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“We will really approach the understanding of life when all structures and functions, all levels,
from the electronic to the supramolecular, will merge into one single unit. Until then our
distinguishing between structure and function, classic chemical reactions and quantum mechanics,
or the sub- and supramolecular, only shows the limited nature of our approach and
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Die Biomembran

Den Grundpfeiler allen organischen Lebens stellen an Biomembranen ablaufende Redox-
Reaktionen dar. Diese Biomembranen beherbergen hierbei Reaktionsraiume und stellen
Permeabilititsschranken dar, indem die Membran eine geschlossene Lipiddoppelschicht
bildet, was Gorter und Grendel bereits im Jahre 1925 erstmalig anhand von Blutzellen
untersuchten und mit den Worten: ,, We therefore suppose that every chromocyte is surrounded
by a layer of lipords, of which the polar groups are directed to the inside and to the outside, in much
the same way as Bragg [...] supposes the molecules to be oriented in a crystal of fatty acid, and as
the molecules of a soap bubble are according to Perrin [...]” beschreiben (Gorter und Grendel,
1925). Diese Selbstassemblierung von Biomembranen in wassriger Umgebung ist auf die
amphiphilen Eigenschaften von hauptsichlich Phospho- und Glykolipiden
zurickzufithren (Stryer Biochemie, 2018) und mogliche Konformationen der

Assemblierung in Abb. 1 beispielhaft dargestellt.

Liposom

Mizelle

SN X )
B DU #5)

e Ee® M .
S
AR
SE, {12

S )00

Lipiddoppelschicht

Abbildung 1.0: Selbstassemblierung von amphiphilen Lipiden (modifiziert nach Ruiz Villarreal, 2007).
Die verschiedenen Moglichkeiten einer Selbstassemblierung von amphiphilen Lipiden anhand eines Liposoms, einer

Mizelle und der Lipiddoppelschicht. Weiffe Kugel = Hydrophile Kopfgruppe; Gelber Strang = Hydrophober Schwanz.
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Die geschlossene Lipiddoppelschicht bildet die groffen Reaktionsraume einer Zelle und ist
mit diversen Proteinen assoziiert, von denen etliche Membran-integral vorliegen. De facto
sind ca. 20 — 30 % aller Gene im biologischen Reich Membranprotein codierend (Krogh ez

al., 2001).

1.2 Autotrophe Lebensformen: Chemotrophie

Die heterotrophe Natur des Menschen und etlicher anderer Lebewesen, setzt eine
autotrophe Lebensform voraus, welche die auf dem Planeten verfiigbaren, anorganischen
Substanzen verstoffwechselt und mit dem Aufbau organischer Substanz die Basis der
biologischen Welt bildet. An frihester Stelle der Autotrophie-Vertreter steht vermutlich
ein chemotropher Organismus, der mittels chemiosmotischer Biomembran und dort
ablaufender Redoxreaktion die Fahigkeit zur elektrochemischen ATP-Gewinnung erlangte.
Die theoretischen Grundlagen solcher Organismen kann den bahnbrechenden
Uberlegungen von Russel (Russel ez al., 1988; Russel et al., 1997; Martin und Russel, 2003;
Russel, 2006) sowie Wachtershauser (Wachtershauser 1988; Wachtershauser 1992;
Wichtershauser 2006) entnommen werden (Abb. 2), wobei die Energiegewinnung friher
biochemischer Systeme vermutlich auf die Redox-Eigenschaften von Eisen-Schwefel-
Mineralien und ahnlichen Metallverbindungen zurtickzufithren ist. Diese Hypothese kann
an den exergonischen Reaktionseigenschaften der Oxidation von Eisensulfid und
Hydrogensulfid zu Pyrit nachvollzogen werden (Wachtershauser, 1988), wobei eine
gekoppelte Reduktion von Kohlenstoffdioxid zu Methan jiingst beschrieben wurde (Thiel
et al., 2019). Diese Redoxreaktion und die damit verbundene Fixierung anorganischen
Kohlenstoffs konnte somit die Basis der biochemischen Lebensformen darstellen und die
Selbstassemblierung von Membran-Raumen mit initiiert haben (Abb. 2). Uberreste dieser,

am Grunde der biologischen Evolution stehender, Innovation stellen beispielhaft die
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essenziellen Eisen-Schwefel-Membranproteine des chloroplastidaren und mitochondrialen

Energiestoffwechsels dar.

Geochemie Biogcochemie ~ Biochemie Selbstreplizierende
Biochemische Systeme

.\Q &0’
0\&’0‘:&'\&0
o o AP
Y S
}__ t- FeS 2 ‘\\e.
x 3
_}—- i NiS ’ Eubacteria
3
Anorganische
Molekile
Hoher Druck x
Hohe Temperatur
Hohe UV-Strahlung

Archaebacteria

Abbildung 2.0: Mogliche, frithgeschichtliche Entstehung biologischen Lebens an strukturbildenden Eisen- und
Nickelsulfid Ablagerungen hydrothermaler Quellen im Ozean; nach Martin und Russel (2006), modifiziert.

Die unter hohem Druck, hoher Temperatur und hoher UV-Strahlung ablaufenden geochemischen Prozesse etablierten
Reaktionsraume aus Eisen- und Nickelsulfid, die immer komplexere Makromolekile hervorbrachten. Dadurch konnte
eine Evolution zu biogeochemischen und schlussendlich biochemischen Prozessen durchlaufen werden. Letztere sind
durch die Innovation der Lipidsynthese und Assemblierung einer Lipidmembran erméglicht und kénnten schlussendlich
freie biologische Systeme hervorgebracht haben, die sich woméglich in Eubakterien und Archaebakterien aufspalteten.
FeS = Eisensulfid, NiS = Nickelsulfid.

Die Komplexifizierung der anfinglich geochemischen Prozesse konnte somit die ersten
freien Zellen, mit allen grundlegenden biochemischen Stoffwechselvorgangen,
hervorgebracht haben, die sich in chemotrophe Eubakterien und Archaebakterien
aufspalteten. Jene frihgeschichtliche, unabhingige Entwicklung und Aufspaltung in diese
zwei Dominen kann anhand diverser Divergenzen in grundlegenden biochemischen
Reaktionen postuliert werden. Anhaltspunkte dafiir sind zum Beispiel die Unterschiede in
Membranlipid-Biosynthese, Purin-Synthese, RNA-Polymerasen und vieler anderer

essenzieller Vorgiange (Martin und Russel, 2003).
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1.3 Autotrophe Lebensformen: Anoxygene Photosynthese

Diese Form der chemo-autotrophen Energiegewinnung konnte jedoch erdgeschichtlich
bald durch die revolutionare Entwicklung photo-autotropher Redoxreaktionen und damit
verbundener Bereitstellung biochemischer Energie verdringt werden. Durch diese Art der
Autotrophie waren die Organismen, im Gegensatz zur Chemoautotrophie, nicht mehr auf
ein vorgegebenes Redoxgefille angewiesen, sondern konnten die Redox-Kraft durch
gezielte, Photon-getriebene Aktivierung eines reduzierenden Stoffes bewerkstelligen (vgl.
Abb. 3 b und c). Die Absorption elektromagnetischer Strahlung ist in allen heutigen
Phototrophen auf Chromophore mit konjugierten m-Elektronensystemen zurtickzufithren.
Diese Molekile besitzen durch ihre delokalisierten Elektronen breite Absorptionsbanden
und damit die Moglichkeit elektromagnetische Strahlung verschiedener Wellenlingen zu
absorbieren. In den hier beschriebenen biologischen Systemen sind diese Chromophore
dabei an Proteine assoziiert, welche membranintegral vorliegen. Frithe phototrophe
Organismen griffen wahrscheinlich, wie auch einige anoxygene phototrophe heute noch,
zu photon-aktivierten Wasserstoff- Eisen-, Stickstoff-, oder Schwefelverbindungen als
Elektronendonoren fiir Redoxreaktionen (Fischer ez al., 2016) zurtick. Die Grundlagen des

anoxygenen, phototrophen Stoffwechsels sind in Abbildung 3 und 4 dargestellt.

Bacteriorhodopsin

ADP +P ATP

ATP synthase

Protons

Protons
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C
ATP Carbon fixation
Nitrogen fixation
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Protons Electron
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Abbildung 3.0: Beispielhafte Wege des phototrophen, chemiosmotischen Energieflusses an einer Biomembran aus
Hohmann-Marriott und Blankenship (2011); modifiziert.

Die verschiedenen Wege des phototrophen Energieflusses an Biomembranen sind anhand von drei Beispielen aufgezeigt.
a: Biomembran mit photosensitiven Rhodopsinen zur Protonen-Translokation, Aufbau eines Protonengradienten und
ATP-Synthese. b: Biomembran mit Quinon-Typ Reaktionszentrum, zyklischem Elektronentransport und Quinol-
Oxireductase als Protonenpumpe zum Aufbau eines Protonengradienten sowie ATP-Synthese. c: Photon-stimulierter,
linearer Elektronentransport zur Generierung von Reduktionsmitteln zur Kohlenstoff- und Stickstoff-Fixierung tiber

Eisen-Schwefel-Proteine.

1.3.1 Bacteriorhodopsin

Als einfachstes Beispiel eines phototrophen Mechanismus, im Zusammenhang der
biochemischen Energieerzeugung, soll hier das Bacteriorhodopsin dienen, welches sich von
der sonstigen phototrophen Funktionsweise durch das direkte Pumpen von Protonen
unterscheidet (Abb. 3 a). Vertreter der extremophilen Archaeen der Halobakterien nutzen
diesen simplifizierten, phototrophen Mechanismus, um unter anaeroben Bedingungen
Energie zu gewinnen. Hierbei wird elektromagnetische Strahlung im Wellenlangenbereich
zwischen 470 und 650 nm von dem Chromoprotein absorbiert. Eine damit herbeigefiihrte
Konformationsinderung des Proteins wird zum Pumpen von Protonen und dem Aufbau
eines chemiosmotischen Potentials verwendet (Oesterhelt und Stoeckenius, 1971;

Oesterhelt und Stoeckenius, 1973; Grote und O’Malley, 2011).

1.3.2 Q-Typ Reaktionszentrum (RCII)

Als Q-Typ Reaktionszentrum wird der Typ Proteinkomplex bezeichnet, der mittels Photo-
Exzitation eine Ladungstrennung vollzieht und damit Chinon-Verbindungen (Chinon,
englisch Quinon = Q) reduzieren kann. Ein Chinon-Oxireduktase Proteinkomplex
(Cytochrom-bci, Abb. 4.0) kann nachfolgend die Elektronenenergie zum Pumpen von
Protonen nutzen. Dieser Typ Reaktionszentrum kann einen zyklischen
Elektronentransport durchfihren, wobei das Elektronendefizit der Ladungstrennung im

Reaktionszentrum wieder durch dieses Elektron geschlossen und der Mechanismus von
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neuem beginnen kann. Ein Beispielorganismus der phototrophen Vertreter dieses
einfachen Photosystems sind die Purpurbakterien, welche solch ein, mit
Bakteriochlorophyllen zur Absorption elektromagnetischer Strahlung versehenes, System
nutzen, um ein chemiosmotisches Potential aufzubauen und ATP zu generieren. Das
Reduktionspotential dieses anoxygenen Systems reicht aus, um Dbeispielsweise
Schwefelverbindungen als Elektronendonoren zu verwenden (Abb. 4.0) (Hohmann-

Marriott und Blankenship, 2011).

1.3.3 Fe-S-Typ Reaktionszentrum (RCI)

Das Fe-S-Typ Reaktionszentrum beschreibt einen Chromoprotein-Komplex, welcher mit
Hilfe der Energie der Photo-Exzitation und Ladungstrennung letztendlich ein Protein mit
Eisen-Schwefel-Cluster (Fe-S) reduziert. Analog zum Q-Typ wird auch hier die
Elektronentransportkette zur Translokation von Protonen mit Hilfe eines Cytochrom-bc;-
Komplexes (Abb. 4.0, rechts) verwendet. Der grofle Vorteil des Fe-S-Reaktionszentrums ist
jedoch die Moglichkeit das Fe-S-Cluster Protein zur Reduktion von NAD* zu NADH zu
verwenden und damit nachfolgend beispielsweise Kohlenstoffdioxid oder Stickstoff zu
fixieren. Dieser Typ Reaktionszentrum ist unter anderem in den anoxygen phototrophen
Griinen Schwefelbakterien zu finden, wobei auch diese Organismen hauptsichlich
Schwefelverbindungen als Elektronendonatoren verwenden (Hohmann-Marriott und

Blankenship, 2011).
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Abbildung 4.0: Schematische Darstellung der anoxygenen und oxygenen Photosynthese mitsamt Redoxpotential
anhand der verschiedenen Reaktionszentrums (RC)-Typen; nach Hohmann-Marriott und Blankenship, (2011).

Zwei Wege des phototrophen Energieflusses an Biomembranen sind anhand des Q-Typ Reaktionszentrums (z. B.
Purpurbakterien) und Fe-S-Typs (z.B. Griine Schwefelbakterien) dargestellt. Das Redoxpotential steht dabei fir die
Fihigkeit Elektronen abzugeben bzw. aufzunehmen. Der Elektronenfluss geht dabei vom negativsten zum positivsten
Potential (Em [V]) freiwillig von statten und kann biochemisch genutzt werden. Die Grofen Pfeile illustrieren die
Photoexzitation (hv) des integralen Reaktionszentrum-Chromoproteins vom Grundzustand P zum angeregten Zustand
P*. Das Absorptionsmaximum des jeweiligen RC-Proteins ist mit einer Zahl dariiber angegeben. Das angeregte
Reaktionszentrum kann eine Ladungstrennung durchfithren und somit ein Elektron iber nachgeschaltete Protein-
Komplexe weiterleiten. Der Cytochrom-Komplex dient dabei als, mit dieser Elektronenenergie getriebene,

Protonenpumpe zur ATP-Generierung.

1.4 Autotrophe Lebensformen: Oxygene Photosynthese

Die Innovation einer oxygenen Photosynthese bildet die Basis allen makroskopischen
Lebens der heutigen Erde. Diese revolutionare, biochemische Neuheit ist auf die
Reihenschaltung des Q-Typ und Fe-S-Typ Reaktionszentrums und die Anderung von
Bakteriochlorophyll zu Chlorophyll zurtickzufihren, wodurch das notige Redoxpotential
aufgebracht werden konnte, um das in grofen Mengen verfiigbare Wasser zu spalten und
als Elektronendonor der phototrophen Energieerzeugung zu nutzen sowie nachfolgend
NADPH herzustellen (Abb. 4.0). Der hierbei freiwerdende Sauerstoff kann
erdgeschichtlich gut datiert werden und gibt einen Einblick in die Evolution der frithen

oxygenen Photosynthese (Abb 5.0).
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Abbildung 5.0: Evolution des Lebens im Laufe der frithen Erdgeschichte; nach Hohmann-Marriott und
Blankenship (2011).

Die Bildung von Eisenablagerungen und Sauerstoffkonzentration in der Atmosphire, bestimmt anhand geologischer
Merkmale, im Laufe der letzten 4,5 Mrd. Jahre (Gya = Giga years ago) und deren Zusammenhang mit dem Auftreten
phototropher Organismen sind graphisch dargestellt. Eisenablagerungen gelten als Indiz fiir die Bildung von Sauerstoff
im Urozean, aufgrund der Reaktion von Eisen mit Sauerstoff zu Eisenoxiden. Alternativ kdnnten diese Ablagerungen
durch anoxygene Phototrophe entstanden sein. Die Zunahme der Sauerstoffkonzentration in der Atmosphire wird in
zwei Phasen eingeteilt, wobei zunichst ein atmosphirischer Anstieg auf 2 % fir ~1,5 Gya zu verzeichnen ist. Mit

Entwicklung von photosynthetischen Eukaryoten steigt dieser innerhalb eines Gya auf ca. 20 %.

Neben des Aufkommens von Eisenablagerungen in Gesteinsschichten vor 2 bis 4 Mrd.
Jahren, welche vermutlich Zeugen frither Autotrophae sind, kann eine Zunahme des
Sauerstoffgehalts in der Erdatmosphire verzeichnet werden. Dieser Anstieg ist zunachst
tber einen langeren Zeitraum auf ein Minimum beschrankt. Ein vor ca. 1 Mrd. Jahren
verzeichneter, rascher Anstieg des Sauerstoffgehalts der Atmosphare auf ca. 20 % kann mit
vermehrtem Aufkommen phototropher Eukaryoten in Relation gesetzt werden. Als
Innovator dieser revolutioniren Art der Autotrophie ist ein Cyanobakterien ahnlicher
Organismus anzusehen, dem der anfiangliche Anstieg der Sauerstoffkonzentration
zugeschrieben wird (Fischer et al., 2016). Die konservierte, photosynthetische
Membranprotein-Architektur der oxygenen Photosynthese betreibenden Organismen,

ahnlich wie ihn vermutlich schon dieser erste Innovator nutzte, ist in Abb. 6.0 dargestellt.
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A, Chla PC Plastocyanin

A; Phyloquinone Ph Pheophytin PSI ATP Synthase
Chl Chlorophyll Q P]astoquin.one . ADP +P, ATP
Cyt Cytochrome Yo Redox-active tyrosine D NADP*+H* NADPH
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Abbildung 6.0: Querschnitt einer Biomembran mit integralen, in Reihe geschalteten Proteinkomplexen der
oxygenen Photosynthese aus Fischer et al. (2016).

Die Grauen Pfeile stellen die Richtung des Elektronenflusses zwischen den Proteinkomplexen dar. Elektronendonor ist
Wasser. Rote Pfeile markieren die Translokation von Protonen entlang der Biomembran. Photosystem II (PSII) ist
vergleichbar mit dem zuvor beschrieben Q-Typ Reaktionszentrum, Photosystem I (PSI) mit dem des Fe-S-Typs. Komplex
III ist der Protonen pumpende Chinon-Elektron Akzeptor mit Oxireduktase Funktion. Plus an der Membran steht fiir
eine hohere Protonenkonzentration an dieser Membranseite, vergleichend mit Minus. Der Weg des Elektrons beginnt
durch die Photoexzitation des PSII, Spaltung von Wasser in Sauerstoff und Protonen am Wasserspaltungs-Apparat (WOC)
und Ubertragung zweier Elektronen auf den membranloslichen Plastochinonpool (Q-pool). Es folgt ein Fluss des
Elektrons durch Komplex III (Cytochrom-bef) und damit Translokation von Protonen. Fir zusitzliche
Protonentranslokation kann das Elektron hier einen zyklischen Transport durch den Q-pool durchlaufen. Komplex III
tbertrigt das Elektron auf das wasserlosliche Plastocyanin und anschlieBend auf PSI. Durch weitere Photoexzitation
tbertragt PSI das Elektron auf Ferredoxin, wodurch schlussendlich NADP* reduziert werden kann und fiir weiteren
Metabolismus verwendet wird. Der chemiosmotische Protonengradient wird durch die ATP-Synthase zur Generierung

von ATP verwendet.
Die Redoxkraft dieses Systems macht es moglich Wasser zu spalten und mittels
Elektronentransportkette ein chemiosmotisches Potential entlang der Biomembran

aufzubauen.

Die membranintegralen Proteinkomplexe gewihrleisten den notigen Elektronentransport
zur ATP und Redoxaquivalent Generierung. Diese photosynthetischen Membranen
werden Thylakoidmembranen genannt. Die Begrifflichkeit geht auf die Assoziation dieser,
Protein bespickten Membraneinstilpungen, mit einem ,Sack® griechisch ,thylakos®
zurtck. Der Innenraum dieser Membraneinstilpungen ist als Thylakoid-Lumen definiert,

wiahrend der nach auflen gerichtete Teil das Stroma bildet. Der Aufbau des
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Protonengradienten lauft uber eine Akkumulation der Protonen im Lumen mit
schlussendlich  zielgerichtetem  Riickstrom  ins  Stroma. Die  Absorption
elektromagnetischer Strahlung von Chromophoren und Energietransfer auf das
Reaktionszentrum (RZ) des PSII starten die Elektronentransportkette. Dieses
Reaktionszentrum, bestehend aus dem Heterodimer D1 und D2 (PsbA/D) (Marder et al.,
1987), beinhaltet Chlorophyll-Molekiile, die ein Absorptionsmaximum bei 680 nm
aufweisen (P680). Dieser historisch bedingt ,special pair genannte Cluster kann nach
Anregung mit ausreichender Energie (P680*) eine Ladungstrennung durchfihren und ein
Elektron auf das naheliegende Pheaophytin a-Molekil (Chlorophyll a ohne zenrales
Magnesiumatom) ubertragen, welches das Elektron wiederum an das an D2 gebundene
Plastochinon (Qa) Ubertragt. Die Weitergabe des Ladungstragers erfolgt anschliefend auf
das periphere Plastochinon (Qg) am D1. Die Elektronenliicke des oxidierten P680*, welches
mit 1,25 V das starkste Oxidationsmittel des biologischen Reichs darstellt (Rappaport und
Diner, 2008), wird zunachst durch ein naheliegendes Tyrosin-Molekil (Yz) gefillt. Dieses
wiederum deckt das Elektronendefizit Giber die Spaltung von Wasser am PSII assoziierten
Wasserspaltungsapparat (WOC). Nach Ubertragen zweier Elektronen auf Qg und
zusatzlicher Bindung zweier Protonen aus dem Stroma, dissoziiert dieses
Plastohydrochinon in den membranintegralen PQ-pool und weiter zum Cytochrom-bgf-
Komplex (Komplex III). In diesem Komplex lauft die Weiterleitung eines Elektrons tiber
das Eisen-Schwefel Rieske Protein (Rieske et al., 1964) hin zu einem Cytochrom und dient
anschliefend der Reduktion des wasserloslichen, lumenalen ein Elektronen-Ubertragers
Plastocyanin. Wahrend der Oxidation des Plastochinols diffundieren Protonen in das
Lumen. Das zweite Elektron des oxidierten Semichinon-Radikals wird infolgedessen tiber
weitere Cytochrome auf ein Plastochinon des Cytochrom-bsf-Komplex tibertragen. Nach
weiterer Bindung eines Plastohydrochinons an jenem Komplex und Ubertragung eines
Elektrons auf Plastocyanin, kann das in diesem Komplex liegende Semichinon-Radikal

weiter zu Plastochinol reduziert werden und unter Aufnahme von zwei Protonen aus dem
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Stroma als Plastohydrochinon in den PQ-pool entlassen werden. Dieses Phanomen wird
als Q-Zyklus bezeichnet und ermoglicht netto pro Plastohydrochinon, ausgehend vom
PSII, die Reduktion zweier Plastocyanine und Translokation von vier Protonen ins Lumen
der Thylakoidmembran. Plastocyanin dient Folge dessen dazu, eine Elektronenliicke im
Photosystem I (PSI) zu schliefen. Analog zum PSII fihrt dieses, Chromophor tragende
Heterodimer, eine Photon-aktivierte Ladungstrennung durch, wobei die integralen
Ladungstrennungs-Chlorophylle aufgrund ihres Absorptionsmaximum P700 genannt
werden (Rutherford und Heathcote, 1985). Das Elektron wird zunachst auf weiteres
Chlorophyll a (Ao) weitergereicht und nachfolgend an das festgebundene Phyllochinon
(Vitamin K1) tibertragen. Es folgt eine Reduktion zweier Eisen-Schwefel-Cluster (Fy, Fa/Fp)
und schlussendlich Ferredoxins, welches an stromaler Seite des PSI lokalisiert ist. Eine
anschliefende Reduktion von NADP* zu NADPH kann durch die Ferredoxin-NADP*-
Reduktase katalysiert werden und ermoglicht den Einsatz dieses Stoffes in weiteren
Stoffwechselvorgangen. Die in das Lumen translozierten Protonen dienen der ATP-

Synthase als chemiosmotischer Motor der ATP-Produktion.

1.5 Endosymbiontischer Ursprung von Plastiden

Die oxygene Photosynthese der Eukaryoten findet an den Thylakoidmembranen der
Plastiden statt. Die Thylakoidmembranen der oxygen phototrophen Pioniere:
Cyanobakterien, stellen parallel zur Plasmamembran laufende Membranen dar, deren
Stroma das Cytoplasma des Organismus bildet. Das Entstehen der Plastiden heutiger
Photosynthese betreibender Eukaryoten, sowie auch der Mitochondrien dieser
Organismen, ist hochstwahrscheinlich auf eine Endosymbiose zweier altertimlicher
Einzeller zurickzuftihren (Abb. 7.0), die sich von den urspringlichen Archaebacteria und
Eubacteria (vgl. 1.2) ableiten. Diese Idee wurde bereits, anhand von Chloroplasten, 1883

das erste Mal beschrieben (Schimper, 1883) und gilt bis heute als wahrscheinlichste
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Grundlage des Entstehens dieser Zellorganellen (Mereschkowsky, 1905; McFadden, 2001;

Archibald, 2015).

Primary endosymbiosis

Heterotrophic K/\%\N

eukaryote © @
.
Chlorophyta Glaucophyta Rhodophyta

Cyanobacteria

Secondary endosymbiosis

1st?

@@ Mitochondrion

© Plastid
Nucleus

—— Endosymbiotic gene transfer

Heterotrophic eukaryote

Gene loss

Haptophytes

Cryptophytes Dinoflagellates

Rhodophyte plastid

Heterokontophytes
including diatoms

Abbildung 7.0: Theoretische Entstehung der Plastiden primirer und sekundirer Endosymbionten aus Mock et al.,
in Falciatore und Mock (2022).

Die primare Endosymbiose brachte Chloroplasten tragende Organismen aus einer Aufnahme eines oxygene
Photosynthese treibenden Cyanobakteriums in einen heterotrophen Eukaryoten hervor. Aus den Primarsymbionten der
Chlorophyta und Rhodophyta kamen zweite Endosymbiosen zustande, woraus einerseits Euglenophyta und
Chlorarachniophyta (nicht gezeigt) sowie die Organismen der Cryptophyten, Haptophyten, Dinoflagellaten und
Diatomeen hervorgingen. Wihrend Eugleno- und Chlorarachniophyta aus sekundirer Endosymbiose mit einer Griinalge
hervorgingen, ist der endosymbiontische Ursprung der Crypto-, Hapto, Heterokontophyten und Dinoflagellaten
umstritten. In diesen Organismen sind sowohl ,,griine® als auch ,rote“ Gene zu finden, die womaoglich aus sequenzieller,
sekundirer Endosymbiose eines Chlorophyten, Reduktion dessen und nachfolgend eines Rhodophyten entstanden.
Denkbar ist auch die sekundir endosymbiontische Aufnahme eines Rhodophyten und anschliefendem lateralen

Gentransfer der »grunen Gene“.

Dieser Theorie zufolge ist der heutige Chloroplast somit als ehemals freilebendes
Cyanobakterium zu sehen, welches von einem heterotrophen Eukaryoten aufgenommen
wurde. Dieser heterotrophe Eukaryot geht dabei ebenfalls einem vorigen Endosymbiose-
Ereignis hervor, wobei eine Archaee ein a-Proteobakterium integrierte und die Struktur

des Zellkerns sowie des Mitochondriums etabliert wurden (Archibald, 2015). Das von
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dieser heterotrophen Lebensform phagozytierte, aber nicht in der Vakuole verdaute,
Cyanobakterium wurde nachfolgend nicht mehr autonom lebensfihig und durch
endosymbiontischen Gentransfer vollstandig in den Stoffwechsel und Lebenszyklus des
Wirts integriert. Der daraus entstandene Plastid tragt auch heute noch eine
Doppelmembran um das Organell, welche vermutlich auf die urspringlichen
Plasmamembranen des Cyanobakteriums zurtickzufithren sind. Diese Art der Phagozytose
brachte drei Arten der phototrophen Eukaryoten hervor, die alle einen gemeinsamen
Vorfahren teilen: Die Chlorophyta, Glaucophyta und Rhodophyta (Reyes-Prieto et al.,
2007), welche sich in einigen Details ihrer Photosynthesemaschinerie unterscheiden.
Vertreter der Chlorophyta und Rhodophyta brachten zudem sekundire Endosymbionten
zum Vorschein. Hierbei wurden diese in einer weiteren Phagozytose von einem
heterotrophen Eukaryoten aufgenommen und integriert, woraus Organismen mit drei
oder vier Hillmembranen tragende Plastiden hervorgingen. Die Aufnahme eines
Rhodophyten fihrte zu den heutigen Vertretern der Cryptophyten, Haptophyten,
Dinoflagellaten sowie Diatomeen. Phylogenetische Analysen legen die Aufnahme eines
Chlorophyten, endosymbiontischen Gentransfer, eine folgende Reduktion des
Chloroplasten und weitere sekundare Endosymbiose eines Rhodophyten nahe, welches zur
Entstehung der beschriebenen Gruppen der sekundaren Endosymbionten fithrte (Moustafa

et al., 2009).

1.6 Lichtsammelantennen phototropher Organismen

Zur besseren Nutzung des verfugbaren Lichtangebots besitzen die heutigen phototrophen
Vertreter Lichtsammelproteine. Diese Lichtsammelantennen (LHC = light harvesting
complex) tragen die Chromophore zur Absorption elektromagnetischer Strahlung und
sind mit den Photosystemen assoziiert. Bis auf die Phycobilisomen der Cyanobakterien,

sowie der Rhodophyta, die Phycobiline der Cryptophyceen und den Peridinin-Chl-
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Proteinen der Dinophyta sind diese Licht- absorbierenden Proteine membranintegral
vorliegend und aus drei a-Helices zusammengesetzt. Zwei der Helices kreuzen sich,
wihrend die Verbleibende die Membran senkrecht durchspannt. Die Polypeptide besitzen
zudem konservierte Bindestellen fiir Carotinoide und Chlorophylle und sind in Analogie
zu den am besten untersuchten LHC Proteinen des PSII hoherer Pflanzen beschrieben

(Kuhlbrandt et al., 1994; Liu et al., 2004; Standfuss et al., 2005) (Abb. 8.0).
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Abbildung 8.0: Unterschiede der LHC-Struktur phototropher Eukaryoten aus Biichel (2015).

: lumenal located phycobilins

Die Lichtsammelproteine der verschiedenen phototrophen Eukaryoten unterscheiden sich hauptsichlich in ihrer
Pigmentierung und haben groftenteils eine aus drei a-Helices bestehende Tertidrstruktur gemein. Wihrend die
Lichtsammelkomplexe der Cyanobakterien und der primiren Endosymbionten Glaucophyta noch aus
membranaufliegenden Phycobilisomen, mit kovalenter Pigmentbindung, bestehen, besitzen alle anderen Vertreter
hauptsichlich Lichtsammelkomplexe analog zu pflanzlichen LHCs. Diese zeichnen sich durch die nicht kovalente
Bindung von Chlorophyllen und Xanthophyllen aus, welche als akzessorische Pigmente fungieren. Wihrend alle
Chlorophyta in ihren LHCs Chlorophyll b (Chl b) und Lutein tragen sind diese bei den sekundiren Symbionten durch
Chlorophyll ¢ (Chl ¢) und oftmals Fucoxanthin ersetzt. Ausnahmen stellen hier die Cryptophyta mit Alloxanthin oder
auch die Xanthophyces mit Violaxanthin und Heteroxanthin dar. Auch die aus einer tertidren Endosymbiose
entstandenden Dinophyta enthalten Chl ¢, manche aber Peridinin anstelle Fucoxanthins. Die LHCs der Rhodophyta
enthalten das Xanthophyll Zeaxanthin, die der Cryptophyta Alloxanthin. Alle LHC Analoga binden zudem Chlorophyll a.
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Je nach okologischer Nische etablierten sich unterschiedliche akzessorische Pigmente
dieser phototrophen  Organismen. Wihrend die am besten untersuchten
Lichtsammelproteine der hoheren Pflanzen Chlorophyll a, b und als Haupt-Xanthophyll
Lutein tragen, sind diese, in den zur Abteilung der Heterokontophyta zihlenden
Diatomeen, durch Chlorophyll a, ¢ und Fucoxanthin ersetzt. Diese, in der
Poylpeptidstruktur eingebetteten, Pigmente sind fir die Lichtabsorption zustindig und
transferieren die absorbierte Photonen-Energie hin zum Reaktionszentrum der
Photosysteme. Jener Excitonentransfer erfolgt strahlungslos im gekoppelten Pigment-
Protein Netzwerk und ist mit Uber 95% Effizienz der effizienteste, beobachtete
Energietransfer-Mechanismus, was vermutlich auf einen delokalisierten, koharenten Status
dieses Quanten-Systems zurtickzufithren ist und in Lichtsammelkomplexen diverser
Organismen theoretisch sowie experimentell uberprift wurde (Engel et al., 2007; Lee et al.,
2007; Ishizaki et al., 2010; Collini et al., 2010). Neben den variablen Lichtsammelantennen
besitzen alle eukaryotische, photorophe Organismen die inneren, aus sechs Transmembran-
Helices zusammengesetzten Antennen CP43 und CP47, welche das PSII direkt umgeben
und als direkter Translokator der Excitonenenergie hin zum PSII dienen (Bricker und
Frankel, 2002), wahrend die Untereinheiten des Reaktionszentrums des PSI selbst eine

hohe Anzahl von Chl a Molekiilen zum selben Zweck binden.

1.7 Diatomeen

Diatomeen, von altgriechisch ,diatemnein® = ,in zwei spaltbar®, bilden eine Gruppe
einzelliger Mikroalgen innerhalb des Phylums der Heterokontophyta und tragen im
Deutschen den Trivialnamen , Kieselalgen®, welcher auf das Vorhandensein einer aus zwei
Teilen bestehenden Silikatschale zuriickzuftihren ist. Als Schlusselfigur des marinen
Planktons stehen diese Organismen an Basis der Primarproduktion dieses Planeten und

sind fur ca. 20 % der jahrlichen, weltweiten CO,-Fixierung verantwortlich (Field et al.,
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1998). Die schatzungsweise 100.000 Spezies der Diatomeen sind in nahezu allen Gewassern,
limnisch, marin, Brackwasser oder auch terrestrisch zu finden (Round et al., 1990; Malviya
et al. 2016) und lassen sich grob in die Gruppen der zentrischen und pennaten Kieselalgen
unterteilen. Diese Unterteilung ist auf die zentrische bzw. bilaterale Zell-Symmetrie der

Untergruppen zuriuckzufthren, spiegelt sich aber auch in physiologischen und

molekularen Aspekten wider (Abb. 9.0).

C. meneghiniana LL12-2

’ ® ® .
O"® ®®
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pennate diatoms like
P. tricornutum

FCPa

centric diatoms like
T. pseudonana or
A hini;
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FCPb

<> monomeric Lhe protein @ trimeric FCP &a nonameric FCP

Abbildung 9.0: Diatomeen am Beispiel der zentrischen Alge Cyclotella meneghiniana, der pennaten Phaeodactylum
tricornutum, deren Zellmorphologie sowie Anordnung der Lichtsammelkomplexe.

I: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Cyclotella meneghiniana Zelle (M. Ruppel, Goethe-Universitat Frankfurt).
II: Anordnung der Lichtsammelkomplexe der Diatomeen (FCPs) um die Photosysteme (PS) in pennaten und zentrischen
Diatomeen aus Gundermann et al. (2019). Beide Untergruppierungen der Kieselalgen besitzen trimere
Lichtsammelproteine an PSII, sowie monomere an PSI. In zentrischen Diatomeen wurden hohere, PSII assoziierte FCP-

Oligomere nachgewiesen. Die FCPs bestehen aus Lichtsammelproteinen der lhcf, lher, und lhex Klassen. I Zell- und
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Organellstruktur von P. tricornutum aus Maier et al. in Falciatore und Mock (2022); modifiziert. A:
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Schnitts einer P. tricornutum Zelle. 3D-Topologie dieser Zelle mittels
Elektronenmikroskopie. C: Schematische Darstellung der Zelle. D: Ausschnitt einer elektronenmikroskopischen
Aufnahme zur Veranschaulichung der Membranen der Organellen. E: Elektronenmikroskopische Aufnahme der
Membranen des Plastiden. V = Vakuole, P = Plastid, Mt = Mitochondrium, No = Nucleolus, Nu = Nucleus, Ne = Nucleus

Membran, G = Golgi-Apparat, rER = raues endoplasmatisches Retikulum. Langenskala der Aufnahmen in nm und pm.

Wihrend beide Untergruppen Plastiden mit mehr als zwei Hillmembranen aufweisen, die
Thylakoide in Dreierstapeln zu finden sind und ein mit dem Plastiden verschmolzenes
Endoplasmatisches Retikulum, sowie Vakuolen, Zellkern und Mitochondrien besitzen, ist
die Anordnung der Lichtsammelkomplexe um die Photosysteme variabel. In beiden
Untergruppen konnten trimere FCPs um PSII nachgewiesen werden und monomere um
PSI. Zentrische Diatomeen tragen zudem nonamere FCPs, die in pennaten nicht zu finden
sind. Dennoch ist die konservierte Architektur der oxygenen Photosynthese (vgl. Abb. 6.0)
in den beiden Gruppen identisch und die hauptsichlichen Differenzen in der
Zusammensetzung der Lichtsammelkomplexe und deren Anordnung um die PS

begrindet.

1.7.1 Lichtsammelkomplexe der Diatomeen

Die Diatomeen besitzen als sekundire Endosymbionten eine Vielzahl an, oftmals
redundanten, lhc-Genen. Diese Gene sind nuklear lokalisiert und bilden die Basis der
Lichtsammelkomplexe der Kieselalgen, die aufgrund ihres speziellen Xanthophylls
Fucoxanthin, Fucoxanthin-Chlorophyll a/c-Proteine (FCP) genannt werden (Fawley et al.,
1987; Bhaya und Grossmann, 1993). Die FCPs der Kieselalgen sind aus Monomeren der
lhef, lTher und lhex Typen zusammengesetzt, wobei die lhcx Kandidaten in pennaten
ausschlielich monomer und in zentrischen Diatomeen in trimeren FCPs assoziiert
vorliegen (Buchel 2003; Lepetit et al., 2007; Grouneva et al., 2011; Gundermann et al., 2013;
Gundermann et al., 2019) (vgl. Abb. 9.0). Diese Klassen der lhc-Typen sind auf ihre

Homologie zu bekannten Lhc-Proteinen zurtckzufithren und begriinden sich in der
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Zugehorigkeit zu diesen Vertretern. So weisen die lhcx-Gene Ahnlichkeit zu den
Stressantwort LhcSR-Kandidaten der Grinalgen auf, wihrend die lher-Gene zu den PSI
assoziierten Lhcs aus Rotalgen Homologie zeigen. Die lhcf-Gene codieren hingegen fir die
Hauptgruppe der FCP-bildenden Proteine (Biichel, 2020).

Anhand der Sequenzierung der klassischen Modellorganismen der zentrischen Diatomeen
T. pseudonana und C. cryptica sowie der pennaten Diatomee P. tricornutum besteht
mittlerweile ein detailliertes Bild der Lhc-Typen der Kieselalgen (Armbrust e al., 2004;
Traller et al., 2016; Bowler et al., 2008). Fir C. cryptica konnten sechs verschiedene Lhcf,

neun Lhcr sowie vier Lhex Kandidaten ausgemacht werden (Gundermann ez al., 2019).

1.7.2 Lhcx-Proteine der Diatomeen

Die Lhcx Proteine der Kieselalgen stellen Verwandte der LhcSR-Proteine (LI818) der
Grunalge C. reznhardtii dar. Diese Klasse der Lhes wurde 1996 das erste Mal beschrieben
und als eigene Gruppe innerhalb der Lhcs gewertet, da die Homologie zu sonstigen
Vertretern der Chlorophyll a/b tragenden Lichtsammelkomplexe gering und die
Expression der Gene anderweitig reguliert ist (Savard et al., 1996; Richard et al., 2000). Auch
die Pionierarbeit von Eppard und Rhiel (1998) identifizierte mehrere FCP codierende Gene
und bestatigte das Vorhandensein von LhcSR-Homologen in C. meneghiniana. Sowohl in
Grunalgen als auch Diatomeen konnte eine Akkumulation der LhcSR/ Lhex-Transkripte
sowie ein steigendes Proteinlevel unter Stress ausgemacht werden. Hierbei ist der
hauptsachliche Regulator des Stresses eine erhohte Lichtstirke (Yamano et al., 2008; Zhu
und Green in Allen, 2008; Zhu und Green 2010; Pinnola, 2019). Im Genom der zentrischen
Diatomee C. cryptica konnten vier Lhcx-Kandidaten ausgemacht werden, die sich in Details
ihrer Polypeptidstruktur unterscheiden, wahrend in T. pseudonana ein weiterer Lhcx
Kandidat gefunden werden kann (Gundermann et al., 2019). Auch die pennate Diatomee

P. tricornutum weist ebenso vier verschiedene Lhex-Kandidaten auf, wobei jedoch lediglich
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das Lhex1 dieser mit dem Lhex1 der zentrischen homolog ist. Die meisten dieser Gene sind
Starklicht-induziert, sowohl in pennaten (Nymark ef al., 2009; Nymark et al., 2013), als
auch zentrischen Diatomeen (Zhu und Green in Allen, 2008; Zhu und Green 2010).
Hierbei konnten Nymark e a/. in der pennaten Kieselalge P. tricornutum einen Starklicht-
bedingten Anstieg der lhex1, Thex2 und auch lhex3 Transkripte beobachten, wihrend das
lhcx4 Gen eine maximale Expression im Dunkeln zeigt. Fir die zentrische Diatomee T.
pseudonana ermittelten Zhu und Green eine Starklicht vermittelte Zunahme des lhcex1,
lhcx4 und lhex6 Transkripts. Fur lhexS konnte keine zunehmende Expression beobachtet
werden. Die Expression des lhcx6_1-Gens wurde nicht ermittelt.

Dass den Lhex-Proteinen der Diatomeen und auch den LheSR Homologen der Griinalgen
eine protektive Funktion in der Photosynthese zugesprochen werden kann, wurde durch
zahlreiche Veroffentlichungen der letzten Jahre bestatigt (Peers et al., 2009; Bailleul et al.,
2010, Zhu und Green, 2010; Ghazaryan et al., 2016). Hierbei scheinen diese Lhc-
Kandidaten eine ahnliche Funktion wie das PsbS der hoheren Pflanzen (Li et al., 2000) zu
erfillen und fir die Abgabe uberschissiger Anregungsenergie, im Falle eines
Starklichtstresses, verantwortlich zu sein. Bislang konnte keine Pigmentierung der Lhcx-
Proteine in Diatomeen direkt nachgewiesen werden. Der photoprotektive Mechanismus
der Lhex-Proteine scheint ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren zu sein die den
Energiefluss in das Photosystem II und damit die Photochemie reduzieren. Dabei ist ein
direkter Zusammenhang der Lhcx-Proteine mit dem Diadinoxanthin-Zyklus (s. 1.7), sowie
der Aggregation der FCPs und Loslosen vom PSII zu beobachten.

Das zentrische Diatomeen spezifische Lhex6_1 konnte bislang massenspektrometrisch an
PSI sowie PSII nachgewiesen und eine Zunahme des Proteins unter Starklicht beobachtet

werden (Grouneva et al., 2011; Gundermann et a/., 2019; Calvaruso et al., 2020).
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1.8 Molekulare Mechanismen der Photoprotektion

Photosynthetische Organismen sind einer staindigen Fluktuation des, fiir die Photosynthese
notwendigen, Umgebungslicht ausgesetzt. Dabei kann das verfiigbare Licht in seiner
Intensitit binnen Sekunden starke Anderungen erfahren. Hierfur ist eine molekulare
Maschinerie notig, welche eine Anpassung von geringer Lichtverfiigbarkeit hin zu voller
Auslastung in sehr kurzer Zeit regeln kann. Wahrend bei niedriger Lichtintensitit jedes
eintreffende Photon zur Ladungstrennung verwendet werden muss, ist der Organismus
darauf angewiesen diese Effizienz bei zu hoher Lichtbelastung zu unterbinden, um
Schadigungen der Proteinmaschinerie zu vermeiden (Barber und Andersson, 1992; Aro et
al., 1993). Die Abgabe uberschiissiger Anregungsenergie, die nicht zur Photochemie
verwendet werden kann, kann als Fluoreszenz der Chlorophylle selbst erfolgen, aber auch
als Warmeabstrahlung. Diese Abgabe der tberschiissigen Anregungsenergie in Form von
Wirme fihrt zu einer Reduktion der Chlorophyllfluoreszenz und wurde NPQ = non
photochemical quenching benannt. Fiir diese NPQ-Phinomene entwickelten sich im Laufe
der Evolution einige Mechanismen, von denen der Xanthophyllzyklus eine zentrale Rolle
spielt. Der Xanthophyllzyklus der Diatomeen lauft unter der reversiblen Deepoxidierung
des Pigments Diadinoxanthin (Dd) zu Diatoxanthin (Dt) ab, was unter Starklicht zu
beobachten ist (Stransky und Hager, 1970). Diese Pigmente sind dabei, wie Fucoxanthin
und auch die Chlorophylle a und ¢, in den Lichtsammelkomplexen eingebettet (Wang et
al., 2019; Nagao et al., 2020) (Abb. 10). Diese Deepoxidierung steht in direktem
Zusammenhang mit der Abgabe tberschissiger Anregungsenergie in Diatomeen (Lavaud
et al., 2002, Goss et al., 2006). Der entscheidende Regulator der NPQ-Phianomene ist der
Ansauerung des Thylakoidlumens bei starkem Lichteinfall geschuldet, da der pH-Gradient
nicht so schnell genutzt werden kann, wie er aufgebaut wird. Darin begriinden sich auch
die pH-Optima der Xanthophyllzyklus-Enzyme, die bei Diatomeen fiir die Deepoxidase bei
pH 5,5 und fur die reverse Epoxidierung bei pH > 7,0 liegen (Jakob et al., 2001, Goss und

Jakob, 2010). Des Weiteren ist eine NPQ-Komponente in der direkten Starklichtantwort
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spezifischer Lhc-Proteine um die Photosysteme zu finden. So konnten Ghazaryan et al.
(2016) oder auch Buck et al. (2019) bei Diatomeen eine Korrelation des Fehlens von Lhcx-
Proteinen und der somit verminderten Abgabe uberschussiger Anregungsenergie
aufzeigen. Bailleul er al. (2010) ermittelten zudem, dass die Reduktion eines Lhcx-
Kandidaten zu vermindertem NPQ fihrt, jedoch ohne direkte Auswirkung auf den
Xanthophyllzyklus zu haben. Dass Lhcs direkt in den NPQ-Mechanismus involviert sind,
ist anhand des PsbS-Proteins der hoheren Pflanzen gut untersucht und in einer, bei
Starklicht ablaufenden, pH-induzierten Konformationsinderung dieses Thylakoid-
Proteins zu begrinden, welche tber die Protonierung einer lumenalen Glutaminsaure
vermittelt wird (Li et al., 2000; 2002). Dabei kommt es vermutlich zu einer Dissoziation der
Lichtsammelantennen vom Photosystem. Zusammenfassend ist der wahrscheinlichste
Mechanismus der Photoprotektion in Diatomeen ein Zusammenspiel aus dem pH-
induzierten Xanthophyllzyklus und Lhcx-Proteinen, die eine Verlagerung der
Lichtsammelkomplexe weg vom Photosystem induzieren und somit eine weitere, exzessive

Anregung des Reaktionszentrums verhindern.

Abbildung 10: Proteinstruktur eines monomeren FCP aus P. tricornutum inklusive Pigmente (Wang et al., 2019).
In cyan ist die aus drei a-Helices zusammengesetzte Polypeptidstruktur dargestellt, welche aus den Transmembran-
Helices A, B und C besteht. Das Protein-gebundene Pigment Fucoxanthin (Fx) ist orange unterlegt, wihrend
Diadinoxanthin (Ddx) blau, Chlorophyll a griin und Chlorophyll ¢ (Chl ¢) magenta gefarbt sind. Wassermolekiile sind
als rosa Kugeln abgebildet.
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1.9 Regulation der Photosynthese-Maschinerie durch Polypeptid-Phosphorylierung

Die Regulation der photosynthetischen Protein-Maschinerie ist aus einem komplexen
Netzwerk zusammengesetzt, an dem zu grofSen Teilen die Elektronentransportkette selbst,
als auch nachgeschaltete enzymatische Stoffwechselvorginge, Einfluss nehmen. Als
biochemisches Redox-System ist der Zustand der Komponenten des Elektronentransports
ein essenzieller Schaltpunkt und nimmt Einfluss auf Genexpression der Photosynthese-
Komponenten, Anpassung der Lichtsammelproteine sowie Feinjustierung diverser
Faktoren (Allen et al., 1995; Eberhard et al., 2008; Lepetit und Dietzel, 2015). Ein wichtiger
Bestandteil dieses Systems ist die Redox-Zustand gesteuerte, reversible Phosphorylierung
von Thylakoidmembran Proteinen (Allen et al., 1981; Vener et al., 1998). Die Kinase
vermittelte Phosphorylierung von Serin-, Threonin-, Tyrosin- und vereinzelt auch Histidin-
Resten von Proteinen ist ein entscheidender Regulator, der in allen Zelltypen vorkommt
(Allen, 1992) und dem schon frith metabolische Kontrolle zugeschrieben wurde (Krebs und
Fischer, 1956). Seit dem ersten Nachweis der Phosphorylierung von Thylakoidmembran
Proteinen im Jahre 1977 (Bennett, 1977) konnte in den Folgejahren ein umfassenderes Bild
dieser Phospho-Modifikationen ermittelt werden. Hierbei sind diese Modifikationen an
Thylakoidmembran Proteinen zustandig fir Energieregulation der Photosysteme,
Biogenese der photosynthetischen Proteinkomplexe sowie deren Austausch und
Feinjustierung der Photochemischen Maschinerie (Vener et al., 1998), wobei die
Phosphorylierung hauptsichlich an Serin- und Threonin-Resten stattfindet (Vener et al.,
2001). Die dafiir notwendigen Kinasen sind vom Redox-Zustand der photosynthetischen
Komponenten gesteuert und sorgen in hoheren Pflanzen unter anderem fir eine
Umverteilung der Lhc-Proteine zwischen den Photosystemen sowie eine einhergehende
Veranderung der Thylakoidstruktur, was der reversiblen Phospho-Modifikation von
hauptsachlich CP43, Teilen der trimeren Lhcs, sowie den PSII-Kernproteinen D1 und D2
geschuldet ist (Bonardi et al., 2005; Bellatiore et al., 2005; Dietzel et al., 2011). Dieser

Mechanismus der Umverteilung der Lhes kann durch ungleichmifige Anregung der
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Photosysteme herbeigeftihrt werden und wird als state-transition (STR) bezeichnet. Bei
praferentieller Anregung des kurzwelliger absorbierenden PSII Reaktionszentrums (P680)
und der damit einhergehenden Reduktion des PQ-pools, migrieren trimere Lhcs von
diesem PS hin zum langwelliger absorbierenden PSI (P700), was unter Phosphorylierung
der Lhc-Proteine vonstattengeht. Hiermit kann das Ungleichgewicht der Anregung beider
Photosysteme  ausgeglichen und die Effizienz der Elektronentransportkette
aufrechterhalten werden. Vice versa sorgt die Dephosphorylierung durch eine Phosphatase
fur die Rick-Migration zum PSII (Pribil et al., 2010). Dieser Effekt ist somit durch
Veranderung der Rotlicht-Zusammensetzung steuerbar, wobei fernrotes Licht eher PSI
und rotes priferentiell PSII anregt. Auch wenn dieser Mechanismus in Diatomeen bislang
nicht nachgewiesen werden konnte, kann in mehreren Genomen der Kieselalgen ein STR-

Kinase-Homolog gefunden werden.

1.10 Zielsetzung

Diatomeen sind essenzielle Primarproduzenten des Okosystems, die Organismen-Gruppe
allein fir etwa 20 % der jahrlichen CO»-Fixierung verantwortlich und bilden neben
wichtigen Kohlenstoff- ebenso Silikat-Senken (Falkowski ez a/., 1998). Die Organismen sind
in allerlei Gewassern, limnisch, marin, aber auch Brackwasser zu finden (Malviya et al.,
2016), die zu Grunde liegenden Charakteristika ihres 6kologischen Erfolgs aber bislang
unzureichend untersucht. Die zentrische Kieselalge Cyclotella meneghiniana, erstmals im
Jahre 1844 beschrieben (Kutzing, 1844), gilt als Pionier-Organismus der biochemischen
Diatomeen Forschung in Bezug auf deren besondere Photosynthese (Eppard und Rhiel,
1998; Eppard und Rhiel, 2000; Biichel, 2003), ist jedoch molekularbiologisch schwer
zuganglich. Die kirzlich erfolgte Aufklirung des Genoms dieser wichtigen Diatomeen-
Spezies bildet neue Ansitze fur weitergehende Forschung und identifiziert das

Vorhandensein diverser Kieselalgen-spezifischer Lichtsammelproteine (Traller et al., 2016).
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Unter diesen befindet sich das LhcSR-dhnliche Lhcex6 1, welches bereits
massenspektrometrisch in den zentrischen Diatomeen T. pseudonana und C. meneghiniana
nachgewiesen werden konnte (Grouneva et al., 2011; Gundermann et al., 2019; Calvaruso
et al., 2020). Die Einordnung des Proteins erfolgte ausschlieflich aufgrund der Sequenz,
Funktion und Charakteristika dieses Lhc-Proteins sind bislang jedoch unklar.

Ziel dieser Arbeit war die weiterfiihrende Charakterisierung des Lhcx6_1 aus C.
meneghiniana. Dafir mussten zunichst Methodiken etabliert werden den Organismus
molekularbiologisch besser zuginglich zu machen, um letztendlich Aussagen tber die
Funktion des Lhc-Kandidaten durch eine Manipulation des zu Grunde liegenden Gens zu
treffen. Die Expressionsmuster des lhcx6_1-Gens und deren Vergleich mit anderen lhc-
Genen der Mikroalge, sollten die Regulation des Lhcs genauer evaluieren. Fur
weiterfuhrende biochemische Studien sollte ein Antikorper gegen das zentrische
Diatomeen spezifische Lhcx-Protein entworfen und ausgetestet werden. Der
immunologisch gestiitzte Protein-Nachweis sollte eine Lokalisation des Proteins in der
Thylakoidmembran, abseits der Massenspektrometrie, erlauben. Des Weiteren stand die
Modifikation des Proteins im Fokus, wobei die posttranslationale Phosphorylierung des
Lhcx6_1, vergleichend zu den anderen Thylakoidmembran-Proteinen, untersucht werden

sollte. Diese Methodiken sollten ein umfassenderes Bild des Lhcx-Kandidaten erlauben.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen

Tabelle 2.1: Verwendete Organismen, Anzuchtbedingungen und Referenzgenom.

Medium

ASP-Sil

LB

HAWITA
Fruhstorfer
Spezialsubstrat
TAP

ASP

F/2

Anzucht

20 pmol Photonen/m?*/s
16h, 16°C

37°C

120 pmol Photonen/m?s
8h,22°C

150 pmol Photonen/m?/s
8h, 25°C

20 pmol Photonen/m?*/s
16h, 18° C

50 pmol Photonen/m?/s

Referenzgenom
NCBI:txid29204

NCBI:txid3702

NCBI:txid3055

NCBI:txid2850

NCBI:txid296543

Art Stammnummer

Cyclotella SAG-1020-1a

meneghiniana

Escherichia coli DhSa, Dh10b,
Dh10b-pTA-MOB

Arabidopsis Col-0

thaliana

Chlamydomonas CW-15

reinbardtii

Phaeodactylum  UTEX 646

tricornutum

Thalassiosira CCMP 1335

pseudonana

16h, 16° C

2.2 Verwendete Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden bei Biomers bestellt und die lyophilisierten Nukleinsauren
mit ddH,O auf 100 pM verdinnt.

Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotide fiir PCRs.

Name

Cm H4 fw.

Cm H4 rev.

Lx61 RT fw.
Lx61 RT rev.
Lx61 RT Mid fw.
Lx1 RT fw.

Lx1 RT rev.

Lf1 RT fw.

Lf1 RT rev.

Lx61 seq fw.
Lx61 seq rev.
Lx61 pET30 NT fw.

Lx61 pET30 NT rev.

Lx61 pET30 CT fw.

Lx61 pET30 CT rev.

Lx61_AS UTR fw.

Sequenz 5°¢ - 3¢

ATCACCAAGCCCGCCATC
CTCGAGGAACACCTTGAG
ACTCACTCTTGCCGTTATCTC
GCTTGTCATTCACCAATTCTT
CCTCAAGAGCTCGCTCGCTA
GATCCTGCTGATGCTTCGTA
GATTCCCTTTCCATCAACGG
TGAAGTCTGCCATCATCGCC
TCAGCACCATCCAACAAACC
ATGAAGCTCGCTATCCTTTCCACCC
TTACCACGAGACGAAGCCAGAGTCT
ATCATCACGTGAATTCAATGAAGCTCGCTATCCTTTCC
GATCTCGAGCGAATTTTACCACGAGACGAAGCC
TAGAATGCATCTCGAATGAAGCTCGCTATCCTTTCC
GGTGGTGGTGCTCGAACCACGAGACGAAGCC
ACCAACAGATAAGCTCGAGGGCGGTGATAGATGGG

Funktion
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR Antisense
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
Amplifikation Lx61
Amplifikation Lx61

Hot-Fusion Lx61 aus

C.m. gDNA

Expressionsvektor
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Lx61_AS UTR rev.
Lx61_AS MID fw.
Lx61_AS MID rev.

HF BKTs1 pPhac fw.
HF BKTs1 pPhac rev.

HF-BEstr pPhacN fwl

HF-RBEstr pPhacN revl
HF-RBEstr pPhacN fwll
HF-BEstr pPhacN revII

HF-Lx61UTR pPhaEst fw.

HF-Lx61UTR pPhaEst
rev.
HF-Lx61Mid pPhaEst fw.

HF-Lx61Mid pPhaEst rev.

HF Lx610H pPhaEst fw.
HF Lx610H pPhakEst rev.

pPhac-L6-1 fw.

pPhac-L6-1HisC rev.
eGFP_a01p_pPHAC

eGFP_e01m_pPHAC

CGTCTGGCCAGTCGATGCCCTCAGAGCCTTAAAGG
ACCAACAGATAAGCTTTGGCGGCGAATCCGGCG
CGTCTGGCCAGTCGATTCCACCCTCCTCGCCACC

CCGGGGATCCTCTAGATGAAGCTCGCTATCCTTTCCACC
GCAGGTCGACTCTAGTCACGCCAGGGCTGCGCC

TGTACTGAGAGTGCACCATAGGACTTGACCTCTAGAATA
TGCGG

TGGCCAGGGAGCTTGATCAAGATCTTCAGACGG
TTGATCAAGCTCCCTGGCCAATTCCCAG

TGAATTTTGAATCTCTCCGGTAATGTGAGTTAGCTCACTC
ATTAG
TCTAGCCAAACCTAGCGAGGGCGGTGATAGATGGG

ATGTTTGAACGATCGTGCCCTCAGAGCCTTAAAGG

TCTAGCCAAACCTAGTTGGCGGCGAATCCGGCG
ATGTTTGAACGATCGTTCCACCCTCCTCGCCACC
TCTAGCCAAACCTAGATGAAGCTCGCTATCCTTTCC

ATGTTTGAACGATCGTTAACCACGAGACGAAGCC

CCGGGGATCCTCTAGATGAAGCTCGCTATCCTTTCC

GCAGGTCGACTCTAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGG

TCGGTACCCGGGGATCCTTCTAGAATGGTGAGCAAGGG
CGAG
TTGCATGCCTGCAGGTCGATTACTTGTACAGCTCGTCCA
TG

2.3 Verwendete Lichtspektren

Hot-Fusion Lx61
Antisense
Konstrukte in pTp-
NR-fcp-NAT
Hot-Fusion Beta-
Carotin-Ketolase in
pPhac-NAT

Hot-Fusion der 8-
Estradiol Kassetten
in pPhac-NAT zur
Herstellung des
pPhaEst-NAT YFP

Hot-Fusion Lx61
Antisense

Konstrukte in
pPhaEst-NAT YFP

Hot-Fusion Lx61
Uberexpresions-
Konstrukte in
pPhaEst-NAT YFP
Hot-Fusion Lx61-His
pPhac-NAT

Hot-Fusion eGFP in
pPhac-NAT
(bereitgestellt von

Liv Kramer)

Die Beleuchtung der Organismen (vgl. Tab. 2.1) in der Klimakammer erfolgte mittels

LUMitronics EVO LED-Beleuchtungssystem von FUTURELED. Besagte LED-
Beleuchtungsanlage enthalt vier individuell einstellbare LEDs der Emissionswellenlangen
455 nm, 660 nm, 740 nm, sowie einer Weilllicht-LED der Farbtemperatur 3500 K. Wenn
nicht anders beschrieben, wurde fur die Anzucht der Organismen ausschlieflich die
WeilllichtLED mit gewinschter Lichtstairke [pmol Photonen/m?/s] verwendet. Die
verwendeten Spektren sind in Abbildung 2.3 dargestellt. Schwachlicht (Low Light, LL) und
Starklicht (High Light, HL) Spektren wurden mittels WeiSlicht-LED simuliert, wobei das
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LL-Spektrum auf 20 pmol Photonen/m%*s und das HL-Spektrum auf 150 pmol
Photonen/m?s eingestellt wurde (Abb. 2.3 A/B). Die Fernrot (Far Red, FR) Beleuchtung
setzt sich aus dem LL-Spektrum und einer zusatzlichen fernrot-Emission bei 740 nm
zusammen (Abb. 2.3 C). Dabei wurde der Wert der 740 nm LED software-intern auf 150
Einheiten eingestellt. Die Spektren wurden mittels PG200N von URPtek im
Wellenlangenbereich von 380-800 nm und einer Sekunde Belichtung aufgenommen.

Abbildung 2.3. D zeigt die verwendeten Spektren im Vergleich.
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Abbildung 2.3: Verwendete Lichtspektren.

Die verwendeten Lichtspektren wurden FUTURELED software-intern eingestellt und mittels PG200N
Spektrometer von URPtek im Wellenlangenbereich zwischen 380-800 nm vermessen. Die Belichtungszeit des
Messgerits belief sich auf eine Sekunde. LL und HL Spektren wurden ausschliefSlich mittels Weiflicht-LED
(3500 K) erzeugt, wobei HL die 7,5-fache Stirke des LL-Spektrums aufweist. Die FR Beleuchtung erfolgte
mittels LL-Spektrum und zusatzlicher 740 nm fernrot-LED, welche software-intern auf 150 relative Einheiten
justiert wurde. A: LL-Spektrum, B: HL-Spektrum, C: FR-Spektrum, D: Vergleich der Spektren. LL = Low
Light/Schwachlicht. HL = High Light/Starklicht. FR = Far Red/Fernrot. PAR = Photosynthetically Active

Radiation im Bereich zwischen 400 und 700 nm.
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2.4 Verwendete Anzuchtmedien

Die Anzucht der zentrischen Diatomee C. meneghiniana, schittelnd in Erlenmeyerkolben,
erfolgte in ASP-Sil Medium nach Provasoli et al. (1957). Die Zusammensetzung des
Mediums ist in Tabelle 2.4 dargestellt. Einige Komponenten wurden vor dem
Autoklavieren fir 20 Minuten bei 120 °C hinzugefiigt, wihrend thermo-sensible, steril-
filtrierte Chemikalien nach Autoklavieren und Abkuahlen des Mediums supplementiert
wurden. Der pH-Wert des Anzuchtmediums wurde mittels konzentrierter Schwefelsaure
auf pH 7,7 eingestellt. Fur die Selektion von C. meneghiniana auf Platten wurde dem

Medium vor dem Autoklavieren 1,3 % (w/v) Agar-Agar hinzugegeben.

Tabelle 2.4.: ASP-Sil-Medium nach Provasoli et al. (1957).

Chemikalie Endkonzentration Chemikalie Endkonzentration
Pri-Autoklav [mM] Post-Autoklav [uM]

NaCl 86 CaCl, 2720

Tris 4 Na,EDTA 93

KCl 21 FeCl; 12

MgSO4 8,1 MnClL 20

NaNO; 11,8 ZnCl, 2

K:HPO4 0,58 CoCl 2

H;3;BO; 0,16 Na:MoO4 0,56

HzSiO3 2 CuClz 0,7

Das ebenfalls zur Anzucht von Mikroalgen verwendete F/2-Medium wurde aufgrund seines
hohen Salzgehalts und der damit verbundenen elektrischen Leitfahigkeit zum Einstellen
des benotigten Widerstands bei der Elektroporation verwendet. Zunichst wurde eine
wassrige Losung bestehend aus 3,33 % (w/v) Tropic Marin® Salz und den Pra-Autoklav
Komponenten angesetzt und der pH-Wert auf 7,7 eingestellt. Nach Autoklavieren und
Abkihlen erfolgte die Zugabe der steril-filtrierten Post-Autoklav Chemikalien und eine

Nachjustierung des pH-Werts auf 7,7.
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Tabelle 2.5: F/2-Medium nach Guillard (1975).

Chemikalie Endkonzentration Chemikalie Endkonzentration
Pri-Autoklav [mM] Post-Autoklav [pM]
NaNO; 0,88 CuSOy4 0,039
NaH,PO;4 0,036 ZnSOy4 0,076
H,SiO; 1 FeCl; 11,7
MnCl, 0,91
Chemikalie Menge Na;EDTA 11,7
Tropic Marin 33,3gauf1L CoCl, 0,042
Na:MoOy 0,026
Cyanocobalamin  0,00074
Biotin 0,0041
Thiamin 0,59

Die Anzucht von Escherichia coli (E. coli) erfolgte in autoklaviertem Lysogeny Broth (LB)
Medium. Fir die Praparation von LB-Platten erfolgte eine Zugabe von 1,3 % Agar-Agar vor

dem Autoklavieren.

Tabelle 2.6: Komponenten fiir LB-Medium.

Chemikalie LB-Medium
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Trypton 1% (w/v)
NaCl 0,5 % (w/v)

Die Mikroalge Chlamydomonas reinhardtii wurde, in Erlenmeyer Kolben schittelnd, in
TAP-Medium bei 150 pmol Photonen/m?/s kultiviert. Das Medium wurde vor Verwendung
autoklaviert, Zellen und Medium bereitgestellt von Dr. M. Angstenberger. TAP-Medium

nach Hutner et al. (1950).
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2.5 Thylakoid Isolation aus C. meneghiniana (Biichel, 2003)

Die Isolation der Thylakoidmembranen aus C. meneghiniana erfolgte nach Biichel (2003)
bzw. Gundermann und Buchel (2012). Dafir wurden Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase (ermittelt mittels Zahlung in Neubauer Zihlkammer) nach 7-10 Tagen
Wachstum und vier Stunden Belichtung am Isolationstag geerntet. Die Ernte erfolgte
mittels Zentrifugation bei 5000 rpm und 4°C fir 15 Minuten. Darauf folgte ein
Zellaufschluss in Homogenisationspuffer mittels Glasmihle und anschliefende
Abtrennung von Zelltrimmern und intakten Zellen durch Zentrifugation bei 1000 rpm
und 4°C fir 15 Minuten. Nach Sedimentieren der Thylakoidmembranen mittels
Ultrazentrifugation bei 45.000 rpm und 4°C fir eine Stunde, wurde das Membran-
Sediment mit Pinsel in Waschpuffer resuspendiert und die gewaschenen
Membranbruchstiicke erneut bei 40.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die
Thylakoidmembranen wurden danach erneut schonend in Bl-Puffer rickgelost und
spektroskopisch auf ihren Chlorophyll-Gehalt hin untersucht (s. 2.10). Nach Schockfrieren
in flassigem Stickstof, erfolgte die Lagerung der empfindlichen Thylakoidmembranen bei

-80° C.

Tabelle 2.7: Fiir die C. meneghiniana Thylakoid Isolation verwendete Puffer.

Homogenisationspuffer =~ Waschpuffer B1-Puffer

10 mM MES 10 mM MES 25 mM Tris

2 mM KCl 2 mM KCl 2 mM KCl

5 mM EDTA 5 mM EDTA

1M Sorbit

pH 6,5 mit KOH pH 6,5 mit KOH pH 7,4 mit HCI

30



Material und Methoden

2.6 Thylakoid Isolation aus A. thaliana (Slovacek und Hind, 1977)

Die Isolation von Thylakoidmembranen aus A. thaliana fand als bekannte Referenz
spezifischer Fragestellungen Verwendung. Dafir wurden zunichst 5 g Blattmaterial drei
Wochen alter Pflanzen geerntet. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Waring Blender
in Homogenisationspuffer. Die erhaltene Suspension wurde im Anschluss mittels Gaze
und Miracloth gefiltert, worauf eine Zentrifugation der somit erhaltenen Chloroplasten
bei 2.000 xg 4° C fir finf Minuten folgte. Der Aufschluss der Chloroplasten wurde mittels
osmotischem Schock in Hypotonem Puffer fir finf Minuten bei 4° C herbeigefiihrt. Die
Thylakoidmembranen wurden folglich erneut bei 2.000 x g und 4° C fir funf Minuten
sedimentiert und in Homogenisationspuffer aufgenommen. Nach Schockfrieren der

Proben in flissigem Stickstoff, wurden diese bei -80° C gelagert.

Tabelle 2.8: Verwendete Puffer zur Thylakoid-Isolation aus A. thaliana.

Chemikalie Homogenisationspuffer Hypotoner Puffer
Sorbit 330 mM -
HEPES 50 mM 50 mM
MgCl, 5 mM 5 mM
KCl 10 mM 10 mM

pH 7,6 mit KOH pH 7,6 mit KOH

2.7 Solubilisierung der Thylakoidmembranen

Das Herauslosen der photosynthetischen Proteinkomplexe aus der nativen
Thylakoidmembran erfolgte mittels Dodecyl-a-D-maltosid (a-DDM). Dabei wurde dieses
schonende, nichtionische Detergens in einer finalen Konzentration von 0,75 % (w/v)
verwendet. Die Solubilisierung der Proteinkomplexe fand fiir 20 Minuten bei 4° C und
leichtem Schwenken der Proben statt. Dabei wurden die Proben so dunkel wie moglich
gehalten, um ungewollte Anregung der photosensitiven Proteinmaschinerie zu vermeiden.
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Die solubilisierten Proben wurden anschlieBend durch Zentrifugation bei 13.000 rpm und

4° C fur drei Minuten von nicht l6slichen Bestandteilen getrennt.

2.8 Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation

Zur Auftrennung der solubilisierten Thylakoidmembran-Proteine wurden diese auf
Saccharosedichtegradienten geladen. Dabei kamen 19 % (w/v) Saccharose-Losungen in B1-
Puffer zum Einsatz, welche mit 0,03 % (w/v) a-DDM supplementiert wurden. Die Bildung
des Saccharosegradienten der bereiteten Losung erfolgte durch mehrmaliges Einfrieren
und schonendes Auftauen. Pro Gradient wurden solubilisierte Thylakoide entsprechend
einer Menge von 125 pg Chla verwendet. Die Auftrennung der Proteinkomplexe geschah

bei 27.000 rpm und 4° C fir 18 Stunden in Ausschwingrotoren.

2.9 Gesamtprotein Isolation

Fur die Isolation von Gesamtprotein aus Zellmaterial wurde dieses zunachst sedimentiert
und in flassigem Stickstoff eingefroren. Anschliefend wurde das gefrorene Zellsediment
mit 500 pl 90 % (v/v) Aceton fir Diatomeen oder 80 % (v/v) Aceton fiur A. thaliana/ C.
reinbardtii versetzt und mittels rotierendem Bohrkopf mechanisch aufgeschlossen. Die
gefallten Proteine wurden im Anschluss durch Zentrifugation vom Pigment enthaltenden,
acetonischen Uberstand getrennt. Der acetonische Pigmentextrakt diente zur Chlorophyll-
Konzentrations-Bestimmung (s. 2.10). Nach erfolgter Bestimmung des Chlorophyll-
Gehalts wurde das getrocknete Zellsediment in einer errechneten Menge
Proteinprobenpuffer rickgelost, um einen Chlorophyllgehalt von 0,5 pg Chla in 1 pl zu

gewahrleisten.
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Tabelle 2.9: Probenpuffer fiir Gesamtprotein

2x Proteinprobenpuffer
120 mM Tris
4 9% (w/v) SDS
30 % (w/v) Saccharose
40 mM DTT
pH 6,8 mit HCI

2.10 Chlorophyll-Bestimmung

Die spektroskopische Bestimmung des Chlorophyll-Gehalts erfolgte nach Jeffrey und
Humphrey (1975) fir C. meneghiniana, sowie nach Porra et al. (1989) fur A. thaliana. Die
Extraktion der Pigmente erfolgte mittels 90 % (v/v) Aceton im Falle von Diatomeen und
80 % (v/v) fur A. thaliana | C. reinbardtii. Der Chlorophyll-Gehalt diente folglich als
Approximation und Vergleich des photosynthetischen Protein-Gehalts der untersuchten
Proben. Somit konnten aquivalente Mengen spezifischer Proteinkomplexe aus
unterschiedlichen ~ Proben  adiquat  miteinander  verglichen — werden.  Zur
Absorptionsmessung kam ein Jasco V-650 Spektro-Photometer und eine Quartz-Kuavette

mit 1 cm Spalt zum Einsatz.

2.11 Aufkonzentrieren von Proben mittels Centricons

Zur Erhohung der Konzentration wurden gesammelte Fraktionen  der
Saccharosedichtegradienten in 30K- bzw. S0K-Centricons aufkonzentriert. Dafir wurden
die Proben in entsprechenden Centricons bei 6.000 x g und 4° C zentrifugiert, bis das
Probenvolumen 50-100 pl entsprach. Anschlieend erfolgte eine Chlorophyllbestimmung

der eingeengten Proben.
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2.12 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Fur die Auftrennung von Proteingemischen kamen verschiedene Protein-
Gelelektrophorese-Systeme zum Einsatz. So wurde sowohl auf denaturierende als auch

native Systeme zur Auftrennung zurtickgegriffen.

2.12.1 SDS-PAGE (Lammli, 1970)

Die standardmafige Auftrennung von Proteinextrakten erfolgte mittels 12 % (PAA v/v)
SDS-Gel nach Lammli (1970) im Tris-Glycin-System. Dabei erfolgte die Auftrennung
zunichst bei 15 mA pro Gel, bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten. Im
Anschluss wurden die Proteinproben bei 150 V aufgetrennt, bis die sich Bromphenolblau-
Front am Ende des Trenngels befand. Die Auftrennung in der Elektrophorese-Apparatur

erfolgte unter Zuhilfenahme des beschriebenen SDS-Laufpuffers.

Tabelle 2.10: Komponenten fiir zweimal 12 % SDS-Gel nach Limmli (1970).

Chemikalie Menge fiir 2x Menge fiir 2x

12 % (v/v) Trenngel 4 % (v/v) Sammelgel
1,5 M Tris pH 8,5 Sml -
0,5 M Tris pH 6,8 - 2,5 ml
Acrylamid (RotiGel 40/29:1) 4,5 ml 0,75 ml
10 % (w/v) SDS 150 pl 75 pl
TEMED 20 pl 20pl
10 % APS 75 ul 30 pl
ddHO ad. 15 ml ad. 7,5 ml

Tabelle 2.11: Komponenten fiir SDS-Laufpuffer nach Limmli (1970).

Chemikalie SDS-Laufpuffer
Tris 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 0,1 % (w/v)
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2.12.2 Phos-tag™-PAGE (Kinoshita et al., 2009; Longoni et al., 2015)

Zur quantitativen Analyse der Phosphorylierung spezifischer Proteine kam ein Drei-Lagen
Phos-tag™ Gelsystem nach Longoni et a/. (2015) zum Einsatz. Dabei wurden zunichst die
unteren beiden Schichten, bestehend aus schwerem Gel (5 ml) zur reguliren Auftrennung
sowie leichtem Gel (3 ml) inklusive Phos-tag™, fiar die Phospho-Separation,
aufeinandergeschichtet. Es folgte ein Mischen der beiden Gellosungen an der Phasengrenze
mittels beschichtetem Papier. Nach Auspolymerisieren der beiden Losungen, unter
Luftausschluss durch Isopropanol, wurde das Sammelgel (2 ml) eingegossen. Alle
Gelldsungen dieses Systems wurden vor Einfillen in die Gelplatten in einer Vakuumglocke
entgast. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte bei maximal 30 mA pro
Gel fiir 3 - 4 Stunden. Als Elektrophorese-Puffer kam der Phos-tag-Laufpuffer zum Einsatz.
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Proteinextrakte vor Gellauf in 2x Phos-tag™

Probenpuffer aufgenommen.

Tabelle 2.12: Komponenten fiir ein Phos-tag™ Gel nach Longoni ez al. (2015).

Chemikalie Schweres Trenngel Leichtes Trenngel Sammelgel
Bis-Tris pH 6,8 357 mM 357 mM 357 mM
Acrylamid 9 % (v/v) 8 %0 (v/v) 4 9% (v/v)
(RotiGel40/37,5:1)

TEMED 0,05 % (v/v) 0,05 % (v/v) 0,1 % (v/v)
APS 0,025 % (v/v) 0,05 % (v/v) 0,05 % (v/v)
Glycerin 30% (w/v) - -
Phos-tag™ - 58 uyM -

ZnCl, - 10 mM -
Coomassie G-250 - 0,01 % (w/v) -
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Tabelle 2.13: Komponenten fiir Phos-tag™ Laufpuffer.

Phos-tag™ Laufpuffer
100 mM Tris
100 mM MOPS
0,1 % (w/v) SDS
5 mM NaHSO;

Tabelle 2.14: Probenpuffer fiir Phos-tag™ Proben.

2x Phos-tag™ Probenpuffer

244 mM Tris
2 % (w/v) LDS
10 9% (w/v) Glycerin
100 mM DTT
0,33 mM Coomassie G-250
pH 8,5 mit HCI

2.12.3 IpBN-PAGE (Schigger und Jagow, 1991; Jarvi et al., 2011)

Im Gegensatz zu den SDS beinhaltenden, denaturierenden Elektrophorese-Verfahren,
diente die IpBN-PAGE nach Jarvi et al. (2011) der Auftrennung von Protein-Gemischen in
nahezu nativem Zustand. Hierzu wurden drei Losungen vorbereitet, wobei die schwere
und leichte Trenngel-Losung in einem Gradientenmischer graduell vermischt wurden.
Dieses Verfahren ermoglicht die native Auftrennung in einem PAA-Gradienten; in dieser
Arbeit 3,5-12 % (v/v) PAA. Dem Gieflen des Gelgemischs folgte eine direkte
Uberschichtung mit Sammelgel und Auspolymerisieren der Losungen fiir ca. eine Stunde.
Die zu untersuchenden Proben wurden vor dem Aufladen 1:10 mit BN-Ladepuffer versetzt.
Ebenso wurden leere Taschen der IpBN-Gele mit selbigem Puffer beladen, um eine
ungestorte elektrophoretische Auftrennung der Proteinkomplexe zu gewahrleisten. Das
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Einlaufen der Proben durch das Sammelgel erfolgte bei 80 V in BN-Kathodenpuffer mit
0,02 % (w/v) Coomassie G-250. Daraufhin wurde der Puffer mit seinem ungefarbten
Pendant substituiert und die Auftrennung erfolgte bis Auslaufen der Coomassie-Front bei
160 V. Der BN-Anodenpuffer fand durchgingig Verwendung. Die maximale Stromstarke

des IpBN-Laufs wurde auf 5 mA begrenzt.

Tabelle 2.15: Komponenten fiir ein IpBN-Gel 3,5 - 12 % PAA nach Jarvi et al. (2011).

Chemikalie Schweres Trenngel Leichtes Trenngel Sammelgel
Acrylamid 0,97 ml 0,272 ml 0,288 ml
(RotiGel40/37,5:1)

3x Gel-Puffer BN 1 ml 1 ml 1,5 ml

75 % (v/v) Glycerin 0,74 ml 0,18 ml -

TEMED 6 pl 6 pl 20 pl

10 % (w/v) APS 20 pl 20 pl 50 pl

2 % (v/v) Bisacrylamid 77,5 pl 21,7 pl 1,206 ml
ddHO ad. 3 ml ad. 3 ml ad. 4,5 ml

Tabelle 2.16: Komponenten fiir BN Gel- und Ladepuffer nach Schiagger und Jagow (1991).

2x Bis-Tris ACA BN-Ladepuffer 3x Gelpuffer

0,2 M Bis-Tris 50 mg Coomassie G-250 1,5 M 6-Aminocapronsaure
1 M 6-Aminocapronsaure 500 pl 2x Bis-Tris ACA 0,15 M Bis-Tris

pH 7,0 mit HCI 400 pl 75 9% (w/v) Saccharose pH 7,0 mit HCI

ad. 1 ml ddH,O

Tabelle 2.17: Komponenten fiir BN-Elektrophoresepuffer nach Schiagger und Jagow (1991).

Chemikalie BN-Anodenpuffer BN-Kathodenpuffer
Bis-Tris 50 mM 15 mM
Tricin - 50 mM

pH 7,0 mit HCI pH 7,0 mit HCI
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2.12.4 2D-PAGE

Nach erfolgreicher Auftrennung von Proteinkomplexen in nativem Zustand mittels [pBN-
PAGE fand zudem mit ausgewihlten Proben eine weitere elektrophoretische Auftrennung
in zweiter Dimension statt (2D-PAGE). Hierfir wurden entweder ganze Streifen der [pBN-
Gele oder auch einzelne gefarbte Komplexe aus dem Gel ausgeschnitten. Diese wurden
daraufthin mittels spezieller Puffer denaturiert, abhangig von der Art des zweiten
Gelsystems. Die Denaturierung fiir anschlieBende Lammli SDS-Gele erfolgte fiir wenige
Minuten bei Raumtemperatur, wohingegen jene fur 2D-Phos-tag™ PAGE bei 70° C fur
mindestens 30 Minuten inkubiert wurde. Die 2D-Elektrophorese erfolgte nach den im

Gelsystem beschriebenen Parametern.

Tabelle 2.18: Komponenten der 2D-Aquilibrierungspuffer fiir SDS-Gele (LI; angelehnt an Schigger und
Jagow (1991)) sowie fiir Phos-tag™ Gele (Pt; nach Longoni et al. (2015)).

2D-Puffer L1 2D-Puffer Pt
Glycerin 2 9% (w/v) 22,2 % (w/v)
B-Mercaptoethanol 3% (v/v) 5% (v/v)
SDS 2,5 % (w/v) 4,3 % (w/v)
Tris-HCI pH 6,8 75 mM 138 mM
Urea - 6M

2.13 Western-Blot (Towbin et al., 1979)

Der Transfer von Proteinen aus PAA-Gelen erfolgte mittels Western-Blot auf Nitrocellulose
nach Towbin ez al. (1979). Dabei wurde die Nitrocellulose-Membran (0,45 pm PorengrofSe)
auf drei Lagen Whatman-Papier geschichtet. Darauf folgte das entsprechende PAA-Gel und
drei weitere Lagen Whatman-Papier. Alle Komponenten wurden zuvor im jeweiligen
Transferpuffer, abhingig vom verwendeten Gelsystem, getrinkt. Der Transfer der Proteine

auf die Membran erfolgte im Gelsystem spezifischen Puffer bei 1,5 mA/cm?. Im Semi-Dry
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Blotting Verfahren lief der Transfer fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur, wohingegen der
Transfer im Tank-Blot bei 4° C fiir 16 Stunden durchgefithrt wurde.

Fir den Transfer von Proteinen aus Pho-tag™ Gelen wurden diese vor dem Western-Blot
mit Puffern gewaschen, um tberschiissige Ionen aus dem PAA-Gel zu entfernen. Dazu
wurde das Gel sechs Mal fiir je 10 Minuten in Waschpuffer I und anschliefend drei Mal 10

Minuten in Waschpuffer II inkubiert. Darauf folgte der Western-Blot wie beschrieben.

Tabelle 2.19: Fiir Western Blot verwendete Transferpuffer.

Chemikalie Transferpuffer Towbin Phos-tag™ Transferpuffer
Tris 25 mM 25 mM

Glycin 190 mM 192 mM

SDS 0,1 % (w/v) -

Methanol 10 % (v/v) 10 % (v/v)

EDTA 1 mM

Tabelle 2.20: Komponenten fiir Waschpuffer zum Proteintransfer aus Phos-tag™ Gelen.

Chemikalie Waschpuffer I Waschpuffer II
Tris 25 mM 25 mM
Glycin 192 mM 192 mM
EDTA 10 mM 1 mM
pH 7,4 mit HCI pH 7,4 mit HCI

2.14 Immunologische Analysen

Der immunologische Nachweis spezifischer Proteine erfolgte nach Transfer von
Proteingemischen auf Nitrocellulose Membranen. Der Inkubation der Membranen in
Antikorper-Losungen ging ein Blockieren der freien Bindestellen der Membranen voraus.
Dazu wurden entweder Milchpulver gesattigte Losungen, oder ROTI®ImmunoBlock
gesattigte Losungen verwendet. Die jeweilige Blockier-Losung wurde Primar-Antikorper

spezifisch angepasst und ist 2.22 zu entnehmen. Blockier-Losungen wurden als 5§ %ige
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Losungen in 1x TBS-T angesetzt. Zwischen Antikorper-Inkubation wurden die

Membranen je drei Mal 10 Minuten mit TBS-T gewaschen.

Tabelle 2.21: Komponenten fiir TBS-T Puffer

TBS-T Puffer
150 mM NaCl
7,7 mM Tris
0,1 % (v/v) Polysorbat 20
pH 7,5 mit HCI
Tabelle 2.22: Verwendete Antikorper

Name Verdiinnung Blockier Agens Herkunft
o-Lhcx6 1 1:5.000 / 1:10.000 Milchpulver Diese Arbeit s. 2.16
o-Phospho- 1:3.000 ImmunoBlock NovusBio
Threonin
o-Phospho-Serin  1:3.000 ImmunoBlock NovusBio
o-PsbA/D 1:3.000 Milchpulver Agrisera
o-Cm-FCP 1:3.000 Milchpulver AK Buchel
o-Cc-FCP 1:3.000 Milchpulver Eppard und Rhiel
o-FCP6 (Lx1) 1:3000 Milchpulver Eppard und Rhiel
Goat-anti-rabbit-  1:10.000 Milchpulver Calbiochem
HRP

Die Detektion der spezifischen, Primar-Antikorper gesattigten Proteine erfolgte durch den
Einsatz eines sekundaren Antikorpers, gekoppelt mit einer Meerrettichperoxidase (Goat-
anti-rabbit-HRP). Die HRP-Reaktion wurde mittels ECL-Losung verstirkt und die
Chemilumineszenz entweder mit Hilfe des INTAS ChemoStar Imagers oder mittels

Rontgenfilm detektiert. Dabei wurden 50 ml der ECL-Losung 20 pl 30 % (v/v)
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Wasserstoffperoxid hinzugefiigt. Die Losungen fir die Rontgenfilm-Detektion sind in 2.23

zu finden.

Tabelle 2.23: Losungen fiir immunologischen Protein-Nachweis.

ECL-L6sung Entwickler Fixierer Stopp

100 mM Tris-HCl pH 8,5 | 1:5 Tetemal Rontgen 1:4 ADEFOFIX 2 % (Vv/v)
Konzentrat Essigsaure

400 uM p-Cumarsaure | ddH.O ddH.O ddHO

2,5 mM Luminol

2.15 Harsh-Stripping von Western-Blot Membranen

Fur eine erneute Beprobung einer Western-Blot Membran mit anderem Primar-Antikorper
wurde die Membran einem Strip unterzogen. Dafiir wurde diese zunachst von ECL-Resten,
durch 3-maliges Waschen in TBS-T Puffer, befreit. Darauthin folgte eine Inkubation der
Membran in Harsh-Stripping Puffer fir 30 Minuten. Diese Inkubation wurde im
Hybridisierungsofen bei 50° C unter konstantem Rotieren durchgefiihrt. Im Anschluss
wurde die Membran sechsmal 10 Minuten mit TBS-T gewaschen, worauf ein erneutes
Blockieren der Membran erfolgte. Schlussendlich wurde die gewaschene Membran erneut

mit Primar-Antikorper inkubiert und die Immunodetektion wie beschrieben fortgeftihrt.

Tabelle 2.24: Komponenten des Harsh-Stripping Puffers

Harsh-Stripping Puffer
125 mM Tris-HCI pH 6,8
4 9% (w/v) SDS
1,6 % (v/v) 8-Mercaptoethanol
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2.16 Herstellung des Lhcx6_1 spezifischen Antikorpers

Der Antikorper gegen das Lhex6_1 Protein aus C. meneghiniana wurde mittels ,,Classical
Program 87 days* von Eurogentec hergestellt. Hierfir wurde zunachst ein 16 Aminosauren
umfassendes Epitop am C-Terminus der translatierten DNA-Sequenz ausgesucht. Dieses
Peptid wurde zur Synthese durch Eurogentec in Auftrag gegeben und mittels eines
zusatzlichen Cysteins an das Tragerprotein: Schlitzschnecken-Hamocyanin (Keyhole
limpet hemocyanin = KLH) gekoppelt. Nach Bereitstellung der Pra-Immunseren von funf
Kaninchen durch Eurogentec und das Austesten der Immunreaktion auf C. meneghiniana
Gesamtprotein im Zuge dieser Arbeit, wurden zwei der Tiere mit dem Epitop-
Tragerprotein durch den Hersteller beimpft. Die Injektionen erfolgten vier Mal, an Tag 0,
Tag 14, Tag 28 und Tag 56. Die finale Blutung von Tag 87 fand infolgedessen als Antikorper
Verwendung.

Lhcx6_1 Proteinsequenz aus C. meneghiniana:

NT- MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAPKKAAAVKK
PAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFIIPEKC
AYDGSFGDDFLAPTGRALEVENTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGTRTDAKIEGLG
WRPKTESEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGFVSW - CT

2.17 Molekularbiologische Verfahren zur Nukleinsiaure-Analytik

2.17.1 DNA-Isolation

Fur die Isolation von genomischer DNA kam eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1) (PCI) Extraktion zum Einsatz. Hierfir wurden zunichst mehrere 100 mg Zellen
in flussigem Stickstoff gefroren und im Anschluss in flissigem Stickstoff gemorsert. Das
Morsern der Zellproben wurde so lange durchgefiihrt, bis ein feines Pulver entstand. Dieses
wurde darauthin in Reaktionsgefife Gberfihrt und mit 500 pl 2x CTAB-Puffer versetzt.
Die wissrige Probe wurde fiir 15 Minuten bei 65° C inkubiert. Nach kurzem Abkiihlen auf

Eis erfolgte die Zugabe eines Volumens PCI. Der Ansatz wurde mehrfach invertiert und
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fur finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fir finf
Minuten bei 12.000 x g und ein Uberfithren der oberen, wassrigen Phase in ein neues
Reaktionsgefaf. Diese Phase wurde daraufhin erneut mit einem Volumen Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) wie zuvor extrahiert. Anschliefend folgte eine finale Extraktion der
wassrigen Phase mit einem Volumen Chloroform wie beschrieben. Die in dieser Phase
befindlichen Nukleinsauren wurden darauf, unter Zuhilfenahme eines Volumens
Isopropanol und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,8, bei -20° C fiir mindestens eine
Stunde gefallt. Die ausgefallenen Nukleinsauren wurden darauthin bei 12.000 x g und 4° C
fiir 30 Minuten sedimentiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Sediment zwei
Mal mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, um Salzreste zu entfernen. Es folgte eine Trocknung
des Nukleinsdure-Sediments bei 37° C im Heizblock. RNA-Bestandteile wurden
anschliefend, unter Zugabe von 100 pul ddH>O mit 5 % (v/v) 10 mg/ml RNase A (Thermo
Scientific), fir eine Stunde bei 37° C verdaut. Die abschliefende Aufreinigung der DNA
erfolgte mittels PCI wie beschrieben. Es folgte eine weitere Aufreinigung der wassrigen
DNA-Phase mit einem Volumen Chloroform. Die Prazipitation der DNA, sowie das
Waschen, wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Die DNA wurde in 10 — 20 pl
ddH,O  riickgelost und die  Nukleinsaure-Konzentration  mittels NanoDrop

spektroskopisch bestimmt.

Tabelle 2.25: Komponenten fiir 2x CTAB-Puffer.

2x CTAB-Puffer
2 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid
20 mM Na;EDTA
1,4 M NaCl
10 pg/pl Proteinase K (Thermo Scientific)
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2.17.2 RNA-Isolation

Um eine gleichbleibende Qualitit der RNA-Proben zu gewahrleisten, wurden die RNAs
mittels Analytik Jena innuPREP Plant RNA Kit isoliert. Die Isolation von 20 — 200 mg, in
flissigem Stickstoff gemorsertem Zellmaterial erfolgte nach Herstellerangaben. Fur die
Lyse der Zellen wurde Lysis Buffer RL fiir 10 Minuten unter konstantem Schwenken
verwendet. Die Elution der RNAs erfolgte mit 20 pl RNase freiem Wasser. Die
Konzentration der eluierten RNA wurde mittels NanoDrop bestimmt. Der Isolation von
RNAs folgte ein Beseitigen moglicher DNA-Kontamination mit DNase. Dafiir wurden je
1,5 pg RNA mit 1 U DNase I (Thermo Scientific) bei 37° C fiir eine Stunde verdaut. Die
DNase Reaktion wurde unter Zugabe von 1 mM EDTA (Endkonzentration) und Autheizen

bei 65° C fiir 10 Minuten gestoppt.

2.17.3 cDNA-Synthese

Die isolierte, instabile RNA wurde fir weitere Analysen in cDNA umgeschrieben. Hierfir
wurden je 1 pg der DNase verdauten RNAs fir die cDNA-Synthese verwendet. Die
Reaktion erfolgte unter Zuhilfenahme des Oligo(dT)18-Primers und M-MuLV Reverser

Transkriptase (New England Biolabs) in 20 pl Reaktionen im PCR-cycler.

Tabelle 2.26: Ansatz fiir eine cDNA-Synthese mit M-MuLV Reverser Transkriptase

I. Denaturieren der Primer und der RNA
1 pg DNase verdaute RNA
2 pl 50 pM dT1s)-Primer
2 pl 5 mM dNTPs
ad. 10 pl ddH,O
- Funf Minuten 65° C und Abkiihlen aus Eis
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II. cDNA-Synthese
2 pl 10x M-MuLV Puffer
2 pl M-MuLV Reverse Transcriptase (10 U/ul)
0,2 pl RNase Inhibitor (40 U/pl)
ad. 20 pl ddH,O
- 42° C fir eine Stunde
- 65° C fiir 10 Minuten

2.17.4 Quantitative Echtzeit PCR (qQRT-PCR)

Die Bestimmung der Transkriptmenge ausgesuchter Gene von in cDNA umgeschriebener
RNA-Isolate erfolgte mittels QRT-PCR. Fiir diese PCR fand der 2x qPCR S’Green Blue Mix
von Biozym Verwendung, welcher vor dem Einsatz mit ROX (Biozym) versetzt wurde, um
eine Endkonzentration des Stoffes von 100 nM im Reaktionsansatz zu gewahrleisten. Die
Primer wurden in einer Endkonzentration von jeweils 400 nM verwendet. Die cDNAs
kamen in 1:5 oder 1:10 Verdinnungen mit ddH,O zum Einsatz. Tabelle 2.27 und 2.28
zeigen den qRT-PCR Ansatz sowie die Cycling Instruktionen. Die qRT-Primer wurden so

gewahlt, dass alle Amplifikate eine GrofSe von 150 - 250 bp besitzen.

Tabelle 2.27: Ansatz fiir qRT-PCR

Komponente Menge

2x qPCR S$’Green BlueMix + ROX 10 pl

10 pM Primer forward 0,8 pl

10 pM Primer reverse 0,8 pl

Template 1 pl verdiinnte cDNA
ddH,O Ad. 20 pl
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Tabelle 2.28: Programm fiir qRT-PCRs

Initiale Denaturierung 95°C 10 Minuten
95°C 5 Sekunden
40 Zyklen 52°C 15 Sekunden
72°C 15 Sekunden
Schmelzanalyse 95°C 1 Minute
55°C 30 Sekunden
Aufheizen mit 0,1° C/sauf 95°C 30 Sekunden

Die qRT-PCRs wurden in einer Rotor-Gene Q (QiaGen) oder einer MxPro 3000P (Agilent)
Maschine durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte in der entsprechenden Software. Alle Proben
wurden in technischen Triplikaten vermessen, von denen vereinzelt Ausreiffer mit einem
CT-Unterschied von >1 CT zu den anderen Replikaten ausgesondert wurden. Die
Auswertung erfolgte immer als Mittelwert der Replikate und der Berechnung der relativen
Expression mit der 22ACT-Methode nach Livak und Schmittgen (2001) unter Verwendung
einer Housekeeping-Gen Kontrolle (Histon 4). Als Negativkontrolle kam zu jedem qRT-
Ansatz ein Triplikat ohne cDNA zum Einsatz. QRT-PCRs wurden nur als aussagekriftig mit

einem einzigen, sauberen Maximum in der Schmelzkurve pro untersuchten Transkript

behandelt.

2.17.5 Tag-PCR

Die Vervielfiltigung von DNA zu diagnostischen Zwecken wurde mit Hilfe des Red Tag
DNA Polymerase Master Mix von VWR durchgefiihrt. Ein Standardansatz ist Tabelle 2.29
zu entnehmen. Die Amplifikation wurde im PCR-cycler nach dem in Tabelle 2.30
dargestellten Programm durchgefihrt. Dabei wurde die Annealing-Temperatur der Primer

so gewahlt, dass diese 5° C unter der niedrigsten Schmelztemperatur des Primerpaars liegt.
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Die Vervielfaltigung der DNA erfolgte bei 72° C und 60 Sekunden Amplifikationszeit fur

1.000 bp.

Tabelle 2.29: Ansatz fiir Taq-PCR

Komponente Menge

2x Red Taq Master Mix 7,5 pl

10 pM Primer forward 0,75 pl

10 pM Primer reverse 0,75 pl
Template gDNA: 50 ng

plasmid DNA: 5 ng

ddH,O ad. 15 pl

Tabelle 2.30: Programm fiir Taq-PCRs

Initiale Denaturierung 95°C 3 Minuten
95°C 15 Sekunden
28 — 35 Zyklen 50-65°C 20 Sekunden
72°C 60 Sekunden pro 1.000 bp
Finale Elongation 72°C 3 Minuten
2.17.6 Pfu-PCR

Um eine fehlerfreie Amplifikation von DNA-Fragmenten zu erreichen, wurde fir die
Vervielfaltigung zu klonierender DNA-Sticke die Pfu-Polymerase (Thermo Scientific)
verwendet. Die Pfu-Polymerase kam fir Amplifikate bis 2000 Basenpaare zum Einsatz.
Tabelle 2.31 sind die Komponenten des Pfu-PCR Ansatzes zu entnehmen. Das
Standardprotokoll ist in Tabelle 2.32 dargestellt. Die Annealing-Temperatur wurde hier

ebenso 5° C unter minimaler Schmelztemperatur des Primer Paars gewahlt.
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Tabelle 2.31: Pfu-PCR Ansatz

10x Pfu Puffer 1x Pfu-PCR Ansatz
100 mM Tris 2 pl 10x Pfu Puffer
250 mM KCl 1,7 pl 3 M Betain

50 mM (NH,),SOx 1,6 ul 5 mM dNTPs
20 mM MgSO, 1,5 pl Pfu-Polymerase

1 pl je Primer
1 pl Template
ad. 20 pl dd H.O

Tabelle 2.32: Programm fiir Pfu-PCRs

Initiale Denaturierung 95°C 3 Minuten
95°C 15 Sekunden
28 - 35 Zyklen 50-65°C 20 Sekunden
68° C 60 Sekunden pro 1.000 bp
Finale Elongation 68° C 3 Minuten
2.17.7 Phusion-PCR

Eine Amplifikation von DNA mittels Phusion-Polymerase (Thermo Scientific) wurde far
grole oder schwierig zu vervielfiltigende Fragmente eingesetzt. Zudem wurde bei
schwierigen Amplifikationen der GC-Puffer zu Hilfe genommen sowie DMSO. DMSO-
Zugabe erfolgte zwischen 1 und 3 % (v/v) Endkonzentration. Die Annealing-Temperaturen
der Primer wurden mittels NEB Tm Calculator bestimmt. Mengen fiir einen PCR-Ansatz
sowie das verwendete Standardprogramm sind Tabelle 2.33 und 2.34 zu entnehmen.
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Tabelle 2.33: Phusion-PCR Ansatz

Komponente Menge

5x Phusion HF/GC Puffer 4l

10 pM Primer forward 1pl

10 pM Primer reverse 1pl

5 mM dNTPs 0,8 pl

Phusion-Polymerase 0,2 pl

Template gDNA: 50 ng
plasmid DNA: 5 ng

ddH.O ad. 20 pl

Tabelle 2.34: Programm fiir Phusion-PCRs

Initiale Denaturierung 98°C 3 Minuten

98° C 15 Sekunden
28 - 35 Zyklen 50-65°C 20 Sekunden

72°C 20 Sekunden pro 1.000 bp
Finale Elongation 72°C 3 Minuten

2.17.8 Hot-Fusion (HF) (Fu et al., 2014)

Die Klonierung spezifischer DNA-Fragmente in linearisierte Vektoren erfolgte mittels Hot-
Fusion (HF) nach Fu et al. (2014). Dafiir wurden ausgewahlte Plasmide zunachst mit Fast-
Digest Restriktionsenzymen 1 — 3 Stunden bei 37° C verdaut. Es folgte eine Inaktivierung
des Verdaus bei 80° C fiir 10 Minuten. Die in diesen Vektor einzubringenden DNA-
Fragmente wurden mittels Hot-Fusion Primer (vgl. 2.2), mit 15 - 20 bp Uberhang zum
Vektor an 5" sowie 3" Ende und Pfu- oder Phusion-Polymerase amplifiziert.
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Es folgte eine Inkubation des geschnittenen Vektors und der PCR-Produkte, mit Vektor-
spezifischen Uberhangen, bei 50° C fiir 15 Minuten oder eine Stunde, abhingig von der
Grofle des einzubringenden Fragments. Die Komponenten solch eines Hot-Fusion
Ansatzes sind Tabelle 2.35 zu entnehmen. Bei mehreren Inserts wurde die Menge der
einzelnen PCR-Produkte des HF-Ansatzes gleichmafig auf die Anzahl aufgeteilt. Der
Reaktionsansatz wurde anschlieSend bei 0,1° C/s auf 20° C abgekiihlt und E. co/ direkt im

Anschluss mit diesem transformiert (s. 2.18.2).

Tabelle 2.35: Komponenten fiir die Hot-Fusion-Reaktion.

5x Isothermer Puffer 2x Reaktionspuffer HF-Ansatz

25 % (v/v) PEG-8000 100 pl 5x Isothermer Puffer 1 pl Plasmid

500 mM Tris 6,25 pl 2 U/pl Phusion-Polymerase 1,5 pl PCR-Produkt
(Thermo Scientific)

50 mM MgCl, 0,2 pl 10 U/pl TS-Exonuclease 2,5 pl 2x Reaktionspuffer
(Thermo Scientific)

50 mM DTT ad. 250 pl ddH,O

1 mM dNTPs

5 mM NAD

pH 7,5 mit HCI

2.17.9 Restriktionsverdau

Der Verdau von Plasmiden wurde mittels Fast-Digest Restriktionsenzymen von Thermo
Scientific oder New England Biolabs. Dabei wurden 1 pg DNA mit 1 pl Enzym und
entsprechender Menge 10x CutSmart-Puffer (New England Biolabs) oder 10x Fast-Digest
Puffer (Thermo Scientific) bei 37° C fir 1 — 3 Stunden geschnitten. Die Inaktivierung der

Enzyme erfolgte darauthin bei 80° C fur 10 Minuten.
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2.17.10 Aufreinigung von DNA aus PCR und Restriktionsverdau

Zum Aufreinigen von Amplifikaten aus PCR-Reaktionen oder geschnittenen Plasmiden
aus Restriktionsverdau kam eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) (PCI)
Extraktion der Nukleinsauren zum Einsatz. Dafiir wurden die aufzureinigenden Proben
zunichst mit ddH,O auf 200 pl aufgefillt. Es folgte die Zugabe eins Volumens PCI und
mehrfaches Invertieren der Probe. Nach funfminitiger Inkubation des Gemischs bei
Raumtemperatur wurde dieses bei 12.000 x g fur finf Minuten abzentrifugiert. Die obere,
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefaf§ tberfihrt und mit einem Volumen
Chloroform versetzt. Nach mehrfachem Invertieren und Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das Gemisch bei 12.000 x g abzentrifugiert und die obere Phase erneut in ein weiteres
Reaktionsgefal§ tberfihrt. Die Nukleinsiuren wurden daraufthin mit zwei Volumen
Ethanol und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,8 bei -20° C fir mindestens eine Stunde
gefallt. Die ausgefallene DNA wurde bei 12.000 x g fiir 30 Minuten und 4° C sedimentiert.
Anschlieend wurde das Sediment zwei Mal mit je 500 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen.

Nach Trocknen der DNA bei 37° C wurde diese in 10 — 20 pl ddH»O rickgelost.

2.17.11 Sequenzierung (nach Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mittels Sanger Sequenzierung bei Eurofinsgenomics
oder Mircosynth Seqlab unter Verwendung von ausgewihlten Oligonukleotid-Startern.

Fur die Sequenzierung kamen 500 ng Plasmid und 2,5 pl 10 pM Primer zum Einsatz.

2.17.12 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Dafiir kamen 1 %
(w/v) oder 2 % (w/v) Agarosegele, je nach aufzutrennenden Fragmenten zum Einsatz.
Sowohl fir die Bereitung der Gelmatrix, als auch als Laufpuffer wurde TAE-Puffer

verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 — 100 V. Als Groflenstandard diente der
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GeneRuler™ Ladder Mix (Thermo Scientific), als Ladepuffer der 6x TriTrack DNA

Loading Dye (Thermo Scientific).

Tabelle 2.36: Komponenten fiir 1x TAE-Puffer.
TAE-Puffer

40 mM Tris
1mM EDTA
20 mM Essigsaure

Das Farben der Agarosegele, zur Detektion der aufgetrennten Nukleinsduren, erfolgte mit
20 mM Ehtidiumbromid-Losungen fiir 5 — 10 Minuten unter konstantem Schiitteln. Die
DNA-Ethidiumbromid Interkalation wurde mittels UV-Transilluminator detektiert und

ein invertiertes Lichtbild aufgenommen.

2.18 Transformation von Organismen

2.18.1 Herstellung Chemokompetenter E. coli Zellen

Die verwendeten E. coli Zellen wurden mit Hilfe von Chemikalien zur Hitzeschock-
vermittelten Aufnahme von Fremd-DNA befahigt. Dazu wurden 5 ml LB-Medium tber
Nacht bei 37° C mit dem gewunschten E. coli Stamm schittelnd inokuliert. Mit 2 ml der
Ubernachtkultur wurden anschliefend 200 ml LB angeimpft und die Kultur bis zu einer
ODsoo von 0,6 bei 37° C wachsen lassen. Es folgte eine Ernte der Zellen bei 3500 xg und 4°
C fiir 10 Minuten. Nach Entfernen des Uberstands wurden die sedimentierten Zellen in 40
ml TFB; riickgelost und darin 90 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden diese
erneut bei diesmal 650 xg und 4° C fir fiinf Minuten geerntet und in 8 ml TFB; riickgelost.
Die TFB-Puffer sind Tabelle 2.37 zu entnehmen, es kamen Kaliumchlorid (KCI)- sowie
Rubidiumchlorid (RbCI)-Puffer zum Einsatz. Die Puffer wurden durch 0,2 pm Filter
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sterilfiltriert. Die Zellen wurden zu je 100 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80° C gelagert.

Tabelle 2.37: Komponenten fiir die Chemokompetenz-Puffer.

TFB; CaCl, TFB, CaCl, TFB: RbCl TFB, RbCl

30 mM K-Acetat 10 mM MOPS 30 mM K-Acetat 10 mM MOPS

50 mM MnCl, 10 mM KCI 50 mM MnCl, 10 mM RbCl

400 mM KClI 75 mM CaCl, 100 mM RbCl 75 mM CaCl,

10 mM CaCl, 15 9% (v/v) Glycerin 10 mM CaCl, 15 % (v/v) Glycerin
15 % (v/v) Glycerin 15 % (v/v) Glycerin

pH 5.8 pH 7,0 pH §5,8 pH 7,0

2.18.2 Transformation von E. coli

Zur biologischen Vervielfaltigung von Plasmid-DNA wurde E. coli mit diesen
transformiert. Dafiir wurden die chemokompetenten Zellen uber Hitzeschock
transformiert. Die kompetenten Zellen wurden schonend auf Eis aufgetaut und mit
wenigen ng des zu vervielfaltigenden Plasmids versetzt. Es folgte eine Inkubation auf Eis
fir 30 Minuten. Darauf wurde das Zell-Plasmid Gemisch einem Hitzeschock bei 42° C fiir
45 Sekunden ausgesetzt und darauf drei Minuten auf Eis abgekihlt. Das Gemisch wurde
mit 200 ul LB-Medium versetzt und bei 37° C schittelnd fiir 30 Minuten inkubiert. Darauf
folgte ein Ausplattieren der Zellen auf LB-Platten mit dem noétigen Selektions-
Antibiotikum (s. 2.18.7) und Inkubation bei 37° C tber Nacht zum Erhalt vereinzelter

Kolonien.
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2.18.3 Transformation C. meneghiniana

Fir C. meneghiniana wurden verschiedene Methoden der Transformation ausgetestet.
Dabei kamen Elektroporation und bakterielle Konjugation als neue Methodiken zum
Einsatz, welche zunachst etabliert wurden. Die methodische Auflistung bezieht sich auf die
etablierten Optimalprotokolle. Fur alle Transformationsmethodiken wurden 5 — 7 Tage
alte Zellkulturen verwendet, da diese die besten Ergebnisse erzielten. Die Zellen wurden
vor jeder Methode mittels Neubauer Zahlkammer in Triplikaten gezihlt und bei 1500 -
2500 xg fur wenige Minuten schonend sedimentiert. Darauthin wurden diese im fir die
notige Zellmenge ermittelten Volumen Medium resuspendiert. Die Selektion der
Transformanten erfolgte auf 100 pg/ml Nourseothricin ASP-Sil Platten bei 10 — 20 pmol

Photonen/m?s fir 16 h pro Tag und 16° C.

2.18.4 Biolistische Transformation (Sanford et al., 1987)

Fur die Biolistische Transformation wurden finf Mal 1x10® C. meneghiniana Zellen in ASP-
Sil auf Grofe eines zwei Euro Stticks auf ASP-Sil Platte ausgestrichen. Fur funf Schisse mit
je 1 pg Plasmid wurden 3 mg Wolfram-Partikel M10 mit einem Durchmesser von 0,7 pm
(Biorad) in einem Volumen von 50 pl mit ddH»O mit 5 pg Plasmid-DNA, 50 pl 2,5 M CaCl,
und 20 pl 0,1 M Spermidin gemischt. Nach Mischen des Ansatzes auf dem Vortex-Schuttler
fir eine Minute wurde dieser fur 10 Minuten ruhen gelassen. Darauf folgte eine kurze
Zentrifugation bei 13.000 rpm und Abnahme des Uberstands. Das Partikel-Gemisch wurde
folgend in 250 pl Ethanol rickgelost und gut vermischt. Nach 5-mindtiger Inkubation
wurde erneut wie beschrieben zentrifugiert und die Partikel in 50 pl Ethanol rackgelost.
Pro Transformation wurde die ausgestrichene Zellmenge mit 10 pl Partikellosung aus einer
Entfernung von ca. 20 cm, im Vakuum bei 140 mBar und 90 Bar Druck beschossen. Als
druckgebender Beschleuniger diente Stickstoff, wobei das Ventil fiir jeden Schuss 10 ms

geoffnet wurde. Dem Beschuss der Zellen folgte eine Dunkelinkubation bei 20° C uber
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Nacht. Am nachsten Tag wurden diese in ASP-Sil rickgelost und auf Selektionsplatten

ausgestrichen.

2.18.5 Elektroporation (Neumann et al., 1982)

Diese Methodik konnte aufgrund des Einsatzes eines Super Electroporator NEPA21 TYPE
II (NEPA GENE) etabliert werden. Fur die Elektroporation wurde die notige Menge C.
meneghiniana Zellen zunachst mit 0,77 M Mannitol + ASP (97,5 % v/v 0,77 M Mannitol,
2,5 % ASP) gewaschen. Dies erfolgte zwei Mal, wobei die Zellen jedes Mal bei 1500 xg
geerntet wurden. Die Zellen wurden letztendlich in 0,77 M Mannitol + ASP (97,5 % v/v
0,77 M Mannitol, 2,5 % ASP) rickgelost um eine Konzentration der Zellen von 2,5x107 in
35 pl zu erzielen. Dieses Volumen Zellen wurde in einer Kavette mit 2mm Spalt mit 1 pg
des linearisierten, aufgereinigten Plasmids (s. 2.17.10) vermengt und der Widerstand mit
dem salzreichen F/2 Medium auf 0,5 — 0,6 kQ justiert. Die Elektroporation erfolgte unter
dem Einsatz von 3 — 6 Poring Pulsen, je nach Widerstand. Diese Pulse wurden auf eine
Spannung von 300 V, 5 ms Lange, 50 ms Intervall zwischen den Pulsen und 10 %
Abklingrate eingestellt. Auf die Poring Pulse folgten 5 Transfer Pulse zu je 20 V, 50 ms
Lange, 50 ms Intervall, einer 40 %igen Abklingrate und Polarititswechsel von Puls zu Puls.
Die transformierten Zellen wurden unverziglich in je 5 ml ASP-Sil aufgenommen und 1,5
Stunden bei RT dunkel inkubiert. Danach folgte eine Inkubation tiber Nacht bei 20° C in

ca. 5 pmol Photonen/m?*’s Licht und schlussendlich Ausplattieren auf Selektionsplatte.

2.18.6 Bakterielle Konjugation (Diner et al., 2016)

Das Austesten und die gezeigten Daten der Konjugation von C. meneghiniana sind auf M.
Eudenbach (2020) zurickzufihren. Hierfir wurden die gewunschten Transfektions-

Plasmide in E. coli Stamm Dh10b-pTA-MOB iber Hitzeschock-Transformation
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eingebracht. Eine vereinzelte Kolonie wurde darauthin in 5 ml LB mit Gentamycin (25
pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) tber Nacht bei 37° C inkubiert und am nachsten Tag
50 ml LB mit einer kleinen Menge der Pra-Kultur inokuliert. Diese Kultur wurde bis zu
einer ODgoo von knapp tber 1,0 bei 37° C wachsen gelassen, bei 2500 xg 5 Minuten geerntet
und in 1 ml LB resuspendiert. 100 pl dieser Zellsuspension wurden mit 2*107 C.
meneghiniana Zellen auf Konjugationsmedium (66 % v/v ASP-Sil, 5 % (v/v) LB, 1,3 % (w/v)
Agar Agar) vermengt und fur 1,5 h bei RT dunkel inkubiert. Es folgte eine Inkubation der
Platten bei 16° C fir wenige Tage und anschlieBendes Riicklosen und Ausplattieren der

Zellen auf Selektionsplatten.

2.18.7 Verwendete Antibiotika

Die verwendeten Selektions-Antibiotika und deren Endkonzentration im Medium sind in

folgender Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 2.38: Verwendete Antibiotika zur Selektion.

Antibiotikum Organismus Endkonzentration
Ampicillin E. coli 100 pg/ml
Kanamycin E. coli 50 pg/ml
Gentamycin E. coli 25 pg/ml
Nourseothricin C. meneghiniana 100 pg/ml

2.19 Bioinformatische Analysen

2.19.1 Genom-Analyse mittels BLAST (Altschul et al., 1990)

Gene oder Proteine wurden mittels NCBI BLAST auf ihre Homologe untersucht. Die

untersuchten Referenzgenome sind in Tabelle 2.1 zu finden.
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2.19.2 Sequenzvergleich mittels Clustal-Alignment (Higgins und Sharp 1988)

Ahnlichkeitsvergleiche und Stammbaume wurden mittels Clusal ermittelt. Hierfur wurden

die iber NCBI BLAST ermittelten Sequenzen der Referenzgenome verwendet.

2.19.3 In Silico Phosphorylierungs-Vorhersage (Blom et al., 1999)

Mogliche Phosphorylierungsstellen des Lhex6_1 Proteins aus C. meneghiniana wurden tber

eine NetPhos Analyse vorhergesagt.

2.19.4 Protein-Modellierung mittels SWISS-MODEL (Guex et al., 2009)

Die Lhcx6_1 Proteinstruktur aus C. meneghiniana wurde mittels SWISS-MODEL
modelliert, wobei die Sequenz des angegebenen Referenzgenoms zum Einsatz kam. Die

Sequenz wurde im SWISS-Pdb-Viewer begutachtet.

2.19.5 Protein-Modellierung mittels I'TASSER (Yang und Zhang, 2015)

Die Lhex6_1 Struktur wurde vergleichend mittels '-TASSER modelliert, womit zusatzlich

eine Solvent Accessibility Prediction der Aminosauren des Proteins durchgefiithrt wurde.
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3. Ergebnisse
3.1 Lhcx6_1 aus Cyclotella meneghiniana

Trotz der 6kologischen und Signifikanz und des nicht zu unterschatzenden Forschungs-
Mehrwerts der Kieselalgen, sind bis dato nur wenige Spezies dieses Taxon sequenziert. Der
hier untersuchte Organismus Cyclotella meneghiniana SAG-1020-1a (ehemals Cyclotella
cryptica) gilt als eine der am besten untersuchten zentrischen Diatomeen in Belangen der
Photosynthese-Forschung, ohne jedoch eine vollstindige Sequenzierung des Genoms
aufweisen zu konnen. Dennoch wurde das Genom der eng verwandten, zentrischen
Diatomee Cyclotella cryptica im Jahre 2016 erstmalig sequenziert (Traller et al., 2016). Jenes
diente als Referenzgenom dieser Arbeit. Um genauere Aussagen tber das hier untersuchte
Lhcx6_1 Protein aus C. meneghiniana tatigen zu konnen und das zugrundeliegende Gen
molekularbiologisch zuginglich zu machen, wurde zunichst eine Sequenzierung des
lhex6_1-Gens des untersuchten Cyclotella Stamms vorgenommen. Die Sequenzierung
erfolgte in zwei separaten PCR-Amplifikationen des Gens aus gDNA, anschliefender
Klonierung in einen Expressionsvektor und Sequenzierung dessen. Im Folgenden ist die in
beiden Fallen erhaltene, identische DNA-Sequenz sowie deren Abweichung vom C. cryptica

Genom dargestellt.

C. cryptim ATGAAGCTCGCTATCCTTTCCACCCTCCTCGCCACTGCCTCCGCCTTCGCCCCGGCTCAA 60
C. menegbiniana ATGAAGCTCGCTATCCTTTCCACCCTCCTCGCCACCGCCTCCGCCTTCGCCCCGGCTCAA 60
Kokokkhkkkkkkkhkhkhkhkk Xk kkkhkhkhkk kA Kk kkhkhhkx Kkkkhkhkhkhkkxkkkkkkkxx &% %K%
C. Cryptica CAAGGCCCATCTATCACCGCCCTCGCTGCCACCCGCGCCGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 120
C. menegbim'ana CAGGGCCCATCTATCACCGCCCTCGCTGCCACCCGCGCCGTCGCCAAGGCCGCCCCTAAG 120
Kk KA AKAA KA A AA A A AR A A A A A A AR A A kA A A A AR Ak h kK
C. crypti(:a NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 180
C. menegbim'ana AAGGAAGCCGCACCAAAGAAGG———==————————————— CCGCCGCCGCCCCAAAGAAA 162
C. cryptica NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCGCCCAAGCTCCCCCTGGACTCGTCGGTGCCCTCCCC 240
C. menegbiniana GCCGCAGCAGTGAAGAAGCCCGCTGCCCAAGCTCCCCCTGGACTCGTCGGCGCCCTCCCC 222
hok kkkkkkkkhkhkkxkkkkhkhkhkkkkkkkk *hkxkx &k kkk
C. cryptica CCAGTAGGCTTCTTCGACCCCGCCGGATTCGCCGCCAAGGCCTCCCCCGAAGAACTCTCT 300
C. meneghiniana CCAGTAGGCTTCTTCGACCCCGCCGGATTCGCCGCCAAGGCCTCCCCTCAAGAGCTCGCT 282
KA KA A KA A AR AR A A A A I A A A R A A I A AN A A A A A A A A A ARk A Ak Kk Kk Kkk kkk kK
C. cryptica CGCTACCGTGAAGTCGAAATCATGCACGGACGTTTCGCCCAATTGGCCGTCCTCGGCTTC 360
C. menegbz'niana CGCTACCGTGAAGTCGAAATCATGCACGGACGTTTCGCCCAATTGGCCGTCCTCGGCTTC 342

R R S b I b b Sb b I S S SE I Sb b S SR S b b Sb S IR I 2h b S Sb e Sb b I 2h S b b Sb b S b b S Jb S Sb J Sb b I 2h b S Y
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C. cryptica ATCATCCCCGAGAAGTGTGCCTACGACGGCAGCTTCGGAGATGATTTCCTTGCCCCCACC 420
Clnwnqwhnhna ATCATCCCCGAGAAGTGCGCCTACGATGGCAGCTTCGGAGATGACTTCCTTGCCCCCACC 402
KARAAAKAAKNAIAAAA A, *AARAAIh, AhAAIAAA A IAAA A AA K,k Ak Ak A hA A kA Ak h k%
C.aypﬁaz GGACGTGCCCTTGAGGTCTTCAACACCGACCCCCTCTGGCTCGGACTCACTCTCGCAGTT 480
(lnwnqwhnhna GGACGTGCCCTGGAGGTCTTCAACACCGACCCCCTCTGGCTCGGACTCACTCTTGCCGTT 462
Kokkhkhkhkkk Kk hhhhkkhkkhhhh kA Ak khkhhhkk kA kkhhkhkhkkkkkkkhkhkhk* ** KKk
C.ayphka ATCTCGGCGCTCGAGACCGTTCGTCTCATTGAGACCGAGCCGGGAACTCGTACCGATGCC 540
Clnwnqwhnhna ATCTCTGCTCTCGAGACCGTTCGTCTCATTGAGACCGAGCCGGGAACTCGTACCGATGCC 5§22
Kokkkhk Kk Kk hkhhkh kXA Ak khhhk kA KAk kkhkhh kA Ak khhkhh kA KAk kkhkhkhk*k & & K %%
C.aypﬁaz AAGATCGAGAGTCTCGGTTGGCGACCCAAGACCGAGTCGGAGTACATCAACTACCAGGTT 600
(lnwnqwhnhna AAGATCGAGGGTCTCGGCTGGCGACCCAAGACCGAGTCGGAGTACATCAACTACCAGGTT 582
Kokkhkhkhkkkk Khhhhhhx Khhhhhh kA Ak hkhkhk kA Ak hhkhh kA XAk kkkhkhk*k & & K KKk K
C.ayphka CGTGAGCTTCAGCAGGGACGTCTTGCCATGCTTGCCTTTGCCGGAGAAGTTGCGCAAGAA 660
Clnwnqwhnhna CGTGAGCTTCAGCAGGGACGTCTTGCCATGCTTGCCTTTGCTGGAGAAGTTGCGCAAGAA 642
KA KA A A KA AR A AR A A A AR A AR A A A IAKRA KA AA I A AN AR A A XA kA Ak A A A A Ak Ak A kX kK
C.aypﬁaz TTGGTCAATGACAAGCCTCTTTTGGTGAACCTCCAAGACTCTGGCTTCGTCTCGTGGTAA 720
(annqwﬁﬁana TTGGTGAATGACAAGCCTCTTTTGGTGAACCTCCAAGACTCTGGCTTCGTCTCGTGGTAA 702

KEAKIAK A AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A A A A AR A A A AR A Xk k

Abbildung 3.1: Sequenzvergleich der DNA-Sequenz des lhcx6_1 Gens aus C. cryptica und C. meneghiniana mittels
Clustal Omega.

Der Vergleich der lhcx6_1 DNA-Sequenzen erfolgte mittels der C. cryptica Sequenz nach Traller et al. (2016) und der hier
sequenzierten C. meneghiniana Sequenz. Identische Nukleotide sind mit * dargestellt, wihrend fehlende Basen mit —
markiert sind. Nicht identische Nukleotide sind mit Leerzeichen versehen. Die Nummerierung des letzten Nukleotids
einer Reihe der dargestellten Sequenz befindet sich auf der rechten Seite der Abbildung. Unsicherheiten der
Sequenzierung des C. cryptica Genoms sind mit N versehen.

Des Weiteren ist die Translation der untersuchten Sequenzen aufgelistet, um die daraus

resultierenden Proteine beurteilen zu konnen.

C. cryptica
C. meneghiniana

MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 60
MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKK--—---— AAAAPKK 54

KAk A A IA KA AR Ah A A A A AR Ak A A A A Ak h A kA Xk, K

C. cryptica
C. meneghiniana

XXXXXXXAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPEELSRYREVEIMHGRFAQLAVLGE 120
AAAVKKPAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFE 114

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhoerhkoekhhkrhkhkhkhhkhkkhhkhkxhkxkxk

IIPEKCAYDGSFGDDFLAPTGRALEVENTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGTRTDA 180
IIPEKCAYDGSFGDDFLAPTGRALEVENTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGTRTDA 174

khkhkhkhkhkhkrhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkhkhhkrhhkhhhkrkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

C. cryptica
C. meneghiniana

C. cryptica
C. meneghiniana

KIESLGWRPKTESEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGEFVSW 239
KIEGLGWRPKTESEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGFVSW 233

KAk KA KA KR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A AR A AR AR A kA A A A A Ak Ak Ak h Kk

Abbildung 3.2: Sequenzvergleich der Protein-Sequenz des translatierten lhcx6_1 Gens aus C. cryptica und C.
meneghiniana mittels Clustal Omega.

Der Vergleich der lhex6_1 Protein-Sequenzen erfolgte mittels der translatierten C. cryptica Sequenz nach Traller ef al.
(2016) und der hier sequenzierten C. meneghiniana Sequenz. Identische Aminosiuren sind mit * dargestellt, wihrend
fehlende Aminosauren mit — markiert sind. Nicht identische Sequenzen sind mit Leerzeichen versehen. Ein konservativer
Austausch von Aminosiuren, mit ahnlicher biochemischer Eigenschaft, ist mit : gekennzeichnet, wahrend semi-
konservative Verdnderungen mit . aufgelistet sind. Die Nummerierung der letzten Aminosdure einer Reihe der
dargestellten Polypeptidkette befindet sich auf der rechten Seite der Abbildung. Fehlende Information aufgrund der
Unsicherheiten der Sequenzierung des C. cryptica Genoms sind mit X versehen. Eine Vorhersage des ER-Signal Peptids
ist rot unterlegt, das Plastiden-Transit Peptid griin nach Huesgen et a/. (2013) sowie Kilian und Kroth (2005). Die erste,

N-terminale Aminosiure der modellierten Strukeur (s. 3.4) ist fett dargestellt und unterstrichen.
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Die dargestellten Vergleiche der Sequenzen des lhcx6_1-Gens sowie dessen Protein-
Translation zeigen minimale Unterschiede. So konnten die Unsicherheiten der
Sequenzierung nach Traller er al. (2016) aufgelost werden. Bis auf drei Aminosaure-
Veranderungen, mit putativ wenig Effekt auf die Proteinstruktur /-Funktion, ist die
Polypeptidstruktur des Proteins beider Arten konserviert. Hierbei ist unter anderem ein
Aminosaure-Austausch von Glutaminsaure (E) zu Glutamin (Q) zu beobachten, welcher
aufgrund geringer physiochemischer Distanz der beiden Aminosauren zu vernachlassigen
ist (Grantham, 1974; Miyata et al., 1979). Auch eine mogliche Pigmentbindung ist durch
diesen Austausch noch gewahrleistet (Kihlbrandt et a/., 1994; Remelli et al., 1999; Wang et
al., 2019). Der beobachtete Austausch von Serin (S) zu Alanin (A) ist ebenso ein Austausch
mit geringer physiochemischer Distanz. Lediglich der letzte Austausch von Serin (S) zu
Glycin (G) birgt eine Veranderung der biochemischen Eigenschaften an dieser Stelle.

Des Weiteren ist ein Vergleich der ermittelten Lhcx6_1 Proteinsequenz aus C. meneghiniana

mit der ebenfalls zentrischen Diatomee T. pseudonana aufgelistet.

C. menegbim'ana MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAPKKAAAVKK 60

T. pseudomma MKLAIISTLIAGAAAFAPQTVGPSTSALSAT-——-—-—-—-——————————————————————— 31
KxK kK ohkk ok Ko kkkR KAK kKKK

C. menegbim'ana PAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFIIPEKC 120

T. pseudomma ————— RAGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPEELARYREVEIMHGRFAQMAVLGFIIPEKC 86

Ak KAXAKAAKA AR AXAKAAk AR XKk XXk k% . khkAkhkKkkkkAkhk Kk Ak Kk hkk% . Ak Kk hkKkkhkkk Kk kK

C. meneghiniana AYDGSFGDDFLAPTGRALEVFNTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGTRTDAKIEGLG 180

T. pseudomma AYDGAFGDDFLAPTGRALEAINTDPVWLALTLGVISALETLRLLOQTEPGTRTDAKIEGLG 146
R R i e e S R R R

C. menegbim'ana WRPKTESEYINYQVRELOQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGEVSW 233

T. pseudomma WRPKSEAEFVNYQVRELQQGRLAMLAFAGEIAQELVNEKPLLVNLQDSGEVSW 199

khkhkkokokoohkhhhhkhhhhhhkrhhkhhhkhhkhkohkhhhrh e khhkrhkhkhkhkhkhkxkhkx

Abbildung 3.3: Sequenzvergleich der Protein-Sequenz des translatierten lhcx6_1 Gens aus C. meneghiniana und T.
pseudonana mittels Clustal Omega.

Der Vergleich der lhcx6_1 Protein-Sequenzen erfolgte mittels der translatierten C. meneghiniana Sequenz und der T.
pseudonana Lhcx6_1 Sequenz (Armbrust et al., 2004). Identische Aminosduren sind mit * dargestellt, wihrend fehlende
Aminosduren mit — markiert sind. Nicht identische Sequenzen sind mit Leerzeichen versehen. Ein konservativer
Austausch von Aminosiuren, mit ahnlicher biochemischer Eigenschaft, ist mit : gekennzeichnet, wihrend semi-
konservative Verinderungen mit . aufgelistet sind. Die Nummerierung der letzten Aminosiure einer Reihe der
dargestellten Polypeptidkette befindet sich auf der rechten Seite der Abbildung.
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Der Abgleich der Proteinsequenzen des Lhex6_1 der beiden zentrischen Diatomeen zeigt
ein Fehlen der 34 Aminosauren langen N-terminalen Sequenz in T. pseudonana. Im Bereich
des Transit- bzw. Signalpeptids sind die grofSten Unterschiede der Polypeptidsequenzen zu
beobachten. Dabei gibt es einige konservative AS-Austausche, aber auch nicht konservative,
die mit Leerzeichen versehen sind und eine Verinderung der physiochemischen
Eigenschaften der AS mit sich bringen. Im Bereich der maturen Proteinsequenz sind
hauptsichlich konservative Austausche von Aminosauren zwischen den zwei Spezies zu
beobachten. Zudem konnen drei semi-konservative Anderungen ausgemacht werden. Fir
die entstandenen Diskrepanzen kann keine schwerwiegende Verinderung der

Proteinstruktur- /Funktion ausgemacht werden.

3.1.1 Lhcx6_1 Transkript

Als erster Anhaltspunkt fiir weitere Analysen der Funktion des Lhcx6_1 Proteins wurde die
Prozessierung des Gens nach erfolgter Transkription betrachtet. Dafiir wurden gDNA aus
C. meneghiniana sowie der eng verwandten, sequenzierten, zentrischen Diatomee
Thalassiosira pseudonana isoliert. Zudem kamen RNA-Isolation und cDNA-Synthese beider
Organsimen zum Einsatz, wobei fiur C. meneghiniana RNA einer Schwachlicht- sowie
Starklicht-Kultur prozessiert wurde. Nachfolgend wurde das lhcx6_1 Gen mittels Gen-
spezifischer Oligonukleotide aus den bereiteten Nukleinsiureproben mittels PCR
amplifiziert und elektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 3.4 zeigt die erhaltenen Groflen

der Amplifikate.
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Abbildung 3.4: Agarosegelelektrophorese der PCR-Amplifikate des lhcx6_1 Gens aus unterschiedlichen Proben.
Die mittels lhex6_1 spezifischer Oligonukleotide amplifizierte DNA aus genomischer DNA (gDNA) sowie revers
transkribierter mRNA (cDNA) von C. meneghiniana und T. pseudonana wurde in einem 1%igen Agarosegel bei 100V
aufgetrennt. Die Nukleinsduren wurden mit Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht detektiert. Es kamen C.
meneghiniana cDNA Proben aus Schwachlicht- und Starklichtkulturen zum Einsatz. Die cDNA wurde unverdiinnt und
1:10 mit Wasser verdinnt verwendet. Die Negativkontrolle (No Template Control = NTC) enthielt alle PCR Reagenzien,
bis auf das DNA-Template. Als DNA-Grofenstandard diente der GeneRuler™ DNA Ladder Mix.

Die untersuchten Gen-Amplifikate zeigen innerhalb einer Spezies keinerlei Unterschiede.
So lassen sich sowohl fir gDNA als auch cDNA Amplifikate aus Schwach- und Starklicht
eine Grofe von ca. 700 bp erkennen. Dennoch konnten Unterschiede zwischen den Spezies
festgestellt werden. Hierbei scheint die Grofle des lhex6_1 Gens aus T. pseudonana etwas
kleiner zu sein als die der untersuchten C. meneghiniana Proben. In Ubereinstimmung mit
den C. meneghiniana Proben konnten auch in T. pseudonana cDNA- und gDNA-
Amplifikaten keine Groflenunterschiede festgestellt werden. Somit ist eine Intron-Exon

Struktur und damit auch eine splice-Variante des lhcx6_1-Gens unwahrscheinlich.
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3.1.2 Lhcx6_1 Strukturmodell

Die LHC-typische Struktur des Lhcx6_1 Proteins wurde folglich aus den erhaltenen
Sequenzdaten modelliert. Das Modellieren erfolgte mittels SWISS-MODEL auf Basis des

monomeren FCPb5 (Lhcr17) aus der zentrischen Diatomee Chaetoceros gracilis.

N-Terminus

elix BJ
g ‘% Helix C

Helix A

C-Terminus

Abbildung 3.4: Strukturmodell des Lhcx6_1 Proteins aus C. meneghiniana mittels SWISS-MODEL.

Die Tertidrstruktur des C. meneghiniana Lhcx6_1 Proteins wurde anhand des monomeren FCPb5 (Lhcr17) Templates
(Nagao et al., 2022) modelliert. Die dargestellte Struktur ist farblich analog zum sichtbaren Lichtspektrum codiert, wobei
der N-Terminus des Proteins (vgl. 3.2) blau und der C-Terminus rot eingefarbt ist. Die klassische 3-helikale Struktur der
membranintrinsischen LHCs geht aus den Modellierungsdaten des Lhex6_1 hervor, wobei die Helices nummeriert sind.

Die errechnete Tertidrstruktur des Lhex6_1 aus C. meneghiniana spiegelt die typische
raumliche Anordnung eines LHC-Vertreters wider. Diese zeichnet sich durch eine aus drei
groflen Transmembran-Helices verbundene Struktur aus. Dabei kreuzen sich Helix A und
B. Analog zu bekannten Vertretern der LHC-Proteine sollte der N-Terminus des
betrachteten Proteins dem Thylakoid-Stroma zugeordnet sein, wihrend der C-Terminus

im Lumen der Thylakoidmembran ausgerichtet ist.
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3.1.3 Lhcx6_1: Starklichtschutz-Charakter anhand des Strukturmodells

Diese Anordnung und die vermutete protektive Funktion des Lhcx6_1 Proteins brachte die
Frage auf, ob dieses Polypeptid einer Lichtschutz-Funktion nachgehen kann. Um eine, bei
LHC-Vertretern beschriebene, Moglichkeit eines solchen Mechanismus zu beurteilen
wurde das Strukturmodell 7z silico einer Analyse auf protonierbare Aminosdauren an
geeigneten Stellen hin untersucht (Abb. 3.5).

N-Terminus Stroma
% \ <\< ™
.% o
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(}/i\ ‘ ]
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P ™
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C-Terminus fﬁm Q!_"

Asp 123
LY AT B
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Asp 218
Asp 129 Lumen
Abbildung 3.5: Strukturmodell des Lhcx6_1 Proteins aus C. meneghiniana mittels SWISS-MODEL.
Die Tertidrstruktur des C. meneghiniana Lhcx6_1 Proteins wurde anhand des monomeren FCPbS (Lhcr17) Templates
(Nagao et al., 2022) modelliert. Die wahrscheinliche Ausrichtung des membranintrinsischen Lhcx6_1 Proteins in der
Thylakoidmembran ist mit Stroma und Lumen markiert. Dabei ist der N-Terminus dem Stroma und der C-Terminus
dem Lumen zugewandt. In blau sind basische Aminosduren und in rot saure Aminosiuren hinterlegt. Die putativ

protonierbaren, pH-sensitiven, sauren Aminosiduren Asparaginsiure (Asp) und Glutaminsaure (Glu) mit endstindiger
Carboxylgruppe sind rot dargestellt und ihre Position in der Polypeptidkette nummeriert.

Das nach geladenen Aminosauren untersuchte Strukturmodell des Lhcx6_1 Proteins aus
C. meneghiniana brachte einige Auffalligkeiten mit sich. In der Darstellung des in die
Thylakoidmembran modellierten Proteins ist eine Anhaufung der sauren, bei sinkendem
pH protonierbaren Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure zu beobachten. Diese
Anhaufung befindet sich auf der vermutlich lumenalen Seite des Proteins. Die
wahrscheinlichsten Kandidaten, aufgrund ihrer Thylakoidlumen Exposition, sind dabei die
Aminosauren: Asparaginsaure 123, 129, 144 und 218, sowie das Glutaminsaure Molekdl

139.
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3.1.4 Lhcx6_1: Phosphorylierungsstellen anhand des Strukturmodells

Fir eine weitere Beurteilung der moglichen Funktionen eines LHC-Proteins wurde das C.
meneghiniana Lhcx6_1 in silico auf putativ phosphorylierbare Peptid-Strukturen hin
untersucht. Die Analyse erfolgte, wie zuvor anhand des errechneten Strukturmodells,
wobei der Fokus auf die in photosynthetischen Organismen konservierten
Phosphorylierungs-targets: Serin und Threonin gelegt wurde. Die Analyse der
Primarstruktur des Lhex6_1 auf Phosphorylierungsstellen erfolgte mittels NetPhos 3.1. Die
erhaltenen Daten wurden mit dem Strukturmodell des Proteins verglichen und graphisch

dargestellt (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Strukturmodell des Lhcx6_1 Proteins aus C. meneghiniana mittels SWISS-MODEL und ## silico
Analyse der Phospho-modifizierbaren Aminosiauren mittels NetPhos 3.1.

Die Tertidrstruktur des C. meneghiniana Lhcx6_1 Proteins wurde anhand des monomeren FCPbS (Lhcr17) Templates
(Nagao et al., 2022) modelliert. Die wahrscheinliche Ausrichtung des membranintrinsischen Lhex6_1 Proteins in der
Thylakoidmembran ist mit Stroma und Lumen markiert. Dabei ist der N-Terminus dem Stroma und der C-Terminus
dem Lumen zugewandt. Die rechte Seite der Abbildung zeigt die NetPhos-Analyse der Phospho-modifizierbaren
Aminosduren des Lhcx6_1 Proteins. Dabei sind in der unteren Polypeptidsequenz nur Kinasen-Targets dargestellt, die
tiber dem Grenzwert (magenta Balken) eines Phosphorylierungs-Potentials von 0,5 sind, wobei die Hohe des Werts eine
steigende Wahrscheinlichkeit der Phosphorylierung angibt. Die phosphorylierbaren Aminosauren sind in ihrer Position
in der Polypeptidkette von links N-terminal nach rechts C-terminal aufgestellt. Die ersten 50 Aminosiuren sind
vermutlich Transit- und Signalpeptid, somit posttranslational abgespalten und werden nicht berticksichtigt (vgl. 3.2).
Serin ist in rot, Threonin in grin und Tyrosin in blau unterlegt. Die ermittelten Serin (Ser) und Threonin (Thr) Stellen
sind aufgrund ihrer hohen Wahrscheinlichkeit der Modifikation in pflanzlichen Organismen in das Strukturmodell
integriert. Dabei sind die Aminosiuren mit einer einfachen Zuganglichkeit an stromaler und lumenaler Seite fett
hinterlegt und ihre Position in der Polypeptidkette nummeriert.
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Die Analyse der Phosphorylierungsstellen erbrachte einige Aminosauren, welche mit hoher
Wahrscheinlichkeit phosphoryliert werden konnen. Diese sind sowohl lumenal als auch
stromal exponiert. Zusatzlich beinhaltet Helix C membranintrinsische Aminosauren
Threonin 151, 160 und 172 sowie Serin 156 mit hypothetischer Phosphorylierung. Auf
Seite des Thylakoidlumens sind die moglichen Kinase-Targets das Serin 125 und 228 sowie
Threonin 134. Jedoch wurden die meisten putativ phosphorylierbaren Aminosauren auf
der wahrscheinlich stromal exponierten Seite des Proteins gefunden. Diese sind Serin 89
und 187 sowie Threonin 166, 170, 172 und 185. Zusammenfassend sind die
wahrscheinlichsten Aminosauren einer Phospho-Modifikation des Lhex6_1 Proteins aus C.
meneghiniana das stromale Serin 89 und 187 und zudem Threonin 166 sowie 185, was auf
die NetPhos-Vorhersage und die Lokalisation in der Poylpeptidstruktur zuriickzufihren

Ist.

3.1.5 Lhcx6_1: Entwicklung eines Protein-spezifischen Antikorpers

Fuar den biochemischen Nachweis des C. meneghiniana Lhcx6_1 Proteins sollte ein
Antikorper entwickelt werden. Hierftr wurden die letzten 16 Aminosauren der tibersetzten
Lhex6_1-Sequenz ausgesucht (vgl. Abb. 3.2) und das Peptid zur Synthese durch Eurogentec
in Auftrag gegeben. Als Wirt der polyklonalen Antikorper wurden Kaninchen gewahlt, von
denen finf Pri-Immunseren moglicher Kandidaten von Eurogentec zur Verfiigung gestellt
wurden. Diese Blutungen wurden auf ihre Antikorperreaktion gegen C. meneghiniana
Gesamtprotein hin untersucht. Die Pra-Immunisierungs AntikOrperreaktion der funf
Kaninchen auf Gesamtproteinextrakte der Diatomee C. meneghiniana ist in Abb. 3.7

dargestellt.
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Abbildung 3.7: Immunologische Analyse von C. meneghiniana Gesamtprotein mittels ausgewahlter Pri-
Immunseren.

Gesamtprotein aus C. meneghiniana wurde in einer 12% PAA SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose iibertragen.
Diese Membran wurde nach Blockieren freier Bindestellen in Teile geschnitten und mit den Pra-Immunseren inkubiert.
Die Detektion der gebundenen Pri-Immunisierungs Antikdrper erfolgte durch eine weitere Inkubation in HRP-
gekoppeltem sekundirem Antikorper. Die verschiedenen Immunseren der Kaninchen sind von 11651 bis 11655
nummeriert. Diese Seren kamen in einer Verdiinnung von 1:100 und 1:1000 in 2 % (w/v) Milchpulver TBS-T zum Einsatz.
Grofenstandard: Pierce™ Prestained MW Marker. kDa = Kilodalton. A: 50 pg Chla Gesamtprotein in jeder Spur, 1,5 h
Inkubation in den Pra-Immunseren und S Sekunden Exposition des Rontgenfilms zur Detektion der Antikorper. B: § pg
Chla Gesamtprotein in jeder Spur, 16 h Inkubation in den Pri-Immunseren und 10 Sekunden Exposition des
Rontgenfilms zur Detektion der Antikérper.

Das Austesten der Pra-Immunseren der verschiedenen Wirte wurde in zwei Konzepten
durchgefithrt. Zum einen kam eine grofle Menge C. meneghiniana Proteinextrakt zum
Einsatz, wobei die Inkubation in den Pra-Immunseren bei Raumtemperatur fir 1,5 h
erfolgte (Abb. 3.7 A). Fiir den zweiten Test wurde eine geringere Menge Proteinextrakt und
dafiir lingere Inkubation in den Pri-Immunseren bei 4° C fir 16 h gewahlt (Abb. 3.7 B).
Die Immunodetektion der hoheren Menge Gesamtproteine verdeutlicht in allen
verwendeten Blutseren schwache Antikorperreaktionen gegen wenige Epitope. In allen
1:100 Verdinnungen der Seren kann ein gebundenes Epitop zwischen 50 kDa und 85 kDa
ausgemacht werden. Auch um 35 kDa ist in allen betrachteten Seren eine
Antikorperreaktion zu sehen, zudem sind verschiedene Epitope unter 25 kDa detektiert. In

den 1:1000 Verdunnungen der Pria-Immunseren ist hierbei keine Antikorperreaktion
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sichtbar. Die langere Behandlung der geringer konzentrierten Proteinextrakte mit den
1:100 verdinnten Blutseren brachte in allen Proben, bis auf 11652, starke Bindung der
Antikorper an die Membran zu Tage (Abb. 3.7 B). Die detektierten Kreuzreaktionen ahneln
dabei den zuvor beschriebenen bei hoherer Menge Protein. Die 16-stiindige Inkubation mit
1:1000 verdiinnten Pra-Immunseren auf 5 pg Gesamtproteinextrakt veranschaulicht in drei
Blutseren Antikorper gegen Epitope unter 20 kDa. Diese konnen nicht in den Seren 11653
und 11654 detektiert werden. Fiur die Seren 11652, 11654 und 11655 konnen
Antikorperreaktionen im Bereich um ca. 20 bis 25 kDa ausgemacht werden. Schlussendlich
wurden die Wirte 11651 und 11653, aufgrund ihrer vermeintlich geringeren
Immunreaktion zwischen 20 und 25 kDa, als Kandidaten der Immunisierung gewahlt.

Die finalen Immunseren der ausgesuchten Wirte wurden nach viermaliger Peptid-
Immunisierung als Antikorper gegen Lhcx6_1 verwendet. Abb. 3.8 zeigt die Reaktion der
1:10.000 verdinnten Immunseren auf Proteinisolate ausgewahlter phototropher

Modellorganismen.
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Abbildung 3.8: Immunologische Analyse verschiedener photosynthetischer Proteinisolate mit den finalen
Blutseren.

Proteinisolate diverser phototropher Modellorganismen wurden in einer 129 PAA SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose
tbertragen. Diese Membran wurde nach Blockieren freier Bindestellen mit den finalen Immunseren 11651 (SA0160) und 11653
(SA0161) inkubiert. Die Detektion der gebundenen Antikorper erfolgte durch eine weitere Inkubation in HRP-gekoppeltem,
sekundirem Antikérper. Die finalen Immunseren wurden in einer Verdiinnung von 1:10.000 in 2 % (w/v) Milchpulver TBS-T verwendet.
Grofenstandard: Pierce™ Prestained MW Marker. kDa = Kilodalton. In jeder Spur wurde eine Proteinmenge entsprechend 1,5 pg Chla
aufgeladen. C.m. GP = Gesamtprotein C. meneghiniana; C.r. GP = Gesamtprotein C. reznbardtii; C.m. Thy = Thylakoidmembranen aus
C. meneghiniana; T.p. Pl = Plastiden aus T. pseudonana (bereitgestellt durch I. Blagunova); P.t. Thy = Thylakoidmembranen aus P.
tricornutum (bereitgestellt durch T. Bulatovic); A.t. P1 = Plastiden aus A. thaliana. A: 1,5 h Inkubation in den Immunseren und § Sekunden
Exposition des Rontgenfilms zur Detektion der Immunreaktion. B: 1,5 h Inkubation in den Immunseren und 30 Sekunden Exposition
des Rontgenfilms zur Detektion der Immunreaktion.

68



Ergebnisse

Dargestellt sind Proteinisolate von finf eukaryotischen, photosynthetischen
Modellorganismen. Von diesen sind vier Vertreter der Algen und eine hohere Pflanze. Die
Antikorperreaktionen der beiden Immunseren sind in kurzer Exposition des Rontgenfilms
(Abb. 3.8 A) und in langerer Expositionszeit (Abb. 3.8 B), zur Veranschaulichung der
Kreuzreaktionen, dargestellt. Fir die Proteinproben aus C. meneghiniana und T. pseudonana
konnen mit beiden Immunseren Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 20 kDa
und 25 kDa nachgewiesen werden. Das Gesamtproteinextrakt von C. meneghiniana weist
eine Immunodetektion desselben Molekulargewichts wie die Thylakoidprotein-Isolate auf.
Im Thylakoidprotein-Extrakt der pennaten Diatomee P. tricornutum bindet das Serum
11651 ein Epitop unter 20 kDa, wohingegen das finale Blutserum 11653 hier keine
Immunreaktion aufweist. Die Immunodetektion der beiden Seren auf Gesamtprotein der
Grunalge C. reinbardtii zeigt keine gebundenen Epitope. Ebenso ist kein Nachweis einer
Epitopbindung der Seren in Plastiden der hoheren Pflanze A. thaliana zu beobachten. Die
mittels langerer Exposition der Western Blot Membran veranschaulichten Kreuzreaktionen
fallen gering aus. In mit Serum 11651 beprobtem C. reinhardtii Gesamtprotein und
Plastiden von A. thaliana ist eine leichte Kreuzreaktion im hoher molekularen
Groflenbereich > 35 kDa sichtbar. Beide Antikorper-Seren weisen eine, schon wahrend der
Pra-Immunisierungs Beprobung sichtbare, Kreuzreaktion bei ca. 50 kDa in C. meneghiniana
Proben auf. Lingere Exposition der Membranen bringt in C. meneghiniana kleinere
Fragmente unter 25 kDa zum Vorschein. Diese konnten mit beiden Immunseren detektiert
werden. Post-Immunisierungsserum 11651 zeigt in T. pseudonana eine geringe
Kreuzreaktion unter dem detektierten 20 kDa Protein und in Serum 11653. Die getatigten
Analysen bestatigen die Immunodetektion des Lhcx6_1 Proteins und erlauben weitere

Verwendung der erhaltenen Antikorperlosungen zum spezifischen Proteinnachweis.
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3.2 Genexpression von Lhcx6_1

Um die Funktion von Lhcx6_1 zu verstehen wurde die Expression des Gens untersucht.
Hierbei wurde der Fokus auf die Lichtregime-spezifische Expression, sowie die
Abhingigkeit der vorherrschenden Lichtstirke gelegt. Als Anhaltspunke fir die mogliche
Aufgabe des Lhex6_1 wurde die Expression dessen mit dem Transkript des Starklichtschutz-
Proteins Lhcx1 und auch mit dem des Lichtsammel-Proteins Lhcfl aus C. meneghiniana
verglichen. Hierfir wurde eine 10 Tage alte Zellkultur aus Schwachlicht-Anzucht 16
Stunden dunkel gestellt und darauthin in Schwach- oder Starklicht inkubiert. Die
Inkubation im jeweiligen Licht erfolgte fir vier Stunden, wobei unmittelbar vor
Lichtinkubation, in Dunkeladaption, und darauf nach 0,5 h, 1 h, 2 h und 4 h eine Probe

entnommen wurde. Die erhaltenen Expressionsdaten sind in Abbildung 3.9 dargestellt.
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Abbildung 3.9: Analyse der zeitabhingigen Genexpression des lhcx6_1, Ihcx1 und lhefl Gens aus C. meneghiniana
mittels qRT-PCR einer Zellkultur in Schwach- sowie Starklichtregime.

Eine 10 Tage alte C. meneghiniana Kultur wurde Gber Nacht 16 Stunden dunkel inkubiert worauf eine Inkubation der
Zellen in Schwachlicht (20 pmol Photonen/m?%s) und Starklicht (150 pmol Photonen/m?/s) folgte. Kurz vor Inkubation
im jeweiligen Licht wurde die Referenzprobe To genommen, welche den Zustand im Dunkeln nach 16 Stunden
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widerspiegelt. Es folgte eine Probenentnahme nach 0,5 h, 1 h, 2 h, und 4 h. Die gesammelten Proben wurden einer RNA-
Extraktion mit anschlieBender reverser Transkription aller mRNAs unterzogen. Die Analyse der cDNA-Mengen erfolgte
in einer qRT-PCR mit Normalisierung auf das Histon4-Gen. Die AACT-Werte, als Darstellung der Anderung der
Genexpression, beziehen sich auf die jeweilige Menge des Transkripts zum Zeitpunkt To. Die Daten sind aus Mittelwerten
zweier biologischer Replikate in jeweils technischen Triplikaten zusammengesetzt. A: Expression von lhcx6_1. B:
Expression von Lhex1. C: Expression von Lhcf1.

Die Betrachtung der Expressionsmuster der untersuchten lhc-Gene bringt spezifische
Eigenschaften der einzelnen Transkripte auf. So ist der augenscheinlichste Punkt der
Expression des Lhcx6_1 Gens der, dass die Menge des Transkripts im Schwachlicht mit
zunehmender Zeit zunichst zu steigen scheint, wahrend die Genexpression dessen im
Starklicht reduziert wird. Infolgedessen ist ein gegenlaufiger Trend nach zwei Stunden zu
beobachten, wobei die Transkriptmenge im Schwachlicht ab- und im Sarklicht zunimmt.
Nach vierstiindiger Inkubation konnte sowohl im Schwach- als auch Starklicht eine
ahnliche Menge des Transkripts bestimmt werden. Der Vergleich mit der Genexpression
des Lhcx1-Proteins zeigt hier einen gegenteiligen Verlauf. So ist die Expression des lhcx1-
Gens im Starklicht konstant steigend, wahrend sie im Schwachlicht auf einem basalen
Level bleibt. Das ebenso untersuchte lhcf1-Gen weist eine anfingliche Reduktion des
Transkripts im Schwachlicht und Starklicht auf. Im Schwachlicht ist daraufhin eine
Zunahme der mRNA des Lichtsammelproteins zu beobachten. Die Expression des Gens
im Starklicht normalisiert sich nach anfanglicher Reduktion im Verlauf von vier Stunden
auf das Anfangslevel.

Fir einen besseren Vergleich der Expressionsmuster des lhcx6_1-Gens wurden die
beobachteten Anderungen mit denen ihnlicher Expression der lhex1- und lhef1-Gene

verglichen (Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10: Analyse der zeitabhangigen Genexpression des lhcx6_1, lhcx1 und lhefl Gens aus C. meneghiniana
mittels qRT-PCR einer Zellkultur in Schwach- sowie Starklichtregime im Vergleich.

Eine 10 Tage alte C. meneghiniana Kultur wurde Gber Nacht 16 Stunden dunkel inkubiert worauf eine Inkubation der
Zellen in Schwachlicht (20 pmol Photonen/m?%/s) und Starklicht (150 pmol Photonen/m?/s) folgte. Kurz vor Inkubation
im jeweiligen Licht wurde die Referenzprobe To genommen, welche den Zustand im Dunkeln nach 16 Stunden
widerspiegelt. Es folgte eine Probenentnahme nach 0,5 h, 1 h, 2 h, und 4 h. Die gesammelten Proben wurden einer RNA-
Extraktion mit anschlieBender reverser Transkription aller mRNAs unterzogen. Die Analyse der cDNA-Mengen erfolgte
in einer QRT-PCR mit Normalisierung auf das Histon4-Gen. Die AACT-Werte, als Darstellung der Anderung der
Genexpression, beziehen sich auf die jeweilige Menge des Transkripts zum Zeitpunkt To. Die Daten sind aus Mittelwerten
zweier biologischer Replikate in jeweils technischen Triplikaten zusammengesetzt. A: Expression von lhefl und lhex6_1
im Starklicht. B: Expression von lhcx1 und lhex6_1 im Schwachlicht.

Der Vergleich macht die Expressionsmuster des C. meneghiniana lhcx6_1 deutlich. Hierbei
ist die Expression dieses putativen Lichtschutz-Proteins abnehmend im Starklicht und mit
der Expression des lhcfl-Gens vergleichbar. Bei Vergleich der Transkriptmenge im
Schwachlicht kann eine Ahnlichkeit zur Expression des lhcx1-Gens beobachtet werden,
wobei die lhcx1-Expression direkt nach 30-minttiger Inkubation im Schwachlicht auf ein
ca. dreifach hoheres Level steigt. Im Gegensatz dazu bleibt die Expression des lhcx6_1 in
dieser Zeitspanne nahezu konstant. Nach vierstiindiger Schwachlicht-Inkubation kann
sowohl fir lhcx6_1 als auch lhexl eine ahnliche Transkriptmenge in Referenz zur

Dunkelprobe beobachtet werden.
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3.3 Proteinkomplexe der Thylakoidmembran von C. meneghiniana

Fur eine detaillierte Evaluation der Lokalisation und moglicher Funktionen des Lhcx6_1
Proteins wurde die Zusammensetzung der C. meneghiniana Thylakoidmembran eingehend
untersucht. Hierftir wurden Thylakoidmembranen aus sieben bis zehn Tage alten Zellen
isoliert. Durch Behandeln mit Dodecyl-D-Maltosid wurden die Membranproteinkomplexe
nativ aus der Thylakoidmembran gel6st und durch Saccharosedichte-Zentrifugation, [pBN-
PAGE, oder einer Kombination der beiden Methoden aufgetrennt. Abbildung 3.11 zeigt
die Auftrennung der Gesamt-Thylakoide mittels Dichtezentrifugation und 1pBN-PAGE,

sowie eine 2D-PAGE der separierten BN-Thylakoidproteine.
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Abbildung 3.11: Separation solubilisierter Thylakoidmembran-Proteinkomplexe aus C. meneghiniana.

Thylakoide einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlichtkultur wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM
solubilisiert und mittels Saccharosedichtezentrifugation (125 pg Chla) oder IpBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA) (10 pg
Chl a) aufgetrennt. Der IpBN-Streifen diente, nach Denaturieren der Proteinkomplexe in 2D-Aquilibrierungspuffer, der
weiteren Auftrennung in einer 2D-PAGE (12% PAA SDS-Gel) mit anschliefender Silberfirbung. Der Nachweis der
annotierten Proteine in der 2D-PAGE erfolgte auf Basis der Daten von J. Sattler (2021) durch Immunodetektion mittels
spezifischer Antikorper. GrofSenstandard: BlueStar Plus Prestained Protein Marker (NIPPON Genetics). FCP1 = LHC-
Fraktion niedrigerer Oligomerisierung. FCP2 = LHC-Fraktion hohere Oligomerisierung. PSII = Photosystem II. PSI =
Photosystem I. SK = Superkomplexe.

Die Auftrennung der solubilisierten Thylakoidmembran-Proteinkomplexe bringt sowohl

durch = Saccharosedichtezentrifugation als auch Separation mittels IpBN-PAGE
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vergleichbare Ergebnisse (Zuordnung s. 3.3). Hierbei ist Verteilung der nativen
Proteinkomplexe in der IpBN-PAGE als umgekehrte Auftrennung des abgebildeten
Saccharosegradienten zu betrachten, wobei die dichtesten Thylakoidkomplexe des
Saccharosegradienten die oberen, grofSten Banden der IpBN-PAGE bilden und vice versa.
Die durch 2D-PAGE ermittelte Protein-Zusammensetzung der Thylakoidmembran aus C.
meneghiniana birgt einige Besonderheiten. So sind die grofften untersuchten
Proteinkomplexe, die Superkomplexe, nahezu ausschlieflich aus Photosystem I
Reaktionszentrum PsaA/B zusammengesetzt, welches in der silbergefarbten 2D-PAGE
knapp tber dem 63 kDa Grofenstandard zu sehen ist. Auch die weiteren Untereinheiten
des PSI sowie FCPs konnen dort unter 20 kDa nachgewiesen werden. In allen PSI
beinhaltenden Komplexen kann das ca. 25 kDa groffe Lhcx6_1 nachgewiesen werden.
Auffillig sind die zwei, hauptsichlich Photosystem II Untereinheiten beinhaltenden
Fraktionen der IpBN-PAGE, welche im Vergleich zu den PSI-Banden beide blaulich
erscheinen. Beide nativ separierten Proteinkomplexe beinhalten die inneren Antennen
CP47 und CP43. Auflerdem sind in beiden aufgetrennten Komplexen geringe Spuren des
PSI Reaktionszentrums PsaA/B zu finden. Erstaunlicherweise enthalt der nativ kleinere, auf
der IpBN-PAGE weiter unten befindliche, PSII-Komplex gebundene FCPs, sichtbar in der
Silberfarbung unter 20 kDa. Zudem sind in diesem das PSII Reaktionszentrum PsaA/D
sowie Spuren des Lhcx6_1 Proteins zu finden. Diese drei Komponenten kénnen im nativ
grofleren PSII-Komplex nicht nachgewiesen werden. Die in der dentaurierenden SDS-
PAGE aufgetrennte FCP-Bande des IpBN-Gels beinhaltet hauptsichlich zwei Protein-
Bestandteile, die beide im Bereich von 20 kDa liegen. Das grofere der Beiden macht hierbei

den Grof$teil der FCP-Fraktion aus.
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3.3.1 Native Aufreinigung der C. meneghiniana Thylakoidkomplexe

Fur weitergehende Analysen, hohere Ausbeute und besserer Sauberkeit wurden die mittels
Saccharosedichtezentrifugation aufgetrennten Thylakoidprotein-Komplexe anschlieend
durch IpBN-PAGE getrennt, ausgeschnitten und fir Folge-Untersuchungen verwendet.
Abb 3.13. zeigt die zweifach nativ aufgereinigten und anschliefend durch 2D-PAGE

aufgetrennten Proteinkomplexe in deren Zusammensetzung,.
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Abbildung 3.12: Separation solubilisierter Thylakoidmembran-Proteinkomplexe aus C. meneghiniana und weitere
Aufreinigung der erhaltenen Proteinkomplexe.

Thylakoide entsprechend 125 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlichtkultur wurden isoliert, mit 0,75
% (w/v) alpha-DDM solubilisiert und durch Zentrifugation auf Saccharosedichtegradienten getrennt. 1,25 pg Chla der
autkonzentrierten Fraktionen des Gradienten wurden daraufhin mittels IpBN-PAGE weiter aufgereinigt. Die mit
Sternchen markierten Banden wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 % PAA
SDS-PAGE denaturierend aufgetrennt. Die aufgetrennten Bestandteile der Proteinkomplexe wurden mittels
Silberfarbung detektiert. Die Zuordnung der Proteinuntereinheiten erfolgte anhand der Daten von J. Sattler (2021). Als
Grofenstandard kam der Pierce™ Prestained MW Marker zum Einsatz. A: Auftrennung der Thylakoide in 19%
Saccharosedichtegradient. B: Auftrennung der abgenommenen Banden des Saccharosedichtegradienten in einer [pBN-
PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA). C: Auftrennung der mit Sternchen versehenen, ausgeschnittenen Banden der IpBN-PAGE
in einer 12 % PAA SDS-PAGE und Silberfairbung der Proteine. D: Western Blot Immunodetektion des Lhcx6_1 Proteins
in den untersuchten Fraktionen aus J. Sattler (2021).

Analog zum Saccharosegradienten kann in der IpBN-PAGE eine Auftrennung der FCPs in
einen kleineren FCP-Komplex sowie einen grofleren beobachtet werden. Der nativ

leichtere FCP1-Komplex zeigt auch in der denaturierenden PAGE eine Zusammensetzung
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aus Proteinen niedrigeren Molekulargewichts. Der FCP2-Komplex vice versa. Die
Auftrennung der Photosystem-Fraktionen aus dem Gradienten ist analog zu der mit [pBN-
PAGE solubilisierter Thylakoide erhaltenen (vgl. Abb. 3.12). Hierbei bestehen die nativ
aufgereinigten Photosysteme aus den beschriebenen Proteinuntereinheiten, wobei die
PSII-Fraktion PSI-Reaktionszentrum Verunreinigung enthalt. In der Silberfairbung kann
Lhex6_1 nur in PSI-Fraktionen nachgewiesen werden. Auch die Immunodetektion des
Lhex6_1 Proteins in den untersuchten Fraktionen weist dieses hauptsachlich in der PSI

Bande nach. Die PSII Probe zeigt niedrigere Mengen des Proteins.

3.3.2 Lichtabhingige Thylakoid-Zusammensetzung und Lokalisation von Lhcx6_1 in

C. meneghiniana

Nach Etablieren des Protokolls zur Analyse der Thylakoidprotein-Komplexe in C.
meneghiniana wurde dieses Verfahren verwendet um Aussagen uber die eventuelle
Variabilitit der Membrankomplexe, tber die Kurzzeit-Dynamik unter verschiedenen
Lichtbedingungen und vor allem die Lokalisation von Lhcx6_1 zu tatigen. Fur die
Folgeexperimente kamen Thylakoid-Isolate aus C. meneghiniana Zellen zum Einsatz,
welche nach 10 tatiger Schwachlicht Kultivierung fiir 16 h dunkel adaptiert und daraufhin
far sechs Stunden Schwachlicht, Starklicht oder Fernrotlicht ausgesetzt wurden, worauf die
Isolation der Thylakoidmembranen folgte. Starklicht kam als Kontrolle eines moglichen
Starklichtschutz-Charakters des Lhcx6_1 Proteins zum Einsatz, wohingegen das
praferenziell PSI anregende Fernrotlicht dazu diente, die Auswirkung einer
ungleichmafligen Energieverteilung auf die Thylakoidzusammensetzung und die

womogliche Aufgabe von Lhex6_1 zu beurteilen (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: Zusammensetzung der Thylakoidmembran Komplexe aus C. meneghiniana unter verschiedenen
Lichtbedingungen und Lokalisation von Lhcx6_1.

Thylakoide entsprechend 125 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-, Starklicht- und Fernrot-Kultur
wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und durch Zentrifugation auf Saccharosedichtegradienten
getrennt (Anhang 1). 1,25 pg Chla der aufkonzentrierten Fraktionen des Gradienten wurden daraufhin mittels [pBN-
PAGE weiter aufgereinigt. Die mit Sternchen markierten Banden wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer
inkubiert und in einer 12 % PAA SDS-PAGE denaturierend aufgetrennt. Die aufgetrennten Bestandteile der
Proteinkomplexe wurden mittels Silberfirbung detektiert. Die Zuordnung der Proteinuntereinheiten erfolgte anhand
der Daten von J. Sattler (2021). Als Grofenstandard kam der Pierce™ Prestained MW Marker zum Einsatz. A:
Auftrennung der abgenommenen Banden des Saccharosedichtegradienten in einer [pBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA).
B: Auftrennung der mit Sternchen versehenen, ausgeschnittenen Banden der IpBN-PAGE in einer 12 % PAA SDS-PAGE
und Silberfarbung der Proteine. C: Western Blot Immunodetektion des Lhex6_1 Proteins in den untersuchten Fraktionen
aus J. Sattler (2021). LL = Schwachlicht; HL = Starklicht; FR = Fernrotlicht.
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Die Inkubation der C. meneghiniana Zellen in den photosynthetisch anders verwertbaren
Lichtregimen zeigt in allen untersuchten Proben deutliche Ahnlichkeit. Weder in der
Auftrennung durch Saccharosedichtezentrifugation noch in der IpBN-PAGE koénnen
Differenzen der betrachteten nativen Komplexe beobachtet werden. Die folgende
Auftrennung der isolierten Thylakoidkomplexe und Silberfirbung der Proteinbestandteile
weist ein dhnliches Bild zwischen den Lichtbehandlungen auf. Hierbei konnen in allen
FCP und Photosystem Proben der variablen Lichtbehandlung die gleichen, zuvor
beschriebenen Proteine in dhnlicher Menge gefunden werden. Der einzige beobachtete
Unterschied ist die geringfugig steigende Menge des immunodetektierten Lhex6_1 am PSI
der Starklichtkultur, im Vergleich zum Schwachlicht. In der Schwachlichtprobe hingegen
kann dieses Protein etwas mehr an PSII assoziiert als in Stark- oder Fernrotlicht

nachgewiesen werden. Biologische Replikate belegen dies (s. Anhang 2).

3.4 In vivo Phosphorylierung der Thylakoidmembran Proteine in C. meneghiniana

Ein wichtiger Mechanismus der Regulation der Photosynthese-Maschinerie ist die
reversible Phosphorylierung von Lichtsammelproteinen. Eine iz silico Analyse der
moglichen Phospho-Modifikationsstellen des Lhcx6_1 Proteins aus C. meneghiniana
erbrachte putativ phosphorylierbare Aminosauren in geeigneter Lokalisation (vgl. 3.1.3).
Diese modellierten Daten wurden auf ihre biochemische Grundlage hin untersucht. Dafur
wurde zunichst eine Beprobung der solubilisierten und mittels 1pBN-PAGE nativ
aufgetrennten Thylakoidproteine mit Phospho-Serin und -Threonin spezifischen
Antikorpern vorgenommen, nachdem diese in einer 2D-PAGE in Einzelkomponenten
zerlegt und auf Nitrocellulose tbertragen wurden. Abb. 3.14 zeigt die detektierten
Phospho-Threonin Signale des Western Blot sowie einen Vergleich zur Lhex6_1-Detektion

einer vergleichbaren Probe.
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Abbildung 3.14: Western Blot der 2D-PAGE von IpBN-separierten Thylakoidmembranen aus C. meneghiniana und
Immunodetektion mittels Phospho-Threonin sowie Lhcx6_1 spezifischer Antikorper.

Thylakoide entsprechend S pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-Kultur wurden isoliert, mit 0,75 %
(w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels ]pBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA) getrennt. Die IpBN-Streifen wurden
ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 % PAA SDS-PAGE denaturierend aufgetrennt. Die
separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose tibertragen. Nach Blockieren der Membran wurden diese mit Phospho-
Threonin- oder Lhex6_1-spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekunddrem HRP-Antikorper erfolgte die
Detektion der Immunreaktion mit ECL und INTAS-Imager. Als Grofenstandard diente der Pierce™ Prestained MW
Marker.

Die Phospho-Threonin Detektion der 2D-PAGE der untersuchten Thylakoidkomplexe
zeigt hauptsachlich ein Signal knapp tber 25 kDa, weshalb eine vergleichende Beprobung
mit Lhex6_1-Antikorper vorgenommen wurde. Die Kontrolle mit Lhex6_1-Antikorper der
aufgetrennten Thylakoidmembran Proteine bestatigt den Verdacht und zeigt selbiges
Muster. Hierbei weisen alle PSI beinhaltenden Superkomplexe sowohl ein Phospho-
Threonin als auch ein vergleichbares Lhcx6_1 Signal auf. Ebenso sind diese Reaktionen im
kleinsten PSI-Komplex und auch PSII-Komplex der [pBN-PAGE zu sehen. Auch im Bereich
der FCPs kann ein leichtes Signal detektiert werden. Die erhaltenen Uberlappungen der
Phospho-Threonin und Lhcx6_1 Signale des Western Blot konnten durch biologische
Replikate bestitigt werden (Anhang 3). Der Ausschluss eines anderen FCP als Verursacher
des ca. 25 kDa grofSen Phospho-Signals erfolgte durch Detektion der Gesamt-FCPs mit zwei

verschiedenen FCP-Antikorpern (Anhang 4).
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Zusitzlich  zur  Phospho-Threonin  Modifikation wurde untersucht, ob die
Thylakoidmembran Proteine eine posttranslationale Phosphorylierung der Aminosaure
Serin aufweisen. Hierfiir wurde nach gleichem Schema vorgegangen und die Western-Blot
Membranen in Phospho-Serin spezifischem Antikorper inkubiert. Aufgrund der
zahlreichen detektierten Proteine mit Serin-Phosphorylierung wurde zudem ein Vergleich
der Auswirkung von Schwach- Stark- und Fernrotlicht auf die Phosphorylierung

vorgenommen (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Western Blot der 2D-PAGE von lpBN-separierten Thylakoidmembranen aus C. meneghiniana aus
Schwach- Stark- und Fernrot-Anzucht und Immunodetektion mittels Phospho-Serin spezifischem Antikorper

Thylakoide entsprechend 20 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-, Starklicht- und Fernrotlicht-
Kultur wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels ]pBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA)
getrennt. Die [pBN-Streifen wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 % PAA SDS-
PAGE denaturierend aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose Gibertragen. Nach Blockieren der
Membran wurden diese mit Phospho-Serin spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekundirem HRP-
Antikorper erfolgte die Detektion der Immunreaktion mit ECL und Réntgenfilm. Als Grofenstandard diente der
Pierce™ Prestained MW Marker. Die Zuordnung der Proteine wurde auf Basis der Daten von J. Sattler (2021) getatigt. P-
vor dem Proteinnamen steht fir die detektierte Phospho-Serin Modifikation. LL = Schwachlicht; HL = Starklicht; FR =

Fernrotlicht.

Die Detektion der Serin-phosphorylierten Thylakoidmembran Proteine ergibt ein anderes
Bild als jenes der Phospho-Threonin Modifikation. In der untersuchten Schwachlichtprobe
kann neben dem Reaktionszentrum des PSI jeder zuvor beschriebene Bestandteil des PSII
in Phospho-Serin modifizierter Version vorgefunden werden. So kann fir das
Reaktionszentrum des PSII PsbA/D und auch dessen minore Antennen CP47 und CP43

eine Phosphorylierung an Serin nachgewiesen werden. Ebenso ist in der PSII-Fraktion ein
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Phospho-Serin Epitop in einem Protein mit dem Molekulargewicht etwas tber 20 kDa
vorzufinden. Dieses kann in keinem anderen Thylakoidmembran Komplex detektiert
werden. Ein biologisches Replikat mit Phospho-Serin Beprobung, anschliefendem
Entfernen der Antikorper und erneuter Beprobung in Lhex6_1-Antikorper konnte Lhexé6_1
als Verursacher dieses Signals ausschliefen (Anhang 5). Zwischen den verschiedenen
Lichtbedingungen kann in der Phospho-Serin Modifikation kaum unterschieden werden.
In allen untersuchten Thylakoidisolaten ist eine Phospho-Modifikation des PSI
Reaktionszentrums PsaA/B zu finden. Ebenso sind alle genannten Bestandteile der PSII-
Fraktion in allen Proben Phospho-Serin modifiziert. Weitere Analysen mit
Saccharosedichtegradienten und IpBN-PAGE aufgereinigter Thylakoidprotein Proben
weisen bei langer Immunodetektion ein womoglich Phospho-Serin modifiziertes Lhex6_1
nach, welches ausschlieBlich in PSI-Fraktionen gefunden werden kann. (Anhang 6).
Zusammenfassend zeigt eine grofle Menge Proteine eine Serin-Phosphorylierung, wahrend
die Phospho-Threonin Modifikation hauptsachlich fir Lhcx6_1 nachgewiesen werden

konnte.

3.5 In vivo Phosphorylierung von Lhcx6_1

Die vorangehenden Untersuchungen bestitigten eine Phospho-Modifikation diverser
Thylakoidmembran Proteine. Auch fiir das Lhcx6_1 Protein konnte dies bestitigt werden,
wobei hier eine duflerst starke Phospho-Threonin Modifikation ausgemacht werden
konnte. Aufgrund der tberdurchschnittlich starken Threonin-Phosphorylierung dieses
Lhc-Proteins und der beobachteten Lokalisation an PSII sowie PSI wurde die Phospho-
Threonin Modifikation in Abhangigkeit der Lokalisation und dem Einfluss von
photosynthetisch unterschiedlich nutzbarem Licht genauer betrachtet. Die durch

Saccharosedichtezentrifugation und IpBN-PAGE aufgereinigten PSII und PSI-Komplexe
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wurden hierfirr in zwei unterschiedlichen Gelsystem denaturierend aufgetrennt und auf

ihre Phosphorylierung hin untersucht (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Western Blot der 2D-PAGE von aufgereinigten PSI- und PSII-Proben aus C. meneghiniana unter
Schwach- Stark- und Fernrot-Anzucht und Immunodetektion mittels verschiedener Antikorper.

Thylakoide einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-, Starklicht- und Fernrotlicht-Kultur wurden isoliert, mit
0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels Saccharosedichtegradienten getrennt. Im Anschluss erfolgte eine
weitere Auftrennung von je 1,25 pug Chla PSII und PSI-Fraktion des Gradienten mittels IpBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 %
PAA). Die IpBN-PAGE Proben des PSII und PSI wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in
einer denaturierenden PAGE aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose tbertragen. Nach
Blockieren der Membran wurden diese mit spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekundidrem HRP-
Antikdrper erfolgte die Detektion der Immunreaktion mit ECL und Roéntgenfilm oder INTAS-Imager. Als
Grofenstandard diente der Pierce™ Prestained MW Marker. P- vor dem Proteinnamen steht fiir die detektierte Phospho-
Modifikation. LL = Schwachlicht; HL = Starklicht; FR = Fernrotlicht. A: Western Blot einer 12% PAA SDS-PAGE und
Proteinnachweis mit Phospho-Threonin-, Lhcx6_1- sowie PsbA-Antikorper. B: Western Blot einer 58 pM PhosTag™
PAGE und Antikdrpernachweis des Lhcx6_1 Proteins in zwei biologischen Replikaten (I und II).

In den PSII-Proben kann neben dem 25 kDa Signal des Lhcx6_1 zudem eine Phospho-
Threonin Bande bei ca. 35 kDa detektiert werden. Diese wurde durch Immunodetektion
des PsbA-Antikorpers als phosphoryliertes PSII-Reaktionszentrum identifiziert. Auffillig
ist die starkere Phospho-Threonin Modifikation des Lhcx6_1 in den PSI-Proben. Trotz der
mit Lhex6_1 spezifischem Antikorper dhnlich detektierten Menge Lhex6_1 an PSIT im
Schwachlicht, vergleichend zur PSI-Probe dieses Lichtregimes, ist eine starkere Phospho-
Threonin Reaktion im PSI sichtbar. Dies kann durch biologische Replikate bestatigt
werden (Anhang 7). Zwischen Starklicht und Fernrotlicht behandelten Thylakoidisolaten
konnen keine groflen Unterschiede in der Menge des Lhex6_1 an PSI ausgemacht werden.

In beiden Bedingungen ist vergleichend mit Schwachlicht jedoch kaum Lhcx6_1 an PSII
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detektierbar. Die Untersuchung der Phosphorylierung des Lhcx6_1 mittels Phostag™
PAGE bestatigt zwei unterschiedliche Formen des Proteins in Abhangigkeit der
Photosytem Lokalisation (Abb. 3.16 B). In diesem Gelsystem sollten detektierte
Groflenunterschiede, bei Beprobung mit Protein-spezifischem Antikorper, Isoformen des
Proteins mit unterschiedlicher Phospho-Modifikation aufweisen. Nach Inkubation in
Lhex6_1 Antikorper konnen in allen betrachteten Proben zwei Signale des Lhcxé6_1
beobachtet werden. Davon wurde das obere als Phospho-Version des Proteins deklariert,
wobei die untere Variante das nicht Phospho-modifizierte darstellen sollte. Alle
untersuchten Proteinisolate der verschiedenen Bedingungen zeigen dabei selbiges
Verhalten. In den untersuchten PSII Proben konnen dabei beide Formen des Proteins
detektiert werden, wahrend die modifizierte, im Gelsystem weiter oben laufende Variante
in den PSI Proben dominiert. Ausschlieflich in der untersuchten PSI Probe der

Schwachlicht-Inkubation ist die kleinere Variante in hoherer Menge nachweisbar.

3.6 Genetische Manipulation von C. meneghiniana

Trotz seiner Wichtigkeit in der Mikroalgen Photosynthese Forschung, als
Modellorganismus zentrischer Kieselalgen, sind nur wenige Versuche unternommen
worden Cyclotella meneghiniana genetisch zu manipulieren. Dabei stellt die den
Organismus umgebende Schale aus Silica und Chitin ein grofSes Hindernis der gezielten
Manipulation dar. Im Zuge dieser Arbeit wurden Transformationsprotokolle ausgetestet,
um diese Diatomee genetisch besser zuginglich zu machen. Hierfir wurden drei
Transformationsprotokolle etabliert und angepasst, welche jede fir sich Vor- und Nachteile
aufweisen. Abbildung 3.17 zeigt die letztendlich erhaltenen Transformationseffizienzen
der einzelnen Methoden. Die Effizienz ist hierbei immer auf die nachweislich
Nourseothricin resistenten C. meneghiniana Zellen als kolonienbildende Einheiten und der

Verwendung eines Plasmids ahnlichen Grundgertsts bezogen.
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Abbildung 3.17: Transformationseffizienz von C. meneghiniana unter Verwendung verschiedener etablierter
Methodiken.

5-7 Tage alte Zellen, am Ende ihrer exponentiellen Wachstumsphase, wurden geerntet und fiir die unterschiedlichen
Transformations-Methoden verwendet. Fir die Auswertung wurden Transformationen mit dhnlichem Plasmid und den
schlussendlich optimierten Bedingungen gewiahlt. A: Transformationseffizienz von C. meneghiniana mittels Biolistischer
Transformation sowie Elektroporation unter Verwendung von 1 pg Plasmid-DNA mit gleichem Grundgerist pro
Transformation. Biolistic n = 4, eingesetzte Zellmenge pro Transformation: 1108 Zellen. Zirkulire Plasmide: pPhac-
NAT BKT, pPhaEst-NAT YFP, pPhaEst-NAT AS UTR, pPhaEst-NAT AS Mid. Elektroporation n = 3, eingesetzte
Zellmenge pro Transformation: 2,5%107 Zellen. Linearisierte Plasmide: pPhac-NAT GFP, pPhac-NAT Lx61-His, pPhaEst-
NAT Lx61 OE. B: Transformationseffizienz von C. meneghiniana mittels bakterieller Konjugation unter Verwendung
eines E. coli Stamms mit Transformationsplasmid gleichen Grundgertists und einer Konjuationstemperatur von 25°C, n
= 6, eingesetzte Zellmenge pro Transformation: 2107 Zellen (Transformation M. Eudenbach 2020). Plasmide: ptPuc3-
NAT sgRNA III, ptPuc3-NAT sgRNA IV. Die Zellmenge E. Coli wurde anhand der ODeoo berechnet mit der Annahme
von ODgoo 1,0 = 8x108 Zellen.

Der Vergleich der Transformationseffizienzen weist zwischen der biolistischen
Transformation und der Elektroporation eine ahnliche Effizienz auf, die sich bei

Einbeziehen der eingesetzten Menge Zellen jedoch relativiert. So kann bei der
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Elektroporation, aufgrund der methodischen Einschrinkung, nur ein Viertel der
Zellmenge pro pg DNA vergleichend zur Biolistischen Transformation eingesetzten
verwendet werden. Letztendlich relativiert sich so die Effizienz der Methoden auf wie in
Abbildung 3.17 A rechte Seite dargestellt auf das ca. 4,5-fache der Elektroporation im
Vergleich zur Biolistischen Methode. Auch wurde die Elektroporation aufgrund der ca. 5-
mal so geringen Regenerationszeit der Zellen (Biolistic: 10 - 16 Wochen; Elektroporation:
2 — 4 Wochen) bevorzugt eingesetzt. Die in Abbildung 3.17 B dargestellten Effizienzen der
bakteriellen Konjugation beziehen sich auf eine ahnliche Zellzahl C. meneghiniana wie die
der Elektroporation. Im Mittel wurden hierbei 0,68 + 0,30 Transformanten pro 10
Millionen E. coli Zellen erzielt. Eine Korrelation der bei der bakteriellen Konjugation
eingesetzten Zelldichte der Bakterien und der kolonienbildenden Einheiten C.
meneghiniana kann nicht ausgemacht werden (Abb. 3.17 B linke Seite). Die
Regenerationszeit der Kieselalgen nach der Konjugation war im Schnitt 4 — 6 Wochen.
Aufgrund der duferst nachteiligen Kontamination mit Konjugations-Bakterien, nach
erfolgter Transformation mit dieser Methode, der niedrigen Effizienz und aufwendigen
Vorbereitung, wurde die Elektroporation als schonendste und effizienteste Methode

bevorzugt.

3.6.1 Lhcx6_1 Knockdown in C. meneghiniana

Zur Funktionsiiberpriifung des Lhcx6_1 Proteins wurden Antisense-RNA Konstrukte zum
Knockdown des Lhcs konstruiert. Dafiir wurden zwei Antisense-RNA Varianten mittels
PCR-Amplifikation erstellt, welche Teile des Antisense-Strang des Lhcx6_1 Transkripts
darstellen. Eine der beiden Varianten bindet dabei an die ersten 85 Basen des Lhc
Transkripts und mit weiteren 100 in der 5> UTR des Gens. Diese Variante wurde somit
AS_UTR betitelt. Die AS_Mid Variante hingegen stellt die komplementire Sequenz der

17ten Base nach Startcodon hin zur Base 260 dar (Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: Schematische Darstellung des lhcx6_1 Gens und der verwendeten Antisense-Konstrukte.

Das 702 bp grofle lhcx6_1 Gen ist mitsamt eines kleinen nicht translatierten Bereichs zu Anfang des Gens dargestellt (5
UTR). Der Anfang des translatierten Bereichs ist mit dem Startcodon ATG gekennzeichnet, das Ende mit dem Stopcodon
TAA. Die zum codierenden lhcx6_1 Strang komplementire, mittels PCR amplifizierte, Antisense RNAs AS_UTR und
AS_Mid sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die AS-Mid erstreckt sich dabei von Base 260 des codierenden Strangs hin zu
Base 17, wahrend die AS_UTR von Base 85 hin zu Base -100 in der 5 UTR reicht.

Die Knockdown-Konstrukte wurden unter Regulation des Nitratreduktase (NR)
Promotors und Terminators kloniert und C. meneghiniana mit diesen transformiert. Die
erhaltenen Klone zeigten anfianglich den erwiinschten Knockdown auf mRNA-Level,

welcher jedoch nur von kurzer Dauer war (Abb 3.19).
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Abbildung 3.19: qRT-PCR der C. meneghiniana Knockdown-Klone zur Veranschaulichung der Restexpression
nach wenigen Tagen in Kultur und zwei Wochen darauf.

Zellproben der frisch angewachsenen Knockdown-Klone und einer vergleichbaren Wildtyp Kultur wurden entnommen.
Die gesammelten Proben wurden einer RNA-Extraktion mit anschlieender reverser Transkription aller mRNAs
unterzogen. Die Analyse der cDNA-Mengen erfolgte in einer qRT-PCR mit Normalisierung auf das Histon4-Gen. Die
AACT-Werte, als Darstellung der Anderung der Genexpression, beziehen sich auf die jeweilige Menge des Transkripts des
Wildtypen. Die Daten sind aus Mittelwerten dreier technischer Replikate zusammengesetzt, wobei die Fehler nach
Gauf$’scher Fehlerfortpflanzung der verrechneten Werte fiir AACT bestimmt sind. A: Menge des lhcx6_1 Transkripts nach
wenigen Tagen Zellkultur der verschiedenen AS_UTR Klone (U1, U4, U6 und U10) und des Wildtypen (WT). B: Menge
des lhcx6_1 Transkripts des AS_UTR Klons 4 (U4) und des Wildtypen (WT) zum Zeitpunkt der ersten RNA-Extraktion

zu Beginn (A) und nach zwei Wochen (B).
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Die Analyse der Menge des lhcx6_1 Transkripts mittels QRT-PCR (Abb. 3.19 A) erbrachte
in nahezu allen untersuchten Antisense Klonen eine Verringerung der lhcx6_1 mRNA. Die
erneute Probenbereitung der angewachsenen Antisense Klone zwei Wochen spater weist
jedoch keine Verringerung des Transkripts mehr auf (Abb. 3.19 B). Der Vergleich einer
qRT-PCR mit der anfinglich stirksten Knockdown Probe U4A und jener Kultur zwei
Wochen spater U4B macht die starke Gegenregulation der C. meneghiniana Kultur deutlich.
Hierbei stieg die Menge des lhcx6_1 Transkripts von anfianglicher Verringerung auf das
0,12-fache vergleichend zum Wildtypen auf eine Vervielfachung um das Achtfache und
endete letztendlich in der Stilllegung der gesamten Expressionskassette, wodurch die

untersuchten Klone keine Antibiotikaresistenz mehr zeigten.

3.6.2 Adaption eines induzierbaren Expressionssystems fiir C. meneghiniana

Vorangegangene, fehlgeschlagene Versuche machten die genetische Stilllegung bzw.
Gegenregulation von eingebrachten Expressionskonstrukten in C. meneghiniana Kulturen
deutlich, weswegen eine Moglichkeit eines zeitlich variabel induzierbaren
Expressionssystems verwendet werden musste. Dafir wurde ein fir die pennate Diatomee
Phaeodactylum  tricornutum ausgelegtes, {-Estradiol induzierbares Expressionssystem
(Kassaw et al., 2022) an C. meneghiniana adaptiert. Das Austesten des Systems erfolgte

mittels induzierbarer eYFP-Expression (Abb 3.20).
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Abbildung 3.20: Western Blot einer mit 8-Estradiol induzierten C. meneghiniana eYFP Kultur.

Die YFP Expression einer mit pPhaEst-Nat YFP transformierten C. meneghiniana Kultur wurde mit verschiedenen
Mengen £-Estradiol induziert und nach 24 und 48 Stunden Induktion Proben entnommen. Nach Proteinisolation folgte
eine 12 % PAA SDS-PAGE von je 1,25 pg Chla der Proben und Transfer auf Nitrocellulose. Als Referenz diente Protein
eines P. tricornutum eGFP-Klon. Verwendeter Antikorper o-GFP-HRP Grofsenstandard: Pierce™ Prestained MW Marker.
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Die Beprobung der induzierten Klone mit GFP-Antikorper macht eine Funktionalitat des
adaptierten [-Estradiol Induktionssystems in C. meneghiniana deutlich. Dabei ist die
ausbleibende Basaltranskription, ohne Verwendung des induzierenden Agens (0 pM)
ersichtlich. Zudem steigt die Menge des YFPs leicht mit steigender Menge §-Estradiol, aber
vor allem mit langerer Inkubationszeit.

Anschliefend wurden die zuvor beschriebenen Lhcx6 1 Knockdown-Konstrukte unter

induzierbare Kontrolle gestellt und C. meneghiniana damit transformiert.

3.6.3 8-Estradiol induzierter Lhcx6_1 Knockdown

Die Funktionstberprifung der lhcx6_1-Transkript Reduktion durch die eingebrachte,
induzierbare Antisense-Kassette, erfolgte in Zeitrethen und Probenentnahme vor
Induktion (T0), nach 48 Stunden (T1) sowie 72 Stunden (T2). Die Transkriptmenge wurde
mittels QRT-PCR bestimmt und auf einen Housekeeping-Standard normalisiert. Die beste
Reduktion des Lhex6_1 Transkripts konnte in einer Mutante beobachtet werden, welche
sowohl die UTR- als auch Mid-Antisense Kassette enthalt (UM1) (Abb. 3.21). Der Vergleich
der ermittelten Transkriptmenge der lhcx6_1 mRNA mit Mid-Antisense-Konstrukt zeigt
nur minimal lhcx6 1-Reduktion. Dies konnte auch in anderen Klonen dieser Antisense-
Variante beobachtet werden. Der Wildtyp weist eine Reduktion der lhcx6_1 mRNA mit
steigender Zeit nach -Estradiol-Zugabe auf, welche im M1-Klon jedoch nicht
auszumachen ist. In der UM1-Mutante konnte eine Reduktion des Lhcx6_1-Transkripts
beobachtet werden, welche sich nach drei Tagen Inkubation mit 1 pM £-Estradiol auf 46 %
der urspringlichen Transkriptmenge einstellt. Diese Reduktion zeigt einen signifikanten
Unterschied zur im Wildtypen beobachteten Reduktion zum Zeitpunkt T2. Die Analyse
der Proteinmenge der unterschiedlichen Proben konnte allerdings keine Reduktion des

Lhcx6 1-Proteins nachweisen (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Lhcx6_1 Transkript- und Proteinbestimmung der C. meneghiniana Knockdown-Klone und des
Wildtypen unmittelbar vor Induktion mit -Estradiol, 48 Stunden und 72 Stunden nach Induktion.

Zellproben der Knockdown-Klone und einer vergleichbaren Wildtyp Kultur wurden entnommen. Ein Teil der
gesammelten Proben wurde einer RNA-Extraktion mit anschliefender reverser Transkription aller mRNAs unterzogen.
Die Analyse der cDNA-Mengen erfolgte in einer QRT-PCR mit lhex6_1 spezifischen Primern und Normalisierung auf das
Histon4-Gen. Die AACT-Werte, als Darstellung der Anderung der Genexpression, beziehen sich auf die jeweilige Menge
des Transkripts zum Zeitpunkt T0. Die Daten sind aus Mittelwerten dreier technischer Replikate zusammengesetzt, wobei
die Fehler nach GaufS’scher Fehlerfortpflanzung der verrechneten Werte fiir AACT bestimmt sind. Der mittels t-Test auf
0,05 Signifikanz-Niveau ermittelte Unterschied zwischen der T2-Transkriptmenge des Wildtypen und der UM1-Mutante
ist mit * dargestellt. Aus dem Rest der Zellproben wurde Gesamtprotein isoliert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und mit a-Lhcx6-1 sowie als Ladekontrolle a-RuBisCo beprobt. Grofenstandard Pierce™
Prestained MW Marker.

Um die Rolle des Lhex6_1 Proteins in der Thylakoidmembran von C. meneghiniana zu
evaluieren, wurden Kulturen der UM1-Mutante mit £-Estradiol induziert und 9 Tage
wachsen gelassen. Zudem fand eine mit §-Estradiol versetzte Wildtyp-Kontrolle und eine
nicht behandelte UM1-Kultur Verwendung (s. Anhang 8). AnschlieBend wurden
Thylakoidmembranen der Kulturen isoliert, die Proteinkomplexe solubilisiert und auf

Saccharosedichtegradienten aufgetrennt (Abb. 3.22).
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Abbildung 3.22: Untersuchung solubilisierter Thylakoidmembran-Proteinkomplexe des Wildtypen und der UM1-
Mutante.

Thylakoide entsprechend 125 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Wildtyp oder UM1-Kultur mit £-Estradiol
wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und durch Zentrifugation auf Saccharosedichtegradienten
getrennt. 1,25 pg Chla der aufkonzentrierten Fraktionen des Gradienten wurden daraufhin mittels [pBN-PAGE weiter
aufgereinigt. A: Auftrennung der Thylakoide in 19% Saccharosedichtegradient. B: Auftrennung der abgenommenen
Banden des Saccharosedichtegradienten in einer [pBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA). C: Auftrennung von 10 pg Chl a
solubilisierter Thylakoidmembranen des Wildtypen und der induzierten UM1-Mutante. D: Auftrennung verschiedener
Mengen Chl a solubilisierter Thylakoidmembranen des Wildtypen und der induzierten UM1-Mutante mittels SDS-PAGE
mit anschliefendem Western Blot und Beprobung mit Lhcx6_1- und Lhexl (FCP6)-spezifischem Antikérper.
Grofenstandard Pierce™ Prestained MW Marker.

Schon die Auftrennung der UM1-Mutante im Vergleich zum Wildtypen birgt

Besonderheiten. So kann in der Lhex6_1-Antisense Mutante UM1 keine Unterscheidung in
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zwei FCP-Fraktionen gemacht werden, die sonst immer sichtbar ist. Neben dieser
Anomalie sind in der Mutante zudem sehr viele Komplexe hoher Dichte im
Saccharosegradienten auszumachen, die im Wildtypen nicht existent sind (Abb. 3.12 A).
Die Auftrennung der abgenommenen Fraktionen des Gradienten verdeutlicht dieses
Verhalten und zeigt auf, dass dennoch die auch sonst beobachteten Photosystem-Banden
in der UM1-Mutante zu finden sind. Bei der Akkumulation von Komplexen hoher Dichte
im Saccharosegradienten scheint es sich um PSI beinhaltende Fraktionen zu handeln (Abb.
3.12 B). Auch die Auftrennung solubilisierter Thylakoide mittels [pBN-PAGE weist eine
PSII-Bande dhnlich dem Wildtypen auf, aber gestorte FCP- sowie PSI-Komplexe (Abb. 3.12
C). Hierbei konnen in der Lhex6 1 Knockdown Mutante PSI-Fraktionen sehr hohen
Molekulargewichts ausgemacht werden, die kaum in die Gelmatrix einlaufen. Trotz des
auffalligen Verhaltens der UM1-Mutante in der Thylakoid-Protein-Zusammensetzung,
kann keine auffillige Verinderung im Lhcx6_1-Gehalt, vergleichend zum Wildtypen,
beobachtet werden (Abb. 3.12 D). Ein Zusammenhang mit der Anderung des Lhcx1
(FCP6) Gehalts und den beobachteten Verinderungen der Mutante konnen mittels
Beprobung mit spezifischem Antikorper ausgeschlossen werden. Eine UM1-Mutante ohne
8-Estradiol Induktion zeigte ein solches Verhalten nicht, auch der Wildtyp mit selbiger
Menge £-Estradiol weist nicht das Verhalten der induzierten UM1-Mutante auf (Anhang

8).
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4. Diskussion

Die oxygene Photosynthese ist ein tber Jahrmillionen evolvierter Prozess der
biochemischen Energiegewinnung an dem dutzende Proteinkomplexe Beteiligung finden.
Die effiziente Sammlung elektromagnetischer Strahlung ist auf die mit Chromophoren
versehenen Lichtsammelkomplexe zurickzufihren, die sich zwischen Spezies in
Anordnung, Pigmentierung und Zusammensetzung unterscheiden. Die aus sekundarer
Endosymbiose entstandenen Diatomeen besitzen eine Vielzahl an Lichtsammelproteinen,
von denen die Vertreter der Lhcx-Kandidaten eine putativ photoprotektive Funktion
austben. Die zentrische Diatomee C. meneghiniana besitzt vier verschiedene lhcx-Gene:
lhex1, ThexS, lThex6 und lhex6 1 (Traller et al., 2016), von denen die Lhex1- und Lhex6 1-
Proteine in Aufreinigungen von FCPs dieser Diatomee nachgewiesen wurden
(Gundermann et al., 2019). Wahrend die Funktion des Lhcx1 dieser Spezies genauer
evaluiert wurde (Ghazaryan et al., 2016) konnte die des Lhcx6_1-Proteins bislang nicht
genauer aufgeklirt werden. Diese Arbeit dient der naheren Betrachtung dieses Lhcx-

Kandidaten zentrischer Diatomeen.

4.1 Sequenz des Lhcx6_1 aus C. meneghiniana

Die Sequenzierung des lhcx6_1-Gens aus C. meneghiniana konnte die bislang unbekannte
Basenabfolge sowie die daraus resultierende Polypeptidsequenz des Proteins aufklaren
(Abb. 3.1 und 3.2). Diese unterscheidet sich, bis auf eine 34 Aminosauren lange Sequenz
am N-Terminus, kaum von der Primarstruktur des Lhcx6 1 der ebenfalls zentrischen
Diatomee T. pseudonana. Dieser Unterschied der beiden Lhcx6_1 Sequenzen ist sowohl im
geringflgig kleineren DNA-Amplifikat (Abb. 3.4) als auch der molekularen Masse des
immunologisch detektierten Proteins zu beobachten (Abb. 3.8). Die errechneten

Molekulargewichte der Proteine belaufen sich hierbei auf 24,7 kDa fir C. meneghiniana
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und 21,3 kDa fir T. pseudonana. Der gegen die letzten 16 Aminosauren des C-Terminus
gerichtete, in dieser Arbeit entworfene, a-Lhcx6_1 Antikorper bestitigt die hypothetischen
Molekulargewichts-Differenzen der Lhcx6_1 Proteine beider Spezies. Sowohl
Untersuchung der cDNA-Amplifikate und deren Grofenvergleich mit gDNA, als auch die
Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE und immunologischer Beprobung mit a-
Lhex6_1 Antikorper konnten ein Intron in diesem lhcx-Kandidaten ausschlieBen. Das fiir
T. pseudonana vorhergesagte Intron im lhex6_1-Gen wird damit entkraftigt.

Der in C. meneghiniana beobachtete, verlingerte N-Terminus sollte dem Signal- und
Transit-Peptid, fir erfolgreiche Thylakoidmembran-Insertion, nachgeschaltet sein. Diese
Annahme begrindet sich in den vorhergesagten Transit- und Signalsequenzen (Kilian und
Kroth, 2005; Huesgen et al., 2013) fir plastidare Diatomeen Proteine. Zudem weist der
beobachtete Protein-Grofsenunterschied der beiden Lhcx6 1 Immunodetektionen von C.
meneghiniana und T. pseudonana ein grofleres Protein in C. meneghiniana nach. Diese
Beobachtungen legen nahe, dass das reife C. meneghiniana Lhcx6_1 Protein die zusatzliche
Sequenz am N-Terminus tragt. Diese verlangerte N-terminale Sequenz kann in keinem
anderen Diatomeen Lhc gefunden werden. Eine bioinformatische Suche nach eventuellen
Homologien dieser 34 Peptid-Sequenz ergibt eine tiberraschend hohe Ahnlichkeit zum N-
Terminus der minoren Antennen hoherer Pflanzen CP24 (LHCB6), CP26 (LHCBS) sowie
CP29 (LHCB4) am Beispiel von A. thaliana (s. Anhang 9). In den Proteinsequenzen der
minoren Antennen der Grinalge C. reznbardtii konnen diese wiederum nicht ausgemacht
werden. Den speziellen, N-terminalen Sequenzmotiven der minoren Antennen konnte
bislang noch keine genaue Funktion nachgesagt werden, jedoch belegen neuste
Strukturaufklarungen des PSII-Superkomplexes von A. thaliana sowie des Spinats eine
essenzielle Rolle des N-Terminus der minoren Antennen in der strukturellen Verknipfung
zu anderen LHCs (Wei et al., 2016; Van Bezouwen et al., 2017).

Die minoren Antennen CP26 und -29 stellen evolutiv duflerst alte Komponenten der

Photosynthese-Maschinerie dar, die an der Basis der Diversifizierung der Griinalgen stehen,
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wobei CP24 ein Autkommen bei Abspaltung der Landpflanzen zugeschrieben wird (Koziol
et al., 2007; Alboresi et al., 2008). Lhcx6_1 konnte ein Ortholog der minoren Antennen in

zentrischen Diatomeen darstellen.

4.2 Lhcx6_1 als minore Antenne der zentrischen Diatomeen

Jingste Forschungsarbeiten konnten erstmals die Struktur von Photosystem-FCP-
Superkomplexen in Diatomeen aufklaren (Pi et al., 2019; Wang et al., 2020; Nagao et al.,
2020; Arshad et al., 2021; Nagao et al., 2022). Die Struktur des PSII-Superkomplex® der
Diatomee Chaetoceros gracilis belegt die konservierte Architektur des Photosystem-Kerns
und identifiziert die umliegenden FCPs. Neben oligomeren FCPs konnten dabei ebenso
monomere LHC-Proteine gefunden werden, welche das PSII umgeben. Dabei wurden
monomere FCPs zugeordnet, die als FCP-D, -E und, -F tituliert wurden (Pi et al., 2019).
Analog zum PSII-Superkomplex der hoheren Pflanzen (Dekker und Boekema, 2005; Wei
et al., 2016) konnen die monomeren FCPs von C. gracilis den minoren Antennen hoherer
Pflanzen gleichgestellt werden, wobei ein Vergleich der Lokalisation eine Ahnlichkeit von
FCP-E zu CP26 und FCP-D zu CP29 aufzeigt, ein zu CP24 analoges Protein kann jedoch
nicht eindeutig identifiziert werden (Pi et al., 2019; Bichel, 2019). Ebenso konnte eine
Cryo-Elektronen Tomographie, von Photosystem-Komplexen der mit C. meneghiniana eng
verwandten Diatomee T. pseudonana, monomere Lhcs am PSII identifizieren (Arshad et al.,
2021), wahrend zudem trimere FCPs nachgewiesen werden konnte, wie sie auch bei C.
meneghiniana existieren (Buchel, 2003). Ein monomerer Lhc der Studie von Arshad et al.
(2021) wurde dabei in der Peripherie des PSII-Kerns gefunden, was eine aufSergewohnliche
und essenzielle Stellung der monomeren FCPs in zentrischen Diatomeen untermauert. Die
minoren Antennen der grinen Linie fungieren als monomerer Konnektor zwischen den
Lichtsammelkomplexen und dem Photosystem (Boekema et al., 1995). Den minoren
Antennen wurde immer wieder eine Rolle in der Abgabe tiberschiissiger Anregungsenergie

(NPQ) zugesprochen (Bassi et al., 1997), welches in CP-Antennen knockouts (k.o.) der
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Grunalge C. reinhardtii experimentell bestatigt wurde (Cazzaniga et al., 2020), in k.o-Linien
der hoheren Pflanze A. thaliana jedoch nicht dieselben Eigenschaften aufweist (Dall’Osto
et al., 2014; Townsend et al., 2018). Die Autoren gehen davon aus, dass der Mechanismus
des NPQ in hoheren Pflanzen eher auf ein Zusammenspiel der Ansiuerung des
Thylakoidlumens, des PsbS-Proteins und des Xanthophyllzyklus® in den trimeren
Lichtsammelkomplexen zurickzufiihren ist. In der Grinalge C. reinhardtii ist PsbS zwar
vorhanden, erfullt aber nicht die essenzielle NPQ-Funktion, wie in hoheren Pflanzen (Li et
al., 2000; Tibiletti et al., 2016). Der NPQ-Mechanismus dieser Griinalge begriindet sich
dabei cher auf einen LhcSR-abhingigen Mechanismus (Peers et al, 2009) im
Zusammenspiel mit den genannten Funktionen der minoren Antennen und
Xanthophyllzyklus-Komponenten. Somit sind vermutlich auch die PsbS-defizienten
Diatomeen auf ein Zusammenspiel der minoren Antennen und Lhcx-Proteine zum
effizienten NPQ angewiesen. Die Ahnlichkeit des Lhcx6_1 Proteins zu den minoren
Antennen ist beispielhaft an der Expression des zugrundeliegenden Gens zu beobachten
(Abb. 3.9; Anhang 10) (vgl. Teramoto et al., 2002), was an der hochsten Expression unter
Schwachlicht und einer Abnahme im Starklicht auszumachen ist. Die beschriebene N-
terminale Sequenz des Lhcx6_1 und deren Homologie zu den monomeren, minoren
Antennen aus A. thaliana bekraftigen die Annahme. Zudem sind monomere Lhcs an PSII-
Komplexen der Diatomeen strukturell nachgewiesen, die genauen Proteine aber nicht
identifiziert. Aber auch die vorrangige Lokalisation an PSI (Abb. 3.13), welches mit
monomeren Antennen assoziiert ist (Nagao et al., 2020), konnte auf eine Funktion dessen
als monomere Antenne der Photosysteme hinweisen, wobei diesem eine PS-SC
strukturgebende Rolle und auch eine wichtige Funktion im NPQ inne liegen konnte. Eine
Funktion der minoren Antennen an PSII und auch PSI kann im Zuge der state transition in
C. reinhardtii beobachtet werden, wobei das Lhc an beiden Photosystemen eine
Verknipfung der umgebenden Lichtsammelkomplexe mit den Photosystemen darstellt

(Takahashi et al., 2014). Auch Vertreter der Barlapppflanzen, welche evolutiv duflerst alte
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Landpflanzen darstellen, weisen eine Funktion einer minoren Antenne an PSII und PSI auf
(Ferroni et al., 2014). Somit scheint die bifunktionelle Natur eines monomeren Lhcs an
PSII sowie PSI ein beschriebenes Phinomen zu sein und die genauere Regulation dessen

soll in 4.6 detailliert analysiert werden.

4.3 Antikorper gestiitzte Lokalisation des Lhcx6_1

Die detaillierte Untersuchung der LhcSR-Homologe der Diatomeen ist eine junge
Entwicklung und deren Beginn auf die FCP-Pionierarbeit von Eppard und Rhiel (1998;
2000) und die Sequenzierung des T. pseudonana (Armbrust et al., 2004) und P. tricornutum
(Bowler et al., 2008) Genoms zurtickzufithren. Die erste Beschreibung des Lhcx6_1-Proteins
basiert auf einer massenspektrometrischen Untersuchung von BN-PAGE aufgetrennten
Thylakoiden der zentrischen Diatomee T. pseudonana (Grouneva et al., 2011). In dieser
Arbeit konnten mehrere exprimierte Lhcx-Kandidaten der zentrischen Diatomee
nachgewiesen werden, wobei ebenso Lokalisation und Anderung Thylakoidkomplex-
Zusammensetzung unter Starklichtbedingungen mit einbezogen wurden. Unter
Schwachlichtbedingungen beobachteten die Autoren vier Lhex-Proteine. Wahrend Lhex1
und Lhcx2 sowie Lhcx5 ausschlieflich im freien Proteinpool nachgewiesen werden
konnten, beschreibt die Arbeit ein Vorhandensein von Lhcx6 1 in der FCP- und ebenso
PSI-Fraktion. Der Vergleich mit einer Starklichtkultur erganzt die in FCP-Komplexen
detektierten Lhcx-Kandidaten um Lhcx1/2 und auch Lhex4. Im Starklicht PSI konnte
zudem Lhcx4 nachgewiesen werden. Lhcx4, -5 und -6 wurden in dieser Bedingung im
freien Proteinpool detektiert. Weitere Arbeiten mit T. pseudonana konnten einen ebenso
massenspektrometrischen Nachweis des Lhcx6_1 Proteins an PSII erbringen (Calvaruso et
al., 2020), wobei keine Starklicht-abhingige Anderung dieses Proteinlevels an PSII zu
beobachten war (Calvaruso et al., 2022). Letztere Arbeit weist das Lhcx6 1 zudem an PSI

nach und zeigt eine Starklicht-induzierte Abnahme des Proteins. Die
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massenspektrometrischen Untersuchungen von Gundermann et al. (2019) in C.
meneghiniana sowie Kansy et al. (2020) anhand von T. pseudonana weisen Lhcx6_1 in FCP-
Komplexen nach. In dieser Arbeit konnten erstmalig Antikorper gestiitzte Lokalisations-
Untersuchungen des Lhcx6_1 Proteins getitigt werden. Die hier getatigten
Lokalisationsstudien weisen Lhcx6_1 in C. meneghiniana hauptsachlich an PSI-Komplexen
nach, zudem in geringerer Menge an PSII, sowie in geringster Menge den FCPs (Abb 3.13).
Diese Ergebnisse der allgemeinen Lokalisation decken sich mit denen der vorher
genannten Untersuchungen auf Basis der Massenspektrometrie und bekriftigen die
vorrangige Verknipfung des Lhcx-Proteins mit den Photosystemen, vorrangig PSI. Der
immunologische Nachweis des Lhcx6_1 dieser Arbeit bekriftigt eine Zunahme des
Proteins an PSI unter Starklichtbedingungen, was im Gegensatz zur beobachteten
Starklicht bedingten Reduktion des Proteinlevels am PSI steht (Calvaruso et al., 2022).
Nahere Betrachtung dieses Widerspruchs liegt jedoch vermutlich im gewahlten
experimentellen Aufbau, so sind die Untersuchungen von Calvaruso et al. (2022) auf eine
mehrwochig Starklicht-adaptierte Diatomeen Kultur zurtickzufihren, wahrend in dieser
Arbeit die Adaption der Diatomeen im jeweiligen Lichtregime nur etwa eine Woche
betrug. Eine Abnahme des Lhcx6_1 Proteinlevels unter lingerer Starklichtexposition kann
dennoch durch die verminderte Expression des lhcx6_1-Gens in hoherer Lichtintensitit
bekriftigt werden (Abb. 3.9). Lhcx6_1 als Teil der trimeren FCPs, wie es von Gundermann
et al. (2019) postuliert wurde, konnte im Zuge der Arbeit nicht bestitigt werden, dennoch
wurden, neben der nahezu nicht vorhandenen immunodetektierten Menge an FCP1 und
FCP2 (Abb. 3.13), keine direkten Gegenbeweise erbracht. Allerdings spricht gerade die PSI-
favorisierte Lokalisation und die Ahnlichkeit zu den minoren Antennen aus A. thaliana fir

eine vorrangig monomere Struktur des Lhex-Kandidaten.
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4.4 Lichtschutz-Charakter des Lhcx6_1

Die Lichtsammelantennen heutiger photosynthetischer Eukaryoten weisen eine hohe
Vielfalt auf, wobei Photosystem spezifische Lichtsammelkomplexe, verschiedene Subtypen
oder auch funktional unterschiedliche Proteine dieser Klasse existieren (Neilson und
Durnford, 2010). Die drei grofSen Gruppen der Diatomeen LHCs sind die des lhct-, lher-
und lhex-Typs (Biichel, 2020). Den Lhex-Proteinen wird aufgrund ihrer Homologie zu
LhcSR-Kandidaten aus C. reznbardtii eine protektive Funktion zugeschrieben (Savard ez al.,
1996; Eppard und Rhiel 1998; Richard et al., 2000). Viele Veroffentlichungen der letzten
Jahre bestitigten eine photoprotektive Funktion der LhcSR- (Peers ez al., 2009; Bonente et
al., 2011; Perozeni et al., 2020) und auch einiger Lhcx-Proteine (Bailleul et al., 2010;
Ghazaryan et al., 2016; Buck et al., 2019). Dabei ist ein ausschlaggebender Mechanismus
der Lhc-gesteuerten Photoprotektion eine Protonierung von lumenalen Glutamin- oder
Asparaginsiaure-Resten, was anhand des PsbS-Proteins der Pflanzen (Li et al., 2002; Fan et
al., 2015) und dem LhcSR3 aus C. reinbardtii (Liguori et al., 2013; Ballottari et al., 2016)
nachgewiesen und fir Lhex-Proteine der Diatomeen postuliert wurde (Taddei et al., 2016).
Jingste Ergebnisse konnten jedoch bislang keinen Zusammenhang putativ protonierbarer
Aminosauren in Lhex-Kandidaten von P. tricornutum und einer photoprotektiven Aufgabe
ermitteln (Buck ez al., 2021). Dennoch heben die Autoren hervor, dass gerade in der
zentrischen Diatomee C. meneghiniana eine direkte, durch Protonierung eines Lhcx-
Proteins ausgeloste, Stressantwort als sehr wahrscheinlich gilt, da dieser Organismus eine
photoprotektive Komponente besitzt, welche Thylakoid pH induziert und nicht abhiangig
vom Xanthophyllzyklus ist (Grouneva et al., 2008). Die Modellierung der Proteinstruktur
des Lhcx6_1 aus C. meneghiniana bringt aullergewohnlich viele Glutamin- und
Asparaginsaure-Reste an vermutlich lumenaler Seite des Proteins zu Tage (Abb. 3.5). Um
die mogliche Protonierung dieser Aminosauren genauer zu evaluieren wurde die
Proteinstruktur zusatzlich mit I-TASSER (Yang und Zhang, 2015) modelliert und die

erhaltenen Daten mit der vorliegenden Struktur verglichen. Die Strukturmodellierung
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durch I-TASSER lieferte insgesamt eine nahezu identische mit der durch SWISS-Model
erhaltenen Struktur (Anhang 11). Mittels der I-TASSER Modellierung konnte die
Oberflichen-Zuganglichkeit (Solvent-Accessibility) der Aminosauren ermittelt und mit den
Strukturdaten verglichen werden. Die Berechnung der moglichen Zuganglichkeit wird
dabei von 1 (nicht zugianglich) zu 9 (zuganglich) angegeben. Die vorhergesagte
Zuganglichkeit (Anhang 11) der Glutamin- und Asparaginsiure-Reste wurde in die

Entwicklung des folgenden Modells mit aufgenommen (Abb. 4.1).

Helix E

E 139

Helix A

D 218

Abbildung 4.1: Modell der protonierbaren, lumenalen Aminosiauren des C. meneghiniana Lhcx6_1 in Analogie
zum C. reinhardtii LhcSR3 nach Ballottari et al. (2016).

Links: Die Struktur des Lhex6é_1 Proteins wurde anhand der sequenzierten und translatierten Sequenz mit SWISS-Model
und I-TASSER modelliert. Die dargestellte SWISS-Model Struktur wurde mit den I-TASSER Vorhersagen zur
Zuginglichkeit einzelner lumnaler, protonierbarer Asparagin- (D) und Glutaminsaure- (E) Resten erginzt, was als fett
dargestellte Zahl unter der jeweiligen Nummer der Aminosaure in der Polypeptidkette dargestellt ist. Die verschiedenen
Helices der Lhcx6_1 Struktur sind mit Buchstaben dargestellt. Rechts: Lokalisation der putativ protonierbaren
Aminosiuren und deren Abstand zum C-Atom der Carboxylgruppe [A] zueinander, laut SWISS-Model Struktur des
Proteins.

Die Anordnung der Glutamin- und Asparaginsiuren an lumenaler Seite des C.
meneghiniana Lhcx6_1 birgt sehr groffe Parallelen zu den nachweislich fir die

Photoprotektion des LhcSR3 aus C. remmbardtii notwendigen und pH-regulierten
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Aminosauren (Ballottari et al., 2016; Anhang 12), weswegen eine ahnliche raumliche
Modellierung gewahlt wurde. Letztere Autoren erbrachten den Nachweis, dass drei
raumlich nahe Aminosauren: Asparaginsaure 117, Glutaminsiure 221 und Glutaminsaure
224 essenziell fir die pH-abhangige Photoprotektion des LhcSR3 sind. Hierbei sind diese
Aminosauren in deren modellierter Proteinstruktur in Helix D (E 221 und E 224) und in
der Schlaufe zwischen Helix B und E (D117) zu finden. Der in der Lhcx6 1 beobachtete
Verbund von protonierbaren Aminosauren zeigt strukturelle Ahnlichkeit auf, wobei hier
E 118 am Ubergang zwischen Helix B und E; E 139 in Helix E; und D 218 am Ubergang
von Helix A zu D lokalisiert ist. Zudem wurde das in Helix A lokalisierte E 214 aufgrund
seiner raumlichen Nihe mit in das Modell aufgenommen, die I-TASSER
Zugianglichkeitsanalyse sagt daftir jedoch den schlechtesten Wert voraus. Fir eine
detailliertere Betrachtung der strukturell moglichen pH-Detektion ist jedoch eine bis dato
nicht erfolgte strukturelle Aufkliarung eines Diatomeen Lhex zwingend erforderlich. Dass
die Lokalisation der hier diskutierten Aminosiuren im Lhcx6_1 Modell womoglich
essenzielle Bestandteile der pH-abhingigen Protonierung sein konnten, zeigt auch die
Konservierung dieser Aminosauren in den Sequenzen von C. cryptica sowie T. pseudonana
(Abb. 3.2 / 3.3). Auffallend dabei ist auch der Austausch der lumenal enorm ginstig
positionierten Asparaginsaure D 218, welche in T. pseudonana den Funktions-
konservierenden Austausch durch Glutaminsaure (E 184) aufweist und somit die These der
Wichtigkeit dieser Aminosaure in der pH-Detektion untermauert. Des Weiteren gelten die
im Physcomitrella patens LhcSR1 an Helix A — D Ubergang gelegenen, protonierbaren
Aminosauren als fir die Photoprotektion unabdingbar, was womoglich an einer
Konformationsinderung im Zusammenhang mit der benachbarten L1-Pigmentbindestelle
des Proteins zu erkldren ist (Guarnetti Prandi et al., 2022). Auch diese Analogie unterstutzt
die mogliche Funktion des D 218 des C. meneghiniana Lhcx6_1 als pH-Sensor und NPQ-
Regulator. Im Falle einer Pigmentierung des Lhcx6_1 und einer Ahnlichkeit zu strukturell

aufgeklarten Lhes aus P. tricornutum konnte die A — D Helix Konformationsinderung durch
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Protonierung ein analoges Quenching in der naheliegenden Fucoxanthin-Bindestelle
auslosen (Wang et al., 2019; Buchel 2019). Zusitzlich sollte das D 227 Erwihnung finden,
was am Ende der Helix D positioniert ist und eine zum D 218 identische Zuganglichkeit
aufweist, fur das diskutierte Modell jedoch in zu grofer Distanz lokalisiert ist. Dennoch
sind gerade die C-terminalen, protonierbaren Aminosiauren substanziell fir eine NPQ-
Induktion im LhcSR (Liguori et al., 2013).

Die Untersuchungen von Buck et al. (2021) identifizierten in den Lhcx-Proteinen der
pennaten Diatomee P. tricornutum ein Tryptophan, welches strukturell nahe der Epoxy-
Gruppe des Diadinoxanthins liegen soll und nachweislich einen entscheidenden Einfluss
auf die Photoprotektion dieser Diatomee besitzt (Anhang 13 A). Das von den Autoren
beschriebene Motiv kann auch in den Lhex1 und Lhexé Proteinen aus C. meneghiniana
gefunden werden (Anhang 13 B), wihrend das beschriebene Motiv in dieser Form im
Lhcx6_1 der Diatomee nicht existiert. Dennoch ist in Helix C ein Tryptophan an geeigneter
Stelle fir die Diadinoxanthin Interaktion zu finden (Anhang 13 C). Dies konnte fur eine
strukturell andere Funktion des Lhcx6_1, vergleichend zu Lhex1 und Lhex6 und auch
LhexS$ sprechen, wobei die Tryptophan-Diadinoxanthin Interaktion dennoch durch jeden

der drei Lhex-Kandidaten ausgefihrt werden kann.

4.5 Phosphorylierung von Thylakoidmembran Proteinen in C. meneghiniana

Die Phospho-Modifikation von an der Photosynthese beteiligten Proteinen gilt als
wichtiger Regulator und findet Beteiligung an Regulation der Lichtreaktion, Biogenese
und Reparatur der Membranproteinkomplexe und strukturellen Verinderungen der
Thylakoidmembran (Allen 1992; Vener et al., 1998). In Organismen der griinen Linie sind
diese Mechanismen gut untersucht, reversibel und durch Kinasen und Phosphatasen
katalysiert (Bonardi et al., 2005; Bellafiore et al., 2005; Pribil et al., 2010; Dietzel et al., 2011).
Trotz zweier grofer Phosphoproteom-Studien in P. tricornutum (Chen et al., 2014; Tan et

al., 2020) und der Identifikation von 1502 phosphorylierten Proteinen, gibt es in
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Diatomeen bislang kaum Daten tiber Phospho-Modifikationen von Thylakoid Proteinen.
Die vorliegenden Studien identifizierten dabei hauptsichlich Phospho-Modifikationen von
Proteinen mit metabolischer Kontrolle im Eisen-, Stickstoff- und Lipid-Stoffwechsel.
Dennoch konnte mindestens ein phosphorylierter FCP nachgewiesen werden (Chen ez al.,
2014). Die Arbeit von Brakemann et al. (2006) widmete sich der Untersuchung von FCPs
der zentrischen Diatomee C. cryptica und erbrachte den Nachweis eines Phospho-
modifizierten FCPs mit der Grofle von 22 kDa sowie 24 kDa. Diese FCP-Phosphorylierung
konnte jedoch ausschlieflich mit Inkubation in Phospho-Threonin Antikorper detektiert
werden, wihrend ein Phospho-Serin Antikorper keine Immunodetektion dieser aufwies.
Auch ein in vivo Phosphorylierungs-Assay mittels Autoradiographie der Arbeit konnte die
22 kDa FCP-Phosphorylierung nachweisen. Diese Ergebnisse decken sich mit der hier
getatigten Untersuchung aus C. meneghiniana (Abb. 3.14/3.15) und legen nahe, dass es sich
bei dem von Brakemann et al. (2006) detektierten 22 kDa Phospho-FCP um das C. cryptica
Lhex6_1 (vgl. Abb. 3.2) handelt. Neben Lhcx6_1 konnten die Reaktionszentrum-Proteine
des PSI und PSII Phospho-Serin modifiziert nachgewiesen werden. Die aus der griinen
Linie bekannten chloroplastidaren Kinasen der Thylakoidmembran Protein-Modifikation
diskriminieren nicht zwischen Serin- und Threonin-Phosphorylierung (Depege et al., 2003;
Bonardi et al., 2005; Bellafiore ez al., 2005; Schonberg et al., 2017), dennoch konnen in C.
meneghiniana  hauptsichlich Phospho-Serin  Modifikationen an PSII- und PSI-
Komponenten detektiert werden, die in bekannten Modellorganismen vorrangig durch die
STN8-Kinase katalysiert werden (Vainonen et al., 2005; Grieco et al., 2016). Die Phospho-
Threonin Modifikation konnte nahezu ausschliefSlich an Lhex6_1 nachgewiesen werden.
Eine dynamische Regulation der Phosphorylierung der Thylakoidmembran Proteine
konnte nicht nachgewiesen werden. Dabei ist die beobachtete Phosphorylierung
unabhingig vom Umgebungslicht und nicht zu unterscheiden zwischen Schwach- Stark-
und Fernrotlicht (Abb. 3.15). Auch eine, im Zuge dieser Arbeit angefertigte, weitere

Untersuchung konnte keine dynamische Regulation der Phosphorylierung aufzeigen
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(Wolf, 2021). So konnten in einer Zeitreihe einer dunkeladaptierten Kultur hin zu
Umgebungslicht weder mittels Phospho-Serin, noch Phospho-Threonin Antikorper
Phosphorylierungs-Unterschiede in C. meneghiniana Gesamtprotein ausgemacht werden.
Zudem konnte auch hier keine nennenswerte Anderung der Phosphorylierung zwischen
den Lichtbedingungen erfasst werden. Damit entzieht sich die Regulation der Protein-
Phosphorylierung in Thylakoidmembranen der zentrischen Diatomee C. meneghiniana den
bekannten Mechanismen der grinen Linie, welche eine dynamische Regulation der

Kinasen in Abhangigkeit des Umgebungslicht aufweisen (Trotta et al., 2016).

4.6 Phosphorylierung von Lhcx6_1

Die n silico Analyse des C. meneghiniana Lhcx6_1 Strukturmodells konnte einige putativ
phosphorylierbare Aminosauren in geeigneter Lokalisation ausmachen (vgl. Abb. 3.6).
Dabei sollten die Phospho-modifizierbaren Threonin- oder Serin-Reste, in Analogie zu den
bekannten phosphorylierten Lhcs, stromal aufzufinden sein. In Anbetracht der
Lokalisation im errechneten Strukturmodell, sowie der Sequenz des reifen Proteins,
wurden als wahrscheinlichste Kandidaten der Modifikation das Serin 89 und 187 sowie
Threonin 166, 170, 172 und 185 in Erwagung gezogen. Die mittels Immunoblot und
Phospho-Threonin/-Serin Antikorper gestiitzte 7z vivo Phosphorylierungsstudie konnte
eine Phospho-Modifikation des Lhex6_1 an Threonin-Resten ausmachen, was einerseits in
Gesamt-Thylakoid-Isolaten (Abb. 3.14) als auch aufgereinigten PSI und PSII-Komplexen
(Abb. 3.16 A) nachgewiesen wurde. Zusatzlich konnte eine Phos-tag PAGE als weitere
Methodik eine Phosphorylierung des Proteins bestatigen (Abb. 3.16 B). Dartuber hinaus
gibt die durchgefithrte Phos-tag Analyse Aussage tber die Anzahl der Phosphorylierung
und legt eine unphosphorylierte und eine einfach phosphorylierte Version des Lhcx6_1
nahe. Fur die Bestimmung des phosphorylierten Threonin-Rests des C. meneghiniana

Lhcx6_1 wurden einige Parameter fir eine Eingrenzung herangezogen (4.2).
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Abbildung 4.2: Putativ phosphorylierbare, stromale Threonine des C. meneghiniana Lhcx6_1 in Analogie zu
konservierten, Phospho-modifizierten Threonin-/Serin-Resten der pflanzlichen Lhcs (Schonberg et al., 2017).
Links: Im Lhcx6_1 Strukturmodell stromal lokalisierte Threonine mitsamt angrenzenden Aminosiuren und NetPhos 3.1
Prediction Score des Threonins. 0 = unwahrscheinlich, 1 = sehr wahrscheinlich phosphoryliert. Rechts: Konservierte
Aminosauren rund um phosphorylierte Threonin-/Serin-Reste pflanzlicher Lhes nach Schénberg et al. (2017).

Waihrend das auf Eukaryoten getrimmte, mittels neuronaler Netzwerk KI betriebene,
NetPhos 3.1 Programm das Threonin 185 mit einem NetPhos Prediction Score von 0,963
als sehr wahrscheinlich phosphoryliert betitelt, ermittelt die KI fir alle anderen
aufgefithrten Threonin-Kandidaten eine weitaus geringere Wahrscheinlichkeit der
Phospho-Modifikation. Ein Abgleich der Threonin umgebenden Aminosiuren und
Vergleich derer mit konservierten Aminosauren um phosphorylierte Threonin-/Serin-Reste
(Schonberg et al., 2017), bringt als wahrscheinlichstes Phospho-modifiziertes Threonin das
T 172 zu Tage. Dieses ist in -3 Position von einem Glycin, -2 Position von dem stark
konservierten Threonin, -1 Position von Arginin und +2 Position Alanin umgeben. Dabei
erfillt es von allen dargestellten Threonin-Kandidaten am besten die in Lhcs konservierten
Aminosauren, rund um die Stelle der Phosphorylierung. Zusatzlich sind das T 172 und
auch die umgebenden, konservierten Aminosauren sowohl in C. cryptica (vgl. Abb. 3.2) als
auch T. pseudonana (vgl. Abb. 3.3) erhalten. Dennoch weist das T 185 auch eine konservierte
Funktion auf, wobei es in T. pseudonana durch das ebenso phosphorylierbare Serin
substituiert ist und in C. cryptica die zu C. meneghiniana identische Sequenz aufweist. Des
Weiteren ist das T 185 sowohl in LhcSR1 sowie LhcSR3 aus C. reinhardtii konserviert
(Anhang 14 A), zudem auch in P. patens LhcSR1 und P. tricornutum Lhcx3 und durch eine

bislang unbekannte Kinase in C. reinhardtii modifiziert (Xue et al., 2015). Somit gelten
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sowohl T 172 als auch T 185 als die wahrscheinlichsten Kandidaten einer Threonin-
Phosphorylierung des Lhex6_1-Proteins, wobei T 172 das Ziel einer STN-ahnlichen Kinase
und T 185 einer bis dato unbekannten Kinase darstellen konnte.

Die Untersuchung der Phosphorylierung des Lhcx6_1 mittels Phos-tag PAGE brachte,
neben der Aussage der Anzahl der Phosphorylierungsstellen, einen Unterschied zwischen
PSI- und PSIl-assoziiertem Lhcx6_1 zu Tage. Dass Lhc-Proteine einen Phosphorylierungs-
Unterschied in Abhangigkeit ihrer Photosystem Lokalisation aufweisen, ist in der griinen
Linie bekannt und allgemein mit der als state transition (STR) betitelten Umverteilung der
Lhes rund um die Photosysteme assoziiert (Allen ef al., 1981; Allen, 1995; Dietzel et al.,
2011). Die in dieser Arbeit gesammelten Daten widersprechen jedoch den gangigen
Vorstellungen eines state transition Mechanismus in C. meneghiniana, was vorrangig in der
nicht detektierbaren Phosphorylierungs-Anderung  zwischen den  verwendeten
Lichtbedingungen auszumachen ist. Zudem spricht die eher homogene Verteilung der
photosynthetischen Membranprotein-Komplexe in Diatomeen und das Fehlen der Stroma-
Grana-Struktur (Pyszniak und Gibbs, 1992) fir eine Abwesenheit einer STR Umverteilung
der FCPs. Dennoch konnte auch in Diatomeen eine Lhc-Phosphorylierung die
Lokalisation bestimmen, ohne die Dynamik einer STR aufzuweisen. Die mittels Phos-tag
PAGE detektierte Phosphorylierung des Lhcx6_1 birgt allgemein grofSe Parallelen zu den
Untersuchungen durch Longoni et al. (2015), welche mit dieser Methodik eine vollstindige
Phosphorylierung des Lhcb2, einem Bestandteil der trimeren Lhcs, in Assoziation mit PSI
nachweisen, wihrend das Protein in Assoziation mit PSII-Lhcs in leicht phosphorylierter
sowie unphosphorylierter Form vorkommt. Selbiges Verhalten kann auch am Lhcx6_1
Protein nachgewiesen werden (Abb. 3.16), das PSl-assoziiert nahezu ausschliefSlich in
phosphorylierter Form nachzuweisen ist. Auch fiir das monomere PSII Lhc CP29 konnte
in der Alge C. reinhardtii eine Phosphorylierung und anschlieffende Migration zu PSI
nachgewiesen werden, welche allerdings ebenso mit dem STR Mechanismus einhergeht

(Takahashi et al., 2014).
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Weiterfithrende Studien identifizierten zudem die Phosphorylierung des Lhcx6_1-
Verwandten LhcSR3 aus C. reimbardtii und eine damit verknipfte Anderung der
Lokalisation (Bergner et al., 2015). Auch wenn letztere Autoren, im Gegensatz zu den
Lhex6_1 Untersuchungen, eine Phosphorylierung des LhcSR3 am PSII und eine
unphosphorylierte Form im Zusammenhang mit PSI-Komplexen massenspektrometrisch
nachweisen, fiihrte eine jiungere Studie der Forscher zum Ergebnis, dass ein Fehlen der
untersuchten LhcSR3  Phosphorylierung  dennoch zur Assoziation mit beiden
Photosystemen fihrt (Scholz et al., 2019). Die Autoren nahmen jedoch nur die N-
terminalen Serin- und Threonin-Reste in ihre Untersuchungen mit auf und vernachlassigen
das T 185. So konnte das T 185 des LhcSR und auch des Lhex6 1 der entscheidende
Regulator sein, welcher unter Phosphorylierung die Assoziation des Proteins mit dem PSI
initiiert. Analog zum Lhcx6_1 (Abb. 3.6) findet sich das Threonin 185 des LhcSR3 aus C.
reinhardtii in vergleichbar gilinstiger, stromaler Position im Strukturmodell wieder
(Anhang 14 B). Das LhcSR3 ist dabei als Bindeglied zwischen Photosystem und Lhcs zu
sehen und womaéglich fir ein Quenching der Anregungsenergie durch Trennung der Lhcs
von den Photosystemen verantwortlich (Semchonok et a/., 2017). Neuste Studien belegen
die PSIT und auch PSI assoziierte Quenching Aktivitit durch LhcSR-Proteine (Girolomoni
et al., 2019). Auch die Lhcx Proteine der Diatomeen konnten sowohl in zentrischen
Diatomeen (Grouneva et al., 2011; Calvaruso et al., 2020) als auch pennaten Kieselalgen
(Taddei et al., 2018) teilweise an PSII oder PSI gefunden werden. Die hier gesammelten
Daten sprechen fir eine Funktion des Lhcx6_1 an beiden Photosystemen, welche tiber eine

Phosphorylierung vermittelt werden konnte.

4.7 Genetische Manipulation von C. meneghiniana

Trotz der Signifikanz der Diatomee Cyclotella in der biochemischen Charakterisierung der
Mikroalgen-Photosynthese, ist deren molekularbiologische Zuganglichkeit bis heute

duflerst beschrankt und die Berichte einer genetischen Modifikation sparlich. Der erste
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Nachweis einer erfolgreichen Transformation der zentrischen Diatomee gelang durch eine
Biolistische Transformation mittels DNA-bestickter Wolfram-Partikel (Dunahay ez al.,
1995), wahrend die unternommenen Versuche der Forscher die Kieselalge mittels
Elektroporation zu transformieren erfolglos blieben (Dunahay et al., 1992). Wenige weitere
Veroffentlichungen beschreiben ebenso eine biolistische Transformation der zentrischen
Diatomee (Ghazarayan et al., 2016; Shrestha und Hilebrand, 2017). Im Zuge dieser Arbeit
konnten mehrere Transformations-Methodiken fir C. meneghiniana etabliert und
optimiert werden (Abb. 3.17). Dabei konnten sowohl die Biolistische Transformation als
auch Elektroporation und bakterielle Konjugation nachweislich Nourseothricin resistente
Kolonien hervorbringen. Die Elektroporation konnte dabei die hochste Effizienz erzielen
und deren Erfolg auf den Einsatz eines spezialisierten Geriats (NEPA21 Super
Electroporator) zurtckzufihren, mit welchem die Strompulse, zur Locherung der
Zellmembran und Transfer Pulse, die der Integration der linearisierten dsDNA in die
Zellen dienen, an die Eigenschaften der Zellen angepasst wurden. Trotz der optimierten
Transformation und teilweise exzellenten Ausbeute an Klonen, scheiterte der Erhalt eines
dauerhaften Transformations-Phanotyps der Zellen oftmals an der genetischen Stilllegung
der Expressionskassetten (vgl. Abb. 3.19). Die Stilllegung von Fremd-DNA-Kassetten gilt
als grundlegendes Problem der genetischen Manipulation von Mikroalgen (Specht ez al.,
2010; Fajardo er al., 2020). Aufgrund der Problematik wurde ein mit £-Estradiol
induzierbares Genexpressions-System herangezogen (Zuo et al., 2000; Kassaw et al., 2022),
um die Expression einer Antisense-RNA gegen lhcx6_1 kontrolliert zu steuern. Das System
konnte erfolgreich an C. meneghiniana angepasst sowie der Organismus erfolgreich damit
transformiert werden und lieferte Dosis- und Inkubationszeit-abhingige Expression von

eingebrachter Fremd-DNA (Abb. 3.20).
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4.8 Phianotyp des Lhcx6_1 Knockdowns

Die genaue Funktion der Diatomeen Lhcx-Proteine ist bislang noch unklar. Gerade in
zentrischen Diatomeen ist dies auf eine Limitierung der genetischen Manipulation der
Organismen zurtckzuftihren, wobei sowohl Transformations-Methodiken als auch
fehlende regulatorische Elemente die molekularbiologische Zuginglichkeit erschweren.
Mit Hilfe des induzierbaren Expressionssystems konnte eine Reduktion des lhcx6_1-
Transkripts in C. meneghiniana erzielt und Effekte auf die Thylakoidmembran-Protein
Zusammensetzung beobachtet werden.

Die Induktion der lhcx6_1 Antisense-RNA fiithrte zu einer Verminderung des lhcx6_1-
Transkripts auf ca. 46 % in der UM1-Mutante (Abb. 3.21). Die Thylakoid-Isolation des
Klons brachte bereits bei Auftrennung der Membranprotein-Komplexe mittels
Saccharosedichtegradienten ein zum Wildtyp verandertes Muster zu Tage (Abb. 3.22).
Dabei ist vor allem das Fehlen der zwei FCP-Fraktionen, im Vergleich zum Wildtypen (vgl.
Abb. 3.12), auffallend. Die PSII-Fraktion der Mutante und des Wildtypen sind kaum zu
unterscheiden, wahrend die UM1-Mutante PSI-Komplexe zunehmender Dichte aufweist.
Die Auftrennung solubilisierter Thylakoide mittels IpBN-PAGE, ohne vorige
Fraktionierung im Saccharosedichtegradienten, verdeutlicht das gestorte Verhalten der
PSI-Komplexe der UM1-Mutante (Abb. 3.22 C). Dabei konnen PSI-Komplexe enormer
Grofe beobachtet werden, die kaum in die, fur Auftrennung von Superkomplexen
optimierte, IpBN-PAGE einlaufen. Die 2D-PAGE der IpBN-Streifen bestatigt, dass es sich
bei diesen Komplexen hohen Molekulargewichts um vorrangig Photosystem I handelt und
geringe Mengen PSII-Komponenten nachzuweisen sind (Anhang 15). Zudem belegt auch
die 2D-Auftrennung ein gestortes Laufverhalten der FCPs, welche einerseits als Schmier
auf dem Gel verteilt zu finden sind (Anhang 15), wahrend die kleineren FCP-Oligomere in
der Mutante zu fehlen scheinen (Abb. 3.22 C). Diese Beobachtungen sprechen fiir eine
Fehl-Assemblierung und gegebenenfalls Aggregation der FCP-Komplexe. Auch wenn die

Antikorper gestiitzte Analyse keine Veranderung im Lhcx6_1-Proteinlevel der UM1-
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Mutante nachweisen konnte (Abb. 3.22 D), so ist dennoch ein Phanotyp des Knockdowns
zu beobachten. Der Grund fir die Diskrepanz zwischen RNA- und Protein-Daten ist
vermutlich vorrangig in der geringen Umsatzrate des Proteins und der Regulation der kern-
codierten mRNA zu finden. Die Umsatzraten einzelner Lhcs sind bislang unzureichend
untersucht (Dall’Osto et al., 2015), bisherige Ergebnisse deuten allerdings auf eine sehr
langsame turnover Rate, vor allem unter Schwachlicht, hin (Bennett, 1981). Da die
gesammelten Daten einer Schwachlicht-Kultur mit 20 pmol Photonen/m?*/s entnommen
wurden, ist ein sehr langsamer turnover der Lhcx6_1 Proteine denkbar. Dabei kam es
wiahrend der Wachstumsphase der C. meneghiniana Zellen in §-Estradiol haltigem Medium
zu einer Verminderung des lhcx6_1-Transkripts und folglich einer Fehl-Assemblierung von
Thylakoidmembran-Komplexen aufgrund des Lhcx6_1-Mangels. Die in spater
exponentieller Phase geernteten Zellen weisen folglich eine gestorte Thylakoid-Architektur
auf, wiahrend die Level an Lhex6_1 sich normalisiert hatten. Eine Verinderung des Lhex1-
Gehalts konnte nicht detektiert werden (Abb. 3.22 D) und somit der Phanotyp durch
Fehlen oder Uberexpression dieses Lhcx ausgeschlossen. Die beobachteten Veranderungen
der Thylakoid-Struktur der Mutante, welche vorrangig zu Photosystem I Assemblierungs-
Storungen fithren, sind in Einklang mit der Lokalisation des Lhex6_1, das hauptsachlich in
Verbindung mit PSI nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.13, 3.14). Auch die gestorten
FCP-Oligomere der UM1-Mutante geben Hinweise auf die essenzielle Funktion des

Lhex6_1 in der Verkniipfung von PSII und den umliegenden FCPs.

4.9 Modell: Lhcx6_1 als minore Antenne des Photosystem II und Photosystem I mit

essenzieller Quenching-Funktion

Die erhaltenen und diskutierten Daten wurden in ein Modell tberfihrt um die mogliche

Funktionsweise des Lhex6_1 aus C. meneghiniana zu veranschaulichen.
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Abbildung 4.3: Mogliche Funktionsweise des Lhcx6_1 aus C. meneghiniana an Photosystem I und -II.

Lhex6_1 ist in monomerer Form mit dem PSII und PSI als Verbindungsstiick zwischen Photosystem und FCPs assoziiert.
Die PSI-Assoziation geht mit einer stromalen Phosphorylierung des Proteins einher. Lhex6_1 ist fiir den direkten
Energietransfer von FCPs hin zu den Reaktionszentren verantwortlich. Eine Starklicht getriebene Absenkung des
lumenalen Thylakoid pHs fiihrt zur Protonierung lumenaler Glutamin- und Asparaginsaure-Reste des Lhex6_1 und ein
Wechsel von Lichtsammlung auf Quenching der Anregungsenergie am Photosystem. Es folgt eine Entlastung der
Photosysteme und Quenching der Anregungsenergie durch Aggregation der FCPs unter Beteiligung von Lhex1.

110



Diskussion

Die Schwachlicht-Inkubation von C. meneghiniana fihrt zu einer konstitutiven Expression
der lhcx1 und lhex6_1 Gene, wobei die Genexpression wenige Stunden nach initialem
Lichteinfall maximal ist und danach auf ein basales Level zuriickkehrt. Die Kern-codierten
Lhcs werden in die Thylakoidmembran translatiert, wobei das Lhcx1 in die oligomeren
FCP-Komplexe eingeht (Beer ez al., 2006; Gundermann und Buchel, 2012) und das Lhexé6_1
Teil der monomeren Antennen des PSI bildet (vgl. Veith und Bichel, 2007; Veith et al.,
2009; Nagao et al., 2020), aber auch eine minore Antennen Funktion an PSII einnimmt.
Dabei ist das Lhcx6_1 essenzieller strukturgebender Teil der Photosystem II - FCP
Assoziation im Stile einer minoren Antenne und fir einen Anregungsenergie-Fluss hin zu
den Photosystemen unabdingbar. Die Kinase-vermittelte Phosphorylierung des Lhcx6_1
fahrt zur Bindung an Photosystem I, wo es ebenso fiir eine ungestorte PSI - monomer FCP
Assemblierung verantwortlich ist. Eine Starklicht-Inkubation der C. meneghiniana Kultur
hat eine Regulation der beiden lhcx mRNAs zu Folge. Wahrend die Expression des lhex1
unter Lichtstress gesteigert wird, sorgt das Starklicht fur eine Unterdrickung der lhcx6_1-
Expression. Dies begriindet sich in der direkten, Stress-induzierten NPQ-Funktion des
Lhex1 in aggregierten FCP-Komplexen (Ghazaryan ef al., 2016), wahrend der Lhcx6_1
bedingte Energietransfer umliegender FCPs auf das Photosystem unterbunden werden
muss. So konnte das Lhex1 die hauptsichliche NPQ-Funktion der aggregierten FCP-
Komplexe bestimmen, wihrend das Photosystem assoziierte Lhex6_1, als letzte NPQ-
Instanz, ein Quenching direkt an den Photosystemen vermitteln konnte (vgl. Chukhutsina
et al., 2014), was womoglich auf eine lumenale Protonierung des Lhcx6_1 und damit
induziertem Wechsel von Lichtsammel- zu Lichtschutz-Protein zurtckzuftihren ist, in
Analogie zum LhcSR (Liguori et al., 2013). Dieser Funktionswechsel konnte dabei tber die
varaiable Konformation einer Xanthophyll-Bindestelle des Proteins vermittelt werden
(Prandi et al., 2022) und in Zusammenhang mit dem Tryptophan 188 des Proteins stehen

(Bucket al., 2021).

111



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die oxygene Photosynthese bildet den Grundpfeiler des heutigen Okosystems unseres
Planeten. Neben den gut untersuchten Landpflanzen bilden Mikroalgen eine auflerst
bedeutende Organismengruppe der phototrophen Lebewesen. Zu den Mikroalgen zihlen
die Diatomeen, welche sich beispielsweise durch eine Silikatschale und spezielle
Lichtsammelkomplexe auszeichnen und fir einen Grofteil der marinen Primarproduktion
verantwortlich sind. Die stoffwechselphysiologischen Grundlagen des o6kologischen
Erfolgs der Kieselalgen sind bislang noch unzureichend erforscht. Ein Vertreter der
zentrischen Diatomeen, Cyclotella, wurde bereits zur Jahrtausendwende zur
biochemischen Charakterisierung der Diatomeen Photosynthese verwendet (Eppard und
Rhiel, 1998; Eppard und Rhiel, 2000), das Genom des Organismus aber erst vor kurzem
sequenziert (Traller et al., 2016). Die Sequenzierung des Genoms konnte einige Gene fiir
Lichtsammelproteine identifizieren, die Homologie zu den LhcSR-Proteinen aus C.
reinhardtii aufweisen, welche nachweislich eine photoprotektive Funktion besitzen (Peers
et al., 2009). Diese sogenannten Lhcx-Proteine der Diatomeen sind in den zwei Gruppen
der Kieselalgen, den zentrischen und pennaten Diatomeen zu finden, unterscheiden sich
aber in ihren jeweiligen Lhcx-Kandidaten. So konnen in der pennaten Diatomee P.
tricornutum vier lhcx-Gene ausgemacht werden, wihrend die zentrische Kieselalge T.
pseudonana sechs lhcx-Gene besitzt und C. cryptica vier verschiedene lhcx-Kandidaten
genomisch aufweist (Armbrust et al., 2004; Bowler et al., 2008; Traller et al., 2016). Die
beschriebenen Diatomeen weisen alle eine Homologie im Lhcx1 auf, wihrend sich die
tbrigen Lhex-Kandidaten zwischen pennaten und zentrischen Diatomeen unterscheiden.
Ein zwischen T. pseudonana und C. cryptica konserviertes Lhcx ist das Lhex6_1, welches
2011 das erste Mal massenspektrometrisch an Photosystemen von T. pseudonana
nachgewiesen wurde (Grouneva et al., 2011) und in weiteren Massenspektrometrie-

gestutzten Untersuchungen in beiden zentrischen Diatomeen an Photosynthese-
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Komplexen gefunden werden konnte (Gundermann et al., 2019; Calvaruso et al., 2020). Die
Funktion des Lhex6_1 ist bislang unklar.

Diese Arbeit konnte das Lhex6_1 aus C. meneghiniana charakterisieren und Antikorper-
gestutzt genauer lokalisieren, eine nicht dynamische Phosphorylierung der
Thylakoidmembran-Proteine  der zentrischen Diatomee nachweisen und die
molekularbiologische Zuginglichkeit des Organismus optimieren. qRT-PCR gestiitzte
Expressions-Analysen konnten eine unerwartete Expression des lhcx6_1-Gens aufdecken.
Dieses weist, im Vergleich zum Lhcx1, keine Starklicht induzierte Expression auf. Die
Expression des Gens konnte nach wenigen Stunden Schwachlicht als maximal bestimmt
werden, wihrend sie im Starklicht abnimmt. Das Muster der Genexpression glich im
Schwachlicht eher der des Ihcf1-Gens. Die Sequenzierung des lhex6_1 aus C. meneghiniana
identifizierte eine verlangerte N-terminale Sequenz des Proteins, welche Homologie zu den
minoren Antennen aus A. thaliana besitzt und Teil des reifen Proteins ist. Mittels eines C-
terminalen Epitops wurde ein Antikorper gegen das Lhcx6_1 entworfen, welcher das
Protein in C. meneghiniana spezifisch nachweisen kann. Die Isolation von
Thylakoidmembranen der zentrischen Diatomee und weitergehende Aufreinigung mittels
Saccharosedichtegradienten und IpBN-PAGE konnten die Lokalisation des Lhcx6_1
eingrenzen. Das Protein zeigt dabei keine Unterschiede in seiner Lokalisation nach
Inkubation in Schwach-, Stark- und Fernrot-Licht und ist vorrangig mit Photosystem I
assoziiert. In geringerer Menge konnte es zudem an Photosystem II nachgewiesen werden,
wihrend der immunologische Nachweis in Lichtsammelkomplexen (FCPs) minimale
Mengen erbrachte. Ferner konnte eine Phosphorylierung des Lhcx6_1 an Threonin-Resten
nachgewiesen werden, wiahrend die meisten anderen Thylakoidmembran-Proteine mittels
Phospho-Serin Antikorper detektiert werden konnten. Weder die Phosphorylierung des
Lhex6_1, noch der anderen Thylakoidmembran-Proteine, zeigt eine dynamische
Regulation, im Stile einer state-transition dhnlichen Kinase auf. Die Qualitit des

Umgebungslichts fithrte zu keinerlei Unterschieden in Phosphorylierungsmustern.
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Weiterfithrende Untersuchungen der Lhex6_1-Phosphorylierung mittels Phos-tag PAGE
identifizieren eine unphosphorylierte und eine einfach phosphorylierte Form des Proteins.
Dabei kann an PSI ausschlieflich die phosphorylierte Version des Lhex6_1 gefunden
werden. Im Zuge der Arbeit konnte zudem erstmalig die Elektroporation und Konjugation
far C. meneghiniana als Transformations-Methoden etabliert werden, wihrend das
Protokoll fiur die biolistische Transformation optimiert wurde. Die Elektroporation
erbrachte die hochste Transformationseffizienz. Molekularbiologische Unterfangen eines
Lhex6_1-Knockdowns mittels Antisense-RNA erzielten zunachst, aufgrund der starken
Gegenregulation der Diatomee, keinen Erfolg. Das Anpassen einer {-Estradiol
induzierbaren Genexpression an C. meneghiniana und Transformation der Mikroalge mit
diesem System, konnten die Funktionalitit anhand induzierter YFP-Expression belegen.
Mit Hilfe dieses Systems wurde ein Lhex6_1-Knockdown herbeigefiihrt, welcher vorrangig
zu einer Assemblierungsstorung des PSI fiithrte. Ebenso waren FCP-Komplexe des PSII
betroffen. In silico Analysen des Lhcx6_1 Strukturmodells konnten Thylakoid-Lumen
exponierte Aminosauren des Proteins identifizieren, die eine hohe Ahnlichkeit zu
protonierbaren Aminosauren des LhcSR3 aus C. reznbardtii aufweisen, welche nachweislich
entscheidend fur die Photoprotektion sind. Mit Hilfe aller erlangten Daten und deren
Abgleich mit ahnlichen Studien konnte ein Modell der Lhcx6_1-Funktion gestaltet
werden. Dabeti ist das Lhcx6_1 ein monomeres Lichtsammelprotein und vorrangig mit PSI
assoziiert, aber auch an PSII-Komplexen als minore Antenne zu finden. Die PSI-
Lokalisation geht mit einer Phosphorylierung einher. Die bei Starklicht ablaufende
Protonierung der lumenalen Asparagin- und Glutaminsiure-Reste konnte zu einer
Konformationsinderung des Proteins und damit herbeigefiihrten Wechsel der Funktion
von Lichtsammlung zu Quenching fihren. Es folgt womoglich eine Abgabe der
Anregungsenergie in Form von Wiarme (NPQ) durch aggregierte FCPs, unter Beteiligung

des Lhcx1 und mittels protoniertem Lhcx6_1 direkt an den Photosystemen.
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Anhang

Anhang 1: Separation solubilisierter Thylakoidmembran-Proteinkomplexe aus C. meneghiniana auf
Saccharosedichtegradienten.

Thylakoide entsprechend 125 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht- Starklicht- und Fernrot-Kultur
wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und durch Zentrifugation auf Saccharosedichtegradienten
getrennt. LL = Schwachlicht, HL = Starklicht, FR = Fernrotlicht. FCP = Diatomeen Lichtsammelkomplex, PSII =
Photosytem II, PSI = Photosystem 1.

S A S A S A
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Anhang 2: Western Blot der 2D-PAGE von aufgereinigten PSI- und PSII-Proben aus C. meneghiniana unter
Schwach- Stark- und Fernrot-Anzucht und Immunodetektion mittels Lhcx6_1 Antikorper.

Thylakoide einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-, Starklicht- und Fernrotlicht-Kultur wurden isoliert, mit
0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels Saccharosedichtegradienten getrennt. Im Anschluss erfolgte eine
weitere Auftrennung von je 1,25 pg Chla PSII und PSI-Fraktion des Gradienten mittels IpBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 %
PAA). Die IpBN-PAGE Proben des PSII und PSI wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in
einer denaturierenden PAGE aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose ibertragen. Nach
Blockieren der Membran wurden diese mit spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekundirem HRP-
Antikorper erfolgte die Detektion der Immunreaktion mit ECL und INTAS-Imager. Als Grofenstandard diente der
Pierce™ Prestained MW Marker. LL = Schwachlicht; HL = Starklicht; FR = Fernrotlicht. A: Western Blot einer 12 % PAA
SDS-PAGE und Proteinnachweis mit Lhcx6_1-Antikorper. B: Replikat Western Blot einer 12 % PAA SDS-PAGE und

Proteinnachweis mit Lhcx6_1-Antikdrper.
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Anhang 3: Western Blot der 2D-PAGE von lpBN-separierten Thylakoidmembranen aus C.
Immunodetektion mittels Phospho-Threonin sowie Lhcx6_1 spezifischer Antikorper.

meneghiniana und

Thylakoide entsprechend S pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-Kultur wurden isoliert, mit 0,75 %
(w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels [pBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA) getrennt. Die IpBN-Streifen wurden
ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 % PAA SDS-PAGE denaturierend aufgetrennt. Die
separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose tibertragen. Nach Blockieren der Membran wurden diese mit Phospho-
Threonin- oder Lhex6_1-spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekundarem HRP-Antikorper erfolgte die
Detektion der Immunreaktion mit ECL und INTAS-Imager. Als Grofenstandard diente der Pierce™ Prestained MW
Marker.
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Anhang 4: Western Blot der 2D-PAGE von IpBN-separierten Thylakoidmembranen aus C. meneghiniana und
Immunodetektion mittels FCP-spezifischer Antikorper.

Thylakoide entsprechend 10 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-Kultur wurden isoliert, mit 0,75
% (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels IpBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA) getrennt. Die I[pBN-Streifen wurden
ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 % PAA SDS-PAGE denaturierend aufgetrennt. Die
separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose Gbertragen. Nach Blockieren der Membran wurden diese mit a-Cc-FCP
oder a-Cm-FCP Antikdrper beprobt. Nach Inkubation in sekundirem HRP-Antikérper erfolgte die Detektion der
Immunreaktion mit ECL und Rontgenfilm. Als GrofSenstandard diente der Pierce™ Prestained MW Marker.

131



Anhang

3.5% 125% 35% 125%
PAA IpBN-PAGE PAA PAA IpBN-PAGE PAA
~85kDa — L
7
L]
-50kDa —
-35kDa — ’
* o B — Lhexé_1
-25kDa — “ = Y -
A b A i
~20kDa — # ool A z
i ’ ‘ e
w
]
9
m

o-P-Ser a-P-Ser + Strip + a-Lx61

Anhang 5: Western Blot der 2D-PAGE von IpBN-separierten Thylakoidmembranen aus C. meneghiniana und
Immunodetektion mittels Phospho-Serin sowie Lhcx6_1 spezifischer Antikorper.

Thylakoide entsprechend 20 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-Kultur wurden isoliert, mit 0,75
% (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels IpBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA) getrennt. Die IpBN-Streifen wurden
ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 9% PAA SDS-PAGE denaturierend aufgetrennt. Die
separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose tibertragen. Nach Blockieren der Membran wurden diese mit Phospho-
Serin- oder Lhcx6_1-spezifischem Antikérper beprobt. Nach Inkubation in sekundirem HRP-Antikérper erfolgte die
Detektion der Immunreaktion mit ECL und Rontgenfilm. Als GroBenstandard diente der Pierce™ Prestained MW
Marker.
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Anhang 6: Western Blot von Saccharosedichtegradienten Fraktionen aus C. meneghiniana und Immunodetektion
mittels Phospho-Serin Antikorper durch J. Sattler (2021).

Thylakoide entsprechend 10 pg Chla von Fraktionen eines Saccharosedichtegradienten einer 10-Tage alten C.
meneghiniana Schwachlicht-, Starklicht- und Fernrot-Kultur wurden in einer 12 % PAA SDS-PAGE denaturierend

aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose tibertragen. Nach Blockieren der Membran wurden diese
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mit Phospho-Serin-spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekundirem HRP-Antikorper erfolgte die
Detektion der Immunreaktion mit ECL und Réntgenfilm. Als Grofienstandard diente der Pierce™ Prestained MW
Marker. LL = Schwachlicht; HL = Starklicht; FR = Fernrotlicht.
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25kDa — [ @ ® o & |oLx61 25kDa — |™ == - - = == | %61
LL HL FR LL HL FR

Anhang 7: Western Blot der 2D-PAGE von aufgereinigten PSI- und PSII-Proben aus C. meneghiniana unter
Schwach- Stark- und Fernrot-Anzucht und Immunodetektion mittels verschiedener Antikorper.

Thylakoide einer 10-Tage alten C. meneghiniana Schwachlicht-, Starklicht- und Fernrotlicht-Kultur wurden isoliert, mit
0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels Saccharosedichtegradienten getrennt. Im Anschluss erfolgte eine
weitere Auftrennung von je 1,25 pg Chla PSII und PSI-Fraktion des Gradienten mittels IpPBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 %
PAA). Die IpBN-PAGE Proben des PSII und PSI wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in
einer denaturierenden PAGE aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose tbertragen. Nach
Blockieren der Membran wurden diese mit spezifischem Antikorper beprobt. Nach Inkubation in sekundidrem HRP-
Antikdrper erfolgte die Detektion der Immunreaktion mit ECL und Roéntgenfilm oder INTAS-Imager. Als
Groflenstandard diente der Pierce™ Prestained MW Marker. LL = Schwachlicht; HL = Starklicht; FR = Fernrotlicht.
Western Blot einer 12 % PAA SDS-PAGE und Proteinnachweis mit Phospho-Threonin- und Lhex6_1-Antikorper.

UM1 ohne WT mit
3-Estradiol f-Estradiol

Anhang 8: Untersuchung solubilisierter Thylakoidmembran-Proteinkomplexe des Wildtypen und der UM1-
Mutante. UM1 ohne £-Estradiol-Zugabe und Wildtyp mit 8-Estradiol-Zugabe.

Thylakoide entsprechend 125 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Wildtyp oder UM1-Kultur mit oder ohne £-
Estradiol wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und durch Zentrifugation auf
Saccharosedichtegradienten getrennt.
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Anhang 9: Clustal-Sequenz-Alignment der A. thaliana CP24, CP26 und CP29.1 Proteine mit dem
sequenzierten Lhcx6_1 aus C. meneghiniana zur Veranschaulichung der N-terminalen Sequenz.

cp24at MAMAVSGAVLSGLGSSFLTGGKRGA--TALASGVGTGAQRVGRKTLIVAAAAAQPKKSWI 58
1x6lcm MKLAILSTLLAT-ASAFAP-AQQGPSITALAATRAV-AKAAPKKEAAPKKAAAAPKKAA- 56
Kook LR LKk R KA Lo KoLt KRR KKK
cp24at PAVKGGGNFLDPEWLDGSLPGDFGFDPLGLG--KDPAFLKWYREAELIHGRWAMAAVLGI 116
1x6lcm -AVKK-PAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPQELARYREVE IMHGRFAQLAVLGF 114
* k% * * *:** * K x *:. .* * ***.*::***:* ****:
cp24at FVGQAWSGVAWFEAGAQPDAIAPF-—————— SFGS-LLGTQLLLMGWVESKRWVDEFF--~ 165
1x6lcm IIPEKCAYDGSFG----DDFLAPTGRALEVENTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGT 170
* * ** . . * % * s, :*: *
cp24at --NPDSQSVEWATPWSKTAENFANYTGDQGYPGGRFFDPLGLAGKNRDGVYEPDFEKLER 223
1x6lcm RTDAKIEGLGWRP———KTESEYINYQ —————————————————————————————————— 193
. . * * % I * %
cp24at LKLAEIKHSRLAMVAMLIFYFEAGQG---KTPL-—---GALGL--- 258
1x6lcm --VRELQQGRLAMLAF---AGEVAQELVNDKPLLVNLODSGFVSW 233
. *:::'****:*: ‘k..* ‘.** *:
cp26at MASLGVSEMLGTPLNFRAVSRSSAPLASSPSTFKT-—-——-— VAL-FSKKKPAPAKSKAVSE 54
1x6lcm MKLAILSTLLATASAF-—————-— APAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAPK 53
* :‘k :*.* * * * ..*‘k * * ‘k*: * * *: *. .
cp26at TSDELAKWYGPDRRIFLPDGLLDRSEIPEYLNGEVA--GDYGYDPFGLGKKPENFAKYQA 112
1x6lcm KAAAVK———KP——AAQAPPG —————————— LVGALPPVGFFDPAGFAAKASPQELARYRE 98
* * ok *x % H * s . *. .*:::*:*:
cp26at FELIHARWAMLGAAGFIIPEALNKYGANCGPEAVWFKTGALLLDGNTLNYFGKN-IPINL 171
1x6lcm VEIMHGRFAQLAVLGFIIPEKCAYDGS-FGDDEF—-——-—-——— LAPTGRALEVFNTDPLWLGL 150
.*::*.*:* ‘k.. * Kk ok k ok ok *: * . * ‘k.:*: ‘k..: . :.*
cp26at VLAVVAEVVLLGGAEYYRITNGLDFEDKLHPGGPFDPLGLAKDP-EQGALLKVKEIKNGR 230
1x6lcm TLAVISALET---VRLIETEPGTR-—-———--— TDAKIEGLGWRPKTESEYINYQVRELQQGR 201
JEER L .. . * L.t K . .t I
cp26at LAMFAMLGFFIQAYVTGEGPVENLAKHLSDPFGNNLLTVIAGTAERAPTL 280
1x6lcm LAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGFVSW —————————————————— 233
* ok k . ‘k * . * ‘k..: N * %
1x6lcm MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAP-KKAAAVK 59
cp29.lat --MAATSAAAAAASSIMGTRVAPGIHPGSGRFTAVFGFGKKKAAPKKSAKKTVTTDRPLW 58
:* *: * . ** . < * * T, T .. . * K . ***** *
1x6lcm KPAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAG-——————————————————————————————————— 83
cp29.lat YPGAISPDWLDGSLVGDYGFDPFGLGKPAEYLQFDIDSLDONLAKNLAGDVIGTRTEAAD 118
*.* :* * *:* * k% Kk Kk
lx6lcm === == FAAKASPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFIIPEKCA---YDGS——-—-——— FGDD 129
cp29.lat AKSTPFQPYSEVFGIQRFRECELIHGRWAMLATLGALSVEWLTGVTWQDAGKVELVDGSS 178
* s, : * . ** * *** * ** * % : * : [ *_.
1x6lcm FLAPTGRALEVENTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGTR--T-DAKIEGLGWRPKTE 186
cp29.lat Y---LGQPLPFSISTLIWIEVLV--IGYIEFQRNAELDSEKRLYPGGKFFDPLGLAAD-P 232
R : HE O L . HE
1x6lcm SEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGFVSW---=-=-=—=—=————— 233
cp29.lat EKTAQLQLAEIKHARLAMVAFLGFAVQAAATGKGP ———————— LNNWATHLSDPLHTTII 284
. *: *::: **** ** *x ‘.* .‘.* : .'k
1x6lcm 0 0——=——- 233
cp29.lat DTFSSS 290
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Anhang 10: Analyse der Lichtqualitits-abhiangigen Genexpression des lhcx6_1, lhcx1 und lhcfl Gens aus C.
meneghiniana mittels QRT-PCR einer Zellkultur im Vergleich mit und ohne DCMU-Zugabe.

Eine 10 Tage alte C. meneghiniana Kultur wurde Gber Nacht 16 Stunden dunkel inkubiert worauf eine Inkubation der
Zellen in Schwachlicht (20 pmol Photonen/m?s) und Starklicht (150 pmol Photonen/m?*/s) oder Fernrotlicht (20 pmol
Photonen/m?/s) folgte. Es wurde pro Lichtbedingung eine von zwei Kulturen mit 20 pM DCMU versetzt. Kurz vor

Inkubation im jeweiligen Licht wurde die Referenzprobe To genommen, welche den Zustand im Dunkeln nach 16

Stunden widerspiegelt. Es folgte eine Probenentnahme nach 4 h. Die gesammelten Proben wurden einer RNA-Extraktion

mit anschlieBender reverser Transkription aller mRNAs unterzogen. Die Analyse der cDNA-Mengen erfolgte in einer
gRT-PCR mit Normalisierung auf das Histon4-Gen. Die AACT-Werte, als Darstellung der Anderung der Genexpression,
beziehen sich auf die jeweilige Menge des Transkripts in der Dunkelprobe 0. Die Daten sind aus Mittelwerten technischer

Triplikate zusammengesetzt. A: Expression von lhex6_1 und lhex6_1 mit und ohne DCMU. B: Expression von lhex1 mit
und ohne DCMU. C: Expression von lhcfl mit und ohne DCMU, DCMU-Daten auf Sekundarachse mit log-Skalierung
aufgrund des hohen Werts der Fernrotlicht (FR)-Probe.
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Predicted Solvent Accessibility

20 48 68 88 1ee

| |
Sequence MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAPKKAAAVKKPAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKASPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFIIP
Prediction 132122112334634434434 4444444444 3323631541402312331 33373033023012330

Values range from @ (buried residue) to 9 (highly exposed residue)

120 140 168 180 200 220

| | | | | |
EKCAYDGSFGDDFLAPTGRALEVFNTDPLWLGLTLAVISALETVRLIETEPGTRTDAKIEGLGWRPKTESEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDKPLLVNLQDSGFVSW

133233322134321232332232233323210310100010112223433433334323332323433454144232221310101011020010012145421031035144358

Anhang 11: Strukturmodell des Lhcx6_1 mittels I-TASSER und Zuginglichkeit der Aminosauren.
Die Lhex6_1 Sequenz aus C. meneghiniana wurde mittels I-TASSER modelliert und die hochste Ubereinstimmung durch

das Programm im Lhca von C. remnhardtii entdecke. Die Zuganglichkeit der Aminosduren des Lhex6_1 in der Struktur

sind mit Zahlen von 0 (schwer zugénglich) bis 9 (sehr gut zuganglich) angegeben.
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Helix D

Anhang 12: Strukturmodell des LhcSR3 und protonierbare Aminosauren aus Ballottari ef al. (2016).
A: Strukturmodell des LhcSR3 aus C. reinhardtii. B: Abstand [A] der nachweislich protonierbaren und fiir NPQ

essenziellen Aminosauren in gelb dargestellt. D = Asparaginsaure, E = Glutaminsaure.

\k.

.
“\% Chl 405
E205

Anhang 13 A: Strukturmodell des Lhcx1 aus P. tricornutum und Vergleich zu Lhcf4 des Organismus aus Buck ez
al. (2021).

(a) Strukturmodell des Lhex1 mit der nachweislich nicht am NPQ beteiligten Aminosduren D 95 und E 205. Motif 2
beinhaltet das W 133, welches NPQ relevant ist. D = Asparaginsiure, E = Glutaminsdure, W = Tryptophan. (b) Struktur
Lhcf4 nach Wang et al. (2019).
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Anhang 13 B: Clusal-Sequenz-Alignment der Lhcx-Proteine aus C. meneghiniana und Lhcx1 aus P. tricornutum.

Das nach Buck et al. (2021) identifizierte NPQ-Motiv wurde unterstrichen und das in diesem Motiv gelegene Tryptophan

(W) rot unterlegt.

Lx6 1 C.m
Lx6 C.m
Lx5 C.m
Lxl P.t
Lxl C.m

-MKLAILSTLLATASAFAPAQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAPKKAAAVK

MMKLTTLSVSIAAASAFAPSMHTSTMNSVLRS—-----— TPEQVEEVPTAV----SINGWT
-MKLVITATLAATASAFAPAASTVRTT-—-———————————————— PSLAA--—--SLNGWT
MKFAATILALIGSAAAFAPAQTSRAST-—-—-———————-———————— S———————-——- LOY-
MMKLAILSALAGSAAAFAPAATRASSS—————————————————— A-—m—————— LNAF-

ek ek kK Kk .

KPAAQAPPGLVGALPPVGFFDPAGFAAKA-SPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFIIPE
PNEADPCFGLPGSLPPTSFEFDPLGFAQRGISLNEIKRNREAEVMHGRVAMVAAVGYLVGE
PDESAFAWGLPGSLDPAPEFDPFGFAKNT-DLOTMKKWREAETQHGRVAMLAAVGMLVTE
————— AKEDLVGAIPPVGFFDPLGFADKA-DSPTLKRYREAELTHGRVAMLAVVGELVGE
————— SAADLPGALPPVGFFDPLGFAEKA-DEKTLKRYREAEVTHGRVAMLAVIGFLVGE

.* *:: *. Kk kK Kk Kk Kk . . . . *k*.* *k**k.*k :*.:* [ *
KCAYDGS-FGDDFLAPTGRALEVE----NTDPLWLGLTLAVISALETVRLIE-———-—-—-——
AFEGP-----—-—-- FHVTGPANDQLQQIPL---PALIGLGALIGSAELKRARIGWVEPDFS

EPIEYHPLFEAD-NKDIGPAIRHLDEVRAVEPLEFFLAFAAFIGALEWNRALKGEFSKPEGE
AVEGSSFLF--D-ASISGPAITHLSQVPA-—--PFWVLLTIAIGASEQTRAVIGWVDPADA
AVEGSSFLF--D-AQISGPAITHFTQVPD---GWDALIVTFIGAAEAQRAQIGWVDPADA

*  x . * . K *

-——-TEPG-————-— TRTDAKIEGLGWRPKTESEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELV
SWTSTLWKLRDNYYPGDVGEFDPLGLKPTVPSDFANMQTKELONGRLAMLAVAGMCAQELV
F---EFQQIEDDYYPGDVGEDPLGLKPKDSADFAVMQTKELONGRLAMLGAAGMIAQELQ
PVD-KPGLLRDDYVPGDLGFDPLGLKPSDPEELITLOQTKELONGRLAMLAAAGFMAQELV
SYD-QPGLLRDNYYPGDIGEFDPLGLKPEDPEELNIMITKELONGRLAMLAAAGEFLAQEAV

* s * % :* . .:***:******. * % * kK
NDKPLLVNLQDSGFVSH—-=---—==-=—==--— 233
NHRTILGTIEFYQKVYSG-QNPYEFCVDSVIC 250
NGKEIFVNLGLAQDRFDPSSVPIQF--—--—- 237
NGKGILENLQG-—=-=-—====——==—————-— 209
DGKGILEHFSS-————-———=——————————— 210

g
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N

Anhang 13 C: Lage des Tryptophan W 188 des C. meneghiniana Lhcx6_1 anhand des Strukturmodells.
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Anhang 14 A: Clustal-Sequenz-Alignment verschiedener LI818-Kandidaten.
Das C. meneghiniana Lhcx6_1, P. tricornutum Lhex3 und die LheSR1 und-3 Proteine aus C. reinbardtii wurden in ihrer
Sequenz miteinander verglichen und das konservierte Threonin T 185 rot unterlegt.

lhcx6 1 MKLAILSTLLATASAFAP--AQQGPSITALAATRAVAKAAPKKEAAPKKAAAAPKKAAAV 58
lhex3pt ——————- MKCIAAIALLATTA---SAFNA---——--- FGA----—- A---KKAAPKK---- 30
lhesrl --M---AMMMRKAAA-VPASSRRSVAVNSVSGKRTVSGK-——-—-- A---GAPVPED---- 41
lhcsr3 MLA---NVVSRKASGLRQTPARATVAVKSVSGRRTTAAE-—-———— POQTAAPVAAED--—--— 47
* . . . .
lhcx6 1 KKPAAQAPPGLVGAL-PPVGFFDPAGFAAKASPQELARYREVEIMHGRFAQLAVLGFIIP 117
lhcx3pt --PV-FSIETIPGALAP-VGIFDPLGFAAKADESTLKRYREAELTHGRVAMLATVGFLVG 86
lhesrl --VL-AYAKTLPGVTAPEFDNVFDPAGFLATASVKDVRRWRESEITHGRVAMLAALGFIVG 98
lhcsr3 --VF-AYTKNLPGVTAPFEGVFDPAGFLATASIKDVRRWRESEITHGRVAMLAALGFEVVG 104
*. * .'*‘k* * * *.*. . . ‘k:‘k* *: ‘k*‘k'* ‘k‘k.:*‘k::
lhcx6 1 EKCAYDGSFGDDFLAPTGRALEVF--NTDPLWLGLTLAVISALETVRLI-E-—-—==—-—=—-—— 165
lhcx3pt EAVEGSS--FLFDASIKGPAISHLAQVPTPFWVLLTIFIGAA-EQTRAVIGWRDPSDVPF 143
lhesrl EQLODFPLFFNFDGRVSGPAIYHFQQIGQGFWEPLLIAIGVA-ESYRVAVGWATPTGTGF 157
lhcsr3 EQLODFPLEFFNWDGRVSGPAIYHFQOIGQGFWEPLLIAIGVA-ESYRVAVGWATPTGTGE 163
* .* *: H :* * . . *  x *
lhex6 1 —=————- TEPGTRTDAKIEGLGWRPKTESEYINYQVRELQQGRLAMLAFAGEVAQELVNDK 219
lhcx3pt DKPGLLNEDYTPGDIGEFDPLGLKPTDAEELRVLOTKELONGRLAMLAAAGEFMAQELVDGK 203
lhesrl N---SLKDDYEPGDLGFDPLGLKPTDPEELKTLQTKELNNGRLAMIAIAAFVAQELVEQT 214
lhcsr3 N---SLKDDYEPGDLGFDPLGLKPTDPEELKVMQTKELNNGRLAMIATIAAFVAQELVEQT 220
. * [ * % :*' _* *':**::*****:* *_ :*****:
lhcx6 1 PLLVNLQDS----GFVSW-—=-=————————————————— 233
lhcx3pt GILEHLL-—-—-—=-====—=—=—=————————————————— 210
lhesrl EIFEHLVLRFEKEVILELEDVERDLGLPLTPLPDNLKAI 253
lhcsr3 EIFEHLALRFEKEAILELDDIERDLGLPVTPLPDNLKSL 259
S ex
T 185

® O

[l Very high (pLDDT > 90)
Confident (90 > pLDDT > 70)

Structurer LhcSR3.1 \
Model Confidence:
Low (70 > pLDDT > 50}

I Very low (pLDDT < 50) : e}
AlphaFold produces a per-residue confidence score. ey J
(PLDOT) between 0.and 100. Some regions with low N ‘ :

R S 2
y -’})&ﬂf‘ﬂ
¢ o )

SOURCE IDENTIFIER METHOD RESOLUTION CHAIN POSITIONS LINKS

--Select-- ¥ -—-Select— *

AlphaFold AF-PODO19-F1 Predicted 1-259 AlphaFold &

Anhang 14 B: AlphaFold Modell des LhcSR3.1 aus C. reinhardtii und Lokalisation des T 185.
Die modellierte Sequenz wurde der Vorhersage durch AlphaFold auf www.uniprot.org entnommen und die Lokalisation
des Threonin T 185 markiert.
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Anhang 15: Silberfarbung 2D-PAGE von IpBN-separierten Thylakoidmembranen aus C. meneghiniana Wildtypen
und der UM1-Mutante mit Lhcx6_1 Knockdown Induktion.

Thylakoide entsprechend 10 pg Chla einer 10-Tage alten C. meneghiniana Wildtyp- und UM1-Schwachlicht-Kultur
wurden isoliert, mit 0,75 % (w/v) alpha-DDM solubilisiert und mittels IpPBN-PAGE (3,5 % zu 12,5 % PAA) getrennt. Die
IpBN-Streifen wurden ausgeschnitten, in 2D-Aquilibrierungspuffer inkubiert und in einer 12 % PAA SDS-PAGE

denaturierend aufgetrennt. Die Proteine wurden mittels Silberfirbung sichtbar gemacht. Als GrofSenstandard diente der
Pierce™ Prestained MW Marker.
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