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Einleitung 1

1 Einleitung

Schwefel ist ein essentielles Element, dass in allen Organismen in Form von organischen Ver-
bindungen, wie z.B. Aminosduren, Coenzymen und Vitaminen vorkommt. Die Funktion des
Schwefels in diesen Verbindungen kann dabei katalytischer, struktureller oder auch regulatori-
scher Art sein. Die biologischen Funktionen anorganisch vorliegenden Schwefels beschrinken
sich dagegen auf zwei Punkte: assimilatorischer Einbau in die oben genannten organischen Ver-
bindungen oder Nutzung als Elektronendonor bzw. - akzeptor im dissimilatorischen Schwefel-
stoffwechsel. Eine assimilatorische Sulfatreduktion kann von den meisten Prokaryonten, Pilzen
und Pflanzen durchgefiihrt werden, Tiere sind jedoch darauf angewiesen, ihren Bedarf an redu-
zierten Schwefelverbindungen iiber die Nahrung zu decken. Der dissimilatorische Schwefel-

stoffwechsel ist auf die Prokaryonten beschriankt (Briiser et al., 2000a; Dahl et al., 2002).

Die dissimilatorische Reduktion von Schwefelverbindungen erfolgt unter strikt anaeroben Be-
dingungen. Dabei werden oxidierte Schwefelverbindungen (meist Sulfat aber auch Schwefel,
Sulfit, Thiosulfat und Polysulfide) als terminale Elektronenakzeptoren einer anaeroben At-
mungskette genutzt, bei der Sulfid freigesetzt wird (Briiser et al., 2000a; Fauque et al., 1991).
Als Elektronendonoren dienen hierbei normalerweise organische Verbindungen oder H,. Zu den
Sulfatreduzierern gehoren u.a. die Gattungen Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfobacter,
Desulfobulbus und Desulfonema (Triiper, 1984a; Widdel und Hansen, 1992). Unter den Archaea

sind Vertreter der Gattung Archaeoglobus zu einer Sulfatatmung befédhigt.

Reduzierte Schwefelverbindungen kénnen von einer Vielzahl photo- und chemotropher Schwe-
feloxidierer genutzt werden. Hierbei dienen anorganische Schwefelverbindungen, wie Sulfid,
Polysulfide, elementarer Schwefel, Sulfit und Thiosulfat als Elektronendonoren, die meist bis
zum Sulfat oxidiert werden (Briiser et al., 2000a). In einigen chemotrophen Schwefeloxidieren,
wie z.B. Thiobacillus denitrificans, kann eine anaerobe Oxidation reduzierter Schwefelverbin-
dungen erfolgen, bei der die freiwerdenden Elektronen in einem Atmungsprozess auf Nitrat {i-
bertragen werden. In den meisten chemotrophen Schwefeloxidierern erfolgt dagegen eine aerobe
Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen mit Sauerstoff als terminalem Akzeptor (Friedrich,
1998). Dazu gehoren u.a. die Gruppe der Thiobacilli, die Gattung Beggiatoa und einige bakteri-
elle Endosymbionten aus marinen Invertebraten (Triiper, 1984a). Manche Vertreter der Archaea

sind ebenfalls zu einer aeroben lithoautotrophen Schwefeloxidation befdhigt. Diese Féahigkeit ist
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jedoch auf einige Mitglieder der Gattungen Sulfolobus und Acidianus beschriankt (Friedrich,
1998).

Die phototrophen anoxygenen Schwefelbakterien konnen die Elektronen aus der Oxidation redu-
zierter Schwefelverbindungen fiir die photosynthetische CO,-Reduktion nutzen (Brune, 1995b).
Zu diesen gehoren die Schwefelpurpurbakterien (Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae) und
die griinen Schwefelbakterien (Chlorobiaceae). Einige Vertreter der ,,schwefelfreien” Purpur-
bakterien (Rhodospirillaceae), der griinen gleitenden Bakterien (Chloroflexaceae), der Gram-
positiven Heliobakterien (Bryantseva et al., 2000) und der Cyanobakterien sind ebenfalls in der
Lage Schwefelverbindungen als Elektronendonoren zu nutzen (Brune, 1989; Brune, 1995b).

Ein Mitglied der Familie der Chromatiaceae ist Allochromatium vinosum (Imhoff et al., 1998).
Dieses Gram-negative y-Proteobakterium kommt typischerweise in Gewissern und Sedimenten
mit stehendem Schwefelwasserstoff-haltigem Sii3- oder Salzwasser vor (Pfennig und Triiper,
1989). Unter anoxischen Bedingungen im Licht betreibt 4. vinosum eine anoxygene Photosyn-
these, bei der neben reduzierten Schwefelverbindungen wie Sulfid, Schwefel, Thiosulfat und
Sulfit auch molekularer Wasserstoff, Formiat, Acetat, Propionat, Pyruvat, Fumarat, Malat und
Succinat verwertet werden kénnen (Imhoff und Triiper, 1989; Steudel et al., 1990; van Gemer-
den, 1987). Fiir diesen Organismus steht seit 1995 ein System zur manipulativen Genetik zur
Verfiigung (Pattaragulwanit und Dahl, 1995), so dass in den letzten Jahren wesentliche neue Er-
kenntnisse liber den Schwefelstoffwechsel in diesem Bakterium gewonnen werden konnten
(Dahl, 1996; Dahl et al., 2005; Pattaragulwanit et al., 1998; Pott und Dahl, 1998; Reinartz et al.,
1998).

1.1 Sulfitreduktasen

Ein weit verbreitetes Enzym im Schwefelstoffwechsel ist die Sulfitreduktase. Dieses Enzym ka-

talysiert den sechs — Elektroneniibergang vom Sulfit zum Sulfid,

SO +6H ' +6¢ — 3 H,0+S*

ein zentraler Schritt in der dissimilatorischen und assimilatorischen Sulfatreduktion. Assimilato-
rische Sulfitreduktasen, die in Prokaryonten, Pilzen und Pflanzen gefunden wurden, stellen das
fiir den Einbau in Aminoséduren und Cofaktoren bendtigte Sulfid zur Verfiigung (Widdel, 1988).
Dissimilatorische Sulfitreduktasen wurden dagegen ausschlieBlich in Prokaryonten gefunden,

hauptsédchlich in sulfatreduzierenden Eubakterien, aber auch in thermophilen Archaea wie z.B.
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Archaeoglobus fulgidus (Dahl et al., 1993; Dahl et al., 1994). Aus den sulfatreduzierenden Eu-
bakterien wurden vier verschiedene dissimilatorische Sulfitreduktasen isoliert, die sich in Bezug
auf ihre spektralen und redoxaktiven Eigenschaften unterscheiden: Desulfoviridin (Lee und
Peck, Jr., 1971), Desulforubidin (Lee et al., 1973), Desulfofuscidin (Hatchikian und Zeikus,
1983) und P-582 (Trudinger, 1970).

Den Sulfitreduktasen sowohl strukturell als auch funktionell sehr dhnlich sind Nitritreduktasen,
die den sechs-Elektronenschritt von Nitrit zu Ammonium katalysieren (Crane und Getzoff, 1996;
Murphy et al., 1974). Beide Enzyme enthalten als Cofaktor u.a. eine Him-dhnliche Gruppe, die
zuerst aus der assimilatorischen NADPH-Sulfitreduktase aus E. coli isoliert und charakterisiert
wurde (Murphy et al., 1973; Siegel et al., 1973). Weitere Untersuchungen zeigten, dass diese
Gruppe auch in den dissimilatorischen Sulfitreduktasen von Desulfotomaculum nigrificans
(P-582) und Desulfovibrio gigas (Desulfoviridin) und in der aus Spinat isolierten assimilatori-

sche Nitritreduktase enthalten ist (Murphy et al., 1974; Murphy und Siegel, 1973).

5 :CH3 . X:NH2

1: M=H

2: M

3: M=H,H, “=CHj3;, X=0OCHj;
4: M=H,H

5: M=Fe, "=H, X =NH,

COO

COO COO

Abb. 1.1: Siroham/Siro(hdm)amid-Grundstruktur mit verschiedenen Substituenten (nach Matthews et al.
(1995)); 1: Sirohydrochlorin, 2: Siroham, 3: Sirohydrochlorin-Octamethylester, 4: Sirohydrochlorin-Heptamethylester-
Monoamid, 5: Sirohdmamid (= Siroamid); die Zahlen zeigen die Nummer der C-Atome im Tetrapyrrolring an;

Die prosthetische Gruppe ist ein Eisen-enthaltendes Tetrahydroporphyrin (s. Abb. 1.1) vom Iso-
bakteriochlorin Typ (angrenzende Pyrrole sind reduziert) mit acht Carboxylseitenketten (Murphy
et al., 1973). Dieser Tetrahydroporphyrin-Gruppe wurde der Trivialname Sirohydrochlorin (1)
gegeben, daran anlehnend wurde die prosthetische Gruppe, ein Eisenchelat des Sirohydrochlo-

rins, als Sirohdm (2) bezeichnet (Murphy und Siegel, 1973). Enzyme mit Sirohdm als prostheti-
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scher Gruppe zeigen ein charakteristisches Ham-dhnliches Absorptionsspektrum mit, in den
meisten Fillen, einem Maximum zwischen 570 und 595 nm (Siegel et al., 1978). Neuere Unter-
suchungen des Sirohdm-Cofaktors der dissimilatorischen Sulfitreduktase aus Vertretern der Gat-
tung Desulfovibrio zeigten jedoch, dass die prosthetische Gruppe des Enzyms in diesen Sulfatre-
duzierern nicht Sirohdm ist, sondern eine amidierte Form, die als Siro(hdm)amid (5) bezeichnet
wurde (Matthews et al., 1995). Eine der Carboxylgruppen des Sirohdms ist in diesem Molekiil
durch eine Amidgruppe ersetzt. Untersuchungen der assimilatorischen Sulfitreduktase aus E. coli
in der gleichen Studie bestitigten dagegen Sirohdm als prosthetische Gruppe in diesem Enzym.
Zu Beginn der Sirohdmisolation erfolgt eine Behandlung mit Methanol und HCI, was zum Ver-
lust des Eisenatoms und zur Veresterung der Carboxylseitenketten fiihrt. Sirohydrochlorin-
Heptamethylester-Monoamid (4) ist im Vergleich zu dem Octamethylester (3) stirker polar, was
moglicherweise der Grund dafiir ist, dass die amidierte Form in fritheren Analysen nicht detek-
tiert wurde, da sie als unvollstindig verestertes Material verworfen wurde. Kleinere Mengen des
Octamethylesters wurden auflerdem auch in den neueren Analysen mit dem Material aus Desul-
fovibrio sp. isoliert. Dies ist vermutlich auf eine partielle Methanolyse der Amidgruppe zuriick-

zufiihren (Matthews et al., 1995).

Die assimilatorische Sulfitreduktase aus E. coli ist urspriinglich als agfs Oligomer beschrieben
worden, das aus acht 66 kDa Flavoprotein- und vier 64 kDa Ham-Proteinuntereinheiten besteht
(Siegel und Davis, 1974). Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass das Protein aus E. coli
eine ogPs-Protein-Struktur aufweist (Champier et al., 2002; Zeghouf et al., 2000). Jede der a-
Flavoproteinuntereinheiten bindet ein FAD und ein FMN und enthélt eine NADPH-Bindestelle.
Der Him-Proteinanteil ist ein Metalloprotein, in dem jede B-Untereinheit einen [4Fe-4S]-Cluster
enthélt, der iiber eine Cysteinbriicke mit dem Sirohdm der jeweiligen Untereinheit verbunden ist
(Crane et al., 1995; Crane und Getzoff, 1996; Siegel et al., 1973). Die dem [4Fe-4S]-Cluster ent-
gegengesetzte Seite des Sirohdm bindet vermutlich das Sulfit iiber eine Ligation des Schwefel-
atoms an das Eisen (Young und Siegel, 1988a). Fiir die Reduktion des Sulfits werden die Elek-
tronen von dem an der Flavoproteinuntereinheit gebundenen NADPH iiber FAD und FMN auf
die B-Untereinheit transportiert, wo sie iiber das [4Fe-4S]-Cluster auf das an das Sirohdm-
gebundene Sulfit iibertragen werden (Crane et al., 1997).

Im Gegensatz zu der assimilatorischen Sulfitreduktase aus E. coli enthalten die dissimilatori-
schen Sulfitreduktasen keine Flavoproteinuntereinheit. Allen dissimilatorischen Sulfitreduktasen
ist gemeinsam, dass sie aus zwei verschiedenen Polypeptiden (DsrA und DsrB) bestehen, die zu

einer opf,-Struktur zusammengefiigt sind. Wie das Enzym aus E. coli enthalten sie Sirohdm
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(bzw. Siro(hdm)amid s.o.) und Eisen-Schwefel-Cluster als prosthetische Gruppe (Fauque et al.,
1991). Die zwei Untereinheiten werden von zwei hintereinanderliegenden Genen kodiert, die
zueinander signifikante Homologien aufweisen. Das fiir die Bindung des [4Fe-4S]-
Sirohdm(amid)-Cofaktors essentielle Sequenzmotiv ist jedoch nur in der DsrA-Untereinheit vor-
handen, was dem Anteil von zwei Sirohdm(amid) pro Molekiil Sulfitreduktase entspricht (Dahl
et al., 1993; Hipp et al., 1997; Karkhoff-Schweizer et al., 1995). Dissimilatorische Sulfitredukta-
sen wurden ausschlieBlich in sulfatreduzierenden Prokaryonten gefunden, mit bisher zwei Aus-
nahmen: Aus dem chemolithotrophen Bakterium Thiobacillus denitrificans (Schedel et al., 1975;
Schedel und Triiper, 1979) und dem photolithotrophen Bakterium Allochromatium vinosum
(Schedel et al., 1979) wurden dissimilatorische Sulfitreduktasen isoliert, die den fiir Sulfatredu-
zierer beschriebenen Proteinen entsprechen. Fiir das aus 4. vinosum aufgereinigte Enzym wurde
zunéchst eine a4f4-Struktur angenommen (Schedel et al., 1979). Die hohen Homologien der fiir
die Sulfitreduktase kodierenden Gene (dsr4 und dsrB) zu den Sulfitreduktasegenen aus Sulfatre-
duzierern (Hipp et al., 1997) lassen jedoch vermuten, dass die Sulfitreduktase aus 4. vinosum
ebenfalls eine o,f,-Struktur aufweist (Pott und Dahl, 1998). Dies wird durch Untersuchungen
von (Kobayashi et al., 1978) unterstiitzt, die fiir das Protein eine Grésse von 180 kDa bestimm-
ten, was einer a,f,-Struktur entspricht.

Fiir das aus A. vinosum isolierte Protein wurde eine Funktion in der Sulfidoxidation vermutet, da
das Enzym nur bei photolithoautotrophem Wachstum auf reduzierten Schwefelverbindungen
detektiert werden konnte (Schedel et al., 1979). Die vermutete direkte Oxidation von externem
Sulfid zu Sulfit in 4. vinosum durch eine umgekehrte Sulfitreduktasereaktion konnte durch Inter-
posonmutagenese jedoch ausgeschlossenen werden. Die Sulfidoxidationsrate der Mutanten war
im Vergleich zum Wildtyp nicht beeintrachtigt (Pott und Dahl, 1998). Durch das gleiche Expe-
riment konnte in A. vinosum jedoch eine essentielle Beteiligung der Sulfitreduktase und weiterer
im selben Operon kodierter Proteine an der Oxidation akkumulierten Schwefels nachgewiesen
werden (Dahl et al., 2005; Pott und Dahl, 1998). Neben den Genen fiir die dissimilatorische Sul-
fitreduktase (Hipp et al., 1997) wurde in 4. vinosum auch ein Gen gefunden, das vermutlich fiir
eine assimilatorische Sulfitreduktase kodiert (Neumann et al., 2000). Im Gegensatz zu dem Pro-
tein aus E. coli (s.0) besteht die assimilatorische Sulfitreduktase aus 4. vinosum nur aus einer
Untereinheit (Cysl), die Homologien zu den Ferredoxin-abhéngigen Sulfitreduktasen aus Cya-
nobakterien (Gisselmann et al., 1993) und Pflanzen (Briihl et al., 1996) und der Sirohdmunte-
reinheit der NADPH-abhingigen Sulfitreduktasen aufweist (Neumann et al., 2000). Neben dem
cysl-Gen wurden in 4. vinosum weitere Gene gefunden, deren Genprodukte hohe Homologien zu

anderen an der assimilatorischen Sulfatreduktion beteiligten Enzymen aufweisen (Neumann et
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al., 2000). Vor dem cys-Operon wurde in entgegengesetzter Orientierung ein cysB-Gen gefun-
den. Die Anwesenheit von CysB ldsst vermuten, dass die Expression der in diesem Operon ko-
dierten cys-Gene, wie in E. coli, nur in Abwesenheit reduzierter Schwefelverbindungen erfolgt
(Kredich, 1996; Neumann et al., 2000). Der Nachweis des Gens fiir eine assimilatorische Sul-
fitreduktase in A. vinosum unterstiitzt weiter die postulierte Funktion der dissimilatorischen

DsrAB-kodierten Sulfitreduktase in der Schwefeloxidation.

1.2 Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen

Eine groBe Anzahl von Enzymen, die verschiedene Redox-Reaktionen mit reduzierten Schwe-
felverbindungen katalysieren, wurden aus phototrophen und auch chemotrophen Bakterien iso-
liert. Die Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen in Phototrophen konnte aufgrund dieser
Ergebnisse in drei Schritte eingeteilt werden (Dahl und Triiper, 1994; Triiper, 1984b): die Oxida-
tion von Sulfid oder Thiosulfat zu Schwefel, die Oxidation des in Schwefelkugeln gespeicherten
Schwefels zu Sulfit und die weitere Oxidation des Sulfits zum Endprodukt Sulfat. Da die in die-
ser Arbeit dargestellten Untersuchungen zum oxidativen Schwefelstoffwechsel mit dem Modell-
organismus A4. vinosum durchgefiihrt wurden, werden die im folgenden Abschnitt behandelten

Punkte zum groften Teil auf die Kenntnisse aus diesem Organismus beschrinkt.

Fiir die Oxidation von Sulfid zu Schwefel wurden verschiedene Enzyme diskutiert: Flavocytoch-
rom c, Sulfitreduktase (reverse Funktion) und Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (SQR). Da Flavo-
cytochrom c nicht in allen zur Sulfidoxidation befdhigten Bakterien vorkommt, ist dieses Enzym
vermutlich nicht essentiell an der Sulfidoxidation beteiligt (Brune, 1989; Brune, 1995b), eine
Vermutung, die durch Insertionsinaktivierung des Gens fiir das Flavocytochrom css, aus 4. vino-
sum bestétigt wurde (Reinartz et al., 1998). Eine Beteiligung der Sulfitreduktase (s.0.) an der
Oxidation des Sulfids konnte ebenfalls durch Insertionsinaktivierung ausgeschlossen werden
(Pott, 1996; Pott und Dahl, 1998). Vermutlich ist die SQR (Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase), ein
Enzym, das in vielen sulfidoxidierenden Bakterien gefunden wurde, fiir die Sulfidoxidation in
A. vinosum verantwortlich. Bei der SQR handelt es sich um ein membrangebundenes Flavopro-
tein (Dahl et al., 2002), das Elektronen von Sulfid auf den Chinon-Pool der Membran iibertragt
(Reinartz et al., 1998).

Thiosulfat kann von den meisten phototrophen Schwefelbakterien, wie auch 4. vinosum, als

Elektronendonor verwendet werden. Das Thiosulfat wird in einen Sulfan- und Sulfonschwefel
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gespalten, wobei der Sulfanschwefel vor der weiteren Oxidation in den Schwefelkugeln
akkumuliert und der Sulfonschwefel direkt zu Sulfat umgesetzt wird (Schedel und Triiper, 1980;
Smith und Lascelles, 1966). In A. vinosum wie auch in dem chemolithoautotrophen
Schwefeloxidierer Paracoccus pantotrophus erfolgt die Thiosulfatoxidation iiber den von den
sog. sox-Genen kodierten Multienzymkomplex (Daniela Hensen, pers. Mitteilung, (Friedrich et
al., 2001)). In P. pantotrophus sind die Sox-Proteine auch fiir die Sulfidoxidation notwendig
(Friedrich et al., 2001), in A. vinosum konnte dagegen durch die Inaktivierung der sox-Gene
keine Beeintrichtigung der Sulfidoxidation beobachtet werden (Daniela Hensen, pers.

Mitteilung).

Bei der Oxidation von Sulfid und Thiosulfat treten in einigen Schwefeloxidierern Schwefelku-
geln als sichtbares Intermediat auf. Die Schwefelkugel-bildenden Bakterien kénnen in zwei
Gruppen unterteilt werden: 1. Bakterien, die den Schwefel intrazelluldr akkumulieren, 2. Bakte-
rien, die den Schwefel extrazelluldr ablagern. Die erste Gruppe umfasst die Familie der
Chromatiaceae, die Gattungen Beggiatoa, Thioploca und einige andere Gattungen. Zu der zwei-
ten Gruppe zéhlen die Familie der Ectothiorhodospiraceae, Chlorobiaceae und einige andere
Vertreter aus unterschiedlichen Familien (Dahl et al., 2002).

Zur Aufkldrung der genauen Struktur des Schwefels in den Schwefelkugeln wurden ,,in situ*-
Analysen mit Rontgenabsorptionsspektroskopie im Nahkantenbereich durchgefiihrt (Prange et
al., 1999; Prange et al., 2002b; Prange et al., 2002a). Demnach besteht der {iberwiegende Anteil
des Schwefels in den Schwefelkugeln von A. vinosum aus Schwefelketten, die bisher nicht iden-
tifizierte organische Reste an einem oder beiden Enden tragen. Es handelt sich wahrscheinlich

um (Bis-)Organylsulfane der Struktur R-S;-R.

Uber den Verlauf der Oxidation des intermediiren Schwefels ist bisher noch sehr wenig bekannt.
In A. vinosum und vermutlich auch in anderen Vertretern der Chromatiaceae liegt der Schwefel
(Oxidationsstufe = 0) in Schwefelkugeln extracytoplasmatisch im Periplasma vor
(Pattaragulwanit et al., 1998). Mdoglicherweise erfolgt zunichst eine reduktive Aktivierung des
Schwefels, der dann durch eine reverse Sulfitreduktase (s.0.) zu Sulfit oxidiert wird (Triiper,
1984b). Die Sulfitreduktase aus A. vinosum ist jedoch im Cytoplasma lokalisiert (Hipp et al.,
1997), was einen Transport des akkumulierten Schwefels {iber die Cytoplasmamembran erfor-
derlich macht. Wie das geschieht, ist bisher jedoch noch unbekannt. Bekannt ist dagegen, dass
die reverse Sulfitreduktase (DsrAB) essentiell an der Oxidation des akkumulierten Schwefels

beteiligt ist (Pott, 1996; Pott und Dahl, 1998; Pott-Sperling, 2000).
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Fiir die Oxidation des Sulfits zum Sulfat sind bisher zwei Wege bekannt, die direkte und die in-
direkte Oxidation zum Sulfat. Die direkte Oxidation wird durch die Sulfit:Akzeptor-
Oxidoreduktase katalysiert (Kappler, 1999; Kappler et al., 2000; Kappler und Dahl, 2001), die
indirekte AMP-abhdngige Oxidation erfolgt liber das Intermediat Adenosin-5"-Phosphosulfat
(APS). Dabei katalysiert die APS-Reduktase die oxidative Bildung von APS aus Sulfit und
AMP. In einem zweiten Schritt wird Sulfat anschlieBend durch die ATP-Sulfurylase oder die
Adenylylsulfat:Phosphat-Adenylyltransferase (APAT) unter Konservierung der energiereichen
Bindung aus APS freigesetzt (Briiser et al., 2000b). Der indirekte Weg iiber die APS-Reduktase
ist in A. vinosum nicht essentiell, da die Insertionsinaktivierung des APS-Reduktase-Gens zu
zum Wildtyp vergleichbaren Sulfitoxidationsraten fiihrte (Dahl, 1996). Eine Sulfit: Akzeptor-
Oxidoreduktase konnte in 4. vinosum bisher weder auf genetischer noch auf Proteinebene isoliert
werden, obwohl physiologische Hinweise auf ein solches Enzym gefunden wurden (Dahl, 1996;
Kappler, 1999). Neueste Untersuchungen zeigen, dass SoxY, ein Protein das an der Thiosulfato-
xidation beteiligt ist, eine bedeutende Rolle in der Oxidation von Sulfid spielt (Daniela Hensen,

Bettina Franz, pers. Mitteilung).

1.3 Das dsr-Operon in Allochromatium vinosum

Zusammen mit den Genen fiir die beiden Untereinheiten der Sulfitreduktase dsr4 und dsrB, sind
in derselben Transkriptionseinheit weitere dsr-Gene lokalisiert, deren Genprodukte vermutlich
ebenfalls essentiell an der Schwefeloxidation beteiligt sind (Dahl et al., 2005; Pott, 1996; Pott
und Dahl, 1998). Aus den Gensequenzen wurden erste Hinweise auf die Funktion, mdgliche
Cofaktoren und die Lokalisation dieser Proteine erhalten (Abb. 1.2).

Die Gene dsrE, dsrF und dsrH kodieren fiir kleine cytoplasmatische Proteine ohne prosthetische
Gruppen. Die abgeleiteten Proteine DsrE, DsrF und DsrH bilden ein Holoprotein mit einer
azBoy2-Struktur (Dahl et al., 2005). Durch Kristallisation des rekombinanten Proteins aus E. coli
konnte die hexamere Struktur bestitigt werden (Andrea Schulte, pers. Mitteilung). Die Proteine
zeigen Homologien zu Proteinen unbekannter Funktion u.a. aus E. coli, Haemophilus influenzae
und methanogenen Archaea. In den DsrE homologen Proteinen treten zwei konservierte Cystein-
reste auf, die auf eine mogliche katalytische Funktion hindeuten, in DsrE ist jedoch nur einer der
Reste konserviert (Pott-Sperling, 2000). Zu dsrEFH homologe Gene wurden auch in dem griinen
Schwefelbakterium Chlorobaculum tepidum (friher Chlorobium tepidum (Imhoff, 2003)) gefun-
den, jedoch nicht in Sulfatreduzierern (Dahl et al., 2005; Pott-Sperling, 2000).
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500 bp

B)

Periplasma

R-S-S-R+2H" + ——
S - Glutamat + NADP ()
[FeS]
R-SH + H-S-R FAD

Glutamin + 2-Oxoglutarat
2[Fe4S] +NADPH + H"

Cytoplasma

Sirohdm + Glutamin + ATP

Siro(h&m)amid + Glutamat + ADP + P;

Abb.1.2: A) Das dsr-Operon in Allochromatium vinosum, B) Schematische Darstellung der Dsr-Proteine aus
Allochromatium vinosum, nach Dahl et al. ( 2005).

Bei DsrC handelt es sich ebenfalls um ein kleines cytoplasmatisches Protein ohne prosthetische
Gruppe. Neuere Untersuchungen zeigten, dass es sich bei DsrC moglicherweise um ein Homo-
dimer handelt (Andrea Schulte, pers. Mitteilung). Signifikante Homologien wurden u.a. zu den
dsv(r)C-Genprodukten aus Desulfovibrio vulgaris (Karkhoff-Schweizer et al., 1993), Pyrobacu-
lum islandicum (Molitor et al., 1998) und Archaeoglobus fulgidus (Klenk et al., 1997) gefunden,
die aus einigen Sulfatreduzierern zusammen mit der Sulfitreduktase gereinigt wurden (Arendsen
et al., 1993; Pierik et al., 1992; Steuber et al., 1995). Die Konservierung von zwei bzw. einem
Cysteinrest im C-Terminus der DsrC-homologen Proteine ldsst auch in diesem Fall eine katalyti-
sche Funktion vermuten (Pott und Dahl, 1998; Pott-Sperling, 2000). Die Proteine DstMKJOP
bilden vermutlich einen transmembranen Redox-Komplex, der Ahnlichkeiten zu dem Hme-

Komplex aus 4. fulgidus (Klenk et al., 1997; Mander et al., 2002) und dem Hmc-Komplex aus
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D. vulgaris (Rossi et al., 1993) aufweist (Dahl et al., 2005), die als membrangebundene Enzym-
komplexe aufgereinigt werden konnten. Mdglicherweise ist dieser Komplex (oder Teile des
Komplexes) in den Elektronentransport von der Sulfitreduktase zum Chinonpool der Membran
involviert (Dahl et al., 2005). DstrR und DsrS sind vermutlich cytoplasmatische Proteine mit bis-
her unbekannter Funktion. In dem kiirzlich sequenzierten Genom von 7. denitrificans konnten
ebenfalls zu dsrR und dsrS homologe Gene in Verbindung mit anderen dsr-Genen detektiert
werden (Dahl et al., 2005). Durch die Untersuchung von ,,in frame‘“-Deletionsmutanten konnte
nachgewiesen werden, dass DsrR und DsrS zwar nicht essentiell, aber doch maligeblich an der

Schwefeloxidation beteiligt sind (Grimm, 2004).

Die dsrN-Sequenz kodiert fiir ein ~ 50 kDa grosses, wahrscheinlich cytoplasmatisch lokalisiertes
Protein, das vermutlich keine prosthetischen Gruppen enthélt (Pott-Sperling, 2000). Signifikante
Homologien wurden zu dem hypothetischen Genprodukt von dsrN aus Desulfobacter vibriofor-
mis (Larsen et al., 2000) gefunden, das wie dsrN aus A. vinosum zusammen mit dsr4 und ds7B in
einem Operon liegt. Die beiden hypothetischen DsrN-Proteine zeigen Ahnlichkeiten zu eubakte-
riellen und archaealen Cobyrinsdure-a,c-Diamidsynthasen, Enzyme, die in die Vitamin Bj;-
Synthese involviert sind. Diese katalysieren die Amidierung von Cobyrinsdure zu Cobyrinséure-
a,c-Diamid, bei der zwei Molekiile Glutamin zu zwei Molekiilen Glutamat umgesetzt werden
(Crouzet et al., 1990; Debussche et al., 1990; Scott und Roessner, 2002). Da wie oben erliutert
in verschiedenen Desulfovibrio-Arten Siro(hdm)amid als prosthetische Gruppe der Sulfitredukta-
se nachgewiesen wurde (Matthews et al., 1995), wurde postuliert, dass DsrN mdglicherweise die

Amidierung des Sirohdm zum Siro(hdm)amid katalysiert (Dahl et al., 2005; Larsen et al., 2000).

DsrL ist ein ~ 72 kDa grosses Protein, das aufgrund des Fehlens von Signalsequenzen vermutlich
im Cytoplasma lokalisiert ist (Pott-Sperling, 2000). Fiir das zu DsrL. homologe Protein GItA aus
Thermococcus kodakarensis (frither Pyrococcus sp. KODI1, (Atomi et al., 2004)), das wie DsrL
hohe Homologien zu den kleinen Untereinheiten von Glutamatsynthasen aufweist, konnte so-
wohl eine Glutamin- als auch eine Ammonium-abhingige Glutamatsynthaseaktivitdt nachgewie-
sen (Jongsareejit et al., 1997). In Anbetracht der moglicherweise von DsrN katalysierten Gluta-
min-abhingigen Amidierungsreaktion wurde vermutet, dass DsrL in einer umgekehrten Gluta-
matsynthasereaktion das Glutamin fiir diese Reaktion zur Verfiigung stellt (Pott-Sperling, 2000).
Glutamatsynthasen sind komplexe Eisen-Schwefel-Flavoproteine die den reduktiven Transfer
der L-Glutaminamidgruppe auf das C2-Atom von 2-Oxoglutarat katalysieren (Vanoni und Curti,

1999). Bakterielle Glutamatsynthasen bestehen aus zwei Untereinheiten, die ein katalytisches
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afy Protomer bilden, das ein FAD, ein FMN und drei verschiedene FeS-Cluster enthélt. Die Glu-
tamin-Amidotransferase-Domédne ist in der groBeren a-Untereinheit lokalisiert, die -
Untereinheit enthélt neben FAD und FeS-Clustern die NADP(H)-Bindestelle (Vanoni und Curti,
1999; Vanoni und Curti, 2005). Wie die kleinen B-Untereinheiten der Glutamatsynthasen weist
die Sequenz von DsrL zwei Dinukleotid- und ein FAD-Bindemotiv auf. Sequenzanalysen lieen
vermuten, dass DsrL. NADP(H) gegeniiber NAD(H) bevorzugt (Dahl et al., 2005). Im N-
Terminus enthélt die DsrL-Sequenz wie die B-Untereinheiten der Glutamatsynthasen zwei
Cysteincluster, die auf die Bindung von Eisen-Schwefel-Zentren hindeuten. In DsrL fehlt jedoch
einer der konservierten Reste im ersten Cluster. Im C-Terminus, der den kleinen Untereinheiten
der Glutamatsynthasen fehlt, enthdlt die DsrL-Sequenz zwei weitere Cysteincluster
(CX,CX,CX5CP), die auf die Bindung weiterer [4Fe-4S]-Cluster hindeuten (Pott-Sperling,
2000).

In dieser Arbeit sollten die aufgrund von Sequenzhomologien aufgestellten Vermutungen iiber
die Eigenschaften und Funktionen von DsrN und DsrL in 4. vinosum ndher untersucht werden.
Als erster Schritt sollte geklart werden, ob Sirohdm oder Siro(hdm)amid als prosthetische Grup-
pe in der Sulfitreduktase vorhanden ist. Diese Annahme bildet den Ausgangspunkt fiir die postu-
lierten Funktionen der beiden Proteine. Die Charakterisierung von DsrN und DsrL sollte dann
sowohl auf biochemischer als auch auf molekulargenetischer Ebene erfolgen. Die Lokalisation
sowie der Nachweis der Proteine und der aufgrund der Sequenz postulierten Gréen und prosthe-
tischen Gruppen (nur DsrL) sollte bestimmt werden. Der Nachweis sollte mit in E. coli {iberpro-
duziertem und/oder nativem Protein aus A. vinosum durchgefiihrt werden. Im Falle von DsrL
sollte die vermutete Glutamatsynthaseaktivitdt zum einen durch einen Enzymtest mit aufgerei-
nigtem rekombinanten bzw. nativem DsrL aus 4. vinosum nachgewiesen werden, zum anderen
durch die Komplementation eines Glutamatsynthase-defizienten E. coli-Stammes. Fiir die Unter-
suchungen auf molekulargenetischer Ebene sollten ,,in frame“-Mutanten konstruiert werden, in
denen das jeweilige Gen so deletiert werden sollte, dass der Leserahmen des Operons nicht zer-
stort wurde. In den bisher durch Interposonmutagenese hergestellten Mutanten traten polare Ef-
fekte hinsichtlich der Expression der anderen Dsr-Proteine auf (Pott, 1996; Pott-Sperling, 2000),
so dass der Phénotyp nicht auf die Funktion eines einzelnen Gens zuriickgefiihrt werden konnte.
Die Charakterisierung der ,,in frame*“-Mutanten in Bezug auf ihre Fahigkeit zur Oxidation ak-
kumulierten Schwefels sollte Aufschluss dariiber geben, welche Rolle DsrN und DsrLL im oxida-

tiven Schwefelstoffwechsel von 4. vinosum spielen.
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2 Material

und Methoden

2.1 Mikroorganismen

Tab. 2.1: Allochromatium vinosum-Stamme

Stamm

Genetische Marker

Referenz

A. vinosum DSM 180"

Wildtyp

(Pfennig und Triiper, 1971)

A. vinosum Rif50

A. vinosum Wildtyp DSM 180" (= Rif50)

Rifampicin-resistente Spontanmutante des

diese Arbeit

A. vinosum AdsrL Rif50; AdsrL (Deletion: 1443 bp des dsrL- | diese Arbeit
Gens)

A. vinosum AdsrN Rif50; AdsrN (Deletion: 1281 bp des dsrN- | diese Arbeit
Gens)

Tab. 2.2: Escherichia coli-Stamme

Stamm Genetische Marker Referenz

E. coli DH5a F ¢80d lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endA1 | (Hanahan, 1983)

hsdR17 (r, my") supEA44 L 'thi-1 gyrd relAl

E. coli BL21(DE3)

F ompT hsdSp (15" mg") gal dem met (DE3)

Novagen (Madison)

E. coli S17.1

294 (recA pro res mod') Tp" Sm" (pRP4-2-Tc::Mu-
Km::Tn7)

(Simon et al., 1983)

E. coli EB5001

F’, psiQ39::Mud11-1734 (gltD::Mud11-1734); aus
Wildtyp W3110 hergestellt

(Metcalf et al., 1990), (Goss et al.,
2001)

E. coli K12

2.2 Vektoren

Wildtyp

DSM 498

Tab. 2.3: Verwendete Vektoren und erzeugte Hybridplasmide fiir die Herstellung von ,,in frame“-Deletions-
mutanten, die Komplementation von Mutanten und die Expression von Genen.

Vektor Charakteristika Referenz
pETI15b Ap'; Expressionsvektor mit N-terminalem Hisq-Tag Novagen
(Madison, USA)
pETll1a Ap'; Expressionsvektor Novagen
(Madison, USA)
pMHE2crfKm Km', lacZ", crtD Promotorregion, Mob" (Fodor et al., 2004)
pK18mobsacB Km', lacZ’, sacB, Mob" (Schifer et al., 1994)
pBBRIMCS2 Km', lacZ', Mob" (Kovach et al., 1995)
pBAD22A Ap', araC, Pg,p-Promotor, (Guzman et al., 1995)
pBluescript SK II (+) Ap', lacZ Stratagene (Heidelberg, D)
pGEM -3Zf (+) Ap'; lacZ® Promega (Heidelberg, D)
pNEXS5 Ap"; mit NEXf und NEXr amplifiziertes und nach Re- diese Arbeit
striktion mit Ndel/BamHI in mit Ndel/BamHI restringier-
ten pET15b kloniertes dsrN
pNEXS8 Ap"; mit NEXf und NEXr amplifiziertes und nach Re- diese Arbeit
striktion mit Ndel/BamHI in mit Ndel/BamHI restringier-
ten pET11a kloniertes dsrN
pLEX2 Ap"; mit LEXf und LEXr amplifiziertes und nach Re- diese Arbeit
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Vektor Charakteristika Referenz

striktion mit Ndel/BamHI in mit Ndel/BamHI restringier-
ten pET15b kloniertes dsrL

pMHE2crfKmdsrN Km'; mit dsrNHindIIIf und NEXr amplifiziertes und diese Arbeit
nach Restriktion mit HindIll/BamHI in mit
HindIll/BamHI restringierten pMHE2c7Km kloniertes
dsrN

pK18mobsacBAdsrN Km', mit NXbaA/Nrev3 wurde Fragment 1 (1572 bp), diese Arbeit
mit NxbaD/Nfor3 wurde Fragment 2 (1249 bp) amplifi-
ziert, beide dienten als Matrize fiir die PCR von Frag-
ment 3 mit NXbaA/NxbaD; das 2,8 kb mit Xbal restrin-
gierte PCR-Fragment 3 (Deletion von dsrN: 1281 bp)
wurde in mit Xbal restringierten pK18mobsacB kloniert

pK18mobsacBAdsrL Km', mit LXbaA/Lrev2 wurde Fragment 1 (1532 bp), diese Arbeit
mit LxbaD/Lfor2 wurde Fragment 2 (1494 bp) amplifi-
ziert, beide dienten als Matrize fiir die PCR von Frag-
ment 3 mit LXbaA/LxbaD; das 3 kb mit Xbal restringier-
te PCR-Fragment 3 (Deletion von dsrL: 1443 bp) wurde
in mit Xbal restringierten pK18mobsacB kloniert

pNEXSP . Ap', mit Dsr-Promotor-forw und Dsr-Promotor-rev diese Arbeit
amplifiziertes dsr-Promotorfragment und nach Restrikti-
on mit Xbal/Ndel in mit Xbal/Ndel restringierten pNEX5
kloniert (Klonierungsstrategie s. Abb. 3.16.)

PLEX2P,, Ap', mit Dsr-Promotor-forw und Dsr-Promotor-rev diese Arbeit
amplifiziertes dsr-Promotorfragment und nach
Restriktion mit Xbal/Ndel in mit Xbal/Ndel restringierten
pLEX2 kloniert (Klonierungsstrategie s. Abb. 3.16.)

pBBRIMCS2dsrN Km', mit den Primern Dsr-Promotor forw und petl15b rev | diese Arbeit
aus pNEXS5P,,, amplifiziertes und tiber Xbal/HindIII in
pBBRIMCS?2 kloniertes dsr-Promotor + dsrN-Gen +
Terminator-Fragment (Klonierungsstrategie s. Abb.
3.16.)

pBBRIMCS2dsrL Km', mit den Primern Dsr-Promotor forw und petl5b rev | diese Arbeit
aus pLEXPy, amplifiziertes und tiber Xbal/HindIII in
pBBRIMCS?2 kloniertes dsr-Promotor + dsrL-Gen +
Terminator-Fragment (Klonierungsstrategie s. Abb.
3.16.)

pBADdsrL Ap'; mit ComLfund ComLr amplifiziertes und nach diese Arbeit
Restriktion mit Ncol/Xbal in mit Ncol/Xbal restringier-
ten pBAD22A kloniertes dsrL

2.3 Oligonukleotide

Die Basenabfolge der Primer wurde anhand bekannter Sequenzen festgelegt. Die Primer wurden

von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) bezogen.

Tab. 2.4: Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von DNA-Sonden, Expressionsvektoren, Deletionsvektoren
und Komplementationsvektoren (die Sequenzen der eingefiigten Schnittstellen sind rot markiert).

Oligonukleotid- Sequenz (5'— 3°) Referenz

Primer

NEXf GCC GGC CTC ATA TGG CGT CGC TCT A C. Dahl, pers. Mitteilung
NEXr GTG AAC AGG GAT CCG CGC GCT TTC AG C. Dahl, pers. Mitteilung
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Oligonukleotid- Sequenz (5'— 37) Referenz

Primer

dsrNHindIIIf CAA GCC GGA AGC TTA TGG CGT CGC TC diese Arbeit

LEXf AGA ACG ATT CAT ATG GCG ACT TCC AGC C. Dahl, pers. Mitteilung
LEXr CCT CCA GGA TCC TCA CTC GCC CAG C. Dahl, pers. Mitteilung
LxbaA CGT CAA GGT CTA GAA TCC GAT CGA TGA GGA GG diese Arbeit

LxbaD CGT GCC CCT CTA GAC CGA GTT GTT CAT GCC G diese Arbeit

Lfor2 GCG TAT CAA CTG CGT ATC AAG ATG GGT CTG G diese Arbeit

Lrev2 CCA GAC CCA TCT TGA TAC GCA GTT GAT ACG C diese Arbeit

NxbaA GGG CTG TGT CTA GAG CTG CAATCT GTG C diese Arbeit

NxbaD GTC GAG GAT CTA GAG CAG GAC ATC CTG GTT GG diese Arbeit

Nfor3 GGT CTT TGT CGT GAA CAT ATT CGT CGC ACG diese Arbeit

Nrev3 CGT GCG ACG AAT ATG TTC ACG ACA AAG ACC diese Arbeit
Dsr-Promotor-forw | GAT GGC GAT CTA GAC GAA TGA CTT CAT GG diese Arbeit

Dsr-Promotor-rev
petSb rev

ComLf

ComLr

TCG ATA GCC ATA TGG CGG TCT CTC CTA TCG AT
ATC CGG ATA AGC TTC CTC CTT TCA GCA AA
AAC GAT TGC CAT GGC GACTTCC

CAT CGA CGT CTA GAG GGG CCT C

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

2.4 Chemikalien, Enzyme, Kits und sonstige Materialien

24.1

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

4 x Rotiload

4-Chloro-1-Naphthol

Agarose

Ampicillin (Na-Salz)
Anti-Digoxigenin-AP

APS

Blocking Reagenz
Bradford-Reagenz
CSPD

Desoxyribonukleosidtriphosphate

Dig-dUTP
EDTA
Entwickler
Fixierer
HEPES
IPTG

Chemikalien

Roth (Karlsruhe, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Gibco/Invitrogen Corporation (Paisley, UK)

Roth (Karlsruhe, D)
Roche (Mannheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Roche (Mannheim, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Roche (Mannheim, D)

Roche (Mannheim, D)

Gibco/Invitrogen (Paisly, UK)

Kodak (Rochester, USA)
Kodak (Rochester, USA)
Roth (Karlsruhe, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Fermentas (St.Leon-Rot, D)
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Kanamycinsulfat Gibco/Invitrogen (Paisley, UK)
Methanol (HPLC-grade) Roth (Karlsruhe, D)
Monobrombiman Fluka (Buchs, CH)
Natriumcyanid Merck (Darmstadt, D)
Natriumrhodanid Fluka (Buchs, CH)
N-Laurylsarcosin Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) Gibco/Invitrogen (Paisley, UK)
Phytagel Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Rifampicin Fluka (Buchs, CH)

SDS Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sulfat Merck (Darmstadt, D)

Sulfid Fluka (Buchs, CH)

Sulfit Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
TEMED Roth (Karlsruhe, D)

X-Gal Roth (Karlsruhe, D)

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe, D), Fluka (Buchs, CH),
Sigma-Aldrich (Steinheim, D) und Merck (Darmstadt, D) bezogen.

2.4.2 Enzyme und Proteine

Alkalische Phosphatase Fermentas (St. Leon-Rot, D)
BSA (Rinderserumalbumin) Roth (Karlsruhe, D)
BSA-Proteinstandard Pierce (Rockford, USA)
Lysozym Fluka (Buchs, CH)
Restriktionsenzyme Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Restriktionsenzyme Gibco/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Ribonuclease A Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Tag-Polymerase Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Pfu-Polymerase Fermentas (St. Leon-Rot, D)
T4-Ligase Fermentas (St. Leon-Rot, D)

2.4.3 Verwendete Kits

BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce (Rockford, USA)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden, D)
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden, D)
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2.4.4 Sonstige Materialien

1 kb DNA-Leiter
Anaerokult

Anaerotest
Cellulose-Nitrat-Filter
Cellulosenitrat-Membran
Centricon

Dialyseschlduche
DNA-GroB8enstandard (1 kb)
Kohlendioxid
Nylon-Membran

Prestained Protein Ladder
Rontgenfilme X-OMAT AR
Sterilfilter (0,2 pm)
Stickstoff

Whatman 3MM-Papier

Gibco/Invitrogen (Karlsruhe, D)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Sartorius (Gottingen, D)
Schleicher & Schuell (Dassel, D)
Millipore (Bedford, USA)

Roth (Karlsruhe, D)

Fermentas (St. Leon-Rot, D)

Air Products (Hattingen, D)
Schleicher & Schuell (Dassel, D)
Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Kodak (Rochester, USA)

Roth (Karlsruhe, D)

Air Products (Hattingen, D)
Whatman (Maidstone, UK)

2.5 Verwendete Internetprogramme und Computersoftware

Tab. 2.5: Internetprogramme und Computersoftware

Programm

Funktion

Quelle

BLAST

Sequenzvergleiche von DNA- oder Prote-
insequenzen mit Genbankeintrigen

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Clonemanager 5.03

Sequenzbearbeitung und Erstellung von
Vektorkarten

Scientific & Educational Software

ClustalW Alignments von Aminosiduresequenzen http://align.genome.ip/
Entrez Sequenzdatenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ
ExPasy Zugang zu Internetprogrammen zur DNA- | http://www.expasy.ch
und Protein-Analyse
Microsoft Office 2002 Textverarbeitung, Tabellenkalkulation, Microsoft Corporation
Erstellen von Prisentationen
Agilent Technologies Soft- | Software zur Ansteuerung des 8453 Dio- | Agilent Technologies, Boblingen, D
ware den Array Spektralphotometer
PC 1000 Ansteuerung der HPLC Thermo Separation Products Inc.
Tigr Datenbank zu Genomprojekten

UV Winlab 2.80.03

Software zur Ansteuerung des UV/VIS
Spektralphotometers Lambda 11

Perkin-Elmer (Diisseldorf)

Virtual Genome Center

Berechnung der Schmelztemperatur von
Oligonukleotiden (T,,)

http://alces.med.umn.edu/VGC.html
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2.6 Mikrobiologische Methoden

2.6.1 Allochromatium vinosum

2.6.1.1 Kultivierung von A. vinosum

A. vinosum wurde photoorganotroph auf RCV-Medium (Weaver et al., 1975) oder photolithoau-

totroph auf Pfennig-Medium (Pfennig und Triiper, 1992) bzw. Thiosulfatmedium (Sperling,

2001) angezogen.

Réih-Medium:

KPP-Puffer:

Spurenelement-Lésung
SL 12:

O-Medium:

Salzlosung:

50 ml R&h-Medium, 0,5 g Hefeextrakt ad 950 ml aqua dest., pH mit NaOH-Platzchen
auf 7,5 einstellen; 50 ml KPP-Puffer (steril) nach Autoklavieren und Abkiihlen dazu-
geben

20 g Ammoniumsulfat, 75 g Malat, 4 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat, 1 g Calcium-
chlorid-Dihydrat, 4 ml Spurenelementeldsung SLA, ad 11 aqua dest.; Lagerung unsteril
bei 4°C

180 mM Di-Kaliumhydrogenphosphat/ Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer, pH 7,0,
Lagerung unsteril bei RT

3,0 g EDTA-Na, x 2 H,0, 1,1 g FeSO4 x 7 H,0, 42 mg ZnCl,, 50 mg MnCl, x 4 H,0,
300 mg H3BO3, 190 mg CoCl, x 6 H,0, 2 mg CuCl, x 2 H,0, 24 mg NiCl, x 6 H,0, 18
mg Na,MoO, x 2 H,O ad 1000 ml aqua dest., Lagerung unsteril bei 4°C

Die Salzlosung wurde im 10 Liter-Carboy angesetzt und autoklaviert. Nach Abkiihlen
der Losung wurden unter Stickstoffbegasung die getrennt autoklavierten Ldsungen
Phosphat-, Carbonat- und Sulfidlésung (in dieser Reihenfolge) zugegeben. Dann wurde
das Medium solange mit Kohlendioxid durchgeblasen bis es klar wurde. Der pH-Wert
wurde dadurch auf pH 6,8 — 7,0 eingestellt. Das fertige Medium wurde steril in sterile
Schraubdeckelflaschen abgefiillt und vor Gebrauch mindestens eine Nacht im Dunkeln

bei RT aufbewahrt
= Pfennigmedium ohne Zugabe von Sulfidlosung
Angesetzt im 10 Liter Carboy: 3,3 g KCl, 3,3 g MgCl, x 6H,0, 4,3 g CaCl, x H,0, 3,3

g NH,Cl, 10 ml Spurenelement-Losung SLA, ad 7750 ml aqua dest; unter Stickstoff-
Atmosphére abkiihlen
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Phosphatlosung:

Carbonatlosung:

Sulfidlésung:

Losung 1:

Losung 2:

Sulfidlésung:

100 x

Makroelementelosung:

3,3 g KH,PO, in 1000ml aqua dest. autoklaviert

15 g NaHCO; in 1000 ml aqua dest. autoklaviert

12 g NaS; x 9 H,O in 250 ml aqua dest. in randvoller, verschlossener Flasche autokla-

viert

Die Losung 1 wurde im 10 1 Carboy angesetzt und autoklaviert: Nach Abkiihlen der
Losung wurde unter Stickstoffbegasung die getrennt autoklavierte Losung 2 zugege-
ben. Das fertige Medium wurde entweder sofort zur Kultur im 10 1 Fermenter ge-
braucht, oder steril in sterile 1 1 Flaschen (randvoll!) abgefiillt und im Dunkeln gela-

gert.

Angesetzt im 10 1 Carboy: 100 ml 100 x Makroelementelosung ad. 9500 ml aqua dest.,

autoklaviert.

26,5 g Na,COs, 21 g NaHCOs, 31 g Na,S,03, 25 ml Sulfidlosung ad 500 ml aqua dest.,

autoklaviert.

18,5 g HNaS x 1 H,0, Lagerung unsteril bei 4°C.

100 g KH,PO,, 70 g NH,Cl, 40 g MgSO, x 7 H,0, 10 g CaCl, x 2 H,0, 100 ml 10 x
Spurenelementeldosung SL 12 (s.0.), 193 ml HCly,,, ad 1000 ml aqua dest.

A. vinosum wurde als Fliissigkultur in randvollen Glasréhrchen oder Kulturflaschen mit gasdich-

tem Schraubverschluss kultiviert. Frisches Medium wurde 10%ig mit der Vorkultur beimpft und
bei 30 °C und einer Beleuchtungsstirke von 1000-2000 lux (15-20 cm vor einer 60 Watt Gliih-
birne) fiir 3-5 Tage inkubiert.

Fiir die Kultivierung auf Festmedium und die Selektion von Deletionsmutanten wurden Phyta-

gelplatten eingesetzt. Diese bestanden aus RCV-Medium dem 0,5 % NaCl und 1 % Phytagel

zugesetzt wurde. Aullerdem wurde dem Medium nach dem Autoklavieren (und vor dem Giel3en)

10 mM Na-Acetat, 0,1 % Na,S,03 x 5 H,O und 0,2 % Futterlosung zugegeben.

Futterlosung: 3,1 g HNa,S x 1 H,0, 5 g NaHCOj; ad 100 ml aqua dest., autoklaviert

Die Platten wurden unmittelbar nach Verfestigung des Mediums verwendet. Die Inkubation der

Platten erfolgte unter anoxischen Bedingungen im Anaerobiertopf bei 30 °C im Licht.
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Zur Selektion von Mutanten, die eine bestimmte Antibiotikaresistenz aufweisen sollten, wurde
dem Medium die entsprechende Konzentration des Antibiotikums zugegeben: Rifampicin:
50 pg/ml (geldst in Methanol); Kanamycin: 10 ug/ml (geldst in aqua dest.).

Kulturen von A. vinosum wurden regelméfig auf mogliche Kontaminationen iiberpriift, indem

sie auf LB-Medium ausplattiert und unter oxischen Bedingungen inkubiert wurden.

2.6.1.2 Konservierung von A. vinosum-Stimmen

Allochromatium vinosum Wildtyp DSM 180" und die in dieser Arbeit hergestellten Mutanten-
stimme wurden zur dauerhaften Lagerung in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Hierzu wurde eine
3-5 Tage alte, gut gewachsene 100 ml RCV-Flissigkultur abzentrifugiert (4000 Upm, 10 min,
RT), das Pellet in ca. 6 ml des abzentrifugierten Mediums resuspendiert und zu je 900 pl auf
sterile Nunc-Rohrchen (CryoTubes) aufgeteilt. Nach Zugabe von 900 ul sterilem 10%igem
DMSO wurden die Rohrchen fest verschraubt im Stickstoftbehilter eingelagert.

2.6.1.3  Herstellung einer Rifampicin resistenten 4. vinosum Mutante

Rifampicin: 0,25 g/10 ml Methanol

Fiir die Herstellung einer Rifampicin resistenten 4. vinosum Mutante wurde der A. vinosum
Wildtyp-Stamm (DSM 180") verwendet. Dieser wurde auf Phytagelplatten (s. 2.6.1.1.) mit ver-
schiedenen Konzentrationen Rifampicin (10 pg/ml, 15 pg/ml und 20 pg/ml) ausplattiert. Erhal-
tene Kolonien wurden dann auf Platten, die je 10 pg/ml Rifampicin mehr als in der Ausgangs-
kultur enthielten, ausplattiert, bis eine Kolonie erhalten wurde, die auf 50 pg/ml Rifampicin
wachsen konnte. Diese wurde dann auf 50 ml RCV-Flaschen hochgezogen. Die fertige Mutante

wurde als A. vinosum Rif50 bezeichnet.

2.6.1.4 Fermenterversuche zur Charakterisierung von A. vinosum Deletionsmutanten

Versuche zur Charakterisierung von 4. vinosum dsrL- und dsrN-Deletionsmutanten in Bezug auf
den Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen wurden in einem auf 30 °C temperierten 1,5 1
Glasfermenter durchgefiihrt. Eine anoxische Atmosphdre wurde durch das Durchblasen des Me-
diums wéhrend des Animpfens mit N, und das Anhéngen eines mit N, gefiillten Ballons an den
Fermenter wihrend der Kultur gewihrleistet. Die Zellen einer photoheterotroph angezogenen
vier Tage alten Vorkultur wurden in sterilen Zentrifugenbechern abzentrifugiert (15 min,
7000 Upm) und das Pellet in wenig Restmedium (~ 20 ml) resuspendiert. Damit wurde die Kul-

turfliissigkeit des Fermenters beimpft. Als Kulturfliissigkeit wurde O-Medium verwendet, dem
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steril verschiedene Mengen der Sulfidlosung (s. 2.6.1.1) zugegeben wurden, um den Umsatz
reduzierter Schwefelverbindungen unter unterschiedlichen Sulfidkonzentrationen testen zu kon-
nen. Der pH-Wert des Mediums wurde auf pH 7,0 eingestellt. Durch die angeschlossene pH-
Regulierungseinheit (pH-mV Regler M7832N, Mostec, Liestal, CH) wurde der pH-Wert wih-
rend der gesamten Kultivierungsdauer iiberwacht und gegebenenfalls mit 1M HCI bzw. 1M
NaH,COs-Losung reguliert. Aus den Kulturen wurden in regelmifBigen Abstinden Proben ent-
nommen und der Umsatz der reduzierten Schwefelverbindungen (s. 2.9), die OD (bei 690 nm)

und der Proteingehalt (s. 2.8.6.2) bestimmt.

2.6.2 Escherichia coli

LB (Luria-Bertani) —-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, pH 7,5; ad 1 1 aqua dest (Miller,
1972)

NZCYM-Medium: 10 g Caseinhydrolysat, 5 g NaCl, 1 g Casaminoacids, 5 g Hefeextrakt, 2 g
MgSO, x 7 H,0, 2 g Maltose

W4-Minimalmedium: 10,5 g K,HPO,, 4,5 g KH,PO,, 0,1 g MgSO,, pH 7,4

Die Anzucht von E. coli erfolgte auf LB-Agarplatten bei 37 °C; Flissigkulturen wurden in LB-
Fliissigmedium bei 37 °C und 180 Upm iiber Nacht inkubiert. Zur Klonierung wurde E. coli
DH5a verwendet, die Expression von Proteinen wurde in E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt. Fiir
den Plasmidtransfer von E. coli nach A. vinosum wurde der E. coli-Stamm S17.1 eingesetzt. Die
Expression von dsrL in E. coli BL21(DE3) erfolgte in NZCYM-Medium, da in diesem Medium
die grofite Ausbeute an Protein erzielt wurde.

Experimente zur Komplementierung des Glutamatsynthase-defizienten E. coli-Stamms EB5001
mit dem dsrL-Gen aus A. vinosum wurden in W4-Minimalmedium durchgefiihrt, dem 0,2 %
Glucose, 0,4 % Arabinose und 0,2 % Arginin zugesetzt wurden.

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren (121 °C, 20 min)
1,5 % Agar zugesetzt. Selektionsplatten fiir die Anzucht von Klonen mit plasmidkodierten oder
genomisch integrierten Resistenzen wurden mit den entsprechenden Antibiotika in den folgen-
den Konzentrationen versehen: Ampicillin 100 pg/ml (in aqua dest. gelost), Kanamycin
50 ug/ml (in aqua dest. gelost). X-Gal-Platten fiir die Blau-WeiB3-Selektion transformierter
E. coli DH50-Zellen wurden aus LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum, X-Gal
(gelost in N,N-Dimethylformamid) und IPTG (geldst in aqua dest.) hergestellt. Die Endkonzen-
tration von X-Gal nach Zugabe zu dem auf ca. 50 °C abgekiihlten Agar betrug 80 pg/ml, die
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Endkonzentration von IPTG 0,5 mM. Den Fliissigmedien wurden jeweils kurz vor Gebrauch die

Antibiotika in den benétigten Konzentrationen zugesetzt.

2.6.2.1 Konservierung von E. coli-Stimmen

Glycerinlésung: 65 % Glycerin, 0,1 M MgSQO,, 0,025 M Tris/HCI, pH 8, autoklaviert

E. coli-Kulturen konnten auf Agarplatten bei 4 °C fiir 1-2 Monate aufbewahrt werden. Zur Lang-
zeitkultivierung wurden von den Stimmen Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurden Ubernacht-
kulturen in LB-Medium in sterile 2 ml Kunststoffrohrchen 1:1 mit steriler Glycerinldsung ge-

mischt und bei —20 °C bzw. —70 °C gelagert.

2.6.2.2 Plasmidtransfer von E. coli nach A. vinosum

Durch Konjugation ist es moglich Plasmid-DNA von E. coli nach A. vinosum zu iibertragen
(Pattaragulwanit und Dahl, 1995). Bei den tibertragenen Plasmiden handelt es sich um Derivate

des pk18mobsacB (Schifer et al., 1994) und des pPBBRIMCS2 (Kovach et al., 1995).

Als Plasmiddonor-Stamm dient der E. coli S17.1, der iiber Nacht mit dem zu konjugierenden
Plasmid auf LB-Medium (+ entsprechendes Antibiotikum) bei 37 °C angezogen wurde, so dass
sich die Zellen am nichsten Tag in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Diese wurden
dann bis zu einer ODggp von 0,6 in 3 ml RCV-Medium resuspendiert. Eine ODg von 0,1 ent-
spricht bei E. coli etwa 10° Zellen pro ml (Sambrook et al., 1989). Der Rezipientenstamm
A. vinosum Rif50 wurde photoheterotroph in RCV-Medium mit Rifampicin (50 pg/ml) fiir ca.
3 — 4 Tage bis zu einer ODg9o von 1,0 bis 1,5 angezogen. Die Zellen sollten sich dann in der sta-
tiondren Wachstumsphase befinden. Von der Kultur wurde die genaue OD bei 690 nm bestimmt.
Die Gesamtzellzahl wurde nach Pattaragulwanit (1995) ermittelt. Etwa 12 x 10% 4. vinosum Zel-
len (1,0 — 1,5 ml) wurden in einem sterilen Mikroreaktionsgefdl 5 min bei 10000 Upm und
Raumtemperatur abzentrifugiert und durch vorsichtiges Resuspendieren und erneutes Abzentri-
fugieren zweimal in 1 ml RCV-Medium gewaschen. Etwa 4 x 10°® E. coli-Zellen (0,5 ml) wurden
zu den gewaschenen A. vinosum-Zellen (resuspendiert in 0,5 ml RCV-Medium) gegeben. Das
Gemisch wurde erneut abzentrifugiert (5 min, 10000 Upm, RT) und der Uberstand abgegossen.
Die im Riicklauf resuspendierten Zellen wurden auf RCV-Agarplatten ausgelegte sterile Cellulo-
se-Nitrat-Filter (Sartorius, Porengrosse 0,45 um) pipettiert. Die Platten wurden 2 — 3 Tage anae-
rob im Licht inkubiert. Die inkubierten Filter wurden dann in sterile 2 ml Mikroreaktionsgefale

tiberfiihrt und die Zellen mit 1 ml RCV-Medium von den Filtern gewaschen. Die Suspension
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wurde in verschiedenen Konzentrationen auf Phytagelplatten (s.2.6.1) ausplattiert, denen
50 pg/ml Rifampicin und 10 pg/ml Kanamycin zugesetzt wurden. Zur Kontrolle der Lebensfa-
higkeit wurden auBlerdem einige Zellen auf Platten ohne Kanamycin ausplattiert und mindestens

5 Tage unter anoxischen Bedingungen im Licht bei 30 °C inkubiert.

2.7 Molekulargenetische Methoden

271 Methoden zur Priparation von DNA

2.7.1.1  Isolierung genomischer DNA aus A. vinosum

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0
TES: 50 mM Tris-HCL, 0,5 mM EDTA, 50 mM NaCl, pH 8.0
Saccharose-TES-Puffer: 20 % Saccharose in TES-Puffer

Lysozym-Rnase-Lésung: 20 mg/ml Lysozym, | mg/ml RNase

Sarcosin-Losung: 10 % Laurylsarcosin, 250 mM EDTA

Die Isolierung genomischer DNA aus 4. vinosum wurde basierend auf der Sarkosyl-Lyse (modi-
fiziert nach (Bazaral und Helinski, 1968)) mit anschlieBender Reinigung durch Phenol-
Chloroform-Extraktion und Dialyse durchgefiihrt.

Fiir die DNA-Isolierung wurden 80 — 100 mg Zellmaterial aus RCV-Fliissigkulturen eingesetzt,
die in einem 2 ml Mikroreaktionsgefdl mit 1 ml eiskaltem TES-Puffer resuspendiert und dann
mit einem weiteren Milliliter TES-Puffer aufgefiillt wurden. Diese Zellsuspension wurde dann
10 min bei 4 °C und 8000 Upm (Heraeus 15 R Mikrozentrifuge) zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 0,25 ml Saccharose-TES-Puffer resuspendiert. Nach 30 min Inkuba-
tion auf Eis wurden 0,25 ml Lysozym-RNAse-Losung zugegeben und der Ansatz zur vollstindi-
gen Zelllyse fiir 30 min bei 37 °C im Schiittelwasserbad leicht geschiittelt. Nach Zugabe von
0,1 ml Sarcosin-Losung wurde der Ansatz geschwenkt. Es entstand eine viskose Masse. Die
DNA wurde mit einer sterilen Spritze mit steriler Kaniile durch zehnmaliges Aufziehen und Her-
ausdriicken geschert. AnschlieSend wurden 0,3 ml steriles Reinstwasser zugegeben und die DNA
durch zweimalige Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und einmalige Extraktion mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gereinigt ( s. 2.7.1.2).

Zur weiteren Reinigung wurde die DNA in vorbereitete Dialyseschlduche (Servapor 12000-
14000) gefiillt (s. 2.8.4) und einmal 3 h gegen TE-Puffer, einmal 12-15 h gegen TE-Puffer und

einmal 2 h gegen steriles Reinstwasser dialysiert. Die DNA wurde anschliefend in sterile Mikro-
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reaktionsgefdle liberfiihrt, die Konzentration und Reinheit bestimmt (s. 2.7.1.5) und bei 4 °C

gelagert.

2.7.1.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

Bei dieser Methode werden durch Phenolisierung Proteine aus der Nukleinsdureldsung entfernt
(Sambrook et al., 1989; Wallace, 1987).

Wissrige DNA-Proben wurden mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt und stark geschiittelt. Die Phasentrennung wurde durch Zentrifugieren (5 min,
15000 Upm, RT) beschleunigt und die obere Phase in ein neues Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Nach
erneuter Extraktion in einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurde die
obere Phase in gleicher Weise mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt, um Phenol-
reste aus der Probe zu entfernen. Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiber-

fiihrt.

2.7.1.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli-Zellen erfolgte unter Verwendung
des QIAprep Spin Plasmid Kit (Quiagen, Hilden, D) nach Angaben des Herstellers. Das Kit be-
ruht auf einer modifizierten alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) und der spezifischen
Adsorption von DNA an Silica-Gel bei hohen Salzkonzentrationen (Vogelstein und Gillespie,
1979).

2.7.1.4 Ethanolfillung von DNA

Zur Konzentrierung und zum Umpuffern von DNA-Proben wurde die DNA durch Ethanol ge-
fallt. Zur Prazipitation wurden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2 — 3 Volumen eis-
kaltes Ethanol (absolut) zu der DNA-Losung gegeben. Die Proben wurden durch Invertieren
gemischt und dann fiir mindestens 30 min bei — 20 °C gefillt (Sambrook et al., 1989). Anschlie-
Bend wurde die als Natriumsalz quantitativ gefillte DNA fiir 30 min bei 4 °C und 14000 Upm
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet zweimal mit 0,2 — 0,5 ml 70%igem Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde im Heizblock bei 50 °C getrocknet und in dem gewiinschten Vo-

lumen Puffer oder HO aufgenommen.

2.7.1.5 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentration geloster DNA erfolgte durch spektroskopische Bestimmung bei einer Wellen-

lange von 260 nm, der Wellenldnge, bei der Nukleinsduren ein Maximum aufweisen. Nach dem
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Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Absorption bis zu einem gewissen Mal} direkt proportional
zur Konzentration der absorbierenden Verbindung. Bei einer Schichtdicke von einem Zentimeter
entspricht ein Absorptionswert bei dieser Wellenlédnge (260 nm) von 1 ungefdhr einer Konzent-
ration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA (Sambrook et al., 1989). Um herauszufinden wie
kontaminiert die Probe mit RNA oder Proteinen ist, also Substanzen die ebenfalls bei 260 nm
absorbieren, wurde die Absorption auch bei 280 nm gemessen. Der Quotient E¢0/Ezg0 gibt Auf-
schluss tiber die Reinheit der DNA-L6sung. Er sollte im Bereich von 1,8 — 2,0 liegen. Liegt der
Wert hoher ist die Probe mit RNA verunreinigt, tiefere Werte weisen auf Kontaminationen mit

Proteinen hin.

2.7.2 Enzymatische Modifikation von DNA

2.7.2.1 Restriktion von DNA

Restriktionsansatz: 0,5 —10 ug DNA, 1 x bzw. 2 x Reaktionspuffer, 3-5 U Enzym pro ug DNA, Reinstwas-

ser ad 10 — 50 ul Endvolumen

Die in vitro Modifikation von DNA erfolgte mit Restriktionsendonucleasen der Firmen Gib-
co/Invitrogen (Paisley, UK) und Fermentas (St. Leon-Rot, D). Die Reaktionen wurden nach An-
gaben der Hersteller in spezifischen Puffern durchgefiihrt. In der Regel erfolgte die Inkubation
der Proben fiir 2 - 16 h bei 37 °C. Sollten weitere enzymatische Modifikationen vorgenommen
werden, wurde das Restriktionsenzym bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inakti-
viert. Zur Uberpriifung der restringierten DNA wurde diese in 1%igen Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt (2.7.4).

2.7.2.2 Ligation

Ligationsansatz: Verhiltnis Vektor-DNA (~ 100 ng):Insert-DNA; 1:3 bis 3:1; 1 x T4-Ligase-Puffer,
T4-DNA-Ligase 2-3 U, Reinstwasser ad 20 pl

Aufgereinigte und in Wasser aufgenommene DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der T4-Ligase
von Fermentas (St. Leon-Rot) ligiert. Die Ligationsansédtze wurden entweder fiir 3 h bei Raum-
temperatur im Dunkeln oder iiber Nacht bei 16 °C inkubiert. Vor der Transformation der Ligati-
onsansitze wurde die Ligase bei 65 °C 10 min inaktiviert, um die Transformationseffizienz zu

erhohen.
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2.7.2.3 Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Um eine Rezirkularisierung einfach geschnittener Vektoren durch die T4-Ligase zu vermeiden,
wurden solche Ansitze vor der Ligation mit alkalischer Phosphatase (CIAP, Calf Intestinal Alka-
line Phosphatase, Fermentas, St. Leon-Rot) inkubiert. Das Enzym katalysiert dabei die hydrolyti-
sche Abspaltung der Phosphatgruppen an den 5'-Enden der DNA-Molekiile. Das Enzym wurde
nach Inaktivierung des Restriktionsansatzes in einer Konzentration von 0,25 — 0,5 U pro Ansatz
eingesetzt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz
10 min auf 75 °C erhitzt und die DNA im 1%igen Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend auf-
gereinigt (s. 2.7.4.1).

2.7.3 In vitro-Amplifizierung von DNA durch PCR

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist eine in vitro Methode zur enzymatischen Amplifikati-
on bestimmter DNA-Sequenzen durch die zyklische Abfolge von Anlagerung von Oligonukleo-
tiden (Primer) an die DNA, Verldngerung der Primersequenzen durch thermostabile DNA-
Polymerase und die Denaturierung der Polymerisationsprodukte (Embury et al., 1987; Mullis et

al., 1986; Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1986).

2.7.3.1 Standard-PCR

In diesem Abschnitt ist die Standard-PCR dargestellt wie sie in den meisten Fillen eingesetzt
wurde. Ausnahmen bzw. Modifikationen dieses Ansatzes sind unter den Punkten 2.7.3.2 -
2.7.3.4 aufgefiihrt. Die PCR wurde in 0,5 ml-Mikroreaktionsgefdlen in einem 50 pl-Ansatz
durchgefiihrt, der zur Vermeidung von Verdunstung mit Mineral6l tiberschichtet wurde. Die Re-
aktion wurde in einem TRIO-Thermoblock (LAB-Line Multi Block Heater) der Firma Biometra
(Gottingen, D) durchgefiihrt. Fiir die Katalyse der Synthese wurde bei der PCR entweder die
thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus eingesetzt (Tag-Polymerase) oder die
DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Pfu-Polymerase). Die Pfu-Polymerase besitzt im
Gegensatz zur Tag-Polymerase eine 3°-5"- Korrekturleseaktivitdt, was das Vorkommen von Se-
quenzfehlern in den Amplifikaten minimiert. Die Pfu-Polymerase wurde deshalb fiir die Ampli-
fikation von Fragmenten verwendet, die flir die Konstruktion von Expressions-, ,,Deletions*- und
Komplementations-Vektoren eingesetzt wurden. Fiir alle anderen Anwendungen, wie die
Uberpriifung von Mutanten mittels PCR oder die Herstellung von DNA-Sonden wurde die Tag-
Polymerase verwendet. Beide Enzyme wurden von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot, D) bezo-

gen. Die Einfiihrung von Schnittstellen in die PCR-Amplifikate erfolgte durch die Verwendung
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von mutagenen Primern. Dabei wurde der 15 - 18 Basenpaar langen Sequenz (Homolog zum
Anfang oder Ende der zu amplifizierenden Sequenz) die Sequenz der Schnittstelle angehéingt,
gefolgt von weiteren 8 Basenpaaren der zu amplifizierenden Sequenz.

Im folgenden ist ein Standard-PCR-Ansatz dargestellt:

Standard-PCR-Ansatz : Standard-PCR-Programm:

5ul 10x PCR-Puffer I. 95 °C Initialdenaturierung

1,5 pl Primer a (100 pmol/ul) 2. 95 °C Denaturierung

1,5 pl Primer b (100 pmol/ul) 3. T, Primeranlagerung

3ul MgCl, (25 mM) 4, 72 °C Primer-Extension

2,5 ul DMSO (100%ig) 5. Schleife 4 an 2 (30 — 35x)

1l ANTP-MIX (Mix aus je 10 mM dATP, 6. 72 °C verlangerte Primer-Extension
dCTP, dGTP; dTTP) 7. 4°C Programmende

1l DNA-Matrize (0,1 0,5 pg/pl)

1 ul Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) bzw.
Pfu-DNA-Polymerase (2,5U/ul)

ad 50 pl Reinstwasser

T,: Anlagerungstemperatur der Primer

Die Anlagerungstemperatur der Primer (T,) wurde in der Regel 2 - 5 °C unter der niedrigsten
Schmelztemperatur der eingesetzten Primer gewéhlt. Die Schmelztemperatur der Primer wurde
theoretisch entweder mit Hilfe der Internetseite des Virtual Genome Centers oder nach folgender
Formel Ty, (°C) =2 x (A + T) + 4 x (C + G) berechnet. Die Buchstaben stehen fiir die Anfangs-

buchstaben der entsprechenden Basen.

2.7.3.2  Gene SOEing

Zur Herstellung von “in-frame”-Deletionsmutanten wurde die Methode des Gene SOEing (gene
splicing by overlap extension) verwendet. Hierbei handelt es sich um eine sequenzunabhingige
PCR-Methode zur ortsgerichteten Mutagenese und Rekombination von DNA-Molekiilen
(Horton, 1995).

Zur gezielten Deletion eines Gens wurden DNA-Fragmente stromauf- und stromabwdérts des
entsprechenden Gens amplifiziert. Den dazu verwendeten Primern (b und ¢ in Abb. 2.1) wurde
die Sequenz des jeweils anderen Primers sozusagen als ,,Schwanz* angehdngt. Dadurch entstan-
den zwei Amplifikate mit zueinander komplementiren Enden. Diese dienten sich gegenseitig in
einer weiteren PCR (PCR3, Abb. 2.1) als Primer. Im folgenden Reaktionsschritt wurde das so
erhaltene Fragment mit den duBBeren Primern (a und d in Abb. 2.1) noch vervielfiltigt. Das ent-
standene Fragment enthielt nun die urspriingliche Sequenz mit der Deletion des gewiinschten
Gens. Durch die Wahl der Primer wurde sichergestellt, dass der Leserahmen der nachfolgenden

Gene nicht verschoben wurde. Die Deletion wurde ,,in frame* durchgefiihrt.
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zu deletierendes Gen
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— = PCR 2
PCR-Produkt 1 )

= PCR-Produkt 2

\> 1. Schritt
PCR 3

—> v 2. Schritt

PCR-Produkt 3 <+—

Abb.2.1: Schematische Darstellung des Gene SOEing (gene splicing by overlap extension) zur Erzeugung
von ,in-frame-Mutationen“; PCR 1 mit den Primern a und b ergibt das PCR-Produkt 1, PCR 2 mit den Primern c
und d ergibt das PCR-Produkt 2. Die 3. PCR besteht aus zwei Schritten, in dem ersten erfolgt die Verlangerung der
PCR-Produkte 1 und 2 die an jeweils einem Ende zueinander komplementar sind. Im zweiten Schritt erfolgt die
Amplifikation des aus Produkt 1 und Produkt 2 entstandenen Fragments zum PCR-Produkt 3.

Die Ansitze der ersten beiden PCR's (PCR 1 und PCR 2 in Abb. 2.1) wurden nach den Angaben
zur Standard-PCR durchgefiihrt (s. 2.7.3.1). Fiir die Auswahl der Anlagerungstemperatur der
Primer wurde der angehédngte komplementére ,,Schwanz* der Primer aus der Berechnung he-
rausgenommen. Bei der dritten PCR wurden zwei verschiedene Syntheseschritte, mit zwei ver-
schiedenen Primeranlagerungstemperaturen (T,) durchgefiihrt. Die erste Temperatur richtete sich
nach der Schmelztemperatur des Uberlappungsbereiches, die zweite nach der Schmelztemperatur

der dulleren Primer. Der Ansatz der dritten PCR erfolgte nach folgenden Angaben:

PCR 3 - Ansatz: PCR 3 - Programm:
5ul 10x PCR-Puffer 1. 95°C Initialdenaturierung
1,5 ul Primer a (100 pmol/ul) 2. 95°C Denaturierung
1,5 ul Primer d (100 pmol/ul) 3. T, Primeranlagerung
3ul MgCl, (25 mM) 4, 72°C Synthesephase 1
2,5 ul DMSO (100%ig) 5. Schleife 4 an 2 (30 - 35x)
1 ul dNTP-MIX (Mix aus je 10 mM 6. 95°C Denaturierung
dATP, dCTP, dGTP; dTTP) 7. T, Primeranlagerung
1 ul DNA-Fragment aus PCR 1 8. 72°C Synthesephase 2
1 ul DNA-Fragment aus PCR 2" 9. Schleife 8 an 6 (15%)
1 ul Pfu-DNA-Polymerase (2,5U/ul) 10. 72°C verléngerte Primer Extension
ad 50 pl Reinstwasser 11. 4°C Programmende

" PCR-Fragmente wurden in 30 pul Reinstwasser eluiert

2.7.3.3 Herstellung von Digoxygenin-markierten DNA-Sonden mit PCR

Die Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden erfolgte durch den Einbau von an dUTP
gekoppeltes Digoxigenin (Dig-dUTP) in die PCR-Produkte wéhrend der Amplifikation (Seibl et
al., 1990). Dabei wird das Dig-dUTP anstelle von dTTP in die PCR-Amplifikate eingebaut. Das
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Digoxigenin (gewonnen aus Digitalis purpurea) wird iiber einen Spacerarm an dUTP gebunden.
Um sterische Behinderungen zu verhindern, wurde Dig-UTP zu dTTP im Verhiltnis 1:9 einge-
setzt. Die PCR wurde bis auf eine Anderung wie unter 2.7.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Statt
der Endkonzentration von 200 uM dTTP wurden 160 uM dTTP und 20 pM Dig-dUTP einge-
setzt. Neben dem Sonden-Ansatz wurde jeweils ein Kontrollansatz ohne Dig-dUTP mit 200 uM
dTTP angesetzt. Nach der PCR wurden beide Ansétze auf ein Agarosegel aufgetragen, wobei
Digoxigenin markierte Fragmente im Gel langsamer laufen als unmarkierte Fragmente. Die rich-
tige Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten, das Fragment in 50 pl rH,O eluiert (s.2.7.4.3) und
20 min bei 100 °C in Vorhybridisierungslosung gekocht, bevor es zur Southern-Blot-
Hybridisierung (Southern, 1975) (s. 2.7.6.1) verwendet wurde.

2.7.3.4 Kolonie-PCR

Zum schnellen Nachweis rekombinanter A. vinosum-Mutanten wurde die PCR mit ganzen Zellen
durchgefiihrt. Das Zellmaterial wurde entweder aus Fliissigkultur oder von Platten entnommen.
Bei der Verwendung von Zellen aus Fliissigkultur wurden 100 pl Kultur abzentrifugiert (5 min,
14000 Upm, RT), in 100 ul Reinstwasser gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 50 pl
Reinstwasser aufgenommen. 1 — 2 ul dieser Zellsuspension wurden als DNA-Matrize eingesetzt.
Wenn Zellmaterial von Kolonien eingesetzt wurde, wurde direkt etwas Zellmaterial von der Plat-
te entnommen und in 50 pl Reinstwasser resuspendiert. Dies konnte direkt als Matrize fiir die
PCR-Reaktion eingesetzt werden. In beiden Féllen wurde der erste Denaturierungsschritt auf

10 min hochgesetzt und das Enzym wurde erst nach Ablauf dieser Zeit zugegeben.

2.74 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

2.7.4.1  Agarose-Gelelektrophorese:

10 x Probenpuffer: 0,25 % Bromphenolblau, 40 % Saccharose
50 x TAE-Puffer: 2 M Tris, 1 M Essigsdure, 50 mM EDTA

Die Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) wurde zu préparativen und analytischen
Zwecken genutzt. 1 % Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle
gelost und nach kurzem Abkiihlen in eine vorbereitete Gelkammer gegossen (Horizon 58, Hori-
zon 11.14; Gibco BRL, Eggenstein, D). Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10

Volumen 10 x Probenpuffer versetzt. Neben den Proben wurde ein 1 kb Grossen-Standard (In-
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vitrogen, Karlsruhe, D) aufgetragen. Die Spannungen wurden im Bereich von 20 bis 100 V ange-

legt.

2.7.4.2  Firbung von Agarosegelen mit Ethidiumbromid

Zum Anfirben der DNA in Agarosegelen wurden diese in einer Ethidiumbromidlésung
(10 pg/ml) unter leichtem Schwenken im Dunkeln fiir etwa 10 min inkubiert. Zum Entfernen
nicht interkaliertem Ethidiumbromids aus den Gelen wurden diese anschlieBend mit aqua dest.
gewaschen. Die gefirbten Gele wurden zur Auswertung auf einem Transilluminator im UV-

Licht betrachtet und mit einem Videosystem der Firma INTAS dokumentiert.

2.7.4.3  Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von aufgetrennten DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel
Extraction Kit (Quiagen, Hilden, D) verwendet. Die Extraktion wurde nach Angaben des Her-

stellers durchgefiihrt.

2.7.5 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.7.5.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

2 x YT-Medium: 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl ad 11 aqua dest.
CaCl,/MgSO4-Losung: 70 mM CaCl,, 20 mM MgSO, (aus getrennt autoklavierten 1 M Stammldsungen

durch Verdiinnung in sterilem aqua dest. hergestellt)

Zur Herstellung von zur Aufnahme reiner DNA befahigter E. coli-Zellen (= kompetente Zellen)
wurde die Calciumchloridmethode (Dagert und Ehrlich, 1974) verwendet. Fiir die Vorkultur
wurden 5 ml 2 x YT mit einer Kolonie beimpft und {iber Nacht unter Schiitteln (180 Upm) bei
37 °C angezogen. 70 ml 2 x YT-Medium im OD-Messkolben wurden mit 700 pl Vorkultur be-
impft und unter Schiitteln bei 37 °C bis zu einer ODgo9 von 0,3 — 0,4 angezogen. Der Ansatz
wurde in einer Sorvall-Zentrifuge bei 6000 Upm (4 °C, 6 min) in sterilen R6hrchen abzentrifu-
giert, das Pellet in 10,5 ml eiskalter CaCl,/MgSO4-Losung resuspendiert und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 6000 Upm, 4 °C) wurde das Sediment in 3,5 ml
eiskalter CaCl,/MgSO4-Losung aufgenommen und erneut 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellsus-
pension wurde dann mit 875 pl sterilem Glycerin versetzt, gemischt, aliquotiert und bei —70 °C

gelagert.
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2.7.5.2 Transformation von kompetenten E. coli-Zellen

Zur Transformation wurden 5 bis 10 pl des Ligationsansatzes bzw. 5 bis 10 ng Plasmid-DNA zu
100 pl auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen gegeben und 20 — 30 min auf Eis inkubiert. Der
Ansatz wurde dann 1,5 min bei 42 °C hitzegeschockt und anschliefend 3 min auf Eis abgekiihlt.
Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Zellen 1 h bei 37 °C inkubiert und dann auf
LB-Platten mit geeigneten Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet.

2.7.5.3 Identifizierung positiver Klone

Klonierungsvektoren der pBluescript- (Stratagene, Heidelberg, D) und der pGEM-Serie (Prome-
ga, Heidelberg, D) wurden in E. coli DH5a transformiert und auf X-Gal-Medium auf die vektor-
vermittelte Ampicillinresistenz selektiert. Die Insertion eines DNA-Fragmentes in die multiple
Klonierungsstelle der Vektoren fiihrt zur Unterbrechung im lacZ’ -Gen und damit zum Verlust
der Fahigkeit zur a-Komplementation der B-Galaktosidase. Die Kolonien bleiben weil3, wihrend
sich Kolonien mit Vektoren ohne Insert blau verfarben. Bei Insertionen von Fremd-DNA in Ex-
pressionsvektoren der pET-Serie (Novagen, Madison, USA) und Vektoren der pBBR-Reihe
(Kovach et al., 1995) wurde auf Medium mit dem entsprechendem Antibiotikum auf die Auf-
nahme des Plasmids selektiert. Da Vektor- und Insert-DNA vor der Ligation immer mit jeweils
zwei verschiedenen Enzymen restringiert wurden, war eine Religation des Vektors unwahr-

scheinlich.

2.7.6 DNA-DNA-Hybridisierung

Durch Southern-Blot-Hybridisierungen kénnen im Agarosegel aufgetrennte Restriktionsfrag-
mente, die zu einer bekannten DNA-Sequenz homolog sind, nachgewiesen werden (Southern,
1975; Southern, 1979; Vogelstein, Gillespie, 1979). Dazu werden die einzelstringigen DNA-
Strange auf eine Membran iibertragen, immobilisiert und mit einer markierten DNA-Sonde
hybridisiert. Entstandene DNA-DNA-Hybride kénnen dann anhand der Markierung der Sonde

detektiert werden.

2.7.6.1 Ubertragung von DNA auf Membranen (Southern-Blot)

Depurinierungslésung: 0,25 M HCL
Transferpuffer: 0,4 M NaOH
20 x SSC: 3 M NaC(l, 0,3 M Naj-Citrat, pH 7,0

2xSSC,1 % SDS: 10 % 20 x SSC, 1 % (w/v) SDS
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Der Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA auf eine Nylon-Membran (Sartolon,
Sartorius, Gottingen, D) erfolgte nach der von Ausubel et al. (1997) als downward-blot beschrie-
benen Methode (s. Abb. 2.3.). Nach zweimaligem Waschen des mit Ethidiumbromid gefarbten
Gels in aqua dest., folgte ein weiterer Waschschritt des Gels fiir 15 min in 0,25 M HCI zur Depu-
rinierung der DNA-Fragmente. Als Transferpuffer diente 0,4 M NaOH. In dieser Losung wurden
alle Bestandteile des Blots, bis auf das unterste saugfahige Papier, vor dem Aufbau geschwenkt.
Die erste Schicht des Blots bestand aus saugfahigem Papier, dann folgten zwei Lagen 3 MM
Whatman-Papier, auf die die angefeuchtete Nylonmembran aufgelegt wurde. Darauf wurde das
Agarosegel luftblasenfrei aufgelegt. Als oberste Schicht folgten wiederum zwei Lagen 3 MM
Whatman-Papier (genau auf die Grosse des Gels zugeschnitten), denen zwei weitere Lagen
3 MM Whatman-Papier folgten, die als ,,Briicke* die Verbindung zum Puffertank (0,4 M NaOH)
herstellten. (s. Abb.2.2). Der DNA-Transfer auf die Membran erfolgte iiber 2 h. Danach wurden
die Taschen auf der Membran markiert, die Membran kurz in 2 x SSC mit 1 % SDS geschwenkt,
auf Whatman 3 MM-Papier gelegt und die DNA durch Bestrahlung mit UV-Licht (1200 pJ) in
einem Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, USA) mit der Membran kreuzvernetzt. Die

Membran wurde anschlieend fiir die Hybridisierung verwendet.

,,Briicke aus Whatman-3MM-Papier \

2 Lagen Whatman 3 MM-Papier ——

Agarose-Gel ———F— |

Nylon-Membran
2 Lagen Whatman 3 MM-Papier —

Abb. 2.2: Schematische Darstellung zum Aufbau des downward-blot.

Puffertank mit
0,4 M NaOH

2.7.6.2 Hybridisierung mit DIG-dUTP-markierter DNA-Sonde

Puffer 1: 0,1 M Maleinsédure, 0,15 M NaCl, pH 7.5

Vorhybridisierungslosung: 20% Puffer 1, 25% 20x SSC, 0,1% N-Laurylsarcosin, 10% SDS, 2% Blocking-
Reagenz

Hybridisierungslosung: 20 ml Vorhybridisierungsldsung mit 20-200 ng/ml Gensonde

2 x SSC, 0.1 % SDS: 10% 20 x SSC, 0,1% (w/v) SDS

0.1 x SSC, 0.1 % SDS: 0,5% 20 x SSC, 0,1% (w/v) SDS
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Fiir die Hybridisierungen wurden ein MWG Biotech- (Ebersberg, D) und ein Biometra- (Gottin-
gen, D) Hybridisierungsofen genutzt. Die Nylonmembran wurde zunichst mit 20 ml Vorhybridi-
sierungslosung 3 - 4 h bei 60 — 68 °C vorhybridisiert. AnschlieBend wurde die Vorhybridisie-
rungslosung gegen die zuvor 15 min bei 100 °C (zur Denaturierung der DNA) erhitzte Hybridi-
sierungslosung ausgetauscht und die Membran damit etwa 16 h hybridisiert. Danach wurde die
Hybridisierungsldsung in ein steriles Falcon gegeben und bis zur erneuten Verwendung bei
-20 °C gelagert. Unspezifisch gebundene Sonde wurde durch zweimaliges Waschen der Memb-
ran bei Raumtemperatur mit 2x SSC, 0,1 % SDS (je 5 min) und zweimaliges Waschen bei
Hybridisierungstemperatur mit vorgewédrmten 0,1x SSC, 0,1 % SDS (je 15 min) entfernt.

2.7.6.3 Chemilumineszenz-Detektion

Puffer 1: 0,1 M Maleinséure, 0,15 M NaCl, pH 7.5
Puffer 2: 1% Blocking-Reagenz in Puffer 1
Puffer 3: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl, (MgCl, erst nach dem Autoklavieren einwie-

gen, Lagerung bei 4 °C)
Waschpuffer: 0,3 % Tween 20 in Puffer 1

Die Digoxigenin-markierten Sondenmolekiile auf der hybridisierten Membran koénnen durch
Chemilumineszenz-Detektion mit Hilfe spezifischer Antikdrper gegen Digoxigenin nachgewie-
sen werden, die mit Molekiilen von alkalischer Phosphatase verkniipft sind. Das zugegebene
chemilumineszente Substrat CSPD wird von der alkalischen Phosphatase unter Freisetzung von
Lichtenergie umgesetzt, die dann von einem Rontgenfilm erfasst wird.
Zur Chemilumineszenz-Detektion wurde die Membran im Hybridisierungsofen bei
Raumtemperatur nacheinander mit folgenden Losungen inkubiert:

1. 5 min Waschpuffer
30 min Puffer 2
30 min 15 ml Anti-Digoxigenin-AP-Antikdrperkonjugat (1:17500 in Puffer 2)
2 x 15 min Waschpuffer
5 min Puffer 3
10 min 15 ml 25 pM CSPD (in Puffer 3)

A

Die Membran wurde danach auf 3 MM-Whatman-Papier kurz angetrocknet und noch feucht mit
dem Papier in eine Kunststofffolie eingeschweilit und 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end
wurde ein Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak, Rochester, USA) aufgelegt und je nach Signalstirke

10 min bis mehrere Stunden exponiert.
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2.7.7 DNA-Sequenzierung

DNA-Proben wurden durch Auftragssequenzierung bei der Firma Sequiserve (Vaterstetten, D)

sequenziert.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Die Uberexpression rekombinanter Proteine wurde in E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt. Dazu
wurden die Gene der zu {liberproduzierenden Proteine (DsrL und DsrN) in die Vektoren pET11a
und pET15b (Novagen, Madison, USA) kloniert. Unter Verwendung von mutagenen Oligo-
nukleotiden wurden den Genfragmenten so Schnittstellen eingefiigt, dass sie ohne Verschiebung
des Leserahmens in die dafiir vorgesehene Klonierungsstelle in den Vektoren eingefiigt werden
konnten. In dem Vektor pET15b wird dem Gen eine Sequenz aus 18 Basenpaaren vor dem Start-
codon angehéngt. Dadurch erhilt das produzierte Protein einen N-terminalen Schwanz aus sechs
Histidinresten, der die Aufreinigung des Proteins iiber eine Nickel-Chelatsdule ermoglicht
(2.8.8.1). Die Expression in pET11a fiihrte nicht zu Modifikationen am Protein, das Protein wur-
de entsprechend der Sequenz aus A4. vinosum gebildet.

Expressionen in diesem System wurden mit wenige Tage alten Kolonien gestartet, da Plasmide
in E. coli BL21(DE3) nicht iiber Wochen bei 4 °C stabil sind. Fiir DstN wurden 5 ml LB + Amp-
Vorkulturen mit einer Kolonie beimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Fiir
die Uberexpression von DsrL wurden 25 ml NZCYM + Amp-Medium angeimpft und ebenso
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir die Uberexpression von DsrL wurde NZCYM-Medium ge-
wiahlt, da sich herausgestellt hat, dass die Ausbeute an iiberexprimiertem DsrL in diesem Medi-
um am groBten ist. AuBerdem wurde zur Erhohung der Ausbeute die Uberexpression von DsrL
im fiinffachem Volumen im Vergleich zu DsrN durchgefiihrt. Am néchsten Tag wurden die Zel-
len steril abzentrifugiert, in geringem Volumen LB + Amp bzw. NZCYM + Amp-Medium re-
suspendiert und als Inokulum fiir eine 100 ml LB-Amp-Kultur (DsrN) bzw. eine 500 ml
NZCYM + Amp-Kultur (DsrL) eingesetzt. Die Anzucht der Expressionskultur erfolgte in Schiit-
telkolben bei 37 °C und 180 Upm bis zu einer ODgy von 0,6-0,8. Dann wurden noch einmal
100 ug/ml Ampicillin zu der Kultur gegeben und die Produktion der Proteine durch die Zugabe
von 0,1 mM IPTG gestartet. Nach 2 h Inkubation bei 37 °C fiir die Produktion von DsrN und bei
30 °C fiir die Produktion von DsrL wurden die Kulturen geerntet (4 °C, 8000 Upm, 20 min) und

das Pellet bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.
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2.8.2 Zellernte und Zellaufschluss

Bakterienkulturen wurden durch Zentrifugation in einer Beckmann Coulter Avanti J-20XP
Kiihlzentrifuge (JA-25.50) geerntet (15-20 min, 8000 Upm, RT). Die Pellets wurden bis zur wei-
teren Verwendung bei —20 °C gelagert.

Fiir den Zellaufschluss wurde das Pellet zuerst einmal in Aufschlusspuffer gewaschen, abzentri-
fugiert (s.0.) und erneut in Aufschlusspuffer resuspendiert (pro Gramm Zellen 3 ml Puffer). Die
Zusammensetzung des Aufschlusspuffers richtete sich nach der weiteren Aufreinigung des
Proteins. Die verschiedenen Aufschlusspuffer fiir die Aufreinigung / Anreicherung von DsrL und
DsrN aus E. coli und DsrL, DsrN und der Sulfitreduktase (DsrAB) aus A. vinosum sind in Tabel-
le 2.6 dargestellt:

Tab. 2.6: Zusammenfassung der verschiedenen Aufschlusspuffer fiir die Aufreinigung von DsrN und DsrL
aus E. coli und DsrL, DsrN und DsrAB aus A. vinosum.

Organismus aus dem das

Protein isoliert wurde Protein Aufschlusspuffer

E. coli BL21(DE3) DsrL  (mit N-terminalem | 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidiazol, 1
Histag) mM TCEP, 10% Glycerol, pH 7,5

E. coli BL21(DE3) DsrN  (mit N-terminalem | 20 mM Tris HCI, 0,5 M NaCl, 10 mM Imidiazol, pH 7,9
Histag)

A. vinosum DSM180" DsrL 50 mM KPP-Puffer, 10% Glycerol, ImM EDTA, 1 mM

TCEP, pH 7,5
A. vinosum DSM180" DsrN 50 mM KPP-Puffer pH 7,5
A. vinosum DSM180" Sulfitreduktase (DsrAB) 50 mM KPP-Puffer pH 7,5

Nach dem Resuspendieren wurden die Zellen in einem Glashomogenisator auf Eis homogenisiert
und dann mit Ultraschall (Cell Disruptor B15, Branson) aufgeschlossen. Der Aufschluss erfolgte
bei 4 °C und einer Beschallungsdauer von 1 min/ml Homogenisat im Puls-Modus bei 50 % Leis-
tung. Das Lysat wurde zur Befreiung von Zelltrimmern und nicht aufgeschlossenen Zellen in
einer Sorvall Kiihlzentrifuge fiir 30 min bei 15000 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Bei der Auf-
reinigung von Proteinen aus E. coli wurde das Lysat nach dem Ultraschallaufschluss als Rohex-
trakt bezeichnet, der dann durch die Sorvallzentrifugation in Uberstand und Pellet getrennt wur-
de. Bei der Aufreinigung von Proteinen aus 4. vinosum erfolgte nach der Sorvallzentrifugation
noch ein weiterer Zentrifugationsschritt in der Ultrazentrifuge (s. 2.8.3) zur Abtrennung der
Membranproteine. Hierbei wurde der Uberstand nach der Sorvallzentrifugation als Rohextrakt

bezeichnet, der dann in der Ultrazentrifugation in Uberstand (16sliche Fraktion) und Pellet
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(Membranfraktion) getrennt wurde. Da die Uberproduktion von DsrN zur Bildung von ,,inclusi-

on bodies “ filhrte wurde in diesem Fall der Aufschluss etwas modifiziert (2.8.7).

2.8.3 Ultrazentrifugation

Zur Trennung der 16slichen und der Membran-Fraktion der Proteine aus dem A. vinosum-
Rohextrakt nach dem Zellaufschluss (s. 2.8.2) wurde dieser fiir 3 h bei 45000 Upm und 4 °C in
einer Beckmann LE-80K Ultrazentrifuge (60 Ti-Festwinkelrotor) abzentrifugiert. Zur Isolierung

der hier beschriebenen Proteine wurde ausschlieBlich die 10sliche Fraktion verwendet.

2.84 Dialyse - Entsalzung und Umpufferung von Proteinlésungen

Vorbereitung der Dialyseschliduche (Servapor, Serva) wurden auf 10 - 20 cm Lange zugeschnitten und 10 min

Dialyseschliuche: in 1 mM EDTA, 2 % NaHCO;, pH 8 autoklaviert, in aqua dest. gewaschen und fiir 10 min

in ImM EDTA, pH 8 autoklaviert. Vor Gebrauch wurden die Schlduche mit sterilem aqua
dest. gespiilt.

Zur Entfernung von Salzen aus Proteinlosungen oder zum Wechseln des Puffers wurden diese

gegen den gewlinschten Puffer bei 4 °C fiir 2 — 16 h dialysiert.

2.8.5 Konzentrierung von Proteinlosungen

Proteinlosungen wurden mittels Ultrafiltration in Centriplus-Konzentratoren (Amicon, Beverly,
USA) aufkonzentriert. Die Losungen wurden dazu nach Angaben des Herstellers in den Kon-
zentratoren mehrmals bei 4 °C und 4000 Upm zentrifugiert, bis das gewiinschte Volumen er-

reicht wurde.

2.8.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

2.8.6.1 Proteinbestimmung mit dem ,,Micro BCA Assay*

Die Proteinkonzentrationen von Ldsungen mit angereicherten/gereinigten Proteinen wurden mit
Hilfe des ,,Micro BCA Assays® Reagenzienkits (Pierce, Rockford, USA) nach Angaben des Her-

stellers bestimmt. Als Standard wurde BSA nach Angaben des Herstellers eingesetzt.
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2.8.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung der Fermenterproben erfolgte mit Hilfe des Bradford-Reagenz (Sig-
ma-Aldrich, Steinheim, D) nach Angaben des Herstellers. In den Test wurde eingefrorene und

wieder aufgetaute Zellkultur aus den Fermenterversuchen eingesetzt.

2.8.7 Aufreinigung aus ,inclusion bodies* und anschlieBende Renaturie
rung des Proteins

Aufschlusspuffer: 20 mM Tris HCI, 0,5 M NaCl, pH 7,9
Denaturierungspuffer: 20 mM Tris HCL, 0,5 M NaCl, pH 7,9, 6 M Harnstoff

Nach Ernten der Zellen der 100 ml-Kultur des Uberexpressionsstammes BL21(DE3) pNEXS5
wurden die Zellen in 10 ml Aufschlusspuffer aufgenommen und mit Ultraschall (s. 2.8.2) aufge-
schlossen. Das Lysat wurde zur Sedimentation der ,inclusion bodies* abzentrifugiert
(15000 Upm, 15 min, 4 °C) und das Pellet erneut in Aufschlusspuffer aufgenommen. Nach ei-
nem weiteren Aufschluss mittels Ultraschall und Zentrifugation (dieser Schritt erhoht die Rein-
heit der DsrN ,,inclusion bodies im Pellet) wurde das Pellet in Denaturierungspuffer aufge-
nommen und 1 h auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (17000 Upm, 20 min, 4 °C)
befand sich das denaturierte Protein im Uberstand. Durch die vorherige Abtrennung der I8slichen
Proteine nach dem Ultraschallaufschluss, enthielt dieser Uberstand zum groBten Teil nur noch
DsrN. Das denaturierte Protein wurde fiir 10 h oder {iber Nacht gegen 50 mM Tris HCI, pH 7,5
mit absteigenden Harnstoffkonzentrationen (4 M, 2 M, 1 M, 0,5 M und 0 M Harnstoff) dialy-
siert. Die schrittweise Verringerung des Harnstoffs im Dialysepuffer sollte eine langsame

Riickfaltung des Proteins ermdglichen (pET System Manual, Novagen, Madison).

2.8.71 Affinitatschromatographie an ATP-Agarose

Sidulenmaterial: ATP-Agarose (Sigma)

Séule: 5 ml Plastiksdulchen (Quiagen), 1 ml Gelvolumen
Startpuffer: 50 mM Tris HCI, pH 7,5

Elutionspuffer: 50 mM Tris HCL, pH 7,5, 3 mM ATP

Das potentiell aus ,,inclusion bodies* renaturierte DsrN wurde gegen den Startpuffer dialysiert
und auf eine mit 20 ml 50 mM Tris HCL, pH 7,5 aquilibrierte ATP-Agarosesdule (Volumen:

I ml, in 5 ml Plastikr6hrchen, Quiagen) aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden durch Wa-
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schen der Séule mit 10 Sdulenvolumen Puffer entfernt. Die Elution gebundenen Proteins erfolgte

iber die Zugabe von verschiedenen Konzentrationen ATP zum Startpuffer.

2.8.8 Saulenchromatographische Methoden

Die Siulenchromatographie von Proteinlosungen wurde mit einem Fast-Protein-Liquid-
Chromatography (FPLC)-System und einem HiLoad-System der Firma Pharmacia (Uppsala, S)
durchgefiihrt. Alle verwendeten Puffer wurden entgast und filtriert (Cellulose-Nitrat-Filter, Po-
rengrofe 0,45 um, Sartorius, Gottingen), die Chromatographiesdulen wurden auf 4 °C gekiihlt.
Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf die Sdule entweder zentrifugiert (15000 Upm,
4 °C, 10 min) oder durch einen PVDF-Filter (Roth, @ 0,22 pum) von kontaminierenden Partikeln
befreit. Lose Sdulenmaterialien wurden nach Angaben des Herstellers vorbereitet und in Leer-

sdulen gepackt.

2.8.8.1 Affinititschromatographie iiber eine Nickelchelatsiule

Sidulenmaterial: Ni Nta-Agarose (Quiagen, Hilden, D)

Aufreinigung DsrL Aufreinigung DsrN

Séule: Gelvolumen: 5 ml, Saule: Gelvolumen: 1 ml, Quiagen Sdulchen

Puffer A: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 1| mM TCEP, | 20 mM Tris HCI, 0,5 M NaCl, 6 M Harn-
10 % Glycerol, pH 7,5 stoff, pH 7,9

Puffer B: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol, | 20 mM Tris HCI, 0,5 M NaCl, 0,5 M
1 mM TCEP, 10 % Glycerol, pH 7,5 Imidazol, 6 M Harnstoff, pH 7,9

In dieser Arbeit wurden die Proteine DsrL und DsrN mit N-terminalem Oligohistidinrest iiber-
produziert und affinitdtschromatographisch tiber Nickel-Chelat-Matrix aufgereinigt (pET System
Manual, Novagen, Madison). Die Aufreinigung von DsrN iiber die Nickel-Chelat-Matrix wurde
nicht mit dem FPLC-System durchgefiihrt, sie erfolgte in 5 ml Quiagen-Plastiksdulchen, bei de-
nen die Flussrate des Puffer durch die Schwerkraft bestimmt wird. Das Sdulenmaterial wurde mit
0,5 % Puffer B dquilibriert, dann wurde die Probe aufgetragen. Die Elution des gebundenen Pro-
teins erfolgte, nach einem Waschschritt mit 1 % Puffer B, in Stufen mit verschiedenen Imidazol-
konzentrationen.

DsrLL wurde iiber eine selbstgegossene Séule, die an das FPLC-System angeschlossen wurde,
aufgereinigt Das Sdulenmaterial wurde mit 4 Saulenvolumen Puffer A gewaschen und dann mit

4 Siulenvolumen 1 % Puffer B dquilibriert. Der Auftrag des Rohextraktes, sowie auch die Aqui-
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librierungsschritte wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Die Elution der ge-
bundenen Proteine erfolgte nach folgendem Programm:

1. 0-10 ml; 1 % Puffer B

2. 10,1-20 ml; 2 % Puffer B

3. 20,1-30 ml; 5 % Puffer B

4. 30,1-60 ml; 5 %-100 % Puffer B
Nach dem Séulenlauf wurde die Sdule wieder mit Puffer A gespiilt und dann zur Lagerung unter

20 % Ethanol gesetzt. Die Sdule wurde bei 4 °C aufbewahrt.

2.8.8.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Sidulenmaterial: Phenylsepharose 6 Fast Flow (low sub) (Pharmacia, Uppsala, S)

Séule: Gelvolumen 70 ml

Puffer A (Niedrigsalzpuffer): 50 mM KPP-Puffer, pH 7,5 (fiir DsrL +1 mM EDTA, 1 mM TCEP, 10 % Glyce-
rol)

Puffer B (Hochsalzpuffer): Puffer A + 40 % Ammoniumsulfat (=226 g/l bei 4 °C)

Fiir die Aufreinigung von Proteinproben iiber die hydrophobe Interaktionschromatographie wur-
de die 16sliche Fraktion (s. 2.8.3) verwendet. Vor dem Auftragen auf die Sdule wurde dieser mit
40 % Ammoniumsulfat (226 g/1) tiber Nacht bei 4 °C gefillt und ausgefallene Proteine durch
Zentrifugation (30 min, 15000 Upm, 4 °C) entfernt. Als Sédulenmaterial fiir die hydrophobe Inte-
raktionschromatographie wurde Phenylsepharose 6 Fast Flow (low sub) von Pharmacia (Uppsa-
la, S) eingesetzt. Die selbstgegossene Sdule wurde zuerst mit Puffer A (2,5 ml/min, 2 — 3 Sau-
lenvolumen), dann mit Hochsalzpuffer (Puffer B, 2,5 ml/min, 3 - 4 Saulenvolumen) dquilibriert,
danach wurde die Probe aufgetragen (2,5 ml/min). Nach Elution der ungebundenen Proteine mit
100 % Puffer B erfolgte die Elution der gebundenen Proteinen mit einem linear- absteigenden
Salzgradienten von 100 % bis 0 % Puffer B in einem Volumen von 450 ml (fiir DsrAB) bzw.
550 ml (fiir DsrL). Zur Entfernung aller Proteine wurde die Sdule noch mit 100 ml Puffer A ge-
spiilt. Die Puffer fiir die Aufreinigung der Sulfitreduktase (DsrAB) enthielten kein EDTA, kein
Glycerol und kein TCEP. Diese Substanzen wurden nur bei der Reinigung von DsrL eingesetzt,

um das Protein zu stabilisieren. Die Sdulen wurden bei 4 °C unter 20 % Ethanol gelagert.
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2.8.8.3 Anionenaustauschchromatographie mit MonoQ

Sidule: MonoQ HR 5/5 Fertigsdule (Pharmacia, Uppsala, S),

Gelvolumen 1 ml

Aufreinigung:
Sulfitreduktase )
Puffer A (Niedrigsalzpuffer): 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
(DsrAB)
Puffer B (Hochsalzpuffer): Puffer A + 1M NaCl
25 mM HEPES/KOH, 1 mM TCEP, 1 mM EDTA, 10 % Gly-
DsrL Puffer A (Niedrigsalzpuffer):
cerol, pH 7,5
Puffer B (Hochsalzpuffer): Puffer A + 1M NaCl

Als starker Anionenaustauscher wurde eine MonoQ HR 5/5 Fertigsaule verwendet, die als funk-
tionelle Gruppen tertidre und quartire Amine auf dem Trégermaterial, den sog. Mono Beads,
besitzt. Das Aquilibrieren der Siule erfolgte mit 10 Saulenvolumen Puffer A, 10 Siulenvolumen
Puffer B und erneut 10 Sdulenvolumen Puffer A (1 ml/min). Die Probe wurde vor dem Auftra-
gen (1 ml/min) gegen Puffer A dialysiert. Zur Aufreinigung von DsrAB wurden ungebundene
und schwach gebundene Proteine durch einen Waschschritt mit 30 % Puffer B eluiert, die Eluti-
on der Sulfitreduktase erfolgte iiber einen linearen Gradienten von 30 — 60 % Puffer B in einem
Volumen von 30 ml. Bei der Aufreinigung von DsrL erfolgte zunichst ein Waschschritt mit 0 %
Puffer B, die Elution der gebundenen Proteine erfolgte iiber einen linearen Gradienten von 0 —
40 % Puffer B in einem Volumen von 40 ml (1 ml/min). Die Lagerung erfolgte bei 4 °C unter

20 % Ethanol.

2.8.84 Gelfiltrationschromatographie

Séule: HiLoad 16/60 Superdex Tm 200 (Pharmacia, Uppsala),
Laufpuffer: 25 mM HEPES/KOH, 1 mM TCEP, ImM EDTA, 10 % Glycerol, pH 7,5
Eichproteine: Sigma kit for molecular weight (29000 — 700000 Da)

Bei der Gelfiltrationschromatographie werden Proteine an einem pordsen Material anhand ihrer
Grofe aufgetrennt. Hierfiir wurde hauptséachlich die Superdex Tm 200 von Pharmacia verwen-
det, die vor Gebrauch mit dem zweifachen Sdulenvolumen Laufpuffer dquilibriert wurde. Die
Probe wurde mit 0,2 ml/min aufgetragen, der Lauf erfolgte mit 0,5 ml/min. Zur Molekularge-
wichtsbestimmung wurde die Sdule mit Standardproteinen (Cytochrom c aus Pferdeherz: 12,4

kDa; Carboanhydrase: 29 kDa; Albumin Bovin: 67 kDa; Aldolase: 158 kDa; Catalase: 232 kDa;
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Ferritin: 440 kDa) geeicht. Mit dem ermittelten Elutionsvolumen der Standardproteine wurde
deren K,,-Wert berechnet [K,,=(Ve-va)/(vi-va)]. Der K,y-Wert setzt das Elutionsvolumen (ve) mit
dem Ausschlussvolumen (v,) und dem Gesamtvolumen (v¢) der Sdule in Beziehung. Dies erlaubt
eine matrixspezifische Aussage tliber das Elutionsverhalten, die unabhédngig von den Sdulenma-
Ben ist. Der K,,-Wert wird gegen den log des Molekulargewichts der Eichproteine aufgetragen.
Mit diesem Plot kann das Molekulargewicht von Proteinen unbekannter Grofle ermittelt werden.

Die Lagerung der Séule erfolgte unter 20 % Ethanol.

2.8.9 UV-Vis-Spektroskopie

UV-Vis-Spektren wurden mit Proben in einer 1 ml Quartz-Kiivette an einem 8453 Dioden Array

Spektralphotometer (Agilent Technologies, Boblingen, D) aufgenommen.

2.8.10 FElektrophoretische Auftrennung von Proteinen

2.8.10.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Acrylamidlosung: 30 % Acrylamid-Bisacrylamidldsung (37,5:1) (Roth, Karlsruhe)
Losung A: 1,5 M Tris/HCI, pH 8.8, 0,3 % SDS
Losung B: 0,5 M Tris/HCI, pH 6.8, 0,4 % SDS

4 x Protein-Probenpuffer: Roti-Load (Roth, Karlsruhe)

5 x Elektrophoresepuffer: 15 g Tris, 72 g Glycin, 5 g SDS, ad 11 aqua dest.

Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde nach (Laemmli, 1970) mit verschiedenen Trenngel-
konzentrationen in einer Mini-PROTEAN II Gelkammer (Bio-Rad, Miinchen, D) durchgefiihrt.
Die Zusammensetzungen der verschieden konzentrierten Trenngele und des Sammelgels sind in
der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung von SDS-Gelen verschiedener Polyacrylamidkonzentrationen. Die angegebe-
nen Mengen reichen fiur zwei Gele in der Mini-Protean Il Gelkammer (Biorad, Minchen, D).

Trenngel Sammelgel |
Acrylamidkonzentration | 6 % 75% |8,75% |10 % 11,25% | 125% |45 %
Acrylamidldsung 24ml [3ml 35ml [4ml 45ml  |5ml 0,75 ml
Wasser 6,6 ml |6 ml 5,5 ml 5ml 4,5 ml 4 ml 3ml
Losung A 3ml 3ml 3ml 3ml 3ml 3ml
Losung B 1,25 ml
10% APS' 100 pul | 100 pl 100l |100pul {100l | 100 pl 100 pl
TEMED 5pul Sl 5ul 5ul 5ul S5l 5pul

'APS = Ammoniumpersulfat
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Die Acrylamidlosung, Wasser und Losung A wurden miteinander vermischt, die Polymerisation
durch Zugabe von 10 % APS und TEMED gestartet und die Losung in zwei Gele im vorbereite-
ten GieBBstand gegossen. Das Trenngel wurde bis zur vollstindigen Polymerisation mit Wasser
iberschichtet. AnschlieBend wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Gelkamm
eingesetzt. Die Proteinproben wurden mit 4 x Probenpuffer (Roth, Karlsruhe, D) versetzt, 5 min
bei 100 °C aufgekocht und auf die auspolymerisierten Gele aufgetragen. Die Elektrophorese er-
folgte in 1 x Elektrophoresepuffer bei 100 V. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Gele geblottet (s. 2.8.10.5) oder mit Coomassie angefarbt (s. 2.8.10.3).

2.8.10.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Native PAGE)

4 x nativer Probenpuffer: 100 mM MOPS pH 6,8, 40 % Glycerol, 0,014 % Bromphenolblau

Wie auch die denaturierende SDS-PAGE wurden die nativen Gele als diskontinuierliche Gele
mit Sammelgel gegossen. Es wurden die gleichen Puffer (Losung AB und Elektrophoresepuffer)
verwendet wie unter 2.8.10.1 beschrieben, jedoch ohne Zusatz von SDS. Die Proben wurden mit
4 x nativem Probenpuffer versetzt und ohne Aufkochen aufgetragen. Die native PAGE wurde in
einem Mighty Small Gelelektrophorese System (Pharmacia/ Hoefer; Typ SE 250) durchgefiihrt,
in dem die Gele wihrend des Laufes auf 4 °C temperiert wurden, um die Aktivitidt und native

Konformation der Proteine besser erhalten zu konnen.

2.8.10.3 Methoden zum Nachweis von Proteinen in nativen und denaturierenden
Polyacrylamidgelen

Coomassie-Fiarbung:

Coomassie-Firbelosung: 0,25 % Coomassie Blue R250, 50 % Methanol, 10 % Eisessig, 40 % H,O
Entfirberlosung: 10 % Eisessig, 20 % Methanol, 70 % H,0

Zum Anfarben der Proteine wurden die Gele mindestens 30 min in der Coomassie-Féarbelosung

inkubiert. AnschlieBend wurden diese durch mehrfaches Waschen mit Entfarberlosung entfarbt.

Aktivitiatsfirbung fiir DsrL in nativen Gelen:

Firbelosung mit NADH: 50 mM Hepes KOH pH 7,5; 120 uM NADH; 1 mM MTT
Férbelosung mit NADPH: 50 mM BisTris pH 6,0; 120 uM NADPH ; | mM MTT
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Fiir die Aktivitdtsfairbung von DsrLL wurden die diaphoretischen Eigenschaften des Enzyms aus-
genutzt. Wie unter 3.3.5.4 beschrieben, ist DsrL in der Lage NADH bzw. NADPH als Elektro-
nendonor zu nutzen, was zur Reduktion des Elektronenakzeptors MTT (Thiazolyl Blue Tetrazo-
lium Bromide, Sigma) fiihrt. Bet MTT handelt es sich um einen Farbstoff, der je nach Oxidati-
onsstatus entweder gelb (oxidiert) oder blau (reduziert) erscheint. Banden von aktivem DsrL
erscheinen im Gel blau. Nach dem Ende der nativen Elektrophorese wurden die Gele fiir max.
30 min in der Féarbelosung entweder mit NADH oder mit NADPH bei 30 °C inkubiert. Nach
ausreichender Anfarbung der Banden (max. 45 min) wurde die Farbelosung verworfen, das Gel

in H,O gewaschen und dann mit einem Vakuum-Geltrockner ca. 45 min getrocknet.

2.8.10.4 Elektroblotting von Proteinen

Towbin-Blot-Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol, pH 8,0

Die Ubertragung von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Cellulose-Nitrat-Membranen erfolg-
te mit Towbin-Blot-Puffer (Towbin et al., 1979) in einer Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell
(BioRad, Miinchen, D). Das Gel und die auf Gelgrof3e zugeschnittene Membran (Protran BA 85,
Schleicher & Schiill, Dassel, D) wurden 15 min in Towbin-Puffer vorinkubiert. Die Membran
wurde dann auf drei Lagen in Towbin-Blot-Puffer angefeuchtetem Whatman 3MM-Papier auf
die Anode des Transblot-Gerits aufgelegt. Das Gel wurde auf die Membran gelegt. Es folgten
drei weitere Lagen auf Gelgrof3e zugeschnittenes und ebenfalls angefeuchtetes Whatman-Papier.
Dann wurde die Zelle durch Aufsetzen der Kathode verschlossen. Der Transfer erfolgte fiir 30 —

60 min bei 15 V.

2.8.11 Immunologischer Nachweis von Proteinen

10 x PBS (Stammlésung): 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na,HPO, x 7 H,0, 2 g KH,PO,4, ad 1 1 Reinstwasser

Der Nachweis von auf Cellulose-Nitrat-Membranen transferierten Proteinen erfolgte leicht modi-
fiziert nach Sambrook et al. (1989). Die Membran wurde tiber Nacht in 1 x PBS mit 5 % Skim
Milk bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte zunéchst eine weitere Inkubation unter Schiit-
teln bei Raumtemperatur, gefolgt von fiinf Waschschritten mit 1 x PBS fiir jeweils 5 min. Die
folgende Inkubation mit dem 1:500 verdiinnten Antikdrper erfolgte in 20 ml 1 x PBS, 0,5 %
BSA fiir 3 h. Nach weiterem dreimaligen Waschen fiir 5 min mit 1 x PBS wurde die Membran
fiir 1 h in 20 ml 1 x PBS, 0,5 % BSA mit dem sekundédren Antikorper inkubiert (Verdiinnung

1:5000). Bei dem sekunddren Antikdrper handelt es sich um ein Anti-Kaninchen-Meerettich-
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Peroxidase-Konjugat der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, D). Nach zweimaligem Waschen fiir
5min in 1 x PBS erfolgte die Entwicklung. Dazu wurde die Membran mit 30 mg 4-Chloro-1-
Naphthol in 7 ml eiskaltem Ethanol, das mit Reinstwasser auf 50 ml aufgefiillt wurde inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ul H,O, gestartet und durch mehrmaliges Waschen

der Membran in Reinstwasser gestoppt.

2.8.11.1 Herstellung und verwendete Antikorper

Tab. 2.8: Fiir die Herstellung von Antikérpern verwendete Peptidsequenzen (Eurogentec, Seraing, B)

Protein Peptidsequenz
DsrN H,N-ADVEMCDRPQGRGY VR-CONH, und H,N-TVRRGTGIDGSHDGIV-CONH,
DsrLL H,NMATSSDEMKMKPTWRC-CONH,

Die Antikorper gegen DsrN und DsrL aus A. vinosum wurden von der Firma Eurogentec S.A.
(Seraing, B) hergestellt. Zwei Kaninchen wurden {iber einen Zeitraum von 8 Wochen viermal die
jeweiligen Peptide injiziert. Im Falle von DsrN wurden zwei synthetische Peptide auf einmal
gespritzt, um die Erfolgschancen fiir einen bindenden Antikdrper zu erhdhen, da frithere Versu-
che mit einem anderen Peptid fehlgeschlagen waren. Nach drei Monaten konnte das endgiiltige
Serum gewonnen werden.

Der zur Detektion von DsrB eingesetzte Antikorper wurde aus einem Kaninchen gewonnen, dem
aus A4. fulgidus aufgereinigte Sulfitreduktase injiziert wurde (Dahl et al., 1993). Die Antiseren
wurden bei —20 °C bzw. bei —70 °C gelagert.

2.8.12 Enzymtests

2.8.12.1 Glutamatsynthaseaktivitiitstest

Reaktionsansatz: 1 ml
50 mM TrisHCL, pH 7,5
5 mM L-Glutamin
2,5 mM 2-Oxoglutarat
0,2 mM NADPH

Enzymlosung

Glutamatsynthaseaktivitit wurde durch die enzymvermittelte Oxidation von NADPH und die

damit verbundene Extinktionsabnahme bei 340 nm untersucht (Jongsareejit et al., 1997). Gluta-
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matsynthasen katalysieren den Transfer der Amidgruppe von L-Glutamin auf 2-Oxoglutarat,
wodurch zwei Molekiile L-Glutamat entstehen. Bei dieser Reaktion wird ein NADPH zu NADP"
oxidiert. Alle Bestandteile des Reaktionsansatzes wurden in einer Kiivette vorgelegt und gut
durchmischt. Durch die Zugabe der Enzymldsung wurde die Reaktion gestartet und die Extinkti-
on bei 340 nm 5 min (alle 20 sec.) in einem Dioden-Array-Spektralphotometer (Agilent Techno-

logies, Boblingen, D) gemessen. Die Reaktion fand bei Raumtemperatur statt.

2.8.12.2 Enzymtests zur Diaphoraseaktivitit und Disulfidreduktaseaktivitit von DsrL

Beispielreaktions-Ansatz: (1 ml in einer Kiivette mit Schraubverschluss und Septum)

50 mM HEPES/KOH pH 7,5

0,01-1 mM MTT (oder andere Elektronenakzeptoren, versch. Konzentrationen)
0,01-10 mM NADH/NADPH
Enzymlosung (1 — 20 pg Protein)

Die Diaphoraseaktivitdt von DsrL. wurde durch die enzymvermittelte Reduktion verschiedener
Elektronenakzeptoren nachgewiesen. Der Testansatz enthielt 50 mM HEPES-Puffer bzw. 50
mM Bis-Tris-Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten zur Feststellung des pH-Optimums. Als
Elektronendonoren wurden NADH (in 10 mM Mes-Puffer, pH = 6,5) und NADPH (in H,0) in
verschiedenen Konzentrationen (0,01 —10 mM) eingesetzt. Als Elektronenakzeptoren wurden
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, 563 nm), INT (Iodonitrotetrazoliumchloride, 490
nm), Dichloroindophenol (600 nm), Ferricyanid (420 nm) und Cytochrom c aus Pferdeherz (550
nm) eingesetzt. Die Tetrazoliumsalze MTT und INT wurden in 75 % Ethanol, 5 % Triton X 100
und 20 % H,O gelost, die anderen Elektronenakzeptoren in H,O.

Puffer, H,O und der Elektronendonor (NADH oder NADPH) wurden in einer Kiivette mit
Schraubverschluss und Deckel mit Septum vorgelegt und vor dem Start der Reaktion 5 min mit
Ny begast. AnschlieBend wurde der Elektronenakzeptor (s.0.) injiziert und der Reaktionsansatz
auf 30 °C temperiert. Durch die Injektion der Enzymlosung (1 — 20 pg Protein) wurde die Reak-
tion gestartet und die Extinktionszu- bzw. abnahme (je nach Elektronenakzeptor verschieden) bei
der fiir den Elektronenakzeptor in Klammern angegebenen Wellenldnge im Dioden-Array-
Spektralphotometer iiber 3 min (alle 10 sec) gemessen.

Verwendete Extinktionskoeffizienten: MTT: 10 mM'ecm™; INT: 18,5 mM"'cm™; Dichloroin-
dophenol 21 mM'em™; Ferricyanid: 1,04 mM'cm™; Cytochrom ¢ aus Pferdeherz:
29,5 mMem™,

Zur Messung der moglichen DsrL-Disulfidreduktaseaktivitdt wurden Liponamid (in Ethanol),
Liponsdure (in Ethanol), DTNB (55" Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) = Ellmans Reagenz, 412
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nm) (in Ethanol) und oxidiertes Glutathion (in H,O) getestet. Fiir Liponamid, Liponsdure und
oxidiertes Glutathion wurde die Reaktion iiber die Oxidation des Elektronendonors NADH bei
340 nm verfolgt. Der Testansatz entsprach dem fiir die Messung der Diaphoraseaktivitét.

Alle Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, D) bzw. Fluka (Buchs, CH)

bezogen.

2.8.12.3 Bestimmung von Ky-Werten

Zur Bestimmung der apparenten Ky-Werte von DsrL aus E. coli und A. vinosum fir NADPH,
NADH und MTT wurden fiir NADPH Konzentrationen zwischen 250 und 2000 uM, fiir NADH
Konzentrationen zwischen 50 und 200 puM und fir MTT Konzentrationen zwischen 10 und

150 uM eingesetzt. Die jeweils andere Komponente wurde im séttigenden Bereich gehalten.

2.8.13  Vorbereitung der Proben fiir die Siro(him)amidbestimmung

Fiir die Bestimmung von Siro(hdm)amid aus der l6slichen Zellfraktion wurden 250 g Zellen
(Nassgewicht, gelagert bei —20 °C) in 1 ml Puffer (50 mM TrisHCL, pH 8, Zugabe von Spatel-
spitze DNase) pro Gramm Zellen resuspendiert. Nach Ultraschallaufschluss (s.2.8.2) wurde der
Rohextrakt zur Abtrennung von Zelltriimmern 30 min, bei 4 °C und 15000 Upm in einer Sorvall-
zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann zur quantitativen Abtrennung der Membran-
fraktion in der Ultrazentrifuge fiir 16 h bei 4 °C und 45000 Upm erneut zentrifugiert. Die 16sli-
che Fraktion wurde abgenommen, eingefroren (-70 °C), lyophyllisiert und zur weiteren Analyse

durch die Arbeitsgruppe von Prof. Russel Timkovich (University of Alabama, USA) verschickt.

2.9 Chemisch-Analytische Methoden

2.9.1 Analyse von Schwefelverbindungen mittels HPLC

Die Analyse von Schwefelverbindungen in den gezogenen Fermenterproben erfolgte standard-
miBig mittels High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC). Die verwendete HPLC-
Anlage der Firma Thermo Electron (Engelsbach, D), besteht aus zwei Pumpen P200 und P4000
mit Vakuum-Entgaser SCM1000, den UV-Detektoren UV 6000 LP und UV 150, dem Fluores-
zenzdetektor FL 3000 und dem Séulenofen Column Thermostat Jetstream 2. Alle eingesetzten
Puffer wurden mit Reinstwasser angesetzt und vor der Verwendung filtriert (@ 0,2 uM). Die

Sdulen wurden nach Angaben des Herstellers eingefahren und regeneriert.
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2.9.1.1 Bestimmung von Thiolen mittels HPLC

Derivatisierung der Proben mit Monobrombiman:

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES/NaOH, 5 mM EDTA, pH 8,0

Monobrombimanlésung: 96 mM Monobrombiman in Acetonitril, Lagerung bei —20 °C

Methansulfonsiure: 65 mM Methansulfonsdure

Fiir den Nachweis von Thiolen wurde die aus dem Fermenter gezogene Probe direkt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Monobrombiman derivatisiert (Rethmeier et al., 1997). Das Monobrombi-
man sollte in jedem Fall im zweifachen Uberschuss gegeniiber den nachzuweisenden Thiolen
vorliegen. In einem Mikroreaktionsgefa3 wurden 50 ul HEPES-Puffer und 55 pl Acetonitril vor-
gelegt. Nach schneller Zugabe von 50 pl Probe und 5 ul Monobrombiman wurde die Probe gut
gemischt und 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl
Methansulfonsdure (65 mM) abgestoppt. Die Proben wurden bis zur Vermessung durch die

HPLC bei —20 °C aufbewahrt.

HPLC-Nachweis der derivatisierten Thiole:

Siiule: LiChrospher® 100 RP-18¢ (250-4, 5 um) (Merck, Darmstadt)
Detektion:  Fluoreszenzdetektion-Anregung bei 380 nm, Emission bei 480 nm
Laufmittel: A: 0,25 % Essigséure, pH 4,0 (titriert mit 10 M NaOH)

B: Methanol

Der Nachweis der derivatisierten Thiole erfolgte mittels Reversed Phase HPLC mit Gradientene-
lution und Fluoreszenzdetektion (Rethmeier et al., 1997). 10 ul der derivatisierten Probe wurden
mit 190 pl Laufmittelgemisch (85 % Laufmittel A und 15 % Laufmittel B) verdiinnt, da die Flu-
oreszenz der Probe unverdiinnt zu hoch fiir die Erfassung durch den Detektor ist. Diese 200 pl
wurden in ein HPLC-Probenflaschchen pipettiert, von der der Autosampler 50 ul in eine 100 pl
Probenschleife injizierte. Die Elution der Probe erfolgte mit folgendem linearen Gradienten mit 1

ml/min (Temperatur des Sdulenofens: 35 °C):

t [min] %A %B
0 85 15
5 85 15
50 55 45
55 0 100
58 0 100
61 85 15

76 85 15
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Die Retentionszeiten betrugen fiir Sulfit ca. 4,8 min, fiir Thiosulfat ca. 9 min und fiir Sulfid ca.
40 min. Die Eichkurven wurden im Bereich folgender Konzentrationen aufgenommen: Sul-

fit: 50 uM - 750 pM, Thiosulfat: 50 pM - 750 pM und Sulfid: 150 pM - 750 uM.

2.9.1.2 Sulfat-Bestimmung mittels HPLC

Siule: Polyspher IC AN-1 (Merck, Darmstadt)
Detektion: = UV-Absorption bei 254 nm
Laufmittel: 1,5 mM Phthalséure, 1,38 mM Tris, 300 mM Borsdure, pH 4,2 (nicht titrieren)

Die Analyse von Sulfat in den Fermenterproben erfolgte durch Ionenaustausch-HPLC mit indi-
rekter UV-Detektion. Bei der indirekten UV-Detektion absorbiert das Laufmittel stirker als die
zu messenden Substanzen, weshalb negative Signale gemessen werden. Von der Fermenterkultur
wurden 1 ml abzentrifugiert (I min, 14000 Upm) und der Uberstand bis zur Vermessung bei —
20 °C eingefroren. Vor der Messung wurde der Uberstand erneut kurz abzentrifugiert und 200 ul
des Uberstandes in ein HPLC-Probenflischchen iiberfiihrt. 60 ul der Probe wurden von dem Au-
tosampler in eine Probenschleife injiziert und auf die Sdule aufgetragen. Die Elution von der
Sdule erfolgte isokratisch mit dem Laufmittel bei 1,3 ml/min. Die Retentionszeit fiir Sulfat be-

trug ca. 12,4 min. Die Eichkurve wurde im Bereich von 50 uM - 8 mM Sulfat aufgenommen.

29.13 Schwefel-Bestimmung mit HPLC

Siule: LiChrospher 100 RP 18 (125-4, 5 pm) (Merck, Darmstadt)
Detektion:  UV-Detektion bei 263 nm
Laufmittel: 95 % Methanol, 5 % Wasser, isokratische Elution

Fiir die Bestimmung des Elementarschwefels mit HPLC wurden 100 pl Kulturfliissigkeit (Probe
aus den 11-Thiosulfat-Flaschenversuchen) mit 100 pl Chloroform versetzt und griindlich gevor-
text. Nach Trennung der zwei Phasen wurde aus der unteren der chloroformextrahierte Schwefel
mittels Reversed Phase HPLC und UV-Absorption bestimmt (Rethmeier et al., 1997). Dazu
wurden 50 ul Probe direkt iiber eine 20 pl Probenschleife auf die Sdule injiziert. Die Eichgerade
wurde in einem Bereich von 25 uM bis 5 mM mit in Chloroform aufgeldsten Elementarschwefel

aufgenommen. Die Retentionszeit betrug ca. 4,5 min.
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29.14 Schwefel-Bestimmung (modifiziert nach Bartlett und Skoog (1954))

Natriumcyanidlsg.: 0,2 M Natriumcyanid in Reinstwasser

Eisennitrat-Reagenz: 30 g Fe(NO;); x 9 H,0, 40 ml 55% HNO;, ad 100 Reinstwasser

Eine Fermenterprobe mit maximal 200 nmol Elementarschwefel wurde in einem Safelock-
Mikroreaktionsgefi abzentrifugiert (5 min, 14000 Upm), der Uberstand verworfen und das Pel-
let bis zur Analyse bei —20 °C aufbewahrt. Das aufgetaute Sediment wurde in 200 pl Reinstwas-
ser resuspendiert, mit 100 pl Natriumcyanidldsung (0,2 M) versetzt und 10 min bei 100 °C inku-
biert. Nach Zugabe von 650 pl Reinstwasser und 50 pl Eisennitrat-Reagenz wurde der Ansatz 2
min bei 14000 Upm abzentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5415C). Der Uberstand wurde in einer
Quarzkiivette bei einer Wellenlinge von 460 nm in einem Biotech Novaspec II Photometer
(Pharmacia) gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die Eichgerade wurde mit Natriumrhoda-

nid im Bereich von 0-300 nmol/Ansatz aufgenommen.

2.9.2 Bestimmung von Eisen-Schwefel-Clustern

29.2.1 Nachweis von sidurelabilem Schwefel (King und Morris, 1966)

Zinkreagenz: 5 Volumen einer 2,6 % Zinkacetatldsung + 1 Volumen einer 6 % NaOH-Losung
Diamin-Reagenz: 20 mM N'N'-Dimethyl-p-Phenylen-Diaminsulfat in 7,2 N HCI

Eisenchloridlosung: 30 mM FeCl; in 11,2 N HCI

Zu 0,7 ml der aufgereinigten Proteinprobe (5 — 20 nmol Sulfid) wurden 0,5 ml des frisch herge-
stellten Zinkreagenz gegeben. Der Ansatz wurde dann in dem verschlossenen Gefdll 1 h im Dun-
keln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 0,1 ml des Diamin-Reagenz zugegeben, der
Ansatz gemischt und sehr schnell 0,1 ml der Eisenchloridlosung zugegeben. Nach weiteren
20 min Inkubation wurde die Absorption bei 670 nm gemessen. Die Sulfideichgerade wurde im

Bereich von 5 — 20 nmol Sulfid angesetzt.

2.9.2.2 Nachweis von Nicht-Him-Eisen in Proteinen (nach Massey (1957))

Zu 0,75 ml einer Proteinprobe (10 - 150 nmol Eisen) wurden 0,25 ml einer 20%igen Trichlores-
sigsdureldosung gegeben und gemischt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Probe abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm, RT) und 0,4 ml des klaren Uberstands wurden abge-
nommen. Zu diesen 0,4 ml wurden 360 pl aqua bidest, 150 pul 0,1%iges 1,10-Phenanthrolin,
50 ul 60 mM Ascorbinsdure und 40 pl gesattigte Ammoniumacetatlosung gegeben. Nach Mi-
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schen der Probe wurde die Extinktion bei 510 nm gemessen. Die Eichkurve wurde im Bereich

von 10 - 150 nmol aufgenommen.

293 Bestimmung des Flavingehaltes in rekombinantem DsrL

Die Bestimmung des Flavingehaltes des rekombinaten DsrL erfolgte mit Hilfe des Extinkti-
onskoeffizienten fiir FAD (¢ = 11,3 mM™ cm™) bei einer Wellenlédnge von 450 nm (Vanoni et

al., 1996).
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der prosthetischen Gruppe der Sulfitreduktase

Die Grundlage dieser Arbeit bildete die Annahme, dass die Sulfitreduktase aus A. vinosum, wie
die aus Desulfovibrio sp. (Matthews et al., 1995), nicht Sirohdm sondern Siro(hdm)amid als
prosthetische Gruppe enthilt. Darauf aufbauend wurden die Funktionen fiir die Proteine DsrN
und DsrL postuliert, die in dieser Arbeit experimentell untersucht wurden. Zuerst erfolgten daher
Untersuchungen zum Nachweis von Siro(hdm)amid als prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase
aus A. vinosum. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.

Russel Timkovich von der University of Alabama (USA) durchgefiihrt.

3.1.1 Analyse der loslichen Fraktion

Die Untersuchungen zum Nachweis von Siro(hdm)amid wurden zunédchst mit der 16slichen Pro-
teinfraktion (= Uberstand nach Ultrazentrifugation der mit Ultraschall aufgeschlossenen Zellen)
durchgefiihrt. Eine Abtrennung der Membranfraktion (= UZ-Pellet) war notwendig, da das in
dieser Fraktion in grossen Mengen enthaltene Bakteriochlorophyll die Analyse des Si-
ro(hdm)amid-Tetrapyrrols sehr erschweren wiirde. Weitere Uberlegungen zu Beginn des Versu-
ches gingen dahin, dass die Konzentration der Sulfitreduktase in der 18slichen Fraktion vermut-
lich nicht sehr hoch ist. Obwohl es sich bei der Sulfitreduktase um ein 16sliches cytoplasmati-
sches Protein handelt (Hipp et al., 1997; Schedel et al., 1979), wurde ein Teil dieses Proteins
jedoch zusammen mit anderen Proteinen aus der Membranfraktion angereichert (Dahl et al.,
2005). Voruntersuchungen mit der 16slichen Fraktion aus 80 g Zellen (Nassgewicht), was einer
Anzucht von 40 | Fliissigkultur entspricht (jeweils in 10 1-Fermentern), gaben erste Hinweise auf
die Anwesenheit von Siro(hdm)amid in A. vinosum. Fiir eine qualitative und quantitative Aussa-
ge war die Konzentration jedoch zu gering.

Die folgenden Untersuchungen wurden mit der 16slichen Fraktion von 250 g Zellen (aus 130 1-
Fliissigkultur) von photolithoautotroph auf Thiosulfatmedium angezogenem A. vinosum
DSM 180" durchgefiihrt. Aufgrund der grossen Masse wurden die Zellen nicht wie in anderen
Versuchen iiblich im Verhéltnis 1 g Zellen zu 3 ml Puffer aufgenommen, sondern nur in 1 ml
Puffer pro Gramm Zellen resuspendiert. Um erfolgreich die Membranbestandteile abtrennen zu

konnen, wurde die Ultrazentrifugationszeit von den iiblichen 3 h auf 16 h verldngert. Ein Nach-
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teil dieser Methode liegt darin, dass moglicherweise grossere Proteine, wie die Sulfitreduktase,
zum Teil ebenfalls sedimentiert wurden. Fiir eine effektive Abtrennung des Bakteriochlorophylls
war dieser Schritt jedoch unvermeidbar. Die erhaltene 16sliche Fraktion wurde gefriergetrocknet

und durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Timkovich analysiert.

Epimer von Siroamidester
Struktur 1 aus Desulfovibrio sp.
COOCH;
o r COOCH,
s HC,

COOCH; COOCH;

Struktur 2 Mat?rlal aus A vinosum Struktur 1
16sl. Fraktion

Abb. 3.1: Diinnschichtchromatographie mit Fluoreszenzdetektion zum Nachweis von Sirohydrochlorin-
Heptamethylester-Monoamid (SHM) isoliert aus der 16slichen Fraktion von A. vinosum-Zellen; zum Vergleich
wurden in Spur 1 und 2 zwei Epimere des aus Desulfovibrio vulgaris isolierten SHMs aufgetragen (Struktur 1 und 2)
(s. Text), das epimere Zentrum ist durch die violette Schrift in der Struktur hervorgehoben.

Die Isolation des Siro(him)amids erfolgte nach der in Matthews et al. (1995) beschriebenen Me-
thode. Alle Schritte wurden unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt, um unerwiinschte Reak-
tionen mit Sauerstoff zu vermeiden. Zu Beginn der Aufreinigung wurde der lyophyllisierte Ex-
trakt mit Methanol und HCI versetzt, was zur Veresterung der freien Carboxylgruppen am Tetra-
pyrrolringsystem und zum Verlust des Metallatoms fiihrt. Das im Extrakt enthaltene Si-
ro(hdm)amid wird damit zum Sirohydrochorin-Heptamethylester-Monoamid (Abk.: SHM) modi-
fiziert. Die weiteren Aufreinigungsschritte beinhalten, wie in Matthews et al. (1995) beschrieben,
verschiedene Zentrifugations- und HPLC-Laufe. Mit dem isolierten Material wurde anschlie3end
zundchst eine Diinnschichtchromatographie mit Fluoreszenzdetektion durchgefiihrt. Die Diinn-
schichtchromatographie erfolgte auf Kieselgelplatten (EM Science Silica Gel 60, 250 pm dick)
mit einem Gemisch aus Ethylacetat:Methanol (Verhiltnis: 9:1) als Laufmittel. Das aus Desulfo-
vibrio vulgaris isolierte SHM ist in der mittleren Spur des in Abbildung 3.1 dargestellten Chro-
matograms aufgetragen, in der ersten Spur ist ein Epimer dieser Verbindung zu sehen. Der Epi-
merisierungsprozess ist eine spontan auftretende Reaktion die wéhrend der Aufreinigung des

Sirohydrochlorinesters auftritt (Burkhalter und Timkovich, 1997), wobei die Epimerisation am
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C3- oder C8-Atom des Tetrapyrrolrings stattfinden kann. Welches Epimer genau in D. vulgaris
gebildet wurde, wurde jedoch nicht bestimmt, die angegebene Struktur 2 stellt daher nur eine
Moglichkeit dar (Russel Timkovich, pers. Mitteilung). In Spur drei wurde das aus A. vinosum
isolierte Material aufgetragen, das sich dhnlich zu dem aus D. vulgaris isolierten SHM verhiilt,
allerdings auch deutliche Unterschiede zu diesem aufweist. Es zeigt eine schwache Schulter auf
der Hohe von Struktur 1 bzw. Struktur 2, der groBte Teil des Materials lduft jedoch tiefer als das
SHM aus D. vulgaris. Siro(hdm)amid ist demnach in dem Extrakt aus 4. vinosum enthalten, al-
lerdings zeigt die isolierte Verbindung deutliche Unterschiede zu dem aus D. vulgaris isolierten

Siro(hdm)amid.

Um eine genauere Auflosung der Struktur des isolierten Materials zu erhalten, wurde eine weite-
re HPLC-Aufreinigung durchgefiihrt (s. Abb. 3.2) (Bedingungen: Sdulenmaterial Silicagel (O
5 um); Flussrate 1 ml/min; Laufmittel 98:2 Ethylacetat : Methanol mit 0,25 % Pyridin). Der
Vergleich der beiden HPLC-Chromatogramme zeigt, dass aus D. vulgaris (A) nur ein SHM-
Isomer isoliert wurde, in A. vinosum (B) scheinen jedoch mehrere Isomere des Sirohydrochlorin-
Heptamethylester-Monoamids vorhanden zu sein. Die einzelnen Fraktionen 2-7 des SHM's aus
A. vinosum zeigten alle dasselbe UV-Vis Spektrum wie das isolierte Sirohydrochlorin-
Heptamethylester-Monoamid aus D. vulgaris (Russel Timkovich, pers. Mitteilung). Das SHM in
Fraktion 4 von A. vinosum eluierte mit derselben Retentionszeit wie das SHM aus D. vulgaris
von der Sdule. Das Epimer dieser Verbindung (s. Abb.3.1), das auch wéhrend der Aufreinigung
aus D. vulgaris in kleinen Mengen auftrat, eluierte mit der gleichen Retentionszeit wie Fraktion

2 von der Sdule (Russel Timkovich, pers. Mitteilung).

A)

B)

Abb.3.2: HPLC-Chromatogram des aufgerei-

| 4l \ 7 nigten  Sirohydrochlorin-Heptamethylester-
' A Monoamids aus D. vulgaris (A) und aus
A. vinosum (B); die Zahlen im Chromatogram B
geben die Nummer der gesammelten Fraktionen
an (s. Text).

Absorption bei 380 nm




Ergebnisse 53

Bei den Verbindungen, die bis zu einer Retentionszeit von 10 min von der Séule eluieren, han-
delt es sich um Verunreinigungen der Probe, die keine Tetrapyrrole enthalten (Russel Timko-
vich, pers. Mitteilung).

Zur weiteren Identifikation des aus A. vinosum isolierten SHMs wurden die Fraktionen 2-7 mit
MALDI-TOF Massenspektroskopie weiter charakterisiert. Die Aufnahme der Spektren erfolgte
wie bei Youn et al. (2002) beschrieben. Die Fraktionen 2, 3 und 4 zeigten alle die charakteristi-

sche Masse von 960 fiir das Sirohydrochlorin-Heptamethylester-Monoamid (s. Abb. 3.3).
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950 960 70 HPLC-Fraktionen 2-4 (aus Abb. 3.2).
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Die Fraktionen 2-4 enthalten demnach verschiedene Isomere des Sirohydrochlorin-
Heptamethylester-Monoamids, wie es schon das HPLC-Elutionsprofil (Abb. 3.2 (B)) des aus
A. vinosum isolierten Materials vermuten lieB. Die isolierte Substanz in den Fraktionen 5-7 zeigt
jedoch eine hohere Masse von 976. Siro(hdm)amid verhélt sich im Gegensatz zu anderen Tetra-
pyrrolen nach der ,,0dd nitrogen rule®, die besagt, dass ein organisches Molekiil mit einer unge-
raden Anzahl von trivalenten Stickstoffatomen eine ungerade ganze Masse hat. Das protonierte
Ion im MALDI-TOF besitzt also eine gerade Masse (Matthews et al., 1995). Das charakteristi-
sche chromatographische Verhalten und die gerade Masse (976) weisen auf die Anwesenheit
einer funktionellen Amidgruppe hin. Moglicherweise handelt es sich hierbei um hydroxylierte
Derivate des Sirohydrochlorin-Heptamethylester-Monoamids (s. Abb. 3.4). Obwohl die Isolation
unter anoxischen Bedingungen stattfand, ist es nicht immer moglich allen Sauerstoff auszu-
schlieBen. Haufig kommt es deshalb zu Oxidationsreaktionen am C3- und/oder C8-Atom des

SHM's, wodurch es zur Bildung eines Alkohols kommt (Battersby et al., 1977). Bei der Isolation
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des Siro(hdm)amids aus D. vulgaris wurden diese Hydroxylierungsreaktionen ebenfalls beobach-
tet (Russel Timkovich, pers. Mitteilung).

Die Anwesenheit verschiedener Isomere des A. vinosum Siroamids konnte deshalb auf spontane
Epimerisierungen und zuféllige Hydroxylierungen durch Oxidationsreaktionen zuriickzufiihren
sein. Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass das die Amidierung katalysierende Enzym
(vermutlich DsrN) nicht streng stereospezifisch arbeitet, so dass die Amidgruppe an die anderen

Acetatgruppen oder méglicherweise auch an die Propionatseitenketten angehiangt wird.

¢ COOCH;

( COOCH,
¢ HsC,

Abb. 3.4: Strukturformel des am C3 hydroxylierten Sirohydrochlorin-
COOCH; Heptamethylester-Monoamids; die entstandene Alkoholgruppe am C3-
Atom des Tetrapyrrolrings ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

COOCH3; COOCHg

Insgesamt wurden aus den 250 g 4. vinosum Zellen 69 nmol Sirohydrochlorin-Heptamethylester-
Monoamid isoliert, das entspricht 0,276 nmol Siro(him)amid pro Gramm Zellen (Nassgewicht).
Im Vergleich zu 70 nmol Siro(hdm)amid die aus D. vulgaris isoliert wurden (Timkovich, pers.
Mitteilung), ist dies eine sehr geringe Ausbeute. Aulerdem wurden im Gegensatz zu dem aus D.
vulgaris isolierten Material, das nur ein Isomer des Sirohydrochlorin-Heptamethylester-

Monoamids enthielt, aus A. vinosum mehrere Isomere des SHM s isoliert.

3.1.2 Nachweis von Siro(him)amid in einer Sulfitreduktasepriparation

Die Analyse der 16slichen Fraktion aus 4. vinosum hat deutlich gezeigt, dass Siro(hdm)amid in
den Zellen vorhanden ist. Da A. vinosum bei Wachstum unter photolithoautotrophen Bedingun-
gen auf reduzierten Schwefelverbindungen keine assimilatorische Sulfit- und Nitritreduktase
bildet, ist das isolierte Siro(hdm)amid mit grosser Wahrscheinlichkeit auf die prosthetische
Gruppe der dissimilatorischen Sulfitreduktase (DsrAB) zurlickzufiihren. Um diese Annahme
weiter zu bestitigen, wurde die Sulfitreduktase aus A. vinosum Zellen angereichert und wie die

16sliche Proteinfraktion (s.o0.) auf den Gehalt an Siro(hdm)amid untersucht.
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Abb. 3.5: Charakteristisches Elutionsprofil nach der Hydrophoben Interaktionschromatographie (Phenyl-
sepharose 4 Fast Flow) zur Anreicherung der Sulfitreduktase (SR); der Elutionsbereich der Sulfitreduktase (SR)
wird durch den grauen Kasten markiert, die gestrichelte Linie stellt den absteigenden Ammoniumsulfatgradienten dar,
die schwarze Kurve gibt die Absorption bei 280 nm (rel.) wieder.

3.1.2.1 Anreicherung der Sulfitreduktase (DsrAB)

Die Isolierung der Sulfitreduktase ist hier exemplarisch fiir 30 g Zellen (Nassgewicht) darge-
stellt. Die Zellen wurden im dreifachen Volumen Puffer aufgenommen, mit Ultraschall aufge-
schlossen und abzentrifugiert. Die 16sliche Fraktion wurde iiber Nacht bei 4 °C einer 40%igen
Ammoniumsulfatfdllung unterzogen, der Féllungsiiberstand auf eine édquilibrierte Phenylsepha-
rose 4 Fast Flow-Séule (70 ml) aufgetragen und ungebundene Proteine durch Waschen der Siule
mit Hochsalzpuffer entfernt. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte iiber einen linearen
absteigenden Gradienten von 3,7 M bis 0 M NH4SOy4 (s. Abb. 3.5) in einem Volumen von 550
ml. Der Nachweis der Sulfitreduktase erfolgte durch die Messung der Absorption bei 395, 413
und 595 nm (Dahl et al., 1993). Die Sulfitreduktase eluierte bei einer Konzentration von 0,5 M
bis 0,25 M NH4SO4 von der Séule. Diese Proben wurden vereinigt, dialysiert und auf eine Mo-
noQ-Sdule aufgetragen. Von dieser wurden ungebundene und schwach gebundene Proteine
durch einen Waschschritt mit 300 mM NaCl entfernt. Die Elution der Sulfitreduktase erfolgte
iiber einen linearen Gradienten von 300-600 mM NaCl in einem Volumen von 30 ml, wobei das
Protein zwischen 460 und 500 mM NaCl von der Sdule gewaschen wurde (s. Abb. 3.6). Die Auf-
reinigung der Sulfitreduktase wurde neben der Messung der charakteristischen Absorptionsma-

xima auch {iber einen Western-Blot nach dem letzten Aufreinigungsschritt (MonoQ) iiberpriift.
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Der Nachweis erfolgte mit einem spezifischen Antikorper gegen DsrB aus A. fulgidus (Dahl et

al., 1993), der ebenfalls an DsrB aus A. vinosum bindet.

Abs. bei 280 nm (rel.)
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Abb. 3.6: Charakteristisches Elutionsprofil nach der lonenaustauschchromatographie (MonoQ) zur Anreiche-
rung der Sulfitreduktase (SR); der Elutionsbereich der Sulfitreduktase (SR) wird durch den grauen Kasten markiert;

die gestrichelte Linie zeigt den NaCl-Gradienten, die schwarze Kurve gibt die Absorption bei 280 nm (rel.) wieder.
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Abb. 3.7: A) SDS-Gel (Coomassie gefarbt) und B) Western-Blot zur Demonstration der Anreicherung der Sul-
fitreduktase (DsrA/B) aus A. vinosum,; 1: Uberstand nach Ammoniumsulfatfillung, 2: vereinigte Proben nach der
Phenylsepharose-Saule, 3: vereinigte Proben nach der MonoQ, 4: Western-Blot der vereinigten Proben der MonoQ
mit Antikérper gegen DsrB (Dahl et al., 1993), M: Marker.

Die erfolgreiche Anreicherung der Sulfitreduktase bis zu einer Reinheit von ~ 70 % und der

Nachweis iiber Western-Blot (nach MonoQ) mit dem DsrB spezifischen Antikdrper ist in Abbil-

dung 3.7 dargestellt.
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3.1.2.2 Nachweis des Siro(him)amids

Fiir den Nachweis von Siro(hdm)amid aus Sulfitreduktasepriparationen wurde das Protein aus
150 g Zellen (= 80 1 Fliissigkultur) aufgereinigt. Die Gesamtausbeute an Protein betrug 4,5 mg.
Mit dem Extinktionskoeffizienten, der fiir die aus E. coli isolierte Sulfitreduktase bestimmt wur-
de (18 mM' cm'; (Young und Siegel, 1988b)), erfolgte die Berechnung des Si-
ro(him)amidgehalt der isolierten Proteinprobe. Aus der Sulfitreduktasepréparation mit berechne-
ten 45,7 nmol Siro(hdm)amid konnte SHM isoliert werden, jedoch nur in sehr geringen Mengen.
Es wurden insgesamt nur 3 nmol SHM extrahiert und analysiert. Die HPLC-Analyse dieser Pra-
paration ergab drei Fraktionen. Die groBte entsprach ungeféhr der Fraktion 6 aus der Praparation
der 16slichen Fraktion (s. Abb. 3.3) (Russel Timkovich, pers. Mitteilung). Die Masse dieser Frak-
tionen betrug ebenfalls 976, was der hydroxylierten Form des Sirohydrochlorin-
Heptamethylester-Monoamids entspricht (s. 3.1.1). Die Detektion gestaltete sich aufgrund der
sehr geringen Menge des isolierten Sirohydrochlorin-Heptamethylester-Monoamids sehr schwie-
rig. Dies ist vermutlich auch der Grund, weshalb nur die hydroxylierte Form nachgewiesen wer-
den konnte, da schon geringe Mengen an Sauerstoff ausreichen, um das isolierte Material zu
oxidieren (Russel Timkovich, pers. Mitteilung).

Die geringe Menge an isoliertem SHM in der angereicherten Proteinprobe ist moglicherweise
darauf zuriickzufiihren, dass viele Proteine unter den eingesetzten sauren Bedingen ausfallen.
Dadurch kommt es mdglicherweise dazu, dass die prosthetischen Gruppen nicht freigesetzt wer-
den und mit dem Protein ausfallen. Dies wire auch eine Erklarung fiir die geringe Ausbeute an
Siro(hdm)amid, die aus der 16slichen Fraktion erhalten wurde.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Probe mit angereicherter Sulfitreduktase Si-
ro(hdm)amid enthielt, allerdings wurde das Sirohydrochlorin-Heptamethylester-Monoamid nur
in der hydroxylierten Form isoliert, was vermutlich auf nicht-enzymatische Oxidation durch ge-
ringe Mengen an Sauerstoff hervorgerufen wurde. Die prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase
in A. vinosum ist demnach wie in Desulfovibrio sp. die amidierte Form des Sirohdm, das Si-

ro(hdm)amid.
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3.2 Charakterisierung von DsrN aus A. vinosum

Durch den Nachweis von Siro(hdm)amid als prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase in 4. vino-
sum, kann die fiir DsrN postulierte Funktion als Sirohdm-Amidase bestétigt werden. Durch die
im folgenden dargestellten biochemischen und molekulargenetischen Untersuchungen wurde das

Enzym weiter charakterisiert.

3.21 Uberexpression von rekombinantem DsrN in E. coli

Fiir erste Untersuchungen beziiglich der molekularen Masse des Proteins und als Positivkontrolle
fiir den Nachweis der spezifischen Bindung von neu hergestellten Antikérpern gegen DsrN,
wurde das Gen zunichst in E. coli iiberexprimiert. Das Anhéngen eines N-terminalen Oligohisti-
dinrestes sollte eine spétere mogliche Aufreinigung des Proteins erleichtern.

Fiir die Konstruktion des Uberexpressionsvektors wurde das Gen iiber PCR mit den mutagenen
Oligonukleotiden NEXf und NEXr (s. Tab. 2.4) so modifiziert, dass die Amplifikate am Startco-
don eine Ndel-Schnittstelle und am Stoppcodon eine BamHI-Schnittstelle erhielten. Uber diese
Schnittstellen wurde das Gen in den ebenfalls mit Ndel und BamHI geschnittenen Expressions-
vektor pET15b bzw. pET11a (Novagen, Madison, USA) kloniert. Die Expression von dsrN in
pET15b fiihrt zum Anhdngen von 6 Histidinresten an den N-Terminus des Proteins. Der entstan-
dene Expressionsvektor wurde als pNEXS5 bezeichnet. Nach der gleichen Strategie wurde das
dsrN-Gen auch in den Vektor pET11a kloniert. Die Expression des Proteins mit diesem Vektor,
der als pNEXS8 bezeichnet wurde, fiihrt nicht zu Modifikationen am Protein. Durch Sequenzie-
rung der Klonierungsiiberginge durch die Firma Sequiserve (Vaterstetten, D) wurde die korrekte

Insertion des Gens in die Vektoren iiberpriift.

3 M kDa
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(~ 50 kDa) . . .
Abb. 3.8: SDS-Gel (Coomassie gefarbt) der Uberproduk-

tion von DsrN mit dem Vektor pNEX8 in E. coli
— 17 BL21(DE3); 1: Rohextrakt nach Ultraschallaufschluss, 2:
Uberstand nach Zentrifugation 3: Zentrifugationspellet, re-
suspendiert in zum Uberstand &quivalenten Volumen, M:
Marker.
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Die erhaltenen Vektoren wurden in den Expressionstamm E. coli BL21(DE3) transformiert. Die
Produktion der rekombinanten Proteine und der Zellaufschluss erfolgte wie unter 2.8.1 und 2.8.2

beschrieben. Der erhaltene Rohextrakt (Extrakt nach Ultraschallaufschluss), der Zentrifugation-
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stiberstand, sowie das in einem dem Zentrifugationsiiberstand entsprechendem Volumen re-
suspendierte Pellet wurden in einer SDS-Page aufgetrennt. DsrN konnte mit beiden Vektoren in
grofler Menge produziert werden, wobei die Expression von dsrN ohne Histag (mit pNEXS8) zu
groBBeren Ausbeuten fiihrte. Die aufgrund der Sequenz berechnete Grdsse von 50,2 kDa (Pott-
Sperling, 2000) stimmte mit der im SDS-Gel bestimmten Grdésse von ~ 50 kDa iiberein
(s. Abb. 3.8). Nach dem Aufschluss wurde jedoch deutlich, dass das Protein zum grof3ten Teil im
Pellet und damit in ,,inclusion bodies* vorlag. Da die Expression von DsrN mit beiden Vektoren
zur Bildung von ,,inclusion bodies* fiihrte, konnte ausgeschlossen werden, dass das Anhéngen
des N-terminalen Histags flir die Fehlfaltung des Proteins verantwortlich war. Durch die Variati-
on der Expressionstemperatur (30 °C und 37 °C) und die Variation der IPTG-Konzentration
(25— 1000 uM) konnte die Bildung der ,,inclusion bodies* nicht unterdriickt werden, bzw. das
Verhiltnis der Bildung von ,,inclusion bodies* zu korrekt gefaltetem Protein konnte nicht auf die
Seite des korrekt gefalteten Proteins verschoben werden'.

Um auszuschlieBen, dass das Problem der ,,inclusion bodies* auf das Expressionssystem zuriick-
zufiihren ist, wurde das dsrN-Gen noch in einen weiteren Expressionsvektor kloniert, den Vektor
pMHE2crtKm (Fodor et al., 2004). Dieser Vektor enthilt neben einem in E. coli nutzbaren Pro-
motor auch noch eine Promotorsequenz aus Thiocapsa roseopersicina, was die Expression des
dsrN-Gens und mdglicherweise sogar eine Uberexpression in 4. vinosum ermdglichen kdnnte.
Die Klonierung von dsrN in diesen Vektor erfolgte ebenfalls iber PCR. Die Amplifikation von
dsrN erfolgte mit den beiden mutagenen Oligonukleotiden dsrLHindIIIf und PNEXr
(s. Tab. 2.4). Durch diese Primer wurde in das amplifizierte Gen eine HindIII-Schnittstelle am
Genanfang und eine BamHI-Schnittstelle am Stoppcodon eingefiigt. Uber diese Schnittstellen
erfolgte die Klonierung in den ebenfalls mit HindIll und BamHI geschnittenen pMHE2crfKm
Vektor. Die Expression von dsrN in E. coli BL21(DE3) pMHE2crtKmdsrN fiihrte ebenfalls zum
Anhingen eines N-terminalen Oligohistidinrestes an das Protein. Auch mit diesem Vektor wurde

DsrN in E. coli BL21(DE3) ausschlieBlich in Form von ,,inclusion bodies* produziert.

3.2.1.1 Aufreinigung von DsrN aus E. coli unter denaturierenden Bedingungen

Da die Uberexpression von dsrN unabhiingig vom Vektor und dem Anfiigen eines N-terminalen
Histags nur unkorrekt gefaltetes Protein in Form von ,,inclusion bodies* ergab, wurde versucht,
dass Protein, produziert in E. coli BL21(DE3) pNEXS, unter denaturierenden Bedingungen aus

den ,,inclusion bodies* aufzureinigen. Wie unter 2.8.7 beschrieben wurden die ,,inclusion body-*

' Die Experimente zur Bildung von ,,inclusion bodies* bei verschiedenen Temperaturen und verschiedenen IPTG-
Konzentrationen wurden von Monika Krahling durchgefiihrt.
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Proteine in Puffer, dem 6 M Harnstoff zugesetzt wurde, resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation befand sich das denaturierte Protein im Uberstand. Durch die vor-
herige Abtrennung der 15slichen Proteine nach dem Ultraschallaufschluss, enthielt dieser Uber-
stand zum gréBten Teil nur noch rekombinantes DsrN. Der Versuch einer weiteren Aufreinigung
des denaturierten DsrN {iber eine Nickelchelatsdule (s. 2.8.8.1) zeigte keinen nennnenswerten
Erfolg. Eine Abtrennung der restlichen kontaminierenden Proteine erfolgte nicht. Da das re-
suspendierte Pellet jedoch zum groBten Teil nur noch DsrN enthielt, wurde dieses in den folgen-

den Renaturierungsversuchen eingesetzt.

3.2.1.2 Renaturierung von denaturiertem DsrN

Fiir weitere Untersuchungen beziiglich der Eigenschaften von DsrN, wie z.B. einer mdglichen
ATP-Bindung des Proteins oder der Bildung von Dimeren oder hoheren Oligomeren im nativen
Zustand, musste das denaturierte Protein renaturiert werden. Die Renaturierung des Proteins er-
folgte iiber die Inkubation in Puffern mit absteigenden Harnstoffkonzentrationen (s. 2.8.7 und
pET System Manual, Novagen, Madison). Das Fehlen von Cofaktoren im nativen DsrN erhoht
die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Renaturierung des Proteins.

Das denaturierte Protein wurde fiir 10 h oder liber Nacht gegen Puffer mit absteigenden Harn-
stoffkonzentrationen dialysiert. Ein Teil des Proteins fiel wihrend der Renaturierungsversuche
aus, der grofite Teil befand sich jedoch auch nach der Dialyse noch in Losung. Das Protein wur-
de nach dem letzten Dialyseschritt in Puffer ohne Harnstoff auf ein natives Gel aufgetragen, um
festzustellen, ob definierte Banden, die auf renaturiertes Protein hindeuten, auftraten. Der grésste
Teil des Proteins ,,schmierte jedoch iiber das Gel bzw. wanderte gar nicht erst in das Gel ein.
Ganz schwach konnten zwei definierte Banden im unteren Teil des Gels festgestellt werden, die
jedoch nur einen sehr geringen Teil des aufgetragenen Proteins repréisentierten. Die Renaturie-
rung des Proteins war demnach nicht sehr erfolgreich. Weitere Versuche zum Nachweis von
renaturiertem DsrN erfolgten mit einer ATP-Agaroseséule (s. 2.8.7.1). Da die Sequenz von dsrN
eine Bindestelle fiir ATP zeigt, wurde versucht eine erfolgreiche Renaturierung, wenn auch nur
von einem kleinen Teil des Proteins, liber die Bindung des Proteins an eine ATP-Agarosesiule
zu zeigen. Auller der Trennung von renaturiertem DsrN von nicht renaturiertem DsrN, kdnnten
so auch erste Hinweise auf die enzymatische Aktivitit des Proteins erhalten werden. Die Bin-
dung von DsrN an die ATP-Liganden der Sdule wiirde die Sequenzhinweise auf eine ATP-
Bindung des Proteins bestitigen. Dies wiirde wiederum die postulierte Funktion von DsrN bei

der Amidierung des Sirohdm zum Siro(hdm)amid unter Verbrauch von ATP weiter unterstiitzen.
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Die dialysierte Probe wurde auf eine dquilibrierte ATP-Agarosesdule (Volumen: 1 ml) aufgetra-
gen. Ungebundene Proteine wurden durch Waschen der Saule mit 10 Saulenvolumen Puffer ent-
fernt. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte {iber die Zugabe von ATP zum Elutionspuf-
fer. DstN wurde schon im Waschschritt von der Séule entfernt, gebundenes DsrN konnte nicht

von der Sdule eluiert werden. Die Renaturierung von DsrN war demnach nicht erfolgreich.

3.2.2 Nachweis von DsrN in A. vinosum

Der in vivo Nachweis der Bildung von DsrN in 4. vinosum sollte durch Western-Blot-Analyse
erfolgen. Dazu wurden Antikérper gegen eine synthetische Peptidsequenz von DsrN durch die
Firma Eurogentec S.A. (Seraing, B) hergestellt. Die zu Beginn der Arbeit vorliegenden DsrN-
Antikdrper erwiesen sich als unbrauchbar, da sie keine spezifische Bindung an das in E. coli
tiberproduzierte Protein zeigten. Deshalb wurde zunéchst ein neuer Antikorper bendtigt. Beim
ersten Versuch wurden die Antikorper nur gegen eine DsrN-Peptidsequenz hergestellt, beim
zweiten Mal wurden dagegen zwei verschiedene Sequenzbereiche fiir die Produktion der
synthetischen Peptide ausgewéhlt. Die gleichzeitige Injektion von zwei verschiedenen
Peptidsequenzen sollte die Chancen fiir einen funktionsfdhigen Antikorper erhdhen.

Der immunologische Nachweis von DsrN erfolgte zundchst mit der 16slichen Fraktion und der
Membranfraktion von photolithoautotroph angezogenen A. vinosum Zellen. Als Kontrolle wurde
das rekombinante DsrN verwendet. Dieses zeigt eine eindeutige Bande auf der erwarteten Hohe
von ~50 kDa (Abb. 3.9), ein Beweis dafiir, dass der neue Antikorper spezifisch an DsrN bindet.
In den beiden Fraktionen aus Zellmaterial von A. vinosum konnte jedoch keine Bande in der ent-
sprechenden Grofe detektiert werden. Mdglicherweise bindet der Antikdrper nicht sehr stark an
das Protein und /oder die Konzentration von DsrN in den Zellen ist sehr gering. Um DsrN den-
noch in 4. vinosum nachweisen zu konnen, sollte das Protein durch weitere Reinigungsschritte
angereichert werden. Da es sich bei DsrN vermutlich um ein cytoplasmatisches Protein handelt,
wurde die 16sliche Fraktion fiir die weiteren Untersuchungen eingesetzt. Im Fillungsiiberstand
nach einer 40%igen NH4SO,-Féllung konnte eine schwache Bande auf der Hohe von ~ 50 kDa
detektiert werden (s. Abb. 3.9). Ein deutlicherer Nachweis von DsrN gelang in den Fraktionen
der Phenylsepharose und der MonoQ, die bei der Aufreinigung von DsrL (s. 3.3.4) erhalten wur-
den. Wie Abb. 3.9 zeigt, wurde durch die verschiedenen Aufreinigungsschritte eine Anreiche-
rung von DsrN erreicht, die zu einem deutlicheren Nachweis des Proteins im Western-Blot fiihr-
te. Die Produktion von DsrN in vivo unter photolithoautotrophen Bedingungen konnte damit

bestdtigt werden. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass es sich bei DsrN um ein I6sliches Prote-
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in mit der erwarteten Grosse von ~ 50 kDa handelt. Eine Aufreinigung von DsrN wurde auf-

grund der geringen Konzentration des Proteins in A. vinosum nicht durchgefiihrt.

E. coli A. vinosum E. coli A. vinosum

e T N — —
kDa M 1 2 3 4 1 2 3 4 M kDa
72 —| — —_— DerN —72
55 — b ot e ST > —55
40— w— ! S8 (- 50kDa) — | —40
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2| g | e 24
17— ek —17
. A

Abb. 3.9: SDS-Gel (Coomassie-gefarbt) und Western-Blot mit Antikérpern gegen DsrN; 1:Rohextrakt der Uber-
produktion von DsrN in E. coli BL21(DE3) pNEX8; 2: Uberstand der Ammoniumsulfatféllung; 3: Phenylsepharo-
sefraktion (s. Text); 4: MonoQ-Fraktion (s. Text), M: Marker.

3.2.3 Physiologische Untersuchung zur Funktion von DsrN

Die Untersuchung der Funktion von DsrN auf genetischer Ebene erfolgte mit Hilfe von dsrNV-
Deletionsmutanten, die durch ,,in frame“-Mutagenese erzeugt wurden. Im Gegensatz zu der bis-
her angewendeten Methode der Interposonmutagenese (Pott-Sperling, 2000) kénnen durch die
»in frame*“-Mutagenese polare Effekte auf die anderen Gene des Operons vermieden werden.
Damit wurde sichergestellt, dass der Phanotyp der Mutante allein auf das Ausschalten des dsr/NV-

Gens zurickzufiihren ist.

3.2.3.1 Herstellung eines Rifampicin resistenten A. vinosum Stammes

Fir A. vinosum steht seit 1995 ein System zur manipulativen Genetik zur Verfiigung
(Pattaragulwanit und Dahl, 1995), bei dem Plasmide {iber Konjugation mit einem E. coli-Donor-
Stamm iibertragen werden konnen. Fiir das selektive Abtoten des E. coli nach der Konjugation
wird ein A. vinosum-Stamm mit einer zusétzlichen nicht in E. coli enthaltenen Resistenz beno-
tigt. Der bisher verwendete streptomycinresistente 4. vinosum SM50-Stamm (Dahl, 1996) hatte
jedoch die Konjugationsfahigkeit {iber die Jahre verloren. Deshalb wurde zuerst eine neue Spon-
tanmutante des 4. vinosum DSM 180" mit einer Resistenz gegen Rifampcin hergestellt. Rifamp-
cin wurde statt Streptomycin ausgewihlt, um ein grosseres Spektrum an Vektoren u.a. auch mit
Streptomycinresistenzen nutzen zu konnen. Der hergestellte A. vinosum Rif50 Stamm ist gegen
eine Konzentration von 50 pg/ml Rifampcin im Medium resistent, die ausreicht, um den ver-

wendeten E. coli S17.1 (Simon et al., 1983) abzut6ten.
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3.2.3.2 Herstellung von ,,in frame* Deletionsmutanten

Fiir die Herstellung der ,,in frame* -Deletionsmutanten wurde die Strategie des Gene SOEing
(Horton, 1995) angewendet. Bei dieser Methode werden aus der genomischen DNA PCR-
Fragmente stromauf- und stromabwirts der zu deletierenden Region amplifiziert und in einer
darauffolgenden PCR-Reaktion zusammengefiigt (s. 2.7.3.2). Das entstehende Fragment enthélt
dann die genaue Ausgangssequenz mit der Deletion der Zielregion ohne eine Verschiebung des
Leserahmens. Durch modifizierte Primer wurden an den Enden der Fragmente Xbal-
Schnittstellen eingefiigt, iber die die Klonierung in den ebenfalls mit Xbal geschnittenen Vektor
erfolgte.

Als Klonierungsvektor fiir die ,,in-frame‘-Mutagenese wurde der Vektor pK18mobsacB (Schifer
et al., 1994) eingesetzt. Dieser Vektor kann aufgrund der enthaltenen Mobilisierungsregion in
eine Vielzahl Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien iiber Konjugation iibertragen wer-
den. In A. vinosum ist dieser Vektor nicht replizierbar. Neben der Kanamycinresistenz enthilt der
Vektor das sacB-Gen, das fiir eine Laevansaccharase kodiert. Dieses Enzym katalysiert die Bil-
dung von Fructanen (Laevanen) aus Saccharose. Die Expression dieses Gens in Anwesenheit
von Saccharose ist fiir viele Gram-negative Bakterien letal (Jager et al., 1992). Die genaue Ursa-
che hierfiir ist noch nicht bekannt, vermutlich fiihrt aber die Expression des Gens in Anwesenheit
von Saccharose zu einem Verschleimen der Zellen, was das Absterben der Zellen zur Folge hat.
Dieser Effekt sollte spiter zur Selektion der Doppelcrossover-Mutanten, die den Vektor nicht
mehr enthalten sollten, genutzt werden.

Zunichst wurde deshalb die Fihigkeit von A. vinosum zum Wachstum auf verschiedenen Sac-
charosekonzentrationen iiberpriift. Dazu wurden Phytagelplatten mit 0 — 10 % Saccharose gegos-
sen. Wachstum von A4. vinosum konnte auf allen Platten detektiert werden, mit nur einer leichten
Reduktion des Wachstums bei hoheren Saccharosekonzentrationen. Zur Selektion von ,,Double-
crossover-Mutanten (= nicht-vektortragenden) bzw. Revertanten (= Wildtyp) wurde deshalb

eine Konzentration von 10 % Saccharose im Medium eingesetzt.

Konstruktion des dsrN-Deletionsvektors pK18mobsacBAdsrN

Die PCR-Fragmente zur Klonierung des dsrN-Deletionsvektors pK18mobsacBAdsrN wurden mit
den Primern NXbaA / Nrev3 (1. Fragment, 1572 bp) und Nfor3 / NXbaD (2. Fragment, 1249 bp)
amplifiziert. Die Fragmente eins und zwei dienten in einer weiteren PCR-Reaktion als Matrize.
Es entstand ein 2821 bp grosses Amplifikat der genomischen Region um dsrN, mit einer Deleti-

on der dsrN-Gensequenz von 1281 Basenpaaren. Dieses Fragment wurde iiber die in die Primer
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NXbaA und NXbaD eingefiigten Xbal-Schnittstellen in den ebenfalls mit Xbal restringierten
pK18mobsacB-Vektor kloniert. Der fertige Vektor wurde als pK18mobsacBAdsrN bezeichnet.

A
) Kpnl 1969 bp 286bp  gppl
Clal ___1459bp Clal
A. vinosum DSM 180T BamHI 2124 bp BamHI
Y Ty st L dsrO —dwN __R)
— —> < —» <
500 NXbaA Nrev3 Nfor3 NXbaD

Kpnl 937bp  Kpnl
Clal _FragmentgroBe unbekannt

A. vinosum AdsrN BamHI 806 bp  BamHI

A dstL RIET 0 oy M  R

12 3 4 56 M
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Abb. 3.10: A) Schematische Darstellung der genomischen Region um dsrN in Wildtyp und Mutante und Lage
der fiir die Herstellung des Deletionsvektors benutzten Primer; B) Southern-Blot-Hybridisierung der dsrN-
Deletionsmutante A. vinosum AdsrN im Vergleich zum Wildtyp A. vinosum Rif50; 1/2: A. vinosum AdsrN /| A.
vinosum Rif50 mit Kpnl restringiert; 3/4: A. vinosum AdsrN | A. vinosum Rif50 mit Clal restringiert; 5/6: A. vinosum
AdsrN | A. vinosum Rif50 mit BamH]| restringiert; die den Spuren im Blot entsprechenden Spuren im Agarosegel sind
mit derselben Zahl nummeriert; M: 1 kb DNA-Marker

Konstruktion und Identifizierung von A. vinosum AdsrN auf genetischer Ebene

Der Vektor pK18mobsacBAdsrN wurde in E. coli S17.1 transformiert und mit 4. vinosum Rif50
konjugiert. Zunéchst erfolgte die Selektion auf Transkonjuganten, die das Plasmid durch ein
»dingle-crossover® ins Genom integriert hatten. Dabei wurde auf die vektorvermittelte Kanamy-
cinresistenz selektioniert, der E. coli-Stamm wurde durch die Zugabe von Rifampicin zum Me-
dium abgetotet. Potentielle ,,Single-crossover“-Mutanten wurden iiber Kolonie-PCR {iberpriift.
Positive Klone wurden auf RCV-Fliissigmedium ohne Kanamycin angezogen. Damit sollte er-
reicht werden, dass durch den fehlenden Selektionsdruck der Vektor aus dem Genom wieder
entfernt wurde. Nach einer Woche und einmaligem Uberimpfen der Kulturen wurden die Zellen

auf RCV-Phytagelplatten mit 10 % Saccharose ausplattiert. Die unter diesen Bedingungen erhal-
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tenen Klone waren entweder Revertanten oder ,,Double-crossover-Mutanten, die die Deletion
des dsrN-Gens trugen.

Die Identifizierung von dsrN-Deletionsmutanten erfolgte zundchst {iber Kolonie-PCR. Die DNA
eines positiven Klons wurde isoliert und iiber Southern-Blot-Hybridisierung iiberpriift. Dazu
wurden die Restriktionsenzyme Kpnl, Clal und BamHI eingesetzt. Wie Abbildung 3.10 zeigt,
waren die Banden der Mutante beim Verdau mit Kpnl und BamHI um den Betrag der Deletion
kleiner, als die Bande des Wildtyps. Eine Wildtypbande ist in der Mutante nicht mehr vorhan-
den. Die zweite Clal-Schnittstelle der bekannten Sequenz des dsr-Operons liegt im Bereich der
Deletion, sie wurde also mit der Deletion von dsrN entfernt, so dass keine kleinere Bande als die
des Wildtyps erhalten wurde. Der ,,Schmier” im oberen Bereich des Blots in der entsprechenden
Spur zeigt die vermutlich sehr grosse Bande des hybridisierenden Fragments an. Die fertige

Mutante wurde als 4. vinosum AdsrN bezeichnet.

AdsrN AdsrN
kba M 1 2 3 WT kba M 1 2 3 WT
130 — 130 —
100 —— == 100 ———
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Abb. 3.11: SDS-Gel (Coomassie gefarbt) und Western-Blot mit Antikrpern gegen DsrN; 1-3: Fraktion (80, 82,
84) der Phenylsepharoseaufreinigung mit Material aus A. vinosum AdsrN, WT: Fraktion der Phenylsepharoseaufrei-
nigung (82) mit Material aus A. vinosum Wildtyp; M: Marker.

Nachweis der Deletion von dsrN in A. vinosum AdsrN mit Western-Blot

Die erfolgreiche Ausschaltung des Gens wurde auBBer auf genetischer Ebene, auch auf Protein-
ebene untersucht. Wie schon unter Punkt 3.2.2. beschrieben ist der Nachweis von DsrN aufgrund
der geringen Menge des Proteins in den Zellen sehr schwierig. Um das Fehlen von DsrN in der
Mutante deutlich nachweisen zu kénnen, wurden zunichst Zellen von A. vinosum AdsrN in gro-
Ber Menge photolithoautotroph angezogen und aufgeschlossen. Der immunologische Nachwesis,
dass DsrN nicht mehr in 4. vinosum AdsrN vorhanden ist, erfolgte nach Phenylsepharoseaufrei-

nigung mit den Fraktionen, die im Wildtyp eine deutliche Bande fiir DsrN zeigten. Wie Abbil-
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dung 3.11 zeigt, ist DsrN in A. vinosum AdsrN nicht mehr enthalten. Dieser Nachweis bestitigt
zusitzlich die spezifische und korrekte Bindung des DsrN-Antikdrper and DsrN.

Neben dem Beweis des Fehlens von DsrN in 4. vinosum AdsrN sollte aulerdem nachgewiesen
werden, dass die Expression der anderen Gene des dsr-Operons durch die Deletion von dsrN
nicht beeinflusst wurde. Als Beispiel fiir die Expression eines Gens, das stromaufwérts von dsrN
im dsr-Operon kodiert ist, wurde dsrL ausgewihlt. Der immunologische Nachweis von DsrL aus
der 16slichen Fraktion in Abbildung 3.12 zeigt, dass die Produktion von DsrL durch die Deletion
von dsrN nicht beeinflusst ist. Stromabwérts von dsrN liegen nur noch zwei weitere Gene im
dsr-Operon, dsrR und dsrS. Gegen die von den Genen kodierten Proteine standen keine funktio-
nierenden Antikorper zur Verfiigung, deshalb konnte die Produktion dieser Proteine nicht besta-
tigt werden. Da die Deletion von dsrN ,,in frame* durchgefiihrt wurde, sollte jedoch die Expres-

sion der Gene nicht beeinflusst sein.

kD M AdsrN WT
R e DL —
ss | (~71 kDa) Abb._ 312 Western-BIot mit Antikorpern gegen
DsrL; I6sliche Fraktion aus Kulturen von 1) A. vinosum
40 — AdsrN , 2: A. vinosum Wildtyp; pro Spur wurden 20 ug
33 —— Protein aufgetragen, M: Marker;

3.2.33 Phinotypische Charakterisierung der dsr/N-Deletionsmutante

Die Auswirkung der Deletion von dsrN wurde auf physiologischer Ebene in Bezug auf die Fi-
higkeit zur Schwefeloxidation untersucht. Dazu wurde die isolierte Mutante zunichst auf Thio-
sulfatmedium angezogen, um erste Hinweise auf den Phanotyp zu erhalten.

Gasdichte 1 I-Kulturflaschen mit Thiosulfatmedium wurden 10%ig mit photoorganoheterotroph
auf RCV-Medium angezogenen Vorkulturen angeimpft. Um die Akkumulation und die Oxidati-
on des intrazelluldren Schwefels zu verfolgen, wurden zu verschiedenen Zeiten Proben gezogen,
aus denen die Konzentration des Schwefels bestimmt wurde. Der pH-Wert der Kulturen wurde
bei jeder Probenentnahme iiberpriift und falls notwendig wieder auf pH 7,0 eingestellt. Abbil-
dung 3.13 zeigt, dass 4. vinosum AdsrN im Vergleich zum Wildtyp den intermedidr gespeicher-
ten Schwefel langsamer abbaut. Die Deletion von dsrN hat anscheinend eine Verzogerung der
Schwefeloxidation zur Folge, sie fiihrt jedoch unter diesen Bedingungen nicht zu einer komplet-

ten Hemmung der Schwefeloxidation.
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Die genauere Charakterisierung der Mutante erfolgte im Fermenter unter kontrollierteren Wachs-
tumsbedingungen, als es in der Flaschenkultur moglich war. Als photosynthetischer Elektronen-
donor wurde den Kulturen Sulfid in verschiedenen Konzentrationen zugegeben. Entstehendes
Sulfat konnte damit direkt auf die Oxidation des akkumulierten Schwefels zuriickgefiihrt wer-
den. Fiir die Fermenterversuche wurde die Mutante bzw. der Wildtyp photoorganoheterotroph in
1 I Vorkulturen iiber vier Tage angezogen. Das steril abzentrifugierte Zellmaterial wurde dann
als Inokulum fiir die Fermenterkultur eingesetzt. Die Kultur erfolgte entweder in 1,5 |1 Pfennig-
Medium (7,5 mM Sulfid), oder in 1 I O-Medium, dem zu Beginn des Versuchs steril 2 — 4 mM
Sulfid zugegeben wurde. Der Umsatz der reduzierten Schwefelverbindungen wurde durch re-
gelmiBige Probenentnahmen verfolgt. Aus den gezogenen Proben wurde der Sulfid-, Thiosulfat-,
Schwefel- und Sulfatgehalt bestimmt. Auflerdem erfolgte eine Bestimmung der Proteinkonzent-
ration der Proben, fiir eine spétere Berechnung der Oxidationsraten.

Der zeitliche Verlauf der Sulfidoxidation in einem Fermenter mit O-Medium, dem 2 mM Sulfid
zugegeben wurde, ist exemplarisch fiir 4. vinosum AdsrN und A. vinosum Rif50 (Wildtyp) mit
allen relevanten Zwischenprodukten bis zum Sulfat in Abbildung 3.14 dargestellt. Von dem zu
Beginn des Versuches zugegebenen 2 mM Sulfid, konnte nur etwa die Hélfe in der ersten Probe
detektiert werden. Ein Teil des Sulfids ging vermutlich beim Autoklavieren der Losung verloren,
ein weiterer moglicherweise beim Animpfen der Fermenter. Der Vergleich zwischen Wildtyp
und Mutante zeigt, dass die Oxidation des zugesetzten Sulfids in beiden Kulturen gleich schnell
erfolgte. Die Oxidation des Sulfids ist, wie zu erwarten war, nicht durch die Deletion von dsrN
beeintrachtigt. Bei der Mutante zeigt sich jedoch, im Gegensatz zum Wildtyp, eine Art Plateau
im Schwefelgehalt zwischen der 4. und der 12. Stunde der Kultur, in der die Schwefelkonzentra-
tion nur geringfiigig absinkt. Erst dann erfolgt die Oxidation akkumulierten Schwefels, allerdings

deutlich langsamer als im Wildtyp.
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Abb. 3.14: Umsatz von Sulfid (2 mM) in A) A. vinosum AdsrN und B) A. vinosum Rif50 (Wildtyp); dargestellt
sind die Sulfidkonzentration (gelb), die Schwefelkonzentration (rot) und die Sulfatkonzentration (griin) der Kulturen
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. Der Proteingehalt betrug in A. vinosum AdsrN 145 pg/ml, in A. vinosum Rif50
140 pg/ml.
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Das zu Beginn der Versuche detektierte Sulfid findet sich im Wildtyp vollstdndig im Sulfat wie-
der. In der Mutante sind dagegen immer noch Schwefelkugeln vorhanden, so dass nur ein Teil
des eingesetzten Sulfids als Sulfat detektiert werden konnte. In weiteren Fermenterversuchen
iber einen ldngeren Kultivierungszeitraum konnte in der dsrN-Deletionsmutante jedoch niemals
die dem eingesetzten Sulfid entsprechende Menge an Sulfat detektiert werden, da immer noch
Schwefelkugeln in diesen Zellen vorhanden waren. Die Mutante ist anscheinend nicht in der
Lage den kompletten akkumulierten Schwefel zu oxidieren.

Sulfit konnte hochstens zu Beginn der Kultur, meistens jedoch gar nicht detektiert werden. Die
Bildung von Polysulfiden, die wihrend der Oxidation des Sulfids auftreten (Gehrke, 2000; Pran-
ge et al., 2004), wurde ebenfalls durch die Deletion von dsrN nicht verdndert, aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurden diese deshalb in Abb. 3.14 nicht dargestellt.

DsrN ist unter den hier getesteten Bedingungen nicht essentiell fiir die Schwefeloxidation, fiihrt
jedoch zu einer sehr starken Verlangsamung des Prozesses. In der Mutante kann nicht der kom-

plette akkumulierte Schwefel zu Sulfat oxidiert werden.
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Abb. 3.15: Vergleich der Schwefeloxidationsraten in A. vinosum Rif50 (Wildtyp, griin) und A. vinosum AdsrN
(2 Kulturen dargestellt, Kurven in orange und rot) auf Medium mit 2 bzw. 7,5 mM Sulfid; das linke Diagramm
gibt die Schwefeloxidationsraten in nmol/min*mg Protein an, das rechte in Prozent bezogen auf den Wildtyp
(= 100%).

Abbildung 3.15 zeigt einen Vergleich der Schwefeloxidationsraten von Wildtyp und AdsrN-
Mutante (jeweils zwei verschiedene Kulturen dargestellt) auf Medium mit 2 bzw. 7,5 mM Sulfid.
Auf Medium mit 2 mM Sulfid betrdgt die Oxidationsrate im Wildtyp 7,4 nmol/min*mg Protein
und in der Mutante 1,2 bzw. 1,3 nmol/min*mg. Auf 7,5 mM Sulfid wurden im Wildtyp Schwe-
feloxidationsraten von 27,9 nmol/min*mg Protein und in der Mutante von 3,7 bzw.

4,7 nmol/min*mg Protein gemessen. Hohere Sulfidkonzentrationen im Medium fiihren sowohl

im Wildtyp als auch in der Mutante zu hoéheren Schwefeloxidationsraten. Prozentual gesehen
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betrdgt die Oxidationsrate der Mutante jedoch auf beiden Sulfidkonzentrationen nur ~ 15 % der
Schwefeloxidationsrate des Wildtyps (s. Abb. 3.15). Die Deletion von dsrN fiihrt eindeutig zu
einer starken Velangsamung der Schwefeloxidation, die auch durch hohere Sulfidkonzentratio-
nen im Medium nicht aufgehoben werden kann. Mdoglicherweise fiihrt die fehlende Amidierung
des Sirohdm-Cofaktors der Sulfitreduktase zu einer Abnahme der Enzymaktivitét, die zu dem
beobachteten Phéanotyp der AdsrN-Mutante fiihrt.

Zellmaterial aus jedem Fermenter wurde mit Kolonie-PCR {iberpriift, so dass sichergestellt wer-
den konnte, dass der beobachtete Phénotyp auch auf die Mutante bzw. den Wildtyp zurlickzufiih-

ren ist.

3.2.34 Komplementation von A. vinosum AdsrN mit dsrN

Die Komplementation von 4. vinosum AdsrN mit dsrN sollte als abschlieBender Nachweis zei-
gen, dass die Deletion von dsrN allein fiir den beobachteten Phénotyp verantwortlich ist. Bisher
wurde ein solches Experiment in A. vinosum noch nicht durchgefiihrt, so dass zu Beginn des
Versuches kein funktionierendes Expressionssystem filir 4. vinosum zur Verfiigung stand. Auf-
grund der Lokalisation von dsrN im dsr-Operon, konnte das Gen nicht zusammen mit einem
Promotor iiber PCR amplifiziert und kloniert werden. Bei der Suche nach einem geeigneten
Promotor fiir die Expression von dsrN wurde zundchst der Promotor des Gens fiir die RuBisCo
(rbcA) aus A. vinosum getestet. Mit diesem Promotor wurde von de Smet et al. (2001) eine er-
folgreiche Produktion von Flavocytochrom ¢ (ebenfalls aus 4. vinosum) in Rhodobacter capsula-
tus nachgewiesen. In 4. vinosum wurde das System jedoch nicht getestet.

Die Konstruktion aus rbc-Promotor und dsrN-Gen wurde in den in A. vinosum replizierbaren
Vektor pPBBRIMCS2 (Kovach et al., 1995) kloniert. Die erfolgreiche Expression von dsrN iiber
den rbc-Promotor konnte in Rhodobacter capsulatus nachgewiesen werden (nicht dargestellt),
eine Komplementation der AdsrN-Mutante dagegen jedoch nicht (nicht dargestellt).

Aufgrund dieser Fehlversuche wurde ein neuer Komplementationsvektor hergestellt. Bei diesem
wurde als Promotor die potentielle Promotorregion des dsr-Operons, die sich vor dem ersten Gen
des Operons (dsrA) befindet (Pott und Dahl, 1998), eingesetzt. Da der genomischen Sequenz von
dsrN aufgrund der Lokalisation in der Transkriptionseinheit des dsr-Operons nicht direkt eine
Terminationsstruktur folgt, wurde diese dem Gen im Komplementationsvektor zusétzlich ange-

hingt. Die Konstruktion wurde ebenfalls in den Vektor pPBBR1MCS?2 kloniert (s.u.).
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Konstruktion des dsrN-Komplementationsvektors pPBBR1MCS2dsrN

Die Klonierung des Vektors erfolgte tiber PCR mit mutagenen Oligonukleotiden. Die Amplifika-
tion des dsr-Promotors erfolgte mit den Primern Dsr-Promotor-forw und Dsr-Promotor-rev, tiber
die eine Xbal-Schnittstelle und eine Ndel-Schnittstelle in das entstehende ca. 900 bp grof3e
Fragment eingefithrt wurden. Dieses Fragment wurde in den ebenfalls mit Xbal und Ndel
restringierten dsrN-Uberexpressionsvektor pNEXS5 (s. 3.2.1) direkt vor die dsrN-Gensequenz
(Ndel-Schnittstelle direkt im Startcodon des dsrN-Gens) eingefligt. Dieses Konstrukt aus dsr-
Promotor und dsrN-Gen wurde mit der im Vektor an das dsrN-Gen anschlieBenden Terminator-
sequenz mit den mutagenen Oligonukleotiden Dsr-Promotor forw und petl5b rev iiber PCR
amplifiziert. Das entstandene ~ 2,8 kb grole Fragment wurde mit Xbal und HindIIl (HindIIl
Schnittstelle iiber den Primer petl5b rev eingefiihrt) restringiert und in den Vektor pPBBR1IMCS2
kloniert (s. Abb. 3.16).

Xbal
Ndel
Xbal Ndel
P dsr -
PNEXS dsrN >
6200 bp Ligation des dsr Promo- pNEXS5Pdsr
tor-PCR-Amplifikats aus 7100 bp
T A. vinosum mit pNEXS5
Xbal HindIIl
P dsr T

Ligation des Promotor-Gen-
Terminator-PCR-
Amplifikats aus pNEX5P,
mit pPBBRIMCS2

Xbal

pBBRIMCS2dsrN
6400 bp

dsrN

mob

HindIIl

Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Herstellung des dsrN-Komple-
mentationsvektors pPBBR1MCS2dsrN, Erldauterung s. Text; nur die relevanten Schnittstellen sind dargestellt, T =
Terminatorsequenz.
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Komplementation und Charakterisierung der Komplementation

Der Komplementationsvektor pPBBR1IMCS2dsrN wurde iiber Konjugation in 4. vinosum AdsrN
tibertragen. Die erhaltenen kanamycinresistenten Klone von A. vinosum AdsrN sollten den Vek-

tor tragen, wurden jedoch zusétzlich mit Kolonie-PCR {iberpriift.
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Abb. 3.17: Vergleich der Akkumulation und Oxidation intrazelluldren Schwefels in A) A. vinosum Rif50 (Wild-
typ, griin) und A. vinosum AdsrN (rot) und B) A. vinosum Rif50 (Wildtyp, griin) und A. vinosum AdsrN +dsrN
(gelb); C) Vergleich der Oxidationsraten der verschiedenen Kulturen in %.

Die Charakterisierung der Komplementationsmutante A. vinosum AdsrN + dsrN erfolgte eben-
falls im Fermenter wie unter 3.2.3 beschrieben. In der Komplementationsmutante erfolgte die
Schwefeloxidation mit vergleichbaren, teilweise niedrigeren, teilweise hoheren Raten wie im
Wildtyp 4. vinosum Rif50. Die Oxidation des akkumulierten Schwefels (dargestellt in Abbildung
3.17) beim Wachstum auf 4 mM Sulfid erfolgte in der Komplementationsmutante mit
14,4 nmol/(min*mg Protein), im Wildtyp mit 11,8 nmol/(min*mg Protein). Die Komplementati-
onsmutante zeigt im Vergleich zum Wildtyp und auch zu der AdsrN-Mutante eine verzogerte
Sulfidoxidations- bzw. Schwefelbildungsrate. Dies ist vermutlich auf eine verringerte Wachs-
tumsrate aufgrund der Expression der Kanamycinresistenz zuriickzufiihren. Die Darstellung des
zeitlichen Verlaufs der Schwefelkonzentration in der Komplementationsmutante im Vergleich

zum Wildtyp und der Deletionsmutante in Abbildung 3.17 zeigt deutlich, dass der Phéanotyp der
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verlangsamten Schwefeloxidation in A. vinosum AdsrN durch die Komplementation mit dem
dsrN-Gen aufgehoben werden konnte.

Die Kontrolle der Produktion von DsrN mit dem Vektor pBBRIMCS?2 in A. vinosum AdsrN +
dsrN erfolgte durch Western-Blot-Analysen mit dem Zellmaterial der Fermenterversuche. Der
immunologische Nachweis von DsrN aus der 16slichen Fraktion der Wildtypzellen zeigte eine
schwache Bande auf der Hohe von DsrN, die in der Mutante fehlte (s. Abb. 3.18). In der Kom-
plementationsmutante wurde ebenfalls eine Bande in der H6he von DsrN detektiert. Die erfolg-
reiche Expression von DsrN mit dem potentiellen Promotor des dsr-Operons ist ebenfalls ein
Beweis dafiir, dass der Promotor des dsr-Operons wie vermutet in den ersten 900 bp vor dsrd
liegt. AuBBerdem konnte mit dieser Methode ein erfolgreiches Expressionssystem fiir A. vinosum

etabliert werden.

AdsrN
kDa M AdsrN WT +dsrN
130 — o oY o [T
100 — e
7 — -
55 — SR —

<4—— DsrN

4 — - (~ 50 kDa)

Abb. 3.18: Western-Blot der I6slichen Fraktionen der angegebenen Kulturen mit Antikérpern gegen DsrN; in
allen Spuren wurden 200 ug Protein aufgetragen, M: Marker.

3.2.3.5 Nachweis der Sulfitreduktase in A. vinosum AdsrN

DsrN ist vermutlich an der Synthese der prosthetischen Gruppe der Sulfitreduktase beteiligt. Der
Nachweis von Siro(hdm)amid in der 16slichen Fraktion und auch in den Fraktionen mit angerei-
cherter Sulfitreduktase (s. 3.1) unterstiitzt diese Vermutung. Die dsrN-Deletionsmutante 4. vino-
sum AdsrN zeigt keine komplette Hemmung der Schwefeloxidation, sondern nur eine Verzoge-
rung der Reaktion. Naheliegend wire nun der Nachweis, dass kein Siro(hdm)amid mehr in der
Mutante enthalten ist. Da der Nachweis von Siro(hdm)amid im Wildtyp aufgrund der geringen
nachweisbaren Konzentrationen in den Proben schon sehr schwierig war, wurde von einem sol-
chen Negativ-Nachweis Abstand genommen. Auch wenn am Ende der Siro(hdm)amidisolation
kein SHM in dem Material aus der Mutante nachgewiesen werden konnte, konnte man nicht mit
Gewissheit sagen, dass dies auf ein Fehlen der Substanz in der Probe zuriickzufiihren ist. Auf-
grund der geringen Konzentration wire es moglich, dass ein Grof3teil der sowieso geringen
Menge wihrend der Isolation verloren gegangen wire und der Rest unterhalb der Nachweisgren-

ze lage.
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Abb. 3.19: SDS-Page (Coomassie gefarbt) und Western-Blot mit Antikérpern gegen DsrB zum Nachweis der
Sulfitreduktase nach Aufreinigung aus A. vinosum Rif50 (links) und A. vinosum AdsrN (rechts); M: Marker;

Eine Aufreinigung der Sulfitreduktase aus photolithoautotroph angezogenen A. vinosum AdsrN-
Zellen sollte zeigen, ob die Deletion von dsrN einen Einfluss auf die Bildung oder auch die Sta-
bilitdt der Sulfitreduktase hat. Die Anreicherung der Sufitreduktase erfolgte wie unter 3.1.2.1 fiir
die Anreicherung aus dem Wildtyp beschrieben. Die Aufreinigung wurde anhand des charakte-
ristischen Spektrums der Sulfitreduktase verfolgt. Nach dem letzten Aufreinigungsschritt iiber
Anionenaustauschchromatographie wurde die Sulfitreduktase aufBlerdem {iber Western-Blot
nachgewiesen. Anhand des Spektrums sind keine Unterschiede im Vergleich zum Spektrum der
Sulfitreduktase aus dem Wildtyp zu sehen. Dies war zu erwarten, da die Amidierung des Siro-
hiams keinen Einfluss auf das UV-Vis-Spektrum der Sulfitreduktase hat (Matthews et al., 1995).
Auch die Aufreinigung der Sulfitreduktase aus der Mutante 148t keinerlei Hinweise auf eine
Auswirkung des Fehlens von DsrN auf die Stabilitit oder Bildung der Sulfitreduktase erkennen
(s. Abb. 3.19).

3.24 Suche nach dsrN-homologen Genen dim Genom von A. vinosum

Im Genom von Chlorobaculum tepidum (Eisen et al., 2002) wurden zwei Cluster mit dsr-
homologen Genen gefunden. Einige der dsr-homologen Gene waren dabei in beiden Clustern zu
finden, lagen im Genom also doppelt vor (Dahl et al., 2005). Ein zu dsrN-homologes Gen wurde
jedoch nur in einem der Cluster gefunden. Trotzdem wurde genomische DNA von 4. vinosum
mit einer dsrN-Gensonde nach moglichen dsrN-homologen Genen, moglicherweise auch im Um-
feld weiterer dsr-Gene, untersucht. Die heterologe Hybridisierung des Southern Blots wurde bei
60 °C durchgefiihrt. Im Blot wurden keine weiteren Banden aufler den bekannten Banden fiir

dsrN detektiert. Es scheint kein weiteres dsrN-Gen in A. vinosum vorhanden zu sein. Damit
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konnte zusdtzlich bewiesen werden, dass der Phinotyp der AdsrN-Mutante nicht durch ein weite-

res nicht ausgeschaltetes dsrN-homologes Gen beeinflusst wird.

3.3 Charakterisierung von DsrL

3.3.1 Sequenzvergleiche mit DsrL-homologen Proteinen

Um einen aktuellen Uberblick iiber die in den Datenbanken enthaltenen DsrL-homologen Se-
quenzen zu erhalten, wurde mit der abgeleiteten Aminosduresequenz des dsrL-Gens aus A. vino-
sum eine BLAST-Suche (Altschul et al., 1997) durchgefiihrt. Tabelle 3.1 zeigt nur die zehn zu
DsrL aus A. vinosum dhnlichsten Proteine. Fiir einige der DsrL-homologen Proteine wurde eine
Funktion als Glutamatsynthase angegeben, die aber in keinem Fall experimentell bestitigt wur-
de. Interessanterweise liegen die Gene der ersten fiinf Proteine (grau unterlegt) in direkter Nach-
barschaft zu Genen, deren Genprodukte hohe Homologien zu anderen Proteinen des dsr-Operons
aus A. vinosum aufweisen, so dass es sich bei diesen vermutlich um ,,echte DsrL-Proteine han-
delt. Die folgenden aufgefiihrten fiinf Proteinsequenzen zeigen auBerdem viel geringere Ahn-
lichkeiten zu DsrL, was deutlich macht, dass es sich hierbei nicht um ,,echte® DsrL-Proteine
handelt. In dem sequenzierten Genom von Chlorobaculum tepidum (Eisen et al., 2002) wurden
zwei dsrL-homologe Gene mit fast identischer Sequenz gefunden. Die Gensequenzen liegen an
unterschiedlichen Stellen im Genom, in deren direkter Umgebung sich weitere dsr-Gene befin-
den. Die beiden Cluster sind jedoch nicht identisch (Dahl et al., 2005).

Fiir eine genauere Sequenzanalyse von DsrL wurde ein ClustalW Alignment (Thompson et al.,
1994) mit den identifizierten DsrL-Proteinen durchgefiihrt. Fiir eine leichtere Bestimmung der
Lage der Dinukleotid- und FAD-Bindestellen wurden die DsrL. homologen Sequenzen der B-
Untereinheiten der Glutamatsynthase aus E. coli (Accession Nr. P09832) und 4. brasiliense (Ac-
cession Nr. Q05756) in das Alignment mit aufgenommen. Im N-Terminus enthalten die Sequen-
zen der B-Untereinheiten der Glutamatsynthasen zwei Cysteincluster. Das erste enthélt vier, das
zweite drei oder vier Cysteinreste, die vermutlich einen [4Fe-4S]- und einen [3Fe-4S]- bzw.
[4Fe-4S]-Cluster koordinieren (Hagen et al., 2000a). Im ersten Cluster enthélt die DsrL-Sequenz
aus A. vinosum, wie auch die der anderen DsrL-Proteine nur drei konservierte Cysteinreste (der
zweite fehlt), das zweite Cluster entspricht jedoch dem Motiv fiir die Bindung eines [3Fe-4S]-

Clusters.
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Tab. 3.1: Mit dem BLAST-Programm (Altschul et al., 1997) ermittelte Ahnlichkeiten von DsrL zu in den Daten-
banken gespeicherten Proteinsequenzen; die zehn dhnlichsten Sequenzen, die mit Standard BLAST (blastp)
detektiert wurden, sind dargestellt. ,Echte” DsrL Proteine sind grau unterlegt.

mogl. Funktion bzw. Sequenzihnlichkeiten des Identische Ahnliche
Identifikation, Genbank homologen Proteins, .. Amino-
. Aminosiduren | ..
Organismus sduren

COG0493: mogl. NADPH-abhingige Glutamat-

gi[23014811|reflZP_00054610.1| | synthase, beta UE und verwandte Oxidoreduktasen 60 % 77 %
(NZ_AAAP01003833.1) Magnetospirillum magnetotacticum MS-1

21/52006359|ref|ZP_00333740.1| | COG0493: mogl. NADPH-abhingige Glutamat-

(NZ_AAFH01000005.1) synthase beta UE und verwandte Oxidoreduktasen 59 % 73 %

Thiobacillus denitrificans ATCC 25259

gi[21673683|ref[NP_661748.1| | Eisen-Schwefel-Cluster enthaltendes Protein der
(NC_002932.3) GltD- Familie 38 % 54 %
Chlorobaculum tepidum TLS

2i|21675056|ref[NP_663121.1| | Eisen-Schwefel-Cluster enthaltendes Protein der
(NC _002932.3) GltD Familie 38 % 54%
Chlorobaculum tepidum TLS

2i|48833132|ref]ZP_00290155.1| | COG0493: mogl. NADPH-abhingige Glutamat-
(NZ_AAANO02000009.1) synthase, beta UE und verwandte Oxidoreduktasen 37 % 52%
Magnetococcus sp. MC-1

gi|53758660|gb|AAU92951.1| Pyridine Nucleotide-Disulfide Oxidoreductase

(AE017282.2) Proteinfamilie 31% 46 %
Methylococcus capsulatus str. Bath.

gi[50841651[ref]YP_054878.1]

(NC_006085.1) Dehydrogenase, GItD Familie

V) 0,
Propionibacterium acnes KPA171202 3% 46 %

gi[54309174|ref]YP_130194.1| hypothetische NADPH-abhéngige Glutamat-

(NC _006370.1) synthase 31 % 46 %
Photobacterium profundum SS9

gi|5715987|dbj|BAD85801.1| Glutamatsynthase beta UE verwandte Oxidoreduk-
(AP006878.1) tase, enthélt 2Fe-2S and 4Fe-4S Cluster 30 % 46 %
Thermococcus kodakaraensis KOD1

Putative Glutamatsynthase, kleine Untereinheit

8i[21673121|ref]NP_661186.1] Clorobaculum tepidum TLS 28 % 43 %

NP 661186

Die bisher vermutete erste Nukleotidbindestelle (Pott-Sperling, 2000) konnte durch den in Ab-
bildung 3.20 dargestellten Sequenzvergleich bestdtigt werden. Genauere Sequenzanalysen zeig-
ten, dass in diesem Bereich das von Wierenga et al. (1986) fiir NADH und FAD-Bindedoménen
beschriebene ohxhxGxGxxG/Axxxhxxhxxxx......hxhD/E — Motiv, das strukturell zur einer fof3-
Faltung fiihrt, enthalten ist. Dieses Motiv gilt ebenfalls fiir NADP(H)-Bindedominen, mit der
Ausnahme, dass der letzte saure Aminosdurerest (D/E) wegen der negativ geladenen
2"Phosphatgruppe des NADP(H) durch einen hydrophoben Rest ersetzt ist. Im weiteren Text
wird dieses Motiv als DBM = Dinukleotidbinde-Motiv bezeichnet. Dabei steht das o fiir eine
polare oder geladene Aminosdure und das h fiir einen hydrophoben Aminosiurerest. Bei diesem

ersten Motiv handelt es sich vermutlich um die Bindestelle des Dinukleotidanteils des FAD, da
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dem Motiv in einem Abstand von sechs Aminosédureresten ein GG folgt, wie es auch in vielen
anderen Flavoproteinen direkt hinter der DBM gefunden wurde (Vallon, 2000). Auflerdem zei-
gen Vergleiche unter komplexeren Flavoproteinen, die wie z. B. Glutamatsynthasen zwei Di-
nukleotid-Bindedoménen mit jeweils einem DBM besitzen, dass meistens die erste Doméne an
der FAD-Bindung beteiligt ist, die zweite an der NAD(P)H-Bindung. Das GG-Motiv wurde im-
mer nach dem ersten DBM gefunden (Vallon, 2000).

Fiir die Position der zweiten Dinukleotidbindestelle wurden in dem neu erstellten Alignment
zwei verschiedene Sequenzabschnitte gefunden. Die erste Sequenz, die in A. Pott (2000) be-
schriebenen wurde, ist zwischen 4. vinosum, M. magnetotacticum und T. denitrificans (AS 280-
301, hell unterlegt in Abb. 3.20) hochkonserviert. In diesem Sequenzabschnitt ist das dritte G des
zentralen GXGXXG/A-Motivs durch ein S ersetzt, eine Variation, die in seltenen Fillen im
DGM beobachtet wurde (Scrutton et al., 1990) und charakteristisch fiir die Bindung von
NADP(H) ist. Der zweite Sequenzbereich, der in dem neu erstellten Alignment mit dem DBM
der Glutamatsynthasen iibereinstimmt, entspricht fiir die beiden DsrL-homologen Proteine aus
C. tepidum und dem DsrL-homologen Protein aus M. sp. MC1 genau dem DBM. In A. vinosum,
M. magnetotacticum und T. denitrificans fehlt jedoch in diesem Sequenzabschnitt das erste G des
zentralen GXGXXG/A-Motivs, das eigentlich hochkonserviert ist. Ausnahmen sind jedoch be-
kannt (Wierenga et al., 1985). Alle DsrL-Proteine haben anstelle des dritten Glycins des zentra-
len Motivs in diesem Sequenzabschnitt ein Alanin, das charakteristisch fiir NADP(H)-bindende
Proteine ist. Es ist jedoch moglich, dass auch NAD(H)-Bindestellen an dieser Stelle ein Alanin
aufweisen, was auch schon fiir FAD-Bindemotive gezeigt wurde (Bork, Grunwald, 1990). Die
hohen Ahnlichkeiten der Sequenzen von A. vinosum, M. magnetotacticum und T. denitrificans in
dem zuerst genannten Sequenzabschnitt lassen jedoch vermuten, dass dieser die NAD(P)H-
Bindestelle in diesen Proteinen bildet.

Konservierte Argininreste, die in der Position den konservierten Argininresten aus A. brasiliense
und E. coli (Pelanda et al., 1993) entsprechen, konnten in den DsrL-homolgen Proteinen nicht
gefunden werden. Diese Argininreste sind fiir die Bindung der 2"-Phosphatgruppe des NADP(H)
wichtig (Scrutton et al., 1990). Stattdessen wurde sowohl nach dem ersten, als auch nach dem
zweiten moglichen DBM-Motiv ein konservierter negativ geladener Aminosédurerest gefunden.
Ein negativ geladener Rest am C-terminus des zweiten B-Stranges der Paf-Faltung interagiert
vermutlich mit der 2 'Hydroxylgruppe der NAD(H)-Ribose (Wierenga et al., 1985). Wie oben
erwahnt, ist in NADP(H)-bindenden Proteinen aufgrund der negativ geladenen

2"Phosphatgruppe dieser Rest nicht vorhanden. Diese Sequenzanalyse ldsst, entgegen fritherer



Ergebnisse 78

Vermutungen, eine bevorzugte Reaktion der DsrL-Proteine mit NAD(H) wahrscheinlicher er-
scheinen, fiir eine definitive Aussage sind jedoch experimentelle Untersuchungen erforderlich.

Mit dem neu erstellten Alignment konnte die bisher vermutete zweite FAD-Bindestelle nicht
bestdtigt werden. Der Sequenzbereich, der in dem neu erstellten Alignment mit dem FAD-
Bindemotiv der dargestellten Glutamatsynthasesequenzen zusammenfillt, stimmt relativ gut in
allen DsrL-Proteinen mit dem FAD-Fingerprintmotiv (TxxxxhehhGD, h = hydrophobe Amino-
sdurerest, (¢ = aromatischer Aminosdurerest) (Eggink et al., 1990; Vallon, 2000) iiberein. Das
Threonin ist in allen DsrL-Proteinen durch ein Prolin bzw. Lysin ersetzt, diese Abweichung
kommt jedoch haufiger vor (Vallon, 2000). Hochkonserviert ist dagegen in allen verglichenen

Sequenzen der aromatische Rest (Phenylalanin) und das abschliefende GD-Motiv.
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A. 591
M. 589
T. 590
C. 515
C. 515
M. 523
A. vin 653
M. mag 651
T. den 653
C. tepl 577
C. tep2 577
M. spMC 583

Abb. 3.20: Aminoséaurevergleich der DsrL-homologen Sequenzen; fiir das mit ClustalW (Thompson et al., 1994)
erstellte Alignment wurden die fiinf zu DsrL aus A. vinosum homologsten Sequenzen der Tabelle 3.1 und zwei Se-
quenzen von [-Untereinheiten der Glutamatsynthasen verglichen. Das Alignment wurde mit BioEdit (Hall, 1999) und
manuell nachbearbeitet; ahnliche und identische Aminosauren sind grau unterlegt, konservierte Cysteinreste wurden
mit einem roten Hintergrund hervorgehoben. Dinukleotid- und FAD-Bindedoménen, sowie das GG-Motiv sind durch
einen Kasten und einen dicken schwarzen Balken unter der Beschriftung markiert. Das zentrale GXGXXG/A/S-Motiv
wurde durch schwarze Umrandung hervorgehoben. Konservierte negativ geladene Aminosaurereste in den DsrL-
Sequenzen nach der NAD(P)H-Bindestelle sind durch einen roten Pfeil markiert, die konservierten Argininreste der 3-
Untereinheiten der Glutamatsynthasen sind durch einen schwarzen Pfeil markiert. Die Sequenzstellen der bisher
vermuteten Bindedomanen wurden, soweit sie gedndert wurden, durch einen diinnen schwarzen Balken unter der
Bezeichnung markiert. Abklrzungen: A. vin: Allochromatium vinosum; M. mag: Magnetospirillum magnetotacticum; T.
den: Thiobacillus denitrificans; C. tep: Chlorobaculum tepidum (Protein 1 und 2); M. spMC: Magnetococcus sp. MC;
A. bra: Azospirillum brasiliense; E. col: Escherichia coli.

Die Suche nach konservierten Doménen in DsrL mit dem Programm InterPro (Zdobnov, Apwei-
ler, 2001) ergab hohe Homologien zu Pyridinnukleotid-Disulfid Oxidoreduktasen, zu denen u.a.
auch Thioredoxinreduktasen gehdren. Diese Homologie bezog sich ausschlieBlich auf den mittle-
ren Sequenzbereich von DsrL, der die Dinukleotid- und FAD-Bindedomédnen enthélt. Das typi-
sche CXXC-Motiv fiir die Bildung des Disulfids im aktiven Zentrum der Thioredoxinreduktasen
und verwandter Proteine, ist in den DsrL-Proteinen in diesem Bereich nicht vorhanden. In Thio-
redoxinreduktasen liegt das konservierte CXXC-Motiv in der NADP(H)-Bindedoméne (Kuriyan
et al.,, 1991; Waksman et al., 1994). Der Sequenzvergleich der DsrL-Proteine zeigt jedoch einen
einzelnen konservierten Cysteinrest, der zwischen der ersten und der zweiten Dinukleotidbin-
destelle liegt. Dieser ist jedoch nur in A. vinosum, M. magnetotacticum und T. denitrificans vor-
handen. Die Sequenzen von C. tepidum und M. sp. MC1 weisen dagegen iibereinstimmend einen
Cysteinrest kurz nach der zweiten Dinukleotidbindestelle auf.

Der C-Terminus, der den B-Untereinheiten der Glutamatsynthasen fehlt, ist unter den vergliche-
nen DsrL-Homologen hochkonserviert, auffillig sind vor allem die zwei Cysteincluster mit sechs
bzw. vier hochkonservierten Cysteinresten. Die Doméadnensuche ergab hohe Homologien zu den

zweil [4Fe4S]-Cluster enthaltenden Ferredoxinen. Das erste Cysteincluster enthélt sechs konser-
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vierte Cysteinreste. Fiir die Bindung von [4Fe4S]-Clustern sind nur die letzten vier notwendig.
Moglicherweise bilden die zwei davorliegenden Cysteine mit dem CXXC-Motiv das fiir eine

Disulfidreduktaseaktivitit notwendige Cysteinpaar.

3.3.2 Aufreinigung von rekombinantem DsrL aus E. coli

3.3.2.1 Uberexpression von rekombinantem DsrL

Fiir den Nachweis der in vivo Bildung von DsrL wurde das Protein zunéchst in E. coli liberpro-
duziert. Mit diesem Protein sollte die aufgrund der DNA-Sequenz berechnete molekulare Masse,
sowie die Bindung spezifischer DsrL-Antikorper (hergestellt gegen eine synthetische Peptidse-
quenz) iiberpriift werden. Das Anhingen eines N-terminalen Oligohistidinrestes sollte eine spite-
re Aufreinigung des Proteins erleichtern.

Die Konstruktion des Uberexpressionsvektors erfolgte nach der gleichen Strategie wie fiir den
dsrN-Uberexpressionsvektor pNEX5 unter 3.2.1 beschrieben. Fiir die Amplifikation des dsrL-
Fragmentes wurden die Oligonukleotide LEXf und LEXr (s. Tab. 2.4) eingesetzt. Der fertige
Vektor, in dem DsrL mit N-terminalem Histag {iberexprimiert werden konnte, wurde als pLEX2
bezeichnet.

Die Uberexpression von rekombinantem DsrL erfolgte wie unter 2.8.2 beschrieben in NZCYM-
Medium. Mit diesem Medium wurden im Vergleich zu LB-Medium héhere Ausbeute an rekom-
binantem Protein erziehlt. Die Variation der Kultivierungstemperatur und der IPTG-
Konzentration zur Induktion der Uberexpression ergab eine optimale Produktion von DsrL bei
einer Anzuchttemperatur von 37 °C bis zu einer ODggo und eine Temperatur von 30 °C nach der
Induktion (mit 0,1 mM IPTG). DsrL konnte erfolgreich in grosser Menge in E. coli {iberprodu-
ziert werden (s. Abb. 3.23). Im Gegensatz zu dem tiiberproduzierten DsrN befand sich DsrL aus-

schlieBlich im Zentrifugationsiiberstand.

3.3.2.2 Aufreinigung von rekombinantem DsrL aus E. coli BL21(DE3)

Die Aufreinigung von rekombinantem DsrL aus Zellmaterial von sechs 500 ml Uberexpres-
sionskulturen erfolgte liber Affinititschromatographie an einer Nickel-Chelat-Matrix. Allen ver-
wendeten Puffern wurde zur Stabilisierung des Proteins 10 % Glycerol, | mM TCEP und 1 mM
EDTA (nicht bei der Histagaufreinigung) zugegeben. Nach Auftragen des abzentrifugierten
Rohextraktes auf eine selbstgegossene Ni Nta-Agarosesdule, wurden schwach gebundene Protei-
ne iiber einen Stufengradienten (Je 10 ml) mit 10 mM, 20 mM bzw. 50 mM Imidazol von der

Sdule eluiert. Die Elution des iiber den N-terminalen Oligohistidinrest an die Sdule gebundenem
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DsrL erfolgte iiber einen linearen Gradienten von 50 - 500 mM Imidiazol in einem Volumen von
30 ml (s. Abb. 3.21). Die DsrL- enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt, iber Nacht dialysiert
und auf eine MonoQ-Séule aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit Puffer ohne Salz, wurden
die gebundenen Proteine mit einem linearen Salzgradienten von 0 — 400 mM NacCl in einem Vo-
lumen von 40 ml von der Séule eluiert (s. Abb. 3.22). DsrL eluierte zwischen 250 - 400 mM
NaCl von der Sdule. Das SDS-Gel in Abbildung 3.23 zeigt, dass durch die Affinitdtschroma-
tographie eine sehr effektive Reinigung von DsrL erfolgte, die Reinigung iiber die MonoQ-
Sédule jedoch nur noch zu einer geringfiigigen weiteren Aufreinigung von DsrL fiihrte. Das Elu-
tionsprofil der MonoQ zeigt jedoch, dass noch kontaminierende Proteine abgetrennt wurden.
Rekombinantes DsrLL konnte damit {iber zwei Sdulen erfolgreich aufgereinigt werden.

Die aufgereinigten DsrL enthaltenen Fraktionen nach der MonoQ wurden vereinigt, zur Entfer-
nung des Salzes dialysiert, auf 5 ml konzentriert und bis zur weiteren Verwendung in Aliquots

bei —70 °C gelagert.
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Abb. 3.21: Charakteristisches Elutionsprofil der Affinititschromatographie (NiNta-Agarose, Quiagen) zur
Aufreinigung von rekombinantem DsrL; der Elutionsbereich von DsrL ist durch den grauen Kasten markiert, die
gestrichelte Linie stellt den Imidazolgradienten dar, die schwarze Kurve gibt die Absorption bei 280 nm (rel. Einhei-
ten) wieder.
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Abb. 3.22: Charakteristisches Elutionsprofil nach der lonenaustauschchromatographie (MonoQ) zur Aufrei-
nigung von rekombinantem DsrL; der Elutionsbereich von DsrL wird durch den grauen Kasten markiert; die gestri-
chelte Linie zeigt den NaCl-Gradienten, die schwarze Kurve gibt die Absorption bei 280 nm (rel. Einheiten) wieder.
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Abb. 3.23: SDS-Gel (Coomassie-gefarbt) zum Nachweis der erfolgreichen Aufreinigung von rekombinantem
DsrL aus E.coli BL21(DE3); es wurden jeweils die nach der Saule vereinigten Proben aufgetragen, M: Marker.

3.3.3 Nachweis und Lokalisation von DsrL in A. vinosum

Die in vivo Bildung von DsrL in A. vinosum wurde durch Western-Blot Analysen mit spezifi-
schen Antikorpern gegen DsrL untersucht. Dieser immunologische Nachweis wurde mit Rohex-
trakt, der 16slichen Fraktion und der Membranfraktion von photolithoautotroph angezogenen
A. vinosum-(Wildtyp)-Zellen durchgefiihrt. Gleichzeitig sollte damit nachgewiesen werden, dass
es sich bei DsrL, wie vermutet, um ein 16sliches cytoplasmatisches Protein handelt (Pott-

Sperling, 2000). Der Grof3teil des DsrL-Proteins befindet sich, wie erwartet, in der l6slichen
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Fraktion (s. Abb. 3.24), was die postulierte cytoplasmatische Lokalisation des Proteins bestétigt.

Ein kleiner Teil des Proteins scheint sich auch in der Membranfraktion zu befinden. Dies konnte

darauf hindeuten, dass DsrLL moglicherweise mit membrangebundenen Proteinen interagiert.

Roh- Losl. Mem- Roh- Losl. Mem-
kDa M extrakt Frakt. bran. extrakt Frakt. bran. M kDa
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Abb. 3.24: SDS-Gel (Coomassie-gefarbt) und Western-Blot mit Antikérpern gegen DsrL zum Nachweis und
Lokalisation des Proteins in A. vinosum DSM 180T; Membran. = Membranfraktion, M: Marker.
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Abb. 3.25: Charakteristisches Elutionsprofil nach der Hydrophoben Interaktionschromatographie (Phenyl-
sepharose 4 Fast Flow) zur Aufreinigung von DsrL; der Elutionsbereich des Proteins wird durch den grauen Kas-
ten markiert, die gestrichelte Linie stellt den absteigenden Ammoniumsulfatgradienten dar (3,7 M — 0 M), die schwar-
ze Kurve gibt die Absorption bei 280 nm (rel.) wieder.
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3.34 Aufreinigung von DsrL aus A. vinosum
Die Aufreinigung von DsrL erfolgte aus 40 g photolithoautotroph angezogenen A. vinosum Zel-
len. Der Uberstand einer 40%igen Ammoniumsulfatfillung der 16slichen Proteinfraktion wurde
auf eine dquilibrierte Phenylsepharose 4 Fast Flow-Sdule (70 ml) aufgetragen. Ungebundene
Proteine wurden durch Waschen der Sdule mit Hochsalzpuffer entfernt. Die Elution der gebun-
denen Proteine erfolgte {iber einen linearen absteigenden Gradienten von 3,7 M bis 0 M NH4SO4
(s. Abb. 3.25) in einem Volumen von 450 ml. Die Aufreinigung von DsrL. wurde durch Western-
Blot-Analysen verfolgt. Das DsrL-Protein eluierte bei einer Konzentration von 0,5 - 0,25 M
NH4SO4 von der Séule. In den gleichen Fraktionen wurde auch die Sulfitreduktase (s. 3.1.2.1)
nachgewiesen. Die DsrL- enthaltenen Proben wurden vereinigt, dialysiert und auf eine MonoQ-
Sdule aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden durch einen Waschschritt mit Puffer ohne

NacCl entfernt. Die Elution von DsrL erfolgte {iber einen linearen Gradienten von 0 - 600 mM

NaCl in einem Volumen von 60 ml.
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Abb. 3.26: Charakteristisches Elutionsprofil nach der lonenaustauschchromatographie (MonoQ) zur Aufrei-
nigung von DsrL; der 1. Elutionsbereich des Proteins wird durch den hellen Kasten markiert, der 2. Elutionsbereich
des Proteins ist durch den grauen Kasten markiert; Uber den jeweiligen Elutionsmaxima ist der Western-Blot der
Fraktionen mit DsrL-Antikérper dargestellt; die gestrichelte Linie zeigt den NaCl-Gradienten, die graue Kurve gibt die

Absorption bei 280 nm (rel. Einheiten ) wieder.
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Die Western-Blot-Analyse der MonoQ-Fraktionen zeigte, dass DsrL in zwei voneinander ge-
trennten Peaks von der Séule eluierte (s. Abb. 3.26). Im Bereich des ersten Peaks, zwischen 240
und 280 mM NacCl sind die DsrL enthaltenen Fraktionen noch stark mit anderen Proteinen ver-
unreinigt, die Fraktionen des zweiten Elutionspeaks von 440 bis 480 mM NaCl zeigten im SDS-
Page nur noch wenige Kontaminationen (Abb. 3.27). Die vereinigten Fraktionen des ersten Mo-
noQ-Peaks wurden iiber eine Gelfiltrationssdule (Superdex Tm 200-Fertigsdule, Pharmacia,
Uppsala, S) aufgetrennt. Western-Blot-Analysen zeigten, dass DsrLL von der Sdule in nur einem
Peak mit einem Maximum bei 72 ml eluierte. Das entspricht einer Grésse von ~ 130 kDa. Nati-
ves DsrL bildet demnach ein Homodimer. Diese DsrL- enthaltenen Proben waren jedoch noch
stark mit anderen Proteinen kontaminiert. Deshalb wurden die DsrL- enthaltenen Fraktionen des
zweiten MonoQ-Peaks, die neben DsrL nur noch wenige kontaminierende Proteine enthielten,

ebenfalls vereinigt, konzentriert und {liber eine Gelfiltration aufgereinigt (s. Abb. 3.28).
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Abb. 3.27: SDS-Gel (Coomassie gefarbt) von jeweils zwei Fraktionen des 1. und des 2. DsrL-Elutionspeaks
der MonoQ-Aufreinigung; M: Marker.

Von dieser Sdule eluierte DsrL. wiederum in zwei Peaks. Ein Teil des Proteins eluierte ebenfalls
bei einem Maximum von 72 ml von der Sdule, das wiederum einem DsrL-Dimer entspricht. Der
grofite Teil des DsrL-Proteins eluierte jedoch bei einem Volumen von 63 ml von der Séule, was
einer Grosse von ~310 kDa entspricht. SDS-Gel und Western-Blot zeigten, dass DsrL in diesen
Fraktionen in viel hoheren Konzentrationen vorlag, als in dem Peak bei 72 ml. Moglicherweise
handelt es sich hier um ein DsrL-Multimer. Neben der 72 kDa-Bande fiir DsrL, sind im SDS-Gel
der Fraktionen um 63 ml noch drei weitere kontaminierende Peptidbanden zu erkennen, die auch
schon im SDS-Gel des zweiten Peaks nach der MonoQ detektiert wurden (s. Abb. 3.27). Durch
das charakteristische Spektrum und die 40 und 45 kDa Banden im SDS-Gel konnte die Sulfitre-

duktase als eins der kontaminierenden Proteine identifiziert werden, die das gleiche Elutionsma-
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ximum wie DsrL bei 63 ml zeigt. Die fiir das Elutionsmaximum berechnete Grosse von ~
310 kDa lasst sich nicht mit der Groe von 170 kDa fiir die a,p,-Struktur der Sulfitreduktase
vereinbaren. Das gleiche Elutionsmaximum der Sulfitreduktase und des DsrL-Proteins legen
jedoch die Vermutung einer Interaktion zwischen den beiden Proteinen nahe. Die berechnete
Grosse von ~310 kDa konnte durch ein Molekiil Sulfitreduktase (~ 170 kDa) plus ein Molekiil
DsrL-Dimer (~ 140 kDa) erreicht werden.
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Abb. 3.28: Charakteristisches Elutionsprofil nach Gelfiltration (Superdex Tm 200) zur Aufreinigung von DsrL;
der 1. Elutionsbereich von DsrL hellen Kasten markiert, der 2. Elutionsbereich von DsrL und DsrAB (SR) ist durch
den grauen Kasten markiert; die schwarze Kurve gibt die Absorption bei 280 nm (rel. Einheiten ) wieder.

Um diese Vermutung weiter zu untersuchen, wurden die DsrL- und DsrAB- enthaltenen Fraktio-
nen dieses Peaks im nativen Gel aufgetrennt. Alle untersuchten Fraktionen zeigten das gleiche
Bandenmuster (s. Abb. 3.29) von vier verschiedenen Banden, von denen die Dritte (von unten)
die schwichste ist. Nach dem SDS-Gel, in dem die zwei Banden der beiden Untereinheiten der
Sulfitreduktase DsrA/DsrB, die DsrL-Bande und die 60 kDa-Bande eines unbekannten Proteins
zu sehen sind, waren in der nativen Page drei Banden zu erwarten. Die zusétzliche vierte Bande
deutet auf ein Interaktionsprodukt hin, moglicherweise ein DsrL-Multimer oder der vermutete
Interaktionskomplex aus DsrL und der Sulfitreduktase. Western-Blot-Analysen mit dem Anti-
korper gegen DsrL zeigten, dass die erste (unterste) und die Dritte Bande (von unten) im nativen
Gel DsrL enthalten, wobei die unterste Bande ein sehr viel stirkeres Signal zeigt. Der Antikorper

gegen DsrB hybridisiert mit der zweiten und ebenfalls mit der dritten Bande im nativen Gel
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(s. Abb. 3.29). Die dritte Bande im nativen Gel ist demnach der nach der Gelfiltration vermutete
Komplex aus DsrLL und der Sulfitreduktase. Die Bindung zwischen den beiden scheint jedoch
nicht sehr stark zu sein. Nach der Auftrennung im nativen Gel sind die Banden fiir die einzelnen
Proteine viel stérker, als die gemeinsame Bande. Trotzdem binden sie so fest zusammen, dass sie
von der Gelfiltrationssdule zum grofiten Teil gemeinsam eluieren. Ein deutlicher Hinweis auf

eine Interaktion der beiden Proteine in vivo.
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Abb. 3.29: Natives Gel und Western-Blot-Analyse des gemeinsamen Elutionspeaks von DsrL und DsrAB
nach der Gelfiltration mit DsrL Antikorper und DsrB Antikorper.
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Abb. 3.30: Western-Blot (oben) und SDS-Page (Coomassie-gefarbt, unten) zum Nachweis der erfolgreichen
Aufreinigung von DsrL aus A. vinosum; 1: Uberstand nach Ammoniumsulfatfallung; 2: vereinigte Proben nach
Hydrophober Interaktionschromatographie; 3: vereinigte Proben nach loneneaustauschchromatographie; 4: vereinig-
te Proben des gemeinsamen Elutionspeaks von DsrL + DsrAB (s. Text) nach der Gelfiltrationschromatographie; M:
Marker.

In der Gelfiltration der Fraktionen des 2. MonoQ-Peaks konnten die ~ 40 und ~ 45 kDa-Banden
fiir DstB und DsrA, aufler in den Fraktionen des gemeinsamen Elutionsmaximums mit DsrL,
auch in den Fraktionen des 72 ml-Peaks detektiert werden. Das fiir den 72 ml-Peak bestimmte

Elutionsmaximum ldsst sich jedoch nicht mit dem Molekulargewicht der Sulfitreduktase
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(~170 kDa) vereinbaren. Auflerdem konnte im SDS-Gel kein weiteres Elutionsmaximum der
Sulfitreduktase detektiert werden. Vermutlich handelt es sich hierbei um die restlichen Ausléufer
des Elutionsmaximums der freien Sulfitreduktase. Dieses Maximum konnte jedoch nicht nach-
gewiesen werden.

Im SDS-Gel nach der MonoQ war neben der Sulfitreduktase und DsrL noch ein drittes ca.
60 kDa grosses Protein zu erkennen. Zum grof3ten Teil konnte dieses abgetrennt werden, ein Teil
des Proteins war allerdings immer noch in den DsrL + DsrAB enthaltenen Proben vorhanden.
Die Gelfiltrationschromatographie erbrachte damit nur einen geringen weiteren Aufreinigungsef-
fekt fiir DsrL nach der MonoQ, doch zeigte sie entscheidende Hinweise auf eine Interaktion von
DsrLL mit der Sulfitreduktase in vivo. Weitere Reinigungsschritte wurden nicht durchgefiihrt. Die
erfolgte Reinigung und der Nachweis von DsrL iiber Western-Blot ist in Abbildung 3.30 darge-

stellt. Die vereinigten Proben wurden bei —70 °C gelagert.

Der grofite Teil des in der Zelle vorhandenen DsrL interagiert demnach mit der Sulfitreduktase,
wodurch es zu einer relativ festen Bindung der beiden Proteine aneinander kommt. Ein Teil des
DsrL-Proteins (und wahrscheinlich auch der Sulfitreduktase) liegt vermutlich frei in der Zelle

vor, jedoch in so geringer Menge, dass eine Aufreinigung des freien DsrL nicht verfolgt wurde.

335 Biochemische Charakterisierung von DsrL

3.3.5.1 Untersuchungen zum Multimersierungszustand von DsrL

Die GroBle des nativen und des rekombinanten DsrL wurde experimentell durch Gelfiltration
bestimmt. Fiir DsrL aus 4. vinosum wurde als Teil der Aufreinigung des Proteins eine Gelfiltra-
tion durchgefiihrt (Abb. 3.28), die zeigte, dass DsrL vermutlich zum gréften Teil mit der Sul-
fitreduktase verbunden ist, zum anderen vermutlich als Dimer frei vorliegt. Den Elutionsmaxima
von 63 ml und 72 ml konnten mit Hilfe der erstellten Eichgerade molekulare Grossen von ~
330 kDa und ~ 130 kDa zugeordnet werden. Die Eichgerade wurde mit Cytochrom c (12,4 kDa),
Carboanhydrase (29 kDa), RSA (67 kDa), Aldolase (158 kDa), Catalase (232 kDa) und Ferritin
(440 kDa) erstellt.

Aufgereinigtes rekombinantes DsrLL aus E. coli wurde ebenfalls iiber eine Superdex Tm 200-
Gelfiltrationsdule wie unter 3.3.4 beschrieben aufgetrennt. DsrL eluierte iiber einen sehr grossen
Bereich nach einem Volumen von 43-78 ml von der Sdule. Das Gelfiltrationschromatogram

(s. Abb. 3.31.) zeigt drei Elutionsmaxima in diesem Bereich, das stirkste bei einem Elutionsvo-
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lumen von 70 ml. Dies entspricht einer Molekulargrosse von ~160 kDa, was sich keinem Oligo-
merisierungszustand von DsrL genau zuordnen ldsst. Moglicherweise liegt ein Teil des rekombi-
nanten DsrL, wie das native DsrL aus A. vinosum, als Dimer vor, aber auch hohere Oligomerisie-
rungszustidnde sind denkbar. Die Analyse des isolierten rekombinanten DsrL {iber eine native
Page bestitigt diese Vermutung. Im nativen Gel und im Western-Blot (Abb. 3.31 B) sind min-
destens finf definierte Banden zu erkennen, was das breite Elutionsvolumen des Proteins von
der Gelfiltrationssdule erkldrt. Die native Grofe des rekombinanten DsrL. konnte daher nicht
bestimmt werden. Aufgrund des hochsten Elutionsmaximums bei 70 ml ist zu vermuten, dass das

rekombinante Protein zum groften Teil als Dimer bzw. als Trimer vorliegt.
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Abb. 3.31: A) Charakteristisches Elutionsprofil nach Gelfiltration (Superdex Tm 200) des aufgereinigten
rekombinanten DsrL; der DsrL - Elutionsbereich wird durch den grauen Kasten markiert, die schwarze Kurve gibt
die Absorption bei 280 nm (rel. Einheiten ) wieder; B) Western-Blot des im nativen Gel aufgetrennten
aufgereinigten rekombinanten DsrL.

3.3.5.2  Bestimmung der Cofaktoren

Bestimmung des Eisen-Schwefel-Gehaltes

Fiir das aufgereinigte rekombinante Protein wurde eine Bestimmung des Eisen-Schwefel-
Gehaltes durchgefiihrt, es konnten jedoch keine Eisen-Schwefel-Cluster in dem rekombinanten
Protein detektiert werden. Moglicherweise werden in dem rekombinanten Protein die Eisen-
Schwefel-Cluster, sofern vorhanden, nicht korrekt eingebaut. Da das aus A. vinosum aufgereinig-

te DsrL nur zusammen mit der Sulfitreduktase, die ebenfalls Eisen-Schwefel-Cluster enthilt,
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aufgereinigt wurde, konnte dieses nicht zum Nachweis von Eisen-Schwefel-Cluster herangezo-
gen werden. Eine Bestétigung der Sequenzhinweise auf Eisen-Schwefel-Cluster in DsrL konnte

deshalb nicht erfolgen.

Bestimmung des Flavingehaltes

Das aufgereinigte rekombinante DsrL zeigte eine starke gelbe Farbung, was erste Hinweise auf
die nach der Sequenzanalyse vermutete FAD-Bindung des Proteins zeigte. Das Absorptions-
spektrum des aufgereinigten rekombinanten Proteins zeigt das typische Spektrum von Flavopro-
teinen, mit Extinktionsmaxima bei 272, 379 und 455 nm und Schultern bei 430 und 482 nm
(Abb. 3.32 A). Durch Kochen bzw. Fillen des Proteins mit TCA konnte das Flavin vom Protein
abgeldst werden, was eine nichtkovalente Bindung an das Protein beweist. Mit Hilfe des Extink-
tionskoeffizienten fir FAD (e = 11,3 mM™ cm™, bei einer Wellenlinge von 450 nm (Vanoni et
al., 1996)) wurde ein Gehalt von 0,61 mol FAD pro mol DsrL. Monomer bestimmt. In Anbetracht
der vielen vom rekombinanten DsrL gebildeten Multimere, ist es moglich, dass nicht alle For-
men korrekt FAD eingebaut haben. DsrL bindet vermutlich ein FAD pro Monomer. Der Flavin-
gehalt des nativen DsrLL aus A. vinosum wurde nicht bestimmt, da das charakteristische Siro-
hiamspektrum der Sulfitreduktase (Schedel et al., 1979) das Flavinspektrum {iberlagert
(Abb. 3.32 B).
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Abb. 3.32: UV/Vis Spektrum des rekombinanten aufgereinigten DsrL(A) und der DsrL/DsrAB-Aufreinigung
aus A. vinosum (B); die Absorptionsmaxima des rekombinanten DsrL (A) liegen bei 272, 379 und 455 nm, die zwei
Schultern liegen bei 430 und 482 nm.
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3.3.5.3 Versuche zum Nachweis der Glutamatsynthaseaktivitit von DsrL

Das zu DsrL-homologe Protein GItA aus Thermococcus kodakarensis zeigt, wie auch DsrL, sig-
nifikante Homologien zu den kleinen Untereinheiten von Glutamatsynthasen. In beiden Fillen
wurde in der Ndhe der fiir das Protein kodierenden Gensequenz kein Gen gefunden, dass fiir die
grossere Untereinheit der Glutamatsynthasen kodiert. Fiir GItA aus 7. kodakarensis konnte je-
doch in vitro Glutamatsynthaseaktivitit nachgewiesen werden (Jongsareejit et al., 1997). Das
Protein ist ein Homotetramer und katalysiert in vitro die Bildung von zwei Glutamat aus L-
Glutamin und 2-Oxoglutarat unter Oxidation von NADPH zu NADP". Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wurde postuliert, dass DsrL mdglicherweise ebenfalls als Glutamatsynthase fungiert und
das fiir die von DsrN katalysierte Amidierungsreaktion bendtigte L-Glutamin in einer umgekehr-
ten Glutamatsynthasereaktion zur Verfiigung stellt. Diese Hypothese wurde mit zwei verschie-
denen Versuchsansitzen untersucht. Zum einen wurde getestet, ob DsrLL einen Glutamatsyntha-
se-defizienten E. coli-Stamm komplementieren kann, zum anderen wurde rekombinantes DsrL

mittels Enzymtest auf Glutamatsynthaseaktivitdt untersucht.

Komplementation des gltD-defizienten E. coli EB5001 mit DsrL

Fiir das Komplementationsexperiment wurde ein gltD-defizienter E. coli (gltD::Mud11-1734)
(Ernsting et al., 1993; Goss et al., 2001; Metcalf et al., 1990) eingesetzt (E. coli EB5001), der
von Dr. Thomas Goss von der University of Michigan zur Verfiigung gestellt wurde. Das gltD-
Gen fiir die kleine Untereinheit der Glutamatsynthase (GOGAT) wurde in diesem Stammm
durch Transposonmutagenese mit Mudl, einem defekten Mu-1 Bakteriophagen, unterbrochen
(Metcalf et al., 1990). Dieser Stamm zeigt keine GOGAT-Aktivitit mehr. Im Unterschied zum
Wildtyp kann dieser Stamm deshalb u.a. auf Arginin als einziger Stickstoffquelle nicht wachsen.
In den Zellen wird das aus dem Arginin gebildete Glutamat durch die Glutaminsynthetase (GS)
zu Glutamin umgesetzt. Das vorhandene Glutamin kann durch die fehlende GOGAT-Aktivitét
nicht effizient zur Glutamatbildung eingesetzt werden, wie es im Wildtyp normalerweise der Fall
wire. Das Wachstum der Mutante wird somit durch das Fehlen bzw. durch zu geringe Mengen
an Glutamat gehemmt (Goss et al., 2001).

Als Komplementationsvektor wurde der Vektor pPBAD22A (Guzman et al., 1995) eingesetzt.
Dieser Vektor enthélt den Pgap-Promotor des araBAD (Arabinose)-Operons und das araC-Gen,
dessen Genprodukt die Transkription der Gene araBAD iiber den Promotor reguliert. Durch die
Zugabe von Arabinose zum Medium wird die Expression des Vektors induziert. Das dsrL-Gen

wurde liber PCR mit den Primern ComLf und ComLr amplifiziert und iiber die eingefligten Ncol
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und eine Xbal-Schnittstellen in den pPBAD22A-Vektor eingefiigt. Fiir die Komplementation wur-
de der Vektor in den E. coli EB5001 transformiert. Das Komplementationsexperiment wurde in
100 ml W4-Minimalmedium durchgefiihrt, dem als Kohlenstoffquelle 0,2 % Glucose, als Stick-
stoffquelle 0,2 % Arginin und zur Induktion der Expression des Vektors 0,2 % Arabinose zuge-
setzt wurden.

Die Expression von dsrL wurde tiber Western-Blot mit Zellmaterial der Kulturen {iberpriift. DsrL
wurde in der Komplementationsmutante gebildet, dies fiihrte jedoch nicht zur Wiederherstellung
des Wildtypphénotyps (s. Abb. 3.33). Die Komplementationsmutante verhielt sich im Wachstum
genau wie die Mutante E. coli EB5001. Dieser Versuch konnte eine Glutamatsynthaseaktivitét

von DsrL nicht bestétigen.
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Abb. 3.33: Komplementationsexperiment des gltD-defizienten E. coli EB5001 mit dsrL aus A. vinosum; A)
Vergleich des Wachstums (ODggo) von E. coli (Wildtyp), E. coli EB5001 und E. coli EB5001 + dsrL in Medium
mit Arginin als einziger N-Stickstoffquelle; B) Western-Blot-Analyse der Kulturen mit DsrL-Antikorper; 1:
E. coli (Wildtyp), 2: E. coli EB5001 + dsrL; 3: E. coli EB5001; M: Marker

Glutamatsynthase-Aktivititstest

Glutamatsynthasen katalysieren den Transfer der Amidgruppe von L-Glutamin auf 2-Oxo-
glutarat wodurch 2 Molekiile L-Glutamat entstehen. Bei dieser Reaktion wird ein Molekiil
NADPH zu NADP" oxidiert. Die enzymvermittelte Oxidation von NADPH kann durch die Ex-
tinktionsabnahme bei 340 nm verfolgt werden. Der Glutamatsynthaseaktivititstest wurde, wie
unter 2.8.12.1 beschrieben, durchgefiihrt. Als Enzymlosung wurde aufgereinigtes rekombinantes

DsrL eingesetzt, auerdem erfolgten Versuche mit partiell angereichertem nativem DsrL aus
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A. vinosum nach Aufreinigung iiber die MonoQ-Séule. In keinem der Versuchsansétze konnte

Glutamatsynthaseaktivitit detektiert werden.

3.3.5.4  Diaphoraseaktivitit in rekombinantem und nativen DsrL

FAD-enthaltende Enzyme, wie z.B. Glutamatsynthasen, sind in der Lage den Elektronentransfer
von NAD(P)H auf einen zugegebenen Elektronenakzeptor zu iibertragen. Fiir diese als Diapho-
raseaktivitit bezeichnete Reaktion kdnnen synthetische Elektronenakzeptoren, wie z.B. Tetrazo-
liumsalze (Altman, 1976), Metallkomplexe (z.B. Ferricyanid) und substituierte Phenolderivate,
oder auch biologische Elektronenakzeptoren, wie Chinone und Cytochrom c eingesetzt werden.

Die Messungen zur Diaphoraseaktivitdt von DsrL erfolgten nach dem unter 2.8.12.2 beschrie-
benen Standardansatz ggf. unter Zusatz oder Substitution der zu testenden Substanzen. Als E-
lektronenakzeptoren wurden MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid), INT (Iodonitrotetrazo-
liumchlorid), Dichloroindophenol, Ferricyanid und Cytochrom c aus Pferdeherz getestet. Als

Elektronendonor wurden NADH und NADPH eingesetzt.

U/mg Protein
W
]

4.5 5,5 6,5 7,5 8,5

== NADH HEPES-Puffer —+— NADPH HEPES-Puffer
- NADH BisTris-Puffer —— NADPH BisTris-Puffer

Abb. 3.34: pH-Optimum der Diaphoraseaktivitidt des rekombinanten DsrL-Proteins mit NADH und NADPH als
Elektronendonor und MTT als Elektronenakzeptor in HEPES und BisTris-Puffer in U/mg Protein.
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pH-Optimum der Diaphoraseaktivitit des rekombinanten DsrL-Proteins

Das pH-Optimum der Diaphoraseaktivitit des rekombinanten DsrL wurde in 50 mM HEPES und
in 50 mM BisTris-Puffer zwischen pH 4,5 und pH 8,5 sowohl fiir NADH als auch fir NADPH
als Elektronendonor bestimmt (s. Abb. 3.34). Als Elektronenakzeptor wurde in den Reaktionen
MTT eingesetzt. Das pH-Optimum fiir die Reaktion mit NADPH als Elektronendonor liegt bei
pH 6,0, mit NADH als Elektronendonor liegt das pH-Optimum der Reaktion, je nach Puffer,
zwischen pH 7,0 (BisTris-Puffer) und pH 7,5 (HEPES-Puffer).

Neben dem unterschiedlichen pH-Optimum zeigte sich aullerdem, dass die spezifische Aktivitét
des Enzyms mit NADH hoher ist, als mit NADPH als Elektronendonor. Die spezifische Aktivitit
des Enzyms mit NADH bei pH 6,0 ist fast doppelt so hoch, wie die spezifische Aktivitit mit
NADPH bei dem pH-Optimum von 6,0. Die maximale spezifische Aktivitait mit NADH bei pH
7,5 (HEPES-Puffer) ist fast dreifach so hoch, wie die hochste spezifische Aktivitit mit NADPH
bei pH 6,0. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass DsrL. bevorzugt NADH bindet. Die Ver-
schiebung des pH-Optimums von pH 7/7,5 auf 6 durch den Einsatz von NADPH als Elektronen-
donor ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass der negativ geladene Aminosdurerest der
NADH-Bindestelle (s. 3.3.1), der fiir die Bindung der 2"Hydroxylgruppe der NAD(H)-Ribose
verantwortlich ist, bei einem pH-Wert von pH 6 protoniert vorliegt und damit die Bindung der

negativ geladenen 2’-Phosphatgruppe des NADPH ermoglicht.

Apparente Ky-Werte fiir NADH und NADPH

Zur Bestimmung der katalytischen Kenndaten der DsrL-Diaphoraseaktivitit wurden Enzymmes-
sungen durchgefiihrt, bei denen jeweils eine Komponente des Enzymtests (Elektronendonor oder
Elektronenakzeptor) im séttigenden Bereich eingesetzt wurde. Die kinetischen Daten wurden mit
Hilfe des Lineweaver-Burk-Plots ausgewertet. Fiir die Bestimmung des Ky-Wertes von NADH
wurden Konzentrationen zwischen 50 und 1000 pM eingesetzt, fiir NADPH zwischen 250 und
2000 puM. Die Bestimmung erfolgte fir NADH bei pH 7,5 in 50 mM HEPES-Puffer, fiir
NADPH bei pH 6,0 in 50 mM BisTris-Puffer, mit jeweils MTT als Elektronenakzeptor. Fiir
NADH wurde ein Ky-Wert von 260 uM, fiir NADPH ein Ky-Wert von 830 uM bestimmt (Abb.
3.35). Die Affinitit des Enzyms zu NADH ist damit mehr als dreimal so hoch, wie die zu
NADPH bezogen auf die jeweiligen pH-Optima.
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Abb. 3.35: Bestimmung des Ku-Wertes des rekombinanten DsrL aus E. coli fiir A) NADH (pH 7,5) und B)
NADPH (pH 6,0) mit MTT (5 mM) als Elektronenakzeptor mittels Lineweaver-Burk-Plot; fir A) wurde ein Ku-
Wert von 260 uM, fir B) ein Ky-Wert von 830 uM bestimmt. Vrax mit A) betrug 10,5 U/mg, mit B) 5,9 U/mg.

Die Viax fiir NADH und MTT bei pH 7,5 wurde mit 10,5 U/mg Protein bestimmt, fiir NADPH
mit MTT bei pH 6,0 wurde fiir V. €in Wert von 5,9 U/mg Protein berechnet. Diese Daten bes-
titigen das Ergebnis aus der Darstellung der spezifischen Aktivititen in Abb. 3.33 zur Bestim-
mung des pH-Optimums. DsrL hat eine hdhere Affinitit zu NADH und die Oxidation von
NADH in Gegenwart von MTT als Elektronenakzeptor erfolgt doppelt so schnell, wie mit
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NADPH als Substrat bei den jeweiligen pH-Optima der Reaktion. Bei pH 7,5 ist fast keine Di-
aphoraseaktivitit mit NADPH als Elektronendonor messbar. Diese Ergebnisse bestétigen die
Vermutung (s. Bestimmung des pH-Optimums), dass DsrL in vivo mit NADH und nicht mit
NADPH interagiert.

Die oben genannten Daten wurden alle mit dem rekombinantem aufgereinigtem DsrL bestimmt.
Das aus A4.vinosum aufgereinigte DsrL zeigte ebenfalls Diaphoraseaktivitit. Da von diesem En-
zym nur geringe Mengen zur Verfligung standen, wurde nur der Ky-Wert fiir NADH mit MTT
bestimmt. Die Messungen erfolgten in 50 mM HEPES pH 7,5 mit NADH-Konzentrationen zwi-
schen 50 und 115 uM. Fiir das native DsrL aus 4. vinosum wurde ein Ky-Wert von 120 uM be-
rechnet (s. Abb. 3.36), fiir Vi« wurde ein Wert von 30 U/mg Protein bestimmt. Das aus A. vino-
sum aufgereinigte DsrLL zeigte wie das rekombinante Protein aus E. coli deutliche Diaphoraseak-
tivitiat. Der Ky-Wert fiir NADH ebenso wie der Wert fiir die maximale Reaktionsgeschwindig-
keit Vmax zeigen jedoch, dass das DsrL aus A. vinosum unter den getesteten Bedingungen deut-

lich reaktiver ist als das rekombinante DsrL.
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Abb. 3.36: Bestimmung des Ky-Wertes des nativen DsrL aus A. vinosum fiir NADH (pH 7,5) mit MTT (5 mM)
als Elektronenakzeptor mittels Lineweaver-Burk-Plot; der Ky-Wert betrug 120 uM, Viyax 30 U/mg.

Durch Aktivitdtsfarbungkonnte nachgewiesen werden, dass die mit dem rekombinanten Protein
beobachtete hohere Reaktivitdt mit NADH im Vergleich zu NADPH auch fiir das aus A. vinosum
isolierte Protein zutrifft (s. Abb. 3.37). Mit NADH erfolgte eine deutlich stirkere Anfarbung der
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DsrL- enthaltenen Banden als mit NADPH?. Mit dieser Methode konnte auBerdem gezeigt wer-
den, dass die gemessene Diaphoraseaktivitit definitiv auf DsrL zuriickzufiihren ist. Weder die
Sulfitreduktase, noch das kontaminierende 60 kDa grosse Protein (s. 3.3.4) in der DsrL-
Anreicherung aus 4. vinosum, wurden im Aktivititsgel angefarbt. Das rekombinante DsrL liegt
in verschiedenen Multimeren vor, die alle mit der Aktivititsfarbung angefarbt wurden. Die Bil-
dung verschiedener Multimere scheint die Diaphoraseaktivitit des rekombinanten DsrL nicht zu

beeintrachtigen.

Aktivititsfarbung

—

NADH NADPH Gel

3 b4 L -
= <«
t DsrL

:§ (verschiedene
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Abb. 3.37: Aktivititsfairbung zum Nachweis der Diaphoraseaktivitat des im nativen Gel aufgetrenten rekom-
binanten DsrL aus E. coli (oben) und des nativen DsrL aus A. vinosum (unten); als Elektronenakzeptor wurde
MTT eingesetzt; zum Vergleich der Banden wurde das Coomassie-gefarbte SDS-Gel gezeigt.

Elektronenakzeptoren der DsrL-Diaphoraseaktivitit

Fiir MTT als Elektronenakzeptor wurde der Ky-Wert sowohl mit NADH, als auch mit NADPH
bei den entsprechenden pH-Optima von 7,5 und 6,0 bestimmt. Die Bestimmung erfolgte mit
Konzentrationen zwischen 10 und 150 uM. Mit NADH bei pH 7,5 wurde ein Ky-Wert von
15 uM, mit NADPH bei pH 6,0 wurde ein Ky-Wert 110 uM bestimmt (s.Tab. 3.2).

Vimax wurde fiir NADH mit 6,6 U/mg Protein bestimmt, fiir NADPH betrug V.x 2,8 U/mg Prote-
in. Ein Vergleich der fiir MTT berechneten V,x-Werte mit den entsprechenden V.,-Werten fiir

? Beide Elektronendonoren wurden in gleicher Konzentration eingesetzt, die Inkubation erfolgte mit beiden Ansit-
zen fiir 30 min bei 30 °C.
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NADH und NADPH mit MTT zeigen, dass die fiir MTT berechneten Reaktionsgeschwindigkei-
ten um ca. 50 % niedriger sind, als die entsprechenden fiir NADH und NADPH. Mdglicherweise
waren die eingesetzten NADH und NADPH-Konzentrationen (jeweils 10 mM) so hoch, dass sie
wiederum zu einer Hemmung der Enzymreaktion fiihrten. Fiir den Vergleich der Enzymaktivitét
mit den anderen getesteten Elektronendonoren sind diese Werte jedoch ausreichend, weshalb
Experimente zum Nachweis einer mdglichen Substrathemmung durch sehr hohe Konzentratio-
nen von NADPH und NADH nicht durchgefiihrt wurden.

Neben MTT wurden noch weitere Elektronenakzeptoren mit NADH als Elektronendonor der
DsrL-Diaphoraseaktivitidt bei pH 7,5 (HEPES-Puffer) getestet. Mit INT, Dichloroindophenol,
Cytochrom c aus Pferdeherz und Ferricyanid als Elektronenakzeptor konnte ebenfalls Diapora-
seaktivitit festgestellt werden. Mit den ersten drei Elektronenakzeptoren wurde jeweils der Ky-
Wert® bestimmt (s. Tab. 3.2). Die Reaktion mit Ferricyanid war jedoch so gering, dass keine

Ky-Wert-Bestimmung erfolgte.

Tab.3.2: Vergleich der verschiedenen getesteten Elektronenakzeptoren bzw. — donoren der DsrL Diaphora-
seaktivitit in Bezug auf die bestimmten Ky- und Viax-Werte.

Elektro- Elektronen- | K, K. V max
nen-donor | akzeptor Donor | Akzeptor
(uM) | (uM) U/mg

NADH' |MTT' 130 |nb 30
NADPH |MTT 830 59
NADPH MTT 110 2,8
NADH MTT 260 10,5
NADH MTT nb 16 6,6
NADH INT nb 25 2,7
NADH Dichloroin- | nb 310 21

dophenol
NADH Cytochrom |nb 37 1

c
NADH Ferricyanid |nb nb nb

! die Bestimmung erfolgte im Gegensatz zu den anderen
Werten mit nativem DsrL aus A. vinosum
nb = nicht bestimmt

* Die Bestimmung erfolgte nur mit 5 Werten jeweils in Doppelbestimmung und ist deshalb nur als Nzherungswert in
Vergleichen untereinander zu gebrauchen.
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Der Vergleich der erhaltenen Werte fiir die getesteten Elektronenakzeptoren zeigt, dass die Affi-
nitdt von DsrL zu den Tetrazoliumsalzen (MTT und INT) am hochsten ist. Die Affinitdt zu Cy-
tochrom c aus Pferdeherz ist ebenfalls sehr hoch, die Reaktionsgeschwindigkeit ist jedoch sehr
gering. Am schnellsten erfolgt die Reduktion von Dichloroindophenol, zu dem das Enzym je-
doch eine sehr geringe Affinitit besitzt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die spezifische Aktivitdt von DsrL in vitro mit 2-Elektronenak-
zeptoren, wie MTT, INT und Dichloroindophenol, deutlich héher ist, als mit den 1-Elektro-
nenakzeptoren Ferricyanid und Cytochrom c.

Mit dem Nachweis der Diaphoraseaktivitéit konnte eine Funktion von DsrL als elektronentrans-
portierendes Enzym nachgewiesen werden, das in vitro eine hohere spezifische Aktivitdt mit 2-
Elektronenakzeptoren zeigt. Die Sequenzanalyse (s. 3.3.1) von DsrL erbrachte hohe Homologien
zu Proteinen der Dinukleotid-Disulfid Oxidoreduktase Familie, zu denen Enzyme gehoren, wie
z.B. Thioredoxinreduktasen, die Disulfidbriicken reduzieren. Diese beiden Ergebnisse fiihrten zu

der Vermutung, dass DsrL. moglicherweise die Reduktion von Disulfidbriicken katalysiert.

3.3.5.5  Versuche zur moglichen Disulfidreduktaseaktivitit

Die mogliche Disulfidreduktaseaktivitit wurde mit Liponamid (2 mM), Liponsdure (5 mM), oxi-
diertem Gluthation (10 mM) und DTNB (55" Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) = Ellmans Reagenz)
(2 mM) getestet. Der Versuch wurde wie unter 2.12.8.2 fiir die Diaphorasereaktion beschrieben
durchgefiihrt. Dem Reaktionsansatz wurden jeweils rekombinantes DsrL und NADH (1 mM) als
Elektronenakzeptor bei pH 7,5 (HEPES-Puffer) zugesetzt. Mit keinem der aufgefiihrten Co-

substrate konnte eine signifikante Oxidation des eingesetzten NADH gemessen werden.

3.3.5.6 Versuche zur Reduktion von Sulfit

Die assimilatorische Sulfitreduktase aus E. coli enthélt, im Gegensatz zu den dissimilatorischen
Sulfitreduktasen, eine NADPH-bindende Flavoprotein-Untereinheit, die die Oxidation des
NADPH katalysiert und die Elektronen {iber die Sirohdm-Untereinheit auf Sulfit {ibertragt, dass
zu Sulfid reduziert wird. Enzymtests mit dem aufgereinigten DsrL/DsrAB-Komplex, NADH
(1 mM) und Sulfit (2 mM) als potentiellen Elektronenakzeptor zeigten jedoch keine NADH-

Oxidation.
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3.3.6 Physiologische Untersuchung zur Funktion von DsrL

Die Untersuchung der Funktion von DsrL auf genetischer Ebene erfolgte mit Hilfe von dsrL-
Deletionsmutanten, die, wie fiir die dsrN-Deletionsmutante unter 3.2.3.2 beschrieben, durch

»in frame*“-Mutagenese erzeugt wurden.

A) BamHI 2681 bp Bglll
Sacl 2801 bp EcoRI

A. vinosum DSM 180T

/—‘?‘4_ dsrL 21er> dsr0<_ H
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. Sacl __ 1333 bp EcoR1
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2.8 kb i i 3054
26 kb 2036
1636

1,3 kb
1,2 kb 1018
507

Abb. 3.38: A) Schematische Darstellung der genomischen Region um dsrL in Wildtyp und Mutante und Lage
der fir die Herstellung des Deletionsvektors benutzten Primer; B) Southern-Blot-Hybridisierung der dsrL-
Deletionsmutante A. vinosum AdsrL im Vergleich zum Wildtyp A. vinosum Rif50; 1/2: A. vinosum AdsrL/
A. vinosum Rif50 mit Sacl/EcoRI restringiert; 3/4: A. vinosum AdsrL /A. vinosum Rif50 mit Kpnl/Ncol restringiert; 5/6:
A. vinosum AdsrL /A. vinosum Rif50 mit BamHI /Bglll restringiert; M: 1 kb DNA-Marker.
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3.3.6.1 Konstruktion des dsrL-Deletionsvektors pK18mobsacBAdsrL

Die PCR-Fragmente zur Klonierung des dsrL-Deletionsvektors pK18mobsacBAdsrL wurden mit
den Primern LxbaA/Lrev2 (1. Fragment, 1532 bp) und Lfor2/NXbaD (2. Fragment, 1494 bp)
amplifiziert. Die Fragmente eins und zwei dienten in einer weiteren PCR-Reaktion als Matrize.
Es entstand ein 3026 kb grosses Amplifikat der genomischen Region um dsrL mit einer Deletion
der dsrL-Gensequenz von 1443 bp. Dieses Fragment wurde iiber die durch die Primer LXbaA
und LXbaD eingefligten Xbal-Schnittstellen in den ebenfalls mit Xbal restringierten
pK18mobsacB-Vektor kloniert.

3.3.6.2  Konstruktion und Identifizierung von A. vinosum AdsrL auf genetischer Ebene

Die Konstruktion, Selektion und Identifizierung der dsrL-Deletionsmutanten wurde auf die glei-
che Weise, wie fiir die dsrN-Deletionsmutante durchgefiihrt. Die Identifizierung von dsrL-
Deletionsmutanten erfolgte iiber Kolonie-PCR und {iber Southern-Blot-Hybridisierung. Die Re-
striktion der DNA erfolgte mit BamHI/Bglll, Kpnl/Ncol und Sacl/EcoRl. Wie Abbildung 3.38
zeigt, lagen die Banden der Mutante um den Betrag der Deletion unter der Bande des Wildtyps,
eine Wildtypbande ist in der Mutante nicht vorhanden. Die fertige Mutante wurde als 4. vinosum

AdsrL bezeichnet

3.3.6.3 Phiénotypische Charakterisierung von A. vinosum AdsrL

Die Auswirkung der Deletion von dsrL wurde auf physiologischer Ebene, wie fiir A. vinosum
AdsrN beschrieben, in Bezug auf die Fahigkeit zur Schwefeloxidation untersucht. Erste Hinwei-
se auf den Phénotyp der Mutante wurden durch Wachstumsversuche auf 1 1 Thiosulfatmedium
erhalten. Im Gegensatz zu A. vinosum AdsrN zeigte die AdsrL-Mutante keine Hinweise auf eine
Oxidation akkumulierten Schwefels. Die genauere Charakterisierung erfolgte auch mit dieser
Mutante im Fermenter. Der zeitliche Verlauf der Sulfidoxidation in einem Fermenter mit O-
Medium plus 2 mM Sulfid mit allen relevanten Zwischenprodukten bis zum Sulfat, ist exempla-
risch fiir A. vinosum AdsrL und A. vinosum Rif50 (Wildtyp) in Abbildung 3.39 dargestellt. Der
Vergleich zwischen Wildtyp und Mutante zeigt, dass die Oxidation des zugesetzten Sulfids und
damit die Bildung des Schwefels in der Mutante schneller erfolgte als im Wildtyp. Die Berech-
nung der Sulfidoxidations- bzw. Schwefelbildungsrate ergab eine Erhohung der Raten um bis zu
80 % in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp (s. Abb. 3.40 B). Die Oxidation des akkumulier-
ten Schwefels ist dagegen in der Mutante komplett gehemmt. Dies ist vermutlich der Grund fiir

die Erhohung der Sulfidoxidations- bzw. Schwefelbildungsrate in der Mutante. Die Schwefel-
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oxidationsrate betrdgt im Wildtyp 7,4 nmol/(min*mg Protein), in der Mutante konnte dagegen
gar keine Schwefeloxidation festgestellt werden. Die komplette Hemmung der Oxidation des
akkumulierten Schwefels zeigt sich auch darin, dass in der dsrL-Deletionsmutante kein Sulfat
gebildet wurde. Die Bildung/Oxidation von Sulfit und Polysulfiden zeigte in der Mutante keine
Unterschiede zum Wildtyp. Auch die Oxidation des Thiosulfats, das in sehr geringen Mengen (<
150 uM) als Kontamination immer in der Sulfidlosung vorhanden war, zeigte keine Unterschie-
de in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Die Menge, des aus dem Sulfanschwefel des Thio-
sulfats entstehenden Sulfats, war immer so gering, dass es nicht detektiert werden konnte. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden diese drei Schwefelverbindungen in Abb. 3.39 nicht dar-
gestellt. Die gesammelten Daten zeigen, dass DsrL absolut essentiell fiir die Oxidation des ak-
kumulierten Schwefels ist. Die Deletion des dsrL-Gens fiihrt zur kompletten Hemmung der
Schwefeloxidation.

Zur Kontrolle der genetischen Reinheit der Kulturen, wurde Zellmaterial aus jedem Fermenter

mit Kolonie-PCR {iberpriift.

3.3.6.4 Komplementation von A. vinosum AdsrL mit dsrL

Durch die Komplementation von A. vinosum AdsrL mit dsrL erfolgte ein weiterer Beweis dafiir,
dass die Deletion von dsrL allein fiir den beobachteten Phénotyp verantwortlich ist. Die Kom-
plementation erfolgte nach der gleichen Strategie, wie fiir A. vinosum AdsrN. Das dsrL-Gen
wurde mit dem Promotor des dsr-Operons und der Terminatorsequenz aus dem pET-Vektor in
den in A. vinosum replizierbaren Vektor pPBBR1IMCS2 kloniert (Klonierungsstrategie s. Abb.
3.16).

Die Klonierung des Vektors erfolgte tiber PCR mit mutagenen Oligonukleotiden. Die Amplifika-
tion des dsr-Promotors erfolgte mit den Primern Dsr-Promotor-forw und Dsr-Promotor-rev, iiber
die eine Xbal-Schnittstelle und eine Ndel-Schnittstelle in das entstehende ca. 900 bp grof3e
Fragment eingefithrt wurden. Dieses Fragment wurde in den ebenfalls mit Xbal und Ndel
restringierten DsrL-Uberexpressionsvektor pLEX2 (s. 3.3.2.1) direkt vor die dsrL-Gensequenz
(Ndel-Schnittstelle direkt im Startcodon des dsrL-Gens) eingefiigt. Dieses Konstrukt aus dsr-
Promotor und dsrL-Gen wurde mit der im Vektor an das dsrL-Gen anschlieBenden Terminator-
sequenz mit den mutagenen Oligonukleotiden Dsr-Promotor-forw und pet15b rev iiber PCR
amplifiziert. Das ~ 2,8 kb grofle Fragment wurde mit Xbal und HindIll (HindIII-Schnittstelle
tiber petl5b rev eingefiihrt) restringiert und in den mit den gleichen Enzymen verdauten Vektor

pBBR1MCS2 kloniert.
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Abb. 3.39: Umsatz von Sulfid (2 mM) in A) A. vinosum AdsrL und B) A. vinosum Rif50 (Wildtyp); dargestellt
sind die Sulfidkonzentration (gelb), die Schwefelkonzentration (rot) und die Sulfatkonzentration (griin) der Kulturen
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. Der Proteingehalt betrug in A. vinosum AdsrL 166 ug/ml, in A. vinosum Rif50
140 ug/mil.
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Abb. 3.40: A) Vergleich der Akkumulation und der Oxidation intrazellularen Schwefels und B) Vergleich der
Schwefelbildungs- und Schwefeloxidationsraten (in %) in A. vinosum Rif50 (Wildtyp, griin) und A. vinosum
AdsrL (rot) und A. vinosum AdsrL +dsrL (gelb).

Der fertige Vektor pPBBR1IMCS2dsrL wurde iiber den E. coli S17.1 in A. vinosum AdsrL konju-
giert. Die Selektion auf A. vinosum AdsrL-Klone, die das Plasmid enthielten, erfolgte auf RCV-
Phytagelplatten mit 50 ug/ml Rifampicin und 10 pg/ml Kanamycin. Kanamycinresistente Klone
sollten den Vektor tragen, wurden jedoch zusétzlich mit Kolonie-PCR iiberpriift. Die Charakteri-
sierung der Komplementationsmutante A. vinosum AdsrL + dsrL erfolgte ebenfalls im Fermenter
auf O-Medium, dem 2 mM Sulfid zugegeben wurden. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind
nur die Schwefelkurven der Kulturen in Abb. 3.40 A. dargestellt. In der Komplementationsmu-
tante ist die Sulfidoxidations- bzw. Schwefelbildungsrate im Verhéltnis zum Wildtyp und zur
Deletionsmutante stark beeintrachtigt. Die Schwefeloxidation erfolgte dagegen mit vergleichba-
ren bzw. hoheren Raten als im Wildtyp (s. Abb. 3.40 B). Die verzogerte Sulfidoxidations-
/Schwefelbildungsrate der Komplementationsmutante ist wahrscheinlich, wie schon bei der
dsrN-Komplementationsmutante vermutet wurde, auf die verminderten Wachstumsraten durch

die Expression der Kanamycinresistenz zuriickzufiihren. Die erfolgreiche Komplementation der
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Mutante zeigt sich in der Wiederherstellung der Fahigkeit zur Oxidation akkumulierten Schwe-
fels mit zum Wildtyp vergleichbaren Raten. In der Komplementationsmutante erfolgte die

Schwefeloxidation mit 9,1 nmol/(min*mg Protein), im Wildtyp mit 7,4 nmol/(min*mg Protein).

3.3.6.5 Charakterisierung von A. vinosum AdsrL und A. vinosum AdsrL + dsrL iiber
Western-Blot

Die erfolgreiche Ausschaltung des dsrL-Gens und die nachfolgende erfolgreiche Komplementa-
tion der Mutante mit ds»L wurde, auller auf genetischer Ebene, auch auf Proteinebene untersucht.
Der immunologische Nachweis des Fehlens bzw. der Produktion von DsrL erfolgte aus der 16sli-
chen Fraktion der Zellen der Fermenterkulturen. Die Western-Blot-Analyse zeigt deutlich (Abb.
3.41 A), dass DsrL in A. vinosum AdsrL nicht mehr vorhanden ist. In der Komplementationsmu-
tante ist dagegen eine deutliche Bande fiir DsrLL zu erkennen. Neben dem Nachweis des erfolg-
reichen Ausschaltens bzw. Komplementierens zeigt der Western-Blot auch, dass der DsrL-
Antikorper spezifisch an DsrL bindet.

Neben der Abwesenheit von DsrL in 4. vinosum AdsrL und der erfolgreichen Produktion von
DsrL iiber den Vektor pPBBR1IMCS2dsrL in der Komplementationsmutante, wurde die Expressi-
on der anderen Proteine des dsr-Operons exemplarisch fiir DsrE und DsrO iiber Western-Blot
tiberpriift. Das fiir DstE kodierende Gen liegt stromaufwirts von dsrL, das fiir DsrO kodierende
Gen stromabwirts von dsrL. Fiir DsrE erfolgte der Nachweis aus der 16slichen Fraktion, DsrO
wurde aus der Membranfraktion nachgewiesen. Sowohl DsrE als auch DsrO konnten in 4. vino-
sum AdsrL nachgewiesen werden (s. Abb.3.41 B.). Da gleiche Proteinmengen aufgetragen wur-
den (20 pg/Spur), ist ein direkter Vergleich der Banden moglich. Die Expression der beiden Ge-
ne ist im Vergleich zum Wildtyp in der Mutante erhoht. Die Western-Blot-Analyse fiir DsrO und
DsrE in der Komplementationsmutante zeigt dagegen, dass DsrE und DsrO in 4. vinosum AdsrL
+ dsrL wieder in gleicher Menge, wie im Wildtyp gebildet wurden. Die Deletion von dsrL hat
eindeutig keine negativen Auswirkungen auf die Expression der anderen dsr-Gene. Die erhdhte
Produktion ist vermutlich auf regulatorische Effekte zuriickzufithren (— s. Regulation unter
3.3.7). DsrL konnte erfolgreich iiber den Vektor pBBR1MCS2dsrL exprimiert und die AdsrL-

Mutante damit komplementiert werden.
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Abb. 3.41: Western-Blot zum Nachweis von A) DsrL und B) DsrO und DsrE in A. vinosum Rif50 (Wildtyp),
A. vinosum AdsrL und A. vinosum AdsrL+dsrL; die Zellen wurden entweder lithotroph oder organotroph angezo-
gen; M: Marker.

3.3.7 Hinweise auf die Regulation der Dsr-Proteine am Beispiel von DsrL

Uber Northern-Blot-Analysen wurde fiir die Gene des dsr-Operons gezeigt, dass die Zugabe von
Sulfid zum Medium die Transkription der dsr-Gene induziert (Pott-Sperling, 2000). Mit Wes-
tern-Blot-Analysen wurde nun untersucht, ob die Sulfidinduktion auch auf Proteinebene detek-
tiert werden kann. Die Produktion von DsrL wurde dazu auf Medium mit und ohne Sulfid unter-
sucht. In photoorganoheterotroph auf RCV-Medium angezogenen Zellen konnte DsrL nicht
nachgewiesen werden, die Zugabe von Sulfid zu diesen Kulturen fiihrte jedoch zu einer schwach
erkennbaren DsrL.-Bande im Western-Blot (nicht als Abbildung dargestellt).

Eindeutiger kann die Expression von DsrL in den photolithoautotroph auf Pfennigmedium kulti-
vierten Zellen der Fermenter nachgewiesen werden (s. Abb. 3.41 A). Wie schon im vorigen Ab-
schnitt erwéhnt, wird die Produktion der anderen Proteine des dsr-Operons, gezeigt am Beispiel
von DsrE und DsrO, durch die Deletion von dsrL erhoht. Die Komplementation der AdsrL-
Mutante mit dsrL fiihrt dagegen wieder zu einer zum Wildtyp vergleichbaren Bildung der Dsr-
Proteine (s. Abb. 3.41 B). Da die Sulfidoxidation in der Mutante nicht beeintrichtigt ist, lasst
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dieses Ergebnis vermuten, dass die Induktion der Transkription der dsr-Gene nicht durch das
externe Sulfid selbst vermittelt wird.

Die Komplementation der AdsrN- und AdsrL-Mutanten erfolgte mit dem entsprechenden Gen in
dem Vektor pPBBRIMCS2. Als Promotor wurde dem jeweiligen Gen in dem Vektor die 900 bp-
lange Sequenz vor dsr4, dem ersten Gen des dsr-Operons, vorangestellt. Die erfolgreiche Kom-
plementaion der beiden Mutanten zeigt die erfolgreiche Transkription der Gene mit diesem Pro-
motor, was die vermutete Promotorregion des dsr-Operons bestitigt. Western-Blot-Analysen
zum Nachweis der Produktion von DsrL in der Komplementationsmutante zeigen, dass DsrL bei
photolithotropher Anzucht auf Pfennig-Medium wie erwartet gebildet wird. Bei photo-
organotropher Anzucht der Komplementationsmutante auf RCV-Medium konnte dagegen keine
Produktion des Proteins festgestellt werden (s. Abb. 3.41 Spur 4). Die 900 bp vor dsr4 enthalten
daher wahrscheinlich den Promotor des dsr-Operons und die Bindestelle fiir das die Transkripti-

on induzierende Molekiil.

3.3.8 Suche nach dsrL-homologen Genen im Genom von A. vinosum

Wie auch schon fiir das dsrN-Gen, wurde das Genom von A. vinosum auch nach moglichen ho-
mologen dsrL-Genen durchsucht. Die heterologe Hybridisierung mit einer dsrL-Gensonde wurde

bei 60 °C durchgefiihrt. Es konnte jedoch kein weiteres dsrL-Gen detektiert werden.
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4 Diskussion

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Vermutungen iiber die Funktionen von DsrL und
DsrN, die im Laufe der durchgefiihrten Experimente zum Teil bestétigt, zum Teil aber auch re-
vidiert werden mussten. Den postulierten Funktionen der beiden Proteine war die grundlegende
Annahme gemeinsam, dass die prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase in A. vinosum wahr-
scheinlich Siro(hdm)amid und nicht Siroh&dm ist. Diese Annahme basierte auf der Entdeckung
von Matthews et al. (1995), die zeigen konnten, dass die prosthetische Gruppe der dissimilatori-
schen Sulfitreduktase in verschiedenen Desulfovibrio Arten die amidierte Form des Sirohdm, das
Siro(hdm)amid, ist. Das DsrN- homolge Protein aus Desulfobacter vibriovormis zeigt, wie auch
DsrN aus 4. vinosum hohe Homologien zu bakteriellen Cobyrinsdure-a,c-Diamidsynthasen. Die-
se Enzyme sind an der Cobalamin- (Vitamin B12-) Synthese beteiligt und katalysieren die Ami-
dierung von Cobyrinsdure zu Cobyrinsdure-a,c-Diamid (Debussche et al., 1990). Sirohdm und
Cobalamin sind verwandte tetrazyclische Strukturen, die beide, wie andere modifizierte Tetra-
pyrrole (Hdm, Chlorophyll, Him d1 und Fa30), aus Uroporphyrinogen III synthetisiert werden
(Raux et al., 2000) (s. Abb. 4.1). Die letzte gemeinsame Vorstufe von Sirohdm und Cobalamin
ist Precorrin-2. (Raux et al., 2003; Woodcock et al., 1998). Fiir das zu DsrN homologe Protein
aus D. vibrioformis wurde daher eine Funktion in der Amidierung von Sirohdm zu Si-
ro(him)amid vermutet (Larsen et al., 2000), die in Analogie fiir das DsrN-Protein aus A. vinosum
tibernommen wurde (Pott-Sperling, 2000). Die von Cobyrinsiure-a,c-Diamidsynthasen kataly-
sierte Reaktion bendtigt zwei Molekiile Glutamin, deren Amidgruppen unter ATP-Verbrauch auf
Cobyrinsdure iibertragen werden (Debussche et al., 1990). Die Tatsache, dass Glutamin als Ami-
nogruppendonor dient, fiihrte zu der postulierten Funktion fiir DsrL. Das zu DsrL-homologe Pro-
tein GItA aus Thermococcus kodakarensis, zeigt wie DsrL, signifikante Homologien zu den
kleinen Untereinheiten von Glutamatsynthasen. Fiir GItA aus 7. kodakarensis konnte eine Glu-
tamin-abhéngige Glutamatsynthaseaktivitit festgestellt werden (Jongsareejit et al., 1997). Es
wurde daher angenommen, dass DsrL in einer umgekehrten Glutamatsynthasereaktion das fiir

die Amidierung benétigte Glutamin zur Verfligung stellt (Pott-Sperling, 2000).
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Sirohdambiosynthese und die Beziehung zur Cobalamin- (Vitamin
B12), Him-, Hdm d1-, F430- und Chlorophylisynthese. Nur die fiir diese Arbeit relevanten Enzyme sind darge-
stellt.

4.1 DsrN

Siro(him)amid ist die prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase

Die Analyse der l6slichen Fraktion von photolithoautotroph auf reduzierten Schwefelverbindun-
gen angezogenen Zellen zeigte, dass in 4. vinosum Siro(hdm)amid vorhanden ist. Im Unterschied
zu Desulfovibrio vulgaris konnten jedoch aus A. vinosum nur sehr geringe Mengen an Si-
ro(him)amid aufgereinigt werden. Aus D. vulgaris wurden 70 nmol Siro(hdm)amid pro Gramm
Zellen isoliert (Prof. Dr. Russel Timkovich, pers. Mitteilung), aus A. vinosum jedoch nur 0,276

nmol Siro(hdm)amid pro Gramm Zellen. Die geringe Ausbeute aus A. vinosum ist zum Teil ver-
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mutlich auf grossere Verluste an Sulfitreduktase bei der Herstellung der lyophillisierten Aus-
gangsprobe zuriickzufiihren. Eine quantitative Entfernung der Membranbestandteile war not-
wendig, um die in hoher Konzentration vorhandenen tetrapyrrolhaltigen Bakteriochlorophylle
abzutrennen. Durch Western-Blot Analysen wurde allerdings gezeigt, dass die Sulfitreduktase
mit membrangebundenen Proteinen angereichert wird (Dahl et al., 2005). Die notwendige Ab-
trennung der Membranfraktion bringt daher einen groBeren Verlust an Sulfitreduktase mit sich.
Die notwendige Ultrazentrifugationszeit von 16 h fiihrt vermutlich zur partiellen Sedimentation
von relativ grossen cytoplasmatischen Proteinen, wie z.B. der Sulfitreduktase, was einen weite-
ren Verlust mit sich bringt.

Die Analyse der angereicherten Sulfitreduktase bestitigt das Ergebnis der Untersuchung der 16s-
lichen Fraktion. In der Sulfitreduktaseprdparation ist eindeutig Siro(hdm)amid vorhanden. Die
prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase aus 4. vinosum ist also ebenso, wie in D. vulgaris und
anderen Desulfovibrio-Arten (Matthews et al., 1995), amidiertes Sirohdm. Dieses Ergebnis bes-
tatigt die fiir das DsrN-Protein postulierte Funktion als Sirohim-Monoamid-Synthase. Von den
tiber den Extinktionskoeffizienten berechneten 45,7 nmol Siro(him)amid aus der Sulfitredukta-
seanreicherung konnten jedoch nur 3 nmol als Sirohydrochlorin-Heptamethylester-Monoamid
isoliert werden. Mdoglicherweise wurde ein Teil des Siro(hdm)amids unter den sauren Isolations-
bedingungen zusammen mit dem Protein ausgefillt. Obwohl unter anaeroben Bedingungen gear-
beitet wurde, konnte aus der Sulfitreduktaseanreicherung nur die hydroxylierte Form isoliert
werden. Dies ist jedoch eine unmittelbare Folge der geringen Menge isolierten Siro(hdm)amids.
Schon kleinste Konzentrationen von Sauerstoff reichen aus, um das isolierte Material zu oxidie-

ren (Russel Timkovich, pers. Mitteilung).

Funktion von DsrN

Aus A. vinosum wurden im Gegensatz zu D. vulgaris mehrere Siro(hdm)amidisomere isoliert.
Ein Teil der gefundenen Isomere ist vermutlich auf nicht-enzymatische Redoxreaktion wéihrend
der Isolierung zuriickzufiihren (s.o.), eine Reaktion, die wéhrend der Priparation von Siro-
hydrochlorin 6fter beobachtet wurde (Battersby et al., 1977). Dieses Ergebnis konnte aber auch
darauf hindeuten, dass das die Amidierung katalysierende DsrN-Protein nicht konsequent stereo-
spezifisch arbeitet. Das zu DsrN- homologe Protein CobB aus Pseudomonas denitrificans arbei-

tet dagegen strikt stereospezifisch (Debussche et al., 1990). Zuerst wird die Cobyrinsdure an der
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c-Position, dann an der a-Position amidiert. Die Ubertragung weiterer Amidgruppen an andere
Stellen des Tetrapyrrolrings wird von CobB nicht katalysiert.

In P. denitrificans erfolgt die Cobalaminsynthese iiber den aeroben sauerstoffabhingigen Weg,
in Salmonella thyphimurium, Bacillus megaterium und Propionibacterium freudenreichii (sher-
manii) dagegen {liber den alternativen anaeroben sauerstoffunabhiingigen Biosyntheseweg ((Scott
und Roessner, 2002) und die darin zitierte Literatur). Diese beiden Wege sind sich sehr &hnlich,
die meisten Katalyseschritte sind sogar identisch. Ein signifikanter Unterschied besteht jedoch
darin, dass im anaeroben Biosyntheseweg das zentrale Cobaltatom schon sehr friih in das Mak-
romolekiil eingebaut wird (Scott und Roessner, 2002). Im aeroben Biosyntheseweg erfolgt der
Einbau des Cobaltatoms dagegen erst gegen Ende der Synthese. CobB aus P. denitrificans kata-
lysiert bevorzugt die Amidierung der cobaltfreien Form der Cobyrinsdure (Debussche et al.,
1990). Das CobB homologe Protein aus S. thyphimurium, CbiA (Roth et al., 1993), katalysiert
dagegen die Amidierung des metallhaltigen Makromolekiils (Scott und Roessner, 2002). Die
DsrN-Sequenz zeigt eine geringfiigig hohere Ahnlichkeit zu CbiA, was die Vermutung unter-
stiitzt, dass DsrN nicht die metallfreie Sirohdmvorstufe Sirohydrochlorin amidiert. Wahrschein-
lich wird das Sirohdm direkt von DsrN amidiert. In diesem Zusammenhang ist der Phianotyp der
hergestellten AdsrN-Deletionsmutante interessant. Diese zeigte eine signifikante Verzogerung in
der Schwefeloxidation, die Fahigkeit zur Oxidation akkumulierten Schwefels war jedoch nicht
komplett gehemmt. Das Fehlen von DsrN in der Mutante fiihrt vermutlich dazu, dass Sirohdm
und nicht Siro(hdm)amid als Cofaktor in die dissimilatorische Sulfitreduktase eingebaut wird.
Die Isolation der Sulfitreduktase aus der AdsrN-Mutante zeigte, dass die Bildung und Stabilitét
des Proteins durch das Fehlen von DsrN nicht beeintrichtigt ist. Uber das charakteristische
Spektrum konnte ebenfalls Sirohdm als prosthetische Gruppe in der Suklfitreduktase der Mutante
nachgewiesen werden (die Anwesenheit der Amidgruppe kann iiber das Spektrum nicht nachge-
wiesen werden (Matthews et al., 1995)). Die fehlende Amidgruppe des Sirohdms fiihrt offen-
sichtlich zu einer geringeren Aktivitdt der Sulfitreduktase, die sich in der stark erniedrigten
Schwefeloxidationsrate der Mutante zeigt. Durch die Komplementation der Mutante mit dsrN
konnte der beobachtete Phanotyp wieder aufgehoben werden. Erwartungsgemél lagen die Oxi-
dationsraten der Komplementationsmutanten ungefdhr in der Hohe der Wildtypraten. Die
Schwankungen zwischen 80 — 120 % im Vergleich zu den Wildtyp-Schwefeloxidationsraten sind
auf unterschiedliche Wachstumsraten der Kulturen zuriickzufiihren.

Die Synthese von Sirohdm aus Uroporphyrinogen III wird in E. coli von CysG katalysiert
(Spencer et al., 1993; Warren et al., 1990) (s. Abb.4.1). cysG-defiziente E.coli-Mutanten sind
nicht mehr in der Lage Sulfit zu reduzieren und daher Cystein auxotroph (Kredich, 1996). DsrN-
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defiziente Mutanten sind dagegen in der Schwefeloxidation nicht komplett gehemmt. Die Anwe-
senheit der Sulfitreduktase konnte nicht nur im Western-Blot mit DsrB-Antikorpern nachgewie-
sen werden, sondern auch iiber das charakteristische Sirohdm-Spektrum (s.0.). Dies spricht eben-
falls fiir die oben aufgestellte Vermutung, dass DsrN die Ubertragung der Amidgruppe direkt auf
Sirohdm und nicht auf eine Vorstufe katalysiert.

Die Deletion des cysG-Gens in Klebsiella aerogenes fihrt nicht zu einer Cystein-Auxotrophie
(Kolko et al., 2001). In diesem Organismus wurde zusitzlich zu cysG ein cysG-homologes Gen
cysF gefunden, das ebenfalls die Synthese von Sirohdm aus Uroporphyrinogen III katalysiert.
Die Anwesenheit eines zweiten dsrN-Gens in A. vinosum konnte durch heterologe Hybridisie-
rung der genomischen DNA ausgeschlossen werden. Neben der erfolgreichen Komplementation
ist dies ein weiterer Beweis dafiir, dass der beobachtete Phianotyp nur auf die dsrN-Deletion zu-
riickzufiihren ist.

Ein direkter Nachweis der Sirohim-Monoamid-Synthaseaktivitdt von DsrN {iiber einen Enzym-
test konnte nicht durchgefiihrt werden, da Sirohdm, das Substrat der DsrN-katalysierten Reakti-
on, nicht kduflich erhéltlich ist. In E. coli wird Sirohdm, als prosthetische Gruppe fiir die assimi-
latorische Sulfit- und Nitritreduktase synthetisiert, Siro(hdm)amid wurde in E. coli-Zellen jedoch
nicht gefunden (Matthews et al., 1995). Dies bietet fiir die Zukunft die Moglichkeit eines einfa-
cheren direkteren Nachweises fiir die Funktion von DsrN. Die Expression von dsrN in E. coli
sollte, im Falle eines funktionierenden Enzyms, zu detektierbaren Mengen an Siro(hdm)amid in
E. coli fihren. Da in diesem Fall keine grossen Mengen an DsrN benotigt wiirden, konnte das
Problem der ,,inclusion bodies*, das bei der Uberexpression von dsrN auftrat, durch ein schwa-
ches Expressionssystem vermieden werden. Das Problem des negativ Nachweises, wie der
Nachweis des Fehlens von Siro(hdm)amid in der AdsrN-Mutante, wiirde sich in diesem Fall
nicht ergeben. Die Detektion von Siro(hdm)amid in E. coli konnte damit direkt die postulierte

Funktion von DsrN bestétigen.

Sirohimbiosynthesegene in direkter Nachbarschaft zu dsr-Genen

Auch andere Gene, die moglicherweise an der Synthese von Sirohdm bzw. Siro(hdm)amid betei-
ligt sind, befinden sich in einigen Organismen in der Ndhe der dsr-Gene. Wie in Abbildung 4.2
dargestellt, sind in Chlorobaculum tepidum dsr-Gene an zwei verschiedenen Stellen im Genom
lokalisiert (Dahl et al., 2005; Eisen et al., 2002). Einige der Gene sind dabei in beiden Clustern
vorhanden, DsrN wurde jedoch nur einmal gefunden. Interessanterweise finden sich im An-
schluss an die dsr-Gene des ersten Clusters, in dem auch DsrN lokalisiert ist, zwei Gene deren

Genprodukte Ahnlichkeiten zu Sirohimbiosynthesegenen haben. Das erste Gen cysG kodiert,
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wie oben schon erwéhnt, fiir eine Uroporphyrinogen III Methyltransferase, die in E. coli die Syn-
these von Sirohdm aus Uroporphyrinogen III katalysiert. Das zweite Gen ist eine Fusion aus ei-
nem cysG- und einem hemD-Gen (Dahl et al., 2005; Eisen et al., 2002). Das von hemD abgelei-
tete Genprodukt ist eine Urophorphyrinogen III Synthase, die den letzten Syntheseschritt, den
Ringschluss zum Urophorphyrinogen III, katalysiert (Scott und Roessner, 2002). In dem che-
motrophen Schwefeloxidierer Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 wurden ebenfalls dsr-
Gene gefunden. Die in der Genbank verfiigbharen Rohdaten (NZ AAFH0100005,
NZ AAFH01000021) zeigen eine dsrEFHCMKLJOPNR —Anordnung, die der in A. vinosum
entspricht. Ob diesen Genen, wie in 4. vinosum die dsrAB-Gene direkt vorangehen, kann auf-
grund der unvollstindigen Sequenz nicht belegt werden (Dahl et al., 2005). Im Anschluss an
dsrR, das letzte Gen des dsr-Clusters in 7. denitrificans, ist auch in diesem Organismus ein Gen
mit hohen Homologien zu cysG-Genen lokalisiert. Auch in dem sulfatreduzierenden Archaeon
Archaeoglobus fulgidus wurden dsr-homologe Gene an verschiedenen Stellen im Genom gefun-
den (Klenk et al., 1997). Vor dem dsr4-Gen befindet sich ebenfalls ein cysG-homolges Gen, das
auf dem Gegenstrang kodiert ist.

Allochromatium vinosum

dsrA dsrB. E F H C dsrM  dsrk dsrL dsrJ dsrO dsrP dsrN R dsrS

Thiobacillus denitrificans

) 00

Chlorobaculum tepidum

dsrN

cysG  cysG-hemD-
Fusion

Archaeoglobus fulgidus

A der :>- o) ) o) <::|ds’N
\i6/

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Anordnung der dsr-Gene in A. vinosum (Dahl et al., 2005), Thiobacil-
lus denitrificans (NZ_AAFH0100005, NZ_AAFH01000021), Chlorobaculum tepidum (Dahl et al., 2005) und
Archaeoglobus fulgidus (Klenk et al., 1997).
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Tab. 4.1: Mit dem BLAST-Programm (Altschul et al., 1997) ermittelte Ahnlichkeiten von DsrN zu in den Daten-
banken gespeicherten Proteinsequenzen; die zehn dhnlichsten Sequenzen die mit Standard BLAST (blastp)

detektiert wurden sind dargestellt.

mogl. Funktion bzw. Sequenzihnlichkeiten Identische | Ahnliche
Identifikation, Genbank des homologen Proteins, Aminosiu- Amino-
Organismus ren siduren
gi46202287|refZP_00208467.1| | COG1797: Cobyrinsaure a,c-Diamid Synthase
(ZZ_AAAP01003754.1) Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 52% 63 %
£1/52006355|ref]ZP00333736.1| | COG1797: Cobyrinséure a,c-Diamid Synthase
NZAAFHO01000005.1 Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 51% 63 %
gi[48831131|ref|ZP_00288209.1 | COG1797: Cobyrinsdure a,c-Diamid Synthase
NZ AAAN02000064.1 Magnetococcus sp. MC-1 46 % 61 %
21|49237224|ref|ZP_00331279.1| | COG1797: Cobyrinséure a,c-Diamid Synthase
NZ_ AADT02000001.1 Moorella thermoacetica ATCC 39073 46 % 60 %
21/53685926|ref|ZP_00099933.2 | COG1797: Cobyrinséure a,c-Diamid Synthase
NZ _AAAW02000027.1 Desulfitobacterium hafniense DCB-2 39% 58 %
gi|50877652|emb|CAG37492.1| | Mogliche Cobyrinsdure a,c-Diamid Synthase
CR522870.1 (CobB) 40 % 54 %
Desulfotalea psychrophila LSv54
gi21675059|refINP_663124.1| | DsrN Protein
NP_663124 Chlorobaculum tepidum TLS 38% 53%
2i|8671006/emb|CAB95045.1] | Cobyrinsdure a,c-Diamid Synthase
CAB95045 Desulfobacter vibrioformis 35 % 54 %
gi|46578821|ref[YP_009629.1| | Cobyrinsdure a,c-Diamid Synthase
NC 002937.3 Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str. Hil- 38 % 52 %
denborough

Lokalisation und Verbreitung von dsrN

BLAST-Suchen (Altschul et al., 1997) mit der abgeleiteten DsrN-Proteinsequenz ergaben eine
Vielzahl von homologen Sequenzen, von denen die zehn dhnlichsten in Tabelle 4.1 dargestellt
sind. Die aufgefithrten DsrN-homologen Proteine befinden sich meistens in direkter Nachbar-
schaft zu anderen dsr-Genen. Es handelt sich bei diesen demnach um ,.echte® dsrN-Gene. Durch
die Analyse von Stammbédumen - mit den dargestellten und weiteren homologen Sequenzen -
konnte diese Vermutung bestétigt werden (Johannes Sander, pers. Mitteilung). dsrN ist, wie Ta-
belle 4.1 zeigt, nicht nur in schwefeloxidierenden Bakterien vorhanden, sondern kommt auch in
allen darauthin untersuchten Sulfat- bzw. Sulfitreduzierern vor, von denen die Genomsequenz
zur Verfiigung steht (Johannes Sander, pers. Mitteilung). Eine hidufige Anordung der dsr-Gene in

Sulfatreduzierern ist dsrABDN (Zverlov et al., 2005). Das dsrD-Gen ist in allen bisher bekannten
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dsr-Loci von Sulfatreduzierern gefunden worden (Zverlov et al., 2005), in phototrophen Schwe-
feloxidieren scheint dieses Gen nicht vorhanden zu sein (Dahl et al., 2005; Eisen et al., 2002).
Die Funktion von DsrD ist bislang jedoch unbekannt. In den meisten Fillen folgt die dsrD-
Sequenz auf die dsrB-Sequenz. In dem Sulfit- aber nicht Sulfat-reduzierenden Bakterium Bi-
lophila wadsworthia ist das dsrD-Gen mit dem dsrB-Gen fusioniert (Laue et al., 2001). Dies
lasst auf eine spezifische Funktion von DsrD in der Reduktion von Sulfit schliefen (Dahl et al.,
2005). Das haufige Vorkommen von dsrN in enger Verbindung mit den flir die Sulfitreduktase
kodierenden Genen dsrA und dsrB bestitigt weiter die postulierte Funktion von DsrN als Siro-

him-Amidase.

. . rd ds, dsrN.
Desulfovibrio vulgaris

Bilophila wadsworthia —‘&‘—

Desulfobacter vibrioformis —-i >‘1 durt >—
- —)> D-my—

Desulfobacula toluolica

Desulfotalea pyschrophila —-::>‘—

Desulfobulbus rhabdoformis —-::>‘—
Thermodesulforhabdus norvegica —“i >| o :>d|sic:>

Desulfomaculum thermocisternum —-::>‘—

Archaeoglobus fulgidus —-::>‘—

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der bekannten dsr-Loci in sulfatreduzierenden Bakterien und Bilophila
wadsworthia (Sulfitreduzierer) (verandert nach (Zverlov et al., 2005)).

Dass dsrN bisher nicht in allen Sulfatreduzierern gefunden wurde ist vermutlich darauf zurtick-
zufiihren, dass dsrN in diesen Féllen an anderer Stelle, im bisher nicht sequenzierten Genom
lokalisiert ist. Im sequenzierten Genom von A. fulgidus wurde ein als chiA-homolog annotiertes
Gen in direkter Nachbarschaft zu einem dsrC-homologen Protein entdeckt, dass von dem dsr4B-
Locus weit entfernt liegt (Klenk et al., 1997) (s. Abb. 4.2). Durch Stammbaumanalysen konnte
gezeigt werden, dass es sich hierbei mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein ,.echtes* dsrN-Gen
handelt (Johannes Sander, pers. Mitteilung). Die Zuordnung bzw. die Identifizierung von ,,ech-
ten* dsr-Genen ist demnach teilweise sehr schwierig, vor allem wenn die Gene an unterschiedli-
chen Stellen im Genom lokalisiert sind und nicht durch die Anordnung in einem Cluster ent-

scheidende Hinweise geben.
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Neben dem phototrophen Schwefeloxidierer Chlorobaculum tepidum und dem chemotrophen
Schwefeloxidierer Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 wurden dsrN-homologe Sequenzen
zusammen mit anderen dsr-Sequenzen in den ebenfalls seit kurzem verfligbaren Rohsequenzen
der magnetotaktischen Bakterien Magnetospirillum magnetotacticum und Magnetococcus sp.
MC-1 gefunden. Uber die Physiologie dieser Bakterien ist noch nicht sehr viel bekannt. Magne-
tococcus sp. MC-1 wurde jedoch als mikroaerophiles Bakterium beschrieben, das Thiosulfat
oder Sulfid als Elektronenquelle nutzen kann (Meldrum et al., 1993) und intrazelluldre Schwe-
felkugeln bildet. Die Verwandtschaft von M. magnetotacticum zu Magnetococcus sp. MC-1
lasst, neben dem Vorhandensein verschiedener dsr-Gene, von denen einige, wie z.B. dsrEFH nur
in Schwefeloxidierern vorkommen (Dabhl et al., 2005), vermuten, dass diese Bakterien ebenfalls

zu einem oxidativen Schwefelstoffwechsel in der Lage sind.

Die Anwesenheit von dsrN sowohl in Sulfat/Sulfitreduzierern als auch in Schwefeloxidierern
macht die essentielle Bedeutung von DsrN im dissimilatorischen Schwefelstoffwechsel deutlich.
Im Hinblick auf die von DsrN katalysierte Reaktion, die Amidierung der prosthetischen Gruppe
der Sulfitreduktase, fiihrt dies zu der Schlussfolgerung, dass Siro(hdm)amid die prosthetische
Gruppe der dissimilatorischen Sulfitreduktasen ist. Dabei ist es unwesentlich, ob die Sulfitreduk-
tase den reduktiven Schritt vom Sulfit zum Sulfid katalysiert oder den umgekehrten oxidativen
Weg vom Sulfid zum Sulfit. Fiir die assimilatorische Sulfitreduktase aus E. coli konnte eindeutig
Sirohdm als prosthetische Gruppe bestitigt werden (Matthews et al., 1995), was zeigt, dass Si-
ro(him)amid im assimilatorischen Schwefelstoffwechsel keine Rolle spielt. Bei Siro(hdm)amid
handelt es sich demnach um einen speziellen Cofaktor im dissimilatorischen Schwefelstoffwech-

sel.

4.2 DsrL

DsrL ist keine Glutamatsynthase

Fiir die von DsrN katalysierte Amidierung des Sirohdm zum Siro(hdm)amid werden vermutlich,
in Anlehnung an die von Cobyrinsdure-a,c-Diamidsynthasen katalysierte Reaktion (Debussche et
al., 1990), ATP und Glutamin benétigt. Fiir DsrL wurde daher, aufgrund der hohen Homologien
zu GlItA aus T. kodakarensis, eine Funktion in der Bereitstellung des Glutamins {iber eine reverse
Glutamatsynthasereaktion postuliert. Die Komplementation eines Glutamatsynthase-defizienten

E. coli mit dsrL konnte die vermutete Glutamatsynthasefunktion von DsrL nicht bestitigen. Dies
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ist jedoch nicht zwangsliufig ein Beweis dafiir, dass DsrL keine Glutamatsynthaseaktivitit hat.
Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 enthélt zwei verschiedene Glutamatsynthasen,
eine NADH-abhédngige und eine Ferredoxin-abhéngige (Navarro et al., 1995). Die Expression
des glsF-Gens fiir die Ferredoxin-abhdngige Glutamatsynthase in einer glutamatauxotrophen
E. coli-Mutante fiihrte ebenfalls nicht zur Wiederherstellung eines glutamatprototrophen Stam-
mes (Navarro et al., 2000). Durch Enzymtests konnte jedoch in diesem Fall bestitigt werden,
dass in dem E. coli-Stamm ein funktionelles Enzym gebildet wurde. Eine erfolgreiche Komple-
mentation war in diesem Fall vermutlich nicht mdglich, weil in E. coli kein Ferredoxin vom Cy-
anobakterium-Typ gebildet wird (Navarro et al., 2000). Die Komplementation mit dem Gen fiir
die NADH-abhingige Glutamatsynthase aus Synechocystis sp. PCC 6803 stellte dagegen den
Wildtypphinotyp wieder her (Chavez et al., 1995). Die Expression von dsrL konnte in dem ge-
testeten Glutamatsynthase-defizienten E. coli-Stamm ebenfalls nachgewiesen werden, Glutamat-
synthaseaktivitét zeigte das aufgereinigte rekombinante Protein jedoch nicht. Das Ergebnis wird
durch Untersuchungen an der zu DsrL homologen B-Untereinheit der Glutamatsynthase (GItD)
aus Azospirillum brasiliense unterstiitzt. Rekombinantes aufgereinigtes GItD katalysiert die
NADPH-abhingige Reduktion verschiedener synthetischer Elektronendonoren (Diaphoraseakti-
vitdt), die auch mit dem rekombinanten DsrL detektiert wurde, jedoch nicht die Synthese von
Glutamat aus L-Glutamin (oder Ammonium) und 2-Oxoglutarat (Vanoni et al., 1996). AuBlerdem
wurde eindeutig bewiesen, dass die L-Glutamin-Amidotransferase-Domaéne, die fiir die Gluta-
matsynthasereaktion essentiell ist, in der a-Untereinheit der Glutamatsynthasen (GItB) lokalisiert
ist (Vanoni und Curti, 2005). Enzymtests mit partiell angereichertem nativem DsrL aus A. vino-
sum zeigten ebenfalls keine Glutamatsynthaseaktivitit. Durch den Nachweis der Diaphoraseakti-
vitdt, sowohl mit rekombinanten, als mit dem nativen DsrL, konnte ausgeschlossen werden, dass
die fehlende Glutamatsynthaseaktivitéit auf inaktives Protein zuriickzufiihren ist. Bei DsrL han-
delt es sich demnach nicht um eine Glutamatsynthase. Ebenso ist es eher unwahrscheinlich, dass
das T. kodakarensis gltA-Gen tatsdchlich eine funktionelle Glutamatsynthase kodiert. Vermutlich
handelt es sich in diesem Fall um die NADPH-abhéngige Reduktaseuntereinheit einer ,,verkiirz-
ten* archaealen Glutamatsynthase oder um die Untereinheit eines bis jetzt unbekannten Enzyms

(Vanoni und Curti, 2005).

Enthalt DsrL Eisen-Schwefel-Cluster?

Der FAD-Gehalt des rekombinanten DsrL wurde iiber spektroskopische Messungen mit 1 Mol
FAD pro Mol DsrL bestimmt, die postulierten Eisen-Schwefel-Cluster konnten jedoch iiber bio-

chemische Analysen nicht detektiert werden. Das Vorhandensein von Eisen-Schwefel-Clustern
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in dem rekombinanten GItA aus 7. kodakarensis wurde ebenfalls nur aufgrund der Sequenzana-
lyse angenommen (Jongsareejit et al., 1997), eine experimentelle Bestitigung wurde nicht
durchgefiihrt. Im Aminoterminus der kleinen Glutamatsynthasen wurden zwei Gruppen mit kon-
servierten Cysteinresten gefunden, von denen einige - wenn nicht alle - in die Bindung von
[4Fe-4S]-Clustern involviert sind (Pelanda et al., 1993; Vanoni und Curti, 1999). In DsrL fehlt
jedoch das zweite konservierte Cystein im ersten Cluster, eine mdgliche Erklarung fiir das Feh-
len von mindestens einem Eisen-Schwefel-Cluster in DsrL. In dem rekombinanten GltD-Protein
aus A. brasiliense konnten ebenfalls keine Eisen-Schwefel-Cluster nachgewiesen werden
(Vanoni et al., 1996), da fiir die korrekte Bildung der Eisen-Schwefel-Cluster ein intaktes of-
Protomer (d.h. a- und B-Untereinheit der Glutamatsynthase) notwendig ist (Vanoni und Curti,
2005). In der Néhe der dsrL-Sequenz konnte jedoch kein zu der groBen (o-) Untereinheit von
Glutamatsynthasen homologes Gen entdeckt werden, das moglicherweise zusammen mit DsrLL
einen Glutamatsynthase-dhnlichen Komplex bildet. Dies stellt das Vorhandensein der N-
terminalen Eisen-Schwefel-Cluster in DsrL in Frage. Allerdings ist das rekombinante GItD aus
A. brasiliense ein Monomer (Vanoni et al., 1996), wihrend das rekombinante DsrLL verschiedene
Multimere ausbildet und das native DsrLL als Homodimer vorliegt. Da die Aufreinigung von na-
tivem DsrL nur in Verbindung mit der Eisen-Schwefel-Cluster enthaltenden Sulfitreduktase
moglich war, konnte das entsprechende Prdparat nicht zur Bestimmung des Eisen-Schwefel-
Gehaltes herangezogen werden. Eine Bestitigung der postulierten Eisen-Schwefel-Cluster in

DsrL konnte daher nicht erbracht werden.

Ahnlichkeiten von DsrL zu weiteren Proteinen bekannter Funktion

Da eindeutig festgestellt wurde, dass es sich bei DsrL nicht um eine Glutamatsynthase handelt,
stellte sich die Frage, welche Funktion DsrL stattdessen in der Schwefeloxidation von
A. vinosum ausgeiibt. Durch die Herstellung einer AdsrL ,,in frame“-Deletionsmutante konnte
eindeutig gezeigt werden, dass DsrL fiir die Schwefeloxidation essentiell ist. Im Gegensatz zur
AdsrN-Mutante war die AdsrL-Mutante komplett in der Schwefeloxidation gehemmt. Dies ist im
tibrigen ein weiterer Beweis dafiir, dass DsrL und DsrN nicht in der postulierten Art und Weise
in Zusammenhang stehen. Durch die Komplementation der AdsrL-Mutante mit dsrL (in trans)
konnte die Fahigkeit zur Oxidation akkumulierten Schwefels mit zum Wildtyp vergleichbaren
Raten wiederhergestellt werden. Der Verlust von DsrL ist damit eindeutig der einzige Grund fiir

den beobachteten Phinotyp der Mutante.
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Durch Sequenzvergleiche wurden bisher eine Vielzahl von Proteinen gefunden, die wie DsrL
Homologien zu der B-Untereinheit der Glutamatsynthase zeigen, vermutlich jedoch keine Glu-
tamatsynthaseaktivitit aufweisen (Vanoni und Curti, 2005). Eines dieser Proteine ist SudA, dass
zusammen mit SudB die Untereinheiten der Sulfid-Dehydrogenase (SuDH) aus Pyrococcus furi-
osus bildet (Hagen et al., 2000a). Dieses hyperthermophile Archaeon betreibt eine Art fermenta-
tiven Stoffwechsel, bei dem Schwefel/Polysulfide als zusétzlicher Elektronen-,,Sink® genutzt
werden konnen. SuDH katalysiert die Reduktion von Polysulfiden zu H,S und zeigt auBerdem
eine Funktion als Ferredoxin:NADP-Oxidoreduktase, eine Glutamatsynthaseaktivitit konnte mit
diesem Enzym jedoch nicht festgestellt werden (Hagen et al., 2000a; Hedderich et al., 1999; Ma
und Adams, 1994). In Verbindung mit der nachgewiesenen essentiellen Funktion von DsrL in
der Oxidation des akkumulierten Schwefels in 4. vinosum, wére eine zu SuDH &hnliche Enzym-
reaktion von DsrL sehr gut moglich. Phylogenetische Analysen mit den B-Untereinheiten von
Glutamatsynthasen und dazu homologen Proteinen zeigten jedoch, dass DsrL aus A. vinosum
und SudA aus P. furiosus nicht in die gleiche Gruppe fallen (Andersson und Roger, 2002). Au-
Berdem ist das aktive SuDH, wie die bakterielle NADPH-Glutamatsynthase ein Heterodimer.
Die zweite Untereinheit SudB ist ebenfalls ein Flavoprotein mit einer NADPH-Bindestelle und
einem Eisen-Schwefel-Cluster (Hagen et al., 2000a), zeigt jedoch keine Homologien zu SudA
und DsrL. Durch die Bildung des DsrL-Homodimers konnte das Fehlen von SudB moglicher-
weise ausgeglichen werden. Uber den genauen Reaktionsmechanismus von SuDH aus P. furio-
sus und die Aufgabe der einzelnen Untereinheiten, sowie Substratbindestellen und den Elektro-

nenfluss im Protein ist bisher jedoch noch nichts bekannt.

DsrL zeigte, wie auch die kleinen Untereinheiten der Glutamatsynthasen, hohe Ahnlichkeiten zu
FAD-enthaltenen Pyridin-Nukleotid-Disulfidreduktasen (FDR) (Vanoni und Curti, 2005). Dies
schlieft jedoch nicht den N-terminalen Sequenzbereich mit ein, der den FDR's fehlt und in dem
bei den GltD-Proteinen (und Homologen) die Eisen-Schwefel-Cluster koordiniert werden (s.0.).
Zu der FDR-Familie gehdren eine ganze Reihe von Enzymen, die untereinander hohe Sequenz-
homologien und strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen. Alle katalysieren die Pyridin-Nukleotid-
abhingige Reduktion einer ganzen Reihe von meist Disulfidbriicken enthaltenen Substraten
(Argyrou und Blanchard, 2004). In allen Enzymen dieser Familie wurden zwei Dinukleotidbin-
destellen gefunden, von denen die N-terminal gelegene FAD und die C-terminale NAD(P)H bin-
det. Im Gegensatz zur NADPH-Glutamatsynthase und zur Sulfid-Dehydrogenase handelt es sich
bei diesen Proteinen, wie bei dem nativen DsrL, in den meisten Fillen um ein Homodimer. Alle

Enzyme dieser Klasse nutzen neben dem nichtkovalent gebundenen Flavincofaktor mindestens
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ein weiteres Redoxzentrum, bei dem es sich in den meisten Féillen um ein redoxaktives Disulfid
handelt (Argyrou und Blanchard, 2004). Zu der FDR-Familie gehdren unter anderem Glutathion-
(Schulz et al., 1978) und Thioredoxinreduktasen (Waksman et al., 1994), sowie Liponamidde-
hydrogenasen (Mattevi et al., 1991) und Alkylhydroperoxidasen (Wood et al., 2003). In Glu-
tathionreduktasen (GR), wie auch in Liponamiddehydrogenasen und einigen anderen Mitglie-
dern der FDR-Familie, ist das redoxaktive Cysteinpaar durch ein charakteristisches CXXXXC-
Motiv konserviert, das in diesen Enzymen in der FAD-Doméne lokalisiert ist (Argyrou und
Blanchard, 2004). Diese Enzyme katalysieren die Reduktion von Disulfidbriicken in relativ klei-
nen Molekiilen, wie Glutathion und Liponamid. Im Gegensatz dazu reduzieren Thioredoxinre-
duktasen (TR) und Alkylhydroperoxidasen (AhpF) Disulfidbriicken in wesentlich groferen Sub-
straten, wie Thioredoxin und Peroxiredoxinen (wie AhpC, s.u.) (Poole und Ellis, 1996; Wang et
al., 1996). Diese Enzyme enthalten ebenfalls ein konserviertes Disulfid, dass jedoch durch ein
charakteristisches CXXC-Motiv reprisentiert wird. Im Gegensatz zu der oben genannten Gruppe
ist dieses CXXC-Motiv nicht in der FAD- sondern in der NAD(P)H-Bindedoméne lokalisiert
(Kuriyan et al., 1991; Poole, 1996) (s. Abb. 4.4.). Peroxiredoxine, wie AhpC aus Salmonella
thyphimurium sind kleine (~22 kDa) ubiquitir verbreitete Proteine, die ein Cysteinpaar zur Re-
duktion und damit Detoxifizierung von H,O, und organischen Peroxiden nutzen (Poole, 1996;
Wood et al., 2003). Nach dieser Reaktion miissen die Peroxiredoxine selbst wieder reduziert
werden, ein Prozess, der von Alkylhydroperoxidasen (AhpF) katalysiert wird. Das AhpF/AhpC-
System aus S. typhimurium gehort in diesem Bereich zu den bestuntersuchtesten Systemen
(Poole, 2005). Das zu Thioredoxinreduktasen &hnliche AhpF enthilt wie diese ein in der
NAD(P)H-Domine gelegenes redoxaktives Cysteinpaar (CXXC). Dariiber hinaus enthalten diese
Enzyme jedoch einen um ~200 Aminosduren ldngeren N-Terminus, der den Thioredoxinredukta-
sen fehlt (Poole, 2005). In diesem Sequenzabschnitt ist ein weiteres CXXC-Motiv lokalisiert,
dessen Cysteinreste wie das erste Cysteinpaar an der Reduktion des Substrats (AhpC) beteiligt
sind (Poole, 1996). In DsrL ist jedoch an keiner der oben beschriebenen Positionen ein konser-
viertes Cysteinpaar (weder CXXXXC noch CXXC) zu finden. Ein einzelner Cysteinrest befindet
sich in der DsrL-Sequenz zwischen dem FAD- und dem NADH-Bindemotiv. Der Sequenzver-
gleich (s. Abb.3.20) mit den anderen detektierten ,,echten“-DsrL-Proteinen (s.u.) zeigt jedoch,
dass dieser Cysteinrest an derselben Position nur in den drei zu DsrL dhnlichsten Sequenzen
konserviert ist. Die drei anderen ,,echten* DsrL-Sequenzen zeigen dagegen einen untereinander
konservierten Cysteinrest nach der NADH-Bindestelle. Aufgrund des fehlenden zweiten
Cysteinrestes und der wenig konservierten Position in den ansonsten sehr homologen ,,echten‘-

DsrL-Proteinen, ist eine katalytische Funktion dieses Restes eher unwahrscheinlich. Durch En-
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zymtests konnte eine mogliche Disulfidreduktaseaktivitdt von DsrL, unter den hier getesteten
Versuchsbedingungen mit den eingesetzten Disulfidbriicken enthaltenden Substraten, nicht

nachgewiesen werden.

Glutathionreduktase
Lipoamiddehydrogenase | LlD l NADPH' |
CXXXXC
Thioredoxinreduktase [ rap | NaprH | |
—
CXXC
Alkylhydroperoxidase (AhpF) | | FAD | NADH | |
— —
CXXC CXXC

Glutamatsynthase B-Untereinheit (GI1tD)
Sulfide-Dehydrogenase (SuDH)

[FeSFeS| FAD [ NADPH | |

Dihydropyrimidin Dehydrogenase | LiGE FeSl L L) | NADPH | | FMN ) i
DsrL FeS FeS| FAD NADH [ Fes Fes]|
C
CXXC
? ?

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Domédnenanordnungen in verschiedenen Flavoproteinen; bei den
gezeigten Proteinen handelt es sich Homodimere; einizge Ausnahmen sind die R-Untereinheit der Glutamatsynthase
(GItD) und die Sulfiddehydrogenase (SudA), beide bilden ein Heterodimer (GItD + GItB und SudA + SudB).

Im Gegensatz zu den bisher in diesem Abschnitt beschriebenen Proteinen, enthdlt die DsrL-
Sequenz einen zusidtzlichen C-Terminus, der hohe Homologien zu den zwei [4Fe-4S]-Cluster
enthaltenden Ferredoxinen aufweist und auf die ,,zusétzliche* Bindung von Eisen-Schwefel-
Clustern hinweist. Dieser Sequenzabschnitt und vor allem die Cysteinreste sind unter den detek-
tierten ,,echten*“-DsrL-Proteinen hochkonserviert, was eine essentielle Funktion in der DsrL-
katalysierten Reaktion nahe legt. Das erste Cysteincluster im C-Terminus enthédlt sechs konser-
vierte Cysteinreste, fiir die Bindung von [4Fe-4S]-Clustern sind nur die letzten vier notwendig.
Moglicherweise bilden die zwei davorliegenden Cysteine, die in einem CXXC-Motiv angeordnet
sind, das fiir eine Disulfidreduktaseaktivitit notwendige Cysteinpaar. Moglich ist jedoch auch,
dass die potentiellen Eisen-Schwefel-Cluster selbst an der Substratbindung und Aktivierung be-
teiligt sind. Eine solche Aufgabe, wie auch eine Funktion in der Stabilisierung des Proteins, wur-
de fiir eine Reihe von Eisen-Schwefel-Clustern in Proteinen nachgewiesen (Beinert et al., 1997;
Beinert, 2000; Vanoni und Curti, 1999). Fiir die Heterodisulfidreduktase aus dem Archaeon Me-
thanothermobacter marburgensis wurde vor kurzem eine direkte Bindung des Coenzyms M an
ein [4Fe-4S]-Cluster im aktiven Zentrum gezeigt. Da Heterodisulfidreduktasen aus methanoge-

nen Archaea die Reduktion des Heterodisulfids CoM-S-S-CoB zu Coenzymen M (CoM-SH) und
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Coenzym B (CoB-SH) katalysieren, bindet das Disulfid vermutlich wihrend der Reduktion an
das Eisen-Schwefel-Cluster (Shokes et al., 2005).

Auch in der Dihydropyrimidin-Dehydrogenase aus Schweineleber wurde eine Ferredoxin-
dhnliche Doméne gefunden (Hagen et al., 2000b; Rosenbaum et al., 1998). Dieses Enzym ist
ebenfalls ein homodimeres Eisen-Schwefel-Flavoenzym, dass den ersten Schritt in der NADPH-
abhingigen Reduktion von Pyrimidinen katalysiert. Neben der wie in DsrL C-terminal gelegenen
Ferredoxindoméine, enthélt das Protein eine N-terminale Doméne, die, wie in DsrL, hohe Homo-
logien zu den kleinen Untereinheiten von Glutamatsynthasen aufweist. Zwischen diesen beiden
Dominen ist jedoch eine weitere Domédne inseriert, die Homologien zu Dihydroorotat-
Dehydrogenasen aufweist und das Pyridinsubstrat bindet. Fiir die C-terminal gelegenen Eisen-
Schwefel-Cluster konnte aufgrund des geringen gemessenen Redoxpotentials bisher keine kata-
lytische Funktion gefunden werden. Die N-terminal gelegenen Cysteinreste sind vermutlich, wie
die aus Glutamatsynthasen, in den Elektronentransfer vom NADPH zum Substrat notwendig
(Hagen et al., 2000b; Vanoni und Curti, 2005).

Wie Abbildung 4.4 zeigt, konnten sehr viele Ahnlichkeiten zu den Dominen verschiedener Pro-
teine mit bekannten Funktion gezeigt werden, dennoch gibt es zum Teil starke Unterschiede, die
eine Funktion von DsrL, identisch mit der eines bisher bekannten Proteins, ausschlief3en. Keines
der genannten Proteine entspricht in vollstindiger Lénge der DsrL-Sequenz. Fiir den Nachweis
einer essentiellen Funktion der diskutierten Cysteinreste in der von DsrL katalysierten Enzymre-

aktion sind weitere experimentelle Untersuchungen erforderlich.

Lokalisation, Verbreitung und mégliche Funktion von DsrL

Wie schon fiir DsrN so wurde auch mit der abgeleiten DsrL-Proteinsequenz eine BLAST-Suche
(Altschul et al., 1997) durchgefiihrt. Tabelle 3.2 zeigt nur die zehn dhnlichsten Proteinsequenzen
zur DsrL-Sequenz. Bei den ersten fiinf Organismen handelt es sich um dieselben schwefeloxidie-
renden Bakterien, die schon bei der DsrtN-BLAST-Suche detektiert wurden, d.h. in diesen Orga-
nismen wurden weitere dsr-Gene gefunden. Die detektieren dsrL-homologen Gene sind damit
,.echte*“-dsrL-Gene. Die folgenden aufgefiihrten fiinf Proteine zeigen viel geringere Ahnlichkei-
ten zu DsrL, auBBerdem wurden in diesen Organismen keine weiteren dsr-Gene gefunden (bei der
dritten Chlorobaculum tepidum — Sequenz (10. Stelle) handelt es sich vermutlich um eine echte
Glutamatsynthaseuntereinheit), was deutlich macht, dass es sich hierbei nicht um DsrL-Proteine
handelt. Durch Stammbaumanalysen konnte diese Vermutung bestitigt werden (Johannes San-
der, pers. Mitteilung). ,,Echte® DsrL-Proteine wurden damit bisher nur in schwefeloxidierenden

Bakterien gefunden, was eine spezielle Bedeutung des Proteins in der Schwefeloxidation nahe
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legt, wie sie fiir das DsrD-Protein (s.0.) in der Sulfitreduktion beschrieben wurde. In Chloroba-
culum tepidum liegen dsr-Gene in zwei verschiedenen Clustern vor (s. Abb. 4.2). Dabei treten
dsrCABL in beiden Clustern auf, was moglicherweise ein Hinweis auf eine zentrale Rolle der
Proteine in der Schwefeloxidation sein konnte. Die Verdopplung von dsrL mit dsr4B konnte auf

eine nédhere katalytische Verbindung der beiden hindeuten.

Durch die Aufreinigung des nativen DsrL aus 4. vinosum konnten interessante Hinweise auf eine
mogliche Funktion des Proteins gefunden werden. Ein Teil des nativen DsrL wurde nach der
Gelfiltration als freies Homodimer detektiert, ein Grofiteil des Proteins eluierte nach der Gel-
filtration jedoch in einem gemeinsamem Peak mit der Sulfitreduktase. Durch das gemeinsame
Elutionsvolumenmaximum, das einer berechneten Grésse von ~310 kDa entspricht, wurde ein
Komplex aus Sulfitreduktase (170 kDa) und DsrL-Dimer (140 kDa) vermutet. Dieser konnte
durch Western-Blot-Analysen eindeutig nachgewiesen werden, was eine Interaktion der beiden
Proteine in vivo nahe legt. Dass die Bande des jeweils einzelnen freien Proteine im nativen Gel
starker erschien, als die Bande des gemeinsamen Komplexes, ist vermutlich auf die gele-
lektrophoretische Auftrennung der Proteine zuriickzufiihren, durch die der Komplex anscheinend
teilweise zerstort wird.

Eine Aufreinigung der Sulfitreduktase aus A. vinosum wurde bereits von (Schedel et al., 1979)
durchgefiihrt. Das Protein konnte bis auf zwei kontaminierende Polypeptide sauber dargestellt
werden. Dies entspricht damit exakt der in dieser Arbeit dargestellten Aufreinigung von DsrL
zusammen mit der Sulfitreduktase und noch einem weiteren nicht identifizierten Protein. Die
Grosse der kontaminierenden Proteine wurde jedoch nicht beschrieben, so dass eine genaue I-
dentifizierung von DsrL als kontaminierendes Protein nicht durchgefiihrt werden konnte. Dass
die kontaminierenden Proteine im Verhéltnis zur Sulfitreduktase als viel schwécher beschrieben
wurden (Schedel et al., 1979), ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass keine stabilisierenden
Agenzien zur Aufreinigung eingesetzt wurden. Die Zugabe von TCEP, Glycerol und EDTA hat
sich im Zuge dieser Arbeit fiir die Stabilisierung von DsrL als sehr wichtig herausgestellt. Die
Sulfitreduktasepriparation, die in dieser Arbeit zum Siro(hdm)amidnachweis durchgefiihrt wur-
de, enthilt DsrL in sehr viel geringerer Konzentration, obwohl das Aufreinigungsschema zu dem
der DsrL-Aufreinigung sehr dhnlich ist. Diese Aufreinigung wurde jedoch ohne die oben ge-
nannten Agenzien durchgefiihrt. In diesem Fall kann DsrL leicht als Kontamination angesehen
werden. Interessanterweise wurde die iiber Gelfiltration bestimmte Grosse der Sulfitreduktase

von (Schedel et al., 1979) mit 280 kDa angegeben, was zu der Vermutung fiihrte, dass DsrAB in
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vivo eine a4fs-Struktur ausbildet. Moglicherweise handelte es sich auch in diesem Fall um einen

Komplex aus DsrAB und DsrL.

Fir DsrL konnte sowohl mit dem rekombinanten, als auch mit dem nativen Enzym aus
A. vinosum, iiber die Diaphoraseaktivitdt eine Funktion als elektronentransportierendes Enzym
nachgewiesen werden. Durch die Bestimmung der Ky-Werte und der pH-Optima fiir NADPH
und NADH konnte eindeutig gezeigt werden, dass die DsrL-katalysierte Reaktion in vivo NADH
als Elektronendonor nutzt. Die bevorzugte Reaktion mit NADH weist eher auf eine Beteiligung
am Energiestoffwechsel, als auf eine Beteiligung an biosynthetischen Prozessen hin. Da DsrL
bisher nur in schwefeloxidierenden Bakterien gefunden wurde (s.0.), libt dieses Enzym vermut-
lich eine essentielle Funktion in der Schwefeloxidation aus. Die gezeigte enge Interaktion von
DsrL mit der Sulfitreduktase grenzt die mdglichen Funktionen von DsrLL weiter ein. Moglicher-
weise ist DsrL das Pendant zu der Flavoproteinuntereinheit der assimilatorischen Sulfitredukta-
sen. In diesen Enzymen werden die Elektronen von NADPH iiber die Flavoproteinuntereinheit
auf die Sirohdmuntereinheit und dann auf Sulfit {ibertragen (Crane et al., 1997). In der umkehr-
ten Reaktion konnte die dissimilatorische Sulfitreduktase aus A4. vinosum die Elektronen von
Sulfid auf DsrL iibertragen, das dann NAD" zu NADH reduziert. Durch Enzymtests mit dem
aufgereinigten DsrL-Sulfitreduktase-Komplex konnte die Reaktion der assimilatorischen Sul-
fitreduktase, d.h. die Oxidation von NAD(P)H mit Sulfit als Elektronenakzeptor, jedoch nicht
nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den von Schedel et al. (1979) durchgefiihrten Untersu-
chungen an der aufgereinigten Sulfitreduktase aus 4. vinosum (s.0.) liberein, bei denen weder mit
NADPH, noch mit NADH Sulfitreduktaseaktivitit festgestellt werden konnte. Diese Ergebnisse
stellen die Ubertragung der Elektronen von DsrAB iiber DsrL auf NAD" in Frage. Zudem wiirde
eine solche Reaktion sozusagen einen ,,Kurzschluss* im Elektronentransport verursachen, die
auBerdem die Funktion/Notwendigkeit der anderen Dsr-Proteine ebenfalls in Frage stellen wiir-
de. Dass DsrL eine solche Funktion ausiibt, ist daher eher unwahrscheinlich.

Sehr viel einleuchtender erscheint dagegen eine Funktion von DsrL in der ,,Anlieferung® des
Substrats fiir die Sulfitreduktase. DsrAB ist, wie die meisten der dsr-Proteine, im Cytoplasma
lokalisiert (Dahl et al., 2005; Hipp et al., 1997; Pott und Dahl, 1998), die Schwefelkugeln liegen
jedoch extracytoplasmatisch im Periplasma (Pattaragulwanit et al., 1998). Da die reverse Sul-
fitreduktase zudem einen sechs-Elektronenschritt vom Sulfid zum Sulfit katalysiert, wird vermu-
tet, dass zunidchst eine reduktive Aktivierung des Schwefels zur Oxidationsstufe —2 erfolgt, der
dann durch eine reverse Sulfitreduktase zu Sulfit oxidiert wird (Pott und Dahl, 1998). In Thioba-

cillus ferrooxidans wurde festgestellt, dass wihrend der aeroben und anaeroben Inkubation auf
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elementarem Schwefel, kleine Mengen von H,S freigesetzt wurden (Bacon und Ingledew, 1989),
was fiir den oben schon erwéhnten initialen Reduktionsschritt in der Aktivierung des Schwefels
spricht (Pronk et al., 1990). Eine direkte Umsetzung zu Sulfid im Periplasma, dass dann {iber
Diffusion ins Cytoplasma gelangt, ist unwahrscheinlich. Zum einen stellt sich die Frage, wie eine
direkte Reoxidation des Sulfids zum Schwefel verhindert werden soll und zum anderen, wieso
nicht parallel zur periplasmatischen Oxidation des Sulfids, die zur Bildung von Schwefelkugeln
fiihrt, die durch die Sulfitreduktase katalysierte Oxidation vom Sulfid zum Sulfit stattfinden soll-
te (Pott und Dahl, 1998). Es ist daher wahrscheinlich, dass der Schwefelkugelschwefel in einer
bisher jedoch noch unbekannten Form (mdglicherweise als Perthiol) ins Cytoplasma transportiert
und dort reduktiv aktiviert wird, um dann von DsrAB weiter oxidiert werden zu konnen. Mogli-
cherweise katalysiert DsrLL diese reduktive Abspaltung des Hydrogensulfids, dass durch die enge
Interaktion von DsrL mit der Sulfitreduktase direkt iibertragen werden kann.

Untersuchungen intrazelluldrer Thiole in A. vinosum zeigten, dass in diesem Bakterium, wie
auch in anderen Chromatium-Arten, anstelle von Glutathion grosse Mengen an Glutathionamid
vorhanden sind (Bartsch et al., 1996). Wahrend des photoautotrophen Wachstums auf Sulfid
steigt der Anteil der Persulfidform des Glutathionamids - das Glutathionamidperthiol - stark an,
weshalb vermutet wurde, dass das Glutathionamid als der gesuchte Carrier fungieren wiirde, der
durch einen steten Wechsel zwischen der Monosulfid- und Persulfidform den Schwefel transpor-
tieren konnte (Pott und Dahl, 1998). Eine mogliche Beteiligung von Glutathionamid am Schwe-
felstoffwechsel in 4. vinosum wird auBBerdem durch die mit XANES- (X-ray absorption near
edge structure) Spektroskopie durchgefiihrten ,,in situ“-Messungen zur Bestimmung der Struktur
des Schwefels in den Schwefelkugeln von 4. vinosum unterstiitzt (Prange et al., 2002b; Prange,
2002; Prange et al., 2002a). Die gemessenen ,,in situ“-Spektren lieen sich am besten durch Re-
ferenzspektren mit einem Gemisch aus Polymerschwefel und Glutathion darstellen. Da Glutathi-
onamid in diesen Messungen vom Glutathion nicht zu unterscheiden ist, wurde aufgrund der
oben genannten Ergebnisse spekuliert, dass Glutathionamid als organische Restgruppe an den
Schwefelketten vorhanden ist und/oder als Schwefelcarrier in der Schwefeloxidation fungiert
(Prange et al., 2002b; Prange, 2002; Prange et al., 2002a). Der Schwefel aus den Schwefelkugeln
konnte liber das Glutathionamidperthiol iiber einen bisher noch unbekannten (Transport-)Weg
ins Cytoplasma gelangen, wo das Perthiol wieder zum Thiol reduziert werden muss, um das
Hydrogensulfid als Substrat fiir die Sulfitreduktase freizusetzen. Moglicherweise wird dieser
Schritt von DsrLL unter Oxidation von NADH katalysiert. Untersuchungen mit Zellextrakten ha-
ben gezeigt, dass die in A. vinosum vorhandene Glutathionamid-Reduktase bevorzugt mit NADH

interagiert. Der Einsatz von NADPH verringert die Enzymaktivitit auf < 2% der Aktivitdt mit
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NADH (Bartsch et al., 1996). Das gleiche wurde beim Austausch von oxidiertem Glutathiona-
mid gegen oxidiertes Glutathion beobachtet. Die aus Chromatium gracile isolierte Glutathiona-
mid-Reduktase zeigt ebenfalls eine hohe Spezifitit fiir NADH und Glutathionamid (Vergauwen
et al., 2001a; Vergauwen et al., 2001b). DsrL reagiert ebenso bevorzugt mit NADH, mit oxidier-
tem Glutathion konnte keine Enzymreaktion detektiert werden. Da Glutathionamid nicht kduflich
erhéltlich ist, konnte diese Verbindung nicht getestet werden. Die beobachtete enge Verbindung
von DsrL mit der Sulfitreduktase wire jedoch optimal fiir eine effiziente Ubertragung des Sulfids
als Substrat fiir die Sulfitreduktasereaktion. Ein Modell zur moglicherweise von DsrL katalysier-

ten Reaktion mit Glutathionamid als Schwefelcarrier ist in Abb. 4.5 dargestellt.

GASSH
GASH
Periplasma
:
Cytoplasma ¥

Abb. 4.5.: Modell zur méglichen Funktion von DsrL in der Schwefeloxidation von A. vinosum; eine Schwefel-
kugel ist schematisch durch die Anordnung der umgebenden Schwefelkugelproteine SgpA, SgpB und SgpC darge-
stellt (Brune, 1995a; Pattaragulwanit et al., 1998); GASH : Gluthationamid, GASSH : Gluthationamidperthiol.

Bei Drucklegung dieser Arbeit wurden Rohsequenzen der schwefeloxidierenden Bakterien Chlo-
robium limicola (AAHJ01000000) und Chlorobium phaeobacteroides (AAIB01000016.1) verot-
fentlicht. In beiden Organismen wurden mehrere dsr-Gene gefunden, darunter auch dsrN- und
dsrL- homologe Gene. Diese Daten unterstiitzen weiter die in dieser Arbeit dargestellten Ergeb-

nisse zur Funktion von DsrN und DsrL.
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S Zusammenfassung

e Aus photolithoautotroph angezogenen Zellen des phototrophen Schwefelpurpurbakteriums
Allochromatium vinosum konnte Siro(hdm)amid isoliert werden. Auch angereicherte
Sulfitreduktase enthélt Siro(hdm)amid, wenn auch nur die hydroxylierte Form detektiert
werden konnte. Damit konnte nachgewiesen werden, dass Siro(hdm)amid die prosthetische
Gruppe der reversen dissimilatorischen Sulfitreduktase in 4. vinosum ist.

e Der Nachweis von Siro(hdm)amid als prosthetische Gruppe der Sulfitreduktase bestétigt die
aufgrund von Sequenzhomologien postulierte Funktion von DsrN als Sirohdm-Amidase.
Die Bildung des Proteins in A. vinosum, seine Lokalisation im Cytoplasma und die vermute-
te molekulare Masse von 50 kDa konnten ebenfalls bestitigt werden.

e FEine ,,in frame*“-Deletion des dsrN-Gens fiihrt zu einer signifikant verlangsamten Schwefel-
oxidation, die durch Komplementation mit dsrN wieder aufgehoben werden kann. DsrN ist
demnach fiir die Schwefeloxidation in 4. vinosum nicht essentiell, aber fiir eine effiziente
Oxidationsreaktion notwendig.

¢ Die Bildung bzw. Stabilitit der Sulfitreduktase ist in der AdsrN-Deletionsmutante nicht be-
eintrachtigt. Fiir das aus der Mutante angereicherte Protein konnte iiber das charakteristische
Spektrum Sirohdm als prosthetische Gruppe nachgewiesen werden. Die fehlende
Amidgruppe der prosthetischen Gruppe fiihrt wahrscheinlich zu einer geringeren Aktivitat
der Sulfitreduktase und damit zu einer verlangsamten Schwefeloxidation.

e Das dsrN-Gen ist sowohl in Sulfat/Sulfitreduzierern, als auch in Schwefeloxidieren weit
verbreitet. Dies deutet auf eine wichtige Funktion des Proteins im dissimilatorischen Schwe-
felstoffwechsel hin und ldsst vermuten, dass in den meisten, wenn nicht allen am Energie-
stoffwechsel beteiligten Sulfitreduktasen, Siro(hdm)amid die prosthetische Gruppe ist. In
assimilatorischen Sulfitreduktasen ist dagegen Sirohdm die prosthetische Gruppe.

e Die in vivo Bildung von DsrL in A4. vinosum und die postulierte Lokalisation im
Cytoplasma konnte bestétigt werden. Das Protein ist ein ~140 kDa gro3es Homodimer.

e Rekombinantes DsrL aus E. coli wurde homogen dargestellt. Das isolierte Protein bildet
verschiedene Multimere und enthélt 1 Mol FAD pro Mol DsrL-Monomer. Die vermuteten
Eisen-Schwefel-Cluster konnten nicht nachgewiesen werden.

e Die postulierte Glutamatsynthaseaktivitdit von Dsrl. konnte weder iiber die Komple-

mentation eines Glutamatsynthase-defizienten E. coli-Stammes, noch iiber Enzymtests mit
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aufgereinigtem rekombinanten und nativen DsrL nachgewiesen werden. DsrL hat keine
Glutamatsynthaseaktivitit.

e Sowohl fiir das rekombinante, als auch das native DsrL aus A4. vinosum konnte iiber den
Nachweis der Diaphoraseaktivitit eine Funktion als elektronentransportierendes Enzym
gezeigt werden. Das pH-Optimum der Reaktion liegt zwischen pH 7 und pH 7,5. Als
Elektronendonor wird NADH (Ky-Wert: 260 uM bei pH 7,5) gegeniiber NADPH (Kwy-
Wert: 830 uM bei pH 6,0; keine Aktivitét bei pH 7,5) bevorzugt.

e Natives DsrL wurde zusammen mit der Sulfitreduktase (DsrAB) aus A. vinosum
aufgereinigt. Die Proteine bilden in vivo einen DsrA;B,L,-Komplex, der sowohl nach einer
Gelfiltration, als auch nach Auftrennung im nativen Gel detektiert werden konnte.

e Die Deletion des dsrL-Gens fiihrt zu einer kompletten Hemmung der Schwefeloxidation,
die durch Komplementation mit dsrL wieder aufgehoben werden kann. DsrL ist demnach
fiir die Oxidation akkumulierten Schwefels essentiell. Die Expression von anderen Genen
des dsr-Operons wird durch die Deletion von dsrL nicht negativ beeinflusst.

e Da DsrL bisher nur in schwefeloxidierenden Bakterien nachgewiesen werden konnte, wird
eine essentielle Funktion des Proteins in Zusammenhang mit der umgekehrten
Sulfitreduktasereaktion vermutet. In Verbindung mit den erhaltenen Ergebnissen konnte
damit ein neues Modell zur Funktion von DsrL im oxidativen Schwefelstoffwechsel von

A. vinosum erstellt werden.
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