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Einleitung

1. Einleitung

In allen Reichen des Lebens muss#ganismen Mechasmen entwickeln, um sich an
die oft schnell wechsaden Bedingungen ihres Biotommzupassen. Neloe den biotischen
Faktoren, wie Konkurrenz urfdréadatoren- aber aich Symbiose und Kommensalismimben
die abiotischen Faktoreaft eine géRere Bedeutung fikebewesen. So kénnen Anderungen der
Temperatur, des pHWertes, der Osmolaritat und der Verflugbarkeit von Sauerstoff und Licht
den Lebensraum binnen kirzester Zeit awdder abwerten. Dies gilt im besonderen Mal3e fir
Mikroorganismen Durch ihr verhédltnismaRig gegas Volumert Oberflache Verhaltnis
nehmen sie Verédnderungen ihrer Umwelt besonders drastiscthrwdJm auf diese
Veranderungen reagieren zu koénnen, haben sich eine Vielzahl von sensorischen
Sgnaltransduktionswegen entwkelt, die es den Organsimen ermoglichemt ihrer Umwelt zu
interagieren. Die kleinste Einheit dieser Systeme stellt das Rezeptor (SelPsuBin dar. Diese
Rezeptoren kdonnen durch Cofaktoren, Strukturveranderungen oderaktion mit anderen
Proteinen Veranderungen der Umwelt wahrnehmen und so eine Reaktion der Zelle auf diese
auslosen.

Die haufigsten Reaktionen auf molekularer Ebene erfolgen durch Beeinflussung der
Genexpression und der Proteinsynthese. Veranderungen in der Genexpression (Tramgkript
werden oft direkt durch Interaktion mit einem DNAindenden Transkriptionsfaktor ausgelost.

In manchen Fallen ist das Rezept&rotein selbst in der Lagdie Transkription zu beeinflussen.
Durch die Bindung der DNA kann die Promotoraktivitat @ess beeinflusst werdeand so zu
einer Erhdhung der Genexpréss oder einer Repression fuhrgiiloydet al, 2001; Xu und
Hoover, 2001) Ein Einfluss auf die Proteinsynthese (Translation) kann auf mehréfegen
geschehen. So kann zuEinendie durch die Transkription gebildeteRNA mittels Bindung von
Proteinen (Condon, 2007) Strukturanderung (Condon, 2007) aber auch von Kkleinen
regulatorischen RNA&Repoila und Darfeuille, 20Q9 ihrer Stabitat beeinflusst werden. Zum
Anderen kann die Translation direkt am Ribosom verhindert bzw. geférdert webeana und
Belasco, 2005; Wie und Nierhaus, 2007Die, im Vergleich zu tRNA und rRNA, sehr geringe
Stabilitat von mRNA, ermdglicht es einem Organismus, binnen kirzester Zeit seine
Proteinausstattung zu verandern und sich gezielt an Umweltreize anzupassen.

Diese schnelle Regulati ist von besonderer Notwendigkeit bei der Ausstattaieg Zelle
mit Proteinen des Energiestoffwechsels. Die grofRe Stoffwechselvielfalt von Mikroorganismen
stellt diese vor eine grol3e 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 grof3te Rolle. Kein Element ist gleichzeitig fur so viele
Organismen zum Uberleben notwendig und toxisch fiir so viele ar(gakiwell, 2006) Selbst
obligat aerobe Lebewesen mussen Mittel und Wege finaka toxischen Nebenprodukte des
Sauerstoffszu beseitigen die bei der aeroben Atrmg unweigerlich gebildetverden Die
Wahrnehmung von Sauerstoff erfolgt Uber vidlechanismendoch die haufigste ist die direkte
Wahrnehmung des Rede¥otentials der Umgebung durch Redd&ensor Proteine.
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Einen weiteren beswderen Umweltfaktor stelltdie Verfugbarkeit vorlLicht dar. As
Triebkraft der Photosynthesbildet Licht den wohl bedeutendsten Wachstumsfaktor fur alle
Pflanzen und photosynthetischeBakterien. Gleichzeitig ist seine Verflugbarkeit durch den-Tag
und Nachtzyklus und die geringe Eindringtiefe in Geerésft ein begrenzender Faktor fur viele
Organismen. Sichtbares Licht (383B0nm) beeinflusst nicht nudie direkt von ihm abhangigen,
photosynthetisch aktiven Organsimen. So werden die circadiane Uhr von Tieren und die
Photomorphogenese von Pflanzen Rggeblich durch die Verfugbarkeit von Licht beeinflusst. Die
Wahrnehmung von Licht erfolgt durch eine besondere Gruppe von Rezdptoteinen den
sogenannten Photorezeptoren.

Fur photosynthetisch aktive Organismen missen Sauerstoff und Licht oft im
Zusanmenhang betrachtet werden, denhicht kann sich in hohen Intensitdten auch schéadlich
auf die Zellkomponenten auswirkerDiese Schdden werden durch die Bildung reaktive
Sauerstoffspezies hervorgerufen, welchdurch lichtinduzierte Energietbertragung auf
molekularen Sauerstofim Photosyntheseapparat gebildet werden. Hier ist das Zusammenspiel
von Licht- und Sauerstoff Sensor Proteinen natig.

1.1 Das Problem Sauerstoff und seine Wahrnehmung in Bakterien

Das extrem positive Redoxpotential von Sauerstodicht ihn zu einem hervorragenden
Elektronenakeptor fur die aerobe Atmung inklusivevieler chemolithotrophe
Stoffwechselwege. Molekularer Sauerstoff, @t reaktionstrage, weiS NJ | £ & 5 ANI RA{ | f
Orbitale durch zwei ungepaarte Valenzlektronen patalellenspinbesetzt (Triplettsauerstoff).

Da Sauerstoff aber ein so positives Elektronenpotential hat, kann es bei nahezu allen
Elektronentbertragungsvorgangen in der Zelle Eehlransfers von Elektronen kommen
(Abbildungl1A) (Demple, 1999)Dabei kbnnen Wasserstoffperoxid,(d) und Superoxidradikale
(&,”) entstehen die dann wiederum zur Bildung des hochggadibxischen und reaktiven
Hydroxylradikals“DH) fiihren konneigSeaver und Imlay, 200430 konnte gezeigt werden, dass
etwa 02 % allen kosumierten Sauerstoffs die Atmgskette als Superoxidradikale und G/ als
Wasserstoffperoxid verlassghmlay, 2003)

Eine Ulertragung von Elektronen auf Sauerstoff ist auch wahrend des zellularen
Eisenstoffwechsels durch die FentoReaktion mdoglich(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, mder Atmungskette, die Hauptquelle fur die Bihgu
von toxischen SauerstoffSpezieddar (Abbildung1B). Die FentornReaktion ist nicht auf Eisen
beschrankt und spielt im geringeren Mal3e auch eine Rolle im Stoffwechsel anderer -Metall
lonen (Zn, Cu, Mo, Ni).

Durch die Bildung von reaktivefwischenprodukten (z.B. NCkann Stickstoff ebenfalls
dazu beitragen, dass toxische Sauerstdfickstoff Spezies (z.B. Peroxynitrit (ONPQ@nd
Nitrosoperoxycarbonat (ONOOgEP gebildet werder(Storz und Imlay, 1999; Fang, 2008)ese
wiederum reagieren mit stabilen Stickstoffverbindungen und sorgen flrEsistehungvon
nitrosativem Stress, der, nach oxidativedtress, die gréfdte Quelle fur zellschadigende Radikale
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in der Zelle darstellt und in seiner Bildung mit diesem in Wechselwirkung ¢Bdtkman und
Koppenol, 1996fAbbildunglC).

Abbildung 1 : Entstehung

A

10, von reaktiven Sauerstoff
Spezies (ROS) durch

® Ubertragung von Energie

und Elektronen (A), durch

U die Fenton- Reaktion (B)
und die Reaktion mit

O, { (O { HO, |~ N “OH z—» H,O [ reaktiven Stickstoff

. verbindungen (C)Abk.:
© @@ : H,0 @ O, = molekularer Sauerstoff,

'0,= Singulettsauersff,
O,” = Superoxid Radikal,

B H,O, = Wasserstoffperoxid,
Fe*| + |H,0,| —— |Fe*| +|“O0H|+ | HY “OH = Hydroxylradikal

K & Lichtenergie,

Fe'| + [h0,] — [Fe+| +[«H| +[-OH Fe&** = Eisen (II/lit)lonen,
ONOO= Peroxynitrit,
ONOOC®= Nitrosoperoxy

C carbonat
NO°| +| Oy — ONOO (verandert nach Beckman
und Koppenol, 1996;
ONOO - ONOOCYH Scandalios, 2002)
CQ

Eine besondere Rolle unter den schadlichen Sauerstoffspezies nimmt der
Singulettsauerstoff '0,) ein. Dieser wird nicht durch Ubertragung eines Elektrons gebildet,
sondern tritt vor allem in photosynthetisch aktiven Organismen auf, wenn deren
photosyntheische Pigmente gleichzeitig Sauerstoff und Licht ausgesetztAiddunglA). Die
durch z.B. Chlorophylle absorbierte Lichtenergie den Lichtsammelkomplexen und dem
Reaktionszentrum wird nicht zur Entstehung einer protonenmotorischen Kraft gersatztdern
auf mokkularen Sauerstoff Gbertragen. Es kommt zu efBpirumkehr der Valenzelektronen im
" -Orbital und der reaktionstrage Triplettsauerstoff wird zum kurzlebigen, reaktiven
Singulettsauerstoff. Singulethuerstoffstress wird daheroft als photooxidativer Séss
bezeichnet. Gleichzeitig kann es auch wahrend des lichtgetriebenen Elektronentransports zur
Ubertragung von Elektronen der NAD(RP)Bkidase auf Sauerstoff (statt NADJPjommen.

Dabei wird in mehreren Schritten ebenfalls Singulettsauerstoff gebi{@mposiello und
Demple, 2002)

Neben der Bildung von toxischen Sauerstoffspezies durch endogene Faktoren, kann
dieser auch durch externe Faktoren wie Strahlung, ionisierende Strallg aber auch
normale Lichtbestrahlung, gebildet werd@doradasFerreiraet al,, 1996)

Alle diese toxischen Sauerstoffprodukte werden unter dem Uberbegriff reaktive
Sauerstoff Spezies réactive oxygen speciefROS) zusammengefasst. Kann deren Entgiftung
nicht mehr im ausriehenden Mal3e stattfinden, spricht man von oxidativem Stress.
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1.1.1 Schaden durch reaktive SauerstefSpezies

Die grof3ten Schauh in lebenden Organsimen entstehdarch Wasserstoffperoxidnd
Superoxidradikale da diese die Proteine des Organismus direkt oxidieren, wéhrend
Hydroxylradikale vor allem mit der DNAagieren und so Lasionen verursacheie mutagen
oder letal wirken konnen(Imlay, 2003) Schaden an Proteinen lassen sich meist auf
Schadigungen des Peptidriickgrats, die Oxidation von EBemwefel clustern und die
Oxidation von Seitenkettenresten zurtckfihren, wobei aromatische Ar@ures am starksten
betroffen sind (Davies, 2005) Schaden an Membranen werden durch die Bildung von
Lipidperoxiden hervorgerufen, die die Integritat und Fluiditat der Membrastiéezn (Wu et al.,
2002)

Fur Singulettsauerstoff konnti vitro gezeigt werden, dass dieser mit Proteinen, DNA
und Membranlipiden reagieren kan{Bies und Menck, 1992; Epe al., 1993; Brivibaet al,
1997) Da die Bildung von Singulettsauerstoff vor allem an den photosynthetisagereften
geschieht, tretenschadigungen des Chlorophylls ued eineHemmung der Photosynthesauf
(Storz und Imlay, 1999)

1.1.2 Entgiftung von reaktiven SauerstoffSpezies

Mit dem ersten Auftreten von Sauerstoff in der Atmosphare mussten Organismen Mittel
und Wege finden, die unweigerlich auftretenden reaktiven Sauers®ffezieszu entgiften.
Diese Entgiftung kann durch die Beseitigung der gebildeten Molekiilg oder durch die
Reparatur der angerichteten Schaden geschehen. Man unterscheidet dabei die enzymatische
Abwehr von der nicht enzymatischen Abwehr.

Unter den enzymatiden Abwehrmechanismen sind die bekanntesten die Katalasen,
Peroxidasen und SuperoxidismutasenAbbildung?2). Katalasen katalysieren die Umwandlung
von Wasserstoffperoxid in Wasser und molekularen Sauerstoff, wahrend Peroxidasen
Wasserstoffperoxidiber einen intrazellularen Reduktanten (z.B NAD#htgiften. Superoxid
Dismutasen katalysieren die Dismutation von Superoxiden, w&Basserstoffperoxidund
molekularer Sauerstoff gebildet werden. Das durch diese Reaktion gebiasserstoffperoxid
wird anschlielend durch die Aktivitat der oben erwahmteeroxidasen abgebauZumindest
eines dieser Enzymscheint in allen aerotoleranten und, wie mittlerweile bekannt ist, auch in
vielen anaeroben Organismen vorhanden zu g$Piomposiello und Demple, 2002; Brioukhanov
und Netrusov, 2004) Zu den enzymatischen Bestandteildkbnnen auch die DNA
Reparaturmechanismen der Zelle gezahlt werden. So weibkanukleasen, Endonukleasen,
DNA- Polymerase | und das Rekombinationssystem auch fur eine effiziente Abwehr bendtigt
(Morimyo, 1982; Imlay und Linn, 1986; Jiagigal, 1997) Um die beschadigteProteine zu
beseitigenoder sie wieder zu faltermissen zudem audbhaperone und proteolytische Enzyme
vorhandensein. Dartber hinaus spielen Giylasen eine beddgende Rolle bei der Entgiftung
des, durch oxidativen Stress aus dem Kohlenstoffwechsel gebildeten, toxischen Methyglyoxal
(Vander Jagt, 1993pieses Molekdl ist selber &ufierst reaktiv und in den letd@hren konnte
es als bedewnder Radikalbildner in der Zelle identifiziert werdé@ikalapos, 2008; Yada¥ al.,

2008)
4
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Abbildung 2: Enzymatische
Superoxidg Entgiftung durch Superoxid
wamse | 02| (02| +[ 2H | —— + Dis?r:uL:agenu Kataluapsen Xled
Peroxidasen. Statt NADH
kann auch Glutathion als

Substrat fir Peroxidasen
Peroxidasen H202 + NADI—& _—> 2|'EO +| NAD dienen.

Katalase HZOZ + HZOZ _ ZI—EO + 02

Die nicht-enzymatischen Mechanismen schlieBen eine grof3e Anzahl an kleinen
Molekilen we Glutathion GSH) und Vitaminmit ein. Diese fungieren als Radikalfanger in den
Zellen und reduzieren so die Menge an freien, reaktiven Sauerstoffspezies. Zur Vermeidung der
Fenton- Reaktion wird die zellulare Eisenkonzentratiomatudie Bindung an die HanProteine
Bacterioferrtin und Ferritin niedrig gehalte(Frolowet al, 1994; Imlay, 2008)hioredoxine und
Glutaredoxine erhalten die reduzierenden Bedingungen im Zellinneren und sind als
Oxidoreduktasen in der Lagexidierte Proteine wieder zu reduziergAslund und Beckwith,
1999) Sie fungieren ebenfalls als Radikalfan¢glas und Das, 20Q0Bei der Abwehr von
Singulettsauerstoffstress spielen in photosynthetischen Organsimen die Carotinoide eine
bedeutende Rolle, da sie Uberschissige Lichtenergie anLa#tsammelkomplexeguenchen
und so die Energietibertragung an Sauerstoff verhind8arlandet a., 1988) Zudem kdnnen
sie auch bereits gebildeten Singulettsauerstoff dirgkéncher(Footeet al., 1970)

Neben den enzymatischen und niclgnzymatischen Mechanismen wird Eifiigng von
reaktiven Sauerstoffspezies auch mal3geblich durch Transkriptionsfaktoren beeinflusst, die fur
die Synthese der oben genannten Faktoren verantwortlich sind. Viele der Schutzmechanismen
gegen Sauerstoffstress sind konstitutiv in der Zelle exprimigihrend andere erst bei Bedarf
gebildet werden. Diese Pratee, wie der Peroxidsensor Oxyiler der Superoxidsensor SoxR
sind als redoxsensitive Transkriptionsregulatoren in der Lagden Sauerstoffstress
wahrzunehmen und darauf zu reagier@@reen und Paget, 2004Dies ist die direkte Reaktion
auf reaktive Sauerstoffspezies. Viele RedBgnsor Proteine greifen aber friher ie und
verhindern so die Entshung von reaktivem Sauerstoffstress bevor dieseftritt. So sorgt z.B.
das Protein Fndafir, dass viele sauerstoffempfindliche Proteine des anaeroben Stoffwechsels
nur gebildet werden, wenn kein Sauerstoff vorhanden(&almonet al, 2003) wéhrend die
Expression der Photosynthesegene Rhodobacter capsulatudurch dasCrtJ- Protein unter
aeroben Bedingungen zur Vermeidung von photooxidativem Stress unterdrickt wird
(Ponnampalam und Bauer, 1997)

Zur Wahrnehmung deRedoxbedingungen der Umgebung hat sich eine Vielzahl von
Mechanismen entwickelt, die zum Teil Gber Cofaktoren und zum Teil Uber CySetenketten
der Proteine erfolgen. Im folgenden Abschnitt schlieRt sich eine genauere Ubersicht der
bekannten Sauetsff - und Redox Sensoren inBakterienan.

1.1.3 Thiol- Redox- Sensoren

Die direkte Wahrnehmung des Redoxpotentials tber die Fi@olppen an Cystein
Seitenketten von Proteinen ist derm beste charakterisierteMechanimus zur Messung des
Sauertoffgehalts der Umwel{Greenet al, 2009) Der bekannteste Faktor in dieser Gruppe ist
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das OxyRProtein vonE.colj welches lber ein Cystein direkt von Wasserstoffperosiddiert
werden kann, wasnshlieRend durch Bildunginer Dsufidbriicke eine Strukturanderung des
Proteins auslost. Der Transkriptionsfaktor wird auf diese Weise in seinen aktiven Zustand
Uberfuhrt und bindet die DNA als Tetramer. So wird Elig@ression eines 20 Gene umfassenden
Regulons zur Abwehr von Wasserstoffperex@liress eingeleite(lmlay, 2008; Knapet al.,

2009. Zu den Thiol Redox Sonsoren gehort auch das CrtProtein von Rhodobacter
capsulatus welches die Synthese der Photosyntbhgsne bei aeroben Bedingungen reprimiert
(Abbildung3). Das tetramere CrtJ formt unter adren Bedingungen eine stabilesDifidbriicke
zwischen zwei Gyeinen. Das Protein wirkt in dieser Form als starker Repressor und verhindert
die Transkription der gebundenen Gene. Fallt der Sauerstoffpartialdruck, wird die Disulfidbriicke
durch Glutathion reduziert und das Protein I6st sich von der PBEsudaet al., 2002)

Abbildung 3 : Modell der Redox
CE'5\ ﬁa @ /B abhangigen  Regulation  der

Genexpression durch den
@& Repressor CrtJ. Bei hohem

Sauerstoffpartialdruck  sind  die

Cysteir des tetrameren Proteins

. Transkription reduziert (SH). Die Transkription

e | der Gene findet statt. Steigt de
NJUVAN VA AYAYA VA Sauerstoffpartialdruck, oxidiert
dies die Cysteine und, durch die
CrtJ Bildung von Disulfidbrticken, kann
O, O,@ || der Repressor die DNA binden.
é@ %g “(S@ Dies verhindert die Bindung der
N , ‘ RNA- Polymerase und so die
Transkription (verdndert nach
,f\wmff\f\/\\ /\0 Va-al Masudaet al., 2002)

1.1.4 Eisen- Schwetl - Redox- Sensoren

Die nachste groRe Gruppe stellen die EisBohwefe(FeS} Redox Sensorerdar. Diese
enthalten ein oder mehrere Fe&luster die, abhangig vom Redoxzustand der Umgebung
oxidiert oder reduziert vorliegen kénng®utten und Theil, 2009Ein gut untersuchtes Beispiel
ist hier das Protein Fnr vorkt.colj welches 4 Fe&luster besitzt und abhéngig vom
Sauerstoffzustand entweder Homodimere (anaerob, aktivean3kriptionsfaktor) oder ein
Monomer (aerob, inaktiver Transkriptionsfaktor) bildéBeckeret al., 1996) Im anaeroben
Zustand besitzt das Protein eim [4Fe- 4Sf*- cluster, welcheran vier konservierte Gieine
gebunden vorliegt. Wird das Proteinugastoff ausgesetzt, wird der EiseBchwefel clusterzu
einem [2Fe 2Sf* cluster oxidiert und das Protein verandert seine Konformation, was zur
Bildung eines DNAbindenden Dimers fiihr{Cracket al., 2004; Craclet al., 2008) Der genaue
Mechanismus dieser Oxidation ist noch immer unbekg®@reenet al, 2009) Das aktive Fnr
Protein leitet unter anaerobenBedingungen die Transkriptioder fir die Nitratatmung
bendtigten Gene ein und erméglicBLcolj so eine anaerobe Atmung durchzufiihrrazazzera
et al, 1996)
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Abbildung 4 : Modell der Redox
abhangigen Regulation der
Genexpression durch das Protein
| , Fnr.Unter anaeroben Bedingungen
”\fv&f//?\f\wm\\/\ liegt das Protein als Dimer vor und

bindet eiren [4Fe-4Sf* - cluster

Das dmere Protein leitet die

N
| [4Fe-4S]

» Transkription

O,m Fnr G,Q Transkription ein. Bei steigendem
Sauerstoffpdialdruck wird
" schrittweise der Eisen Schwefel
cluster zu einem [2Fe-2Sf*-
\»L;'e-ﬁ\ Lreg, cluster oxidiert und filhrt so zur
< Dissoziation des Proteins

1.1.5 Ha&m Redox- Sensoren

Ham- Cofaktoren sind durch das gebundene, redoxsensitive Eisenmolekil ebenfalls sehr
gut als Sensoren fiur den Redoxzustand der Umgebung gedi@néen und Theil, 2009 Hier
konnen mittlerweile sechs Untergruppen unterschieden werden. Die gréf3te Gruppe besitzt ein
oder mehrere an eine PAPHRARNTSM) - Doméne gebundenen HanCofaktoren. Ein gut
untersuchtes Beispiel in dieser Gruppe ist FixL Simorhizobium melilofjFischer, 1994)Diese
Sensor Kinase besitzt eine Nlerminale PAS Domane mit insgesamt finf gebundenen Ham
Molekullen. Unter aeroben Bedingungen bindet diese Doméane ein Sauerstoffmolekil und
verhindert so dessen Autophosphorylierung. Fallt der Sauerstoffpartialdruck, l6st sich der
Sauerstoff und, nach der eigenen Autophosphorylierung, Ubertrdgt das Proteian ein
Phosphatrest auf deresponseaegulator FixJ. Dieser leitet daraufhin die Expression der auf3erst
sauerstoffempfindlichen Gene der Stickstofffixierung ein.

Eine andereGruppe von HamRedox Sensoren wurde erst vor wenigen Jahren im
AppA- Protein vonRhodobacter sphaeroidésentifiziert (Hanet al., 2007; Moskviret al., 2007)
Dieses Protein besitztre C- terminale 120 Aminosaurelange HIC EensorContainingHeme
Instead of Cobalamin)- Doméane, welche ebenfallsein Ham binden kann. AppA wirkt als
Antirepressor zu dem PpsR Regsor- Protein. PpsR ist das omologe Protein von
R.sphaeroideszu CrtJ vonR.capsulatus und verhindert dort auch die Expression der
Photosynthesegene unter aeroben Bedingungen. Es konnte bisher nicht maebge werden,
dass PpsR, ebenso wietJ Abbildung3), Uber seine ThiclReste direkt den RedexZustand der
Umgebung wahrnehmen kar(iMasuda und Bauer, 2002paher wirdangenommengass dieses
Signal vom AppA- Protein an PpsR weitergegeben wird. Unter anaeroben Bedingungen liegt das
Ham des AppAProteinsim reduzierten Zustand vor und AppA bindet das PpRRtein. Wird
das Ham oxidiert, verandert AppA die Struktur und das wieder freie PpsiR dtamlie DNA
binden und die Photosynthesegene reprimielgtanet al., 2007; Moskviret al., 2007)
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red. Abbildung 5 : Modell der Redox
Ham abhéngigen  Regulation  der
AppA Genexpression durch den
A Repressor PpsR und den
5 Y ; Antirepressor AppABei geringem
\ K K K Sauerstoffpartialdruck liegt das
Ham de AppA Proteins im
o reduzierten Zustand vor und der
RNAPol [ Transkription Antirepressor kann das PpsR
A AA ANV Protein bnden. Die Transkription
WY ) wird nicht langer reprimiert. Steigt
der Sauerstoffpartialdruck wird das

PpsR 2% Ham oxidiert und AppA kann nicht
=M langer an PpsR binden. Der
Oy AppA G0 Repressor liegt wieder frei vor
‘ ‘ ' (verandert nach Braatsclet al,
K e | \ 2002; Haret al, 2007)
/ \\@//,\w/ WavaYt A \VAVAVAN

1.1.6 Flavin Redox- Sensoren

Flavine (FACEMN) erfullen eine Vielzahl von Funktionen in der Zelle. Sie kénnen in drei
Redoxzustanden (oxidiert (FAD), teiloxidiert (FADidduziert (FADS) vorliegen und sind somit
gute Sensoren fur die Redoxbedingungen dergebung. Das Flavin liegh eine PASDomane
gebunden vorDer bestuntersuchte Flavimmbhéngige RedoxSensoiist dabei das NifLProtein
von Azotobacter vinelandi (Hill et al, 1996) Diese SensoerKinase rguliert die
Stickstofffixierung. DagFlavin wird extrem schnell vollstdndig oxidienvenn es hohen
Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt wirdDies verhindert die Expression der
sauerstoffempfindlichen Nitrogenagdacherouxet al., 1998; Grabbe und Schmitz, 200Bgr
genaue Mechanismus der Signaltransduktion zasponsaegulatorNifA istnicht bekannt.

1.2 Die Photosynthesaind die Wahrnehmung von Licht in Bakterien

Photosynthetische Organismen missen sich nicht nur mit dem Auftreten reaktive
Sauerstoffspezies in der Atmungskette auseinandersetzen, sondern auch die Entstehung von
Singulettsauerstoff dich die photosynthetischen Pigmente verhindern. Schon vor Uber 50
Jahren konte gezeigt werden, dass Caratid - Mutanten vonRhodobacter sphaeroidésnnen
kurzester Zeit sterben, wenn sie gleichzeitig Sauerstoff und Licht ausgesetzt wWeiiféiths et
al.,, 1955) Erst deutlich spater konnte nhgewiesen werden, dass angeregtes Triplett
Bacteriochlorophyll adurch Energietibertragung auf Sauerstafir Entstehung des kurzlebigen
Singulettsauerstoff und so zu irreversiblen Schaden in den Zellen(Bdbntandet al, 1987) In
den folgenden Jahren konnte auch die Rolle von Carotinoidemusacherdes angeregten
Bacteriochlorophylls und des entstehenden Singulettsauerstgéizeigt werden(Cogdell und
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Frank, 1987; Cogdelet al, 2000) Obligat photosynthetische Organsimen sind auf die
schitzenden Eigenschaften dieser Pigmente angewiesen, um unter aeroben Bedingungen
Photosynthese betreiben zu kénnen. In Pflanzen hat sich eine Vielzahl von Siraetckelt,
um die Entstehung von photooxidativem Stressich bei einem Uberschuss an Licht und
atmospharischen Sauerstoffkonzentratemm gering zu halter(Li et al, 2009) Vele Bakterien
sind fakultativ photosynthetisch und kdnnenin Habitaten leben, in denen nur minimale
Sauerstoffkonzentrationen auftten. Der bereits erwdhnteRhodobacter sphaeroidest ein
solchedakultativ photosynthetisch®akterium und wirdn Abschritt 1.3 genauer beschrieben
Fakultativ photosynthetische Organsimen exprimieren ihre Photosynthesepigmente nur
wenn wenig oder &n Sauerstoff vorhanden ist. Ddurch die von ihnen durcleguhrte
anoxygene Photosynthedein Sauerstoff gebildet wird, kéten sie das Problem der Entstehung
von Singulettsauerstoff ganzlich umgehen. Dies stellt sie jedoch vor die Herausforderung, neben
der bereits beschriebenen Wahrnehmung der Redoxbedingungen (Abschnitt 1.1) das
Vorhandensei von Licht messen zu kdnnen. Waé oft in den tieferen, anoxischen Bereichen
von Gewassern leben, stellt das energiereiche Blaulicht {380nm) die einzige Nglichkeit
der Lichtwahrnehmung fir sie dar. Im Folgenden werden kurz die bisher bekannten bakteriellen
Photorezeptoren beschrieben und anschlieRewitd eine Ubersicht tber die wichtigsten
Blaulichtrezeptoren gegeben.

1.2.1 Bakterielle Photorezeptoren

Allen Photorezeptoren ist die Bindung eines lichtdéimglichen Cofaktors gemein,ed
sogenannten  Chromophor (griech. Farbtrage). Dieser besitzt oft konjugierte
Doppelbindungssysteméz.B. Carotin) oder groRe aromatische Ringsysteme (z.B. Flavin). Die
Aufnahme von Lichtquanten sorgt bei diesen Molekiilen fiir den Ubergang in einen angeregten
Zustand, der durch die Emission von Licht einer anderen Wellenlangenieden Urzustand
zurlckversetzt wird. Wird das Chromophor in diesen angeregten Zustand verSgizt dies
meist zu einer Konformationsanderung des gebundenen Proteins. Das Photorezpitein
gelangt so in seinen aktiven Zustand und kann das Signal weitergeben.

Die heute bekannten Photorezeptoren lassen sich in sechs Ubergrypgtochrome
Cryptochrome, LO\Domanen Proteine, BLUFDomanen Proteine, PYPverwandte Proteine
und Rhodopsine)einordnen, die sichzum Teil deutlichin den von ihnen absorbierten
Wellenlangenbereichen voneinander unterscheiden. Die am besten beschriebeppéstdien
die Phytochrome dar. DieRotlichtrezeptoren (650750nm) stellten sich als die
hauptverantwortlichen Faktoren fir die seit Uber 50 Jahren beschriebenen Rotlichteffekte auf
das Wachstum von Pfiaen heraus. In Bakterien gelaagst sehr viel gater der Nachweis eines
echten PhytochromgYehet al., 1997) Heue kann in 10,90 aller sequenzierten Bakterien ein
Vertreter der Phytochrome nachgewiesen werdd€hosi und Gartner, 2008und diese
unterscheiden sich oft deutliclvon den aus Pflanzen bekannten Proteinéie Gruppe der
Rhodopsine absorbiert im blauen bis griinen Bereich (I3®nm) und ist in Pflanzen und
Tieren weit verbreitet. In Prokaryoten ist vor allem das Bacteriorhodpsin Aeshaeon
Halobacterium salinarunein bekannter Vertreter(Schobert und Lanyi, 1982pieser Gruppe
dient Retinal als ChromophoDbDie in Bakterien dominanten Blaulichtrezeptoren (38@0nm)
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kdnnen in vier groRdJntergruppen unterteilt werden Die ersten inPflanzen beschriebenen
Blaulichtrezeptorerwaren die CryptochroméAhmad und Cashmore, 1993)ie mit denan der
Reparatu von Thymindimeren beteiligten Phdyasen eine Superfamilie bildgiiEssen, 2006)
Der Entleckung der Cryptochrome folgteenige Jare spaterdie Entdeckung der Phototropine,
(Huala et al, 1997) die das Blaulicht tber eine LOMight Oxygen Voltage) - Doméane
wahrnehmen. LOYDomanen Proteine lassen sicin 13,4% aller sequenzierten Bakterien
Genome nachweisen und sie sind die einzigen bisher nachgewieseneren rein
Blaulichtrezeptoren in Archae@_osi und Gartner, 2008Die jlingste entdeckte Gruppe von
Blaulichtrezeptoren stellen die BLUBlUg Light SensingUsing FAD) - Doméane- Proteine dar
(Gomelsky und Klug, 2002)iese wurden zur gleichen Zgit ProtistenEuglena graciliglsekiet
al., 2002)und im Proteobaterium Rhodobacter sphaeroid¢Braatschet al., 2002)beschrieben.
Vergleiche von Sequenzdaten zeigen, dass die BDRDOmanen Proteine in 11,40 aller
bakteriellen Genomenachweisbar sindLosi und Gartner, 2008Den dreibisher genannten
Blaulichtrezeptogruppen ist die Bindung von mindestens einem Flaavin- Adenin-
Dinukleotid (FAD)Havin- Mono - Nukleotid (FMN)) als Chnoophor gemeinsam. Die letzte
Gruppe von Blaulichtrezeptoren ist zugleich auch die Kleinste. Das PYP
(PhotoactiveYellow Protein) von Halorhodospira halophilavurde schon frih als H®torezeptor
beschrieben(Meyer et al, 1987)und kristallisiert(McReeet al., 1989) Gleichzeitig ist die
genaue Funktion des Proteins in der Zelle aber bis heute noch unbekannt und-mit 4
Hydroxyzimtsaure (Kumarinsaure) besitgtegnen einzigartige@hronophor.

Wahrend die physiolgischen Funktionen von Phatzeptoren in vielen Eukaryoten
bereitsbekannt sind, trifft dies nur fldie wenigsten prokaryotischen Vertreter zu.

1.2.2 Flavine und ihre Rolle als Cofaktm und Chromophore

Flavine (FMN, FAD) spielen nicht nur bei der Wahrnehmung von R8dmalen eine
Rolle (vgl. Abschnitt 1.1.6), sondeauch als Chromophobei fast allen Blaulichtrezeptoren
(LOV- Doménen Proteine, Cryptochrome BLUF Domé&nen- Proteine) Sie sind zdem
bedeutende Cofaktoren fur den Stoffwechsel und die Atmunsgskdtoteine mit einem
gebundenen Flavin werden auch als Flavoproteine bezeicHdiet. wasserloslichen Flavine
besitzen einen IsoalloxazifRingsystem und werden tber die PteridiBiosynhese gebildet. In
Losung sind sie stark gelbfarben und zeigen eine starke Absorption im blauen BBieich
Synthesevon FMN und FAD erfolgt GberbRilavin (Vitamin B). Riboflavinbesteht aus dem
Isoalloxazin und dem Zuckeralkoh&libiol (Abbildung 6A). Durch das Anhangen einer
zusatzlichen Phosphatgruppe erhélt man FMiBKildung6B), welches durch die Reaktion mit
Adenosinmonophosphat (AMP) wiederum zu FAD widob{ldung6D). Zur Lichtwahrnehmung
nutzen Flavoproteine die verschiedenen Redoxzustadae das Flavin einnehmen karghosi,
2007) Dabei konnen ein oder zwei Elektronen und Protonen dief Stickstoffatome des
Isoalloxazin Ringsystera Ubertragen werden. Das vollstandig oxideergelbfarbene Flavin kann
zuerst ein Elektron Proton aufnehmen und so in den Semchinonzustand (Radikalzustand)
Ubergehen. Wird ein weiteres ElektréfProton aufgenommen, erhédlt man das farblose
vollstandig reduzierte FlavirAbbildung6D). DieArt der Veranderury desRedoxzustands ist
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zwischen derPhotorezeptorerunterschedlich und geht oft mit Konformationsénderungen des
Flavoproteins einher.

BeGed

D Flavinox

%

Flavinsemired

A o B B C odo ™
0=F—0H s Ny
oH oo <~ IN/)
OH OH
° H3C o Hac
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Flavin red.

1.2.3 Cryptochrome

Die Cryptochrome bilden zusammen mit den Photolyasen eine gemeinsame Gruppe von

Abbildung 6 Strukturformeln  der
unterschiedlichen Flavine und die moglichen
Redoxzustande.Dargestellt sind Riboflavin
(A), dasFlavin- Mono - Nukleotid (FMN) B)
und das FlavinAdenin- Dinukleotid (FAD)
(©. Des Witeren sind die moglichen
Redoxzustide des Flavindargestellt D),
wobei das vollstandig oxidierte Flavin (Flavin
0x.) vom semmeduzierten (oder Semichinon
Flavin(Flavin semired.) und vom vollstandig
reduzierten Flavin (Flavin red.) unterschieden
werden kann(verandert nach Sanet al,
2006)

Blaulichtrezeptorer(Sancar, 2003)Die relativ goRen Proteine (5575kDa) haben alle die PHR
(Photolyase Related)- Doméane gemeinsanfAbbildung7). Diese bindet ein FAIMolekil und
ein Antennenpigementwelches in den meisten Fallen ein PteriMethylentetrahydrofolat
(MTHF), 8 Hydroxy- 7,8- didemethyl- 5 - deazariboflavin(8-HDF) und in wenigen Fallerein
Flavin (FAD, FMN) i@artch und Sancar, 2005; Kédral,, 2006; Fujihashet al., 2007) Anders
als Photolyasen,
Doppelstang- DNA (dsDNA) zustandigind, besitzen Cryptochrome sehr unterschiedliche
Aufgabengebiete. So regulieren sie die alieae Uhr in InsekterfTomioka und Matsumoto,

2010) und Wirbeltieren (Maywood et al,

welche flur

die Dblaulichtabhangige Reparatur

2007; Tamaniniet al,

von- Sdvaden an

2007) und spielen eine

entscheidende Rolle bei der Blutenhilty, dem Wurzelwachstunund der Stangelverlangerung
von Pflanzer{Hegemann, 2008; Let al, 2008; Zen@t al., 2010) Struktuell unterscheiden sie
sichvon den Photolyasen durch eine- @rminale Verlangerung, die sich an die PBBméane
anschliel3t und von variabler Léange (Sancar, 2003Diese kdnnte in einigen Fallen eine Rolle in
der Signaltransduktion des Proteinspielen wobei dies bisher noch nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden konn{g&osi, 2007)

Nicht alle Cryptohrome besitza die G terminale Verlangerung. Die bedeutenste
Ausnahme bildet dabei die CRIASH DrosophilaArabidopsisSynechocystidHuman) - Familie
2003) Alle neueren Studien deuteallerdingsdaraufhin, dass es sich bei den
Proteinen der CRYDASH Familie um Einzelstrar(gs} DNA spezifische Photolyasen handelt
(Selby und Sancar, 2006; Brolettal,, 2010; Sokolowskst al., 2010)

(Brudleret al.,
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PHR- Domane
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PHR- Domane
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G terminale
Verlangerung
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ca. 500 ca. 50- 250
Aminosauren Aminosauren

Abbildung 7 : Allgemeine Ubersicht iiber die

Struktur von

Cryptochrome  besitzen

Cryptochromen.  Alle

eine etwa 500

Aminosauren lange PH®omaéne, die ein FAD

und ein

Antennenpigment

(Pterin  oder

FAD/ FMN) bindet. Proteine aus der CRY
DASH Familie oder dd&.sphaeroidesCryB-
Protein bestehen nur aus dieser Domang, (
wahrend andere Cryptochrome noch eine C
terminale Verlangerung, von variabler Lange

besitzen B).

Die aktive Form des FAD im Photklus der Cryptochromé\bbildung8) ist da mit zwei
Elektramen und einem Proton reduziert€ADH (Selby und Sancar, 200@8pabei dient die
oxidierte Form (FAD) als GrundzustgBaulyet al, 2007; Losi, 2007Der weitere Verlauf des
Photozyklus ist umstritten und die Beteiligung einer konservierten Tryptopfiaade in den
Cryptochromen wird vermutetZeugneret al., 2005)
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Abbildung 8 :

Vereinfachte Darstellung der Photochemie des FAD im Photozyklus der

Cryptochrome Das vollstandig oxidierte FAD wird untéchteinwirkung K 1y sowie der Aufnahme je
eines Elektrons (eund Protons (A zum Semichinon (FABHeduziert. Bei weiterer Belichtung wird
dieses unter Aufnahme eines weiteren Elektrons zum FAfidditer reduziert (verdndert nach

Moglichet al,, 2010)

Ein ungewohnliches CryptochrofryB konnte in R.sphaeroidesdentifiziert werden
(Hendrischlet al,, 2009a) Dieses besitzt kein€- terminale Verlangerung, zeigt aber nur geringe
Sequenzidentitat zu CRDASH Proteinen. zidem konnte dagweite Antennenpigmenineben
dem Chromophor FADisher noch nicht identifiziert werden. Obwohl dem CyyBotein die
konservierte TryptophanTriade fdlt, flhrt es einen Photozyklus durch und zeigt eine hohe
RNA und ssDNABindefahigkeit, die jedoch nicht mit der blaulichtabhéngigen Reparatur von
Thymin- Dimeren einher gehfHendrischlet al,, 2009a) Dariiber hinaus sci@ der Photozyklus
von oxidiertem FADxum mit zwei Elektronen und einem Proton reduzierteADHzu verlaufen
und somit anderen Cryptochromen zu ahndldendrischket al., 2009a) Es istdas einzige
bakterielle Cryptochrom, fir das bisher eifaunktion (Beteiligung an der Regulation des

Photosyntheseapparates)achgewiesens S NR S y

12yyiSo

(vgl. Abschnitt 1.3.4) reguliefHendrischket al,, 2009a)

{ SA'yaghangic LINS & a
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1.2.4 LOV- Doméanen- Proteine

Die LOVDoméne wurde zuerst als Blaulichtrezeptor der pflanzlichen Phototropine
identifiziert (Christieet al, 1998) Diese enthalten zwei besondetandem PAS Domanen, die
als Rezeptoren fur LichiLight), Sauerstoft (Oxyger) und Spannungs(Voltage) Signale dienen
kénnen, woraus sicdlSNJ bl YS a[ hBaglor und ZHsih,(i199P)Die LOVPAS
Doméanen enthalten dabei immer die konservierte Aminosaurefolg€NCRFLQ die ein
hochkonserviertes und fur den Photozyklus bendtigtes Cystein enfBétigs, 2007)Die LOV
Doméane selbst ist eine relativ kurze Domane (1000 Aminosduren) und nimmt, bis auf
wenige Ausnahmen, Blaulicht Gber einen FMBbfaktor wahr(Moglich et al, 2010) Die
Signalweiterleitung erfolgt in dermeisten Fallen Uber eineRdzNDK SASES Eh 6 Wh O
angeschlosseneAusgangsdomane, welchein weites Funktionsspektrum umfassen kann
(Abbildung 9). Die LOVWDomanen Proteine steuern in Pflanzen Phototropismus,
Chloroplasterr und Blattbewegung und die Stomatadffnur{Ghristie et al, 1998; Christie,
2007) In Prokaryoten ist die physiologische Rolle von {Ehbtorezeporen bisher kaum
untersucht. h dieser Gruppe befinden sich zudeRroteine ohne Ausgangsdomarieosi und
Gartner, 2008) Das erste beschriebertmkterielle nur aus einer Nterminalen LOV Domane
und einer kurzen € S NJY A y-HéliShestehende Protein ist dabei das PpSBrbtein von
Pseudomonas putidalessen physiologische Rolle allerdimgeh unbekannt is{Krausset al.,
2005; Jentzsclet al, 2009) Eine bekannte Funktion hat z.B das Y4¥hotein ausBacillus
subtilis welches nach Bestrahlung mit Blaulicht als Antagonist zu einem ‘AnEaktor wirkt
(siehe Abschnitt 1.3.4). Zudem konnte eine Wirklinj & LJ2 & A (i A & S*NFakidssHedzt | G 2 NJ
generellen Stressantwort gezeigt werd€bosiet al, 2002; AvilePerezet al, 2006) Dieses
besitzt jedoch eine €erminale STASSulfattransport/ Anti - Sgma)- Ausgangsdomane.

- Pseudomonaputida PpSB1
—Pserud Histidin-Kinase — Caulobactecrescentus.ovK

— o)l Diguanlyatzyklasel Phosphodiesterase—  Synechococcisp. PCC794231RU9

P=mmd|— SPOIIE — KineococcusadiotoleransA6W4X7
— e HiH-Doméne — Erythrobacteditoralis Q2NB98
Pomermd— STAS  — BacillussubtilisYtvA

—e— Rhodobactesphaeroides OV

Abbildung 9 : Ubersicht tber die Domanenstruktur bekannter bakterieller LOBomanen-
Proteine. Fur Synechococcusp. PCC794XKineococcusadiotoleransund Erythrobactetitoralis sind

die NCB1t AkzessionsNummern angegeben. SPOIIE ist ein an der Sporulation beteiligter Faktor. Die
Helix- turn - Helix- Doméane (HtH) wirkt als Transkriptionsfaktor. Die ST2@néne wirkt als
Sulfattransporter Anti - Sigma- Faktor- Antagonis (verandert nach Losi und Gartner, 2008)

Der Photozyklus von LOWroteinen Abbildung10) ist einzigartig und beginnt mit der
dunkeladaptierten o- Form, wobei ein vollstandig oxidiertes FMMolekul als Cofaktor
vorliegt. Bei Bestrahlung mit Blaulicht wird ein Kaliager Triplettzustand gebildet dg), der

eine Thioether Bindung mit dem konservierten Cystein der L¥mé&ne eingeht. Die Bildung
13
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eines SemichinonRadikals wahrend dieser Reaktion wird vermutet. Die so gebildgse Borm
stellt die physiologisch aktive Forohes Proteinsdar und fihrt zur Signaltransduktion des
Blaulichtreizes. Durch Oxidation des FMN wird daraufhin dig-Borm wiederhergestellt
(Salomoret al., 2000; Salomoset al,, 2001; Schleichest al., 2004; Matsuokat al., 2007)

— -

R | R
N N_O by N /NYO N_N._O
~ ~
—_—
Daso :@: P \I‘E «— Leso ;@[ = NH > Sagp II \lll//H
N N ﬁ
S 0O 5 0
S O
CVS/H Cy ~H Cys/

Abbildung 10 : Vereinfachte Darstellung der Photochemie des FMN Photozyklus von LOV
Doméanen- Proteinen. Dyg ist die dunkeladaptierte Form, die durch Blaulicht in einen angeregten
Triplettszustand (@so) Ubergént. Dies fuhrt zur Bildung eineilhioether- Bindung mit dem
konservierten Cysteifverandert nach Mdglicht al,, 2010)

Ein LOVProtein ohne Ausgangsdoméane konnte auchRrsphaeroidesidentifiziert
werden (Hendrischket al, 2009b) Dieses bindet ebenfallsin FMNals Chromophound zeigt
den fir LOV Proteine typischen Photozyklus. Gleichzeitig weist es aber einige strukturelle
Besonderheiten auf. So besitzt das Proteineetizy 3S 61 Ky f AQSt AEYy DSWh 6 |
Terminus, die aber nicht in eine Ausgathg®ane mindet. Eine physiologischanktion des
Proteins konntebisher noch nicht beschrieben werdgrlendrischk, 2009; Hendrisclgk al.,
2009b)

1.2.5 BLUF Doméanen- Proteine

Blaulichtrezeptoren mit der BLUBPoméane wurden etwa zur gleichen Zeit in
Prokaryoten(Braatschet al., 2002; Gomelsky und Klug, 200)d Eukaryoterflsekiet al., 2002)
beschrieben. Diese Gruppe scheint jedoch deutlich verbreiteter in Prokaryoten zu sein und es
konnte bis heute kein einziger Vertreter unter den hoheren Pflanzen identifizverden
(Méglichet al, 2010) Dierelativ kurzen BLUFDomanen {00- 110 Aminoséauren (Losi, 2007%)
binden FAD als Cofaktor und sind, wie die LOW¥méanen, oft an eine Ausgangsdomane
gekoppelt Abbildung11l). Das bestuntersuchte BLUBomé&nen Protein ist das, in Abschnitt
1.1.5 bereits als RedeXSensor beschriebene, AppRrotein vonR.sphaeroides Dieses besitzt
eine N-terminale BLUFDomane, die bei Blaulichtbestrahlungdie Interaktion des
redoxsensitiven €Terminus mit dem PpsRRepressor hemm{Braatschet al., 2002; Haret al,,
2004) PpsRbindet so an die DNA und verhindert die Transkription der Photbgggigene. Die
Rolle des AppAProteins bei der Genregulation Rhodobactersphaeroidesvird in Abschnitt
1.3.3 genauerbeschrieben. Dag&.coli Protein YcgF hat eine-@&rminale Phosphodiesterase
Domane, die eine Rolle beim Abbau descondmessenges zyklischemdi- GMP und der
Abwehr von oxidatiem Stress beteiligt spielRajagopaét al., 2004)
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G- ThermosynechococcatngatusT110078
- SHIC — RhodobactesphaeroidesAppA
e Adenylagyklase — Beggitoasp. PSA7BT71
—p:iu0 Phosphodiesterase— Escherichia colicgF
HtH- Doméne —z1ael— Polaribacterdokdonensi$2TY78
—— -1 piguanlyatzyklasel Phosphodiesterase—:iau—  Magnetococcusp. MG-1 AOLAZ4

Abbildung 11 : Ubersicht Uber die Domanenstruktur bekannter bakterieller BLABomanen-
Proteine. Fir Thermosynechococcuslongatus Beggitoa sp.PS, Polaribacter dokdonensisund
Magnetococcusp.MG1 sind die NCBIAkzes®ns- Nummernangegeben. SHIC ist die in Abschnitt
1.1.5 beschriebene Harbindende RedoxSensor Doméne. DigHelix- turn - Helix- Domane (kH)
ermdglicht die DNABindung als Transkriptionsfakt@verandert nach Losi und Gartner, 2008)

Der Photozyklus von BLUBomane- Proteinen Abbildung12) wurde in den letzten
Jahren sehr intensiv untersucht und ist einzigartig unter den Photorezep{®lesudaet al.,
2004; Gauderet al, 2005; Laaret al, 2006) Das gebundene FAD durchlauaiir minimale
strukturelle Veranderungen nach der Belichtung. Das nikbvalent an ein konserviertes
Glutamin gebundene FAD wird dabei aus seinem Grundzustgndu(eh Lichtabsorption in
seine extrem kurzlebige (p8ereich) SemichinonForm (FADY (berfuhrt. Die
Elektronenubertragung erfolgt durch ein konserviertes Tyrosin in der Bindetasche. Dies fuhrt zur
Rotation der Seitenkette des Glutamins, welches dfiiim das Elektron vom Semichinon FADH
zuriick an das Tyrosin Ubertragt. Der so entstehenge Bustand, besitzt ein leicht in den roten
Bereich verschobenes Absorptionsspektrum usiddie physiologisch aktive Form, welche die
Signaltransduktion einlet. 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(Masudaet al, 2007; Dragneat al, 2009; Unnoet al, 2010) Das
Tryptophan scheint keinen Einfluss auf den Photozyklus A8sZt haben, sondern nur an der
fur die Signaltransduktion bendétigtedtrukturdnderung des Apoproteins beteiligt zu sein.

; : ;
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Abbildung 12 : Vereinfachte Darstellung der Photochemie des FAD im Photozyklus von BLUF
Doméanen Proteinen.Das konservierte Tyrosin Ubertragtach der Bestrahlung mit Blauligcht
Elektroren auf FAD, was zur Bildung des Semichinons (BAddid demGrundzustand (Ffjihrt. Dies
fuhrt zur Rotation des konservierten Glutamins, welches das Elektron des Semghurtink an
Tyrosin uUbertragt. Es entsteht der aktive Zustand des Protejgg (\Weréndert nach Maogliclet al.,
2010)
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1.3 Das ProteobakteriunRhodobacter sphaeroides

1.3.1 Phylogenie und Stoffwechselvielfalt

Das Bakterium Rhodobacter sphaeroidesgehort zur " o Untergruppe der
Proteobakterien R sphaeroidesst ein verbeitetes Studienobjekt fur die Untersuchuright -
und sauerstoffabhéngiger Genregulation, sovABotorezeption in Prokaryoten. Es kann aus
vielen lichten, feuchten Habitaten, wie z.B. flieRenden und stehenden Oberflachengewdassern,
aber auch aus dem Kapillvasser von oberflachennahen Bodenproben isoliert werden.
R.sphaeroidesst ein 0,2-0,5> Y { [, lsteddd BegeiRelteStabchen(imhoff, 2001) Es besitzt
zwei Chromosomen, die zusammen eine GroRe4/@x 10°bp (Choudharyet al., 2004)haben
und fallt durch seinen hohen GGehalt von 65 69% auf(iImhoff, 2001) Zudem tragen noch
funf Plasmide die Erbinformationen des Bakteri@swanto und Kaplan, 1989)

R.sphaeroidedesitzt eine bemerkenswerte Vielzahl an Wegen der Energiggamg:
so lange der Sauerstoffptialdruck hoch genug ist, deckt das Bakterium seinen Energiebedarf
durch aerobeAtmung. Féallt der Sauerstoffpartialdruck und ist Licht vorhanden, kann es eine
anoyxgene Photosynthese durchfiihrand atmospharisches GON, fixieren (Madigan, 1995;
Tabita, 1995)Ist weder Licht noch Ovorhanden, konen Kohlenstoffquellen durch anaerobe
Atmung verwertet werden, wenn ein passender terminaler Elektronenakzeptor vorhanden ist
(Imhoff, 2001) Fehlt auch diese konnen Kohlenstoffquelledurch verschiedene Garungen fur
den Stoffwechsel genutzt werdéimhoff, 2001)

Die Regulation dieser Stoffwechselwege ist komplex und erfolgt unter Verwendung einer
groBen Anzahl von Redexund Licht Rezeptor Proteinen. Vor allem id Regulation der
Genexpressiomer fur die anoyxgene Photosynthedgendtigten Gene ist interessant, da diese
sowohl durch Licht als auch durch Sauerstoff maf3geblich beeinflusst wird.

1.3.2 Aufbau des Photosyntheseapparates

Die anoxygene Photosynthese vdR.sphaeroidesfindet in intracyt@lasmatischen
Membran (IntracytoplasmicMembrane, ICM) Vesikeln statt, welche von der Zellmembran in
das Cytoplasma reichen. Dabei sind die Vesikel zwar physikalisch mit der Zellmembran
verbunden aber funktionell getrenn{Kiley und Kaplan, 1988)ie haufigsten i®teine in diesen
Vesikeln sind bacteriochlorophylk und carotnoidbindende Kmplexe, die nach ihren
Absorptionsmaxima  B875  (Lichtsammelkomplex | bzw. LHCI) und -BB00
(Lichtsammelkomplex Il iz LHCII) benannt wurdefCogdellet al., 2003) Diese sammeln das
Licht und leiten es an das Reaktionszentrum (RC) weiter, welches srp#dnsmaximum bei
870nm hat
Insgesamt 14 HA umgeben dabei eiRCund diese sind wiederum vdoHAI umringt (Cogdell
et al, 2003; Roszakt al, 2003) Die gro3e Anzahl an gebundenen Carotinoidmolekiilen dieser
Komplexe verleiht den Zellen die charakteristische rote FRé#gbun R.sphaeroidessind die
haufigsten Carotinoidedabei Spheroiden und das Spheroidenomit einer deutlichen
Absorption bei 450 550nm (Imhoff, 2001)
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Die Energiegewinnung bei dieser Art der Photosynthese dundh die Kopplung der
lichtgetriebenen Oxidation eines Bacteriochlorophylaars (sogspecialpair) im RCan den
Elektronentransport drch eine Reihe von Cytochromen und Chinonen erzielt. Das durch die
Lichtbestrahlung oxidierte ®wird durch Elektronen aus dem Chinpwol wieder reduziert, was
fur die Bildung eines Protonengradienten genutzt wird, der wiederum die - SyRthese
antreibt (Meyer und Donohue, 1995; Daldslal.,, 2003)

Die fur die Bildung des Photosyntheseapparates benétigten GeriR. sphaeroides
befinden sichn einem grol3en polycistronisch&ernokus welcher auch als photosynthetischer
Gertluster bekannt i$ (Abbildung 13). Dieser enthalt die Gene fur die
Bacteriochlorophyllsynthese b¢h), die Carotinodsynthese cft) und die Gene der
Strukturproteine desLHQ (pufBA, sowie des RC (pufLM, puhA) (Baueret al, 1991) Des
Weiteren werden einige regulatorische Proteine im @arster codiat (ppaA, tspO, ppIR
Darunter auch der bereits in Abschnitt 1.1.5 beschriebene Repressor PpsR. Diev€ehe die
Strukturproteine ded_.HAI (pucBA codieren befinden sich aul3erhalb des photosynthetischen
Gertlustes. Fur diese existiert noch ein zitey Genlocus(puc2BA der funktionell mit dem
ersten nahe verwandt ist und die gleiche Rolle in der Zelle Ubernifdentget al., 2003; Cogdell
et al, 2004)

LHC|I
LHCiRCH e
//? Mt Do b o s O N N Db u_g//

pucBAC puhA bchMLHBNF ppaA bchEJG  bchP  bchODI crtIB crtCD bchexyz ~ > > puc2BA
ppsR crtA tspO crtEF pufOBALMX

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Anordnung der Geme photosynthetischen
Genclustervon R.sphaeroidesDie einzelnerGene sind als farbige Kastchen dargestellt, wobei Gene
gleicher Farbe zu einer funktionellen Gruppgehotren. Dabei giltBlau = Strukturproteine der
Photosynthesekomplexe (LHC | & II, RC), Grin = Bacteriochlorophyllsynbwse Gelb =
Reguhtorproteine der Photosynthese ppaA = photopigment and puc activation, ppsR
photopigment suppression, tspO = tryptophan rich sensory pjpat= Carotinadsynthese ¢rt).

Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung(aardndert nach Choudhary und Kaplan, 2000; &oh
al., 2004)

1.3.3 Regulation der Photosyntheggnexpression

Unter aeroben Bedingunget8 mgl™ geldster @) zeigen Kulturen vorR. sphaeroides
eine sehrleichte rosa FarbungDie Zden besitzen nur wenige ICM/esikel , mit wenigen
pigmentbindenden Photosynthesekomplex@freseet al., 2004; Hunteret al, 2005) Sinkt der
Sauerstoffpartialdruck im Medium auf semiabe Bedingungen ab (3;2 mgl™” geloster Q),
kann eine deutliche Farbunghs Dunkelrote beobacl#t werden, da die Zellerverstarkt
Pigmentebilden Dieser Effekt ist selangem bekann{CohenBazireet al., 1957)und dabei ist
bemerkenswert, dass dse Pigmentbildungauch bei Dunkelheit geschientVerden die Zellen

unter diesen Bedingwgen Blaulicht ausgesetzt, fuhdas zur Einstellung der Synthese der
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pigmentbindenda KomplexgShimadaet al., 1992) Fallt der Sauerstoffpartialdruck weiter {1
0mgl™ geldsterQ,), steigt die Expression dieser Komplexe noch einmal leickEahenBazire
et al, 1957) Belichtung der Zellenmit Blau-oder Rotlicht bei diesen niedrigen
Sauerstoffkonzentrationen fuhrt zu einer Verstarkung der Pigmemnbtein- Komplex-
SynthesgCohenBazireet al., 1957) wobei vor allem zuséatzliche LH@dbildetwerden(Hunter
et al, 2005)

Den grof3ten Einfluss auf die Expression der PhotosynthesegendakaPrrB PrrA
Zweikomponentensystem (Eraso & Kaplan, 199kch Kombination von Transkriptonmund
Proteom- Analysen konnte ein grof3es Regulon ideritfit werden, welches 4% der Gene des
Organismus umfasgErasoet al, 2008) PrrB stellt dabei einenembransténdige Sensorkinase
dar, wahrend PrrA alsesponse regulatoan die DNA bindetPhosphoryliert PrrB das PrrA
Protein, dimerisiert dieses und erhoht die Expression der Gene fur den Photosyntheseapparat
stark (Karlset al, 1999; Laguret al, 2006) Neben den Phimsynthesegenen fallen ebenfalls
Gene derN; - Fixierung, C© Fixierung und K Oxidationmit in dieses RegulofJoshi und
Tabita, 1996; Qian und Tahjt1996; Elsest al, 2004) Die Bindung von PrrA an die DNA &nd
als Homodimer stat{Laguriet al., 2003) weshalb die Bindesegnz (C/ T)- (G/ C)-C-G-G-
(C/ G)-N-G-(T/ A)-C-(G/ A)-(C/ A) eine Lucke(N) von 1-10bp Lange aufweisfMao et
al., 2005) Die Bindung erfolgt tGber einelix- turn - helix- Motiv (FIS Familie), welches allen
verwandten Arten mit einer Sequenzidentitat von 1%0hochkonserviert is(Masudaet al.,
1999; Jonest al,, 2005)

PS Gene PS Gene

Abbildung 14 : Modell der Regulation der Photosynthesegenexpression durch PrfBrA bei
hohen (A) und niedrigen (B) Sauerstoffkonzentrationdst der Sauestoffpartialdruck hoch, hemmt

die Elektronentransportkette (ETK) der aeroben Atmung die Autophosphorylienurady diie Histidin
Kinase- Doméane(H- K) von PrrB. Die PrrAabhangige Expression findet nur im geringen Mal3e statt.
Bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck bleibt das inhibitorische Signal aus und die
Autophosphorylierung von PrrB fuhrt zur Phosphoryligruron PrrA, welches die Expression der
Photosynthese Gene (PSGene) verstarkt und somit eine vermehrte Synthese der
Photosynthesekomplexe (PSK) einle{tetrandert nach Tavano und Donohue, 2006)

Die Genregulation ist in erster Linie sauerstoffabhanggpobildung 14). Die
Autophosphorylieungsrate der Sensorkinase PrrB wird durch den Oxidationsstatus der
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Elektronentransportkette (ETK) der aerobemm@ing bestimmt. Dabei wird vermutetdass
Elektronen von der oxidierten terminalen Cytochrarbb; - Oxidasenicht nur auf Sauerstoff,
sondern, indirekter Interaktion, auch auf das Pr¢Protein tUbertragen werden konngi®h und
Kaplan, 2000)Diese Elektroneniibertragung hemmt die Autophosphorylierung von PrrB. Unter
aeroben Bedingungen kommt es somithtieur Phosphorylierung der Sensorkingse dasswr

eine schwachdxpression der PrrAabhangigen Genstattfindet (Potteret al, 2002; Otet al,,
2004) Liegt die Cytochrorobh; - Oxidase dagegen bei geringem Sauerstoffpartialdruck reduziert
in der Zellmembran vor, fehlt die inhibitorische Elektronentbertragung auf PrrB und dieses kann
sich selbst und PrrA phosphorylieren. Deisponse regulatodimerisiert und steigert die
Expression der von ihm regulierten Gen@®h et al, 2001) Bestrahlt man die Zellen bei
niedrigem Sauerstoffpartialdruck mit photosynthetisch aktivem Licht (Blader Rotlicht)
verstarkt dies den Anstieder Expression noch einm@fiappet al., 2005) Dabei wird vermutet,
dass die Bestrahlung mit Licht zu einer Verschiebund=tidgronentransportsler Atmungskette
zum photosynthetischen &ktronentransport fuhrt, waseine weitere Abschwéachung des
inhibitorischen Signals der Cytochroabb; - Oxidase erzeug{Happ et al, 2005) Wird der
photosynthetische Eldronentransportgestort bleibt dieser lichtabhangige Anstieg aitsapp

et al,, 2005)

Die sauerstoffabhangige Regulation der PhotosynthesegenB.sphaeroideserfolgt
zusatzlich durch das HrwProtein (ZeilstraRyalls und Kaplan, 1999)iesesProtein zeigt eine
starke Homologie zum in Abschnitt 1.1.4 beschriebengnE.coli- Protein Fnr De
Redoxwahrnehmung scheint nach dem gleichem MechanisrAbbilflung 4) zu verlaufen
(ZeilstraRyallset al,, 1997) Die gebundene Consenst&equenz entspricht dabei ml-T-G-
A-(T/ C)-N4-A-T-C-A-A ebenfalls der des-nr-Protein ausE. coli(ZeilstraRyalls und
Kaplan, 1998)Das FnrkProtein wirkt als globaler Transkriptionsregulator unter ermdben
Bedingungen und kontrolliert neben denpuc- Operon die Transkription der fur die
Bacteriochlorophyllsynthese notmdigen TetrapyralynthesegenehemA, hemFund hemZ
(RansorOlson und Zeilstrryalls, 2008)

Die komplexe Regulation der Photosynthesegene wird vervollstandigt durch den Einfluss
desAppA/ PpsR Systems. Wie bereits ien Abschnitten 1.1.5 und 1.2Eeschriebenvereint
der AppA- Antirepressordurch seine Cterminale Ham bindende Domanelie Eigenschaften
eines Redox Sensor Proteinsmit denen eines Photorezeptors, durch seiN- terminale BLUF
Doméane. AppA wirkt dabei als Modulator der Aktivitdt des Repressors PpsRetibasere
PpsR Protein bindetzwei palindromische Wiederholungen der SequerGFT-N;,-A-C-A
(Moskvinet al, 2005) Gebunén tiberdeckt dasProteinden -35 und-mn . SNBLOK RS&
Faktors und interferierso mit der RNA Polymerase Bei hohem Sauerstoffpartialdruck kann
der redoxsensitive €Terminus von AppA nicht mit PpsR interagieren und die
Photosynthesegene werden reprimigf@omelsky und Kaplan, 1997; Hanal., 2007) Fallt der
Sauerstoffpartialdruck auf semiaerobes Niveau kann AppA PpsR binden und die
Photosynthesegene werden exprimigi€ohenBazireet al, 1957) Die Bestrahlung des AppA
Proteins mit Blaulicht sorgt unter seaeroben Bedingungen fur eine Konformationsanderung
der N-terminalen BLUFDomane, die daraufhin mit dem -0erminus interagiert und PpsR
wieder freisetzt(Braatschet al., 2002; Haret al, 2004; Haret al, 2007) Durch diese duale
Regulation wird zum Einen die Eggsion bei hohem Sauspffpartialdruck vermieden. un
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Anderenwerden die Photosynthesegeriei gleichzeitigem Vorhandensein von Sauerstoff und
Blaulicht ebefalls reprimiert. Bei niedrigenbauerstoffpartialdruck verliert das App&RpsR
System seinen Einfluss und die expressionssteigernde Wirkung de®PABSystems tritt in
den VordergrundBraatschet al., 2002).

Abbildung 15 : Modell der dualen

Blaulicht Dunkelheit Regulation der Photosynthesegene
durch Licht

und Sauerstoff unter

A " APPA % APPA  aeroben (A) und semiaeroben (B)
FAD A | = " BLUF | S Bed?ngungen. _ Unter aeroben
X Bedingungen(A) liegt das Ham der €

terminalen Domé&ne ogliert vor. Damit
ist der Antirepressor sowohl im Blaulicht

. PpsR.} L _PpsR .} als auch bei Dunkelheit unfahig das PpsR
PS Gene PS Gene zu binden. Unter  semiaeroben
Bedingunger(B)wird das Ham reduziert
B Le;ﬁ AppA - Ir-leé;jrﬁ APPA  und die G terminale Domane interagiert
;ﬂ_ " BLUF _ mit PpsR. Dies erlaubt die Expression der
ima W Photosynthesegene. Die Blaulieht

bestrahlung sorgt fur die Anregung des

P— i FAD und fir ein Konformationsanderung
L _PpsR } ~ der BLUF Doméne. Diese interagiert mit
PS Gene PS Gene dem C- Terminus und PpsR ist wieder

frei (verandert nach Haet al, 2007)

Jungere Studien legen zudem eine starke Verknupfung deg PrrB- Systems mit dem
AppA/ PpsR System nahe. So findet auch unter semiaeroben Bedingungen keine Expression der
Photosynthese statt, wenn kein PrrA vorhanden(Metz, 2006 Jageret al., 2007) Gleichzeitig
vermittelt dasAppA/ PpsR Systemauch unter anaeroben Bedingungen eine Regulation, wenn
das PrrB Protein fehlt(Happet al., 2005) Da zudem PrrA die Expression von AppA beeinflusst
(Gomelskyet al., 2008) kann davon ausgegangen werden, dass das/FRrBA- System sich
dominant verhélt. Diei ist nicht klar, ob beide Proteine gleichzeitig an die DNA binden und die
Starke des aktierenden oder reprimierenden Effekts ausschlaggebend ist odgeweils nur
eines der beiden Systeme Einfluss auf die Expression hat. Die Bindestellen von PrrA und PpsR
liegen nur wenige Basen voneinander entfernt (siehe Anhabfildung 72), was beide
Mdglichkeiten offen halt.

Das erst kurzlich irR.sphaeroidesidentifizierte Cryptochrom CryB scheint ebenfalls
einen Einfluss auf die Expression des Photosyntheseapparates zu habeeigSdie CryB
Mutante eine hellere Farbe nach mikroaerobem Wachstum und deutlich reduzierte
Absorptionsspektren.Eine  Komplementation des Proteins von Riabs fuhrt, nicht zur
Wiederherstellung des WildtypPhénotyps, sondern zu einer Verstarkung der hellen
Pigmentierung(Hendrischket al., 2009a) Da die Kopienzahl degyB- Gens in der Zelle vom
Plasmid hoher ist als vom @mosom, scheint die Menge an gebildeten CryBotein einen
Einfluss auf die Expression der Photosynthesegene zu ladeenrischlet al, 2009a)

20



Einleitung

1.3.4 Regulation der Antwort auf photooxidativen Stress R.sphaeroidesdurch
den Sigmafaktor ©

Neben Transkriptionsfaktorersind { A 3 Y I T I {-frakdidh)/ die dbedeutendsten
Proteine zur Modulaton der Expression von Gendhlelmann und Chamberlin, 198&ine
wichtige Untergruppe de Sigmafaktoren stellen die E@kxtracytoplasmic function) -
Sigmafaktoren dafWosten, 1998; Brooks und Buchanan, 20@8¢ regulieren die Transkripii
von Genen, deren Produkte amfbalb des Cytoplasmas der Zelle wirken, wie z.B.
periplasmatischemembranstandigeind extrazellulare Protein@Brooks und Buchanan, 2008)
Sigmafaktoren werden abhangig von bestimmten Umweltbedingungen synthetisiert und
unterstitzen die Bindung des RNRolymerase Komplexes an Promotgggionen von Genen.
Dabei besitzen verschiedene SigmafaktorenewsthiedlicheSpezifitaten, die oft nur ein kleines
Regulon von Genen uassen (Brooks und Buchanan, 2008pie Aktivitat von ECF
Sigmdaktoren ist oft durch einen AntiSigmafaktor begrenz{Brown und Hughes, 1995;
Helmann, 2002) Dieser wirdmit dem jeweiligen Sigmafaktor cotranskribiert und verhindert
dessen Bindung an die RNRolymerase. Die Dissoziation des Sigmafakton seinemAnti -
Sigmafaktor stefldaher einen bedeutenden Beitragur Transkriptionsregulation dgBrown
und Hughes, 1995)

In Rhodobacter sphaeroiddst der ECFSigmafaktor © ein gut untersuchtes Beispiel.
Dieser wirdmit dem Anti- Sigmafaktor ChrR coxeprimiemd ein noch unbekanntes Stresssignal
filhrt zur Dissoziation der beiden Faktoren voneinan@éewmanet al., 1999¥% Fréguliert seine
eigeneTranskription und wird vermehrt gebildet, wenn die Zellen Blauli8imgulettsauerstoff
und Peroxidstresausgesetzt sin¢Braatschet al,, 2004; Anthonyet al,, 2005; Zelleet al., 2005)

5 A §- Antwort ist in erster Linie singulettsauerstoffabhéngig undfasst einekleine Zahl von
Genen zu denen z.Bder Sigmafaktor ™" gehort. (Anthonyet al., 2005; Glaeseet al., 2007) * ™"
leitet anschlieRend die Hauptéwort auf Singulettsauerstoféin und spielt zudem eine Rolle in
der Methylglyoxalstresantwort(Nusset al., 2009)

Abbildung16: Modell der " E-abhangigen
Antwort auf Singuletsauerstoffgress in
R.sphaeroides Ein  noch  unbekanntes

Stresssignal

N » Stresssignal  fuhrt zur Dissoziation des
Sigmafaktos * Fvom Anti- Sigmafaktor ChrR F
r Tt~ - , leitet die eigene Expression und die Expression
M des Sigmafaktar™ ™' ein. " ist anschlieBend
A fur die Hauptantwort auf Singulettsauerstoff in

der Zelle verantwortlich (ver&dndert nach

\ G ! Hendrischk, 2009; Nuss al., 2009)

s
e = -
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1.4 Zieletzungder Arbeit

Die Photosynthesegenregulatiovon Rhodobacter sphaeroideslurch licht und
Sauerstoff ist komplex und es konnte gezeigt werden, dass das Zusammenspiel aller daran
beteiligter Faktoren nétig ist, um kontrolliert auf Umweltreize zu reagierdar allem die
Regulation durch Blaight ist interessant, da dies, unter den ghtigen Bedingungen, sowohl
als mogliche Energiequellals auch als Erzeuger von oxidativem Stdgssen kannNeben dem
lichtabhd&ngigen Zusammenspiel des AppAosR Systems mit dem PriBPrrA- System,
konnten mitdem CryB- und dem LOV- Protein zwei weitere Blaulichtrezeptoren identifiziert
werden, Uber deren physiologische Wirkungvivofast nichts bekannt ist.

Als Fortfihrung meiner DiplomarbeiiMetz, 2006)war ein Ziel dieser Arbeit das
Verstandnis der blaulichtabhdngigen Regulation durch ApppsR und PrrBPrrA zu
verbessern. Dazu stdl zum einen diein vivo- Blaulichtsensitivitdtder BLUF vermittelten
AppA- Antwort und der Elektronentransportvermittelten PrrB- Antwort bestimmt werden.
Gleichzeitig wrde durch Mutation der BLUFDomane versucht Einfluss auf die
Blaulichtsensitivitatles Proteinsind seine Interaktion miPpsRzu nehmenZum andeen sollen
in vivo- footprint - assaysdurchgefiihrt werden, um die exakten Bindezustande von PrrA und
PpsR unter verschiedenen Bedingungen in der lebenden Zelle nachzuweisen.

Fur das erst kirzlich beschriebene Cryptochromhomlog CryB konnte bisher eine
Beeiligung an der Regulation der Photosynthesegene nachgewiesen werden. Ob diese
eigenstandig oder im Zusammenspiel mit bereits bekannten Faktoren geschieht ist jedoch
unbekannt. Daher saé das CryBProtein Uber einYeast Two- Hybrid- Systemzum Hnen
geen eine Genomdatenbank und zunmderen gegen bekannte Regulatorprotejneie PpsR
und AppA auf eine mogliche Interaktion getestet werden. Dakdimmplementation de<ryB -
Proteirs einen starkeren Phanotyp zeigt als die Mutante, soll zudem mit eRaphaeroides
Uberexpressionstamm die Auswirkung einer noch hoheren Proteinexpression untersucht
werden.

Die physiologische Rolle des L{Rfoteins istnoch vollig unbekannt. Daher wagin
weiteres Ziel dieser Arbeitdieses Protein Uber da¥east Two- Hybrid- Systemgegen die
Genomdatenbank voRR.sphaeroideszu testen. Um die mdgliche Funktion des Proteins weiter
einzugrenzensolte T dzZRSY SAy S dzY¥l 4a Sy RS lov-Nutghte ImNKerJi 2 Y I y |
des Wildtyps unter verschiedenen Beagungen, wie z.B. mikroaerobem Wachstum und
Blaulichtbestrahlungyerglichen werden. Da kein kommerziell erhéltlicher Transkrigtapifir
R.sphaeroidesexistiere, war dessendesign ebenfalls ein Teildieser Arbeit. Abschlielend
sollten, die in der Mutate stark differenziell regulierten Gengruppen unter physiologischen
Bedingungen ndheuntersuchtund die Ergebnisse der Transkriptomanalygervivo bestatigt
werden
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2. Material & Methoden

2.1 Material

Dieser Abschnitt enthalt die Auflistung aller in der Arbeit verwendeten Bakterienstdmme,
Plasmide, Oligonukleotide, Chemikalien, Enzyme und Geréate. Zusatzlich sind allgemeine und
haufig verwendete Puffer und Medien aufgefuhrt. WeiteRuffer und Losungen sind in
Abschnitt 2.2 bei den jeweiligen Methoden zu finden.

2.1.1 Samme
Stamm Beschreibung

E.coli

IM109 endAl ginV44 thi 1, relAl, gyrA96 recAl mcrBY lag-iroAB,el4S wCC
traD36proAR, laclg f | ®¥&h hsdR17,(kmk") (YanisckPerronet al., 1985)

S171 recA pro, hsdR RPZ-(Tc::Mu)(Km::Tn7); T,p5tf, Sp(Simonet al., 1983)
thi ¢, lact, ara’, gal*, mtl ¢, F, recA, uvr’, lon”; Nal, Stf, Rif, Kn (QIAGEN,

M15 )
Hilden)

DHE F, endAl ginV44 thi -1, recAl relAl, gyrA96 deoR nupG u 80dlacaM15,
n(lacZyAargF)U169hsdR17rk my), < (Meselson, 1968)

MC1061 hsdR2hsdM+, hsdS-,araD13% ara-tew) T ¢ dlacX74gadE15 galK16

rpsL, mcrA mcrB% Kni, Smi(Casadaban und Cohen, 1980)

R.sphaeroides

241 Wildtyp (van Neil, 1944)

R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler Deletion dé&ss Gens (RSP_2228)

plov dzy R Ly & $ NIi'kKasseteSSifefdviachief dl)2009b)

VB R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler Deletion desyBGens (RSP_3077)
nery und Insertion einer KirKassette, Ki{Hendrischlet al., 2009a)

R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler Deletion dappAGens (RSP_1565)

Appll und Insertion einer TgKassette, Tp(Gomelsky und Kaplan, 1995)

371678 R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler_DeIetion déwL Gens (RSP_0698)
und Insertion einer KirKassette, KM(ZeilstraRyalls und Kaplan, 1995)

PIB1 R.sphaeroides2.4.1 mit chromosomaler Deletion dpsrBGens (RSP_1520)
und Insertion einer Sgassette, Sp(Eraso und Kaplan, 1995)

PrrAD R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler Deletion dpsrAGens (RSP_1518)
und Insertion einer Sgassette, Sp(Eraso und Kaplan995)
R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler Deletion der rpo&irR Gene

TF18 (RSP_1092093) und Insertion einer T assette, TSchilke und Donohue,
1995)

nehrR R.sphaeroide2.4.1 mit &iromosomaler Deletion des chrR Gens (RSP_10¢
und Insertion einer TgKassette, T{Newmanet al., 1999)

PUHAL R.sphaeroide®.4.1 mit chromosomaler Deletion dpshAGens (RSP_0291)

und Insertion einer KirKassette, Km(Sockettet al.,, 1989)
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Appll:appAW104F

R.sphaeroidef\pp11 mit chromosomal integriertem Vektor
pPHU:appAN104FTgd, T¢ (Metzet al, 2010)

R.capsulatus

37b4 Wildtyp vonRhodobacter capsulatyolisch, 1907)
B10 Wildtyp vonRhodobacter capsulatyMolisch, 1907)
Azotobacter

Azotobacter sp.

Wildtyp vonAzotobacter(Lipman, 1904)

S.cerevisiae
AH109 ADE2, HIS&cZ MAT atrpl, leu2 (CLONTEGMIountain View, USA)
Y187 lacZ MATh, trpl, leu2 (CLONTECMNIountain View, USA)
2.1.2 Plasmide
Plasmid Beschreibung / Herkunft

PHU281 suicide- Vector zur Herstellung von Deletionsmutanten, kann
P Rhodobactenicht repliziert werden, T¢6,9kb (Hubneret al., 1993)

RKA15 broad host range- Vektor, repliziert inE.coli und RhodobacterTc, 10,4kb
P (Keen et al., 1988)

RK2013 tra®, Hilfsvektor fir Konjugasnen vonE.colinachRhodobacterKnd, 4,8 kb
P (Dittaet al, 1985)
pDrive T- Vektor zur Klonierung von PERrodukten, A Kni (QIAGEN, Hilden)

QE30 Uberexpressionsplasmid mit Sequenz fiir-tdrminalen 6x Higag
P Expression von Proteinen ihcoli 3,4 kb, Ab(QIAGENHilden)

pRK415 Derivat mit dem vollstandigem AppArotein (1354p), 366bp

p484-Nco5 upstream des Transkriptionsstart und 4 downstream des Stopp

Codons, T¢12,1kb (Gomelsky und Kaplan, 1995)

p484b O2pnb

pRK415 Derivat mit dem Gterminalen AppA Protein (968p), 366bp
upstream des Transkriptionsstarts und 4 downstream des Stopp
Codons, T¢12,1kb (Gomelsky und Kaplan, 1995)

pPRKAppA

pRK- Vektor mit dem SphlNcol AppA Fragment (1404p) aus p484
Nco5, TG 12,1kb (Han, 2006)

pRKappAY21F

pRK- Vektor mit dem SphlNcol AppA Fragment (1404p) aus p484
Nco5, Basenaustausch A zu T bp3 und C zu T 6@d4p nach
Transkriptionsstarts ,T,c12,1kb (Metzet al., 2010)

pRKappAY21C

pRK- Vektor mit dem SphlNcol AppA Fragment (1404p) aus p484
Nco5, Basenaustausch A zu6&bp nachTranskriptionsstartsTd, 12,1kb
(Metzet al., 2010)
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pRK- Vektor mit dem SphlNcol AppA Fragment (1404p) aus p484

pRKappAW104F Nco5, BasenaustausaG zu T 314312bp nach Transkriptionsstarts ;T
12,1kb (Metzet al., 2010)
pRK-Vektor mit dem SphlNcol AppAFragment aus p484Nco5
pPRKappAW104F/Y21F (1404bp), Basenaustausch A zu T3 C zu T 68p und G zu 1
311/ 312bp nach Transkriptionsstarts, T&2,1kb (Metzet al., 2010)
suicide- Vector, enthalt Xbal Hindlll AppA Fragment amplifiziert au:
_ pRKAppAW104F mit Basenaustausch G zu T 3132bp nach
PPHU:appAV104F Transkriptionsstart fur Reinsertion Rusphaeroides®\pp11, TG 8,7kb (Metz
et al, 2010)
pRK415 mit 1724 bp HindlIKbalcryBFragment auRR. sphaeroideg.4.1,
pRKcryB fur die Komplementation voR.sphaeroidesicryB T¢, 12,2kb (Hendrisck
et al, 2009a)
DRKoUfCIYB pRKouf mit 1527 bp Xbal EcoRktryBFragment aufR. sphaeroide2.4.1, N
terminale Fusion mit 6xHismg, T¢, 12,5kb (Konzer, 2008)
basiert auf pMAIc2x Vektor (NEB), translationale Fusion des Ap
PMAPPA(ER2058) Proteins mit dem MaltoseBinde- Protein, Af, 7,9kb (Braatsch, 2002)
0GppS Uberexpressionsvektor fiir PpsR rdgm GSTtag in pGEXT, Ap, 6,1kb
(Gomelskyet al., 2000)
«0SNBELINBaaA2YyaBS] (2 NJ-agNiNDGEXILIAR
PGEXAPPAN 6.4 kb (Hanet al, 2007)
pQE32 mit 152Bp Sphl HindllicryBFragment aufk. sphaeroide®.4.1,N-
PQECTYB terminale Fusion mit 6xHimg, Ad, 4,9kb (Hendrischlet al., 2009a)
DQEPITA PQE30 mit 52bp BamHI Hindlll prrA Fragment aufR. sphaeroideg.4.1,
N-terminale Fusion mit 6xHisg, Ag, 3,9 kb (diese Arbeit)
DPHU234 Vektor fur Promotoraktivitatsbestimmung, enthéltacZ- Gen ohne
Promotor und Start Codon, T¢ 21,6kb (Hubneret al., 1993)
pPHU234 mit 238p EcoRI BamHIphrAFragment auf. sphaeroides
pPHUhrAlacz 2.4.1, beinhaltet 108 bppstreamRegion vorphrA, T¢, 21,8kb (Hendrischk
et al, 2007)
0GAD- T7 Klonierungsvektofur das Yeast Two- Hybrid- System, Ap Led
(CLONTECMountain View, USA)
Kontrollvektor fiir dagreast Two- Hybrid- System enthalt Sequenz des
pGADT7-T SV40 TAntigen fusioniert an GALAD; Amf Led(CLONTEGCMI ountain
View, USA)
0GBKT7 Klonierungsvektor fiir dageast Two- Hybrid- System K, Trp
(CLONTECMountain View, USA)
pGBKT7-53 Kontrollvektor fur das Hefe -Rlybridsystem; enthalp53 Gen; Ky Trp
(CLONTECMountain View, USA)
pCL1 Kontrollvektor fur das Hef@-Hybridsystem; enthalt die Sequenz fir d
komplette GAL4Lrotein; Amp Led (CLONTECMNIountain View, USA)
pDkatEUp pDrive cloning vector mit PCR Fragmentwelches 352 bp derkatE

upstream- Region sowie Schnittstellen fé&anH!l undPst enthalt, Ap, K
(zeller, 2005)
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pDpucUp pDrive cloning vectormit PCR Fragment, welches 314 bp dmicB
upstream- Region sowie Schnittstellen f8al undEcoR enthalt, Ah Km
(diese Arbeit)

2.1.3 Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurde von Carl Roth
(Karlsruhe), EurofinrsMWG/ Operon (Ebersberg) oder Biomers (Ulb®zogen.Zur besseren
Veranschaulichungon Klonierungsstrategien ist fir einige datimer die Abbildungmit dem
Klonierungsschema angegeben.

Oligonukleotide fur Klonierungen

Oligonukleotid Sequenz 53'

GTT TCC TGC TBEXGC AGC CTG GC
appAY21GFM overlap extension PCR forwahlditation F(sieheAbbildung32), Basenaustausc
A zu G an Position @®wnstreamdes Transkriptionsstarts vappA 26nt

GCC AGG CTCEICAGCA GCA GGA AAC
appAY21GCRM overlap extension PCR revergkitation R(sieheAbbildung32), Basenaustauscl
A zu G an Position @bwnstreamdes Transkriptionsstarts vappA 26nt

GTT TCC TGC TIHUCGC AGC CTG GC
overlap extension PCR forwahditation F(sieheAbbildung32), Basenaustauscl

appAY21FFM A zu T an Position 63 un€ zu T an Position 64lownstream des
Transkriptionsstarts voappA 26nt
GCC AGG CTT&A AAG CAG CAG GAA AC

appAY21FRM overlap extension PCR revergkitation R(sieheAbbildung32), Basenaustauscl
A zu T an Position 63 un€ zu T an Position 64lownstream des
Transkriptionsstarts voappA 26nt
CTT TGC GGGHCA CAT GCA

appAN104FEM overlap extension PCR forwahditation F(sieheAbbildung32), Basenaustauscl
G zu T an Position 31B12 downstreamdes Transkriptionsstarts voappA
21nt
CTG CAT GTERAATCC CGC AAA

appANV104FRM overlap extensio_n_ PCR revengkitation R(sieheAbbiIdur_lgs"Z), Basenaustauscl
G zu T an Position 31B12 downstreamdes Transkriptionsstarts voappA
21nt
CGG CGBAGCTTAAT CCBGG TC

appA overlap extension PCR revergepAF (sieheAbbildung32), fur Amplifikation des

upHindlll vollstandigen,mutierten AppA- Proteins (bindet an Position 19pstreamdes
Transkriptionsstarts) , Hindlll Schnittstelle,r23
CGGQEGTACAGAC GCT BAAGA ATC

appA overlap extension PCR reverappAR (siehe Abbildung32), fir Amplifikation

downKpnl des vollstandigen, mutierten AppA- Proteins (bindet an Position 13E

downstreamdes TranskriptionsstartsKpnl Schnittstelle, 24t
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CICTAGACG AGG TGEBAG GCC AGC GTG C

3p§ﬁ~\;\/1104F fur Amplifikation desappAN104F Gens und anschlieRende Klonierung
P pPHU28XsieheAbbildung34), Xbal Schnittstelle, 2&
20pAW104F CQAGCTITC GGC GGC GGC TTA ATC CGA GG
dg\F/)vnHindIII fur Amplifikation desappAN104F Gens und anschlieBende Klonierung
pPHU28XsieheAbbildung34), Hindlll Schnittstelle, 28
GGOGCATGCATG CAA CAC GAC CTC GAG
appABLURM error prone PCRorward (siehe Abbildung 30) fir Amplifikation der BLUF
upSphl Domane (bindet an Position 8upstream des Transkriptionsstarts) Sphi
Schnittstelle, 2'ht
GCTGGTACCCAC GGT CAC GAT CTG CCG
appABLURM error prone PCReverse (siehe Abbildung 30) fir Amplifikation der BLUF
downKpnl Domane(bindet an Position 414lownstreamdes Transkriptionsstarts) Kpnl
Schnittstelle, 2'ht
appAn b GTGGTACCAAGC CTG GTG GCC GAC AAC A
upllz nl fur Amplifikation der Gterminalen AppA Domane(siehe Abbildung30), Kpnl
Prp Schnittstelle, 27At
appAn b GTICTAGAACC GAC GCT GCA AGA ATC
PP fur Amplifikation der Cterminalen AppA Doméne(siehe Abbildung30), Xbal
downXbal :
Schnittstelle, 2'ht
GGCCATATGATGCAACAGGACC
appAfullNdel fur Klonierungvon AppA in YeastTwo- Hybrid- Vektoren pGADT7 urd pGBk
T7 (siehe Abschnitt 3)5 NdelSchnittstelle, 22 nt
CGAGCTCICA GGC GCT GCG GCG
appAfullSacl fur Klonierung vorAppA in YeastTwo- Hybrid- Vektoren pGAET7 und pGBK
T7 (siehe Abschnitt 3)5Sacl, Schnittstelle, 22 nt
GGACATATGATG CTG GCC GGC G
ppsHullNdel fur Klonierungvon PpsR in YeasTwo- Hybrid- Vektoren pGABT7 urd pGBk
T7 (siehe Abschnitt 3)5 Ndel Schnittstelle, 22 nt
GCQGAGCTCICACTC GTCCTTGTT
ppsRullSacl fur Klonierung von PpsR in Yea$tvo- Hybrid- Vektoren pGAB7 und pGBK
T7 (sieheAbschnitt 3.9, Sacl, Schnittstelle, 25 nt
GCA ACBSGATCASCT GAG GAT CTG
prrABamHI fur Klonierung von PrrAn den pQBO- Vektor (siehe Abschnitt 3.2)BamHI
Schnittstelle, 24 nt
GGT GCAAGCTTTCA GCG CGG GCT
prrAHindlll fur Klonierung von PrrA inlen pQE30 Vektor (siehe Abschnitt 3.2)Hindlll

Schnittstelle, 24 nt
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Oligonukleotide furreal time RT- PCR Northern blot

Oligonukleotid

Sequenz 53'

rpoZF

ATC GCG GAA GAG ACC CAG AG
komplementéar ab Position 157 innerhalb dpoZ- Sequenz (RSP_166¢
sense 20nt

rpoZR

GAG CAG CGC CATCTG ATC CT
komplementéar ab Position 264 innerhalb dpoZ- Sequenz (RSP_166¢
antisense 20nt

PUC2ABF

GGC AAAATC TGG CTC GTG GT
komplementéar ab Position 10 innerhalb dmrcB - Sequenz (RSP_615¢
sense 20nt

pUc2AB R

GGT GGT GGT CGT CAG CAC AG
komplementéar ab Position 98 innerhalb dmrc2A- Sequenz (RSP_615¢
antisense 20nt

pucBF

ATC GAC GGT TTG CGT GTA GG
komplementér ab Position 262 innerhalb grrcB- SequenzRSP_0314)
sense 20nt

pucBR

GGA CGAGCAGCG TCAATTTC
komplementéar ab Position 23 innerhalb dmrcB- Sequenz (RSP_0314)
antisense 20nt

bchLF

CAG ACG GTG AAA & AA
komplementéar ab Position 397 innerhalb dehL- Sequenz (RSP_028¢
sense20nt

bchLR

AGT TCT TCG ACT TET GA
komplementéar ab Position 601 innerhalb dehL- Sequenz (RSP_028¢
antisense 20nt

lov F

GAT GAC CGG CTA TEA AG
komplementéar ab Position 123 innerhalb dev - Sequenz (RSP_2228),
sense20nt

lovR

GCAGGA AGA GGA GAT T&G3
komplementar ab Position 304 innerhalb dev - Sequenz (RSP_2228),
antisense20nt

rpoEF

TGA CGG ACA AGA GTA GG
komplementar ab Position 2 innerhalb dgoE - Sequenz (RSP_1092),
sense20nt

rpoER

CGA GGG ATC GAA A& AG
komplementar ab Position 216 innerhalb dpoE- Sequenz (RSP_109z
antisense20nt

feoA2F

AGA TGC AGA AGC @TT CC
komplementar ab Position 83 innerhalb depA2- Sequenz (RSP_602(
sense20nt

feoA2R

GAT CTT GCG CGACAT CT
komplementér ab Position 222 innerhalb deoA2- Sequenz
(RSP_6020antisense20nt

RSP_3539 F

ACCTCCTCTTTG BTG TG
komplementéar ab Position 827 innerhalb der REF39- Sequenz,
sense20nt

RSP_3539 R

GTC TGG AAC TCG &IG TC
komplementérab Position 967 innerhalb der R8B39- Sequenz,
antisense20nt
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RSP_1574 F

GGC CTG CTC TATCTGAC
komplementér ab Position 277 innerhalb der REF¥4- Sequenz,
sense20nt

RSP_1574 R

AGA AG CAG CCT GTT CAG
komplementéar ab Position 456nerhalb der RSR574- Sequenz,
antisense20nt

RSP_4038 F

ATG ACA AGA CGG GTIG AC
komplementéar ab Position 410 innerhalb der RER8- Sequenz,
sense20nt

RSP_4038 R

CGA GGC TCT GGT ERT CC
komplementéar ab Position 586 innerhalb der RER8- Sequenz,
antisense20nt

RSP_2965 F

GGT CTT CAACCTCABGC
komplementéar ab Position 483 innerhalb der REIS5- Sequenz,
sense20nt

RSP_2965 R

GAG CCC AGT GAG BTE CA
komplementéar ab Position 618 innerhalb der REIS5- Sequenz,
antisense20nt

RSP_0069 F

CAA CAT GAC CAA &3YA CG
komplementéar ab Position 45 innerhalb der R8/%9- Sequenz,
sense20nt

RSP_0069 R

GTCGTG TCC ACGAGGTT
komplementéar ab Position 230 innerhalb der RE®9- Sequenz,
antisense20nt

rRNA- Northern

CTT AGATGT TTC AGTTCCC
komplementar ab Position 187 innerhalb der 23S rRN&quenz, fir
LadenkontrolleNorthern blot,sense 19 nt

pucAB- Northern F

GCC GAA GAA GTT CAT AAG CAA
komplementéar ab Position 52 innerhalb dmrcB - Sequenz (RSP_0314
fur Amplifikationpuc- SondeNorthern blot sense21nt

pucAB- Northern R

CAG CCG AGC CTT GGT AGT AG
komplementar ab Position 34 innerhalb dmrcA - Sequenz (RSP_6256
fur Amplifikationpuc- SondeNorthern blot antisense20 nt

Oligonukleotide fir Sequenzierungen

Oligonukleotid

Sequenz 53'

AAC AGC TAT GAC CAT G

Mi3reverse Sequenzieruny)CSpDrive sense 16 nt
M13 forward GTA AAA CGA CGG CCAGT
SequenzierunICFDrive antisense 17 nt
M7 GCG GAT AAC AATTTC AC
SequenzierunylI CSpRK415sense L7 nt
MP6 GTT GGG TAA CGC CAG GG

SequenzierunyICpRK415, antense 17 nt
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5-AD

GAA GAT ACC CCA CCA AAC CC
Sequenzierung pGAD7 ab Position 187@ense 20nt

3-AD

AGA TGG TGC ACG ATG CAC AG
Sequenzierun@GAD- T7 ab Position 2102, asinse 20nt

5-BD

TCA TCG GAA GAG AGT AG
Sequenzierung pGBKR'7 ab Position 1155gnse 17nt

3-BD

TAA GAG TCA CTT TAA AAT
Sequenzierung pGBKR7 ab Position 1495, astinse 18nt

appASeql

GCT CTC CTG CTC GGACGA C
SequenzierungppAab Position 342lownstreamdes
Transkriptionsstartssense22 nt

appASeq2

AGG CCT GCG CCGBGCTGAC
SequenzierungppAab Position 68%ownstreamdes
Transkriptionsstartssense22 nt

appASeq3

CAACTT CCC CCCARGCTG A
SequenzierungppAab Position 1118ownstreamdes
Transkriptionsstartssense22 nt

appABLUFseq

GCC CGG CAG TAA 8B AAG G
Sequenzierung BLUBoméane AppA ab Positionupstreamdes
Transkriptionsstartssense22 nt

2.1.4 Antibiotika und Selektionszusatze

. Endkonzentration Endkonzentration
Stammldsung

Antibiotikum Abk. [mg mfY] E.coli Rhodobacter
[bg mr] [ug mr]
Ampicillin (Roth) Ap 100 in ddHO 200 -
Kanamycin (Roth) Km 10 in ddHO 25 25
Spectinomycin (Roth) Sp 10 in ddHO 20 15
Trimethroprim (Roth) Tp 10 in DMF 20 20
Tetrazyklin (SigmaAldrich) Tc 10 in 75%EtOH 20 2

» Endkonzentration Endkonzentration
Stammldsung

Selektionszusatz [mg mrl] E.coli Rhodobacter
[ug ml] [ng ml]
IPTG 50 in ddHO 100 100
X-Gal 50 in ddHO 100 100

2.1.5 GroRenstandards fur die Gelelektrophorese

DNA- Standards

Bezugsquelle

Protein- Standards  Bezugsquelle

GeneRulet m
DNALadder

1 ¢ Fermentas
(St. LeorRot)

SDSPAGE
StandardsLow Range

Biorad (Minchen)
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M n n Fermentas
(St. LeorRot)

GeneRuler
DNALadder

Prestained SD8AGE

Standards, Low Range Biorad (Munchen)

1 KbDNALadder Invitrogen (Darmstadt

Prestained Protein

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

FullRange Rainbow GEHealthcare

PCR Marker NEB(Frankfurt a. M.) Marker (Miinchen)
2.1.6 MolekularbiologischeKits
Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle
O”eSt?(F?fT' PCR " 5IAGEN (Hilden) | QIAGENPIasmidMidi Kit QIAGEN (Hilden)
QIAGENPCRCIoning ) Nick Translation Kit GEHealthcare
Kit QIAGEN (Hilden) dCTP (Miinchen)
QIAquickPCR . PI{n [0St
Purification Kit QIAGEN (Hilden) Agilent arrays (Cy5) Kreatech (Amsterdam)
I {n [0St

Taq- PolymeraseKit QIAGEN (Hilden)

Agilent arrays (Cy3) Kreatech (Amsterdam)

RNeaswlinElute QIAGEN (Hilden)

Gene Expression Wash Agilent (Bblingen)

CleanupKit Buffer Kit
QIAprepSpin : Gene Expression . .
Miniprep Kit QIAGEN (Hilden) Hybridization Kit Agilent (Boblingen)
BIOX! / ¢bmang BIOLINE Deep Venit DNA
DNAPolymeraseKit (Luckenwalde) Polymerase Kit NEB(Frankfurt a. M.)
LUMILIGhtPLUS o oGrenzach) | QiaEx Gebxtraction Kit  QIAGEN (Hilden)

Western Blotting Kit

2.1.7 Enzyme

Die nicht aufgefiihrten Restriktionsendonucleasen wurden von NEBnKfurt a. M. und

Fermentas (St. LeeRot) bezogen.

Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle
Antarc;[g:LIJD /h:sfp hstase NEB(Frankfurt a. M.) T4- ([E))l\lIJA/\-lhl)gase NEB(Frankfurt a. M.)
. Fermentas T4-DNA- Ligase Fermentas
DNase | (U7>1 0 | aorrot) BU/ ) (St. LeorRot)
Klen(();vL-Jllirfglmgnt NEB(Frankfurt a. M.) T4 Pol()ircl)uéllegtlfdkénase NEB(Frankfurt a. M.)
Boehringer RNasin Fermentas
Lysozym (Feststofl) - elheim) 40U/ pl) (St. LeorRot)
Proteinase K Sigma Aldrich DNasd Invitrogen
(Feststoff) (St.Louis) (140-180U/ >t v (Darmstadt)

RNaseA (U/ > f 0 QIAGEN (Hilden)

DNase |l (U/>f 0 Promega (Mannheim)
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2.1.8 Chemikalien

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

A Bezugsquelle N Bezugsquelle
Ammon(lxggarsulfat (Sslgt].r[lsu,?sl;jrlch Natrlumzjsogg():ylsulfat Serva (Heidelberg)
Agarose &3{22{3&5? Natriumthiosulfat x 5 H20 Merck({Darmstadt)
poryamid (40%9) (R obery | Tewazoiumoniond ugT) ROCNeGrenzach
B Bezugsquelle Nonidet P40 (NRI0) (S;?.T:u':;jmh
Bacto Agar Difco (Lawrence) @) Bezugsquelle

Bovines Serum

NEB (Frankfurt a. M.

Ortho-Nitro-Phenol3-

Albumin (BSA) ?SI?TSU'?;? fieh Galactopyranosid (ONPG Serva (Heidelberg)
in%gllg;)lg]h%ig:;?r(%%m Roche(Grenzach) P Bezugsquelle
Bromphenolblau Merck Oarmstadt) Phenol (wassergesattigt) '(A\C?aptl'ig?;;nben)
> Bezugsquelle PEG8000 ?S‘,%Tgﬁi'g)”‘?h
Tﬁﬂgﬁ%ﬁgg (SSI?Tc?uf;l;j fich Phenol/ Chloroform ?‘gg:ig?;;nben)
Fe(ll)- Citrat (SSI?Tc?uf;l;j rich Polyvinylpyrrolidon (Ssi?.r[lsuf;l;jrich
st e tebery | PRSI RI re
Formaldehyd (SSI?TC?U'IA;I? rich T Bezugsquelle
Formarmid (SSI?TC?U'?;I? fieh Trypton Difco (Lawrence)
G Bezugsquelle S Bezugsquelle
e T
Glykogen Rocheg(Grenzach) Stano(lgﬁ&Ei?urg]c;uillon Merck®armstadt)
| Bezugsquelle SYBR Green ?;?.T;gjrim
Imidazol ?;?_Tgu'g?mh \Y Bezugsquelle
M Bezugsquelle Vitamine RAMedium) (SSiQtJ.T:u'iA;l)drich
Mineralol Merk (Darmstadt) X Bezugsquelle
s S| ey A

Magnesiumsulfat

Merk (Darmstadt)
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2.1.9 Kulturmedien

Allgemeine Kulturmedieri E.coli Kulturmedien

PY- Medium Standard F Medium (Std- | - Medium)
Trypton 10 g Standard | N&hrmediun 25 g
Hefextrakt o5 g | ad dd—IzO ________________ 1 o
CadGl(1M) 2 ml Standard | Platten (Std- | - Platten)
MgClL (1M) 2 ml BactoAgar (1,6 %) 8 g
FeSQ(0,5 %) 24 ml ad Standard t Medium 500  ml
""""" addO 1 1
7 pH
PY- Platten
BactoAgar (1,6 %) 8 g
~ adPY-Medium 50 ml

KulturmedienRhodobacter

RA- Medium (Drews, 1983) Phosphatlésung
Malat 30 g K:HPQ 45 g
MgSQ x 2H,0 02 g KHPQ, 30 g
(NH,);SQ 12 o9 | adddH,0 10
CaCGlx 2 HO 0,07 ¢ Spurenelementlésung
Spurenelementlésung 15 ml Fe(Il}Citrat 50C mg
""""" addO 1 | MNChx 4 HO 20 mg
6,9 pH ZnC} 5 mg
""""" nach dem Autoklavieretinzufiigen : LiCl 5  mg
Phosphatlésung 20 ml KJ 2,5 mg
Vitaminldsung 8 ml KBr 2,5 mg
RA- Agarplatten CuSQ 0,15 mg
Bacto Agar (1,6 %) 8 g NaMoO, x 2 HO 1 mg
""" adRA-Medium  50¢  ml CoGx 6 HO 5  mg
Vitaminlésung SnClx 2 HO 0,5 mg
Niacin 20C mg BaC} 05 mg
ThiaminHCI 40C mg AICE 1 mg
Nicotinamid 20C mg H:BO, 10 mg
Biotin 8 mg EDTA 20 mg
""""" addo 1 1 | addHo 1 1
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Hefekulturmedien

minosaure- Zusatz fui

YDA - Medium (Vollmedium) DropoutLosung (1) (A Mangelmedium)

Pepton 20 g L- Adenin Hemisulfat  20C mg/ |

Hefextrakt 10 g L- Arginin HCI 20C mg/ |

Adenin- SQ 0,004 ¢ L - Histidin HCI 20C mg/ |

__________ adddeOSOCmI L- Isoleucin 30C mg/ |

5,8 pH L- Leucin 100C mg/ |

40%igeGlucoselésung 50  ml L- Lysin HCI 300  mg/|

SD- Medium (Mangelmedium) L- Phenylalanin 50C mg/ |

SD- Mangelmedium 6,7 g L- Threonin 200C mg/ |

D - Sorbitol 182,2 g L- Tryptophan 20C mg/ |

""""" adddHO 500 g L- Valin 150C  mg/ |
58 pH | inddH0 l6sen

40%ige Glucoselosung 50  ml

Fir die herkdbmmliche Anzucht werden die Zellen in YPA&dium inkubiert. Dem Sb

Mangelmedium wird die

DropoutLdsung,

mit der entsprechenden Aminosé&ure

zusammensetzung zugesetzt, um unterschiedli8bkektionsbedingungen zu erzeugen.

2.1.10Allgemeine Puffer und Losungen

PBY10x) SSPE (20x)
NacCl 4 g NacCl 3 M
KCI 01 g EDTA 0,02 M
NaHPQ 0,72 g NaHPQ, 02 M
KHPQ 012 g T p H
ad ddH,0 50C mi SSC (20x)
74 pH NacCl 3
Denhar(dStoi)Reagenz Natriumcitrat 0,3
Polyvinylpyrrolidon 1 % TBS
Ficoll 400 1 % NaCl 0,15 M
BSA 1 % Tris/ HCI 0,015 M
74 pH

34



Material & Methoden

2.1.11Gerate und Materialien

Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle
. ABI- Prism Eclipse80i . .
310GeneticAnalyzer (Darmstadt) (Mikroskop) Nikon (Dusseldorf)

Agilent DNAmicroarray
scanner

Agilent (Boblingen)

Ni- NTA Agarose

QIAGEN (Hilden)

Amylose- Agarose

NEB (Frankfurt a. M

Nitrocellulosemembra
n (Protran)

GEHealthcare
(Minchen)

Blaulichtfilter BG12
(450nm 5y

Schott (Mainz)

Nylonmembran
(Biodyne)

Pall (Dreieich)

BIO- RADPCR Cycler
S1000 (PCR)

Li- Cor(Bad
Homburg)

OxyScarMicro-
Sauerstoffsensor 501

UMS (Munchen)

CFX Realime PCR

BIO- RAD (Munchen

OptimaTLX

Beckman Coulter

Detection System Ultrazentrifuge (Krefeld)
Diaprojektor Braun (Kronberg) Pe{;gﬁ:gsl(i?;?ry Peglab Erlangen)
Genepix 3100 ?AS?JIr?ri;\I/erIeI:D,eL\J/ 'SCK)S Photomeégr Specord Analytic Jena (Jena)

Gr?gl Jr'g Etr:‘ilten:a:)/Gg Schott (Mainz) pH - Meter Schott (Mainz)
GlutathlorlleBSepharose (C;ME;]eCiI;%are Th::%ngcsyii(%% . MWG (Ebersberg)
Halogenlampe (500V)  Conrad (Hirschau) ngfoQg;Eﬁﬁf ?ME[E:]iilt;(;are

Hitzefilter KG1 Schott (Mainz) P,IZSSOQCI:J;TE?SO ?ME[L._:]eCﬂ;(;are
Hyb”dis}e_rg]f‘egnSkammer Agilent (Boblingen) Rotor GS3 (Tth,{g‘e?,feﬁiﬁg‘ﬂif
'magi('ll%f;;f)e”  BIO-RAD (Miinchen Rotor SS34 (TLh:r:;%ssggggi)c
Imagingscreen  Fuiji (Diisseldorf) ROtO“&ﬁgf’g;O teal 5 AGEN (Hilden)
Leuchtggovf\f/r/gg;en (TLD Philips (Hamburg) Saugi;ﬂ‘fglnggode Greisinger (Regenstauf

LI- 189 Lichtmeter

Li- Cor
(Bad Homburg)

SonopulsGM 70

Bandlin (Berlin)

LI- 190SA Quantum
sensor (umoim?s?)

Li- Cor
(Bad Homburg)

Sorvall RC 5C Plus
Zentrifuge

Thermo Scientfic
(Langenselbold)

LI- 200SA Pyranometer
Sensor (Wn™®)

Li- Cor
(Bad Homburg)

SpeedVa&C 110

Thermo Scientfic
(Langenselbold)

LI- 250 Lichtmeter

Li- Cor
(Bad Homburg)

StratalinkerUv
Crosslinke 800

Agilent (Boblingen)

aSYONIy CAf
225mm)

Schleicher & Schuel
(Dassel)

Szintillationszéahler

Beckman Coulter
(Krefeld)

MicroPulser
(Electroporator)

BIO- RAD (Miinchen

Tischzentrifugen
Biofugefresco,pico

Heraeus
(Buckinghamshire, UK)

Molecular Imager-X
(Phosphoimager

BIO- RAD (Minchen

Trio-Thermoblock
(PCR)

Biometra Goettingen)

Nanodrop

Peglab Erlangen)

Vakuumblotter

Appligene (Heidelberg
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2.1.12 Auftragspuffer

DNA- Ladepuffer RNA- Auftragspuffer
Harnstoff 4 M Glycerin 60 %
Saccharose 50 % Bromophenolblau 01 %
EDTA 0,05 M EDTA 0,01 M
Bromophenolblau 0,1 w | 7 p H
Xylencyanol 0,1 % RNA- Probenpuffer
_____________________________________ 7 pH | mMoOPsPufferaox) 10 %
SDS Auftragspuffer (5 X Formamid 50 %
Tris/ HCI 0,225 M Formaldehyd 18 %
Gycerin 50 % Formaldehyd /Harnstoffpuffer
SDS 50 % Harnstoff 6 M
Bromophenolblau 0,05 % deionisiertes Formamic 80 %
DTT 025 M TBE (10x) 10 %
Bromophenolblau 0,1 %
Xylencyanol 01 %
2.1.13Elektrophoresepuffer
Laemmli (10 x) TAE (10 x)
Tris/ HCI 30 g Tris/ HCI 0,4 M
Glycin 144 g Essigsaure 0,4 M
SDS 10 o] EDTA 0,04 M
"""""" addO 1 | | MOPS Puffer (10 x)
Laemmli- Trenngelpuffer MOPS 0,05 M
Tris/ HCI 1,5 M Natriumacetat 0,05 M
_____________________________________ 88 pH EDTA 001 M
Laemmli- Sammelgelpuffer NaOH 0,1 M
Tris/ HCI 10 M TBE (10 x)
_____________________________________ 68 pH Tris/ HCI 089 M
Borat 0,89 M
EDTA 0,025 M
""""""""""""""""""""" 83 pH
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2.1.14Antikorper fur Western blot

Name gegen Bezugsquelle

C- Terminus AppA

. _ I ' H
Anti -1 LILJ! rakibit (Aminosauren 13387)

BioGenes (Berlin)

, . CryB . .
Anti - CryBrabbit (Aminosauren 508) BioGenes (Berlin)
. . LOV . .
Anti - LOVrabbit (Aminosauren 4176) BioGenes (Berlin)
Anti-Rabbit IgG [Alkaline : . . .
Phosphatase] Kaninchen IgG Sigma Aldrich (St. Louis)
Anti-Rabbit 1IgG [Peroxidase] Kaninchen IgG Sigma Aldrich (St. Louis)

Anti-Glutathione-STransferase

(GST) [Peroxidase] GSTtag an Proteinen  Sigma Aldricl¢St. Louis)

2.1.15Radioaktive Nukleotide

Konzentration

Name (Ci/ mmol) Bezugsquelle
[ P]dATP 3000 Hartmann Analytic (Braunschweig)
["*P]dCTP 3000 Hartmann Analytic (Braunschweig)

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 FlussigkultuenvonE. coli

Flissigklturen vonE. colwerdenin Standard - Medium bei 37°C un@80U/ min aerob
auf dem Schuttleim DunkelnherangezogenFir die Selektio bendtigte Antibiotika werden,
entsprechend de in Abschnitt 2.1.4angegebenen Konzentratien, zu denKulturmedien
hinzugegeben.Dabei wird mit dem Hinzugeben gewartet, bis das Medium handwarm ist. Die
Beimpfung der Kulturen erfolgt steril Gber eine Impfése oder abgeflammte Glaswaren.

2.2.2 Plattenkulturenvon E. coli

Plattenkulturen vorEk. colwerdenauf Standard - Platten bei 37°C im Dunkeln inkubiert.
Fur die Selektio bendtigte Antibiotika werden,entsprechend de in Abschnitt 2.1.4
angegebenen Konzentratien, zu der handwarmen StanddrdAgarose hinzugegeben und
schnellstméglich gegossen. Dusstrich der Kulturen erfolgt steril mit einer Impfose.
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2.2.3 Flussigkulturen vorkRhodobacter

Kulturen vonRhodobactewerden bei 32°C irRA- Medium und Dunkelheitinkubiert.
Das Kulturmedium wird dabei stets sterilit abgeflammter Glaswareder einer Impfése
beimpft. Antibiotika werden wie in Abschnitt 2.1.4beschrieben, in den angegebenen
Konzentrationerzu den Kulturmedien hinzu gegebdda Kulturen vorRhodobacteunter stark
abweichenden Sauerstoffkonzentrationen kultiviert werden kémneurde diese innerhalb der
Kultur, mittels der in Abschnitt 2.1.15 angebende Sauerstoffmessgerate, Uberprift.

2.2.3.1 Aerobes Wachstum voiRhodobacter

Fur aerobe Kulturen werden zu 20 mitRA- Medium gefiillte Schikanekolben bei 32°C
und 140U/ min im Dunkelnauf dem Schittler inkubiert. Der Sauerstoffgehalt einer aeroben
Kultur bei 32°C betragt8 mgl™ O..

Die mit Raumluft begasteaeroben Kulturen werden aus milaeroben Vorkulturen auf
eine ORe von 0,25 in Meplat Flaschen verdinnt. BeB2°C werden diese mittels einer
Aquariumspumpe Uber einen wattierten Schlauch begast. Dabei wird ein Sauerstoffgehalt von
7-8mgl™* O, erreicht.

2.2.3.2 Semiaerobes Wachstunon Rhodobacter

Fir das Wachstum untesemiaeroben Bedingungen (50 Sauetsffsattigung im
Medium) werden die Kulturen, in einem zu %0 mit RA befllltem Schikanekolben, dch
Variieren der Schuttlergeschwindigkeit und standigessung der @ Konzentration, auf 3,2
4mgl™ eingestellt. Die Kulturen verbleiben dabei filr @Merdopplungszeit (2)8) unter diesen
Bedingungen, bevor ein Experiment gestartet wird.

2.2.3.3 Mikroaerobes Wachstumon Rhodobacter

Fur mikroaerobeKulturen werden zu 7% mit RA Medium gefiillteErlenmeyerkolben
bei 32°Cund 140U/ min im Dunkelnauf dem Schdttler inkubié Der Sauerstoffgehalt einer
mikroaerobenKultur betragt etwa 0,5ngl™ O,, da ein Grofteil des eingebrachten Sauerstoffs
direkt veratmet wird.
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2.2.3.4Anaerobes Wachstumon Rhodobacte

Fur anaerobe Kulturen (kein,©Eintrag in die Kultur und keine Belichtung) werden zu
100% mitRAgefiillte luftdicht verschlossen&leplat - Flaschen mit 6enM DMSO als terminalen
Elektronenakzeptor versetzt. AnschlieRend werden die Kulturen bei 32fimkelninkubiert.
Die Inkubatn erfolgt dabei Uber mehrere Tage, da das Wachstum unter anaeroben
Bedingungen stark verlangsamt ist und nur eine geringe maximajg (O[2- 0,5) erreicht wird.

2.2.3.5Phototrophes Wachstunvon Rhodobacter

Phototrophe Rhodobacter Kulturen werden in zu 100% mit RA gefiillten, luftdicht
verschlossenenMeplat - Flaschen bei 32°C inkubiert. Damit die Kulturen die anoxygene
Photosynthese durchfiihren kénnen, werden die Kulturen mit\6? WeiRlicht bestrahlt. Die
Inkubation erfolgt dabei Uber mehrere Tage, da das Wachstum unter phototrophen
Bedingungen stark verlangsamt ist.

2.2.3.6Belichtung vorRhodobacter Kulturen wahrend Experimenten

Fur dieMessung der Lichtintensitaten waen zwei Lichtsensoren verwendet. Zum einen
der LI- 190SA Quantumsensoder den Photonenflux irmol Photonenm? s angibt. Zum
anderen wirdder LF200SA Pyranometegssorverwendet, der die Lichtenergie in W?angibt

Zur Belichtung von R.sphaeroides Kulturen weden verschiedene Lichtquellen
eingesetzt. FUr die semiemen Blaulichtexperimente wirdin Diaprojektorverwendet dessen
Strahl zuerst durch einen Hitzefilter und anschlielend durch einenndb@laulichtfilter
(Transmissionsspektrum deslt&is siehe Anhangdbbildung 73) bzw. 540nm Grinlichfilter
(Transmissionsspektrum des Filters siehe Anhnigjldung74) geleitet wird.Die Kultur auf dem
Schiittler erhalt so etwa 2molm?s*bzw. 8W m? Blaulicht. Durch VergréRern der Entfernung
des Projektors vom Filter und unter Verwendung des Dimnkansn die Blaulichtintensitat
weiter reduziert werden. Firr besonders niedrige Lichtintensitateh {mol m? s?) wird zudem
halbtransparentes Wagepapier in den Strahlengang geftihrt.

Fur die Erzeugung von photooxidativem Stress werden die Zellen mit hotegisitaten
an Weildlicht bestrahlt. Die Kulturen werden dazu in MepHRaschen gefillt und mit einer
starken Halogenlampe (500) bestrahlt 800 W n¥o 1T ¢ ® molmAs?)>

2.2.4 Plattenkulturen von Rhodobacter

Plattenkulturen vorRhodobactewerden aufRA- Platten bei 32°C im Dunkeln inkubiert.
Fur die Selektio bendtigte Antibiotika werden,entsprechend de in Abschnitt 2.1.4
angegebenen Konzentratien, zu der handwarmenRA-Agarose hinzugegeben und
schnellstméglich gegossen. Der Ausktder Kulturen erfolgt steril mit einer Impfose.
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2.2.5 Flussigulturenvon S.cerevisae

Die Hefezellenwerden mit einer Impfose unter sterileBedingungen von der Platte
abgenommen und in inl des entsprechenden Mediumg§YPDA pder SDesuspendiert.
AnschlieRend wird die Zellsuspension in einen mit Medium geflliten Erlenmeyerkolben
Uberfiihrt und bei 32°C und 140/unin auf einem Schiittler inkubiert.

2.2.6 Plattenkulturenvon S.cerevisae

Die Hefeellenwerden mit einer Impfése oder einer Pipette unter sterilen Bedingungen
auf einer YPDAbzw. SD Platte ausgestrichen. Anschliel3end werden die Platten bei 32°C fir
mehrere Tage inkubiert. Durch die Auswahl der Aminosduren imx A8Br kann auf
plasmidtragende Stamme selektiert werden.

2.2.7 Bestimmung der Zelldichte einer Flussigkultur

Die Gesamtzellzahl in einer Flussigkultur kann photometrisch Uber die optische Dichte
(OD) errechnet werderks wirddie optische Dichte fUE. colibei 600nm und fuiRodobacter
bei 660nm gemessen, da in diesem Bereich keine storenden Inhibitionen durch
Photosynthesepigmente vorliegeDabei gilt folgende Beziehung zwischen der gemessenen OD
und derGesamtzellzahl:

E.coli: 1 ODyp0= 5x 1% Zellen
Rhodobacter 1 ODyso= 2x 10° Zellen
S.cerevisiae :0,1  ODygo= 1x 10° Zellen

2.2.8 Bakteriendauerkulturen

Fur die Lagerung beB0°C werden Géerindauerkulturen erstellt. Diese werden ausndt
(Rhodobactex bzw. 2ml (E.col) einer Ubernachtkultur bei 6.000/ min (Rotor SS34) fiir Hin
sedimentiert und anschlieRend mitrll RAbzw. Sandardl gewaschepum Antibiotikareste zu
beseitigen. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 6.Q00min (Biofuge pico) fir 5min,
resuspendiert man die Zellen erneut inml des entsprechenden Mediums und fligt der Kultur
0,5ml 80%iges Glycerin hinzu. Die mit Glycerin versetzte Kultur wird anschlieBend in ein
Kryogefald tberfuhrt und nach kurzem Einfrieren in flissigem StickstoB@f& gelagert.

2.2.9 Aufnahme vonGesamtzellspektren

Zur Ermittlung der Menge und Zusammensetzung der Pigrierdtein- Komplexe von
Zellen einer Flussigkultur kanml direkt in eine Plastikkivette Gberfihrt und die Absorption im
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Photometer bei 500 900nm bestimmt werden. Die gesanelten Daten mehrerer Spektren
werden untereinander gegen die @pnormalisiert.

2.2.10Transformation von Plasmid DNA nache.coli

Die Transformation (oht-virale Aufnahme von freieDNA in Bakterienzelleh von
Plasmid- DNA inE.colikann Uber Elektre oder Hitzeschocktransformation erfolgen. Dabei wird
die Aufnahmefahigkeit der Zellen vor der Transformation erhéht und, in mehreren Schritten,
sogenannte kompetente Zellen hergestellt.

2.2.101 Herstellung elektrokompetenter Zellenon E.coli

Durch das Anlegen eines starken elektrischen Feldes wird bei der Elektroporation
kurzzeitig die Integritat der Zellmembran so gestort, dass grof3ere Molekile wie Pld3hwdin
die Zelle eindringen konnen. Da jedoch schon geringe Mengen an Salziomen
Ekektroporatioransatzzu einem, fur die Zellen tddlichen, explosiven Kurzschluss filhren kénnen,
werden dieE.coliZellen vor der Verwendung durch mehrfaches Waschen mit@din Salzen
im Medium befreit.Eine frische Ubernachtkultur vda coliwird dazu 1 1000 verdinnt und fiir
2 h bei 37°C inkubiert. Die @gsollte etwa 0,5 0,6 betragen. Jetzt inkubiert man die Zellen fur
20min auf Eis in einem Zentrifugenbecher und zentrifugiert anschlie3end fiin Sbei
6000U/ min (4°C, Rotor GS3). Das Sedin@ntmt man in 50nl ddHO auf und gibt weitere
350ml ddHO hinzu. Nach erneuter Zentrifugation firmdn bei 8.000J/ min (4°C, Rotor SS34)
resuspendiert man die Zellen in 260 ddHO und sedimentiert sie durch Zentrifugation fur
5min bei 6.000J/ min (4°C, Rotor SS34). Der nachste Waschschritt erfolgt mmlS€iner
10%igen Glycerinldsung und erneuter Zentrifugation fimid bei 6.000J/ min (4°C, Rotor
SS34). Fur die Aufbewahrung beB0°C werden die Zellen jetzt inn@l einer 10%igen
Glycerinldung aufgenommen und in flissigem Stickstoff eingefroren. AnschlieRend kénnen die
Zellen bet 80°C gelagert werden.

2.2.102 Elektrotransformation vort.coli

Fur die Transformation von PlasmiBNA inelektrokompetenteE. colr Zellen vermischt
man50>f RSNJ [ dzZF 9A& | dzZF3Sil dAPSY -aDomy) i8S Wekigel Sy .S
DNA. Das Gemisch wird nun in eine vorgekuhlte Elektroporatioeicigegeben und in den
MicroPulser eingespannt. Durch das Anlegen einer Spannung volk\2 flir 5ms gelangt die
Plasmid- DNA in die Zellen. Diese werdesthnellstmoglichin 500> f andaidl - Medium
aufgenommen, resuspendiert und in ein WassermaR®hrchen Uberfihrt, welches
anschlieBend b bei 37°C inkubiertDie transformierten Zellen werden auf Ratten mit
entsprechenden Antibiotikausgestrichen.
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2.2.103 Herstellung hitzEompetenter Zellen vorEk.coli

Neben der Elektroporation kann PlasmiDNA auch mittels eines Hitzeschocks in die
Zellen eingebracht werdenDie Bakterienzellmembramwird durch zweiwertige lonen (€2
angegriffen und so durchlassiger fiur PlasrNA.Man impft 10ml Standard - Medium mit
0,2ml einer Wernachkultur an und kultiviert sie fir 60 bis 90in bei 37°C.Jeweils 1,5l
Kultur werden anschliel3end in Eppentygfale tberfihrt und furs - 10 min auf Eis abgekdihilt.
Alle nachfolgenden Schritte finden ab jetzt auf Eis bzw. bei 4°C statt.ddacihbzentrifugieren
bei 5.000U/ min fur 5 min werden die Pellets in 0,5 ml kaltem 0,1 M GabfgenommenNach
weiteren 30 min auf Eis werden die Zellen erneut sedimentiéun nimmt man die Zellen in
50>l 0,1M CaCd auf und inkubiert sie bis zu ihrer Verwendung mindestecine Stunde,
maximal jedoch bier Nacht, auf Ei€ine langere Aufbewahrung ist nur b&0°C mogtih.

2.2.104 Hitzeschocktransformatioron E.coli

Nach Zugabe der FremdNA (etwa50-100ng) zu 106 f J- kometentenE.coli
Zellen wird dasGemist fir 20min auf Eis inkubiertAnschlieRend erfolgt die Hitzescheck
Transformation bei 42°@ir genau 9Gsec im Heizblock. Nach weiterenn@n Inkubation auf Eis
wird der Ansatz 500> f andlafd - Medium aufgenommen, resuspendiert und in ein
WassermaniRohrchen Uberfuhrt, welches anschlieBendh 1bei 37°C inkubiert. Die
transformierten Zellen werden daraufhin auf Platten mit entsprechenden Antibiotika
ausgestrichen.

2.2.11Herstelung kompetenterZellen vonS.cerevisiae

Fur dieHerstellung von kompetentes. cerevisiadiir die HitzeschockTransformation
werden mehrere Einzelkolonien derHefe in 1Iml YHRA-Medium resuspendiert. Die
Zellsuspension wird dann in einen 1®0 Erlenmgerkolben mit 50ml YDA Gberfihrt und tUber
Nacht bei 32°C und 140/ min inkubiert. Am nacsten Tag sollte die QB 1,5 entsprechen. 1
frisches YBA - Medium wird mit geniigender Menge Ubernachtkultur beimpft, um eines&D
von 0,2-0,3 zu errethen. Deé Zellen werden dann fir etwa 8 bei 30°C mit 140J/ min
geschuttelt. Danach werden die Zellen flirnsin mit 1000U/ min (4°C, Rotor SS3¢ bei
Raumtemperata zentrifugiert, und das resuéirende Zellsediment wird in 561 ddHO
gewaschen. Nach einer weith Zentrfugation werden die Zellen inrhl ddHO aufgenommen
und erneut zentfugiert. Anschief3end wird das Sediment in In8 frisch hergestelltem steaf
TE/ LiAc- Losung resuspendiert und fur b&in bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Nach diesem
Schritt sind die Hefen fiir die Transformation vorbereitet und kénnen fiir einige Stugelagert
werden.
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TE/ LiAc- Losung

TE-LOsung (siehe 2.4.1.. 1 mi
LiAc (1M, pH=7,5) 1 mi
ddH,O 8 ml

2.2.12Hitzeschocktrasformation von S cerevisiae

Mit Hilfe der LiAec Transformation kann externe PlasmiDNA in S. cerevisiae
transformiert werden Bei der hier beschriebenen Methode werden zwetischiedene Plasmide
AY SAYSY {OKNRGGO Ay RAS I STS (NIyaFT2NMNSNI D !
mit 0,1-0,2mg LachsspermaDNA gemischt, welche atogenannteCarrier- DNA vorher fur
20min bei 95°C gekocht und auf Eis aliggkwird. Man gibtanschlieRendl00>f RS NJ F NA a
hergestellten kompetenten Zellen zum DN@emisch. Nach Hinzufigen von 68d SAYSNJ
frischen PEGLIAcLOsung vortext man kurz undkiubiert den Ansatz dann fur 38in bei 30°C
im Wasserbad. Der Hegzgchockerfolgt bei 42°C fur 2fhin ebenfalls im Wasserbad. Nach einer
einmindtigen Inkubation auf Eis wen die Anséatze éhin bei 1000U/ min (4°C, Biofug&escq
zentrifugiert, und der Uberstand wird abgenommeDas Zellsediment wird in 560f - Rufler
resuspendiert.

Die Zellen werden dann auf SBgarplatten mit entsprechenden Aminosauren
ausgestrichen und fur 3 bis 7 Tage bei 30°C inkubiert. Fir die Transformation einer Gerghank in
cerevisiaeverden entsprechend gréRere MengemrrdeinzelnerBestandteile eingesetzt. Hierflr
verwendet man Ing DNA des entsprechenden GABIndedomanenrKonstrukts und etwa
0,5mg des AktivatordomanenKonstrukts. Zusatzlich werde® ghg LSDbenétigt. Nach Zugabe
von 8ml kompetenten Zellen und 6@l PEG LiAc-Losung wird der Ansatz fur 30in bei 30°C
unter Schutteln inkubiert. Der Hitzeschock erfolgt 15 min bei 42°C im Wasserbad. Auch hier
sollte der Ansatz gelegentlich geschiittelt werden. Nach dem Hitzeschock werden die Zellen auf
Eis abgekihlt und ansléi3end in der Zentrifuge bei 1000/ min (4°C, Biofugérescq fur 5min
zentrifugiert. Das Sediment wird in 108l TE aufgenommen und jeweils 280t l dzZF RAS
entsprechenden SPAgarplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgt wie oben beschrieben bei
30°C fur 3 bis 7 Tage.

PEG LiAc- Losung

TE- LOsung (siehe 2.4.1.. 1 mi
_LAC(M,pH75) LI ml__
50% PEG 8 mi

2.2.13Plasmidkonjugation naclirRhodobacter

Eine direkte Transformation von PlasmidNA nachRhodobacterist nicht méglich
weshalb man sich die dbzw.triparentale Konjugation zu Nutze macht. Bei der diparentalen
Konjugation wird eirE coli- Stammmit der gewinschten PlasmidDNA als Donor verwendet.
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Der Donor enthl das zu konjugierende Plasmid mit demob- Genen fnohilization), deren
Genprodukte einerkinzelstrangbruch des Plasmidaslosen Als Donor bei der diparentalen
Konjugation dient coli S17- 1, welcher chromosomal diga - Genebesitzt, die d@ Bildung des
F- Pilus erméglicherund so den Kontakt zwischeDonor und Rezipienten herstellen. Bei der
triparentalen Konjugation liegen diea - und mob- Gene nicht im gleichen Stamm vor und ein
dritter Stamm, der sogenanntdelferstamm(E.coliHB101 pRK2013)ird zur Konjugation hinzu
gegeben. Dieser Stamm besitzt auf seinem PlasmidirdieGene und ermdglicht so deren
Ubertragung vom Donor mit demob- Genen an den Rezipienten.

Fir die diparentale Konjugation von Plasmiden werderunéchst etwa 100> f nerS A
Ubernachtkultur vorRhodobactemit 100> f S A Y SNJ « 0 S BX¥dli S1K- & -|Ddrord dzNJ R S 2
vermischt(bei der triparentalen Konjugation werden bei diesem Schmitsatzlich50>f S A y S NJ
Ubernachtkultur desE.coli HB101 pRK2013 hinzugegebem)d fiir 5min bei 5.000J/ min
(Biofugepico) abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen werden in 20&Aaufgenommen und
zur Beseitigung von evtl. vorhanuen Restantibiotika grindlich in antibiotikafreiemMedium
resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation fimim bei 5.000J/ min Biofuge pico
werden die Zellen wieder in 160 RAaufgenommen und auf sterilglembran Filter welche sich
auf PYPlatten befinden, getropftPY- Platten peptoneyeag) ermdglichen sowohRhodobacter
als auchE.coli das Wachstum, da es sich bei PY um ein komplexes Vollimedium hébigelt.
eigentliche Konjugation erfolgt jetzt fur-&h bei 32°C. AnschlieRend werden die Filter in
Eppendorfgefale, welche mitril RAgefillt sind, tberfihrt url die Zellen unter griindlichem
Resupendierergeldst. Von den Zellen in Kultur wird jetzt eine Verdiinnungsreih&- ()
hergestellt und auf Platten mit den entsprechenden Antibiotikaresistenzen ausplattiert.

2.2.14Wachstum vorKulturen fur Proteiniberexpressionen

Die Uberexpression von Proteinen Ecoli- Zellen wird durch einen induzierbaren
Promotor reguliert, da die permanente Uberexpression eines Proteins einen zu starken Stress flr
die Zellen darstellt und im schlingten Fall letal fur diese ist. Es sind verschiedene Plasmide fur
die Uberexpression irE.coli verwendet wuden, die jedoch alle die Verwendung dis-
Operons zur Regulation der Genexpression gemeinsam haben. Durch Zugabe des kinstlichen
Induktors IPTGwelcher denlac- Repressor bindet und so die Expression der nachfolgenden
Gene ermdglicht, beginnen die Zellen das Protein zu exprimieren. Das Protein ist mittagnem
versehen, da hochspezifisch an verschiedene Matrizes binden kann und fiir die Agfregnaus
dem Zelllysat genutzt werden kann.

Fur die Uberexpression vdhcoli- Proteinen wird eine Einzelkolonie einer frisch aus der
Stammsammlung ausgestrichene $tdPlatte in 20ml Stdl - Medium (mit dem entsprechenden
Antibiotika) Uberfihrt undbei 37°C lber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wird die gesamte
Kultur in einen 2 Erlenmeyerkolben mit L Stdl-Medium (mit dem entsprechenden
Antibiotika) vereint. Die Zellen werden bis zu einergg@@on 0,4 bei 37°C inkubiert und
anschlielend mitder angegebenen Menge IPTG induzidialfellel). Die Zellen werden unter
den jeweiligen Uberexpressionsbedingungen weiter inkubiert. Nach Ablauf der Zeit kann man
die Zellen beb.000U/ min fir 15 min (4°CRotor GS3) pelletieren und be20°C aufbewahren.
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Die Uberexpression deR.sphaeroidesCrB - Proteirs erfolgt sauerstoffabhangig unter
Kontrolle despuf- Promotors. Daher ist keine Induktion durch Zugabe MWHG nétig, sondern
es reicht das Wachstum unter semiaeroben Bedingungen. Die Kultur wird ebenfalls frisch aus der
Stammsammlung ausgestrichen und eine Einzelkolonie iml40A- Medium angeimpft.
Nachdem die Kultur eine @Qf3von 0,8 erreicht haben, weeth sie in einerl | Erlenmeyerkolben
mit 700ml RA- Medium vereint. Die Zellen inkubieren anschlieRend tiber Nacht bei 32°C und
kénnen bei5.000U/ min fur 15min (4°CRotor GS3)pelletiert werden. Die Aufbewahrung
erfolgt bei- 20°C

Tabellel: Uberexpressionsbedingungen fir die verwendetei&.coli und R.sphaeroides
Uberexpressionsstamme.

IPTG fiur Induktior ..

Protein Vektor tag (MM) Uberexpressionsbedingunge
FLILY nb pGEXRT  GST 0,5 21°C, th
PpsR pGEXT  GST 0,5 21°Cph
AppA pMAL-2cx MBP 1 21°C, h
CryB E.col) pQE32 6xHis 0,1 17°C, 2Ah
CryB R. sphaeroides pRKuf  6xHis - 32°CG 12°h
PrrA pQE30 6xHis 0,1 17°C, 2Ah

2.2.15Gewinnung von Zelllysaten voR. coli

Um das uberexprimierte Protein (Abschnitt 2.2.10) &usoli aufzureinigen, missen
zuerst dieinduzierten Zellen lysiert werden. Da enDegradation des Proteins veieden
werden soll, erfolgen alle Schritte auf Eis. Das Pellet wird zunachst in demigefivedere
Aufreinigung benétigten, Lysepuffer resuspendiert und anschlieBend migrhl™ Lysozym
versetzt. Nach einer Inkubation fur 8@in werden die Zellen mit Hilfe des Sonopuls GM70
sieben Mal fur jeweils 36ec sonifiziert. DieEntfernung von Zellandbestandeilen,
Zelltrimmern und unléslichen Proteinen kann anschlieRend durch eine Zentrifugation von
30min bei 13.000J/ min (4°C,Rotor SS34) erfolgen.

2.2.16Gewinnung von Zelllysaten voR.sphaeroides

Fur die Aufreinigung des Uberexprimiemte Proteins (Abschnitt 2.2.10) aus
R.sphaeroides mussen zuerst digeernteten Zellen lysiert werden. Daine Degradation des
Proteins vermieden werden soll, erfolgen alle Schritte auf Eis. Das Pellet wirdxinBS
(Abschnitt 2.1.12) resuspendiert. Nachmer Inkubation flr 3@nin werden die Zellen mit Hilfe
des Sonopuls GM70 sieben Mal fur jeweils s80 sonifiziert. Die Entfernung von
Zellwandbestandtteilen, Zelltrimmern und unléslichen Proteinen kann anschlieRend durch eine
Zentrifugation von 3@nin beil3.000U/ min (4°C,Rotor SS34) erfolgen.
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2.2.17Bestimmung der Resistenz vdR.sphaeroidesgegeniber oxidativem Stress
(Hemmbhoftest)

Mit Hilfe des Hemmbhoftests kanmlie Widerstandsfahigkeit einer Bakterienkultur
gegeniiber Wasserstoffperoxid (#0,)- bzw. Singulettsauerstoff '@,) - Stress untersucht
werden Dazu wird KO, bzw. Methylenblau einer definierten Konzentration auf ein
Filterplattchen getropft, welches auf eine mR.sphaeroidesinokulierte RA- Agar- Platte
aufgelegt wurdeDie Chemikalien diffundieren in den Agar und es wird ein Hemmhof erzeugt, in
dem die Zellen aufgrund der letalen Konzentration nicht wachsen kénnen.

Hnn >t SAyeBR3phRa&okdKEithNBey exponentiellen Phase (@@= 0,4-
0,5) werden mit2ml vorgewarmtenRA- Topagarvermischt und auf die Oberflache einer
frischenRA- Agarplate gegossen. Nach dem Erstarrédes Topagars werden Filterblattchen auf
der Oberflache platziert. Je 5 tler enstprechenden Chemikalienkonzentratimerden auf dé
Filterblattchen pipettiert. Mch einer Inkubationszeit von 48 bei 32°C werden die
Hemmhofzonen sichtbar und dem Radiuskanngemessenverden

Findet der Hemmhoftests bei Lichtbestrahlung stgtschieht dies mit Weildlicht einer
Starke von 8%imolm?s* (LeuchtstoffréhrerTLD 58W/25)

2.2.18R - Galaktosidasaktivitats - assaydn R.sphaeroides

Das (¥ Galaktosidaseaktivitatsassay(Miller, 1972)ist eine einfache Mi#node um die
Aktivitat eines Promotors zu bestimmen. Ddie [3- Galaktosidase ddierendelacZ- Genwird
unter die direkte Kontrolle des zu untersuchenden Promotors kloniert. Ist der Promotor aktiv,
wird die - Galaktosidase exprimiert. Dieses Enzym kaas chromogene Substrat ONPG
(ortho - Nitrophenol- 3 - Galaktosidl in Galaktose und orthdNitrophenol spalten. Dasortho-
Nitrophenolbesitzt eine starke gelbe Farbung, die im Photometer beirf@@emessen werden
kann. Die Gelbfarbung gibt somit eine direkte Auskunft Uber die Aktivitat des Promotors.

Die R sphaeroides Kultur wird zunadchstbei 32°C inkubiert. NaclErreichen des
gewlnschtenODyso - Werteswird 1 ml der Kultur entnommen und bei 13.000/ min fir 3 min
(Biofugepico) sedimentiertund die ODyso gemessen. Das Zellsediment wird in T8I0Z- Puffer
resuspendiert und mit zwei Tropfen @Gloroform und einem Tropfen 0%SDSversetzt.
AnschlieRendvird der Ansatz fur genau 30 sec geext. Die Proben werden fur fin auf28°C
vorgewarmt. DieFarbeaktion wird gestartet, indem 208| einer ONP&Osung (4ng/ ml)
hinzugefiigt werdenNach genau 5 min wird die Reaktion duiigabe von 508 f ,AQK1 M)
gestoppt uind die Proben werden bei IBOU/ min fir 3min zentrifugiert Biofuge pico).
AbschlieRend wird die Absorption des Uberstandmsvohl bei 420im als auch beb50nm
photometrisch gemessen. Die Enzymaktivitat wiegth folgender Formel berechnet und gibt die
i - GalaktosidaseAktivitat in Miller Einheiten wieder

Formell : Miller Einheiten=

V= eingesetztes Kulturvolumefl ml)
t= Reaktionszeit (Bnin)
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Z- Puffer
NaHPQ X 2 HO 0,06 M
NaHPQ x HO 0,04 M
KCI 0,01 M
MgSQx 7 HO 0,001 M
i - Mercaptoethanol 0,05 M

2.2.191 - Galaktosidasektivitats - assaysn S.cerevisiae

Die zu untersuchenders. cerevisiae Kulturen werden bter Nacht in 25ml SD
Medium ohne Leucin und TrypotphaangezogenAm darauffolgenden Tag werdenn#l der
Kultur in 8ml YPAEMedium Uberflhrt und fir 35 h bei 32C weitergeschittelt. Wahrend
dieser Zeit werden tgml* ONPGdurch Riihren fir 22 Stunden bei 4°C in-Puffer gelost.
Sobald die Kulturen eine @gvon 0,5- 0,7 erreicht habenwerden sie durch Vortexen firrhin
durchmischt unces wirdnoch einmal die genaue @fgbestimmt. 15 ml der Kultur werden mit
13.000U/ min (Biofugepico) fur 1min abzentrifugiert. Bs Zellsediment wird mit 1/l Z-
Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Didl&ie werden anschlieRend in 360t - Pitfer
aufgenommen. 106 f R S NJnsiohwetdandeieiniBeues EppendorfgefaR tberfiihrt und fur
1 min in flissigem Ntiefgefroren. Das Auftauen der Zellen erfolgt bei 37°C im Wasserbad. Als
Leerwerte fur die anschlieBende photometrische Messung werden zwei Zaobkétzl
Reaktionsgefalle mit je 180 - Puffer bereitgestellt. In den Ansatz mit Zellsuspension und in
die beiden Lekkontrollen werden jeweils 708l Z- Puffer gegeben. Durch Zugabe von 01l6
ONPG Losung wird die Reaktion gestartet. Die Reaktionsgefalie werden bei 30°C inkubiert, bis
sich eine Gelbfarbung entwickelt. Als Positivkontrolle dient ein Hefestamm, der die beiden
Proteine p53 und das SV40Ahtigen koexprimiert. Diese Probe farbt sich innerhalb von etwa
ein bis zwei Stunden. Bei schwacheren Interaidio kann die Reaktion bmi 24h dauern. Um
die Enzymaktivitat zu beelen werden den Ansatzen je Ol 1M NaCQ zugesetzt. Danach
erfolgt eine Zentrifugation mitt3.000U/ min (Biofugepico) fur 10 min um Zellbruchstiicke
abzutrennen. Der Uberstand wird in Photometgiivetteniiberfiihrt und die Absorption bei 420
nm bestimmt.Die Berechnung dds - Galaktosidaseaktivitérfolgt wie unter 2.2.17 angegeben.

2.2.20Techniken zur Visualisierung der Polysaccharkhpsel von Bakterien

Die Kapsel ist eine aus Proteinen undlysacchariden zusammersg¢zte Schleimhille
auf der Aufénseite der Zellwand von Bakterien. Sie spielt eine grol3e Rolle bei dem Schutz vor
Umwelteinflissen wie Austrocknung oder der Anheftung an Oberflachen. Die Kapsel kann
mikroskopisch nur indirekt sitbar gemacht werden, da sie keine Farbstoffe direkt absorbiert.
Durch ihre stark wasserabweisenden Eigenschaften, bildet sich ein deutlicher, ungefarbter Hof
um die Zellen, wenn diese eine Kapsel besitzen.

47



Material & Methoden

Die einfachste Moglichkeit zur Visualisierung amtem Mikroskop liegt darin, einen
Tropfen mit HO verdinnter Tusche (13) auf einen Objdkrager zu tropfen und die Zellen darin
mit einer Impfose zu verstreichen. Jetzt kann man die Zellen entweder mit einem Deckglas direkt
unter dem Olimmersionsobjgik mikroskopieren oder die Tusche zunachst trocknen lassen und
die Zellen ohne Deckglas betrachten. Die lichtbrechenden Kapseln sollten im Durchlicht jetzt gut
sichtbar sein.

Da durch die Tuschefarbung oft nur schwache Kontraste sichtbar sind, kanniesan d
durch verschiedene Farbungen verstarken. Bei der Maneval schen Farbung wendedetQu
untersuchenden Bakterienkultur in 30 2%iger Kongorotlosung geféarbt. Die gefarbten Zellen
werden anschlieRend auf einem Objekttrager verstrichen und an aiefiir mindestens 15nin
getrocknet. Nun Uberschichtet man die getrockneten Zellen fu¥48in mit 15pl
Maneval'scher Losung. Diese wird zuerst mibi§er HGILosung und anschlieRend mit®i
abgespiilt. Nach dem Trocknen koénnen die Zellen untem Qimmersionsobjektiv
mikroskopiert werden. Das Kongorot, welches nicht in die Zeiedringt, farbt sich durchiCl
blau, wahrend die Zellen durch das Fuchsin in Maneval schen Ldsung rot gefarbt sind. Die Kapsel
sollte als deutlicher, farbloser Vorhof gatwischen dem Hintergrund und den Zellen sichtbar
sein.

Maneval sche Lésung

Phenol 5 %
Essigsaure 20 %
FeCl 30 %
Fuchsin 1 %

2.2.21Sedimentationsanalyse voR.sphaeroides

Zellen mit einer Polysaccharidkapsel nutzen diese, um sich an Oberflachen anzuheften
oder Biofilme zu bilden. Dabei machen sie sich zum einen die klebrige Natur der Kdpstdezu
und zum anderen die verandert8edimentatiosrate. Zellen mit einer Kapsededimentieren
schnelleraber weniger kompakals Zellen ohne Kapselas ersteHinweise auf Unterschiede in
der Kapselbildung durch einfache Zentriftigasexperimente liefern kannDazu werden die zu
vergleichenden Kulturen bei einer identischen @5laszentrifugenréhrchen Gberfuhrt und fur
jeweils 30min bei niedrigerg - Zahlen (100 20009) zentrifugiert. Sollten die Zellen eine Kapsel
besitzen, mussten sie deutlich schneller sedimentieren als Zellen ohne eine Kapsel.

2.2.22Mating von S.cerevisia

Bei diesem Test macht man sich die Tatsache zunutze, dass haploide Hefggedllen
zwei verschiedene Paarungstypen vorliegen kdéndeh  dzy IResehbéiden Paarungstypen
kbnnen unter entsprechenden Bedingungen zu einer diploiden Zy@igverschmelzen, die
ihrerseits wieder diploide Tochterzellen produziert. Wenn die beiden Paarungstypen Trager
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unterschiedlicher Plasmide sind, enthélt die diploide Zggwich der Veschmelzung auch beide
Plasmide der Ausgangszellen. Mit dieser Mekl kannman prifen, ob ein imYeast 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 Reportérgaenas

, Tryptophan und Histidisynthe®) im Hefegenom zu aktiviererNach dem Transformieren
werden 200> YRDA-Medium mit den beiden Hefestammen beimpft undrf@4h unter
leichtem Schutteln bei 3Z inkubiert. Am darauffolgenden Tag werden die Hefen auf zwei
verschiedene SPPlatten ausgstrichen. Zum einen verwendet man SD ohnediewnd ohne
Tryptophan hier kdnnen Hefen wachsen, die beide Ausgangsplasmide enthalten. Zum anderen
werden die Hefen auf SMedium ohne Leucin, Tryptophan und Histidin plattiert. Auf diesen
Platten sind nur Hen zumWachstum befahigt, 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

Fur groRere DNAFragmente (0,5-20kb) werden 0,7-2%ige TAEAgaroseGele
verwendet. Die Agarose wird kurz in TAE aufgekocht und in einen abgeklebten Gelschlitten mit
Kamm gegossen. Nach dem Polymerisieren Uberfihrt man das Gel in die Kammer und
Uberschichtetes mit TAE. Die Proben werden mit jeeX  Bdifttagspuffer vermengt und auf
das Gel aufgetragen. Der Lauf erfolgt fur-8® min bei 150mA.

2.3.2 Polyacrylamid- Gel- Elektrophoresen

2.3.2.1Polyacrylamid- Gel zur Auftrennung von DNAFragmenten

Die gamaue Auftrennung vo sehr kleien DNAFragmenten ($00bp) lasst sich nur
schwer mit Agaroseden durchfihren. Daher werden -8 %ige TBEPolyacrylamid Cele
verwendet.Der Lauf erfolgt flr 3@énin in einem Minigelsysim bei 150vV. Das Farben erfolgn
Ethidiumbromidbad.

TBE- Polyacrylamid- Gel
TBE (1X) 10 %
40% Acrylamid 1,5-0,9 ml
APS (100) 0,06 ml
TEMED 0,015 ml
~ addhO 6 ml
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2.3.2.2 SDSPolyacrylamid- Gel zur Auftrennungvon Proteinen(Laemmli, 1970)

Die denaturierende Auftrennung von Proteinen erfolgt unter Verwendung von
Sodiumdodecylsulfat (SDS). Diesasdbt mit seinem hydrophoben Bereidtie hydrophoben
Doméanen von Proteinen und entfat diese so. Dariibehinaus bringtes eire starke negative
Ladung ein. Dies fiihrt dazu, dass die Proteine unabh&ngig von ihrer Sekundarstruktur und ihrer
Ladung aufgetrennt werden kénnen. Dabei werderl@ %ge PolyacrylamidGele verwendet.

Nach dem Giel3en wird das Tregmh mit 70%igem EtOH Uberschichtet, ddie
Polymerisation unter Sauerstoffausschluss deutlich schneller stattfindet. Ist das Gel
polymerisiert, beseitigt man den EtOH und giel3t das Sammelgel auf das Trenngel. Digges 5
Gel sorgt dafir, dass die Pratei als scharfe Bande ins Gel einlaufen. Als Laufpuffer dient der
ebenfalls SDShaltige LaemmiPuffer.

Vor dem Auftragen auf das Gel werden die Proben im Verhaltntsrit dem 5x SDS
Auftragspuffer vermischt und fir @in bei 100°C gekocht. Nadturzem 2ntrifugieren werden
die Proben anschlieRend auf das Gel aufgetragen undlitived 1% - 200V laufen gelassen.

SDS Polyacrylamid- Trenngel SDS Polyacrylamid- Sammelgel
Trenngelpuffer 25 % Sammelgelpuffer 25 %
40 % Acrylamid 9-45 mi 40 % Acrylamid 9-45 ml

SDS10%) 0,3 ml SDS10%) 0,3 ml
APS (10%6) 0,3 mi APS (10%0) 0,3 ml
TEMED 0,015 ml TEMED 0,015 mi

"""" addbbO 30  m | addO = 30 = ml

2.3.2.3Polyacrylamid Harnstoff- Gel zur Auftrennungvon RNA

Furdie Qualitatskontrolle von RNA ist es erforderjidiese unter stark denaturierenden
Bedingungen aufzutragen, da viele RNAs doppelstrangige, stark struktuierte Bereiche besitzen
und eventuell vorhandene RNasen inaktiviert werden. Fir die Auftrennung Mz viRerden
daher 10%igePolyacrylamid Harnstoff- Gele verwendet.

Polyacrylamid Harnstoff- Gel

TBE (1X) 10 %
40% Acrylamid 1,5-0,9 mi
Harnstoff 2,52 g
APS (10%) 0,06 ml
TEMED 0,015 mi

o add,0 6 ml

50



Material & Methoden

2.4 MolekularbiologischeMethoden

2.4.1 Isolierung, Aufreinigung und Aufarbeitung von DNARNA

2.4.1.11solierung von Plasmid DNA(Birnboim und Doly, 1979)

Fur die Isolierung von Plasmi@NAnach dem Prinzip der alkalischen Lyaes kleinen
Kulturvolumen fahrt man eine Miniprap durch. Etwa inb der Kultur werden in ai
Eppendorfgefald tberfihrt und fir rBin bei 8.000J/ min Biofuge pico zentrifugiert. Der
Uberstand kann verworfen werden. AnschlieRend l6st man durcimdiiches Vortexen das
Sedimentin 100>| kalter Losung | mit > f ~ wA(V @/ §l). Durch Zugabeon 200>t [ | & dzy 3
und mehrmaligem Invertieren werden die Zellen jetzt lysiert. Die Lésung wird deutlich viskoser.
Die Inkubationszeit mit Losung Il solltenth nicht Gberschreiten. Nun kann dalaromosomale
DNA durch Zugabe von 150f 1 I f ( S N@fa[lt Iwérdey. Bie Witdlals weilRes diges
Prazipitat sichtbar. Die chromosomalBNA wird jetzt durch 2fhin Zentrifugation bei
13.000U/ min @4°C, Biofugdrescq sedimentiert, wahrend die PlasmidDNA im Uberstand
verbleibt. Dieser wird in ein neueSppendorfgefalRliberfihrt und die PlasmidDNA durch
Zugabe von 66 f M NaOAc (pH5,2) und900> f | | bgesn¥FtOHpgefillt. Die Effizienz
kann durch ein 38ec Gefrieren der Probe in flissigem &héht werden. Durch 1#in
Zentrifugation beil3.000U/ min (4°C,Biofuge frescg wird die DNA jetzt sedimentiert und
anschlieBend mit 108 £ %gemEtOH gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation famis bei
13.000U/ min (Biofugepico), nimmt man das Prazipitat in £0f  ,R Ruf.

Losung | LAsung Il
Glucose 0,05 M NaOH 02 M
Tris/ HCI 0,025 M SDS 1 %

EDTA 0,01 M Losung
_____________________________________ 74pH Kaliumacetat 3 M
Essigsaure 2 M

2.4.1.21solierung von chromosomaler DNA

10ml einer Ubernachtkultur voiR. sphaeroidewerden zunachsbei 8.000 U min (4°C, Rotor
SS34) fur 1énin sedimentiert und das Pellet in B 1xPBS gewaschen. Durch erneute
Zentrifugation bei 8.000/ min fur 10min (4°C, Rotor SS34) sedimentiert man die Zellen und
nimmt sie anschlieBend in 567t -Paffer urd 1mg/ ml Lysozym (Endkonzentration) auf. Die
Lyse der Zellen erfolgt bei 37°C fuh.1Die Proteolyse der zellularen Proteine erfolgt durch
Zusatz von % SDS und ing/ ml Proteinase&K (Endkonzentration). Nachh2nkubation bei 37°C

im Wasserbad (geteentlich Schutteln), gibt man Ol 5M NaCl und 8@ CTAB NaClhinzu.

Die Inkubation erfolgt fiir 1énin bei 65°CZur Ausfallungvon Proteinen und Zelltramern wird

ein Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24) zugegeben und sanft gemischiietzt wid fur
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15min bei 13.00QJ/ min (Biofugepico zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erzeugen. In
der oberen, wassrigen Phase befindet sich die chromosomale DNA. Diese kann jetzt mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze vorsichtig abgenommen und in renes Eppendorfgefald
Uberfuhrt werden. Durch Zugabe von einer Volumeneinheit Isopropanol wird die DNA
prazipitiert. Hier kann die Ausbeute durch eine kurze5rin) Inkubation auf dem
Taumelrollenmischer erhdht werden. Die prazipitierte DNA wird jetz8ftnin bei 3.000J/ min
(Biofugepico) zentrifugiert und anschlieRend, nach dem Verwerfen des Uberstandes, noch in
100> f %E{®OH gewaschen und wie oben zentrifugiert. Erneut verwirft man den Uberstand
und trocknet das Prazipitat fur 2B0min an der Lft. Das vollstandig getrocknete Prazipitat
kann jetzt in Inl TE- Puffer aufgenommen und bei 4°C gelagert werden.

CTAB NacCl TE- Puffer
NaCl 0,7 M Tris/ HCI 0,01 M
CTAB 10 % EDTA 0,001 M

2.4.1.3Isolierung von Plasmid DNA mitSilikasaulchen

Um besonderes reine DNA (QIApr8pinMiniprep Ki} oder besonders hohe Mengen
(QIAGENPIasmid Midi K)t zu erhalten, wurden in einigen FalleMinipraparations Kits
verwendet. Die PlasmidDNA wird dabei mittels alkalischer Lyse aufgegeinnd anschlielRend
reversibel an eine Silikamembran gebunden, wo sie nach mehrfachem Waschen eluiert werden
kann.

Die Durchfuhrung der Aufreinigung entsprach den Angaben des Herstellers, wobei bei
Verwendung deQIAGENPlasmid Midi Kistets die Angaben fir Plasmide mit hoher Kopienzahl
verwendet wurden.

2.4.1.4Phenol/ Chloroform- Proteinextraktion aus Nukleinsaurelésungen

Plasmid DNA wird in vielen Fallen mit mehreren konsekutiven enzymatischen
Reaktionen behandelt. Dab ist es oft erforderlich, dasine Enzym zu entfernen, bevor das
nachste zu Reaktion hinzugefigt wird. Eine einfache Methode um Proteine aus
Nuklensaurelésungen zu entfernen, die Phenol Chloroform- Proteinextraktion.

Die aufzureinigendeNukleinsaureloung wird dabei mit dem gleichen Volumen
Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (2524 : 1) versetzt und griindlich gevortext. Die Proteine
werden so denaturiert. Nach fein Zentrifugation bei 13.000/ min (Biofugepico), lagern sich
die dendurierten Proteine in der Interphase an, wahrend die Nukleinsauren sich im Uberstand
befinden. Um fur weitere enzymatische Reaktionen stérende PhdReste aus der Lésung zu
entfernen, kann anschlielend noch ein Chlorofdrleoamylalkohol (241)- Schitt
nachgezogen werden. Der Uberstand wird mit einem Volumenanteil
Chloroform/ Isoamylalkohol  versetzt und wieder fur nf%in  Zentrifugation bei
13.000U/ min (Biofuge pico) zentrifugiert. Der Uberstand sollte nun die phenolnd
proteinfreie DNA RNA athalten.
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2.4.1.5 Isolierung von GesamRNA ausR.sphaeroideqScherrer und Darnell, 1962)

Eine einfache und effektive Methode um grol3e Mengen qualitativ hochwertiger RNA aus
gramnegativen Zellen zu isolieren ist tdiieie PhenolextraktionDie so isolierte RNA kann fur
alle weiterenMethoden, wie z.BNorthern blotoder realtime RT- PCRyenutzt werden.

Fur die Isolierung der gesamten zellularen RNA mit der heil3en Phenolextraktion
zentrifugiert man zunachst 28l der Kultur fir 10nin bei 10.000J / min (4°C, Roto§S34). Der
Ubergand wird verworfen und das Sediment direkt in 225 | | f-{@&Sudg Iwebuspendiert.
Zusammen mit den geldsten Zellen wird diese jetzt in Eapendorfgefalfmit 250> € whb!
Losung Il Gberfuhrt und kréaftig gevortext. Das Aufschliel3en der Zellegtedioich eine 1,5nin
Inkubation bei 65°C im Wasserbad. Die nun folgenden Phenoliseschrgte werden alle je
wiederholt: Zu der Lésung mit den aufgeschlossenen Zellen werden jetzt 600 t KHsQ 2 f
(65°C) hinzu gegeben urd wirderneut fur 3min bei 65°C inkubiert. AnschlieRenerden die
Proben direkt in flissigeN, Uberfihrt und kréaftig gevortext. Die Phasentrennung wird jetzt
durch 15min Zentrifugation bei 13.000/ min (Biofugepico) erzeugt. Die wassrige, obere
Phase, in der sich dieukleinsauren befinden, wird jetzt in ein neuEppendorfgefaliberfihrt,
zu welchem dann erneut 508 € t KHQ Befgeben werden (s.0.). Nach dem dritten
Phenolisieren fallt man die Nukleinsauren durch Zugabe von 60 Natriumacetat(pH=4,5)
und1000> f | B6IGERIOH fur h bei- 80°C. Die gefallte DNARNA wird jetzt fiir 2@nin
bei 13.000U/ min Biofugepico) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Prazipitat wird
in 500> f %r BtOH gewaschen und erneut fumbi bei 13.000J/ min (Biofuge pico
zentrifugiert. Der Uberstand kann abgenommen werden und das Prazipitat wird fiininl o
der Speed Vagetrocknet. Das getrocknete Prazipitat nimmt man in 8D R Ruf und figt
20>l Dnasd - Puffer und1> t 5 ly(Aer@né&ntashinzu. Der Verdau erfolgt bei 37°C fiin.1Die
Dnase - Enzyme werden jetzt durch Zugabe von 200 t K@Wraférm und anschlieRendes
kraftiges Vortexen inaktiviert. Durch mbin Zentrifugation beil3.000U/ min (Biofuge pico
erzeugt man eine Phaatrennung und Uberfiihrt den Uberstand in ein neugspendorfgefal
Die Phenol Cholorform- Extraktion wird ein weiteres Mal wiederholt. Jetzt gibt man 400
Chloroform/ Isoamylalkohol zu dem Uberstand und zentrifugiert erneut fiimid bei
13.000U / min Biofugepico) um Phenot Reste zu beseitigen. Im Uberstand sollte sich jetzt nur
noch die aufgereinigte RNA befinden. Diese wird jetzt fiirbki- 80°C durch Zugabe von 25t
Natriumacetat(pH=7) und900> kaltem 96%igem EtOH gefallt. Digefallte RNA wird jetzt fur
20min bei 13.000J/ min Biofugepico zentrifugiert und anschlieRend, nach dem Verwerfen
des Uberstandes, mit 508f 9 G h!l 35Sl a0KSyd 51 & t NNInAnJAGF G
50> f ,R Rufgenommen. Es sollte sich jatmr noch die saubere RNA in Lésung befinden.

RNA- Losung | RNA- Losung I
Saccarose 03 M SDS 2 %
Natriumacetat (pH=4,5) 0,01 M Natriumacetat (pH=4,5) 0,001 M
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2.4.2 Fallung von Nukleinsauren

2.4.2.1 Ethanolfallung

In Gegenwart hoheKonzentrationen monovalenter Kationen fallen in Ethanol geltste
Nukleinsduren durch Aggregation aus. Diese Kationen binden an die negativ geladenen
Phosphatgruppen und senken so die Léslichkeit der DRIRA. Die Kationenkonzentration wird
dabei duch die Zugabe von 110 des Volumens anM Natriumacetat(pH=>5,2) erhdht und
anschlieBend wrden die Nukleinsauren mit 2\fjolumeneinheiten kalten®6 %dgenEtOH gefallt.

Hier kann zur Erhéhung der Effizienz zusatzlich noch fae@mn flissigem Nnkubiert werden.
Die gefallte DNARNA wird jetzt fur 26nin bei 13.000J / min (4°CBiofugepico) sedimentiert,
der Uberstand verworfen und anschlieRend mit%EtOH gewschen. Nach dem Trocknen in
der Speed Vatiir 5min kann das Pellet in ddB aufgenommennd bei- 20°C gelagert werden.

2.4.2.2 N- Butanolfallung

Die NButanolfallung wird zum Aufkonzentriereron Ligationsanséatzen urzli deren
Reinigung von Salzkontaminationen genutzt. Dem Ligationsansatz werden dabei zuerst 80
ddHO und anschlielendl100> f -Blotanol zugesetzt. Jetzt wird geschittelt bis die
Phasengrenze vollstandig verschwunden ist und anschliel3end fair2bei 13.000J / min (4°C,
Biofugepico) zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Prazipitat ifGgemEtOH
gewaghen. Nach Bnin Trocknen in deBGpeed Va&ann der geféllte Ligationsansatz in ¢@H
resuspendiert werden.

2.4.2.3 Isopropanolfallung

Oft sind die Volumen der zu fallenden Nukleinsdureldsungen zu hoch, um sie fur die
Ethanolféllung zu nutzen. Eine Midpkeit Nukleinsduren augroR3volumiga Losungen zu fallen,
ist die Isopropanolféllung. Durch Hinzugeben von 0,6 Volumenanteilen Isopropanol wird die
Fallung eingeleitetund anschlieRend fur 2@in bei 13.000J/ min (4°C, Biofugepico
zentrifugiert Der Uberstand wird verworfen und das Prazipitat in %gemEtOH gewaschen.
Nach dem Trocknen in d&peed Vatiir 5min kann das Pellet in dgB aufgenommen und bei
20°C gelagert werden.

2.4.3 Isolieren von DNA aus Gelfragmenten

Die Klonierung von DNA-ragmenten macht es oft erforderlich, dass eineeBanden
aus dem Gel isoliertnd die DNA aufgereinigt wird. Dies geschieht unter Verwendung des
QIAEXII GelExtraktion- Kits. Ein kleiner Teil des Gealird mit Ethidiumbromid gefarbt unduf
den UVTigh Uberfuhrt. Mit Hilfe eines UV Lineals wird die genaue Position der gesuchten
Bande ermittelt. Diese wird anschlieRendt einem sterilen Skalpell aus dem nicht geféarbten
Teil des Gel geschnittegewogen und (entsprechend dé&mgaben des Herstelldraufgereinigt.
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Die Agarose wird dabei irreversibel verflissigt und von der, wieder in Losung vorliegenden DNA,
durch deren Bindung an eine Silikatmatigetrennt.

2.4.4 Quantifizieren von Nukleinsauren

Fur die Bestimmung der Konzentration geloster Muddauren wird stets die
photometrische Messung der Absorpti¢A)soherangezogen. Dabei wird auch gleichzeitig noch
die Ago gemessen, die Uber eventuelle Proteinkontaminationen Auskunft gibt. Das Verhaltnis
von Asol Acgo Wird dabei als Ratio angegebamd dient als ein Mal3 fur die Reinheit der
Nukleinsauren.

1A% = 50>g dsDNA (Ratio = 1,8 flir saubere DNA)
40> 3 a a (Ratib * 2 fir saubere RNA)

2.4.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

2.4.5.1 Restriktionsverdau von DNA

Die Restriktion von palindromischen Sequenzen duR#striktionsendonukleasen wird
stets nach den Spezifikationen des HerstelleFerfentas oderNew England Biolabs)
durchgefuhrt. Dient die Restriktion nur der Kontrolle vorhandeRestriktionsstellerschneict
man in der Regel etwatll Préparative Restriktionen filonierungszwecke werden mindestens
2h durchgefiuihrt. Der Zusatz von BSA erfolgir bei Restriktionsenzymen, die nach
Herstellerangaben durch dieses eine hohakdivitat zeigen.

2.4.5.2 Dephosporylieren von DNA

Um die Religation der VekteDNA bei Klonierungsschritten mit nur einem
Restriktionsenzym zu vermeidenler dasend- labelingmit [* **P]JdATPzu ermdglichenwerden
die p YPhosphatgruppen eines geschnittenen Plasmiisrch einen Phosphataseverdau
entfernt. Dadurch kann der Vektor nur noch mit demmsert ligieren, welches seing W
Phosphatgruppen noch besitzt. Fur alle Phosphat&&aktionen wird das EnzyrAntarctic
Phosphatas@ach den Angaben des Herstellgeswendet.

2.4.5.3 Ligation von DNA

Fur die Ligation von restriktionsbehandelten DRgmenten wird die T4Ligase
verwendet. Diese katalysiert die AT&bhangige Reaktioawischen der5” - Phosphatgruppe
und der o YHydroxylgruppe zweier DNAnden Das Verhéltnis voinsert zu Vektor- DNA
bestimmt man dabei durch Vergleich der Bandenstarke in einéaigém TAEAgarosegel. Das
insert gibt man in einem 31 Uberschuss zum Ligationsansatz. Die Ligation erfolgth2bei
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15°C. Vor der Transformah wird zudem stets eine NButanolfallung durchgefuhrt. Baisert-
Fragmenten mit einer GfRe von weniger als 508p wird zudem 5% PEGS8000 zur Lésung
geben, um deren Viskié&t zu erhdhen. Die Ligation widhnn tGber Nacht bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Die Ligation in denpDriveVektor von QIAGEN erfolgt gemald den Angaliss
Herstellers. Vor der Transformation wiethe NButanol&llung durchgefihrt.

2.4.6 Radioaktive Markierung von Nukleinsauren

2.4.6.1 Radioaktive Markierung durchick - translation

Die Markierung durchick- translationwird fir die Northern Bot puc - Sondeund die Southern

blot - Sondenverwendet Hierbei werden enzymatisch Nasel - Schnittstellen in das PCGR
Produkt eingefugt und anschlieBend durch die DIRAlymerase wieder aufgefallt. Im
Nukleotid- Mix sind auschlieRlichradioaktive markierte[h *3P]JdCTPvorhanden, welche die
Sonde markieren. Alleemwendeten Losungen entstammen demtk- Translation Kit der Firma

GE Healthcare Fur die Labeteaktion werden 100400ng des PCRProduktes und 3@Ci
[h3?P]dCTReingesetzt. Die weiteren Angaben entsprechen den Angaben des Herstellers, wobei
die Inkubationszeit auf 4&in bei Raumtemperatur verlangert wird.

2.4.6.2 Radioaktive Markierung durclend- labeling

Die Markierung von Oligonukleotiden durch Endmarkierung wird farNdbethern ot
rRNA- Sonde genutztsowie dagpucUp- Fragment fir die GelRetardations assays Dabeifligt
das Enzym Polynukleotidkinase (PNR3P]dATRan diedephosphorylierterp €Enden des Oligos
an. Fur dieLabeteaktion werden 1ul des PCRProduktes und 1RCi[* **P]JdATReingesetzt Die
Inkubation erfolgt fir th bei 37°C

2.4.6.3 Aufreinigung markierter Sonden

Sowohl flr dienick- translation als auch fur dasnd- labelingwird die Reaktion nach
Ablauf der Inkubationszeit durch Zugabe vom STE- Puffer gestoppt. Dabei werden beide
Reaktionsanséatze zu einem Endvolumen vorr50 | dzF 3SFNf f & 5AS SA3ISy
markierten Nukleade erfolgt durch diProbeQuantTMG50 bzw. 25 Micro Columngder Firma
GE HealthcareDazu wird das Sédulenmaterial zuerst durch Vortexen homogenisiert unahfiir 1
bei 2.600U/ min Biofugepico) zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und dasI&&n in
ein neues 1,3nl Eppendorfgefafiberfiinrt. Jetzt gibt man den 59t | y & I labéltenRISANI 3 S
auf das Saulchen und zentrifugiertnn bei 2.000J/ min (Biofugepico). Die aufgereinigten,
markierten Nukleotide befinden sich im Durchfluss und Aligivitat kann im Szintillationszahler
bestimmt werden.
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STE Puffer
NacCl 0,1 M
Tris- HCI 0,02 M
EDTA 0,01 M

2.4.7 Amplifikation von DNA durciPCR

2.4.7.1 Amplifikation von Sequenzabschnitten mittels PCR

Die PolymerasekettenreaktiorPplymeraseChain Reaction PCR erlaubt es, auf einfache
und effiziente Weise einzelne Sequenzabschnitte sauber und reproduzierbar zu amplifizieren.
Dabei macht man sich die Aktivitat der alisermus aquaticustammenden hitzestabilenTag-
Polymerase zunutze. Das Prinzip d&CRIlasst sich wie folgt zusammenfassen: Das BNA
template wird in einem ersten &ritt bei 94°C in Einzelstrange aufgetrennt. Im zweiten
annealing- Schritt binden einsense und ein antisense primer an die DNA und im folgenden
extension Shritt bei 72°C fillt didag- Polymerase den komplementéaren Strang auf. Nun folgt
wieder ein erneuter Denaturierungsschritt und der Zyklus beginnt von vorne. Der zwischen den
primern gelegene Bereich wird dabexponentiell amplifiziert. Neben deFaqg- Polymerase
wurden aufl3erdem dieDeepVent- Polymerase und dieBio- X- Act-Long eingesetzt. Diese
unterscheiden sich in deaxtension Temperaturen DeepVent- Polymerase=68°C bzw.Bio-
X-Act-Long=75°C) und besitzen eine -8" proof reading- Aktivitat, um die Anzahl der
Replikationsfehler zu senkerEin StandardPCRAnsatz setzt sich aus dNTPs, dem DNA
template, den beidenprimern der Tag- Polymerase und deren Puffer zusammen. Um die
Spezifiat der Reaktion zu erhdhen, kann zud€n Solution (5x) hinzugefligt werden.

2.4.7.2 Quantitative real time RT- PCR

Die real time RT-PCRmacht sich die Sensibilitdt und Genauigkeit dCRfur die
Amplifikation von mRNASequenzen zunutze. Dabeird mittels der reversen Transkriptase
(RT)zunachst eircDNA- Transkript der mRNA erzeugt, welches anschlieend in einer normalen
PCRamplifiziert werden kann. Durch den Farbst@lBR5reenl, der in die gebildete DNA
interkalieren kann, wird dabei diBunahme delPCRProdukte in Echtzeit verfolgsYBRsreenl
kann durch Bestrahlung mit Licht einer Wellenlédnge vonmt4zur Emission von griinem Licht
von 524nm angeregt werden. Diese Fluoreszenz lasst sich wiederum messen und anhand eines
internen Stadards kénnen Aussagen Uber relative mRNAel in der Reaktion gemacht
werden.

Bevor die isolierte RNA fur dieal time RT- PCRverwendet werden kann, muss sie
zuerst von DNAKontaminationen befreit werden, da diese die Ergebnisse der PCR verfalschen
wirden. Dazu wird die hochkonzentrierte DNdsder Firma Invitrogen nach Herstellerangaben
verwendet. Die Spaltung erfolgt tGber 60n bei Raumtemperatur. AnschlieRend wird die RNA
einer Test PCRohne RF Schritt gegen dasiousekeeping GenrpoZ unterzogen. Die Proben
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werden, zusammen mit einer PositifPCRnit chromosomaler DNA) und NegativkontrolRQR

mit ddHO) auf ein Pojacrylamid- Gel geladen. Da die DNA in den RRAoben verdaut sein
sollte, darf nur in der Positivkontrolle eine Bande sichtbar sein. Die Entfernung der DNase
erfolgt tber Phenol Chloroform- Extraktion (Abschnitt 2.4.1.4). Fur die real time RT-PCR
werden 40ng der zu untersuchenden mRNA eingesetzt und mittelsGlesSte R FPCRKit von
QIAGEN amplifiziert. Dabei wurden de€R Ansatz und das Thermygcler (RotorGene3000

oder BIO RAD Cycler S1000 mit CFXufsatz) nach den Herstellerangaben
zusammengesetZzbedient. Die relative Expression der einzelnen Gene kann dabei nach
folgender Formel berechnet werdgRfaffl, 2001)

Formel2 : Ratio=

5 S NJ -jert gibt den Zyklenunterschied zwischen der behandelten Probe und der
Kontrollprobe an, bei der diese dé&tuoreszenthresholddesGerétes tUberschreiten.

E entspricht der Effizienz der jeweiligBnmer Die Effizienz eines Gens gibt ame gut
dieses in dePCRampifiziert werden kann. Besondersfektive primer haben eine Effizienz von
2, da es bei jederRPCR Zyklus zu einerolistandigen Verdopplung der gebildet&NA kommit.
Fur die Bestimmung der Effizienz deattime PCR werden verschiedene Endkonzentrationen
der GesamiRNA (&g/ 4 ng/ 0,4ng/ 0,04ng) einemreattime RFPCR Lauf unterzogebie
Effizienzen fur die in dieser Arbeit verwendeten Primer siritaipelle2 zu finden.

Tabelle2 : Ermittelte Effizienzen fir dieeal time RT- PCRorimer

annealin annealin annealin

Primer E g Primer E o 9 Primer E o g
o (°C) (°C)

W)

rpoZ 2,02 59°C pucB 2,02 59°C RSZ—353 1,87 56°C
bchL 2,16 57°C feoA2 | 2,19 57°C RSZ—157 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 RSZ—Z% 1,86 59°C fliC 1,92 59°C

2.4.8 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung wird ein Kapillarsequenziergg@nutzt. In einerPCR Reaktion
bindet ein Sequenzierpriar an die zu sequenzierende DNA udid Verléngerung erfolgt durch
den Einbau vorDeoxynukleotiden.Gleichzeitig befinden sich noch fluoreszenzmarkierte Di
Desoxynukleotide in dd?PCR Reaktion welche zu einem Abbruch der Reaktion fihren kénnen.
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Die vier verschiedenen Arte@dATP, dCTP, dGTPund ddTrB weisen dabei jeweils eine
unterschiedliche Fluoreszemarkierungauf. Sie besitzen keine 30H- Gruppe, daher fiirt ihr
Einbau zu einem KettenabbrudWahrend der Kapillarelektrdporese kann das nun endsidige
Nukleotid durch einetaserdetektiert werden. Die Sequefage der DNAwvird anschlieBenéus
der Abfolge der Fluoreszenzsignale, die daser passieren ermittelt. Die Sequenzierungen
wurden am Institut von Susanne BarttWeberund Sabine Mutz durchgefinhrt.

2.4.9 Northern- Analysevon RNA Northern blot)

Durch den Northern blot kdonnen gezielt bestimmteRNAs, die zuvor auf eine
Nylonmembran fixiert wurden, durch radioaktive Markierung sichtbar gemacht werden.

Die Auftrennung der Ribonukleinsduren erfolgt dber ein denaturierendes
Formaldehyd/ Agarose Gel, welches durch eine Durchflggsnpe konstant mit
Elektrodenpuffer umspult wird. Dazu werden zuerst die Gelkammer und die Schlauche der
Pumpe grundlich mit N NaOH und anschlieRend mit DEPEO durchgespilt, um eventuell
vorhardene RNasen zu inaktivieren. Das Gel wird in die RNese Gelkammer Uberfuhrt und
mit Elektrodenpuffer Uberschichtet. Wahrenddessen wirg @am Vortag eingedampfte RNA
(103 LINP t NP O SKR G FY IddzF FS NI NBvindbei I8¢ Rivissihad dzy R
inkubiert. Vor dem Auftragen auf das Gel fugt man jetztjefl  wBbtaumarker zu jeder Probe
hinzu und zentrifugiert kurz an. Nachdem die Proben auf das Gel aufgetragen sind, lasst man es
fur 3h bei 110V laufen.

Das FormaldehyflAgarose Gelwird nac beendetem Laf in die Denaturierungslésung

1 uberfihrt und dort fur 45min schuttelnd inkubiert. AnschlieBend verfahrt man mit
Neutralisierungslosung ébenso. Wahrend de#/asches bereitet man den Vakuubiotter vor,
indem man mehreraNhatmarpapiere auf derBlotter Gberfihrt und mit 10« SSC befeuchtet.
Auf diese kann jetzt die Nylorembran gelegt und anschlie3end mit Hilfe d&ptter- Maske
fixiert werden. Das Gel wird jetzt auf die Membran Uberfihrt und fum4s bei 50- 65 mbar
geblottet Dabei muss das Gel stets mitXI8SC Uberschichtet sein. Nach dBiotten werden
die auf die Membran transferierten, Nukleinséduremt Hilfe desUV- Cross Linker(Stratdinker)
fixiert.

Formaldehyd Agarose- Gel Elektrodenpuffer
Agarose 1,43 ¢ DEPGH,O 80C ml
MOPS (10x) 143 ml MOPS (10x) 92 ml
DEPGH,O 104 ml Neutralisierungslésund.
Formaldehyd 26 mi Tris/ HCI 01 M
Denaturierungslésung. NacCl 01 M
NaOH 015 M 74 pH
NacCl 0,05 M

59

T



Material & Methoden

2.4.10Southern- Analysevon DNA Southernblot)

Mit Hilfe einesSouthern Blotkdnnen bestimmte Abschnitte der chromosomalen DNA
durchHybridisierung mitadioaktivmarkierten Sonden spezifisch naclgesen werden.

Die verwendete chromosomale DNA (29) ist in ihrer ungesclittenen Form zu grof3,
um auf einem Gel aufgetrennt zu werden und wird zundchst Uber Nacht mit einer
Restriktionsendonuclease gespalten. Die geschnittene DNA kann auf eifi@gerh Agarose
Gel elektrophoretisch aufgetrennt werden (ca. B5bei 200V). D& fertige Gel kann
anschlieBend fur 1énin mit Ethidiumbromid gefarbt werden. Durch Anlegen eines- Uxeals
kann man die Position der Banden des geladenen Markers mit einem Skalpell festhalten. Das Gel
wird anschliel3end auf den Vakubiotter Gberflhrt.

Auf demVakuunblotter wurden zuvor eirWhatmarpapier (gréRer als das Gel) und die
DNA- bindende Nylonmembran (gleiche Gro3e wie das Gel) gelegt. Beide werden m® ddH
befeuchtet und das Gel wird aufgelegt. Das Vakuum wird angelegt und anb#&Oeingestellt.
Zuerst wird das Gel nun fir 18in mit Depurinierungslosung 2 urahschliel3end fur 4min mit
Deraturierungsloung uberschichtet, was zur Bildung einzelstrand¢A fuhrt, die auf die
Membran transferiert werden kann. Das Gel wird jetzt fumdis mit der Neutralisierungskiing
2 Uberschichtet. Nach diesem Zeitraum sollte die negativ geladene DNA vollstandig auf die
positiv geladene Nylonmembran Ubertragen sdéie zuvor mit dem Skalpell markierten Banden
des Markers, werden auf die Membran tbertragen und das Gel entsorgt. Die DNA wird als letzter
Schritt durch UV Bestrahlung kovalent mit der Membran Viekt.

Depurinierungslosung Neutralisierungsléung
HCI 0,25 M Tris/ HCI 15 M
Denaturierungslésung . NaCL 15 M
NaOH 05 M
NacCl 15 M

2.4.11Prahybridisierung Hybridisierung deradioaktivenSonden

Um die Bindung unspezifischer RNA an die Membran zu verhindern, wirdzdiegehst
in der Préahybridisierungslosung furh4bei 42°C rick- translation) / 50°C (end- labeling
drehend im Hybridisierungsofen inkubiert. Durch die zugesetzte E&pgesmaDNA (LSD)
werden alle unspezifischen Bindungsstellen auf der Nylonmembran vor dendisigrung
blockiert. Die eigentliche Hybridisierung mit der markierten So(@{e 10° countsper minute fiir
nick- translation- PCR Produke; 6x10° countsperminute fir end-labeling erfolgt tber
Nacht bei 42°Cnick-translation) / 50°C énd-labeling drehend im Hybridisierungsofen.
Anschliel3end wird die Membranxsb min in Membranwaschlésung und anschliel3end soft
5min mit Membranwaschlosunld gewaschen, bis mit dem Geigeviiller-Zahler kein
Hintergrund mehr an den Randern der Mbran messbar ist. Die gewaschene Membran wird in
Folieeingeschweil3t und auf eindmagingscreernfir denMolecular ImageFX exponiert.
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Prahybridisierungslosundnick - translation) Prahybridisierungslosungend - labeling)
DEPGH;O 11,6 ml DEPGH;O 11,6 ml
SSPE (20) 55 ml SSC (2R) 6 ml
SDS (10%6) 0,22 ml SDS (10%6) 1 ml
Denhazgt(;i)Reagenz 1,65 mi Denhardt’'s Reagenz (50 1 ml
Formamid 11 ml LSD (Bnin aufkochen) 0,4 ml
Glycin 022 g Hybridisierungslosundend - labeling)
LSD (8nin aufkochen) 1,1 ml DEPG H,0 126 ml
Hybridisierungslosundnick - translation) SSC (2R) 6 ml
DEPC H,O 1.8 ml SDS (10%6) 1 ml
SSPE (26) 61 ml LSD (Bnin aufkochen) 04 ml
SDS (10%6) 0,24 ml Membranwaschlosund
De”hagtoi )Reagenz 048 mi SSC (28) 20 ml
Formamid 122 ml SDS (106) 2 mi
Dextransulfat 24 g | ad DEPGLO 20 ml
NaPR(0,2M) 0,48 ml Membranwaschlosung | I
LSD (3nin aufkochen) 048 ml SSC (28) 1 ml
SDS (106) 1 ml
""""" ad DEP&GLO ~ 20C ml

2.4.12Phosphoimaging

Die Auswertung demagingscreenserfolgt unter demPhosphoimagerdem Molecular
Imager FX. Dieser kann Ubedas BafBrEuKristallgitter deslImaging screen freigesetzte
radioaktive Strahlungjuantifizieren, da diese die Elektronen des Gitterseinen angeregten
Zustand versetzt. Dieser Zustand kann dann wiederumeaimem HeNe Laser (60Gim) des
Phosphoimagergur Bildung einephotochemischen Reaktion ausgenutzt werden, welche dann
von der software in ein auswertbares Bild umgewandelt wird. Vomer erneuten Exposition
wird derlmagingscreenfir 15min mit Gelblicht geldscht.

2.4.13Berechnung deprozentualen Veranderung der Genexpression

Aus den durchPhosphoimagingquantifizierten Daten fur die Expression des zu
untersuchenden Gens kann anschlielend die prozentuale Veranderung der Genexpression
berechnet werdenDie prozentualepuc- Repression irR.sphaeroidesn Abharyigkeit von der
Lichtintensitat errechnet sichaus den Ratios der mRNAevelsder bestrahlten Kulturen im
Verhaltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf rétlBIA- Ladekontrolle normalisiert
wurden.Dabei wird nach folgender Formel vorgegangen:
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Formel3:

2.4.14Strippender Membranen

Einmal gebunden, kann die RNA auf der Membran mehrfach mit verschiedenen Sonden
hybridisiert werden. Dazu werden die alten Sonden im heillen Wassedhadh eine
detergenzhaltige Losung entfernt und eine Préahybridisierung / Hybridisierung mit neuen Sonden
kann erfolgen. Die Membran wird dazu20min in der Stripping- Losung bei 95°C inkubiert.
AnschlieRend lasst man die Membramocknen und testetmit dem GeigeiMuller-Zahler die
noch vorhandendradioaktivitat. Sollte diese noch deutlich messbar saimgs erneut fir 2@nin
bei 95°C in deBtripping- Losungnkubiert werden.

Stripping- Lésung
SDS (100) 10 ml

2.4.15DMS- Methylierung von DNA

Die Kulturen werden unter den gewinschten Bedingungen auf dem Schittler inkubiert.
Fur die Methylierung versetzt man die Kultur mit dl0der 900mM DMS- Lésung fur je 1@nl
des Kulturvolumens. Die Inkubation erfolgt weiter untden gewiinschten Bedingungen fur
5min. Durch Zugabe von kaltem DM@uench Puffer (1/5 des Gesamtvolumens) stoppt man
die Reaktion anschlieBend ab und kann die Zellen ernten. Die Isolierung der DNA erfolgt wie in
Abschnitt 2.4.1 beschrieben.

DMS- Lésung (900mM) DMS- quench- Puffer
Stammldsung (10,81) 41 ml NH,Acetat 3 M
~ ad96igenEtOH 50 ml R-Mercaptoethanol 1 M
EDTA 0,02 M
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Isolierungvon UberexprimiertenProteinen

2.5.1.1Proteinisolierung mittels N NTA- Affinitatschromatographie

Bei diesem Verfahren werdedie Uberexprimierten Proteinemit einem 6x His- tag
versehenund mit Hilfe von Ni NTA- Agarose aufgereinigt, wobei derx@listag spezifisch an
eine Ni- NTAMatrix bindet. Zugabe einesbgrschusssan Imiazol filhrt zur Verdmigung des
6 x His- tagsund zur Elution des $His- tag Proteins, da Imidazol mit den Histidinen um die Ni
NTA Bindestellen konkurrier{siehe auch:The QIlAexpressionisa handbook for high level
expression and purification of@is- tagged proteins QIAGEN).

Fur dieAufreinigung werden Zellpelleder zuvor induzierten und geerrten Kulturen
(Abschnitt 2.2.10)in 5ml Lysepuffer resuspendiert und es wird, wie in Almstt 2.2.11
beschrieben, Zelllysat hergestellt. Gleichzeitig werden @,7&r Ni- NTA- Agarose durch
funfmaliges Waschen mit #l Lysepuffer ebenfalls aquilibriert. Nach dem Entfernen der
Zelltrummer wird der Uberstand des Zellpellets mit der aquiltei@ Ni- NTA- Agarose vereint
und far 2h auf dem Taumelrollenmischéei 4°C inkubiertDas6 x His- markierte Protein liegt
jetzt an dieAgarosegebunden vorUm unspezifisch gebundene Proteine zufemten, wascht
man diesejetzt 15x mit 4ml Waschpuffer.Die Hition erfolgt 10x durch Zugabe von Orhl
Elutionspuffer His, wobei der Puffer jeweils rBin mit der Agarose auf dem
Taumelrollenmischer inkubiert. Der Imidazdlberschuss verdrangt daé x His- markierte
Proteinund das Protein kann aus den Elutionfraktionen in déorage- Pufferdialysiert werden
(Abschnitt 2.5.3).Von den Waschschritten sowie den Eluaten wird ein Teil aufSi$
Polyacrylamid Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2) und gefarbt (Abschnitt 2.5.8).

Lysepuffer Waschpuffer
NaCl 03 M NaCl 03 M
NaHPQ, 0,05 M NaHPQ, 0,05 M
Imidazol 0,01 M Imidazol 0,02 M
""""""""""""""""""""" 8 pH | 8 pH
Elutionspuffer- His
NaCl 03 M
NaHPQ, 0,05 M
Imidazol 0,25 M
""""""""""""""""""""" 8 pH

2.5.1.2Proteinisolierung mittels Amylose Affinitatschromatographie

Bei der Aufreinigung eines Uberexprimiert®moteins tber AmyloseAgarosewird das
Uberexprimierte Protein mit einem MaltoseBinde- Bindeprotein(MBP)- tag versehen Dieses

tag erhoht die Loslichkeit des Proteins deutlich und die Aufreinigung kann unter nativen
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Bedingungen erfolgen. Das uUleaprimierte Proteine kann tUber das MBRag an die Amylose
gebunden werden und, nach mehrmaligen Waschen, durch die Zugabe von Maltose von der
Amylose- Agarose eluiert werden (siehe aucpMAL- Protein Fusion and Purification System,
NEB.

Fur dieAufreinigung werden Zellpellets deuvor indugerten und geerntéen Kulturen
(Abschnitt 2.2.10in 5ml 1x PBS resuspendiert ures wird wie in Abschnitt 2.2.11 beschrieben,
Zelllysat hergestellt. Gleichzeitig werden Ogr5der Amylose Agarose durch finfmaliges
Waschen mit 4nl 1x PBS ebenfallsqgéilibiert. Nach dem Entfernen der Zelltriummer wird der
Uberstand des Zellpellets mit der aquilibierten Amyleggarose vereint und fir 8 auf dem
Taumelrollenmischebei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wir die Agarose a6t 4 ml
1xPBS gewahen, um alle, nicht an die Amylose gebundenen, Proteine zu entfernen. Die
Elution erfolgt mit 1 0,5ml Elutionspuffer MBP, welcher steigerd Maltose-
Konzentrationen (510, 25,50 und 100mM) besitzt. Von den Waschschritten sowie den Eluaten
wird anschlieRend ein Teil auf eiSDS Polyacrylamid Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2) und
durch Farbung sichtbar gemacht (Abschnitt 2.5.8). Der Rest der Eluate kann direkt in den
storage- Puffer dialysiert werdeigAbschnitt 2.5.3)

Elutionspuffer- MBP storage - Puffer
PBS (10x) 10 % PBS (10x) 10 %
Maltose 100-5 mM Glycerin 20 %

2.5.1.3 Proteinisolierung mittelsGlutathion - Affinitatschromatographie

Die Aufreinigung UberGlutathion- Sephaose macht sich die starke Bindung der
Glutathione S Transferasg(GST) voischistosoma japonicuan Glutathion zu nutzeDiesesag
erhoht die Loslichkeit des Proteins deutlich und die Aufreinigung kann unter nativen
Bedingungen erfolgen.Das Ubeexprimierte Proteine kann Uber den GSfag an die
Glutathione - Sepharose gebunden werden und, nach mehrmaligen Waschen, durch die Zugabe
von reduziertem Glutathione von der Sepharose eluiert werden (siehe :a@8T gene fusion
system GE Healthcare).

Die Aufreinigung von GSmarkiertem Proteinen audUberexpressionsstammen erfolgt
Uber Glutathion Sephaose Die Sepharose liegt dabei als%ge Suspension in $igem EtOH
vor. 1ml dieser Suspension wilx mit 4 ml kaltem 1x PBS GSTund anschliel3end & mit 4 mi
kaltem 1xPBSgewaschenDasso in PBS uilibrierte Material kann jetzt fir die Aufreinigung
genutzt werdenNach der Induktion und Ernte der Uberexpressionskultug&nschnitt 2.2.10)
resuspendiert man deren Pellet fur die GRWfreinigung in 5nl kaltem1 x PBS GST und fahrt
mit der Erstellung des Zelllysates, wie in Abschhi®t11 beschrieben, fort. Der Uberstand wird
nach der Zentrifugation mit der aquilibrierteédlutathionSephaose vereint ad fir 2h auf dem
Taumelrollenmischebei 4°C inkubiertDas GSTmarkierte Proteinliegt jetzt an die Sepharose
gebunden vor. Um unspezifisch gebundene Praein entfernen, wascht man diegetzt 15x
mit 4ml 1x PBS GST Die Hition erfolgt 10x durch Zugabe von OBl Elutionspuffer GSTund
fur jeweils 5min auf dem TaumelrollenmischelDabei verdrangt das Glutathion im Puffer das
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GST markierte Protein von der Sepharose. Im Durchflussfindet sich das GSTarkierte
Protein und die saufgereinigtenProteinekénnen jetztin den storage- Pufferdialysiert werden
(Abschnitt 2.5.3) Von den Waschschritten, sowie ddfluaten, wird ein Teil auf ei®DS
Polyacrylamid Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2) und durch Farbung sichtbar gemacht (Abschnitt
2.5.8).

Neben der Aufreinigung des GSwarkierten Proteins ist es auch mdglich, diestay
Uber einen Thrombinverdau zu entfernen. Dazu inkubiert mam Gluthation- Sepharosenach
der Inkubation mit dem Zelllysdtir 16h mit 80U Thrombin in 906 f x PBS. Der Uberstand
wird am né&chsten Tagach 5min Zentrifugation bei 509 (4°C, Rotor SS34) ein neues
Eppendorfgefalliberfihrt. Jetztwird 2-3 x mit 1ml PBS das @schnittene Protein eluiertDie
Ausbeute ist mist sehr viel niedriger, da dd®rotein ohne den GSTtag deutlich schlechter
I6slich ist und auch unter den Hochsalzbedingungen oft nicht wieder in L6sung zu bringen ist.

Elutionspuffer- GST PBSS
Tris/ HCI (pH=8) 0,05 M PBS (10x) 10 %
red. Glutathione 0,01 M NaCl 05 M

2.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nacBradford (Bradford, 1976)

Das Bradfordassay stellt eine schnelle Methode zur Bestimmung der
Protenkonzentation eines Zelllysatseines aufgereinigten Proteins dar. Dabei interagiert der
Farbstoff mit Proteinen in Losung, was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu
595nm filhrt. Diese ¥rschiebung kann photometrisch bestimmnd anhandeiner zusatith
gemessenen Standardreihe (0,62%;,25;2,5 5mg/ mIBSA) quantifiziert werden. Fur die
Reaktion werden 908l ddHO mit250>f RS& CINbalu2FFSa OSN¥A&aO0OKI
Protein fir 10min inkubiert. Die Messung der Absorption im Photomegdolgt bei 595nm.

2.5.3 Dialyse von Proteinldsungen

In vielen Fallen schadedler verwendete Elutionspuffeder Aktivitat desaufgereinigten
Proteins Eine schonende Methode, den Puffer zu wechseln, stellt die Dialyse dar. Dabei wird die
Proteinprobe in einen Dialyseschlauch mit geringdosschlussvolumen (IDabzw. 25kD3g
Uberfuhrt. Der abgeklammerte Schlauch wird dann in den neuen Puffer Uber€iittiber
Nacht bei 4°C unter Rihren belassen. Am nachsimrgen wird der Puffer durchrifchen
erneuert und fur 4h bei 4°C rihrend inkubiert. AnschlieRend kdnnen die dialysierten Proteine in
ein sauberes Eppi tUiberfihrt werdeldach der Dialysest ein aveiter Bradford- Assaynotig.

2.5.4 Ultrazentrifugation von Proteinlésungen

Fur sensible Methoden wie deWestern blotist eine groRe Anzahl an stérenden
Membranbestandteilen und den darin enthaltenen Membranproteinen im Zelllysbschnitt
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2.2.11)oft stérend. Daher kann zur Beseitigung der Membranproteine eine Ultrazentrifugation
des Zelllysates durchgefihrt werdenEs werden 0,45 ml des Zelllygt in ein
Ultrazentrifugationsréirchen gegeberund fir eine Stunde bei 58.000/ min und4°C in einer
Ultrazentrifuge (BeckmannOptima TLX) zentrifugiert. Im berstand, welcher vorsichtig
abgenommen wird, befinden sich edicytoplasmatischen Proteine, Wwé&nd das Pellet die
Membranproteine enthalt.

2.5.5 WesternAnalyse von ProteinenWesternblot)

Der Westernblot stellt eine hochsensible Methode zum Nachweis von Proteinen dar.
Dabei macht man sich die hohe Sensibilitat und Spezifitat von Antikdrpern bei der Bindung von
Proteinen zu otze. Die Proteine werdem einemSDS Gel aufgetrenntund anschliel3end auf
eine Nitrocellulosemembrargeblottet. Diese wird zuerst mit einem primaren Antikdrper
behandelt, der spezifisch gegen das gesuchte Protein gerichtet ist. AnschlieBend wird die
Membran mit einem sekundaren Antikdrper behandelt, der einem Protein gekoppelt ist,
welches durch eine chemische Reakfialie genaue Bindestelle des primaren Antikorpers
sichtbar macht.

Fur denWestern ot wird ein herkdbmmliches SD®olyacrylamid Gel gefahren (siehe
Abschnitt 2.3.2.2). Dieses wird jedoanit einem PrestaineePuffer beladen, welcher eine
GroRRenbestimmung der Proteine auf der Membran erméglicht. Das Gel wird nach dem Lauf in
200ml Transferpuffer Gberfuhrt. 6 Whatmarpapiere der gleichen Grol3e und eine
Nitrocellulosemembran werden ebenfallsn Transferpuffer eingeweicht und auf den
Elektrdblotter Uberfuhrt. Die Reihenfolge ist dabevon unten nach oben3 Whatmarpapiere
die Membran, das Gel und dann diestlichen 3Whatmarpapiere. Mit einer Pipette streicht
man vorsichtig alle Luftblasen aus uiloertragt die Proteine@nschliel3end fir 5&in bei 0,8mA
cm? des Geb. Nach demBlotten tiberfiihrt man das Getunachst in PonceatRot (Abschnitt
2.5.8.3) um die Proteine zu fixen. Nach der PonceatFarbung inkubiert man die Membran in
Milchpulverlésung, um noch ungesattigte Proteinbindestellen auf der Membran zu blockieren,
da de Antikdrper sonst dort bindemwirde. Das Blockieren kann Uber Nacht bei 4°C oder Kir 2
bei Raumémperaturauf dem Schittler durchgefiihrt werden.

Die Inkubation mit dem ersten Antikdrper erfolgt durch Zugabe einer Konzentration von
1:750 im Bezug auf das Volumen des zum Blocken eingesetzten Milchpuersmkubation
erfolgt fir 25 h beiRaumtenperatur auf dem Taumelrollenmischer. AnschlieRend entfernt man
ungebundene Antikdrper durch 35 mindtiges Waschen mit XTBS. Der zweite Antikorper,
welcher Peroxidasekonjugiert ist, wird im Verhaltnis 110.000 zur Milchpulverlésung gegeben.

Die Inkubation erfolgt fur B h bei Raumtemperaturauf dem Schiittler. Es wird wie oben
gewaschen und die Membran in eine saubere Schale Uberfuhrt. Als Substrat fir die Reaktion
dient ein frisches 11 - Gemisch aus der weiReund schwarzen Luminollésung (B&althcare.
Je5000f RSNJ 0SARSY [l adzy3aSy 6SNRSyYy @6omdpSity 3G dzy
AnschlieRend wird die Membran in einen Folienbeutel Gberfiihrt und in eine Expositionsbox
Uberfuhrt. Alle nachfolgenden Schritte finden in der Dunkelkammeit.skah Rontgenfilm wird
auf die GroRBe der Membran zurechtgeschnitten und fumif auf dieser exponiert.
AnschlieRend Uberfiihrt man den Film in die Entwicklerlésung und wartet bis deutliche Banden
sichtbar sind. Der Rontgenfilm wird kurz inCHgewaschen nd flr 1min in der Fixierlésung
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fixiert. Sollte die Starke der Banden nicht den Erwartungen entsprechen oder sollten keine
Banden zu sehen sein, kann die Expositionsdauer des Films auf der Membran verandert werden.
Der Film wird anschlieend ernemit H,O gewaschen und getrocknet.

2.5.6 GST pulldown - assay

Der GSTpulldown stellt eine Methode zur Identifizierung von mdglichen
Interaktionspartnern fir Proteine da Dabei koppelt man ein GSiharkiertes Protein an
Gluthation- Sepharose und inkuhie dieses dann mitR.sphaeroides Zelllysat. Mogliche
Interaktionspartner sollten jetzt das Protein binden und sich, nach mehrfachem Waschen zur
Beseitigung unspezifischer Proteine, identifizieren lassen.

Die Bindungerfolgt wie die Aufreinigung des GSmarkierten Proteins(siehe 2.51.3) -
ohne das jedoch eluiert wird. Die Sepharose mit dem gebundenen Protein wird5mit
Zelllysat vonR.sphaeroides(siehe Abschnitt 2.2.12yereint und fur 2,5 h bei 4°C auf dem
Taumelrollenmischer inkubiertym unspezifisch gebundene Proteiau entfernen, wascht man
diese jetzt 15x mit 4ml 1xPBS GST Die Elution erfolgt 510 mal mit je 0,5nl des
Elutionspuffers GST.Von den Waschschritten sowie den Eluaten wird eiil @ef ein SDS
Polyacrylamid Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2), welches fiir eiféasternblot (Abschnitt 2.5.6)
verwendet bzw. gefarbt wird (Abschnitt 2.5.8).

2.5.7 MBP- pulldown - assay

Mittels des MBR pulldowrs kénnen interagierende Proteine durch Bindung des
moglichen Interaktionspartners an ein MBRarkiertes Protein identifiziert werdenDabei
koppelt man ein MBPmarkiertes Protein anAmylose- Agaroseund inkubiert dieses dann mit
R.sphaeroides Zelllyat. Mogliche Interaktionspartner sollterejzt dasMBP- markierte Protein
binden und sich, nach mehrfachem Waschen zur Beseitigung unspezifischer Proteine,
identifizieren lassen.

Das zu untersuchende Pratewird wie in Abschnitt 2.5.1.Beschrieben anie¢ Amylose
Agarose gekoppelt. Statt des Elutionspuffers vereint man die Agarosé miitZelllysat von
R.sphaeroides(siehe Abschnitt 2.2.12) und inkubiert fur Z5bei Raumtemperatur.Um
unspezifisch gebundene Proteirzu entfernen, wascht man diegetzt 15x mit 4ml 1x PBSDie
Elution erfolgt 5 10 mal mit je 0,9nl des ElutionspuffersMBP.Von den Waschschritten sowie
den Eluatenwird ein Teil auf einem SD®olyacrylamid Gel geladen (Abschnitt 2.3.2.2),
welches flr einetWesternblot (Abschnitt 2.5.6) verwendet bzwefarbt wird(Abschnitt 2.5.8).
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2.5.8 Farbnachweis von Proteinen auf SBBolyacrylamid- Gelen

2.5.8.1 Coomassiefarbung von Proteinen

Die CoomassieBlau- Farbung stellt eine schnelle aber semsitive Methode zur
Sichtbarmachung von Proteinen dar. Das Gel wird dabenid5n CoomassiBlauLosung auf
dem Schuttler gefarbt, mit entmineralisiertem Wasser abgespiil entfarbt. Zum Entfarben
wird das Gel einige Male (3x) fur je 10min in der Entfarbeldsung gdwsdttelt, bis der
Hintergrund klar und frei von blauer Farbe ist. Das fertige Gel wird daraufhin in einer Folientite
eingeschweil3t und kann aufbewahrt werdétiach jedem Gebrauch sollte die Coomas&tau-
Losung durch einen Papierfilter filtriert werdeam Verunreinigungen der zu farbenden Gele
vorzubeugen.

Coomassie Blau- Losung(R- 250) Entfarbelésung |

CoomassieBlueR-250 0,1 % Essigsaure 10 %
Essigsaure 10 % Methanol 50 %
Methanol 50 %

2.5.8.2 Ponceaufarbung von Proteinen

Diese reversible Faemethode dient gleichzeitig der Fixierung von Proteinen auf
Nitrozellulosemembranennd wird daher vor jederesternblot (Abschnitt 2.5.5angewendet,
um die Proteine zu fixierenPonceau S bindet dabei an positiv geladémeinogruppen der
Proteine. Die Membran wird bis zur Sichtbarkeit der Proteine mit9®,Ponceau S in%
Essigsaure inkubiert und anschlieenid Wasser und 0,1 M NaOH entb&

2.5.8.3Silberfarbung von Proteinen

Die Silberfarbung stellt eine sensibMethode dar, um Proteine in Polyacrylami@elen
anzufarben. Dabei macht man sich zu Nutze, dassvég basischen und schwefelhaltigen
Aminosaureresten zu Ageduziert wird. Diese Reaktion fiihrt zur Entstehung von bréaunlichen
Banden auf dem Gel. Die Reme werden zunéchst mittels herkdmmlicher SIP®lyacrylamid
Gelelektrophorese(siehe 2.3.2.2 aufgetrennt und fir mind. b in Fixierlésung geschttelt.
AnschlieRend wascht man das Get 2 min in 50% Ethanol und schiittelt das Gel daraufhin

1 minin Lésung I. Das Gel wirdk30sec inH,O gereinigt und 2Gmin mit Losung Il geschiittelt.

Es wird wie oben mitH,O gewaschen und mit Losung Il die Visualisierung der Banden
eingeleitet. Die Banden werden plétzlich sichtbar, weshalb konzentrierte Esstgz@im
Abstoppen bereitstehen sollte. Liegen die Banden in der richtigen Starke vor, gibt man einige ml
von dieser hinzu, wascht das Gel igFEssigsaure und schweil3t es in einer Folientlte ein.
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Fixierlosung Losung Il
Methanol 50 % AgNQ 04 g
Essigsaure 12 % Formaldehyd 185 pl
Formaldehyd soc W | adddHO 025 |
""""" adddbO 1 | Losung Il
LAsung | NaCQ 15 g
NaxS03x 5 H,O 01 g Formaldehyd 185 pl
""""" adddbO 05 | Losung | 5  ml
""""" adddHO 025 |

2.5.9 Gel- Retardations- assays

Das Prinzip von GeRetardations- assaysheruht aufder Tatsache, dass DN\ nativen
Elektophoresegelen schneller wandeds Protein DNA- Komplexe. Die Bandder DNAist
nach Zugabevon Protein in ihrer Wanderungsschwindigkeit verlangsamt unlduft daher
retardiertindas Geleim I 'y & LINKA OKU RS & Kshitagd | dzOK @2y SAySY
Fur dieassayswird ein upstream- Fragment derpuc- RNA verwendet, welches zuvor
durch end- labeling (Abschnitt 2.4.6.2) mif’P markiertwurde. Dabei werden pro Reaktion
zwischen 30 und 10inol (700- 2500cpm) der DNA eingesetzt und fur 80n bei 4°C mit den
Versuclsproteinen bzw. der sRNA im Bindepuffer inkubiédmschliel3end werdepro Probe 0,2
> f 5Blaumarker zugesetzt und dieProben auf einem nativen PolyacrylamiGel
aufgetrennt. Zudem wird ein spezieller Laufpuffer fir das Gel verwendet. Der Gellauf erfolgt bei
100V fur 30min, danach wd die Spannung aufO® V erhoht und die Elektrophese fir
weitere 2h fortgesetzt. Das Gel wird auf ein zugeschnitteWésatmarpapier tbetragen und
fur 90min bei 80°C getrocknet. Zur Detektion der Banden wird Uber Nachirgigingscreen
aufgelegt.

Bindepuffer (10x) Reaktionsansatz
Tris/ HCI (pH=7,5) 02 M Bindepuffer (10x) 10 %
MgCh 0,05 M LSD (5Qug ™Y 1 pl
EDTA 0,001 M pucUp- DNA 300 fmol
Glycerin 50 % Protein- Losung variabel
Laufpuffer (5x)  (Masuda und Bauer, 200] sRNA- Losung variabel
Tris/ HCI 0,25 M ad ddHO 20 ul
Glycin 19 M
EDTA 0,01 M
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2.5.10Trichloressigsaurefallung von Proteinen

In einigen Fallekkann es voremmen, dass die Konzentratiaines Proteins zmiedrig
ist, um es auf einem gefarbten Gel oder\iesternblot nachzuweisen. Um eine gréRere Menge
des Proteins in eem kleineren Volumen zu l6sen, kann ein@richloressigsaurefallung
durchgefihrt werden.

Dazu wird die Proteinlésung mit dem gleichen Volumen afoifer Trichloresgséure
vereint und fir 10min bei Raumtemperatur gefallt. Anschlie@end wird fur niis bei
13.000U/ min (Biofuge pico zentrifugiert und das Pellet noch zweimal mitmil
Trichloressigsdure gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgt mit eiskaltem Aceton und die
Probe wird noch einmal fur 1f@in bei 13.000J/ min (Biofugepico) zentrifugiert. Das Pellet
kann anschlieBenduf 5min in der Speed Vagetrocknet und in einem kleinerem Volume
resuspendiert werden.

2.6 Transkriptomanalysen voiR.sphaeroides

Transkiptom - chips erlauben eineglobale Analyse der mRNAs eines Organisrus
einem microarray (oder chip befinden sich mehrere tausend bekannte Sonden gegen die
einzelnen Transkripteines bestimmten Organismus. Um die Genaimfassende Analyse der
Genexpression unter bestimmten Bedingungen (z.B. vor und Bestrahlung mit Blaulicht oder
Mutante zu Wildtyp zu wtersuchen, muss zunachst die GesafRNA isoliert werdenDies
geschieht mittels heiRer Phenolaufreinigung (Abschiit4.1.5). Die RNA wird mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert und auf dehiphybridisiert.

Der Fluoreszenzfarbstoff kann anschlieRend mittels eilasgrs angeregt werdenund das
emittierte Signal gibt Aufschluss Uber die Expression der jeweiligen RNA.

Fir R.sphaeroidesst kein kommerziell erwerblichenicroarrayverfiigbar, weshalb ein
neuer chip erst erstellt werden musste. Die einzelnen Schritte werden im Folgenden
beschrieben.

2.6.1 Erstellung dedk.sphaeroidesnicroarrays

Die vollstandige Genomsequenz Rrsphaeroidesst seiteinigen Jahren durch dasint
Genomadnstitute (Walnut Creek, USA) und ditne University of Texaglouston(Houston, USA)
verfugbar (Choudharyet al., 1999; Mackenziet al, 2001; Zhowet al, 2003) Die - auf zwei
Chromosomen und funf Plasmide vertedt8equenz umfasst 4,6 Mb, walenen etwa 88,86
bisher als &dierend identifiziert werden konnten. Die mRN8equenzen de4372 lodierenden
Gene konnen dabei Uber die Homepage disnt Genome Institutes (Quelle: Integrated
Microbial Genomes, NCBI Project B®) heruntergeladen werden und im FASTRormat direkt
als Gegenstranguf die Erstellung demlDNA- microarray- Sonden verwendet werdenDie
Sequenzen der Gene und der erstellten Sonden sind auf dem Datentrager im Anhang Abschnitt
8.1 zu finden.

70


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

Material & Methoden

Die Rahmen einer Kooperation mit dem MaXarck - Institut fir Infektionsbiologign
Berlin (AG Vogelurde 2007 vorR.sphaeroides Kultuen vor und nach der Behandlumgit
den oxidativen Stress erzeugenden Agenzien Methylenbi@s) (iInd Paraquat (©), die RNA
isoliert. Diese wurden mittelg54 pyrosequencingequenziert(Berghoffet al., 2009)und aus
den erhaltenen Sequenzen konnten, neben Hinerigauf die Transkstionsstarts vieler Gene,
auch eine grof3e Anzahl abundanter kleiner regulatorischer RNAs identifiziert werden (insgesamt
122). Deren Sequenzen werden gegen die GenomsequenR\xaphaeroidesabgeglichen und
im FASTAFormat ebenfalls fur die Erstelludgr DNA- microarray- Sonden verwendet. Ein von
Bork Berghoff durchgefiihrtggulldownmit dem Hfg- Protein vonR.sphaeroidegiegen Zelllysat
(unveroffentlicht) fahrte zur Identifikation von 22 weiteren SRNAs. Diese coeluierten mit dem
Hfq- Protein nachdem sielurch das RNAChaperon gebunden wurden. Die eluierten RNAs
wurden dann mittels454 pyrosequencingsequenziert, die erhaltenen Sequenzen gegen die
Genomsequenz voR.sphaeroidesbgeglichen und kénnen iASTA Format weiterverwendet
werden Die Sequenzemer sRNAs und der erstellten Sonden sind auf dem Datentrager im
Anhang Abschnitt 8.1 zu finden

Die erhaltenen FASTAequenzen kdnnen jetzt in dé#\rray- softwareder FirmaAgilent
(https://earray.chemAgilentcom/earray) K2 OK3 St I RSy 6SNRSy® IGESNJ ¢ S|
t N2 0o S B5Reitersdieygénauen Spezifikationen der Sonden festgelegt. Es werden jeweils
drei 60bp lange antisense Sondenpro Gen erstellt. Sollten die hochgdienen FASTA
Sequenzen dabei kirzer als 60 sein (bei drei SRNAs), werden die Sequenzen zu gleichen
Teilen nach 30nd 5 'mit angrenzenden genomischen Sequenzen erweitert. Die Sonden sind in
antisense Orientierung, da spater, ohne Erstellung eines ABRwischenschritts, direkt die
isolierte RNA markiert wird. Als weitere Einstellung vdesst DistributiorMethodologygewabhit.
Die softwarewahlt die Sonden in diesem Fall so, falls dies moglich ist, dass ihre Bindestellen auf
dem Gen sich nicht Uberlppn. Weitere Einstellungen werden nicht gewahlt. Die so erstellten
Sonden werden in eingsrobe groupl dz& I YY Sy 3STI aa i /dybR GBA (a AIONRF SN
Reitersaus den neuen Gruppen emicroarrayerstellt.

Bei der Erstellung demicroarrayswird zoy NOK a i RS NJ motBvailgbletnafdza | f &
angegeben, da voR.sphaeroidekeine kommerziell erwerblichen Sondensequenzen vorliegen.
Das Format deSranskiptom - chipswird aufa w151 ¢ 3Sa ST G ® 51+ a o6SRSdzi Si
Glasobjekttragerdlide insgesamt 8 Einz#iipsmit je 15.744 Sonden befinden. Es wird zudem
ein 3’-linkeran die Sonden angefiigt, um sie von der Oberflachestidesabzuheben. Dieser
linker ist immer 60bp lang und es wird die Sequenz ddégilent-linkers verwendet
(TATCCTACTATACGTATCACATAGCGTTCGSTAATGTGG CCGSGATAGACCTAGCTTAAG).
AnschlieRend kénnen die einzelngmobe groupsdem microarray hinzugefiigt werden. Die
Agilent- Kontrollen (insgesamt 536) werden ebenfalls auf demp belassen und, da die Gene
von R.sphaeroidesden microarray nur zu 90% flllen, der leere Anteil mit zufélligen Sonden
3 S ¥ NAillMiGroagays Ddsa 2 S NI ik OINE & SiNdkann oG &ianthlylbierprift und
an Agilent weitergleitet werden. Die gentliche Herstellung nimmt dann -3 Wochen in
Anspruch.
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2.6.2 Durchfuhrung der Experimente flr die Transkriptomanalysen

Fur alle getesteten Bedingungen werden insgesamt sechs biologische Replika
durchgefuhrt. Dazu werden jeweils sechs Einzelkelonvon Platte, die frisch aus der
Stammsammlung ausgestrichen wurden, verwendet.

2.6.2.1MikroaerobesWachstum

Fur den Vergleich derR.sphaeroides plov-Mutante mit dem Wildtyp unter
mikroaerobenBedingungenwerdendie aus Einzelkolonien angeimpftéforkulturen zunéchst
in einen 50ml Erlenmeyerkolben auf eine @@ von 0,4in 40ml Gesamtvolumermit RA
verdunnt. AnschlieBend werden die Zellen fir eine Verdopplung (bis zu einegsvOD 0,8) bei
32°C und 140/ min auf dem Schattler inkubiert. Nach dem Erreichen der OD zentrifugiert man
die Zellen ab und isoliert die RNA (Abschitt.1.5).

2.6.2.2Blaulichtbestrahlung

Fur den Vergleich derR.sphaeroides plov-Mutante mit dem Wildtyp uter
Blaulichtbestrahlungwerdendie aus Einzelkolonien angeimpft&forkulturen zunéchst in einen
500ml Schikanekolben auf eine @pvon 0,2 in 200nI Gesamtvolumemit RAverdinnt. Die
weitere Behandlung erfolgte wie in Abschnitt 2.2.3uad 2.2.3.6beschrieben. Die Bestrahign
mit Blaulicht erfolgte fur 6@nin. Nach dem Erreichen der OD zentrifugiert man die Zellen ab und
isoliert die RNA (Abschni24.1.5).

2.6.2.3Photooxidativer Stress

Fur den Vergleich derR.sphaeroides plov-Mutante mit dem Wildtyp unte
photooxidaiven Stress, werdedie aus Einzelkolonien angeimpft®iorkulturenwie in Abschnitt
2.2.3.1 und 2.2.3.6 beschriebarkubiert Die Kuuren werden fur 7min belichtet.

2.6.3 Prozessieren der RNA flr die Transkriptomanalysen

An 30ug der RNA, die durdieile Phenolextraktion erhalten wurde, wird zunéchst eine
DNasd Spaltung durchgefihrt. Dabei wird die hochkonzentrierte DNaks Firma Invitrogen
nach Herstellerangaben verwendet. Die Spaltung erfolgt Ubemi@0bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wirdlie RNA einer TesPCRohne RT Schritt gegen dakousekeeping GenrpoZ
unterzogen. Die Proben werde zusammen mit einer PosityPCRmit chromosomaler DNA)
und Negativkontrolle FCRmit ddH0O) auf ein PolyacrylamidGel 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 DNas&nzym erfolgt unter Verwendung dédNeaswinElute
CleanupKit, wobei das Protokoll nach Herstellerangaben verandert wird, um RNAs mit einer

72



Material & Methoden

Grolle vonweniger als 10@p aufzureinign. Dazu wird der gesamte Ansatz, der fur den
DNasd - Verdau verwendet wurde, zundchst auf 100mit RNase freiem dd.O aufgefillt und
anschlieBend grundlich in 330 Puffer RLT(im RNeasyMinElute CleanupKit enthalten)
resuspendiert. Statt die Proben nuamwie im Protokoll vermerkt mit dem 0,7fachem Volumen
96 %igen EtOH (314#) aufzufiillen, wird das 1fache (675u1) verwendet. Drch die veranderte
Konzentration binden auchlie kleinen RNAs an die Silikatrix. Der weitere Verlauf des
Protokolls entspricht den Herstellerangaben. Nach der Aufreinigung wird die - RNA
Konzentration gemessen.

Eine letzte Qualitatskontrolle der aufgenigten RNA erfolgt durch ein
Polyacrylamid Harnstoff- Gel (2.3.2.3). Hier wird je dg der aufgereinigten RNA aufgetragen
und auf Degradationen untersucht. Die RNA kann jetzt furrdenoarrayverwendet werden.

2.6.4 Cy3/ Cy5- Markierung der RNA

Fur diemicroarrayswird die isolierte RNA direkt mit deffuoreszierendenFarbstoffen
Cy3und Cyb markiert. Beide gehdren zur Gruppe der Cyanine und geben bereits bei schwachen
Anregungsenergien eine starke Emission @ly3ist dabei rot und absorbiert Licht einer
Wellenlange von 558m, wahrend dieEmission bei 578m erfolgt und so als griines Signal auf
dem microarray erscheint. Cy5ist ein orangefarbener Farbstoff und absorbiert Licht einer
Wellenlange von 65@Gm. Die Enssion erfolgt bei 67@6m, was zu roten Signalen auf dem
microarrayfuhrt. Das direkte Mrkieren (odedabeln) der RNA wird mit denh [ {LabelingKits
for Agilentarraysder Firma Kreatech durchgefihrt. Der Farbstoff ist Ubeerelmker mit einem
Platin- lon verbunden. Dieses bindet dig NPosition von GuaninBasen der RNA urdbeltdie
RNA ohne einen enzymatischen Schritt. Fulatel- Reaktion werden von je drei Experimenten
einer Bedingung (z.B. Wildtyp 2.4.1 Blaulichtbestrahlung)12pg RM in einem frischen
Eppendorfgefald vereint, so dass aus den sechs RNAs des Wildtyps uptbwdevutante
jeweils zwei Ansatze werden. Aus dem vereinten Ansatz werden anschliefpgndrZnommen
und fur dielabel- Reaktion verwendet. Diese findet fur b%in bei 85°C statt. Dasbeln der
Kontroll- RNA des Wildtyps geschieht dabei @it 6 NK NSy R R A18v- Mutamte nitS NJ p
Cy3 markiert wird. Die anschlieBende Aufreinigung der RNA von nichtgebundenen
Fluoreszenzfarbstoff erfolgt nach Herstellerangaben

label - Reaktion

RNA 2 Mg

Cy3/ Cy5 2 pl

Labeling buffer{10x) 2 pl
~ adddHO 20 wo
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2.6.5 Bestimmung delabel - Effizienzder RNA

Der Grad an in die RNA inkorporierten €¥3/5 lasst sich photometrisch bestimmen.
Zuerst wird nach dertabelndie Konzentration der RNA (pdi) und des Farbstoffes (pmpl™)
am Nanodrop bestimmt. AnschlieBend wird didabel- Effizienz nach folgender Formel
berechnet:

Formel4 : label - Effizienz=

Die Effizienz sollte fur RNA dabei zwischen 1 unédjégen.

2.6.6 Hybridisieren und Waschen dewsicroarrays

Vor der Hybridisierung mit dersene Expression Hybridization {§iehe auch Two-
Color Microarray Based Gene Expression Analy&glent wird dergelabelte RNA- Ansatz der
Kontrolle (Wildtyp 2.4.1Cyb) jetzt mit demgelabeltenRNA-! y & 41 RSNav,&y3il y i S
vereint. Da von beiden Stammen je zwgools vereinter Experimente (Abschnitt 2.6§.4
existieren, erhalt man so zwei Replikait dem Wildtyp und der Mutante. Dabei werden je
500ng (entspricht qul) der gelabelten RNA fir die Hybridisierung eingesetzt. Den ersten Schritt
stellt dabei die Fragmentierung der RNA,ddamit Sekundarstrukture gelost werden und die
kurzen Sonden auf dem Objekttrager besser gebunden werden. Die Fragmentierung erfolgt fir
30min bei 65°C und sollte unter keinen Umstanden langer durchgefihrt werden.

Fragmentierung
Cy3- RNA 5 pl
Cy4- RNA 5 pl
Blocking- Agent(10x) 5 pl
Fragmentation- Buffer(25x) 1 pl
ddH,0 9 ul

Zu den 254l des Fragmentierungs Ansatzes gibt man jetzt 28 des Hybridization

Buffers Der gesamte Ansatz wird vorsichtig, luftblasenfrei resuspendiert und d@s Ansatzes

auf dencasket- slideuberfuhrt. Dieserslidebesitztacht durch kleine Kunstoffwélle abgetrennte
Kompartimente, die der spateren Position denicroarrays auf dem Ghsobjekttrager
entsprechen. Es ist zu beachten, dass digul40Onter keinen Umstanden den Kunststoffwall
berihren dirfen. AnschlieRend kann der Glasobjekttrager aeit aktiven Seite nach unten
(tr&gt dieAgilent- Beschriftung) auf dasasket- slidegelegt werden. Dies sollte so vorsichtig wie
maoglich passiererum die Bildung von Luftblasen zu vermeiden. Der Glasobjekttrager mit den
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microarraysund das casket- slide werden jetzt gemeinsam in den Hybridisierungsschlitten
eingespannt und bei 65°C fur h7m Hybridisierungsofen inkubiert.

Nach der Inkubation wascht man denicroarray mit den Losungen aus derGene
Expression Wash Buffer Kitazu wird zuerst die Waschlésung Il auf 37°C vorgewarmt. In einem
Gefall werden 40nl der Waschlésung | mit einem Miaetrihrer vorbereitet. Der
Hybridisierungsschlitten wiranit dem Glasobjekttrager und deroasket-slide in die Losung
Uberfuhrt und dort auseinander gebaut. Jetzt schaltet man den Magnetridmarnd wascht
den Glasobjekttrager mit demicroarraysfur 1 min. Wahrenddessen tberfihrt man die bereits
erwarmte Waschlosung Il in ein weiteres Gefal3 mit Magnetrihrer. Der Glasobjekttrager mit den
microarrayswird nach Ablauf der Zeit mdglichst schnell in das zweite Gefald tberfihrt und dort
ebenfalls fur Imin gewaschen. Das Herausnehmen aus der Waschlosung sollte anschliel3end
langsam und Uber eine der vier Kanten erfolgen, damit keine Flussigkeit auf dem Objekttrager
verbleibt. Die gewaschenanicroarrayskonnen jetzt eingscanntwerden.

2.6.7 Auswertung der Fluoreszezsignale auf demicroarrays

Die gewaschenemicroarrayssollten nach dem Verlassen des zweiten Puffers nur kurze
Zeit Sauerstoff und Licht ausgesetzt sein, da beide die Signale der Fluoreszenzfarbstoffe
abschwachen. Das Brannenerfolgte anschlie3esh durch zwei unterschiedlichsecanner Der
Genepix3100 wurde fur die beidemicroarraysunter semiaeroben Bedingungen verwendet,
wahrend fur die jeweils zwet microarraysunter Blaulichtbestrahlung und photooxidativem
Stress derAgilent DNAmicroarrayscannergenutzt wurde. DieScamuflosung fir denGenepix
3100 betrug 5um, wahrend derAgilentDNAmicroarray scannemit einer Auflésung von gm
arbeitete. Die erhaltenen THDateien kénnen jetzt mit defAgilentFeature Extraction Software
ausgewertetwerden, welche aus den Bilddatei€eiie Fluoreszenzwerte der einzelnen Sonden in
Zahlenwerte umrechet und als Tabstoppgetrennte Txt- Datei ausgibt. Mit dieser Datei
kénnen arschlieRenddie in Abschnitt 3.@eschriebenen, weiteren Auswertungen der Daten
durchgefihrt werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse derBlaulichtsensitivitdt des AppA PpsR und des PriBPrrA -
Systensin Rhodobacter sphaeroides

Die Bildung des Photosyntheseapparates R sphaeroides erfolgt licht- und
redoxabhéngig. Die Lichtwahrnehmung erfolgt dabem einen direkt Uber die FADindende
BLUF Doméne des AppAProteins(Braatschet al, 2002; Masuda und Bauer, 2002)d zum
anderen indirekt Gber die Absorption von Lichtenergie an den Photosynthesekomplexen, welche
den Elektronenfluss durch di&tmungskette hemman und so Einfluss auf das PfrBrrA-
Zweikomponenten System nehmeigOhet al., 2001; Otet al,, 2004; Hapget al,, 2005) Wurde
zunéchsteine alleinige Rolle von App/psR in der Lichtregulation der Photosynthesegene
unter semiaeroben Bedingungen vermut@@raatschet al., 2002; Haret al, 2004) konnten
neuere Studien zeigen, dass das Ausbleiben der Blaulichtrepression von AppA unter diesen
Bedingungen rht ausreichtum die Synthese der Photosynthesegene zu gewahrle{Stayeret
al., 2007) Gleichzeitig konnte bereits in friheren Studien gezeigt werdess daich unter
anaeroben Bedingungen, unter welchen die Genexpressien Photosynthesegene von
PrrB/ PrrA abhangt, die AppAPpsR- Regulation wiederhergestellt werden kann, wenn die
Sensorkinase PrrB deletiert i@Happet al, 2005) Um die physiologische Bedeutung dieser
dualen Regulation der Photosynthesegene durch die beiden Proteinsystemaueagerzu
untersuchen, wurde diefir die Genregulation bendtigtdichtmenge unter vechiedenen
Bedingungen ermittelt

3.1.1 Blaulichtsensitivitatder Photosynthesegenexpressian R sphaeroide2.4.1

Das AppA PpsR System spielt unter semiaeroben Bedingungen und gleichzeitiger
Bestrahlungmit Blaulicht eine bedeutende Rolle in der Repressien Bhotosynthesegene, da
das gleichzeitige Vorhandensein von Sauerstoff, Licht und photosynthetischen Pigmenten zur
Entstehung von oxidativem Stress fihren kaDaher ist unter diesen Bedingungen eine hohe
Sensitivitat des Proteins fur Licht wichtigm ene dauerhafte Schadigung der Zellen zu
umgehen.Dabei bindet der Repressor PpsR an die DNA und verhindert die Expression der
Photosynthesegene so lange Sauerstoff vorhanden ist. Féllt der Sauerstoffpartialdruck, bindet
der Antirepressor AppA das PpsRrotein und hebt so die Repression auf. Die Bindung von
AppA an PpsR kann unter semiaeroben Bedingungen jedoch dur8esti@hlungmit Blaulicht
unterbunden und so die Expression der Photosynthesegene wiadfgrehobenwerden. Im
Folgendenwurde daher d&¢ minimale Blaulichtintensitat ermitteltei der dieRepression der
Photosynthesegeni vivonoch nachweisbar ist.

Fur die Titration der Blaulichtsensitivitat dégpA- Proteirs wurden die Kolben daher
auf einem Schittler auf semiaerobBedingungen (2,mg-4mg/10,) eingestellt und mit
abnehmenden Intensitdten von Blaulicht durch einen Schmalbandfilterstradalt
(Transmissionsspektrum des Filtesgehe Anhandgibbildung73). Die Probeantnahme erfolgte
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vor dem Start derBestrahlungund nach einer Stunde bei der gewahlten Intensitat. Die
geernteten Zellen wurden anikieRend pelletiert, die GesamtRNA isoliert und die Expression
despuc- Operons welchedlie Strukturproteine desLHAI kodiert undeine putative(Maoet al,,
2005) PpsR und eine PrrA Bindestellenupstream des Startodons besitzt giehe Anhang
Abbildung7?2), per Northernblot bestimmt.

Die in Abbildungl?7 bestimmte puc- Expressiorzeige im Northern blot nach 60min
Blaulichtbestrahlung eine sehr deutliche Abnahme mit nahezu allen Intensit@feBéstrahlung
mit 20, 1Q 5, 2,5 und 0,5tmol m? s* fiihrte zu einer deutlichen Inhibition dguc Signaleauf
der Membran Erst bei eine Blaulichtintensitatvon 02 umol m? s* war das Signal wieder
deutlich sichtbaund erreiche bei 0,1umol m” s* nahezu das Niveau der Dunkelkontrolle
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o & o % o & o0 6 min 9 _T_ _T_
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o & o0 K o & o & min T T T T
D9 42 W0 o Y Y

puc

2 -1

" e ee
Blaulichtintensitat (umolm “s™)

14SrRNA '“. : __
: : Abbildung17: Analyse deirnhibition der puc-
M Blaulicht Expression in R.sphaerodes 2.4.1 in

| 0.2 pmol m2 s | | 0.1 pmol m2 s | Aphéngigkeit von der Blat_JIichtintens_itét
_ mittels Northern blot. Zur Ermittlung derin
° ® ° % 2 % 2 % Mn | g Sensitivitit desAppA- Proteirs wurden
puc E“ ..“ die semiaerobenKulturen mit abnehmenden
x Blaulichtintensitaten bestrahlt, Proben vor und
14SrRNA e e e . eine Stunde nach der Beleuchtung genommen,
Blaulicht M die RNA isoliert und eiNorthernblot mit einer
puc- und einer 14SRNA- spezifischen Sonde
durchgefiihrt (A). Die phosphoimagdng Signale wurden anschlieRend quantifiziert. Die prozentuale
puc- Repression ifR.sphaeroidesn Abhangigkeit von der Lichtintensité®) errechnet sich aus den
Ratios der mRNAlevelsder bestrahlten Kulturen im Verhaltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem
diese auf dierRNA- Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozeate Inhibition wurde anhand
von Formel 3 (siehe Abschnitt 2.4.13rrechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximale
Abweichungen von zwei unabh&ngigen Experimenten.

Um sicherzugehen, dass die sichtbare Abnahme in der RepressigudeExpression
bei den gemessenen niedeg Lichtintensitaten auch fur andere Photosynthesegene zutrifft,
wurde zudem die Expression vbohL(RSP_0288Wwelches eindrotochlorophyllid Reduktase
kodiert, nach Bestrahlung mit verschiedenen Lichtintensitataittels real time RT- PCR
guantifizert. Um eine Vergleichbarkeit zu dé&raten deguc- Operonszu gewahrleisten, wurde
die real timeRT- PCRauch furpucBdurchgefihrt(Abbildungl8).
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Abbildung18: Bestimmung der
Expressionkevel von pucB (RSP_0314
und bchL (RSP0288) in semiaeroben
R.sphaeroides 2.4.1-Kulturen nach
Bestrahlung mit  unterschiedlichen

N B I N

) Blaulichtintensitaten mittels realtime
Rl RT- PCRDie Kulturen wurdersemiaerob
-3 herangezogen und mBlaulicht (4501m)

der angegebenen Intensitdt bestrahit.
Die Probenentnahme erfolgte nach
20 1 05 01 20 1 05 01 6Qmin BlaulichtbestrghlungMittelwerte _
mit  Standardabweichung von drei
Experimenten sind dargestell

bchL pucB

Expression

rel.

Blaulichtintensitét (umol m* 5'1)

Eskonnte in derreal timeRT- PCReine vergleichbare Sensitivitat gegen Blaulisfg im
Northern blot festgestellt werden. Bei eér Blaulichtintensitat von 20, tind 0,5umol m” s*
konnte erneut eine deutliche Abnahme der Expression nachgewiesen werden, wahrend eine
Bestrahlung mit 0,tmol mi? s* sogar einen leichten Anstieg hervorrief. Dabei unterschied sich
das Expressionsverhalten vbohLund pucBnur minimal.

Fir die Photosynthesegene vdR sphaeroidekonnte schonfriih gezeigt werden, dass
neben der direkten Regulation der Syntheseich noch eine polranskriptionale Regulation
stattfindet. Durch eine unterschiedlich schnelle Degradation der mRNAs der einzelnen Gene des
Operonswird dabei Einfluss auf die finale Menge des Proteins genonfikieiget al,, 1987; Klug
und Cohen, 1991)Daher wurde zuséatzlich die Menge an synthetisierten Bacteriochlorophyll in
den Zellen gemessen, da diese azindirekten Rulckschluss faulie gebildete Menge an
photosynthetischen Komplexen gewéhreistBiabei wurden die Zellen Uber ein@eitraum von
8 Stunden mit Blaulicht bestrahlt und zu den angegeben Zeitpunkten radative
Bacteriochlorophyllanteil in den Zellen gemessen.
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Abbildung19: Relativer Bacteriochlorophyllanteivon semiaerob herangezogeiR.sphaeroides
2.4.1- Kulturen nach Bestrahlungmit verschiedenenBlaulichtintensitdten Die Kulturen wurden
zunéachst fur 2,% auf semiaerobe Bedingungen géstellt und anschlieRenavahrend der gesamten
Versuchsdauemit der jeweiligenBlaulichtintensitatbestrahlt. Gezeigt ist jeweils ein Datensatz von
zwei Experimenten mit vergleichbaren Ergebnisséie Einzelmesswerte wurden gegen die
Dunkelkontrolle namalisiert und der ¢ Wert gleich 1 gesetzt.
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Betrachtete man bei den Bacteriochlorophyllmessungen zuerst die Dunkelkontnée
semiaeroben Bedingungerzeigte sich ein deutlicher Anstieg Uber die 8 Stundeauf das
dreifache des Ausgangswertes. Bwmicher Anstieg konnte ebenfalls flir eiBestrahlungmit
0,1umol mi? s* beobachtet werden; biedieser Intensitat war nur eiminimaler Unterschied zur
Dunkelkontrolle sichtbar. Die Bestrahlung mit iyfRol m” s* erreichte zwar zum Versuchsende
ebenfalls fast das Niveau der Dunkelkontrolle, verblieb aber bei den Zeitpunktgh deutlich
unter dieser. Eine deutliche Inhibition dBacteriochlorophylisynthese walach derBestrahlung
mit 1 und 20umol m? s* sichtbar. Hier fielen die gemessenen Werte zunéchst auf ca. ein
Sechstelder Werte der Dunkelkontrolle ab und verieben bis zum Zeitpunkt b auf diesem
Niveau. Bei den mit imol mi” s bestrahlten Kulturen kares danach wieder zu einem leichten
Anstieg @s Bacteriochlorophyllanteils.

Unter anaerobe Bedingungen hat das AppA/PpsBystem im Wildtyp 2.4.1 keinen
direkten Einfluss mehr auf die Eegsion der Photosynthesegeneol¢ Blaulichtintensitaten
fuhren nicht mehr zur Dissoziation des AntirepressppA von PpsR. Unter diesen Bedingungen
tritt die Regulation durch das vom Elektronenfluss der Atmungskette abhangige- Zwei
Komponentensystem PrrB / PrrA in den Vordergrund. Unter anaeroben Bedingungen reprimiert
die aerobe Atmungnicht mehrdie Autophosporylierung von PrrBEHappet al, 2005)und es
kommt zur Expression der Photosynthesegéhiebildung20).

A Dunkel Dunkel Abblldun920 Z' Analyse d_er

0 % % 0 B % 0 B % 0 B % mn puc-Expre_ssmn in
R.sphaeroides 2.4.1 unter

m semk und anaeroben
Bedingungen in Abhangigkeit
von der Blaulichtintensitat
mittels Northern blot Zur

-M

M T L
Blaulicht Blaulicht

20 pmol m2 st Dunkel 1 pmol m2 st Dunkel Ermittlung der in vivo-

0 % % o % ©° 9 % o % % mn  Sensitivitit des AppAProteins

- .... !'M - wurden die Kulturenmit den

angegebenen Blaulicht
intensitdten bestrahlt, Proben
Blaulicht Blaulicht vor Versuchsbeginn, sowie 90

und 240min  nach der

B Beleuchtung genommen, die RNA isoliert und
:_ — ein Northern blotmit einer puc- und einer 14S
wE 2 |l| - rRNA- spezn‘l_schep Sonde durchgeful(wt): Die
Sa 1 | phospioimaging Signale wurden anschliel3end
g £ .2- qguantifiziert. Die relative puc- Expressionin
§ “E 34 Rs241 R.sphaeroides2.4.1 in Abh&ngigkeit von der
> 3 -4- anaerob Lichtintensitatnach 90min (linker Balken) und
T3 59 240min (rechter Balken(B), errechnet sich aus
e den Ratios der mRNAevels der bestrahlten
= Kulturen im Verhdltnis zu den Dunkelkulturen,
20 nachdem diese auf digRNA-Ladekontrolle
Blaulichtintensitat (umol m 2 ) normalisiert wurden.
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Betrachtete man die inAbbildung20 dargestellte Veranderung depuc- Expression
unter semi und anaerobe Bedingungen und deBestrahlungmit 20 und lumolm?s*
Blaulicht, zeigte sich eine ApgA°psR abhangige Repressiarer Genenur unter semiaeroben
BedingungenDiese war nach 9fin bei beiden Lichtintensitaten starker als nach 24if.
Unter anaerden Bedingungen konnte dagegen keine Veranderungpder Expressiomach
Bestrahlung mit Jumol m” s* beobachtet werden, wahrend 9fin Bestrahlungnit 20 pmol m™
s* zu einem leichten Anstieg umtwa das @eifache des Ausganigselsder puc- Expression
fuhrte. Dieser Anstiegvar noch starker nach 24@in und erreichte fast das Dreifache der
Ausgangsexpression.

Als zusatzliche Kontrolle der Ergebnisse wurde erneut reiaktime RT- PCRyegenbchL
und pucB mit der RNA aus den anaerob heramggenen Kulturepdurchgefuhrt Abbildung21).
Dabei konnten erneut die Ergebnisse de¥erthern blos bestétigt werden, wobedurch die
Bestrahlung mit 20pmolm?s® in der sensitiverenreal time RT-PCRein Anstieg der
Transkriptnenge beider Geneum das Dreifache nach bereits 60 nan beobachten warlm
Vergleich dazu konnte kein Effekt nach der Bestrahlung mihdl m? s* beobachtet werden.

Abbildung21: Bestimmung der
4 Expressionevel von pucB (RSP_0314
b und bchL (RSP0288) in anaeroben
chL pucB .
3- T R.sphaeroides 2.4.1-Kulturen nach
Bestrahlung mit  unterschiedlichen
Blaulichtintensitaten mittels real time
RT- PCR Die Kulturen wurden anaerob
1 : . ,_'I'_| herangezogen und mit Blaulicht (46f)
L der angegebeneintensitat bestrahlt Die
2 Probenentnahme erfolgte nach 60nin
20 1 20 1 Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte —mit
Blaulichtintensitat (umol m?s™) Standardabweichung von drei
Experimenten sind dargestellt

rel. Expression
N
1

Von den anaerobem®hodobacter sphaeroides4.1- Kulturenwurde anschlieend, wie
bereits fur die semiaeroben Kulturender relative Bacteriochlorophyllanteil der Zellen tber
einen Zeitraum von 8 Stunden quantifizieAbpildung22). Dabei zeigte sich erngutlass nur
nach der Bestrahlung der Kulturen mit @tolm?s® ein Anstieg des Bactéchlorphylls
sichtbar war, welcheerstnach4 h Blaulichtbestrahlung einsetzte. Selbstch 8h erreichte der
relative Bacteriochlorophyllanteil dabei nur dasveifachedes Ausgangswertes, wahrend unter
semiaeroben Bedingungen d&reifacheerreicht wurde Abbildungl9). Die Dunkelkontrolle
zeige gleichbleibende Wertdlr alle ZeitpunkteDas @Giche konnte fir die mieiner Intensitat
von 1 pmol m?s™ bestrahlten Kulturen beobachtet werden.
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Abbildung 22 : Relativer Bacteriochlorophydinteil von anaerob herangezogem.sphaeroides
2.4.1- Kulturen nach Bestrahlungmit verschiedenenBlaulichtintensitaten Die Kulturen wurden
zunachst Uber Nacht unter anaeroben Bedingundenzu einer O, von 0,2 herangezogemnd

anschlielRendwéhrend der gesamten Versuchsdaumit der jeweiligerBlaulichtintensitatestrahlt.

Gezeigt ist jeweils ein Datensatz von zwepdfimenten mit vergleichbaren Ergebnissebie

Einzelmesswerte wurden gegen die Dunkelkontrolle normalisiert und,8&ett gleich 1 gesetzt.

3.1.2 Blaulichtsensitivitat der Photosynthesegenexpressionn R sphaeroides
JZ1678% n CY NJ 0

Neben dem AppAPpsR und dem PrvBPrrA System spielt noch ein drittes System eine
grolRe Rolle bei der Expression der Photosynthesegen&hiadobacter sphaeroideder
Regulator FnrL konnte schon friih als essentieller Faktor fur das phototrophe Wachstum von
Rhodobactesphaeroidesdentifiziert werden(ZeilstraRyalls und Kaplan, 1998)ie Expression
der photosynthetishen Komplexeast ebenfalls betroffen und Kulturen der Mutante JZ1678
(ZeilstraRyalls und Kaplan, 1998)llen durch eine deutlich hellere Farbe auf. Das auffalligste
Merkmal ist jedoch, dass anaerobes und phototrophes Wachstunsehr langsam maoglich ist.
Weil das puc- und das bchL- Operon ebenfals eine FnrkBindestelle upstream ihres
Transkriptionssirt besitzen und da ein lateraler Effekt des FmnrProteins auf die
blaulichtabhé&ngige Regulation der Photosynthesegene réelstgeschlossen werden konnte,
wurde im elgenden untersucht, ob es einen Unterschied in dertkafsitivitat zwischen der
FnrL- Mutante JZ1678 und dem Wildtyp gibt.

Die Expression der photostretischen Komplexdst in der Fnrl- Mutante deutich
schwacher als im Wildtypdaher konnte fir die Quantifizierungler puc- Expressionkein
Northern blot verwendet werden. Um dennoch die Expresslemel bestimmenzu lonnen,
wurden Kulturen der FnrilMutante daher mit den gleichen Lichtintensitaten wie der Wildtyp
bestrahlt @Abbildungl8) und anschlie3end diguc- und bchL- Expres®on perreal timeRT- PCR
quantifiziert Abbildung23).
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Abbildung23: Bestimmung der
Expressionkevel von pucB (RSP_0314
und bchL (RSP0288) in semiaeroben
R.sphaeroides JZ1678 Kulturen nach

f N Bestrahlung mit unterschiedlichen
‘ “ \ Blaulichtintensitaten mittels real time
1

bchL pucB

1 u I
Intensitat bestrahlt. Die

20 1 05 01 20 05 041 Probenentnahmeerfolgte nach 60nin
Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte mit
Standardabweichung von drei
Experimenten sind dargestellt.

RT-PCR Die Kulturen wurden
semiaerob herangezogen und mit

rel. Expression

Blaulicht (450hm) der angegebenen

Blaulichtintensitat (umol m2 s")

In der real time RT- PCRkonnte eine vergleichbare Sensitivitat deuc und bchL
Expression gegen Blaulicht wie im Wildtyp festgestellt wer8eneut zeigte sich bei Bestrahlung
mit 20, 1 und 0,%molm?s™ eine Abnahme der Genexpression, wahrend die Bestrahlung der
Kulturen mit 0,Jumolm?s™ keinen Effekt auf die Genexpressibeider Gene hatte. Auffallig
war zuwem, dass die auftretenden Ab und Zunahmender Genexpression etwas schwacher
waren als die ®rgleichbaren im Wildtyp.

Die Quantifizierung depuc- und bchL- Expression wurde ebenfalls unter anaeroben
Bedingungen durchgefiihrfAbbildung24). Da die FnrbMutante hier nur ghr langsam und
ungleichmé&nRig wuchs, wurden die Zellen hier schon bei eingg®@n 0,15 geerntet.

Abbildung24 : Bestimmung der
Expressionkevel von pucB (RSP_0314
bchL pucB und bchL (RSP0288) in anaeroben
R.sphaeroides JZ1678 Kulturen nach
Bestrahlung mit  unterschiedlichen
Blaulichtintensitaten mittels real time
RT- PCR Die Kulturen wurden anaerob
1 B T herangezogen und mit Blaulicht (466n)
der angegebenen Intensitat bestrahie
Probenentnahmeerfolgte nach 60min
20 1 20 1 Blaulichtbetrahlung. Mittelwerte  mit

Blaulichtsensitivitit (umol m2s™) Standardabweichung von  drei
Experimenten sind dargestellt.

w

rel. Expression

Betrachtete man die Quantifizierunder puc- und bchL- Expression in der FnfL
Mutante unter anaeroben Bedingungereigte sich dort ebenfalls ein ahnliches Bild wie im
Wildtyp. Nur nach Bestrahlung mit 20nolm?s™ war ein Anstieg der Transkrlpvelsichtbar,
wahrend 1umolm?s?® keinen Effekt zeigteDabei waren die messbaren Effekte ernetivas
schwacher algm Wildtyp. [r Anstiegder Transkripevellag hiernur bei knapp dem Zweifachen
Expressionisvel wahrend m Wildtypdie Zweieinhalbfach&xpressiorerreicht wurde.

Da eine zum Wildtyp 2.4.1 vergleichbare Sensitivitat 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 auszuschlief3en.
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3.1.3 Blaulichtsensitivitatder Photosynthesegenexpressidn R sphaeroidesPrrB1
ont NNJ 0

In friheren Expressionsanalysen an der RivAutante konnte gezeigiverden, dass die
Aktivitat desresponseegulatorsPrrA auch unter semiaerobeBedingungemaotig ist, um eine
Expression des Photosyntheseapparates zu gewahrle{gi&égeret al, 2007) Fehlt das PrrA
Protein, fallt auchdie Repression durch das AppRpsR System weg und nur minimale
Expressiolevel der Photosynthesegene kdnnen nachgewiesen werden. Fehlt die Sensorkinase
PrrB1, geht die regulatorische Verbindung zum Elektronenfluss der e®rAbmung verloren
und die PrrA Aktivitat wird nicht mehr reguliertUnter diesen Bedingungen kann selbst unter
anaeroben Bedingungen, wo sordie Antwort von PrrB PrrAdie reprimierende Wirkung von
AppA/ PpsR lberdeckt, deEinflussdes Antirepressof Repressor Systemswiederhergestellt
werden(Happet al., 2005)

Um zu untersuchen, ob die hohe Sensitivitat von AppA gégemBlaulicht auch unter
anaerobenBedingungen nachgewiesen werdkann, wurden Kulturen der PreBviutante PrrB1
ebenfalls mit verschiedenen Lichtintensitaten bestrahlt und anschlie3engutie und bchL-
Expression bestimmt.

Abbildung 25 : Analyse der puc-

A ‘ 20pmol m? st H 1pmol m2st ‘ Expressionin R.sphaeroide32.4.1
6 % % o0 % % o0 % % o % % mn und PrrBlL unter semi und

- P T T ori—— anaeroben Bedingungen in

I—- : o “”‘Mﬁ Abhangigkeit von der

...... Blaulichtintensitat mittels Northern
Blaulicht Blaulicht Dunke blot. Die Kulturenwurden mit den

angegebenen Blaulichtintensitaten

bestrahlt, Proben vor Versuchsbeginn,
B sowie 90 und 24tin nach der

4 Rs 241 R PiFEl Beleuchtung genommen, dieRNA isoliert
= 3 se;nia.er.ob a'naerob und ein Northern blotmit einer puc- und
& 2 & M _ einer 14S rRNA-spezifischen Sonde
é 4 1 =+ durchgefihrt (A). Die phosphoimaging
2 g 27 Signale wurden anschlieRend quantifiziert.
S o 37 Die  relative  puc-Expression in
> 3 41 Rs241 R.sphaeroides2.4.1 (siehe Abbildung20)
g & -51 anaerob und PrrB1 in  Abhangigkeit von der
-6 Lichtintensitatnach 90min (linker Balken)
-7 und 240min (rechter Balken}B) errechnet

20 1 20 1 20 1 sich aus den Ratios der mRNaAvels der
bestrahlten Kulturen im Verhéltnis zu den
Dunkelkulturen, nachdem diese auf die
rRNA- Ladekontrolle normalisiert wurden.

Blaulichtintensitdt (umol m 2 s'l)

In der Auswertung des iAbbildung25 dargestelltenNorthern blos zeigte sich unter
anaeroben Bedingungen in der PrBlutante eine zum Wildtyp unter semiaeroben
Bedingungen Abbildung20) vergleichbare Repression deuc- Expression Dabei ist jedoch
auffallig, dass die maximale Repression im Wildtyp bereits nachi®@rreicht ist und nach
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240min wieder abnimmt, wahrend die PrrBMutante ihr Maximum erst nach 24@in
erreichte.

. Abbildung26: Bestimmung der Expressiolevel
;_ bohL puch von pucB (RSP_0314 und bchL (RSP0288) in
£ 4 anaeroben R.sphaeroides PrrB1- Kulturen nach
é ™ Bestrahlung mit unterschiedlichen
£ 3 Blaulichtintensitaten mittels real time RT-PCR
4] Die Kulturen wurden anaerobngezogen und mit
5 -5l Blaulicht (450hm) der angegebenen Intensitat
e bestrahlt. Die Probenentnahme erfolgte nach
T o Y 60min Blaulichtbestrahlung. Mittelwerte  mit
ST 5 ok Standardabweichung von drei Experimenten sind
Blaulichtintensitat (umolm™s™)
dargestellt.

In den anschlieBend durchgefiihrtepal time RT- PCR (Abbildung26) konnte erneut
eine, zum unter semiaeroben Bedingungen angezogenen Wildtgpillungl8) vergleichbare
Sensitivitat in den unter anaeroben Bedingungen herangezogenen Putliren festgestellt
werden. Es wurde eine starke Abnahme in der Expression beider Gene nach Bestrahlung mit 20,
5 und 0,5umolm?s” festgestellt, wahrend die Bestrahlung mit Quholm?s™ auch unter
anaeroben Bedingungen, keinen Effekt auf die Expression hatte.

Zuletzt wurde die PrrBMutante anaerob angezogen undiuber 8h mit Blaulicht
bestrahlt. Aschlielendwurde das Bacteridalorophyll extrahiert und quantifizier(Abbildung
27). Dabei wurderdie gleichen Lichtintensitaten wie iAbbildungl9 verwendet Im direkten
Vergleich zete sich in der anaeroben PriBiutante ein sehr ahnlichesBild wie im
semiaeroben Wildtyp, wobei die Maximalwerte deutlich nigdr waren Die Bestrahlungmit
0,1umolm?s?, zeigte keinen Unterschied zDunkelkontrolle,wéhrend bereitsbei 0,2umol
m?s™ eine sehr starke Repression sichtbar wair e Bestrahlung mit 20 und pmolm?s*
zeigte sich ebenfalls eine dem Wildtyp vergleichbare Repression.
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-E 1.54 . 1umo|m'2 st
c
<:'. = s E 0,2 plmolm'2 o
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N % I
Zeit (h)

Abbildung 27 : Relativer Bacteriocldrophyllanteil von anaerob herangezogerR.sphaeroides

PrrB1- Kulturen nach Bestrahlungmit verschiedenenBlaulichtintensitaten Die Kulturen wurden

zunéachst tber Nacht unter anaeroben Bedingungen bis zu eingp @ih etwa 0,2 herangezogen
und anschlieBnd wéahrend der gesamten Versuchsdauer mit der jeweili@dgaulichtintensitat

bestrahlt. Gezeigt isfeweilsein Datensatz von zwe&ixperimenten mit vergleichbardfrgebnisen
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Sowohl auf Transkrifgvel als auch bei den gebildeten Phoyathesekomplexen konnte
fur die unter anaeroben Bedingungen angezogdneB1- Mutante eine zum unter semiaeroben
Bedingungen angezogenen Wildtyp 2.4.1 vergleichbare Sensitivitat gegen Blaulicht ermittelt
werden. Damit konnte gezeigt werden, dass auch wungmaeroben Bedingungen eine
vergleichbar niedrige Lichtintensitat notig ist, um die reprimierende Apfdtwort einzuleiten.

3.2 Analyse deiin vivo DNA- Bindung durch PpsR und PrrA

Das Zusammenspiel von PrrA und PpsR bei der Bindung des Promtanist isund
sauerstoffabhangig. Wahrend die Ergebnisse der Regulation auf Ebene der Transkription gut
untersucht sind, ist wenig Uber die Bindeverhéltnisse der beiden Proieimeobekannt. So ist
nicht klar, ob beide Proteine gleichzeitig die DNAdbm und der regulatorische Einfluss des
einen Systems nur dedes anderen Uberwiegt odeob de Bindungdes einen Proteins die
Bindung des jeweils anderen verhindefin Beispiel depucB- Gens ist gut sichtbar, daste
regulatorischen Proteine dePhotasynthesgene alle innerhallweniger Basenpaare vor dem
Promotor des Gens binden (siehe Anpabbildung72). Um die genauen Bindeverhaltnisse
vivo zu untersuchenwurde daher mittels DMSfootprint Analyse dieupstream Region des
pucB- Gens untersuchi{Hornstra und Yang, 1993pie Durcliihrung dieser Methode ist in
Abbildung28 schematisch dargestellt.

|DNA—BP
l | Behandlung mit DMS | l
M M M M M M lDNA-BP M M
l | Behandlung miPiperidin | l

—] 060610610606 —1606060606 |-

o o
S[— | —©0—06—06—0 =0=6==0 -
5 5
2 [— | —0—0—0 g
O

(O]
é}’)__@_@ &

Abbildung 28 : Durchfiihrung derin vivo DMS- footprint. Die Guaninbasen (G) der DNA von
lebenden Zellen werden mit DMS methyliert (M). AnschlieBend wird di& DiNemisch mittels
Piperidin anden methylierten Basen gespalten. Hat ein DNBiadeprotein (DNA BP) an dieDNA
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 Seqdenzdgehdioaktive
Markierung der DNAichtbar gemacht werden.
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In vivo konnte mit dieser Methode jedoch kein Nachweis der Bindestellen in
R.sphaeroidesrfolgen. Die Behandlung der Zellen mit DMS flhrte stets zu gwmistandigen
Degradation dr chromosomalen DNA der Zellen, die somit auch nicht mehr fir weitere
Methoden nutzba war (Daten nicht gezeigtiEine Expression dgsicB- upstream- Bereichs von
Plasmid fuhrte zum gleichen Ergebnis (Daten nicht gezégy.diesem Grund wurde dieses
Teilprojekt nicht mehr weiter verfolgt.

Als Kontrolle deiin vivo Ergebnisseles DMS footprints muss das gleiche Experiment
zusatzlichin vitro mit aufgereinigten Proteinen und radioaktiv markierter DiNA&inem DNasé-
footprint durchgefiihrt werdenDa zu diesem Zeitpunkt kein Uberexpressionsplasmid fiir das
PrrA- Protein vorhanden war, wurde diese zunachst hergestelltDazuwurde dasprrA- Gen
mittels PCR amplifiziert und in den pQE3@ktor kloniert. Das so erhaltene Uberexprimierte
Protein wurde anschliel3end mitteSDS Polyacrylamid Gel auf seine Reinheit und per Gel
Retardations- assayauf seine DNABIndefahigkeit untersuchtAbbildung29).
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A Jo2[05] 1 [15]2 ] 0 Pra [0 | 2 o[1]2]3]o0]|um
pucBUp 200 pucBUp| 200 0 fmol
katEUp 0 katEUp| 0O 200 fmol

Abbildung 29: Qualitatskontrolle des Ulberexprimierten PrrAHis- Proteins aus dem pQEPrrA
Uberexpressionstamm durchiberpriifen der Reinheit auf einernoomassiegefarbtem SDSPAA-
Gel(A)und Gel Retardations assayqB). Fur das Comassigsel wurde ein 106iges SDSGelmit je
2 ul des Durchflusses (D), Bb der Waschschritte (Ws), sowie 35ul der Elutionsschritte (k)
beladen, gefahren und gefé. Die Elutionsfraktionen (E&) wurden in derstoragebuffer dialysiert
und fir dieGel Retardationsassaysverwendet Das verwendete 30Bp DNA- Fragmentupstream
des Transkriptionsstart vooucB(RSP_0314nthalt einetandem- Bindestelle fur das PrrAProtein,
wahrend das 250p katE(RSP_2779)pstream Fragmenrkeine enthalt.

Das aufgereinigte PrrAProtein zeigte eine deutliche Bindung an gied upstream-
Region, wahrend di@ipstream- Regionvon katE nicht erkanntwurde. Diese Bindung ist als
deutliche Retardation der markierten DNA im Gellauf sichtixher wurde dieses Protein,
zusammen mit PpsR, von dem ein Uberexpresstamsn bereits vorhanden war und die
Bindung in anderen Arbeiten gezeigt werden kon(fMasuda und Bauer, 20Q2)r in vitro-
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footprints verwendet (Daten nicht gezeigt) Da die gleichzeitig durchgefiihrtem vivo
Experimente jedoch zu keinem Ergebnis fuhrterigrachtendiesein vitro Experimentenur die
Bestatigung detbeiden bereits bekannten Bindestelle(Mao et al., 2005)und wurden nicht
mehr weiterverfolgt

3.3 randomMutagenese deBLUF Domanevon AppA

random- MutageneseExperimente mit der @& rminalen Domé&ne von AppA fuhrten zur
Identifikation einer HanrBindestelle und lieferten zudem konkrete Hinweise auf Interaktionen
zwischen der NerminalenBLUFR Domaneund der Gterminalen DoméangHanet al,, 2007) Um
weitere Hinweise fur didnteraktion der bedlen Doméanen zu findenwurde ebenfalls eine
Mutagenese durclerror pronePCRSpeeet al,, 1993)an derBLUF Domanedurchgefihrt.Be
dieser Methode nutzt mamaus, dasglie ohnehin relativ hohe Fehlerrate d&eaqg- Polymerase
(ca. 4x10° Mutationen pro Basenpaar (Quelle: QIAGENRcloning handbooR noch erhéht
werden kann, wenn mareinen Uberschuss de NucleosidanalogonslITP hinzugibt und
gleichzeitig die Konzentration eines der vier StandardnuklequdelP, dTTP, dGTP, dCd#t)
PCRIleicht reduziert. Dieso mutierte BLUF Domane wurde anschlieend (ber mehrere
Klonierungsschritte in den pRKektor tberfuhrt (Abbildung30) und in die AppA Mutante
Appl1(Gomelsky und Kaplan, 19%gnjugiert.

PCRon AppAnN
Sphl Kpnl

—  AppAIN (1150bp) pDrive

RM¢ PCRvon BLUF

Sphl Kpnl Xbal Sphl K&nl Xbal
pRKApp BLUF (400bp]  AppAnN (1150bp) |— ——{ BLUF [RM] (40Bp) AppANN (1150bp) — pDrive
Restriktionmit Sphlund Xbal l l Restriktionmit Sphlund Xbal

Sphl K&nl Xbal

Sphl  Xbal
PRKApPPA v BLUF [RM] (400p) | AppAnN (1150bp)
Ligation |
Sphl Kpnl Xbal

AppA-
PRKAppPABLUFRM 34 BLUF [RM] (406p) AppAIN (1150bp)

Abbildung 30: Klonierung des pRKAppBLUFRM Vektors zur Transformation in die AppA
Mutante Appll.Um das vollstadige appA- Gen mit der mutierterBLUF Doméneunter Kontrolle

des appA- Promotors zu erhalten, wurdaus dem pRKAppA Plasn{idan, 2006)das komplette
AppAGen mit Sphl und Xbal heraesghnitten Gleichzeitigwurde zunadchst pePCRder C-
¢SNX¥YAYydza @2y | LI 6! LiSh pDhive clohing Léttdr Rionibrih BidBLURdzy R
Domanewurde per error pronePCRamplifiziertund vor den G Terminuso ! LJLJ'elpebfalls in den
pDrivecloningvectorligiert. Das vollstandige AppA°rotein mit der mutierterBLUF Doméanewurde
anschlielendaus dempDrive mit Sphl und Xbal ausgeschnitten und in den pRK Vektor mit dem
AppA- Pronotor ligiert. Der erhakne Vektor pRKAppBLUFRM verfugtedas vollstandige AppA
Protein mit der mutiererBLUF Domaneunter Kontrolle des eigenelAramotors.
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Daraufhin wurde nach Mutanten gesucht, welche eine vomdiil abweichende
Pigmentierung der Koloniereigen. Mutanten, welche eine permanente Intetadn der beiden
Doméanen aufweisensollten auch imDunkelnnur wenige Photosynthesekomplexe und somit
eine schwache Pigmentierung zeigen, da HpsR immer frei vorliegt undie Gene dauerhaft
reprimiert werden.Verhindert eine Mutation die Interaktion der beiden Danen, bindet PpsR
dauerhaftan AppAund die Gee werden auch bei Blaulicht unter semiaeroben Bedingungen

abgelesen.

Bei der Durchfuhrung degrror pronePCRwurde zunachst die Konzentration ermittelt
bei der nurein bis zwei Mutationen in der etwa 4@ langenBLUF Domé&neauftreten. Dabei
wurdenverschiedenen Mengen an dITP und dATP/dTTP/dGTP/dCTP géfabtste3).

Tabelle 3: Vergleichder eingesetztenKonzentrationen an Nukleotiden im Verhdltnis zu den im
PCR Produkt entstandenen Mutationen.Dabei waren @i eingesetzten lasoluten Voluminader
Nukleotide gleich und es wurden unterschiedlich konzentrierte Stammldsungen verwendet. Die
Anzahl der Mutationen wurde durch Sequenzierung von bis zupirave- Klonen ermittelt. Dabei

sind nicht nur Basenaustausche, sondern auelefidnen und Insertionen berticksichtigt.

diITP dATP dTTP dGTP dCTP Anzahl Mutationen in
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) BLUF Doméne
10 1 1 1 1 keineindeutigesProdukt
10 1 1 1 0,5 kein eindeutiges Produk
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 fir die unterschiedlichen Nukleotidkonzentratiomegah bei
Verwendung eines hohen Uberschusses an ,&#iffe sehr hohe Akkumulation von Mutationen
in dem 400bp - Fragment.Bei einem zehnfachem Uberschuss an dITPs war kein saubérRs
Produkt mehr sichtbar und ein fiinfoder zweieinhalbfacher Uberschuss fiihrte zu einer sehr
hohen Anzahl an Mutationen, von denen zudem eine Vielzahl Deletiblmsertionen von
Basenpaaren warerNur bei Zugabe von aquimolaren Mengen an dITP und der Reduktion eines
der anderen Nukleotide auf eliHalfte, konnte die fur digandom Mutagenese gewtinschte
Menge an Basenaustauschen erzielt werden. Unter diesen Bedingungen kommteeni
sequenzierten Klonen aufRerdem nur wenigeletionen oder Insertionen festgestellt werden.

Nachdem die optimalenPCR Bedingungen identifiziertworden waren wurde im
Anschluss die iAbbildung30 beschriebene Klonierung durchgefiihrt uddr so erzeugt&/ektor

in die AppA Mutante Appll dberfihrt.

Die Zellen wurden anschlieRend uUber die

Tetracyclinresistenz des pRKApBLUF RM- Vektors selektiert und auf eine aufféllige
Pigmentierung untersucht. In mehreren Laufen wurden dabei von insgesan@00a.rétlich
pigmentierten Kolorien auf den Ré&- Agar- Platen, zehn zufallig gewahltesequenziert.
AuBBerdem wurde die Sequenz vamsgesamt funf schwach pigmentiertaflonen ebenfalls

untersucht(Abbildung31).
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ct g
A A A
ATG:aaAcacgacctcgaggcggacgtcacgatgacgggctcggatctggtttcctgctgctaccgcagcctggcggccccggatctg acgc
c t

t gcgcgacctcctcgacatcgtcgagacctcgcaggcgcacaatgccc%gngcgcagctgaccggcgcg%:tcttctacagccaggg‘cgtctt
a
A A A
cttccagtggctcgaaggecgecccycegecgtggeggaggteatgacceacatccagegggaccggcegecacagcaacgtegagatect
gc
cgcagtaggaaccgatcgccaag‘cgécgctttgcgggatggcacatg cag ctctcctgctcggaggccgacé\tgcg cagcctcgggetgge
cgaga%;ccggcag atcgtgaccgt

A = Basenaustausch
A = Deletion

Abbildung 31: Verteilung der durch die Sequenzierung der BLUPoméne identifizierten
Mutationen. Beginnendmit dem Start Codon ist die Sequenz der BLAIdomane desAppA-

Proteirs dargestelltBasenaustausche sind durch ein rotes Dreieck gekennzeichnet, wobei die in der
Sequenz stehende Base gegen die tUber 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 zufallig gewahlten Klone ergab ein
gleichmafiiges Auftreten voeiner Mutation (in drei Klonen) oder zweWutationen (in sieben
Klonen). Diese waren gleichmafig tber die BLmMane verteiltEs konnte keine spezifische
Praferenz fir den Austausch gegen eine bestimmte Base festgestellt werden, wobei ein
Austausch gegen Gglin viermal gegen Thymidin dreimal, gegé&denosin zweimal und gegen
Guanosin dreimal vorkam.

Die sequenzierten farbloseKlone stellten sich alle als Deletionsmutanten heraus. In
diesen war jeweils eine Base deletiert, was zu eimaissense AppA- Protein fihrte. Da kein
intaktes AppA- Protein vorlag, wurde die Photosynthesegenexpression vollstandig durch PpsR
reprimiert und die Klone hatten alle eine der AppMutante entsprechendéielle Farbung. Es
konnten somitkeine Klone identifiziert werden, bei dendie BLUF Domane eine permanente
Interaktion mit dem G Terminus zeigt

Die Suche nach Mutantemwelche keinerlei Inteaktion zwischen BLUBoméaneund
dem C Terminus zeiggn, erwies sich als schwierig, da Mutanten mit einer veranderten
Interaktion der beiden Domanen nicht von Mutantemit einem generell inaktiven oder
gestorten Photozyklus in der BLDBmane (beides verhindert die Interaktion mit dem C
Terminus) unterschieden werden kormeZudem sind die Kolonien aBfA\- Agar- Platten nicht
von jenen ohne Mutation zu unterscheidé€beide zeigen eine rote Farbung).

In Kooperation mit deArbeitsgruppe von Prof. Dr. Hellingwétniversitat Amsterdam)
welche umfangreichein vitro- Studien am Photozyklusder BLUF Domane und dem daran
gebundenen FAD durchgefilrat (Laanet al., 2003; Gaudeet al,, 2005; Laan, 2005; Grinstead
et al, 2006; Laaret al., 2006; Gauderet al, 2007) wurde das Hauptaugenmerk auf bereits
bekannte und am Photozyklus beteiligté&minoséauren gerichtetDie bereits vorliegendem
vitro - Daten dienten als Grundlage fur die durchgefiihrtennd im nadsten Abschnitt
beschriebenenn vivo- Experimente
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3.4 In vivo-Effekte von BLUF Mutanten auf die Expression der
Photosynthesegene

Verschiedene Arbeitsgruppéhaben in den letzten Jahren umfangreidheritro Studien
zum Photozyklus deisolierten BLUF Domé&nedurchgefiihrt(Gaudenet al., 2005; Laan, 2005;
Laanet al, 2006)und einen sich stark von bisher bekanntdm®rezeptoren unterscheidenden
Photozyklus identifiziertDabei lonnten entscheidende Rollen der Aminosauren Tryptophan 104
und Tyrosin 21 festgestellt werden. Mutationen ifyrosin 21 flhrten immer zu einem
vollstdndigen Verlust des charakteristischerotr- shifts des UV/ VIS- Proteinspektruns bei
Bestrahlungmit Blaulicht.Eine Mutation im Tryptophan 104 tatdagegen keinen Einfluss auf
den ot - shift, fuhrt aber zum Verlust von Strukturdnderungen innerhalb des Proteins nach
Bestrahlung Um zu untersuchen, ob diese vitro beobachteten Effekte aucin vivo einen
Einfluss auf die Photosynthesegenexpression haleinden von Tyrosin 21 und Tryptophan 104
Aminosauraustauschmutanten des vollstandigen Apgd&roteins unter Kontrolle des eigenen
Promotors in den pRK Vektor kloniert und anschlieBend deren Bnflagf die
Photosynthesegeni der AppA Mutante untersucht.

3.4.1 Konstruktion der BLUFAminosaureaustauschmutanten von AppA

Die Konstruktion der Aminosaureaustauschmutanten erfolgte Udegrlap extension
PCRHiguchiet al, 1988; Hoet al., 1989) Die Durchfuihrung der Methode ist ibbildung32
dargestellt.Die Klonierung wurde vo technischen Assistentelindreas Jager dohgefihrt.

Abbildung 32 : Schematische

templateDNA €hrom. DNA) Darstellung der overlap
54 3v extensionPCR Ausgehend von
N— — ¥ der template- DNA werden
i/ Mutation F U appAF zunachst zwei Uberlappende
S - | 5w < 3l Fragmente der zu mutierenden
3w 54 3w 54 Sequenz erstellt. Die Mutation
- appT> > e wird dabei (iber die primer
| J Mutation R l Mutation F und R eingebracht
B~ M3y swMM— ' 3y und befindet  sich im
oM —5Y 04y —————p W Uberlappenden Bereich. Aus
AN a den PCRs 1 und €halt man
AN £ zwei Uberlappende mutierte
ghm """ > 8 ﬁ Fragmente, welchein PCR3
L aneinander binden kénnen und
l appAF | PCR so die Amplifikation des
s el <—0 ' ‘ gesamten templates mit der
0 AP — o mutierten Sequenz Uber die
EE— primer appA R und appA F
apPAR ermoglichen.
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Eswurden insgesamt vier Mutanten erstellt und anschlieRend in die AApgutante
Appll kloniert. Zwei der Mutanten betrafen einzigedAminosaure Tyrosin 21. Daldag zum
einen ein Austausch gegen die ebenfalls aromatische Aminosaure Phenylalanin (Appll
pRKappAY21F und zum anderen eiAustausch gegen Cystein (AppdRKappAY21C) vorDie
Aminosaure Tryptophan 104 wurde gegen Phenylalanin ersetzt (ApREIppAN104F). Zuletzt
wurde eine Doppelmutante von beiden Aminosauren erstellt (AppR¥KppAN104F/Y21f

Die Appll Mutante exprimiert kein funktionsfahiges AppA under RepressorPsR
bindet standig an did’romotorregionerder Photosyntesegene. Kolonien der AppiMutante
sind nur sehr schwach pigmentiert und nehmen auch in s$itilaltur nur eine schwachrosa
Farbe an. Nach der Konjugation der pffasmide mit den BLWNutanten von AppA zeigten
diese alle wieder die charakteristische Rotfarbung der WildRygphaeroidesolonien auRA-
Agar- Platten. Die einzige Ausnahme bildetiie W104F Mutante. Diese war auRA- Agar-
Platten zunachst ebenfalls schwach rot gefarbt, verlor diese Farbung aber schon nach einem
Transfer in Fliissigkultur oder auf eine andB&- Agar- Platte. Da die Sequenz des App&ens
auf dem Plasmid jedoch mehrfach tberpruft worden war, wurde anschliel3end/estern blot
gegen den CTerminus des AppAProtein in den unterschiedlichen Mutanten durchgefuhrt
(Abbildung33). Eskonnte gezeigt werden, dass alle erzeughuatanten, au3erder W104Fdie
charakteristische Bande, wale auch im Wildtyp sichtbar wabesal3en. Die W104F Mutante
entsplicht dem in der AppltMutante sichtbaren Bild und es kann keine Reaktion zwischen
dem Anti-! LILY pb ! yiA ]| NLSdgedtgliRwerdedYa int eM® anfeteyi Arbeit
eine erfolgreiche Expression einer ahnlichen AppAitante (W104F)von chromosomaler DNA
erfolgreich war (Masuda et al, 2007) wurde als nachste Schritt eine Reinsgion des
appAV104F Gens in ds Chromosom der ApptMutante vorgenommen.

kDa
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Abbildung33: Western blotvon Zelllysaten der Aminosduseistauschmutanten von AppA=ur den
Westernblot wurde ein 1(iges SDGel mitje 50ug Zelllysat der jeweiligetamme beladenDer
Wildtyp in der ersten Spur entspricht dabei der Positivkontrolle und die Appstante Appllin der
letzten Spur der Neg@akontrolle. Ein polyklmaler Antikdrper gegen AppAb(anti AppArabbit)
diente als primarer Antikorper Der Chemolumineszenznachweis erfolgte Uber den mit der
Meerrettich Peroxidase konjugierten sekundaren AntikoriB&rsec Exposition)
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Eswurde das bereits im pRISpANV104F vorhandene Genfragmeninter Kontrolle des
eigenen Promotorszunachst Uber eine Xbal und Hindlll Schnittstelle in den pPHEl#8ite
vectorkloniert und so das Plasmid pPHappANV104= Abbildung34) erhalten Beider Erstellung
der Appll- Mutante (Gomel&y und Kaplan, 1995\ urde eine Trimetroprin Kassette idas
AppA- Gen inseriert. Eging der gesamte Nterminale Teil des Proteir(gie BLUF Doméane und
etwa 200 bp des €Terminus) sowie die Promotorregion verloren.Da die im pPHU281
enthaltene upstreamRegion von AppA homolog zur verbliebengrstreamRegion im Appli
Vektor war, kante durch homologe Rekombination dappaW104-- Gen in das Chromosom
inseriert werden AnschlieRendvurde gezielt aufsingle crossoveflone selektioniert (d.h. Klone
mit nur einem flankierenden Bereich, welcher Rekombination beigetragen hat)id3e waren
sowohl tetracyclinresistent (durch dems Genom inserierten pPHU2813ls auch rdétlich
pigmentiert (durch die wiederhergestellte Aktivitat des-Terminus von AppA). Die erhaltenen
Klone behielten ihre rétliche Farbe auf Platte und in Flassigkultur auch nach mehreren Transfers.
Um sicherzustétn, dass das AppAGen tatsachliclin das Genom reintegriert wurde und sigh
um eine single crossoveEreignis ghandelt hat, wurdetber PCR undSouthernblot die
Richtigkeit degenomischerDNA der Klone tberprift

Tetracycliri(1500bp) :
Hindil pPHU:appAW104F
(8.7kb)
appA:W104F (145@p)

Ncol
‘Trimethroprim’ | ! Appll
(1300bD) appAR(900bp) pp
upstream downstream
Bereich(50bp) i Bereich(30bp)
Ncol Ncol

appAUp + Promotor appA:W104F (1450p) H/ Tetracycliri /. Trimethroprim appAR

L J 360bp

upstream L Y J downstream
Bereich(50bp) pPHU281 Bereich(30bp)
l )
|

NcolFragment
(10,9kb) Appll:appAW104F

Abbildung 34 : Korstruktion der R.sphaeroides Appll:appAW104F Mutante durch single
crossover Reinsertion desappAW104F Gens in die AppAMutante Appll.Das AppA Gen mit

dem W104F Basenaustausch in d&8LUF Doméneunter Kontrdle des eigenen Promotorwird

durch homologe Rekombination in deR.sphaeroidesAppll- Stamm integriert. Durchsingle
crossover Ereignissekann das gesamte pPHidppAN104F Plasnd in das Genom integriert
werden Der Appll Stamm hat durch die Inséon einer Trimethoprim- Kassette die ersten 600 bp

des AppA Gens und die PromoterRegion verloremind es verbleibter upstream- Teilder Sequenz
(appAUp) und der hintere Teil des Oerminus §ppAR) Die resuierenden Klone wurde auf die
Tetracyclinresistenz des inserierten Vektors und die wiederhergestellte Pigmentierung der farblosen
Appll- Mutante selektiert
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Von den nach der Klonierung entstandenen roten Kolonien. @@0) wurden
anschlieBend 10 perGR auf das Vorhandensein der BLDBmane getestet und, da alle Klone
positiv getestet wurden, em Southern blot - Analyse von einem der Klone durchgefihrt
(Abbildung35). Eswurde untersucht, ob die BLUBPomé&neund das Plasmid pPHU2&1 das
Chromosonmninseriert hatund damit wirklich eirsingle crossovestattgefunden hat.

Abbildung 35 : Southernblot von
genomischer DNA einer der
potentiellen Appll:appAW104F
P (W104F) Kandidaten Die
genomische DNA wurde micol
geschnitten und je 2Qg wurden
auf einem Agarose Gel
aufgetrennt Als Kontrolle dieten
der Wildtyp 2.4.1 und die AppA
5,2 kh— Mutante Appll. Die Membram
wurden mit einer Sonde gegen die
3,8kb— BLUF Domane von AppA
(appaBLUFund einer Sonde gegen
2,3kb—— - die Tetracyclin ResistenKassette
’ des pPHU281 VektorgpPHU281
T¢) hybridisiert

appABLUF Sonde pPHU281I¢- Sonde

10,0kb— -
8,2kb—

7,1kb—

2.4.1 [Appl]W104F 2.4.1 [App1]W104F

Im Southernblot konnte das 10,%b groReNcol- Fragment, mit demppABLUF Sonde
im potentiellenAppl1:appAN104F Klon nachgewiesen werdemvéhrend imWildtyp nur das
2,5kb Wildtyp- Fragment ohne den integerten pPHU281 vorlagda die BLUFDomane in der
Appll- Mutante durch die Trimdtroprim- Kassette deletiert wurde, konnteliese nicht
nachgewiesen werden. Fir die Sonde gegen die Tetraecyissette des pPHU28Yektors
konnte nur im Appll:appANV104F Klon ein Signal nachgewiesen werden, da nur hier d
Vektor in das Chromosom integriert wurde

Der erhaltene Stamm eniitt das AppA Gen mit der W104FMutation und der rote
Phénotyp bleibt auch nach mehreren Passagen bestehen. Aus diesem Grund wurde der Stamm
Appll:appANV104F fur die weitere Untersuchung der Auswirkungen der Mutation auf die
Blaulichtwahrnehmung des App Proteins verwendet.

3.4.2 Auswirkungen der BLURMutanten auf die Photosynthesegenexpression

Die erstellten BLUFMutanten zeigten allein vitro einen stark veranderten Photozyklus
Im Folgendemwurde untersucht, wie sich diesilutationenin vivoauf die Wirkung von AppA als
Antirepressor von PpsR auswirk&azu wurde erneut quantifiziewie sichdie Bestrahlung von
semiaerob heranwachsenden Mutanten mit unterschiedlich staidkeéensitaten von Blaulichin
vivoauf die Expression dgmic- Operons auswirkt.
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Eine Titration der Lichtsensitivitat der BLUPomane wurde im Wildtyp bereits
durchgefuhrt (Abschnitt 3.1.1)Dabei allen Mutanten - mit Ausnahme deiW104F Mutante -
das AppA Protein plasmidcexprimiet war, wurde im Blgenden zunéhst untersucht, ob die
veranderte Kopienzahl des App&ens (pRK Plasmide siogv copyPlasmidamit einer bis zehn
Kopien pro Zelle) einen Einfluss alié Lichtsensitivitat hat. Eaurden Kulturen der AppA
Mutante mit plasmidexprimiertem Wildtypprote (R.sphaeroides Appll p484Nco5
(Gomelsky und Kaplan, 199&iit identischen Lichtintensitaterwie in Abbildungl7, bestrahlt
und arschlie3end die Repression dasc- Operons bestimmtAbbildung36).

A | 20 pmolm2 st || 10 pmol m2 st | B 01 241
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Blaulicht Blaullcht Dunkel £ 92 404
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puc ‘ * \ S ® & O O O o WO
- : - S 8% 60 a7 AY o7 oV oY
14SrRNA w w Blaulichtintensitat (wmol m s'1)
Blaulicht Blaulicht Abbildung 36 : Vergleich der Inhibitionder

puc- Expressiorin R.sphaeroidesAppl1p484
Nco5 zum Wildtyp 2.4.1in Abhangigkeitder
Blaulichtintensitat mittels Northern blot. Zur

w Ermittlung derin vivo- Sensitivitat desAppA-

Proteirs wurden diesemiaeroberKulturen mit

14SIRNA . abnehmenden Blaulichtintensitéte bestrahilt,
Blaulicht Blaulicht Proben vor und eine Stunde nach der
Bestrahlunggenommen, die RNA isoliert und

ein Northern blotmit einer puc- und einer 14S
rRNA- spezifischen Sonde durchgefiih{h). Die phosphoimagingSignale wurden anschliel3end

quantifiziert. Die prozetwale puc- Repression irR.sphaeroidesAppll p484Nco5in Abhangigkeit

von der Lichtintensita{B), errechnet sich aus den Ratios der mRN&gvelsder bestrahltenKulturen

im Verhaltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf r&iBA- Ladekontrolle normalisiert

wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhandweormel3 (siehe Abschnitt 2.4.13grrechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und mamalen Abweichungen von zwei unabhéngigen

ExperimentenZum Vergleich sind auRerdem die Inhibitionswerte des Wildtyps 2ait. Aufgeflhrt

(Abbildungl7).

| 0,2 pmolm?2 st || 0,1 pmolm?2 st |
o & o0 % o & o & min

puc

Eskonnte gezeigt werden, dass es keinen Unterschiedhhaob das AppAProtein
plasmid- oder diromosomenexprimiert ist. Wie im Wildtyp 2.4xar ein Abfall derpuc-
Repression erst nach einer Bestrahlungjt weniger als 0,5 pmoh?s™ Blaulicht sichtbar. Bei
einer Bestrahlungnit 0,2umol m? s*war nur noch eine geringe Inhibition sichtbar, wahrend 0,1
pmolm?s™ - wie auch im Wildgp - keinen Effekt mehr besa®.
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3.4.3 Blaulichtsensitivitatder Photosynthesegengxessionin der BIUF- Mutante
R sphaeroidesAppll:appAW104F

Fuhrte man die fur den Wildtyp durchgefiihriaulichttitration (Abschnitt 3.1.1) mit
dem R sphaeroidesAppl1:appAN104F Stamm durch und verglich sie mit den Daten des
Wildtyps 2.4.1, fiel dieser durch die deutlich geringere Sensitivitdt gegen Blaulicht auf und es
konnte schon bei deutlich hoheren Blaulichtintensitaten kelRepression depuc- Expression
mehr beobachtet werderfAbbildung37). Die Aminosaure Tryptophan 104 konntevitro nicht
als direkt am Photozyklus involviert identifiziert werdédasudaet al., 2007) und neuere
Studien zweifeln eine direkte Rolle im Photozyklug@ragneaet al., 2009) Gleichzeitig konnte
allerdingsgezeigt werden, dass die durch Blaulichtbestrahlung verursachte Strukturanderung des
AppA- Proteirs in einer Trymiphan 104 Mutante verkirzt warund die im Wildtyp zu
beobachtendeVerénderung de an die Chromphore angelagerte 3 - shees nicht mehr bei
gleichstarkerBestrahlungstattfand. In vitro konnte eine deutlich schnellere Wiederherstellung
des AppA Proteins naclBestrahlungmit Blaulicht aus der inaktiven Form zurtiokdie aktive,
PpsR bindendebeobachtet werden.

Im Appll:appAV104F Stamm war ein leichter Abfall dguc- Repression bereits nach
einer Bestrahlung mit 1Amolm?s™ Blaulicht sichtbar. Bei einer Bestrahlung mit 5 und
2,5umolm?s* war bereits ein geringeres Inhibitioleselals im Wildtyp nach einer Opmolm’
2s' nachweisbar. Bestrahlung mit finolm?s* filhrte zu keiner Veranderung depuc-
Expression, wahrend der Wildtyp unter diesen Bedingungen noch die volle Inhibition zeigte.

Die isolierte BLUFDomane zeigtan vitro nach der Bestrahlung mit Blaulicht eine
schnellere (um das 37 fache) Ruckkehr der Konformation des Proteins in den unbelichteten
AusgangszustanflLaanet al., 2006) Daher ist, aufgrund der veranderten Quanteneffizienz,
eine groRere Lichtintensitat nétighudie gleiche Menge Protein in den belichteten Zustand
zu bringen. Im Rahmen der Kooperation mit der Universitadt Amsterdam wurde gdahéDr.
Johnny Hendrikberechnet, inwiefern die geringeri vivo- Lichtsensitivitdt des Proteins
mit den vorhandenenn vitro- Daten Ubereinstimmt. Die durchgefiihrte Berechnung der
Wiederherstellungsrate des  Ursprungszustands des Proteirmeigte in der
Appll:appANV104F Mutante in vivovergleichbare Werte, wie sie fur die isolierte BL-UF
Domane bereitsn vitro beredinet werden konnter(siehe Supplementary Material Me&t
al., 2010)
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| Abbildung 37 : Vergleich der Inhibitionder puc-
Expressionn R.sphaeroidesAppll:appAW104F
zum Wildtyp 2.4.1 in Abhangigkeit der
Blaulichtintensitat mittels Northern blot. Zur
Ermittlung der in vivo- Sensitivitdat desAppA-
Proteirs wurden die semiaerobenKulturen mit
Blaulicht abnehmenden Blaulichtintensitaten bestrahlt,
Proben vor unceine Stunde nach der Bestrahlung
genommen, die RNA isoliert und ditorthern blotmit einer puc- und einer 143RNA- spezifischen
Sonde durchgefiihrt(A). Die phosphoimagingSignale wurden anschlieend quantifiziert. Die
prozentuale puc- Repression inR.sphaeroidesAppll:appAN104F in Abhangigkeit von der
Lichtintensitat (B) errechnet sich aus den Ratios der mRN&velsder bestrahlten Kulturen im
Verhéltris zu den Dunkelkulturen, nachdem diese aufréR®lA- Ladekontrolle normalisiert wurden.
Die prozentuale Inhibition wurde anhand vdrormel 3 (siehe Abschnitt 2.4.13) errechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und maximale Abweichungen von zwei unabhéngigen Experimenten.
Zum Vergleich sind au3erdem die Inhibitionswerte des Wildtyps &h#.4ufgefuhrt(Abbildungl?).
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Neben der reduzierten Lichtempfindtikeit der Appll:appAN104F Mutante, fiel
ebenfalls auf, dass diese nach langerem Wachstum und beim Erreichen hoheger \Werte
deutlich sdwacher pigmentiert war als die anderen MutantenDie in Abbildung38
dargestellten Gesamtzellabsorptionspektren der BLMEtanten, im Vergleich zum Stamm mit
dem plasmidexprimierten Wildtypprotein, zdign den Unterschied deutlich. Alle Pigmente in
der Appll:appAN104F Mutante waren deutlich schwacher als in den anderen Mutanten
exprimiert und die Hauptabsorptionspeaks fur den LH@d LHA erreiclien nochkeine 50%
des Wertes der anderen Stamme.
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Abbildung38: Gesamtzellabsorptionspektren von R.sphaeroides Appll p484Nco5,
pRKappAW104F/Y21F, pRIOpAY21F, pR&ppAY21C undR.sphaeroidesAppll:appAW104Fnach
Wachstun unter mikroaeroben Bedingungen.Proben wurdenbei einer Olg, von 0,8 aus
mikroaerobwachsenden Kultureentnommen.

3.4.4 Blaulichtsensitivitatder Photosynthesegenexpressioim der BLUF Mutante
R sphaeroidesAppllpRKappAY21Fozw. Y21C

Einvollstandiger Verlust der Blaulichtsensitét konnte in den Austauschmutanten fur
das hochkonservierte Tyrosin 21 beobachtet werden. Diese Aminosauressimmen mit dem
ebenfalls hochkonservierten Glutamin,@&uptverantwortlich fir den fast 3tin andauernden
rot - shift im UV/ VIS- Spektrum desAppA- Proteins nachBestrahlungmit Blaulicht. Bide
Aminosaurersindzusammen fir die Wasserstoffbriickenbindung mit desdés FAD und somit
fur die Weiterleitung des Signals der Chromophoredas Protein verantwortlichSo konntein
vitro keinerlei Photozyklus nacBestrahlungles Proteins mit Blaulicht festgestellt werden.

Kulturen der klonigen R.s AppllpRKappAY21F und AppllpRKappAY21G Mutanten
wurden zunachst ebenfallanit 20pmolm?s® Blaulicht bestrahlt und die auftretende
Repression depuc- Operons untersuchtAbbildung39). Eskonnte dabeikeinerlei Repression
beobachtet werden. Stattdessen war nur ein etwa %i@er Anstieg dempuc- Expression
sichtbar, welcher jedoch bei der anschlieBendestrahlungmit 1 umolm?s™ nicht mehr zu
beobachten warDamit zeigeé das Protein nur bei imolm?s® das erwartete Ausbleiben des
Photozyklus und die starkerBestrahlungmit 20pmolm?s™ zeigte statt der im Wildtyp
messbaren Repression der Photosynthesegaiieen leichten Anstieg der Genexpressi@h
der Aminosaureaustausch des TyrosinsPhenylalanin oder Cysteiarfolgte, machtekeinen
Unterschied.
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Abbildung39: Vergleich der Inhibitionder puc- Expressiorin R.sphaeroidesAppl1pRKappAY21F
und pRKappAY21Czu R.sphaeroidesAppl11p484-Nco5in Abhangigkeit von der Blaulichtintensitéat
mittels Northern blot. Zur Ermittlung derin vivo- Sensitivitdét desAppA- Proteins wurden die
semiaeroberKulturen mit abnehmenden Blaulichtintensitaten bestrahlt, Proben voreind Stunde
nach demBestrahlunggenommen, die RNA isoliert und éNlorthern blotmit einerpuc- und einer 14S
rRNA- spezifischen Sonde durchgefih{®). Die phosphoimaging Signale wurden anschliel3end
guantifiziert. Die prozentualepuc Repression inR.sphaeroides Appll pRKappAY21F bzw.
pRKappAY21Cin Abhangigkeit von der LichtintensitéB), errechnet sich aus den Ratios der mRNA
levelsder bestrahltenKulturen im Verhaltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese aufRh&\-
Ladekontrolle normalisiert wurden. Die pragaale Inhibition wurde anhand voRormel3 (siehe
Abschnitt 2.4.13krrechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maxinrakkbweichungen von zwei
unabhangigen Experimenten.Zum Vergleich sind auBBerdem die Inhibitionswerte des
plasmdexprimierten Wildtypproteins von p48Xco5mit aufgefihrt(Abbildung36).

Ein vergleichbare Anstieg derpuc- Expressiorkonnte unter anaeroben Bkngungen
beobachten werden (Abschnitt 3.1.Daherwurde im Folgendenuntersucht, do ein &hnlicher
Effektwie im Wildtyp ebenfallsnachweisbar ist, wenn die gesamte BL:Wlomane am Protein
nicht mehr vorhanden istApp11 p484 b O 2 p(@dmelsky und Kaplan, 1995pamit geht die
Lichtregulation durch das AppAerotein vollstandig verloren, wahrend die Expression der
Phaosynthesegene gleichzeitigjoch durch die Bindungon PpsRan den C- Terminus
ermoglicht ist.DieserAnstiegwird unter anaeroben Bedingungen duréhrA/ PrrB verursacht
Dieser ebenfalls lichtabhéngige Effakt normalerweise unter semiaerolpeBedingungen nicht
sichtbar da die Bestrahlungmit Blaulich AppA von PpsR 16st und so die Expression der
Photosynthesegene vollstandig zum Epéa kommt. e Expression depuc- Operonswurde
nachBestrahlungnit 20 pmolm?s™ im Wildtyp 2.4.1 und der BLUPomé&nen Mutante App11
p484-b O2ppb @S NBS wuddustsfsuctizyobund fir wie langeein vergleichbarer
Anstieg der Expression auch unter semiaeroben Bedingungen in dieser Mutante sichtbar war
(Abbildung40).
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Abbildung 40 : Vergleich der Inhibitionder puc- Expressionin R.sphaeroides2.4.1 und Appll
p484-Ncos bin Abhangigkeit von deZeit mittels Northernblot. Zur Ermittlung depucRepression
wurden diesemiaeroberKulturenab dem Zeitpunkt, mit 20 pmol m? s* Blaulichtbestrahlt Proben
zu den angegebenedeitpunktengenommen, die RNA isoliert und éiltorthern blotmit einer puc-
und einer 14SRNA- spezifischen Sonde durchgefiihd). Die phosphoimaing Signale wurden
anschlieRend quantifiziert. Die prozentuadac Repression iflR.sphaeroide.4.1und Appl1p484
b O 2 p jnAbhangigkeit von der ZeiB), errechnet sich aus den Ratios der mRN&vels der
bestrahlten Kulturen im Verhéltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf rRNA-
Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand Ra@mel3 (siehe
Abschnitt 2.4.13krrechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maxinaksbweichungen von zwei
unabhangigen Experimenten.

Zeit (min)

Die Bestrahlung des plasmidexprimierten AppgAoteins ohne BLUFR Domane mit
20umolm?s* zeigte einen Astieg derpuc- Expressiorauf etwa 40% nach 30nin. Danach
kam es zu einem stetigen Abnehmen der Expression bis nachih3tast keine Repression
(>10%) mehr nachweisbar war. Damit konnte in der Mutante mit vollstandig fehlender BLUF
Domane eimahezu identisch starker Anstieg der Expression bei Bestrahlung min@im?s*
wie in den beiden Tyrosin 2Mutanten beobachtet werden. Im Vergleich dazu zeigt der
Wildtyp eine gleichbleibend starke Repression ges- Operons mit einer leichten Alahme
der puc- Repressiorzum EndalesVersuchszeitraus

Da der gleiche Anstieg dpuc- Expression nach Bestrahlung mit @@olm?s?, der in
den beiden Tyrosin 21Mutanten beobachtet wurde, auch in der AppMutante mit dem
plasmidexprimiertenC- Terminus sichtbar war, kann davon ausgegangen werden, dass eine
Mutation des Tyrosins 21in vivo ebenfalls zu einem vollstandigem Verlust der
Blaulichtsensitivitat des Proteins fuhrt.

3.4.5 Blaulichtsensitivitatder Photosynthesegenexpressioim der BLUF Mutante
R sphaeroidesAppllpRKappAW104F/Y21F

Bei den Genexpressionsanalysdaer W104F Y21F Doppelmuation wurde aufgrund
der Ergebnissaler Tyrosin Mutanten (Abschnitt3.4.4) erwartet, dass diesén vivo keinerlei
Einfluss auf di€®hotosynthesegenexpression haka ohne dianal’3gebliche Rolle des Tyrosin 21
bei der Wasserstoffbriickenbildung miem FADauch die Mutation im Tryptophan 104 keine
Rolle hétte spielen sollendm den Effekt der Doppelmutation zu untersuchewurde die
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Mutante, wie auch die anden Mutanten, zundchst mit einer starken Dosis Blaulicht bestrahlt
(20pmolm?s?) (Abbildung41). Eskonnte eine zumWildtyp vergleichbag, starke Repression
der puc- Expression beobachtet werderDa die Tryosi 21- Mutationen keinen direkten
AppA/ PpsR abhangigen Einflussuf diePhotosynthesegene nach dBestrahlung mit Blaulicht
zeigten ware dies auch fir die Doppelmutante zu erwargewesen Das dieser Effekt auch
nach Bestrahlung mit imolm?s® Blaulicht sichtbar war zeigt auBerdem, dass die
Doppelmutante nicht die geringere Blaulichtsensitivitdt besitzt, die in der WibWRante
beobachtet werden konnte.
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Abbildung41: Vergleich der Inhibition der puc-Expression in R.sphaeroides Appll
pRKappAW104F/Y21Fzu R.sphaeroidesAppll p484-Nco5 in Abhangigkeit von der Blaubzw.
Grunlichtintensitat mittels Northern blot. Zur Ermittlung derin vivo- Sensitivitat de\AppA- Proteirs
wurden die semiaerobenKulturen mit abnehmenden Blawnd Grutichtintensitaten bestrahlt,
Proben vor unceine Stunde nach der Bestrahluggnommen, die RNA isoliert und éllorthern blot

mit einer puc- und einer 14SYRNA- spezifischen Sonde durchgefihi). Die phosphoimaging
Sighale wurden anschlieBend quantifiziert. Die prozentuplee Repression inR.sphaeroides
pRKappAN104FY21Fin Abhangigkeit von der LichtintensitéB), errechnet sich aus den Ratios der
MRNA- levelsder bestrahltenKulturen im Verhéltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die
rRNA- Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand kamel3
(siehe Abschnitt 2.4.1&rrechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximale Abweichungen von
zwei unabhangigen ExperimenterZum Vergleich sind aul3erdem die Inhibitionswerties
plasmidexprimierten Wildtypproteins von p4&dco5 mitaufgefiihrt @bbildung36.)

Dain der Doppelmutantean vitro eine Anhdufung von SemichinerFADnachgewiesen
werden konnte(Gaudenret al., 2005; Gaudewet al, 2007)und dieses ein Absorptionsmaximum
bei 540 nm Grinlicht besitzenwurde im Folgenden untersucht, ob die starleic- Repression
nicht Gber die Anregung dieser Nebenprodukte des Photozyklus stattgefunden haben kdnnte.
Die Zellenwurde mit der gleichen Intensitdan Grunlicht(Transmissionsspérum des Filters
siehe Anhan@\bbildung74) bestrahlt, die auch fiir die Blaulichtanregung verwendet wurde. Es
konnte jedoch keinerlei Effekt auf die Expression der Photosynthesegene beobachtet werden.
Um die imNorthern blotgesammelten Daten zu bestatigewurden anschlieRend die
Experimente wiedrholt und mittels der sensitiverereal timeRT- PCRlie Expression dgsucB-
Gens quantifiziertAbbildung4?2). Eskonnten alle imNorthern blotermittelten Datenbestatigt
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werden. So zeigen das plasmidexprimierte Wildtypprotein und die Doppelmutaatsh
Bestrahlung mit 20 und fimolm?s™ eine vergleibbare Abnahme der Genexpression, wahrend
die Bestrahlung mit 20molm?s™in den beiden Tyrosin 21 Mutantestneut zu einem Anstieg
der puc- Expression fiihrte. Mittelgseal time RT- PCRkonnte zudendie puc- Expression in der
AppA- Mutante Appll mitbestimmt werden. Da in der AppAMutante das PpsRProtein
immer frei vorliegfist es nicht moglichim Northern blotein Signal fur die Photosynthesegene
nachzuweisenlIn der ApplXt Mutante war keine Veradnderungn der Genexpression nach
Bestrahlungmit Blaulicht sichtbar, wobezu beobachten wardass derct - Wert, bei dem die
Fluoreszenz in der Mutantéen thresholdin derreal time RT- PCRiberschreitet um fast acht
Zyklen hoher ist (ca. 512x weniger Transkripte in der Mutante)

2
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s 2 Appll pRKappAY21F
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Abbildung42: Bestimmung der Expressiolevel von pucB (RSP_0314 in semiaeroben
R.sphaeroides Appll-, p484Nco5-, pRKppAY21F, pRKppAY21G, pRKppAW104RFY21F-
Kulturen nachBestrahlungmit unterschiedlichenBlaulichtintensitaten mittels real time RT- PCR
Die Kulturen wurden semiaerob herangezogen und mit Blaulicht §450 der angegebenen
Intensitat bestrahlt.Die Probenentnahmeerfolgte 60min nach Induktion der Kulturen mit dem
Blaulicht. Mittelwerte mit Standardabweichung von drei Experimenten sind dargestellt.

Anhand der durchgefiihrten Blaulichtexperimente an den BlMEanten konnte
gezeigt werden, dass die vivo- Eigenschaften der Mutationen in den meisten Fallen mit ilen
vitro beobachtetenEigenschafteriibereinstimmen. So konnte fur die W104Mutation eine
geringere Blaulichtsensitivitat beobachtet werden, wahrend die beiden-¥Ritationen keine
AppA- abhangige Blaulichtregulation zeigten. Die einzige Ausnahme bildete die W104F/Y21F
Mutation, die in vivo eine hohe Blaulichtsensitivitat zeigte, wéahrenl vitro ein, der Y21F/C
vergleichbarer, Verlust des Photozyklus auftrat.

3.5 Yeast- Two - Hybrid- Interaktionsstudien mit dem LOW und dem
CryB- Protein vonR sphaeroides

Neben dem AppAProtein sind in den letzten Jahren zwei interessante
Blaulichtrezeptoren IinR. sphaeroidesdentifiziert worden. Zum einen das LOVProtein
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(Hendrischlet al,, 2009b)und zum anderen das CryBrotein(Hendrischlet al., 2009a) Sowohl
das LOV Protein als auch das CryBrotein besitzen keine der tblicherweise zu findendén
terminalen Ausgangsdomanemas bedeutet, dass sie zwar das Lichtsignal aufnehmenekin
aber gleichzeitig keine Mdglichkeit haben wsiterzuleiten. Eine Alternativstellt dabei die
direkte Interaktion mit einem anderen Protein dar, welches dann die Signaftuktion
Ubernimmt. Daher wurden Uber eir¥east Two - Hybrid- SystemInteraktionsstudien gegen
beide Proteine durchgefihrt.

Zur genaueren Eingrenzunder moglichen Funkticen des LOV- und CryB- Proteins
wurde dahereine Genombibliothekmit chromosomaler DNAion R.sphaeroides2.4.1 erstellt
und anschlieRend mittels deslatchmakef™ (Clontech Yeast Two - Hybrid- Systemsgegen
beide Proteire gescreent.Dabeimacht man sictzeu Nutze dass sich der eukaryotische GAL4
Transkriptionsregulator vors. cerevisia@us einer DNAindedomane (DNABD) und einer
Aktivatordomane (AD) zusammensetzt, welche nur bei physikalischer Nahe der beiden
Untereinheiten einen transkriptionssteigernden Einfluss auf die Genexpression haben. Werden
beide Doméanen von zwei Vektoren in der Zelle coexprimiert, kommt es zu keiner Aktivierung der
Gerexpression. Es kargin deutlicher Anstieg der Expression beobachtet werden, wenn beide
Doméanen nahe aneinander gebracht werden und somit dgpringliche Funktion des Proteins
wiederhergestellt wird Abbildung 43). Dies macht man sich imscreening nach
Interaktionspartnern mit demYeast Two- Hybrid- Systemzu Nutze indem das zu testende
Protein (in unseremFall LOV bzw. CryB), mit der DNB\ndedoméne desGAL4 Proteins
fusioniert, exprimiert wird. e Expression der Fragmente der Genombibliotfieket mit der
Aktivatordoméne fusioniert statt Nach einer Cotransfmation beider Vektoren in ein&elle
kanndie Interaktion des zu testenden Proteins mit dé€denprodukt des Fragmentes aus der
Genombibliothek zu Aktivierung ddranskription des Reportergens fuihren, was wiederum ein
Hinweis auf eine mogliche Interaktion ist.

Im Falle desatchmaker" Yeast- Two- Hybrid- Systems handelt es sich dabei um das
lacZ - Protein, so dass die B Galaktosidase Aktivitat als Mal3 der Starke der Interaktion
verwendet werden kann. Zudem stehen Gene fir die Histidinyptophan und Adeninsynthese
ebenfalls unte Kontrolle des GAL4 Promotoiso dass nur Zellen mit einpositiven Interaktion
auf Selektionsplatten ohne diese Aminosaurerachsen kénnen. Die so positiv getesteten
Genomfragmente in den Hefeklonen kénnemschlieRend sequenziemind die mdoglichen
Interaktionspartner genau identifiziert werden.

Abbildung 43 : Schematische Darstellung
der Funktionsweise desyeast- Two -
Hybrid - Systems. Die Interaktbn des
Kdderproteins (in diesentall LOV bzw.
CryB) mit dem Beuteprotein (verschiedene
. o Genprodukte aus der Genombibliothek)
» Transkription bringt die GAL4 DNA - Bindedoméane

W (DNA- BD) in raumliche Nahe der GAL4
! \ Aktivatordoméne (AD) und aktiviert so die
GAL- Promotor Reportergen Expression des Reportergens.

GAL4 AD

GAL4 DNA-BD
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Wahrend die Rinung der Klonierungstrategie und die Betreuung eigenstandig erfolgte,
wurden Interaktionassaysund Klonierungen wurden von der technische Assisteiiarstin
Haberzettl durchgefihrt

3.5.1 Untersuchungen zur idekten

Regulatorproteinen

For

I LaLd

Interaktion von CryB mit bekannten

das CryBProtein konnte eine direkte Wirkung auf die Expression der
Photosynthesegene identifiziert werdefdendrischket al, 2009a) Daherwurde neben dem
screeningmit der Genombibliothelaucheine Interaktion mit bekannten Regulatorproteineir
Photosyntheseuntersucht. Dazu wurde direkt das gesamte Protein mit der Aktivatordomane
fusioniert und auf eine mdgliche Bindung getestet. Wahrend die durchgefihrten flestge
Interaktion des PpsRProteins mit CryB keine Ergebnisse lieferten, wuchsen die Klone mit einer

FdzaA2YASNILSY

1T 0ABF G2NR2YNYS dzF -1 tfSy

Galaktosidaseassayeine Aktivitat von etwa 4@ der PositivkontrolléSV40 gegen p5&yzielt
werden Abbildung44).

2.59

2.04

1.0

0.5+

B - Galaktosidase - Aktivitat
(Miller Units)

0.0

[ positivkontrolle (SV40 gegen p53)
B AppA

T

Abbildung44: R - Galaktosidase Aktivitat der
im Yeast Two- Hybrid screening getesteten
AppA- Klone. Die angegebenerf? - Galaktosidase
Werte in Miller Units fir die einzelnen
Messungen errechnen sich aus den Mittelwerten
der Aktivitat aller getesteten Klone (6) und der
maximalen Abweichung vom Mittelwert. Im
Vergleich ist die Positivkontrol(&V40 gegen p53)
dargestellt(durchgefiihrt vorKerstin Haberzettl)

3.5.2 MBP-und GSTFtag pulldown Analysen zur Interaktion von AppA und CryB

DasYeast- Two- Hybrid- Systemkannnur als ersteHinweisauf die Interaktion zweier
Proteine interpretiert werden. Als néachster Schritt wurde UpelldownAnalysen versucht, die
Interaktion der beiden Proteine erneut zu zeigen. Dabei wird eines der Proteine an eine feste
Matrix gebunden und mit Zelllysatkubiert, welches den mdglichen Intekdonspartner enthalt
Nach nehreren Waschschritten wird das an die Matrix gebunddtetein eluiert und im
Idealfall wird der Interaktionspartner ebenfalls in den Elutionsfraktionen zu finden sein.

Im Folgenden wurde dagollstandige AppAProtein, welches an das Maltos&inde-
Protein (MBP) fusioniert vorlieg{Braatsch, 2002) an Amylose Agarose gebunden. Das
Maltose- Binde- Protein erhdht zum einen die Ldslichkeit des ansonsten unldslichen AppA und
wird zum anderen spezifisch durch die an die Agarose konjugierte Aenyogelagert.
AnschlieRend wurde das gebundene AppgAotein mit Zelllysat dedR.sphaeroidesCryB-
Uberexpressionsstamni2.4.1 pR<pufcryB inkubiert. Dieser enthalt das vollstandige CryB
Protein unter Kontrolle des sauerstoffabhé&ngigemuf- Promotors (Konzer, 2008) Nach
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mehreren Wachschritten wurde das AppMBP zusammen mit allen mdglichen
Interaktionspartnernvon der Amylose Agarose durch Zugabe eines Uberschusses an Maltose
verdrangt. Die Eluate wurden gesammelt und féesternblot auf dasVVorhandensein von CryB
untersucht (Abbildung45). Neben der Interaktion mit dem MBP konjugierten ApgAotein,

wurde auch die Interaktion von CryB mit dem ideorimierten C-¢ SN A ydza @2y | LILY
(Han, 2006)untersucht, da dieser auch fur die Interaktion mit PpsRreiabkt. Das Prinzip des
pulldownsist vergleichbar, wobei die Bindung des AppgZoteins Uber GlutathionSepharose
erfolgte. Zusatzlich wurden die Eluate auch peéesternblot auf dasVorhandensein von LOV
getestet, um eine mdgliche unspezifische Binglwon Proteinen an die Amylos@garose
auszuschliel3en.

Die durchgefuihrteWesternblots konnten die imYeast- Two- Hybrid- Systemgezeigte
Interaktion von AppA und CryB bestéatigen. So wurde, zusammen mit dem an die Amylose
Agarose gebundenen AppAMIBP, eine grol3e Menge an CryB eluiert. \Biesternblot gegen
das LOV Protein zeigte keine Coelution der beiden Proteine, weshalb keine unspezifische
Interaktion des AppAMBR Proteins mit anderen Proteinen stattfindet. War kein AgdBP an
die Agarosegebunden, konnte auch kein CryB coeluiert werden, was eine unspezifische Bindung
des Proteins an die Agarose ausschlie3t. pPeildown mit an Glutathion Sepharose
3S60dzy RSy Sy ! LI pb FTNKNIS SoSy¥Frtta 1dzy bl OKgSA
darauf gibt, dass der CTerminus des Proteins fur die Interaktion ausreidt®V wurde nicht
gebunden und eine Interaktion zwischen AppA und dem 4{R®W¥tein kann daher
ausgeschlossen werden.

Abbildung45:  Western blot
Analysen der mit AppA und CryB
durchgefiihrten pulldown
Experimente. FUr die Western
blots wurden 12%ige SD&ele mit

je 2ul des Durchflusses (D), Bb
der Waschschritte (Ws), sowie
D  WW.Wy,W: EBEBEEEE E B Eo 35ul der Elutionsschritte (ko)
beladen. In den pulldown-
Experimentea wurde an die
Amylose-Agarose gebundenes
AppAMBP mit Zelllysat der CryB
Uberexpressionsmutante(A und
D  WWiW; oWy EBEEEEEE B, D) inkubiert. Als Negativkontrolle
diente die Inkubation des CryB
Zelllysates ohne vorheriges
Beladen der Agarose mit AppA
MBP (B). Desweiteren wute der
C-¢ SNXYAydza @2y ! LY o
ebenfalls mit dem Zelllysat der
CryB- Uberexpressionsmutante
inkubiert (C) Ein polyklonaler
Antikdrper gegen CryB (anti CryB
rabbit, A-C) bzw. LOV (anti LOV
rabbit, D) diente als priméarer
Antikdrper. Der Nachweis eafgte
Uber die Meerrettich Peroxidase
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3.5.3 Gel Retardations assayzur Analyse der Interaktion von AppA und CryB

Eine Interaktion von AppA und CryB konstvohlmittels pulldownals auch inYeast-
Two - Hybrid- Systemnachgewiesen werden. Daher vde als nachstes eine mdgliche Wirkung
des CryB Proteins auf die Interaktion von AppA und PpsR bei der Regulation der Genaktivitat
untersucht. Es wurden Gel Retardatioressayanit der upstreamRegion depucBGens giehe
AnhangAbbildung72) durchgefihrt, da dieses durch AppRpsR reguliert wird und eine starke
PpsR Bindung beobachtet welen kann. Man macht sich zu Nutadass die Zugabe von PpsR
und somit dessen Bindung an die DNA zu einer verlangsamten Wanderung der DNA im Gel flhrt.
Gibt man dann steigende Mengen AppA hinzu, bindet dieses das-Ppsfein und die DNA
liegt wieder frei vor und wandert wieder schneller &el(Abbildung46).

Abbildung46: Gel Retardations

A ‘— assay zur Uberprufung der fur

einen Geshift der upstreamRegion

‘ . von puc benétigten Proteinmenge
hh . von PpsR und AppAn b dDas

verwendete 300bp DNAFragment
' j :Q ‘ upstream des Transkriptionsstart
o pucUp(300bp) | von pucB (RSP_0314gnthalt eine
1,2(1,6

tandem- Bindestelle fiir das PpsR
Protein. Es wurden 10@nol des

| PpsR 0 |0,2/0,4]|0,8 2 UM

DNA Fragmemstpro Spur geladen.
AnschlieRend wurden steigende
Mengen PpsR (A) bzw.
gleichbleibende Mengen PpsR und
lyadSA3ISyRS a®3aSy
hinzu gegeben und fur 3@in bei
Raumtemperatur inkubiert.Dabei
erfolgten die Inkubation und der
pucUp(300bp) | - Gellauf in vollstandigerikelheit.

PpsR 1,2 0 M
AppAIN | 0 [0.25/0,5/0,75] 1 [1,25] 0 H

Die durchgefuhrten Gel Retardationassayszeigen dass der maximalghift der pucUp-
Bande durch eine Konzentration von 1 erzielt werden konnte. Daher wurde diese
Konzentration fir die weitereassaysls Referenzmenge verwendet. In dauldown- Analysen
konnte gezeigt werden, dass der-Terminus von AppA ausreichtim die Interaktion zu
gewahrleisten, weshalb dieser in steigenden Mengen zuWZPpsR gegebenurde. Es konnte
eine reversible Wirkfi 3 @2 y | LILIshiftbler DNdxbeolBagnyet werden, die jedoch erst
ab einer Konzentration von 0,78V einsetzte und bei der etwa gleichen Konzentration dee
des eingesetzten PpsR (1428) vollstandig war.

Die Bindung von PpsR an digstreamRegon vonpucB,sowie die Interaktion mit AppA
in vitro, konnte nachgewiesen werden und es wurde anschlieRend ein Uberschiss
Uberexprimiertem CryB (Hendrischket al, 2009a)hinzugegeben und der Gel Retardatiens
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assaywiederholt. Die Inkubation der tGberexprimierten Proteine, sowie der Gellauf erfolgten
dabei zum einen iunkelnund zum anderen bei 150mol m? s* WeiRlicht Abbildung4?).

Vergkicht man den Verlauf der Retardation deucBupstreamRegion mit und ohne
CryB, konnte weder bei Licht noch Dunkelnein deutlicher Unterschied durch die Zugabe des
Cryptochromdestgestellt werden. Die Kazentrationenbei der, derdurch PpsR induziertghift
AY DSt @2ffa0NYRAI RdAzZNOK ! LI pb | dzZF3SK20SYy
und es wurde ein zur Negativkontrolle vergleichbarer Lauf der DNA im Gel erzeugt.

Abbildung47: Gel Retardations
A assay zur  Analyse einer
‘ ‘ moglichen Wirkung von CryB auf

den Geshift der upstream Region

Das verwendete 300bp DNA

w ' Fragment upstream des
Transkriptionsstart  von pucB
H. iy (RSP_0314gnthalt eine tandem-

W] pucup(3000p) | i crelle fir das Ppsfrotein.
0

PpsR 1,2 \0 12 Es wurden 100mol des DNA
CryB 0 4 04| —uM Fragmens pro Spur geladen.
AppAIN | 0 0.40.81,21,6/ 0 |1 0 040812416/ 0| 0 AnschlieRend wurden die in
Abbildung46 B ermittelten
B ' LI -nb  und PpsR
Konzentrationen fir einen Gahift
hinzugegeben und fur 3@in mit
- (rechts) und ohne (links) die
i § angegebene Menge CryB inkubiert.
18{% Dabei erfolgten die Inkubation und
“ P 2 der Gellauf bei 150pmolm?s*
, Weildlcht (A) oder in vollstandiger
J 4 -! ' .H!_ oUCUP(300bp) Dunkelheit(B).
PpsR 12 lo .7 0
CryB 0 4 0 UM
AppAIN | 0 ‘0,4‘0,8‘1,2‘1,6‘ ol o ‘0,4‘0,8‘1,2‘1,6 0

Jungste Ergebnissg@ank, 2009)konnten eine Beteiligung der kleinen regulatorischen
RNA 2430 (RSs_2430) an derresgion der Photosynthesegenexpression nachweisen. Da ein
genauer Mechanismus aber immer noch unbekannt ist, gleichzeitig fir CryB jedoch eine hohe
Affinitat fir die Bindung von RNANnd einzelstrangiger DNAachgewiesen werden konnte
(Hendrischket al, 2009a) wurde anschlieBend untersucht, ob die Zugabe wonvitro-
Transkript der kleinen RNA dazu fuhrt, dass das Ofy8tein einen Einfluss auf die Interaktion
g2y 1 LIIN pb dzyR tLAw KFEid 5AS Lyldzol A2y dzyR
Licht gezeigt werden konnte, dass CryB zwar unspezifisch bdRidat, jedoch keine stark
strukturierte, wie z.B. die RSs_243Dabei wurden mehrere mdogliche Kombinationen der
Zugabe der einzelnen Komponenten des -G@ttardations assaysgetestet. Bei dem in
Abbildung48 dargestelltenassaywurde zuerst RSs_ 2430, dann das CGrhyBtein, dann AppA
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und zuletzt PpsR hinzugegeben. Es wurde ebenfalls untersucht, ob es eine Auswirkung hat, wenn
zuerst PpsR und AppA zur markierten Dj¢deben wurden und anschliel3end das GryBotein

und die kleine RNA. Dabei konnte jedoch kein Unterschied festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt).

pucUp (300bp)

PpsR 100 0 100 0
CcryB 0 400 0 0 400 0
nM
AppAnN_ | 0 | 0 [30]60] 90 120] 0 o[ o[30]60][90]12q 0
RSs_2430 0 80

Abbildung48: Gel Retardations assayzur Analyse einer moéglichen Wirkgnvon RSs_2430 und
CryB auf den Gshift der upstream Region vonpuc durch AppAn b dzy’ R Dds MErweddete
300bp DNA Fragmentupstreamdes Transkriptionsstart vopucB(RSP_0314nthalt einetandem-
Bindestelle fir das PpsfProtein. Es wurden 3finol des DNA Fragmesippro Spur geladen. Die
zugegebenen Proteinmengen wurden leicht reduziert @gbildungd?), um das Verhaltnis von YB

zu RSs_243@anzugleichenund fir 30min mit (rechts) und ohne (links) die angegebene Menge
RSs_2430 inkubiert. Dabei erfolgten die Inkubation und der Gellauf bei vollstandiger Dunkelheit.

Die durchgefiihrten Gel Retardationassaysmit RSs_ 2430 konnten ebenfallsirken
9FFS1U @2y [/ NB. FdzZF RAS LYGSNI{1GA2y @2y ! LI nt
fuhrte zu einem identischen Rickgang des durch PpsR verursagtifeder pucB- upstream-

DNA mit und ohne die kleine RNA.

Da unter keinen Bedingungen eimfhiss des CryBProteins auf die Interaktion von
AppA/ PpsR mit der pucB- upstream- DNA beobachtet werden konnte, muss davon
ausgegangen werden, dass das GrigBtein entweder keine direkte Wirkung auf das
Zusammenspiel der beiden Proteine hat odbe gewahltenin vitro- Bedingungen nicht die
richtigen waren, um diese Wirkung sichtbar zu machen.

3.5.4 Auswirkungen der Uberexpression des CryBroteins auf das Wachstum und
die Pigmentbildung

Die Interaktionsstudien mit dem AppAProtein zeigte zwar eine direkte Interaktion,
fihrten aber zu keinen neuen Erkenntnissen zur genauen Regulation der Photosynthesegene
durch das CryBProtein. Daher wurden ebenfalls die bereits beschriebenen Auswirkungen des
CryB- Proteins auf die Expression dieseen® weiter untersucht. So war eine interessante
Beobachtung, dass eine deutliche Verringerung der Gesamtzellspektren in einerMirngBite
0 ¢ryB im Vergleich zum Wildtyp 2.4.1 festgestellt werden konnte. Eine Komplementation
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(pRKcryB des Proteins vomlow copy- Plasmid pRK415 fiihrte dabei nicht zu einer
Wiederherstellung des Wildtypsktrums, sondern zu einer noch starkeren Reduktion.

Da die hohere Kopienzahl von CryB scheinbar einen negativen Einfluss auf die Expression
der Photosynthesegene hat, wde daher untersucht, welchen Einfluss das Einbringen eines
CryB- Uberexpressionsvektors  (ppifcryB in  die CryBMutante hat.  Dieser
Uberexpressionsvektor exprimiert dasyB- Gen unter Kontrolle des sauerstoffabhangigeif -
Promotors(Konzer, 2008)Dieser sehr starke Promotor kann durch eirsift der Zellenvon
aeroben zu mikraeroben Bedingungeraktiviert werden und zu einer, im Kontrast zur
Komplementation, noch einmal deutlich hdheren Expression fuhren.

Nach der Konjugation des Uberexpressionsvektors in die -GayBante fiel diese durch
eine deutlichhellere Farbe auf. Verglich man anschlieRend die Gesamtzellspektren von Wildtyp,
Mutante, Komplementation und Uberexpressjoreigte sichin der Uberexpression eine noch
starkere Reduktion der Photosynthesekomplexe als in der Komplement&tidnldung49).

Abbildung49: Gesamtzel
absorptionspektren von
— 241 R.sphaeroides H ®n ®mryB n
— AcryB ncryB pRKcryB ncryB

AcryB pRKcryB pRKoufcryB nach Wachstum
- AcryB pRKpuferyB | | unter mikroaeroben
Bedingungen. Proben wurden
RN bei einer Ol von 0,8 aus
0.0 . . — mikroaerob wachsenden
=00 600 780 500 200 Kulturenentnommen.

Wellenldange [nm]

Absorption

Gleichzeitig konnte, bei BetrachtungerdWachstumskurven der Kulturen beobachtet
werden, dass detlberexpressiosstamm bei Induktion deguf - Promotors durch Heanziehen
der Kulturen unter mikraeroben Bedingungen, ein leicht verlangsamtes Wachshurfwies.
Rein aerob herangezogene Zellen wachsen schneller und erreichen eine hohere maxiggle OD
(Abbildung50). Unterzog man die aeroben Kulturen nach der Halfte des Vesseittaums
einem shift zu mikraeroben Bedingungen, stellten diese binnen einer Stunde nahezu das
Wachstum ein und es kam sogar zu eindeirien Abfall der O§o.

Abbildung 50: Vergleich des Wachstums der
~#= Mikroaerob ncryB pRKpuferyB Mutante unter verschiedenen
it SauerstoffbedingungenDie Kulturen wurden zu

Aerouing Mikrogerdy Versuchsbeginn auf eine @pvon 0,2 verdinnt
und die Olgy Uber z2hn Stunden gemessen.
Dabei wurden aus der gleichen Ausgangskultur
zwei aerobe Kulturen und eine mikaerobe
Kultur angeimpft. Eine der beiden aeroben
Kulturen wurde im Versuchsverlauf nach der
Halfte der Versuchszeit sft auf aerobes
Wachstum umgestelltBeispielhafte Einzelwerte
von insgesamt zwei Experimenten mit &hnlichen
Ergebnissen sind dargestellt.
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Neben dem aeroben und mikreeoben Wachstum wurden auch das anaerobe und
phototrophe Wachstum untersucht. Unter diesen Bedingungen kam es jedockeinem
Wachstum der Kulturen.

Um nachzuweisen, inwiefersich die Grundevelan CryB in den Zelleinterscheiden,
wurde anschliel3end eiWestern blot gegen das Protein in Zelllysaten aller verwendeten
Stamme durchgefuhrtAbbildung51). Dabei waren extrem hohe Mengen an Zelllysat nétig, um
den Nachweis im Wildtyp bzw. der Komplementation zu ermdglichen. Daher wurden die
Proteine vor dem Auftragen auf das Gel mit Toogésigsaure gefallt.
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Abbildung51: Western blotvon Zelllysaten verschiedener CryB exprimierender Stami@ér den
Western blot wurde ein 10%iges SDGel mi je 50 bzw. 50Qug Zelllysat von mikroaerob
herangezogenen Kultan beladen. Der Wildtyp in der ersten Spur entspricht dabei der
Positivkontrolle und die CryBa dzii | ydiy8 in pger zweiten Spur der Negativkontrolle. Ein
polyklonaler Antikérper gegen CryB (anti Cry&bbit) diente als primarer Antikdrper. Der
Chemolumineszenznachweis erfolgte Uber den mit der Meerrettich Peroxidase konjugierten
sekundaren Antikdrper (48in Exposition).

Die Ergebnisse dé¥estern blotzeigten deutlich, dassichdie Menge an CryBehr stak
zwischen den Stammen unterscheidet. Im Wildtyp 2.4.1 konnte so gut wie kein Protein im
Zellllysat nachgewiesen werden, selbst wenn man fastgp®@rotein auf das Gel lud. In der
Mutante konnte wie erwartet kein Protein nachgewiesen werden, wéahrend Ildasl in der
Komplementation deutlicrhéher lag. Das Uberexpressigtssmid im Wildtyp 2.4.1 und der
CryB- Mutante sorgte @ir noch einmal deutlich gro3erMengen an CryB. Hier ist das Signal
sogar bei nur einem Zehntel des Ausgangszelllysats noch einotatkdetarker.
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3.5.5 Auswirkungen der CryB-Uberexpression auf die blaulicht und
sauerstoffabhangige Expression der Photosynthesegene

Da eine Interaktion zwischen AppA und CryB sowohl durclpulidown- Analyseals
auch imYeast- Two - Hybrid- Systemin Abschnitt 3.5 nachgewiesen werden konnte, liegt ein
Einfluss des CryBProteins auf die blaulichtabhangige Repression nahe. Aus diesem Grund
wurde in der Mutante mit dem Uberexpressionsplasmid anschlieRencpaiie Represion, in
Abhangigkeit von der Zeit, nach Bestrahlung mit pg®im?s® Blaulicht bestimmt
(Abbildung52).

A | 20 pmol m2 st | B 241
& 6 9 2 Y i I AcryB pRKpufcryB
o B @ K Y Y% min 0 yB pRKpufcry
puc i“ -e - —
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Abbildung52: Vergleichder puc- Expressionin R.sphaeroidesncryB pRKpufcryB zum Wildtyp
2.4.1 mittels Northern blot. Zur Ermittlung dempuc- Expressiorwurden die semiaerobenKulturen

mit 20 pmolm?s* bestrahlt (A), Probenzu den angegebenen Zeitpunktgenommen, die RNA
isoliert und einNorthern blotmit einer puc- und einer 143RNA- spezifischen Sonde durchgefiihr
Die phosphoimagingSgnale wurden anschlieRend quantifiziert. Die prozentyale Repression in
R.sphaeroidesncryB pRKufcryB bzw. dem Wildtyp 2.4.1 (B) errechnet sich aus den Ratios der
MRNA- levelsder bestrahltenKulturen im Verhéaltnis zu den Dunkelkulturen, nachdem diese auf die
rRNA- Ladekontrolle normalisiert wurden. Die prozentuale Inhibition wurde anhand Ranmel 3
(siehe Abschnitt 2.4.13rrechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und maximaladbweichungen
von zwei unabhangigen ExperimenteAum Vergleich sind auRerdem die Inhibitionswerte des
Wildtyps 2.4.1 mit aufgefiuhribbildung40).

In den Blaulichtbestrahlungsexperiment&onnte gezeigt werden, dass die Kinetik der
puc- Inhibition im StammpcryB pRKufcryBéahnlich zum WildtyR.4.1 verlauft, so dass hier
nicht von einer direkten Wirkung des stark im Uberschuss vorhandeneraGiyie AppA PpsR
abhangige Repression ausgegangeamnden kann.
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Da ein Absinken der Sauerstoffkonzentration auf mikroaerobe Bedingungen lsahein
einen deutlichen Effekt auf das Wachstum der Zelanh(vgl. Abbildung50), wurde zudem der
sauerstoffabhangige Anstieg depuc- Expressionnach einem shift von aeroben zu
mikroaeroben Bedingungen im Wildtyp 2.4.1 undjiotyBpRHKoufcryB- Uberexpressionsstamm
untersucht(Abbildung53).
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Abbildung 53 : Vergleichder puc- Expressionin R.sphaeroidesnpcryB pRKoufcryB zum Wildtyp
2.4.1mittels Northernblot. Zur Ermittlung depuc- Expressiomwurden die Kulturen bei einer Ofgo
von 0,4 von aeroben zu mikroaeroben Bedingungeshitet (A), Probenzu den angegebenen
Zeitpunktengenommen, die RNA isoliert und élorthern blotmit einer puc- und einer 143RNA-
spezifischen Sonde dthigefiiht. Die phosphoimagingSignale wurden anschlieBend quantifiziert.
Die prozentualepuc- Expressionin R.sphaeroidegicryB pRKufcryBbzw. dem Wildtyp 2.4.1 (B)
errechnet sich aus den Ratios der mRN&Velsder Einzelzeitpunkte im Verhaltnis zufeitpunkt tQ
nachdem diese auf dieRNA- Ladekontrolle normalisiert wurdenDargestellt sind die Mittelwerte
und maximale Abweichungen von zwei unabh&ngigen Experimenten.

Wahrend im Wildtyp ein deutlicher, starker Anstieg grc- Expression von zwlich
nach 30min auf Uber zehnfach nach 1&@n sichtbar war, konnte im CryB
Uberexpressiosstamm kein Anstieg nachgewiesen werden.

Es konnte beobachtet werden, dass die Menge an gebildeten -Gydein eine
deutliche Auswirkung auf die synthetisiet Photosynthesekomplexe hat. In der
Uberexpressionsmutante konnte eine, im Vergleich zur Komplementation, nochmals starkere
Reduktion der Gesamtzellabsorptionsspektren beobachtetrden. Gleichzeitig war das
mikroaerobe Wachstum gehemmtwéahrend phototrofies und anaerobes Wachstum nicht
mdoglich warund ein sauerstoffabhangiger Anstieg der Photosynthesegparession nicht mehr
sichtbar war.
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3.56 Analyse einer mdglichen Interaktion von LOV und CryB mit Proteinen der
Kapselbiosynthese

Wie in Abschnitt 3.5.1 bereits beschrieben, wurde mit Hilfe einer Genombibliothek von
R.sphaeroidesn einemYeast Two- Hybrid- screeningnach mdglichen Interaktionspartnern fir
das LOVund CryB Protein gesucht. Bei demcreeninggegen die genomihen Sequenzen
konnte fur beide Proteine eine grof3e Anzafin Klonen mitSequenzabschnitterdentifiziert
werden, die ebenfalls am Kohlenhydralransport betdigt sind. Vor dem Hintergrunder
bemerkenswert groRen Anzahl an Kohlenhydratansporten und- Syntheseproteinen, welche
in den Transkriptomanalysefsiehe Abschnitt 3.6 und 3.Wentifiziert worden waren, wurden
diese Interaktionspartner im Folgenden genauer untersucht.

Die Ergellung der Genombibliothek sowie das screening nach moglichen
Interaktionspartnern erfolgtemlurchdie technischéAssistentin Kerstin Haberzettl.

3.5.7 Identifikation mdglicher Interaktionspartner aus der Kapselbiosynthese

Die Auswertung der Sequenzerergab ein sehr haufiges Auftreten 1vo
Genombibliotheksklonen, di8equenzefiagmentevon Proteinen enthalten, welcheiederum
homolog zu KapselbiosynthesBroteinen aus anderen Organismen sind.

Abbildung 54 : - Galaktosidas - Aktivitat

der im Yeast Two-Hybrid screening
= a O3 Positivkontrolle (SV40 gegen p53) LOV ermittelten GutQ und AgIE HefekloneDie
;S 5 8 cua angegebenen [ - Galaktosidase Werte in
<z T E ZOISE'“"""””"”E(5V4°gege” PS3ICVB | Miller Units fur die einzelnen Messungen
§§ - ’ T errechnen sich aus den Mittelwerten der
8 %’ Aktivitat aller getesteten Klone (GutQ &IE
Ae 12) und der maximalen Abweichung vom
T Mittelwert. Im Vergleich sind die jeweiligen
© 0 % -— Positivkontrollen (SV40 gegen  p53)

dargestellt (durchgefihrt von Kerstin

Haberzettl)

Ein moglicher Interaktionspartner fiel dadurch auf, dass er sowohl fir LOSu&tisfir
CryB eine sehr hohen&ahl an positiven Klonen ergab. Diese besafigtem auch eine relativ
hohe [3- Gabktosidase Aktivitat. Dieses Protein, GutQREP1153) kodiert eine Zucker
Phosphat Isomerase und besitzt konservierte Doméanen zur Umwargl des PentoseD -
Ribulosés - Phophat in A5P, einem Vorlaufer d8s Desoxy D - Manno- Octulosonat (Quelle
NCBI conserved domains Dieser Zucker ist integraler Bestiéeil verschiedener Glycolipide,
welche die Oberflachder &uReren Membran von grarmegativen Bakterien bedecken, wie z.B.
Lipopolysaccharide und viele 2- Kntigen KapseliSimpsonret al., 1996; Bateman, 1997Die
Auswertung der R Galaktosidasassaysvon insgesamt acht nicht identischer Klanergab
dabei eine Aktivitat von etwa 1% der gleichzeitig durchgefiihrten Positivkontrdi8/40 gegen
p53) (Abbildung54).
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Der haufigste nachzuweisende Interaktionspartnerdéas CryB Protein war das AglE
Protein RSP2873), welches die periplasmatische KomponenteegiABCZuckertransporters
kodiert (Quelle: NCBIF conserved domainsind zudem eine LysRBindedomangQuelle NCBF
conserved domaifsBeide Doméanen spielen eine grol3e Rolle im Transport und der Bindung von
verschiedenen Zuckerverbindungdgmz.B. dem Kapselzucker Maltodextrg®verduin et al,
1988) aul3erhalb der Zelld=tr 12 nicht identischelefeklone, die inscreenindir dieses Protein
identifiziert wurden, konnte eine R5alaktosidaseAktivitat von 2% der gleichzeitig
durchgefuhrten Positivkontroll€SV40 gegen p58\bbildung54) gemessen werden.

3.5.8 Nachweis der Kapselsynthese durch verschiedene Kapselfarbungen

Die Interaktionsstudien imYeast Two- Hybrid- screeningund die grof3e Anzahl an
Zuckertransporten, welche in den Transkriptomanalysen identifiziert werden konnten, legten
eine mogliche Rolle der Blaulichtegtoren bei der Kapselsynthese nahe vwisde aus diesem
Grund zunéchst die Kapsel von verschiederiRisphaeroidesStammen nach KapBarbungen
untersucht. Dabei wulen die Zellen in einer Tuschelésung aufgenommen, getrocknet und
anschlieBend mikroskopiert. Zudem wurden die Zellen auch in flissiger Tuschelésung
mikroskopiert und eine spezielle Kapselfarbung nach Maneval durchgefidobildung 55). Es
wurden der R.sphaeroideswildtyp 2.4.1,ncry- Mutante dzy’' R RW- Blutante mit zwei R.
capsulatusStammen verglichen, von deneter Stamm37b4 keine Kapsel bildet, wahrermigr
StammB10 eine deutliche Kapselbildung besitzt. Als zuséatzliche Positivkontrolle wurden die
Kapselfarbungen ebenfalls nit S Y - ProteobakteriumAzotobactersp. durchgefiihrt, welches
ebenfalls als starker Kapselbildezkannt ist(Murrayet al., 1984)

Abbildung 55 : Mikroskopische

Fussigkutur] “CERR" | etrockne | (getrocknen | (uss | Aufnahmen  (1000x; Olimmersion)
= ' von Flassigkulturen bzw. Kolonien
R sph von Platte, sowie Kapselfarbungen
241 mit Tusche bzw. nach Maneval von
Rhodobacter Stammen  bzw. von
R sph Azotobacter sp. Dargestellt sind
rey o Aufnahmen von Zellen aus stationéren
Flassigkulturen (Spalte 1),
R sph Einzelkolonien von Platte (Spalte 2)
nlov und getrockneter Tuschepraparate aus
Einzelkolonien von Platte (Spalte 3).
R caps Zudem wurden Aufnahmen von nach
37b4 Maneval gefarbten Zellen aus
Einzelkolonien angefertig{Spalte 4)
R.caps und zuletzt wurden die Zellen von
B10 Platte in flussiger, verdinnter Tusche
direkt mikroskopiert (Spalte 5). Fur
Spalte 5 und 6 wurden die Aufnahmen
AZ.Sp. digital vergrofRert um mogliche
Kapseln besser sichtbar zu machen.
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Die Auswertung der Tuschefarbgnangetrockneten Zellen fihrte zunéchst zu keinem
klaren Ergebnis. Bei keinem der Stamme konnte eine deutlich sichtbare Kapsel nachgewiesen
werden, obwohl diese bdR. capsulatu810 undAzotobacter spdeutlich auffindbarhatte sein
mussen Die durchgefiirte Maneval'sche Farbung, bei der die mit Fuchsin gefarbteten
Zellen vor dem mit Kongorot blau gefarbten Hintergrund eine deutliche, lichtbrechende
Umrandung besitzen miussten, fuhrte zu dem gleichen Ergebnis. Eine Sichtbarmachung des
Kapselmaterials war nur moglich, wenn diellen in einer Losung aus dieglen Wasser und
einem Teil Tusche aufgenommen wurden. Hier konnteRfisapsulatusB10 undAzotobacter sp.
eine abgegrenzte, stark lichtbrechende Hiille gezeigt werden. Fir die St&wspbaeroides
H ®n dom dzy ReryB sowie firR. capsulatu87b4 konntemit dieser Methode aber keine
Kapsel nachgewiesen werden. Die Zellen sind nicht sichtbar in der TuscheRspiteroides
2.4.1 neigt dazu dichte Aggregate bei niedrigens[0,1-0,4) zu bilden. Diese wurden
ebenfalls mikroskopiert (Daten nicht gegt), was ebenfalls mit keiner der Farbemethoden zum
Nachweis einer Kapsel fuhrte.

3.5.9 Nachweis der Kapselsynthese durch Sedimentationsversuche

Als zusatzlicher Nachweis flr mdgliche Unterschiede in der Kapselbildung wurden
Sedimentationsversuche mit den Zellen durchgefiihrt, bei deRbadobacter sphaeroides4.1
und plov - Kulturen, sowieR. capsulatu$810 mit einer OR, von 0,4 und 1bei niedigen g -
Zahlen zentrifugiert wurderDem liegt die Beobachtung zu Grunde, dass Zellen mit einer dicken
Kapselschicht schneller, aber nicht so kompakt sedimentieren wie Zellen ohne eine Esléste.
bei stark kapselbildenden Zellen mobglicdie Sedimentation, nur durch Inkubation der
stationdren Zellen, ohne Schuttebichtbar zu machen, da die schweren Zellen sich nach kurzer
Zeit abzusetzen beginnen. Dies wurde ebenfalls fur die verwendeten Stamnie sgmeroides
durchgefiuhrt, zeigte j@och 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 - Zahlenzentrifugiert.

Betrachtete man die GréRRe der Pellets nach der Zentrifogabbildung56), zeigte
sich, dass nach 3Qin bei 200y noch keine deutlichen, sedimentierten Zellen sichtbar waren.
Erst nachdem die Zellen bei 5&edimentiert wurde, erkannte man deutliche Pellets. Dabei
konnte bei dem Kapselbildn&.capsulatusB10 bereits ein etwa doppelt so groRes Pellet wie in
den beiden andererR.sphaeroidesStammen nachgewiesen werden. Zudem war ein starker,
undeutlicher rétlicher Zellschmiean der Innenwand des Glasréhrchens sichtbar, wéahrend dieser
in 2.4.1und nlov deutlich schwéacher auftrat. Betrachtete man die sedimentierten Zellen nach
10009, fiel das Pellet vonR.capsulatus B10 zudem durch die sehr ungleichmafige
Oberflachenstrukturauf, wahrend dieR.sphaeroides Stamme eine klar abgezeichnete Grenze
besalRen. Erhdhte man die Zentrifugalkraft auf 2@0flihrte dies zum vollstandigen Pelletieren
der Zellen und es waren keine Unterschiede mehr sichtbar. Abschliel3end konnte zwischen den
getesteten R.sphaeroidesStammen kein deutlicher Unterschied in der Sedimentationsrate
gezeigt werden.
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R.sph. | R.sph. | R.caps. | Apbildung 56 : Untersuchung derSedimentationsrate
2.4.1 Alov B10 von verschiedenen R.sphaeroides Stdmmen nach
Erreichen der stationaren Phase (@> 1,0).Die Zellen
200g/ wurden nach Erreichen der @ in ein 10ml
30 min Zentrifugenglasréhrchen Gberfihrt und zunatcher je
30min bei den angegeben Erdschwergh Zentrifugiert.
] B3 Fir die jeweiligen Zentrifugationen wurden jeweils
o | ' frische Zellen verwendet und die Alten verworfen.
g ! | B
30 min i
y & |\
1.000¢g/
30 min
—?‘— -
2.000g/
30min | .

3.6 Vergkich der Transkriptomevon R.sphaeroidesH ®n ® m lowmgdR
mikroaerobemWachstum

Neben den Experimenten zur genaueren lion des CryBProteins wurdeebenfalls
die Regulation durch das LOWrotein weiter untersucht. Eine genaue Rolle des
Blaulichtrezeptorsin der Zelle war noch nicht bekannt undes bestanden nur wenige
Anhaltspunkte fir seine FunktioAus diesem Grundiurde mit Hilfe vormicroarray- Gerchips
von Agilenteine Transkriptomanalyse durchgefiihrt, um eingberblick tGber die Anderungen
der RNAlevell 6 A a OKSY  iowau dekomdzghiDie heiden Stammewurden unter
identischen Bedingungen herangezogene @rhaltenenmicroarray- Daten sollten einen ersten
Aufschluss Uber die durch L@&gulierten Gene liefernEskdnnte zum einen eineidktkte Rolle
von LOV auf dierdnskription, zum anderen aber auchneiindirekte Einflussnahme auf das
Transkriptom tber bereits bekannte Signaltransduktionswsgdtbar werden

Es war kin kommerziell verfligbareR sphaeoides Transkriptom- chip erhaltlich,
weshalbder chip, mit Hilfe der frei verfiigbaren Genomsequennn R sphaeroidesund der
eArray- software der FirmaAgilent erstellt wurde. Fir das von der software durchgefihrte
alignmentwurden insgesamt die Sequenzen von 43&ierenden ORFsowie die Sequenzen
von 122mittels pyrosequencingdentifizierten SRNAgBerghoffet al., 2009)hochgeladen. Die
software erstellte daraufhin je drei Sonden mit @8p Lange gegeregle der hochgeladenen
Sequenzenk-Ur einige zu kurze Sequenzen war die Erstellung von drei Sonden nicht méglich und
es wurden nur eine bzw. zwei Sonden erstellt.

Die fur die microarray- Analyse verwendeten Kulturen wurden jeweils unter
semiaeroben Bedingungam Dunkelninkubiert und anschliel3end bei einéestgelegtenODygo
geerntet.Diese wurde dabei so gewahlt, dass die einzelnen Kulturen beider Stdmme bereits eine
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deutliche Farbung zeigen, um Anderungen an den GenerPtesosyntheseapparatdeutlich
nachvollziehen zu karen. Die Zellerwurdenzu Versuchsbeginn auf eine ggvon 0,4 verdinnt

und anschlieBend bis zu einer gEPvon 0,8 inkubiert.Unter diesen Bedingungen sollten
zundchst grundsatzlicheUnterschiede in den Transkrlpveln zwischen den beiden
Rhodobacter Stammen sichtbar werdenDiese solltenals Grundlage fumdgliche weitere
Transkriptonanalysen dienen welche z.B. mit blaulichtbestrahlten Kulturen durchgefuhrt
werden kénnten Es wurden insgesamt sechs Experimente (biologische Replika) durchgefuhrt
und von diesen anschlieRend je drei vereint, so dass fuHgieridisierung mit zwenicroarray-
chipszweipools(techniche Replika) verwendet wurden.

Nach dem Ernten der Zellen wurde die GesaRMNA isoliert und auf DNA
Kontaminationen untersuchtAnschlieRend erfolgte Qualitatsprifungn auf einem PAA
Harnstoffgel (Daten nicht gezeigym Degradierungen der RNA auszuschlieRenrdal time
RT- PCR (Abbildung 57) wurde ein gleichméRige Expressiorsvel fur zwei Tanskripte
sichergestellt Es konnte gezeigt werden, dass Isidie Expressiotesvel von rpoZ und bchL
zwischen den Replikaur gerindligigunterscheden. Die maximale Abweichung in der Zyklenzahl
beirpoZbetrugn TH M %& 1t Sy Ay RSNJ v dn tbwRNA Flibchtmyile n = m g
eine maximale Abweichungon 0,56 Zyklen in der 2.4.1 RNéstgestellE g NKNBylBv Ay RS
RNA 0,37 Zyklen berechngurde.

Abbildung 57: Quantifizierung

O woZ | des mRNAlevels der Gene

|88 behl | rpozZund behLmittels real time

RT- PCRir R.s.2.4.1und nlov.
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Ubschritt.

Die genae Behandlungder micoarray- Proben, das Labelmit Cy3und Cy5und das
Hylridisieren werden in Abschnitt 2lgeschrieben.

3.6.1 Aufbereitungder Rohdaten

Die Auswertung der erhaltenemicoarray- Rohdaten wurdemit Hilfe desbioconductor
Pakets limma (Smyth, 2005) fur die Statistisoftware R durchgéihrt. Als erstes
Qualitatsmerkmal wurde ein MAPIot der erhalenen Daten durchgefuhrt. Dabeefindet sich
auf der Ordinate der M Wert, welcher die logarithmierte Ratio der Intensitaten von Cy3 und
Cy5 fur den jeweiligespotauf demarray darstellt

Formel5: M =[ log,(—) ]
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Der AWert befindet sich auf der Abszissead errechnet sich aus derMittelwert der
logarithmierten Rohfluoreszenzwerte der beidétanale

Formel6: A=[- (logxCy3+ logCy5 ]

Durch den MAPIoterhiglt man einen groben Uberblick iiber die Verteilung der hoch und
herunter regulierten Gene und kmte eine erste Aussage Uber die Zuverlassigkeitsgrenze der
erhaltenen Fluoreszenzwerte macheBei dem grof3tenTeil der Geneveranderte sichdie
9ELINBaaAz2y 1 ¢ loankiitdhy eswadausbmartedzydss diese einen MVert von
nahe 0 habenda log(1) = 0 istGene deren Expression stark verandert wachennach unten
und oben ab Der A-Wert liel3 einen Rickschlusauf die relative Starke der Fluoreszenz an
einem bestimmten Datenpunktu. Da die Zuverlassigkeit des errechneten Wertesstark von
der Starke der Fluoreszenzhahg, wares erforderlichpeide im Zusamenhang zu betrachten
um eine Qialitdtsaussage uber die Daten des Arrays treffen zu kofikebildungs8).

Abbildung58 : MA - Plot der Rohdaten fumicroarray 1 (links) und microarray 2 (rechts)von 2.4.1
3 S 3 Joy. Dip einzelneatenpunkteder beidenarrayssind jeweilsanhand ihresM - (Berechnung
sieheFormel5) und ihres A Wertes (Berechnung sieliormel6) aufgetragen.

Betrachtee man die Rohdaten auf den MAPIlots fur die von uns durchgefuhrten
microarrays so fielauf, dass dieseum Teilgenau entlang eines Wertes von 0 verlien. Des
war ein technisches Problem, welches durch die unterschiedlich starke Fluoreszenz der beiden
Farbstoffe, den unterschiedh starken Einbau in die DNA und Verunreinigungen auf slete
entstehen kann Da diese technischen Storfaktoren keinen Einfluss auf die tatsachliche
statistische Auswertung der Daten nehmen &olwurden die Daten zunachsbereinigt Die
beiden gangig&n Verfahren zur Datenbereinigungind eine Hintergrundkorrektur der
Einzelwerte (Ritchie et al, 2007)und die LOWESSlogcally weighted scatterplot smoothihg
Normalisierund Smyth und Speed, 200@bbildung59).
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Abbildung59 : MA - Plot der korrigierten Daten fumicroarray 1 (links) undmicroarray 2 (rechts)
@2y H dn dow Dig Brzdwertersinduerst einer Hintergrundkorrektur und anschlieRend einer
LOWESHormalisierungunterzogenworden. Die einzelnen Datenpunkte der beidericraarrayssind
jeweils anhand ihreM - (Berechnung siehEormel5) und ihres A Wertes (Berechnung sielieormel

6) aufgetragen.

Nach der Bereinigunder Rohwertezeigten die Daten den erwarteteclusterum die
Nulllinie. Auffallend war die diffuse Verteilung von Datenpunkten immRIi# vonmicroarray?2.
Hier lagen eine grol3e Menge Datenpunkte im Bereich vor M5- 3 und A=6-9,5 vor, die im
microarray 1nicht sichtbar warenDiese ungleich®erteilung der M Werte ist duch den hohen
Messfehlerder Fluoreszenzwertdei niedrigenintensitaten begriadet. Indiesem Bereich sind
die absoluten Fluoreszenzwerte swedrig, so selbst kleine Fluoreszenzunterschiedirchz.B.
Verunreinigungen auf demmicroarray oder ungleichmaRige Hybridisiererbzw. Waschenzu
groRen Veranderungen in der Ratio fuhren konniir. die statistische Auswiing wurden aus
diesem Grundnur Messdaten mit einem A Wert von >9,5 einbezogenDie Rohdaten der
microarray- Analyse sind im Anhang Abschnitt 8.1 zu finden.

3.6.2 Allgemene Ubersicht liber diéfranskriptomanalyse

Die Analyse der bereinigten Transkriptomdaten efjab R & & o MutaR& NI n
Vergleich zum Wildtyp 2.4ihsgesamt 2275,19%) der 437 2Z'ranskripteeine stark veranderte
Expression zeigteAbbildung60). Von dieserwiesen 210 (4,80%) eine erhohted wl G2A 2 x
Ax9,5)und nur 17(0,38%) eine erniedrigte Expressiort (R A0Z; AX9,5)auf. Gene mit einer
solch starken Anderunder Expressiorwurden fiir die nun folgenden Auswertungen in die
Kategorie | eingeteilt.Bezog man weiterhin die wenigestark, aber dennoch signifikant
verandert exprimierterGene mit ein, vergroRes sich die Zahder Transkripteauf 643(14,70%)
der gesamten ZielsequenzeWwon dieserwurden 381 (871%)starker(Rato 2-mZ 1 p T ! X 2
und 35 (030 %) schwacherexprimierte Gene (Ratio 0,57 0,5; Ax9,5) mit einbezogenDiese
Gene wurden in den folgenden Schritten der Analyse als Kategorie Il vermerkt, wahrend Gene
die keine signifikante Anderung ztg in Kategorie Il eingeteilt wden.
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Abbildung 60 : UberHick iiber den
Anteil von Transkmpten, welche im

Ratio < 0,5 L] Gene +SNEt SAOfv #M2%41 pn
Il sRNA differenziell exprimiert werden.
Ratio 0,57 - 0,5 Angegeben sind die prozentualen

Anteile (%) der smgfikant

Ratio 2 - 1,751 | veranderten Transkripte an der
Gesamtzahlder getesteten Gene
Ratio > 2 und SRNAs. Dabei ist die
‘:ll : Gesamtzahl fur die Gene = 432
Q o) D o und fir die SRNAs n = 122

Differenziell exprimierte Transkripte (%)

Betrachtde mandie allgemeine Verteilung fur die Ratios d#NAs auf demicroarray
(Abbildung60), zeige sich, dassnsgesamt 16 (12,5%) der gesamten 128RNAs eine atk
veranderte ExpressiofKategorie Ibesitzen Abbildung60). Davon stiegen 141(,29%)in ihrer
Expession in der Mutante amnd 2 (1,61 %) zeigten verringert&xpressiorisvel 6 w | (0562
Ax9,5). Durch Einbeziehen der weniger stadiffernziell exprimiertenTranskriptekonnte die
Anzahlder differenziell regulierten sRNAsf 28 (22,996) erhoht werdenKategorie Il) Dies
erweiterte die Zahl umveitere 8 (6,50%) starkeund 4(3,51 %)schwacher exprimiertsRNAs

Um die Reproduzierbarkeit der erhaltem Datn sicherzustellen, wurdevon
ausgewahlten Genemlie Expression pereal time RT- PCRquantifiziert (Abbildung 61). Es
g dZNRSyY R Fv-MutanteRad Nidarksten hoher exprimiert&en RSP1574, das am
starkstenschwacher exprimierté&sen RSP3539 und zuletzt ein unverandedxprimiertes Gen
RSP0288 pchl) mit den erhaltenen Ratios demicroarraysverglichen. Zusétzlich wurdesinige
hdher- und schwacheexprimierte Gene stichprobenartig quantifiziettlierbei wurden die Gene
RSP1092 (poB, RSP6158 /RSP1556 puc2AB undRSP6020 fe0A2 getestet.

, Abbildung 61 : Verifizierung der microarray-
= el Uma Rl - PER Daten mittels real time RT- PCRfir die Gene
71 b RSP1574, RSP3539, bchl, rpoE, puc2ABund
g: feoA2 Vergleichend wird die errechnete Ratio
;: 4 0 lpv zu 2.4.1)zwischen demmicroarrays und
34 der real time RT-PCRfiir die einzelnen Gene
3 21 dargestellt.
< 11
o -2-
g3
54
-6-
‘Qéo Q&Yib ‘@o?' Q‘b‘;bo‘, ,\°.;\°‘ O(,}\V
Q Q_Q Q_%

Die erhaltenen Ergebnisse deral time RT- PCR fur die gtesteten Gene konnten die
Anderungen der Genexpressiater microarraysi ¢ A & O K $y- MRt und dem Wildtyp
nach mikroaerobem Wachstum bestéatigen. Fur die Genedie eine deutlich schwéchere
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Expression in deplov- Mutante auf den microarrayszeigten RSP3539 undfeoA?, konnte
diese ebenfalls mittelseal time RT- PCRachgewiesenwerden. Die errechneten Ratios ader
RT- PCRwaren dabei etwas hoheals jene derchips Ein ahnliches Verhaltnis konnbei den
Genen mit éer deutlich h6heren Expressi@uf denmicroarrays (rpoE puc2ABund RSP1574)
gezeigt werdenDieseGenestiegen in dereal timeRT- PCRebenfallsstark an, wenngleich auch
mit einer héheren Ratio. Betrachtetean ailetzt die erhaltenen Ratios des auf dericroarrays
unverénderten bchl, konnte auch hier kein Unterschied zwischen den beiden Methoden
nachgewiesen werden. Beide zeigten legiAnstieg und keine Abnahme den Ratiogwischen
nlovunddemWildtyp 2.4.1

3.6.3 Einfluss von LOV auf die Expression der Photosynthesegene

Mit dem BLUFDomanen Protein AppA(Braatschet al., 2002; Hanet al, 2004)ist
bereits seit einigen Jahren ein Blaulichtrezeptor bekannt, welcher einen grof3en Einfluss auf die
Expression der Gene des Photosyntheseapparates nimmt. Kirzlich wurde ein Einfluss von CryB,
welches als Cryptochrom Blaulicht wahrnimmt, auf die Pigmentbildung Rbalobacter
sphaeroides nachgewiesen(Hendrischk et al, 2009a) Fur das LOV Protein konntein
Photozyklusn vitro nachgewiesen werdefHendrischket al., 2009b) wobei die Funktion des
Proteirsin vivoimmer noch unklar ist.

Bei der Auswertung demicroarrayDaten zeigte sich ein deutlicher Einfluss auf die
Photosynthesegene durch das LOYrotein. Eswar bei einem €il der Gene eine deutliche
Zunahme der Transiptmenge zu beobachte(ilrabelle4). Mit puBAC(RSP6256 undRSP0314
- RSP0315) und pucBA (RSP6158 undRSP1556) waren alle Transkripte der Proteine des
LHAI deutlich starker exprimiert (Kategorie ). Gleichzeitig konet bei einem Teil der
Transkripte, welche fur diBacteriochlorophylt und Carotnoidbiosynthese nétig sinagbenfalls
ein hoheres Expressioesel beobachtetwerden. Bei den starker exprimiertenTranskripten
(Kategorie | & IlI) fand man das bchODEK Operon (RSP0275-0273) fur die
Bacteriochlorophyllbiosynthesesowie mitcrtA (RSP0272) Gene de€arotnoidbiosyntheseDie
hinter crtAim crtAlB¢ Operon befindlicha crtl (RSP0270)- und crtB (RSP0270 - Genezeigen
mit einer Ratiozwischen 1 und 1,5 (Kegorie lll) keine Anderung. Die Genprodukte des
pufQBALMX Operons(RSP0259- 0255und RSP6108- 6109, welches did°roteirbestandteile
desRCund desLHd kodiert, waren mit der Ausnahme vopufQ, pufLund pufX kaum starker
exprimiert(Kategorie 1& IlI).

Verglich man die Ratios der anderen Operons des photosynthetischetluSimsvon
R sphaeroideszeigten diese keine Anderungen in ihren Translaiin (Kategorie 111)So war
eine Ratio von circa eins filie Transkripte de®chMLHBNFOperors (RSP0289- 0284),des
bchCXYZOperons (RSP0263-0263), des bchEJGOperons (RSP0281 - 0279) und des
crtCDEF Operons RSP0267- 0264) nachweisbamDie einzige Ausnahme bildete hiechlund
bch], welcheebenfalls eine deutlich hbhere Expressiorder Mutantezeigte (Kategorie 1).
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Es waren keine signifikanten Anderungn der Transkriptmenge fir die
Photosynthesgerregulatoren AppA RSP1565), PpsRRSP0282) CryB (RSP_307dhd PrrA
(RSP1518) messbar

Tabelle 4 : Rehtive Expressindevel RSNJ t K2 (2 & & y ok 8 \&emBighSzu 2.4/1. n
Vergleichend sind alle Geneangefihrt die an der Syntheseund Regulation des
Photosyntheseapparatebeteiligt sind Die Gene wwen dabeinach ihrer Funktionund ihrer
Kategorie unterteilt.Fur die errecheten Ratios wurdenlie Einzelratios altevorhandenen (eins bis
drei) Sonden der jeweiligeisensequenzerwendet und ihe Mittelwerte berechnet (Rohdaten:
siehe Anhang Abschnitt 8.1).

Gennummer Relative Veranderung in Annotation / funktionelle
(RSP nlovzu 2.4.1 (Ratio) Beschreibung
Pigmentbindendere Proteine des Lichtsammelkomplesl||
Kategorie |
RSP6256 + 30 pucA LHClalpha- Untereinheit
RSP0314 +24 pucB,LHC Ibeta - Untereinheit
RSP0315 +2,0 pucC
RSP6158 +22 puc2A L HClhlpha- Untereinheit
RSP1556 +2,6 puc2B LHCIbeta - Untereinheit

Pigmentbindendere Proteine des Lichtsammelkomples| / des Reaktionszentruis

Kategorie Il

RSP0255 +1,9 pufX Intrinsischer Faktor
RSP0257 +1,8 pufl, Untereinheit RC L
RSP0259 +1,8 pufQ
Kategorie Ill
RSP0258 +1,1 pufA, LHCalpha- Untereinheit
RSP6108 +1,1 pufB,LHCbeta- Untereinheit
RSP6109 +1,4 pufK,Transkiptionsregulator K
RSP0256 +15 pufM, Untereinheit RC M
RSP0291 +1,6 puhA RCH
Bacteriochlorophyllbiosynthese
Kategorie |
RSP0274 +21 bchD Magnesium Chelatase D
RSP0273 +2,0 bchl Magnesium Chelatase Chll
RSP1885 +21 bchJBChl. Synthase J
Kategorie Il
RSP0275 \ +1,8 | bchOMagnesium Chelatase O
Kategorie Ill
RSP02890284 +1-1,2 bchMLHBNFOperon
RSP0281 -1,2 bchE Protoporphyrin- Synthese
RSP0279 +1,2 bchG BChiISynthase G
RSP02630260 +1,0-1,2 bchCXYZOperon
Carotnoidbiosynthese
Kategorie |
RSP0272 \ +21 | crtA, SphaeroiderMonooxygenase
Kategorie IlI
RSP0271 +/- 1,0 crtl, PhytoenDehydrogease
RSP0270 +14 crtB,Squalen / Phytoesynthase
RSP0267-0264 +1,0-1,4 crtCDEF Operon
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Proteine der Photosynthesegenregulation

Kategorie IlI
RSP1565 +/-1,0 appA,Antirepressor von PpsR
RSP0282 +1,2 ppsR Photosynthesegenrepressor
RSP1518 -1,1 prrA response Regulator
RSP_3077 +1,2 cryB,Cryptochrom

Um den Anstieg der pigmentbindenden Proteine des Photosyntheseapparates zu
Uberprifen wurden Gesamtzellabsorptionsspektren vorikroaerob wachsenden Kulturen von
H @ n d movbryverschiedenen Qg aufgenommen und verglichg@bbildung62).

Abbildung 62 : Gesamtzellabsorptions

= 2.4.1 ODgg( 0,4 spektren von R.sphaeroides2.4.1 und
= 2.4.1 0Dg¢ 0,8 nt 2 @nach Wachstum  unter
1.29 — 2.4.1 ODggy 1,2 mikroaeroben Bedingungen. Proben

wurden jeweils bei einer Dy von 0,4,

A/OV OD660 0,4 .
0,8 und 1,2aus mikroaerob wachsenden

== Alov ODSGO 0,8

c
$ 0s- Alov ODggy 1,2 Kulturenentnommen.
2
o
2 0.6-
<

0.4

0.2 T T T \

500 600 700 800 900

Wellenldnge [nm]

Bei den untemikroaeroben BedingungearhaltenenSpektren war bei eimreODseo VON
0,4 kein Unterschied zwischd®.sphaeroide2.4.1 undplov sichtbar.Bei einer O, von 0,8
konnte dagegenein leichter Anstieg in denlov- Mutante bei den relevantenpeaks bei
800/ 803, 850 und 87@m festgestellt werden. Dieser war jedoch naé&hreichen der
stationaren Phase (QR=1,2) nicht mehr sichtbar hier wies 2.4.1 einminimal héheres
Spektrum auf

0«
u»

364 9AyTFftdzaa @2y [h+ | dZF RXHORReBuINS & & A 2 Y

Die Expression der PhotosynthesegeneRrsphaeroideswird eingeleitet, wenn der
Sauerstoffpartiadlruck der Umgebung niedrig istDies dient vermutlich vor allem der
Vermeidung vonphotooxidativem Stress in der Zellevelcher durch das gleichzeitige
Vorhandensein von Sauerstoff, Licht und photosynthetischen Pigmenten hervorgerufen wird.

Eine besondere Rolle spielt datingulettsauerstof{'0,), wekther durch Energietransfer von
angeregten phatsynthetischen Pigmenten auf Sauerstoff entst@Rinalduccet al, 2004) Die
transkriptionelle Antwortt dzZf RAS&aS G2EA&EOKS { I dzSNEG2FFaLIST A ¢
Cl 1 Feeduliert(Braatschet al, 2004; Anthonet al,, 2005; Glaeser und Klug, 2005) & -
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Regulon wurde in den letzte Jahren ausfihrlich beschriebgbBufour et al, 2008)und es
kyyidSy ¢BaktdréaNde "und ™ (Nusset al, 2009)beschrieben werden, welche
downstream@ 2 Y eine Rolle in der Stressantwort spielen.

Bei der Auswertung demicroarray Daten zeigte sich, dassich unter den starker
SELINA YA SNI Sy lob-$nfténie vidleyGerie éfihdgn, welche bereits in friiheren
{ 4 dzR A S$¥- abhéngig beschrieben wurdeiTabelle 5). So warein deutlich erhhtes
Expressionisvd (Kategorie 1) fidie mMRNAs vohFund seinemAnti- * - Faktor ChrRRSP 1092
R Mndpoyv &AOKGO6I NP 5SNI Iy RS NIFdkthry aafiSeaing & I dzS N&
RSdziif AOK KI KSNB 9ELINBaaAz2y oY Fakts 3'2ebigliGeiney = 6 NK |
schwachermnstieg zeigt (Kategorie Ill).

C N NJ R abdbangigen GenghrA (RSP2143), sowieRSP1091-1090, RSP3336 und
RSP1852 konnte ein deutlich erhthtes Expressiens| (Kategorie )nachgewiesenverden,
wéahrend RSP6222, RSP1089 und RSP3424 in der Mutante in geringeremMalie starker
exprimiert waren (Kategorie ICNNJ SAy Sy ¢ SA EReghlénbddry® BSPS3144R S &
RSP1409 undRSP2389) wurde kein signifikanter Anstielgr Expressiofiestgestellt (Kategorie
).

Tabelle5 : Relative Expressiofesvel RS NJ D S y*Sw KRBart 2 b\dim Yeygleigh zu 2.4.1
Vergleichend isein Teil der bisher beschriebenéh- abhéngigen Gene angefiihrt. Die Genedan
dabei nach ihrer Funktion und ihrétategorie unterteilt.Fir dieerrechneten Ratios wurdedie
Einzelratios allevorhandenen (eins bis dieSonden der jeweiligeGensequenzerwendet und ihr
Mittelwert berechnet(Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1)

Gennummer RelativeVeranderung in Annotation / funktionelle
(RSP nlovzu 2.4.1 (Ratio) Beschreibung
“-bzw. Anti-* -ClF { G2NByYy Ay !'BKNy3IAIALSAG G2y
Kategorie |
RSP1092 +2,4 rpoEE | £ G S NG 0K NEINI
RSP1093 +2,6 chrRAnti-* -Cl 1 i 2R g2y
RSP0601 +2,2 rpoHZ | £ ( S NBaktar WD S N.
Kategorie Ill
RSP2410 +1,6 | rpoH| alternative * - Faktor HI
' E. abhangigeGene
Kategorie |
RSP2143 +2,2 phrA DNA- Photolyase
RSP1090 +2,3 Hypothetischekonserviertes Protein
RSP1091 +2,7 Cyclobutan Cyclopropan Syntdse
RSP3336 +2,3 ABG Spemidin - Transporter
RSP1852 +24 HypothetischesProtein
Kategorie Il
RSP6222 +1,8 Hypothetische$rotein
RSP1089 +1,9 Zucker / Kationen Symporter
RSP3424 +1,9 Hypothetische$rotein
Kategorielll
RSP2144 +15 cfaS Cyclopropn Synthase
RSP1409 +1,7 Betalg-H3 / Fasciclin
RSP2389 +1,5 Glutathion- Peroxidase
RSP3077 +1,2 cryB Cryptochrom
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'Y SAYySYy YI 3t AOKSY %dzAl YYSYKLI Y3 FzuzdigerDKSyYy RS
wurde mittels real timeRT- PCRuntersucht, ob die Expression v&8P2228 (lov) abhéngigvon
Singluettsauerstoffst. Dazuvurde R.sphaeroidesnit Starklicht (800N m™) bzw.Methylenblau
und Starklichtd SKIF Yy RSt G2 6+ & 1 dz SAySNiangigeh Sdnényfuhreny R dz] G
sollte. Wie ausAbbildung63 ersichtlich, zeigteRSP2228 keinerlei signifikanteVeréanderung in
seiner Expression durdndukton von photooxidativem Stresda das relative Expressigavel
bei etwa eins liegt.

Abbildung 63 : Bestimmung der
Expressiongvel von lov (RSP2228) in
R.sphaeroides 2.4.1-Kulturen nach
Behandlung mit Starklicht und 0,05pM
Methylenblau (MB) mittelsreal time RT-
PCR Die Kulturen wurden aerob
| | herangezogen und mit 808/ m? WeiRlicht
' y bzw. mit 0,05u4M Methylenblau und
800Wm? WeiRlicht bestrait.  Die
Probenentnahme erfolgte 30min nach
Induktion der Kulturen 1t Methylenblau
-2- Starklicht 0,05 uM MB + Starklicht | bzw. Starklicht Die Mittelwerte mit

Standardabweichung von drei Experimenten
sind dargestellt.

relative Expression von lov
(=Y

Um eine mdgliche hoher8ensitivitatR S Nav - Mutante gegen photooxidativen Stress
zu untersuchen, wurden anschlieBend Hemmhoftests durchggfiim die Uberlebensratevon
H ®n ® mlovday Vergkjthen.Die Fiterpapiere wurden mit Methylenblau (10mM und 5mM)
zur Induktion von Singulettsauerstoffstress, undOH(500mM, 250mM und 100mM) zur
Induktion Peroxidstresdehandelt. Fir die Metlylenblaubehandlung mit 1M wurde zudem
ein Hemmhoftest imDunkeln durchgefihrf um die toxische Vkkungen der Chemikalie mit
einzubeziehen

Abbildung 64 : Auswertung der Hemmbhoftests
37 ] 241 zur  Bestimmung der Singulettsauerstoff
o | Wasserstoffperoxidresistenz in
B Ao R.sphaeroidesn ®n ® m lodzrigegepen ist
2 die GroRe der Hemmhofe von beiden Stammen
nach Behandlung mit 10 wund M
Methylenblau (MB) bei gichzeitiger
1 Bestrahlung mit  8fmolm?s®.  Die
Dunkelkontrolle (D) wurdenicht mit Licht
bestrahlt Die Behandlung mit 9, erfolgte mit
0 500, 250 und 10nM. Der Hemmhofradius von
\&Q’ &b O o O OV je drei unabhangigen Experimentemurde
S & ® O & & gemessen. Angegeben sind die Mittelwerte der
Ol QQ& Messungen und die maximaieAbweichungn
¥ von diesen.

Hemmbhof (cm)
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Die durclyefiinrten Hemmbhoftests fiiR.sphaeroidest ® n ® mlovdejfenwpder nach
Behandlung mit Methylenblau, noch nach Behandlung rpid;I8ignifikante Unterschiede in der
GroRRe ihrer HemmhofeEsfiel auf, dass selbst hohe Konzentragonvon HO, nur zu sehr
kleinen Hemmbhofen flhren (unterdm).

Bne direkte Regulation vonRSPH H HYy  RUzkabBre unter den getesteten
Bedingungenausgeschlossen werden.ieD grol3e Zahl an beeinflussten Genen auf dem
microarray lie3 aber dennoch auf einen Zusammenhang zwisctlem LOV Protein und der
Singulettsauerstoffantwort schlieReAus diesem Grundiurde indennun folgenden Versuchen
Bedingungen ermittejtunter welchender Blaulichtrezeptodie groRte! dza ¢ A NJ dzy'=3 | dzF
Regulation hat. Dazu wurde einbereits vorhamenes phrA::lacZ Reporterkonsrukt (in
pPHU234)verwendet welches daslacZz- DSy dzy G SNJ Y 2 yabhaBgigdnhrA-R S &
Promotors(RSP2143) enthalt(Hendrischlket al, 2007) Werden die Kulturen photoaativem
Stressausgesetzt, fuhrt dies zu einer messbaren Erh6hung dé&dlaktosilase- Aktivitat in den
Zellen. Fir die Versuche wurden Kulturen des Wild®gsldzy R RS Miitamte mit dem
Reporterkonstrukt unter aeroben unahikroaeroben Bedingugen angezogen und anschliel3end
auf eine Olgy von 0,2 verdinnt. @ Kulturenwurden mit und ohne Licht bzw. Methylenblau
inkubiert und bei einer Ofg von 0,4 und 0,8 Proben entnommen. Zidigh wurden als
Kontrolle die mit dem Reporterkonstrukt verseheneStamme TF18derl f & ChrR- Mutante
keine Induktion zeigen solltelzy” Rchrify welcher durch das éhlen des Anti* - Faktors eine
dauerhafte Induktion zeigen sollte, verwend&a auch ein Teil der Photosyntlegene durch
die Deletion vonlov betroffen war, wurdezudem die PUHAdMutante, ein Stamm ohne
intaktes photosynthetischeRCverwendet

Die durchgefuhrten RGalaktosidaseassays (Abbildung 65) zeigten bei aerobem
Wachstum (A) und aerobem Wachstum mit Weil3licht (B) vergleichb&al&ktosidasevel Der
2 Af Rieé L) HlovraMutarfe uRdA die Rpaktionszentrumsmutante PUHZ2digten eine
ahnliche R-Galaktosidaseaktitat Uber den Versthszeitraum.Vor Versuchbeginn wadie
Aktivitat stets am hdchsten und nach dem Verdiinnen kam es zu einenteleiébsinken. Eine
Ausnahmewar der ODy0=0,4 Wert der PUHAL1 Mutante unter aeroben Bedingungen mit
Bestrahlung(B), wo ein leichter Anstieg eifjte. Die Aktivitatdevel in allen Stdmmen waren
jedoch ahnlich. Setzte man die Zellen unta@kroaeroben Bedingungen photooxitivem Stress
aus (C), zeigte sickass der Ofg=0,4- Wert stets hoher waals der Oy = 0,2- Wert, aber
der letzte Messwert wieder abfiel. Unter diesen Bedingungenkear signifikanter Unterschied
sichtbar, mit Ausnahme des @p=0,4 Weres der PUHA1Mutante, welcher deutlich héher
lag als in den anderen beiden Stdmmen. Betrachtete rzatetzt die Kulren bei aeroben
Wachstum und Stressinduktion durch Weil3licht und Methylenblau (D), war eine deutliche
Induktion in allen drei Stammen bkibar. Eszeigte sich, dss diese in 2.4.1 und der PUHAL
Mutante starker vorlag (Anstieg um ca. %)l f &  Algv- Muritd (Anstieg um ca. 1%).
Vor allem die Induktiordes ODs0=0,4- Wertes war signifikant niedriger als in den anderen
Stamme® 5 A S Y2y (i NEchrRvSriielteh GishyuterdajeiR Begingungen ahnlichieD
a S & 4dzy3Sy" ChnR MREBBIITFL8 zeigten keine Induktion ynahit Ausnahme von
aeroben Bedingungen mit Licht (Bine stetige Abnahme der RGalaktosidasealktitat. Die
Messungenin der Anti-* - Faktors-a dzii | yekirBergabendurch die konstitutive Rtivierung
des Promotorextrem hohe Werte.
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Abbildung65Y . S& G AYYdzy3d RSabhahgigénghd Pronmbiors h&@Everschiedenen
Wachstumsbedingungen in den StammeR.sphaeroidesH ® n dow,>PUHAL ¢ Cmy dmRR n
mittels eines - Galaktosdase- Reportkonstruktes.Fur den Versuch wurden Zellen unter aeroben
Bedingungen uber Nacht herangezogen und anschlielend auf eiggy ©,2 verdinnt. Die
Inkubation erfolgte weiter unter aeroben Bedingunge), (unter aeroben Bedingungen mit 85 pmol
m? s* WeiRlicht B), unter mikroaeroben Bedingungen mit §&nolm?s* WeiRlicht und 0,05M
Methylenblau ) und wter aeroben Bedingungen mit §Bnolm?s® WeiRlicht und 0,05M
Methylenblau D). DieProbenentnahma erfolgten beieiner ODyso von 0,4 und 0,8. Dargestellt sind

die Mittelwerte mit der hochsten Abweichung aus zwei Experimenten.

3.6.5 Weitere durch die LOVY Deletion beeinflusste Gene

9AYS 4SAGSNE . Silok MukaitelzgoalierlRrs GeheAzgigte RiBeNReihe
weiterer differenziell exprimierter Gene. Da diese keinem bekannten Regulon zugeordnet
werden konnten, wurden sie nach ihrer Funktionunterteilt. Es wurden nur die Gene
bertcksichtigt deren Ratios in Kagorie | (Ratiok2 oder RatiokD,5; Ax9,5) fielen.Weiterhin
wurden von den in Kategorie | befindliche27 stark durch didov- Deletion beeinflussten
Genen 76 (33,5%) aus der Auswertung ausgeschlossen werden, da es sich um hypothetische
Proteine handelte.

Bei den verbleibenden Transkriptéiel dieverhaltnismafig hohe Anzahl dmansporer -
Proteinen auf, welche mit 21 Genen (9,25) fast ein Zehntel der stark unterschiedlich
exprimierten Transkripteausmachten Tabelle6). Die genaueBetrachtungergah dass ein Teil
am Transport von Kohlenhydratverbindungen (RSP_2R8PE_3948, RSP_39&{P_3501) und
ein groRRer Teil an der Entgihg der Zelle von Antibiotika bzvantimikrobiellen Peptiden
beteiligt ist RSP0229, RSP0460, RSP0461, RSP1479, RSP2700, RSP3131, RSP3250,
RSP3603, RSP3318). Desweiteren waren drei Hairansporter unter den Proteinen der
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Kategorie | zu finderhfnuS ccmA ccmq. Dies war vor allem vor dem Hintergrund derder
nlov - Mutante niedriger exprimierten Gen®SP3539, RSP3540 undRSP1114, welche RTX
(repeats in toxijphamolysinhomologer®Bteine kodieren, interessant.

Nur ein Ay  RdvMNMutgnte schwéacher exprimiertefTransporter befand sich in
Kategorie | der EisentransportefeoA2

Tabelle6 : Relative Expressiofsvel RSN RAFFSNBYT AStt SELINNVImMSNI Sy ¢
Vergleich zu 2.4.1Vergleichend sind alle annotierten Transportproteine der Kategaigfigefihrt.

Die Gene wrden dabei nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie unterteilt. Flediechneten Ratios

wurden die Einzelratios allevorhandenen (eins bis drei) Sonden der jeweiligen Gensequenz
verwendet und ihe Mittelwerte berechnet.Bei einer Ratio kleimel wurde der negative Kehrwert

berechnet um die Abnahme des TransKepels besser zu veranschauliche(Rohdaten: siehe

Anhang Abschnitt 8.1)

Gennummer Relative Veranderung in Annotation / funktionelle
(RSP nlovzu 2.4.1 (Ratio) Beschreibung
Transportproteine
Kategorie |

RSP0O008 +2,9 DME Familie Transp.
RSP0228 +2,2 hmusS putativer Ham- Transp.
RSP0229 +24 multidrug efflux- Transp.
RSP0460 +2,0 AaB/AcrD/AcrF KationenTransp.
RSP0461 +2,2 multidrug/Kationen- Transp.
RSP1479 +2,0 Oppc ABC OligopeptidTransp.
RSP1665 +2,2 putativer RhtB FamilieTransp.
RSP1801 + 2,0 ccmA ABC HamTransp. ATPase
RSP1803 +2,1 ccmCABC Ham Transp.
RSP1853 +25 TrkH2 Kalium- Transp. H2
RSP1854 +20 trkH3,Kalium- Transp. H3
RSP2602 +2,0 pstA ABC PhosphafTransp.
RSP2700 +2,1 ABC OligopeptidTransp.
RSP2701 +2,3 ABC Oligo/Disaccharid ransp.
RSP3057 +2,3 ABC Prolin/GlycinTransp.
RSP3131 +2,2 ABC Peptid Transp.
RSP3159 +2,2 ABG Transp. ATPase
RSP3250 +2,2 ABC Peptid Transp.
RSP3318 +2,0 acrB,Kationenmultidrug - Transp.
RSP3603 +2,1 ABCefflux- Transp.
RSP3948 +2,0 ABC ZuckerTrang.
RSP3943 +2,2 ABC ZuckerTransp.
RSP3501 +2,0 yurM, ABCZucker- Transp.
RSP7385 +2,5 Threoninefflux- Transp.
RSP6020 -2,1 feoA2 Fé" - Transp.

Das mehrfache Auftreten vostarker exprimierten GemeA Yy Ro$-Nltante, welche
am Molybdan Transport bzw.der - Cofaktor Synthese beteiligt sindrgbelle 7), konnte
beobachtet werden Dies warim Zusammenhang mit dersehr deutlich inplov héher
exprimiertennif - Genen interessant welchedie Nitrogenase voR.sphaeroidesodieren.
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Von den nif-Genen waren die ersten Gene des OperomsfA (RSP0547), nifB,
RSP0545,nifZ (RSP0544),fixU (RSP0543),RSP0542 in Kategorie | einzuordnen, wahrend die
im nif - OperonfolgendenGenenifHDKEXQUSVWiNKategorie Il und Il fallen wirdeldie Gene
waren jedochnur schwach exprimiert und wurdedaher durch ihren niedrigen AVert fur die
weitere Auswertung nicht beachteDie vomnif - Operon synthetisierten Proteinkesitzn eine
Verbindung zum Molyhihstoffwechsel, da dieses Ubergangsmetall einen essentiellen Cofaktor
fur die durch die Gene synthetisieriditrogenase darstelltDie inTabelle7 beschriebenen Gene
liegen nur geringfugigber dem gesetztethresholdfir den A- Wert von 9,5.

Tabelle 7 : Relative Expressiotsvel der am Molybdanstoffwechsel beteiligten und dérenziell

exprimierten Gene A Yy lovhim Vergleich zu 2.4.1.Vergleichend sind alle annotierteram

Molybdéangoffwechsel beteiligten Transkriptder Kdegorie | angefihrt. Die Gene wden dabei
nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie unterteilt. Fur elieechneten Ratios wurdedie Einzelratios
aller vorhandenen (s bis drei) Sonden der jeweiligen Gensequenz verwendet uadviittelwerte

berechnet(Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1)

Gennummer Relative Veranderung in Annotation / funktionelle
(RSP nlovzu 2.4.1 (Ratio) Beschreibung
Molybdanstoffwechsel
Kategorie |
RSP3872 +24 Molybdéan- Pterin- Bindeprotein
RSP3049 +2,3 moeA,Molybdén Cofaktor Synthase
RSP3050 +2,1 Molybdan Cofaktor Synthese
RSPQO738 +2,0 mobA,Molybdopterin- Synthase
RSP3869 +3,3 modC ABC Molybdan Transporter
RSPQ537 +24 nifN, Molybdan- Eisen Protein
RSP3868 +2,2 ABC Molybdan Transporter

2 Syy YIy Rov-3Mutanie deRtkcNdchwacer exprimierten Gene betrachtete, fialf,
dass hier eia groRe Anzahl von rRNZenen(RSP4294,RSP4347,RSP4395 undRSP4355)in
Kategorie |(RatioXD,5, Ax9,5) fallt. Gleichzeitig war eine grol¥nzahl der Gene von
ribosomalen ProteinefRSP17201723,RSP0141,RSP1730,RSP1719,RSP1701,RSP1708)
deutlich schwéacher exprimiert, was darauhwies, dass die Translation durch das Fehiem
LOVgehemmt wurde(Tabelle8). Wirde man noch die iplov schwéacheexprimierten Gene der
Kategorie Imit einbeziehen, héttesich die Zahder Gene fur ribosomale Proteimoch deutlich
erhoht (RSP1700,RSP1728,RSP1717,RSP3590,RSP1733,RSP1716,RSP1729,RSP0139,
RSP0140, RSP1731, RSP1709 und RSP3820) und um mehrere Translations
ElongationsfaktorenRSP1714,RSP1707und RSP 2861)erweitert. In Kategorie Il wéren zwei
schwéacheexprimiertetRNA Gene aufgetauchREP4336 undRSP 4346)
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Tabelle 8 : Relative Expressiotevel der an der Translation beteiligten und differenziell
expNA Y A S NIi S ylov inSuér§leich yu 2@.1Vergleichend sith an der Translation beteiligte
Gene der Kategorie dufgefuhrt. Die Gene werden dabei nach ihrer Funktion und ihrer Kategorie
unterteilt. Fir die errechneten Ratios wurdedie Einzelratios allevorhandenen (eins bis drei)
Sonden der jeweiligen Gensequenz verwendet une iklittelwerte berechnet. Bei einer Ratio
kleiner 1 wurde der negative Kehrwert berechnet um die Abnahme des Tramskelstbesser zu
veranschaulichefRohdaten: siehe Anharfgbschnitt 8.1)

Gennummer Relative Veranderung in Annotation / funktionelle
(RSP nlovzu 2.4.1 (Ratio) Beschreibung
Translation
Kategorie |
RSP4294 -3,2 16S rRNA
RSP4347 -3,2 16S rRNA
RSP4295 -3,1 23S rRNA
RSP4355 -2,5 23s rRNA
RSP1720 -2,1 rpsSribosomales Protein S19
RSP1723 -2,0 rplP, 50S ribosomales Protein L16
RSP1722 -2,0 rpsG 30S ribosomales Protein S3
RSP1721 -2,0 rplV, 50S ribosomales Protein L22
RSP0141 -2,1 ribosomales Protein L9
RSP1730 -2,0 rplF, 50Sibosomales Protein L6
RSP1719 -2,0 rpIB,50S ribosomales protein L2
RSP1701 -2,0 rpld Ribosomales Protein L2
RSP1708 -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 getre{@ottesman, 2005; Romist al,, 2006;

Waters und Storz, 2009m Rahmen einer Kooperation nadér Gruppe von Jorg Vogahdvax -

Planck Institut fur Infektionsbiologie (Berlinjurden dahemittels 454- pyrosequencingRNAs

in R.sphaeroidesdentifiziert, de nach (photo)oxidativem Stresmesonders abundant in den

Zellen sind (Berghoff et al, 2009) Um herauszufindeh 206 RA Sadds -Matghte RS NI p
differenziell exprimiert sind, wurden gegen diese sRNA Sequenzen ebenfalls Sonden auf den
microarrayserstellt. Esl SA34GS &aAO0OKX Rl &aa SiAyS @Nmtafe %l Kf
differenziellim \ergleich zu 2.4.&xprimiertwurden (Tabelle9).

Insgesamtkonnten 16 stark regudrten sRNAs (Kategorie |) und sectshwacher
regulierte SRNAgKategorie ll)dentifiziert werden Esfiel auf, dass nur zwei sRE# Kategorie |
A Ylov pchwéacherund 14 starkeexprimiert waren wahrend in Kategorie Vlier eine Ratio von
kleiner 0,57und sechs eine von grol3er als 1[¥diten.

Betrachtee man nur die bereits in ihrer Funktion beschriebenen sRiX&ge sich bei
RSs0019 eine deutlich hoherExpressiorund beiRSs0682 eineschwachere Expressigbeide
Kategorie I)der Mutanteim Vegleich zu 2.4.1. FIRSs0680a kmnte eine hdhere Expression
beobachtet werden (Kategorie 1), wéhreddee Expression voRSs2461 und RSs1543 etwas
weniger starkwar (Kategorie Ill)Die an der Photosyntheseregulation beteiligte sRR&$2430
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(Mank, 2009)war in dernlov- Mutante mit einer Ratio von 2,8ine der am starkstemoher
exprimierten SRNAs.

Tabelle9 : Relative Expressiofsvel R S NJ & w oV ish Vekgjeichnzu 2.4.1Vergleichend sind die
sRNAsder Kategorie | undlImit unbekannter Funktionaufgefiihrt, sowie alle mit bereits
identifizierten Merkmalen Die sSRNAsvurden nach ihrer Kategoei und ihrer moglichen Funktion
unterteilt. FUr die errechneten Ratios wurdewlie Einelratios alle vorhandenen (eins bis drgi
Sonden dergweiligen sRNAequenz verwendet und i@rMittelwerte berechnet.Bei einer Ratio
kleiner 1 wurde der negative Kehrwert berechnein die Abnahme des Transkiptelsbesser zu
veranschauliche(Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1)

SRNA Nmmer Relative Veranderung in funktionelle Beschreibung
(RS3 nlovzu 2.4.1 (Ratip
sRNAs mit Hinweisen auf eine mogliche Funktion
Kategorie |
RSs0019 +2,8 " E_ abhangigexprimiertesRNA
RSs0682 -2,0 0, - abhangig prozessiestsRNA
RSs2430 +2,9 Photosyntheseegulation
Kategorie Il
RSs0680a +1.,8 \ '0,- und O, - abhéngige SRNA
Kategorie lll
RSs2461 +1,7 Cotranskript mit OmpR
RSs1543 +1,7 “H M abhangige SRNA
SRNAs ohne beschrieberainktion
Kategorie |
RSs2863 +23
RSs0770 +23
RSs0182 +2,0
RSs0299 +21
RSs0512 +2,1
Egzgggg : 21 Nachphotooxid.ativemStress
RSs1368 £2.0 angereichert
RSs1624 +23
RSs0148 +25
RSs1018 +2,6
RSs0979 +2,7
RSs2710 +3,2
RSs0552 -2,5
Kategorie Il
RSs1508 +1,8
RSs0245 +1,8
E:iﬁg;g : 13 Nach photanxid_ativemStress
RSS0136 +109 angereichert
RSs0703 +1,9
RSs2249 -2,0
RSs0390 -2,0
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Eine genauereBetrachtung der erhaltenen Fluoreszenzrohdaten ermdglichte eine
Aussage Uber die relative Abundanz der getesteten sRDBAIr diemicroarraysdirekt dieaus
den Zellen isolierte RNA my3/ Cy5 markiert wurde, erhielt man durch die gemessene
Fluoreszenz eine zuverlassige Aussage uber die relative Haufigkeit der Ziele der einzelnen
Sonden.BesalRen diese ein sehr hohes Fluoresieeet deutete dies auf eine sehr hohe
Abundanz in der Zelhin und man konnte &rgleictend zu Bekannten, sehr st&r exprimierten
mRNAgz.B. denpuf - oder puc- Operon) einen Uberblick tiber die Abundanz der SRNA in den
Zellen erhalter{Tabellel0).

Tabelle 10 : Zusammenfassungder relativen Fluoreszenzwertgabsolute Fluoreszenz minus dem
Fluoreszenzimtergrund) fur Cy3 / Cy5 fir besonders abundante SRN&As dempyrosequencingim
Vergleich zu besonders stark exprimierten mRNA¥Wergleichend sind die Rohdaten der
Fluoreszenzmittelwerteaus deneinzelnenSondenangegeben. Lagedabei mehrere Sonden pro
sRNA vor, wurde zunachst der Mittelwert aus den vorhandenen Einzelwerten geldiggem
musde beachtet werden, dass die maximaéssbare relative FluoreszedesGerates bei 65.000 lag,
d.h. hohere Werte konntennicht vorliegen. Es wurden jeweils die Mittelwerte aus den
Fluoreszenzwerten der Einzelsonderechnet(Rohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1)

Gennummer RSP bzw. sRNA (RS} Relative Fluoreszenz Relative Fluoreszenz
Nummer Cy3(nlov) Cy5(2.4.1)

Abundante mRNAs

Kategorie |
RSP6256 pucA \ 29.00 \ 16.000
Kategorie 11
RSP0257 pufl) \ 12.000 \ 6.500
Kategorie Ill
RSP0258 pufA) \ 25.500 \ 23.000
Abundante sSRNAgyrosequenciny
Kategorie |
RSs2430 65.000 23.000
RSs0770 20.000 8.500
RSs0680a 26.000 48.000
RSs0552 31.000 63.000
Kategorie Il
RSs0682 44.000 25.000
RSs0635 38.000 56.000
RSs2363 48.500 64.500
RSs0775 34.000 58.000
RSs2249 26.000 47.000
Kategorie IlI
RSs2978 21.000 20.000
RSs2461 51.500 32.000
RSs1740 40.000 23.000
RSs1543 58.500 34.000
RSs1386 48.000 26.500
RSs0940 25.000 30.000
RSs0510 42.000 62.000
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RSs0504 57.000 52.500

RSs0442 59.500 58.000

RSs0422 (sense) 13.500 15.000
RSs0351 54.000 60.000

RSs0293 20.000 16.000

RSs0252 47.000 61.000

RSs0243 40.000 49.500

RSs0140 13.000 14.500
antisensezuRSP3837 (Hyp. Pratin) 29.500 40.000
antisensezuRSP2351 (Hyp. Pratin) 31.500 26.500
antisensezuRSP1198 (Hyp. Pratin) 12.000 13.500

Verglich manzunachst nur die hdchsten Fluoresziewel fir die mRNAs mitden
hochsten der sRNAs, zeigte siatass einige der sRNAs deutlich h@&hé&iluoreszenzwerte
besalRen und mit \&ften nahe 65.000 sogar diBetektionsgrenze des Gerates erreichten
(RSs2430, RSs0552, RSs2363, RSs0351 undRSs0510). Neben dieseiVerten existierten
noch eine groRe Al deren relative Fluoresre die der pigmentbindenden Proteineed
Photosyntheseapparates uomgefahr és ppelte tberschritf{RSs0635,RSs0775,RSs1543,
RSs0504 undRSs0442). Die restlichen iffabelle 10 erwahnten sRNAs zeigterergleichbar
hohe Fluoeszenzwrte wie die am starksten exprimierten mMRNA®RIiSphaeroides

Neben den in intergenischen Regionen befindlichen kleinen RNAs fielen bei Betrachtung
der Rohdaten auch einige sRNAs durch hohe Fluoreszenz auf, walthensezu bereits
bekannten Genen Gen. Es handedt sich um antisenseRNA zuRSP3837, RSP2351 und
RSP1198, welte alle hypothetische ProteineHieren.

Von den sRNAs mit einer bereits beschrieberfaunktion fielen vor allem diéO, -
abhangig prozessierteRSs_0682 und diean der Photosythesegemegulation beteiligte
RSs2430 aus Kategorie | durch hohe Fluoreszenzwerte auf. In Kategatiehte erneut die'O,
und O; - abhéngige sSRNRSs0680a unter den besonde stark exprimierten SRNAs auiie
Ay~ Hl abhangige SRNRSs1543 und die mit OmpR cotranskribief®&Ss2461 waren unter
den besonders stark exprimierten sSRNiis Kategorie [Hu finden.

3.7 Vergleich der Transkriptomeson R sphaeroides2.4.1 undnlov nach
Blaulichtbestrahlungund photooxidativem Stras

Der erste Test des selbst erstelltemicroarrays (Abschnitt 3.4)hatte auswertbare
Ergebnisse geliefert und durch den Vergleich der Transkriptome omt@oaerobemWachstum
konnten grundsatzliche Abweichungen in der Genexpi@s vonder nlov- Mutante und dem
Wildtyp gezeigt werden Eswurden daher weitere Transkriptomanalyseunter spezifischeren
Bedingungen durchgefuhrDie Zellenwurden zum einen mit Blaulichbestrahlt, da bis zu
diesem Zeitpunkt kein direktelichtabhamgiger Effekt des LOV Proteins beobachtet werde
konnte, obwohl diesesn vitro einen blaulichtabhangigen Photozyklus zdigendrischket al,,
2009b) Zum anderen wurddie Genexpression nach photooxidativerteSs untersucht, da die
Auswertung der Transkriptomenter mikroaeroben Bedingungen eine starkere Expression des
*E.Regulons in denlov - Mutante nachwiegAbschnitt 3.4.4)
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Die Kulturendes Wildtyps und deplov - Mutante wurden zu Versuchkbeginn auf eine
ODyso von 0,2 verdunnt undfir die BlaulichtversucheanschlieRendunter semiaeroben
Bedingungen(3,2- 4 mgl™ O,) bei 32°Mis zu einer O, von 0,4 wachseedassen. Die Zellen
wurden daraufhin fur eine Stundeit 20pmol m? s* Blaulicht bestrahlt undanschlieBend
geerntet. Um die Zellen photooxidativem Stress auszusetzen wurden die Kulturen auf gige OD
von 0,2 verdunnt, mit 0,AM des Photosensibilisierers Methylenblau versetzt und anschlie3end
unter Begasung mit Raumluft &mg I* O,), bis zu einer O, von 0,4 wachsemdassen. i
Zellenwurdenfir 7 min mit 800W m™ weiRem Starklicht bestrahlum photoxidativen Stresis
der Kultur zu erzeugen

Abbildung 66 : Quantifizierung des

A * O oz | MRNA-levels der Gene rpoZ und
27Vttt |®e- PUc2AB/ rpoE mittels real time RT-
27 F 1 L L PCR TNNJ H®ndlev nattly R n
%20. I B P U U N AN R N e e Blaulichtbestrahlung (A) und

photooxidativem Stress (B) Der
Graph zeigt die Zyklenzaldt (Wert),
bei der dierelative Fluoreszenz der

) ‘v % > 9 © ‘v » > 9 ©
o o N S S SR sechs 2.4.1 (2.4.16) - und der sechs
* N v R e nlov 0 Ipv 1) - Kulturen den
5 definierten Schwellenwér
B O oz | Uberschritt
244 e Y Y11
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Im Weiteren wude mit der RNAgenau wie furersten microarrayverfahren(Abschnitt
3.2.1) Fur alle durchgefiihrten Experimente wurde wieder eieal time RT- PCRlurchgefuhrt
(Abbildung 66), um ein gleichmaRige&xpressiorsvel fur je ein Transkriptsicherzustellen
welches unter den gewdahlten Bedingungen einen starken Effekt ezelgir die mit
blaulichbestrahlten Kulturen wrde das Expressiolevelvon puc quantifiziert, da dieses durch
die Bestrahlungdeutlich reduziert sein musste. Als Kontrolle firsExpressionsvelin den mit
Singulettsauerstoffstress behandelten Kulturen wurgeEo D Sy SA/Bryiendd, da dieser
nach 7min Stress stark induziert sein sollte. Es konnten nur geringfligige Abweichungen in den
Expressionisveln von rpoZ (0,53 Zyklen firBlaulichtbestrahlungbzw. 0,83 Zyklen fur
photooxidativenStress)puc2AB(1,58 ZyklehundrpoE(1,97 Zyklenyemesen werden

Da durch einen von Bork Berghoff durchgefihrigrldown mit dem Hfq Protein von
R.sphaeroidesveitere sSRNAs iddifiziert werden konnten, wurdelasdesigndesmicroarrayfir
die nun folgenderAnalysen um weitere 28RNAgzu einer Gesamtzakibn 144sRNA®rweitert.
Zudem wurde demicroarrayvollstandig mit Sonden geflillt, so dass keine leepotsmehr auf
der Oberflache deslidesvorlagen, was zu einer Erhéhung der Gesamtsondenarfeadtir als
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drei) fur zuféallige Gene fuhrteEs wurderkeine neuen Sonden generiert, sondern nur Duplikate
von bereits vorhandenen Sonden erstellt.

3.7.1 Aufbereitung der Rohdaten

Fur die erste Qualitdtsabschéatzung @emgescanntermicroarraysvurden wie bereits fur
den erstenchip zunéchst ein MAlot (Abbildung67) durchgefuhrt und anschlie3end die Werte
gegen den Hintergrund korrigiert und nach LOWESS normalisiert (siehe Absgihil).

Nach der Normalisierung der Daten zeigtiaseerneut den erwartetenclusterum die
Nulllinie. Betrachtete man die MARlots fiel zuerst auf, dass vor allem nach Blaulichtbestrahlung
mehr Gene einen negativen-Mert, d.h. einen Wert 9, besitzen. Dieserftekt war auch unter
photooxidativem Stress sichtbar, jedoch weniger stalffallig war zudem dieim Vergleich
zum erstenchip, stark nach rechts verschobene Verteilung denerte, weshalb dethreshold
von 9,5 nicht mehr verwendet werdétonnte. Dieser Unterschied lagm der Verwendung eines
anderenscannergAgilentDNAmicroarray scanngrbegriindet, was zu einer Verschiebuder
gemessenen Rohfluoreszenzwerféhrte. Da sich dadurch auch der Bereich in dem die
Rohwerte noch zuverlassig singrsctoben hat, wurden fir die weitere Auswertung nur Sonden
mit einem A- Wert von mindestend2 mit einbezogeifRohdaten: siehe Anhang Abschnitt 8.1)

Abbildung67 : MA - Plot der korrigierten Daten fimicroarray 1 (links) undmicroarray 2 (rechts)
@2y H on dovnachBAWdfitbestrahlung (A) und photooxidativem Stress (Bie Einzelwerte

sind zuerst einer Hintergrundkorrektur und anschliel3end einer LOWESS Normalisierung unterzogen

worden. Die einzelnen Datenpunkte der itben microarrays sind jeweils anhand ihresv -
(Berechnung sieh&ormel 5, Abschnitt 3.6.1) und ihres A- Wertes (Berechnung sieheormel 6,
Abschnitt3.6.1) aufgetragen.
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3.7.2 Allgemeine Ubersicht tiber die Transkriptomanalyse

Die Analyse der bereinigten Transkriptomdat¢éAbbildung 68) ergab, dassnach
Blaulichtbestrahlungh y  RdyNMutgnte im Vergleich zum Wildtyp 2.4.ihsgesamt 305
(6,98%) der 872 Gentanskripte eine stark veranderte Expression zeigtéategoriel). Von
diesenbesaRen 2255,15%) eineerhdhte 6 w I (24 @x12xund 80 (183%) eine erniedrigte
Expression (R A0%; AX12). Bezog man weiterhin die wenigstark, aberdennoch signifikant
differenziell exprimierterGene mit ein, vergrol3&e sich die Zahl auf 4519,32 %) der gesamten
Zielsequenzen. Bwsurden 103 (236 %) starker exprimiertgRatio 2- MmZ 1T p T ) und 3 MH
(0,9 %)schwacher exprimiert&ene(Ratio 0,57 0,5; Ax12) mit einbezogeriKategorie Il)

Vergleiched dazu ergab @i Analyse derTranskriptomdatenunter photooxidativem
Stress, dass hier mit 446 deutlich verandert exprimieieanskripten 10,20 %) mek betroffen
warenals unterBlaulichbestrahlung (Kategorie I). Besalen 347 (94 %) eineerhdhte und 99
(2,26%) eine erniedrigte ExpressioDurchdas Einbeziehen der Gene der Kategorim Itie
Auswertungkonnte die Zahl der differenziell exprimierten Zielsequenzen um 1981 %)
starker exprimierteund 85 (194 %)schwacher exprimiert@ranskripte auf eine @samtzahl von
724 (1656 %) erhoht werden.

Abbildung 68 : Uberhlick tiber den
Anteil von Transkripten, welche im
+ SNHEf S A IOKzu 212 nten
Blaulichtbestrahlung und phote
oxidativen (*O,) Stressdifferenziell
exprimiert werden. Angegeben sind
die prozentualen Anteile (%) der
signifikant veranderten sRNAsn
der Gesamtzahl der Transkripte der
getesteten Gene. Dabei ist die
Gesamtzahl fur die Gene= 4372.

Betrachtete man @ allgemeine Verteilung ddRatios der SRNA#Abbildung69) auf dem
microarray nach Blaulichtbestrahlungzeigte sich, dassisgesamt20 (13,88%) der 144sRNAs
eine stark veranderte ¥pression (Kategorie 1) bdsan Davon stiegen9 (6,25%) in ihrer
Expession in der Mutante aond 11 (2,78%) zeigten verringertievel Durch Einbeziehen der
weniger starkregulierten sRNAkonnte die Anzahtler differenziellexprimiertenTranskripteauf
26 (18,05%) erhoht werde (Kategorie 11). Dies erweiterte die Zahl weitere 4(2,78%) starker
exprimierteund 2 (1,39%) schwéacher exprimier&RNAs

Unter Singulettsauerstoffstress zeigten 32 (2222 der sRNAs eine stark veranderte
Expression. In der Kategorie | stiegen (9472%) der Transkripte stark an und 18 (12%pD
zeigten eine deutlich schwéchere Expression in der Mutante. Ciantteziehen der sSRNAs der
Kategorie Il erhéhte sich diese Zahl geringfiigig um 2 ¢b)3%rker exprimierteund 9 (6,25%)
schwacher exprimiert@ranskripte.
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