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dsa 

1.  Einleitung 
 

 In allen Reichen des Lebens müssen Organismen Mechanismen entwickeln, um sich an 

die oft schnell wechselnden Bedingungen ihres Biotops anzupassen. Neben den biotischen 

Faktoren, wie Konkurrenz und Prädatoren - aber auch Symbiose und Kommensalismus - haben 

die abiotischen Faktoren oft eine größere Bedeutung für Lebewesen. So können Änderungen der 

Temperatur, des pH - Wertes, der Osmolarität und der Verfügbarkeit von Sauerstoff und Licht 

den Lebensraum binnen kürzester Zeit auf -  oder abwerten. Dies gilt im besonderen Maße für 

Mikroorganismen. Durch ihr verhältnismäßig geringes Volumen /  Oberfläche - Verhältnis 

nehmen sie Veränderungen ihrer Umwelt besonders drastisch wahr. Um auf diese 

Veränderungen reagieren zu können, haben sich eine Vielzahl von sensorischen 

Signaltransduktionswegen entwickelt, die es den Organsimen ermöglichen, mit ihrer Umwelt zu 

interagieren. Die kleinste Einheit dieser Systeme stellt das Rezeptor (Sensor) - Protein dar. Diese 

Rezeptoren können durch Cofaktoren, Strukturveränderungen oder Interaktion mit anderen 

Proteinen Veränderungen der Umwelt wahrnehmen und so eine Reaktion der Zelle auf diese 

auslösen. 

 Die häufigsten Reaktionen auf molekularer Ebene erfolgen durch Beeinflussung der 

Genexpression und der Proteinsynthese. Veränderungen in der Genexpression (Transkription) 

werden oft direkt durch Interaktion mit einem DNA - bindenden Transkriptionsfaktor ausgelöst. 

In manchen Fällen ist das Rezeptor - Protein selbst in der Lage, die Transkription zu beeinflussen. 

Durch die Bindung der DNA kann die Promotoraktivität des Gens beeinflusst werden und so zu 

einer Erhöhung der Genexpression oder einer Repression führen (Lloyd et al., 2001; Xu und 

Hoover, 2001). Ein  Einfluss auf die Proteinsynthese (Translation) kann auf mehreren Wegen 

geschehen. So kann zum Einen die durch die Transkription gebildete mRNA mittels Bindung von 

Proteinen (Condon, 2007), Strukturänderung (Condon, 2007), aber auch von kleinen 

regulatorischen RNAs (Repoila und Darfeuille, 2009), in ihrer Stabilität beeinflusst werden. Zum 

Anderen kann die Translation direkt am Ribosom verhindert bzw. gefördert werden (Deana und 

Belasco, 2005; Wilson und Nierhaus, 2007). Die, im Vergleich zu tRNA und rRNA, sehr geringe 

Stabilität von mRNA, ermöglicht es einem Organismus, binnen kürzester Zeit seine 

Proteinausstattung zu verändern und sich gezielt an Umweltreize anzupassen. 

 Diese schnelle Regulation ist von besonderer Notwendigkeit bei der Ausstattung der Zelle 

mit Proteinen des Energiestoffwechsels. Die große Stoffwechselvielfalt von Mikroorganismen 

stellt diese vor eine große Herausforderung, denn es muss stets sicherstellt werden, dass die 

richtigen Enzyme, Proteine und Cofaktoren zur richtigen Zeit vorhanden sind. Dabei spielt das 

Vorhandensein von Sauerstoff die größte Rolle. Kein Element ist gleichzeitig für so viele 

Organismen zum Überleben notwendig und toxisch für so viele andere (Halliwell, 2006). Selbst 

obligat aerobe Lebewesen müssen Mittel und Wege finden, die toxischen Nebenprodukte des 

Sauerstoffs zu beseitigen, die bei der aeroben Atmung unweigerlich gebildet werden. Die 

Wahrnehmung von Sauerstoff erfolgt über viele Mechanismen, doch die häufigste ist die direkte 

Wahrnehmung des Redox - Potentials der Umgebung durch Redox - Sensor - Proteine. 
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 Einen weiteren besonderen Umweltfaktor stellt die Verfügbarkeit von Licht dar. Als 

Triebkraft der Photosynthese bildet Licht den wohl bedeutendsten Wachstumsfaktor für alle 

Pflanzen und photosynthetischen Bakterien. Gleichzeitig ist seine Verfügbarkeit durch den Tag -

 und Nachtzyklus und die geringe Eindringtiefe in Gewässer oft ein begrenzender Faktor für viele 

Organismen. Sichtbares Licht (380 - 780 nm) beeinflusst nicht nur die direkt von ihm abhängigen, 

photosynthetisch aktiven Organsimen. So werden die circadiane Uhr von Tieren und die 

Photomorphogenese von Pflanzen maßgeblich durch die Verfügbarkeit von Licht beeinflusst. Die 

Wahrnehmung von Licht erfolgt durch eine besondere Gruppe von Rezeptor - Proteinen den 

sogenannten Photorezeptoren. 

 Für photosynthetisch aktive Organismen müssen Sauerstoff und Licht oft im 

Zusammenhang betrachtet werden, denn Licht kann sich in hohen Intensitäten auch schädlich 

auf die Zellkomponenten auswirken. Diese Schäden werden durch die Bildung reaktiven 

Sauerstoffspezies hervorgerufen, welche durch lichtinduzierte Energieübertragung auf 

molekularen Sauerstoff im Photosyntheseapparat gebildet werden. Hier ist das Zusammenspiel 

von Licht - und Sauerstoff - Sensor - Proteinen nötig. 

 

1.1 Das Problem Sauerstoff und seine Wahrnehmung in Bakterien 
  

 Das extrem positive Redoxpotential von Sauerstoff macht ihn zu einem hervorragenden 

Elektronenakzeptor für die aerobe Atmung inklusive vieler chemolithotropher 

Stoffwechselwege. Molekularer Sauerstoff (O2) ist reaktionsträge, weil ŜǊ ŀƭǎ 5ƛǊŀŘƛƪŀƭ ŘƛŜ ˉ -

 Orbitale durch zwei ungepaarte Valenzlektronen mit paralellen spin besetzt (Triplettsauerstoff). 

Da Sauerstoff aber ein so positives Elektronenpotential hat, kann es bei nahezu allen 

Elektronenübertragungsvorgängen in der Zelle zu Fehltransfers von Elektronen kommen 

(Abbildung 1A) (Demple, 1999). Dabei können Wasserstoffperoxid (H2O2) und Superoxidradikale 

(O2
ω-) entstehen, die dann wiederum zur Bildung des hochgradig toxischen und reaktiven 

Hydroxylradikals (ωOH) führen können (Seaver und Imlay, 2004). So konnte gezeigt werden, dass 

etwa 0,2 % allen konsumierten Sauerstoffs die Atmungskette als Superoxidradikale und 0,4 % als 

Wasserstoffperoxid verlassen (Imlay, 2003). 

 Eine Übertragung von Elektronen auf Sauerstoff ist auch während des zellulären 

Eisenstoffwechsels durch die Fenton - Reaktion möglich (Fenton, 1894). Bei der Fenton -

 Reaktion werden organische Substrate durch die Reaktion von Eisensalzen und 

Wasserstoffperoxid oxidiert und es kommt zur Freisetzung von Hydroxylradikalen. Diese 

Reaktion stellt in biologischen Systemen, nach der Atmungskette, die Hauptquelle für die Bildung 

von toxischen Sauerstoff - Spezies dar (Abbildung 1B). Die Fenton - Reaktion ist nicht auf Eisen 

beschränkt und spielt im geringeren Maße auch eine Rolle im Stoffwechsel anderer Metall -

 Ionen (Zn, Cu, Mo, Ni). 

 Durch die Bildung von reaktiven Zwischenprodukten (z.B. NOω) kann Stickstoff ebenfalls 

dazu beitragen, dass toxische Sauerstoff - Stickstoff- Spezies (z.B. Peroxynitrit (ONOO-) und 

Nitrosoperoxycarbonat (ONOOCO2
-)) gebildet werden (Storz und Imlay, 1999; Fang, 2004). Diese 

wiederum reagieren mit stabilen Stickstoffverbindungen und sorgen für die Entstehung von 

nitrosativem Stress, der, nach oxidativem Stress, die größte Quelle für zellschädigende Radikale 
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in der Zelle darstellt und in seiner Bildung mit diesem in Wechselwirkung steht (Beckman und 

Koppenol, 1996) (Abbildung 1C). 

 

Abbildung 1 : Entstehung 
von reaktiven Sauerstoff -
 Spezies (ROS) durch 
Übertragung von Energie 
und Elektronen (A), durch 
die Fenton - Reaktion (B) 
und die Reaktion mit 
reaktiven Stickstoff-
verbindungen (C). Abk.:  
O2 = molekularer Sauerstoff,  
1O2 = Singulettsauerstoff,  
O2
ω- = Superoxid - Radikal, 

H2O2 = Wasserstoffperoxid,  

ωOH, = Hydroxylradikal,  
Ƙ ˄= Lichtenergie,  
Fe2+/3+ = Eisen (II/III)- Ionen, 
ONOO- = Peroxynitrit, 
ONOOCO2

-= Nitrosoperoxy-
carbonat  
(verändert nach Beckman 
und Koppenol, 1996; 
Scandalios, 2002) 

 

  

 Eine besondere Rolle unter den schädlichen Sauerstoffspezies nimmt der 

Singulettsauerstoff (1O2) ein. Dieser wird nicht durch Übertragung eines Elektrons gebildet, 

sondern tritt vor allem in photosynthetisch aktiven Organismen auf, wenn deren 

photosynthetische Pigmente gleichzeitig Sauerstoff und Licht ausgesetzt sind (Abbildung 1A). Die 

durch z.B. Chlorophylle absorbierte Lichtenergie in den Lichtsammelkomplexen und dem 

Reaktionszentrum wird nicht zur Entstehung einer protonenmotorischen Kraft genutzt, sondern 

auf molekularen Sauerstoff übertragen. Es kommt zu einer Spinumkehr der Valenzelektronen im 

 ̄- Orbital und der reaktionsträge Triplettsauerstoff wird zum kurzlebigen, reaktiven 

Singulettsauerstoff. Singulettsauerstoffstress wird daher oft als photooxidativer Stress 

bezeichnet. Gleichzeitig kann es auch während des lichtgetriebenen Elektronentransports zur 

Übertragung von Elektronen der NAD(P)H - Oxidase auf Sauerstoff (statt NAD(P)+) kommen. 

Dabei wird in mehreren Schritten ebenfalls Singulettsauerstoff gebildet (Pomposiello und 

Demple, 2002).  

 Neben der Bildung von toxischen Sauerstoffspezies durch endogene Faktoren, kann 

dieser auch durch externe Faktoren wie UV - Strahlung, ionisierende Strahlung aber auch 

normale Lichtbestrahlung, gebildet werden (Moradas-Ferreira et al., 1996). 

 Alle diese toxischen Sauerstoffprodukte werden unter dem Überbegriff reaktive 

Sauerstoff - Spezies (reactive oxygen species, ROS) zusammengefasst. Kann deren Entgiftung 

nicht mehr im ausreichenden Maße stattfinden, spricht man von oxidativem Stress. 
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1.1.1 Schäden durch reaktive Sauerstoff - Spezies 

 

 Die größten Schäden in lebenden Organsimen entstehen durch Wasserstoffperoxid und 

Superoxidradikale, da diese die Proteine des Organismus direkt oxidieren, während 

Hydroxylradikale vor allem mit der DNA reagieren und so Läsionen verursachen, die mutagen 

oder letal wirken können (Imlay, 2003). Schäden an Proteinen lassen sich meist auf 

Schädigungen des Peptidrückgrats, die Oxidation von Eisen - Schwefel - clustern und die 

Oxidation von Seitenkettenresten zurückführen, wobei aromatische Aminosäuren am stärksten 

betroffen sind (Davies, 2005). Schäden an Membranen werden durch die Bildung von 

Lipidperoxiden hervorgerufen, die die Integrität und Fluidität der Membran zerstören (Wu et al., 

2002). 

 Für Singulettsauerstoff konnte in vitro gezeigt werden, dass dieser mit Proteinen, DNA 

und Membranlipiden reagieren kann (Sies und Menck, 1992; Epe et al., 1993; Briviba et al., 

1997). Da die Bildung von Singulettsauerstoff vor allem an den photosynthetischen Pigmenten 

geschieht, treten Schädigungen des Chlorophylls und so eine Hemmung der Photosynthese auf 

(Storz und Imlay, 1999).  

 

1.1.2 Entgiftung von reaktiven Sauerstoff - Spezies 

  

 Mit dem ersten Auftreten von Sauerstoff in der Atmosphäre mussten Organismen Mittel 

und Wege finden, die unweigerlich auftretenden reaktiven Sauerstoff - Spezies zu entgiften. 

Diese Entgiftung kann durch die Beseitigung der gebildeten Moleküle und /  oder durch die 

Reparatur der angerichteten Schäden geschehen. Man unterscheidet dabei die enzymatische 

Abwehr von der nicht enzymatischen Abwehr.  

 Unter den enzymatischen Abwehrmechanismen sind die bekanntesten die Katalasen, 

Peroxidasen und Superoxid - Dismutasen (Abbildung 2). Katalasen katalysieren die Umwandlung 

von Wasserstoffperoxid in Wasser und molekularen Sauerstoff, während Peroxidasen 

Wasserstoffperoxid über einen intrazellulären Reduktanten (z.B NADH2) entgiften. Superoxid-

Dismutasen katalysieren die Dismutation von Superoxiden, wobei Wasserstoffperoxid und 

molekularer Sauerstoff gebildet werden. Das durch diese Reaktion gebildete Wasserstoffperoxid 

wird anschließend durch die Aktivität der oben erwähnten Peroxidasen abgebaut. Zumindest 

eines dieser Enzyme scheint in allen aerotoleranten und, wie mittlerweile bekannt ist, auch in 

vielen anaeroben Organismen vorhanden zu sein (Pomposiello und Demple, 2002; Brioukhanov 

und Netrusov, 2004). Zu den enzymatischen Bestandteilen können auch die DNA -

 Reparaturmechanismen der Zelle gezählt werden. So werden Exonukleasen, Endonukleasen, 

DNA - Polymerase I und das Rekombinationssystem auch für eine effiziente Abwehr benötigt 

(Morimyo, 1982; Imlay und Linn, 1986; Jiang et al., 1997). Um die beschädigten Proteine zu 

beseitigen oder sie wieder zu falten, müssen zudem auch Chaperone und proteolytische Enzyme 

vorhanden sein. Darüber hinaus spielen Glyoxylasen eine bedeutende Rolle bei der Entgiftung 

des, durch oxidativen Stress aus dem Kohlenstoffwechsel gebildeten, toxischen Methylglyoxals 

(Vander Jagt, 1993). Dieses Molekül ist selber äußerst reaktiv und in den letzten Jahren konnte 

es als bedeutender Radikalbildner in der Zelle identifiziert werden (Kalapos, 2008; Yadav et al., 

2008). 
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Abbildung 2 : Enzymatische 
Entgiftung durch Superoxid -
 Dismutasen, Katalasen und 
Peroxidasen. Statt NADH2 
kann auch Glutathion als 
Substrat für Peroxidasen 
dienen. 

 

 Die nicht - enzymatischen Mechanismen schließen eine große Anzahl an kleinen 

Molekülen wie Glutathion (GSH) und Vitamine mit ein. Diese fungieren als Radikalfänger in den 

Zellen und reduzieren so die Menge an freien, reaktiven Sauerstoffspezies. Zur Vermeidung der 

Fenton - Reaktion wird die zelluläre Eisenkonzentration durch die Bindung an die Häm - Proteine 

Bacterioferritin und Ferritin niedrig gehalten (Frolow et al., 1994; Imlay, 2008). Thioredoxine und 

Glutaredoxine erhalten die reduzierenden Bedingungen im Zellinneren und sind als 

Oxidoreduktasen in der Lage, oxidierte Proteine wieder zu reduzieren (Aslund und Beckwith, 

1999). Sie fungieren ebenfalls als Radikalfänger (Das und Das, 2000). Bei der Abwehr von 

Singulettsauerstoffstress spielen in photosynthetischen Organsimen die Carotinoide eine 

bedeutende Rolle, da sie überschüssige Lichtenergie an den Lichtsammelkomplexen quenchen 

und so die Energieübertragung an Sauerstoff verhindern (Borland et al., 1988). Zudem können 

sie auch bereits gebildeten Singulettsauerstoff direkt quenchen (Foote et al., 1970). 

 Neben den enzymatischen und nicht - enzymatischen Mechanismen wird Entgiftung von 

reaktiven Sauerstoffspezies auch maßgeblich durch Transkriptionsfaktoren beeinflusst, die für 

die Synthese der oben genannten Faktoren verantwortlich sind. Viele der Schutzmechanismen 

gegen Sauerstoffstress sind konstitutiv in der Zelle exprimiert, während andere erst bei Bedarf 

gebildet werden. Diese Proteine, wie der Peroxidsensor OxyR oder der Superoxidsensor SoxR 

sind als redox - sensitive Transkriptionsregulatoren in der Lage, den Sauerstoffstress 

wahrzunehmen und darauf zu reagieren (Green und Paget, 2004). Dies ist die direkte Reaktion 

auf reaktive Sauerstoffspezies. Viele Redox - Sensor - Proteine greifen aber früher ein und 

verhindern so die Entstehung von reaktivem Sauerstoffstress bevor dieser auftritt . So sorgt z.B. 

das Protein Fnr dafür, dass viele sauerstoffempfindliche Proteine des anaeroben Stoffwechsels 

nur gebildet werden, wenn kein Sauerstoff vorhanden ist (Salmon et al., 2003), während die 

Expression der Photosynthesegene in Rhodobacter capsulatus durch das CrtJ - Protein unter 

aeroben Bedingungen zur Vermeidung von photooxidativem Stress unterdrückt wird 

(Ponnampalam und Bauer, 1997).  

 Zur Wahrnehmung der Redoxbedingungen der Umgebung hat sich eine Vielzahl von 

Mechanismen entwickelt, die zum Teil über Cofaktoren und zum Teil über Cystein - Seitenketten 

der Proteine erfolgen. Im folgenden Abschnitt schließt sich eine genauere Übersicht der 

bekannten Sauerstoff - und Redox - Sensoren in Bakterien an. 

1.1.3 Thiol - Redox - Sensoren  

 

 Die direkte Wahrnehmung des Redoxpotentials über die Thiol - Gruppen an Cystein -

 Seitenketten von Proteinen ist der am besten charakterisierte Mechanimus zur Messung des 

Sauerstoffgehalts der Umwelt (Green et al., 2009). Der bekannteste Faktor in dieser Gruppe ist 

+ 2 H+ H2O2 + O2O2
ω-O2

ω- +Superoxid ς
Dismutase

Katalase H2O2 H2O2+ 2 H2O + O2

Peroxidasen H2O2 NADH2+ 2 H2O + NAD



Einleitung 

 

6 
 

das OxyR - Protein von E.coli, welches über ein Cystein direkt von Wasserstoffperoxid  oxidiert 

werden kann, was anschließend durch Bildung einer Disulfidbrücke eine Strukturänderung des 

Proteins auslöst. Der Transkriptionsfaktor wird auf diese Weise in seinen aktiven Zustand 

überführt und bindet die DNA als Tetramer. So wird die Expression eines 20 Gene umfassenden 

Regulons zur Abwehr von Wasserstoffperoxid - Stress eingeleitet (Imlay, 2008; Knapp et al., 

2009). Zu den Thiol - Redox - Sonsoren gehört auch das CrtJ - Protein von Rhodobacter 

capsulatus, welches die Synthese der Photosynthesegene bei aeroben Bedingungen reprimiert 

(Abbildung 3). Das tetramere CrtJ formt unter aeroben Bedingungen eine stabile Disulfidbrücke 

zwischen zwei Cysteinen. Das Protein wirkt in dieser Form als starker Repressor und verhindert 

die Transkription der gebundenen Gene. Fällt der Sauerstoffpartialdruck, wird die Disulfidbrücke 

durch Glutathion reduziert und das Protein löst sich von der DNA (Masuda et al., 2002). 

Abbildung 3 : Modell der Redox -
 abhängigen Regulation der 
Genexpression durch den 
Repressor CrtJ. Bei hohem 
Sauerstoffpartialdruck sind die 
Cysteine des tetrameren Proteins 
reduziert (SH). Die Transkription 
der Gene findet statt. Steigt der 
Sauerstoffpartialdruck, oxidiert 
dies die Cysteine und, durch die 
Bildung von Disulfidbrücken, kann 
der Repressor die DNA binden. 
Dies verhindert die Bindung der 
RNA - Polymerase und so die 
Transkription (verändert nach 
Masuda et al., 2002). 

 

1.1.4 Eisen - Schwefel - Redox - Sensoren  

 

 Die nächste große Gruppe stellen die Eisen - Schwefel (FeS) - Redox - Sensoren dar. Diese 

enthalten ein oder mehrere FeS - cluster, die, abhängig vom Redoxzustand der Umgebung, 

oxidiert oder reduziert vorliegen können (Outten und Theil, 2009). Ein gut untersuchtes Beispiel 

ist hier das Protein Fnr von E.coli, welches 4 FeS - cluster besitzt und abhängig vom 

Sauerstoffzustand entweder Homodimere (anaerob, aktiver Transkriptionsfaktor) oder ein 

Monomer (aerob, inaktiver Transkriptionsfaktor) bildet (Becker et al., 1996). Im anaeroben 

Zustand besitzt das Protein einen [4Fe - 4S]2+ - cluster, welcher an vier konservierte Cysteine 

gebunden vorliegt. Wird das Protein Sauerstoff ausgesetzt, wird der Eisen - Schwefel - cluster zu 

einem [2Fe - 2S]2+ cluster oxidiert und das Protein verändert seine Konformation, was zur 

Bildung eines DNA - bindenden Dimers führt (Crack et al., 2004; Crack et al., 2008). Der genaue 

Mechanismus dieser Oxidation ist noch immer unbekannt (Green et al., 2009). Das aktive Fnr -

 Protein leitet unter anaeroben Bedingungen die Transkription der für die Nitratatmung 

benötigten Gene ein und ermöglicht E.coli, so eine anaerobe Atmung durchzuführen (Lazazzera 

et al., 1996). 
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Abbildung 4 : Modell der Redox -
 abhängigen Regulation der 
Genexpression durch das Protein 
Fnr. Unter anaeroben Bedingungen 
liegt das Protein als Dimer vor und 
bindet einen [4Fe - 4S]2+ - cluster. 
Das dimere Protein leitet die 
Transkription ein. Bei steigendem 
Sauerstoffpartialdruck wird 
schrittweise der Eisen - Schwefel -
 cluster zu einem [2Fe - 2S]2+ -
 cluster oxidiert und führt so zur 
Dissoziation des Proteins. 

 

1.1.5 Häm- Redox - Sensoren  

 

 Häm - Cofaktoren sind durch das gebundene, redoxsensitive Eisenmolekül ebenfalls sehr 

gut als Sensoren für den Redoxzustand der Umgebung geeignet (Outten und Theil, 2009). Hier 

können mittlerweile sechs Untergruppen unterschieden werden. Die größte Gruppe besitzt ein 

oder mehrere an eine PAS (PER ARNT SIM) - Domäne gebundenen Häm - Cofaktoren. Ein gut 

untersuchtes Beispiel in dieser Gruppe ist FixL von Sinorhizobium meliloti (Fischer, 1994). Diese  

Sensor - Kinase besitzt eine N - terminale PAS - Domäne mit insgesamt fünf gebundenen Häm -

 Molekülen. Unter aeroben Bedingungen bindet diese Domäne ein Sauerstoffmolekül und 

verhindert so dessen Autophosphorylierung. Fällt der Sauerstoffpartialdruck, löst sich der 

Sauerstoff und, nach der eigenen Autophosphorylierung, überträgt das Protein einen 

Phosphatrest auf den response regulator FixJ. Dieser leitet daraufhin die Expression der äußerst 

sauerstoffempfindlichen Gene der Stickstofffixierung ein. 

 Eine andere Gruppe von Häm - Redox - Sensoren wurde erst vor wenigen Jahren im 

AppA - Protein von Rhodobacter sphaeroides identifiziert (Han et al., 2007; Moskvin et al., 2007). 

Dieses Protein besitzt eine C - terminale 120 Aminosäuren lange SCHIC (Sensor Containing Heme 

Instead of Cobalamin) - Domäne, welche ebenfalls ein Häm binden kann. AppA wirkt als 

Antirepressor zu dem PpsR Repressor - Protein. PpsR ist das homologe Protein von 

R. sphaeroides zu CrtJ von R. capsulatus und verhindert dort auch die Expression der 

Photosynthesegene unter aeroben Bedingungen. Es konnte bisher nicht nachgewiesen werden, 

dass PpsR, ebenso wie CrtJ (Abbildung 3), über seine Thiol - Reste direkt den Redox - Zustand der 

Umgebung wahrnehmen kann (Masuda und Bauer, 2002). Daher wird angenommen, dass dieses 

Signal vom AppA - Protein an PpsR weitergegeben wird. Unter anaeroben Bedingungen liegt das 

Häm des AppA - Proteins im reduzierten Zustand vor und AppA bindet das PpsR - Protein. Wird 

das Häm oxidiert, verändert AppA die Struktur und das wieder freie PpsR kann an die DNA 

binden und die Photosynthesegene reprimieren (Han et al., 2007; Moskvin et al., 2007).  

 

Transkription
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O2 ҨFnr
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Abbildung 5 : Modell der Redox -
 abhängigen Regulation der 
Genexpression durch den 
Repressor PpsR und den 
Antirepressor AppA. Bei geringem 
Sauerstoffpartialdruck liegt das 
Häm des AppA - Proteins im 
reduzierten Zustand vor und der 
Antirepressor kann das PpsR - 
Protein binden. Die Transkription 
wird nicht länger reprimiert. Steigt 
der Sauerstoffpartialdruck wird das 
Häm oxidiert und AppA kann nicht 
länger an PpsR binden. Der 
Repressor liegt wieder frei vor 
(verändert nach Braatsch et al., 
2002; Han et al., 2007).  

 

1.1.6 Flavin- Redox - Sensoren  

 

 Flavine (FAD, FMN) erfüllen eine Vielzahl von Funktionen in der Zelle. Sie können in drei 

Redoxzuständen (oxidiert (FAD), teiloxidiert (FADHω), reduziert (FADH2)) vorliegen und sind somit 

gute Sensoren für die Redoxbedingungen der Umgebung. Das Flavin liegt an eine PAS - Domäne 

gebunden vor. Der bestuntersuchte Flavin - abhängige Redox - Sensor ist dabei das NifL - Protein 

von Azotobacter vinelandi (Hill et al., 1996). Diese Sensor - Kinase reguliert die 

Stickstofffixierung. Das Flavin wird extrem schnell vollständig oxidiert, wenn es hohen 

Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt wird. Dies verhindert die Expression der 

sauerstoffempfindlichen Nitrogenase (Macheroux et al., 1998; Grabbe und Schmitz, 2003). Der 

genaue Mechanismus der Signaltransduktion zum response regulator NifA ist nicht bekannt.  

 

1.2 Die Photosynthese und die Wahrnehmung von Licht in Bakterien 
   

 Photosynthetische Organismen müssen sich nicht nur mit dem Auftreten reaktiver 

Sauerstoffspezies in der Atmungskette auseinandersetzen, sondern auch die Entstehung von 

Singulettsauerstoff durch die photosynthetischen Pigmente verhindern. Schon vor über 50 

Jahren konnte gezeigt werden, dass Carotinoid - Mutanten von Rhodobacter sphaeroides binnen 

kürzester Zeit sterben, wenn sie gleichzeitig Sauerstoff und Licht ausgesetzt werden (Griffiths et 

al., 1955). Erst deutlich später konnte nachgewiesen werden, dass angeregtes Triplett -

 Bacteriochlorophyll a, durch Energieübertragung auf Sauerstoff, zur Entstehung des kurzlebigen 

Singulettsauerstoff und so zu irreversiblen Schäden in den Zellen führt (Borland et al., 1987). In 

den folgenden Jahren konnte auch die Rolle von Carotinoiden als quencher des angeregten 

Bacteriochlorophylls und des entstehenden Singulettsauerstoffs gezeigt werden (Cogdell und 

Transkription
RNA - Pol

PpsR
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red. 
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Frank, 1987; Cogdell et al., 2000). Obligat photosynthetische Organsimen sind auf die 

schützenden Eigenschaften dieser Pigmente angewiesen, um unter aeroben Bedingungen 

Photosynthese betreiben zu können. In Pflanzen hat sich eine Vielzahl von Strategien entwickelt, 

um die Entstehung von photooxidativem Stress, auch bei einem Überschuss an Licht und 

atmosphärischen Sauerstoffkonzentrationen, gering zu halten (Li et al., 2009). Viele Bakterien 

sind fakultativ photosynthetisch und können in Habitaten leben, in denen nur minimale 

Sauerstoffkonzentrationen auftreten. Der bereits erwähnte Rhodobacter sphaeroides ist ein 

solches fakultativ photosynthetische Bakterium und wird in Abschnitt 1.3 genauer beschrieben. 

 Fakultativ photosynthetische Organsimen exprimieren ihre Photosynthesepigmente nur, 

wenn wenig oder kein Sauerstoff vorhanden ist. Da durch die von ihnen durchgeführte 

anoxygene Photosynthese kein Sauerstoff gebildet wird, können sie das Problem der Entstehung 

von Singulettsauerstoff gänzlich umgehen. Dies stellt sie jedoch vor die Herausforderung, neben 

der bereits beschriebenen Wahrnehmung der Redoxbedingungen (Abschnitt 1.1) das 

Vorhandensein von Licht messen zu können. Weil sie oft in den tieferen, anoxischen Bereichen 

von Gewässern leben, stellt das energiereiche Blaulicht (380 - 490 nm) die einzige Möglichkeit 

der Lichtwahrnehmung für sie dar. Im Folgenden werden kurz die bisher bekannten bakteriellen 

Photorezeptoren beschrieben und anschließend wird eine Übersicht über die wichtigsten 

Blaulichtrezeptoren gegeben. 

 

1.2.1 Bakterielle Photorezeptoren 

 

 Allen Photorezeptoren ist die Bindung eines lichtempfindlichen Cofaktors gemein, des 

sogenannten Chromophor (griech. Farbträger). Dieser besitzt oft konjugierte 

Doppelbindungssysteme (z.B. Carotin) oder große aromatische Ringsysteme (z.B. Flavin). Die 

Aufnahme von Lichtquanten sorgt bei diesen Molekülen für den Übergang in einen angeregten 

Zustand, der durch die Emission von Licht einer anderen Wellenlänge wieder in den Urzustand 

zurückversetzt wird. Wird das Chromophor in diesen angeregten Zustand versetzt, führt dies 

meist zu einer Konformationsänderung des gebundenen Proteins. Das Photorezeptor - Protein 

gelangt so in seinen aktiven Zustand und kann das Signal weitergeben.  

 Die heute bekannten Photorezeptoren lassen sich in sechs Übergruppen (Phytochrome, 

Cryptochrome, LOV- Domänen - Proteine, BLUF - Domänen - Proteine, PYP - verwandte Proteine 

und Rhodopsine) einordnen, die sich zum Teil deutlich in den von ihnen absorbierten 

Wellenlängenbereichen voneinander unterscheiden. Die am besten beschriebene Gruppe stellen 

die Phytochrome dar. Die Rotlichtrezeptoren (650 - 750 nm) stellten sich als die 

hauptverantwortlichen Faktoren für die seit über 50 Jahren beschriebenen Rotlichteffekte auf 

das Wachstum von Pflanzen heraus. In Bakterien gelang erst sehr viel später der Nachweis eines 

echten Phytochroms (Yeh et al., 1997). Heute kann in 10,9 % aller sequenzierten Bakterien ein 

Vertreter der Phytochrome nachgewiesen werden (Losi und Gärtner, 2008) und diese 

unterscheiden sich oft deutlich von den aus Pflanzen bekannten Proteinen. Die Gruppe der 

Rhodopsine absorbiert im blauen bis grünen Bereich (380 - 575 nm) und ist in Pflanzen und 

Tieren weit verbreitet. In Prokaryoten ist vor allem das Bacteriorhodpsin des Archaeon 

Halobacterium salinarum ein bekannter Vertreter (Schobert und Lanyi, 1982). Dieser Gruppe 

dient Retinal als Chromophor. Die in Bakterien dominanten Blaulichtrezeptoren (380 - 490 nm) 
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können in vier große Untergruppen unterteilt werden : Die ersten in Pflanzen beschriebenen 

Blaulichtrezeptoren waren die Cryptochrome (Ahmad und Cashmore, 1993), die mit den an der 

Reparatur von Thymindimeren beteiligten Photolyasen eine Superfamilie bilden (Essen, 2006). 

Der Entdeckung der Cryptochrome folgte wenige Jahre später die Entdeckung der Phototropine, 

(Huala et al., 1997), die das Blaulicht über eine LOV (Light Oxygen Voltage) - Domäne 

wahrnehmen. LOV - Domänen - Proteine lassen sich in 13,4 % aller sequenzierten Bakterien -

 Genome nachweisen und sie sind die einzigen bisher nachgewiesenen reinen 

Blaulichtrezeptoren in Archaea (Losi und Gärtner, 2008). Die jüngste entdeckte Gruppe von 

Blaulichtrezeptoren stellen die BLUF (Blue Light Sensing Using FAD) - Domäne - Proteine dar 

(Gomelsky und Klug, 2002). Diese wurden zur gleichen Zeit im Protisten Euglena gracilis (Iseki et 

al., 2002) und im Proteobakterium Rhodobacter sphaeroides (Braatsch et al., 2002) beschrieben. 

Vergleiche von Sequenzdaten zeigen, dass die BLUF - Domänen - Proteine in 11,4 % aller 

bakteriellen Genome nachweisbar sind (Losi und Gärtner, 2008). Den drei bisher genannten 

Blaulichtrezeptorgruppen ist die Bindung von mindestens einem Flavin (Flavin - Adenin -

 Dinukleotid (FAD), Flavin - Mono - Nukleotid (FMN)) als Chromophor gemeinsam. Die letzte 

Gruppe von Blaulichtrezeptoren ist zugleich auch die Kleinste. Das PYP 

(Photoactive Yellow Protein) von Halorhodospira halophila wurde schon früh als Photorezeptor 

beschrieben (Meyer et al., 1987) und kristallisiert (McRee et al., 1989). Gleichzeitig ist die 

genaue Funktion des Proteins in der Zelle aber bis heute noch unbekannt und mit 4-

Hydroxyzimtsäure (Kumarinsäure) besitzt es einen einzigartigen Chromophor.  

 Während die physiologischen Funktionen von Photorezeptoren in vielen Eukaryoten 

bereits bekannt sind, trifft dies nur für die wenigsten prokaryotischen Vertreter zu.  

 

1.2.2 Flavine und ihre Rolle als Cofaktoren und Chromophore 

  
 Flavine (FMN, FAD) spielen nicht nur bei der Wahrnehmung von Redox - Signalen eine 

Rolle (vgl. Abschnitt 1.1.6), sondern auch als Chromophor bei fast allen Blaulichtrezeptoren 

(LOV - Domänen - Proteine, Cryptochrome, BLUF - Domänen - Proteine). Sie sind zudem 

bedeutende Cofaktoren für den Stoffwechsel und die Atmunsgskette. Proteine mit einem 

gebundenen Flavin werden auch als Flavoproteine bezeichnet. Die wasserlöslichen Flavine 

besitzen einen Isoalloxazin - Ringsystem und werden über die Pteridin - Biosynthese gebildet. In 

Lösung sind sie stark gelbfarben und zeigen eine starke Absorption im blauen Bereich. Die 

Synthese von FMN und FAD erfolgt über Riboflavin (Vitamin B12). Riboflavin besteht aus dem 

Isoalloxazin und dem Zuckeralkohol Ribitol (Abbildung 6A). Durch das Anhängen einer 

zusätzlichen Phosphatgruppe erhält man FMN (Abbildung 6B), welches durch die Reaktion mit 

Adenosinmonophosphat (AMP) wiederum zu FAD wird (Abbildung 6D). Zur Lichtwahrnehmung 

nutzen Flavoproteine die verschiedenen Redoxzustände, die das Flavin einnehmen kann (Losi, 

2007). Dabei können ein oder zwei Elektronen und Protonen auf die Stickstoffatome des 

Isoalloxazin - Ringsystems übertragen werden. Das vollständig oxidierte, gelbfarbene Flavin kann 

zuerst ein Elektron /  Proton aufnehmen und so in den Semchinonzustand (Radikalzustand) 

übergehen. Wird ein weiteres Elektron /  Proton aufgenommen, erhält man das farblose 

vollständig reduzierte Flavin (Abbildung 6D). Die Art der Veränderung des Redoxzustands ist 
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zwischen den Photorezeptoren unterschiedlich und geht oft mit Konformationsänderungen des 

Flavoproteins einher. 

 

Abbildung 6 : Strukturformeln der 
unterschiedlichen Flavine und die möglichen 
Redoxzustände. Dargestellt sind Riboflavin 
(A), das Flavin - Mono - Nukleotid (FMN) (B) 
und das Flavin - Adenin - Dinukleotid (FAD) 
(C). Des Weiteren sind die möglichen 
Redoxzustände des Flavin dargestellt (D), 
wobei das vollständig oxidierte Flavin (Flavin 
ox.) vom semireduzierten (oder Semichinon -
 Flavin (Flavin semired.) und vom vollständig 
reduzierten Flavin (Flavin red.) unterschieden 
werden kann (verändert nach Song et al., 
2006).  

 

1.2.3 Cryptochrome 

 

 Die Cryptochrome bilden zusammen mit den Photolyasen eine gemeinsame Gruppe von 

Blaulichtrezeptoren (Sancar, 2003). Die relativ großen Proteine (55 - 75 kDa) haben alle die PHR 

(Photolyase Related) - Domäne gemeinsam (Abbildung 7). Diese bindet ein FAD - Molekül und 

ein Antennenpigement, welches in den meisten Fällen ein Pterin (Methylentetrahydrofolat 

(MTHF), 8 - Hydroxy - 7,8 - didemethyl - 5 - deazariboflavin (8-HDF)) und in wenigen Fällen ein 

Flavin (FAD, FMN) ist (Partch und Sancar, 2005; Klar et al., 2006; Fujihashi et al., 2007). Anders 

als Photolyasen, welche für die blaulichtabhängige Reparatur von UV - Schäden an 

Doppelstrang - DNA (dsDNA) zuständig sind, besitzen Cryptochrome sehr unterschiedliche 

Aufgabengebiete. So regulieren sie die circadiane Uhr in Insekten (Tomioka und Matsumoto, 

2010) und Wirbeltieren (Maywood et al., 2007; Tamanini et al., 2007) und spielen eine 

entscheidende Rolle bei der Blütenbildung, dem Wurzelwachstum und der Stängelverlängerung 

von Pflanzen (Hegemann, 2008; Liu et al., 2008; Zeng et al., 2010). Strukturell unterscheiden sie 

sich von den Photolyasen durch eine C - terminale Verlängerung, die sich an die PHR -Domäne 

anschließt und von variabler Länge ist (Sancar, 2003). Diese könnte in einigen Fällen eine Rolle in 

der Signaltransduktion des Proteins spielen, wobei dies bisher noch nicht zweifelsfrei 

nachgewiesen werden konnte (Losi, 2007). 

 Nicht alle Cryptochrome besitzen die C - terminale Verlängerung. Die bedeutenste 

Ausnahme bildet dabei die CRY - DASH (Drosophila Arabidopsis Synechocystis Human) - Familie 

(Brudler et al., 2003). Alle neueren Studien deuten allerdings daraufhin, dass es sich bei den 

Proteinen der CRY - DASH - Familie um Einzelstrang (ss)- DNA spezifische Photolyasen handelt 

(Selby und Sancar, 2006; Brolich et al., 2010; Sokolowsky et al., 2010). 

 

BA C

R

D Flavin ox. Flavin semired. Flavin red.
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Abbildung 7 : Allgemeine Übersicht über die 
Struktur von Cryptochromen. Alle 
Cryptochrome besitzen eine etwa 500 
Aminosäuren lange PHR - Domäne, die ein FAD 
und ein Antennenpigment (Pterin oder 
FAD /  FMN) bindet. Proteine aus der CRY -
 DASH Familie oder das R. sphaeroides CryB -
 Protein bestehen nur aus dieser Domäne (A), 
während andere Cryptochrome noch eine C -
 terminale Verlängerung, von variabler Länge 
besitzen (B).  

  

 Die aktive Form des FAD im Photozyklus der Cryptochrome (Abbildung 8) ist das mit zwei 

Elektronen und einem Proton reduzierte FADH- (Selby und Sancar, 2006). Dabei dient die 

oxidierte Form (FAD) als Grundzustand (Bouly et al., 2007; Losi, 2007). Der weitere Verlauf des 

Photozyklus ist umstritten und die Beteiligung einer konservierten Tryptophan - Triade in den 

Cryptochromen wird vermutet (Zeugner et al., 2005). 

 

Abbildung 8 : Vereinfachte Darstellung der Photochemie des FAD im Photozyklus der 
Cryptochrome. Das vollständig oxidierte FAD wird unter Lichteinwirkung (Ƙ)˄, sowie der Aufnahme je 
eines Elektrons (e-) und Protons (H+) zum Semichinon (FADHω) reduziert. Bei weiterer Belichtung wird 
dieses unter Aufnahme eines weiteren Elektrons zum FADH- weiter reduziert (verändert nach 
Möglich et al., 2010).  

 Ein ungewöhnliches Cryptochrom (CryB) konnte in R. sphaeroides identifiziert werden 

(Hendrischk et al., 2009a). Dieses besitzt keine C - terminale Verlängerung, zeigt aber nur geringe 

Sequenzidentität zu CRY - DASH - Proteinen. Zudem konnte das zweite Antennenpigment neben 

dem Chromophor FAD bisher noch nicht identifiziert werden. Obwohl dem CryB - Protein die 

konservierte Tryptophan - Triade fehlt, führt es einen Photozyklus durch und zeigt eine hohe 

RNA und ssDNA - Bindefähigkeit, die jedoch nicht mit der blaulichtabhängigen Reparatur von 

Thymin - Dimeren einher geht (Hendrischk et al., 2009a). Darüber hinaus scheint der Photozyklus 

von oxidiertem FAD, zum mit zwei Elektronen und einem Proton reduzierten, FADH- zu verlaufen 

und somit anderen Cryptochromen zu ähneln (Hendrischk et al., 2009a). Es ist das einzige 

bakterielle Cryptochrom, für das bisher eine Funktion (Beteiligung an der Regulation des 

Photosyntheseapparates) nachgewiesen ǿŜǊŘŜƴ ƪƻƴƴǘŜΦ {ŜƛƴŜ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ǿƛǊŘ ˋHII - abhängig 

(vgl. Abschnitt 1.3.4) reguliert (Hendrischk et al., 2009a).  

 
 

PHR - Domäne
C- terminale 
Verlängerung

Pterin FAD

ca. 500 
Aminosäuren

ca. 50 - 250 
Aminosäuren

PHR - Domäne

Pterin FADA

B
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1.2.4 LOV - Domänen - Proteine 

 
 Die LOV - Domäne wurde zuerst als Blaulichtrezeptor der pflanzlichen Phototropine 

identifiziert (Christie et al., 1998). Diese enthalten zwei besondere tandem PAS - Domänen, die 

als Rezeptoren für Licht - (Light), Sauerstoff - (Oxygen) und Spannungs - (Voltage) Signale dienen 

können, woraus sich dŜǊ bŀƳŜ α[h±ά ŀōƭŜƛǘŜǘ (Taylor und Zhulin, 1999). Die LOV - PAS -

 Domänen enthalten dabei immer die konservierte Aminosäurefolge GXNCRFLQ, die ein 

hochkonserviertes und für den Photozyklus benötigtes Cystein enthält (Briggs, 2007). Die LOV -

 Domäne selbst ist eine relativ kurze Domäne (100 - 110 Aminosäuren) und nimmt, bis auf 

wenige Ausnahmen, Blaulicht über einen FMN - Cofaktor wahr (Möglich et al., 2010). Die 

Signalweiterleitung erfolgt in den meisten Fällen über eine, ŘǳǊŎƘ ŜƛƴŜ ʰ - IŜƭƛȄ όWʰύ 

angeschlossene Ausgangsdomäne, welche ein weites Funktionsspektrum umfassen kann 

(Abbildung 9). Die LOV - Domänen - Proteine steuern in Pflanzen Phototropismus, 

Chloroplasten - und Blattbewegung und die Stomataöffnung (Christie et al., 1998; Christie, 

2007). In Prokaryoten ist die physiologische Rolle von LOV - Photorezeptoren bisher kaum 

untersucht. In dieser Gruppe befinden sich zudem Proteine ohne Ausgangsdomäne (Losi und 

Gärtner, 2008). Das erste beschriebene bakterielle, nur aus einer N - terminalen LOV - Domäne 

und einer kurzen C - ǘŜǊƳƛƴŀƭŜƴ ʰ - Helix bestehende Protein ist dabei das PpSB1 - Protein von 

Pseudomonas putida, dessen physiologische Rolle allerdings noch unbekannt ist (Krauss et al., 

2005; Jentzsch et al., 2009). Eine bekannte Funktion hat z.B das YtvA - Protein aus Bacillus 

subtilis, welches nach Bestrahlung mit Blaulicht als Antagonist zu einem Anti - ̀  - Faktor wirkt 

(siehe Abschnitt 1.3.4). Zudem konnte eine Wirkung ŀƭǎ ǇƻǎƛǘƛǾŜǊ wŜƎǳƭŀǘƻǊ ŘŜǎ ˋB - Faktors der 

generellen Stressantwort gezeigt werden (Losi et al., 2002; Avila-Perez et al., 2006). Dieses 

besitzt jedoch eine C - terminale STAS (Sulfattransport /  Anti - Sigma)- Ausgangsdomäne. 

 

 
Abbildung 9 : Übersicht über die Domänenstruktur bekannter bakterieller LOV - Domänen -
 Proteine. Für Synechococcus sp. PCC7942, Kineococcus radiotolerans und Erythrobacter litoralis sind 
die NCBI - Akzessions - Nummern angegeben. SPOIIE ist ein an der Sporulation beteiligter Faktor. Die 
Helix - turn - Helix - Domäne (HtH) wirkt als Transkriptionsfaktor. Die STAS - Domäne wirkt als 
Sulfattransporter /  Anti - Sigma - Faktor - Antagonist (verändert nach Losi und Gärtner, 2008).  

 Der Photozyklus von LOV - Proteinen (Abbildung 10) ist einzigartig und beginnt mit der 

dunkeladaptierten D450 - Form, wobei ein vollständig oxidiertes FMN - Molekül als Cofaktor 

vorliegt. Bei Bestrahlung mit Blaulicht wird ein kurzlebiger Triplettzustand gebildet (L660), der 

eine Thioether - Bindung mit dem konservierten Cystein der LOV - Domäne eingeht. Die Bildung 

LOV

LOV Histidin - Kinase

LOV Diguanlyatzyklase Phosphodiesterase

LOV SPOIIE

LOV HtH- Domäne

LOV STAS

Pseudomonasputida PpSB1

CaulobactercrescentusLovK

Synechococcussp. PCC7942 Q31RU9

KineococcusradiotoleransA6W4X7

Erythrobacterlitoralis Q2NB98

BacillussubtilisYtvA

LOV RhodobactersphaeroidesLOV
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eines Semichinon - Radikals während dieser Reaktion wird vermutet. Die so gebildete S390 - Form 

stellt die physiologisch aktive Form des Proteins dar und führt zur Signaltransduktion des 

Blaulichtreizes. Durch Oxidation des FMN wird daraufhin die D450 - Form wiederhergestellt 

(Salomon et al., 2000; Salomon et al., 2001; Schleicher et al., 2004; Matsuoka et al., 2007). 

 

 
Abbildung 10 : Vereinfachte Darstellung der Photochemie des FMN im Photozyklus von LOV -
 Domänen - Proteinen. D450 ist die dunkeladaptierte Form, die durch Blaulicht in einen angeregten 
Triplettszustand (L660) übergeht. Dies führt zur Bildung einer Thioether - Bindung mit dem 
konservierten Cystein (verändert nach Möglich et al., 2010).  

 Ein LOV - Protein ohne Ausgangsdomäne konnte auch in R. sphaeroides identifiziert 

werden (Hendrischk et al., 2009b). Dieses bindet ebenfalls ein FMN als Chromophor und zeigt 

den für LOV - Proteine typischen Photozyklus. Gleichzeitig weist es aber einige strukturelle 

Besonderheiten auf. So besitzt das Protein eine ǳƴƎŜǿǀƘƴƭƛŎƘ ƭŀƴƎŜ ʰ - IŜƭƛȄ όWʰύ ŀƳ / -

 Terminus, die aber nicht in eine Ausgangsdomäne mündet. Eine physiologische Funktion des 

Proteins konnte bisher noch nicht beschrieben werden (Hendrischk, 2009; Hendrischk et al., 

2009b). 

 

1.2.5 BLUF - Domänen - Proteine 

 

 Blaulichtrezeptoren mit der BLUF - Domäne wurden etwa zur gleichen Zeit in 

Prokaryoten (Braatsch et al., 2002; Gomelsky und Klug, 2002) und Eukaryoten (Iseki et al., 2002) 

beschrieben. Diese Gruppe scheint jedoch deutlich verbreiteter in Prokaryoten zu sein und es 

konnte bis heute kein einziger Vertreter unter den höheren Pflanzen identifiziert werden 

(Möglich et al., 2010). Die relativ kurzen BLUF - Domänen (100 - 110 Aminosäuren, (Losi, 2007)) 

binden FAD als Cofaktor und sind, wie die LOV - Domänen, oft an eine Ausgangsdomäne 

gekoppelt (Abbildung 11). Das bestuntersuchte BLUF - Domänen - Protein ist das, in Abschnitt 

1.1.5 bereits als Redox - Sensor beschriebene, AppA - Protein von R. sphaeroides. Dieses besitzt 

eine N - terminale BLUF - Domäne, die bei Blaulichtbestrahlung die Interaktion des 

redoxsensitiven C - Terminus mit dem PpsR - Repressor hemmt (Braatsch et al., 2002; Han et al., 

2004). PpsR bindet so an die DNA und verhindert die Transkription der Photosynthesegene. Die 

Rolle des AppA - Proteins bei der Genregulation in Rhodobacter sphaeroides wird in Abschnitt 

1.3.3 genauer beschrieben. Das E.coli - Protein YcgF hat eine C - terminale Phosphodiesterase -

 Domäne, die eine Rolle beim Abbau des second messengers zyklischem di - GMP und der 

Abwehr von oxidativem Stress beteiligt spielt (Rajagopal et al., 2004).  
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Abbildung 11 : Übersicht über die Domänenstruktur bekannter bakterieller BLUF - Domänen -
 Proteine. Für Thermosynechococcus elongatus, Beggitoa sp. PS, Polaribacter dokdonensis und 
Magnetococcus sp. MC-1 sind die NCBI - Akzessions - Nummern angegeben. SHIC ist die in Abschnitt 
1.1.5 beschriebene Häm - bindende Redox - Sensor - Domäne. Die Helix - turn - Helix - Domäne (HtH)  
ermöglicht die DNA - Bindung als Transkriptionsfaktor (verändert nach Losi und Gärtner, 2008).  

 

 Der Photozyklus von BLUF - Domäne - Proteinen (Abbildung 12) wurde in den letzten 

Jahren sehr intensiv untersucht und ist einzigartig unter den Photorezeptoren (Masuda et al., 

2004; Gauden et al., 2005; Laan et al., 2006). Das gebundene FAD durchläuft nur minimale 

strukturelle Veränderungen nach der Belichtung. Das nicht - kovalent an ein konserviertes 

Glutamin gebundene FAD wird dabei aus seinem Grundzustand (P) durch Lichtabsorption in 

seine extrem kurzlebige (ps - Bereich) Semichinon - Form (FADHω) überführt. Die 

Elektronenübertragung erfolgt durch ein konserviertes Tyrosin in der Bindetasche. Dies führt zur 

Rotation der Seitenkette des Glutamins, welches daraufhin das Elektron vom Semichinon FADHω 

zurück an das Tyrosin überträgt. Der so entstehende Pred - Zustand, besitzt ein leicht in den roten 

Bereich verschobenes Absorptionsspektrum und ist die physiologisch aktive Form, welche die 

Signaltransduktion einleitet. Die Beteiligung eines ebenfalls in der Bindetasche gelegenen 

Tryptophans am Photozyklus ist strittig und vor allem am Beispiel von AppA mehrfach gezeigt 

und wiederlegt worden (Masuda et al., 2007; Dragnea et al., 2009; Unno et al., 2010). Das 

Tryptophan scheint keinen Einfluss auf den Photozyklus des FAD zu haben, sondern nur an der 

für die Signaltransduktion benötigten Strukturänderung des Apoproteins beteiligt zu sein. 

Abbildung 12 : Vereinfachte Darstellung der Photochemie des FAD im Photozyklus von BLUF -
 Domänen Proteinen. Das konservierte Tyrosin überträgt, nach der Bestrahlung mit Blaulicht, 
Elektronen auf FAD, was zur Bildung des Semichinons (FADHω) aus dem Grundzustand (P) führt. Dies 
führt zur Rotation des konservierten Glutamins, welches das Elektron des Semichinons zurück an 
Tyrosin überträgt. Es entsteht der aktive Zustand des Proteins (Pred) (verändert nach Möglich et al., 
2010). 
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1.3 Das Proteobakterium Rhodobacter sphaeroides 
  

1.3.1 Phylogenie und Stoffwechselvielfalt 

 

 Das Bakterium Rhodobacter sphaeroides gehört zur ʰо - Untergruppe der 

Proteobakterien. R. sphaeroides ist ein verbreitetes Studienobjekt für die Untersuchung licht - 

und sauerstoffabhängiger Genregulation, sowie Photorezeption in Prokaryoten. Es kann aus 

vielen lichten, feuchten Habitaten, wie z.B. fließenden und stehenden Oberflächengewässern, 

aber auch aus dem Kapillarwasser von oberflächennahen Bodenproben isoliert werden. 

R. sphaeroides ist ein 0,2 - 0,5 ˃ Ƴ ƭŀƴƎŜǎ, lateral begeißeltes Stäbchen (Imhoff, 2001). Es besitzt 

zwei Chromosomen, die zusammen eine Größe von 4,2 x 106 bp (Choudhary et al., 2004) haben 

und fällt durch seinen hohen GC - Gehalt von 65 - 69 % auf (Imhoff, 2001). Zudem tragen noch 

fünf Plasmide die Erbinformationen des Bakteriums (Suwanto und Kaplan, 1989). 

 R. sphaeroides besitzt eine bemerkenswerte Vielzahl an Wegen der Energiegewinnung: 

so lange der Sauerstoffpartialdruck hoch genug ist, deckt das Bakterium seinen Energiebedarf 

durch aerobe Atmung. Fällt der Sauerstoffpartialdruck und ist Licht vorhanden, kann es eine 

anoyxgene Photosynthese durchführen und atmosphärisches CO2 /  N2 fixieren (Madigan, 1995; 

Tabita, 1995). Ist weder Licht noch O2 vorhanden, können Kohlenstoffquellen durch anaerobe 

Atmung verwertet werden, wenn ein passender terminaler Elektronenakzeptor vorhanden ist 

(Imhoff, 2001). Fehlt auch dieser, können Kohlenstoffquellen durch verschiedene Gärungen für 

den Stoffwechsel genutzt werden (Imhoff, 2001). 

 Die Regulation dieser Stoffwechselwege ist komplex und erfolgt unter Verwendung einer 

großen Anzahl von Redox - und Licht - Rezeptor - Proteinen. Vor allem die Regulation der 

Genexpression der für die anoyxgene Photosynthese benötigten Gene ist interessant, da diese 

sowohl durch Licht als auch durch Sauerstoff maßgeblich beeinflusst wird. 

 

1.3.2 Aufbau des Photosyntheseapparates 

 

 Die anoxygene Photosynthese von R. sphaeroides findet in intracytoplasmatischen 

Membran (Intracytoplasmic Membrane, ICM) - Vesikeln statt, welche von der Zellmembran in 

das Cytoplasma reichen. Dabei sind die Vesikel zwar physikalisch mit der Zellmembran 

verbunden, aber funktionell getrennt (Kiley und Kaplan, 1988). Die häufigsten Proteine in diesen 

Vesikeln sind bacteriochlorophyll - und carotinoidbindende Komplexe, die nach ihren 

Absorptionsmaxima B875 (Lichtsammelkomplex I bzw. LHCI) und B800 - 850 

(Lichtsammelkomplex II bzw. LHCII) benannt wurden (Cogdell et al., 2003). Diese sammeln das 

Licht und leiten es an das Reaktionszentrum (RC) weiter, welches ein Absorptionsmaximum bei 

870 nm hat. 

Insgesamt 14 LHC I umgeben dabei ein RC und diese sind wiederum von LHC II umringt (Cogdell 

et al., 2003; Roszak et al., 2003). Die große Anzahl an gebundenen Carotinoidmolekülen dieser 

Komplexe verleiht den Zellen die charakteristische rote Färbung. In R. sphaeroides sind die 

häufigsten Carotinoide dabei Spheroiden und das Spheroidenon, mit einer deutlichen 

Absorption bei 450 - 550 nm (Imhoff, 2001). 
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 Die Energiegewinnung bei dieser Art der Photosynthese wird durch die Kopplung der 

lichtgetriebenen Oxidation eines Bacteriochlorophyll - Paars (sog. special pair) im RC an den 

Elektronentransport durch eine Reihe von Cytochromen und Chinonen erzielt. Das durch die 

Lichtbestrahlung oxidierte RC wird durch Elektronen aus dem Chinonpool wieder reduziert, was 

für die Bildung eines Protonengradienten genutzt wird, der wiederum die ATP - Synthese 

antreibt (Meyer und Donohue, 1995; Daldal et al., 2003).  

 Die für die Bildung des Photosyntheseapparates benötigten Gene in R. sphaeroides 

befinden sich in einem großen polycistronischen Genlokus, welcher auch als photosynthetischer 

Gencluster bekannt ist (Abbildung 13). Dieser enthält die Gene für die 

Bacteriochlorophyllsynthese (bch), die Carotinodsynthese (crt) und die Gene der 

Strukturproteine des LHC I (pufBA), sowie des RC (pufLM, puhA) (Bauer et al., 1991). Des 

Weiteren werden einige regulatorische Proteine im Gencluster codiert (ppaA, tspO, ppsR). 

Darunter auch der bereits in Abschnitt 1.1.5 beschriebene Repressor PpsR. Die Gene, welche die 

Strukturproteine des LHC II (pucBA) codieren, befinden sich außerhalb des photosynthetischen 

Genclusters. Für diese existiert noch ein zweiter Genlocus (puc2BA) der funktionell mit dem 

ersten nahe verwandt ist und die gleiche Rolle in der Zelle übernimmt (Zeng et al., 2003; Cogdell 

et al., 2004). 

 

 
Abbildung 13 : Schematische Darstellung der Anordnung der Gene im photosynthetischen 
Gencluster von R. sphaeroides. Die einzelnen Gene sind als farbige Kästchen dargestellt, wobei Gene 
gleicher Farbe zu einer funktionellen Gruppe gehören. Dabei gilt: Blau = Strukturproteine der 
Photosynthesekomplexe (LHC I & II, RC), Grün = Bacteriochlorophyllsynthese (bch), Gelb = 
Regulatorproteine der Photosynthese (ppaA = photopigment and puc activation, ppsR = 
photopigment suppression, tspO = tryptophan rich sensory protein), Rot = Carotinoidsynthese (crt). 
Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an (verändert nach Choudhary und Kaplan, 2000; Roh et 
al., 2004). 

 

1.3.3 Regulation der Photosynthesegenexpression 

 

 Unter aeroben Bedingungen (8 mg l-1 gelöster O2) zeigen Kulturen von R. sphaeroides 

eine sehr leichte rosa Färbung. Die Zellen besitzen nur wenige ICM - Vesikel , mit wenigen 

pigmentbindenden Photosynthesekomplexen (Frese et al., 2004; Hunter et al., 2005). Sinkt der 

Sauerstoffpartialdruck im Medium auf semiaerobe Bedingungen ab (3,2 - 4 mg l-1 gelöster O2), 

kann eine deutliche Färbung ins Dunkelrote beobachtet werden, da die Zellen verstärkt 

Pigmente bilden. Dieser Effekt ist seit langem bekannt (Cohen-Bazire et al., 1957) und dabei ist 

bemerkenswert, dass diese Pigmentbildung auch bei Dunkelheit geschieht. Werden die Zellen 

unter diesen Bedingungen Blaulicht ausgesetzt, führt das zur Einstellung der Synthese der 
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pigmentbindenden Komplexe (Shimada et al., 1992). Fällt der Sauerstoffpartialdruck weiter (1 - 

0 mg l-1 gelöster O2), steigt die Expression dieser Komplexe noch einmal leicht an (Cohen-Bazire 

et al., 1957). Belichtung der Zellen mit Blau -oder Rotlicht bei diesen niedrigen 

Sauerstoffkonzentrationen führt zu einer Verstärkung der Pigment - Protein - Komplex -

 Synthese (Cohen-Bazire et al., 1957), wobei vor allem zusätzliche LHC II gebildet werden (Hunter 

et al., 2005). 

 Den größten Einfluss auf die Expression der Photosynthesegene hat das PrrB /  PrrA-

Zweikomponentensystem (Eraso & Kaplan, 1994). Durch Kombination von Transkriptom - und 

Proteom - Analysen konnte ein großes Regulon identifiziert werden, welches 43 % der Gene des 

Organismus umfasst (Eraso et al., 2008). PrrB stellt dabei eine membranständige Sensorkinase 

dar, während PrrA als response regulator an die DNA bindet. Phosphoryliert PrrB das PrrA -

 Protein, dimerisiert dieses und erhöht die Expression der Gene für den Photosyntheseapparat 

stark (Karls et al., 1999; Laguri et al., 2006). Neben den Photosynthesegenen fallen ebenfalls 

Gene der N2 - Fixierung, CO2 -  Fixierung und H2 - Oxidation mit in dieses Regulon (Joshi und 

Tabita, 1996; Qian und Tabita, 1996; Elsen et al., 2004). Die Bindung von PrrA an die DNA findet 

als Homodimer statt (Laguri et al., 2003), weshalb die Bindesequenz (C /  T) - (G /  C) - C - G - G -

 (C /  G) - N - G - (T /  A) - C - (G /  A) - (C /  A) eine Lücke (N) von 1 - 10 bp Länge aufweist (Mao et 

al., 2005). Die Bindung erfolgt über ein helix - turn - helix - Motiv (FIS - Familie), welches in allen 

verwandten Arten mit einer Sequenzidentität von 100 % hochkonserviert ist (Masuda et al., 

1999; Jones et al., 2005).  

 

 
Abbildung 14 : Modell der Regulation der Photosynthesegenexpression durch PrrB /  PrrA bei 
hohen (A) und niedrigen (B) Sauerstoffkonzentrationen. Ist der Sauerstoffpartialdruck hoch, hemmt 
die Elektronentransportkette (ETK) der aeroben Atmung die Autophosphorylierung durch die Histidin 
Kinase - Domäne (H - K) von PrrB. Die PrrA - abhängige Expression findet nur im geringen Maße statt. 
Bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck bleibt das inhibitorische Signal aus und die 
Autophosphorylierung von PrrB führt zur Phosphorylierung von PrrA, welches die Expression der 
Photosynthese - Gene (PS - Gene) verstärkt und somit eine vermehrte Synthese der 
Photosynthesekomplexe (PSK) einleitet (verändert nach Tavano und Donohue, 2006). 

 Die Genregulation ist in erster Linie sauerstoffabhängig (Abbildung 14). Die 

Autophosphorylierungsrate der Sensorkinase PrrB wird durch den Oxidationsstatus der 
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Elektronentransportkette (ETK) der aeroben Atmung bestimmt. Dabei wird vermutet, dass 

Elektronen von der oxidierten terminalen Cytochrom cbb3 - Oxidase nicht nur auf Sauerstoff, 

sondern, in direkter Interaktion, auch auf das PrrB - Protein übertragen werden können (Oh und 

Kaplan, 2000). Diese Elektronenübertragung hemmt die Autophosphorylierung von PrrB. Unter 

aeroben Bedingungen kommt es somit nicht zur Phosphorylierung der Sensorkinase, so dass nur 

eine schwache Expression der PrrA - abhängigen Gene stattfindet (Potter et al., 2002; Oh et al., 

2004). Liegt die Cytochrom cbb3 - Oxidase dagegen bei geringem Sauerstoffpartialdruck reduziert 

in der Zellmembran vor, fehlt die inhibitorische Elektronenübertragung auf PrrB und dieses kann 

sich selbst und PrrA phosphorylieren. Der response regulator dimerisiert und steigert die 

Expression der von ihm regulierten Gene (Oh et al., 2001). Bestrahlt man die Zellen bei 

niedrigem Sauerstoffpartialdruck mit photosynthetisch aktivem Licht (Blau - oder Rotlicht) 

verstärkt dies den Anstieg der Expression noch einmal (Happ et al., 2005). Dabei wird vermutet, 

dass die Bestrahlung mit Licht zu einer Verschiebung des Elektronentransports der Atmungskette 

zum photosynthetischen Elektronentransport führt, was eine weitere Abschwächung des 

inhibitorischen Signals der Cytochrom cbb3 - Oxidase erzeugt (Happ et al., 2005). Wird der 

photosynthetische Elektronentransport gestört, bleibt dieser lichtabhängige Anstieg aus (Happ 

et al., 2005). 

 Die sauerstoffabhängige Regulation der Photosynthesegene in R. sphaeroides erfolgt 

zusätzlich durch das FnrL - Protein (Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 1995). Dieses Protein zeigt eine 

starke Homologie zum, in Abschnitt 1.1.4 beschriebenen, E. coli - Protein Fnr. Die 

Redoxwahrnehmung scheint nach dem gleichem Mechanismus (Abbildung 4) zu verlaufen 

(Zeilstra-Ryalls et al., 1997). Die gebundene Consensus-Sequenz entspricht dabei mit T - T - G -

 A - (T /  C) - N4 - A - T - C - A - A ebenfalls der des Fnr - Protein aus E. coli (Zeilstra-Ryalls und 

Kaplan, 1998). Das FnrL - Protein wirkt als globaler Transkriptionsregulator unter anaeroben 

Bedingungen und kontrolliert neben dem puc - Operon die Transkription der für die 

Bacteriochlorophyllsynthese notwendigen Tetrapyrolsynthesegene hemA, hemF und hemZ 

(Ranson-Olson und Zeilstra-Ryalls, 2008).  

 Die komplexe Regulation der Photosynthesegene wird vervollständigt durch den Einfluss 

des AppA /  PpsR - Systems. Wie bereits in den Abschnitten 1.1.5 und 1.2.5 beschrieben, vereint 

der AppA - Antirepressor durch seine C - terminale Häm - bindende Domäne die Eigenschaften 

eines Redox - Sensor - Proteins mit denen eines Photorezeptors, durch seine N - terminale BLUF -

 Domäne. AppA wirkt dabei als Modulator der Aktivität des Repressors PpsR. Das tetramere 

PpsR - Protein bindet zwei palindromische Wiederholungen der Sequenz T - G - T - N12 - A - C - A 

(Moskvin et al., 2005). Gebunden überdeckt das Protein den - 35 und - мл .ŜǊŜƛŎƘ ŘŜǎ ˋ70 -

 Faktors und interferiert so mit der RNA - Polymerase. Bei hohem Sauerstoffpartialdruck kann 

der redoxsensitive C - Terminus von AppA nicht mit PpsR interagieren und die 

Photosynthesegene werden reprimiert (Gomelsky und Kaplan, 1997; Han et al., 2007). Fällt der 

Sauerstoffpartialdruck auf semiaerobes Niveau kann AppA PpsR binden und die 

Photosynthesegene werden exprimiert (Cohen-Bazire et al., 1957). Die Bestrahlung des AppA -

 Proteins mit Blaulicht sorgt unter semiaeroben Bedingungen für eine Konformationsänderung 

der N - terminalen BLUF - Domäne, die daraufhin mit dem C - Terminus interagiert und PpsR 

wieder freisetzt (Braatsch et al., 2002; Han et al., 2004; Han et al., 2007). Durch diese duale 

Regulation wird zum Einen die Expression bei hohem Sauerstoffpartialdruck vermieden. Zum 
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Anderen werden die Photosynthesegene bei gleichzeitigem Vorhandensein von Sauerstoff und 

Blaulicht ebenfalls reprimiert. Bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck verliert das AppA /  PpsR -

 System seinen Einfluss und die expressionssteigernde Wirkung des PrrB /PrrA - Systems tritt in 

den Vordergrund (Braatsch et al., 2002). 

 

Abbildung 15 : Modell der dualen 
Regulation der Photosynthesegene 
durch Licht und Sauerstoff unter 
aeroben (A) und semiaeroben (B) 
Bedingungen. Unter aeroben 
Bedingungen (A) liegt das Häm der C -
 terminalen Domäne oxidiert vor. Damit 
ist der Antirepressor sowohl im Blaulicht 
als auch bei Dunkelheit unfähig das PpsR 
zu binden. Unter semiaeroben 
Bedingungen (B) wird das Häm reduziert 
und die C - terminale Domäne interagiert 
mit PpsR. Dies erlaubt die Expression der 
Photosynthesegene. Die Blaulicht-
bestrahlung sorgt für die Anregung des 
FAD und für ein Konformationsänderung 
der BLUF - Domäne. Diese interagiert mit 
dem C - Terminus und PpsR ist wieder 
frei (verändert nach Han et al., 2007). 

 Jüngere Studien legen zudem eine starke Verknüpfung des PrrB /  PrrA - Systems mit dem 

AppA /  PpsR - System nahe. So findet auch unter semiaeroben Bedingungen keine Expression der 

Photosynthese statt, wenn kein PrrA vorhanden ist (Metz, 2006; Jäger et al., 2007). Gleichzeitig 

vermittelt das AppA /  PpsR - System auch unter anaeroben Bedingungen eine Regulation, wenn 

das PrrB - Protein fehlt (Happ et al., 2005). Da zudem PrrA die Expression von AppA beeinflusst 

(Gomelsky et al., 2008), kann davon ausgegangen werden, dass das PrrB /  PrrA - System sich 

dominant verhält. Dabei ist nicht klar, ob beide Proteine gleichzeitig an die DNA binden und die 

Stärke des aktivierenden oder reprimierenden Effekts ausschlaggebend ist oder ob jeweils nur 

eines der beiden Systeme Einfluss auf die Expression hat. Die Bindestellen von PrrA und PpsR 

liegen nur wenige Basen voneinander entfernt (siehe Anhang Abbildung 72), was beide 

Möglichkeiten offen hält. 

 Das erst kürzlich in R. sphaeroides identifizierte Cryptochrom CryB scheint ebenfalls 

einen Einfluss auf die Expression des Photosyntheseapparates zu haben. So zeigt die CryB -

 Mutante eine hellere Farbe nach mikroaerobem Wachstum und deutlich reduzierte 

Absorptionsspektren. Eine Komplementation des Proteins von Plasmid führt, nicht zur 

Wiederherstellung des Wildtyp - Phänotyps, sondern zu einer Verstärkung der hellen 

Pigmentierung (Hendrischk et al., 2009a). Da die Kopienzahl des cryB - Gens in der Zelle vom 

Plasmid höher ist als vom Chromosom, scheint die Menge an gebildeten CryB - Protein einen 

Einfluss auf die Expression der Photosynthesegene zu haben (Hendrischk et al., 2009a). 
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1.3.4 Regulation der Antwort auf photooxidativen Stress in R. sphaeroides durch 

den Sigmafaktor ̀ E 

  

 Neben Transkriptionsfaktoren sind {ƛƎƳŀŦŀƪǘƻǊŜƴ όˋ - Faktoren) die bedeutendsten 

Proteine zur Modulation der Expression von Genen (Helmann und Chamberlin, 1988). Eine 

wichtige Untergruppe der Sigmafaktoren stellen die ECF (extracytoplasmic function) -

 Sigmafaktoren dar (Wosten, 1998; Brooks und Buchanan, 2008). Sie regulieren die Transkription 

von Genen, deren Produkte außerhalb des Cytoplasmas der Zelle wirken, wie z.B. 

periplasmatische, membranständige und extrazelluläre Proteine (Brooks und Buchanan, 2008). 

Sigmafaktoren werden abhängig von bestimmten Umweltbedingungen synthetisiert und 

unterstützen die Bindung des RNA - Polymerase - Komplexes an Promotorregionen von Genen. 

Dabei besitzen verschiedene Sigmafaktoren unterschiedliche Spezifitäten, die oft nur ein kleines 

Regulon von Genen umfassen (Brooks und Buchanan, 2008). Die Aktivität von ECF -

 Sigmafaktoren ist oft durch einen Anti - Sigmafaktor begrenzt (Brown und Hughes, 1995; 

Helmann, 2002). Dieser wird mit dem jeweiligen Sigmafaktor cotranskribiert und verhindert 

dessen Bindung an die RNA - Polymerase. Die Dissoziation des Sigmafaktors von seinem Anti -

 Sigmafaktor stellt daher einen bedeutenden Beitrag zur Transkriptionsregulation dar (Brown 

und Hughes, 1995). 

 In Rhodobacter sphaeroides ist der ECF - Sigmafaktor ˋE ein gut untersuchtes Beispiel. 

Dieser wird mit dem Anti - Sigmafaktor ChrR coxeprimiert und ein noch unbekanntes Stresssignal 

führt zur Dissoziation der beiden Faktoren voneinander (Newman et al., 1999)Φ ˋE reguliert seine 

eigene Transkription und wird vermehrt gebildet, wenn die Zellen Blaulicht, Singulettsauerstoff- 

und Peroxidstress ausgesetzt sind (Braatsch et al., 2004; Anthony et al., 2005; Zeller et al., 2005). 

5ƛŜ ˋE - Antwort ist in erster Linie singulettsauerstoffabhängig und umfasst eine kleine Zahl von 

Genen, zu denen z.B. der Sigmafaktor ̀HII gehört. (Anthony et al., 2005; Glaeser et al., 2007). ̀ HII 

leitet anschließend die Hauptantwort auf Singulettsauerstoff ein und spielt zudem eine Rolle in 

der Methylglyoxalstressantwort (Nuss et al., 2009). 

 

Abbildung 16 : Modell der ˋE - abhängigen 
Antwort auf Singulettsauerstoffstress in 
R. sphaeroides. Ein noch unbekanntes 
Stresssignal führt zur Dissoziation des 
Sigmafaktors ˋE vom Anti - Sigmafaktor ChrR. ̀E 

leitet die eigene Expression und die Expression 
des Sigmafaktors ˋHII ein. ˋHII ist anschließend 
für die Hauptantwort  auf Singulettsauerstoff in 
der Zelle verantwortlich (verändert nach 
Hendrischk, 2009; Nuss et al., 2009).  
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
 

 Die Photosynthesegenregulation von Rhodobacter sphaeroides durch Licht und 

Sauerstoff ist komplex und es konnte gezeigt werden, dass das Zusammenspiel aller daran 

beteiligter Faktoren nötig ist, um kontrolliert auf Umweltreize zu reagieren. Vor allem die 

Regulation durch Blaulicht ist interessant, da dieses, unter den richtigen Bedingungen, sowohl 

als mögliche Energiequelle, als auch als Erzeuger von oxidativem Stress dienen kann. Neben dem 

lichtabhängigen Zusammenspiel des AppA /  PpsR - Systems mit dem PrrB /  PrrA - System, 

konnten mit dem CryB -  und dem LOV - Protein zwei weitere Blaulichtrezeptoren identifiziert 

werden, über deren physiologische Wirkung in vivo fast nichts bekannt ist.  

 Als Fortführung meiner Diplomarbeit (Metz, 2006) war ein Ziel dieser Arbeit das 

Verständnis der blaulichtabhängigen Regulation durch AppA /  PpsR und PrrB /  PrrA zu 

verbessern. Dazu sollte zum einen die in vivo - Blaulichtsensitivität der BLUF - vermittelten 

AppA - Antwort und der Elektronentransport - vermittelten PrrB - Antwort bestimmt werden. 

Gleichzeitig wurde durch Mutation der BLUF - Domäne versucht, Einfluss auf die 

Blaulichtsensitivität des Proteins und seine Interaktion mit PpsR zu nehmen. Zum anderen sollen 

in vivo - footprint - assays durchgeführt werden, um die exakten Bindezustände von PrrA und 

PpsR unter verschiedenen Bedingungen in der lebenden Zelle nachzuweisen. 

 Für das erst kürzlich beschriebene Cryptochromhomlog CryB konnte bisher eine 

Beteiligung an der Regulation der Photosynthesegene nachgewiesen werden. Ob diese 

eigenständig oder im Zusammenspiel mit bereits bekannten Faktoren geschieht ist jedoch 

unbekannt. Daher sollte das CryB - Protein über ein Yeast - Two - Hybrid - System zum Einen 

gegen eine Genomdatenbank und zum Anderen gegen bekannte Regulatorproteine, wie PpsR 

und AppA auf eine mögliche Interaktion getestet werden. Da die Komplementation des CryB -

 Proteins einen stärkeren Phänotyp zeigt als die Mutante, soll zudem mit einem R. sphaeroides 

Überexpressionstamm die Auswirkung einer noch höheren Proteinexpression untersucht 

werden. 

 Die physiologische Rolle des LOV - Proteins ist noch völlig unbekannt. Daher war ein 

weiteres Ziel dieser Arbeit, dieses Protein über das Yeast - Two - Hybrid - System gegen die 

Genomdatenbank von R. sphaeroides zu testen. Um die mögliche Funktion des Proteins weiter 

einzugrenzen, sollte ȊǳŘŜƳ ŜƛƴŜ ǳƳŦŀǎǎŜƴŘŜ ¢ǊŀƴǎƪǊƛǇǘƻƳŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜǊ ɲlov - Mutante mit der 

des Wildtyps unter verschiedenen Bedingungen, wie z.B. mikroaerobem Wachstum und 

Blaulichtbestrahlung, verglichen werden. Da kein kommerziell erhältlicher Transkriptomchip für 

R. sphaeroides existierte, war dessen design ebenfalls ein Teil dieser Arbeit. Abschließend 

sollten, die in der Mutante stark differenziell regulierten Gengruppen unter physiologischen 

Bedingungen näher untersucht und die Ergebnisse der Transkriptomanalysen in vivo bestätigt 

werden. 
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2. Material & Methoden 
 

2.1  Material 
 

 Dieser Abschnitt enthält die Auflistung aller in der Arbeit verwendeten Bakterienstämme, 

Plasmide, Oligonukleotide, Chemikalien, Enzyme und Geräte. Zusätzlich sind allgemeine und 

häufig verwendete Puffer und Medien aufgeführt. Weitere Puffer und Lösungen sind in 

Abschnitt 2.2 bei den jeweiligen Methoden zu finden.   

  

2.1.1  Stämme 

Stamm Beschreibung 

E. coli 

JM109 
endA1, glnV44, thi -1, relA1, gyrA96, recA1, mcrB+Σ ɲόlac-proAB), e14-Σ ώCΩΣ 
traD36,proAB+, lacIq, ƭŀŎ½ɲM15], hsdR17,(rK

-mK
+) (Yanisch-Perron et al., 1985) 

S17-1 recA, pro, hsdR, RP4-2-(Tc::Mu)(Km::Tn7); Tpr, Strr, Spr (Simon et al., 1983) 

M15 
thi ς, lacς, ara+, gal +, mtl ς, Fς, recA+, uvr+, lon+; NaIr, Strr, Rifr, Kmr (QIAGEN, 
Hilden) 

DH5h  
F-, endA1, glnV44, thi -1, recA1, relA1, gyrA96, deoR, nupG, ʊ80dlacZɲM15, 
ɲ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK

- mK
+), ˂ ς (Meselson, 1968) 

MC1061 
hsdR2, hsdM+, hsdS+, araD139Σ ɲόara-leuύтсфтΣ ɲόlac)X74, galE15, galK16, 
rpsL, mcrA, mcrB1; Kmr, Smr (Casadaban und Cohen, 1980) 

R. sphaeroides 

2.4.1 Wildtyp (van Neil, 1944) 

ɲlov 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des lov Gens (RSP_2228) 
ǳƴŘ LƴǎŜǊǘƛƻƴ ŜƛƴŜǊ ʍ{Ǉr-Kassette, Spr (Hendrischk et al., 2009b) 

ɲcryB 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des cryB Gens (RSP_3077) 
und Insertion einer Kmr-Kassette, Kmr (Hendrischk et al., 2009a) 

App11 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des appA Gens (RSP_1565) 
und Insertion einer Tpr-Kassette, Tpr  (Gomelsky und Kaplan, 1995) 

JZ1678 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des fnrL Gens (RSP_0698) 
und Insertion einer Kmr-Kassette, Kmr  (Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 1995) 

PrrB1 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des prrB Gens (RSP_1520) 
und Insertion einer Spr-Kassette, Spr  (Eraso und Kaplan, 1995) 

PrrA2 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des prrA Gens (RSP_1518) 
und Insertion einer Spr-Kassette, Spr  (Eraso und Kaplan, 1995) 

TF18 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion der rpoE/ chrR Gene 
(RSP_1092-1093) und Insertion einer Tpr-Kassette, Tpr (Schilke und Donohue, 
1995) 

ɲchrR 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des chrR Gens (RSP_1093) 
und Insertion einer Tpr-Kassette, Tpr (Newman et al., 1999) 

PUHA1 
R. sphaeroides 2.4.1 mit chromosomaler Deletion des puhA Gens (RSP_0291) 
und Insertion einer Kmr-Kassette, Kmr  (Sockett et al., 1989) 
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App11::appAW104F 
R. sphaeroides App11 mit chromosomal integriertem Vektor 
pPHU::appAW104F; Tpr, Tcr (Metz et al., 2010) 

R. capsulatus 

37b4 Wildtyp von Rhodobacter capsulatus (Molisch, 1907) 

B10 Wildtyp von Rhodobacter capsulatus (Molisch, 1907) 

Azotobacter 

Azotobacter sp. Wildtyp von Azotobacter (Lipman, 1904) 

S. cerevisiae  

AH109 ADE2, HIS3, lacZ, MAT a, trp1, leu2 (CLONTECH, Mountain View, USA) 

Y187 lacZ, MAT h , trp1, leu2 (CLONTECH, Mountain View, USA) 

 

2.1.2  Plasmide 

Plasmid Beschreibung / Herkunft 

pPHU281 
suicide - Vector zur Herstellung von Deletionsmutanten, kann in 
Rhodobacter nicht repliziert werden, Tcr, 6,9 kb (Hübner et al., 1993) 

pRK415 
broad host range - Vektor, repliziert in E. coli und Rhodobacter, Tcr, 10,4 kb 
(Keen et al., 1988) 

pRK2013 
tra+, Hilfsvektor für Konjugationen von E.coli nach Rhodobacter, Kmr, 4,8 kb 
(Ditta et al., 1985)  

pDrive  T - Vektor zur Klonierung von PCR - Produkten, Apr, Kmr (QIAGEN, Hilden) 

pQE30 
Überexpressionsplasmid mit Sequenz für N - terminalen 6x His-tag  
Expression von Proteinen in E. coli 3,4 kb, Apr (QIAGEN, Hilden) 

p484-Nco5 
pRK415 - Derivat mit dem vollständigem AppA - Protein (1354 bp), 366 bp 
upstream des Transkriptionsstart und 46 bp downstream des Stopp -
 Codons, Tcr, 12,1 kb (Gomelsky und Kaplan, 1995) 

p484-bŎƻрɲb 
pRK415 - Derivat mit dem C - terminalen AppA - Protein (968 bp), 366 bp 
upstream des Transkriptionsstarts und 46 bp downstream des Stopp -
 Codons, Tcr, 12,1 kb (Gomelsky und Kaplan, 1995) 

pRKAppA 
pRK - Vektor mit dem SphI /  NcoI AppA - Fragment (1404 bp) aus p484 -
 Nco5, Tcr, 12,1 kb (Han, 2006) 

pRKappAY21F 
pRK - Vektor mit dem SphI /  NcoI AppA - Fragment (1404 bp) aus p484 -
 Nco5, Basenaustausch A zu T 63 bp und C zu T 64 bp nach 
Transkriptionsstarts ,Tcr, 12,1 kb (Metz et al., 2010) 

pRKappAY21C 
pRK - Vektor mit dem SphI /  NcoI AppA - Fragment (1404 bp) aus p484 -
 Nco5, Basenaustausch A zu G 63 bp nach Transkriptionsstarts, Tcr, 12,1 kb 
(Metz et al., 2010) 
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pRKappAW104F 
pRK - Vektor mit dem SphI /  NcoI AppA - Fragment (1404 bp) aus p484 -
 Nco5, Basenaustausch G zu T 311 /  312 bp nach Transkriptionsstarts ,Tcr, 
12,1 kb (Metz et al., 2010) 

pRKappAW104F/Y21F 
pRK - Vektor mit dem SphI /  NcoI AppA - Fragment aus p484 - Nco5 
(1404 bp), Basenaustausch A zu T 63 bp, C zu T 64 bp und G zu T 
311 /  312 bp nach Transkriptionsstarts, Tcr, 12,1 kb (Metz et al., 2010) 

pPHU::appAW104F 

suicide - Vector, enthält XbaI /  HindIII AppA - Fragment amplifiziert aus 
pRKappAW104F mit Basenaustausch G zu T 311 /  312 bp nach 
Transkriptionsstart für Reinsertion in R. sphaeroides App11, Tcr, 8,7 kb (Metz 
et al., 2010) 

pRKcryB 
pRK415 mit 1724 bp HindIII /  XbaI cryB Fragment aus R. sphaeroides 2.4.1, 
für die Komplementation von R. sphaeroides ɲcryB, Tcr, 12,2 kb (Hendrischk 
et al., 2009a) 

pRKpufcryB 
pRKpuf mit 1527 bp XbaI /  EcoRI cryB Fragment aus R. sphaeroides 2.4.1, N-
terminale Fusion mit 6xHis-tag, Tcr, 12,5 kb (Konzer, 2008) 

pMAppA(ER2058) 
basiert auf pMAL-c2x Vektor (NEB), translationale Fusion des AppA -
 Proteins mit dem Maltose - Binde - Protein, Apr, 7,9 kb (Braatsch, 2002) 

pGppS 
Überexpressionsvektor für PpsR mit dem GST - tag in pGEX-2T, Apr, 6,1 kb 
(Gomelsky et al., 2000) 

pGEXAppAɲN 
«ōŜǊŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴǎǾŜƪǘƻǊ ŦǸǊ !ǇǇ!ɲb Ƴƛǘ ŘŜƳ D{¢ - tag in pGEX-2T, Apr, 
6,4 kb (Han et al., 2007) 

pQEcryB 
pQE32 mit 1527 bp SphI /  HindIII cryB Fragment aus R. sphaeroides 2.4.1, N-
terminale Fusion mit 6xHis-tag, Apr, 4,9 kb (Hendrischk et al., 2009a) 

pQEPrrA 
pQE30 mit 521 bp BamHI /  HindIII prrA Fragment aus R. sphaeroides 2.4.1, 
N-terminale Fusion mit 6xHis-tag, Apr, 3,9 kb (diese Arbeit) 

pPHU234 
Vektor für Promotoraktivitätsbestimmung, enthält lacZ - Gen ohne 
Promotor und Start - Codon, Tcr, 21,6 kb (Hübner et al., 1993) 

pPHUphrAlacZ 
pPHU234 mit 238 bp EcoRI /  BamHI phrA Fragment aus R. sphaeroides 
2.4.1, beinhaltet 108 bp upstream Region von phrA, Tcr, 21,8 kb (Hendrischk 
et al., 2007) 

pGAD - T7 
Klonierungsvektor für das Yeast - Two - Hybrid - System, Apr, Leu+ 
(CLONTECH, Mountain View, USA) 

pGAD-T7-T 
Kontrollvektor für das Yeast - Two - Hybrid - System; enthält Sequenz des 
SV40 T-Antigen fusioniert an GAL4-AD; Ampr; Leu+(CLONTECH, Mountain 
View, USA) 

pGBK-T7  
Klonierungsvektor für das Yeast - Two - Hybrid - System; Kmr, Trp+ 
(CLONTECH, Mountain View, USA) 

pGBK-T7-53  Kontrollvektor für das Hefe 2-Hybridsystem; enthält p53 Gen; Kmr, Trp+ 
(CLONTECH, Mountain View, USA) 

pCL1  Kontrollvektor für das Hefe 2-Hybridsystem; enthält die Sequenz für das 
komplette GAL4-Protein; Ampr, Leu+ (CLONTECH, Mountain View, USA) 

pDkatEUp pDrive cloning vector mit PCR Fragment, welches 352 bp der katE 
upstream - Region sowie Schnittstellen für BamHI und PstI enthält, Apr, Kmr 
(Zeller, 2005) 
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pDpucUp pDrive cloning vector mit PCR Fragment, welches 314 bp der pucB 
upstream - Region sowie Schnittstellen für SalI und EcoRV enthält, Apr, Kmr 

(diese Arbeit) 

 

2.1.3  Oligonukleotide 

 

 Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurde von Carl Roth 

(Karlsruhe), Eurofins /  MWG /  Operon (Ebersberg) oder Biomers (Ulm) bezogen. Zur besseren 

Veranschaulichung von Klonierungsstrategien ist für einige der primer die Abbildung mit dem 

Klonierungsschema angegeben. 

 

Oligonukleotide für Klonierungen 

Oligonukleotid Sequenz 5'-3' 

appAY21C-FM 
GTT TCC TGC TGC TGC CGC AGC CTG GC 
overlap extension PCR forward, Mutation F (siehe Abbildung 32), Basenaustausch 
A zu G an Position 63 downstream des Transkriptionsstarts von appA, 26 nt 

appAY21C-RM 
GCC AGG CTC GCG CA GCA GCA GGA AAC 
overlap extension PCR reverse, Mutation R (siehe Abbildung 32), Basenaustausch 
A zu G an Position 63 downstream des Transkriptionsstarts von appA, 26 nt 

appAY21F-FM 

GTT TCC TGC TGC TTT CGC AGC CTG GC 
overlap extension PCR forward, Mutation F (siehe Abbildung 32), Basenaustausch 
A zu T an Position 63 und C zu T an Position 64 downstream des 
Transkriptionsstarts von appA, 26 nt 

appAY21F-RM 

GCC AGG CTG CGA AAG CAG CAG GAA AC 
overlap extension PCR reverse, Mutation R (siehe Abbildung 32), Basenaustausch 
A zu T an Position 63 und C zu T an Position 64 downstream des 
Transkriptionsstarts von appA, 26 nt 

appAW104F-FM 

CTT TGC GGG ATT TCA CAT GCA 
overlap extension PCR forward, Mutation F (siehe Abbildung 32), Basenaustausch 
G zu T an Position 311 /  312 downstream des Transkriptionsstarts von appA, 
21 nt 

appAW104F-RM 

CTG CAT GTG AAA TCC CGC AAA 
overlap extension PCR reverse, Mutation R (siehe Abbildung 32), Basenaustausch 
G zu T an Position 311 /  312 downstream des Transkriptionsstarts von appA, 
21 nt 

appA 
upHindIII 

CGG CGG AAG CTT AAT CCG AGG TC 
overlap extension PCR reverse, appA F (siehe Abbildung 32), für Amplifikation des 
vollständigen, mutierten AppA - Proteins (bindet an Position 19 upstream des 
Transkriptionsstarts) , HindIII Schnittstelle, 23 nt 

appA 
downKpnI 

CGG GGT ACC GAC GCT GCA AGA ATC 
overlap extension PCR reverse, appA R (siehe Abbildung 32), für Amplifikation 
des vollständigen, mutierten AppA - Proteins (bindet an Position 1354 
downstream des Transkriptionsstarts), KpnI Schnittstelle, 24 nt 
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appAW104F 
upXba1 

CTC TAG ACG AGG TGG AAG GCC AGC GTG C 
für Amplifikation des appAW104F - Gens und anschließende Klonierung in 
pPHU281 (siehe Abbildung 34), XbaI Schnittstelle, 28 nt 

appAW104F 
downHindIII 

CCA AGC TTC GGC GGC GGC TTA ATC CGA GG 
für Amplifikation des appAW104F - Gens und anschließende Klonierung in 
pPHU281 (siehe Abbildung 34), HindIII Schnittstelle, 29 nt 

appABLUF-RM 
upSphI 

GGC GCA TGC ATG CAA CAC GAC CTC GAG 
error prone PCR forward (siehe Abbildung 30) für Amplifikation der BLUF -
 Domäne (bindet an Position 8 upstream des Transkriptionsstarts), SphI 
Schnittstelle, 27 nt 

appABLUF-RM 
downKpnI 

GCT GGT ACC CAC GGT CAC GAT CTG CCG 
error prone PCR reverse (siehe Abbildung 30) für Amplifikation der BLUF -
 Domäne (bindet an Position 414 downstream des Transkriptionsstarts) , KpnI 
Schnittstelle, 27 nt 

appAɲb 
upKpnI 

GTG GTA CCC AGC CTG GTG GCC GAC AAC A 
für Amplifikation der C - terminalen AppA - Domäne (siehe Abbildung 30), KpnI 
Schnittstelle, 27 nt 

appAɲb 
downXbaI 

G TCT AGA ACC GAC GCT GCA AGA ATC 
für Amplifikation der C - terminalen AppA - Domäne (siehe Abbildung 30), XbaI 
Schnittstelle, 27 nt 

appAfullNdeI 
GGG CAT ATG ATG CAA CAC GAC C 
für Klonierung von AppA in Yeast - Two - Hybrid - Vektoren pGAD - T7 und pGBK -
 T7 (siehe Abschnitt 3.5) , NdeI Schnittstelle, 22 nt 

appAfullSacI 
C GAG CTC TCA GGC GCT GCG GCG 
für Klonierung von AppA in Yeast - Two - Hybrid - Vektoren pGAD-T7 und pGBK-
T7 (siehe Abschnitt 3.5), SacI, Schnittstelle, 22 nt 

ppsRfullNdeI 
GGA CAT ATG ATG CTG GCC GGC G  
für Klonierung von PpsR in Yeast - Two - Hybrid - Vektoren pGAD - T7 und pGBK -
 T7 (siehe Abschnitt 3.5) , NdeI Schnittstelle, 22 nt 

ppsRfullSacI 
GCG GAG CTC TCA CTC GTC CTT GTT C 
für Klonierung von PpsR in Yeast - Two - Hybrid - Vektoren pGAD-T7 und pGBK-
T7 (siehe Abschnitt 3.5), SacI, Schnittstelle, 25 nt 

prrABamHI 
GCA ACA GGA TCC GCT GAG GAT CTG  
für Klonierung von PrrA in den pQE30 - Vektor (siehe Abschnitt 3.2), BamHI 
Schnittstelle, 24 nt 

prrAHindIII 
GGT GCA AAG CTT TCA GCG CGG GCT 
für Klonierung von PrrA in den pQE30 - Vektor (siehe Abschnitt 3.2), HindIII 
Schnittstelle, 24 nt 
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Oligonukleotide für real time RT - PCR / Northern blot 

Oligonukleotid Sequenz 5'-3' 

rpoZ F  
ATC GCG GAA GAG ACC CAG AG 
komplementär ab Position 157 innerhalb der rpoZ - Sequenz (RSP_1669), 
sense, 20 nt 

rpoZ R 
GAG CAG CGC CAT CTG ATC CT 
komplementär ab Position 264 innerhalb der rpoZ - Sequenz (RSP_1669), 
antisense, 20 nt 

puc2AB F  
GGC AAA ATC TGG CTC GTG GT 
komplementär ab Position 10 innerhalb der puc2B - Sequenz (RSP_6158), 
sense, 20 nt 

puc2AB R 
GGT GGT GGT CGT CAG CAC AG 
komplementär ab Position 98 innerhalb der puc2A - Sequenz (RSP_6158), 
antisense, 20 nt  

pucB F 
ATC GAC GGT TTG CGT GTA GG  
komplementär ab Position 262 innerhalb der pucB - Sequenz (RSP_0314), 
sense, 20 nt 

pucB R 
GGA CGA GCA GCG TCA ATT TC 
komplementär ab Position 23 innerhalb der pucB - Sequenz (RSP_0314), 
antisense, 20 nt 

bchL F 
CAG ACG GTG AAA CTG CTG AA 
komplementär ab Position 397 innerhalb der bchL - Sequenz (RSP_0288), 
sense, 20 nt 

bchL R 
AGT TCT TCG ACT TGG CCT GA 
komplementär ab Position 601 innerhalb der bchL - Sequenz (RSP_0288), 
antisense, 20 nt 

lov F 
GAT GAC CGG CTA TAC CGA AG 
komplementär ab Position 123 innerhalb der lov - Sequenz (RSP_2228), 
sense, 20 nt 

lov R 
GCA GGA AGA GGA GAT TGT CG 
komplementär ab Position 304 innerhalb der lov - Sequenz (RSP_2228), 
antisense, 20 nt 

rpoE F 
TGA CGG ACA AGA GTG ACA GG 
komplementär ab Position 2 innerhalb der rpoE  - Sequenz (RSP_1092), 
sense, 20 nt 

rpoE R 
CGA GGG ATC GAA GAG ATG AG 
komplementär ab Position 216 innerhalb der rpoE - Sequenz (RSP_1092), 
antisense, 20 nt 

feoA2 F 
AGA TGC AGA AGC GTC TTT CC 
komplementär ab Position 83 innerhalb der feoA2 - Sequenz (RSP_6020), 
sense, 20 nt 

feoA2 R 
GAT CTT GCG CGA CAT CTC CT 
komplementär ab Position 222 innerhalb der feoA2 - Sequenz 
(RSP_6020), antisense, 20 nt 

RSP_3539 F 
ACC TCC TCT TTG GTG ACG TG  
komplementär ab Position 827 innerhalb der RSP_3539 - Sequenz,  
sense, 20 nt 

RSP_3539 R 
GTC TGG AAC TCG ACG GTG TC 
komplementär ab Position 967 innerhalb der RSP_3539 - Sequenz, 
antisense, 20 nt 
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RSP_1574 F 
GGC CTG CTC TAT CTG CTC AC 
komplementär ab Position 277 innerhalb der RSP_1574 - Sequenz,  
sense, 20 nt 

RSP_1574 R 
AGA AG CAG CCT GTC CTT CAG 
komplementär ab Position 455 innerhalb der RSP_1574 - Sequenz, 
antisense, 20 nt 

RSP_4038 F 
ATG ACA AGA CGG GTT TCG AC 
komplementär ab Position 410 innerhalb der RSP_4038 - Sequenz,  
sense, 20 nt 

RSP_4038 R 
CGA GGC TCT GGT CAT ATT CC 
komplementär ab Position 586 innerhalb der RSP_4038 - Sequenz, 
antisense, 20 nt 

RSP_2965 F 
GGT CTT CAA CCT CTC CAA GC 
komplementär ab Position 483 innerhalb der RSP_2965 - Sequenz,  
sense, 20 nt 

RSP_2965 R 
GAG CCC AGT GAG GTA ATC CA  
komplementär ab Position 618 innerhalb der RSP_2965 - Sequenz, 
antisense, 20 nt 

RSP_0069 F 
CAA CAT GAC CAA GGT GAA CG 
komplementär ab Position 45 innerhalb der RSP_0069 - Sequenz, 
 sense, 20 nt 

RSP_0069 R 
GTC GTG TCC ACG AGG TTC TT  
komplementär ab Position 230 innerhalb der RSP_0069 - Sequenz, 
antisense, 20 nt 

rRNA - Northern 
CTT AGA TGT TTC AGT TCC C 
komplementär ab Position 187 innerhalb der 23S rRNA - Sequenz, für 
Ladenkontrolle Northern blot, sense, 19 nt 

pucAB - Northern F 
GCC GAA GAA GTT CAT AAG CAA 
komplementär ab Position 52 innerhalb der pucB  - Sequenz (RSP_0314), 
für Amplifikation puc - Sonde Northern blot, sense, 21 nt 

pucAB - Northern R 
CAG CCG AGC CTT GGT AGT AG 
komplementär ab Position 34 innerhalb der pucA  - Sequenz (RSP_6256), 
für Amplifikation puc - Sonde Northern blot, antisense, 20 nt 

 

Oligonukleotide für Sequenzierungen 

Oligonukleotid Sequenz 5'-3' 

M13 reverse 
AAC AGC TAT GAC CAT G 
Sequenzierung MCS pDrive, sense, 16 nt   

M13 forward 
GTA AAA CGA CGG CCA GT 
Sequenzierung MCS pDrive, antisense, 17 nt   

M7 
GCG GAT AAC AAT TTC AC 
Sequenzierung MCS pRK415, sense, 17 nt 

MP6 
GTT GGG TAA CGC CAG GG 
Sequenzierung MCS pRK415, antisense, 17 nt 



Material & Methoden 

 

30 
 

5 -́AD 
GAA GAT ACC CCA CCA AAC CC 
Sequenzierung pGAD - T7 ab Position 1870, sense, 20 nt 

3 -́AD 
AGA TGG TGC ACG ATG CAC AG 
Sequenzierung pGAD - T7 ab Position 2102, antisense, 20 nt 

5 -́BD 
TCA TCG GAA GAG AGT AG 
Sequenzierung pGBK - T7 ab Position 1155, sense, 17 nt 

3 -́BD 
TAA GAG TCA CTT TAA AAT  
Sequenzierung pGBK - T7 ab Position 1495, antisense, 18 nt 

appASeq1 
GCT CTC CTG CTC GGA GGC CGA C 
Sequenzierung appA ab Position 342 downstream des 
Transkriptionsstarts, sense, 22 nt 

appASeq2 
AGG CCT GCG CCG AGC GCC TGA C 
Sequenzierung appA ab Position 685 downstream des 
Transkriptionsstarts, sense, 22 nt 

appASeq3 
CAA CTT CCC CCC TCG AAG CTG A 
Sequenzierung appA ab Position 1118 downstream des 
Transkriptionsstarts, sense, 22 nt 

appABLUFseq 
GCC CGG CAG TAA GGG GCG AAG G 
Sequenzierung BLUF - Domäne AppA ab Position 1 upstream des 
Transkriptionsstarts, sense, 22 nt 

 

2.1.4  Antibiotika und Selektionszusätze 

Antibiotikum Abk. 
Stammlösung 

[mg ml-1] 

Endkonzentration 
E. coli 

 [µg ml-1] 

Endkonzentration 
Rhodobacter 

[µg ml-1] 

Ampicillin (Roth) Ap 100 in ddH2O 200 - 

Kanamycin (Roth) Km 10 in ddH2O 25 25 

Spectinomycin (Roth) Sp 10 in ddH2O 20 15 

Trimethroprim (Roth) Tp 10 in DMF 20 20 

Tetrazyklin (Sigma-Aldrich) Tc 10 in 75 % EtOH 20 2 

Selektionszusatz 
Stammlösung 

[mg ml-1] 

Endkonzentration 
E. coli 

 [µg ml-1] 

Endkonzentration 
Rhodobacter 

[µg ml-1] 

IPTG 50 in ddH2O 100 100 

X-Gal 50 in ddH2O 100 100 

 

2.1.5 Größenstandards für die Gelelektrophorese 

DNA - Standards Bezugsquelle Protein - Standards Bezugsquelle 

GeneRulerϰ м ƪō tƭǳǎ 
DNA Ladder 

Fermentas 
 (St. Leon-Rot) 

SDS-PAGE 
Standards, Low Range 

Biorad (München) 
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GeneRulerϰ мллōǇ 
DNA Ladder 

Fermentas 
 (St. Leon-Rot) 

Prestained SDS-PAGE 
Standards, Low Range 

Biorad (München) 

1 Kb DNA Ladder Invitrogen (Darmstadt) 
Prestained Protein 

Marker, Broad Range 
NEB (Frankfurt a. M.) 

PCR Marker NEB (Frankfurt a. M.) 
Full-Range Rainbow 

Marker 
GE Healthcare 
(München) 

 

2.1.6  Molekularbiologische Kits  

Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle 

OneStep RT - PCR 
Kit 

QIAGEN (Hilden) QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN (Hilden) 

QIAGEN PCR Cloning 
Kit 

QIAGEN (Hilden) 
Nick Translation Kit, 

dCTP 
GE Healthcare 
(München) 

QIAquick PCR 
Purification Kit 

QIAGEN (Hilden) 
¦[{ϰ [ŀōŜƭƛƴƎ Yƛǘ ŦƻǊ 
Agilent arrays (Cy5) 

Kreatech (Amsterdam) 

Taq - Polymerase Kit QIAGEN (Hilden) 
¦[{ϰ [ŀōŜƭƛƴƎ Yƛǘ ŦƻǊ 
Agilent arrays (Cy3) 

Kreatech (Amsterdam) 

RNeasy MinElute 
Cleanup Kit 

QIAGEN (Hilden) 
Gene Expression Wash 

Buffer Kit 
Agilent (Böblingen) 

QIAprep Spin 
Miniprep Kit 

QIAGEN (Hilden) 
Gene Expression 
Hybridization Kit 

Agilent (Böblingen) 

BIO-X-!/¢ϰ Long 
DNA Polymerase Kit 

BIOLINE 
(Luckenwalde) 

Deep VentRϰ
 DNA 

Polymerase Kit 
NEB (Frankfurt a. M.) 

Lumi-LightPLUS 
Western Blotting Kit 

Roche (Grenzach) QiaEx Gel-extraction Kit QIAGEN (Hilden) 

 

2.1.7  Enzyme 

Die nicht aufgeführten Restriktionsendonucleasen wurden von NEB (Frankfurt a. M.) und 

Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. 

Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle 

Antarctic Phosphatase 
(5 U /  ˃ ƭύ 

NEB (Frankfurt a. M.) 
T4 - DNA - Ligase 

(5 U /  µl) 
NEB (Frankfurt a. M.) 

DNase I (1 U /  ˃ ƭύ 
Fermentas  
(St. Leon-Rot) 

T4 - DNA - Ligase 
(5 U /  µl) 

Fermentas 
 (St. Leon-Rot) 

Klenow - Fragment 
(5 U /  ˃ ƭύ 

NEB (Frankfurt a. M.) 
T4 - Polynukleotidkinase 

(10 U /  ˃ ƭύ 
NEB (Frankfurt a. M.) 

Lysozym (Feststoff) 
Boehringer 
(Ingelheim) 

RNasin 
(40 U /  µl) 

Fermentas 
 (St. Leon-Rot) 

Proteinase K 
(Feststoff) 

Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

DNase I 
(140 - 180 U /  ˃ ƭύ 

Invitrogen 
(Darmstadt) 

RNaseA (7 U /  ˃ ƭύ QIAGEN (Hilden) DNase I (1 U /  ˃ ƭύ Promega (Mannheim) 
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2.1.8 Chemikalien  

Alle nicht in dieser Liste aufgeführten Chemikalien wurden von Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. 

A Bezugsquelle N Bezugsquelle 

Ammoniumpersulfat 
(APS) 

Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Natriumdodecylsulfat 
(SDS) 

Serva (Heidelberg) 

Agarose 
Cambrex IEP 
(Wiesbaden) 

Natriumthiosulfat x 5 H2O Merck(Darmstadt) 

Acrylamid (40%) 
Applichem 
(Gattersleben) 

4-Nitro-Blue-
Tetrazoliumchlorid (NBT) 

Roche (Grenzach) 

B Bezugsquelle Nonidet P40 (NP-40) 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Bacto Agar Difco (Lawrence) O Bezugsquelle 

Bovines Serum 
Albumin (BSA) 

NEB (Frankfurt a. M.), 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Ortho-Nitro-Phenol-ß-
Galactopyranosid (ONPG) 

Serva (Heidelberg) 

5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat (BCIP) 

Roche (Grenzach) P Bezugsquelle 

Bromphenolblau Merck (Darmstadt) Phenol (wassergesättigt) 
Applichem 
(Gattersleben) 

F Bezugsquelle PEG8000 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Fe(III)chlorid 
Hexahydrat 

Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Phenol /  Chloroform 
Applichem 
(Gattersleben) 

Fe(II) - Citrat 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Polyvinylpyrrolidon 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Ficoll 400 Serva (Heidelberg) 
Phenyl-Methyl-Sulfonyl-

Fluorid (PMSF) 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Formaldehyd 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

T Bezugsquelle 

Formamid 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Trypton Difco (Lawrence) 

G Bezugsquelle S Bezugsquelle 

Glucose Merck(Darmstadt) 
Spurenelemente (RÄ -

 Medium) 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Glykogen Roche (Grenzach) 
Standard I-Nährbouillon 

(StI-Medium) 
Merck(Darmstadt) 

I Bezugsquelle SYBR Green I 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Imidazol 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

V Bezugsquelle 

M Bezugsquelle Vitamine (RÄ-Medium) 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Mineralöl Merk (Darmstadt) X Bezugsquelle 

Methylenblau 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Xylencyanol 
Sigma Aldrich 
(St. Louis) 

Magnesiumsulfat Merk (Darmstadt)   
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2.1.9 Kulturmedien 

 

Allgemeine Kulturmedien /  E. coli  Kulturmedien 

PY - Medium  Standard I - Medium (Std - I - Medium) 

Trypton 10  g Standard I Nährmedium 25  g 

Hefextrakt 0 ,5 g ad ddH2O 1  l 

CaCl2 (1M) 2  ml Standard I - Platten (Std - I - Platten) 

MgCl2 (1M) 2  ml Bacto Agar (1,6 %) 8  g 

FeSO4 (0,5 %) 2 ,4 ml ad Standard I - Medium 500  ml 

ad ddH2O 1  l 

 7  pH 

PY - Platten    

Bacto Agar (1,6 %) 8  g 

ad PY - Medium 500  ml 

 

Kulturmedien Rhodobacter 

RÄ - Medium (Drews, 1983) Phosphatlösung  

Malat 30  g K2HPO4 45  g 

MgSO4 x 2 H2O 0 ,2 g KH2PO4 30  g 

(NH4)2SO4 1 ,2 g ad ddH2O 1  l 

CaCl2 x 2 H2O 0 ,07 g Spurenelementlösung    

Spurenelementlösung 1 ,5 ml Fe(II)-Citrat 500  mg 

ad ddH2O 1  l MnCl2 x 4 H2O 20  mg 

 6 ,9 pH ZnCl2 5  mg 

nach dem Autoklavieren hinzufügen : LiCl 5  mg 

Phosphatlösung 20  ml KJ 2 ,5 mg 

Vitaminlösung 8  ml KBr 2 ,5 mg 

RÄ - Agarplatten    CuSO4 0 ,15 mg 

Bacto Agar (1,6 %) 8  g Na2MoO4 x 2 H2O 1  mg 

ad RÄ - Medium 500  ml CoCl2 x 6 H2O 5  mg 

Vitaminlösung    SnCl2 x 2 H2O 0 ,5 mg 

Niacin 200  mg BaCl2 0 ,5 mg 

Thiamin-HCl 400  mg AlCl3 1  mg 

Nicotinamid 200  mg H3BO4 10  mg 

Biotin 8  mg EDTA 20  mg 

ad ddH2O 1  l ad ddH2O 1  l 
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Hefekulturmedien  

YPDA - Medium (Vollmedium) Dropout-Lösung (10 x) 
(Aminosäure - Zusatz für 

Mangelmedium) 

Pepton 20  g L - Adenin Hemisulfat 200  mg /  l 

Hefextrakt 10  g L - Arginin HCl 200  mg /  l 

Adenin - SO4 0 ,004 g L - Histidin HCl 200  mg /  l 

ad ddH2O 500  ml L - Isoleucin 300  mg /  l 

 5 ,8 pH L - Leucin 1000  mg /  l 

40 %ige Glucoselösung 50  ml L - Lysin HCl 300  mg /  l 

SD - Medium (Mangelmedium) L - Phenylalanin 500  mg /  l 

SD - Mangelmedium 6 ,7 g L - Threonin 2000  mg /  l 

D - Sorbitol 182 ,2 g L - Tryptophan 200  mg /  l 

ad ddH2O 500  g L - Valin 1500  mg /  l 

 5 ,8 pH in ddH2O lösen    

40 %ige Glucoselösung 50  ml  

 

 Für die herkömmliche Anzucht werden die Zellen in YPAD - Medium inkubiert. Dem SD -

 Mangelmedium wird die Dropout - Lösung, mit der entsprechenden Aminosäure-

zusammensetzung zugesetzt, um unterschiedliche Selektionsbedingungen zu erzeugen. 

 

2.1.10 Allgemeine Puffer und Lösungen 

PBS (10x)  SSPE (20x)  

NaCl 4  g NaCl 3  M 

KCl 0 ,1 g EDTA 0 ,02 M 

Na2HPO4 0 ,72 g NaH2PO4 0 ,2 M 

KH2PO4 0 ,12 g  7  pH 

ad ddH2O 500  ml SSC (20x)    

 7 ,4 pH NaCl 3  M 

Denhardt´s Reagenz 
(50x) 

   Natriumcitrat 0 ,3 M 

Polyvinylpyrrolidon 1  % TBS    

Ficoll 400 1  % NaCl 0 ,15 M 

BSA 1  % Tris /  HCl 0 ,015 M 

     7 ,4 pH 
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2.1.11 Geräte und Materialien 

Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle 

310 Genetic Analyzer  
ABI - Prism 
(Darmstadt) 

Eclipse 80i  
(Mikroskop) 

Nikon (Düsseldorf) 

Agilent DNA microarray 
scanner 

Agilent (Böblingen) Ni - NTA Agarose QIAGEN (Hilden) 

Amylose - Agarose NEB (Frankfurt a. M.) 
Nitrocellulosemembra

n (Protran) 
GE Healthcare 
(München) 

Blaulichtfilter BG12 
(450 nm max) 

Schott (Mainz) 
Nylonmembran 

(Biodyne) 
Pall (Dreieich) 

BIO - RAD PCR - Cycler 
S1000 (PCR) 

Li - Cor(Bad 
Homburg) 

OxyScan Micro-
Sauerstoffsensor 501 

UMS (München) 

CFX Real-Time PCR 
Detection System 

BIO - RAD (München) 
Optima TLX 

Ultrazentrifuge 
Beckman Coulter 
(Krefeld) 

Diaprojektor Braun (Kronberg) 
PerfectBlue Semi-Dry 

(Elektroblotter) 
Peqlab (Erlangen) 

Genepix 3100 
Molecular Devices 
(Sunnyvale, USA) 

Photometer Specord 
50 

Analytic Jena (Jena) 

Grünlichtfilter VG9 
(540 nm max) 

Schott (Mainz) pH - Meter Schott (Mainz) 

Glutathione Sepharose 
4B 

GE Healthcare 
(München) 

Primus 25 /  96 
Thermocycler (PCR) 

MWG (Ebersberg) 

Halogenlampe (500 W) Conrad (Hirschau) 
ProbeQuant G-25 
Micro Columns 

GE Healthcare 
(München) 

Hitzefilter KG1 Schott (Mainz) 
ProbeQuant G-50 
Micro Columns 

GE Healthcare 
(München) 

Hybridisierungskammer 
/  - ofen 

Agilent (Böblingen) Rotor GS3 
Thermo Scientfic 
(Langenselbold) 

Imaging screen - K 
(Kodak) 

BIO - RAD (München) Rotor SS34 
Thermo Scientfic 
(Langenselbold) 

Imaging screen Fuji (Düsseldorf) 
Rotor-Gene 3000 (real 

time PCR) 
QIAGEN (Hilden) 

Leuchtstoffröhren (TLD 
58W/25) 

Philips (Hamburg) 
Sauerstoffelektrode 

GMH 3610 
Greisinger (Regenstauf) 

LI - 189 Lichtmeter 
Li - Cor  
(Bad Homburg) 

Sonopuls GM 70 Bandlin (Berlin) 

LI - 190SA Quantum-
sensor (µmol m-2 s-1) 

Li - Cor  
(Bad Homburg) 

Sorvall RC 5C Plus 
Zentrifuge 

Thermo Scientfic 
(Langenselbold) 

LI - 200SA Pyranometer 
Sensor (W m-2) 

Li - Cor  
(Bad Homburg) 

SpeedVac SC 110 
Thermo Scientfic 
(Langenselbold) 

LI - 250 Lichtmeter 
Li - Cor  
(Bad Homburg) 

Stratalinker UV 
Crosslinker 1800 

Agilent (Böblingen) 

aŜƳōǊŀƴ CƛƭǘŜǊ όлΦпр˃ƳΣ 
ø25mm) 

Schleicher & Schuell 
(Dassel) 

Szintillationszähler  
Beckman Coulter 
(Krefeld) 

MicroPulser 
(Electroporator) 

BIO - RAD (München) 
Tischzentrifugen 

Biofuge fresco, pico  
Heraeus 
(Buckinghamshire, UK) 

Molecular Imager FX 
(Phosphoimager) 

BIO - RAD (München) 
Trio-Thermoblock 

(PCR) 
Biometra (Goettingen) 

Nanodrop Peqlab (Erlangen) Vakuumblotter Appligene (Heidelberg) 
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2.1.12 Auftragspuffer 

DNA - Ladepuffer  RNA - Auftragspuffer  

Harnstoff 4  M Glycerin 60  % 

Saccharose 50  % Bromophenolblau 0 ,1 % 

EDTA 0 ,05 M EDTA 0 ,01 M 

Bromophenolblau 0 ,1 %  7  pH 

Xylencyanol 0 ,1 % RNA - Probenpuffer    

 7  pH MOPS - Puffer (10 x) 10  % 

SDS - Auftragspuffer (5 x)    Formamid 50  % 

Tris /  HCl 0 ,225 M Formaldehyd 18  % 

Gycerin 50  %  Formaldehyd /Harnstoffpuffer 

SDS 50  % Harnstoff 6  M 

Bromophenolblau 0 ,05 % deionisiertes Formamid 80  % 

DTT 0 ,25 M TBE (10x) 10  % 

    Bromophenolblau 0 ,1 % 

    Xylencyanol 0 ,1 % 

 

 

2.1.13 Elektrophoresepuffer 

Laemmli (10 x)  TAE (10 x)  

Tris /  HCl 30  g Tris /  HCl 0 ,4 M 

Glycin 144  g Essigsäure 0 ,4 M 

SDS 10  g EDTA 0 ,0,4 M 

ad ddH2O 1  l MOPS - Puffer (10 x)    

Laemmli - Trenngelpuffer  MOPS 0 ,05 M 

Tris /  HCl 1 ,5 M Natriumacetat 0 ,05 M 

 8 ,8 pH EDTA 0 ,01 M 

Laemmli - Sammelgelpuffer  NaOH 0 ,1 M 

Tris /  HCl 1 ,0 M TBE (10 x)    

 6 ,8 pH Tris /  HCl 0 ,89 M 

    Borat 0 ,89 M 

    EDTA 0 ,025 M 

     8 ,3 pH 
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2.1.14 Antikörper für Western blot 

Name gegen Bezugsquelle 

Anti - !ǇǇ!ɲb rabbit 
C - Terminus AppA 

(Aminosäuren 135-387) 
BioGenes (Berlin) 

Anti - CryB rabbit 
CryB 

(Aminosäuren 1-508) 
BioGenes (Berlin) 

Anti - LOV rabbit 
LOV 

(Aminosäuren 1-176) 
BioGenes (Berlin) 

Anti-Rabbit IgG [Alkaline 
Phosphatase] 

Kaninchen IgG Sigma Aldrich (St. Louis) 

Anti-Rabbit IgG [Peroxidase] Kaninchen IgG Sigma Aldrich (St. Louis) 

Anti-Glutathione-S-Transferase 
(GST) [Peroxidase] 

GST - tag an Proteinen Sigma Aldrich (St. Louis) 

 

2.1.15 Radioaktive Nukleotide 

Name 
Konzentration 

(Ci /  mmol) 
Bezugsquelle 

[ʴ32P]dATP 3000 Hartmann Analytic (Braunschweig) 

[ʰ32P]dCTP 3000 Hartmann Analytic (Braunschweig) 

 

2.2  Mikrobiologische Methoden 

2.2.1  Flüssigkulturen von E. coli 

 

 Flüssigkulturen von E. coli werden in Standard I - Medium bei 37°C und 180 U /  min aerob 

auf dem Schüttler im Dunkeln herangezogen. Für die Selektion benötigte Antibiotika werden, 

entsprechend den in Abschnitt 2.1.4 angegebenen Konzentrationen, zu den Kulturmedien 

hinzugegeben. Dabei wird mit dem Hinzugeben gewartet, bis das Medium handwarm ist. Die 

Beimpfung der Kulturen erfolgt steril über eine Impföse oder abgeflammte Glaswaren. 

 

2.2.2 Plattenkulturen von E. coli 

 

 Plattenkulturen von E. coli werden auf Standard I - Platten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. 

Für die Selektion benötigte Antibiotika werden, entsprechend den in Abschnitt 2.1.4 

angegebenen Konzentrationen, zu der handwarmen Standard I - Agarose hinzugegeben und 

schnellstmöglich gegossen. Der Ausstrich der Kulturen erfolgt steril mit einer Impföse. 
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2.2.3  Flüssigkulturen von Rhodobacter 

 

 Kulturen von Rhodobacter werden bei 32°C in RÄ - Medium und Dunkelheit inkubiert. 

Das Kulturmedium wird dabei stets steril mit abgeflammter Glasware oder einer Impföse 

beimpft. Antibiotika werden, wie in Abschnitt 2.1.4 beschrieben, in den angegebenen 

Konzentrationen zu den Kulturmedien hinzu gegeben. Da Kulturen von Rhodobacter unter stark 

abweichenden Sauerstoffkonzentrationen kultiviert werden können, wurde diese innerhalb der 

Kultur, mittels der in Abschnitt 2.1.15 angebende Sauerstoffmessgeräte, überprüft. 

 

2.2.3.1 Aerobes Wachstum von Rhodobacter  

 

 Für aerobe Kulturen werden zu 20 % mit RÄ - Medium gefüllte Schikanekolben bei 32°C 

und 140 U /  min im Dunkeln auf dem Schüttler inkubiert. Der Sauerstoffgehalt einer aeroben 

Kultur bei 32°C beträgt 7 - 8 mg l-1 O2.  

 Die mit Raumluft begasten aeroben Kulturen werden aus mikroaeroben Vorkulturen auf 

eine OD660 von 0,25 in Meplat - Flaschen verdünnt. Bei 32°C werden diese mittels einer 

Aquariumspumpe über einen wattierten Schlauch begast. Dabei wird ein Sauerstoffgehalt von 

7 - 8 mg l-1 O2 erreicht. 

 

2.2.3.2 Semiaerobes Wachstum von Rhodobacter 

 

 Für das Wachstum unter semiaeroben Bedingungen (50 % Sauerstoffsättigung im 

Medium) werden die Kulturen, in einem zu 40 % mit RÄ befülltem Schikanekolben, durch 

Variieren der Schüttlergeschwindigkeit und ständiger Messung der O2 - Konzentration, auf 3,2 -

 4 mg l-1 eingestellt. Die Kulturen verbleiben dabei für eine Verdopplungszeit (2,5 h) unter diesen 

Bedingungen, bevor ein Experiment gestartet wird. 

 

2.2.3.3 Mikroaerobes Wachstum von Rhodobacter 

 

 Für mikroaerobe Kulturen werden zu 75 % mit RÄ - Medium gefüllte Erlenmeyerkolben 

bei 32°C und 140 U /  min im Dunkeln auf dem Schüttler inkubiert. Der Sauerstoffgehalt einer 

mikroaeroben Kultur beträgt etwa 0,5 mg l-1 O2, da ein Großteil des eingebrachten Sauerstoffs 

direkt veratmet wird. 
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2.2.3.4 Anaerobes Wachstum von Rhodobacter 

 

 Für anaerobe Kulturen (kein O2 - Eintrag in die Kultur und keine Belichtung) werden zu 

100 % mit RÄ gefüllte luftdicht verschlossene Meplat - Flaschen mit 60 mM DMSO als terminalen 

Elektronenakzeptor versetzt. Anschließend werden die Kulturen bei 32°C im Dunkeln inkubiert. 

Die Inkubation erfolgt dabei über mehrere Tage, da das Wachstum unter anaeroben 

Bedingungen stark verlangsamt ist und nur eine geringe maximale OD660 (0,4 - 0,5) erreicht wird. 

 

2.2.3.5 Phototrophes Wachstum von Rhodobacter 

 

 Phototrophe Rhodobacter - Kulturen werden in zu 100 % mit RÄ gefüllten, luftdicht 

verschlossenen Meplat - Flaschen bei 32°C inkubiert. Damit die Kulturen die anoxygene 

Photosynthese durchführen können, werden die Kulturen mit 60 W m-2 Weißlicht bestrahlt. Die 

Inkubation erfolgt dabei über mehrere Tage, da das Wachstum unter phototrophen 

Bedingungen stark verlangsamt ist. 

 

2.2.3.6 Belichtung von Rhodobacter - Kulturen während Experimenten 

  

 Für die Messung der Lichtintensitäten werden zwei Lichtsensoren verwendet. Zum einen 

der LI - 190SA Quantumsensor, der den Photonenflux in ˃mol Photonen m-2 s-1 angibt. Zum 

anderen wird der LI-200SA Pyranometersensor verwendet, der die Lichtenergie in W m-2 angibt. 

 Zur Belichtung von R. sphaeroides - Kulturen werden verschiedene Lichtquellen 

eingesetzt. Für die semiaeroben Blaulichtexperimente wird ein Diaprojektor verwendet, dessen 

Strahl zuerst durch einen Hitzefilter und anschließend durch einen 450 nm Blaulichtfilter 

(Transmissionsspektrum des Filters siehe Anhang Abbildung 73) bzw. 540 nm Grünlichtfilter 

(Transmissionsspektrum des Filters siehe Anhang Abbildung 74) geleitet wird. Die Kultur auf dem 

Schüttler erhält so etwa 20 µmol m-2 s-1 bzw. 8 W m-2 Blaulicht. Durch Vergrößern der Entfernung 

des Projektors vom Filter und unter Verwendung des Dimmers kann die Blaulichtintensität 

weiter reduziert werden. Für besonders niedrige Lichtintensitäten (> 1 µmol m-2 s-1) wird zudem 

halbtransparentes Wägepapier in den Strahlengang geführt. 

 Für die Erzeugung von photooxidativem Stress werden die Zellen mit hohen Intensitäten 

an Weißlicht bestrahlt. Die Kulturen werden dazu in Meplat - Flaschen gefüllt und mit einer 

starken Halogenlampe (500 W) bestrahlt (800 W m-2 ōȊǿΦ трл ˃mol m-2 s-1). 

  

2.2.4 Plattenkulturen von Rhodobacter 

 

 Plattenkulturen von Rhodobacter werden auf RÄ - Platten bei 32°C im Dunkeln inkubiert. 

Für die Selektion benötigte Antibiotika werden, entsprechend den in Abschnitt 2.1.4 

angegebenen Konzentrationen, zu der handwarmen RÄ - Agarose hinzugegeben und 

schnellstmöglich gegossen. Der Ausstrich der Kulturen erfolgt steril mit einer Impföse. 
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2.2.5 Flüssigkulturen von S. cerevisiae 

  

 Die Hefezellen werden mit einer Impföse unter sterilen Bedingungen von der Platte 

abgenommen und in 1 ml des entsprechenden Mediums (YPDA pder SD) resuspendiert. 

Anschließend wird die Zellsuspension in einen mit Medium gefüllten Erlenmeyerkolben 

überführt und bei 32°C und 140 U /  min auf einem Schüttler inkubiert. 

 

2.2.6 Plattenkulturen von S. cerevisiae 

  

 Die Hefezellen werden mit einer Impföse oder einer Pipette unter sterilen Bedingungen 

auf einer YPDA - bzw. SD - Platte ausgestrichen. Anschließend werden die Platten bei 32°C für 

mehrere Tage inkubiert. Durch die Auswahl der Aminosäuren im SD - Agar kann auf 

plasmidtragende Stämme selektiert werden. 

 

2.2.7 Bestimmung der Zelldichte einer Flüssigkultur 

 

 Die Gesamtzellzahl in einer Flüssigkultur kann photometrisch über die optische Dichte 

(OD) errechnet werden. Es wird die optische Dichte für E. coli bei 600nm und für Rhodobacter 

bei 660nm gemessen, da in diesem Bereich keine störenden Inhibitionen durch 

Photosynthesepigmente vorliegen. Dabei gilt folgende Beziehung zwischen der gemessenen OD 

und der Gesamtzellzahl: 

 

E. coli :  1 OD600 = 5 x 108 Zellen 

Rhodobacter :  1 OD660 = 2 x 109 Zellen 

S. cerevisiae : 0,1  OD660 = 1 x 106 Zellen 

 

2.2.8 Bakteriendauerkulturen 

 

 Für die Lagerung bei -80°C werden Glycerindauerkulturen erstellt. Diese werden aus 4 ml 

(Rhodobacter) bzw. 2 ml (E. coli) einer Übernachtkultur bei 6.000 U /  min (Rotor SS34) für 5 min 

sedimentiert und anschließend mit 1 ml RÄ bzw. Standard I gewaschen, um Antibiotikareste zu 

beseitigen. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 6.000 U /  min (Biofuge pico) für 5 min, 

resuspendiert man die Zellen erneut in 1 ml des entsprechenden Mediums und fügt der Kultur 

0,5 ml 80 %iges Glycerin hinzu. Die mit Glycerin versetzte Kultur wird anschließend in ein 

Kryogefäß überführt und nach kurzem Einfrieren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert. 

 

2.2.9 Aufnahme von Gesamtzellspektren 

 

 Zur Ermittlung der Menge und Zusammensetzung der Pigment - Protein - Komplexe von 

Zellen einer Flüssigkultur kann 1 ml direkt in eine Plastikküvette überführt und die Absorption im 



Material & Methoden 

 

41 
 

Photometer bei 500 - 900 nm bestimmt werden. Die gesammelten Daten mehrerer Spektren 

werden untereinander gegen die OD660 normalisiert. 

 

2.2.10 Transformation von Plasmid - DNA nach E.coli 

 

 Die Transformation (nicht - virale Aufnahme von freier DNA in Bakterienzellen) von 

Plasmid - DNA in E. coli kann über Elektro - oder Hitzeschocktransformation erfolgen. Dabei wird 

die Aufnahmefähigkeit der Zellen vor der Transformation erhöht und, in mehreren Schritten, 

sogenannte kompetente Zellen hergestellt.  

 

2.2.10.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli 

 

 Durch das Anlegen eines starken elektrischen Feldes wird bei der Elektroporation 

kurzzeitig die Integrität der Zellmembran so gestört, dass größere Moleküle wie Plasmid - DNA in 

die Zelle eindringen können. Da jedoch schon geringe Mengen an Salzionen im 

Elektroporationansatz zu einem, für die Zellen tödlichen, explosiven Kurzschluss führen können, 

werden die E. coli Zellen vor der Verwendung durch mehrfaches Waschen mit ddH2O von Salzen 

im Medium befreit. Eine frische Übernachtkultur von E. coli wird dazu 1 : 1000 verdünnt und für 

2 h bei 37°C inkubiert. Die OD600 sollte etwa 0,5 - 0,6 betragen. Jetzt inkubiert man die Zellen für 

20 min auf Eis in einem Zentrifugenbecher und zentrifugiert anschließend für 5 min bei 

6000 U /  min (4°C, Rotor GS3). Das Sediment nimmt man in 50 ml ddH2O auf und gibt weitere 

350 ml ddH2O hinzu. Nach erneuter Zentrifugation für 4 min bei 8.000 U /  min (4°C, Rotor SS34) 

resuspendiert man die Zellen in 200 ml ddH2O und sedimentiert sie durch Zentrifugation für 

5 min bei 6.000 U /  min (4°C, Rotor SS34). Der nächste Waschschritt erfolgt mit 50 ml einer 

10%igen Glycerinlösung und erneuter Zentrifugation für 5 min bei 6.000 U /  min (4°C, Rotor 

SS34). Für die Aufbewahrung bei - 80°C werden die Zellen jetzt in 6 ml einer 10 %igen 

Glycerinlösung aufgenommen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Anschließend können die 

Zellen bei - 80°C gelagert werden. 

 

2.2.10.2 Elektrotransformation von E. coli 

 

 Für die Transformation von Plasmid - DNA in elektrokompetente E. coli - Zellen vermischt 

man 50 ˃ ƭ ŘŜǊ ŀǳŦ 9ƛǎ ŀǳŦƎŜǘŀǳǘŜƴ ƪƻƳǇŜǘŜƴǘŜƴ ½ŜƭƭŜƴ Ƴƛǘ н - 5 ˃ ƭ όрл - 100 ng) der Vektor -

 DNA. Das Gemisch wird nun in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette gegeben und in den 

MicroPulser eingespannt. Durch das Anlegen einer Spannung von 2,1 kV für 5 ms gelangt die 

Plasmid - DNA in die Zellen. Diese werden schnellstmöglich in 500 ˃ ƭ {ǘandard I - Medium 

aufgenommen, resuspendiert und in ein Wassermann - Röhrchen überführt, welches 

anschließend 1 h bei 37°C inkubiert. Die transformierten Zellen werden auf Platten mit 

entsprechenden Antibiotika ausgestrichen. 
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2.2.10.3 Herstellung hitzekompetenter Zellen von E. coli 

 

 Neben der Elektroporation kann Plasmid - DNA auch mittels eines Hitzeschocks in die 

Zellen eingebracht werden. Die Bakterienzellmembran wird durch zweiwertige Ionen (Ca2+) 

angegriffen und so durchlässiger für Plasmid - DNA. Man impft 10 ml Standard I - Medium mit 

0,2 ml einer Übernachtkultur an und kultiviert sie für 60 bis 90 min bei 37°C. Jeweils 1,5 ml 

Kultur werden anschließend in Eppendorfgefäße überführt und für 5 - 10 min auf Eis abgekühlt. 

Alle nachfolgenden Schritte finden ab jetzt auf Eis bzw. bei 4°C statt. Nach dem Abzentrifugieren 

bei 5.000 U /  min für 5 min werden die Pellets in 0,5 ml kaltem 0,1 M CaCl2 aufgenommen. Nach 

weiteren 30 min auf Eis werden die Zellen erneut sedimentiert. Nun nimmt man die Zellen in 

50 ˃ l 0,1 M CaCl2 auf und inkubiert sie bis zu ihrer Verwendung mindestens eine Stunde, 

maximal jedoch über Nacht, auf Eis. Eine längere Aufbewahrung ist nur bei - 80°C möglich. 

 

2.2.10.4 Hitzeschocktransformation von E. coli 

 

 Nach Zugabe der Fremd - DNA (etwa 50 - 100 ng) zu 100 ˃ ƭ /ŀ/ƭ2 - kompetenten E. coli 

Zellen wird das Gemisch für 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgt die Hitzeschock-

Transformation bei 42°C für genau 90 sec im Heizblock. Nach weiteren 2 min Inkubation auf Eis 

wird der Ansatz 500 ˃ ƭ {ǘandardI - Medium aufgenommen, resuspendiert und in ein 

Wassermann-Röhrchen überführt, welches anschließend 1 h bei 37°C inkubiert. Die 

transformierten Zellen werden daraufhin auf Platten mit entsprechenden Antibiotika 

ausgestrichen. 

 

2.2.11 Herstellung kompetenter Zellen von S. cerevisiae 

 

 Für die Herstellung von kompetenten S. cerevisiae für die Hitzeschock - Transformation 

werden mehrere Einzelkolonien der Hefe in 1 ml YPDA - Medium resuspendiert. Die 

Zellsuspension wird dann in einen 100 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml YPDA überführt und über 

Nacht bei 32°C und 140 U /  min inkubiert. Am nächsten Tag sollte die OD600 1,5 entsprechen. 1 l 

frisches YPDA - Medium wird mit genügender Menge Übernachtkultur beimpft, um eine OD600 

von 0,2 - 0,3 zu erreichen. Die Zellen werden dann für etwa 3 h bei 30°C mit 140 U /  min 

geschüttelt. Danach werden die Zellen für 5 min mit 1000 U /  min (4°C, Rotor SS34)  bei 

Raumtemperatur zentrifugiert, und das resultierende Zellsediment wird in 50 ml ddH2O 

gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation werden die Zellen in 1 ml ddH2O aufgenommen 

und erneut zentrifugiert. Anschließend wird das Sediment in 1,5 ml frisch hergestelltem steriler 

TE /  LiAc - Lösung resuspendiert und für 15 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Nach diesem 

Schritt sind die Hefen für die Transformation vorbereitet und können für einige Stunden gelagert 

werden. 
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TE /  LiAc - Lösung  

TE - Lösung (siehe 2.4.1.2) 1  ml 

LiAc (1 M, pH = 7,5)  1  ml 

ddH2O 8  ml 

 

2.2.12 Hitzeschocktransformation von S. cerevisiae 

  

 Mit Hilfe der LiAc - Transformation kann externe Plasmid - DNA in S. cerevisiae 

transformiert werden. Bei der hier beschriebenen Methode werden zwei verschiedene Plasmide 

ƛƴ ŜƛƴŜƳ {ŎƘǊƛǘǘ ƛƴ ŘƛŜ IŜŦŜ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳƛŜǊǘΦ !ǳŦ 9ƛǎ ǿŜǊŘŜƴ ƧŜǿŜƛƭǎ лΣм ˃Ǝ ōƛǎ лΣр ˃Ǝ tƭŀǎƳƛŘ-DNA 

mit 0,1 - 0,2 mg Lachssperma - DNA gemischt, welche als sogenannte Carrier - DNA vorher für 

20 min bei 95°C gekocht und auf Eis abgekühlt wird. Man gibt anschließend 100 ˃ ƭ ŘŜǊ ŦǊƛǎŎƘ 

hergestellten kompetenten Zellen zum DNA - Gemisch. Nach Hinzufügen von 600 ˃ ƭ ŜƛƴŜǊ 

frischen PEG /  LiAc-Lösung vortext man kurz und inkubiert den Ansatz dann für 30 min bei 30°C 

im Wasserbad. Der Hitzeschock erfolgt bei 42°C für 20 min ebenfalls im Wasserbad. Nach einer 

einminütigen Inkubation auf Eis werden die Ansätze 2 min bei 1000 U /  min (4°C, Biofuge fresco) 

zentrifugiert, und der Überstand wird abgenommen. Das Zellsediment wird in 500 ˃ ƭ ¢9 - Puffer 

resuspendiert.  

 Die Zellen werden dann auf SD - Agarplatten mit entsprechenden Aminosäuren 

ausgestrichen und für 3 bis 7 Tage bei 30°C inkubiert. Für die Transformation einer Genbank in S. 

cerevisiae werden entsprechend größere Mengen der einzelnen Bestandteile eingesetzt. Hierfür 

verwendet man 1 mg DNA des entsprechenden GAL4 - Bindedomänen-Konstrukts und etwa 

0,5 mg des Aktivatordomänen - Konstrukts. Zusätzlich werden 20 mg LSD benötigt. Nach Zugabe 

von 8 ml kompetenten Zellen und 60 ml PEG / LiAc-Lösung wird der Ansatz für 30 min bei 30°C 

unter Schütteln inkubiert. Der Hitzeschock erfolgt für 15 min bei 42°C im Wasserbad. Auch hier 

sollte der Ansatz gelegentlich geschüttelt werden. Nach dem Hitzeschock werden die Zellen auf 

Eis abgekühlt und anschließend in der Zentrifuge bei 1000 U /  min (4°C, Biofuge fresco) für 5 min 

zentrifugiert. Das Sediment wird in 10 ml TE aufgenommen und jeweils 200 ˃ ƭ ŀǳŦ ŘƛŜ 

entsprechenden SD - Agarplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgt wie oben beschrieben bei 

30°C für 3 bis 7 Tage. 

 

PEG /  LiAc - Lösung  

TE - Lösung (siehe 2.4.1.2) 1  ml 

LiAc (1M, pH = 7,5)  1  ml 

50 % PEG 8  ml 

 

2.2.13 Plasmidkonjugation nach Rhodobacter 

 

 Eine direkte Transformation von Plasmid - DNA nach Rhodobacter ist nicht möglich, 

weshalb man sich die di - bzw. triparentale Konjugation zu Nutze macht. Bei der diparentalen 

Konjugation wird ein E. coli - Stamm mit der gewünschten Plasmid - DNA als Donor verwendet. 
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Der Donor enthält das zu konjugierende Plasmid mit den mob - Genen (mobilization), deren 

Genprodukte einen Einzelstrangbruch des Plasmids auslösen. Als Donor bei der diparentalen 

Konjugation dient E. coli  S17 - 1, welcher chromosomal die tra - Gene besitzt, die die Bildung des 

F - Pilus ermöglichen und so den Kontakt zwischen Donor und Rezipienten herstellen. Bei der 

triparentalen Konjugation liegen die tra - und mob - Gene nicht im gleichen Stamm vor und ein 

dritter Stamm, der sogenannte Helferstamm (E. coli HB101 pRK2013), wird zur Konjugation hinzu 

gegeben. Dieser Stamm besitzt auf seinem Plasmid die tra - Gene und ermöglicht so deren 

Übertragung vom Donor mit den mob - Genen an den Rezipienten. 

 Für die diparentale Konjugation von Plasmiden werden zunächst etwa 1000 ˃ ƭ Ŝƛner 

Übernachtkultur von Rhodobacter mit 100 ˃ ƭ ŜƛƴŜǊ «ōŜǊƴŀŎƘǘƪǳƭǘǳǊ ŘŜǎ E. coli S17 - 1 - Donors 

vermischt (bei der triparentalen Konjugation werden bei diesem Schritt zusätzlich 50 ˃ ƭ ŜƛƴŜǊ 

Übernachtkultur des E. coli HB101 pRK2013 hinzugegeben) und für 5 min bei 5.000 U /  min 

(Biofuge pico) abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen werden in 100 ˃ ƭ RÄ aufgenommen und 

zur Beseitigung von evtl. vorhandenen Restantibiotika gründlich in antibiotikafreiem Medium 

resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation für 5 min bei 5.000 U /  min (Biofuge pico) 

werden die Zellen wieder in 100 ˃ ƭ RÄ aufgenommen und auf sterile Membran Filter, welche sich 

auf PY-Platten befinden, getropft. PY - Platten (peptone yeast) ermöglichen sowohl Rhodobacter 

als auch E. coli das Wachstum, da es sich bei PY um ein komplexes Vollmedium handelt. Die 

eigentliche Konjugation erfolgt jetzt für 4 - 5 h bei 32°C. Anschließend werden die Filter in 

Eppendorfgefäße, welche mit 1 ml RÄ gefüllt sind, überführt und die Zellen unter gründlichem 

Resupendieren gelöst. Von den Zellen in Kultur wird jetzt eine Verdünnungsreihe (100 - 10-4) 

hergestellt und auf Platten mit den entsprechenden Antibiotikaresistenzen ausplattiert. 

 

2.2.14 Wachstum von Kulturen für Proteinüberexpressionen 

  

 Die Überexpression von Proteinen in E. coli - Zellen wird durch einen induzierbaren 

Promotor reguliert, da die permanente Überexpression eines Proteins einen zu starken Stress für 

die Zellen darstellt und im schlimmsten Fall letal für diese ist. Es sind verschiedene Plasmide für 

die Überexpression in E. coli verwendet wurden, die jedoch alle die Verwendung des lac -

 Operons zur Regulation der Genexpression gemeinsam haben. Durch Zugabe des künstlichen 

Induktors IPTG, welcher den lac - Repressor bindet und so die Expression der nachfolgenden 

Gene ermöglicht, beginnen die Zellen das Protein zu exprimieren. Das Protein ist mit einem tag 

versehen, das hochspezifisch an verschiedene Matrizes binden kann und für die Aufreinigung aus 

dem Zelllysat genutzt werden kann. 

 Für die Überexpression von E. coli - Proteinen wird eine Einzelkolonie einer frisch aus der 

Stammsammlung ausgestrichene Std I - Platte in 20 ml Std I - Medium (mit dem entsprechenden 

Antibiotika) überführt und bei 37°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wird die gesamte 

Kultur in einen 2 l Erlenmeyerkolben mit 1 l Std I - Medium (mit dem entsprechenden 

Antibiotika) vereint. Die Zellen werden bis zu einer OD600 von 0,4 bei 37°C inkubiert und 

anschließend mit der angegebenen Menge IPTG induziert (Tabelle 1). Die Zellen werden unter 

den jeweiligen Überexpressionsbedingungen weiter inkubiert. Nach Ablauf der Zeit kann man 

die Zellen bei 5.000 U /  min für 15 min (4°C, Rotor GS3) pelletieren und bei - 20°C aufbewahren. 



Material & Methoden 

 

45 
 

 Die Überexpression des R. sphaeroides CryB - Proteins erfolgt sauerstoffabhängig unter 

Kontrolle des puf - Promotors. Daher ist keine Induktion durch Zugabe von IPTG nötig, sondern 

es reicht das Wachstum unter semiaeroben Bedingungen. Die Kultur wird ebenfalls frisch aus der 

Stammsammlung ausgestrichen und eine Einzelkolonie in 40 ml RÄ - Medium angeimpft. 

Nachdem die Kultur eine OD660 von 0,8 erreicht haben, werden sie in einen 1 l Erlenmeyerkolben 

mit 700 ml RÄ - Medium vereint. Die Zellen inkubieren anschließend über Nacht bei 32°C und 

können bei 5.000 U /  min für 15 min (4°C, Rotor GS3) pelletiert werden. Die Aufbewahrung 

erfolgt bei - 20°C 

 

Tabelle 1 : Überexpressionsbedingungen für die verwendeten E. coli und R. sphaeroides -
 Überexpressionsstämme.  

Protein Vektor tag 
 IPTG für Induktion 

(mM) 
Überexpressionsbedingungen  

!ǇǇ!ɲb pGEX-2T GST 0 ,5 21°C, 6 h 

PpsR pGEX-2T GST 0 ,5 21°C, 6 h 

AppA pMAL-2cx MBP 1  21°C, 6 h 

CryB (E. coli) pQE32 6 x His 0 ,1 17°C, 24 h 

CryB (R. sphaeroides) pRKpuf 6 x His -  32°C, 12°h 

PrrA pQE30 6 x His 0 ,1 17°C, 24 h 

 

2.2.15 Gewinnung von Zelllysaten von E. coli 

 

 Um das überexprimierte Protein (Abschnitt 2.2.10) aus E. coli aufzureinigen, müssen 

zuerst die induzierten Zellen lysiert werden. Da eine Degradation des Proteins vermieden 

werden soll, erfolgen alle Schritte auf Eis. Das Pellet wird zunächst in dem, für die weitere 

Aufreinigung benötigten, Lysepuffer resuspendiert und anschließend mit 1 mg ml-1 Lysozym 

versetzt. Nach einer Inkubation für 30 min werden die Zellen mit Hilfe des Sonopuls GM70 

sieben Mal für jeweils 30 sec sonifiziert. Die Entfernung von Zellwandbestandteilen, 

Zelltrümmern und unlöslichen Proteinen kann anschließend durch eine Zentrifugation von 

30 min bei 13.000 U / min (4°C, Rotor SS34) erfolgen. 

 

2.2.16 Gewinnung von Zelllysaten von R. sphaeroides 

 

 Für die Aufreinigung des überexprimiertem Proteins (Abschnitt 2.2.10) aus 

R. sphaeroides, müssen zuerst die geernteten Zellen lysiert werden. Da eine Degradation des 

Proteins vermieden werden soll, erfolgen alle Schritte auf Eis. Das Pellet wird in 1 x PBS 

(Abschnitt 2.1.12) resuspendiert. Nach einer Inkubation für 30 min werden die Zellen mit Hilfe 

des Sonopuls GM70 sieben Mal für jeweils 30 sec sonifiziert. Die Entfernung von 

Zellwandbestandtteilen, Zelltrümmern und unlöslichen Proteinen kann anschließend durch eine 

Zentrifugation von 30 min bei 13.000 U / min (4°C, Rotor SS34) erfolgen. 
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2.2.17 Bestimmung der Resistenz von R. sphaeroides gegenüber oxidativem Stress 

  (Hemmhoftest) 

 

 Mit Hilfe des Hemmhoftests kann die Widerstandsfähigkeit einer Bakterienkultur 

gegenüber Wasserstoffperoxid (H2O2) - bzw. Singulettsauerstoff (1O2) - Stress untersucht 

werden. Dazu wird H2O2 bzw. Methylenblau einer definierten Konzentration auf ein 

Filterplättchen getropft, welches auf eine mit R. sphaeroides inokulierte RÄ - Agar - Platte 

aufgelegt wurde. Die Chemikalien diffundieren in den Agar und es wird ein Hemmhof erzeugt, in 

dem die Zellen aufgrund der letalen Konzentration nicht wachsen können.  

 нлл ˃ƭ ŜƛƴŜǊ ǎŜƳƛŀŜǊƻōen R. sphaeroides - Kultur der exponentiellen Phase (OD660
 = 0,4 -

 0,5) werden mit 2 ml vorgewärmten RÄ - Topagar vermischt und auf die Oberfläche einer 

frischen RÄ - Agarplatte gegossen. Nach dem Erstarren des Topagars werden Filterblättchen auf 

der Oberfläche platziert. Je 5 ˃ ƭ der enstprechenden Chemikalienkonzentration werden auf die 

Filterblättchen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h bei 32°C werden die 

Hemmhofzonen sichtbar und deren Radius kann gemessen werden.  

 Findet der Hemmhoftests bei Lichtbestrahlung statt, geschieht dies mit Weißlicht einer 

Stärke von 85 µmol m-2 s-1 (Leuchtstoffröhren TLD 58W/25). 

 

2.2.18 ß - Galaktosidaseaktivitäts - assays in R. sphaeroides 

  

 Das ß - Galaktosidaseaktivitäts - assay (Miller, 1972) ist eine einfache Methode um die 

Aktivität eines Promotors zu bestimmen. Das die ß - Galaktosidase kodierende lacZ - Gen wird 

unter die direkte Kontrolle des zu untersuchenden Promotors kloniert. Ist der Promotor aktiv, 

wird die ß - Galaktosidase exprimiert. Dieses Enzym kann das chromogene Substrat ONPG 

(ortho - Nitrophenol - ß - Galaktosid) in Galaktose und ortho-Nitrophenol spalten. Das ortho-

Nitrophenol besitzt eine starke gelbe Färbung, die im Photometer bei 420 nm gemessen werden 

kann. Die Gelbfärbung gibt somit eine direkte Auskunft über die Aktivität des Promotors.  

 Die R. sphaeroides - Kultur wird zunächst bei 32°C inkubiert. Nach Erreichen des 

gewünschten OD660 - Wertes wird 1 ml der Kultur entnommen und bei 13.000 U /  min für 3 min 

(Biofuge pico) sedimentiert und die OD660 gemessen. Das Zellsediment wird in 750 ml Z - Puffer 

resuspendiert, und mit zwei Tropfen Chloroform und einem Tropfen 0,1 % SDS versetzt. 

Anschließend wird der Ansatz für genau 30 sec gevortext. Die Proben werden für 5 min auf 28°C 

vorgewärmt. Die Farbreaktion wird gestartet, indem 200 ˃ l einer ONPG-Lösung (4 mg /  ml) 

hinzugefügt werden. Nach genau 5 min wird die Reaktion durch Zugabe von 500 ˃ ƭ bŀ2CO3 (1 M) 

gestoppt und die Proben werden bei 13.000 U /  min für 3 min zentrifugiert (Biofuge pico). 

Abschließend wird die Absorption des Überstandes sowohl bei 420 nm als auch bei 550 nm 

photometrisch gemessen. Die Enzymaktivität wird nach folgender Formel berechnet und gibt die 

 ̡- Galaktosidase - Aktivität in Miller Einheiten wieder: 

Formel 1 : Miller Einheiten =  

      V =  eingesetztes Kulturvolumen (1 ml) 

      t = Reaktionszeit (5 min) 
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Z - Puffer  

Na2HPO4 x 2 H2O 0 ,06 M 

NaH2PO4 x H2O 0 ,04 M 

KCl 0 ,01 M 

MgSO4 x 7 H2O 0 ,001 M 

 ̡- Mercaptoethanol 0 ,05 M 

 7 ,4 pH 

 

2.2.19 ß - Galaktosidaseaktivitäts - assays in S. cerevisiae 

 

 Die zu untersuchenden S. cerevisiae - Kulturen werden über Nacht in 2 - 5 ml SD -

 Medium ohne Leucin und Trypotphan angezogen. Am darauffolgenden Tag werden 2 ml der 

Kultur in 8 ml YPAD-Medium überführt und für 3 - 5 h bei 32°C weitergeschüttelt. Während 

dieser Zeit werden 4 mg ml-1 ONPG durch Rühren für 1 - 2 Stunden bei 4°C in Z - Puffer gelöst. 

Sobald die Kulturen eine OD600 von 0,5 - 0,7 erreicht haben, werden sie durch Vortexen für 1 min 

durchmischt und es wird noch einmal die genaue OD600 bestimmt. 1,5 ml der Kultur werden mit 

13.000 U /  min (Biofuge pico) für 1 min abzentrifugiert. Das Zellsediment wird mit 1,5 ml Z -

 Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen werden anschließend in 300 ˃ ƭ ½ - Puffer 

aufgenommen. 100 ˃ ƭ ŘŜǊ ½ŜƭƭǎǳǎǇŜnsion werden in ein neues Eppendorfgefäß überführt und für 

1 min in flüssigem N2 tiefgefroren. Das Auftauen der Zellen erfolgt bei 37°C im Wasserbad. Als 

Leerwerte für die anschließende photometrische Messung werden zwei zusätzliche 

Reaktionsgefäße mit je 100 ˃ ƭ Z - Puffer bereitgestellt. In den Ansatz mit Zellsuspension und in 

die beiden Leerkontrollen werden jeweils 700 ˃ l Z - Puffer gegeben. Durch Zugabe von 0,16 ml 

ONPG - Lösung wird die Reaktion gestartet. Die Reaktionsgefäße werden bei 30°C inkubiert, bis 

sich eine Gelbfärbung entwickelt. Als Positivkontrolle dient ein Hefestamm, der die beiden 

Proteine p53 und das SV40 T-Antigen koexprimiert. Diese Probe färbt sich innerhalb von etwa 

ein bis zwei Stunden. Bei schwächeren Interaktionen kann die Reaktion bis zu 24 h dauern. Um 

die Enzymaktivität zu beenden, werden den Ansätzen je 0,4 ml 1 M Na2CO3 zugesetzt. Danach 

erfolgt eine Zentrifugation mit 13.000 U /  min (Biofuge pico) für 10 min, um Zellbruchstücke 

abzutrennen. Der Überstand wird in Photometer-Küvetten überführt und die Absorption bei 420 

nm bestimmt. Die Berechnung der ß - Galaktosidaseaktivität erfolgt wie unter 2.2.17 angegeben. 

 

2.2.20 Techniken zur Visualisierung der Polysaccharid - Kapsel von Bakterien 

 

 Die Kapsel ist eine aus Proteinen und Polysacchariden zusammengesetzte Schleimhülle 

auf der Außenseite der Zellwand von Bakterien. Sie spielt eine große Rolle bei dem Schutz vor 

Umwelteinflüssen wie Austrocknung oder der Anheftung an Oberflächen. Die Kapsel kann 

mikroskopisch nur indirekt sichtbar gemacht werden, da sie keine Farbstoffe direkt absorbiert. 

Durch ihre stark wasserabweisenden Eigenschaften, bildet sich ein deutlicher, ungefärbter Hof 

um die Zellen, wenn diese eine Kapsel besitzen. 
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 Die einfachste Möglichkeit zur Visualisierung unter dem Mikroskop liegt darin, einen 

Tropfen mit H2O verdünnter Tusche (1 : 3) auf einen Objektträger zu tropfen und die Zellen darin 

mit einer Impföse zu verstreichen. Jetzt kann man die Zellen entweder mit einem Deckglas direkt 

unter dem Ölimmersionsobjektiv mikroskopieren oder die Tusche zunächst trocknen lassen und 

die Zellen ohne Deckglas betrachten. Die lichtbrechenden Kapseln sollten im Durchlicht jetzt gut 

sichtbar sein. 

 Da durch die Tuschefärbung oft nur schwache Kontraste sichtbar sind, kann man diese 

durch verschiedene Färbungen verstärken. Bei der Maneval´schen Färbung werden 10 µl der zu 

untersuchenden Bakterienkultur in 10 µl 2 %iger Kongorotlösung gefärbt. Die gefärbten Zellen 

werden anschließend auf einem Objektträger verstrichen und an der Luft für mindestens 15 min 

getrocknet. Nun überschichtet man die getrockneten Zellen für 3 - 4 min mit 15 µl 

Maneval´scher Lösung. Diese wird zuerst mit 3 %iger HCl - Lösung und anschließend mit H2O 

abgespült. Nach dem Trocknen können die Zellen unter dem Ölimmersionsobjektiv 

mikroskopiert werden. Das Kongorot, welches nicht in die Zellen eindringt, färbt sich durch HCl 

blau, während die Zellen durch das Fuchsin in Maneval´schen Lösung rot gefärbt sind. Die Kapsel 

sollte als deutlicher, farbloser Vorhof gut zwischen dem Hintergrund und den Zellen sichtbar 

sein. 

 

  Maneval´sche Lösung 

Phenol 5  % 

Essigsäure 20  % 

FeCl2 30  % 

Fuchsin 1  % 

 

2.2.21 Sedimentationsanalyse von R. sphaeroides 

 

 Zellen mit einer Polysaccharidkapsel nutzen diese, um sich an Oberflächen anzuheften 

oder Biofilme zu bilden. Dabei machen sie sich zum einen die klebrige Natur der Kapsel zu Nutze 

und zum anderen die veränderte Sedimentationsrate. Zellen mit einer Kapsel sedimentieren 

schneller aber weniger kompakt als Zellen ohne Kapsel, was erste Hinweise auf Unterschiede in 

der Kapselbildung durch einfache Zentrifugationsexperimente liefern kann. Dazu werden die zu 

vergleichenden Kulturen bei einer identischen OD in Glaszentrifugenröhrchen überführt und für 

jeweils 30 min bei niedrigen g - Zahlen (100 - 2000 g) zentrifugiert. Sollten die Zellen eine Kapsel 

besitzen, müssten sie deutlich schneller sedimentieren als Zellen ohne eine Kapsel. 

  

2.2.22 Mating von S. cerevisiae 

 

 Bei diesem Test macht man sich die Tatsache zunutze, dass haploide Hefezellen (n) als 

zwei verschiedene Paarungstypen vorliegen können όŀ ǳƴŘ ʰύ. Diese beiden Paarungstypen 

können unter entsprechenden Bedingungen zu einer diploiden Zygote (2n) verschmelzen, die 

ihrerseits wieder diploide Tochterzellen produziert. Wenn die beiden Paarungstypen Träger 
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unterschiedlicher Plasmide sind, enthält die diploide Zygote nach der Verschmelzung auch beide 

Plasmide der Ausgangszellen. Mit dieser Methode kann man prüfen, ob ein im Yeast - Two -

 Hybrid - System gefundener Klon eine spezifische Interaktion mit dem getesteten Protein 

aufweist, oder ob das gefundene Protein bereits alleine in der Lage ist, die Reportergene (Leucin-

, Tryptophan- und Histidinsynthese) im Hefegenom zu aktivieren. Nach dem Transformieren 

werden 200 ˃ l YPDA - Medium mit den beiden Hefestämmen beimpft und für 24 h unter 

leichtem Schütteln bei 32°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag werden die Hefen auf zwei 

verschiedene SD - Platten ausgestrichen. Zum einen verwendet man SD ohne Leucin und ohne 

Tryptophan; hier können Hefen wachsen, die beide Ausgangsplasmide enthalten. Zum anderen 

werden die Hefen auf SD-Medium ohne Leucin, Tryptophan und Histidin plattiert. Auf diesen 

Platten sind nur Hefen zum Wachstum befähigt, die eine Interaktion der beiden exprimierten 

Hybridproteine zeigen. Nach drei bis sieben Tagen Inkubation bei 30°C sind die Hefen 

gewachsen. 

 

2.3  Elektrophoresetechniken 

2.3.1  Agarose - Gel - Elektrophorese 

 

 Für größere DNA - Fragmente (0,5 - 20 kb) werden 0,7 - 2 %ige TAE - Agarose-Gele 

verwendet. Die Agarose wird kurz in TAE aufgekocht und in einen abgeklebten Gelschlitten mit 

Kamm gegossen. Nach dem Polymerisieren überführt man das Gel in die Kammer und 

überschichtet es mit TAE. Die Proben werden mit je 2 ˃ ƭ 5b!-Auftragspuffer vermengt und auf 

das Gel aufgetragen. Der Lauf erfolgt für 30 - 60 min bei 150 mA. 

 

2.3.2  Polyacrylamid - Gel - Elektrophoresen 

2.3.2.1 Polyacrylamid - Gel zur Auftrennung von DNA - Fragmenten 

 

 Die genaue Auftrennung von sehr kleinen DNA-Fragmenten (< 500 bp) lässt sich nur 

schwer mit Agarosegelen durchführen. Daher werden 6 - 8 %ige TBE - Polyacrylamid - Gele 

verwendet. Der Lauf erfolgt für 30 min in einem Minigelsystem bei 150 V. Das Färben erfolgt im 

Ethidiumbromidbad. 

 

TBE - Polyacrylamid - Gel  

TBE (10 X) 10  % 

40 % Acrylamid 1,5 - 0 ,9 ml 

APS (10 %) 0 ,06 ml 

TEMED 0 ,015 ml 

ad ddH2O 6  ml 
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2.3.2.2 SDS - Polyacrylamid - Gel zur Auftrennung von Proteinen (Laemmli, 1970) 

 

 Die denaturierende Auftrennung von Proteinen erfolgt unter Verwendung von 

Sodiumdodecylsulfat (SDS). Dieses bindet mit seinem hydrophoben Bereich die hydrophoben 

Domänen von Proteinen und entfaltet diese so. Darüber hinaus bringt es eine starke negative 

Ladung ein. Dies führt dazu, dass die Proteine unabhängig von ihrer Sekundärstruktur und ihrer 

Ladung aufgetrennt werden können. Dabei werden 6 - 12 %ige Polyacrylamid - Gele verwendet.  

 Nach dem Gießen wird das Trenngel mit 70 %igem EtOH überschichtet, da die 

Polymerisation unter Sauerstoffausschluss deutlich schneller stattfindet. Ist das Gel 

polymerisiert, beseitigt man den EtOH und gießt das Sammelgel auf das Trenngel. Dieses 5 %ige-

Gel sorgt dafür, dass die Proteine als scharfe Bande ins Gel einlaufen. Als Laufpuffer dient der 

ebenfalls SDS - haltige Laemmli-Puffer.  

 Vor dem Auftragen auf das Gel werden die Proben im Verhältnis 1 : 5 mit dem 5 x SDS -

 Auftragspuffer vermischt und für 5 min bei 100°C gekocht. Nach kurzem Zentrifugieren werden 

die Proben anschließend auf das Gel aufgetragen und für 3 h bei 150 - 200 V laufen gelassen. 

 

   SDS - Polyacrylamid - Trenngel    SDS - Polyacrylamid - Sammelgel 

Trenngelpuffer 25  % Sammelgelpuffer 25  % 

40 % Acrylamid 9 - 4 ,5 ml 40 % Acrylamid 9 - 4 ,5 ml 

SDS (10 %) 0 ,3 ml SDS (10 %) 0 ,3 ml 

APS (10 %) 0 ,3 ml APS (10 %) 0 ,3 ml 

TEMED 0 ,015 ml TEMED 0 ,015 ml 

ad ddH2O 30  ml ad ddH2O 30  ml 

 

2.3.2.3 Polyacrylamid /  Harnstoff - Gel zur Auftrennung von RNA 

 

 Für die Qualitätskontrolle von RNA ist es erforderlich, diese unter stark denaturierenden 

Bedingungen aufzutragen, da viele RNAs doppelsträngige, stark struktuierte Bereiche besitzen 

und eventuell vorhandene RNasen inaktiviert werden. Für die Auftrennung von RNA werden 

daher 10 %ige Polyacrylamid /  Harnstoff - Gele verwendet. 

 

  Polyacrylamid /  Harnstoff - Gel 

TBE (10 X) 10  % 

40 % Acrylamid 1,5 - 0 ,9 ml 

Harnstoff 2 ,52 g 

APS (10 %) 0 ,06 ml 

TEMED 0 ,015 ml 

ad ddH2O 6  ml 
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2.4  Molekularbiologische Methoden 

2.4.1 Isolierung, Aufreinigung und Aufarbeitung von DNA /  RNA 

 

2.4.1.1 Isolierung von Plasmid - DNA (Birnboim und Doly, 1979) 

 

 Für die Isolierung von Plasmid - DNA nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aus kleinen 

Kulturvolumen führt man eine Minipräp durch. Etwa 1,5 ml der Kultur werden in ein 

Eppendorfgefäß überführt und für 3 min bei 8.000 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert. Der 

Überstand kann verworfen werden. Anschließend löst man durch gründliches Vortexen das 

Sediment in 100 ˃ l kalter Lösung I mit 1 ˃ ƭ wbŀǎŜ A (7 U /  µl). Durch Zugabe von 200 ˃ ƭ [ǀǎǳƴƎ LL 

und mehrmaligem Invertieren werden die Zellen jetzt lysiert. Die Lösung wird deutlich viskoser. 

Die Inkubationszeit mit Lösung II sollte 5 min nicht überschreiten. Nun kann die chromosomale 

DNA durch Zugabe von 150 ˃ ƭ ƪŀƭǘŜǊ [ǀǎǳƴƎ LLL gefällt werden. Sie wird als weißes, fädiges 

Präzipitat sichtbar. Die chromosomale DNA wird jetzt durch 20 min Zentrifugation bei 

13.000 U /  min (4°C, Biofuge fresco) sedimentiert, während die Plasmid - DNA im Überstand 

verbleibt. Dieser wird in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die Plasmid - DNA durch 

Zugabe von 60 ˃ ƭ о M NaOAc (pH = 5,2) und 900 ˃ ƭ ƪŀƭǘŜƴ фс %igem EtOH gefällt. Die Effizienz 

kann durch ein 30 sec Gefrieren der Probe in flüssigem N2 erhöht werden. Durch 15 min 

Zentrifugation bei 13.000 U /  min (4°C, Biofuge fresco) wird die DNA jetzt sedimentiert und 

anschließend mit 100 ˃ ƭ тр %igem EtOH gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation für 5 min bei 

13.000 U /  min (Biofuge pico), nimmt man das Präzipitat in 10 ˃ ƭ ŘŘI2O auf. 

 

Lösung I  Lösung II  

Glucose 0 ,05 M NaOH 0 ,2 M 

Tris /  HCl 0 ,025 M SDS 1  % 

EDTA 0 ,01 M Lösung III    

 7 ,4 pH Kaliumacetat 3  M 

    Essigsäure 2  M 

 

2.4.1.2 Isolierung von chromosomaler DNA 

 

10 ml einer Übernachtkultur von R. sphaeroides werden zunächst bei 8.000 U /  min (4°C, Rotor 

SS34) für 10 min sedimentiert und das Pellet in 15 ml 1 x PBS gewaschen. Durch erneute 

Zentrifugation bei 8.000 U /  min für 10 min (4°C, Rotor SS34) sedimentiert man die Zellen und 

nimmt sie anschließend in 567 ˃ ƭ ¢9-Puffer und 1 mg /  ml Lysozym (Endkonzentration) auf. Die 

Lyse der Zellen erfolgt bei 37°C für 1 h. Die Proteolyse der zellulären Proteine erfolgt durch 

Zusatz von 1 % SDS und 1 mg /  ml Proteinase K (Endkonzentration). Nach 2 h Inkubation bei 37°C 

im Wasserbad (gelegentlich Schütteln), gibt man 0,1 ml 5 M NaCl und 80 µl CTAB /  NaCl hinzu. 

Die Inkubation erfolgt für 10 min bei 65°C. Zur Ausfällung von Proteinen und Zelltrümmern wird 

ein Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24 : 1) zugegeben und sanft gemischt. Jetzt wird für 
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15 min bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erzeugen. In 

der oberen, wässrigen Phase befindet sich die chromosomale DNA. Diese kann jetzt mit einer 

abgeschnittenen Pipettenspitze vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß 

überführt werden. Durch Zugabe von einer Volumeneinheit Isopropanol wird die DNA 

präzipitiert. Hier kann die Ausbeute durch eine kurze (< 5min) Inkubation auf dem 

Taumelrollenmischer erhöht werden. Die präzipitierte DNA wird jetzt für 3 min bei 3.000 U /  min 

(Biofuge pico) zentrifugiert und anschließend, nach dem Verwerfen des Überstandes, noch in 

100 ˃ ƭ тр % EtOH gewaschen und wie oben zentrifugiert. Erneut verwirft man den Überstand 

und trocknet das Präzipitat für 20 - 30 min an der Luft. Das vollständig getrocknete Präzipitat 

kann jetzt in 1 ml TE - Puffer aufgenommen und bei 4°C gelagert werden. 

 

CTAB /  NaCl  TE - Puffer  

NaCl 0 ,7 M Tris /  HCl 0 ,01 M 

CTAB 10  % EDTA 0 ,001 M 

 

2.4.1.3 Isolierung von Plasmid - DNA mit Silikasäulchen 

 

 Um besonderes reine DNA (QIAprep Spin Miniprep Kit) oder besonders hohe Mengen 

(QIAGEN Plasmid Midi Kit) zu erhalten, wurden in einigen Fällen Minipräparations Kits 

verwendet. Die Plasmid - DNA wird dabei mittels alkalischer Lyse aufgereinigt und anschließend 

reversibel an eine Silikamembran gebunden, wo sie nach mehrfachem Waschen eluiert werden 

kann. 

 Die Durchführung der Aufreinigung entsprach den Angaben des Herstellers, wobei bei 

Verwendung des QIAGEN Plasmid Midi Kit stets die Angaben für Plasmide mit hoher Kopienzahl 

verwendet wurden. 

 

2.4.1.4 Phenol /  Chloroform - Proteinextraktion aus Nukleinsäurelösungen 

 

 Plasmid - DNA wird in vielen Fällen mit mehreren konsekutiven enzymatischen 

Reaktionen behandelt. Dabei ist es oft erforderlich, das eine Enzym zu entfernen, bevor das 

nächste zu Reaktion hinzugefügt wird. Eine einfache Methode um Proteine aus 

Nukleinsäurelösungen zu entfernen, ist die Phenol /  Chloroform - Proteinextraktion.  

 Die aufzureinigende Nukleinsäurelöung wird dabei mit dem gleichen Volumen 

Phenol /  Chloroform /  Isoamylalkohol (25 : 24 : 1) versetzt und gründlich gevortext. Die Proteine 

werden so denaturiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 13.000 U /  min (Biofuge pico), lagern sich 

die denaturierten Proteine in der Interphase an, während die Nukleinsäuren sich im Überstand 

befinden. Um für weitere enzymatische Reaktionen störende Phenol - Reste aus der Lösung zu 

entfernen, kann anschließend noch ein Chloroform /  Isoamylalkohol (24 : 1) - Schritt 

nachgezogen werden. Der Überstand wird mit einem Volumenanteil 

Chloroform /  Isoamylalkohol versetzt und wieder für 5 min Zentrifugation bei 

13.000 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert. Der Überstand sollte nun die phenol - und 

proteinfreie DNA /  RNA enthalten. 
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2.4.1.5 Isolierung von Gesamt - RNA aus R. sphaeroides (Scherrer und Darnell, 1962) 

 
 Eine einfache und effektive Methode um große Mengen qualitativ hochwertiger RNA aus 

gramnegativen Zellen zu isolieren ist die heiße Phenolextraktion. Die so isolierte RNA kann für 

alle weiteren Methoden, wie z.B. Northern blot oder real time RT - PCR genutzt werden.  

 Für die Isolierung der gesamten zellulären RNA mit der heißen Phenolextraktion 

zentrifugiert man zunächst 25 ml der Kultur für 10 min bei 10.000 U /  min (4°C, Rotor SS34). Der 

Überstand wird verworfen und das Sediment direkt in 125 ˃ ƭ ƪŀƭǘŜǊ wb! - Lösung I resuspendiert. 

Zusammen mit den gelösten Zellen wird diese jetzt in ein Eppendorfgefäß mit 250 ˃ ƭ wb! -

 Lösung II überführt und kräftig gevortext. Das Aufschließen der Zellen erfolgt durch eine 1,5 min 

Inkubation bei 65°C im Wasserbad. Die nun folgenden Phenolisierungsschritte werden alle je 3 x 

wiederholt: Zu der Lösung mit den aufgeschlossenen Zellen werden jetzt 500 ˃ ƭ tƘŜƴƻƭ / H2O 

(65°C) hinzu gegeben und es wird erneut für 3 min bei 65°C inkubiert. Anschließend werden die 

Proben direkt in flüssigen N2 überführt und kräftig gevortext. Die Phasentrennung wird jetzt 

durch 15 min Zentrifugation bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) erzeugt. Die wässrige, obere 

Phase, in der sich die Nukleinsäuren befinden, wird jetzt in ein neues Eppendorfgefäß überführt, 

zu welchem dann erneut 500 ˃ ƭ tƘŜƴƻƭ / H2O gegeben werden (s.o.). Nach dem dritten 

Phenolisieren fällt man die Nukleinsäuren durch Zugabe von 60 ˃ ƭ о M Natriumacetat (pH = 4,5) 

und 1000 ˃ ƭ ƪŀƭǘŜƳ 96 %igen EtOH für 1 h bei - 80°C. Die gefällte DNA /  RNA wird jetzt für 20 min 

bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) sedimentiert und der Überstand verworfen. Das Präzipitat wird 

in 500 ˃ ƭ тр % EtOH gewaschen und erneut für 5 min bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) 

zentrifugiert. Der Überstand kann abgenommen werden und das Präzipitat wird für 10 min in 

der Speed Vac getrocknet. Das getrocknete Präzipitat nimmt man in 180 ˃ ƭ ŘŘI2O auf und fügt 

20 ˃ l Dnase I - Puffer und 1 ˃ ƭ 5ƴŀǎŜ I (Fermentas) hinzu. Der Verdau erfolgt bei 37°C für 1 h. Die 

Dnase I - Enzyme werden jetzt durch Zugabe von 400 ˃ ƭ tƘŜƴƻƭ / Chloroform und anschließendes 

kräftiges Vortexen inaktiviert. Durch 5 min Zentrifugation bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) 

erzeugt man eine Phasentrennung und überführt den Überstand in ein neues Eppendorfgefäß. 

Die Phenol /  Cholorform - Extraktion wird ein weiteres Mal wiederholt. Jetzt gibt man 400 ˃ ƭ 

Chloroform /  Isoamylalkohol zu dem Überstand und zentrifugiert erneut für 5 min bei 

13.000 U /  min (Biofuge pico) um Phenol - Reste zu beseitigen. Im Überstand sollte sich jetzt nur 

noch die aufgereinigte RNA befinden. Diese wird jetzt für 1 h bei - 80°C durch Zugabe von 25 ˃ ƭ 

Natriumacetat (pH = 7) und 900 ˃ ƭ kaltem 96 %igem EtOH gefällt. Die gefällte RNA wird jetzt für 

20 min bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert und anschließend, nach dem Verwerfen 

des Überstandes, mit 500 ˃ ƭ 9ǘhI ƎŜǿŀǎŎƘŜƴΦ 5ŀǎ tǊŅȊƛǇƛǘŀǘ ǿƛǊŘ ƎŜǘǊƻŎƪƴŜǘ ǳƴŘ ŘŀǊŀǳŦƘƛn in 

50 ˃ ƭ ŘŘI2O aufgenommen. Es sollte sich jetzt nur noch die saubere RNA in Lösung befinden. 

RNA - Lösung I  RNA - Lösung II  

Saccarose 0 ,3 M SDS 2  % 

Natriumacetat (pH = 4,5) 0 ,01 M Natriumacetat (pH = 4,5) 0 ,001 M 
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2.4.2 Fällung von Nukleinsäuren 

2.4.2.1 Ethanolfällung 

 

 In Gegenwart hoher Konzentrationen monovalenter Kationen fallen in Ethanol gelöste 

Nukleinsäuren durch Aggregation aus. Diese Kationen binden an die negativ geladenen 

Phosphatgruppen und senken so die Löslichkeit der DNA /  RNA. Die Kationenkonzentration wird 

dabei durch die Zugabe von 1 /  10 des Volumens an 3 M Natriumacetat (pH = 5,2) erhöht und 

anschließend werden die Nukleinsäuren mit 2,5 Volumeneinheiten kaltem 96 %igen EtOH gefällt. 

Hier kann zur Erhöhung der Effizienz zusätzlich noch für 30 sec in flüssigem N2 inkubiert werden. 

Die gefällte DNA /  RNA wird jetzt für 20 min bei 13.000 U /  min (4°C, Biofuge pico) sedimentiert, 

der Überstand verworfen und anschließend mit 75 % EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen in 

der Speed Vac für 5 min kann das Pellet in ddH2O aufgenommen und bei - 20°C gelagert werden. 

 

2.4.2.2 N - Butanolfällung 

 

 Die N-Butanolfällung wird zum Aufkonzentrieren von Ligationsansätzen und zu deren 

Reinigung von Salzkontaminationen genutzt. Dem Ligationsansatz werden dabei zuerst 80 ˃ ƭ 

ddH2O und anschließend 1100 ˃ ƭ b - Butanol zugesetzt. Jetzt wird geschüttelt bis die 

Phasengrenze vollständig verschwunden ist und anschließend für 20 min bei 13.000 U /  min (4°C, 

Biofuge pico) zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Präzipitat in 75 %igem EtOH 

gewaschen. Nach 5 min Trocknen in der Speed Vac kann der gefällte Ligationsansatz in ddH2O 

resuspendiert werden. 

 

2.4.2.3 Isopropanolfällung 

 

 Oft sind die Volumen der zu fällenden Nukleinsäurelösungen zu hoch, um sie für die 

Ethanolfällung zu nutzen. Eine Möglichkeit Nukleinsäuren aus großvolumigen Lösungen zu fällen, 

ist die Isopropanolfällung. Durch Hinzugeben von 0,6 Volumenanteilen Isopropanol wird die 

Fällung eingeleitet und anschließend für 20 min bei 13.000 U /  min (4°C, Biofuge pico) 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Präzipitat in 75 %igem EtOH gewaschen. 

Nach dem Trocknen in der Speed Vac für 5 min kann das Pellet in ddH2O aufgenommen und bei -

 20°C gelagert werden. 

 

2.4.3 Isolieren von DNA aus Gelfragmenten 

 

 Die Klonierung von DNA - Fragmenten macht es oft erforderlich, dass einzelne Banden 

aus dem Gel isoliert und die DNA aufgereinigt wird. Dies geschieht unter Verwendung des 

QIAEXII Gel - Extraktion - Kits. Ein kleiner Teil des Gels wird mit Ethidiumbromid gefärbt und auf 

den UV-Tisch überführt. Mit Hilfe eines UV - Lineals wird die genaue Position der gesuchten 

Bande ermittelt. Diese wird anschließend mit einem sterilen Skalpell aus dem nicht gefärbten 

Teil des Gel geschnitten, gewogen und (entsprechend den Angaben des Herstellers) aufgereinigt. 
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Die Agarose wird dabei irreversibel verflüssigt und von der, wieder in Lösung vorliegenden DNA, 

durch deren Bindung an eine Silikatmatrix, getrennt. 

 

2.4.4  Quantifizieren von Nukleinsäuren 

 

 Für die Bestimmung der Konzentration gelöster Nukleinsäuren wird stets die 

photometrische Messung der Absorption (A)260 herangezogen. Dabei wird auch gleichzeitig noch 

die A280 gemessen, die über eventuelle Proteinkontaminationen Auskunft gibt. Das Verhältnis 

von A260 /  A280 wird dabei als Ratio angegeben und dient als ein Maß für die Reinheit der 

Nukleinsäuren. 

 
 1 A260  =  50 ˃ g ds DNA (Ratio = 1,8 für saubere DNA) 
   40 ˃ Ǝ ǎǎ wb!  (Ratio = 2 für saubere RNA) 

 

2.4.5  Enzymatische Modifikation von Nukleinsäuren 

2.4.5.1 Restriktionsverdau von DNA 

 

 Die Restriktion von palindromischen Sequenzen durch Restriktionsendonukleasen wird 

stets nach den Spezifikationen des Herstellers (Fermentas oder New England Biolabs) 

durchgeführt. Dient die Restriktion nur der Kontrolle vorhandener Restriktionsstellen schneidet 

man in der Regel etwa 1 h. Präparative Restriktionen für Klonierungszwecke werden mindestens 

2 h durchgeführt. Der Zusatz von BSA erfolgt nur bei Restriktionsenzymen, die nach 

Herstellerangaben durch dieses eine höhere Aktivität zeigen. 

 

2.4.5.2 Dephosphorylieren von DNA 

 

 Um die Religation der Vektor - DNA bei Klonierungsschritten mit nur einem 

Restriktionsenzym zu vermeiden oder das end - labeling mit [ʴ32P]dATP zu ermöglichen, werden 

die рΨ - Phosphatgruppen eines geschnittenen Plasmids durch einen Phosphataseverdau 

entfernt. Dadurch kann der Vektor nur noch mit dem insert ligieren, welches seine рΨ -

 Phosphatgruppen noch besitzt. Für alle Phosphatase - Reaktionen wird das Enzym Antarctic 

Phosphatase nach den Angaben des Herstellers verwendet.  

 

2.4.5.3 Ligation von DNA 

 

 Für die Ligation von restriktionsbehandelten DNA-Fragmenten wird die T4 - Ligase 

verwendet. Diese katalysiert die ATP - abhängige Reaktion zwischen der 5  ́- Phosphatgruppe 

und der оΨ - Hydroxylgruppe zweier DNA - Enden. Das Verhältnis von insert- zu Vektor - DNA 

bestimmt man dabei durch Vergleich der Bandenstärke in einem 1 %igem TAE - Agarosegel. Das 

insert gibt man in einem 3 : 1 Überschuss zum Ligationsansatz. Die Ligation erfolgt 2 - 4 h bei 
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15°C. Vor der Transformation wird zudem stets eine N - Butanolfällung durchgeführt. Bei insert -

 Fragmenten mit einer Größe von weniger als 500 bp wird zudem 5 % PEG - 8000 zur Lösung 

geben, um deren Viskosität zu erhöhen. Die Ligation wird dann über Nacht bei Raumtemperatur 

durchgeführt.  

 Die Ligation in den pDrive-Vektor von QIAGEN erfolgt gemäß den Angaben des 

Herstellers. Vor der Transformation wird eine N-Butanolfällung durchgeführt. 

 

2.4.6  Radioaktive Markierung von Nukleinsäuren 

2.4.6.1 Radioaktive Markierung durch nick - translation 

 

Die Markierung durch nick - translation wird für die Northern blot puc - Sonde und die Southern 

blot - Sonden verwendet. Hierbei werden enzymatisch DNase I - Schnittstellen in das PCR -

 Produkt eingefügt und anschließend durch die DNA - Polymerase wieder aufgefüllt. Im 

Nukleotid - Mix sind auschließlich radioaktive markierte [ʰ32P]dCTP vorhanden, welche die 

Sonde markieren. Alle verwendeten Lösungen entstammen dem nick - Translation - Kit der Firma 

GE Healthcare. Für die Labelreaktion werden 100 - 400 ng des PCR - Produktes und 30 µCi 

[ʰ32P]dCTP eingesetzt. Die weiteren Angaben entsprechen den Angaben des Herstellers, wobei 

die Inkubationszeit auf 45 min bei Raumtemperatur verlängert wird.  

 

2.4.6.2 Radioaktive Markierung durch end - labeling 

 

 Die Markierung von Oligonukleotiden durch Endmarkierung wird für die Northern blot 

rRNA - Sonde genutzt, sowie das pucUp - Fragment für die Gel - Retardations - assays. Dabei fügt 

das Enzym Polynukleotidkinase (PNK) [ʴ32P]dATP an die dephosphorylierten рΩ - Enden des Oligos 

an. Für die Labelreaktion werden 1 µl des PCR - Produktes und 15 µCi [ʴ32P]dATP eingesetzt. Die 

Inkubation erfolgt für 1 h bei 37°C. 

  

2.4.6.3 Aufreinigung markierter Sonden 

 
 Sowohl für die nick - translation, als auch für das end - labeling wird die Reaktion nach 

Ablauf der Inkubationszeit durch Zugabe von 1 x STE - Puffer gestoppt. Dabei werden beide 

Reaktionsansätze zu einem Endvolumen von 50 ˃ ƭ ŀǳŦƎŜŦǸƭƭǘΦ 5ƛŜ ŜƛƎŜƴǘƭƛŎƘŜ !ǳŦǊŜƛƴƎǳƴƎ ŘŜǊ 

markierten Nukleotide erfolgt durch die ProbeQuantTMG - 50 bzw. 25 Micro Columns der Firma 

GE Healthcare. Dazu wird das Säulenmaterial zuerst durch Vortexen homogenisiert und für 1 min 

bei 2.600 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und das Säulchen in 

ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Jetzt gibt man den 50 ˃ ƭ !ƴǎŀǘȊ ŘŜǊ ƎŜlabelten DNA 

auf das Säulchen und zentrifugiert 2 min bei 2.000 U /  min (Biofuge pico). Die aufgereinigten, 

markierten Nukleotide befinden sich im Durchfluss und die Aktivität kann im Szintillationszähler 

bestimmt werden. 
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STE - Puffer  

NaCl 0 ,1 M 

Tris - HCl 0 ,02 M 

EDTA 0 ,01 M 

 7 ,5 pH 

 

2.4.7  Amplifikation von DNA durch PCR 

2.4.7.1 Amplifikation von Sequenzabschnitten mittels PCR 

 

 Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) erlaubt es, auf einfache 

und effiziente Weise einzelne Sequenzabschnitte sauber und reproduzierbar zu amplifizieren. 

Dabei macht man sich die Aktivität der aus Thermus aquaticus stammenden, hitzestabilen Taq -

 Polymerase zunutze. Das Prinzip der PCR lässt sich wie folgt zusammenfassen: Das DNA -

 template wird in einem ersten Schritt bei 94°C in Einzelstränge aufgetrennt. Im zweiten 

annealing - Schritt binden ein sense- und ein antisense - primer an die DNA und im folgenden 

extension - Schritt bei 72°C füllt die Taq - Polymerase den komplementären Strang auf. Nun folgt 

wieder ein erneuter Denaturierungsschritt und der Zyklus beginnt von vorne. Der zwischen den 

primern gelegene Bereich wird dabei exponentiell amplifiziert. Neben der Taq - Polymerase 

wurden außerdem die Deep Vent - Polymerase und die Bio - X - Act -Long eingesetzt. Diese 

unterscheiden sich in den extension - Temperaturen (Deep Vent - Polymerase = 68°C bzw. Bio -

 X - Act -Long = 75°C) und besitzen eine 3´-5  ́proof reading - Aktivität, um die Anzahl der 

Replikationsfehler zu senken. Ein Standard-PCR-Ansatz setzt sich aus dNTPs, dem DNA -

 template, den beiden primern, der Taq - Polymerase und deren Puffer zusammen. Um die 

Spezifität der Reaktion zu erhöhen, kann zudem Q - Solution (5 x) hinzugefügt werden. 

 

2.4.7.2 Quantitative real time RT - PCR 

 

 Die real time RT - PCR macht sich die Sensibilität und Genauigkeit der PCR für die 

Amplifikation von mRNA - Sequenzen zunutze. Dabei wird mittels der reversen Transkriptase 

(RT) zunächst ein cDNA - Transkript der mRNA erzeugt, welches anschließend in einer normalen 

PCR amplifiziert werden kann. Durch den Farbstoff SYBR Green I, der in die gebildete DNA 

interkalieren kann, wird dabei die Zunahme der PCR Produkte in Echtzeit verfolgt. SYBR Green I 

kann durch Bestrahlung mit Licht einer Wellenlänge von 494 nm zur Emission von grünem Licht 

von 524 nm angeregt werden. Diese Fluoreszenz lässt sich wiederum messen und anhand eines 

internen Standards können Aussagen über relative mRNA - level in der Reaktion gemacht 

werden. 

 Bevor die isolierte RNA für die real time RT - PCR verwendet werden kann, muss sie 

zuerst von DNA - Kontaminationen befreit werden, da diese die Ergebnisse der PCR verfälschen 

würden. Dazu wird die hochkonzentrierte DNase I der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben 

verwendet. Die Spaltung erfolgt über 60 min bei Raumtemperatur. Anschließend wird die RNA 

einer Test - PCR ohne RT - Schritt gegen das housekeeping - Gen rpoZ unterzogen. Die Proben 
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werden, zusammen mit einer Positiv - (PCR mit chromosomaler DNA) und Negativkontrolle (PCR 

mit ddH2O) auf ein Polyacrylamid - Gel geladen. Da die DNA in den RNA - Proben verdaut sein 

sollte, darf nur in der Positivkontrolle eine Bande sichtbar sein. Die Entfernung der DNase I 

erfolgt über Phenol /  Chloroform - Extraktion (Abschnitt 2.4.1.4). Für die real time RT - PCR 

werden 40 ng der zu untersuchenden mRNA eingesetzt und mittels des OneStep RT-PCR Kit von 

QIAGEN amplifiziert. Dabei wurden der PCR - Ansatz und das Thermocycler (Rotor-Gene 3000 

oder BIO - RAD - Cycler S1000 mit CFX - Aufsatz) nach den Herstellerangaben 

zusammengesetzt /bedient. Die relative Expression der einzelnen Gene kann dabei nach 

folgender Formel berechnet werden (Pfaffl, 2001) : 

 

Formel 2 : Ratio = 
-

-
 

 

5ŜǊ ɲ/t - Wert gibt den Zyklenunterschied zwischen der behandelten Probe und der 

Kontrollprobe an, bei der diese den Fluoreszenzthreshold des Gerätes überschreiten. 

 E entspricht der Effizienz der jeweiligen Primer. Die Effizienz eines Gens gibt an, wie gut 

dieses in der PCR amplifiziert werden kann. Besonders effektive primer haben eine Effizienz von 

2, da es bei jedem PCR - Zyklus zu einer vollständigen Verdopplung der gebildeten DNA kommt. 

Für die Bestimmung der Effizienz der real-time PCR werden verschiedene Endkonzentrationen 

der Gesamt-RNA (8 ng / 4 ng / 0,4 ng / 0,04 ng) einem real-time RT-PCR Lauf unterzogen. Die 

Effizienzen für die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 2 zu finden.  

 

Tabelle 2 : Ermittelte Effizienzen für die real time RT - PCR primer 

Primer E 
annealin

g 
(°C) 

Primer E 
annealing 

(°C) 
Primer E 

annealing 
(°C) 

rpoZ 2,02 59°C pucB 2,02 59°C 
RSP_353

9 
1,87 56°C 

bchL 2,16 57°C feoA2 2,19 57°C 
RSP_157

4 
1,78 56°C 

puc2AB 2,05 62°C rpoE 2,04 56°C lov 1,88 56°C 

RSP_4038  1,95 59°C 
RSP_296

5 
1,86 59°C fliC 1,92 59°C 

 

2.4.8  Sequenzierung von DNA 

 

 Zur Sequenzierung wird ein Kapillarsequenziergerät genutzt. In einer PCR - Reaktion 

bindet ein Sequenzierprimer an die zu sequenzierende DNA und die Verlängerung erfolgt durch 

den Einbau von Deoxynukleotiden. Gleichzeitig befinden sich noch fluoreszenzmarkierte Di -

 Desoxynukleotide in der PCR - Reaktion, welche zu einem Abbruch der Reaktion führen können. 
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Die vier verschiedenen Arten (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP) weisen dabei jeweils eine 

unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung auf. Sie besitzen keine 3' - OH - Gruppe, daher führt ihr 

Einbau zu einem Kettenabbruch. Während der Kapillarelektrophorese kann das nun endständige 

Nukleotid durch einen laser detektiert werden. Die Sequenzfolge der DNA wird anschließend aus 

der Abfolge der Fluoreszenzsignale, die den laser passieren, ermittelt. Die Sequenzierungen 

wurden am Institut von Susanne Barth - Weber und Sabine Mutz durchgeführt. 

 

2.4.9 Northern - Analyse von RNA (Northern blot) 

 

 Durch den Northern blot können gezielt bestimmte RNAs, die zuvor auf eine 

Nylonmembran fixiert wurden, durch radioaktive Markierung sichtbar gemacht werden. 

 Die Auftrennung der Ribonukleinsäuren erfolgt über ein denaturierendes 

Formaldehyd /  Agarose - Gel, welches durch eine Durchflusspumpe konstant mit 

Elektrodenpuffer umspült wird. Dazu werden zuerst die Gelkammer und die Schläuche der 

Pumpe gründlich mit 1 N NaOH und anschließend mit DEPC - H2O durchgespült, um eventuell 

vorhandene RNasen zu inaktivieren. Das Gel wird in die RNase - freie Gelkammer überführt und 

mit Elektrodenpuffer überschichtet. Währenddessen wird die am Vortag eingedampfte RNA 

(10 ˃ Ǝ ǇǊƻ tǊƻōŜύ ƛƴ ф ˃ ƭ tǊƻōŜƴǇǳŦŦŜǊ ǊŜǎǳǎǇŜƴŘƛŜǊǘ ǳƴŘ ŦǸǊ мл min bei 65°C im Wasserbad 

inkubiert. Vor dem Auftragen auf das Gel fügt man jetzt je 1 ˃ ƭ wb! - Blaumarker zu jeder Probe 

hinzu und zentrifugiert kurz an. Nachdem die Proben auf das Gel aufgetragen sind, lässt man es 

für 3 h bei 110 V laufen. 

 Das Formaldehyd /  Agarose - Gel wird nach beendetem Lauf in die Denaturierungslösung 

1 überführt und dort für 45 min schüttelnd inkubiert. Anschließend verfährt man mit 

Neutralisierungslösung 1 ebenso. Während des Waschens bereitet man den Vakuumblotter vor, 

indem man mehrere Whatmanpapiere auf den Blotter überführt und mit 10 x SSC befeuchtet. 

Auf diese kann jetzt die Nylonmembran gelegt und anschließend mit Hilfe der Blotter - Maske 

fixiert werden. Das Gel wird jetzt auf die Membran überführt und für 45 min bei 50 - 65 mbar 

geblottet. Dabei muss das Gel stets mit 10 x SSC überschichtet sein. Nach dem Blotten werden 

die auf die Membran transferierten, Nukleinsäuren mit Hilfe des UV - Cross - Linker (Stratalinker) 

fixiert.  

 

  Formaldehyd /  Agarose - Gel Elektrodenpuffer  

Agarose 1 ,43 g DEPC - H2O 800  ml 

MOPS (10x) 14 ,3 ml MOPS (10x) 92  ml 

DEPC - H2O 104  ml Neutralisierungslösung 1    

Formaldehyd 26  ml Tris /  HCl 0 ,1 M 

Denaturierungslösung 1    NaCl 0 ,1 M 

NaOH 0 ,15 M  7 ,4 pH 

NaCl 0 ,05 M     
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2.4.10 Southern - Analyse von DNA (Southern blot) 

 
 Mit Hilfe eines Southern Blots können bestimmte Abschnitte der chromosomalen DNA 

durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden spezifisch nachgewiesen werden.  

 Die verwendete chromosomale DNA (20 µg) ist in ihrer ungeschnittenen Form zu groß, 

um auf einem Gel aufgetrennt zu werden und wird zunächst über Nacht mit einer 

Restriktionsendonuclease gespalten. Die geschnittene DNA kann auf einem 1 %igem Agarose -

 Gel elektrophoretisch aufgetrennt werden (ca. 2,5 h bei 200 V). Das fertige Gel kann 

anschließend für 10 min mit Ethidiumbromid gefärbt werden. Durch Anlegen eines UV - Lineals 

kann man die Position der Banden des geladenen Markers mit einem Skalpell festhalten. Das Gel 

wird anschließend auf den Vakuumblotter überführt.  

 Auf dem Vakuumblotter wurden zuvor ein Whatmanpapier (größer als das Gel) und die 

DNA - bindende Nylonmembran (gleiche Größe wie das Gel) gelegt. Beide werden mit ddH2O 

befeuchtet und das Gel wird aufgelegt. Das Vakuum wird angelegt und auf 60 mbar eingestellt. 

Zuerst wird das Gel nun für 15 min mit Depurinierungslösung 2 und anschließend für 45 min mit 

Denaturierungslöung überschichtet, was zur Bildung einzelsträngiger DNA führt, die auf die 

Membran transferiert werden kann. Das Gel wird jetzt für 45 min mit der Neutralisierungslösung 

2 überschichtet. Nach diesem Zeitraum sollte die negativ geladene DNA vollständig auf die 

positiv geladene Nylonmembran übertragen sein. Die zuvor mit dem Skalpell markierten Banden 

des Markers, werden auf die Membran übertragen und das Gel entsorgt. Die DNA wird als letzter 

Schritt durch UV - Bestrahlung kovalent mit der Membran verlinkt.  

 

Depurinierungslösung  Neutralisierungslöung 2  

HCl 0 ,25 M Tris /  HCl 1 ,5 M 

Denaturierungslösung 2    NaCL 1 ,5 M 

NaOH 0 ,5 M     

NaCl 1 ,5 M     

 

2.4.11 Prähybridisierung /  Hybridisierung der radioaktiven Sonden 

 

 Um die Bindung unspezifischer RNA an die Membran zu verhindern, wird diese zunächst 

in der Prähybridisierungslösung für 4 h bei 42°C (nick - translation) / 50°C (end - labeling) 

drehend im Hybridisierungsofen inkubiert. Durch die zugesetzte Lachs-Sperma-DNA (LSD) 

werden alle unspezifischen Bindungsstellen auf der Nylonmembran vor der Hybridisierung 

blockiert. Die eigentliche Hybridisierung mit der markierten Sonde (2 x 106 counts per minute  für 

nick - translation - PCR - Produkte; 6 x 105 counts per minute für end - labeling) erfolgt über 

Nacht bei 42°C (nick - translation) / 50°C (end - labeling) drehend im Hybridisierungsofen. 

Anschließend wird die Membran 2 x 5 min in Membranwaschlösung I und anschließend so oft 

5 min mit Membranwaschlösung II gewaschen, bis mit dem Geiger - Müller - Zähler kein 

Hintergrund mehr an den Rändern der Membran messbar ist. Die gewaschene Membran wird in 

Folie eingeschweißt und auf einen Imaging screen für den Molecular Imager FX exponiert. 
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 Prähybridisierungslösung (nick - translation)   Prähybridisierungslösung (end - labeling) 

DEPC - H2O 11 ,6 ml DEPC - H2O 11 ,6 ml 

SSPE (20 x) 5 ,5 ml SSC (20 x) 6  ml 

SDS (10 %) 0 ,22 ml SDS (10 %) 1  ml 

Denhardt´s Reagenz 
(50 x)  

1 ,65 ml Denhardt´s Reagenz (50 x)  1  ml 

Formamid 11  ml LSD (5 min aufkochen) 0 ,4 ml 

Glycin 0 ,22 g   Hybridisierungslösung (end - labeling) 

LSD (5 min aufkochen) 1 ,1 ml DEPC - H2O 12 ,6 ml 

 Hybridisierungslösung (nick - translation) SSC (20 x) 6  ml 

DEPC - H2O 1 ,8 ml SDS (10 %) 1  ml 

SSPE (20 x) 6 ,1 ml LSD (5 min aufkochen) 0 ,4 ml 

SDS (10 %) 0 ,24 ml Membranwaschlösung I    

Denhardt´s Reagenz 
(50 x)  

0 ,48 ml SSC (20 x) 20  ml 

Formamid 12 ,2 ml SDS (10 %) 2  ml 

Dextransulfat 2 ,4 g ad DEPC H2O 200  ml 

NaPPi (0,2 M) 0 ,48 ml Membranwaschlösung II   l 

LSD (5 min aufkochen) 0 ,48 ml SSC (20 x) 1  ml 

    SDS (10 %) 1  ml 

    ad DEPC H2O 200  ml 

 

2.4.12 Phosphoimaging 

 

 Die Auswertung des Imaging screens erfolgt unter dem Phosphoimager, dem Molecular 

Imager FX. Dieser kann über das BafBrEu - Kristallgitter des Imaging screen freigesetzte 

radioaktive Strahlung quantifizieren, da diese die Elektronen des Gitters in einen angeregten 

Zustand versetzt. Dieser Zustand kann dann wiederum von einem HeNe - Laser (600 nm) des 

Phosphoimagers zur Bildung einer photochemischen Reaktion ausgenutzt werden, welche dann 

von der software in ein auswertbares Bild umgewandelt wird. Vor einer erneuten Exposition 

wird der Imaging screen für 15 min mit Gelblicht gelöscht. 

 

2.4.13 Berechnung der prozentualen Veränderung der Genexpression  

 

 Aus den durch Phosphoimaging quantifizierten Daten für die Expression des  zu 

untersuchenden Gens kann anschließend die prozentuale Veränderung der Genexpression 

berechnet werden. Die prozentuale puc - Repression in R. sphaeroides in Abhängigkeit von der 

Lichtintensität errechnet sich aus den Ratios der mRNA - levels der bestrahlten Kulturen im 

Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die rRNA - Ladekontrolle normalisiert 

wurden. Dabei wird nach folgender Formel vorgegangen: 
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Formel 3 :  

 

2.4.14 Strippen der Membranen 

 

 Einmal gebunden, kann die RNA auf der Membran mehrfach mit verschiedenen Sonden 

hybridisiert werden. Dazu werden die alten Sonden im heißen Wasserbad durch eine 

detergenzhaltige Lösung entfernt und eine Prähybridisierung / Hybridisierung mit neuen Sonden 

kann erfolgen. Die Membran wird dazu 2 x 20 min in der Stripping - Lösung bei 95°C inkubiert. 

Anschließend lässt man die Membran  trocknen und testet mit dem Geiger-Müller-Zähler die 

noch vorhandene Radioaktivität. Sollte diese noch deutlich messbar sein, muss erneut für 20 min 

bei 95°C in der Stripping - Lösung inkubiert werden. 

 

Stripping - Lösung  

SDS (10 %) 10  ml 

ad DEPC H2O 1000  ml 

 

2.4.15 DMS - Methylierung von DNA 

  

 Die Kulturen werden unter den gewünschten Bedingungen auf dem Schüttler inkubiert. 

Für die Methylierung versetzt man die Kultur mit 10 µl der 900 mM DMS - Lösung für je 10 ml 

des Kulturvolumens. Die Inkubation erfolgt weiter unter den gewünschten Bedingungen für 

5 min. Durch Zugabe von kaltem DMS - quench - Puffer (1/5 des Gesamtvolumens) stoppt man 

die Reaktion anschließend ab und kann die Zellen ernten. Die Isolierung der DNA erfolgt wie in 

Abschnitt 2.4.1 beschrieben. 

 

DMS - Lösung (900mM) DMS - quench - Puffer  

Stammlösung (10,8 M) 41  ml NH4Acetat 3  M 

ad 96 igen EtOH 500  ml ß - Mercaptoethanol 1  M 

    EDTA 0 ,02 M 
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2.5  Proteinbiochemische Methoden 

2.5.1 Isolierung von überexprimierten Proteinen 

2.5.1.1 Proteinisolierung mittels Ni - NTA - Affinitätschromatographie 

 

 Bei diesem Verfahren werden die überexprimierten Proteine mit einem 6 x His - tag 

versehen und mit Hilfe von Ni - NTA - Agarose aufgereinigt, wobei der 6 x His-tag spezifisch an 

eine Ni - NTA Matrix bindet. Zugabe eines Überschusses an Imidazol führt zur Verdrängung des 

6 x His - tags und zur Elution des 6 x His - tag Proteins, da Imidazol mit den Histidinen um die Ni -

 NTA Bindestellen konkurriert. (siehe auch: The QIAexpressionist - a handbook for high - level 

expression and purification of 6 x His - tagged proteins, QIAGEN). 

 Für die Aufreinigung werden Zellpellets der zuvor induzierten und geernteten Kulturen 

(Abschnitt 2.2.10) in 5 ml Lysepuffer resuspendiert und es wird, wie in Abschnitt 2.2.11 

beschrieben, Zelllysat hergestellt. Gleichzeitig werden 0,75 g der Ni - NTA - Agarose durch 

fünfmaliges Waschen mit 4 ml Lysepuffer ebenfalls äquilibriert. Nach dem Entfernen der 

Zelltrümmer wird der Überstand des Zellpellets mit der äquilibierten Ni - NTA - Agarose vereint 

und für 2 h auf dem Taumelrollenmischer bei 4°C inkubiert. Das 6 x His - markierte Protein liegt 

jetzt an die Agarose gebunden vor. Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wäscht 

man diese jetzt 15 x mit 4 ml Waschpuffer. Die Elution erfolgt 10 x durch Zugabe von 0,5 ml 

Elutionspuffer - His, wobei der Puffer jeweils 5 min mit der Agarose auf dem 

Taumelrollenmischer inkubiert. Der Imidazol - Überschuss verdrängt das 6 x His - markierte 

Protein und das Protein kann aus den Elutionfraktionen in den storage - Puffer dialysiert werden 

(Abschnitt 2.5.3). Von den Waschschritten sowie den Eluaten wird ein Teil auf ein SDS -

 Polyacrylamid - Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2) und gefärbt (Abschnitt 2.5.8). 

 

Lysepuffer  Waschpuffer  

NaCl 0 ,3 M NaCl 0 ,3 M 

NaH2PO4 0 ,05 M NaH2PO4 0 ,05 M 

Imidazol 0 ,01 M Imidazol 0 ,02 M 

 8  pH  8  pH 

Elutionspuffer - His        

NaCl 0 ,3 M     

NaH2PO4 0 ,05 M     

Imidazol 0 ,25 M     

 8  pH     

 

2.5.1.2 Proteinisolierung mittels Amylose - Affinitätschromatographie 

 

 Bei der Aufreinigung eines überexprimierten Proteins über Amylose - Agarose wird das 

überexprimierte Protein mit einem Maltose - Binde - Bindeprotein (MBP) - tag versehen. Dieses 

tag erhöht die Löslichkeit des Proteins deutlich und die Aufreinigung kann unter nativen 
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Bedingungen erfolgen. Das überexprimierte Proteine kann über das MBP - tag an die Amylose 

gebunden werden und, nach mehrmaligen Waschen, durch die Zugabe von Maltose von der 

Amylose - Agarose eluiert werden (siehe auch : pMAL - Protein Fusion and Purification System, 

NEB). 

 Für die Aufreinigung werden Zellpellets der zuvor induzierten und geernteten Kulturen 

(Abschnitt 2.2.10) in 5 ml 1 x PBS resuspendiert und es wird, wie in Abschnitt 2.2.11 beschrieben, 

Zelllysat hergestellt. Gleichzeitig werden 0,75 g der Amylose - Agarose durch fünfmaliges 

Waschen mit 4 ml 1 x PBS ebenfalls äquilibiert. Nach dem Entfernen der Zelltrümmer wird der 

Überstand des Zellpellets mit der äquilibierten Amylose - Agarose vereint und für 2 h auf dem 

Taumelrollenmischer bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wir die Agarose 15 x mit 4 ml 

1 x PBS gewaschen, um alle, nicht an die Amylose gebundenen, Proteine zu entfernen. Die 

Elution erfolgt mit 10 x 0,5 ml Elutionspuffer - MBP, welcher steigende Maltose -

 Konzentrationen (5, 10, 25, 50 und 100 mM) besitzt. Von den Waschschritten sowie den Eluaten 

wird anschließend ein Teil auf ein SDS - Polyacrylamid - Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2) und 

durch Färbung sichtbar gemacht (Abschnitt 2.5.8). Der Rest der Eluate kann direkt in den 

storage - Puffer dialysiert werden (Abschnitt 2.5.3). 

 

Elutionspuffer - MBP  storage - Puffer  

PBS (10x) 10  % PBS (10x) 10  % 

Maltose 100 - 5  mM Glycerin 20  % 

 

2.5.1.3 Proteinisolierung mittels Glutathion - Affinitätschromatographie 

 

 Die Aufreinigung über Glutathion - Sepharose macht sich die starke Bindung der 

Glutathione S - Transferase (GST) von Schistosoma japonicum an Glutathion zu nutze. Dieses tag 

erhöht die Löslichkeit des Proteins deutlich und die Aufreinigung kann unter nativen 

Bedingungen erfolgen. Das überexprimierte Proteine kann über den GST - tag an die 

Glutathione - Sepharose gebunden werden und, nach mehrmaligen Waschen, durch die Zugabe 

von reduziertem Glutathione von der Sepharose eluiert werden (siehe auch : GST gene fusion 

system, GE Healthcare). 

 Die Aufreinigung von GST - markiertem Proteinen aus Überexpressionsstämmen erfolgt 

über Glutathion - Sepharose. Die Sepharose liegt dabei als 75 %ige Suspension in 96 %igem EtOH 

vor. 1 ml dieser Suspension wird 5 x mit 4 ml kaltem 1 x PBS - GST und anschließend 5 x mit 4 ml 

kaltem 1 x PBS gewaschen. Das so in PBS äquilibrierte Material kann jetzt für die Aufreinigung 

genutzt werden. Nach der Induktion und Ernte der Überexpressionskulturen (Abschnitt 2.2.10) 

resuspendiert man deren Pellet für die GST - Aufreinigung in 5 ml kaltem 1 x PBS - GST und fährt 

mit der Erstellung des Zelllysates, wie in Abschnitt 2.2.11 beschrieben, fort. Der Überstand wird 

nach der Zentrifugation mit der äquilibrierten Glutathion-Sepharose vereint und für 2 h auf dem 

Taumelrollenmischer bei 4°C inkubiert. Das GST - markierte Protein liegt jetzt an die Sepharose 

gebunden vor. Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wäscht man diese jetzt 15 x 

mit 4 ml 1 x PBS - GST. Die Elution erfolgt 10 x durch Zugabe von 0,5 ml Elutionspuffer - GST und 

für jeweils 5 min auf dem Taumelrollenmischer. Dabei verdrängt das Glutathion im Puffer das 
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GST - markierte Protein von der Sepharose. Im Durchfluss befindet sich das GST - markierte 

Protein und die so aufgereinigten Proteine können jetzt in den storage - Puffer dialysiert werden 

(Abschnitt 2.5.3). Von den Waschschritten, sowie den Eluaten, wird ein Teil auf ein SDS -

 Polyacrylamid - Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2) und durch Färbung sichtbar gemacht (Abschnitt 

2.5.8). 

 Neben der Aufreinigung des GST - markierten Proteins ist es auch möglich, diesen tag 

über einen Thrombinverdau zu entfernen. Dazu inkubiert man 1 ml Gluthation - Sepharose nach 

der Inkubation mit dem Zelllysat für 16 h mit 80 U Thrombin in 900 ˃ ƭ м x PBS. Der Überstand 

wird am nächsten Tag nach 5 min Zentrifugation bei 500 g (4°C, Rotor SS34) in ein neues 

Eppendorfgefäß überführt. Jetzt wird 2-3 x mit 1 ml PBSS das geschnittene Protein eluiert. Die 

Ausbeute ist meist sehr viel niedriger, da das Protein ohne den GST - tag deutlich schlechter 

löslich ist und auch unter den Hochsalzbedingungen oft nicht wieder in Lösung zu bringen ist. 

 

Elutionspuffer - GST  PBSS  

Tris /  HCl (pH = 8) 0 ,05 M PBS (10x) 10  % 

red. Glutathione 0 ,01 M NaCl 0 ,5 M 

 

2.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) 

 

 Das Bradford - assay stellt eine schnelle Methode zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration eines Zelllysats /  eines aufgereinigten Proteins dar. Dabei interagiert der 

Farbstoff mit Proteinen in Lösung, was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu 

595 nm führt. Diese Verschiebung kann photometrisch bestimmt und anhand einer zusätzlich 

gemessenen Standardreihe (0,625; 1,25; 2,5; 5 mg /  ml BSA) quantifiziert werden. Für die 

Reaktion werden 900 ˃ l ddH2O mit 250 ˃ ƭ ŘŜǎ CŀǊōǎǘƻŦŦŜǎ ǾŜǊƳƛǎŎƘǘ ǳƴŘ ƴŀŎƘ ½ǳƎŀōŜ Ǿƻƴ р ˃ ƭ 

Protein für 10 min inkubiert. Die Messung der Absorption im Photometer erfolgt bei 595 nm. 

 

2.5.3 Dialyse von Proteinlösungen  

 

 In vielen Fällen schadet der verwendete Elutionspuffer der Aktivität des aufgereinigten 

Proteins. Eine schonende Methode, den Puffer zu wechseln, stellt die Dialyse dar. Dabei wird die 

Proteinprobe in einen Dialyseschlauch mit geringem Ausschlussvolumen (10 kDa bzw. 25 kDa) 

überführt. Der abgeklammerte Schlauch wird dann in den neuen Puffer überführt und über 

Nacht bei 4°C unter Rühren belassen. Am nächsten Morgen wird der Puffer durch frischen 

erneuert und für 4 h bei 4°C rührend inkubiert. Anschließend können die dialysierten Proteine in 

ein sauberes Eppi überführt werden. Nach der Dialyse ist ein zweiter Bradford - Assay nötig. 

 

2.5.4 Ultrazentrifugation von Proteinlösungen  

  

 Für sensible Methoden wie den Western blot ist eine große Anzahl an störenden 

Membranbestandteilen und den darin enthaltenen Membranproteinen im Zelllysat (Abschnitt 
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2.2.11) oft störend. Daher kann zur Beseitigung der Membranproteine eine Ultrazentrifugation 

des Zelllysates durchgeführt werden. Es werden 0,45 ml des Zelllysat in ein 

Ultrazentrifugationsröhrchen gegeben und für eine Stunde bei 58.000 U /  min und 4°C in einer 

Ultrazentrifuge (Beckmann Optima TLX) zentrifugiert. Im Überstand, welcher vorsichtig 

abgenommen wird, befinden sich die cytoplasmatischen Proteine, während das Pellet die 

Membranproteine enthalt. 

2.5.5 Western Analyse von Proteinen (Western blot)  

 

 Der Western blot stellt eine hochsensible Methode zum Nachweis von Proteinen dar. 

Dabei macht man sich die hohe Sensibilität und Spezifität von Antikörpern bei der Bindung von 

Proteinen zu nutze. Die Proteine werden in einem SDS - Gel aufgetrennt und anschließend auf 

eine Nitrocellulosemembran geblottet. Diese wird zuerst mit einem primären Antikörper 

behandelt, der spezifisch gegen das gesuchte Protein gerichtet ist. Anschließend wird die 

Membran mit einem sekundären Antikörper behandelt, der mit einem Protein gekoppelt ist, 

welches durch eine chemische Reaktion, die genaue Bindestelle des primären Antikörpers 

sichtbar macht. 

 Für den Western blot wird ein herkömmliches SDS - Polyacrylamid - Gel gefahren (siehe 

Abschnitt 2.3.2.2). Dieses wird jedoch mit einem Prestained-Puffer beladen, welcher eine 

Größenbestimmung der Proteine auf der Membran ermöglicht. Das Gel wird nach dem Lauf in 

200 ml Transferpuffer überführt. 6 Whatmanpapiere der gleichen Größe und eine 

Nitrocellulosemembran werden ebenfalls in Transferpuffer eingeweicht und auf den 

Elektroblotter überführt. Die Reihenfolge ist dabei - von unten nach oben - 3 Whatmanpapiere, 

die Membran, das Gel und dann die restlichen 3 Whatmanpapiere. Mit einer Pipette streicht 

man vorsichtig alle Luftblasen aus und überträgt die Proteine anschließend für 55 min bei 0,8 mA 

cm-2 des Gels. Nach dem Blotten überführt man das Gel zunächst in Ponceau - Rot (Abschnitt 

2.5.8.3) um die Proteine zu fixieren. Nach der Ponceau - Färbung inkubiert man die Membran in 

Milchpulverlösung, um noch ungesättigte Proteinbindestellen auf der Membran zu blockieren, 

da der Antikörper sonst dort binden würde. Das Blockieren kann über Nacht bei 4°C oder für 2 h 

bei Raumtemperatur auf dem Schüttler durchgeführt werden. 

 Die Inkubation mit dem ersten Antikörper erfolgt durch Zugabe einer Konzentration von 

1 : 750 im Bezug auf das Volumen des zum Blocken eingesetzten Milchpulvers. Die Inkubation 

erfolgt für 2,5 h bei Raumtemperatur auf dem Taumelrollenmischer. Anschließend entfernt man 

ungebundene Antikörper durch 3 x 5 minütiges Waschen mit 1 x TBS. Der zweite Antikörper, 

welcher Peroxidase - konjugiert ist, wird im Verhältnis 1 : 10.000 zur Milchpulverlösung gegeben. 

Die Inkubation erfolgt für 2,5 h bei Raumtemperatur auf dem Schüttler. Es wird wie oben 

gewaschen und die Membran in eine saubere Schale überführt. Als Substrat für die Reaktion 

dient ein frisches 1 : 1 - Gemisch aus der weißen und schwarzen Luminollösung (GE Healthcare). 

Je 500 ˃ ƭ ŘŜǊ ōŜƛŘŜƴ [ǀǎǳƴƎŜƴ ǿŜǊŘŜƴ ǾŜǊƳŜƴƎǘ ǳƴŘ ŘƛŜ aŜƳōǊŀƴ ŘŀƳƛǘ мл x überspült. 

Anschließend wird die Membran in einen Folienbeutel überführt und in eine Expositionsbox 

überführt. Alle nachfolgenden Schritte finden in der Dunkelkammer statt. Ein Röntgenfilm wird 

auf die Größe der Membran zurechtgeschnitten und für 1 min auf dieser exponiert. 

Anschließend überführt man den Film in die Entwicklerlösung und wartet bis deutliche Banden 

sichtbar sind. Der Röntgenfilm wird kurz in H2O gewaschen und für 1 min in der Fixierlösung 
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fixiert. Sollte die Stärke der Banden nicht den Erwartungen entsprechen oder sollten keine 

Banden zu sehen sein, kann die Expositionsdauer des Films auf der Membran verändert werden. 

Der Film wird anschließend erneut mit H2O gewaschen und getrocknet. 

 

2.5.6 GST - pulldown - assay 

 

 Der GST - pulldown stellt eine Methode zur Identifizierung von möglichen 

Interaktionspartnern für Proteine dar. Dabei koppelt man ein GST - markiertes Protein an 

Gluthation - Sepharose und inkubiert dieses dann mit R. sphaeroides - Zelllysat. Mögliche 

Interaktionspartner sollten jetzt das Protein binden und sich, nach mehrfachem Waschen zur 

Beseitigung unspezifischer Proteine, identifizieren lassen. 

 Die Bindung erfolgt wie die Aufreinigung des GST - markierten Proteins (siehe 2.5.1.3) -

 ohne dass jedoch eluiert wird. Die Sepharose mit dem gebundenen Protein wird mit 5 ml 

Zelllysat von R. sphaeroides (siehe Abschnitt 2.2.12) vereint und für 2,5 h bei 4°C auf dem 

Taumelrollenmischer inkubiert. Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wäscht man 

diese jetzt 15 x mit 4 ml 1 x PBS - GST. Die Elution erfolgt 5 - 10 mal mit je 0,5 ml des 

Elutionspuffers - GST. Von den Waschschritten sowie den Eluaten wird ein Teil auf ein SDS -

 Polyacrylamid - Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2), welches für einen Western blot (Abschnitt 2.5.6) 

verwendet bzw. gefärbt wird (Abschnitt 2.5.8). 

 

2.5.7 MBP - pulldown - assay 

 

 Mittels des MBP - pulldowns können interagierende Proteine durch Bindung des 

möglichen Interaktionspartners an ein MBP - markiertes Protein identifiziert werden. Dabei 

koppelt man ein MBP - markiertes Protein an Amylose - Agarose und inkubiert dieses dann mit 

R. sphaeroides - Zelllysat. Mögliche Interaktionspartner sollten jetzt das MBP - markierte Protein 

binden und sich, nach mehrfachem Waschen zur Beseitigung unspezifischer Proteine, 

identifizieren lassen. 

 Das zu untersuchende Protein wird wie in Abschnitt 2.5.1.2 beschrieben an die Amylose -

 Agarose gekoppelt. Statt des Elutionspuffers vereint man die Agarose mit 5 ml Zelllysat von 

R. sphaeroides (siehe Abschnitt 2.2.12) und inkubiert für 2,5 h bei Raumtemperatur. Um 

unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wäscht man diese jetzt 15 x mit 4 ml 1 x PBS. Die 

Elution erfolgt 5 - 10 mal mit je 0,5 ml des Elutionspuffers - MBP. Von den Waschschritten sowie 

den Eluaten wird ein Teil auf einem SDS - Polyacrylamid - Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2), 

welches für einen Western blot (Abschnitt 2.5.6) verwendet bzw. gefärbt wird (Abschnitt 2.5.8). 
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2.5.8 Farbnachweis von Proteinen auf SDS - Polyacrylamid - Gelen 

2.5.8.1 Coomassiefärbung von Proteinen 

 

 Die Coomassie - Blau - Färbung stellt eine schnelle aber unsensitive Methode zur 

Sichtbarmachung von Proteinen dar. Das Gel wird dabei 45 min in Coomassie-Blau-Lösung auf 

dem Schüttler gefärbt, mit entmineralisiertem Wasser abgespült und entfärbt. Zum Entfärben 

wird das Gel einige Male (3 - 5x) für je 10 min in der Entfärbelösung geschüttelt, bis der 

Hintergrund klar und frei von blauer Farbe ist. Das fertige Gel wird daraufhin in einer Folientüte 

eingeschweißt und kann aufbewahrt werden. Nach jedem Gebrauch sollte die Coomassie - Blau -

 Lösung durch einen Papierfilter filtriert werden, um Verunreinigungen der zu färbenden Gele 

vorzubeugen. 

 

Coomassie - Blau - Lösung (R - 250) Entfärbelösung I  

Coomassie - Blue R - 250 0 ,1 % Essigsäure 10  % 

Essigsäure 10  % Methanol 50  % 

Methanol 50  %     

 

2.5.8.2 Ponceaufärbung von Proteinen 

 

 Diese reversible Färbemethode dient gleichzeitig der Fixierung von Proteinen auf 

Nitrozellulosemembranen und wird daher vor jedem Western blot (Abschnitt 2.5.5) angewendet, 

um die Proteine zu fixieren. Ponceau S bindet dabei an positiv geladene Aminogruppen der 

Proteine. Die Membran wird bis zur Sichtbarkeit der Proteine mit 0,1 % Ponceau S in 5 % 

Essigsaure inkubiert und anschließend mit Wasser und 0,1 M NaOH entfärbt. 

 

2.5.8.3 Silberfärbung von Proteinen 

 

Die Silberfärbung stellt eine sensible Methode dar, um Proteine in Polyacrylamid - Gelen 

anzufärben. Dabei macht man sich zu Nutze, dass Ag+ von basischen und schwefelhaltigen 

Aminosäureresten zu Ag0 reduziert wird. Diese Reaktion führt zur Entstehung von bräunlichen 

Banden auf dem Gel. Die Proteine werden zunächst mittels herkömmlicher SDS - Polyacrylamid -

 Gelelektrophorese (siehe 2.3.2.2) aufgetrennt und für mind. 1 h in Fixierlösung geschüttelt. 

Anschließend wäscht man das Gel 3 x 20 min in 50 % Ethanol und schüttelt das Gel daraufhin 

1 min in Lösung I. Das Gel wird 3 x 30 sec in H2O gereinigt und 20 min mit Lösung II geschüttelt. 

Es wird wie oben mit H2O gewaschen und mit Lösung III die Visualisierung der Banden 

eingeleitet. Die Banden werden plötzlich sichtbar, weshalb konzentrierte Essigsäure zum 

Abstoppen bereitstehen sollte. Liegen die Banden in der richtigen Stärke vor, gibt man einige ml 

von dieser hinzu, wäscht das Gel in 5 % Essigsäure und schweißt es in einer Folientüte ein. 

 

 

 



Material & Methoden 

 

69 
 

Fixierlösung  Lösung II  

Methanol 50  % AgNO3 0 ,4 g 

Essigsäure 12  % Formaldehyd 185  µl 

Formaldehyd 500  µl ad ddH2O 0 ,25 l 

ad ddH2O 1  l Lösung III    

Lösung I    NaCO3 15  g 

Na2S2O3 x 5 H2O 0 ,1 g Formaldehyd 185  µl 

ad ddH2O 0 ,5 l Lösung I 5  ml 

    ad ddH2O 0 ,25 l 

 

2.5.9  Gel - Retardations - assays 

 

 Das Prinzip von Gel - Retardations - assays beruht auf der Tatsache, dass DNA in nativen 

Elektrophoresegelen schneller wandert als Protein - DNA - Komplexe. Die Bande der DNA ist 

nach Zugabe von Protein in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit verlangsamt und läuft daher 

retardiert in das Gel ein. aŀƴ ǎǇǊƛŎƘǘ ŘŜǎƘŀƭō ŀǳŎƘ Ǿƻƴ ŜƛƴŜƳ αshiftάΦ 

 Für die assays wird ein upstream - Fragment der puc - RNA verwendet, welches zuvor 

durch end - labeling (Abschnitt 2.4.6.2) mit 32P markiert wurde. Dabei werden pro Reaktion 

zwischen 30 und 100 fmol (700 - 2500 cpm) der DNA eingesetzt und für 30 min bei 4°C mit den 

Versuchsproteinen bzw. der sRNA im Bindepuffer inkubiert. Anschließend werden pro Probe 0,2 

˃ƭ 5b! - Blaumarker zugesetzt und die Proben auf einem nativen Polyacrylamid - Gel 

aufgetrennt. Zudem wird ein spezieller Laufpuffer für das Gel verwendet. Der Gellauf erfolgt bei 

100 V für 30 min, danach wird die Spannung auf 200 V erhöht und die Elektrophorese für 

weitere 2 h fortgesetzt. Das Gel wird auf ein zugeschnittenes Whatmanpapier übertragen und 

für 90 min bei 80°C getrocknet. Zur Detektion der Banden wird über Nacht ein Imaging screen 

aufgelegt. 

 

Bindepuffer (10 x)  Reaktionsansatz  

Tris /  HCl (pH = 7,5) 0 ,2 M Bindepuffer (10 x) 10  % 

MgCl2 0 ,05 M LSD (50 µg µ-1) 1  µl 

EDTA 0 ,001 M pucUp - DNA 300  fmol 

Glycerin 50  % Protein - Lösung variabel 

Laufpuffer (5 x) (Masuda und Bauer, 2002) sRNA - Lösung variabel 

Tris /  HCl 0 ,25 M ad ddH2O 20  µl 

Glycin 1 ,9 M     

EDTA 0 ,01 M     
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2.5.10 Trichloressigsäurefällung von Proteinen 

 

 In einigen Fällen kann es vorkommen, dass die Konzentration eines Proteins zu niedrig 

ist, um es auf einem gefärbten Gel oder im Western blot nachzuweisen. Um eine größere Menge 

des Proteins in einem kleineren Volumen zu lösen, kann eine Trichloressigsäurefällung 

durchgeführt werden.  

 Dazu wird die Proteinlösung mit dem gleichen Volumen an 10 %iger Trichloressigsäure 

vereint und für 10 min bei Raumtemperatur gefällt. Anschließend wird für 15 min bei 

13.000 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert und das Pellet noch zweimal mit 1 ml 

Trichloressigsäure gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgt mit eiskaltem Aceton und die 

Probe wird noch einmal für 10 min bei 13.000 U /  min (Biofuge pico) zentrifugiert. Das Pellet 

kann anschließend für 5 min in der Speed Vac getrocknet und in einem kleinerem Volumen 

resuspendiert werden. 

 

2.6  Transkriptomanalysen von R. sphaeroides 
 

 Transkriptom - chips erlauben eine globale Analyse der mRNAs eines Organismus. Auf 

einem microarray (oder chip) befinden sich mehrere tausend bekannte Sonden gegen die 

einzelnen Transkripte eines bestimmten Organismus. Um die Genom - umfassende Analyse der 

Genexpression unter bestimmten Bedingungen (z.B. vor und nach Bestrahlung mit Blaulicht oder 

Mutante zu Wildtyp) zu untersuchen, muss zunächst die Gesamt - RNA isoliert werden. Dies 

geschieht mittels heißer Phenolaufreinigung (Abschnitt 2.4.1.5). Die RNA wird mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff markiert und auf den chip hybridisiert.  

Der Fluoreszenzfarbstoff kann anschließend mittels eines lasers angeregt werden und das 

emittierte Signal gibt Aufschluss über die Expression der jeweiligen RNA. 

 Für R. sphaeroides ist kein kommerziell erwerblicher microarray verfügbar, weshalb ein 

neuer chip erst erstellt werden musste. Die einzelnen Schritte werden im Folgenden 

beschrieben. 

 

2.6.1  Erstellung des R. sphaeroides microarrays 

  

 Die vollständige Genomsequenz von R. sphaeroides ist seit einigen Jahren durch das Joint 

Genome Institute (Walnut Creek, USA) und die The University of Texas - Houston (Houston, USA) 

verfügbar (Choudhary et al., 1999; Mackenzie et al., 2001; Zhou et al., 2003). Die  - auf zwei 

Chromosomen und fünf Plasmide verteilte - Sequenz umfasst 4,6 Mb, von denen etwa 88,5 % 

bisher als kodierend identifiziert werden konnten. Die mRNA - Sequenzen der 4372 kodierenden 

Gene können dabei über die Homepage des Joint Genome Institutes (Quelle: Integrated 

Microbial Genomes, NCBI Project ID : 56) heruntergeladen werden und im FASTA - Format direkt 

als Gegenstrang für die Erstellung der DNA - microarray - Sonden verwendet werden. Die 

Sequenzen der Gene und der erstellten Sonden sind auf dem Datenträger im Anhang Abschnitt 

8.1 zu finden. 

http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi?section=TaxonDetail&page=taxonDetail&taxon_oid=640069327
http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi?section=TaxonDetail&page=taxonDetail&taxon_oid=640069327
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 Die Rahmen einer Kooperation mit dem Max - Planck - Institut für Infektionsbiologie in 

Berlin (AG Vogel) wurde 2007 von R. sphaeroides - Kulturen vor und nach der Behandlung mit 

den oxidativen Stress erzeugenden Agenzien Methylenblau (1O2) und Paraquat (O-2), die RNA 

isoliert. Diese wurden mittels 454 pyrosequencing sequenziert (Berghoff et al., 2009) und aus 

den erhaltenen Sequenzen konnten, neben Hinweisen auf die Transkriptionsstarts vieler Gene, 

auch eine große Anzahl abundanter kleiner regulatorischer RNAs identifiziert werden (insgesamt 

122). Deren Sequenzen werden gegen die Genomsequenz von R. sphaeroides abgeglichen und 

im FASTA - Format ebenfalls für die Erstellung der DNA - microarray - Sonden verwendet. Ein von 

Bork Berghoff durchgeführter pulldown mit dem Hfq - Protein von R. sphaeroides gegen Zelllysat 

(unveröffentlicht) führte zur Identifikation von 22 weiteren sRNAs. Diese coeluierten mit dem 

Hfq - Protein nachdem sie durch das RNA - Chaperon gebunden wurden. Die eluierten RNAs 

wurden dann mittels 454 pyrosequencing sequenziert, die erhaltenen Sequenzen gegen die 

Genomsequenz von R. sphaeroides abgeglichen und können im FASTA - Format weiterverwendet 

werden Die Sequenzen der sRNAs und der erstellten Sonden sind auf dem Datenträger im 

Anhang Abschnitt 8.1 zu finden. 

 Die erhaltenen FASTA - Sequenzen können jetzt in die eArray - software der Firma Agilent 

(https://earray.chem.Agilent.com/earray/) ƘƻŎƘƎŜƭŀŘŜƴ ǿŜǊŘŜƴΦ IƛŜǊ ǿŜǊŘŜƴ ƳƛǘǘŜƭǎ ŘŜǎ αGE 

tǊƻōŜ 5ŜǎƛƎƴά - Reiters die genauen Spezifikationen der Sonden festgelegt. Es werden jeweils 

drei 60 bp lange antisense - Sonden pro Gen erstellt. Sollten die hochgeladenen FASTA -

 Sequenzen dabei kürzer als 60 bp sein (bei drei sRNAs), werden die Sequenzen zu gleichen 

Teilen nach 3´ und 5  ́mit angrenzenden genomischen Sequenzen erweitert. Die Sonden sind in 

antisense - Orientierung, da später, ohne Erstellung eines cDNA - Zwischenschritts, direkt die 

isolierte RNA markiert wird. Als weitere Einstellung wird Best Distribution Methodology gewählt. 

Die software wählt die Sonden in diesem Fall so, falls dies möglich ist, dass ihre Bindestellen auf 

dem Gen sich nicht überlappen. Weitere Einstellungen werden nicht gewählt. Die so erstellten 

Sonden werden in einer probe group ȊǳǎŀƳƳŜƴƎŜŦŀǎǎǘ ǳƴŘ Ƴƛǘ IƛƭŦŜ ŘŜǎ α/ǊŜŀǘŜ aƛŎǊƻŀǊǊŀȅά -

 Reiters aus den neuen Gruppen ein microarray erstellt. 

 Bei der Erstellung des microarrays wird zuƴŅŎƘǎǘ ŘŜǊ hǊƎŀƴƛǎƳǳǎ ŀƭǎ αnot available (na)ά 

angegeben, da von R. sphaeroides keine kommerziell erwerblichen Sondensequenzen vorliegen. 

Das Format des Transkriptom - chips wird auf αу x 15 ƪά ƎŜǎŜǘȊǘΦ 5ŀǎ ōŜŘŜǳǘŜǘΣ Řŀǎǎ ǎƛŎƘ ŀǳŦ ŘŜƳ 

Glasobjektträger (slide) insgesamt 8 Einzelchips mit je 15.744 Sonden befinden. Es wird zudem 

ein 3  ́- linker an die Sonden angefügt, um sie von der Oberfläche des slides abzuheben. Dieser 

linker ist immer 60 bp lang und es wird die Sequenz des Agilent - linkers verwendet 

(TAT CCT ACT ATA CGT ATC ACA TAG CGT TCC GTA ATG TGG  CCG GGA TAG ACC TAG CTT AAG). 

Anschließend können die einzelnen probe groups dem microarray hinzugefügt werden. Die 

Agilent - Kontrollen (insgesamt 536) werden ebenfalls auf dem chip belassen und, da die Gene 

von R. sphaeroides den microarray nur zu 90 % füllen, der leere Anteil mit zufälligen Sonden 

ƎŜŦǸƭƭǘ όαFill MicroarrayάύΦ Das ǎƻ ŜǊǎǘŜƭƭǘŜ αaƛŎǊƻŀǊǊŀȅ 5ŜǎƛƎƴά kann noch einmal überprüft und 

an Agilent weitergleitet werden. Die eigentliche Herstellung nimmt dann 3 - 4 Wochen in 

Anspruch. 

 

 

 

https://earray.chem.agilent.com/earray/
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2.6.2  Durchführung der Experimente für die Transkriptomanalysen  

 

 Für alle getesteten Bedingungen werden insgesamt sechs biologische Replika 

durchgeführt. Dazu werden jeweils sechs Einzelkolonien von Platte, die frisch aus der 

Stammsammlung ausgestrichen wurden, verwendet.  

 

2.6.2.1 Mikroaerobes Wachstum 

 

 Für den Vergleich der R. sphaeroides ɲlov - Mutante mit dem Wildtyp unter 

mikroaeroben Bedingungen, werden die aus Einzelkolonien angeimpften Vorkulturen zunächst 

in einen 50 ml Erlenmeyerkolben auf eine OD660 von 0,4 in 40 ml Gesamtvolumen mit RÄ 

verdünnt. Anschließend werden die Zellen für eine Verdopplung (bis zu einer OD660 von 0,8) bei 

32°C und 140 U /  min auf dem Schüttler inkubiert. Nach dem Erreichen der OD zentrifugiert man 

die Zellen ab und isoliert die RNA (Abschnitt 2.4.1.5). 

 

2.6.2.2 Blaulichtbestrahlung 

 

 Für den Vergleich der R. sphaeroides ɲlov - Mutante mit dem Wildtyp unter 

Blaulichtbestrahlung, werden die aus Einzelkolonien angeimpften Vorkulturen zunächst in einen 

500 ml Schikanekolben auf eine OD660 von 0,2 in 200 ml Gesamtvolumen mit RÄ verdünnt. Die 

weitere Behandlung erfolgte wie in Abschnitt 2.2.3.2 und 2.2.3.6 beschrieben. Die Bestrahlung 

mit Blaulicht erfolgte für 60 min. Nach dem Erreichen der OD zentrifugiert man die Zellen ab und 

isoliert die RNA (Abschnitt 2.4.1.5). 

 

2.6.2.3 Photooxidativer Stress 

 

 Für den Vergleich der R. sphaeroides ɲlov - Mutante mit dem Wildtyp unter 

photooxidativen Stress, werden die aus Einzelkolonien angeimpften Vorkulturen wie in Abschnitt 

2.2.3.1 und 2.2.3.6 beschrieben inkubiert. Die Kulturen werden für 7 min belichtet. 

 

2.6.3  Prozessieren der RNA für die Transkriptomanalysen 

 

 An 30 µg der RNA, die durch heiße Phenolextraktion erhalten wurde, wird zunächst eine 

DNase I Spaltung durchgeführt. Dabei wird die hochkonzentrierte DNase I der Firma Invitrogen 

nach Herstellerangaben verwendet. Die Spaltung erfolgt über 60 min bei Raumtemperatur. 

Anschließend wird die RNA einer Test - PCR ohne RT - Schritt gegen das housekeeping - Gen rpoZ 

unterzogen. Die Proben werden, zusammen mit einer Positiv - (PCR mit chromosomaler DNA) 

und Negativkontrolle (PCR mit ddH2O) auf ein Polyacrylamid - Gel geladen. Da die DNA in den 

RNA - Proben verdaut sein sollte, darf nur in der Positivkontrolle eine Bande sichtbar sein. Die 

Aufreinigung der RNA von dem DNase I - Enzym erfolgt unter Verwendung des RNeasy MinElute 

Cleanup Kit, wobei das Protokoll nach Herstellerangaben verändert wird, um RNAs mit einer 
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Größe von weniger als 100 bp aufzureinigen. Dazu wird der gesamte Ansatz, der für den 

DNase I - Verdau verwendet wurde, zunächst auf 100 µl mit RNase - freiem dd2O aufgefüllt und 

anschließend gründlich in 350 µl Puffer RLT (im RNeasy MinElute Cleanup Kit enthalten) 

resuspendiert. Statt die Proben nun - wie im Protokoll vermerkt - mit dem 0,7 fachem Volumen 

96 %igen EtOH (315 µl) aufzufüllen, wird das 1,5 fache (675 µl) verwendet. Durch die veränderte 

Konzentration binden auch die kleinen RNAs an die Silikamatrix. Der weitere Verlauf des 

Protokolls entspricht den Herstellerangaben. Nach der Aufreinigung wird die RNA -

 Konzentration gemessen. 

 Eine letzte Qualitätskontrolle der aufgereinigten RNA erfolgt durch ein 

Polyacrylamid /  Harnstoff - Gel (2.3.2.3). Hier wird je 1 µg der aufgereinigten RNA aufgetragen 

und auf Degradationen untersucht. Die RNA kann jetzt für den microarray verwendet werden. 

 

2.6.4  Cy3 /  Cy5 - Markierung der RNA  

 

 Für die microarrays wird die isolierte RNA direkt mit den fluoreszierenden Farbstoffen 

Cy3 und Cy5 markiert. Beide gehören zur Gruppe der Cyanine und geben bereits bei schwachen 

Anregungsenergien eine starke Emission ab. Cy3 ist dabei rot und absorbiert Licht einer 

Wellenlänge von 550 nm, während die Emission bei 570 nm erfolgt und so als grünes Signal auf 

dem microarray erscheint. Cy5 ist ein orangefarbener Farbstoff und absorbiert Licht einer 

Wellenlänge von 650 nm. Die Emission erfolgt bei 670 nm, was zu roten Signalen auf dem 

microarray führt. Das direkte Markieren (oder labeln) der RNA wird mit dem ¦[{ϰ Labeling Kits 

for Agilent arrays der Firma Kreatech durchgeführt. Der Farbstoff ist über einen linker mit einem 

Platin - Ion verbunden. Dieses bindet die N7 - Position von Guanin - Basen der RNA und labelt die 

RNA ohne einen enzymatischen Schritt. Für die label - Reaktion werden von je drei Experimenten 

einer Bedingung (z.B. Wildtyp 2.4.1 Blaulichtbestrahlung 1 - 3) 2 µg RNA in einem frischen 

Eppendorfgefäß vereint, so dass aus den sechs RNAs des Wildtyps und der ɲlov - Mutante 

jeweils zwei Ansätze werden. Aus dem vereinten Ansatz werden anschließend 2 µg entnommen 

und für die label - Reaktion verwendet. Diese findet für 15 min bei 85°C statt. Das labeln der 

Kontroll - RNA des Wildtyps geschieht dabei mit Cy5, ǿŅƘǊŜƴŘ ŘƛŜ wb! ŘŜǊ ɲlov - Mutante mit 

Cy3 markiert wird. Die anschließende Aufreinigung der RNA von nichtgebundenen 

Fluoreszenzfarbstoff erfolgt nach Herstellerangaben.  

 

label - Reaktion  

RNA 2  µg 

Cy3 /  Cy5 2  µl 

Labeling buffer (10 x) 2  µl 

ad ddH2O 20  µl 
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2.6.5  Bestimmung der label - Effizienz der RNA 

 

 Der Grad an in die RNA inkorporierten Cy3 /  Cy5 lässt sich photometrisch bestimmen. 

Zuerst wird nach dem labeln die Konzentration der RNA (ng µl-1) und des Farbstoffes (pmol µl-1) 

am Nanodrop bestimmt. Anschließend wird die label - Effizienz nach folgender Formel 

berechnet: 

 

Formel 4 : label - Effizienz =  
   

  
 

 

 Die Effizienz sollte für RNA dabei zwischen 1 und 3,6 % liegen. 

 

2.6.6 Hybridisieren und Waschen des microarrays 

 

 Vor der Hybridisierung mit dem Gene Expression Hybridization Kit (siehe auch : Two -

 Color Microarray - Based Gene Expression Analysis, Agilent) wird der gelabelte RNA - Ansatz der 

Kontrolle (Wildtyp 2.4.1, Cy5) jetzt mit dem gelabelten RNA - !ƴǎŀǘȊ ŘŜǊ aǳǘŀƴǘŜ όɲlov, Cy3) 

vereint. Da von beiden Stämmen je zwei pools vereinter Experimente (Abschnitt 2.6.4) 

existieren, erhält man so zwei Replika mit dem Wildtyp und der Mutante. Dabei werden je 

500 ng (entspricht 5 µl) der gelabelten RNA für die Hybridisierung eingesetzt. Den ersten Schritt 

stellt dabei die Fragmentierung der RNA dar, damit Sekundärstrukturen gelöst werden und die 

kurzen Sonden auf dem Objektträger besser gebunden werden. Die Fragmentierung erfolgt für 

30 min bei 65°C und sollte unter keinen Umständen länger durchgeführt werden. 

 

Fragmentierung  

Cy3 - RNA 5  µl 

Cy4 - RNA 5  µl 

Blocking - Agent (10 x) 5  µl 

Fragmentation - Buffer (25 x) 1  µl 

ddH2O 9  µl 

 

 Zu den 25 µl des Fragmentierungs - Ansatzes gibt man jetzt 25 µl des Hybridization -

 Buffers. Der gesamte Ansatz wird vorsichtig, luftblasenfrei resuspendiert und 40 µl des Ansatzes 

auf den casket - slide überführt. Dieser slide besitzt acht durch kleine Kunstoffwälle abgetrennte 

Kompartimente, die der späteren Position der microarrays auf dem Glasobjektträger 

entsprechen. Es ist zu beachten, dass die 40 µl unter keinen Umständen den Kunststoffwall 

berühren dürfen. Anschließend kann der Glasobjektträger mit der aktiven Seite nach unten 

(trägt die Agilent - Beschriftung) auf das casket - slide gelegt werden. Dies sollte so vorsichtig wie 

möglich passieren, um die Bildung von Luftblasen zu vermeiden. Der Glasobjektträger mit den 
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microarrays und das casket - slide werden jetzt gemeinsam in den Hybridisierungsschlitten 

eingespannt und bei 65°C für 17 h im Hybridisierungsofen inkubiert. 

 Nach der Inkubation wäscht man den microarray mit den Lösungen aus dem Gene 

Expression Wash Buffer Kit. Dazu wird zuerst die Waschlösung II auf 37°C vorgewärmt. In einem 

Gefäß werden 400 ml der Waschlösung I mit einem Magnetrührer vorbereitet. Der 

Hybridisierungsschlitten wird mit dem Glasobjektträger und dem casket - slide in die Lösung 

überführt und dort auseinander gebaut. Jetzt schaltet man den Magnetrührer an und wäscht 

den Glasobjektträger mit den microarrays für 1 min. Währenddessen überführt man die bereits 

erwärmte Waschlösung II in ein weiteres Gefäß mit Magnetrührer. Der Glasobjektträger mit den 

microarrays wird nach Ablauf der Zeit möglichst schnell in das zweite Gefäß überführt und dort 

ebenfalls für 1 min gewaschen. Das Herausnehmen aus der Waschlösung sollte anschließend 

langsam und über eine der vier Kanten erfolgen, damit keine Flüssigkeit auf dem Objektträger 

verbleibt. Die gewaschenen microarrays können jetzt eingescannt werden.  

 

2.6.7 Auswertung der Fluoreszenzsignale auf den microarrays 

  

 Die gewaschenen microarrays sollten nach dem Verlassen des zweiten Puffers nur kurze 

Zeit Sauerstoff und Licht ausgesetzt sein, da beide die Signale der Fluoreszenzfarbstoffe 

abschwächen. Das Einscannen erfolgte anschließend durch zwei unterschiedliche scanner: Der 

Genepix 3100 wurde für die beiden microarrays unter semiaeroben Bedingungen verwendet, 

während für die - jeweils zwei - microarrays unter Blaulichtbestrahlung und photooxidativem 

Stress der Agilent DNA microarray scanner genutzt wurde. Die Scanauflösung für den Genepix 

3100 betrug 5 µm, während der Agilent DNA microarray scanner mit einer Auflösung von 3 µm 

arbeitete. Die erhaltenen TIF - Dateien können jetzt mit der Agilent Feature Extraction Software 

ausgewertet werden, welche aus den Bilddateien die Fluoreszenzwerte der einzelnen Sonden in 

Zahlenwerte umrechnet und als Tabstopp - getrennte Txt - Datei ausgibt. Mit dieser Datei 

können anschließend die in Abschnitt 3.6 beschriebenen, weiteren Auswertungen der Daten 

durchgeführt werden. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Analyse der Blaulichtsensitivität des AppA /  PpsR und des PrrB /  PrrA - 

Systems in Rhodobacter sphaeroides 
 

Die Bildung des Photosyntheseapparates in R. sphaeroides erfolgt licht - und 

redoxabhängig. Die Lichtwahrnehmung erfolgt dabei zum einen direkt über die FAD - bindende 

BLUF - Domäne des AppA - Proteins (Braatsch et al., 2002; Masuda und Bauer, 2002) und zum 

anderen indirekt über die Absorption von Lichtenergie an den Photosynthesekomplexen, welche 

den Elektronenfluss durch die Atmungskette hemmen und so Einfluss auf das PrrB /  PrrA -

 Zweikomponenten - System nehmen (Oh et al., 2001; Oh et al., 2004; Happ et al., 2005). Wurde 

zunächst eine alleinige Rolle von AppA /  PpsR in der Lichtregulation der Photosynthesegene 

unter semiaeroben Bedingungen vermutet (Braatsch et al., 2002; Han et al., 2004), konnten 

neuere Studien zeigen, dass das Ausbleiben der Blaulichtrepression von AppA unter diesen 

Bedingungen nicht ausreicht, um die Synthese der Photosynthesegene zu gewährleisten (Jager et 

al., 2007). Gleichzeitig konnte bereits in früheren Studien gezeigt werden, dass auch unter 

anaeroben Bedingungen, unter welchen die Genexpression der Photosynthesegene von 

PrrB /  PrrA abhängt, die AppA /  PpsR - Regulation wiederhergestellt werden kann, wenn die 

Sensorkinase PrrB deletiert ist (Happ et al., 2005). Um die physiologische Bedeutung dieser 

dualen Regulation der Photosynthesegene durch die beiden Proteinsysteme genauer zu 

untersuchen, wurde die für die Genregulation benötigte Lichtmenge unter verschiedenen 

Bedingungen ermittelt. 

 

3.1.1 Blaulichtsensitivität der Photosynthesegenexpression in R.  sphaeroides 2.4.1 

 

 Das AppA /  PpsR - System spielt unter semiaeroben Bedingungen und gleichzeitiger 

Bestrahlung mit Blaulicht eine bedeutende Rolle in der Repression der Photosynthesegene, da 

das gleichzeitige Vorhandensein von Sauerstoff, Licht und photosynthetischen Pigmenten zur 

Entstehung von oxidativem Stress führen kann. Daher ist unter diesen Bedingungen eine hohe 

Sensitivität des Proteins für Licht wichtig, um eine dauerhafte Schädigung der Zellen zu 

umgehen. Dabei bindet der Repressor PpsR an die DNA und verhindert die Expression der 

Photosynthesegene so lange Sauerstoff vorhanden ist. Fällt der Sauerstoffpartialdruck, bindet 

der Antirepressor AppA das PpsR - Protein und hebt so die Repression auf. Die Bindung von 

AppA an PpsR kann unter semiaeroben Bedingungen jedoch durch die Bestrahlung mit Blaulicht 

unterbunden und so die Expression der Photosynthesegene wieder aufgehoben werden. Im 

Folgenden wurde daher die minimale Blaulichtintensität ermittelt, bei der die Repression der 

Photosynthesegene in vivo noch nachweisbar ist.  

Für die Titration der Blaulichtsensitivität des AppA - Proteins wurden die Kolben daher 

auf einem Schüttler auf semiaerobe Bedingungen (3,2 mg - 4 mg /  l O2) eingestellt und mit 

abnehmenden Intensitäten von Blaulicht durch einen Schmalbandfilter bestrahlt 

(Transmissionsspektrum des Filters, siehe Anhang Abbildung 73). Die Probenentnahme erfolgte 
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vor dem Start der Bestrahlung und nach einer Stunde bei der gewählten Intensität. Die 

geernteten Zellen wurden anschließend pelletiert, die Gesamt -  RNA isoliert und die Expression 

des puc - Operons, welches die Strukturproteine des LHC II kodiert und eine putative (Mao et al., 

2005) PpsR - und eine PrrA -  Bindestellen upstream des Startcodons besitzt (siehe Anhang 

Abbildung 72), per Northern blot bestimmt.  

 Die in Abbildung 17 bestimmte puc - Expression zeigte im Northern blot nach 60 min 

Blaulichtbestrahlung eine sehr deutliche Abnahme mit nahezu allen Intensitäten (A). Bestrahlung 

mit 20, 10, 5, 2,5 und 0,5 µmol m-2 s-1 führte zu einer deutlichen Inhibition  der puc Signale auf 

der Membran. Erst bei einer Blaulichtintensität von 0,2 µmol m-2 s-1 war das Signal wieder 

deutlich sichtbar und erreichte bei 0,1 µmol m-2 s-1 nahezu das Niveau der Dunkelkontrolle.  

 

Abbildung 17 : Analyse der Inhibition der puc -
 Expression in R. sphaeroides 2.4.1 in 
Abhängigkeit von der Blaulichtintensität 
mittels Northern blot. Zur Ermittlung der in 
vivo - Sensitivität des AppA - Proteins wurden 
die semiaeroben Kulturen mit abnehmenden 
Blaulichtintensitäten bestrahlt, Proben vor und 
eine Stunde nach der Beleuchtung genommen, 
die RNA isoliert und ein Northern blot mit einer 
puc - und einer 14S rRNA - spezifischen Sonde 

durchgeführt (A). Die phosphoimaging Signale wurden anschließend quantifiziert. Die prozentuale 
puc - Repression in R. sphaeroides in Abhängigkeit von der Lichtintensität (B) errechnet sich aus den 
Ratios der mRNA - levels der bestrahlten Kulturen im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem 
diese auf die rRNA - Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand 
von Formel 3 (siehe Abschnitt 2.4.13) errechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximalen 
Abweichungen von zwei unabhängigen Experimenten. 

 Um sicherzugehen, dass die sichtbare Abnahme in der Repression der puc - Expression 

bei den gemessenen niedrigen Lichtintensitäten auch für andere Photosynthesegene zutrifft, 

wurde zudem die Expression von bchL (RSP_0288), welches eine Protochlorophyllid - Reduktase 

kodiert, nach Bestrahlung mit verschiedenen Lichtintensitäten mittels real time RT - PCR 

quantifiziert. Um eine Vergleichbarkeit zu den Daten des puc - Operons zu gewährleisten, wurde 

die real time RT - PCR auch für pucB durchgeführt (Abbildung 18). 
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Abbildung 18 : Bestimmung der 
Expressionslevel von pucB (RSP_0314) 
und bchL (RSP_0288) in semiaeroben 
R. sphaeroides 2.4.1 - Kulturen nach 
Bestrahlung mit unterschiedlichen 
Blaulichtintensitäten mittels real time 
RT - PCR. Die Kulturen wurden semiaerob 
herangezogen und mit Blaulicht (450 nm) 
der angegebenen Intensität bestrahlt. 
Die Probenentnahme erfolgte nach 
60 min Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte 
mit Standardabweichung von drei 
Experimenten sind dargestellt. 

 Es konnte in der real time RT - PCR eine vergleichbare Sensitivität gegen Blaulicht wie im 

Northern blot festgestellt werden. Bei einer Blaulichtintensität von 20, 1 und 0,5 µmol m-2 s-1 

konnte erneut eine deutliche Abnahme der Expression nachgewiesen werden, während eine 

Bestrahlung mit 0,1 µmol m-2 s-1  sogar einen leichten Anstieg hervorrief. Dabei unterschied sich 

das Expressionsverhalten von bchL und pucB nur minimal. 

 

 Für die Photosynthesegene von R. sphaeroides konnte schon früh gezeigt werden, dass 

neben der direkten Regulation der Synthese, auch noch eine posttranskriptionale Regulation 

stattfindet. Durch eine unterschiedlich schnelle Degradation der mRNAs der einzelnen Gene des 

Operons wird dabei Einfluss auf die finale Menge des Proteins genommen (Klug et al., 1987; Klug 

und Cohen, 1991). Daher wurde zusätzlich die Menge an synthetisierten Bacteriochlorophyll in 

den Zellen gemessen, da diese einen direkten Rückschluss auf die gebildete Menge an 

photosynthetischen Komplexen gewähreistet. Dabei wurden die Zellen über einen Zeitraum von 

8 Stunden mit Blaulicht bestrahlt und zu den angegeben Zeitpunkten der relative 

Bacteriochlorophyllanteil in den Zellen gemessen.

Abbildung 19 : Relativer Bacteriochlorophyllanteil von semiaerob herangezogen R. sphaeroides 
2.4.1 - Kulturen nach Bestrahlung mit verschiedenen Blaulichtintensitäten. Die Kulturen wurden 
zunächst für 2,5 h auf semiaerobe Bedingungen eingestellt und anschließend, während der gesamten 
Versuchsdauer, mit der jeweiligen Blaulichtintensität bestrahlt. Gezeigt ist jeweils ein Datensatz von 
zwei Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen. Die Einzelmesswerte wurden gegen die 
Dunkelkontrolle normalisiert und der t0 Wert gleich 1 gesetzt. 
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 Betrachtete man bei den Bacteriochlorophyllmessungen zuerst die Dunkelkontrolle unter 

semiaeroben Bedingungen, zeigte sich ein deutlicher Anstieg über die 8 Stunden, , auf das 

dreifache des Ausgangswertes. Ein solcher Anstieg konnte ebenfalls für eine Bestrahlung mit 

0,1 µmol m-2 s-1 beobachtet werden; bei dieser Intensität war nur ein minimaler Unterschied zur 

Dunkelkontrolle sichtbar. Die Bestrahlung mit 0,2 µmol m-2 s-1 erreichte zwar zum Versuchsende 

ebenfalls fast das Niveau der Dunkelkontrolle, verblieb aber bei den Zeitpunkten 1 - 5 h deutlich 

unter dieser. Eine deutliche Inhibition der Bacteriochlorophyllsynthese war nach der Bestrahlung 

mit 1 und 20 µmol m-2 s-1 sichtbar. Hier fielen die gemessenen Werte zunächst auf ca. ein 

Sechstel der Werte der Dunkelkontrolle ab und verblieben bis zum Zeitpunkt 5 h auf diesem 

Niveau. Bei den mit 1 µmol m-2 s-1 bestrahlten Kulturen kam es danach wieder zu einem leichten 

Anstieg des Bacteriochlorophyllanteils. 

 

 Unter anaeroben Bedingungen hat das AppA/PpsR - System im Wildtyp 2.4.1 keinen 

direkten Einfluss mehr auf die Expression der Photosynthesegene. Hohe Blaulichtintensitäten 

führen nicht mehr zur Dissoziation des Antirepressors AppA von PpsR. Unter diesen Bedingungen 

tritt die Regulation durch das vom Elektronenfluss der Atmungskette abhängige Zwei-

Komponentensystem PrrB / PrrA in den Vordergrund. Unter anaeroben Bedingungen reprimiert 

die aerobe Atmung nicht mehr die Autophosphorylierung von PrrB (Happ et al., 2005) und es 

kommt zur Expression der Photosynthesegene (Abbildung 20).  

 

Abbildung 20 : Analyse der 
puc - Expression in 
R. sphaeroides 2.4.1 unter 
semi- und anaeroben 
Bedingungen in Abhängigkeit 
von der Blaulichtintensität 
mittels Northern blot. Zur 
Ermittlung der in vivo -
 Sensitivität des AppA - Proteins 
wurden die Kulturen mit den 
angegebenen Blaulicht-
intensitäten bestrahlt, Proben 
vor Versuchsbeginn, sowie 90 
und 240 min nach der 

Beleuchtung genommen, die RNA isoliert und 
ein Northern blot mit einer puc - und einer 14S 
rRNA - spezifischen Sonde durchgeführt (A). Die 
phosphoimaging Signale wurden anschließend 
quantifiziert. Die relative puc - Expression in 
R. sphaeroides 2.4.1 in Abhängigkeit von der 
Lichtintensität nach 90 min (linker Balken) und 
240 min (rechter Balken) (B), errechnet sich aus 
den Ratios der mRNA - levels der bestrahlten 
Kulturen im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, 
nachdem diese auf die rRNA - Ladekontrolle 
normalisiert wurden. 
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 Betrachtete man die in Abbildung 20 dargestellte Veränderung der puc - Expression  

unter semi- und anaeroben Bedingungen und der Bestrahlung mit 20 und 1 µmol m-2 s-1 

Blaulicht, zeigte sich eine AppA /  PpsR - abhängige Repression der Gene nur unter semiaeroben 

Bedingungen. Diese war nach 90 min bei beiden Lichtintensitäten stärker als nach 240 min. 

Unter anaeroben Bedingungen konnte dagegen keine Veränderung der puc - Expression nach 

Bestrahlung mit 1 µmol m-2 s-1 beobachtet werden, während 90 min Bestrahlung mit 20 µmol m-2 

s-1 zu einem leichten Anstieg um etwa das Zweifache des Ausgangslevels der puc - Expression 

führte. Dieser Anstieg war noch stärker nach 240 min und erreichte fast das Dreifache der 

Ausgangsexpression. 

 Als zusätzliche Kontrolle der Ergebnisse wurde erneut eine real time RT - PCR gegen bchL 

und pucB, mit der RNA aus den anaerob herangezogenen Kulturen, durchgeführt (Abbildung 21). 

Dabei konnten erneut die Ergebnisse des Northern blots bestätigt werden, wobei durch die 

Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 in der sensitiveren real time RT - PCR ein Anstieg der 

Transkriptmenge beider Gene um das Dreifache nach bereits 60 min zu beobachten war. Im 

Vergleich dazu konnte kein Effekt nach der Bestrahlung mit 1 µmol m-2 s-1 beobachtet werden. 

 

Abbildung 21 : Bestimmung der 
Expressionslevel von pucB (RSP_0314) 
und bchL (RSP_0288) in anaeroben 
R. sphaeroides 2.4.1 - Kulturen nach 
Bestrahlung mit unterschiedlichen 
Blaulichtintensitäten mittels real time 
RT - PCR. Die Kulturen wurden anaerob 
herangezogen und mit Blaulicht (450 nm) 
der angegebenen Intensität bestrahlt. Die 
Probenentnahme erfolgte nach 60 min 
Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte mit 
Standardabweichung von drei 
Experimenten sind dargestellt. 

 

 Von den anaeroben Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 - Kulturen wurde anschließend, wie 

bereits für die semiaeroben Kulturen, der relative Bacteriochlorophyllanteil der Zellen über 

einen Zeitraum von 8 Stunden quantifiziert (Abbildung 22). Dabei zeigte sich erneut, dass nur 

nach der Bestrahlung der Kulturen mit 20 µmol m-2 s-1 ein Anstieg des Bacteriochlorphylls 

sichtbar war, welcher erst nach 4 h Blaulichtbestrahlung einsetzte. Selbst nach 8 h erreichte der 

relative Bacteriochlorophyllanteil dabei nur das Zweifache des Ausgangswertes, während unter 

semiaeroben Bedingungen das Dreifache erreicht wurde (Abbildung 19). Die Dunkelkontrolle 

zeigte gleichbleibende Werte für alle Zeitpunkte. Das Gleiche konnte für die mit einer Intensität 

von 1 µmol m-2 s-1 bestrahlten Kulturen beobachtet werden. 
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Abbildung 22 : Relativer Bacteriochlorophyllanteil von anaerob herangezogen R. sphaeroides 
2.4.1 - Kulturen nach Bestrahlung mit verschiedenen Blaulichtintensitäten. Die Kulturen wurden 
zunächst über Nacht unter anaeroben Bedingungen bis zu einer OD660 von 0,2 herangezogen und 
anschließend, während der gesamten Versuchsdauer, mit der jeweiligen Blaulichtintensität bestrahlt. 
Gezeigt ist jeweils ein Datensatz von zwei Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen. Die 
Einzelmesswerte wurden gegen die Dunkelkontrolle normalisiert und der t0 Wert gleich 1 gesetzt. 

 

3.1.2 Blaulichtsensitivität der Photosynthesegenexpression in R. sphaeroides 

JZ1678 όɲCƴǊ[ύ  

 

 Neben dem AppA /  PpsR und dem PrrB /  PrrA System spielt noch ein drittes System eine 

große Rolle bei der Expression der Photosynthesegene in Rhodobacter sphaeroides. Der 

Regulator FnrL konnte schon früh als essentieller Faktor für das phototrophe Wachstum von 

Rhodobacter sphaeroides identifiziert werden (Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 1998). Die Expression 

der photosynthetischen Komplexe ist ebenfalls betroffen und Kulturen der Mutante JZ1678 

(Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 1998) fallen durch eine deutlich hellere Farbe auf. Das auffälligste 

Merkmal ist jedoch, dass anaerobes und phototrophes Wachstum nur sehr langsam möglich ist. 

Weil das puc - und das bchL - Operon ebenfalls eine FnrL - Bindestelle upstream ihres 

Transkriptionsstart besitzen und da ein lateraler Effekt des FnrL - Proteins auf die 

blaulichtabhängige Regulation der Photosynthesegene nicht ausgeschlossen werden konnte, 

wurde im Folgenden untersucht, ob es einen Unterschied in der Lichtsensitivität zwischen der 

FnrL - Mutante JZ1678 und dem Wildtyp gibt.  

 Die Expression der photosynthetischen Komplexe ist in der FnrL - Mutante deutlich 

schwächer als im Wildtyp, daher konnte für die Quantifizierung der puc - Expression kein 

Northern blot verwendet werden. Um dennoch die Expressionslevel bestimmen zu können, 

wurden Kulturen der FnrL - Mutante daher mit den gleichen Lichtintensitäten wie der Wildtyp 

bestrahlt (Abbildung 18) und anschließend die puc - und bchL - Expression per real time RT - PCR 

quantifiziert (Abbildung 23). 
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Abbildung 23 : Bestimmung der 
Expressionslevel von pucB (RSP_0314) 
und bchL (RSP_0288) in semiaeroben 
R. sphaeroides JZ1678 - Kulturen nach 
Bestrahlung mit unterschiedlichen 
Blaulichtintensitäten mittels real time 
RT - PCR. Die Kulturen wurden 
semiaerob herangezogen und mit 
Blaulicht (450 nm) der angegebenen 
Intensität bestrahlt. Die 
Probenentnahme erfolgte nach 60 min 
Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte mit 
Standardabweichung von drei 
Experimenten sind dargestellt. 

 In der real time RT - PCR konnte eine vergleichbare Sensitivität der puc und bchL 

Expression gegen Blaulicht wie im Wildtyp festgestellt werden. Erneut zeigte sich bei Bestrahlung 

mit 20, 1 und 0,5 µmol m-2 s-1 eine Abnahme der Genexpression, während die Bestrahlung der 

Kulturen mit 0,1 µmol m-2 s-1 keinen Effekt auf die Genexpression beider Gene hatte. Auffällig 

war zudem, dass die auftretenden Ab- und Zunahmen der Genexpression etwas schwächer 

waren als die Vergleichbaren im Wildtyp. 

 Die Quantifizierung der puc - und bchL - Expression wurde ebenfalls unter anaeroben 

Bedingungen durchgeführt (Abbildung 24). Da die FnrL - Mutante hier nur sehr langsam und 

ungleichmäßig wuchs, wurden die Zellen hier schon bei einer OD66o von 0,15 geerntet.  

Abbildung 24 : Bestimmung der 
Expressionslevel von pucB (RSP_0314) 
und bchL (RSP_0288) in anaeroben 
R. sphaeroides JZ1678 - Kulturen nach 
Bestrahlung mit unterschiedlichen 
Blaulichtintensitäten mittels real time 
RT - PCR. Die Kulturen wurden anaerob 
herangezogen und mit Blaulicht (450 nm) 
der angegebenen Intensität bestrahlt. Die 
Probenentnahme erfolgte nach 60 min 
Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte mit 
Standardabweichung von drei 
Experimenten sind dargestellt. 

 Betrachtete man die Quantifizierung der puc - und bchL - Expression in der FnrL -

 Mutante unter anaeroben Bedingungen, zeigte sich dort ebenfalls ein ähnliches Bild wie im 

Wildtyp. Nur nach Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 war ein Anstieg der Transkriptlevel sichtbar, 

während 1 µmol m-2 s-1 keinen Effekt zeigte. Dabei waren die messbaren Effekte erneut etwas 

schwächer als im Wildtyp. Der Anstieg der Transkriptlevel lag hier nur bei knapp dem Zweifachen 

Expressionslevel, während im Wildtyp die Zweieinhalbfache Expression erreicht wurde.  

 Da eine zum Wildtyp 2.4.1 vergleichbare Sensitivität gegen Blaulicht in der FnrL -

 Mutante, sowohl unter semiaeroben als auch anaeroben Bedingungen festgestellt werden 

konnte, ist ein lateraler Effekt des Verlustes von FnrL auf die Blaulichtantwort auszuschließen. 
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3.1.3 Blaulichtsensitivität der Photosynthesegenexpression in R. sphaeroides PrrB1 

όɲtǊǊ.ύ 

 

 In früheren Expressionsanalysen an der PrrA - Mutante konnte gezeigt werden, dass die 

Aktivität des response regulators PrrA auch unter semiaeroben Bedingungen nötig ist, um eine 

Expression des Photosyntheseapparates zu gewährleisten (Jäger et al., 2007). Fehlt das PrrA 

Protein, fällt auch die Repression durch das AppA /  PpsR - System weg und nur minimale 

Expressionlevel der Photosynthesegene können nachgewiesen werden. Fehlt die Sensorkinase 

PrrB1, geht die regulatorische Verbindung zum Elektronenfluss der aeroben Atmung verloren 

und die PrrA - Aktivität wird nicht mehr reguliert. Unter diesen Bedingungen kann selbst unter 

anaeroben Bedingungen, wo sonst die Antwort von PrrB /  PrrA die reprimierende Wirkung von 

AppA /  PpsR überdeckt, der Einfluss des Antirepressor /  Repressor - Systems wiederhergestellt 

werden (Happ et al., 2005). 

 Um zu untersuchen, ob die hohe Sensitivität von AppA gegenüber Blaulicht auch unter 

anaeroben Bedingungen nachgewiesen werden kann, wurden Kulturen der PrrB - Mutante PrrB1 

ebenfalls mit verschiedenen Lichtintensitäten bestrahlt und anschließend die puc - und bchL -

 Expression bestimmt. 

Abbildung 25 : Analyse der puc -
 Expression in R. sphaeroides 2.4.1 
und PrrB1 unter semi- und 
anaeroben Bedingungen in 
Abhängigkeit von der 
Blaulichtintensität mittels Northern 
blot. Die Kulturen wurden mit den 
angegebenen Blaulichtintensitäten 

bestrahlt, Proben vor Versuchsbeginn, 
sowie 90 und 240 min nach der 
Beleuchtung, genommen, die RNA isoliert 
und ein Northern blot mit einer puc - und 
einer 14S rRNA - spezifischen Sonde 
durchgeführt (A). Die phosphoimaging 
Signale wurden anschließend quantifiziert. 
Die relative puc - Expression in 
R. sphaeroides 2.4.1 (siehe Abbildung 20) 
und PrrB1 in Abhängigkeit von der 
Lichtintensität nach 90 min (linker Balken) 
und 240 min (rechter Balken) (B) errechnet 
sich aus den Ratios der mRNA - levels der 
bestrahlten Kulturen im Verhältnis zu den 
Dunkelkulturen, nachdem diese auf die 
rRNA - Ladekontrolle normalisiert wurden. 

 In der Auswertung des in Abbildung 25 dargestellten Northern blots zeigte sich unter 

anaeroben Bedingungen in der PrrB - Mutante eine zum Wildtyp unter semiaeroben 

Bedingungen (Abbildung 20) vergleichbare Repression der puc - Expression. Dabei ist jedoch 

auffällig, dass die maximale Repression im Wildtyp bereits nach 90 min erreicht ist und nach 
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240 min wieder abnimmt, während die PrrB1 - Mutante ihr Maximum erst nach 240 min 

erreichte.  

Abbildung 26 : Bestimmung der Expressionslevel 
von pucB (RSP_0314) und bchL (RSP_0288) in 
anaeroben R. sphaeroides PrrB1 - Kulturen nach 
Bestrahlung mit unterschiedlichen 
Blaulichtintensitäten mittels real time RT - PCR. 
Die Kulturen wurden anaerob angezogen und mit 
Blaulicht (450 nm) der angegebenen Intensität 
bestrahlt. Die Probenentnahme erfolgte nach 
60 min Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte mit 
Standardabweichung von drei Experimenten sind 
dargestellt. 

 In den anschließend durchgeführten real time RT - PCRs (Abbildung 26) konnte erneut 

eine, zum unter semiaeroben Bedingungen angezogenen Wildtyp (Abbildung 18) vergleichbare 

Sensitivität in den unter anaeroben Bedingungen herangezogenen PrrB1 - Kulturen festgestellt 

werden. Es wurde eine starke Abnahme in der Expression beider Gene nach Bestrahlung mit 20, 

5 und 0,5 µmol m-2 s-1 festgestellt, während die Bestrahlung mit 0,1 µmol m-2 s-1 auch unter 

anaeroben Bedingungen, keinen Effekt auf die Expression hatte. 

 Zuletzt wurde die PrrB - Mutante anaerob angezogen und über 8 h mit Blaulicht 

bestrahlt. Anschließend wurde das Bacteriochlorophyll extrahiert und quantifiziert (Abbildung 

27). Dabei wurden die gleichen Lichtintensitäten wie in Abbildung 19 verwendet. Im direkten 

Vergleich zeigte sich in der anaeroben PrrB - Mutante ein sehr ähnliches Bild wie im 

semiaeroben Wildtyp, wobei die Maximalwerte deutlich niedriger waren. Die Bestrahlung mit 

0,1 µmol m-2 s-1, zeigte keinen Unterschied zur Dunkelkontrolle, während bereits bei 0,2 µmol  

m-2 s-1 eine sehr starke Repression sichtbar war. Für die Bestrahlung mit 20 und 1 µmol m-2 s-1 

zeigte sich ebenfalls eine dem Wildtyp vergleichbare Repression.  

Abbildung 27 : Relativer Bacteriochlorophyllanteil von anaerob herangezogen R. sphaeroides 
PrrB1 - Kulturen nach Bestrahlung mit verschiedenen Blaulichtintensitäten. Die Kulturen wurden 
zunächst über Nacht unter anaeroben Bedingungen bis zu einer OD660 von etwa 0,2 herangezogen 
und anschließend während der gesamten Versuchsdauer mit der jeweiligen Blaulichtintensität 
bestrahlt. Gezeigt ist jeweils ein Datensatz von zwei Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen. 
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 Sowohl auf Transkriptlevel, als auch bei den gebildeten Photosynthesekomplexen konnte 

für die unter anaeroben Bedingungen angezogene PrrB1 - Mutante eine zum unter semiaeroben 

Bedingungen angezogenen Wildtyp 2.4.1 vergleichbare Sensitivität gegen Blaulicht ermittelt 

werden. Damit konnte gezeigt werden, dass auch unter anaeroben Bedingungen eine 

vergleichbar niedrige Lichtintensität nötig ist, um die reprimierende AppA - Antwort einzuleiten. 

 

3.2 Analyse der in vivo DNA - Bindung durch PpsR und PrrA 
 

 Das Zusammenspiel von PrrA und PpsR bei der Bindung des Promotors ist licht - und 

sauerstoffabhängig. Während die Ergebnisse der Regulation auf Ebene der Transkription gut 

untersucht sind, ist wenig über die Bindeverhältnisse der beiden Proteine in vivo bekannt. So ist 

nicht klar, ob beide Proteine gleichzeitig die DNA binden und der regulatorische Einfluss des 

einen Systems nur den des anderen überwiegt oder ob die Bindung des einen Proteins die 

Bindung des jeweils anderen verhindert. Am Beispiel des pucB - Gens ist gut sichtbar, dass die 

regulatorischen Proteine der Photosynthesegene alle innerhalb weniger Basenpaare vor dem 

Promotor des Gens binden (siehe Anhang Abbildung 72). Um die genauen Bindeverhältnisse in 

vivo zu untersuchen, wurde daher mittels DMS - footprint Analyse die upstream Region des 

pucB - Gens untersucht (Hornstra und Yang, 1993). Die Durchführung dieser Methode ist in 

Abbildung 28 schematisch dargestellt.  

 

 

Abbildung 28 : Durchführung der in vivo DMS - footprint . Die Guaninbasen (G) der DNA von 
lebenden Zellen werden mit DMS methyliert (M). Anschließend wird die DNA chemisch mittels 
Piperidin an den methylierten Basen gespalten. Hat ein DNA - Bindeprotein (DNA - BP) an die DNA 
gebunden, verhindert dies die Methylierung und die DNA kann an diesen Stellen nicht gespalten 
werden. Die Spaltung bzw. das Ausbleiben der selbigen kann auf einem Sequenzgel durch radioaktive 
Markierung der DNA sichtbar gemacht werden.  
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 In vivo konnte mit dieser Methode jedoch kein Nachweis der Bindestellen in 

R. sphaeroides erfolgen. Die Behandlung der Zellen mit DMS führte stets zu einer vollständigen 

Degradation der chromosomalen DNA der Zellen, die somit auch nicht mehr für weitere 

Methoden nutzbar war (Daten nicht gezeigt). Eine Expression des pucB - upstream - Bereichs von 

Plasmid führte zum gleichen Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde dieses 

Teilprojekt nicht mehr weiter verfolgt.  

 Als Kontrolle der in vivo Ergebnisse des DMS - footprints muss das gleiche Experiment 

zusätzlich in vitro mit aufgereinigten Proteinen und radioaktiv markierter DNA in einem DNase I -

 footprint durchgeführt werden. Da zu diesem Zeitpunkt kein Überexpressionsplasmid für das 

PrrA - Protein vorhanden war, wurde dieses zunächst hergestellt. Dazu wurde das prrA - Gen 

mittels PCR amplifiziert und in den pQE30 - Vektor kloniert. Das so erhaltene überexprimierte 

Protein wurde anschließend mittels SDS - Polyacrylamid - Gel auf seine Reinheit und per Gel -

 Retardations - assay auf seine DNA - Bindefähigkeit untersucht (Abbildung 29). 

Abbildung 29 : Qualitätskontrolle des überexprimierten PrrA - His - Proteins aus dem pQEPrrA -
 Überexpressionstamm durch Überprüfen der Reinheit auf einem coomassiegefärbtem SDS - PAA -  
Gel (A) und Gel Retardations - assays (B). Für das Comassie - Gel wurde ein 10 %iges SDS - Gel mit je 
2 µl des Durchflusses (D), 35 µl der Waschschritte (W1-15), sowie 35 µl der Elutionsschritte (E1-8) 
beladen, gefahren und gefärbt.  Die Elutionsfraktionen (E1-E8) wurden in den storage buffer dialysiert 
und für die Gel Retardations - assays verwendet. Das verwendete 300 bp DNA - Fragment upstream 
des Transkriptionsstart von pucB (RSP_0314) enthält eine tandem - Bindestelle für das PrrA - Protein, 
während das 250 bp katE (RSP_2779) upstream Fragment keine enthält.   

 Das aufgereinigte PrrA - Protein zeigte eine deutliche Bindung an die pucB upstream -

 Region, während die upstream - Region von katE nicht erkannt wurde. Diese Bindung ist als 

deutliche Retardation der markierten DNA im Gellauf sichtbar. Daher wurde dieses Protein, 

zusammen mit PpsR, von dem ein Überexpressionsstamm bereits vorhanden war und die 

Bindung in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte (Masuda und Bauer, 2002), für in vitro -
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 footprints verwendet (Daten nicht gezeigt). Da die gleichzeitig durchgeführten in vivo 

Experimente jedoch zu keinem Ergebnis führten, erbrachten diese in vitro Experimente nur die 

Bestätigung der beiden bereits bekannten Bindestellen (Mao et al., 2005) und wurden nicht 

mehr weiter verfolgt. 
 

3.3 random Mutagenese der BLUF - Domäne von AppA 
 

 random - Mutagenese-Experimente mit der C-terminalen Domäne von AppA führten zur 

Identifikation einer Häm-Bindestelle und lieferten zudem konkrete Hinweise auf Interaktionen 

zwischen der N-terminalen BLUF - Domäne und der C-terminalen Domäne (Han et al., 2007). Um 

weitere Hinweise für die Interaktion der beiden Domänen zu finden, wurde ebenfalls eine 

Mutagenese durch error prone PCR (Spee et al., 1993) an der BLUF - Domäne durchgeführt. Bei 

dieser Methode nutzt man aus, dass die ohnehin relativ hohe Fehlerrate der Taq - Polymerase 

(ca. 4 x 10-3 Mutationen pro Basenpaar (Quelle: QIAGEN PCR cloning handbook) noch erhöht 

werden kann, wenn man einen Überschuss des Nucleosidanalogons dITP hinzugibt und 

gleichzeitig die Konzentration eines der vier Standardnukleotide (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) der 

PCR leicht reduziert. Die so mutierte BLUF - Domäne wurde anschließend über mehrere 

Klonierungsschritte in den pRK - Vektor überführt (Abbildung 30) und in die AppA - Mutante 

App11 (Gomelsky und Kaplan, 1995) konjugiert . 

 
Abbildung 30 : Klonierung des pRKAppA-BLUF-RM Vektors zur Transformation in die AppA -
 Mutante App11. Um das vollständige appA - Gen mit der mutierten BLUF - Domäne unter Kontrolle 
des appA - Promotors zu erhalten, wurde aus dem pRKAppA Plasmid (Han, 2006) das komplette 
AppA-Gen mit SphI und XbaI herausgeschnitten. Gleichzeitig wurde zunächst per PCR der C -
 ¢ŜǊƳƛƴǳǎ Ǿƻƴ !ǇǇ! ό!ǇǇ!ɲbύ ŀƳǇƭƛŦƛȊƛŜǊǘ ǳƴŘ ƛƴ den pDrive cloning vector kloniert. Die BLUF -
 Domäne wurde per error prone PCR amplifiziert und vor den C - Terminus ό!ǇǇ!ɲbύ ebenfalls in den 
pDrive cloning vector ligiert. Das vollständige AppA - Protein mit der mutierten BLUF - Domäne wurde 
anschließend aus dem pDrive mit SphI und XbaI ausgeschnitten und in den pRK Vektor mit dem 
AppA - Promotor ligiert. Der erhaltene Vektor pRKAppA-BLUF-RM verfügte das vollständige AppA -
 Protein mit der mutieren BLUF - Domäne unter Kontrolle des eigenen Promotors. 
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 Daraufhin wurde nach Mutanten gesucht, welche eine vom Wildtyp abweichende 

Pigmentierung der Kolonien zeigten. Mutanten, welche eine permanente Interaktion der beiden 

Domänen aufweisen, sollten auch im Dunkeln nur wenige Photosynthesekomplexe und somit 

eine schwache Pigmentierung zeigen, da hier PpsR immer frei vorliegt und die Gene dauerhaft 

reprimiert werden. Verhindert eine Mutation die Interaktion der beiden Domänen, bindet PpsR 

dauerhaft an AppA und die Gene werden auch bei Blaulicht unter semiaeroben Bedingungen 

abgelesen. 

 Bei der Durchführung der error prone PCR wurde zunächst die Konzentration ermittelt, 

bei der nur ein bis zwei Mutationen in der etwa 400 bp langen BLUF - Domäne auftreten. Dabei 

wurden verschiedenen Mengen an dITP und dATP/dTTP/dGTP/dCTP getestet (Tabelle 3). 

Tabelle 3 : Vergleich der eingesetzten Konzentrationen an Nukleotiden im Verhältnis zu den im 
PCR - Produkt entstandenen Mutationen. Dabei waren die eingesetzten absoluten Volumina der 
Nukleotide gleich und es wurden unterschiedlich konzentrierte Stammlösungen verwendet. Die 
Anzahl der Mutationen wurde durch Sequenzierung von bis zu drei pDrive - Klonen ermittelt. Dabei 
sind nicht nur Basenaustausche, sondern auch Deletionen und Insertionen berücksichtigt.  

dITP  
(mM) 

dATP  
(mM) 

dTTP  
(mM) 

dGTP  
(mM) 

dCTP  
(mM) 

Anzahl Mutationen in 
BLUF - Domäne 

10 1 1 1 1 kein eindeutiges Produkt 
10 1 1 1 0,5 kein eindeutiges Produkt 
5 1 1 1 0,5 20 - 25 Mutationen 

2,5 1 1 1 0,5 5 - 10 Mutationen 
1 1 1 1 0,5 1 - 3 Mutationen 
1 1 1 0,5 1 1 - 2 Mutationen 
1 1 0,5 1 1 1 - 3 Mutationen 

 

 Die Versuchsreihe für die unterschiedlichen Nukleotidkonzentrationen ergab, bei 

Verwendung eines hohen Überschusses an dITP, eine sehr hohe Akkumulation von Mutationen 

in dem 400 bp - Fragment. Bei einem zehnfachem Überschuss an dITPs war kein sauberes PCR-

Produkt mehr sichtbar und ein fünf - oder zweieinhalbfacher Überschuss führte zu einer sehr 

hohen Anzahl an Mutationen, von denen zudem eine Vielzahl Deletionen /  Insertionen von 

Basenpaaren waren. Nur bei Zugabe von äquimolaren Mengen an dITP und der Reduktion eines 

der anderen Nukleotide auf die Hälfte, konnte die für die random Mutagenese gewünschte 

Menge an Basenaustauschen erzielt werden. Unter diesen Bedingungen konnten in den 

sequenzierten Klonen außerdem nur wenige Deletionen oder Insertionen festgestellt werden. 

 Nachdem die optimalen PCR - Bedingungen identifiziert worden waren, wurde im 

Anschluss die in Abbildung 30 beschriebene Klonierung durchgeführt und der so erzeugte Vektor 

in die AppA - Mutante App11 überführt. Die Zellen wurden anschließend über die 

Tetracyclinresistenz des pRKAppA - BLUF - RM - Vektors selektiert und auf eine auffällige 

Pigmentierung untersucht. In mehreren Läufen wurden dabei von insgesamt ca. 6000 rötlich 

pigmentierten Kolonien auf den Rä - Agar - Platten, zehn zufällig gewählte sequenziert. 

Außerdem wurde die Sequenz von insgesamt fünf schwach pigmentierten Klonen ebenfalls 

untersucht (Abbildung 31).  
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Abbildung 31 : Verteilung der durch die Sequenzierung der BLUF - Domäne identifizierten 
Mutationen. Beginnend mit dem Start - Codon ist die Sequenz der BLUF - Domäne des AppA -
 Proteins dargestellt. Basenaustausche sind durch ein rotes Dreieck gekennzeichnet, wobei die in der 
Sequenz stehende Base gegen die über dem Dreieck stehende ausgetauscht wurde. Die mit einem 
schwarzen Dreieck gekennzeichneten Basen waren deletiert und fehlten in den jeweiligen 
Sequenzen. 

 Die Auswertung der erhaltenen Sequenzen der zehn zufällig gewählten Klone ergab ein 

gleichmäßiges Auftreten von einer Mutation (in drei Klonen) oder zwei Mutationen (in sieben 

Klonen). Diese waren gleichmäßig über die BLUF - Domäne verteilt. Es konnte keine spezifische 

Präferenz für den Austausch gegen eine bestimmte Base festgestellt werden, wobei ein 

Austausch gegen Cytidin viermal, gegen Thymidin dreimal, gegen Adenosin zweimal und gegen 

Guanosin dreimal vorkam. 

 Die sequenzierten farblosen Klone stellten sich alle als Deletionsmutanten heraus. In 

diesen war jeweils eine Base deletiert, was zu einem missense - AppA - Protein führte. Da kein 

intaktes AppA - Protein vorlag, wurde die Photosynthesegenexpression vollständig durch PpsR 

reprimiert und die Klone hatten alle eine der AppA - Mutante entsprechende helle Färbung. Es 

konnten somit keine Klone identifiziert werden, bei denen die BLUF - Domäne eine permanente 

Interaktion mit dem C - Terminus zeigte. 

 Die Suche nach Mutanten, welche keinerlei Interaktion zwischen BLUF - Domäne und 

dem C - Terminus zeigten, erwies sich als schwierig, da Mutanten mit einer veränderten 

Interaktion der beiden Domänen nicht von Mutanten mit einem generell inaktiven oder 

gestörten Photozyklus in der BLUF-Domäne (beides verhindert die Interaktion mit dem C -

 Terminus) unterschieden werden können. Zudem sind die Kolonien auf RÄ - Agar - Platten nicht 

von jenen ohne Mutation zu unterscheiden (beide zeigen eine rote Färbung).  

 In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hellingwerf (Universität Amsterdam), 

welche umfangreiche in vitro - Studien am Photozyklus der BLUF - Domäne und dem daran 

gebundenen FAD durchgeführt hat (Laan et al., 2003; Gauden et al., 2005; Laan, 2005; Grinstead 

et al., 2006; Laan et al., 2006; Gauden et al., 2007), wurde das Hauptaugenmerk auf bereits 

bekannte und am Photozyklus beteiligte Aminosäuren gerichtet. Die bereits vorliegenden in 

vitro - Daten dienten als Grundlage für die durchgeführten und im nächsten Abschnitt 

beschriebenen in vivo - Experimente.  

ATGcaacacgacctcgaggcggacgtcacgatgacgggctcggatctggtttcctgctgctaccgcagcctggcggccccggatctgacgc

t gcgcgacctcctcgacatcgtcgagacctcgcaggcgcacaatgcccgggcgcagctgaccggcgcgctcttctacagccagggcgtctt

cttccagtggctcgaaggccgccccgccgccgtggcggaggtcatgacccacatccagcgggaccggcgccacagcaacgtcgagatcct

cgcagaggaaccgatcgccaagcgccgctttgcgggatggcacatgcagctctcctgctcggaggccgacatgcgcagcctcgggctggc

cgagagccggcagatcgtgaccgt

= Basenaustausch

= Deletion
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3.4 In vivo - Effekte von BLUF - Mutanten auf die Expression der 

Photosynthesegene  
 

 Verschiedene Arbeitsgruppen haben in den letzten Jahren umfangreiche in vitro Studien 

zum Photozyklus der isolierten BLUF - Domäne durchgeführt (Gauden et al., 2005; Laan, 2005; 

Laan et al., 2006) und einen sich stark von bisher bekannten Photorezeptoren unterscheidenden 

Photozyklus identifiziert. Dabei konnten entscheidende Rollen der Aminosäuren Tryptophan 104 

und Tyrosin 21 festgestellt werden. Mutationen in Tyrosin 21 führten immer zu einem 

vollständigen Verlust des charakteristischen rot - shifts des UV /  VIS - Proteinspektrums bei 

Bestrahlung mit Blaulicht. Eine Mutation im Tryptophan 104 hatte dagegen keinen Einfluss auf 

den rot - shift, führt aber zum Verlust von Strukturänderungen innerhalb des Proteins nach 

Bestrahlung. Um zu untersuchen, ob diese in vitro beobachteten Effekte auch in vivo einen 

Einfluss auf die Photosynthesegenexpression haben, wurden von Tyrosin 21 und Tryptophan 104 

Aminosäureaustauschmutanten des vollständigen AppA - Proteins unter Kontrolle des eigenen 

Promotors in den pRK Vektor kloniert und anschließend deren Einfluss auf die 

Photosynthesegene in der AppA - Mutante untersucht. 

 

3.4.1 Konstruktion der BLUF - Aminosäureaustauschmutanten von AppA 

  

 Die Konstruktion der Aminosäureaustauschmutanten erfolgte über overlap extension 

PCR (Higuchi et al., 1988; Ho et al., 1989). Die Durchführung der Methode ist in Abbildung 32 

dargestellt. Die Klonierung wurde vom technischen Assistenten Andreas Jäger durchgeführt. 

Abbildung 32 : Schematische 
Darstellung der overlap 
extension PCR. Ausgehend von 
der template - DNA werden 
zunächst zwei überlappende 
Fragmente der zu mutierenden 
Sequenz erstellt. Die Mutation 
wird dabei über die primer 
Mutation F und R eingebracht 
und befindet sich im 
überlappenden Bereich. Aus 
den PCRs 1 und 2 erhält man 
zwei überlappende, mutierte 
Fragmente, welche in PCR 3 
aneinander binden können und 
so die Amplifikation des 
gesamten templates mit der 
mutierten Sequenz über die 
primer appA R und appA F 
ermöglichen.  
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 Es wurden insgesamt vier Mutanten erstellt und anschließend in die AppA - Mutante 

App11 kloniert. Zwei der Mutanten betrafen einzig die Aminosäure Tyrosin 21. Dabei lag zum 

einen ein Austausch gegen die ebenfalls aromatische Aminosäure Phenylalanin (App11 

pRKappAY21F) und zum anderen ein Austausch gegen Cystein (App11 pRKappAY21C) vor. Die 

Aminosäure Tryptophan 104 wurde gegen Phenylalanin ersetzt (App11 pRKappAW104F). Zuletzt 

wurde eine Doppelmutante von beiden Aminosäuren erstellt (App11 pRKappAW104F/Y21F). 

 Die App11 - Mutante exprimiert kein funktionsfähiges AppA und der Repressor PpsR 

bindet ständig an die Promotorregionen der Photosynthesegene. Kolonien der App11 - Mutante 

sind nur sehr schwach pigmentiert und nehmen auch in Flüssigkultur nur eine schwachrosa 

Farbe an. Nach der Konjugation der pRK - Plasmide mit den BLUF-Mutanten von AppA zeigten 

diese alle wieder die charakteristische Rotfärbung der Wildtyp R. sphaeroides Kolonien auf RÄ -

 Agar - Platten. Die einzige Ausnahme bildete die W104F - Mutante. Diese war auf RÄ - Agar -

 Platten zunächst ebenfalls schwach rot gefärbt, verlor diese Färbung aber schon nach einem 

Transfer in Flüssigkultur oder auf eine andere RÄ - Agar - Platte. Da die Sequenz des AppA - Gens 

auf dem Plasmid jedoch mehrfach überprüft worden war, wurde anschließend ein Western blot 

gegen den C - Terminus des AppA - Protein in den unterschiedlichen Mutanten durchgeführt 

(Abbildung 33). Es konnte gezeigt werden, dass alle erzeugten Mutanten, außer der W104F, die 

charakteristische Bande, welche auch im Wildtyp sichtbar war, besaßen. Die W104F Mutante 

entspricht dem in der App11 - Mutante sichtbaren Bild und es kann keine Reaktion zwischen 

dem Anti - !ǇǇ!ɲb !ƴǘƛƪǀǊǇŜǊ ǳƴŘ ŘŜƳ tǊƻǘŜƛƴ festgestellt werden. Da in einer anderen Arbeit 

eine erfolgreiche Expression einer ähnlichen AppA - Mutante (W104F) von chromosomaler DNA 

erfolgreich war (Masuda et al., 2007), wurde als nächster Schritt eine Reinsertion des 

appAW104F - Gens in das Chromosom der App11 - Mutante vorgenommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33 : Western blot von Zelllysaten der Aminosäureaustauschmutanten von AppA. Für den 
Western blot wurde ein 10 %iges SDS-Gel mit je 50 µg Zelllysat der jeweiligen Stämme beladen. Der 
Wildtyp in der ersten Spur entspricht dabei der Positivkontrolle und die AppA - Mutante App11 in der 
letzten Spur der Negativkontrolle. Ein polyklonaler Antikörper gegen AppAɲb (anti AppA rabbit) 
diente als primärer Antikörper. Der Chemolumineszenznachweis erfolgte über den mit der 
Meerrettich Peroxidase konjugierten sekundären Antikörper (30 sec Exposition).  
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 Es wurde das bereits im pRKappAW104F vorhandene Genfragment, unter Kontrolle des 

eigenen Promotors, zunächst über eine XbaI und HindIII Schnittstelle in den pPHU281 suicide 

vector kloniert und so das Plasmid pPHU::appAW104F (Abbildung 34) erhalten. Bei der Erstellung 

der App11 - Mutante (Gomelsky und Kaplan, 1995) wurde eine Trimetroprin Kassette in das 

AppA - Gen inseriert. Es ging der gesamte N - terminale Teil des Proteins (die BLUF - Domäne und 

etwa 200 bp des C - Terminus), sowie die Promotorregion verloren. Da die im pPHU281 

enthaltene upstream Region von AppA homolog zur verbliebenen upstream Region im App11 -

 Vektor war, konnte durch homologe Rekombination das appaW104F - Gen in das Chromosom 

inseriert werden. Anschließend wurde gezielt auf single crossover Klone selektioniert (d.h. Klone 

mit nur einem flankierenden Bereich, welcher zur Rekombination beigetragen hat). Diese waren 

sowohl tetracyclinresistent (durch den ins Genom inserierten pPHU281), als auch rötlich 

pigmentiert (durch die wiederhergestellte Aktivität des C - Terminus von AppA). Die erhaltenen 

Klone behielten ihre rötliche Farbe auf Platte und in Flüssigkultur auch nach mehreren Transfers. 

Um sicherzustellen, dass das AppA - Gen tatsächlich in das Genom reintegriert wurde und es sich 

um eine single crossover Ereignis gehandelt hat, wurde über PCR und Southern blot die 

Richtigkeit der genomischen DNA der Klone überprüft.  

 

Abbildung 34 : Konstruktion der R. sphaeroides App11::appAW104F - Mutante durch single 
crossover - Reinsertion des appAW104F - Gens in die AppA - Mutante App11. Das AppA - Gen mit 
dem W104F - Basenaustausch in der BLUF - Domäne unter Kontrolle des eigenen Promotors wird 
durch homologe Rekombination in den R. sphaeroides App11 - Stamm integriert. Durch single 
crossover - Ereignisse kann das gesamte pPHU::appAW104F - Plasmid in das Genom integriert 
werden. Der App11 - Stamm hat durch die Insertion einer Trimethoprim - Kassette die ersten 600 bp 
des AppA - Gens und die Promotor - Region verloren und es verbleibt der upstream - Teil der Sequenz 
(appAUp) und der hintere Teil des C - Terminus (appA R). Die resultierenden Klone wurden auf die 
Tetracyclinresistenz des inserierten Vektors und die wiederhergestellte Pigmentierung der farblosen 
App11 - Mutante selektiert. 
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 Von den nach der Klonierung entstandenen roten Kolonien (ca. 200), wurden 

anschließend 10 per PCR auf das Vorhandensein der BLUF - Domäne getestet und, da alle Klone 

positiv getestet wurden, eine Southern blot - Analyse von einem der Klone durchgeführt 

(Abbildung 35). Es wurde untersucht, ob die BLUF - Domäne und das Plasmid pPHU281 in das 

Chromosom inseriert hat und damit wirklich ein single crossover stattgefunden hat. 

Abbildung 35 : Southern blot von 
genomischer DNA einer der 
potentiellen App11::appAW104F 
(W104F) - Kandidaten. Die 
genomische DNA wurde mit NcoI 
geschnitten und je 20 µg wurden 
auf einem Agarose - Gel 
aufgetrennt. Als Kontrolle dienten 
der Wildtyp 2.4.1 und die AppA -
 Mutante App11. Die Membranen 
wurden mit einer Sonde gegen die 
BLUF - Domäne von AppA 
(appaBLUF) und einer Sonde gegen 
die Tetracyclin Resistenz - Kassette 
des pPHU281 Vektors (pPHU281 
Tcr) hybridisiert. 

 

  

 Im Southern blot konnte das 10,9 kb große NcoI - Fragment, mit der appABLUF - Sonde 

im potentiellen App11::appAW104F - Klon nachgewiesen werden, während im Wildtyp nur das 

2,5 kb Wildtyp - Fragment, ohne den integrierten pPHU281 vorlag. Da die BLUF - Domäne in der 

App11 - Mutante durch die Trimethroprim - Kassette deletiert wurde, konnte diese nicht 

nachgewiesen werden. Für die Sonde gegen die Tetracyclin - Kassette des pPHU281 - Vektors 

konnte nur im App11::appAW104F - Klon ein Signal nachgewiesen werden, da nur hier der 

Vektor in das Chromosom integriert wurde.  

 Der erhaltene Stamm enthält das AppA - Gen mit der W104F - Mutation und der rote 

Phänotyp bleibt auch nach mehreren Passagen bestehen. Aus diesem Grund wurde der Stamm 

App11::appAW104F für die weitere Untersuchung der Auswirkungen der Mutation auf die 

Blaulichtwahrnehmung des AppA - Proteins verwendet. 

 

3.4.2 Auswirkungen der BLUF - Mutanten auf die Photosynthesegenexpression  

 

 Die erstellten BLUF - Mutanten zeigten alle in vitro einen stark veränderten Photozyklus. 

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich diese Mutationen in vivo auf die Wirkung von AppA als 

Antirepressor von PpsR auswirken. Dazu wurde erneut quantifiziert wie sich die Bestrahlung von 

semiaerob heranwachsenden Mutanten mit unterschiedlich starken Intensitäten von Blaulicht in 

vivo auf die Expression des puc - Operons auswirkt.  
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 Eine Titration der Lichtsensitivität der BLUF - Domäne wurde im Wildtyp bereits 

durchgeführt (Abschnitt 3.1.1). Da bei allen Mutanten - mit Ausnahme der W104F - Mutante - 

das AppA - Protein plasmidexprimiert war, wurde im Folgenden zunächst untersucht, ob die 

veränderte Kopienzahl des AppA - Gens (pRK Plasmide sind low copy Plasmide mit einer bis zehn 

Kopien pro Zelle) einen Einfluss auf die Lichtsensitivität hat. Es wurden Kulturen der AppA -

 Mutante mit plasmidexprimiertem Wildtypprotein (R. sphaeroides App11 p484-Nco5, 

(Gomelsky und Kaplan, 1995) mit identischen Lichtintensitäten, wie in Abbildung 17, bestrahlt 

und anschließend die Repression des puc - Operons bestimmt (Abbildung 36). 

 

Abbildung 36 : Vergleich der Inhibition der 
puc - Expression in R. sphaeroides App11 p484-
Nco5 zum Wildtyp 2.4.1 in Abhängigkeit der 
Blaulichtintensität mittels Northern blot. Zur 
Ermittlung der in vivo - Sensitivität des AppA -
 Proteins wurden die semiaeroben Kulturen mit 
abnehmenden Blaulichtintensitäten bestrahlt, 
Proben vor und eine Stunde nach der 
Bestrahlung genommen, die RNA isoliert und 
ein Northern blot mit einer puc - und einer 14S 

rRNA - spezifischen Sonde durchgeführt (A). Die phosphoimaging Signale wurden anschließend 
quantifiziert. Die prozentuale puc - Repression in R. sphaeroides App11 p484-Nco5 in Abhängigkeit 
von der Lichtintensität (B), errechnet sich aus den Ratios der mRNA - levels der bestrahlten Kulturen 
im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die rRNA - Ladekontrolle normalisiert 
wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand von Formel 3 (siehe Abschnitt 2.4.13)  errechnet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und maximalen Abweichungen von zwei unabhängigen 
Experimenten. Zum Vergleich sind außerdem die Inhibitionswerte des Wildtyps 2.4.1 mit aufgeführt 
(Abbildung 17). 

 

 Es konnte gezeigt werden, dass es keinen Unterschied macht, ob das AppA - Protein 

plasmid - oder chromosomenexprimiert ist. Wie im Wildtyp 2.4.1 war ein Abfall der puc -

 Repression erst nach einer Bestrahlung mit weniger als 0,5 µmol m-2 s-1 Blaulicht sichtbar. Bei 

einer Bestrahlung mit 0,2 µmol m-2 s-1 war nur noch eine geringe Inhibition sichtbar, während 0,1 

µmol m-2 s-1 - wie auch im Wildtyp - keinen Effekt mehr besaßen. 
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3.4.3 Blaulichtsensitivität der Photosynthesegenexpression in der BLUF - Mutante 

R. sphaeroides App11::appAW104F  

 

 Führte man die für den Wildtyp durchgeführte Blaulichttitration (Abschnitt 3.1.1)  mit 

dem R. sphaeroides App11::appAW104F -  Stamm durch und verglich sie mit den Daten des 

Wildtyps 2.4.1, fiel dieser durch die deutlich geringere Sensitivität gegen Blaulicht auf und es 

konnte schon bei deutlich höheren Blaulichtintensitäten keine Repression der puc - Expression 

mehr beobachtet werden (Abbildung 37). Die Aminosäure Tryptophan 104 konnte in vitro nicht 

als direkt am Photozyklus involviert identifiziert werden (Masuda et al., 2007) und neuere 

Studien zweifeln eine direkte Rolle im Photozyklus an (Dragnea et al., 2009). Gleichzeitig konnte 

allerdings gezeigt werden, dass die durch Blaulichtbestrahlung verursachte Strukturänderung des 

AppA - Proteins in einer Tryptophan 104 - Mutante verkürzt war und die im Wildtyp zu 

beobachtende Veränderung des an die Chromophore angelagerten ß - sheets nicht mehr bei 

gleichstarker Bestrahlung stattfand. In vitro konnte eine deutlich schnellere Wiederherstellung 

des AppA - Proteins nach Bestrahlung mit Blaulicht aus der inaktiven Form zurück in die aktive, 

PpsR - bindende beobachtet werden. 

 

 Im App11::appAW104F - Stamm war ein leichter Abfall der puc - Repression bereits nach 

einer Bestrahlung mit 10 µmol m-2 s-1 Blaulicht sichtbar. Bei einer Bestrahlung mit 5 und 

2,5 µmol m-2 s-1 war bereits ein geringeres Inhibitionslevel als im Wildtyp nach einer 0,2 µmol m-

2 s-1 nachweisbar. Bestrahlung mit 1 µmol m-2 s-1 führte zu keiner Veränderung der puc -

 Expression, während der Wildtyp unter diesen Bedingungen noch die volle Inhibition zeigte.  

 

 Die isolierte BLUF - Domäne zeigte in vitro nach der Bestrahlung mit Blaulicht eine 

schnellere (um das 3 - 7 fache) Rückkehr der Konformation des Proteins in den unbelichteten 

Ausgangszustand (Laan et al., 2006). Daher ist, aufgrund der veränderten Quanteneffizienz, 

eine größere Lichtintensität nötig, um die gleiche Menge Protein in den belichteten Zustand 

zu bringen. Im Rahmen der Kooperation mit der Universität Amsterdam wurde daher von Dr. 

Johnny Hendriks berechnet, inwiefern die geringere in vivo - Lichtsensitivität des Proteins 

mit den vorhandenen in vitro - Daten übereinstimmt. Die durchgeführte Berechnung der 

Wiederherstellungsrate des Ursprungszustands des Proteins, zeigte in der 

App11::appAW104F - Mutante in vivo vergleichbare Werte, wie sie für die isolierte BLUF -

 Domäne bereits in vitro berechnet werden konnten (siehe Supplementary Material Metz et 

al., 2010) 
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Abbildung 37 : Vergleich der Inhibition der puc -
 Expression in R. sphaeroides App11::appAW104F 
zum Wildtyp 2.4.1 in Abhängigkeit der 
Blaulichtintensität mittels Northern blot. Zur 
Ermittlung der in vivo - Sensitivität des AppA -
 Proteins wurden die semiaeroben Kulturen mit 
abnehmenden Blaulichtintensitäten bestrahlt, 
Proben vor und eine Stunde nach der Bestrahlung 

genommen, die RNA isoliert und ein Northern blot mit einer puc - und einer 14S rRNA - spezifischen 
Sonde durchgeführt (A). Die phosphoimaging Signale wurden anschließend quantifiziert. Die 
prozentuale puc - Repression in R. sphaeroides App11::appAW104F, in Abhängigkeit von der 
Lichtintensität, (B) errechnet sich aus den Ratios der mRNA - levels der bestrahlten Kulturen im 
Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die rRNA - Ladekontrolle normalisiert wurden. 
Die prozentuale Inhibition wurde anhand von Formel 3 (siehe Abschnitt 2.4.13)  errechnet. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und maximale Abweichungen von zwei unabhängigen Experimenten. 
Zum Vergleich sind außerdem die Inhibitionswerte des Wildtyps 2.4.1 mit aufgeführt (Abbildung 17). 

 

 Neben der reduzierten Lichtempfindlichkeit der App11::appAW104F - Mutante, fiel 

ebenfalls auf, dass diese nach längerem Wachstum und beim Erreichen höherer OD660 - Werte 

deutlich schwächer pigmentiert war, als die anderen Mutanten. Die in Abbildung 38 

dargestellten Gesamtzellabsorptionspektren der BLUF - Mutanten, im Vergleich zum Stamm mit 

dem plasmidexprimierten Wildtypprotein, zeigten den Unterschied deutlich. Alle Pigmente in 

der App11::appAW104F - Mutante waren deutlich schwächer als in den anderen Mutanten 

exprimiert und die Hauptabsorptionspeaks für den LHC I und LHC II erreichten noch keine 50% 

des Wertes der anderen Stämme. 
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Abbildung 38 : Gesamtzellabsorptionsspektren von R. sphaeroides App11 p484-Nco5, 
pRKappAW104F/Y21F, pRKappAY21F, pRKappAY21C und R. sphaeroides App11::appAW104F nach 
Wachstum unter mikroaeroben Bedingungen. Proben wurden bei einer OD660 von 0,8 aus 
mikroaerob wachsenden Kulturen entnommen. 

 

3.4.4 Blaulichtsensitivität der Photosynthesegenexpression in der BLUF - Mutante 

R. sphaeroides App11 pRKappAY21F bzw. Y21C 

 

 Ein vollständiger Verlust der Blaulichtsensitivität konnte in den Austauschmutanten für 

das hochkonservierte Tyrosin 21 beobachtet werden. Diese Aminosäure ist, zusammen mit dem 

ebenfalls hochkonservierten Glutamin 63, hauptverantwortlich für den fast 30 min andauernden 

rot - shift im UV /  VIS - Spektrum des AppA -  Proteins nach Bestrahlung mit Blaulicht. Beide 

Aminosäuren sind zusammen für die Wasserstoffbrückenbindung mit dem N5 des FAD und somit 

für die Weiterleitung des Signals der Chromophore an das Protein verantwortlich. So konnte in 

vitro keinerlei Photozyklus nach Bestrahlung des Proteins mit Blaulicht festgestellt werden. 

 Kulturen der klonierten R.s. App11 pRKappAY21F - und App11 pRKappAY21C - Mutanten 

wurden zunächst ebenfalls mit 20 µmol m-2 s-1 Blaulicht bestrahlt und die auftretende 

Repression des puc - Operons untersucht (Abbildung 39). Es konnte dabei keinerlei Repression 

beobachtet werden. Stattdessen war nur ein etwa 50 %iger Anstieg der puc - Expression 

sichtbar, welcher jedoch bei der anschließenden Bestrahlung mit 1 µmol m-2 s-1 nicht mehr zu 

beobachten war. Damit zeigte das Protein nur bei 1 µmol m-2 s-1 das erwartete Ausbleiben des 

Photozyklus und die stärkere Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 zeigte, statt der im Wildtyp 

messbaren Repression der Photosynthesegene, einen leichten Anstieg der Genexpression. Ob 

der Aminosäureaustausch des Tyrosins zu Phenylalanin oder Cystein erfolgte, machte keinen 

Unterschied. 
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Abbildung 39 : Vergleich der Inhibition der puc - Expression in R. sphaeroides App11 pRKappAY21F 
und pRKappAY21C zu R. sphaeroides App11 p484-Nco5 in Abhängigkeit von der Blaulichtintensität 
mittels Northern blot. Zur Ermittlung der in vivo - Sensitivität des AppA - Proteins wurden die 
semiaeroben Kulturen mit abnehmenden Blaulichtintensitäten bestrahlt, Proben vor und eine Stunde 
nach der Bestrahlung genommen, die RNA isoliert und ein Northern blot mit einer puc - und einer 14S 
rRNA - spezifischen Sonde durchgeführt (A). Die phosphoimaging - Signale wurden anschließend 
quantifiziert. Die prozentuale puc Repression in R. sphaeroides App11 pRKappAY21F bzw. 
pRKappAY21C, in Abhängigkeit von der Lichtintensität (B), errechnet sich aus den Ratios der mRNA -
 levels der bestrahlten Kulturen im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die rRNA -
 Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand von Formel 3 (siehe 
Abschnitt 2.4.13) errechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximalen Abweichungen von zwei 
unabhängigen Experimenten. Zum Vergleich sind außerdem die Inhibitionswerte des 
plasmidexprimierten Wildtypproteins von p484-Nco5 mit aufgeführt (Abbildung 36). 

 

 Ein vergleichbarer Anstieg der puc - Expression konnte unter anaeroben Bedingungen 

beobachten werden (Abschnitt 3.1.1). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob ein ähnlicher 

Effekt wie im Wildtyp ebenfalls nachweisbar ist, wenn die gesamte BLUF - Domäne am Protein 

nicht mehr vorhanden ist (App11 p484 - bŎƻрɲb (Gomelsky und Kaplan, 1995)). Damit geht die 

Lichtregulation durch das AppA - Protein vollständig verloren, während die Expression der 

Photosynthesegene gleichzeitig noch durch die Bindung von PpsR an den C - Terminus 

ermöglicht ist. Dieser Anstieg wird unter anaeroben Bedingungen durch PrrA /  PrrB verursacht. 

Dieser ebenfalls lichtabhängige Effekt ist normalerweise unter semiaeroben Bedingungen nicht 

sichtbar, da die Bestrahlung mit Blaulicht AppA von PpsR löst und so die Expression der 

Photosynthesegene vollständig zum Erliegen kommt. Die Expression des puc - Operons wurde 

nach Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 im Wildtyp 2.4.1 und der BLUF - Domänen - Mutante App11 

p484 - bŎƻрɲb ǾŜǊƎƭƛŎƘŜƴ ǳƴd es wurde untersucht, ob und für wie lange ein vergleichbarer 

Anstieg der Expression auch unter semiaeroben Bedingungen in dieser Mutante sichtbar war 

(Abbildung 40). 
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Abbildung 40 : Vergleich der Inhibition der puc - Expression in R. sphaeroides 2.4.1 und App11 
p484-Nco5ɲb in Abhängigkeit von der Zeit mittels Northern blot. Zur Ermittlung der puc Repression 
wurden die semiaeroben Kulturen ab dem Zeitpunkt t0 mit 20 µmol m-2 s-1 Blaulicht bestrahlt, Proben 
zu den angegebenen Zeitpunkten genommen, die RNA isoliert und ein Northern blot mit einer puc -
und einer 14S rRNA - spezifischen Sonde durchgeführt (A). Die phosphoimaging Signale wurden 
anschließend quantifiziert. Die prozentuale puc Repression in R. sphaeroides 2.4.1 und App11 p484-
bŎƻрɲb, in Abhängigkeit von der Zeit (B), errechnet sich aus den Ratios der mRNA - levels der 
bestrahlten Kulturen im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die rRNA -
 Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand von Formel 3 (siehe 
Abschnitt 2.4.13) errechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximalen Abweichungen von zwei 
unabhängigen Experimenten. 

 Die Bestrahlung des plasmidexprimierten AppA - Proteins ohne BLUF - Domäne mit 

20 µmol m-2 s-1 zeigte einen Anstieg der puc - Expression auf etwa 40 % nach 30 min. Danach 

kam es zu einem stetigen Abnehmen der Expression bis nach 135 min fast keine Repression 

(>10 %) mehr nachweisbar war. Damit konnte in der Mutante mit vollständig fehlender BLUF -

 Domäne ein nahezu identisch starker Anstieg der Expression bei Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 

wie in den beiden Tyrosin 21 - Mutanten beobachtet werden. Im Vergleich dazu zeigt der 

Wildtyp eine gleichbleibend starke Repression des puc - Operons mit einer leichten Abnahme 

der puc - Repression zum Ende des Versuchszeitraums.  

 Da der gleiche Anstieg der puc - Expression nach Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1, der in 

den beiden Tyrosin 21 - Mutanten beobachtet wurde, auch in der AppA - Mutante mit dem 

plasmidexprimierten C - Terminus sichtbar war, kann davon ausgegangen werden, dass eine 

Mutation des Tyrosins 21 in vivo ebenfalls zu einem vollständigem Verlust der 

Blaulichtsensitivität des Proteins führt. 

 

3.4.5 Blaulichtsensitivität der Photosynthesegenexpression in der BLUF - Mutante 

R. sphaeroides App11 pRKappAW104F/Y21F 

 

 Bei den Genexpressionsanalysen der W104F /  Y21F - Doppelmutation wurde aufgrund 

der Ergebnisse der Tyrosin - Mutanten (Abschnitt 3.4.4) erwartet, dass diese in vivo keinerlei 

Einfluss auf die Photosynthesegenexpression hat, da ohne die maßgebliche Rolle des Tyrosin 21 

bei der Wasserstoffbrückenbildung mit dem FAD auch die Mutation im Tryptophan 104 keine 

Rolle hätte spielen sollen. Um den Effekt der Doppelmutation zu untersuchen, wurde die 
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Mutante, wie auch die anderen Mutanten, zunächst mit einer starken Dosis Blaulicht bestrahlt 

(20 µmol m-2 s-1) (Abbildung 41). Es konnte eine zum Wildtyp vergleichbare, starke Repression 

der puc - Expression beobachtet werden. Da die Tryosin 21 - Mutationen keinen direkten 

AppA /  PpsR - abhängigen Einfluss auf die Photosynthesegene nach der Bestrahlung mit Blaulicht 

zeigten, wäre dies auch für die Doppelmutante zu erwarten gewesen. Dass dieser Effekt auch 

nach Bestrahlung mit 1 µmol m-2 s-1 Blaulicht sichtbar war, zeigt außerdem, dass die 

Doppelmutante nicht die geringere Blaulichtsensitivität besitzt, die in der W104F - Mutante 

beobachtet werden konnte. 

Abbildung 41 : Vergleich der Inhibition der puc - Expression in R. sphaeroides App11 
pRKappAW104F/Y21F zu R. sphaeroides App11 p484-Nco5 in Abhängigkeit von der Blau- bzw. 
Grünlichtintensität mittels Northern blot. Zur Ermittlung der in vivo - Sensitivität des AppA - Proteins 
wurden die semiaeroben Kulturen mit abnehmenden Blau- und Grünlichtintensitäten bestrahlt, 
Proben vor und eine Stunde nach der Bestrahlung genommen, die RNA isoliert und ein Northern blot 
mit einer puc - und einer 14S rRNA - spezifischen Sonde durchgeführt (A). Die phosphoimaging 
Signale wurden anschließend quantifiziert. Die prozentuale puc Repression in R. sphaeroides 
pRKappAW104F/ Y21F, in Abhängigkeit von der Lichtintensität (B), errechnet sich aus den Ratios der 
mRNA - levels der bestrahlten Kulturen im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die 
rRNA - Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand von Formel 3 
(siehe Abschnitt 2.4.13) errechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximale Abweichungen von 
zwei unabhängigen Experimenten. Zum Vergleich sind außerdem die Inhibitionswerte des 
plasmidexprimierten Wildtypproteins von p484-Nco5 mit aufgeführt (Abbildung 36.) 

 Da in der Doppelmutante in vitro eine Anhäufung von Semichinon - FAD nachgewiesen 

werden konnte (Gauden et al., 2005; Gauden et al., 2007) und dieses ein Absorptionsmaximum 

bei 540 nm Grünlicht besitzen, wurde im Folgenden untersucht, ob die starke puc - Repression 

nicht über die Anregung dieser Nebenprodukte des Photozyklus stattgefunden haben könnte. 

Die Zellen wurde mit der gleichen Intensität an Grünlicht (Transmissionsspektrum des Filters, 

siehe Anhang Abbildung 74) bestrahlt, die auch für die Blaulichtanregung verwendet wurde. Es 

konnte jedoch keinerlei Effekt auf die Expression der Photosynthesegene beobachtet werden. 

 Um die im Northern blot gesammelten Daten zu bestätigen, wurden anschließend die 

Experimente wiederholt und mittels der sensitiveren real time RT - PCR die Expression des pucB -

 Gens quantifiziert (Abbildung 42). Es konnten alle im Northern blot ermittelten Daten bestätigt 
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werden. So zeigen das plasmidexprimierte Wildtypprotein und die Doppelmutante nach 

Bestrahlung mit 20 und 1 µmol m-2 s-1 eine vergleichbare Abnahme der Genexpression, während 

die Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 in den beiden Tyrosin 21 Mutanten erneut zu einem Anstieg 

der puc - Expression führte. Mittels real time RT - PCR konnte zudem die puc - Expression in der 

AppA - Mutante App11 mitbestimmt werden. Da in der AppA - Mutante das PpsR - Protein 

immer frei vorliegt, ist es nicht möglich, im Northern blot ein Signal für die Photosynthesegene 

nachzuweisen. In der App11 - Mutante war keine Veränderung in der Genexpression nach 

Bestrahlung mit Blaulicht sichtbar, wobei zu beobachten war, dass der ct - Wert, bei dem die 

Fluoreszenz in der Mutante den threshold in der real time RT - PCR überschreitet, um fast acht 

Zyklen höher ist (ca. 512x weniger Transkripte in der Mutante)   

 

 

Abbildung 42 : Bestimmung der Expressionslevel von pucB (RSP_0314) in semiaeroben 
R. sphaeroides App11 -, p484-Nco5 -, pRKappAY21F -, pRKappAY21C -, pRKappAW104F/Y21F -
 Kulturen nach Bestrahlung mit unterschiedlichen Blaulichtintensitäten mittels real time RT - PCR. 
Die Kulturen wurden semiaerob herangezogen und mit Blaulicht (450 nm) der angegebenen 
Intensität bestrahlt. Die Probenentnahme erfolgte 60 min nach Induktion der Kulturen mit dem 
Blaulicht. Mittelwerte mit Standardabweichung von drei Experimenten sind dargestellt. 

 

 Anhand der durchgeführten Blaulichtexperimente an den BLUF - Mutanten konnte 

gezeigt werden, dass die in vivo - Eigenschaften der Mutationen in den meisten Fällen mit den in 

vitro beobachteten Eigenschaften übereinstimmen. So konnte für die W104F - Mutation eine 

geringere Blaulichtsensitivität beobachtet werden, während die beiden Y21 - Mutationen keine 

AppA - abhängige Blaulichtregulation zeigten. Die einzige Ausnahme bildete die W104F/Y21F -

 Mutation, die in vivo eine hohe Blaulichtsensitivität zeigte, während in vitro ein, der Y21F/C 

vergleichbarer, Verlust des Photozyklus auftrat.  

 

3.5 Yeast - Two - Hybrid - Interaktionsstudien mit dem LOV - und dem 

CryB - Protein von R. sphaeroides 
 

 Neben dem AppA - Protein sind in den letzten Jahren zwei interessante 

Blaulichtrezeptoren in R. sphaeroides identifiziert worden. Zum einen das LOV - Protein 
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(Hendrischk et al., 2009b) und zum anderen das CryB - Protein (Hendrischk et al., 2009a). Sowohl 

das LOV - Protein als auch das CryB - Protein besitzen keine der üblicherweise zu findenden, C -

 terminalen Ausgangsdomänen was bedeutet, dass sie zwar das Lichtsignal aufnehmen können, 

aber gleichzeitig keine Möglichkeit haben es weiterzuleiten. Eine Alternative stellt dabei die 

direkte Interaktion mit einem anderen Protein dar, welches dann die Signaltransduktion 

übernimmt. Daher wurden über ein Yeast - Two - Hybrid - System Interaktionsstudien gegen 

beide Proteine durchgeführt. 

 

 Zur genaueren Eingrenzung der möglichen Funktionen des LOV - und CryB - Proteins 

wurde daher eine Genombibliothek mit chromosomaler DNA von R. sphaeroides 2.4.1 erstellt 

und anschließend mittels des MatchmakerTM (Clontech) Yeast - Two - Hybrid - Systems gegen 

beide Proteine gescreent. Dabei macht man sich zu Nutze, dass sich der eukaryotische GAL4 

Transkriptionsregulator von S. cerevisiae aus einer DNA-Bindedomäne (DNA - BD) und einer 

Aktivatordomäne (AD) zusammensetzt, welche nur bei physikalischer Nähe der beiden 

Untereinheiten einen transkriptionssteigernden Einfluss auf die Genexpression haben. Werden 

beide Domänen von zwei Vektoren in der Zelle coexprimiert, kommt es zu keiner Aktivierung der 

Genexpression. Es kann ein deutlicher Anstieg der Expression beobachtet werden, wenn beide 

Domänen nahe aneinander gebracht werden und somit die ursprüngliche Funktion des Proteins 

wiederhergestellt wird (Abbildung 43). Dies macht man sich im screening nach 

Interaktionspartnern mit dem Yeast - Two - Hybrid - System zu Nutze, indem das zu testende 

Protein (in unserem Fall LOV bzw. CryB), mit der DNA - Bindedomäne des GAL4 - Proteins 

fusioniert, exprimiert wird. Die Expression der Fragmente der Genombibliothek findet mit der 

Aktivatordomäne fusioniert statt. Nach einer Cotransformation beider Vektoren in eine Zelle 

kann die Interaktion des zu testenden Proteins mit dem Genprodukt des Fragmentes aus der 

Genombibliothek zu Aktivierung der Transkription des Reportergens führen, was wiederum ein 

Hinweis auf eine mögliche Interaktion ist. 

 Im Falle des MatchmakerTM Yeast - Two - Hybrid - Systems handelt es sich dabei um das 

lacZ - Protein, so dass die ß - Galaktosidase Aktivität als Maß der Stärke der Interaktion 

verwendet werden kann. Zudem stehen Gene für die Histidin-, Tryptophan und Adeninsynthese 

ebenfalls unter Kontrolle des GAL4 Promotors, so dass nur Zellen mit einer positiven Interaktion 

auf Selektionsplatten ohne diese Aminosäuren wachsen können. Die so positiv getesteten 

Genomfragmente in den Hefeklonen können anschließend sequenziert und die möglichen 

Interaktionspartner genau identifiziert werden.  

Abbildung 43 : Schematische Darstellung 
der Funktionsweise des Yeast - Two - 
Hybrid - Systems. Die Interaktion des 
Köderproteins (in diesem Fall LOV bzw. 
CryB) mit dem Beuteprotein (verschiedene 
Genprodukte aus der Genombibliothek) 
bringt die GAL4 - DNA - Bindedomäne 
(DNA - BD) in räumliche Nähe der GAL4 - 
Aktivatordomäne (AD) und aktiviert so die 
Expression des Reportergens. 

  

GAL - Promotor Reportergen

Köder

GAL4 - DNA - BD

Beute

GAL4 ςAD

Transkription
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 Während die Planung der Klonierungstrategie und die Betreuung eigenständig erfolgte, 

wurden Interaktionsassays und Klonierungen wurden von der technische Assistentin Kerstin 

Haberzettl durchgeführt. 

 

3.5.1 Untersuchungen zur direkten Interaktion von CryB mit bekannten 

 Regulatorproteinen  

 

 Für das CryB - Protein konnte eine direkte Wirkung auf die Expression der 

Photosynthesegene identifiziert werden (Hendrischk et al., 2009a). Daher wurde neben dem 

screening mit der Genombibliothek auch eine Interaktion mit bekannten Regulatorproteinen der 

Photosynthese untersucht. Dazu wurde direkt das gesamte Protein mit der Aktivatordomäne 

fusioniert und auf eine mögliche Bindung getestet. Während die durchgeführten Tests für eine 

Interaktion des PpsR - Proteins mit CryB keine Ergebnisse lieferten, wuchsen die Klone mit einer 

!ǇǇ! ŦǳǎƛƻƴƛŜǊǘŜƴ !ƪǘƛǾŀǘƻǊŘƻƳŅƴŜ ŀǳŦ ŀƭƭŜƴ {ŜƭŜƪǘƛƻƴǎƳŜŘƛŜƴ ǳƴŘ Ŝǎ ƪƻƴƴǘŜ ƛƳ ʲ -

 Galaktosidase - assay eine Aktivität von etwa 40 % der Positivkontrolle (SV40 gegen p53) erzielt 

werden (Abbildung 44). 

Abbildung 44 : ß - Galaktosidase - Aktivität der 
im Yeast - Two - Hybrid screening getesteten  
AppA - Klone. Die angegebenen ß - Galaktosidase 
Werte in Miller Units für die einzelnen 
Messungen errechnen sich aus den Mittelwerten 
der Aktivität aller getesteten Klone (6) und der 
maximalen Abweichung vom Mittelwert. Im 
Vergleich ist die Positivkontrolle (SV40 gegen p53) 
dargestellt (durchgeführt von Kerstin Haberzettl). 

 

 

3.5.2 MBP - und GST - tag pulldown Analysen zur Interaktion von AppA und CryB 

 

 Das Yeast - Two - Hybrid - System kann nur als erster Hinweis auf die Interaktion zweier 

Proteine interpretiert werden. Als nächster Schritt wurde über pulldown Analysen versucht, die 

Interaktion der beiden Proteine erneut zu zeigen. Dabei wird eines der Proteine an eine feste 

Matrix gebunden und mit Zelllysat inkubiert, welches den möglichen Interaktionspartner enthält. 

Nach mehreren Waschschritten wird das an die Matrix gebundene Protein eluiert und im 

Idealfall wird der Interaktionspartner ebenfalls in den Elutionsfraktionen zu finden sein. 

 Im Folgenden wurde das vollständige AppA - Protein, welches an das Maltose - Binde -

 Protein (MBP) fusioniert vorliegt (Braatsch, 2002), an Amylose - Agarose gebunden. Das 

Maltose - Binde - Protein erhöht zum einen die Löslichkeit des ansonsten unlöslichen AppA und 

wird zum anderen spezifisch durch die an die Agarose konjugierte Amylose angelagert. 

Anschließend wurde das gebundene AppA - Protein mit Zelllysat des R. sphaeroides CryB -

 Überexpressionsstamm (2.4.1 pRKpufcryB) inkubiert. Dieser enthält das vollständige CryB -

 Protein unter Kontrolle des sauerstoffabhängigen puf - Promotors (Konzer, 2008). Nach 
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mehreren Waschschritten wurde das AppA-MBP zusammen mit allen möglichen 

Interaktionspartnern von der Amylose - Agarose durch Zugabe eines Überschusses an Maltose 

verdrängt. Die Eluate wurden gesammelt und per Western blot auf das Vorhandensein von CryB 

untersucht (Abbildung 45). Neben der Interaktion mit dem MBP konjugierten AppA - Protein, 

wurde auch die Interaktion von CryB mit dem überexprimierten C - ¢ŜǊƳƛƴǳǎ Ǿƻƴ !ǇǇ! ό!ǇǇ!ɲb 

(Han, 2006)) untersucht, da dieser auch für die Interaktion mit PpsR ausreicht. Das Prinzip des 

pulldowns ist vergleichbar, wobei die Bindung des AppA - Proteins über Glutathion - Sepharose 

erfolgte. Zusätzlich wurden die Eluate auch per Western blot auf das Vorhandensein von LOV 

getestet, um eine mögliche unspezifische Bindung von Proteinen an die Amylose - Agarose 

auszuschließen. 

 Die durchgeführten Western blots konnten die im Yeast - Two - Hybrid - System gezeigte 

Interaktion von AppA und CryB bestätigen. So wurde, zusammen mit dem an die Amylose -

 Agarose gebundenen AppA - MBP, eine große Menge an CryB eluiert. Ein Western blot gegen 

das LOV Protein zeigte keine Coelution der beiden Proteine, weshalb keine unspezifische 

Interaktion des AppA - MBP- Proteins mit anderen Proteinen stattfindet. War kein AppA-MBP an 

die Agarose gebunden, konnte auch kein CryB coeluiert werden, was eine unspezifische Bindung 

des Proteins an die Agarose ausschließt. Der pulldown mit an Glutathion - Sepharose 

ƎŜōǳƴŘŜƴŜƴ !ǇǇ!ɲb ŦǸƘǊǘŜ ŜōŜƴŦŀƭƭǎ ȊǳƳ bŀŎƘǿŜƛǎ Ǿƻƴ /Ǌȅ. ƛƴ ŘŜƴ 9ƭǳŀǘŜƴΣ ǿŀǎ ŜƛƴŜƴ IƛƴǿŜƛǎ 

darauf gibt, dass der C - Terminus des Proteins für die Interaktion ausreicht. LOV wurde nicht 

gebunden und eine Interaktion zwischen AppA und dem LOV - Protein kann daher 

ausgeschlossen werden. 

Abbildung 45 : Western blot 
Analysen der mit AppA und CryB 
durchgeführten pulldown 
Experimente. Für die Western 
blots wurden 12 %ige SDS-Gele mit 
je 2 µl des Durchflusses (D), 35 µl 
der Waschschritte (W1-15), sowie 
35 µl der Elutionsschritte (E1-10) 
beladen. In den pulldown -
 Experimenten wurde an die 
Amylose -Agarose gebundenes 
AppA-MBP mit Zelllysat der CryB -
 Überexpressionsmutante (A und 
D) inkubiert. Als Negativkontrolle 
diente die Inkubation des CryB 
Zelllysates ohne vorheriges 
Beladen der Agarose mit AppA -
 MBP (B). Desweiteren wurde der 
C - ¢ŜǊƳƛƴǳǎ Ǿƻƴ !ǇǇ! ό!ǇǇ!ɲbύ 
ebenfalls mit dem Zelllysat der 

CryB - Überexpressionsmutante 
inkubiert (C). Ein polyklonaler 
Antikörper gegen CryB (anti CryB 
rabbit, A-C) bzw. LOV (anti LOV 
rabbit, D) diente als primärer 
Antikörper. Der Nachweis erfolgte 
über die Meerrettich Peroxidase.  
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3.5.3 Gel Retardations - assay zur Analyse der Interaktion von AppA und CryB 

 

 Eine Interaktion von AppA und CryB konnte sowohl mittels pulldown als auch im Yeast - 

Two - Hybrid - System nachgewiesen werden. Daher wurde als nächstes eine mögliche Wirkung 

des CryB - Proteins auf die Interaktion von AppA und PpsR bei der Regulation der Genaktivität 

untersucht. Es wurden Gel Retardations - assays mit der upstream Region des pucB Gens (siehe 

Anhang Abbildung 72) durchgeführt, da dieses durch AppA /  PpsR reguliert wird und eine starke 

PpsR - Bindung beobachtet werden kann. Man macht sich zu Nutze, dass die Zugabe von PpsR 

und somit dessen Bindung an die DNA zu einer verlangsamten Wanderung der DNA im Gel führt. 

Gibt man dann steigende Mengen AppA hinzu, bindet dieses das PpsR - Protein und die DNA 

liegt wieder frei vor und wandert wieder schneller im Gel (Abbildung 46). 

 
Abbildung 46 : Gel Retardations -
 assay zur Überprüfung der für 
einen Gelshift der upstream Region 
von puc benötigten Proteinmenge 
von PpsR und AppAɲbΦ Das 
verwendete 300bp DNA - Fragment 
upstream des Transkriptionsstart 
von pucB (RSP_0314) enthält eine 
tandem - Bindestelle für das PpsR -
 Protein. Es wurden 100 fmol des 
DNA Fragments pro Spur geladen. 
Anschließend wurden steigende 
Mengen PpsR (A) bzw. 
gleichbleibende Mengen PpsR und 
ŀƴǎǘŜƛƎŜƴŘŜ aŜƴƎŜƴ !ǇǇ!ɲb (B) 
hinzu gegeben und für 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Dabei 
erfolgten die Inkubation und der 
Gellauf in vollständiger Dunkelheit. 

 

 

 

 Die durchgeführten Gel Retardations - assays zeigen, dass der maximale shift der pucUp -

 Bande durch eine Konzentration von 1,2 µM erzielt werden konnte. Daher wurde diese 

Konzentration für die weiteren assays als Referenzmenge verwendet. In den pulldown - Analysen 

konnte gezeigt werden, dass der C - Terminus von AppA ausreicht, um die Interaktion zu 

gewährleisten, weshalb dieser in steigenden Mengen zu 1,2 µM PpsR gegeben wurde. Es konnte 

eine reversible WirkuƴƎ Ǿƻƴ !ǇǇ!ɲb ŀǳŦ ŘŜƴ shift der DNA beobachtet werden, die jedoch erst 

ab einer Konzentration von 0,75 µM einsetzte und bei der etwa gleichen Konzentration wie der 

des eingesetzten PpsR (1,25 µM) vollständig war. 

 

 Die Bindung von PpsR an die upstream Region von pucB, sowie die Interaktion mit AppA 

in vitro, konnte nachgewiesen werden und es wurde anschließend ein Überschuss an 

überexprimiertem CryB (Hendrischk et al., 2009a) hinzugegeben und der Gel Retardations -

PpsR 0 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2 µM

pucUp(300bp)

PpsR 1,2 0

AppAɲN 0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 0

pucUp(300bp)

µM

A

B
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 assay wiederholt. Die Inkubation der überexprimierten Proteine, sowie der Gellauf erfolgten 

dabei zum einen im Dunkeln und zum anderen bei 150 µmol m-2 s-1 Weißlicht (Abbildung 47). 

 

 Vergleicht man den Verlauf der Retardation der pucB upstream Region mit und ohne 

CryB, konnte weder bei Licht noch im Dunkeln ein deutlicher Unterschied durch die Zugabe des 

Cryptochroms festgestellt werden. Die Konzentrationen bei der, der durch PpsR induzierte shift 

ƛƳ DŜƭ ǾƻƭƭǎǘŅƴŘƛƎ ŘǳǊŎƘ !ǇǇ!ɲb ŀǳŦƎŜƘƻōŜƴ ǿƛǊŘΣ ƭŀƎ ŜǊƴŜǳǘ ōŜƛ ŜƛƴŜƳ ƭŜƛŎƘǘŜƴ «ōŜǊǎŎƘǳǎǎŜǎ 

und es wurde ein zur Negativkontrolle vergleichbarer Lauf der DNA im Gel erzeugt. 

Abbildung 47 : Gel Retardations -
 assay zur Analyse einer 
möglichen Wirkung von CryB auf 
den Gelshift der upstream Region 
von puc durch AppAɲb ǳƴŘ tǇǎwΦ 
Das verwendete 300bp DNA -
 Fragment upstream des 
Transkriptionsstart von pucB 
(RSP_0314) enthält eine tandem -
 Bindestelle für das PpsR - Protein. 
Es wurden 100 fmol des DNA 
Fragments pro Spur geladen. 
Anschließend wurden die in 
Abbildung 46 B ermittelten 
!ǇǇ!ɲb - und PpsR -
Konzentrationen für einen Gelshift 
hinzugegeben und für 30 min mit 
(rechts) und ohne (links) die 
angegebene Menge CryB inkubiert. 
Dabei erfolgten die Inkubation und 
der Gellauf bei 150 µmol m-2 s-1 
Weißlicht (A) oder in vollständiger 
Dunkelheit (B). 

  

  

 

 

 Jüngste Ergebnisse (Mank, 2009) konnten eine Beteiligung der kleinen regulatorischen 

RNA 2430 (RSs_2430) an der Expression der Photosynthesegenexpression nachweisen. Da ein 

genauer Mechanismus aber immer noch unbekannt ist, gleichzeitig für CryB jedoch eine hohe 

Affinität für die Bindung von RNA und einzelsträngiger DNA nachgewiesen werden konnte 

(Hendrischk et al., 2009a), wurde anschließend untersucht, ob die Zugabe von in vitro -

 Transkript der kleinen RNA dazu führt, dass das CryB - Protein einen Einfluss auf die Interaktion 

Ǿƻƴ !ǇǇ!ɲb ǳƴŘ tǇǎw ƘŀǘΦ 5ƛŜ Lƴƪǳōŀǘƛƻƴ ǳƴŘ ŘŜǊ DŜƭƭŀǳŦ ŜǊŦƻƭƎǘŜƴ ŘŀōŜƛ ōŜƛ 5ǳƴƪŜƭƘŜƛǘΣ Řŀ ƛƳ 

Licht gezeigt werden konnte, dass CryB zwar unspezifisch RNA bindet, jedoch keine stark 

strukturierte, wie z.B. die RSs_2430. Dabei wurden mehrere mögliche Kombinationen der 

Zugabe der einzelnen Komponenten des Gel - Retardations - assays getestet. Bei dem in 

Abbildung 48 dargestellten assay wurde zuerst RSs_2430, dann das CryB - Protein, dann AppA 

pucUp(300bp)

µM

PpsR 1,2 0 1,2 0 0

CryB 0 4 0 4

AppAɲN 0 0,40,81,2 1,6 0 0 0,40,81,2 1,6 0 0

A

pucUp(300bp)

µM

PpsR 1,2 0 1,2 0

CryB 0 4 0

AppAɲN 0 0,4 0,8 1,2 1,6 0 0 0,4 0,8 1,2 1,6 0

B
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und zuletzt PpsR hinzugegeben. Es wurde ebenfalls untersucht, ob es eine Auswirkung hat, wenn 

zuerst PpsR und AppA zur markierten DNA gegeben wurden und anschließend das CryB - Protein 

und die kleine RNA. Dabei konnte jedoch kein Unterschied festgestellt werden (Daten nicht 

gezeigt).  

Abbildung 48 : Gel Retardations - assay zur Analyse einer möglichen Wirkung von RSs_2430 und 
CryB auf den Gelshift der upstream Region von puc durch AppAɲb ǳƴŘ tǇǎwΦ Das verwendete 
300bp DNA - Fragment upstream des Transkriptionsstart von pucB (RSP_0314) enthält eine tandem -
 Bindestelle für das PpsR - Protein. Es wurden 30 fmol des DNA Fragments pro Spur geladen. Die 
zugegebenen Proteinmengen wurden leicht reduziert (vgl. Abbildung 47), um das Verhältnis von CryB 
zu RSs_2430 anzugleichen, und für 30 min mit (rechts) und ohne (links) die angegebene Menge 
RSs_2430 inkubiert. Dabei erfolgten die Inkubation und der Gellauf bei vollständiger Dunkelheit. 

 Die durchgeführten Gel Retardations - assays mit RSs_2430 konnten ebenfalls keinen 

9ŦŦŜƪǘ Ǿƻƴ /Ǌȅ. ŀǳŦ ŘƛŜ LƴǘŜǊŀƪǘƛƻƴ Ǿƻƴ !ǇǇ!ɲb ǳƴŘ tǇǎw ƴŀŎƘǿŜƛǎŜƴΦ 5ƛŜ ½ǳƎŀōŜ Ǿƻƴ !ǇǇ!ɲb 

führte zu einem identischen Rückgang des durch PpsR verursachten shift der pucB - upstream -

 DNA mit und ohne die kleine RNA. 

 Da unter keinen Bedingungen ein Einfluss des CryB - Proteins auf die Interaktion von 

AppA /  PpsR mit der pucB - upstream - DNA beobachtet werden konnte, muss davon 

ausgegangen werden, dass das CryB - Protein entweder keine direkte Wirkung auf das 

Zusammenspiel der beiden Proteine hat oder die gewählten in vitro - Bedingungen nicht die 

richtigen waren, um diese Wirkung sichtbar zu machen. 

 

3.5.4 Auswirkungen der Überexpression des CryB - Proteins auf das Wachstum und 

 die Pigmentbildung 

 

 Die Interaktionsstudien mit dem AppA - Protein zeigten zwar eine direkte Interaktion, 

führten aber zu keinen neuen Erkenntnissen zur genauen Regulation der Photosynthesegene 

durch das CryB - Protein. Daher wurden ebenfalls die bereits beschriebenen Auswirkungen des 

CryB - Proteins auf die Expression dieser Gene weiter untersucht. So war eine interessante 

Beobachtung, dass eine deutliche Verringerung der Gesamtzellspektren in einer CryB - Mutante 

όɲcryB) im Vergleich zum Wildtyp 2.4.1 festgestellt werden konnte. Eine Komplementation 

pucUp (300bp)

nM

PpsR 100 0 100 0

CryB 0 400 0 0 400 0

AppAɲN 0 0 30 60 90 120 0 0 0 30 60 90 120 0

RSs_2430 0 80
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(pRKcryB) des Proteins vom low copy - Plasmid pRK415 führte dabei nicht zu einer 

Wiederherstellung des Wildtypspektrums, sondern zu einer noch stärkeren Reduktion.  

 Da die höhere Kopienzahl von CryB scheinbar einen negativen Einfluss auf die Expression 

der Photosynthesegene hat, wurde daher untersucht, welchen Einfluss das Einbringen eines 

CryB - Überexpressionsvektors (pRKpufcryB) in die CryB - Mutante hat. Dieser 

Überexpressionsvektor exprimiert das cryB - Gen unter Kontrolle des sauerstoffabhängigen puf -

 Promotors (Konzer, 2008). Dieser sehr starke Promotor kann durch einen shift der Zellen von 

aeroben zu mikroaeroben Bedingungen aktiviert werden und zu einer, im Kontrast zur 

Komplementation, noch einmal deutlich höheren Expression führen.  

 Nach der Konjugation des Überexpressionsvektors in die CryB - Mutante fiel diese durch 

eine deutlich hellere Farbe auf. Verglich man anschließend die Gesamtzellspektren von Wildtyp, 

Mutante, Komplementation und Überexpression, zeigte sich in der Überexpression eine noch 

stärkere Reduktion der Photosynthesekomplexe als in der Komplementation (Abbildung 49). 

Abbildung 49 : Gesamtzell-
absorptionsspektren von 
R. sphaeroides нΦпΦмΣ ɲcryB, 
ɲcryB pRKcryB, ɲcryB 
pRKpufcryB nach Wachstum 
unter mikroaeroben 
Bedingungen. Proben wurden 
bei einer OD660 von 0,8 aus 
mikroaerob wachsenden 
Kulturen entnommen. 

  

 Gleichzeitig konnte, bei Betrachtung der Wachstumskurven der Kulturen beobachtet 

werden, dass der Überexpressionsstamm, bei Induktion des puf - Promotors, durch Heranziehen 

der Kulturen unter mikroaeroben Bedingungen, ein leicht verlangsamtes Wachstum aufwies. 

Rein aerob herangezogene Zellen wachsen schneller und erreichen eine höhere maximale OD660 

(Abbildung 50). Unterzog man die aeroben Kulturen nach der Hälfte des Versuchszeitraums 

einem shift zu mikroaeroben Bedingungen, stellten diese binnen einer Stunde nahezu das 

Wachstum ein und es kam sogar zu einem kleinen Abfall der OD660.  

Abbildung 50 : Vergleich des Wachstums der 
ɲcryB pRKpufcryB Mutante unter verschiedenen 
Sauerstoffbedingungen. Die Kulturen wurden zu 
Versuchsbeginn auf eine OD660 von 0,2 verdünnt 
und die OD660 über zehn Stunden gemessen. 
Dabei wurden aus der gleichen Ausgangskultur 
zwei aerobe Kulturen und eine mikroaerobe 
Kultur angeimpft. Eine der beiden aeroben 
Kulturen wurde im Versuchsverlauf nach der 
Hälfte der Versuchszeit (t5) auf aerobes 
Wachstum umgestellt. Beispielhafte Einzelwerte 
von insgesamt zwei Experimenten mit ähnlichen 
Ergebnissen sind dargestellt. 
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 Neben dem aeroben und mikroaeroben Wachstum wurden auch das anaerobe und 

phototrophe Wachstum untersucht. Unter diesen Bedingungen kam es jedoch zu keinem 

Wachstum der Kulturen. 

 Um nachzuweisen, inwiefern sich die Grundlevel an CryB in den Zellen unterscheiden, 

wurde anschließend ein Western blot gegen das Protein in Zelllysaten aller verwendeten 

Stämme durchgeführt (Abbildung 51). Dabei waren extrem hohe Mengen an Zelllysat nötig, um 

den Nachweis im Wildtyp bzw. der Komplementation zu ermöglichen. Daher wurden die 

Proteine vor dem Auftragen auf das Gel mit Trichloressigsäure gefällt.  

 

 

Abbildung 51 : Western blot von Zelllysaten verschiedener CryB exprimierender Stämme. Für den 
Western blot wurde ein 10 %iges SDS-Gel mit je 50 bzw. 500 µg Zelllysat von mikroaerob 
herangezogenen Kulturen beladen. Der Wildtyp in der ersten Spur entspricht dabei der 
Positivkontrolle und die CryB - aǳǘŀƴǘŜ ɲcryB in der zweiten Spur der Negativkontrolle. Ein 
polyklonaler Antikörper gegen CryB (anti CryB rabbit) diente als primärer Antikörper. Der 
Chemolumineszenznachweis erfolgte über den mit der Meerrettich Peroxidase konjugierten 
sekundären Antikörper (45 min Exposition). 

 

 Die Ergebnisse des Western blot zeigten deutlich, dass sich die Menge an CryB sehr stark 

zwischen den Stämmen unterscheidet. Im Wildtyp 2.4.1 konnte so gut wie kein Protein im 

Zellllysat nachgewiesen werden, selbst wenn man fast 500 µg Protein auf das Gel lud. In der 

Mutante konnte wie erwartet kein Protein nachgewiesen werden, während das level in der 

Komplementation deutlich höher lag. Das Überexpressionsplasmid im Wildtyp 2.4.1 und der 

CryB - Mutante sorgte für noch einmal deutlich größere Mengen an CryB. Hier ist das Signal 

sogar bei nur einem Zehntel des Ausgangszelllysats noch einmal deutlich stärker. 

 

 

 

 

 

500µg 50µg
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3.5.5 Auswirkungen der CryB - Überexpression auf die blaulicht- und 

sauerstoffabhängige Expression der Photosynthesegene 

 

 Da eine Interaktion zwischen AppA und CryB sowohl durch die pulldown - Analyse als 

auch im Yeast - Two - Hybrid - System in Abschnitt 3.5 nachgewiesen werden konnte, liegt ein 

Einfluss des CryB - Proteins auf die blaulichtabhängige Repression nahe. Aus diesem Grund 

wurde in der Mutante mit dem Überexpressionsplasmid anschließend die puc - Repression, in 

Abhängigkeit von der Zeit, nach Bestrahlung mit 20 µmol m-2 s-1 Blaulicht bestimmt 

(Abbildung 52). 

Abbildung 52 : Vergleich der puc - Expression in R. sphaeroides ɲcryB pRKpufcryB zum Wildtyp 
2.4.1 mittels Northern blot. Zur Ermittlung der puc - Expression wurden die semiaeroben Kulturen 
mit 20 µmol m-2 s-1 bestrahlt (A), Proben zu den angegebenen Zeitpunkten genommen, die RNA 
isoliert und ein Northern blot mit einer puc - und einer 14S rRNA - spezifischen Sonde durchgeführt. 
Die phosphoimaging Signale wurden anschließend quantifiziert. Die prozentuale puc Repression in 
R. sphaeroides ɲcryB pRKpufcryB bzw. dem Wildtyp 2.4.1 (B) errechnet sich aus den Ratios der 
mRNA - levels der bestrahlten Kulturen im Verhältnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die 
rRNA - Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand von Formel 3 
(siehe Abschnitt 2.4.13) errechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximalen Abweichungen 
von zwei unabhängigen Experimenten. Zum Vergleich sind außerdem die Inhibitionswerte des 
Wildtyps 2.4.1 mit aufgeführt (Abbildung 40). 

 

 In den Blaulichtbestrahlungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Kinetik der 

puc - Inhibition im Stamm ɲcryB pRKpufcryB ähnlich zum Wildtyp 2.4.1 verläuft, so dass hier 

nicht von einer direkten Wirkung des stark im Überschuss vorhandenen CryB auf die AppA /  PpsR 

abhängige Repression ausgegangen werden kann.  

A 
B 20 µmol m-2 s-1

Blaulicht

puc

14SrRNA

Dunkelkontrolle

min

Dunkel

puc

14SrRNA

min
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 Da ein Absinken der Sauerstoffkonzentration auf mikroaerobe Bedingungen scheinbar 

einen deutlichen Effekt auf das Wachstum der Zellen hat (vgl. Abbildung 50), wurde zudem der 

sauerstoffabhängige Anstieg der puc - Expression nach einem shift  von aeroben zu 

mikroaeroben Bedingungen im Wildtyp 2.4.1 und im ɲcryB pRKpufcryB - Überexpressionsstamm 

untersucht (Abbildung 53).  

Abbildung 53 : Vergleich der puc - Expression in R. sphaeroides ɲcryB pRKpufcryB zum Wildtyp 
2.4.1 mittels Northern blot. Zur Ermittlung der puc - Expression wurden die Kulturen bei einer OD660 
von 0,4 von aeroben zu mikroaeroben Bedingungen geshiftet (A), Proben zu den angegebenen 
Zeitpunkten genommen, die RNA isoliert und ein Northern blot mit einer puc - und einer 14S rRNA -
 spezifischen Sonde durchgeführt. Die phosphoimaging Signale wurden anschließend quantifiziert. 
Die prozentuale puc - Expression in R. sphaeroides ɲcryB pRKpufcryB bzw. dem Wildtyp 2.4.1 (B) 
errechnet sich aus den Ratios der mRNA - levels der Einzelzeitpunkte im Verhältnis zum Zeitpunkt t0, 
nachdem diese auf die rRNA - Ladekontrolle normalisiert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte 
und maximalen Abweichungen von zwei unabhängigen Experimenten.  

 Während im Wildtyp ein deutlicher, starker Anstieg der puc - Expression von zweifach 

nach 30 min auf über zehnfach nach 180 min sichtbar war, konnte im CryB -

 Überexpressionsstamm kein Anstieg nachgewiesen werden.  

 Es konnte beobachtet werden, dass die Menge an gebildeten CryB - Protein eine 

deutliche Auswirkung auf die synthetisierten Photosynthesekomplexe hat. In der 

Überexpressionsmutante konnte eine, im Vergleich zur Komplementation, nochmals stärkere 

Reduktion der Gesamtzellabsorptionsspektren beobachtet werden. Gleichzeitig war das 

mikroaerobe Wachstum gehemmt, während phototrophes und anaerobes Wachstum nicht 

möglich war und ein sauerstoffabhängiger Anstieg der Photosynthesegenexpression nicht mehr 

sichtbar war. 
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14SrRNA
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min
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3.5.6 Analyse einer möglichen Interaktion von LOV und CryB mit Proteinen der 

 Kapselbiosynthese 

 

 Wie in Abschnitt 3.5.1 bereits beschrieben, wurde mit Hilfe einer Genombibliothek von 

R. sphaeroides in einem Yeast - Two - Hybrid - screening nach möglichen Interaktionspartnern für 

das LOV - und CryB - Protein gesucht. Bei dem screening gegen die genomischen Sequenzen 

konnte für beide Proteine eine große Anzahl von Klonen mit Sequenzabschnitten identifiziert 

werden, die ebenfalls am Kohlenhydrat - Transport beteiligt sind. Vor dem Hintergrund der 

bemerkenswert großen Anzahl an Kohlenhydrat - Transporten und  - Syntheseproteinen, welche 

in den Transkriptomanalysen (siehe Abschnitt 3.6 und 3.7) identifiziert worden waren, wurden 

diese Interaktionspartner im Folgenden genauer untersucht. 

 Die Erstellung der Genombibliothek sowie das screening nach möglichen 

Interaktionspartnern erfolgten durch die technische Assistentin Kerstin Haberzettl. 

 

3.5.7 Identifikation möglicher Interaktionspartner aus der Kapselbiosynthese 

 

 Die Auswertung der Sequenzen ergab ein sehr häufiges Auftreten von 

Genombibliotheksklonen, die Sequenzenfragmente von Proteinen enthalten, welche wiederum 

homolog zu Kapselbiosynthese - Proteinen aus anderen Organismen sind. 

Abbildung 54 : ß - Galaktosidase - Aktivität 
der im Yeast - Two - Hybrid screening 
ermittelten GutQ und AglE Hefeklone. Die 
angegebenen ß - Galaktosidase Werte in 
Miller Units für die einzelnen Messungen 
errechnen sich aus den Mittelwerten der 
Aktivität aller getesteten Klone (GutQ 8; AglE 
12) und der maximalen Abweichung vom 
Mittelwert. Im Vergleich sind die jeweiligen 
Positivkontrollen (SV40 gegen p53) 
dargestellt (durchgeführt von Kerstin 
Haberzettl). 

 Ein möglicher Interaktionspartner fiel dadurch auf, dass er sowohl für LOV, als auch für 

CryB eine sehr hohe Anzahl an positiven Klonen ergab. Diese besaßen zudem auch eine relativ 

hohe ß - Galaktosidase - Aktivität. Dieses Protein, GutQ (RSP_1153), kodiert eine Zucker -

 Phosphat - Isomerase und besitzt konservierte Domänen zur Umwandlung des Pentose D -

 Ribulose 5 - Phosphat in A5P, einem Vorläufer des 3 - Desoxy - D - Manno - Octulosonat (Quelle: 

NCBI - conserved domains). Dieser Zucker ist integraler Bestandteil verschiedener Glycolipide, 

welche die Oberfläche der äußeren Membran von gramnegativen Bakterien bedecken, wie z.B. 

Lipopolysaccharide und viele 2 K - Antigen Kapseln (Simpson et al., 1996; Bateman, 1997). Die 

Auswertung der ß - Galaktosidase assays von insgesamt acht nicht identischer Klonen ergab 

dabei eine Aktivität von etwa 14 % der gleichzeitig durchgeführten Positivkontrolle (SV40 gegen 

p53) (Abbildung 54).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=73104
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 Der häufigste nachzuweisende Interaktionspartner für das CryB - Protein war das AglE -

 Protein (RSP_2873), welches die periplasmatische Komponente eines ABC -Zuckertransporters 

kodiert (Quelle: NCBI - conserved domains) und zudem eine LysR - Bindedomäne (Quelle: NCBI -

 conserved domains). Beide Domänen spielen eine große Rolle im Transport und der Bindung von 

verschiedenen Zuckerverbindungen (z.B. dem Kapselzucker Maltodextran (Overduin et al., 

1988)) außerhalb der Zelle. Für 12 nicht identische Hefeklone, die im screening für dieses Protein 

identifiziert wurden, konnte eine ß -Galaktosidase - Aktivität von 29 % der gleichzeitig 

durchgeführten Positivkontrolle (SV40 gegen p53) (Abbildung 54) gemessen werden. 

 

3.5.8 Nachweis der Kapselsynthese durch verschiedene Kapselfärbungen 

 

 Die Interaktionsstudien im Yeast - Two - Hybrid - screening und die große Anzahl an 

Zuckertransportern, welche in den Transkriptomanalysen identifiziert werden konnten, legten 

eine mögliche Rolle der Blaulichtrezeptoren bei der Kapselsynthese nahe. Es wurde aus diesem 

Grund zunächst die Kapsel von verschiedenen R. sphaeroides Stämmen nach Kapselfärbungen 

untersucht. Dabei wurden die Zellen in einer Tuschelösung aufgenommen, getrocknet und 

anschließend mikroskopiert. Zudem wurden die Zellen auch in flüssiger Tuschelösung 

mikroskopiert und eine spezielle Kapselfärbung nach Maneval durchgeführt ( Abbildung 55). Es 

wurden der R. sphaeroides Wildtyp 2.4.1, ɲcry - Mutante ǳƴŘ ŘƛŜ ɲlov - Mutante mit zwei R. 

capsulatus Stämmen verglichen, von denen der Stamm 37b4 keine Kapsel bildet, während der 

Stamm B10 eine deutliche Kapselbildung besitzt. Als zusätzliche Positivkontrolle wurden die 

Kapselfärbungen ebenfalls mit ŘŜƳ ʴ - Proteobakterium Azotobacter sp. durchgeführt, welches 

ebenfalls als starker Kapselbilder bekannt ist (Murray et al., 1984). 

 Abbildung 55 : Mikroskopische 
Aufnahmen (1000x; Ölimmersion) 
von Flüssigkulturen bzw. Kolonien 
von Platte, sowie Kapselfärbungen 
mit Tusche bzw. nach Maneval von 
Rhodobacter - Stämmen bzw. von 
Azotobacter sp. Dargestellt sind 
Aufnahmen von Zellen aus stationären 
Flüssigkulturen (Spalte 1), 
Einzelkolonien von Platte (Spalte 2) 
und getrockneter Tuschepräparate aus 
Einzelkolonien von Platte (Spalte 3). 
Zudem wurden Aufnahmen von nach 
Maneval gefärbten Zellen aus 
Einzelkolonien angefertigt (Spalte 4) 
und zuletzt wurden die Zellen von 
Platte in flüssiger, verdünnter Tusche 
direkt mikroskopiert (Spalte 5). Für 
Spalte 5 und 6 wurden die Aufnahmen 
digital vergrößert um mögliche 
Kapseln besser sichtbar zu machen. 

Flüssigkultur
Kolonievon 

Platte
Tusche

(getrocknet)
Maneval

(getrocknet)
Tusche
(flüssig)

R. sph.
2.4.1

R. sph.
ɲcry

R. sph.
ɲlov

R. caps.
37b4

R. caps.
B10

Az. sp.

1 µm 1 µm 1 µm 1 µm 1 µm

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=31839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=159422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=159422
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 Die Auswertung der Tuschefärbung an getrockneten Zellen führte zunächst zu keinem 

klaren Ergebnis. Bei keinem der Stämme konnte eine deutlich sichtbare Kapsel nachgewiesen 

werden, obwohl diese bei R. capsulatus B10 und Azotobacter sp. deutlich auffindbar hätte sein 

müssen. Die durchgeführte Maneval´sche Färbung, bei der die mit Fuchsin gefärbten, roten 

Zellen vor dem mit Kongorot blau gefärbten Hintergrund eine deutliche, lichtbrechende 

Umrandung besitzen müssten, führte zu dem gleichen Ergebnis. Eine Sichtbarmachung des 

Kapselmaterials war nur möglich, wenn die Zellen in einer Lösung aus drei Teilen Wasser und 

einem Teil Tusche aufgenommen wurden. Hier konnte für R. capsulatus B10 und Azotobacter sp. 

eine abgegrenzte, stark lichtbrechende Hülle gezeigt werden. Für die Stämme R. sphaeroides 

нΦпΦмΣ ɲlov ǳƴŘ ɲcryB, sowie für R. capsulatus 37b4 konnte mit dieser Methode aber keine 

Kapsel nachgewiesen werden. Die Zellen sind nicht sichtbar in der Tuschelösung. R. sphaeroides 

2.4.1 neigt dazu dichte Aggregate bei niedrigen OD660 (0,1 - 0,4) zu bilden. Diese wurden 

ebenfalls mikroskopiert (Daten nicht gezeigt), was ebenfalls mit keiner der Färbemethoden zum 

Nachweis einer Kapsel führte. 

 

3.5.9 Nachweis der Kapselsynthese durch Sedimentationsversuche 

 

Als zusätzlicher Nachweis für mögliche Unterschiede in der Kapselbildung wurden 

Sedimentationsversuche mit den Zellen durchgeführt, bei denen Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 

und ɲlov - Kulturen, sowie R. capsulatus B10 mit einer OD660 von 0,4 und 1 bei niedrigen g -

 Zahlen zentrifugiert wurden. Dem liegt die Beobachtung zu Grunde, dass Zellen mit einer dicken 

Kapselschicht schneller, aber nicht so kompakt sedimentieren wie Zellen ohne eine solche. Es ist 

bei stark kapselbildenden Zellen möglich die Sedimentation, nur durch Inkubation der 

stationären Zellen, ohne Schütteln sichtbar zu machen, da die schweren Zellen sich nach kurzer 

Zeit abzusetzen beginnen. Dies wurde ebenfalls für die verwendeten Stämme von R. sphaeroides 

durchgeführt, zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede nach 8, 16, 24 & 32 h Inkubation 

bei 32°C. Die Zellen wurden aus diesem Grund in den nun folgenden Experimenten bei niedrigen 

g - Zahlen zentrifugiert.  

Betrachtete man die Größe der Pellets nach der Zentrifugation (Abbildung 56), zeigte 

sich, dass nach 30 min bei 200 g noch keine deutlichen, sedimentierten Zellen sichtbar waren. 

Erst nachdem die Zellen bei 500 g sedimentiert wurden, erkannte man deutliche Pellets. Dabei 

konnte bei dem Kapselbildner R. capsulatus B10 bereits ein etwa doppelt so großes Pellet wie in 

den beiden anderen R. sphaeroides Stämmen nachgewiesen werden. Zudem war ein starker, 

undeutlicher rötlicher Zellschmier an der Innenwand des Glasröhrchens sichtbar, während dieser 

in 2.4.1 und ɲlov deutlich schwächer auftrat. Betrachtete man die sedimentierten Zellen nach 

1000 g, fiel das Pellet von R. capsulatus B10 zudem durch die sehr ungleichmäßige 

Oberflächenstruktur auf, während die R. sphaeroides - Stämme eine klar abgezeichnete Grenze 

besaßen. Erhöhte man die Zentrifugalkraft auf 2000 g, führte dies zum vollständigen Pelletieren 

der Zellen und es waren keine Unterschiede mehr sichtbar. Abschließend konnte zwischen den 

getesteten R. sphaeroides Stämmen kein deutlicher Unterschied in der Sedimentationsrate 

gezeigt werden. 
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Abbildung 56 : Untersuchung der Sedimentationsrate 
von verschiedenen R. sphaeroides Stämmen nach 
Erreichen der stationären Phase (OD660 > 1,0). Die Zellen 
wurden nach Erreichen der OD660 in ein 10 ml 
Zentrifugenglasröhrchen überführt und zunächst für je 
30 min bei den angegeben Erdschweren (g) zentrifugiert. 
Für die jeweiligen Zentrifugationen wurden jeweils 
frische Zellen verwendet und die Alten verworfen. 

  

 

 

 

 

3.6 Vergleich der Transkriptome von R. sphaeroides нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov nach 

mikroaerobem Wachstum 
 

Neben den Experimenten zur genaueren Funktion des CryB - Proteins wurde ebenfalls 

die Regulation durch das LOV - Protein weiter untersucht. Eine genaue Rolle des 

Blaulichtrezeptors in der Zelle war noch nicht bekannt und es bestanden nur wenige 

Anhaltspunkte für seine Funktion. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe von microarray - Genchips 

von Agilent eine Transkriptomanalyse durchgeführt, um einen Überblick über die Änderungen 

der RNA - level ȊǿƛǎŎƘŜƴ нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov zu bekommen. Die beiden Stämme wurden unter 

identischen Bedingungen herangezogen. Die erhaltenen microarray - Daten sollten einen ersten 

Aufschluss über die durch LOV regulierten Gene liefern. Es könnte zum einen eine direkte Rolle 

von LOV auf die Transkription, zum anderen aber auch eine indirekte Einflussnahme auf das 

Transkriptom über bereits bekannte Signaltransduktionswege, sichtbar werden. 

Es war kein kommerziell verfügbarer R. sphaeroides Transkriptom - chip erhältlich, 

weshalb der chip, mit Hilfe der frei verfügbaren Genomsequenz von R. sphaeroides und der 

eArray - software der Firma Agilent, erstellt wurde. Für das von der software durchgeführte 

alignment wurden insgesamt die Sequenzen von 4372 kodierenden ORFs, sowie die Sequenzen 

von  122 mittels pyrosequencing identifizierten sRNAs (Berghoff et al., 2009) hochgeladen. Die 

software erstellte daraufhin je drei Sonden mit 60 bp Länge gegen jede der hochgeladenen 

Sequenzen. Für einige zu kurze Sequenzen war die Erstellung von drei Sonden nicht möglich und 

es wurden nur eine bzw. zwei Sonden erstellt.  

Die für die microarray - Analyse verwendeten Kulturen wurden jeweils unter 

semiaeroben Bedingungen im Dunkeln inkubiert und anschließend bei einer festgelegten OD660 

geerntet. Diese wurde dabei so gewählt, dass die einzelnen Kulturen beider Stämme bereits eine 
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deutliche Färbung zeigen, um Änderungen an den Genen des Photosyntheseapparats deutlich 

nachvollziehen zu können. Die Zellen wurden zu Versuchsbeginn auf eine OD660 von 0,4 verdünnt 

und anschließend bis zu einer OD660 von 0,8 inkubiert. Unter diesen Bedingungen sollten 

zunächst grundsätzliche Unterschiede in den Transkriptleveln zwischen den beiden 

Rhodobacter - Stämmen sichtbar werden. Diese sollten als Grundlage für mögliche weitere 

Transkriptomanalysen dienen, welche z.B. mit blaulichtbestrahlten Kulturen durchgeführt 

werden könnten. Es wurden insgesamt sechs Experimente (biologische Replika) durchgeführt 

und von diesen anschließend je drei vereint, so dass für die Hybridisierung mit zwei microarray -

 chips zwei pools (technische Replika) verwendet wurden.  

Nach dem Ernten der Zellen wurde die Gesamt - RNA isoliert und auf DNA -

 Kontaminationen untersucht. Anschließend erfolgten Qualitätsprüfungen auf einem PAA -

 Harnstoffgel (Daten nicht gezeigt), um Degradierungen der RNA auszuschließen. Per real time 

RT - PCR (Abbildung 57) wurde ein gleichmäßiges Expressionslevel für zwei Transkripte 

sichergestellt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Expressionslevel von rpoZ und bchL  

zwischen den Replika nur geringfügig unterschieden. Die maximale Abweichung in der Zyklenzahl 

bei rpoZ betrug лΣнм ½ȅƪƭŜƴ ƛƴ ŘŜǊ нΦпΦм wb! ǳƴŘ лΣмф ½ȅƪƭŜƴ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov RNA. Für bchL wurde 

eine maximale Abweichung von 0,56 Zyklen in der 2.4.1 RNA festgestelltΣ ǿŅƘǊŜƴŘ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov 

RNA 0,37 Zyklen berechnet wurde. 

Abbildung 57: Quantifizierung 
des mRNA - levels der Gene 
rpoZ und bchL mittels real time 
RT - PCR für R.s. 2.4.1 und ɲlov. 
Der Graph zeigt die Zyklenzahl 
(ct Wert), bei der die relative 
Fluoreszenz der sechs 2.4.1 
(2.4.1 1-6ύ ǳƴŘ ŘŜǊ ǎŜŎƘǎ ɲlov 
όɲlov 1-6) - Kulturen den 
definierten Schwellenwert 
übschritt. 

 
Die genaue Behandlung der micoarray - Proben, das Labeln mit Cy3 und Cy5 und das 

Hybridisieren werden in Abschnitt 2.6 beschrieben. 
 

3.6.1 Aufbereitung der Rohdaten 

 
 Die Auswertung der erhaltenen micoarray - Rohdaten wurde mit Hilfe des bioconductor 

Pakets limma (Smyth, 2005) für die Statistiksoftware R durchgeführt. Als erstes 

Qualitätsmerkmal wurde ein MA - Plot der erhaltenen Daten durchgeführt. Dabei befindet sich 

auf der Ordinate der M - Wert, welcher die logarithmierte Ratio der Intensitäten von Cy3 und 

Cy5 für den jeweiligen spot auf dem array darstellt. 

 

Formel 5: M = [ log2 ( ) ] 
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Der A-Wert befindet sich auf der Abszisse und errechnet sich aus dem Mittelwert der 
logarithmierten Rohfluoreszenzwerte der beiden  Kanäle.  
 

Formel 6: A = [  (log2 Cy3 + log2 Cy5) ] 

 Durch den MA-Plot erhielt man einen groben Überblick über die Verteilung der hoch und 

herunter regulierten Gene und konnte eine erste Aussage über die Zuverlässigkeitsgrenze der 

erhaltenen Fluoreszenzwerte machen. Bei dem größten Teil der Gene veränderte sich die 

9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ȊǿƛǎŎƘŜƴ нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov nicht und es war zu erwarten, dass diese einen M - Wert von 

nahe 0 haben, da log2(1) = 0 ist. Gene deren Expression stark verändert war, wichen nach unten 

und oben ab. Der A -Wert ließ einen Rückschluss auf die relative Stärke der Fluoreszenz an 

einem bestimmten Datenpunkt zu. Da die Zuverlässigkeit des errechneten M - Wertes stark von 

der Stärke der Fluoreszenz abhing, war es erforderlich, beide im Zusammenhang zu betrachten, 

um eine Qualitätsaussage über die Daten des Arrays treffen zu können (Abbildung 58). 

 

Abbildung 58 : MA - Plot der Rohdaten für microarray 1 (links) und microarray 2 (rechts) von 2.4.1 
ƎŜƎŜƴ ɲlov. Die einzelnen Datenpunkte der beiden arrays sind jeweils anhand ihres  M - (Berechnung 
siehe Formel 5) und ihres A - Wertes (Berechnung siehe Formel 6) aufgetragen. 

Betrachtete man die Rohdaten auf den MA - Plots für die von uns durchgeführten 

microarrays, so fiel auf, dass diese zum Teil genau entlang eines M-Wertes von 0 verliefen. Dies 

war ein technisches Problem, welches durch die unterschiedlich starke Fluoreszenz der beiden 

Farbstoffe, den unterschiedlich starken Einbau in die DNA und Verunreinigungen auf dem slide 

entstehen kann. Da diese technischen Störfaktoren keinen Einfluss auf die tatsächliche 

statistische Auswertung der Daten nehmen sollte, wurden die Daten zunächst bereinigt. Die 

beiden gängigsten Verfahren zur Datenbereinigung sind eine Hintergrundkorrektur der 

Einzelwerte (Ritchie et al., 2007) und die LOWESS (locally weighted scatterplot smoothing) 

Normalisierung (Smyth und Speed, 2003) (Abbildung 59). 
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Abbildung 59 : MA - Plot der korrigierten Daten für microarray 1 (links) und microarray 2 (rechts) 
Ǿƻƴ нΦпΦм ƎŜƎŜƴ ɲlov. Die Einzelwerte sind zuerst einer Hintergrundkorrektur und anschließend einer 
LOWESS Normalisierung unterzogen worden. Die einzelnen Datenpunkte der beiden microarrays sind 
jeweils anhand ihres M - (Berechnung siehe Formel 5) und ihres A - Wertes (Berechnung siehe Formel 
6) aufgetragen. 

 Nach der Bereinigung der Rohwerte zeigten die Daten den erwarteten cluster um die 

Nulllinie. Auffallend war die diffuse Verteilung von Datenpunkten im MA-Plot von microarray 2. 

Hier lagen eine große Menge Datenpunkte im Bereich von M = 1,5 - 3 und A = 6 - 9,5 vor, die im 

microarray 1 nicht sichtbar waren. Diese ungleiche Verteilung der M - Werte ist durch den hohen 

Messfehler der Fluoreszenzwerte bei niedrigen Intensitäten begründet. In diesem Bereich sind 

die absoluten Fluoreszenzwerte so niedrig, so selbst kleine Fluoreszenzunterschiede, durch z.B. 

Verunreinigungen auf dem microarray oder ungleichmäßiges Hybridisieren bzw. Waschen, zu 

großen Veränderungen in der Ratio führen können. Für die statistische Auswertung wurden aus 

diesem Grund nur Messdaten mit einem A - Wert von > 9,5 einbezogen. Die Rohdaten der 

microarray - Analyse sind im Anhang Abschnitt 8.1 zu finden. 

 

3.6.2 Allgemeine Übersicht über die Transkriptomanalyse 

 

 Die Analyse der bereinigten Transkriptomdaten ergabΣ Řŀǎǎ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante, im 

Vergleich zum Wildtyp 2.4.1 insgesamt 227 (5,19 %) der 4372 Transkripte eine stark veränderte 

Expression zeigten (Abbildung 60). Von diesen wiesen 210 (4,80 %) eine erhöhte όwŀǘƛƻ җ 2; 

A җ 9,5) und nur 17 (0,38 %) eine erniedrigte Expression (Rŀǘƛƻ Җ 0,5; A җ 9,5) auf. Gene mit einer 

solch starken Änderung der Expression wurden für die nun folgenden Auswertungen in die 

Kategorie I eingeteilt. Bezog man weiterhin die weniger stark, aber dennoch signifikant 

verändert exprimierten Gene mit ein, vergrößerte sich die Zahl der Transkripte auf 643 (14,70 %) 

der gesamten Zielsequenzen. Von diesen wurden 381 (8,71 %) stärker (Ratio 2 - мΣтрΤ ! җ фΣрύ 

und 35 (0,80 %) schwächer exprimierte Gene (Ratio 0,57 - 0,5; A җ 9,5) mit einbezogen. Diese 

Gene wurden in den folgenden Schritten der Analyse als Kategorie II vermerkt, während Gene 

die keine signifikante Änderung zeigten in Kategorie III eingeteilt wurden. 
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Abbildung 60 : Überblick über den 
Anteil von Transkripten, welche im 
±ŜǊƎƭŜƛŎƘ Ǿƻƴ ɲlov zu 2.4.1 
differenziell exprimiert werden.  
Angegeben sind die prozentualen 
Anteile (%) der signifikant 
veränderten Transkripte an der  
Gesamtzahl der getesteten Gene 
und sRNAs. Dabei ist die 
Gesamtzahl für die Gene n = 4372 
und  für die sRNAs n = 122. 

 

 

 

Betrachtete man die allgemeine Verteilung für die Ratios der sRNAs auf dem microarray 

(Abbildung 60), zeigte sich, dass insgesamt 16 (12,58 %) der gesamten 122 sRNAs eine stark 

veränderte Expression (Kategorie I) besitzen (Abbildung 60). Davon stiegen 14 (11,29 %) in ihrer 

Expression in der Mutante an und 2 (1,61 %) zeigten verringerte Expressionslevel όwŀǘƛƻ Җ 0,5; 

A җ 9,5). Durch Einbeziehen der weniger stark differnziell exprimierten Transkripte konnte die 

Anzahl der differenziell regulierten sRNAs auf 28 (22,95 %) erhöht werden (Kategorie II). Dies 

erweiterte die Zahl um weitere 8 (6,50 %) stärker und 4 (3,51 %) schwächer exprimierte sRNAs. 

Um die Reproduzierbarkeit der erhaltenen Daten sicherzustellen, wurde von 

ausgewählten Genen die Expression per real time RT - PCR quantifiziert (Abbildung 61). Es 

ǿǳǊŘŜƴ Řŀǎ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante am stärksten höher exprimierte Gen RSP_1574, das am 

stärksten schwächer exprimierte Gen RSP_3539 und zuletzt ein unverändert exprimiertes Gen 

RSP_0288 (bchL) mit den erhaltenen Ratios der microarrays verglichen. Zusätzlich wurden einige 

höher - und schwächer exprimierte Gene stichprobenartig quantifiziert. Hierbei wurden die Gene 

RSP_1092 (rpoE), RSP_6158 / RSP_1556 (puc2AB) und RSP_6020 (feoA2) getestet. 

Abbildung 61 : Verifizierung der microarray -
 Daten mittels real time RT - PCR für die Gene 
RSP_1574, RSP_3539, bchL, rpoE, puc2AB  und 
feoA2. Vergleichend wird die errechnete Ratio 
όɲlov zu 2.4.1) zwischen den microarrays  und 
der real time RT - PCR für die einzelnen Gene 
dargestellt.  

 

 

 

  

 

 Die erhaltenen Ergebnisse der real time RT - PCRs für die getesteten Gene konnten die 

Änderungen der Genexpression, der microarrays ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante und dem Wildtyp 

nach mikroaerobem Wachstum bestätigen. Für die Gene, die eine deutlich schwächere 



Ergebnisse 

 

120 
 

Expression in der ɲlov - Mutante auf den microarrays zeigten (RSP_3539 und feoA2), konnte 

diese ebenfalls mittels real time RT - PCR nachgewiesen werden. Die errechneten Ratios aus der 

RT - PCR waren dabei etwas höher als jene der chips. Ein ähnliches Verhältnis konnte bei den 

Genen mit einer deutlich höheren Expression auf den microarrays (rpoE, puc2AB und RSP_1574) 

gezeigt werden. Diese Gene stiegen in der real time RT - PCR ebenfalls stark an, wenngleich auch 

mit einer höheren Ratio. Betrachtete man zuletzt die erhaltenen Ratios des auf den microarrays 

unveränderten bchL, konnte auch hier kein Unterschied zwischen den beiden Methoden 

nachgewiesen werden. Beide zeigten keinen Anstieg und keine Abnahme in den Ratios zwischen 

ɲlov und dem Wildtyp 2.4.1. 

 

3.6.3 Einfluss von LOV auf die Expression der Photosynthesegene  

 

Mit dem BLUF - Domänen - Protein AppA (Braatsch et al., 2002; Han et al., 2004) ist 

bereits seit einigen Jahren ein Blaulichtrezeptor bekannt, welcher einen großen Einfluss auf die 

Expression der Gene des Photosyntheseapparates nimmt. Kürzlich wurde ein Einfluss von CryB, 

welches als Cryptochrom Blaulicht wahrnimmt, auf die Pigmentbildung von Rhodobacter 

sphaeroides nachgewiesen (Hendrischk et al., 2009a). Für das LOV Protein konnte ein 

Photozyklus in vitro nachgewiesen werden (Hendrischk et al., 2009b), wobei die Funktion des 

Proteins in vivo immer noch unklar ist. 

 

Bei der Auswertung der microarray-Daten zeigte sich ein deutlicher Einfluss auf die 

Photosynthesegene durch das LOV - Protein. Es war bei einem Teil der Gene eine deutliche 

Zunahme der Transkriptmenge zu beobachten (Tabelle 4). Mit pucBAC (RSP_6256 und RSP_0314 

- RSP_0315) und puc2BA (RSP_6158 und RSP_1556) waren alle Transkripte der Proteine des 

LHC II deutlich stärker exprimiert (Kategorie I). Gleichzeitig konnte bei einem Teil der 

Transkripte, welche für die Bacteriochlorophyll - und Carotinoidbiosynthese nötig sind, ebenfalls 

ein höheres Expressionslevel beobachtet werden. Bei den stärker exprimierten Transkripten 

(Kategorie I & II) fand man das bchODI ς Operon (RSP_0275 - 0273) für die 

Bacteriochlorophyllbiosynthese, sowie mit crtA (RSP_0272) Gene der Carotinoidbiosynthese. Die 

hinter crtA im crtAIB ς Operon befindlichen crtI (RSP_0270) - und crtB (RSP_0270) - Gene zeigten 

mit einer Ratio zwischen 1 und 1,5 (Kategorie III) keine Änderung. Die Genprodukte des 

pufQBALMX ς Operons (RSP_0259 - 0255 und RSP_6108 - 6109), welches die Proteinbestandteile 

des RC und des LHC I kodiert, waren mit der Ausnahme von pufQ, pufL und pufX, kaum stärker 

exprimiert (Kategorie II & III). 

Verglich man die Ratios der anderen Operons des photosynthetischen Genclusters von 

R. sphaeroides, zeigten diese keine Änderungen in ihren Transkriptleveln (Kategorie III). So war 

eine Ratio von circa eins für die Transkripte des bchMLHBNF - Operons (RSP_0289 - 0284), des 

bchCXYZ - Operons (RSP_0263 - 0263), des bchEJG - Operons (RSP_0281 - 0279) und des 

crtCDEF - Operons (RSP_0267 - 0264) nachweisbar. Die einzige Ausnahme bildete hier bchI und 

bchJ, welche ebenfalls eine deutlich höhere Expression in der Mutante zeigte (Kategorie I).  
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Es waren keine signifikanten Änderungen der Transkriptmenge für die 

Photosynthesegenregulatoren AppA (RSP_1565), PpsR (RSP_0282), CryB (RSP_3077) und PrrA 

(RSP_1518) messbar. 

 

Tabelle 4 : Relative Expressionslevel ŘŜǊ tƘƻǘƻǎȅƴǘƘŜǎŜƎŜƴŜ ƛƴ ɲlov im Vergleich zu 2.4.1. 
Vergleichend sind alle Gene angeführt, die an der Synthese und Regulation des 
Photosyntheseapparates beteiligt sind. Die Gene wurden dabei nach ihrer Funktion und ihrer 
Kategorie unterteilt. Für die errechneten Ratios wurden die Einzelratios aller vorhandenen (eins bis 
drei) Sonden der jeweiligen Gensequenz verwendet und ihre Mittelwerte berechnet (Rohdaten: 
siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

Gennummer  
(RSP) 

Relative Veränderung in 
ɲlov zu 2.4.1 (Ratio) 

Annotation / funktionelle 
Beschreibung 

Pigmentbindendene Proteine des Lichtsammelkomplexes II 

Kategorie I 

RSP_6256 + 3,0 pucA, LHCII alpha - Untereinheit 
RSP_0314 + 2,4 pucB, LHC II beta - Untereinheit 
RSP_0315 + 2,0 pucC  
RSP_6158 + 2,2 puc2A, LHCII alpha - Untereinheit 
RSP_1556 + 2,6 puc2B, LHCII beta  - Untereinheit 

Pigmentbindendene Proteine des Lichtsammelkomplexes I /  des Reaktionszentrums 

Kategorie II 

RSP_0255 + 1,9 pufX, Intrinsischer Faktor 
RSP_0257 + 1,8 pufL, Untereinheit RC L 
RSP_0259 + 1,8 pufQ 

Kategorie III 

RSP_0258 + 1,1 pufA, LHCI alpha - Untereinheit 
RSP_6108 + 1,1 pufB, LHCI beta - Untereinheit 
RSP_6109 + 1,4 pufK, Transkriptionsregulator K 
RSP_0256 + 1,5 pufM, Untereinheit RC M 
RSP_0291 + 1,6 puhA, RC H  

Bacteriochlorophyllbiosynthese 

Kategorie I 

RSP_0274 + 2,1 bchD, Magnesium Chelatase D 
RSP_0273 + 2,0 bchI, Magnesium Chelatase Chll 
RSP_1885 + 2,1 bchJ, BChl. Synthase J 

Kategorie II 

RSP_0275 + 1,8 bchO, Magnesium Chelatase O 

Kategorie III 

RSP_0289-0284 + 1 - 1,2 bchMLHBNF - Operon  
RSP_0281 - 1,2 bchE, Protoporphyrin - Synthese 
RSP_0279 + 1,2 bchG,  BChl.Synthase G 

RSP_0263-0260 + 1,0 - 1,2 bchCXYZ - Operon 

Carotinoidbiosynthese 

Kategorie I   

RSP_0272 + 2,1 crtA, Sphaeroiden Monooxygenase 

Kategorie III   

RSP_0271 +/-  1,0 crtI, Phytoen Dehydrogenase 
RSP_0270 + 1,4 crtB, Squalen / Phytoen Synthase 

RSP_0267-0264 + 1,0 - 1,4 crtCDEF - Operon 
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Um den Anstieg der pigmentbindenden Proteine des Photosyntheseapparates zu 

überprüfen, wurden Gesamtzellabsorptionsspektren von mikroaerob wachsenden Kulturen von 

нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov bei verschiedenen OD660 aufgenommen und verglichen (Abbildung 62).  

Abbildung 62 : Gesamtzellabsorptions-
spektren von R. sphaeroides 2.4.1 und 
ɲƭƻǾ nach Wachstum unter 
mikroaeroben Bedingungen. Proben 
wurden jeweils bei einer OD660 von 0,4, 
0,8 und 1,2 aus mikroaerob wachsenden 
Kulturen entnommen. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Bei den unter mikroaeroben Bedingungen erhaltenen Spektren war bei einer OD660 von 

0,4 kein Unterschied zwischen R. sphaeroides 2.4.1 und ɲlov sichtbar. Bei einer OD660 von 0,8 

konnte dagegen ein leichter Anstieg in der ɲlov - Mutante bei den relevanten peaks bei 

800 /  803, 850 und 870 nm festgestellt werden. Dieser war jedoch nach Erreichen der 

stationären Phase (OD660 = 1,2) nicht mehr sichtbar - hier wies 2.4.1 ein minimal höheres 

Spektrum auf. 

 

3.6.4 9ƛƴŦƭǳǎǎ Ǿƻƴ [h± ŀǳŦ ŘƛŜ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜǊ DŜƴŜ ŘŜǎ ˋE / ChrR Regulons 

  

 Die Expression der Photosynthesegene in R. sphaeroides wird eingeleitet, wenn der 

Sauerstoffpartialdruck der Umgebung niedrig ist. Dies dient vermutlich vor allem der 

Vermeidung von photooxidativem Stress in der Zelle, welcher durch das gleichzeitige 

Vorhandensein von Sauerstoff, Licht und photosynthetischen Pigmenten hervorgerufen wird. 

Eine besondere Rolle spielt dabei Singulettsauerstoff (1O2), welcher durch Energietransfer von 

angeregten photosynthetischen Pigmenten auf Sauerstoff entsteht (Rinalducci et al., 2004). Die 

transkriptionelle Antwort ŀǳŦ ŘƛŜǎŜ ǘƻȄƛǎŎƘŜ {ŀǳŜǊǎǘƻŦŦǎǇŜȊƛŜǎ ǿƛǊŘ ŘǳǊŎƘ ŘŜƴ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜƴ ˋ -

 CŀƪǘƻǊ ˋE reguliert (Braatsch et al., 2004; Anthony et al., 2005; Glaeser und Klug, 2005). 5ŀǎ ˋE -

Proteine der Photosynthesegenregulation 

Kategorie III   

RSP_1565 +/- 1,0 appA, Antirepressor von PpsR 
RSP_0282 + 1,2 ppsR, Photosynthesegenrepressor 
RSP_1518 - 1,1 prrA, response - Regulator 
RSP_3077 + 1,2 cryB, Cryptochrom   
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 Regulon wurde in den letzten Jahren ausführlich beschrieben (Dufour et al., 2008) und es 

kƻƴƴǘŜƴ ǿŜƛǘŜǊŜ ˋ - Faktoren, wie ̀ HI und ˋHII (Nuss et al., 2009) beschrieben werden, welche 

downstream Ǿƻƴ ˋE eine Rolle in der Stressantwort spielen. 

Bei der Auswertung der microarray Daten zeigte sich, dass sich unter den stärker 

ŜȄǇǊƛƳƛŜǊǘŜƴ DŜƴŜƴ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante viele Gene befinden, welche bereits in früheren 

{ǘǳŘƛŜƴ ŀƭǎ ˋE - abhängig beschrieben wurden (Tabelle 5). So war ein deutlich erhöhtes  

Expressionslevel (Kategorie I) für die mRNAs von ˋE und seinem Anti - ˋ - Faktor ChrR (RSP_ 1092 

uƴŘ млфоύ ǎƛŎƘǘōŀǊΦ 5ŜǊ ŀƴ ŘŜǊ {ƛƴƎǳƭŜǘǘǎŀǳŜǊǎǘƻŦŦŀƴǘǿƻǊǘ ōŜǘŜƛƭƛƎǘŜ ˋ - Faktor ̀ HII zeigte eine 

ŘŜǳǘƭƛŎƘ ƘǀƘŜǊŜ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ όYŀǘŜƎƻǊƛŜ LύΣ ǿŅƘǊŜƴŘ ŘŜǊ IƛǘȊŜǎŎƘƻŎƪ ˋ - Faktor ̀ HI lediglich einen 

schwachen Anstieg zeigte (Kategorie III).  

CǸǊ ŘƛŜ ˋE - abhängigen Gene phrA (RSP_2143), sowie RSP_1091-1090, RSP_3336 und 

RSP_1852 konnte ein deutlich erhöhtes Expressionslevel (Kategorie I) nachgewiesen werden, 

während RSP_6222, RSP_1089 und RSP_3424 in der Mutante in geringerem Maße stärker 

exprimiert waren (Kategorie II). CǸǊ ŜƛƴŜƴ ¢Ŝƛƭ ŘŜǊ DŜƴŜ ŘŜǎ ˋE-Regulons (cryB, RSP_2144, 

RSP_1409 und RSP_2389) wurde kein signifikanter Anstieg der Expression festgestellt (Kategorie 

III). 

 

Tabelle 5 : Relative Expressionslevel ŘŜǊ DŜƴŜ ŘŜǎ ˋE - wŜƎǳƭƻƴǎ ƛƴ ɲlov im Vergleich zu 2.4.1. 
Vergleichend ist ein Teil der bisher beschriebenen ˋE - abhängigen Gene angeführt. Die Gene wurden 
dabei nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie unterteilt. Für die errechneten Ratios wurden die 
Einzelratios aller vorhandenen (eins bis drei) Sonden der jeweiligen Gensequenz verwendet und ihr 
Mittelwert berechnet (Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

Gennummer  
(RSP) 

Relative Veränderung in 
ɲlov zu 2.4.1 (Ratio) 

Annotation / funktionelle 
Beschreibung 

ˋ - bzw. Anti - ̀  - CŀƪǘƻǊŜƴ ƛƴ !ōƘŅƴƎƛƎƪŜƛǘ Ǿƻƴ ˋE 

Kategorie I 

RSP_1092 + 2,4 rpoEΣ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜǊ ˋ - CŀƪǘƻǊ ˋE   
RSP_1093 + 2,6 chrR, Anti - ̀  - CŀƪǘƻǊ Ǿƻƴ ˋE 
RSP_0601 + 2,2 rpoH2Σ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜǊ ˋ - Faktor HII 

Kategorie III 

RSP_2410 + 1,6 rpoHI, alternativer ̀  - Faktor HI 

ˋE - abhängige Gene 

Kategorie I 

RSP_2143 + 2,2 phrA, DNA - Photolyase 
RSP_1090 + 2,3 Hypothetisches konserviertes Protein 
RSP_1091 + 2,7 Cyclobutan / Cyclopropan Synthase 
RSP_3336 + 2,3 ABC - Spermidin - Transporter  
RSP_1852 + 2,4 Hypothetisches Protein 

Kategorie II 

RSP_6222 + 1,8 Hypothetisches Protein 
RSP_1089 + 1,9 Zucker / Kationen - Symporter 
RSP_3424 + 1,9 Hypothetisches Protein 

Kategorie III 

RSP_2144 + 1,5 cfaS, Cyclopropan Synthase 
RSP_1409 + 1,7 Beta-Ig-H3 / Fasciclin 
RSP_2389 + 1,5 Glutathion - Peroxidase 
RSP_3077 + 1,2 cryB, Cryptochrom   
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 ¦Ƴ ŜƛƴŜƴ ƳǀƎƭƛŎƘŜƴ ½ǳǎŀƳƳŜƴƘŀƴƎ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜǊ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ǿƻƴ [h± ǳƴŘ ˋE zu zeigen, 

wurde mittels real time RT - PCR untersucht, ob die Expression von RSP_2228 (lov) abhängig von 

Singluettsauerstoff ist. Dazu wurde R. sphaeroides mit Starklicht (800 W m-2) bzw. Methylenblau 

und Starklicht ōŜƘŀƴŘŜƭǘΣ ǿŀǎ Ȋǳ ŜƛƴŜǊ ǎǘŀǊƪŜƴ LƴŘǳƪǘƛƻƴ Ǿƻƴ ˋE - abhängigen Genen führen 

sollte. Wie aus Abbildung 63 ersichtlich, zeigte RSP_2228 keinerlei signifikante Veränderung in 

seiner Expression durch Induktion von photooxidativem Stress, da das relative Expressionslevel 

bei etwa eins liegt. 

Abbildung 63 : Bestimmung der 
Expressionslevel von lov (RSP_2228) in 
R. sphaeroides 2.4.1 - Kulturen nach 
Behandlung mit Starklicht  und 0,05 µM 
Methylenblau (MB) mittels real time RT -
 PCR. Die Kulturen wurden aerob 
herangezogen und mit 800 W m-2 Weißlicht 
bzw. mit 0,05 µM Methylenblau und 
800 W m-2 Weißlicht bestrahlt. Die 
Probenentnahme erfolgte 30 min nach 
Induktion der Kulturen mit Methylenblau 
bzw. Starklicht. Die Mittelwerte mit 
Standardabweichung von drei Experimenten 
sind dargestellt. 

 

 Um eine mögliche höhere Sensitivität ŘŜǊ ɲlov - Mutante gegen photooxidativen Stress 

zu untersuchen, wurden anschließend Hemmhoftests durchgeführt, um die Überlebensraten von 

нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov zu vergleichen. Die Filterpapiere wurden mit Methylenblau (10 mM und 5 mM) 

zur Induktion von Singulettsauerstoffstress, und H2O2 (500 mM, 250 mM und 100 mM) zur 

Induktion Peroxidstress, behandelt. Für die Methylenblaubehandlung mit 10 mM wurde zudem 

ein Hemmhoftest im Dunkeln durchgeführt, um die toxische Wirkungen der Chemikalie mit 

einzubeziehen.  

 

Abbildung 64 : Auswertung der Hemmhoftests 
zur Bestimmung der Singulettsauerstoff -
 /  Wasserstoffperoxidresistenz in 
R. sphaeroides нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov. Angegeben ist 
die Größe der Hemmhöfe von beiden Stämmen 
nach Behandlung mit 10 und 5 mM 
Methylenblau (MB) bei gleichzeitiger 
Bestrahlung mit 85 µmol m-2 s-1. Die 
Dunkelkontrolle (D) wurde nicht mit Licht 
bestrahlt. Die Behandlung mit H2O2 erfolgte mit 
500, 250 und 100 mM. Der Hemmhofradius von 
je drei unabhängigen Experimenten wurde 
gemessen. Angegeben sind die Mittelwerte der 
Messungen und die maximalen Abweichungen 
von diesen. 
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 Die durchgeführten Hemmhoftests für R. sphaeroides нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov zeigten weder nach 

Behandlung mit Methylenblau, noch nach Behandlung mit H2O2 signifikante Unterschiede in der 

Größe ihrer Hemmhöfe. Es fiel auf, dass selbst hohe Konzentrationen von H2O2 nur zu sehr 

kleinen Hemmhöfen führen (unter 1 cm). 

 Eine direkte Regulation von RSP_ннну ŘǳǊŎƘ ˋE konnte unter den getesteten 

Bedingungen ausgeschlossen werden. Die große Zahl an beeinflussten Genen auf dem 

microarray ließ aber dennoch auf einen Zusammenhang zwischen dem LOV Protein und der 

Singulettsauerstoffantwort schließen. Aus diesem Grund wurde in den nun folgenden Versuchen 

Bedingungen ermittelt, unter welchen der Blaulichtrezeptor die größte !ǳǎǿƛǊƪǳƴƎ ŀǳŦ ŘƛŜ ˋE - 

Regulation hat. Dazu wurde ein bereits vorhandenes phrA::lacZ - Reporterkonstrukt (in 

pPHU234) verwendet, welches das lacZ - DŜƴ ǳƴǘŜǊ YƻƴǘǊƻƭƭŜ ŘŜǎ ˋE - abhängigen phrA -

 Promotors (RSP_2143) enthält (Hendrischk et al., 2007). Werden die Kulturen photooxidativem 

Stress ausgesetzt, führt dies zu einer messbaren Erhöhung der ß - Galaktosidase - Aktivität in den 

Zellen. Für die Versuche wurden Kulturen des Wildtyps 2.4.1 ǳƴŘ ŘŜǊ ɲlov - Mutante mit dem 

Reporterkonstrukt unter aeroben und mikroaeroben Bedingungen angezogen und anschließend 

auf eine OD660 von 0,2 verdünnt. Die Kulturen wurden mit und ohne Licht bzw. Methylenblau 

inkubiert und bei einer OD660 von 0,4 und 0,8 Proben entnommen. Zusätzlich wurden als 

Kontrolle die mit dem Reporterkonstrukt versehenen Stämme TF18, der ŀƭǎ ˋE /  ChrR - Mutante 

keine Induktion zeigen sollte, ǳƴŘ ɲchrR, welcher durch das Fehlen des Anti - ̀  - Faktors eine 

dauerhafte Induktion zeigen sollte, verwendet. Da auch ein Teil der Photosynthesegene durch 

die Deletion von lov betroffen war, wurde zudem die PUHA1 - Mutante, ein Stamm ohne 

intaktes photosynthetisches RC verwendet. 

Die durchgeführten ß-Galaktosidase - assays (Abbildung 65) zeigten bei aerobem 

Wachstum (A) und aerobem Wachstum mit Weißlicht (B) vergleichbare ß-Galaktosidaselevel. Der 

²ƛƭŘǘȅǇ нΦпΦмΣ ŘƛŜ ɲlov - Mutante und die Reaktionszentrumsmutante PUHA1 zeigten eine 

ähnliche ß-Galaktosidaseaktivität über den Versuchszeitraum. Vor Versuchbeginn war die 

Aktivität stets am höchsten und nach dem Verdünnen kam es zu einem leichten Absinken. Eine 

Ausnahme war der OD660 = 0,4 Wert der PUHA1 Mutante unter aeroben Bedingungen mit 

Bestrahlung (B), wo ein leichter Anstieg erfolgte. Die Aktivitätslevel in allen Stämmen waren 

jedoch ähnlich. Setzte man die Zellen unter mikroaeroben Bedingungen photooxidativem Stress 

aus (C), zeigte sich, dass der OD660 = 0,4 - Wert stets höher war als der OD660 = 0,2 - Wert, aber 

der letzte Messwert wieder abfiel. Unter diesen Bedingungen war kein signifikanter Unterschied 

sichtbar, mit Ausnahme des OD660 = 0,4 Wertes der PUHA1 - Mutante, welcher deutlich höher 

lag als in den anderen beiden Stämmen. Betrachtete man zuletzt die Kulturen bei aerobem 

Wachstum und Stressinduktion durch Weißlicht und Methylenblau (D), war eine deutliche 

Induktion in allen drei Stämmen sichtbar. Es zeigte sich, dass diese in 2.4.1 und der PUHA1 -

 Mutante stärker vorlag (Anstieg um ca. 40 %) ŀƭǎ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante (Anstieg um ca. 15 %). 

Vor allem die Induktion des OD660 = 0,4 - Wertes, war signifikant niedriger als in den anderen 

StämmenΦ 5ƛŜ YƻƴǘǊƻƭƭŜƴ ¢Cму ǳƴŘ ɲchrR verhielten sich unter allen Bedingungen ähnlich. Die 

aŜǎǎǳƴƎŜƴ ƛƴ ŘŜǊ ˋE /  ChrR - Mutante TF18 zeigten keine Induktion und, mit Ausnahme von 

aeroben Bedingungen mit Licht (B), eine stetige Abnahme der ß - Galaktosidaseaktivität. Die 

Messungen in der Anti - ̀  - Faktors - aǳǘŀƴǘŜ ɲchrR ergaben durch die konstitutive Aktivierung 

des Promotors extrem hohe Werte. 
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Abbildung 65 Υ .ŜǎǘƛƳƳǳƴƎ ŘŜǊ !ƪǘƛǾƛǘŅǘ ŘŜǎ ˋE - abhängigen phrA Promotors unter verschiedenen 
Wachstumsbedingungen in den Stämmen R. sphaeroides нΦпΦмΣ ɲlov, PUHA1, ¢Cму ǳƴŘ ɲchrR 
mittels eines ß - Galaktosidase - Reportkonstruktes. Für den Versuch wurden Zellen unter aeroben 
Bedingungen über Nacht herangezogen und anschließend auf eine OD660 = 0,2 verdünnt. Die 
Inkubation erfolgte weiter unter aeroben Bedingungen (A), unter aeroben Bedingungen mit 85 µmol 
m-2 s-1 Weißlicht (B), unter mikroaeroben Bedingungen mit 85 µmol m-2 s-1 Weißlicht und 0,05 µM 
Methylenblau (C) und unter aeroben Bedingungen mit 85 µmol m-2 s-1 Weißlicht und 0,05 µM 
Methylenblau (D). Die Probenentnahmen erfolgten bei einer OD660 von 0,4 und 0,8. Dargestellt sind 
die Mittelwerte mit der höchsten Abweichung aus zwei Experimenten. 

 

3.6.5 Weitere durch die LOV - Deletion beeinflusste Gene 

 

 9ƛƴŜ ǿŜƛǘŜǊŜ .ŜǘǊŀŎƘǘǳƴƎ ŘŜǊ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante regulierten Gene zeigte eine Reihe 

weiterer differenziell exprimierter Gene. Da diese keinem bekannten Regulon zugeordnet 

werden konnten, wurden sie nach ihrer Funktion unterteilt. Es wurden nur die Gene 

berücksichtigt, deren Ratios in Kategorie I (Ratio җ 2 oder Ratio Җ 0,5; A җ 9,5) fielen. Weiterhin 

wurden von den in Kategorie I befindlichen 227 stark durch die lov - Deletion beeinflussten 

Genen, 76 (33,5 %) aus der Auswertung ausgeschlossen werden, da es sich um hypothetische 

Proteine handelte. 

 Bei den verbleibenden Transkripten fiel die verhältnismäßig hohe Anzahl an Transporter -

 Proteinen auf, welche mit 21 Genen (9,25 %) fast ein Zehntel der stark unterschiedlich 

exprimierten Transkripte ausmachten (Tabelle 6). Die genaue Betrachtung ergab, dass ein Teil 

am Transport von Kohlenhydratverbindungen (RSP_2701, RSP_3948, RSP_3943, RSP_3501) und 

ein großer Teil an der Entgiftung der Zelle von Antibiotika bzw. antimikrobiellen Peptiden 

beteiligt ist (RSP_0229, RSP_0460, RSP_0461, RSP_1479, RSP_2700, RSP_3131, RSP_3250, 

RSP_3603, RSP_3318). Desweiteren waren drei Häm - Transporter unter den Proteinen der 

A B

C D
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Kategorie I zu finden (hmuS, ccmA, ccmc). Dies war vor allem vor dem Hintergrund der in der 

ɲlov - Mutante niedriger exprimierten Gene RSP_3539, RSP_3540 und RSP_1114, welche RTX - 

(repeats in toxin) hämolysinhomologe Proteine kodieren, interessant. 

Nur ein ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante schwächer exprimierter Transporter befand sich in 

Kategorie I - der Eisentransporter feoA2.  

 

Tabelle 6 : Relative Expressionslevel ŘŜǊ ŘƛŦŦŜǊŜƴȊƛŜƭƭ ŜȄǇǊƛƳƛŜǊǘŜƴ ¢ǊŀƴǎǇƻǊǘǇǊƻǘŜƛƴŜ ƛƴ ɲlov im 
Vergleich zu 2.4.1. Vergleichend sind alle annotierten Transportproteine der Kategorie I aufgeführt. 
Die Gene wurden dabei nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie unterteilt. Für die errechneten Ratios 
wurden die Einzelratios aller vorhandenen (eins bis drei) Sonden der jeweiligen Gensequenz 
verwendet und ihre Mittelwerte berechnet. Bei einer Ratio kleiner 1 wurde der negative Kehrwert 
berechnet um die Abnahme des Transkriptlevels besser zu veranschaulichen. (Rohdaten: siehe 
Anhang Abschnitt 8.1). 

Gennummer  
(RSP) 

Relative Veränderung in 
ɲlov zu 2.4.1 (Ratio) 

Annotation / funktionelle 
Beschreibung 

Transportproteine 

Kategorie I 

RSP_0008 + 2,9 DME Familie - Transp. 
RSP_0228 + 2,2 hmuS, putativer Häm - Transp. 
RSP_0229 + 2,4 multidrug efflux - Transp. 
RSP_0460 + 2,0 AcrB/AcrD/AcrF Kationen - Transp. 
RSP_0461 + 2,2 multidrug/Kationen - Transp.  
RSP_1479 + 2,0 Oppc, ABC Oligopeptid - Transp. 
RSP_1665 + 2,2 putativer RhtB Familie - Transp. 
RSP_1801 + 2,0 ccmA, ABC Häm - Transp. ATPase 
RSP_1803 + 2,1 ccmC, ABC Häm - Transp.  
RSP_1853 + 2,5 TrkH2, Kalium - Transp. H2 
RSP_1854 + 2,0 trkH3, Kalium - Transp. H3 
RSP_2602 +2,0 pstA, ABC Phosphat - Transp. 
RSP_2700 + 2,1 ABC Oligopeptid - Transp. 
RSP_2701 + 2,3 ABC Oligo/Disaccharid - Transp. 
RSP_3057 + 2,3 ABC Prolin/Glycin - Transp. 
RSP_3131 + 2,2 ABC Peptid - Transp. 
RSP_3159 + 2,2 ABC - Transp. ATPase  
RSP_3250 + 2,2 ABC Peptid - Transp.  
RSP_3318 + 2,0 acrB, Kationen/multidrug - Transp. 
RSP_3603 + 2,1 ABC efflux - Transp. 
RSP_3948 + 2,0 ABC Zucker - Transp. 
RSP_3943 + 2,2 ABC Zucker - Transp. 
RSP_3501 + 2,0 yurM, ABC Zucker - Transp. 
RSP_7385 + 2,5 Threonin efflux - Transp. 
RSP_6020 - 2,1 feoA2, Fe2+ - Transp. 

  

 Das mehrfache Auftreten von stärker exprimierten Genen ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante, welche 

am Molybdän - Transport bzw. der  - Cofaktor Synthese beteiligt sind (Tabelle 7), konnte 

beobachtet werden. Dies war im Zusammenhang mit den sehr deutlich in ɲlov höher 

exprimierten nif - Genen interessant, welche die Nitrogenase von R. sphaeroides kodieren.  
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 Von den nif - Genen wären die ersten Gene des Operons nifA (RSP_0547), nifB, 

RSP_0545, nifZ (RSP_0544), fixU (RSP_0543), RSP_0542 in Kategorie I einzuordnen, während die 

im nif - Operon folgenden Gene nifHDKEXQUSVWN in Kategorie II und III fallen würden. Die Gene 

waren jedoch nur schwach exprimiert und wurden daher durch ihren niedrigen A - Wert für die 

weitere Auswertung nicht beachtet. Die vom nif - Operon synthetisierten Proteine besitzen eine 

Verbindung zum Molybdänstoffwechsel, da dieses Übergangsmetall einen essentiellen Cofaktor 

für die durch die Gene synthetisierte Nitrogenase darstellt. Die in Tabelle 7 beschriebenen Gene 

liegen nur geringfügig über dem gesetzten threshold für den A - Wert von 9,5.  

 

Tabelle 7 : Relative Expressionslevel der am Molybdänstoffwechsel beteiligten und differenziell 
exprimierten Gene ƛƴ ɲlov im Vergleich zu 2.4.1. Vergleichend sind alle annotierten, am 
Molybdänstoffwechsel beteiligten Transkripte der Kategorie I angeführt. Die Gene wurden dabei 
nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie unterteilt. Für die errechneten Ratios wurden die Einzelratios 
aller vorhandenen (eins bis drei) Sonden der jeweiligen Gensequenz verwendet und ihre Mittelwerte 
berechnet (Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

Gennummer  
(RSP) 

Relative Veränderung in 
ɲlov zu 2.4.1 (Ratio) 

Annotation / funktionelle 
Beschreibung 

Molybdänstoffwechsel 

Kategorie I 

RSP_3872 + 2,4 Molybdän - Pterin - Bindeprotein 
RSP_3049 + 2,3 moeA, Molybdän Cofaktor - Synthase 
RSP_3050 + 2,1 Molybdän Cofaktor - Synthese 
RSP_0738 + 2,0 mobA, Molybdopterin - Synthase 
RSP_3869 + 3,3 modC, ABC Molybdän - Transporter 
RSP_0537 + 2,4 nifN, Molybdän - Eisen - Protein 
RSP_3868 + 2,2  ABC Molybdän - Transporter 

  

²Ŝƴƴ Ƴŀƴ ŘƛŜ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante deutlich schwächer exprimierten Gene betrachtete, fiel auf, 

dass hier eine große Anzahl von rRNA Genen (RSP_4294, RSP_4347, RSP_4395 und RSP_4355) in 

Kategorie I (Ratio Җ 0,5, A җ 9,5) fällt. Gleichzeitig war eine große Anzahl der Gene von 

ribosomalen Proteinen (RSP_1720-1723, RSP_0141, RSP_1730, RSP_1719, RSP_1701, RSP_1708) 

deutlich schwächer exprimiert, was darauf hinwies, dass die Translation durch das Fehlen von 

LOV gehemmt wurde (Tabelle 8). Würde man noch die in ɲlov schwächer exprimierten Gene der 

Kategorie II mit einbeziehen, hätte sich die Zahl der Gene für ribosomale Proteine noch deutlich 

erhöht (RSP_1700, RSP_1728, RSP_1717, RSP_3590, RSP_1733, RSP_1716, RSP_1729, RSP_0139, 

RSP_0140, RSP_1731, RSP_1709 und RSP_3820) und um mehrere Translations -

 Elongationsfaktoren (RSP_1714, RSP_1707 und RSP_ 2861) erweitert. In Kategorie II wären zwei 

schwächer exprimierte tRNA Gene aufgetaucht (RSP_4336 und RSP_ 4346). 
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Tabelle 8 : Relative Expressionslevel der an der Translation beteiligten und differenziell 
expǊƛƳƛŜǊǘŜƴ DŜƴŜ ƛƴ ɲlov im Vergleich zu 2.4.1. Vergleichend sind an der Translation beteiligte 
Gene der Kategorie I aufgeführt. Die Gene werden dabei nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie 
unterteilt. Für die errechneten Ratios wurden die Einzelratios aller vorhandenen (eins bis drei) 
Sonden der jeweiligen Gensequenz verwendet und ihre Mittelwerte berechnet. Bei einer Ratio 
kleiner 1 wurde der negative Kehrwert berechnet um die Abnahme des Transkriptlevels besser zu 
veranschaulichen (Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

Gennummer  
(RSP) 

Relative Veränderung in 
ɲlov zu 2.4.1 (Ratio) 

Annotation / funktionelle 
Beschreibung 

Translation 

Kategorie I 

RSP_4294 - 3,2 16S rRNA 
RSP_4347 - 3,2 16S rRNA 
RSP_4295 - 3,1 23S rRNA 
RSP_4355 - 2,5 23s rRNA 
RSP_1720 - 2,1 rpsS, ribosomales Protein S19 
RSP_1723 - 2,0 rpIP, 50S ribosomales Protein L16 
RSP_1722 - 2,0 rpsC, 30S ribosomales Protein S3  
RSP_1721 - 2,0 rpIV, 50S ribosomales Protein L22 
RSP_0141 - 2,1 ribosomales Protein L9 
RSP_1730 - 2,0 rpIF, 50S ribosomales Protein L6 
RSP_1719 - 2,0 rpIB, 50S ribosomales protein L2 
RSP_1701 - 2,0 rpIJ, Ribosomales Protein L2 
RSP_1708 - 2,0 rpsU, 30S ribosomales Protein S21 

 

3.6.6 Einfluss von LOV auf die Expression von sRNAs 

  
 Die Rolle von kleinen, regulatorischen RNAs (sRNAs) in der Genregulation ist in den 

letzten Jahren immer mehr in den Vordergrund getreten (Gottesman, 2005; Romby et al., 2006; 

Waters und Storz, 2009). Im Rahmen einer Kooperation mit der Gruppe von Jörg Vogel am Max -

 Planck - Institut für Infektionsbiologie (Berlin) wurden daher mittels 454 - pyrosequencing sRNAs 

in R. sphaeroides identifiziert, die nach (photo)oxidativem Stress besonders abundant in den 

Zellen sind (Berghoff et al., 2009). Um herauszufindenΣ ƻō ŘƛŜǎŜ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov -Mutante 

differenziell exprimiert sind, wurden gegen diese sRNA Sequenzen ebenfalls Sonden auf den 

microarrays erstellt. Es ȊŜƛƎǘŜ ǎƛŎƘΣ Řŀǎǎ ŜƛƴŜ ƎǊƻǖŜ ½ŀƘƭ Ǿƻƴ ǎwb!ǎ ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante 

differenziell im Vergleich zu 2.4.1 exprimiert wurden (Tabelle 9). 

Insgesamt konnten 16 stark regulierten sRNAs (Kategorie I) und sechs schwächer 

regulierte sRNAs (Kategorie II) identifiziert werden. Es fiel auf, dass nur zwei sRNAs in Kategorie I 

ƛƴ ɲlov schwächer und 14 stärker exprimiert waren, während in Kategorie II vier eine Ratio von 

kleiner 0,57 und sechs eine von größer als 1,75 hatten. 

 Betrachtete man nur die bereits in ihrer Funktion beschriebenen sRNAs, zeigte sich bei 

RSs_0019 eine deutlich höhere Expression und bei RSs_0682 eine schwächere Expression (beide 

Kategorie I) der Mutante im Vergleich zu 2.4.1. Für RSs_0680a konnte eine höhere Expression 

beobachtet werden (Kategorie II), während die Expression von RSs_2461 und RSs_1543 etwas 

weniger stark war (Kategorie III). Die an der Photosyntheseregulation beteiligte sRNA RSs_2430 
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(Mank, 2009) war in der ɲlov - Mutante mit einer Ratio von 2,9 eine der am stärksten höher 

exprimierten sRNAs. 

 

Tabelle 9 : Relative Expressionslevel ŘŜǊ ǎwb!ǎ ƛƴ ɲlov im Vergleich zu 2.4.1. Vergleichend sind die 
sRNAs der Kategorie I und II mit unbekannter Funktion aufgeführt, sowie alle mit bereits 
identifizierten Merkmalen. Die sRNAs wurden nach ihrer Kategorie und ihrer möglichen Funktion 
unterteilt. Für die errechneten Ratios wurden die Einzelratios aller vorhandenen (eins bis drei) 
Sonden der jeweiligen sRNA Sequenz verwendet und ihre Mittelwerte berechnet. Bei einer Ratio 
kleiner 1 wurde der negative Kehrwert berechnet, um die Abnahme des Transkriptlevels besser zu 
veranschaulichen (Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

sRNA Nummer  
(RSs) 

Relative Veränderung in 
ɲlov zu 2.4.1 (Ratio) 

funktionelle Beschreibung 

sRNAs mit Hinweisen auf eine mögliche Funktion 

Kategorie I 

RSs_0019 + 2,8 ˋE  - abhängig exprimierte sRNA 
RSs_0682 - 2,0 1O2 - abhängig prozessierte sRNA 
RSs_2430 + 2,9 Photosyntheseregulation 

Kategorie II 

RSs_0680a + 1,8 1O2 - und O-
2 - abhängige sRNA 

Kategorie III 

RSs_2461 + 1,7 Cotranskript mit OmpR 
RSs_1543 + 1,7 ˋHI

 /  ̀
HII

 - abhängige sRNA 

sRNAs ohne beschriebene Funktion 

Kategorie I 

RSs_2863 + 2,3 

Nach photooxidativem Stress 
angereichert 

 

RSs_0770 + 2,3 

RSs_0182 + 2,0 

RSs_0299 + 2,1 

RSs_0512 + 2,1 

RSs_0230 + 2,1  

RSs_1263 + 2,1 

RSs_1368 + 2,0 

RSs_1624 + 2,3 

RSs_0148 + 2,5 

RSs_1018 + 2,6 

RSs_0979 + 2,7 

RSs_2710 + 3,2 

RSs_0552 - 2,5 

Kategorie II 

RSs_1508 + 1,8 

Nach photooxidativem Stress 
angereichert 

 

RSs_0245 + 1,8 

RSs_2378 + 1,8 

RSs_0827 + 1,9 

RSs_0136 + 1,9 

RSs_0703 + 1,9 

RSs_2249 - 2,0 

RSs_0390 - 2,0 
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 Eine genauere Betrachtung der erhaltenen Fluoreszenzrohdaten ermöglichte eine 

Aussage über die relative Abundanz der getesteten sRNAs. Da für die microarrays direkt die aus 

den Zellen isolierte RNA mit Cy3 /  Cy5 markiert wurde, erhielt man durch die gemessene 

Fluoreszenz eine zuverlässige Aussage über die relative Häufigkeit der Ziele der einzelnen 

Sonden. Besaßen diese ein sehr hohes Fluoreszenzlevel, deutete dies auf eine sehr hohe 

Abundanz in der Zelle hin und man konnte vergleichend zu Bekannten, sehr stark exprimierten 

mRNAs (z.B. dem puf - oder puc - Operon), einen Überblick über die Abundanz der sRNA in den 

Zellen erhalten (Tabelle 10). 

 

Tabelle 10 : Zusammenfassung der relativen Fluoreszenzwerte (absolute Fluoreszenz minus dem 
Fluoreszenzhintergrund) für Cy3 / Cy5 für besonders abundante sRNAs aus dem pyrosequencing im 
Vergleich zu besonders stark exprimierten mRNAs. Vergleichend sind die Rohdaten der 
Fluoreszenzmittelwerte aus den einzelnen Sonden angegeben. Lagen dabei mehrere Sonden pro 
sRNA vor, wurde zunächst der Mittelwert aus den vorhandenen Einzelwerten gebildet. Zudem 
musste beachtet werden, dass die maximal messbare relative Fluoreszenz des Gerätes bei 65.000 lag, 
d.h. höhere Werte konnten nicht vorliegen. Es wurden jeweils die Mittelwerte aus den 
Fluoreszenzwerten der Einzelsonden berechnet (Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

 
Gennummer (RSP) bzw. sRNA - (RSs) 

Nummer 
 

 
Relative Fluoreszenz  

Cy3 (ɲlov) 

 
Relative Fluoreszenz  

Cy5 (2.4.1) 

Abundante mRNAs 

Kategorie I 

RSP_6256 (pucA) 29.000 16.000 

Kategorie II 

RSP_0257 (pufL) 12.000 6.500 

Kategorie III 

RSP_0258 (pufA) 25.500 23.000 

Abundante sRNAs (pyrosequencing) 

Kategorie I 

RSs_2430 65.000 23.000 
RSs_0770 20.000 8.500 
RSs_0680a 26.000 48.000 
RSs_0552 31.000 63.000 

Kategorie II 

RSs_0682 44.000 25.000 
RSs_0635 38.000 56.000 
RSs_2363 48.500 64.500 
RSs_0775 34.000 58.000 
RSs_2249 26.000 47.000 

Kategorie III 

RSs_2978 21.000 20.000 
RSs_2461 51.500 32.000 
RSs_1740 40.000 23.000 
RSs_1543 58.500 34.000 
RSs_1386 48.000 26.500 
RSs_0940 25.000 30.000 
RSs_0510 42.000 62.000 
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RSs_0504 57.000 52.500 
RSs_0442 59.500 58.000 

RSs_0422 (sense) 13.500 15.000 
RSs_0351 54.000 60.000 
RSs_0293 20.000 16.000 
RSs_0252 47.000 61.000 
RSs_0243 40.000 49.500 
RSs_0140 13.000 14.500 

antisense zu RSP_3837 (Hyp. Protein) 29.500 40.000 
antisense zu RSP_2351 (Hyp. Protein) 31.500 26.500 
antisense zu RSP_1198 (Hyp. Protein) 12.000 13.500 

  

 Verglich man zunächst nur die höchsten Fluoreszenzlevel für die mRNAs mit den 

höchsten der sRNAs, zeigte sich, dass einige der sRNAs deutlich höhere Fluoreszenzwerte 

besaßen und mit Werten nahe 65.000 sogar die Detektionsgrenze des Gerätes erreichten 

(RSs_2430, RSs_0552, RSs_2363, RSs_0351 und RSs_0510). Neben diesen Werten existierten 

noch eine große Anzahl, deren relative Fluoreszenz die der pigmentbindenden Proteine des 

Photosyntheseapparates um ungefähr das Doppelte überschritt (RSs_0635, RSs_0775, RSs_1543, 

RSs_0504 und RSs_0442). Die restlichen in Tabelle 10 erwähnten sRNAs zeigten vergleichbar 

hohe Fluoreszenzwerte wie die am stärksten exprimierten mRNAs in R. sphaeroides.  

 Neben den in intergenischen Regionen befindlichen kleinen RNAs fielen bei Betrachtung 

der Rohdaten auch einige sRNAs durch hohe Fluoreszenz auf, welche antisense zu bereits 

bekannten Genen lagen. Es handelte sich um antisense RNA zu RSP_3837, RSP_2351 und 

RSP_1198, welche alle hypothetische Proteine kodieren.  

 Von den sRNAs mit einer bereits beschriebenen Funktion fielen vor allem die 1O2 -

 abhängig prozessierte RSs_0682 und die an der Photosynthesegenregulation beteiligte 

RSs_2430 aus Kategorie I durch hohe Fluoreszenzwerte auf. In Kategorie II tauchte erneut die 1O2  

und O-
2 - abhängige sRNA RSs_0680a unter den besonders stark exprimierten sRNAs auf. Die 

ˋHI /  ̀ HII - abhängige sRNA RSs_1543 und die mit OmpR cotranskribierte RSs_2461 waren unter 

den besonders stark exprimierten sRNAs aus Kategorie III zu finden. 

 

3.7 Vergleich der Transkriptome von R. sphaeroides 2.4.1 und ɲlov nach 

Blaulichtbestrahlung und photooxidativem Stress 
 

 Der erste Test des selbst erstellten microarrays (Abschnitt 3.4) hatte auswertbare 

Ergebnisse geliefert und durch den Vergleich der Transkriptome unter mikroaerobem Wachstum 

konnten grundsätzliche Abweichungen in der Genexpression von der ɲlov - Mutante und dem 

Wildtyp gezeigt werden. Es wurden daher weitere Transkriptomanalysen unter spezifischeren 

Bedingungen durchgeführt. Die Zellen wurden zum einen mit Blaulicht bestrahlt, da bis zu 

diesem Zeitpunkt kein direkter lichtabhängiger Effekt des LOV Proteins beobachtet werde 

konnte, obwohl dieses in vitro einen blaulichtabhängigen Photozyklus zeigt (Hendrischk et al., 

2009b). Zum anderen wurde die Genexpression nach photooxidativem Stress untersucht, da die 

Auswertung der Transkriptome unter mikroaeroben Bedingungen eine stärkere Expression des 

ˋE - Regulons in der ɲlov - Mutante nachwies (Abschnitt 3.4.4). 
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 Die Kulturen des Wildtyps und der ɲlov - Mutante wurden zu Versuchsbeginn auf eine 

OD660 von 0,2 verdünnt und für die Blaulichtversuche anschließend unter semiaeroben 

Bedingungen (3,2 - 4 mg l-1 O2) bei 32°C bis zu einer OD660 von 0,4 wachsen gelassen. Die Zellen 

wurden daraufhin für eine Stunde mit 20 µmol m-2 s-1 Blaulicht bestrahlt und anschließend 

geerntet. Um die Zellen photooxidativem Stress auszusetzen wurden die Kulturen auf eine OD660 

von 0,2 verdünnt, mit 0,2 µM des Photosensibilisierers Methylenblau versetzt und anschließend 

unter Begasung mit Raumluft (< 8 mg l-1 O2), bis zu einer OD660 von 0,4 wachsen gelassen. Die 

Zellen wurden für 7 min mit 800 W m-1 weißem Starklicht bestrahlt, um photoxidativen Stress in 

der Kultur zu erzeugen. 

Abbildung 66 : Quantifizierung des 
mRNA - levels der Gene rpoZ und 
puc2AB / rpoE  mittels real time RT -
 PCR ŦǸǊ нΦпΦм ǳƴŘ ɲlov nach 
Blaulichtbestrahlung (A) und 
photooxidativem Stress (B). Der 
Graph zeigt die Zyklenzahl (ct Wert), 
bei der die relative Fluoreszenz der 
sechs 2.4.1 (2.4.1 1-6) - und der sechs 
ɲlov όɲlov 1-6) - Kulturen den 
definierten Schwellenwert 
überschritt. 

 

 

 

 

 

 

 

 Im Weiteren wurde mit der RNA genau wie für ersten microarray verfahren (Abschnitt 

3.2.1). Für alle durchgeführten Experimente wurde wieder eine real time RT - PCR durchgeführt 

(Abbildung 66), um ein gleichmäßiges Expressionslevel für je ein Transkript sicherzustellen, 

welches unter den gewählten Bedingungen einen starken Effekt zeigte. Für die mit 

blaulichtbestrahlten Kulturen wurde das Expressionslevel von puc quantifiziert, da dieses durch 

die Bestrahlung deutlich reduziert sein müsste. Als Kontrolle für das Expressionslevel in den mit 

Singulettsauerstoffstress behandelten Kulturen wurde rpoE όDŜƴ Ǿƻƴ ˋE) verwendet, da dieser 

nach 7 min Stress stark induziert sein sollte. Es konnten nur geringfügige Abweichungen in den 

Expressionsleveln von rpoZ (0,53 Zyklen für Blaulichtbestrahlung bzw. 0,83 Zyklen für 

photooxidativen Stress), puc2AB (1,58 Zyklen) und rpoE (1,97 Zyklen) gemessen werden. 

 

 Da durch einen von Bork Berghoff durchgeführten pulldown mit dem Hfq Protein von 

R. sphaeroides weitere sRNAs identifiziert werden konnten, wurde das design des microarray für 

die nun folgenden Analysen um weitere 22 sRNAs zu einer Gesamtzahl von 144 sRNAs erweitert. 

Zudem wurde der microarray vollständig mit Sonden gefüllt, so dass keine leeren spots mehr auf 

der Oberfläche des slides vorlagen, was zu einer Erhöhung der Gesamtsondenanzahl (mehr als 
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drei) für zufällige Gene führte. Es wurden keine neuen Sonden generiert, sondern nur Duplikate 

von bereits vorhandenen Sonden erstellt. 

 

3.7.1 Aufbereitung der Rohdaten 

 

 Für die erste Qualitätsabschätzung der eingescannten microarrays wurden wie bereits für 

den ersten chip zunächst ein MA-Plot (Abbildung 67) durchgeführt und anschließend die Werte 

gegen den Hintergrund korrigiert und nach LOWESS normalisiert (siehe Abschnitt : 3.4.1).  

 Nach der Normalisierung der Daten zeigten diese erneut den erwarteten cluster um die 

Nulllinie. Betrachtete man die MA-Plots fiel zuerst auf, dass vor allem nach Blaulichtbestrahlung 

mehr Gene einen negativen M-Wert, d.h. einen Wert < 0, besitzen. Dieser Effekt war auch unter 

photooxidativem Stress sichtbar, jedoch weniger stark. Auffällig war zudem die, im Vergleich 

zum ersten chip, stark nach rechts verschobene Verteilung der A - Werte, weshalb der threshold 

von 9,5 nicht mehr verwendet werden konnte. Dieser Unterschied lag in der Verwendung eines 

anderen scanners (Agilent DNA microarray scanner) begründet, was zu einer Verschiebung der 

gemessenen Rohfluoreszenzwerte führte. Da sich dadurch auch der Bereich in dem die 

Rohwerte noch zuverlässig sind, verschoben hat, wurden für die weitere Auswertung nur Sonden 

mit einem A - Wert von mindestens 12 mit einbezogen (Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1). 

Abbildung 67 : MA - Plot der korrigierten Daten für microarray 1 (links) und microarray 2 (rechts) 
Ǿƻƴ нΦпΦм ƎŜƎŜƴ ɲlov nach Blaulichtbestrahlung (A) und photooxidativem Stress (B). Die Einzelwerte 
sind zuerst einer Hintergrundkorrektur und anschließend einer LOWESS Normalisierung unterzogen 
worden. Die einzelnen Datenpunkte der beiden microarrays sind jeweils anhand ihres M - 
(Berechnung siehe Formel 5, Abschnitt 3.6.1) und ihres A - Wertes (Berechnung siehe Formel 6, 
Abschnitt 3.6.1) aufgetragen.  

A 

B 
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3.7.2 Allgemeine Übersicht über die Transkriptomanalyse 

 

 Die Analyse der bereinigten Transkriptomdaten (Abbildung 68) ergab, dass nach 

Blaulichtbestrahlung ƛƴ ŘŜǊ ɲlov - Mutante im Vergleich zum Wildtyp 2.4.1 insgesamt 305 

(6,98 %) der 4372 Gentranskripte eine stark veränderte Expression zeigten (Kategorie 1). Von 

diesen besaßen 225 (5,15 %) eine erhöhte όwŀǘƛƻ җ 2; A җ 12) und 80 (1,83 %) eine erniedrigte 

Expression (Rŀǘƛƻ Җ 0,5; A җ 12). Bezog man weiterhin die weniger stark, aber dennoch signifikant 

differenziell exprimierten Gene mit ein, vergrößerte sich die Zahl auf 451 (10,32 %) der gesamten 

Zielsequenzen. Es wurden 103 (2,36 %) stärker exprimierte (Ratio 2 - мΣтрΤ ! җ мн) und 43 

(0,98 %) schwächer exprimierte Gene (Ratio 0,57 - 0,5; A җ 12) mit einbezogen (Kategorie II). 

 Vergleichend dazu ergab die Analyse der Transkriptomdaten unter photooxidativem 

Stress, dass hier mit 446 deutlich verändert exprimierten Transkripten (10,20 %) mehr betroffen 

waren als unter Blaulichtbestrahlung (Kategorie I). Es besaßen 347 (7,94 %) eine erhöhte und 99 

(2,26 %) eine erniedrigte Expression. Durch das Einbeziehen der Gene der Kategorie II in die 

Auswertung konnte die Zahl der differenziell exprimierten Zielsequenzen um 193 (4,41 %) 

stärker exprimierte und 85 (1,94 %) schwächer exprimierte Transkripte, auf eine Gesamtzahl von 

724 (16,56 %) erhöht werden. 

Abbildung 68 : Überblick über den 
Anteil von Transkripten, welche im 
±ŜǊƎƭŜƛŎƘ Ǿƻƴ ɲlov zu 2.4.1 unter 
Blaulichtbestrahlung und photo-
oxidativen (1O2) Stress differenziell 
exprimiert werden. Angegeben sind 
die prozentualen Anteile (%) der 
signifikant veränderten sRNAs an 
der  Gesamtzahl der Transkripte der 
getesteten Gene. Dabei ist die 
Gesamtzahl für die Gene n = 4372. 

 

 

 Betrachtete man die allgemeine Verteilung der Ratios der sRNAs (Abbildung 69) auf dem 

microarray nach Blaulichtbestrahlung, zeigte sich, dass insgesamt 20 (13,88 %) der 144 sRNAs 

eine stark veränderte Expression (Kategorie I) besaßen. Davon stiegen 9 (6,25 %) in ihrer 

Expression in der Mutante an und 11  (2,78 %) zeigten verringerte level. Durch Einbeziehen der 

weniger stark regulierten sRNAs konnte die Anzahl der differenziell exprimierten Transkripte auf 

26 (18,05 %) erhöht werden (Kategorie II). Dies erweiterte die Zahl um weitere 4 (2,78 %) stärker 

exprimierte und 2 (1,39 %) schwächer exprimierte sRNAs. 

Unter Singulettsauerstoffstress zeigten 32 (22,22 %) der sRNAs eine stark veränderte 

Expression. In der Kategorie I stiegen 14 (9,72 %) der Transkripte stark an und 18 (12,50 %) 

zeigten eine deutlich schwächere Expression in der Mutante. Durch Einbeziehen der sRNAs der 

Kategorie II erhöhte sich diese Zahl geringfügig um 2 (1,39 %) stärker exprimierte und 9 (6,25 %) 

schwächer exprimierte Transkripte. 




































































































































