
(Psll0470M und Psll1526M). Die Messungen wurden an vierfachen biologischen Replikaten durchgefihrt.
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Auch das Proteom der stabilen Suppressormutanten  Asll0729::supp_1 und
Asll0729::supp_15 wurde analysiert, um den Einfluss von M.Ssp6803Il auf die
Genexpression zu untersuchen. Zusatzlich zur Untersuchung des totalen Proteomextraktes
wurden auch die Membranfraktion analysiert. So konnten 1701 Proteine relativ quantifiziert
werden. Im Proteom der Suppressormutanten konnten 13 Proteine mit signifikanter

Anderung im Vergleich zum WT nachgewiesen werden (Tabelle 15).

Tabelle 15 Proteomanalysen der Suppressormutanten

Die Tabelle zeigt signifikant veranderter Proteine in den Suppressormutanten Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 im
Vergleich zum WT. Die relativen Anderungen in der Proteinabundanz der Suppressormutanten ist im Vergleich zum WT als
(logz) FC angegeben. Die Kulturen wurden unter Standardbedingungen kultiviert und das totale Proteomextrakt, sowie die
Membranfraktion wurden untersucht. (logz) FC >1 oder <-1; P-Wert < 0.01. Die Aufarbeitung der Proben und die
Proteomanalysen wurden durch Dr. Stefan Mikkat am Proteomzentrum der Universitatsmedizin Rostock durchgefthrt.

Accession- Zugangs- Beschreibung Asll0729::supp_1/WT Asll0729::supp_15/WT
nr. A nr.B
Membran-  Total- Membran-  Total-
fraktion extrakt fraktion extrakt
P73077 Sl11941 DNA Topoisomerase IV UE -1.84 n.n. -2.05 n.n.
A, ParC
P73646 SI11760 Homoserinkinase, ThrB -1.08 n.n. -1.19 n.n.
P73655 Slr1844 Tryptophan-tRNA  Ligase, -1.12 -1.16 -1.05 -1.11
TrpS
P73956 Sli1414 Protein Thfl, Psb29 -1.09 -1.03 -1.03 -1.19
P74359 Sl11527 Unbekanntes Protein -1.49 n.n. -1.26 n.n.
P74360 SI11526 Hypothetisches Protein -1.11 -1.65 -0.99 -1.50
Q55612 SIr0776 UDP-3-O-Acylglucosamine  -1.45 -1.49 -1.24 -1.30
N-Acyltransferase, LpxD
P74302 SIr0937 Unbekanntes Protein n.n. 1.07 n.n. 1.41
P74332 SIr0959 Hypothetisches Protein 1.05 n.n. 0.92 n.n.
Q55982 SI10660 4-Hydroxythreonin-4- 0.99 n.n. 1.01 n.n.
Phosphat Dehydrogenase,
PdxA
Q6YRQ7 SIr6097  Typ | site-specific 1.15 n.n. 1.24 n.n.
Deoxyribonuklease
Q6YRQS SIr6096  Typ | RM System, M UE 1.21 1.62 1.59 1.91
Q6YRQ9 SIr6095  Typ | RM System, M UE, 0.99 1.47 1.07 1.57
M.Ssp6803V

A: Uniprot Zugangsnummer
B: CyanoBase Zugangsnummer
n.n. nicht nachgewiesen

Insgesamt wurden im Proteom sechs Proteine mit erhohter Abundanz detektiert. Die
Methyltransferase M.Ssp6803V (SIr6095) ist in beiden Suppressormutanten mit einer
erhdéhten Abundanz im Vergleich zum WT vorhanden. Nachgewiesen wurde das Protein in
der Membranfraktion und im Gesamtextrakt. M.Ssp6803V wird durch s/ir6095 auf dem

Plasmid pSYSX von Synechocystis 6803 kodiert (Hagemann et. al.,2018). Die Ergebnisse
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physiologischer Untersuchungen, der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten As/ir6095
Insertionsmutante, sind unter 4.4 nachzulesen.

Weiterhin konnte fir SIr6096 und SIr6097 eine relative Erhohung der Proteinabundanz in
den Suppressormutanten im Vergleich zum WT gemessen werden. Annotiert sind die
Proteine als Typl Restriktionsmodifikationssystem (SIr6096) und Typ | spezifische
Desoxyribonuklease. Im Gegensatz zu SIr6096, konnte SIr6097 nur in der Membranfraktion
nachgewiesen werden. Kodiert werden beide Proteine durch die Gene s/Ir6096 und sir6097.
Beide Gene werden in einer Transkriptionseinheit (TU6090) abgelesen. Sie sind neben
slir6095 auf dem Plasmid pSYSX lokalisiert. SI0660, 4-Hydroxythreonine-4-phosphat
Dehydrogenase (PdxA) ist in beiden Suppressorstdmmen hochreguliert. Dieses Enzym
katalysiert die NAD(P) abhangige Oxidation von 4-(Phosphooxy)-L-Threonin (HTP) zu 2-
Amino-3-0Oxo-4-(Phosphooxy)Buttersaure. Die Proteine SIr0937 und SIr0959 haben keine
bekannte Funktion.

Sieben Proteine wiesen ein verringertes Proteinlevel auf. Dazu gehoren die hypothetischen
Proteine SI11526, dessen mRNA reproduzierbar verringert gemessen wurde, und SI11527. In
beiden Suppressormutanten liegt ebenfalls Thrfl mit einer reduzierten Proteinabundanz
vor. LpxD (UDP-3-O-Acylglucosamine N-Acyltransferase), die am Lipopolysaccharid-
Metabolismus beteiligt ist, zeigt in Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 eine reduzierte
Proteinabundanz. Die Tryptophan tRNA Ligase katalysiert in Synechocystis 6803 die Bindung
von Tryptophan an die tRNA. Sowohl in der Membranfraktion, als auch im Gesamtextrakt ist
die Proteinabundanz in beiden Suppressormutanten verringert. ThrB zeigt in den
Membranfraktionen beider Suppressormutanten eine Verringerung in der Proteinabundanz
um -1,08 (Asll0729::supp_1) und -1,19 (As/l0729::supp_15). Die Homoserinkinase wird
durch s//1760 kodiert und katalysiert die Phosphorylierungsreaktion von L-Homoserin zu L-
Homoserinphosphat, unter Verbrauch von ATP. Besonders stark ausgepragt im Proteom
beider Suppressormutanten ist die Reduktion von SI11941, der Topoisomerase IV UE A. In
der Membranfraktion von Asll0729::supp_15 ist SII1941 um das Vierfache reduziert,
wahrend es in As/l0729::supp_1 dreimal verringert ist. Um diesen Befund zu erharten, wurde
ein Sl11941 spezifischer Antikdrper hergestellt (BaseClear), mit dessen Hilfe in Western-Blot
Analysen die Reduktion der Topoisomerase IV UE A in Asll0729::supp_1 im Vergleich zum
WT bestéatigt wurde. Von beiden Stdmmen wurden 7,5 ug Proteinextrakt fir die Analyse
verwendet. Der SI11941 Antikorper detektierte das Protein in der erwarteten GrolRe von
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101 kDa. Fur die Suppressormutante konnte ein schwacheres Signal im Vergleich zum WT

nachgewiesen werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34 Western-Blot Analyse von Sl11941

Verifikation der reduzierten Proteinabundanz von SII1941 in der Suppressormutante Asll0729::supp_1 im Vergleich zum
WT. Insgesamt wurden pro Tasche 7,5 pg gesamt Proteinextrakt verwendet. SII1941 (schwarze Pfeile) wurde unter
Verwendung eines spezifischen Antikorpers detektiert. Das Signal wurde Gber Chemilumineszenz emittiert und der
Rontgenfilm wurde Fotodokumentiert (mittleres Bild). Das Coomassie-Gel wurde mit 7,5 pg Proteinextrakt beladen und
nach der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese in Coomassie-Brillant Blau R-250-Farblésung fur 1 h gefarbt. Mittels 40 %
Methanol, 10 % Essigsaure wurde Uberschissiges Coomassie geldst und das Gel wurde Fotodokumentiert.

Auch auf mRNA Ebene konnte mittels Microarray Analysen gezeigt werden, dass die
Transkriptabundanz von s/l1941 in beiden Suppressormutanten, im Vergleich zum WT
verringert ist (Asll0729::supp_1, -0,87 logx FC und Asll0729::supp 15, -1,00 log, FC;
Abbildung 35).
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Abbildung 35 Genomplot der Microarray Untersuchungen von Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15

Signalintensitdt, um den genetischen Lokus von sll1941. Reduzierte Abundanz der sl[1941 Transkripte in den
Suppressormutanten im Vergleich zum WT. Zwei biologische und drei technische Replikate wurden fiir die Analysen
verwendet.
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Die Topoisomerase |V ist essentiell fir die Chromosomen Segregation von Synechocystis
6803. Wahrend der DNA-Replikation ist das Protein flr die DNA-Dekatenierung topologisch
verbundener Tochter-Chromosomen verantwortlich. Die Daten deuten darauf hin, dass die
fehlende GGCC Methylierung evtl. zu Stérungen in der DNA Replikation bzw.
Chromosomensegregation fihrt. Die Reduktion der Topoisomerase IV UE A in der
Suppressormutante kdnnte somit dazu beigetragen haben, die urspriinglich beobachteten
starken phanotypischen Veranderungen in der originalen As//0729 Mutante auszugleichen.
Allerdings konnten sowohl in der codierenden als auch der upstream Sequenz von s//1941
keine Unterschiede in der DNA der Suppressormutanten im Vergleich zum WT gefunden

werden.
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5 Diskussion

Die Modifikation der DNA durch DNA-Methylierung fligt dem genetischen Code, eine
zusatzliche Information bei (Casadesus, 2006). Intensive Forschung an eukaryotischen Zellen
offenbarte hdaufig einen Einfluss, der epigenetischen Modifikation der DNA, auf die
Genexpression  sowie genomische Pragung (Imprinting), der X-Inaktivierung,
Alterungsprozesse, Krebszellentwicklung und viele weitere Mechanismen (Brown et. al.,
2007; Csankovszki et. al., 2001; Kaneda et. al., 2004). Die Bedeutung der DNA-Methylierung
in Prokaryoten ist weniger gut untersucht. Klassisch werden DNA-Methyltransferasen mit
RM-Systemen in Verbindung gebracht und in diesem Zusammenhang funktional dem
zellularen Abwehrsystem zugeschrieben (Blow et. al., 2016). Aktuell werden jedoch immer
haufiger orphane DNA-Methyltransferasen identifiziert, die keine korrespondierende
Restriktionsendonukleasen besitzen (Casadesus, 2016). Die biologische Funktion der
orphanen DNA-Methyltransferasen ist meist noch unklar. Aktuelle Forschungsergebnisse
weisen jedoch darauf hin, dass DNA-Methyltransferasen auch in Prokaryoten regulatorische
Funktionen besitzen kdénnen. So wurde beispielsweise der Einfluss der Dam aus E. coli auf
die Zellentwicklung, der DNA Replikation oder der Regulation der Genexpression

beschrieben (Low und Casadesus 2008, Casadesus und Low 2013).

Innerhalb des 0okologisch wichtigen Phylum Cyanobakterien sind bisher nur wenige
Untersuchungen zur DNA-Methylierung vorgenommen worden. SMRT-Sequenzierung und
Bisulfit-Sequenzierung ermoglichten die globale Untersuchung des Methyloms von
Synechocystis 6803. Mittels Bisulfit-Sequenzierung kann C5-Methylcytosin zu 100 %
detektiert werden, wohingegen SMRT-Sequenzierung C5-Methylcytosin nicht oder nur
eingeschrankt detektiert. Da N4-Methylcytosin teilweise resistent gegenlber der Bisulfit-
Behandlung ist, wird diese Methylierung nur zu 50 % detektiert (Vilkaitis und Klimasauskas,
1999) (siehe Abbildung 36). SMRT-Sequenzierung kann N6-Methyladenin und
Cytosinmethylierungen im Genom detektieren (Flusberg et. al., 2010). C5-Methylcytosin
konnte in unseren Analysen nicht bestimmt werden. Daher ermdéglicht die Kombination der
beiden Methoden eine zuverldssige Unterscheidung von C5-Methylcytosin und N4-
Methylcytosin, sowie die Detektion von N6-Methyladenin und sollte somit einen

vollstandigen Uberblick Gber das Synechocystis 6803 Methylom erlauben.
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Abbildung 36 Modifikation der DNA im Motiv GGCC

Das Motiv GG™CC wird in Synechocystis 6803 in Bisulfitanalysen als bis zu 50 % methyliert angegeben. Die Modifikation
der DNA findet auf beiden Strangen parallel statt. Die roten Pfeile zeigen die methylierten Positionen beider DNA-Strange
(Cytosin) .

In einer umfassenden Studie wurden 2018 230 Prokaryoten, darunter zwei Cyanobakterien
hinsichtlich ihrer DNA-Modifikation analysiert. In 93 % der Organismen wurde eine
spezifische Methylierung der DNA detektiert und fast 48 % der untersuchten Organismen
besallen aktive Typ Il Methyltransferasen (Blow et. al., 2018). Der Modellorganismus
Synechocystis 6803 eignete sich besonders zur Untersuchung von orphanen DNA-
Methyltransferasen, da |) das Genom vollstandig sequenziert vorliegt (Kaneko, 1996), Il) das
Transkriptom identifiziert wurde (Kopf et. al., 2014), lll) in vitro die Abwesenheit von
Restriktionsendonukleasen Uberprift wurde (Scharnagl et. al.,, 1989), IV) die Modifikation
der DNA durch DNA-Methylierung im Motiv CGATCG nachgewiesen wurde (Scharnagl et. al.,
1989).

In dieser Arbeit wurde erstmals das vollstandige Methylom von Synechocystis 6803
charakterisiert. Das Methylom umfasst funf spezifische Methylierungsmotive: ™CGATCG,
GMPATC, GG™CC, GGMPAN7TTGG/CCA™AN7TCC und GAMPAGGC. Mit unterschiedlicher
Haufigkeit sind diese im Genom von Synechocystis 6803 verteilt (siehe 4.1). Allen
Methylierungsmotiven konnten spezifische Methyltransferasen zugeordnet werden. Zwei

Motive ("™ CGATCG, G™ATC) und ihre korrespondierenden Methyltransferasen (M.Ssp6803|

79



Diskussion

und M.Ssp6803IIl) wurden bereits zuvor beschrieben und unabhangig in dieser Arbeit

bestatigt (Scharnagl et. al., 1998).

M.Ssp68031 — DNA-Methyltransferase methyliert das Motiv ™CGATCG und

beeinflusst DNA-Raparaturmechanismen und die Stabilitat der Chromosomen

Im Chromosom von Synechocystis 6803 wird die Methyltransferase M.Ssp68031 durch
slr0214 kodiert und methyliert spezifisch das Motiv "CGATCG (Scharnagl et. al., 1998). Das
im Motiv "™CGATCG das erste C°> methyliert vorliegt, konnte in dieser Arbeit mittels Bisulfit-
Sequenzierung direkt belegt werden. Die Sequenz ist Teil des oktamerischen Palindroms
GCGATCGC, welches als highly iterated palindrome (HIP1) bezeichnet wird. Allgemein
kommen solche, sich in der Basenabfolge wiederholende palindrome Sequenzen in fast allen
Prokaryoten vor. Sie sind hinsichtlich ihrer Lange, Haufigkeit und Organisation sehr divers.
Eine Besonderheit des HIP1 Motivs ist die phylogenetische Verteilung innerhalb der
Cyanobakterien (Robinson et. al., 1995). Erstmals wurde HIP1 in Synechococcus PCC 6301
beschrieben. In diesem Cyanobakterium kommt das Motiv durchschnittlich alle 320
Nukleotide vor und ist vorwiegend in proteinkodierenden Regionen lokalisiert (Robinson et.
al,, 1995). Im Chromosom von Synechocystis 6803 wurde das HIP1 Motiv alle 1131
Nukleotide nachgewiesen (Robinson et. al., 1995; Kaneko et. al., 1997). Es gibt grolSe
Schwankungen hinsichtlich der Verteilung des HIP Motivs innerhalb der DNA-Sequenzen der
Plasmide (Kaneko et al., 1997). In Genomen, in denen HIP1 nur wenig oder gar nicht
vorkommt, wurden alternative HIP Motive, wie das Chi Motiv beschrieben. Auch neue HIP
Motive wie GGCGCC, GCsGC, oder rCCGGy sind von Calothrix PCC 7103, Cyanothece PCC
7122 und Oscillatoria PCC 10802 bekannt (Elhai, 2015). Trotz Jahrzehnte langer Forschung
ist die Funktion des HIP1 Motivs noch immer ungeklart. Auffallig ist jedoch die Assoziation
des Motivs mit spezifischen DNA-Methyltransferasen, wie M.Ssp68031 oder M.Ssp6803lII.
Elhai postulierte 2015 die Theorie, M.Ssp68031I sei an Methylierungs-abhangiger mismatch
repair der DNA beteiligt. Einen Zusammenhang zwischen HIP1 und der Erhaltung der
Chromosomenstruktur in Cyanobakterien zeigten Xu et. al. (2018) auf. In dieser Arbeit zeigte
die Aslr0214 Mutante einen UV-sensitiven Phanotyp im Vergleich zum WT. Dies kdnnte

darauf  hinweisen, dass M.Ssp6803| tatsdchlich eine Funktion bei DNA-
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Raparaturmechanismen oder einen Einfluss auf die Chromosomenstabilitdt Gbernimmt.
Eine darlber hinausgehende Bedeutung von M.Ssp68031 fur die Regulation der
Genexpression konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Mittels DNA-Microarray
Analysen konnte praktisch keine globalen Anderungen im Expressionsverhalten im Vergleich
zum WT gefunden werden. Nur ein Gen (s//0382), das fir ein Protein unbekannter Funktion
kodiert, zeigte eine Veranderung in der Transkriptabundanz im Vergleich zum WT. Die
Ergebnisse stehen im Kontrast zur Haufigkeit des M™CGATCG Motivs mit 29852
Erkennungssequenzen im Genom von Synechocystis 6803. Doch auch fur die HIP1 Sequenz
konnte kein direkter Zusammenhang mit globaler Genexpressionsregulationsmechanismen
nachgewiesen werden (Xu et. al., 2018).

Allerdings scheint auch hier eine genauere Analyse einzelner Gene wichtig zu sein. Nicht alle
CGATCG Sequenzen in Synechocystis 6803 scheinen vollstandig methyliert zu sein. Auf dem
Plasmid pSYSA wurde eine praktisch unmethylierte CGATCG Sequenz gefunden, die sich
inmitten von Genen fiir ein CRISPR_System befinden (Scholz et. al., 2019). Diese starke
Hypomethylierung scheint sich auf die Funktion des CRISPR_Systems auszuwirken, denn in
der Aslr0214 Mutante, wo die ™CGATCG Methylierung vollstdndig fehlt, kam es zu einer
Verringerung der Konjugationseffizienz um 50 % im Vergleich zum WT. Diese Ergebnisse
spiegeln eine noch unbekannte Funktion der DNA-Methylierung in der CRISPR-vermittelten

DNA-Transformation und Konjugation wider (Scholz et. al., 2019).

HIP1
A

M.Ssp6803l
5-GCGATCGC-3'
3-CGCTAGCG-5

M.Ssp6803lli

Abbildung 37 HIP1 Sequenz
Die HIP1 Sequenz mit den enthaltenden DNA-Methylierungsmotiven spezifisch fir die DNA-Methyltransferasen M-Ssp6803|
und M-Ssp6803lil aus Synechocystis 6803. Modifiziert nach Scholz et. al,, 2019.
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Das Motiv G™ATC bildet auch einen Teil der HIP1 Sequenz und kommt, wie ™CGATCG,
dartber hinaus auch haufig unabhangig im Genom von Synechocystis 6803 vor (siehe
Abbildung 37) (Elhai, 2015). Das Gen s/r1803 kodiert fur die DNA-Methyltransferase
M.Ssp6803lIl, welche GMATC methyliert und essentiell fur die Viabilitat des Organismus ist
(Scharnagl et. al., 1998). In Anabena PCC 7120 methyliert die DNA-Methyltransferase DmtA
das Methylierungsmotiv GATC. DmtA ist ebenso wichtig fiir das Uberleben der Zelle, da
keine knockout Mutante unter Laborbedingungen erzeugt werden konnte (Matveyev et. al.,
2001). Es wird angenommen, dass die DNA-Methyltransferasen, die spezifisch Motive
innerhalb der HIP Sequenz methylieren, verschiedene biologische Funktionen Ubernehmen
(Elhai, 2015). Die physiologische Funktion von M.Ssp6803lll in Synechocystis 6803 ist
unbekannt, da das Fehlen einer segregierten Mutante weitergehende Studien sehr
einschrankt. Die DNA-Methyltransferase Dam aus E. coli ist an verschiedenen Mechanismen,
wie der Regulation der Genexpression (1.3.2), der Chromosomen Segregation, oder DNA-
Raperaturmechanismen beteiligt (Marinus und Morris 1974; Lgbner-Olesen und Skarstad
1988). Dam ist nicht essentiell fir die Aufrechterhaltung der Zellviabilitdt von E. coli, ihr
Verlust fihrt im Laborversuch jedoch zur Erhéhung der Mutationsrate. Marinus und Morris
schlussfolgerten, dass Dam aus E. coli eine Funktion in der DNA-Replikation hat (1.3.2)
(Marinus und Morris, 1974). Vermutlich unterscheidet sich der Replikationsmechanismus
von Synechocystis 6803 von dem in E.coli, was auf der einen Seite die essentielle Rolle von
Dam (Scharnagl et. al., 1998) sowie auf der anderen Seite die Beteiligung des DnaA Proteins

betrifft (Langer et. al., 1996).

M.Ssp6803Il — DNA-Methyltransferase mit diversen biologischen Funktionen

Die DNA-Methyltransferase M.Ssp68031l wird im Chromosom von Synechocystis 6803 durch
sll0729 kodiert. Sie katalysiert die N4-Methylierung des zentralen Cytosins im Motiv GG™*CC.
Mittels SMRT-Sequenzierung konnten 38.512 Methylierungsmotive im Genom von
Synechocystis 6803 detektiert werden. Die Deletion von s//0729 flhrte zunachst zu starken
phanotypischen Anderungen in der Mutante. So zeigte die Mutante eine Reduktion im
Chlorophyll a Gehalt und wies eine Verringerung im Wachstum im Vergleich zum WT auf.

Die hohe Anzahl detektierter GG™CC Motive im Genom von Synechocystis 6803 und der
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deutlichen phanotypischen Anderungen der As/l0729 Mutante lieRen vermuten, dass die
Methylierung von GG™CC einen Einfluss auf die Genexpression hat. Daher wurden DNA-
Microarray Analysen durchgefihrt. Entgegen erster Annahmen zeigten nur wenige Gene
eine signifikante Anderung in der Transkriptabundanz im Vergleich zum WT, dariiber hinaus
waren diese Anderungen jedoch nicht konstant. Die Wiederholung der DNA-Microarray
Analysen zeigten bei jedem Experiment unterschiedliche Gene mit veranderter
Transkriptabundanz, nur zwei Gene zeigten reproduzierbare Veranderungen.

Zuséatzlich wiesen nur wenige der transkriptionell veranderten Gene ein GG™CC Motiv im
Promotorbereich auf. Der Einfluss der DNA-Methylierung auf die Genexpression wurde auch
im Mycobacterium tuberculosis untersucht. Dabei zeigte der Stamm L1 keine Anderung in
der Genexpression in Abhangigkeit der DNA-Methylierung. Fir den Stamm L4 konnten
hingegen 8 Gene detektiert werden, die vermutlich durch fehlende DNA-Methylierungen in
der upstream Region der Gene zur Veranderung der Genexpression fihren (Gomez-
Gonzalez et. al.,, 2019). Zehn Gene mit konstant verdnderter Genexpression wurden in zwei
Helicobacter pylori Stammen beschrieben, wobei in den Einzellexperimenten ebenfalls
erheblich hohere Varianzen gefunden wurden (Estibariz et. al, 2019). Sowohl in
Mycobacterium tuberculosis L4, als auch in Helicobacter pylori gab es neben diesen
Veranderungen viele weiter Anderungen der Genexpression, die auf indirekte Effekte
hinweisen (Gomez-Gonzalez et. al,, 2019; Estibariz et. al., 2019). In Synechocystis 6803
wurden zwei Gene (s//0470 und s//1526) mit konstanter Anderung in der Transkriptabundanz
in allen Microarray Analysen erfasst. Beide Gene enthalten im putativen Promotorbereich
das Methylierungsmotiv GG™CC. Die hier erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
gemessenen Anderungen in der Transkriptabundanz vieler Gene nicht direkt durch die
Methylierung von GG™CC verursacht wurden. Diese Ansicht wird auch dadurch unterstitzt,
dass in den Suppressormutanten, die keine GGCC-Methylierung aber stabiles Wachstum
aufweisen, ebenfalls nur wenige Gene eine Anderung der Genexpression zeigten.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei den Genexpressionsuntersuchungen der
urspringlichen As/ll0729 Mutante eher um indirekte Anderungen handelt, lieferten
phéanotypische Untersuchungen. Nach mehreren Generationen wurde eine schrittweise
Aufhebung des charakteristischen As/ll0729 Pigmentierungsphanotyps beobachtet. Aus
einer heterogenen As/l0729 Kultur wurden spontan auftretende Suppressormutanten
isoliert. Bereits 1978 beschrieben Coulondre et. al., dass Cytosinmethylierung ein Hotspot
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fir Punktmutationen in E. coli sei (Coulondre et. al., 1978). Aber auch in Listerien,
Campylobacter, Salmonella und anderen Bakterien wurde die DNA-Methylierung mit
Hypermutation in Verbindung gebracht (Cherry, 2018). Die isolierten Suppressormutanten
waren wie die originale Asl/l0729 Mutante vollstandig segregiert und wiesen einen
funktionalen Defekt der Methyltransferase M.Ssp6803Il auf. Zwei Isolate wurden fir weitere
Untersuchungen kultiviert (As/l0729::supp_1 und As/l0729::supp_15). Phanotypische
Untersuchungen zeigten einen WT ahnlichen Phanotyp der Suppressormutanten. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass der beobachtete charakteristische Phanotyp der
Asll0729 Mutante nur indirekt durch die fehlende DNA-Methylierung im GG™CC Motiv
verursacht wurde und das es durch mogliche Mutationen in den Suppressorstdmmen zum
Ausgleich dieser sekundaren Effekte kam. Die Verwendung heterogener Kulturen
zusammengesetzt aus As/l0729 Mutante und Suppressormutanten, kdnnte die Inkonsistenz
der durchgefiihrten DNA-Microarray Analysen erklaren.

Die stabilen Suppressormutanten erlaubten nun eine gezielte Untersuchung der Auswirkung
fehlender GGCC-Methylierung. Daher wurden erneut DNA-Microarray Analysen der stabilen
Suppressormutanten Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15 durchgefiihrt. Neben einigen
anderen Genen konnte tendenziell die Anderung in der Transkriptabundanz fiir s//1526 und
510470 detektiert werden. Diese Gene zeigten bereits in allen vorherigen DNA-Microarray
Analysen eine Veranderung in der Transkriptabundanz. In silico Analysen der genetischen
Loki zeigten, dass die Gene s//0470 und sll1526 ein GGCC Motiv innerhalb des -35 Elements,
upstream der transkriprionellen Startsequenz (TSS) enthalten. Da in Bakterien die -35 Region
entscheidend flir die Promotoraktivitat ist, waren s/l0470 und s//1526 interessante
Kandidaten, um zu untersuchen, ob die DNA-Methylierung des GG™CC Motivs einen
direkten Einfluss auf die Promotoraktivitat dieser Gene hat. Upstream der luxAB Gene
wurden mutierte (GCGC) und natlrlichen (GGCC) Promotorelemente im pilA Vektorsystem
(Kunert et. al., 2000) kloniert und in einen neutralen genomischen Lokus innerhalb des WT
Chromosoms bzw. As/l0729::supp 15 Chromosoms transformiert. AnschlieBend fanden mit
den erzeugten Klonen Promotorassays (Baumgartner et. al.,2016) statt. Da es nicht moglich
war stabile As/l0729 Mutante zu kultivieren, wurde die Suppressormutante
Asll0729::supp_15 fur die Experimente verwendet. Allerdings kann nicht ausgeschlossen

werden, dass durch die unbekannte(n) Mutation(en) in der Suppressormutante ein
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Methylierungs-unabhangiger Einfluss auf die Promotoraktivitdt ausgelbt wird. Die
Ergebnisse zeigten fir das Promotorelement Ps/l0470, dass die Spezifitat des GGCC Motiv
und der Methylierungsstatus des Motivs unter Standardbedingungen und bei 15 °C einen
Einfluss auf die Starke des Promotors hat. Der Verlust der Methylierung fihrt zur verstarkten
Expression von s/l0470, wie es auch in den Genexpressionsuntersuchungen mit Mutanten
ohne GGCC-Methylierung festgestellt wurde. Unter Verwendung der gleichen
experimentellen Bedingungen lagen die Messungen fiir die Promotorelemente von s/l1526
in den WT- und den suppressormutanten Zellen unterhalb des Detektionslimits. Kopf et. al.,
zeigten 2014, dass die Genexpression von s//1526 unter Kaltestress induziert wird. Die
Ergebnisse des Promotorassays weisen darauf hin, dass diese Induktion unabhédngig vom
GGCC Motiv ist. Es konnte kein Einfluss auf die Genexpression von s//1526 in Abhangigkeit
vom Methylierungsmotiv GGCC nachgewiesen werden. Zusammenfassend weisen die
Ergebnisse der DNA-Microarray Analysen und der Promotorassays darauf hin, dass eine
globale Regulation der Genexpression durch die Methylierung des GG*™CC Motivs
offensichtlich in Synechocystis 6803 nicht vorhanden ist. Vielmehr scheint eine gezielte
Regulation spezifischer Gene, wie s/l0470 statt zu finden. Die Gene s/l0470 und s//1526 sind
aktuell nicht charakterisiert. Der Proteinabgleich mit der Pfam Datenbank uns BlastP
Analysen zeigten fir das 186 AA lange Protein SIl0470 eine DUF2808 Domane von Position
44 bis 184 (Abbildung 45). Diese Domdne mit unbekannter Funktion wurde bisher
ausschlielRlich in Cyanobakterien detektiert. Das zweite unbekannte Protein, kodiert durch
sll1526, kommt hingegen nur in wenigen Cyanobakterien und einigen Proteobakterien vor.
Unter Verwendung der Pfam Datenbank zeigte der Proteinabgleich zwei konservierte
Domédnen. Eine Methyltransferase Domaéane (pfam13649) und eine regulatorische
Methyltransferase Domane (pfam10119) (Abbildung 46). Die regulatorische Domane
beeinflusst die Aktivitdt von Methyltransferasen. BlastP Analysen zeigten weiterhin, dass die
pfam13649 Domane mit SmtA (COGO0500) Uberlappen (Abbildung 46). Die SmtA
Superfamilie beinhaltet S-Adenosyl-L-Methionin abhangige Methyltransferasen der Klasse .
Diese Enzyme erkennen unterschiedliche Substrate wie kleine Molekile, Fette oder DNA
und methylieren eine groRe Anzahl an Atomen, wie Stickstoff, Sauerstoff oder Kohlenstoff.
Das Sll1526 die zwei Domanen pfam13649 und pfam10119 enthalt, ldsst vermuten das es

sich bei diesem Protein um eine Methyltransferase handelt, dessen Substratspezifitat noch
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nicht identifiziert wurde. Die Frage, ob die Proteine SII1526 und SIl0470 funktional
verbunden sind kann noch nicht geklart werden.

Zur Untersuchung der biologischen Funktion von M.Ssp68031l wurden weiterhin
phanotypische Untersuchungen durchgefihrt. Mikroskopische Betrachtung der Zellen der
Suppressormutanten  ergaben eine Verdnderung in der ZellgroBe. Sowohl
Kultivierungsbedingungen unter Raumluft, als auch unter CO, Begasung zeigten eine
signifikante Verringerung im Zelldurchmesser der Suppressormutanten. Eine Korrelation
zwischen der ZellgroBe und dem DNA-Gehalt konnte in Synechococcus elongatus
beobachtet werden (Zheng und O’Shea, 2017). Unsere Untersuchungen der
Suppressormutanten zeigten neben der kleineren ZellgrélRe auch eine Verringerung im DNA-
Gehalt. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass die Chromosomenanzahl in
Synechocystis 6803 in Abhdngigkeit von den Wachstumsbedingungen ist. Diese
Beobachtung dhnelt den Beobachtungen von Zerulla et. al. (2016). In Prochlorococcus
Stammen mit kleinen redundanzfreien Genomen (1,66 — 1,74 Mb) fuhrt UV-Strahlung zur
Erhohung der Mutationsrate (Osburne et. al., 2009). Wiederholte UV-Strahlung fihrt in E.
coli zu Mutationen verschiedener Gene, die in an der DNA-Replikation und DNA-
Reparaturmechanismen beteiligt sind (Alcantara-Diaz et. al., 2004). Osburne et. al,
spekulierte das E. coli Stamme mit groRerem Genom tolerant gegenliber Mutationen durch
UV-Strahlung seien (Osburne et. al.,, 2009). Untersuchungen der Suppressormutanten unter
UV-Stress zeigten eine deutliche Verschlechterung der Viabilitat der Zellen im Vergleich zum
WT, was auf ein vermindertes Vermogen zum Reparieren oder direkt auf die verminderte
Chromosomenzahl zurtckzufihren sein konnte. Dies konnte auf einen Einfluss von
M.Ssp68031l  auf die  Chromosomenstabilitdit, = DNA-Replikation ~ oder = DNA-
Reparaturmechanismen hinweisen. Es muss jedoch auch bericksichtigt werden das durch
die Verringerung der ZellgroBe das Oberflaichen-Volumen-Verhiltnis in den
Suppressormutanten grofRer wird. Dies erhoht die Angriffsflache der Suppressormutanten
flr die UV-Strahlung.

Ein weiterer Hinweis auf die Funktion von M.Ssp6803Il lieferten Proteomanalysen der
Suppressormutanten. Insgesamt wurden im Proteom der Suppressormutanten sechs
Proteine mit erhohter Abundanz und sieben Proteine mit verringertem Proteinlevel
detektiert. Die Topoisomerase IV UE A war in den Suppressorstammen bis zum Vierfachen

im Vergleich zum WT reduziert. Durch Anderungen in der Verkniipfungszahl der DNA-
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Strange, kdnnen Topoisomerasen dynamische Veranderungen in der DNA-Topologie
ausgleichen. Diese dynamischen Veranderungen finden beispielsweise wahrend und nach
der DNA-Replikation statt (Espeli und Marians, 2004). Durch topologische Verdanderungen
kann die DNA-Topoisomerase auch die Expression von Genen beeinflussen (Dorman und
Dorman, 2016). Topoisomerasen werden entsprechend ihrer Funktion in zwei Familien
eingeteilt. Die Typ | Topoisomerasen ermoglichen eine DNA-Strangpassage durch einen
Strangbruch. In E. coli wurden zwei Typ |A Topoisomerasen beschrieben, die ohne
Energiequelle die Spaltungsreaktion der DNA katalysieren. Diese sind die Topoisomerase |
und Ill. Die Typ Il Topoisomerasen erzeugen einen voribergehenden Doppelstrangbruch in
der DNA, um die Passage eines DNA-Molekils zu gewahrleisten (Champoux, 2001). Fur die
Hydrolyse der DNA brauchen diese Typ Il Topoisomerasen ATP. Um die Stabilitat des
Genoms wahrend der Reaktion zu gewahrleisten binden die Typ Il Topoisomerasen Uber
kovalente Bindung die 5'Enden der DNA Strange (Deweese et. al., 2009). In E.coli werden
die Gyrase und die Topoisomerase IV den Typ Il Topoisomerasen zugeordnet (Wang et. al.,
2008). In Abbildung 14 ist ihr Wirkungsmechanismus dargestellt. Die DNA-Gyrase beseitigt
positiv supercoiled DNA vor dem Replikationsprozess. Die Hauptfunktion der Topoisomerase
IV ist die Trennung der Tochter-Chromsomen nach der DNA-Replikation, relaxieren

negativer Superhelices und entknotet DNA (Deibler et. al., 2001).
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Replication Machinery ———> ‘m}
Precatenanes (+) Supercoils e
XAy
Topoisomerase |V Gyrase

(Topoisomerase IV?)

“Canonical’ “Wrapping”
Strand Passage Mechanism Strand Passage Mechanism

Abbildung 38 Wirkmechanismen der Topoismomerasen ||
Die Gyrase entspannt positiv supercoiled DNA Uber wrapping. Die Topoisomerase IV trennt nach der Replikation entstandene
Tochterstrange (canonical). (Ashley et. al., 2017)

Durch die Verringerung der Topoisomerase IV in den Suppressormutanten scheint die
gezielte Entknotung der Tochterstrange nach der DNA-Replikation zu fehlen. Dies fuhrt zu
Veranderungen in der DNA-Topologie, was zur Verdnderung in der Affinitat von einigen DNA
bindenden Protein fihren kann (Dorman und Dorman, 2016). Dies hat Auswirkungen auf die
DNA-Replikation in Synechocystis 6803 zu haben. Die Stérung der DNA-Replikation kdnnte
die Verringerung des DNA-Gehalts in den Suppressormutanten und die Verringerung der
ZellgroRe im Vergleich zum WT erklaren. In anderen Organismen wurde bereits eine
Korrelation der ZellgroRe mit dem DNA-Gehalt der Zelle beschrieben (Zheng und O’Shea,
2017). Die Methylierung des GGCC Motivs durch M.Ssp68031l scheint keinen direkten Effekt
auf die Genexpressionsregulation zu haben. Die Ergebnisse weisen eher darauf hin, dass es
einen regulatorischen Effekt der DNA-Replikation Uber die DNA Organisation gibt. Diese
Theorie wird durch die Akkumulation von SIr0937 in den Suppressormutanten bestérkt. Das
Protein enthalt die Domane TIGR02168, welche fiir die DNA-Segregation von Bedeutung ist.
In silico Analysen haben gezeigt, dass s//1941 ein GGCC Motiv im Promotorbereich enthélt.
Das macht s//1941 zu einem interessanten Kandidaten flr weiterfiihrende Promotorassay

Analysen.
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M.Ssp6803IV — essentielle DNA-Methyltransferase mit unbekannter Funktion
methyliert das Motiv GA™AGGC

Das Motiv GA™AGGC wurde bisher ausschlieRlich in Synechocystis identifiziert. Das
bifunktionale Enzym Eco57! aus E. coli erkennt und methyliert das verwandte Motiv
CTGAMPAG in Abhdngigkeit von S-Adenosyl-L-Methionin. Ein dhnliches Methylierungsenzym
wird in Synechocystis 6803 durch das Gen s/r6050 auf dem Plasmid pSYSX kodiert. Neben
REBASE Daten zeigten in silico Analysen das s/r6050 eine ECO571 Domane besitzt. Gene
kédbnnen Uber horizontalen Gentransfer von anderen Organismen erworben werden. Diese
kénnen deaktiviert werden, wenn die Gene keine Funktion fiir den Organismus haben oder
um den Organismus vor ihrer Funktion zu schitzen. Haufig fihrt der Erwerb neuer Gene
jedoch zur Erweiterung des genetischen Pools und zur Anpassung an neue Habitate. Als
natlrlich kompetenter Organismus kann Synechocystis 6803 Uber homologe Rekombination
Fremd-DNA in die eigene chromosomale oder Plasmid-DNA integrieren (Barten und Lill,
1995). Es ist anzunehmen, dass die extern erworbene DNA-Methyltransferase urspringlich
das Motiv CTGA™AG erkannt und ihre Spezifitdt entsprechend dem Wirtsorganismus
Synechocystis 6803 angepasst hat. Das die Sequenzspezifitdt von Eco57! biotechnologisch
verandert werden kann, zeigten Rimseliene et. la. (Rimseliene et. la., 2003. Saravanan et. al.,
2008). Blastp Analysen zeigten Ubereinstimmungen in vier S-Adenosyl-Methionin abhangige
Methyltransferase verschiedener Cyanobakterien (Microccystis aeruginosa, Scytonema
millei, Dolichospermum planctonicum und Anabaena sp. WA101). Daher wurde hier vorlaufig
geschlussfolgert, dass s/r6050 fir M.Ssp68031V kodiert und vermutlich das Motiv GAMPAGGC
methyliert. Alle experimentellen Versuche slr6050 zu deletieren, resultierten in einer
unvollstindig segregierten As/r6050 Mutante. Dies weist darauf hin, dass die Funktion von

M.Ssp68031V essentiell fir die Viabilitat des Organismus ist.
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M.Ssp6803V ~ — DNA-Methyltransferase methyliert das Motiv
GGMAN7TTGG/CCAMAN7TCC und beeinflusst die Verarbeitung genetischer

Informationen

Die DNA-Methyltransferase M.Ssp6803V wird durch s/ir6095 kodiert und methyliert das
Motiv GG™AN7TTGG/CCA™AN7TCC. Physiologische Untersuchungen der vollstandig
segregierten  Aslr6095 Mutante ergaben keine auffalligen Unterschiede im
Wachstumsverhalten, zellularem Absorptionsspektrum oder der ZellgroRe unter
Laborbedingungen. Auch unter UV-Strahlung verhielt sich die Mutante WT-ahnlich. Es wird
angenommen, dass M.Ssp6803V keinen Einfluss auf DNA-Reparaturmechanismen hat.
Untersuchungen des Proteoms zeigten fiir die Mutante As/r6095 nur geringe Anderungen
im Vergleich zum WT. Eine verringerte Proteinabundanz von M.Ssp6803V konnte
nachgewiesen werden ((logz) FC -1,37 Membranfraktion; (logz) FC-2,92 Totalextrakt). Es ist
deutlich, dass die Insertionsmutation keine vollstandige Deletion von s/r6095 zu Folge hat
oder eine mit WT Synechosystis 6803 kontaminierte Aslr6095 Kultur untersucht wurde. Der
Transkriptions-Repressor NrdR weist in der As/r6095 Mutante eine verringerte
Proteinabundanz im Vergleich zum WT auf (Membranfraktion, (log2) FC -1,19). NrdR
reprimiert die Transkription von Ribonukleotid Reduktase Genen, wie nrdA durch Bindung
an nrdr-Boxen. Durch die Verringerung des Proteins kdnnte der Anstieg in der
Proteinabundanz von Ribonukleotid-Diphosphat Reduktase UE Alpha (NrdA) ((logz) FC 1,11
Totalextrakt) begriindet sein. Die Synthese von Desoxyribonukleotiden wird durch NrdA
katalysiert, da es die 2'-Hydroxygruppe der Ribonukleotiden reduziert. Somit ist das Protein
an der DNA-Replikation beteiligt. In E. coli hatte die Deletion von NrdR Genen physiologisch
keinen Effekt auf das Wachstumsverhalten. Mittels Transkriptom Analysen wurde die
Erhohung der Ribonukleotid Reduktase in den E. coli Mutanten nachgewiesen (Dreux et. al.,
2015). Auch in Pseudomonas aeruginosa erhohte sich die Transkriptabundanz der
Ribonukleotid Reduktase Gene in NrdR Deletionsmutanten (Crespo et. al., 2015). Die
Untersuchung des Proteoms von As/r6095 weist darauf hin das M.Ssp6803V an der

Verarbeitung genetischer Informationen beteiligt sein kénnte.
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SII8009 hat keinen Einfluss auf die DNA-Methylierung in Synechocystis 6803

Das Gen s/[8009 ist in UniProt als Type | RM System Methyltransferase Untereinheit
annotiert. Auf dem Plasmid pSYSG kodieren neben s//8009, die Gene s/lI8006
(Substartspezifische Untereinheit) und s//8049 (Restriktionendonuklease Untereinheit). Die
drei Gene kdnnten zusammen ein vollstandiges RM-System des Typ | bilden. Der N-terminale
Bereich der putativen Methyltransferase ist um 156 Aminosauren verkirzt. Die fehlende
Sequenz ist teilweise in ss/8010 und in der intergenetischen Region zwischen ss/8010 und
slI8009 lokalisiert. Da sich beide Gene im gleichen reading frame befinden scheint eine
Punktmutation zur Unterbrechung des Transkripts geflihrt zu haben. Die Punktmutation von
CAA zu TAA flhrt ein Stopcodon in die Sequenz ein. Dies fihrt zur Termination der
Transkription (Abbildung 47 und Abbildung 48) und kdnnte zu einer Inaktivierung dieses RM-
Systems geflihrt haben. Die gesamte Region wurde im Rahmen dieser Arbeit resequenziert,
um einen Sequenzierfehler in der Datenbank auszuschlieRen. Die Resequenzierung ergab
keine Abweichung zur urspringlichen Genomsequenz. Die in silico Analysen und
Sequenzanalysen wiesen darauf hin, dass die beschriebenen Mutationen zur Inaktivierung
der putativen Methyltransferase SII8009 fiihren. Physiologische Analysen der erzeugten
AslI8009 Mutante zeigten im Vergleich zum WT keine signifikanten Anderungen im
Wachstumsverhalten,  trotz  erhohtem  Chlorophyll/Phycocyanin-Gehalt.  SMRT-
Sequenzierung der Mutante As//8009 ergaben keine Anderungen im Methylierungsstatus im
Vergleich zum WT. Die in silico und in vitro Untersuchungen zeigen, dass SII8009 nicht an der
Methylierung der DNA von Synechocystis 6803 beteiligt ist. Das Toxin Antitoxin (TA) Systeme
haufig mit Abwehrsystemen wie RM-Systemen oder mobilen Elementen clusterartig
auftreten zeigte Kopfmann et. al. (Kopfmann et. al,, 2016). Drei auf pSYSG lokalisierte TA
Systeme bilden mit dem Typ | RM System, mit sechs mobilen Elementen und finf
verwandten TA Modulen ein Cluster zur Stabilisierung der Gene. Innerhalb dieses Clusters
ist das Typ | RM System genetisch durch die TA Systeme stabilisiert (Kopfmann et. al., 2016).
Elhai postulierte 2015 eine enge VerknUpfung von DNA-Methylierungsmotiven und der
Funktionsfahigkeit von spezifischen DNA-Methyltransferasen (Elhai, 2015). Mittels SMRT-
Sequenzierung wurden flinf Methylierungsmotive detektiert. Finf spezifischen DNA-

Methyltranferasen konnten identifiziert und den Motiven zugeordnet werden (In dieser
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Arbeit und Scharnagl et al., 1998). Es wurde kein sechstes Methylierungsmotiv detektiert.
Dies kdonnte darauf hinweisen, dass das Typ | RM System ihren Ursprung in anderen
Organismen hat, dass dieses System durch die Punktmutation inaktiviert wurde und es somit
in Synechocystis 6803 kein spezifisches Methylierungsmotiv gibt. Ohne korrespondierendes
Methylierungsmotiv hat die Methyltransferase SII8009 keine biologische Funktion. Dies
kdnnte zur Inaktivierung des Typ | RM Systems, trotz genetisch stabilisierender TA Systeme,
durch die beschriebenen Mutation im putativen Methyltransferasegen s/I8009 gefihrt
haben. Ohne  aktive  DNA-Methyltransferase  im  RM-System  wirde die
Restriktionsendonuklease die DNA der Zelle hydrolysieren. Das Gen s/l8049 weist einen

frame shift auf, der vermutlich die Inaktivierung der Restriktionsendonuklease bewirkt.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle von DNA-Methylierung in Synechocystis 6803
charakterisiert werden. Mittels SRMT- und Bisulfit-Sequenzierung wurden finf
Methylierungsmotive  detektiert: ™M™ CGATCG, GM™ATC, GG™CC, GAM™AGGC und
GGMPAN7TTGG/CCA™AN7TCC. Durch in silico Analysen konnte jedem Methylierungsmotiv
eine putative DNA-Methyltransferase zugeordnet werden. Die DNA-Methyltransferasen
M.Ssp6803I (s/r0214) und M.Ssp6803I1l (s/r1803) methylieren die Motive ™CGATCG und
GMeATC (Scharnagl et. al, 1998). Die Bisulfit-Sequenzierung bewies, dass im Motiv
MSCGATCG das erste C° methyliert vorliegt. Weiterhin konnte eine funktionelle Bedeutung
von M.Ssp68031 fiir DNA-Reparaturmechanismen nachgewiesen werden. Die DNA-
Methyltransferase M.Ssp6803II (s//0729) methyliert das Motiv GG™CC. Deren Mutationen
fUhrte zu verringertem Wachstum. Allerdings wies die Mutante As//0729 einen instabilen
Phanotyp auf, der anhand der Suppressormutantenklonen As/l0729::supp_1, sowie
Asll0729::supp_15 naher charakterisiert wurde. Mittels Microarray Analysen wurde nur flr
zwei Gene eine veranderte Transkriptabundanzdetektiert. Das Gen s//0470 zeigte sowohl in
der originalen Asll0729 Mutante als auch in den Suppressorklonen eine erhdohte RNA-
Menge. Dieses Gen beinhaltet das Methylierungsmotiv GGCC in der Promotorregion. Die
Daten der Microarray Analysen und der Promotoraktivitatsmessungen deuten darauf hin,
dass eine Transkriptionsregulation einzelner Gene durch die Aktivitdt von M.Ssp6803lI
existiert. Weiterhin zeigten die Suppressorklone eine Verringerung in der ZellgroRRe, dem
DNA-Gehalt und eine verringerte UV-Toleranz im Vergleich zum Wildtyp. Daher wird ein
Einfluss von M.Ssp68031l auf die Chromosomenstabilitdt, DNA-Replikation und DNA-
Reparaturmechanismen angenommen. Diese Verdnderungen kdnnten an der registrierten
verringerten Transkriptom- und Proteomanalysen Abundanz der Topoisomerase [V
Untereinheit A (s/l1941) in den Suppressorklonen liegen. Die Gene s/ir6050 und s/r6095
kodieren flir die Methyltransferasen M.Ssp6803IV und M.Ssp6803V. M.Ssp68031V
modifiziert das  Motiv  GAM™AGGC, wohingegen  M.Ssp6803V  das  Motiv
GGMAN7TTGG/CCAM™AN7TCC methyliert. M.Ssp6803IV ist fir die Vitalitdit von
Synechocystis 6803 essentiell. Proteom Analysen der Aslr6095 Mutante ergaben eine
veranderte Proteinabundanz von NrdR und NrdA, was auf einen Einfluss von M.Ssp6803V

auf die Verarbeitung genetischer Informationen hinweist. Insgesamt konnte erstmals eine
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umfassende funktionelle Analyse des Methyloms eines Modellcyanobakteriums erbracht

werden.
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/ Summary

The dissertation aimed to analyze the role of DNA-methylation in the model cyanobacterium
Synechocystis sp. PCC6803. With the help of new omics techniques like SMRT-sequencing
and bisulfite-sequencing we identified five methylation motifs, namely: ™CGATCG, GMCATC,
GG™(CC, GAMAGGC and GGMAN7TTGG/CCA™ANTZTCC. In silico analyses identified putative
DNA-methyltransferases that are likely responsible for the methylation of these motifs. The
DNA-methyltransferases M.Ssp6803I (s/r0214) and M.Ssp6803IIl (s/r1803) methylate the
motifs M™CGATCG and GMPATC (Scharnagl et. al., 1998). Bisulfite-sequencing revealed that
the first cytosine of the motif ™CGATCG became C> methylated. Further analysis showed a
functional role of M.Ssp6803I for DNA repair. The DNA-methyltransferase M.Ssp6803lI
(s110729) methylates the first cytosine of the core sequence GG™*CC. Initial analyses of the
Asll0729 mutant showed a growth and pigmentation phenotype. However, these changes
in mutant As/l0729 were unstable due to the appearance of suppressor mutants. The
suppressor clones Asll0729::supp_1 and Asll0729::supp_15 were isolated and analyzed
using microarray analysis. The results showed changed gene expression of only two genes.
For example the s/l0470 transcrip, bearing a GGCC methylation motif in the promotor region,
was found in higher abundances in the initial mutant As/l0729 as well as in suppressor clones
compared to wild type. These analysis reveald that the expression of few selected genes
might be regulated via the activity of M.Ssp6803ll. Interestingly, the suppressor clones
showed decreased cell size, lower DNA content and reduced UV-tolerance compared to wild
type. Therefore a role of DNA-methylation via M.Ssp6803Il on chromosome stability, DNA-
replication and DNA-repair mechanisms is assumed. These changes could be correlated with
the function of the topoisomerase IV subunit A (s//1941), which was found in lowered
abundance in transcriptome and proteome analyses of the suppressor clone. The DNA-
methyltransferase M.Ssp6803IV and M.Ssp6803V are modifying the methylation motifs
GAM™AGGC and GGMAN7TTGG/CCA™AN7TCC. M.Ssp68031V is essential for the viability of
Synechocystis 6803. Proteome analysis of the As/lr6095 mutant reveal changes in the
abundance of NrdR and NrdA, which indicates a role of M.Ssp6803V in processing genetic
information. Here, a first comprehensive functional analysis of DNA methylation among

cyanobacteria was performed, which showed that this mechanism fulfills divers roles in the
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cyanobacterial cell such as gene expression regulation, DNA-replication and DNA-structure

maintenance.
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9 Anhang

9.1 Veranderte Transkriptabundanz von s/l0470 und sll1526
Die Tabelle zeigt die Ergebnisse von vier unabhangigen Microarray Analysen der Asll0729
Mutante fir die Gene s/l0470 und sll1526. In den vier Untersuchungen war die

Transkriptabundanz dieser zwei Gene in der Mutante As/l0729 im Vergleich zum WT

verandert.

Tabelle 16 Anderungen in der Transkriptabundanz von s/l0470 und sl1526 aus vier unabhangigen Microarray Analysen der
Asll0729 Mutante.

DNA-Microarray sll0470 sll1526
Untersuchung
1 1,27 -0,9
2 1,73 -0,8
3 1,6 -1,40
4 1,3 -1,05

9.2 Karten verwendeter Expressionsplasmide

Die zur Klonierung verwendeten Karten der Expressionsplasmide pet28a und pASK-

IBA43plus sind in Abbildung 39dargestellt.

Xho I{158)
Not I(166)

166)
Hind Ni173)
Sal li179)

Ig231)

Bpu1102 1(80) Nhe
i 59| Nl i(z39)
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Sma li4300)
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3286 bp
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Abbildung 39 Expressionsplasmide pet28a und pASK-IBA43plus
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9.3 Insilico Analysen von SIr6050

Die Pfam Datenbank ist eine weitreichende Sammlung von Proteinfamilien. Jede Familie
wird dabei durch mehrere sequence alignment und hidden Markoc model (HMM) bestimmt.
HMM ist ein stochastisches Werkzeug zur Erstellung von bioinformatischen Modellen. Der
Vergleich von SIr6050 gegen die Pfam Datenbank ergab ein Ergebnis fir Eco57] RM-
Methyltransferase (siehe Abbildung 40).

EMBL-EBI

HOME | SEARCH | BROWSE | FTP | HELP | ABOUT " ‘nm

(T oo

Sequence search results
Show the detailed description of this results page.
We found 1 Pfam-A match to your search sequence (all significant)

Show the search options and sequence that you submitted.

Return to the search form to look for Pfam domains on a new sequence.

Significant Pfam-A Matches
Show or hide all alignments.

Envelope Alignment § i
Description Entry 9 HMM [-114 O Predicted Show/hide
type Start | End | Start | End | From | To | length | score active sites alignment

Eco571 Eco57I restriction-modification methylas .. Domain CL0063 106 27.2 4.4e-06 Hide
#HMM £dviiGNPPYqeseakkelkaleek. . . . akdiyqkFvekalkle. ﬂl:r-iLpﬂrflasgkqlhlrlkllklkllﬂl.!ed!."F.V

#MATCH £AViIGNEPY e +++k+ + + 44y + +eta ++ 4+ +e+idp 4 4T+ 1+ + 41+ b+ Bt

#PP gwwmmawnnswn99908876543323334 709 wwmnwwnend08THBO0nnwrwNEE66. 4555565777777777775566555665556665

#SEQ FDVIIGNPPYVEYSKIKKE GOt e et CCNLYAY SMERASSTLRLSGHIGFIT

Abbildung 40 Eco57| RM-Methyltransferase Doméne in SIr6050
Die Proteinsequenz von SIr6050 (Cyanobase) wurde mittels Pfam Datenbank untersucht. Es wurde ein Ergebnis fiir Eco57I
RM-Methyltransferase gefunden.

Im Vergleich von Eco571 und SIr6050 zeigte sich die groRte Ubereinstimmung in der Ne-
Methyltransferase Domane von Eco57I (siehe Abbildung 41). Diese in silico Untersuchung
wurde mittels BlastP NCBI durchgefihrt.

hypothetical protein [Synechocystis sp. PCC 6803]
Sequence ID: WP 011153869.1 Length: 1100 Number of Matches: 2
B See 2 more title(s)

Range 1: 750 to 824 GenPept Graphics W Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

43.6 bits(133) 7e-05 Compositional matrix adjust. 28/82(34%) 41/82(50%) 7/82(8%)

Query 520 FODVIVGNPPYMATEHMNQLTEPRELDIYRREYRSAYEQFDEYFLFIERSIQILEEYGYLGY 579
FDVI+GNEFPY+ + EE T + +3 + ¥ +EE+ TILE G++G+
Sbjet 750 FODVIIGNPPYVEYSEIR-—-——-REYTIRGYQTESCG---NLYAYSMERASSILELSGHIGF 802

Query 580 ILPSRFIEVDAGEELREFLSEN 601
I+P + D LE L N
Sbjct 803 IIPVASVCTDGYLPLENILVTN 824

Abbildung 41 Ne-Methyltransferase Domane aus Eco57! in SIr6050
Der Vergleich von Eco57! mit SIr6050 zeigt Ubereinstimmungen in der Ne-Methyltransferase Doméne.
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9.4 Rekombinante Expression von SIr6095 und SII8009

Protein Expression von SIr6095

Die rekombinante Expression von SIr6095 fand in E. coli statt. Das 53,54 kDa grofse Protein
SIr6095 konnte nicht 6slich exprimiert. Trotz verschiedener Klonierungs- und
Expressionsstrategien konnte das Protein ausschlieSlich im Zellpellet nachgewiesen werden

(siehe Abbildung 42).

nicht indieriSIéna tiert 4 h
Lysat Pellet

P —— = —53,54 kDa

Abbildung 42 Rekombinante Expression von SIr6095 in E. coli.

Akkumulation von SIr6095 im Zellpellet. Nach der SDS-Gelektrophorese wurde das Polyakrylamdid mit Coomassie-Brillant
Blau R-250-Farblésung furr 12 h gefarbt. Mittels 40% Methanol, 10% Essigsdure wurde Uberschissiges Coomassie gelost
und das Gel wurde Fotodokumentiert.

Protein Expression von SII8009

Das 56,39 kDa grol3e Protein SII8009 wurde rekombinant in E. coli exprimiert und mittels
SDS-Gelelektrophorese entsprechend der GroRe aufgetrennt. Trotz verschiedener
Klonierungs- und Expressionsstrategien, konnte kein |0sliches Protein exprimiert werden.

(siehe Abbildung 43)
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nicht indiierdrtiert 4 h
Lysat Pellet

~ 56,39 kDa

Abbildung 43 Rekombinante Expression von SIIB009 in E. coli.

Akkumulation von SIIB009 im Zellpellet. Nach der SDS-Gelektrophorese wurde das Polyakrylamdid mit Coomassie-Brillant

Blau R-250-Farblésung fir 12 h gefarbt. Mittels 40% Methanol, 10% Essigsdure wurde Uberschiissiges Coomassie gelost
und das Gel wurde Fotodokumentiert.
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9.5 Northern Blot Analysen von s/l0470 und sll1526 aus Asll0729

RNA-Proben der As/l0729 Mutante und des WT's, die bereits fir die erste und dritte
Microarray Analyse verwendet wurden, fand weiterhin Anwendung in Northern Blot
Analysen. Unabhdngig von den Microarray Analysen, konnte die verdnderte
Transkriptmenge der Gene s/l1526 und s/l0470 in zwei unabhangigen Experimenten mittels
Northern Blot Analysen bestatigt werden (siehe Abbildung 44). Die spezifisch flr s//1526 mit
32p markierten Proben, zeigen ein schwaches Signal in der As/l0729 Mutante, im Vergleich
zum WT. Die spezifisch fir s//0470 mit 3?P markierten Proben, zeigen ein stirkeres Signal in
der Mutante, als im WT. Die verwendeten Proben stammen aus zwei unabhangigen
Experimenten (Abbildung 44 Array 1 und Array 3) mit je zwei biologischen Replikaten (1,2
Abbildung 44).

A B
Array 1 Array 3 Array 1 Array 3
WT Asli0729 WT Asli0729 WT Asll0729 WT Asll0729
n 1 2 1 2 p (- m 1 2 1 2 1 2 -9 £
2000 é ity
s 1500 -

1500 4 L préea
1000 od .!' -

" 500 .
=0 200 %

100

uuthl'T NENN FEETE

Abbildung 44 Northern Blot Analysen

Die 32P markierter RNA-Proben, spezifisch fiir 11526 (A) und sll0470 (B). Zwei biologische Replikate der RNA des WT und der
Asll0729 Mutante wurden mitgefihrt (1,2). Die Bezeichnung Array 1 und Array 3 verweist auf die Nutzung der verwendeten
RNA-Proben fiir die Microarray Analysen 1 und 3. Der Northern Blot wurde an der Universitdt Freiburg durch Dr. Stephan
Klahn durchgefihrt.
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9.6 Transkriptomdaten der As/ll0729::supp_1 und
Asll0729::supp_15 Mutanten

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse der Transkriptomanalysen von As/0729::supp_1 und

Asll0729::supp_15 zusammengefasst.

Tabelle 17 Transkriptomanalyse der Suppressormutanten Asll0729::supp_1 und Asll0729::supp_15.
Die relativen Anderungen in der Transkriptabundanz chromosomaler Gene, ist im Vergleich zum WT als log, FC >
1 oder <-1 P-Wert < 0.05 angegeben. Die Kulturen wurden unter Standardbedingungen kultiviert.

Zugangs- Beschreibung Asll0729::supp_1/  Asll0729::supp_15/
nrA WT WT
sl11594 ndhF3 Operon Transkriptonsregulator -2,00 -1,83
ssl3441 Translationsinitiationsfaktor IF-1 -1,96 -2,23
slr1928 type 4 pilin-like Protein -1,93 -1,87
slr1291 NAD(P)H-Quinone Oxidoreduktase UE 4 -1,71 -2,25
sl11968 PmgA -1,69 -1,52
slr0473 Phytochrome 1 Regulator, Zwei-Komponenten -1,67 -1,74
Sensor Histidinkinase

slr1886 rsfS -1,66 -1,67
slr0301 Phosphoenolpyruvatsynthase -1,61 -1,54
slr1739 Photosystem Il Protein -1,57 -1,23
ssl2502 unbekanntes Protein -1,44 -1,39
sll0856 RNA Polymerase Sigma-E Faktor, rpoE -1,43 -1,40
sll1454 Nitratreduktase, narB -1,42 -1,62
slr1239 Pyridin Nucleotid Transhydrogenase alpha UE, pntA | -1,42 -1,61
slr0288 Glutamat Ammonium Ligase -1,38 -1,27
slr1564 RNA Polymerase Sigma Factor, SigF -1,35 -1,08
ssr2227 Transpoase -1,34 -1,62
slr2010 Hypothetisches Protein -1,34 -1,20
sll2008 aktive Protease -1,32 -1,85
sll0271 Transkriptionsantiterminierungsprotein, NusB -1,32 -1,51
slr1929 Type 4 pilin-like Protein -1,31 -1,44
sll1247 Hypothetisches Protein -1,30 -1,50
slr1608 Glukose Dehydrogenase -1,28 -1,06
slr0074 ABC Transporter UE -1,26 -1,20
slr1549 Peptiddeformylase -1,26 -1,15
slr0075 ABC Transporter UE -1,25 -1,24
ssl2814 Unbekanntes Protein -1,25 -1,46
slr0899 Cyanathydratase -1,25 -1,20
sll0947 Protein A Homolog (Licht reprimiert) -1,24 -1,39
sll1533 twitching mobility Protein, pilLT -1,22 -1,15
sl11888 Histidinkinase -1,18 -1,07
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ssr3409
slr0076
sll0086-as
slr1417
sll0550
slr1240
sl11453
sml0012
slr0077
slr0474

slr2031
sll0807
sllog57
ssr3410
sl11452
slr0900
ssl3549
sll0517
sll2009
slr0772

sll1941
slr1945
sll0656
sll1835
sll1283
slr1842
sll1052
sllo654
slr1176
slr0827
sll0224
slr1742
ssl3177
sll0680
sllo144
slr0949

slr1828
slr1874
sll1694
sll1537

Hypothetisches Protein

ABC Transporter UE

ABC Transporter UE
Hypothetisches Protein YCF57
Flavoprotein

Unbekanntes Protein

Nitrat Transportprotein, nrtD
Hypothetisches Protein
Cystein Desulfurase, csd

Zwei-Komponenten response regulator CheY,
Regulator Phytochrome 1, rcpl
Sigma Faktor SibG, Regulatorprotein RsbU

Ribulose-phosphate 3-epimerase, rpe
Unbekanntes Protein

Hypothetisches Protein

Nitrat Transport, ATP Bindeprotein , ntrC
Molybdopterin Molybdenumtransferase
Hypothetisches Protein

RNA Bindeprotein

Protease

Licht unabhéngige Protochlorophyllide Reduktase
UE, ch/B
Topoisomerase 4 UE A

Phosphoglyceromutase
Extrazellulare Nuklease
Periplasmatisches Protein
Sporulationsprotein, spollD
Cysteinsynthase
Hypothetisches Protein
Alkalische Phosphatase
Glukose-1-Phosphat Adenylyltransferase, glgC
Alanin Razemase
Unbekanntes Protein
Unbekanntes Protein
Hypothetisches Protein
Phosphatbindeprotein, pstS
Uridylatkinase, pryH

high-affinity branched-chain Aminosdurentransport
Permease
Ferredoxin

D-Alanin Ligase
Pilin Polypeptid PilA1l
Ahnlich zum MuT Protein

-1,18
-1,16
-1,15
-1,15
-1,15
-1,15
-1,13
-1,12
-1,12
-1,11

-1,11
-1,10
-1,09
-1,08
-1,08
-1,05
-1,04
-1,02
-1,02
-1,00

-0,87
1,00
1,02
1,03
1,05
1,06
1,11
1,17
1,19
1,19
1,27
1,30
1,31
1,40
1,43
1,45

1,47
1,53
1,58
1,60

-1,18
-1,21
-1,16
-1,17
-1,04
-1,25
-1,25
-1,04
-1,22
-1,02

-1,24
-1,19
-1,14
-1,15
-1,27
-1,11
-1,16
-1,15
-1,47
-1,08

-1,00
1,04
1,22
1,07
1,27
1,07
1,06
1,06
1,06
1,04
1,00
1,09
1,28
1,44
1,42
1,00

1,25
1,29
1,50
1,56
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ssr1155
slr0528

slr0676
slr0537
slr1249
slr1248
sll1695
slr1247

Hypothetisches Protein

UDP-N-Acetylmuramoylalanyl-D-glutamate, 2,6-

Diaminopimelat Ligase, murE
Adenylylsulfatkinase, cysC

Putative Zuckerkinase
Phosphattransportsystem Permease, pstA
Phosphattransportsystem Permease, pstC
Pilin Polypeptide PilA2
Phosphatbindeprotein, pstS

A: CyanoBase Zugangsnummer

1,61
1,65

1,67
1,77
1,77
1,91
1,95
2,28

1,53
1,57

1,26
1,44
1,30
1,52
1,55
1,71
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9.7 Insilico Analysen von SIl0470 und SI11526

1 25 50 75 100 125 150 175 156

Query seq.
Specific hits
Superfanilies DUF2808 superfamily

Download the data used to generate the domain graphic in JSON format.

(Gothering threshold (bits) _Score (bts) | Ewalue |
mmm

sig_p nfa n,#a n/\ nfa nfa n/a n/fa

low_complexity n/a 11 24 n/a n/a nfa n/a n/a n/a
Pfam DUF2808 44 184 23.70 23.70 130.60 130.30 1.1e-34 1.3e-34

disorder n/a 146 147 n/a nja nfa n/a n/a n/a

Abbildung 45 BlastP Analysen und Pfam Datenbank-Abgleich von SIl0470
Screenshot des Proteinabgleichs von Sll0470 mit der Pfam Datenbank und BlastP Analysen. SIl0470 enthalt im Bereich von 44-
184 eine DUF2808 Domane unbekannter Funktion.

1 75 150 225 300 375 450 506
ery se

q}"—ud&owlkmmnm binding site

Specific hits Hethyltransé 25

Rdofet_HTases

Download the data used to generate the domain graphic in JSON format.

m—m—m

Pfam Methyltransf 31 40 231 27 00 27.00 51.60 2.6e-11 2.3e-10

Pfam MethyTransf Reg 216 299 25.50 25.50 110.80 109.20 le-28 3.1e-28
disorder n/a 394 396 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
disorder n/a 398 400 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
disorder n/a 404 405 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
coiled_coil n/a 475 495 n/a n/a n/a n/a n/a n/a

Abbildung 46 BlastP Analysen und Pfam Datenbank-Abgleich von SII1526

Screenshot des Proteinabgleichs von SlI1526 mit der Pfam Datenbank und BlastP Analysen. Das Protein SII1526 enthélt eine
Methyltransferase Domédne an Position 40-231 (pfam 13649), die in der SmtA Superfamilie enthalten ist. Eine regulatorische
Methyltransferase Domane befindet sich im Bereich von 216-299.
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9.8 Insilico Analysen von s/I8009 und der intergenetischen Region
von ss/8010 und s/I8009

In Abbildung 47 ist die genetische Organisation von s//8009 und ss/8010 dargestellt. Der
orange Markierte Bereich zeigt ss/8010 und den intergenetischen Bereich zwischen ss/8010
und s/I8009, welcher zur BlastX Analyse verwendet wurde. Die blauen Striche markieren den
Bereich des Gens s//8009, der zur BlastX Analyse verwendet wurde. Abbildung 47 zeigt die
konservierte HdsM Superfamilie. Der N-terminale Bereich der putativen Methyltransferase
ist um 156 Aminosduren verkirzt. Die fehlende Sequenz ist teilweise in ss/8010 und in der

intergenetischen Region zwischen ss/8010 und s//8009 lokalisiert (Abbildung 47 C).

I RN N 1 11 N I I | R | |

A y e B (AN A S—
118009 5518010 s118011
B i) 500 7= foon 1250 1.50'
RF =1
Specific hits
Superfanilies HsdM superfamily

100 200 300 400 S00 (11

RF +3
Specific hits Hedt_N
Superfanilies HsdM_N superfamily

Halti-danains e

Abbildung 47 BlastX Analysen von ssi8010-slI8009

A Genetische Organisation von ssl8010 bis sli8009. Screenshot Artemis Eintrag der pSYSG Genbank. B BlastX Analyse von
slI8009. Konservierte HsdM Doméne und Superfamilie. C BlastX Analyse des intergenetischen Bereichs und ssi8010. Zeigt
HsdM Superfamilie und weiterfiihrende HsdM Doméne.

Die Gene s5/8010 und slI8009 befinden sich im gleichen reading frame. Eine Punktmutation
scheint zur Unterbrechung des Transkripts gefiihrt zu haben. Die Punktmutation von CAA zu
TAA fUhrt ein Stopcodon in die Sequenz ein. Die Termination des Transkripts ist in Abbildung
48 durch einen roten Pfeil markiert. Die verwendete Sequenz fiir das Alignment in Abbildung
48 entspricht der fur die BlastX Analysen verwendeten intergenetischen Sequenz von

5518010-s/18009 (orange markiert Abbildung 47). Die gesamte Region wurde im Rahmen
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dieser Arbeit resequenziert, um einen Fehler auszuschlieBen. Die Resequenzierung ergab

keine Abweichung zur urspringlichen Genomsequenz.

restriction endonuclease subunit S [Geobacter sp. M18]
Sequence ID: WP _015721214.1 Length: 710 Number of Matches: 1
P See 1 more title(s)

Range 1: 1 to 225 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
404 bits(1038) 7e-135 Compositional matrix adjust. 203/225(90%) 211/225(93%) 0/225(0%) +3

Query 18  MNPVSHNNIVNFIWGIADDVLRDVYVRGKYRDVILPMTVIRRLDAVLEPSKEKVLTMKG* _
MN V HN+IVNFIWGIADDVLRDVYVRGKYRDVILPMTVIRRLDA+LEPSKEKVL MK
Sbjct 1 MNHVIHNSIVNFIWGIADDVLRDVYVRGKYRDVILPMTVIRRLDALLEPSKEKVLGMKKQ 60

Query 198 LDSAAIANQHAATLCQASGEAFYNVSPFTLRDLENRAKQQQLKADFETYLDGFSQNVQEIL 377
LD A IANQHAAT.CQA+GEAFYNVSPFTLRDLENRAKQQQLKADFE YLDGEFS NVQEIL
Sbjct 6l LDGAGIANQHAALCQAAGEAFYNVSPFTLRDLEKNRAKQOQQLKADFEAYLDGFSPNVQEIL 120

Query 378 DEKFKFRNQIPTLIEADILGHLLEKFLDSRVNLSPKPVQDIDGNEVLSALDNHSMGTIFEE 557
DKFKFRNQTPTLIEADILGHL+EKFLD RVNLSPKPVQD+DGNE+L ALDNHSMGTIFEE
Sbjct 121 DKFKFRNQIPTLIEADILGHLIEKFLDGRVNLSPKPVQDVDGNEILPALDNHSMGTIFEE 180

Query 558 LIRRFNEENNDEAGEHFTPRDVVKLMADLIFLSIGDLIESGTYLV 692

LIRRFNEENN+EAGEHFTPRDVVKLMADLIFL + D TESGTYLV
Sbjct 181 LIRRFNEENNEEAGEHFTPRDVVKIMADLIFLPVADDIESGTYLV 225

Abbildung 48 Alignment von SsI8010-SII8009
Der rote Pfeil markiert den Stopp im Transkript der HsdM Domane zwischen SsI8010 und SII8009.
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9.9 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit bestatige ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstdandig verfasst und keine anderen
als die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe. Die Stellen der Arbeit, die dem Wortlaut oder
dem Sinn nach anderen Werken entnommen sind, wurden unter Angabe der Quelle
kenntlich gemacht.

Rostock, 2020

Ort, Datum Unterschrift
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