Regulation der C/N-Assimilation In
autotrophen Zellen (Cyanobakterien)
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EinfUhrung in die Biochemie

Regulation von N-Assimilationsgenen durch NtcA
Regulation von C-Assimilationsgenen durch CcmR
Das PII Protein als Sensor des N(/C) Verhaltnis
Ausblick zu C-Regulation



In photoautotrophen Zellen wird CO, und NH; assimiliert
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Die autotrophe CO,-Fixierung erfolgt durch ein
Ineffizientes Enzym
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Cyanobakterien haben einen Kohlenstoff-
Konzentrierungsmechanismus entwickelt

Transporter akkumulieren
bis zu 1000fach Bicarbonat
in der Zelle.

CO,-Mangel induziert
Hoch-affine Transporter auf
Genexpressionsebene.

Plasma membrane
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RubisCO ist im Carboxysom
lokalisiert, einem prokaryot.
Organell mit Proteinhtille.
Dort setzt die Carbon-
Anhydrase (CA) CO, frei und
RubisCO ist gesattigt.




Die autotrophe CO,-Fixierung im Ozean ist v.a. Fe-limitiert
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Ca. die Halfte der Kohlenstofffixierung findet im Ozean statt, v.a. durch Cyanobakterien.
Zusatz von Eisen wirde Produktion erhéhen und CO, vermindern!



Regulation von Genen fur die C-Assimilation
CcmR (Repressor) und CmpR regulieren CCM-Gene
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Anpassung an CO,-Mangel
erhoht CO,-Affinitat!
CcmR-Mutation erhoht CO,-

Affinitat unter Hoch-CO, NDH-1L
z.B. CO, Domane in Ndhl B oo | oo

NDH-1MS

Pflanzenphysiologie

PUR
Universitédt Rostoc.

k 2%



Bindung des TF CmpR wird durch 2-Phosphoglycolat aktiv
Aktiviert ein HCO; Aufnahmesystem
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Fig. 6. Mobility shift assays showing the
effects of various metabolites and signalling
molecules on binding of CmpR to the cmp
operon regulatory region.

A. Effects of various compounds in the
millimolar concentration range. Extract of

E. coli harbouring pTrc99A/cmpR was added
to the reaction mixtures to give 1 ug of total
protein (lanes 2—-22). NADH (lanes 3-5),
NADPH (lanes 6-8), cAMP (lanes 9-11),
RuBP (lane 13), 3-PGA (lanes 14-16), 2-PG
(lanes 17-19) and 2-OG (lanes 20-22) were
added to give the indicated final
concentrations.

B. Effects of different concentrations of RuBP.
C. Effects of different concentrations of 2-PG.
D. Effects of different concentrations of
glycolate.

In (B)—(D), extracts of E. coli harbouring
pTrc99A and pTrc99A/cmpR were added to
the reaction mixtures as indicated, giving 1 ug
of total protein. RuBP, 2-PG and glycolate
were added to give the indicated final
concentrations in (B), (C) and (D)
respectively. Mobility shift assays were
performed as described in the legend to

Fig. 5. C1-C5, DNA—protein complexes; F,

free probe.
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Viele Gene der CO,-Assimilation werden durch CcmR
reprimiert — Wie ist die Signalkette?
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2012;7(7):e41286. doi: 10.1371/journal.pone.0041286. Epub 2012 Jul 20.

Regulation of the cyanobacterial CO2-concentrating mechanism involves internal sensing of NADP+ and a-ketogutarate
levels by transcription factor CcmR.

Microbiology and Molecular Genetics, Oklahoma State University, Stillwater, Oklahoma, United States of America.
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Viele Gene der CO,-Assimilation werden durch CcmR
reprimiert — CcmR bindet an Promotoren!

Promotorbindung in vitro — DNA-Proteinkomplexe in der Plasmonresonanz-Spektroskopie
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Viele Gene der CO,-Assimilation werden durch CcmR
reprimiert -NADP* und 20G wirken als Corepressoren!

Promotorbindung in vitro — DNA-Proteinkomplexe in der Plasmonresonanz-Spektroskopie
ndhF3 Promotorbindung durch CcmR in Gegenwart verschiedener Metaboliten
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Modell zur Regulation der CO,-Assimilation in Abhangigkeit
von Metaboliten 2PG wirkt als Aktivator, NADP* und 20G
wirken als Corepressoren!
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Gene der N-Assimilation werden durch den positiven
Regulator NtcA aktiviert

) -helix (b)

sp

CANONICAL NicA-binding =10 box I N-regulated gene

~22 bp
GTANGTAC TAN,] hetC, devBCA, ginA

Sequence change

M — Imperfect NicA site at ca. -41.5  peild | niflf, cphd !

Position change )
0 Consensus site further upstream of -41.5  nired, cox2, cox3, ephifiAl

Mo site for NicA  herR, mied (Py)
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Die NtcA-Bindestelle erlaubt Vorhersagen tber N-regulierte
Gene

A NtcB-binding motif NtcB-binding motif NtcA-binding motif -10 element

PCC7942_nirA TGATTACTTAATCTTTGTTCTGC C TTGCAGAACATGCATIGATTTACAAAAAGTTIGTAGTTTCTGTTA TTGCGAATCGAGAACTGCOTAATCTGCCGACTAT -29
PCC6803_nira ACATGTTTAACAAAATTTAACGCATATGCTANATGCGTAAACTGCATATGCCTTGGCTGAGTIGTAATTTACGTTA TTTTAACGAAACGGGAACCOTATATTGATCTCT.  -23
PCC6803_nrtA ACTGCAGTTATIVTGCAAAATAAGCC, ACCANTGCAGTAATCGCATIGAAAATTAATTATTAGTTACAAACTATACAAATATTTACAAGGAAAAAATCCAGTCTRGGAATCTG -45
P.bo_nirA CCGCCGACAGATGACGAAAACCAATCGGCTTT TGCAGARACGTC ATATTATGAAAAGTTTTIGTAACAACAGATACGAATGTCCTCTGTGATCCCGATITACCTTITACTCAGTA -84

PCC7002_nirA TGTCGATTGAATCCGGCGATCCCATCATCAATIV T TCTGATTTCGCANAAGCAAGCCAGGCCOQGTAGTTAACACTACAAAATCTCCCTGACTGAATGTTITACCTTGGTCAAATC -60
PCC7002_nrtP GAAGCTTAGGATGCAGGATTAAGCCLCTTG TN TCCCAAAAGCGCATICGATCCCCATAAAGAGTATCAGCGGTTACGAATTTAGCGAAGAAAGAATGTGATTCTIITATCACAA  ~224
PCC7120_nirA GTTAAGTGTAATCCAGAAAACGCATATTCTCTIATTAAACTTACGCATITAATACGAGAATTTTIGTAGCTACTTATAQTATTTTACCTGAGATCCCGACATAACCTITAGAAGTAT 460
ATCC29413_nirA AGTATATGTGATGCAGAAAACGCATGTTAATTITTTAATTTAAGCATTAATACTAGAATTCTIGTAGCTACTTATAQTATTTTACATTAGATCCCAACATAACCTITAGAAGTAT ~574
ATCC29133_nirA GCCGACCTTGA T(} CAAAAAATGCATATTATGON TCCATTTTCAGC ANTTTTACTAAAAAATOGTAACAATTTATACGATTTTAACAGAAATCTCGTCTIPAAGTTRTGAGTATC  ~247
NIES-3 9_nIrA CCTGGCAAGTINTGCGTTTTTTACATATTATATI. TGCAATAATTCC TCAGAGGTTTTATIGTATCTTCAACTA TTATCACTGATTCTGAATTITAATCTACAAATCAT -27
NIES-39_nrtpP TTACCCCATOATGCAAAAATAACATIIGTTAATIA T GCAAAAAGTTC ATICAAACTTAGGATTTTIGTAATATTAGC TA TTTAACTGATTTTTCAGCTIIAACCTACTGATTAA =253
NIES-39_nrtA TTTCACTCAGATGCAAGTTACGCATIGACCGAANTGCGTAAAATAAY CAATCTAAAAATTIGTAGTTGCCGATACATAAACCCCTGGTGATTTTTCTPAGATTGTGGACACA -86
BP1_nirA TTAGCAATANATACAGTTTCACAATATCTGTANTACAAAAACTCTATICGAGACAAGAAAAAAGTAGCAAAATTTAM TGTTCATGATTCATCTGGCIAAATTGGATGTTCA -31
JA-3-3Ab_nirA GACTGACTTTI\ TGCATAAAGCGCAATTCGAGAN TGACAAAACTGCA CCTGTTACAAAGTIGTAACTGCCAATA! GTTAACGGTTCGTCATC AGGGTIAGCTAGTG =21

IMS10 l_nIrA AGAGTCTTTTIA TGCTAATAAATCCATITTTAACAATGCATARATGTCAT GACTCTATTTTGTTATATAAGCTACGAATTCTTTATTTCCTTTCCT -148
MBICIC1017_nirA GTAGGGTTCTINTGCAGCTTTAGCATGAATC GCCAAGAACTACA AGCCTATCACTTTGTAACGACTGATACGAACGATCCCAATGGGAGTCG -65
NIES-843_nirA CCCCCCCTCANTGCACTTACTGCATGATATAANNTCCTTAAACACGATIGGTTAACGGATTTCTIGTTACAGACAATA TTACCCAAGTTAAAACGA, -139
NIES-843 narB ACAGGTTTAATGCGCGATTTGCATEAC TGGCAATTTAGCTAAGGCTTGTAATAAATTGTATTAATAACTACAATTTGGCCGAGAAAATCTGCC -37
NIES-843_nrtA ATCGCCCCACQATGCGTTTCAGACY TGCTTTTATGACATIGGCTGACAATATTTTIGTAACAATCTATACGAATTTTCCTGTTGAAGACTGT) =315
PCC7425_nirA TTGTGAGATTIN TGCAGGTTTGGCATICGATCCOATGACAAAAAGTC ACRATAGGTAAATTTTTIGTAACTTAATATACCAATTACCCTCTAGGACTCCCO -72
PCC7424_nirA ATATTTTATAQATGCAATAATCGCATIAATT, TGCTTTTTTTTC AAGAATAGAAAAGTTTGGTAACAAAAGACACAAAGTAGTCGGGAAATTCTCCGET -65

PCC7424_nrtP GCTTGCCTTGATGCAATTTAAGCATITTTTTATIA TGTAATTAATCGA T TCAAGTTACTTTTGGTAACAAAAGATACGAAAGTTTGATAAATCCAATGAGATTCTITATCACATG  -228
PCC7424_nrtA ACTCCCTTCTC TTAAGAAAATGCANTATTATTIATGCAAAAAACGCATCAAATAGTTTTTTTTIGTTACAAAAACTACAAATTTCTGAATTAAAGACTGTRAATTTIPAAATTACA ~170
PCC7424_narB AATCTTTCCTATCCTGAAATTCCATIAAAAATTIATTC TGAAATAGTAATTCACGCTCTAATTGGTATGAAAAGTTACAGTTTACTTCAAGGATTCTCAAGAGGATAAAGAACAG =51
PCC8801_nirA AATAGTTGTTIWTGCAAAATAATCATICTTT. ATCCGCTTTTTACATAAAATCCTTATTTTTIGTTACAATTAATACAAAAATTATCCAAAACAAACCAT TAAATIGAGAACAAA -24
PCC8801_nrtA TCTTTAAGCTIATGCAAAAACCACATRAAAAGCAN TGO TTTTATTCC AMAAATTGTAATATTTTIGTAGCAAATAATACGAAAAATTCAAAATCCCCATG! TGCTITTATCTAG ~133
ATCC51142 _nirA CGCAACT ATGCAAAAAATCCATIAATT. TGCAAAAAACCGGATITTTAATACAATTTTIGTTACATTAGCTA TATCTCAAATGGTAGAG AAATAGGTACAAC -25
NIES-39_cobA ACCTCTGATTIT TGCAATTATTGCCATATATAATIATGTAAAAAACGCATACTTGCCAGGTTTTAGTATTTTGGAATACCAAATTCCGGGGAAATTCACCATAATTTGGGTTCATC =77
PCC7002_focA GGTGTTTTTAATCTAAAAACGTAATITCAA' ATGCATAGAACTCAAGTGCCCTCAAAAATQGTAGCTTTGGTTACACATTTTCAGGATTTCCTTGTTTAACTTATGACCTAT -443
PCC7421_nirA GGGACGCTGGCTCTCGAAAGGTTATTGACTCAANTAACCGTTGGTTTTCGGTTGGCAATTTTTIGTAGAGACGGGCACATTTTGTTGCGCCCGGGACCGOI TCTGTIEGAAAGGAG -26
PCC7421_nrtA CCTGACGGGCATTCCATGTGGTTATICGGC TCCTGGGATTTTGTIGTATCAGAAAACACGATTAGGCCGCGGTACAGCGTEI TTCCTEATGTAAAC -26
PCC8801_narB CGTAAAGGGGTAAGTCCGTAATGTCCGATAA TIGATTTTCCCCCACCTIGTATTACCAAATA! CCACTTTTCTCATCCCTTGAQICCT TTGAGAA -115
ATCC51142_narB TCTTGCCAAATGATTACTTTTACTITCATTAGTCTTTGTTTTTTATI TGAAAGGAATTGATTIGTCTTGATCATAA! ACATMNAHTMCATMﬂITGTA TAAAA =230
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NtcA bindet in Abhangigkeit von Signalen an den
Promotor — v.a. 2-Oxoglutarat
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Das trimere PIl Protein sensiert Anderungen im C/N
Gehalt
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Das trimere PIl Protein sensiert Anderungen im C/N
Gehalt

Pll Signaling in Cyanobacteria
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Das trimere PIl Protein verandert seine Struktur nach
Bindung von 2-Oxoglutarat — NAGK-Aktivierung
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Ein Adapterprotein verbindet Pll und NtcA - PipX

Pll control over NtcA : mediated by PipX

Yeast-Two Hybrid Screening:

«—> -4—>[ NtcA J

“Pll interacting protein”

Biochemistry:

Interaction impaired by Interaction
ATP + 2-oxoglutarate stimulated by 2-

Insensitive towards oxoglutarate
Pll-Phosphorylation




2-Oxoglutarat Ubersetzt N-Mangel/Uberschuss in NtcA-Akt.

PipX is a transcriptional co-activator of NtcA

|“~.|H4+ Pl
NtcA
S

PipX

Transcription QOFF

oofl @@ ]

Transcription partially ON

@ e o

Transcription Maximalhy ON

Espinosa et al., Mol. Microbiol. 81: 457-466
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Pll-Mutanten zeigten keine Anderung CO,-regulierter Gene -
nur N-regulierte Gene waren dereguliert.

Wir vermuten einen spezifischen CO,-Aktivator?

Wie ist das Ganze in Pflanzen reqguliert?
Dort existieren Pll sowie Homologe zu CcmR/NtcA etc.



Zur Zeit sind ca. 130 Cyanobakteriengenome bekannt
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Mutationen in moglichen Transkriptionsfaktoren

Bachelorarbeit von Friedrich Kirsch

Untersuchung von Mutanten Grofe des PCR-
Produkts

sl18020 (WT) 1396 bp

sl18020::Sm 2772 bp

slr0449 (WT) 1554 bp

slr0449::Km 2281 bp

Asll8020 AsIr0449
n KmA +K -K
s d <— Mutante .
<— WT-Gen -

o - £ Mutante
s +— WT-Gen

Mdgliche Struktur von SIr0449 (dhnlich CAP!)

- Pflanzenphysiologie \
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Expressionsuntersuchungen von CCM-Genen

Vergleich der Expression der CCM-Gene sbtA und cmpA

HCO;

Cytoplasmic
membrane
HCO, HCO;
CmpABCD SbtA - Na'/HCO,
(traffic ATPase) symport ?

Badger MR, Price G D J. Exp. Bot. 2003;54:609-622
©2003 by Oxford University Press

Induktion beider Gene durch CO,-Mangel

Transport von Bicarbonat

SbtA: Na*-abhangiger Transport

CmpA: Untereinheit von ABC-Transporter
(ATP-Binding-Cassette)

In Cyanobakterien sind insgesamt 5
Aufnahmesysteme fur CO, bzw. HCO3™ bekannt
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Expressionsuntersuchungen von CCM-Genen

Genexpression bei Niedrig-CO,
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Modell zur transkriptionellen Regulation des
CCM

Hoch-CO, Niedrig-CO,

SIr0449
(CtcA)
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Fur die Expression der Gene des CCM ist neben der Inaktivierung des Repressors noch
eine aktivierende Komponente erforderlich, die als CtcA (SIr0449) bezeichnet wird.
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Mutationen in moglichen PllI-Analogen

Masterarbeit von Florian Hase



