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Kurzfassung

Die notwendige Vorbedingung fur die Experimente, sind die mdglich photoautotrophe
Aufzucht der drei Cyanobakterienspezien Synechocystis PCC6803, Synechococcus PCC 6301
(,;Anacystis nidulans®) und Anabaena variabilis (Anabaena PCC7120), sowohl deren
Zuchtung in zwei Bedingungen (in normale- und Stressbedingungen 0,5mM Satlzmedium) als
auch deren sorgfaltige Ernte und Aufarbeitung gemaf einem komplizierten Protokoll (In 1989
wurde es ausgearbeitet, publiziert und verfeinert und mit dessen Hilfe weltweit gelungen
wurde die beiden in Cyanobakterien vorkommenden, bioenergetisch relevanten
Membrantypen Plasma- oder Zellmembran (CM) und intracytoplasmatische oder
Thylakoidmembran (ICM), bei vollem Erhalt ihrer biochemischen Funktionen quasi
»hekrochemisch® zu isolieren und sorgféltig getrennt voneinander, rein darzustellen).
Wunderlicher Weise haben die meisten etablierten Forscher, auf diesem Gebiet bewiesen,
dass nicht nur die (auch photosynthetisch aktive) ICM sondern auch die CM eine
mitochondrienanalog Atmungskette enthalt.

Nach der nekrochemische Isolierung von ICM und CM aus zwei einzelligen und einem
filamentosen Cyanobakterieum, dass enorm hohes Mal} an Fingerspitzengefiihl und fachliche
Erfahrungen bendtigt, sollte in CM und ICM genaueren Biochemie des nach wie vor
unzureichend verstandenen NAD(P)H-Dehydrogenase-Segments  der  Atmungskette
untersucht werden, sowohl in normalen gezilichteten Bedingungen als auch unter Stress
Bedingungen (0,5mM Satlzmedium). Unter ausfuhrlicher Zuhilfenahme einschldgiger,
insbesondere aus der Mitochondrienforschung her, genauestens bekannten Inhibitoren
(Antimycin A/Komplex 11, Rotenon/Komplex I, und naturlich auch KCN/Komplex 1V)
sowie gestiizt auf die in meiner Arbeit erhértete Tatsache, dass die Komplex-I-analog NADH-
Dehydrogenase (NADH-1) in oxyphototrophen Organismen sowohl NADH als auch NADPH
dehydrogeniert, wéhrend die typisch ,,bakterielle* NADH-2 streng spezifisch fir NADH ist,
konnte ein sehr interessantes und konsistentes Bild der cyanobakteriellen Pyridinnucleotid-
Dehydrogenasen erhalten werden, das sich als wegweisend fir kinftige Forschungen auf
diesem Gebiet erweisen wird.
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Kapitel 1

I.I

Einleitung

Die Cyanobakterien und ihre Rolle bei der Entstehung vom Sauerstoff

In heutigen terrestrischen Bedingungen besteht die Luft zu rund 78% aus Stickstoff und zu
21% aus Sauerstoff. Sauerstoff ist verantwortlich fur Alterung und chemische Angriffe auf
organischen Substanzen von Lebewesen und doch ist sie auch stets eine lebensspendende
Atmosphére, ohne die gegenwartig kein Leben maoglich ware.

Wenn wir in der Erdgeschichte zurlckblicken, stellen wir fest, dass sich der chemische
Aufbau der Atmosphére wesentlich vom heutigen unterscheidet. Erst vor gut 350 Millionen
Jahren, in der erdgeschichtlichen Epoche des Perm, war ein chemisches Gleichgewicht
erreicht, das bis heute recht stabil geblieben ist.

Vor 4,6 Milliarden Jahren entsteht die Erde durch die Zusammenballung kosmischer
Materie. Die Oberflachentemperatur der Erde musste weit Gber 1000 Grad Celsius
betragen.

Vor etwa 4,2 Milliarden Jahren hatte sich die Erde langsam abgekihlt und so
konnte sich Wasser ohne zu verdampfen auf ihr halten. Die Weltmeere und die
Atmosphére bildeten sich gleichseitig aus. Erste Atmosphare: Nach den neuesten
Erkenntnissen ist anzunehmen, dass die erste Atmosphare nicht, wie zunéchst
angenommen, aus Methan und Ammoniak, sondern im wesentlichen aus 80% Wasser
und Stickstoff, 10% Kohlendioxid, 7 % Schwefelwasserstoff, 0,5% Kohlenmonoxid,
0,5% Wasserstoff, Spuren an Methan und Ammoniak.

Vor etwa 3,4 Milliarden Jahren hatte sich die sog. zweite Atmosphére ausgebildet.
Das Kohlendioxid loste sich im Meer und es verursachte eine Verringerung des
Treibhauseffekts. So konnte sich die noch immer warme Erdatmosphére weiter
abkdhlen.

Vor etwa 3,5 Milliarden Jahren, konnte das Leben sich auf der Erde etablieren
weil langsam das Kohlendioxid bis auf einen kleinen Rest sich beseitigt hat. Und so
wandelte sich die Atmosphdre schlielilich ein drittes Mal. Mit Hilfe den ersten
primitiven Autotrophen Organismen wie Cyanobakterien ,,Stromatolithen* bzw.
blaugriine Algen reicherte sich Sauerstoff zundchst im Meerwasser an.
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Abb.1.1 Entwickelung der Lebeweser[1]



e Vor etwa 2,5 Milliarden Jahren pasiert riesige Eisenoxidablagerungen auf dem
Meeresboden.

e Vor etwa 2 Milliarden Jahren wurde fast das gesamte Eisen im Meer als Oxid
ausgelost und abgelagert und so ist der Sauerstoff in die Atmosphére (ibergegangen.
Im Laufe der Evolution haben sich dann die Lebewesen langsam mehr und mehr an
die Atmosphére (welches jetzt das "Stoffwechselgift" Sauerstoff enthielt) angepasst,
sogar die aeroben Einzeller benutzten Sauerstoff zur Nahrungsveratmung und nach
einiger Zeit entstanden die ersten eukaryotischen Einzeller (Planktonalgen) [2].

I.2  Kapiteliiberblick

Kapitel 2 erklart — allgemeines  Hintergrundwissen  Uber  Cyanobakterien  wie
Endosymbiontentheorie, Morphologie, Merkmale, Systematik, Okologie und die wichtige
Stoffwechselwege. Stoffwechselwege und Metabolismus zeigen eine genaue Erklarung von
verschiedenen Mdoglichkeiten, die Cyanobakterien niitzen um Energie zu gewinnen und am
leben zu bleiben. Darum werden auch kurz ganz wichtige bioenergetische Aspekte wie
Photosynthese und Atmung geschildert, den Cyanobakterien eine wichtige Position als
Modelorganismus bei der Photosynthese-Forschung ergaben.

Kapitel 3 bietet eine allgemeine Erklarung zu Elektrontransport bei Cyanobakterien. Bei
der Beschreibung ,,Die Komponente der Atmungskette” schlie3t eine genaue Durchleuchtung
uber Zusammensetzung und Zusammenarbeit der einzelnen Komponenten in der
Atmungskette ein. Wobei die besondere Aufmerksamkeit auf Cytochrom bc-
Komplex(Komplex 111) und NAD(P)H-Dehydrogenase(Komplex 1) und ihre Art Elektronen
zu transportieren liegt.

Kapitel 4 enthalt die Beschreibung der Bioenegetische Gesetze, von Enzymkinetik und
Michaelis-Menten Gleichung und Linearisierungsverfahren bis zur Erlduterung von
Spektralphotometrische Methoden. Also ist praktisch das Hauptziel dieses Kapitels das
theoretische Hintergrundwissen zur Erkladrung und Bestimmung der Enzymaktivitat und
Katalytische Effizienz, welche in der biophysikalischen Chemie bei den enzymkatalysierten
Reaktionen eine groRe Rolle spielt.

Kapitel 5 befasst sich mit dem Material und Methoden. Verschiedene Methoden, wie die
Isolierung von Membranen, Bestimmung von Proteinkonzentrationen und Photometrische
Messungen. Dazu die detaillierte Beschreibung der verwendeten Spezies, unter anderem die
perfekten Kulturbedingungen, sowie die Herstellung von verschiedenen Chemikalien,
Zuchtmedien, durchfihrung von Zell- und Membranpréparation, Beschreibung von
Reagenzien und Hemmstoffen und auch Berechnung der spezifischen Aktivitat von isolierten
Membranvesikeln.

Kapitel 6  erfasst die drei bessten Ergebnisse aus jeder untersuchten
Cyanobakterienspezies PCC6803/ PCC6301/PCC7120 in dieser Arbeit als tbersichtliche im
Vergleich stehenden grafischen Darstellungen, von den Messergebnissen in zwei
unterschiedlich geziichteten Bebingungen.

Kapitel 7 erfasst alle standartisierten Ergebnisse dieser Arbeit als tibersichtliche grafische
Darstellungen, sowohl die positiven als auch negativen Ergebnissen bei der Aktivierung oder
Hemmung, sowie die Interpretationen und Diskussionen.

Appendix  Literatur- und Websiteverzeichnis
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Kapitel 2

Cyanobakterien

2.1 Allgemeines

Cyanobakterien sind eine Gruppe von Bakterien, die die F&higkeit zur oxygenen
Photosynthese besitzen. Das heildt die organischen Stoffen werden synthetisiert, unter
Verwendung von Lichtenergie.

Friher wurden Cyanobakterien zu den Phycophyta (Algen) und zwar als Klasse
Cyanophyceae (Blaualgen) gerechnet.

Die Cyanobakterien werden aber zur den Prokaryoten gezéhlt und nicht als ,,Algen*
bezeichnet, weil ihnen die flir die Eukaryoten typischen Zellbestandteile fehlen, wie echter
Zellkern, Mitochondrien, Chloroplasten, Golgi-Apparat, endoplasmatisches Reticulum und
Vakuolen.

Die Mikro-Fossilien von Bakterien, die mdglicherweise zur Photosynthese féhig waren und
ein Alter von 3,5 — 4 Milliarden Jahre nachweisen, beweisen, dass die Cyanobakterien
Vorlaufer, vermutlich bereits seit mehr als 3,5 Mrd. Jahre die Erde besiedeln und zahlen
damit zu den é&ltesten Lebensformen tberhaupt. Durch oxygene Photosynthese betreibende
Cyanobakterien wurde der Gesamte in der Erdatmosphére vorkommende Sauerstoff gebildet.
Obwohl sie selbst aerob sind, haben sie maRgeblich dazu beigetragen, dass die Erde heute von
hoheren aeroben Lebensformen bewohnbar ist. Denn sie sind es, die vor mindestens 2,7
Milliarden Jahren begannen, durch die Photosynthese Sauerstoff freizusetzen. Man kennt
inzwischen bis zu 2000 Arten von Cyanobakterien, die die Wissenschaftler in 5 bis 7
Ordnungen unterteilen [3].

2.1.1 Endosymbiontentheorie

GroRe Prokaryoten verschlangen Kkleinere Prokaryoten ohne sie zu verdauen, diese
entwickelten sich dann zu Zellorganellen (Mitochondrien, Chloroplasten).

Beweise:

Mitochondrien und Chloroplasten sind genauso klein wie Prokaryoten und besitzen ahnliche
Enzyme wie Prokaryoten und sie teilen sich bindr, und haben ringformige DNA und auf
molekularer Ebene sind sie ahnlich wie die Prokaryoten (z.B.: 16S rRNA) [4]. Siehe Abb. 2.1

Domain |Bacteria

Archaea

Kingdom

Proteobacteria

Euryarchaeota
Crenarchaeota

Archezoa

Abb. 2.1 Endosymbiontentheorie [4].
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2.1.2 Neue Theorie

Es gab keine Urzelle, oder einen gemeinsamen Vorfahren fir alle Lebewesen, sondern eine
Vielfalt von urspringlichen Zellen. Einige konnten sich durchsetzen und wurden zu
Vorfahren von Bakterien, Archaeen und Eukaryoten. Dabei spielte auch der Horizontale
Gentransfer (HGT) eine groRe Rolle in der Evolution. Die ,,Darwinsche Schwelle* sagte aus,
dass horizontaler Gentransfer zur Zeit der Zellsysteme sehr offen gewesen sei, so war HGT

mehr haufiger, aber ab dem Zeitpunkt der Etablierung der Zellbestandteile wurde HGT viel
seltener [4].

Bacteria Eukarya Archaea

Animalia

=

Abb. 2.1 Die neuen Theorien tiber HGT und Vielfalt von Urzellen [4].

2.2 Die Morphologie

Die Cyanobakterien variieren von der GroRe her zwischen 0,5 um-1 pum im Durchmesser bis
60 um, wie z.B. bei der Oscillatoria. Die Erscheinung ist vielfaltig, von Einzelligen, uber
fadigen Formen, bis hin zu Koloniebildenden. Bei mehrzelligen Cyanobakterien erscheint die
Anordnung der Zellen meistens in 3 Formen, hintereinander in langen Faden (zum Beispiel
Anabaena und Oscillatoria), flachig (zum Beispiel Merismopedia) oder raumlich (zum
Beispiel Pleurocapsa und Microcystis)[3]. Die Cyanobakterien bewegen sich nicht gezielt
weil sie keine Geillel besitzen aber einige planktische Arten kdnnen mit Hilfe von
Gasvakuolen, ihre Schwimmhohe zum optimalen Bereich und den optimalen
Lichtverhaltnisse im Wasser regulieren um besser die Photosynthese zu vollziehen. Die

grafischen Darstellungen wichtiger morphologischer Vielfalt der Cyanibakterien sind in Abb.
2.3 zu sehen.
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Abb.2.3: Die flinf wichtigen morphologischen Arten der Cyanibakterien.

a)Gloeocapsa, einzellig, die Zelle sind etwa 4-6 pum grof [5].

b) Pleurocapsa pcc7327, Koloniale Zellen sind fahig zur Stickstoff-Fixierung [6].

c)Oscillatoria, filamentds, eine Einzelle ist etwa 15 pum breit und kann mehr als 40 um lang sein [7].
d) Anabaena spiroides, filamentds, heterozystisch, mit einem Durchmesser von 7-15 pum [8].
e) Fischerella, filamentds, verzweigt [9].

2.2.1 Merkmale

Die Cyanobakterien besitzen die typische, prokaryotische Zellorganisation und das bedeutet,
dass Cytoplasma nicht Kompartimentiert ist, aber trotzdem werden sie in zwei Regionen,
zentrale ,,Nucleoplasma“ und periphere Regionen ,,Chromatoplasma* geteilt.

Die ringférmigen Chromosomen befinden sich in Nucleoplasma und es erscheint durch die
Anwesenheit von Ribosomen leicht granuliert zu sein. Im Chromatoplasma befindet sich das
photosynthetische Membransystem, die durch Invagination der Plasmamembaran ausgebildet
sind. Die Cyanobakterien kdnnen sich sehr unterschiedlich Reproduzieren. Dieser Prozess ist
stark abhangig von Umweltbedingungen. Diese Reproduktion erfolgt in ein, zwei oder in drei
Ebenen. Zum Beispiel teilen sich die Chroococcidiopsis-Arten in extrem trockenen
Umstédnden wie z.B. in Wisten wahrscheinlich nur alle zehntausend Jahre (Nienow and
Friedmann, 1993). Die schnellste Teilungsrate liegt zwischen 1 und 2 Stunden z.B.
SuRwasser-Cyanobakterium Anacystis nidulans in texanischen Seen (Kratz and Myers,
1955)[10].

2.2.2 Glycokalyx

Die Zelle ist nach aufen wvon der so genannten Glycokalyx oder Schleimhille (aus
Kohlenhydraten bestehenden faserigen Schicht) umgeben. Diese Schicht ist sowohl bei
eukaryotischen Zellen als auch bei prokaryotischen Zellen zusehen. Sie schiitzt die Zelle vor
Austrocknung, bzw. vor Nahrstoffverlust und besonders bei planktischen Arten spielt eine
wichtige Rolle bei der Aufnahme von gel6sten Substanzen, Bakterielle DNA lagert sich nach
der Innenseite der dulleren Membrane der Glycocalyx ein. Der periplasmatische Raum wird

durch eine Peptidoglukan Schicht in einen duf3eren und einen inneren Bereich unterteilt. Siehe
Abb. 2.7

2.2.3 Peptidoglukan Schicht

Die Peptidoglukan Schicht ist fur die Zelle eine feste und Form gebende Zellwand. Bei
Cyanobakterien ist sie dicker als in Gram-negativen, nicht-photosynthetischen Bakterien.
Siehe Abb. 2.5und 2.7

224 Cytoplasmamembran und Thylakoidmembran

Der Aufbau einer Cytoplasmamembran ist in einzelligen Cyanobakterien und filamentdse
Formen unterscheiedlich so, dass die Cytoplasmamembran in einzelligen Formen, aus ein
Paar konzentrischen Membranenschichten zu der zentralen Region bestehen im Gegenteil
sind sie in den filamentdsen Formen komplizierter aufgebaut und werden als Thylakoid
bezeichnet. Die Cytoplasmamembran trdgt die Komponenten der Respiration und die
Thylakoidmembran tragt die Bestandteile flr Respiration aber auch fur Photosynthese. Bei
Cyanobakterien findet die Photosynthese in deren Thylakoidmembranen statt (ahnlich wie in
den Thylakoiden der Chloroplasten der eukaryotischen Algen). Siehe Abb. 2.5. [17].
Am low potential end der Atmungkette von Cyanobakterien funktionieren bei der aeroben
Respiration die Hydrogenasen, Chinon Oxidoreduktasen und NAD(P)H-Dehydrogenasen [30,
Z
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31, 32]. Bis jetzt sind zwei Typen von cyanobakteriellen Hydrogenasen bekannt [33].
respiratorische Hydrogenase liegt in CM [34] und die andere photosynthetische Hydrogenase
befindet sich in ICM [35].

2.2.5 Phycobilisomen

Auf den Thylakoidmembranen sind die Phycobilisomen aufgelagert. In Phycobilisomen
kommen die wasserloslichen akzessorischen Pigmentproteine der Photosynthese vor, den
blauen Biliproteinen c-Phycocyanin (blau), c-Allophycocyanin, und den roten Phycoerythrin,
und in einigen Féllen Phycoerythrocyanin. Siehe Abb. 2.6 (VAN DEN HOEK et al. 1993). Bei
Cyanobakterien kénnen die Verhaltnisse der einzelnen Pigmente variieren und aus diesem
Grund erscheinen sie je nachdem welches Pigment mehr vorhanden ist, mehr rétlicher oder
blaulicher. Die Name Cyanobakterien ,,Blaualgen“ ist auch durch Dominanz Phycocyanin
gepragt. Die Phycobiline ermdglichen die Nutzung eines grofReren Bereichs des
Lichtspektrums, so dass die Cyanobakterien auf diese Weise ausgesprochene
Schwachlichtbereiche erfolgreich besiedeln kénnen, wie z. B. die Unterseite von Flussgeréll
oder tiefe Schichten in Seen. In Abb. 2.4; a sind die grafische Darstellung des
Absorptionsspektrums von akzessorischen Pigmenten zu sehen [11].

5 P [
| Chiorophyil b T~ hycoe!?t hnn,Ph)'cocyanin

-

Chlorophyll a

a X:CH=CH, Y CH,
b X CH=CH, Y:CHO
d X CHO Y: CH,

CH, CH, CH; /&
HC S = \"O o
2

Absorption

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Wellenlange (nm)

(@) (b)

Abb. 2.4 (a) Absorptionsspektrum von akzessorischen Pigmenten (b)Grundstruktur fir die Chlorophylle a [11][3][29].

Bei den Phycobilisomen handelt es sich um die primdren Lichtsammelkomplexe in
Cyanobakterien, die Lichtenergie absorbieren und auf das Chlorophyll a tbertragen. (Siehe
Abb. 2.4; b) Die Prochlorophyta sind eine Gruppe von Cyanobakterien, die keine
Phycobilisomen haben. Chlorophyll a liegt bei Cyanobakterien im Reaktionszentrum der
Photosysteme. Chlorophyll a ist das einzige Chlorophyll, das Cyanobakterien produzieren
konnen. Chlorophyll a besitzt drei verschiedenen Unterformen, deren Absorptionsmaxima
unterschiedlich sind. P-Caroten ist in allen Cyanobakterienarten zu finden, aber verschiedene
Xanthophyllen wie Zeaxanthin, Oscillaxanthin oder Myxoxanthophyll kommen von Art zu
Art unterschiedlich vor.

2.2.6 Einschliisse

Im Cytoplasma von Cyanobakterien sind eine Reihe verschiedener Einschlisse zu sehen.
Diese Einschlisse dienen oft als Néhrstoffreserve in extremen Umweltbedingungen um zu
Uberleben (Tandeau de Marsac, 1993).
Die Glycogengranula besitzen ,,Cyanophyceenstarke” und diese bieten Kohlenstoff und
Energiereserve. Diese Cyanophyceenstérke ist ein Glucan &hnlich wie tierisches Glykogen.
Lipide werden auch nahe der &ulReren Membran gespeichert und zwar in Lipidtrépfchen.
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Vermutlich dienen sie fur die Membransynthese. In Cyanophycingranula wird besonderes
Polypeptid gespeichert. Dieses Polypeptid besteht nur aus zwei Aminoséuren und zwar
Arginin und Asparaginsaure, welche ihre Funktion im Stickstoff-Umsatz erfillen.

In Polyphosphatkdérper oder Volutinkérper wird Volutin eingelagert und Phosphat kann
hervorragend an das Volutin binden. Deswegen sind Volutinkdrper ein guter Platz far
Phosphatvorrate. Das Volutin scheint irgendwie mit Garung zutun zu haben. Man nimmt an,
dass Volutin das Géarenzym ist oder aber sehr wahrscheinlicher ein Enzym, dass bei Géarung
eine wichtige Rolle spielt. In Carboxysomen sind die Enzyme der Photosynthese gespeichert
[10,12, 13]. Siehe Abb. 2.5

227 Carboxysomen

Die konservierte Energie wird den Carboxysomen der CO2-Fixierung zugefihrt. In den
Carboxysomen sind groe Mengen an Carboanhydrase und Ribulose-1,5-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) gespeichert. Normalerweise erfolgt die CO2-Fixierung in
oxygenen photosynthetischen Organismen (ber den reduktiven Pentosephosphat-Weg
(Calvin-Zyklus). Hierbei wird CO2 an Ribulose-1,5-Bisphosphat gebunden und anschlie3end
uber diverse Zwischenstufen und mehrfachen Umlauf unter Energieverbrauch zur Synthese
von Glucose verwendet. Siehe Abb. 2.5 (TABITA 1994),[13].

2.2.8 DNA in Cyanobakterien

Die DNA in Cyanobakterien ist ringférmig, die zentral im Protoplasten vorliegt. Wie gesagt,
die DNA ist nach der Innenseite der &uReren Membran von der Glycocalyx (Schleimhiille)
eingelagert. Bei Synechocystis PCC 6803 liegt diese DNA in 6 — 8 chromosomale Kopien vor
(WILLIAMS 1988). Cyanobakterien sind gramnegativ und ein- bis vielzellig. Besonders gut
wachsen die Cyanobakterien in einem ruhigen Wassersystem, vor allem in Binnenseen und
im Brackwasser und ausserdem bei erhohten Wassertemperaturen (im Sommer), sowie bei
hohem Nahrstoffgehalt (Stickstoff und Phosphor). Siehe Abb. 2.5 und 2.7

2.29 Luftvakuolen

Einige Arten bilden Luftvakuolen, dass eine Auftriebfunktion hat. So kommen alle Zellen an
die Wasseroberflache und bilden dort dichte Beziuige oder auch Wasserbliten genannt. Die in
der Bibel erwahnte Rotfarbung des Nils kann vermutlich durch Oscillatoria rubescens
hervorgerufen sein. Durch Bildung der Wasserblute werden toxische Peptide ausgeschieden
und somit wird das Wasser vergiftet was zur Steigerung der Sterberate von Tieren fihrt.
Siehe Abb. 2.7
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Abb.2.5 schematische Aufbau einer vegetativen Cyanobakterien-Zelle.

Ca Carboxisom, CG Cyanophycingranulum, GG Glykogengranulum, GV Gasvesikel, IM interacytoplasmatische
Membaranen (Thylakoide), MP Mikroplasmodesmen, PB Phycobilisomen, PP Polyphosphate, 70S-R 70S-Ribosomen, 2&3
elektronenmikroskopische Aufnahmen von Cyanobakterien: 2 Ausschnitt eines Dinnschnitts von Synechocystis; 3
Aufnahme in Gefrierbruchtechnik (Microcystis aeruginosa), Gv Gasvesikel, Tm Thylakoidmembarane[13].
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Abb. 2.6 a) Grafische Darstellung vom Lipidkdrper und Volutinkérper [14,15]
b) Aufbau eines Phycobillisoms [12,16].
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Abb. 2.7 Schematische Darstellung einer Synechocystis-Zelle, im Querschnitt [46].
(a) die TM. mit Reihen von Phycobilisomen im Quer- (b) und Léngsschnitt

(c), Seitenansicht von Phycobilisomen

(d) und der Membranaufbau einer Cyanobakterienzelle

(€). (a)-(d) verandert nach VAN DEN HOEK et al. 1993,

(e) verandert nach GANTT 1994
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2.2.10  Heterozysten

Die Cyanobakterien fixieren Stickstoff aus der Luft in Form von Nitrat, Nitrit, Ammonium,
Aminosdauren, Harnstoff, Hydroxylamin, Kasein, und als elementaren Stickstoff.

Von Art zu Art werden unterschiedliche Stickstoffquellen verwendet aber alle
Cyanobakterienarten konnen Nitrat als Stickstoffquelle verwenden. (Holm-Hansen, 1968).

In manchen filamentdsen Cyanobakterien, finden wir spezialisierte Zellen, in denen mit Hilfe
des Nitrogenase Enzyms, die enzymatische Fixierung des Luftstickstoffs stattfindet
(biologische Stickstofffixierung).Wenn gebundener Stickstoff (Nitrat, Ammonium) in der
Umgebung fehlt, werden die Heterozysten gebildet. Jede zehnte vegetative Zelle differenziert
sich irreversibel zu Heterozysten. Unter dem Mikroskop werden sie dann sichtbar groRer und
haben eine dicke Zellwand, die hellgriin bis fast gelblich aufscheint. Das Nitrogenase Enzym
ist duBerst sauerstoffempfindlich und wenn es mit Sauerstoff zu direktem Kontakt kommt,
inaktiviert das Enzymkomplex und es werden sogar begleitende Proteinen zerstort (Fay,
1983). Deswegen ist der Sauerstoff entwickelnde Teil der Photosynthese (Photosystem I1) in
Heterozysten nicht aktiv. Dagegen ist sehr wohl das Photosystem | neben der Atmung aktiv,
und tragt dazu bei den sehr hohen Energiebedarf (ATP) der Nitrogenase zu gewahrleisten.
Das Nitrogenase Enzym wird auch von auRen eindringendem Sauerstoff geschitzt und zwar
mit Hilfe der dicken und aufgelagerten Zellwdnde, die aus Glycolipid- und
Polysaccharidschichten bestehen. Der Sauerstoffgehalt der Umgebung ist notwendig bei der
Synthese dieser Glycolipid- und Polysaccharidschicht und die Schichtdicke passt sich zum
Sauerstoffgehalt aus der Umgebung an. Die vegetativen Zellen benutzen die Photosynthese
um Zucker zu erzeugen (wahrscheinlich vor allem Saccharose). Der Zucker wird in die
Heterocysten transportiert und dort oxidiert. Der oxidierte Zucker liefert gentigend Elektronen
zur Reduktion des Luftstickstoffs zu Ammonium und als Endprodukt bildet sich Glutamin.
Das heift, dass Luftstickstoff im Glutamin gebunden wird, was dann von Heterozysten in die
benachbarten Zellen transportiert wird und versorgt so den gesamten Zellfaden mit
gebundenem Stickstoff. Also in Heterocysten wird aus den Grundstoffen wie H,O, CO, und
N2 und unter maximaler Ausnutzung von Lichtenergie, Biomasse erzeugt. Siehe Abb. 2.8
Manche Cyanobakterien besitzen Strategien um Stickstoff auch ohne Heterocysten zu
fixieren, aber Uber Art und Weise wie sie den Nitrogenase-Komplex vor Sauerstoff schutzen,
ist wenig bekannt (Tandeau de Marsac, 1994) [10,18].
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Abb. 2.8 (a),(b) Schematische Darstellung von Heterozysten und Metabolismus und Struktur [18].
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2.2.11 Baeozyten

Das sind die Reproduktionszellen, die sich durch multiple Teilungen vermehren, was nur bei
der zweiten Taxonomischen Gruppe der Cyanobakterien sog. Pleurocapsales stattfindet.

(= Nanocyten, = “Endosporen®). Pro Mutterzelle sind 4 bis 1000 Baeozyten zusehen. In
einigen Gattungen ist auch zusatzlich binare Teilung moglich.

2.2.12  Akineten

In ruhenden Dauerstadien und unglinstigen Umweltbedingungen bilden einigen Arten von
Cyanobakterien die Uberdauerungszellen, insbesondere Cyanobakterien wie Calothrix,
Cylindrospermum, fischerella und Nostoc. Diese Zellen sind von Art zu Art unterschiedlich
und im Vergleich zu anderen vegetativen Zellen groRer, robuster, dickwandiger und
reservestoffreicher und sie entstehen aus einer vegetativen Zelle. Diese Zellen sollen vor
Austrocknung, niedrigen Temperaturen, oder Né&hrstoffmangelphasen schiitzen um spéter
wieder vegetative Formen bilden zu kénnen. Siehe Abb. 2.9

Abb. 2.9 In diese Aufnahme (Hellfeld) ist fiir Pithophora typische Bildung von so genannten Akineten zusehen. Eine stark
verdicktete Zellwand dient als Schiitzfunktion vor Austrocknung und unginstigen Umweltbedingungen. In Aktineten
werden Reservestoffe gespeichert [19].

2.2.13  Hormogonien

Die fadige, kleine, bewegliche Filamente die von einigen Cyanobakterien-Arten wie z.B
Nostoc, Oscillatoriales gebildet werden sorgen fir vegetativen Vermehrung. Diese wandern
ab, setzen sich irgendwo fest und wachsen zu neuen "Mutterfilamenten™ heran. Siehe Abb. 2.10
Also, die Cyanobakterien, die echte Verzweigungen haben, bilden auch Hormogonien.
Desikachary bezeichnet diese Strukturen als ,kurze, bewegliche Ketten gleichgeformter
Einzelzellen“ (Desikachary, 1959). Aber nicht alle Hormogenien lassen sich in diesem
Schema definieren. Die sind viel mehr, und zwar modifizierte Filamente, die als
Reproduktion und Verbreitung dienen. Die Hormogonien sind an vielen physiologischen
Prozessen beteiligt (Tandeau de Marsac, 1994). In Formen, die Heterocysten besitzen, sind
diese Hormogonien ganz einfach aufgebaut und sie besitzen groRe Vorrdte an Stickstoff,
Phosphor und anderen Nahrstoffen (Rippka, 1979) [20].
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Abb. 2.10 Stichosiphon sansibaricu Aquarium, Epiphytische Art (Dr. R. Wagner Februar 2008)[20].

2.3  Fortbewegung

Viele fadige Cyanobakterien kdnnen sich fortbewegen durch Kontakt mit den Substraten, auf
dem sie sich bewegen. So suchen die Organismen Zonen optimaler Bestrahlungsstarke in
ihrer Umgebung auf. Es ist noch nicht klar wie diese Fortbewegung zu Stande kommt aber die
Wissenschafter diskutieren zurzeit zwei Hypothesen:

Es wird angenommen, dass die Cyanobakterien durch den AusstoR von Exopolysacchariden
aus bestimmten Poren gewisse Scherkrafte bewirken (Bold and Wynne, 1985), und die zweite
Hypothese besagt, dass Cyanobakterien sich durch Kontraktion bestimmter Filamente
bewegen kénnen (Halfen and Castenholz, 1971).

24 Lebensraum

Lebensraum der Cyanobakterien sind bevorzugt das StBwasser und feuchte Béden, ansonsten
auch Meereswasser, oder Stellen die stark alkalischen pH-Werte haben, Baumrinden,
Gesteinsoberflachen, heilRe und kalte Wisten, wo sie sich Krusten auf der Oberflache bilden,
wo sie jedoch nur in der feuchten Jahreszeit wachsen. Manche kdnnen sogar in heif3en
Quellen Uber 70°C (berleben. Die Cyanobakterien kénnen hohe Temperaturen, hohe UV-
Strahlen und freie Sulfide tolerieren. Aufgrund ihrer Dominanz in heiflen und kalten Wisten
und ihrer hoch entwickelten Schutzmechanismen, das ein MaR fur die Unverwdstlichkeit und
die Anpassungsféahigkeit der Cyanobakterien ist, kénnen die Cyanobakterien sich tberall auf
dem Planeten der Erde verbreiten. Die Cyanobakterien besiedeln alle belichteten Okosysteme
wo sie auch nur geringste Lichtintensitat ausniitzen kdnnen. Ausschliesslich bei sehr saueren
pH-Werte, wurden bis jetzt noch keine Arten entdeckt (Flaibani et al., 1989). Einige
Cyanobakterien leben in Symbiose mit Lebermoosen und Farnen, z.B. das Stickstoff
fixierende Cyanobakterium Anabaena azollae als Endophyt in dem Algenfarn Azolla [10].

2.5 Schutzfunktion

Durch Akkumulation tolerieren die Cyanobakterien in Wustenlebensraumen Austrocknung
und durch manche Substanzen neutralisieren sie osmotischen Stress, der oft durch hohe
Salzkonzentration in solchen Lebensrdumen verursacht wird. Eine dieser Substanzen ist
Trehalose (ein Disaccharid), dass Cyanobakterien zur Regulation ihrer Turgor verwenden um
ihrer Membrane wéhrend einer Austrocknungsphase zu schiitzen. Die Trehalose und weitere
Polyhydroxy-Substanzen konnen sich wie eine Hydrathille um die Proteine legen und diese
unter extremem Wasserdefizit vor der Denaturierung bewahren. Solche Funktionen werden
auch als ,,Wasser-Ersatz-Mechanismus* bezeichnet (Potts, 1994).
Weitere Schutzfunktionen bilden Exopolysaccharide in Cyanobakterien. Sie koénnen die
Zellen stabilisieren in dem sie sich an die letzten Wasservorréte binden und verhindern damit,
dass diese in der Zellmembran binden (Hill, 1997) und innerhalb einiger Minuten rehydrieren
die Membranen (Helm, 2000). Oder sie hemmen den Schaden, der durch oxidativen Stress
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vorkommt (Barbosa and Alterthum, 1992). Die Exopolysaccharide leisten nicht nur eine Hilfe
fir Cyanobakterien wahrend Austrocknungsphasen, sondern sie verhindern auch virale oder
bakterielle Angriffe (Tease and Walker, 1987), in dem sie an Schwermetalle binden und
Antibiotika produzieren. Sie bilden einen Art Barriere gegen toxische Substanzen, die von
Bakterien oder Viren produziert worden sind. (Costerton, 1987). Die Cyanobakterien kénnen
auch Na&hr- und Mineralstoffe akkumulieren und konnen so diese unglnstigen
Umweltbedingungen uberleben. Durch Synthese von ,,Sonnenschutz-Chemikalien® schitzen
sie sich vor exzessiver Sonneneinstrahlung bzw. kdnnen sie sich auch auf Schattensituationen
einstellen. Sie adaptieren sich ausgesprochen gut fur die Besiedelung von verschiedenen
extremen Bedingungen mit starken Sonneneinstrahlungen durch Bildung intensiverer
Pigmente, besonders gut kommen Carotinoiden in Frage (Potts, 1987; Friedmann 1971).
Durch Bildung spezieller UV-absorbierender Pigmente wie das Scytomenin und Mykosporin
ahnliche Aminosauren, die sich wiederum in der Exopolysaccharidschicht akkumulieren,
bekdmpfen Cyanobakterien besonders aggressives UVB-Licht. Diese Strahlung greift sowohl
das Photosynthese-System, als auch essentielle Makromolekiile wie die DNA (Garcia-Pichel
and Castenholz, 1991; Ehling-Schultz, 1997; Scherer, 1988) an. Die Cyanobakterien zeigen
auf Grund ihrer  langen evolutiondren Geschichte eine hohe Toleranz gegeniber
sauerstoffarmen Bedingungen und manche kommen sogar mit hoherer Sulphid-
Konzentrationen zurecht und da verwenden sie an statt Wasser, H2S als Wasserstoffdonator
zur Photosynthese(Cohen et al., 1975). Extreme Temperaturen (kalte oder heilRe
Temperaturen), werden auch durch Cyanobakterien toleriert. HeilRe Temperaturen bis zu
73°C werden besonders durch Synechococcus-Art, die in thermalen Quellen im westlichen
Nord-Amerika lebt toleriert (Castenholz 1978). Kalten Temperaturen werden auch in polaren
Lebensrdumen wie Eisschollen, Gletschern oder eisbedeckten Seen durch Cyanobakterien
toleriert, wobei hier, in den Tundren oder in Polarregionen, die Kohlen- und
Stickstoffhaushalte des Bodens eine grol3e Rolle spielt und wichtig ist zur Adaption. (Vincent,
2000)[10].

2.6 Hypothese

Die Hypothese der Panspermie sagt aus, dass durch einen Meteoriten die Vorfahren der
Cyanobakterien auf unsere Mutter Erde gelangt sind, welches durch neueste Studien heute
nachweisbar ist. Es wurde auch bewiesen, dass Mikroorganismen in einem Meteoriten
uberleben konnen, d.h. Bakterien, die auf den Mond gelandet sind, sind wieder nach der
Rickkehr auf der Erde lebensfahig. (amerikanischen Mondmission Surveyor 3). Durch das Biopan-
Experiment wurde gezeigt, dass Mikroorganismen im Weltall tberleben kénnen. (deutschen
Luft- und Raumfahrtzentrums). Weiters beweist die NASA durch einen Marsorbiter, dass der Mars
vor 4000 Millionen Jahren eine Umweltbedingungen wie kohlendioxidreiche Atmosphére und
Wasser in Form von Seen und Flissen gehabt hat, eine Grundvoraussetzung in der das Leben
in Form von Cyanobakterien entstanden sein konnte. Aufgrund aller dieser
Forschungsergebnisse und basierend auf der hohen Anpassungsfahigkeit und extremen
Robustheit der Cyanobakterien, konnte man annehmen, dass erste Cyanobakterien eventuell
ihren Ursprung auf dem Mars oder einem anderen Planeten hatten (Vinvent, 2000).
insbesondere Chroococcidiopsis-Arten sind fur diese Untersuchungen gut geeignet.
(Friemann and Ocampo-Friedmann, 1994). Die antarktischen Wisten auf der Erde, zeigen
ahnliche Bedingungen wie auf dem Mars, welche durch Cyanobakterien ganz leicht toleriert
werden. (Vinvent, 2000). Siehe Abb. 2.11 [10].
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Abb. 2.11 Panspermie; Einfache Lebensformen haben sich (iber
grofRe Distanzen durch das Universum bewegt und
so die Anfange des Lebens auf die Erde gebracht [22].

2.7 Bedeutung

Die Wasserblute, besonders die jenige, die durch Spirulina verursacht sind, gelten in
Nordafrika als sehr wichtiger Eiweilllieferant fir Menschen. Toxische Cyanobakterielle
Wasserbluten kommen auch in Seen, Flisse und Kistengewésser vor, welche durch
produktion von Toxine eine schlechte Wasserqualitat verursachen und ein Uberdingtes
stickstoffreiches Gewadsser andeuten [10, 23]. Einige Cyanobakterien produzieren antivirale
und antibakterielle Substanzen, somit besitzen sie in in Biotechnologie eine wichtige Rolle
[24]. Vertreter der Gattungen Nostoc und Anabaena, die in asiatischen Reisfeldern
vorkommen koénnen den Luftstickstoff binden und so eine zuséatzlich Diingung ersparen. Man
verwendet Cyanobakterien in vielen wissenschaftlichen Forschungen z.B.  bei der
Untersuchung pflanzlicher Chloroplasten (homolog zu Cyanobakterien Chloroplasten) und
besonders bei der Aufklarung der Struktur der Thylakoide in der Molekularbiologie. In der
Photosynthese-Forschung werden oft Anacystis nidulans oder Synechocystis verwendet. Die
Cyanobakterien sind  Algen-Gruppen, mit dem gréfiten Potential fir die Pharmazie,
besonders in der Verwendung als Allheilmittel. Die Afa Alge (Cyanobakterium Klamath) ist
wirksam gegen Depressionen und ist reich an essentiellen Fettsduren. Dr. Christian Drapeau
(ein ausgebildeter Neurophysiologe) konnte nachweisen, dass die Algen abgesehen von
Produktion die essentiellen Aminosduren, noch eine neuroaktive Aminosdure wie PEA
“Molekil der Freude* oder Phenylethylamin produzieren. Im Kdrper wird aus Phenylalanin,
Tyrosin und Eiweil3, der PEA hergestellt, wenn die Algen als Nahrung aufgenommen werden.
PEA wirkt als stimmungsaufhellende Aminosdure, dass in keinem anderen Lebensmittel zu
finden ist. Viele Cyanobakterien wie Microcystis konnen zu Fisch- und Viehvergiftungen
fahren, weil sie hochwirksame Neurotoxine und Lebertoxine produzieren. Im Zuge der
Untersuchungen dieser Toxine wurde eine Reihe von chemischen und biologischen
Eigenschaften der Sekunddrmetaboliten herausgefunden, mit deren Hilfe neue
pharmazeutische Wirkstoffe wie Herbizide und Pestizide entwickelt wurden. (Shin, 1996).
Somit sind die Cyanobakterien wichtige Quelle fir die Produktion von
immunmodulatorischen und antibakteriellen Stoffen, antiviralen, fungiziden, algiziden,
zytotoxischen (Behrens, 1992) [10].

2.8  Systematik

Bis heute wurden 7500 Arten von Cyanobakterien beschrieben, aber tatsachlich sind nur 200
echte frei lebende, nicht symbiotische Arten bekannt. Die erste Einteilung der Cyanobakterien
hat im Jahre 1753 stattgefunden. Aufgrund der F&higkeit Sauerstoff zu produzieren und
Photosynthese zu betreiben sind die Cyanobakterien zuerst zu den Algen gerechnet worden.
Dabei mussen die Cyanobakterien aufgrund ihrer Zellorganisation zu den prokaryontische
Lebensformen zugeteilt werden. Die Cyanobakterien sind nach der neuen Systematik einer
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der groRen Aste der Bakterien. Hier existieren mehrere Systeme. In Taxonomie von
Cyanobakterien nach NCBI (US-amerikanischen National Center for Biotechnology
Information) wird nur zwei von insgesamt 7 Ordnungen in Familien eingeteilt. In der
Taxonomie von Cyanobakterien nach Cavalier-Smith wird in 6 Ordnungen aufgeteilt: die
Gloeobacterales wird dann (mit der einzigen Gattung Gloeobacter) in eine eigene
Unterabteilung Gloeobacteria gestellt und die Phycobacteria, in die Klassen Chroobacteria
aufgeteilt. Die klassische Taxonomie der Cyanobakterien richtet sich nach morphologischen
Gesichtspunkten und wird in 2000 verschiedenen Arten und 150 Gattungen (Geitler, 1932)
aufgeteilt. Hier wird die Einteilung h&ufig aufgrund kleiner Unterschiede vorgenommen, wie
leichte Unterschiede in ZellgroRe und Form oder An- und Abwesenheit einer Schleimhulle [3).

Hier sehen wir zwei wichtige taxonomische Einteilungen:
a) Taxonomiesche Einleitung nach NCBI
b) Taxonomiesche Einleitung nach Castenholz und Waterbury

2.8.1 Taxonomiesche Einleitung nach NCBI

2.8.1.1 Ordnung Chroococcales
27 Gattungen, z. B.Chroococcus und Gloeocapsa

Die besitzen wenige morphologische Merkmale und sind einzellige Kokken und Stabchen
Mann kann im Wasser zum Teil die Bildung von Zellaggregaten in verschiedene Grofien
sehen. Die Zellen werden durch Schleim zusammen gehalten. Sie besitzen in verschiedenen
Ebenen symmetrische oder asymmetrische Querteilungen oder sie vermehren sich durch
Sprossung.

2.8.1.2 Ordnung Gloeobacterales

Klasse Gloeobacteria: 1 Gattung, Gloeobacter
Die sind einzellige Formen, die sich durch binére Teilung vermehren.

2.8.1.3 Ordnung Nostocales

Familie Microchaetaceae: 6 Gattungen

Familie Nostocaceae: 13 Gattungen, z. B. Anabaena, Aphanizomenon, Nostoc
Familie Rivulariaceae: 3 Gattungen

Familie Scytonemataceae: 3 Gattungen

Ca. 50 Arten sind bekannt. Diese filamentose Cyanobakterien reproduzieren sich in einer
einzigen Ebene durch bindre Teilung. Die Zellen koénnen sich bei Abwesenheit von
gebundenem Stickstoff zu Heterozysten differenzieren, die dann wiederum Stickstoff aus der
Luft fixieren kdnnen. Akineten Bildung ist bei dieser Ordnung auch maglich. Die kénnen sich
durch gebrochene Trichome, oder Keimung der Akineten oder aber durch Bildung von
Hormogonien vermehren. Vor allem leben sie im SuBwasser und feuchter Erde. Teilweise
leben sie symbiotisch z.B. in Cycas-Wurzel oder Pilzen.

2.8.1.4 Ordnung Oscillatoriales

27 Gattungen, z. B. Lyngbya, Oscillatoria, Phormidium, Spirulina

Diese sind Filamentds und die Zellen sind scheibenférmig. lhre Trichome teilen sich binar
und zwar in einer einzigen Ebene oder sie vermehren sich durch Hormigonien, besitzen keine
Heterozysten, Akineten, oder Gallertscheide. Die Fortbewegung erfolgt durch pendelartigen
Schwingbewegungen oder durch gleiten. Die Verzweigungen sind unecht.
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2.8.1.5  Ordnung Pleurocapsales

7 Gattungen, z. B. Chroococcidiopsis

Sie besitzen multiple Zellteilung (multiple Spaltung), die kleine Tochterzelle sog. Baeocyten
genannt werden. Je nachdem welche Wachstumsbedingungen herrschen, kodnnen diese
Gruppe von Cyanobakterien bis zu mehrere hundert Baeocyten bei jeder Zellteilung
produzieren. Die Pleurocapsales kommen als Aggregat oder als einzeln vor.

2.8.1.6  Ordnung Prochlorales (prochlorophytes)

Familie Prochloraceae: 1 Gattung, Prochloron
Familie Prochlorococcaceae: 1 Gattung, Prochlorococcus
Familie Prochlorotrichaceae: 1 Gattung, Prochlorothrix

2.8.1.7 Ordnung Stigonematales

12 Gattungen, z. B. Stigonema

Die Gattung Acaryochloris wird vom NCBI in keine Ordnung eingereiht. Heterocysten,

Akineten als auch Hormogonien besitzen eine Komplexe Morphologie. Die Teilung ist

multiseriell und man sieht hier echte Verzweigungen [3].
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2.8.2 Taxonomiesche Einleitung nach Castenholz und Waterbury.

Die Cyanobakterien gliedert sich in zwei Unterklassen mit sechs Ordnungen (Strassburger,
2002: Schematische Darstellung Abb. 2.11). Sie werden hier in die einzelligen Coccoidalen
Formen und die filamentésen Formen eingeteilt. Coccoidale Formen sind, oval, kugelig,
zylindrische einfachen Einzelzellen, die entweder als freie Zellen oder als Zellaggregate
»Kolonien* vorkommen. Die Zellaggregate kommen definiert z.B. plattenférmig oder kubisch
aber auch undefiniert vor. Coccoidale Zellen weisen einen Durchmesser von 0,4 um bigiber
40 um auf. Auf diesem Grund sind Cyanobakterien in Bezlglich ihren Grof3e nicht
Vergleichbar mit anderen Prokaryoten, weil bei anderen Prokaryoten ein Durchmesser von
0,4 um schon enorm grol} ist. Die Wissenschaften bezeichnen die Cyanobakterien mit einem
Durchmesser von 0,4 um als Picocyanobakterien.

Filamentdsen Zellen weisen einen Durchmesser bis zu 100um. Die sind kleine Scheiben, die
sich zu einem langen Faden hinter einander einreihen. Das Volumen der einzelnen Zelle ist
aber trotz des groRBen Durchmessers in einer Ebene kleiner als das der einzelligen Arten
(Demoulin and Janssen, 1981). Filamenten verzweigen sich entweder echt oder unecht.
Unechte Verzweigungen passiert, wenn ein Filament mit einer Schleimhiille, sich teilt und das
neue Filamentstuck, unabhéngig vom Alten wdachst. Echte Verzweigungen kommen zu
Stande, wenn ein Filament sich in mehr als einer Ebene teilt, dabei besteht immer einen
direkter Kontakt zu dem Ausgangsfilament [10, 26].
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Reich: — Abteilung: — Unterabteilung:

Prokaryonten Bakterien

e

1. Unterklasse:

Coccogoneae
Einzeller oder Coenobien
(Bildung von Zellaggregaten versch. Grofie),

sie stellen die primitivere Organisationsform dar

1. Ordnung:

Chroococcales
Emzellige Kokken oder Stabchen;
zum Teil Coenobien:

Vermehrung durch Teilung
Gattungen:
Chroococcus, Synechocystis,
Synechococcus, Gloeocapsa,
Microcystis u.a.

2. Ordnung:

Chamaesiphonales
Einzellige oder kurzfiidige Formen:

Vermehrung durch Endo- oder Exosporen
3. Ordnung:

Pleurocapsales
Einzellige Formen oder kurze Fiiden:
zum Teil Aggregathildung;
Vermehrung durch Baeocyten
(Endosporen, multiple Teilung),
diese Vermehnmpsweise nur in dieser Ordnung,
Wachstum oft auf festen Oberflachen,
oft fakultatv photoheterotroph und Stickstoff-fixierend

Gattungen:

De?i'mocmpa .d.

Abb. 2.11 Schematische Darstellung Systematische Einteilung der Cyanobakterien nach Strassburger 2002 [10]. [Kathrin

Venzke, 2005].

Cvanophyceae

Eubalkterien 1

Klasse:

2. Unterklasse:

HO??HOgOHE?ﬂe
Langfiidige Formen:
nach dem Grad der Zelldifferenzierung und

nach der Verzweigungsform in drei Ordnungen unterteilt

4, Ordnung:

Oscillatoriales
Filamentése Formen, z. T. mit Gallertscheide,
bingire Teilung in einer Ebene. geringe Differenzierung:
keme Heterocysten oder Akineten.

nur zum Teil Hormogonien, weit verbreitet
Gattungen:

Oscillatoria, Phormidium,
Schizothrix, Spiruling u.a.
5. Ordnung:

Nostocales
Filamentése Formen mit bindrer Teilung in einer Ebene,
Potential zur Heterocystenbildung,
zum Teil regelmifig, zum Teil nur bei Stickstoffmangel

Vermehrung durch Hormogonien, gelegentlich Akinetenbildung
Gattungen:
Nostoc, Anabaena, Rivilaria,

Tolypothrix, Seytonena u.a.

6. Ordnung:
Stigonemarales

Morphelogisch sehr komplex,

sowohl Heterocysten, Akmeten als auch Hormogonien,

multiserale Teilung und echte Verzweigungen
Gattungen:

Fischerella, Stigonema, Hapalosiphon u.a.



29 Stoffwechselwege und Metabolismus

2.9.1 Fermentation

Wenn Sauerstoff und die Elektronenakzeptoren der anaeroben Atmung (Nitrat, Sulfat), fehlen,
kdnnen erstaunlicher Weise die Cyanobakterien auch aus organischen Substanzen durch

Garung Energie gewinnen. Siehe Table 2.12

Organism Strain, origin Fermentation Products
pathway
Anabaena azollae Symbiont from Azolla homoacetate acetate (lactate, Co,, H,)
AaL, AaN, AaS, caroliniana
Anabaena siamensis Paddy field homoacetate acetate ( Co,, Hy)
Asl
Cyanothece PCC 7822(Inst. Pasteur) Mixed acid H, ethanol,lactate,formate,acetate
Microcoleus PCC 7806(Inst. Pasteur) Mixed acid H, ethanol,lactate,formate,acetate
aeruginosa
Microcoleus Microbial mat Mixed acid H, ethanol,lactate,formate,acetate
chthonoplastes
Nostoc sp. Cc Symbiont from Cycas circinalis | homoacetate acetate (lactate, Co,, Hy)
Nostoc sp. A12 Symbiont from Anthoceros homoacetate acetate (lactate, Co,, Hy)
laevis
Nostoc sp. Efl Symbiont from Encephalartos homoacetate acetate (lactate, Co,, H,)
ferox
Nostoc sp. MAC Symbiont from Macrozamia homoacetate acetate (lactate, Co,, H,)
lucida
Nostoc sp. Mm1 Symbiont from Macrozamia homoacetate acetate (lactate, Co,, Hy)
moorei
Nostoc sp. M1 Symbiont from Macrozamia sp. homoacetate acetate (lactate, Co,, Hy)
Nostoc sp. Gm Symbiont from Gunnera homoacetate acetate (lactate)
manicata
Nostoc sp. T1 Paddy field homoacetate acetate (lactate, Co,, H,)
Oscillatoria limnetica | Hypolimnion Solar Lake homoacetate lactate
Oscillatoria limosa Microbial mat Heterolactate lactate, ethanol, acetate
homoacetate
Oscillatoria sp. Microbial mat Not known lactate, ethanol, acetate, formate
Oscillatoria Hot spring microbial mat Homoacetate? ?
terebriformis
Spirulina platensis Not known Mixed acid H,, ethanol, acetate,
formate,lactate
Spirulina minosa Not known Not known lactate, acetate

Table 2.12 Cyanobakterien capable of fermentation [27, 28, 29], Stal&Moezelaar 1997, FEMS Microbiology Reviews

Als Beispiel sehen wir hier den Fermentationsablauf der hererolactic sure in Oscillatoria
limosa. Hier wird L-lactate und Ethanol produziert [27, 28, 29]. Die wichtigsten Enzyme, die
sich hier beteiligen, sind:
1- Die Enzyme die bei der oxidativen Pentose Phosphatweg immer vorhanden sind.
2- Acetaldehyde dehydrogenase
3- Alkohol dehydrogenase

4- Die Enzyme des Emben-Meyerhoffweges
5- Pyrovate kinase

6- L-lactate dehydrogenase

21




Abbau von Glycogen durch Garmng

glycogen —s — glucose 6 P

['_L] HADFH
+ NADPH
zvlulose-5-F Uber den oxdativen Pentose
/\ Phosphatweg entsteht
uber BEthanol (acetaldehyd), das
dyceraldehyde-3-P acetyl phosphate durch die ADH weeiter zu Ethanol
NAD V ADP NADFH (Al oholische Garung) abgebaut wird
)
oder
Fi + HADFP
NADH + ATP
acetaldehyde Uber Pyruvat durch die
phosphosnelpyruvate NADFH Lactatdshydrogenase Lactat
ADE (Milchsaure Garng
8]
ATE HNADP
MADH - PiTouAte ethannl- I
3]
HAD
[27, 28, 29].

2.9.2 Photosynthese

Die Photosynthese ist der bedeutendste und &lteste biogeochemischer Prozess der Erde.
Primdr wird Lichtenergie zu chemischer Energie umgesetzt und zwar durch einen reduktiven
Prozess, mit Hilfe der Farbstoffe, die Licht absorbieren, um Wasser zu spalten und die
Elektronen zu gewinnen um sie dann auf NADP™ zu (ibertragen. Reduzierte NADPH wird von
den Zellen als Energieliferant fur verschiedene Biosynthesewege verwendet. In der
Cyanobakteriellen Atmungskette werden am hdaufigsten NADH/NADPH Molekiile dem
Wasserstoff liefern wobei bei Sauger-Mitochondrien spielt nur Pyridinnukleotid NADH eine
Rolle [36].

Durch Wasserspaltung und Elektronenfluss zwischen den Redoxkomplexen kommt es
andererseits zur Produktion eines H*- Gradienten, der die ATP- Synthese antreibt. ATP
Molekilen kdénnen sowohl durch linearen Elektronentransport als auch tber den zyklischen
Elektronentransport generiert werden (dartiber kdénnen sie in Kapitel 3 mehr lesen).
Lichtenergie wird zur Synthese organischer Verbindungen von der sehr energiearmen
anorganischen Kohlenstoff-Verbindung (CO,) verwendet (,,Dunkelreaktion®). Ausgangsstoffe
(CO2) missen zuerst reduziert werden. Gute Reduktionsmittel (Reduktans) sind Wasser
(H,0), Wasserstoff (H,), Schwefelwasserstoff (H,S), organische Stoffe wie S&uren und
Alkohole, z. B. Acetat bzw. Ethanol. Cyanobakterien verwenden Wasser (H,O) als Reduktans
und dabei wird O, freigesetzt (oxygene Photosynthese) unter bestimmten Bedingungen
verwenden aber einige Cyanobakterien auch H,S als Reduktans, je nachdem welche Enzyme
ein Organismus zur Verfligung hat. Diese Form der Photosynthese wird als oxigene
Photosynthese bezeichnet weil Sauerstoff dabei produziert wird. Durch Photosynthese werden

Elektronen oxidiert. Die Elektronen werden dann, durch die Farbstoffe absorbierte
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Lichtenergie, auf hohem Energieniveau (niedrigem Redoxpotential) angeregt. So wird aus
CO, oder aus einfachen organischen Verbindungen wie Acetat, energiereiche Verbindungen
wie ATP und NADPH synthetisiert.

Die Gesamtreaktion der Photosynthese ist dann diese vereinfachte Reaktion, die durch Licht
in Gang gesetzt wird:

2H,A+CO; —- < CH;O > +2 A+ H,0 (2.1)

Die Photosynthese besteht aus zwei Reaktionen:

1) Lichtabhangige Co,-Fixierung (Primarreaktion) gekoppelt mit der Entwicklung von
Sauerstoff.

2) Lichtunabhé&ngigen Reaktion (Sekunda- oder Dunkelreaktion).

2.9.2.1  Primirreaktion oder Lichtabhingige Reaktion

Hier wird Lichtenergie in chemische Energie (ATP) umgewandelt, dabei wird ein
Reduktionsmittel (NADPH) gebildet, durch Kohlenstoffdioxid und Coenzym NADP® mit
zwei Elektronen und einem Wasserstoff-lon (Proton / H").

Lichtsammelkomplexe absorbieren auf der Biomembran das Licht und so werden Elektronen
in den Farbstoffen in einen energiereichen (,,angeregten*) Zustand versetzt, das heif3t: nach
Aufnahme von Lichtenergie durch Pigmenten kommt es zu einen angeregten Zustand, in der
die Elektronen leichter und schneller (wahrend Pikosekunden) auf dem benachbarten Protein
Pigmente bis zu ,spezial pair“ Ubertragen werden konnen. In diesen Proteinpigmenten
werden die fehlenden Elektronen durch Spaltung von den zwei Wassermolekilen in 2
Elektronen, 4 Protonen und eine O, (Photolyse) ersetzt. Die Lichtsammelkomplexe
(Antennen) sind in Cyanobakterien aus speziellen Partikeln aufgebaut, den sog.
Phycobilisomen (duBere Antennenkomplexe), die fur die Bereitstellung von Lichtenergie
verantwortlich sind und Phycobilinproteine, wie offenkettige Tetrapyrrol-Farbstoffe, wie die
Phycoerythrine (rot) und Phycocyanine (blaugriin). Diese absorbieren insbesondere griines
Licht. Das Cyanobakterienwachstum ist abhéngig von einer geringen Eisenkonzentration in
ihren natlrlichen Lebensraumen. Wenn Eisenmangel herrscht in ihrem Lebensraum werden
Phycobilisome und normale Antennenproteine abgebaut [37].

Abb.2.13. Elektronenmikroskopische Analyse des neu entdeckten Komplexes:
Das Bild (a) zeigt nach 52.000-facher Vergréerung die Ansicht von einzelnen Proteinkomplexen. (b-d) zeigen nach digitaler
Bildauswertung die Verschiedenen Ansichten des PSI-IsiA-Komplexes. Im Bild (e) wird PSI-IsiA-Komplexesinterpretiert so
dass, ein Ring von Seifenmolekiilen (duerer Ring; gelb), einen Ring aus IsiA-Proteinen (Innerer Ring und griin) umgibt. Der
IsiA-Ring sammelt Lichtenergie und leitet sie zum einen trimeren Photosystem | (Drei zentral gelegene Ringe; rot) Molekill,
dass in der Mitte dieses zellularen Kraftwerkes liegt [37].
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Die wichtige Chromophore sind Chlorophyll a, Carotinoide und Xanthophylle. Die genannten
Farbstoffe sind auf der Thylakoidmembran an Chromoproteine gebunden. Damit
lichtabhdngige Reaktionen exakt ablaufen (einerseits Wasser oxidieren und andererseits
NADP™ reduzieren), werden hier zwei Photosysteme hintereinander benétigt. Photosystem Il
stellt ein starkes Oxidationsmittel zur Oxidation von Wasser zur Verfligung und
Photosystem | stellt ein starkes Reduktionsmittel zur Reduktion von NADP" zur Verfiigung.
Diese beider Reaktionen werden gemeinsam als "Lichtreaktion™ bezeichnet, da dieser Teil der
Photosynthese direkt von Licht abhéngig ist.

12 HoO 2% 24 (H) +6 O,

22)

2.9.2.2  Sekundarreaktion oder Dunkelreaktion

Die Reaktion, durch welche CO; in organische Bindung umgewandelt wird und in
Kohlenhydrat eingebaut wird nennt man Dunkelreaktion (CO,-Gehalt der Luft betragt ca.
0,037% (370 ppm). Hier werden die gewonnenen NADPH- Molekule fur Aufbau von
Kohlenhydraten benétigt. Dunkelreaktion oder reduktiver Pentosephosphat-Zyklus wurden
von Melyin Calvin und seinen Mitarbeitern entdeckt und deshalb wird auch diese
Reaktionsfolge als Calvin-Zyklus genannt. Als Akzeptor fir CO, fungiert Ribulose-1-,5-
bisphosphat, das aus Ribulose-5-phosphat und ATP durch eine Kinase gebildet wird (Peter
Karlson). CO, und ATP dienen als Energiequelle und NADPH als Reduktionsmittel und die
werden umgewandelt zu Glucose und Wasser. NADPH gibt Wasserstoff und zwei
Elektronen ab und wird dabei selbst zum NADP* oxidiert.

6 COp +12H,0 24 CgHy0g + 6 Oy + 6 H,O  AH® = 42870 XL

(2.3)
Brutto-Reaktionsgleichung fiir die oxygene Photosynthese
6 COz + 6 HyO =% CoH1206 +6 02 AH® = 42870 kL »

Netto-Reaktionsgleichung fir die oxygene Photosynthes [3].

2.9.3 Respiration

Obwohl die Cyanobakterien keine Chloroplasten oder Mitochondrien besitzen, treiben sie
trotzdem oxygene Photosynthese und Respiration, deswegen bendtigen sie eine komplexe
Koordination der verschiedenen Stoffwechselvorgange und gewisse Aufgabenteilungen
innerhalb von einigen Zellen z.B. Heterocysten Aufbau in Anabaena. Der photosynthetische
Elektronentransport lauft in den meisten Cyanobakterien (Ausnahme von Gloeobacter
violaceus PCC 7421) in der Thylakoidmembran und die Respiration lauft an der
Thylakoidmembran und an der Cytoplasmamembran. Das hei8t an der Thylakoidmembran
findet sowohl die photosynthetische Elektronentransport-Kette als auch die respiratorische
Elektronentransport-Kette statt. Die Voraussetzung fur die ATP-Bildung bei der
Photosynthese ist die Ansammlung von Protonen in das Lumen der Thylakoidmembran, die
durch Photolyse des Wassers zur Entstehung kommen. In der Atmungskette funktionieren
viele Elektronendonoren (reduzierte Substanzen) wie Wasserstoff, H2, NAD(P)H und
Succinat, die durch Enzyme wie Hydrogenasen, NAD(P)H-Dehydrogenasen und Succinat-
Dehydrogenasen oxidiert werden. NAD(P)H-Dehydrogenasen transportiert bei diesem
Prozess zwei Protonen, die durch die Membran, in das Lumen der Thylakoidmembaran
landen, die Elektronen dagegen wandern uber Elektronencarrier Plastochinon weiter bis zu
Cytochrom be/c-Komplex und durch weiteren Elektronenfluss kommt es zu Translokation
weiterer Protonen. Am Ende werden die Elektronen in der Cytochron ¢ Oxidase an Sauerstoff
Ubertragen und wiederum dabei wiederum kommt es zu einer Translokation von weiteren
Protonen.
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So wird durch den horizontalen Elektronentransport, der Protonengradient in Lumen
aufgebaut, welches eine Voraussetzung fiir ATP- Synthese ist. Die ATP- Synthase -
Komplexe sind in die Thylakoidmembran eingebettet und bilden einen Kanal, durch den
Protonen entlang eines Gradienten zurlick ins Stroma des Chloroplasten flieRen kénnen und
dadurch wird ATP synthetisiert. (dariiber konnen sie in Kapitel 3 mehr lesen).

2.9.4 Kohlenstoffmetabolismus

In Cyanobakterien gibt es zwei Pentosephosphat-Wege und zwar den reduktiven und den
oxidativen Weg. Fur den reduktiven Pentosephosphat-Weg, ist die Dunkelreaktion der
Photosynthese sehr wichtig. CO, wird in Calvinzyklus durch Oxidation von NADPH zu
CH20O reduziert. In der Cytoplasmamembran von Cyanobakterien befindetn sich die
Schlisselenzyme wie Ribolose Bisphosphat Carboxylase (RuBisCo) und noch weitere
Komponenten des Calvinzyklus [38]. Das Rubisco, das wasserloslich ist, ist sozusagen
verantwortlich fur die Kohlendioxidaufnahme aber auch katalysiert es den Einbau von
Sauerstoff. Das Enzym besteht aus 8 grolRen und 8 kleinen Untereiheiten. Wahrend der
Katalyse geht das Rubisco von einer getffneten Molekil-Struktur zu einer geschlossenen
Form tber. Wenn Rubisco sich wieder 6ffnet, befreit es die Reaktionsprodukte [45].

Die Cyanobakterien reagieren sehr empfindlich auf UV-B_Strahlung. Bei einer 30 minitigen
Exposition von UV-B reduzieren sich spurbar die RuBISCO-Aktivitat, die Aufnahme von
Carbonat, und die Absorption von Phycocyanin [12].

Kopplung der Lichtreaktion an die Dunkelreaktion

Thylakoid
membrane

hdépende t B
reactions - Die Endprodukte
der Lichtreaktion,

ATP und NADPH,

ADP
] (@tP) werden im Calvin-Zyklus
zur Fixierung von
— atmosphérischem CO,
-CO, = @ genutzt

Rubisco Calvin

ADP Cycle
! . NADP*

“=GAP — Glucose — Starch i

Abb.2 14. Cell and Molecular Biology, 5/e 2008 John Wiley & Sons [39].

Der Glukoseabbau lauft in Cyanobakterien iber den oxidative Pentosephosphatweg (OPPP),
der drei wichtige Funktionen hat.
1. Er stellt die Redox-Aquivalenten (NADPH und H) fiir Fettséduren, Aminoséuren
Biosynthese oder fiir den respiratorischen Elektroenentransport bereit oder es wird
damit Nitrit zu Ammonium reduziert.

1Gluc6P + GNADP ™ —— ITiroseP + GNADPH? + 3C0O2 -

2. Hexosen werden in Pentosen (Ribose 5-Phosphat) umgewandelt, welche fur
Nukleinsdauren Biosynthese wichtig sind.
3. Er liefert wichtige Substanzen wie Erythrose 4-phosphat fir shikimat-Weg.
(Biosynthese aromatischen Aminosdure und etc.)
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Hier werden organische Verbindungen wie Zucker vollstdndig zu CO2 oxidiert. Bel
Cyanobakterien wird die Oxidative Pentosephosphatzyklus im Dunkeln betrieben und ist
geeignet fur alle Bakterien die autotoph sind. Bei Cyanobakterien ist ganz
charakteristisch, dass hier einen unterbrochenen Zyklus statt findet, weil das Enzym a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase fehlt. Man spricht von Split Zitratzyklus. Wie man auf der
Abbildung 2.15 sieht bei dem OPPP-Weg wird kein ATP produziert [39].

co,

S Ruaﬁts PGA
ATP —

2 ATP
Ribulose 5P 2 NADPH
Reduktiver PPP
Gluconate 6P
Oxidativer PPP 2 x TrioseP

NADPH Glc6P €&—————  Fruc6P

Abb.2.15 Der gleichzeitige Ablauf des reduktiven und des oxidativen Pentosephosphat Weges. Beide Wege miissen aber
getrennt reguliert werden [39].

2.9.5 Stickstoffmetabolismus

Die Stickstofffixierung bei Cyanobakterien, gibt ihnen die Moglichkeit im Licht zu wachsen
und CO; und N als einzige Kohlenstoff,- und Stickstoffquelle zu verwenden, aber es steht
ihnen auch anorganische Stickstoffquellen und viele weitere Mdoglichkeiten wie Ammoniak,
Nitrat, Nitrit und Harnstoff zur Verfligung. Manche Spezies kdnnen zusatzlich auch Arginin und
Glutamin assimilieren [41]. Wie gesagt konnen einige wenige Bakterien, darunter die
Cyanobakterien, tber nif-Gene und den Enzymkomplex Nitrogenase, den molekularen Stickstoff aus
der Luft fixieren und die Energie dafiir wird von der Photosynthese geliefert. Das Enzymkomplex
Nitrogenase reduziert den umgewandelten Stickstoff zu seiner biologisch Form
(Stickstofffixierung) und setzt sich in Wahrheit aus Dinitrogenase und Dinitrogenase
Reduktase zusammen oder anderes ausgedriickt: besteht aus einem Eisen-Schwefel-Protein
und Molybdén-Eisen-Schwefel-Protein. In den tropischen Reisfeldern schéatzt man, dass
Cyanobakterien allein etwa 100 Millionen Tonnen Stickstoff pro Jahr fixieren (Kumar u.
Kumar 1988). [42]Die Summengleichung der durch Nitrogenase katalysierten Reaktion
lautet:

Np + (12+4)ATP + (6+2)e + (8+2)H > 2NH, + (12+4)ADP + (12+4)P + H, 26)

Dieses Enzym ist extrem Sauerstoffempfindlich und das aktive Zentrum, der aus Eisen-
Schwefel-Cluster mit Molybdanatomen besteht, wird leicht durch Sauerstoff inaktiviert,
darum wurde es aus dem Prozess oxygener Photosynthese zeitlich und sogar rédumlich
getrennt und lauft hinter einer dicken Zellwand ab, die in manche filamentdsen Cyanobakterien
spezifisch die Heterozysten aus vegetativen Zellen ausdifferenziert [40].
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2.9.6 Lipidmetabolismus

Von Singer und Nicolson wurde in Jahre 1972 zum ersten Mal Fluidmosaik-Modelle zu den
Biomembranen formuliert. Unsere heutige Vorstellung von den cyanobakterielle Membranen
basiert auf Ahnlichkeiten der Lipidzusammensetzung von Chloroplastenmembran bei
Eukaryoten.

Die Biomembran besteht aus Membranproteine, die lateral frei beweglich sind und eine
Lipid-Doppelschicht oder sog. fllssig-kristallin bilden. Die polaren Membranlipide, mit einer
hydrophilen Kopfgruppe und einem lipophilen Schwanz, sind verantwortlich fir
Grundeigenschaften von Biomembranen wie Stabilitat, Flexibilitat, Fluiditdt und
Semipermeabilitat. Fluiditdt kommt zustande durch hohen Anteil an ungesattigten Fettsauren.
Sowohl eukaryotischen als auch prokaryotischen Thylakoidmembranen bestehen aus
unverzweigten Fettsduren mit 14, 16 oder 18 Kohlstoffatomen und Glykolipiden wie
ungeladenen Galactolipiden Monogalactosyldiacylglycerid (MGDG) und
Digalactosyldiacylglycerid (DGDG) und negativ geladene Lipide
Sulfoquinovosyldiacylglycerid (SQDG) und Phosphatidylglycerid (PG) [40;44].

2.10 Okologie

Die Cyanobakterien sind heutezutage oft in den Schlagzeilen, weil sie hochpotente Gifte
(Cyanotoxine) produzieren kénnen und aquatische Lebensrdume von Menschen veréndern
und so das Menschenleben gefahrden. Das Gefahrenpotenzial ist dort am GroRten, wo es
wenig Mdglichkeiten zur Wasserversorgung gibt und nur Oberflachenwasser als Trinkwasser
dient und so kdnnen die Menschen mit Cyanotoxinen leichter in Berthrung zu kommen und
die erste Symptome sind dann: Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen gerétete Augen, und
Fieber. Die Cyanobakterien stehen am Anfang der Nahrungskette und kommen in allen
Lebensrdaumen vor (sowohl im Salz- als auch im StRwasser), aber die meisten Arten leben
jedoch im SuRwasser. Das Wachstum und die Verbreitung von Cyanobakterien wird direkt
von den Né&hrstoffverhdltnissen in den Gewéssern beeinflusst, vor allem in den
Sommermonaten vermehren sie sich stark weil viele exogene Faktoren, wie Phosphat-
und/oder Nitrat-Einleitungen aus privaten Haushalten, Industrie und Landwirtschaft, in die
Gewasser abgeleitet werden. Deswegen wird seit den siebziger Jahren, die Zahl der
Cyanobakterien gering gehalten, in dem die Gewasser rein gehalten werden. Und tatséchlich
funktioniert es und aufgrund solcher MaBnahmen sind diese Bakterien aus vielen Seen
verschwunden [24]. Die Cyanobakterien kommen immer ubiquitér vor und vermehren sich
vegetativ. Thermosynechococcus elongatus und weitere Aquatische Spezies leben unter
extremen Bedingungen wie in heiBen Quellen mit optimalen Wachstumstemperaturen: 45 -
70°C oder Spezies wie Prochlorococcus marinus, die in Tiefen unterhalb von 150m im
Meereswasser leben, aber das ist nicht alles: die Cyanobakterien kdnnen sich fast zu allen

Bedingungen adaptieren z.B. sowohl im Brackwasser mit Salzgehalt < 1 % als auch in

unseren heimischen Seen (StRwasser, Salzgehalt < 0,1 %,) Beispiel daflr sind Microcystis
aeruginosa oder Anabaena spp. Viele Spezies kénnen sogar den Boden bevélkern oder haften
an Felsen. Stromatolithen sind Fossile Formen, die cyanobakterielle Kalkablagerungen im
westen Australiens zeigen. Cyanobakterien kdnnen auf festen Oberfachen gleiten und sind
mobil obwonhl sie keine Geil3eln besitzen [43].
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Kapitel 3

Cyanobakterielle Elektronentransport

3.1 Photosynthetischer Elektronentransport

Cyanobakterien sind die einzigen Organismen, die die oxygenen Photosynthese und die
aeroben Respiration in einer einzigen Zelle treiben kdnnen, deswegen sind diese beiden
Systeme stark miteinander gekoppelt und ein Elektronenaustausch ist zwischen den beiden
Systemen moglich [17, 45]. Wie in Kapitel 2 erwahnt wurde, lauft der photosynthetische
Elektronentransport in den meisten Cyanobakterien in der Thylakoidmembran. Der
respiratorische Elektronentransport lauft sowohl an der Thylakoidmembran, als auch an der
Cytoplasmamembran. Das heisst an der Thylakoidmembran lauft die photosynthetische und
auch die respiratorische Elektronentransport-Kette. In der Photosynthese Reaktion wird aus
der  Lichtenergie, der Wasseroxidation und dem  Elektronentransport, die
Reduktionsaquivalente (NADPH +H") sowie Energieaquivalente (ATP) gebildet. Hier gibt es
zwei Arten des Elektronentransportes: der lineare, und der zyklische Elektronentransport. In
dem linearen photosynthetischen Elektronentransport, werden in das Photosystem Il die
Elektronen durch Lichtenergie aus der Wasserspaltung gebildet und auf Plastochinon (PQ) zu
den Cytochrom b6/f-Komplex (Cyt b6/f) und zu weitere Carrier-Molekile transportiert.
Danach nimmt das oxidierte Reaktionszentrum von Photosystem | (PS 1) die Elektronen auf
und dort wiederum werden die Elektronen erneut mittels Licht angeregt und weiter an das
Akzeptor-Chlorophyll A0 abgegeben. Und weiterhin werden die Elektronen tber Al, Fe-S-
Zentren und Ferredoxin (Fd) auf die Ferredoxin- NADP*-Oxidoreduktase (FNR) ibertragen
und im letzten Schritt wird NADP+ durch FNR reduziert zu NADPH. Die Gesamtenergie, die
hier resultiert wird betrdgt 6 ATP und 6 NADPH aber fur die Kohlenstoff-
Fixierungsreaktionen wird jedoch mehr ATP als NADPH bendtigt. Deshalb ist die Zyklische
Photophpsphorylierung auch notwendig, um den Energiebedarf des Calvinzyklus zu decken.
Die Komponenten der photosynthetischen Elektronentransport-Kette sind Photosystem 11(PS
I1), Plastochinon, Cytochrom b6/f-Komplex, kupferhaltige Protein Plastocyanin oder
Cytochrom ¢553 (Es wird eines dieser beiden léslichen luminalen Elektronen-Carrier genutzt
je nach Verfligbarkeit von Kupfer, wobei im Vergleich zu Cytochrom ¢553, Gbernimmt
Plastocyanin die wichtigere Funktion.) aber beide sind in reduziertes Form bewegliche
Elektroneniibertrager, Photosystem | (PS 1), Ferredoxin und Ferredoxin-NADP™"-
Oxidoreduktase (Scherer 1990; VERMAAS 2001; Schmetterer 1994). In PS Il und PS I
erfolgt die photochemische Ladungstrennung [46].

H,0 => PS Il => PQ Pool => Cyt b/f = PC/Cyt c,;, =» PS | => Fd => FNR => NADP* (5,

Bei Zyklischer photosynthetischer Elektronentransport wird kein Wasser gespalten, kein O2
freigesetzt und kein NADPH gebildet. Das einzige Produkt ist ATP. Wenn die CO,-Fixierung
nicht in ausreichendem MaRe stattfindet und somit zu wenig NADP™ zur Verfilgung steht,
koénnen die Elektronen von Photosystem | auf den Cytochrom be/f-Komplex zurlick
Ubertragen werden und auf einem niedrigeren Energieniveau wieder auf Photosystem |
zurlckflieRen. Hier arbeiten die Photosystem | unabhangig von Photosystem Il. Hier spielt
der NADH-Dehydrogenase-komplex in Thylakoidmembaranen mdglicherweise eine groRe
Rolle. Die Elektronen verbleiben bei einem Akzeptor der Elektronentransportkette zwischen
Photosystem | und Il und die werden nicht bergab auf NADP* weitergeleitet.
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Das heil3t dieser Kreisprozess schliefit die Funktion eines Q-Zyklus ein und wirkt als
Protonenpumpe, so dass auch ohne Netto-NADP*-Reduktion Lichtenergie direkt in
chemische Energie in Form von ATP umgewandelt werden kann [46].

'

PS I2Fd>FNR->NADPH->NDH-1->PQ Pool->Cyt be/f 2PC/Cyt Css3 3.2)

| ]

Zur Photolyse des Wassers werden 4 Photonen fur 1 O, bendtigt. Die Reduktion von 2
NADP® im Photosystem | benétigt nochmals 4 Photonen. Daraus ergibt sich ein
Quantenbedarf von 8 Photonen.

Die Abschdtzung von 8 Quanten ist ein Minimalwert; der wahre Wert wird immer hoher
ausfallen. Nimmt man einen Quantenbedarf von 8, zur Bildung von 2 NADPH(2 x 220kj/mol)
und 3 ATP(3x 50kj/mol) pro O, an, so wird von der eingestrahlten Energie(8x175 kj/mol)
etwa 40% in Form von chemischer Energie gespeichert (Peter Karlson).
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Abb. 3.1 Haupt-Stoffwechselwege der C- und N-Assimilation in Cyanobakterien sowie des C Katabolismus.

Abkiirzungen, (PQ) Plastochinon, (Cyt b6/f) Cytochrom b6é/f-Komplex, (Cytc) Cytochrom ¢553, (PC) Plastocyanin, (Cyt
oxidase) Cytochrom Oxidase, (Cmp) ,,Cytoplasmic membrane protein“ , (Sodium-bicarbonat transport: ShtA) Natrium-
Bicarbonat-Transporter, (TCC), Tricarbonséaure-Zyklus, (CA) Carboanhydrase, (NDH-1A) NADH-Dehydrogenase Typ A,
(NDH-1B) NADH-Dehydrogenase TypB, (PBS) Phycobilisomen, (S) Substrat, (PS Il) Photosystem II, (PS 1) Photosystem I,
(Fd) Ferredoxin, (FNR) Ferredoxin- NADP-Oxidoreduktase. (Michel) [46].

3.2 Respiratorische Elektronentransport-Kette

Wie bereits erwéhnt, hier werden die Elektronen von NADH (ber die
Elektronentransportkette von einem Enzym zum né&chsten (bertragen und Uber einen
terminalen Elektronenakzeptor, oft Sauerstoff der zu Wasser reduziert wird, Ubertragen.
Dabei wird die Energie, beziehungsweise freie Enthalpie der exergonischen Oxidation von
NADH, durch Sauerstoff schrittweise freigesetzt, der wiederum fir den endergonischen
Transfer von Protonen zur Herstellung von Protonengradient verwendet wird. Der
Protonengradienten dient zum Antrieb der endergonischen ATP-Synthese.
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Die Begriffe Zellatmung oder Atmungskette wird verwendet, weil in der oxidative
Phosphorylierung zwischen membrangebundenem Elektronentransport und ATP-Synthese
und Sauerstoffaufnahme eine Beziehung bestht.

Fur den membrangebundenen Elektronentransport sind mehrere oligomere Enzymkomplexe
und weitere Komponenten notwendig, die alle in der Biomembran eingebettet sind. Die
Komponenten der photosynthetischen Elektronentransportkette haben Ahnlichkeit mit denen
die an der Atmungskette beteiligt sind. Deswegen, fir die an der Thylakoidmembran
ablaufende respiratorische Elektronentransport-Kette, werden zum Teil dieselben
redoxaktiven Komponenten genutzt, ndmlich Plastochinon, das sowohl in der Photosynthese,
als auch in der Atmungskette von Cyanobakterien das bewegliche Chinon darstellt,
Cytochrom b6/f-Komplex, sowie Plastocyanin (Kupferhaltiges Protein) oder Cytochrom ¢553
(SCHERER 1990; VERMAAS 2001). Der Respiration NDH-1 und verschiedene weitere
alternative Substrat-Dehydrogenasen stehen auRerdem zur Verfugung. Der NDH-1 Komplex
aus Cyanobakterien weist groBe Ahnlichkeit zum Komplex | E. coli und zu Mitochondrien
auf (FRIEDRICH & SCHEIDE 2000). Komplex Il wirkt als Dehydrogenase und ist die
einzige Komponente, die nicht am Protonentransport an der Membran beteiligt ist.
Cyanobakterien besitzen kein Cytochrom bc, deswegenapielt das Cytochrom bf in der
Atmungskette, als Komplex Ill, eine wichtige Rolle. Am Ende der Atmungskette findet am
Komplex 1V, die Ruckreaktion statt und der Sauerstoff wird zu Wasser reduziert.

Ein respiratorischer Elektronentransport lauft ebenfalls an der Cytoplasmamembran ab, unter
Beteiligung von Substrat-Dehydrogenasen, Plastochinon, Cytochrom b6/f-Komplex, sowie
Plastocyanin bzw. Cytochrom ¢553 (KRAUSHAAR et al. 1990;).

NAD(P)  NAD(P)H

N
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‘ Dehydrogenase

. N
Dehydrogenase ‘, 7 ENR NAD(P)

L ytochrom bef Photosystem I
Photosystem 11 Q = | Komplex
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Abb. 3.2 Schematischer Darstellung der Cyanobakteriellen Elektronentransportketten. Dieses Bild zeigt in Cyanobakterien
die Vernetzungen von Photosynthetischen und respiratorischen Elektronentransportwege. Elektronen kénnen aus dem
Plastochinon Pool in verschiedene Transportwege flieBen und es ist abhéngig von Kapazitdt und die Verfiigbarkeit
verschiedener Elektronenakzeptoren bzw. -donatoren. Wie hier sichtbar ist, werden die Elektronen in allen drei, wegen durch
selben Komponenten wie Plastochinonpool, dem b6f-Komplex oder den Elektronencarriern Plastocyanin oder Cytochrom
c553 transportiert [47].

3.3 Reduxpotential

Das Redoxpotential ist ein Mal3 fur Verbindungen oder Elementen, die die Tendenz haben
Elektronen abzugeben. Diese Werte sind quantitative Werte. Der Fluss der Elektronen lauft in
einem Redoxsystem von einem mit negativem zu einem mit positivem Potential und die
Komponenten der Atmungskette verhalten sich hier wie Redoxkatalysatoren und pendeln
zwischen ihrer reduzierten und oxidierten Form. Als vergleich fur die Tendenz zur
Elektronenabgabe wird molekularer Wasserstoff benutzt. Wasserstoffelektrode zeigt unter
Standardbedingungen (Gleichgewicht zwischen Konzentration oxidierter und reduzierter
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Stufe, in PH-Wert 7,0) ein Potential E° von -0,42 Volt (Wasserstoffhalbelement). Dabei ist
das wirkliche Potential eines Redoxsystems abhdngig von Konzentration oxidierter Stufe und
Konzentration reduzierter Stufe. Das ist veranschaulich aus der Nernst-Gleichung [48].

entspricht in Biologische Bedingungen
El = E0'+ (0,06/n) Ig (C OxlC red) (310)

,N* ist die Anzahl der Gbertragenen Elektronen (in mol), ,, T* ist Temperatur (in K), ,,F* ist die
Faraday-Konzentration (96,5 kJ/V), C o ist die Konzentration oxidierter Stufe, und C g ist
die Konzentration reduzierter Stufe. Das Redoxpotenzial ist auch ein Mal} fir die maximale
Nutzbarkeit oder fur die freie EnergieAG®° eine Reaktion. Die Standard -EMK (AE®; in Volt)
elines Redoxsystems, hat auch direkt mit der Gibbs’schen freien Reaktionsenthalpie (in kJ mol
) zutun.

AG® = -nF A E° =-n96,5 A E° (kJ/mol) (3.11)
AG® = - npA E* (3.12)

Wahrend des Elektronentransportprozesses wird eine Menge Energie freigesetzt. Ein grof3er
Teil dieser Energie wird flr die protonenmotorischen Kraft (PMK) verwendet. Die PMK
erzeugt parallel Protonengradienten, die schliellich die ATP-Synthese antreibt. Dieser
Eigenschaft, dass in der bakteriellen Plasmamembran, der Elektronentransport mit dem
Aufbau  einer  Protonenmotorischen  Kraft  gekoppelt ist, unterscheidet die
Elektronentransportkette von anderen Elektronentransportprozessen. Hier in Tabelle 3.6
sehen wir die Normalpotential E° der Atmungskette-Komponenten.

Substrat oder E% (V) Substrat oder E” (V)
Komplex Komplex
2H"/H, -0,42 KomplexIll|
NAD(P)"/NAD(P)H -0,32 Cytochrom b -0,01
Komplex | Cytochrom by +0,03
FMN -0,30 Fe-S-Cluster +0,28
Fe-S-Cluster -0,25 bis -0,05 Cytochrom c¢; +0,22
Succinat +0,03 Cytochrom ¢ +0,23
Komplex 11 Komplex 1V
FAD 0,0 Cytochrom a +0,21
Fe- S-Cluster -0,26 bis 0,00 Cua +0,24
QH,/Q +0,04 Cytochrom a3 +0,39
-Q°/Q -0,16 Cug +0,34
QH./-Q° +0,28 0, +0,82

Abb.3.8 Standardreduktionspotenziale den Redoxkomponente [3].

34 Komponente der Atmungskette

Es gibt hier 4 integrale Membranproteinkomplexe, die alle fur diese Energieumwandlung
wichtig sind. Die Elektronentransportkomplexe, die als Oxidoreduktasen wirken, kénnen
unabhéngig von einander in der Plasmamembran diffundieren, aber sie neigen zu einer
schwachen Wechselwirkung miteinander, was ihre Strukturen in der Membran stabilisiert.
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Die Enzymkomplexe enthalten eine Vielfalt von Redoxzentren, wie z.B. Flavinnukleotiden
(FMN, FAD), oder bewegliche Coenzym Ubichino (Q) oder aber andere Zentren wie Eisen-
Schwefeln-Cluster, Protein-Coenzyme wie hambhaltigen Cytochrome und kupferhaltige
Proteine. Noch dazu kommen zwei kleinere Komponenten: das Coenzym Ubichinon und
Cytochrom c. Diese dienen als Redoxbrticken zwischen den Komplexen. Ubichinon tbertragt
die Elektronen von Komplex I oder Il auf Komplex 111, wahrend Cytochrom c die Elektronen
von Komplex 111 zum Komplex IV weiterleiten, wo Sauerstoff zu Wasser reduziert wird. Der
Elektronenfluss erfolgt durch die Reduktion und Oxidation dieser Redoxzentren. Die
Elektronen werden immer von einem Reduktionsmittel auf ein Oxidationsmittel bertragen.
Je groRer die Reduktionskraft eines Reduktionsmittels, desto kleiner oder negativer ist sein
Reduktionspotenzial. Innerhalb Komplex I, 11, 111, IV findet der Elektronentransport (iber eine
sehr hohe Redoxpotentialdifferenz statt. Die dabei frei werdende Energie, wird flr

Protonentransport und Aufbau eines Protonengradienten an der Membran verwendet. Siehe
Abb.3.3
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Abb. 3.3 Das Redoxsystem der Atmungskette und der Transport von Elektronen von NADH zu Sauerstoff. Dieser Prozess ist
mit Protonengradient gekoppelt, welche ein Protonenpotenzial erzeugt und ATP Synthese durch ATP-Synthase Enzym
antreibt. Wenn Zwei Elektronen durch die Komponenten der Transportkette transportiert wird, werden 10H™ nach auRen
geschleust. Cyt, Cytochrom; Cu, Kupfer, FAD, Flavinadenindinukleotid; FMN, Flavinmononukleotid; FeS, Eisen-Schwefel-
Protein; NADH, Nicotinamidadenindinukleotid; Q, Ubichinon; QH2, Ubichinol; AW, elektrisches Membranpotenzial, APH,
PH-Differenz zwischen AuBen und Innenseite [49].

34.1 NAD(P)H-Dehydrogenase; Komplex I

Komplex |, der sich auch Coenzym Q Oxidoreduktase Enzym nennt, ist fahig in
Cyanobakterien NADH und die F420H2 bzw. NADPH zu oxiedieren und Coenzym Q dabei zu
reduzieren. Durch Untersuchungen in Cyanobakterien wurde bewiesen, dass zwei
unterschiedliche Dehydrogenase Enzyme in CM und ICM  existieren, NAD(P)H-
Dehydrogenase | und II.

Katalytische Reaktion von NDH's:

NAD(P)H req. + PQ ox + 5H " rmatrixy = NAD(P) ox + PQH; reg + 4H" jneer. ; AG® = -70,4KJ/mol  (3.3)

Komplex | kann bis zu ca. 46 Untereinheiten eingeteilt werden. Bei Bakterien kdnnen
minimal 14 Untereinheiten existieren, die auch als ,,Kern-Untereinheiten* bezeichnet werden.
Von diesen 14 ,Kern-Untereinheiten®, sind 7 peripheren Untereinheiten, die sowohl
Substratbindungsstelle fir NADH, als auch die prosthetischen Gruppen Flavinmononucleotid
(FMN) und Eisen-Schwefel-Cluster (Fe-S-Cluster) beeinhalten und weitere 7 Untereinheiten,
die hydrophob sind und im Inneren der Membran lokalisiert sind. Komplex | besteht je nach
dem Organismus aus unterschiedlicher Masse von 500 bis 1000 KD.
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Enzymkomplex | kann Funktionell in vier Hauptbereiche gegliedert werden. Die
Substratbindungsstelle fiir NADH befindet sich in der Spitze der peripheren Untereinheiten.
NADH wird hier oxidiert und Elektronen werden auf die NADH-Q-Oxidoreduktase weiter
Ubertragen. Der weitere Abschnitt des peripheren Molekiilteils (sog. prosthetischen Gruppen)
tbernehmen den Elektronentransport zum Ubichinon und manchmal katalysieren sie in der
Atmungskette die Reaktionen. Die Untereinheiten, die im inneren der Membran liegen,
beinhalten sowohl ein Q Hydrogenase Modul (jene Modul in der, die Elektronen auf
Ubichinon transferiert werden.) als auch ein Transporter Modul (jene Modul, in der die
NADH-Q-Oxidoreduktase Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum geschleust
werden). [50, 51, 52]. Siehe Abb. 3.4
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Abb. 3.4 stellt einen theoretischen Uberblick endgiiltige Struktur dar und
somit die Lokalisation der funktionellen Gruppen von Komplex | [53].

34.1.1 FMN; Flavinmononucleotid und FAD; Flavinadenidinucleotid

FMN ist ein Bestandteil vom Komplex I der Atmungskette(Prosthetische Gruppe von NDH)
und FAD ist ein Cofaktor von Flavoproteinen (Prosthetische Gruppe von NDH 1l), die in
vielen Reaktionen beteiligt sind wie z.B.

Oxidative Deaminierung
Cholesterin-Biosynthese.

Katalyse Acyl-CoA-Dehydrogenase
Purin-Abbau.
Dehydrogenase-Komplexe [54].

34.1.2 NDH I

Die NAD(P)H-Dehydrogenase | hat hohe Homologie zu NADH-Dehydrogenase
Mitochondrialen Sdugetiere [55, 56, 57]. Eine NAD(P)H-Dehydrogenase | Molekil braucht
minimal 14 Untereinheiten [58], von denen in Cyanobakterien 3 davon fehlen, welches fir
Dehydrogenase  Funktion Uberraschenderweise  wesentlich sind. Die NAD(P)H-
Dehydrogenase | oxidiert Deamino-NADH und NADPH, welches wie spéater gezeigt, durch
Rotenon inhibiert wird [59, 60]. Rotenon (Pflanzengift) wird aus der Wurzel von Barbasco
(Deguelia utilis) oder der Tubawurzel (Derris elliptica), einem in Borneo heimischen
Schmetterlingsblitler, gewonnen. Die Wirkung dieser Pflanzen ist seit 17. Jahrhundert
bekannt [61]. Zwei Elektronen kénnen von NAD(P)H auf FMN transportiert werden und
dieses reduzieren zu FMNH,.Genau dasselbe kann bei FADH, aus der Citratzyklus passieren
[95].
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34.1.3 NADHII

Die NAD(P)H-Dehydrogenase Il kann in Cyanobakterien nur NADH oxidieren und besitzt
nur eine Untereinheit mit Prosthetischen Gruppen von Fe-S und FAD. NAD(P)H-
Dehydrogenase Il transloziert keine Protonen durch die Membran [62].

34.14 Eisen-Schwefel-Proteine

Eisen-Schwefel-Proteine, besitzen Eisen-Schwefel-Zentrum als prosthetische Gruppe. Diese
Proteine spielen bei Redoxreaktionen und bei der Elektroneniibertragung eine wichtige Rolle.
Das Fe** oder Fe** ist am anorganischen Schwefel und an Cys-Gruppen im Protein gebunden.
In weiterem Elektronentransport im Komplex I, werden die zwei Elektronen von FMNH, auf
eine Reihe nicht-Ham-Eisenproteine, Fe-S-Cluster transportiert und am Ende werden diese
Elektronen aus Komplex | auf Ubichinon tbertragen [53].

3.4.2 Succinatdehydrogenase ; Komplex I

Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase, Komplex Il ist ein peripheres Protein (mit einer Masse
von 140 kD) und es ubertragt zwei Elektronen von dem oxidierten Succinat und gleichzeitig
Ubertragt es zwei Protonen vom Cytoplasma auf Ubichinon und Ubichinon wiederum wird zu
QH, reduziert. Ubichinon ist der zweite bewegliche Elektronentransporter in der
Atmungskette wie Cytochrom c. Cytochrom c bertragt wie eine Briicke die Elektronen vom
Komplex 11l auf Komplex 1V, wahrend Ubichinon (Q) diese von den Dehydrogenase-
Komplexen | und Il auf Komplex 111 leitet [63]. Uber den Komplex 11 werden die Elektronen
des FADH, eingeschleust, welche aus dem Citratzyklus stammen [53]. Hier entsteht eine
geringere Menge ATP im Vergleich zu Reduktionsmittel NAD", weil erstens hier keine
Protonen nach aufRen gepumpt werden und zweitens die Elektronen durch den Komplex Il auf
einem niedrigeren Energieniveau in der Atmungskette gebracht werden. Als Folge entstehen
pro FADH2 nur 1,5 ATP [53]. Reduziertes Ubichinon kann wiederum spater oxidiert werden,
in dem die 2H" nach auRen frei gesetzt werden und die Elektronen an das oxidierte Enzym
Cytochrom b6-Komplex weitergibt. Der Komplex Il besteht aus vier Untereinheiten, 3
kleinen hydrophoben Untereinheiten und einem dimeren Enzym Succinat-Dehydrogenase,
mit einer Masse von 97 kD. Die Succinat-Dehydrogenase besteht aus 4 weiteren Bereichen.

eine Flavoproteinbereich

Eisen-Schwefel-Clusterbereich
eine Cytochrom-b560-Bereich
und einen Ankerproteinbereich

Prosthetischen Gruppen von Komplex Il bestehen aus 3 Arten:

e Eisen-Schwefel-Cluster (2 Fe-2S; 3 Fe-4S; 4 Fe-4S).
e FAD = Flavinadenindinucleotid (kovalent gebunden).
e eine Haem-Gruppe (Cytochrom b560).

Die Succinat-Dehydrogenase katalysiert die Reaktion von Succinat zu Fumarat. Diese
Reaktion ist eine Redoxreaktion und dadurch werden zwei Protonen und Elektronen frei. Die
Elektronen werden auf FAD Ubertragen und somit wird das FAD zu FADH2 reduziert. Diese
Reaktion lauft im Isoalloxazinring des FAD, einem Derivat des Vitamins Riboflavin. FAD ist
mit Hilfe eine Histidinkette an die Succinat-Dehydrogenase gebunden.
Die Elektronen werden als einzeln von FADH2 auf Ubichinon, auf die drei Eisen-Schwefel
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Cluster iibertragen und dadurch wird Fe®*, Gruppe zu Fe*" oxidiert und anschlieBend werden
die Elektronen auf die Haem-Gruppe Ubertragen und Ubichinon wird zu Ubichinol reduziert,
aber es entsteht nicht sofort Ubichinol, sondern als Zwischenprodukt Semichinon weil tber
dem Eisen-Schwefel-Cluster nicht gleichzeitig zwei Elektronen tbertragen werden kénnen.
Malonat ist fur diese Reaktion Kompetetiver Inhibitor. Hier spielen auch noch weitere
Enzyme flr den Elektronentransport von FADH2 auf Ubichinon in die Atmungskette, eine
Rolle. Beispiele hierfur sind Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase und Acyl-CoA-
Dehydrogenase [64, 65, 66, 67].

34.3 Cytochrom hc-Komplex ; Komplex III

Im Jahr 1995-1998 wurde die Struktur dieses Komplexes mit Hilfe Rontgenkristallographie
beschrieben. Ubichinon-Cytochrom-c-Oxidoreduktase, Komplex Il ist ein Dimer aus zweli
gleichen Monomeren mit der Molmasse von 248 KD und 11 Untereinheiten. Jedes Monomer
besteht aus einem Cytochrom b mit zwei Ham-Gruppen (by und b, ), einem Cytochrom c; und
ein FeS-Zentrum, dass sich Rieske-FeS- Zentrum nennt. Die prosthetischen Gruppen, die oft
an Proteinen gebunden sind, sind keine Protein-Komponenten. Als Aufgabe nehmen diese die
Elektronen auf bzw. geben sie ab und werden dabei reduziert bzw. oxiediert. Ubichinon-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase ist mit geringen Unterschieden auch auf den Cytochrome b6f-
Komplex (bertragbar. Mit Hilfe von Komplex I1l werden die Elektronen von Komplex Il auf
Cytochrom c¢ (Kkleine peripheres Membranprotein, auf der aulenseite der Membran)
Ubertragen. Dabei werden zwei Protonen nach auf’en abgegeben und zwei Elektronen zu
weiteren Komponenten transportiert. Hier ist die entscheidende Reaktion eine Verzweigung
vom Elektronenfluss wéhrend der Oxidation von Plastochinol, das heisst ein Elektron lauft
tUber einen ,,high potential“ Weg (Mit Reduxpotential +300mV) und zwar uber Rieske FeS-
Protein zu Cytochrom f und das andere Elektron zum ,,low potential® Weg tUber Hamgruppen
des Cytochroms b6 (mit Redoxpotential von ca. —=150 bzw. -50 mV). Dieser Kreisprozess
nennt sich Q-Zyklus. Hier sind die zwei getrennten Bindungsstellen fir die Oxidation bzw.
Reduktion des Chinol(n)s eine wichtige Voraussetzung fir Mechanismus dieses
Kreisprozesses [49]. Es ist wichtig zu erwdahnen, dass es mehrere Inhibitoren der
Atmungskette gibt, die alle eine fungizide und insektizide Wirkung besitzen und die
spezifisch fur die Hemmung bestimmter Komplexe verwendet werden. Hier gibt es mehrere
Inhibitoren, die fir die Hemmung vom Enzymkomplexes Ill verantwortlich sind. Einer der
wichtigsten Inhibitoren, die bei meiner Arbeit auch untersucht wurde, ist Antimycin A, der
spezifischer Inhibitor des Cytochroms b. Der Antimycin A verhindert den Transport der
Elektronen auf das Cytochrom c in dem, dass es sich an UQy in der Ndhe des H&m by auf der
Matrix-Seite bindet [68, 69]. Das Cytochrom b wird zwar reduziert und kann Elektronen
aufnehmen, aber es kann nicht oxidiert werden und die Elektronen an Cytochrom c weiter
geben [70]. Auf diese Weise wird die ATP-Synthese an der ATPase gehemmt [71].

Oxidation des
=weiten TIOH,

IntermernbranranT

Abb.3.5 Auf der Intermembranseite (P-Seite) werden zwei
Molekiile UQH, zu UQ oxidiert und dabei 4 H* in die P-
Seite Ubertragen. Das Rieske-Fe-S-Zentrum nimmt eine
Elektron pro UQH, auf und transportiert es zu Cytochrom ¢,
weiter. Uber Cytochrom b wird ein Elektron an UQ
abgegeben und es wandelt sich zu UQH, um und dabei wird
2H* vom Matrix (N-Seite) auf genommen und verbraucht
[53].
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3431 Q-Zyklus

Q-Zyklus wurde erstmals durch Peter Dennis Mitchell (ein britischer Chemiker) beschrieben.
Er bekam 1978 den Nobelpreis fiir Chemie, fiir seine Forschungen zur Energieumwandlung in
Zellen. Der Q-Zyklus (engl. Quinone) ist verknipft mit Elektronentransfer vom QH, auf
Cytochrom ¢ und Protonentransport und besteht aus einer Reihe von Redoxreaktionen, in
denen Ubichinon (Q) bzw. Ubihydrochinon (QH,) und Cytochrom ¢ am Komplex Il der
Atmungskette beteiligt sind. In Cyanobakterien tbernimmt die Plastochinon die Rolle von
Ubichinon, aber ansonst lauft dieser Zyklus in Cyanobakterien analog zu Mitochondriale Q-
Zyklus. Ubichinon ist ein beweglicher Elektronenlbertrager zwischen Komplex 1 bzw.
Komplex Il und Komplex Il welches durch die Aufnahme von zwei Protonen und zwei
Elektronen vom Komplex I/Il zu Ubihydrochinon (QH) reduziert wird. Das reduzierte
Ubihydrochinon (QHy) diffundiert sich zu Komplex Il und bindet sich dort an Qo-
Bindungsstelle. Jetzt kdnnen seine beiden aufgenommenen Elektronen an Cytochrom ¢ und
an weiteres Ubichinon, dass in oxidierte Form an Qi-Bindungsstelle an Komplex 11 bindet,
weiter gegeben werden. Hierbei kann Cytochrom c nur ein Elektron aufnehmen und legt es
danach als reduzierte Cytochrom vor. Das zweite Elektron flieRt Giber B, und By auf oxidiertes
Ubichinon und zwar in der Qi-Tasche. Das Ubihydrochinon (QH,) gibt auch seine Protonen
an den Intermembranraum ab. Jetzt kann Ubichinon wiederum zum Ubichinonpool zuriick
diffundieren. In zweiter Phase dieses Zykluses bindet sich weiteres Ubihydrochinon an Qo-
Stelle und alles wiederholt sich wiederum, aber was wichtig ist, ist dass das Ubisemichinon
unter Bindung zweier Protonen aus der Matrix zu Hydrochinon reduziert wird und wenn es
durch oxidiertes Chinon ersetzt wird, kann es nun selbst an die Qo-Stelle binden. Insgesamt
werden hier zwei Elektronen zwischen Ubihydrochinon und Cytochrom c transportiert und
dabei zwei Protonen aus der Matrix entnommen und vier Protonen in den Intermembranraum

abgegeben.

20H,2>2Q (3.4)
Q > QH2 (3.5)
2 Cytc (ox) = 2 Cytc (red) (3.6)

4 Protonen von Matrix nach Intermembranraum, 2 Protonen von Matrix an Komplex 111 [53,
72, 73].

344 Cytochrom ¢-Oxidase; Komplex IV

In Komplex IV findet der letzte Schritt der Elektronentransportkette statt. Hier werden
reduzierte Cytochrom c oxidiert und die Elektronen von der MembranauRenseite auf O, auf
die Membraninnenseite Ubertragen und Sauerstoff wird dann zu Wasser reduziert. Dabei
werden mit Hilfe der frei gesetzten Energie, 4 Protonen vom Matrix im den
Intermembranraum verbracht, um den Protonengradient aufzubauen. Cytochromoxidase
enthdlt Cytochrom a, as und 3x Cu-Atome und pro Sauerstoffatom werden dann zwei
Protonen nach aullen abgegeben. Der katalytische Kreislauf beginnt, wenn Komplex 1V
vollstandig oxidiert vorliegt. Jetzt kommt ein reduziertes Cytochrom ¢ und Ubertragt ein
Elektron auf Cua-Zentrum (Es gibt hier zwei Kupfer-Zentren und zwar Cua und Cug). Das
Elektron wird dann vom Zentrum auf das H&m a und weiter Uber H&m az; auf das Cug-
Zentrum (prosthetische Gruppen) Ubertragen. Das Cug-Zentrum liegt nun in der reduzierten
Form vor. Im né&chsten Schritt wird das zweite Elektron Uber ein zweites reduziertes
Cytochrom c¢ auf Komplex IV Ubertragen und bewegt sich weiter bis zum Ham a3, aber
diesmal bleibt es in diesem Zustand und Ham a bleibt in seiner reduzierten Fe**-Form. Jetzt
ist die Cytochrom ¢ Oxidase in der Lage Sauerstoff an reduziertes Ham as zu binden.
Sauerstoff wird weiter reduziert zu Peroxid weil das Cug-Zentrum ganz nahe am H&am as-
Sauerstoff-Komplex liegt und so Sauerstoff als eine Briicke zwischen die Fe3+ des Hams und
dem Cug®* vorliegt.
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Als néchsten Schritt bringt einerseits die dritte reduzierte Cytochrom c ein weiteres Elektron
und andererseits kommt ein weiters Proton aus der Matrix zu der Reaktion-Zentrum und so
spaltet sich dann die O-O-Bindung zu eine Ferrylgruppe (Fe**=0O) und eine Cug®*-OH
Bindung. Als letzter Schritt werden das vierte Elektron und ein zweiter Proton aufgenommen.
Als Folge kommt es zur Abspaltung von zwei Wassermolekiilen und Fe**-OH Reduktion und
das Enzym nimmt wieder seine urspringliche, vollstandig oxidierte Form an.

Die Cytochrom c¢ Oxidase wird durch eine Reihe von sauerstoff-&hnlichen Molekulen wie
Cyanide, Azide und Kohlenmonoxid gehemmt oder sie kénnen ebenfalls an Fe** binden und
die O%Bindungsstelle blockieren. Als Folge werden im System keine ATP synthetisiert, weil
ein Elektronenstau zu Stande kommt und alle Komponenten der Atmungskette vollstandig im
reduzierten Zustand vorliegen und so der Protonengradient auch betroffen wird und nicht
aufrecht erhalten werden kann.

ACytCreq + 4H(Matrix) + O; = 4Cytcox + 2 H,0 3.7)

34.5 H*-transporting two-sector ATPase; ATP-Synthase

Der ATP-Synthase Enzymkomplex bernimmt zwei wichtige Funktionen: erstens die
Protonenpumpe, um den elektrochemischen Gradient an der Membran zu nutzen und zweitens
die ATPase Funktion um ATP ,eine energiereiche Verbindung® oder besser gesagt, “der
universelle Energielbertrager* zu regenerieren. ATP- Bildung bedarf der Zufuhr von Energie.

ADP + P; — ATP  AH = ca. 45 kJ/mol unter physiologischen Bedingungen. (3.8)

Aus diesem Grund ist dieser Prozess gekoppelt, mit dem energetisch beglinstigen Transport
von Protonen. So wird eine Form von Energie auf eine andere Form umgewandelt und ohne
Ausnahme wird diese immer als Energielibertrdger bendttigt. ATP-Synthase Enzymkomplex
ist ein Bestandteil der Biomembran von Cyanobakterien, Mitochondrien und Chloroplasten
und gehort zu der Proteinfamilie der Hydrolasen mit der Masse von 350 KD und einem
Durchmesser von 8,5 nm. Wenn die Protonen durch die ATP-Synthase in das Zellinnere
zurtick flieRen, treibt dies dieses Enzym an und so werden die ATP-Molekule aus ADP und P;
synthetisiert. ATP-Synthase besteht aus 8 bis 20 verschiedene Untereinheiten. Die Anzahl
von Untereinheiten kann in unterschiedlichen Organismen variieren. Aber jede ATP-Synthase
kann man generell in zwei komplexen Anteilen unterteilen [74, 75, 76]: Die wasserldsliche
Komplexe, (F1) sind diejenige, die ATP katalisieren und der wasserunlosliche Komplex, (Fo)
transportiert Protonen und ist eingebaut im Membran. Siehe Abb.3.4. Bei der Zellatmung
werden ca. 90 % des gesamten ATP durch oxidative Phosphorylierung hergestellt. Ein
Mensch verbraucht z.B. pro Tag etwa 50 bis 80 kg ATP, der fur verschiedene biochemische
Reaktionen Notwendig ist z.B. fir aktiven lonentransport an Membranen [53].

Abb. 3.6 Schematische Darstellung von ATPsynthase
Enzym. Die Funktion von ATP-Synthase entspricht im
Grunde genommen bei allen Organismen dem gleichen
Prinzip [53].
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34.5.1

Aufbau von F:

Das katalytische Zentrum liegt in der Untereinheit F;. Der Kopfteil liegt auf der Matrixseite,
wo die Protonen Konzentrationen am niedrigsten ist und besteht aus fiinf verschiedenen
Polypeptidketten, die als Fia 3, F1p 3, F1y, F16 und F ;& bezeichnet werden.

F1p-Peptidketten: drei F;B-untereinheit, die die katalytischen Zentren bilden.
Fio-Peptidkette: die F1p-Peptidketten zusammen halten.

F1y-Peptidkette: bewegliche Fyy-Untereinheiten verbindet die F1- und Fo- miteinander.
F1e-Peptidkette: Am Fo-Ende der Fyy-Polypeptidkette befindet sich und verbindet die
F1-Untereinheit und die Fob-Peptidkette miteinander [53, 68, 77, 78].

3.4.5.2 Aufbau von Fo

Diese Untereinheit befindet sich zum gréBten Teil in der Membran und die wiederum besteht
aus verschiedenen Subunits Fea, Fob und Fqc.

Foa: Ubertragt die Kraft auf Fob und setzt Protonenbewegung in eine Drehbewegung
um.

Fob: Es verbindet die Membran und die F; Komponente und Gbertragt dabei die Kraft.
Fob-Untereinheit besteht aus zwei Polypeptidketten.

Foc: Es besteht aus 10 bis 12 Untereinheiten, die sich alle zu einer ringférmigen
Struktur verbilden. Dieser Ring ist auf der Innenseite mit Phospholipiden ausgefullt,
damit an dieser Stelle keine Protonenfliisse stattfinden. Foc-Peptidkette &ndert jedes
Mal seine Konformation, wenn Protonen sich binden oder 16sen und so kommt es zu
einer Drehbewegung [53, 68, 77].
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Kapitel 4
Bioenergetik

4.1 Enzymkinetik

Die Enzymkinetik beschreibt die Geschwindigkeit der enzymkatalysierten, chemischen
Reaktionen in der biophysikalischen Chemie. Das Hauptziel ist hier die Beschreibung und
Bestimmung der Enzymaktivitat und der katalytischen Effizienz. Die Enzyme sind Proteine,
die die Rate einer chemischen Reaktion beschleunigen, ohne im Prozess verbraucht zu
werden und dienen dazu, die Reaktionen zu lenken. Sie erreichen ihre Wirkung, indem sie
sich provisorisch zum Substrat binden und die Aktivierungsenergie senken. So kénnen die
Enzyme das Substrat zu einem Produkt umwandeln. Die Rate, an der ein Enzym arbeitet,
steht unter Einfluss mehrerer Faktoren wie z.B. die Konzentration von Substrat-Molekulen (je
mehr von ihnen verfligbar sind, desto schneller kénnen sich die Enzym-Molekdile kollidieren
und an das Substrat binden). Die Konzentration des Substrats wird als [S] bezeichnet und in
der Einheit Molaritdat angegeben. Die Temperatur ist der nachste Wirkungsfaktor. Wenn die
Temperatur ansteigt, beschleunigt dies die molekulare Bewegung und so kommt es zum
besseren Kontakten zwischen Enzym und Substrat, aber hier gibt es eine Temperaturgrenze,
weil Enzyme (Proteine) in hoherer Temperatur denaturieren und unwirksam werden kénnen.
Der PH-Wert spielt hier ebenfalls eine groRe Rolle. Die Angleichung eines Proteins steht
unter Einfluss des pH und weil die Enzym-Tétigkeit von dieser Angleichung entscheidend
abhangig ist, wird seine Tatigkeit dadurch betroffen. Der franzdsische Physikochemiker
Victor Henri hat im Jahr 1902 zum ersten Mal den Zusammenhang zwischen Substrat-
Konzentration [S] und Umsatzgeschwindigkeit eines Enzyms v beschrieben. Spater wurde in
1909 der pH-Wert definiert und der Deutsche Leonor Michaelis konnte mit seiner
kanadischen Post-Doktorandin Maud Menten, 1913 die Ergebnisse von Henris untersuchen
und sie bestatigen. Daraus wurde dann die sog. Michaelis-Menten-Theorie ausgearbeitet.
Diese Theorie zeigt einen Zusammenhang zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit v und der
Enzym- sowie Substratkonzentration [Eo] und [S]. Man nimmt hier an, dass ein Enzym- und
Substratmolekdle sich zu einem Enzym-Substrat-Komplex vereinen und dieser wird dann
spater entweder in Enzym und Produkt oder in seine Ausgangsbestandteile zurlck zerfallen.
Ob diese Reaktion schnell oder langsam passiert hangt wvon den jeweiligen
Geschwindigkeitskonstanten k ab.

k1 23]
E+S+[ES = P+E
K, 4.1

Wenn die Substratkonzentration steigt, steigt auch die Reaktionsgeschwindigkeit, was
Anfangs linear geschieht, aber spéater wahrend die Substartkonzentration steigt, bleibt die
Reaktionsgeschwindigkeit konstant und die Kurve flacht sich ab, das heil3t dass eine weitere
Steigerung der Substratkonzentration keinen Einfluss mehr auf die Geschwindigkeit des
Enzyms haben kann. Jetzt kann man die Maximalgeschwindigkeit Vmax rechnen. Wobei K,
die Michaeliskonstante ist. K, ist sehr niedrig, dass heif3t, dass das Enzym schon bei niedriger
Substratkonzentration eine Maximalgeschwindigkeit erreicht, mit anderen Worten, das
Enzym arbeitet sehr effizient. Enzyme, die durch einen zufalligen Kontakt mit dem Substrat,
besser gesagt durch eine Diffusion, zu einer Reaktion kommen, nennt man ,,katalytisch
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perfekt”, weil sie grolRe Effizienz besitzen. Diese erreichen Werte fir die Spezifitatskonstante
kea/ Km von mehr als 10% bis 10° M s™'. Die Michaelis-Menten-Konstante variiert sich je
nach Enzym und Substrat zwischen 10°3-10° mol/l. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
wird nur bei sehr hohen Substratkonzentrationen erreicht, denn dann sind alle Enzyme aktiv,
d.h. sie liegen als Enzym-Substrat-Komplex vor [78,79, 80].

Umsatzgeschwindigkeit v

v o — Fcat[Eo][So]
025 K + [Sﬂ] (4.2)
0.10 =k Eli———— =V, =
v T caf[ ]fj{m + [S] T -I‘l-rm + [S‘J
. . ) 4.3)
’ Km e o 3000Sul:nstra:I:Icu;;zentration T"-nm.z: = km{ X [E]i (4’4)

Abb. 4.1 K,, ist die Michaeliskonstante und besteht aus der Substrat-Konzentration, die Vi erzeugt, welches die Hélfte von V
max ist. Die gesamte Enzymkonzentration und Substratkonzentration bezeichnet man mit E, und S,. An niedrigen Werten
von [S] erhebt sich die anfangliche Geschwindigkeit, V;, fast geradlinig mit der Erhéhung [S] aber wenn [S] zunimmt,
pendeln sich die Zunahme von V; (das Formen einer rechteckigen Hyperbel). Deswegen variert auch die V., die maximale
Geschwindigkeit der Reaktion [81].

4.1.1 Linearisierungsverfahren

Dieses Verfahren wird sehr oft fir eine schnelle grafische Darstellung von Ky und Vyax
verwendet. Ein Nachteil dabei ist, ist dass ein nicht-lineares Diagramm, durch
Linearisierungsverfahren weitgehend ausgeschaltet werden kann. Es gibt dabei fir
Umformungen der Michaelis-Menten-Gleichung drei einfache Linearisierungen: das
Lineweaver-Burk-Diagramm, Hanes-Diagramm und das Eadie-Hofstee-Diagramm.

41.1.1 Lineweaver-Burk-Diagramm (doppelt-reziproke Auftragung)

Der lineweaver-Burck-Diagram besteht aus eine doppelt-reziproken Umkehrung der
Michaelis-Menten-Gleichung. Der 1/v wird hier als Funktion von 1/[S] aufgetragen.

1 _ K.HS] _ Ky 5] 4.5)
Vi ™ VmadS] ™ Vinad ] Vinand S

1 _ Ky 1, 1

L = Vmax [S] Vinax (4"6>

Hier werden die beiden Variablen v und [S] getrennt voneinander aufgetragen, was einen
groRen Vorteil gegeniiber anderen Linearisierungsverfahren darstellt. Besonders bei Hemm-
und Mehrsubstrat-Mechanismen wird die Interpretation leichter. Der wesentlichste Nachteil
ist, dass es leider oft zu erheblichen Verfalschungen der Ergebnisse kommt. Die Daten sind
hier durch eine reziproke Darstellung ungleich verteilt. Daher ist diese Methode zur
auswertung unverlasslich weil man von einen Seite (in Richtung des Achsenkreuzes) eine
Stauchung der Daten und von der einer Seite (in die entgegengesetzte Richtung) eine
Spreizung der Daten sieht. Das heil3t hier eine Ungleichverteilung zustande kommt, was sich
auf die abhangige Variable v und auf deren Fehlergrenzen auswirkt. Deswegen verwendet
man die Michaelis-Menten-Parameter ohne lineare Regression, die zu deutlich genaueren
Ergebnissen flhrt [82,83].
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Abb. 4.2. (a) In der grafischen Darstellung des Lineweaver-Burk-Diagramms wird der reziproken Umsatzgeschwindigkeit
1/v gegen die reziproke Substratkonzentration 1/[S] aufgetragen und dabei entsteht eine Gerade mit der Steigung Ky/Viax, die
die Abszisse bei 1/Ky, schneidet; (b) Fehlergrenzen bei der Lineweaver-Burk-Darstellung [78,82, 83].

4.1.1.2  Eadie -Hofstee-Diagramm

Das ist eine graphische Auftragung und Linearisierung der Michaelis-Menten-Gleichung.
Dabei schneidet die Gerade bei der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit die Ordinate. Die
Steigung ist die negative Michaelis-Menten-Konstante. Es wird V gegen V/[S] aufgetragen
und so enthélt man Vnyax und =Ky aus dem Ordinatenschnittpunkt und aus der Steigung der
Geraden. Eine der groRten Nachteile dieser Linearisierung, liegten in der fehlenden
Variablentrennung und einer Verzerrung der Fehlergrenzen, die sich von der Mitte des
Diagramms zu hohen und niederen Substratkonzentrationen ausweiten [82].

k., =Michaelis-Menten-Konstante

V=V — Ky . . N
max - EMIE g =maximale Reaktionsgeschwindigkeit

(#7)

v/[8]

Abb. 4.3. Fehlergrenzen des Eadie-Hofstee-Diagramms [83].

4.1.1.3  Hanes-Diagramm

Multipliziert man die reziproke Michaelis-Menten-Gleichung mit der Substratkonzentration
[S], ergibt sich das Hanes-Diagramm und so wird [S]/v gegen [S] aufgetragen. Die Steigung
der Gerade ist 1/vmax und die kreuzt die Abszisse und die Ordinate in der Reinfolge bei 1/Ky
und bei Kwm/vimax. Hier findet geringere Fehlerverzerrung statt, aber weil die
Substratkonzentration in beide Achsen (X und Y-Achsen) mitwirkten, erfolgt keine Trennung
der Variablen.
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Abb. 4.4 Fehlergrenzen des Hanes-Diagramm [83].

42  Spektralphotometrie

Auch Kolorimetrie oder Absorptionsphotometrie genannt. Durch diese Methode kann man die
Konzentration eines geldsten lichtabsorbierenden Substrates in einer Losung messen und zwar
durch eine Vergleichsmessung einer bekannten Konzentration (Probe). Diese Methode basiert
auf einen Lichtstrahl mit bestimmter Wellenldnge und Intensitét, der durch eine Glaskivette
mit bestimmter Dicke und gefullt mit Proben, geleitet wird. Bestimmte Wellenldngen des
Lichtes wird je nach Art des Substrats unterschiedlich absorbiert, wobei die Konzentration
des Stoffes, die Starke der Absorption bestimmt, welches durch Lambert-Beer’schen Gesetz
berechnet werden kann [78].

4.2.1 Die elektromagnetischen Strahlungen

Die elektromagnetischen Strahlungen bestehen aus sichtbarem Licht (welches wir mit dem
Auge direkt wahrnehmen) und aus fur uns unsichtbarem Licht wie UV- bzw. IR-Strahlung.
Wobei das sichtbare Licht, wenn es zerlegt wird, selbst aus einem farbigen Spektrum besteht.
Das Spektrum beginnt mit violetter Farbe in 380-450 nm; blau 450-500 nm; griin 500-570
nm; gelb 570-590 nm; orange 590-620 nm; rot 620-780 nm. Die kurze Wellenlédngen sind
UV-Strahlung bei <380 nm. und Lange Wellenlénge sind IR-Strahlung bei >780 nm.
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Abb.4.5 Schematische Darstellung der elektromagnetischen Strahlungen.[79]

Als né&chstes, was in dieser Methode wichtig ist, ist die Lichtintensitat, die nicht eindeutig
definierbar ist. Wenn Licht (lp) auf ein Kklares, nicht triibes Medium féllt, wird ein Teil davon
reflektiert (I¢), ein Teil davon transmittiert (ly) und der andere Teil wird absorbiert (I). In
der Absorptionsphotometrie bemuht man sich, in einem Medium, dieses absorbierte Licht zu
bestimmen.
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lo=lre+ lav+ ltr (4.9)

Man misst die bestimmten Wellenlangenbereiche, wo das Licht absorbiert oder reflektiert
wurde, um Substanzen zu charakterisieren. Jede Substanz absorbiert oder reflektiert aufgrund
ihrer Struktur, das Licht in einer ganz charakteristischen Art und Weise. Das Licht regt die
Atome bzw. Molekile an. Diese angeregte Energie wird in Form von Wérme und sichtbarer
Strahlung (Fluoreszenz) wieder abgegeben [84].

422  Absorption und Konzentration

In einer Losung, in der eine Substanz mit verschiedener Konzentration gelost ist, hangt die
Absorption und damit auch die Extinktionskonstante von Losungen, von der Konzentration c,
des geltsten Stoffes ab. Das gilt sogar fur die Losungen, die sehr stark verdiinnt sind.
Beersche Gesetz: Bei vielen Losungen ist die Extinktionskonstante K, bei geringen
Konzentrationen (c<10-2mol/l), proportional zu der Konzentration des geldsten Stoffes.
Dieses Gesetz gibt als analytische Methode eine Grundlage fiir die moderne Fotometrie und
ist flir monochromatische Strahlung (Licht) geeignet d.h. man kann die Konzentration der
gelGsten Substanzen in einer verdunnten Losung fotometrisch messen.

K=k (4.10)
k = Proportionalitatskonstante

Damit wird Gleichung (4. 9) zu:
(4.11)

la= le-gkex

Wenn man diese Gleichung vereinfacht und den Begriff Extinktion E zuflhrt, dann erhalt
man folgende vereinfachte Formel:

E =-log (lane) (4.12)

Setzt man Gleichung (4.11) in Gleichung (4.12) ein, so ergibt sich dann:
E = -log e**= k-c-X'loge = &-c:X (4.13)

k-loge wurde durch ¢ ersetzt, so lautet dann das Bouguer-Lambert-Beersche Gesetz oder
Lambert-Beersche-Gesetz:

E=¢-cx (4.14)

Die Extinktion E (mit der Einheit eins) einer monochromatischen Strahlung, ist dem Produkt
aus der Konzentration ¢ (mit der Einheit mol/l oder mol/liter) und der Schichtdicke x (mit der

Einheit m oder cm) einer Losung, proportional. Die Konstante € (mit der Einheit m2/mol
oder cm2/umol) heldt Extinktionskoeffizient, welche wellenlangenabhdngig ist und fur jede

Stoffart eine spezifische GroRe hat € =€ (1) [84].
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42.3  Hinweise bei der Messung

Bevor mit dem Ablesen begonnen wird, sollte die Abdeckhaube des Photometers geschlossen
sein. Die Sonneneinstrahlung direkt auf dem Gerét, kann sogar bei geschlossenem Deckel, die
Messwerte beeintrachtigen. Die Optik des Photometers, die Filter und die Kivetten sollten
sauber sein (Kleenex fusselfrei benutzen) und auch frei von Fingerabdriicken auf den
Kivetten. Die Kivetten werden zuerst mit Alkohol und dann mit dest. Wasser gewaschen.
Vor den Messungen sollte nicht vergessen werden, die Wellenlédnge einzustellen und die
bestimmten Skalenwertes auszuwahlen. Die Messwerte und eventuell die Grafiken kdnnen
mittels Spezialdrucker ausgedruckt werden. VVor den Messungen missen alle Substanzen
ganz schnell miteinander gemischt werden, weil die Reaktionen bereits zum Zeitpunkt wo die
Substanzen in die LOsung pipetiert werden, bereits abzulaufen beginnt. Genauso schnell sollte
mit der Messung angefangen werden. Das Programm wird automatisch alle drei Sekunden ein
Mal messen und endet automatisch nach 99 Messungen. Wenn weitere Messungen ben6tigt
werden, sollte man ganz schnell handeln und wiederum auf Start drticken, sonst sehen wir auf
den Kurven eine Zeitlicke, wo das Programm keine Werte gemessen hat. Eine saubere
MeRkivette sollte immer bis etwa 3/4 voll sein, so dass der ganze MeRparallellichtstrahl
durch die Flussigkeit hindurch treten kann. Man sollte beim Umgang mit der Kristallkivette
ganz vorsichtig sein [84].
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Kapitel 5

Material und Methoden

5.1  Organismen

S.I.I  Synechocystis (Cyanophyceae; Chroococcales; Chroococcaceae)

Im Jahr 1968 wurde das einzellige, im Sifwasser i
vorkommende Cyanobakterium isoliert und wurde |
als Synechocystis PCC 6803 bezeichnet. Das erste
Cyanobakterium, dessen Genom im Jahr 1996,
vollstdndig sequenziert wurde. Das Genom ist =
zirkular und umfasst 3.573.470 Basenpaare. Durch |
die leichte Handhabung wund sehr schnelles
Adaptationvermdogen, war Synechocystis PCC 6803
in unserer Arbeit das beliebteste
Untersuchungsobjekt. Synechocystis ist einer der
am meisten studierten Cyanobakterium, weil es
sowohl autotroph als auch heterotroph uberleben
kann. Synechocystis kann zwar auch in wenig Licht bis zur vélligen Dunkelheit wachsen, aber
dann verlangen sie, aus unbekannten Grinden, ein Minimum von 5 bis 15 Minuten (blaues)
Licht pro Tag [Bild 3, 85].

5.1.2  Anacystis nidulans (Cyanobacteria; Chroococcales; Synochococcus)

Die einzelligen Cyanobakterien, der Gruppe
Synechococcus besetzen einen wichtigen Platz am |
Anfang der marinen Nahrungskette. Sie kommen sehr
zahlreich  vor und haben die Fahigkeit
Hauptnahrstoffe zu aufzunehmen und Metalle von
submikromolarer Konzentration im Ozean |
aufzusparen. Die zylinderformige, frei
schwimmenden Zellen kommen einzeln oder als
Klumpen (2-4 Zellen, die sich nicht nach der Teilung
vollig geteilt haben) vor und sie leben unter anderem
im StRwasser und sind Photoautotroph. Sie sind 1um
breit und kénnen drei Mal so lang sein. Ihre Zellwand ist einem Gramm negativer Typ
ahnlich. Der Zellinhalt ist groRtenteils gleichmaRig verteilt, aber sie haben manchmal
sichtbare Granulen. Sie kommen mit unterschiedlichen Farben vor, wie blass blau-griine
Farbe oder olivgrin bis gelb und rot [86,87]. Anacystis nidulans PCC 6301 ist ein
Modellorganismus fiir photosynthetische Studien, fur Kohlenhydrat- und Stickstoff-
Assimilationen und besonders flr Untersuchungen von Stresssituationen [3, 86, 88 Bild].

Abb.5.2 Anacystis nidulans

45



5.1.3  Anabeana (Cyanobacteria; Nostocales; Nostocaceae)

Anabeana PCC 7120 ist ein gramnegatives, aerobes, |
freibewegliches, fadenférmiges Cyanobakterium,
welches Stickstoff und CO2 durch Anwendung der
Photosynthese  bindet. Sie sind unverzweigte,
einzellreihige Faden, die in blaugriiner, graugriner
bis gelbgriner Farbe erscheinen und besitzen gerade
oder spiralige Trichome, ohne Scheide. Die :
Heterocysten, die haufig farblose und dickwandig , <3 §
bzw. etwas groRere Zellen in den Féden sind, sind ﬂ@ . d"
interkalar oder terminal liegend. Diese Heterocysten %

sind in der Lage Luftstickstoff zu fixieren und zu Abb. 5.3 Anabeana
Ammonium zu reduzieren. Die einzelnen Zellen sind kugelférmig bis zylindrisch. Das
Wachstum erfolgt durch Zellteilung innerhalb des Fadens. Die Vermehrung erfolgt
ungeschlechtlich durch Fragmentation der Faden. Unginstige Perioden werden als
Dauerstadien tberdauert, als langlich ovale Akineten. Anabeana ist von erheblicher globaler
Bedeutung, da es einen wichtigen Beitrag zur CO2-Sequestrierung leistet (Fixierung des CO2,
somit gelangt es nicht in die Atmosphéare). Es kommt nicht direkt im Meerwasser vor, sondern
eher in SuBwasser bzw. salzwasserhaltigen Seen und es ist selten symbiontisch (z.B. bei trop.
Wasserfarn Azolla in Blatthdhlen). Manche Arten kdnnen Nervengifte bilden: Anatoxin, das
Viehsterben auslosen kann. Einige Arten werden auf Reisfeldern eingesetzt als effektiver
natrlicher Dunger. Das Genom bestent aus 7,2 Millionen Basenpaare und die
Genomsequenzierung und die komplette Genom- Kartierung wurde im Jahre 1999
durchgefuhrt [89, Bild].

5.2 Laborvoraussetzungen

5.2.1  Gerite und Laborutensilien

e Autoklaven Getinge GE 666 EC-1

e Trockner

e PH-Meter

e Analysewaagen, und Prézisionswaagen

e Inokulations-Box, Flaschen

e Erlenmeyerkolben; Mess-Pipetten, Kolben, Zylinder; Der Pipettierball; Bechergléser;
Pasteurpipette

e Hamatokritrohrchen

e JA-10, SW-28, TI-60-Zentrifugenbecher(500ml)

e French-Press American Instrument Company USA

e Zentrifuge zur Zellernte; Beckmann J2-21 M Induction Drive Centrifuge, JA-10 Rotor

e Zentrifuge zur Hadmatokritwert Bestimmung; Backmann J21-B

e Ultrazentrifuge zur Auftrennung der Membranen; Beckmann XL-90, Beckmann SW

28 Ausschwingrotor; Beckmann Ti-60 Rotor

e Schuttler NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO: INC: ;G24 ENVIRONMENTAL
INCUBATOR SHAKER

e CO; und Luft Pumpe

e Aquarium und Warmwasser / Zirkulator bewegt das warme Wasser standig im
Kreislauf.

e Spektralphotometer Shimadzu UV-VIS_NIR Scanning Spectrophotometer.

e Plastik- und Kristallkivetten. 46
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5.2.2  Material

Waschpuffer

Phosphatpuffer

isotonem Medium(20% wi/w Saccharose)

Lysozym, Sigma

Desoxyribonuklease I, Sigma

Proteaseinhibintor 100 mM Phenylmethansulfonylfluoride PMSF in Methanol
Saccharose-Ldsungen werden in Phosphatpuffer hergestellt. (35%, 30%, 10% (w/w))
Bradford-Losung und BSA(bovine serum albumin)

5.22.1  Herstellung Waschpuffer

e Waschpuffer: 10mM Hepes/NaOH mit pH 7,4. Der pH-Wert wird mit 20mM NaOH
eingestellt.
o 10mM HEPES
o 10mM Na,EDTA
0 10mM NacCl

5.2.2.2  Herstellung Phosphatpuffer

e Phosphatpuffer: 10mM und besteht aus
0 5mM K3;P04.3H,0
0o 5mM KH,PO,

5.2.2.3  Herstellung Bradford- L6sung

0.01% Coomassie Brilliant Blue, 4.7% Ethanol, 8.5 % H3PO,4, 100mg Coomassie Brilliant
Blue gel6st in 50ml 95 %igem Ethanol, 100ml 85%ige Ortho-Phosphorséure zugesetzt und
auf 1 Liter mit destilliertes Wasser aufgefullt.

5.2.24  Herstellung BSA( Eichlésung)

Die Konzentrationen von BSA-L&sungen, die verwendet werden, sind unterschiedlich.
Deswegen werden diese Losungen in zwei Konzentrationen hergestellt.

e 0,1 mgBSA in 1ml H,O

e 1,0mgBSA in 1ml H,0O

5.3 Kultivierung und Zucht

5.3.1 Zuchtmedien

Die Kulturmedien und weitere Laborutensilien werden sterilisiert. Um das Ausféllen der
Salze in den Kulturmedien zu vermeiden, missen wir diese immer vor dem autoklavieren in
die Hauptbestandteile trennen, um sie dann getrennt zu autoklavieren. Danach wenn beide
Teile abgekdhlt sind, werden sie wieder zusammen gemischt. Die Ernten und Inokulieren
werden in der Inokulationsbox vollzogen. Alle Zuchtmedien besitzen eine pH-Wert von 7,4;
dieser wird eingestellt mit Konzentration H,SO,.
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S5.3.1.1

Kratz und Myers Medium

Die Zusammensetzung dieses Medium sehen sie in diesen zwei Tabellen.

Hauptbestandteile g/l mM
K, HPO,.3H,0 1,31 5,74
NaHCO; 0,84 10
NaCOj3 0,106 1
NaNO3 1,5 17,7
MgSO47H20 0,15 0,610
Ca(N03)2.4H20 0,01 0,042
NaEDTA 0,064 0,204
FeCl3.6H,0 0,0042 0,016
Tabelle 5.1

S5.3.1.2  BG-II Medium

Die Zusammensetzung dieses Mediums sehen sie in diesen zwei Tabellen:

Hauptbestandteile g/l mM
K, HPO4.3H,0 43,89 1,919

NaHCOs 840 10

NaCO; 106 1
NaNOs 1500 17,7
MgSQO,.7H,0 150 0,610
CaCl,.2H,0 36 0,25
Citronensaure 6 0,031
Eisenammoniumcitrat 6 0,023
Na,EDTA 1 0,003

Tabelle 5.3
5.3.1.3 BG-I1I Shaker Medium

Die Zusammensetzung dieses Mediums sehen sie in diesen zwei Tabellen:

Hauptbestandteile g/l mM
Ko HPO4.3H,0 43,2 0,19
Na,COs 20 0,19
NaNOs 1500 17,6
MgSO47H20 75 0,3
CaCl,.2H,0 36 0,24
Citronensaure.H, O 6 0,029
Eisenammoniumcitrat 6 0,023
Na,EDTA 1 0,003
Tabelle 5.6

Spuren g/l mM
ZnS0,4.7H,0 8,82 30,7
CuS0..5H,0 1,57 6,28
MnCl,.4H,0 1,44 7,28
CoCl,.6H,0 0,4 1,68

Na,Mo0O* H,0O 1,01 4,17
Tabelle 5.2

Spuren g/l mM
ZnS0,4.7H,0 0,222 0,77
CuS0..5H,0 0,079 0,32
MnCl,.4H,0 1,81 9,15
CoCl,.6H,0 0,0494 0,21

H;BO;3 2,86 46

Na;MoO*.H,0 0,39 1,6
Tabelle 5.4
Spuren g/l mM
Co(NO3),.6 H,O | 0,0494 0,21
MnCl,.4H,0 1,81 9,15
CoCl,.6H,0 0,0494 0,21
H3BO3 2,86 46,3
Na,Mo0O*.2H,0 0,39 1,6
ZnS0,4.7H,0 0,222 0,77
CuS0..5H,0 0,079 0,32
Tabelle 5.7
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5.3.2  Kulturen

5.32.1 Langzeitkulturen

Die Reservekulturen auf Agarplatten garantieren eine Sicherung, fir den Fall wenn die
anderen Kulturen nicht aktiv wachsen sollten. Bei den Langzeitkulturen ist das Wachstum der
Zellen extrem eingeschrankt, somit und werden die Zellen ber langere Zeit konserviert
erhalten. Das N&hrmedium(BG-11 oder K&M, je nachdem welche Spezies darauf wachsen
soll) wird mit 1,5% Agar gemischt und in Petrischalen gegossen. Je nach Medium werden
dann unterschiedliche Spezies auf den Agarplatten eingesetzt. Die Zellen werden unter
sterilen Bedingungen, mit ausreichendem Licht, bei 32 Grad Celsius und bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 80%, im Brutschrank inkubiert. [95]

5.3.2.2 Tiefkiihlkulturen

Die Tiefklhlkulturen kann man tber mehrere Jahre aufbewahren. Die Zellen werden mit 0,5
ml DMSO gemischt, durch flissigen Stickstoff (so wird die Bildung von Eiskristallen
vermieden) sofort eingefroren und bei -70 Grad Celsius gelagert.

5.3.2.3  Vorkulturen

Die gewachsene Zellen auf der Agarplatten, werden unter sterilen Bedingungen, in 100ml
vom geeigneten Medium von Shaker (BG 11-, K&M-Shaker), im Erlenmeyerkolben,
inokuliert und wiederum bei gleicher Bedingungen wie bei Langzeitkulturen, aber mit 30 °C,
deponiert. Die Offnung des Erlenmeyerkolbens wird mit Watte verschlossen und in Schuttler
kultiviert.

5.3.24 Zuchtkulturen

Die Zuchtflaschen werden bis zur Halfte mit geeignetem N&hrmedium flr die Zellkulturen
eingefillt. AnschlieBend kommt ein Teil der Vorkulturen hinein, und zwar soviel bis eine
entsprechende Zelldichte erreicht wird. Die Zuchtflaschen werden im Aquarium mit
geeignetem Licht und entsprechender Temperatur deponiert. Hier fordern die
unterschiedlichen Spezies die geeignete Lichtintensitat, Ndhrmedium und Temperatur. Die

Beltftung erfolgt mit 1,5 %ige (v/v)CO..

5S4 Zellpriparation

Um die Aktivitdt von Enzymen der Atmungskette, auf der Cyanobakterielle Membrane
erfolgreich zu messen, bendtigt man die isolierte Membran und zwar die cytoplasmatischen
und intracytoplasmatischen Membrane, denn nur diese Beiden besitzen die Proteinkomplexe
der Atmungskette. Die auf’eren Membranen sind enzymatisch inaktiv. Isolierung von ICM
und CM erfolgt durch eine ausgezeichnete Methode, und zwar die sog. Saccharose-
Dichteradienten-Zentrifugation [90, 91]. Die Auftrennung von ICM und CM erfolgt durch
diese Methode aufgrund unterschiedlicher Dichte, ISOPYKNISCH. Zur Isolierung sollten
zuerst die gezichteten Zellen aufgeschlossen werden.

541  Zelldichte

Wenn die geziichteten Zellen in den Zuchtflaschen, eine bestimmte Dichte mit einem
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Héamatokritwert von 6-10ug/ml erreicht haben, dann erfolgt die Zellernte. Das Erreichen
dieser Hamatokritwerte ist wichtig weil bei einem zu niedrigen Wert keine Atmungsaktivitét
festgestellt wird. Der Grund fur geringere Werte konnte ausreichendes Licht sein, denn dann
verzichten die Zelle ihre Atmungsaktivitat zu betreiben, deswegen produzieren sie dann auch
weniger Proteinkomponenten der Atmungskette.

542  Zellernte und Waschprozess

Aus den Zuchtflaschen werden die Zellsuspensionen entnommen und transferiert (unter
sterilen Bedingungen), in JA-10 500ml Zentrifugenbecher. Die Zentrifugation dauert 10 min.
bei RT und bei 8000rpm. Danach wird der leicht braunliche Uberstand abgegossen und die
dabei entstandenen grinen Pellets wiederum, werden in Waschpuffer (pH 7,4) aufgenommen
und geldst und der ganze Prozess erfolgt wieder von vorne solange bis der Uberstand klar
wird. Hier ist die Bildung von den Pellets, zwischen den verschiedenen Spezies,
unterschiedlich. Wahrend die Anabeana PCC 7120 wund Anacystis nidulans PCC 6301
dichte, hellgriine Pellets bilden, bildet Synechocystis PCC 6803 lockere, dunkelgriine Pellets,
dass sich beim Waschen sehr leicht auflost und es besteht die Gefahr, dass es beim Abgielien
vom Uberstand weggewaschen wird.

54.3  Bestimmung der Zelldichte (Phykokritbestimmung)

Diese wird durch Bestimmung des Hamatokritwerts ermittelt. Das ist die Zelldichte in pl
eingesetzter Suspension pro ml. Um die Dichte von Zellen zu bestimmen, werden sie in
Hé&matokritréhrchen ca. 10 min. in RT bei 7000rpm, mittels Ausschwingrotors JA20 10 in
Backmann J21 B Zentrifuge, zentrifugiert. Danach wird die Zellsuspension auf einen
Hé&matokritwert von 80-100ul /ml eingestellt, damit man bei der French-Press eine hohe
Aufschlul3rate bekommen kann.

54.3.1 Einstellung der Himatokritwert

Die Suspension wird 8 Min. bei 8000rpm und RT zentrifugiert und dann in isotonem Medium
(20% w/w Saccharose) aufgenommen, so dass die gewiinschte Dichte zustande kommt.

54.3.2  Beseitigung der Zellbariere

In der Suspension kommt dann 0,2% Lysozym hinzu und wird inkobiert in Schittler fur 90
min., bei einer Temperatur von 39°C. Das mit EDTA erhaltene Medium (Chelatbildner mit
zweiwertigen Kationen), destabilisiert die dulReren Membranen, weil die anionische
Lipopolysaccharidschicht ihren Halt verliert. AulRerdem verdaut das Lysozym die
Peptidoglykanschicht und damit kann die Zelle besser und leichter aufgeschlossen werden.
Nachdem die Inkobationzeit vorbei ist, wird die Zellsuspension 9 min., bei 9000rpm, in RT
zentrifugiert und am Ende wird der lila farbigen Uberstand (kommt vom austreten des
Phykocyanins in der Ldsung) abgegossen und die Peletts werden in hypotonem Medium(
Waschpuffer) aufgelost. Dieses Medium bewirkt einen osmotischen Schock auf die Zelle,
damit werden die Sparoplasten aufgequellt und mit dem Aufplatzen der Zelle erfolgt ein
austreten der Proteasen in der Lésung. Aus diesem Grund ist hier nicht mehr weitere Arbeit in
der RT erforderlich, sondern eine geeignete Temperatur von 4 °C. Um die Aktivitat der
Proteasen zu hemmen, wird eine sog. Proteaseinhibintor; 10 mM PMSF
(Phenylmethansulfonylfluoride in Methanol) in die Losung zu gegeben. Die DNA liegt somit
frei in der Losung und bewirkt eine Viskositat, die durch eine spatelspitze
Desoxyribonuklease I, Sigma verhindert wird.
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544  French-Press

Die Zellsuspension, die oft zwischen 100 bis 200ml (kontinuierlichen Betrieb oder Volumina
variiert, wird unter grolem Druck durch ein enges Ventil gepresst. (Manton-Gaulin-
Homogenisator). French-Press arbeitet mit dem gleichen Prinzip wie der Manton-Gaulin
Homogenisator. Hier bewirken die Kavitationskréfte, den Aufschluss [3]. Die Behandlung der
versch. Spezies verlauft unterschiedlich, weil die Synechocystis PCC 6803 Spezies aufgrund
der vorhandenen Schleimhille ein vorpressen bei niedrigeremm Druck bendtigen. Diese
Vorbehandelung bei 280 psi, lockert durch Scherkrafte die Schleimhille von Synechocystis
PCC auf und bei anschlissender Behandlung mit 680 psi, werden die Zelle in French-Press
leichter durch die Ose (@1um) gequetscht und aufgebrochen. Bei den anderen Spezies ist eine
solche Vorbehandelung nicht notwendig. Die somit zertrimmerte Losung wird weiter 8 Min.
bei 9000 rpm, in Temperatur von 4 °C, zentrifugiert. Das Pellet wird diesmal verworfen, weil
es aus gebrochenen Zellwanden und Uberresten der Zellstrukturen besteht. Der Uberstand,
der aus Rohmembrane, Membran-Proteinen, so wie Atmungskomponenten, Pigmenten und
Zellséften besteht, wird aufbewahrt.

54.5  Membran Priparation (CM und ICM Trennung)

Der Uberstand ist eine Membranvesikelsuspension, welcche auf eine 42%ige w/w
Saccharoseldsung gebracht wird. Diese Suspension dient dann als erste, unterste Fraktion im
Dichtegradienten. Achtung: Die Saccharose sollte in der Rohmembran volistandig geldst
werden. Die Rohmembran bleibt die ganze Zeit, wahrend die Saccharose aufgeldst wird, in
einem eiskalten Wasserbad, weil die Temperatur auf 4 °C Konstant erhalten werden muss.
Wahrend des auflosens der Saccharose, sollte man tbermaRige Schaumbildung vermeiden.
Schaumbildung ist ein Zeichen der denaturierenden Proteine. Nach der Reihe pipetieren wir
die Dichtegradienten-Fraktionen in den kaltgestellten SW-28 Zentrifugenbechern. 18ml
42%iger Rohmembran; 6ml 35%ige Zucker-Losung; 8ml 30%ige Zucker-Losung; und am
Ende die 3ml 10%ige Zucker-Losung. Dieser Vorgang passiert in kalten Bedingungen und
mit viel Ruhe und Geduld, um ein vermischen der Schichten zu vermeiden. Das Gewicht
eines jeden einzelnen SW-28 Zentrifugenbechers, wird noch mal tberprift, um sie eventuell
zu tarieren. Dieser Vorgang sollte ganz schnell geschehen, um eine Temperaturdnderung zu
vermeiden. Am Ende werden sie mindestens 18 Stunden bei 4 °C und 27,000 rpm, im
Ausschwingrotor SW-28, in vor gekuhlter Ultrazentrifuge, zentrifugiert.

54.6  Abnahme von Membranen und Waschprozesse

Man erwartet sich durch diese isopyknische Ultrazentrifugation, dass bei den 10%igen
Zuckerschichten sich die Karotinoid-Pigmenten ansammeln, bei den 30% und 35%igen
Zuckerschichten die CM und bei den 42%igen Zuckerschichten ICM (liber dem Pellet)
ansammelt. Das hei3t, dass nach der Zentrifugation, sich die einzelnen Protein Vesikeln je
nach ihrer Dichte aufteilen. Wobei diese Aufteilung, je nach Spezies unterschiedlich sein
kann, z.B. bei Aufteilung CM und ICM bei Synechocystis PCC 6803 ist aufgefallen, dass die
Bildung einer CM Schicht starker erkennbar ist, als bei Anacystis nidulans PCC 6301 und
Anabeana PCC 7120. Bei Anabeana PCC 7120 ist die Bildung von Karotinoid-Bande sehr
auffallig und gibt von wenig bis keine CM zu erkennen. Daflr hat Anacystis nidulans PCC
6301 fast immer eine ganz unauffillige Ubergangsschicht gebildet. Die CM und ICM werden
nach der Reihe vorsichtig mit Pasteurpipetten entnommen. Das Pellet wurde ausserdem in
wenig 10mM Phosphatpuffer aufgenommen.
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5.5 Messung

Die Membranen sind jetzt getrennt und werden fur die Messung vorbereitet in dem der
Zucker wiederum weggewaschen wird. Daflr werden die aufgeteilte Membranen (ICM und
CM) in 3-4 fachen Volumen, 10mM Phosphatpuffer aufgenommen, langsam durchmischt und
in vorher kalt gestellte T1-60 Zentrifugenbecher Uberfuhrt, eventuell tariert und gute weitere
50min. bei 50000rpm und in 4 °C im TI-60 Rotor in Ultrazentrifuge geschleudert. Das Pellet(
ICM ist griin und CM dunkelorange) wird in wenig 10mM Phosphatpuffer aufgenommen. Es
muss noch angemerkt werden, dass wahrend der Aufnahme von CM mit den Pasteurpipetten
es oft zur vermischung dieser beiden Schichten kommt. Sie zeigen beide die gleiche Farbe,
ausserdem liegen die CM und die Karotinoidschichten sehr nahe bei einander, somit werden
unvermeidlich Karotinoide aufgenommen. Aber dieses Problem 16st sich von selbst, weil hier
in dieser Phase, CM ein Pellet ausbildet, was Karotinoid-Pigmente nicht kdnnnen und damit
verbleiben diese in der Losung. Das heisst. in dieser Phase werden diese beiden Substanzen
vollstandig getrennt. Die Aktivitdt von CM und ICM kann 2-3 Tage gemessen werden, sie
bisher in 4°C aufbewahrt wurden, und durch mittels fliissigen Stickstoff eingefroren. Obwohl
dies nicht bei vielen Spezies besonders erfolgreich ist, ist es bei Synechocystis PCC 6803
recht gut anwendbar. Gerade durch diese leichte Handhabung hat sich diese Spezies bei
unserer Forschungsarbeit ganz beliebt gemacht.

5.5.1  Proteinbestimmung

Bevor man die Aktivitdt von Membrane messen kann, sollte der Proteinengehalt quantitativ
berechnet werden. Die Protein Konzentrationen kann man nach Bradford (eine
spektralphotometrischer Test) bestimmen. Diese Methode basiert nach der Bindung das
Coomassie Briliant Blue an basische Aminosduren. Wahrenddessen veréndert die Coomassie
sein Absorptionsmaximum und verdndert und verschiebt sich hin zur Wellenldnge 595 nm.
Diese Absorptionsanderung wird in dieser Methode gemessen und die Konzentration des
unbekannten Proteines wird damit mitberechnet. Hier wird Rinder- Serum-Albumin fur die
Eichung verwendet. Als Voraussetzung sollte das unbekannte Protein einen annéhernd
gleichen Gehalt an basischen Aminosduren wie die Eichungen zeigen. Fir die Herstellung
von Bradford- Lésung oder Eichlésungen siehe 5.2.2.3 und - 4 [92].

Nr. ul BSA/Probe plH20 pl Bradfordlsg. Endkonz./ug/ml
Standard 1 0 50 950 Leerwert
2 20(100pg/ml) 30 950 2
3 50(100pg/ml) 0 950 5
4 10 (10mg/ml) 40 950 10
5 15(10mg/ml) 35 950 15
6 20(10mg/ml) 30 950 20
7 25(10mg/ml) 25 950 25
Proben 8 Roh 50 (Pur) - 950 ? Gemessen
9 Roh 50(1:10) - 950 ? Gemessen
10 Roh 50(1:100) - 950 ? Gemessen
11 ICM 50 (pur) - 950 ? Gemessen
12 ICM 50(1:10) - 950 ? Gemessen
13 ICM 50(1:100) - 950 ? Gemessen
14 CM 50 (Pur) - 950 ? Gemessen
15 CM 40 (Pur) 10 950 ? Gemessen
16 CM 30 (pur) 20 950 ? Gemessen

Tabb.5.8 Standard- und Probenmengen bei Proteinbestimmung nach Bradford
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Nach dieser Tabelle werden die Proben und BSA- Standard Proteine mit Bradford- Ldsung
gut gemischt und bei RT etwa zwischen 15 bis 30 Min. in der Dunkelkammer inkubiert (das
Licht kann die Wirkung von Coomassie &ndern oder vermindern, deswegen bleibt die Ldsung
wahrend der Inkobationszeit in der Dunkelheit) Nach 30 Min. werden die Ldsungen nach der
Reihe d.h. zuerst Standard Ldsungen und dann Proben in 595 nm gemessen. Durch die
Messung der Standard- Ldsungen wird eine Eichgrade erstellt. Die Eichgerade wird benutzt,
um unbekannte Proteinkonzentrationen in unsere Proben zu berechnen. Bei Verdiinnung von
unbekannten Proteinldsungen (Proben) muss man darauf achten, dass spater die Messwerte
von den Proben immer im linearen Teil der Eichgrade liegen. Das heif3t die Software
berechnet die Konzentration der Proteinen in den Proben mit Hilfe der Eichgrade und wenn
die Verdinnung im linearen Bereich liegt, kann man spéter die tatsachliche Konzentration
auch anhand der eingesetzten Mengen und Verdinnungen berechnen. Die Kiivetten sollen
wéhrend der Messung immer sauber sein, damit zu keiner Verfélschung der Ergebnisse
kommt.

Abs. 09 7
0,8 A

0,7 A

0,6 A

0,5 A

0,4 A

0,3 A

0,2 A

0,1 A

0

0 5 10 15 20 25 30
Bradford-Standardkurve Hg/m| BSA

Abb.5.4 Hier ist eine Typische Eichkurve zusehen.

5.5.2  Spektralphotometrische Prinzipien

Die Methode (Spektralphotometrie) wird oft fur Charakterisierung von Proteinen oder
Proteinmischungen verwendet. Fir allgemeine Informationen und bestimmte Hinweise siehe
Kapitel 4 Teil 4.2.
Mit Hilfe dieser Methode kann man auch die Proteine der Atmungskette untersuchen wie
Cytochrom C oxidase und NADH-Dehydrogenase. Die Aktivitat der Cytochrom ¢ Oxidase
wird Uber ein zeitliches Verfahren berechnet, und zwar so, dass man die Konzentration an
reduziertem Cytochrom c¢ durch zwei Wellenlangephotometrie misst. Also die Absorption
wird zuerst bei 550 nm gemessen bei dieser Wellenlédnge zeigt die reduzierte Cytochrom c
einen a-Peak, welche der oxidierten Form fehlt. Als nachste wird die Absorption bei 540 nm
gemessen. Hier ist der isosbestischer Punkt das heifit der Extinktionskoeffizient l&uft
unabhéngig von Reduxstatus. Jetzt wird die Differenz von den beiden Werten, der als
Funktion der Zeit angenommen wird, berechnet. Wobei hier die Storfaktoren der beiden
Messungen sich im gleichen MaRe zeigen und einfach durch abziehen der Werte ausgeglichen
werden. Das ist eine der groRten Vorteile bei diesem Verfahren. Der bei uns verwendeter
Photometer misst nicht nach dem Gesetz der 2-Wellenldnge-Photometrie, sondern es ist eine
alternierende Messung bei 550 nm und 540 nm, wo die Messdaten alle 3 Sek.
diskontinuierlich als Liste gemessen und gezeigt werden. Dieser zeitliche Abstand ist
abhangig vom Abstand der beiden Wellenldangen und wird durch das Gerét als eine Zeitkurve
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erstellt. Hierbei handelt es sich entweder um eine Abnahme oder Zunahme, der Konzentration
an reduziertem Cytochrom c, je nach Vorzeichnen der Steigung. Cytochrom c, dass reduziert
ist, besitzt einen Extinktionskoeffizient von 29.5 mM“cm™. Die Differenz des
Extinktionskoeffizienten zwischen dem reduzierten und oxidierten Cytochrom c liegt bei 550
nm.

Ered - Eox=19,5mM™*cm™

Nach Lambert-Beer’schen Gesetz

A=E.cd (5.1)
A = Absorption

E = Extinktionskoeffizient

¢ = Konzentration

d=1cm

AC[MM]:( AA (550-540) /19,5) » 1000 =AA «51,28 (5.2)

Mit Hilfe von AC anhand des Volumens der Kivette kann man den Umsatz an Konzentration
Cytochrom c berechnen. Besonders die spezifische Aktivitat wird als Umsatz an Cytochrom ¢
pro Minute pro Menge an Protein im Ansatz berechnet.

Die spezifische Aktivitat = S.A.

veranderte Konzentration an Cytochrom ¢ = A Cyt.c und Einheit ist (nmol)

Zeit = T und Einheit ist (min.)

Proteinmenge = PM und die Einheit ist (mg)

S.A=ACytc/ T +PM (5.3)
5.5.3  Protein Aktivititsbestimmung

5.5.3.1 Zusammenfassung

Der Reaktionsansatz der Oxidation von Cytochrom c¢ lauft in der thermostatisierten
Messpuffer (Phosphatpuffer) vermischt mit Membranvesikel und reduziertem Pferdeherz-
Cytochrom c (ermittelt spezifische Aktivitaten) und mindestens 33uM KCN( Kalumcyanid
unterbindet eine Riickoxidation des reduziertem Cytochrom c). Nach der Pipettierung in die
Kivette wird der ganze Inhalt gut durchmischt und der Photometer gestartet (leer Lauf). Nach
etwa 20 bis 30 Messungen, wo fast keine Aktivitat zu festzustellen ist, wird NADH bzw.
NADPH dazu pipettiert und ab diesen Zeitpunkt findet die Rickreaktion von Cytochrom c
statt. Dabei wird die Reduktion von externem Cytochrom ¢ in Abhangigkeit der zugefihrten
NADH bzw. NADPH-Konzentration gemessen. NADH bzw. NADPH liefern Elektronen
(Elektronendoner bzw. Sauerstoff als Elektronenakzeptor). Die Auswertung und Berechnung
die Steigung (AA/min) wird an Hand der ausgedruckten Kurven berechnet. Die X-
Achsenwerte (Sequenz Nr.) sollte durch 3 dividiert werden damit es auf Sek. Berechnet wird
werden. Hier wurde auch die Hemmstoffe (Rotenon und Antimycin A) verwendet um zu
untersuchen wie sie die Aktivitaten beeintrachtigen.

5.5.3.2  Beispiel zur Berechnung der spezifischen Aktivitit

Hier wird keine Enzymanreicherung vorgenommen. Deswegen wird bei der Berechnung der
spezifischen Aktivitét, nur die gesamten Proteine der Membranvesikel berechnet und nicht die
Aktivitat des reinen Proteinkomplexes. Aus diesem Grund verwendet man statt der Menge
des Enzymkomplexes, welches fur die Reaktion verantwortlich ist, nur die Menge an
Substrat.
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S.A.=A Cyt.c/ T « Prot.-menge (54)

Diese Formel stellt dann ein MaR fir die Geschwindigkeit einer enzymatisch katalysierten

Reaktion dar.

Der Ansatz besteht aus 8uM Ferricytochrom, 150uM NADH, 30 pM KCN, 636ul
Phosphatpuffer(auf 700ul) und 20ug Annabenae-Membranvesikel.

Seq. Nr. AA
1 0,0309
2 0,0318
3 0,0327
4 0,0331
5 0,0343
6 0,0356
7 0,0353
8 0,0368
9 0,0376
10 0,0382
11 0,0392
12 0,0394
13 0,0405
14 0,0410
15 0,0415
16 0,0421
17 0,0428
18 0,0436
19 0,0440
20 0,0450
21 0,0456
22 0,0466
23 0,0470
24 0,0475
25 0,0482
26 0,0489
27 0,0491
28 0,0498
29 0,0504
30 0,0511

Annabenae

0,07
0,06 1
0,05 1
0,04 1
0031 _
002 4----

0,01/t - -
10 2 30 40 50 60 70 80 90
Sequenzen-min.

(Steigung) y = 0,0006 x + 0,0184
R2 =0,9865
le€r Lauf = hier wurde noch keine NADH oder NADPH in die Losung
pipettiert und KCN hemmt die Rickreaktion von Cytochrom c.

Abs. 550-540 nm

Die Steigung dieser Kurve betragt 0,0006 pro Sequenz. Eine Sequenz
entspricht 3 sek. und AA sollte in Min. gerechnet werden, deswegen wird
Min. dividiert durch 3.

AA =0,0006 » 20 =0,012

Auf der anderen Seite kann man die Konzentration von Ferricytochrom
berechnen.

Ac =0,012«1000/ 19,5 = 0,615 nM/(min.ml)= 0,431 nM/(min. in 700ul)

Spez. Aktivitat = 0,431 /0,02 = 21,55nmol/(min.mq)
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5.5.3.3  Reagentien und Hemmstoffen
5.5.3.3.1 Cytochrom ¢

Cytochrom c aus Pferdeherz besteht aus einem Molekilargewicht von 12384 Dalton und wird
als Ferri- Ferrocytochrom in gemischter Form geliefert, wobei die Ferri-Form annahernd bei
100% liegt. Als Kontrolle: wenn in 10uM Cytochrom c, direkt ein Korn von Ks[Fe3(CN)g]
zugegeben wird, wird in der Kiivette keine Absorbtionsanderung bei 550-540nm gemessen
[92, 93].

CHO bei oxidierter Form

Abb. 5.5 Cytochrom ¢

55332  Nukleotide NAD(P)H

NAD ist ein Coenzym und im Jahr 1904 von Sir Arthur Harden und Young entdeckt.
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, richtig gesagt Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD) ist ein Hydridionen Ubertragendes Koenzym. Diese Hydridionen bestehen aus Zwei-
Elektronen/Ein-Proton. Deswegen kann sich dieses Molekiil an zahlreichen Redoxreaktionen
beteiligen. NAD- stellt die oxidierte Form dar, mit der Molaren Masse 663,43 g-mol™' und
NADH die reduzierte Form mit der Molaren Masse 665,45 g-mol'. Es gibt auch noch
ahnliche Coenzyme oder besser gesagt ein Derivat des NADH, das sog.
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP*) mit der Molaren Masse 744,41 g-mol ™" und
Summenformel C,;H29N7017P3. Diese NADP- Molekiil besitzt am 2'C-Atom der Ribose einen
weiteren Phosphatrest und hat damit einen Phosphat-Rest am Adenosin weniger, als NAD-
Molekiil. NADP" ist die oxidierte Form und NADPH ist dann die reduzierte Form. In den
meisten biochemischen Reaktionen werden die NADH und NADPH unterschiedlich benitzt.
Wahrend NADH aus Glykolyse und Citratzyklus durch Katabolismus gewonnen wird und
weiter in der Atmungskette oxidiert, um notige ATP fur wichtige Reaktionen im Lebewesen
zu synthetisieren, fungiert NADPH aber als Reduktionsmittel im Anabolismus, um
Elektronen und Protonen in der reduzierenden Biosynthese bereit zu stellen [3].
Ribi:r'ﬁDP Rihi:r‘ADP

H/,r-l;\\ Reduction a"H“‘l

-

- £l - =0
“‘f”““r" Oxidation % P
H MHz H H NH;
MAD™+ H + 2& = NADH
C21H27N7014P2 C21H29N7014PZ
(oxidierte Form) (reduzierte Form)

Abb.5.6 Reduxreaktion und Summenformel des NAD[3]
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Abb.5.7 NAD" oxidierte Form[3] Abb. 5.8 NADP* oxidierte Form[3]

5.5.3.3.3 KCN

Die bittermandelartig riechende Kaliumcyanid mit Molare Masse 65,12 g-mol™' besitzt
farblose Kristalle, die sich gut in Wasser 16sen und eine sehr giftige Chemikalie ist sowie in
kleinen Mengen todlich. Dies wére auch tber Hautresorption mdglich. Die Wirkung von
KCN auf Cytochrom-c-Oxidase ist in unserer Arbeit wesentlich, weil das Cyanid-lon sich an
Komplex IV der Atmungskette bindet und zwar an der Stelle, wo sich normalerweise die
Sauerstoff-Molekule (an der Cytochrom-c-Oxidase) bindet, und diese blockiert die Bindung
von Sauerstoff und das fuhrt zur inneren Erstickung. Diesen VVorgang verwenden wir bei der
Aktivitat Messungen [3].

K* "C=N
Strukturformel

5.5.3.34 Hemmstoffe Rotenon

Rotenon mit Molare Masse 394,42 g-mol™" und Summenformel C,3H,,0s ist der bekannteste
Vertreter der Rotenoide. Es ist die giftigste Chemikalie und wird aus der Barbasco-Wurzel
oder Tubawurzel gewonnen. Es wirkt auf Komplex | inhibiert NDH 1, verhindert die
Elektroneniibertragung und damit erliegt der Stoffwechsel. Dabei kann die Zelle kein ATP
mehr herstellen und verhungert. Rotenon ist in Wasser unléslich, aber es l&sst sich in Ethanol,
Benzol, Aseton, oder Chloroform ldsen [3].

Abb.5.9 Strukturformel von Rotenon
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5.5.3.3.5 Hemmstoffe Antimycin A

Antimycin A, oder besser gesagt Antimycin A;, besteht aus Streptomyceten Antibiotikum
und Hemmstoff der Atmungskette. Dieser Hemmestoffe kann sich an den Komplex 111 binden
und zwar an die Q;-Stelle im Cytochrom bc; Komplex. Alle Komponenten der Atmungskette
(im Komplex 1l1), die vorne liegen, bleiben reduziert und diejenige die dahinter liegen,
bleiben oxidiert. So blockiert Antimycin A; die Ubertragung von Elektronen vom Coenzym Q
auf Cytochrom c (also von H&m by zum Ubichinon). Das hat zwei weitere Auswirkungen:
zuerst wird der Verbrauch von Sauerstoff im Komplex 1V verhindert und zweitens wird die
Synthese von ATP im Komplex V gehemmt. Antimycin A; mit Summenformel CysH4N,Oq
und die Molare Masse 548,625 g-mol™" ist in Wasser unldslich und lasst sich aber in Aceton

oder Ethanol l6sen [3].
O\‘\,.fo'_ . 'I
P |_.|N wd O\l"-’J\
¢ °
[ R 0 o=

N, o 0o

Abb 5.10 Antimycin A Strukturformel

5.6 Durchfithrung der Messungen

Die Messkuvette wird vor der Messung und auch zwischen jeder neuen Messung mit Aceton
oder 70% Et-OH gereinigt und zum Schluss mit Phosphatpuffer wieder nachgespult. Dadurch
werden die Rickstdnde der vorigen Messungen entfernt. Wenn Rickstande der
Membranvesikel immer noch in der Kiivette vorhanden sind, kommt es zur Reduktion von
Cytochrom ¢ durch NAD(P)H, obwohl keine Membransuspension in die Kuvette pipettiert
wurde. Deswegen ist es hilfreich, wenn vor der Messung, einen Blindwert gemessen wird.
Wir haben dies als Leerlauf bezeichnet. Bevor die Probe in die Kivette rein pipettiert wird,
wird eine Messung tber 10-20 Sequenzen durchgefuhrt, wobei die Kurve, die in optimalen
Bedingungen liegt, eine Steigung zeigen sollte, dass gleich oder anndhernd Null ist. Diese
Steigung wird dann nur bei den Proben, die geringe Aktivitat zeigen berlcksichtigt und wird
von der gemessenen Membranaktivitat subtrahiert (ndhere Information siehe 5.6.1 Ermittelung
der Blindwerte). Alle Komponenten werden in 10uM Phosphatpuffer mit pH-Wert von 7,4
gelost und die Messungen werden in RT vollzogen. Wahrend der Messung sollte die
Konzentration der verwendeten Substanzen immer konstant bleiben, denn nur so kdnnen
relevante Werte (Reproduzierbarkeit) gegeben werden. Die Konzentrationen fir die
Substanzen sind hier aufgelistet.

KCN 30 MM

Nukleotide 150 MM

Ferricytochrom ¢ 10 UM

Hemmstoffe 20-150 uM

Membranen 80-100 puM je nach der Konzentration
Phosphatpuffer 10 MM bis zu 700ul

Wie gesagt, die geeignete Konzentration von Membranen-Suspension sollte mit Hilfe von
Bradford bestimmt werden. Wenn bei der Messung die Menge an Membranen zu wenig ist,
kommt es zur unspezifischen Reduktion von Cytochrom ¢ und dadurch zu Uberlagerung der
Reaktionen und wenn die Menge zu viel ist, behindern die Membranvesikel sich gegenseitig.
Auf jeden Fall sollte diese Menge zwischen 10-50ug Protein/ Ansatz sein.
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5.6.1  Ermittelung der Blindwerte

Um zu kontrollieren und zu beweisen, dass essich bei den Reaktionen tatsdchlich um die
enzymatisch katalysierte Reaktionen handelen, ermitteln wir fur alle Komponenten ohne
Probe, eine Blindwert.

Der Ansatz besteht aus 10uM Ferricytochrom, 150uM NADH, 30uM KCN und
Phosphatpuffer mit pH wert von 7,4 auf 700pl.

Blindwert

0,014
0,012

0,01
0,008

0,006 /\/W'\/J\f/ A~
0,004 17

0,002

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Abs. 550-540

Sequenz

Abb.5.11 Leerlauf bei Reduktion von Cytochrom ¢ 0,026 nM /min* Ansatz in 60 Sequenzen zeigt eine Anderung von 4
werten in 3. Komastelle d.h. Nahe zu Null und wie man sieht nach einiger Zeit flacht sich die Kurve ab. D.h. vor der Zugabe
von Membranenvesikel ist es immer besser eine Leer Messung laufen zu lassen (ohne Membran)
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Kapitel 6

Die Ergebnisse

6.1 Die Untersuchungsbedingungen

Die Spezien werden unter zwei verschiedene Bedingungen untersucht. Einmal unter
normalen Bedingungen und als zweite Versuchsreihe einmal unter Stress.

Obwonhl alle Zellen immer eine gewisse Salzmenge enthalten und das Leben als erstes im
Meer entstanden ist, ist eine zu hohe Salzkonzentration fir die meisten Lebewesen, ein
bedrohlicher Zustand fur ihr Wachstum. Die Cyanobakterien, besonders Synechocystis Sp.
PCC 6803, dienen als -einfacher bakterieller Modellorganismus zur molekularen
Untersuchung der zelluldren Salzanpassung. Das Synechocystis Sp. PCC 6803 und weitere
Cyanobakterien leben im SuBwasser, aber auch in Seewasserhabitaten (terrestischen
Lebensbedingungen) und aufgrund vielféaltiger Anpassungsstrategien, zeigen diese gegenuber
verschiedenen Umwelteinfliissen groRe Toleranz. Trotzdem  zeigt eine Erhéhung des
Salzgehaltes (hyperosmotische Bedingungen) immer eine osmotische Stressreaktion (d.h.
Wassermangel) und einen lonenstress (d.h. zu hohe Salzkonzentration im Cytoplasma).
Sobald ein Ubermaf an Salzionen in die Zelle einstromt und die Bakterien zellulares Wasser
verlieren, werden in der Zelle die meisten Lebensprozesse gehemmt. Erstaunlicherweise kann
sich Synechocystis in weniger als einer Stunde an die Stresssituation anpassen. In weniger
als einer Stunde werden die toxischen Natriumionen gegen weniger toxische Kaliumionen
ausgetauscht und innerhalb weiterer Stunden werden diese lonen verwendet um selbst
hergestellte organischen Schutzsubstanzen, hier Glucosylglycerol (GG) und Saccharose, zu
produzieren und um damit die herkémmliche Kaliumionen zu ersetzten. Diese Salzanpassung
lauft nur im Licht erfolgreich ab. Alle diese Umstande (GG- Synthese und lonenpumpen)
erhdht den Energiebedarf der Zellen, deswegen wird die Photosynthese optimiert. Darunter
versteht man verschiedene Wege, die die Zellen auskligeln missen, um ihren Energiebedarf
zu erhdhen wie z.B. die Produktion von Cytochrom M anstatt Cytochrom C oder die
Vermehrung von ATP-Produktion durch zyklischen Elektronentransport. Man kann mit Hilfe
der verschiedenen genetischen Techniken, alle diese umfangreichen Verénderungen
charakterisieren. (DNA- Microarray oder Immunoblatting). Dadurch kann man beweisen,
dass schon 30 Minuten nach dem Salzschock in der Zelle bereits mehr als 200 Gene
eingeschaltet werden, die hochreguliert arbeiten und zwischen spezifischer und genereller
Stressantwort unterscheiden kénnen. Wenn die Zelle dem Salzstress langer ausgesetzt wird,
dann sind nur noch 39 Gene aktiv, die alle Proteine codieren die fir die Salzanpassung
notwendig sind. Dank der Funktion dieser Gene, konnen die Cyanobakterien eine
Salzkonzentration bis zu 0,7 M NaCl tolerieren und die Cyanobakterien die speziell
Glucosylglycerol synthetisieren koénnen, koénnen in bis zu 1,8 M NaCl Konzentration
uberleben und diejenige die sogar féhig sind Glycin- oder Glutamatbetain zu produzieren
(halotolerantesten Cyanobakterienstdmme), tolerieren sogar eine Salzkonzentration mit 2,7 M
NaCl in der Umgebung (Stamm Synechococcus Sp. PCC 7942).

Als Schwerpunkt des zweiten Teiles dieser Arbeit wird auf der Membran des
Cyanobakteriums, die  eventuelle, spezifische  Aktivitatsdnderung in  der
Eektronentransportkette untersucht. Es muss zuerst eindeutig geklart werden, ob generell
berechnete, spezifische Membranaktivitditen zu sehen sind und ob hier eine lineare

Abhéangigkeit von externen Salzkonzentrationen und interne Funktionen von
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Proteinkomplexen in Anwesenheit der NADH bzw. NADPH, feststellbar sind. AnschlieRend,
aus rein personlichem Interesse, wére zu uUberprifen, ob unter diesen Bedingungen
Cytochrom m (mittels Immunoblatting) anstatt Cytochrom c¢ codiert wird. Doch leider
Gottes ist dieser Wunsch, wegen beschrankter Zeit und Mdéglichkeiten und einer zu geringen
Protein Konzentration in der isolierten Membran (ICM und CM) nicht zu erfullen [94].

6.2 Die untersuchte Membranaktivitit der Spezies

Hier wird das Verhalten von Membranen (ICM, CM) dreier verschiedener Spezies
untersucht. Einmal in Anwesenheit von NADH, und weiters in Anwesenheit von NADPH zu
vergleichen. Dabei wird ihre spezifische Aktivitat berechnet. Danach werden jedem Ansatz
(ICM oder CM in Anwesenheit von NADH bzw. NADPH) zusétzlich noch mit Hemmstoffe
wie Rotenon bzw. Antimycin A behandelt und parallel zu einander zueinander verglichen.
Die Spezies werden ausserdem unter zwei verschiedenen externen Bedingungen, entweder in
0,5 Molarem salzhaltigem N&hrmedium oder normalem Né&hrmedium, gezichtet. Diese
Untersuchungen werden jedes Mal an  isolierten Membranen (Stamm genannt)
durchgefuhrt. Das heif3t ein Stamm entspricht hier die gewonnenen Membranenvesikeln (ICM
und CM) von einer Spezies, nach einer Isolierung. Die Substrate werden zuerst durch
Ermittlung von Blindwerten festgestellt.

Der Versuchansatz besteht somit aus dem Standard-Ansatz, der immer konstant bleibt und
die zu berechnende Membranvesikelsuspension. Dies wird mittels Bradford- Methode (je
nach der Konzentration von Proteinen) berechnet.

Der Standard-Ansatz besteht aus 5-10uM Ferricytochrom (oxidierte Cytochrom c) und 150-
200uM NADH bzw. NADPH und 10-30uM KCN und auf 700ul mit Phosphatpuffer (PH 7,4)
aufgefillt. Die Konzentration von Membranvesikel (ICM, CM) in einer Kiivette soll zwischen
10-50 pg liegen. Die Konzentration von Hemmstoffen (Antimycin A und Rotenon), sollte
zwischen 50uM bis 150uM sein.

Fur die Berechnung der spezifischen Aktivitat, wie in Kapitel 5 erwdhnt wurde, ist die
Berechnung von AA notwendig. Eine Sequenz entspricht 3 Sekunden und AA sollte in
Minuten gerechnet werden.

AA = Steigung » (60min/3) (6.1)
Ac [uM] = (AA/19,5)*1000 (oder 700ul Volumen der Kivette) (6.2)
Spez. Aktivitat = Ac / Protein Konzentration (6.3)

Hier werden die Ergebnisse in drei verschiedene Bereiche aufgeteilt und der genaue Vorgang
wird in drei Tabellen dargestellt:

Tabelle 1: Ergebnisse zu Spezies Synechocystis PCC 6803

Im Salzmedium geziichtete Synechocystis | Im normalem Medium gezlichtete
PCC 6803 Synechocystis PCC 6303
NADH Antimycin NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin NADPH Antimycin
Rotenon Rotenon
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Tabelle 2: Ergebnisse zu Spezies Anacystis nidulans PCC 6301

Im Salzmedium gezichtete  Anacystis | Im normalem Medium geziichtete Anacystis
nidulans PCC 6301 nidulans PCC 6301
NADH Antimycin NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin NADPH Antimycin
Rotenon Rotenon

Tabelle 3: Ergebnisse zu Spezies Anabeana PCC 7120

Im Salzmedium geziichtete Anabeana PCC

Im normalem Medium geziichtete Anabeana

7120 PCC 7120
NADH Antimycin NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin NADPH Antimycin
Rotenon Rotenon

6.3 Synechocystis PCC 6803

Hier sind die Aktivitats-Kurven aus den verschiedenen Isolierungen zu sehen.

Kultur wird als ein Stamm bezeichnet.
Standardansatz fir alle Stamme:

7 UM Ferricytochrom (oxidierte Cytochrom c)

150-200 uM NADH bzw. NADPH
20 M KCN
100 uM Hemmstoffe (Antimycin A und Rotenon)
Auf 700ul mit Phosphatpuffer (PH 7,4) aufgefillt
Salzkonzentration bei den in Salzmedium geziichteten Stammen betrégt 0,5 mM.

6.3.1

Jede geerntete

Die Ergebnisse zu den im Salzmedium geziichtete Synechocystis PCC 6803

Im Salzmedium gezlichtete Synechocystis

PCC 6803
NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin
Rotenon
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6.3.1.1 Die Spezifische Aktivitit der ICM in Anwesenheit der NADH und
NADPH
ICM-Synecho.-Stress-NADH ICM-Synecho.-Stress-NADPH
Seq. Seq.
0 : : : : : ‘ ‘ ‘ -0,192 ‘
001 10 20 30 4 50 60 70 80 -0,194 ¢ 10 0 80
£ 002 £ 01967
o |
8 0031 B 0198
S e 02
B -0,04 1 B oo y = 0,0001x - 0,2015
%3 v 2 —
£ 005+ y = 0,0007x - 0,0745 2 0,204 1 R7=0,9038
-0,06 1 R® = 0,9915 20,206 -
0,07 - -0,208 -

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 9,77 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 74.63 ug

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 1.4 nmol/(min.* mg)mm
Protein Konz. : 74.63 ug

ICM-Synecho.-Stress-NADH

-0,105 T T T T T T 1
-0,11 7
-0,115
0,12 4

y = 0,0004x - 0,1351
R?= 0,991

-0,125
-0,13
-0,135 A
-0,14 -

Abs. 540-550 nm

ICM- Synecho.- Stress- NADPH-NADH
Seq.
-0,109 : . . :
20 40 60 00 120
-0,114
£
) -0,119 y =0,0004x - 0,1478
Te} 2 _
& 0124 1 R?=0,991
5 NADH
v -0,129
o)
<
-0,134 A
y = 4E-05x - 0,1343
0139 R?=0,4673
NADPH

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 7,6 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. :55 ug

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw.
in NADPH inaktiv

ICM- Synecho.-Stress- NADH

-0,135 T T T 1
20 40

y = 0,0003x - 0,1584
R? = 0,9645

Abs. 540-550 nm
. .
=
(%))
|

ICM- Synecho.-Stress- NADPH
Seq.
0,162 : : : : . . . :
10 20 30 40 50 0 80
-0,164
£
S -0,166 1
n
©
S -0,168 4
3 y = 0,0001x - 0,1704
8 017 R? = 0,9826
<
0,172
0,174 -

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 4,53 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 69ug

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 1,51 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 69ug
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6.3.1.1.1

Witkung des Rotenon auf die Aktivitit der ICM

ICM-Synecho.-Stress-NADH-Rotenon

0,04 1

Abs. 540-550 nm

-0,05
-0,06 -

-0,07 -

Seq.

0 T T T T T T 1
0,014 20 40 60 80 100 120 140
0,029y =0,0006x - 0,0654
0,03 | R? = 0,9849

y = -1E-06x - 0,031
R? = 0,0043

ICM-Synecho.-Stress-NADPH-Rotenon

0,192
0,194 {
-0,196 1
-0,198 A

0,2 1
0,202 A
-0,204 A
-0,206 1
-0,208 -

Abs. 540-550 nm

y = 0,0001x - 0,2015
R? = 0,9038

Stamm 1: NADH-Rotenon mit 100%iger Hemmung

Stamm 1: NADPH-Rotenon mit 100%iger Hemmung

ICM- Synecho.- Stress- NADH- Rotenon

Seq.

-0,106
-0,108 ¢

-0,11 A
-0,112
-0,114
-0,116 |
-0,118 |

-0,12 A
-0,122
-0,124 |
-0,126 -

Abs. 540-550 nm

100 120 140 160 180

y = 0,0001x - 0,128
R*=0,957

y =0,0002x - 0,126
R?=0,9845

Stamm 2: Spez. Aktivitét ist durch Rotenon von 3,8
nmol/(min.* mg) auf 1,9 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das heif3t 1,

9 nmol/(min.* mg) weniger.

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird
keine
Hemmung

berechnet

ICM- Synecho.-Stress- NADH- Rotenon

Seq.
0,135 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20 40 80 100 120 140
-0,14 1
E 0145 | y = 6E-05x - 0,1583
2™ R? = 0,852
[Te)
S 0,15
Te]
9 -0,155
< i y = 0,0003x - 0,1584
0,16 )
R? = 0,9645

Stamm 3 :

NADH-Rotenon mit 100%iger Hemmung

ICM- Synecho.-Stress- NADPH- Rotenon

Seq.

-0,16

Abs. 540-550 nm

-0,162 7
-0,164
-0,166 -
-0,168 -

-0,17 4
-0,172
-0,174 -

60 80 100 120

20

40

y = 0,0001x - 0,1704
R?=0,985

y = 6E-05x - 0,1755|
R? =0,9135

140

Stamm 3 : NADH-Rotenon mit 100%iger Hemmung
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6.3.1.1.2

Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der ICM

Abs. 540-550 nm

ICM-Synecho.-Stress-NADH-Antimycin
Seq.

-0,01
-0,02 -
-0,03 -
-0,04 -
-0,05 -
-0,06 -

-0,07 -

20 60 80 100 120 140

40

y = 0,0007x - 0,0745
R? = 0,9915

Stamm 1: NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung

Abs. 540-550 nm

0,192
0,194 {
-0,196 1
-0,198 4

-0,202 4
-0,204 4
-0,206
-0,208 -

ICM-Synecho.-NADPH-Antimycin
Seq.

-0,2 4

100

y = 4E-05x - 0,2003

y = 0,0001x - 0,2006
R? = 0,4525

R? = 0,8912

Stamm 1: NADPH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung

Abs. 540-550 nm

-0,105
-0,11
-0,115
-0,12
-0,125
-0,13
-0,135
-0,14

ICM- Synecho.-Stress- NADH- Antimycin
Seq.

60

20 40 80 100 120

y = 7E-05x- 0,1313
R?=0,847

y = 0,0004x - 0,1355
1 R?=0,992

Stamm 2 : NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird

keine
Hemmung

berechnet

Abs. 540-550 nm

ICM- Synecho.-Stress- NADH- Antimycin

Seq.

-0,12 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

20 40 60 80 100 120 140
-0,13

y = 0,0004x - 0,1631
0,14 R®=0,9409
-0,15
-0.16 7 y = -4E-05x - 0,1478
2 _

0417 R?=0,5816

Abs. 540-550 nm

ICM- Synecho.-Stress- NADPH-Antimycin

Seq.
0,16 T T T T T |
0.162 4 20 40 60 80 100 120
0,164 1
0,166
0,168

y = 6E-05x - 0,1715

y = 0,0001x - 0,1704
R? = 0,8041

R? = 0,9826

Stamm 3 : NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung

Stamm 3 : NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung
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6.3.1.2
NADPH

Die Spezifische Aktivitit der

CM in Anwesenheit der NADH und

CM-Synecho.-Stress-NADH

-0,07 ‘ ‘ : ‘
-0,08 © 20 40 60 80
-0,09 -

-0,1
-0,11 -
-0,12
-0,13 -
-0,14 -
-0,15 -
-0,16 -

Abs. 540-550 nm

y = 0,001x - 0,1623
R? = 0,9979

Seq.

Stamm 1:; Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 7,3 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 142,8 ug

CM-Synecho.-Stress-NADPH-NADH

Seq.
-0,05 ; : . . . : :
0,07 4 20 40 60 80 100 120 140

-0,09
-0,11
-0,13
-0,15
-0,17
-0,19
-0,21 -

y = 0,001x - 0,2218
R? = 0,9987
NADH

Abs. 540-550 nm

y = 9E-05x - 0,1571
R? = 0,8877
NADPH

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw. in
NADPH inaktiv
Protein Konz. : 142,8 ug

CM- Synecho.-Stress-NADH

0,02 - Seq.

-0,02 { 20 80 100

-0,04 -
-0,06
-0,08

-0,1 1
0,12 1
-0,14 4

y = 0,002x - 0,15
R? = 0,9663

Abs. 540-550 nm

CM-Synecho.- Stress-NADH-NADPH
0,02 - Seq.

-0,02 4 20 40 60
-0,04 +
-0,06
-0,08 +

-0,1 1
-0,12 4
-0,14 4
-0,16 -

y = 0,002x - 0,2035
R? = 0,9626
NADH

Abs. 540-550 nm

y = 1E-04x - 0,1332
R? = 0,9187
NADPH

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 13,62 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 153 pg

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw. in
NADPH inaktiv
Protein Konz. : 153 pg

CM- Synacho.- Stress-NADH
Seq.
o] : . . !
80

-0,02 5
-0,04
-0,06 ~

-0,08
y = 0,0019x - 0,1407

R? = 0,9556

Abs. 540-550 nm

-0,1
-0,12

-0,14 -

CM-Synecho.- Stress-NADPH-NADH
0,02 Seq.

0,024 20 40 60 120

y = 6E-05x - 0,1252
R? = 0,8117
NADPH

y = 0,0019x - 0,201
R? = 0,9502
NADH

Abs. 540-550nm
5 6
o
>

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 9,85 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 201ug

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw. in
NADPH inaktiv
Protein Konz. : 201 pg
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6.3.1.2.1

CM-Synecho.-Stress-NADH-Rotenon

Witkung des Rotenon auf der Aktivitit der CM

eq.
-0,07 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0080 20 40 60 80 140 NADPH
-0,09 - .. .
-0,1 y = 0,0003x - 0,1097 ist nicht aktiv
g 011 - R? = 0,9845 deswegen wird
® 0,127 keine
-0,13 H
-0,14 - y = 0,0008x - 0,1524 emmung
-0,15 1 R2 = 0,9811 berechnet
-0,16 -
Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 5,84
nmol/(min.* mg) auf 2,2 nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind 3,65 nmol/(min.* mg) weniger.
CM-Synecho.-Stress-NADH-Rotenon
0,02 Seq.
0 ‘ ‘ NADPH
g 002§ b 00— 120 140 ist nicht aktiv
g o0t y = 0.0001x - 0,0305 deswegen wird
B -0,06 1 R? = 0,5382 .
S 008 ] keine
g 011 Hemmung
< -
0121 y = 0,0024x - 0,1634
o R - 09679 berechnet
0,16 -
Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 16,34
nmol/(min.* mg) auf 0,7 nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind 15,7 nmol/(min.* mg) weniger.
CM-Synecho.- Stress-NADH-Rotenon  seq.
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
002 9 20 40 60 80 100 120 140 NADPH
E -0,04 1 y = 0,0001x - 0,0372 ist nicht aktiv
8 0,06 | R’ =0,8673 deswegen wird
S 008 keine
2 011 Hemmung
y = 0,0019x - 0,1407 berechnet

-0,12

-0,14 -

R? = 0,9556

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 9,85
nmol/(min.* mg) auf 0,52 nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind 9,33 nmol/(min.* mg) weniger.
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6.3.1.2.2

Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der CM

CM-Synecho.-Stress-NADH-Antimycin

Seq.

-0,07

-0,08 9 20 40 60

140

g 0097 NADPH
g 17 y = 0,0004x - 0,1227 ist nicht aktiv
& 0117 R? = 0,9304 .
S 0,12 deswegen wird
8 -0.13 1 keine
< .0,14 -
-0,15 A Hemmung
’ y = 0,001x - 0,1623 berechnet
-0,16 - R? = 0,0979 erechne
Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von 7,3
nmol/(min.* mg) auf 3 nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind 4,4 nmol/(min.* mg) weniger.
CM- Synecho.-Stress - NADH-Antimycin
0,02 Seq. NADPH
0 A : ‘ ‘ ! ist nicht aktiv
£ 0,024 80 100 120 140 160 ]
£ deswegen wird
8 0041 e
£ 006 eine
3 -0,08 - Hemmung
2 01 y = 0,002x - 0,1381 berechnet
012 1 R® = 0,9706
0,14 -
Stamm 2: NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung.
CM-Synecho.-Stress-NADH-Antimycin
Seq.
0,02 -
0 g w w NADPH
140 160 ist nicht aktiv

Abs. 540-550 nm
o
o
(o)

y = 0,002x - 0,1356
R? = 0,9626

Stamm 3: NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung.

deswegen wird
keine
Hemmung

berechnet
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6.3.2 Die Ergebnisse zu den im normalem Medium geziichteten Synechocystis PCC
6803
Im normalem Medium gezlchtete
Synechocystis PCC 6803
NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin
Rotenon
6.3.2.1 Die Spezifische Aktivitit der ICM in Anwesenheit der NADH und
NADPH
ICM- Synecho.- NADH ICM- Synecho.- NADPH
0,085 0,25
g 0,08 g 0,2
t‘%? 0,075 § 0,15
b 0,07 y = 0,0003x + 0,0581 g 0,1 y =0,0031x + 0,0233
g R? = 0,9916 @ R®=0,9935
<t 0,065 < 0,05
0,06 —+ T 1 (0] T T T 1
[0] 20 40 60 80 6] 20 40 60 80
Seq.
Seq.
Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 6,01nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 62,1nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 52 ug Protein Konz. : 52 g
ICM- Syneho.- NADH ICM- Synecho.- NADPH
Seq. Seq.
. 3:12 : 2‘0 4‘0 6‘0 E;O -(;,0(;22 ¢ 26 4‘0 éo &;0 160
S 02 E 0,07 7
g 0,21 - B 0075 = 0,0004x - 0,0946
0,221 y = 0,0006x - 0,2318 ® 0,08 Y R? = 0.0883
2 -023 R? = 0,9909 £ 0,085
0,24 -0,09 1
0,25 - -0,095 -
Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 8,6 nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 5,7 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 73 ug Protein Konz. : 73 ug
ICM- Synecho.- NADH ICM- Synecho.- NADPH-NADH
Sea. Seq.
012 ‘ ‘ -0,12 . . . .
0125 20 100 0,125 20 40 60 120
- 0,13
0.13 -0,135
-0.135 -0,14 y = 0,0004x - 0,1695

y = 0,0004x - 0,1577

0,14
R?=0,9817

Abs. 540-550 nm

-0,145
-0,15
-0,155

-0,145 R®=0,9817
-0,15
-0,155

-0,16

Abs. 540-550 nm

y = 6E-05x - 0,1546
R®=0,3883

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH

Spez. Aktivitat = 5,86 nmol/(min.* mg), Pro.kon: 71ug

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw. in
NADPH inaktiv, Protein Konz. : 71ug 69



6.3.2.1.1

Witkung des Rotenon auf die Aktivitit der ICM

Abs. 540-550 nm

0,07
0,065 1
0,06
0,055 4
0,05 -
0,045 4
0,04
0,035 +

ICM- Synecho.- NADH- Rotenon

y = 0,0002x + 0,051
R? = 0,9844

y = 0,0001x + 0,0517|
R? = 0,9841

0,03

20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 1: Spez. Aktivitat

ist durch Rotenon von 4

nmol/(min.* mg) auf 2 nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind 2 nmol/(min.* mg) weniger.

Abs. 540-550 nm

ICM- Synecho.- NADPH-Rotenon

0,25
0,2
0,15
0,11 y = 0,0031x + 0,0233
2 _
0,05 1 R? = 0,9935
o) ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 1: NADPH-Rotenon mit 100%iger Hemmung

Abs. 540-550 nm

ICM- Syneho.- NADH- Rotenon

Seq.
018% 20 40 60 8 100 120 140 160
0,19
02

y = 4E-05x - 0,1999
R? =0,3704

y = 0,0006x - 0,2318
R? = 0,9909

Abs. 540-550 nm

ICM- Synecho.- NADPH- Rotenon
Seq.

140

y = 0,0003x - 0,1937
R? = 0,9931

Stamm 2: Spez. Aktivitat
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das

ist durch Rotenon von

sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2: Spez. Aktivitat

nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das sind
nmol/(min.* mg) weniger.

Abs. 540-550 nm

ICM- Synocho.- NADH- Rotenon
Seq.

-0,115
-0,12 A
-0,125 A
-0,13 A
-0,135 -

-0,14 A

-0,145 -

20 40 60 80 100 140

y = 0,0001x - 0,1356
R?=0,9136

y = 0,0003x - 0,1417
R? = 0,9877

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4,4
nmol/(min.* mg) auf 1,47 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das sind 2,93 nmol/(min.* mg) weniger.

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird

keine

Hemmung

berechnet
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6.3.2.1.2

Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der ICM

ICM- Synecho.- NADH-Antimycin

0,095
0,09
0,085
0,08
0,075
0,07
0,065

0,06 T T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120 140

Seq.

y = 0,0003x + 0,0581
R? = 0,9916

y = 0,0002x + 0,0642
R? = 0,9918

Abs. 540-550 nm

ICM- Synecho.-NADPH-Antimycin

0,25 1
g 02 y = 0,0024x + 0,0092
B 015 R? = 0,9958 y = 0,0003 + 0,168
2 R? = 0,6266
<
D 01
1%2]
o
< 0,05 A

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 1: Spez. Aktivitdt ist durch Antimycin von
6,01 nmol/(min.* mg) auf 4,01 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 2,01 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1. Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
48,1 nmol/(min.* mg) auf 6,01 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 42,1 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Synecho.- NADH- Antimycin

0,175 : : : ; ; ; ,

0,18 4 20 40
y = 0,0006x - 0,2187
R? = 0,9935

Abs. 540-550 nm
. 5 .
i
[{=}

o

y = -0,0002x - 0,1786
R? = 0,8844

ICM- Synecho.- NADPH- Antimycin
Seq.

-0,06 T T T T T T |
20 40 60 80 100 120 140

y = 0,0004x - 0,0946
R? = 0,9883

y = 0,0001x - 0,0913
R? = 0,9271

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: 100%iger Hemmung

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
5,71 nmol/(min.* mg) auf 1,43 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 4,3 nmol/(min.* mg) weniger

ICM- Synecho.- NADH- Antimycin
Seq.
0,12 : : : : ! ! ! :
0,125 ¢ 20 40 60 160
£
c 0,131 y=0,0004x - 0,1577
(=]
B 0,135 R? = 0,9817 y = 6E-06x - 0,1295
(=] 2 -
S 0141 R? = 0,0233
4 |
2 0,145
-0,15 -
-0,155 -

Stamm 3: NADH-Antimycin A mit 100%iger Hemmung.

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird

keine

Hemmung

berechnet
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6.3.2.2
NADPH

Die Spezifische Aktivitit der CM in Anwesenheit der NADH und

CM-Synecho.-NADH CM- Synecho.- NADPH-NADH Seq.
Seq. 0,07 : : : : : ‘
-0,08 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ! 20 40 60 80 100 120
-0,09 4 10 20 30 40 80 0,09
g 014 E 011 1
S 0,11 3
8 0,12 & 0134 y = 1E-05x - 0,1653
S 013 b R = 0,0822 y = 0,0012x - 0,2186
¢ 014 1 y = 0,0013x - 0,1769 4 0,15 4 NADPH R®=0,9757
< o154 R? = 0,9774 < NADH
3 0,17
-0,16
-0,17 - 0,19 -
Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 4,26 nmol/(min.* mg) NADPH ist nicht aktiv
Protein Konz. : 318ug Protein Konz. : 318 pg
CM-Synecho.-NADH CM-Synecho.- NADPH-NADH
Seq.
0 ‘ ‘ ‘ : 0,02 1 Seq.
0,02 ¢ 20 40 80 0 T T T T T |
£ 0041 g 0021 20 40 60 80 140 160
S 0,06 1 g 0047
3 © 0,06
g -0,08 3 008 1 y = 3E-05x - 0,1318 y =0,0019x - 0,2468
ﬁ 011 y= 0,(2)022>< -0,1657 3 0 1] R? = 0,1955 R?=0,9786
2 o R? = 0,9951 2 »0I1'2 ] NADPH NADH
-0,14 - -0,14 A
-0,16 - 0,16 -
Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 2: Aktivitdt in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 5 nmol/(min.* mg) bzw. in NADPH inaktiv.
Protein Konz. : 474ug Protein Konz. : 474 pg
CM- Synecho,- NADPH-NADH
CM- Synecho.-NADH Seq.
Seq. 0 T T T T T ,
0 ; ; ; ‘ 20,02 20 40 60 80 100 120
20,02 4 20 40 60 80 E 0041
£ -0,04 4 E -0,06 1
3 -0,06 - 2 0,08 -
n <
< -0,08 A : 0,11 y =0,0011x - 0,1809
0,1 y =0,0016x - 0,1572 < 0121 o
2 -0,12 A R? = 0,9895 -0.141 y = 3E-05x - 0,1317
-0,14 A -0,16 - R? = 0,4266
-0,16 - NADPH

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 4 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 428g

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
bzw. in NADPH inaktiv
Protein Konz. : 428g
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6.3.2.2.1 Witkung des Rotenon auf der Aktivitit der CM
CM- Synecho.- NADH-Rotenon
Seq.
-0,06 T T T T T T |
20 40 60 80 100 120 140
g 0087 NADPH
g o ist nicht aktiv
g y = 0,0003x - 0,1276 .
g 0121 R? = 09762 deswegen wird
% -0,14 4 .
2 016 4 y = 0,0014x - 0,1889 keine
e R? = 0,9846 Hemmung
018 berechnet
Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4,6
nmol/(min.* mg) auf 1 nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind 3,6 nmol/(min.* mg) weniger.
CM-Synecho.-NADH-Rotenon
0,05 4 Seq.
E oo ‘ — NADPH
s 50 100 150 . . 1’1 ak .
2 -0,05 y = 0,0008x - 0,0778 1st nicht aktiv
@ R?=0,9773 deswegen Wird
2 014 keine
0,15 y =0,0022x - 0,1662 Hemmung
R”=0,9959 berechnet
Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4,8
nmol/(min.* mg) auf 1,8 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 3,1 nmol/(min.* mg) weniger
CM-Synecho.- NADH-Rotenon
Seq.
0 T T T T T T |
0,02 { 20 40 60 80 100 120 140 N ADPH
£ -0,04 . . .
S 0,06 | y = 0,0005x - 0,086 ist nicht aktiv
8 R? = 0,9754 .
& 0081 deswegen wird
Ly .
G 01 keine
< -0,12 4 y = 0,0016x - 0,1572
014 R? = 0,9895 Hemmung
0,161 berechnet

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4

nmol/(min.* mg) auf 1,22 nmol/(min.*
Das sind 2,7 nmol/(min.* mg) weniger

mg) reduziert.
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6.3.2.2.2

Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der CM

CM-Synecho.-NADH-Antimycin
Seq.
-0,08 T T T T T T |
-0,09 4 20 40 60 80 10 140
g 01
S 011 y = 0,0001x - 0,107 NADPH
§ 0,12 1 R? = 0,9166 ist nicht aktiv
§ 0187 deswegen wird
2 -0.14 1 y = 0,0013x - 0,1769 kei
-0,15 - R = 0.0774 eine
0,161 Hemmung
-0,17 -
berechnet
Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von 4,3
nmol/(min.* mg) auf 0,33 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 3,93 nmol/(min.* mg) weniger.
CM- Synecho.-NADH-Antimycin
Seq.
0,02 4
0 VAR atntti ‘
£ -0,02 4 100 150 200 NADPH
2 004 | Y = 0,0003¢ - 00291 ist nicht aktiv
L 1 R® = 0,8457 .
g 0,06 deswegen wird
+; 0,08 1 X
2 011 y = 0,0019x - 0,1841 keine
0,12 1 R? = 0,9777 Hemmung
0.14- berechnet
Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von 4,2
nmol/(min.* mg) auf 0,7 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 3,52 nmol/(min.* mg) weniger.
CM- Synecho.-NADH- Antimycin
Seq.
0 T T T T T T T 1
0,02 4 20 40 60 80 100 120 140 160 NADPH
E -0,04 ist nicht aktiv
8 -0,06 deswegen wird
S 0,08 | y = 8E-05x - 0,0716 e
5 o1 R? = 0,5683 eme
= 7 Hemmung
0127 y =0,0012x - 0,1501 berechnet

-0,14 -

R?=0,9833

Stamm 3: 100%tiger Hemmung
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6.4  Anacpstis nidulans PCC 6301

Hier sind die Aktivitats-Kurven aus den verschiedenen Isolierungen zu sehen. Jede geerntete
Kulturen werden als ein Stamm bezeichnet.

Standardansatz fur alle Stimme:

7 UM Ferricytochrom (oxidierte Cytochrom c)

150-200 uM NADH bzw. NADPH

20 uM KCN

100 uM Hemmstoffe (Antimycin A und Rotenon)

Auf 700 pl mit Phosphatpuffer (PH 7,4) aufgefullt

Salzkonzentration, bei dem im Salzmedium geziichtete Stdmme betragt 0,5 mM.

6.4.1 Die Ergebnisse zu den im Salzmedium geziichtete Anacystis nidulans PCC
6301

Im Salzmedium gezlchtete Anacystis
nidulans PCC 6301

NADH Antimycin

ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin

Rotenon

6.4.1.1 Die Spezifische Aktivitit der ICM in Anwesenheit der NADH und
NADPH

ICM-Anacys.-Stress-NADH ICM-Anacys.-Stress-NADPH
Seq. Seq.
! ! ! ! ! ! ; : 0,024 : :
10 70 80 10 20
-0,026

-0,014

-0,019 -
-0,028 -
-0,024
-0,03

-0,029 - y = 0,0003x - 0,0363

R? = 0,9984

abs. 540-550 nm
Abs. 540-550 nm

y = 0,0002x - 0,0359
R? = 0,9936

-0,032

-0,034 1 -0,034 1

-0,039 - -0,036 -

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 1: Aktivitdt in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 3,63 nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 2,42 nmol/(min.* mg)

Protein Konz. : 86 ug Protein Konz. : 86 ug

Salzmedium: 0,25 mM Salzmedium: 0,25 mM
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ICM-Anacys.-Stress- NADH

-0,05 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,051 ¢ 10 20 30 40 50

-0,052 A
-0,053 -
-0,054 -
-0,055 -
-0,056 -
-0,057 A
-0,058 -

y = 0,0001x - 0,0584
R?=0,9726

Abs. 540-550 nm

ICM- Anacys.- Stress- NADPH

0 T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

y = 0,0005x - 0,0536
R? = 0,9932

Abs. 540-550 nm
o
o
w

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitadt = 1,66 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 62,7 g

Stamm 2: Aktivitdt in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 8,31 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 62,7ug

ICM- Anacys - Stress-NADH- NADPH ICM-Anacys.-Stress-NADPH
0,03 0,04
0,025 - 0,035
£ E 0,03
g 0,02 - § 0,025
B 00151 y = 0,0003x - 0,011 & 0,02 y = 0,0003x + 0,0092
S oorl Y = BE-05¢ - 0.0009 R? = 0,0077 B 0015 R - 00027
_ ! R = 0,9546 NADPH g 0.01
3 0,005 NADH 20
< 0,005
0 ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-0,005 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100
Seq. Seq.
Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 3: Aktivitdt in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitdt = nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 5,12 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 61ug Protein Konz. : 61ug
6.4.1.1.1 Wirkung des Rotenon auf die Aktivitit der ICM
ICM-Anacy .-Stress-NADH-Rotenon ICM-Anacys.-Stress-NADPH-Rotenon
Seq. Seq.
0 T T T T T T 1 -0,01
0,005 4 20 40 60 80 100 140 0015 ! 20 40 60 80 100 120 140
E 0,01 + g
S 0,015 y = 0,0002x - 0,0324 g 00279
o 0021 R?=0,9947 & 0,025 = 0,0001x -
2 0 IS y=0, X - 0,0337
) | © R? = 0,988
4 0,025 G 003 }
2 o3l y = 0,0003x - 0,0388 2
' R? = 0,9983 0,035 1 y = 0,0002x - 0,0359
0,035 R? = 0,9936
0,04 - -0,04 -

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 3,63
nmol/(min.* mg) auf 2,42 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,21 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 2,42
nmol/(min.* mg) auf 1,21 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das sind 1,21 nmol/(min.* mg) weniger.
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ICM-Anacys.- NADH-Rotenon

-0,048 T T T T T
-0,049 A 20 40 60 80

-0,05
-0,051
-0,052
-0,053
-0,054
-0,055 -
-0,056 -
-0,057
-0,058 -

y = 0,0001x - 0,0584
R? = 0,9726

Abs. 540-550 nm

y = 9E-05x - 0,0606

R? = 0,9757

Stamm 2: 100%iger Hemmun

ICM- Anacys.- Stress- NADPH-Rotenon

Seq.

0 T T
20 40

60 100

80

y = 0,0005x - 0,0536
R? = 0,9932

Abs. 540-550 nm
55 ¢
o
w

120

y = 0,0002x - 0,0367
R? = 0,9808

140

Stamm 2: Spez. Aktivitat

ist durch Rotenon von
8,31 nmol/(min.* mg) auf 3,32 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 5 nmol/(min.* mg) weniger.

NADH
ist nicht aktiv
deswegen wird
keine
Hemmung

berechnet

64.1.1.2

ICM- Anacys.-Stress- NADPH-Rotenon

y = 0,0003x + 0,0009
R? = 0,9975

Abs. 540-550 nm
o
o
N

y = 0,0002x + 0,0063
R? = 0,9961

Stamm 3: Spez. Aktivitat

Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der ICM

ist durch Rotenon von
5,12 nmol/(min.* mg) auf 3,42 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 1,71 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM-Anacys.- Stress- NADH-Antimycin

Seq.

0 T T T T T
20 40 60 80 100

abs. 540-550 nm
o
o
N
)

y = 0,0003x - 0,0363
R? = 0,9984

12

y = 0,0002x - 0,0319
R? = 0,9952

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
3,63 nmol/(min.* mg) auf 2,42 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 1,21 nmol/(min.* mg) weniger

ICM-Anacys.-Stress-NADPH-Antimycin
Seq.
0,014 ! ! ! : : : :
20 40 60 80 100 120 140
g 0019
c
§ -0,024 4
S y = 0,0001x - 0,0351
© 0,029 1 R? = 0,0968
4
< 0,034 y = 0,0002x - 0,0342
R? = 0,9966
0,039 -

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
2,42 nmol/(min.* mg) auf 1,21 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 1,21 nmol/(min.* mg) weniger.
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ICM- Anacys.-Stress-NADH-Antimycin
Seq.
0 ! ! ! ! ! ! :
20 40 60 80 100 120 140
-0,01 -
E
S 0,02 4
n
& 0,03 1 y=9E-05x- 0,0306
3 R?=0,9757
% -0,04 -
<
.05 1 y=0,0001x- 0,0501
0,06 - R®=0,9805

ICM- Anacys.- Stress- NADPH- Antimycin

y = 0,0005x - 0,0701
R?= 0,997

y = 0,0001x - 0,0449
R%=0,984

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
8,31 nmol/(min.* mg) auf 1,66 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 6,65 nmol/(min.* mg) weniger.

NADH
ist nicht aktiv
deswegen wird
keine
Hemmung

berechnet

ICM- Anacys.- Stress- NADPH-Antimycin
0,03
0,025 -
E o002
o y = 0,0003x - 0,0042
B 0,015 4 R? = 0,0967 y = 0,0002x - 0,0001
(=]
3 o011 R? = 0,9892
4 ]
2 0,005
0 f ! ! ! ! ! :
20 40 60 80 100 120 140
-0,005 -
Seq.

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
5,12 nmol/(min.* mg) auf 3,42 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 1,71 nmol/(min.* mg) weniger.

6.4.1.2 Die Spezifische Aktivitit der CM in Anwesenheit der NADH und
CM- Anacys.-Stress-NADH CM-Anysyc.-Stress-NADPH-NADH-
Seq. Antimycin
o] : . . : Seq.
q 20 40 60 80 0 i i 1
c 0,02 0,020 50 100 150
w -0, b [T i
2 B 0,06
©H -0,08 ¥ = 0,0013x - 0,1304 ¥ -0,08 - y = 0,0014x - 0,1994
@ =0, -0, . 2 _
2 01+ =2 = 00948 § -0,1 | R? = 0,9927
-0,12 + -0,12
0,14 - -0,14 - y = 1E-05x - 0,0112
R? = 0,8784
NADPH ist nicht aktiv

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 10,13 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 144 pg

Salzmedium : 0,25 mM

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw.
in NADPH inaktiv

Die Protein Konz.: 144 ug

Salzmedium : 0,25 mM
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CM- Annacys.- Stress-NADH CM- Anacys.- Stress- NADPH
Seq. Seq.
-0,085 ' ' ' ‘ 0 ; ; , , , ,
10 20 30 40 50 60
: 0,04 1 _ 00 10 20 30 40 50 60
Q 00457 S -0,02 1
L I
g -0.057 S -0,03 A
© 3
4 -0,055 - y =0,0002x - 0,0511 0,04 y = 0,0003x - 0,0377
< R®=0,9812 o R® =0,9876
-0,06 1 < 5054
-0,065 - -0,06 -
Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 0,43 nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 0,65 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 484ug Protein Konz. : 484ug
CM- Anacys.-Stress- NADH CM- Anacys.- NADPH- NADH
Seq. Seq.
0,01 ; ; ; ; ; ‘ 0 , , , , , , ,
-0,015 ¢ 20 40 60 80 100 120 001§ 20 40 60 80 100 120 140
0,02 A '
E 0251 E 0,021
o 1 Q
£ .oodgg 1 5 -0,03 y = 6E-05x - 0,0549
5 < 4 2 _
j -0,04 1 y = 0,0002x - 0,0419 j 0,04 R NA%S?_'SZ y = 0,0002x - 0,0569
2 0,045 R? = 0,9878 2 0,05 R?=0,9773
-0,05 i NADH
0,055 4 0,06
0,06 - 0,07 -

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 1,51 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. :138,4 ug

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH bzw. in

NADPH inaktiv
Protein Konz. : 138,4 ug

64.1.2.1 Witkung des Rotenon auf dieAktivitit der CM

CM- Anacys.-Stress-NADH-Rotenon
Seq.
0,02 -
o !
-0,02 90 50

150

-0,04 1
-0,06
-0,08 1

-0,1 1

y = 0,0006x - 0,0807
R? = 0,9987

Abs. 540-550 nm

-0,12 4 y = 0,0013x - 0,1304
-0,14 - R? = 0,9948

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 9,4
nmol/(min.* mg) auf 4,34 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 5,1 nmol/(min.* mg) weniger

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird

keine
Hemmung

berechnet

79



CM- Anacys.-Stress- NADH- Rotenon

CM- Anacys.- Stress- NADPH- Rotenon

Seq. Seq.
-0,036 : : : : ‘ 0 : : ; ; ‘
20 40 60 80 100 0,005 ¢ 20 40 60 80 100
g 00411 £ 0011
S v = O'SO_OD( - 0,0566 S 0,015 A y = 0,0003x - 0,0375
8 0,046 R =0s9011 £ 002 R® = 0,989 y = 3E-05x - 0,0165
B 5051 4 y = 0,0002x - 0,0511 B 0,025 1 R?=0,4353
2 R? = 0,9812 g 0031
< 0,056 1 < 0,085 1
0,04
-0,061 - 0,045 -
Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 0,43 | Stamm 2: NADPH-Rotenon mit 100%iger
nmol/(min.* mg) auf 0,22 nmol/(min.* mg) reduziert. | Hemmung

Das sind 0,22 nmol/(min.* mg) weniger.

CM- Anacys.-Stress- NADH- Antimycin

Seq.
0,01 , . . . ‘ ‘ ‘ ‘
20 40 60 80 100 120 140 160
g 0027
c
% -0,03
8 -
©.0,04 4 y = 0,0002x - 0,0419 y = 0,0001x - 0,0467
2 R?=0,9878 R? = 0,9602
< 0,051

Stamm 3: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von 1,51
nmol/(min.* mg) auf 0,75 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das sind 0,753 nmol/(min.* mg) weniger.

6.4.1.2.2

CM-Anysyc.-Stress-NADPH-NADH-
Antimycin

Seq.

-0,12
-0,14

y = 0,0014x - 0,1994
R? = 0,9927
NADH

o ; , , ,
-0,02 200
E o004
g = 0,0004x - 0,0884
8 0,06 y =00 )
= R? = 0,9253
o -0.08 Antimycin
4 01
<C

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
10,13 nmol/(min.* mg) auf 2,9 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 7,23 nmol/(min.* mg) weniger.

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird
keine
Hemmung

berechnet

Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der CM

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird

keine

Hemmung

berechnet
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CM- Annacys.- NADH-Antimycin

Seq.
0 T T T T |
0,01 ¢ 20 40 60 80 100
-0,02 4
0,03 1 y =0,0002x - 0,0511

R®=0,9812

y =0,0001x - 0,0371

-0,04 1 2
R“=0,8897

Abs. 540-550 nm

-0,05 +
-0,06 4

-0,07 -

CM- Anacys.- Stress- NADPH- Antimycin

0 T T T T |
20 40 60 80

y = 6E-05x - 0,0185
R? = 0,8328

Abs. 540-550 nm
5 s ¢
o
w

y = 0,0003x - 0,0377
R? = 0,9876

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
0,43 nmol/(min.* mg) auf 0,22 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 0,22 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2: NADPH- Antimycin mit 100%iger
Hemmung

CM- Anacys.- NADH- Rotenon

-0,028 T T T T T 1
20 40 80

y = 0,0002x - 0,0457
R?=0,9773

y = 2E-05x - 0,0459
R? = 0,6397

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

NADPH
ist nicht aktiv
deswegen wird
keine
Hemmung

berechnet
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64.2

Die Ergebnisse zu den im normalen Medium geziichteten Anacystis

nidulans PCC 6301.
Im normalem  Medium  gezichtete
Anacystis nidulans PCC 6301
NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin
Rotenon
6.4.2.1 Die Spezifische Aktivitit der ICM in Anwesenheit der NADH und
NADPH
ICM- Anacys.-NADH ICM-Anacys.-NADPH
Seq. Seq.
-0,052 T T 1 -0,04 T T T 1
0057 ] 10 20 () 80 -0,045 9 20 40 60 80
£ ' 1< -0,05 -
é -0,062 § § -0,055 -
§ -0,067 - y = 0,0004x - 0,0787 § -0,06 -
Z 0,072 1 RO =0.9969 2 -0,0865 y = 0,0005x - 0,0843
2 < -0,07 A R? = 0,9971
-0,077 A -0,075 -
-0,082 - -0,08 -

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitadt = 5,7 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 73 pg

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 7,134 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 73 pg

ICM- Anacys.- NADH- Rotenon

0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

y = 0,0004x + 0,0061
R? = 0,9964

Abs. 540-550 nm

0] 20 40 60 80
Seq.

Stamm 2 : Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 10,3 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 40,5 ug

ICM- Anacys.- NADPH- Rotenon

0,06 7
0,055 -
0,05 A
0,045 -
0,04 -
0,035 -
0,03 4
0,025 -
0,02 1
0,015

y =0,0006x + 0,018
R® =0,9961

Abs. 540-550 nm

Seq.

Stamm 2 : Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 15,4 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 40,5 ug
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ICM-Anacys.- NADH- Rotenon

0,019
0,018
0,017
0,016
0,015
0,014
0,013
0,012
0,011

R? = 0,9795

Abs. 540-550 nm

y = 0,0001x + 0,0102

0,01 — T

ICM-Anacys.-NADPH

0,06
0,05
0,04

0,03
0,02

y = 0,0005x + 0,0134
R? = 0,9973

Abs. 540-550 nm

0,01

40 60 80
Seq.

(0] 20

Stamm 3 : Aktivitat in Anwesenheit der NADH

Spez. Aktivitat = 2,4 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 43,5 ug

64.2.1.1

Stamm 3 : Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 11,97 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 43,5 ug

Witkung des Rotenon auf die Aktivitit der ICM

ICM- Anacys.- NADH-Rotenon

-0,04 ‘ : ‘ ‘ ‘
0,045 4 20 40 60 80 100

Abs. 540-540 nm
o
o
o
|

y = 0,0003x - 0,0772
R? = 0,9962

y = 0,0002x - 0,0661
R? = 0,9888

ICM- Anacys.- NADH-Rotenon

-0,04 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,045 { 20 40 60 80 100

y = 0,0002x - 0,0661
R? = 0,9888

Abs. 540-540 nm
o
o
(o)
|

y = 0,0003x - 0,0772
R? = 0,9962

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4,3
nmol/(min.* mg) auf 2,9 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das sind 1,43 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4,3
nmol/(min.* mg) auf 2,85 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,43 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anacys.- NADH- Rotenon

y = 0,0004x + 0,0061
R? = 0,9964

Abs. 540-550 nm

y = 0,0002x + 0,0217
R? = 0,9665

100

120

140
Seq.

ICM- Anacys.- NADPH- Rotenon

0,105
0,095
0,085 -
0,075 -
0,065 -
0,055
0,045 -
0,035 -
0,025
0,015 T T T T T T 1

y=0,0006x+ 0,018
R?=0,9961

y=0,0002x+0,0633
R?=0,946

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 10,3
nmol/(min.* mg) auf 5,14 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das sind 5,14 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von
15,43 nmol/(min.* mg) auf 5,14 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 10,3 nmol/(min.* mg) weniger
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ICM-Anacys.- NADH- Rotenon
0,022
g 002
[=
Q 0,018 y = 0,0001x + 0,0102 BE.05¢ + 0.0102
e 2 _ y= -05x + 0,
R® = 0,9795
g 0016 R? = 0,9507
4 0,014
<
0,012
0,01 + ; ; ; ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

ICM-Anacys.-NADPH-Rotenon

0,07
g 0.06
E 0,05 y = 0,0005x + 0,0134 ~
8 0041 R® = 0,9973 y = 0,0003x + 0,0316
& R?=0,9969
5 0,03 4
£ 0,02
< 0,01 -

0 ! ! ! ! ! ! :
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 3 : Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 3 : Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von
11,97 nmol/(min.* mg) auf 7,2 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 4,8 nmol/(min.* mg) weniger.

6.4.2.1.2 Wirkung des Antimycin auf der Aktivitit der ICM
ICM- Anacys.-NADH-Antimycin ICM- Anacys.- NADPH-Antimycin
Seq. Seq.
-0,044 T T T T T T , -0,035 : : : : : : .
¢ 20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 1 140
0,049 0.045 1
£ £
- 4
5 0% y = 0,0001x - 0,0635 & 0,055 1 ¥ = 0,0002x - 0,0603
§ -0,059 - R? = 0.9783 B R? = 0,9839
2 ' o -0,065 1
3 -0,064 4 3
4 4 -0,075 -
£ 00697 y = 0,0004x - 0,0787 2 y = 0,0006x - 0,0896
0,074 R? = 0,9968 -0,085 - R? = 0,9982
-0,079 - -0,095 -

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
5,7 nmol/(min.* mg) auf 1,43 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 4,3 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von 8,6
nmol/(min.* mg) auf 2,9 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 5,7 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Ancys.-NADH-Antimycin

015
00141y = 0,0001 + 0,0062
0,013 1 R?=0,9833
0012

0,011

y = 9E-05x + 0,0014

Abs. 540-550 nm

0,01 2 _
0,009 | R°=0,9794
0,008
0,007
0,006 T T T T T T T .
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Seq.

ICM- Anacys.- NADPH-Antimycin
0,06
£ 0051
< 4
8 %97 y= 0,000 + 0,0002 y = 0,0003x + 0,0086
2 0,03 1 R? = 0,9958 R? = 10,9976
Ie]
% 0,02
2
0,01 1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Seq.

Stamm 2 : Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2 : Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
12,9 nmol/(min.* mg) auf 7,72 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 5,14 nmol/(min.* mg) weniger.
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ICM-Anacys.-NADH-Antimycin

0,01

0,008 - y = 0,0001x - 0,0011

£ R?=0,9724
S 0,006 q B
3 y = 6E-05x - 0,004
Q 0,004 4 R? = 0,9671
[Te)
4 0,002 1
<<
0 : ; i ; ; :
20 40 60 80 100 120 140
-0,002 -
Seq.

NADPH-Antimycin

0,035 4
0,03
0,025 -
0,02 1
0,015 4
0,01 1
0,005 1

y = 0,0003x - 0,0028

R® = 0,960 y = 0,0002x + 0,0005

R? = 0,9973

Abs. 540-550 nm

-0,005 ! 20 40 60 80 100 120 140

Seq.

Stamm 3 : Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 3 : Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
7,2 nmol/(min.* mg) auf 4,8 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 2,4 nmol/(min.* mg) weniger.

6.4.2.2 Die Spezifische Aktivitit der CM in Anwesenheit der NADH und
NADPH
CM- Anacys.- NADH CM- Anacys.-NADPH
Seq. o1 ‘ ‘ ‘ ‘ Seq‘.
014 : : )
s ¢ 2 0 0 o0 on 20 40 60 80 100
£
§ 0,15 é 0,12
& 0,155 4 g
3 y=0,0003x- 0,1655 s 013 ¥ = 0,0002x - 0.1301
% 0,16 A R?= 09928 -3 R? = 0,9831
< o651 '
0,17 - 0.15

Stamm 1: Aktivitdt in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 1,8 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 176,5 pg

Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 1,2 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 176,5 ug

CM- Anacys.-NADH
Seq.

-0,035 T T T T T T T
-0,037 4 10 20 30 40 50 60 70 80
-0,039 1

-0,041 4

0,043 y = 0,0001x - 0,0487

-0,045 R? = 0,988
-0,047 |

-0,049 -

Abs. 540-550 nm

CM- Anacys.-NADPH
Seq.

-0,025 T T T |
0,027 20 40 60 80
-0,029 4
-0,031 4
-0,033 4
-0,035 4
-0,037 4
-0,039 -

Abs. 540-550 nm

y =0,0001x - 0,0378
R?=0,9933

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitdt =1 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 123,5 ug

Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat =1 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 123,5 ug
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CM- Anacys.- NADH
Seq.
0,1 : ! : : : : : :
10 20 30 40 50 60 80
g 0105
g
B 011
e y = 0,0003x - 0,1203
3 51154 R?=0,9932
R
2
0,12 1
0,125 -

CM- Anacys.- NADPH
Seq.
-0,106 . : : : : : ! :
10 20 30 40 50 0 80

g 0108 1
[=
B 0111
g =0,0001x - 0,1136
D 0,112 A y =000 -
@ R? = 0,9795
2

-0,114 -

-0,116 -

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 2 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 165,3 ug

Stamm 3: Aktivitdt in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 0,6 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 165,3 pg

6.4.2.2.1 Wirkung des Rotenon auf die Aktivitit der CM
CM- Anacys.- NADH- Rotenon CM- Anacys.-NADPH
Seq.
Seq. a
0,1 ; ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,1 : : : : : : ‘
20 40 60 80 100 120 140
0119 20 40 60 80 100 120 140 L 011
€ 012 1 S = BE-05x - 0,118
3 B 0,12 - y - \
5 0131 y=9E-05x- 0,1322 S R* =093
3 014 R?= 09336 ‘0131 y = 0,0002x - 0,1301
@ 2 R? = 0,9831
£ 015 A < 014
0167 y=0,0003x - 0,1655 0,15
-017 - R?=0,9928

Stamm 1: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

CM- Anacys.- NADH- Rotenon

Seq.

0,039 ; : . . . : :
0,04 { 20 40 60 80 100 120 140
0,041 A
-0,042 A
0,043 4
0,044 +
-0,045 A
-0,046 1
-0,047 A
0,048 4
-0,049 -

y = 0,0001x - 0,049
R? = 0,988

y = 7E-05x - 0,0499
R? = 0,9697

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

CM- Anacys.-NADPH- Rotenon

Seq.
-0,02 T T T T T T 1
-0,022 ¢ 20 40 60 80 100 120 140
0,024 -

y =0,0001x - 0,0378
R”=0,9933

y = 9E-05x - 0,0381
R®=0,9854

Abs. 540-550 nm
<}
=}
@

Stamm 2: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.
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CM-Anacys.-NADH-Rotenon
Seq.
-0,095 . . . : : : :
20 40 60 80 100 120 140
IS -0,1 4
{=
o
{§ 0,105
§ y =0,0001x - 0,1165
o 0114 R =0,9675
Q -
< 01151 y= 0,(;002><- 0,1178
R®=0,9894
-0,12 -

CM- Anacys.- NADPH- Rotenon

Seq.
-0,104 : ! ! ! : . i 1
20 140 160
0,106
£
S -0,108 4
wn
0
Q 0114
& y = 8E-05x - 0,118
§ 0,112 - R? = 0,9652
0,114 - y = 0,0001x - 0,1151
R? = 0,9611

-0,116 -

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 1,3
nmol/(min.* mg) auf 0,63 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 0,63 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 3: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

64.2.2.2 Witkung des Antimycin auf der Aktivitit der CM
CM- Anacys.- NADH-Antimycin CM- Anacys.-NADPH- Antimycin
Seq. Seq.
014 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ -0,139 : : : ; ; , ,
20 40 60 80 140
o145 ! 20 40 60 , 80 100 120 140 0.144 ]
£ €
S 015 S 0,149 - y = 3E-05x - 0,1455
8 ) R?=0,8335
& -0,155 4 Q 0,154 1
3 y=5E-05x- 0,1592 )
G 0,16 4 _ i R?=0975 & 0,159 4 y = 0,0002x - 0,1601
2 y= 0,02003x 0,1655 < R? = 0,9827
40,165 R®=0,9928 0,164 1
0,169 -

-0,17 -

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitdt ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

CM- Anacys.-NADH- Antimycin

Seq.
-0,035 . . : : : : :
0,037 ¢4 20 40 60 80 100 120 140
0,039 1 y=0,0001x - 0,0487
0,041 | R? = 0,988

y = 9E-05x - 0,0497
R? = 0,981

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.

CM- Anacys.-NADPH- Antimycin

-0,024 T T T T T T |
-0,026 4 20 40 60 80 100 120 140

0034 y=0,0001x - 0,0409
R? = 0,9901

y = 7E-05x - 0,0374
R? = 0,9721

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitdt ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das
sind nmol/(min.* mg) weniger.
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CM- Anacys.- NADH- Antimycin

Seq.
01 : : : : : :
20 140 160
g 0105
=4
23 011 y = 9E-05x - 0,1132
= R? = 0,9495
<
00,115 -
2
< o124 y= 0,2003x -0,1203
R? = 0,9932
0,125 -

Stamm 3: Spez. Aktivitat

sind nmol/(min.* mg) weniger.

ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das

CM- Anacys. -NADPH- Antimycin

-0,108 4 20 40 60

R? = 0,9586

Abs. 540-550 nm

y = 0,0001x - 0,1239
R? = 0,9828

y = 7E-05x - 0,1168

Stamm 3: Spez. Aktivitat

ist durch Antimycin von

nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das

sind nmol/(min.* mg) weniger.
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6.5 Anabeana PCC 7120

Hier sind die Aktivitats-Kurven aus den verschiedenen Isolierungen zu sehen. Jede geerntete
Kulturen wirdals ein Stamm bezeichnet.
Standardansatz fir alle Stamme:

7 UM Ferricytochrom (oxidierte Cytochrom c)

150-200 uM NADH bzw. NADPH

20 M KCN

100 uM Hemmstoffe (Antimycin A und Rotenon)

Auf 700 pl mit Phosphatpuffer (PH 7,4) aufgefullt

Die Salzkonzentration bei den im Salzmedium geziichtete Stamme betrégt 0,5 mM.

Schwierigkeiten: Fast bei 88 % aller Stdamme, ist eine Isolierung von CM- Membrane nicht

moglich. Bei 7 % sind zwar CM- Membrane vorhanden, aber

aufgrund von geringer

Proteinkonzentrationen sind diese nicht brauchbar. Bei den restlichen 5 % zeigen die CM-
Membrane keine Aktivitdt. Aus diesem Grund konnten wir bei dieser Spezies keine

Untersuchungen der CM-Membrane durchfuhren.

6.5.1  Die Ergebnisse zu die im Salzmedium geziichtete Anabeana PCC

7120
Im Salzmedium gezlichtete Anabeana PCC
7120
NADH Antimycin
ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin
Rotenon
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6.5.1.1 Die Spezifische Aktivitit der ICM in Anwesenheit der NADH und
ICM- Anabeana- Stress- NADH ICM- Anabeana- Stress- NADPH
0,035 0,04
0,03 0,035
E 0025 £ oo03
ﬁ 0,02 % 0.025
g 0,015 y = 0,0002x + 0,0098 b 002 y = 0,0006x - 0,005
g o0 R? = 0,9983 g 0015 R? = 0,9968
-<‘3 ' f’( 0,01 '
0,005 0,005
0 T 1 0 T 1
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Seq. Seq.
Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 2,83 nmol/(min.* mg). Spez. Aktivitat = 8,5 nmol/(min.* mg).
Protein Konz. : 73,6 pg Protein Konz. : 73,6 pug
ICM- Anabeana- Stress-NADH ICM- Anabeana- Stress- NADPH
0,095 0,2 y =0,0027x + 0,0488
c R?=0,98
g 0,085 = 0,15
3 2
L 0,075 y = 0,0002x + 0,0672 Lo
2 R? = 0,9966 g 01
v 0,065 ’ I-O
é 0,055 é 0.05
0,045 T | (o] T T T T T |
0 20 40 60 80 100 (0] 10 20 30 40 50 60
Seq. Seq.
Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 2: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 3,255 nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 43,95 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 64ug Protein Konz. : 64ug
ICM- Anabeana- Stress- NADH ICM- Anabeana- Stress- NADPH
0,139 0,07 7
£ 0,129 - e %087
g g 0,05 1
f 0,119 7 y = 0,0002x + 0,1149 f 0,04
B 0,109 R?=0,9865 B 0,037 y = 0,0009x - 0,0033
8 20,02 4 R? = 0,996
<< 0,099 - <
0,01 1
0,089 T 1 0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Seq. Seq.

Stamm 3: Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 2,125 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 98ug

Stamm 3: Aktivitdt in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 9,566 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 98ug

90



6.5.1.1.1

Witkung des Rotenon auf die Aktivitit der ICM

ICM- Anabeana- Stress- NADH
0,035 y = 0,0001x + 0,0113
2 _
0,03 R? = 0,9843
€
< 0,025
3
B 0,02
o
% 0,015 |
¢ y = 0,0002x + 0,0098
2 00179 R? = 0,0983
0,005 |
0 : : : : : : : :
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Seq.

ICM- Anabeana- Stress- NADPH- Rotenon
0,06
£ 0,05 -
g 0,047 y = 0,0003x + 0,0098
o] - _ 2 _
$ 0,03 y= 0,20006>< 0,005 R? = 0,9949
b R? = 0,9968
% 0,02
E
0,01 -
0 . . . . . . ! :
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Seq.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 2,83
nmol/(min.* mg) auf 1,42 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,42 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 8,5
nmol/(min.* mg) auf 4,3 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 4,3 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- Stress- NADH- Rotenon

0,082

0,08
0,078 1 y = 0,0002x + 0,0663
0,076 R? = 0,981

y = 0,0001x + 0,0635

Abs. 540-550 nm

0,074
0,072 R? = 0,9677
0,07
0,068
0,066 + ; . . . : ! :
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 3,3
nmol/(min.* mg) auf 1,63 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,63 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- Stress- NADPH- Rotenon
0,25
E 0,24 y=0,0027x+ 0,0488
S R? = 0.9805 y = 0,0001x + 0,1966
8 0,15 ' R?=0,9762
g
©w 0,1
4
< 0,05
o] : : : : .
o] 20 40 60 80 100
Seq.

Stamm 2: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von 43,95
nmol/(min.* mg) auf 1,63 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 42,32 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- Stress- NADH- Rotenon

0,145 -
0,14
0,135 -
0,13 -
0,125
0,12 -
0,115 -
0,11
0,105 -
0,1 ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

y = 0,0002x + 0,1149
R?=0,9771

y = 0,0001x + 0,1253
R? = 0,9733

Abs. 540-550 nm

ICM- Anabeana-Stress- NADPH- Rotenon

0,18
c 0,17 4  y =0,0008x + 0,1149
E;; 0,16 R? = 0,9916
% 0151 y = 0,0003x + 0,1263
3 0,144 R? = 0,9846
é‘ 0,13

0,12 |

0,11 . : : : : : )

0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 2,13
nmol/(min.* mg) auf 1,1 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,1 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 3: Spez. Aktivitdt ist durch Rotenon von 8,5
nmol/(min.* mg) auf 3,2 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 5,32 nmol/(min.* mg) weniger.

91



Witkung des Antimycin auf die Aktivitit der ICM

6.5.1.1.2
Icm- Anabeana- Stress- NADH- Antimycin
0,015 1
g 001
S y = 0,0002x - 0,0061
18 0,005 R?= 0,981 y= 0,20001x - 0,007
= R? = 0,9609
<
n
© 0 : ! ! : : :
§ ’\ﬂ 60 80 100 120 140
-0,005 -| seq.
0,01 -

ICM- Anabeana- Stress- NADPH- Antimycin

y = 0,0006x - 0,0066

R? = 0,9964

Abs. 540- 550 nm
o
o
w

y = 0,0003x + 0,015

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
2,83 nmol/(min.* mg) auf 1,42 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 1,42 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von 8,5
nmol/(min.* mg) auf 4,3 nmol/(min.* mg) reduziert.

Das sind 4,3 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- Stress- NADH- Antimycin

y = 0,0002x + 0,0782
R? = 0,9856

y = 0,0001x + 0,0787

Abs. 540-550 nm
o
o
©
a

R? = 0,9885
0,08 -
0,075 1
0,07 ; ; ; ; , , ,
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

ICM- Anabeana- Stress- NADPH- Antimycin
0,25
g 02 y = 0,0026x + 0,0543
s R® = 0,9948 ~
0,15 y= 0,02001x +0,1971
) R® = 0,882
<
O 0,1
0
=]
< 0,05
0+ ‘ ‘ . : ‘
0 20 40 60 80 100
Seq.

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
3,3 nmol/(min.* mg) auf 1,63 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 1,63 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2: Spez. Aktivitat

42,32 nmol/(min.* mg) auf 1,63 nmol/(min.

ist durch Antimycin von

* mg)

reduziert. Das sind 40,7 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- Stress- NADH- Antimycin

| y=0,0002x +0,2149
R? = 0,9785

y = 5E-05x + 0,2305
R? = 0,9874

Abs. 540-550 nm
o
N
[
fe]

0,188 T T T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Seq.

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das

sind nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- Stress- NADPH- Antimycin

y = 5E-05x + 0,0625
| y = 0,0009x - 0,0033 R?=0,8274

R? = 0,996

Abs. 540-550 nm
o
o
B

120

140
Seq.

Stamm 3: Spez. Aktivitat

ist durch Antimycin von

nmol/(min.* mg) auf nmol/(min.* mg) reduziert. Das

sind nmol/(min.* mg) weniger.
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6.5.2  Die Ergebnisse zu dem im normalen Medium geziichteten Anabeana

PCC 7120.

Im normalem Medium  gezichtete
Anabeana PCC 7120

NADH Antimycin

ICM-CM Rotenon
NADPH Antimycin

Rotenon

6.5.2.1 Die Spezifische Aktivitit der ICM in Anwesenheit der NADH und

ICM-Anabeana-NADH ICM-Anabeana- NADPH
0,025 -
c o0z 0,065
c £ 0,055
o
B 0,015 1 S 0045
g 8 0,035
E 0,01 1 Y = 0,0003x - 00013 2 0025 y= (;gfioixgggeos
< 0,005 R"=0,9931 ¢ 0,015 o
< 0,005
0 T ] T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 -0,005 0 20 40 60 80
Sea. Seq.
Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 1: Aktivitat in Anwesenheit der NADPH
Spez. Aktivitat = 5 nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitat = 15 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 62,5 ug Protein Konz. : 62,5 g
ICM- Anabeana-NADH ICM- Anabeana- NADPH
0,025 ~ 0,1
£ 0,02 £ 0,08
B 0,015 g o0
g y = 0,0002x + 0,0089 g ¥ = 0,0012x + 0,0089
PR R? = 0,9885 ;o R = 0,0934
< 0,005 < o002
0 T 0 T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Seq. Seq.

Stamm 2 : Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 4,21 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 49,5 ug

Stamm 2 : Aktivitat in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 25,25 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 49,5 ug
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ICM- Anabeana- NADH ICM- Anabeana-NADPH
0,025 0,09
0,08
g 002 £ 007
B o015 S g,gg
e y =0,0003x +0,0043 Y y = 0,0014x - 0,0155
z 0,01 R? = 0,9905 z g:g; R = 0.9927
< 0,005 < 0,02
0,01
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Seq. Seq.
Stamm 3 : Aktivitat in Anwesenheit der NADH Stamm 3 - Aktivitit in Anwesenheit der NADH
Spez. Aktivitat = 6,3 nmol/(min.* mg) Spez. Aktivitit = 29,225 nmol/(min.* mg)
Protein Konz. : 49,9 pg Protein Konz. : 49,9 g
6.5.2.1.1 Witkung des Rotenon auf die Aktivitit der ICM
ICM-Anabeana-NADH-Rotenon ICM-Anabeana- NADPH- Rotenon
0,025 0,1
E 00271y 0,000 - 0,0013 E 008
2 0.015 R? = 0,931 B 0,061 y=0,0000x+ 6E-05 ¥ =0.0004x+0,0416
s y = 0,0002x + 0,0007 2 R = 0,0943 R%=0,996
B 001 R? = 0,9867 S 0,04
% 123
2 0,005 2 002
0l ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
o 20 0 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 140
Seq. Seq.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 5
nmol/(min.* mg) auf 3,33 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,7 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 15
nmol/(min.* mg) auf 7 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 8,33 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- NADH-Rotenon

y = 0,0002x + 0,0089
y = 0,0001x + 0,0222

R? = 0,9882

Abs. 540-550 nm

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 4,21
nmol/(min.* mg) auf 2,11 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 2,11 nmol/(min.* mg) weniger.

ICM- Anabeana- NADPH-Rotenon

y = 0,0004x + 0,0837
017 y=0,0012x + 0,0089 R? = 0,946

R? = 0,9934

Abs. 540-550 nm
o
o
s3]

o) 20 40 60 80 100 120 140

Seq.

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von
25,3 nmol/(min.* mg) auf 8,42 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 16,84 nmol/(min.* mg) weniger.

94



Abs. 540-550 nm

ICM- Anabeana- NADH-Rotenon

y = 0,0003x + 0,0043
R? = 0,9905

y = 0,0002x + 0,011
R?=0,9845

0 20 40 60 80 100 120 140

Seq.

ICM- Anabeana- NADPH- Rotenon

y = 0,0014x - 0,0155
R? = 0,9927

Abs. 540-550 nm
o
o
oo

y = 0,0004x + 0,0833
R? = 0,9926

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

120 140

Seq.

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von
29,13 nmol/(min.* mg) auf 8,35 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 20,9 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Rotenon von 6,3
nmol/(min.* mg) auf 4,2 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 2,1 nmol/(min.* mg) weniger.

6.5.2.1.2 Wirkung des Antimycin auf die Aktivitit der ICM
ICM- Anabeana-NADH-Antimycin ICM- Anabeana- NADPH-Antimycin
0,035 0,1
e 297 y=0,0003x+ 0,006 £ 0,08 1
£ 0,025 R? = 0,9947 c
3 ! = Q
B 0021 y 0;;002;9;;0082 B 0,06 y = 0,0008x - 0,0056 y = 0,0004x + 0,0303
=S =0 g 2 - R? = 0,9913
3 0,015 4 3 0,04 1 R"=0,9934
g 001 2
< < 0,02 4
0,005 4
0 T T T T T T Y 0 T T T T T T T 1
0 20 20 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Seq. Seq.

Stamm 1: Spez. Aktivitdt ist durch Antimycin von 13,3
nmol/(min.* mg) auf 6,7 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 6,7 nmol/(min.* mg) weniger

Stamm 1: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von 5
nmol/(min.* mg) auf 3,33 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 1,7 nmol/(min.* mg) weniger

ICM- Anabeana- NADH- Antimycin ICM- Anabeana- NADPH-Antimycin
0,025 1 0,11
0,02 = + £ 0,08 1
: ’ 01’220? f)xgggéoms S ¥ = 0,001x * 0,0008 = 0,0005x + 0,0381
2 0,015 | o B 0,06 R? = 0,9941 y = 0.0005x* O,
& y = 0,0001x + 0,0072 b R? = 0,9887
® 0,01 R?=0,9761 B 0,04 1
2 3
< 0,005 - < 0,02 -
0 ‘ . . . . . : 0 ‘ : : : , , .
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Seq. Seq.

Stamm 2: Spez. Aktivitdt ist durch Antimycin von 21,1
nmol/(min.* mg) auf 10,52 nmol/(min.* mg) reduziert.
Das sind 10,52 nmol/(min.* mg) weniger.

Stamm 2: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
4,21 nmol/(min.* mg) auf 2,11 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 2,11 nmol/(min.* mg) weniger.
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ICM- Anabeana- NADH-Antimycin

y = 0,0003x + 0,0077
R? = 0,9963

Abs. 540-550 nm

y = 0,0002x + 0,0136
R? = 0,9883

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

120

140

Seq.

ICM- Anabeana- NADPH-Antimycin
0,14
0,12 4
£
S 01
3 y = 0,0014x - 0,005
0,08 > y = 0,0006x + 0,0509
S R?=0,9919 )
T 0,06 1 R? = 0,9903
8 0,04 1
<
0,02
0 . . . . . . :
0 20 40 60 80 100 120 140
Seq.

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
6,3 nmol/(min.* mg) auf 4,2 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 2,1 nmol/(min.* mg) weniger

Stamm 3: Spez. Aktivitat ist durch Antimycin von
29,23 nmol/(min.* mg) auf 12,53 nmol/(min.* mg)
reduziert. Das sind 16,7 nmol/(min.* mg) weniger
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Kapitel 7

Interpretationen der Kurven und die Ergebnisse

7.1 Allgemein

Der Standardansatz bei allen Stdmmen besteht aus:

e 5-10 uM Ferricytochrom (oxidiertes Cytochrom c)

e 150-200 uM NADH bzw. NADPH

e 10-30 uM KCN

e auf 700 pl mit Phosphatpuffer (PH 7,4) aufgefiillt.
Die Konzentration von Membranvesikel (ICM, CM) in einer Kuvette soll zwischen 10-50 ug
liegen und die die Konzentration von den Hemmstoffen (Antimycin A und Rotenon) soll
zwischen 50 UM bis 150 uM sein.
Auf Grund der tbersichtlichen und vergleichbaren Ergebnisse wurde die Aktivitat nach einer
konstanten Proteinkonzentration von 0,1 ng bei allen Stdmmen berechnet und dargestellt und
zwar mit Hilfe der folgenden Formeln:

AA = Steigung » (60min/3) (7.1)
Ac [uM] = (AA/19,5)*1000 (oder 700ul Volumen der K (ivette) (7.2)
Spez. Aktivitdt = Ac / Protein Konzentration (= 0,1 ng) (7.2)
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7.2 Anacystis nidulans PCC 6301

7.2.1

Interpretation der

Bedingungen.

ICM-Kurven

unter

NADH @ NADH-Unaktiv

ICM- Anacys.- YNADH & YdNADPH& %dUnaktive Stamme

22%

10%

NADPH E NADPH-Unaktiv

normalen

ICM- Anacys .- %NADH- %Rotenon

40%

60%
Kl NADH

O Rotenon

ICM- Anacys .- %NADPH-
%Rotenon

37%

63%
NADPH
O Rotenon

ICM- Aacys .- %NADH- %6Antimycin

N NADH
E Antimycin

ICM-Anacys .- %NADPH-
%Antimycin

NADPH
E Antimycin

ICM-Anacys .-%NADH-
%Rotenon&Antimycin

22%

B NADH O Rotenon B Antimycin

ICM- Anacys .- %NADPH-
%Rotenon&Antimycin

23%

NADPH O Rotenon E Antimycin
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7.2.2

Interpretation der CM-Kurven unter normalen Bedingungen.

CM- Anacys.- ¥dNADH &% NADPH& %dUnaktivestamme

K1 NADH

E NADH-Unaktiv

47%

10%

NADPH 1 NADPH-Unaktiv

CM- Anacys .- %NADH- %Rotenon
47%\

53%
k1 NADH
O Rotenon

CM- Anacys.- %NADPH- %Rotenon

[y

NADPH
O Rotenon

50%

CM- Anacys.- %NADH- %Antimycin

50%

\

3 NADH

50%

B Antimycin

CM- Anacys .- %NADPH- %Antimycin
50%

NADPH
B Antimycin

CM- Anacys .-%NADH-
%Rotenon&Antimycin
34%

47%

19%

&l NADH O Rotenon E Antimycin

CM-Anacys .-%NADPH-
%Rotenon&Antimycin

33%

NADPH 0O Rotenon E Antimycin
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7.2.3

Interpretation der ICM-Kurven unter Stressbedingungen.

ICM- Anacys.- Stress- YdNADH& YdNADPH& %dUnaktivestamme
7%

47%

NADH

B NADH-Unaktiv NADPH

5%

E1 NADPH-Unaktiv

ICM- Anacys .- Stress- %NADH-
%Rotenon

50%

50%

B NADH
O Rotenon

ICM- Anacys.-Stress- %NADPH-

%Rotenon
50%
\G 50%
NADPH
O Rotenon

ICM-Anacys .- Stress- %NADH-

%Antimycin
50%\

50%

ICM- Anacys .- Stress- %NADPH-
%Antimycin

48%}

52%
&1 NADH NADPH
E Antimycin E Antimycin
ICM-Anacys .-Stress-%NADH- ICM-Anacys.- Stress-%NADPH-
%Rotenon&Antimycin %Rotenon&Antimycin
38% 34%

33%
37%

30%

O NADH 0O Rotenon E Antimycin

28%

E NADPH ORotenon HE Antimycin
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7.2.4

Interpretation der CM-Kurven unter Stressbedingungen.

CM- Anacys.- Stress- ¥dNADH- YdNADPH- %dUnaktive stamme

4%

i

SN

NADH B NADH-Unaktiv NADPH [E NADPH-Unaktiv

68%

CM- Anacys.- Stress- %NADH-
%Rotenon

35%

&l NADH
O Rotenon

65%

CM- Anacys .- Stress- %NADPH-
%Rotenon

45%

55%

NADPH
O Rotenon

CM- Anacys.- Stress- %NADH-
%Antimycin

43% X

M NADH
E Antimycin

57%

CM- Anacys.- Stress- %NADPH-
%Antimycin

50%
NADPH
E Antimycin

CM-Anacys .-Stress-%NADH-
%Rotenon& Antimycin

NADH [ORotenon E Antimycin

CM-Anacys.- Stress-%NADPH-
%Rotenon& Antimycin

36%

E NADPH 0ORotenon E Antimycin
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7.3 Anabeana PCC 7120

7.3.1  Interpretation der ICM-Kurven unter

Bedingungen.

normalen

3%

ICM- Anabeana- Y0NADH- YNADPH- %dUnaktive Stamme

48%j &S\

NADH  H NADH-Unaktiv NADPH & NADPH-Unaktiv

ICM- Anabeana- %NADH-
%Rotenon

45%

NADH
O Rotenon

o A

55%

ICM- Anabeana- %NADPH-
%Rotenon

36%

NADPH
O Rotenon

ICM- Anabeana- %NADH-
%Antimycin

E NADH
E Antimycin

ICM- Anabeana- %NADPH-
%ANntimycin

NADPH
E Antimycin

ICM- Anabeana-%NADH-
%Rotenon& Antimycin

& NADH 0O Rotenon E Antimycin

ICM- Anabeana-%NADPH-%

Rotenon& Antimycin
23%

49%

NADPH O Rotenon B Antimycin
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7.3.2

ICM- Anabeana- Stress- Y0NADH-%INADPH- % Unaktive Stamme

& NADH ® NADH-Unaktiv

NADPH

& NADPH-Unaktiv

Interpretation der ICM-Kurven unter Stressbedingungen.

ICM- Anabeana- %NADH- %Rotenon

33%

67%

&I NADH
O Rotenon

ICM- Anabeana- %NADPH-
%Rotenon
44%
56%
NADPH
O Rotenon

ICM- Anabeana- %NADH-
%Antimycin

60%
O NADH
B Antimycin

ICM- Anabeana- %NADPH-
%Antimycin

48%\

52%

NADPH
EH Antimycin

ICM-Anabeana-%NADH-%Rotenon
&Antimycin

31%

23%

E NADH 0O Rotenon E Antimycin

ICM-Anabeana-%NADPH-%Rotenon &
Antimycin

35% 37%

28%

E NADPH 0ORotenon E Antimycin
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7.4 Spnechocystis PCC 6803

Interpretation der

Bedingungen.

ICM-Kurven

unter

ICM- Synecho.-¥dNADH- ¥NADPH- % Unaktive Stamme

NADH B NADH-Unaktiv

NADPH

1%

& NADPH-Unaktiv

normalen

ICM- Synecho.-% NADH- %Rotenon

46%

54%
O NADH
0O Rotenon

ICM- Synecho.-% NADPH-% Rotenon

=

51%

NADPH
O Rotenon

ICM- Synecho.-%NADH-%ANntimycin

é -52%

NADH
B Antimycin

ICM- Synecho.-%NADPH- %
Antimycin

NADPH
B Antimycin

ICM- Synecho.- %NADH- % Rotenon
& Antimycin

34%

kI NADH 0O Rotenon E Antimycin

ICM- Synecho.-%NADPH-
%Rotenon&Antimycin

35%

28%

EINADPH [ORotenon B Antimycin
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74.2

Interpretation der CM-Kurven unter normalen Bedingungen.

CM-Synecho.-¥dNADH-%NADPH-%Unaktive Stamme

NADH B NADH-Unaktiv

NADPH

80%

= NADPH-Unaktiv

CM- Synecho.- %NADH- %Rotenon

41%

59%
&1 NADH

O Rotenon

CM- Synecho.- %NADPH-
%Rotenon

42%

58%
NADPH

O Rotenon

CM- Synecho.- %NADH-%Antimycin

53%
& NADH
E Antimycin

CM- Synecho.- %NADPH-
%Antimycin

NADPH
B Antimycin

CM- Synecho. %NADH-%Rotenon &
Antimycin

32%

O NADH 0O Rotenon E Antimycin

CM-Synecho.- %NADPH-
%Rotenon & Antimycin

21%

33%

ElNADPH 0O Rotenon E Antimycin
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7.4.3

Interpretation den ICM-Kurven unter Stressbedingungen.

ICM-Synecho.-Stress-%NADH-%NADPH-%Unaktive Stamme

A& NADH

B NADH-Unaktiv NADPH

& NADPH-Unaktiv

ICM- Synecho.-Stress- %NADH-

ICM- Synecho.- Stress- %NADPH-

%Rotenon %Rotenon
46%
\
50%
0,
54% 50%
& NADH NADPH
O Rotenon O Rotenon
ICM- Synecho.- Stress- %NADH- ICM- Synecho.-Stress-%NADPH-
%Antimycin %Antimycin
49%
\
51% 50%
NADH NADPH
B Antimycin B Antimycin

ICM- Synecho.-Stress-%NADPH-
%Rotenon & Antimycin

ICM- Synecho.-Stress- %NADPH-
%Rotenon & Antimycin

31%
B NADH 0ORotenon E Antimycin

37%

B NADPH 0O Rotenon E Antimycin
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744

Interpretation der CM-Kurven unter Stressbedingungen.

CM- Synecho.-Stress-%NADH-%INADPH-% Unaktive Stamme

= NADH

& NADH-Unaktiv

NADPH B NADPH-Unaktiv

CM- Synecho.- Stress-%NADH-
%Rotenon

ot

NADH
O Rotenon

46%

CM- Synecho.- Stress-%NADPH-
%Rotenon
33%
67%
NADPH °
O Rotenon

CM- Synecho.- Stress- %NADH-
%Antimycin

48% X

52%

&l NADH
B Antimycin

CM- Synecho.- Stress-%NADPH-
%Antimycin

50%

50%
NADPH

B Antimycin

CM- Synecho.-Stress-%NADH-
%Rotenon &Antimycin

32%

& NADH O Rotenon

E Antimycin

CM- Synecho.-Stress- %NADPH-
%Rotenon &Antimycin

34%

33%
EANADPH 0O Rotenon E Antimycin
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