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Einleitung

1 Einleitung

Die Lebensweise von Bakterien erfordert eine stdndige Anpassung an sich schnell &ndernden
Umweltbedingungen, wie pH-Wert, Temperatur, Sauerstoffverfiigbarkeit, Kohlenstoffquellen,
lonenkonzentrationen sowie toxischen Substanzen. Die Adaptation umfasst neben
Katabolismus, Anabolismus und dem Proteinsyntheseapparat auch die Ausbildung von Schutz-
und Resistenzmechanismen.

Es gibt nur wenige natirliche Elemente, die die Toxizitat und den Nutzen besser illustrieren,
als die Schwermetalle bzw. Ubergangsmetalle. Sie sind an einer Vielzahl von zellularen
Funktionen beteiligt und daher flr die Biochemie des Lebens in allen Organismen unabdingbar.
So besitzen sie eine essentielle Bedeutung fur die korrekte Faltung von Proteinen und
beeinflussen als Kofaktoren maRgebend die Enzymaktivitat biochemischer Reaktionen (Finney
und O'Halloran, 2003; Andreini et al., 2004; Waldron und Robinson, 2009; Lemire et al., 2013).
Am haufigsten kommt Magnesium neben Zink, Eisen, Mangan, Calcium, Kobalt und Kupfer
als Kofaktoren vor, wahrend Kalium, Natrium, Nickel und Molybdan eher seltener als Struktur-
und Funktionsbildner anzutreffen sind (Andreini et al., 2006; Andreini et al., 2007; Andreini et
al., 2008; Waldron et al., 2009; Lemire et al., 2013). Schwermetalle bzw. Ubergangsmetalle
werden daher als Spurenelemente im nanomolaren Bereich von der Zelle benétigt (Outten und
O'Halloran, 2001) und konnen bei hoheren Konzentrationen letal fur diese sein. Nicht
essentielle Metalle, wie Silber, Quecksilber oder Gold kdnnen hingegen bereits in geringeren
Konzentrationen mikrobizide Wirkungen haben. Einigen Organismen ist es durch die
Entwicklung von spezifischen Resistenzmechanismen gelungen, sich an ©kologischen

Standorten mit erhdéhten Schwermetallgehalten anzupassen.

1.1 Die Bedeutung von Kupfer und Gold fiir Bakterien
Kupfer sowie die Edelmetalle Gold und Silber befinden sich in der Ubergangsgruppe 11 des

Periodensystems und liegen vorwiegend in den Oxidationsstufen +1 und +2 vor. Die
terrestrische Abundanz von Kupfer ist hinreichend untersucht worden, wohingegen Daten zum
VVorkommen von Gold und Silber kaum dokumentiert wurden (Kabata-Pendias, 2011). Diese
Metalle werden mit dem Fortschreiten der menschlichen Zivilisation verbunden.

Der lateinische Name cuprum ist abgeleitet von ges cyprium ,,Erz von der Insel Zypern®, wo
im Altertum Kupfer gewonnen wurde (Emsley, 1989; Kabata-Pendias, 2011). Auf Grund seiner
Redoxchemie ist Kupfer eines der wichtigsten Spurenelemente. Die meisten Cuproproteine sind

im Periplasma oder der Plasmamembran lokalisiert (Arguello et al., 2013). So entgiften Kupfer-
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Zink-haltige Superoxiddismutasen (Cu-Zn-SOD) freie Radikale und schiitzen die Zelle so vor
oxidativen Stress (Gort et al., 1999). Die meisten bakteriellen Cu-Zn-SOD sind
periplasmatische Proteine. In der Atmungskette ist Kupfer als redoxaktives Zentrum der
Cytochrom-Oxidasen zu finden (cbb3 Oxidasen, Cytochrom basz, caaz und aas Oxidasen)
(Garcia-Horsman et al., 1994; Speno et al., 1995; Robinson et al., 1999). Auch viele andere
Enzyme, wie die drei Enzyme der bakteriellen Denitrifizierung (Nitritreduktase,
Stickstoffmonoxid-Reduktase, Distickstoffmonoxid-Reduktase) (Glockner et al., 1993; Brown
et al., 2000; Velasco et al., 2001; Zumft, 2005), Tyrosinasen (Nakamura et al., 2000; Matoba
etal., 2006), Lysyloxidasen (Kosonen et al., 1997), Aminoxidasen (Cooper et al., 1992; Wilmot
et al., 1997) und Multi-Kupferoxidasen (Huffman et al., 2002; Roberts et al., 2002; Djoko et
al., 2008; Singh et al., 2011) enthalten Kupfer in ihren aktiven Zentren. Zu den wenigen
Proteinen der cytoplasmatischen Chelatierung zéhlt beispielsweise das cytoplasmatische
Chaperon CopZ aus Bacillus subtilis (Banci et al., 2001).

Die Toxizitdt von Kupfer erklart sich andererseits durch seine F&higkeit physiologische
Metallionen aus den aktiven Zentren von Enzymen zu verdrangen, wie beispielsweise Eisen
aus den verfligbaren Fe-S-Cluster und anderen Eisen-Schwefel-Proteinen (Macomber und
Imlay, 2009). Dieser Verdrangungsmechanismus, der mit einer Inhibierung der Enzymfunktion
einhergehen kann, konnte auch fir andere Metalle, wie Cadmium und Silber gezeigt werden,
die eine hohe Affinitat zu Thiolgruppen enthalten und (ber die Bindung an den Cysteinen die
Enzyme inaktivieren kénnen (Ouyang und Vogel, 1998; Helbig et al., 2008b). Unter aeroben
Bedingungen katalysiert Kupfer die Fenton-Reaktion und die Haber-Weiss-Reaktion, bei denen
reaktive Sauerstoffradikale gebildet werden (Halliwell und Gutteridge, 1984; Halliwell und
Gutteridge, 1990), die Lipidperoxidation, Proteinoxidation und DNA-Schadigung verursachen
kénnen (Imlay und Linn, 1988; Halliwell und Gutteridge, 1990; Stadtman, 1992; Dupont et al.,
2011).

(1) Fenton-Reaktion: Cu(1)+H,0,—Cu(Il)+OH +OH"
(2) Haber-Weiss-Reaktion: H,0,+05+H —OH +0,+H,0
Cu(I1)+05—Cu(I)+0,

Die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezien kann jedoch auch indirekt erfolgen. So sind freie
Kupferionen in der Lage Sulfhydrylgruppen zu oxidieren, wie Cysteine in Proteinen oder dem
zellularen Redoxpuffer Glutathion (Witkiewicz und Shaw, 1981; Stohs und Bagchi, 1995).

Zum anderen fihrt die Degradation des Fe-S-Clusters zur Freilassung von Eisen und damit
2
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einhergehend einem Anstieg an ungebundenen freien Eisen in der Zelle, was zu oxidativen
Schéden durch die Eisen-basierte Fentonreaktion fiihren kann (Keyer und Imlay, 1996). Die
Kupferaufnahme in die Zelle muss daher strikt reguliert werden, um die Funktionalitét
kupferabhangiger Enzyme sicherzustellen, ohne sich dabei zu vergiften. Dies wird durch ein
Gleichgewicht zwischen Aufnahme und Efflux gewéhrleistet.

In Eukaryoten sind eine Reihe von hochaffinen Kupfertransportern bekannt, die Cu(l) aktiv in
die Zelle translozieren. Dies geschieht z.B. tiber membrangebundene Aufnahmeproteine der
Ctrl-Familie, die Uber eine Reihe von methioninreichen Motiven verfligen, die an der Bindung
und dem Transport von Cu(l) beteiligt sind (Guo et al., 2004; De Feo et al., 2009). Der genaue
Mechanismus der Methionin-gesteuerten Translokation von Cu(l) ist bisher weitestgehend
unbekannt. Obwohl der hochaffine Kupfertransport eher im Reich der Eukaryoten anzutreffen
ist, sind auch einige Proteine fur den Kupferimport in Prokaryoten bekannt. In Pseudomonas
aeruginosa Q91147 vermittelt der Transporter HmtA die Aufnahme von Kupfer und Zink,
jedoch nicht von Silber, Quecksilber oder Cadmium (Lewinson et al., 2009). An dem aktiven
Kupferimport in Prokaryoten kénnen auch P-Typ ATPasen, wie CopA aus Enterococcus hirae
(Odermatt et al., 1994; Wunderli-Ye und Solioz, 2001) und Cta aus Synechococcus 7942
beteiligt sein (Phung et al., 1994).

Da das Metall in hohen Konzentrationen extrem toxisch fur die Zellen ist, muss die
intrazelluldare Konzentration strikt reguliert werden. Im Laufe der Zeit haben sich daher
verschiedene Resistenzmechanismen zum Schutz vor extremen Metallbedingungen entwickelt,
wie der Kationenefflux aus dem Periplasma und dem Cytoplasma, die Kationenreduktion, die
cytoplasmatische Akkumulation und organische Komplexbildung.

Die erste Barriere flr einen Schutzmechanismus vor extremen Kupferkonzentrationen stellt das
Periplasma mit den dort lokalisierten Kupferresistenzsystemen (Macomber et al., 2007). Die
Multi-Kupferoxidase (MKO) CueO aus Escherichia coli ist ein solches periplasmatisches
Protein, das Cu(l) mittels Sauerstoff als Elektronenakzeptor zu Cu(ll) oxidiert (Grass und
Rensing, 2001b). Damit verliert das Kupfer einen Grol3teil seines toxischen Potenzials bereits
im Periplasma und tragt so mafigebend zur Kupfertoleranz bei. Ob sich die héhere Toxizitat der
Cu(l)-Spezies (Thieme et al., 2008; Grolie et al., 2014) in der besseren Membrangangigkeit
oder der hoheren Reaktivitat begriindet, ist Gegenstand vieler Diskussion. Es ist jedoch davon
auszugehen, dass Cu(l) im Vergleich zu Cu(ll) die weichere Lewis-Saure ist und in Bezug auf
die weichen Lewis-Basen, wie Thiolgruppen, reaktiver ist (Grass und Rensing, 2001b). CueO
kann desweitern auch Katechol-enthaltende Liganden wie das Enterobaktin reduzieren. Das

Siderophor katalysiert dabei die Reduktion von Cu(ll), sodass die Oxidation durch CueO
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wesentlich zur Vermeidung der toxischen Cu(l)-ionen beitrégt (Grass et al., 2004). Homologe
von CueO mit einem geringen Ahnlichkeitsgrad sind die MKO PcoA aus E. coli, CopA aus
Cupriaviuds metallidurans, Xanthomonas campestris und aus Pseudomonas syringae
(Cooksey, 1994; Brown et al., 1995; Djoko et al., 2008). Sie verfiigen alle Uber eine
methioninreiche Region (Grass und Rensing, 2001) und sind nicht cytoplasmatisch lokalisiert,
sondern werden mittels des twin arginine translocation systems (TAT) ins Periplasma
transportiert (Outten et al., 2000; Grass und Rensing, 2001b; Bronstein et al., 2005; Frobel et
al., 2012). Dieses System transportiert bereits gefaltete Proteine samt ihrer Kofaktoren mittels
eines pH-Gradienten Uber die Cytoplasmamembran (Sargent, 2007). Die Kupferbeladung
dieser Proteine im Cytosol tragt jedoch weniger zur Kupfertoleranz bei, da der
Exportmechanismus der ATPasen weitaus effizienter ist und einen wichtigen Beitrag zur
cytosolischen Kupferhomoostase leistet (Grass und Rensing, 2001c).

Die Gene pcoA und copA sind Teil eines plasmidale Kupferresistenz-Operons, pcoEABCD in
E. coli und copABCD in X. campestris und P. syringae (Tetaz und Luke, 1983; Rouch et al.,
1985; Cha und Cooksey, 1993; Cooksey, 1993, 1994; Brown et al., 1995; Monchy et al., 2006).
Stamme mit dieser genetischen Ausstattung kdénnen in kupferreichen Umgebungen tberleben,
die deutlich Uber dem Konzentrationsniveau liegen, der von den chromosomal kodierenden
Resistenzsystemen toleriert werden kann.

Auf dem Plasmid pRJ1004 von E. coli befindet sich die pco-Determinante, die fir ein
Zweikomponenten-Regulationssystem PcoRS, die periplasmatische MKO PcoA, die beiden
periplasmatischen Kupferbindeproteine PcoC und PcoE, sowie die membrangebundenen
Proteine PcoB (duRere Membran) und PcoD (Cytoplasmamembran) kodiert (Tetaz und Luke,
1983; Rouch et al., 1985; Brown et al., 1995; Rouch und Brown, 1997). PcoC ist ein
periplasmatisches Cu(l)-Protein, das an PcoA bindet, das die Kupferoxidation zu dem weniger
toxischen Cu(ll) katalysiert (Huffman et al., 2002; Djoko et al., 2008). Die pco-Determinante
zeigt betrachtliche Ahnlichkeit zu dem cop-System auf dem Plasmid pPT23D (Cooksey, 1987)
von P. syringae pv. tomato (Mellano und Cooksey, 1988; Mills et al., 1993) und X. campestris
pv. juglandis (Brown et al., 1995) sowie zu daquivalenten Systemen in dem Stamm C.
metallidurans, die chromosomal oder auf dem Plasmid pMOL30 kodiert sind (Mergeay et al.,
2003). Chromosomale Homologe des Plasmid kodierten cop-Operons wurden darlberhinaus
auch in anderen Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien identifiziert und tragen neben
der Kupferresistenz auch zur kompetitiven Fitness im Boden bei (Lim und Cooksey, 1993;
Yang et al., 1993; Cooksey, 1994; Herzberg et al., 2014). Das pcoABCD-System sowie die

homologen cop-Cluster aus vier strukturellen Genen werden durch einen Kupfer-induzierbaren
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Promotor reguliert, der wunter der Kontrolle der regulatorischen Gene eines
Zweikomponentensystems pcoR/copR und pcoS/copS steht (Cooksey, 1993; Mills et al., 1993).
PcoE, das nur Teil des pco-Systems in E. coli ist, wird unabhangig von pcoABCD transkribiert
und hat einen eigenen Kupfer-induzierten Promotor. Die Genprodukte des auf dem Chromosom
lokalisierten Zweikomponenten-Regulationssystems CusRS regulieren dabei die Expression
des plasmidkodierten pcoE (Munson et al., 2000).

In Gegenrichtung zu cusRS konnte ein Operon cusCFBA identifiziert werden, das flr die
Proteine eines CBA-Effluxkomplexes kodiert und zur Kupfer- und Silberresistenz (Cu(l),
Ag(l)) der E. coli-Zellen beitragt (Franke et al., 2001; Franke et al., 2003). CusA ist ein
Vertreter der resistance nodulation cell division (RND) superfamily, der die
Protonentranslokation tber die innere Membran an den Export des Substrates koppelt (Saier et
al., 1994). CusB, ein Vertreter der membrane fusion proteins (MFP) (Saier et al., 1994), stellt
die Verbindung zwischen dem in der Cytoplasmamembran lokalisierten RND-Protein CusA
und dem outer membrane factor (OMF) CusC (Dinh et al., 1994; Xu et al., 2009). Es gibt
direkte Hinweise, dass das periplasmatische Kupferbindeprotein CusF mit CusB bzw. CusC
interagiert und das Metall so vom Periplasma an den CusCBA-Effluxkomplex transferiert
(Franke et al., 2003; Rensing und Grass, 2003; Loftin et al., 2005; Bagai et al., 2008). Bisher
ist umstritten, ob der Metalltransfer vom Cytoplasma oder dem Periplasma zum extrazelluléren
Milieu erfolgt. Studien an divalenten Exporter, wie CzcCBA aus C. metallidurans lassen jedoch
ein Transport vom Periplasma favorisieren. Dieses RND-System bendtigt cation diffusion
facilitators (CDF-Proteine), wie DmeF oder FieF um divalente Kationen aus dem Cytoplasma
ins Periplasma zu transportieren und damit das Substrat fir das Czc-System bereitzustellen
(Munkelt et al., 2004; Scherer und Nies, 2009). Diese Hypothese wird weiter dahingehend
unterstitzt, dass ein kupfersensitiver Phanotyp einer Cu(l)-P-Typ ATPasen Deletionsmutante
nicht durch das CusCFBA-System ausgeglichen werden kann. Vergleicht man die drei
chromosomal oder plasmidalen Kupferresistenzsysteme (PCOEABCD, CusCFBA, CueOCopA)
von E. coli, so fihrt die Inaktivierung der Kupfer-P-Typ ATPase CopA zu dem stérksten
Verlust der Kupferresistenz (Grass & Rensing, 2001).

Pig-ATPasen transportieren Cu(l)/Cu(ll) vom Cytoplasma ins Periplasma und sind daher fir
Aufrechterhaltung des cytosolischen Kupferlevels essentiell (Rensing et al., 2000; Arguello et
al., 2007). Sie sind in allen Lebensformen ubiquitér verbreitet, vom extremophilen Archaea bis
hin zum Menschen (Arguello, 2003; Inesi et al., 2014). Archaeoglobus fulgidis ist

beispielsweise im Besitz von zwei P-Typ ATPasen, die Cu(l) und Cu(ll) transportieren kdnnen
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(Mandal et al., 2002; Arguello et al., 2003; Mana-Capelli et al., 2003), wohingegen E. coli nur
uber CopA, einer Cu(l)-translozierenden P-Typ ATPase verfiigt.

Die meisten Bakterien besitzen dartiberhinaus Uber einen geringflgigen Puffer, der Kupfer im
Cytosol binden kann, bevor die toxischen Eigenschaften des Metalls den Organismus schadigen
kdnnen. So scheinen als Kurzzeitpuffer Cu(l)-GSH2-Komplexe zu existieren, sobald die Zelle
einem UbermaR an Kupfer ausgesetzt wird (Osterberg et al., 1979; Ciriolo et al., 1990; Kachur
et al., 1998). Diese Komplexe konnen als Carrier der Cu(l)-ionen beispielsweise die Cu-Zn-
SOD von Hepatoma-Zellen mit dem Kofaktor beladen (Freedman et al., 1989; Ciriolo et al.,
1990; Ascone et al., 1993) und schiitzen die Zellen vor Schéaden, die sich aus der Bindung freier
Kupferionen an essentiellen Biomolekilen und/oder aus der Katalyse freier Radikale bei
erhdhten Kupferkonzentrationen ergeben wirden (Kadiiska und Mason, 2002; Letelier et al.,
2005; Speisky et al., 2009). Zusétzlich konnen Metall-Chaperone zur Mobilisierung und
Speicherung von Spurenelementen beitragen. Fir Kupfer-Chaperone konnte von Palumaa
(2013) gezeigt werden, dass sie am Efflux und an der Insertion von Kupfer in Cu-Zn-SOD
beteiligt sind (Palumaa, 2013). Die Kupferdetoxifizierung des Cytoplasma erfolgt in Bacillus
subtilis durch das Kupferchaperon CopZ und die ATPase CopA. CopZ bindet Kupferionen und
transportiert sie zu CopA, wo es in dessen Folge zur Ausbildung eines Heterodimers kommt.
In diesem Konformationszustand werden die Kupferionen von CopZ auf die Metallbindestellen
MxCxxC von CopA (bertragen und anschlieend so aus dem Cytoplasma transportiert (Banci
et al., 2001; Banci et al., 2003). Ein &hnlicher CopZ-vermittelter Efflux konnte auch in
A. fulgidis beschrieben werden (Gonzalez-Guerrero und Arglello, 2008a; Chan et al., 2010;
Padilla-Benavides et al., 2013; Padilla-Benavides et al., 2014).

Im Gegensatz zu Kupfer gehort Gold zu den zehn seltenen Elementen der Erdkruste (Allegre
et al., 2001). Die durchschnittliche Goldkonzentration in Wasser liegt bei 1-5 ppt oder ng/l und
kann mehr als 100 ppb in Bdden an goldhaltigen Standorten erreichen (Reith et al., 2007;
Williams-Jones et al., 2009). Unter reduzierenden Bedingungen bindet Gold vorzugsweise an
organischem Schwefel, wohingegen unter oxidierenden Bedingungen eine Interaktion mit
organischen Stickstoff und Kohlenstoff stattfindet (Vlassopoulos et al., 1990). Es bildet keine
freien lonen in wassrigen Lésungen und kommt daher in der Natur hauptsachlich in Form von
Au(l)- oder Au(l11)-Komplexen vor (Vlassopoulos et al., 1990; Shaw, 1999; Williams-Jones et
al., 2009). Gold(l) ist ein Weichmetall mit einem kovalenten Radius von 134 pm und einer
Elektronegativitat von 1,42 und damit den Eigenschaften von Ag(l) sehr &hnlich, jedoch zu

denen von Cu(l) mit einen Radius von 117 pm und einer Elektronegativitdt von 1,75

6



Einleitung

verschieden (Emsley, 1989). Gold, Kupfer wie auch Silber besitzen jedoch die gleiche
Kernladung mit der Abschirmungskonstante S von 4,20 Slater, weshalb vermutet wird, dass sie
sich gegenseitig in der Metallbinderegion nachahmen koénnen (Stoyanov und Brown, 2003a).
Es wird angenommen, dass Gold unter reduzierenden Bedingungen, wie sie im Cytoplasma der
Zellen vorherrschen, hauptséchlich als Au(l) vorzufinden ist (Checa und Soncini, 2011). Wie
die freien Schwermetallionen sind auch die relevanten Au(l)/Au(lll)-Komplexe fir
Mikroorganismen toxisch. Die Toxizitat von Gold erklart sich durch die chemische
Modifikation oder das Ersetzen essentieller Metalle in Enzymen (Shaw, 1999; Reith et al.,
2007). Als Folge kommt es zur Inhibierung der funktionellen Enzyme, zur Disruption des
Redoxgleichgewichtes und zur Erhéhung der Zellpermeabilitat, was zum Zelltod fihren kann
(Witkiewicz und Shaw, 1981; Karthikeyan und Beveridge, 2002; Reith et al., 2009). Ein
anderer Grund der Toxizitat liegt in der Erzeugung von oxidativen Stress, der mit der Bildung
von freien Radikalen einhergeht, die zur Schadigung der zellularen DNA fihrten (Reith et al.,
2013; Wiesemann et al., 2013).

Wie Quecksilber, Blei oder Silber tUbernimmt auch Gold keine wichtige physiologische
Funktion. Das membrangebundene Enzym NADH-Oxidase aus Micrococcus luteus ist bisher
das einzige Enzym, das Gold fir seine funktionelle Rolle wahrend der Oxidation von Methan
bendtigen konnte (Levchenko et al., 2000; Levchenko et al., 2001, 2002). Der Organismus
selbst kommt in Schlick-enthaltenen Sedimenten an Goldminen vor, in denen Methan aus dem
anaeroben Prozess der Methanogenese gebildet wird (Levchenko et al., 2002). Methan kann als
zusétzliche Energiequelle in dieser Umgebung dienen, in der der Gehalt an schnell verfiigbaren
organischen Komponenten im Boden limitierend ist. Mit Hilfe der Gaschromatographie konnte
gezeigt werden, dass aus Gold-enthaltener Oxidase und Methan zur Halfte Methanol und andere
Oxidationsprodukte wie Formaldehyd entstehen (Levchenko et al., 2001, 2002). Steht dem
Bakterium kein Gold im Medium zur Verfligung, d.h. keine Gold-beladene Oxidase ist
vorhanden, so kommt es auch nicht zur Veranderung der Methankonzentration (Levchenko et
al., 2001, 2002). Diese Daten miissen jedoch kritisch betrachtet werden, da in keiner der
Publikationen die direkte Bindung von Gold an das Protein beispielsweise durch ITC-
Messungen oder ein Proteingel des gereinigten Proteins gezeigt worden ist.

Es gibt nun eine Reihe von Bakterien und Archaea, die Gold aus Au(l)/Au(lll)-L6ésungen
prazipitieren konnen (Lovley, 1993; Lovley et al., 1993; Southam und Beveridge, 1994;
Kashefi et al., 2001; Reith et al., 2006; Lengke et al., 2006a; Nangia et al., 2009; Reith et al.,
2009; Focsan et al., 2011). Sie verftigen diesbezuglich Gber unspezifische und spezifische intra-

und extrazelluldre Mechanismen. (Checa et al., 2007; Reith et al., 2009). So haben Bakterien
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wie Salmonella enterica serovar Typhimurium, Delftia acidovorans und C. metallidurans,
biochemische Antworten entwickelt, um mit hohen toxischen Goldkomplexen umgehen zu
konnen (Reith et al., 2009; Checa und Soncini, 2011; Johnston et al., 2013; Wiesemann et al.,
2013).

Salmonella verfugt Uber Proteine, die ihm erlauben Goldkomplexe in der Umgebung
wahrzunehmen und mit einer entsprechenden Resistenzantwort zu reagieren. Das Proteinset
besteht aus einer P-Typ ATPase GolT und einem kleinen cytoplasmatischen Metallbindeprotein
GolB, deren Expressionen durch ein goldspezifisches MerR-Sensorprotein GolS kontrolliert
werden (Checa et al., 2007; Pontel et al., 2007; Checa und Soncini, 2011; Pontel et al., 2014).
MerR-Regulatoren kdnnen auf vielféltige Stresssignale reagieren, wie auf aromatischen und
organischen toxischen Komponenten, Schwermetallen und auf oxidativen Stress (Brown et al.,
2003; Hobman et al., 2005). Der golTSB-Locus ist auch in anderen Salmonella Subspezies
gegenwartig, wie Salmonella bongori und Salmonella enterica, fehlt jedoch in dieser
Anordnung in Salmonella enterica serovar Paratyphi oder in Bakterien wie E. coli oder Shigella
(Espariz et al., 2007). Neben der Regulation der P-Typ ATPase GolT und des Metallchaperons
GolB kontrolliert der Regulator auch das gesABC-Operon, welches fiir ein CBA-Effluxsystem
kodiert. Es wird in entgegengesetzter Richtung zum golTS-Operon transkribiert und scheint fir
die Goldresistenz entscheidend zu sein, indem es Metallionen aus dem Cytoplasma, der inneren
Membran oder dem Periplasma in den extrazellularen Raum transportiert (Checa et al., 2007;
Perez Audero et al., 2010; Checa und Soncini, 2011). Beide Systeme werden nur durch Gold
und nicht durch Kupfer oder Silber induziert. Die transkriptionelle Aktivierung des gesABC-
Operons unterscheidet sich von den anderen beiden GolS-kontrollierten transkriptionellen
Einheiten dahingehend, dass deutlich hohere Goldkonzentrationen fur die Aktivierung
erforderlich sind (Pontel et al., 2007; Checa und Soncini, 2011). Die Deletion des gesABC-
Systems oder des gesamten gol-Locus fuhrt zu einem goldsensitiven Phénotyp (Checa et al.,
2007; Pontel et al., 2007).
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Abb. 1: Das gol-Regulon von S. enterica serovar Typhimurium LT2 (modifiziert nach Checa et al., 2011,
Pontel et al., 2007). In Gegenwart von mikromolaren Goldkonzentrationen induziert der MerR-Regulator GolS
die Transkription seines eigenen Gens sowie der Gene, die fiir die P-Typ ATPase GolT und das Metallchaperon
GolB kodieren, um freie Goldionen aus dem Cytoplasma zu entfernen. Der Anstieg an GolS und die einhergehende
Bindung von Gold tragen zur Reduktion der intrazelluldren Konzentration an freien Gold bei. Erst bei langerer
Metallexposition oder dem Einsatz hoherer Konzentrationen scheint die intrazellulare Akkumulation von GolS
den Schwellenwert zu erreichen, der fiir die Erkennung des gesABC-Operators erforderlich ist und induziert seine
Transkription. Das GesABC-System tragt direkt zur Detoxifizierung von Gold aus dem Cytoplasma oder dem
Periplasma bei.

Wahrend eine direkte Verbindung von Salmonella an goldhaltigen Standorten nicht gezeigt
wurde, konnten die p-Proteobakterien D. acidovorans und C. metallidurans als dominante
Organismen der bakteriellen Biofilme auf den Goldnuggets in Australien identifiziert werden
(Reith et al., 2006; Reith et al., 2010; Reith et al., 2012). Die Existenz solcher Biofilme und die
Entdeckung von bakteriellen Gold lassen eine Beteiligung der Bakterien an der Bildung
sekundaren Goldes vermuten (Reith et al., 2006; Reith et al., 2007; Reith et al., 2009; Reith et
al., 2010).

D. acidovorans sekretiert ein nicht-ribosomales Peptid Delftibactin A um die Au(l11)-Toxizitét
durch die Bildung extrazellularer Nanopartikel zu reduzieren (Johnston et al., 2013). Es
komplexiert Gold und reduziert es durch eine oxidationsempfindliche Aldehydgruppe im
Delftibactin A Molekul zu der elementaren Form im extrazellularen Raum. Die Enzyme fir die
Produktion dieses Siderophors werden auf einem Gencluster kodiert, das als del-Cluster
bezeichnet wird und aus 21 Genen besteht. Es enthélt unter anderem 3 nichtribosomale
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Peptidsynthetasen (DelE, DelG, DelH) und eine Polyketidsynthetase (DelF), die fur dessen
Produktion essentiell sind (Johnston et al., 2013). Das auffalligste Merkmal dieser nicht-
ribosomalen Synthetasen ist ihre F&higkeit weit mehr als 21 allgemeine Aminoséuren in Peptide
zu integrieren. Sie nutzen hierfir zahlreiche modifizierte und auch nicht-proteinogene
Aminosauren, um Peptide mit unterschiedlichen Funktionen zusammenzubauen (Caboche et
al., 2010; Strieker et al., 2010). Die verbleibenden Enzyme des Delftibactin-Syntheseweges
werden fir die Reifung oder flr die Modifikation nach der Synthese benétigt.
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Abb. 2: D. acidovorans verwendet Delftibactin A um Au(l11)-ionen im extrazelluldaren Raum zu elementaren
Au(0) zu reduzieren (Johnston et al., 2013). Die Proteine DelE, DelG, DelH und DelF fungieren als nicht-
ribosomale Peptidsyntethasen (NRPS) bzw. Polyketidsynthetase (PKS) und sind fiir die Delftibactin A-Synthese
verantwortlich. NRPs und PKS sind aus Modulen aufgebaut, die aus unterschiedlichen Doménen bestehen:
Adenylierungs (A)-, Peptidyl-Carrier-Protein (T)-, Kondensations (C)-, Ketosynthase (KS)-, Acyltransferase
(AT)-, Ketoreduktase (KR)- und die Thioesterasedoméne (TE). DelF bendétigt Methylmalonyl-CoA als Substrat.
Daneben gibt es weitere Enzyme, die fiir die Synthese, Reifung oder Modifikation verantwortlich sind. DelA:
MbtH-&hnliches Protein fir die effiziente Delftibactin-Synthese, DelB: Thioesterase, DelC: 4-phosphoanteinyl-
Transferase wird fur die Reifung der Acyl-Carrier Protein-/Peptidyl-Carrier Protein-Untereinheiten benétigt,
DelD: Taurindioxygenase, DelF: Ornithin N-monooxygenase, DelP: N5-hydroxyornithin Formyltransferase.

Das Gram-negative p-Proteobakterium C. metallidurans CH34, fruher Wautersia
metallidurans, Ralstonia metallidurans und Alcaligenes eutrophus, ist angepasst an ein Habitat
mit hohen Schwermetallkonzentrationen (Goris et al., 2001; Vandamme und Coenye, 2004;
Vaneechoultte et al., 2004) und konnte ebenfalls auf Goldnuggets identifiziert werden (Reith et
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al., 2006). Die Schwermetallresistenz von C. metallidurans CH34 wird durch eine Vielzahl von
Resistenzsystemen vermittelt, die auf den beiden Chromosomen sowie den Megaplasmiden
pMOL28 und pMOL30 lokalisiert sind (von Rozycki und Nies, 2009; Janssen et al., 2010).
Insbesondere vermitteln die auf den Plasmiden kodierenden Systeme eine hohe Resistenz
gegeniiber einer Vielzahl von Schwermetallkationen. So befinden sich Resistenzen gegen
Co(ll), Zn(11) und Cd(I1) auf pMOL30 (Nies und Silver, 1989b), gegen Co(Il), Ni(Il) (Collard
et al., 1994; Taghavi et al., 1997; Monchy et al., 2007) und Cr(Il) auf pMOL28 (Mergeay et
al., 2003). Eine Resistenz gegen Quecksilber wird durch die Transposons Tn4378 (pMOL28)
und Tn4380 (pMOL30) vermittelt (Diels et al., 1985).

Der Organismus kann Au(l)/Au(l11)-Komplexe aus der Losung innerhalb einer Minute (<1 min)
akkumulieren, gefolgt von der Reduktion zu Au(l)-Komplexen, die an Schwefel-enthaltenden
Komponenten gebunden sind, und zu elementaren Gold (Reith et al., 2009). Die metabolisch
aktiven Zellen reagieren auf die Goldtoxizitdt durch Hochregulation von Genen, die an
oxidativen Stress und an der Metallresistenz beteiligt sind. Ausgehend von diesen Daten wurde
postuliert, dass es spezifische Goldsysteme in C. metallidurans geben muss, die an der
Aufnahme der Goldkomplexe ins Cytoplasma, dem Export der Au(l)-ionen nach Reduktion ins
Periplasma sowie der weiteren chemischen Reduktion zu elementaren Gold im Periplasma
beteiligt sein missen (Reith et al., 2009).

Ziel der Arbeit bestand nun darin, die Resistenzsysteme zu identifizieren, die fur die
Goldresistenz bzw. die Goldbiomineralisierung bendétigt werden. Im Vorfeld einer
Diplomarbeit wurden hierzu bereits erste Gene deletiert, die in Microarray Analysen durch
Goldinkubationen hochreguliert wurden (gig-cluster: gold-induced gene cluster; cupRAC-
Locus mit einer groRen Homologie zum golSTB-Locus aus S. enterica sv. Typhimurium) (Reith
et al., 2009; Wiesemann et al., 2013).

Die stéarkste Induktion zeigte das Gencluster Rmet_4682-4687, das als Divergon aufgebaut ist
und als goldinduziertes Cluster bezeichnet ist (Reith et al., 2009, Wiesemann et al., 2013). Da
es sich um Gene unbekannter Funktion handelt, finden im Folgenden die Gennamen gigPABT
nach Wiesemann et al., (2013) Anwendung und die Rmet-Nummern bei Genbezeichnungen
sind nicht kursiv dargestellt. In der einen Orientierung befinden sich vier Strukturgene, die fiir
die putative kleine Untereinheit einer Thiosulfat-Quinon-Oxidoreduktase GigT (Rmet_4682),
ein Thioredoxin-ahnliches Faltungsprotein GigB (Rmet_4683), sowie zwei hypothetischen
Proteinen GigA (Rmet_4684) und GigP (Rmet_4685) kodieren. In entgegengesetzter
Orientierung sind die Gene des putativen Sigma-Faktors RpoQ (Rmet_4686), der zu den
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extracytoplasmic function (ECF)-Sigmafaktoren zéhlt (Grosse et al., 2007) und seines putativen
Anti-Sigma-Faktors (Rmet_4687) lokalisiert.

Nach Inkubation mit Au(l), Au(lll), Cu(ll) und Ag(l) konnte eine Induktion der p-
Galaktosidaseaktivitat der lacZ-Reportergenfusionen der Gene des cup-Locus, des gig-Operons
sowie des Sigmafaktors rpoQ festgestellt werden (Wiesemann et al., 2013). Die Deletionen
dieser hatten jedoch keine Auswirkungen auf das Wachstum unter der Zugabe von Au(l),
Au(l) und Ag(l). Jedoch fiihrte die Deletion des cup-Clusters sowie die von rpoQ und die
Doppeldeletion von rpoQ und des Anti-Sigmafaktors zu einem Resistenzverlust gegeniber
Cu(ll).

Im Folgenden sollten weitere hochregulierte Gene deletiert bzw. disruptiert werden, um deren
Einfluss auf die Goldresistenz bzw. Goldbiomineralisierung zu analysieren. Desweitern sollte
die Beteiligung der Plasmide (pMOL28, pMOL30) an diesen Mechanismen nédher untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstimme und Plasmide sind in Tab. 1

aufgefihrt.

Tab. 1: Bakterienstamme und Plasmide.

Stamm Plasmid wichtige Charakteristika Referenz/ Herkunft

Cupriavidus metallidurans

CH34 pMOL28 cnr, chr (Mergeay et al., 1985)
pMOL30 czc, mer, cop, pbr

AE104 plasmidfrei (Mergeay et al., 1985)

AE126 pMOL28 cnr, chr (Mergeay et al., 1985)

AE128 pMOL30 czc, mer, cop, pbr (Mergeay et al., 1985)

DN486 pMOL28 Derivat von CH34; (Grosse et al., 2007)
pMOL30 ArpoJ

DN488 pMOL28 Derivat von CH34; (Grosse et al., 2007)
pMOL30 Arpol

DN490 pMOL28 Derivat von CH34; (Grosse et al., 2007)
pMOL30 ArpoK

DN648 pMOL28 Derivat von CH34; (Wiesemann et al.,
pMOL30 ACUpAR 2013)

DN649 pMOL28 Derivat von CH34; (Wiesemann et al.,
pMOL30 AcupCAR 2013)

DN653 pMOL28 Derivat von CH34; (Wiesemann et al.,
pMOL30 AcopF 2013)

DN779 pMOL28 Derivat von CH34; diese Arbeit
pMOL30 Ardxl

DN654 pMOL28 Derivat von CH34; (Wiesemann et al.,
pMOL30 AcupCAR AcopF 2013)

DN763 pMOL28 Derivat von CH34; diese Arbeit
pMOL30 AcupCAR Ardxl

DN764 pMOL28 Derivat von CH34; diese Arbeit
pMOL30 AcopF Ardxl

DN765 pMOL28 Derivat von CH34; diese Arbeit
pMOL30 AcupCAR AcopF Ardxl

DN685 pMOL28 Derivat von CH34; diese Arbeit
pMOL30 AcopABCD
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Fortsetzung Tab. 1:

DN689

DN691

DN693

DN655

DN656

DN760

DN766

DN767

DN768

DNG657

DN658

DN659

DN686

DN729

DN515

DN681

DNG687

DN710

DN690

pMOL28
pMOL30

pMOL28
pMOL30

pMOL28

pMOL30

plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei
plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

plasmidfrei

Derivat von CH34; Disruption
merA4::.pECD794-1

Derivat von CH34; Disruption
arsCl::pECD794-1

Derivat von CH34; Disruption
arsC2::pECD794-1

Derivat von AE104;
ACUpAR

Derivat von AE104;
AcupCAR

Derivat von AE104;
Ardxl

Derivat von AE104;
ACUpAR Ardxl

Derivat von AE104;
ACUPAR ActpAl

Derivat von AE104;
AcUpAR Ardxl ActpAl

Derivat von AE104;
ARmet_4682-4685 (AgigPABT)

Derivat von AE104;
ArpoQ

Derivat von AE104;
ArpoQ

Derivat von AE104;
AcopABCD

Derivat von AE104;
AcusCFBA

Derivat von AE104;
AzupT

Derivat von AE104;
AcorAl1-3 AzupT ApitA AzntB
AhoxN

Derivat von AE104;
AcorAl1-3 AzupT ApitA AzntB
AhoxN AcupCAR

Derivat von AE104;
AgshA

Derivat von AE104; Disruption
merA4::pECD794-1

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
(Wiesemann et al.,

2013)
(Wiesemann et al.,

2013)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
(Wiesemann et al.,

2013)

(Wiesemann et al.,
2013)

(Wiesemann et al.,
2013)

diese Arbeit

diese Arbeit

(Kirsten et al., 2011)

Promotionsarbeiten
Martin Herzberg

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 1:

DN692 plasmidfrei Derivat von AE104; Disruption  diese Arbeit
arsCl::pECD794-1

DNG694 plasmidfrei Derivat von AE104; Disruption  diese Arbeit
arsC2::pECD794-1

Escherichia coli

W3110 plasmidfrei E. coli Wildtyp (Mosteller und

Goldstein, 1975)

XL1-Blue plasmidfrei recAl, endAl, gyrA96, thi-1, (Bullock, 1987),
hsdR17, relAl, supE44, lac [F’,  Stratagene GmbH,
proAB, laclgZAM15, Tn10 Heidelberg
(tet™)]

BL21 pLysS Fdcm, omp, hsdS, (rs"mg’), lon”, Stratagene GmbH,
gall, DE3, (pLysS, cmF®), Heidelberg
Uberexpressionsstamm fir
Strep-tag®I1-System

S17/1 plasmidfrei pro, Tra" recA (Simon, 1984)

ECA483 pECD1003 lacZ, sacB, (kmR, tetR, amp®), (Scherer und Nies,
Derivat von pCM184 2009)
(Rekombinationsvektor cre-lox-
System) mutierte loxPes &
loxP71

VS218 pCM157 Expressionsvektor fiir die Cre-  (Marx und Lidstrom,
Rekombinase des cre-lox- 2002)
Systems (tet®)

VS224 pBBR1-MCS2 RK2 lacZ” Mob*, kmR (Kovach et al., 1995)

VS585 pECD794-1 pLO2::lacZ fir lacZ- (Scherer und Nies,
Transkriptionsfusion in 2009)
C. metallidurans, kmR

ECA643 pECD1118 pECD1003-Konstrukt fir (Wiesemann et al.,
cupCAR-Deletion mittels cre- 2013)
lox-System

ECA945 pECD1369 pECD1003-Konstrukt fur rdxI-  diese Arbeit
Deletion mittels cre-lox-System

ECA946 pECD1370 pECD1003-Konstrukt fur ctpAl-  diese Arbeit
Deletion mittels cre-lox-System

ECA869 pECD1294 pECD1003-Konstrukt ftir diese Arbeit
copABCD-Deletion mittels cre-
lox-System

ECA870 pECD1295 pECD1003-Konstrukt fur diese Arbeit

cusCFBA-Deletion mittels cre-
lox-System
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Fortsetzung Tab. 1:

ECAG35

ECAG38

ECA954

ECA961

ECA962

ECA807

ECA808

ECA809

ECA717

ECAB805

ECAB806

pECD1110
pECD1113
pECD1378
pECD1385
pECD1386
pECD1232
pECD1233
pECD1234
pASK-
IBA3plus

PASK-IBA7

pECD1168

pECD1230

pECD1231

pGEM®-T
Easy

cupA’in pECD794-1 fur Operon-
lacZ-Fusion

Rmet_4682" in pECD794-1 fur
Operon-lacZ-Fusion

gshB’in pECD794-1 fiir Operon-
lacZ-Fusion

copD’in pECD794-1 fur Operon-
lacZ-Fusion

cusF'in pECD794-1 fur Operon-
lacZ-Fusion

merA4" in pECD794-1, Disruption
arsC1" in pCD794-1, Disruption
arsC2’ in pCD794-1, Disruption

Expressionsvektor mit
C-terminalen Strep-tag®I1,ampR

Expressionsvektor mit
N-terminalen Strep-tag®Il,amp®

cupA als EcoRI/Sall Fragment
ohne Promotor-Region kloniert
hinter tet-Promotor, pASK-IBA7
Derivat (N-terminaler Strep-
tag®I1) ampR

gshA mit Promotorregion als
Sacll/EcoRI-Fragment in pASK-
IBA3plus kloniert, hinter tet-
Promotor, pASK-IBA3plus
Derivat (C-terminaler Strep-
tag®I1) ampR

gshA mit Promotorregion und
C-terminalem Strep-tag®I| in
pBBR1-MCS2 kloniert, kmR

lacPOZ’, Klonierungsvektor flr
PCR-Produkte ampR

(Wiesemann et al.,
2013)

(Wiesemann et al.,
2013)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

(Wiesemann et al.,
2013)

(Wiesemann et al.,
2013)

(Wiesemann et al.,
2013)

IBA-GmbH,
Gottingen

IBA-GmbH,
Gottingen

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Promega,
(USA)

Madison
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2.2 Kultivierungsbedingungen

2.2.1 Nahrmedien und Zuséatze fur Bakterien

A) Nahrbouillon (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
8 g Nahrbouillon ad 1 I H2Opidest.

Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von C. metallidurans-Stdmmen.

B) Nahragar (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
23 g Nahragar ad 1 | H2Opidest.
Dieses Festmedium diente der Zellanzucht von E. coli- und C. metallidurans-Stammen in den

Konjugationsexperimenten.

C) BD Difco™ LB Broth, Lennox Medium (Becton Dickinson, Heidelberg)
20 g ad 1 | H2Opbidest.

Dieses Komplexmedium diente der Zellanzucht von E. coli-Stammen.

D) BD Difco™ LB Agar, Lennox Agarplatten (Becton Dickinson, Heidelberg )
35 g ad 1 | H2Obidest.
Dieses Festmedium diente der Zellanzucht von E. coli-Stammen.

E) SOB-Medium (Sambrook et al., 1989)
20 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

10 ml 0,25 M KCI

NaOH ad pH 7,0

ad 1 | H2Obidest.

SOB-Medium wurde zur Anzucht von elektrokompetenten E. coli-Zellen eingesetzt. Nach der
Elektroporation wurde zu den Zellen SOC-Medium hinzugegeben, das sich aus SOB-Medium,
5 ul/ml 1 M MgSO4 und 20 pl/ml 1 M Glucose zusammensetzt.
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F) Spurenelementlésung SL6 (10-fach) nach (Pfennig, 1974)
0,10 g ZnSO4 x 7 H20

0,03 g MnCl2 x 4 H20

0,30 g H:BO3

0,20 g CoCl2 x 6 H20

0,01 g CuCl2 x 2 H.0

0,188 g NiCl> x 6 H20

0,03 g Na2MOg4 x 2 H20

ad 1 | H2Opidest.

G) Tris-gepuffertes Minimalmedium (Mergeay et al., 1985)

Komponente A (20-fach): Komponente B (20-fach):
800 ml HzOpigest. 900 ml HzOpigest.

121,1 g Tris-HCI 8,6 g NaxS04

HCl ad pH 7,0 2,27 g NaoHPO4 x 2 H20
danach Zugabe von: ad 1 I H2Opidest.

93,6 g NaCl

29,8 g KCI

21,4 g NH4CI

4,0 g MgCl2 x 6 H20

0,60 g CaCl2 x 2 H20

0,024 g Eisen-Ammonium-Citrat

2 ml Spurenelementldsung SL6 (10-fach) nach (Pfennig, 1974)
ad 1 | H2Opidest.

Die Komponenten A und B wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und auf die einfache
Konzentration verdinnt. Fir die aerobe Kultivierung von E. coli wurden 3 g/l
Casaminosaurenhydrolysat und 20 g/l Glycerin zugesetzt und autoklaviert. Als
Kohlenstoffquelle fir die Anzucht von C. metallidurans wurden 2 g/l Natriumgluconat
zugesetzt. Fur Tris-Minimal-Festmedien wurden zusétzlich vor dem Autoklavieren 20 g/l

Bacto™-Agar (Difco, Augsburg) zugesetzt.
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H) Medienzusatze

Schwermetallsalze

Die Schwermetallsalze AgNOs, CoClz, CuClz, NiClz, ZnClz, NasAu(S203)2 x 2 H20 und
NaAuCls lagen als 0,1 M, 0,5 M oder 1 M waéssrige Stammldsungen vor, die durch Filtration
sterilisiert wurden. Die Stammldsungen wurden in sterilem Medium auf die beschriebene

Endkonzentration verdinnt.

Antibiotika
Die Herstellung der Antibiotika-Stammldsungen erfolgte nach (Ausubel et al., 1993). Die
Stammlésungen wurden bei -20°C aufbewahrt und den sterilen Medien in den in Tab. 2

aufgefiihrten Endkonzentrationen zugesetzt.

Tab. 2: Antibiotika-Stammldsungen und Endkonzentrationen im Medium.

Antibiotika/Mediumzusatz Stammldsung Endkonzentration im
Medium
Ampicillin 125 mg/ml H2Opidest. 125 mg/I
Chloramphenicol 15 mg/ml 96 % Ethanol 15 mg/i
Gentamycin 15 mg/ml H2Opidest. 15 mg/ml
Kanamycin 25 mg/ml H2Obigest. 50 mg/l (E. coli)
1,5 g/l (C. metallidurans)
Tetracyclin 12,5 mg/ml 50 % Ethanol 12,5 mg/I
AHT 10 mg/ml DMF 200 pg/l

weitere Medienzuséatze

Als weitere Zusatze in den Nahrmedien dienten der Induktor IPTG, sowie das chromogene
Substrat X-Gal. Die Lagerung der Stammldsungen erfolgte bei —20°C.

IPTG lag als wéssrige Stammldsung von 40 mg/ml vor und wurde in einer Endkonzentration
von 40 mg/l den sterilen Medien zugesetzt. X-Gal wurde in 48 mg/ml in Dimethylformamid

(DMF) gelost. Die Endkonzentration im Medium betrug 48 pg/ml.

2.2.2 Anzucht, Induktion und Zellernte

A) E. coli

Die verwendeten E. coli-Stdamme wurden in NB- oder LB-Medium angezogen. Zur Selektion

wurden die entsprechenden Medienzusétze in den beschriebenen Konzentrationen zugegeben.

Als AnzuchtgefalRe dienten sterile Reagenzgléaser, Erlenmeyerkolben, Schikanekolben,
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Seitenarmkolben und 24well- bzw. 96well-Mikroplatten, wobei auf ein maximales
VVolumenverhéltnis von Medium zu GefaR von 1:5 geachtet wurde. Die Flussigkulturen wurden
bei 30°C bzw. 37°C in schrég eingespannten Reagenzglasern auf einem Rundschuttler (HS500,
IKA Labortechnik) oder auf einem Rotationsschittler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz)
bei 200-250 rpm, in einem neolLab Shaker DTS-2 (neoLab, Heidelberg) bei 1300 rpm oder flr
Wachstumsversuche im TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz) bei
1300 rpm angezogen. Das Zellwachstum wurde als Optische Dichte (ODesoo, ODsgo) mit einem
Spektrophotometer SmartSpec™3000, (BIORAD, Miinchen oder Amsterdam) oder dem
TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Switzerland) gegen unbeimpftes
Medium gemessen.

Beimpfte Agarplatten wurden aerob bei 37°C im Brutraum fiir 16-24 h inkubiert. Die Zellernte
erfolgte durch 20-minutige Zentrifugation in der Sorvall RC5 (Fisher Scientific, Schwerte) mit
20200 g bei 4°C, der Eppendorf-Zentrifuge 5804R (4500 g, 15 min, 4°C) bzw. 5417R
(Eppendorf, Hamburg) mit 10500 g fur 30 min bei 4°C oder in der Sigma Tischzentrifuge
(Laborzentrifugen GmbH, Osterode) mit 10500 g bei Raumtemperatur.

B) C. metallidurans

Die Anzucht von C. metallidurans-Stammen erfolgte in Tris-Minimalmedium (Tris-MM), dem
als einzige Kohlenstoffquelle 2 g/l Natriumgluconat zugesetzt wurde. Als KulturgefaRe fir die
Anzucht dienten sterile Erlenmeyerkolben, Seitenarmkolben, 55 ml Reagenzglaser (25 mm
Durchmesser, Clark Scientific LTD) und 48well- bzw. 96well-Mikroplatten. Dabei wurde ein
maximales Volumenverhéltnis von Medium zu Gefal} von 1:5 eingehalten, um eine optimale
Sauerstoffzufuhr fur die obligat aeroben Zellen zu gewéhrleisten. Die Zugabe der
Medienzusétze erfolgte in den beschriebenen Konzentrationen (s. 2.2.1). Die Flussigkulturen
wurden bei 30°C auf einem Rotationsschuttler (HI, Infors AG, Bottmingen, Schweiz oder IKA-
Schttler HS500, IKA-Labortechnik, Staufen) in einem Wasserschuttler (HAT, Infor AG,
Bottmingen, Schweiz), dem neoLab Shaker DTS-2 (neoLab, Heidelberg) oder fur
Wachstumsversuche im TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz)
angezogen. Das Zellwachstum wurde zum einen mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader
(TECAN, Mannersdorf, Switzerland) gemessen oder mit einem Klett-Summerson-Colorimeter
(Klett MFG Co., USA) in Klett-Einheiten (KE) verfolgt. Dabei wurde der Filter Nr. 54
eingesetzt, da er im verwendeten Wellenldngenbereich (520-580 nm) das meiste Licht
transmittiert. Zur Kalibrierung der Skala wurde unbeimpftes Medium verwendet. Der Vorteil

der Messung von Kletteinheiten besteht darin, dass durch die Verwendung von
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Seitenarmkolben bei der Bakterienkultivierung keine Probenentnahme zur Messung notwendig
ist und somit eine Kontamination der Kulturen vermieden wird. Die Zellernte erfolgte entweder
durch Zentrifugation in der Eppendorf-Zentrifuge 5804R (Eppendorf AG, Hamburg) flr
30 min, 4500 g bei 4°C, in der Eppendorf-Zentrifuge 5417R fur 10 min bei 4°C und 10500 g
oder durch eine 10-minitige Zentrifugation bei 4°C und Raumtemperatur in der Sigma-

Tischzentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode).

2.2.3 Stammbhaltung

Die Kaultivierung der C. metallidurans-Stamme erfolgte auf Tris-MM-Agarplatten. Zur
Kultivierung der megaplasmidtragenden Stamme, des Wildtyp-Stammes CH34 sowie dessen
Derivate AE126 und AE128, wurde den Agarplatten NiCl, bzw. ZnCl; in der Endkonzentration
von 1 mM zugesetzt. Bei der Insertion von Antibiotika-Resistenzkassetten in das bakterielle
Genom bzw. auf ein Plasmid wurde das entsprechende Antibiotikum zur Selektion eingesetzt
(s.2.2.1). Die Kulturen wurden alle vier Wochen tiberimpft, so dass zu jedem Zeitpunkt frisches
Koloniematerial zur Verfugung stand.

Die E. coli-Stamme wurden auf LB-Agarplatten mit dem jeweiligen Antibiotikum
entsprechender Konzentration kultiviert. Die Stamme wurden alle vier bis funf Wochen auf
frische Platten Gberimpft. Nach der Inkubation bei 37°C wurden alle Platten im Kuhlraum bei
4°C aufbewahrt. Um einer Kontamination der Stdmme vorzubeugen, wurden alle Stdimme mit
neu konstruierten Plasmiden sowie die Stdmme, mit denen stdndig gearbeitet wurde, in
Glycerinkulturen bei -80°C aufbewahrt. Dazu wurden die Kulturen in der spatexponentiellen

Wachstumsphase geerntet und mit Glycerin (Endkonzentration 20 % [v/v]) versetzt.

2.3 Molekulargenetische Arbeiten mit DNA
2.3.1 lIsolierung von DNA

Da es fur die Arbeit mit DNA erforderlich war, vorhandene DNasen zu inaktivieren, wurden
alle hitzebestandigen Gerate und Lésungen vor Beginn der Versuche bei 121°C autoklaviert.
Hitzeinstabile Gerate wurden mit 70%igem Ethanol abgerieben, hitzelabile Ldsungen

filtersterilisiert.
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2.3.1.1 Isolation genomischer DNA mittels Spin Saule (GeneJET™ Genomic DNA
Purification Kit, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Diese Methode diente zur Gewinnung genomischer DNA, die flr Southern Hybridisierungs-
experimente und als template fur PCR-Amplifikationen eingesetzt wurde. 700 pl einer
Vorkultur von C. metallidurans wurden durch Zentrifugation fur 10 min bei 10500 g pelletiert.
Die anschlieBende Isolation der Gesamt-DNA erfolgte nach dem Isolierungsprotokoll des
Herstellers. Die DNA wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschliefend mit
70°C erhitztem H2Owigest. €luiert. Die anschlielende Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.

2.3.1.2 Plasmidisolation mittels Spin Saule (GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit,
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
Diese Methode diente der Gewinnung hochreiner kovalent geschlossener Plasmid-DNA, die
zur Sequenzierung, zur préparativen Restriktion und zur Transformation eingesetzt wurde. Die
DNA wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschliefend mit H2Obigest. eluiert. Es
wurden 4 ml einer Ubernachtkultur von E. coli bei 10500 g pelletiert (Sigma 1-14, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode). Die Praparation der Plasmid-DNA aus dem Zellpellet
erfolgte unter Verwendung des GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific,

USA) entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.3.2 DNA-Techniken
2.3.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in horizontalen Flachbett-Elektrophoresekammern (Easy
Cast™ Elektrophoresis System). Dabei variierte die Gelkonzentration von 8 g/l bei grof3en
Fragmenten bis zu 20 g/l bei kleinen Fragmenten. Als Elektrophorese-Puffer wurde 1 x TAE-
Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA [pH 8,0]) eingesetzt. Die Agarose wurde dem Puffer
zugegeben und in der Mikrowelle (TechnoStar) geltést. Anschliefend wurde der abgekihlten,
aber noch fllssigen Agaroseldsung 0,5 g/l Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel gegossen.

Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,2 Vol. Stopp-Lésung (40 % [v/v] Glycerin,
0,1 g/l SDS, 0,1 M EDTA, 2,5 g/l BPB) versetzt. Die aufgetragene Menge richtete sich nach
DNA-GroRe und -Konzentration und betrug 1-20 ul (analytische Gele) bzw. 20-50 ul
(praparative Gele). Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 V (Biometra®, Gottingen bzw.
Pharmacia Biosystems, Freiburg) bis die Fragmente geniigend aufgetrennt waren. Die
Detektion der DNA-Banden erfolgte durch UV-Licht (UV-Transilluminator, INTAS UV-
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Systeme), die Dokumentation mittels der dazugehdrigen Bild-Aufnahme-Software (INTAS
UV-Systeme).

2.3.2.2 DNA-GroRenstandard

Die Bestimmung der Grof3e linearer DNA-Fragmente in Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des
Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, Schwerte) (14 Fragmente der
GroRen 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 und 100 bp) und
des Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Schwerte) (14 Fragmente der GréRen
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 bp).

2.3.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von DNA-Fragmenten erfolgte durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitat von mit Ethidiumbromid markierten DNA-Proben mit DNA-Fragmenten
bekannter Konzentration (DNA-Grolienstandard) im Agarosegel. Dies war vor allem fur
Restriktionsansédtze wichtig. Die Konzentrationsbestimmung fur Ligationen erfolgte durch

direkten Vergleich der miteinander zu ligierenden Fragmente.

2.3.2.4 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl (analytisch) bis 100 ul
(préparativ). Die Enzymldsung nahm maximal 0,1 Vol. des Gesamtansatzes ein. Als
Inkubationspuffer dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die 10-fach konzentriert
vorlagen und auf einfache Konzentration im Ansatz verdiinnt wurden. Fur eine vollstandige
Restriktion wurden pro pg DNA 2 U Restriktionsendonuklease zugegeben und mindestens 1 h,
oder Uber Nacht, bei der fur das Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzymes
ist als die Aktivitat definiert, die 1 pg DNA in 1 h bei 37°C spaltet.

2.3.2.5 Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung der DNA erfolgte tiber das GeneJET™ PCR Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA). Dabei adsorbiert die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silikat-Gel-
Membran, wahrend Verunreinigungen (z.B. Enzyme) diese ungehindert passieren kénnen. Es
wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Nach vollstandiger Entfernung der
Verunreinigungen durch einen Waschschritt, erfolgte die Elution der DNA mit 30-50 pl
sterilem H>Opidest.. Die Methode diente der Reinigung von PCR-Produkten, wurde aber auch

zur Reinigung préparativer Restriktionen eingesetzt. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.
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2.3.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu reinigenden DNA-Fragmente wurden in einem préparativen Agarosegel aufgetrennt. Im
langwelligen UV-Licht wurde das entsprechende Fragment rasch aus dem Gel
herausgeschnitten. Unter Anwendung des QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden) wurde die DNA mit 30-50 pl sterilem H2Oidest. €luiert. Die Lagerung der DNA erfolgte
bei -20°C.

2.3.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20-30 pl durchgefuhrt. Das Verhaltnis von
Vektor- zu Fragment-DNA richtete sich nach den abgeschéatzten Mengen und betrug ca. 1:3.
Vektor- und Fragment-DNA wurden mit sterilem H2Opidest. Versetzt und zur Freilegung
kohasiver Enden 5 min bei 45°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis abgekihlt.
Danach erfolgte die Zugabe von 2-3 ul 10 x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase. Es folgte
eine Inkubation des Ligationsansatzes iber Nacht bei 4°C.

Die Ligation von PCR-Produkten in pGEM®-T Easy wurde in einem 10 ul Ansatz durchgefihrt.
Hierzu wurde ungeschnittenes, gereinigtes PCR-Fragment eingesetzt und auf Eis zusammen
mit 1 pl Vektor-DNA, 5 pl 2 x Ligationspuffer, 1 ul T4-DNA-Ligase (Promega GmbH,
Mannheim) sowie 3 pl gereinigtes PCR-Produkt pipettiert. Der pGEM®-T Ligationsansatz
wurde uUber Nacht bei 4°C bzw. fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.

2.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.3.3.1 Auswahl der Primer

Die Ableitung der Primer erfolgte unter Verwendung des Computerprogramms Clone Manager
(Version 9, Scientific & Educational Software) aus bekannten Sequenzen.

Die Oligonukleotid-Primer (Tab. 3) wurden von einem kommerziellen Anbieter (Metabion
GmbH, Martinsried) in lyophilisierter Form bezogen. Sie wurden in sterilem H2Opidest. gelOst
(Stammlosung: 100 pmol/pl) und auf eine Endkonzentration von 10 pmol/ul verdiinnt. Die

Lagerung erfolgte bei -20°C.
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Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Primer.

Primername/ Sequenz 5°-3position Beschreibung

Orientierung

Primer fur cre-lox Mutagenese

golS cre-lox Not «— AAAGCGGCCGC GGG TCATCG GAGTCG Notl-Schnittstelle, bindet
down 988 TGG AA direkt stromaufwarts vom
ATchpA

golS cre-lox Mun
up 599

golT cre-lox Age
down 4132

golT cre-lox Apa
up 3818

AAACAATTG TCT TGT TTG GCG GCG
ACG AT

AAA ACC GGT CGG CCA GCC CAT GTA
CCAGC

AAA GGG CCC CCC GTG CCG ACA GCG
AGG AT

Munl-Schnittstelle, bindet ca.
400 bp stromaufwarts vom
ATchpA

Agel-Schnittstelle, bindet ca.
300 bp stromabwarts vom
TAAcupR

Apal-Schnittstelle, bindet ca.
38 bp direkt stromauwarts vom
TAApR

Rmet3525golB cre — AAA GCG GCC GC TCG TCG CCG CCA AAC  Notl-Schnittstelle, bindet
Not up 4242 AAG AAA direkt  stromabwarts  vom
TGAcupB

Rmet3525g0IB cre

AAA CAA TTG CGT TCG TGC AAG GTG

Munl-Schnittstelle, bindet ca.

Mun down 4542 AAT TCG 300 bp stromaufwarts vom
TGAcupB

Rmet6119 cre Apa — AAA GGG CCC CGC GAG CCG ATC GTT Apal-Schnittstelle, bindet

up 3419 GTT GCA direkt  stromabwarts vom
TGAcopF

Rmet6119 cre Age
down 3712

JM Rmet6119 cre

AAA ACC GGT GGC CGG CAC ATG CCC
CTC AAT

AAA CAA TTG ATG GCG GGA AGG ATT

Agel-Schnittstelle, bindet ca.
310 bp stromabwarts vom
TGAcopF

Munl-Schnittstelle, bindet ca.

Mun up 660 ATG GTG 340 bp stromaufwdrts vom
ATGcopF

JM Rmet6119 cre «— AAA GCG GCC GC TGC GAC TCC TGT ATT Notl-Schnittstelle, bindet

Not down 978 CCG ACG direkt stromaufwarts vom
ATGCOpF

NW Rmet_2046
Munl bearbeitet

AAACAATTGGCTTCACCT GGCTGATCG
ATG

Munl-Schnittstelle, bindet ca.
400 bp stromaufwarts vom
ATGrde

NW Rmet_2046 «— AAA GCG GCC GC AGT GCG CTT TTA Notl-Schnittstelle, bindet

Notl GTACCCAGCG direkt  stromaufwérts vom
ATGrde

NW Rmet_2046 — AAA GGG CCC CCA GGG AGT CCT GAA Apal-Schnittstelle, bindet

Apal TAT GG direkt  stromabwérts  vom
TGArde

NW Rmet_2046
Agel

NW KO
Rmet_2379 Munl

AAA ACC GGT ATT CAG ACC CCC AAT
GCA AAA AG

AAA CAA TTG ATG GTC CTG ATG GAC
AGG GCA

Agel-Schnittstelle, bindet ca.
320 bp stromabwarts vom
TGArx

Munl-Schnittstelle, bindet
327 bp stromaufwarts vom
ATGctpAl
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Fortsetzung Tab. 3:

NW KO —
Rmet_2379 Notl

NW KO —
Rmet_2379 Apa

NW KO —
Rmet_2379 Agel

NW copABCD -
Munl

NW copABCD —
Notl

NW copABCD —
Apal

NW copABCD —
Agel

NW cus-like Munl —

NW cus-like Notl —

NW cus-like Apal —

NW cus-like Agel  «

Rm2 AgshA EcoRI —

Rm AgshA OR «

Munl

Rm2 AgshA Sacl «
rev

Rm2 AgshA Apal —
fwd

AAA GCG GCC GC AAC TAC GGT CCG CTC
TTGGC

AAA GGG CCC TCC TGA ACA CCT GCA
GGC TG

AAAA CCG GTA CGA AGC CGA ACG CcCC
ATCC

AAACAATTGCTCGTT CAG CGC CAT ATG
Cc

AAA GCG GCC GC GCT GTC AAT TCC
TTCTCATC

AAA GGG CCC TGG ACC GCT GCC GCC
TCT GG

AAA ACC GGT GCG GCA TGG CAG AGC
GCA AT

AAA CAATTG GTG GAT ATC GGATCC
AGA AC

AAA GCG GCC GC GAT CTACGA GGATGT
CAA AAC

AAA GGG CCC CGC GAT CGA GCC GCG
CCG AC

AAA ACC GGT AGT GGG CCA TCG CAA
TCG AAG GG

TGTGAATTCTGCCTG CGG GGC ATAGAG

CAG CAA TTG GAT GAG ATG CGG GAC
CAT ATC CAT

ATGGAG CTCGGCGGATCCTTGCGCATC
A

CTC GGG CCC ACC GAC CCG AAT cCcCG
ATCCTC

Notl-Schnittstelle, bindet ca.
20 bp stromabwarts vom
ATGctpAl

Apal-Schnittstelle, bindet ca.
75 bp stromaufwarts vom
TGActpAl

Agel-Schnittstelle, bindet ca.
230 bp stromabwérts vom
TGActpAl

Munl-Schnittstelle, bindet
324 bp stromaufwarts vom
ATGcopA

Notl-Schnittstelle, bindet
direkt stromaufwaérts vom
ATGcopa
Apal-Schnittstelle, bindet
direkt  stromabwiarts  vom
TGAcopD

Agel-Schnittstelle, bindet ca.
200 bp stromabwérts vom
TGAcopD

Munl-Schnittstelle, bindet
315 bp stromaufwarts vom
GTGCUSD

Notl-Schnittstelle, bindet
direkt stromaufwérts vom
GTchsD
Apal-Schnittstelle, bindet
direkt  stromabwiarts  vom
TAchsF

Agel-Schnittstelle, bindet ca.
300 bp stromabwérts vom
TAchsF

EcoRI-Schnittstelle, bindet
297 bp stromaufwaérts vom
ATGgshA

Munl-Schnittstelle, bindet
15 bp stromabwérts vom
ATGgshA

Sacl-Schnittstelle, bindet ca.
290 bp stromabwérts vom
TGAgshA

Apal-Schnittstelle, bindet ca.
20 bp stromaufwdrts vom
TGAgshA

Primer fur Konstruktion der lacZ-Reportergenfusion

JM golS-lacZ Pst
up 101

— AAA CTG CAG GCG GGT ATC GGC GGT Pstl-Schnittstelle,

ATG A

bindet
317 bp stromaufwarts vom
TAAR
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Fortsetzung Tab. 3:

JM golS-lacz Sal
down 402

JM golT-lacZ Pst
up 2082

JM golT-lacz Sal
down 2398

NW cusCFBA
lacZ Sall

NW cusCFBA
lacZ Xbal

NW copABCD
lacZ Pstl

NW copABCD
lacZ Xbal

JM 4682-lacZ Pst
up 129

JM 4682-lacZ Sal

«—

—

«—

AAA GTC GAC TTA GTG ATG GCA GGC
CGG G

AAA CTG CAG GGT GGG CGA CGG CAT
CAA CGA

AAA GTC GAC ACT GCC TGC GAG CGG
ATG CCA

AAAGTCGACCCTCTCTCC ACG CAGCCG
TCT

AAATCT AGACTACTT GCGCAAGTCGGT
GA

AAA CTG CAG GAG TAT CGG TAC CGT
GAT CGT CG

AAA TCT AGA TCA GGG CTC AGG CGA
TTGCACA

AAA CTG CAG CTCGGT GTT CTT CCT GTC
GG

Sall-Schnittstelle, bindet direkt
stromaufwarts vom TAAcr

Pstl-Schnittstelle, bindet
358 bp stromaufwarts vom
TGAcupA

Sall-Schnittstelle, bindet ca.
20 bp stromaufwarts vom
TGAcupA

Sall-Schnittstelle, bindet
335 bp stromaufwarts vom
TAchsF

Xbal-Schnittstelle, bindet
direkt stromaufwarts vom
TAchsF

Pstl-Schnittstelle, bindet

313 bp stromaufwaérts vom
TGAcopD

Xbal-Schnittstelle, bindet
direkt stromaufwarts vom
TGAcopD

Pstl-Schnittstelle, bindet ca.
340 bp stromaufwarts vom
TAGass2

«— AAAGTCGACCTACTT GAT GCCGAATCG Sall-Schnittstelle, bindet direkt
down 451 GC stromaufwérts vom TAGaes2
NW gshB-lacZ — AAACTG CAGCTG CTG ATC GGC GGC Pstl-Schnittstelle, bindet
Pstl AAG C 321 bp stromaufwaérts vom

TGAgshB
NW gshB-lacZ «— AAA TCT AGA TCA GCG ACG GTC GGC Xbal-Schnittstelle, bindet
Xbal Korrig GGCT direkt ~ stromabwérts  vom

TGAgshB

Primer fur Disruptionen

NW Dis arsC1 — AAACTG CAGCCGTCACCATCT ATC Pstl-Schnittstelle, bindet direkt
Rmet_ 0329 Pstl ACA ACCC stromabwarts vom AT Garsc1
NW Dis arsC1 «— AAATCT AGA CCG CAC ACC AAG Xbal-Schnittstelle, bindet 306

Rmet_0329 Xbal

NW Dis arsC2
Rmet_0331 Pstl

NW Dis arsC2
Rmet_0331 Xbal

NW Dis merA4
Rmet_5011 Pstl

NW Dis merA4
Rmet_5011 Xbal

CTCAGT G

AAA CTG CAG ACC GAC AAG ACC
TTC AACGTG

AAA TCT AGA TGG CCA GAT CGG
GCACACC

AAA CTG CAG GTT GCT GGA GGC
CGACCAGATCTT

AAA TCT AGA GAC AGT TGG CGT
CGA GCCGAACC

bp stromabwarts
ATGarsCl

Pstl-Schnittstelle, bindet direkt
stromabwarts vom AT Garsc2

Xbal-Schnittstelle, bindet
296 bp stromabwérts vom
ATGarsCZ

Pstl-Schnittstelle, bindet
991 bp stromaufwérts vom
TAGnerA4

Xbal-Schnittstelle, bindet
700 bp stromabwérts vom
ATGmerA4

vom
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Fortsetzung Tab. 3:

Uberexpressionsprimer und Primer zur Komplementation in trans

NW Promo+gshA
Sacll

NW gshA EcoRI

Rmet_3524 EcoRl
ATG

Sall

—

«—

AAA CCGCGG TAATGCCTG CGG GGC
ATAGAGTG

AAA GAATTC GAG GAT CGG ATT CGG
GTCGGTC

AAA GAATTC ACC CAT CCT GCC GCA
TCTCTCC

5 kodierender Bereich von
gshA mit Promotorregion fir
die Klonierung in pASK-
IBA3plus

3' kodierender Bereich von
gshA ohne Stoppcodon fir die
Klonierung in pASK-
IBA3plus

5' kodierender Bereich von
cupA ohne Startcodon fir die
Klonierung in pASK-IBA7

3' kodierender Bereich von

Rmet_3524 «— AAAGTCGACTTG CGT TACCTCCTT

TCA GTGGCCA cupA ohne Stoppcodon fir die
Klonierung in pASK-IBA7

Primer fur RT-PCR
NW AtoE Apal —  AAA GGG CCCCCCAGTTCAGGT AGC bindet innerhalb des atoE-
TGCC Gens

NW Rmet 4683 «— AAA GGG CCC AAT TTC CCG ACG GTC bindet innerhalb des

Apal CTGCGGC Rmet_4683-Gens

NW Rmet 4681 — AAAGGGCCCGCCTAGATCTGGCCGATATC bindet innerhalb des

Apal Cc Rmet_4681-Gens

NW doxX Munl —  AAACAATTGAGCAGCCCGGTGACCTTGGT  hindet innerhalb des
Rmet_4682-Gens

NW Rmet 4685 «— AAACAATTGGAAGTGCTACGGCGTGGCC  bindet innerhalb des

Munl

A

Rmet_4685-Gens,

Sequenzier- und Vektorprimer

PGEM fwd

pGEM rev

Kan 1362

Kan 1909

pLO2lacZ 5519

pLO2lacZ 5924

GCG AAA GGG GGA TGT GCT GC

CGC CTG CAG GTC GAC CAT AT

TAA CAT ACCCTT CGG GCT ACG

CCT ATG GAACTG CCT CGG TGA

GGC GGA AAATCG TGT TGA GGC

GCC TCT CGC TAT TAC GCC AG

forward Sequenzierprimer
(ABI) fir pGEM-T Easy-
Konstrukte
reverse Sequenzierprimer
(ABI) fir pGEM-T Easy-
Konstrukte
Test fiir Fragmenteinbau in
pCM184, bindet in Km-
Kassette
Test fur Fragmenteinbau in
pCM184, bindet in Km-
Kassette
Sequenzierprimer  fur  die

pECD794-1 Konstrukte
(bindet ca. 270 bp strom-
aufwarts vom ATGacz)

Sequenzierprimer  flr
pPECD794-1 Konstrukte
(bindet ca. 100 bp strom-
aufwarts vom ATGiacz)

die
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Fortsetzung Tab. 3:
lacZ Ralsti-Fusion <« CAC AGA TGA AAC GCC GAG TTA ACG Sequenzierprimer  fir  die
pECD794-1 Konstrukte

pBBR1 fwd «— CGCAGTCGGCCTATT GGTTA forward Sequenzierprimer fiir
pBBR1-MCS2-Konstrukte
pBBR1 3415 rev — CGGCTCGTATGT TGT GTG GAA reverser Sequenzierprimer flr
pBBR1-MCS2-Konstrukte
pASK u «— CGGTAA ACG GCA GAC AAAAAA AAT G reverse Sequenzierprimer
(ABI) fur pASK-IBA3plus/7
Konstrukte
pASK d —  AAA AGT GAA ATG AAT AGT TCG ACA forward Sequenzierprimer
AAA (ABI) fur pASK-IBA3plus/7
Konstrukte

Primer zur Uberpriifung der Megaplasmide in C. metallidurans

czcA Ndel 5932 —  AAA CAT ATG ACG GGG GTG GAA GGC Ndel-Schnittstelle liegt in der

AAG ATGTT Mitte von czcA

czcA Xbal 6459 «— AAA TCT AGA GGA TGG CGG ACA GAC Xbal-Schnittstelle liegt in der
GTT CGG CA Mitte von czcA

cnrA Ndel 1539 — AAACATATGCTCTGCCTT CGT GCT CGC Ndel-Schnittstelle liegt in der
TCA Mitte von cnrA

cnrA Xbal 1962 «— AAATCTAGAGCCATTCGCTTTTCG GTT Xbal-Schnittstelle liegt in der
TCAGA Mitte von cnrA

a) Fir die Klonierung relevante Schnittstellen, die neu eingefilhrt wurden, sind unterstrichen. Nicht unterstrichene
Schnittstellen wurden nicht fiir die Klonierung verwendet.

2.3.3.2 Standard Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion diente der Amplifikation von DNA-Abschnitten fur praparative
und analytische Zwecke.

Fur praparative Zwecke wurde ein Gemisch aus Tag- und Pwo-Polymerase (Roche Diagnostics,
Mannheim) verwendet, da die Pwo-Polymerase eine 5 -3"-proof-reading-Aktivitét besitzt. In
diesem Fall diente gereinigte DNA als template fiir die Reaktion.

Fur analytische Zwecke wurde die Tag-Polymerase (Roche, Mannheim) verwendet. Hierbei
wurden entweder gereinigte Plasmide oder frisches Koloniematerial als template verwendet.
Die Zellen wurden mit sterilem Zahnstocher von der Agaroberflache in 40 pl steriles H2Obidest.
uberfuhrt. Nach Erhitzen fir 10 min bei 96°C und anschlieBender Zentrifugation konnten 2 pl

des Uberstandes als Template eingesetzt werden.
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Der allgemeine PCR-Ansatz, der ein 50 pl Volumen umfasst, setzte sich folgendermafen

zusammen:
template-DNA (ca. 100 ng/ul) 1-2 pl
10 x PCR Puffer 5 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 1l
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l
dNTP-Mix (10 mM) 1l
Polymerase (1 U/ul) 0,7-1 ul
DMSO 5ul
H2Opidest. (steril) ad 50 pl

Die Reaktionen wurden als Hot-Start-Reaktionen im PCR-Block (T3000 Thermocycler,

Biometra, Gottingen oder Trio-Thermoblock, Biometra) nach folgendem Protokoll gefahren:

1. 5 min 95°C Hot-Start

2. 30s 95°C Denaturierung

3. 30s x°C Annealing

4. 1 min/kb 68/72°C Extension
Schritt 2-4:  26-30 Zyklen

5. 5 min 68/72°C Nachsynthese

6. Pause 8°C Kihlung

Das Temperaturprotokoll wurde dem jeweiligen Primer-Paar (Annealing-Temperatur) und
template (Extension-Zeit), sowie der verwendeten Polymerase (Extension-Temperatur: 68°C

fiir das Polymerase-Gemisch / 72°C fir die Tag-Polymerase) angepasst.

2.3.3.3 Reinigung von PCR-Produkten
Die Reinigung praparativ amplifizierter DNA-Fragmente erfolgte nach dem Protokoll des
GeneJET™ PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

2.3.4 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977). Dabei
wurde durch enzymatische Synthese eine markierte, komplementdre Kopie des zu

sequenzierenden Matrizenstranges erstellt.
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2.3.4.1 Sequenzierung durch kommerzielle Anbieter

Fir die Sequenzreaktionen sind 1,5 pg Plasmid-DNA und 20 pmol Primer, in einem
Gesamtvolumen von 15 pl, verwendet wurden. Dabei wurde auf Anbieter wie Microsynth AG,
Lindau zurlickgegriffen. Das Pipettieren des Ansatzes und der Versand erfolgten in Mikro-

Schraubdeckelrohrchen von Sarstedit.

2.3.4.2 Auswertung der Sequenzdaten

Die primédre Auswertung der Sequenzdaten erfolgte unter Anwendung des Programms
Chromas. Editierte und prozessierte Sequenzdaten wurden mit den Computerprogramm Clone
Manager (Version 9, Scientific & Educational Software) und Sequenzhomologien zu den in
den Datenbanken NCBI (Nation Center For Biotechnology Information) und SWISS-PROT
enthaltenen DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem Internet-Programm Basic Logical
Alignment Search Tool (Blast) ermittelt (Altschul et al., 1997). Sequenzvergleiche von
Proteinen wurden mit dem Computerprogramm Clone Manager (Version 9, Scientific &
Educational Software) erstellt. Die Bestimmung von Sequenzmotiven in Proteinsequenzen,
Hydropathieprofilen und die Berechnung von Protein-Molekulargewichten und den
theoretischen Extinktionskoeffizienten anhand der AS-Sequenzen erfolgte mit dem Internet-
Programm Expasy des Expasy Molecular Biology Server (Institut fir Bioinformatik, Genf,
Schweiz). Topologievoraussagungen wurden nach dem TMHMM-Modell des TMHMM Server
v. 2.0 (Zentrum fir biologische Sequenzanalyse, Technische Universitat, Lyngby, Danemark)
erstellt, wobei postulierte Signalsequenzen mit dem Programm SignalP 3.0 (Zentrum fur

biologische Sequenzanalyse, Technische Universitat, Lyngby, Ddnemark) untersucht wurden.

2.3.5 DNA-Transfer und Selektion rekombinanter Klone

2.3.5.1 Transformation von E. coli nach der CaCl>-Methode

A) Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der CaCl-Methode (Mandel und
Higa, 1970). Uber Nacht wurde eine Vorkultur des zu transformierenden Stammes angezogen.
Diese Kultur wurde in frischem LB-Medium 1:100 verdinnt und bei 37°C bis zu einer
Optischen Dichte (ODeoo) von 0,3 kultiviert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und
in ein steriles, gekihltes Greiner-Rohrchen Uberfuhrt. Es erfolgte die Sedimentation durch
Zentrifugation fur 10 min bei 4500 g und 4°C in der Eppendorf-Zentrifuge 5804 R (Eppendorf
AG, Hamburg). Das Pellet wurde vorsichtig in 10 ml eiskalter 0,1 M CaCl>-L6ésung
resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 2 ml eiskalter 0,1 M
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CaCl,-L6sung resuspendiert und bis zur Transformation 1-24 h auf Eis gelagert oder mit dem
gleichen Volumen an eiskalten Glycerin (Endkonzentration 25 % [v/v]) versetzt. Jeweils
100 pl der kompetenten Zellen sind in 1,5 ml Eppendorftubes aliquotiert worden. Die Lagerung

der kompetenten Zellen erfolgte bei -80°C.

B) Transformation

Die Transformation selbst wurde nach Sambrook et al., (1989) durchgefiihrt. CaCl.-kompetente
Zellen (frisch oder auf Eis aufgetaut) wurden mit der zu transformierenden DNA vorsichtig
gemischt und mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich ein Hitzeschock fiir 90 s bei
42°C im Wasserbad an, wonach die Transformationsansétze sofort wieder auf Eis flr 2 min
gekuhlt wurden. Nach Zugabe von 0,5 ml LB-Medium und einer Inkubation fir 45 min
schuttelnd bei 37°C ist ein Teil des Ansatzes auf Selektivagar ausplattiert worden. Die Platten
wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.5.2 Transformation von E. coli durch Elektroporation (Dower et al., 1988)

A) Herstellung kompetenter Zellen

50 ml SOB-Medium (mit Antibiotikum) wurden mit einer Vorkultur 1:100 beimpft und bei
37°C unter Schutteln bis zu einer ODgoo von 0,3-0,5 kultiviert. Die Kultur wurde nach

15-minutigem Abkuhlen auf Eis zentrifugiert (15 min, 4500 g, 4°C) und das Zellpellet dreimal
mit je 50 ml 10%igen, eiskaltem Glycerin gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen erneut
zentrifugiert (10 min, 4500 g, 4°C) und das Zellpellet in 500 pl Glycerin (10 % [v/v])
aufgenommen. Als 40 pl Aliquots wurden die elektrokompetenten Zellen dann bei -80°C
aufbewahrt.

B) Elektroporation

Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser™ (BIORAD, Miinchen). Pro Ansatz wurden
40 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-10 pl Plasmid-DNA versetzt und nach 1 min
Inkubation auf Eis in sterile, gekuhlte Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand 0.1 cm)
uberflihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 1,8 kV und 200 Q, wodurch eine Feldstérke
von 12,5 kV/cm und Zeitkonstanten von 3,5-4,5 ms erreicht wurden. Sofort nach dem Impuls
wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und die Zellen 1 h bei 37°C inkubiert. 50-200 pl des
Ansatzes wurden auf Selektivagar ausplattiert.
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2.3.5.3 Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Die Transformanten wurden auf LB-Agarplatten unter Zusatz des entsprechenden
Antibiotikums ausplattiert. Bei rekombinanten Klonen, die durch Test auf a- Komplementation
identifiziert werden konnten, wurde den Selektionsplatten IPTG und X-Gal zugegeben. Dem
Selektionsprinzip liegt die Aufhebung der a-Komplementation der p-Galaktosidase durch die
im Plasmid integrierte Fremd-DNA und der damit verbundene Verlust der Fahigkeit zur
Bildung des Indigo-Farbstoffes aus X-Gal (weifl3e Kolonien) zugrunde.

2.3.5.4 Plasmidtransfer in C. metallidurans durch Konjugation

Der konjugative Plasmidtransfer wurde mit Zellen aus LB-Ubernachtkulturen (E. coli-Stamm
S17/1) und Tris-MM-Kulturen (C. metallidurans) durchgefiihrt. Je 200 pl der zu
konjugierenden Stamme wurden auf einer NA-Platte ausplattiert und 2 Tage bei 30°C inkubiert.
Konjuganten wurden direkt mit einer Impfése von der bewachsenen Platte entnommen, in
300 pl Tris-MM suspendiert und auf Tris-MM-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika
ausgestrichen. Ein Wachstum von E. coli-Zellen auf diesen Medien wurde aufgrund von

Auxotrophien bzw. zu hohen Konzentrationen an Antibiotikum verhindert.

2.3.5.5 Selektion von single cross-Rekombinanten

Zur Konstruktion dieser Mutanten wurde eine Methode von (Lenz et al., 1994) in leicht
veranderter Form eingesetzt. Der zu rekombinierende DNA-Bereich wurde dazu in den Vektor
pLO2::lacZ kloniert, der in C. metallidurans nicht repliziert. Entscheidend ist dabei, dass sich
eine homologe Kopie von diesem DNA-Bereich in C. metallidurans befindet. Der Vektor
pLO2::lacZ tragt zum einen eine Kanamycin-Resistenz-Kassette und zum anderen das Gen flr
die B-Galaktosidase (lacZ). Das Plasmid ist mobilisierbar und kann in einem geeigneten E. coli-
Stamm (S17/1) mit C. metallidurans konjugiert werden. Bei der Konjugation kommt es zur
Rekombination zwischen den homologen Sequenzen, was Cointegrate zur Folge hat, welche
durch Selektion auf Kanamycin identifiziert werden kénnen. Zur Uberprifung wurde eine

analytische PCR auf das ausgetauschte DNA-Fragment in Verbindung mit lacZ durchgefthrt.

2.3.5.6 Konstruktion von Deletionsmutanten mittels cre-lox System

Die Konstruktion von Mutanten erfolgte mit dem cre-lox System nach (Marx und Lidstrom,
2002) in leicht veranderter Form. Diese Methode ermdglicht die Herstellung markerloser
Mutationen in einer Vielzahl von Gram-negativen Bakterien. Die Derivate des Vektor

pECD889 besitzen eine Tetracyclin-Resistenz-Kassette sowie eine Kanamycin-Resistenz-
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Kassette, flankiert von loxP-Erkennungsstellen, welche von der ortsspezifischen Cre-
Rekombinase des Phagen P1 erkannt werden und somit die in vivo Exzision der Kanamycin-
Resistenzkassette katalysiert. Um besser selektieren zu kénnen, tragen die Derivate des Vektors
pECD1003 zum einen das lacZ-Gen und zum anderen das sacB-Gen. Wird dem Medium
Saccharose zugegeben, sorgt das Genprodukt des sacB-Gens dafir, dass die Zellen sterben, da
das Periplasma mit dem aus dem Zucker synthetisierten Levan-Polymer verstopft wird.

Es wurden Fragmente amplifiziert, die direkt stromaufwérts und stromabwarts des Zielgenes
lokalisiert sind. Diese Fragmente wurden so in den Vektor pECD1003 kloniert, dass sie die
loxP-Erkennungsstellen beiderseits flankieren. Nach dem Transfer des Plasmids mittels
Konjugation aus E. coli S17/1 in C. metallidurans kommt es zu Rekombinationsereignissen
zwischen den homologen Sequenzen, was Cointegrate zur Folge hat, die durch Selektion auf
Kanamycin, Tetracyclin und X-Gal identifiziert werden koénnen. Die Zellen wurden in
mehreren fllssigen Passagen mit Tris-MM mit Saccharose (Suizid-Medium) und Kanamycin
angezogen, wobei die Cointegrate ein zweites Mal homolog rekombinierten und es dabei zur
Plasmid-Exzision kam. Damit wurde auf die Kanamycin-Resistenzkassette zwischen den loxP-
Erkennungsstellen selektiert, zum anderen kommt es durch die Zugabe von Saccharose zum
Abtdten der Kulturen mit Cointegrat. Durch negative Selektion auf Tetracyclin-haltigen
Medium und X-Gal konnten die Doppelrekombinaten identifiziert werden. Zur zusétzlichen
Uberpriifung der damit erhaltenen Kanamycin-Insertionsmutanten wurde eine analytische PCR
auf das ausgetauschte DNA-Fragment durchgefihrt.

Um die vollstandigen Deletionsmutanten zu erhalten, wurde durch einen weiteren konjugativen
Transfer das Plasmid pCM157 in die Kanamycin-Insertionsmutante von C. metallidurans
gebracht. Dieses Plasmid tragt das Gen fiir die Cre-Rekombinase des Phagen P1. Durch Zugabe
von Tetracyclin konnte auf dieses Plasmid selektiert werden. Die Zellen wurden zwei Tage in
Tris-MM angezogen, wobei es zur Exzision der Kanamycin-Resistenzkassette an den loxP-
Erkennungsstellen durch die Cre-Rekombinase kam. Die gewinschten Deletionsmutanten
konnten durch negative Selektion auf Kanamycin identifiziert werden. AuRerdem wurde durch
negative Selektion auf Tetracyclin der Verlust des Plasmids pCM157 nachgewiesen. Zur
zusatzlichen Uberpriifung der Deletionsmutanten wurde eine analytische PCR auf Verlust des

Zielgenes sowie eine Southern Blot-Analyse durchgefihrt.
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2.3.6 Nachweis von Nukleinsduren durch Hybridisierung

2.3.6.1 Herstellung der Sonden (DIG DNA LABELING Kit, Roche, Mannheim)

Durch PCR wurden ca. 300 bp-Fragmente der genomischen DNA von C. metallidurans
amplifiziert, die als Sonden fiir den Nachweis von Nukleinsauren dienen sollten.

Die durch PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden unter Verwendung des DIG DNA
Labeling und Detection Kit (Roche, Mannheim) durch Random Priming mit Digoxigenin-11-
dUTP markiert. Je 1 ug PCR-Produkt wurde in 15 pl sterilem H2Opidest. aufgenommen und
10 min bei 100°C im Wasserbad denaturiert und dann auf Eis abgekthlt. AnschlieRend wurden
je 2 ul Hexanukleotid-Mix (10 x) und dNTP-Labeling-Mix (10 x) hinzupipettiert. Nach Zugabe
von 1 ul Klenow-Enzym (2 U/ul) wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und tber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Markierungsreaktion wurde durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0)
beendet. Die Fallung der Sonde erfolgte mit 2,5 Vol. 96%igem Ethanol sowie 0,1 Vol. LiCl,
fur 30 min bei -80°C. Nach 20-mindtiger Zentrifugation bei 4°C und 10500 g in der Eppendorf-
Zentrifuge 5417R (Eppendorf,Hamburg) sowie 5-mindtigen Waschens mit 70%igem Ethanol
wurde die markierte Sonde luftgetrocknet und in 50 ul H2Obigest. aufgenommen. Die Sonde

wurde bei -20°C gelagert.

2.3.6.2 Digoxigenin-markierte Langenstandards

Zur GroRenbestimmung der Gber Hybridisierung nachzuweisenden DNA-Fragmente wurde
Digoxigenin-markierte GrofRenstandards (Roche, Mannheim) eingesetzt. Flr die Southern-
Experimente kam der DIG-Marker VII (17 DNA-Fragmente: 81; 359; 492; 710; 718; 992,
1,164; 1,482; 1,515; 1,882; 1,953; 2,799; 3,639; 4,899; 6,106; 7,427 and 8,576 bp) und DIG-
Marker Il (8 DNA-Fragmente: 125; 564; 2,027; 2,322; 4,361; 6,557; 9,416; 23,130 bp) zum
Einsatz. Der Marker wurde ebenfalls im Gel aufgetrennt, auf die Membran transferiert und im

Chemilumineszenz-Nachweis sichtbar gemacht.

2.3.6.3 DNA:DNA-Hybridisierung (Southern, 1975)
A) Gelelektrophorese und DNA-Blotting

Die genomische DNA der zu untersuchenden Derivate von C. metallidurans wurde nach

Spaltung mit Restriktionsendonukleasen in einem 0,8%igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 80 V flir mindestens 2 h in 1 x TAE-Puffer. Das Agarosegel wurde
unter leichtem Schwenken auf einer Laborwippe wie folgt fur den DNA-Transfer auf die

Membran vorbereitet:
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Depurinierung: 5minin 0,25 N HCI
Denaturierung: 20 min in Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)
Neutralisierung: 20 min in Neutralisierungslosung (1 M Tris [pH 7,5], 1,5 M NaCl)

Zwischen den einzelnen Schritten wurde mit H2Obigest. gesplilt.

Parallel dazu wurde eine Nylonmembran (Nylon Membranes, positively charged, Roche,
Mannheim) auf Gelgrofie zugeschnitten und fir 20 min in sterilem H2Opigest. und anschlieRend
20 min in 10 x SSC (0,15 M Na-Citrat [pH 7,0], 1,5 M NaCl) geschwenkt. Der Transfer der
Nukleinsdauren aus dem Agarosegel auf die Membran erfolgte mittels Kapillarblot. In der mit
10 x SSC gefullten Blotting-Apparatur wurde die vorbereitete Membran auf das Gel gelegt, mit
mehreren Lagen Filterpapier bedeckt und mit einem leichten Gewicht beschwert. Der Transfer
der DNA auf die Membran erfolgte iber Nacht.

AnschlieRend wurde die Position des Gels auf der Membran markiert. Die Fixierung der DNA
auf der Membran erfolgte durch 5-minttige Bestrahlung mit UV-Licht (Transilluminator). Die
Membran konnte direkt fur die Hybridisierung eingesetzt oder getrocknet und zwischen

Filterpapier bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

B) Hybridisierung

Die Membran mit der fixierten DNA wurde zur Entfernung von Salzresten kurz in sterilem
Wasser gespult und anschliefend fur mindestens 1 h in 15 ml Prahybridisierungslésung
(5 x SSC, 10 g/l Blocking Reagenz, 10 g/l N-Lauroylsarcosin, 0,2 g/l SDS) im
Hybridisierungsofen (GFL 7601) bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur (68°C)
prahybridisiert. 25 pl der markierten Sonde wurden in 5 ml neuer Hybridisierungslosung
aufgenommen und 10 min im Wasserbad denaturiert. Nach kurzer Abkuhlung auf Eis wurde
sie gegen die Préhybridisierungslosung ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte bei 68°C
uber Nacht.
Im Anschluss an die Hybridisierung erfolgte die Entfernung unspezifischer Bindungen durch
die Waschschritte: 2 x 5 min bei RT in 2 x SSC mit 1 g/l SDS

2 X 15 min bei der Hybridisierungstemperatur in 0,1 x SSC mit 1 g/l SDS

Die Membran war nach dem Waschen dem Nachweisverfahren zuganglich.
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2.3.6.4 Chemilumineszenz-Nachweis (DIG-Luminescent Detection Kit, Roche
Mannheim)

Alle Schritte zum Chemilumineszenz-Nachweis wurden unter leichtem Schwenken
(Laborwippe) bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Alle Losungen wurden in solchen Mengen
eingesetzt, dass die Membran bedeckt war.

Die Membran wurde zuerst 5 min in Waschpuffer (Puffer 1 [0,1 M Maleinsdure, 0,15 M NacCl,
pH 7,5] mit 0,3 % (v/v) Tween 20] inkubiert. Es schloss sich eine Inkubation tiber 30 min in
Puffer 2 (Puffer 1 mit 1 % [v/v] Blocking-Reagenz) an. Danach wurde fur weitere 30 min mit
Anti-DIG-AP-Konjugat (Verdinnung 1:25000 in Puffer 2) behandelt. Anschliefend wurde
zweimal 15 min mit Waschpuffer gewaschen, um nicht gebundene Anti-DIG-Antikorper zu
entfernen. Die Membran wurde 5 min in Puffer 3 (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5)
aquilibriert, vorsichtig abgetropft und auf eine saubere Folie gelegt. Anschlieend wurde sie
gleichmaRig mit 0,5 ml der verdunnten Substratlésung (CSPD in Puffer 3 1:100) benetzt, mit
einer zweiten Folie abgedeckt und 5 min inkubiert. Die Membran wurde auf sauberem
Filterpapier soweit abgetrocknet, dass keine tiberschissige Flussigkeit mehr vorhanden war und
dann luftblasenfrei in eine neue Folie eingeschweillt. Zum besseren Start des Substratumsatzes
wurde sie 15 min bei 37°C inkubiert. Die Membran wurde in einer Rontgenkassette fir 3-4 h
bis Uber Nacht auf einem RoOntgenfilm exponiert und dieser anschlieBend entwickelt. Die
Entwicklung der Filme erfolgte durch kurze Inkubation in Entwicklerlosung (DENTAMAT
500 Calbe Chemie, Calbe). Entwicklerreste wurden durch kurzes Spilen im Wasserbad
entfernt. Die Fixierung des Filmes erfolgte in Fixierlosung (DENTAMAT 500 Calbe Chemie,
Calbe). Danach wurde der Film in Wasser gespult.

2.4 Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

Alle verwendeten Puffer, Losungen und auch H2Opigest. wurden mit 0,1 % (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, das ein starker Inhibitor von RNAsen ist, und tiber Nacht

bei 37°C inkubiert und anschlieRend autoklaviert.

2.4.1 Gesamt-RNA-Isolation

Die C. metallidurans Stdamme wurden in einer ersten VVorkultur bis zur friihen stationdren Phase
bei 30°C und 220 rpm angezogen. Mit den Vorkulturen wurden 4 ml Tris-MM 1:400 beimpft
und far 24 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden Klettkolben, die
jeweils 20 ml Tris-MM enthielten, 2%ig angeimpft und schittelnd bei 30°C im Wasserbad

inkubiert. Die Kulturen wurden nach Erreichen von 150 Klett mit verschiedenen
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Konzentrationen an AuHCI4 und CuCl; fir 10 oder 30 min inkubiert. Als Kontrollansatz diente
eine Kultur, die mit keinem Metall inkubiert wurde. Zur Zellernte wurden die Kulturen in
Aliquots von 10 ml in Greinerréhrchen fir 10 min bei 4500 g und 4 °C in der Eppendorf
Zentrifuge 5804R zentrifugiert, das Medium vollstandig abgenommen und die Zellpellets sofort
in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen wurden bis zur Isolation der RNA bei -80°C
gelagert.

Um die Gesamt-RNA zu gewinnen, wurde zundchst das Lysegemisch (6 ml
Phenol/Chloroformgemisch, 72 ul 20 % (w/v) SDS, 2,5 ml AE-Puffer) in ein 15 ml
Greinerréhrchen pipettiert und auf 60°C vorgewarmt. Pro Isolation wurden die Zellpellets mit
500 ul AE-Puffer (20 mM Na-acetat pH 5,5, 1 mM EDTA in DEPC-H20) durch mehrmaliges
Aufziehen in einer sterilen Spritze mit Kanule resuspendiert und zu den vorgewédrmten
Lysegemisch gegeben. Dieser Ansatz wurde fur 5 min bei 60°C inkubiert und wahrenddessen
alle 30 sec geschuttelt. Danach wurde der Ansatz auf Eis fiir mindestens 10 min stehen gelassen.
AnschlielRend erfolgte durch eine 20-mindtige Zentrifugation bei 10°C und 4500 g eine Phasen-
trennung in der Eppendorf Zentrifuge 5804R. Die Oberphase wurde daraufhin mit 3 ml
Phenolgemisch und 300 pl 3 M Na-acetat pH 5,5 gemischt. Nach starkem Schutteln erfolgte
erneut eine Zentrifugation fur 10 min bei 4°C und 4500 g. Diese Schritte wurden 4-5 mal
wiederholt, um die Proteine aus der Interphase zu entfernen. Die Oberphase wurde in ein neues
Greinerréhrchen tberfihrt und mit 2,5 Vol. eiskaltem 96%igen (v/v) Ethanol Uber Nacht bei
-20°C geféllt. Die Pelletierung erfolgte durch einstiindige Zentrifugation bei 4°C und 4500 g.
Das Pellet wurde nochmals mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol fur 10 min bei 4°C und 4500 g in der
Eppendorf Zentrifuge 5804R zentrifugiert. Der Ethanol wurde vollstdandig abgenommen und
das Greinerréhrchen kopfiiber zum Trocknen des Pellets gestellt. AnschlieRend wurde dieses
zweimal mit 50 ul DEPC-H.0 gel6st und in ein Eppendorftube tUberfiihrt. Die Lagerung der
RNA erfolgte bei -20°C.

2.4.2 Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA
Um die Konzentration der praparierten RNA zu bestimmen, wurde die Absorption bei 260 nm
an einem NanoDrop®ND-1000 Spektrophotometer (peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
gemessen. Eine Absorptionseinheit Azeonm entspricht 40 pug ssRNA/ml. Das Verhéltnis der
Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm lasst Rickschlusse auf Verunreinigungen zu. Ist
dieser Wert Kleiner als 1,7, ist die RNA-Préparation mit Proteinen verunreinigt. Betrégt der
Wert 1,7 oder mehr, spricht dies fir eine geringe Verunreinigung mit Phenol und die RNA-
Préparation gilt als rein.

38



Material und Methoden

2.4.3 DNasel-Verdau der Gesamt-RNA

Um die nach der Isolation noch vorhandene DNA aus der Gesamt-RNA-Prédparation zu
entfernen, wurde ein Verdau mit RNase-freier DNasel durchgefuhrt.

Dafiir wurden 30 bis 40 pg RNA eingesetzt. Der Verdau wurde in einem Gesamtvolumen von
60 pl durchgefiihrt. Nach Auffiillen der entsprechenden Menge an RNA mit DEPC-H>0 wurde
diese fiir 3 min bei 95°C denaturiert. Nach kurzem Abkiihlen des Ansatzes auf Eis wurden 6 pl
10x DNase Puffer und 6 ul RNase-freie DNasel (Promega, Mannheim) hinzugegeben und 1 h
bei 37°C inkubiert. Dann schloss sich eine Phenol/Chloroform-Extraktion an. Dazu wurden
100 ul des Phenol/Chloroformgemisches und 10 pl 3 M Na-acetat pH 5,2 hinzugegeben, gut
geschattelt und fur 2 min bei 10500 g zentrifugiert. Die Oberphase wurde mit 2,5 Vol. eiskaltem
96%igem (v/v) Ethanol fur 1 h bei -80°C geféllt. Durch eine Zentrifugation fur 15 min bei 4°C
und 10500 g wurde die RNA im Pellet gewonnen und nach zweimaligem Waschen mit
70%igem Ethanol luftgetrocknet und in 22 ul DEPC-H20 aufgenommen. Im Anschluss wurde
die praparierte RNA im Formaldehydgel auf Intaktheit und mittels PCR auf Verunreinigungen
mit DNA (berpruft. Die RNA wurde auf Eis oder bei -20°C gelagert.

2.4.4 Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese

Fur analytische Zwecke wurden 1,5%ige denaturierende Formaldehydgele verwendet. Fir ein
50 ml Gel wurden 0,75 g Agarose in 43,5 ml DEPC-H20 mit 5 ml 10 x MOPS (0,2 M MOPS,
0,05 M Na-acetat, 0,01 M EDTA in DEPC-H20 pH 7,0) in der Mikrowelle gel6st und auf ca.
50°C abgekuhlt. Danach wurden 1,5 ml Formaldehyd hinzugegeben, gut gemischt und in eine
Minigelkammer gegossen. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS. Es wurden ca. 2 ug Gesamt-RNA
mit 12,5 pl Formamid, 2,5 pul 10 X MOPS und 4 pl Formaldehyd gemischt und bei 65°C fiir
15 min denaturiert. Zum schnellen Abkuhlen wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und
anschliefend mit 3 pl Probenpuffer (100 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 0,1 % SDS, 0,1 %
BPB) und 0,5 ul Ethidiumbromid versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 80 V.

2.4.5 Reverse transcriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Um die Operonstruktur und die Expression der Gene gigPABT in dem Stamm AE104 zu
verifizieren, wurde die Methode der RT-PCR angewandt. Dabei wurde im ersten Schritt die
RNA mittels der Reversen Transkriptase SUPERSCRIPTTMII (Invitrogen, Karlsruhe) in

cDNA umgeschrieben, die im zweiten Schritt amplifiziert wurde.
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cDNA-Synthese:

Gesamt-RNA 1 ug
random Primer 1wl
steriles DEPC-H2Opidest. ad 6 ul

Dieser Ansatz wurde fiir 5 min bei 65°C inkubiert und danach sofort auf Eis abgekunhlt.

Danach erfolgte die Zugabe von:

5x first strand-Puffer 2ul
0,LMDTT 1wl
10 mM dNTP-L6sung 0.5 ul
SUPERSCRIPTTMII (200 U/pl) 0.5 ul

Der Ansatz wurde bei RT fir 10 min inkubiert.
Daran schloss sich die Reaktion fiir 1 h bei 42°C an. Das Enzym wurde danach fur 15 min bei
70°C inaktiviert.

Im zweiten Schritt schloss sich die Amplifizierung der synthetisierten cDNA an:

cDNA 1wl
Primer1 (10 pmol/pl) 1l
Primer2 (10 pmol/pl) 1wl
10 mM dNTP-L3sung 1 ul
10 x PCR-Puffer Sul
H2Opidest. 40 ul

Tag-Polymerase (Roche, Mannheim, 1 U/uL) 1wl

Der Ansatz wurde gut gemischt und die cDNA nach dem unter 2.3.3.2. beschriebenen Protokoll
amplifiziert. Je 10 pl der RT-PCR-Produkte wurden dann in einem 1,5%igen (w/v) Agarosegel
aufgetrennt. Als Kontrollen wurden PCR-Reaktionen mit genomischer DNA des
C. metallidurans Stammes AE104 als Template (Positivkontrollen) und ohne Template

(Negativkontrollen) mitgefiihrt.
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2.5 Zellwachstumsversuche

2.5.1 Wachstumsversuche in Fltssigmedien

2.5.1.1 Messung der Zelltribung

Das Klett-Summerson-Colorimeter (Klett MFG Co., New York) diente der
Zelltribungsmessung wachsender Bakterienkulturen in Flissigmedien. Dazu wurde der Filter
Nr. 54 eingesetzt, da er im verwendeten Wellenlangenbereich (520-580 nm) das meiste Licht
transmittiert. Zur Kalibrierung der Skala wurde unbeimpftes Medium als Nullwert verwendet.
Aus den erhaltenen Klett-Einheiten (KE) konnte unter Verwendung einer Eichkurve die
Konzentration der zugehdrigen Zellsuspension ermittelt werden. Der Vorteil dieser Methode
besteht darin, dass durch die Verwendung von Seitenarmkolben bei der Bakterienkultivierung
keine Probenentnahme zur Messung notwendig war und somit eine Kontamination der Kultur
vermieden wurde.

Neben der kontinuierlichen Messung des Zellwachstums wurde auch die Zelldichte nach einer
definierten Wachstumszeit (16 h E. coli und 20 h C. metallidurans) bestimmt. Dazu wurde die
Optische Dichte der Kulturen bei 500 nm und 600 nm mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader
(TECAN, Mannersdorf, Schweiz) gemessen. Die Bestimmung des Zelltrockengewichtes und

der Zellzahl erfolgte mittels Eichkurven.

2.5.1.2 Zellanzucht von E. coli-Stdmmen in Wachstumsversuchen

Die Endpunktbestimmung (dose-response-Experimente) des Zellwachstums von E. coli mit
verschiedenen Konzentrationen an CuCl, und AuHCIls wurde in LB-Medium und TrisMM
durchgefuhrt. Die Aufnahme von Zellwachstumskurven erforderte einheitliche, in LB-Medium
bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase, angezogene Vorkulturen des
jeweiligen Stammes. Die Vorkultur wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft, im
Inkubationsschittler bei 37°C und 200 rpm kultiviert. Diese LB-Kulturen wurden in Tris-MM,
1:400 verdinnt und ebenfalls fur 16 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Nach 16 h wurde die
zweite Vorkultur 1:400 verdiinnt und die Mittelkultur fir 2 h im Inkubationsschuttler bei 37°C
und 200 rpm kultiviert. Fur E. coli-Stdmme mit einer Antibiotikaresistenz, wurden die
jeweiligen Antibiotika den Vor- und Mittelkulturen zugefiigt. In den Inkubationsexperimenten
erfolgte bereits in der Mittelkultur die Zugabe von CuCl: in definierten Konzentrationen. Nach
zweistiindigem Wachstum wurden 5 pl einer 1:10 verdinnten Mittelkultur in 200 pl Tris-MM
mit verschiedenen Schwermetallen in entsprechenden Konzentrationen Uberimpft und in
96well-Mikroplatten (greiner Bio-One Frickenhausen) kultiviert. Die Hauptkulturen wurden

bei 37°C in einem neoLab Shaker DTS-2 (neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg) bei
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1300 rpm angezogen. Nach 16 h erfolgte die Messung der Optischen Dichte bei 500 nm und
600 nm mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz).

2.5.1.3 Zellanzucht von C. metallidurans-Stammen in Wachstumsversuchen

Die Endpunktbestimmung (dose response Experimente) des Zellwachstums von
C. metallidurans mit verschiedenen Konzentrationen an NaAuCls, NasAu(S203)2 x 2 H20,
CoCly, CuCly, NiCl und ZnCl>wurde in Tris-MM durchgeftuhrt. Aus einer Tris-MM Vorkultur,
der frihen stationdren Phase wurde eine zweite VVorkultur 5 %ig beimpft. Diese wurde fur 24 h
schuttelnd bei 30°C, bis zum Erreichen der spéten stationdaren Phase, angezogen. Die Anzucht
der einzelnen Kulturen fand in 55 ml Reagenzglasern (25 mm Durchmesser, Clark Scientific
LTD) statt. Stimme mit Resistenzkassetten wurden mit den entsprechenden Antibiotika in den
beiden Vorkulturen inkubiert. In Inkubationsexperimenten erfolgte die Zugabe von AuHCl4
und CuCl: in definierten Konzentrationen zu der zweiten Vorkultur. Die Hauptkultur wurde
10%ig angeimpft und in 96well-Mikroplatten (Greiner Bio-One, Frickenhausen) bei 30°C und
1300 rpm in einem neoLab Shaker DTS-2 (neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg) kultiviert.
Nach 20 h erfolgte die Messung der Optischen Dichte bei 500 nm und 600 nm mit dem TECAN
Infinite 200 PRO reader (TECAN, Ménnersdorf, Schweiz). Aus den erhaltenen Daten wurden
die 1Cso-Werte und b-values berechnet (Formel 1). Der ICso-Wert gab dabei den Wert an, bei
dem das Wachstum um die Halfte reduziert war. Im Gegensatz dazu gibt der b-value den
Anstieg der Sigmoidalkurve an. Die Berechnung basiert auf der abgewandelten Formel von
(Pace und Scholtz, 1997).

C-ICSO
b

OD(c)=0DO0/(1+exp[ ]

2.5.2 Ermittlung der Minimalen Inhibitor Konzentration gegen

Schwermetallsalze

Die Bestimmung der Minimalen Inhibitor Konzentration (MIC) verschiedener
C. metallidurans-Stamme erfolgte auf Tris-MM-Platten, die mit verschiedenen
Konzentrationen des entsprechenden Schwermetallsalzes gegossen wurden. Die zweite
Vorkultur wurden hierzu 5%ig mit einer ersten Vorkultur in Tris-MM angeimpft und flr 24 h,
bis zum Erreichen der spéten stationdren Phase, bei 30°C und 200 rpm kultiviert. Diese wurde
im folgenden 1:100 verdunnt und die Stdmme in Sektoren auf den Platten ausgestrichen. Die
MIC-Platten wurden flr 3-4 Tage bei 30°C inkubiert und im Anschluss das Zellwachstum auf
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den Platten ausgewertet. Als MIC wird dabei die Metallkonzentration bezeichnet, bei der der

untersuchte Stamm nicht mehr in der Lage ist zu wachsen.

2.6 Enzymologische Methoden
2.6.1 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

2.6.1.1 Zellwachstum, Induktion und Zellernte der C. metallidurans-Stamme

Die fur die Bestimmung der [-Galaktosidase-Aktivitdt verwendeten Stdmme von
C. metallidurans wurden in Tris-MM mit 1,5 mg/ml Kanamycin angezogen. Aus den
Vorkulturen der frihen stationdren Phase wurden zweite Vokulturen in Klettkolben mit
10 ml Tris-MM auf 30 Klett-Einheiten beimpft und bei 30°C und 250 rpm im Wasserbad
inkubiert. Nach Verdopplung der Zelldichte erfolgte eine Aufteilung der Kulturen in sterile
96well-Mikroplatten  (Greiner Bio-One, Frickenhausen). Diesen Kulturen wurden
unterschiedliche Konzentrationen von AuHCls, NasAu(S203)2 x 2 H20, CuClz und NiCl:
zugesetzt. Nach dreisttndiger Inkubation bei 30°C und 1300 rpm im neoLab Shaker DTS-2
(neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg) wurden 200 pl Kultur in 96well-Mikroplatten mit
round bottom (Greiner Bio-One, Frickehausen) tberfiihrt, die ODsoo am TECAN Infinite 200
PRO reader (TECAN, Ménnersdorf, Schweiz) gemessen und durch Zentrifugation bei 4°C flr
30 min bei 4500 g sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bis zur
weiteren Verarbeitung am néchsten Tag bei -20°C gelagert.

2.6.1.2 Ermittlung der R-Galaktosidase-Aktivitat (Miller, 1972; Miller, 1992; Griffith
und Wolf, 2002)

Das Zellpellet wurde in 190 pl Z-Puffer (60 mM Na;HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl,
1 mM MgSO0s, 0,05 M B-Mercaptoethanol) mit 10 ul Permeabilisierungspuffer (6,9 mM CTAB,
12 mM Natriumdesoxycholat) resuspendiert. Das Mercaptoethanol wurde stets frisch zu einem
Aliquot des Puffers gegeben. Der Ansatz wurde 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend mit
20 pl Substratlésung (13,3 mM ortho-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid [ONPG] in Z-Puffer
ohne R-Mercaptoethanol) versetzt. Die weitere Inkubation bis zur Gelbfarbung erfolgte bei
30°C im neolLab Shaker DTS-2 (neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg) bei 300 rpm. Die
Farbreaktion ist auf die Umsetzung von ONPG zu o-Nitrophenol durch die 3-Galaktosidase
zuriickzufiihren. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul 1 M Na>COs —L0sung gestoppt.
Na>COs erhoht dabei den pH-Wert im Reaktionsansatz auf pH 11, wodurch die p-Galaktosidase
inaktiviert wird. Die Zeit von Substratzugabe bis zum Abstoppen der Reaktion (Reaktionszeit)

wurde fir die Berechnung der spezifischen Aktivitdt notiert. Anschlielend wurde die
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Extinktion bei 420 nm und 550 nm mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN,
Ménnersdorf, Schweiz) gemessen. Als Nullwert diente ein Reaktionsansatz ohne Zellmaterial.
Mit Hilfe der Extinktionen und der Reaktionszeit konnte die Gesamt-Enzymaktivitat in U nach

der folgenden Gleichung berechnet werden:

[1,75%0Dss]
Reaktionszeit(min)

U
Aktivitét [ﬁ] =315,8 umol/1X(ODy4y¢-

Dabei ist hier 1 U als Substratumsatz in nmol pro min bei 30°C definiert.

Der Faktor 315,8 setzt sich zusammen aus dem molaren Extinktionskoeffizienten von
o-Nitrophenol (e= 4500 1/mol x cm), der Schichtdicke der 96well-Mikroplatten (round bottom)
(d= 0,95 cm), dem Koeffizienten aus Kulturvolumen und Reaktionsansatz mit 1,35 und dem
Umrechnungsfaktor 108 fiir die Einheit nmol pro min.

Die spezifische Aktivitdt der p-Galaktosidase wurde durch Division der errechneten

Gesamtaktivitat durch die Zelltrockenmasse des Reaktionsansatzes bestimmt.

[ U ]_ Aktivitét [U]
mg TG ~ Zelltrockenmasse [mg]

spezifische Aktivitét

2.6.2 Bestimmung des Glutathiongehaltes der Zelle

Das Prinzip dieses Assays beruht auf einem enzymatischen Recycling-Prozess, bei dem
Glutathion durch DTNB (2,2'-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoeséure) oxidiert und in Anwesenheit
der Glutathion-Reduktase durch NADPH reduziert wird. Aus DTNB entsteht bei diesem
Prozess NTB (2-Nitro-5-thiobenzoesdure), welches photometrisch gemessen werden kann und
mit dem eine Aussage Uber den Glutathiongehalt (reduziertes und oxidiertes Glutathion
(GSH/GSSG)) gemacht werden kann.

2.6.2.1 Messung des Glutathiongehaltes

Die Zellen wurden, wie unter Punkt 2.5.1.3 beschrieben, angezogen. Anschlieend wurde das
Kulturvolumen (5 mg Trockengewicht) in der Eppendorf-Zentrifuge 5804R (Eppendorf AG,
Hamburg) zentrifugiert (4 °C, 3700 g, 15 min), die Zellpellets in 100-300 pl SSA
(5-Sulfosalicylsaure) resuspendiert und viermal einem Zyklus aus Einfrieren und Auftauen
unterzogen (flussiger Stickstoff und Wasserbad bei 37 °C). Im Anschluss an ein 5-min(tiges

Abkuhlen auf Eis wurde der Ansatz erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert und

44



Material und Methoden

der Uberstand sorgfaltig abgenommen, dessen Volumen und die Proteinkonzentration bestimmt
wurden. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

Zur Messung des Glutathiongehaltes wurden 96well-Mikroplatten verwendet. Als Nullwert
diente 5 % SSA. Die Eichreihe wurde mittels 1 mg/ml GSH-Stockldsung erstellt. 10 ul der
verdinnten Probenansatze wurden zusammen mit 150 pl Reaktionsansatz fur 5 min bei RT in
den Mikroplatten inkubiert und anschlieBend mit 50 ul NADPH (2,5 ul [40 mg/ml-
Stocklosung] in 625 pl 1 x Puffer] gemischt. Die Messung der Optischen Dichte bei 412 nm
erfolgte bei 30°C in 8 Zyklen (je 42s) mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN,

Ménnersdorf, Schweiz).

Die Reaktionslésung setzte sich wie folgt zusammen (Angaben fiir 10 Reaktionen):

2 ml 1x Puffer (0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 mit 1 mM EDTA)

57 pl verdinnte GSSG-Reduktase (0,95 pl GSSG-Reduktase [400 U/ml in 3,6 mM
Ammoniumsulfat pH 7,0 + 0,1 mM DTT] in 62,5 pl 1 x Puffer]

57 ul DTNB (1,5 mg/ml in DMSO).

2.7 Proteinbiochemische Methoden
2.7.1 Protein-Expression und -Reinigung Uber das Strep-tag®Ill Protein

Purification System
Das Strep-tag®Il Purification System basiert auf der spezifischen Bindung des Strep-tag®I|-
Fusionsproteins an das Sdulenmaterial StrepTactin. Der Strep-tag®Il, setzt sich aus den
Aminosauren WSHPQFEK zusammen und ist je nach Vektorsystem N- oder C-terminal
kodiert. Diese Methode ermdglicht die Einschritt-Affinitatschromatographie unter
physiologischen Bedingungen, sodass die biologische Aktivitat des Proteins erhalten bleibt.
Aufgrund der geringen GrolRe beeinflusst der Strep-tag®Il weder Proteinlokalisation noch
Proteinfaltung. Die Induktion der Genexpression erfolgte mittels AHT, da das Gen des zu
exprimierenden Proteins hinter einen tet-Promotor kloniert wurde. Unspezifisch bindende
Proteine konnten wéhrend eines Waschschrittes entfernt werden, wahrend das target-Protein
spezifisch durch Austausch der Bindung mit Desthiobiotin von der Séule eluiert werden konnte.
Waéhrend der Expression und Aufreinigung der Proteine wurden Proben entnommen, die eine

Kontrolle des gesamten Prozesses durch SDS-PAGE (2.7.4.3) ermdglichten.
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2.7.1.1 Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Die Plasmidkonstrukte wurden in den E. coli Uberexpressionsstamm BL21(pLys)
transformiert. Eine VVorkultur, welche iber Nacht bei 37°C schdittelnd kultiviert wurde, wurde
2%ig in frisches LB-Medium tberfuhrt. Diese Hauptkulturen wurden schittelnd bei 37°C bis
zu einer Optischen Dichte (ODeoo) von 0,6-0,8 inkubiert. Die Expression der Proteine wurde
durch die Zugabe von 200 ug AHT/1 induziert. AnschlieBend wurden die Kulturen weitere 3 h
schuttelnd bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fur 20 min bei 20200 g
und 4°C (Sorvall RC5, Fisher Scientific, Schwerte) sedimentiert und das Medium sorgféltig
abgenommen. Die Zellpellets wurden entweder bei -20°C gelagert oder direkt im Anschluss

zur Fraktionierung des Periplasmas verwendet.

2.7.1.2 Aufschlussmethoden

A) Ultraschall

Das Zellpellet wurde in 2 ml (pro 100 ml Kultur) Puffer W (100 mM Tris-HCI [pH 8,0],
150 mM NaCl) mit 1 mM Proteaseinhibitor PMSF und 10 pg/ml DNasel resuspendiert. Die
Zellen wurden mittels Ultraschall (Uniequip Laborgeratebau UW60) 10-12 x 30 s bei
Intervalleinstellung 70 % und 80 W Leistung auf Eis aufgeschlossen, wobei zwischen den
einzelnen Zyklen die Zellen 30 s auf Eis abgekihlt worden sind. Zur Abtrennung der
Zelltrdmmer wurden die aufgeschlossenen Kulturen 30 min bei 4500 g und 4°C in der

Eppendorf-Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG, Hamburg) zentrifugiert.

B) French-Presse
Das Zellpellet wurde in 30 ml (pro 1 | Kultur) Puffer W (100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 150 mM
NaCl) resuspendiert und mit 1 mM PMSF und 10 pg/ml DNasel versetzt. Die Zellsuspension

wurde dann in einer French-Presse (Amicon, Silver Springs, Maryland, USA) bei 2000 psi
(140 kg/cm?) in 6 Durchgingen aufgeschlossen. Nach Zentrifugation in der Eppendorf-
Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG, Hamburg) (4500 g, 20 min, 4°C) wurde der Uberstand auf
Eis gelagert.

2.7.1.3 Membranpréaparation und Solubilisierung

Zur Gewinnung der Membranfraktion wurde der klare Uberstand des Rohextraktes einer
Ultrazentrifugation (100000 g, 1 h, 4°C) unterzogen. Das so gewonnene Membranpellet wurde
in Puffer W (100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 150 mM NaCl) aufgenommen und die
Proteinkonzentration mit dem BCA-Kit (2.7.2.1) oder dem Bradford Reagenz (2.7.2.2)
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bestimmt. Anschlielend wurde die Proteinkonzentration auf 10 mg/ml eingestellt. Die
Solubilisierung der Membran erfolgte mit 1 % n-Dodecyl-R-D-Maltosid fir 1 h auf dem Rotator
bei 4°C. Nach der Solubilisierung schloss sich ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 30 min
bei 100000 g und 4°C an, um ungeldste Membranreste und Zelltrimmer zu pelletieren. Der
Uberstand mit den solubilisierten Membranproteinen wurde bis zur Affinitatschromatographie

auf Eis gelagert.

2.7.1.4 Native Proteinreinigung mittels StrepTactin-Chromatographie

Eine Einweg-Séule (Polypropylene Column 1 mi-10 ml, QIAGEN, Hilden) wurde mit 1-5 ml
Saulenmaterial (StrepTactin) gepackt und mit 5 Vol. Puffer W (100 mM Tris-HCI [pH 7,6],
150 mM NacCl) &quilibriert. Die Fraktion mit solubilisierten Membranproteinen, welche das
gewdlnschte Strep-tag®Il Fusionsprotein enthielt, wurde anschlieBend auf die Saule gegeben,
wobei das Fusionsprotein an das Saulenmaterial band. Unspezifisch bindende Proteine wurden
durch Waschen mit 10 Vol. Puffer W entfernt. Das rekombinante Protein wurde mittels
3-4 Vol. Puffer E (100 mM Tris-HCI [pH 7,6], 150 mM NaCl, 2,5 mM Desthiobiotin) eluiert.
Das Saulenmaterial wurde durch das Spilen mit 10 Vol. Puffer R (100 mM Tris-HCI [pH 7,6],
150 mM NaCl, 1 mM HABA) regeneriert und konnte nach der Aquilibrierung wiederverwendet
werden. Fir die Reinigung von Membranproteinen enthielten alle verwendeten Puffer 0,2 %
n-Dodecyl-3-D-Maltosid. Die Analyse der Fraktionen erfolgte durch die Auftragung der Proben
auf SDS- Polyacrylamidgele.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen

2.7.2.1 BCA-Test (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit; Sigma GmbH, Osterode)

Zu 25 ul Proteinlésung wurden 200 pl BCA-L6sung zugegeben und gemischt. Der Ansatz
wurde anschliefend 30 min bei 37°C inkubiert und danach die Absorption bei 562 nm gegen
einen Nullwert mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz)
bestimmt. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Eichreihe, die

durch Verdinnung einer 1 mg/ml BSA-L6sung erstellt wurde.

2.7.2.2 Bradford-Proteinbestimmung

Nach dieser Proteinbestimmung (Bradford, 1976) wurden 50 pl der zu vermessenden

Proteinlosung bzw. Verdiinnung mit 750 pl Bradford-Ldsung (Roti®-Quant, Carl Roth GmbH

& Co. KG, Karlsruhe) und 200 pl H2Opidest. Versetzt und 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.

Danach erfolgte die Absorptionsmessung bei 595 nm mit dem Spektrophotometer
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(SmartSpec™3000, BIORAD, Miinchen). Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte
mittels Eichgerade, die durch Verdiinnung einer 1 mg/ml-BSA-Stammldsung erstellt wurde.

2.7.2.3 Lowry Proteinbestimmung (Lowry et al., 1951)

Zur Proteinbestimmung wurde ein von (Riccio et al., 1975) abgewandelter Test verwendet.
10 pl der zu vermessenden Proteinlosung bzw. deren Verdiinnung wurden in einer 96well-
Mikroplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen) mit 100 pl frisch hergestellter Losung C versetzt
und 10 min bei RT inkubiert. Danach wurden 15 pl Losung D zugegeben und der Ansatz fiir
weitere 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Absorptionsmessung bei 750 nm
im TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz). Mit Hilfe des BSA-
Standards wurde eine Eichgerade erstellt.

Lésung A: 22 % (w/v) Na.COs, 0,5 % (w/v) Natriumtartrat und 0,1 N NaOH
Losung B: 0,1 % (w/v) CuSOs x 5 H20
Losung C: 90 % (v/v) Lésung A und 10 % (v/v) Lésung B

Losung D: 50 % (v/v) Folin-Ciocalteau's Phenol Reagenz

2.7.2.4 Direkte Bestimmung am NanoDrop®ND-1000 Spektrometer

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine direkte spektroskopische Methode
verwendet, bei der das spezifische Molekulargewicht und der Extinktionskoeffizient des
jeweiligen Proteins beriicksichtigt wurden. Der theoretische Extinktionskoeffizient des
rekombinanten Proteins wurde mit Hilfe des Programms ProtParam des Expasy-Systems
bestimmt, welches mit dem korrigierten Extinktionskoeffizienten rechnet (Pace et al., 1995).
Mit diesem Extinktionskoeffizient konnte mittels NanoDrop®ND-1000 Spektrometer (Thermo

Scientific, USA) die Proteinkonzentration bei 280 nm bestimmt werden.

2.7.3 Konzentrieren von Proteinlésungen

2.7.3.1 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinlésungen

Proteinlosungen konnten mit Hilfe von Konzentratoren (Vivaspin; Sartorius AG, Gottingen)

konzentriert oder in andere Losungen umgepuffert werden. VivaSpin-Saulen mit Porengréf3en

von 50 kDa wurden verwendet. Vor dem Benutzen wurden die Vivaspin-Réhrchen mit

mindestens 2 Vol. Puffer gespult (Eppendorf-Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg).

AnschlieBend wurde die einzuengende Proteinlésung in die Réhrchen gegeben und erneut bei

4500 g und 4°C zentrifugiert bis die gewiinschte Proteinkonzentration erreicht wurde. Zur
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Lagerung wurde die S&ule mit dem jeweiligen Puffer benetzt. Fir die Entsalzung der
Elutionsfraktionen wurden die Proben auf eine mit dem entsprechenden Puffer &quilibrierte
PD10-S&ule (GE Healthcare, Freiburg) gegeben. Die rekombinanten Proteine wandern bei
dieser Methode schneller durch die S&dulenmatrix als die Salze. Die Elutionsfraktionen, in denen

das Protein nachgewiesen werden konnte, wurden bei -80°C gelagert.

2.7.4 Elektrophoretische Methoden
Die SDS-PAGE wurde in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra
Electrophoresis System, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durchgefihrt.

2.7.4.1 Probenvorbereitung

Die in der SDS-PAGE aufzutrennenden Proben wurden im Verhdltnis 1:1 mit SDS-
Probenpuffer (0,125 M Tris-HCI [pH 6,8], 20 g/l SDS, 50 % [v/v] Glycerin, 0,5 % [v/v]
S-Mercaptoethanol, 0,01 g/l BPB) gemischt und 30 min bei 30°C oder 5 min bei 95°C
denaturiert. Danach erfolgte die Auftragung der Proben mit einer 25 ul Hamilton-Spritze

(Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) auf das Gel.

2.7.4.2 Proteinmarker

Um Aussagen Uber die GrolRe der im Gel analysierten Proteine treffen zu kénnen, wurden
folgende Proteinmarker aufgetragen: Proteinmarker PageRuler™Unstained (#26614) (Thermo
Scientific, USA) mit Proteinbanden der Grden 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25,
20, 15 und 10 kDa und der PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Plus (#26619)
(Thermo Scientific, USA) mit folgenden ProteingréRen 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15 und
10 kDa.

2.7.4.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Auftrennung der Proteine wurden lineare SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet.

Trenngel: 10 % 12,5 %
30 % (w/v) Acrylamid, 0,8 % (w/v) Bisacrylamid Stammlésung 2,0 ml 2,5 ml
1,88 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,2 ml 1,2 ml
5 g/l SDS 1,2 mi 1,2 mi
H2Opidest. 1,6 ml 1,1 ml
TEMED 5ul 5ul
10 % (wiv) APS 30 ul 30 ul
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Das Gelgemisch wurde nach vorsichtigem Mischen luftblasenfrei zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen. Um eine planare Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten,
wurde das Trenngel mit 70 % Ethanol uberschichtet. Nach Polymerisierung des Trenngels
wurde das Ethanol wieder entfernt, das Trenngel mehrmals mit HzOpidest. gespllt und
anschlieBend 1,5 ml Sammelgel zur Aufnahme und Konzentrierung der Proben auf das

Trenngel gegeben, in das zur Formierung von Geltaschen ein Kamm eingesetzt wurde.

Sammelgel:

30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacylamid Stammldsung 0,33 ml
0,625 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,4 ml
59/l SDS 0,4 ml
H20Opidest. 0,87 mi
TEMED 2 ul

10 % (w/v) APS 10 ul

Der Elektrodenpuffer 1 x Laemmli-Puffer (2,5 mM Tris [pH 8,3], 0,2 M Glyzin, 3,5 mM SDS)
(Laemmli, 1970) wurde in Anoden- und Kathodenraum der Elektrophoresekammer (Bio-Rad
Laboratories, USA) gegeben, der Kamm entnommen und die Proben aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei maximaler Stromstérke und 150-200 V durchgefihrt.

2.7.4.4 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran (Western-Blot)

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte auf eine Polyvinyliden-
difluorid-Membran (PVDF-Membran, Millipore, Eschwege) oder Nitrocellulose-Membran
(Machery-Nagel GmbH & Co KG, Diren) mittels Semi-Dry-blot. Die Membran wurde auf
GelgrolRe zugeschnitten und flr jeweils 1 min in Methanol und H2Opidest. geschwenkt (nur
PVDF Membran). AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fiir 15 min in Towbin-Puffer (25 mM
Tris-HCI, 0,192 M Glycin, 20 % [v/v] Methanol). Vier Lagen Blottingpapier (VWR
International GmbH, Dresden) wurden auf GelgroRe zugeschnitten und ebenfalls in Towbin-
Puffer getrankt. Das Gel wurde nach Entnahme aus der Elektrophoresekammer fiir 15 min in
Towbin-Puffer geschwenkt. In der Blotapparatur (BIORAD, Miinchen) wurden zwei Lagen
Blottingpapier, die Membran, das Proteingel und zwei weitere Lagen Whatman-Papier
luftblasenfrei Ubereinander gelegt, die Apparatur verschlossen und Strom angelegt. Der

Elektrotransfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei konstanter Stromstarke und

50



Material und Methoden

Spannung (3 mA/cm? Gelflache, 15 V) fur 45 min. Nach dem Transfer wurde das Gel zur
Kontrolle der Bloteffizienz mit Coomassie geféarbt und die Membran luftgetrocknet.

2.7.4.5 Strep-tag®lI-Detektionssystem

Der spezifische Nachweis Strep-tag®II-haltiger Proteine auf Nitrocellulose-Membranen oder
PVDF-Membranen erfolgte mittels StrepTactin®-Peroxidase-Konjugat  (Institut  fur
Bioanalytik GmbH, Gottingen).

Nach dem Blot-Vorgang wurde die Membran in 20 ml Blockingpuffer (1 x PBS-Puffer [4 mM
KH2PO4, 16 mM Na;HPO4, 115 mM NaCl] mit 3 % BSA [w/v] und 0,5 % Tween 20) fir 1 h
bei RT oder tiber Nacht bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen vor der Detektion
zu blockieren. Anschlielend wurde die Membran 3 x 5 min in 1 x PBS-Puffer mit 0,1 % (v/v)
Tween 20 gewaschen. Nach dem letzten Wachschritt wurde 10 ml PBS-Puffer mit 0,1 % (v/v)
Tween 20 hinzugegeben. Fir den Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte eine
einstiindige Inkubation mit 1:100000 StrepTactin-HRP-Konjugat (Biorad, Miinchen), verdiinnt
in 1 x PBS mit 0,2 % (w/v) BSA und 0,1 % Tween 20. Anschlieend wurde die Membran
2 X 1 min in PBS-Puffer mit 0,1 % (v/v) Tween 20 und 2 x 1 min in PBS-Puffer gewaschen.
Das Konjugat war mit einer Meerettich-Peroxidase markiert, welche mittels ECL-Reaktion
(Enhanced Chemiluminescence) nachgewiesen werden konnte. Bei diesem Nachweis wird
Luminol in Anwesenheit von H2O> unter Lichtaussendung oxidiert. Die Losungen A (5 ml
100 mM Tris-HCI [pH 8,0], 22 pl 90 mM p-Cumarsdure [in DMSO geldst], 50 pl
250 mM Luminol [3-Aminophtalhydrazid, in DMSO gel6st]) und B (5 ml 100 mM Tris-HCI
[pH 8,0], 4 ul 30 % H20> [v/v]) wurden zu diesem Zweck im Dunkeln gemischt und fir einige
Minuten auf die Membran gegeben. Die Membran wurde anschlielend luftblasenfrei in eine
Folie gelegt und in einer Fotokassette durch Auflegen eines Rontgenfilms (Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film, Roche Diagnostics, Mannheim) fiir 5 min bis 1 h exponiert.
Der Rontgenfilm wurde in Entwicklerlosung (Calbe Fotochemie, Calbe) geschwenkt und
anschlieBend in Wasser gewaschen. Abschlielend erfolgte eine Inkubation in Fixiererlosung
(Calbe Fotochemie, Calbe).

2.7.4.6 Proteinfarbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blau

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden 1 h oder (ber Nacht leicht
schwenkend in Coomassie-Farbeldsung (2 g Coomassie Brilliantblau R-250, 0,5 g Coomassie
Brilliantblau G-250, 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, ad 1 | H2Obidest)
inkubiert (Weber und Osborn, 1969). Anschliefend erfolgte die Entfarbung von nicht
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proteingebundenem Farbstoff innerhalb von 1-2 h durch Entfarberlésung (10 % [v/v] Ethanol,
10 % [v/v] Essigsaure) (Weber und Osborn, 1969). Die Gele wurden bis zur Trocknung in

H2Onidest. aufbewahrt.

2.8 Rekonstitution von Membranproteinen

Unter Rekonstitution versteht man den funktionstiichtigen Einbau eines Membranproteins in
ein Membransystem (Eytan, 1982; Dencher, 1989; Zakim und Scotto, 1989). Ein solches
Membransystem konnen z.B. Liposomen sein. Bei diesen handelt es sich um kinstlich
hergestellte in sich geschlossenen Phospholipide, die einen mit wassrigen Medium gefllten
Innenraum besitzen, der durch eine Lipiddoppelschicht umgeben ist. Erforderlich fur die
Rekonstitution ist ein nativ gefaltetes Membranprotein, das in Detergenz gereinigt vorliegt. Das
zu rekonstituierende Membranprotein kann nun mittels verschiedener Techniken in
vorgefertigte Membranen eingebaut werden. Dabei erfolgt der Einbau grundsatzlich in zwei
verschiedenen Richtungen (cytoplasmic-out oder periplasmic-out), was Einfluss auf die
Funktionalitat des Proteins nimmt (Eytan, 1982).

2.8.1 Herstellung von unilamellaren Vesikeln

Multilamellare Vesikeln sind fiir Analysen von Translokationsprozessen eher ungeeignet, da
nur die &ulere Schicht der Lipidmembranen untersucht werden kann. Daher werden
unilamellare Vesikel bendtigt.

Zur Rekonstitution von Membranproteinen wurden E. coli-Phospholipide (Avanti® Polar
Lipids, Alabaster, USA,; E. coli Total Lipid Extract: 57,5 % Phosphatidylethanolamin, 15,1 %
Phosphatidylglycerol, 9,8 % Cardiolipin, 17,6 % Andere) verwendet. Die in Chloroform
geldsten Lipide (25 mg/ml) wurden unter Stickstoffstrom vorsichtig verblasen. AnschlieRend
wurde der Lipidfilm in Puffer W-Detergenz-Ldsung (Puffer W: 100 mM Tris-HCI [pH 8,0],
150 mM NaCl, mit 1 % Octyl-3-D-glucopyranosid) aufgenommen und fiir 2 h auf Eis inkubiert.
Fur die Herstellung unilamellarer Vesikel fand zum einen der Extruder (Avestin Liposo-Fast™.-
50) oder das Ultraschallbad (Bandelin Sonorex RK 52 H) seine Anwendung.

Die Extruder-Apparatur wurde mit zwei Filterpapieren, sowie einer Polycarbonatmembran mit
definierter PorengréfRe (200 nm) versehen. Der erforderliche Druck wurde durch zwei
Hamilton-Spritzen erreicht, die die Lipidsuspension durch die Membran driicken. Im Fall der
Verwendung des Ultraschallbades wurde die Lipidsuspension im Ultraschallbad beschallt, bis

der Ansatz klar war (~15 min).
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2.8.2 Rekonstitution von Membranproteinen mit Hilfe von Biobeads
Fur die Rekonstitution von gereinigten Proteinen in Liposomen mit Hilfe von Bio-Beads®SM
wurden die unilamellaren Vesikel gemaR 2.7.1. hergestellt. Der Rekonstitutionsansatz setzte
sich wie folgt zusammen:

250 pl Lipid/OG-Gemisch (8,33 mg/ml)

60 pg solubilisiertes Membranprotein (0,2 mg/ml)

Das Lipid-Protein-Verhéltnis betrug 1:41,65.

ATP (Endkonzentration 10 mM)
Der Ansatz wurde mit Puffer W auf 600 pl aufgefullt.

Unter Verwendung von Bio-Beads®SM (Biorad, Hercules, USA), welche nach den
Herstellerangaben vorbehandelt und aktiviert wurden, konnte das Detergenz nach dem Einbau
des zu rekonstituierenden Membranproteins aus den Liposomen entfernt werden. Bei Bio-
Beads handelt es sich um pordse Polystyrolpolymere (Harzkiigelchen), die durch hydrophobe
Wechselwirkungen die Detergenzmolekiile adsorbieren, sodass das Protein mdglichst nicht
mehr von Detergenzmolekiilen umgeben ist. Die Zugabe darf jedoch nur in einem bestimmten
Konzentrationsverhéltnis erfolgen, da die Harzklgelchen auch Membranproteine, sowie
Lipidmolekiile aufgrund ihrer Hydrophobizitat binden kdnnen. Jedem Rekonstitutionsansatz
wurden 60 mg der Bio-Beads®SM zugegeben. Der Ansatz wurde mit Stickstoff begast und fur
2 h langsam bei 4°C gerthrt. Daraufhin wurden die Bio-Beads®SM gewechselt und der Ansatz
fur weitere 1-2 h unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Nach Zentrifugation des Ansatzes
(300 g, 1 min) wurden 200 pl der Proteoliposomenldsung 30 min bei 56000 rpm und 4°C
ultrazentrifugiert. Das erhaltene Proteoliposomenpellet wurde in Puffer W resuspendiert und
unverdinnt oder 1:1 mit Puffer W verdiinnt zur Aktivitatsmessung verwendet. Um den Einbau
des Proteins in die Liposomen zu kontrollieren, wurden 12 pl des Rekonstitutionsansatzes auf

ein SDS-Gel aufgetragen und quantifiziert.

2.8.3 ATPase-Aktivitatstest (Lanzetta et al., 1979)
Die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) und

anorganischem Phosphat (Pi) liefert die Energie, die fir die Translokation von Kupferionen
durch die P-Typ ATPasen bendtigt wird. Das freigesetzte Pi kann mit der Methode nach
Lanzetta et al., (1979) kolorimetrisch im nanomolaren Bereich detektiert werden. Die
Phosphatbestimmung erfolgt dabei diskontinuierlich an Proben, die dem Reaktionsansatz in

regelmaliigen Abstanden entnommen worden sind. Aus dem Phosphatgehalt der einzelnen
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Proben zum Entnahmezeitpunkt t und der eingesetzten Proteinmenge wurde die Enzymaktivitat
in nmol Pi/ mg Protein ermittelt.

Der ATPase Aktivitatsansatz enthielt 100 mM Tris-HCI (pH 7,6), 3 mM MgCl,, 6 mM ATP,
20 mM Cystein, 2,5 mM DTT, und 0,01 mg/ml Proteoliposomen. Die Reaktionsansatze wurden
zunéchst bei 30°C fir eine Minute vorinkubiert, bevor die Metalle AuHCI4 und bzw. oder CuCl»
zugegeben worden sind. Als Kontrollen dienten Reaktionspuffer ohne und mit dem Metall
sowie Proteoliposomenansatze, bei denen eine Zugabe von AuHCIls oder CuCl> nicht
vorgenommen worden ist. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden dann 50 ul Probenansatze
entnommen und in ein Eppendorfgefal Gberflihrt. Zu diesem wurden 800 ul Farbreagenz
(Ammoniummolybdat/ Malachitgriinhydrochlorid/ Tween 20) und nach 1 min 100 pl 34 %
Sodiumcitrat-Lésung zugegeben. Nach 30 min bis 2 h wurde die Optische Dichte bei 660 nm
mit dem TECAN Infinite 200 PRO reader (TECAN, Mannersdorf, Schweiz) bestimmt.

Farbreagenzchemikalien:

0,045 % Malachitgriinhydrochlorid (MG)
4,2 % Ammoniummolybdat in 4N HCI (AM)
34 % Sodiumcitrat x 2 H20 (w/v)

Das Farbreagenz wurde wie folgt aus den oben aufgefiihrten Losungen vorbereitet:

Ein 3:1 Ansatz von Malachitgriinhydrochlorid und Ammoniummolybdat wurde flir mindestens
20 min gemischt und anschlieBend durch ein Whatman-Filter (VWR International GmbH,
Dresden) filtriert. Zu einer 40 ml MG/AM-L6sung wurden anschlieBend 24 pl Tween 20
hinzugegeben, und der Ansatz fiir eine weitere Stunden auf einem Magnetrihrer inkubiert. Die

Lagerung der Losung erfolgte im Dunkeln auf Eis.

2.9 Analytische Methoden
2.9.1 Analytische Elektronenmikroskopie-EDX

2.9.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Aus einer Tris-MM Vorkultur, der friihen stationdren Phase wurde eine zweite VVorkultur 5%ig
beimpft. Diese wurde schuttelnd bei 30°C und 200 rpm flr 24 h, bis zum Erreichen der spaten
stationdren Phase, angezogen. Die Anzucht der einzelnen Kulturen fand in 55 ml
Reagenzglasern (25 mm Durchmesser, Clark Scientific LTD) statt. Anschliefend wurden die
Zellen bei 4500 g fur 10 min in der Eppendorf-Zentrifuge 5804R (Eppendorf AG, Hamburg)

zentrifugiert und die Zellpellets in Tris-MM mit entsprechenden Metallzusatzen resuspendiert.
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Nach Inkubation der Kultur fiir 72 h bei 30°C und 100 rpm, wurden die Zellen direkt fur 3 h
mit 3 % Glutaraldehyd (Sigma, Taufkirchen) in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer (SCB) fixiert.
AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 4500 g fir 5 min und die Aufnahme in 4 %
Agar/SCB, gefolgt von einem Waschschritt mit SCB-Puffer Gber Nacht bei 4°C und drei
Waschschritten mit dem gleichen Puffer fur 5 min. Nach anschlieBender Postfixierung mit
Osmiumtetroxid fur 1 h, wurden die Proben in einer steigenden Reihe von
Ethanolkonzentrationen dehydriert (10 %, 30 %, 50 %), dann mit 1 % Uranylacetat/70 %
Ethanol flr 1 h inkubiert und mit weiteren Ethanolreihen dehydriert (70 %, 90 % und 100 %).
AnschlieBend sind die Proben mit Epoxidharz infiltriert (Spurr, 1969) und bei 70°C
polymerisiert worden. Die Ultradiinnschnitte (80-100 nm) wurden mit einem EM900
Transmissionselektronmikroskop (Carl Zeiss SMT, Oberkochen) bei 80 kV betrachtet und die
Dokumentation mit einer Variospeed SSCCD Kamera SM-1k-120 (TRS, Moorenweis)

vorgenommen.

2.9.1.2 EDX-Analyse

Ergénzend zur Transmissionselektronmikroskopie wurde die EDX-Analyse (energy dispersive
X-ray analysis) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein klassisches Verfahren, dass seine
Anwendung in der Analyse von oberflachennahen Bereichen von Festkorpern oder zur
Charakterisierung von Ultradinnschnitten findet. Bei dem EDX-Verfahren emittiert die zu
untersuchende Probe, die mit energiereichen Elektronen bestrahlt wird, Rontgenstrahlung einer
fir das jeweilige Element spezifischen Energie. Die Anregung dieser charakteristischen
Rontgenstrahlung erfolgt dadurch, dass ein Elektron durch einen Elektronenstrahl einheitlicher
Energie aus der kernnahen Elektronenschale des angeregten Atoms herausgeschlagen wird. Ein
derartiger Zustand ist instabil und die entstandene Elektronenliicke wird daher mit einem
energiereicheren Elektron einer entfernt befindenen Elektronenschale aufgefullt. Die
Energiedifferenz zwischen den beiden Elektronenschalen wird als Réntgenquant abgegeben.
Die Auswertung der erhaltenen Spektrallinien im Rontgenspektrum erlaubt es, die
Zusammensetzung der Probe zu identifizieren und tber die Intensitat der Spektrallinien zu
quantifizieren (Nadeau, 2012).

Die EDX-Messungen wurden in einem Transmissionselektronenmikroskop durchgefiihrt (FEI,
Titan® GS 80-300), das mit einer hohen Helligkeit Feldemissions-Elektronenkanone, einer
spharischen Abberation (Cs)-Korrektur fur die Objektivlinse und einem Siliziumdriftdetektor
ausgestattet ist. Die Untersuchungen wurden an 100 nm Ultradiinnschnitte im STEM-Modus

(scanning transmission electron microscopy) und einer Beschleunigungsspannung von 80 keV
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durchgefuhrt. Im STEM-Modus wird der Elektronenstrahl tiber einen Teil der untersuchenden
Probe gescannt und an jedem einzelnen Punkt des gescannten Bereiches wird ein vollstandiges
EDX-Spektrum aufgenommen (QMap). Diese Spektren wurden mit der Esprit 1.9 Software von
Bruker analysiert. Desweitern erfolgte die EDX-Messung einzelner Partikel im

Transmissionselektronenmikroskop FEI, Tecnai G? F20.

2.9.2 Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS)

Fur die Messung wurde die X Series Il ICP-MS von Thermo Fisher eingesetzt. Die
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma sollte der Spurenelementanalyse in
Zellen von C. metallidurans dienen, die verschiedenen Wachstumsbedingungen ausgesetzt
waren. Das Prinzip beruht auf der lonisierung des zu analysierenden Probenmaterials in einem
Plasma bei etwa 5000-10000°C. Zur Erzeugung dieses Plasmas wird ein hochfrequenter Strom
ionisiertes Argon induziert. Aus diesem Plasma werden die lonen durch zwei Blenden, dem
Sampler und Skimmer, in das Vakuumsystem des Massenspektrometers Uberfiihrt. Nach
Fokussierung durch Linsensysteme wird der lonenstrahl im Quadropol in lonen
unterschiedlicher Massen getrennt und anschlieBend quantitativ und simultan vom analog/PC
Detektor erfasst (Niu und Houk, 1996).

2.9.2.1 Zellanzucht von C. metallidurans
Zur quantitativen Elementanalytik mittels ICP-MS wurde eine C. metallidurans-Vorkultur in
Tris-MM bis zur frihen stationdren Phase bei 30°C und 200 rpm angezogen. Mit dieser
Vorkultur wurde eine zweite Tris-MM-Vorkultur 5%ig angeimpft, die dann ebenfalls bei 30°C
und 200 rpm fur 24 h inkubiert wurde. Die Hauptkultur wurde 2%ig angeimpft und in einem
Wasserbad bei 30°C und 200 rpm schiittelnd inkubiert. Nach Erreichen einer Optischen Dichte
von 100 KE, die mittels des Klett-Summerson Colorimeter (Klett MFG Co., New York)
bestimmt worden ist, wurden AuHCIs und CuCl> in definierten Konzentrationen zu den
wachsenden Kulturen gegeben. Das Wachstum wurde dann bis 150 Klett unter den
Ausgangsbedingungen im Wasserbad fortgesetzt und anschlieend 10 ml der Zellen durch
Zentrifugation bei 4500 g und 4°C fiir 30 min in der Eppendorf-Zentrifuge 5804R (Eppendorf
AG, Hamburg) geerntet. Das Zellpellet wurde zweimal mit Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 7,0],
10 mM EDTA) gewaschen, um berschiissige Metalle zu entfernen. Die Lagerung der Proben
erfolgte bis zur Probenvorbereitung fir die ICP-MS bei -20°C. Als Nullwerte dienten
Medienansétze, ohne bzw. mit den entsprechenden Metallkonzentrationen, die in parallelen
Ansatzen wie die Kulturproben behandelt worden sind.
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2.9.2.2 Probenvorbereitung und ICP-MS Messung

Das Zellpellet wurde in konzentriertes Konigswasser suspendiert (analytischer Grad 30 % HCI
und 67 % HNOs in einem Verhaltnis von 3:1, Normatom/PROLABO) und fiir mindestens 4 h
bei 70°C im Hybridisierungsofen mineralisiert. Die Endkonzentrationen von HCI in der Probe
betrug 5 % (v/v) und die von HNO3 2 % (v/v). Nach Abkiihlen der Proben wurden sie auf ein
Volumen von 1,5-5 ml mit Reinstwasser aufgefllt.

2.9.2.3 Ermittlung des Metallgehaltes ganzer Zellen

Zur quantitativen Bestimmung des Metallgehaltes in den Proben, wurden vor jeder Messreihe
Eichgeraden erstellt. Zu diesem Zweck wurde ein ICP-MS Multielementestandard (Merck
KGaA, Darmstadt) in 5 % HCI in Konzentrationen von 0 bis 100 ppb (parts per billion) erstellt,
wobei das Verhéltnis der gemessenen counts gegen den internen Indiumstandard bestimmt
wurde.

Die Konzentration der jeweiligen Elemente wurde in ppb bestimmt. Die gemessenen ppb-Werte
der Nullwerte dienten als Korrekturfaktor fur die Berechnung. AuRerdem wurden
Bestimmungs- und Nachweisgrenzen errechnet. Die Nachweisgrenze berechnet sich aus der
Summe des Nullwertmittelwertes (MW) und der dreifachen absoluten Standardabweichung
(SAW) des Nullwertes. Hingegen lasst sich die Bestimmungsgrenze aus der Summe des
Nullwertmittelwertes und der zehnfachen absoluten Standardabweichung des Nullwertes

bestimmen.
Nachweisgrenze: MW+(3xSAW)
Bestimmungsgrenze: MW-+(10xSAW)

Fur die Auswertung wurden die resultierenden ppm, ppb oder ppt-Werte via Molarer Einheiten
in Atome transformiert und durch die Zellzahl in der Probe dividiert, die zuvor als colony-
forming units bestimmt wurde.

_ ppb-Werte x10° SN
elle o 2 xXMXZ

Atome /Z

NA — Avogadrokonstante 6,022 x 10?3 mol

M — Molare Masse [g/mol]

Z — Zellzahl pro Liter [Zellen/l]

2 — Verdunnungsfaktor resultierend aus der Konzentrierung der Probe von 10 ml auf 5 ml

108— Einheitenkorrekturfaktor
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3 Ergebnisse

3.1 Keine Beteiligung von Staphyloferrin B an der Goldresistenz

In einer vor kurzem verdffentlichten Arbeit wird dem Siderophor Delftibactin A aus
D. acidovorans eine grofle Bedeutung an der Reduzierung von Au(lll)-Komplexen zu
elementaren Au(0) im extrazellularen Raum nachgewiesen (Johnston et al., 2013).
C. metallidurans ist in der Lage als einziges bisher bekanntes Siderophor in diesem Organismus
Staphyloferrin B zu synthetisieren, welches zuvor Alcaligin E bezeichnet wurde (Gilis et al.,
1996). Die Biosynthese und das Aufnahmecluster sind unter der strikten Kontrolle des
Sigmafaktors Rpol (Grosse et al., 2007). Sollte dieser Siderophor an der Goldresistenz beteiligt
sein, so miusste die Deletion des Sigmafaktors die Goldresistenz von C. metallidurans
wesentlich beeintrachtigen. Um dies zu untersuchen wurden Wachstumsendpunkt-
bestimmungen mit steigenden Konzentrationen an Goldchlorid durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass die Deletion von rpol sowie die der verwandten Sigmafaktoren rpoJ und rpoK (Grosse et
al., 2007) einen leichten Anstieg an der Goldresistenz verursachten, der aus der méglichen
abnehmenden Mobilisierung der Goldkomplexe durch die Mutanten resultieren konnte. Diese
Deletionen fiihrten jedoch nicht zu der drastisch abnehmenden Resistenz, die durch Deletion
von Delftibactin A in D. acidovorans beobachtet werden konnte.
Aus diesen Daten kann geschlussfolgert werden, dass die Golddetoxifizierung in den Bakterien
D. acidovorans und C. metallidurans tber unterschiedliche Mechanismen verlaufen muss.
0,8
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Abb. 3: Goldresistenz der Sigmafaktor-Deletionsmutanten. Der C. metallidurans Wildtypstamm CH34 &)
sowie die Deletionsmutanten DN486 (ArpoJ) (m), DN488 (Arpol) (A) und DN490 (ArpoK) (@) wurden in einer
Vorkultur bis zur friihen stationdren Phase in Tris-MM angezogen. Aus dieser wurde eine zweite VVorkultur 5%ig
angeimpft und fir 24 h bei 30°C unter Schitteln kultiviert. Die Hauptkultur wurde 10%ig aus der zweiten
Vorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an AuHCI, inkubiert. Die jeweilige Optische
Dichte bei 600 nm wurde nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von
vier unabhéngigen Messungen.
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3.2 Die Megaplasmide sind nicht an der Goldresistenz und der

Biomineralisierung beteiligt

Die Schwermetallresistenz von C. metallidurans wird durch eine Vielzahl von
Resistenzsystemen vermittelt, die auf den beiden Chromosomen (Legatzki et al., 2003; Munkelt
et al., 2004), sowie den beiden Plasmiden pMOL28 (171 kb) und pMOL30 (233 kb) lokalisiert
sind (Mergeay et al., 1978; Mergeay et al., 1985; Monchy et al., 2007). Trotz der hohen
Redundanz von Schwermetallresistenzsystemen konnten jedoch in Microarrays nur wenige
Genregionen auf den Plasmiden durch Goldchlorid (Reith et al., 2009), Goldcyanid,
Goldthiomalat oder Goldthiosulfat (Wiesemann et al., 2013) hochreguliert werden. Bei diesen
Systemen handelt es sich um mer-Determinanten auf den beiden Plasmiden sowie das auf
pMOL30-lokalisierte cop-Cluster, das aus 19 putativen Genen besteht, deren Proteine
wesentlich zur cytoplasmatischen und periplasmatischen Kupferdetoxifizierung beitragen
konnten (Monchy et al., 2006).

Um den Einfluss der Plasmide auf die Goldresistenz zu untersuchen wurde die Minimale
Inhibitor Konzentration (MIC) (2.5.2) des Wildtypstammes CH34 sowie dessen plasmidfreien
Derivates AE104 bestimmt und Wachstumsendpunktbestimmungen (2.5.1.3) mit diesen
Stammen durchgefihrt. Bei der MIC handelt es sich um die kleinste Metallkonzentration, bei
der der untersuchte Stamm nicht mehr in der Lage ist zu wachsen. Dazu wurden den Tris-MM-
Agarplatten  verschiedene Konzentrationen der Schwermetallsalze zugegeben. Die
C. metallidurans-Stamme wurden auf den Agarplatten ausgestrichen und fiir 4 Tage bei 30°C
inkubiert. AnschlieRend wurde das Wachstum ausgewertet und die MIC bestimmt (Tab. 4). Es
lasst sich erkennen, dass die Plasmide keinen Einfluss auf die Resistenz gegen AuHCIl4 oder
Au(S203)2 auf Festmedium haben.

Tab. 4: Bestimmung der MIC von CH34 und AE104 (n=3).

Stamm  relevanter Genotyp ~ Minimale Inhibitor Konzentration (MIC) [uM]

AuHCl, AU(S203)2
CH34 pMOL28, pMOL30 1,0 0,6
AE104 plasmidfrei 1,0 0,6

Dieses Ergebnis konnte auch in den Wachstumsendpunktbestimmungen verifiziert werden, die
in 96well-Mikroplatten mit steigenden Konzentrationen an Goldchlorid oder Goldthiosulfat
durchgefiihrt wurden (Abb. 4). Wahrend jedoch planktonische Zellen héhere Konzentrationen

toxischer Goldkomplexe in den Flussigkulturen tolerieren kdnnen, kann ein Wachstumsdefizit
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bereits bei geringeren Konzentrationen auf Festmedium gezeigt werden. Diese
Konzentrationsunterschiede konnten nicht bei anderen Schwermetallsalzen, wie Silberchlorid
und Kupferchlorid nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). C. metallidurans kann daher

abhangig von den Wachstumsbedingungen unterschiedlich mit der Goldtoxizitat umgehen.

A. B.
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Abb. 4: Die Plasmide pMOL28 und pMOL30 von C. metallidurans haben keinen Einfluss auf die Resistenz
von AuUHCIls und Au(S:203)2. Die C. metallidurans Stdmme CH34 (pMOL28, pMOL30) &) und AE104
(plasmidfrei) (m) wurden in einer Vorkultur bis zur frihen stationdren Phase in Tris-MM angezogen. Aus dieser
wurde eine zweite Vorkultur 5%ig angeimpft und fir 24 h bei 30°C unter Schiitteln kultiviert. Die Hauptkultur
wurde 10%ig aus der zweiten Vorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an A. AuHCl,
und B. Au(S203): inkubiert. Die jeweilige Optische Dichte bei 600 nm wurde nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhdngigen Messungen.

Der Einfluss der Plasmide auf die Goldbiomineralisierung wurde mit transmissionselektronen-
mikroskopischen Aufnahmen dokumentiert. Dazu wurden die Zellen zundchst mit
verschiedenen Konzentrationen an Goldchlorid und Goldthiosulfat fir 24-80 h in Tris-MM
kultiviert, um die Anzucht der Zellen flr die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zu
etablieren. Die Zellen bildeten mit 40 uM AuHCl4 ab 56 h Nanopartikel. Bei entsprechenden
Inkubationen mit Goldthiosulfat (50 uM-500 uM, bis 80 h) konnten unter den getesteten
Bedingungen keine Nanopartikel detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zu
nicht behandelten Zellen bildeten die mit 50 pM AuHCIs inkubierten Zellen des
Wildtypstammes CH34(pMOL28, pMOL30) sowie dessen Derivate AE104(plasmidfrei),
AE126(pMOL28) und AE128(pMOL30) fibrillare Strukturen des Cytoplasmas sowie

metallische Goldnanopartikel in der Grélienordnung von 13,3 £ 3,9 nm.
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500 nm

Abb. 5: Bildung von Goldnanopartikeln durch
C. metallidurans.

A. CH34(pMOL28, pMOL30) sowie dessen
Derivate B. AE104(plasmidfrei), C.
AE126(pMOL28) und D. AE128(pMOL30)
wurden flr 72 h in Tris-MM mit 50 uM AuHCl,4
kultiviert. Als Kontrolle diente die Inkubation der
Zellen ohne die Zugabe von AuHClI, (E.: CH34).
Die Pfeile zeigen auf elektronendichte Partikel,
die metallische Goldnanopartikel sind. Mal3stabe
sind 0,2 uM (A.) oder 0,5 puM (B.-E.). Die TEM-
Dokumentation erfolgte durch Dr. Dr. Gerd
Hause (Biozentrum, Abteilung Bildgebende
Verfahren).
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Die Analyse der chemischen Zusammensetzung der elektronendichten Partikel wurde mit dem
FEI TEM/STEM Tecnai G2 F20 durchgefihrt. Dazu wird die bei der Messung entstehende
charakteristische Rontgenstrahlung analysiert (energy dispersive X-ray analysis, EDX). Die
EDX-Analyse ist exemplarisch an den TEM-Schnitten des plasmidfreien Derivates AE104
dargestellt, dessen Zellwachstum mit 50 uM AuHCl4 erfolgte. Es konnten Goldnanopartikel im
Periplasma und an der Cytoplasmamembran (Abb. 6) sowie in wenigen Fallen auch im
Cytoplasma (s. Anhang Abb. 36) analysiert und identifiziert werden. Neben Gold als
Bestandteil dieser Nanostrukturen konnten auch Osmium, Uran und Kupfer detektiert werden,
dessen Vorkommen auf die Probenvorbereitung fur die TEM-Untersuchungen zurlickgefuhrt
werden kann. Osmium und Uran fanden bei der Fixierung der Proben ihre Verwendung,
wahrend Kupfer auf das Tragernetzchen zurlickzufiihren ist, auf dem die Ultradunnschnitte von
100 nm aufgezogen wurden. Als Kontrolle erfolgte die elementspezifische Analyse aufRerhalb

der Zelle, in denen kein Gold detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Intensitat

1000

oo ° * Energie [keV] " »

Abb. 6: Transmissionselektronenmikroskopie eines C. metallidurans Dunnschnittes mit EDX-Analyse.
EDX-Analyse eines im Periplasma lokalisierten Goldnanopartikels. Die weie Zahl im STEM-Bild zeigt die
Nanostruktur, die wahrend der EDX-Analyse gescannt wurde. Bei dem 17 nm grofRen Partikel im Periplasma
konnte Gold als Bestandteil identifiziert werden. Daneben konnten die Fixierungsreagenzien Osmium und Uran
sowie Kupfer vom Tragernetzchen detektiert werden. Die technische Betreuung des Gerates wurde von Lutz
Berthold vorgenommen (Fraunhofer Institut fir Werkstoffmechanik, Halle).

Die elementspezifische Analyse einer im TEM-Schnitt sichtbaren Zelle wurde mit dem
Transmissionselektronenmikroskop FEI TEM/STEM Titan® G2 60-300 durchgefiihrt. Das
Titan-EDX bietet neben der gleichzeitigen elementspezifischen Identifikation der
Nanostrukturen einer Zelle auch die Moglichkeit der ersten Quantifizierung der chemischen
Komposition mit Prazision im subprozentualen-Bereich (Massenauflésung von >0,5-1% des
Massenanteils). Die absolute Konzentration wurde ermittelt, indem verschiedene Korrekturen

in Bezug auf Matrixeffekte durchgeftihrt wurden. Diese Korrekturen werden unter dem Begriff
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ZAF zusammengefasst (Z-Kernladungszahleffekt, A-Absorption, F-Fluoreszenz). Geréte wie
das Titan-EDX konnen eine Software-basierte standardlose Quantifizierung durchfiihren, die
auf eine Anpassung von Korrekturfaktoren zum gemessenen Spektrum beruht. Die Microtom-
Dinnschnitte  zeigten neben Gold als Nanostrukturen im Periplasma, an der
Cytoplasmamembran und durch Lyse der Zellen im extrazellularen Raum (s. Anhang Abb. 37)
auch eine Verteiligung von Gold im Cytoplasma bzw. im Nucleoid mit einem Massenanteil von
5,4 %.

MAG: 80000 x HV:80.0 kV MAG: 80.0kx HV: 80kV

Abb. 7: Inkubation von AE104 mit AuHCls. Der Stamm AE104 wurde mit 50 puM AuHCI, fir 72 h kultiviert.
A. STEM-Aufnahme mit HAADF-Detektor, B. HAADF-STEM kombiniert mit EDX-Nanoanalytik um eine
direkte Korrelation der Abbildung mit der lokalen Goldzusammensetzung zu erhalten (XEDS-energy dispersive
X-ray spectrometry, Goldkanal [Lai] in gelb gezeigt). Nc.: Nucleoid, C.: Cytoplasma, Pe.: Periplasma, &M: &ullere
Membran. Die Aufnahmen und die Auswertungen erfolgten durch Lutz Berthold (Fraunhofer Institut fiir
Werkstoffmechanik, Halle).

Das schwermetallresistente Bakterium C. metallidurans benétigt daher die beide Plasmide mit
den dort lokalisierten Resistenzsystemen nicht flr die Goldresistenz oder die Biotransformation

von Gold.

3.3 Interferenz der Gold- und Kupferresistenz
3.3.1 Die Kupferinkubation erhoht die Goldsensitivitat

Ausgehend von ICP-MS bzw. ICP-OES-Bestimmungen von Bodenprobenmaterial aus
goldhaltigen Standorten in Australien konnte eine Korrelation zwischen den Goldvorkommen
und erhohten Konzentrationen an Schwermetallen, wie Kupfer, Nickel, Zink oder Kobalt
festgestellt werden (Reith et al., 2012). In einem ndchsten Schritt wurde daher in
Wachstumsendpunktbestimmungen die Interferenz der Goldresistenz durch andere

Schwermetalle, wie CoCly, CuCl,, NiCl, und ZnCl, untersucht. Dazu wurde eine zweite
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Vorkultur von CH34 5%ig in frischem Tris-MM mit der entsprechenden Konzentration an
Schwermetall inkubiert. Die Konzentrationen an CoClz, CuClz, NiCl2 und ZnCl; sind so
gewahlt worden, dass sie keinen Einfluss auf das Wachstum der zweiten Vorkultur oder der
Hauptkultur aufwiesen, wie in zeitlichen Wachstumskurven dokumentiert wurde (Daten nicht
gezeigt). Als Kontrolle erfolgte die Anzucht von CH34 ohne die Zugabe eines Schwermetalls
in der zweiten Vorkultur (Abb. 8).
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Abb. 8: Die Abhangigkeit der Goldtoxizitat von der Vorinkubation mit Schwermetallkationen. CH34-Zellen
wurden bis zur friihen stationdren Phase in Tris-MM bei 30°C unter Schiitteln kultiviert. Aus dieser Kultur wurde
eine zweite Vorkultur 5%ig in frischem Tris-MM verdinnt, mit 100 uM CuCl, (m), 100 uM CoCl. (@),
100 UM NiCl; (A) oder 100 pM ZnCl; (O) versetzt und fir 24 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Als Kontrolle
erfolgte das Wachstum von CH34 in der zweiten Vorkultur ohne eine Metallzugabe (). Die Hauptkultur wurde
10%ig aus der zweiten VVorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an AuHCI, bei 30°C
und 1300 rpm inkubiert. Die Optische Dichte wurde bei 600 nm nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3-5 unabhangigen Messungen.

Nur die Vorinkubation mit CuCl; fuhrte zu einer Steigerung der Goldsensitivitat. Ausgehend
von dieser Beobachtung und der Ahnlichkeit der Metallchemie von Gold und Kupfer wurde
nun die Hypothese aufgestellt, dass es eine Interferenz zwischen Gold und den
Kupferresistenzsystemen geben konnte, die wesentlich die Goldresistenz und die Bildung der
Goldnanopartikel durch Au(l11)-Komplexe beeinflussen kénnte.
Fur die nachfolgenden Analysen sind Gold- und Kupferkonzentrationen gewahlt worden, die
den Bedingungen an den goldhaltigen Standorten gleichen und keinen Einfluss auf das
Wachstum der zweiten Vorkultur oder der Hauptkultur, sowie der Zellmorphologie oder der
Zelldichte (cfu) hatten (Daten nicht gezeigt). Der Einfluss einer Kupfervorinkubation auf die
Kupfer- und Goldresistenz wurde mit den Stdmmen CH34(pMOL28, pMOL30) und
AE104(plasmidfrei) bei unterschiedlichen Konzentrationen an CuCl, genauer analysiert (Abb.
9).
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Abb. 9: Einfluss einer Kupfervorinkubation auf die Kupfer- und Goldresistenz von CH34 (A.,C.) und
AE104 (B., D.). Eine zweite Vorkultur wurde 5%ig aus der ersten Vorkultur in frischem Tris-MM angeimpft und
mit 50 uM (M) oder 200 pM Cu(ll) (A) versetzt und fiir 24 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Als Kontrolle
erfolgte das Wachstum von CH34 €) und AE104 @) ohne eine Metallzugabe. Die Hauptkultur wurde 10%ig aus
der zweiten Vorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an CuCl, oder AuHCI, bei 30°C
und 1300 rpm inkubiert. Die Optische Dichte wurde bei 500 nm bzw. 600 nm nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens 5 unabh&ngigen Experimenten.

Die Abnahme der Goldresistenz war dabei unabhé&ngig von den Plasmiden pMOL28 und
pMOL30 und der in diesen Experimenten eingesetzten Kupferkonzentration (Abb. 9 C/D). In
diesem Zusammenhang verdeutlichten die zeitlichen Wachstumskurven der CH34-Zellen
(s. Anhang Abb. 38A), dass eine VVorinkubation mit 200 uM CuCl> zu einer langeren lag-Phase
und einem etwa 5 h verzdgerten Eintritt in die stationdre Phase fiihrte. Dieser Effekt konnte mit
einer geringeren Konzentration an CuCl, von 5 pM nicht gezeigt werden. Deutlichere
Wachstumsunterschiede waren durch Vorinkubation der Zellen erkennbar, deren Wachstum in
der Hauptkultur mit 10 uM AuHClI, statt 5 uM AuHCls vorgenommen wurde. Dies fiihrte zu
einer langeren lag-Phase der Zellen, wobei auch innerhalb des Zeitintervalls nicht die gleichen
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Optischen Dichten der stationdaren Phase erreicht werden konnten, wie sie fiir Zellen ohne eine
Vorinkubation ermittelt wurden (s. Anhang Abb. 38B).

Wahrend eine Vorinkubation mit CuCl; zu einer Steigerung der Goldsensitivitat fiihrte, erhéhte
sie die Kupferresistenz von CH34(pMOL28, pMOL30) und AE104(plasmidfrei) (Abb. 9A/B).
Ab einer Konzentration von 200 uM CuCl; in der zweiten Vorkultur war ein deutlicher
Resistenzunterschied zwischen den beiden Stdmmen erkennbar, der auf das ausgedehnte cop-
Cluster auf pMOL30 von CH34 zurtickgefihrt werden kann.

Die inversen Experimente mit einer Goldvorinkubation hatten keinen Einfluss auf das
Resistenzniveau gegen AuUHCls oder CuCl, von CH34 und AE104, wie in
Wachstumsendpunktbestimmungen (Abb 10) und zeitlichen Wachstumskurven (s. Anhang
Abb. 39A/B) dokumentiert wurde.

Kontroll-Experimente mit CoCl> verdeutlichten bereits bei geringen Konzentrationen die
Notwendigkeit der Plasmide fiir dessen Detoxifizierung. So fiihrte eine Vorinkubation von
CH34-Zellen zu einer deutlichen Resistenzsteigerung (s. Anhang Abb. 40A), jedoch
beeinflussten variierende Konzentrationen an CoCl; nicht die Goldresistenz von CH34 und
AE104 (CH34: 100 puM und 200 uM CoCl,, AE104: 2,5 uM, 5 uM und 10 pM CoCly) (s.
Anhang Abb. 40 C/D). Eine Vorinkubation mit AuHCl4 verursachte auch keine Anderung der
Resistenz gegen CoCl. (s. Anhang Abb. 41A/B).
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Abb. 10: Einfluss einer Goldvorinkubation auf die Gold- und Kupferresistenz von CH34 (A.,C.) und AE104
(B., D.). Eine zweite Vorkultur wurde 5%ig aus der ersten VVorkultur in frischem Tris-MM angeimpft, mit 2,5 uM
(m) oder 5 UM AuHCI4(A) versetzt und fiir 24 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Als Kontrolle erfolgte das
Wachstum von CH34 () und AE104 (O) ohne eine Metallzugabe. Die Hauptkultur wurde 10%ig aus der zweiten
Vorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an AuHCI,; oder CuCl, bei 30°C und
1300 rpm inkubiert. Die Optische Dichte wurde bei 500 nm bzw. 600 nm nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens 7 unabh&ngigen Experimenten.

Das Phanomen der Steigerung der Goldsensitivitat durch eine Vorinkubation mit CuCl, konnte
auch bei Untersuchungen mit E. coli W3110 beobachtet werden (Abb. 11). Im Vergleich zu
C. metallidurans ist die Goldresistenz jedoch deutlich geringer was auf die unterschiedlichen
Animpfvolumina der Hauptkultur zuriickgefiihrt werden kann. Des Weiteren konnte im
Unterschied zu C. metallidurans die Goldsensitivitat mit steigenden Konzentrationen an CuCl;
erhoht werden. Bei der Interferenz der Goldresistenz durch CuCl, kénnte es sich demnach um

einen generellen Mechanismus handeln.
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Abb. 11: Einfluss der Goldresistenz des E. coli Stammes W3110 durch Vorinkubation mit CuClz. LB-
Ubernachtkulturen wurden 1:400 in Tris-MM verdinnt und in Anwesenheit von 0,05 mM (m), 0,1 mM (A) oder
0,25 mM CucCl; (@) oder ohne ) CuCl; fiir 16 h bei 37°C schittelnd inkubiert. Diese Vorkulturen wurde erneut
in Tris-MM 1:400 verdiinnt und ohne bzw. mit der gleichen Konzentration an CuCl, wie in der zweiten Vorkultur
fir zwei Stunden bei 37°C kultiviert. Diese Mittelkulturen wurde 1:400 in der Hauptkultur eingesetzt und in
Anwesenheit steigender Konzentrationen an AuHCI, inkubiert. Nach 16-stiindigem Wachstum wurde die Optische
Dichte bei 600 nm ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier unabhéngigen
Experimenten.

In weiteren Versuchsansatzen konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Anwesenheit von
Kupferionen in der zweiten Vorkultur maBgebend die Goldresistenz von C. metallidurans
beeinflussten. Die Zugabe einer definierten Kupferkonzentration zu steigenden
Konzentrationen an AuHClIs in der Hauptkultur fiihrte mit CH34- und AE104-Zellen zur
groRten Abnahme der Goldresistenz. Die Resistenz konnte jedoch durch eine zusétzliche
Vorinkubation mit CuCl> wieder gesteigert werden (Abb. 12). Daneben hatte die gleichzeitige
Zugabe beider Metalle auch eine Reduzierung der Kupferresistenz zur Folge, wobei eine
Goldvorinkubation keine Auswirkung auf die Resistenz des Metallsalzes Kupfer hatte (Abb.
13). Die beobachteten Ergebnisse waren dabei unabh&ngig von den Stdmmen und der
eingesetzten Konzentration an CuCl». Die Abb. 12 fasst die Ergebnisse fur CH34 und AE104
bei 200 puM CuCl, zusammen. Gleiche Effekte konnten jedoch auch bei geringeren

Konzentrationen an CuCl, (50 uM) beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

68



Ergebnisse

A B

0.8 0,8
0,7 0,7
0,6 0,6
_05 _05
204 204
©03 © 03
0,2 0,2
0,1 0,1

0,0 S E— 0,0 el

0 10 20 30 0 10 20 30

AuHCI, [uM] AUHCI, [uM]

Abb. 12: Einfluss der Goldresistenz von CH34 (A.) und AE104 (B.) durch 200 uM CuClz. Aus einer Vorkultur
der friihen stationdren Phase wurde eine zweite 24 h Vorkultur 5%ig angeimpft und 10%ig in Tris-MM-
Hauptkulturen mit den steigenden Konzentrationen an AuHCI, Gberimpft. Nach Inkubation fir 20 h bei 30°C
wurde die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Als Kontrolle erfolgte die Anzucht ohne Metallinkubation:
CH34>)AE104 (O). Daneben wurden Kulturen mit 200 uM CuCl; in der zweiten Vorkultur @) oder parallel zu
steigenden Konzentrationen an AuHCI, in der Hauptkultur (A) inkubiert. In einem weiteren Ansatz wurden die
Kulturen vorinkubiert und enthielten auch die gleiche Konzentration an CuCl, in der Hauptkultur @). Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens fiinf unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 13: Einfluss der Kupferresistenz von CH34 (A.) und AE104 (B.) durch 2,5 pM AuHCla. Aus einer
Vorkultur der frihen stationaren Phase wurde eine zweite 24 h Vorkultur 5%ig angeimpft und 10%ig in Tris-MM-
Hauptkulturen mit steigenden Konzentrationen an CuCl; tiberimpft. Nach Inkubation fiir 20 h bei 30°C wurde die
Optische Dichte bei 500 nm bestimmt. Als Kontrolle erfolgte die Anzucht ohne Metallinkubation: CH34(<),
AE104 (O). Daneben wurden Kulturen in den Kupferexperimenten mit 2,5 uM AuHCl, in der zweiten Vorkultur
(®) oder parallel zu steigenden Konzentrationen an CuCl; in der Hauptkultur (A) inkubiert. In einem weiteren
Ansatz wurden die Kulturen sowohl vorinkubiert und enthielten auch die gleiche Konzentration an AuHCl, in der
Hauptkultur @). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens sieben unabhéngigen
Experimenten.

Diese Ergebnisse konnten auch in der Bestimmung der MIC verifiziert werden (Abb. 14). Die

Anwesenheit beider Metalle fiihrte zu einer Abnahme der MIC von AuHCIs und CuCl, auf
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festem Tris-MM. Dabei folgten die Abnahmen einer linearen Funktion mit einem
Regressionskoeffizienten von 958 % fur AuHCls und 90,6 % fur CuCl.. Eine
Kupferkonzentration von 864 uM reduzierte die MIC von Gold um die Halfte. Dieser Wert lag
unter den 50 % des MIC-Wertes von CuCly, der ohne die gleichzeitige Zugabe mit AuHCl4
bestimmt werden konnte (2,25 mM). Hingegen waren 0,54 uM AuHCl4 nétig um die MIC von
CuClz um die Halfte zu reduzieren. Auch dieser Wert lag nahe an den 50 % des MIC-Wertes
von Gold ohne die gleichzeitige Anwesenheit von Kupfer (0,96 uM).
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Abb. 14: Minimale Inhibitor Konzentration von AuHCIs und CuCl; in Gegenwart des jeweilig anderen
Metalls. A. Au(lll)-MIC von CH34 in Gegenwart steigender Konzentrationen an CuCl,. Die gestrichelte Linie
stellt die lineare Regression mit der Funktion MIC(AuHCIl4)= 0,95uM-5,21 x 10*x Cu(l1) (Regressionskoeffizient
95,8 %) dar. B. Cu(Il)-MIC von CH34 in Gegenwart steigender Konzentrationen an AuHCl4. Die Funktion ist
MIC(CuCly)=2,24 mM-2,05xAu(lll) (Regressionskoeffizient 91 %). Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von mindestens vier unabhéngigen Messungen.

3.3.2 Veranderung der Gold- und Kupfergehalte durch Metallinkubation

Einhergehend mit diesen Beobachtungen stellte sich die Frage, inwieweit Anderungen in den
Gold- und Kupfergehalten zur Reduzierung der Resistenzen beitragen konnten. Die
C. metallidurans-Stdamme CH34(pMOL28, pMOL30) und AE104(plasmidfrei) wurden hierzu
in Tris-MM angezogen und bei 150 Klett-Einheiten, der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase, geerntet. Neben der Metallinkubation der Kulturen in der zweiten VVorkultur
erfolgte bei 100 Klett die Zugabe von 2,5 uM AuHCIs; und/oder 100 uM CuCl, in der
Hauptkultur. Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen mineralisiert und anschlie3end der
Metallgehalt mit der ICP-MS bestimmt und mit Hilfe der cfu (colony forming unit) der
Metallgehalt pro Zelle berechnet (2.9.2). Eine Zusammenfassung der Gold- und Kupfergehalte
der Stdmme bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen ist in Tab. 5 dargestellt. Das
Kultivierungsmedium enthielt bereits 6 nM Kupfer, was in der Tabelle nicht seine
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Berlcksichtigung findet, sondern lediglich die zugegebenen Metallkonzentrationen aufgefiihrt
sind.

Fur andere Metalle konnten keine signifikanten Unterschiede verzeichnet werden, so dass sie
daher in der Tabelle nicht aufgelistet wurden. Flr die Makroelemente Magnesium und Eisen
wurden 10 x 10° Atome/Zelle und 700 x 10° Atome/Zelle und fiir die Mikroelemente Zink
70.000 Atome/Zelle und Kobalt 5.000 Atome/Zelle berechnet.

Tab. 5: Kupfer- und Goldgehalt von CH34 und AE104 bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen
(n>4).

Stamm
Vorkultur Hauptkultur CH34 AE104
Au(lI(UM) — Cu(Il) (uM)  Au(lll) (uM)  Cu(ll) (uM)  Kupfer [Atome/Zelle x 107
0 0 0 0 09 £ 05 18 £ 06
0 0 2,5 0 07 £ 05 14 £ 06
0 0 0 100 27 £ 07 84+11
0 0 2,5 100 58 £17 140 £ 10
0 100 2,5 0 32+03 46 £ 04
0 100 0 100 44 = 07 66 £ 12
0 100 2,5 100 51+07 73+08
2,5 0 2,5 0 04 £04 13+ 05
2,5 0 0 100 59 + 03 68 £ 03
2,5 0 2,5 100 8011 144 + 17

Au(ln) (uM) — Cu(Il) (uM) — Au(lll) (uM) — Cu(ll) (uM)  Gold [Atome/Zelle x 107]

0 0 0 0 00 +00 00 +00
0 0 2,5 0 41 +09 50 + 07
0 0 0 100 00+ 00 00+ 00
0 0 2,5 100 96 + 05 176 £ 21
0 100 2,5 0 58 + 02 105+ 11
0 100 0 100 00+ 00 00+ 00
0 100 2,5 100 84 +09 93+ 08
2,5 0 2,5 0 50+ 09 72 +10
2,5 0 0 100 15+ 03 10 £ 03
2,5 0 2,5 100 122 + 27 192 + 28

Die Zugabe von CuCl, oder AuHClI4 nach Erreichen von 100 Klett fuhrte in den Stdmmen CH34
und AE104 zu unterschiedlichen Kupfergehalten, jedoch zu keinen signifikanten Unterschieden
im Goldgehalt (mit der Ausnahme der zusétzlichen Zugabe von Kupfer). CH34 mit seinem
ausgedehnten cop-Cluster auf pMOL30 besitzt eine deutlich erhdhte Kapazitat an Efflux- und
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Speichersystemen, die wesentlich zur Detoxifizierung von Kupfer beitragen und den
verringerten Kupfergehalt erklaren konnten. Eine Vorinkubation mit CuCl, steigerte die
Goldsensitivitat, was unter den Wachstumsbedingungen fir die Metallgehaltanalyse mittels
ICP-MS mit einer Zunahme des Goldgehaltes in den CH34- und AE104-Zellen einhergeht. Im
Gegensatz zu dem geringen Anstieg des Goldgehaltes in CH34 um 17.000 Goldatome pro Zelle,
verdoppelte sich der Metallgehalt in dem plasmidfreien Derivat AE104 um 50.000 Goldatome
pro Zelle. Die Zugabe beider Metalle in der Hauptkultur fiihrte zur grofiten Abnahme der Gold-
und Kupferresistenz, was sich in der Zunahme beider Metalle in der Analyse der Metallgehalte
widerspiegelte. Fir CH34-Zellen konnten unter diesen Wachstumsbedingungen 57 % mehr
Goldatome/Zelle und 53 % mehr Kupferatome/Zelle detektiert werden. Fir AE104 lag die
Zunahme des Metallgehaltes fur die Goldatome/Zelle bei 71,6 % und fur die Kupferatome/Zelle
bei 40 %. Eine zusatzliche Vorinkubation mit AuHCIs hatte keine Auswirkung auf die
Metallgehalte. Eine Vorinkubation mit CuCl> flhrte jedoch zu einer 50%igen Abnahme des
Gold- und Kupfergehaltes der Gold/Kupfer-inkubierten AE104-Zellen. In CH34 blieb der
Gehalt beider Metalle hingegen annéhrend gleich.

3.3.3 Die ATPase-Aktivitat der Cu(l)-P-Typ ATPase CupA wird durch
AuHCIls gehemmt

Bei der Gold-Kupfer-Interferenz scheint es sich um einen allgemeinen Mechanismus der
Organismen zu handeln. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von CuCl; in der
Hauptkultur zu einer Zunahme der Gold- und Kupfersensitivitat fuhrte, die auf eine erhéhte
Akkumulation des Gold- und Kupfergehaltes der CH34- und AE104-Zellen zurtickgefihrt
werden kann. Es stellte sich die Frage, wie der erhéhte Gehalt an Kupfer erklart werden kann.
Konnte der Kupfertransport aus dem Cytoplasma uber Cu(l)-P-Typ ATPasen durch
Goldchlorid gehemmt sein?

P-Typ ATPasen gehdren zur Familie der membrangebundenen priméaren Transportsysteme
(Fagan und Saier, 1994), die durch die Hydrolyse von ATP zu ADP und P; die Energie fiir den
Transport beispielsweise von Schwermetallen bereitstellen. Dem Schwermetallresistenten
Stamm CH34 werden 13 putative P-Typ ATPasen vorhergesagt, von denen vier als putative
Cu(l)-P-Typ ATPasen (CupA, CopF, Rdxl, CtpA) annotiert sind (von Rozycki und Nies, 2009).
CupA besitzt eine 45%ige Ahnlichkeit der Aminosiuresequenz zu GolT aus S. enterica sv.
Typhimurium und ist im Cluster auf Chromosom 1 kodiert, das aus drei sich tberlappenden

und divergent verlaufenden Genen gebildet wird, die als cupR : MerR-Familie
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Transkriptionsregulator, cupA: Schwermetall-translozierende P-Typ ATPase und cupC:
Schwermetalltransportprotein annotiert sind. CopF ist auf pMOL30 kodiert und von dem cop-
Cluster umgeben, dem eine Bedeutung bei der cytoplasmatischen oder periplasmatischen
Kupferdetoxifizierung zukommt. Die beiden anderen P-Typ ATPasen, Rdxl und CtpAl,
werden chromosomal kodiert, befinden sich jedoch in keinem Kupferresistenzcluster, sondern
in Nachbarschaft zu Genen, die fur die Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidasen kodieren.

In einem ersten Schritt wurde der Einfluss der vier putativen P-Typ ATPasen auf die Gold- und
Kupferresistenz untersucht. Hierzu wurden die Deletionsmutanten der P-Typ ATPasen rdxI und
ctpAl mit Hilfe des cre-lox Systems hergestellt, wahrend die der P-Typ ATPasen cupA und
copF bereits zu Beginn der Arbeit zur Verfigung standen. Die Erzeugung der rdxl-
Deletionsmutante ist in Abb. 15 dargestellt. Zun&chst wurden ca. 300 bp Fragmente direkt
stromaufwarts des Startcodons ATG mittels der Deletionsprimer (NW Rmet_2046 Munl und
NW Rmet_2046 Notl) und 14 bp vor dem Stoppcodon TGA mittels der Deletionsprimer (NW
Rmet_2046 Apal und NW Rmet_2046 Agel) amplifiziert. Die Fragmente wurden dann tber die
eingefugten Restriktionsschnittstellen nacheinander in den Rekombinationsvektor pECD1003
kloniert, sodass sie eine Kanamycin-Resistenzkassette flankieren. Der daraus entstandene
Vektor peECD1369 wurde in E. coli S17/1 transformiert und mit dessen Hilfe in
C. metallidurans CH34 und AE104 konjugiert. Im ersten Rekombinationsschritt ist der VVektor
in das Genom (ber die klonierten Sequenzen stromaufwarts bzw. stromabwarts des Gens
inseriert worden, was zur Bildung eines Cointegrates fuhrte. Erst mit dem folgenden zweiten
Rekombinationsschritt entstand die Kanamycin-Insertionsmutante. Die markerlose Deletion
wurde durch den darauffolgenden konjugativen Transfer des Vektors pCM157 erreicht, auf dem
das Gen cre aus dem P1-Phagen kodiert ist und dessen Expression vom lacZ-Promotor aus
E. coli gesteuert wird. Die Cre-Rekombinase erkennt die Kanamycin-Kassette flankierenden
loxP-sites und katalysiert die Exzision der Resistenzkassette. Die Deletionsmutanten wurden
durch PCR mit den beiden duf3eren Deletionsprimern Uberprift. Dabei wurde in der Mutante
ein durch den Deletionsbereich verkurztes PCR-Fragment detektiert (Daten nicht gezeigt). Um
unspezifische Rekombinationsereignisse auszuschlieBen, wurden die Deletionen zusatzlich

noch mit Southern/DNA::DNA-Hybridisierung tberprift (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 15: Konstruktion einer Gendeletion in C. metallidurans mittels cre-lox System am Beispiel von rdxl
(verandert nach Marx & Lidstrom, 2002). Stromaufwérts und stromabwaérts des Gens rdxI wurden ca. 300 bp
Fragmente amplifiziert und dabei Restriktionsschnittstellen Uber die verwendeten Primer eingefiigt. Nach
Klonierung dieser Fragmente in den Vektor pECD1003, der eine Kanamycin-Resistenzkassette flankiert von loxP-
sites tragt, wurde der so konstruierte Vektor pECD1369 im E. coli Stamm S17/1 zur Konjugation mit
CH34 und AE104 eingesetzt. In zwei nacheinander stattfindenden homologen Rekombinationsschritten wurde das
Gen rdxl gegen die Kanamycin-Resistenzkassette deletiert. Die markerlose Deletion wurde durch den
konjugativen Transfer des Vektors pCM157 erreicht, auf dem das Gen cre der Cre-Rekombinase kodiert ist und
die die Exzision der Resistenzkassette bewirkt.

Die nachfolgende Tabelle fasst die durchgefiihrten Wachstumsendpunktbestimmungen der
Einzel-, Doppel- und Dreifachdeletionen der P-Typ ATPasen in CH34 und AE104 zusammen.
Es konnte keine ctpAl-Deletion im Stamm AE104, CH34 und den Derivaten von CH34
regeneriert werden. Zur besseren Ubersicht sind die ICso-Werte und b-values aufgefiihrt. Der
ICso-Wert gibt die Konzentration an, bei der das Wachstum im Experiment um die Halfte
vermindert war, waéhrend der b-value die Steigung der sigmoidal verlaufenden Kurve

beschreibt.
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Tab. 6: Resistenz von CH34, AE104 und den Derivaten gegentiber AuUHCIs und CuCl2 (n>6).

I1Cs0, b-value
Stamm Genotyp AUuHCls [uM] CuCl2 [uM]
Derivat vom Stamm CH34
CH34 223127 893+91,3
44+15 250 £123,3
DN648 ACUpAR 23,0+ 3,7 368 + 25,7
45+14 60,2 £ 8,2
DN649 AcupCAR 255+15 359+ 13,6
3,9+0,3 51,9+16,1
DN779 Ardxl 22,8+ 3,8 1052 + 169
41+£1,0 293 £ 150
DN653 AcopF 22,7+24 916 £ 90,1
4013 89,0 £ 56,2
DN762 AcUpAR Ardxl 258+2,1 365 + 62,7
4127 59,9+ 32,6
DN763 AcupCAR Ardxl 205+0,1 495 + 23,3
46x0,2 295+13,0
DN654 AcupCAR AcopF 245+ 3,4 190 £ 19,7
48+1,6 46,1 +154
DN764 AcopF Ardxl 18,7+3,5 959 + 69,2
36+13 84,7+ 29,8
DN765 AcupCAR AcopF Ardxl 230+14 55,7+3,1
51+1.2 18,7+ 12,7
Derivat vom Stamm AE104
AE104 21,8+0,9 956 + 19,7
40+0,8 60,7 £10,2
DN655 AcupAR 22,2+1,4 410 £23,2
41+0,7 70,191
DN656 AcupCAR 20,8+0,9 406 + 44,7
40x£0,9 85,7+ 21,7
DN760 Ardxl 22,7+1,2 955 + 57,3
43+13 79,20 £5,7
DN766 AcupAR Ardxl 23014 166 + 48,1
3,90£1,0 87,9+ 29,5
DN767 ACUpAR ActpAl 23,3+29 236 +£23,9
4,0x0,6 60,8 + 40,9
DN768 ACUpAR Ardxl ActpAl 23,1+1,4 58,5+124
47+21 11,2459

Das Wachstum mit AuHCIs war nicht durch die Deletion der P-Typ ATPasen beeintrachtigt.

Aus den ICso-Werten fur das Schwermetallsalz CuCl, ist erkennbar, dass die Deletion von
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cupCAR einen Resistenzverlust zur Folge hatte, der durch die Einzel- oder Doppeldeletion von
copF oder rdxl nicht nachgewiesen werden konnte. Die Deletion von ctpAl in DN656(A104
AcupCAR) und copF in DN649(CH34 AcupCAR) fuhrte zu einer weiteren Reduzierung der
Kupferresistenz, wohingegen eine zusatzliche Deletion von rdxl in DN656(AE104 AcupCAR)
keine signifikanten Wachstumsunterschiede zeigte. Erst in den Doppeldeletionsstdammen
DN654(CH34 AcupCAR AcopF) und DN767(AE104 AcupCAR ActpAl) fihrte die rdxI-
Deletion zu einem sensitiveren Kupferph&notyp. Durch die Deletionen aller putativen Cu(l)-P-
Typ-ATPasen in AE104 konnte noch ein 1Cso-Wert fiir das Schwermetallsalz CuClz von
58,5 UM bestimmt werden, der nur noch 1/16 des Wertes von AE104 entsprach und mit dem
der Dreifachdeletionsmutante DN768(CH34 AcupCAR AcopF Ardxl) vergleichbar war.

CupA ist demnach die Kupfer-translozierende -P-Typ-ATPase, die fir die cytoplasmatische
Detoxifizierung von Kupferionen in C. metallidurans verantwortlich ist und einen wesentlichen
Beitrag zur Kupferhomdostase leistet. Um zu untersuchen, ob der Cu(l)-Transport von CupA
durch Gold blockiert sein kénnte, sollte CupA in Liposomen rekonstituiert werden und das
anorganische Phosphat aus der Hydrolyse von ATP mit der Methode von Lanzetta et al., (1979)
kolorimetrisch detektiert werden. CupA wurde hierzu zunéchst heterolog als Strep-tag®II-
Fusionsprotein in E. coli exprimiert und anschlieBend mittels Affinitatschromatographie
gereinigt. Dazu wurde CupA ohne eigenes Start- und Stoppcodon hinter den tetA-Promotor in
den Vektor pASK-IBA7 kloniert (pECD1168), sodass die Genexpression im E. coli Stamm
BL21(pLysS) durch AHT induziert werden konnte. Nach Solubilisierung des Komplexes aus
der Membran mit 1 % n-Dodecyl-B-D-Maltosid konnte CupA aufgrund des N-terminalen Strep-
tag Epitops (WSHPQFEK), dass an das Sdulenmaterial StrepTactin Sepharose bindet, durch
Affinitatschromatographie bis zur Homogenitat nativ gereinigt werden (Molekulargewicht:
87,6 kDa) (Abb. 16 A). Bei der Aufreinigung wurde eine Ausbeute von 1,5 mg Protein je Liter
Kultur erzielt. AnschlieRend wurde CupA in Detergenz destabilisierten Liposomen
rekonstituiert, die zuvor aus Lipiden von E. coli hergestellt wurden. Um den Einbau von CupA
in Liposomen zu quantifizieren wurden 10 pl der Proteoliposomenldsung im Vergleich zu 2 ug
gereinigtem Protein auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und angefarbt (Abb. 16 B).
AnschlieBend wurde mit Hilfe der HEROLAB-Photodokumentation mit dem Programm
,E.A.S.Y. plus Enhanced Analysis System* quantifiziert. Durch drei Bestimmungen konnte ein
Einbau von 40,2 % des zur Rekonstitution eingesetzten Proteins in die Liposomen festgestellt

werden.
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Abb. 16: Aufreinigung von CupA als Strep-tag®II-Fusionsprotein und Rekonstitution in Liposomen.
A. CupA wurde als N-terminale Strep-tag®II-Fusion in vivo synthetisiert und Ober das Strep-tag®II-System
gereinigt. Solubilisiert wurde mit dem Detergenz n-Dodecyl-$-D-maltosid. In einer 10%igen SDS-PAGE wurden
verschiedene Fraktionen der StrepTactin Affinitdtschromatographie aufgetragen. 1: 10 ul resuspendierte
Pelletfraktion nach Zellaufschluss und Zentrifugation (25 ug), 2: 10 ul l6sliche Fraktion (25 ug), 3: 10 pl
Membranfraktion (25 pug), 4: 10 pl Saulendurchfluss (25 pg), 5: 10 ul der letzten Waschfraktion, 6: 10 pl der
ersten Elutionsfraktion, 7: 10 ul der dritten Elutionsfraktion, 8: 10 ul der fiinften Elutionsfraktion, 9: 10 pl der
siebten Elutionsfraktion. B. Einbau von CupA in Liposomen, die aus E. coli Phospholipiden hergestellt wurden.
1. 10 pl gereinigtes CupA (2 pg), 2: 10 pl CupA-rekonstituierte Liposomen. Zur GréfRenbestimmung wurde der
Protein Marker (M) PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (#SM26619) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) verwendet.

Nach erfolgreichen Einbau von CupA in Liposomen konnte die Hydrolyse von ATP, die mit
der Translokation von Cu(l)-ionen einhergeht, mit der Methode von Lanzetta et al., (1979)
detektiert werden. Die Phosphatbestimmung erfolgte dabei an Proben, die dem Reaktionsansatz
in regelmaBigen Abstdnden enthommen wurden. Die Extinktionswerte der spontanen
Hydrolyse von ATP des Puffers wurden von den Messwerten abgezogen. Aus dem
Phosphatgehalt der einzelnen Proben zum Entnahmezeitpunkt t und der eingesetzten
Proteinmenge wurde anschlieBend die Enzymaktivitat in nmol Pi/mg Protein berechnet (Abb.
17). Den Rekonstitutionsansatzen wurden neben den Metallen AuHCIs und CuCl;, auch das
Reduktionsmittel DTT zugegeben, da CupA nur in der Lage sein sollte Cu(l) zu transportieren.
Wahrend im Rekonstitutionsansatz ohne Metallzugabe kein Anstieg an anorganischem
Phosphat detektiert werden konnte, fuhrte die Anwesenheit von 100 uM CuCl, unter
reduzierenden Bedingungen zu einem linearen Anstieg an freigesetztem Phosphat
(Wechselzahl von 0,0314 s*) (Daten ohne die Zugabe von DTT sind nicht aufgefihrt). In
Anwesenheit von AuHCI4 unter reduzierenden Bedingungen konnte hingegen keine Zunahme
an Phosphat kolorimetrisch detektiert werden (Abb. 17). Die Zugabe von Au(S203)2 flihrte auch
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nicht zur Steigerung der ATPase-Aktivitat (Daten nicht gezeigt). Das Cup-System transportiert
demnach kein Gold und ist daher nicht direkt an der Golddetoxifizierung beteiligt. Die Zugabe
beider Metalle fiihrte zu einer Blockierung der Cu(l)-abh&ngigen Hydrolyse von ATP.

Demnach konnte AuHCIs unter reduzierenden Bedingungen den Kupferexport von CupA
blockieren, was letztlich das niedrige Kupferresistenzniveau in Gegenwart von AuHCI4 und die

erhohte zellulare Akkumulation von Kupfer in CH34- und AE104-Zellen erklaren kdnnte.
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Abb. 17: ATPase-Aktivitat von CupA im rekonstituierten System. Die ATPase-Aktivitdtsmessung wurde bei
30°C ohne Metallzugabe (A), mit 100 uM CuCl; (m), mit 100 uM AuHCl, () oder 100 uM AuHCI4/CuCl; (0)
durchgefuhrt. Als Reduktionsmittel wurde den Ansétzen DTT in einer Endkonzentration von 2,5 mM zugegeben.
Nach definierten Zeitabschnitten wurden Proben aus den Rekonstitutionsansétzen entnommen, um das freigesetzte
Phosphat der ATP-Hydrolyse kolorimetrisch mit der Methode von Lanzetta et al., (1979) zu bestimmen.

3.4 Welchen Einfluss haben die Kupferresistenzsysteme auf die Gold-

Kupfer-Interferenz?

Die abnehmende Kupferresistenz in Anwesenheit von 2,5 uM AuHCl4 in der Hauptkultur, die
mit einem erhohten zelluldren Kupfergehalt einhergeht, kdnnte mit der Inhibierung der Haupt-
exportierenden Cu(l)-P-Typ ATPase durch Goldionen begrindet werden. Mit den in vitro
Daten lasst sich jedoch nicht der hohe zelluldre Goldgehalt bei Anwesenheit von CuCl;
verstehen. Die bisherigen Daten begriinden auch nicht den Kupfer-induzierten Resistenzanstieg
der Gold/Kupfer-induzierten Zellen, der mit einer Abnahme beider Metallgehalte in AE104
einhergeht. Unter diesen Bedingungen konnten die Kupferresistenzsysteme, die an der
cytoplasmatischen (CupCAR-System) oder periplasmatischen (Cus-System, Cop-System)
Detoxifizierung von Kupferionen beteiligt sind, eine zentrale Rolle spielen und standen daher

im Fokus weiterer Betrachtungen.
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3.4.1 Der Beitrag der periplasmatischen Kupferresistenzsysteme an der

Gold-Kupfer-Interferenz

Die Gene des cus-Operons von C. metallidurans wurden in Microarray-Analysen nicht mit
Goldchlorid, Goldcyanid oder Goldthiomalat hochreguliert, weshalb eine direkte Beteiligung
an der Golddetoxifizierung nicht vermutet wurde. Die Gene des cop-Operons konnten bei einer
30-mindtigen Inkubation mit 50 uM Goldchlorid hochreguliert werden (copA 2,1-fache und
copD 9,2-fache Hochregulation), wohingegen mit kirzerer Inkubationsdauer von 10 min und
variierenden Goldkonzentrationen von 10 uM, 50 uM und 100 uM die Induktionswerte unter
der zweifachen Hochregulation lagen (Reith et al., 2009; Wiesemann et al., 2013). Um die
Ergebnisse der Microarray-Analyse zu verifizieren wurde die Induktion mit einer Operonfusion
von cusF und copD mit einem promotorlosen lacZ-Gen untersucht.

Im Folgenden ist die Klonierung von cusF-lacZ exemplarisch erkléart. Mit den Primern (NW
cusCFBA lacZ Sall sowie NW cusCFBA lacZ Xbal) wurde ein 300 bp Fragment stromaufwaérts
des Stoppcodons von cusF amplifiziert. Dieses Fragment wurde zunéachst in pGEM-T-Easy
kloniert und durch Sequenzierung tberprift. Anschlielend wurde das Fragment tiber die in der
PCR eingefligten Restriktionsschnittstellen (Sall/ Xbal) aus pGEM herausgeschnitten und in
die multi-cloning site des Vektors pEC794-1 kloniert, woraus der Vektor pECD1386 entstand.
Bei pECD794-1 handelt es sich um ein pLO2-Derivat, der in C. metallidurans nicht replizieren
kann und daher in das Genom rekombinieren muss, um erhalten zu bleiben. Die Rekombination
ins Genom wurde durch Selektion auf Kanamycin und X-Gal Gberprift. Der E. coli-Stamm
S17/1 wurde mit dem konstruierten Plasmid transformiert und das Plasmid anschlieRend mittels
Konjugation in AE104 transferiert und durch single-cross Rekombination in das Genom
inseriert. Die korrekte Position der Insertion wurde mittels PCR bestétigt (Daten nicht gezeigt).
Durch die Insertion des Vektors pECD1386 in das Genom von C. metallidurans lag das
Reportergen lacZ direkt stromabwarts in gleicher Transkriptionsrichtung wie das zu
untersuchende Gen vor. Die ermittelte spezifische Aktivitat der R-Galaktosidase war ein Mafd
fiir die Expression des Zielgens, da die Transkription von Zielgen und lacZ durch die Bildung
einer mMRNA, initiiert durch den selben Promotor gekoppelt war. Das Enzym [-Galaktosidase
setzt die synthetische Verbindung ONPG zu Galaktose und o-Nitrophenol um, dessen
Umsetzung photometrisch gemessen werden konnte.

Die Induktion von cusF-lacZ und copD-lacZ wurde Uber eine Konzentrationsspanne von
0-20 uM AuHCls und 0-400 pM CuCl2 untersucht (Abb. 18). Dazu wurden die Stamme
AE104(p(cusF-lacz)), DNG686(AcopABCD,p(cusF-lacz)), AE104(¢(copD-lacz)) und

DN729(AcusCFBA,p(copD-lacz)) auf 30 Klett angeimpft und nach Erreichen der
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Verdopplungsphase mit AuHCIls oder CuCl, fur 3 h inkubiert. Nach dieser Zeit wurden je
200 pl Probe entnommen und die R-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt.

A B.
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Abb. 18: Induktion einer cusF-lacZ und copD-lacZ-Fusion durch CuClz und AuHCls in verschiedenen
C. metallidurans-Stammen. AE104(¢(cusF-lacz)) €©), AE104(p(copD-lacZ)) (@) sowie die Deletionsmutanten
DN686(AcopABCD, o(cusF-lacZ)) (@) und DN729(AcusCFBA, ¢(copD-lacz)) () wurden in Tris-MM bis zum
Erreichen der friihen stationdren Phase bei 30°C angezogen, um anschlieBend eine Hauptkultur zu 30 Klett zu
inokulieren. Nach Erreichen der Verdopplung wurden die Kulturen nachfolgend zur Induktion der Genexpression
fur weitere 3 h bei 1300 rpm mit verschiedenen Konzentrationen an A. CuCl, und B. AuHCIl, inkubiert. Die
gewonnen Zellpellets dieser Kulturen wurden zur Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitdt verwendet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier unabhangigen Experimenten.

CusF besitzt eine Basisaktivitat ohne zusatzliche Metallzugabe von ~2,5 U/mg in den Stdimmen
AE104 sowie in DN686(AcopABCD). Steigende Konzentrationen an CuCl> und AuHCl,4
fihrten in beiden Stdmmen zu einer Hochregulation von cusF, dessen Induktionsraten im
Stammhintergrund DN686(AcopABCD) héher waren als im AE104-Stamm. Bei 100 uM CuCl;
erhdhte sich die spezifische Aktivitat von cusF-lacZ um das vierfache verglichen zur
Grundlevelaktivitat, wohingegen im Deletionsstamm eine 20-fache Steigerung der spezifischen
Aktivitat registriert werden konnte. Der Unterschied der spezifischen Aktivitat beider Stamme
bei Goldchlorid war nicht so deutlich. Bei 7,5 uM AuHCI4 erhdhte sich die Aktivitdt von cusF-
lacZ um das 2,5-fache im Stammbhintergrund AE104 und um das 2-fache im Stammhintergrund
DN686(AcopABCD). Dahingehend wurde copD im Stammhintergrund AE104 (ber eine
Konzentrationsspanne von 0-400 uM CuClz und 0-20 uM AuHCl4 konstitutiv exprimiert. Die
spezifische Aktivitat hat ~4 U/mg Trockengewicht betragen. Im Stamm DN729(AcusCFBA)
konnte keine spezifische Aktivitat der R-Galaktosidase flir beide Metalle gemessen werden. Die
Induktionen mit den Standardabweichungen fiir das Schwermetallsalz CuCl; sind zur besseren
Illustrierung ohne den Stamm DN686(AcOpABCD, ¢(cusF-lacZ)) nochmal im Anhang
aufgefihrt (s. Anhang Abb. 42).
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Wahrend ein Verlust des cop-Systems eine erhohte Induzierbarkeit des cus-Systems bei
Inkubation mit CuCl, oder AuHCI4 zur Folge hatte, flihrte die Deletion des RND-Systems zu
keiner Induzierbarkeit des cop-Systems.

Im Weiteren wurde der Einfluss der Deletionsmutanten DN686(AcopABCD) und
DN729(AcusCFBA) auf die Gold-Kupfer-Interferenz mit Wachstumsendpunktbestimmungen
(Tab. 7) und der Analyse des Metallgehaltes mittels ICP-MS (Tab. 9) untersucht.

Tab. 7: Gold- und Kupferresistenz von AE104 und den Derivaten DN729(AcusCFBA) und
DN686(AcopABCD) bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen (n>6).

Stamm
Vorkultur Hauptkultur AE104 DN729 DN686
(AcusCFBA) (AcopABCD)
Au(lll) Cu(ll) Cu(ll) ICs0, b-value
[uM] [UM] [uM] AuHCl4 [uM]
0 0 0 28,3+2,6 245+31 17,940,8
3,9%£05 41+11 2,8+0,8
2,5 0 0 25,68 + 2,9 259 %37 188+ 1,1
381+14 48+0,8 3,0£0,6
0 50 0 185+0,5 255+23 13,0+5,6
15+04 2,7+0,6 4023
0 100 0 21,7+19 22,8+ 3,6 141+34
1,7+£09 26%0,8 470,22
0 0 100 80+£18 9,7+£2.3 6,4+19
0501 0,7£0,1 21+24
0 100 100 149+0,6 20,0+5,3 6,3+0,5
12+0,3 19+10 2,8%+0,6
2,5 0 100 8,2+04 8,2+3,.2 6,8+ 1,6
0,7+£0,2 1,2+1,0 1,1+0.1
Stamm
Vorkultur Hauptkultur AE104 DN729 DN686
(AcusCFBA) (AcopABCD)
Au(lln Cu(ll) Au(lln) ICs0, b-value
[uM] [uM] [uM] CuClz [pM]
0 0 0 1148 £ 75,2 1114 £ 425 683 £ 66,2
153+85,1 59,3+ 17,8 182 £ 57,1
2,5 0 0 1040 + 85,9 1129 + 16,3 468 £ 105
97,0 £ 30,0 71,9 + 36,9 125+ 67,1
0 0 2,5 616 +168 749 + 161 449 £ 192
355+21,1 37,2+11,0 942+115
2,5 0 2,5 628 + 205 863 £ 53,5 317 + 166
42,6 + 28,4 242 +12.2 95,4 £ 54,0
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Die Deletion von cusCFBA hatte keinen Einfluss auf die Gold- und Kupferresistenz in
Wachstumsendpunktbestimmungen, flhrte jedoch in den Metallgehaltanalysen zu einem um
44000 Goldatome/Zelle signifikant hoheren Goldgehalt im Stamm DN729(AcusCFBA) als im
Stamm AE104. Die Unterschiede im Kupfergehalt waren hingegen nicht signifikant. Durch die
Deletion des RND-Systems konnte die Steigerung der Goldsensitivitdt durch Vorinkubation
mit CuCl> nicht mehr gezeigt werden. Das Resistenzverhalten des Stammes
DN729(AcusCFBA) unter den anderen getesteten Wachstumsbedingungen war &hnlich zum
Wildtyp-Derivat AE104.

Die Metallgehaltanalyse zeigte in diesem Zusammenhang (Tab. 9), dass die Doppelinkubation
von AE104 und DN729(AcusCFBA) zu dhnlichen Gehalten an Gold und Kupfer fuhrten. Jedoch
erhohte sich der Goldgehalt in DN729(AcusCFBA) nur um das Doppelte, im Vergleich zu
AE104, was auf den hoheren Wert des Goldgehaltes nur bei der Goldinkubation zurtickgefihrt
werden kann. Eine zusatzliche Vorinkubation mit Gold veranderte nicht den Gold- und
Kupfergehalt der AE104-Zellen, fuhrte aber in DN729(AcusCFBA) zu einem signifikant
héheren Kupfergehalt. Eine entsprechende Vorinkubation mit Kupfer fiihrte in den
Gold/Kupfer-inkubierten Zellen zu einer Steigerung der Resistenzen und der Abnahme beider
Metallgehalte in AE104. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen konnte keine
Anderung der Metallgehalte in der Deletionsmutante unter diesen Bedingungen festgestellt
werden, verglichen mit nicht induzierten Zellen. In den Zellen der Deletionsmutante konnten
~30.000 mehr Kupferatome pro Zelle als im Stamm AE104 detektiert werden, und auch der
Goldgehalt betrug unter der Beriicksichtigung der hohen Standardabweichung ungefahr das
Doppelte.

Das Cus-System tragt demnach dazu bei den Kupfer- und den Goldgehalt der Kupfer-/Gold-
inkubierten Zellen durch eine Vorinkubation mit Kupfer zu reduzieren und nur den
Kupfergehalt durch eine VVorinkubation mit Gold zu senken. Das Cus-System scheint nicht an
dem erhohten Anstieg des Gold- und Kupfergehaltes nach Inkubation beider Metalle

verantwortlich zu sein.

Die Deletion des copABCD-Systems fihrte in Wachstumsendpunktbestimmungen zu einer
Abnahme der Goldresistenz in CH34 und AE104 (s. Anhang Abb. 43A), wohingegen nur die
Deletion in AE104 die Kupferresistenz beeintrachtigte (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
bestatigten sich auch in der Bestimmung der MIC auf Festmedium (s. Anhang Abb. 43B).

Die ermittelten 1Cso-Werte fur AuHCIls und CuCl> waren daher bei unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen im Deletionsstamm DN686(AE104 AcopABCD) geringer. Die
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Zugabe beider Metalle ohne oder mit zuséatzlicher VVorinkubation von AuHCI, fuhrte zu einer
Reduzierung der Gold- und Kupferresistenz, wie sie in AE104 beobachtet werden konnte. Eine
Vorinkubation mit CuCl, steigerte jedoch nicht die Kupferresistenz im Stamm
DN686(AcopABCD), im Gegensatz zu AE104.

Die Deletion des Systems hatte keine Auswirkung auf den Metallgehalt der Zellen, denen in
der exponentiellen Wachstumsphase 2,5 uM AuHCI4 oder 100 uM CuCl zugegeben wurden.
Die Zugabe beider Metalle fiihrte hingegen zu einem deutlich groReren Anstieg des
Kupfergehaltes, wéhrend der Goldgehalt 70.000 Atome pro Zelle geringer war als in den
AE104-Zellen. Der Gehalt beider Metalle &nderte sich nicht durch eine zusétzliche
Vorinkubation mit AuHCIls. Jedoch liegt der Kupfergehalt von DN686(AcopABCD) mit
194 + 15 x 10% Atome pro Zelle iiber dem des Stammes AE104 (144 + 17 x 10% Atome pro
Zelle) und ist dem Wert des Stammes DN729(AcusCFBA) vergleichbar. Die Vorinkubation mit
Kupfer fuhrte zu der bereits beschriebenen Abnahme des Kupfergehaltes der Gold-Kupfer
inkubierten Zellen, jedoch war der Werte mit 149 + 09 x 10% Atome pro Zelle um das doppelte
groler als in den AE104-Zellen. Und wie bereits im Stamm DN729(AcusCFBA) gezeigt, fiihrte
diese Wachstumsbedingung auch zu einer Zunahme des Goldgehaltes um den Faktor 2.

Das Cus-System und das Cop-System konnten demnach fir die Reduzierung des Kupfer- und
Goldgehaltes der Gold/Kupfer-inkubierten Zellen, die mit CuClz vorinkubiert wurden, bendétigt
werden. Das Cop-System ist aulerdem flr die Reduktion des Kupfergehaltes und Erhéhung des
Goldgehaltes in den Gold/Kupfer-inkubierten Zellen verantwortlich. Die periplasmatischen
Systeme stellen daher einen indirekten Weg der Metalldetoxifizierung unter den
Metallbedingungen der natirlichen Standorte, in denen Gold- und Kupfer detektiert werden
konnte (Reith et al., 2012).

3.4.2 Der Beitrag des cytoplasmatischen Kupferresistenzsystems an der

Gold-Kupfer-Interferenz
Die Gene des cup-Systems in C.metallidurans wurden in Microarray-Analysen mit Goldchlorid
und Goldcyanid hochreguliert (Reith et al., 2009; Wiesemann et al., 2013), was ihre Bedeutung
an der Golddetoxifizierung untermauern koénnte, wobei eine direkte Beteiligung der P-Typ
ATPase CupA an dem Goldtransport durch die in vitro-Analysen ausgeschlossen werden kann.
Fur die Verifizierung der Microarray Daten wurden in der Diplomarbeit von Juliane Mohr
Induktionsexperimente der Gen-Operonfusionen vorgenommen. Es lieR sich nachweisen, dass

durch die Inkubation der Zellen mit AuHCI4 oder CuCl: alle drei Gene des cup-Systems
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induziert wurden, wobei die hochste spezifische Aktivitat der 3-Galaktosidase mit AuHCl4
festgestellt werden konnte (Wiesemann et al., 2013).

Im Weiteren wurde der Einfluss der cupCAR-Deletion auf die Gold/Kupfer-Interferenz mit
Wachstumsendpunktbestimmungen (Tab. 8) und der Metallgehaltanalyse mittels ICP-MS
(Tab. 9) untersucht. Fir die Experimente der Wachstumsendpunktbestimmungen wurden
Kupferkonzentrationen von 10 puM gewahlt, die das Wachstum der zweiten Vorkultur sowie
der Hauptkultur nicht beeinflussten. Fir die ICP-MS Proben konnten hohere Konzentrationen
an CuCl> gewéhlt werden, da die Zugabe des Schwermetallsalzes erst ab der frihen
exponentiellen Wachstumsphase bei 100 Klett erfolgte.

Tab. 8: Gold- und Kupferresistenz von AE104 und DNG656(AcupCAR) bei unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen (n>5).

Stamm
Vorkultur Hauptkultur AE104 DN656(AcupCAR)
Au(lll) Cu(ll Cu(ll) ICs0, b-value
[UM] [UM] [uM] AuHCl4 [uM]
0 0 0 28,426 26,3+2,2
3,9+0,6 29103
0 0 0 25,7+29 25,5+0,2
38+14 35201
0 10 0 149+15 23,3+29
21+04 2,2+0,7
0 0 10 10,2+£2,1 109+2,2
1,1+£0,6 16+0,6
0 10 10 132+1,7 16,4 +£2,3
09+£0,3 29+272
2,5 0 100 10,1+1,7 110+24
1,3+ 0,3 14+£13
Stamm
Vorkultur Hauptkultur AE104 DN656(AcupCAR)
Au(lll) Cu(ll) Au(lln) ICso, b-value
[UM] [uM] [uM] CuClz [pM]
0 0 0 1148,1 £ 75,2 406 + 44,7
152,8 + 85,1 85,7+21,6
2,5 0 0 1040,3 £ 85,9 512 £129,3
97,0 +30,0 73,6 £13,7
0 0 2,5 615,8 + 168,0 395 + 36,3
355+211 81,3+43,8
2,5 0 2,5 628,1 + 204,7 375+44,1
42,6 + 28,4 59,2+ 25,7

Die Deletion des cupCAR-Clusters hatte keinen Einfluss auf die Goldresistenz, fiihrte aber zur
Reduzierung der Kupferresistenz. Dabei konnten durch unterschiedliche Inkubations-
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bedingungen die 1Cso-Werte fur Kupfer bei unterschiedlichen Wachstumsbedingungen nicht
weiter reduziert werden. Eine Vorinkubation mit einer geringeren Konzentration an CuCl;
(10 uM), als bisher in den Experimenten verwendet wurde, senkte auch in AE104 die
Goldresistenz, jedoch zeigte sich keine Verdnderung des ICso-Wertes im Stamm
DN656(AcupCAR). Die Doppelinkubation mit und ohne einer Gold- oder Kupfervorinkubation
fuhrte im Stamm DN656(AcupCAR) zu den gleichen Effekten der Goldresistenz, wie fur den
Stamm AE104 bestimmt werden konnte.

Einhergehend mit der fehlenden Reduzierung der Goldresistenz durch Vorinkubation mit
10 uM CuCly, konnte in den Metallgehaltanalysen mit 100 uM CuCl> auch kein Anstieg des
Goldgehaltes der Deletionsmutante unter diesen Bedingungen beobachtet werden. Die
Vorinkubation mit AuHClI4 fiihrte hingegen zu einem drastischen Anstieg des Kupfergehaltes
in Zellen, denen ab der frihen exponentiellen Wachstumsphase 100 uM CuCl, zugegeben
wurde und lag mit 289 + 120 x 10° Kupferatome/Zelle iiber den Werten der periplasmatischen
Kupferdeletionsmutanten DN686(ACOPABCD) (82 + 04 x 10° Kupferatome/Zelle) und
DN729(AcusCFBA) (120 + 20 x 10° Kupferatome/Zelle) und dem Wildtypstamm AE104
(68 + 03 x 10° Kupferatome/ Zelle).

Die Zugabe beider Metalle flihrte in den Wachstumsendpunktbestimmungen zur Abnahme der
Goldresistenz  und hatte keine Auswirkung auf die Kupferresistenz im Stamm
DN656(AcupCAR). Mit einer hoheren Kupferkonzentration in den ICP-MS Proben konnte
unter der Zugabe beider Metalle auch ein Anstieg des Goldgehaltes bestimmt werden. Unter
der Berticksichtigung der Standardabweichung nahm jedoch der Kupfergehalt nur um 3.000
Kupferatome pro Zelle in der Deletionsmutante zu, wéahrend im Stamm AE104 der Gehalt um
35.000 Kupferatome pro Zelle zunahm. Die Vorinkubation mit Kupfer fuhrte in den Gold-
Kupfer-inkubierten Zellen von AE104 zur Reduzierung des Gold- und Kupfergehaltes. Im
Stamm DN656(AcupCAR) war die Abnahme des Goldgehaltes nicht signifikant und der Wert
lag ~50.000 Goldatome/Zelle tber dem des Wildtypstammes. Die Vorinkubation mit Gold
steigert in den Gold-Kupfer-inkubierten Zellen der Deletionsmutante minimal den Goldgehalt,
und liegt mit einem Wert von 231 + 04 x 10° Goldatome pro Zelle iiber dem der Wildtypzellen
(192 + 28 x 10° Goldatome pro Zelle).

Das Cup-System scheint demnach fiir die Abnahme der Goldresistenz bei Vorinkubation mit
CuCl; verantwortlich zu sein, was auch mit der Inhibierung des Kupfer-vermittelten Effluxes
durch Gold einhergeht, sowie fir die Abnahme der Kupferresistenz bei Vorinkubation mit

AUHCl34, einhergehend mit der Reduktion des Kupfergehaltes unter dieser Bedingung. Des
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Weiteren leistet es einen Beitrag an der Reduzierung des Goldgehaltes der Gold/Kupfer-

inkubierten Zellen, die mit CuCl; vorinkubiert wurden.
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3.5 Das goldinduzierte Cluster (gig-Cluster)
3.5.1 Der Beitrag des Gig-Systems an der Gold-Kupfer-Interferenz

Die Gene des gig-Clusters von C. metallidurans wurden in Microarray-Analysen mit
Goldchlorid, Goldcyanid oder Goldthiomalat am starksten hochreguliert, weshalb eine direkte
Beteiligung an der Golddetoxifizierung vermutet wurde. Aus diesem Grund wurde der Einfluss
der Deletion des gigPABT-Clusters auf die Gold-Kupfer-Interferenz mit Wachstumsendpunkt-
bestimmungen (Tab. 10) und der Analyse des Metallgehaltes mittels ICP-MS (Tab. 9)
untersucht.

Tab. 10: Gold- und Kupferresistenz von AE104 und dem Derivat DN657(AgigPABT) bei unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen (n>5).

Stamm
Vorkultur Hauptkultur AE104 DNG657
(AgigPABT)
Au(lll) Cu(ll) Cu(ll) ICso, b-value
[UM] [UM] [UM] AuHCl4 [UM]
0 0 0 28,3126 251+15
3,9+05 40x0,8
2,5 0 0 25,7+29 16,7+2,1
38114 40x£0,9
0 50 0 18,5+0,5 149+18
15+04 18+04
0 100 0 21,7+19 158+1,8
1,7+£09 18+0,6
0 0 100 80+18 53+1,3
0501 0,8+0,3
0 100 100 149+0,6 11,2+15
1,2+0,3 13+04
2,5 0 100 82+04 49+172
0,7£0,2 1,1+0,2
Stamm
Vorkultur Hauptkultur AE104 DN657
(AgigPABT)
Au(lll) Cu(ll) Au(lll) ICso, b-value
[UM] [UM] [UM] CuClz [pM]
0 0 0 1148 £ 75,2 1111 £ 42,0
153 +85,1 55,5+19,9
2,5 0 0 1040 + 85,9 840 + 38,1
97,0+ 30,0 135+40,0
0 0 2,5 616 +168 556 + 14,3
355+211 30,8 +£8,2
2,5 0 2,5 628 + 205 394 +23,0
42,6 £ 28,4 457+£11,6

88



Ergebnisse

Die Deletion des gig-Clusters hatte keinen Einfluss auf die Gold- und Kupferresistenz in
Wachstumsendpunktbestimmungen von Zellen, die in der Hauptkultur mit verschiedenen
Konzentrationen an AuHCIs; oder CuCl, inkubiert wurden. Die ermittelten Kupfer- und
Goldgehalte waren unter den Wachstumsbedingungen fir die Metallgehaltanalyse auch
vergleichbar zwischen den beiden Stammen.

Die Vorinkubation mit CuCl. fuhrte zur Abnahme der Goldresistenz, wie sie fir den
Wildtypstamm beobachtet werden konnte. Der ICso-Wert von AuHCIls lag jedoch fur
DN657(AgigPABT) deutlich niedriger als fur AE104 und ldsst sich eher mit dem der
Deletionsmutante DN686(AcopABCD) vergleichen. Im Unterschied zu AE104 konnte auch
eine Reduzierung der Gold- und Kupferresistenz durch Vorinkubation mit AuHCl,
dokumentiert werden. Diese geht wunter den Wachstumsbedingungen fir die
Metallgehaltanalyse mittels ICP-MS mit einer Zunahme des Kupfergehaltes in
DN657(AgigPABT) einher. Das Resistenzverhalten des Stammes DN657(AgigPABT) unter den
anderen getesteten Wachstumsbedingungen war hingegen vergleichbar zum Wildtyp-Derivat
AE104.

Weitere Unterschiede in der Metallgehaltanalyse zeigten sich durch Vorinkubation der Kupfer-
inkubierten Zellen und Kupfer-Gold-inkubierten Zellen mit CuClz, was zu einem hoheren
Kupfergehalt in der Deletionsmutante fiihrte. Weiterhin flhrte die Doppelinkubation in
DNG657(AgigPABT) zu einem geringeren Goldgehalt als fiir AE104 dokumentiert wurde, wobei
der Wert mit dem der Deletionsmutante DN686(AcopABCD) vergleichbar war. Eine
entsprechende Vorinkubation mit Gold, die keinen Enfluss auf das Resistenzverhalten der
Au/Cu-inkubierten Zellen der Deletionsmutante zeigte, fuhrte jedoch zu einem Anstieg des
Goldgehaltes der Deletionsmutante.

Die Zunahme der Goldresistenz durch eine Vorinkubation mit CuCl, der AuHCI4/CuCl,-
inkubierten Zellen ist demnach nicht vom Gig-System abhangig, im Unterschied zu den
periplasmatischen Kupferresistenzsystemen. Das Gig-System scheint vielmehr die Zahl an
gespeicherten Kupferatomen unter Bedingungen erhohter Kupfer- oder Goldkonzentrationen in

der Vorkultur zu begrenzen.
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3.5.2 Untersuchung der Expression der Gene des gig-Clusters auf RNA-
Ebene

Mittels reverse transcriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) wurde als Kontrolle
uberprift, ob es sich beim gig-Cluster um ein Operon handelt und ob es unter den gewéhlten
Bedingungen (AuHCIs oder CuCly) exprimiert wird. Aus diesem Grund wurde die Gesamt-
RNA aus den Zellen des Stammes AE104 isoliert, die dann mit random-Primern in cDNA
umgeschrieben wurde. Mit genspezifischen Primern wurde gigPABT bzw. gigAB in PCR-
Reaktionen amplifiziert, wobei die cDNA als Template eingesetzt wurde. Durch die Detektion
eines gigPABT-spezifischen PCR-Produktes (2032 bp) nach Inkubation der Zellen mit 25 pM
AuHCI4 far 10 min wurde der Nachweis erbracht, dass die Gene gigPABT gemeinsam
trankribiert werden, was die Operonstruktur dieser Gene darlegt (Abb. 19A).

Durch die Detektion von gigAB-spezifischen PCR-Produkten mit einer jeweiligen GroRe von
862 bp konnte nachgewiesen werden, dass das Operon unter den gewéhlten Bedingungen
exprimiert wurde. Bei Inkubation der Zellen ohne zusatzliche Metallzugabe wurde hingegen
das gig-Operon nicht exprimiert. Die Expression der Gene nimmt dabei mit langerer
Metallinkubation und héherer Goldkonzentration zu (Abb. 19B). Die Inkubation mit 50 uM

AUHCI4 oder 500 uM CuCl; resultierte jedoch in schwacheren Bandenintensitéten.

A. B.
M 2 2 3 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12
ZOOObp—!— —— = —
1000 bp — — lggzzl‘;:g- e — e e b——
= -
—
- 100 bp — [

Abb. 19: Nachweis der Operonstruktur der Gene gigPABT des gig-Clusters. Der C. metallidurans-Wildtyp
AE104 wurde Uber eine erste und zweite Vorkultur (24 h, 5 %) in einer Hauptkultur (2 %) bis 150 Klett-Einheiten
bei 30 °C angezogen. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 min oder 30 min mit verschiedenen Konzentrationen
an AuHClI4 oder CuCl; inkubiert. Aus den Zellpellets dieser Kulturen wurde die RNA isoliert und anschlieRend
fiir die cDNA-Synthese, bei der random Primer verwendet wurden, eingesetzt. Die cDNAs dienten als Template
fir eine RT-PCR, die mit verschiedenen Primerkombinationen durchgefiihrt wurde. 10 pl des PCR-Produktes
wurden in einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt.

A. Zum Nachweis der Operonstruktur der Gene des gig-Clusters wurde der entsprechende Genbereich (Rmet_4682
bis Rmet_4685) in einer PCR amplifiziert (2032 bp). M: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 1: Positivkontrolle
(genomische DNA von AE104), 2: Negativkontrolle (ohne Template), 3. 25 pM AuHCls, 10 min

B. Nachweis der Expression des Genbereiches Rmet_4683-Rmet_4684 (862 bp). M: GeneRuler™ 100 bp Plus
DNA Ladder, 1: Positivkontrolle (genomische DNA von AE104), 2: Negativkontrolle (chne Template), 3: ohne
zusatzliche Metallinkubation, 4: 10 uM AuHCl4, 30 min, 5: 25 uM AuHCl., 10 min, 6: 25 uM AuHCl,, 30 min,
7: 50 pM AUHCly4, 10 min, 8: 50 puM AuHCl4, 30 min, 9: 100 pM CuCly, 10 min, 10: 100 pM CuCly, 30 min, 11:
500 puM CuCly, 30 min, 12: 500 pM CuCly, 10 min.
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3.5.3 Untersuchung der Expression der Gene des gig-Clusters auf
physiologischer Ebene

Die Deletion des gig-Cluster hatte keinen Einfluss auf die Resistenz gegen verschiedene

Stressoren, was vermuten lasst, dass dieses System durch andere Metallresistenzsysteme, wie
dem Cop-System kompensiert werden konnte. Um dies in einem ersten Schritt auf

physiologischer Ebene zu prifen, wurde die Expression des Genclusters durch eine gigT-lacZ-
Operonfusion in  den Stdmmen DN686(AcopABCD), DN656(AcupCAR)  und
DN729(AcusCFBA) untersucht (Abb. 20). Die Deletion des cupCAR-Systems wirkte sich nicht
auf die Induktion der Gene des gig-Clusters durch AuHCI4 und CuCl> aus. Hingegen flhrte die
Deletion der copABCD-Determinante zu einer verstarkten Expression der Gene des gig-
Clusters durch CuCl,, wohingegen die Inkubation mit AuHCIs keine Unterschiede in der
Expression dieser Gene zum Wildtyp AE104 zeigte. Die Deletion des cusCFBA-Systems fiihrte
dazu, dass die Gene des gig-Clusters nicht mehr durch AuHCI4 induziert wurden, wohingegen
die Expression durch CuClz vergleichbar in den Stammen DN729(AcusCFBA) und AE104 war.
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Abb. 20: Induktion einer gigT-lacZ-Fusion in AE104, DN686(AcopABCD), DN729(AcusCFBA) und
DN656(AcupCAR). AE104(p(gigT-lacz)) (O), DN686(AcopABCD, o(gigT-lacZ)) (O), DN729(AcusCFBA,
o(gigT-lacz)) (m) und DN656(AcUpCAR, ¢(gigT-lacZ)) (A) wurden in Tris-MM bis zum Erreichen der frihen
stationdren Phase bei 30°C angezogen, um anschlieend eine Hauptkultur zu 30 Klett zu inokulieren. Nach
Erreichen der Verdopplung wurden die Kulturen nachfolgend zur Induktion der Genexpression fur weitere 3 h bei
1300 rpm mit verschiedenen Konzentrationen an A. CuCl, und B. AuHCl, inkubiert. Die gewonnenen Zellpellets
dieser Kulturen wurden zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von vier unabh&ngigen Experimenten.

Thioredoxine, Glutaredoxine und Glutathion schitzen die Zelle vor oxidativen Stress durch
reaktive Sauerstoffspezien, indem sie das Milieu des Zellinneren reduziert halten. Dabei kbnnen
hohe Konzentrationen an Metallen einen solchen Stress ausldsen. Eine Vermutung war, dass es

sich bei dem Gig-System um ein Thioredoxin-System oder Glutaredoxin handeln kdnnte. Daher
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wurden fir diese Experimente neben dem Wildtypderivat AE104 auch die Deletionsmutante

DN710(AE104AgshA) verwendet, in welcher das Gen fiir die y-Glutamylcysteinsynthetase

deletiert ist. Durch diese Deletion kann Glutamat und Cystein nicht zu y-Glutamylcystein

umgewandelt werden, welches den Grundbaustein zur Synthese von Glutathion durch die

Glutathion-Synthetase (kodiert durch gshB) darstellt. Die Expression des Genclusters wurde

durch eine gigT-lacZ-Operonfusion untersucht. Zur Induktion der Genexpression wurden die

Zellen der Hauptkulturen hierzu fiir 3 h bei verschiedenen Konzentrationen an CuCl,, AuHCla,
Au(S203)2, H202 und Paraquat inkubiert. Die Ergebnisse sind in der Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21: Induktion einer gigT-lacZ-Fusion in AE104
und DN710(AgshA). AE104(p(gigT-lacZ)) (o) und
DN710(AgshA, ¢(gigT-lacZ)) (A) wurden in Tris-MM
bis zum Erreichen der frihen stationdren Phase bei
30°C angezogen, um anschlielend eine Hauptkultur zu
30 Kilett zu inokulieren. Nach Erreichen der
Verdopplung wurden die Kulturen nachfolgend zur
Induktion der Genexpression flr weitere 3 h bei 1300
rpm mit verschiedenen Konzentrationen an A. CuCl,,
B. AuHCl4, C. Au(S203)2, D. H202 und E. Paraquat
inkubiert. Die gewonnenen Zellpellets dieser Kulturen
wurden zur Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitat
verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von  vier  unabh&ngigen
Experimenten.
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Die Induktion der Genexpression durch AuHCIl4 und Au(S203)2 war stérker als mit CuClzim
Wildtypstamm AE104. Mit steigenden Konzentrationen an Gold blieb die Expression in der
Deletionsmutante auf einem niedrigen Niveau, wohingegen mit CuCl> eine Zunahme dieser
verzeichnet werden konnte. Die Induktionsrate durch Deletion von gshA lag mit 12,2 + 1,2 bei
500 uM CuCl:> deutlich Uber der des Wildtypstammes (4,1 £ 1,1). In Gegenwart von Paraquat
und H20> blieb die Expression Uber den gesamten Bereich in beiden Stdmmen niedrig und
konstitutiv. Diese Ergebnisse lieRen sich auch durch Veranderung der Anzuchtbedingungen mit
einer zusatzlichen zweiten Vorkultur reproduzieren (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf einen Zusammenhang zwischen Glutathion
und dem gig-Cluster und damit auf die Beteiligung des Clusters am Schutz vor oxidativen Stress
hin. In einem ndchsten Schritt wurde daher der Einfluss der Gene des gig-Clusters auf den
Glutathiongehalt der Zelle in Abhangigkeit der Anwesenheit von AuHCIs untersucht. Die
Messung beruht auf einem enzymatischen Recycling Prozess, bei dem Glutathion durch DTNB
(2,2°-Dinitro-5,5 -dithiodibenzoedure) oxidiert und bei Anwesenheit der entsprechenden
Glutathionreduktase durch NADPH reduziert wird. Die Entstehung von NTB (2-Nitro-5-
thiobenzoesédure) aus DTNB kann photometrisch gemessen werden. Auf diesem Weg konnte
der Gesamtgehalt an reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG) Glutathion in der Zelle
bestimmt werden (Griffith, 1980).

Der Glutathiongehalt der Stamme AE104, DN657(AgigPABT) sowie DN658(ArpoQ) bei den
entsprechenden Goldkonzentrationen hat sich nicht voneinander unterschieden (Abb. 22).

Diese Ergebnisse lielRen sich durch Veranderungen der Anzuchtbedingungen reproduzieren.
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Abb. 22: Einfluss des gig-Clusters auf den Glutathiongehalt. Die Zellen der Staimme AE104 (O),
DN657(AgigPABT) (@ und DN658(ArpoQ) @) wurden in einer VVorkultur bis zum Erreichen der frilhen stationdren
Phase inkubiert und mit dieser eine zweite Vorkultur (24 h, 5 %) angeimpft. (A) Die Hauptkulturen wurden 10%ig
inokuliert, gegebenfalls mit Gold versetzt und 20 h bei 30 °C inkubiert. Die Zellen der Hauptkulturen (5 mg
Trockengewicht) wurden nach Entfernung des Kulturmediums aufgeschlossen, die Zelltrimmer abgetrennt und
der Glutathiongehalt im Uberstand bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
mindestens vier unabhéngigen Experimenten.
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3.5.4 Einfluss der Deletion von rpoQ auf die Expression der Gene des gig-
Clusters

Um zu untersuchen, ob die Gene gigPABT unter der Kontrolle des putativen Sigma-Faktors
RpoQ stehen, wurden Induktionsexperimente (S-Galaktosidase-Assay) durchgefiihrt. Dazu
wurde sich der gigT-lacZ-Fusion bedient, um die Induktion der Gene in Abhé&ngigkeit
verschiedener Metallkonzentrationen und der Anwesenheit von RpoQ zu untersuchen (Abb.
23).

Hierfur wurden neben dem Wildtypderivat AE104 die Deletionsmutanten DN658(ArpoQ) und
DNG659(ArpoQ ARmet_4687) verwendet. In Gegenwart von CuCl, und AuHCls blieb die
Expression in den Deletionsmutanten Uber den gesamten Bereich hoch und konstitutiv. Die
zusétzliche Deletion des putativen Anti-Sigma-Faktors (Rmet_4687), welcher RpoQ inhibieren

und so die Transkription verhindern sollte, fiihrte zu keinem veranderten Effekt.
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Abb. 23: Einfluss der rpoQ-Deletion auf die Induktion einer gigT-lacZ-Fusion durch CuClz und AuHCl4.
Die Zellen des C. metallidurans-Wildtyps AE104(®(gigT-lacZ)) (O) sowie der Deletionsmutanten
DN658(ArpoQ(®(gigT-lacZ)) () und DN659(ArpoQARmet_4687(d(gigT-lacZ)) (@) wurden in Tris-MM bis zum
Erreichen der friihen stationdren Phase bei 30°C angezogen, um anschlieBend eine Hauptkultur zu 30 Klett zu
inokulieren. Nach Erreichen der Verdopplung wurden die Kulturen nachfolgend zur Induktion der Genexpression
fur weitere 3 h bei 1300 rpm mit verschiedenen Konzentrationen an A. CuCl, und B. AuHCIl, inkubiert. Die
gewonnenen Zellpellets dieser Kulturen wurden zur Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitdt verwendet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens vier unabhéngigen Experimenten.

3.6 Beteiligung der Metallaufnahmesysteme von C. metallidurans an

der Goldresistenz

C. metallidurans verflgt tGber eine Vielzahl an Metallaufnahmesystemen (CorAl-3, ZupT,
CadA, ZntB, PitA, HoxN, MgtA, MgtB) die ber eine geringe Spezifitdat und ein breites
Substratspektrum verfligen (Kirsten et al., 2011). Ein moéglicher Importer fiir Kupferionen ist
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bisher weitesgehend unbekannt. In Wachstumsendpunktbestimmungen wurde der Einfluss
einer zupT-Deletion und einer Deletionsmutante, in der sieben der neun bisher annotierten
Importsysteme von C. metallidurans deletiert sind, auf die Gold- und Kupferresistenz
untersucht. Bei einer Beteiligung dieser Transporter am Import von Gold oder Kupfer ins
Cytoplasma wiirde man demnach eine gesteigerte Gold- und Kupferresistenz vermuten. Jedoch
fihrte die Deletion von zupT zu einer Abnahme beider Resistenzen, die durch die Deletion der
weiteren sechs Aufnahmesysteme verstéarkt werden konnte (Abb. 24). Eine zusétzliche Deletion
des cup-Systems im Stamm DN681(AcorAl-3 AzupT ApitA AzntB AzupT AhoxN) verénderte

nicht weiter das Resistenzniveau von Gold.
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Abb. 24: Kupfer- und Goldresistenz des Stammes AE104 und der Derivate, die Deletionen in den
Metallaufnahmesystemen tragen. Zellen des Stammes AE104 (O) und der Deletionsmutanten DN515(AzupT)
@). DN681(AcorAl-3 AzupT ApitA AzntB AzupT AhoxN) (A), DN687(AcorAl-3 AzupT ApitA AzntB AzupT AhoxN
AcupCAR) @) sowie DN656(AcupCAR) (@) wurden bei 30°C in Tris-sMM bis zur frihen stationdren Phase
kultiviert, 5%ig in frischem Tris-MM verdunnt und fur weitere 24 h bei 30°C und 200 rpm inkubiert. AnschlieRend
sind die Zellen 10%ig in Tris-MM mit verschiedenen Konzentrationen an A. AuHCl, und B. CuCl; verdiinnt und
fur 20 h bei 1300 rpm und 30°C inkubiert worden. Die Optische Dichte bei 600 nm wurde nach 20 h bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 6 unabhéngigen Experimenten.

Um zu prufen, ob die Reduktion der Resistenzen von AuHCIs und CuCl, mit einem Anstieg
des Gold- bzw. Kupfergehaltes bergiindet werden kann, wurde sich der CupR-abh&ngigen
Expression der cupA-lacZ-Reportergenfusion bedient. CupR aus C. metallidurans ist ein MerR-
Typ Regulationsprotein, das in der Lage ist Goldkomplexe zu binden (Jian et al., 2009). Als
Dimer bindet der Regulator an die Operatorregion des Promotors von cupA und rekrutiert die
RNA-Polymerase, die aufgrund der Verdrehung der DNA nicht in der Lage ist vollstandig an
den Promotor zu binden. Durch Bindung von Au(l) oder Cu(l) an den Regulator kommt es zu
einer Konformationsanderung, sodass die RNA-Polymerase vollstandig an die Promotorregion
bindet und die Transkription initiiert wird (Brown et al., 2003). Durch die Induktion der cupA-
lacZ-Reportergenfusion durch CupR mit steigenden Konzentrationen an AuHCIs kann die

Anwesenheit von Goldionen im Cytoplasma bestimmt werden, wobei somit auch Anderungen

95



Ergebnisse

in den Stammen AE104(pcupA-lacZ), DN515(AzupT, ¢cupA-lacZ) und DN681(AcorAl-3
AzupT ApitA AzntB AzupT AhoxN, pcupA-lacZ) messbar sind (Abb. 25).
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Abb. 25: Regulation der cupA-lacZ-Fusion in
Gegenwart und Abwesenheit der Metall-
aufnahmesysteme. Exponentiell wachsende Zellen
der Stdmme AE104 (O, DN515(AzupT, ¢(CupA-
lacZ)) (@) und DN681(AcorAl-3 AzupT ApitA
AzntB AzupT AhoxN, ¢(cupA-lacz)) (A) wurden in
parallelen  Kulturen  aufgeteilt und  mit
verschiedenen Konzentrationen an AuHCI, flr 3 h
bei 30°C inkubiert. Anschlielend wurde die
spezifische Aktivitat der B-Galaktosidase bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen von mindestens vier unabhangigen
Experimenten.

Nach Inkubation mit AuHCIls konnten keine Unterschiede der R-Galaktosidaseaktivitat der

lacZ-Reportergenfusion von cupA zwischen den Importdeletionsmutanten und dem

Wildtypderivat AE104 festgestellt werden. Diese Ergebnisse korrelieren auch mit der Analyse
des Metallgehaltes von AE104 und DN515(AzupT) mittels ICP-MS, in der &hnliche Gold- und
Kupfergehalte in den Zellen ermittelt werden konnten (Tab. 11).

Die abnehmende Gold- und Kupferresistenz in den Import-Deletionsmutanten scheint daher

nicht das Ergebnis einer gesteigerten Goldakkumulation in diesen Zellen zu sein, sondern kann

vielmehr auf eine Storung der gesamten Ubergangsmetallhnomdostase zuriickgefiihrt werden.

Tab. 11: Kupfer- und Goldgehalt von AE104 und DN515(AzupT) (n=3).

Stamm
Hauptkultur AE104 DN515(AzupT)
Au(lll) [uM] Cu(ll) [uM] Kupfer [Atome/Zelle x 10°]
0 0 145+ 4,0 141+£7,0
2,5 0 76+28 10,6 £2,7
0 100 71+37 64,5+ 10,1
Au(lll) [uM] Cu(ll) [uM] Gold [Atome/Zelle x 10°]
0 0 0000 00+00
2,5 0 48,1 + 4,7 55,9 +5,2
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3.7 Der Einfluss von Glutathion auf die Metallresistenz von

C. metallidurans

Das Pseudotripeptid Glutathion ist an der Ubergangsmetallhomdostase in Eukaryoten und
Bakterien beteiligt (Smirnova und Oktyabrsky, 2005). Es wird aus den Aminosauren Glutamat,
Cystein und Glycin gebildet. Dabei erfolgt die Synthese Uber zwei ATP-verbrauchende
Schritte. Im ersten Schritt werden Cystein und Glutamat tber eine Isopeptidbindung zu
y-Glutamylcystein verknlpft. Diese Reaktion wird durch die y-Glutamylcysteinsynthetase
katalysiert, die vom Gen gshA kodiert wird. Die Glutathionsynthetase, die vom Gen gshB
kodiert wird, katalysiert anschlieBend den zweiten Schritt, bei dem Glycin mit dem terminalen
Kohlenstoffatom von y-EC verbunden wird und zu GSH reagiert (Samuels, 1953). Beide Gene
liegen in einer Operon-dhnlichen Anordnung. Das Pseudotripeptid kann als reduzierte Form
(GSH) und als oxidierte Form (GSSG) vorliegen (Jocelyn, 1995; Smirnova und Oktyabrsky,
2005; Dalle-Donne und Rossi, 2009). Aufgrund der reversiblen Umwandlung der beiden
Formen durch die Glutathion-Reduktase kann ein Einfluss von Glutathion auf die
Redoxpotenziale in den intrazelluldaren Kompartimenten fiir den Metabolismus vermutet
werden. Im Folgenden wurde der Einfluss von Glutathion auf die Goldresistenz und die

Goldnanopartikelbildung untersucht.

3.7.1 Der Einfluss der gshA-Deletion auf die Goldresistenz und den
Goldgehalt

Der Beitrag von Glutathion an der Schwermetallhomdostase wurde unter Einfluss von ZnCly,
CdCl; und CoCl; (s. Anhang Abb. 44) sowie AuHCIs und CuCl; (Abb. 26) analysiert. Dabei
zeigten die Wachstumsendpunktbestimmungen des Stammes DN710(AgshA) eine Reduzierung
der Zn(1l), Cd(I1), Au(lll) und Cu(ll)-resistenz, wohingegen die Zugabe von Co(ll) keine
signifikante Anderung der Resistenz verursachte.

Um den Effekt der Reduzierung der Schwermetallresistenz der gshA-Deletion in
DN710(AgshA) zu komplementieren, wurde der broad-host-range Vektor pECD1231 (pBBR1-
MCS2::gshA) in E. coli S17/1 mit dem Deletionsstamm DN710(AgshA) konjugiert. Die
Klonierung von pECD1231(pBBR1-MCS2::gshA) erfolgte Uber den Vektor pASK-1BA3plus,
sodass GshA als C-terminales Strep-tag®II-Fusionsprotein exprimiert werden konnte. Das
Fragment mit Strep-tag®Il wurde in Orientierung des T7-Promotors in die multi-cloning site
des pBBR1-MCS2 Vektors kloniert. Da auf dem Plasmid das gshA-Gen mit der zugehorigen

Promotorregion kodiert ist, wurde eine konstitutive Expression von gshA erreicht, die der
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natlrlichen Situation entspricht. So konnte das Glutathion-Operon durch AuHCIl4 und CuCl;
konstitutiv auf hohem Niveau exprimiert werden (s. Anhang Abb.45).
Der Komplementationsstamm sowie die Deletionsmutante wurden in

Wachstumsendpunktbestimmungen (Abb. 26) physiologisch charakterisiert.

0 02 04 06 08 1 12 0 5 10 15 20 25 30 35
CuCl, [mM] AUHCI, [}J.M]

Abb. 26: Kupfer- und Goldresistenz der Stimme AE104 und DN710(AgshA). Die Zellen des Stammes
AE104 (O0) und DN710(AgshA) (A) sowie des Stammes DN710(AgshA, pBBR1-MCS2) (@) und des
Komplementationsstammes DN710(AgshA, pECD1231) (&) wurden in der Hauptkultur 5%ig mit der zweiten
Vorkultur in frischem Tris-MM verdunnt und mit steigenden Konzentrationen an A. CuCl; und B. AuHCl4-chlorid
bei 30°C fir 20 h kultiviert. Die Optische Dichte bei 500 nm bzw. 600 nm wurde bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens vier unabhangigen Experimenten.

Die Komplementation von gshA in trans flhrte zu einer Steigerung der Gold- und
Kupferresistenz, wobei das gleiche Resistenzniveau gegen AuHCl4 des Wildtypstamms erreicht
werden konnte. Als Kontrolle diente der Stamm DN710(AgshA) mit pBBR1-MCS2 als
Leervektor, der in der Hauptkultur einen sensitiveren Phanotyp als die Deletionsmutante zeigte.
Der Nachweis von GshA im Komplementationsstamm konnte im Western-Blot und
anschlieBender Detektion mittels StrepTactin-Peroxidase Konjugat nachgewiesen werden
(Molekulare Masse: 47 kDa) (s. Anhang Abb. 46). Eine zusétzliche Bande war bei 70 kDa im
Western-Blot detektierbar, die dem Biotin-Carrierprotein von C. metallidurans zugeordnet
werden kann. Durch die Komplementation war der Glutathiongehalt (reduziertes/oxidiertes
Glutathion [GSH+GSSG]) des Stammes DN710(AgshA, pECD1231) dem des Stammes AE104
vergleichbar (AE104: 103 + 13 nmol/mg Protein; DN710(AgshA, pECD1231): 125 + 14
nmol/mg Protein), wahrend flr die Deletionsmutante mit und ohne den Leervektor ein
niedrigerer Glutathiongehalt ermittelt werden konnte (DN710(AgshA, pBBR1-MCS2): 18 + 1
nmol/mg Protein; DN710(AgshA): 18 £ 3 nmol/mg Protein).
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Dartiberhinaus wurde die Anderung der Metallgehalte durch eine gshA-Deletion mittels
ICP-MS untersucht. Die Ergebnisse hierzu sind in der Tab. 12 aufgelistet. Es l&sst sich
erkennen, dass die Deletion von gshA zu einem deutlich erhthten Gold- und Kupfergehalt nach
Inkubation mit 1 pM oder 2,5 uM AuHCIs oder 100 pM CuCl. fiihrte. Der Gold- und
Kupfergehalt der AE104-Zellen machte nur 15 % und 60 % von dem Gehalt der
Deletionsmutante aus. Die Zugabe beider Metalle flhrte in den Stdmmen zu dem bereits
beschriebenen Anstieg des Gold-und Kupfergehaltes, allerdings waren die absoluten Zahlen

der Metallgehalte der Deletionsmutante deutlich hoher.

Tab. 12: Kupfer- und Goldgehalt von AE104 und DN710(AgshA) bei unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen (n>4).

Stamm
Hauptkultur AE104 DN710(AgshA)
Au(ll) [uM]  Cu(ll) [uM] Kupfer [Atome/Zelle x 10°]
0 0 19,8+ 4,6 276 £34
0 100 71,2+6,8 130,4 £ 36,0
1 100 96,1 £10,9 261,8 +21,5
Au(lD) [uM]  Cu(ll) [uM] Gold [Atome/Zelle x 107
0 0 u.B. u.B.
1 0 22,3+1,7 103,3+7,7
2,5 0 54,7+5,6 334,8 £ 55,2
1 100 399+55 541,9 £ 76,1

u.B. unter der Bestimmungsgrenze

3.7.2 Die vy-Glutamylcysteinsynthetase-Deletionsmutante ist sensitiver

gegenuber oxidativen Stress als der Wildtypstamm AE104
Fir die Stamme AE104 und DN710(AE104AgshA) wurden Wachstumsendpunktbestimmung
unter Zugabe von H20. und Paraquat durchgefihrt. Das Ziel dabei war das Ausldsen von Stress
auf den unterschiedlichen Ebenen der ROS-Entgiftung. Der Organismus schitzt sich gegen die
toxische Wirkung von H202 mittels seiner Enzyme (z.B. Katalasen, Peroxidasen), die es wieder
zum ungiftigen molekularen Oz und H:0 zersetzen. Auch die Zugabe von Paraquat
(Methylviologen) fuhrt in dem Bakterium zum oxidativen Stress. Dabei regeneriert Paraquat
durch univalente Elektronenibertragung auf molekularen O, Superoxid-Anionen (Hyperoxide)
im Cytoplasma von Zellen und steigert somit die Bildung reaktiver Sauerstoffspezien. Diese
Hyperoxide konnen in Gegenwart von Wasser unter der Bildung von Sauerstoff und

Hydroxiden sowie von Wasserstoffperoxid (Superoxiddismutasen) zerfallen. Durch die
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Wirkung von H20. kann es wiederum zur Bildung von Hydroxylradikalen kommen (Haber-
Weiss oder Fenton-Reaktion) (Hassan und Fridovich, 1977; Fridovich, 1986; Imlay, 2008). Es
ist daher anzunehmen, dass unter Paraquat vergleichbare Effekte wie unter H2O-Stress
auftreten. Die Abb. 27 zeigt das Wachstum von DN710(AgshA) im Vergleich zum
plasmidfreien Derivat AE104 in Anwesenheit von A. H>O> und B. Paraquat. Bereits geringe
Konzentrationen der Reagenzien inhibieren das Wachstum der Mutante, die demnach deutlich
sensitiver gegenuber oxidativen Stress ist als der Stamm AE104.

A B.

0,8
0,7
0,6
205
A 04
O 0,3
0,2
0,1
00 bt v
0 500 1000 1500 2000 2500 0 100 200 300 400

H,O,[uM] Paraquat (Methylviologen) [uUM]

Abb. 27: Resistenz der gshA-Deletionsmutante gegen H202 und Paraquat. Zellen des Wildtypstdimmes AE104
(@) oder der Mutante DN710(AgshA) (A) wurden in der Hauptkultur 5%ig mit der zweiten Vorkultur in frischem
Tris-MM verdiinnt und mit steigenden Konzentrationen an A. H.O; und B. Paraquat bei 30°C fir 20 h kultiviert.
Die Optische Dichte bei 600 nm wurde bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
mindestens vier unabhéngigen Experimenten.

3.7.3 Wo ist das vermehrte Gold in der gshA-Deletionsmutante lokalisiert?
Diese Frage sollte durch die Induktion der CupR-abhé&ngigen Expression einer cupA-lacZ-
Reportergenfusion beantwortet werden. Durch den Vergleich der Induktionen in den Stdammen
AE104 und DN710(AgshA) konnte der erhéhte Goldgehalt der Deletionsmutante auf eine
erhdhte Akkumulation von Goldionen im Cytoplasma der Zellen zuriickgefihrt werden
(Abb. 28). Die Basisaktivitat der 3-Galaktosidase ohne zusétzliches Metall im Tris-MM betrug
bei beiden Stdammen 10-17 U/mg TG. Jedoch zeigten die Induktionsexperimente einen deutlich
hoheren Anstieg der [-Galaktosidase-Aktivitat in  DN710(AgshA) bei geringeren
Goldkonzentrationen. Bei 7,5 pM AuHCI4 konnte fur die Deletionsmutante und dem Wildtyp
eine spezifische Aktivitat von 600 U/mg TG und 196 U/mg TG ermittelt werden. Eine héhere
Konzentration des Schwermetallsalzes konnte aufgrund der Letalitdt des Stammes
DN710(AgshA) nicht eingesetzt werden. Erst bei einer Konzentration an AuHCls von 30 uM

100



Ergebnisse

erreichte die R-Galaktosidase Aktivitdt in AE104 einen vergleichbaren Wert zur
Deletionsmutante. Im Vergleich zu AuHClI4 hatte die Zugabe von CuCl: keine signifikanten
Unterschiede auf die Genexpression in beiden Stdimmen (Daten nicht gezeigt). Dies konnte
bedeuten, dass die erhéhte Akkumulation von Kupfer in der Deletionsmutante sich vorwiegend

auf das periplasmatische Kompartiment beschranken konnte.

800 - Abb. 28: Induktion einer cupA-lacZ-Fusion

durch AuHCls in AE104 und DN710(AgshA).
700 Nach Erreichen der exponentiellen
600 Wachstumsphase wurden die Stamme
500 AE104(®(cupA-lacz)) (O) und DN710(AgshA,

®(cupA-lacz)) (A) mit verschiedenen Konzen-
trationen an AuHCI, inkubiert. Nach 3 h wurde die
spezifische p-Galaktosidase-Aktivitdt bestimmt und
gegen die eingesetzten Metallkonzentrationen
aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei unabhéngigen
Messungen.

400
300
200
100

spezifische Aktivitdt [U/mg TG]

AuHCI, [uM]

3.7.4 Der Einfluss von Glutathion auf die Biomineralisierung von Gold

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass C. metallidurans in der Lage ist AuUHCI4 zu metallischen
Goldnanopartikeln zu synthetisieren, die vorwiegend im Periplasma und an der
Cytoplasmamembran und weniger im Cytoplasma lokalisiert sind. Die erhéhte Goldsensitivitat
des Stammes DN710(AgshA) geht mit einem erhdhten Goldgehalt im Cytoplasma einher. Im
Folgenden wurde mit dem TEM untersucht, welche Auswirkung die erhthten Konzentrationen
an AuHCls im Stamm DN710(AgshA) auf die Synthese der Nanopartikel hatte. Dazu wurden
AE104, DN710(AgshA, pECD1231) sowie DN710(AgshA) mit Konzentrationen an AuHCl4
inkubiert, die bei den Zellen ahnliche Toxizitaten hervorrufen. Der Stamm DN710(AgshA)
wurde mit 10 uM bzw. 20 pM AuHCI4 und die beiden Kontrollstimme mit 40 uM AuHCl,4
uber eine Zeitspanne von 56-72 h kultiviert. Die Abb. 29 zeigt exemplarisch die TEM-
Aufnahmen der Zellen, die 72 h mit AuHCI4 inkubiert wurden. Bei dhnlichen Toxizitétslevel
konnte die Deletionsmutante im Gegensatz zum Wildtyp-Derivat und dem Komplementations-
stamm keine Goldnanopartikel synthetisieren. Die Zugabe &hnlicher Konzentrationen wie fir
AE104 reduzierte im Stamm DN710(AgshA) die cfu um die Halfte und wurde daher in die

Untersuchung der Goldnanopartikelbildung nicht mit einbezogen.

101



Ergebnisse

Abb. 29: TEM-Aufnahmen von DN710(AgshA) und DN710(AgshA, pECD1231). Die C. metallidurans-Zellen
wurden fur 72 h in Tris-MM ohne bzw. mit AuHCIls kultiviert. A. DN710(AgshA) mit 10 uM AuHCl,, B.
DN710(AgshA) mit 20 uM AuHClI4, C.-D. DN710(AgshA, pECD1231) mit 40 uM AuHCl4, E. AE104 mit 40 uM
AUHCl4, F. DN710(AgshA) ohne zusatzliche Metallinkubation. Die Pfeile zeigen auf Goldnanopartikel. MaRstabe
sind 0,2 uM (D.) und 0,5 uM (A.-C., E.-F.). Die Probenpraparation fiir das TEM erfolgte durch Dr. Dr. Gerd Hause.
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4 Diskussion

4.1 Orthologe Goldresistenzsysteme von D. acidovorans und S. enterica
sv. Typhimurium haben keinen Einfluss auf die Goldhomd&ostase
4.1.1 Die Beteiligung von Siderophoren an der Goldresistenz und

Goldbiomineralisierung
Siderophoren sind in der Regel Chelatoren mit einer starken Affinitat fir Eisen, die Nahrstoffe
aus der Umgebung aufnehmen und Mikroorgansimen unter Eisen-limitierenden Bedingungen
versorgen konnen. Trotz ihrer bevorzugten Préferenz fir Eisen kdnnen sie auch eine Reihe
anderer Metallionen chelatieren wie Silber, Aluminium, Cadmium, Kobalt, Chrom, Kupfer,
Quecksilber, Mangan, Nickel, Blei, Zinn und Zink (Schalk et al., 2011; Ahmed und Holmstrom,
2014). Sie nehmen daher eine wichtige Rolle in der Metalltoleranz ein, in dem sie durch die
Reduzierung der extrazellularen Konzentrationen zur Detoxifizierung sowie zur
Bioverfugbarkeit dieser Metalle beitragen konnen (Schalk et al., 2011).
Es gibt nun eine Reihe von Studien mit Cyanobakterien, Schwefelbakterien, und
Stenothrophomonas sp, die in der Lage sind die Menge an toxischem und mobilen Gold durch
die Produktion und Sekretion von Polysacchariden ins &uf(ere Milieu zu limitieren. Die
extrazellularen polymeren Substanzen sowie die sekretierten Proteine sind dabei maRgebend an
der extrazelluléren Bildung der Goldnanopartikel beteiligt (Lengke et al., 2006a; Lengke et al.,
2006b; Reith et al., 2007; Nangia et al., 2009). So sekretiert D. acidovorans das sekundare
Siderophor bzw. Metallophor Delftibactin A um die Au(lll)-Toxizitdt durch die Bildung
extrazellularer Nanopartikel zu reduzieren (Johnston et al., 2013). Das Cluster fir dessen
Synthese hat keine homologen Sequenzen in anderen Bakterien.
C. metallidurans kann als bisher bekanntes Siderophor in diesem Organismus Staphyloferrin B
(friihere Bezeichnung Alcaligin E) synthetisieren, dessen Biosynthese durch den Sigmafaktor
Rpol kontrolliert wird (Gilis et al., 1996; Grosse et al., 2007). Als Folge der direkten Interaktion
zwischen Staphyloferrin B und Cadmium, kommt es beispielsweise zur Abnahme der
Bioverfugbarkeit von Cadmium und einer damit einhergehenden Reduzierung des toxischen
Metalleffektes (Gilis et al., 1998). Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass dieses
Siderophor keine direkte Bedeutung fir die Goldresistenz (Abb. 3) oder die
Goldbiomineralisierung (Daten nicht gezeigt) hat. Wahrend die Nanopartikel vorwiegend im
Periplasma und an der Cytoplasmamembran im Wildtypstamm AE104 und der
Deletionsmutante DN488(Arpol) lokalisiert waren, beschréankte sich die Synthese dieser
Nanostrukturen in D. acidovorans lediglich auf das extrazellulare Milieu. Das geringe
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Vorkommen an Goldnanopartikeln aulerhalb der C. metallidurans-Zelle kann hingegen mit
dem Lysieren dieser begriindet werden (s. Anhang Abb. 37C/D). Ausgehend von dieser
Argumentation spricht dies eher gegen eine Beteiligung dieses Siderophors an der

Nanopartikelbildung in C. metallidurans.

4.1.2 Das Cup-System von C. metallidurans ist kein Goldresistenzsystem

Es wird postuliert, dass der gol-Locus durch horizontalen Gentransfer erworben wurde
(McClelland et al., 2001; Checa et al., 2007; Espariz et al., 2007). So verfligen die
identifizierten Organismen aus den Biofilmen der Goldnuggets (S. enterica sv. Typhimurium
LT2, C. metallidurans CH34, Stenotrophomonas maltophilia R551-2, D. acidovorans SPH-1
und Burkholderia cenocepacia HI2424) (ber die Gene dieses Locus, wobei sich deren
genetische Organisation unterscheidet (Abb. 30) (Reith et al., 2006; Checa und Soncini, 2011).

gesdBC golTs golB
S. Typhimurium g} (S -« ) ) ) ) —
cupR cupA cupC copOFGJ

C. metallidurans w

smal 177001 smal 1772

S. maltophitia  — Y-+ )4 (-

Daci_0035/'4 Daci_5724
D. acidovorans ~ — NPT {gme mmm——— ) (. )
Been2424_2417 Been2424 2489 Been2424_5494

B.cenocepacia  —h-IE)f— —4E--m)-(amm- (Em -mmm) §

Abb. 30: Schematische Darstellung der genetischen Organisation gol-ahnlicher Loci in verschiedenen
Organismen. Die Gene, die fur den Goldsensor, der P-Typ ATPase und dem Chaperon kodieren, sind in gelb,
blau und rot dargestellt. Das gesABC-System wurde in griin hervorgehoben. Gene, die unter der putativen
Regulation des Transkriptionsregulators stehen konnten, sind in verschiedenen Violettténen markiert und befinden
sich in C. metallidurans auf dem Plasmid pMOL30 (Perez Audero et al., 2010). Dabei kodiert copF fir eine Cu(l)-
P-Typ ATPase (Mergeay et al., 2003), wéahrend die Funktionen der anderen drei Gene unbekannt sind (Monchy et
al., 2006). Die roten Kreise stellen die postulierten Operatorsequenzen des Regulators dar (modifiziert nach Checa
& Soncini, 2011).

Salmonella besitzt zwei homologe Transkriptionsregulatoren CueR und GolS (Ahnlichkeit der
Aminosauresequenz: 42 %), die fir die Detektion und Resistenz der Cu(l)- und Au(l)-ionen
verantwortlich sind (Checa et al., 2007; Espariz et al., 2007; Pontel et al., 2007; Pontel und
Soncini, 2009; Perez Audero et al., 2010). Nur in Abwesenheit des anderen Regulators kénnen
die Regulatoren die Zielbindestellen des jeweils anderen erkennen (Perez Audero et al., 2010).
GolS aus S. enterica sv. Typhimurium und CupR aus C. metallidurans besitzen dabei die

typische DNA-Bindungsdomane an ihren N-terminalen Regionen sowie die Signatur der MerR-
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Regulatoren, die monovalente Metallionen (Cu(l), Ag(l)) binden, wie z.B. das S-X2-V-K Motif
in der Dimerisierungshelix und das C-X-G-X4_D-C-P Motif, das den C-terminalen Loop bildet
(Changela et al., 2003). Ein Alignment des Metallbindeloops der Transkriptionsregulatoren
CueR (E. coli), CueR und GolS (S. enterica sv. Typhimurium), sowie CupR (C. metallidurans)
zeigt, dass alle vier Regulatoren die konservierten Cysteine 112 und 120 besitzen (Jian et al.,
2009), die fir die Aktivierung der Transkriptionsregulatoren durch Gold-, Silber- und
Kupfersalze verantwortlich sind (Tab. 13) (Changela et al., 2003; Stoyanov und Brown, 2003a).
GolS zeigt jedoch eine grolere Préaferenz fiir das groRere Au(l)-ion als fir die Cu(l)- und Ag(l)-
ionen (Affinitatskonstanten: Au 0,2 uM, Cu 10,4 uM) (Checa et al., 2007; Ibanez et al., 2013).
CueR aus E. coli bindet hingegen mit &dhnlichen Affinitaten Cu(l), Ag(l) und Au(l)
(Affinitatskonstanten: Au 2,1 uM, Cu 2,4 uM) und induziert so die Expression der Gene, die
fiir die P-Typ ATPase CopA und die MKO CueO kodieren (Changela et al., 2003; Stoyanov
und Brown, 2003a; Stoyanov et al., 2003b). Die Bestimmung der Dissoziationskonstante flr
CupR aus C. metallidurans ergab, dass dieser Regulator wie auch GolS affiner fur Au(l)-ionen
als fur Cu(l)-ionen ist. (Jian et al., 2009). Ausgehend von diesen Beobachtungen wird postuliert,
dass spezifische Reste fiir die Metallpréaferenz von grofRer Bedeutung sind (Tab. 13). So
verfugen GolS sowie die Homologen unter anderem aus den Organismen der goldhaltigen
Standorte Uber ein konserviertes Prolin an Position 118, wahrend sich vorwiegend ein Alanin
an dieser Position in CueR aus E. coli, S. enterica sv. Typhimurium und CueR-&hnlichen
Proteinen befindet (Checa et al., 2007; Checa und Soncini, 2011; Ibanez et al., 2013). Hingegen
besitzen CueR-&hnliche Proteine an Position 113 ein Prolinrest, der in den Regulatoren GolS
und CupR fehlt und stattdessen hier mit einem Alanin- oder Threoninrest substituiert ist (Checa
et al., 2007; Checa und Soncini, 2011; Ibanez et al., 2013). Der Prolinrest an Position 113
beginstigt dabei die Erkennung von Cu(l)-ionen, wahrend das Prolin 118 flr diesen
Erkennungsmechanismus nicht relevant zu sein scheint (Ibanez et al., 2013). So haben
Substitutionsanalysen des Metallbindeloops von GolS mit der CueR-Sequenz aus E. coli (von
1109 bis C120) gezeigt, dass golB unter diesen Bedingungen gleichermal3en durch Gold als
auch durch Kupfer exprimiert werden kann (Checa et al., 2007). Desweiteren verfligt GolS tber
eine groRere C-terminale Region, die fiir die Metallpréferenz jedoch nicht entscheidend ist und
es fehlt das CCHH-Motif im Metallbindeloop, dass die Bindung der Goldionen in der MKO
CueR aus E. coli beeinflusst (Stoyanov und Brown, 2003a; Perez Audero et al., 2010). Ein
CHH-Motif ist auch in der Sequenz von CupR zu finden, dessen Funktion jedoch unklar ist
(Perez Audero et al., 2010).
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Die Induktion der Expression des gol-Locus von S. enterica sv. Typhimurium ist im LB-
Medium wesentlich hoher als die des cup-Locus von C. metallidurans im Tris-MM. Eine
maximale Induktion der Expression des Reportergens von golB wurde nach Inkubation mit
12 uM AuHCI4 beobachtet (160-fache Erhdhung), im Vergleich zu einer 8-fachen Erhéhung
bei 18 uM CuSO4 und einer 9-fachen Erhdhung bei 6 uM AgNO3 (Checa et al., 2007). Die
Expression von golT wurde durch die GolS-abhéngige Induktion bei 10 pM AuHCIl4 um das
10-fache erhoht, wahrend keine nennenswerte Induktion in Gegenwart von Cu(ll)-ionen
bestimmt werden konnte (Checa et al., 2007). Dies ist auf ein weiteres Gencluster
zurilickzufuhren, das eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der Kupferhomoostase spielt
und unter der Kontrolle des Kupfer sensierenden CueR-Regulators steht. Es kodiert fiir die P-
Typ ATPase CopA und die CueO-orthologe MKO CuiD (Espariz et al., 2007). Die
transkriptionelle Aktivierung des gesABC-Operons unterschied sich von den anderen beiden
GolS-kontrollierten transkriptionellen Einheiten dahingehend, dass deutlich hdhere
Goldkonzentrationen fiir die Aktivierung erforderlich waren und das System nicht durch Kupfer
exprimiert werden konnte (Pontel et al., 2007; Perez Audero et al., 2010; Checa und Soncini,
2011).

CupR aktiviert die Expression von cupA und cupC nach Zugabe von Gold, Kupfer und Silber,
wobei auch in diesem Organismus cupC die stérkste Induktion in Microarray-Analysen und der
Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitat mit AuHCI, zeigte (Reith et al., 2009, Wiesemann
et al., 2013). Es konnte eine 19,8-fache Induktion mit 50 uM AuHCly, eine 3,5-fache Induktion
mit 500 uM CuCl, und eine 9,2-fache Induktion mit 1 uM AgNO3 bestimmt werden. Die
maximale Induktion der Expression des Reportergens von cupA erhéhte sich um das 10,7-fache
bei 50 uM AuHCI4 und war vergleichbar mit der 9,2-fachen Induktionserhéhung bei 1 pM
AgNO:s. Im Gegensatz zum golT aus S. enterica sv. Typhimurium konnte auch eine 3,1-fache
Erhéhung der Induktion bei 500 uM CuCl; ermittelt werden (Wiesemann et al., 2013). Neben
der Aktivierung des cup-Locus auf Chromosom 1 wird ausgehend von in silico Analysen eine
CupR-Operatorsequenz upstream des copOFGJ-Operons auf pMOL30 postuliert (Abb. 30)
(Perez Audero et al., 2010), das Teil eines groRen Kupferresistenzcluster ist (Monchy et al.,
2006; Jian et al., 2009). Diese Operatorsequenz ist weniger konserviert, weshalb Perez-Audero
et al., (2010) dem System erst bei langerer Goldexposition eine direkte Funktion zuordnen,
ahnlich dem GesABC-System aus S. enterica sv. Typhimurium. Bestatigung findet dies in den
Microarray-Analysen, in denen das System seine stirkste Induktion nach l&ngerer
Goldexposition zeigte (Reith et al., 2009). Diese Hypothese kann zum gegenwartigen Zeitpunkt

jedoch ausgeschlossen werden, da den Plasmiden keine direkte Beteiligung an der
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Goldresistenz (Abb. 4, Tab. 4) oder der Goldbiomineralisierung (Abb. 5) zugeordnet werden
kann.

Trotz der Expression der Gene, die fir die P-Typ ATPase CupA oder dem Metallchaperon
CupC kodieren, konnte kein Einfluss des Systems auf die Goldresistenz (Tab. 6) oder die
Synthese der Nanopartikel (Daten nicht aufgefiihrt) gezeigt werden. Die P-Typ ATPase CupA
tragt nur zur cytoplasmatischen Detoxifizierung der Kupferionen bei, wie die
Wachstumsendpunktbestimmungen (Tab. 6) und die in-vitro-Studien bestétigten (Abb. 17). Die
Zugabe von CuClz zu den mit dem Reduktionsmittel DTT behandelten Liposomen mit
inkoorporiertem CupA fiihrte dabei zu einem linearen Anstieg an freigesetztem Phosphat, der
durch die Transport-vermittelte ATP-Dephosphorylierung entsteht (Rensing et al., 1999). Es
konnte eine turn-over Zahl pro transportierten Metallion von 0,0314 s bestimmt werden, die
vergleichbar ist zu denen der Zn- und Cd-exportierenden Proteine ZntA, PbrA und CadA aus
diesem Bakterium (Scherer und Nies, 2009). Dagegen konnte mit 100 uM AuHCl, kein Anstieg
an anorganischem Phosphat kolorimetrisch detektiert werden. Desweiteren fiihrte die Deletion
des cup-Systems auch nur zu einem minimal signifikant héheren Goldgehalt der Zelle (AE104:
50 + 07 x 10° Goldatome/Zelle und DN656(AcupCAR): 63 + 01 x 10° Goldatome/Zelle), was
die Tatsache untermauert, dass dieses System kein direktes goldspezifisches Transportsystem
in C. metallidurans ist.

Fur CopA aus E. coli konnte gezeigt werden, dass der Promotor von CopA durch Goldchlorid
zwar reguliert wird, jedoch die cytoplasmatische Regulation nicht durch die Deletion der P-Typ
ATPase verandert wird, was auch auf den fehlenden Efflux der Goldionen durch CopA
zuruckgefuhrt wird (Stoyanov und Brown, 2003a; Stoyanov et al., 2003Db).

Das GolSTB-System tragt hingegen nur bei Fehlen der P-Typ ATPase CopA zur
Kupferresistenz bei. So kdnnen GolT und GolB bei Fehlen der Cu(l)-translozierenden P-Typ
ATPase CopA oder des copA-Aktivators CueR zur Cu(l)-resistenz beitragen (Checa et al.,
2007; Espariz et al., 2007; Checa und Soncini, 2011). Analog dazu kann CopA, als praferierter
Cu(l)-Transporter, auch zum Goldefflux in Salmonella beitragen, jedoch nur bei sehr hohen
Goldkonzentrationen (Checa et al., 2007; Checa und Soncini, 2011). Die Deletion einer der
Komponenten des gol-Locus beeinflusst maRgebend das Uberleben in Gegenwart von
Goldionen und fuhrt zur Reduzierung der Goldresistenz (Checa et al., 2007; Pontel et al., 2007).
Die Uberlebensrate der Deletionsmutante des gesamten gol-Locus sinkt bei Zugabe von 40 uM
AuHCIls um 80 % (Checa et al., 2007). Diese Beobachtung konnte nur im LB-
Kultivierungsmedium von Checa et al., (2007) dokumentiert werden. Osman et al., (2010)

konnten hingegen diesen Resistenzverlust sowohl in LB-Medium als auch in M9-MM nicht
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bestétigen, obwohl sie die goldabhéngige Expression der Promotor-lacZ-Konstrukte von copA
und golTS auch zeigen konnten. Die Deletionen von golT wie auch copA fuhrten in dieser Studie
zur Reduktion der Kupferresistenz und des zelluldren Kupfergehaltes, hatten jedoch wie CupA
aus C. metallidurans keine Auswirkung auf die Goldtoleranz oder die Goldakkumulation in der
Zelle (Osman et al., 2010). Als Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse wird die
Verwendung verschiedener Salmonella-Stamme aufgefihrt, S. enterica sv. Typhimurium
14028s (Checa et al., 2007) und SL1344 (Osman et al., 2010).

Eine abschlieBende Frage bleibt dennoch. Warum sollte S. enterica sv. Typhimurium
evolutionér ein System zur Gold-Detoxifizierung entwickelt haben, wo doch die Existenz des

Organismus in keiner direkten VVerbindung mit goldhaltigen Standorten gebracht werden kann.

4.2 C. metallidurans und sein Vorkommen an goldhaltigen Standorten

Die Vielfalt an Schwermetallresistenzmechanismen zeichnet C. metallidurans als
Modellorganismus aus (von Rozycki und Nies, 2009). Die Entfernung von Uberschiissigen
Metallionen scheint iber zwei Stufen zu erfolgen. In der einen Stufe werden Metallkationen
durch P-Typ ATPasen und CDF-Proteine aus dem Cytoplasma Uber die innere Membran ins
Periplasma transportiert. RND-Proteine stellen hingegen die andere Stufe der Entgiftung dar
und transportieren die Metalle aus dem Periplasma in den extrazellularen Raum (Tseng et al.,
1999; Thieme et al., 2008). Diese Transportmechanismen sind in C. metallidurans auf den
beiden Chromosomen oder den Megaplasmiden pMOL28 und pMOL30 kodiert (von Rozycki
und Nies, 2009; Janssen et al., 2010).

P-Typ ATPasen sind in der Lage diverse Kationen wie Cu(l), Cu(ll), Ag(l), Zn(l1), Pb(1l) und
Cd(I1) aus dem Cytoplasma tiber die innere Membran ins Periplasma zu transportieren. Sie sind
nach der Definition Kationen-exportierende Systeme und stellen eine grundlegende Abwehr
gegen toxische Schwermetallkonzentrationen (Fagan und Saier, 1994). Zn(ll) und Cd(Il)
werden in C. metallidurans durch die P-Typ ATPasen ZntA und CadA transloziert, wobei ZntA
auf dem Chromosom 2 und CadA auf dem Chromosom 1 kodiert sind (Legatzki et al., 2003).
Auf dem Megaplasmid pMOL30 sind die Gene zweier weiterer P-Typ ATPasen lokalisiert, die
am Efflux von Zn(1l), Pb(I1) und Cd(Il) (CzcP und PbrA) beteiligt sind (Scherer und Nies,
2009; Taghavi et al., 2009).

Eine weitere Familie membrangebundener Transportproteine ist die der CDF-Proteine
(cationen diffusion facilitator) (Nies, 2003), die tiber einen Protonen- oder Kaliumgradienten

(chemoosmotischen Gradienten) divalente Kationen wie Zn(1l), Cd(l1), Ni(ll) und Co(ll) aus
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dem Cytoplasma transportieren (Paulsen und Saier, 1997; Anton et al., 1999; Munkelt et al.,
2004). Vertreter dieser Proteine sind CzcD, DmeF (fir divalent metal efflux) und FieF (fur
ferrous iron efflux) in C. metallidurans (von Rozycki und Nies, 2009). Auf dem Megaplasmid
pMOL30 ist czcD kodiert, das an der Regluation des RND-Systems CzcCBA beteiligt ist (Nies,
1992; Legatzki et al., 2003; Grosse et al., 2004). Es ist fur den Export an Co(ll), Zn(1l) oder
Cd(Il) verantwortlich (Anton et al., 1999; Anton et al., 2004). Die Gene fieF und dmeF sind
hingegen auf dem Chromosom kodiert. Beide Proteine zeigen dasselbe Substratspektrum fir
Co(ll), Ni(ll), Zn(I) und Cd(Il). Dabei spielt DmeF die zentrale Rolle in der Co(ll)-
Homoostase in C. metallidurans (Munkelt et al., 2004; Scherer und Nies, 2009). Eine
Disruption fuhrte zur funktionellen Inaktivierung der Resistenzsysteme Czc (Co/Zn/Cd) (Nies
et al., 1987) bzw. Cnr (Co/Ni) (Liesegang et al., 1993). Das ist bisher der eindeutigste Beweis
dafiir, dass RND-Transporter der HME (heavy metal efflux) Familie (Tseng et al., 1999) ihr
Substrat aus dem Periplasma beziehen und so das Kompartiment entgiften kénnen. Die
wichtigsten Gene, die fur RND-Proteine kodieren, befinden sich in C. metallidurans auf den
Megaplasmiden pMOL28 (cnr) (Siddiqui et al., 1988; Siddiqui et al., 1989; Liesegang et al.,
1993; Grass et al., 2000; Marx und Lidstrom, 2002) und pMOL30 (czc) (Nies et al., 1987; Nies
und Silver, 1989b) und tragen wesentlich am Efflux von Nickel, Cobalt, Zink und Cadmium
aus dem Periplasma bei.

Nach der Entdeckung von Biofilmen auf Goldnuggets und der Analyse deren 16S rDNA stand
fest, dass sich C. metallidurans auf jedem Nugget befand, jedoch nicht im umgebenden Boden
identifiziert werden konnte (Reith et al., 2006; Reith et al., 2012). Bis heute ist der dort
vorkommende Stamm nicht isoliert worden. Mittels Rasterelektronenmikroskopie und EDX-
Analyse konnte die Prazipitation metallischen Goldes in CH34-Zellen nachgewiesen werden
(Reith et al., 2009). Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass die beiden Plasmide mit
den dort lokalisierten Resistenzsystemen nicht fiir die Resistenz gegen AuHCI4 oder Au(S203)2
oder die Biomineralisierung von Gold nach Inkubation mit AuHCI4 bendtigt werden. Es stellt
sich daher die Frage, in wieweit der Organismus auf die beiden Plasmide an den goldhaltigen,
okologischen Nischen in Australien angewiesen sein kénnte. In Reith et al., 2012 wurde eine
Analyse des Metallgehaltes an vier australischen Goldminen (Tomakin Park, Wildcate,
Humpback und Old Pirate) vorgenommen. Dabei konnte eine Korrelation zwischen den
Goldvorkommen und erhéhten Konzentrationen an Ag(l), Co(ll), Cu(ll), Cr(11), Hg(ll), Ni(ll),
Pb(I1) und Zn(1l) festgestellt werden (Daten nicht gezeigt, unverdffentlich). Um das Mal3 der
Toxizitat der Metalle fir Organismen an diesen Standorten anzugeben, ist das Verhéltnis der
ICP-MS bzw. ICP-OES ermittelten maximalen Metallgehalte (Reith et al., 2012) zu den
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publizierten MIC-Werten von E. coli (s. Anhang Tab. 15), als nicht Schwermetallresistentes
Bakterium, von CH34 oder zur MIC des plasmidfreien Derivates AE104 bestimmt worden (s.
Anhang Tab. 14.1 und Tab. 14.2). In dieser theoretischen Kalkulation wird davon ausgegangen,
dass die Metallgehalte der Proben auch in diesen Konzentrationen im festen Tris-MM
bioverfligbar sind. Die theoretischen Werte (Max/MIC) sind dabei hoher als die MIC von E.
coli far Ni(1l), Cu(ll) und Zn(l1). Die entsprechende Kalkulation fiir CH34 und AE104 ergab,
dass der plasmidfreie Stamm die dort vorkommenden Nickel- und Zinkkonzentrationen nicht
tolerieren kann. Die Silberkonzentrationen liegen hingegen flr beide Stamme oberhalb der
tolerierbaren Resistenzgrenzen. Das Vorkommen erhohter Konzentrationen an Ni(ll), Co(ll)
bzw. Cr(Il) in der Old Pirate Goldmine begrundet die Notwendigkeit des Plasmides pMOL28
beispielsweise mit dem Cnr-System, wohingegen die pMOL30-lokalisierten Resistenzsysteme
(z.B. Czc-System, CzcP) fiir ein Vorkommen an den drei anderen Goldminen essentiell zu sein
scheinen, um die erhdhten Konzentrationen an Zn(lIl) zu tolerieren (s. Anhang Tab. 16) . Die
beiden  Plasmide  werden daher fir die Detoxifizierung der erhohten
Schwermetallkonzentrationen an den goldhaltigen Standorten bendétigt.

Auch D. acidovorans, der neben C. metallidurans vorherrschend auf den Goldnuggets
identifiziert werden konnte, verfiigt tiber die Resistenzsysteme, die ein Uberleben an solchen
Standorten ermdglichen (Van Houdt et al., 2009). So enthalt das Genom alle akzessorischenen
Gene flr die Metallresistenz, bestehend aus Resistenzcluster fur Cu, Cu(l)/Ag(l), Cd/Pb, Co/Ni,
Co/Zn/Cd, Hg und As. Die Cluster silABCDR, pbrRcadApbrC, merRTPA und arsRIC2BC1H
werden durch das parAB-cluster und dem int-Gen flankiert und haben die entsprechenden
Gegenpartner in CH34 (sil auf pMOL30, pbr, mer und ars auf dem Chromosom). Die 10 cop-
Gene (copK, copDC, copGFO und copBARS) zeigen eine enge Verwandtschaft zu den
chromosomalen cop-Genen von C. metallidurans, wéhrend andere den auf dem Plasmid
pMOL30 kodierenden cop-Genen éhnlich sind (Van Houdt et al., 2009).

4.3 Indirekter Weg der Metallentgiftung in C. metallidurans

Aufgrund des Vorkommens erhéhter Konzentrationen anderer Metalle an den goldhaltigen
Standorten scheint eine Zusammenarbeit der Schwermetallresistenzsysteme an der
Golddetoxifizierung maoglich zu sein (Reith et al., 2006; Reith et al., 2009; Wiesemann et al.,
2013). Gestutzt wird diese Hypothese durch friihere Arbeiten von Reith et al., (2009), die
gezeigt haben, dass Au(lll)-Komplexe durch C. metallidurans-Zellen aufgenommen und zu

Au(l) reduziert werden, was mit einer Hochregulation von Genen einhergeht, die an der
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Quecksilberresistenz, der Kupferhomdostase und dem oxidativen Stress beteiligt sind (Reith et
al., 2009). Da C. metallidurans auch Au(l)-Komplexen in der Umgebung ausgesetzt ist, wurde
in Wiesemann et al., (2013) der Einfluss von Au(l)-cyanid, Au(l)-thiosulfat und Au(l)-
thiomalat auf das globale Transkriptom untersucht (Wiesemann et al., 2013). Ziel dieser
Untersuchung war die Identifikation von Genen, die spezifisch fur den Umgang mit Au(l)-
Komplexen sind, im Gegensatz zu denen die fir die Akkumulation des Au(lll)-Komplexes
und/oder der Reduktion von Au(l11) zu Au(l) benétigt werden (Reith et al., 2009). Dabei flihrte
die Inkubation mit Au(l)-cyanid und Au(l)-thiomalat zu der Hochregulation von Genen, die
bereits durch den Au(l11)-Komplex analysiert werden konnten.

In Wachstumsendpunktbestimmungen zeigt Goldthiosulfat eine geringere Toxizitat als AUHCI4
(Abb. 4B). Dies konnte damit begriindet werden, dass Au(S203)2 nicht so effektiv von der Zelle
aufgenommen wird und daher auch nicht so hohe Induktionsraten verursacht, wie AuHCla. Dies
konnte am Beispiel der Induktion der cup-Komponenten gezeigt werden (Wiesemann et al.,
2013). Aufgrund der geringen Verfugbarkeit der Goldionen hatte die Inkubation mit Au(l)-
thiosulfat daher nur minimale Auswirkungen auf die Genregulation.

Die Intensitaten der Antwort waren unter Au(l1l)-chlorid und Au(l)-cyanid héher, wobei CN”
auch falsch negative Transkriptomantworten bewirkte (Wiesemann et al., 2013). Letztlich
verdeutlichten die Microarray-Analysen, dass AUHCI4 der geeignete Goldkomplex war, um die
Interaktion der Goldkomponenten auf die Zellen von C. metallidurans zu untersuchen, und die
Au(llD-induzierten  Gene im  Hinblick auf mdogliche  Goldtransport-  und
Goldmodifikationssysteme zu analysieren.

Unter anderem wurden eine Reihe von Genen auf dem Chromosom und dem Plasmid pMOL30
hochreguliert, die vorwiegend flr die Kupferhomoostase benotigt werden (Reith et al., 2009;
Wiesemann et al., 2013). Im Gegensatz zu Gold ist Kupfer in den Oberflachenumgebungen
abundant und zeigt eine hohe chemische Solubilitat, Mobilitat und Bioverfiigbarkeit (Emsley,
1989; Kabata-Pendias, 2011). Die durchschnittliche Konzentration von Kupfer im Boden liegt
bei 25 pg/g, wohingegen die Goldkonzentrationen nur einige ng/g betragen. In den goldhaltigen
okologischen Nischen in Australien, wo die Goldnuggets und die Biofilmpopulationen
charakterisiert worden sind, konnte auch immer Kupfer als begleitendes Schwermetall
detektiert werden. Dabei variierte das Verhéltnis von Kupfer zu Gold in Losung zwischen 35
und 9000 (Reith et al., 2012; Reith et al., 2013) (Abb. 31).
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Abb. 31: Gold und Kupfergehalt in der Umgebung der Goldminen in Australien (Reith et al., 2012). Der
Goldgehalt wurde gegen den Kupfergehalt der Bodenproben aufgetragen, die an vier goldhaltigen Standorten
entnommen wurden. Old Pirate (@), Tomakin Park (O),Wildcate (A) und Humpback @). Die Detektionsgrenze fir
Gold liegt bei 0,01 pg/g. Am Standort Wildcate konnten eher geringe Goldgehalte (bis zu 0,11 pg/g) und sehr
hohe Kupfergehalte (16,24-105,88 ug/g) bestimmt werden. Am Tomakin Park waren hingegen die Goldgehalte
mit bis zu 1,1 pg/g eher hoch und vergleichbar niedrige Kupfergehalte mit bis zu 9,6 pg/g. Die Humpback Proben
zeigten eine dhnliche Korrelation des Kupfergehaltes zum Goldgehalt, wahrend die Old Pirate Proben sehr stark
im Goldgehalt variierten und der Kupfergehalt eher gering war.

In Gebieten, in denen Goldkonzentrationen bis 2 pg/g Gold detektiert werden konnten,
enthielten die Losungen auch mehrere Hundert pg/g Kupfer im Boden, als Beispiele seien hier
die Pouyazarkan Goldminen von Aghadare von Takab (Moghadami, 2013) und die Batu Hijau
Kupfer-Goldmine auf der Insel Sumbawa in Indonesien zu nennen (Angel et al., 2013). Daher
konnte vermutet werden, dass das mobile Kupfer einen wesentlich hoheren Beitrag zur
Toxizitat leistet als das mobile Gold. Denn die Solubilitdt und Bioverfugbarkeit von Gold in
der Natur ist so gering, das toxische Goldkonzentrationen sehr selten detektiert werden kénnen
(Kabata-Pendias, 2011). Die evolutiondre Entwicklung genetischer Goldresistenzsysteme
scheinen daher energetisch unglnstiger zu sein, was sich in den Inkubationsexperimenten fur
C. metallidurans bestéatigen l&sst. Wahrend sowohl fur Kupfer als auch fir Kobalt die
Resistenzen durch eine Vorinkubation gesteigert werden konnten (Abb. 9A-B, s. Anhang Abb.
40A-B), fuhrte eine Goldvorinkubation zu keinerlei Resistenzunterschieden und untermauert
die These der fehlenden Existenz von spezifischen Goldsystemen (Abb. 10A-B). Dass das Gold
aber tatséchlich in die Zelle gelangt und Resistenzsysteme induzieren kénnte, haben Reith et
al., (2009) mit dem XANES Spektrum, den Synchrotron Daten und der Microarray-Analyse
gezeigt. Die Lokalisation der Nanopartikel im Periplasma (Abb. 6, Abb. 7, s. Anhang Abb. 37)
und dem Cytoplasma (s. Anhang Abb. 36) sowie die CupR-abhé&ngige Expression der cupA-
lacZ-Reportergenfusion durch AuHCIs (Abb. 25) bestétigen desweitern den Goldeintritt in die
Zelle. Es muss jedoch Systeme geben, die der weiteren unbegrenzten Aufnahme der Goldionen
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entgegenwirken, wie z.B. das RND-System CusCFBA, dessen Beteiligung unter 4.3.1 erortert
wird.

Eine Vorinkubation von CH34 mit Kobalt fuhrte zu einer deutlichen Resistenzsteigerung, die
vorwiegend auf die plasmidkodierten RND-Systeme Czc (Co/Zn/Cd) und Cnr (Ni/Co)
zurlickgefuhrt werden kann. Die minimale Steigerung der Kobaltresistenz in AE104 kann mit
der Expression moglicher Kobalt-transportierender ABC-Transporter begriindet werden
(Mikolay und Nies, 2009) und ist weniger auf die chromosomal kodierenden CDF-Proteine
FieF und DmeF zurlickzufthren, deren Transkriptionen in C. metallidurans konstitutiv auf
niedrigem Niveau erfolgen (Munkelt et al., 2004). Die permanente Anwesenheit der CDF-
Proteine hat sich dabei als vorteilhaft in Umgebungen mit erh6hten Schwermetallen bewahrt,
wahrend in nicht schwermetallresistenten Bakterien, wie E. coli, die Expression von fief
metallabhangig durch Zink und Eisen (Grass et al., 2005b) oder zitB durch Zink induziert wird
(Grass et al., 2001a). Bei Kupfer zeigte sich hingegen der Vorteil eines ausgedehnten cop-
Clusters auf pMOL30 erst bei Vorinkubation mit einer hoherer Kupferkonzentration von
200 M, die zu deutlichen Resistenzunterschieden fiihrte (Abb. 9A-B). Diese
Resistenzsteigerung in beiden Stdammen kann auf die Cu(l)-P-Typ ATPase CupA zuriickgefuhrt
werden, vergleicht man die 1Cso-Werte von CuCl, der Deletionsmutanten DN656(AE104
AcupCAR), DN729(AE104 AcusCFBA) und DN686(AE104 AcopABCD) und bericksichtigt
die Expression der Induktionen der Operon-lacZ-Fusionen durch CuCl,. Die Deletion des cup-
Systems sowie des copABCD-Systems flhrten zur Reduktion der Kupferresistenz
(DN656(AcupCAR): 1C50=406 + 44,7 uM; DN686(AcopABCD): 1C50=683 * 66,2 uM), wobei
jedoch nur die lacZ-Reportergenfusion des cup-Systems durch CuCl> induziert werden konnte.
Die Deletion des cus-System hatte hingegen keine Auswirkung auf das Resistenzverhalten
gegen Kupfer und es konnte ein vergleichbarer ICso-Wert zum Wildtypstamm AE104 bestimmt
werden (A104: 1Cs0=1148 £ 75,2 uM; DN729(AcusCFBA): ICs0=111 + 42,5 uM). Die Operon-
lacZ-Fusion dieses System konnte jedoch durch CuClz induziert werden.

Lediglich die Vorinkubation mit Kupfer zeigte eine Beeinflussung der Goldresistenz, die
unabhéngig von den eingesetzten Konzentrationen (10 puM, 50 uM, 100 uM, 200 uM) (Tab 7
und Tab. 8) und dem Stamm war (Abb. 9C/D). Damit einhergehend nahm unter den
Wachstumsbedingungen fur die Metallgehalt-Analyse der Goldgehalt in CH34 um 30 % und in
AE104 um 50 % zu. Interessanterweise sind die Kupfergehalte in CH34 deutlich geringer als
in AE104, was mit der erhéhten Pufferkapazitat und den zusétzlichen Resistenzsystemen fiir
die cytoplasmatische und periplasmatische Detoxifizierung von Kupfer auf pMOL30 begriindet

werden kann (Monchy et al., 2006). Der Goldgehalt ist hingegen zwischen den beiden Stdmmen
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vergleichbar, jedoch in AE104 mit der Kupfer-Inkubation in der VVorkultur oder der Hauptkultur
wesentlich héher (mit Ausnahme der Kupfer-Vorinkubation der Au/Cu-inkubierten Zellen).
Wurden die Experimente mit den Bedingungen an den goldhaltigen Standorten durchgefihrt,
wo Gold auch immer mit Kupfer vorkommt, so flihrte dies zur maximalen Reduktion der Gold-
und Kupferresistenz, wobei die Goldresistenz durch eine zusatzliche Vorinkubation mit Kupfer
gesteigert werden konnte, jedoch nicht das Resistenzniveau nicht-induzierter Zellen erreichte.
Dies konnte fir einen indirekten Weg der Metallentgiftung durch Kupferresistenzsysteme
sprechen. Ein &hnlich sensitiver Phanotyp konnte nicht bei einer gleichzeitigen Inkubation von
AE104 mit &quimolaren Toxizitatskonzentrationen an CoClz, NiClz, ZnCl,, CuCl; und CdCl;
beobachtet werden (personliche Mitteilung Martin Herzberg). Die Zugabe beider Metalle
steigerte dabei den Kupfer- und den Goldgehalt in CH34 um 50 % und 57 % und in AE104 um
40 % und 70 %, im Vergleich zu den Metallgehalten der AuUHCI4 oder CuCl; inkubierten Zellen.
Diese Metallgehalte &nderten sich auch nicht durch eine zusatzliche Vorinkubation mit
Goldchlorid. Es stellte sich nun die Frage, wie die erhdhten Metallgehalte erklart werden
konnen. Dazu wurde die Blockierung des Kupfereffluxes am Beispiel der Kupfer-
translozierenden P-Typ ATPase CupA untersucht. Die Inkubation mit 100 uM AuHClI4
verhinderte die Kupfer-abhangige ATPase-Aktivitat von CupA, was die niedrige Kupfer- und
Goldresistenz in Gegenwart des jeweils anderen Metalls sowie den erhdhten Kupfergehalt
erklaren konnte. Als Kontrolle erfolgte die Inkubation von CuCl> mit CdCl> oder Au(S203)2,
die keine Auswirkung auf den Anstieg an kolorimetrisch detektierbaren P; hatten oder eine
mogliche Prazipitation verursachte. Untersuchungen zum ATP-abhéngigen *Cu(l)-Transport
von CopA in Membranvesikel haben gezeigt, dass die Zugabe von Ag(l) und radioaktivem
Kupferisotop hingegen zu einer Prazipitation fiihrte und eine Akkumulation von ®4Cu(l) nicht
gemessen werden konnte. Aus diesen Daten konnte jedoch nicht abgeleitet werden, ob die
Ag(l)-ionen auch den Cu(l)-Transport von CopA inhibieren kdnnten. Da radioaktives Ag(l)
kommerziell nicht verfugbar war, wurde der Transport der Silberionen nicht weiter untersucht.
In einem unabh&ngigen Experiment wurde versucht den Metallgehalt der Proteoliposomen
mittels ICP-MS zu bestimmen, um die gehemmte ATPase-Aktivitat auf eine gestorte
Translokation von Kupfer und damit einhergehend einem verringerten Kupfergehalt der
Proteoliposomen zurlickzufiihren. Die Problematik bestand hierbei im Waschschritt mit einem
Chelator, der sich nach dem Assay anschloss, um Uberschiissige Metallionen zu entfernen.
Durch das erneute Ultrazentrifugieren und dem vorsichtigen Resuspendieren der
Proteoliposomen kam es zum Platzen dieser, weshalb eine signifikante Bestimmung der

Anderung des Kupfergehaltes in den Ansdtzen nicht moglich war. Eine direkte
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Transportmessung konnte ebenfalls nicht durchgefiihrt werden, da radioaktive Kupferisotope
mit einer Halbwertszeit unter 14 Tage in Deutschland nicht verfugbar sind.

Wo konnte das Gold in der Cu(l)-P-Typ ATPase gebunden haben? Eine typische CPx-Typ
ATPase besteht aus acht transmembranen Helices (TMH) und zwei groRen cytoplasmatischen
Bereichen, dem p-loop zwischen den TMH IV und V und der grolRen cytoplasmatischen
Doméne zwischen den TMH VI und VII mit der Phosphorylierungs- (P) und der
Nukleotidbindenden-Domane (N) (Abb. 32) (Rensing et al., 1999; Arguello et al., 2007; Chan
et al., 2010; Mattle et al., 2013; Andersson et al., 2014; Inesi et al., 2014). Innerhalb der P-
Doméne befindet sich die konservierte DKTGT-Sequenz, in der das Aspartat katalytisch
phosphoryliert wird und so die transmembrane Translokation des Metalles ermdglicht
(Arguello et al., 2007). Die zwei hochaffinen transmembranen Metallbindestellen werden durch
zwei Cysteinreste und ein Tyrosinrest (Metallbindestelle 1) sowie ein Asparagin, ein Methionin
und ein Serin (Metallbindestelle 2) gebildet. Fur das Enzym-turnover ist eine gleichzeitige
Besetzung dieser Bindestellen erforderlich (Solioz und Vulpe, 1996; Arguello, 2003; Mandal
und Arguello, 2003; Gonzalez-Guerrero et al., 2008b). Fiur eine Reihe von Cu(l)-P-Typ
ATPasen konnte gezeigt werden, dass sie neben Kupfer auch in der Lage sind Silber zu
translozieren, wie der Cu(l)-P-Typ ATPase CopA aus E. coli (Fan und Rosen, 2002), CopA
und CopB aus A. fulgidus (Mandal et al., 2002; Arguello et al., 2003; Mana-Capelli et al., 2003)
oder CopB aus E. hirae (Odermatt et al., 1994; Solioz und Odermatt, 1995). Aufgrund der
chemischen Ahnlichkeit von Cu(l), Ag(l) und Au(l) wére es denkbar, dass CupA auch
Goldionen an diesen beiden Metallbinderegionen binden kdnnte, jedoch aufgrund des gréReren
lonenradius die Translokation nicht mdglich ist. Daneben verfiigen die bakteriellen Cu(l)-
ATPasen uber mindestens eine cytosolische N-terminale Metallbindedoméne CxxC (Arguello,
2003), die das Level an cytoplasmatischen Cu(l) sensiert und durch eine Cu(l)-abhéngige
Interaktion mit der katalytisch l6slichen Doméne die ATPase turnover Rate reguliert, ohne am
direkten Metalltransport beteiligt zu sein (Fan et al., 2001; Arguello et al., 2007; Gonzalez-
Guerrero und Arguello, 2008a; Boal und Rosenzweig, 2009; Gonzalez-Guerrero et al., 2009;
Robinson und Winge, 2010; Padilla-Benavides et al., 2013; Inesi et al., 2014). Eine Besetzung
der Metallbindedoméne mit Gold kénnte demnach auch die ATPase-Aktivitat beeinflussen und
daher den fehlenden Anstieg an detektierbaren anorganischen Phosphat erklaren. Das CupA
tatsachlich in der Lage ist Gold zu binden, zeigen erste Metallgehaltanalysen eines
Metallinkubationsassays. Die Bestimmung erfolgte von dem gereinigten rekombinanten
Protein, sowie dem erhaltenen Apoprotein nach EDTA-Waschen und nach der

Metallinkubation unter reduzierenden Bedingungen mit AuHCI4/CuCl, (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 32: Topologiemodell der Cpx-Typ ATPase CupA. Dargestellt ist das Modell der Cpx-ATPase CupA mit
8 transmembranen Helices (blaue Zylinder). Die N-terminalen Metallbindedoménen mit dem Bindemotiv CxxC,
die beiden hochaffinen transmembranen Metallbindestellen (die Aminosduren im Einbuchstabencode in schwarz
und weil} dargestellt), die Phosphorylierungs-(P-) und Nukleotidbindedoméne (N-) sowie die konservierten
Sequenzmotive wurden hervorgehoben. Das Prolin in der sechsten TMH zwischen den beiden Cysteinen der ersten
Metallbindestelle von CupA ist in allen P-Typ ATPase konserviert (Argiiello, 2003). ® kennzeichnet die
Phophorylierungsstelle des Proteins.

Neben CupA verflgt C. metallidurans Uber eine weitere Cu(l)-entgiftende P-Typ ATPase
(CopF) und zwei anabolische P-Typ ATPasen (Rdxl und CtpAl), die ebenfalls keinen Einfluss
an der Goldresistenz zeigen und nur einen geringeren Beitrag zur Kupferhomdgostase leisten
(Tab. 6). Nur die Deletion des cupCA bzw. cupCAR-Systems fiihrte in CH34 und AE104 zu
einem kupfersensitiven Phanotyp. Die zusatzliche Deletion der P-Typ ATPase rdxl hatte im
Stammhintergrund DN649(CH34 AcupCAR) keine weitere Auswirkung, wéhrend die Deletion
der P-Typ ATPase copF den ICso-Wert von Kupfer weiter um die Halfte reduzierte. Im
Stammhintergrund DN656(AE104 AcupCAR) verursachte hingegen bereits die zusétzliche
Deletion der anabolischen P-Typ ATPase rdxl oder ctpAl eine Halbierung des 1Cso-Wertes.
Nur CupA war in der Lage den kupfersensitiven Phénotyp der copA-Deletion in E. coli zu
komplementieren, wahrend die phylogenetisch weiter entfernt verwandten Cu(l)-P-Typ
ATPasen CopF, Rdxl und CtpAl dazu nicht in der Lage waren (Steglich, 2012). Jedoch
verdeutlichen die Metallgehaltanalysen mittels ICP-MS, dass die Deletion des cup-System
nicht den Kupfergehalt verandert (Tab. 9). Demnach kdnnten die beiden anabolischen P-Typ
ATPasen im Stamm AE104 auch die Detoxifizierung der Cu(l)-ionen aus dem Cytoplasma
gewahrleisten. Denkbar wére jedoch auch ein gesteigerter Efflux aus dem Periplasma tber das
RND-System CusCFBA in DN656(AcupCAR).

Aufgrund der phylogenetischen Verwandtschaft von rdxl und ctpAl zu FixI/CopA2-Proteinen
(Abb. 33) und ihrer Lokalisation im Genom in Nachbarschaft zu Genen, die fiir die Biosynthese

der Cytochrom c-Oxidase bendtigt werden, liegt die Vermutung nahe, dass sie den Kupfer fir
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den Cofaktor der Oxidasen bereitstellen (Francis und Thomas, 1997; Roh und Kaplan, 2000;
Hassani et al., 2010). In einem begleitenden Praktikum wurde von Jeanine Rismondo
untersucht inwieweit die anabolischen P-Typ ATPasen unter Stress hochreguliert werden. Um
dies zu prufen wurde die Expression der beiden ATPasen auf RNA-Ebene untersucht. Erste
Ergebnisse hierzu zeigten, dass die Expression der P-Typ ATPasen nicht nach Inkubation mit
Kupfer gesteigert werden konnte, was den geringen Beitrag an der Kupfertoleranz untermauert.
Es ist nun nicht auszuschlie3en, dass auch die anderen P-Typ ATPasen in ihrer Funktion durch
Goldchlorid gehemmt sind, was durch in vitro-Studien oder mittels eines Oxidase-Assay mit
Rdxl und CtpAl untersucht werden konnte. Hierbei sollte die Hemmung dazu fiihren, dass
Kupfer als Kofaktor fir die Cytrochrom-Untereinheit nicht mehr bereitgestellt wird, was sich
in einer moglichen Defizienz der Oxidase-Aktivitat widerspiegeln sollte.

CopA2 P aeruginosa
_I RdxI C. metallidurans

CtpA R gelatinosus
CtpAl C. mefallidurans

Fixll S meliloti 1021
— Fixl2 S meliloti 1021
CopA3 S meliloti 1021
4: CopF C. metallidurans
CopB A. fulgidius
CopB E. hirae ATCC 9790
CopAla 5 meliloti 1021
_|: CopAlb 5. meliloti 1021

GolT §. fyphimurism

v CopA A fulgidius
CopA E. hirae ATCC 9790

: CopAl P. qeruginosa PAOL
CupA C. metallidurans

CopA R gelatinosus

— CopA E. coli

L CopA S typhimurium
02

Abb. 33: Phylogenetischer Stammbaum der Kupfer-P-Typ ATPasen verschiedener Organismen. Die
Verwandtschaftsverhéltnisse wurden mit CLUSTALW untersucht und der Stammbaum mit dem Programm
Geneious 8.0.5. erstellt. Es gibt eine Vielzahl von Organismen, die im Besitz mehrerer Kupfer-P-Typ ATPasen
mit verschiedenen Funktionen sind (Chan et al., 2010; Patel et al., 2014). Der symbiotische Organismus
Sinorhizobium meliloti enthalt flinf homologe Kupfer-ATPasen. CopAla und b werden in ihrer Expression durch
Cu(l)-Konzentrationen und einem Metall-Transkriptionsfaktor reguliert und kénnen auch die copA-Deletion in
E. coli komplementieren. Die CopA2-dhnlichen Proteine, Fixl1 und FixI2, werden fir den Zusammenbau von
zwei unterschiedlichen Cytochrom-c-Oxidasen in unterschiedlichen Stadien des bakteriellen Lebens benétigt.
CopA3 ist phylogenetisch weiter entfernt zu den anderen Cu(l)-P-Typ ATPasen dieses Organismus, wird durch
Redoxstress reguliert, leistet keinen Beitrag an der Toleranz und wird wéhrend der Symbiose bendtigt (Patel et al.,
2014). Fixl-ahnliche PIB-ATPasen stellen Kupfer fur den Cofaktor der Cytochrom-c-Untereinheiten und zeigen
geringere Transportraten (Gonzalez-Guerrero et al., 2010; Raimunda et al., 2013). Die fixl/copA2-
Mutantenstdimme zeigen eine signifikante Defizienz in der Oxidase Aktivitat (Preisig et al., 1996; Koch et al.,
2000; Gonzalez-Guerrero et al., 2010; Hassani et al., 2010), eine erhdhte Sensitivitdt gegen oxidativen Stress und
keinen kupfersensitiven Phanotyp (Gonzalez-Guerrero et al., 2010; Raimunda et al., 2013).
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Neben der Hemmung der Kupfer-abhéngigen ATPase-Aktivitat durch AuHCls sind in der
Literatur einige Beispiele von Systemen beschrieben, die nicht in der Lage sind zwischen
Schwermetallen &hnlicher Chemie oder dhnlicher lonenradien zu unterscheiden und in ihrer
Funktion so inhibiert werden konnen, wie beispielsweise Fe(lll) und Ga(lll), einem
Schwermetall mit keiner biologischen Signifikanz fur Organismen (Chitambar und
Narasimhan, 1991a; Chitambar et al., 1991b; Kaneko et al., 2007). Studien mit P. aeruginosa
haben gezeigt, dass Gallium das Wachstum und die Biofilmbildung inhibiert (Kaneko et al.,
2007). Die antimikrobielle Wirkung beruht auf der chemischen Ahnlichkeit zu Eisen. So sind
die lonenradien von Eisen(I11) und Gallium(l11) mit 0,65 A und 0,62 A einander sehr &hnlich,
jedoch kann Gallium im Gegensatz zum Eisen nicht reduziert werden, weshalb deren Bindung
sowohl eisenabhdngige metabolische Redoxprozesse als auch die Enzymfunktion
eisenabhangiger Proteine inhibieren kann, wie beispielsweise der Ribonukleotid-Reduktase in
humanen Krebszelllinien (Chitambar und Narasimhan, 1991a; Chitambar et al., 1991b). In
einem anderen Beispiel wird der Zink-Import von ZupT aus E. coli, einem bakteriellen
Vertreter der ZIP-Familie (Grass et al., 2002), in Gegenwart anderer divalenter Kationen
inhibiert, jedoch  nicht vollstindig gehemmt. So konnte in radioaktiven
Zinkaufnahmeexperimenten mit E. coli gezeigt werden, dass der Zink-Import von ZupT durch
aquimolare Mengen an Cadmium stark gehemmt wird (Taudte und Grass, 2010), was die
Ergebnisse aus friheren Untersuchungen an ZIP8 und ZIP14 bestétigt (Girijashanker et al.,
2008; Liu et al., 2008). Daneben wurde der Zink-Transport auch bei einem 5-fachen Uberschuss
an Kupfer und einem 50-fachen Uberschuss an Mangan, Nickel oder Kobalt gehemmt (Taudte
und Grass, 2010).

4.3.1 Die Goldresistenz und Nanopartikelbildung im Periplasma

Unter den natrlichen Bedingungen an den goldhaltigen Standorten (Au,Cu) kdnnte demnach
der Efflux der toxischen Cu(l)-ionen aus dem Cytoplasma durch CupA blockiert sein. Um der
Gold/Kupfer-Toxizitat dennoch entgegen zu wirken, scheint die Zelle sich dem Efflux der
Metalle durch das CusCFBA-System oder der Oxidation von Cu(l) zu Cu(ll) durch die MKO
CopA bedienen zu kénnen (Tab. 9), wobei so der weitere Import der toxischen Cu(l)-ionen ins
Cytoplasma verhindert wird.

Das Genom von C. metallidurans kodiert fur zwei homologe PcOABCD-Systeme, dessen Gene
auf dem Chromosom oder in dem Kupferresistenzcluster auf dem Plasmid pMOL30 lokalisiert
sind (Ahnlichkeit der Aminosauresequenz: CopA: 77 %, CopB: 50 %, CopC: 64 % und CopD:

48 %) (Monchy et al., 2006). Dass es sich bei dem auf dem Plasmid kodierten CopA um eine
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maogliche Oxidase handelt, konnten Komplementationsstudien mit E. coli bestatigen. So konnte
CopApmoLso den kupfersensitiven Phanotyp der E. coli Mutantenstdmme GR1 (AcueO::cm) und
GR10 (AcueO AcusCFBA::cm) vollstandig komplementieren (Grass und Rensing, 2001c).
Die Deletion des chromosomalen cop-System fuhrte in dieser Arbeit zu einem Verlust der
Kupferresistenz in AE104, wobei CH34 mit dem chromosomalen Cop-System dem Effekt
entgegen wirken kann (s. Anhang Abb. 43B). Die CopABCD-Determinante auf Chromsom 2
wird jedoch fur die volle Goldresistenz in beiden C. metallidurans-Stdammen benétigt, wobei
die Abnahme der Goldresistenz im Stamm DN685(CH34 AcopABCD) héher ist als im Stamm
DNG686(AE104 AcopABCD) (s. Anhang Abb. 43A). Eine ahnliche Abnahme der Goldresistenz
konnte auch mit CH34 und Goldthiosulfat in Flussigkulturen gezeigt werden. Der Effekt war
hier jedoch schwacher im Vergleich zu AuHCls (Daten nicht gezeigt). Einige Plasmid-
vermittelte Funktionen kdnnten daher doch zur erhéhten Goldsensitivitat fiihren, und um diesen
Effekt zu kompensieren kénnte das CopABCD-System benétigt werden. Trotz dem Verlust
beider Resistenzen konnte mit der Mutante DN686(AE104 AcopABCD) unter den
Wachstumsbedingungen fur die Metallgehaltanalyse mittels ICP-MS kein Unterschied in den
Metallgehalten zum Wildtypstamm festgestellt werden (Tab. 9). Dies kdnnte mit dem
Effluxverhalten des CusCFBA-Systems begrundet werden, das scheinbar in der Lage ist sowohl
Gold als auch Kupfer aus der Zelle zu transportieren (Tab. 9). So fiihrte die Deletion dieses
Systems zu einem héheren Gold- und einem geringen signifikant hoheren Kupfergehalt als der
Wildtypstamm AE104.

Das plasmidkodierte Pco-System (pRJ1004) aus E. coli reduziert hingegen die zellulére
Kupferakkumulation in der logarithmischen Wachstumsphase im LB-Medium, wahrend es in
der stationédren Phase zur erhéhten Kupferakkumulation beitrdgt. Untersuchungen zeigten, dass
die Parameter der Kupferaufnahme durch das Plasmid unverandert blieben, sodass die niedrige
Akkumulation auch auf den geférderten Kupferefflux in E. coli zurtickgefiihrt werden kann
(Brown et al., 1995). Das Cop-System auf dem Plasmid pPT23D von P. syringae erhoht die
Aufnahme und Sequestrierung von Kupfer im periplasmatischen Kompartiment (Cha und
Cooksey, 1993; Voloudakis et al., 1993; Brown et al., 1995).

Des Weiteren konnte die Operon-lacZ-Fusion des Systems im Stammhintergrund AE104 nur
konstitutiv auf niedrigem Niveau exprimiert werden (Abb. 18), wohingegen eine Induktion des
pcoA-Promotors bei hohen Kupferlevel im LB-Medium dokumentiert ist. Mit 10 mM CuCl»
verdoppelte sich die Induktion des pcoA-Promotors bei hohen Kupferlevel im LB-Medium
(Rouch und Brown, 1997). Solch hohe Konzentration konnten nicht eingesetzt werden, um die

Exression der Induktion von copD-lacZ zu untersuchen, da sie zur Letalitat der Zellen fuhrten.
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Das Cop-System muss jedoch induziert werden, wie der Anstieg der Metallgehalte (Tab. 9) und
die fehlende Goldresistenzsteigerung durch Vorinkubation mit CuCl, der Au/Cu-inkubierten
Zellen der Deletionsmutante vermuten lassen (Tab. 7).

Das Cop-System aus C. metallidurans spielt auch eine zentrale Rolle in den AuHCI4/CuCl>
inkubierten Zellen. So fuhrt deren Abwesenheit zu einer Verdopplung des Kupfergehaltes und
einer gleichzeitigen Halbierung des Goldgehaltes (Tab. 9), die durch eine Vorinkubation mit
AUHCI4 nicht veréndert wurden. Der Efflux durch das Cus-System scheint unter diesen
Bedingungen weniger eine vorherrschende funktionelle Rolle zu haben, wie den gleichen
Metallgehalten der Deletionsmutante DN729(AE104AcusCFBA) und des Wildtypstammes
entnommen werden kann (Tab. 9). Die periplasmatische Detoxifizierung der Goldionen geht
demnach im Stamm AE104 mit einer Zunahme des Goldgehaltes einher. So dass sich die Frage
stellt, ob das Cop-System auch einen Beitrag zur Bildung der Nanopartikel leistet, oder
vielmehr ob das Cop-System die Nanopartikelbildung fordert, um den weiteren Eintritt der
Au(l)- oder Au(lll)-ionen ins Cytoplasma zu verhindern. Dies konnte dann auch erkléren,
warum die Goldionen unter diesen Bedingungen nicht tber das Cus-System detoxifiziert
werden, wobei durch die ICP-MS Daten ein moglicher Goldtransport favorisiert werden kénnte.
Die Goldnanopartikel sind vorwiegend im Periplasma und an der Cytoplasmamembran
lokalisiert, wobei der Durchmesser dieser Nanostrukturen bei 13,4 + 2,9 nm liegt und ungefahr
93.000 Goldatome entspricht. Der Groliteil des Goldes liegt demnach als Nanopartikel in der
Zelle vor. Um dem Cop-System eine Funktion an der Synthese zuordnen zu kénnen, wurden
die Stdmme AE104 und DN686(AcopABCD) mit AuHCls inkubiert, flr die
Transmissionselektronenmikroskopie prapariert und anschlieBend die Partikelgrofie sowie die
Lokalisation der Partikel in beiden Stdmmen statistisch analysiert (Abb. 34). Dabei konnten
keine direkten Unterschiede in der PartikelgroRe oder der Lokalisation der Partikel zwischen
beiden Stammen festgestellt werden. Eine Verdopplung des Metallgehaltes im Stamm AE104
erhoht den Durchmesser der Partikel lediglich um 26 % und liegt damit unter der
Standardabweichung von 29 % der Partikelgrofien. Eine direkte Funktion des Cop-Systems an
der Bildung der Nanopartikel kann daher zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen
werden. Es sind weitere TEM-Untersuchungen der Stamme erforderlich, die mit AuHCIs und
CuCly inkubiert werden, um statistisch die Signifikanz des Systems an der Synthese der
Nanopartikel unter dieser Bedingung bestimmen zu kénnen. Daraus ergeben sich auch weitere

biochemische Versuchsansétze, die im Ausblick (4.6.) aufgeftihrt sind.
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Abb. 34: Vergleich der Goldnanopartikel in den C. metallidurans-Zellen AE104 und DN686(AcopABCD).
Die Stdmme AE104 (A.,B.) und DN686(AcopABCD) (C.,D.) wurden mit 50 pM AuHCl, inkubiert und fir die
Transmissionselektronenmikroskopie prapariert (2.9.1.1). 17 % der AE104-Zellen (n=213) und 24 % der
DN686(AcopABCD)-Zellen (n=409) enthielten Nanopartikel auf den Ultradiinnschnitten. Als Negativkontrolle
erfolgte die Anzucht der Stdmme ohne die Metallzugabe. Die TEM-Dokumentation zeigte in diesen Stdmmen
keine Partikelbildung (Daten nicht gezeigt). Fir die statistische Auswertung wurden die Partikel der beiden
Stdmme nach kleinen Partikeln (einzelne Partikel oder Cluster mit drei Partikeln), mittelgroen Partikeln (Cluster
bis 10 Partikel) und grof3en Partikeln kategorisiert. Die GroRenverteilung (klein:mittelgroR3:grofRe Partikeln) war
in den Stammen &ahnlich (AE104: 59 %:27 %:14 %; DN686(AcCOpPABCD): 57 %:33 %:10 %). Auch in der
Verteilung der Partikel konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Etwa 1/3 der Partikel oder Cluster waren
im periplasmatischen Raum und etwa 20 % an der Cytoplasmamembran lokalisiert. Die Durchmesser der
periplasmatischen Partikel und der Partikel auRerhalb bzw. an der &ufReren Membran liegen bei den AE104-Zellen
bei 13,3£3,9 nm und 15,0+3,4 nm und bei den Mutantenzellen bei 13,8+4,1 nmund 19,0+2,9 nm. Die Durchmesser
der Partikelcluster in diesen Kompartimenten sind in den AE104-Zellen 30,0+5,3 nm und 34,4+11,9 nm und in
den Mutantenzellen 30,0+11,8 und 35,4+14,8 nm grol3. Die Praparation sowie die statistische Analyse wurde von
Dr. Dr. Hause vorgenommen.

Eine Beteiligung an der Synthese wére jedoch denkbar, betrachtet man die Redoxpotentiale.
Die Multi-Kupferoxidase CopA ist eine Cu(l)-Oxidase, die ein Elektronen von Cu(l) akzeptiert,
um Cu(ll) und reduzierte Oxidase zu bilden. Prinzipiell zeichnen sich MKO (PcoA, CopA und
CueO) durch ein Typ 1 Kupfer als priméren Elektronenakzeptor und einem trinukleédren Cluster

mit einem Typ 2 und zwei Typ 3 Kupfer als Reduktionszentrum von Sauerstoff aus (Ouzounis
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und Sander, 1991). Die MKO CueO aus E. coli weist dariiber hinaus eine finfte
Kupferbindestelle mit zwei Methionin- und zwei Aspartatresten als Liganden an einer
methioninreichen Helix auf, die den Zugang des Substrates zum Typ 1 Kupfer blockiert
(Roberts et al., 2002). Durch Bindung von Cu(l) in der funften Kupferbindestelle erfolgt eine
Verringerung des Redoxpotentials, wodurch ein Elektronentransfer Uber eine
Wasserstoffbriicke zu dem 7,5 A entfernten Kupferion ermdglicht wird (Djoko et al., 2010).
Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Kupferoxidase PcoA auch in der Lage ist
Ag(l)-ionen mit einem grofReren lonenradius als Cu(l) zu binden, ohne die Oxidase Aktivitat
dabei zu inhibieren (Djoko et al., 2008). Aufgrund der Ahnlichkeit der Koordinationschemie
von Cu(l), Ag(l) und Au(l) ware demnach auch eine Bindung der Au(l)-ionen in der MKO
CopA denkbar. So kdnnte reduziertes CopA die Reduktion von Au(l) zu Au(0) katalysieren
(Eo=1692 mV) (Weast, 1984). Die Oxidation von Au(l) zu Au(l1) durch Sauerstoff ist hingegen
thermodynamisch schwierig, aufgrund des hoheren Redoxpotentials von Au(l)/Au(lll)
verglichen zum O,/H.O (Weast, 1984). Eine solche Reaktion wirde auch die Goldtoxizitat
erhohen, als die Oxidation zur weniger toxischen Metallform, wie im Fall von Cu(l)/Cu(ll).
Eine Reduktion von Cu(l) zu Cu(0) kann auch aufgrund des Redoxpotentials von Eq=521 mV
ausgeschlossen werden. Dies stltzt sich mit der transmissionelektronenmikroskopischen
Dokumentation der C. metallidurans-Zellen, die nach Inkubation mit variierenden
Konzentrationen an Kupferchlorid nicht in der Lage waren Nanopartikel zu synthetisieren
(Daten nicht gezeigt). Bisher sind allgemein nur wenige Bakterien bekannt, mit denen die
Biosynthese und die Stabilisierung der Kupfernanopartikel in wassriger L6sung gezeigt werden
konnte. Als einer der wenigen Vertreter ist das Silberresistenzbakterium Morganella morganii
RP42 zu nennen (Ramanathan et al., 2013). Der bakterielle Mechanismus, der an dem
Biosyntheseprozess beteiligt ist, konnte bis heute nicht aufgeklart werden. Die Reduktion der
Goldionen kénnte zur Regenerierung der MKO beitragen, einhergehend mit einem Anstieg an
zellgebundenen Goldatomen inform von periplasmatischen Partikeln in den Cop-enthaltenen
Zellen. Dies konnte die Notwendigkeit des Cop-Systems erkldaren, mit den toxischen

Gold/Kupferkonzentrationen umzugehen.

Die Vorkultur mit Kupfer und nicht mit Gold erhéhte die Goldresistenz der AuHCI4/CuCl;
inkubierten Zellen, was mit einer Halbierung des Kupfer- und Goldgehaltes in AE104
einherging. Dieser Effekt ist eher auf die periplasmatischen Komponenten zuriickzufiihren
(Tab. 9 Vergleich der Metallgehalte des cytoplasmatischen und der periplasmatischen

Kupferresistenzsysteme). So fuhrte die Deletion des cop-Systems unter diesen Bedingungen
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nicht zu einem Resistenzanstieg, der in den dose-response Experimenten (Tab. 7) dokumentiert
ist, wahrend der Deletionsstamm des cus-Systems jedoch diesen Resistenzanstieg zeigte. Damit
einhergehend konnten Metallgehalte mittels ICP-MS bestimmt werden, die deutlich tber denen
von AE104 lagen. Die Metallgehalte in den Zellen des Stammes DN686(AcopABCD) waren
im Vergleich doppelt so hoch. In den Zellen des Stammes DN729(AcusCFBA) konnte eine 1,5-
fache Erhohung des Kupfergehaltes und eine Verdopplung des Goldgehaltes bestimmt werden.
Dem Cus-System kann daher auch eine zentrale Bedeutung zu geordnet werden, dessen
Expression dem vermehrten Einstrom von Kupfer und Gold entgegenwirkt. So zeigen die
Induktionsexperimente in C. metallidurans eine Kupfer- und Goldabhéngige Induktion des
Systems unter aeroben Bedingungen (Abb. 18), was ein Beweis firr deren Notwendigkeit unter
AUHCIs; und CuCl> sein konnte. Das Cus-System aus E. coli wird unter anaeroben
Bedingungen, in denen Cu(l) die relevante Oxidationsstufe des Kupfers ist, sowie auch aerob
bei hohen Kupferkonzentrationen hochreguliert (Franke et al., 2001; Outten et al., 2001). Die
durchgefiihrten Induktionsexperimente in C. metallidurans bestatigen daher eine signifikante
Verteilung von Cu(l) aerob unter extremen Kupferstress (Macomber and Imlay, 2009). Die
Deletion des Systems selbst hatte jedoch keinen Einfluss auf die Gold- oder die Kupferresistenz
(Tab. 7). Bereits Untersuchungen einer cus-Deletionsmutante von E. coli haben gezeigt, dass
unter aeroben Bedingungen erst die zusatzliche Deletion der MKO cueO einen sensitiven Effekt
verursacht, wohingegen unter anaeroben Bedingungen die Einzeldeletion bereits einen
kupfersensitiven Phanotyp hervorruft (Franke et al., 2001; Outten et al., 2001; Grass und
Rensing, 2001c; Franke et al., 2003). Unter Betrachtung der ICP-MS Daten lasst sich tber eine
maogliche Goldtransportfunktion des Cus-Systems spekulieren. Jedoch lassen sich in der
Literatur nur Angaben Uber den Transport von Kupfer und Silber durch dieses System finden,
wobei kontrovers Uber den Ausgangsort des Transportes, dem Periplasma oder dem
Cytoplasma, diskutiert wird.

Das trimere Membranprotein CusA verfligt Uber drei Methionincluster in seiner
periplasmatischen Doméne, die fiir den Export von Cu(l) und Ag(l) bendtigt werden (Long et
al., 2010; Su et al., 2011). Sie fehlen in anderen RND-Proteinen, wie CzcA und CnrA
(Liesegang et al., 1993), die als Transporter fur divalente Schwermetallkationen beschrieben
werden (Nies et al., 1989a; Schmidt und Schlegel, 1994). Zusétzlich zu diesen drei Methionin-
Metallbindestelle sind in CusA vier weitere Methioninpaare in der transmembranen Region und
der periplasmatischen Doméne lokalisiert. Aus genetischen Analysen und Transportassays in
Liposomen wird postuliert, dass das CusA-Protein tber diese Methionincluster die Metallionen

aus dem Cytoplasma aufnimmt und sie Uber einen stufenweisen exportierenden
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Shuttlemechanismus zu CusB weiter transportiert. Ein Transport vom Periplasma aus, wird
jedoch von der Mehrheit favorisiert, da das CusCFBA- System nicht die Funktion der
membrangebunden P-Typ ATPase in E. coli ersetzen kann (Grass und Rensing, 2001c).

Durch die Kristallisierung von CusB-Cu(l) und CusB-Ag(l) konnten auch mehrere putative
Metallbindestellen gezeigt werden (Su et al., 2009), wobei Ag(l)-ionen mit hoherer Affinitat
gebunden werden, wie durch ITC-Messungen ermittelt wurde (Bagai et al., 2007). Die
Affintitat von CusF fir Ag(l) war ebenfalls héher als die fir Cu(l) (ITC), was die effizientere
Detoxifizierung der Silberionen zeigt, die wie Goldionen keine zellulédren Verwendungen haben
(Kittleson et al., 2006; Loftin et al., 2007). Zum gegenwartigen Zeitpunkt gibt es keine
Informationen, ob CusF auch andere Elemente der 11 Gruppe des Periodensystems, wie Gold,
binden kann (Kim et al., 2010).

Ausgehend von den in dieser Arbeit erhobenen Daten l&sst sich folgendes Modell aufstellen
(Abb. 35).
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Abb. 35: Detoxifizierung und Biomineralisierung von Gold in C. metallidurans. Gold und Kupfer werden aus
der goldhaltigen Umgebung von der Zelle aufgenommen; im Periplasma wird Cu(Il) durch die Komponenten der
Atmungskette zu Cu(l) reduziert (Volentini et al., 2011) und ins Cytoplasma transportiert (Thieme et al., 2008;
Grosse et al., 2014). Die Cu(l)-Toxizitat wird durch den raschen Export liber Cu(l)-P-Typ ATPasen verhindert
(Petersen und Moller, 2000; Rensing et al., 2000). Gold inhibiert jedoch diesen Export. Periplasmatisches Cu(l)
wird durch die MKO CopA zur weniger toxischen Kupferform Cu(ll) oxidiert. Dieser Prozess kdnnte mit der
Reduktion der Au(l)-ionen gekoppelt sein, die zur Bildung der Nanopartikel im Periplasma und an der
Cytoplasmamembran fiihrt. Die Goldionen konnten auch Uber das RND-System CusCFBA ins extrazelluldre
Milieu transportiert werden.

SESESIESESEESES

Periplasma

Die Kupferionen gelangen durch dufRere Membranporine wie OmpC ins Periplasma (Egler et

al., 2005). Inwieweit diese Transporter auch den Import von Goldionen realisieren ist unklar.
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Unter den oxischen Bedingungen liegt Cu(ll) als vorherrschende Kupferform vor, die durch
Komponenten der Atmungskette zu Cu(l) reduziert werden kdnnen (Rodriguez-Montelongo et
al., 1993; Rodriguez-Montelongo et al., 1995; Volentini et al., 2011). Vorallem Ubiquinon,
aber auch Menachinon und die NADH-Dehydrogenase-2 (NDH-2) sind an der zelluldren
Reduktion von Cu(ll) beteiligt (Cu(Il)/Cu(l): Eo=0,15 V bei pH 7,0, NADH/NAD":
Eo=-0,32 V bei pH 7,0) (Rapisarda et al., 1999; Rapisarda et al., 2002).

Die toxischen Cu(l)-ionen werden dann ins Cytoplasma transportiert (Thieme et al., 2008),
wobei bisher nur sehr wenig Uber diese Aufnahmesysteme in Bakterien bekannt ist. So ist ein
Import der Cu(l)-ionen tber Natriumtransporter denkbar (Outten et al., 2001), da der ionische
Cu(l)-radius mit 0,96 A dem des Na(l)-ions mit 0,95 A sehr dhnlich ist (Weast, 1984). Gestiitzt
wird diese These durch Untersuchungen, dass 0,8 % NaCl resuspendierte E. coli-Zellen langer
auf Kupferoberflachen tberleben kénnen. Ein Indiz dafir, dass héhere Na(l)-Konzentrationen
kompetitiv die Cu(l)-Aufnahme durch diese Transportsysteme inhibieren kénnten (Elguindi et
al., 2011). Aufgrund &hnlicher lonenradien konnte die passive Absorption von Au(l)-
Komplexen (ber Kaliumtransporter auch zur cytoplasmatischen Aufnahme fuhren
(lonenradien: Au(l) 1,37 A, K(I) 1,33 A) (Nies und Silver, 2007). An der Aufnahme ins
Cytoplasma scheinen jedoch nicht die unspezifischen Metallaufnahmesysteme von
C. metallidurans beteiligt zu sein, deren Deletionen zwar einen Einfluss auf die Gold- und auch
Kupferresistenz hatten (Abb. 24), jedoch der Metallgehalt der gesamten Zelle keine
Veranderungen zum Wildtyp zeigte (Tab. 11). Diesbezuglich wurde sich auch der CupR-
abhangigen cupA-lacZ-Fusion bedient um indirekt Verénderungen im Metallgehalt im
Cytoplasma der Zellen vergleichen zu koénnen. Es konnten keine Verdnderungen in der
Induktion der R-Galaktosidase Aktivitdt in Abhéngigkeit variierender Gold- und
Kupferkonzentrationen zwischen den Stammen AE104, DN515(AzupT) und DN681(AcorAl-3
AzupT ApitA AzntB AhoxN) bestimmt werden (Abb. 25). Geringe Mengen an Cu(Il) kdnnen in
E. coli jedoch Uber den Zink-Importer ZupT ins Cytoplasma transloziert werden, wie
Kompetitionsstudien vermuten lassen (Grass et al., 2002; Grass et al., 2005a; Taudte und Grass,
2010).

Es besteht nun keine Notwendigkeit Kupfer oder auch Gold ins Cytoplasma aufzunehmen, da
Gold keine direkte biologische Relevanz hat und Kupfer auch eher als wichtiger Cofaktor
periplasmatischer oder membrangebundener Enzyme fungiert. Um die Cu(l)-Toxizitat im
Cytoplasma zu verhindern, erfolgt der Transport von Kupfer Gber die Cu(l)-P-Typ ATPase
CupA ins Periplasma. Dieser Prozess wird durch Gold blockiert. Jedoch verhindert dies nicht
die weitere Reduktion von Cu(ll) zu Cu(l) im Periplasma und den Import ins Cytoplasma, was
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sich in der Abnahme beider Resistenzen widerspiegelte, die mit der Zunahme des
Metallgehaltes begriindet werden kann. Die einzige Moglichkeit der Au/Cu-Toxizitat entgegen
zu wirken ist der Efflux aus dem Periplasma, z.B. uber das Cus-System oder die Oxidation von
Cu(l) zu Cu(ll) durch die MKO CopA, die auch an der Nanopartikelbildung im Periplasma
beteiligt sein konnte. Dies beschreibt einen indirekten Detoxifizierungsweg der Goldionen

unter den naturlichen Bedingungen an den goldhaltigen Standorten.

4.4 Glutathion scheint eine wichtige Komponente in der

Goldhomaoostase zu sein

Die am haufigsten vorkommende Form des Glutathions ist das reduzierte GSH, das etwa
99,5 % des gesamten intrazellularen Glutathiongehaltes in E. coli ausmacht. Die Konzentration
an oxidiertem Glutathion und der gemischten Disulfide betragt hingegen nur 0,17-0,33 % und
weniger als 1 % (Smirnova und Oktyabrsky, 2005; Dalle-Donne und Rossi, 2009). Das
Glutathion eine wichtige Rolle als Redoxpuffer in einer Vielzahl von Zellen spielt, haben
bereits frihere Untersuchungen, beispielsweise mit E. coli (Helbig et al., 2008a; Helbig et al.,
2008b; Grosse et al., 2014) oder auch mit Bacillithion aus Bacillus subtilis gezeigt (Eide, 2014;
Ma et al., 2014). So ist Glutathion an der Cr(111), Zn(I1), Cd(Il) und Cu(ll)-resistenz (Helbig et
al., 2008a; Helbig et al., 2008b) sowie an der Resistenz gegen Arsen und Quecksilber in E. coli
beteiligt (Latinwo et al., 1998). Die Relevanz fiir die Resistenzen gegen Cadmium, Zink und
Kupfer lasst sich auch in dieser Arbeit mit der Untersuchung der Deletionsmutante
DN710(AgshA) in Wachstumsendpunktbestimmungen bestatigen (s Anhang Abb. 44; Abb. 26).
Die C. metallidurans-Zellen brauchen GSH fiir die volle Resistenz von Elementen, die eine
hohe Affinitat fir Thiolgruppen besitzen, wie Cadmium, Kupfer oder auch Chromat. Dies wird
bei dem Vergleich der ICso-Werte der gshA-Deletion mit den Deletionsmutanten der Cadmium-
und Kupfer-exportierenden P-Typ ATPasen deutlich. Wéhrend die Deletion der P-Typ
ATPasen zntA oder cadA nur eine geringe Auswirkung auf die Cadmiumresistenz hatten
(AE104: ICs0[Cd]=91,1 + 17,0 uM; AE104 AzntA: ICso[Cd]=91,2 + 22,2 pM; AE104 AcadA:
ICs0[Cd]=78,6 + 7,8 uM), fiihrte die gshA-Deletion zu einer drastischen Abnahme der Resistenz
(IC50[Cd]=19,5 = 1,1 uM). Auch in anderen Organismen wie Rhizobium leguminosarum bv.
viciae oder S. cerevisae ist GSH an der vollen Cadmiumresistenz beteiligt (Gharieb und Gadd,
2004; Figueira et al., 2005). Desweitern beeinflusste die Deletion des Redoxpuffers minimal
starker die Kupferresistenz, als die Deletion der Cu(l)-P-Typ ATPase CupA
(AEL104: 1Cs0[Cu]=956 £ 19,7 uM; DN656(AE104AcupCAR): ICs0[Cu]=406 + 44,7 uM;

DN710(AE104AgshA): 1ICs[Cu] =299 £ 70,1 uM). In E. coli hatte hingegen erst die zusatzliche
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Deletion der P-Typ ATPase CopA im Stammhintergrund W3110AgshA, W3110 AgshB oder
W3110 AgshA AgshB eine Reduzierung der Kupferresistenz zur Folge (Helbig et al., 2008a).
Metallkationen wie Zink lassen sich hingegen eher durch Effluxsysteme detoxifizieren. Die
Deletion der P-Typ ATPase zntA halbiert den ICso-Wert von Zink, wahrend die Zinkresistenz
nur minimal durch die Deletion der P-Typ ATPase cadA oder gshA beeinflusst wird. Es konnte
kein Effekt der gshA-Mutation auf die Resistenz gegen CoCl> nachgewiesen werden, was
redundant zum Ergebnis in E. coli ist (Helbig et al., 2008a). Ein Einfluss dieses Metalls wurde
hingegen friiher in S. enterica beschrieben, wobei die gshA-Mutante aus einer
Transposonmutagenese entstand und polare Effekte nicht ausgeschlossen werden kdénnen
(Thorgersen und Downs, 2007). Erstmals kann dem Redoxpuffer auch eine zentrale Rolle an
der Goldresistenz zugeordnet werden. Die Deletion flihrte zu einer drastischen Abnahme der
Resistenz, dessen AusmaR in keiner anderen Deletion der Promotionsarbeit nachgewiesen
werden konnte.

Wie wirkt nun Glutathion als Redoxpuffer? Im GSH-Molekiil bilden die beiden Cysteinreste
und die vier Carboxylgruppe mit divalenten Metallkationen sehr stabile oktahedrale-bis-
glutathionat-Komplexe (Dominey und Kustin, 1983; Vatamaniuk et al., 2000), sodass jedes
divalente Metallkation, das in die Zelle gelangt, auch diesen Komplex bilden sollte. Das
Standardredoxpotential von Cu(Il)/Cu(l) betrdgt -260 mV bei pH 7,0, was in Gegenwart
reaktiver Sauerstoffspezien zu einer Fenton-ahnlichen Haber-Weiss Reaktion fihrt (Liochev
und Fridovich, 2002). Innerhalb der Zelle kdnnte der Prozess unterdriickt werden, indem die
Kupferionen sofort an das Tripeptid Glutathion binden (GSH, L-gamma-glutamyl-L-cysteine-
glycine) (Freedman et al., 1989). Hepatoma-Zellen, die einem UbermaR an Kupfer ausgesetzt
sind, bilden Cu(l)-GSH2-Komplexe (Freedman et al., 1989; Ciriolo et al., 1990; Kachur et al.,
1998; Ferruzza et al., 2000), die eine essentielle Rolle als Carrier der Cu(l)-ionen fir die
Kupfer-Zink-Superoxiddismutase spielen kénnten (Freedman et al., 1989; Ciriolo et al., 1990;
Ascone et al., 1993). Der Cu(l)-GSH2-Komplex erzeugt mit molekularen Sauerstoff das
Superoxidradikal und Cu(ll)-GSSG (GSSG, oxidiertes Glutathion) (Speisky et al., 2009).
Cu(I1)-GSSG reagiert mit freiem GSH und bildet so erneut Cu(l)-GSH: (Aliaga et al., 2012).
Diese Reaktion erzeugt kontinuierlich Superoxidradikale im Cytoplasma von E. coli (Kimuru
and Nishioka, 1997), vermeidet jedoch die Bildung des toxischeren H2O> (Aliaga et al., 2012).
Cu(l)-GSH: ist ein weiterer Mechanismus der Zelle um sich vor freien Kupferionen zu
schitzen, die in der Lage sind biologische Membranen zu zerstéren (Letelier et al., 2005),

spezifisch an essentielle Biomolekile zu binden und die Bildung freier Radikale zu
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katalysieren. C. metallidurans benétigt Glutathion daher als Redoxpuffer fir die Kupfer- und
auch Goldhomg@ostase.

Die Zugabe von AuHCI4 und/oder CuCl, fiihrte in DN710(AgshA) zu einem deutlich hoheren
Metallgehalt unter den Wachstumsbedingungen der ICP-MS, was den Resistenzverlust in den
Wachstumsendpunktbestimmungen erklaren konnte. Die gshA-Deletion flhrte zu einem
doppelt so hohen Kupfergehalt und einem fiinffach hoheren Goldgehalt (Tab. 12). Das
vermehrte Kupfer scheint dabei im Periplasma der Zellen lokalisiert zu sein, wie der fehlenden
Anderung der Induktion der R-Galaktosidase Aktivitat der cupA-lacZ-Fusion in den Stammen
AE104 und DN710(AgshA) entnommen werden kann (Daten nicht gezeigt). Das Gold scheint
hingegen auch vermehrt im Cytoplasma vorhanden zu sein, bestétigt durch die Unterschiede
der R-Galaktosidase Aktivitat zwischen den beiden Stdammen (Abb. 28).

Das zellulare GSH wird fast vollstandig im reduzierten Zustand gehalten. GSH/GSSG hat ein
Standardredoxpotential bei pH 7,0 von -240 mM (Rost und Rapoport, 1964), der nah am in vivo
Potenzial von -260 mV im Cytoplasma ist (Kirlin et al., 1999). Reduziertes Glutathion musste
daher fihig sein alle Ubergangsmetalle mit einem gréRerem Potenzial als Eq =-260 mV zu
reduzieren. So konnte Fe(lll) zu Fe(ll) (Eo=+770 mV, pH 7,0), sowie Ag(l) und Au(l) zur
metallischen Form reduziert werden (Ag: Eo=+800 mV, pH 7,0; Au: Eo=850 mV, pH 7,0).
Bereits Witkiewitz und Shawn, (1981) konnten zeigen, dass die Zugabe von Glutathion zu
KAuBr4 x 2H20 in verschiedenen molaren Verhaltnissen zur sofortigen Entfarbung der gelben
Losung und zur Deposition von metallischen Gold innerhalb weniger Minuten flhrte. Die
TEM-Dokumentationen kénnten dies in den Zellen von C. metallidurans bestatigen. So fiihrte
die Deletion des ersten Enzyms der Glutathionsynthese bei Zugabe von AuHCIs in dem
gleichen Toxizitatslevel wie fur den Wildtypstamm zu keiner Bildung der Nanopartikel, wobei
AE104 und der Komplementationsstamm die Nanopartikel im Periplasma und an der
Cytoplasmamembran synthetisieren konnen. Glutathion ist demnach ein geeignetes
Oxidationsmittel, um Au(lll) zu Au(0) zu reduzieren. Auch andere Oxidationsmittel wie
Cystein (Cystein/Cystin, Eo=-250 mV, pH 7,4), NADH (NADH/NAD", Eq=-320 mV, pH 7,0),
FADH; (FADH2/2FAD", Eo=-150 mV, pH 7,4) waren in der Lage Au(lll) zu Au(0) zu
reduzieren. So wird vermutet, dass die NADH-Reduktase von Rhodopseudomonas capsulae
eine besondere Rolle in der Nanopartikel spielt (He et al., 2007). Es gibt auch Vermutungen
dariiber, dass Hydrogenasen an der Au(l11)-reduktion beteiligt sein kdnnten. So zeigten friihere
Studien mit Shewanella algae, einem Fe-reduzierenden Bakterium, dass dieser Organismus
Au(lll) mit Wasserstoff als Elektronendonor reduzieren kann (nicht jedoch mit Laktat), was

eine Beteiligung der Hydrogenase vermuten lasst (Kashefi et al., 2001). Und auch c-Typ
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Cytochrome kénnen zur Reduktion zu metallischen Au(0) beitragen (Lovley, 1993; Lovley et
al., 1993; Kashefi et al., 2001). Eine direkte Beteiligung der in Microarray-Analysen nach
Goldchlorid Inkubation hochregulierten Arsenreduktasen (ArsCl (Rmet 0392) und ArsC2
(Rmet_0331) sowie der NADH-abhdngigen Hg(Il)-Reduktase MerA an der Au(lll)-reduktion
und der Goldresistenz kann ausgeschlossen werden (s. Anhang Abb. 47). Eine entsprechende
Kupferreduktase ist in dem cop-Cluster auf dem Plasmid pMOL30 kodiert und sollte aus den
bisherigen Untersuchungen keinen Einfluss auf die Goldresistenz oder deren

Biomineralisierung haben.

Glutathion wird im Cytoplasma synthetisiert und musste fir die Synthese der Nanopartikel Gber
spezifische Transportsysteme ins Periplasma transportiert werden, wie Atm-und CydDC-
Proteinkomplexe. Atm-Proteine und CydDC-Proteine gehdren zu ABC-Transportern (ATP-
binding cassette), die durch vier Proteindoménen charakterisiert sind. Zwei hydrophobe
Domanen sind in der Membran integriert und bilden eine Translokationspore fiir das Substrat
und zwei cytoplasmatisch gelegene hydrophile Nukleotidbindedomanen, die den Transport
durch Bindung und Hydrolyse von ATP energetisieren. Kristallstrukturen der Atm-Proteine
zeigten, dass die Proteine aus Eukaryoten, wie S. cerevisiae (Srinivasan et al., 2014) mit
reduziertem Glutathion und homologe Atm-Proteine aus Bakterien, wie Novosphingobium
aromaticivorans auch mit oxidiertem Glutathion assoziiert sind (Lee et al., 2014). Atm3 aus
Arabidopsis thaliana, Atm1 aus S. cerevisiae und das bakterielle AtmA aus N. aromaticivorans
(NaAtm1) transportieren GSSG und nicht GSH, in Ubereinstimmung mit der Stimulation der
ATPase-Aktivitat durch GSSG (Lee et al., 2014; Schaedler et al., 2014). Die groRte Stimulation
der ATP-Hydrolyse von NaAtm1 wurde fir Ag- und Hg-komplexiertes GSH beobachtet. Im
Hinblick auf die Toxizitat dieser Metalle bereits bei niedrigen intrazelluldren Konzentrationen
wurde von Lee et al., (2014) die in vivo-Relevanz der ATPase mittels Metall-Suszebilitatsassay
getestet. Dazu wurde NaAtm1 in einem metallsensitiven (Ag/Hg) E. coli Stamm exprimiert und
das verdnderte Wachstumsverhalten in Abhéangigkeit variierender Metallkonzentrationen
dokumentiert. E. coli-Stamme selbst besitzen keine Atm-homologen Proteine. In
Ubereinstimmung mit der Rolle von Atm am Export von Ag-GSH und Hg-GSH gewéhrte die
Expression einen Schutz gegen ansonsten toxische Konzentrationen. Daher vermittelt NaAtm1
eine Resistenz gegen Schwermetalltoxizitaten, wahrscheinlich durch den Export von Metall-
komplexierten GSH-Komplexen. Andere funktionelle Eigenschaften sind dagegen bisher nicht

identifiziert worden.
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CydDC vermittelt den GSH-Transport Uiber die cytoplasmatische Membran von E. coli (Pittman
et al., 2005). Die Transportaktivitat gegenuber reduziertem GSH ist hoher als zum Cystein. Es
gibt keine weiteren Untersuchungen uber den moglichen Transport von Metall-komplexierten
GSH.

In einer begleitenden Betreuung einer Bachelorarbeit wurde der Einfluss von Atm- und CydDC-
homologen Proteinen in C. metallidurans auf die Gold- und Kupferresistenz sowie die
Resistenz gegen Paraquat und Wasserstoffperoxid untersucht. Die Disruptionen zeigten jedoch
keine Verénderungen im Phéanotyp. Des Weiteren wurde untersucht, ob die Disruptionen einen
Einfluss auf Veranderungen in der Induktion der cupA-lacZ-Reportergenfusion hatten, als
Sensor fir Anderungen der cytoplasmatischen Goldkonzentrationen. Jedoch konnten keine
Induktionsverdnderungen durch die Disruptionen beobachtet werden, was vermuten konnte,

dass diese Transporter kein Metall-komplexiertes GSH transportieren (L&ffler, 2013).

4.5 Das Gig-System mit einer unbekannten Funktion

In Microarray-Analysen konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression der Gene dieses
Clusters bei Anwesenheit von Au(ll1)- und Au(l)-lonen hochreguliert war (Reith et al., 2009;
Wiesemann et al., 2013), weshalb eine Beteiligung des Clusters an der Goldresistenz oder der
Goldbiomineralisierung vermutet wurde. Induktionsexperimente bestatigten, dass die Gene des
Clusters durch Au(lI)- und Au(l)-lonen sowie Cu(ll)-lonen verstarkt exprimiert wurden
(Wiesemann et al., 2013). Darlber hinaus zeigten reverse transcriptase-PCR Analysen, dass
die Transkription der Gene des goldinduzierten Operons durch Zugabe von AuHCI4 und CuCl;
gesteigert werden konnte (Reith et al., 2009) (Abb. 19). Ohne Metallexposition wurde auf
RNA-Ebene keine Expression der Gene nachgewiesen. Die gemeinsame Transkription der
Gene QigPABT deutet daraufhin, dass die kodierenden Proteine in einem System mit
zusammengehdriger Funktion arbeiten kdnnten. Die Proteine weisen dabei hohe Homologie zu
Proteinen anderer Proteobakterien auf, wie Pseudomonas, Burkholderia und Herbaspirillum,
wobei bisher keine Funktion bekannt ist.
Das Gencluster ist immer in der gleichen genetischen Organisation angeordnet, in der einen
Orientierung die vier Strukturgene und entgegengesetzt von diesen der putative Sigma-Faktor
rpoQ (Rmet_4686) und sein putativer Anti-Sigma-Faktor (Rmet_4687). Der Sigmafaktor rpoQ
wurde unter allen Bedingungen exprimiert und seine Induktion blieb durch die Zugabe der
verschiedener Schwermetalle unbeeinflusst (Wiesemann et al., 2013). Dabei zeigt er nur
geringe Ahnlichkeit zur ECF-Familie aber ist eng verwandt mit SigH aus Bacillus subtilis (Nies,
2004) und konnte ahnliche Funktionen bernehmen. SigH ist fir die Regulation vieler Gene
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verantwortlich, die beim Ubergang der exponentiellen in die stationare Phase n6tig sind (Britton
et al., 2002). Diese Funktion konnte erklaren, warum rpoQ unter allen Bedingungen exprimiert
wird (Wiesemann et al., 2013). Das gigPABT-Cluster wird jedoch nicht direkt vom Sigmafaktor
reguliert. Die Induktionsexperimente mit einer gigT-lacZ-Operon-Fusion zeigten ferner, dass
die ArpoQ-Deletion zu einer konstitutiven Expression und damit zum WVerlust der
Transkriptionskontrolle der Gene des gig-Clusters fuhrte (Abb. 23). Dies konnte darauf
zuriickgefuhrt werden, dass RpoQ einen Regulator kontrollieren konnte. So kdnnte RpoQ als
Effektor fir einen Repressor fungieren, der die Transkription durch Bindung an die DNA
verhindert. Bei Fehlen von RpoQ wirde der Repressor demnach nicht mehr binden und die
Transkription konnte erfolgen. Es wére auch denkbar, dass RpoQ die Bindung eines
Transkriptionsaktivators reguliert, sodass dieser ohne RpoQ ungehindert an die DNA bindet
und die Gene transkribiert werden kdnnten.

Trotz der Induktion der Expression durch AuHCI4 und CuClz beeinflusste eine Deletion dieses
Clusters nicht die Resistenzen, weshalb vermutet werden kann, dass dieses System durch andere
Metallresistenzsysteme kompensiert werden kénnte, wie dem Cop-System, dem eine direkte
Beteiligung an dem Mechanismus der Gold- und Kupferresistenz zugeordnet werden kann.
Diese Vermutung wird gestitzt durch die Induktionsexperimente mit Kupfer, die im Stamm
DN686(AcopABCD) zu einer verstarkten Expression der gig-Gene fuhrte (Abb. 20A). Ein
Einfluss auf die Expression der Gene durch Gold wurde fiir die Kupferresistenz-Determinante
cusCFBA gezeigt. Die Deletion dieser Gene flihrte dazu, dass die Gene des gig-Clusters nicht
mehr durch Gold induziert wurden (Abb. 20B). Der Einfluss der Gene gigPABT hinsichtlich
der Resistenz gegentiber AuHCI4s wurde weiterhin in Vorinkubationsexperimenten untersucht.
Dabei beeinflusste die Vorinkubation mit AuHCl4 die Gold- und Kupferresistenz, einhergehend
mit einer Zunahme des Kupfergehaltes und nicht des Goldgehaltes, wie man erwartet hatte.

Im Gegensatz zum Wildtyp konnte in der AgshA-Deletionsmutante keine p-Galaktosidase-
Aktivitat des Reporterprodukts bei Inkubation mit Gold detektiert werden (Abb. 21B-C). Bei
Inkubation mit Kupfer konnte jedoch eine starkere Aktivitat als beim Wildtyp verzeichnet
werden (Abb. 21A). Dies kdnnte auf einen Zusammenhang zwischen Glutathion und dem gig-
Cluster deuten und damit auf die Beteiligung des Clusters am Schutz vor oxidativen Stress. Die
Deletion des gig-Systems hatte jedoch keinen Einfluss auf die Resistenz gegen die Stressoren
Wasserstoffperoxid oder Paraquat (Daten nicht gezeigt) und beeinflusste auch nicht den
Glutathiongehalt (Abb. 22).

In einer betreuenden Diplomarbeit wurde untersucht, ob es sich bei den Genen des gig-Clusters

um ein Thioredoxin handeln kénnte. Thioredoxin-Systeme (auch: Thioredoxin-Thioredoxin-
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Reduktase-Systeme) dienen der Umwandlung von Thiolen und Disulfidbindungen und setzen
sich zusammen aus einem Thioredoxin und der korrespondierenden Reduktase (Yang und Ma,
2010). Weiterhin weisen Thioredoxin-Reduktasen typische FAD-bindende Motive
(GXGXXG) oder NAD(P)H-bindende Motive (GGGXXA) in ihrer Aminosauresequenz auf,
wie es fir die Thioredoxin-Reduktase aus Thermotoga maritima gezeigt werden konnte (Yang
und Ma, 2010). Sie katalyisieren den Elektronentransfer (NADPH-abhangig) zum oxidierten
Thioredoxin. Das reduzierte Thioredoxin bt dann die Funktion als Disulfid-Reduktasen aus,
um die Dislufide der Proteine im Zellinneren zu reduzieren (Holmgren, 1985; Arner und
Holmgren, 2000). Die Aminosauresequenzen der annotierten Thioredoxin-Reduktasen aus
E. coli und C. metallidurans enthalten die charakteristischen Motive, die jedoch in den
Proteinen des Gig-Systems nicht identifiziert werden konnten. Mittels Insulinassay konnte
bestétigt werden, dass die Proteine nicht als Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase-System
fungieren (Steglich, 2014). Dabei reduzieren Thioredoxine die Disulfidbriicken des Insulins,
wodurch die g-Ketten des Insulins préazipitieren. Dies konnte fiir TrxA aus E. coli dann durch
eine Trubungsmessung detektiert werden. In dem Assay konnte die Reduktion des Thioredoxin
auf zwei Wegen erfolgen: durch die Zugabe von DTT oder der korrespondierenden
Thioredoxinreduktase. Thioredoxine zeigen ferner ein konserviertes CXXC-Motiv der
katalytischen Stelle (Yang und Ma, 2010). TrxA (E. coli) weist das fur Thioredoxine typische
Motiv (CGPC) der katalytischen Stelle auf, wohingegen dieses Motiv in den Proteinen des Gig-
Systems fehlt.

Neben den Thioredoxinen selbst, gibt es noch weitere Gruppen von Proteinen, die wie GigB
eine Thioredoxin-dhnliche Faltung aufweisen. Zu diesen gehdren unter anderem Peroxidasen
und Peroxiredoxine (Reduktion von Hydro-Peroxiden), Glutathion-Transferasen (Reduktion
von Hydro-Peroxiden, Addition von Glutathion an Molekdile) und Glutaredoxine (Armstrong,
1997; Choi et al., 2003; Wood et al., 2003; Poole, 2007; Toppo et al., 2008; Atkinson und
Babbit, 2009). Die Induktionsexperimente deuten auf eine Glutathionabhangigkeit der Gene
des gig-Clusters, weshalb die Vermutung nahe liegt, dass es sich bei diesen Proteinen um
Glutaredoxine handeln kénnte. Glutaredoxine und Thioredoxine Uberlappen teilweise in ihren
Funktionen. Jedoch unterscheiden sie sich in der Art und Weise, wie sie in der Zelle reduziert
werden. Wahrend Thioredoxine durch Thioredoxin-Reduktasen reduziert werden, stammen die
Elektronen zur Reduktion von Glutaredoxinen von GSH (Prieto-Alamo et al., 1999). Sie
fungieren daher als Glutathion-abhéngige Reduktasen, die die Reduktion von Disulfiden
zwischen Proteinen und Glutathion katalysieren (Holmgren, 1989; Holmgren und Aslund,

1995) (Masip et al., 2006). Dabei agieren sie nach zwei verschiedenen katalytischen
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Mechanismen. Zum einen Uber den Dithiol-Weg, in dem sie zwei Cysteinreste der aktiven
Stelle (meist CPYC) nutzen, um Protein-Disulfide oder Disulfidbindungen zwischen Proteinen
und Glutathion zu reduzieren (Bushweller et al., 1992). Zum anderen tiber den Monothiol-Weg,
wobei sie mit ihrer aktiven Stelle (meist CGFS) Protein-Disulfide reduzieren koénnen
(Bushweller et al., 1992). Die Gig-Proteine besitzen jedoch keines der aufgefiihrten

Sequenzmotive, weshalb die Funktion weiter unklar bleibt.

4.6 Ausblick

Gold gehort zu den 10 seltenen Elementen der Erdkruste, dessen Bioverfugbarkeit und
Solubilitat so gering ist, dass die Entwicklung von spezifischen Resistenzsystemen evolutionar
energetisch ungunstig sein sollte. Die Microarray-Analysen nach Inkubation mit Au(ll1)- und
Au(l)-Komplexen fiihrten zur Hochregulation einer Reihe von Genen, die keine direkte
Beteiligung an der Goldresistenz oder der Goldbiomineralisierung haben.

In einem néchsten Schritt sollte eine quantitative Proteom-Analyse mit der SYNAPT G2-S
durchgefuhrt werden. Dazu wurde bereits der Stamm AE104 mit AuHCls, CuCl> und
AUHCI4/CuCl, sowie ohne Metallinkubation kultiviert, anschlieBend in l6sliche und
solubilisierte Membranproteinfraktion fraktioniert und fiir die Untersuchung prapariert. Durch
den Vergleich der Proteome unter den verschiedenen Bedingungen kénnten Proteine fiir die
jeweilige Metallhomdostase ermittelt werden.

Aus den bisherigen Daten kann vermutet werden, dass C. metallidurans sich der
Resistenzsysteme chemisch ahnlicher Metalle bedient, um die Detoxifizierung von Gold zu
gewahrleisten. Im Fokus der Untersuchungen sind die periplasmatischen Resistenzsysteme
CusCFBA und CopABCD gerickt, die einen indirekten Weg der Detoxifizierung der
Goldkonzentrationen unter Gold/Kupfer-Bedingungen darstellen. Dies sollte durch
biochemische Charakterisierung der Systeme gepriift werden.

Um zu untersuchen, ob das RND-System Metallionen wie Gold aus dem Periplasma
transportiert, konnte der gereinigte Proteinkomplex CusCB in Liposomen rekonstituiert
werden, die den Fluoreszenzindikator Phen Green SK im intravesikuldaren Raum enthalten. Mit
einem stopped-flow-Transport Assay konnte dann bestimmt werden, ob diese Proteoliposomen
auch Gold aus dem extravesikuldren Medium aufnehmen. Bei einer Aufnahme musste dies
anhand des Quenchen des Fluoreszenzsignals zu erkennen sein. Durch Atom-Absorptions-
Spektroskopie und isothermische Titrationskalorimetrie konnte CusF als Metallbindeprotein
bestatigt werden, das Kupfer- und Silber bindet. In weiterfiihrenden Experimenten kénnte des

Weiteren auch die Bindungsaffinitét fir die Bindung von Au(l) bestimmt werden.
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Die Daten dieser Arbeit lassen auch vermuten, dass das Cop-System einen wichtigen Beitrag
zur Goldresistenz leistet und eventuell an der Bildung der Goldnanopartikel beteiligt sein
konnte. Durch isothermische Titrationskalorimetrie konnte die MKO CopA als
Metallbindeprotein von Au(l) untersucht werden. In einem Metallinkubationsassay des
gereinigten Proteins mit Au(l) und Cu(l) kénnte die mogliche Nanopartikelbildung im UV-Vis-
Spektrum bei einem Absorptionsmaximum bei 540 nm verfolgt werden.

In einem weiteren Projekt sollte der Stamm C. metallidurans aus den goldhaltigen Standorten
in Australien isoliert und dessen Genom sequenziert werden, um mdogliche Unterschiede der
genetischen Ausstattung zum C. metallidurans Stamm, dessen Isolierung aus einem Zinktank
erfolgte, festzustellen. Durch Wachstumsendpunktbestimmungen, der Bestimmung der MIC
sowie der Metallgehaltanalyse durch ICP-MS konnte der Stamm mit seinen

Resistenzeigenschaften charakterisiert werden.
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5 Zusammenfassung

Das fir seine Resistenz gegeniiber einer Vielfalt von Schwermetallen bekannte p-
Proteobakterium C. metallidurans wurde in Biofilmen auf Goldnuggets identifiziert und wird
fir die Bildung sekundéren Goldes verantwortlich gemacht. Das Ziel dieser Arbeit war die
Identifizierung moglicher Systeme, die flr die Goldresistenz und die Goldbiomineralisierung

von C. metallidurans benétigt werden.

1. Die bekannten Resistenzmechanismen aus D. acidovorans und S. enterica sv. Typhimurium
kommen in C. metallidurans nicht zum tragen. Das Siderophor Staphyloferrin B von
C. metallidurans wird nicht fiir die Goldresistenz oder die Goldbiomineralisierung benétigt.

Das CupCAR-System tragt zur Kupferresistenz jedoch nicht zur Goldresistenz bei. Durch
Rekonstitution der Cu(l)-exportierenden P-Typ ATPase CupA in Detergenz-destabilsierenden
Liposomen konnte eine Kupfer-vermittelte ATP-Dephosphorylierung und keine Gold-

vemittelte ATP-Dephosphorylierung gezeigt werden.

2. Die auf den Megaplasmiden pMOL28 und pMOL30 lokalisierten Resistenzsysteme sind
nicht an der Goldresistenz oder der Goldbiomineralisierung beteiligt. Die Goldnanopartikel
sind vorwiegend im Periplasma und der Cytoplasmamembran, und weniger im Cytoplasma

lokalisiert.

3. Eine Goldvorinkubation steigert nicht die Goldresistenz und untermauert die fehlende

Existenz von goldspezifischen Resistenzsystemen in C. metallidurans.

4. Die Inkubation mit CuCl, beeintréchtigt die Goldresistenz in CH34 und AE104 und fiihrt zu
einem Anstieg des Goldgehaltes. Die Gold-Kupfer-Interferenz scheint ein allgemeiner

Mechanismus auch nicht schwermetall-resistenter Bakterien, wie E. coli zu sein.

5. Die zelluldre Aufnahme von Au(l)/Au(lll)-Komplexen blockiert den CupA-abhangigen
Exportmechanismus in C. metallidurans. Dies fuhrt zu einer abnehmenden Au/Cu-Resistenz
und einer Akkumulation beider Metalle. Um der Gold/Kupfer-Toxizitat dennoch entgegen zu
wirken, scheint die Zelle sich der Oxidation von Cu(l) zu Cu(Il) durch die MKO CopA bedienen

zu konnen, wobei so der weitere Import der toxischen Cu(l)-ionen ins Cytoplasma verhindert
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wird. Eine Beteiligung des Systems an der Nanopartikelbildung im Periplasma und der

Cytoplasmamembran ist zum gegenwaértigen Zeitpunkt nicht auszuschlieRen.

6. Die Vorinkubation mit CuCl, erhoht die Goldresistenz der Au/Cu-inkubierten Zellen von
CH34 und AE104, einhergehend mit der Verhinderung der ansteigenden Akkumulation der
Kupfer- und Goldionen in Gegenwart des jeweils anderen Metallkomplexes. Zuriickzuftihren
ist dies auf die Co-Verwendung der periplasmatischen Kupferresistenzsysteme CusCFBA und
CopABCD und nicht auf das Gig-System.

7. Die Deletion der Gene gigPABT hat keinen Einfluss auf die Resistenz gegentiber CuCly,
AUHCls, H20, und Paraquat. In Induktionsexperimenten mit einer Reportergen-Fusion und
mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass die Expression der Gene des gig-Clusters durch CuCl, und
AUHCI4 induziert wird. Die Deletion des Gens gshA und cusCFBA fiihrte dazu, dass die Gene
des gig-Clusters bei Inkubation der Zellen mit AuHCI4 nicht mehr exprimiert werden. Das Gig-
System beeinflusst jedoch nicht den Glutathiongehalt der Zellen. Die Deletion des putativen
Sigma-Faktors RpoQ fiihrte in Induktionsexperimenten zu einer konstitutiven Expression des

Clusters, unabhangig von der Anwesenheit des putativen Anti-Sigma-Faktors (Rmet_4687).

8. ZupT und andere sekundare Aufnahmesysteme fiir Ubergangsmetalle beeinflussen zwar die
Gold(11)- und Cu(Il)-resistenz, jedoch ist dies nicht das Ergebnis einer gesteigerten Gold- oder
Kupferakkumulation in diesen Zellen, sondern kann vielmehr auf eine Stérung der gesamten

Ubergangsmetallhomdostase zuriickgefiihrt werden.

9. Glutathion wird fiir die Goldresistenz und die Goldbiomineralisierung von C. metallidurans

bendtigt.
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Abb. 36: Transmissionselektronenmikroskopie eines C. metallidurans Dunnschnittes mit EDX-Analyse.
EDX-Analyse eines im Cytoplasma lokalisierten Goldnanopartikels. Die weile Zahl im STEM-Bild zeigt die
Nanostruktur, die wéahrend der EDX-Analyse gescannt wurden. Bei dem 8 nm grof3en Partikel im Cytoplasma
konnte Gold als Bestandteil identifiziert werden. Daneben konnten die Fixierungsreagenzien Osmium und Uran
sowie Kupfer vom Tragernetzchen detektiert werden. Die technische Betreuung des Gerates wurde von Lutz
Berthold vorgenommen (Fraunhofer Institut fur Werkstoffmechanik, Halle).

4

MAG: 80.0kx HV: 80kV

MAG: 28.5kx HV: BOkV

Abb. 37: Inkubation von AE104 mit AuHCl4. Der Stamm AE104 wurde mit 50 uM AuHClI, flr 72 h kultiviert.
A./C. STEM-Aufnahme mit HAADF-Detektor, B./D. HAADF-STEM kombiniert mit EDX-Nanoanalytik um eine
direkte Korrelation der Abbildung mit der lokalen Goldzusammensetzung zu erhalten (XEDS-energy dispersive
X-ray spectrometry, Goldkanal [Laa] in gelb gezeigt). Die Aufnahmen und die Auswertungen erfolgten durch Lutz
Berthold (Fraunhofer Institut fir Werkstoffmechanik, Halle).
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Abb. 38: Zeitabhangiges Wachstumsverhalten von CH34 zeigte den Einfluss einer Vorinkubation mit CuCl:
auf die Goldresistenz. Aus einer Vorkultur der friihen stationdren Phase wurde eine zweite Vorkultur 5%ig in
frischem Medium verdiinnt und ohne bzw. mit CuCl; fur 24 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Hauptkultur
wurde 2%ig in frischem Tris-MM verdlnnt und in Anwesenheit von A. 5 uM AuHCI, oder B. 10 uM AuHCl,
inkubiert. Das Zellwachstum wurde bis zum Erreichen der stationdren Phase im TECAN Infinite 200 PRO reader
verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens vier unabhangigen
Experimenten.

A. == CH34-4 5 M AuHCIl,~# Vorinkubation mit 5 uM CuCl, oder-# Vorinkubation mit 200 pM CuCl,
B. —- CH34,0- 10 uM AuHCIl4A=Vorinkubation mit 50 puM CuCl, oder==- Vorinkubation mit 200 uM CuCl,

A B.

O 5 10 15 20 25 O 5 10 15 20 25
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 39: Zeitabhangiges Wachstumsverhalten von CH34 zeigte keinen Einfluss einer VVorinkubation mit
AuHCIlsauf die Kupferresistenz. Aus einer Vorkultur der frilhen stationdren Phase wurde eine Mittelkultur 5%ig
in frischem Medium verdlnnt und ohne bzw. mit A. 2,5 uM AuHCIl4 und B. 5 uM AuHClI, fur 24 h bei 30°C unter
Schitteln inkubiert. Die Hauptkultur wurde 2%ig in frischem Tris-MM verdiinnt und in Anwesenheit von CuCl;
inkubiert. Das Zellwachstum wurde bis zum Erreichen der stationdren Phase im Tecan Infiniti 200 PRO reader
verfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens vier unabhéngigen
Experimenten. =#= CH34, =& 500 uM CuCl;, Vorinkubation mit A. 2,5 uM AuHCl4 und B. 5 uM AuHCly;
-#-100 pM CuCly, == 200 uM CuCl,,-@-500 uM CuCl;
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Abb. 40: Einfluss einer Kobaltvorinkubation auf die Kobalt- und Goldresistenz von CH34 (A.,C.) und
AE104 (B., D.). Die Zellen von C. metallidurans wurden bis zur frihen stationdren Phase in Tris-MM bei 30°C
unter Schitteln kultiviert, anschliefend eine zweite Vorkultur 5%ig in frischem Tris-MM verdiinnt, mit
verschiedenen Konzentrationen an CoCl; versetzt und fir 24 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Hauptkultur
wurde 10%ig aus der zweiten Vorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an CoCl, oder
AUHCI4 bei 30°C inkubiert. Die Optische Dichte wurde bei 600 nm nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens vier unabhangigen Experimenten. A./C.: CH34 (),
Vorinkubation mit 100 pM CoCl; (@) und 200 uM CoCl; (A); B./D.: AE104 @), Vorinkubation mit 2,5 puM CoCl,
(m), 5 UM CoCl; (A) und 10 uM CoCl; (@).
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Abb. 41: Einfluss einer Goldvorinkubation auf die Kobaltresistenz von CH34 (A.) und AE104 (B.). Die
Zellen von C. metallidurans wurden bis zur frihen stationdren Phase in Tris-MM bei 30°C unter Schutteln
kultiviert, anschlieBend eine zweite Vorkultur 5%ig in frischem Tris-MM verdiinnt, mit verschiedenen
Konzentrationen an AuHCI, versetzt und fur 24 h bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Die Hauptkultur wurde
10%ig aus der zweiten Vorkultur angeimpft und in Anwesenheit steigender Konzentrationen an CoCl; bei 30°C
inkubiert. Die Optische Dichte wurde bei 600 nm nach 20 h bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens vier unabhdngigen Experimenten. A.: CH34 (), B.: AE104 @),
Vorinkubation mit 2,5 uM AuHClI, (8 und 5 uM AuHCl, (4).
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Abb. 42: Induktion einer cusF-lacZ- und copD-lacZ-Fusion durch CuCl: in verschiedenen C. metallidurans
Stammen. AE104(¢(copD-lacZ)) (@) und AE104(p(cusF-lacZ)) (O) sowie die Deletionsmutante
DN729(AcusCFBA, ¢(copD-lacz)) (m) wurden in Tris-MM bis zum Erreichen der friihen stationéren Phase bei
30°C angezogen, um anschlieBend eine Hauptkultur zu 30 Klett zu inokulieren. Nach Erreichen der Verdopplung
wurden die Kulturen nachfolgend zur Induktion der Genexpression fiir weitere 3 h bei 1300 rpm mit verschiedenen
Konzentrationen an CuCl, inkubiert. Die gewonnenen Zellpellets dieser Kulturen wurden zur Bestimmung der
R-Galaktosidase-Aktivitadt verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier
unabhdngigen Experimenten.
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MIC
Stamm  Genotyp AuHCl, CuCl;
[LM] [mM]
CH34 0,8 2,0+0,06
DN685 AcopABCD 0,7 1,875
AE104 0,8 1,81+0,06
DN686 AcopABCD 0,7 1,125

10 20 30 40 50

AuHCI, [uM]

Abb. 43: Goldresistenz der C. metallidurans AcopABCD-Deletionsmutanten. A. Wachstumsendpunkt-
bestimmungen, die wie unter 2.5.1.3 durchgefiihrt wurden und B. Bestimmung der MIC von AuHCIl4 und CuCl;
auf Festmedium, durchgefiihrt wie unter 2.5.2 beschrieben. A. CH34 ), AE104 (@), DN685(CH34 AcopABCD)
(@), DN686(AE104AcopABCD) (m). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens
sieben unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 44: Schwermetallresistenz der Stdmme
AE104 und DN710(AgshA). Die Zellen des
Stammes AE104 (O) und DN710(AgshA) (A )
wurden bei 30°C in Tris-MM bis zur frihen
stationaren Phase kultiviert, 5%ig in frischem Tris-
MM verdiinnt und fur weitere 24 h bei 30°C und
200 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde die
Hauptkultur 10%ig in Tris-MM angeimpft, mit
verschiedenen Konzentrationen an A. ZnCl,,
B. CdCl, und C. CoCl; inkubiert und nach 20 h die
Optische Dichte bei 600 nm bestimmt worden.
Dargestellt  sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 45: Induktion einer gshB-lacZ-Fusion durch CuClz und AuHCls. AE104(¢(gshB-lacz)) (O0) wurde in
Tris-MM bis zum Erreichen der frihen stationdren Phase bei 30°C angezogen, um anschlieend eine Hauptkultur
zu 30 Klett zu inokulieren. Nach Erreichen der Verdopplung wurden die Kulturen nachfolgend zur Induktion der
Genexpression flr weitere 3 h bei 1300 rpm mit verschiedenen Konzentrationen an A. CuCl, und B. AuHCl,
inkubiert. Die gewonnenen Zellpellets dieser Kulturen wurden zur Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitat
verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 46: Nachweis von GshA in dem Komplementationsstamm DN710(AgshA, pECD1231). Die Anzucht der
Stdmme erfolgte in einer Vor- und Mittelkultur wie unter 2.5.1.3 beschrieben. In einer Hauptkultur mit Tris-MM
wurden die Stdimme fir 20 h bei 30°C schuttelnd inkubiert. Es wurden A. 50 pg Proteingehalt fur die unspezifische
Farbung mit Coomassie-Blau und B. 75 pg Proteingehalt fir den immunologischer Nachweis von GshA mittels
StrepTactin-Peroxidase-Konjugat nach Western-Blot aufgetragen. 1. DN710(AgshA, pBBR1-MCS2) 2.
DN710(AgshA, pECD1231). Zur GroRenbestimmung wurden die Proteinmarker (M1) Blue Protein Standard
broad Range Ladder (#P7706) (NEB GmbH, Frankfurt am Main) und (M2) PageRuler Unstained Protein Ladder
(#SM26614) (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet.
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Abb. 47: Schwermetallresistenz der Reduktase-Disruptionsmutanten. Die Zellen wurden bei 30°C in Tris-
MM bis zur friihen stationdren Phase kultiviert, 5%ig in frischem Tris-MM verdlnnt und flr weitere 24 h bei 30°C
und 200 rpm inkubiert. Anschlieend wurde die Hauptkultur 10%ig in Tris-MM angeimpft und mit verschiedenen
Konzentrationen an AuHCI,4 inkubiert und nach 20 h die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt worden. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

A. CH34 ), DN689(Adisr.merA4) (@), DN691(Adisr. arsC1 (), DN693(Adisr. arsC2) (A)

B. AE104 (O), DN690(Adisr. merA4) (@), DN692 (Adisr. arsC1) @), DN694(Adis. arsC2) (A)
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