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Zusammenfassig/summary

2 Zusammenfassung

Das CyanobakteriumNostocpunctiformeATCC29133 wachst in unverzweigten Filamenten
ausHunderten von Zellen. Die Zellen eines Filaments verfligen tuber eine gemeinsame, konti-
nuierliche AuRere Membran und ein Mureingeriist, welches das gesamte Filament umspannt.
Anders als beginzelligenBakterien findet nach der Zellteilung keine Tochterzeiiieng statt.

Die Zellen bleiben im Filament als kommunizierende Einheit und kdnnen sich durch Differen-
zierung an verandernde Umweltbedingungen anpassen. Stickstofffixierendezystersind

die terminale Differenzierung aus vegetativen Zellen, transierden Hormogonien zur Fort-
bewegung und Akineten als Uberdauerungsstegtbildet.

Die Amidase AmiC2 (Npun_F1846) bildets Basis zur Kommunikation von Zelle zu Zelle
denNanopore ArrayDazuschneideAmiC2 ca. 150Porenvon 20nm im Durchmesser in das
septale Peptidoglykan uretlaubt so den Aufbau von Kommunikationsstruktuzenschen
Nachbarzellen. Fehlt AmiC2, so wachsen die Zellen in Klumpen mit schiefen Teilungsebenen
statt in FilamenterDie Fahigkeit zu kommunizieren fehlt. Es werden keine spsigden Zell-

typen gebildet.

Die AmiC-Amidasen vorNostocpunctiformebesitzen einen charakteristischen Aufbau, der
sich deutlich von Amidasen einzelliger Bakterien unterscheidet. EinSi§pralsequenz sorgt

fur den Transport in das Periplasma und zwei ANIIbmanen (Amidas&l-terminal) sindiber
einenAbschnittvon 160Aminosauren mit der katalytischen Doméne verbunbtedieser Ar-

beit wurde teserBereich zwischen AMINB und katalytischer Doméane als Modulatier
Amidaseaktivitaidentifiziert

Durch Immunfluoreszenzmarkierung wurde AmiC2 (und die Schwesteramidase AanC1l)
jungenSepten lokalisiert. Dab&lgt AmiC2 der Einstilpung der neu gebildeten Zellwand, bis

sie schliel3lich Uber das ganze Septum lokalisiert ist. In reifen Septen ist AmiC2 nicht mehr
vorhanden.

Die SeeSequenz hat keinen Einfluss auf die Lokalmatvon AmIiC2. Stattdessen sind die
AMIN -Doménen fir die Lokalisation am Septum verantwortllohHormogonien ist beson-

ders viel AmiC2 in den Septen nachgewiesen worden. Die zur gerichteten Bewegung beféahig-
ten Filamente bendtigen eine gesteigerte KommuioikaDer Nanopore Arrayist daran ange-
passtNormiert auf die Flache des Septums ist die Anzahl an Poren bei Septen von Hormogo-

nien im Vergleich zu Septen von vegetativen Zellen deutlich erhoht.
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Zusammenfassig/summary

Der Vergleich der katalytischen Domé&ne von AmiC2 mit dem dlogen AmiC ausk-
scherichiacoli zeigt, basierend al8equenzanalyse und Strukturdateésas Fehlen einer regu-

| at or i-Helx.Hne Gegeldsatz zu AmiC ist bei AmiC2 die katalytische Doméne alleine in
Dyereleaseassayshochaktiv. Das Enzym aus coli bendigt einen Aktivatoy NIpD, der die

r e gul a t-ldefixiassddmeaktiten Zentrum entferAhalogdazu verringert der Miula-
torvon AmiC2 die Aktivitatin vitro, solange sie kovalent an die katalytische Domé&ne gebunden
ist. Der boolische Charaktey wie bei der Regulation von AmiC ais coli, ist jedoch nicht
gegeben.

Die praziseRegulation von AmiC23ollte durch Interaktionsstudien erforscht werdereinem
PulldownExperimentwurden vier Proteine als potentielle Interaktionspartner von AmiC2
idertifiziert (GerM: Npun_F0437;SIpB: Npun_R4778; SipD: Npun_R1578; Npf5024
Npun_F5023 Wahrend dieser Arbeit wurden DeletionsmutanterGenedieser Interaktions-

kandidatererstellt und ihr Phéanotyp charakterisiert

3 Summary

The cyanobacteriumostocpunctiformeATCC29133 grows as unbranched filaments of hun-
dreds of cells. Thlament shares a continuous outer membrane and a peptidoglycan layer that
spans the filament as one molecule. In contrast to unicellular bacteria, the daughter cells rema
connected after cell division forming a communicating unity. By differentiati@pecialized

cell types,Nostoccanadapt to changes in the environment. Nitrogen fixing heterocysts are
terminally differentiated and formed insam-regular pattern alay the filament. Gliding hor-
mogonia for dispersion and symbiosis can convert back into vegetative cells as well as dormant
akinetes.

The amidase AmiC2 (Npun_F1846) is vital for cekll communication. It drills approx.
150pores of 20hm in diameter intdhe septal peptidoglycan: the nanopore array. Without
AmIC2 the filament grows in clumps, the cells show aberrant dividing planesetietiom-
munication and differentiation are aborted.

The domain organization of AmiC amidasedNiostocdiffers significantly compared to those

of unicellular bacteria. The proteins are exported by ssggm@l sequence and consist of two
AMIN domains (amidas®&\-terminal) connected bylaker to the catalytic domairhislinker

was identified as modulator of catalytic activity.
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Zusammenfassig/summary

Immunofluorescenceshowed AmiC2 (and the sibling enzymeniC1) localized to young

septaThe amidase AmiC2 follows the invagination of new peptidoglycan untdegptal plane

is fully coveredln maturesepta AmiC2 disappeared.

The seesignal sequence showed no influence of localization. Instead, the -AbliNins pro-

mote localization to the septal plane. During hormogonia live cycle Ami@gominantly

recruited to the septa. Movement of a filamequrees acting as one and therefore an increased

level of communication. The nanopore array is adapted to that. In hormogonia the frequencies

of pores building up the nanopore array is three times higher than in vegetative filaments.
Comparing the catalytidomain of AmiC2 to celbgitting amidases of unicellular bacteria like
Escherichiacoli, bot h sequence and st r ucthelixianhissiagn al y s i
in AmiC2. In contrast to AmiC oE. coli, the catalytic domain of AmiC2 is highly act in
dyereleaseassays. Th&.coienzyme requires an acthelixthat or , N
obstructs the act i v-belixcthemodalatarof AniCa dHiroirgsbes hhe t o t h
hydrolytic activity in vitro if the linker is covalently bouhto the catalytic domain without

showing theboolean characteristics of this regulation as in AmiE afoli.

The precise regulation of AmiC2 to only form pores in the septal peptidoglycan was to be in-
vestigatedBy a pulldown experimentpur proteinswere identifiedascandidates for interac-

tion with AmiC2 (GerM: Npun_F0437; SlpB: Npun_R4778; SlpD: Npun_R1578; Npf5024:
Npun_F5024)Knockout mutant®f the genes of these four putative interaction partwers

generated and characterized.
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Einleitung

4 Einleitung

4.1 Die bakterielle Zellhille

Die bakteriellen Zellen sind durch mehrere Schichten von der Umgebung abgegrenzt. Die bak-
terielle Zellhille besteht aus der Cytoplasmamembran, welche die innerste Barriere darstellt.
Daran schlief3t sich ein mehrschichtiges Murein (Peptidoglykan) an. Basisbrmgebende
Element der ZellefWeidel et al., 1960, Holtje, 1998, Voier and Holtje, 2004 Durch seine
Rigiditat verleiht es der Zelle Stabilitat gegen den Turgor.

Die Starke de$eptidalykansacculus dient als Unterscheidungsmerkmal in der Diagnostik.
Besteht die Zellwand aus wenigen Schichten, werden sie wahrererataiarbung wieder
entfarbt und gelten algrarmegativ.Besteht das Murein aus vielen Schichtenbabalten die
gramgefarbten Zellen das Kristallviolett und gelten giampositiv (Burke, 192). Bei gram-
negativen Zellen ist der Mureinschicht noch einBere Membran aufgelagert, die geam-
positiven Bakterien fehltDer Raum zwischen Cytoplasmamembran und &uf3erer Membran
wird Periplasma genanrlassischer Weise ist dagfplasma ein&igenschaft gramegative
Bakterien, aber auch bei grpositiven B&terien gibt es Bereiche nahe des Peptidoglykans mit
ahnlichen EigenschaftgMatias and Beveridge, 2008yntersuchungen mit dem Rasterkraft-
mikroskop (AFM,atomic force microscopyergaben fuZellwande gramegativer Bakteen

eine Mureinstarke von 1-5,0nm(Yao et al., 1999)Dagegen besitzegranpositive Bakterien
Murein, das meist ei@Starke von 280 nm aufweis{Ghuysen, 1968)

Obwohl Cyanobakterien eine sehr dicke Blaschicht besitzemgelten sie als gramnegatimd

verfiigen Ubeeinedul3ere Membran.

a Gram-negative bacteria b Gram-positive bacteria
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Abbildung 1 Gegenuberstellung der stereotypen Zellhillen gramnegativer undrgmpositiver Bakterien. Cyanobakte-
rien besitzen eine aulRdviembran und zuséatzlich ein vielschichtiges Peptidoglykangrampositive BakterigfBrown et al.,
2015)
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4.1.1 Peptidoglykan

Die bakterielle Zellwand besteht aus Peptidoglykan (Murein). Es umschliel3t die Zellen voll-
standig und stabilisiert sie gegen Umwelteinfligseliertes Peptidogkan spiegelt die Zell-
form des Bakteriums wieder, aus welchensesiert wurdg(Holtje, 1998, Weidel et al1,960)
allerdings wird der Peptidodkpnsacculus nichtwingendals Vorlage zur Formgebung ge-
braucht.So kannBacillussubtilisaus der zellwandlosenfEorm die Stabchenform wiederher-
stellen(Kawai et al., 2014)

Das Peptidoglykan besteht aus ein@etzwerkalternierende Einheiten NAcetylmuramin-
saure (MurNAc)undM c et y | gl uc os a mi-h4glydedidisdnitédirander ved-i e
knipft sind. Uber den LactyRest der MurNAc ist ein Pentapeptid (iber eine Amidbindung
angehang{Schleifer and Kandler, 1972pas Patapetid variiert in der Zusammensetzung
undkann zur Charakterisierung einer Bakterienspezies herangezogen wéidedas Penta-
petid, das mit zwei BAlaninen endetkdnnen Quervernetzungen zu anderen Peptidstréangen
entstehen. Auch der Vernetzungsgrad Blegtidoglykansst charakteristisch fir eine Spezies.
Generell ist das Mureingerist bgianpositiven Bakterien starker vernetzt. Es kaaden

zehnfachemsmotischen Druck aushalten

4.2 Das Cyanobakteriumostocpunctiforme ATCC29133

Die Cyanobakterien bilden eine weit verbreitete Grupipetoautotropher Mroorganismen

mit grol3er morphologischer Diversitat. Aufgrund dieser Komplexitat werden Cyanobakterien
in funf morphologisch&ektionenunterteilt. DieSektionenl und Il bestehen ausinzelligen
Cyanobakterien. Die Vertreter dgektionlll sind flamentoseCyanobakteriemhne Differen-
zierungspotentialln SektionlV und V sind Cyanobakterien zusammengefasst, die als Anpas-
sung an wechselnde Umweltbedingungeezelle Zellenentwickeh kénnen Im Gegensatz

zur SektionlV verfugt die SektionV Uber mehr als eine Teilungsebene, sodass verzweigte
Filamente entstehgRippka et al., 1979)

Die Cyanobakterien entwickelten dixygenePhotosyitheseund reicherten die Atmosphéare
mit Sauerstoff anDies erméglichtalie Evolution héheren Leben&uch de Chloroplasten
welche die Photosyntheseleistudgr Pflanzenerbringen,stammen von defGruppe der
Cyanobakteriermb (Giovannoni et al., 1988pPa Cyanobakterien tGber eine aul3ere Membran

verfligen, gelten sie atgannegative Mikroorganismen.
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Abbildung 2: Differenzierungsformen von N. punctiforme WT. A) vegetative ZellenB) vegetative Zellen einer spateren
Wachstumsphase und ein Hormogonium (wei3e Pfeilspitp#) zu erkennen isiree der beiden konisch geformten terminalen
Zellen desHormogoniums C) vegetative Zellen und Akinetgorangene Pfeilspitzenlp) vegeative Zellen und Heterozysten
(tiefrote Pfeilspitzen)GréRRenstandard. j5m.

Als Cyanobakterium der Klasse IV wacisbstocpunctiformeATCC29133(N. punctiformé

in unverzweigten Filamenten. Ein gro3es Genam fast 10Mbp spiegelteinen komplexen
Lebensstilvider (Meeks et al., 2001er Symbiosen mit Moosen, Pilzend hoheren Pflanzen
einschlie{Adams and Duggan, 2008, Liaimer et al., 2015, Meeks and Elhai,. ZDi@2ya-
higkeit, verschiedene Zelltypen als Reaktion auf veranderte Umweltbedingungen zy bilden
machtN. punctiformezu einem echten Vielzellefransient kaniN. punctiformeAkineten zur
Uberdauerung und Hormogonien zur Fortbewegung ausbilden. Die Filamente bilden unter
Stickstoffmangelbedingueg Heterozysten aiysum elementaren Stickstoff zfixieren
(Maldener et al., 2014Abbildung 2). Die Differenzierug zu Heterozysten ist terminddila-
mentdse Cyanobakterievie N. punctiformegeltenals die ersten bekannten mehrzelligen Or-
ganismen(Kaiser, 2001)Jedoch isWielzelligkeit im Laufe der Evolutioomehrfach unabhan-

gig voneinander entstandényons and Kolte, 2015)

4.3 Differenzierungsformen voN. punctiforme

4.3.1 Heteraysten

Die Differenzierung zu Hetergsten ist die einzige terminale Differenzierymg derN. punc-
tiformefahig ist. Da vegetative Zellen auf Stickstoffverbindungen wie Nitrat oder Ammonium
angewiesen sind, werden Hetgysten gebildet, wenn solche Stickstoffverbindungen fehlen
und molekularer Stickstoff fixiert werden muss.

17



Einleitung

Zur Stickstofffixierung wird das Enzym Nitrogenase bendtigt. Ddise Zentrum dieses En-
zyms ist sauerstoffempfindlicldleswegen hieschenin Heter@ysten mikrooxische bis anoxi-
sche Bedingungeindem leispielsweise didhylakoidmembraneabgebaut werde(Giddings

and Staehelin, 1979)

Der Kontakt zu Nachbarzellen im Filament ist auf eine halskanalartige Verbindung beschrankt
(Abbildung 3), die zwar den Stoffaustausch von Stickstoffintermediaten in Richtung der vege-
tativen Zellen und Kohlenstoffverbindungand Glutamain Richtung der Hetemysten er-
laubt, aberdie Diffusion von Sauerstoff zur Hetexete einschrankfWolk, 1968, Kumar et

al., 2010, Flores and Herrero, 2010, Walsby, 2007)

Die Entwicklung von Heteroysten ist untebestimmtenLaborbedngungen nach 24 abge-
scHossen. Sowohl die Differenzierung zur Hessie als auch die Fixierung molekularen
Stickstoffs ist mit hohem Energieaufwand verbunden. Die Versorgung des Filamentisknit S
stoffverbndungen durch Hetergsten wird durch eine optimale Anzahl und Verteilung der
Heteraysten im Filament gewvleistet (Zhang et al., 2007)Es entstehein semireguléres

Muster an Heterzysten. Etwa jede zehnles zwanzigst&elle durchlauft die Differenzierung

zur Heterozyste

Abbildung 3: TEM -Aufnahme der Schnittstelle zwischen vegetativer Zelle und HeterozystBie Heterozyste (oben) ist
Uber einen Halskanal mit der benachbarten vegetativile \#bunden. GroRenstandard: 900.

4.3.2 Hormogonien

Wie viele Vertreter derNostocaleshildet N. punctiformekurze, bewegliche Filamente, die
Hormogonien @riechischhormos= Schnuy Kette undgoneia= Zeugung)Sie entstehen aus
synchronisierteReduktionsteilungen vegetativer Zellen oder Akineted sind eine transiente

Differenzierungform. Die resulierenden Filamente bestehen aus kleineren, zylinderférmigen
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Zellen und konischen endstandigen Zellahbildung?2). Die zum Gleiten beféahigten Hormo-
gonien reagieren auf phototaxisc{@ampbell et al., 2015ynd chemotaxischéCozy and
Callahan, 2014lreize

Als infektiése Einheit kbnnen Hormogoniemgelockt von PflanzerSymbiosen eingehen. Ein
bisher nicht identifizierter chemischer Botenstoff, HH#&rfmogonium inducing factyrwird

von der unter Stickstoffmangel leidenden Pflanze ausgeschieden und fordert die Differenzie-
rung zu Hormogonien urahscliel3end deren Migration zur Wirtspflanze. Weitere Symbiose-
pariner vonN. punctiformesind Moose Antocerospunctato$, hohere Pflanzen wi@unnera

und Pilze (Flechten)Sprent and Meeks, 2013, Campbell and Meeks, 1989, Meeks and Elhai,
2002) Als Symbiosepartner stel. punctiformeseinem Wirt Stickstoffverbindung aus Hete-
rozysten zur Verfligung und erhélt im Gegenzug von der Pflanze Energie aus Kohlenstoffver-
bindungen.

Gleitende Hormogonien dienen nicht nur dem Wechsel vom freilebénldenent zum Sym-

biont, sondern auch der Verbreitung tber kibrstanzenDabeisind Typ IV-Pili in den Me-
chanismus der Fortbewegung involvi@uggan et al., 2007, Khayatan et al., 20Zo)m Glei-

ten sind Hormogonien zudem auf die Exkretion von Polysacchariden ange(Réesssr and
Meeks, 2013, Risser et al., 201%anskriptomanalysen von Hormogonien Nepunctiforme
zeigenetwa2000 spezifisch regulierte Gerizamit sindin die Entwicklungzon Hormogonien

im Verhaltnis zur Differenzierung zu Heterozysten (&ne)oderAkineten (497Gene)mehr

als dreimal swiele Gene involvier{Campbell et al., 2007)

Trifft ein Hormogonium wéhrend seiner Migration auf ein Hindernis, so kann es sogar seine
Migrationsrichtung umkehrelw hne dabei das Filament Awendeni
obachtuny Hormogonierkdnnen als einzelnes Filament oder in Gruppen migrié¢ssuzt

ein Hormogoniumvon Mastigocladudaminosusdie Spur von anderen lHaogonien, dann
kommt es oft zur Anderung des Migrationsverhaltens von einer direkten Linie zu einer Sinus-
formigen Wanderungzudem besteht die Tendemter alten Spur zu folgen. Mehrere Hormo-
gonien konnen sich auch zu ZelhuelnzusammenfinderfHernandezMuiiz and Stevens,
1987)

In diesemverzweigt wachsendeBektionV Cyanobakterium konntgezegt werden, dass der
Stoffaustausch in Hormogonien im Vergleich zu vegetativen Zellen erhgNtistberg et al.,
2014)
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4.3.3 Akineten

Die Akineten (von griecha k i n={uhbeveeglich) sind die dormante Uberdauerungsform vie-
ler Cyanobakterien der Klasse IV und(Rippka et al., 1979)Die reversible Ausbildung zur
Akinete erfolgt als Reaktion auf ungunstige UmweltbedingunBenAkineten verschiedesr
Speziesist gemein die Anreicherung von Speicherstoffen wie Glykogen und Cyanophycin (L
Asparaginsaur&-Arginin Co-Polymer). Dies ist jedoch kein Alleinstellungsmerkmal. Auch
vegetative Zellen in stationarer Wachstumsphase oder unter Stress bilden Spéfieherst

Die Akineten verschieden&lostocalesind morphologisch uneinheitlich. B&habaenavari-
abilis sind reife Akineten langlicloval undmeistnicht mehr im Verbund eines zusammenhan-
genden Filaments. Reife Akineten beipunctiformesind gréf3er und ndlicher als vegetative
Zellenund bleibermeistim Filament zusamme(Perez et al., 2016¥zenerell sind Akineten
grol3er als die vegetativen Zellen, aus denen sie hervordefieamthalten Akineten mehr Ko-
pien des Chromosoms als vegetative Zellen und vermehrt auch Ribosomen. Dies ermoglicht
eine schnelle Keimung der Akinete, wenn die Umweltbedinguggestig sindSukenik et al.,
2012)

Als Uberdauerungsform widerstehen Akinetésilte und Trockenheit. Im Gegengatu den
Endosporemgranmpositiver Bakterien sind Akineten hitzelabiltotzdem werden sie ineh-

nung an ihre Funktioals sporeriihnlich beschrieben.

4.4 Intrafilamentdose Kommunikatioim Cyanobakterien

Als Zellverband gemeinsam auf veranddstaweltbedingungen zu reagieren erforderiico
munikation.Damit erfullt N. punctiformedie zweigrundlegenden Kriterien fir echte Vielzel-
ligkeit: EinenZellverband und Kommunikatiofi.yons and Kolter, 2015)

Bei filamentdsen Cyanobakterien vide punctiforme kann dies auf zwei unterschiedlichen We-
gen passieren. AMertretergramnegative Bakteiien umspannbei N. punctiformedie aul3ere
Membran das gesamklamentund fehlt im SeptumAls Folge besitzen die Zellen des Fila-
mentsein gemeinsames Periplasifidores et al., 2006, Hoiczyk and Baumeister, 199/&)-
ches auch als Kommunikationsraum dient. Dabei weS8lieffie von Zellen in das Piglasma
abgegeben und von anderen Zellen des Filaments aufgenafabbddung4). Direkter ist die
Kommunikation von Zelle zu Zelle. Kommunikationsstruktuzemschen Nachbarzellen haben
bei Cyanobakterien seit ihrer Entdeckung verschieBezeichnungen erhalten: Mikroplasmo-
desmata als Anlehnung an bekannte Strukturen bei Pfl{Bager and Lee, 2014, Giddings
and Staehelin, 1981¢hannelgZheng et al., 2017, OmaiNasser et al., 2015, Omahasser
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et al., 2014pder auchseptalJunctiors (Flores et al., 2016, Mullineaux and Nurnberg, 2014,
Wilk et al., 2011, Nurnberg et al., 2015)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der zwei Routen intrafilamentdser Kommunikatiorin Blau und Griin dargestellt
sind Transporter und Metabolit@elche die Route deStoffaustauschiiber das Periplasnmehmen. In Lila sind septumstiber-
spannende, proteindse Z&kll-Verbindungendargestellt, welche den direkten Stoffaustausch ermdglicBéd. aus
(Mal dener and Muro Pastor, 2010)

Mittels FRARExperimenten(fluorescent recovery aftgohotobleachiny konnte der direkte
Stoffaustausch von Zelle zu Zelle bestétigt wer@dirnberg et al., 2014, Lehner et al., 2011,
Mullineaux et al., 2008)Bei diesenFRAP-Experimenten wrde der Ruckfluss eines Fluoro-
phors in eingebleichte Zelle des Filaments gemessen.

Generell wird FRAP verwendaim Diffusionsgeschwindigkeiten in Zellen und dinnen Flus-
sigkeitsfilmen zu messdiMeyuvis et al., 1999, Mullineaux, 20Q0MNeuere Studien zeigen, dass
der Stofftranspoiin intakten Filamenten hauptséchlich von der Temperatur abiiZesegen

wird angenommen, dass es sich bei diesemféstausch um Diffusion handglieves
Morion et al., 2017)Die Diffusion ist abhéngig von der Beschaffenheit der Septen eines Fila-
ments welches ein charakteristisches Merkmal einer Spezigghishg et al., 2017Bei man-

chen Cyanobakterien ist auch die Position im Filament entscheidend fir dievibetksgkeit

des Stoffaustausches. DaganobakteriunCylindrospermopsis raciborskéntwickelt nur ter-

minal Heterozysten. In dieser Region ist der Stoffaustausch schneller als mitten im Filament
(Plominsky et al., 2015)

Die Struktur, welche diese Diffusion erméglicht, besteht aus mehreren Komponenten. In der
Cytoplasmamembran der Nachbarzellen sinotd?ne verankert, welch&ahrscheinlichdie
Zellen Gber das Septummiteinander verbinderDabei muss das Periplasma und das septale
Peptidoglykan tUberwunden werddn.AnabaendPCC7120 sindsepJ(entsprcht FraG) und
anderen Frdroteinen Kandidaten fur den Aufbau der septalen Z&ll-Verbindungen
(NUrnberg et al., 2015, Mariscal et al., 2016, Nayar et al., 2007, Flores et al., 2007 - Merino
Puerto et al., 2010, MerirBuerto et al., 2011a, Meriffeuerto et al., 2011blpie Proteine sind
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nach derFragmentation (f&) benannt, welche dth das Fehleikines oderMehrere dieser
Proteire verursacht wirdgber auch andet€O-Mutanten vorperiplasmatischen Protein&fn-
neneinen morphologischen Phanotyp mit verkirzten Filamenten verurséBberat et al.,

2014)

Das septal@eptidoglykanwird von Amidaserzum NanoporeArray geformt(Lehner et al.,

2013) Dieser ist das Gerust der direkten Zadlll-Kkommunikation In AnabaengPCC7120

wurde zusatzlicheine Amidase (AmiC3) gefunden, welche die Porengrdl3e beeinftizsst,
durchgefuhrten FRAEXxperimenten nueinkleinerFluorophordie Septen deamiC3Mutante
teilweise noch passieren konrfigheng et al.2017) Ein weiteresProtein SjcF1,beeinflusst
ebenfallsdie PoremroReund interagiert mit FraC und SefRudolf et al., 2015)Eine Uberex-
pression von SepJ AnabaendCC7120 fiihrte zu vergrol3erten Septen zwischen Heterozysten
und vegetativen Zellen und zu einem erhdhten Stoffaustausch zwischen diesen Zelltypen
(Mariscal et al., 2016wahrend bei einesepdMutanteselektivweniger Stoffaustausch pas-
siert(Rivers et al., 2014)

Erstmals wurde die Struktur von Septen filamentéser Cyanobakterien wohl in den 1950er Jah-
ren erforscht und Poren in den Seitenwéanden édg¢plokumentierfMetzner, 1955)Der Na-
noporeArray beiN. punctiformebesteht aus ca. 13ren von 2Gim Durchmesser pro Septum
(Abbildung 5) und kannmonokausal auf die Amidase AmiC2 zurtickgefuhrt werden. Fehlt
AmiC2, dann wird keirNanoporeArray gebildet Die Zell-Zell-Kommunikation ist unterbro-
chen.(Lehner et al., 2013, Lehner et al., 2Q11)

v . 4 N ,‘
Abbildung: 5 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Septums vegetativer Nachbarzellen von
N. punctiforme DerNanoporeArray besteht aus cd50Poren von 2hm Durchmessdtehner et al., 2013)n der Peripherie
des Septums sind keine Poren vorhanden. GréRenstandarim300

4.5 Amidasen

Die Amidas@ gehdrerzuden Hydrolasen. Sie spalten Ariindungen unter Verbrauch eines
WassermolekilsEs entstebneine Carbonséure und ein Amin. DieAcetylmuramyiL-Ala-
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nin-Amidasen(Amidasen) gehéren zu den Rgdrolasen. Sie sind an dem Umbau der bakte-
riellen Mureinschichbeteiligt, welche den Zellen Stabilitat verleiht und gleichzeitig flexibel
genug sein mussm Wachstum und Zellteilung zuzulassen. Die Amidasen spalten das Stamm-
peptid des Peptidoglykans von dem Zuckerrick@dgttie, 1998)und sind bei unizellularen
Bakterien wichtig fur die Zellteilungsind inEscherichiacoli (E. coli) die Gene der Amidasen
AmiA, AmiB und AmiC ausgeschaltet, dann wachst das Bakterium in Filamenten, unfahig die
Tochterzellen vonesnder zu trenne(Heidrich et al., 2001)Da Amidasen die Zellwand zer-
schneiden missen sie minutiés reguliert werden. Eine unkontrollierteividdung von
Amidasen hatte den Tod der Zellen zu Folge, weil die Zellwand, die dem Turgor standhélt,
abgebaut wirde. FUE. coli und einige andereinzellige Bakterien ist die Regulation von
Amidasen bekanrn(Garcia and Dillard, 2006, Mdll et al., 2014, Lenz et al., 208B6) E coli
regulieren & Proteine EnvC und NlpDyelche LytMDomanen enthalterdie Aktivitat der
Amidasen. Werden diese Regulatoren ausgeschaltet, dann besiav@pDMutante den-
selben filamentdsen Phéanotyp wie dmiABGTripelmutanteg(Uehara et al., 2009, Uehara et

al., 2010) Die Regulationvon AmiC bdt.colibasi ert auf der el senz e
in derkatalytischerDoméne. Diese blockiert das aktive Zentrum und wird durch den Einfluss
von NIpD entfern{Rocaboy et al., 2013)

Die Zellwancamidasen AmiC1 und AmiZausN. punctiformesind nicht fir die Trennung von
Tochterzellen zustandig ungesitzen einen anderen Aufbals beispielsweiseAmiC aus

E. coli. In filamentdsen Cyanobakterien treten AmiC1 und AmiC2 im Genom gemeinsam auf.
Bisher ist diese Genverdoppelung biarelligen Cyanobakterien oder filament@s€yanobak-
terien der Sektiohll (ohne Differenzierungspotent)ahicht beobachtetworden (Berendt,
2011b) Auch der Transporhidas Periplasma erfolgt andevgahrend AmiC auf. coli im
gefalteten Zustand mittels T&ignal Uber die Cytoplasmamembran transportiert wird
(Bernhardt and de Boer, 2008)erden die Amidasen . punctiformeliber ein Se&ignal in

das Periplasma sekretieBtatt einer AMINDomé&ne AmidaseN-terminal) besiten AmiCl

und AmiC2jeweils zwei dieser Doméanen. Uber eine Lange von ca.ArBhosauren (AS)

sind die AMIN-Doméanermit der Gterminalen katalytischen Domane verbundeieser Auf-

bau istfUr filamentdseCyanobakterieder Sektion IV und \¢harakteristiscBerendt, 2011b)

Uber Fusion mit GP und dem Transport mittels Taignal konnte AmiC2 in den verschiede-
nen Differerzierungstadien lokalisiert werden. Besonders prasent ist AmiC2 in jungen Septen
vegetativer Filamente und in Hormogoni&ne Amidase ist wahrend der Differenzierung an
der Zellwand der Roheterozgte lokalisiert. In reifen Akineten verschwindet das Signal von
AmIC2 (Lehner et al., 2013)
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4.6 Die amiC2Mutante vonN. punctiforme

Erkenntnisséiber die Funktion von AmiC2 wurden durch die Charakterisierung kKieviu-

tante gewonnerDie daraus resultierendaniC2Mutanteist unfahig Akineten, Heterozysten

oder Hormogonien zu differenzier@rehner et al., 2011)

Die Mutantezeig eine aberrante MorphologiBie Zellen deamiC2Mutante sind vergroR3ert.

Sie besitzen das dreifache Zellvolumen von vegetativen Zellen des WT. Auch die Septen der
amiC2Mutante sind groRRer (Faktor: 1,76behner, 2013)Schiefe Teilungsebenererhindern

eine normale Filamentmorphologie. Die kurzen Filamente der Mutante winden sich zu klumpi-
gen StrukturenDie Zellwand ist dicker als beiN. punctibormeWT und macht die Mutante
resistenter gegenuber mechanischem Stress. Zudem sind die Zelem@2Mutantein eine

Schicht Exopolysaccharidgngebettetdie durch Alcianblau sichtbar gemacht wurdearch
FRAP-Analysen konnte gezeigt werden, dassaihiC2Mutantein der ZeltZell-Kommuni-

kation gestort istim Gegensatz zu den vegetativen Zellen des Wildtyps (WT) gab es bei der
amiC2Mutante auch ach 80s keinen Ruckfluss des Fluorophd@alceinin die gebleichte

Zelle. Slbst nach mehreren Minutdrieb die® Zelle dunkel.lsolation septalen Peptidogly-

kans lieferte Antwort darauf, warum diniC2Mutante keine ZelZell-Kommunikation be-
treiben kann. Das Septum besteht aus einer dickeren Schicht Peptidoglykan ohne eine einzige
Pore(Abbildung6).

Im Gegensatz zu Amidasen bei unizellularen Bakterien igtuti&tion von AmiC2n N. punc-
tiformenicht die Trennung der Tochterzellen, sondérrdie Transformation des septalen Pep-

tidoglykans in defNanoporeArray zustandigLehner et al., 2013)
Pre Os 2s 4s 8s 80s

Abbildung 6: FRAP-Aufnahmen, TEM-Aufnahmen und Hellfeldmikroskopie der amiC2Mutante (2) im Vergleich mit

dem N. punctiforme WT (1). A) FRAP- Aufnahmen Die gebleichten Zellen sind durch weil3e Pfeilspitzen gekennzeichnet.
Nach wenigen Sekunden ist die Zelle des WT wieder mit dem Fluorophor geftillt, wahrend die Zelle der Mutante dunkel bleibt.
GroRenstandard: 5m (Lehner et al., 2011B) TEM-Aufnahmen des septalen Peptidoglykddas Septum des WT verfugt
UberdenNanoporeArray, welcher den Stoffaustausch von Zelle zu Zelle ermdglicht. DatsiBeder Mutante besitzt kesn
NanoporeArray. GréRenstandard: 3G0n (Lehner et al., 2013K) Die Hellfeldaufnahmae zeigendie Filamentmorphologie

der Zellen. Der WT bildet regulére Filamente, die Mutante wéchst in aberranten Filamenten mit schiefen Teilungsebenen.
GrolRenstandard: jsm.
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4.7 Ziel der Arbeit

Die Amidase AmiC2 transformiert das septalgtitBglykan voriN. punctiformean das Grund-
gerust der ZelZell-Kkommunikation, da NanoporeArray. Die Deletionsmutante dieser
Amidase zeigt schwerwiegende morphologische Defekte und ist unfahgeldifferenzie-

rung. In dieser Arbeit sollte AmiC2 naherarakterisiert werden.

Der Einsatz von Peptidantikorpesaolltedie Lokalisation von AmiC2n situ durch Immunflu-
oreszenzmarkierungrmaoglichen Damitsolltenfrihere Untersuchungen izuokalisation von
AmiC2 bestatigt werderDie Untersuchung der Signalguenzen sollte den Einfluss auf die
Lokalisation von AmiC2 klaren. Mit diesen Versuctsailte das Argument eines artifiziellen
Systems bei friiheren Lokalisationsstudien von AmiC2 ausgensarden

Es sollte eimlssayetabliert werden, mit welchem die Aktivitder Amidase gemessen werden
kann.Mit der Kristallstruktur der katalytischen Doma@miC2c) sollten Einblicke in den
Wirkmechanismus von AmiC2 gewonnen werden. Mut&iaginzelner Aminoséuresollten
Aufschlus Uber @renBedeutung fir die Katalysgeben

Die Domanenstruktur von AmiC2 unterscheidet sich von den Zellteilungsamidasen einzelliger
Bakterien. Die einzelnen Doméanen sollten mit verschiedenen Methoden auf ihre Funktion be-
zuglich der Lokalisation undaitalytischen Aktivitat untersucht werden.

Studien zeigten eine hohere Rate des Stoffaustausches lber die Septen bei Hornmgonien
Vergleich zu Filamanten vegetativer ZellefNurnberg et al., 2014)Deswegen wurde das sep-
tale Peptidoglykan von Hormogonien untersucht

Zusatzlich sollta putative Interaktoren von AmiC2 identifiziert uitdte Deletionsmutanten

auf ihr Differenzierungsverhaltenin untersuchtverden Morphologischsolltendiese Mutan-

ten unter Verwendungmikroskopische Methoden charakterisiert und duréusionen mit
SfGFP lokalisiertverden
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien und Gerate

Losungsmittel, Chemikalien und Antibiotika wurden von folgenden Firmen bezogen: Karl Roth
GmbH (Karlsruhe), Merk (Darmstadt), Roche (Boehrinflannheim)Si g ma Al dr i
chen), Serva (Heidelberg), Flukdgu-Ulm), Bakto, Peglab und Sartorius (Gottingen).

Enzyme und DNAStandards fur molekularbiologische Arbeiten staemmvon den Firmen

NEB Biolabs (Ipswich, England) Fermentas (St. LeeRot), Roche (Mannheim)Promega

(Mannheim) und Genaxxon (Ulm).

Filter wurden von der Firma Millipore verwendet. Gerate und Reaktionsgefalde tstamon

den FirmenEppendorf, Gilson, Kodak, 8arius, Fisher Scientific, Biorad, Peqglab, Leica,

Beckmann, Branson, éttich, Gibco, Analytik Jena, SensoQuest und Genaxxon.

5.1.1 Verwendete Kits

Kits fur Plasmid PraparationgMini- und Midi-Prep)wurden von den Firmen Macherey &

Nagel (Duren, Deutschland) odeeqglab (Erlangen) bezogdfiir die Affinitatschromaigra-

phie vonProteinen wurden Higrap Saulen von Genaxxon oder G¥p Saulen von GE

Healthcare verwendet.

5.1.2 Datenbanken

Bezeichnung
Cyanobase

Meeks Lab Home Page
NCBI

EMBL-EBI

5.1.3 Verwendeté’rogramme
Bezeichnung

Promotorvorhersage
InterPro
Clustalq
ProtParam

SignalP 4.1

ReverseComplement (DNA)
Clonemanager 9
WInASPECT Specord

Leica LAS AF Deconvolution
TMHMM Server 2.0

Internetadresse
http://genome.microbedb.jp/cyanobase/
http://microbiology.ucdavis.edu/meeks/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/

Internetadresse

http://www.fruitfly.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://web.expasy.org/protparam/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
Lizenzsoftware

Lizenzsoftware

Lizenzsoftware
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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5.2 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

5.2.1 Bakterienstamme

Tabelle 1: VerwendeteE. coli-Stamme

Stamm Merkmale
DH5U F-, (a8DpM1 5lacZYpfargF),

U169,

recAl, endAl, hsdR17 (rk-, mk+), gal- phoA,

SUpE44 o-thi-1, gyrA96, relAl

DH10B F-, mcrA, megp-hsdRMS-mcrBC),

G 8l8cZ oM 1 SacX7&recAl, endAl, a-

raD1 3 9 ara, p)7697,
galU, galK, &- rpsL, nupG
fhuA2 [lon] ompT gal (D E 3 )
pLemo(CamR)

aDE3=as BamHI o
int::(lacl::

Lemo (DES3)

-&E c
Pl ac

[ dc m]

oRI

uvys: : T

pLemo = pACYC184-PrhaBAD-lysY

MG1655
HB101

K-12 Fi ai ilvGi rfb-50 rph-1

F- mcrB mrr hsdS20(rB- mB-) recAl13 leuB6 ara-

14 proA2 lacY1 galk2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(SmR)

ginv4 4 - o
J53 F* metpro

Tabelle 2: Verwendete Cyanobakterien

Stamm Merkmale
Anabaena sp.PCC7120 WT
Nostoc punctiforme ATCC29133 WT

Nostoc punctiforme ATCC29133 Npun_F1846::
amiC2-Mutante

Nostoc punctiforme ATCC29133 Npun_F0437::
gerM-Mutante

Nostoc punctiforme ATCC29133 Npun_F5024::
Npf5024-Mutante

Nostoc punctiforme ATCC29133 Npun_R1578::
slpD-Mutante

Nostoc punctiforme ATCC29133 Npun_R4778::

slpB-Mutante

5.2.2 Plasmide

Tabelle 3: Plasmide fir die triparentale Konjugation.

Plasmid Beschreibung

pRK2013 RK2 Derivat fur triparentale
Konjugation

pRL528 Helferplasmid fir die Konju-
gation

RP4 Fir Konjugation

C.K3 (rev.); NmR

C.K3t4 NmR

C.K3t4 NmR

C.K3t4 NmR

C.K3t4 NmR

Resistenz
KmR

CmR

KmR

27

Referenz
(Hanahan, 1983)

(Hanahan et al., 1991)

a NEB Biolabs

(Jensen, 1993)

(Boyer and Roulland-Dussoix,
1969)

(Clowes and Rowley, 1954)

Referenz

PCC

ATCC

(Lehner et al., 2011)

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Referenz
(Figurski and Helinski, 1979)

(Elhai and Wolk, 1988)

(Wolk et al., 1984)
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Tabelle 4: pGEX-basierte PlasmideDer N-terminale GSTTag Bsst sich bei deAT-3 Plasmiden durch Thrombin entfer-
nen, bei den 6R Plasmiden wird der Tag mitsfPreScissiofProtease” entfernt.

Plasmid
pGEX-4T-3
pIM629
pIM630
pGEX-6P-1
pIM627
pIM628

Beschreibung
Leervektor
AmiC2c
AmiC2as
Leervektor
AmiC2uc
AmiC2m

Tabelle 5: pET15b-basierte Plasmide.

Plasmid
PET-15b
pIM637
pIM638
pIM642
pIM643
pIM644

Beschreibung
Leervektor
His-GerM
GerM-His
His-Npf5024
Npf5024-His
His-SIpB

Resistenz
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR

Resistenz
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR

Referenz

GE Healthcare
Diese Arbeit
Diese Arbeit
GE Healthcare
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Referenz

Novagen

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Tabelle 6: pET28a(+)GFPe basierte PlasmideDa diese Plasmide fur d€tulldownbestimmt sind wurdedurch die Klo-
nierung der HisTag des Leervektors entfernt.

Plasmid
pET28a(+)GFPe
pIM673
pIM674
pIM675

Beschreibung
Leervektor
AmiClasmcGFPe
AmiC2asmcGFPe
AmiC2gcGFPe

Resistenz
KanR
KanR
KanR
KanR

Referenz

(Drew et al., 2006)
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Tabelle 7: pRL271 basierte PlasmideDurch dasacBGen ist die Selektion auf Doppelte Rekombination mdoglich.

Plasmid
pRL271
pIM647
pIM648
pIM649
pIM651
pIM672

Beschreibung

Leervektor
Npun_F5024::C.K3t4
Npun_R1578::C.K3t4
Npun_R4778::C.K3t4
Npun_F0437::C.K3t4
Npun_F0437sfYFP-C.K3t4-

Resistenz

EmR, CmR

EmR, CmR NmR
EmR, CmR, NmR
EmR, CmR, NmR
EmR, CmR, NmR
EmR, CmR, NmR

Referenz

(Black et al., 1993)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Tabelle 8: pPSCR202 basierte PlasmideBei den Reporterkonstrukten vdipf5024 SlpD, SIpB und GerM wurde die je-
weils native Promotorregion dem Fusionsgen vorgeschBlastPlasmigpIM650 ist mit Ausrufezeichen gekergichnet,
weil die Promotorregion vogerMin E. coli so stark erkannt wurde, dass der Wirt das Plasmid modifiziert.

Plasmid
pSCR202
pIM469
pIM583
pIM591
pIM593
pIM625
pIM626

Beschreibung
Leervektor
Tat-AmiC2asmc-GFP
Tat-AmiC2c- GFP
Tat-AmiC2ac- GFP
Tat-AmiC2smc- GFP
Tat-AmiC2uc- GFP
Tat-AmiC2amc- GFP

Resistenz

AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
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Referenz

(Summers et al., 1995)
(Berendt, 2011b)
Sophie Schmidt
Sophie Schmidt
Sophie Schmidt

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pIM635 Tat-AmiC2sc- GFP AmpR Diese Arbeit
pIM639 Npf5024(Npun_F5024)sfGFP  AmpR Diese Arbeit
pIM640 SIpD(Npun_R1578)sfGFP AmpR Diese Arbeit
pIM641 SIpB(Npun_R4778)sfGFP AmpR Diese Arbeit
IpIM650! GerM(Npun_F0437)sfGFP AmpR Diese Arbeit

Tabelle 9: pRL1049 basierte PlasmideFur alle Konstrukte wurde die vektorinterne Promotorsequenz verwendet.

Plasmid Beschreibung Resistenz Referenz

pRL1049 Leervektor SmR, SpR (Black and Wolk, 1994)
pIM612 C.K3t4 SmR, SpRNmR Jan Bornikoel

pIM584 SecNpun_r1846SfTGFP SmR, SpR Sophie Schmidt
pIM609 Tat(Npun_R2356)sfGFP SmR, SpR Sophie Schmidt
pIM631 SecCalas75SfGFP SmR, SpR Diese Arbeit

pIM632 Secallao99STGFP SmR, SpR Diese Arbeit

pIM633 Secair1s3asfGFP SmR, SpR Diese Arbeit

pIM634 Secair2269SfGFP SmR, SpR Diese Arbeit

pIM636 Secalie66SfGFP SmR, SpR Diese Arbeit

5.2.3 Oligonukleotide

Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotide.Grundsatzlich erfolgte die Namensgebung in Leserichtung des Gléganukle-
otide flr GibsorKlonierungen sind nach ihren Uberh&ngen benannt. Schnittstiétl&estriktionsendonukleasen oder Mo-

di fikationen sind fett mar ki ert . ALinkerfd stellt der
zeichnundiir die katalytische Doméane von AmiC2.

Nummer Bezeichnung Sequemzd 36

992 GST-AmiC2Np_fw GCGTGGATCCGCGAAACTTGAATATTGG

993 GST-AmiC2Np_rv CCGGGAATTCTTAACGCTGTAAGTATTTTAGGATG

994 GST-AmMIC2NpPEZD_fw GCGTGGATCCGGGAAATTACTAGTTGTGATTGAC

995 GST-Seq-fw AGAGCGTGCAGAGATTTC

997 Amin_fw CTGGTGCCGCGCGGATCCG

998 Amin_rv GAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGGAATTA

1029 GST-AmIC1Np fw CCTGGGATCCGCGAGACTTGAATCTTGGCGCTTTG

G EET AR igCGCTCGAGTTATCTTCTCTTTAAATACTGAAGAACGCC
GGCCAACATTAGTAACAACATTAACACATGGTGTACAATG

dL0SE,  Slm(ATel) TTTTTCACGTTATCCAG
CTGGATAACGTGAAAAACATTGTACACCATGTGTTAATGTT

1022 sliSl=(Een) GTTACTAATGTTGGCC
CCAGTATTATTACCAGATAATCATTATTTATCATATCAATCA

1028 AR i GTATTATCAAAAGATCC
GGATCTTTTGATAATACTGATTGATATGATAAATAATGATT

e e ATCTGGTAATAATACTGG

GTGAAATTACGCTGGTTACTATCCAGTACTATTGGAACTAT
1035 AmiC2NpSS-sfGFP CTTCATGCTATCGTCGCCCGCAATGGCTGCATCAAAAGGT
GAAGAATTATTTACAGGTG

29
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Lo3g PRL1049 - GACGGATATCCCGCAAGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATT
AMIC2NpSS CGTGAAATTACGCTGGTTACTATCC
CACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTACCGGGATC
1037 pRL1049-SIGFP IV orp ATTTATATAATTCATCCATAC
1038 pSCR202 rv CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG
1039 PamiC-TAT-seq fw GGCTCCCATGAACGTGAATTAG
L0ag TAT-EZD (amiC2Np) ~ CTGCAAGTGCTGTATTCCTTAAAGGCTGTTTGGGTAATCC
fw CGGGAAATTACTAGTTGTGATTGACCCAGG
loag TAT-EZD (amiC2Np) ~ CCACCATGTCCTGGGTCAATCACAACTAGTAATTTCCCGG
rv GATTACCCAAACAGCCTTTAAGG
. GTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGG
1042 pSCR202-PamiClfw &\ 1CCCAGTATCCCTAGGCTTGTGAGCC
TTTATCGTCATCGTCTTTGTAGTCAATATCATGATCTTTATA
1043 3xFLAG-amiClss v ATCACCATCATGATCTTTATAATCAGCCATTGCCGGCGAC
G
GATTATAAAGATCATGATGGTGATTATAAAGATCATGATAT
1044 3xFLAG-L-amiClss fw TGACTACAAAGACGATGACGATAAAGCGGCTGCGAGACTT
GAATCTTGGCGC
1085 AmICLALE rv GTTTTATCAGACCGCTTCTGCCAACCAATTAACCAATTCTG
ATTATCTTCTCTTTAAATACTGAAGAACGCCAC
. GATCGCTCGTGGCGTTCTTCAGTATTTAAAGAGAAGATAA
1046 amiC1-tii2 fw TCAGAATTGGTTAATTGGTTGGCAGAAG
CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATC
LURD BT G CGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATC
L1048 AMICLAELAG rv CAATATCATGATCTTTATAATCACCATCATGATCTTTATAAT
CAGCCGCTCTTCTCTTTAAATACTGAAGAACGCCAC
GATTATAAAGATCATGATGGTGATTATAAAGATCATGATAT
1049 3xFLAG-t1t2 fw TGACTACAAAGACGATGACGATAAATAATCAGAATTGGTTA
ATTGGTTGGCAGAAG
1050 PamiCLamicossry  TOAAGATAGTTCCAATAGTACTGGATAGTAACCAGCGTAA
TTTCACAGTTCTTTCTCCTAATTCACGTTCATGG
. CATCATGATCTTTATAATCAGCCATTGCGGGCGACGATAG
1051 amiC2ss-3xFLAG IV - A TG AAGATAGTTCCAATAGTACTGGATAG
. CGCTTTATCGTCATCGTCTTTGTAGTCAATATCATGATCTT
1052 amiC2ss-3xFLAG V2 At A ATCACCATCATGATCTTTATAATCAGCCATTGC
. GATTATAAAGATCATGATATTGACTACAAAGACGATGACGA
1053 3xFLAG-amiC2 fw TAAAGCGGCTGCGAAACTTGAATATTGGCG
CTGTTTTATCAGACCGCTTCTGCCAACCAATTAACCAATTC
1054 amiC2-tlt2 rv TGATTAACGCTGTAAGTATTTTAGGATGC
. GAAGCGATCGCTCGTGGCATCCTAAAATACTTACAGCGTT
EES EIC L AATCAGAATTGGTTAATTGGTTGGCAG
. . GATATTGACGGCTCCCATGAACGTGAATTAGGAGAAAGAA
1056 PamiCl-amiC2sstW 116 AAATTACGCTGGTTACTATCC
CGTCATCGTCTTTGTAGTCAATATCATGATCTTTATAATCA
1057 amiC2-3xFLAG rv CCATCATGATCTTTATAATCAGCCGCACGCTGTAAGTATTT

TAGGATGC
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CTGTGTTCTCCCCAAGAGATATTTACAACGTGGTGAGAAC

1060 TAIAMINa/fw AGGGAAATTACTAGTTGTGATTGACCCAGG
CTTTTCCACCATGTCCTGGGTCAATCACAACTAGTAATTTC
SCUOTINIAEA Ny CCTGTTCTCACCACGTTGTAAATATCTCTTGG
CTGCAAGTGCTGTATTCCTTAAAGGCTGTTTGGGTAATCC
1062 TAT-AMIND fw CACAAGCCCTATTAATCCACCTAAAAACGG
CGGCAAGCATCCCGTTTTTAGGTGGATTAATAGGGCTTGT
1063 TAT-AMIND rv GGGATTACCCAAACAGCCTTTAAGG
1064 pSCR202 Seq fw TGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGG
1065 pPSCR202 Seq rv CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAG
1066 Np amiC1+2 fw TCCGTCCCATCTGATTGTAG
1067 Np amiC1+2 rv TTCTGCACGCCAAAGGATTC
1081 'f’JVAM'NB(NpAm'CZ) ATGCTTGCCGCCAGGGTAAC
1082 inEZD (Np AmiC2)fw  GCAGCCGGAGTGCAAATTGG
. CGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCCAGT
1083 pSCR-PamiC2 fw pespncawiivaalll
1084 AmiC2-FLAG 1y TTGTAGTCAATATCATGATCTTTATAATCACCATCATGATCT
TTATAATCAGCCGCTCTTCTCTTTAAATACTG
GTGATTATAAAGATCATGATATTGACTACAAAGACGATGAC
L GATAAATAATCAGAATTGGTTAATTG
1086 FLAGLLE rv CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATC
CGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAG
. TTGTAGTCAATATCATGATCTTTATAATCACCATCATGATCT
1087 SSamiCI-FLAGI v TTATAATCAGCCATTGCCGGCGACGATAG
. ATGGTGATTATAAAGATCATGATATTGACTACAAAGACGAT
1088 FLAG-amiC1 fw GACGATAAAGCGGCTGCGAGACTTGAATCTTG
1089 amiCl-tlt2 rv AACCAATTAACCAATTCTGATTATCTTCTCTTTAAATAC
1090 amiC1-tlt2 fw AGTATTTAAAGAGAAGATAATCAGAATTGGTTAATTG
1091 PamiCl-SSamiC2rv  AGTAACCAGCGTAATTTCACAGTTCTTTCTCCTAATTCAC
1092 PamiCl-SSamiC2fw  GTGAATTAGGAGAAAGAACTGTGAAATTACGCTGGTTAC
1093 AMIC2-FLAG 1y TTGTAGTCAATATCATGATCTTTATAATCACCATCATGATCT
TTATAATCAGCCGCACGCTGTAAGTATTTTAG
1004 amiC2-t1t2 fw TAAAATACTTACAGCGTTAATCAGAATTGGTTAATTGG
1095 AmICo-LE v AACCAATTAACCAATTCTGATTAACGCTGTAAGTATTTTAG
GATG
. ATGGTGATTATAAAGATCATGATATTGACTACAAAGACGAT
1096 FLAG-amiC2 fw GACGATAAAGCGGCTGCGAAACTTGAATATTGG
. TTGTAGTCAATATCATGATCTTTATAATCACCATCATGATCT
I TTATAATCAGCCATTGCGGGCGACGATAG
AGCCATTGCGGGCGACGATAGCATGAAGATAGTTCCAATA
1008 PamiCl-SSamiClrv  GTACTGGATAGTAACCAGCGTAATTTCACAGTTCTTTCTCC
TAATTCAC
1113 pMA-T fw GAGCGCGACGTAATACGAC
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1114 pMA-T rv GCCCAATACGCAAGGAAAC
1115 PpRL277 fw (Xhol) GCCCTTAAACGCCTGGTG
1116 PpRL277 rv (Xhol) TAACCGGCCTCTTCATCG
1206 intern amiC2fw TCAGCCGTATTCAGTTCAG
1207 intern amiC1fw TTGGTGGTTCTGCCTAGTC
CTTAAAGGCTGTTTGGGTAATCCCGCATCAAAAGGTGAAG
1210 TAT SfGFP fw AATTATITAG
1964 AMIN-A-LINKER fu 'I(;ATTTACAACGTGGTGAGAACACCTGGAGGTAATAATAAT
1965  AMIN-A-LINKER 1v GTGGATTATTATTACCTCCAGGTGTTCTCACCACGTTGTAA
ATATCTC
1266 AMIN-B-EZD fw GTCGTGGCATTGCTCAGTTCGGGAAATTACTAGTTGTG
1967 AMIN-B-EZD rv ?éCACAACTAGTAATTTCCCGAACTGAGCAATGCCACGAC
1968 TAT-LINKER fu CCTTAAAGGCTGTTTGGGTAATCCCCCTGGAGGTAATAAT
AATC
1269 TAT-LINKER rv GCTGTTTGGGTAATCCCCCTGGAGGTAATAATAATCCACG
CCCCA
1270 sfGFPstart CGCATCAAAAGGTGAAGAATTATTTAC
1271 pLR1049 rv CGATCCCGCGAAATTAATAC
1979 TATLINKER rvnew  TGGGGCGTGGATTATTATTACCTCCAGGGGGATTACCCAA
ACAGC
1307 gdfp-seq upstream TGTGCCCATTAACATCACCATC
1308 pRL1049 -seq ACGGCTTGATGAGTACC
ATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATC
£ SRR NN CCCTGGAGGTAATAATAATCCAC
1337 catDGEX 1y AACGCGCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCACGATGCGGCC
P GCTCGAGTTAACGCTGTAAGTATTTTAGGATGC
AACGCGCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCACGATGCGGCC
5889 HNNERATE2R GCTCGAGTTATCTAGGAACAGAGGG
1339 AMIND-cat neu fu _CI_EgCGTGGCATTGCTCAGTTCCCTAGAGGGAAATTACTAGT
1340 AMIND-cat neu v ACAACTAGTAATTTCCCTCTAGGGAACTGAGCAATGCCAC
GACTG
1342 Npun_F0437 fw CTCCAGGTTTCGGGAAACTC
1343 Npun_F0437 rv ACCGGGTGGAAGATGAAATG
1344 PET15b- CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA
Npun_F0437His fw TGAAAGACCAACAAGGATCTAATCGCATTTCTTCAG
—— CCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTG
1345 Do 02 i CTCTAGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCAAGCTGAT
pun_ AATTTTTCTC
ET15b.HisN. GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGC
1346 Eun = 0A3 ATCATCATCATCATCACGGCAGCAGCAAAGACCAACAAGG

ATCTAATCGCATTTC
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1347 PET15b-HisN- CCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGC
pun_F0437 rv CCTAAAGCTGATAATTTTTCTC
1357 Npun_R4778 fw ACCCTAGCCCGATGTAAGTG
1358 Npun_R4778 rv GCAAGCAATGCGAGGGTAAG
CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA
1359 His-Npun_R4778 fw  TGCATCATCATCATCATCACGGCAGCAGCTTAGATTTATTT
ATCTCTACTTACTTAATTT
. CCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGC
1360 His-Npun_RA778IV 11 A CTTCTTATTCCAGAGACTTAAAAATG
. GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGT
L INEMILREA TR e e e e e A AT AT
ATCCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCT
1362 Npun_R4778-His rv GCTCTAGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCTTCTTA
TTCCAGAGACTTAAA
1363 Npun_R1578 fw GAAGATAGCGAACAAGAAGG
1364 Npun_R1578 rv CCACATGCCACACCTCAAAG
CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA
1365 His-Npun_R1578 fw ~ TGCATCATCATCATCATCACGGCAGCAGCCTTCAAAAAAT
TGGAAGTAATG
. CACCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCT
LD IR RS telr GCCTTAATTGAATTTTACCCGTGCATCC
. CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA
1367 Npun_RIS78-HISW 11T AAAAAATTGGAAGTAATG
CCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTG
1368 Npun_R1578-His rv CTCTAGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCATTGAATT
TTACCCGTGCATCC
1369 Npun_F5024 fw CCCAATTGCTCCATTAGG
1370 Npun_F5024 rv ATTGGGTATTGGGCATTGG
CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA
1371 His-Npun_F5024 fw ~ TGCATCATCATCATCATCACGGCAGCAGCGCTGTAGGTG
GTTGCCCGATTCC
137 His-Noun E5024 rv CCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGC
pun_ CTCATTTCTTCAAATAACCTTTTGGGTCTTGTG
. CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA
1373 Npun_F5024-HiSTW 166 TGTAGGTGGTTGCCCGATTCC
CCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTG
1374 Npun_F5024-His rv CTCTAGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCTTTCTTCA
AATAACCTTTTGGGTCTTGTG
GGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT
LSS RS AR GAATTCTTATTTATATAATTCATCCATACCATGTGTAATAC
1376 SfGFP fw GCATCAAAAGGTGAAGAATTATTTAC
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATG
1377 pSCR202-NpunF5024 - A TTGGCGACTTTGCGAGTGG
CTAAAATTGGTACTACACCTGTAAATAATTCTTCACCTTTT
1378  Npun_F5024-sfGFP IV -\ 1 T TTCTTCAAATAACCTTTTGGGTCTTGTG
1379 PSCR202- CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATG
Npun_R1578 CGAAGATAGCGAACAAGAAGG
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CTAAAATTGGTACTACACCTGTAAATAATTCTTCACCTTTT

1380  Npun_R1578-S{GFP o\ TG CATTGAATTTTACCCGTGCATCCAGAC
13g PSCR202- CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCA
Npun_R4778 TGCACCCTAGCCCGATGTAAGTG
CTAAAATTGGTACTACACCTGTAAATAATTCTTCACCTTTT
1382 Npun_RA778-SIGFP - \1GCCTTCTTATTCCAGAGACTTAAAAATG
1383 CK3t4 fw TCTAGAGGATCTCAATGAATA
1384 CK3t4 rv ATGCTTGTAAACCGTTTTG
13g5 PRL271-Npun_F5024  GATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGATATCTAGAT
up CCCCAATTGCTCCATTAGG
13gg pun_F5024 up- CTTATACGCCCGTGTCAACCAATATTCATTGAGATCCTCTA
CK3t4 GATATGCTTACTAGGCCCAAGG
13g7 CK3W4-Npun_F5024  CTTTTTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAACGGTTTACAAGC
down ATATATCCCTTGGCACAAGTG
13gg  NPUN_F5024 down- CGCCGGCATGTCCCCCTGGCGGACGGGAAGTATCCAGCT
pRL271 CGAATTGGGTATTGGGCATTGG
13g9 PRL271-Npun_R1578  GATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGATATCTAGAT
up CGAAGATAGCGAACAAGAAGG
1390 NPUN_R1578 up- CTTATACGCCCGTGTCAACCAATATTCATTGAGATCCTCTA
CKa3t4 GAAGATTGCCCTGCGATACTC
1397 CK34-Npun_R1578  CTTTTTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAACGGTTTACAAGC
down ATCTGGAAATGTAGATTGGCAAACTTG
1397 NPUN_R1578 down-  CCGGCATGTCCCCCTGGCGGACGGGAAGTATCCAGCTCG
pRL271 ACCACATGCCACACCTCAAAG
1393 PRL271-Npun_R4778  GATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGATATCTAGAT
up CACCCTAGCCCGATGTAAGTG
1394 NPUN_R4778 up- CTTATACGCCCGTGTCAACCAATATTCATTGAGATCCTCTA
CK3t4 GATCTGGTTTTACAAAAATTAAG
1395 CK34-Npun_R4778  CTTTTTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAACGGTTTACAAGC
down ATACAGCAGTCAAGAAATTTC
1395 NPUN_R4778 down-  CCGGCATGTCCCCCTGGCGGACGGGAAGTATCCAGCTCG
pRL271 AGCAAGCAATGCGAGGGTAAG
1403 PSCR202- CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCA
Npun_F0437 TGCACTGAATTGTAAATTTAATC
CTAAAATTGGTACTACACCTGTAAATAATTCTTCACCTTTT
1404 Npun_FOA37-SIGFP -\ rGCAAGCTGATAATTTTTCTCAAAG
. CACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTG
e CATGCTGCATTGATGGCAAAAAAC
. CTAAAATTGGTACTACACCTGTAAATAATTCTTCACCTTTT
LS AR GATGCTCTTCTCTTTAAATAC
1407 NPUn_FO437tw(Pro- - \11ACCGCCGCAATTGATG
motor)
1416 PRL271-Npun_F0437 ~ GTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGATATCTAG
up ATCGATTACCGCCGCAATTGATG
1417 Npun_F0437 up- CTTATACGCCCGTGTCAACCAATATTCATTGAGATCCTCTA

CK3t4

GAGTCCAGAGGGGTTTGATG
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CK3t4-Npun_F0437

CCTTTTTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAACGGTTTACAAG

1418 own CATAAGCAGCTTTTCAAAGTTTGTTGG
1419 Npun_F0437 down- CCGGCATGTCCCCCTGGCGGACGGGAAGTATCCAGCTCG
PRL271 AACCGGGTGGAAGATGAAATG
1468 TEST pIM631 AATAACCGCATTCCAGTATC
1469 TEST pIM632 TCACCTCCTCCGTTGCTTTG
1470 TEST pIM633 TGCCCTCAGTTTAGGTTTAG
1471 TEST pIM634 GCGTTTATCTCCCGTATTAG
1472 TEST pIM636 AATTTCTCTTGGCTTGATGG
1473 TEST pIM584 AATTACGCTGGTTACTATCC
1474 TEST pIM609 CATCTGCAAGTGCTGTATTC
1478 Npun_F0437 fw AGCCGTTTCAGCAGTGGTTG
1479 NpunF0437 rv AGCCGAAGTCTCTGGACAGG
GTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGATATCTAG
1480 pRL271-NpunFO437 A 1cAGCCGTTTCAGCAGTGGTTG
CTTATACGCCCGTGTCAACCAATATTCATTGAGATCCTCTA
LA SRS - ElCH GATTATTTATATAATTCATCCATACCATGTGTAATAC
TTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAACGGTTTACAAGCATTA
Lo Cheie - HDe GGTGGTGAAGGCGTAGAG
CCGGCATGTCCCCCTGGCGGACGGGAAGTATCCAGCTCG
Lees R - felRbegd AAGCCGAAGTCTCTGGACAGG
. CTTTAAGAAGGAGACTCGAGGATGTTAAGAATTCCGGGTA
CaRh:  [PISUAS S IS, 1Y CCTGGATCCATGGCGAGACTTGAATCTTGG
1485 AmiCL. GEP v GAATTGGGACAACTCCAGTGAAAAGTTCTTCTCCTTTGCT
AGCTCTTCTCTTTAAATACTGAAGAACGCCACGAG
GGAGACTCGAGGATGTTAAGAATTCCGGGTACCTGGATC
1486 pET28-GFPsolofw - 416G CTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCA
CAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCAAGCTT
BT ClE el ATTTGTAGAGCTCATCCATGCCATGTGT
1488 gfp fw AGCAAAGGAGAAGAACTTTTCA
. GGAGACTCGAGGATGTTAAGAATTCCGGGTACCTGGATC
5D PEAS = A2 CATGGCGAAACTTGAATATTGG
. GAATTGGGACAACTCCAGTGAAAAGTTCTTCTCCTTTGCT
CARD ATEZ - Bl AGCACGCTGTAAGTATTTTAGGATG
GAAGGAGACTCGAGGATGTTAAGAATTCCGGGTACCTGG
1491 pET28 - AMIND fw ATCCATGACAAGCCCTATTAATCCACCTAAA
1499 DET28 - cat fu GAAGGAGACTCGAGGATGTTAAGAATTCCGGGTACCTGG
P ATCCATGGGGAAATTACTAGTTGTGATTG
. GAAGGAGACTCGAGGATGTTAAGAATTCCGGGTACCTGG
e [PlRUA - Il i ATCCATGCCTGGAGGTAATAATAATC
1520 pET28rv GGATCCAGGTACCCGGAATTCT
1521 pET28fw GCTTGATCCGGCTGCTAACAAAG
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GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGC

1522 His-N 0437 ohne TM  ATCATCATCATCATCACGGCAGCAGCACTACACACTCCAG

CAATCC
. CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA

1523 His-C04370hne TM )\ ~TACACACTCCAGCAATCC
AGTACCATGGCCAACATTAGTAACAACATTAACATGGGGT

L AR GTACAATGTTTTTCAC

1505 SICEP 1v GTGAAAAACATTGTACACCCCATGTTAATGTTGTTACTAAT
GTTGGCCATGGTACT

1536 5 pET CCGCGAAATTAATACGACTCAC

1537 3'ET2 CCTCAAGACCCGTTTAGAGG
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5.3 Kultivierungsmethoden

5.3.1 Medien zur Anzucht der Cyanobakterien

Die Cyanobakterien wurden BG11-Medium (Rippka et al., 1979der in Allerund-Arnon
Medium (Allen and Arnon, 1955)ezogenDas A+A-Mediumwurdebei Flussigkulturewer-
dunnt verwendet (A+&/4). Fiur festes Medium wurde jeweils #bDifco-Agar zugeflgtGe-
bundener Stickstoff wurde in Form von 17,2 mM NaN®er zusatzlich 4nM NH4CI und
8 mM HEPES (pH7,5) fir BG11:-Medium und5 mM KNOs oder2,5 mM NHCI, 5,0 mM
MOPS (pH 7,4) (A+A) beigefugGenerell wurde BG1:Medium furN. punctiformeverwen-
det und A+AMedium firAnabaendCC7120.

BG11lo-Medium: MgSOa4 0,3 mM
(Endkonzentration) CaClz 0,25 mM
CeHsO7 (Zitronensaure) 0,03 mM
Ammoniumeinencitrat 0,023 mM
K2HPOq4 0,2 mM
Na2COs 0,18 mM
Na:EDTA 2,5 UM
Spurenelemente: H3BOs 46 UM
(Endkonzentration)  MnCl2 9,2 UM
ZnS0O4 0,77 UM
Na2MoO4 1,6 UM
CuSOg4 0,32 pM
CoCl2 0,2 pM
A+A-Medium: MgSO4 1,0 mM
(Endkonzentration) CaClz 0,5 mM
NaCl 4,0 mM
K2HPOq4 2,0 mM
Spurenelemente: MnCl2 9,24 UM
(Endkonzentration) MoOs 1,25 UM
ZnS0O4 0,77 UM
CuSO4 0,32 UM

5.3.2 Medien zur Anzucht voE. coli

LB-Medium: Hefeextrakt 10 %
(Bertani, 1951) Trypton 05 %

NaCl 05 %
LB-Agar: Agar 15 %
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5.3.3 Sterilisation

Glaswaren wurden bei 180°C durch trockene Hitze sterilidtien und Puffer wurden fir
20 min bei 121°C und 2 bar Uberdruck dampfsterilisiert. Temperaturempfindliche Lésungen

wurden mit Hilfe eines Filter©O(45um oder0,22um) steril filtriert.

5.3.4 Antibiotika

In folgender Tabelle sind die verwendeten Endkonzentrationen der Antibiotikadwii, Ana-
baenasp. PCC7120 undl. punctiformeaufgefiihrt.Das AntibiotikumKanamycin wurde fur
E. coli eingesetzt und das stabilere NeomycinNMipunctiforme wegen derdngerennkuba-
tionszeiten Es liegtdieselbeResistenz zugrunde.

Tabelle 11: Konzentrationen verwendeter Antibiotika.

Antibiotikum E. coli Anabaena N. punctiforme
Ampicillin 100 pg/mL - 10 pg/mL
Kanamycin 50 pg/mL - -

Neomycin - - 50 pg/mL
Spectinomycin 100 pg/mL 5 pg/mL -

Streptomycin 25 pg/mL 5 pg/mL

5.3.5 Anzucht von Cyanobakterien

Zur Anzucht in einenvolumen von 50nL wurden 12 mL aus einer gut gewachseni€ultur

von N. punctiformein das frischeBG11-Medium Uberfihrt.Die Kolben wurde bei max.
100rpm geschwenkt und unt®auerlicht 8 Wm2 WeiRlicht bei 28°¢ inkubiert Die Agar-
platten wurden unter den gleichen Bedingungen &umevenkennkubiert. Grol3ere Volumina

(1 L) wurden in Kolben mit sterilen Magrfestcchenund CO-Begasung angezogefuf Mag-
netrihrern, die sich im Dauerbetrieb nicht Gberhitzten, wurde so fiir die Durchwirbelung der
Kultur gesorgtFur die Lagerung der Kulturen wurden sie dem nattrlichenNaahtRhyth-

mus ausgesetzt. Zur Anzucht vaAnabaenavurde A+Al/4Medium verwendet.

5.3.5.1 Induktion von Heterozysten

Vor der Induktion von Heterozysten wuchdgnpunctiformeoder Anabaenan Medium mit
gebundener Stickstoffquelle. AnschlieRend wurden die Kulturen mehrfach mit Medium ohne
gebundeen Stickstoff gewaschen unich Lichtraum ohne gebunder&ickstofiquelle inku-

biert. Nach ca. 24 ist die Differenzierung der ersten Heterozysten abdesedn.
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5.3.5.2 Induktion von Akineten

Die Differenzierung zu Akineten wirdeb N. punctiformedurch Phosphatmael ausgeltst.
Eine auf Vollmedium gut gewachsene Kultur vidnpunctiformewurde durch mehrmaliges
Waschen von Phosphat befreit undohosphatfreiem Medium tGber\Wochen inkubiertbis

reife Akineten zu finden waren.

5.3.5.3 Induktion von Hormogonien

Durch Vedinnung (1:50) einer Vorkultwron N. punctiformein frisches Mediunmkann die
Differenzierung zu Hormogonien ausgeldst werden. Nae4lowurde die Kultur rikrosko-

pisch auf Hormogonien untersucht und geerntet.

5.3.5.4 Konservierung von Cyanobakterien

Zellen einer exponentieltachsenden Kultur wurden geerntet und mll desMediums (mit
8 % v/v DMSO versetzt) resuspendiert. Die Kryokultur wurde in flissigem Stickstoff schock-

gefroren und bei80°C gelagert.

5.3.6 Anzucht und Konservierung vda coli

Grundsatzlich erfolgte die Anzucht vda. coli in LB-Medium bei 37°C ohne Licht. Der
Gasaustausch wurdieirch Schuttelmit bis zu 140pm auf einem Horizontalschidt er-

maoglicht.

5.3.6.1 Konservierung vork. coli

Zur Konservierung Vvoi. coli-Stammen wurde fnL einer UN-Kultur mit 0,5mL sterilem
98 %igem Glycerin gemischt und be80°C gelagert.
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5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Isolierung der DNA ausl. punctiforme

Zur Gewinnungder gesamtDNA wurden 50mL einer Kulturin spatogarithmischerWachs-
tumsphasgeerntet und mit TERuffer gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen inud00
TE-Puffer aufgenommen und in ein Schraubgefald tberfiihrt. Nach der Zugabeplot@%
(w/v) SDS und 45QL eines Gemisclesaus Phenol, Chloform und Isoamylalkohol im Ver-
hattnis von 25:24:1 wurde der Ansatz in der FastPrep in drei Durchg@ffes auf hochster
Stufe homogenisiert. Durch Zentrifugatidkb(000x g, 5 min, 4°C)wurde Zelldebris von dem
Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde nochmal mit Clolong Phenol undsoamylalko-
hol versetzt undentrifugiert (15.00 g, 10min, 4°C). Der Uberstand wurde in ein frisches
Reaktionsgfal? tberfuhrt und die genomische DNA mit 400 Chloroform versetztin der
Schwerphase (Chloform, unten)varenProteine gelost, wahrend sich die DNA in der Leicht-
phase (wassrige Phase, obenphdfFur eine hohere Reinheit der DNA wurde die Leichtphase
abgenommen und wieder mit Chléwom versetzt. Anschlie3end wurde die DNA mit 0

3 M Natriumacetatund 800uL100% EtOH bei20°C fir min. 30min gefallt. Die DNA wurde
sedimentiert (15.000 g, 10min, 4°C) und mit 7@ EtOH gewaschen. Nach der Trocknung
wurde die DNA in 4QuL TE-Puffer aufgenommen und verwendet oder-BerC gelagert.

Tabelle 12: TE-Puffer

Tris/HCI(pH8) 10 mM
EDTA 1 mM

5.4.2 Plasmidisolation aug. coli

5.4.2.1 Mini-Prep

Fur die Plasmidisolation aus coli wurden Kits von PeglLab verwendet und nach Hersteller-
angaben verfahren. Abweichend von diesen Angaben wurde die Elution-RufidE (Tabelle

12) oderWasser vorgenommen.
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5.4.2.2 Midi-Prep

Besonders fur die Traformation vonN. punctiforme(5.4.129 wurden hohe Konzentrationen
reinster PlasmidNA bendétigt deswegen erfolgthier diedetaillierte Beschreibung zur Isola-
tion grolRerePlasmidmengerDie Puffer waren Bestandteil des K{Reqlab)

Fur die MidiPrep wurderk. coli-UN-Kulturen von 500mL geerntet (2x 6006pm Ja10 Rotor

10 min), beim zweiten Zentrifugationsschritt wurde etwas Uberstan®Qaal) zuriickbehal-
ten und die Zellen resuspendiert und in eimB0OReaktionsgefafiberfiihrt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand entfelie Zellenkonntenso bei-20°C gelagert werden.
Fur den Zellaufschluss und die Entfernung der RNA wurden die ZellemmmLRuffer 1 (RES)
durch Vortexen resuspendiert. Nach Zugalmn \i2mL Puffer 2 (LYS) wurden die Zellen
durchInvertieren schonend aufgeschlosaan Scherung der chromosomalen DNA, welche
spater die Saule kontaminieren konaeyermeden. Parallel zu dem nachsten Schritt wurden
Séaule und Filter mit2 mL Puffer 4(EQU) equilibriet. Das Zelllysat wurde mit 1&L Puffer

3 (NEU) neutralisiert und so lange sanft invertibrs die Blaufarbung durch Puffer 2 (LYS)
komplettaufgehoben wafdies konnte etwas Zeit in Anspruch nehmen, da sich in dem schlei-
migen Niederschlag oft noch Blaufarbung verbaigs neutralisierte Lysat wurde durch Zent-
rifugation (5000pm, 10min) von dem Zelldebris getrennt und auf die filterbesetzte S&ule ge-
gebenDurch derzusatzlicherZentrifugationsschritt verstopfte der Filter der Saule nicht.
Nachdem das Lysat die Saule passiert hatte, wurde der Filter mit minP&ffer4 (EQU)
gewaschen, sodass auch die restliche DNA die Saule passieren konnte. Deuft#entfernt
und die Saule mit 1&hL Puffer 5 (WASH) gewaschen. Wahrenddessen wurden ml Fe-
aktionsgefal3eB,5mL Isopropanol vorgelegt, diese dienen zum Auffangen des Eluats. Fir die
Elution wurden 5mL Puffer 5 (ELU) verwendet. Die DNA war als \8er Niederschlag er-
kennbar. Um die Ausbeute zu erhohenrde das Elualsopropanolgemisch be20°C einge-
frorenundvorhergut durch Invertieregemischt. Nach dem ansdlel3enden Auftauewar sehr
viel mehr Prazipitat erkennbar. Das vorhandene Volumedevwarje 2 mL Reaktionsgefalie
aliquotiert und fiir 30nin bei 15.000xg bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurmé einer
Pipetteabgenommen und durch jenL 70 % EthanolersetztNach Zentrifugatiorbei RTmit
15.000xg fur 5min wurdeder Uberstand arsichtig entfernt. Die Pellets wundléei RT ge-
trocknet und anschlieRend mit 2A0 TE-Puffer (Tabelle12) resuspendiertchuttler:30°C
und 400 rpm). Alle Aligquots einer MIBPrepwurden vereint.

Die DNA-Konzentration wurde auf einem Gel (16 GeneRuler, 0,5L DNA) tberprift
und/oder photontdasch bestimmt.
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Soll eine MIDFSaulefir dasselbe Plasmiahehr als einmal verwendet werden, sorde sie
mit den Puffern in umgekehrter Reiffiolge gewaschen/equilibriert, bevor ein zweites Lysat
auf die Saule geladen werdeankite Dem Laden der Saule & Filter sollte eventuell ein

zweiter Zentrifugationsschritt des Lysats vorangehen, damit die Saule nicht verstopft.

5.4.3 Zelldichtebestimmungen

5.4.3.1 Zelldichtebestimmung voR. coli

Die optischeZelldichte (OD)von E. coli wurde bei 600m im SpektralphotometéSpecord

205, Analytik Jena) gemessen. Das verwendete Medium diente als Referenz.

5.4.3.2 Chlorophylla Bestimmung beN. punctiforme

(Mackinney, 1941)

Zur Bestimmung der Chlorophyonzentration wurde fnL einer Kultur geerntet und der
Uberstand entfernt. Die Zellen wurden minL Methanolresuspendiert und fir 3@in dunkel
auf Eis inkubiertNach Zentrifugatior{20.817xg 1 min RT) wurde der Uberstand gegen Me-
thanolbei 665nm gemessen. Bbl. punctiformewurde der Mittelweraus Finffachmessungen
verwendet. Basierend auf einem Bktionskoeffizenten von 78.74 Lgricm! wurde der Mit-
telwert von Aesnm Mit dem Faktor 12,7 multipliziert, um die Chlorophydl Konzentration in
pHg/mL zu erhalteriMeeksLab Hompage

5.4.4 Polymeras&ettenReaktion (PCR)

Zwei verschiedee Polymerasen kamen bei der gezielten Amplifikation von ERYAgmenten

zum Einsatz: Die Q%ighfidelity-Polymerase (BioLabsyurde fir Amplifikate eingesetzt, die

zur Klonierung dienten. Der RedTMastermix(Genaxxonwurde genutzt, urmsertLangen

nach erfolgter Klonierung zu tberprifen.

Es wurde nach Herstellerangaben verfahren. Zu beaclatetievBeschaffenheit der Mate,

die Geschwindigkeit der Polymerasen (in der Phase der Elongation) und die verwendeten Oli-
gonukleotide. Bei Koloni#?CRs wurde die initiale Denaturierungsphase auhitDerhoéht.

Falls lange Oligonukleotide, wie sie zur Hetlking von Gibsofinserts Ublich sind, verwendet
wurden, wurde lediglich die Schmelztemperatur des Abschnittes, der an die Matrize bindet,
bertcksichtiy Die PCRReaktionen wurden in 0j2L PCRReaktionsgefalien im Labcycler
(SensoQuest, Gottingen) miskiu 35Zyklen durchgefuhrt.
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5.4.5 Agarosegelelektrophorese von DNAagmenten

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNagmenten wurde die DNA mit 6x DNRro-

benpuffer versetzt und auf Agarosegele ®% Agarose in 1x TAEPuffer; Midori Green
AdvancedDNA Stain Nippon Genetics Europe GmbH 1:10.000) aufgetragen. Die Fragmente
wurden beir0-130V fur 60-20 min in horizontalen Gelkammern aufgetrennt. Als Gré3enstan-
dardwurdederk b GeneRul erE (Thermo Fischer Scienti
erfogte an der GelDoc mit einer Einstellung von ISO 800 und einer Belichtungszeit von
500ms.

Tabelle 13: 6x DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 25 mg
Glycerol 3 mL
ad 10 mL H20
Tabelle 14: TAE -Puffer

Tris 50 mM
EDTA 1 mM
Mit HAc auf pH 8 einstellen

5.4.6 Konzentrationsund Reinheitsbestimmung von DNA

Durch Messung der Extinktion bei 260 nm wurde idanzentration von DNAL6sungerbe-

stimmt Die Extinktion von lentsprichte i ner Konzent r adppelstdngigeron 50
DNA. Bei Verwendung der MikroliteMesszellam Specord (Software: WinASPECWurden

3eL DNA-L6sung eingesetzt. Durctusatzliche Messung der Extinktion bei 280 nm wurde

die Reinheit der isolierten DNA bestimmt. Der Quotient beider Extinkn betragt fur reine

DNA 1,8.

5.4.7 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restiktionshydrolyse von DNA wurde praparativ zur Herstellung passender Fragmente ftr
Ligationen verwendet oder zur Uberpriifung von Klonierungen. Es wurde nach leeastg-

ben verfahren. Die Enzyme wurden von Fermentas oder NEB Biolabs bezogen. Bei praparati-
ven Ansatzen wurde mit grof3eren DMAengen gearbeitet. Diese wurden anschliel3end auf ein
AgaroseG e | aufgetragen und die ausgé&gsthaictti én«&i

(Macherey & Nagel) gereinigt
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5.4.8 Ligation von DNAFragmenten

Fur Ligationen wurde die Fldigase (Fermetas) genutzt und nach Herstellerangaben verfah-
ren.Mittels Restriktionshydrolyse wurden Vektor und Insert zuvor mit kompatiblen Enden ver-
seéhen.Abweichend von einer molaren Ratron 1:3 in Bezug auf Vektor undsertwurden
Ligationsasatze auch mit einem Verhaltvsn 1:6 hergestellt

5.4.9 GibsonAssembly

Die GibsonAssemblyGibson et al., 20095t eine Vereinfachung détassischen Klonierung
mittels Restriktion$iydrolyse und LigationAuRerdem kdnnen mehrelesertsohne den Ein-
satz vielerunterschiedlicheRestriktionsendonukleasen in einen Vektor eingebracht werden.
Durch die Verwendung entsprechenddigonukleotide wéahrendler Amplifikation des ge-
winschten Ges mittelsPCR entstethein Produkt mitiberlappende Sequenzezum Vektor
oder anderemmserts Der Bereich der Uberschneidung betréagier Summe immer min. 4p
in der LangeDieseUberlappungesorgenautomatischiir die richtige Reienfolge dednseats
und deren Ausrichtunign GibsorrAssemby. Vektor undinsert(s) wurden in einem aquimola-
ren Verhaltnis in einem Gesamtvolumen vaul5verwendet und zu 15L GibsonMasternix
gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 50°C filn.1ZZur Entfernung/on Salzen und Enzyma
wurde der GibsoAnsatz geféllt und vor der Transformation mikrodialysiert.

Tabelle 15: Gibson-Mastermix

ISO-Puffer 320 pL
T5-Exonuklease (10 U7uL) 0,64 L
Phusion DNA-Polymerase (2 U/uL) 20 L
Taq DNA-Ligase (40 U/uL) 160 pL
ad 1,2 mL H20

Aliquots a 15 pL

5.4.10 Mikrodialyse von DNA

Zur Entsalzung vorDNA-LOsungen (Ligationsansatze, Plasmidisolate amdéllte Gibson
Ansatze) fur die Elektroporation wurde tber eine Dialysemembran (Millipore, Porengrol3e:
0,025em) fur 20min gegenWassebei RTdialysiert. Der pHWert des Wassers wurde vor der
Dialyse uberpruftWichtig ist die Verwendung einer PieSchale aus Glas, da diese sich nicht
elektrostatisch aufladen kann und der Filter nicht sinkt.
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. S . - -t
i BN
Abbildung 7: Mikrodialy se von DNALOsungen.Auf einen Filter passen bis zu neun verschiedene Proben. Ein kleiner
Wassertropfen am Rand des Filtésshwarze Pfeilspitzajient der Orientierung.

5.4.11 Transformation vork. coli

5.4.11.1Herstellung elekbkompetenteE. coli-Zellen

Ein halber Liter LBMedium wurde 0,5%ig beimpft und bei 37°C schiittelnd inkudesteine
ODesoo von 0,50,7 erreicht wurde. Die Zellen wurden fur in im Eiswasserbad gekuhlt und
anschlieBend sedimentieda10, 2500rpm, 4°C, 20min). Die Zellen wurden mindestens
zweimal in 500mL eiskalten, destillierten und sterilen Wasser gewaschen. Danach wurden
die Zellen in 40mL kaltem und sterilem 10%igem Glycerin aufgenommen und sedimentiert
(4000rpm, 4°C, 10min). Das Zellpellewurde in 50QuL 15%igem Glycerin aufgenommen
und zuPortionenvon je50 uL bei-80°C gelagert.

5.4.11.2 Transformation

Die Transformation voik. coli erfolgte Gber Elektroporation. Dazu wurdenf@Okompetente
Zellen mit DNA versetzt und fur ca.rin auf Eis hkubiert Das Gemisch wurde anschliel3end

in eine vagekuhlte Elektroporationskivette geflllt. Die Elektroporation erfolgte2iskV,

25¢ F u n @hm2 Anschlielend wurden die Zellen iiTmL vorgewarmten LEBMedium

ohne Antibiotika flr 45nin bei 37°C inkibiert. Bei Transformation voGibsorAnsatzen
wurde das Gesatvolumen auf eine esprechende Selektionsagarplatte ausgebracht. Bei
Transformation von Ligationsansatzen oder Plasmiden wurdepl180f eine Selektionsagar-
platte ausgebracht, der Rest wureatrifugiert und mit wenig Uberstand eine Selektionsagar-
platte beschickt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C UN. Am Folgetag wurde die Transformation

ausgewertet.
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5.4.12 Transformation voiN. punctiforme

In N. punctiforme werden selbstreplizierende Plasmide duElkektroporation eingebracht
(Summers et al., 1995Pazu wurden gut gewachsene Kulturen (bis 2 auf 20mL kon-
zertriertund unter Eiskthlung mittels Branson Sonifier (calrhpulse DutyCycle50 %; Out-
putControl5) behandelt. Die Filamente wurden danach im Mikroskop auf ihre Filamentlange
Uberpruft. Die Filamente sollten eine durchschnittliche Lange videllbn besitzen. Danach
wurden die Zellen in A+AlM4Medium mit NHCI fur min. 4h bis UN regeneriert.

Fur die Elektroporation wurden die Zellen mehrfach (min. 4x) mit Wasser gewaschen und auf
eine Konzentrabn von 75100ug/mL Chlorophylla eingestellt. Zu 40QiL Zellen wurden

10 ug PlasmidDNA gegeben und in einer Elektroporationskiivette mit 2 mm Elektrodenab-
stand (PeqglabBiot echnol ogi e GmbH, Erl angen) bei 1,6
Danach wurden die Zellen inrBL A+A/4 Medium mit 2,5mM NH4Cl, 5mM MOPS und
20mM MgCl. UN bei wenig Licht regeneriert. Am Folgetag wurden Selektionsagarplaiten m
HAFT-Filtern belegt und diese mit den Zellen beschibie. Filter mit den Zellen wurden wo-
chertlich auf neue Selektionsagarplattesnsferiert.Nach ca. 4Vochenwaren Kolonien zu

erkennen.

5.4.13 Triparentale Konjugation

5.4.13.1Triparentale Konjugation voN. punctiforme

(MeeksLab Homepage

Zur Anzucht wurden 4x ein Liter BG11 (BM HEPES, 4nM NH4Cl) mit N. punctiformebe-
impft und fir ca. sechs Wochen sa@nkend inkubiertbis die Kulturenn der spatlogarithmi-
schen Wachstumsphase waren eidsattes und dunkles Griin aufwiesen. Die Zellen wurden
geerntet (6000pm, 10min, RT,Rotor:Ja10). In einem 50nL Reaktionsgefafdurde das Zell-
konzentrat sonifiziert (Bransd®onifier250 DutyCycles0%; OutputControb; ca.20Im-
pulse) bis die durchschnittliche Filamentlange& 2Zellen betrugDaneben waren nur noch A-
kineten in der Kultur vertreten. Das Zellkonzatwurde auf zwei Liter Medium (A+A/4 +
5mM KNOs+5 mM MOPS + 2,5mM NH4CI) aufgeteilt und fur 24 regeneriert.
Wahrenddessen wurden in Schikanekélbchemb@.B-Medium mit entsprechenden Antibi-
otika die zur Konjugation benétigtdh coli St @ mme  Dtlérisprechemdem Konjugati-
onsvektor lier: pIM647, pIM648, pIM649 und pIM651), und HB101 (pRK2013 + pRL528)
von UN-Kulturen beimpft und bei 37°C bis zu einer @bvon ca. 0,7 gezogen. Bevdie

E. coli-Stamme vereinigt wurden, wurden sie dreimal mitcfream LBMedium gewaschen
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um Antibiotika zu entfernen. Die Resuspension erfolgte so schonend wie mdglich, da sonst die
F-Pili desE. coli HB101 abgebrochen waren. Es wurde je eined@ibn 10 eingestellt und

die Stamme im Verhaltnis 1:1 gemischt.

Die Chbrophylla-Konzentration der regeneriertdlostoeKulturen wurde durch Finffachbe-
stimmung ermittelt. Die Kultur bestand nun aus kurzen Filamenten und keimenden Akineten.
Um eine Konzentration von 1Q@ Chle/mL zu erhaltenwurden die Kulturen vereint kon-
zentriert.Ein Volumen von 30nL reichte fir 6Konjugationsansatze. Bei vier unterschiedli-
chen Konjugationen ergab dies ABsatze pro Konjugation. Dazu wurden /b der jeweili-

gen E. coli-Mischung mit 7,5mL N. punciforme-Suspensiorvereint, durch Invertieren ge-
mischt und bei RT dunkel gelagert, wahrend eine entsprechende Anzahl ab/4A#A

5 mMMKNOz +5 mM MOPS +2,5mM NH4Cl + 0,5% LB AgarPlatten mit Filtern (Immobi-

lion® Transfer Membranes: HAFTilter, Porengrof3e: 0,45m; Durchmesser: 8&im) belegt
wurden. Je InL der Konjugationsansatze wurde mittels Glasperlen auf einem Filter verteilt.
Optional konnte die Flussigkeit zuvor durch Zentrifugation (X§)80s, RT) reduziert wer-

den. Auf den Filtern wurden die Zellerrf24 h bei Schwachlicht (Mit -2 Kichentliichern ab-
gedeckt) und 2Z& inkubiert. Amfolgenden Tag wurden die Filter auf A+%& M KNO3 +

5mM MOPS + 2,5mM NH4Cl (ohne Antibiotikd Gbertragen und zwei weitere Tage bei
Schwachlicht inkubiert. Darauf folgtexwei Tage bei gesteigerter Lichtintensitat. Generell
sollte die Lichtintensitat nicht zu hoch gewé&hlt werden, da nicht bekannt ist, wie die angestreb-
ten Mutanten darauf reagieren. AnschlieRend wurden die Filter auf Platten{B+##\ NO3

+ 5mM MOPS + 2,5mM NH4ClI) Gbertragen, die mit entsprechendem Antibiotikum versetzt
waren Anfangs wurde eine Konzentration vda ug/mL Neomycingewahlt und spater auf

50 pg/mL gesteigert

5.4.13.2Triparentale Konjugation voAnabaenap. PCC7120

(Wolk et al., 1984)

Zunachst musste das zu konjugierende Plasmid inEdeali Stamm HB101 (pRL528) ge-
bracht werden. Das konjugative PlasrtiRP4)ist in E. coli J53 enthalten. Aus UiKulturen
wurden je 30nL LB beimpft und fur 3 bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zelimit
antibiotikafreiem LBMedium gewaschen, auf ca. 5@0 konzentriert und vereinigt. Wahrend
der einstindigen Inkubation der coli-Zellen (30C, dunkel, ohne Schutteln) wurde eine auf
mit Nitrat supplimentiertem Medium gewachsene Kultur xoabaenageerntet Dabei wurden
10mL auf 200uL konzentriert. Aus diesem Konzentrat wurden 1:10 und 1:100 Verdinnungen
hergestellt. Von den drei unterschiedlikbnzentriertenAnabaenaSuspensionen wurden je
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100pL mit 200pL der E. coli-Mischung vereint und auf HAT-Filter belegte und mit Nitrat
supplimentierte A+AAgarplatten ausgebracht. Die Inkubation UN erfolgte bei wenig Licht.
Am nachsten Tag wurden die Filter auf Selektionsagarplatten transferiert. Nach etwa zwei Wo-

chen waren Kolonien zu erkennen.

5.4.14 Herstelling von GFPKonstrukten

5.4.14.1Herstellung von GFKonstrukten zur Untersuchung von Signalsequenzen

Als Vektorriickgrat diente pRL1049. Die DNAbschnitte, welche fur die verschiedenen Sig-
nalsequenzen codieren und das Fragment, welches das GsiGkF@enthalt wurden mittels
GibsonAssemblyn den Vektor eingebracht. Die Signalsequenzen wurden entweder tUber Gib-
sonOligonukleotide an die Sequenz v&figfpangefigoder als Gibsoirragment bestellt (IDT

DNA Technologies).

5.4.14.2Trunkierte AmiC2Versionen

Als Matrizefur diese Klonierungen wurde pIM469 verwendeteser Vektor kodiert fur das
VolllangenAmiC2 (AmiC2asmc), C-terminal fusioniert mit GFP unter der Kontrolle des
AmiC1-Promotors. Damit GFP im gefalteten Zustand in das Periplasma transportiert wird,
wurde de SeeSignalseqanz durch das Tabignal vonNpun_R2356 erset{Berendt, 2011b)
Mittels GibsonOligonukleotiden wurdennserts generiert, bei denen AmiC2 um eine oder
mehrereDomanen verkurzt wurde. Diesesertswurden in das Ruckgrat von pSCR202 klo-
niert, sodass die entstandenen Vektoren fur trunkierte Asig28ionen kodiererdie ebenfalls

unter der Kontrolle des AmiGRromotors stehen und durch dieselbe-Sequenz wie he
pIM469 in das Periplasma transportiert werdg@omit ist die hochste Vergleichbarkeit zu der

Lokalisation von AmiC2 irN. punctiformemittels pIM469 gegeben.

5.4.14.3sIGFP-Reporterkonstrukte

Fur die Lokalisation putativer InteraktionspartiipF5024 SlpB, SIpD, GerM)von AmiC2
wurdedie GibsonKlonierung verwendetZunachstvurdendie nativen Promotorregionen der
Gene identifiziertEs wurde ein Igert generiert, dair SIGFP inklusive StoppCodon nach
sfgfp kodiert unda m -Ehdeeinen ca. 4bp langen Werhang zum Vektor besitzt. Dieses
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Insertb e s i t z-Endeskeine Blderhange zu sequenzspezifischen Abschnitten und konnte
deswegen fir alle Gibsellonierungen eingesetzt werden.

Das zweite, jeweils gemund promotorspezifischasertb e s a C-Erdende3Jberhang zum
Vekt or uBmdk dentdbethang zur Sequenz ségfp jedoch ohne das Stoyfppdon

des jewdigen Gens.

5.4.15 Herstellung von Konstrukten zheterologen Expression und Reinigung

5.4.15.1GST-Tag Proteine

Die Expressionsvektoren, welche auf déaktor pGEX4T-3 basierenywurden mittels klassi-
scher Klonierung hergestellt. Dazu wurde der Vektor mit den Restriktionsendonukleasen
BanH| und EcaRl geschnittenDie Oligonukleotide, welcheur Amplifikation derinserts
dienten, fugten diese Schnittstellan dielnsertsan. Geschnittene und gereinigte DNAag-

mente wurden in die Ligationsreaktion im Verhaltnis 1:3 und 1:6 (Vekiser) eingesetzt

Die Expressionsvektoren, die auf dem Vektor pG&EXL basierenwurden mittels Gibson
Assemblyrergestellt Dazu wurde der Vektor an der MCS linearisiert und durch Uberhange der
Insertsim GibsorAssembly(5.4.9 neu zusammengefiigt.

5.4.15.2His-Tag Proteine

Als Vektorriickgrat wurde pET15b verwendetd enzymatisch an der MCS aufgeschnitten
Uber GibsorOligonukleotide wurde der Hisag Goder Nterminal ardas entsprechende Gen
angefugt. Bei Gterminaler Fusion musste das Stappdon durch die Oligonukleotide hinter

die Sequenz, die fur den Hisg codiert, verschoben werden
5.4.16 Herstellung von Konstrukten fi#O-Mutanten

Fur die Deletionsmutanten deutativen Interaktionspartner wurden gute OligonukleBiiat
destellen oberhalb der nativen Promotorregionen der Gene und untedfatbgeCodons der
Genemittels CloneManager ausfindgemachtDiese Positionen wurden als Ausgangspunkt
zur Amplifikation 500bp langen genomischen Sequenzen genutzt, die Uber die Gitigon
nukleotide zusatzlich Uberhdnge zum Vektorriickgrat (pRL271) und der Resistenzkassette
C.K3t4 besalRen. So musste fir die verschiedéibsorReaktionerdasinsert, welches fur

die C.K3t4-Kassette codiertnur einmal hergestellt werden. Die entstandenen Plasmide
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pIM647, pIM648, pIM649 und pIM651 besitzen die Resistenzkasskettdiert von je 50(bp
genomischer DNA zur doppelten Rekombination.

DaE. coli die C.K3t4Kassette erkennkonnte nach der Transformation der Gibgarsatze
direkt mit Kanamycin auflen korrekten Zusammenbau der Plasmsilektiert werden.

Nach der triparentalen Konjugati@¢h.4.13.) und doppelter Rekombination der Plasmide in
das Genom vomN. punctiformewurden die jeweiligen Gene (Npun_F5024, Npun_R1578,
Npun_R4778 und Npun_F0437) nahezu vollstandig durehN#tomycinResistenzkassette
(C.K3t4) ersetzt.

5.4.17 Mureinpi@pardionen

Samtliche Ldsungen, die zur Praparation von Peptidoglykan fiir elektroneskopische
Zwecke verwendet wurden, wurden zuvor durch Filtration (dmi5Porendurchmesser) von

Partikeln befreitDie Mureinpraparationen basieren auf denm&pi vonde Pedro et al., 1997
5.4.17.1lsolation von Peptidoglykan abé punctiforme

Zur Isolation de$eptidoglykansvurden Zellen geerntet und in PBSiffer resuspendiert. Die
Filamentlange wurde durch Ultraschall (Branson Sonifier 250) oder in der FastPrepq3x 20
bei 6,5m/s) auf durchschnittlich-3 Zellen pro Filament verkirzt.

In einem Wasserbad auf einem Madpegzrihrer wurde 66 SDS erhitzt und die Zellsuspen-

sion tropfenweise zugefligt. Die mit SDS versetzten Zellen wurden Himnter standigem
Riihren gekocht. Uber Nacht wurde die Zellsuspension bei 37°C geschiittelt und am Folgetag
nochmal fir3 h unterstandgem Rihren gekocht. Nach Abkihlung auf RT wurde zentrifugiert
(60.000rpm, 45min, 40°C)und die Zellwande in Wasser resuspendiert. Zur Entfernung des
SDS wurde das Peptidoglykan entweder wiederholt mit Wasser gewaschen oder dialysiert
(5.4.17.3. AnschlieRend wurde das Peptidoglykan in NatriumphosphatpuffenfsQH 6,8)
resuspendiert und mit Chymotrypsin (30§/mL), einer Spatelspitze DNAse und RNAzei

37°C N schttelnd behandelt.

Zur Entfernung der Proteine wurde das Peptidoglykan in das gleiche Voluthege$ SDS
gegeben und fur B unter standigem Ruhren im Wasserbad gekocht. Das SDS wurde durch
Zentrifugation und Resuspension in Wasser oder durch Diahtéernt.

Es stellte sich heraus, dass geringe Mengen SDS zur Haltsnigeptidoglykanan die Grids

fur die Elektronenmikroskopie vorteilhaft ware®ollte vornehmlich septales Peptidoglykan

untersucht werden, wden die Filamente anfangs stérkverkiizt oder Ultraschall (Branson
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Sonifier) zur Resuspension des Peptidoglykans genutzt. Es wurde zum Kochen mit SDS immer
dasselbe Volumen an SBE®sung eingesetzt wie das Volumen der Zellen oder des Peptidogly-
kans. Dieses richtete sich nach der gewéahltengeéleie grol3er die Menge an Zellen zu Anfang
gewahlt wurde, desto langer dauerte die Entfernung des SDS, da das Detergenz besser im Pellet
haftete.

Tabelle 16: PBS-Puffer.

NacCl 140 mM
KCI 25 mM
Na:HPO4 10 mM
KH2PO4 2 mM

Mit HCI auf pH 7,4 einstellen
5.4.17.2Isolation von Peptidoglykan afs coli als Substrat fir Dy&eleaseAssays

Zur Gewinnung des Substrates der lRaleaseAssays wurde Zellwand vda. coli MG1655
verwendet. Dazu wurden zwei Liter Giultur (LB-Medium) geerntet und die Zellen in Was-
ser resuspendiert, sodass eine Konzentration von cg/ml2entstand. Die Resuspension
wurde tropfenweise zu dem gleichen Volumen kochen8&igem SDS gegebemd unter
starkem Ruhren mindestens i@ im Wasserbad gekocht. Danach wudike Probe auf RT
abgekuhlt und sedimentiert (36.0G0n, 45T1 Rotor, 25°C, 3fin). Der Uberstand wurde ver-
worfen unddie Zellenin Wasser resuspendiert. Dieser Schritt wurdeasgéd wiederholt, bis

im Uberstand kein SDS mehr nachweisbar \&r. Nachweis von SDS erfolgte nach der Me-
thode von Hayash{Hayashi, 1975)

Alternativ konntedie Entfernung des SD&ich Uber Dialyse erreicht werdgn4.17.3. Nach
einem letzten Zentrifugationsschritt wurdeie Zellfragmentenit ca. 5mL Puffer2 resuspen-

diert und das Peptidoglykan mit 130g / mAmyldsesowie mit einer Spatelspitze DNAse
und RNAse v-Amylasetwarde fir Zzvéi Stuntden bei 371 demPeptidoglykan
inkubiert Danach wurde die Lésung mit Pronase versetzt (@0@L), die fir zwei Stunden

bei 60°C vorbehandelt wurde, und fur 9 bei 60°C inkubiert. Dadurch wurdias Pep-
tidoglykan von DNA, RNA, kovalent gebundenen Zuckern und Proteinen befreit. Um die daftr
eingesetzten Enzyme vom Peptidoglykan zu trennen, wurde die Resuspension nochmals zu
demselben Volumen kochenden 8%igem SDS getropft und flr mindestemia U&ter star-
kemRuhren gekocht. Das SDS wurde anschliel3end durch Zentrifugation und Resusipension

Wasseinder Dialyse, wie bereits beschrieben, entfernt.
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Tabelle 17: Puffer 1 fir die Reinigung von Peptidoglykan au<E. coli.

TrisHCI pH 7 10 mM
NaCl 10 mM

Tabelle 18: Puffer 2 fur die Reinigung von Peptidoglykan au<. coli.

TrisHCI pH 7 10 mM
NaCl 10 mM
Imidazol 320 mM

Tabelle 19: Stammlésungen der Enzyme fiir die Reinigung von Peptidoglykan aus. coli.

PronaseE 10 mg/mL
In Puffer 1 I6sen und in Portionen & 150uL bei -20°C lagern

U-Amylase 6,7 mg/mL
In Puffer 1 I6sen und in Portionen & 100 pL bei -20°C lagern

5.4.17.3Durchflussdialyse zur Entfernung von SDS

Das in Wasser resuspendierte Peptidoglykan wurde in einen Dialyseschlauch gefillt (ZelluT-
rans 25mm, Roth), mit Clips verschlossen (Weland patentextje in swedgrund gegen Was-

ser (5L) dialysiert. Bei RT ist das Equilibrium nach ca.r8th eingestellt nd das Wasser muss
ersetzt werden. Eine Durchflussdialyse erleichterte diesen Schritt. Dazu wurde Eimér
besorgt und oben mit einem Hahn versehen. An diesen wurde ein Schlauch fiir das Abwasser
angeschlossen. Der Frischwasserzufluss wurde durch amivesten Schlauch bewerkstelligt.

Der Eimer wurde auf einen Hocker tiber einen Magnetruhrer platziert, damit die Hitze des Rih-
rers die unter Dauerbetrieb abgegeben wudia Eimer nicht angreift. Innen aufrdBoden

wurde eine Petrischale aus Glas gelegier ein Magnetfisch ohne Abrieb am Eimerboden das
Wasser umwalzt. Damit die Schlduche durch die Wasserbewegung nicht Richtung Magnetfisch
gezogen und beschadigt wurden, wurde mehrfach diinn gefaltete Aluminiumfolie durch die
Clips gezogen und am Randsdeimers befestigind dieGeschwindigkeides Magnetrihrers
angepasstMit langsamem Durchfluss wurde so fur mehrere Tage dialysiert. Da bei der Pro-
benentnahme aus dem Dialyseschlauch Material verloren geht, sollten sich Zentrifugation und

Dialyse nicht gandig abwechseln.

5.4.17.4SDSKonzentrationsbestimmungen nach Haydktayashi, 1975)

Fur die Reinigung des Peptidoglylkawerden die Proben mit SDS gekqaith Proteine und
andere Zellbestandteile zu entfernen. Fir nachfolgende Behandlungen mit Enzymen ist es wich-

tig, das SDS grundlich zu entfernen. Dies wurde entweder durch wiederholtes Zentrifugieren
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und Resuspendieren frischem Wasser bewerkstelligt oder durch Dialyse. Nach einem Zent-
rifugationsschritt kann der Uberstand auf SG&halt analysiert werden. Dazwdeein Mil-

liliter des Uberstands in ein IBL Reaktionsgefaf tiberfiihrt und nacheinander mit 8.5%i-

ger Mehylenblaulésung und 498 0,7 mM Natriumphosphatpuffer pf,2 versetzt. Nach
Zugabe von 3nL Chloroform wurde gut durchmischt (Vortexen auf hochster Stuf80 s)

und die Phasentrennung abgewartet. Die Chloroformphase (unten) sollte farblos und klar sei
dann ist die Probe SDféei. Zur photometrischen Bestimmung kann die Absorptoer

Schwerphasbkei 655nm gegen Chloroform gemessen werden. Dabei sind Glaskivetten zu ver-

wenden, da Chloroform Plastik angreifid schnell zu Tribungen fihrt

Abbildun g 8: Hayashi-Assay mit unterschiedlichen SDSKonzentrationen. Nur bei geringen SD¥onzentrationen ist die
Schwephase (Chloroform) nicht blau gefarldezeigt ist eine Reihe aufsteiglen SDSKonzentrationen von links nach tes
(Angaben in %(w/v): @ 2*10%/ 4*103/ 6*103/ 8*103/ 12*103/ 16*103).

5.4.17.5Farbung von Peptidoglykan akscoli fir Dye-ReleaseAssays

(Buttner et al., 2016)

Zur Koppelung des Farbstoffes RemaBdlliantblau an das Peptidoglykan wurdeml der
Zellwandsuspension mit 5Q0. des Farbstoffes (% w/v) und 100uL (20 g NaSQy,

2.32g NasPOs*12H20 in 10mL H20) versetzt. Das Peptidoglykan wurde anschliel3end fur
30min bei 50C unterSchutteln inkubiert Die Bewegung ist wichtig, da d&eptidoglykan

sonst absinkt und die Farbung nicht gleichmafig wird. Das Peptidoglykan wurde zentrifugiert.
Es ist wichtig, dass hier das Peptidoglykan tief blau ist und der Uberstand eine Blaufarbung
aufweist. Wenn dies nicht der Fall,isblltedie Farbumg wiederholt werden.

Uberschiissige Farbe wurde dumiederholtes Waschemit 50mM Natriumphosphatpuffer

(pH 7) entfernt. Das gefarbte Peptidoglykan wurde in dem Waschpuffer bei 4°C gelagert.
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5.5 Proteinbiochemische Methoden

5.5.1 Heterologe UberexpressiondiReinigung

Zur Uberprifung der Expression von pGP¥asmiden wurde nach Herstellerangaben von GE
Healthcare verfahrerGereinigte AmiGProteine wurden von Fel&uttner (IFIB Tubingen)

zur Verfugung gestellt, mit denen drevitro-Assays durchgefihwurden. Dieselben Bedin-
gungen wurden genutatm Protein fir die Kristallisation zu gewinn@ttner et al 2016)

5.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Nach der Methode von Bradford wurden Proteinkonzentrationen bes(iBnatford, 1976)
Dabei bindet der Coomasseilliantblau-Farbstoff an das Proteidie Anderung der\bsorp-
tion kann bei 59%Im gemessen werden. Mit bekannten Proteinkonzentrationen wurde eine

Eichgerade erstellt und die Proteinkentzation der Probe ermittel

5.5.3 Pulldown

Bei einem Pulldown kdnnen stabile Prot&iroteirinteraktionen awgedeckt werderAn einer
Matrix bindenAntikorper, die gegen GFP gerichtet silbdese wurden fur den Pulldown mit
AmiC2GFP verwendeMit Waschschritten werden ungebundene Proteine entfernt. Mdgliche
Interaktionspartnerlbiben an AmiC2 haften und kénneach der Elution analysiert werden.
Die GHP-Trap magnetischen Agarosekigelch&FP-Trap_magnetic_agarose_beaddsur-

den von der Firma Chromotek (Plandggrtinsried) bezogen. Zur Identifikation von Interak-
tionspartnern von AmiC2 wurdge 50mL von einem. punctiformeWT- Kultur undN. punc-
tiforme (pIM469) geerntetDas Plasmid pIM469 codiert fur AmiC2GFP, welches an die Anti-
korper bindetDie Zellen wurden in Lysi®uffer (Angaben vom Hersteller) resuspendiert und
durch SonifizierundBransonSonifier250 DutyCycle50 %; OutputControb; ca.30 Impulse

im Eisbad aufgeschlosserDurch kurze Zentrifugation wurde der Zelldebris von dem Uber-
stand getrennt. Die magnetischen Agarosekdngn wurden midilution-Puffer (Herstelleran-
gaben) vorbereitet und mit d&elllysaten beschickt. Anschlielend wurden die Agarosekiigel-
chen mitwashPuffer (Herstellerangaben) mindestens dreimal gewasbhdfluoreszenzmik-

roskop konnte tberprift werden, ob die Bindung des Antikorpers an deff &-€rfolgt war.
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Die Elution erfogte durchKochen der magnetischen Agarosekiigelchen mg@2%Proben-
puffer (Herstellerangaben) fur hin bei 95°C. Anschliel3end wurden die Rsolzur Analyse
ins ProteonCenterTubingen gegeben.

5.5.4 Dye-ReleaseéAssays zuin vitro Messung der P&Blydrolaseaktivitat von Proteinen

(Buttner et al., 2016)

Die hydrolytische Aktivitat von AmiC2 wurde in DyReleaseAssays gemesseDie gefarbte
Zellwand wird den zu testenden Enzymen ausgesetzt. Bei der Hydrolyse von Peptidoglykan
ertstehen immer kleinere Fragmente. Diese kleineren Fragmente besitzen eine héhere Ldslich-
keit und bleiben nach Zentrifugation eher im Uberstand.

Zu 50puL der gdarbten Zellwand (in 5nM Natriumphosphatpuff¢mwvurden 50uL 0,16 uM

Enzym in 50 mM TrigHCI, 150 mM NacCl Puffe(pH 7,8) gegeben und sofort bei 28°C und
unter Schutteln be800rpm inkubiert Die Reaktion wurde nach 30in durch 10QuL 20 %

(w/v) TCA gestoppt und der Ansatz bei7D0x g fir 10min bei RT zentrifugiert. Von dem
Uberstand wurden vorsichtig 150 entnommen und zu 150 Wasser gegeben. Die Ande-

rung der Absorption bei 59%m, gemessegegen eien Ansatz ohne Enzymst das Mal3 fur

die hydrolytische Aktivitat.

5.5.5 SDSPAGE

(Laemmli, 1970)

Bei der diskontinuierlichen SDBAGE werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen
aufgrund ihre molekularen Masse aufgetrenBtas SDS maskiert die natirlichen Ladungen
der Proteine. In einenveitmaschigerSammelgelverden die Proteine fokussiert und danach

in einemengmaschigereTrenngel aufgetrennt. Dadurch kommt eine bessere Bandenschérfe
und eine hohere Trennleistung zustarige wurden 5%ige (w/v) Sammelgele und 12%ige

(w/v) Trenngele verweret.

5.5.6 Immunoblot

Nach der elelkcophoretischen Auftrennung der Proteine in der $SIX&E, kbnnen Proteine
nachdem Transfer auf eine Membran (PVDF) mit spezifischen Antikérpern detektiert werden.
Dazu wurde die Membran in 100 Ethanolaktiviert und wie daSDSGel und die Whatmann
Papiere irFriendly-TowbinPufferequilibriert (Villanueva, 2008)Der Proteintransfer fand bei

30 V fur 30 min bei RTmittelssemidryVerfahren statt (Peglab)
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Nach Sattigungler verwendeten Membran wurde diese mit dem ersten Antikérper (Verdin-
nung: 1:2.000) tber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran mit dem zweiten
Antikdrper (Verdinnung: 1:10.00@nti-rabbit, IgG Peroxidase; Sigmaldrich, Deutschlanyl

versetzund mit denLumilLightDetektionssystem (Roche Diagnostics, Mannheim) visualisiert.

Tabelle 20: Friendly -Towbin-Puffer.
TrisHCI pH 8,5 25 mM
Glycin 192 mM
2-Propanol 5 % (vIv)

5.5.7 Immunofluoeszenzmarkierungon AmiC1 und AmiC2n N. punctiforme

Fir die Immunfluoreszenzmarkierung wurden polyklonale Peptidantikbrper gegen spezifische
Regionen von AmiC1 und AmiC2 verwend@@bbildungl10; Dr. J. Pineda AntikiperService,
Berlin).

Exponentiell wachsende Kulturen viinpunctiformevurden geerntet und mit PBS gewaschen
(Tabellel6). Die Filamente wurden mit@aL HistoChoice (Sigma&ldrich) fur 10min bei RT

und 30min bei 4°C fixiert. Das Fixativ wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt
und die Filamente in 7% Ethanolresuspendiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen
in GTE-Puffer (Tabelle21) resuspendiert. Die Zugabe vommz)/mL Lysozym und Inkubation

fur 5min bei RT fuhrte zur erhéhten Durchlassigkeit der Zellwaded20QuL der Zellsuspen-

sion wurde auf Polylysi®©bjekttrager (Thermo Scientific) verteilt. Die Objekiger wurden

mit 2% BSA in PBS geblockt und anschlie3end mit dem Primarantikdrper inkubiert (Verdun-
nung 1:5). Die Inkubation erfolgte UN bei 4°C in einer Feuchtkammer. Dazu wurden die Ob-
jekttrager in einer flachen Schale positioniert und feuchtes Zelltuch in die Schale getegt. M
einer Glasscheibe wurde die Schale abgedeckt.

Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen (min. 8x) und mit dem Sekundaranti-
korper beschickt (FIT@ekoppelter artRabbit Antikbrper, SigmaAldrich; Verdlinnung
1:200 in 2% BSA in PBS). Die Inkubigon erfolgte fur 2h bei Raumtemperatim Dunkeln

Alle nachfolgerlen Schritte wurden bei wenig Licht durchgetiiberschiissiger Antikorper
wurde durch Waschen mit PBS (min. 8x) entfernt. DiarkRénte wurden mit einem Tropfen
Mounting Medium H1200 (Veor Laboratoriesinc., Burlingame, CA, USA) bedeckt und mit
einem Deckglaschen (24*60 mm) uklhrem Nagellackversiegelt. Bis zur Betrachtunm
Fluoreszenzmikroskop wurden die Objekttrager in Aluminiumfolie umhllt und bei 4°C gela-

gert.
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Tabelle 21: GTE-Puffer.

Glucose 50 mM
TrisHCI pH 75 mM
EDTA 10 mMm

5.6 Mikroskopie

5.6.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Ultradiinnschnitte und Sacculipraparationen wurden am-PENps Tecnai 10 bei 8kHz
mit einer Belichtungszeit voh,5-2 s durch die Belichtung eines Mittelformatfilms aufgenom-

men. Mit einem Durchlichtscanner wurden die Negative digitalisiert.

5.6.1.1 Kontrastierung von gereinigtem Peptidoglykan

Alle verwendeten Losungen wurden vor der Verwendung durch Filtration |(@4Baen-
durchmesser) von Partikeln befreit.

Die kohlebedampften und beglimmten (Edwakddage) Kupfergrids (Maschenbreite:
200um) wurden mit der glanzenden Seite auf einen Tropfen PeptidogBkspension gelegt
(ca. 20uL) und far 1min inkubiert. Die Wasclthritte erfolgten durch kurzes, seriales Bertih-
ren von vier Wassertropfen. Mit einem Filtertuch wurde der Rand des Kupfergrids jemiihrt
Uberschissiges Wasser zu entfernen. Die Kontrasgeztfolgte auf einem Tropferddigem
UranylacetatUberschiisgesKontrastmittel wurde mit einem Filtertuch aufgenommen und das
Kupfergrid an der Luft getrocknet.

5.6.1.2 ProbenvorbereitungndUltradiinnschnitte

Aus einer Kultur vonN. punctiformewurden 1,52 mL entnommen und mit Glutaraldehyd
(Endkonzentration: 2,%) bei RT fur 10min fixiert. Das Fixativ wurde durch Waschen mit
5mM HEPES (pHB) entfernt. In einer zweiten Fixierung wurden die Zellen mit 2%iger Kali-
umpermanganatlésung versetatilJN bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit
Wasser gewaschen (8x) und in 2 % Sea Kem Agarose (FMC Bioproducts, USA) eingebettet.
Die Agarlockchen wurden auf eine Kantenldnge vetirhim getrimmt. Die Entwasserung fur

die Harzeinbettung erfigte schrittweise mit steigender Alkoholkonzentratibme Blockchen
wurden zweimal fur 1@in in EtOHL6sungen von 70 %, 80 %, 90 %, 95 % gelegt und ab-
schlieBend dreimal in 10 EtOH. Fir die vollstandige Infiltration des Harzes wurde das Ver-

héltnis vonPropylenoxid zu Epon von 1:2 und 1:3 gesteigert. Die Inkubationszeitergée
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jeweils 90min bei RT. Die Einbettung erfolgte irbfmchen, in denen die Proben mit reinem
Epon ubergossen wurdeim Trockenschrank wurden die Proben bei 40°C fih 2+#hd bei
60°C fur 48h ausgehartddie Ultradlinnschnitte (6090 nm) wurden mit dem Leica EM UC6
angefertigt und auf Kupfergrids mit Pioloformfolie Gbertragearch Inkubation der Grids fur
17 min. in Uranylacetat (2 %), gefolgt von 5 min. in Bleicitrat (1 )rden die Probekon-
trastiert.Nach beiden Kontrastierungsschritten wurden die Proben mit Wasser gewaschen.

5.6.2 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Die Licht-und Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem DMEBR@skop

und angeschlossener DFC42B&rbkamara sowie mit dem DM550ikroskop mit ange-
schlossener Monochromkamera (DFC360FX). Alle Gerate wurden von der Firma Leica bezo-
gen. Fur 3BRekonstruktionen wurden-3tapel von 4@ildern im Abstand von 0,1 um aufge-
nommen und Uber dieeconvolutionsSoftwaredas Streulicht herausgerechnet. Die entstande-

nen Bilder konnten urdie eigene Achse rotiert werden.

5.6.3 Farbeméhoden

5.6.3.1 NEISSERFarbung

(Pelczar, 1957)

Es wurde ImL Zellen einer N. punctiformeKultur geerntet (1800xg, 1 min, RT) und mit

1 mL PBS(Tabelle1l6) gewaschen. AnschlieRend wurde das Zellpellet mityg08iner Mi-
schung aus NEISSER | + Il (zwei Volumina NEISSER | zu einem Volumen NEISSER II) re-
suspendiert und fimindestend min inkuliert. Die Farbe wurde durch einen Waschschritt mit

1 mL H20 entfernt undlie Zellenin 500puL NEISSER Ill aufgenommen. Dieser Farbeschritt
wurde fir 30min bei RT im Dunkeln inkubiert und danach die Farbe durch einmaliges Wa-
schen mit InL H2O entferntDie verbleibenden Zellen wurden in 20Q H>O aufgenommen

und ca. 19uL fur die Mikroskopie aubgarosebeschichteten Objekttragern verweridietPo-
lyphosphatgranula aren deutlich im Lichtmikroskop als dunkellila bis schwarz geférGra-

nulazu erkennen

Tabelle22: NEISSER |

Methylenblau 0,1 % (w/v)
EtOH 2,0 % (v/v)
HAc 50 % (v/v)
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Tabelle 23: NEISSER I
Kristallviolett 0,33 % (w/v)
EtOH 3,33 % (viv)
Tabelle 24: NEISSERII

Crysoidin 0,3 % (w/v)

5.6.3.2 SakaguchReaktion zum Nachweis von Cyanophycin

(Watzer et al., 2015)

Von einerN. punctiformeKultur werden ca. 5QL (ein paar griine Kriimel sollten zu sehen
sein) zentrifugig (3000xg, 10min, RT) und dreimal mit 50QL 1x PBS gewaschen. Anschlie-
Rend wrden die Zellen in 50QL 1x PBS mit 2,%% (w/v) Glutaraldehyd fur 3tnin auf Eis
fixiert. Durch einen Waschschritt bei 4°C mit 1x PBS wird das Uberschissige Fixativ entfernt.
Die Zellen wurden vorsichtig in 8¢ilL 5 M KOH (pH 14) geldst10 L 1 % (w/v) 2,4Dich-
loro-1-naphtol (EtOH als Solvent) hinzugegeben und fami® inkubiert. Die Zellsuspension
wurdemit 10 uL 5 % (v/v) Natriunmhypochlorid vorsichtig gemischt und zentrifag (3000xg,

6 min, RT).Die Zellenwurden in 10QuL PBS resuspendiert und ca. 15 zum Mikroskopie-

ren verwendet

5.6.3.3 BODIPY

(Perez, 2016)

Zu 500pL Zellkultur wuden 2 uL BODYPI1 493/503 (Molecular Probes) gegeben und fiini®

bei RT einwirken lassen. Danach wurde einmal nmiLl1PBS gewaschen (13.08Q, 1 min,

RT) und das Pellet in 2Q6L 1x PBS aufgenommen. Zur Mikroskopie wurden capll5uf

einen Agarosebebichteten Objekttrager gegeben und unter dem Fluoreszenzmikroskop be-

trachtet.

5.6.3.4 VanFL

(Lehner et al., 2013)

Zur Farbung deseptalen Peptidoglykans wurden 300 Zellen einerN. punctiformeKultur
mit 1 pL Van-FL (BODIPY® FL Conjugate100ug/mL) versetzt und eine Stunde im Dunkeln
bei RT inkubiert. Ungebundener Farbstoff wurde durch Waschen mit PBS (3x) eMiésis.

GFRFilter des Fluoreszenzmikroskops konnte die Farlnatgachtet werden.
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6 Ergebnisse

Die AmiC-Amidasen demostocalesbesitzen einen charakteristischen Aufbau. Anders als
AmiC ausE. coli werden dieNostocalesAmidasen nicht im gefalteten Zustand durch ein Tat
Signal in da Periplasma transportigBernhardt and de Boer, 2003pndern ungefaltet tber
das Sec€lransportsystenButtner et al., 2016)Anstatt einer einzelnen AMHDoméane besit-

zen AmiC1 und AmiC2 zwei AMINDomanendie Uber eine flexible Sequenz mit einer Lange
von 160AS mit der katalytischen Doméane verbunden gjAbbildung 9). Dieser Bereich
wurde in der vorkgenden Arbeit als Modulator der Aktivitat der katalytischen Doméne iden-
tifiziert und weist damit auf eine bisher unbekannte Méglichkeit der Regulation von Amidasen
hin. Andere Amidasen, die beispielsweise flr die Tochterzelltrennung nach der Zellteitung v
antwotl i ch sind, besi t-Habgwekheas aktivéegtiuin bldcldertung ¢ h e
von anderen Proteinen wie Nlpitferntwird, wodurch die Amidase aktiviert wigRocaboy

et al., 2013)Die katalytische Domane von AmiChadiAmiC2 aus\. punctiformeund anderen
filamentdserCyanobakteriewvie AnabaenaCC7120 besitzt im Gegensatz zu den vorgenann-
ten kei ne reg4ddelimt ori sche U

In den folgenden Kapiteln wird dia situ Lokalisation von AmiC1 und AmiC2 ilN. punc-
tiforme behandelt. Es wird auf die einzelnen Domanen von AmiC2 eingegamgeob sie
einen Einfluss auf die Lokalisation oder die Aktivitat dest€ins haben. Es wird gezeigt, wie
AmiC2 fur die erhéhte Kommunikation in Hormogonien sorgt. Die Kristallstruktukalidy-
tischen Doméane von AmiC2 (AmicRwird vorgestellt und wichtige Aminosauren (AS) fur
die Katalyse beleuchteie neue Art der Regulatiomon AmiC2 mittels Modulator wird be-
schreben

Zuletzt werden vier putative Interaktoren von AmiC2 durch Charakterisierunig®@eaviutan-

ten undLokalisation der Proteine vorgestellt.

ami g2, AN PRI\ VNV cat

Modul a

Abbildung 9: Schematische Darstellung von AmiC2Das VolllAngenprotein besitzt zwei AMIRoméanen (AMINA unc
AMIN -B). die katalytische Doméane ist durch eine lange, flexible Region verbunden, den Modulator. Die verschiec
manen werden mit einem Buchstaben abgekiird als Subskript an die Proteinbezeichnung angehangt. Trunkierte Ve
von AmiC2 werden im Folgenden durch fehlende Buchstaben eindeutig gekennzeichnet. Sind keine Subskripte
wird sich immer die Volllangenvariante von AmiC2 bezogen.
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6.1 Immunfluoreszenzmarkierungen

6.1.1 Aminosauresequenz und Doméanen der ARiGteine inN. punctiforme

Zur Lokalisation der nativen AmiGLlnd AmiC2Proteine wurdespezifischePeptidantikor-

per generiert, die gegen je einen individuellen Sequenzabschnitt der Schwesterenzyme gerichtet
sind.In Abbildung 10 sind dieindividuellen Antigenabschitte der beiden Ami@mnidasen im

Kontext der Proteindomanen hervorgeholigide Proteine sind inklusive S&ignalsequenz

631AS lang. Die katalytische Domane von AmiC2 wurde in dieser Arbeit kristallisrett
Aminosauren, welche das aktiZentrum bildenidentifiziert Ein konserviertes Glutamat be-

findet sich inPosition578

Peptidantikorper:
AmiCl: ERQPGISRVATTTRGA[@ AS)
AmiC2: RTSPINPPKNGMLAARM AS)

AmiC1

VKLHWLLPST IGTIFMLSSP AMAESWR FDANQNRLEI NTVGAVQPQA
QLIFNPTRLVIDLPGTTFGR PQLTQQVGGG IRSIRVGQFD TETTRIVVEL
TPGYTLDPKR VQFVGTSGDR WARFEY DRVASFSASP PRSAYTVVTP
DEERQPGISR VATTTRGATESLTVIGDG LFLRTSGGNP GIKIIRSRDR
ASTFIDVSDA SLSPRLAQQN NQPVNKHGIS RVEFTQLQNQ APIVRLTLR
DKNSPDWQAT NSNSGGLRSRVVRLPGS SNSDNQSQPP SFPSRLSAA
NSPATIESVQ LADNGRQLLI RADQTLSAAG TWDRSSGVFR VTINNAKL
RVTGPTFAPN SPILRVRLQP QAANTVVVLV QPAPGVQLDQ PQQIGDQ
IPIQGSRRIV SLPGRPSFAL PGLPPPNRGP FPDPNNPNPQ PQFQPQRH
NGRVMIDP GHGGKDSGAL GIGGAREKDV ILPIGKRLAQ ILQQNGVQW\
MRDSDYFVT LPGRVQLAER ANADVFVSIH ANSAGASRPD VNGLEVY
SGLDLARVVR SSILQSIGTL KDRGVRRARF YVLRKSSMPS ILVETGYM
REDMARLRTS AYQNQMAEAI ARGWKR R*

AmiC2

VKLRWLLSST IGTIEFMLSSP AMKLEYWR FDVNQNKLEI NTLGNVQPQA
QLIFNPTRLV IDLPGTTFGR PQLTQQVGGA IRAIRVGQFD EQVERI
TPGYTLDPKG VQFVGRTGDR WTVQLENYRPSINTGG QQQAIATQPS

LRTSPSVFSP RDIYNIRTS PINPPKNGML AA,{:EQIENL QVTGDGFFIR

TNGGNPQIQV NRSNDQREIN IDIASATLSP SLEQRDLSIN RYGVSRIQF
QLQTSPSVVR MTLQVDENSQ NWRATNSNSS GBVLARSIGGNNNP
RPIPSSTGTA TIESVQLANGTQLLIRADQ ALSATGGWDR TSGLYRITIN
NARLAPKVTG PTFNSNSPIL RVRLQPQESN TVTVLVQPAA GVQIGELN
GDQLLALELQ RSGSVTQQPI DLPPLSPNQG QFPNSIDNPP PISRPQPR
VPRSKLIVVI DPAJGGKRSG APGLGGEK DVILPIGKRV AAILEQHGVQ
AVLTRDADFF VELQGRVEIAE RVNATAHISNISVDNRP DVNMYYY
DSGALAEVV RNTILQNIDT IKNRGTRKAR FYVLRKSSMP SILVETGYMT
GREDNPRLAS REYQNQMAEA IARGILKYLQ R

Abbildung 10: Aminoséauresequenzen der Peptidantikdrper und der AmiC1 und AmiCZroteine vonN. punctiforme

in Blécken von 10AS. Die Signalsequenzen sind fett und unterstrichen, Die ABidnanen (pfam11741) sind hellgrau
unterlegt, die katalytische Amidase_3 Doméne (pfam01520) ist dunkelgrau unterlegt. Einzelne hervorgehobene Aminoséuren
sind fur die Aktivitat der katalytischen Doméanéchtig. Die schwarz unterlegten AS koordinieren das Zinkitas grau ge-
kennzeichnete Glutamat koordiniert ein Wassermolekil. Die Peptidantikdrper richten sich gegen die eingerahmten Sequenz-
abschnitte.
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Mittels Western BlotAbbildung11) wurde die Spezifitat der Antikbrper nachgewiesehne
Signalsequenz besitzen AmiC1 und AmiC2 als Volllangenproteine eine GroRe vorkDe. 67
Bei beiden Proteinenwrden auch verkurzte Varianteom Peptidantikorper erkannt, die ent-
weder durch Autoproteolyse oder durch Proteaseamist(Lehner et al., 2013Der Pep-
tidantikorper gegen AmiC1 eaknte AmiC1l undhauptsachliclAmiC1l-Fragmentes/on appa-
rent 35kDa undca.42kDain Zellextrakten vorN. punctiformeWT undamiC2Mutante. Es
erschierkein Signal bei der Verwendung von gereinigtem AmiC2. Analog dazanmeikder
Peptidantikdrper, der gegen eine spezifische Sequenz von AmiC2 gerichabbilsiufg 10),
AmIC2 im Zellextrakt des WT und das gereinigte PratBie Bande bei ca. 7kDa reprasen-
tiert das VolllagenAmiC2. Die Bande bei 5kDa war prasent in Zellextrakten und bei gerei-
nigtem ProteinBei Verwendung von Zellextrakt damiC2Mutante gab es kein Signadk-
bildung 11). Die Intensitaten der Banden in West&iot variierten stark in unabhéngigen Ex-

perimenten. Die Ursache dafir ist unklar.

AmiC1l-Peptidantikorper AmiC2-Peptidantikdrper
veg. amiC2- AmiC2- veg. amiC2- AmiC2-
Zellen Mutante Protein kDa Zellen Mutante Protein
20 kDa 100  e—
— p
70— -
55 —
40 —
40 —
35 [

Abbildung 11: Western Blot mit den Peptidantikdrpern gegen die spezifischen Regionen von AmiC1 und AmiGais

N. punctiforme Von Zellextrakterdervegetativen Zellen des WT und deniC2Mutante wurden je 2(ig Protein eingesetzt.
Von dem gereinigten AmiGProteinwurden je 10ng verwendetBeide Proteine besitzen ohne Signalsequenz eine Grof3e von
ca. 67kDa, daneben werden von den Peptidantikdrpern auch verkirzte Varianfemidasenerkannt.
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6.1.2 Lokalisation des nativen AmiCGRroteinam N. punctiformewT

Der Peptidantikorper gegen die spezifische Sequenz von AmiC1 wurde verwendet, um natives
AmiC1 in situzu lokalisieren. Dazu wurde eine Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase
geerntet und wie in5(5.7) behandelt. Der sekundéare Antikorper ist an BrrorophorFITC
(Fluoresceinl sahiocyanat) gekoppelt, der im GHRanal des Fluoreszenzmikroskops
(QUER) detektiert werden kann. Durch Uberlagerungfdgofluoreszenz mit dem Signal aus

dem GFPKanal kann AmiC1 lokalisiert werden.

Die Amidase AmiC1 befindet sidh der Zellwand Besonders stark ist das Signaldzmjun-

gen Septengie noch nicht vollstandig durckgchnirt sindAuch an jungen Septeawischen

den neu gebildeten Tochterzellish AmiC1 prasentAbbildung12, weil3e Pfeile). Das Signal

wird in reifen Septereutlich schwéacher

Abbildung 12 Immunfluoreszenzmarkierung von AmiC1 in N. punctiforme WT Filamenten. AF) Autofluoreszenz
FITC) Detektion von AmiC1 durch FIT@ekoppelte Antikdrper im GFRanal. Die Ubereinanderlagerung zeigt dellulére
Lokalisation von AmiC1. E$efindet sichin der Zellwandund dort vermehrt an den jungen Septen (weilRe Pfeile). GréRen-
standard: 1Qum.
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6.1.3 Lokalisation des nativen AmiC1 in damiC2-Mutante vonN. punctiforme

Mit schiefen Teilungsebenen und ohne die Mdglichkeit zur Differenzierung iatrdi&Z2-Mu-
tante nur unter Laborbedingungand in einem Medium, das eine anorganische Stickstoff-
guelle enthaltlebensfahig. Da die Generierung eireniC1-KO-Mutante erfolglosblieb,
wurde angenommen, dass AmiC1 essentie{Lishner et al., 2011)

Die Filamente deamiC2-Mutanteahneln Aseriatergber sie sindleutlich starker verklumpt
Dadurchwar es schwierig, einzelne Zellen oder Filamente zu fokussidgigrund derExo-
polysaccharidschichten damiC2-Mutante war die Lokalisierung von AmiC1 nur in einzelnen
Zellen oder Filamenten erfolgreich. Zur Orientierung wurde hier eine Hellfeldaufnahme heran-
gezogen, da selbst mit dBeconvolutiorSoftwaredes Mikroskops die Herausrechnung der
Streuung im Kanal zur Aufnahme der Autofluoreszenz rgeldng

Wie im WT ist aich in deramiC2-Mutante AmiC1lin der Zellwandokalisiert Abbildung 13,

rote Pfeile). Wahrend der Zellteilurigefindet sichAmiC1 vorwiegendim Septum und den

angrenzenden Bereichen zum Septéb{ldung13, weilRer Pfeil).

Abbildung 13: Immunfluoreszenzmarkierung von AmiC1l in der amiC2-Mutante von N. punctiforme HF) Hellfeld.
FITC) Lokalisierung von AmiC1 mit FIT@ekoppeltem Antikdrper. Die Uberlagerung der Kanéle zeigt die zellul4re Lokali-
sation von AmiC1. Das Protelrefindet sichin der Zellwandrote Pfeile) und speziell auch an naszenten Septen (weil3er Pfeil).
GrofRenstandard:0lum.
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6.1.4 Lokalisation des nativen AmiGRroteinam N. punctiformewT

Der Peptidantikorper gegen die spezifische Sequenz von AriQ2Murde zuiin-situ-Loka-
lisation von nativem AmiC2 verwenddie Vorhergehens Weisst analog zuf.1.2 und ist
ausfuhrlich unteKapitel 5.5.7beschrieben.

Die Amidase AmIC2 lokalisiert im Periplasma mit klarer Praferenz fur die Septumsregionen.
In jungen Septen ist AmiC2 sehr prasexiihildung14, weil3e Pfeile). Auch in Septen, die sich

in der Entstehung befinden, ist AmiC2 vorhand&bb{ldung 14, roter Pfeil). In reifen Septen

ist das Signal zur Lokalisation von AmiC2 hingegen schwacher oder es fehltAdgiidupg

14, blaue Pfei).

AF

Abbildung 14: Immunfluoreszenzmarkierung von AmiC2 in N. punctiforme WT. AF) Autofluoreszenz der vegetativen
Zellen.FITC) Lokalisierung von AmiC2 mit FIT@ekoppeltem sekundaren Antikdrper. Die Ubereinanderlegung der Kanale
zeigt die zellulare Lokalisation von AmiC2. Die Amidase lokalisieder Zellwand besonders stark ist das Signal in jungen
Septen (weil3e Pfeile). D&otein ist schon vorhanden, wenn das Septum noch in der Entstehung ist (roter Pfeil), in &lteren
Septen verschwindet das Signal (blauer Pfeil). GréRenstandguch.10

Durch die Aufnahme mehrerer Bilder im Abstand von |01l der Fokusebene {3tapel)
konnte ein dreidimensionales Abbild von Filamenten rekonstruiert werkedrei Septen in
unterschiedlichem Stadium der Geneagde dieunterschiedliche Lokalisierung von AmiC2
beobachtetBei der Zellteilung wird aues Zellwandmaterial in der Teilungsebangelagert,
das Septum wachst nach inn@ie Tochterzellerirenren sich ohnesich voneinander abzu-
schniren In der Anfangspase ist AmiC2 ringférmig aned naszenten Zellwandkalisiert
(Abbildung 15A). Dies entspricht @ Lokalisation des FtsRings(Vischer et al., 2015, Ma et
al., 1996)Wahrend der fortschreitenddfinschnirungdes Septums heftet sich fortlaufend
AmIC2 an das neue Septumsmaterfkildung 15B), bis schliel3lich die gesaemSeptums-
scheibe bedeckt ishbbildung15C).

65



Ergebnisse

--

L

Abbildung 15: Immunfluoreszenzlokalisation von AmiC2 im SeptumDie 3D Rekonstruktion erlaubt den Aufblick auf das
Septum, das um 90° gedreht wurdgjunges Septum im Beginn der Entstehung. Die Amidase AmiC2ist ringférmig lokalisiert
und stellt damit das periplasmatische Pendant zu dem cytoplasmatischdririgis¥ar. B) Bginn der Septumsbildung. Die
ringférmige Lokalisation von AmiC2 verjiingt sich nach innen. C) AmiC2 bedeckt das junge Septum zwischen zwei Tochter-
zellen komplett.

6.2 Die Domanen von AmiC2 und ihr Einfluss auf die Lokalisation

6.2.1 Untersuchung verschiedereecSignalsequerenin Anabaena?CC7120

Fur den Transport von Proteinen Uber die Cytoplasmamembrarsdibt Bakterien zwei ver-
schiedeMechanismen. Fur beide Mdglichkeiten wird eli¢erminale Signalsequenz bendtigt.
Proteine, die im gefalteten Zustatrdnsportiert werden, verfigen tber eine F8ignalse-

quenz fwin-arginine-transporte). Die AmiC-Amidase au&. coli wird Gber diesen Mechanis-

mus transportierfRocaboy et al., 2Bl Bernhardt and de Boer, 2003n Gegensatz dazu
werden die AmiGAmidasen deNostocalesvie N. punctiformeund AnabaenaPCCr7120 im
ungefalteten Zustand Uber die Cytoplasmamembran transpdd@sgec Translokationssys-

tem ist in vielen Bakterien das am haufigsten verwenbetesportsyster(Pugsley, 1993Die
N-terminale Signhalsequenz wird wahrend des Transportvorgangs abgespalten. Sigrvariiert
Lange und der Sequenz der Aminosauren, welche die Geschwindigkeit des Transports tUber die
Membran beeinflusst und damit auch die Geschwindigkeit der Faltung. Dies bestimmt die
Menge korrekt gefalteten Proteins auf3erhalb des Cytoplasmas

Die Signalpeptid von AmiC1 und AmiC2 auN. punctiformeundAnabaenaCC7120 zeigen

eine hohe HomologieTabelle 25), wahrend Se&ignalsequenzen anderer Proteine keine so
groRen Ahnlichkeiten zu verwandten Proteinen aufweisen. Zudem scheint die Homologie ex-
klusiv fur die Amidasen AmiC1 und AmiC2 zu sein.

Bei eukaryotischen Zellen ist bekannt, dass Signalpeptide auch fir die Lokalisation an Zell-
kompartimenten oder in den extrazellularen Raum verantwortlich(siakiai and Kanehisa,

1992) Um die Frage zu beantworten, ob Signalsequeaaeiin filamentdsen Cyanobakterien
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einen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins haben, wurden die kodierenden Sequenzen ei-
ner Auswahl an Signalsequenzen mit der Sequengfgisfusioniert und mittels GibseAs-

semlby auf Vektor pRL104%Kloniert (5.4.14.3. Die Variante sfGFPsgperfolder) weist zehn
Punktmutationen auf, die das GFP stabil falten lassen, sodass es seine korrekte Faltung auch
nach dem Transport in ungefalteter Form lUber dasSg&etionssystem im Periplasma an-
nimmt (Aronson et al., 2011, Dinh and Bernhardt, 2011, Pédelacq et &), 200

Tabelle 25: AS-Sequenzen der SeSignale.

Annotation des

Plasmid Gen ) AS-Sequenz
Proteins
- Npun_F1845 AmiC1 VKLHWLLPSTIGTIFMLSSPAMA
pIM584 Npun_F1846 AmiC2 VKLRWLLSSTIGTIFMLSSPAMA
= alr0092 AmiC1ANA MKLHWLLSGTVGTVLLLSSPALA
- alr0093 AmiC2ANA MKLHWLLSGTVGTIFLLSSPALA

Substratbindepro-

pIM609 et tein des Bicarbonat MTEFFNQISRRKFIFAAGASASAVFLKGCLGNP
(Npun_R2356)

Transportsystems
pIM631 all4575 PstS MLSYIKRIKNNRIPVSITVLTLAMSLAACG
pIM632  all4999 Amidase VPQSHSEYFCDTAVKKVLIPVILSFVVTSSVALA

branched-chain
pIM633  alrl834 Aminosaurebinde- MQRISAALSLGLATFTAGFLLA
protein
pIM634 alr2269 Omp85 MRLSPVLVAAVAITAPLSSSLTANA
D-alanyl-D-Alanin

pIM636  alrl666 MPRKISLGLMALFISVQVSVTQQLVKA

Carboxypeptidase

Die verschiedeneRlasmide (pIM584, pIM609, pIM631, pIM632, pIM633, pIM634, pIM636)
enthalten je eine kodierende Sewm eines Signalpeptids fusioniert mit der DI$&quenz des
sSIGFP unter der Kontrolle des Promotors, der auf dem Vektor (pRL1049) vorhandeésie(
25 (Black and Wolk, 1994)Die Plasmidevurden durchriparentaleKonjugation(5.4.13.2 auf
Anabaena@CC7120 Ubertragen. AnschlielRend konnte die LokalisatiorsiBdsP in den ver-
schiedenen Exkguganten im Fluoreszenzmikroskop dokumentiert werdBie KoloniePCR
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mit spezifischen OligosTabelle10) fur die kodierenden Bereiche der Signhalsequenzen diente
als Nachweis der einzelnen Plasmidébildung 16).

Als Kontrolle diente der Wildtyp voAnabaenaPCC7120 @bbildung16), der keinsiGFP e

halt. Mit der SeeSequenz von AmiCausN. punctiforme(Npun_F1846; pIM584) lokalisiert
siGFP im PeriplasmaApbildung16) ohne Préaferenz fur die Lokalisation im Septum. Der Trans-
port in gefalteter Form Apbildung 16, pIM609), vermittelt durch das TABignal von
Npun_R2356 einem Substratbindeprotein fur das BicarbefrainsportsysteniLehner et al.,
2011) diente als zweite Kontrolle und pedie Lokalisation desiGFPin der ZellwandWieder
konnte keine Préaferenz fur die Lokalisation an einem bestimmteim Qe Zellwandestge-
stellt werden. Die ausgewahlten Seequenzen stammen von Proteinen, die unterschiedliche
Funktionen im Perigsma erfillen.

Die Sequenz voall4575(pIM631) kodiert flirdas phosphatbindende, periplasmatigetatein
PstSdas Teil eines ABransporters ist. Die Sighalsequenz dieses Proteins unterscheidet sich
deutlich von den Signalsequenzen der AmidaSebd]le25) und bedingt eine randomisierte
Lokalisation vorsfGFP im Periplasmaipbildung16).

Die Sequenz voall4999(pIM632) kodiert fur eine Amidasd®ie SeeSequenz dieses Proteins
transportiertsiGFP in das Periplasma, ohne eine erkennbare Praferenz fir einen bestimmten
Ort (Abbildung 16). Die SeeSignalsequenz von All4999 unterscheidet sich deutlich in der
Lange der Aminoséuresequenz von den AdAi@idasen aus\. punctiformeund Anaba-
enaPCC7120Die Verteilung des sfGFP ist im Periplasma ahnlich wie bei dem Transport Uber
die SeeSignalsequenz von AmiC2.

Zu den proteinogenen, verzweigten AS gehoéren Valin, Leucin und Isol®acaweigte Ami-
noséauren sind Bestandteil des PeptidoglykihshoherWahrscheinlichkeit bindet das Gen-
produkt vonalr1834 (pIM633) an Strukturen der Zellwandessen Signalsequenz besitzt eine
ahnliche Lange wie die AmiSignalsequenzen ab punctiformeund Anabaend?CC7120
(22 AS beialr1834 und 23RS bei AmiGAmidasen Tabelle25). Dasdurch die Signalsequenz
von Alr1834 transportiertsiGFP lokalisiert im Periplasma ohne Préferenz fiir die Lateralwand
der Zellen oder den Bereich dgsptumgAbbildung16).

Die Signalsequenz von Omp8&IrR2269; pIM634) ist in Lange und Sequenz den Sequenzen
der AmiGAmidasen sehr ahnliciTébelle25). Das Protein Omp85 wirkt an der &uferen Memb-
ran (Nicolaisen et al., 2009PassiGFP, welches durch die Signalsequenz von Omp85 in das
Periplasma transportiert wird, lokalisiert bevorzugt an Berschnirungsstelleder auf3eren

Membranzwischen zwei Zellen aul3erhalb des Sept@atbildung 16). Dies ist die einzige
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Signalsequenz, welche in diesem Experiment zu einer distinkten LokalisatisfGkian der
Zellwand fuhrte.

Die Sequenz vomlr1666 wurde ausgewahlt, da sie fur eine Carboxypeptidase koBirt.
Carboxypeptidasen zerschneiden wie die Amidasen das Peptidoglykan, allerdings an anderer
Stelle. Dies wirkt sich jedoch nicht auf die Lokalisation des Proteins ausf®&FfB, das durch

die Sgnalsequenz voAlr1666in das Periplasma sekretiert wird, lokalisiert sowohl im Septum

als auch peripheApbildung16E).

Durch diese Studikonnte ausgeschlossen werden, dass die nativeSsgoenz oder die im

nachfolgenden auch verwendete-Baiquenz die Lokalisation von AmiC2 beeinfliess

Grolde: 800-850 bp

Abbildung 16: Lokalisierung von sfGFP unter dem Einfluss verschiedener SeSecquenzen inAnabaenaPCC 7120.Gro-
RenstandardZ,5pm.
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6.2.2 Lokalisation trunkierter AmiC2/ersionen

Die Amidase AmiC2 besitzt zwei AMINDoménen. Fir das Homolog abscoli konnte ge-
zeigt werden, dass die AMH®oméane Peptidoglykan bindet und fur die Lokalisation des En-
zyms am Septum verantwortlich (Rocaboy et al., 2013Pie Verdoppelung der AMINDo-

mane ist typisch fur die AmiCdnd2-Amidasen filamentdser Cyanobakterien, jedoch kein Al-
leinstellungsmerkmalde Souza et al.,0®8, Berendt, 2011apind dieAMIN -Doménen auch

in N. punctiformefir die Lokalisation von AmiC2 am Septum verantwortlich, dann sollte das
Enzym ohne die AMINDomanen gleichmaRig im Periplasma lokalisieren. Zur Uberprifung
dieser Annahme wurden trunkierte Varianten von AmiC2 auf Biesis/ektors pIM496 durch
GibsonKlonierung erstellt. Dieser Vektor kodiert fir AmiC2, welches mit GFP fusioniert
wurde und Uber das F&tignal des Proteinslpun_R2356(Lehner et al., 2011in das Peri-
plasma transportiert wird, damit das GFPgeifalteten Zustand die Membran passieré A-
MIN-Dom2nen wurden mit AAfA und ABA gekennzeic
Modulator .5 wur de mit AMA und die katalytische D
stellt an AmiC2 zeigen diese Buchstaben, welche Domanen in den trunkierten Versionen von
AmiC2 vorhanden sind. Demnakbknnzeichnet AmiCismvc das Vollléngenprotein.

Das Fusionsgertgt-amiC2gfp) steht unter der Kontrolle des Amidromotors, eingebettet

in das Ruckgrat des pSCR2V02ktors (Argueta et al., 2004, Berendt, 2011a, Lehner et al.,
2011) DiedarauentstandeneneuerVektoren erhielten die Bezeichnungen pIN358IM591,
pIM593, pIM625, pIM626 und pIM63®er Vektor pIM469 wurde in vorangegangenen Loka-
lisationsstudien verwend@tehner et al., 2011)

Zur Ubersicht und zum Vergleich wurde auch das vollstandige AmiC2 dargestellt (AsniC 2
pIM469, Abbildung17). Wie auch durch diemmunfluoreszenzmarkierung gezei@,(lokali-

siert AmiC2 bevorzugt im Bereich junger Septerder ZellwandLehner et al., 2011, Berendt,
2011a) Wenn AmiC2 um beide AMINDomanen und um den Modulataerkirzt wurde, dann
lokalisierte die katalytische Doméne (Ami§}Zowohlan der lateralen Zellwarals auch im
Septum ohne erkennbare Bevorzugung fir eine beséRagion Abbildung17). Folglich sind

auch bei AmiC2 auhl. punctiformedie AMIN-Doménen zur Lokalisation des Proteins an das
Septum verantwortlich. Welchen Einfluss auf die Lokalisation vom AmiC2 die Entfernung der
AMIN -Domanen und der Modulator im Detail haben, istliildung 17 gezeigt. Dabei bein-
halten die Bildem der linken Spaltgrundsatzlich verkurzte Varianten, welche den Modulator
beinhalten und die Bilden der rechten Spaliie entsprechenden Varianten ohne den Modu-

lator.
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Fehlt dem AmiC2Protein nur die AMINB Doméane (AmiC2wuc), so ist es im Periplasma nur
schwach an den Septen lokalisiert. Fehlt zusatzlich auch der Modulator (Ag))iG2 ist
AmiC2 wieder starker an den Septen lokalisiert.

Wenn hingegen die AMIM\ Domanefehlt, dann lokalisiert AmiC2 stark an den Septen
(AmiC2smc), und wenn zusatzlich derddulator fehlt, ist die Lokalisation schwéacher ausge-
pragt(AmiC2sc, Abbildung17). Sind alle Domanen bis auf diatalytische deletiert, dann lo-
kalisiert AmiC2in der Zellwandohne Praferenz fur die Septalregion (AmiCRbbildung 17).
Wenn dagegen nur die beiden AMDbmaéanen fehlen (AmiGg), dann wird das Protein nicht
zuverlassig in das Periplasma transportiert.

Diese Daten unterstreichen dedeutungler Verbindungwischen AMINB, Modulator und
katalytischer Domaneif die Funktionalitdt von AmiCals septale Amidase
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-

PIM469: AMIC2 450
pIM626: AMiC2 4y,
pIM591: AmiC2,.
pIM593: AmiC2g,c
pIM635: AmiC24.
pIM625: AmiC2,,c
pIM583: AmiC2,

d"“

AmiquBMC

g

Abbildung 17: Ubersicht zur Lokalisation verschiedener trunkierter AmiC2-Versionen. Die Autofluoreszenz (rot) und
die Lokalisation der Proteine (griin) ist Uberlagert dargestellt. Alle Plasmide basieren auf dem Vektor pBE§t2@a die-
selbe Promotorsequenz und dieselbeSequenz zum Export der Proteine. GréRenstandar@n.,5
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6.3 Die Zellwand von Hormogonien

6.3.1 Eine Porehette umschliel3t das Septum

Hormogonien sindn N. punctiformeverkirzte Filamente, welche durch synchrone Redukti-
onsteilung aus vegetativen Zellen hervorgehen. Morphologisch unterscheiden sich Hormogo-
nien in der ZellgroéRe von vegetativen Zellen, die Zellen sind kleiner und meist etwas eckiger.
Die endstandigen Zelhevon Hormogonien sind konisch geforf@ampbell and Meeks, 1989)
Hormogonien dienen dddispersion. Sie sind zur gerichteten Bewegung féahig und reagieren
auf verschiedene abiotische Reize. Pflanzen senden einen Lockstoff aus, auf den Hormogonien
ebenfalls reagieren. So kdnnen Symbiosen etabliert w¢adims and Duggan, 20Q8]ref-

fen Hormogonien auf ein niclitberwindbares Hindernis, kdnnen sie die Richtung wechseiln.
Das andere Ende Gibernimmt dabei die Fuhrung (eigene Beobachtungen).

Das Peptidoglykan von Himogonien wurde isoliednd fur die Tranmissionglektronenmik-
roskopie vorbereitet. Auch bei Hormogomiamspannt das Peptidoglykan das gesamte Fila-
ment.Die Zellen erhalten ihre Form durch das Peptidoglylannauch nach der Isolation und
Reinigung des Peptidoglykans sgelt es die Form der Zellender (Abbildung18A). Die An-

sicht im Detail zeigt eine Kette kleiner Poren, die in dem lateralen Peptidoglykan perlschnurar-

tig um das Septuriiegen(Abbildung18B, schwarze Pfeile
» - RN .

A

4 A
Abbildung 18: Sacculi von Hormogonien. A)DasPeptidoglykarist Giber das gesamte Hormogonium zusammenhéngend.
Der schwarze Kasten markiert die Vergrof3erung im zweiten Bildabschnitt. GréRenstandpml: B)Detailansicht eines
Septums von Hormogonien mit lateralem Peptidoglykan. Eine Kette kleiner Poren udain§eptum (schwarze Pfeile).
GroRRenstandard: 4Qm.
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6.3.2 DerNanoporeArray bei Hormogonien

Das reife Septum vegetativer Zellen ist von ca. Béfen von 2Gdim durchléchert. Es ist das
Gerust der ZelZell-Kkommunikation, deNanoporeArray (Tabelle26, Lehner et al., 2013Bei
Hormogonierwurde flirgerichtete Bewegungen im Filameim éohes Mal3 akommunika-
tion vermutet In N. punctiformewird mehr AmiC2 an die Septeron Hormogorenrekrutiert
als bei vegetativen Zellefiehner et al., 2013¢ur Beantwortung der Frageb die erhthte

Kommunikation auch in einem modifiziert&fanoporeArray zu erkennen ist, wurde septales

Peptidoglykan von Hormogoniemtersucht.

Abbildung 19:'Septum von vegetativen Zellen (A) und Hormogonien (B) im VergleiclGréRenstandard: 3qim.

Das septale Peptidoglykan von Hormogonien besitzt ahnlich viele Poren wie die Septen vege-
tativer Zellen (Abbildung 19). Die Porengrdl3e besitzt eine hdhere Varianz als théhmo-
poreArray vegetativer Filamente. Durch die reduzierte Zellgrol3e ist die Flache deterep
Peptidoglykans jedoch kleiner. Normiert auf die Flache besitzen Septen der Hormogonien die
dreifache Menge an Pordmabelle26): Der NanoporeArray ist auf den erhdohten Bedarf an

Kommunikation in Hormogonien angepasst.

Tabelle 26: Der Nanopore Arrayvon vegetativen Zellen und Hormogonien im Vergleich

Durchmesser des Sep- Anzahl der Poren
. PorengréRe (nm) @ Poren/um?
tums (nm) imSeptum
veg. Zellen 1596 +/- 235 155 +/- 23 20 +/-1 77.5
Hormogonien 842 +/- 21 133 +/- 48 18 +/- 2 237.5
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6.3.3 Die Genese des Septums

Transmissionselektronische Aufnahmen von gereinigter septaler Zellwand, zégem Sep-

tum entstehtDrei Septen von Hormogoniezu unterschiedlichen Zeitpunkten der Septums-
genese sind iAbbildung 20 dargestellt. Zun&chst besteht das spatere Septum aus einer ring-
formigen Verdickung von PeptidoglykaAl§bildung 20A), an diese Verdickung wird innen
neues Material angelageAl{bildung20B), bis schliel3lich eine geschlossene Septungsbeh

entstanden istAbbildung 20C). In diesem noch frihen Stadium der Septumsgenese ist noch

keinNanoporeArray vorhanden. Ahnliche Beobachtungen dem auch bei vegetativen Zellen
von AnabaenaPCC7120 gemactiBornikoel, 2015)

Abbildung 20: Septen von Hormogonien zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Septumsgenesé.Das Septunbesteht
nur aus einem verdickten Ring umenig Peptidoglykan, daginen angelagert wurd®) Die Entstehung des Septums ist
weiter vorangeschritten, mehr Peptidoglykan wurde innen angelagert, sodass das Septum weiter eingeshbigrtSsp-
tumsscheibe ist komplett, aber noch ist KeanoporeArray zu erkennen. GrolRenstandard: 400.

6.4 Charakterisierung der katalytischen Domé&ne von AmiC2 (Ar)iC2

6.4.1 Aktivitat von AmiCZ: bei verschiedenen Temperaturen

In seinen nattrlichen Habitaten ISt punctiformeTemperaturschwankungen ausgesetzt. Die
intrafilamentdése Kommunikation muss relativ unabhéngig von dem Temperaturfaktor funktio-
nieren um eine Anpassung des Filaments an seine Umwelt zu gewéhrleisten. Die Aktivitat der
katalytischen Doméane von AmiC2 (Amig2wurde bei verschieden Temperaturen unter-
sucht(Abbildung21).

Die Temperatur, bei dé{. punctiformeoptimal wachst, ist 28°C. Diese Temperaturde als
physiologische Temperatur fur alle folgenden Enzymtests verwendet. Es wurden je zwei Tem-
peraturen Uber der physiologischen Temperatur und zwei Werte darunter gewahlt Akd die

tivitat von AmiC2c getestet.
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Die katalytische Doméane ist bei allen gewéahlten TemperatuflepeiReleaseAssaygDRAS)
aktiv. Selbst bei 10°Ginkt die Aktivitat nicht unter 78 des Wertes bei 28°C. Bei Tempera-
turen Uber dem physiologischen Optimum (28°C) zeigte Ami€i@e leichte En6hung der
PG-Hydrolyse. Die Hypothese, dass Ami&BRnerhalb einer grol3en Temperaturspanne funk-

tionell ist, wurde bestatigt.

10°C 15°C 28°C 35°C 45°C

Abbildung 21: Aktivitat der AmiC2 c bei verschiedenen TemperaturenAls Kontrolle derDye-ReleaseAssaysdiehnte
Lyosozym Die Enzyme wurden in dquimolaren Konzentrationen eingesetzt. AnsCRber alle getestaieTemperaturen
aktiv. Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung

6.4.2 Kristallisation der katalytischen Doméane

Zur Kristallisation wurde nur die katalytische Domane von AmIiC2 (AmiC2erwendet.
Dadurch wurde die flexible Region des Modulators umgarigerch den Vektor PGEXT-3
wurde AmiC2 alsN-terminalesGST-Fusionsprotein exprimiert

Die Kristallisationwurde vonFelix MichaelBittner aus der Arbeitsgruppe von Th8tehle

am Interfakultaren Institut fir Biochemie (IFIB, Universitat TubingergenommenDie Ex-
pression des rekombinanten Proteins erfolgte heterolggdali BL21 (DE3) (Buttner et al.,
2016) Der GSTFRest wurde durch Thrombin entfer#nschliel3end konnte die katalytische
Domane durch @l3enaufschlusschromatograpiseliert werden.

Die Kristallisation erfolgte mit einer sehr guten Aufldsung von B1Die katalytische Do-
mdne besitzt -Fdltung walckenthasaktdristisch fl¥ FAmidase 3 Enzyme ist
(Biittner et al., 2015 entral befinde sich 6b-Faltblatter, die von €-Helices umgeben sind.
Unt er h aFaliblattbrebefinden sichddel i ces U1, U3, U5 wund
beiden Heli bsfsn@@V2 s8ndhEbjiitter hal b der b

Die Aminosaurereste H447, E462 und H515 koordinieren dasiirdktiven Zentrun(Ab-
bildung22). Ein konserviertes GHG®otiv (G446, H447, G448, G449) am Ende des ersten
b-Faltblatts erlaubt eine enge Faltung oberhalb des akfieatruns aufgrund der Abwesen-
heit von stérenden Restedber Wasserstoffbriickenbindungen positionieren D541 und S513
die Imidazolringe der Histidine im aktivetentrum. In Vertretern der Amidase Familie sind

diese Reste, zusammen mit den Resten des aktiven Zentrums und einem Glutamat an Position
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578, konsenart (Abbildung22). Abgesehen davast die Aminoséduresequenz der Amidasen

wenig konservier(Buttner et al., 2016)

Abbildung 22: Kristallstruktur (A) und schematische Darstellung (B) von AmiC2: in N. punctiforme Jeweils griimmit
Sterncherhervorgehoben sind die Reste des katalytischen ZentMingelbem Sterncheist das konservierte Glutamat an
Position 578 markiert.

6.4.3 Wichtige Aminosaureffiir die Katalyse

Um die Funktion spezifischer Aminosauren im aktivemtrum fur die enzymatische Aktivitat
von AmiC2 zu testerwurden diese mutiert und die Proteinvarianten im DRA getestet.
Punktmutationen der Aminosauren im akti&mtrum zu Alanin (H447A, E462A, H515A
fuhrten zur Detabilisation des Proteins. Das Kiton ist daher wichtig fir die korrekte Faltung
des ProteinsDiese Varianten von AmiG2konnten daher nicht in DyReleaseAssays auf
veranderte Aktivitat getestet werddder Einsatz von hohen Konzentrationen an EDTA, wel-
ches dem Protein das Zink enttiefiihrte ebenfalls zur Aggregation von AmigJButtner et
al., 2016)

Der Austausch des Wasdayordinierenden Glutamat zu Alanin (E578A) ergab dagegen stabil
gefaltete Proteine (AmiGGES78A und AmiC2ucES78A). Beide Proteine zeigten keine Akti-
vitat in DyeReleaseAssays Abbildung 23). Bei der katalytischen Domane allein (Ami}2
wurden weitere Punktmutationen vorgenommen. Glutamat unterscheidet sich vaatAspar
ein GAtom, die Carboxylgruppe-COOH) bleibt erhaltender Austausch von Glutamat zu
Glutamin ersetzt die Carboxylgruppe durch eine Carbamoylgru@@NH.). Im letzten Fall

wurde Glutamat durch Asparagin ersefzér Rest ist um ein -@tom verkirzt und die Car-
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boxylgruppe durch eine Carbamoylgruppe ersetde 3®rgenommene Veranderung an Posi-
tion 578 fuhrte zum Verlust der AktivitaApbildung23B). Das Glutamat an Positi&@Y8 ist
essetiell fur die Aktivitat von AmiC2.

B o.15-

0.10 1

D’l'\‘595

0.051

0.00 -

% % ) ¥ o
Qo
\\6 ?‘I\Q q/OQ/ ,LOQ/ "19((/ ,]/QQ/ @'\O ch’
/ v '\o ‘\O \O ‘\o et a®
E578\ ¢ ¥ S S o«
5 N N

Abbildung 23: Detailansicht des aktiven Zentrums von AmiC2c und DRA mit Punkmutanten von AmiC2c und
AmiC2smc. A) Im aktivenZentrum wird ein Zinkion durch zwei Histidine und ein Glutamat koordinigas Wasser fur den
nukeophilen Angriff wird durch A516 und E578 stabilisieB). Dye-ReleaseAssay. Der Austasth des konservierten Gluta-
mats (E587) flhrt zum Verlust der Aktivitat von Ami€@2nd AmiC2wmc. Dreifachbestimmung mit Mittelwert urtandardab-
weichung.

6.5 ldentifikation eines Modulators der Aktivitat der katalytischen Doméane von
AmiC2

In N. punctiformekonnten zwei native Varianten der Amidase AmiC2 mittels We&tn
nachgwiesen werden@(1.1): Das Volllangenprotein (AmiGawmc) mit ca. 68&Da und eine
Variante, der mit etwa 5&Da die AMIN-A Domane fehlt (AmiC2uc). Beider Aufreinigung
rekombinant Gberexprimiertem AmiC2 ist ebenfalls ein Fragment der Grokeabéntstan-
den, dem die AMINA-Domaéne fehlt. In Zymogrammen konnte eine-R@rolytische Aktivi-
tat fur dieses Fragment (Amigwc) nachgewiesen werddhehner et al., 2013Durch die
gezielteHerstellung verschiedener trunkierter Varianten von AmiC2 sollten die verschiedenen
Aktivitaten in DyereleaseAssays ermittelt werdekine Ubersicht der Proteine gilibbildung
24A.

Die Aktivitat des langeremiC2gmc-Konstruktsist sehr viel geringer als die Aktivitat der
katalytischen Doméane (AmiG2 Die AMIN-Doménerallein (AmiC2ag) kdnnen Peptidogly-
kan nicht spaltenApbildung 24B). Auch die Zugabe von AmiGg als separates Protein hat
keinen Einfluss auf die Aktivitat von AmiCdder AmiCzwmc (Abbildung24B). Zur Eingren-
zungder Aktivitdt modulierenderSequenavurde eine Version von AmiC2 erstellt, die um
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AMIN -A und AMIN-B verkirzt ist und eine weitere ¥&on, die nur die putative Modulator-
sequenz enthielt.

Der Modulator ist selbst nicht zur Pi@ydrolyse fahig Abbildung24C). Als separates Protein

zu AmiCZ dazugegebenist auch keine Verminderung der Aktividegr katalytischen Doméne

zu beobachterDie Verbindung aus putativer Modulatorsequenz und katalytischer Domane
(AmiC2yc) zeigte die gleichaiedrigeAktivitat wie AmiC2smc (Abbildung24D). Folglich ist

die flexible Region von AmiC2 zwischen der AMIBIDoméne und der katalytischen Doméne
verantwortlich fur die geringere Aktivitat von AmiGihd damit als Modulator der Akitat
identifiziert.

Der Modulator muss kovalent an die katalytische Domane gebunden sein, um die Aktivitat zu
vermindern.Als separates Protein hat der Modulator keinen Effekt auf die Aktivitat von
AmiC2c. In-Silico-Analysen zeigten keinBbereinstimmung mit bekannten Proteindoméanen.

Es ist somit eine neue Struktur zur Modulierung der Aktivitat einer Amidase entdeckt worden.

A
AMIC2.euc [WAMINSAN-ANINEEY \/\/\/ LV VIt cat
Modulat
AMIC2,s oduiator
AMIC 251
AMIC2yc
AmiC2,
B

AAsgs

£ &
S S
&
?-

Abbildung 24: Identifikation der flexiblen Region zwischen AMIN-B und Katalytischer Doméane AmiC2c) als Modu-
lator der Aktivitat von AmiC2 in vitro. A) Ubersicht der verschiedenen trunkierten Versionen von AmiC2. Amifg2
entspricht dem Volllangenprotein ohne Signalsequé)zDye-ReleaseAssay. AmiC2wmc ist weniger aktiv als AmiC2,
AmiC2ag zeigt keine Aktivitat.Die Zugabe von AmiCis beeinflusst weder AmiG2noch AmiCamc in der Aktivitat. C)
Dye-ReleaseAssay.Der Modulator muss kalent an die katalytische Doméane gebunden, siindie Aktivitatdieser zu ver-
mindernD) Dye-ReleaseAssay.Die Aktivitdt von AmiC2sc und AmiC2wc ist identisch Alle Werte sind Mittelwerte von
Dreifachmessungen mit Standardabweichung.
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6.6 Putativelnteraktionspartner von AmiC2

Die komplexe Aufgabe, runde Locher in daptale PG zu schneiden, die nienig im Durch-
messer von etwa 2atim variieren und ohne dass sich dabei Locher Giberschneiden, bedarf einer
genauen RegulatiorZur Identifikation moglicher Ir@raktionspartner wurde ein Padiwn
durchgefuhrt%.5.3. Dabei wurden arallel Zellextrakte voiN. punctiformeéNT und einer Kul-

tur, die das replikative Plasmid pM469 tragt, verwendet. Der Vektor pIM469 kodiert fur das
Fusionsprotein AmiCGF P, wel ches dur c-Antikirpemim @ulldownege-1 e UG
bunden wurde. Durch den Vergleich mit den Ergebnissen bei Veangriks Zellextrakts des

WT konnten unspezifischeroteineerkannt werden.

Neben vielerals unspezifisch identifizierten Proteinkonnten vier Kandidaten ausgemacht
werden, die moglicherweise mit AmiC2 interagieren. Dabelle27 zeigt, wie viele Peptide
dieser vier Proteinglentifiziert werden konnten. In den nachfolgenden Kapiteln wurden diese

Kandidaten néher charakterisiert.

Tabelle 27: Identifikation putativer Interaktionspartner von AmiC2. Die Tabelle gibt anwie viele Peptide der Proteine
gefunden wurden.

Gen Peptide i AmiC2GFP Peptide i WT
Npun_F0437 4 0
Npun_F5024 2 1
Npun_R1578 1 0
Npun_R4778 1 0
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6.7 Das GerMProtein(Npun_F0437gls putativer Interaktionspartner von AmiC2

Durch denPulldown(5.5.3 wurdeNpun_F0437als putativer Interaktionspagr von AmiC2
identifiziert. Aufgrund der Homologien zu GerM auBacillussubtilis (Slynn et al., 1994)
wurde de Proteinname GerM fiur Cyanoliakien wieNostocpunctiformeund Anabaenavari-
abilis PCC29413ubernommer{Perez, 2016)

1 25 50 75 100 125 150 175 203

Query seq. oo s

Specific hits - Germane
Superfanilies | Germane superfamily
Hulti-donains GerM
PRK13613
Search for similar domain architectures I @ Refine search | @
List of domain hits e
Name Accession Description Interval E-value

H] Germane pfam10646 Sporulation and spore germination; The GerMM domain is a region of approximately 100 residues ... 67-179 1.67e-27
[ Germane smart00909 Sporulation and spore germination; The GerMN domain is a region of approximately 100 residues __. 96-176 1.29e-16
H GerM COG5401 Spore germination protein GerM [Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning]; 1-203 4.85e-49
K PRK13613 PRK13613 lipoprotein LpgB; Provisional 62-191 2.14e-06

Abbildung 25: BLAST -P-Analyse der ASSequenzvon GerM ausN. punctiforme
Das Protein besteht aus 288 und istautin silico Analysennahe dem Nlrerminus im Cyto-
plasma verankefProgrammTMHMM). Zentraler Bestandteil von GerM ist die periplasma-

tische German®omane (pfam10646).

AS Sequenz GerM (203 AS)

MKDQQGSNRES TIAAVSA VV\WGGGVA WFTTHSSNPP TPSNPS(
QPAQPSTRQP ANERSPW LRPKDKSVAL VPQPVKVASI RASQPLE
QSLLAGPTEG TDSTTIPK&LLGLKSEND EVHVNLSEDF TSGGGS]
GRVGQVVYTA TSLNPKAKVY IDVNGKPGBEGVELQQ PLTRESFE
YQL

Abbildung 26: AS-Sequenz von GerM (203AS). Die Transmembranhelix (AS 124) ist durch graue, kursive Schrifbhd
unterstrichergekennzeichnet. Die GermaB®méne (AS 67179 pfam1064§ ist grau unterlegt.

6.7.1 GezielteKO-Mutagenese dagemM-Gens (Npun_F0437

Die Charakterisierung eind¢O-Mutante sollte weitere Erkenntnisse Uloge Funktion von
GerM inN. punctiformebringen DasGen Npun_F0437 wurde durch Insertion der Resistenz-
kasette C.K34 mutiert Dazu wurde der Vektor pIM651 durchiparentale Konjugation in

N. punctiformetransferiert. Die Integration erfolgte durch doppelte Rekombination homologer
Bereiche. Der Terminataler Resistenzkassetterhindert polare Effekte auf die umliegenden
Gene von Npun_F0437 im Genom. Die Integration wandiels PCR Uberprift. Die verwen-

deten Oligos 1342 und 134{Babelle10) wurden so gewahlt, dass ein Amplifikat der Genregion
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von 889bp ohne Integration der Resistenzdate mit Terminator entshd Bei vollstandiger
Integrationwar dagegen ausschlief3lich ein Amplifikat von 1®6vorhandenAbbildung 27
zeigt, dass die Resistenskatte durch homologe Rekombination in das Genom eingebaut wor-
den und vollstandig segregiert ist.
A
Oligo 1341\ ,Oligo 1343

Npun_F0436 gerM Npun_R0438 Npun_R0439
Genom

pIM651 (pRL271)

B
Marker  AgerM WT Wasser
U
s
3000 DP - i—
2500 bp -
2000bp - v D
1500 bp - s
1000 DP - s— -
750 bp - s

Abbildung 27: Verifizierung der gefM-Mutante. A) Schematische Darstellung der doppelten Rekombination. Durch zwei
Rekombinationsereignisse wird dgaM-Gen im Genom voi. punctiformedurch dieResistezkassette (C.Kl) B) Agaro-
segele¢ktrophorese deKolonie-PCR. Die Oligos 1342 und 1343 binden in den flankierenden Seiten fiir die homologe Re-
kombination. Dient das W-Allel als Matritze, so entsteht ein Amplifikat von 889 bp, bei erfolgter Integration vont&.K3
Kassette ist das Amplifikat 1946 bp lafgje gefM-Mutante ist vollstandig segregiert.
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6.7.2 Wachstum undDifferenzierungspotential dgrerM-Mutante

Unter vergleichbaren Bedingungen wachstgdigvl-Mutante langsamer als d€r punctiforme
WT. Die vegetativernZellen dergerM-Mutante besitzen vieland teilweise auch sehr grol3e
SpeichergranulaAbbildung 28A weil3e Pfeispitzen). Viele Filamente sterben und bleiben als
leere Hulle zurtickAbbildung 28A rote Pfeilspitzen). Ohne geeignete Stickstoffquelle im Me-
dium bildet diegeM-Mutante Hetermysten Abbildung28B schwarze Pfeile). Auch Hormogo-
nien werden gebilderpbildung28C). Die gerichtete Bewegung des Hormogoniums ist in der

Bilderserie deutlich zu erkennen. Das Filament bewegt sich in die untere rechte Ecke der Auf-

nahmen.

Abbildung 28: Dlﬁeren2|erungspotent|al dergerM-Mutante in N. punctiforme A) vegetative ZelleiB) HeteraystenC)
Hormogonien. Zellen mit besonders gro3en oder vielen Speichergranula sind mit einem weil3en Pfeil verselsistdtetero
sind durchschwarzePfeile gekennzeichneRotePfeile weisen auf Filamenthilldnin. GroRenstandard: 10n.
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Die Charakterisierung der Akinetendifferenzierung ist schwierig, da die Entwicklung der Aki-
neten in einer Kultur asynchron ablauft. Die Akineten Mopunctiformebleiben oft als Fila-
ment zusamme(Perez et al., 2016¥ie sind grol3er als vegetative Zellen und besitzen viele
Speicherstoffe.

Die Differenzierung vor\kineten kann durch verschiexk Reize erfolgen und ist speziesspe-
zifisch. FUrN. punctiformest der Entzug von Phosphat im Medium der effektivste ftezez

et al., 2016)Abbildung 29 zeigt den Verlauf der Akinetendifferenzierualger 33Tage indu-

ziert durch Phosphatmangel

Bei dergerM-Mutante verlauft die Differenzierung zu Akineten langsamer als beim WT. Be-
reits nach achfagen besitzen viele Filamente des WT Granula, wahrendedié-Mutante
weniger Granula besitzt als vor dem Phosphatentzug. Dieser Effekt ist ndelget® nicht
melr zu sehen. Sowohl WT als augbrV-Mutante sind granulés. Nach Zégen haben die
Zellen in beiden Kulturen an Volumen zugenommen. Begdav-Mutante wird deutlich, dass

die Zellen sich vermehrt aus dem Verbund des Filaments I6sen. Mit zuneinmaheeder
Kulturen ist dieser Effekt deutlicher zu sehen. Naci&3en besteht die Kultur dgerM-
Mutante aus vegetativen Filamenten, welche noch nicht in die Differenzierung zu Akineten
eingetreten sindund vielen unizellularen Akineten. Diese Fragmentieguist starker als im
WT.

84



Ergebnisse

Abbildung 29: Verlauf der Akinetendifferenzierung der gefM-Mutante in N. punctiforme Das kleine Bild zeigt eine
Ubersicht der Kultur, digroRere Aufnahmeeigt die Filamente im Detail. Zum Vergleich ist der Verlauf der Akinetendiffe-
renzierung des Wgezeigt. GroRenstandard: 10 pm.
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6.7.3 MikroskopischeCharakterisierung deyeM-Mutantedurch Farbemethoden

Mit verschiedenerrarbemethoden kdnnen Granula und andere Zellkomponenten angefarbt
werden, sodass auch subtilere Unterschiede zwischen WgedvieMutante zu erkennen sind.
Abbildung30zeigt vier verschiedene Farbungen, die verschiedene Zellstrukturen hervorheben.
Der Speicherstoff Polyphosphat wird mit der Neids&hbung $.6.3.9 dunkel gefarbt. Cyano-
phycin erscheint rot durch die SakaguBl@aktion 5.6.3.3. Der Einsatz voBBODIPY lasst
Lipidtropfchen grun fluoresziereb.6.3.3. Auch VanFL fluoresziert grin. Es zeigt den Einbau
neuen Materials in das vorhandene Peptidoglykangeléists wie die von Vancomycin an D
Ala-D-Ala bindet 6.6.3.4. Der WT ist jeweils der Mutante gegeniibergestellt.

Der N. punctiformeWT reichertekein Polyphosphat an, in dgefmv-Mutante sind dagegen
grol3e Phosphatgranula zu erkennen. Diese Granula sind in einigen Zellen séhbigjtdg

30). Cyanophycin st ein Polymer und besteht aus gleichen Teileksparaginsaure und-L
Arginin. Es wird wahrend der Entwicklung zu Akineten vlNnpunctiformeWT gebildet
(QUER, Perez et al., 2016, Simon, 197Beim WT ist Cyanophycin in vegetativen Zellen
nicht vorhanden. In deggeM-Mutante wurde Cyanophycin mit deal&guchiReaktion in vie-

len vegetativen Zellen gefunden.

In Cyanobakterien widl. punctiformewerden Lipide in kleinen Tropfchegespeichert. Der
Fluoreszenzfarbstoff @DIPY lagert sich in diese ein. Die Ubereinanderlegung der Aufnahme
der Autofluoreszender vegetativen Zellen und die Lipidtropfchen im Gkéhal ermoglicht

die Lokalisation innerhalb der Zellen. Die vegetativen Zellen des WT besitzen Lipidtrépfchen
und auchdie Cytoplasmamembran wird leicht angefarbt. HeeM-Mutante speichertipid-
tropfchen in den vegetativen Zellen. Die ausufernden Bereiche der Grinfarbung sind durch
Material von abgestorbenen Zellen und Filamenten begriindet.

Der Ort der Peptidoglykansynthese in filamentdsen Cyanobakterien ist das $8phwinert,

2014) Dies gilt auch fuN. punctiformeWT und diegerM-Mutante.Der Fluoreszenzfarbstoff
VanFL farbte Gberwiegend die Septen.efusatzlich fuhrtéaterial toter Zellen zu weiterem
Signal im GFPKanal @Abbildung30). Die gerM-Mutante akkumuliert im Gegensatz zum WT
Polyphosphat undCyanophycin.
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Cyanophyc

Zel |l wand

Abbildung 30: Vergleich vonN. punctiformeWT und getM-Mutante. Zur Detektion von Polyphosphat (dunkelblau) wurde

die NeissefFarbung verwenddHellfeld). Der Speicherstoff Cyanophycin wurde durch die SakagRehktion rot angefarbt
(Hellfeld). Die Lokalisation von Lipidtrépfchen und der Einbau neuer Bausteine in das Peptidoglykangeriist wurde durch Uber-
lagerung der Autofluoreszenz der Filamembtel dem GFRKanal sichtbar. GréRenstandard: idrs.
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6.7.4 Ultrastruktur degemM-Mutante

Aufnahmen mittels TEM sollten einen detaillierten Blick in die Zellengdsi-Mutante ge-
wahren.Abbildung31 zeigt die Feinstruktur des WT und dgnM-Mutante im Vergleich.

Der WT von N. punctiformezeigt regelmaf3ig geformte Zellen. Das Filament liegt in der
Schnittebene. Einige Zellen enthaltenypbosphat (PP) als Speicherstofbbildung 31). In

den Zellen ist Glykogem kleinen elektronendichte Granula(schwarze Pfedlpitzer) zu sehen.

Ein hoherer Gehalt an Glykogemvurde in Zellen gefunderie sich in einemposexponentiel-

len Phasébefinden(Perez et al., 2016, Chao and Bowen, 1971)

Dunnschnitte degeM-Mutante zeigen ahnlich viel Glykogen in den Zellen. Zusatzlich besit-
zen die Zellen eine ausgedehnte Schicht an Exopolysacchariden (EP) und gréf3ere Polyphos-
phatgranula (PP). Der DUnnschnitt gerM-Mutante zeigt eine intakte Zelle (1) und drei wei-
tere inunterschiedlichen Stadien der Auflosung (1I/111/1V). Die Filamebéginden sichsenk-

recht zur Schnittebene. Bei den ZelletMIstelltdie Cytoplasmanrabran keine Barriere mehr
gegen den Extrazellularrauttar. Es haben sich kleine Membranvesikel gebildatle Vesikel

haben keinen Inhalt, andere enthalten Glykogen (rotespiigier). Die Tylakoidmembran ist
weniger organisiert und l6st sich auf. Einige Glykogengranula sind bereits in den Extrazellu-
larraum Ubergetreten (schwarze PfeilspitzéWarum vieé Zellen dergemMM-Mutante abster-

ben, ist bisher nicht bekannt.
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hy " ‘ﬁ ol 3 vh‘ 3 ;1‘ N o 7 ol
Abbildung 31 Ultrastruktur der gerM-Mutante im Vergleich zum WT in N. punctiforme Der Dinnschnitt degerM-
Mutante zeigt Zellen in verschiedenen Stadien der Auflésuiid)(IPP: PolyphosphatEP: Exopolysaccharidschwarze
Pfeilspitzen: Glykogengranula; rote Pfspitzen: Membranvesikel; GréRenstandard: furt.
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DerNanoporeArray ist fur die ZeltZell-Kommunikation ein€rundvoraussetzun@ie Poren
desNanoporeArray sind das Gertst f(proteindseSeptal Junctions Septumsubergangeel-
che die Kommunikation ermoglichen. D&eptalJunctionssind als kontrastreiche Briicken
zwischa den vegetativen Zellen im Filament zu erkenrmgrbi{dung32). Sowohlim WT als
auchin dergemM-Mutantesind dieseseptal@ Zell-Zell-Verbindungen in Dlnnschnitten zu er-

kennen(weil3e Pfespitzer). Ob diese Verbindungen fir die Kommunikation funktionell sind

bleibt zu klaren.

B~ ; L & .5 ¥ 4
i 3 - ; ./ 2
; ' =9 "
- g X . 4

Ultradiinnschnitten\. punctiform undge-utante weisen beidgep-

Idung 32: Detailansicht des Septums in
tal Junctionsauf (wei3e Pfedipitzer). Gro3enstandard: 1m.

6.8 Npf5024(Npun_F5024) als putativer Interaktionspartner von AmiC2

Im Pulldown mit AmiC2 wurde auch eiRroteinidentifiziert, das wie NIpD eine LysMDo-
mane und eine PeptidaseMR8mane aufweisNpf5024 Im Gegensatz zu NIpD als coli
wurde bei Npf5024n silico kein Lipidanker gefundeBei E. coli konnte eine boolische Regu-
lation der homologen Amidase AmiC von Nlpgbvitro nachgewiesen werdéRocaboy et al.,
2013) Eine Erhdéhung der Amidagkktivitdt durch NlpD-Homologe wurde beispielsweise
auch inNeisseriagonorrhoeaeund Vibrio choleraegefunden(Lenz et al., 2016, Stohl et al.,
2015, Moll et al., 2014 PDasProteinNpf5024besteht aus 29&S inklusive einer SeSignalse-
guenz Abbildung34).
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1 50 100 150 200 250 297

Query seq. e —————————————————

Specific hits LuysM Peptidase_M23
Superfanilies Lysit superfanily | Peptidase M23 superfamily
LysM superfamily
Hulti-donains N1pD
PRK11649
Search for similar domain architectures | @ Refine search | @
List of domain hits L
Name Accession Description Interval E-value
[+] Peptidase_M23  pfam01551 Peptidase family M23; Members of this family are zinc metallopeptidases with a range of ... 192-291 3.29e-35
[ LysM cd00118 Lysine Motif is a small domain involved in binding peptidoglycan; LysM. a small globular ... 45-80 2.16e-06
[ Lysm smart00257  Lysin motif; 47-90 6.95¢-06
H LysM pfam01476 LysM domain; The LysM (lysin motif} domain is about 40 residues long. It is found in a variety .. 47-91 1.06e-04
H NIpD COGO739 Murein DD-endopeptidase Mepl and murein hydrolase activator MipD, contain LysM domain [Cell . 46-297 2.56e-40
[+] PRK11649 PRK11649 putative peptidase; Provisional 182-291 4.87e-20

Abbildung 33: BLAST -P Analyse der ASSequenz vorNpf5024ausN. punctiforme.

Die Kombination einer LysMDomane pfam01476) und einer LytMDomane pfam01551) ist
charakteristisch fur NlpBProteine. Der Phanotyp eingf5024Mutante und die Lokalisierung
von Npf5024soliten Aufschluss tber die Funktion des Proteins.ipunctiformegeben.

AS Sequenz Npf5024 (297 AS)

MTLTEROLFL CSLVSALGISHLPNLNSAN AVGGCPIPA LSRIRBIKVV
RGETLESIAQ RYNLIPTTII GMNPALQNGA VAAVGSVIEYMNGIVVEV
PRGQTWRQVA AQYKVRADSL FEVNGCQQDP RIVFVPGVNW SPN
LPTDAATPNR ASLSGYPLAQ VANVGLAYGW QINPARIBESVDLLAP
VGSNVLAIAP GTVAFANDQG SYGKLVIINH SGGLQSRYAQ LDSIK\
QVIKGDLLGT VGTSGKPTST QPHLHFEVRS TSSLGWKBYQLCKK

Abbildung 34: AS-Sequenz dedNpf5024-Proteins. In Fett undunterstrichen ist die SeSignalsequenz (AS-31). Dunkel-
grau unterlegt ist die LysNDoméne (AS 481) und hellgraust die LytM-Domé&ne (AS 19291) markiert. Der gesamte
Bereich vorLysM bis LytM wird in BLAST-P als NIpD erkannt.

6.8.1 Gezielte Mutagenese vapf5024

Durch homologe Rekombination wurde das Gen (Npun_F5024) durchKig4cKassetteer-

setzt In silico wurdeeine eigene Promotorregion fiipf5024identifiziert. Die Lage der Nach-
bargene deutet nicht auf eine Organisation innerhalb eines Operod$hidung 35A). Das
GenNpun_R5023 ist als Serinprotease annotiert, Npun_R5025 kodiert fur eine Cysteinhydro-
lase.

Zur Generierung dempf5024Mutante wurde der Vektor pIM647 ttels triparentaler Konju-
gationin N. punctiformeeingebracht und die Substitutivon np5024mittels RCR tbeprift.

Die Verwendung der Oligos 1369 und 1370 fuhren im-¥lel zu einem Amplifikatin der
GrolRevon 1428bp. Nach der Substitution des Gens Npun_F5024 durch diet&lKessette
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zeigte sich nach der KolonRCR ein Amplifikat von 22086p Lange. Wasser diente als Nega-
tivkontrolle der PCR. Diepf5024Mutante ist vollstandig segregieAkbildung35B).

Oligo 1369 . Oligo 1370

Npun_R5023 Npun_F5024 Npun_R5025
Genom

C.K3t4
pIM647 (pRL271)

Marker AnipD1 WT Wasser

Abbildung 35: Verifizierung der npf5024Mutante in N. punctiforme A) Schematische Darstellung der genomischen Um-
gebung und der homologen Rekombination mit pIM@)7Agarosegelelektrophorese einer KoleMER. Mit denOligos
1369 und 1370 entstand imMéin Amplifikat von 1428 bp, nach erfolgter Insertion der Resistenzkas3#{&t4 war das
Amplifikat 2204 bp lang. Wasser diente als Kontrolle der PCRnpi&024Mutante ist vollstandig segregiert.

6.8.2 Wachstum undifferenzierungspotential depf5024Mutante

Die vegetativen Zellen depf5024Mutante zeichnen sich durch eine schnelle Zellteilung aus
(Abbildung36A). Viele Filamente beandenauswenig elongierteiZellen. Zudem beinhaten
viele Filamente Granula etwa mittig in den jeweiligen Zellen (weil3edpiegkr). Die npf5024
Mutante bilde¢ funktionsfahige Hetemysten @Abbildung 36B, schwarzePfeilspitzer). Selbst
nach zwei Wochen ohne Stickstoff im Medium zeigte die Kikain Ausbleichen und wuchs
(nicht gezeigt) Die vegetativen Zellen zwischen deieteraysten beinha#iten ebenfalls wie
manche Heterysten denpf5024Mutante Granula. Diepf5024Mutante bilde¢ bewegungs-
fahige Hormogonien. Im Unterschied zu HormogoniengsunctiformeWT besf3enauch

die Hormogonien denpf5024MutanteGranula Abbildung 36C, weil3e Pfedipitzen), welche
hinsichtlich Position und Lichtverhalten den Granula in vegetativen Zellemegl.
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Abblldung 36: Dlﬁeren2|erungspotent|al der npf5024Mutante in N. punctiforme A) vegetative ZellerB) Heteraysten

C) bewegungsfahige Hormogonien. Granula sind durch weiRespifeéngekennzeichnet. Sogar in den Hormogorsam
diese Granula vorhanden. BiehwarzerPfeilspitzenin Teilbild B heben die Heterysten hervor. Gro3enstandard: .

Ob die Filamente dempf5024Mutante noch fahigvaren Akineten auszubilden, wurde durch
Phosphatentzug getestet. Zuvor wurdenZaien fir neun Tage in Vollmedium (A4 mit

Nitrat, Ammonium und MOPS) gezogeh.8.5.9. In dieser Ausgangssituation zeigten die Zel-

len dernpf5024Mutante kam Unterschiede zum WT. Acht Tage nach Entzug des Phosphats
wiesen weniger Filamente depf5024Mutante Granula auf als der WT. Auch nachTagen
warenweniger Filamente dempf5024Mutante in den Differenzierungsprozess zu Akineten
eingetreten. Vereintezeigten sich vergroRerte Zellen, die keine Granula beinbaltslach

24 Tagen stieg die Haufigkeit von Filamenten mit granuldésen Zellen an. Vereinzelt waren auch
einzellige Akineten zu sehen. Die Haufigkeit einzelliggkineten nahm nach 3Bagen des
Phosphatentzugs noch zu.
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Abbildung 14: Differenzierung von Akineten dernpf5024Mutante in N. punctiforme Hellfeldaufnahmen vor derlé-
neteninduktion (0 d) und nach Phosphatentzug. GroRenstandard: 10 pum.
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6.8.3 MikroskopischeCharakterisierung deypf5024Mutante durch Farbungen

In lichtmikroskopischen Aufnahmezeigtedie npf5024Mutanteeine héhere Granulabildung

im Vergleich zum WT vorN. punctifame Mit Farbemethoden kénnen unterschiedliche Gra-
nula und andre Zellkomponenten angefarbt werden, sodass auch feine Unterschiede zwischen
WT undnpf5024Mutante zu erkennen sinDie Abbildung37 zeigt vier verschiedene Farbun-
gen, die jeweils verschiedene Zellstrukturen hervorheben.

Der Speicherstoff Polyphosphat wurde von dérmpunctiformeWT nicht angereichert, in der
npf5024Mutante sind dagegen grof3e Phosphatgranula zu sehen. Diese Granula viehmen
Volumen in den Zellen ein.

In vegetativen Zellemes WT warCyanophycin nicht vorhandein vegetativen Zellen der
npf5024Mutantewurde Cyanophycirebenfallsnicht akkumuliert.

Wie der WT speicherteielnpf5024Mutante ebenfalls Lipidtrépfchen in den vegetativen Zel-
len, ein signifikanter Unterschied in der Anzahl oder Grol3e der Tropfchen zuwuvd€&nicht
festgestelltDie deutliche Anfarbung auRerhalb der Zellwaathkvahrscheilich durch extra-
zellulares Material zustande.

Die Septen fluoresziggn griin, nachdem sie mit VanFL gefarbt wur@&hbildung 37). Die
vegetativen Zellen dempf5024Mutante unterscheiden sich vom WT durch die starke Akku-
mulation von Polyphosphat. In Bezug auf Cyanophycin, Lipidtropfchen und Peptidoglykan-
genese gleicht diepf5024Mutante dem WT.
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Cyanophyc

Zel |l wands

Abbildung 37: Vergleich verschiedener Zellkomponenten deld. punctiformeWT und der npf5024Mutante. Zur Detek-
tion von Polyphosphat (dunkelblau) wurde die Neigsimbungverwendet (Hellfeld). Der Speicherstoff Cyanophycin wurde
durch die SakaguctReaktion rot angefarbt (Hellfeld). Die Lokalisation von Lipidtrépfchen und der Einbau neuer Bausteine

in das Peptidoglykangeriist wurde durch Uberlagerung der Autofluoreszefiradeznte und dem GFRanal sichtbar. Gro-
Renstandard: 7 jam.
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6.8.4 Ultrastruktur denpf5024Mutante

Die Feinstruktur kann mittels Transmissionselektronenmikroskopie von Dinnschnitten be-
trachtet werden. Di®unnschnitte denpf5024Mutante zeiten ahnlichviel Glykogen in den
Zellenwie Aufnahmen vom WTDie Polyphosphatgranula (PP) einiger Zellen mg#6024
Mutantewaren dagegesehr volumings.

Abbildung 38: Ultradiinnschnitt von vegetativen Zellen des WT und denpf5024Mutante in N. punctiforme In vielen
vegetativen Zellen dewpf5024Mutante sind grof3e Phosphatgranula (PP) zu sehen. GroRenstandand: 1,1

Die Abbildung39zeigt Dunnschnitte senkrecht zum Septum von WTnpisl024Mutante. Die
weillen Pfespitzendeuten auSeptalJunctions welcheim WT die Nachbarzellen miteinander

verbinden und den Stoffaustah steuern.

1\ - o ——
Abbildung 39: Detailansicht des Septums in UltradiinnschnittenN. punctiformeéWT undnpf5024Mutante weisen beide
SeptalJunctionsauf (weif3e Pfedipitzer). GroRenstandard: 1pm.
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6.8.5 Lokalisationvon Npf5024in N. punctiforme

Zur zellularen Lokalisation voNpf5024in N. punctiformewurde eine Germinale GFH-u-

sion unter Kontrolle des nativenpf5024Promobrs konstruiert und in den WT gebracbie
Verwendug des nativen Promotors des Germogliche auch im Hintergrund de&/T Auf-

schluss tiber die Haufigkeit und Situation, in der das Gen abgelesen wird. Die Ubereinanderla-
gerung der Aufnahme der Autofluoreszeund des Signals des Fusionsproteins ermoglicht

die Lokalisation vorNpf5024in den Filamenten. Dasdpf5024Protein wirdein vegetativen

Zellen in das Periplasma transportiert und lokalisigott gleichméaflig. Es wéakein Signal des
Proteins im Cytoplema auszumachehBs gabkeine Anreicherung des Proteins am Septum.

Abbildung 40: Lokalisation des Npf5024sfGFP in vegetativen Filamenten vorN. punctiforme AF) Autofluoreszenz der
vegetativen ZellersfGFP) Lokalisation desNpf5024siGFP. Durch die Uberlagerung der beiden Kanile wagtlith, dass
Npf5024fGFP in der Zellwantbkalisiert. Die Verteilung ist gleichm&Rig; es gibt keine Praferenz fiir die Region des Septums.
GroRenstandard: 7m.

6.8.6 DasNpf5024Protein als putiver Interaktionspartner von AmiC2

In E. coli wurde die Interaktion von AmiC und NIpD audarch die Verwendung vobDye-
ReleaseAssays aufgeklart(Rocaboy et al., 2013PasNpf5024Proteinbesitzt eine &hnliche
Domaéanenorganisation wie NpID akscoli und koénnte inN. punctiformeAmiC2 regulieren.
Das Protein Npf502#&urde mittels HisTag Uber Affinitditschromatographie und anschliel3en-
der Grofienausschlusschromatographie gereinigtaiigddung41A zeigt den Effekt der aqui-
molaren Zugabe vohpf5024 zu verschiedenen trunkierten Versionen von AmiC2. Alleine
zeigteNpf5024 keine PGhydrolytische Aktivitat im DyeReleaseAssay (nicht gezeigt). Dies
ist in volliger Ubereinstimmung zu Beobachtungen von NRteinen anderédrganismen
(Stohl et al., 2015, Rocaboy et al., 2018} Zusatz zu AmiC2hate Npf5024keinen Einfluss
auf die Aktivitat. WurdeNpf5024zu AmiC2uc oder zu AmiC2mwc gegeben, so waleren Ak-
tivitat erhoht. Das gleiche Experiment wurde mit TnrA durchgefihrt mit dem gleichen Ergeb-
nis. Die katalytische Domane von AmiC2 (Ami§}2vurdenicht durch TnrA beeinflusst. Die
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langeren Varianten von AmMEC(AmiC2uc und AmiCZwmc) erfuhren eine Aktivierung. Bs
TnrA-Proteinstammt au8acillussubtilisund ist dort im Cytoplasma der Haupttranskriptions-
regulator unter Stickstoffmangelbedingung&ayumov et al., 2011)

Dienten Ovalbumin oder die KarbonisciahydrasgKA) als Kontrolle, so wurden AmiGi2
und AmiC2wmc nicht aktiviert. Die Anwesenheilieser Kontrollproteine fuhriedoch zu einer

leichten Steigrung der Aktivitat von AmiC2
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Abbildung 41: Dye-ReleaseAssays mit verschiedenen AmiC/ersionen undNpf5024und verschiedenen Kontrollpro-
teinen. Alle Proteine wurden in &quimolaren Konzeribaén eingesetzt. (A) AmiC2 miNpf5024(B) AmiC2 mit dem Kon-
trollprotein TnrA (C) AmiC2 mit dem Kontrollprotein Ovalbumin (D) AmiC2 mit dem Kontrollprotein Karbche Anhyd-
rase.Alle Proteinpartner zeigten alleine im DyReleaseAssay keine Aktivitat (niht gezeigt). Mittelwerte aus Dreifachbe-
stimmungen mit Standardabweichung.
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6.9 SlIpD (Npun_R1578als putativer Interaktionspartner von AmiC2

Das Protein, welches von Npun_R1%liert wird, ist im Pulldwn-Experiment als putativer
Interaktionspartner voAmiC2 identifiziert worder(6.6). Aufgrund von Homologien zu SleB
Proteinen au8acillussubtilis (Masayama et al., 2008)urde Npun_R1578 SlpDSeB-like

protein) genanntDie HydrolaseDoméane, welche in SleBroteinen vorkommfehlt in SlpD.

Inklusive SeeSignalsequengPetersen et al., 201ist SlpD 449AS lang. Mittels BLASTP

konnten vier putative P@indedoméanen ideriziert werden (PG_binding_1; pfam014Al-
bildung43).Di ese sind durch das ADA gekennzeichnet

einnimmt.Diese Domé&nen sind in vielen Adrolysierenden Enzymen-@der N terminal
enthalten.

75 150 225 300 375 449
Query seq,
Specific hits m m m m
Superfanilies _bindina_1 superf FBJM‘{MJ superd G_bindina_1 super G_bindina_1 superd
Hulti-donains spore_SleB PGRP spore_SleB
PGRP
spore_SleB
Search for similar domain architectures | @ Refine search | ®
List of domain hits .
Name Accession Description Interval E-value
[+ PG_binding_1  pfam01471 Putative peptidoglycan binding domain; This domain is composed of three alpha helices. This __. 119175 2.58e-16
H PG_binding_1  pfam01471 Putative peptidoglycan binding domain; This domain is composed of three alpha helices. This . 188-243 2.32e-14
H PG_binding_1  pfam01471 Putative peptidoglycan binding domain; This domain is composed of three alpha helices. This . 28-84 1.12e-13
[ PG_binding_ 1 pfam01471 Putative peptidoglycan binding domain; This domain is composed of three alpha helices This . 267-323 152813
K PGRP COG3409 Peptidoglycan-binding (PGRP) domain of peptidoglycan hydrolases [Cell wall/fmembrane/envelope 105-239 9.3%e-17
H PGRP COG3409 Peptidoglycan-binding (PGRP) domain of peptidoglycan hydrolases [Cell wall/membrane/envelope ... 188-323 3.8%9e-14
] spore_SleB TIGR02869 spore cortex-lytic enzyme; Members of this protein family are the spore cortex-lytic enzyme .. 24-84 2.02e-11
] spore_SleB TIGR02869 spore cortex-lytic enzyme; Members of this protein family are the spore cortex-lytic enzyme _.. 112-199 3.37e-11
[+] spore_SleB TIGR02869 spore cortex-lytic enzyme; Members of this protein family are the spore cortex-lytic enzyme _.. 258-339 2.51e10

Abbild ung 42: BLAST -P Analyse der ASSequenz vorSIpD. ausN. punctiforme

Am C-Terminus wurde eine 3@S-lange Sequenz als SPFdmMane erkannt (pfam05036).
Normalerweise besteht die SP@®mMane aus zwei Wiederholungem\@AS unddient der
PG-Bindung meist in Assoziation mit dem FtgZing (Yahashiri et al., 2015purch Charak-
terisierung einer Inseonsmutante und der Lokalisation des Proteins nach dessen Fusion an
SiGFP sollte die Funktion vo8IpD analysiert werden. Da diese Mutante langer brauchte, bis
sievollstandig segregiert war, steht die Charakterisierung weitestgehend noch aus.

100



Ergebnisse

AS Sequenz von SIpD (449 AS)

MRLLSAAIIT GLLSIAGOSL AQKIGRGSEVTSSQRCLK KLGYFNGH
GKFASLTQNA VIKFQQANRI PADGVVGRUARRACQS RTSSSASR
STTQASPSGQ YPVLSOGKAVTRLQQRRQLGYLNANA TGTFGPM]
AVIKFQRNYR IAANGNRQ TWNALLGSSP TQTRSBQ QVRELQGRL
QLGYFNTSPT GKIGPMTRDA VIKFQRNYRL PVNGIANAGRRDATG
GSITQQPSRD YLTLRBDN VALVQERLSQ LGFSNTNPDG FFSDST,
IAFQQYSRLN VTGNVDWQTWEQBESTG GNYTEANGSV LPETRYL
NTGYATPENN RYRPATAY AVPGTNGNTL VASNPYRVIV PISNNDT

VQQYIPNAVT EQSHLG NI ISR ZSIEN

Abbildung 43: AS-Sequenz vonSIpD aus N. punctiforme Die SeeSignalsequenz ist unterstrichen und fett. Die vier PG
Bindedoménen (gim01471) sind grau unterlegt (AS-88, AS 119175, AS 188243, AS 267323, AS). Die schwarz unter-
legte Sequenz wurde als SPORmMAane erkannt (pfam05036).

6.9.1 GezielteKO-Mutagenese voslpD

Mittels homologer RekombinatiamurdeslpD nahezu vollstandigurch die C.K#4-Resistenz-
kassetteersetzt Dazu wurde der Vektor pIM648 Uber triparentale KonjugatiomN.ipunc-
tiformegeschleust. Die Oligos 1363 und 1364 dienten dem Nachweis der doppelten Rekombi-
nation. Das Amplifikat war 187@p lang, wenn keine Reknbination stattgefunden hat. Bei
erfolgreicher Integration wies das Amplifikat eine Grof3e von 2f0D4uf. Wasser diente als
Kontrolle der PCRDie Abbildung44 zeigt, dass dislpD-Mutante vollstandig segregiestar.

A Oligo1363 Oligo1364
— ‘—

Npun_F1577 Npun_R1578 Npun_R1579

Genom

C.K3t4
pIM648 (pRL271)

B Marker AslpD WT Wasser

3000 bp - Se—
2500 bp -

2000 bp - ~
1500 bp - -

1000 bp -

Abbildung 44: Verifizierung der slpD-Mutante in N. punctiforme A) Schematische Darstellung der genomischen Umge-
bung und homologen Rekombination. Npun_F1577 kodiert fuEr@nklease SbcC und NpurR1579 kodierfur ein SH3
Typ3 ProteinB) Agarosegelelektrophorese der Kolo€R. Die Oligos 1363 und 1364 binden in d&veichen der homo-
logen Rekombination. Es entsteht ein Amplifikat von 1B@7wenn das W-RIlel die Matrize ist, in der Mutante istipD
durch die Resistenzkassette C.K3t4. Das Amplifikat hat eine Ga@f32204bp, wenn das mutiertllel als Matrize fur die
PCR dient. Wasser wurde als Negativkontrolle der PCR verwendetldDieviutante ist vollstandig segregiert.
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6.9.2 Wachstum undifferenzierungspotential dstpD-Mutante

Die vegetativen Zellen desipD-Mutante bilden vermehrt AseriateAbpildung 45A, weil3e
Pfeile), welche durch schiefe Teilungsebenen ein ungleichmaRiges Erscheinungsbild der Fila-
mente verursachen. Vereinzelt sind Speichergranudakannen (orangefarbene Pégittzer),

die in der Haufigkeit und Lage dem Zustand vegetativer Zellen des WT entsprechepbie
Mutante differenziert unter Stickstoffmangelbedingungen funktionsfahige Hgstea Abbil-
dung45B, schwarze Pfespitzer). Die Filamente fragmentieren, sodass viele endstandige Hete-
rozysten vorhanden waren. Die Form der Hetgsten ist anders als beim WT. Die Zellen wei-
senhaufig eine konische Form auf, welche der endstandigen Zellen der Hormogonien ahnelt.
Unter Stickstoffmangelbedingungen konnte morphologisch auch ein Hormogonium identifi-
ziert werden Abbildung45B1, rotePfeilspitze.

Die slpD-Mutante bildet vegetative Filamente, die vermehrt Aseriaten sind. Unter Stickstoff-
entzug verkurzt sich die Filamentlang&ele endstéandige Hetergstenweisen eine konische

Form auf.

/ r}f — L.~ Q00"
Abbildung 45: Differenzierungspotential derslpD-Mutante in N. punctiforme A) Vegetative Filamente bilden haufig Ase-
riaten (weil3e Pfedipitze und beinhalten klein8peichergranula (orangefarbene PRfgitizer). B) Heteraysteninduktion. Viele
Filamente fragmentieren. Es gibt vermehrt endsténdige Hgttem, welche haufig eine konische Form aufweisen (schwarze
Pfeilspitzer). In AufnahmeB1 konnte zusatzlich eirlormogonium identifiziert werden (rote Pfgiitze GréRenstandards:

Links: Ubersicht (25um), rechts Detailaufnahme (10n).
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6.9.3 Lokalisationvon SIpDsiGFP

Zur Lokalisation de®eptidoglykanbindepteinsSIpD unter mdglichst authentischen Bedin-
gungen wurde i@ gleicheStrategie wie beNpf5024 (pIM639) verwende(6.8.4. Das Gen

slpD (Npun_R1578wurde unter der Kontrolle seines nativen Promotors als Fusionskonstrukt
mit sIGFP in den Vektor pSCR20@ittels GibsorKlonierung eingebrach{Gibson et al.,
2009) Der resultierende VektdplM640) wurde mittels Elektroporatio(b.4.12 in N. punc-
tiforme eingebracht.

Die Uberlagerung des Signals der Autofluoreszenz vegetativer Zellen mit deiBiG¥R er-
maoglicht die Lokalisation voiBIpDsfGFP (Abbildung 46). In vegetativen Filamenten im Hin-
tergrund des WT voil. punctiformewird SlpDsfGFP stark exprimiert. Das Signal im Kanal
zur Detektion vorsfGFP zeigt, dass das Fusionsprotein hauptsachlich im Cytoplasma lokali-
siert, obwohl eine SeBignalsequenz vbergesagt worden is6.Q). Ein schwécheres Signal
wurdein der Zellwandaufgenommen, as Protein lokalisiert dort aeptenn statunasendi
(weil3e Pfespitzer). Da de Amidase AmiC2 ebenfalls an jungen Septen lokaligteund O;
(Buttner et al., 2016, Lehner et al., 201 8)Urdeeine Inter&tion in vivo mdglich Eine simul-

tane Lokalisation ist Voraussetzung fir eine Interaktion der beiden Proteine.

Abbildung 46: Lokalisation von SIpD in Nostocpunctiforme AF) AutofluoreszenafGFP) Aufnahme zur Detekbin
des Fusionsproteir8lpDsiGFP.GroRenstandard: 7 5m.

6.10 SlpB (Npun_R4778als putativer Interaktionspartner von AmiC2

Im Pulldownwurde das Protein des Gens Npun_R4778 als putativer Interaktionspartner von
AmIC2 identifiziert. Homologien bestehen zu SldBoteinen gporecorelytic enzymég, die be-

sonders irBacillussubtilis charakterisiert wurde(Masayama et al., 2006pa keine Hydro-
laseDoméne wie in SleB vorhanden ist, wutdpun_R4778 SlpB genanrfiéB-like protein).

Der Buchstabe ABA an zweiter S t-Bindédemareee s Al
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(pfam01471; PG_binding_RAbbildung48). Diese sind Nund Gterminal in verschiedenen En-

zymen der P&@egradation zu finden.

1 50 100 150 200 250 276

Query seq,

Specific hits PG_binding 1 PG_binding_1
Superfanilies PG_binding_1 superfanily | |PG_binding_1 superfanily

Hulti-domains PGRP
spore_SleB
Search for similar domain architectures I @ Refine search | @

List of domain hits .

Name Accession Description Interval E-value
I+ PG_binding_1  pfam01471 Putative peptidoglycan binding domain; This domain is composed of three alpha helices. This 109-165 2.12e-07
[+l PG_binding_ 1  pfam01471 Putative peptidoglycan binding domain; This domain is composed of three alpha helices. This 33105 1.05e-05
[+ PGRP COG3409 Peptidoglycan-binding (PGRP) domain of peptidoghycan hydrolases [Cell wall/membrane/envelope ... 107-210 1.39e-05
[+ spore_SleB TIGR02869 spore cortex-lytic enzyme; Members of this protein family are the spore cortex-lytic enzyme .. 107157 1.46e-05

Abbildung 47: BLAST -P der AS Sequenz von SlpB ausl. punctiforme

Das Protein SlpBesteht aus 278S. Mit SignalP konnte keine Signalsequenz fur den Export
ins Periplasma gefunden werdexbbildung 48). Wie das Protein zum PG in das Periplasma
gelangt, ist unklar; auch eine Sequenz fur den Transport Gber d8ystam konnte nicht ge-
funden werden. Durch Charakterisierung eili@-Mutante und der Lokalisation d&ipBs-

fGFRFusionspoteins inN. punctiformesollte dessen Funktion analysiert werden.

AS Sequenz von SIpB (276 AS)

MLDLFISTYL IFVKPDTLNG SLVAKESKSMSSPEVIRH ILIGLGYLAP
EIDPKPDLTK FAPWKRNNNS LTDDLTEEAI KKFQKQMBMIGNADAE
TRTVBETVK GLQNRLKFHG FATPAEIPQD KPFYGPATYT AVKKFQ
LTENGIATFE QRQIQQPNL TDKPPTPPQS QLKLIDLCFQ FKKNPQN
IAALNNLQQN LPKDMKVT NKWRGTNDQN PEIVKLTNLF [YYDDNN
RDALNHLQSQ ITPAISQAFL SLWNKK

Abbildung 48 AS-Sequenz vonSIpB aus N. punctiforme Grau unterlegt sind die beiden HBdedoménen (AS 3335
und AS 109165).

6.10.1 GezielteKO-Mutagenese&on slpB (Npun_R4778

Um das GerslpB auszuschalterwurde es weitestgehend durch die CtéXassetteersetzt

Die genomische Umgebung deutet darauf hin, dass Npun_R4778 nicht in einem Operon liegt,
welches durch die Ausschaltung von Npun_R4778 betroffen sein konnte. Das Gen
Npun_R4777 kodiert fir eine Arseraktivierte ATPasgArsA, und Npun_F4779welches als
Citrattransporter annotierst (Abbildung49A).
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Die flankierenden Bereiche vaipB (Npun_R4778 wurden zur homologen Rekombination
genutzt. Der Vektor fur die homologe Rekombination wurde pIM649 genannt und Uber tripa-
rentale Konjugatio in N. punctiformeeingebracht. Mittels Kolon#®CR wurde die vollstan-

dige Segregation der Mutante bestatagnlfildung49B). Die Oligos 1357 und 133&@nden in

den Regionen der homologen Rekombination. Das Amplifikat mit d&vAWe¢l als Matrize

war 1370bp grof3.war slpB durch die Resistenzkassette und den Terminator ersetzgrehtst
ein Amplifikat von 2204p. Wasser diente als Negativkontrolle @&2R. Die Mutantevar

vollstéandig segregiert.

Oligo1357, Oligo1358
Npun_R4777 Npun_R4778 Npun_F4779

Genom

C.K3t4
pIM649 (pRL271)

B Marker AslpB WT Wasser
| —
5900 bp 1 S—
2000 bp - ———
1500 bp -
—

750 bp -
Abbildung 49: Verifizierung der slpB-Mutante in N. punctiforme A) Schematische Darstellung der doppelten Rekombina-
tion von pIM649 in das Genom vd punctiforme Die C.K34-KassetteersetzisipBnahezu vollstandid®) Agarosegelelekt-
rophorese der KoloniECR zur Verifizierung der Mutante. Die verwendeten Oligos 1357 und 1358 binden in den Bereichen
der homologen Rekombination. DasTVllel als Matrize der PCR bedingt ein Anfifikat von 1370 bp. Bei Integration der

C.K3t4-Kassette wird ein Amplifikat von 2204 bp gebildet. Die Mutante ist vollstandig segregiert, es ist keine Bande bei 1357
bp zu erkennen. Wasser diente als Kontrolle der PCR.

6.10.2 Wachstum undifferenzerungspotenal derslpB-Mutante

Die vegetativen Zellen detpB-Mutante sind denen dé& punctiforméWNT sehr &hnlich. Nur
gelegentlichwarenSpeicherpolymere in lichtmikroskopischen Aufnahmen zu erkerfilen (
bildung50A, weil3e Pfepitzer). Ein Unterschied in der Lage und Haufigkeit der Gramda
zwischenrslpB-Mutante undN. punctiformeNT nicht vorhanden. Nach Stickstoffentzug biklet

die Mutante Hetemmysten, welche die Filamente mit Stickstoffverbindungen vetsorg
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Braune Pfeile iMbbildung50B zeigen Heterpysten in verschiedenen Abschnitten ihres Le-
benszyklusDie Mutante wuchs tber®Bage mit molekularem Stickstoff als einzige Stickstoff-
guelle Sokanndavon ausgegangen werden, dass die Hatsten funktionell sind.

Haufiger als beinN. punctiformeéWT waren Aseriaten zu erkennen (gelPéeilspitze Abbil-
dung50C). Dies sind Filamente mit aberranten Zellteilungsebenen. Die HormogonspBler
Mutantesind zu gerichteter Bewegung fahigin Hormogonium imAbbildung 50C bewegte
sich nach links durch das Bild

Die slpB-Mutantewar fahig, Heteraysten unter Sticksoffmangelbedingungen zu differenzie-
ren. Vegetative Zellen bilden hadiger Aseriaten als der Wildtyp.i® Hormogonien deslpB-

Mutantewarenmobil.

Abbildung 50: Differenzierungspotential derslpB-Mutante in N. punctiforme A) vegetative Zellen, Speichergranula sind
durch weil3e Pfeile gekennzeichnet (Abb. A undBHeteraysten 96éh nach Transfer auf stickstofffreies Mediusaltfwarze
Pfeile) C) motiles Hormogonium. DislpB-Mutante bildet vermehrseriaten (gelber Pfeil). GréRenstanddr@um.
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Vor der Induktion der Akinetendifferenzierung durehosphatentzug ighen die Zellen der
Mutante weitestgeheraken Zellen deSVT (6.10.9. Die Entwicklung zu Akineten wurdéber
einen Zeitraum voB3 Tagen dokumentiert.

In der ersten Woche verlief die Entwicklung zu Akineten bBinpunctiformeWT und der
slpB-Mutante relativdhnlich. Die Zden nahmen leicht an Volumen zuske Granula wurden
sichtbar Abbildung 51, 8d). Unterschiede in der Entwicklung zu Akineten wurdémage
nach Induktion deutlichAbbildung51, 16d). Die Filanente wurden kirzer als beim WTieD
Zellen derslpB-Mutantegewannerdeutlich an Voluren. Granula sind in diesen Zellen kaum
vorhanden. In den Zellen des WT sind dagegen Granula zu erkennen, die nach Lage und Anzahl
in den Zellen auf den Speicherstoff Cyanophycin deuten. Nadla@dn ist eine Verstarkung
dieses Phanotyps zu beobachtendén lichtmikroskopischen Aufnahmen d#pB-Mutante
beinhaltéen die Zellen keine Granula, im Wilarenkleine Granula deutlich zu erkennen. Nach
33 Tagen besinddie Kultur derslpB-Mutante hauptsachlich aus groRen unizellularen Akine-
ten, die keine Granulaeinhalteen.

Erst in der Differenzierung zu Akineten besitzt sligB-Mutante eine ph&notypische Auffallig-
keit im Vergleich zum WT.
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Abbildung 51: Akinetendifferenzierung der slpB-Mutante in N. punctiformedurch Phophatentzug.Der Verlauf zeigt die
Kultur vor Induktion der Akinetendifferenzierung und zu mehreren Zeitpunkten nach Phosphatentzug im Vergleich zum

N. punctiformeWT. Wéahrend der Differenzierung zu Akineten bildet Mietante wesentlich gréRere unizellulére Zellen ohne
Granula. GroRenatdard: 10um.
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6.10.3 MikroskopischeCharakterisierung desipB-Mutante durch Farbungen

Mit unterschiedlichen Farbemethoden konnten unterschiedliche Speicherstoffe und Zellkom-
ponenten angefariwerden. Dies erlaubte eine ddiaiite Charakterisierung dstpB-Mutante

im Vergleich zum WTDer Speicherstoff Polyphosphat wurde von dénpunctiformeWT
kaum angereichert, in delpB-Mutante sind kleine Polyphosphatgranula zu sehen. Zusatzlich
ist bei der Mutante extrazellulares Material angefarbt worden. Diegelseim WT nicht vor-
handen.

In vegetativen Zellenvar Cyanophycin beim WT nicht vorhanden und auch bei vegetativen
Zellen derslpB-Mutante Uber die SakagueReaktion nicht nachweisbar.uah dieslpB-Mu-

tante speicheetLipidtropfchen in den vegetativen Zellen, ein gro3er Unterschied in der Anzahl
oder GroRRe der Tropfchen konnte nicht festgestellt werden.

Das Septum ist der Ort des Peptidoglykanwachstums in filamentdsen Cyanobakterien
N. punctiforme(Schubert, 2014)Sowohl im WT als auch in deipB-Mutante konnte unver-
netztes Peptidoglykan in den@en mit VanFL angefarbt werden.

Die vegetativen Zellen delpB-Mutantewarenden Zellen des WT sehr ahnlich. Durch den
Einsatz von Crysoidi5.6.3.) konnteeinegeringeEinlagerung von Polyphosphat festgestellt
werden, zuséatzlich wurde extrazellulares Material angefarbt, das im WT nicht vorlveanden

In Bezug auf Cyanophycin, Lipidtrépfchen und Peptidoglykangenéske die slpB-Mutante

dem WT.
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Abbildung 52: Charakterisierung der slpB-Mutante aus N. punctiforme mittels verschiedener Farbungen.Mit dem
NEISSERVerfahren wird Polyphosphat angeféarbt. BiakaguchReaktion farbt Cyanophycin rot. Mit@DIPY werden Li-
pidtrépfchen sichtbarMit VanFL wird der Ort der Peptidoglykangenese angefarbt. GroRenstandard: 7,5 um.
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6.10.4 Ultrastruktur deslpB-Mutante

Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmenvegetativen Zellen desipB-Mutante
zeigten auch auf Ebene der Feinstruktur d@ellen eine groRéAhnlichkeit zu demwWT. Eine

extrazellulare Schicht ist nicht zu erkennen. Digsenkeeventuell durchWaschschritte wéah-

rend dePraparation verloren gegangen sein.

Abbildung 53: Ultrastruktur der slpB-Mutante in N. punctiformeim Vergleich zum WT. Auch auf zellulérer Ebene gibt
es keinen Unterschied zwischen WT wwhgB-Mutante. Schwarze Pfspitzen Glykogengranula; PP: Polyphosphat, CS:
Carboxysomen; GroRenstandard: firi.

Die Abbildung 54 zeigt Dinnschnitte senkrecht zum Septum von WT sipB-Mutante. Die
weillen Pfespitzendeuten auSeptalJunctions Auch in derslpB-Mutante sindliese ZeHZell
Verbindungervorhanden.
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Abbildung 54: Detailansicht des Septums in UltradiinnschnittenN. punctiformeéWT undslpB-Mutante weisen beid&ep-
tal Junctionsauf (weilRe Pfedpitzen). GroRenstandard: 1pim.

6.10.5 Lokalisationvon SIpBsiGFP

Zur Lokalisation des Proteins unter nativen Bedingungen wurde die native Promotorregion er-
mittelt undslpB mit sfgfp fusioniertund in den Vektor pPSCR202 kloniert. Der resultierende
Vektor, pIM641, verfugt tber die native Promotorregion slpB. Von diesen Promotor wird

das Fusionsgen abgelesé&rer Vektor pIM641 wurde itN. punctiformelibe Elektroporation
transformiert.

Durch die Uberlagerung der Autofluoreszenz und dem Signal aus derK&faPist zu erken-
nen, dasSIpBsiGFPim Cytoplasma lokalisiert. btz fehlender Signalsequenz &pBsiGFP
auchin der Zellwand Der Ort der designierten Funktion ist am Peptidoglykan, da das Protein
zwei PGBindedomanen besitzt. Um kleinere Zellen herum ist das SignalSyuBsiGFP
schwécher als an Zellen mit gréRerem Volumen, do8IEBsiGFPsowohl lateral als auch an
den Septen zu sehedhbildung55, weil3e Pfedpitze.

Abbildung 55: Lokalisation des SIpBfGFP in Nostocpunctiforme AF) Autofluoreszenz vegetativer Zellen eines Filamen-
tessfGFP) Aufnahme mittels GFKanals zur Léalisation des FusionsproteinSIpBsfGFP). GréRenstandard: 4.
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