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ZUSAMMENFASSUNG

Durch den Prozess der Photosynthese kam es im Verlauf der Erdgeschichte zu dramatischen
Veranderungen des atmosphdrischen CO/0>-Verhiltnisses. Die geringe Affinitdt und
Substratspezifitat der RubisCO fiir CO., beglnstigten die Ausbildung von
Anpassungsmechanismen wie den cyanobakteriellen CO»-Konzentrierungsmechanismus
(CCM) und den photorespiratorischen 2-Phosphoglykolat (2PG)-Metabolismus. Temperatur-
sowie pH-Wert-Anderungen beeinflussen weiterhin die Verfiigbarkeit von anorganischem
Kohlenstoff (Ci). Diesen kurzfristigen Schwankungen im Ci-Angebot begegnen
photosynthetisch aktive Organsimen unter anderem durch Anpassungen auf
transkriptioneller und Metabolom-Ebene. Um das Wissen lber Ci-induzierte, kurzfristige
Adaptationsmechanismen in Cyanobakterien zu vertiefen, wurden nach Umstellung des
Ci-Angebotes von 5 % [v/v] (engl. high carbon, HC) auf 0,038 % [v/v] (engl. low carbon, LC) an
Synechocystis sp. PCC 6803 und Synechococcus elongatus PCC 7942 vergleichende

Metabolom- und Transkriptom-Analysen durchgefiihrt.

Stamm-ulbergreifende Metabolom-Veranderungen als Reaktion auf das Vorliegen einer
Ci-Mangelbedingung betrafen primar den Anstieg des intrazelluldren 2PG-Gehaltes, gefolgt
von einem Anstieg der 2-Phosphoglycerat (2PGA)- und der Phosphoenolpyruvat (PEP)-
PoolgrofRen sowie einer Abnahme in der Speicherung von Glykogen. Unter LC-Bedingungen
verwendet die RubisCO verstarkt O, als Substrat. Aus der Oxygenase-Aktivitat der RubisCO
geht direkt 2PG hervor. Der Anstieg im 2PG-Level ist eine direkte Folge der Oxygenase-
Reaktion der RubisCO. Das 2PG wirkt inhibitorisch auf Enzyme des Calvin-Besson-
Bassham Zyklus. Ein Anstieg der Poolgrofien von 2PGA und PEP ist ein Indikator fur die
Verschiebung des Kohlenstoff-Metabolismus von der Glykogen-Speicherung in Richtung der
Synthese von Kohlenstoff-Bausteinen durch den oxidativen Pentosephosphatweg sowie den
Tricarbonsdurezyklus. Ein Anstieg in den PoolgréBen aller drei Metabolite (2PG, 2PGA, PEP)
lasst auf einen HC/LC-Wechsel schlieRen und stellt eine Metabolom-Signatur fur die

LC-Adaptation dar.

Die Transkriptom-Analyse an Synechocystis und Synechococcus spiegelt die im Metabolom
beobachtete LC-induzierte Verschiebung des Kohlenstoff-Metabolismus wieder. Das

Transkriptom weist auf die verstarkte Expression von Enzymen fir die Detoxifikation von 2PG

IX



hin. Die Daten lassen weiterhin erkennen, dass unter LC-Bedingungen der 2PG-Abbau
vermehrt Uber die beiden alternativen, photorespiratorischen Wege, dem Glycerat-Weg
sowie der vollstandigen Dekarboxylierung von Glyoxylat, von statten geht. Die Expression von
Genen des Calvin-Benson-Bassham Zyklus ist herabgesetzt. Ferner deuten die Transkriptom-

Analysen auf eine Reduktion des Stickstoff-Stoffwechsels hin.

Untersuchungen zur Wahrnehmung von Ci-Mangelbedingungen und der Regulation der
LC-Antwort in Cyanobakterien flhrten in den letzten Jahren zur Identifizierung der
Regulatorproteine NdhR, CcmR und AbrB. Dabei fungiert NdhR unter HC-Bedingungen primar
als Repressor fiir die Gene des CCM wie z. B. denen der CO2/HCOs™-Aufnahmesysteme. Uber
kombinierte Transkriptom- und Metabolom-Analysen wurden in dieser Arbeit weitergehende
Untersuchungen zur Rolle von NdhR bei der LC-Anwort durchgefiihrt. Beobachtete
transkriptionelle Veranderungen in der Synechocystis-Mutante AndhR bestatigten bereits
bekannte Zielproteine von NdhR, fihrten aber auch zur ldentifizierung von weiteren NdhR
kontrollierten Genen. Darunter befand sich das s//0680-s/l0684 Operon, welches die
Genprodukte eines Phosphattransporters kodiert. Aufgrund des Vorliegens eines
Transkriptonsmusters unter HC, das dem des Synechocystis Wildtyp unter LC-Bedingungen
entsprach, ist die Mutante beim Eintreten einer Ci-Mangelbedingung besser vorbereitet als
der WT. Die Metabolom-Analysen stiitzen diese Beobachtung. Die LC-Antwort in AndhR ist

schwacher ausgepragt als im WT.




SUMMARY

In the history of Earth the biological process known as photosynthesis had a major impact on
the atmospheric CO,/0; ratio. The low affinity and substrate specificity of RubisCO for CO»
favored the development of adaptation mechanisms such as the cyanobacterial CO;
concentration mechanism (CCM) and the photorespiratory 2-phosphoglycolate (2PG)
metabolism. Short-term fluctuations in the availability of inorganic carbon (C;) lead to a variety
of modification processes on e.g. transcriptomic and metabolic level. To investigate the
cyanobacterial adaptation mechanisms in more detail, comparative transcriptome and
metabolome analyses were carried out by growing the strains Synechocystis sp. PCC 6803 and
Synechococcus elongatus PCC 7942 under the availability of 5 % [v/v] CO2 (high carbon, HC) or
0.038 % [v/v] CO3 (low carbon, LC).

In both strains adaptations of the metabolism to C; limitation were characterized by an
increase of the intracellular concentrations of the metabolites 2PG, 2-phosphoglycerate
(2PGA) and phosphoenolpyruvate (PEP) and a decrease in the storage of glycogen. The
metabolite 2PG is a product of the oxygenase activity of the RubisCO and has an inhibitory
effect on the Calvin-Benson-Bassham cycle, a central pathway of the carbon metabolism.
Under LC conditions the carbon metabolism switches from the storage of glycogen to the
synthesis of carbon building blocks by the oxidative pentosephosphate pathway and the
tricarboxylic acid cycle. This observation is indicated by the increased level of 2PGA and PEP.
Consequently, a shift from HC to LC conditions is characterized by this metabolic signature or

fingerprint and is easily identified.

The comparative transcriptome analysis of Synechocystis and Synechococcus confirmed the
observed metabolic changes under LC conditions. Genes encoding enzymes for the two
alternative photorespiratory pathways, the glycerate pathway and the complete
decarboxylation of glyoxylate, showed an increased transcription, whereas genes coding for
enzymes of the Calvin-Benson-Bassham cycle and the nitrogen metabolism displayed a

decreased transcription.

Recently, the regulator proteins NdhR, CcmR and AbrB were identified in cyanobacteria and

shown to be involved in the sensing and signaling of C; limitation and the regulation of the
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response to G limitation. Thereby, NdhR was shown to act as a repressor for genes of the CCM
under HC, such as the CO2/HCO3 uptake systems. Under LC conditions these gens exhibit an
increase transcription. This work investigated the effect of a NdhR deletion on the Ciresponse
on transcriptomic and metabolomic level in more detail. In the transcriptome analysis of the
Synechocystis AndhR mutant new NdhR regulated proteins were identified. Among these
genes is the operon s/l0680-s1l0684, that encodes proteins for a phosphate transporter. The
metabolome analysis shows a weaker LC response of the AndhR mutant in comparison to the
WT. This observation could indicate that the mutant is already partly prepared under HC for

the conditions of C; limitation.

Wl



1 EINLEITUNG

Das Erscheinungsbild der Erde unterlag und unterliegt im Laufe ihrer Entwicklungsgeschichte
zahlreichen Umgestaltungsprozessen ehe ihr heutiges Antlitz entstand. Von fundamentaler
Bedeutung fir alle heutigen Lebewesen war die Entstehung einer oxidativen Erdatmosphare.
Die Umwandlung der ehemalig Sauerstoff-freien in die gegenwartig Sauerstoff-haltige
Atmosphare und somit die Voraussetzung fiir die Ausbildung aerober Lebensformen wird zum
groRten Teil Photosynthese-betreibenden Ur-Organismen zugeschrieben (HOLLAND, 2006;
KASTING, 1993; KERR, 2005; POLLACK, 1991, SHAW, 2008;). Die oxygene Photosynthese fiihrt
unter Nutzung von Lichtenergie und Uber die Hydrolyse von Wasser zur Freisetzung von
molekularem Sauerstoff (O) als Abfallprodukt. Daneben wird in der oxygenen Photosynthese
im ersten Schritt aus Lichtenergie chemische Energie in Form von ATP und dem
Reduktionsmittel NAD(P)H generiert, die in einem zweiten Schritt Gber den Calvin-Benson-
Bassham Zyklus zur Umsetzung von anorganischem Kohlenstoffdioxid (CO2) in organische
Kohlenstoffverbindungen genutzt wird. Organische Kohlenstoffverbindungen sind fir
heterotrophe Lebewesen essentielle Nahrstoffe. Friihere photosynthetisch aktive
Organismen waren folglich iber zwei ihrer primaren Eigentlimlichkeiten malgeblich an der
Auspragung des gegenwadrtigen Lebens beteiligt: 1. Gber die Freisetzung von O, und 2. lber
die Bereitstellung organischer Kohlenstoffverbindungen.

Die Cyanobakterien nehmen in diesem Zusammenhang als alteste Lebensform, die zur
oxygenen Photosynthese befdhigt war, eine Schliisselposition ein. Sie besiedelten vermutlich
bereits vor 3,5 Milliarden Jahren die Erde und gelten als Urahnen aller heute existierenden
photosynthetisch aktiven Eukaryoten (DISMUKES et al., 2001; FIELD et al., 1998). In der
Endosymbiontentheorie werden friihere Cyanobakterien als evolutiondrer Ursprung der
heutigen Plastiden der photosynthetischen Eukaryoten angesehen (DOUGLAS, 1994;
MERESCHKOWSKY, 1905). Jliingste phylogenetische Analysen unter Nutzung von Genomdaten
heutiger Cyanobakterien und Algen sowie Pflanzen bestatigen diese These (DEUSCH et al.,
2008; KERN et al., 2011). GleichermaBRen kommt den Cyanobakterien in der Gegenwart eine
globale Relevanz bei der Bereitstellung von atmospharischem Oz und organischen Kohlenstoff-

sowie Stickstoff-Assimilaten zu (CAPONE et al., 1997; PARTENSKY et al., 1999; ZEHR et al.,
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2001). Zunehmend wichtig wird auch ihre Rolle als CO,-Sink im Ozean, die moglicherweise den
anthropogen bedingten Anstieg der atmospharischen CO,-Konzentration begrenzen konnte.
Die archaische Natur der Cyanobakterien bildet die Basis, aber stellt nicht den alleinigen Grund
flr das steigende Interesse an der Erforschung biochemischer und physiologischer Prozesse
dieser Mikroorganismen dar. Die Cyanobakterien bilden innerhalb der Domdne der
Eubakterien ein eigenes, monophyletisches Phylum, das morphologisch sowie physiologisch
sehr heterogene Arten umfasst (SHI und FALKOWSKI, 2008). Das Genom von zahlreichen
Cyanobakterien ist heute bereits sequenziert und online verfligbar
(z.B.: http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/). lhre GenomgroRe variiert zwischen 1,6 und
12,5 Mbp (SHI et al., 2013). Ebenso abwechslungsreich ist die Lebensweise, die von marinen
uber SiBwasser-bewohnende bis hin zu Erdreich-besiedelnden Arten reicht. Daruber hinaus
ist die ErschlieBung von extrem heiRen, wasserarmen und salinen Standorten wie
Thermalquellen, dem arktischen Eis, Salzseen oder Wistenregionen durch Cyanobakterien
nicht auBergewohnlich. Das Fundament fir diese bemerkenswerten Leistungen einiger Arten
sind spezielle morphologische sowie physiologische Anpassungsmechanismen. Weiterhin
kommt den Cyanobakterien wachsende Bedeutung bei der Entwicklung alternativer
Herstellungsverfahren von Biotreibstoffen und biologisch abbaubaren Plastikverpackungen zu
(ABED et al., 2009; ANEMAET et al., 2010; ATSUMI et al., 2009; DISMUKES et al., 2008;
GHIRARDI et al., 2009; LIU et al.,, 2011; SUMERFIELD und SHERMAN, 2008). Nicht zu
unterschatzen ist die Nutzung von Cyanobakterien als Quelle fir pharmakologisch nutzbare
Wirkstoffe (WILLIAMS, 2008). Voraussetzung fir das effektive Ausschopfen der
unterschiedlichsten Nutzungsmoglichkeiten und des biotechnologischen Potentials von
Cyanobakterien ist ein grundlegendes Verstandnis (iber den Metabolismus und dessen
Variabilitat in Bezug auf sich verandernde Umweltbedingungen.

Das Genom der Cyanobakterien-Stdmme Synechocystis sp. PCC 6803 (im Weiteren als
Synechocystis bezeichnet) und Synechococcus elongatus PCC 7942 (im Weiteren als
Synechococcus bezeichnet) ist vollstandig sequenziert und online verfiigbar. Sie bieten sich
daher zur Charakterisierung der Abhédngigkeit und der Anpassung hinsichtlich der
Verfligbarkeit von anorganischem Kohlenstoff (Ci) auf Metabolom- und Transkriptom-Ebene
an. Des Weiteren stellen Synechocystis und Synechococcus etablierte Modellorganismen in

der Cyanobakterien-Forschung dar. An ihnen wurden bereits umfangreiche Untersuchungen
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zur Aufklarung des cyanobakteriellen CO;-Konzentrierungsmechanismus (engl. carbon-
concentrating mechanism, CCM) und deren Regulationsmechanismen sowie des zentralen
Kohlenstoff- und Stickstoff-Metabolimus durchgefiihrt (Kaplan et al., 2008; Price, 2011).
Ferner liegen Microarray-Analysen zur Enthillung der transkriptionellen Anpassung an sich
verdndernde Ci- und Lichtverhéltnisse vor (EISENHUT et al., 2008; HIHARA et al., 2001;
MITSCHKE et al., 2011; NODOP et al., 2008; SCHWARZ et al., 2011; SUGITA et al., 2007;
WANG et al., 2004; WOODGER et al., 2003).

Synechocystis und Synechococcus sind einzellige, nicht-diazotrophe Cyanobakterien, d.h. sie
sind nicht zur N-Fixierung befdhigt und somit an die Anwesenheit von leicht verfligbaren
Stickstoffquellen, wie NHs* und NOs™ gebunden. Synechocystis wurde 1963 aus SiRwasser
isoliert und durch RIPPKA et al. (1979) charakterisiert. Der hier verwendete japanische Wildtyp
von Synechocystis ist — im Gegensatz zum Originalstamm aus der franzdsischen
Pasteursammlung (KANESAKI et al., 2011) — durch eine Glukose-Toleranz gekennzeichnet und
somit fakultativ heterotroph (ANDERSON und McINTOSH, 1991; HAIMOVICH-DAYAN et al.,
2011). Beziglich der Anpassung an Ci-Mangelbedingungen bietet Synechocystis zusatzlich den
Vorteil, dass speziell an diesem Stamm der Nachweis flir das Vorliegen eines aktiven
cyanobakteriellen 2-Phosphoglykolat-(2PG)-Abbaus liber den photorespiratischen C2-Zyklus
sowie zweier assoziierter Wege bereits erbracht worden ist (EISENHUT et al. , 2006, 2008).
Entsprechend der Klassifikation von GUPTA und MATHEWS (2010) zahlt Synechocystis zum
Clade B, welches eine Vielzahl unterschiedlicher Cyanobakterien umfasst und in dem sich
Vertreter der Gattungen Thermosynechococcus, Acaryochloris, Chroococcales, Anabaena
sowie Oscillatoriales wiederfinden lassen. Im Gegensatz dazu nimmt Synechococcus —
zusammen mit dem nahezu identischen Stamm Synechococcus sp. PCC 6301 — eine zwischen
Clade A und Clade C lokalisierte Position ein. Das Clade A umfasst die als urspriinglich
angesehenen Cyanobakterien Gloeobacter violaceus, Synechococcus JA-2-3B’a und
Synechoccus JA-3-3’b, wahrend Clade C vorrangig die marinen Cyanobakterien der Gattungen
Synechococcus und Prochlorococcus enthalt. Die Cyanobakterien des Clade C reprasentieren
den dominierenden Anteil des ozeanischen Picoplanktons. Vertreter dieser Gruppierung sind
durch ein stark reduziertes Genom charakterisiert (LARSSON et al., 2011; SCANLAN et al.,
2009).
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Synechocystis verfligt neben einem grolRen zirkuldaren Chromosom zusatzlich (iber mindestens
vier Plasmide. Das Genom in seiner Gesamtheit erreicht in Synechocystis eine GrolRe von
3,9 Mbp. Synechococcus weist ein Chromosom sowie ein weiteres Plasmid auf, die zusammen
eine GenomgroRe von 2,7 Mbp ausmachen. Ferner ist Synechococcus nicht zur Verwertung
organischer Kohlenstoffverbingungen wie beispielsweise Glukose in der Lage und folglich an
die Verfiigbarkeit von CO, bzw. HCO3 gebunden (McEWEN et al., 2013). Dieser Umstand fuhrt
zu Einschrankungen in der metabolischen Flexibilitdt von Synechococcus unter variablen Ci-
Bedingungen und gleichzeitig zu einer Reduzierung moéglicher Anpassungsmechanismen an
eine limitierte Ci-Verflgbarkeit. Mit dem Vergleich der beiden sich physiologisch
unterscheidenden Cyanobakterien-Stamme Synechocystis und Synechococcus wird ein guter
Grundstein fir die ldentifizierung von Stamm-lbergreifenden Adaptationswegen an Ci-

Mangel auf Transkriptom- und Metabolom-Ebene gelegt.

1.1 Oxygenase-Aktivitat der Rubisco

Das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphate-Carbolxylase/Oxygenase (RubisCO) katalysiert
wahrend der Carboxylierung von Ribulose-1,6-bisphosphat (RuBP) die irreversible
Eingangsreaktion des Calvin-Benson-Bassham Zyklus. Aus der Kondensation von CO; an das
Akzeptormolekil RuBP gehen zwei Molekiile 3-Phosphoglycerat (3PGA) hervor, welche im
weiteren Verlauf des Kohlenstoffmetabolismus zur Regeneration von RuBP oder zum Aufbau
von Starke und anderen Zuckern verwendet werden. Die Besonderheit der RubisCO liegt in
dem Charakteristikum, neben CO; auch O; als Substrat heranziehen zu koénnen. Die
Oxygenase-Aktivitat, d.h. die Ubertragung von O auf RuBP miindet in der Generierung von
einem Molekul 3PGA und einem Molekil 2PG. Das Intermediat 2PG nimmt im Metabolismus
photosynthetisch aktiver Organismen eine entscheidende Position ein. Grund ist die toxische
Wirkung von 2PG auf bestimmte Stoffwechselwege. Die negativen Effekte von 2PG auf die
Aktivase der RubisCO sowie auf Enzyme des Calvin-Benson-Bassham Zyklus, wie der
Phosphofruktokinase (KELLY und LATZKO, 1977) und der Triosephosphat-lsomerase (HUSIC et
al., 1987; NORMAN und COLMAN, 1991), resultieren in einer Inhibition der CO»-Fixierung und
einer damit  assoziierten Einschrankung  des  Aufbaus  von organischen
Kohlenstoffverbindungen. Dieses fiihrt folglich zu einer Wachstumsreduktion. Die RubisCO

stellt als das ratenlimitierende Enzym der Photosynthese einen guten Angriffspunkt fir
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gezielte gentechnische Manipulationen zur Verbesserung des Biomasseertrags
landwirtschaftlicher Nutzpflanzen dar. Allerdings sind bisher alle Bemihungen gescheitert,
eine RubisCO ohne Oxygenase-Aktivitadt zu erzeugen.

Zur Zeit der Entstehung der Cyanobakterien stellte die geringe Substratspezifitat der RubisCO
gegenilber CO, vermutlich auf Grund der CO,-reichen Erdatmosphare bzw. der geringen O;-
Konzentration noch kein gravierendes Problem fiir den Organismus dar (GRIFFIN und
SEEMANN, 1996). Die heutigen atmospharischen Verhaltnisse mit einem CO;-Anteil von nur
noch 0,038 % und einem O;-Gehalt von ca. 20 % beglinstigen jedoch die Oxygenase-Aktivitat
der RubisCO und somit die Bildung von 2PG.

Entsprechend der Endosymbionten-Theorie geht die Entwicklung der Chloroplasten
eukaryotischer photosynthetisch aktiver Organismen auf Vorlaufer der heutigen
Cyanobakterien zurlick. Auch die RubisCO hoherer Pflanzen und der Cyanobakterien sind
homolog, sie weisen starke Ahnlichkeiten in Funktion und Struktur auf (TAKABE et al., 1976;
TAKABE, 1977; VALENTIN und ZETSCHE, 1990). Dennoch unterscheidet sich die RubisCO der
Cyanobakterien von der RubisCO hoherer Pflanzen in ihrer katalytischen Aktivitat. Die
cyanobakterielle RubisCO aus Anabena variablis weist mit einem Kn-Wert von 293 umol CO;
im Vergleich zur RubisCO aus Spinacea oleracea mit einem Ky =27 pmol CO; eine um rund das
100-fache verminderte Substrataffinitit gegeniber CO, auf (BADGER et al., 1980;
SPREIZER et al., 2005). Bei Betrachtung des Spezifitatsfaktors t, der das Verhaltnis zwischen
Carboxylase und Oxygenase-Reaktion beschreibt und somit ein MaR fiir die Substratspezifitat
der RubisCO darstellt, schwankt der Wert fir die RubisCO hoherer Pflanzen wie Spinacea
oleracea und Nicotiana tabacum um t ~ 100, wahrend die cyanobakterielle RubisCO z. B. aus
Synechococcus sp. PCC 6301 und Thermosynechococcus elongates einen Wert von t© = 50
aufweist (GUBERNATOR et al., 2008; JORDAN und OGREN, 1983; READ und TABITA, 1994). Je
hoher der Spezifitatsfaktor, desto spezifischer ist die RubisCO gegeniiber CO;. Diese
Eigentlimlichkeit, d.h. die geringere CO,-Substratspezifitat der cyanobakteriellen Rubisco

beglinstigt zusatzlich die Verwendung von O; als Substrat und somit die 2PG-Bildung.
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1.2 Umgang der Cyanobakterien mit Variationen in der Ci-Verfiigbarkeit

Die Verfligbarkeit von C;istellt fir oxygene Photosynthese betreibende Cyanobakterien einen
wesentlichen Umweltfaktor dar. Im aquatischen System ist fiir Cyanobakterien C;in Form von
CO,, dessen Gehalt im Wasser sehr viel geringer als in der Luft ist, oder geldst in Form von
HCOs zuganglich. Das Angebot an C; fluktuiert in Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert.
Dementsprechend sind aquatische Cyanobakterien mit einer sich laufend verandernden Ci-
Verfligbarkeit konfrontiert, die nicht selten unzureichend fiir eine optimale Carboxylase-
Funktion der RubisCO ist. Im Verlaufe der Evolution haben sich parallel zur Entwicklung der
Cyanobakterien unterschiedliche Anpassungsstrategien entwickelt, die es den
Cyanobakterien ermoéglichen, langfristig mit variablen Ci-Konzentrationen umgehen zu
konnen. Ein Problem bei sich verandernden Ci-Bedingungen stellt, wie bereits unter
Abschnitt 1.1 ausfiihrlich dargelegt, das im Zuge der Oxygenase-Aktivitdt der Rubisco
gebildete 2PG dar. Die cyanobakteriellen Strategien zum Umgang mit 2PG beruhen 1. auf der
Vermeidung von dessen Entstehung und 2. auf der effektiven Beseitigung von bereits

vorliegendem 2PG im Organismus.

1.2.1 Mechanismus der intrazelluldren Akkumulation von CO;

Der negative Effekt den geringe CO;- und hohe O;-Konzentrationen sowie die Akkumulation
von 2PG auf den Calvin-Benson-Bassham Zyklus ausiiben, ist ein moglicher Grund fiir
Entwicklung des pflanzlichen CCM bei Cs- und CAM-Pflanzen im Zuge der Evolution.
biochemische CO;-Anreicherung durch raumliche bzw. zeitliche Trennung der CO;-
und der CO,-Fixierung in diesen beiden Spezialisierungsformen dient der
Oxygenase-Aktivitat der RubisCO. In Cyanobakterien erflillt der CCM ebenfalls diesen
Hier basiert der CCM auf einem System bestehend aus 1. in die Plasmamembran
Aufnahmesystemen fiir CO; und HCOj3 zur intrazelluldren Anreicherung von C;
(KAPLAN und REINHOLD, 1999) sowie 2. der Ausbildung von Carboxysomen
2001; KERFELD et al., 2005). Uber die membranstidndigen Transportsysteme gelangen
Verbindungen in das Cytoplasma der cyanobakteriellen Zelle (— Abbildung 1.

Schematischer Aufbau des cyanobakteriellen CCM. Darstellung der
Ci-Aufnahmesysteme sowie der Carboxysomen nach PRICE (2011, modifiziert). Die

Pfeile kennzeichnen den Fluss von CO2/HCOs3 in dem Cyanobakterium.
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Abbildung 2. Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus. Wege der Detoxifikation von 2PG
nach EISENHUT et al. (2006, modifiziert) in Synechocystis.Abbildung 1). Dadurch wird der

intrazellulare Ci-Pool um das bis zu 1000-fache gegeniiber dem AuRenmedium angehoben
(KAPLAN und REINHOLD, 1999). Das aufkonzentrierte, cytoplasmatische HCO3 diffundiert in
ein prokaryotisches Kompartiment, das Caboxysom. Carboxysomen sind intrazelluldre
Einschlusskorper, die von einer Proteinhiille umgeben sind und in denen sich die
Carbonatanhydrase (CA) sowie die RubisCO befinden. Nach dem Eintritt von HCOs™ in die
Carboxysomen erfolgt Giber die Aktivitat der CA zunachst dessen Dehydratisierung zu CO;. Das
CO; kann durch die Proteinhiille die Carboxysomen nicht verlassen und wird von der RubisCO
direkt zu 3PGA umgesetzt (YEATES et al., 2006). Die durch den CCM hervorgerufene
intrazellulare Akkumulation von C; und die rdumliche Ndhe zur RubisCO beglinstigen die
Carboxylase-Aktivitdat der RubisCO und kompensieren dessen hohen Km-Wert fiir CO;
(BADGER et al., 2006; BADGER & PRICE , 2003; COT et al., 2008; KAPLAN et al., 2008 ; KAPLAN
& REINHOLD, 1999).

Synechocystis verfligt Uber zwei konstitutiv expremierte Ci-Aufnahmesysteme, NDH-14
(NADPH-abhangige Aufnahme von CO3) und BicA (HCO3/Na*-Symporter). Zuséatzlich existieren
drei weitere Transportsysteme, die verstarkt unter Ci-Mangelbedingungen exprimiert werden:
NDH-13 (NADPH-abhangige Aufnahme von CO;), SbtA (HCO3/Na*-Symporter) und BCT1 (ATP-
abhingige HCO3-Aufnahme) (KAPLAN et al., 2008). In Synechococcus fehlt dagegen BicA. Uber
die Ausbildung des CCM ist die cyanobakterielle Zelle in der Lage, die Bilanz der Carboxylase-
Aktivitat der RubisCO zu verbessern und die Oxygenase-Funktion der RubisCO weitgehend zu
unterdriicken. Die Bildung des toxischen 2PG wird somit reduziert, aber nicht vollstandig

unterbunden (Huege et al., 2011).
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Abbildung 1. Schematischer Aufbau des cyanobakteriellen CCM. Darstellung der C-Aufnahmesysteme
sowie der Carboxysomen nach PRICE (2011, modifiziert). Die Pfeile kennzeichnen den Fluss von

CO,/HCO;3 in dem Cyanobakterium.
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1.2.2 Maechanismus der photorespiratorischen Detoxifikation von 2-Phosphoglycoat

Der Abbau von bereits gebildetem 2PG erfolgt in Pflanzen tber den Prozess der
Photorespiration, an dem die drei Kompartimente Chloroplasten, Peroxysomen und
Mitochondrien beteiligt sind (TOLBERT, 1997). In Cyanobakterien war die Existenz
2PG-abbauenden Stoffwechselwegs lange umstritten. Wie bereits im Vorfeld
angenommen, dass der CCM die Oxygenase-Aktivitdt der Rubisco beinahe vollstandig
unterdriickt, so dass die Bildung von 2PG durch die Anwesenheit des CCM
ausgeschaltet ist (Colman, 1989). Eingehende Untersuchungen von
2008) bestatigten jedoch das Vorliegen von 2PG-Abbauprozessen in Synechocystis.
konnten Gene im Genom von Synechocystis identifiziert werden, die offensichtlich in
2PG-Abbau involvierte Enzyme kodieren. Das war ein erstes Indiz dafiir, dass die
cyanobakteriellen Zellen lber die Fahigkeit zum Abbau von 2PG liber einen der
Photorespiration ahnlichen Weg verfliigen kénnten (- Abbildung 2.

Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus. Wege der Detoxifikation von 2PG nach
EISENHUT et al. (2006, modifiziert) in Synechocystis.

Abbildung 3. Zentraler Kohlenstoff- und Stickstoff-Metabolismus.
Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus, Glykolyse, OPP und offener TCA-Zyklus sowie der

GS/GOGAT-Weg in Synechocystis nach EISENHUT et al. (2008, modifiziert).Abbildung 2).
Dariber hinaus stehen Synechocystis zwei zusatzliche Wege fiir die Detoxifikation von 2PG zur
Verfliigung. Der Glycerat-Weg fiihrt ebenfalls zur Bildung von 3PGA, wahrend bei der
vollstandigen Dekarboxylierung Glyoxylat, ein Zwischenprodukt des 2PG-Abbaus, schrittweise
Uber Oxalat und Format zu zwei Molekiilen CO, umgewandelt wird. In der prokaryotischen
Cyanobakterien-Zelle laufen alle diese Stoffwechselwege parallel im Cytoplasma bzw. an den
Thylakoidmembranen ab und sind raumlich nicht durch Membransysteme voneinander
getrennt. In wie fern die alternativen photorespiratorischen Prozesse den Abbau von 2PG
gleichzeitig vermitteln oder ob unter bestimmten Wachstumsbedingungen der
2PG-Metabolismus vorrangig Uber einen dieser Wege von statten geht, ist noch nicht

abschliellend geklart.
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1.3 Zentraler Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus in Cyanobakterien

Der photorespiratorische 2PG-Abbau ist in Cyanobakterien in den zentralen Kohlenstoff- und
Stickstoff- Metabolismus eingebettet und weist somit direkte und indirekte
den primaren Stoffwechselwegen auf (- Abbildung 3. Zentraler Kohlenstoff- und

Stickstoff-Metabolismus. Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus, Glykolyse, OPP
und offener TCA-Zyklus sowie der GS/GOGAT-Weg in Synechocystis nach
EISENHUT et al. (2008, modifiziert).

Abbildung 4. Loéslichkeit von CO; in Abhangigkeit vom pH-WertAbbildung 3). Das Uber den
C2-Zyklus sowie den Glycerat-Weg aus der Photorespiration hervorgehende 3PGA kann Utber
den Calvin-Benson-Bassham Zyklus wieder zum Aufbau von RuBP oder anderen
Kohlenstoffverbindungen herangezogen werden. Diese bilden die Basis fiir die Biosynthese
von verschiedenen zelluldaren Bestandteilen sowie der Speichermolekiile Saccharose und
Glykogen. Darliber hinaus besteht die Moéglichkeit, dass 3PGA Uber die katalytische Aktivitat
der Phosphoglyceratmutase in 2-Phosphoglycerat (2PGA) umgewandelt wird. Das 2PGA
seinerseits ist Substrat flir die Phosphoglycerat-Hydratase, die die Umsetzung von 2PGA in PEP
vermittelt. Dementsprechend kann 3PGA photorespiratorischen Ursprungs sowohl in den
Calvin-Benson-Bassham Zyklus als auch in die Glykolyse und in den oxidativen

Pentosephosphat (OPP)-Weg eingeschleust werden.

Die Citrat-Synthase generiert aus den Intermediaten Oxaloacetat (OAA) und Acetyl-CoA Citrat
und stellt dementsprechend eine Verknipfungsstelle zum Tricarbonsdure-(TCA)-Zyklus dar.
Das Fehlen eines 2-Oxoglutarat-(20G)-Dehydrogenase Komplexes, der die Umwandlung von
Succinat zu 20G katalysiert, bedingt den weitgehend offenen Charakter des cyanobakteriellen
TCA-Zyklus (Pearce et al., 1967; PEARCE et al., 1969; SMITH et al., 1967). Dem TCA-Zyklus wird
bei Dunkelheit sowie unter Ci-Mangel eine besondere Bedeutung bei der Bereitstellung von
Kohlenstoffverbindungen zugeschrieben (COOLEY et al., 2000; MENDZHUL et al., 2000). Unter
diesen Wachstumsbedingungen kommt es zu einem vermehrten Abbau von Glykogen Uber
die Glykolyse und den OPP-Weg. Ferner ist 20G ein Akzeptor fir die N-Assimilation Gber den
Glutamin-Synthetase/Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase-(GS/GOGAT)-Weg. Vor

diesem Hintergrund stellt 20G in der cyanobakteriellen Zelle einen wichtigen Signalgeber fir
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die Wahrnehmung und die Einstellung des C/N-Haushaltes dar (FLORES und HERRERO, 2005;
FORCHHAMMIER, 2008). Die Interaktion zwischen dem TCA-Zyklus und dem GS/GOGAT - Weg
Uber 20G ist die wichtigste Verknlpfungsstelle zwischen dem primdren C- und N-
Metabolismus. Jingste Studien weisen darauf hin, dass der cyanobakterielle TCA-Zyklus
ebenfalls geschlossen werden kann (COOLEY et al., 2000; ZHANG und BRYANT, 2011). Das
Vorliegen der putativen Enzyme 20G-Dekarboxylase (20GDC) und Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenase (SSADH) fuihrt durch Umsetzung von 20G (iber Succinatsemialdehyd (SSA) zu
Succinat ebenfalls — alternativ zum 20G-Dehydrogenase Komplex — zum Ringschlul3.
STEINHAUSER et al.(2012) beschreiben in diesem Zusammenhang die Moglichkeit, dass ein
Wechsel zwischen offenem und geschlossenem TCA-Zyklus in Cyanobakterien einen
Anpassungsmechanismus an sich verandernde C/N-Verhaltnisse darstellen konnte. Dariiber
hinaus besteht lber die Reassimilation von NHs*, das Uber die Aktivitdt des Glycin-
Dekarboxylase-Komplexes im photorespiratorischen Metabolismus bei der Umsetzung von
Glycin zu Serin freigesetzt wird, eine Interaktion zwischen dem 2PG-Abbau und dem
GS/GOGAT-Weg. Uber die katalytische Aktivitit der Glutamin-Synthetase wird unter ATP-

Verbrauch aus Glutamat und NH4* Glutamin generiert.

12



Saccarose

Einleitung
Glyk: +
y ogen‘ v

Co,
,"".“ .._u.‘ /0,
Glc-6-P - Fru-6-P —Jp Fru-1,6-bE_a—P> DHAP RUBP
e u
.-""‘ < -
ﬂ o =" t  Calvin-Benson Dekarboxylierung co
Glukose s kY Zyklus
Ornithin ) co. .
_P- ,
A B6-P-Glukonat 3PGA
‘:' 2PGA
Arginin

2PG T
Fomat
Glykolyse & OPP \ /4 \ :
/ Glycerate
PEP
Cyanophycin co, \

CO, \ r
\ Glycerat-Weg Glykolat
Pyruvate

Oxalat
Tartronsaure-
semialdehyd
Hydroxypyruvate ‘P-\ Glyoxylate
h Amlnosaure
co,
Aspartat OAA Acetyl-CoA Ketoaaure
C2 cycle
Serin THF Glycin
2-Oxoglutarat Glutamat Methylene-
THF
Citrat ~h Glycin
Malat cis-AcoQ
Fumﬁ Isccnrat Glutamat Glutamat
¢ CO
Succinat 2-Oxoglutarat Glutamin
TCA-Zyklus (unvollstindig) GS/IGOGAT
Abbildung 7. Zentraler
Photorespiratorischer

Kohlenstoff- und
2PG-Metabolismus

Stickstoff-Metabolismus.
Glykolyse, OPP und offener TCA-Zyklus sowie der
GS/GOGAT-Weg in Synechocystis nach EISENHUT et al. (2008, modifiziert)

13




Einleitung

1.4 Anpassungsmechanismen an Ci-Mangelbedingungen

Der CCM sowie der photorespiratorische 2PG-Metabolismus bilden die Grundlage, die es den
Cyanobakterien ermoglicht besser mit dem niedrigen CO,/0-Verhaltnis in der Atmosphare
und der Oxygenase-Aktivitat der RubsiCO umgehen zu konnen. Daneben sind Cyanobakterien
auch kurzfristigen Verschiebungen im Ci-Angebot ausgesetzt. Um auf die Fluktuationen in der
Ci-Verfligbarkeit entsprechend schnell und angemessen reagieren zu kdnnen, haben sich in
Cyanobakterien im Laufe der Evolution Mechanismen zur Anpassung an variable Ci-
Bedingungen entwickelt. Neben morphologischen Verdnderungen spiegelt sich die

Adaptation an Ci-Mangel unter anderem auf Transkriptom- und Metabolom-Ebene wieder.

1.4.1 Modifikationen in der Morphologie

Die Carboxysomen stellen eine der zwei Saulen dar, auf deren Grundlage sich der
cyanobakterielle CCM aufbaut. EISENHUT et al. (2007) konnten 24 h nach dem Transfer von
unter 5 % [v/v] CO; (HC) kultivierten Synechocystis-Zellen auf 0,038 % CO; (LC) eine signifikant
erhohte Anzahl von Carboxysomen beobachten. Beruhend auf elektronmikroskopischen
Untersuchungen zeigte Synechocystis unter HC im Durchschnitt jeweils ein Carboxysom pro
Zelle, wahrend sich unter LC die Anzahl der Carboxysomen pro Zelle auf zwei bis drei erhohte.
Ferner deuten die Betrachtungen von EISENHUT et al. (2007) auf eine starke Veranderung im
intrazellularen Glykogen-Gehalt hin. Unter HC kultivierte Zellen wiesen sich im
elekronenmikroskopischen Bild durch die vermehrte Einlagerung von Glykogen-Granula in
dem Zwischenraum der Thylakoide aus, die bei Umstellung auf LC nicht mehr sichtbar waren.
Nach dem Eintreten einer limitierten Ci-Verfiigbarkeit wird das Glykogen vermutlich wahrend

der ersten Adaptationsphase abgebaut.

1.4.2 Modifikationen auf Transkriptom-Ebene

Eingehende Untersuchungen zur Aufklarung der Anpassung an Ci-Mangel auf Transkriptom-
Ebene in Synechocystis und Synechococcus liegen bereits vor (EISENHUT et al., 2008;
SCHWARZ et al., 2011; WANG et al., 2004; WOODGER et al., 2003).

Transkriptionelle Veranderungen bei Verschiebung der Ci-Verfligbarkeit von hoch auf niedrig

betreffen vorrangig CCM-assoziierte Gene, die Komponenten der CO2/HCOs-
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Aufnahmesysteme kodieren. Gut definierte, unter Ci-Mangel induzierbare Genombereiche
stellen die als Cluster organisierten Gene zur Expression der membranstandigen
Transportsysteme NDH-13 (ndhF3/ndhD3/cupA-Operon; sll1732 - sll1736), BCT1 (cmp-
Operon; slr0040- sIr0040) und SbtA (sbtA/sbtB-Operon; slr1512-slr1513) dar.

1.4.3 Modifikationen auf Metabolom-Ebene

Die verstarkte Bildung von 2PG unter Ci-Mangelbedingungen und deren Auswirkungen auf den
Metabolitstatus des zentralen Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus lassen sich uber
eingehende Metabolom-Analysen nachvollziehen (SCHWARZ et al., 2013). Entsprechende
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe liegen bereits fir die Cyanobakterien Synechocystis
und Synechococcus vor (EISENHUT et al., 2008; HACKENBERG et al., 2012; SCHWARZ et al.,
2011). Bereits 1983 stellten MARCUS et al. unter Ci-Mangel die Akkumulation von 2PG fest

und beschrieben in diesem Zusammenhang 2PG als moglichen LC-Sensor.

1.5 Mechanismen zur Wahrnehmung der CO;-Verfiigbarkeit

Die limitierte Verfligbarkeit von C; flihrt zu einer Verschiebung des intrazellularen Stoffflusses
und der transkriptionellen Aktivitat vieler Gene. Bis heute ist nicht eindeutig geklart, wie der
Signaltransduktionsweg in Cyanobakterien und somit die kurzzeitige Adaptation an eine Ci-
Mangelbedingung verlauft. Die direkte Messung bzw. Bestimmung der in der unmittelbaren
extrazellularen Umgebung befindlichen Ci-Menge wurde als Mechanismus zur CO;-
Wahrnehmung von vielen Autoren als unwahrscheinlich angenommen (McGINN et al., 2003;
MCGINN et al., 2004; WOODGER et al., 2003).

Aufgrund der eingeschrankten Aufnahme von CO; und HCOj3 sinkt unter Ci-Limitierung nicht
nur der extrazelluldre sondern auch der intrazelluldre Ci-Pool. Dessen Abfall wird von einer
australischen Gruppe als eine Moglichkeit zur Feststellung des Vorliegens von Niedrig-CO3-
Bedingungen fir cyanobakterielle Zellen diskutiert. WOODGER et al. (2003) betrachteten die
Auswirkungen von Ethoxyzolamid — einem Inhibitor fir die Aufnahme von C; — und
Glycolaldehyd — einem Inhibitor fiir die CO,-Fixierung — auf die Induktion Ci-abhdngiger Gene
wie cmpA und sbtA in Synechococcus. Die Behandlung mit Ethoxyzolamid, die zur Reduktion
des intrazellularen Ci-Pool fiihrte, ging mit einer verstarkten Transkription der CCM-

assoziierten Genen einher. Die durch den Einsatz von Glycolaldehyd hervorgerufene
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Akkumulation von intrazellularem C; dagegen spiegelte sich in einer verminderten
Transkription der CCM-assoziierten Gene wider. Dennoch scheint die Wahrnehmung einer Ci-
Mangelbedingung nicht nur von dem in der Zelle vorliegenden Ci-Verhaltnissen abhangig zu
sein (WOODGER et al., 2005).

Die Beglinstigung der Oxygenase-Aktivitat der Rubisco unter Niedrig-CO; spiegelt sich in einer
vermehrten Bildung von 2PG wieder, welches zum Schutz des Gesamtmetabolismus verstarkt
abgebaut werden muss. Damit wiirden die Intermediate des 2PG-Metabolismus einen idealen
Indikator fiir das Vorliegen eines Ci-Mangels abgeben (MARCUS et al., 1982). Erste Indizien
sprechen dafiir, dass die Akkumulation von photorespiratorischen Intermediaten wie
Glykolat, 2PG oder Serin tatsachlich in die Signaltransduktion involviert sein konnten.
NISHIMURA et al. (2008) untersuchten in Synechococcus den Effekt einer steigenden
Konzentration von 2PG auf die Funktion des Transkriptionsfaktors CmpR, welcher bereits als
positiver Regulator fir die unter Ci-Mangel induzierte Transkription des cmp-Operons bekannt
ist (OMATA et al., 2001). In vitro Analysen zeigten bei steigender Konzentration an 2PG
(> 10 uM) dessen Wirkung als Coaktivator. 2PG fiihrte zu einer verstarkten Bindung von CmpR
an die in die Aktivierung des cmp-Operons involvierten cis-Elemente der DNA. Dagegen hatte
die Zugabe von Glykolat bis zu 100 uM die Funktion von CmpR nicht beeinflusst. Ferner
beschrieben NISHIMURA et al. ebenso einen positiven Effekt von RuBP auf die Bindung von
CmpR an den Promotor des cmp-Operons.

NdhR (CcmR) stellt einen weiteren cyanobakteriellen Transkriptionsfaktor dar, der als
Repressor auf viele Ci-regulierte Gene wirkt (Figge et al., 2001). In der ndhR-Mutante von
Synechocystis werden viele bei Ci-Mangel induzierte Gene bereits unter HC verstarkt
expremiert, was zur Definition eines NdhR-Regulons fiuhrte (Wang et al., 2004). Kirzlich
konnte auch flir NdhR gezeigt werden, dass die Bindung dieses Repressors an die Promotoren
durch metabolische Signale bzw. Corepressoren, hier 20G und NADPH beeinflusst wird. Ein
aus diesen Ergebnissen entwickeltes Modell zeigt, wie eine Ci-induzierte Beeinflussung des
Metaboloms auf das Transkriptom wirken kénnte (DALEY et al., 2012). Darliber hinaus wiesen
TIMM et al. (2013) einen regulatorischen Effekt fir Serin auf die Expression von Genen fir

photorespiratorische Enzyme in Arabidopsis thaliana nach.
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2 ZIELSTELLUNG

Fir die oxygene Photosynthese, wie sie Cyanobakterien und Pflanzen betreiben, stellt
anorganischer Kohlenstoff (Ci) ein essentielles Ausgangssubstrat dar. Kurzfristigen
Schwankungen im Ci-Angebot begegnen Cyanobakterien mit Verschiebungen im
Transkriptom- und Metabolom-Muster. Auf Basis dieses Ausgangswissens wurden in der hier

vorliegenden Arbeit folgende Schwerpunkt bearbeitet :

I. Eine vergleichende Metabolom-Aanalyse an den zwei cyanobakteriellen Modellstammen
Synechocystis sp. PCC 6803 und Synechococcus elongatus PCC 7942 soll als Fundament
flir die Definition einer Metabolom-Signatur fiir Cyanobakterien unter limitierter
Ci-Verfligbarkeit dienen. Die Identifizierung von sicheren Kandidaten unter den
Intermediaten des zentralen Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus soll ferner dazu
herangezogen werden, durch Ci-Mangel induzierte Umstellungen im Grundstoffwechsel

aufzuklaren.

II. Die Gegenuberstellung von Ci-abhdngigen Veranderungen im Metabolom und
Transkriptom in Synechocystis sp. PCC 6803 und Synechococcus elongatus PCC 7942 soll
Rickschlisse auf Adaptationsmechanismen ermdéglichen, die beide Ebenen mit

einschlieRen.

lll. Die Untersuchung der Mutante AndhR aus Synechocystis sp. PCC 6803 soll weitere
Erkenntnisse zur Funktion des Transkriptionsregulons NdhR erbringen. Die Analyse
metabolischer Veranderungen in AndhR unter limitierten Ci-Bedingungen im Vergleich

zum WT soll das Modell der Ci-abhangigen Funktion von NdhR erganzen.

17



3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Materialien
3.1.1 Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden Cyanobakterien-Stamme gearbeitet: 1.
Synechococcus elongatus PCC 7942 (Wildtyp) vom Institute Pasteur, Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (im Weiteren bezeichnet als Synechococcus) und
2. Synechocystis sp. PCC 6803 (japanischer Wildtyp) von N. Murata, National Institute for Basic
Biology, Okazaki, Japan (im Weiteren als Synechocystis bezeichnet). Die in die Untersuchung
mit einbezogene Mutante von Synechocystis 6803 (erhalten von T. Ogawa, Nagoya Biocenter,
Japan) mit der Bezeichnung AndhR weist durch die Insertion einer Kanamycin-
Resistenzkassette (Km®) in den kodierenden Bereich einen Defekt im Gen slr1594 fir den CO»-
Regulator NdhR auf. Eine eingehende Charakterisierung der Mutante liegt durch

WANG et al. (2004) vor.

3.1.2 Oligonucleotid-Primer

Oligonucleotid-Primer wurden zur Verifizierung des Genotyps der Synechocystis-Mutante
AndhR mittels PCR (> 3.3.2) sowie zur Uberpriifung der RNA-Isolate auf
DNA-Kontaminationen (= 3.5.3) eingesetzt. Die verwendeten Oligonucleotid-Primer wurden
von der Firma EUROFINS MWGOPERON (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die

Primersequenzen der Oligonucleotid-Primer sind in Tabelle 1 zusammenfassend aufgefiihrt.

Tabelle 1.0ligonucleotid-Primer

*

Primer Sequenz (5‘> 37) ;:,"é] PCR-Programm™
ndhR_fw CCCATCTAAATCACCATCT 54

ndhR_rev TGG CCCTAG CGAGTTTATTG 58 '
rnpB_5’ GAGTTGCGGATTCCTGTCAC 62

rnpB_3* GTTCTGTTCCAGGATGCGAG 62 2

* theoretische Schmelztemperatur (Tm) ndherungsweise Tm = 4 x Anzahl G/C + 2 x Anzahl A/T
** PCR-Programm in Tabelle 3
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3.1.3 Na&ahrmedium

Die Anzucht und Kultivierung von Synechocystis und Synechococcus erfolgte in dem durch
RIPPKA et al. (1979) beschriebenen Ndhrmedium mit der Bezeichnung BG11. Die
Zusammensetzung der Stammlésungen fiir die Herstellung vom BG11-Medium sowie die
Endkonzentration der Einzelkomponenten sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Ein Volumen von
1 Liter BG11-Medium enthalt 2 ml Stammldsung 1, 50 ml Stammldsung 2, 2 ml Stammldsung 3
sowie 1 ml A6 Spurenelemente und 20 ml TES-Puffer. Die Zugabe des TES-Puffers bestimmt
den pH-Wert des BG11-Mediums. Fiir die Kultivierung unter 5 % [v/v] CO; (Hoch-CO;, High-
CO;, HC) wurde BG11 pH 8.0, fiir die Kultivierung unter 0,038 % CO; (ambient, Niedrig-CO,
Low-CO,, LC) wurde BG11 pH 7.0 verwendet. Der pH-Wert-Effekt auf die Loslichkeit von CO;
ist in Abbildung 4. Loslichkeit von CO; in Abhangigkeit vom pH-Wert

Abbildung 5. Einstellung der optischen Dichte bei 750 nm (OD7s0).Abbildung 4 aufgezeigt.

Fir die Kultivierung auf Festmedium wurde zweifach konzentriertes BG1l1l-Medium
verwendet, welches neben den bereits aufgefliihrten Komponenten zusatzlich
Natriumthiosulfat (Na2S$203 x 5 Hy0) in einer Endkonzentration von 24 mM aufwies. Das
Festmedium fiir die Platten bestand zu gleichen Teilen aus 2-fach konzentriertem BG11 und
dem Geliermittel Kobe (Roth, Karlsruhe Deutschland). Die Ndhrmedien wurden vor ihrer

Verwendung durch autoklavieren sterilisiert.

pH 7.0
CO,+H0 ®=— HCO, X HCO,+H
pH 8.0

Abbildung 10. Loslichkeit von CO; in Abhangigkeit vom pH-Wert
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Tabelle 2. Zusammensetzung des BG11-Mediums

Molekulargewicht

Endkonzentration

Chemikalien Formel [g/mol] [mM]
Stamml6sung 1

Citronensdure Monohydrat CsHsgO7 x H,0 210,1 0,029
Ammoniumeisencitrat Fe-NHs-citrat — 0,03
EDTA Dinatriumsalz Ci10H1408N;Na; x H,0 372,2 0,003
Stamml6sung 2

Natriumnitrat NaNOs3 84,99 17,65
Natriumdihydrogenphosphat KaHPO4 174,1 0,22
Magnesiumsulfat MgS0O4 x 7 H,0 246,5 0,3
Stamml6sung 3

Caliumchlorid CaCl; x H,0 147,0 0,26
A6 Spurenelemente

Borsaure H3BO3 61,83 46 uM
Mangan(ll)-chlorid MnCl, x 4 H,0 197,9 9,4 uM
Zinksulfat ZnS04 x 7 H,0 287,5 0,77 uM
Natriummolybdat Na;Mo0O4 x 2 H,0 241,9 0,086 uM
Cobalt(ll)-nitrat Co(NOs); x H,O 291,0 0,17 uM
1 M TES-Puffer CeH1sNOsS 2292 20

pH 7.0/8.0 (KOH)

3.1.4 Mediumzusitze

Die Zugabe des Antibiotikums Kanamycin (Km) erfolgte entsprechend der inserierten Km®

spezifisch bei Kultivierung der Synechocystis-Mutante AndhR. Die Km-Stammldsung wies eine
Konzentration von 50 mg/ml (in H,0) auf und wurde zum Erreichen der Arbeitskonzentration
von 50 pl/ml in einem Verhéltnis von 1:1000 eingesetzt. Die Stamml6sung wurde vor ihrer
Verwendung sterilfiltriert. Die Lagerung der Stammldsung erfolgte langfristig bei -20 °C und
bei standiger Verwendung bei 4 °C.Die Zugabe von Antibiotika erfolgte stets nach dem

Autoklavieren der Medien.
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3.2 Kultivierung
3.2.1 Axenitatstest

Zur Kontrolle des axenischen Charakters einer Kultur wurden 20 pl Kulturflissigkeit auf eine
Agarplatte mit LB (Luria Bertani)-Medium (Roth; Karlsuhe, Deutschland) getropft. Nach
Eintrocknen des Kulturtropfens wurde die Platte fiir 72 h bei 30 °C inkubiert. Ausbleibendes
Wachstum heterotropher Bakterien wurde als Indikator fiir die Axenitdt der betrachteten
Kultur angesehen. Die Notwendigkeit fiir die Uberpriifung der Axenitit ergibt sich im
Zusammenhang mit Metabolom-Analysen aus dem Umstand, dass alle in der Probe
enthaltenen Metabolite extrahiert werden und in die Betrachtung miteinflieRen. Die
Anwesenheit von Fremdorganismen fiihrt zu Verschiebungen und Uberlagerungen der
tatsachlichen Metabolit-Gehalte, die auf die untersuchten Cyanobakterien-Kulturen
zuriickgehen. Sichere Aussagen liber Metabolom-Veranderungen in den Cyanobakterien sind
somit nicht moglich. Daher kommt dem Axenitdtstest in diesem Fall eine besondere

Gewichtung zu.
3.2.2 Fliissigkultur

Die Kultivierung von Synechocystis und Synechococcus erfolgte in 300 mM Erlenmeyerkolben
in 100 MM BG11 pH 8.0 unter ambienten Bedingungen bei 30 °C und einer Lichtintensitat von
20-40 pM Photonen s m?sowie 120 rpm. Zum Wechsel des Mediums wurden die Kulturen
zunachst fiir 2 min bei 5.300 U/min und RT zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet in frischen

BG11 durch griindliches Mischen suspendiert.
3.2.3 Batchkultur

Fur die Durchfiihrung der HC/LC-Shift-Experimente wurden die Cyanobakterien-Kulturen in
BatchgefdRen kultiviert. Die Begasung erfolgte tGber Glasrohrchen. Um Kontaminationen der
Synechocystis-Kulturen zu vermeiden wurde das Gasgemisch zunachst vor Einleiten in die
Batchkultur Gber zwei vorgeschaltete Filter geleitet. Die BatchgefdaBe befanden sich fir die
Zeitdauer der Kultivierung in einem temperierten Wasserbad mit 29 °C. Die Lichtintensitat
betrug 100 pmol Photonen s m2. Fiir die Begasung mit 5 % [v/v] CO, wurde Raumluft mit
CO; angereichert. Fir die Kultivierung unter 0,038 % CO; erfolgte die Begasung mit Raumluft.

Die Einstellung der Begasungsintensitat erfolgte manuell. Dabei wurde versucht die Frequenz
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der Belliftung innerhalb eines Experimentes unter den mitgefihrten Kulturen moglichst

gleichmaRig zu halten.
3.2.4 Kultivierung auf Festmedium

Die Kultivierung auf BG11-Kobe-Platten erfolgte zum Zwecke der kurzzeitigen Erhaltung der
Cyanobakterien. Die Kultivierung erfolgte unter ambienten Bedingungen bei 30 °C und einer

Lichtintensitdt von 20-40 umol Photonen s* m™2.
3.2.5 Umgang mit Cryo-Erhaltungen

Das Anlegen von Cryo-Erhaltungen diente der langfristigen Einlagerung von cyanobakteriellen
Kulturen. Als Ausgangsmaterial wurde 2 ml einer axenischen Fliissig- oder Batchkultur, die sich
in der exponentiellen Wachstumsphase befand und im Vorfeld keinem Extremstress
ausgesetzt war, verwendet und in ein steriles Eppendorf-GefaR liberflihrt. Nach Zentrifugation
fir 5 min bei 5.000 rpm und RT wurde das Zellpellet in 200 pl frischem BG11 pH 8.0
suspendiert. Nach der Zugabe von 25 ul DMSO und mischen wurde der Ansatz dunkel gehalten
und anschliefend bei -80 °C eingefroren. Zur Reaktivierung von Cyro-Erhaltungen wurden
diese auf BG11-Kobe-Platten pH 8.0 ausgestrichen und unter Abdeckung mit Pergamentpapier

bis zum Anwachsen im HC-Schrank bei 5 % [v/v] CO> kultiviert.
3.2.6 Bestimmung und Einstellung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der optischen Dichte (OD7s0) wurde eine Einmalkiivette mit einem
Fassungsvermogen von 1 ml (Schichtdicke: 1 cm) mit einer Verdiinnung der zu vermessenden
Cyanobakterien-Kultur befullt und anschlieRend die Extinktion am UV-sensitiven
Spektrophotometer (Genesys™ 10S-VIS; Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bei
750 nm bestimmt (Blindwert: H,0). Die Wahl der eingesetzten Verdliinnung unterlag dem
Kriterium, das um Messungenauigkeiten zu vermeiden die Messwerte im Wertebereich von
0.1 bis 1.0 liegen sollten. Unter Berlicksichtigung des Verdiinnungsfaktors (VF) wurde das
Kulturvolumen berechnet, dass zum Erreichen der gewiinschten optischen Dichte bendtigt

wird (- Abbildung 5. Einstellung der optischen Dichte bei 750 nm (OD7so).

Abbildung 6. Berechnungsgrundlage zur Bestimmung der Wachstumsrate p einer
Kultur.Abbildung 5).

22



Materialien und Methoden

OD,, X Ve
Ve = X VF
Hre
Vi — bendtigtes Volumen der Ausgangskultur in ml
Ve = Endvolumen der Kultur in ml
OD;» — optische Dichte bei 750 nm (Soll-Wert)
Hm — Extinktion bsi 750 nm {(Messwert, Istwert)
VF = Verdiinnungsfaktor

Abbildung 13. Einstellung der optischen Dichte bei 750 nm (ODso).

Abbildung 14. Berechnungsgrundlage zur Bestimmung der
Wachstumsrate p einer Kultur.Abbildung 15. Einstellung
der optischen Dichte bei 750 nm (OD7so).

3.2.7 Bestimmung der Wachstumsrate

Zur Ermittlung der Wachstumsrate einer Kultur wurde diese zunachst auf eine OD750~ 0.8 - 1.0
eingestellt. AnschlieBend wurde die Kultur fir 24 h unter den gewilinschten
Wachstumsbedingungen kultiviert. Nach Ablauf einer 24-stiindigen Wachstumsphase
die optische Dichte bestimmt. Die Formel zur Berechnung der Wachstumsrate pist in

Abbildung 6. Berechnungsgrundlage zur Bestimmung der Wachstumsrate p einer

Kultur.

Abbildung 7. Relative Veranderungen in den Poolgrofien von Intermediaten der

Ine) — In(x,)
g (-1
T — Wachstumsrate in h*
In(3) — natildicher Logarithmus der Extinktion bel 750 nm und t=0
In(x) — natiricher Logarithmus der Extinktion bei 750 nm und t=E
t — Zasitpunkt t=0
t — Zeitpunkt t=E

Photorespiration in Synechocystis und Synechococcus. Die Darstellung zeigt Werte fur die
relativen Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung von 5 % [v/v] CO. (HC, BG11 pH 8.0) auf
0,038 % [v/v] CO2 (24 h LC, BG11 pH 7,0) fur Synechocystis (EISENHUT et al., 2008) und
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Synechococcus (SCHWARZ et al., 2011). Der Wert fur HC ist auf 1,0 gesetzt. 2PG, deren
Anstieg in der PoolgroRe unter LC reproduzierbar in mehreren gegenubergestellten,
unabhangigen Metabolom-Analysen beobachtet wurde (— Anhang, Tabelle 18), ist fett

gedruckt hervorgehoben. n.d.: nicht detektiert. Abbildung 6 dargestellt. Die Bestimmung der
Wachstumsrate eines cyanobakteriellen Stammes zu definierten Wachstumsbedingungen
erfolgte unter Einbeziehen mehrerer biologisch unabhangiger Kulturen auf deren Grundlage

Mittelwert und Standardabweichung berechnet wurden.

Abbildung 16. Berechnungsgrundlage zur Bestimmung der Wachstumsrate p einer Kultur.
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3.2.8 Bestimmung der Pigmentverhiltnisse

Zur Ermittlung der Pigmentierung einer Kultur wurde der Umstand genutzt, dass die
cyanobakteriellen Pigmente unterschiedliche Extinktionsmaxima aufweisen:
Chlorophyll a (Chla) bei 680 nm, Phycocyanin (PC) bei 625 nm und Carotinoide (Car) bei
490 nm. Unter Berlicksichtigung der optischen Dichte bei 750 nm bildet die Methode nach
SIGALAT/DEKOUCHKOWSKI (1975) die Berechnungsgrundlage zur Bestimmung der
Pigmentkonzentrationen und daraus ableitend zur Bestimmung der Pigmentverhaltnisse

PC/Chla und Car/Chla.
3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 Isolation chromosomaler DNA

Die Isolation chromosomaler DNA erfolgte mittels Phenol-Chloroform-Extraktion. Zu diesem
Zweck wurden 200 upl Kultur 200 ul Tris-gepfuffertes Phenol pH 7,5 (Roth; Karlsruhe,
Deutschland) zugesetzt und fiir 10 min bei 65 °C inkubiert und alle 2-3 min gemischt. Nach
Abkihlen auf Raumtemperatur (RT) wurde dem Ansatz 200 pl Chlorofrom zugegeben, das
Eppendorfgefall zur guten Durchmischung geschwenkt und anschlieBend fir 4 min bei
13.000 U/min und RT zentrifugiert. Der obere, wassrige, die chromosomale DNA enthaltende
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues EppendorfgefiR iiberfiihrt, fir
einen zweiten Waschschritt wurde 200 ul Chloroform hinzugefiigt und erneut fir 4 min bei
13.000 U/min und RT zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde erneut in ein frisches
Eppendorfgefald gegeben und konnte anschlieBend als Isolate der chromosomalen DNA direkt

als Template fir Polymerase-Kettenreaktionen (— 3.3.2) eingesetzt werden.

3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Verifizierung der Synechocystis-Mutante AndhR (— 3.1) wurde im Anschluss an eine
erfolgreiche Extraktion chromosomaler DNA (— 3.3.1) unter Verwendung der
genspezifischen Primer (— 3.1.2) die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt und die
PCR-Produkte Uber eine Agarosegelelektrophorese (= 3.3.3) grofRenspezifisch aufgetrennt.
Ein 10 ul-PCR-Ansatz enthielt standardmaRig: 1 pl Template, 1 ul Primer forward, 1 ul Primer
reverse, 5 ul Tag PCR Master Mix Kit sowie 2 pl H,0. Das Tag PCR Master Mix Kit wurde von
der Firma QIAGEN (Hilden, Deutschland) bezogen und beinhaltet zur Amplifikation von DNA

die thermostabile Tag-DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus mit der
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5’-3’-DNA-Polymeraseaktivitdt sowie der 5’-3’-Exonucleaseaktivitdt, den 2 x QIAGEN PCR
Puffer, 3 mM MgCl, und je 400 uM der Desoxynucleotidtriphosphate (ANTP) der organischen
Basen Adenin (A), Guanin (G), Thymin (T) und Cytosin (C). Die PCR-Fragment vom Wild-Typ
und der Mutante unterscheiden sich durch die im Zuge der Generierung der Mutante erfolgte
Deletion kodierender Genbereiche sowie durch die Insertion von spezifischen Antibiotika-
Resistenzkassetten zur Selektion in ihrer GroRe. Das Ausbleiben eines Wild-Typ-Fragments im
Agarosegelbild (— 3.3.3) im PCR-Ansatz, der die chromosomale DNA einer Mutante enthielt,
galt als Bestatigung fir das Vorliegen einer vollstandig segregierten Kultur, d.h. die
gewiinschte Mutation in einem Gen erstreckte sich Gber das gesamte Genom und schlief3t
somit alle vorhandenen Plasmide mit ein. Das WT-Allel ist in diesem Fall in der untersuchten
Mutante nicht mehr enthalten. Um Kontaminationen des verwendeten Wasser in der PCR
auszuschlieBen und Fehldeutungen vorzubeugen wurde als Kontrolle ein Ansatz ohne
Template mitgefihrt. In diesem Fall sollte kein PCR-Produkt im Gelbild erscheinen, d.h.
Kontaminationen mit unerwiinschter Fremd-DNA liegen nicht vor.

Die PCR bildete weiterhin die Grundlage fiir die Uberpriiffung der RNA-Extrakte auf das
Vorliegen von Verunreinigungen mit DNA (- 3.5.3). Die entsprechend verwendeten PCR-

Programme sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3. PCR-Programme

Schritt Dauer Temperatur Wiederholung

PCR-Programm 1 (6 kb)

Initiale Denaturierung 5 min 94 °C
Denaturierung 20 sec 94°C )
Annealing 30 sec 52°C ”
Elongation 4 min 72°C ) 9 x
Denaturierung 20 sec 94 °C A
Annealing 30 sec 52 °C .
19 x

Elongation* 4 min 72°C
Finale Elongation 7 min 72°C ’

PAUSE 4°C
PCR-Programm 2 (1 kb)
Initiale Denaturierung 5 min 95 °C
Denaturierung 20 sec 95°C
Annealing 30 sec 52°C 27 x
Elongation** 30 sec 72 °C
Denaturierung 5 min 72°C

PAUSE 4°C

* pro Zyklus Verlangerung um 20 sec
** pro Zyklus Verlangerung um 3 sec

3.3.3 Agarosegelelektrophorese

Zur groBenspezifischen Auftrennung der PCR-Produkten (— 3.3.2) wurden diese elektro-
phoretisch im Agarosegel voneinander separiert. Dazu wurde Agarose in 1 x TBE-Puffer durch
Aufkochen in der Mikrowelle gel6st, anschlieBend auf Eis bis ca. 60 °C abgekiihlt und mit
0,1 pg ml?t Ethidiumbromid versetzt. Die Endkonzentration des Agarosegels betrug in
Abhédngigkeit der GroBe des zu analysierenden DNA-Fragmentes 0,8 — 1,0 %. Die
Agaroselosung wurde im fllissigen Zustand in eine horizonale Gel-Apparatur gegossen. Nach
Aushartung des Agarosegels wurde dieses in die Elekrophoresekammer (berfiihrt. Als
Laufmittel wurde 1 x TBE-Puffer verwendet. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit

0,2 Volumenteile STOP-L6sung (10 mM Na;POs, pH 7.0, 50 % [v/v] Glycerin, 0,4 % [w/V]
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Orange G) versetzt. Zur Bestimmung der Fragmentgrofen wurde der GrofRenstandard
A DNA EcoRl/ Hindlll der Firma FERMENTAS (Schwerte, Deutschland) verwendet. Die
elekrophoretische Auftrennung erfolgte fiir 30 — 60 min bei einer Spannung von 70 — 120 V.
Die Visualisierung und photograpfische Dokumentation der separierten DNA-Fragmente

erfolgte mittels UV-Transilluminator mit angeschlossen
3.4 HC/LC-Shift-Experiment
3.4.1 Anzucht

Zur Anzucht der fir das Shift-Exeriment bendtigten Kulturen wurden zunachst Vorkulturen
von diesen angesetzt. Dazu wurden moglichst im Vorfeld Cryo-Erhaltungen reaktiviert
(— 3.2.5) um zu gewdbhrleisten, dass die Kulturen frisch und im Vorfeld des Versuches keinem
physiologischem Stress ausgesetzt waren. Das notwendige Zellmaterial fir die Batchkultur
wurde mit einer sterilen Einmalimpfose von der Oberfliche der BG11-Kobe-Platte
entnommen, in flussigem BG11 pH 8.0 (— 3.1.3) durch vortexen suspendiert und
anschlieBend die so erhaltene Zellkultur in ein Batchgefall Uberfiihrt. Die Zugabe von
Antibiotika erfolgte in Anhangigkeit des vorliegenden Selektionsmarkers (— 3.1.1, 3.1.4). Zur
Uberpriifung des axenischen Charakters der Kultur wurde ein Steriltest (— 3.2.1) mitgefiihrt.
Die Kulturen wurden zunachst 2-4 Tage in der Batchbank unter Begasung mit 5 % CO; [v/v] bei
29 °C und 100 pumol Photonen s* m Lichtintensitit vorkultiviert. Nach spétestens 3 Tagen
wurde das Medium gewechselt (— 3.2.3) und die Kultur auf OD7s ~ 1.0-1.2 verdinnt
(— 3.2.6). Uber diese Vorgehensweise wurde versucht bei Durchfiihrung eines HC/LC-Shift-
Experiments eine gute Qualitat der Ausgangskulturen zu gewahrleisten, die keinem Licht- oder

Nahrstoffstress ausgesetzt waren.
3.4.2 Umstellung auf CO-Mangel

Am Vortag des Shift-Experiments wurden die Kulturen nach erfolgtem Mediumwechsel auf
OD7s0 ~ 1.0 (— 3.2.6) eingestellt und erneut fir 24 h mit 5 % CO, [v/v] begast. Am
darauffolgenden Tag wurden die Kulturen zweimal mit BG11 pH 7.0 gewachsen, auf
OD7s0 =~ 0.8 — 1.0 (— 3.2.6) verdinnt und fir 1 h Stunde bei 5 % CO2 [v/v] kultiviert.
AnschlieBend wurden die fir den Zeitpunkt HC (0 h LC) notwendigen Proben fiir die
Metabolom- bzw. Transkriptom-Analysen (— 3.5, 3.6) genommen. Das HC/LC-Shift-

Experiment wurde schlieBlich durch die Umstellung der Begasung von 5 % [v/v] CO, auf
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0,038% CO; (Raumluft) gestartet. Nach 3 h bzw. 24 h wurden erneut entsprechend Proben
entnommen (— 3.5, 3.6). Zu jedem Zeitpunkt der Probennahme wurden die Kulturen
hinsichtlich ihrer optischen Dichte vermessen um bei der Metabolom-Analyse (—3.6) eine

Normalisierung der Messwerte vornehmen zu kénnen.
3.5 Transkriptom-Analysen
3.5.1 Probennahme

Fiir die Entnahme einer Probe zur Analyse des Transkriptionsstatus mittels RNA Microarray
wurde zunachst im Rahmen eines HC/LC-Shift-Experiments (— 3.4) zu den Zeitpunkten 0 h,
3 h und 24 h ein Volumen von 5 ml Kultur entnommen und in ein vorgekihltes und in einer
mit Eis geflllten Styroporbox vorliegendem 15 ml-Rotdeckelréhrchen tberflhrt. Die Zellernte
erfolgte schnellstmoglich durch Zentrifugation fir 10 min bei 4.000 U/min und 4 °C
(vorgekiihlt). Das Medium wurde angesaugt, Zellpellet in fliissigem Stickstoff eingefroren und

bis zur RNA-Extraktion bei -80 °C gelagert.
3.5.2 RNA-Extraktion mittels PGTX-Losung

Die Methode der RNA-Isolation mittels PGTX beruht auf den Ausfihrungen in
Pinto et al. (2009). Die PGTX-Losung weist fiir ein Endvolumen von 100 ml folgende
Zusammensetzung auf: 54 ml Roti®-Aqua-Phenol pH 4.5 — 5 (Roth; Karlsruhe, Deutschland),
6,9 ml Glycerol, 0,1 g 8-Hydroxychinoline, 0,8 g Natriumacetat, 9.5 g Guanidinium-thiocyanate
und 4,6 g Guanidinhydrochlorid. Eine Einstellung des pH-Wertes ist nicht erforderlich. Zur
Extraktion der RNA wurden zu den gefrorenen, auf Eis gelagerten Zellpellets zunachst 500 pl
PGTX-Losung hinzugefliigt und durch starkes Mischen suspendiert. AnschlieRend wurde die
PGXT-Zellsuspension in ein 2 ml-Eppendorfgefall Gberflihrt und im Heizblock fir 15 min bei
65 °C unter gelegentlichem Mischen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Probe vorsichtig aber zligig auf Eis gelagert und fir 5 min dort belassen. AnschlieRend wurden
der Probe 500 ul Chloroform : Isoamylalkohol (IAA) 1 : 24 (23 Volumeneinheiten (VE)
Chloroform zu 1 VE IAA) zugegeben, gemixt und unter gelegentlichem vorsichtigem
Schwenken fiir 10 min bei RT inkubiert. Zur Phasentrennung wurde die Probe fiir 10 min bei
6.000 U/min und RT zentrifugiert. Von der oberen waéssrigen, die RNA enthaltenden Phase
wurden vorsichtig ca. 200 — 300 ul entnommen und in ein 2 ml-Eppendorfgefal iberflihrt.

Nach erneuter Zugabe von 500 pl Chloroform : IAA 1 : 24 und anschlieRender Zentrifugation
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wurden 200 — 300 pl der nun erhaltenen oberen wassrigen Phase mit 500 pl Isopropanol
versetzt. Nach sorgfaltigem Mischen der Probe erfolgte liber Nacht die RNA-Fallung bei -20 °C.
Zur Gewinnung des RNA-Pellets wurden die Proben nach dem Prazipitationsschritt fiir 30 min
bei 12.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene RNA-Pellet wurde erst nach Abnahme
des Uberstandes und durch Lichteinfall als kleines, durchscheinendes Pellet sichtbar. Eine
weillliche Verfarbung des Pellets deutet dagegen auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin.
Das Pellet wurde abschliefend durch Zugabe von 100 ul 75 % Ethanol (HPLC-Qualitat)
gewaschen (nicht suspendieren!) welcher nach Zentrifugation fiir 5 min bei 12.000 U/min und
RT wieder vorsichtig, ohne das Pellet zu beschadigen, entnommen wurde. Um Ethanol-Reste
zu entfernen wurde das Pellet abschlieRend unter der Laminarbox luftgetrocknet. Das RNA-
Pellet wurde schliefllich in 20-35 pl RNAsae-freiem H,O (HPLC-Qualitat; autoklaviert)
suspendiert. Die Lagerung der RNA-Extrakte erfolgte bei -80 °C. Um Kontaminationen der
Proben mit RNasen zu unterbinden wurden alle verwendeten Einmalmaterialien wie
Pipettenspitzen sowie EppendorfgefaRe zweimalig autoklaviert und auf eine sorgfaltige sowie

saubere Arbeitsweise geachtet.
3.5.3 Uberpriifung der RNA-Extrakte auf Kontaminationen mit DNA

Enthalten die RNA-Proben Reste von DNA so fihrt dieses bei Durchfihrung von der
Mircorarray-Analyse zu einer Verfalschung und Verschiebung der Aussagen die lber den
Transkriptionsstatus der Probe gemacht werden kann. Daher hat die Kontrolle der RNA-
Extrakte auf das Vorliegen von Kontaminationen mit DNA eine besondere Bedeutung. Zu
diesem Zweck wurden die RNA-Proben einer PCR (— 3.3.2) mit den genspefizischen Primern
fir rnpB (— 3.1.2) unterzogen. Das Gen rnpB kodiert die Untereinheit B der RNase P und
unterliegt einer konstitutiven Expression. Als Template wurden jeweils 0,5 pul RNA-Eluat
eingesetzt und als Kontrollen PCR-Ansatze mit WT-DNA bzw. H,0 mitgefiihrt. PCR-Fragmente

in den RNA-Isolaten wiesen auf das Vorliegen von DNA-Kontaminationen hin.
3.5.4 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mittels NanoDrop Spectrophotometer
(NanoDrop™ 2000; Thermo Fisher Scientific; Schwerte, Deutschland). Nucleinsduren, DNA
und RNA, weisen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm (Aze0) auf. Das Vorliegen von DNA-

Kontaminationen in den RNA-Eluate wurde mittels PCR lberpfriift (— 3.5.3). In DNA-freien
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RNA-Isolaten kann die RNA-Konzentration somit tiber die Messung bei Azso bestimmt werden.
Ao = 1,0 entspricht dabei 40 pug RNA. Fir die Messung wurden jeweils 1 pul RNA-Eluate
eingesetzt. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm (Az60/A2s0) gilt als Indikator
fir die Reinheit der RNA-Eluate. Das Absoptionsmaximum von Proteinen liegt, beruhend auf
den Absorptionseigenschaften aromatischer Aminosaure-Reste bei 280 nm. (Azso). Ein
Verhaltnis von Azso/A2s0 ~ 2,0 spricht fiir eine reine RNA-Isolation ohne Protein- sowie
Phenolkontaminationen. Zusatzlich wurde das Verhaltnis Azso/A230 mit in die Beurteilung der
Reinheit der RNA-Eluate einbezogen. Werte von Azeo/A230 = 2,0 — 2,2 lassen auf eine sehr gute
Qualitat der RNA-Isolation schieflen, wahrend niedrigere Werte darauf hin deuten, das im
RNA-Eluate unerwiinschte Fremdsubstanzen enthalten sind, die ein Absorptionsmaximum bei

230 nm aufweisen, wie z.B. Guanidiniumthiocyanate.
3.5.5 Qualitdtskontrolle der RNA-Extrakte mittels Gelelekrophorese

Zur weiteren Uberpriifung der RNA-Qualitit nach erfolgter Extraktion wurde die RNA in einem
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Fir die Herstellung des
Agarosegels wurden zunachst 1,3 g Agarose mit 73 ml RNA-Wasser (HPLC-Wasser, 2fach
autoklaviert) und 10 ml 10 x MOPS (0,05 M Natrimacetat, 0,2 M MOPS, 0,01 M EDTA, pH 7.0
(NaOH), autoklaviert) aufgekocht und nach Abkiihlung auf Handwarme 17 ml Formaldehyd
hinzugegeben. Als Laufpuffer fiir die Elektrophorese wurde 1 x MOPS verwendet. Zur
Aufarbeitung der RNA-Extrakte wurde ein Puffer mit folgenden Bestandteilen
zusammenpipettiert (ausreichend fiir 10 Proben): 25 pl 10 x MOPS, 125 ul Formamid,40 pl
Formaldehyd, 5 ul Ethidiumbromid, 15 pl STOP-Losung (- 3.3.3). Entsprechend der
Bestimmung der RNA-Konzentration (= 3.5.4) wurde fiir jedes RNA-Extrakt das Volumen fir
2 pug RNA berechnet und mit RNA-Wasser auf ein Endvolumen von 6 ul aufgefiillte. Die RNA-
Proben wurden mit 21 pl Puffer versetzt, flir 10 min bei 69 °C (Heisblock) aufgekocht und
anschlieRend auf Eis gelagert. Die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte fiir 2-4 h
bei 70 V. Die Durchfiihrung der denaturierenden Agarosegelelektrophorese erfolgte auf
Grund der hoch toxischen Charakters von Formaldehyd unterm Abzug. Zeigten sich im Gelbild
die saubere, klar voneinander abgegrenzte Banden fiir die 23sRNA, 16sRNA und 5sRNA so galt
die RNA-Extraktion als erfolgreich, d.h. eine Degeneration der RNA durch RNasen ist

auszuschlieBen. Zusatzlich wurde die Qualitdt der RNA-Extrakte in der Arbeitsgruppe Biologie,

31



Materialien und Methoden

Genetik und experimentelle Bioinformatik unter der Leitung von Dr. Wolfgang R. Hess an der

Universitat Freiburg mittels Northern-Blot Giberpriift.
3.5.6 RNA-Microarry

Die auf der DNA-Microarray-Analyse basierende Untersuchung des Transkriptoms erfolgte in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Biologie, Genetik und experimentelle Bioinformatik unter
der Leitung von Dr. Wolfgang R. Hess an der Universitat Freiburg. Die entsprechenden
Analysen wurden von Dr. Stephan Klahn durchgefiihrt. Bei Vorliegen von DNA-
Kontaminationen in den RNA-Extrakten wurde in Freiburg vor den Microarray-Analysen eine
DNase-Behandlung durchgefiihrt. Die Hybridisierung der Microarrays erfolgte in Anlehnung
an GEORG et al. (2009). Ausfiihrungen zur Transcriptom-Analyse finden sich im Methodenteil
von SCHWARZ et al. (2013).

3.6 Metabolom-Analysen
3.6.1 Probennahme

Die Vorgehensweise und Durchfiihrung der Metabolom-Analysen von der Probennahme bis
zur gaschromatografisch-massenspektrometrischen (GC-MS) Messung ist angelehnt an das in
EISENHUT et al. (2008) beschriebene Protokoll. Zur Untersuchung des Metaboloms wurden
der Flussigkultur 7-10 ml entnommen und anschlieend die cyanobakteriellen Zellen durch
Filtration unter Verwendung eines Nitrocellulose-Filters der PorengrofRe 0.45 um (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen; www.sigmaaldrich.com) vom Medium separiert. Die
Probennahme erfolgte unter Lichteinfluss und ohne anschlieBende Waschung. Die auf ihrer
Oberflache die Cyanobakterien-Zellen enthaltenden Nitrocellulose-Filter wurden in
gefaltetem Zustand in ein 2 ml-Eppendorfgefall Uberfihrt und in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung der Proben bis zur Weiterverarbeitung erfolgte bei -80 °C.
3.6.2 Extraktion

Die zur Freisetzung und Gewinnung der Metabolite erfolgte Extraktion der Proben wurde
durch den Kooperationspartner, der Arbeitsgruppe Applied Metabolome Analysis unter der
Leitung von Dr. Joachim Kopka am Max-Planck-Institut Golm durchgefiihrt. Im Vorfeld wurden
die Proben sorgfaltig verpackt und auf Trockeneis nach Golm versandt um eine
Qualitatsminderung durch auftauen zu verhindern. Zum Zwecke der Extraktion wurden die

das Zellmaterial enthaltenden Filter im gefrorenen Zustand zunachst in eine Losung bestehend
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aus 630 pl Methanol, 60 pl Nonadeconoic Acid Methylester (2 mg ml* Chloroform), 30 ul 13C-
Sorbitol (0.2 mg mlt in Methanol) und D4-2,3,3,3-Alanin (1 mg ml in H20). Jede Probe wurde
sorgfaltig fir mindestens 1 min gemixt. Zur Gewahrleistung einer vollstandigen Suspension
wurden die Proben im Anschluss fiir 5 min in einem Ultraschallbad inkubiert, 15 min bei 70 °C
gekocht und nach Abkiihlung auf Raumtemperatur mit 400 ul Chloroform versetzt und erneut
flr 5 min bei 37 °C inkubiert. Die sich anschliefende Phasenauftrennung wurde durch Zugabe
von 800 ul H,O induziert. Durch Zentrifugation der Proben in einer Eppendorf
5417 Mikrozentrifuge fir 5 min bei 14.000 rpm erfolgte die Trennung von polarer und
unpolarer Phase. Das so erhaltende Extrakte mit einem Volumen von 600 pl wurden
abschliefend in 1,5 ml Mikrotubes fiir 12 bis 18 h in einer Vakuumzentrifuge auf konzentriert

und getrocknet.
3.6.3 Messung mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die Vermessung der Proben, durchgefiihrt von dem Kooperationspartener, der Arbeitsgruppe
Applied Metabolome Analysis unter der Leitung von Dr. Joachim Kopka am Max-Planck-Institut
Golm, erfolgte liber ein bereits in WAGNER et al. (2003) und ERBAN et al. (2007)detailiert
beschriebenes gekoppeltes System bestehend aus einem Gaschromatographen (engl. gas
chromatograph; GC) vom Typ Agilent 6890N24 (Agilent Technologies, Bobling, Deutschland;
www.agilent.com) mit einem Split/Splitlos-Injektor und der Kapillarsaule FactorFour VF-5ms
(Saulenlange: 30 m; Saulendurchmesser (innen): 0.25 mm; inner diameter, Schichtdicke:
0.25 pum; Varian-Agilent Technologies) sowie einem nachgeschaltetem
ElektronenstoRBionisator (engl. electron impact;El) und einem Flugzeit-Massenspektrometer
(engl. time-of-flight mass spectrometer; TOF-MS) vom Typ Pegasus lll (LECO Instrumente
GmbH, Mdnchengladbach, Germany; http://www.leco.de). Dazu wurden die Metabolite in
den Proben manuell vor Durchlauf der GC-EI/TOF-MS Analyse einer Methoxyaminierung
sowie Trimethylsilylierung unterzogen (ERBAN et al.; 2007).Zur Kalibrierung der
Retentionsindizes wurden jeder Probe eine Mixtur aus Cig, C12, Cis, Cis, Ci9, C22, C28, C32, und
Css n-Alkanen hinzugefiigt (STREHMEL et al., 2008). Zur Daten-Evaluierung wurden zunachst
die GC-EI/TOF-MS-Chromatogramme erhoben, visuell auf ihre Qualitat hin beurteilt und
anschlielend einer Hintergrund-Korrektur unterzogen. Nach Umwandlung der
Chromatogramme in das NetCDF Daten Format unter Verwendung der Software ChromaTOF

(Version 4.22; LECO, St. Joseph, USA) wurden die GC-MS Daten standartmaRig in eine
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Zahlenmatrix lbersetzt. Die Identifizierung der Analyte erfolgte unter Einsatz der TagFinder
Software (LUEDEMANN et al., 2008; ALLWOOQOD et al., 2009). Die Bestimmung der Analyte
beruhte auf den Abgleich von den Massenspektren und der Retentionszeit mit den Angaben
in der Metabolom-Datenbank aus Golm (Golm metabolome database, GMD;
http://gmd.mpimpgolm.mpg.de/; KOPKA et al., 2005; SCHAUER et al., 2005; HUMMEL et al.,
2010). Leitlinien zur manuellen Identifizierung von Metaboliten beinhalteten das Auftreten
von mindestens drei spezifischen Massenfragmenten im Chromatogramm eines Analysten
sowie die Ubereinstimmung in der Retentionszeit mit einer Abweichung von < 1.0 %
(STREHMEL et al., 2008). Die Messwerte wurden bezogen auf das Probenvolumen, die
optische Dichte bei 70 nm (OD7so nm) sowie den internen Standard normalisiert. Die
Bericksichtigung von Labor- sowie Chemikalien-bedingten Kontaminationen in den Proben
erfolgte durch Mitfihren von Kontrollproben, die keine Cyanobakterien enthielten. Die
Metabolitwerte flir die Analyse der Anpassung an CO;-Mangel wurden routinemaRig als
relative Veranderungen bzw. relative Verhaltnisse bezogen auf die Metabolitwerte unter 5 %

CO; angegeben.
3.6.4 Metabolom-Datensatze

Fir die Definition einer cyanobakteriellen Metabolom-Signatur unter LC wurden mehrere
sowohl bereits publizierte als auch unveroffendlichte Metabolom-Datensatze von
Synechocystis und Synechococcus herangezogen. Die Durchfiihrung der HC/LC-Shift-
Experimente wurde von verschiedenen Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe vorgenommen.
Die Extraktion der Proben sowie die GC-MS und die Datenevaluierung erfolgte stets wie unter
- 3.6.2 und - 3.6.3 beschrieben. Die Tabelle 4 enthalt eine Auflistung der entsprechenden
Datensatze. Im Anhang befindet sich desweiteren eine tabellarische Gegeniiberstellung der
relativen Gehalte der relevanten Metabolite des zentralen C- und N-Stoffwechsels (= Tabelle

18).
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Tabelle 4. Metabolom-Datensatze

Datensatz Reelikite Status

t'/b
Synechocystis
7144 2/2 EISENHUT et al. (2008)
6089 2/2 EISENHUT et al. (2008)
10075 0/4 HACKENBERG et al. (2012)
8001 0/3 unveroffentlicht
13122 3/2 unverdffentlicht
Synechococcus
8001 0/4 SCHWARZ et al. (2011)
9223 0/4 unveroffentlicht

* technische Replikate
" biologische Replikate

3.7 Glykogenbestimmung
3.7.1 Probennahme

Zur Bestimmung des intrazelluldaren Gehalts an Glykogen unter variierenden Ci-Bedingungen
wurde Synechocystis zunachst einem HC/LC-Shift unterzogen (— 3.4). Zu den Zeitpunkten Oh,
1,5h, 3h, 6h und 24h wurden jeweils 3 ml der Kultur entnommen (auf Eis) und anschlieRend
fir 10 min bei 4.000 U/min und 4 °C (vorgekiihlt) zentrifugiert. Das Medium wurde angesaugt,
das Zellpellet in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Glykogenbestimmung bei -80 °C
gelagert. Fur die spatere Berechung der Glykogenkonzentration in ug ml* OD7s0}(=> 3.7.2)

wurden zum Zeitpunkt der Probennahme die OD7so der Kulturen bestimmt.
3.7.2 Glykogenbestimmung mittels Anthron

Zur Bestimmung des intrazelluldren Gehaltes an Glykogen, wurde das bei -80 °C aufbewahrte
Zellpellet zunachst tGber Nacht in 1 ml 80 % Ethanol eluiert. Im Anschluss wurde das Eluat
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 1 ml 30 % KOH wurde die Probe
fiir 1 h bei 100 °C im Wasserbad inkubiert und auf Eis runtergekiihlt. Nach Zugabe von 1,25 ml
95 % Ethanol wurde die Probe erneut bei 100 °C im Wasserbad aufgekocht und fiir 15 min
inkubiert. Die Probe wurde fiir 10 min bei 5000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert und

der Uberstand abermals verworfen. Nach Suspension der Porbe von 1 ml H,Ogest. Bei 100 °C
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im Wasserbad fir 15 min, wurden dem Ansatz vorsichtig und schrittweise 2 ml
Anthronreagenz (200 mg Anthron auf 100 ml 95 % H;S0a) zugefiigt. Anschlieend wurde die
Probe fiir 15 min bei 100 °C inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt stellt sich die Verfarbung der Probe
ein. Nach dem abkihlen des Ansatzes auf Eis, konnte die Extinktion der Probe am Photometer
bestimmt um auf der Basis einer Glykogen-Eichgerade die Konzentration an Glykogen in ug

ml1 OD7s0! berechnet werden.
3.8 Insilico-Analyse

Die Identifizierung von putativen Genen im Genom von Synechococcus, die Enzyme des
photorespiratorischen 2PG-Metabolismus kodieren, erfolgte basierend auf den in
Synechocystis in EISENHUT et al. (2006) annotierten Genen (iber BLAST-Analysen. Die
Aminosauresequenzen der Genprodukte sowie die Suche nach putativen Genen erfolgte Gber
die Datenbank Cyanobase (http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/). Im Anhang befindet sich

in Form von Tabelle 16 eine Aufstellung der BLAST-Ergebnisse.
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4.1 \Vergleichende Metabolom- und Transkriptom-Analysen an Synechocystis und

Synechococcus

Die Gegenlberstellung von metabolischen und transkriptionellen Verdanderungen unter
limitierter Ci-Verfligbarkeit in den beiden sich in Morphologie und Physiologie
unterscheidenden cyanobakteriellen Stammen Synechocystis und Synechococcus erméglichte
es, einen Einblick in Stamm-unspezifische LC-Anpassungsmechanismen zu erlangen. Nach der
Kultivierung unter 0,038 % CO; fiir einen Zeitraum von 24 h ist das Erreichen eines steady-
state-Zustands anzunehmen, d.h. die Adaptation an den CO;-Mangel ist als weitgehend
abgeschlossen zu betrachten. Vor diesem Hintergrund wurden fir die vergleichende Studie
der beiden Cyanobakterien-Stamme hier ausschlieflich die auf der Probennahme zum 24 h-

Zeitpunkt beruhenden Metabolom- und Transktiptom-Daten in die Betrachtung einbezogen.

4.1.1 Modulationen im Metabolom unter COz-Mangel

In beiden Cyanobakterien-Stammen spiegelt sich ein erhdohtes Angebot an CO; in einer
gesteigerten Wachstumsrate wider (- Tabelle 5). Zur Untersuchung von Stamm-
Ubergreifenden COz-abhangigen Veranderungen auf Metabolom-Ebene, die die Grundlage fiir
die spatere Definition einer Metabolom-Signatur fiir die cyanobakterielle LC-Antwort
darstellen, wurden zwei bereits publizierte, unabhangige Datensatze gegenibergestellt:

(1) EISENHUT et al. (2008) unterzogen Synechocystis einem HC/LC-Shift-Experiment und
stellten im Anschluss basierend auf GC-MS-Messungen eingehende Untersuchungen zu
Modifikationen im metabolischen Phanotyp dar.

(2) SCHWARZ et al. (2011) beinhaltet eine analoge Studie zur LC-Anpassung von
Synechococcus auf Metabolom-Ebene.

Wie bereits im Methodenteil beschrieben, handelt es sich bei den im Folgenden dargestellten
Werten um relative Metabolitgehalte. Veranderungen in den PoolgroRRen der einzelnen
Metabolite nach 24 h Kultivierung unter 0,038 % CO; wurden in Relation zum Metabolitgehalt
zum Zeitpunkt vor der Umstellung auf CO,-Mangel — d.h. unter 5 % [v/v] CO. — gesetzt. Der
Wert flr HC wurde dabei auf 1.0 festgelegt. Fiir eine umfangreiche Betrachtung des zentralen
Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus wurden Intermediate des

Calvin-Benson-Bassham Zyklus, des photorespirischen 2PG-Metabolismus sowie an
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grenzender Stoffwechsel-wege wie OPP-Weg, Glykolyse, TCA-Zyklus und GS/GOGAT-Weg
betrachtet.

Fir die ldentifizierung von metabolischen Verdanderungen, die als statistisch abgesicherten zu
betrachten sind, wurden in die vergleichende Metabolom-Analyse neben den beiden bereits
erwahnten und veroffentlichten Metabolom-Studien an Synechocystis und Synechococcus
weitere vorliegende Metabolom-Datensatze herangezogen (—3.6.4). Griinde fir die Wahl

dieser Vorgehensweise werden im Anschluss diskutiert.

Tabelle 5. Wachstumsraten vonSynechocystis und Synechococcus

h-l
Stamm uih
HC 24h LC
Synechocystis 0,05+0,01 0,01 £0,003
Synechococcus 0,060 £ 0,001 0,01 £0,001

4.1.1.1 Intermediate des photorespiratorischen 2PG-Metabolismus

Unter LC-Bedingungen katalysiert Rubisco neben der CO,-Fixierung verstarkt die Oxygenase-
Reaktion. 2PG akkumuliert gleichermalien in Synechocystis und Synechococcus unter

LC-Bedingungen (Abbildung 7. Relative Veranderungen in den Poolgrofien von
Intermediaten der Photorespiration in Synechocystis und Synechococcus. Die
Darstellung zeigt Werte fur die relativen Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung
von 5 % [v/v] CO2 (HC, BG11 pH 8.0) auf 0,038 % [v/v] CO2 (24 h LC, BG11 pH 7,0)
fur Synechocystis (EISENHUT et al., 2008) und Synechococcus (SCHWARZ et al.,
2011). Der Wert flr HC ist auf 1,0 gesetzt. 2PG, deren Anstieg in der Poolgrofe unter
LC reproduzierbar in mehreren gegenibergestellten, unabhangigen Metabolom-
Analysen beobachtet wurde (— Anhang, Tabelle 18), ist fett gedruckt hervorgehoben.
n.d.: nicht detektiert.

Abbildung 8. Relative Veranderungen in den Poolgréflen von Intermediaten des Calvin-
Benson-Bassham Zyklus, des OPP-Weges sowie der Glykolyse in Synechocystis und
Synechococcus. Dargestellt sind Werte fur die relativen Metabolitgehalte 24 h nach der
Umstellung von 5 % [v/v] CO2 (HC, BG11 pH 8,0) auf 0,038 % [v/v] CO2 (24 h LC, BG11 pH 7,0)
fur Synechocystis (EISENHUT et al., 2008) und Synechococcus (SCHWARZ et al., 2011). Der
Wert flr HC ist auf 1,0 gesetzt. Metabolite, deren Verschiebungen in der Poolgréflie unter LC

reproduzierbar in mehreren gegenibergestellten, unabhangigen Metabolom-Analysen
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beobachtete wurden (— Anhang, Tabelle 18), sind fett gedruckt hervorgedoben.Abbildung 7).
Uberdies ist ein schwacher Anstieg in den Gehalten der Intermediate Serin und Glycerat zu
verzeichnen. Die GC-MS-basierte Erfassung von Glykolat ist problematisch. Der Glykolat-Peak
liegt nahe dem Losungsmittelpeak, was die Erhebung von aussagekraftigen Daten erschwert.
Flr Synechococcus war die Ermittlung eines relativen Gehalts an Glykolat indessen moglich,
wies jedoch keine Abweichung vom Wert der Kultivierung unter HC auf. Eine Diskrepanz im
Metabolom zwischen Synechocystis und Synechococcus ist fiir den Glycin-Level zu vermerken.
Wahrend relativ zum Wert unter HC der Glycin-Gehalt in LC-kultivierten Zellen von
Synechocystis um rund 50 % abfallt, weist die Metabolom-Analyse in Synechococcus auf einen
Anstieg im Glycin-Pool hin. Im Kern deuten die Metabolom-Daten von Synechcocystis und
Synechococcus erwartungsgemald auf eine verstarkte Oxygenase-Aktivitat der Rubisco sowie
auf eine verstarkte Aktivitat 2PG-abbauender photorespiratorische Stoffwechselwege hin. Fir
die Erstellung einer Metabolom-Signatur unter CO,-Mangelbedingungen ist vorrangig die in
beiden untersuchten Stammen beobachtete und reproduzierbare Akkumulation von 2PG

hervorzuheben.
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Intermediate des Calvin-Benson-Bassham Zyklus, des OPP-Weges und der

Primar erfolgt die CO»-Fixierung in Synechocystis und Synechococcus tber die Carboxylase-

Aktivitat der Rubisco. Die an Synechocystis und Synechococcus durchgefiihrten

Metabolom-Analysen enthalten Daten fiir den relativen Metabolitgehalt an 3PGA

Dihydroxyacetonphosphat (DHAP), einem Zwischenprodukt aus dem Calvin-Benson-

Bassham Zyklus (— Abbildung 8. Relative Veranderungen in den Poolgréen von

Intermediaten des Calvin-Benson-Bassham Zyklus, des OPP-Weges sowie der

Glykolyse in Synechocystis und Synechococcus. Dargestellt sind Werte fur die
relativen Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung von 5 % [v/v] CO. (HC, BG11 pH
8,0) auf 0,038 % [v/v] CO- (24 h LC, BG11 pH 7,0) fur
Synechocystis (EISENHUT et al., 2008) und Synechococcus (SCHWARZ et al.,
2011). Der Wert flr HC ist auf 1,0 gesetzt. Metabolite, deren Verschiebungen in der

Poolgrdfie unter LC reproduzierbar in mehreren gegenibergestellten, unabhangigen

Metabolom-Analysen beobachtete wurden (— Anhang, Tabelle 18), sind fett gedruckt

hervorgedoben.

40



Ergebnisse

Abbildung 9. Relative Veranderungen in den Poolgrélten von Intermediaten des TCA-Zyklus
sowie des GS/GOGAT-Weges in Synechocystis und Synechococcus. Dargestellt sind Werte
fur die relativen Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung von 5% [v/v] CO> (HC, BG11 pH
8,0) auf 0,038 % [v/v] CO2 (24 h LC, BG11 pH 7,0) flr Synechocystis (EISENHUT et al., 2008)
und Synechococcus (SCHWARZ et al., 2011). Der Wert fur HC ist auf 1,0 gesetzt.
Abbildung 8). Wahrend der 3PGA-Gehalt in Synechococcus unter LC-Bedingungen um das

Zweifache erhoht ist, zeigt sich keine Veranderung in Synechocystis. Bei Betrachtung des
DHAP-Levels ist ein spiegelbildliches Verhalten zu beobachten. Der DHAP-Gehalt steigt in
Synechocystis um mehr als das Doppelte an, wahrend er sich in Synechococcus halbiert. Ferner
steigt unter LC-Bedingungen der Gehalt an 2PGA in Synechocystis und Synechococcus um das
Vier- bis Acht-fache an. Gleichermalien ist eine Anreicherung von PEP — ein Intermediat der
Glykolyse, der Uber das Enzym Phosphoglycerat-Hydratase aus 2PGA gebildet wird — zu
beobachten. Folglich lassen die GC-MS-Messungen darauf schlieRen, dass unter CO;-Mangel
sowohl in Synechocystis als auch Synechococcus das aus der CO,-Fixierung stammende 3PGA
vermehrt in die Glykolyse eingeschleust wird, wahrend der in seiner Aktivitdit gehemmte
Calvin-Benson-Bassham  Zyklus es nur unzureichend zu RuBP umbaut. Der
Calvin-Benson-Bassham Zyklus besitzt dariiber hinaus lber das Intermediat DHAP eine
Verbindungstelle zum OPP-Weg. Die Metabolom-Analysen an Synechocystis und
Synechococcus lassen  zunachst keinen direkten Einfluss einer verminderten
CO,-Verfligbarkeit auf den Gehalt der Intermediate Glukose (Glc), Glykose-6-Phosphat (Glc-6-
P) und Fruktose-6-Phosphat (Fru-6-P) erkennen. Hingegen zeigt sich in beiden
Cyanobakterien-Stammen eine Akkumulation von 6-Phosphoglukonat (6-P-Glykonat),
welches lber die beiden Enzyme Glc-6-P-Dehydrogenase und Phosphoglukonat-Dehydratase
aus Glc-6-P generiert wird. Der Gehalt von Saccharose verhielt sich in in Synechocystis und
Synechococcus unterschiedlich. Wahrend in Synechococcus der Saccharose-Gehalt unter LC
leicht steigt, zeichnet sich flr Synechocystis ein drastischer Abfall im Saccharose-Gehalt ab.

Ubereinstimmend verhalten sich im Metabolom von Synechocystis und Synechococcus die
Intermediate 2PGA und PEP, die als mogliche Kandidaten fir die Herleitung einer Metabolom-
Signatur fir die Anpassung von Cyanobakterien an CO,-Limitierung dienen kénnten. Die

Veranderungen im Gehalt von 6-P-Glykonat sind zu diskutieren.
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Abbildung 22. Relative Veranderungen in den Poolgroflen von Intermediaten des Calvin-Benson-
Bassham Zyklus, des OPP-Weges sowie der Glykolyse in Synechocystis und Synechococcus. Dargestellt
sind Werte fur die relativen Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung von 5 % [v/v] CO; (HC, BG11
pH 8,0) auf 0,038 % [v/v] CO, (24 h LC, BG11 pH 7,0) fir Synechocystis (EISENHUT et al., 2008) und
Synechococcus (SCHWARZ et al., 2011). Der Wert fir HC ist auf 1,0 gesetzt. Metabolite, deren
Verschiebungen in der PoolgréBe unter LC reproduzierbar in mehreren gegenibergestellten,
unabhdngigen Metabolom-Analysen beobachtete wurden (- Anhang, Tabelle 18), sind fett gedruckt
hervorgedoben.

4.1.1.3 Intermediate des TCA-Zyklus und des GS/GOGAT-Weges

Der relative Gehalt an Citrat fallt in Synechocystis 24 h nach Umstellung auf LC um 50 %, in

Synechococcus steigt Citrat dagegen leicht an (- Abbildung 9. Relative

Veranderungen in den Poolgrofien von Intermediaten des TCA-Zyklus sowie des
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GS/GOGAT-Weges in Synechocystis und Synechococcus. Dargestellt sind Werte fur
die relativen Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung von 5% [v/v] CO. (HC, BG11
pH 8,0) auf 0,038 % [v/v] CO2 (24 h LC, BG11 pH 7,0) fur Synechocystis
(EISENHUT et al., 2008) und Synechococcus (SCHWARZ et al., 2011). Der Wert fur
HC ist auf 1,0 gesetzt.

Abbildung 10. Anderungen im Glykogengehalt in Synechocystis nach Transfer von HC zu
LC.Abbildung 9). Eine Erh6hung des Gehalts an cis-Aconitat — ein Intermediat des TCA Zyklus

und ein Vorlaufer der Generierung von 20G —findet sich in beiden Cyanobakterien-Stammen.
Die Metabolite Succinat, Malat und Fumarat zeigen beim Vergleich von Synechocystis und
Synechococcus kein einheitliches Verhalten. In Synechocystis fallt der Gehalt an Succinat
wahrend Fumarat und Malat auf das Zweifache akkumulieren. In Synechococcus sind dagegen
die Metabolit-Veranderungen entgegen gerichtet, d.h. der Succinat-Level erhéht sich auf das
Dreifache wahrend Malat sowie Fumarat um 50 % abnehmen.

Der Metabolit 20G ist gleichfalls Gber den GS/GOGAT-Weg in die Stickstoff-Assimilation
eingebunden. Der Gehalt an Glutamin sinkt in Synechocystis und Synechococcus unter LC um
das Zwei- bis Dreifache. In beiden cyanobakteriellen Stammen bleibt der Glutamat-Level 24 h
nach dem Umsetzen auf LC unverandert. Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die
starke Akkumulation von 20G in Synechocystis und Synechococcus um das 10- bzw. 20-fache.
Ableitend von den oben beschriebenen Veranderungen im Metabolitgehalt von
Intermediaten des TCA Zyklus und des GS/GOGAT-Weges scheint in den beiden
Cyanobakterien Synechocystis und Synechococcus als Reaktion auf das Eintreten einer
limitierten Ci-Verfligbarkeit ein Anstieg im 20G-Level sowie eine Reduzierung im Glutamin-
Pool bezeichnend zu sein. Diese Beobachtungen sind bei Einbeziehen von weiteren
Metabolom-Datensadtzen als nicht stabil einzuordnen (- Anhang, Tabelle 18) und werden im

Anschluss diskutiert.
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Abbildung 25. Relative Veranderungen in den PoolgréBen von Intermediaten des TCA-Zyklus sowie
des GS/GOGAT-Weges in Synechocystis und Synechococcus. Dargestellt sind Werte fir die relativen
Metabolitgehalte 24 h nach der Umstellung von 5% [v/v] CO, (HC, BG11 pH 8,0) auf 0,038 % [v/v] CO,
(24 h LC, BG11 pH 7,0) fur Synechocystis (EISENHUT et al., 2008) und Synechococcus (SCHWARZ et al.,
2011). Der Wert flr HC ist auf 1,0 gesetzt.
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4.1.1.4 Glykogenbestimmung

Zur Bestimmung des Glykogengehaltes von Synechocystis-Zellen, die einem Ci-Mangel
ausgesetzt sind, wurden WT-Kulturen einem HC/LC-Shifts (= 3.4) unterzogen und
die Glykogenbestimmung mittels Anthron (= 3.7) genommen. Der Gehalt an Glykogen
wahrend der ersten 6 h nach Umstellung auf LC noch konstant (- Abbildung 10.

Anderungen im Glykogengehalt in Synechocystis nach Transfer von HC zu LC.

Abbildung 11. Verifizierung des Genotyps der Synechocystis-Mutante AndhR mittels
PCR.Abbildung 10). Erst im Anschluss findet verstarkt der Abbau von Glykogen statt. Nach

24 h LC unterliegt der Gykogen-Gehalt einer eindeutig signifikanten Verminderung um 99 %.
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Abbildung 28. Anderungen im Glykogengehalt in Synechocystis nach Transfer von HC zu LC.
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4.1.2 Modulation im Transkriptom unter CO;-Mangel

Fiir die vergleichende Untersuchung an Synechocystis und Synechococcus zur ldentifizierung
moglicher Parallelen in LC-induzierten Verdanderungen im Transkriptom, wurden zwei

unabhangige Datensatze herangezogen:

(1) EISENHUT et al. (2007) enthadlt die Daten der Transkriptom-Analyse an
Synechocystis.
(2) Aus SCHWARZ et al. (2011) wurden die Vergleichswerte fiir Synechococcus

enthommen.

4.1.2.1 CO;-Konzentrierungsmechanismus

Die Beobachtung der Transkription der Ci-Transportergene fiir BCT1, SbtA und NDH-13 bietet
die einfachste Moglichkeit, eine eindeutige Aussage (iber das Vorliegen einer
CO,-Mangelbedingung treffen zu kdnnen und stellt folglich ein zuverlassiges Kontrollsystem
dar. Die Analyse des Transkriptoms in Synechocystis und Synechococcus unter LC-Bedingungen
legt — in Ubereinstimmung mit der Literatur — Stamm-ilibergreifend gesteigerte
Transkriptionsraten fir die Gene von BCT1, SbtA und NDH-13 offen (- Tabelle 10). In
Synechococcus fallen die relativen Transkriptmengen der Gene allerdings nach 24 h unter LC
bereits wieder auf das Ausgangsniveau zuriick, wohingegen in Synechocystis der relativer
Transkriptgehalt auch nach 24 h noch erhéht bleibt.

Die Transkription von Genen, die carboxysomale Hillproteine kodieren, ist dagegen
Ubereinstimmend in beiden Cyanobakterien-Stammen zum Zeitpunkt 24 h LC reduziert. Als
Carboxysomen-assoziierte Enzyme gehen Rubisco und die CA in die Analyse der Gene des
CCMs mit ein. Die Transkription der Gene fir die kleine und groRe Untereinheit der Rubisco
(rbcL und rbcS) sowie die Gene rbcX und rbcR zeigen in Synechocystis und Synechococcus keine
Veranderung auf. Das Gen fir die CA (1447) zeichnet sich dagegen in Synechococcus durch
eine um das Zweifache gesteigerte Transkription nach 6 h LC aus. Nach 24 h ist der
Transkriptgehalt an 1447 und dem homologen Gen in Synechocystis im Vergleich zum Wert

unter HC unverandert.
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Tabelle 6. Realtive Verdanderungen im Transkriptgehalt CCM-assoziierter Gene in Synechocystis und
Synechococcus. Fold change-Werte fiir die Transkription der Gene nach 6 h bzw. 24 h Kultivierung unter
CO,-Limitierung relativ zur Transkription bei Wachstum unter 5 % CO, in Synechocystis
(EISENHUT et al., 2007) und in Synechococcus (SCHWARZ et al., 2011). Erhdhte Transkriptmengen

( ) sind in orange, reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau
hervorgehoben.
. Synechocystis Synechococcus
Funktion Genname
ORF 24h ORF 6h 24h

CO,/HCO;-Transportsysteme

BCT1 cCmpA slr0040 1488 0,86
cmpB slr0041 1489 0,79
porB slr0042
cmpC slr0043 1490 0,49
cmpD slr0044 1491 0,88
cmpR sl10030 1310 1,11

SbtA SbtA slr1512 1475 0,57
sbtB slr1513 1476 0,20

NDH-13 ndhF3 sll1732 2091 1,39

ndhD3 sll1733 2092 0,47
cupA, chpY sll1734 2093 0,72
sll1735 2094 1,06
sll1736
ndhR sl11594
NDH-1, ndhF4 sll0026 0,85 0309 1,09 0,10
ndhD4 sll0027 0,81 0609 0,88 1,00
cupB, chpX slr1302 0,49 0308 1,50 1,01
BicA bicA 5110834 0,43 - - _

Carboxysomale Hiillproteine

ccmk2 sll1028 0,41 — — —
ccmK1 sl11029 0,68 1421 1,72 0,03
ceml sll1030 0,44 1422 1,70 0,16
ccmM sll1031 0,31 1423 1,07 0,19
ccmN sll1032 0,26 1424 1,07 1,13

sl11033 0,49 - - —
ccmk3 slr1838 0,49 0284 0,71 0,24
ccmK4 slr1839 0,29 0285 0,84 0,47

slr1840 0,41 - - -
ccmO slr0436 1,13 1425 1,43 0,56

Enzyme

RubisCO rbcl slroo09 0,77 1426 1,64 0,17
rbeX slroo11 0,77 1535 0,68 1,55
rbcS slr0012 0,81 1427 1,69 0,06

rbcR, ycf30 5110998 1,54 - - —
Carbonatanhydrase cCaA slr1347 0,57 1447 1,44
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4.1.2.2 Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus

Die Gene fiir photorespiratorische Enzyme in Synechococcus wurden, beruhend auf
Aminosaure-Sequenzvergleichen mit den bereits aus Synechocystis von Eisenhut et al. (2008)
annotierten Genen bestimmt. Eine Auflistung sowie eine Gegenlberstellung mit dem
zugehorigen E-value-Werten der homologen Gene aus Synechocystis und Synechococcus
befindet sich in Form von Tabelle 16 im Anhang. In Abweichung zu Synechocystis, dessen
Genom zwei Gene (s/I0404 und sIr0806) fiir eine Glykolat-Dehydrogenase-Untereinheit GlcD
enthalt, weist das Genom von Synechococcus mit 0276 nur ein putatives Gen fiir GlcD auf.
Bezlglich kodierender Gene fiir die Phosphoglykolat-Phosphatase (PGPase) existieren in
Analogie zu den Synechocystis-Genen s/11349 und slr1762 in Synechococcus die homologen
Gene 2613 und 0693. Zusatzlich weist Synechocystis mit slr0458 ein weiteres putatives,
PGPase-kodierendes Gen auf, zu dem kein homologes in Synechococcuszu finden ist. Uberdies
bietet die Datenbank kegg (www.genome.jp/kegg) einen Anhaltspunkt fur die Anwesenheit
einer dritten putativen PGPase in Synechococcus in Gestalt von 0217. Hervorzuheben ist die
Abwesenheit einer der Glycerat-2-Kinase aus Synechocystis ahnlichen Glycerat-Kinase in
Synechococcus. BLAST-Analysen auf der Basis der Aminosauresequenz der Glycerat-Kinase aus
Arabidopsis thaliana (At1g80380; BOLDT et al., 2005) weisen jedoch in Synechococcus das Gen
0996 als putative Glycerat-3-Kinase aus.

Ausgehend von den in silico identifizierten Genen fiir die Synthese von 2PG-abbauenden
Enzymen, wurde anschlieRend die Transkription derselben unter LC betrachtet (- Tabelle 7).
Eine deutliche Induktion von Genen des in Pflanzen vertretenden C2-Zyklus bleibt in
Synechocystis 24 h nach Umstellung auf LC aus. Die Gene fiir die Glykolat-Dehydrogenase, den
Glycin-Dekarboxylase-Komplex sowie fiir die Glycerat-Kinase zeigen sogar eine Herabsetzung
der Transkriptmenge unter LC. Eine Ausnahme bildet mit einer verdreifachten
Transkriptmenge das Gen s/r1556, das vermutlich eine Hydroxypyruvat Reduktase kodiert. In
Synechococcus zeigt sich nach 6-stiindiger LC-Kultivierung ein dhnliches Bild. Die Gene fiir den
pflanzlichen 2PG-Abbauweg zeigen mit einer Ausnahme keine verstarkte Trasnkription. Das
flir eine putative PGPase-kodierende Gen 0217 weist einen 6-fachen Anstieg im
Transkriptgehalt auf. Im Gegensatz zu Synechocystis zeigt sich in Synechococcus 24 h nach LC
eine erhohte Transkriptmenge des PGPase-kodierenden Genes 2613 sowie der beiden Gene

2046 und 2308, die Komponenten des Glycin-Dekarboxylase-Komplexes darstellen.
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In Synechocystis zeichnet sich fiir das Gen s//1981 der Glyoxylat-Carboligase — ein Element des
in Bakterien vertretenen Glycerat-Weges — eine unter LC gesteigerte Transkriptmenge ab,
wahrend in Synechococcus das homologe Gen 0139 einen um 50 % verminderten relativen
Transkriptgehalt erkennen I3sst. Die beiden in Synechocystis und Synechococcus
vorkommenden, homologen Gene s//1358 und 2388, die eine putative Oxalat-Dekarboxylase
kodieren, sind jeweils durch eine Verdopplung der Transkriptmenge 24 h nach dem HC/LC-
Shift gekennzeichnet. Dementsprechend weisen die Transkriptom-Analysen darauf hin, dass
in Synechocystis und Synechococcus unter LC der Abbau von 2PG verstarkt Gber den Glycerat-

Weg sowie Uiber die Dekarboxylierung vermittelt wird.
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Tabelle 7. Relative Verdanderungen im Transkriptgehalt photorespiratorischer Enzyme in Synechocystis
und Synechococcus. Fold change-Werte fir die Transkription der Gene nach 6 h bzw. 24 h Kultivierung
unter LC relativ zur Transkription bei Wachstum unter HC. Die Werte flir Synechocystis wurden
EISENHUT et al. (2007) entnommen. Die Synechococcus-Werte sind Gegenstand der Publikation
) sind in orange,

SCHWARZ et al. (2011). Erhéhte Transkriptmengen (

reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

Synechocystis Synechococcus
Enzym Genname
ORF 24 h ORF 6h 24 h
C2-Zyklus
2-Phosphoglykolat-Phosphatase cbbzp sl11349 0,72 2613 1,04
(PGP) slr1762 0,70 0693 0,69 0,51
slro458 0,91
0217 0,19
Glykolat-Dehydrogenase glcD, glcD1  sll0404 1,60 0276 1,10 0,54
(GlcD) glcD2 sllo806 0,44
glcE sll1189 0,83 1718 0,63 0,59
glcF sll1831 0,80 1717 0,80 1,03
Serin/Glyoxylat-Aminotransferase sll1559 0,38 0191 0,41 0,42
Glycin-Dekarboxylase-Komplex gcvP slr0293 1,14 2047 1,26 0,41
(GDC) gcvH slro879 0,49 2046 1,01
gevT slo171 1,07 2308 1,05
gevl,phdD  sIr1096 0,37 1198 1,52 0,97
Serin-Hydoxymethyl-Transferase shm, glyA  slr1931 0,60 0282 0,22 0,87
(SHMT)
Hydroxypyruvat-Reduktase serA sll1908 0,36 1501 0,60 0,40
(HPR) ddh slr1556 1347 0,79 0,16
Glycerat-Kinase 6803GK slr1840 0,41
(GK bzw. GLYK) 7942GLYK 0996 1,24 1,69
Glycerat-Weg
Glyoxylat-Carboligase gcl,ilvB 5111981 0139 0,74 0,53
(GCL) gcl, ilvG slr2088 1,03
Tartronsduresemialdehyd-Reduktase tsr, mmsB  slr0229 1,11 1857 0,84 0,82
(TSR)
Dekarboxylierung
Hydroxyacid-Dehydrogenase CitH, Idh 510891 1,27
Oxalat-Dekarboxylase mncA sll1358 2388 0,95
Format-Dehydrogenase fdh sll1359 1,79 2387 1,0 1,37
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4.1.2.3 Calvin-Benson-Bassham Zyklus, OPP-Weg und Glykolyse

Der Calvin-Benson-Bassham Zyklus ist unmittelbar vom Eintreten einer CO>-Mangelbedingung
betroffen. Die vorliegenden Transkriptom-Analysen weisen nach 24 h LC fiir Synechocystis und
Synechococcus gleichermallen eine Invarianz oder Reduktion in der Expression von mit dem
Calvin-Benson-Bassham Zyklus assoziierten Genen auf (- Tabelle 8). Eine Ausnahme stellt in
Synechococcus die Dreifache Zunahme der mRNA des Gens 1939 dar, welches eine
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase kodiert.

Die Transkription von Genen der Glykolyse sowie des OPP-Weges scheinen 24 h nach LC in
Synechocystis nicht beeinflusst zu sein oder zeichnen sich wie die Gene slr1124 und slr1945
flr die Phosphoglyceromutase durch eine verminderte Transkriptmenge aus. Ebenso sinkt der
Transkriptgehalt von s/l1721 und sIr1934. Vergleichsweise verhalt sich beim Blick auf die
relativen Werte zum Zeitpunkt 6 h das Transkriptom in Synechococcus. Nach 24-stiindiger
Kultivierung von Synechococcus unter LC zeigen sich allerdings eindeutige Anzeichen fir eine
gesteigerte Transkription einzelner Gene des OPP-Weges sowie der Glykolyse. Der
Transkriptgehalt vom Gen 0592 fir eine 6-Phosphofruktokinase steigt um fast das Dreifache
an, ebenso ist der Gehalt der mRNA von dem eine Pyruvat-Kinase kodierenden Gen 0098 um
das Vierfache erhoht. Gene der Phosphoglyceromutase 0485 und 2078 zeigen einen LC-
abhangigen Anstieg der mRNA. Die Transkriptom-Daten von Synechococcus sprechen
demnach fir eine durch CO;-Mangel vermittelte Aktivierung von neben dem
Calvin-Benson-Bassham Zyklus alternativen C-assimilierenden Stoffwechselwegen wie dem
OPP-Weg und der Glykolyse. Unterschiede zum Transkriptom-Muster in Synechocystis sind

nachfolgend zu diskutieren.
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Tabelle 8. Relative Verdanderungen im Transkriptgehalt von Enzymen des Calvin-Benson-Bassham
Zyklus, des OPP-Weges und der Glykolyse in Synechocystis und Synechococcus. Fold change-Werte fir
die Transkription der Gene nach 6 h bzw. 24 h LC relativ zur Transkription bei Wachstum unter HC. Die
Werte fiir Synechocystis wurden EISENHUT et al. (2007) entnommen. Die Synechococcus-Werte sind
Gegenstand der Publikation SCHWARZ et al. (2011). Erhdhte Transkriptmengen (

) sind in orange, reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

Enzym

Synechocystis Synechococcus
Genname
ORF 24 h ORF 6h 24 h

Calvin-Benson-Bassham Zyklus

Phosphoglycerat-Kinase
Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase

Triosephosphat-Isomerase

Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase

Fruktose-1,6-Bisphosphatase

Transketolase

Ribose-5-Phosphat-lsomerase

Ribulose-5-Phosphate-Kinase
Ribulose-Phosphat-3-Epimerase

pgk sIr0394 0,61 1116 0,45 0,35

gapl slr0884 0,86 0245 0,75 0,94
1939 1,11

gap2 sll1342 0,50 1742 0,30 0,07

tpiA slr0783 0,70 1261 1,14 0,13

cbbA slloo18 0,99 1443 1,77 0,10
fda slr0943 1,15

fopll, fop  slr0952 0,87 2335 1,11 1,67
fbpl, glpX  slr2094 0,78 0505 0,30 0,08
sll1070 0,59 0538 0,44 0,33

tktA slr0194 0,34 0584 0,60 1,07
rpiA ssl2153 1,39

rpiB sll1525 0,43 0977 1,04 0,33
prk 510807 1,16 0604 0,42 0,14
rpe, cfxE

Glykolyse und OPP-Zyklus

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Glukose-6-Phosphat-Isomerase
6-Phosphofruktokinase
Phosphoglyceromutase
Phosphoglycerat-Hydratase
Pyruvat-Kinase

Pyruvat-Dehydrogenase

Acetyl-CoA Enzym

zwf slr1843 1,49 2334 1,26 0,32
slr1349 0,58 2029 1,0 0,66
pfkA sllo745 1,41 0592 0,81
pfkA sll1196 1,26
sll0395 0,90 0469 0,96 0,71
gpmB slr1124 0,29 0485 0,46
yibO slr1945 0,51 2078 0,58
eno slr0752 0,52 0639 0,43 0,43
pykF sll0587 1,21 0098 0,86
pykF sll1275 0,73
pdhB sll1721 0,43 0143 0,82 0,61
slr1934 0,52 1944 0,82 0,54
odhB sl11841 0,40 1068 0,94 0,14
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4.1.2.4 TCA-Zyklus und GS/GOGAT-Weg

In Synechocystis sind keine Veranderungen in der Transkription TCA-assoziierter Gene unter
LC-Bedingungen zu beobachten (- Tabelle 9). In gleicher Weise ist die Transkription der
homologen Gene aus Synechococcus nach 6-stiindigem CO,-Mangel invariant, zeichnet sich
aber nach 24 h LC durch eine gesteigerte Synthese der mRNA vom Gen 0641 aus, das fir eine
Succinat-Dehydrogenase kodiert, die die Umsetzung von Fumarat in Succinat katalysiert.

Das Uber den TCA generierte 20G kann Uber den GS/GOGAT-Weg in die N-Assimilation
eingehen. Die Transkriptmengen der Gene s/r0288 und slr1756 fir die Glutamin-Synthetase
(GS) aus Synechocystis sowie die Transkriptmengen fir die homologen Gene 0169 und 2156
aus Synechococcus sind um die Halfte reduziert. Lediglich das Gen 0890 fiir die Glutamin-
Oxoglutarat-Aminotransferase aus Synechococcus wies nach 24 h LC-Kultivierung eine leicht

verstarkte Expression auf.
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Tabelle 9. Relative Verdanderungen im Transkriptgehalt von Enzymen des TCA-Zyklus und des
GS/GOGAT-Weges in Synechocystis und Synechococcus. Fold change-Werte fur die Transkription der
Gene nach 6 h bzw. 24 h LC relativ zur Transkription bei Wachstum unter HC. Die Werte fir
Synechocystis wurden EISENHUT et al. (2007) entnommen. Die Synechococcus-Werte sind Gegenstand
der Publikation SCHWARZ et al. (2011). Erhdhte Transkriptmengen ( ) sind in
orange, reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

Synechocystis Synechococcus
Enzym Genname
ORF 24h ORF 6h 24h
TCA Zyklus
Citrat-Synthase gltA sll0401 1,69 0612 0,73 1,72
Aconitat-Hydratase slr0665 0,85 0903 0,69 1,44
Isocitrat-Dehydrogenase icd slr1289 0,23 1719 0,65 0,72
Fumarat-Hydratase slroo18 0,75 1007 0,44 0,97
Succinat-Dehydrogenase sdhB sl0823 0,89 1533 0,39 1,11
sdhB sll1625 1,47 0314 0,96 0,83
sdhA slr1233 1,61 0641 1,24
GS/GOGAT
Glutamin-Synthetase ginN slr0288 0,22 0169 0,53 0,73
glnA slr1756 0,17 2156 0,33 0,28
1,00 2296 0,91 0,21
Glutamin-Oxoglutarat- gltF 5111499 0,67 0890 1,15
Aminotransferase gltB sll1502 1,73
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4.2 Untersuchungen zu Transkriptom- und Metabolom-Verdanderungen in der

Synechocystis-Mutante AndhR

Der Transkriptionsregulator NdhR ist als Repressor fiir LC-induzierte Gene wie dem
ndhF3/ndhD3/cupA-Operon und dem sbtA/sbtB-Operon bekannt. Nachfolgend werden
eingehende Untersuchungen der Synechocystis-Mutante AndhR auf physiologischer, sowie

auf transkriptioneller und metabolischer Ebene unter HC- und LC-Kultivierung vorgestellt.

4.2.1 \Verifizierung des Genotyps der Mutante AndhR

Zur Uberpriifung des Genotypes der Synechocystis-Mutante AndhR wurde unter Verwendung
genspezifischer Oligonucleotid-Primer (= 3.1.2) das Genfragment amplifiziert (= 3.3.2) und
elekrophoretisch aufgetrennt (> 3.3.3). Durch die Insertion der KmR-Kassette in den
kodierenden Bereich des Genes ndhR (sll1594) vergroRert sich das zu erwartende PCR-
Fragment im Vergleich zum WT-Fragment (1,1 kbp) um 1,2 kbp. Die Abwesenheit eines WT-

Fragments in der Mutante weist auf deren segregierten Charakter hin. Die Abbildung 11.

Verifizierung des Genotyps der Synechocystis-Mutante AndhR mittels PCR.

Abbildung 12. Physiologische Charakterisierung der Synechocystis-Mutante AndhR bei
Kultivierung unter HC (5 % CO;) und LC (0,038 % CO.). A Wachstumsrate y in [h"]. B
Pigmentverhaltnisse von Phycocyanin (PC) und Carotinoide (Car) relativ. zum
Chlorophyll a (Chla)-Gehalt. Statistische Signifikanzbestimmung mittels t-Test bei p < 0,05
(*)-Abbildung 11 bestdtigt den Genotyp und somit die Identitat der Mutante AndhR. Die im

Folgenden beschriebenen Beobachtungen bei der Untersuchung der Mutante stehen direkt in

Verbindung mit der Abwesenheit des Transkriptionsregulators NdhR.
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Abbildung 31. Verifizierung des Genotyps der Synechocystis-Mutante AndhR mittels PCR.
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4.2.2 Physiologische Charakterisierung

Zunachst wurden im Anschluss an die Verifizierung des Phanotyps der Synechocystis-Mutante
AndhR das Wachstum sowie die Pigmentverhaltnisse unter HC und LC untersucht. Unter HC
zeigt die Mutante das gleiche Wachstumsverhalten wie der WT. Beim Transfer von HC auf LC
dagegen, ist das Wachstum von AndhR im Vergleich zum WT signifikant vermindert. Beziglich
der Pigmentkonzentrationen von PC und Car ist zwischen der Mutante und dem WT kein

deutlicher Unterschied zu erkennen.
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Abbildung 34. Physiologische Charakterisierung der Synechocystis-Mutante AndhR bei Kultivierung
unter HC (5 % CO,) und LC (0,038 % CO,). A Wachstumsrate p in [h!]. B Pigmentverhiltnisse von
Phycocyanin (PC) und Carotinoide (Car) relativ zum Chlorophyll a (Chla)-Gehalt. Statistische
Signifikanzbestimmung mittels t-Test bei p < 0,05 (*).

Ci-Verfiigbarkeit
Zur Untersuchung welche Auswirkungen die Abwesenheit des Transkriptionsregulators NdhR

auf das Transkriptionsmuster unter HC und LC hat, wurden Kulturen von Synechocystis (WT)

und der Mutante AndhR einem HC/LC-Shift (— 3.4) unterzogen und zu den Zeitpunkten 0 h,
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3 hund 24 h Proben fiir die sich anschlieRende Analyse mittels Microarray-Analyse genommen
(— 3.5). WANG et al. (2004) postulierten bereits basierend auf Real-Time-quantitative-PCR
(RT-PCR) und DNA-Microarry-Analysen die Existenz eines CCM-assoziierten Regulons fiir den
Transkriptionsregulator NdhR. Unter Betrachtung des Modells der Funktion und Rolle von
NdhR sind Verschiebungen im Transkriptom der Mutante AndhR unter HC-Bedingungen von
besonderem Interesse (WANG et al., 2004; DALEY et al., 2012).

4.2.3.1 CO;-Konzentrierungsmechanismus

Ob die Inaktivierung von ndhR zu einer Verdanderung im Transkriptionsmuster unter HC fihrt,
lasst sich anhand der Untersuchung bereits als NdhR-reguliert identifizierter Gene fiir LC-
induzierbare CO2/HCOs-Aufnahmesysteme des CCM abschitzen. Das sbtA-Gen (s/r1512)
sowie das downstream-gelegene sbtB-Gen (slr1513) zeigen in der AndhR-Mutante bereits
unter HC einen gesteigerten mRNA-Gehalt (- Tabelle 10). Im WT steigt die relative
Transkriptmenge von sbtA/sbtB erst nach 3 h bzw. 24 h LC stark an. Unter LC-Bedingungen ist
far Transkriptmenge vom sbtA/sbtB-Operon in AndhR weitere Anstieg zu beobachten.

In gleicher Weise verandert sich die Transkription des ndhF3/ndhD3/cupA-Operons, das die
Gene s//1732 bis sll1736 umfasst. In Ubereinstimmung zu sbtA/sbtB zeichnet sich die Mutante
AndhR durch eine Erhohung der relativen Transkriptmenge der entsprechenden
ndhF3/ndhD3/cupA-Gene bereits unter HC-Bedingungen aus. Im WT dagegen ist die
Transkription vom ndhF3/ndhD3/cupA-Operon LC-reguliert und nimmt erst im Zuge der
Umstellung auf LC zu. In der Mutante steigt die mRNA-Menge von ndhF3/ndhD3/cupA wie bei
sbtA/sbtB unter LC weiter an.

Fur das ndhF4/ndhD4/cupB-Operon (sll0026, sll0027 sowie slr1302) wurde eine konstitutive
Expression unabhangig der Ci-Verfligbarkeit sowohl im WT als auch in der Mutante gefunden,
d.h. eine Verdanderung in der Transkriptionsstarke der betreffenden Gene ist unter HC und LC
nicht zu verzeichnen.

Im WT sowie in der Mutante AndhR zeigt sich gleichermalien keine LC-induzierte Transkription
des BicA-kodierenden Gen (s//0834). Hingegen ist die Transkriptmenge von bicA in der
Mutante im Vergleich zum WT generell und unabhéangig von der CO;-Verfligbarkeit um das
Zwei- bis Siebenfache erhoht.

Ferner zeigt der Transkriptom-Vergleich von Synechocystis (WT) und AndhR keine

Unterschiede bei der Transkription der Gene des CO;-abhangigen cmp-Operons. Allerdings ist
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im WT die relative Transkriptmenge fir das cmpA-Gen (s/r0040) bereits nach 3 h Kultivierung
unter LC um das 40-fach erhoht, wahrend in der Mutante der cmpA-Transkriptlevel nur um
das Vierfach ansteigt. Allerdings scheint die cmpA-Induktion in der Mutante nur zeitlich
verzogert zu sein, da sowohl im WT als auch in AndhR nach 24 h LC-Bedingungen eine relativ
gleich starke Induktion fiir cmpA von 26- bzw. 30-fach relativ zum HC-Wert gemessen wurde.
Die die carboxysomalen Hiillproteine kodierenden Gene des ccm-Operons sind ebenso wie die
Gene fir die in den Carboxysomen lokalisierten Enzyme Rubisco (s/r0009 - slr0012, sll0998)
und CA (slr1347) im WT und in der Mutante nicht CO,-regultiert. Die zugehorigen Werte der
Gene tendieren unter HC und LC fur den WT und AndhR um den Wert 1.
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Tabelle 10. Relative transkriptionelle Veranderungen CCM-assoziierter Gene in der Synechocystis-
Mutante AndhR. Relative RNA-Mengen (fold changes) unter 3 h und 24 h LC (0,038 % CO;) im Vergleich
zur Transkription unter HC (5 % CO;) und dem WT. Erhéhte Transkriptmengen (
in blau hervorgehoben.

) sind in orange, reduzierte (

)

Ubereinstimmungen mit WANG et al. (2004) sind mit W gekennzeichnet.

WT-LC/ AndhR-LC/
. AndhR-HC/
Funktion Genname ORF WT-HC AndhR-HC
WT-HC
3h 24 h 3h 24 h
CO,/HCO5-Transportsysteme
BCT1 cmpA slr0040 1,00
cmpB slr0041 0,98
porB slr0042 0,98
cmpC slr0043 0,99
cmpD slr0044 0,99
cmpR sl10030 0,99 1,34 1,37
SbtA shtA slri512 w
sbtB slr1513 w
NDH-13 ndhF3 sll1732 w
ndhD3 sll1733 w
cupA, chpY  sll1734 w 1,41
sli1735 w 1,41
sll1736 1,76 1,38
ndhR sll1594 0,71 1,03 0,99
NDH-1, ndhF4 sll0026 0,86 0,83 1,00 0,94 0,76
ndhD4 slloo27 1,78 0,87 0,82 1,87 1,73
cupB, chpX slr1302 0,47 0,48 1,05 0,86 1,00
BicA bicA sl0834 0,95 0,71 w 077 0,20
Carboxysomale Hiillproteine
ccmK2 sll11028 1,08 1,19 1,01 1,14 1,12
ccmK1 sl11029 0,99 1,20 1,04 1,05 1,05
ccml sll1030 1,30 1,00 0,97 0,99 0,94
ccmM sll1031 0,70 0,92 1,00 0,79 0,68
ccmN sll1032 0,70 0,77 1,04 0,68 0,55
sll1033 0,91 0,92 1,05 0,85 0,78
ccmK3 slr1838 0,65 0,59 0,99 0,83 0,60
ccmK4 slr1839 0,69 0,44 1,05 0,87 0,38
slr1840 0,49 0,35 1,02 0,66 0,29
ccmO slro436 0,83 1,11 0,99 0,87 1,11
Enzyme
RubisCO rbcl slr0009 1,52 1,10 1,10 1,18 1,10
rbcX slro011 1,74 1,34 1,08 1,25 1,31
rbcS slro012 1,52 1,08 1,45 1,57
rbcR, ycf30 5110998 1,26 1,27 1,01 1,20 1,31
Carbonat- cca slr1347 0,66 0,70 1,05 073 0,72
anhydrase
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4.2.3.2 Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus

Die Gegenuberstellung der Transkriptom-Analyse an Synechocystis (WT) und AndhR zeigt
summa summarum keine Unterschiede oder Verschiebungen im Transkriptionsmuster sowohl
unter HC als auch unter LC Bedingungen (- Tabelle 11). Die relativen Transkriptmengen der
in die Photorespiration involvierten Gene schwanken in der Mutante unter HC um den Wert
1,0 und lassen somit keine Anderungen erkennen.

Des Weiteren spiegeln die Daten das bereits aus den Ausfiihrungen unter Abschnitt 4.1.1.1
bekannte Verhaltensmuster von Genen fiir photorespiratorische Enzyme wider. Das glcD2-
Gen (s/r0806) sowie das die Serin/Glyoxylat-Aminotransferase kodierende Gen s//1559 und die
Gene gcvH (sIr0879) und gevl (slr1096), als Bestandteile des Glycin-Dekarboxylase-Komplexes,
zeichnen sich hinsichtlich ihrer Transkription 24 h nach Umstellung auf LC im WT und der
Mutante durch eine Verminderung der mRNA-Menge aus. GleichermaRen sinkt die
Transkriptmenge des Gens s//1908 fiir die Hydroxypyruvat-Reduktase sowie des Glycerat-
Kinase kodierenden Gens slr18040 unter den Schwellenwert von 0,53 und unterliegt somit
einer CO2-Mangel-bedingten Reduktion der Transkriptionsrate. Eine Ausnahme stellt das Gen
slr1556 — ein Gen fiir eine weitere Hydroxypyruvat Reduktase — dar, welches mit einem Wert
von 1,20 nach 24 h LC von Synechocystis tendenziell verstarkt transkribiert wird. Ebenfalls
zeichnet sich das Gen s//1981, das die Glyoxylat-Carboligase kodiert, durch eine leicht erh6hte
Transkriptmenge aus. Ferner weisen die Gene s/l1358 und sll1359 fir die Oxalat-
Dekarboxylase sowie Format-Dekarboxylase eine verstarkte Transkription unter CO,-Mangel
auf.

Demzufolge weist die Transkriptom-Analyse darauf hin, dass NdhR an der Regulation der
Transkription von Genen, die photorespiratorische Enzyme kodieren, nicht beteiligt ist. Zudem
unterstiizen die hier vorliegenden Daten, die Hypothese, dass der 2PG-Abbau unter LC unter
Beteiligung aller drei Wege des photorespiratorischen 2PG-Metabolismus stattfindet,
vermutlich mit einer starkeren Beteiligung des Glycerat-Weges sowie der Dekarboxylierung

von Glyoxylat.
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Tabelle 11. Relative transkriptionelle Veranderungen von Genen des photorespiratorischen 2PG-
Metabolismus in der Mutante AndhR unter 3 h und 24 h LC im Vergleich zur Transkription unter HC
und dem WT. Erhoéhte Transkriptmengen ( ) sind in orange, reduzierte
(fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

WT-LC/ AndhR-HC/ AndhR-LC/
Enzym Genname ORE WT-HC WT-HC AndhR-HC
3h 24 h 3h 24 h

C2-Zyklus
Phosphoglykolate- cbbZp sll1349 0,87 0,85 1,00 0,97 0,92
Phosphatase slr1762 0,88 0,86 1,03 0,90 0,81

slr0458 0,87 0,86 1,00 0,93 0,85

Glykolate- glcD, sl10404 1,37 1,37 1,02 1,17 1,54
Dehydrogenase glcD1 slr0806 0,59 0,61 0,96 0,67 0,56
glcD2 sl11189 0,81 0,92 0,97 0,85 0,87
glcE sll1831 1,05 0,84 1,00 1,08 0,82
glcF
Serin/Glyoxylat- sll1559 0,41 0,40 1,02 0,63 0,40
Aminotransferase slr0293 1,18 0,98 0,91 1,19 1,28
Glycin-Dekarboxylase- gcvP slr0879 0,91 0,51 0,99 0,91 0,55
Komplex gcvH slo171 1,13 1,05 0,97 1,11 1,19
gevT slr1096 0,67 0,57 1,08 0,73 0,50
gcvl,phdD
Serin-Hydroxymethyl-
Transferase shm, glyA sl11931 0,65 0,72 1,07 0,74 0,71
Hydroxypyruvat- serA sl11908 0,61 0,45 1,08 0,71 0,38
Reduktase slr1556 1,06 1,20 0,96 0,99 1,32
Glycerat-Kinase 6803GK slr1840 0,49 0,35
7942GLYK 1,02 0,66
0,29

Glycerat-Weg

Glyoxylat-Carboligase gcl,ilvB sl11981 1,07 1,63 0,92 0,93 1,80
gcl, ilvG slr2088 0,73 1,23 0,94 0,86 1,27

Tartronsauresemi-

aldehyd-Reduktase tsr, mmsB  slr0229 0,93 0,99 1,01 0,96 1,12

Decarboxylierung

Hydroxyacid-

Dehydrogenase citH, Idh sl10891 1,16 1,15 0,97 1,02 1,15
Oxalat-Dekarboxylase mncA sll1358 1,71 1,77 1,06 1,54 1,29
Format-Dehydrogenase fdh sll1359 1,27 1,44 1,04 1,24 1,20
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4.2.3.3 Calvin-Benson-Bassham Zyklus, OPP-Weg und Glykolyse

Im Weiteren werden die Transkriptionsmuster von Genen fir den cyanobakteriellen
Primarstoffwechsel vom WT und der Mutante gegenibergestellt (= Tabelle 12). Die fold
change-Werte der Gene, die die Enzyme flir den Calvin-Benson-Bassham Zyklus, die Glykolyse
sowie den OPP-Weg kodieren, zeigen in AndhR im Vergleich zum WT unter HC keine
Veranderungen auf. Die relativen Transkriptwerte AndhR-HC/WT-HC tendieren um 1,0.
Ferner weisen vor allem die Gene des Calvin-Benson-Bassham Zyklus im WT und der Mutante
unter LC eher eine Reduktion der Transkriptmengen auf. Ebenso scheinen die mit der
Glykolyse und dem OPP-Weg assoziierten Gene in Synechocystis ebenfalls nicht generell LC-
reguliert zu sein. Eine Ausnahme stellt das Gen slr1843 (zwf) dar, das die Basis fiir die Synthese
der Glc-6-Dehydrogenase darstellt. Beide Kulturen zeigen nach 3 h LC tendenziell eine
Erhohung der Transkriptmengen, was auf einen aktivierten OPP-Weg hindeutet.
Dementsprechend ist eine NdhR-abhangige Regulation der Gene des Primarstoffwechsels
unter LC auszuschlieRen. Weiterhin untermauert die Transkriptom-Analyse die unter

Abschnitt 4.1.2.3 flr Synechocystis dargestellten Beobachtungen.
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Tabelle 12. Relative transkriptionelle Verdnderungen von Genen des Calvin-Benson-Bassham Zyklus,
dem OPP-Zyklus und der Glykolyse in der Mutante AndhR unter 3 h und 24 h LC im Vergleich zur
Transkription unter HC und dem WT. Erhéhte Transkriptmengen ( ) sind in
orange, reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

WT-LC/ AndhR-HC/  AndhR-LC/

Enzym EEr ORF WT-HC WT-HC AndhR-HC
3h 24 h 3h 24 h
Calvin-Benson-Bassham Zyklus
Phosphoglycera- Kinase pgk slr0394 0,70 0,74 1,01 0,83 0,61
Glyceraldehyd-3-P-
Dehydrogenase gapl slr0884 1,05 0,86 0,86 1,21 0,93
gap2 sll1342 0,63 0,65 1,02 0,99 0,59
Triosephosphat-
Isomerase tpiA slr0783 0,47 0,35 1,02 0,61 0,32
Fruktose-1,6-Bisphosphat cbbA slloo18 1,06 0,94 1,07 0,91 0,95
Aldolase fda sIr0943 0,81 0,85 1,02 0,88 0,86
Fruktose-1,6- fopll, fbp slr0952 1,03 1,04 1,03 0,93 1,00
Bisphosphatase fbpl, glpX slr2094 0,93 0,84 1,03 1,14 0,67
Transketolase tktA sll1070 0,36 0,43 0,97 0,60 0,32
Ribose-5-Phosphat- rpiA slr0194 0,34 0,30 1,07 0,49 0,27
Isomerase rpiB ssl2153 1,06 1,03 1,00 0,95 1,01
Ribulose-5-Phosphate-
Kinase prk sll1525 0,81 0,58 1,02 0,95 0,57
Ribulose-Phosphat-3-
Epimerase rpe, cfxE  sll0807 1,03 1,16 1,10 1,02 0,77
Glykolyse und OPP
Glykose-6-Phosphate-1-
Dehydrogenase zwf slr1843 1,81 1,00 1,84 1,79
Glykose-6-Phosphat-
Isomerase slr1349 1,00 0,77 1,01 0,99 0,70
6-Phosphofruktokinase pfkA sll0745 1,08 1,14 1,06 1,01 1,09
pfkA sll1196 1,19 1,11 0,99 1,19 0,98
Phosphoglyceromutase sll0395 1,06 1,16 1,05 1,08 1,14
gpmB slr1124 0,94 1,05 0,98 0,99 1,07
yibO slr1945 1,10 0,93 1,01 1,06 0,73
Phosphoglycerat-
Hydratase eno slr0752 1,19 0,67 0,92 1,19 0,70
Pyruvat-Kinase pykF sllo587 1,42 1,14 1,02 1,15 1,10
pykF sll1275 0,60 0,65 1,02 0,74 0,64
Pyruvat-Dehydrogenase pdhB sll1721 0,65 0,56 0,99 0,78 0,54
slr1934 0,83 0,56 1,05 0,91 0,59
Acetyl-CoA Enzym odhB sll1841 0,83 0,73 1,05 0,86 0,70
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4.2.3.4 TCA-Zyklus und GS/GOGAT-Weg

Bei Betrachtung der Transkription von Genen fir Enzyme des TCA-Zyklus sowie des
GS/GOGAT-Weges ergaben sich ebenfalls keine Anderungen in AndhR sowohl unter HC als
auch LC (- Tabelle 13). Die relativen Transkriptmengen von AndhR unter HC liegen um den
Wert 1,0. Die Transkritption von Genen des TCA-Zyklus zeigen keine eindeutigen
Veranderungen auf. Eine Ausnahme stellt das Gen slr1289 (icd), kodierend fir die Isocitrat
Dehydrogenase dar, das nach 24 h LC in WT und AndhR reduzierte Transkriptmengen aufwies.
Die Gene s/r0288 (gInN) und slr1756 (glnA), die Untereinheiten der Glutamin Synthetase
kodieren, sind unter LC im WT und der Mutante gleichermalRen in ihrer Transkription
verringert.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Transkriptom-Untersuchung legen offen, das NdhR keinen
EinfluR auf die Transkription von Genen des TCA-Zyklus sowie des GS/GOGAT-Weges hat.

Zudem unterliegen Gene des N-Stoffwechsels unter LC einer verminderten Transkriptionsrate.
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Tabelle 13. Relative transkriptionelle Veranderungen von Genen des TCA-Zyklus und des GS/GOGAT-
Weges in der Mutante AndhR unter 3 h und 24 h LC (0,038 % CO;) im Vergleich zur Transkription unter
HC (5 % CO3) und dem WT. Erhdhte Transkriptmengen ( ) sind in orange,
reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

WT-LC/ AndhR-HC/  AndhR-LC/
ORF WT-HC WT-HC AndhR-HC
Enzym Genname
3h 24 h 3h 24 h
TCA Zyklus
Citrat-Synthase gltA sll0401 1,04 1,39 1,05 0,95 1,49
Aconitat-Hydratase slr0665 0,89 0,82 1,04 0,87 0,85
Isocitrat- icd sIr1289 0,82 0,54 1,07 0,93 0,45
Dehydrogenase slr0018 1,61 1,06 1,16 1,17 1,12
Fumarat-Hydratase sdhB  sllos23 0,76 0,69 1,03 0,38 0,70
succinat- sdhB  sll1625 1,24 1,16 1,01 1,12 1,07
Dehydrogenase
sdhA  slr1233 1,49 1,41 0,98 1,07 1,34
GS/GOGAT
Glutamin- ginN  slr0288 0,45 0,49 0,87 0,82 0,46
Synthetase glnA  slr1756 0,22 0,22 0,97 0,48 0,13
gltF sll1499 0,69 0,71 1,04 0,64 0,75
Glutamat-Synthase gitB sll1502 1,14 1,34 0,94 1,10 1,46
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4.2.3.5 Beeinflussung der Transkription von weiteren Genen in der Mutante AndhR
4.2.3.5.1 Zunahme der Transkriptmenge

Von besonderem Interesse war die Identifizierung von weiteren Unterschieden im
Transkriptom der Synechocystis-Mutante AndhR im Vergleich zum WT, die nicht bereits aus
WANG et al. (2004) bekannt sind. lhre Identifizierung wiirde eine Erweiterung des bereits
bekannten Modells der Funktion des Regulons NdhR gestatten.

Die miteinander in einem Cluster organisierten Gene s/r2006 bis slr2013 sowie ssr3409 und
ssr3410 zeichnen sich durch eine verstarkte Transkription in AndhR unter HC aus
(= Tabelle 14). Diese Gene sind in der Literatur auch als ndhD5/ndhD6-Operon bekannt und
kodieren NDH-Untereinheiten (DALEY et al., 2012). Weiterhin ist zu erkennen, dass im WT
unter LC die Transkription vom ndhD5/ndhD6-Operon verstarkt stattfindet. Jedoch sind die
Transkriptmengen in der Mutante AndhR auch unter 24 h LC im Vergleich zum WT stark
erhoht.

Ebenso verhilt es sich mit dem relativen Transkriptgehalt der Gene s/r1592 und s/l0529. Das
Gen slr1592 ist als putative Pseudouridin Synthase annotiert. Bei s/r0529 handelt es sich um
ein hypothetisches Protein unbekannter Funktion. In diesem Fall ist flir AndhR ebenfalls eine
erhohte Transkription der entsprechenden Gene unter HC und LC zu verzeichnen. Eine LC-
induzierte Transkriptionssteigerung im WT ist jedoch nicht zu beobachten.

Das aus den Genen slr1259 bis slr1262 bestehende Operon wird im WT unter limitierter
CO;-Verfligbarkeit in seiner Transkription unterdriickt, d.h. die Transkriptmenge sinkt unter
den Schwellenwert von 0,53. Dagegen ist flir die Mutante nach 24 h LC fir die Gene des
Operons keine deutliche Reduktion zu verzeichnen. lhre relative Expression bleibt gleich. Das
flhrt dazu, dass in 24 h LC kultivierten Zellen der relative mRNA-Gehalt dieses Operons in der
Mutante im Vergleich zum WT erhoht ist. Unter HC entspricht die Transkriptmenge in AndhR
derim WT. Dementsprechend fiihrt im WT die Anwesenheit von NdhR unter LC zur Repression
des Genclusters sIr1259 bis slr1262. In der Mutante bleibt die Transkription dagegen
unverandert. GleichermaRen verhilt sich die Transkription der Gene ss/3769 und slr1535. Die
Genprodukte von slr1259 bis slr1262 sowie ssI3769 und slr1535 sind als hypothetische
Proteine annotiert, deren Funktion unbekannt ist.

Dementsprechend sind fiir die Mutante AndhR folgende Veranderungen im

Transkriptionsmuster weiterer Gen hervorzuheben: 1. Die Erhohung der Transkriptmenge des
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Genclusters slr2006-sIr2013/ssr3409/ssr3410 sowie der Gene s/r1592 und s/l0529 unter HC
und 2. Das Ausbleiben der LC-induzierten Abnahme der Transkriptmengen des Genclusters

slr1259-slr1262 sowie die Gene ss/3769 und slr1535

Tabelle 14. Relativ erhdhte Transkriptmengen weiterer Gene in der Mutante AndhR im Vergleich zum
WT unter HC und 24 h LC. Erhohte Transkriptmengen ( ) sind in orange,
reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben. Ubereinstimmungen mit WANG et al.
(2004) sind mit W gekennzeichnet.

AndhR- AndhR-

WT-LC/ AndhR-LC/
HC/ LC/

Gen Annotation WT-HC WT-HC WT-LC AU
3h 24h 3h 24h

slr2006 hypothetisches Protein 1,75 w 0,93 0,89
slr2007 NADH Dehydrogenase 1,61 1,49 w 0,83 0,91

Untereinheit 4
slr2008 hypothetisches Protein 1,51 0,68 w 0,68 0,79
slr2009 NADH Dehydrogenase 1,35 1,38 w 0,68 0,74
Untereinheit 4

slr2010 hypothetisches Protein 1,45 1,42 w 0,69 0,72
slr2011 hypothetisches Protein 1,46 1,37 w 0,68 0,72
slr2012 hypothetisches Protein 1,48 1,43 w 0,69 0,80
slr2013  hypothetisches Protein 1,35 1,04 w 1,04 0,65
ssr3409 hypothetisches Protein 1,66 1,48 w 0,77 0,80
ssr3410 hypothetisches Protein 1,55 1,52 w 1,52 0,76
slr1592 Pseudouridine Synthase 1,00 1,03 w 0,78 0,61
sll0529 hypothetisches Protein 0,89 0,76 w 1,48 0,85 0,56
slr1259 hypothetisches Protein 0,31 0,24 0,87 0,95 1,02
slr1260 hypothetisches Protein 0,47 0,39 0,91 0,92 1,00
slr1261 hypothetisches Protein 0,41 0,37 0,88 0,89 1,04
slr1262 hypothetisches Protein 0,57 0,54 0,89 1,66 0,90 1,01
ssI3769 hypothetisches Protein 0,72 0,62 0,99 0,97 1,80
slr1535 hypothetisches Protein 0,31 0,35 1,11 0,78 0,63
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4.2.3.5.2 Abnahme der Transkriptmenge

Mit in die Transkriptom-Analyse von AndhR sollen Gene eingehen, die unter HC bzw. LC eine
Verminderung der Transkriptmenge aufweisen. Hervorzuheben ist die reduzierte
Transkriptmenge des aus den Genen s/l0680 - sll0684 bestehenden Operons (= Tabelle 15).
Die entsprechenden Gene, die Untereinheiten eines Phosphat-Transporters kodieren, weisen
in der Mutante unter HC niedrigere relative Transkriptmengen auf. Im WT unterliegt das
Operon einer LC-abhangigen verstarkten Transkription, die auch in AndhR deutlich zu
erkennen ist. Die Transkriptgehalte der Gene s//0680 - s//0684 sind in WT und AndhR nach 24 h
LC dhnlich.

Weitere Gene, die in AndhR sowohl unter HC als auch LC durch eine Verminderung der
relativen Transkriptmengen charakterisiert sind, sind s//1862/sll11863, sIr0907, sll0108 und
ssr3570. Die Genprodukte sind als hypothetische Proteine annotiert, deren Funktion ungeklart

ist.

Tabelle 15. Verminderte Transkriptmengen weiterer Gene in der Mutante AndhR im Vergleich zum WT
unter HC (5 % CO2) und 24 h LC (0,038 % CO,). Erhdhte Transkriptmengen ( )
sind in orange, reduzierte (fold change-Werte < 0,53) in blau hervorgehoben.

WT-LC/ AndhR- AndhR- AndhR-LC/
Gen Annotation WT-HC HC/ Lc/ Cughihe
3h 24nh WTHC WTLC 31 24n
sll0680 Phosphat-bindendes Protein
(PBP) 1,03 0,33 1,03
sll0681 Phosphat-Transporter
Untereinheit PstC 0,97 0,37 0,82
sll0682 Phosphat-Transporter
Untereinheit PstA 1,42 0,92 0,41 0,92
sll0683  Phosphat-Transporter
Untereinheit PstB 1,28 0,93 0,45 0,91
sll0684 Phosphat-Transporter
Untereinheit PstB 1,26 0,90 0,47 0,96 1,84
sll1862  hypothetisches Protein 0,36 0,97 0,54 0,49 0,39 0,89
sll1863 hypothetisches Protein 0,15 0,37 0,57 0,51 0,23 0,33
slr0907 hypothetisches Protein 1,37 0,84 0,42 0,49 0,97 0,96
sll0108 Ammonium/Methylammonium-
Permease 0,18 0,22 0,90 0,49 0,55 0,12
ssr3570 hypothetisches Protein 0,87 1,52 0,92 0,53 0,93 0,89
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4.2.3.6 Beeinflussung der Transkription von Genen fiir nicht-kodierende RNAs

Von besonderem Interesse im Zuge von Transkriptom-Analysen ist der Nachweis sich
verandernder Transkriptmengen von nicht-proteinkodierenden, kleinen RNA’s. Zu den kleinen
RNA’‘s, die zumeist eine regulatorische Funktionen erfiillen, zdhlen auch die antisense-RNA'’s.
Die Microarray-Analyse ermoglichte die ldentifizierung einer antisense-RNA fir das Gen
sl11730, dessen Transkriptrate in AndhR unter HC um das Dreifache erhoht ist. Das Genprodukt
ist in der Datenbank Cyanobase als unbekanntes Protein angegeben. Im WT weist die
antisense-RNA von s//1730 nach 3 h bzw. 24 h LC fold change-Werte von 1,44 und 1,53 auf

und unterliegt somit keiner eindeutigen LC-Induktion.
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4.2.4 Effekte der ndhR-Inaktivierung auf das Metabolom unter variabler Ci-Verfiigbarkeit

Die Analyse moglicher Veranderungen auf Transkriptom-Ebene in AndhR unter HC und LC im
Vergleich zum WT wies vorrangig auf eine Beteiligung von NdhR an der Regulation CCM-
assoziierter Gene hin (= 4.2.3.1). Parallel wurde das Metabolom untersucht, um zu
analysieren, inwieweit die Induktion LC-spezifischer Gene unter HC auch das Metabolom in

der Mutante AndhR in Richtung einer LC-Signatur unter HC verschiebt.

4.2.4.1 Intermediate des photorespiratorischer 2PG-Metabolismus

Unter HC-Bedingungen zeigt die Metabolom-Analyse an AndhR keinen signifikanten
Unterschied zum WT bei Betrachtung der relativen Metabolitgehalte der
photorespiratorischen Intermediaten 2PG, Glykolat, Glycin und Serin
(= Abbildung 13. Relativer Metabolitgehalt der Intermediate des
photorespiratorischen 2PG-Metabolismus in Synechocystis (WT) und in der Mutante

AndhR unter HC und LC. Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-
Test (* p <0,01; ** p < 0,001).

Abbildung 14. Relative Metabolitgehalte von Ribulose-5-P, einem Intermediat des Calvin-
Bensson-Bassham Zyklus. Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (*

p < 0,001; ** p < 0,01).Abbildung 13). Nach dem Transfer von HC zu LC nimmt der Gehalt an
2PG im WT bereits nach 3 h um das Flinffache bezogen auf das Ausgangsniveau unter HC zu
und fallt nach 24 h auf das Dreifache zurlick. Im Vergleich zum WT weist die Mutante AndhR
nach 3 h LC-Kultivierung mit einer Verdopplung im 2PG-Gehalt dagegen eine deutlich
schwacher ausgepragte LC-Antwort auf. Nach 24 h CO,-Mangel gleichen sich allerdings die
2PG-Gehalte im WT und in der Mutante an. Analog verhalt sich der Gehalt an Glykolat, d.h.
die im WT beobachtete Zunahme im Glykolat-Pool nach 3 h LC bleibt in der Mutante nahezu
aus. Nach 24 h LC sinkt der Gehalt an Glykolat im WT wieder auf den HC-Level ab. Nach 24 h
LC lasst sich damit kein Unterschied zwischen WT und der Mutante AndhR in der
Glykolatmenge erkennen. Im Vergleich zum WT bleibt in der Mutante der Glykolat-Level
unabhangig vom Ci-Angebot konstant.

Die photorespiratorischen Intermediate Glycin und Serin steigen im WT nach 3 h LC an. Nach

24 h LC erreicht der Glycin-Gehalt im WT wieder das Ausgangsniveau, wahrend sich der Serin-
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Pool fast verdreifacht. Dagegen unterliegen in AndhR die PoolgréRen von Serin und Glycin —
wie bereits bei Glykolat beobachtet — keinen LC-induzierten Veranderungen und

unterscheiden sich somit signifikant zu ihrem Verhalten im WT.
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Abbildung 37. Relativer Metabolitgehalt der Intermediate des photorespiratorischen

2PG-Metabolismus in Synechocystis (WT) und in der Mutante AndhR unter HC und LC. Statistische
Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,01; ** p < 0,001).
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4.2.4.2 Intermediate des Calvin-Benson-Bassham Zyklus, des OPP-Weges und der

Glykolyse

4.2.4.2.1 Ribulose-5-P, die Vorstufe von RuBP, liegt in HC-kultivierten Zellen des WT und der
unter dem Detektionsminimum (- Abbildung 14. Relative Metabolitgehalte von
Ribulose-5-P, einem Intermediat des Calvin-Bensson-Bassham Zyklus. Statistische

Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001; ** p < 0,01).

Abbildung 15. Relative Metabolitgehalte von Intermediaten der Glykolyse und des OPP-
Weges in Synechocystis (WT) und in der Mutante AndhR unter HC und LC. Statistische
Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001; ** p < 0,01). n.d.: nicht
detektiert.Abbildung 14). Nach 3 h LC steigt der Pool an Ribulose 5-P im WT sowie in AndhR
an, wobei die Zunahme in der Mutante signifikant schwacher ausfallt als im WT. Zum Zeitpunkt
24 h LC bleibt in WT und Mutante der Gehalt an Ribulose-5-P gegeniiber HC erhoht. Ein
signifikanter Unterschied ist zwischen Mutante und WT jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht zu

verzeichnen.

Hinsichtlich der Gehalte an 2PGA und PEP zeigt der WT eine Verdopplung der PoolgroRen
(= Abbildung 15. Relative Metabolitgehalte von Intermediaten der Glykolyse und des
OPP-Weges in Synechocystis (NT) und in der Mutante AndhR unter HC und LC.

Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001; **
p < 0,01). n.d.: nicht detektiert.

Abbildung 16. Relative Metabolitgehalte von Intermediaten des TCA-Zyklus und des
GS/GOGAT-Weges in Synechocystis WT und in der Mutante AndhR unter HC (5 % CO2) und
LC (0,038 % COy). Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001;
** p < 0,01).Abbildung 15), wahrend 3PGA dagegen unter LC auf dem Ausgangsniveau
verbleibt. Bezliglich der PoolgroRen von 3PGA und 2PGA verhalten sich WT und Mutante unter
HC und LC vergleichbar. Eine Ausnahme stellt in AndhR der unter HC bereits signifikant
erhdhte Gehalt an PEP dar. Unter LC ist zwischen WT und Mutante kein Unterschied im PEP-

Level zu erkennen.
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Die PoolgroRen von Glc-6-P und noch deutlicher die von 6-P-Gluconat und Saccharose sind in
HC-kultivierten Zellen der Mutante AndhR im Vergleich zum WT signifikant vermindert. Nach
dem HC/LC-Transfer sinkt der Gehalt an Glc-6-P und 6-P-Gluconat in WT und AndhR
gleichermaBen ab. Dagegen ist der Abfall im Saccharose-Pool in der Mutante nach 24 h LC

signifikant starker ausgepragt als im WT.
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Abbildung 40. Relative Metabolitgehalte von Ribulose-5-P, einem Intermediat des Calvin-Bensson-
Bassham Zyklus. Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001; **
p <0,01).
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Abbildung 43. Relative Metabolitgehalte von Intermediaten der Glykolyse und des OPP-Weges in
Synechocystis (WT) und in der Mutante AndhR unter HC und LC. Statistische Auswertung mittels
Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001; ** p < 0,01). n.d.: nicht detektiert.

4.2.4.3 Intermediate des TCA-Zyklus und des GS/GOGAT-Weges

Bei Betrachtung der Metabolitgehalte von Intermediaten des TCA-Zyklus sind zunachst in WT
und AndhR unter HC fir Citrat und Malat keine Unterschiede festzustellen
(= Abbildung 16. Relative Metabolitgehalte von Intermediaten des TCA-Zyklus und
des GS/GOGAT-Weges in Synechocystis WT und in der Mutante AndhR unter HC
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(5 % CO2) und LC (0,038 % CO,). Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-
Rangsummen-Test (* p < 0,001; ** p < 0,01).

Abbildung 17. Modell zur Verdeutlichung der LC-Anwort in Cyanobakterien. In blau hinterlegte
Stoffwechselwege sind als Reaktion auf LC in ihrer Aktivitat vermindert, hellorange hinterlegte
Bereiche signalisieren gesteigerte Aktiviat. Metabolite mit einem deutlichen Anstieg bzw. Abfall
in der PoolgroRe sind in orange bzw. blau hervorgehoben.Abbildung 16). Die LC-induzierte
Abnahme des Citrat-Pools fallt in AndhR 3 h nach LC-Transfer signifikant starker aus als im WT.
Der relative Gehalt an Malat zeigt im WT unter LC keine Veranderung, wahrend in AndhR der
Malat-Level unter LC signifikant reduziert ist.

Die beiden Intermediate Glutamat und 20G sind hinsichtlich ihrer PoolgréRe unter HC in
AndhR nicht verdandert. Der Glutamat-Level sinkt unter Einfluss von LC im WT und der
Mutante. Nach 24 h LC ist der Abfall im Glutamat-Pool in der Mutante signifikant starker
ausgepragt als im WT. Der Gehalt an 20G sinkt sowohl im WT als auch in der Mutante AndhR
24 h nach dem Shift auf LC um 70 % ab. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den unter
Abschnitt 4.1.1.3 beschriebenen Metabolom-Analysen und Bedarf im Zuge der Definition

einer Metabolom-Signatur einer Auseinandersetzung (= 5.1).
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Abbildung 46. Relative Metabolitgehalte von Intermediaten des TCA-Zyklus und des GS/GOGAT-
Weges in Synechocystis WT und in der Mutante AndhR unter HC (5 % CO,) und LC (0,038 % CO.).
Statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,001; ** p < 0,01).
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5 DISKUSSION

5.1 Definition einer Metabolom-Signatur fiir die Anpassung von Cyanobakterien an

Ci-Mangel

In Pflanzen, Algen und Cyanobakterien wird die Photosynthese-Rate primar durch die
Verfiigbarkeit von C; bestimmt. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine vergleichende
Betrachtung der Cyanobakterien-Stamme Synechocystis und Synchococcus hinsichtlich ihrer
LC-induzierten Veranderungen im Metabolom sowie Transktiptom durchgefiihrt. Fir die
Definition einer cyanobakteriellen Metabolom-Signatur LC-adaptierter Zellen mul
sichergestellt sein, dass die Umstellung des Metaboloms an LC-Bedingungen stabil ist. Flir den
Shift der Cyanobakterien von HC auf LC zeigten bereits vorangegangene Untersuchungen, dass
zwischen kurzfristigen, transienten und langfristigen Verschiebungen im Gehalt einzelner
Metabolite unterschieden werden muss (EISENHUT et al., 2008; SCHWARZ et al., 2011;
HACKENBERG et al., 2012; WANG et al., 2004). WANG et al. (2004) beschrieben mit Hilfe einer
Wachstumsanalyse fiir Synechocystis eine zweiphasige Adaptation an Ci-Mangel. Nach einem
Tansfer von HC auf LC verandert sich das Wachstum zunachst nicht. Erst nach 3 h LC-
Kultivierung verzeichneten WANG et al. einen starken Wachstumseinbruch, der im Anschluss
zu einer Verminderung der Wachstumsrate fiihrt. Nach 24 h LC wurde ein ,steady state’-
Zustand erreicht, d.h. die Anpassung an eine Ci-Mangelbedingung war abgeschlossen. Zu
diesem Zeitpunkt wurde ein neues stabiles Wachstum erreicht und es kam zu keinen weiteren
metabolischen als auch transkriptionellen Verdnderungen (WANG et al, 2004;
EISENHUT et al., 2007; SCHWARZ et al., 2011). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass
die zellulare Anpassung an Veranderungen im Ci-Angebot ebenfalls stufenweise verlauft.
Dariber hinaus handelt es sich bei Synechocystis und Synechococcus um zwei sich
morphologisch und physiologisch unterscheidenden Cyanobakterien-Stamme mit
unterschiedlichen Wachstumsraten, Synechococcus wachst dabei unter
Standardbedingungen deutlich schneller als Synechocystis. Eine Gegeniberstellung von
Metabolom-Analysen ist nur sinnvoll und aussagekraftig, wenn davon ausgegangen werden
kann, dass die Kulturen zum Zeitpunkt der Datenerhebung den gleichen Anpassungsstatus

erreicht haben. Kurze Zeitraume unter LC-Kultivierung sind somit ungeeignet. Fir den Stamm-
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Ubergreifenden Vergleich zur Definition einer Metabolom-Signatur wurde daher der 24 h-LC-

Zeitpunkt gewahlt.

Die Verrechnung unabhédngiger Datensatzen von biologischen Objekten, die unterschiedlichen
Ursprungs sind, gestaltet sich oft schwierig, da das metabolische System sehr sensibel auf
dullere Faktoren wie Licht und Temperatur wie auch auf den Zustand der Zellen reagiert, der
je nach Vorkultur variieren kann. Daneben ist die Probennahme fiir die Metabolom-Analyse
eine kritische GroRe, die einen entscheidenden Einfluss auf die Metabolit-Gehalte und somit
auf die Datenlage haben kann. Die hier gewdhlte Methode einer schnellen Probennahme im
Licht und das zligige Schockgefrieren der Proben in fllissigem Stickstoff sollte garantieren, dass
das Metabolom der Probe den tatsdchlichen Zustand zum gewiinschten Zeitpunkt
widerspiegelt. Allerdings ist nicht auszuschliessen, dass bereits geringste Verzogerungen
sowie duBere Faktoren zu einer Verschiebung und Verfdlschung des Metaboloms fiihren
kénnen. Neben dem CO,-Gehalt der zugefiihrten Luft Gben viele weitere Faktoren einen
deutlichen Einfluss auf die Ci-Versorgung von Cyanobakterien aus. So ist neben der
Temperatur und der Salinitat insbesondere der pH-Wert ein entscheidender Parameter. Der
pH-Wert beeinflusst direkt die Loslichkeit von CO,. Unter alkalischen Bedingungen steigt die
Loslichkeit von CO2 und somit der Anteil von HCOs', wahrend ein eher neutraler bis leicht
saurer pH-Wert die Aufnahme von CO; in Losung verhindert bzw. das Gleichgewicht in
Richtung CO; verschiebt. SUMMERFIELD und SHERMAN (2008) untersuchten die pH-Wert-
abhangige Transkription von Genen in Synechocystis. Bereits 2 h nach Umstellung des
pH-Wertes von pH 10 auf pH 7.5 unter LC Bedingungen verzeichneten SUMMERFIELD und
SHERMANN (2008) eine um das drei- bis vierfache angestiegene Transkriptmenge der CCM-
Gene des cmp-Operons (s/r0040 — slr0044) sowie des sbtA/sbtB-Operons (slr1512/slr1513).
Der Wechsel des pH-Wertes fiihrt dementsprechend auch ohne direkte Umstellung des C;-
Angebotes im umgebenden Medium zur Induktion einer Ci-Mangelbedingung und folglich zur
Erhéhung der Transkription LC-induzierter Gene.

Fir den HC/LC-Shift wurde daher zusatzlich zur Verminderung der CO2-Menge in der
zugefuhrten Luft auf 0,038 % CO; ein Wechsel im pH-Wert des BG11-Mediums durchgefiihrt.
HC-Kulturen wurden mit BG11 pH 8.0 angezogen und vor dem HC/LC-Shift auf BG11 pH 7.0
umgesetzt. Die Umstellung des pH-Wertes erfolgte an dem Tag an dem auch der HC/LC-Shift

durchgefiihrt wurde. Fir die Durchfiihrung eines HC/LC-Shift-Experimentes ist folglich
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ebenfalls entscheidend, zu welchem Zeitpunkt im Vorfeld die Umstellung des pH-Wertes von
pH 8.0 auf pH 7.0 erfolgt. Das HC/LC-Shift-Experiment wurde standardmaRig konstant 1 h nach
dem pH-Shift gestartet.

Weiterhin unterscheiden sich in den zur Verfligung stehenden Datensatzen haufig die Anzahl
der detektierten und identifizierten Metabolite. Erschwerend kommt hinzu, dass die
Bestimmung der Metabolit-Gehalte auf Messwerten von unterschiedlichen Fragmenten des
jeweiligen Analyten beruht, deren Fragmentanzahl und -art sich in den Datensatzen
unterscheidet. Summa summarum waren bei einer direkten Verrechnung der
Metabolitmesswerte aus den verschiedenen Datensdatzen hohe Standardabweichungen und
Unsicherheiten in der statistischen Auswertung die Folge gewesen, die die real vorliegenden
gualitativen Verdanderungen im Metabolom lberdecken wiirden. Dementsprechend wurde
ein anderer Weg der vergleichenden Analyse gewahlt. Alle vorhandenen Datensatze wurden
zunachst separat betrachtet und nach signifikanten Verdanderungen untersucht. Solche
Veranderungen von Einzelmetaboliten in einzelnen Datensidtzen wurden dann mit allen
verfligbaren Datensatzen abgeglichen und er wurden nur die Metabolite ausgewahlt, die eine
signifikante Zu- oder Abnahme zeigten. Die HOhe der fold change-Werte ist bei dieser
Betrachtungsweise nicht ausschlaggebend. Entscheidend ist eine sich reproduzierbar
abzeichnende Tendenz in der Verdnderung des Metabolit-Gehaltes. Diese Vorgehensweise
fuhrt dazu, dass als weiteres Kriterium die Metabolite der definierenden LC-induzierten
Metabolom-Signatur immer wiederkehrend und reproduzierbar detektierbar sein mussten. In
die anschlieRende Betrachtung wurden ausschliefllich Metabolite einbezogen, die stets auch
in Datensatzen mit geringem Umfang beziiglich der annotierbaren Analyte in der
Datenevaluierung eingegangen sind. Metabolite wie z. B. Glykolat, DHAP, cis-Aconitat sowie
Ribulose-5-P lagen in der Nahe des Detektionsminimums. Die Messssbarkeit dieser Metabolite
ist somit von der Menge an Zellmaterial sowie Extraktionseffizienz in besonderem Male
abhangig. Metabolite nahe der Nachweisgrenze sind fiir aussagekraftige Rlckschlisse auf
Veranderungen im Metabolom unter LC daher eher ungeeignet.

Um Uber vergleichende Metabolom-Analysen Riickschliisse auf die LC-induzierte Metabolom-
Signatur in Cyanobakterien ziehen zu kdnnen, wurde zunachst von zwei bereits publizierten
Datensatzen fiir Synechocystis und Synechococcus ausgegangen (EISENHUT et al., 2008;

SCHWARZ et al., 2011). Zur ldentifizierung von sicheren Kandidaten fiir die Metabolom-
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Signatur, die sich durch ein bestandig gleiches oder dhnliches Verhalten unter LC auszeichnen,
wurden zunichst Ubereinstimmungen zwischen Synechocystis und Synechococcus untersucht.
Im Anschluss wurde das Verhalten der entsprechend favorisierten Metabolite in weiteren
Datensatzen betrachtet (- 3.6.4). Auf dieser Grundlage wurde entschieden, ob es sich bei den
betrachteten Metaboliten um sichere Kandidaten handelt oder ob der Metabolit fir die
Definition einer Metabolom-Signatur als ungeeignet anzusehen ist. Die dick gedruck
hervorgehobenen Metabolite in den Abbildungen des Abschnitts 4.1 wurden folglich nicht auf
der Grundlage einer statistisch basierten Berechnung als Kandidaten fir die Metabolom-
Signatur ausgewabhlt, sondern stellen das Ergebnis von Vergleichen verschiedener Datensatze
zur Metabolom-Analyse dar.

Beziiglich des photorespiratorischen 2PG-Metabolismus wurden die Intermediate 2PG, Serin
und Glycerat als mogliche Kandidaten in Erwdagung gezogen. Der 2PG-Gehalt steigt in beiden
Cyanobakterien-Stammen unter LC um das Zweifache an. Dieses Verhalten von 2PG spiegelt
sich auch in allen weiteren unveroffentlichten Datensdtzen wieder und kann somit als stabil
angesehen werden. Bereits 1983 berichteten MARCUS et al. (1987) fur Anabaena variabilis
einen Anstieg im 2PG-Gehalt unter LC. Das 0,/CO, — Verhaltnis steigt unter diesen
Bedingungen an. Die vermehrte Verwendung von O; als Substrat fiir die RubisCO fihrt zur
verstarkten Bildung von 2PG. Ein erhdhter intrazelluldrer Anteil an 2PG unter LC ist folglich auf
die gesteigerte Oxygenase-Aktivitdat der RubisCO zuriickzufihren. Der 2PG-Anstieg in LC-
behandelten Cyanobakterien zeigt auBerdem, dass der CCM nicht, wie angenommen effektiv
genug ist, Sauerstoff aus den Carboxysomen fernzuhalten und damit die Oxygenasereaktion
zu vermeiden. Somit kommt dem Abbau des 2PG (ber den photorespiratorischen 2PG-
Metabolismus eine essentielle Bedeutung zu. Der Gehalt an den photorespiratorischen
Intermediaten Serin und Glycerat stieg tendenziell — aber schwach — an. Dennoch weist der
Vergleich zu unveroffentlichten Datensatzen sowie zu HACKENBERG et al. (2012) darauf hin,
dass die Veranderungen im Metabolit-Gehalt von Serin und Glycerat nicht stabil und
ausreichend reproduzierbar sind. Serin und Glycerat zeigen in einigen Fallen reduzierte bzw.
unveranderte Gehalte und wurden demzufolge von der Metabolom-Signatur ausgeschlossen.
Bei Betrachtung der Intermediate des Calvin-Benson-Bassham Zyklus sowie des OPP und der
Glykolyse dominierten die Anstiege in den Metabolit-Gehalten von 2PGA und PEP. Ein Anstieg

im 3PGA-Level um das Zwei- bis Dreifach war nur in Synechococcus zu beobachten.
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Weiterfihrende Untersuchungen in HACKENBERG et al. (2012) sowie die Betrachtung
unveroffentlichter Datensatzen bestatigen den Anstieg im Level von 2PGA und PEP, wahrend
das Auftreten einer 3PGA-Akkumulation zumindest fiir Synechocystis nicht reproduziert
werden kann. EISENHUT et al. (2008) beschrieben fiir Synechocystis eine transiente Erhohung
des 3PGA-Pools nach 3 h LC um das Sechsfache. Gleichzeitig ist 2PG ebenfalls bereits nach 3 h
LC erhoht. Dieser transiente Anstieg von 3PGA konnte somit direkt mit der durch die
Anwesenheit von 2PG verminderten Aktivitat des Calvin-Benson-Bassham Zyklus in
Verbindung stehen. Im weiteren Verlauf der Anpassung an Ci-Mangel konnte der Umsatz von
3PGA Uber andere Stoffwechselwege verstarkt ablaufen, so dass sich der 3PGA-Level wieder
dem Ausgangswert unter HC angleicht. Basierend auf diesen Beobachtungen kann von einer
verstarkten Umsetzung von 3PGA liber 2PGA zu PEP in LC-Zellen ausgegangen werden. Flux-
Analysen unter Verwendung von NaH'3COs; bestatigten das Einschleusen von 3PGA in den
OPP-Weg und deren Umsetzung zu PEP (HUEGE et al., 2011; Young et al., 2011).

Weitere Intermediate des Calvin-Benson-Bassham Zyklus wie DHAP und Ribulose-5-P sind mit
der hier verwendeten GC-MS-Technik schwer detektierbar und somit Metabolite die nur in
wenigen Datensidtzen auftauchen. Ubereinstimmungen zwischen Synechocystis und
Synechococcus lassen sich beim Vergleich mehrerer Datensatze nicht eindeutig definieren.
EISENHUT et al. (2008) deuteten jedoch einen transienten LC-induzierten Anstieg im Level von
DHAP unter 3 h LC als Indikation flr die Herabsetzung der Aktivitat des Calvin-Benson-
Bassham Zyklus an. Ebenso zeigten HACKENBERG et al. (2012) fir Synechocystis nach 24 h LC-
Shift einen Anstieg im Gehalt von Ribulose-5-P. Diese Beobachtung wird durch die im Zuge
dieser Arbeit erfolgten Metabolom-Analyse an der Synechocystis-Mutante AndhR gestitzt
(= 4.2.4.2). Im WT liegt der Level von Ribulose-5-P bei HC unter dem Detektionsminimum,
wahrend 3 h bzw. 24 h nach dem HC/LC-Shift dieser Metabolit detektierbar ist. Demzufolge
steigt der Gehalt an Ribulose-5-P. Vor dem Hintergrund der bekannten inhibitorischen
Wirkung von 2PG auf die Aktivase der RubisCO sowie auf die Enzyme Phosphofruktokinse und
Triosephostphat-lsomerase (KELLY und LATZKO, 1977), die in den Calvin-Benson-
Bassham Zyklus involviert sind, ist unter steigendem 2PG-Gehalt von einer Hemmung dieses
Stoffwechselweges auszugehen. Demzufolge wird das aus dem Abbau von 2PG
hervorgehende 3PGA unter LC nicht vorrangig Uber den Calvin-Benson-Bassham Zyklus zu

RuBP regeneriert. Dieser Umstand kdnnte auch die vermehrte Umsetzung von 3PGA zu 2PGA
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erklaren. Der C-Metabolismus verlauft unter LC somit verstarkt (iber den OPP-Weg. Eine
verstarkte Nutzung des OPP-Weges war in Synechocystis zuvor breits fir den Abbau externer
Glukose sowie flr den Glykogenabbau im Dunkeln beschrieben worden (TAKAHASHI et al.,
2008; NARAINSAMY et al., 2013). Obwohl die beobachteten Verdanderungen in den PoolgoRRen
von DHAP und Ribulose-5-P diese Theorie unterstiitzen, gehen diese Metabolite nicht in die
zu definierende Metabolom-Signatur ein, da sie nicht reproduzierbar in den Metabolom-
Analysen auftauchen. Zudem scheinen die Veranderungen im Gehalt von DHAP und Ribulose-
5-P eher transienter Natur zu sein (EISENHUT et al.,, 2008). Fir die Aufstellung einer
Metabolom-Signatur sind folglich neben der 2PG-Akkumulation, ein Anstieg in den Gehalten
von 2PGA und PEP von Bedeutung.

Bei Betrachtung von Metaboliten des TCA-Zyklus sowie des GS/GOGAT-Weges wurde ein
Abfall im Glutamin-Pool sowie ein Anstieg im 20G-Level als mogliche Komponenten fiir eine
LC-Metabolom-Signatur in Erwagung gezogen. Allerdings zeigt ein Vergleich mit weiteren
Datensatzen, dass diese Verdnderungen im Metabolom nicht als stabil einzuschatzen sind.
Entgegen des stark ausgeprdgten Anstiegs im 20G-Pool in EISENHUT et al. (2008) und
SCHWARZ et al. (2011), ist in der Metabolom-Analyse von HACKENBERG et al. (2012) keine
Veranderung im 20G-Level zu verzeichnen. Wie im Datensatz zur Untersuchung der
Synechocystis-Mutante AndhR, der Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit und unter
Abschnitt 4.2.4 einzusehen ist, fallt der 20G-Gehalt nach 24 h LC um mehr als 50 % ab. Das
Verhalten von 20G unter LC scheint somit neben der Abhangigkeit vom Ci-Angebot von
weiteren Faktoren beeinflusst zu sein. Der Metabolit 20G stellt eine Schnittstelle zwischen
dem TCA Zyklus und dem GS/GOGAT-Weg und folglich zwischen dem C-Metabolismus und
dem N-Metabolismus dar. In der Literatur wird 20G als interner Indikator fir die
Wahrnehmung des intrazellularen N-Status in Cyanobakterien beschrieben (MURO-PASTOR
et al.,, 2005). Ein hoher 20G-Level signalisiert der Zelle das Vorliegen eines hohen C/N-
Verhaltnisses und veranlasst die verstarkte Transkription von Genen des N-Stoffwechsels
(MURO-PASTOR et al., 2005). Diese Reaktion ist unseren HC Bedingungen dhnlich. Der Gehalt
an 20G unterliegt somit der Regulation des C- und des N-Metabolismus. Zudem wurde
zunachst davon ausgegangen, dass Cyanobakterien aufgrund der Abwesenheit eines 20G-
Dehydrogenase-Komplexes, der die Umsetzung von 20G zu Succinat katalysiert, tGiber einen

unvollstandigen TCA-Zyklus verfiigen (SMITH et al., 1967; PEARCE et al., 1967; PEARCE et al.,
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1969). Dementsprechend ware 20G ein Endprodukt des TCA-Zyklus, der allein (iber den
GS/GOGAT-Weg weiterverstoffwechselt werden konnte. Neuste Untersuchungen lassen
jedoch darauf schlief3en, dass ein Ringschluss durch alternative Enzyme, die 20G als Substrat
verwenden, moglich ware (COOLEY et al., 2000; ZANG und BRYANT, 2011). Ein Modell zur
Metabolom-Struktur in Synechocystis durch KNOOP et al. (2010) bestatigt diese Annahme
zusatzlich. STEINHAUSER et al. (2011) postuliert des Weiteren, dass in Abhangigkeit von den
vorherschenden Wachstumsbedingungen ein Wechsel zwischen offenem und geschlossenem
TCA-Zyklus in Cyanobakterien Teil entsprechender Anpassungsmechanismen darstellen
konnte. Das der TCA-Zyklus auch in den hier vorgestellten Experimenten zwischen offenem
und geschlossenem Zustand variiert, kann nicht zweifelsfrei festgestellt werden. Allerdings
kam es zu Fluktuationen der Gehalte an Succinat, Malat und Fumurat auf der anderen Seite
des ,offenen” TCA-Zyklus. In Synechocystis steigt der Gehalt an Malat und Fumarat nach 24 h
LC wahrend der Succinat-Pool abfallt. In Synechococcus dagegen fallt der Gehalt an Succinat
und der Level an Malat und Fumarat steigt. Inwieweit diese Variationen auf einen Fluss tber
Malat aus einer C-Fixierung mittels PEP-Carboxylase hindeuten oder von einem (zeitweise)
geschlossenen Zyklus stammen, ist derzeit nicht zu entscheiden. In 3C-Flussmessungen
(Huege et al., 2011) wurden in photorespiratorischen Mutanten von Synechocystis klare
Hinweise gefunden, dass unter LC-Bedingungen eine verstarkte C-Fixierung durch die PEP-
Carboxylase stattfindet. Folglich besteht die Moglichkeit, dass der 20G-Level in unseren
Experimenten von weiteren Faktoren beeinfulSt wird. Die signifikante Akkumulation von 20G
unter LC um das 10- bis 20-fache in EISENHUT et al. (2008) und SCHWARZ et al. (2011) liess
sich jedoch — wie bereits erwahnt — nicht immer reproduzieren. Die Erh6hung des 20G-Levels
[aRkt sich somit nicht generell als Folge der Ci-Mangelanpassung betrachten und geht nicht in
die aufzustellende Metabolom-Signatur ein.

In dhnlicher Weise verhilt es sich mit dem Metaboliten Glutamin. Ein Abfall im Glutamin-Pool
ist bei Begutachtung weiterer unveroffentlichter Datensatze kein sicherer Indikator fur LC-
induzierte Metabolom-Verdanderungen. Zuséatzlich stellt Glutamin hinsichtlich seiner
Annotierung wahrend der GC-MS-Ananlyse einen eher unsicheren Kandidaten dar, der bei der
Datenevaluierung haufig fehlt. Somit ist Glutamin aus der Metabolom-Signatur

auszuschliel3en.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fir die Erstellung einer unter LC-
Bedingungen induzierten Metabolom-Signatur ausschlieBlich die Metabolite 2PG,
PEP in Frage kommen (Abbildung 17. Modell zur Verdeutlichung der LC-Anwort in

Cyanobakterien. In blau hinterlegte Stoffwechselwege sind als Reaktion auf LC in
ihrer Aktivitdt vermindert, hellorange hinterlegte Bereiche signalisieren gesteigerte
Aktiviat. Metabolite mit einem deutlichen Anstieg bzw. Abfall in der Poolgroéf3e sind in

orange bzw. blau hervorgehoben.

Abbildung 18. Relative Metabolitgehalte der Aminosduren Ornithin und Aspartatin
Synechocystis (WT) und in der Mutante AndhR unter HC (5 % CO-) und LC (0,035 % COy).
Statistische  Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,01, **

p < 0,001).Abbildung 17). Diese Metabolite zeigen in allen Metabolom-Analysen in
Synechocystis und Synechococcus eine reproduzierbare Akkumulation nach 24 h LC. Die
Akkumulation von 2PG spiegelt die verstarkte Oxygenase-Aktivitat der RubisCO wider. Die
gesteigerten Metabolit-Gehalte an 2PGA und PEP weisen auf die erhohte Aktivitat des OPP
und die Inhibierung des Calvin-Benson-Bassham Zyklus hin. Ferner bestatigten Glykogen-
Bestimmung an Synechocystis die Annahme eines LC-induzierten Abbaus dieses
cyanobakteriellen Kohlenstoff-Speichers. EISENHUT et al. (2007) beschrieben auf Grundlage
von elekronenmikroskopischen Untersuchungen die Abnahme der intrazelluldaren Glykogen-
Granula. Die Bestimmung des Gehaltes an Glykogen nach Durchfiihrung eines HC/LC-Shift
bestatigte diese Beobachtung. Allerdings setzt der Glykogenabbau erst recht spat ein. Nach 6
h LC war der Glykogenpool nahezu unverandert. Erst nach 24 h LC war Glykogen fast
vollstandig abgebaut. Vermutlich werden in der frithen Phase der LC-Anpassung zunachst die
Pools leichter verfligbarer Metabolite genutzt. Erst eine langfristige C-Verknappung greift den
Glykogenpool an. Alternativ kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Glykogenabbau
unverandert verlauft, jedoch nach 6 h LC die Umstellung der C-Assimilation zu einer stark
verminderten Glykogensynthese flihrt, da viel fixierter Kohlenstoff aus dem Calvin-Benson-

Bassham Zyklus in Richtung OPP und Glykolyse abgezweigt wird.
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5.2 Korrelationen im Transkriptom und Metabolom unter CO2-Mangel

In Erganzung zu den Metabolom-Analysen an Synechocystis und Synechococcus unter
Ci-Limitierung wurden Veranderungen auf Transkriptionsebene mit in die Betrachtung
einbezogen. Der Grundgedanke der kombinierten Analyse von metabolischen und
transkriptionellen Veranderungen in Reaktion auf eine veranderte Ci-Verfligbarkeit besteht
darin, dass die isolierte Betrachtung der Akkumulation bzw. Abnahme von Metaboliten keine
eindeutige Aussage darliber zuldsst, inwieweit eine verstarkte bzw. verminderte Bildung oder
ein verringerter bzw. erhéhter Abbau fiir diese Anderungen verantwortlich ist. Die Regulation
der Enzymaktivitat findet in Bakterien haufig auf transkriptioneller Ebene statt. Somit konnten
Veranderungen im Transkriptionsmuster von Synechocystis und Synechococcus unter CO»-
Mangel in Genen, die Enzyme des zentralen C- und N-Metabolismus kodieren, zur Aufdeckung
von gesteigerten oder verminderten Enzymaktivitdten herangezogen werden. Dabei muss
aber beachtet werden, dass eine verstarkte Transkription eines Gen nicht unweigerlich in
einer verstarkten Synthese des zugehorigen Proteins miinden muss. Posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen sind in Bakterien ebenfalls von Bedeutung (VOLKER und HECKER,
2005). Die Gene fir die carboxysomalen Hillproteine, die im ccm-Operon lokalisiert sind
sowie die Gene fir die in den Carboxysomen vorliegenden Enzymen, die RubisCO (rbc-Operon,
slr0009 — slr0012) sowie die Carbonatanhydrase (ccaA, sir1347), zeigen eine Reduktion der
Transkriptionsrate. EISENHUT et al. (2007) zeigten jedoch mittels elektronenmikroskopischer
Untersuchungen, dass die Anzahl der Carboxysomen pro Zelle unter LC-Bedingungen steigt.
Folglich beruht dieser sich morphologisch duRernde Adaptationsmechanismus eher nicht auf
einer transkriptionellen Regulation und ist ein gutes Beispiel dafiir, dass posttranskriptionelle
Regulationen bei der LC-Anpassung von Cyanobakterien stattfinden. Zudem ist theoretisch flr
die Aktivierung eines Stoffwechselweges nicht die Hochregulation der Transkription aller in
den Prozess eingebundenen Enzyme von Bedeutung. Meist reicht die vermehrte Expression
oder die gesteigerte Aktivitat von sogenannten Schliisselenzymen eines Stoffwechselweges,
die zumeist ratenlimitierende Reaktionen — sogenannte ,bottleneck”-Reaktionen -—
katalysieren, aus.

Besonderes Interesse kommt bei der kombinierten Analyse von Transkriptom und Metabolom

der Fragestellung zu, inwiefern sich veranderte Metabolitgehalte durch Variationen im
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Transkriptom widerspiegeln und erklaren lassen. Die Interpretation gestaltet sich bei der
praktischen Umsetzung allerdings schwierig.

Die Gegenuberstellung der Transkriptom-Analysen aus EISENHUT et al. (2008) sowie
SCHWARZ et al. (2011) und somit der Vergleich von Synechocystis und Synechococcus sollte
einen Einblick in Stamm-unspezifische Anpassungsstrategien auf Transkriptom-Ebene
ermoglichen. Als -Cyanobakterien verfligen beide Cyanobakterien-Stamme (iber ein CCM
bestehend aus Transportsystemen fiir die Aufnahme von CO; sowie HCO3 und Carboxysomen.
Im Gegensatz zu Synechocystis fehlt Synechococcus allerdings der konstitutiv expremierte
BicA-Transporter. Hinsichtlich der LC-induzierten Transkription von BCT1, NDH-13 und SbtA
verhalten sich Synechocystis und Synechococcus ahnlich. Die Transkriptmengen der
zugehorigen Gene steigen unter LC stark an. Bezeichnend fiir Synechococcus ist allerdings,
dass im Gegensatz zu Synechocystis die Transkriptionsrate nach 6 h LC ihr Maximum erreicht
hat und nach 24 h LC wieder zu dem unter HC vorliegenden Ausgangsniveau zurtickkehrt.
Dieser Unterschied kann auf Stamm-spezifische Unterschiede in der Wachstumsrate
zurlickgefihrt werden, die sich auch in einem variablen zeitlichen Ablauf der LC-Anpassung
widerspiegeln. WANG et al. (2004) haben das Wachstumsverhalten von Synechocystis nach
einem Shift von HC auf LC untersucht. Nach ihren Befundenfiihrt die Umstellung auf LC bei
einer OD7so von 0,95 nach etwa 3 h zu einem abrupten Wachstumseinschnitt und im
Folgenden zu einer Reduktion der Wachstumsrate. Zu Beginn der LC-Anpassung, d.h. in den
ersten 3 h, scheint das Wachstum dagegen nicht beeintrachtigt zu sein. Weiterhin fiihren
WANG et al. (2004) auf, dass das Eintreten der Wachstumsreduktion von der zum Zeitpunkt
des HC/LC-Shifts vorliegenden Zelldichte der Kultur beeinflusst wird. In Kulturen mit einer
geringen Zelldichte verschiebt sich der Einschnitt in der Wachstumskurve zeitlich nach hinten.
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass eine Zellzahl-abhdngige LC-Einstellung existiert.
Beispielsweise konnte im LC-Medium zundchst noch mehr Ci vorhanden sein, wenn die
Zelldichte niedrig ist. Bei hoher Zelldichte stellt sich dagegen die Ci-Mangelbedingung
schneller ein und fiihrt somit rascher zu einer zellularen Ci-Anpassung. Zudem hat die Zellzahl
pro ml, die Zellform sowie die ZellgroBe aufgrund gegenseitiger Beschattung der Zellen
direkten Einfluss auf die Lichtverhaltnisse in der Kultur (McGINN et al., 2003). Um diese
Aspekte ndher zu beleuchten, ware eine vergleichende Wachstumsuntersuchung von

Synechocystis und Synechococcus erforderlich auf deren Grundlage der optimale Zeitpunkt fir
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die vergleichende Transkriptom-Analyse bestimmt werden konnte. Riickblickend zeigen
dennoch sowohl Synechocystis als auch Synechococcus die LC-induzierten Verschiebungen des
Transkriptoms. Somit kann davon ausgegangen werden, dass beide Stamme unter unseren
Versuchsbedigungen bereits stabil auf das Vorliegen einer Ci-Mangelbedingung reagiert
haben.

Bei der Betrachtung der Expression von Genen fiir Enzyme des zentralen C- und N-
Metabolismus zeigen sich in Synechococcus deutlich mehr LC-induzierte Unterschiede als in
Synechocystis.

Wie verhalten sich Synechocystis und Synechococcus bei Betrachtung der Transkription von
Genen, die Enzyme des photorespiratorischen 2PG-Metabolismus kodieren? Zunachst wurden
putative 2PG-abbauende Enzyme im Genom von Synechococcus durch in silico-Analysen
identifiziert. Mit einer Ausnahme existieren in Synechococcus Homologe zu den bereits in
Synechocystis annotierten Genen nach EISENHUT et al. (2006). Diese Beobachtung steht in
Ubereinstimmung mit den Ausfiihrungen in KERN et al. (2011). Eine Ausnahme stellt die
Glycerat-Kinase dar. Synechococcus besitzt im Vergleich zu Synechocystis eine Glycerat-3-
Kinase, die der der hoheren Pflanzen ahnlich ist (Boldt et al., 2005).

Bezliglich der Gene fiir Enzyme des C2-Zyklus finden sich in Synechocystis unveranderte oder
reduzierte Transkriptmengen, wahrend die Gene s//1981 fir die Glyoxylat-Carboligase und
sl11358 fiir die Oxalat-Dekarboxylase, die in die alternativen 2PG-abbauenden Prozesse
involviert sind, einen um das Zweifache erhdohten Transkriptlevel aufweisen.
EISENHUT et al. (2008) deuteten diese Beobachtung als Anzeichen dafir, dass zwar die drei
moglichen 2PG-Abbauwege fiir die Detoxifikation von Bedeutung sind und kooperativ
miteinander agieren, es jedoch unter LC-Bedingungen zu einem vermehrten Fluss Uber den
Glycerat-Weg bzw. in Richtung der vollstandiger Dekarboxylierung von Glyoxylat kommt. In
Synechococcus zeigt 6 h nach LC-Shift nur das Gen 0217 fir eine putative 2PG-Phosphatase
eine um das Sechsfache erhdhte Transkriptmenge, wahrend nach 24 h LC Gene fiir den Glycin
Dekarboxylase Komplex (2046, 2308) und das die Oxalat-Dekarboxylase kodierende Gen 2388
gesteigerte Transkriptionsraten aufweisen. Direkte genspezifische Ubereinstimmungen
zwischen Synechocystis und Synechococcus lassen sich — mit einer Ausnahme — anhand der
Transkriptom-Analysen nicht erkennen. Diese Beobachtung weist auf eher Stamm-spezifische

Regulationsmechnismen hin und kénnte zudem das Resultat geringer Abweichungen in der
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Durchfiihrung der HC/LC-Shift-Experiment sein, die beziglich der Wahl des Zeitpunkts der
Beprobung sowie der Zelldichte das Ergebniss der Transkriptom-Analyse in Synechocystis und
Synechocococcus auf unterschiedliche Weise beeinflulten. Jedoch zeichnen sich beide
cyanobakteriellen Stamme unter LC in unterschiedlichem Malle durch eine Stimulation des
2PG-Metabolismus aus. In Synechococcus dient die verstarkte Transkription einer
2PG-Phosphatase als Indikator, dass es sich bei der Dephosphorylierung von 2PG eventuell um
einen ratenlimitierenden Schritt im Zuge der 2PG-Detoxifikation handeln konnte. In
Synechocystis konnte dieser Umstand durch das Vorliegen von drei putativen Genen
kompensiert werden, die eine 2PG-Phosphatase kodieren und konstitutiv transkribiert
werden. Zudem enthalt das Genom vermutlich noch ein weiteres 2PG-dephosphorylierendes
Enzym in Form von s/r0586, wahrend in Synechococcus insgesamt nur drei putative PGPase-
Gene exisierten.

Sowohl in Synechocystis als auch Synechococcus ist unter LC die Transkriptmenge des Gens fir
eine putative Oxalat-Dekarboxylase erhéht. Diese Ubereinstimmung deutet auf eine
besondere Bedeutung der vollstandigen Dekarboxylierung als 2PG-abbauenden Prozess unter
LC hin. Dementsprechend lassen die Transkriptom-Analysen die Vermutung zu, dass es sich
bei diesem Zweig des 2PG-Metabolismus um einen optionalen Weg handelt, der unter LC-
Bedingungen die Detoxifikation von 2PG ferner vermittelt. Zudem fuhrt die vollstandige
Dekarboxylierung von Glyoxylat zur Freisetzung von CO,, welches intrazellular zur
Reassimilation herangezogen werden konnte. Da Cyanobakterien als Vertreter der
Prokaryoten nicht Uber eine Kompartimentierung verfligen, laufen alle metabolischen
Prozesse wie die CO,-Fixierung sowie die Photorespiration parallel und ohne Trennung durch
Membranen als Barriere an der Thylakoidmembran sowie im Cytoplasma ab. Lediglich die
RubisCO sowie die CA sind bei B-Cyanobakterien zum gréRten Teile in den Carboxysomen
lokalisiert. Dennoch enthéalt auch das Cytoplasma in weitaus geringeren Mengen diese
Enzyme. Kirzlich wurde gezeigt, dass beim Zusammenbau der Carboxysomen zunachst ein
Core von RubisCO-Ansammlungen entsteht, bevor sich die Proteinhiille organsiert (CAMERON
et al., 2013). Diese freien Mengen am RubisCO kdonnten die Entsehung von 2PG auch unter
HC-Bedingungen erklaren. Dementsprechend bestiinde aber auch die Mdglichkeit, dass freies
RubisCO zur Refixierung von CO; aus Stoffwechselwegen wie der Dekarboxylierung von

Glyoxylat in der Lage ist. Allerdings wird angenommen, dass dieses CO; vor allem an
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spezialisierten NDH-Komplexen wieder in das wenig permeable Bicarbonat umgewandelt
wird. Entsprechende Flux-Analysen unter Einsatz von Substraten, die mittels stabiler 3C-
Isotope markiert sind, konnten Aufschluss (iber diese zusatzliche CO;-Quelle unter LC-
Bedingungen geben (HUEGE et al., 2011; SCHWARZ et al., 2013; YANG et al., 2003; Young et
al., 2011).

Gene fir Enzyme des Calvin-Benson-Bassham Zyklus sind sowohl in Synechocystis als auch in
Synechococcus in ihrer Transkription nicht durch die Umstellung auf LC beeinflusst — eine
Ausnahme bildet in Synechococcus allein das Gen 1939, das fir eine Glyceraldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase kodiert. Im Gegenzug dazu deutet die Transkritom-Analyse an
Synechococcus zumindest auf erhéhte Transkriptmengen der Gene 0592, 0458, 2078 und
0098 hin, die in Assoziation mit der Glykolyse und des OPP-Weges stehen. Somit zeigen sowohl
die Metabolom- als auch Transkriptom-Daten eine Aktivierung dieser Wege des zentralen
C-Metabolismus unter LC an. Die Metabolom-Analysen in Synechococcus und Synechocystis
wies in Form der Akkumulation von 3PGA, 2PGA sowie PEP und der Abnahme der Glykogen-
Menge klar darauf hin, dass LC-Bedingungen zu einer Inhibierung des Calvin-Benson-
Bassham Zyklus, zum verstarkten Abbau des Speicherstoffes Glykogen sowie zur erhdhten
Umsetzung von 3PGA Uber den OPP fiihren.

Die Transkription von Genen des TCA-Zyklus sowie des GS/GOGAT-Weges zeigen in
Synechocystis und Synechococcus eher die Tendenz zur Reduktion mit Ausnahme einer
deutlich gesteigerten Transkriptmenge vom Gen 0641, dass in Synechococcus eine

Untereinheit der Succinat-Dehydrogenase kodiert.

Basierend auf der kombinierten und vergleichenden Metabolom- und Transkriptom-Analyse
der Cyanobakterien-Stamme Synechocystis und Synechococcus in Reaktion auf einen
des Ci-Angebotes von HC zu LC lassen sich folgende, fundamentale
Anpassungsstrategien definieren (Abbildung 17. Modell zur Verdeutlichung der LC-

Anwort in Cyanobakterien. In blau hinterlegte Stoffwechselwege sind als Reaktion auf
LC in ihrer Aktivitat vermindert, hellorange hinterlegte Bereiche signalisieren
gesteigerte Aktiviat. Metabolite mit einem deutlichen Anstieg bzw. Abfall in der

PoolgréRe sind in orange bzw. blau hervorgehoben.

Abbildung 18. Relative Metabolitgehalte der Aminosduren Ornithin und Aspartatin
Synechocystis (WT) und in der Mutante AndhR unter HC (5 % CO-) und LC (0,035 % CO,).
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Statistische  Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,01; **
p < 0,001).Abbildung 17):

(1) Zur Verbesserung der Effizienz des CCM werden in Form von BCT1 und NDH-13
zusatzliche CO./HCOs-Aufnahmesysteme Uber eine gesteigerte Transkription
aktiviert. Gleichzeitig wird die Anzahl der Carboxysomen pro Zelle erhéht.

(2) Zur Kompensierung eines auftretenden Mangels an Ci wird der Kohlenstoff-
Speicherstoff Glykogen abgebaut.

(3) Das durch gesteigerte Oxygenase-Aktivitat der RubisCO gebildete 2PG wird lber die
drei Wege des photorespiratorischen 2PG-Metabolismus verstoffwechselt.

(4) Die COj-Fixierung Uliber den Calvin-Benson-Bassham Zyklus wird aufgrund des
negativen Effektes von 2PG und deren ansteigendem Metabolit-Gehalt inhibiert.

(5) Der Kohlenstoff-Metabolismus verldauft vermehrt tGber die Glykolyse sowie den OPP-
Weg ab.

(6) Die Aktivitdt des N-Metabolismus liber den GS/GOGAT-Weg wird im Zuge der LC-
Anpassung herabgesetzt, um einen Ausgleich im intrazelluldren C/N-Haushalt zu

gewahrleisten.
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Bei den hier untersuchten Cyanobakterien-Stammen Synechocystis und Synechococcus
handelt es sich um nicht-diazotrophe Mikroorganismen, die nicht zur Fixierung von
molekularem Stickstoff (N2) befdhigt sind. Fir weiterfihrende Betrachtungen der Ci-
Anpassung ware das Einbeziehen von N»-fixierenden Cynaobakterien wie Anabaena und
Nostoc interessant.

5.3 Auswirkungen der ndhR-Inaktivierung auf die Anpassung an CO>-Mangel

Der Transkriptionsregulator NdhR wurde in der Literatur als Repressor fiir LC-induzierte Gene
wie das ndhF3/ndhD3/cupA-Operon, das ndhD5/ndhD6-Operon sowie das sbtA/sbtB-Operon
beschrieben (WANG et al., 2004). FIGGE et al. (2001) identifizierten als Konsensussequenz fir
die NdhR-Bindung an die DNA eine TCAATG-(N10)-ATCAAT Sequenz. Diese auch als
T(N11)A-Motiv bezeichnete DNA-Region ist upstream von der Promotor-Region NdhR-
regulierter Gene lokalisiert (CARMEL et al., 2013; FIGGE et al., 2001;WANG et al., 2004). Die
Bindung von NdhR an die Konsensus-Sequenz unterbindet die Expression der entsprechend

,downstream” gelegenen Gene. Gleichzeitig reguliert NdhR die Expression seines eigenen
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die Wahrnehmung einer Ci-Mangelbedingung verantwortlich ist. Nach diesen Befunden
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fungieren 20G und NADP* als Co-Repressoren und vermitteln die NdhR-Bindung sowie deren
Aufrechterhaltung an das T(N11)A-Motiv.

Physiologische Untersuchungen der Synechocystis-Mutante AndhR zeigten im Vergleich zum
WT unter HC keinen Unterschied in der Wachstumsrate. Unter LC-Bedingungen dagegen
zeichnet sich AndhR durch ein um etwa 70 % reduziertes Wachstum aus. Ein dhnliches
Wachstumsverhalten wurde bereits von WANG et al. (2004) beschrieben.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Transkriptom-Analyse der NdhR-Mutante
zeichnete sich bei Betrachtung CCM-assozierter Gene durch eine gute Reproduzierbarkeit der
bereits in WANG et al. (2004) postulierten transkriptionellen Verschiebungen im Vergleich
zum WT aus. Die Mutante AndhR zeigte bereits unter HC erhéhte Transkriptmengen der
Operongene ndhD3/ndhF3/cupA, sbtA/sbtB sowie ndhD5/ndhD6, wahrend das durch CmpR
regulierte cmp-Operon (NISHIMURA et al.,, 2008) unbeeinflusst blieb. Diese Studien-
ibergreifenden Ubereinstimmungen bestitigen die Funktion von NdhR als Repressor der
Expression der LC-induzierten CO2/HCOs™-Transportsysteme. Dariiber hinaus finden sich in der
Mutante AndhR in Anlehnung an WANG et al. (2004) ebenfalls die verstarkte Transkription der
Gene ssr3409, ssr3010 sowie slr1592 und s/l0529 unter HC wieder. Fiir sIr2006 beschrieben
WANG et al. (2004) die Anwesenheit eines ,upstream® T(N11)A-Motives. Somit entsprechen
die hier beobachteten Modifikationen des Transkriptoms der AndhR-Mutante den in
WANG et al. (2004) beschriebenen.

Dariber hinaus zeigten WANG et al. (2004) induzierte Veranderungen in der Transkription der
Gene slr0829, slr1099, sll1605, sl10622, sIr0787 sowie sll0916, die durch die ndhR-Inaktivierung
verursacht wurden. Diese Gene zeigten in der hier durchgefiihrten Untersuchung unter HC
und LC in der AndhR-Mutante keine Verschiebungen im Transkriptionsmuster. Die als Operon
organisierten Gene slr1259 —slr1262 sowie ss/3769 und slr1535 zeichneten sich im WT durch
verminderte Transkriptmengen unter LC um rund 50 % aus, wahrend in der Mutante diese
Reduktion ausbleibt. Ein Blick in die Datenbank Cyanobase, zeigt das die hier angesprochenen
Genprodukte als hypothetische Proteine annotiert sind. Das ist ein erster Hinweis darauf, dass
NdhR fiir diese Gene unter LC als Repressor oder unter HC als Aktivator wirken kénnte. Um zu
klaren inwieweit diese Effekte durch direkte NdhR-Bindung im Promotorbereich dieser Gene
hervorgerufen wurden oder eher indirekter Art sind, bedarf es weiterer Untersuchungen.

Ferner war die Identifizierung von Genen moglich, die in Abwesenheit von NdhR unter HC und
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LC in ihrer Transkription gehemmt sind. Die Gene s/r0907, sll1862/sll1863 sowie slr0907
kodieren fiir hypothetische Proteine. Die Transkriptmengen dieser Gene sind in der Mutante
im Vergleich zum WT sowohl unter HC als auch LC vermindert. Im WT unterliegen diese Gene
keiner eindeutig zu identifizierenden LC-Regulation. Das Gencluster s/l0680-s/10684 weist in
der Mutante AndhR unter HC eine um 60 - 70 % reduzierte Transkriptmenge auf. Sowohl im
WT als auch in der Mutante steigt der Level des Operons nach 3 h LC zunachst an und nahert
sich nach 24 h wieder dem Ausgangsniveau unter HC an. Das entsprechende Operon kodiert
flr einen Phosphattransporter vom ABC-Typ (SCANLAN et al., 1993; PITT et al., 2010).
Phosphat stellt einen essentiellen Baustein der Nukleinsduren und vieler anderer
Zellbestandteile dar. Synechocystis ist zur intrazellularen Akkumulation von anorganischem
Phosphat (Pi) in Form von Polyphosphaten (polyP) befdhigt (LAWRENCE et al., 1998). Unter
Stressbedingungen wie Pi-Mangel, Stickstoffmangel, Salzstress sowie oxidativer Stress wurde
in der Literatur eine gesteigerte Transkript- bzw. Proteinmenge fiir s//0680 beschrieben
(FUSZARD et al., 2013; HUANG et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2004; PITT et al., 2010). Fur die
Kultivierung von Synechocystis in Dunkelheit wiesen BURUT-ARCHANAI et al. (2011) dagegen
eine verminderte Aktivitat der Aufnahme von P;i nach. Ohne Licht kann die Bereitstellung von
ATP und NADPH, die aus der Lichtreaktion der Photosynthese stammen, fiir die CO»-Fixierung
Uber den Calvin-Benson-Bassham Zyklus nicht mehr gewdhrleistet werden. Beide
Kultivierungsbedingungen, Dunkelheit und die Reduktion der Ci-Verfligbarkeit im
Aullenmedium, bedingen in Synechocystis somit einen Mangel an Ci und setzen die CO;-
Fixierung sowie die Photosyntheserate herab. Dementsprechend vermindert sich die
Wachstumsrate der Kultur. Weiterhin verfligen LC-adaptierte Synechocystis-Zellen aufgrund
des Ci-Mangels sowie des eingeschrankten Wachstums langfristig gesehen vermutlich eher
tiber einen Uberschul an intrazelluldrem Pi. Einen transienten Anstieg fiir s//0680 beschrieben
PITT et al. (2010) auch fir die Kultivierung unter Starklicht, einer Bedingung die zu einem
relativen Ci-Mangel aufgrund des gesteigerten Wachstums fiihrt. Weiterhin schrieben
SUZUKI et al. (2003) die Regulation der Pi-Mangelantwort in Synechocystis dem
Zweikomponentensystem SphS und SphR zu. Die verminderte Transkriptmenge an s/l0680 in
AndhR unter HC kann somit vermutlich nicht direkt der ndhR-Inaktivierung zugeschrieben
werden. Eine NdhR-Bindungsstelle im Promotorbereich von sll0680-s/10684 vom T(N11)A-Typ

ist ebenso nicht eindeutig identifizierbar. Dementsprechend ist zu vermuten, dass die
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reduzierte Transkriptmenge von s//0680 unter HC eine indirekte Folge der Abwesenheit von
NdhR ist und mit dem zum Teil bereits unter HC vorliegenden LC-Status zusammenhangen
kdnnte.

Bei Betrachtung von Genen, die Enzyme des zentralen C- und N-Metabolismus kodieren, sind
keine Unterschiede zwischen WT und Mutante zu erkennen. Folglich ist die Transkription
dieser Gene NdhR-unabhangig.

Weiterhin zeigte sich eine gesteigerte Transkriptmenge in der antisense RNA (asRNA) des
Genes s/l1730. Das Genprodukt ist in der Datenbank Cyanobase als Protein unbekannter
Funktion annotiiert. In silico-Blast-Analysen lassen erkennen, dass SIl1730 mit der Domane
DUF3540 einen konservierten Bereich aufweist. Diese Domdne wurde auch in dhnlichen
Proteinen anderer Bakterien gefunden, Hinweise auf deren Funktion liegen zurzeit jedoch
nicht vor. Der asRNA kommt als nichtprotein-kodierende, kleine RNA in Bakterien vermutlich
bei posttranskriptionellen Regulationsmechansimen eine Rolle zu. Die Bindung einer asRNA
an die komplementdare mRNA unterbindet die Translation und somit die Proteinsynthese. Im
WT unterliegt die asRNA von s//1730 keiner LC-abhangigen Transkription. Die gesteigerte
Transkriptmenge der asRNA konnte somit darauf hindeuten, dass NdhR indirekt auch eine
Rolle bei der posttranslationalen Regulation spielen kénnte.

Die Metabolom-Analysen an AndhR weisen darauf hin, dass in der Mutante die LC-Anwort
schwacher oder verspatet im Vergleich zum WT ausgepragt ist. Der Anstieg im 2PG-Gehalt ist
in der Mutante nach 3 h LC signifikant geringer als im WT, ndhert sich aber nach 24 h LC mit
einer Verdreifachung dem WT-Wert an. In Kombination mit der in der Transkriptom-Analyse
bereits unter HC verstarkten Transkription der Gene fir die CO2/HCOs-Aufnahmesysteme
SbtA und NDH-13, scheint der Mangel an Cj in den Zellen der Mutante geringer auszufallen.
2PG wird als moglicher metabolischer Signalgeber fiir die Wahrnehmung einer LC-Bedingung
diskutiert. Fir den Transkriptionsregulator CmpR, der die LC-abhangige Transkription vom
cmp-Operon vermittelt, wiesen NISHIMURA et al. (2008) nach, dass die Bindung an die DNA
durch 2PG beglinstigt wird. DALEY et al. (2012) zeigten dagegen fiir den Regulator NdhR eine
von 20G abhéangige Bindung an die DNA. Ein Anstieg im 20G-Level ist allerdings wie bereits
im Vorfeld gezeigt, keine stabile Komponente der LC-Anpassung und wird vermutlich durch
weitere Faktoren beeinflusst. Die Metabolom-Analyse im Zuge der Charakterisierung der

Synechocystis-Mutante AndhR wies auf einen Abfall im 20G-Level hin. Im Vergleich zum WT
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von Synechocystis zeigt sich in der Mutante bereits unter HC ein signifikant erohter Gehalt an
PEP. Dementsprechend scheint der C-Metabolismus in AndhR bereits unter HC in Richtung
OPP-Weg verschoben zu sein. Diese Beobachtung kdnnte als Erklarung dafiir angesehen
werden, dass die LC-Anwort in der Mutante schwacher ausfallt als im WT.

Das Modell des NdhR-Regulons und die Repressorwirkung von NdhR auf LC-induzierte Gene
wie sie bereits in der Literratur beschrieben worden ist (WANG et al., 2004; DALEY et al.,
2012), kann entsprechend um weitere metabolische Merkmale ergdnzt werden. Ein deutlicher
Anstieg im 2PG-Pool bleibt in der Mutante unter HC aus. Dementsprechend hat die
Transkription der NdhR-regulierten Gene keinen direkten Einfluss auf das Metabolom.
Dennoch ist AndhR durch eine schwacher ausgepragte LC-Antwort auf Metabolom-Ebene
gekennzeichnet. Diese Beobachtung ist mit dem in der Mutante bereits unter HC erreichten
LC-Status in Verbindung zu bringen. Er flihrt dazu, dass die Mutante bereits zum Teil, z. B.
durch die verstarkte Transkription von CO2/HCO-Aufnahmesystemen, auf das Eintreten einer

LC-Bedingung vorbereitet ist.
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Die in dieser Arbeit vorgenommene Definition einer stabilen Metabolom-Signatur fir die
Anpassung von Cyanobakterien an Ci-Mangelbedingungen stellt eine Basis fiir die Feststellung
des Ci-Status cyanobakterieller Zellen dar. Die Interaktion des Kohlenstoff- und Stickstoff-
Metabolismus scheint neben dem Ci-Angebot durch weitere Faktoren und
Regulationsmechanismen beeinfluRt zu sein, wie Variationen im Verhalten der Metabolite

Glutamat, Glutamin und 20G zeigen.

Die Untersuchung von Stickstoff-fixierenden Cyanobakterien wie Nostoc und Anabaena
konnte die Ausweitung der Metabolom-Signatur auch auf diese Organismengruppe
ermoglichen. Zudem stellt sich die Frage, inwiefern die Ci-Verfligbarkeit Einfluss auf den in der
Literatur beschriebenen offenen oder geschlossenen TCA Zyklus haben koénnte
(STEINHAUSER et al., 2012). Die Untersuchung von Synechocystis-Mutanten, die Gendefekte
in den putativ fir den Ringschluss notwendigen Enzymen 20G Dekarboxylase und

Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase aufweisen, kdnnte zur Klarung beitragen.

Die Untersuchungen zum Transkriptionregulator NdhR bestdtigen das bereits bekannte
Modell des NdhR-Regulons. Des Weiteren gibt es erste Hinweise darauf, dass NdhR auch
Einfluss auf die Transkription von nichtprotein-kodierender RNA wie asRNA hat. Das System
dieser Regulationsmechnismen ist nicht hinreichend aufgeklart und vor allem hinsichtlich der
RNAs, die bei der Anpassung an Ci-Mangel involviert sein kdnnten, noch nicht charakterisiert.
Dementsprechend stellen die hier erzielten Ergebnisse einen Ansatzpunkt fir die Gber das

Metabolom und Transkriptom hinausgehende Definition der Ci-Anpassung dar.

Der Metabolit 20G ist zum einen bei der Regulation des Stickstoffmetabolismus unter
N-Mangel (FORCHHAMMER et al., 1994; 2008) beteiligt und zum anderen wird 20G als
Co-Activator fiir NdhR beschrieben (DALEY et al., 2012). In Kombination mit den
wiederspriichlichen Verdanderungen im 20G-Gehalt in Synechocystis und Synechococcus unter
LC  scheint dieser  Metabolite eine  Schlisselrolle  bei  unterschiedlichen
Regulationsmechnismen zu spielen. Fitterungsexperimente mit 20G kdnnten zur Aufklarung
der Funktion von 20G im Rahmen der Ci-Anpassung beitragen. Neben der AndhR-Mutante
sollte zudem die Synechocystis-Mutante AgInB, die einen Defekt im PlI-Protein aufweist,

hinzugezogen werden. HC/LC-Shift-Experimente mit Ag/nB wurden im Rahmen dieser Arbeit
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bereits durchgefiihrt.durchgefihrt. Des Weiteren wurde die Synechocystis-Mutante AabrB in
die Transkriptom und Metabolom-Analysen mit eingeschlossen. AbrB ist in Anlehnung an
NdhR bereits ebenfalls als Repressor der Ci-Anpassung bekannt (ISHII und HIHARA, 2008;
LIEMAN-HURWITZ et al., 2008; DUTHEIL et al., 2012). Eine Darstellung dieser zusatzlichen
Datensatze war aufgrund festgelegter Grenzwerte beziiglich der Umfanglichkeit dieser Arbeit
hier nicht moglich. Die Auswertung der entsprechenden Experimente wird in naher Zukunft in

Originalpublikationen erfolgen.

Im Zusammenhang mit der Ci-Anpassung scheint neben 20G auch 2PG eine Rolle bei der
Regulation zu spielen. HACKENBERG et al. (2012) zeigten bereits, dass in der Carboxysomen-
Mutante AccmM der Gehalt an 2PG unter HC signifikant erhoht ist. Die Bindung des
Transkriptionsregulators CmpR, der das cmp-Operon unter LC reguliert, wird durch erhohte
Mengen an 2PG verstarkt (NISHIMURA et al., 2008). Dennoch wies das Transkriptom von
AccmM keinen erhohten Transkriptlevel im cmp-Operon auf. Diese Beobachtungen sprechen
dafir, dass 2PG das einzige Signal fur LC ist und weitere Faktoren, wie z. B. der intrazellulare
Gehalt an HCOs an der LC-Wahrnehmung beteiligt sein konnten. In Zukunft kdnnte die
Einbeziehung einer Mutante im Ci-Transport, z.B. der Synechocystis-Mutante
AndhD3/AndhD4/AsbtA/AcmpA (Xu et al., 2011), die nur noch Uber den konstitutiv
expremierten Transporter BicA verfligt, von Interesse sein. In dieser Mutante sollte der
interne Ci-Pool sehr gering sein, so dass RubisCO in einer LC-Umgebung unter HC-Bedingungen
arbeiten muss. Vergleichende Analysen hinsichtlich des Transkriptoms und Metaboloms unter

HC und LC kdénnten zur Klarung der Bedeutung metabolischer Signale beitragen.
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ANHANG

Tabelle 16. Ahnlichkeiten zwischen den Aminosiuresequenzen von den im photorespiratorischen
2PG-Abbau involvierten Proteinen aus Synechocystis und Synechococcus.

. ORF in ORF in
Protein Genname , E-value
Synechocystis Synechococcus
C2-Zyklus
Phosphoglykolat-Phosphatase cbbZp sll1349 2613 3e™0
(PGP) slr1762 0693 9e#
slr0458 — -
- 0217 -
Glykolat-Dehydrogenase glcD1 sll0404 0276 0
(GlcD) glcD2 slr0806 - -
glcE sll1189 1718 4e88
glcF sll1831 1717 el7®
Serin/Glyoxylat 0191 0
Aminotransferase sl11559 2160 e™*
Glycin-Dekarboxylase-Komplex gcvP slr0293 2047 0
(GDC) gcvH slr0879 2046 2e
gevT sllo171 2308 el4
gcvl, phdD slr1096 1198 0
Serin-Hydroxymethyl-
Transferase glyA, shm sl11931 0282 0
(SHMT)
Hydroxypyruvat-Reduktase serA sl11981 1501 0
(HPR) ddh sIr2088 1347 e133
Glycerat-Kinase 6803GK slr1840 - -
(GLYK) 7942GLYK - 0996 520"
Glycerat-Weg
Glyoxylat-Carboligase ilvB, glc sll1981 0139 5%
(GCL) ilvG, gcl slr2088 0
Tartronsduresemialdehyd- tsr mmsB <0229 1857 9e 7
Reduktase (TSR) !
Decarboxylierung
Hydroxyacid-Dehydrogenase CitH, Idh sll0891 — —
Oxalat-Dekarboxylase mncA sll1358 2388 0
Format-Dehydogenase fdh sll1359 2387 0

* Blast-Analyse mit der Aminosiuresequenz fir die Glycerat-Kinase aus Arabidopsis thaliana (At1g80380;

BOLDT et al., 2005)
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Tabelle 17. Auflistung der Gene des zentralen C- und N-Metabolismus in

entsprechend der Datenbank KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

Synechocystis und Synechococcus unter Angabe der zugehorigen EC-Nummer

ORF

Enzym EC-Nummer

Synechocystis Synechococcus
Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus
C2 Zyklus
Phosphoglykolat-Phosphatase 3.1.3.18 sl11349, slr0458, slr1762 2613, 0693
Glykolate-Dehydrogenase 1.1.3.15 5110404, slr0806, sll1189, sll1831 0276,1717, 1718
Serin/Glyoxylat-Aminotransferase - sll1559 0191
Glycin Dekarboxylase-Komplex - slr0293, slr0879, sll0171, slr1096 2047, 2046, 2308, 1198
Serin-Hydroxymethyl-Transferase 2.1.21 slr1931 0282
Hydroxypyruvat-Reduktase 1.1.1.81 sl11908, slr1556 1501,1347
Glycerat-Kinase 2.7.1.31 slr1840 0996
Glycerat-Weg
Glyoxylat-Carboligase 4.1.1.47 5111981, slr0288 0139
Tartronsduresemialdehyd-Reduktase 1.1.1.60 slr0229 1857
Decarboxylierung
Hydroxyacid-Dehydrogenase - s1l0891 -
Oxalat-Dekarboxylase 41.1.2 sll1358 2388
Format-Dehydrogenase 1.2.1.2 sll1359 2387
Calvin-Benson-Bassham Zyklus
Rubisco 4.1.1.39 slr0009, slr0011, slr0012, sll0998 1426, 1535, 1427
Phosphoglykolat-Kinase 2.7.2.3 slr0394 1116
Glyceraldehyd-3-Phaosphat-Dehydrogenase 1.2.1.12 slr0884 0245, 1939




1.2.1.59 sll1342 1742
Triosephosphat-Isomerase 5.3.11 slr0783 1261
Fruktose-1,6-Bisphosphatase 4.1.2.13 5110018, slr0943 1443
Transketolase 2.2.11 sl11070 0538
Ribose-5-Phosphat-lsomerase 5.3.1.6 slr0914, ssl2153 0584
Ribulose-5-Phosphat-3-Epimerase 2.7.1.19 sll1525 0977
Ribulose-Phosphat-3-Epimerase 5.1.3.1 sllo8o7 0604
Glykolyse und OPP-Weg
Glycose-6-Posphat-1-Dehydrogenase slr1843 2334
Glykose-6-Phosphat-Isomerase 5.3.19 slr1349 2029
6-Phosphatfruktokinase 2.7.1.11 s1l0745, sll1196 0592
Phosphoglyceratmutase 5.4.2.1 5110395, slr1124, slr1945, slr1748 0469, 0485, 2078
Phosphoglycerat-Hydratase 4.2.1.11 slr0752 0639
Pyruvat-Kinase 2.7.1.40 sll0587, sll1275 0098
Pyruvat-Dehydrogenase 1.2.4.1 sll1721, slr1934 0143, 1944
Acetyl-CoA Enzym 2.3.1.12 sll1841 1068
TCA-Zyklus
Citrat-Synthase 2.3.3.1 sll0401 0612
Aconitat-Hydratase 42.1.3 slr0665 0903
Isocitrat-Dehydrogenase 1.1.1.42 slr1289 1719
Fumarat-Hydratase 4.2.1.2 slr0018 1007
Succinat-Dehydrogenase 1.3.99.1 5110823, sll1625, slr1233 0314, 0641, 1533
GS/GOGAT- Weg
Glutamin-Synthetase 1.4.1.14 slr0288, slr1756 0169, 2156, 2296

Glutamat-Synthase

5111499, sll1502

0890




Tabelle 18. Gegenliberstellung verschiedener Metabolom-Datensatze von Synechocystis und Synechococcus. Veranderungen im relativen Gehalt ausgewahlter

Metabolite nach 24 h LC.

Datensatz

Metabolit Synechocystis Synechococcus

7144 6089 10075 8001 13122 8001 9223
Photorespiratorischer 2PG-Metabolismus
2PG 2,611+2,14 2,08+0,44 7,93+£0,83 3,25+0,19 2,5010,16 2,11+1,59 -
Glykolat - - 0,68 £ 0,04 5,08 £0,84 1,07+0,13 0,89+0,14 1,48 +0,41
Glycin 0,99+0,51 0,53+0,14 0,19+0,04 1,15+ 0,64 1,17 £ 0,08 1,35+0,18 1,49+0,20
Serin 1,57+0,23 1,41+£0,17 0,27 £0,05 1,45+0,11 2,64+0,33 1,26 £ 0,09 0,46 £ 0,20
Glycerat 1,94 £0,91 1,25+0,26 1,13+0,09 1,03+0,10 - 1,32 +£0,33 1,44 +0,29
Calvin-Benson-Bassham Zyklus, OPP-Weg und Glykolyse
Glc 0,48+0,2 0,12 £0,04 0,20+ 0,01 0,12+0,02 0,80+0,33 1,11+0,28
Glc-6-P 0,73+£0,28 1,09+0,36 0,12 +£0,04 1,75+0,25 0,07 £0,02 1,12+0,47 1,87 £0,39
Fru-6P - 0,96 £0,19 - 1,26 £ 0,20 0,52+0,10 1,20+ 0,40 0,53+0,09
6-P-Gluconat - 1,57+ 0,96 0,14+0,12 1,51+0,20 0,03+0,01 2,01+£0,95 -
DHAP - 2,40+0,73 - - - 9,68 +£7,01 -
3PGA 4,03+1,39 - 1,16 £ 0,13 1,10+ 0,20 1,19+0,10 2,61+1,58 1,87 +0,39
2PGA - 7,91+3,76 - 1,39+£0,30 1,91+0,13 4,951 2,60 -
PEP 5,88 + 3,54 10,29 £5,38 1,64 £0,13 1,40+0,34 2,10+0,15 4,74 +3,03 1,43+0,21
Saccharose 0,80+ 0,03 0,12+0,03 0,11+0,02 0,95+0,07 0,68 + 0,09 1,11 +0,26 0,51+0,04
TCA Zyklus und GS/GOGAT-Weg
Citrat 1,08+0,35 0,51+ 0,06 0,71+0,03 0,68 £ 0,03 0,63 +£0,04 1,34+0,54 0,69+0,12
cis-Aconitat 0,68 +0,12 1,34+0,22 - 0,60 + 0,08 - 1,40+0,18 -
Glutamat 0,02 1,07 £ 0,06 0,07 £ 0,02 2,28 +1,98 0,43+ 0,06 0,90+ 0,50 0,22 +0,57
Glutamin - - - 0,89+ 1,26 - 0,24+0,16 -
Succinat 1,47 £0,33 0,70+0,11 - 1,01+0,11 - 0,47 £ 0,09 1,66 +£0,15
Fumarat 1,01+£0,22 2,14+0,48 0,80+ 0,03 1,03 £ 0,08 - 0,37+0,22 0,97 £0,41
Malat 1,23+0,48 2,18 +0,37 0,81 + 0,05 1,14 +0,06 1,10+0,13 13,01 £8,15 0,29 + 0,04
20G - 10,4+3,70 1,06 £0,37 0,88 +0,43 0,23 £ 0,06 - 1,99+0,20
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Abbildung 52. Relative Metabolitgehalte der Aminosauren Ornithin und Aspartatin Synechocystis (WT)
und in der Mutante AndhR unter HC (5 % CO;) und LC (0,035 % CO,). Statistische Auswertung mittels
Wilcoxon-Rangsummen-Test (* p < 0,01; ** p < 0,001).
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