Diplomarbeit

vorgelegt zur Erlangung des Grades eines Diplom-Biologen

an der Fakultét fiir Biologie und Biotechnologie der Ruhr-Universitit Bochum

N
A AN
e & e, AN
VA = N
L o U ke \
5~ SN A AR =\
/ TV AT/ AN N
1~ L 58 \YAIN /N3 (1
1 L~ VLI L !
I~ TAY il = (!
1 i v W v "l
[{as} B L1 I
- M%) R I
\ | Vg L N/
\ N L, Vi
\, <ASEl 5 A
\d j1 Z3a </
Ay ¢ N NP 7
D N\
N/ N
~< - 13

Biochemische Charakterisierung von putativen
Phycoerythrin-Lyasen aus dem Cyanobakterium

Prochlorococcus marinus SS120 und dem Cyanophagen Syn9

von

Christian Scholte

angefertigt in der AG Physiologie der Mikroorganismen

am Lehrstuhl Biologie der Mikroorganismen

Bochum, im Februar 2008

Referentin: Prof. Dr. Nicole Frankenberg-Dinkel
Korreferent: Prof. Dr. Matthias Rogner



Danksagung

Ich danke Frau Prof. Dr. Nicole Frankenberg-Dinkel fiir die Uberlassung dieses interessanten

Themas fiir meine Diplomarbeit sowie fiir ihre engagierte Betreuung.

Bei Herrn Prof. Dr. Matthias Régner bedanke ich mich fiir die freundliche Ubernahme des

Korreferats.

Herrn Dr. Ansgar P6tsch danke ich vielmals fiir die Durchfiihrung der massenspektrometri-

schen Messungen.

Ich danke Frau Dr. Claudia Steglich fiir die freundlicherweise zur Verfiigung gestellte chro-
mosomale DNA aus P. marinus SS120 und Herrn Dr. Matthew Sullivan fiir das zur Verfii-

gung gestellte Phagenlysat von Syn9.

Mein besonderer Dank gilt Dr. Thorben Dammeyer, der mit seinen Ratschligen sehr zum

Gelingen dieser Arbeit beigetragen hat.

Des Weiteren mochte ich mich bei allen weiteren Mitarbeitern der Arbeitsgruppe fiir die gute
Zusammenarbeit, die frohliche Atmosphére im Labor und oftmals gute Ratschldge bedanken,
namentlich Dr. Jessica Wiethaus, Dr. Ronja Tasler, Sonja Brandt, Bjorn Gisk, Katalin Barko-

vits, Carlos Lorenzo, Michael Entian, Tiilay Basoengen und Britta Schubert.

Nicht zuletzt danke ich meinen Freunden und meiner Familie fiir schone Stunden auferhalb
der Uni und fiir ihre moralische Unterstiitzung in einer schwierigen Phase. Insbesondere mei-

ner Mutter danke ich fiir alles, was sie fiir mich getan hat.



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

A

AS
AHT
Amp
APS
APC
BCIP
BV
Chl
Cpc
Cpe
Cys
Da
DEPC
dest
DH-BV
DNA
DTT
DV-Chl
EDTA
EtOH
HABA
His
HL
HPLC

IAA
IPTG
LL

MCS

Absorption

Aminoséure

Anhydrotetracyclin

Ampicillin

Ammoniumperoxosulfat
Allophycocyanin
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Biliverdin [Xa

Chlorophyll

cyanobakterielles Phycocyanin
cyanobakterielles Phycerythrin
Cystein

Dalton

Diethylpyrocarbonat

destilliert

15,16-Dihydrobiliverdin
Desoxyribonucleinsdure (deoxyribonucleic acid)
Dithiothreitol

Divinyl-Chlorophyll
Ethylendiamintetraessigsdure
Ethanol
4-Hydroxyazobenzen-2-carboxysdure
Histidin

Starklicht-angepasst (high light adapted)

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(high performance liquid chromatography)

Iodacetamid
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Schwachlicht-angepasst (low light adapted)
Wellenldnge

molar (mol/1)

multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)



Abkiirzungsverzeichnis

MeOH
MS
NBT
Kan
kb

kbp

OD
PC
PCB
PCR
PE
PEB
PEC
PUB
psi
PVB
PVDF

SDS

SV

TAE
TEMED
TFA

Tris

UV

Vis
v/v
w/v

X-Gal

Methanol
Massenspektrometrie
Nitroblau-Tetrazolium
Kanamycin

Kilobase

Kilobasenpaare

relative molekulare Masse
optische Dichte
Phycocyanin
Phycocyanobilin

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

Phycoerythrin

Phycoerythrobilin

Phycoerythrocyanin

Phycourobilin

pounds per square inch (1 psi = 6894,76 Pascal)
Phycoviolobilin

Polyvinylidenfluorid

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Natriumdodecylsulfat

Séulenvolumen

Tris-Acetat/EDTA
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsdure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit

ultraviolett

Volt

sichtbar (visible)

Volumen pro Volumen (volume per volume)
Masse pro Volumen (weight per volume)

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 EinIEItUNE ccccceeeriiinniinnnniininnicssnnicssnnisssnsicsssssssssssscssssssssssssessossssssssssssssssses |
1.1 Phycobiliproteine — Hauptbestandteile der Phycobilisomen..............cccceevvveenrennnnnen. 1
1.1.1 Funktion und Aufbau der Phycobilisomen...........ccccceeevuiieeiiiinniieeiecciee e 1
1.1.2 Aufbau der PhycCobiliproteine..........ccvierviiieiiiieiiieeiieeeiie ettt e eereeeveeesesee s 3
1.2 Biosynthese der PhyCObIlineg ...........cccoeeiiiiiiiiiieiiiiiiciece e 6
1.3 Assemblierung der Phycobiline an die Apoproteine..........ccceeveveeeeciveencveeencreeenveeennen. 7
1.3.1 Spontane versus autokatalytische Bindung ............cccccoeevvieeeiieniiieciieeeeeeeee e 7
1.3.2 Enzym-vermittelte Bindung: Phycobiliprotein-Lyasen...........ccccoeeueevienvencieenieennnens 8
1.4  Das Cyanobakterium ProchloroCoCCUS ..........ccccvieeeiiiriiieniieeiieeciee e 12
1.5  Putative PE-Lyasen aus P. marinus SS120 ........cccoooiiiiiiiiiiiieieeieeieee e 16
| O 7 10 T0) o) 1T L5 B SPRR 16
1.7 Zielsetzung der ATDCIt.......ccuieiiiiiiiiiieiie ettt et 18
2 Material und Methoden ..........cicoceeicivnricscnnncnssnnicsssnnicssssessssssesssssssssssecses 19
B N € S v 1/ PO O OO OO OU ST O PP RRPPPOTPRR 19
2.2 Chemikalien, Enzyme, Antikorper und KitS .........cccceeviiniiiiiiiniieiecieceeeeeeee, 19
2.3 BaKteTIeNSAMIME ......eeiiiiiiieiieiieei ettt ettt ettt ettt st e b e e 20
2.4 PlaSMIAE ..ueeeeiiieiiecieeee ettt ettt ettt ettt e beeenaeenbeeennas 21
2.5  Medien und MediENZUSALZE........cccueiiiieriiiiiieiie ettt 22
2.5.1 IMEAICTL. ..ottt st ettt st ettt et nnes 22
252 MEAICNIZUSALZE ...ttt ettt et sttt et e snneenees 23
2.6 Mikrobiologische Methoden ............cceeviieiiiiiiiiiieieciee e 23
2.6.1 SHEITIISAION .....tieetieeeie ettt ettt ettt s e e e e e e saaeenaeenseesseeenaeenseenseens 23
2.6.2 Kultivierung von E.-COlI-ZEIIEN ........cc.oeeuieiiieiieiieeieeeeitesee e 23
2.6.3 Lagerung von BakterienStAmmen...........c.ccecviieeiieeiiieeiiie e 24
2.6.4 Herstellung chemisch kompetenter E.-coli-Zellen ............ccccoevvveeeiiicciiennieeeieeenee, 24
2.6.5 Transformation chemisch kompetenter E.-coli-Zellen...........ccccccvvevcvvvenveencneennnnn. 24
2.7 Molekularbiologische Methoden..............ccceeriiiiiieriieiiiecie e 25
2.7.1 MINI-Préparation von Plasmid-DNA .........cccciriiiiiieieieeeeeeeee e 25
2.7.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA-Ldsungen ............cc.o....... 25
2.7.3 AgarosegeleleKIrophorese .......occviiieiiieii et e 26
2.7.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ........ccoovviiiiiiiiiiiiicieceeee e 26
2.7.5 Reinigung von DNA-Fragmenten ..........ccccccveeeiieeiieeeiiieeeiee e 28
2.7.6 Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen .............ccccevveviienieniennennne. 29
2.7.7 Dephosphorylierung von restringierter Plasmid-DNA .........c.cccoooiviiniiiiiinieniene 29
2.7.8 Ligation VON DINA ......ooiieieeeeiee ettt ettt eneeeseesneeensean 29
2.7.9 Ortsgerichtete MULAZENESE ... .eeveereieeieeiiesiie et eee e ete et et eereeaeeseeesnaeeseenseeenneas 29
2.7.10  SEQUENZICTUING ...eeeuvieneieeiieeieesteesteeseesteesseeeseesseessseaseeseessseanseesseessseaseesseesssesnsesnses 30
2.8 Proteinbiochemische Methoden ...........cccooviiiiiiiiiiiiiiie e, 30
2.8.1 Rekombinante Produktion der Apoproteine CpeA und CpeB..........ccccevevveenneennnen. 30
2.8.2 Rekombinante Produktion der putativen Lyasen..........c.cceccuveeviieeciiienieesnieeeiee e, 32
2.8.3 ZRIAUTSCRIUSS ...ttt et e et e nseenees 32
2.8.4 Affinitatschromatographie.........ccvevieeiiieriieieeieee et 33
2.8.5 Reinigung von unldslichem Hiss-CpeA bzw. Hiss-CpeB aus inclusion bodies ....... 34
2.8.6 DHALYSE ..ottt ettt ettt e st e et e et e teeenbe e beeeseeenteenteenneeennean 35
2.8.7 L€ TN 1 Lo 215 [ ) E SRR 35
2.8.8 ProteinkONZENtIIETUNE .......ccccvvieeiieeeieeeee ettt e e tee et eeeeteeeeaeeeaeeessseessaeessseeenenas 35
2.89 Bestimmung der Proteinkonzentration ..............ceeecveeeiieeeieeecieeeiee e 35

2.8.10  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese............ccccvveeviieeiiiiniieeieecee e 36



Inhaltsverzeichnis

2.8. 11 WESLEIN BIOt....ouiiiiieiieceeeeeee ettt 37
2.8.12  Untersuchung der Interaktion von Chromophor und Protein...........ccccceeveervennennee. 38
2.8.13  Untersuchung von Lyase-Aktivitit der Proteine CpeS und Syn9CpeT ................... 40
2.8.14  Chemische Modifikation von Proteinen.............ccecueevueeniiniiniiieneenienieeeeseeeeeene 40
2.9  Biophysikalische Methoden .............cccoeviieiiiiiiiiiiieiieeee e 41
2.9.1 MasSeNSPEKLIOMELIIC .......cuveeeieeiieiie ettt enae e e seeeenneen 41
2.10 Bioinformatische Methoden...........ccccooiiiiiiiiiiiiii e 42
2.11 Gewinnung der Chromophore PEB und PCB..........ccccccoiiiiiiiiniiiiiitceeeeeeee, 42
2.11.1  Extraktion von PEB aus der Rotalge Porphyridium cruentum......................ocu....... 42
2.11.2  Extraktion von PCB aus dem Cyanobakterium Spirulina platensis......................... 43
I 0 0] 1) 11 CE S 45
3.1  Rekombinante Produktion und Reinigung der Apoproteine CpeA und CpeB aus
P.marinus SST20 ..co.eoiiie e 45
3.1.1 PETDUCE-1 .ttt 45
3.1.2 PET 430 .ttt 47
3.13 PCOLA TF ettt 48
3.2 Biochemische Charakterisierung der APOPIroteine .........ccceeevveeecuveeeiueeeririeenreeennen 52
3.2.1 Untersuchung kovalenter Bindung von PEB an die Apoproteine............ccceeuveeneee. 52
322 Spektroskopische Untersuchung der Interaktion von TF-CpeA bzw. TF-CpeB mit
PEB ettt sttt 53
323 Untersuchung der Chromophor-Spezifitit der Apoproteine ............ccccveevvveeeveeennen. 56
324 Untersuchung putativer Chromophor-Bindestellen in TF-CpeA und TF-CpeB ...... 56
3.3 Biochemische Charakterisierung der putativen PE-Lyase CpeS aus P. marinus
SIS T 200 ettt e b e et b e et e e b e e sateebeen 59
3.3.1 Rekombinante Produktion und Reinigung von CpeS..........cccocvveeviviiciiennieeeiee e, 60
332 Interaktion von CpeS mit PEB, BV und PCB ........ccccoooiiiiiiiiieeeeeeee e 60
333 Untersuchung der Fluoreszenz des CpeS-PEB-Addukts..........cccevveeiienienieenenne. 62
334 Untersuchung kovalenter Bindung von PEB an CpeS ..........cccoooveviieiienienieeeee, 63
335 Putative PEB-Bindestelle in CPeS.........ccvoviieiieiieieeeeeeeee e 63
3.3.6 Untersuchung einer Ubertragung des PEB von CpeS auf die Apoproteine ............. 64
3.4  Rekombinante Produktion der putativen Lyasen CpeT, CpeY, MpeX und CpeZ aus
P.marinus SST20 ..c.eoiiiiie e 67
34.1 PASKIBAASPIUS ..ottt ettt e et e e et e e e e e e sbaeesnaeessseeennns 67
342 1oL 070) 16 0 N SRS 67
3.5 Biochemische Charakterisierung von TF-CpeT.........cccooviviiiiiniiniiieieniieieceeie 68
3.6  Biochemische Charakterisierung der putativen PE-Lyase Pro1634 aus P. marinus
SST20 ettt ettt enee s 69
3.6.1 Rekombinante Produktion und Reinigung von Prol634..........cccoeovvviveiieiieieen. 70
3.6.2 Interaktion von Pro1634 mit PEB, BV uUnd PCB ..........ccooooiiiiiiiiiiiieeeeeeee 70
3.6.3 Untersuchung der Fluoreszenz des Pro1634-PEB-Addukts.........cccceevviervenieennnnee. 72
3.6.4 Untersuchung kovalenter Bindung von PEB, BV und PCB an Pro1634 ................. 73
3.6.5 Ermittlung putativer PEB- bzw. PCB-Bindestellen in Pro1634.............cccccocvvennee. 74
3.7  Biochemische Charakterisierung der putativen PE-Lyase Syn9CpeT ...................... 76
3.7.1 Rekombinante Produktion und Reinigung von Syn9CpeT .........cccevvveiveiiennennen. 76
3.7.2 Interaktion von Syn9CpeT mit PEB, BV und PCBi..........ccooovviiieiiieeeee, 77
3.7.3 Untersuchung der Fluoreszenz des Syn9CpeT-PEB-Addukts .........ccccceevveriveennennee. 79
3.7.4 Untersuchung kovalenter Bindung von PEB, BV und PCB an Syn9CpeT .............. 79
3.7.5 Untersuchung der PEB-Bindestelle in Syn9CpeT ..........cccocvveeviiieiiiiieiieeieeeee e, 81

3.7.6 Untersuchung einer Ubertragung des PEB von Syn9CpeT auf die Apoproteine..... 82



Inhaltsverzeichnis

4 DiSKUSSION..ucciieeiisuiiiinnicsencssnnesssnessannsssencssscsssnessssessssssssssssssssssssessssssssasssses 84
4.1  Das Expressionsplasmid pCold TF ist gut geeignet fiir die rekombinante Produktion
von loslichem CpeA und CpeBi.........ooooiiiieiiieeeeeeeeee e 84
4.2 CpeA und CpeB binden PEB Spontan..........c.cccoecieriieiienieeniieeieeiieeee e 85
4.3  Die putative cyanobakterielle PE-Lyase CpeS........c.cccoovevviiiiiiieniieeeieeeee e 87
4.3.1 CpeS bindet PEB mit hoher Affinitit und schwach kovalent ...........c...cccoeevurennnenn. 87
432 Ist CpeS €INe PE-LYASE? .......ooooiiieiiieeiieeeeete ettt s 88
4.4  Die putative cyanobakterielle PE-Lyase Pro1634 bindet PEB und PCB kovalent... 90
4.5  Weitere putative cyanobakterielle PE-Lyasen ..........cccccccoevvviiiiiiiniiieniieccee e 93
4.6  Die putative Cyanophagen-PE-Lyase Syn9CpeT .........cccccveviiiiiieniiniieiieeieeeeee, 94
4.6.1 Syn9CpeT bindet PEB mit hoher Affinitidt und schwach kovalent.......................... 94
4.6.2 Ist Syn9CpeT €ine PE-Lyase? .......cccoecieiieiieeieeiieeieee et 96
5  ZuSamMmMENTASSUNG .....cccvvuereessniesssssrcsssssecsssssecsssssessssssessssssssssssssssssssssssssses 98
LiteraturverzZeiChmis .....eeicueeeneecisneissuenisencsnccssnecssnnesssnsssssscsssecsssesssssssssesssees 929



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Phycobiliproteine — Hauptbestandteile der Phycobilisomen

1.1.1 Funktion und Aufbau der Phycobilisomen

Phycobilisomen, erstmals beschrieben von Gantt und Conti (1965; 1966; 1969), stellen in
Cyanobakterien, Rotalgen und Cryptophyceen die primdren Lichtsammelkomplexe des pho-
tosynthetischen Apparats dar. Der Thylakoidmembran aulen aufliegend absorbieren sie Licht
im Wellenldngenbereich von 450—665 nm und leiten die Energie effektiv an die photosynthe-
tischen Reaktionszentren weiter (Searle et al., 1978; Porter et al., 1978). Die Phycobilisomen
erlauben diesen Organismen somit die Nutzung von Licht zwischen den roten und blauen
Absorptionsbanden der Chlorophylle a und b (,,Griinliicke*) und tragen betriachtlich zur glo-
balen Photosynthese bei (MacColl und Guard-Friar, 1987; Sidler, 1994).

Phycobilisomen kénnen bis zu 30% des gesamten Zellproteins ausmachen (Tandeau de Mar-
sac und Houmard, 1993; Grossman et al., 1995), wobei die sogenannten Phycobiliproteine
mit ca. 80% den Hauptbestandteil der Phycobilisomenproteine darstellen (Tandeau de Mar-
sac und Cohen-Bazire, 1977). Diese weisen eine starke Farbung auf, welche sich auf die
kovalente Bindung von bestimmten Chromophoren, den Phycobilinen, zuriickfiihren ldsst
(vgl. Abschnitt 1.1.2). Auf der Grundlage der Absorptionseigenschaften im sichtbaren Be-

reich werden die Phycobiliproteine in vier Gruppen eingeteilt (siche Tab. 1).

Tab. 1: Phycobiliprotein-Gruppen.

Phycobiliprotein-Gruppe A(Amax) [nm]

Phycoerythrine (PE) 565-575
Phycoerythrocyanine (PEC) 575

Phycocyanine (PC) 615-640
Allophycocyanine (APC) 650-655

Ein Phycobilisom setzt sich aus einer Kernstruktur und peripheren Stébchen-artigen Struktu-
ren zusammen (siche Abb. 1). Von den genannten Phycobiliprotein-Gruppen findet sich im
Kern stets nur Allophycocyanin (APC), wihrend die Pigmentzusammensetzung der Stibchen
variieren kann. So ist in den Phycobilisomen aller natiirlich vorkommenden Cyanobakterien

zwar stets Phycocyanin (PC) vorhanden, das weiter distal liegende Phycoerythrin (PE) kann
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aber fehlen bzw. durch Phycoerythrocyanin (PEC) ersetzt sein (Bryant, 1982). Des Weiteren
unterliegt die Pigmentzusammensetzung der Phycobilisomen Verdnderungen als Antwort auf

Lichtintensitét und -qualitit sowie Nahrstoffangebot (Grossman et al., 1993).

Phycoerythrin

-d—

Thylakoid
membrane

Allophycocyanin

Abb. 1: Aufbau eines Phycobilisoms (Quelle: http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/libra-
ry/webb/BOT311/Cyanobacteria/phycobilisome small.jpg).

Die beschriebene Anordnung der Phycobiliproteine in den Phycobilisomen ermdglicht einen
optimalen Energiefluss absorbierter Lichtenergie durch strahlungsfreien Exzitonentransfer zu

den Reaktionszentren in der Thylakoidmembran (siche Abb. 2).

hy hr hy
\ \ H20
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\ | cyanin 'APB LCM ‘ Special Pair
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<
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Abb. 2: Energiefluss in Phycobilisomen von Cyanobakterien und Rotalgen. Absorbierte Lichtenergie
wird durch strahlungsfreien Exzitonentransfer von Pigmenten, die bei kiirzerer Wellenlédnge absorbie-
ren, auf Pigmente iibertragen, die bei langerer Wellenldnge absorbieren. SchlieBlich wird die Energie
zwischen Photosystem I (PS I) und Photosystem II (PS II) aufgeteilt (aus Zhao et al., 1992).

Ein weiterer Bestandteil eines Phycobilisoms sind Linkerproteine, die am Aufbau und der
Stabilisierung des Multiproteinkomplexes beteiligt sind (Glazer ef al., 1982; 1985). Sie sind
in der Regel farblos, mit Ausnahme des Kern-Membran-Linkerproteins Lcm (ApcE) (vgl.
Abb. 2) und der y-Untereinheiten einiger Phycoerythrine, die ebenfalls chromophoryliert sind

und zusdtzlich der Energieiibertragung dienen (Koller und Wehrmeyer, 1977; Glazer und
Hixson, 1977; Lundell et al., 1981; Wilbanks und Glazer, 1993).
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1.1.2 Aufbau der Phycobiliproteine

Phycobiliproteine von Cyanobakterien und Rotalgen stellen eine Gruppe stark gefarbter und
wasserloslicher Proteine dar, die untereinander deutliche Homologie sowohl in der Amino-
sduresequenz (Apt et al., 1995; MacColl, 1998) als auch in der dreidimensionalen Struktur
zeigen (Schirmer et al., 1985; 1987; Diirring et al., 1990; 1991; Ficner et al., 1992; Brejc et
al., 1995; Liu et al., 1999; Stec et al., 1999; Padyana et al., 2001). Es handelt sich in der Re-
gel um heterodimere Proteine, bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit, die unterei-
nander ebenfalls homolog sind, in dquimolarer Stochiometrie auftreten und molekulare Mas-
sen von je 15-20 kDa besitzen. Beide Untereinheiten weisen einen globuldren C-Terminus,
der die Chromophore trigt, und eine N-terminale Verldngerung, die zwei a-Helices umfasst
und hauptséchlich die Oligomerisierung vermittelt, auf (siche Abb. 3 A, B). Drei der af3-Di-
mere lagern sich wiederum zu einem stabilen ringformigen (o3 )3-Trimer zusammen, welches
die grundlegende Struktureinheit des Phycobilisoms darstellt (Schirmer et al., 1985; 1987,
Diirring et al., 1990; 1991; Ficner et al., 1992) (sieche Abb. 3 C). In PE aus Rotalgen und ei-

nigen Cyanobakterien findet sich zudem eine y-Untereinheit.

Abb. 3: Bindermodell der (A) a-Untereinheit und (B) B-Untereinheit des R-Phycoerythrins aus der
Rotalge Porphyridium sordidum (aus Ficner et al., 1992). (C) Bandermodell des Phycoerythrocyanin-
Trimers aus Mastigocladus laminosus. Dieses besitzt einen Durchmesser von 11 nm und eine Dicke
von 3 nm, das zentrale Loch hat einen Durchmesser von 3 nm. Die a-Untereinheiten sind violett, die
[-Untereinheiten hellblau, PVB rot und PCB blau dargestellt (aus Diirring ef al., 1990).

Die Féarbung der Phycobiliproteine beruht auf der kovalenten Bindung sogenannter Phycobi-
line, bei denen es sich um Chromophore aus der Gruppe der linearen Tetrapyrrole handelt.
Die kovalente Bindung erfolgt an konservierte Cysteinreste im Apoprotein durch Ausbildung
von Thioether-Bindungen. Wéhrend man in der a-Untereinheit meist nur ein bis zwei Phyco-

biline findet, kann die B-Untereinheit bis zu vier Phycobiline tragen (Riidiger, 1994), wobei
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die Anzahl der Chromophor-Bindestellen von APC iiber PC und PEC nach PE zunimmt (Sid-
ler, 1994). Man findet in Cyanobakterien und Rotalgen vier Typen von Phycobilinen (siche
Tab. 2 und Abb. 4), die sich in der Anzahl konjugierter Doppelbindungen und somit in ihren
Absorptionseigenschaften unterscheiden. Die Absorptionseigenschaften der Phycobiline wer-
den zudem stark durch die Interaktion mit der Proteinumgebung beeinflusst (Scheer und
Kufer, 1977; Zickendraht-Wendelstadt et al., 1980; Scheer, 1981). So nehmen freie Phycobi-
line eine recht flexible zyklische oder helikale Struktur ein (Falk, 1989), wéhrend Protein-
gebundene Phycobiline in einer festen und gestreckten Konformation vorliegen, was zudem
meist mit einer Drehung aus der Ebene einhergeht. Aufgrund dieser starren Anordnung in
den Phycobiliproteinen sind die Phycobiline hochfluoreszent, da ein strahlungsfreier Riick-
gang des angeregten Zustands in den Grundzustand unterbunden wird. Diese Eigenschaft
macht man sich in vielen biotechnologischen und biomedizinischen Anwendungen oder in
der Untersuchung des marinen Phytoplanktons zunutze (Kronick und Grossman, 1983; Peck
et al., 1989; Frankel et al., 1989; Glazer, 1994; Downes und Hall, 1998; Cavender-Bares et
al., 1998; Beutler et al., 2002).

Tab. 2: Natiirlich vorkommende Phycobiline in den Phycobilisomen aus Cyanobakterien und Rot-

algen.
Phycobilin Anzahl konjugierter A (Amax) Farbe
Doppelbindungen [nm]
Phycocyanobilin (PCB) 8 ca. 640 blau
Phycoviolobilin (PVB) 7 ca. 575 violett
Phycoerythrobilin (PEB) 6 ca. 550 rot
Phycourobilin (PUB) 5 ca. 500 gelb

Wie Abb. 4 zu entnehmen ist, kdnnen Phycoerythrobilin (PEB) und Phycourobilin (PUB)
iiber eine oder zwei Thioether-Bindungen kovalent mit dem Apoprotein verkniipft sein, da
beide Chromophore sowohl am A- als auch am D-Ring eine Vinyl-Gruppe besitzen, iiber die
die Bindung an einen Cysteinrest vermittelt wird (Nagy et al., 1985; Glazer, 1985; Ficner et
al., 1992).
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Abb. 4: Struktur Protein-gebundener Phycobiline. (A) 3!-Cys-PCB, (B) 3!-Cys-PVB, (C) 3'-Cys-
PEB, (D) 3!,18'-Di-Cys-PEB, (E) 3'-Cys-PUB, (F) 3!,18!-Di-Cys-PUB. Die Thioether-Bindungen
zwischen Phycobilin und Cysteinrest des Apoproteins sind jeweils rot hervorgehoben.

APC enthilt stets nur einen Phycocyanobilin(PCB)-Chromophor pro Untereinheit an den
konservierten Positionen a-Cys82 und B-Cys82. PC besitzt drei Chromophor-Bindestellen an
den konservierten Positionen a-Cys84, 3-Cys84 und B-Cys155, an denen PCB der typische
Chromophor ist. An den Positionen a-Cys84 und B-Cys155, welche im PC-Trimer in der
Peripherie des Lichtsammelkomplexes lokalisiert sind, konnen zur besseren Nutzung von
Licht im blauen und griinen Wellenlédngenbereich allerdings einer oder beide PCB-
Chromophore durch Phycoviolobilin (PVB), PEB oder PUB ersetzt sein. In PC von Rotalgen
findet man an B-Cys155 daher stets PEB. Die Expression des lediglich in Cyanobakterien
vorkommenden PEC wird unter Schwachlicht-Bedingungen stark induziert. PEC weist eine
sehr dhnliche Chromophor-Zusammensetzung wie PC auf. Es bindet an den Positionen
B-Cys84 und B-Cys155 je einen PCB-Chromophor, wihrend a-Cys84 stets den photoaktiven
Chromophor PVB tragt. PEC wird in Rotalgen nicht gefunden. In PE finden sich entweder
nur PEB- oder zusdtzlich PUB-Chromophore. Typ-I-PE (PE-I) trdgt an den konservierten
Positionen a-Cys84, a-Cysl43, B-Cys50/61 (doppelte Bindung), B-Cys84 und B-Cysl55
insgesamt fiinf Chromophore, wihrend Typ-II-PE (PE-II) eine weitere Chromophor-
Bindestelle fiir PEB oder PUB an a-Cys75 besitzt. Zudem weist PE-II fiir gewohnlich ein
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hoheres PUB:PEB-Verhiltnis als PE-I auf (fiir detaillierte Informationen und Referenzen
sieche Sidler, 1994) (siche Tab. 3). Mittlerweile ist ein dritter PE-Typ (PE-III) bekannt (sieche
Unterkapitel 1.4).

Tab. 3: Chromophor-Bindestellen und Phycobilin-Gehalt der Phycobiliproteine.

Chromophor-Bindestelle

Protein L o2 1 Q2

a-Cys75 a-Cys82',84* a-Cysl43  [B-Cys50/61 [B-Cys82',84 B-Cys155
APC PCB PCB
PC PCB/PEB PCB PCB/PEB

(PCV/PUB) (PVB/PUB)

PEC PCV PCB PCB
PE-I PEB/PUB PEB/PUB PEB/PUB PEB PEB
PE-II PEB/PUB PEB/PUB PEB/PUB PEB/PUB PEB PEB

! APC; 2 PC, PEC, PE-I, PE-II

1.2  Biosynthese der Phycobiline

Das Vorgéingermolekiil aller Phycobiline ist das zyklische Tetrapyrrol Him, welches zu-
néchst durch eine Ferredoxin-abhdngige Hdmoxygenase zu Biliverdin IXa (BV) gespalten
wird (Cornejo ef al., 1998). Daraufthin wird BV durch Ferredoxin-abhingige Bilinreduktasen
an je zwei von drei mdglichen Stellen reduziert, was zur Bildung der Chromophore PCB und
PEB fiihrt. PCB entsteht in einer von PCB:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PcyA) katalysierten
Reaktion, die zwei aufeinanderfolgende Zwei-Elektronen-Reduktionen mit 18!,182-Dihydro-
biliverdin als Zwischenprodukt umfasst (Frankenberg und Lagarias, 2003). PEB wird hinge-
gen durch die aufeinanderfolgende Aktivitit der beiden Enzyme 15,16-Dihydrobiliver-
din:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PebA) und PEB:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PebB) in je-
weils Zwei-Elektronen-Reduktionen mit 15,16-Dihydrobiliverdin (DH-BV) als Zwischen-
produkt gebildet (Frankenberg et al., 2001; Dammeyer und Frankenberg-Dinkel, 2006).
Kiirzlich wurde das Enzym PEB-Synthase (PebS) des Cyanophagen P-SSM2 identifiziert,
welches beide Reduktionsschritte von BV zu PEB katalysiert, ebenfalls mit DH-BV als Zwi-
schenprodukt (Dammeyer et al., 2008) (siche Abb. 5).

Die Phycobiline PVB und PUB wurden in der Natur noch nie in freier Form gefunden, auch

sind keine Biosynthesegene fiir diese Chromophore bekannt (vgl. Abschnitt 1.3.2).
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Biliverdin IXo

CO.H CO.H PcyA PebA/PebS

2 2

18',182-Dihydrobiliverdin 15,16-Dihydrobiliverdin

PcyA PebB/PebS

3Z-Phycocyanobilin 3Z-Phycoerythrobilin

Abb. 5: Biosynthese der Phycobiline PCB und PEB ausgehend von Hidm. HO: Himoxygenase; PcyA:
Phycocyanobilin:Ferredoxin-Oxidoreduktase; PebA: 15,16-Dihydrobiliverdin:Ferredoxin-Oxidore-
duktase; PebB: Phycoerythrobilin:Ferredoxin-Oxidoreduktase; PebS: Phycoerythrobilin-Synthase.
Die durchgezogene Klammer kennzeichnet ein PcyA-gebundenes Zwischenprodukt, die gepunktete
Klammer ein freies bzw. PebS-gebundenes Zwischenprodukt.

1.3  Assemblierung der Phycobiline an die Apoproteine

1.3.1 Spontane versus autokatalytische Bindung

Die Apoprotein-Untereinheiten der meisten Phycobiliproteine zeigen eine spontane Bindung
von Phycobilinen, die allerdings in Holo-Phycobiliproteinen resultiert, die sich in ihren spekt-
roskopischen Eigenschaften von den nativen Proteinen unterscheiden. Arciero et al. (1988a;
1988b) zeigten zuerst, dass eine spontane Bindung von PCB an a-Cys84 und B-Cys82 der
Apo-PC-Untereinheiten aus Synechcococcus sp. PCC7002 erfolgt. Dabei entsteht allerdings
durch unphysiologische Oxidation eine neue Doppelbindung zwischen C2 und C3 des
A-Rings, was in der Bildung von Peptid-gebundenem 18',182-Dihydrobiliverdin (Mesobi-

liverdin) resultiert. Dieses ist das Vorldufermolekiil von PCB in dessen Biosynthese (vgl.
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Abb. 5). Auch PEB kann spontan von a-Cys84 und B-Cys82 der Apo-PC-Untereinheiten
gebunden werden, wobei jeweils eine entsprechende Oxidation an C2 und C3 unter Bildung
von Peptid-gebundenem DH-BV erfolgt (Arciero et al., 1988c), dem direkten Vorldufermo-
lekiil von PEB in dessen Biosynthese. Die Inkubation der a-Apountereinheit von PE aus Ca-
lothrix sp. PCC7601 mit PEB fiihrt hingegen zu einem Produktgemisch, welches neben ei-
nem Cys82-DH-BV- und einem Cys139-PUB-Addukt nur geringe Mengen des jeweils natiir-
lichen PEB-Addukts enthélt (Fairchild und Glazer, 1994a). Zudem entsteht auch eine kleine
Menge an Cys59 gebundenes PEB, obwohl dieser Cysteinrest in vivo keine Chromophor-
Bindestelle darstellt. Spontane Bindung von PCB an Cys84 sowohl der a- als auch der B-Un-
tereinheiten von PC und PEC resultiert in gebundenem Chromophor mit nicht nativer Konfi-

guration (Zhao et al., 2004).

Spontane Bindungen dieser Art miissen daher von echter autokatalytischer Bindung unter-
schieden werden, bei welcher Chromoproteine entstehen, die sich weder spektroskopisch
noch biochemisch oder funktionell von den nativen Proteinen unterscheiden lassen. Die auto-
katalytische Bindung von linearen Tetrapyrrolen an Cysteinreste ist sehr gut in Phytochromen
untersucht (Wu und Lagarias, 2000), einer mit den Phycobiliproteinen funktionell und phylo-
genetisch nur entfernt verwandten Klasse von Biliproteinen (Lamparter, 2004). Ein weiteres
Beispiel fiir autokatalytische Bindung ist die Bindung von PCB an das Kernmembran-
Linkerprotein ApcE der Phycobilisomen (Zhao et al., 2005a). In Phycobiliproteinen stellt
autokatalytische Bindung allerdings (wenn iiberhaupt) die Ausnahme dar. Beschrieben wurde
sie z. B. fiir ApcA (a-Untereinheit von APC) aus Anabaena sp. PCC7120 und Synechocystis
sp. PCC6803 (Hu et al., 2006), wobei dies allerdings zumindest im Falle des Proteins aus
Anabaena sp. PCC7120 aufgrund neuer Ergebnisse strittig ist (Zhao et al., 2007). Auch fiir
CpeB aus P. marinus MED4 wurde eine autokatalytische Bindung postuliert, ein eindeutiger
Nachweis eines nativ gebundenen Chromophors wurde allerdings nicht erbracht (Steglich et

al., 2005).

1.3.2 Enzym-vermittelte Bindung: Phycobiliprotein-Lyasen

Aus der spontanen Bindung lésst sich ersehen, dass viele, wenn nicht alle, Apophycobilipro-
teine geeignete Chromophore binden konnen, wobei die Bindung hauptsidchlich an solche
Cysteinreste erfolgt, die auch in den nativen Proteinen chromophoryliert vorliegen. Dies ldsst
vermuten, dass die korrekte Bindung der Phycobiline Enzyme benétigt, die eine Chaperon-

artige Funktion besitzen und dadurch ungewiinschte Nebenreaktionen bei Ausbildung der
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Chromophor-Bindung an das Apoprotein verhindern. Zu diesen zéhlen sowohl die unphysio-
logische Oxidation des Chromophors als auch die Ausbildung einer falschen Stereochemie

am asymmetrischen C-Atom, das bei der Bindung entsteht.

Die Bedeutung konformativer Kontrolle des Chromophors wurde von Zhao et al. (2004) her-
vorgehoben. Zum einen wurde gezeigt, dass in Anwesenheit des Detergens Triton X-100,
welches die Konformation des Chromophors (und in geringerem Maf3e die des Proteins) ver-
dndert, PCB bevorzugt zu Cys155 anstatt zu Cys84 der B-Untereinheit von PC dirigiert wird
und dass dabei der korrekt gebundene Chromophor entsteht. Zudem verhindert Triton X-100
die Oxidation von PCB zu Mesobiliverdin wihrend der Bindung an Cys84 der
o-Untereinheit. Die Ergebnisse sprechen demnach dafiir, dass durch die konformative Kon-
trolle des Chromophors sowohl die Spezifitit der Bindestelle festgelegt wird als auch unphy-

siologische Nebenreaktionen wie die Oxidation des Chromophors unterbunden werden.

Bislang wurden drei Typen von Enzymen beschrieben, welche die korrekte Bindung der
Chromophore an die Apoproteine katalysieren und die allgemein als Phycobiliprotein-Lyasen

bezeichnet werden: die E/F-Typ-Lyasen, die S(/U)-Typ-Lyasen und die T-Typ-Lyasen.

E/F-Typ-Lyasen

Ein erster Hinweis auf eine Phycobiliprotein-Lyase wurde im Jahr 1992 erbracht, als gezeigt
wurde, dass durch separate oder gemeinsame Inaktivierung der Gene cpcE und cpcF aus Sy-
nechocococcus sp. PCC7002 eine fehlerhafte Bindung von PCB an Cys84 der a-Untereinheit
von PC (CpcA) unter Bildung eines Mesobiliverdin-Addukts hervorgerufen wird. Die Bin-
dung von PCB an die B-Untereinheit (Cys82 und Cys155) wird hingegen nicht beeinflusst
(Zhou et al., 1992; Swanson et al., 1992). Schon bald darauf gelang der eindeutige Nachweis,
dass CpcE und CpcF eine heterodimere PC-Lyase bilden, welche PCB reversibel und spezi-
fisch an a-Cys84 bindet (Fairchild ez al., 1992). Auch PEB kann von dieser Lyase verwendet
werden, allerdings mit geringerer Effektivitdt (Fairchild und Glazer, 1994b). CpcE und CpcF
sind zueinander homolog und besitzen jeweils die COG1413(HEAT repeat)-Doméne.

Bei Untersuchung der Gene pecE und pecF aus Mastigocladus laminosus wurde eine neue
Aktivitdt einer Phycobiliprotein-Lyase entdeckt. Die von diesen Genen codierten Proteine
sind stark homolog zu CpcE bzw. CpcF und bilden eine heterodimere PEC-Lyase, die PCB
an Cys84 der a-Untereinheit von PEC bindet und zusétzlich zu PVB isomerisiert (Zhao et al.,
2000; 2002). Durch Koexpression von pecA (codiert fiir die o-Apountereinheit), pecE und
pecF aus Anabaena sp. PCC7120 mit PCB-Biosynthesegenen in einem heterologen System
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wurde wiederum natives Holo-a-PEC erhalten (Tooley et al., 2002). Ein erster Hinweis auf
eine solche Isomerase-Aktivitdt wurde bereits im Jahr 1995 erbracht, indem gezeigt wurde,
dass in einer pecEF-Deletionsmutante von Anabaena sp. PCC7120 die a-Untereinheit von
PEC an Cys84 mit PCB anstatt mit dem natiirlich gefundenen Chromophor PVB chromopho-
ryliert wird (Jung et al., 1995).

Die PecE-Untereinheit erfiillt vermutlich eine Chaperon-artige Funktion durch Interaktion
mit der a-Untereinheit (Béhm et al., 2007). In der PecF-Untereinheit wurde zudem ein in

CpcF nicht vorkommendes Motiv identifiziert, welches fiir die Isomerase-Aktivitét essenziell

ist (Zhao et al., 2005b).

Die Isomerase-Aktivitdt der heterodimeren PEC-Lyase liefert eine Erkldrung dafiir, weshalb
PVB in der Natur noch nie in freier Form gefunden wurde. Entsprechendes wird fiir den
Chromophor PUB vermutet, der aus PEB in einer der Isomerisierung von PCB zu PVB ent-
sprechenden Reaktion hervorgehen konnte (vgl. Abb. 4). Bisher wurde ein Nachweis einer
solchen Aktivitit einer Phycobiliprotein-Lyase allerdings nicht erbracht. Einen starken Hin-
weis liefert jedoch das Vorkommen eines fusionierten cpcEF-Gens aus Synechococcus sp.
WHS8102 (Six et al., 2005). Obwohl dieser Organismus kein PEC produziert, enthilt die

F-Sequenz das fiir die Isomerisierung charakteristische Motiv der PecF-Untereinheit.

In PE-, APC- und auch einigen PC-Genclustern werden keine Gene gefunden, die fiir CpcE-
und CpcF-Homologe codieren. Verschiedene Cyanobakterien weisen hier jedoch Gene auf,
die fiir Proteine mit entfernter Ahnlichkeit zu CpcE und CpcF codieren (Kahn ef al., 1997;
De Lormier et al., 1993). Zu diesen zdhlen z.B. cpeY und cpeZ, wobei gezeigt wurde, dass
die Proteine CpeY und CpeZ aus Fremyella diplosiphon (F. diplosiphon) fiir die PE-Synthese
benoétigt werden und somit putative PE-Lyasen darstellen (Kahn ez al., 1997). Eine genauere

biochemische Chrarakterisierung dieser Proteine steht allerdings noch aus.

S(/U)-Typ-Lyasen

Im Jahr 2004 wurde in Synechococcus sp. PCC7002 eine neue Gruppe von Proteinen (CpcS,
CpcT, CpcU, CpcV) identifiziert, welche die Bindung von PCB an die 3-Untereinheit von PC
katalysieren, allerdings nur sehr fern mit den E/F-Typ-Lyasen verwandt sind (Shen et al.,
2004). Spéter konnte gezeigt werden, dass ein CpcS-dhnliches Protein (CpeS1) aus Anabaena
sp. PCC7120 PCB spezifisch an 3-Cys84 von PC und PEC bindet (Zhao et al., 2006; 2007a).
In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass CpeS1 eine beinahe universale Lyase fiir

Cys84-Bindestellen in cyanobakteriellen Phycobiliproteinen darstellt (Zhao et al., 2007b). So
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bindet es PCB nicht nur an Cys84 der B-Untereinheiten von PC und PEC, sondern auch an
die entsprechenden Cysteinreste aller fiinf APC-Untereinheiten (ApcAl, ApcA2, ApcB,
ApcD, ApcF). Dariiber hinaus katalysiert CpeS1 sogar die Bindung von PEB an die entspre-
chenden Bindestellen beider PE-Untereinheiten aus F. diplosiphon, obwohl Anabaena sp.
PCC7120 selbst kein PE produziert. Ausnahmen dieser Universalitit stellt Cys84 der a-Un-
tereinheiten von PC und PEC dar, die wahrscheinlich von E/F-Typ-Lyasen chromophoryliert

werden.

Im Gegensatz zu CpeS1 aus Anabaena sp. PCC7120 ist CpcS-1 aus Synechococcus sp.
PCC7002 allein vollig inaktiv. Gemeinsam mit dem homologen Protein CpcU, das wie die
S-Typ-Lyasen die sogenannte CpeS-Domine besitzt, bildet es allerdings eine heterodimere
Phycobiliprotein-Lyase, welche die Bindung von PCB an -Cys82 von PC sowie a-Cys81
und B-Cys82 von APC katalysiert (Shen et al., 2008; Saunée et al., 2008).

Eine auffillige Eigenschaft der S/(U)-Typ-Lyasen ist somit eine hohe Spezifitit fiir die

Chromophor-Bindestelle, wihrend die Proteinspezifitit relativ gering ist.

T-Typ-Lyasen

Im Jahr 2000 wurde gezeigt, dass eine cpel-Transposonmutante von F. diplosiphon kein
nachweisbares PE produziert (Cobley et al., 2000). Zudem ergab eine genaue Charakterisie-
rung des zu CpeT homologen Proteins CpcT aus Synechococcus sp. PCC7002, welches von
Shen et al. als neue Phycobiliprotein-Lyase identifiziert wurde (s.o.), dass es sich um eine
PC-Lyase handelt, die PCB spezifisch an Cys153 der B-Untereinheit bindet (Shen et al.,
2006). Spéter wurde mit CpcT aus Anabaena sp. PCC7120 eine zweite T-Typ-Lyase identifi-
ziert, welche die Bindung von PCB an B-Cys155 nicht nur von PC, sondern auch von PEC
katalysiert (Zhao et al., 2007a). Dies spricht fiir eine hohe Spezifitit fiir die Chromophor-
Bindestelle bei allerdings geringer Proteinspezifitit. Die gemeinsame Doméne der T-Typ-

Lyasen ist die DUF1001-Doméne.

Eine phylogenetische Untersuchung von CpcT/CpeT-Homologen (Shen et al., 2006) sowie
der Befund, dass eine cpeT-Transposonmutante von F. diplosiphon kein nachweisbares PE
produziert (s.o0.), lassen vermuten, dass T-Typ-Lyasen in PE-produzierenden Cyanobakterien
in entsprechender Weise auch die Bindung von PEB an PE katalysieren. Ein experimenteller
Beweis wurde allerdings bisher nicht erbracht. Interessanterweise finden sich T-Typ-Lyasen

in allen Cyanobakterien bis auf den ausschlieflich PE-produzierenden Organismus
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P. marinus MED4. Da dessen PE die konservierte Bindestelle B-Cys159 nicht besitzt, wird

eine spezifische Lyase fiir diese Position entsprechend nicht benétigt.
In Tab. 4 sind die drei Phycobiliprotein-Lyase-Typen zusammengefasst.

Tab. 4: Phycobiliprotein-Lyase-Typen.

Typ Beispiele Aktivitit Protein- | Bindestellen-
spezifitit| spezifitit
CpcE/CpcF )
E/ET (Synechococcus sp. PCC7002) PCB:0-Cys84-PC-Lyase hoch hoch
P |pecE/PecF PCB:0-Cys84-PEC-Lyase/
(Mastigocladus laminosus) Isomerase
PCB:p-Cys84-PC-Lyase
PCB:3-Cys84-PEC-Lyase
CpeS1 PCB:ApcAl-/A2-/B-/D-/F-
(Anabaena sp. PCC7120) Lyase
S(/U )-Typ PEB:oc—Cy584—PE—Lyase gering hoch
PEB:[-Cys84-PE-Lyase
PCB:B-Cys82-PC-Lyase
CpcS-1/CpcU -
(Synechococcus sp. PCC7002) PCB:0-Cys81-PEC-Lyase
PCB:3-Cys82-PEC-Lyase
CpcT )
(Synechococcus sp. PCC7002) PCB:B-Cys153-PC-Lyase _
IR eper PCB:p-Cysl55-PC-Lyase | £Tng | hoch
(Anabaena sp. PCC7120) PCB:B-Cys155-PEC-Lyase

1.4  Das Cyanobakterium Prochlorococcus

Die Gattung Prochlorococcus, die zur Abstammungslinie der Cyanobakterien zéhlt (Palenik
und Haselkorn, 1992; Urbach ef al., 1992), wurde erst vor etwa 20 Jahren unter Verwendung
von sensitiver Durchflusszytometrie entdeckt (Chisholm et al., 1988). Einen ersten publizier-
ten Hinweis gab es allerdings bereits 1979 durch elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Htype II“-Zellen aus Wasserproben des Nordatlantischen Ozeans (Johnson und Sieburth,
1979) (siche Abb. 6).

Mit einem Durchmesser von nur 0,5-0,7 um ist Prochlorococcus der kleinste bekannte pho-
totrophe Organismus und befindet sich damit zugleich an der Grenze der kleinsten vorher-
sagbaren GroBe eines oxygen phototrophen Organismus (Morel ef al., 1993; Raven, 1994).
Die geringe Grofle sowie die schwache Fluoreszenz erkldren, weshalb Prochlorococcus lange
Zeit unentdeckt blieb, obwohl sich schon bald herausstellte, dass diese Gattung mit einer

Zelldichte von typischerweise 10*-~10° Zellen/ml der zahlreichste phototrophe Organismus in



Einleitung 13

den Ozeanen und vermutlich auf dem Planeten ist und gemeinsam mit Syrnechococcus zu bis
zu 80% der Primérproduktion in den oligotrophen Ozeanen beitrdgt (Goericke und Welsch-

meyer, 1993; Li, 1995; Vendhuis et al., 1997; Liu et al., 1997; 1998; Partensky et al., 1999).

Abb. 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Prochlorococcus-Zelle aus einer Wasserprobe
des Nordatlantischen Ozeans (aus Johnson und Sieburth, 1979). ce: Zellhiille; th: Thylakoidmembran;
pb: polyedrische Korper. MaBstabbalken: 0,5 pum.

Prochlorococcus ist ubiquitir zwischen den beiden 40. Breitengraden ndrdlich und siidlich
des Aquators verbreitet und wird sowohl in Oberflichennihe als auch in 100-200 m tiefen
Wasserschichten gefunden, die weniger als 1% des Sonnenlichts erreicht (Partensky et al.,
1999). Da kein Prochlorococcus-Stamm gefunden wurde, der Photosynthese iiber mehr als
2,5 GroBenordnungen der Lichtintensitit betreiben kann (Moore et al., 1995), erfordert diese
enorme vertikale Verteilung, dass verschiedene Prochlorococcus-Stimme bei signifikant
unterschiedlichen Lichtbedingungen ihr Photosyntheseoptimum besitzen. Man unterteilt sie
daher in an Starklicht angepasste ,,high light“(HL)- und an Schwachlicht angepasste ,,/low
light“(LL)-Stdamme. HL-Stdmme werden vornehmlich in Oberflichennéhe gefunden und ha-
ben ihr Photosyntheseoptimum bei einer Lichtintensitit von 200 pmol Photonen m™s™!. Die
in tieferen Wasserschichten gefundenen LL-Stdmme haben ihr Photosyntheseoptimum hin-
gegen bei 30-50 umol Photonen m?s! (Moore et al., 1995; 1998; Moore und Chisholm,
1999).

Ein Beispiel fiir einen LL-Stamm ist P. marinus SS120, ein Beispiel fiir einen HL-Stamm
P. marinus MED4. Die Genome beider Organismen sowie zehn weiterer Prochlorococcus-
Stamme sind bereits vollstindig sequenziert (Kettler et al., 2007). Die Genomgréflen der
Prochlorococcus-Stamme sind die kleinsten bekannten unter den oxygen phototrophen Orga-
nismen. Wihrend das Genom des LL-Stamms SS120 1774 kbp umfasst und fiir ca. 1900 Ge-
ne codiert, ist das Genom des HL-Stamms MED4 mit 1658 kbp und ca. 1700 Genen noch
stiarker reduziert. Prochlorococcus dient daher als Modellorganismus flir die Untersuchung

des minimalen Bedarfs an Genen fiir allgemeine Photosyntheseprozesse. Des Weiteren erlau-
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ben die Unterschiede in den Genomen von HL- und LL-Stimmen Einblicke in die geneti-

schen Grundlagen der Anpassung an bestimmte dkologische Nischen.

Prochlorococcus weist verglichen mit anderen Cyanobakterien wie z.B. seinem nédchsten
Verwandten Synechococcus eine ungewdhnliche Chromophor- und Pigment-Zusammenset-
zung auf. Die wohl auffalligste Eigenschaft ist das Fehlen der fiir Cyanobakterien charakte-
ristischen Phycobilisomen (vgl. Unterabschnitt 1.1). Stattdessen besitzt Prochlorococcus
intrinsische Membranantennen, die als Pcb (prochlorophyte Chl b-binding protein) bezeich-
net werden und die eng mit CP43 verwandt sind, einem konstitutiv exprimierten Chl-a-Bin-
deprotein von Photosystem II (LaRoche et al., 1996; Bibby et al., 2003). Eine weitere Beson-
derheit ist das Auftreten der ungewdhnlichen Chromophore Divinyl-Chlorophyll ¢ und b
(DV-Chl @ und b), mit einer Rotverschiebung des Soret-Maximums um 8-10 nm (Goericke

und Repeta, 1992; Morel et al., 1993).

Abb. 7 stellt schematisch den typischen Aufbau des photosynthetischen Apparats von

Cyanobakterien und Rotalgen dem von Prochlorococcus gegeniiber.

Abb. 7: (A) Aufbau des photosynthetischen Apparats von Rotalgen sowie der meisten Cyanobakte-
rien mit einem der Thylakoidmembran aufliegenden Phycobilisom. In der Membran finden sich die
photosynthetischen Reaktionszentren. (B) In Prochlorococcus fehlen Phycobilisomen, stattdessen
werden von den Reaktionszentren Pcb-Proteine rekrutiert, die intrinsische Membranantennen darstel-
len.

Obwohl man in Prochlorococcus keine Phycobilisomen findet, wurde fiir P. marinus SS120
iiberraschenderweise das Vorkommen von PE beschrieben (Hess et al., 1996). Fiir dieses
wurde ein PUB:PEB-Verhiltnis von 3:1 postuliert (Steglich et al., 2003). Wegen der unge-
wohnlichen Sequenz der o- und der B-Untereinheit sowie dem Vorhandensein nur einer
Chromophor-Bindestelle in der a-Untereinheit wurde es als dritter PE-Typ (PE-III, vgl. Ab-
schnitt 1.1.2) eingeordnet. Die beiden als CpeA und CpeB bezeichneten o- und

B-Untereinheiten mit den konservierten Cysteinresten sind schematisch in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 9 zeigt hingegen, dass sich die meisten Gene, die an der PE-Synthese in P. marinus

SS120 beteiligt sind, in einem stark reduzierten Phycobilisomen-Gencluster befinden.

73 87
CpeA ] i
(185A8) 50/61
73 82 109 163
CpeB I } —t I I
(182AS)

Abb. 8: Schematische Darstellung der a- und B-Untereinheiten von PE-III aus P. marinus SS120.
Gezeigt sind die Positionen aller vorkommenden Cysteinreste. Die konservierten Cysteinreste, die
wahrscheinlich Chromophor-Bindestellen darstellen, sind rot markiert (nach Hess ef al., 1996).
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Abb. 9: Vergleich der Anordnung und Anzahl von Genen, die an der Phycobiliprotein-Biosynthese in
Synechococcus sp. WH8102 und P. marinus SS120 beteiligt sind (aus Steglich et al., 2005).

Auch andere Prochlorococcus-Stamme besitzen PE (Penno et al., 2000; Ting et al., 1999).
Unter anderem wurde eine stark reduzierte Form von PE im HL-Stamm MED4 gefunden,
welche nur die B-Untereinheit umfasst (Ting et al., 2001). Zudem besitzen alle sequenzierten

Prochlorococcus-Stamme die Gene fiir Apo-PE und fiir die PEB-Biosynthese.

Die Funktion von PE in Prochlorococcus ist bislang noch weitgehend unklar. Fiir das PE aus
P. marinus SS120 konnte nachgewiesen werden, dass es mit der Thylakoidmembran assozi-
iert ist und Energie auf Chl {ibertragen kann (Hess et al., 1999; Lokstein et al., 1999). Da in
der Zelle jedoch nur geringe Mengen von PE vorhanden sind (ca. 1 PE-Monomer pro 330
DV-Chl-b-Molekiile), kann lediglich von einer geringfiigigen Rolle in der Lichtsammlung
ausgegangen werden. Schéitzungen ergaben einen Beitrag von nur 1,8 % zur gesamten Photo-
synthese-Leistung (Hess et al., 1999; Steglich et al., 2003). Der PE-Gehalt im HL-Stamm
MED#4 ist noch einmal 100-mal geringer als im LL-Stamm SS120 (Steglich et al., 2005).

Auch wurden keine Verdnderungen des PE-Gehalts als Reaktion auf verdnderte Lichtqualitét
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oder Stickstoff-Mangel beobachtet (Steglich ez al., 2001). Somit ist eine Rolle von PE auch in
der chromatischen Adaptation, d.h. in der Verdnderung der Pigment-Zusammensetzung als
Reaktion auf externe Stimuli, als unwahrscheinlich anzusehen. Die Funktion von PE in HL-
und/oder LL-Stimmen von Prochlorococcus wird heute eher in der Lichtrezeption als in der

Lichtsammlung vermutet (Steglich et al., 2005).

Noch ritselhafter ist das Vorkommen des PCB-Biosynthesegens pcyA in allen sequenzierten
Prochlorococcus-Stammen (vgl. Abb. 9), da in diesen bislang keine PCB-bindenden Proteine
beschrieben wurden. So fehlen diesen Organismen neben den PCB-bindenden Phycobilipro-
teinen auch die ebenfalls PCB-bindenden Phytochrome. Dies sind Lichtrezeptoren, die in

anderen Cyanobakterien weit verbreitet sind (Montgomery und Lagarias, 2002).

1.5 Putative PE-Lyasen aus P. marinus SS120

Auf dem PE-Gencluster von P. marinus SS120 befinden sich neben den Genen cpeAd und
cpeB, die fiir die a- bzw. die B-Apountereinheit codieren, u. a. fiinf weitere Gene, die flir pu-

tative PE-Lyasen codieren (cpeS, cpeT, cpeY, mpeX und cpeZ) (siche Abb. 10).

¥ ) A g8

Abb. 10: Ausschnitt des PE-Genclusters aus P. marinus SS120. Rot markiert sind die Gene ¢ped und
cpeB, die fir die a- bzw. die B-Apountereinheit codieren, blau markiert sind die Gene cpeS, cpeT,
cpeY, mpeX und cpeZ, die fur putative PE-Lyasen codieren.

CpeS besitzt die CpeS-Doméne der S(/U)-Typ-Lyasen, CpeT die DUF1001-Doméne der
T-Typ-Lyasen und CpeY, MpeX und CpeZ die COG1413(HEAT repeat)-Domine der E/F-
Typ-Lyasen. CpeY und CpeZ sind jeweils homolog zu den gleichnamigen Proteinen aus
F. diplosiphon (vgl. Abschnitt 1.3.2). Zusitzlich wurde mittels NCBI protein blast ein hypo-
thetisches Protein aus P. marinus SS120 gefunden, welches ebenfalls die COG1413-Doméne

enhélt. Codiert wird es vom Gen prol634, welches weit vom PE-Gencluster entfernt liegt.

1.6 Cyanophagen

Viren stellen in den Ozeanen die zahlenméaBig haufigsten biologischen Einheiten dar und be-

fallen dort alle lebenden Organismen, von den Bakterien bis zu den Sdugetieren (Suttle,
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2005). Da ein Grofteil der globalen Photosynthese von Cyanobakterien, insbesondere von
Prochlorococcus und Synechococcus, geleistet wird (vgl. Unterkapitel 1.4), beeinflussen cya-
nobakterielle Viren (Cyanophagen) in hohem Malle die marinen Kohlenstoff- und Stick-
stoffzyklen (Azam, 1998). Dariiber hinaus fiihren sie durch Lyse ihrer autotrophen Wirte zur
Freisetzung von gebundenem Kohlenstoff und Stickstoff, was das Leben von heterotrophen
Organismen in ansonsten oligotrophen Gewéssern ermoglicht (Middleboe ef al., 1996). Eine
wichtige Rolle spielen Cyanophagen zusitzlich in der Kontrolle der phytoplanktonischen
Zellzahl, da ihre Anzahl stets mit der ihrer Wirtszellen korreliert (Fuhrman, 1999; Wommack
und Colwell, 2000). Sie leisten auch einen wichtigen Beitrag zur cyanobakteriellen Evoluti-
on, weil sie den lateralen Austausch von Genen zwischen verschiedenen Wirtszellen ermdg-
lichen (Lindell et al., 2004; Sullivan et al., 2005; Zeidner et al., 2005; Coleman et al., 2006).
Dieser genetische Austausch wird durch die relativ geringe Wirtsspezifitit vieler Cyanopha-
gen begilinstigt, die sowohl Prochlorococcus- als auch Synechococcus-Stimme befallen kon-

nen (Sullivan et al., 2003).

Interessanterweise findet man in den Genomen von Cyanophagen Photosynthesegene
cyanobakteriellen Ursprungs (Mann et al., 2003; Millard et al., 2004; Lindell et al., 2004;
Sullivan et al., 2005; Weigele et al., 2007). Wihrend der Infektion der Wirtszellen kann so
deren photosynthetische Aktivitit stabilisiert oder sogar erhoht werden, um eine maximale

Cyanophagen-Proliferation zu ermdglichen (Lindell et al., 2004).

Ein Beispiel fiir einen Cyanophagen ist das T4-dhnliche Virus Syn9 (siehe Abb. 11), welches
aus Synechococcus sp. WH8109 isoliert wurde, aber auch einige andere Synechococcus- so-
wie Prochlorococcus-Stamme (allerdings nicht SS120) infizieren kann (Sullivan et al., 2003;
Weigele et al., 2007). Die Sequenzierung des Genoms fiihrte u. a. zur Vorhersage eines Gens,
das fiir ein CpeT-dhnliches Protein mit DUF1001-Domine codiert. Dieses Protein stellt daher

eine putative PE-Lyase dar.

i

Abb. 11: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Vironen des Cyanophagen Syn9 (aus Weigele et
al., 2007). Maf3stabbalken: 50 nm.
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1.7  Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die biochemische Charakterisierung der a- und B-PE-
Untereinheiten CpeA und CpeB aus P. marinus SS120 sowie der putativen PE-Lyasen aus
P. marinus SS120 und dem Cyanophagen Syn9. Dazu sollten die Proteine in Escherichia coli
(E. coli) rekombinant produziert und mittels /n-vitro-Studien auf folgende Fragestellungen

hin untersucht werden:
e Interagieren die Proteine mit linearen Tetrapyrrolen und, falls ja, besitzen sie Spezifi-
tét fiir einen bestimmten Chromophor?

e Katalysieren die putativen PE-Lyasen tatsédchlich die Assemblierung von PEB an die

PE-Untereinheiten und gegebenenfalls auch die simultane Isomerisierung zu PUB?

Durch Ergebnisse dieser Arbeit sollten Grundlagen fiir zukiinftige Versuche auf diesem Ge-

biet geschaffen werden.
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