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Kapitel 1

Abstract

In this work, I investigated the regulation of photosynthetic membrane (PM) synthesis
in the nonsulfur purple bacterium Rhodospirillum rubrum. For that purpose, I performed
growth experiments with the addition of chemical substances that can alter the intra-
cellular redox potential. R. rubrum reacted to quantitative changes in the glutathione
(GSH) pool with alteration in PM synthesis. A rise in intracellular reduced GSH was
established by active uptake of GSH from the culture medium and influenced the PM
levels positively, whereas a depletion of GSH by diethylinaleate or diamide lowered PM
synthesis drastically. The GSH uptake rate was 0.049 mM/(g*h). The larger amount of
intracellular GSH did not cause a reduction of the intracellular redox potential. This
was kept at ~-220 mV by oxidation of small amounts of GSH to GSSG, as shown by in-
tracellular GSH measurements. The electrons that were additionally available from this
reaction were discharged via the electron transport chain and caused a higher reduction
level in the ubiquinone pool.

Dithiothreitol (DTT) caused a decrease in PM synthesis, in spite of the fact that it is
a strong reducing agent. This effect might have arisen from the switching of reductive
stress to oxidative stress by elavation of respiration rates and the accompanying creation
of reactive oxygen species. Accordingly, R. rubrum cells in aerobic cultivations did not
tolerate DTT and showed a decrease of optical density after the addition of more than
0.25 mM. The addition of GSH did probably not cause oxidative stress, because the
transfer of electrons to the electron transport chain is in this case catalyzed by enzy-
mes and therewith occurs with controlled rates. Alternative electron acceptors, such as
dimethylsulfoxide (DMSO), influenced PM synthesis in a negative way, although they
should not cause changes in the GSH/GSSG amounts.
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PpsR proteins are widely known as master regulators of photosynthesis genes and have
been extensively studied in other nonsulfur purple bacteria. The results from heterolo-
gous expression, overexpression and deletion of the ppsR- gene from R. rubrum showed
consistently, that PpsR activated PM synthesis. The PpsR protein from heterologous
expression showed oxidized bands on a native PAGE at redox potentials higher than
-150 mV, which would be significantly higher than the cellular redox potential. This
indicates a direct oxidation of PpsR by oxygen or other oxidizing substances, similar to
CrtJ from Rhodobacter capsulatus.

The ligand affinity chromatography with ubiquinone as a ligand did not produce unam-
biguous results. However, many results hint on the existence of at least one additional
regulator for the photosynthetic genes in R. rubrum. This regulator would probably in-
tegrate signals from the redox state of the ubiquinone pool, because this signal seems to
play a significant role in PM synthesis. This regulator is still unknown and could not be
identified, although there were specific bands from the ligand affinity chromatography
on the SDS-PAGEs.

The ppsR- deletion mutant of R. rubrum could not synthesize any PM while in the
ppsR-overexpression mutant PM-expression was only slightly enhanced. This suggests,
that PM synthesis is controlled by at least one additional regulator, which is probab-
ly a repressor. This regulator is so far unknown, as is a sensory protein detecting the
ubiquinone redox state, so it could be speculated that this was about an interplaying
sensor system.

In summary, this work draws a new scheme of PM regulation in R. rubrum. It includes
an activating PpsR protein and at least one protein for the detection of the redox state
in the ubiquinone pool, with a response regulator that possibly acts as a repressor. Such
a combination of regulators has so far not been described for purple nonsulfur bacteria

and represents therefore a great potential for new and interesting research.
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Einleitung

2.1 Ziele dieser Arbeit

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die Mechanismen der Redoxregulation der Photosyn-
thesemembran (PM)-Produktion in dem fakultativ phototrophen Bakterium Rhodospi-
rillum rubrum besser zu verstehen. Dazu soll zundchst das Verhalten der Redoxregu-
lation genauer untersucht werden. Nach dem Beispiel von Malpica et al. [2004] werden
Substanzen zu Kultivierungen von R. rubrum zugegeben, die das intra- und extrazellu-
lire Redoxpotential beeinflussen kénnen. Von diesen Versuchen soll abgeleitet werden,
welche Redoxpools in die Signaltransduktion involviert sind.

Ein in anderen Nichtschwefel-Purpurbakterien (NSPB) gut charakterisierter Regulator,
PpsR, wurde im Genom von R. rubrum bereits annotiert. Experimentelle Daten liegen
zu diesem Protein aber noch nicht vor. Durch Anwendung verschiedener molekularbio-
logischer und proteinbiochemischer Methoden soll der PpsR-Regulator aus R. rubrum
untersucht werden. Ein Homolog zu dem ebenfalls in NSPB weit verbreiteten Regulati-
onssystem RegB/RegA (PrrB/PrrA) konnte in R. rubrum bisher nicht annotiert werden
[Hunter 2009]. Ob es in R. rubrum ein System gibt, das den Redoxzustand des Chinon-
pools detektieren kann, ist daher unbekannt.

Zu Beginn dieser Arbeit entstand die Idee, dass sich eine unbekannte chinonbindende
Histidinkinase {iber eine Ligandenaffinitdtschromatographie screenen lassen kénnte. Der
Ligand sollte ein Ubichinon sein, denn RegB bindet Ubichinon an einer regulatorischen
Bindungsstelle [Wu and Bauer 2010]. Zunéchst muss ein geeignetes Sdulenmaterial ent-
wickelt werden, das dann mit bekannten Ubichinon-bindenden Proteinen getestet werden

kann. Dann soll aus R. rubrum eine analoge Histidinkinase gescreent und mit Hilfe von
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modernen MALDI-TOF oder LC-MS/MS Methoden identifiziert werden.

So nahert sich diese Arbeit auf wachstumsphysiologischer und proteinbiochemischer Ebe-
ne der Problematik, dass {iber die genaue Regulation der PM-Expression in R. rubrum
praktisch nichts bekannt ist und die Unterschiede zu den verwandten Organismen wie
Rhodobacter capsulatus und Rhodobacter sphaeroides zu grof sind um Bekanntes von

einem auf den anderen Organismus zu {ibertragen.

2.2 Rhodospirillum rubrum

NSPB leben in verschiedenen Gewissern, bevorzugt in der anoxischen Zone. Sie verfiigen
iiber vielfdltige Moglichkeiten Stoffwechsel zu betreiben. Diese reichen von photoautotro-
pher oder photoheterotropher anoxygener Photosynthese bis hin zu chemoheterotropher
Lebensweise entweder anaerob mit fermentativem Stoffwechsel oder anaerober Atmung,
tiber mikroaerobe Atmung bis hin zu vollstandiger Aerobiose [Schultz and Weaver 1982].
Als Elektronendonoren fiir die Photosynthese nutzen NSPB bevorzugt organische Ver-
bindungen, wachsen also photoorganoheterotroph, aber sie verfiigen {iber die Enzyme
des Calvin-Zyklus und kénnen COs fixieren. Meistens wachsen sie mixotroph, kombinie-
ren also verschiedene Stoffwechselformen. Dadurch kénnen sie sich bestmoglich in den
Ubergangsbereichen in Gewissern etablieren und sehr flexibel auf sich indernde Bedin-
gungen reagieren. [Eitinger et al. 2007]

In dieser Arbeit wurde hauptsichlich mit dem « -Proteobakterium R. rubrum gear-
beitet. Wie seine Verwandten kann R. rubrum intracytoplasmatische Photosynthese-
membranen (PM) ausbilden, auf denen der Photosyntheseapparat lokalisiert ist [Oelze
and Kamen 1971|. R. rubrum besitzt ein Photosystem vom Typ II, das dem pflanz-
lichen System II &hnelt und Chinone als Elektronenakzeporen nutzt. Ein Photosys-
tem I gibt es nicht und auch der wasserspaltende Komplex fehlt. Das bedeutet, dass
keine Wagserspaltung und damit ein Gewinn von Reduktionsiquivalenten mit Sauer-
stoffproduktion stattfindet, sondern ein zyklischer Elektronentransport, der hauptsich-
lich der ATP-Regeneration, kurz der Energiegewinnung dient. Der Lichtsammelkomplex
(LH1) von R. rubrum enthilt Bakteriochlorophyll a als lichtaktives Molekiil. In anderen
Nichtschwefel-Purpurbakterien, wie z.B. bei Rb. sphaeroides oder Rb. capsulatus kommt
noch ein zweiter Lichtsammelkomplex (LH2) vor, dessen Expression je nach Lichtintensi-
tat variiert. Die Lichtsammelkomplexe unterscheiden sich in ihren Absorptionsmaxima.
|[Eitinger et al. 2007, Drews 1985]

Dadurch, dass in R. rubrum nur ein LH-Komplex gebildet wird der bei 880 nm ein Ab-
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sorbtionsmaximum aufweist, kann die Expression von PM leicht spektroskopisch quan-
titativ in vivo erfasst werden [Ghosh et al. 1994].

Generell wird bei Sauerstofflimitation, also mikroaeroben oder anaeroben Bedingungen,
die Bildung von PM induziert [Grammel et al. 2003]. Chlorophylle erzeugen in Verbin-
dung mit Sauerstoff und Licht ROS, z.B. HoO2 oder Superoxide, die Zellbestandteile
stark schidigen konnen [Glaeser and Klug 2005]. Unter oxidativen Bedingungen steht
durch Veratmen von Reduktionsidquivalenten genug Energie zur Verfiigung, so dass eine
Expression des Photosyntheseapparates nicht notwendig, sondern sogar gefihrlich ist.
Es ist also sinnvoll, dass die PM-Expression in Abhéngigkeit von oxidierenden Substan-
zen (z.B. Sauerstoff) in der Umgebung reguliert wird, die moglicherweise zu oxidativem
Stress und "~ reactive oxygen species” (ROS)-Bildung fithren kénnten [Bauer et al. 2003,
Li et al. 2004]. Aus diesem Grund und gemeinsam mit der einfachen Detektierbarkeit
bietet sich die PM deshalb als Indikator fiir das Redoxpotential, das die Gesamtheit
aller reduzierenden und oxidierenden Substanzen umfasst, im Kulturmedium an.

Die Lichtintensitdt scheint bei der Expression der PM in R. rubrum zwar eine Rolle
zu spielen, ist jedoch nicht der bestimmende Faktor. So produzieren mit Starklicht ver-
sorgte Zellen weniger PM als mit Schwachlicht versorgte, jedoch konnen im Dunklen
kultivierte Zellen unter Sauerstofflimitation ebenfalls vergleichbare Mengen an PM pro-
duzieren |Grammel et al. 2003|. Fiir die Optimierung der PM-Produktion in R. rubrum
in Dunkelkulturen entwickelten [Ghosh et al. 1994] das von [Sistrom 1960| konzipierte
Medium weiter. Zu Succinat als alleiniger Kohlenstoffquelle kam Fruktose als vergérba-
res Substrat dazu. Die PM-Synthese wurde dadurch deutlich gesteigert, wobei unklar
blieb, wie dieser Effekt regulatorisch zu Stande kommt [Grammel et al. 2003].
Insgesamt machen diese Eigenschaften, zusammen mit der Verfiigbarkeit der gesamten
Genomsequenz R. rubrum zu einem hervorragenden Modellorganismus fiir die Erfor-
schung von Wachstum in verschiedenen Redoxumgebungen, z.B. unter mikroaeroben
Bedingungen.

R. rubrum besitzt analog zu der Stoffwechselvielfalt kein einheitliches Erscheinungs-
bild, sondern passt Farbe und Zellform stark an die Umweltbedingungen an [Eitinger
et al. 2007]. Aerob wachsende Zellen sind kleine, fast weisse, gekriimmte Stdbchen, wih-
rend phototroph gewachsene Zellen lange Spirillen mit mehreren Windungen sein kon-
nen, die dunkelrot geférbt sind. Die rote Farbung entsteht durch die Einlagerung von
Carotinoiden, die vor oxidativem Stress durch Chlorophylle schiitzen |Glaeser and Klug
2005|. Bakteriochlorophyll a in R. rubrum sieht in vivo blau-griin aus, wie man an dem

Carotinoid-defizienten Stamm R. rubrum G9 erkennen kann [Cogdell et al. 1975, Lu-
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po and Ghosh 2004]. Oft, besonders unter limitierenden Bedingungen, ist R. rubrum
bipolar begeifelt.

2.3 Redoxpools der Zelle

Die Regulation des intrazelluldiren Redoxpotentials ist essentiell fiir das Ablaufen al-
ler Stoffwechselreaktionen in der Zelle. So werden im Katabolismus stindig reduzierte
Redoxéquivalente produziert, die dann entweder iiber die Atmungskette, die auch iiber
den Chinonpool verlauft, regeneriert und in Energie umgewandelt werden, oder in den
Anabolismus einflielien kénnen. Werden die Redoxdquivalente nicht regeneriert, kommt
der Stoffwechsel zum erliegen. [Madigan et al. 2003]

2.3.1 NAD/NADH und NADP/NADPH Pool

Wihrend der Oxidation eines Substrates zu COs wird gleichzeitig NADT zu NADH
reduziert, um die freiwerdende Energie aufzufangen. Da die NAD-Menge pro Zelle be-
grenzt ist, muss es wieder regeneriert werden damit der Stoffwechsel weiterarbeiten kann.
Dazu kann es entweder die Elektronen an die Atmungskette abgeben, wo sie dem Auftbau
eines Protonengradienten dienen und am Ende auf Sauerstoff oder einen alternativen
Elektronenakzeptor iibertragen werden, oder NAD muss {iber den fermentativen Stoff-
wechsel regeneriert werden, wenn kein Elektronenakzeptor zur Verfiigung steht [Eitinger
et al. 2007, Madigan et al. 2003].

Bereits Schon [1971] konnte zeigen, dass der Reduktionsgrad des NADH-Pools steigt, je
weniger Sauerstoff zur Verfiigung steht und sinkt, wenn ein Elektronenakzeptor anwe-
send ist. Die oxidiertesten Pools wurden in aeroben Lichtkulturen und die reduziertesten
in anaeroben Dunkelkulturen gemessen. Grammel and Ghosh [2008] zeigten auch einen
Zusammenhang des Reduktionsgrads des NAD/H-Pools mit dem Reduktionsgrad des
Substrates. In mikroaeroben R. rubrum -Kulturen mit Succinat waren die Pools oxi-
dierter, als in Kulturen, in denen zusdtzlich noch Fruktose zur Verfiigung stand.

Ein Teil der Elektronen wird fiir den Aufbau neuer Zellbestandteile gebraucht. Dazu
werden sie in der Regel auf NADP™ iibertragen. Der NADPH-Pool liegt daher in der
Regel reduzierter vor, als der NADH-Pool, bzw. das Verhiltnis von NADH/NADT ist
kleiner als NADPH/NADP* [Grammel and Ghosh 2008]. Die beiden Dinucleotidpools

sind in R. rubrum nur iiber das Enzym Transhydrogenase verbunden, die dadurch den
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Elektronenfluss von Katabolismus zum Anabolismus kontrollieren kann. Daher kann nur
geniigend NADPH fiir das Wachstum gebildet werden, wenn auch genug Energie zur Ver-
fiigung steht [Olausson et al. 1995]. Diese Korellation wurde auch schon von Schén [1971]
erwahnt. Die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, die in anderen Organismen NADPH

erzeugen kann, fehlt in R. rubrum |Grammel et al. 2003].

2.3.2 Der Chinonpool

Der Chinonpool ist in der Zellmembran lokalisiert und damit in einem anderen Kom-
partiment als die cytoplasmatischen Pools. In R. rubrum kommen nur Ubichinon und
Rhodochinon als Bestandteile vor, wobei Ubichinon mit unterschiedlich vielen Isopren-
einheiten im lipophilen Molekiilteil als Q10 und Q9 vorkommt. Rhodochinon hat 10
Isopreneinheiten. [Grammel and Ghosh 2008|

Der Chinonpool kann auf verschiedenen Wegen mit Elektronen gespeist werden: Die
NADH-Dehydrogenase iibertrigt Elektronen von NADH auf Ubichinon und die Succinat-
Dehydrogenase leitet Elektronen von Succinat in diesen Pool. So ist der Chinonpool di-
rekt mit dem Citratzyklus verbunden. Auch wenn Photosynthese betrieben wird, fliefen
die Elektronen aus dem Photosystem {iber den Chinonpool in die Elektronentransport-
kette. |Klamt et al. 2008]

Fiir den Chinonpool wird auch eine wichtige Rolle in der Genregulation diskutiert.
Als Ligand kann oxidiertes Ubichinon die Phosphorylierungsaktivitdt von Histidinkina-
sen unterdriicken. Dies geschieht zum Beispiel an der Histidinkinase RegB aus dem
RegB/RegA Zweikomponentensystem in Rb. capsulatus [Elsen et al. 2004], das auch in
die Regulation der Photosynthesegene in vielen NSPB involviert ist. Die Funktion des
RegB/RegA Zweikomponentensystems wird in 2.4.1 genauer beschrieben.
Rhodochinon ist essentiell fiir die anaerobe Atmung in R. rubrum. Es scheint an der
Regeneration von NAD™ iiber die Fumaratreduktase beteiligt zu sein. Ob es auch eine
dhnliche regulatorische Funktion wie Ubichinon hat ist unbekannt. Ein essentielles Gen
fiir die Rhodochinonsynthese und die Funktion von Rhodochinon wurden erst kiirzlich
mit Hilfe der R. rubrum Mutante F11 aufgekldrt. [Lonjers et al. 2012].

In dieser Arbeit kam zusétzlich zum Wildtyp der R. rubrum -Stamm SN20 zum FEinsatz.
In diesem Stamm wurde durch Nitrosoguanidin eine Mutation im UbiD-Gen erzeugt,
wodurch sehr viel geringere Ubichinonmengen synthetisiert werden als im Wildtyp S1
(Grammel, pers. Mitteilung). Entgegen der Erwartungen fiihrte ein kleinerer Ubichinon-

pool bei diesem Stamm nicht zu erhéhter PM-Synthese, sondern eher zu etwas niedri-
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geren Werten. Dies weist darauf hin, das Ubichinon in R. rubrum eine andere Rolle fiir

die Genregulation spielt als in Rb. capsulatus (vgl. 2.4.1).

2.3.3 Der Glutathionpool

Glutathion (GSH) ist ein Pseudotripeptid aus Glutamat, Cystein und Glycin, mit einer
~- Bindung zwischen Cystein und Glutaminsdure. Die wichtigste der drei Aminosdu-
ren ist Cystein, das durch die Thiolgruppe fiir die Redoxaktivitit des Pseudopeptids
sorgt. Unter oxidierenden Bedingungen bilden zwei Molekiile GSH die oxidierte Form
des Glutathions: Glutathion-Disulfid (GSSG). GSSG ist also ein Dimer aus zwei GSH-
Molekiilen, die iiber eine Schwefelbriicke an ihrem Cysteinrest kovalent verbunden sind.
[Meister and Anderson 1983, Boyland and Chasseaud 1967|

GSSG kann von Zellen mit dem Enzym Glutathionreduktase unter NADPH-Verbrauch
zu zwei Molekiilen GSH regeneriert werden. In allen bisher untersuchten Zellen liegt der
GSH-Pool vorwiegend reduziert vor. |[Meister and Anderson 1983]

Dies spiegelt auch eine wichtige Aufgabe des GSH-Pools wieder, ndmlich den Schutz vor
oxidativem Stress und ROS wie z.B. Superoxid oder Wasserstoffperoxid, die wihrend
der Atmung der Zelle entstehen kénnen [Forman et al. 2009]. Besonders in Organis-
men die Chlorophylle bilden kénnen ist der Schutz vor ROS {iberlebenswichtig, denn
Chlorophylle produzieren ROS in grofen Mengen, wenn sie gleichzeitig mit Licht und
Sauerstoff in Beriihrung kommen [Li et al. 2004], (vgl. 2.2).

Unter oxidativem Stress kann GSH auf verschiedene Art die Zelle schiitzen: Durch sein
niedriges Redoxpotential von -240 mV hat GSH antioxidative Wirkung, was bedeutet,
dass es bevorzugt oxidiert wird und so Radikale abfingt [Aslund et al. 1997|. Dieser
Prozess wird durch die Glutathion-S-Transferasen beschleunigt. Sie fusionieren GSH
mit Xenobiotika oder anderen Molekiilen, die oxidativen Stress verursachen. Das Pro-
dukt wird in der Regel ausgeschleust oder abgebaut [Boyland and Chasseaud 1967].
GSH kann durch Glutathionylierung, also durch das Eingehen kovalenter Verbindun-
gen mit besonders gefihrdeten Thiolresten in Proteinen, die irreversible Oxidation zu
Schwefeloxiden verhindern und es kann Elektronen zur Reduktion oxidierter Thiole lie-
fern. [Masip et al. 2006, Forman et al. 2009]

GSH kann &hnlich wie NADPH als Elektronenquelle fiir Stoffwechselreaktionen ge-
nutzt werden. Dies tun die Enzyme Ribonucleotid Reduktase und Phosphoadenosin-
phosphosulfat Reduktase. Fiir die Nutzung von GSH als Elektronendonor sind zu-
sitzliche Enzyme, die Glutaredoxine erforderlich [Aslund et al. 1997|. Mutationen in



2.3 Redoxpools der Zelle

Glutaredoxin-Genen von Rb. capsulatus filhrten zu héherer Empfindlichkeit gegeniiber
oxidativem Stress, zu langsameren Wachstumsraten und geringerer PM-Expression [Li
et al. 2004].

Abbildung 2.1 zeigt eine schematische Ubersicht iiber das Zusammenwirken der Redox-
pools mit dem Zentralstoffwechsel und der Elektronentransportkette in R. rubrum. Sie
zeigt auch, wie Redoxsignale aus dem Stoffwechsel auf die Genregulation wirken kénn-
ten. Vor allem ist deutlich zu erkennen, dass es sich um ein vernetztes System handelt,

aus dem die einzelnen Komponenten wie z.B. Zentralstoffwechsel oder Elektronentrans-

portkette nur schwer einzeln analysiert werden kénnen.
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Abbildung 2.1

Schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Redoxpools, Zentralstoffwechsel und
Genregulation in R. rubrum, Proteine sind orange umrandet, Pools sind schwarz umrandet, Uber-
tragung von Elektronen werden durch blaue Pfeile dargestellt, Signaltransduktionen durch rote
gestrichelte Pfeile (wobei aus Platzgriinden nur die Wirkung der Redoxpools dargestellt wird,
nicht aber die Antwort der Genregulation), gelb hinterlegt sind zusammengefasste Reaktionen
die nicht detailliert aufgezeigt werden. Abkiierzungen: LHC: Light Harvesting Complex, QHo:

Ubichinon/Ubichinol-Pool, C22+: Cytochrom C.
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2.4 Regulation der Photosynthesegene in anoxygenen

Photosynthesebakterien

Die meisten Informationen iiber die Regulation von Photosynthesegenen in Purpurbak-
terien stammen aus den mit R. rubrum verwandten Spezies Rb. capsulatus und Rb.
sphaeroides . In diesen Organismen sorgen zwei Regulationssysteme parallel dafiir, dass
die PM nur dann exprimiert wird, wenn es fiir die Zellen energetisch lukrativ ist und
kein Schaden verursacht werden kann. [Bauer et al. 2003, Wu and Bauer 2008]

2.4.1 Das RegB/RegA Zweikomponentensystem

Das RegB/RegA Zweikomponentensystem ist dhnlich zu dem ArcB/ArcA System in E.
coli und besteht aus der Histidin-Sensorkinase RegB und dem Regulator RegA [Elsen
et al. 2004]. Homologe kommen in den meisten NSPB vor, wurden jedoch historisch
bedingt z.T. anders benannt, z.B. in PrrB/PrrA in Rb. sphaeroides |Eraso and Kaplan
1995]. Die Histidinkinase RegB ist eine membransténdige Kinase, die wahrscheinlich
iiber eine Interaktion mit dem Chinonpool den Redoxzustand der Elektronentransport-
kette detektiert [Swem et al. 2006]. Die Chinonbindestelle der Histidinkinase bindet
oxidiertes Ubichinon, das dann die Phosphorylierungsaktivitdt der Kinase unterbindet.
Es wird diskutiert, ob durch die Bindung von oxidiertem Chinon an RegB die beiden
cytoplasmastéindigen -SH Gruppen der Kinase oxidiert werden konnen, wodurch die
Kinaseaktivitdt unterbunden wiirde [Swem et al. 2003].

In PrrB aus Rb. sphaeroides wird die Phosphorylierungsaktivitat der Kinase auch von
Ubichinon inaktiviert, wenn die membranstindige Doméne, wo die Chinonbindestelle
vermutet wird, fehlt [Swem et al. 2006, Kim et al. 2007]. Zusétzlich liegt das Redox-
potentiale der Thiole mit -294 mV [Swem et al. 2003] sehr weit entfernt von dem des
Ubichiononpools mit +90 mV, so dass sich der Chinonpool weit jenseits des Gleichge-
wichtes befinden miisste um eine Reduktion der Thiolgruppen zuzulassen [Grammel and
Ghosh 2008|.

Es ist also moglich, dass die Thiolgruppen das cytoplasmatische Redoxpotential detek-
tieren und damit sowohl Signale aus der Elektronentransportkette als auch aus dem
Cytoplasma an einer Kinase integriert werden. Abb. 2.2 zeigt schematisch die beschrie-
bene Funktionsweise von RegB. Wu and Bauer [2010] konnten ihre Theorie belegen,
indem sie zeigten, dass heterolog exprimiertes RegB Ubichinon enthalt. In vitro bindet

RegB aus Rb. capsulatus sowohl Ubichinon als auch das reduzierte Ubichinol, wobei nur
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2.4 Regulation der Photosynthesegene in anoxygenen Photosynthesebakterien

die oxidierte Form die Phosphorylierungsaktivitdt unterdriickt. Diese Versuche wurden
mit wasserloslichem QO (Ubichinon ohne Isoprenseitenkette) durchgefiihrt, was zeigt,
dass die Bindeaktivitit scheinbar unabhéngig von der Kettenlange ist. [Wu and Bauer
2010]

|[Kim et al. 2007] schlugen als alternativen Regulationsmechanismus in PrrB vor, dass
die Kinase den Fluss iiber die cbb3-Oxidase detektiert. Da sich die Gruppen um S.
Kaplan und C.E. Bauer jeweils mit PrrB und RegB aus Rb. sphaeroides bzw. Rb. cap-
sulatus beschiftigen ist es wahrscheinlich, dass die sich Mechanismen trotz Homologie
der beiden Proteine unterscheiden.

Der zweite Teil des Zweikomponentensystems ist der Response Regulator, der je nach
Phosphorylierungsgrad an DNA binden kann und so Gene reguliert. Phosphoryliertes
RegA bzw. PrrA bindet an die DNA und aktiviert dort das Ablesen der Photosynthe-
segene [Swem et al. 2001, Eraso and Kaplan 1995].

In R. rubrum konnte bisher kein homologes Protein annotiert werden, das die gleiche
Funktion wie RegB oder PrrB erfiillen kénnte. Ein Homolog zu RegA /PrrA konnte
ebenfalls nicht gefunden werden [Hunter 2009].

periplasm

cytoplasm

Control of Gene Expression
Abbildung 2.2

Funktionsweise von RegB nach Hunter [2009]. Unter aeroben Bedingungen sind die Thiolgruppen
oxidiert und die Phosphorylierungsaktivitit ist underdriickt. Unter anaeroben Bedingungen wird
der Ubichinonpool reduziert und dadurch die Phosphorylierungsaktivitit angeregt; die cytoplas-
matischen Thiolgruppen sind reduziert. Phosphoryliertes RegA kann nun die Transkription der
Photosynthesegene aktivieren.

2.4.2 PpsR

PpsR-Proteine aus anaeroben anoxygenen Photosynthesebakterien gehdren zu den am

besten untersuchten redoxsensitiven Regulatoren. Sie sind allgemein als Masterregula-
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toren des Photosynthesegenclusters bekannt und in Rb. capsulatus und Rb. sphaeroides
besonders intensiv erforscht worden [Moskvin et al. 2005]. In diesen und vielen anderen
Bakterien dienen PpsR und seine Homologe als Repressoren [Penfold and Pemberton
1994, Gomelsky and Kaplan 1995]. Das PpsR-Homolog von Rb. capsulatus heisst CrtlJ.
In einigen Arten, z.B. in Rb. sphaeroides ist der Blaulichtsensor AppA der Antirepressor
von PpsR [Gomelsky and Kaplan 1998, Kim et al. 2006, Moskvin et al. 2007]. Abb. 2.3

zeigt schematisch die Funktion von PpsR in Rb. sphaeroides.

A aerobic PpsRy

" Y T A

AppA
[O,]

8 H s SH
SH ISHS SH
anaerobic ° && e

B AppA-PpsR 5

Anaerobic Dark (Low light) High blue light

Abbildung 2.3

Funktionsweise von PpsR und AppA nach Hunter [2009]. PpsR aus Rb. capsulatus bildet unter
oxidierenden Bedingungen Tetramere, die an DNA binden und als Repressor fungieren. Unter
anaeroben Bedingungen werden die Thiole durch den Antirepressor AppA reduziert, jedoch 16st
sich das Tetramer erst von der DNA ab, wenn unter geringer Lichteinstrahlung durch AppA jeweils
zwei PpsR-Proteine komplexiert werden. Ist die Lichteinstrahlung zu stark, zerfallt der Komplex
und PpsR bindet wieder an DNA und unterdriickt die Transkription der Photosynthesegene.
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Mit mindestens zwei redoxaktiven Cysteinen kann PpsR den Redoxzustand der Zelle
detektieren. In Losung bzw. im Cytoplasma bildet PpsR Tetramere, die an konservierte
DNA-Motive binden [Ponnampalam and Bauer 1997|. Die Repressorfunktion ist aktiv,
wenn die Thiole oxidiert sind, also unter aeroben Bedingungen [Ponnampalam and Bauer
1997, Elsen et al. 2004, Masuda et al. 2002]. In Rb. capsulatus gibt es keinen Antire-
pressor fiir CrtJ. Es wird wahrscheinlich durch den Glutathionpool reduziert und damit
die DNA-Bindeaktivitdt verringert [Ponnampalam and Bauer 1997, Masuda et al. 2008|.

GSSG

GSH

repression of photosynthesis genes

Abbildung 2.4: Funktionsweise von PpsR-Homolog CrtJ aus Rb. capsulatus [Masuda et al. 2002].
Wie in Rb. sphaeroides bildet CrtJ Tetramere als aktiver Repressor im oxidierten
Zustand. Zur Auflésung ist aber kein Antirepressor notwendig, sondern PpsR
wird durch den GSH-Pool reduziert.

Neben den Photosynthesegenen kontrolliert PpsR auch noch z.B. die Gene der Ubi-
chinoloxidase und der cbb3-Oxidase [Swem et al. 2001], also auch Proteine, die in die
Signaltransduktion der RegB(PrrB)-Sensorkinase involviert sind. In den meisten Pur-
purbakterien werden die Photosynthesegene von phosphoryliertem RegA (PrrA), dem
Regulator des RegB/RegA (PrrB/PrrA) Zweikomponentensystems (2.2) aktiviert [La-
guri et al. 2003]. So konkurrieren RegA und PpsR um die verfiigbaren Bindestellen [Bow-
man et al. 1999]. Thre Genexpression ist verkniipft, so dass sich regulatorische Feedback-
Loops ergeben, die eine besonders sensitive Regelung erlauben [Gomelsky et al. 2008].

Zum Beispiel kann eine Rb. capsulatus - Deletionsmutante von RegA z.B. nicht photo-
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synthetisch wachsen. Wird jedoch auch noch PpsR deletiert, ist phototrophes Wachstum
wieder moglich [Hunter 2009).

Das PpsR-Homolog von R. rubrum wurde von Addlesee and Hunter [2002]| sequen-
ziert aber nicht genauer erforscht. In R. rubrum gibt es kein Homolog zum RegB/RegA
Zweikomponentensytem, [Hunter 2009]| auch ein AppA-Homolog gibt es nicht. Dies weist
auf eine noch globalere Rolle fiir PpsR hin und zeigt auch einen interessanten Aspekt
auf: Die meisten reprimierenden PpsR-Proteine haben mindestens einen Antagonisten,
der fiir eine konsistente Regulation notwendig ist (AppA oder PpsR1). Die Photosyn-
thesegene konnen z.B. in Rb. capsulatus nicht exprimiert werden wenn RegA deletiert
wurde [Moskvin et al. 2005].

In einigen Photosynthesebakterien, vor allem in aeroben anoxygenen Photosynthe-
sebakterien dient oxidiertes PpsR als Aktivator fiir die Photosynthesegene, so dass bei
diesen obligaten Aerobiern PM unter voll aeroben Bedingungen gebildet werden [Yurkov
and Beatty 1998]. Bradyrhizobium BTAi und Bradyrhizobium ORS278 gehoren zu die-
ser Gruppe, exprimieren ihre PM jedoch bevorzugt unter mikroaeroben Bedingungen.
Sie besitzen zwei verschiedene, aber Homologe PpsR Proteine, von denen PpsR1 redox-
aktiv ist und in reduzierter Form aktivierend auf die Photosynthesegene wirkt. PpsR2
besitzt keine redoxaktiven Cyteine, sondern bindet lichtaktive Kofaktoren und dient so
als Lichtsensor. Es wirkt als Konkurrent zu PpsR1 reprimierend. [Jaubert et al. 2004]
Eine phylogenetische Analyse von C. E. Bauer in Hunter [2009] teilt die PpsR- Proteine
in drei verschiedene PpsR-Gruppen ein, die sich auch in ihrer Funktionalitit unterschei-
den (vgl. Abb. 2.5).

1. Unter reduzierenden Bedingungen aktivierend wirkendes PpsR mit nur einem re-
doxaktiven Cystein, Bindung an DNA trotz reduzierter Thiolgruppen, aber auch
einige im oxidierten Zustand reprimierend wirkende PpsR-Proteine (Rhodopseu-

domonas palustris)

2. Unter oxidierenden Bedingungen im Dunklen reprimierend wirkendes PpsR ohne

redoxaktive Cysteine

3. Unter oxidierenden Bedingungen reprimierend wirkendes PpsR mit zwei redoxak-

tiven Cysteinen
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PpsR von R. rubrum befindet sich demnach in der Gruppe 1 der in reduziertem

Zustand aktivierend wirkenden PpsR-Proteine, jedoch fehlt das sonst meist zusétzlich

vorkommende, reprimierende PpsR2. In R. rubrum ist PpsR zwar bekannt und im Ge-

nom annotiert, aber noch nicht experimentell untersucht.

74 Rhodopseudomonas palustris BisB5 PpsR1
100 Rhodopseud palustris HaA2 PpsR1
Rhod d palustris CGAOO9 PpsR1

¥

51

Rhodopseudomonas palustris BisB18 PpsR1

Wi: Rhodopseudomonas palustris BisAS3 PpsR1
Rhodospirillum centenum PpsR1
Rubrivivax gelatinosus PpsR1

Thiocapsa roseopersicina PpsR1

Rhodospirillum rubrum PpsR1

= Bradyrhizobium sp. ORS278 PpsR1

100  Bradyrhizobium sp. BTAi1 PpsR1

Erythrobacter sp. NAP1 PpsR1
Gamma proteobacterium KT 71 CrtJ

Uncultured proteobacterium AAL76373 PpsR1

Cluster |

Uncultured protecbacterium AAM 48620 PpsR1

Thiocapsa roseopersicina PpsR2

100 [~ Bradyrhizobium sp. ORS278 PpsR2

L Bradyrhizobium sp. BTAil PpsR2
Rhodopseud palustris BisAS3 PpsR2
Rhod domonas palustris BisB18 PpsR2

{

= ﬁ—-— Rhodopseudomonas palustris CGA009 PpsR2
68 _|:——— Rhodopseudomonas palustris BisBS PpsR2

100 Rhodopseudomonas palustris HaA2 PpsR2 _

Uncultured proteobacterium AAMA48684 PpsR _|

R bacter denitrificans OCh 114 PpsR
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Loktanella vestfoldensis SKAS3 PpsR

100

Ja hia sp, CC81 PpsR
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—
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Abbildung 2.5: Phylogenetische Analyse von PpsR-Proteinen. Alignment mit Neighbor-Joining,
die Astlingen spiegeln die evolutionire Distanz wider, die Bootstrap-Werte sind
in % jeweils an den Knoten angegeben. [Hunter 2009]
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2.4.3 Weitere Regulatoren der Photosynthesegene

Es sollte nicht unerwihnt bleiben, dass auch Regulatoren wie TspO und FnrL eine
Rolle in der Redox-Regulation der Photosynthesegene spielen. Mit AerR gibt es in Rb.
capsulatus und einigen anderen Bakterien einen weiteren aeroben Repressor [Dong et al.
2002]. In einigen Organismen spielen Bakteriophytochrome und andere Lichtsenoren eine
wichtige Rolle. Insgesamt stellen die beiden oben vorgestellten Sensorsysteme jedoch die
Hauptregulatoren der Photosynthesegene dar. [Moskvin et al. 2005, Hunter 2009, Giraud
et al. 2002, Zappa et al. 2010]
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Material und Methoden

3.1 Wachstums- und Kultivierungsbedingungen

Alle Wachstumsversuche mit R. rubrum wurden grundsitzlich bei 30°C durchgefiihrt.
Fiir aerobe Anzuchtbedingungen wurden Schiittelkolben maximal zu 1/5 gefiillt. Mikro-
aerobe Bedingungen, also mit limitierter Sauerstoffzufuhr wurden in dieser Arbeit durch
zur Hélfte der maximalen Fiillmenge befiillte Schiittelkolben erreicht. Es wurden Kolben
mit 4 Schikanen eingesetzt, die mit einer Metallkappe verschlossen wurden. Sie wurden
im Schiittler (Certomat BS1, Sartorius, Géttingen) bei 100 rpm inkubiert. [Ghosh et al.
1994]

Fiir anaerobe Bedingungen wurden Pyrexflaschen verwendet, in denen ein der Fla-
schengrofse angepasster Riihrfisch fiir gute Durchmischung sorgte. Lichtkulturen wur-
den auf einem Magnetriithrbrett (Variomag Poly 15; 250 rpm) unter eine Lichtquelle aus
Wolfram-Gliihbirnen in einem auf 27°C temperierten Raum gestellt. Die weiteren 3 °C
zur Kultivierungstemperatur von 30°C wurden durch die Einstrahlung des Lichts be-
werkstelligt. Damit es direkt nach dem Befiillen nicht zu phototoxischen Effekten durch
die Anwesenheit von sowohl Sauerstoff als auch Lichteinstrahlung kommen konnte, wur-
den die Lichtkulturen zunéchst in den dunklen Brutschrank gestellt und dort ~ 6 h
vorinkubiert. Anaerobe Dunkelkulturen, die mit Lichtkulturen verglichen werden soll-
ten wurden in Alufolie verpackt auf das Magnetriihrbrett ins Licht gestellt [Grammel
et al. 2003].

Grundséatzlich wurde fiir alle Kultivierungen eine Vorkultur im gleichen Medium unter

den gleichen Bedingungen angezogen. Daraus wurde die Hauptkultur mit einer ODggo
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Tabelle 3.1: Bestandteile der verwendeten Nahrmedien nach Sistrom [1960], Ghosh et al. [1994],
Feststoffe sind in g/1, Fliissigkeiten in ml/l angegeben.

Stammldsung Konzentration | M | M2S | M2SF | M2SF*
[g/1] bzw. [ml/1] | [m]] | [ml] | [ml] [ml]
KHyPOy 148 10 20 20 20
KoHPO4 222

KSuccinat 236/224 10 - - -
NH,Succinat 236 — 20 20 30
NH,C1 214 2 - - -
Vitaminlésung 10 10 10 10
HEPES 476,62 - 20 20 20
NaCl 120 1 1 1 1
p-Aminobenzoesaure 2,85 1 1 1

Fruktose 30% - - 10 66,6

dH,0O 966 | 928 918 851

von ca. 0,2 angeimpft. Alle Wachstumskurven wurden in Duplikaten ausgefiihrt und

jeder Versuch mindestens ein Mal reproduziert. Es wird im Ergebnisteil jeweils eine

reprasentative Kurve gezeigt.

3.1.1 Minimalmedien fiir die Anzucht von R. rubrum

In Tab. 3.1 werden alle Medienbestandteile iibersichtlich zusammengefasst.

Tabelle 3.2: Vitaminl6sung Tabelle 3.3: Spurenelementlésung

nach Hutner [1946]
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Substanz Konzentration
[g/1] bzw. [ml/]] Substanz Konzentration
Titriplex I 20 /1]
Asparaginsiure 4 EDTA 50
Glutaminsaure 10 ZnS04 x 7 H20 22
KOH 22 H;B0; 11,4
MgSO4 28,8 MnCl; x 4 Hy 5,1
FeSO4 x 7 H2O 0,2 FeSO4 x 7 H20 5
Nicotionsdure 0,1 CoCl; x 6 H.O 1,6
Thiamin 0,05 CuSOy4 x 5 H20 1,1
Biotin 0,002 2(NH4)6M070—24 x 4 H2O 1,1
CaCl x 2 H20 6,6
Spurenelementlsg. 20




3.1 Wachstums- und Kultivierungsbedingungen

Die Stammlosungen wurden in MilliQ-Wasser angesetzt. Der pH-Wert wurde in allen
Stammlosungen (ausser NHy-Succinat) mit 2 N KOH auf 6,8 eingestellt. NH4-Succinat
bestand aus 236 g Bernsteinsdure, die in MilliQQ-Wasser geltst wurde und mit konzen-
trierter NH4OH Losung neutralisiert (pH 6,8) wurde. K-Succinat setzte sich aus 236
g Bernsteinséure in Wasser gelost und 236 g KOH-Plédttchen zusammen. Das Anset-
zen der Medien begann mit der Vorlage von Wasser, dem dann die Stammlésungen der
Reihe nach zugegeben wurden. Vitaminlosung und Fruktose wurden erst nach dem Au-
toklavieren sterilfiltriert zugegeben. Der pH-Wert wurde ggf. mit KOH oder NH,OH

korrigiert.

3.1.2 Wachstumsversuche mit Manipulation des intrazelluldren
Redoxpotentials

Das intrazelluldre Redoxpotential ldsst sich durch verschiedene Chemikalien manipulie-
ren. Da hier der Fokus auf dem Redoxzustand der intrazelluldren Thiole lag, wurden
Substanzen eingesetzt, die mehr oder weniger spezifisch auf Komponenten des Thiolre-

doxsystems einwirken.

DTT : Dithiothreitol oder Butan-2,3-diol-1,4-dithiol besitzt in reduzierter Form zwei
endstdndige Thiolgruppen, die zu einer intramolekularen Disulfidbriicke oxidie-
ren koénnen, sodass eine Ringstruktur entsteht. Die oxidierte Form ist dadurch
energetisch begiinstigt, was D'TT' zu einem starken Reduktionsmittel, besonders
fiir andere Thiole macht. Im Prinzip wirkt die Reduktionskraft aber unspezifisch.
DTT ist membrangéngig, kann also ins Cytoplasma gelangen. Das Standardredox-
potential bei pH 7 betragt -330 mV. Das Reagenz ist pH sensitiv und wirkt nur
bei pH-Werten von 7 und dariiber, denn nur das Thiolat-Anion ist redoxaktiv, die
protonierte Form hat keinen Effekt. [Cleland 1964]

GSH : Glutathion ist ein Pseudotripeptid, das bedeutet, es besteht aus drei Amino-
sduren, die iiber eine Peptidbindung und eine Isopeptidbindung zwischen der -
Carboxylgruppe der Glutaminsdure und Cystein verbunden sind. Es ergibt sich
~v-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin. Es wird von der Zelle selbst als Redoxregulator
und zum Schutz vor oxidativem Stress synthetisiert. In den meisten Mikroorganis-
men ist GSH nicht membrangéngig, sondern wird durch Transporter transloziert.
Das Redoxpotential betragt -240 mV. (Vgl. Abs. 2.3.3) [Masip et al. 2006]

GSSG : Oxidiertes Glutathion aus zwei GSH-Molekiilen mit einer Disulfidbriicke
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Diamid : 1,1’-Azobis(N,N-dimethylformamid) erhoht spezifisch den Anteil an oxidiertem
Glutathion, als GSSG in der Zelle, dabei entsteht pro Diamid-Molekiil aus zwei
Molekiilen GSH ein GSSG. [Kosower and Kosower 1995]

DEM : Diethylmaleat (Maleinsdurediethylester) verringert spezifisch die GSH-Menge im
Cytoplasma, indem es enzymatisch mit GSH konjugiert wird. [Boyland and Chas-
seaud 1967|

3.1.3 Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte wurde zur Bestimmung der Zelldichte in Fliissigkulturen verwendet.
Standardmaéssig fiir R. rubrum wurde eine Wellenldnge von 660 nm verwendet. Es wurde
an einem Spektrometer der Firma Jasco gemessen (Jasco V-670, Tokyo, Japan). Dazu
wurden Kunststoffkiivetten der Firma Brand verwendet, die eine Schichtdicke von 1 cm
hatten.

Optische Messung der Photosynthesemembranen (PM)

Die Ausprigung der PM-Expression wurde durch die Absorption bei 880 nm bestimmt
und in Verhéltnis zur optischen Dichte gesetzt. Durch die Absorption des Lichtsam-
melkomplexes 1 (Light-Harvesting-Complexes: LH1) bei dieser Wellenldnge kann die
PM-Bildung verldsslich gemessen werden |Grammel et al. 2003|. Im Gegensatz zu Rb.
capsulatus oder Rb. sphaeroides gibt es keinen weiteren Lichtsammelkomplex, sodass
die Menge an PM direkt iiber die Absorption des LH1 ermittelt werden kann.

Verfahrensabweichung

Als Fehler der OD-Bestimmung wird eine Verfahrensabweichung von 5% angenommen
[Carius et al. 2012|. Ebenso fiir die Berechnung der PM, da hier nur Werte aus einem
Absorptionsspektrum eingehen die direkt nach Baselinekorrektur noch in der Geréte-
software des verwendeten Zweistrahlspektrometers verrechnet wurden. So kommt nur
die das Offset des Spektrometers innerhalb des Spektrums zum Tragen, das gegeniiber
der Verfahrensabweichung verschwindend gering ist. Es wird deshalb angenommen, dass
der Fehler der PM-Bestimmung hochstens 5 % betrégt und sich nicht bei Division fort-
pflanzt.
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3.1.4 Berechnung der Wachstumsraten und der PM-Syntheseraten
Die Wachstumsraten wurden ndherungsweise mit der Formel

_dCy 1
dt O,

y (3.1)

berechnet [Eitinger et al. 2007|. Die PM-Bildung iiber die Zeit wurde anhand der Formel

d(OD OD
Rpy = ( 882/ 660) (3.2)
t
berechnet. Die Ausbeute an PM wurde anhand der Formel
ANOD
ODeggo

C, = Biomasse in OD660, C;, = Durchschnitt der im entsprechenden Zeitraum ge-
messenen C,. Die Fehler der Raten wurden aufgrund der Verfahrensabweichung der
OD-Messung auf nicht mehr als 5 % abgeschétzt. Die exakte Bestimmung der Fehler-
grenzen fiir die berechneten Raten wére aufgrund der nicht gegebenen Unabhingigkeit
der Werte mit erheblichem mathematischen Aufwand verbunden und wiirde nicht zu

einer besseren Interpretierbarkeit der Messwerte fiithren.

Berechnung der Trockengewichte

Die Trockengewichte von R. rubrum wurden anhand folgender Formel berechnet:
ODggo = 1 — 0,35 g Trockengewicht/1 (3.4)

Dieser Faktor wurde in der Arbeitsgruppe nach folgendem Ablauf bestimmt [Zeiger and
Grammel 2010]:

1. Ernte der Zellen aus jeweils 10 ml Kulturbriihe, 10 min in der Zentrifuge bei 5000

rpm

2. Waschen der Zellpellets mit 0,98% iger NaOH-Losung, wieder abzentrifugieren 10
min, 5000 rpm

3. Pellets wurden in einem Lyophilisator (Christ, Osterode am Harz) vollstéindig

getrocknet und das Gewicht mit einer Analysenwaage bestimmt
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3.1.5 Glutathionbestimmung
3.1.6 DTNB

5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, Ellmans Reagenz) reagiert mit Thiolen durch
Spaltung seiner Disulfidbindung unter Bildung von 2-nitro-5-thiobenzoate (NTB). NTB
hat eine gelbe Farbe und kann spektrophotometrisch bei 412 nm detektiert werden Ell-
man [1959]. Die Reaktion von Thiolgruppen mit DTNB verlduft stéchiometrisch, d.h. 1
mol DTNB reagiert mit 1 mol Thiol zu 1 mol NTB und 1 mol Thiol-NTB.

R-SH + DTNB — R-S-S-NTB + HS-NTB (3.5)

Glutathion-Assay mit DTNB

Die Methode zur Bestimmung des Gluthathiongehalt fliissiger Proben mit D'TNB wurde
von Tietze [1969] entwickelt. Der in dieser Arbeit verwendete Assay zur Bestimmung
des Glutathiongehalts in Kulturen von R. rubrum basiert auf dieser Methode.

In einem ersten Schritt wird zunichst das reduzierte GSH gemessen. Es reagiert mit
DTNB zu GS-TNB und TNB. Diese Farbreaktion kann wie oben beschrieben spektro-
photometrisch durch Absorptionsmessung quantifiziert werden.

Im zweiten Schritt wird der Gesamtglutathiongehalt der Probe bestimmt, also auch
oxidiertes Glutathion. Die Umsetzung von GSSG zu GSH wird durch Zugabe von GSH-
Reduktase und NADPH gestartet, wobei auch GS-TNB wieder zu GSH und TNB um-
gesetzt wird (‘recycling’” Methode). Diese Reaktion wird spektrophotometrisch durch
Messung der Absorptionskinetik detektiert.

Deproteinierung

Zur Bestimmung des intrazelluldren Glutathiongehalts in Zellen miissen die Zellextrakte
zuerst von Proteinen und Enzymen befreit werden, welche andernfalls ebenfalls eine Far-
breaktion mit DTNB hervorrufen, oder den Redoxzustand des GSH-Pools beeinflussen
wiirden. Dies wurde durch einen sauren Zellaufschluss mit Sulfosalicylsiure (sulfosalicy-
lic acid, SSA) realisiert; die Proteine in den Zellextrakten werden durch Sulfosalicylsdure

gefillt, kleine Peptide wie GSH bleiben in Lésung.

22



3.1 Wachstums- und Kultivierungsbedingungen

GSSG

Glutathion-
TNB Reduktase DTNB

GSH

Glutathion-
Reduktase

GSTNB

TNB

Abbildung 3.1: Prinzip des Glutathion-Assays mit DTNB

Extraktion und Probenvorbereitung

Zellpellets aus 2 ml Kultur (gelagert bei -80°C ) wurden in 1 ml 10% (w/v) SSA re-
suspendiert und durch griindliches Vortexen homogenisiert. Im Anschluss wurden die
resuspendierten Zellpellets 3 Einfrier/ Auftauzyklen, bei -80°C und RT, unterzogen. An-
schliebend wurden die Lysate fiir 10 min bei 4°C und 14000*g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und bei -80°C bis zur Messung gelagert.

Vor den Messungen wurden die Zellextrakte von -80°C aufgetaut, 1:10 mit Assaypuffer
bis zu einer finalen Konzentration von 1% (w/v) SSA verdiinnt und bis zur Messung
auf Eis gelagert. Als Referenz dienten GSH bzw. GSH/GSSG Standards im Bereich
zwischen 10 pM und 100 uM Gesamtglutathion, welche an jedem Messtag frisch ange-
setzt wurden. Die Standards wurden ebenfalls in Assaypuffer angesetzt, auf eine finale

Konzentration von 1% (w/v) SSA eingestellt und bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

Tabelle 3.4: Glutathion Assay Puffer

Substanz | Konzentration
HEPES 100 mM
EDTA 5 mM

pH 7.5 mit HCI einstellen
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Messungen

Vor jeder Messreihe wurden Assay Mastermix und NADPH/GSH-Reduktase frisch in
Assaypuffer angesetzt und auf Eis gelagert:

Assay Mastermix: 11 Vol. Assay Puffer + 1 Vol. 10 mM DTNB
NADPH/GSH-Reduktase: 1 Vol. 10 mM NADPH + 2 Vol. 10 U/ml GSH-Reduktase

Protokoll GSH Messung in Mikrotiterplatte (96 well)

1. 120 pl Assay Mastermix

2. 50 pl Probe/Standard

3. Mischen durch auf-und abpipettieren
4. Absorptionsmessung bei 412 nm

5. 30 ul NADPH/GSH-Reduktase Mix
6. Mischen durch auf-und abpipettieren

7. Kinetik bei 412 nm messen, bis die Steigung abflacht, min. 1 min

Creduziert = (Ab5412nm *m + b) *d (36)
Ciotal = (dAbSs120m * M +b) xd (3.7)
Copidiert = Ctotal — greduziert (38)

mit

umol]

¢ - Glutathionkonzentration [ d - Verdiinnungsfaktor

m, b - Parameter der linearen Regression.

Die Messungen wurden an einem Mikrotiterplattenlesegerdt der Firma Biotek (Po-
werwave XS, Winooski, VT, USA) bei 30°C durchgefiihrt.
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3.1.7 Berechnung von Redoxpotentialen mit der Nernstgleichung

Die Berechnung von Redoxpotentialen aus Konzentrationen kann mit Hilfe der Nernst-
Gleichung erfolgen. Sie beriicksichtigt die Konzentrationen als Molalitdten (1 mol chemi-
sche Substanz in 1 kg Losungsmittel), jedoch werden in biologischen Systemen meistens
niherungsweise Molaritdten verwendet. Dies ist nur in wissrigen Puffersystemen mog-
lich in denen die Dichte ungefihr 1 kg/1 ist.

Fiir die Berechnung von intrazelluldren Redoxpotentialen musste daher das Zellvolumen
pro Gramm Trockengewicht abgeschitzt werden. Es wurde in Carius et al. [2011] be-
stimmt und betragt 2,29 ml/gDW. Mit diesem Faktor wurden die gemessenen GSH und
GSSG-Werte in molare Konzentrationen umgerechnet, die dann in die Nernstgleichung
eingesetzt werden konnten. In die Berechnung von Redoxpotentialen aus Konzentratio-
nen geht auch immer das Standardpotential E*’ ein. Es wird bei Standardbedingungen,
also 298 K, 1 atm und pH 0 gemessen, wobei die Konzentrationen der Edukte und Pro-
dukte 1 molal sind. Fiir bioaktive Stoffe, deren physiologische Umgebung nomalerweise
eher im neutralen Bereich liegt, wurde E°’ eingefiihrt, das bei pH 7 bestimmt wird.
Moéchte man Redoxpotentiale bei anderen pH-Werten berechnen, so muss die Wasserst-

offionenkonzentration ebenfalls in die Nernstgleichung eingehen.

FE= EO’+E s I Ceel [H]

Tabelle 3.5: Redoxpotential E (V), Standardpotential E’ (V), R Gaskonstante (8,31 2—); T
Temperatur (K), F Faraday Konstante (9,65%10% -—L—), z Anzahl der transferierten

Vxmol

Elektronen, m bzw. n stochiometrische Faktoren

Analyse der organischen Sduren aus dem Kulturiiberstand

Unter sauerstofflimitierten Bedingungen produziert R. rubrum eine Reihe von organi-
schen Sduren, von denen die meisten mittels High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) nachgewiesen und quantifiziert werden kénnen. Hier wurden die organischen
Séduren Fumarat, Succinat, Acetat und Propionat mit einer Inertsil-Sdule 100A (5 p,
ODS-3, 250 x 4,6 mm, GL-Sciences, USA) auf einer Agilent 1100 Series HPLC-Anlage
getrennt und mit einem Diodenarray-Detektor (Typ G1330B) bei 210 nm gemessen.
Dafiir wurden 200 pl Kulturiiberstand filtriert, das Injektionsvolumen betrug 10 ul. Die
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Elution erfolgte isokratisch mit 0,1 M NH4H2PO4 bei pH 2,6 und 30°C. Die verwendete

Einpunktkalibrierung erfolgte extern, wobei die im Standard eingesetzten Konzentratio-

nen der organischen Sauren 1 g/l entsprach, mit Ausnahme von Fumarat mit 0,1 g/I.

Die Chromatogramme wurden mit der Software Chemstation ausgewertet.

3.2 Molekularbiologischer Arbeitsteil

3.2.1 lIsolation von DNA

Genomische DNA von Bakterien wurde durch eine Phenol-Chloroform -Extraktion nach

Ausubel et al. [2002] gewonnen.
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1.

10.

2 ml Flissigkultur gegen Ende der exponentiellen Phase abzentrifugieren (1 min,
13000 rpm) und mit TES-Puffer waschen

. Pellet in 800 pl TES-Puffer resuspendieren

. 20 ul 20% SDS-Losung zugeben, mischen und 30 min bei Raumtemperatur inku-

bieren

. 300 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) zugeben und die Proteine aus-

schiitteln, 10 min mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren

. Uberstand abnehmen und Punkt 4 und 5 wiederholen bis keine Proteine mehr

ausfallen

. Uberstand in ein neues Reaktionsgefift iiberfiihren und mit 1/10 des Volumens

3 M Natriumacetatlosung (pH 4,8) und einem Volumenteil Isopropanol versetzen

und durch schiitteln mischen
DNA bei -20°C iiber Nacht fillen

10 min bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugieren und den Uberstand ver-

werfen

. Das Pellet mit 70% Ethanol (reinst, nicht vergéllt) iiberschichten und 10 min bei

RT inkubieren

10 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren und den Uberstand verwer-

fen
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Tabelle 3.6: TES-Puffer Tabelle 3.7: EB-Puffer
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Tris (HCI) 50 mM Tris (HCI) 10 mM

EDTA 5 mM pH-Wert 8,5

NaCl 50 mM

pH-Wert 8

11. Pellet bei 60-70°C im Trockenschrank trocknen und in EB-Puffer resuspendieren

12. mehrfaches auf und ab pipettieren schert die DNA

3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

nach [Kleppe et al. 1971, Mullis et al. 1987]
In dieser Arbeit wurde hauptséichlich mit der DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
(GoTaq PCR System, Promega) gearbeitet. Es wurden ausschlieflich die mitgelieferten

Puffer und Lésungen verwendet. Probenzusammensetzung fiir die PCR:

o 6 ul goTaq Flexi Puffer

1,8 pul MgCly (25 mM)

0,5 ul ANTP Mix (je 12,5 mM)

0,25 ul goTaq Polymerase (5 u/pl)

je 1 pl Primer (25 pmol/pl)

1 pl Template (500 ng genomische DNA, Kultur oder 1 Kolonie)

e mit autoklaviertem Reinstwasser auf 30 ul auffiillen

Der goTaq Flexi Puffer dient im Anschluss auch noch als Ladepuffer fiir das Agarosegel
zur Kontrolle der PCR. In einem Thermocycler (T3, Biometra, Jena) wurde das folgende

Programm eingespeichert:
1. 95 °C, 5 min initiale Denaturierung
2. 95 °C, 30 s Denaturierung

3. Primerspezifische Temperatur zum Annealing, 30 s
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4. 72 °C, Elongationszeit, abhingig von der Produktgrofe
5. 30 Wiederholungen ab Schritt 2
6. 72 °C, 5 min abschliefsende Elongation

7. Kiihlung auf 4 °C

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

nach [Ausubel et al. 2002]

Zum Nachweis definierter DNA Fragmente aus PCR oder Verdau wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt [Lottspeich 2006]. Dazu wurde Agarose in Konzentra-
tionen von 1-2% in TPE Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht und in eine Gelkammer
(Mini, CTT GmbH, Idstein) gegossen. Die Konzentration des Gels richtete sich nach den
erwarteten Fragmentgrofen: Uber 2000 bp 1%, 500-2000 bp 1,5 % und kleiner als 500
bp 2% [Miihlhardt 2008].

Waren die Proben noch nicht in Probenpuffer gelost, so wurde Ladepuffer (6x konz.
Orange DNA Loading Dye, Fermentas) zugegeben. Zum Farben der DNA wurde entwe-
der bei DNA-Fragmenten iiber 1000 bp direkt 5 ul Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen)
in die fliissige Agarose gegeben, oder das Gel nach dem Lauf in einer Sybr Safe Losung 30
min lang geférbt. In beiden Fillen wurde Sybr Safe 10.000 fach verdiinnt. Der Farbstoff
ist leicht positiv geladen und lauft daher in entgegengesetzer Richtung zur DNA durch
das Gel. So kann es vorkommen, dass kleine DNA Fragmente schlecht geférbt werden.
Sollte die Férbung mit Sybr Save nicht ausreichen, wurde mit einer Ethidiumbromidlé-
sung (1 pg/ml) nachgefirbt.

Als Grofsenmarker wurde o’GeneRuler 1 kb plus (Fermentas) verwendet. Nach dem Be-
laden wurde eine Spannung von 70 V angelegt. Je nach Grofse des Gels und der Anzahl
der Taschen lief es 30-120 min. Nach dem Lauf wurde die gefarbte DNA mit einem UV-
Transilluminator TFX-20-M (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sichtbar gemacht und
fotografiert (E.A.S.Y. 429 System Herolab, Berlin).

3.2.4 Restriktionsverdau von DNA

In dieser Arbeit kamen ausschlieflich Enzyme und Puffer der Firma New England Biol-
abs (NEB, Ipswich, MA, USA). Ein Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

e 2 ug DNA
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4 pl 10x Puffer

falls notwendig 4 pul BSA

1 pl Restriktionsenzym (20 U)

auffiillen auf 40 pl mit autoklaviertem Reinstwasser

bei 37°C 2 h inkubieren

e danach das Restriktionsenzym bei 65°C inaktivieren

[Ausubel et al. 2002]

3.2.5 Ligation von DNA

Das Zusammenfiigen von verdauten DNA-Fragmenten erfolgte durch eine Ligation mit

T4-Ligase der Firma Promega nach folgendem Protokoll:

100-200 ng Plasmid und Insert

1 pl 10x T4 Ligase Puffer mit ATP

0,33 pl T4 Ligase

mit autoklaviertem Reinstwasser auf 10 pl auffiillen
e Ligation iiber Nacht bei Raumtemperatur

Das Verhiltnis von Insert zu Plasmid variierte, wobei méglichst das Insert im Uberschuss
vorhanden war. [Ausubel et al. 2002]

3.2.6 Genetische Verinderung von E. coli durch Transformation
Herstellung von kompetenten E. coli Zellen mit der RuCly-Methode

1. 50 ml Psi Broth vgl. Tab. 3.11 mit einer iiber-Nacht-Kultur (1:100) animpfen
2. bis zu einer ODj550 von 0,5 bei 37°C inkubieren
3. 15 min auf Eis abkiihlen

4. Zellen ernten 3000*g, 5 min 4°C

29



Kapitel 3 Material und Methoden

5. Zellen in 0,4 Volumenteilen TfbI (Tab.3.8) Puffer resuspendieren

6. 15 min auf Eis

7. Abzentrifugieren 3000*g, 5 min, 4°C

8. Zellen in 0,04 Volumenteilen TfbIT (Tab.3.10) Puffer resuspendieren
9. 15 min auf Eis

10. 15 pl Aliquots bei -80°C lagern

Mit dieser Methode kénnen bis zu 108 koloniebildende Einheiten pro 50 ul erzielt werden.
[Hanahan 1983]

Tabelle 3.8: Tfbl Puffer Tabelle 3.9: SOC Medium

Transformation von E. coli

Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Kaliumacetat 30 mM Trypton 2%
RuCl; 100 mM Hefeextrakt 0,5 %
CaCls 10 mM NaCl 10 mM
MnCl2x4H2O 50 mM KCl 2,5 mM
Glycerin 15% MgCl, 10 mM
pH-Wert 5,8 (Essigsiure) MgSO4 10 mM
D-Glucose 10 mM
Tabelle 3.10: TfbII Puffer .
Tabelle 3.11: Psi Broth
Substanz | Konzentration -
Substanz Konzentration
MOPS 10 mM
Hefeextrakt 0,5 %
CaCl2 75 mM
Trypton 2%
RUClQ 10 mM
- MgSO4 0,5 %
Glycerin 15 %
— pH-Wert 7,6 (KOH)
pH-Wert | 5,8 (Essigsdure)

nach Hanahan [1983|
1. Aliquot von kompetenten E. coli Zellen (vgl. Abs. 3.2.6) auftauen

2. Plasmid oder Ligationsansatz zugeben, 5 ng DNA gereinigtes Plasmid, 100 ng
DNA Ligationsansatz

3. vorsichtig mischen mit Pipettenspitze oder invertieren, nicht vortexen
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4. 30 min auf Eis inkubieren

5. 30 s bei 42°C (Hitzeshock)

6. 2 min auf Eis

7. 200ul SOC-Medium (Tab. 3.9) zugeben, vorsichtig mischen

8. 60-120 min bei 37°C inkubieren, leicht schiitteln

9. 100 pl auf geeigneter Selektivagarplatte ausplattieren, bei 37 °C ca. 16-24h inku-

bieren

3.2.7 Liste der verwendeten Primer, Vektoren und Stamme

Tabelle 3.12: Liste der verwendeten Vektoren

Plasmid

Beschreibung

Referenz

pSUP202

Suizidvektor tra~, mob™, narrow host ran-
ge, tet®, Cm® Amp”

[Simon et al. 1983]

pSUP202-ppsR

Suizidvektor mit Flanken des PpsR-Gens
aus R. rubrum , unterbrochen durch Km®,
in BamH1 Schnittstelle kloniert

[Henkel 2011]

pRK404

broad host range mob™, Tc, pRK229 De-
rivat

[Scott et al. 2003]

pRK404 PpsR

pRK404 mit kompletten PpsR-Gen

diese Arbeit

pET22b PpsR

Uberexpressionsvector fiir PpsR in BI21

[Henkel 2011]

pKD4

als Template fir die Km%

Datsenko 2000
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Tabelle 3.13: Verwendete Primer und Restriktionsschnittstellen

Bezeichnung Sequenz (5°—37) Schnittstelle
PpsrFullNdel-FWD gga att cca tat ggt gaa aca gtt gcg cga ccc | Ndel
PpsrFullBamHI-REV | ata gga tcc tca ctc ctc geg atc acc at BamHI
PpsrFullHindIII-REV | ata aag ctt ctc ctc geg atc acc atc aa HindIII
PPSR1-FWD ata gga tcc gga aat cgt cct tga agg tet ¢ BamHI
PPSR1-REV ata tct aga ata tcc cga atg acg ccc te Xbal
PPSR2-FWD ata aag ctt tca ccc tga tga aca cca cc HindIII
PPSR2-REV ata gga tcc tga cat cge gga tga cga ag BamHI
KAN-FWD ata tct aga tca cge tge cge aag cac te Xbal
KAN-REV ata aag ctt ggg gtg gge gaa gaa ctc cag HindIIT
PPSRINT-FWD cca gee cag cac gea gga aa -
PPSRINT-REV gge tca gee gea cca gga ac -
PPSRKO-FWD tet teg cece ace cca age ttt -
PPSRKO-REV cgg tca gtt cca agg cgg cc -
PpsRcompF ata aag ctt cca ggg tgt tce gte gtg ge HindIIl
PpsRcompR ata aag ctt ctt agg gat gag geg cge HindIII
Tabelle 3.14: Ubersicht iiber verwendete Stimme
Stamm relevante Eigenschaften Quelle/Referenz
E. coli
DH5« recAl relA1 endA1 thi-1 hsdR17 | [Hanahan 1983]
S17-1 tra” RP4-2 -Tc::Mu -Km::Tn7 [Simon et al. 1983]
recA1 pro Sm® Cm® Tpk
BL21(DE3) gal A(DE3 [lacI lacUV5-T7]) [Studier and Moffatt 1986]
R. rubrum
ATCC 11170 | Wildtyp (S1) [Imhoff et al. 1984]
PpsR~ ppsR Deletionsmutante, Km® [Henkel 2011]
PpsR™ ppsR-Gen auf diese Arbeit
pRK404 exprimiert Tet?
SN20 ubiD Mutation durch Nitroso- Grammel unverdffentlichte

guanidin, ubiD-komplementierbar

Daten

Rb. capsulatus

ATCC 17015 | Wildtyp [Imhoff et al. 1984]
Rb. sphaeroides
ATCC 17023 | Wildtyp [Imhoff et al. 1984]
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3.2.8 Biparentale Konjugation: R. rubrum und E. coli S17.1

Die biparentale Konjugation |Tatum and Lederberg 1947| ermoglicht die Anzucht eines

genetisch verdnderten Stammes aus zwei verschiedenen Elternstdmmen. In dieser Arbeit

ermoglicht sie die genetische Verdnderung von R. rubrum , das sich auf chemischem Wege

nur mit groferem Aufwand transformieren ldsst. [Fitzmaurice and Roberts 1991]

1.

10.

11.

Transfomation von E. coli S17.1 mit dem entsprechenden Plasmid/Vektorkonstrukt

. Anzucht von R. rubrum Wildtyp und E. coli S17.1 incl. Plasmid

. Ernte von je 10 ml Kultur aus der spéten exponentiellen Phase beider Stdmmen,

zentrifugieren 5 min, 3000*g, 4°C

. Waschen der Zellen mit je 5 ml sterilem 0,98 % NaCl und erneut 5 min, bei 3000*g

und 4°C zentrifugieren

. Beide Pellets in je 1 ml LBy Medium resuspendieren
. Beide Zellsuspensionen mischen
. Je 1 ml tropfenweise auf LBg-Agarplatten geben, sodass einzelne Spots entstehen

. Die Agarplatten unter der Sterilbank trocknen lassen und danach iiber Nacht bei

30°C inkubieren

. Nach 12-16 h die Agarplatten mit je 2 ml MsS-Medium iiberschichten und die

Zellen mit einer Pipettenspitze ablosen

In Verdiinnungen von 1:100, 1:200 und 1:1000 auf geeignete Selektivagarplatte

(Minimalmedium fiir R. rubrum mit Antibiotikum) ausplattieren

Nach ca. 10 Tagen sind die ersten Kolonien sichtbar

Tabelle 3.15: LBg- Medium

Substanz | Konzentration
Trypton 1%
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 0,5 %
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3.2.9 Klonierungsschema fiir die Erstellung von R. rubrum PpsR~

Mithilfe der Primerpaare PPSR1-FWD und -REV sowie PPSR2-FWD und -REV wur-
den der vordere und hintere Teil des ppsR-Gens amplifiziert und mit Restriktionsschnitt-
stellen fiir BamH1, Xbal und HindIII versehen. Die Kanamycinresistenzkassette wurde
ebenfalls amplifiziert und mit Schnittstellen versehen. Nach der Ligation entstand fol-

gendes Konstrukt:

> ppsR1 > Kanamycinresistenz > ppsR2 >

Abbildung 3.2: Ligation der Fragmente PpsR1, Kanamycinresistenzkassette und PpsR2 ergab
dieses Konstrukt

Es wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms BamH1 in den Suicidvektor pSUP202
kloniert. Dieser Vektor kann in R. rubrum nicht repliziert werden, sodass alle Gene die
transkribiert werden sollen in das Genom integriert werdem miissen. Dies soll aufgrund
der angefiigtem homologen Sequenzen des ppsR-Gens bevorzugt innerhalb eben dieses
Gens erfolgen. Die Homologen Sequenzen mussten hier relativ kurz (ca. 150 bp) gewéahlt
werden, um die Stabilitdt des Vektors nicht zu stéren. R. rubrum besitzt einen sehr
hohen GC-Gehalt von 65% was solche Instabilitéiten beglinstigt.

ppsR1 “@. ppsk2

Abbildung 3.3: Nach der Ligation in den Suicidvektro pSUP202 entstand dieses Konstrukt

Der Vektor wurde dann in E. coli DH5« transformiert und dort amplifiziert. Nach
der Kontrolle mittels Verdau und PCR erfolgte die Ubertragung in E. coli S17.1 und die
Konjugation mit R. rubrum . Nach ca. 1 Woche auf M2S-Agarplatten mit Kanamycin
zeigten sich die ersten Kolonien. Sie wurden auf Ampicillin und Chloramphenicol Re-
sistenzen getestet, die fiir eine vollstandige und unspezifische Rekombination hinweisen
wiirden. Anschliefsend erfolgt die weitere Kontrolle der Stdmme mittels PCR: Mit ver-
schiedenen Primern wurde die korrekte Position im Genom und die tatséchliche Deletion
des PpsR-Gens bestétigt.
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3.3 Proteinbiochemischer Arbeitsteil

3.3.1 Zellaufschluss

Um zelluléres Protein zu gewinnen, z.B. aus heterologen Expressionsstdmmen wurden
die Zellen mit dem Ultraschallstab (Sonopuls HD 3100, Bandelin, Berlin) in 5 Zyklen
zu je 30 s bei 50 % Leistung aufgeschlossen. Um Denaturierung zu vermeiden wurde
der Aufschluss auf Fis durchgefithrt und Pausen von min. 2 min zwischen den Zyklen

eingehalten.

3.3.2 Heterologe Expression von PpsR in E. coli BL21 (DE3)

Fiir die heterologe Expression von PpsR aus R. rubrum in E. coli wurde der Stamm F.
coli BL21 (DE3) mit pET22b-PpsR verwendet, der in Diplomarbeit von Henkel [2011]
konstruiert wurde. Dieser Stamm zeichnete sich durch eine deutlich héhere Proteinex-
pression aus als das Konstrukt mit pET15b. Die beiden Plasmide unterscheiden sich nur
durch die Position des His-Tags, in pET22b befindet er sich auf der C-terminalen, in
pET15b auf der N-terminalen Seite.

Induktion der Proteinproduktion

1. Ubernacht Kultur in LBy Medium mit Ampicillin (1:100) animpfen

2. Neue Kultur aus der iiber-Nacht Kultur animpfen mit ODs50 = 0,5 mit Ampicillin
(1:200)

3. Bis ODs59 = 1-2 bei 37°C inkubieren
4. 0,1 Volumen 100 mM IPTG (sterilfiltriert) zugeben, finale Konzentration 10 mM

5. 2 h bei 37°C inkubieren

Aufreinigung von PpsR mit NiNTA-Affinititschromatographie

Die Aufreinigung von Proteinen mit His-Tag erfolgte iiber eine Affinitdtschromatogra-
phie, bei der man sich die Affinidt von Histidin zu Nickel oder Cobalt zu Nutze macht
[Hochuli et al. 1988]. Der His-Tag bindet mit grokerer Affinitdt an die Nickel-NTA-
Agaraose als das restliche Zellprotein. So kann zunichst das Zellprotein abgewaschen

werden und danach das Protein mit His-Tag eluiert werden. Als Konkurrenzmolekiil
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zum Histidin setzt man Imidazol in verschiedenen Konzentrationen ein [Hengen 1995].
In dieser Arbeit wurden das HisPur Spin Column Kit von Pierce und das His-Bind Kit

von Novagen verwendet. Beide Kits wurden nach den Vorgaben des Herstellers benutzt.

Tabelle 3.17: Imidazolkonzentrationen in PBS fiir
das HisPur Spin Column Kit

Tabelle 3.16: PBS-Phosphat gepuf-
ferte Saline

Tabelle 3.18: Puffer fiir das His-

Substanz | Konzentration Puffer Imidazolkonzentration
NaHPO,4 20 mM Equilibrierungspuffer 10 mM

Na(Cl 300 mM Waschpuffer 25 mM
pH-Wert 7,4 (HCI) Elutionspuffer 250 mM

Tabelle 3.19: Imidazolkonzentrationen in TrisHCI

Bind Kit fiir das His-Bind Kit
Substanz | Konzentration Puffer Imidazolkonzentration
NaCl 500 mM Bindungspuffer 5 mM
TrisHC1 20 mM Waschpuffer 60 mM
pH-Wert 7,9 (HCI) Elutionspuffer 1000 mM

Herstellung von gesittigtem Resin

Bei der Entsalzung des Proteins traten Probleme auf, wobei es keine Rolle spielte, ob
die Entsalzung mittels Dialyse oder Filtration durchgeiihrt wurde. Henkel [2011] ent-
salzte mittels einer NAP-5 Séule, priifte dabei aber nicht, ob Protein bei der Entsalzung
verloren ging. Auf der Sdule konnte er ausgefallenes Protein nicht sehen. Bei der Dialyse
gegen PBS traten schon massive Verluste durch ausgefallenes PpsR-Protein auf, das
sich auch nicht wieder 16sen lief. Auch bei der Entsalzung mittels Ultrafiltration traten
diese Schwierigkeiten auf. Um diese Problematik zu umgehen, wurde fiir den Versuch
zur DNA-Bindung das Resin direkt mit Protein abgesittigt. Dazu wurde die NiNTA-
Sdule mit Rohextrakt beladen und 2 Waschschritte laut Protokoll durchgefiihrt. Dann
wurde sie mit Equilibrierungspuffer bzw. Binding Buffer dquilibriert und es wurde noch
einmal Rohextrakt aufgetragen. Dieser Vorgang wurde noch 2 mal wiederholt, bis davon
ausgegangen werden konnte, das fast alle Positionen von PpsR-Protein besetzt waren.
Vor dem Umpuffern auf Protein-DNA-Bindepuffer oder Puffer mit definiertem Redox-

potential wurden noch 4 Waschschritte durchgefiihrt, bis kein Protein mehr eluierte.
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Herstellung von Puffern mit definiertem Redoxpotential

Zur Herstellung von Puffern mit definiertem Redoxpotential wurde das Redoxpaar GSH
und GSSG verwendet. Dieses Paar ist besonders gut geeignet, da ohne das Enzym
Glutathion-Reduktase keine Reaktionen stattfinden und das eingestellte Redoxpoten-
tial lange stabil bleibt. Mit Hilfe der Nernst-Gleichung (vgl. Gleichung 3.1.7) wurden
die erforderlichen Konzentrationen fiir das gewiinschte Redoxpotential ermittelt. GSH
reagiert leicht sauer, sodass der pll-Wert der Losungen ungefdhr pll 3 war. Um keine
storenden Puffersubstanzen zugeben zu miissen, wurde der pH-Wert so belassen. Das
Redoxpotential ist pH-abhingig, jedoch wurden hier die Potentiale weiterhin fiir pH
7 angegeben, da dies der fiir Proteine relevante Bereich ist. Dies ist moglich, da das
Redoxpotential in beiden Fillen gleich vom pH-Wert beeinflusst wird.

Tabelle 3.20: Zusammensetzung der GSH-Redoxpuffer, die Redoxwerte wurden mit Hilfe der
Nernst-Gleichung (vgl. Abs. 3.1.7) berechnet.

Konzentration Redoxwert [mV]|
GSH [M] | GSSG [M] | pH7 | pH3
0,00001* 0,01 0 180
0,00002 0,01 -18 162
0,00006 0,01 -47 133

0,0002 0,01 -78 102
0,0004 0,01 -96 84
0,001 0,009 -121 59
0,002 0,004 -150 30
0,007 0,002 -192 -12
0,009 0,001 -207 -27
0,001 0,000001* | -300 -120
*Konzentration geschétzt

3.3.3 SDS-PAGE und native PAGE
SDS-PAGE - Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der Aufreinigung von Proteinen wurden SDS-PAGEs angefertigt. Bei die-
ser Methode werden die Proteine in der Probe durch das Detergenz SDS linearisiert und

durch eine Gelelektrophorese nach der Grofe aufgetrennt. Mithilfe eines Grofenmarkers
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kann man die ungefidhre Grofe eines Proteins abschitzen, die Expression eines Proteins

iiberwachen oder die Aufreinigung eines Proteins kontrollieren. In dieser Arbeit wurde

die Gelelektrophorese nach Laemmli [1970] durchgefiihrt und es wurden Laufeinrichtung

von Biometra und zur Stromversorgung PowerPac300 von BioRad eingesetzt.

Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE

Die Proben fiir die SDS-PAGE konnten sowohl aus ganzen Zellen, als auch aus Protei-

nextrakten hergestellt werden.

1.

2.

Zellen ernten: 1 ml Kultur bei 13000*g 5 min lang zentrifugieren
Pellets in 50ul 5x SDS-Probenpuffer je OD/ml resuspendieren

Proteinextrakte (vgl. Abs. 3.3.1) mit 0,25 Volumenteilen 5x SDS-Probenpuffer

versetzen

Proben bei 95°C und 300 rpm im Thermomixer 5 min lang kochen

. 20 pl pro Tasche auf das SDS-Gel laden

Tabelle 3.21: SDS-Probenpuffer (5x)

Substanz Konzentration
SDS 10% w/v
DTT 10 mM
Glycerin 20 % v/v
Tris 200 mM
Bromphenolblau 0,05 % w/v
pH-Wert 6,8 (HCI)

Herstellung der SDS-Gele

Die SDS-Gele wurden nach dem Zusammensetzen der Gelkammern nach folgendem Re-

zept gegossen:

1.

2.

3.
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Tabelle 3.22: Oberer Gelpuffer (4x) Tabelle 3.23: Unterer Gelpuffer (4x)
Substanz | Konzentration Substanz | Konzentration
Tris 6 % Tris 18,15 %

SDS 0,4 % SDS 0,4 %
pH-Wert 6,8 (HCI) pH-Wert 8,8 (HCI)
Tabelle 3.24: Trenngel Tabelle 3.25: Sammelgel
Lésung Volumen Lésung Volumen
Acrylamidlésung 2,2 ml Acrylamidlgsung 0,2 ml
unterer Gelpuffer 1,5 ml oberer Gelpuffer 0,5 ml
HQO 2,3 ml HQO 1,3 ml
Temed 5 ul Temed 5 ul
APS 10 pl APS 10 pl

4. nach ca. 60 min ist das Gel auspolymerisiert

5. das Isopropanol abgiessen und Reste mit einem saugfihigen Tuch entfernen

6. Sammelgelmixtur zusammengeben, das APS als Radikalstarter als letzes zufiigen

7. ziigig das Sammelgel giessen und einen Kamm mit der gewiinschten Taschenzahl

und Grofe aufstecken

8. mindestens 30 min polymerisieren lassen

Native PAGE - native Polyacrylamid Gelelektrophorese

Um Tertidr und Quartéirstrukturen von Proteinen sichtbar zu machen, in diesem Falle
Anderungen im Redoxzustand des PpsR-Proteins durch z.B. inter- oder intramolekulare
Disulfidbriicken wurden native PAGEs angefertigt. Sie arbeiten ohne das linearisierende
Detergenz SDS, wodurch die native Struktur des Proteins erhalten bleibt. [Rehm and
Letzel 2010, Schigger and von Jagow 1991]

Das hier verwendete Protokoll funktioniert ohne separates Sammelgel, der Kamm

wird also einfach auf das Trenngel aufgesteckt.
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Tabelle 3.28
Tabelle 3.27
Tabelle 3.26 .
. Natives Gel
. Nativer Probenpuffer
Nativer Laufpuffer (5x)

- Lésung Volumen
- Substanz | Konzentration —
Substanz | Konzentration - Acrylamidlgsung | 2,16 ml
- Glycerin 10 %
Glycin 1M - Laufpuffer 1,44 ml
- Glycin 40 mM
Tris 125 mM - H>O 3,36 ml
Tris 5 mM
pH-Wert 8,9 (NaOH) Temed 3,6 ul
pH-Wert 8,9 (NaOH)
APS 36 ul

Nach dem Zusammensetzen der Gelkammern wurde die Gelmixtur zusammengegeben
und gut gemischt. Das Gel wurde ziigig gegossen und der Kamm blasenfrei direkt auf
das Trenngel aufgesetzt. Nach min. 2 h Polymerisation wurde das Gel beladen, wobei
die Proben mit nativem Probenpuffer versetzt wurden. Dem farblosen Puffer konnte
nach Belieben noch mit 0,05 % Bromphenolblau pro Probe zugesetzt werden. Das Gel
lief ungefdhr 1 h bei 4 °C bei 12,5 mV bis die Bromphenolblau-Bande am unteren Ende

des Gels angekommen war.

Heisse Coomassie-Farbung

Einige der Acrylamidgele wurden mit Coomassie Brilliant Blue Lésung angefiarbt [Ben-
nett and Scott 1971]. Um den Farbevorgang zu beschleunigen wurde ein Protokoll ver-
wendet, bei dem das Gel in der Féarbelosung in der Mikrowelle erhitzt wird (Hot Coo-
massie Stain, Phast Gel System, GE Healthcare) [Rehm and Letzel 2010].

1. Gel aus der Lautkammer nehmen und in einer mikrowellengeeigneten Schale mit

Coomassie Stain Losung tiberschichten
2. In der Mikrowelle bei 800 W erhitzen, bis die Losung kocht
3. 30 min auf dem Wippschiittler bei Raumtemperatur inkubieren

4. Farbelosung abgiessen (kann mehrfach verwendet werden), Gel kurz mit VE-

Wasser spiilen
5. Mit Entférbelosung iiberschichten, in der Mikrowelle aufkochen
6. Einige Cellulosetiicher zusammengerollt am Rand in die Schale geben

7. 30 min auf dem Wippschiittler entfirben
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8. Bei Bedarf Entfarbeschritte wiederholen bis die Banden gut sichtbar sind

Tabelle 3.29: Coomassie-Farbelosung Tabelle 3.30: Entfiarbelosung / Losung 1

Substanz Konzentration Substanz | Konzentration
Phast Gel Blue R-Tabs 0,025 % Methanol 20 %
Essigsdure 10 % Essigsdure 10 %

Silberfarbung [Heukeshoven and Dernick 1988]

Eine Silberfirbung erméglicht eine deutlich sensitivere Proteindetektion (5-30 ng/Bande)
als eine Coomassie Farbung (200-400 ng/Bande) [Rehm and Letzel 2010]. Sie wurde also
bei geringen Proteinkonzentrationen in den Proben eingesetzt. Es ist ebenfalls moglich,

eine bereits mit Coomassie gefarbte PAGE noch einmal mit Silber nachzufarben.

1. Fixieren der Banden im Gel mit Losung 1 (vlg. Abs. 3.30) fiir min 1 h (enféllt bei

vorheriger Coomassie-Farbung)
2. 30 min Reduktion in Losung 2
3. 3x 5-10 min Waschen mit Reinstwasser
4. 15 min Farben mit Losung 3
5. 20 s mit Reinstwasser spiilen
6. 3-15 min Entwickeln mit Losung 4

7. Abstoppen mit Losung 1

Tabelle 3.31 Tabelle 3.32 Tabelle 3.33

Reduzierlosung / Losung 2 Farbelosung / Losung 3 Entwickler / Lsung 4

Substanz | Konzentration Substanz | Konzentration Substanz Konzentration
Na2S203 200 mg/1 AgNOs3 0,2 % Na>CO3 30 g/1
Na2S203 5 mg/1
Formaldehyd 500 pl/1
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3.3.4 Proteinmengenbestimmungen
Bicinchonin-Sdure (BCA) Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Assay beruht auf zwei Reakti-
onsschritten. Im ersten Schritt wird das Kupferion aus CuSO4 von den Peptidbindungen
von Cu?* zu Cu™ reduziert. Diese Reaktion ist temperaturabhiingig. Im zweiten Schritt
bildet die namengebende Substanz Bicinchonin-Siure einen Chelat-Komplex mit Cu™,
der stark bei 562 nm absorbiert und daher lila geférbt ist. Der BCA-Assay ist wenig
abhéngig von der Aminoséiure-Zusammensetzung der Probe und kann so auch fiir gerei-

nigte Proteine verldssliche Werte ergeben. [Smith et al. 1985]

In dieser Arbeit wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce Biotechnology/ Thermo
Scientific nach den Herstellerangaben verwendet. Die Farbreaktion wurde in einer 96er
Mikrotiterplatte an einem PowerWave XS der Firma Biotek erfasst. Zur genauen Quan-

tifizierung wurde eine Standardreihe mit definierter BSA-Konzentration mitgemessen.

Quantifizierung nach Warburg and Christian [1941]

Fiir eine schnelle Proteinbestimmung in geringen Probenvolumina wurde ein NanoDrop-
Photometer verwendet, das die Absorption jeweils bei 260 und 280 nm Wellenldnge misst
und nach der Formel 3.10 die Proteinkonzentration berechnet. Diese Methode benétigt
nur 1 ul Probenvolumen, jedoch muss beriicksichtigt werden, ob sich Substanzen in
der Probe befinden, die im UV-Bereich absorbieren. Wenn gréfsere Probenvolumina zur
Verfiigung standen wurde in UV-fihigen Quarzkiivetten im Jasco V-670 (Jasco, Tokyo,
Japan) gemessen. Nach der Ligandenaffinitiatschromatographie wurde in UV-fihigen
Mikrotiterplatten im Biotek-Reader Powerwave XS (Winooski, VT, USA) gemessen.

Die Funktion Pathlengthcorrection glich unterschiedliche Fiillstdnde aus.

(1,55 % Absago) — (0, 76 * Absag) = c(Protein)[mg/ml] (3.10)

3.4 Entwicklung einer Ligandenaffinitatschromatographie

mit Ubichinon als Ligand

Zur schnellen spezifischen Aufreinigung von Proteinen, die Liganden binden konnen,

ist die Ligandenaffinitdtschromatographie ein sehr méchtiges Werkzeug. Zwar ist die
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Entwicklung einer spezifischen Chromatographie relativ aufwéndig, aber keine andere
Aufreinigungsmethode ermdglicht so hohe Reinigungsfaktoren wie die Ligandenaffini-
tatschromatographie von bis zu 10.000 fach in einem Schritt [Novick and Rubinstein
2012]. Wie bei der gewdhnlichen Affinitdtschromatographie binden die zu reinigenden
Proteine am S&ulenmaterial wihrend die restlichen Proteine bei Waschschritten abge-
spiilt werden. Nach dem Waschen werden die Pufferbedingungen so abgedndert, dass
die gebundenen Proteine eluieren. Das besondere an einer Ligandenaffinitdtschromato-
graphie ist, dass die Liganden speziell fiir ein Protein oder eine Proteinklasse entwickelt
werden und daher hochspezifische Ergebnisse geliefert werden [?].

Die Aufreinigung der Proteine basiert also auf spezifischen Wechselwirkungen mit ihren
Liganden. Diese konnen, je nach Funktion des Proteins z.B. Substrate sein, die umgesetzt
werden, Erkennungssequenzen auf DNA, oder andere Proteine. Wichtig fiir eine Ligan-
denaffinitdtschromatographie ist eine Wechselwirkung, die kréftig und spezifisch genug
ist, um die Reinigungsschritte zu iiberstehen. Meistens werden bei der Ligandenaffinitét-
schromatographie keine kovalenten Wechselwirkungen eingegangen, sodass die Bindung
wieder zu 16sen ist [Rudat 2006]. Aktuell werden in der Forschung vor allem Cytokine
mit Ligandenaffinitdtschromatographie aufgereinigt [Novick and Rubinstein 2007|, aber
auch Methoden fiir die Reinigung einer Benzenhexacarbonséure-Decarboxylase [Rudat
2006] oder Immunoglobulin |Yang et al. 2009| wurden entwickelt.

Die Elution der Proteine kann durch verschiedene Mittel erfolgen. Sehr gut geeignet
ist die Substratkonkurrenz, bei der lose Liganden in Puffer zugegeben werden und die
Proteine eluieren. Dieses Prinzip ist hochspezifisch, da nur tatséchlich spezifische Wech-
selwirkungen gelést werden konnen. Weitere Mdoglichkeiten wie die Anderung von To-
nenstirke oder pH-Wert kommen ebenfalls in Frage, sind aber meist deutlich weniger
spezifisch [Rudat 2006].

Um ein Sdulenmaterial zu erhalten, mit dem Ubichinon 10-bindende Proteine gefunden,
gereinigt und identifiziert werden kénnen, musste zunéchst ein passendes Grundmaterial
gefunden werden. Fiir wissrige Chromatographien eignet sich Sepharose gut. Sepharose
ist mit verschiedenen Spacern und chemischen Gruppen erhiltlich, iiber die dann der
Ligand gekoppelt und immobilisiert werden kann. Bei einem Molekiil wie Ubichinon 10
stellte sich eine besondere Problematik, da nach der Kopplung die reaktive Kopfgruppe
frei verfiighar sein soll, wihrend der lipophile Schwanz des Molekiils fiir die Funktiona-
litdt eine untergeordnete Rolle spielt [Swem et al. 2006]. Also musste Ubichinon 10 mit
dem Isoprenschwanz an die Sepharose gebunden werden. Da Isopreneinheiten eine sehr

geringe Reaktivitdt aufweisen, musste zunéchst eine chemische Gruppe eingefiihrt wer-
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den, die sich dann mit dem Sepharosematerial koppeln liess. Auch bei der Einfiihrung
einer chemischen Gruppe durfte die Kopfgruppe nicht beschidigt werden. Zur Oxidation
des Isoprenschwanzes von Ubichinon 10 gibt es zwei mogliche Ansétze: 1. Oxidation mit

Kaliumpermanganat (KMnOy4) und 2. Oxidation durch Ozonolyse.

3.4.1 Oxidation der Isoprenseitenkette von Ubichinon 10
Oxidation von Ubichinon 10 mit Kaliumpermanganat

Die Oxidation von Ubichinon 10 mit Kaliumpermanganat wurde nach Lee et al. [1990]
durchgefiihrt. Die Chemikalien wurden zusammen in einen Dreihalskolben mit rundem
Boden gefiillt. Es bildeten sich zwei Phasen, die durch schnelles Riihren auf Eis vermischt
wurden. 0,8 g KMnO4 wurde in kleinen Portionen zugegeben. Die Mixtur wurde fiir
3 h auf Eis geriihrt. Nach Entfernen des Fises wurde das Riihren noch fiir 18 h bei
Raumtemperatur fortgesetzt. Zum Abschluss wurde das restliche KMnO4 mit 0,6 g
NaHSO3 reduziert. Die Trennung der beiden Phasen erfolgte in einem Scheidetrichter

und die organische Phase wurde per HPLC analysiert und aufgereinigt.

Tabelle 3.34: Reaktionsgemisch fiir die Oxidation von Ubichinon 10 mit Permanganat

Substanz Menge
H50 10 ml
H2SO04 9M 1,2 ml
Adogen 464 50 pl
Eisessig 2 ml
Dichlormethan 2 ml
Ubichinon 10 lg

Die Oxidation von Ubichinon 10 durch Ozonolyse

Die Ozonolyse wurde nach Veselovskii et al. [1982] durchgefiithrt. Dazu wurden 5 g 10 in
100 ml Benzen und 0,4 ml Methanol geldst. Die Lésung wurde dann 20 min lang auf Eis
mit Ozon aus dem Ozongenerator (Sander, Labor-Ozonisator) mit einem Sauerstofffluss
von 30-401/h behandelt, das leider nicht quantifiziert werden kann. Die Zugabe von 2 ml
30 % Ho049 vervollstandigte die Reaktion. Nun erfolgte ein Waschschritt mit geséttigter

NaCl-Losung im Scheidetrichter. Um das Wasser vollstdndig zu entfernen, wurde zu-
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satzlich etwas NapSOy zugegeben. Dann erst erfolgte die Trennung der beiden Phasen.

Auch hier wurde die organische Phase per HPLC analysiert und gereinigt.

HPLC-Analyse und Aufreinigung der Oxidationsprodukte

Die HPLC-Methodik wurde von der Analyse von reduziertem und oxidiertem Chinon aus
Grammel and Ghosh [2008] abgeleitet. Da weniger lipophile Produkte erwartet wurden,
als das Edukt Ubichinon 10, wurde die Methode abgewandelt, sodass zu Beginn der
Chromatographie nur 50 % des Eluenten, also Methanol/Isopropanol im Verhéltnis 4:1
incl. 10 mM Ammoniumacetat und zur anderen Hélfte Wasser verwendet wurde. So
wurden auch die Chinone mit gekiirzten Isoprenschwinzen ausreichend retentiert und
konnten auch getrennt werden. Im Gegensatz zur Ubichinon 10-Analytik wurde eine
Inertsil reversed phase Sdule (C18, 5 u, ODS-3, 250 x 4,6 mm oder 250 x 10mm, GL-
Sciences, USA) statt des Zorbax-Materials verwendet.

Um auch Ubichinon 10-Reste und ldngerkettige Produkte entfernen zu koénnen, stei-
gerte die Methode den Gehalt an Eluenten in Form eines linearen Gradienten auf 100%
in einer Zeit von 15 min. Die Regeneration der Ausgangskonzentrationen erfolgte in den
folgenden 10 min des Programms. Die DAD-Detektion bei 275 nm zeigte die erhaltenen
Chinone an, wihrend bei 210 nm organische Sduren, die aus den abgespaltenen Isopren-
einheiten entstehen, sichtbar werden. Die analytische HPL-Chromatographie wurde mit
einem Fluss von 1 ml/min betrieben.

Fiir das Trennen der Produkte von den organischen Sduren und zur Isolation der
entstandenen Produkte fiir die weitere Analyse wurde eine Chromatographie-Siule in
semipréparativem Mafstab eingesetzt. Durch den deutlich groferen Saulendurchmes-
ser musste der Fluss auf 3 ml/min angepasst werden. Der Fraktionssammler wurde so
programmiert, dass die Peaks auf der 275 nm Absorptionsspur (muss im DAD dann
Kanal A sein) detektiert und gesammelt wurden. Fiir alle HPL-Chromatographischen
Anwendungen wurde das Agilent 1100 Series System (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

verwendet.

Analyse der Reaktionsprodukte

Die gesammelten Fraktionen der beiden Oxidationsanséitze wurden im Lyophilisator ge-
trocknet und zur weiteren Analyse in Ethanol aufgenommen. Fiir die Infrarotspektrosko-
pie wurde trockenes Material verwendet. UV-Spektren wurden an einem Spektrometer

der Firma Jasco (Tokyo, Japan) aufgenommen und mit dem Spectra Manager analy-
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siert und exportiert. Die Infrarotspektren wurden in der AG von Prof. Kai Sundmacher
mit Hilfe von Ivan Ivanov aufgezeichnet. Es wurde das “Nicolet-6700 FT-IR Spectrome-
ter” von Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) und die ATR Einheit “Smart Orbit*
verwendet. NMR-Spektren wurden an der Universitdt Magdeburg von Frau Dr. Liane
Hilfert am Institut fiir Organische Chemie der Otto von Guericke Universitat Magdeburg

gemessen und ausgewertet.

3.4.2 Probenvorbereitung fiir die Ligandenaffinitatschromatographie

Die Proteine, die mit dieser Affinitdtschromatographie gereinigt werden sollen sind Mem-
branproteine. Das bedeutet, dass sie in rein wissrigen Puffern fast unléslich sind. Um
dieses Problem zu umgehen kann man Detergenzien einsetzen, die die Membranprote-
ine solubilisieren. Detergenzien oder Seifen sind amphiphile Molekiile, die sich an die
lipophilen Bestandteile von Membranproteinen anheften und so die Phospholipide ver-
dréingen. Da sie auch eine hydrophile Seite besitzen geht das Membranprotein dadurch
in Losung. [Rehm and Letzel 2010]

Membranpriparation und Proteinsolubilisierung

Die Membranpriparation erfolgte nach dem bewé#hrten Prinzip von Swem et al. [2007].
Die Arbeitsgruppe von Carl Bauer hat bereits vor Jahren redoxsensitive Histidinkinasen
aus der Membran von Rb. capsulatus isoliert und untersucht. Da Rb. capsulatus als
ebenfalls anoxygenes photosynthetisches Purpurbakterium relativ nah verwandt mit R.
rubrum ist, wurde davon ausgegangen, dass eine Ubichinon 10-bindende Histidinkinase
mit der gleichen regulatorischen Funktion mit dem gleichen Protokoll zu solubilisieren

sein miisste.

1. Die Anzucht der Bakterien erfolgte entweder phototroph oder semiaerob, sodass
Photosynthesemembranen exprimiert waren, damit die Kinase nicht schon mit
oxidiertem Chinon belegt war. (Mittlerweile fanden Wu and Bauer [2010] heraus,
dass RegB auch reduziertes Ubichinon bindet, obwohl nur oxidiertes Ubichinon

die Kinaseaktivitdt unterdriickt).
2. Zellernte in der Zentrifuge (Biofuge, Heraeus, Hanau) bei 5000 rpm

3. Zellen in Lysepuffer resuspendieren und mit dem Ultraschallstab aufschlielen vgl.
Abs. 3.3.1
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4. Zelltriimmer abzentrifugieren 5000 rpm (Biofuge, Heraeus, Hanau), Pellet verwer-

fen

5. Membranen in der Ultrazentrifuge (Beckman, Modell 15-50, Krefeld bei 100 000

*¢) 1 h lang aufkonzentrieren, Uberstand verwerfen

6. 1 ml Solubilisierungspuffer pro OD und ml der Kultur zugeben und 1 h bei RT

schiitteln

7. Unlésliche Bestandteile bei 150 000 *g in der Ultrazentrifuge (Beckman, Modell
L5-50, Krefeld) 1 h lang abzentrifugieren und verwerfen, gekiihlt hochstens 1 Tag

lagern

Tabelle 3.35: Lysepuffer fiir Membranpro-

Tabelle 3.36: Solubilisierungspuffer

teine
Substanz | Konzentration
Tris-HCL 10 mM
NaCl 100 mM
pH-Wert 8

3.4.3 Durchfiihrung der Ligandenaffinitdtschromatographie

Substanz Konzentration
TrisHCL 20 mM
Imidazol 20 mM Imidazol
NaCl 300 mM
Glycerin 20 %
n-dodecyl-R-D-Maltosid 1%
pH-Wert 8

Zur Vorbereitung der Ligandenaffinitdtschromatographie muss zunéchst der Ligand an

die Matrix gekoppelt werden. Dazu muss die Carboxylgruppe mit einem Carbodiimid

aktiviert werden um dann mit der Ammoniumgruppe der EAH-Sepharose 4B Matrix
eine Peptidbindung einzugehen Rudat [2006]. Die Anleitung der EAH-Sepharose 4B

bietet einen guten Leitfaden:

e Als Carbodiimid wurde EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) aus-

gewdhlt, da mit diesem Stoff bereits Erfahrungen vorlagen und er im Haus verfiig-

bar war, Konzentration: 0,1 M

e Der pH-Wert wurde vor der Kopplung auf ca. 4-5 eingestellt und nach 12 h Reak-

tionszeit noch einmal korrigiert, dies ist wichtig, denn die Carboxylgruppe muss

fiir die Kopplung protoniert sein.
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e Die Kopplung wurde in MilliQ-Wasser durchgefiihrt, denn Puffer kdnnten durch

Substratkonkurrenz die Reaktion storen.
e Die Reaktion fand bei Raumtemperatur fiir 24 h statt.
e Fiir Durchmischung sorgte ein Kippschiittler

e Die Konzentration des Liganden konnte nur grob abgeschéitzt werden, da kein
molarer Extinktionskoeffizient bekannt ist, behelfsméfig wurde der molare Ex-
tinktionskoeffizient von Ubichinon 10 verwendet und die Konzentration auf ca.
das doppelte des Notwendigen, also der Konzentration der Aminogruppen (7-12
pmol/ml) eingestellt.

¢ Nach der Kopplung wurde die Matrix in eine Mini-Kunststoffsdule gefiillt und dort
abwechselnd mit 0,1 M Acetat-Puffer (pH 4) und 0,1 M Tris-Puffer (pH 8,3), beide
mit 0,5 M NaCl gewaschen, insgesamt 10 mal.

e Danach, sowie vor jeder Chromatographie erfolgte das Equilibrieren mit Wasser
(MilliQ)

Verlauf der Ligandenaffinitdtschromatographie

Nachdem die Sdule mit MilliQ-Wasser gereinigt war, wurde eine Proteinprobe von ca.
50ul auf das Material aufgetragen. Beim Auftragen der Proben sollte im Pufferreservoir
der Sdule keine Fliissigkeit mehr stehen, die die Probe verdiinnt und dadurch das Auf-
tragen verzogert, aber das Material darf auch nie antrocknen. Durch Warten, bis die
aufgetragene Probe in der Matrix versunken war, wurde sichergestellt, dass der zugege-
bene Waschpuffer (entspricht dem Solubilisierungspuffer) die Probe nicht aufwirbelte.
Es wurden insgesamt 3-4 ml Waschpuffer iiber die Séule gegeben, bis fiir die Elution
20 pl Ligand (ca. 1 mg/ml) aufgegeben wurde. Nach versickern des gelb gefarbten Li-
ganden, der die spezifischen Bindungen durch Substratkonkurrenz 16sen soll, wurde ein
weiterer Milliliter Waschpuffer zugegeben.

Die gesamte Chromatographie wurde mit Gravitation betrieben, sodass sie relativ zei-
tintensiv war. Die eluierenden Fliissigkeiten wurden manuell fraktioniert in dem jeweils
10 Tropfen in jeweils ein Well einer 96er-UV-Mikrotiterplatte gegeben wurde. Resultie-
rende, ggf. ungleiche Fliissigkeitssténde in den Wells wurden bei der Analyse durch den
Reader der Firma Biotek (Winooski, VT, USA) mit der Funktion Pathlengthcorrection
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korrigiert. So wurde erméglicht mit Hilfe eines Vollspektrums schon vor der SDS-PAGE
Ergebnisse iiber den Proteingehalt der Fraktionen zu erhalten und zu sehen, zu welchem

Zeitpunkt das Ubichinon 10-Derivat eluierte.

3.4.4 Analyse der Ergebnisse der Ligandenaffinitidtschromatographie

Die Eluate der Ligandenaffinitdtschromatographie wurden mittels SDS-PAGE analysiert
(vgl. Abs. 3.3.3). Eine Silberfarbung mit dem Fire-Silver-Kit (Proteome-Factory Berlin)
sorgte fiir eine MS-kompatible Farbung des Gels. Die MS-Analyse der Banden wurde
von Marcus Hoffmann und Erdmann Rapp aus der Arbeitsgruppe Bio/Prozessanalytik
am MPI-Magdeburg durchgefiihrt.
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Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Wachstumsversuche

In den folgenden Kultivierungen wurden redoxaktive Chemikalien zugesetzt, um Ande-
rungen in Wachstums- und Membransyntheseraten oder absoluten Zell- und PM/Zelle-
Mengen zu erzielen. In allen mikroaeroben Kultivierungen im Schiittelkolben ergab sich
grundsitzlich der gleiche Kultivierungsverlauf. Es wurde mit einer Vorkultur gearbeitet,
die auch den spiteren Kultivierungsbedingungen entsprach, also in diesem Fall mikro-
aerob. Daraus folgt, dass das Inokulum bereits PM gebildet hatte, was an dem hohen
Startwert fiir die PM zu erkennen ist (ODggo/ODggo, vgl. Abb. 4.1).

Die Kultivierungen liefen sich in vier Phasen einteilen. Sie begannen mit einer aeroben
Phase in der die Anzahl der Zellen noch nicht ausreichte, um den Sauerstoffeintrag durch
das Schiitteln zu verbrauchen. In dieser Phase wuchsen die Zellen am schnellsten und
der PM-Gehalt der Zellen nahm ab. Bei einer OD von ungeféhr 1 trat eine Sauerstoffli-
mitation ein. Dieser Punkt war gekennzeichnet durch das Einsetzen der PM-Synthese.
Es folgte die 2. Phase der Kultivierung, in der die Membransyntheserate am hchsten
war. In Phase 3 stieg der Anteil der Photosynthesemembran pro Zelle nicht mehr, oder
nur noch kaum an, die Zellen waren stark sauerstofflimitiert und wuchsen nur noch sehr
langsam. Die vierte Phase war die stationdre bzw. die Sterbephase. Sie hat in dieser Ar-
beit keine Relevanz. In Abb. 4.1 ist eine Wachstumskurve mikroaerob auf M2S-Medium
mit PM-Produktion zu sehen, die oben beschriebenen Phasen wurden markiert.

Kam Fruktose im M2SF Medium als Substrat hinzu, wurde sie zunéchst simultan
aufgenommen. Sobald Sauerstoff limitiert war, wurde Fruktose als vergdrbares Substrat
bevorzugt aufgenommen. Dadurch war sie schneller aufgebraucht als Succinat aber es
kam eine dhnliche Phaseneinteilung zustande: Phase 1: Aerobes Wachstum mit 2 Sub-

straten, Abnahme der PM; Phase 2: Membranproduktionsphase mit 2 Substraten; und
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Phase 3: Mikroaerobes Wachstum nur auf Succinat, sehr langsam. Bei Wachstum auf
M2SF-Medium wurden in mikroaeroben Kultivierungen mehr PM synthetisiert als auf
M2S-Medium (vgl. Abs. 2.2).

Die Sterbephase, die sich an jede Kultivierung anschloss beeinhaltete bei R. rubrum in
der Regel einen Anstieg des Membranverhéltnisses, da sich die Membranbestandteile
lysierter Zellen noch in der Kultur befanden und die OD gleichzeitig absank. Dieser
Anstieg hatte deshalb nichts mit einer geregelten Genexpression zu tun und findet hier

keine Beachtung.
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Abbildung 4.1

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2S-Medium mikroaerob im Schiittelkolben. O: Wachs-
tum ODggonm, 2\: PM-Produktion ODSBOnm/ODGGOHm; die Fehlerbalken zeigen die maximale Ver-
fahrensabweichung von 5 %

4.1.1 Zusatz von DTT zu den Kultivierungen

Der Zusatz von Dithiothreitol (DTT) zu den Kultivierungen verursachte zunéichst trotz
des sehr niedrigen Redoxpotentials von DTT (-330 mV) keine sofortige Steigerung der
PM-Produktion. In Abb. 4.2 ist eine Kultivierung mit M2SF-Medium zu sehen. Bei
Zugabe zum Zeitpunkt des niedrigsten PM-Levels verzogerte sich der Beginn der PM-

Synthese um eine gewisse Zeit, die von der Menge des zugegebenen DTT abzuhingen
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schien. War diese Phase voriiber, begann die Membransynthese. Interessanterweise iiber-
traf dann die maximal erreichte Membranmenge pro Zelle in den Versuchen mit wenig
(0,3 mM) DTT die der Kontrollen.
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Abbildung 4.2

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob im Schiittelkolben mit Zu-
gabe von DTT bei OD = 1. O: Wachstum OD660nm, A: PM-Produktion ODggonm/ODﬁaonm; O:
Kontrolle; M:0,3 mM DTT; B: 0,5 mM DTT; die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrensab-
weichung von 5 %

Vergleicht man die PM-Syntheseraten und die Wachstumsraten, so zeigte sich, dass die
PM-Synthese pro Zeit ungefihr gleich, jedoch die Wachstumsraten in Phase 2 deutlich
unterschiedlich waren. Dies zeigt, dass D'T'T das Wachstum negativ beeinflusste, wobei
aber nach einer kurzen Lag-Phase die PM-Syntheserate unveréndert blieb.

Wurde zu aeroben Schiittelkolben (M2SF-Medium) DTT zugegebenen so zeigte R.
rubrum schon ab einer Konzentration von 0,25 mM DTT nur noch minimalste Wachs-
tumsraten, bei hoheren DTT-Konzentrationen stagnierte das Wachstum. Eine Anregung
der PM-Synthese durch das Absenken des Kulturredoxpotentials durch die Zugabe von
DTT erfolgte nicht.

In M25-Medium ohne Fruktose, mikroaerob mit DT'T, verhielt sich R. rubrum &hnlich.
gouch ohne Fruktose wurde die PM-Synthese verzogert. Wurde DTT erst nach dem
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Abbildung 4.3

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroae-
rob im Schiittelkolben mit Zugabe von DTT. O: Kontrolle; ®: 0,3 mM DTT; B: 0,5 mM DTT;
Phasenbezeichnung siehe Abb. 4.1; die Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%

Einsetzen der PM-Synthese zugegeben, so sank das PM-Level deutlich ab. Nach dem
Abklingen des DTT-Effektes stieg die PM-Syntheserate wieder an, wihrend sie in der
Kontrollkultur ohne DTT bereits stagnierte (vgl. Abb. 4.4).

Besonders bemerkenswert war der Anstieg der PM nach Zugabe von 0,5 mM DTT
auf einen maximalen Wert von iiber 1, was selbst in Kultivierungen mit Fruktose nur
sehr selten vorkam (ODggy/ODggg — 1,04, Abb. 4.4). Trotzdem war zu keiner Zeit der
Kultivierung die PM-Syntheserate in Schiittelkolben mit DTT héher als die maximale
PM-Syntheserate der Kontrolle, es wurde mehr, aber nicht schneller PM synthetisiert
als ohne Zugabe von DTT.

Auch in diesem Versuch zeigte sich eine wachstumsinhibierende Wirkung von DTT,
jedoch erst ab einer Konzentration von 1 mM. Die Zugabe von 0,5 mM DTT regte
das Wachstum sogar etwas an, wihrend die PM-Synthese aussetzte. Sobald die PM-
Synthese wieder begann, war die Wachstumsrate niedriger als die der Kontrolle (vgl.
Abb. 4.5(a) und 4.5(b)). In Abb. 4.4 ist ein solcher Kultivierungsverlauf zu sehen. Zum
Vergleich der Wachstums und PM-Syntheseraten wurde eine Phase 2b eingefithrt um
die Abnahme der PM und den erneuten Anstieg anschaulicher zu machen. Phase 2b
bezeichnet die Phase in der die PM-Synthese nach der DTT-Zugabe abfillt, sie war also
negativ, wie am Anfang der Kultivierung und dauerte von 47 h bis 70 h, abhéngig von
der zugegebenen DTT Konzentration (Abb. 4.5(b)).
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Abbildung 4.4

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2S-Medium mikroaerob im Schiittelkolben mit Zu-
gabe von DTT. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe; O: Wachstum ODeggonm, 2: PM-
Produktion ODggonm/ODggonm; O: Kontrolle; ©: 0,56 mM DTT; M: 1 mM DTT; B: 2 mM DTT;
die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrensabweichung von 5 %
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Abbildung 4.5
Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2S-Medium mikroaerob

im Schiittelkolben mit Zugabe von DTT. [J: Kontrolle; ©: 0,5 mM DTT; B: 1 mM DTT; B: 2 mM
DTT; die Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%
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4.1.2 Zusatz von reduziertem Glutathion (GSH) zu den Kultivierungen

Die Zugabe von reduziertem Glutathion (GSH) zu den Kultivierungen im Schiittelkolben
bewirkte sowohl in M2S als auch in M25F-Medium einen Anstieg der PM-Syntheserate
sowie des maximal erreichten PM-Levels (vgl. Abb. 4.6 und 4.7(b)). Da sich fir Kon-
zentrationen von 2 mM GSH ein signifikaner Unterschied zeigte, wurde das hthere PM-
Level nach Zugabe von 1 mM GSH ebenfalls als signifikant gewertet, obwohl er nicht
ganz ausserhalb der Verfahrensabweichung liegt. In diesem Versuch stieg es nach der
Zugabe von 2 mM GSH auf 1,05 an. Die Wachstumsrate blieb davon unbeeinflusst,
ein geringer Abfall bei steigender GSH-Konzentration und damit auch steigender PM-
Syntheserate konnte erahnt werden. Dies bestéatigte sich aber nicht in den Versuchen fiir
die GSH-Aufnahme in denen mit 6 mM GSH gearbeitet wurde (vgl. Abb. 4.19(a)).
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Abbildung 4.6

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob im Schiittelkolben mit Zuga-
be von GSH; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODggonm, &: PM-Produktion ODggonm /ODssonm;
0: Kontrolle; M: 1 mM GSH; B: 2 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrensab-
weichung von 5 %
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Abbildung 4.7

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroae-
rob im Schiittelkolben mit Zugabe von GSH; O: Kontrolle; M: 1 mM GSH; B: 2 mM GSH; die
Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%

Zusatz von GSH zu aeroben Kultivierungen

Unter aeroben Bedingungen werden in NSPB in der Regel keine PM gebildet [Bauer et al.
2003]. Nachdem sich GSH unter mikroaeroben Bedingung als stark PM-syntheseférdernd
erwiesen hatte, bestand zumindest die theoretische Moglichkeit, dass sich die PM-
Synthese ebenfalls unter aeroben Bedingungen anregen lassen wiirde, ebenso wie die
ArcB/ArcA-kontrollierte Genexpression in E. coli in den Experimenten von Malpica
et al. [2004]. Diese Erwartung konnte zum Teil bestétigt werden. R. rubrum produzierte
tatsachlich gegen Ende der Kultivierung eine geringe Menge an PM. Ob diese Ergeb-
nisse signifikant sind, ldsst sich schwer beurteilen ohne noch deutlich mehr Replikate zu
erzeugen. Die Unterschiede in den hdchsten PM-Levels der Kultivierung lag innerhalb
der Verfahrensabweichung der OD- und PM-Messung. In dieser Arbeit zeigten 6 Repli-
kate die gleiche Tendenz. Zuséatzlich zeigte sich eine deutliche Wachstumsbeschleunigung
durch die Zugabe von GSH, so dass sehr hohe Wachstumsraten von ungefihr 0,15 h~!

erreicht wurden; bei Zugabe von 10 mM zeigte sich die Wachstumssteigerung spéter.
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Abbildung 4.8

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2SF-Medium aerob im Schiittelkolben mit Zugabe von
GSH; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODggonm, A: PM-Produktion ODsgsgonm/ODeeonm; U
Kontrolle; M: 5 mM GSH; B: 10 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrensab-
weichung von 5 %
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Abbildung 4.9

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2SF-Medium aerob im
Schiittelkolben mit Zugabe von GSH; O: Kontrolle; M: 5 mM GSH; B: 10 mM GSH,; die Fehlerbalken
zeigen eine Fehlergrenze von 5%
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4.1.3 Zusatz von oxidiertem Glutathion (GSSG) zu den Kultivierungen

Durch die Zugabe von oxidiertem Glutathion (GSSG) wurde die PM-Synthese nicht be-
eintrachtigt, obwohl GSSG das Redoxpotential in den Schiittelkolben anheben miisste.
Im Gegenteil schien auch in diesem Ansatz die PM-Synthese zumindest leicht angeregt
zu werden. Es scheint einen dhnlichen Effekt zu haben wie GSH. Die angegebene Verfah-
rensabweichung fiir die OD- und PM-Messung zeigt aber, dass die beobachteten Effekte
nicht signifikant sind.
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Abbildung 4.10

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob im Schiittelkolben mit
Zugabe von GSSG; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODsggonm, A: PM-Produktion
ODssonm/ODggonm; O: Kontrolle; M: 1 mM GSSG; B: 2 mM GSSG; die Fehlerbalken zeigen die
maximale Verfahrensabweichung von 5 %
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Abbildung 4.11

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob
im Schiittelkolben mit Zugabe von GSSG; O: Kontrolle; M: 1 mM GSSG; B: 2 mM GSSG; die
Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%

4.1.4 Zusatz von Diethylmaleat (DEM) zu den Kultivierungen

Diethylmaleat erzeugt eine spezifische Abnahme der Menge an GSH in der Zelle [Boy-
land and Chasseaud 1967]. Erwartungsgeméafh sollte es also die PM-Synthese inhibieren
oder zumindest abschwéchen. Dies traf auch zu. Mit steigender DEM-Konzentration in
den Kulturen sank das maximal erzeugte PM-Level deutlich ab. DEM hatte eine leicht
wachstumsmindernde Wirkung, die aber erst in der letzten Phase der Kultivierung sicht-
bar wurde, vermutlich nach dem Verbrauch der Fruktose. Sie war nur im Vergleich von
Kontrolle mit 2 mM DEM signifikant. In M2SF-Medium zeigte DEM, wie GSIH erst in
der 3. Phase der Kultivierung einen Effekt auf die PM-Synthese. Dadurch wurde die ma-
ximal erzeugte Menge an PM stark beeinflusst, ein Wiederanstieg der PM-Syntheserate
erfolgte wihrend der Kultivierung nicht. DEM verhinderte oder verzégerte nicht wie
DTT das Einsetzen der PM-Synthese bei OD 1, auch eine spdtere Abnahme von bereits
synthetisierter PM wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 4.12

Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob im Schiittelkolben mit Zuga-
be von DEM; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODggonm, A: PM-Produktion ODggonm /ODesonm;
U: Kontrolle; M: 1 mM DEM; B: 2 mM DEM; die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrens-
abweichung von 5 %
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Abbildung 4.13
Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob

im Schiittelkolben mit Zugabe von DEM; O: Kontrolle; M: 1 mM DEM; B: 2 mM DEM; die
Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%
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4.1.5 Zusatz von Diamid, H,O, oder DMSO zu den Kultivierungen

Die Zugabe von oxidierenden Substanzen zu den Kultivierungen fiihrte meistens zu einer
sehr starken Wachstumsinhibierung, so dass wenig auswertbare Ergebnisse erzeugt wer-
den konnten. Besonders im Falle von Diamid, das spezifisch den GSH-Pool oxidiert, trat
dieser Effekt unerwartet auf, denn R. rubrum hatte eine relativ gute Toleranz von bis zu
2 mM DEM gezeigt, das ebenfalls spezifisch auf den GSH-Pool wirkt. DMSO kann als
alternativer Elektronenakzeptor veratmet werden und hat dadurch wahrscheinlich einen
dhnlichen Effekt auf die PM-Synthese wie Sauerstoff. Eine starke Wachstumsinhibierung
trat hier nicht auf, und ein stéchiometrischer Zusammenhang zwischen PM-Synthese
und DMSO-Zugabe zeigte sich. Da das DMSO aber durch Veratmung verbraucht wird
ergibt sich eine Regeneration der PM-Synthese.

4.1.6 Zusatz von Glycin, Cystein und Glutamat zu den Kultivierungen

Um festzustellen, ob die beobachteten Effekte des GSH durch Supplementierung mit
zusdtzlichen Aminoséduren verursacht wurden, kamen diese ebenfalls als Medienzusatz
zum Einsatz. Es zeigte sich, dass keine der eingesetzten Aminosduren Auswirkungen auf
die PM-Synthese hatte, auch nicht, wenn alle drei Aminosduren gemeinsam eingesetzt
wurden. Eine Erhéhung der PM-Synthese durch GSH als zusitzliche Kohlenstoffquelle
kann somit ausgeschlossen werden, insbesondere da es auch nicht als alleinige Kohlen-

stoffquelle verwertet werden konnte.

4.1.7 Zugabe von DTT und GSH zu R. rubrum SN20

In diesem Versuch sollte gepriift werden, ob GSH oder D'TT iiber den Ubichinon-Pool
auf das zellulire Redoxpotential einwirken, denn dieser Stamm kann durch eine Mu-
tation im Ubichinon-Biosyntheseweg nur noch Rhodochinon und geringe Mengen an
Ubichinon synthetisieren (Grammel pers. Mitteilung). Wéren die beobachteten Effekte
auf eine Wechselwirkung mit dem Ubichinon-Pool zuriickzufiihren, so miissten sie bei
verringerter Ubichinon-Konzentration in der Membran verdndert auftreten. Im Falle von
DTT trifft dies auch zu. Im Gegensatz zu der Kultivierung mit dem Wildtyp blieb hier
das PM-Verhiltnis niedrig und stieg gegen Ende der Kultivierung nicht wieder an (vgl.
Abb. 4.14).
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Abbildung 4.14

0,0

Wachstumsversuch mit R. rubrum SN20 auf M2SF-Medium mikroaerob im Schiittelkolben
mit Zugabe von GSH; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODsgonm, 4A: PM-Produktion
ODsg0nm/ODgsonm; O: Kontrolle; ©: 1 mM DTT; M: 2,5 mM DTT; B: 5 mM DTT; die Feh-

lerbalken zeigen die maximale Verfahrensabweichung von 5 %
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Abbildung 4.15

Phasel  Phase2  Phase3

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum SN20 auf M2SF-Medium mikro-

aerob im Schiittelkolben mit Zugabe von GSH;[J: Kontrolle;
5 mM DTT; die Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%

:1mM DTT; B: 2,5 mM DTT; B



4.1 Ergebnisse der Wachstumsversuche

Trotzdem schienen R. rubrum SN20 Zellen etwas robuster gegeniiber hoheren DTT-
Konzentrationen zu sein. Wahrend der Wildtyp nach der Zugabe von 2 mM DTT bei OD
1 bereits stark beeintréchtigt war, konnte R. rubrum SN20 noch wachsen. Aus diesem
Grund wurden die Experimente mit dem Wildtyp mit deutlich geringeren Konzentra-
tionen (0,3 mM und 0,5 mM) durchgefiithrt (vgl. Abb. 4.2).

Bei der Zugabe von GSH zeigt sich, dass sich im Falle des kleineren Ubichinon-Pools die
Zugabe von GSH auch auf die Wachstumsrate auswirkte (vgl. Abb. 4.16). Dies kénnte
einen weiteren Hinweis auf die Wirkungsweise des erhthten GSH-Pools in den R. ru-
brum Zellen geben und zusitzlich die Auswirkungen des verkleinerten Ubichinon-Pools
auf den Zellstoffwechsel veranschaulichen. Die PM-Synthese konnte durch GSH in SN20
ebenfalls deutlich gesteigert werden, jedoch erreichten die Kulturen nicht das Wildtyp-
Level. Bemerkenswert ist weiterhin, dass der PM-steigernde Effekt der Fruktose nicht

auftrat sondern die PM sogar etwas geringer blieb als auf M2S-Medium.
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Abbildung 4.16

Wachstumsversuch mit R. rubrum SN20 auf M2SF-Medium mikroaerob im Schiittelkolben
mit Zugabe von GSH; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODsggonm, 4A: PM-Produktion
ODssonm/ODggonm; : M2S Kontrolle; ©: M2S mit 2 mM GSH; M: M2SF Kontrolle; l: M2SF
mit 2 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrensabweichung von 5 %
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Abbildung 4.17

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum SN20 auf M2S-Medium bzw.
M2SF-Medium, mikroaerob im Schiittelkolben mit Zugabe von GSH; O: M2S Kontrolle; : M2S
mit 2 mM GSH; B: M2SF Kontrolle; B: M2SF mit 2 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen eine
Fehlergrenze von 5%
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4.2 Glutathionaufnahme in R. rubrum

Die Wachstumsversuchen mit GSH zeigten deutliche Auswirkungen von GSH auf die
PM-Synthese. Um zu kiren, ob GSH von den Zellen aufgenommen und verwertet wird,
oder ob es das Redoxpotential in der Kulturbriihe verdnderte und dadurch diesen Ef-
fekt ausloste, wurde GSH im Kulturiiberstand und intrazelluldr gemessen. Die Daten
zeigten dass GSH aus dem Kulturiiberstand in die Zellen aufgenommen wurde und dort

akkumulierte. Abb. 4.18 zeigt die Wachstumskurve dieses Versuchs.
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Abbildung 4.18

Wachstumkurve zum GSH-Aufnahme Versuch; Zugabe bei OD = 1; O: Wachstum ODggonm, A:
PM-Produktion ODggonm/ODGSOnm; 0: Kontrolle; M:6 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen die ma-
ximale Verfahrensabweichung von 5 %

Die Kultivierung wurde in etwas groferem Mafstab (500 ml in 1 1- anstatt 50 ml in
100 ml- Schiittelkolben) durchgefiihrt als die Experimente zu den Wachstumskurven,
um geniigend Material fiir die GSH-Messungen zu erhalten. Auch im groferen Mafstab
zeigte sich wieder das gleiche Verhalten wie in den vorherigen Kultivierungen mit GSH:
Ein Wachstumseinbruch zwischen 40 und 50 h Kultivierungszeit signalisierte deutlich,

dass Fruktose aufgebraucht war. Dies unterstiitzt die Messung von Fruktose im Kul-
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turiiberstand die in Abb. 4.22 dargestellt ist. Gleichzeitig verlangsamt sich auch die
PM-Synthese, in der Kultivierung mit GSH-Zusatz weniger, als in der Kontrollkultivie-
rung. Die maximal erreichten PM-Level unterschieden sich um ~ 0,1 und lagen bei ~0,9
in der Kontrolle und ~1 mit GSH-Zusatz.
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Abbildung 4.19

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum S1 auf M2SF-Medium mikroaerob
im Schiittelkolben mit Zugabe von GSH (6 mM); O: Kontrolle; B:6 mM GSH; die Fehlerbalken
zeigen eine Fehlergrenze von 5%
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Abbildung 4.20

Verlauf der extrazelluliren GSH-Konzentrationen; Zugabe von 6 mM GSH bei 20 h; [J: Kontrolle;
M:6 mM GSH; keine Fehlerbalken da nur Einfachbestimmungen
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Nach der GSH-Zugabe, ab der 35. Stunde der Kultivierung sank der GSH-Gehalt
der Kulturbriihe deutlich ab, also zum gleichen Zeitpunkt zu dem die Fruktose ver-
braucht war. Die Aufnahme begann nicht direkt nach der Zugabe, sondern schien kon-
trolliert Einzusetzen. Abb. 4.21 zeigt ebenfalls einen Anstieg der intrazelluldren GSH-
Konzentration. Hier begann der Anstieg jedoch frither, bereits direkt nach der GSH-
Zugabe war eine erhohte intrazellulire GSH-Konzentration zu erkennen. Diese blieb
aber bis zur 45. Stunde ungefédhr konstant so dass es sich wahrscheinlich um eine adhé-
sive Bindung des GSH an die Zelloberflichen handelte. Zusdtzlich war bei Zelldichten
unter OD 2 der Messfehler sehr grofs, so dass wie die Fehlerbalken zeigen, erst ab der

35. Stunde klare Aussagen ableithar waren.
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Abbildung 4.21

Verlauf der intrazelluliren GSH-Konzentrationen; [J: Kontrolle GSH; B:“6 mM GSH”, GSSG; M:
“6 mM GSH” GSH; die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen aus 6-Fachbestimmungen

Ab der 35. Stunde, also nach dem Verbrauchen der Fruktose, wurde GSH dann expo-
nentiell mit einer Aufnahmerate von 0,049 mM/g*h (Standardabweichung von 3 Versu-

chen 0,0024) aufgenommen. Die starke Akkumulation im Cytoplasma deutete auf eine

67



Kapitel 4 Ergebnisse

aktive GSH-Aufnahme hin. Der intrazellulire GSH-Gehalt erreichte bei 49umol/gDW
sein Maximum, wihrend in der Kontrollkultivierung der GSH-Gehalt der Zellen eher
abnahm und durchschnittlich zwischen 4 und 7 pg/gDW betrug.

In der Kultivierung mit GSH-Zugabe konnte auch GSSG detektiert werden. In der Kon-
trollkultivierung lag es grundsétzlich unterhalb der Detektionsgrenze. Es konnte in ae-
roben Kontrollversuchen jedoch nachgewiesen werden, so dass davon aus zu gehen ist,
dass es sich tatsdchlich um einen starken Reduktionsgrad des GSH-Pools handelte.
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Abbildung 4.22

Analyse der organischen Sduren im Vergleich; [J: Kontrolle GSH; B:“6 mM GSH”

Zum Ende der Kultivierung nahm die intrazelluldre GSIH-Konzentration in der Kulti-
vierung mit GSH-Zugabe wieder deutlich ab, obwohl das extrazellulire GSH noch nicht
vollstdndig verbraucht war. Die Zellen der Kontrollkultivierung zeigten gegen Ende der

Kultivierung einen deutlichen Anstieg der extrazelluliren GSH-Konzentration auf 12,6
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uM. Die Daten bewegen sich nah am Detektionslimit und auch am untersten Punkt
der Kalibriergerade (10 uM) so dass weitere Messungen notwendig wéren um hier ei-
ne Aussage treffen zu konnen. Um auszuschliefen, dass das GSH durch Zelllyse in den
Kulturiiberstand gelangt, sollte die Malatdehydrogenaseaktivitit bestimmt werden.

Die in der Kultivierung produzierten organischen Siuren zeigten sehr auffillige Ande-
rungen im Vergleich mit den Kultivierungen ohne GSH-Zusatz. Es traten besonders bei
Fumarat und Propionat signifikante Mengenverschiebungen auf, wihrend Acetat zwar

ungeféhr gleich viel, aber frither in der Kultivierung produziert wurde.
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4.3 Heterologe Expression von PpsR aus R. rubrum

Der Stamm zur heterologen Expression von PpsR wurde im Rahmen der Diplomarbeit
von Marius Henkel erstellt und gepriift. Es zeigte sich, dass der Stamm E. coli B121 DE3
mit dem Vector pET22b, auf dem das Protein einen N-terminalen His-Tag bekommt,
zu einer deutlich héheren Expressionsrate und auch zu einer gréferen Menge an gerei-
nigtem Protein fithrte. Uber einen Trypsinverdau mit anschlieRender LC-MS-Analyse,
durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Erdmann Rapp am MPI Magdeburg, wurde kon-
trolliert, ob es sich wirklich um das richtige PpsR-Protein handelte. Das PpsR-Protein
aus R. rubrum hat eine Grofe von ungefihr 52 kDa und nach der Aufreinigung iiber eine
Affinitdtschromatographie mit NiNTA-Resin zeigte sich eine Bande der entsprechenden
Grofke auf der SDS-PAGE.
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Abbildung 4.23

SDS-PAGE von NiNTA-chromatographisch gereinigtem PpsR-Protein aus fraktionierter Elution,
von links nach rechts: Lane 1: Marker, 2: Rohextrakt, 3-5: Elution-Fraktion 1-3

Wie bereits in Henkel [2011] beschrieben, funktionierte die heterologe Expression von
PpsR in E. coli sehr gut. Probleme traten allerdings bei der nativen Entsalzung des
Proteins auf, wobei es keine Rolle spielte, ob die Entsalzung mittels Dialyse, Gel- oder
Ultra-Filtration durchgetihrt wurde. Um diese Problematik zu umgehen, wurde fiir den
Versuch zur DNA-Bindung und fiir die Inkubation mit verschiedenen Redoxpotentialen
das Resin direkt mit Protein abgeséttigt (vgl. Abs. 3.3.2).
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4.3.1 Experimente mit gereinigtem PpsR: Bindung von DNA an PpsR

Henkel [2011] konnte zeigen, dass mit reduziertem PpsR abgesittigtes NiNTA-Resin
deutlich mehr verdaute DNA aus R. rubrum band als oxidiertes PpsR. Bei der Wie-
derholung dieses Versuchs wurde der Entsalzungsschritt (Pufferwechsel iiber eine NAP5
Séule) durch direkte Abséttigung des Resins umgangen, da das Protein dazu neigte dabei
auszufallen. So konnte die pro ug Protein gebundene DNA-Menge noch einmal deutlich
gesteigert werden (auf ca. 20 ngDNA /ngPpsR-Protein). Diese gebundene DNA wurde
eluiert und in pUCI18 kloniert. Es entstanden 27 Klone E. coli DH5a pUCI18::PpsR-

Bindesequenz. Aus zeitlichen Griinden wurde die Analyse der Klone zuriickgestellt.

4.3.2 Redoxtitration mit PpsR aus R. rubrum

In diesem Versuch wurden zwei Ansétze verglichen: PpsR wurde nach der Reinigung
nicht direkt vom Resin eluiert, sondern das Resin wurde auf 10 Portionen aufgeteilt und
mit 10 mM GSH/GSSG Puffer mit definiertem Redoxpotential versetzt. Danach wurden
sie mit dem Elutionspuffer des Novagenkits eluiert und mittels nativer PAGE analysiert
(vgl. Abb. 3.3.2).

Diese PAGE zeigte einen charakteristisches Bandenmuster, das auf eine ausgeprigte
Quartdrstruktur von PpsR schlieffen ldsst. Unter relativ oxidierenden Bedingungen zwi-
schen 0 und - 78 mV waren insgesamt 5 Banden in verschiedenen Gofen nachweisbar:
Die kleinste befand sich ungefdhr auf der Hohe der 15 kDa Bande des Markers. Da bei
der nativen Page die Ladung und Struktur des Proteins eine wichtigere Rolle spielt als
die Grofse des Proteins in kDa, kann der Marker hier nur verwendet werden um die Gro-
fsen der einzelnen Banden von PpsR zu vergleichen, nicht aber um deren exakte Grofe
zu bestimmen.

Bei der kleinsten Bande handelt es sich wahrscheinlich um ein reduziertes PpsR-Monomer.
Direkt dariiber wurde eine Bande sichtbar, die in den Proben mit reduzierendem Puffer
deutlich weniger stark ausgeprdgt war. Dies ist wahrscheinlich ein PpsR-Monomer in
oxidiertem Zustand. Es hat deshalb eine etwas andere Struktur als reduziertes PpsR
und l&uft daher etwas langsamer. Weiter oben sind noch Banden auf den Hohen von
ungefihr 40 kDa, 65 kDa und 90 kDa. Dabei kénnte es ich um Multimere des PpsR-
Proteins handeln, da sie in relativ regelméfigen Abstédnden erscheinen. Denkbar wire z.
B. ein Dimer oder Trimer bei ~ 40 kDa, ein Tetramer bei ~ 65 kDa und ein Hexamer
bei ~ 90 kDa.

Bei reduzierenden Bedingungen, also unterhalb eines Redoxpotentials von -121 mV, zeig-
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ten sich weniger Banden. Die mittlere Bande bei 40 kDa fehlte und die Bande bei 20
kDa von der ausgegangen wurde, dass es sich um oxidiertes PpsR-Monomer handelte,
erschien deutlich schwicher.

Proteine, die mit reduzierenden Puffern gewaschen wurden liessen sich mit der Silberfér-

bung schneller anfirben, als die jenigen, die mit Redoxpuffern behandelt wurden, deren
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Abbildung 4.24

2 native PAGEs der Redoxtitration des PpsR-Proteins, Aufgetragen wurden die Eluate einer
NiNTA-Affinitdtschromatographie, jeweils vorher inkubiert in GSH-Redoxpuffer mit den unter
den Lanes agegebenen Redoxwerten in mV (vgl. Abs. 3.3.2).

Im zweiten Fall wurden sie nach der Elution mit Ammoniumsulfat geféllt und in dem
jeweiligen Redoxpuffer aufgenommen und ebenfalls mittels nativer PAGE analysiert.
Der zweite Versuch lieferte fiir die vier reduziertesten Proben <-240 mV bis -150mV
qualitativ das gleiche Ergebnis (ohne Abb.). Bei den oxidierteren Proben kam es zu
magsiven Beeintrichtigungen bei der Silberfirbung fiir deren Funktion reduzierte Ami-
nosduren notwendig sind. Der Reduktionsschritt mit Thiosulfat reichte offenbar nicht
aus um die PpsR-Proteine geniigend zu reduzieren, um eine Silberfirbung mdoglich zu
machen. Der Versuch die PAGE zu entfirben und die Proteine mit DTT zu reduzieren
scheiterte, das Gel quoll nach der Behandlung mit 10 mM DTT auf ein Vielfaches seiner
Ausgangsgrofe auf und konnte nicht weiter verwendet werden. Fiir PAGEs schien DTT
also kein geeignetes Reduktionsmittel zu sein. Eine andere Farbung kam leider nicht in

Frage, da die Proteinkonzentrationen zu gering waren.
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4.4 Genetische Verdanderungen in R. rubrum

4.4.1 Die PpsR-Deletionsmutante R. rubrum PpsR"

Die Herstellung einer Deletionsmutante des interessanten Regulators PpsR in R. ru-
brum erwies sich als dusserst schwierig. Die Integration von neuer DNA verlief mit der
biparentalen Konjugation problemlos, die Rekombination erwies sich jedoch als sehr un-
spezifisch. Nur ca. 1 aus 300 Klonen rekombinierten an der richtigen Stelle, so dass das
entsprechende PCR-Produkt zur Positivkontrolle detektiert werden konnte. Abb. 4.25
zeigt schematisch, wie die richtige Rekombination im Vergleich zum Wildtyp aussehen
sollte. Auch die anderen Klone rekombinierten zwar, denn sie zeigten im Screening kei-
ne Resistenz gegen Tetracyclin oder Chloramphenicol, jedoch relativ zufillig im Genom.
Es konnten jedoch immer wieder Klone isoliert werden, die korrekt zweifach rekombi-
niert waren. Abb. 4.26 zeigt zwei Beispiele fiir PCR-Produkte einer solchen korrekten

Rekombination.

Abbildung 4.25: Ubersicht ppsR Gen und Primer
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Es zeigte sich, dass die beiden Klone C86 und C139 PpsR-Deletionsmutanten wa-
ren. Mit der Deletion von PpsR war ein sehr signifikanter Phinotyp verbunden: R. ru-
brum PpsR™ konnte keine PM bilden. Unter mikroaeroben Bedingungen zeigte sich zwar
Wachstum, jedoch waren die Wachstumsraten etwas langsamer als im Wildtyp, mogli-
cherweis aufgrund des zugegebenen Antibiotikums oder wegen physiologischer Nachteile
durch das Fehlen des PpsR-Regulators. Phototrophe Kulturen zeigten iiber mehrere
Tage kein Wachstum. Dann begannen die Zellen mit der PM-Produktion und zeigten
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Abbildung 4.26: Untersuchung der R. rubrum ppsR ~ Klone ¢86 und c¢139 mittels PCR

vergleichbare PM-Level wie der Wildtyp. Nach dem Ausplattieren zeigte sich ein sehr
heterogener Phinotyp der auf Sekundérmutationen schliefen liess. Diese Sekundirmu-
tationen zeigten sich auch schon nach zwei Uberimpfungen auf Agarplatten, so dass
aufgrund der Instabilitdt der Mutanten auf eine Komplementierung verzichtet werden
musste. Aus diesm Grunde kann auch nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden,
dass PpsR das einzige fiir die PM-Synthese relevante, von der Mutation betroffene Gen
war, also auch der beobachtete Phinotyp mdéglicherweise auf Sekundidrmutationen zu-

riickzufithren ist. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Mutanten ist in Henkel [2011] zu

finden.
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4.4 Genetische Verdnderungen in R. rubrum

4.4.2 Uberexpression von PpsR in R. rubrum auf pRK404

Um die Ergebnisse der PpsR-Deletionsmutanten zu stiitzen wurde der R. rubrum Uber-
expressionsstamm von PpsR R. rubrum PpsR™ konstruiert. Dazu wurde das PpsR-
Gen incl. der Promotorregion mit dem Primerpaar PpsRcomp in den Vector pRK404
[Scott et al. 2003] kloniert. Auf ein quantitatives LacIQ-System wurde verzichtet, denn
die Grundexpression des nicht reprimierten lac-Promotors sollte ausreichen, um einen
Uberexpressionseffekt zu erzielen, ohne die gesamte Zellphysiologie zu stéren (Experi-
mente der Gruppe mit GFP in pRK404 bestitigen dies). Der entstandene Stamm R.
rubrum PpsR™ produzierte auch tatséichlich mehr PM als der Wildtyp, obwohl er lang-
samer wuchs und demnach auch wahrscheinlich weniger Sauerstoff verbrauchte. Abb.
4.27 zeigt einen Wachstumsversuch mit M2S und M2SF Medium und GSH-Zusatz.
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Abbildung 4.27

Wachstumsversuch mit R. rubrum PpsR™ auf M2S und M2SF-Medium mikroaerob im Schiit-
telkolben mit Zugabe von GSH bei OD 1. O: Wachstum ODggonm, 4A: PM-Produktion
ODssonm/ODgsonm; O: M2S Kontrolle; : M2SF Kontrolle; M: M2S 0,5 mM GSH; B: M2SF
0,5 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen die maximale Verfahrensabweichung von 5 %

Anders als bei Wildtyp-Kultivierungen konnte nur 0,5 mM GSH zugegeben werden.
Zellen die pRK404 auch ohne das PpsR-Gen enthielten reagierten mit starken Absinken
der OD nach Zugabe von 1-5 mM GSH. Trotz der verhdltnisméssig geringen GSH-Menge
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reagierte R. rubrum PpsR™ mit einem deutlichen Anstieg der PM. In M2SF Medium
wuchsen die Zellen schneller, und auch die PM-Syntheserate war hoher, trotzdem wurde
insgesamt nicht mehr PM synthetisiert als auf M2S Medium. Fiir diesen Effekt ist wahr-
scheinlich ebenfalls das Plasmid pRK404 verantwortlich, denn auch ohne das PpsR-Gen
wurde dieses Verhalten beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Da der Stamm R. rubrum PpsR* deutlich langsamer wuchs als R. rubrum Prk404
oder der Wildtyp konnte die PM-Synthese nicht direkt verglichen werden. Dazu wurden

Ausbeuten berechnet:

Tabelle 4.1: Ausbeuten an PM der R. rubrum Stimme PpsR™ und pRK404 (Berechnung vgl.

Abs. 3.1.4)
Medium Stamm
PpsRT | pRK404
M2S 0,063 0,061
M2SF 0,096 | 0,083
M2S+GSH | 0,129 | 0,091
__ 0,015
0,064 1 =
0,05 G:E 0,010
= 0,04 9
o) 0,005
5 0,03 3
= £
% 0,02’ % 07000’
8 oo & -0,005
000 el Phese2 | Phase3 Phasel  Phase2  Phase3

(a) (b)
Abbildung 4.28

Wachstumsraten (a) und PM-Syntheseraten (b) von R. rubrum PpsR™ auf M2SF-Medium mikro-
aerob im Schiittelkolben mit Zugabe von GSH. [J: M2S Kontrolle; [: M2SF Kontrolle; l: M2S 0,5
mM GSH; B: M2SF 0,5 mM GSH; die Fehlerbalken zeigen eine Fehlergrenze von 5%

Im Vergleich mit dem Wildtyp zeigte R. rubrum PpsR™ deutlich langsameres Wachs-
tum (pmax ~ 0,06 h=! bei PpsR* statt 0,09 h™! beim WT). Trotzdem trat bei R.
rubrum PpsR™' gegen Ende der Kultivierung ein um 0,1 hoheres PM-Level als bei WT
auf. Aufgrund des Fehlens des M2SF-Effektes in R. rubrum PpsR™ war auf diesem

Medium der Unterschied nicht vorhanden.
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4.5 Ergebnisse der Ligandenaffinitaitschromatographie mit

oxidiertem Ubichinon als Liganden

4.5.1 Herstellung des Sdulenmaterials
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Abbildung 4.29: Ein typisches HPL-Chromatogramm der Ozonolyse-Produkte, die beiden Peaks
mit groferer Absorption bei 275 nm wurden gesammelt und weiter analysiert;
B: DAD-Signal 210 nm; l: DAD-Signal 275 nm

Synthese des Liganden

Zunichst wurde versucht, iiber eine Oxidation mit Kaliumpermanganat die gewiinschte
Carboxylgruppe in die Isoprenseitenkette des Ubichinon 10-Molekiils einzufiigen. Nach
der Aufreinigung mittels HPLC konnten zwei Fraktionen mit potentiellen Carboxy-
Ubichinonen isoliert werden. Leider konnte in der folgenden NMR-Kontrolle aufgrund
der geringen Produktivitdt dieser Synthese keine Carboxylgruppe nachgewiesen werden.
Aus diesem Grund wurde eine zweite Synthesestrategie getestet, bei der die Doppelbin-

dung in der Isoprenseitenkette von Ubichinon 10 mit Ozon aktiviert und danach mit
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Wasserstoffperoxid zu einer Carboxylgruppe oxidiert wurde.

Diese Methode erwies sich als bedeutend effektiver und so konnten mit Hilfe der
semipréaparativen HPLC zwei Fraktionen isoliert werden. In Abb. 4.29 ist ein Chroma-
togramm der Ozonolyse zu sehen. Die beiden Peaks mit grofserer Absorption bei 275 nm
wurden fiir weitere Analysen gesammelt. Oxidierte Ubichinonkopfgruppen ahsorbieren
typischerweise bei 275 nm [Mopton 1965], so dass diese Peaks ausgewihlt wurden da

anzunehmen war, dass sie intakte Ubichinonkopfgruppen enthalten.

04
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Abbildung 4.30: Das FTIR-Spektrum des Ozonolyseprodukts F2 B; im Vergleich mit dem FTIR-
Spektrum von Ubichinon 10 M. Es zeigen sich spezifische Unterschiede, vor al-
lem auf der Hohe der Wellenzahl 1800. Hier absorbieren typischerweise die C=0
Doppelbindung einer Carboxlgruppe. Die verstirkte Hydrophilie und die Hy-
droxylgruppe zeigen sich in einem deutlichen Wasserpeak bei 3200-3700 cm ™+

Nach dem Trocknen der gesammelten Fraktionen wurden FTIR-Spektren angefertigt.
Wie in Abb. 4.30 zu sehen ist, kann ein FTIR-Spektrum schon erste Verdnderungen

an einem Molekiil aufzeigen. Das Spektrum der Fraktion 2 zeigte eine Bande bei der
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Wellenzahl 1800, die auf eine Doppelbindung zu Sauerstoff hinweist, also auf die C=0
Doppelbindung der gewiinschten Carboxlgruppe. Auch die sogenannte Wasserbande zwi-
schen 3200 und 3700 Wellenzahlen verstarkte sich, wahrscheinlich aufgrund der C-OH
Bindung in der Carboxlgruppe. Castresana et al. [1992] beschreiben typische Banden fiir
Ubichinone bei den Wellenzahlen 1600-1680. Diese sind sowohl im Referenzspektrum,

als auch im Spektrum des ozonolysierten Ubichinons deutlich zu erkennen.

Um die Vermutungen aus dem FTIR-Spektrum zu belegen wurde von Frau Dr. Liane
Hilfert eine NMR-Analyse durchgefiihrt. Sie ergab, dass es sich bei Fraktion 2 um ein
Molekiil mit intakter Ubichinonkopfgruppe handelte und eine Carboxlgruppe eingefiihrt
wurde. Das Molekiil verfiigte iiber ein oder zwei Isopreneinheiten in der Seitenkette. Dies
konnte leider nicht exakt festgestellt werden wodurch auch das Molekulargewicht des
Produktes nicht eindeutig bestimmt werden konnte. Fraktion 1 wurde ebenfalls ana-
lysiert, es stellte sich aber heraus, dass die Ubichinonkopfgruppe veréndert war. Aus

diesem Grund wurden alle weiteren Versuche mit Fraktion 2 durchgefiihrt.

Kopplung des Liganden an EAH-Sepharose 4B

Die Kopplung erfolgte wie in Abs. 3.4.3 beschrieben und wurde durch ein Differenzspek-
trum gepriift. Da es sich bei dem Carboxylchinon um eine neusynthetisierte Substanz
handelt die noch nicht weiter charakterisiert oder beschrieben ist, ist leider kein mo-
larer Extinktionskoeffizient bekannt, mit dessen Hilfe die Abséttigung der Sepharose
berechnet werden kénnte. Auch eine N&herung iiber den Extinktionskoeffizienten von
Ubichinon 10 ist leider nicht sinnvoll, denn wie in Abb. 4.31 zu sehen ist, verschob sich
das Absorptionsmaximum von 275 nm auf 300 nm nach der Kopplung an Sepharose.
Aus diesem Grund war es auch nicht moglich zu berechnen, wie viele Aminogruppen von
Ubichinongruppen besetzt wurden. Fiir eine exakte Bestimmung des Molekulargewichts
und des molaren Extinktionskoeffizienten reichte die gereinigte Menge an synthetisierter

Substanz leider nicht aus.
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4.5.2 Verlauf der Ligandenaffinititschromatographie
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Abbildung 4.32: Elutionsprofile der Ligandenaffinitdtschromatoraphien von R. rubrum (a), Rb.
sphaeroides und Rb. capsulatus (b). Gezeigt ist jeweils die Proteinabsorption
bei 280 nm nach [Warburg and Christian 1941] in manuell gesammelten Frak-
tionen von ~200 ul aus der Elution der Ligandenaffinitdtschromatographie

Nach der Equilibrierung der Séule mit Wasser (vgl. Abs. 3.4.2) wurden die solubilisier-
ten Membranproteine aufgegeben. Die Séule wurde mit Solubilisierungspuffer gewaschen
bis keine Proteine mehr eluierten. Dies wurde durch Fraktionierung der Eluate in einer
UV-fihigen Mikrotiterplatte erreicht. Die Absorption bei 280 nm zeigt die Elution von

Proteinen deutlich an.

Ein typisches Elutionsprofil ist in Abb. 4.32 zu sehen. Durch Zugabe von ungebun-
denen Liganden wurden die gereinigten Proteine eluiert. Da Ubichinone bei 275 nm ein
Absorptionsmaximum haben und die Proteinelution bei 280 nm iiberwacht wurde zeigt
sich die Elution des Ubichinonderivates in einem sehr grofen Peak im Elutionsprofil.

Wie viel Protein zu diesem Zeitpunkt mit eluiert konnte nur eine SDS-PAGE zeigen.

4.5.3 Ergebnis der Ligandenaffinitidtschromatographie

Die Proben der Ligandenaffinititschromatographien wurden weiter mittels SDS-PAGE
analysiert. Es konnten 2 Banden durch Silberfarbung detektiert werden (vgl. Abb.
4.33(a) und 4.33(b)). Sowohl bei Rb. capsulatus als auch bei R. rubrum zeigten sich
Banden in der Grofe von ungfahr 55 kDa und ungefdhr 70 kDa.
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Abbildung 4.33: Ergebnis der Ligandenaffinitdtschromatographie, Elutionsfraktionen wurden
auf SDS-Gele aufgetragen und zeigten nach der Silberfairbung Banden bei 55
und 72 kDa bei beiden Organismen.

Interessanterweise zeigte die Ligandenaffinitdtschromatographie von Rb. sphaeroides
keine detektierbaren Banden in dieser Grossenordnung (ohne Gelbild).
Die Banden wurden ausgeschnitten und mittels MALDI-TOF und Esi MS/MS analy-
siert. Die Analyse dieser Banden erwies sich als schwierig, denn Membranproteine sind
lipophil und enthalten wenig Schnittstellen fiir Trypsin. Ausserdem sind sie nicht was-
serlgslich, was den Einsatz von einem Detergenz (RapiGest) notwendig machte.

Die Ergebnisse der Proteinidentifizierung sind in Tab. 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Esi-MS/MS-Analyse der Banden aus der Ligandenaffinititschroma-

tographie
Bande | Organismus Ergebnis Groke
55 kDa | R. rubrum L-Glutamin-Synthetase gi|83593421 | 52 kDa
70 kDa | R. rubrum Chaperonin GroEL gi|83591926 57,6 kDa
55 kDa | Rb. capsulatus | Porin P31243.1 31,5 kDa
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Diskussion

5.1 Wachstumsversuche: R. rubrum mit redoxaktiven

Medienzusatzen

5.1.1 Zusatz von DTT zu den Kultivierungen

Malpica et al. [2004] zeigten in ihren Versuchen mit FE. coli, dass sich das Histidin-
Kinase-Sensorsystem ArcB/ArcA hauptsichlich von DTT beeinflussen liefs, welches als
gut membrangingig bekannt ist. Es erzeugte deutlich verstarkte Reportergenexpressi-
on, sogar unter aeroben Bedingungen. Sollte die PM-Expression in R. rubrum iiber ein
dhnliches Regulationssystem kontrolliert werden, so wiirde man erwarten, dass nach Zu-
gabe von DTT die PM-Produktion ansteigt. R. rubrum dagegen zeigte zunéchst eine
entgegengesetzte Reaktion: Statt einer Steigerung der PM-Expression fiel diese je nach
Zugabezeitpunkt stark ab oder blieb gering. Auch das Wachstum der Zellen war ab
DTT-Konzentrationen von 0,5 mM gestort, ab 1 mM stark gestort. Nach einer Lag-
Phase erholten sich die Zellen und bildeten wieder PM.

Bei Experimenten mit 0,3 und 0,5 mM DTT konnte ein interessanter Effekt beobachtet
werden: Nachdem die PM-Synthese zunédchst verzdgert wurde, begann R. rubrum nach
einer Zeit, abhéngig von der zugegebenen DTT-Konzentration, wieder mit der gleichen
Syntheserate PM zu bilden wie die Kultur ohne DTT. Es fand also eine zeitliche Ver-
zogerung statt. Danach iibertraf die Menge an synthetisierter PM der DTT-haltigen
Kulturen den der Kontrollen geringfiigig. Deutlicher wurden zeitliche Verzogerung und

darauf folgende grokere PM-Produktion, wenn DTT erst spéter (als OD 1, Beginn der
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Sauerstofflimitierung) zu den Kulturen zugegeben wurde. Dann dusserte sich der Effekt
in einem starken Abfall des PM-Gehalts der Zellen, um dann nach ~ 20 h mit héheren
Syntheseraten anzusteigen und den maximalen PM-Gehalt der Kultivierung ohne DTT
um ~ 0,1 zu iibertreffen (vgl. Abb. 4.4).

DTT hat ein sehr geringes Redoxpotential von -330 mV bei pH 7 [Cleland 1964] und
wirkt dadurch sehr stark reduzierend. Es ist moglich, dass durch seine Membrangingig-
keit verschiedene Redoxpools der Zelle so stark reduziert werden, dass der Stoffwechsel
zum Erliegen kommt. Malpica et al. [2004] erwdhnten keine Stérungen in den Wachs-
tumsraten nach der Zugabe von DTT oder Mercaptoethanol, das zu Vergleichszwecken
eingesetzt wurde; allerdings wurde in der Publikation generell nicht auf das Wachstum
der Zellen eingegangen. K. rubrum reagierte jedoch gerade unter aeroben Bedingungen
auf DTT besonders empfindlich: Nach der Zugabe war schon ab einer Konzentration
von 0,25 mM fast kein Wachstum mehr zu beobachten, ab einer Konzentration von 1
mM DTT starben die Zellen. Eine Erhohlung der Wachstumsraten fand bei aeroben
Versuchen nicht statt. Dies spricht gegen die Theorie der Uberreduktion der zelluldren
Redoxpools, da in diesem Falle die Auswirkungen fiir sauerstoflimitierte Zellen grofer

sein miissten.

Die wahrscheinlichste Erklarung fiir dieses Verhalten wire durch Thiolstress ausge-

16ster oxidativer Stress. Durch die DTT-Zugabe werden die Redoxpools der Zelle ohne
enzymatischen Zwischenschritt reduziert, also auch der NAD/NADH-Pool. In Strepto-
myces coelicolor werden die durch die DTT-Zugabe zusétzlich verfiigbaren Reduktions-
dquivalente durch erhdéhte Atmungsraten kompensiert. Dies fiihrt zu grokerem Fluss
durch die FElektronentransportkette und dadurch zur Produktion von ROS. Passend
dazu reagierte S. coelicolor mit deutlich erhohten Katalaseaktivitdten und oxidativen
Phosphorylierungsraten auf die Zugabe von DTT [Vekaria and Chivukula 2010].
Sollte R. rubrum ebenfalls nach Zugabe von DTT unter oxidativen Stress geraten, wire
der Abfall der PM-Synthese unter mikroaeroben Bedingungen eine sinvolle Reaktion.
Durch den oxidativen Stress kénnte R. rubrum zu einer Erhohung der intrazelluldren
Redoxpufferkapazitéit stimuliert werden. Nach dem Aufbrauchen des DTT wére der oxi-
dative Stress aufgehoben und die PM-Synthese wiirde fortgesetzt. Die erhéhten PM-
Syntheseraten und das erhéhte PM-Level gegen Ende der Kultivierung kénnte durch
die erhdhte Redoxpufferkapazitit verursacht werden.

Unter mikroaeroben Bedingungen, also unter Sauerstofflimitation kénnte R. rubrum
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den Fluss iiber die Atmungskette erhohen indem mehr Oxidasen synthetisiert wiirden.
Klamt et al. [2008] gehen in ihrem Modell der Elektronentransportkette in R. rubrum
davon aus, dass mit dem Einsetzen der PM-Synthese auch mehr Oxidasen entstehen,
die dafiir sorgen, dass der verfiigbare Sauerstoff optimal genutzt werden kann. Unter
aeroben Bedingungen wére der Fluss durch die Elektronentransportkette nicht durch
Sauerstofl limitiert, sodass viel stirkerer oxidativer Stress entstehen konnte. So wére
auch die Wachstumsinhibierung unter aeroben Bedingungen bei D'T'T-Zugabe zu erklé-

ren.

Einige Organismen reagieren mit erhohten GSH-Levels auf oxidativen Stress [Zhou
and Freed 2005|. Eine erhohte Redoxpufferkapazitat in R. rubrum kénnte durch die ver-
mehrte Synthese von GSH zu Stande kommen [Fahey et al. 1987]. So wire der durch
DTT hervorgerufene PM-synthesesteigernde Effekt evtl. auf die gleiche molekulare Ur-
sache zuriickzufiihren wie der GSH-Effekt.

In R. rubrum SN20 ist der Ubichinonpool verkleinert und damit ist der Fluss durch
die Atmungskette begrenzter, da sich am Ubichinonpool ein sog. Bottleneck bild. Es
kann also nicht so starker oxidativer Stress entstehen, wie im Wildtyp. Dieser Stamm
reagiert weniger empfindlich auf den Zusatz von bis zu 5 mM DTT unter mikroaeroben
Bedingungen. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die Empfindlichkeit gegeniiber DTT

durch oxidativen Stress aus der Atmungskette zuriickgefiihrt werden kann.

5.1.2 Zusatz von GSH, DEM oder Diamid zu den Kultivierungen

Mit GSH, anstelle von DTT, lieken sich PM-Syntheserate und PM-Level positiv beein-
flussen, obwohl es in den Versuchen von Malpica et al. [2004] kaum Wirkung gezeigt
hatte. Die Autoren schoben diesen Effekt auf die Undurchlissigkeit der Cytoplasma-
membran fiir das hydrophile GSH, obwohl Suzuki et al. [1993] bereits eine Verwertung
von GSH durch E. coli gezeigt hatten. Sollte GSH auch in R. rubrum nicht membran-
gingig sein, so wire hier von einem sensorischen Effekt durch einen periplasmatischen
oder membransténdigen thiolischen Redoxsensor auszugehen.

Um den Effekt von GSH auf PM-Expression zu prézisieren, wurden zusétzliche Versu-
che mit DEM und Diamid gemacht, die das Verhéltnis von reduziertem GSH zu oxi-
diertem GSSG intrazelluldr verdndern kdnnen. DEM ist ein Substrat der Glutathion-S-
Transferase. Es dezimiert also gezielt die Zahl der GSH-Molekiile im Cytoplasma [Boy-
land and Chasseaud 1967|. Diamid ist ein stark oxidierendes Agenz, das spezifisch 2
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GSH zu GSSG oxidieren soll [Kosower and Kosower 1995].

Der Einsatz der beiden Substanzen brachte wie erwartet eine Verringerung der PM-
Expression. Leider erwies sich Diamid als extrem wachstumsinhibierend, sodass kaum
auswertbare Ergebnisse erzeugt werden konnten. Durch die Stéchiometrie der Reaktio-

nen mit GSH haben die beiden Oxidantien sehr unterschiedlich starke Wirkungen auf
das GSH-Redoxpotential der Zelle.

So ergibt sich fiir die Reaktion von GSH mit Diamid:

(CH3)2NCON = NCON(CH3s)2 + GSH => (CH3)2: NCON — GS — NCON(CHs)2 (1.)
(CHs)2NCON — GS — NCON(CHs)s + GSH => (CHs)sNCONHNHCON (CHs)> + GSSG (2.)
Kosower and Kosower [1995], Green and Paget [2004]

Im Falle von DEM addiert das GSH einfach an die Doppelbindung in DEM, sodass
1 Mol DEM mit 1 Mol GSH konjugiert wird [Boyland and Chasseaud 1967|. Da diese
Reaktion enzymatisch katalysiert wird, ist sie moglicherweise etwas spezifischer als die
Reaktion mit Diamid. Ausgeschlossen sind Reaktionen mit anderen Thiolgruppen in den
Zellen in keinem Fall.
Um die unterschiedliche Wirkung der beiden Reagenzien zu veranschaulichen wurden
die zelluldren GSH-Werte in die Nernstgleichung eingesetzt. Mikroaerob kultivierte .
rubrum Zellen enthalten 2,462 mM GSH und 8,2+ 1073 mM GSSG (geschiitzt, ca. Fak-
tor 300 weniger [Elsen et al. 2005, Hickman et al. 2002, Hwang et al. 1992|) und damit
ein Redoxpotential von -236 mV. Setzt man nun 1 mM Diamid ein und geht von einer
schnellen vollsténdigen Reaktion des Diamids mit GSH aus ergeben sich: 0,462 mM GSH
und 1,0082 mM GSSG, also ein Redoxpotential von -130 mV. Die Zugabe von 1 mM
Diamid wiirde also einen Redoxsprung von +106 mV auf den Glutathionpool geben. Im
Falle von DEM ergibt sich: 1,462 mM GSH und 8,2 % 10~ mM GSSG, also ein Redox-
potential von -222 mV. Der Redoxsprung wére dann mit +14 mV deutlich kleiner und
damit fiir R. rubrum besser zu verkraften .
In zu Beginn dieser Arbeit wurden zunéchst moglichst gleiche Konzentrationen an re-
doxaktiven Substanzen eingesetzt. Eine Wiederholung der Versuche, nachdem der intra-
cytoplasmatischen GSH-Gehalt bestimmt wurde, mit geringeren Diamidkonzentrationen
wurde wegen der geringeren Spezifitdt von Diamid gegeniiber DEM als nicht notwendig

eingeschitzt.
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5.1.3 Zusatz von GSSG zu den Kultivierungen

Die oxidierte Form GSSG bewirkte keine Verringerung der PM-Expression in R. rubrum,
obwohl reduziertes GSII das PM-Level positiv beeinflusste und daher ein entgegenge-
setztes Verhalten erwartet wurde. Im Gegenteil, es konnte sogar ein leichter Anstieg der
PM-Expression detektiert werden, der aber kaum signifikant war. Dies kénnte daran
liegen, dass das GSSG durch das niedrige Redoxpotential im Schiittelkolben reduziert
wurde und dann als reduziertes GSH aufgenommen wurde (vgl. Abs. 5.2), wodurch
sich dann der gleiche Effekt zeigte, wie bei der direkten Zugabe von GSH. Oxidiertes
GSSG kann wegen seiner sperrigen Struktur wahrscheinlich nicht aufgenommen wer-
den [Pittman et al. 2005]. So blieb das intrazelluldre Redoxpotential unbeeinflusst von
der oxidierenden Wirkung von GSSG. Tatséchlich scheint fiir die Regulation der PM-
Expression das Redoxpotential in der Zelle ausschlaggebend zu sein, da Stoffe, die nicht
aufgenommen wurden, die PM-Synthese nicht beeinflussten. Dies ldsst vermuten, dass
das Redoxsignal fiir die Regulation der PM-Expression nicht extrazelluldr detektiert

wird.

5.1.4 Zusatz von DMSO zu den Kultivierungen

DMSO ist ein Oxidationsmittel und ein moglicher Elektronenakzeptor der anaeroben
Atmung in R. rubrum [Schultz and Weaver 1982]. Im Grunde wird es wie Sauerstoff
verwertet und dient als finaler Elektronenakzeptor in der Atmungskette. Dies konnte
den Abfluss von angestauten Elektronen im Chinonpool oder aus dem NADH-Pool er-
moglichen. Laut Kirilin et al. [1999] wirkt sich DMSO in eukaryotischen Zellen nicht
auf den GSH-Pool aus. Die Versuche mit DMSO-Zugabe zeigten, dass das sensorische
System fiir die PM-Regulation in R. rubrum kein reines Sauerstoffdetektionssystem sein
kann, sondern auch auf andere oxidierend wirkende Substanzen, wie DMSO reagierte,
auch wenn sie nicht direkt auf den GSH-Pool wirkten wie DEM. Ausschlaggebend fiir
die Wirkung war aber, ob die Substanzen in die Zellen gelangen konnten (vgl. Abs.
5.1.3).

5.2 Glutathionaufnahme in R. rubrum

Aus den Versuchen mit den membrangingigen Substanzen DEM und Diamid wurde
geschlossen, dass der beobachtete GSH-Effekt durch Beeinflussung des intracytoplasma-
tischen GSH-Pools entstehen miisste und nicht durch membranstéindige oder periplas-

matische Sensoren detektiert wurde.
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Dazu miisste GSH entgegen der Annahme von Malpica et al. [2004] durch die Zellmem-
bran diffundieren kénnen oder iiber ein Transportersystem aufgenommen werden. Um
dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurde zunéchst iberpriift, was mit dem zugege-
benen GSH aus dem Kulturiiberstand passierte.

Die Messung der GSH-Konzentration im Kulturiiberstand (in Versuchen mit GSH-
Zugabe) und in den Zellen liessen auf eine Aufnahme des GSH schliefen. Nach der
Zugabe von GSH nahm die extrazellulire Konzentration kontinuierlich ab und GSIH
akkumulierte in den R. rubrum -Zellen bis zu 49umol/gDW. Die GSH-Aufnahmerate
betrug 0,049 mM g—! h~!. Dies spricht fiir eine kontrollierte Aufnahme des GSH durch
einen Transporter. Wiare GSH membrangingig, wiirde sich die intrazelulire Konzentra-
tion der Konzentration im Kulturmedium anpassen.

E. coli erreichte mit nur 1,86umol g=! h™! deutlich niedrigere Raten, jedoch scheint E.
coli GSH zu verwenden um intra- und extrazellulire Redoxpufferkapazitdten zu schaf-
fen, oder wie ein kompatibles Solut. Zu diesem Zweck wird es je nach Bedingungen aus
oder in die Zellen gepumpt Smirnova et al. [2012].

Fiir eine aktive, kontrollierte Aufnahme von GSH in R. rubrum gibt es noch ein weiteres
Indiz: Die GSH-Aufnahme begann nicht direkt nach der Zugabe (von GSH), sondern
erst nach dem Aufbrauchen der Fruktose. Ein dhnliches Phinomen wurde von Smirnova
et al. [2012] beobachtet. Auch E. coli beginnt mit der GSH-Aufnahme erst nach dem
Verbrauchen des Zuckers. Es ist denkbar, dass Malpica et al. [2004] aus diesem Grund
bei Wachstum auf komplexem LB-Medium mit Xylose als C-Quelle keine Effekte von
GSH beobachten konnten. Analog zu den o.g. Forschungsarbeiten wurde GSSG in R.
rubrum nicht aufgenommen und konnte somit auch keine regulatorischen oder physio-
logischen Effekte verursachen.

Die Aufnahme von GSH kénnte in R. rubrum durch ein Homolog des in E. coli be-
schriebenen GSH-Transporter GsiA/B/C/D [Suzuki et al. 2005] erfolgen. Ein weiterer
bekannter GSH-Transporter CydD gehért zur Gruppe der ABC-Transporter, dient aber
eher der GSH-Sekretion zur Redoxhomeostase [Suzuki et al. 2005, Pittman et al. 2005,
Smirnova et al. 2012]. R. rubrum besitzt ebenfalls ein Homolog dieses Transporters (vgl.
Anhang 8.2). Mit diesen Proteinen wére eine kontrollierte GSH-Aufnahme und Ausschei-
dung moglich. Ein Transporter fiir oxidiertes GSSG wurde in Gram-negativen Bakterien
bisher nicht beschrieben, aber in Gram-positiven, die GSH oft nicht selbst synthetisieren
kénnen wird GSSG mit dhnlichen Aufnahmeraten aufgenommen wie GSH [Sherrill and
Fahey 1998]. Bei Pflanzen und anderen Eukaryonten werden sowohl GSH als auch GSSG

iiber die Plasmamembran transloziert; besonders in mehrzelligen Organismen, wo GSH
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und GSSG im interstitiellen Raum fiir Redoxhom&ostase und Schutz vor Xenobiotika
und oxidativem Stress sorgen. [Masip et al. 2006, Foyer et al. 2001, LaBelle et al. 1986].

5.2.1 Auswirkungen der intrazelludren GSH-Akkumulation

Interessanterweise fiihrt die Akkumulation von reduziertem GSH nicht zu einer Ver-
dnderung im Redoxzustand des GSH-Pools, denn gleichzeitig mit der Anhdufung von
reduziertem GSH stieg auch die Konzentration von oxidiertem GSSG. Am Punkt der
hochsten GSH-Konzentration betrug das Redoxpotential des GSH-Pools -223 mV (Be-
rechnung vgl. Abs. 3.1.7). Dieser Wert ist tatsichlich sogar hoher als der fiir mikroaerob
gewachsene Zellen urspriinglich angenommene von -236 mV, der durch Abschitzung der
GSSG-Konzentration berechnet wurde, da die GSSG-Konzentration unterhalb des De-
tektionslimits lag [Carius et al. 2011]. Es ist also wahrscheinlich, dass das Verhéltnis von
300/1 (GSH/GSSG) zu hoch angesetzt wurde (die Literatur schligt fiir das Verhéltnis
von GSH/GSSG Werte zwischen 50/1 und 300/1 vor [Elsen et al. 2005, Hickman et al.
2002, Hwang et al. 1992|). Daher ist der Wert von -236 mV, der mit einem geschétzen
Verhiltins von 300/1 berechnet wurde, wahrscheinlich zu niedrig.

In Rb. capsulatus wird das intrazellulire GSH-Redoxpotential fast garnicht von den
Sauerstoffbedingungen beeinflusst und liegt bei -222 bis -224 mV bei aeroben bzw. an-
aeroben Bedingungen |[Masuda et al. 2002|. Die ebenfalls erhohte Konzentration von
GSSG in R. rubrum -Zellen, die GSH aufgenommen haben, weist darauf hin, dass durch
die GSH-Aufnahme das Redoxpotential nicht beeinflusst wird, sondern die Zelle gezielt
durch Oxidation von GSH zu GSSG eine Thiolredoxhoméstase im Bereich von ungefdhr
-220 mV herstellt.

Die Ursache fiir die gesteigerte PM-Synthese schien demnach die erhohte intrazellulédre
GSH-Konzentration zu sein. Dies konnte durch verschiedene Mechanismen verursacht

werden:

1. Uber die Glutathionreduktase kénnten groke Mengen Elektronen von GSH in den
NADPH-Pool gedriickt werden. Diese gelangen dann iiber die Transhydrogenase
in den NADH-Pool [Yamaguchi and Hatefi 1997]. Von dort aus wiirden sie iiber die
Atmungskette abfliefien und NAD™ wiirde regeneriert werden, #hnlich wie bei der
Zugabe von DTT (vgl. Abs. 5.1.2). Dies wiirde den Elektronenzufluss zum Chinon-
pool erhohen und damit das Verhiltnis von oxidiertem zu reduziertem Ubichinon

verschieben.
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Dies war auch der Fall. In Kulturen mit GSH-Zugabe konnte ein reduzierterer
Ubichinon-Pool gemessen werden [Carius et al. 2011] als in den Kontrollkultivie-
rungen. Dadurch hitte die Zelle mehr Redoxdquivalente zur Verfiigung, die aber
auch abgeatmet werden miissten. Da der Eintrag von Sauerstoff in die Kultur nicht
erhoht wurde, wire er stiarker limitiert und die Elektronen wiirden sich anstauen.
An welcher Stelle die Regulatoren der Photosynthesegene das Signal abgreifen und
integrieren konnten, bliebe bei diesem Szenario offen.

Betrachtet man die gemessenen Werte fiir die produzierten organischen Sduren, so
erkennt man, dass die GSH-Zugabe den Stoffwechsel von R. rubrum beeinflusste.
Die ausgeschiedene Menge an Fumarat sank ab, wihrend deutlich mehr Propionat
produziert wurde als ohne GSH-Zugabe. Wie die Bestimmung des Redoxzustandes
im Chinonpool ergab, war er nach GSH-Zugabe stirker mit Elektronen belegt als
sonst. Deswegen konnte er moglicherweise nicht so viele Elektronen von der Succi-
natdehydrogenase aufnehmen, wie ohne GSH-Zugabe, wodurch weniger Fumarat
entstand. Succinat wiirde statt dessen zu Propionat umgesetzt und auf diesem We-
ge verstoffwechselt. Der Citratzyklus miisste dafiir die Reaktion von Succinat zu
Succinyl-CoA in reduktiver Richtung ausfithren. Uber den Methylmalonyl-CoA-
Weg konnte es dann zu Propionat vergoren werden, was die gréferen Propionat-
mengen bei Kultivierungen mit GSH unterstiitzen.|Eitinger et al. 2007, Klamt
et al. 2007]

Eigentlich miisste es auch, &hnlich wie bei DTT zu oxidativem Stress kommen,
wenn durch die GSH-Aufnahme die Menge an verfiigbaren Reduktionséquivalenten
stark ansteigen wiirde. Moglicherweise passierte dies nicht, weil die zur Ubertra-
gung der Elektronen von GSH auf NAD™ zwei Enzyme, nimlich GSH-Reduktase
und Transhydrogenase notwendig sind, die den Prozess evtl. kontrollieren kénnen.
So konnte sogar unter aeroben Bedingungen gefahrlos GSH aufgenommen und kon-
trolliert als Elektronenquelle genutzt werden. DTT dagegen kann Zellbestandteile
unkontrolliert reduzieren und besitzt zusétzlich noch ein niedrigeres Redoxpoten-
tial als GSH.[Cleland 1964]

. Durch die grofse Menge an GSIH konnten Thiolgruppen an Proteinen stéarker re-

duziert werden. Potentiell redoxsensitive, regulatorische Thiole wie in PpsR oder
einer Sensorkinase die mit RegB vergleichbar wire, wiirden reduziert und damit

eine stidrkere PM-Expression induzieren. In Rb. capsulatus wird PpsR durch GSH
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direkt reduziert [Ponnampalam and Bauer 1997, Masuda et al. 2002]. In einem
Kontrollversuch mit Rb. capsulatus erfolgte keine Reaktion auf die GSH-Zugabe.
Obwohl auch in diesem Stamm Homologe fiir GSH-Transporter annotiert sind,

wurde kein GSH aufgenommen (Ergebnisse nicht gezeigt).

. Die Aktivitdt der Aminolaevulinsdure Synthase aus Rb. sphaeroides konnte in vi-
tro durch die Reduktion ihrer Cysteinreste aktiviert werden [Kikuchi et al. 1958,
Clement-Metral 1979|. Durch die Erhéhung des intrazelluldren GSH-Spiegels in
R. rubrum koénnte die Enzymaktivitit steigen und zu verstirkter PM-Synthese
fiihren, denn Aminolaevulinsiure ist der limitierende Precursor fiir die Porphy-
rinbiosynthese und ist auch in die Feedbackregulation der Porphyrinbiosynthese
involviert [Madigan et al. 2003, Hunter 2009].

. Die Moglichkeit, dass R. rubrum GSH einfach als Kohlenstoff-Quelle fiir die PM-
Synthese verwertete, wurde durch verschiedene Negativkontrollen unwahrschein-
lich:

a) 20 mM GSH wurden als alleinige Kohlenstoffquelle eingesetzt. R. rubrum

konnte auf diesem Substrat nicht wachsen.

b) Die Bestandteile des GSH: Cystein, Glutamat und Glycin wurden einzeln und
gemeinsam als Zusatz zu R. rubrum -Kulturen zugegeben. Keine Aminosiure

zeigte einen Effekt.

¢) Kulturen mit GSH-Zusatz waren nicht in der Lage grossere Zellmengen zu

produzieren, als die Kontrollkultivierungen.

5.2.2 Ausscheidung von GSH in das Kulturmedium

In den Kontrollkultivierungen konnten gegen Ende der Kultivierung signifikante Mengen

an GSH von iiber 12 yM im Kulturmedium nachgewiesen werden. Ob dieser Anstieg

allein durch Zelllyse verursacht werden konnte, miisste noch mittels Analyse der Malat-

dehydrogenaseaktivitit {iberpriift werden.

Smirnova et al. [2012] beschreiben einen dynamischen Zyklus der GSH-Exkretion und

Aufnahme in E. coli , wobei E. coli aber eher unter oxidierenden Bedingungen, z.B. in

frischem Medium GSH ausscheidet. Unter N&hrstoffmangel, wie z.B. ohne Glucose oder

Phosphat wird weniger GSH exkretiert.
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In R. rubrum schien die GSH-Exkretion entgegengesetzt zu sein: Sie begann erst in ei-
nem spiten Stadium der Kultivierung, in dem Sauerstoff schon stark limitiert war. GSH
konnte hier verwendet worden sein, um aus Sauerstoffmangel nicht nutzbare Redukti-
onsaquivalente abzustofen. In E. coli dient das ausgeschleuste GSH eher dem Schutz
vor oxidativem Stress durch Xenobiotika oder hohe Atmungsraten, aber auch bei pH-
Werten abseits des Optimums, also auch bei zu hohen pH-Werten [Smirnova et al. 2012].
R. rubrum begann die GSIH-Exkretion nach dem Verbrauchen der Fruktose, bei Wachs-
tum ausschliefslich auf Succinat. Die extrazellulire Konzentration betrug maximal 4,5
pumol/g DW, wihrend E. coli noch deutlich héhere Werte erreichen konnte. Durch die
Aufnahme der organischen Sdure Succinat aus dem Kulturmedium steigt der pH-Wert
deutlich an und kann Werte von iiber pH 8 erreichen [Zeiger and Grammel 2010|. Die Ex-
kretion von GSH, das leicht sauer reagiert, konnte durch diesen pH-Wert-Anstieg ausge-
16st werden. Wie bereits erwahnt besitzt R. rubrum ein Homolog des GSH-Transporters
CydA/B/C/D, der auch von E. coli zur Ausscheidung von GSH verwendet wird. Eine
aktive Ausscheidung von GSH wire in R. rubrum -Kulturen denkbar, aber es sollten

noch weitere Kontrollen durchgefiihrt werden.

5.2.3 Aerobe Kultivierung mit GSH-Zugabe

Der Zusatz von GSH zu aeroben Kultivierungen von R. rubrum fiihrte tatsichlich zu et-
was PM-Synthese. Bemerkenswert war, dass die Wachstumsrate in aeroben Kultivierun-
gen mit GSH deutlich iiber der der Kontrollkultivierung lag und mit 0,149 h~! deutlich
hoher als die bisher bestimmten maximalen Wachstumsraten von 0,128 h=! [Zeiger and
Grammel 2010] auf M2SF-Medium im Schiittelkolben. Scheinbar konnte R. rubrum die
zusétzlich mit GSH zur Verfiigung gestellten Redoxéquivalente iiber die Atmungskette
in Energie umwandeln und damit schneller wachsen. Wachstum mit GSH als alleiniger
Kohlenstoffquelle war auch unter acroben Bedingungen nicht moglich. Anders als DTT
scheint hierbei kein oxidativer Stress zu entstehen, gegen Ende der Kultivierung wurde
sogar etwas PM gebildet.

Anders als DTT ist GSH relativ inert. Viele Reaktionen, z.B. die Oxidation zu GSSG
werden durch Enzyme katalysiert oder durch starke Oxidantien wie Diamid, Wasser-
stoffperoxid, andere Xenobiotika oder Radikale herbeigefiihrt. Daher ist es sehr gut zur
Herstellung von Lésungen mit definiertem Redoxpotential geeignet, wie sie fiir Redox-
titrationen gebraucht werden. [Aslund et al. 1997] Oder eben als Speicher von Redoxé-

quivalenten in der Zelle.
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Auch anhand dieser Versuche lésst sich nur spekulieren, wie in R. rubrum die Redoxsi-
gnale aus dem Cytoplasma integriert werden. Ob die erhhten Wachstumsraten durch
Verwertung von GSH als C-Quelle, durch Senkung des oxidativen Stresses oder nur
durch die zusdtzlich verfiigharen Reduktionsiquivalente zu Stande kamen, kann nicht
belegt werden. Jedoch ist letzteres wahrscheinlich, da die Zellen nicht auf héhere ODs
wuchsen, je mehr GSH zur Verfligung stand, sondern nur schneller wuchsen. In der Kul-
tivierung mit 10 mM GSH trat die Wachstumsratensteigerung spater auf, R. rubrum
wuchs aber trotz der gréferen GSH-Menge nicht noch schneller; als mit 5 mM GSH.
In mikroaeroben Kulturen von R. rubrum SN20 wirkte sich GSH ebenfalls positiv auf
die Wachstumsrate aus. Dies hingt wahrscheinlich mit dem verkleinerten Ubichinon-
pool zusammen. Laut dem Modell der Elektronentransportkette aus Klamt et al. [2008]
sollt die Ubichinonkonzentration, ebenso wie die Anzahl der Oxidasen unter Sauerstoff-
limitation ansteigen. In SN20 kénnte durch den Defekt im UbiD-Gen nur die Anzahl
der Oxidasen steigen; der Ubichinonpool bliebe verhéltnisméfig klein. Durch die gréfiere
Anzahl an Oxidasen wiirden die Elektronen aus dem Ubichinonpool schneller abgezogen,
um die Atmungs- und Energiegewinnungsraten aufrecht zu erhalten. Dadurch wére der
Ubichinonpool stark oxidiert, was eine potentielle Sensorkinase als Signal fiir sauerstoff-
reiche Bedingungen wahrnehmen wiirde. Dies wiirde begriinden, warum SN20 entgegen
der Annahmen generell weniger PM produziert als der Wildtyp (gruppeninterne Ergeb-
nisse, Grammel pers. Mitteilung). Liefert nun die GSH-Zugabe zusitzliche Elektronen,
so kann durch die GSH-Reduktase mehr NADPH generiert werden, ohne Energie und
Elektronen aus der Atmungskette abzuzweigen. Insgesamt stiinde also mehr Energie fiir
das Wachstum zur Verfiigung.

Diese Hypothese wird auch von den Versuchen mit DTT unterstiitzt: Am Ubichinon-
pool kénnte ein Flaschenhalseffekt entstehen, der die Atmungsrate und damit die Ener-
giegewinnung, sowie bei DTT-Zugabe auch noch die ROS-Produktion limitierte. Dies
fiihrte zu einer besseren Vertriglichkeit von DTT, doch der Effekt der Inhibierung der
Membransynthese hielt durch den langsameren Umsatz von DTT bis zum Ende der
Kultivierung an (vgl. Abs. 5.1.1 und 5.1.2).
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5.3 PpsR aus R. rubrum

5.3.1 Ein Aktivator-Protein?
Bindung von PpsR an DNA

Nach der erfolgreichen Aufreinigung des PpsR-Proteins aus R. rubrum konnten die
FEigenschaften des Proteins genauer untersucht werden. Bei einem Regulator-Protein
ist natiirlich die DNA-Bindung besonders interessant. Henkel [2011] beschrieb bereits,
dass PpsR eigentlich nur in der nativen, reduzierten Form DNA bindet. Dieses Ergeb-
nis konnte hier bestétigt werden: Die DNA-Bindungskapazitit konnte durch Inkubation
iiber Nacht auf einen Wert von 20 ng DNA /ng PpsR gesteigert werden. Dieser Wert wird
aber auch stark durch die Effizienz des vorangegangenen DNA-Verdaus beeinflusst. Je
grofer die gebundenen DNA-Fragmente sind, desto grofer wird auch das Veriltnis von
DNA zu Protein. Die starke Affinitét von reduziertem PpsR zu DNA wurde so bestétigt.
Oxidiertes PpsR band nur sehr wenig DNA, sodass davon ausgegangen werden muss,
dass nur die reduzierte Form von PpsR regulierend auf die Transkription von Genen
einwirken kann. Ausserdem zeigt es, dass die Regulatoraktivit des Proteins durch Re-
duktion und Oxidation des Proteins gesteuert wird.

Wenn PpsR die PM-Expression in R. rubrum direkt kontrolliert, wie in den meisten
NSPB der Fall ist [Moskvin et al. 2005|, miisste es sich bei dem PpsR-Protein aus R.
rubrum um ein Aktivatorprotein handelen. Da unter reduzierenden Bedingungen die
PM-Synthese beginnt, also die Photosynthesegene aktiviert oder dereprimiert werden,
sollte ein reduzierter redoxsensitiver Regulator die Transkription ermoglichen. Besitzt
ein reduzierter Regulator starke DNA-Bindeaktivitét so sollte es sich um einen Aktivator
fiir die entsprechenden Gene handeln. Ein oxidierter Regulator mit DNA-Bindeaktivitit
sollte die Transkription unterdriicken, wie PpsR in Rb. capsulatus oder Rb. sphaeroi-
des in oxidierter Form als Repressor fiir die Photosynthesgene funktioniert [Penfold
and Pemberton 1994|. Es wire moglich, dass durch reduziertes PpsR Gene reprimiert
wiirden, die unter aeroben Bedingungen die PM-Expression unterdriicken. Ein solcher
Mechanismus wire fiir ein PpsR-Homolog eher untypisch, jedoch zumindest zusitzlich
zur Aktivatorfunktion fiir eine Feedbackregulation denkbar. In einem solchen Falle hétte
PpsR Aktivator- und Repressorfunktion im reduzierten Zustand, wie es in dem Bakte-

rium Ru. gelatinosus der Fall ist [Steunou et al. 2004].
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PAGE-Analyse von nativem PpsR bei verschiedenen Redoxwerten

Die native PAGE von PpsR-Proben in Redoxpuffern zwischen 0 und -300 mV zeigten
deutliche Oligomerisierung von PpsR aus R. rubrum . Unter reduzierenden Bedingun-
gen wurden drei verschiedene Banden sichtbar, deren Grofke mit Hilfe des Markers und
der Laufstrecke auf Monomer, Tetramer und Hexamer geschitzt wurden. Die Tatsache,
dass sich im Bereich iiber -120 mV eine deutliche Bande knapp iiber dem reduzierten
PpsR-Monomer zeigte, weist darauf hin, dass PpsR aus R. rubrum eine redoxabhin-
gige Konformationséinderung durchlduft. Diese konnte auf eine intramolekulare Disul-
fidbriicke zuriickzufiihren sein. Erst bei -78 mV wurde eine blasse Bande sichtbar, die
im Grofsenbereich fiir ein PpsR-Dimer lag.

Auch das PpsR-Protein aus Rb. sphaeroides bildet Komplexe. Den Ergebnissen von Ma-
suda et al. [2002] und Gomelsky et al. [2000] zufolge bilden sich Tetramere, die dann
im oxidierten Zustand an eine palindromische DNA-Sequenz binden kénnen. Bei einer
strukturellen Analyse von Yamazaki et al. [2008] konnten jedoch keine Tetramerstruk-
turen mehr detektiert werden, sondern es wurden nur Dimere gefunden.

Eigentlich kann die verwendete Silberfarbung nicht quantitativ ausgewertet werden, da
unterschiedliche Proteine sich unterschiedlich stark anfirben lassen [Rehm and Letzel
2010]. Da es sich in diesem Falle um gleiche Proteine handelt, die, nach der Reduktion
mit Thiosulfat wahrend dem Fiarbeprozedere den gleichen Redoxzustand haben sollten,
kénnen jedoch unter Vorbehalt Vergleiche der Bandenintensitédten vorgenommen wer-
den.

Interessant ist, dass die Bandenmuster im physiologisch interessanten Bereich von -192
bis -240 mV keine erkennbaren Verdnderungen im Bandenmuster auftraten, also der
“Umschaltpunkt® fiir den Thiolschalter m&glicherweise gar nicht im physiologischen Re-
doxbereich des Cytoplasmas liegt |Carius et al. 2011, Masuda et al. 2002] (vgl. Abs.
5.1.2). Dies ist aber auch bei beiden genauer beschriebenen PpsR-Proteinen aus Rb.

sphaeroides und Rb. capsulatus bekannt:

1. in Rb. sphaeroides liegt das Standardredoxpotential E*” von PpsR bei -320 mV
[Kim et al. 2006]. In der Zelle herrscht jedoch ein Redoxpotential von ungefahr -220
mV [Masuda et al. 2002|, sodass die Disulfidbriicke eigentlich immer oxidiert ist
und das Photosystem reprimiert wird. Der Antirepressor und Lichtsensor AppA
hat ebenfalls ein Redoxpotential von -315 bis -320 mV und kann deshalb dafiir
sorgen, dass unter Sauerstoffmangel und Lichteintrag PpsR reduziert bleibt und
die Photosynthesegene abgelesen werden kénnen [Cho et al. 2004, Kim et al. 2006,
Moskvin et al. 2007].
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2. in Rb. capsulatus dagegen liegt das E°’ von CrtJ bei -180 mV und damit deutlich
iiber dem Wert des Cytoplasmas, auch unter aeroben Bedingungen (vgl. auch
Abs. 5.1.2). Es ist also immer reduziert und kann nur von molekularem Sauerstoff
oxidiert werden, wére also in diesem Szenario ein direkter Sauerstoffsensor [Masuda
et al. 2002]. Ob sich PpsR aus Rb. capsulatus auch von DMSO oxidieren ldsst ist
nicht bekannt (vgl. Abs. 5.1.4).

Passend zu diesen beiden Mechanismen unterscheiden sich auch die DNA-Bindungsaktividten
der beiden Proteine; CrtJ aus Rb. capsulatus besitzt eine 5 x so grofe Bindeaktivitit
wie PpsR aus Rb. capsulatus .

Lige nun das Redoxpotential des aktivierend wirkenden PpsR aus R. rubrum deutlich
unter dem Wert des Cytoplasmas, so miisste ein weiteres regulativ wirkendes Protein,
z. B. ein Thioredoxin zusitzlich an der Regulation beteiligt sein, sonst konnte die PM-
Synthese nicht angeschaltet werden. Die direkte Regulation iiber den GSH-pool wire
damit ausgeschlossen, da dieser ein E°” von -240 mV hat, und so PpsR nicht ohne zu-
sitzliche Reduktionskraft reduzieren kénnte.

Da in R. rubrum kein Homolog zum AppA-Protein aus Rb. sphaeroides vorliegt, ist
es wahrscheinlicher, dass das Standardredoxpotential von PpsR aus R. rubrum iiber
dem physiologischen Redoxpotential des Cytoplasmas liegt, wie im Falle von CrtJ aus
Rb. capsulatus . Auch die Ergebnisse aus dem nativen Gel sprechen dafiir, dass PpsR
aus R. rubrum bei einem Redoxpotential zwischen -120 mV und -150mV umschaltet,
da bereits bei -121 mV eine deutliche zweite Bande oberhalb des reduzierten PpsRs zu
erkennen ist. Natives PpsR-Protein aus E. coli musste nicht reduziert werden bevor es
DNA-Bindeaktivitit zeigte, jedoch musste es mit oxidierenden Substanzen behandelt
werden, um die Bindeaktivitidt zu unterdriicken [Henkel 2011]. Dies bedeutet dass es
unter physiologischen Redoxbedingungen reduziert vorliegen miisste.

Ein weiteres Argument fiir dieses Szenario ist die Moglichkeit der direkten Reduktion
von PpsR durch den GSH-Pool. PpsR kénnte also direkt von Sauerstoff oder anderen oxi-
dierend wirkenden Substanzen wie DMSO oxidiert und vom GSH-Pool wieder reduziert
werden. Dazu passt, dass R. rubrum in den Wachstumsversuchen mit deutlich erhthter
PM-Synthese auf die Zugabe von GSH reagierte, wihrend eine gezielte Erhohung des
Redoxpotentials im GSIH-Pool mit einer Verringerung der PM-Synthese einherging. Ein
Vergleich der Sequenzen der PpsR und CrtJ Proteine der drei Organismen brachte kei-
ne Hinweise darauf, welcher Mechanismus eher in Frage kdme, PpsR aus R. rubrum ist

dhnlich homolog zu beiden anderen Proteinen (vgl. Anhang 8.1).
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Bisher sind PpsR-Proteine, die im reduzierten Zustand DNA binden kénnen u.a. aus ae-
roben anoxygenen Photosynthesebakterien wie Bradyrhizobium ORS278 aber auch an-
aeroben anoxygenen Photosynthesebakterien wie Rubrivivaz gelatinosus bekannt [Jau-
bert et al. 2004, Steunou et al. 2004]|. Dabei handelt es sich bei dem PpsR-Protein aus
Ru. gelatinosus um ein Protein, das auf den LH2-Komplex aktivierend wirkt, jedoch
reprimierend auf das Carotinoid-Gencluster [Steunou et al. 2004]. In Bradyrhizobium
ORS278 gibt es zwei PpsR-Proteine, wobei PpsR2 redoxinsensitiv ist und als Repressor
wirkt. PpsR1 dagegen ist redoxaktiv und besitzt wie das PpsR-Protein von R. rubrum
sogar 3 PAS-Doménen, statt wie iiblich nur 2 [Jaubert et al. 2004, Kovacs et al. 2005]. Im
phylogenetischen Baum (vgl. Abb. 2.5) befindet sich das PpsR-Protein aus R. rubrum
in der Gruppe 1 in der sich auch die o.g. aktivierend wirkenden PpsR-Proteine befinden.
Damit stehen ihnen diese phylogenetisch deutlich naher als PpsR aus Rb. sphaeroides
oder CrtJ aus Rb. capsulatus .
PpsR aus R. rubrum besitzt zwei Cysteinreste, einen bei Position 428 und den konser-
vierten redoxaktiven Cysteinresten (Cys420) zugeordnet werden kann, die aus Bradyr-
hizobium oder Rb. capsulatus bekannt und erforscht sind. Dieser Cysteinrest ist fiir die
Redoxaktivitdt der Proteine verantwortlich, wobei unterschiedliche Mechanismen invol-
viert sind [Hunter 2009].

Gruppe 3-PpsR-Proteine besitzen ein weiteres konserviertes Cystein bei Position 249
mit dem Cys420 eine intramolekulare Disulfidbriicke ausbilden kann [Masuda et al.
2002, Kim et al. 2006]. In R. rubrum fehlt dieser Cysteinrest, ebenso wie in den anderen
PpsR-Proteinen der Gruppe 1. Statt einer intra-molekularen Disulfidbriicke bilden die
genauer erforschten PpsR-Proteine dieser Gruppe Dimere oder grofere Oligomere mit
inter-molekularen Disulfiden [Jaubert et al. 2004].

In R. rubrum existiert noch ein weiterer Cysteinrest bei Position 375. Dieses ist homo-
log zu Cys377 aus Rhodopseudomonas palustris, wobei dessen Protein aber wiederum
Cys420 fehlt. Ob dieses Cys377 in Rps. palustris redoxaktiv ist, ist bisher nicht bekannt,
erstaunlich ist aber, dass in diesem Organismus sowohl PpsR1 als auch PpsR2 Repres-
sorproteine sind [Braatsch et al. 2006].

In R. rubrum existieren also zwei potentiell redoxaktive Cysteinreste deren Abstand
von 53 Aminosduren ausreichen kénnte um eine intramolekulares Disulfid zu bilden. Im
Gegensatz zu den meisten anderen Spezies, deren PpsR-Proteine der Gruppe 1 angeho-
ren, zeigte der Sequenzvergleich kein Homolog zu PpsR2 Proteinen, das reprimierend
wirken konnte. Es scheint sich also bei dem PpsR-Protein aus R. rubrum um einen Typ

zu handeln, der bisher noch nicht weiter beschrieben wurde.
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R. rubrum PpsR™ - Deletionsmutante von PpsR

Die Deletionsmutante R. rubrum PpsR™ zeigte ebenfalls, dass es sich bei dem PpsR-
Protein von R. rubrum wahrscheinlich um einen Aktivator fiir die Photosynthesegene
handelte. Sie konnte gar keine PM bilden und blieb vollig weiss. Sie wuchs etwas lang-
samer als der Wildtyp, jedoch schien ihr Stoffwechsel durch das Fehlen des ppsR-Gens
nicht signifikant beeintréchtigt zu werden. Trotzdem neigte sie zu Sekundérmutationen
die einen heterogenen Phinotyp hervorriefen. Neue mit pSUP202-ppsR transformierte
R. rubrum -Kolonien zeigten sehr hiufig unspezifische Rekombinationen. Bei Rekom-
binationen im PpsR-Gen handelte es sich oft um einfach rekombinierte, statt Doppel-
Crossover Mutanten, sodass die Klone innerhalb weniger Uberimpfschritte wieder rever-
tierten.

Der Grund hierfiir kénnte die homologe Sequenzen sein, die fiir die spezifische Rekombi-
nation sorgen sollten. Die homologen Sequenzen von 123 und 136 wurde so kurz ausge-
wahlt um die Stabilitédt des genetischen Konstruktes zu gewéhrleisten (K. Bettenbrock,
pers. Mitteilung). Nachdem sich gezeigt hatte, dass durch so kurze homologe Sequenzen
die Spezifitdt der Rekombination nicht mehr gewahrleistet war, wurde versucht ein dhn-
liches Konstrukt mit homologen Sequenzen mit einer Lange von 700 bp zu erstellen, wie
sie auch von anderen Arbeitsgruppen fiir die Erstellung von Deletionsmutanten von R.
rubrum verwendet wurden |Joshi and Tabita 1996, Lonjers et al. 2012|. Trotz mehrerer
Anldufe gelang es nicht, die einzeln amplifizierten Fragmente zusammen in pSUP202 zu
ligieren (Daten nicht gezeigt).

Die Neigung zum Revertieren oder zu Sekundérmutationen nach der Deletion von wich-
tigen Genen in R. rubrum wurde auch schon von Weare [1978| beschrieben. Nach der
Deletion des Enzyms fiir die CO»-Fixierung Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase (RuBis-
Co) traten ebenfalls schnell Sekunddrmutationen auf (persénliche Mitteilung von Prof.
Tabita an Prof. Grammel), wenn die Klone unter Evolutionsdruck gerieten. Auch der
sehr gut charakterisierte Stamm R. rubrum G9 revertierte haufig, vor allem nach dem
Ausplattieren aus der Glycerinkultur, was sehr gut an den roten Kolonien auf den Agar-
platten zu erkennen ist (Gruppeninterne Ergebnisse). Es auch ist moglich, dass eine
PpsR-Deletion in R. rubrum letal ist, und daher nie eine reine PpsR™-Mutante erzeugt
werden konnte. Die erzeugten Mutanten hitten dann nur durch Sekund&rmutationen
wachsen kénnen, was u.u. ihre Instabilitit erkiiren kénnte. Aufgrund der genetischen
Instabilitdt der R. rubrum PpsR~™ Klone konnte keine Komplementierung durchge-

fiihrt werden. Statt dessen wurde der fiir die Komplementierung vorgesehene Vector

98



5.3 PpsR aus R. rubrum

pRK404::ppsR in den Wildtyp transformiert und so ein Uberexpressionsstamm kreiert.
Fiir die Aufkldrung der Funktionsweise von PpsR in R. rubrum wiirde der weisse, insta-
bile Phénotyp bedeuten, dass die Photosynthesegene ausschlieflich von PpsR aktiviert
werden konnten. Fehlte PpsR, so konnte keine PM gebildet werden. Zusétzlich miisste
es wahrscheinlich noch einen Repressor geben, der die Expression der Photosynthesegen
vollig unterdriicken kann, sonst wire ohne einen Aktivator zumindest basale Expression
des Photosystems moglich. Dieser Repressor ist bisher in R. rubrum noch nicht beschrie-
ben worden. Diese Hypothese wird zwar vom Phéanotyp der Mutante unterstiitzt, jedoch
kann nicht sicher davon ausgegangen werden, dass in der Mutante nur das PpsR-Gen

verandert war.

Der Uberexpressionsstamm R. rubrum PpsRt

Ein potentielles Aktivator-Protein sollte, wenn es starker exprimiert wird als iiblich, auch
zu einer vermehrten Expression der Zielgene fithren. Dies konnte fiir PpsR aus R. ru-
brum bestitigt werden. Als vergleichbare Grofie musste aber statt der PM-Syntheserate
die Ausbeute verwendet werden, da die Zellen deutlich langsamer wuchsen, als der zu
Vergleichszwecken erzeugte Stamm ohne ppsR-Gen auf dem pRK404 Plasmid. Im Schiit-
telkolben fiihrte dies bei gleichbleibendem Sauerstoffeintrag dazu, dass die Zellen weniger
stark sauerstofflimitiert sind. Die Verringerung der Wachstumsrate lag wahrscheinlich
an der zusitzlich erforderlichen Proteinproduktion fiir die Uberexpression von PpsR. In
die Ausbeute geht die Zellmengen im Quozienten ein, sodass sich eine vermehrte Ex-
pression trotz langsameren Wachstums positiv auf den Wert auswirkt (vgl. Abs. 3.1.4).
Der Stamm R. rubrum PpsR" zeigte in allen getesteten Medienzusammensetzungen
héhere PM- Ausbeuten als der Vergleichsstamm, im Falle der Zugabe von GSH sogar
deutlich héhere Ausbeuten. Dies unterstiitzt ebenfalls die Theorie, dass es sich bei dem
PpsR-Regulator aus R. rubrum tatsichlich um ein Protein mit aktivierender Funktion
fiir die Photosynthesegene handelt.

Obwohl das Plasmid pRK404 eigentlich standardméssig fiir Purpurbakterien eingesetzt
wird [Zhang et al. 2004, Scott et al. 2003] sind bisher noch keine Auffilligkeiten in Ver-
bindung mit dem Plasmid beschrieben worden.

R. rubrum -Stdmmen mit dem pRK404-Plasmid wuchsen auf M2SF-Medium zwar schnel-
ler und zeigten auch héhere PM-Syntheseraten als auf M2S-Medium, erreichten jedoch
kein hoheres maximales PM-Level, was einen signifikanten Unterschied zum Wildtyp

darstellt. Zusédtzlich reagierten die Zellen sehr empfindlich auf die Zugabe von reduzier-
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tem GSH, was erstaunlich war, denn es konnte zu Kultivierungen mit dem Wildtyp bis
zu 10 mM eingesetzt werden, ohne dass die Zellen beeintréchtigt waren. Beide Beobach-
tungen betrafen auch Stamm R. rubrum PpsR*. Wie diese Effekte durch das Plasmid
pRK404, moglicherweise in Verbindung mit dem FEinsatz von Tetracyclin als Antibio-
tikum zu Stande kommen konnten, kann hier nicht abschliefend geklart werden. Eine
mogliche Erklarung fiir die Empfindlichkeit gegeniiber GSH liefern Zhang and Duan
[2009]. Sie berichten iiber eine gesteigerte Effektivitit von Tetracyclin in Gegenwart von
GSH bei Pseudomonas aeruginosa. Als Erklarung fiir diesen Effekt schlugen sie jedoch
eine generelle Wachstumsinhibierung bei GSIH-Zugabe vor, was jedoch im Falle von R.
rubrum nicht zutraf.

IPTG wurde vermieden um zu Verhindern dass die Zellen durch die Zugabe von weiteren
Chemikalien noch mehr gestért wurden, z.B. durch Beeinflussung des Zellredoxpotenti-
als oder Lacl-dhnlicher Regulatoren in R. rubrum (L. Carius, pers. Mitteilung). Da das
pRK-Konstrukt auch kein lac/-Gen enthielt, war ein Zusatz von IPTG nicht nétig.
Ohne die Zugabe von GSH kam es nur zu einer relativ geringen Steigerung der PM-
Synthese. Dies konnte daran liegen, dass der PpsR-Regulator ein Redoxsensor ist der
mit dem Redoxpotential der Zelle im Gleichgewicht ist. Das bedeutet, dass nicht al-
lein durch die Uberexpression durch eine vermehrte Zielgenexpression kommen muss,
sondern dass es moglicherweise eines verstérkten Signals bedarf, das dann auch eine
Anderung des Redoxzustands der grokeren Regulatormenge bewirken kénnte.

Andere bekannte ppsR-Uberexpressionstimme z.B. ein ppsR-Uberexpressionsstamm von
Rb. sphaeroides zeigte keine PM-Produktion mehr und konnte auch nicht phototroph
wachsen [Gomelsky et al. 2008]. Ein Uberexpressionsstamm von einem Organismus in

dem PpsR aktivierend wirkt wurde bisher nicht beschrieben.
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5.4 Ligandenaffinitdtschromatographie mit Ubichinon als

Ligand

Die Synthese des Ligandenaffinitétschromatographie -Sdulenmaterials hing mafigeblich
von der Synthese des koppelbaren Ubichinon-Derivats mit einer Carboxylgruppe in der
Isoprenseitenkette ab. Ohne diese Carboxylgruppe konnte das Ubichinon nicht an die
Sepharose gekoppelt werden. Da die zundchst durchgefiihrte Kaliumpermanganatoxida-
tion eine grofe Menge an unspezifischen Produkten lieferte und die Ubichinonkopfgruppe
angriff, wurde dieser Ansatz aufgegeben. Statt dessen brachte die Ozonolyse nach Ve-
selovskii et al. [1982] die gewiinschte, schonende Oxidation der Isoprenseitenkette unter
Bewahrung der Ubichinon-Kopfgruppe. Diese Produkte wurden mit semipréparativer
HPLC aufgereinigt.

Leider erwies sich die Ozonolyse als sehr schwierig zu reproduzieren, da der etwas &ltere
Ozongenerator (Sander, Labor-Ozonisator) weder die produzierte Ozonmenge, noch die
eingesetzte Sauerstoffmenge quantifizieren konnte. Generell férben sich mit Ozon begas-
te, farblose Losungen blaulich, sobald Ozon im Uberschuss eingetragen wurde. Bei der
tief gelborange-farbenen Ubichinon 10 Losung war dies nicht erkennbar.

Da sich bei den weiteren Ozonolysen nicht immer die gleichen Produkte zeigten, wurde
nur die mittels NMR gepriifte Probe des Carboxyl-Ubichinons eingesetzt. Dies hatte
zur Folge, dass fiir die Versuche sehr wenig Stoffmenge zur Verfiigung stand und daher
auf die Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten, eine gezielte Optimierung der
Kopplung an die Sepharose oder die Bestimmung des genauen Molekulargewichts ver-
zichtet werden musste.

Trotzdem schien die Ligandenaffinitdtschromatographie wie erwartet zu funktionieren.
Auf der SDS-PAGE zeigten sich nach dem Auftragen der Eluate aus der Ligandenaffini-
tatschromatographie mit solubilisierten Membranproteinen aus Rb. capsulatus oder R.
rubrum reproduzierbar Banden in den Gréfen von 55 und 70 kDa. Dies verleitet schnell
dazu, anzunehmen, dass es sich bei den &hnlich grofen Proteinen auch um &hnliche
Aminosiuresequenzen und damit um funktionell gleiche Proteine handeln miisste.
Diese Vermutung konnte nicht belegt werden; die MS-Analyse lieferte kein Ergebnis, das
zu den Vermutungen {iber die Identitédt der isolierten Proteine passen wiirde. Statt des-
sen wurde aus Rb. capsulatus ein Porin identifiziert, das mit einer Grofe von 31,5 kDa
nicht unbedingt zu der detektierten Bande bei 55 kDa passt. Die Identifizierung eines
einzelnen Proteins bedeutet auch nicht, dass es sich um das einzige Protein in dieser

Bande handelte. Es ist ebenso mdoglich, dass sich noch weitere Membranproteine in der
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Bande befinden, welche nicht identifiziert werden konnten. Um die Funktionalitidt der
Ligandenaffinitdtschromatographie zu belegen, wire eine Detektion des Proteins RegB
aus Rb. capsulatus optimal.

Diese Histidinkinase bindet Ubichinone in reduzierter und oxidierter Form, sowohl in
vivo, als auch in vitro [Wu and Bauer 2010]. Sie besitzt ein Molekulargewicht von gut 50
kDa. Die detektierte Bande hatte mit ungefihr 55 kDa eine dhnliche Grofe, zumal die
Genauigkeit der Gewichtsbestimmung von Proteinen mit molekularen Gewichtsmarkern
im SDS-Gel wegen der unterschiedlichen Eigenschaften der Proteine nur einen Anhalts-
punkt fiir die tatsichliche Grofe des Proteins bietet.

Nutzt man ein bioinformatisches Programm zum virtuellen Verdau der RegB-Proteins
(hier ExPASy, PeptideCutter), so zeigen sich die theoretisch moglichen Trypsinschnitt-
stellen des Proteins. Diese sind in der Sequenz von RegB relativ ungiinstig gelegen,
da die Transmembranhelices sehr hydrophobe Aminoséuren enhalten. Trypsin schneidet
nur nach den Aminosauren Lysin und Arginin [Rehm and Letzel 2010] die durch die end-
stdndigen Aminogruppen in den Seitenketten eher hydrophil sind. Diese Konstellation
macht es sehr schwierig eine solche Histidinkinase iiberhaupt mit dem hier verwendeten
Verfahren zu identifizieren.

Aus der Ligandenaffinitdtschromatographie mit solubilisierten Membranproteinen aus
R. rubrum wurde die L-Glutaminsynthetase identifiziert, die zumindest von der Gréfe
her zu der ausgeschnittenen Bande bei ca. 55 kDa passt. Da es sich um ein 16sliches, cyto-
plasmatisches Protein handelt, war das Ergebnis iiberraschend und es liegt nahe, dass es
sich bei diesem Protein um eine Kontamination handelt, die aus der Solubilisierung der
Membranproteine mitgeschleppt wurde. Wie oben erldutert kann nicht ausgeschlossen
werden, dass sich noch weitere, nicht identifizierte Proteine in der Bande befinden, die
sich aufgrund ihrer Membranproteinstruktur schlecht verdauen und damit auch schlecht
identifizieren lassen.

Das Scheitern der Identifizierung von Proteinen aus den FEluaten, die die Funktionali-
tat der Ligandenaffinitdtschromatographie belegen, kann, ausser den Problemen bei der

Identifizierung von Membranproteinen noch weitere Griinde haben:

1. Die RegB-Histidinkinase konnte nicht an die Liganden binden. Wie Wu and Bauer
[2010] beschrieben, bindet RegB sowohl reduziertes als auch oxidiertes Ubichinon
und koénnte in nativer Form voll mit Chinon belegt sein, sodass eine Bindung an
das Sdulenmaterial nicht erfolgte, zumal oft der natiirliche Ligand besser bindet

als ein Derivat. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Verdnderungen am Isoprenteil die
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Bindung sehr stark storten ist eher gering: RegB aus Rb. capsulatus band in vitro
z.B. auch an Ubichinon 0 das iiberhaupt keine Isoprenseitenkette besitzt [Swem
et al. 2006].

2. R. rubrum besitzt moglicherweise keine Histidinkinase, die an Ubichinon bindet.
Da es zu RegB kein Homolog gibt, sollte mit dieser Ligandenaffinitdtschromato-

graphie eben dieser Sachverhalt untersucht werden.

3. Die Konzentration der gebundenen Liganden war zu gering um ausreichend Pro-
tein zu binden. Da kein molekularer Extinktionskoeffizient verfiigbar ist, konnte
die Kopplungseffizienz nicht berechnet werden, es ist also mdglich, dass zu wenig
Ligand gebunden wurde. Zusétzlich konnte nicht geprift werden, ob die Kopp-
lung tatséchlich iiber die Carboxylgruppe am Isoprenende erfolgte. Wiren die
Liganden mit der Ubichinon-Gruppe an die Sepharose gekoppelt worden, wire die
funktionelle Gruppe des Liganden nicht verfiighar und die Ligandenaffinitétschro-

matographie kénnte gar nicht funktionieren.

Abschliefsend sollte aber erwdhnt werden, dass das Erscheinen von mehreren fast
gleichgroken Banden nach einer Ligandenaffinitdtschromatographie aus zwei verschie-
denen Organismen eigentlich kein Zufall sein sollte. Weiterhin zeigte sich nach der Li-
gandenaffinitdtschromatographie mit Proteinen aus Rb. sphaeroides keine Banden in
der entsprechenden Grofte. Das RegB-Homolog PrrB aus Rb. sphaeroides bindet keine
Chinone, sondern detektiert den Fluss durch die Cbb3-Oxidase [Kim et al. 2007], sodass
dieses Ergebnis als Negativkontrolle gewertet werden konnte.

So kann spekuliert werden, dass es in R. rubrum doch einen Redoxsensor gibt die dhn-
liche Aufgaben erfiillt wie RegB. Passend dazu vermuteten Grammel and Ghosh [2008]
schon einen Zusammenhang des Redoxpotentials im Chinonpool mit der Photosynthese-
genregulation. In Kombination mit der Theorie, dass PpsR aus R. rubrum aktivierend
auf die PM-Expression wirkt, und ein Repressor als Gegenspieler zu PpsR noch un-
bekannt ist (vgl. Abs. 5.3.1), wére es interessant anzunehmen, dass es sich bei dem
potentiellen Response-Regulator zu dem unbekannten Redoxsensor dann um einen Re-
pressor fiir die Photosynthesegene handeln kénnte. Diese Mo6glichkeit wiirde die fehlende

Homologie zu den bereits beschriebenen RegB-Typ-Histidinkinasen erklidren. Hinweise
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auf das Vorhandensein eines Repressors fiir die Photosynthesegene zeigte ich in den Ver-
suchen mit PpsR™ und PpsR ™. Bei der Deletion war ein Ablesen der Photosynthesegene
nicht moéglich, bei Uberexpression wurden sie nicht vollstindig exprimiert.

In R. rubrum SN20, in dem der Ubichinonpool stark dezimiert ist zeigt sich ein Phé-
notyp der ebenfalls auf eine Signaltransduktion aus dem Ubichinonpool hindeutet: Der
M2SF-Effekt, also gesteigerte PM-Synthese nach Zugabe von Fruktose zum Kulturme-
dium konnte in SN20 nicht beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass dieser Effekt
durch ein Signal aus dem Ubichinonpool hervorgerufen wird, das nicht gegeben werden
kann, wenn der Ubichinonpool dezimiert ist.

Wie in Abschnitt 5.2.3 beschrieben, kénnte ein Flaschenhalseffekt am Ubichinonpool
dieses Stammes entstehen, weil der Pool nicht mit der Anzahl der Oxidasen gemeinsam
wichst, wie Klamt et al. [2008] annehmen. Dies miisste im Umkehrschluss zu einem
Elektronenstau im oberen Teil der Atmungskette fithren, der sich auch auf das cyto-
plasmatische Redoxpotential auswirkt. Diese erhéhte Reduktionskraft im Cytoplasma
reicht in SN20 aber nicht aus, um das fehlende Signal aus dem Ubichinon-Pool aufzu-
heben, was darauf hinweist, dass tatsdchlich noch ein weiterer wichtiger Regulator die

PM-Synthese in R. rubrum kontrollieren kdénnte.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Redoxregulation der PM-Synthese in dem nichtschwefel-
Purpurbakterium R. rubrum untersucht. Dazu wurden Wachstumsversuche mit Zugabe
von Substanzen durchgefiihrt, die das intrazelluldre Redoxpotential beeinflussten. R.
rubrum reagierte auf quantitative Verdnderungen im GSH-Pool mit verdnderter PM-
Synthese. Eine Erhchung der GSH-Menge durch die Aufnahme von GSH aus dem Kul-
turmedium beeinflusste es positiv, eine Verringerung durch DEM oder Diamid fiihrte
zu einer Verringerung der PM-Synthese. GSH wurde aus dem Kulturmedium mit ei-
ner Rate von 0,049 mM/g*h aufgenommen. Der vergrioferte GSH-Pool fithrte nicht zu
einem Abfall des intrazelluliren Redoxpotentials. Es wurde durch Oxidation von GSH
zu GSSG bei ungefahr -220 mV gehalten, wie die intrazellulire GSH/GSSG-Messung
ergab. Die FElektronen wurden mdoglicherweise iiber die Atmungskette abgeleitet und
verursachten einen reduzierteren Ubichinonpool.

DTT bewirkte entgegen der Erwartungen ebenfalls einen Abfall der PM-Synthese. Die-
ser Effekt konnte mit dem Umschlagen von Thiolstress in oxidativen Stress durch die
Entstehung von ROS, welche durch erhéhte Atmungsraten entstanden, erklért werden.
Passend dazu vertrugen aerob kultivierte R. rubrum -Zellen kein D'T'T und starben nach
der Zugabe. Oxidativer Stress nach der GSH-Zugabe entsteht wahrscheinlich nicht, da
die Ubertragung von Elektronen auf die Atmungskette enzymatisch katalysiert und da-
mit kontrolliert ablauft.

Alternative Elektronenakzeptoren wie DMSO beeinflussten die PM-Synthese ebenfalls
negativ, obwohl sie sich nicht auf das Thiolredoxverhiltnis auswirken sollten.
PpsR-Proteine sind als Master-Regulatoren der Photosynthesegene bekannt und in an-

deren Purpurbakterien sehr gut untersucht. Die Ergebnisse aus heterologer Expression,
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Kapitel 6 Zusammenfassung

Uberexpression und Deletion des PpsR-Proteins aus R. rubrum zeigten einheitlich, dass
PpsR aktivierend auf die PM-Synthese wirkte. Auf einer nativen PAGE zeigten sich
Banden fiir oxidiertes PpsR ab einem Redoxpotential -150 mV, also deutlich iiber dem
intrazelluliren Redoxpotential, was auf eine direkte Oxidation des Regulators durch
Sauerstoff oder andere Oxidanzien hinweist.

Die Ligandenaffinitdtschromatographie lieferte leider kein eindeutiges Ergebnis. Trotz-
dem sprechen viele Ergebnisse fiir das Vorhandensein von mindestens einem weiteren
Regulator fiir die Photosynthesegene, denn das Redoxpotential im Ubichinonpool scheint
eine wichtige Rolle fiir die PM-Expression zu spielen. Ein Regulator, der dieses Signal
integrieren konnte, ist aber noch unbekannt und konnte leider auch nicht identifiziert
werden, obwohl spezifische Banden in den Eluaten der Ligandenaffinitdtschromatogra-
phie gefunden wurden.

Die Deletionsmutante PpsR™ konnte keine PM synthetisieren, und die PpsR*-Mutante
vor R. rubrum konnte nur in begrenztem Rahmen mehr PM produzieren. Dies spricht
fiir eine Repression der Photosynthesegene durch einen weiteren Regulator, da in PpsR™
nicht einmal basale Expression detektiert werden konnte. Der verantwortliche Regulator
ist ebenso unbekannt wie der Redoxsensor der auf den Ubichinonpool reagiert. Es wére
interessant anzunehmen, dass es sich um ein zusammenwirkendes Sensorsystem handeln
konnte.

Insgesamt konnte damit in dieser Arbeit ein neues Modell fiir die Photosynthesegenre-
gulation in R. rubrum skizziert werden. Es beinhaltet ein aktivierend wirkendes PpsR-
Protein und mindestens einen weiteren Regulator der auf den Redoxzustand des Ubichi-
nonpools reagiert und dessen Signaltransduktion reprimierend auf die Photosynthesege-
ne wirkt. Eine solche Kombination von Regulatoren wurde bisher bei den anoxygenen
Photosynthesebakterien noch nicht beschrieben und stellt damit ein grofes Potential fiir

weitere interessante Forschungsarbeit dar.

106



Kapitel 7

Ausblick

Durch das in dieser Arbeit skizzierte Modell der PM-Regulation in R. rubrum wire
die Identifizierung der weiteren Regulatoren ein wichtiges Ziel, ebenso die Identifizie-
rung der Erkennungssequenzen der Regulatoren. Dazu konnte die Idee der Liganden-
affinitdtschromatographie noch einmal aufgegriffen werden, um die Proteinmenge fiir
die Identifizierung zu vergrofern und den gesamten Prozess zu optimieren. Dazu wére
eine heterologe Expression von RegB aus Rb. capsulatus hilfreich, denn mit Hilfe von
isoliertem RegB konnte dessen Affinitat zu der synthetisierten Chromatographiematrix
leichter untersucht werden.

Ein weiteres fehlendes Puzzleteil ist die Bindungssequenz von PpsR an DNA. Die Identi-
fizierung dieser Sequenz wiirde einen Uberblick iiber das PpsR-Regulon ermdglichen und
damit auch die Suche nach weiteren involvierten Regulatoren erleichtern. Dazu kénnten
Gel-Shift-Experimente zum Einsatz kommen, in denen verschieden Sequenzen getestet
werden kénnten.

Ein weiterer interessanter Ansatz wiére, die Promotorregionen der verschieden Teile des
Photosynthesegenclusters in Gel-Shift-Experimente einzusetzen und dariiber potentiell
involvierte Regulatoren zu screenen. So kénnten evtl. Response-Regulatoren zu einem

Mehrkomponentensystem identifiziert werden.
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Anhang

8.1 pBLAST-Ergebnisse zu relevanten Proteinen in R.

rubrum

Tabelle 8.1: BLAST-Ergebnisse: Vergleiche von PpsR aus dem R. rubrum -Genom mit PpsR und
CrtJ-Proteinen aus anderen Organismen

Name Funktion Identifizierungs- E-Values
code (NCBI)

PpsR R. rubrum Fis-Family transcriptional regula- YP 425717.1

tor

CrtJ Rb. capsulatus transcriptional Regulator P26167.1 (Gen-  7xe 60
Bank)

PpsR Rb. sphaeroides transcriptional Regulator AAF24278 (Gen- 2xe 63
Bank)

PpsR Ru. gelatinosus transcriptional Regulator YP 005438181 3xe” 143
(NCBI)

PpsR1 Bradyrhizobium  transcriptional Regulator YP 001203751 3xe 129

ORS278 (NCBI)

PpsR1 Rps. palustris HaA2 transcriptional Regulator YP 487597 (NC- 5xe” 136
BI)
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8.1 pBLAST-Ergebnisse zu relevanten Proteinen in R. rubrum

Tabelle 8.2: pBLAST-Ergebnisse der Glutathiontransporter aus dem R. rubrum -Proteom

Gen Locus Tag  Funktion Query Sequence  E-Values Literatur
BLAST search
(Swiss-Prot)
Rru_A3169 ABC transporter com- GsiA_E. coli 2%e 127 [Suzuki et al. 2005]
ponent A1A967
Rru_ A2011 ABC transporter com- 2% e 127
ponent
Rru_ A0982 ABC transporter com- 2% e 127
ponent
Rru_A2356 Extracellular solute GsiB_ E. coli 3xe 38
binding protein ATA968
Rru_A2357 binding-protein depen- GsiC_E. coli 3xe !
dent transport system A1A970
inner membrane prote-
in
Rru_A2358 binding-protein depen- GsiD_E. coli 6xe %6
dent transport system A1A971
inner membrane prote-
in
Rru_A0863 ABC transporter CydD_E. coli 1xe 44 [Pittman et al. 2005]
transmembrane region P29018
Rru_ A1917 ABC transporter 2xe”42
transmembrane region
Rru  A2014 ABC transporter 3xe 40

transmembrane region
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8.2 Abkiirzungsverzeichnis

APS
ATP
BCA
BLAST
BSA
DEM
DMSO
dNTP
DsbA/B
DTNB
DTT
DW
EDTA
GSH
GSSG
HEPES
6*His
IPTG
LB

LH
milliQ
NADH
NADPH
Ni-NTA
OD
p-ABA
PAGE
PAS

PBS
PCR
PM
NSPB

Ammoniumperoxodisulfat

Adenosintriphosphat

engl. Bicinchoninic acid, Bicinchoninsiure

Basic local alignment search tool

Bovines Serumalbumin

Diethylmaleat (Maleinsdurediethylester)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleosidtriphosphate

Disulfide bond formation protein A/B
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), Ellman Reagenz
Dithiothreitol

engl. Dry weight, Trockengewicht

engl. Ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsdure
Glutathion (reduzierte Form)

Glutathion (oxidierte Form)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
6*Histidin tag

Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid

engl. Lysogeny broth

Light harvesting complex, Lichtsammelkomplex
deionisiertes, gereinigtes Wasser (Millipore)
Nicotinsdureamid- Adenin-Dinukleotid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nickel-nitrilotriacetic acid

Optische Dichte

engl. para-aminobenzoic acid, para-Aminobenzoeséure
Polyacrylamid Gelelektrophorese

Per (period circadian) Arnt (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) Sim (single-minded) Doméne

engl. Phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Saline
engl. Polymerase Chain Reaction, Polymerase Kettenreaktion
Photosynthesemembran

Nichtschwefel-Purpurbakterien



8.2 Abkiirzungsverzeichnis

RC Reaction center, Reaktionszentrum
ROS reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
RT Raumtemperatur
SDS engl. Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
SSA 5-Sulfosalicylic acid ,5-Sulfosalicylsdure
Taq Thermus aquaticus
TES Tris-EDTA-salt Puffer
TEMED Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Q10 Ubichinon 10
Uv Ultraviolettes Licht
Vol. Volumen

Antibiotika
Amp Ampicillin
Cm Chloramphenicol
Km Kanamycin
Sm Streptomycin
Spec Spectinomycin
Tc Tetracyclin

Organismen
Escherichia coli E. coli
Rhodobacter capsulatus Rb. capsulatus
Rhodobacter sphaeroides Rb. sphaeroides
Rhodospirillum rubrum R. rubrum
Rubrivivax gelatinosus Ruv. gelatinosus

111



Kapitel 8 Anhang

8.3 Chemikalien- und Gerateliste

Substanz Hersteller Bestellnummer
Aceton Roth 7328.2
Acetonitril Roth 8825.2
Acrylamid (30%, 29:1) Applichem GmbH A4983,0500
Adogen 464 Sigma, 856576

BBL Agar Grade A BD 212304
Agarose Sigma A9539
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck 1.01200.1000
Asparaginsdure Fluka Analytical 11190

Bacto Trypton BD 211705
Bacto Yeast Extract BD 212750
Beta-Mercaptoethanol Roth 4227.1
Biotin Fluka Analytical 14400
Bromphenolblau Sigma, B55-25
CaCl2x2H20 Sigma 12022
Chloroform Roth YO015.1
Coomassie Billantblau G-250 Merck 1.15444.0025
CuS0O4x5H20 Merck 1.02787.1000
Cystein Fluka 30090
D-Fruktose Fluka Analytical 47745
Dichlormethan Roth 7334.1
DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma D0632
DTNB Sigma D8130
EDTA, Dinatriumsalz Dihydrat Applichem A3234,0250
Essigsiire 100% (Eisessig) Merck 1.00063.1011
Ethanol Roth 9065.3
FeSO4x7H20 Merck 1.09365.0100
D-Glucose (Monohydrat) Merck 1.08342.1000
Glutaminsaure Fluka Analytical 49450
Glutathion-Reduktase Sigma G3664
Glycerin Roth 3783.1
Glycin Roth 3908.2
H3BO3 Merck 1.00160.1000
HEPES Sigma H3375
Hexan Roth 7339.2
IPTG Roth 2316.3
K-Acetat Roth T874.2
Kaliumpermanganat Sigma, 223468
KH2PO4 Roth P018.2

KCl Merck 1.04936.1000
KOH Roth 6751.1
L-Glutathion, reduziert Sigma G4251-25G
Malat Dehydrogenase Sigma, M-7383
Methanol Roth 4627.5
MgCl2x6H20 Roth 3532.1
MgSO4x7H20 Sigma, 63140
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8.4 Antibiotika

MnCI2x4H20
Monobrombiman

MOPS

Na-Acetat, wasserfrei
Na2HPO4, Dihydrat

NaCl

NAD, free acid

NADPH, tetra-Natriumsalz
NH4C1

Nicotinsdure
Nitrilotriessigsdure
p-Aminobenzoesdure (p-ABA)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
O-Phosphorsaeure 85%
2-Propanol (Isopropanol)
Rubidiumchlorid

SDS

5-Sulfosalicylsaeure Dihydrat
TEMED

Tris

Ubiquion Q10

ZnSO4x7TH20

Fluka Analytical
Fluka Analytical
Roth

Sigma

Roth

Roth

Roche Diagnostics GmbH
Roche

Roth

Fluka Analytical
Fluka Analytical
Merck

Roth

Roth

Roth

Merck

Serva

Roth

Merck

Roth

Herbafit

Merck

63536

69898

6979.2
25060

4984.1
9265.1
10127965001
10107824001
5470.1

72310

72560
1.00102.0250
Al56.1
6366.1
7343.1
1.07622.0100
20765

4119.1
1.10732.0100
5429.3

9200
1.08883.0100

8.4 Antibiotika

Substanz Hersteller | Bestellnummer
Ampicillin (Natriumsalz) Applichem A0839.0025
Chloramphenicol Merck 1.02366.0050
Kanamycin (Disulfat) Merck 1.05177.0005
Rifampicin Sigma 83907-5G
Streptomycin (Sulfat) Merck 1.10117.0025
Spectinomycin (Dihydrochlorid Pentahydrat) | Sigma S9007-5G
Tetracyclin (Hydrochlorid) Merck 1.08189.0050
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8.5 Klonierungen

Substanz Hersteller | Bestellnummer
Restriktionsenzyme NEB

(BamHI, EcoRI, HindIII, Ndel, PstI, Xbal, Xhol)

Restriktionsverdau NEBuffer 1-4 NEB B7001S - B7004S
BSA (10 mg/ml) NEB B9001S

T4 DNA Ligase Promega M1801

T4 DNA Ligase buffer (with ATP) Promega C1263

GoTaq DNA Polymerase Promega M3171

5x green GoTaq Flexi buffer Promega M8911

MgCl12 Promega A3511

dNTP Set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Promega U1330

8.6 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Hochdruckhomogenisator
Inkubator

Inkubator
Mikrotiterplatten Reader
Acrylamidgelelektrophorese
Gelelektrophorese: Stromversorgung
Spektrophotometer
Spektrophotometer
Sterilbank

Ultraschallstab
Ultrazentrifuge

Zentrifuge, bis 2ml
Zentrifuge, bis 50ml
Agarosegelelektrophorese
Feinwaage

PCR Thermoblock
Thermomixer

Verbrauchsmaterialien
SDS-PAGE Marker

DNA Ladder

DNA Loading Dye

DNA Aufreinigungs Kit
Plasmidpreparations Kit

Avestin, Inc.

B. Braun Biotech Int.
Memmert

BioTek Instruments
Biometra GmbH

BioRad Inc.

Jasco Labortechnik GmbH
Jasco Labortechnik GmbH
Thermo Scientific
Bandelin electronic GmbH
Beckman Coulter

Thermo Scientific

Thermo Scientific

cti GmbH, Idstein

Mettler Toledo

Biometra

Eppendorf

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Machery-Nagel
Machery-Nagel

Gerit Hersteller Modell
Gerite
Dunkelraum Fotokammer Intas Inc. EpiChemi II Darkroom

EmulsiFlex-C5
Certomat BS-1
DO6060-400
PowerWaveXS

Mini

PowerPac 300

V-670

V-560

Heraeus HS15

Modell HD-2200 (Sonotrode MS73)
Optima LE-80K
Heraeus Fresco 17
Heraeus Biofuge Stratos
Gelkammer Mini
Excellence XS205

T3 Thermocycler
Thermomixer comfort

PageRuler Plus

O’GeneRuler 1kb Plus

6x Orange DNA Loading Dye
NucleoSpin ExtractIl
NucleoSpin Plasmid
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