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1 Einleitung

Mikroorganismen zeichnen sich durch eine hohe Stoffwechselvielfalt aus. Sie kénnen die
unterschiedlichsten 6kologischen Nischen besetzen, unabhéingig vom Nahrstoffangebot, der
Salinitdt oder von Extremtemperaturen. Erfolgreiches mikrobielles Wachstum erfordert
die Anpassung an wechselnde Umgebungsbedingungen mit einer effizienten Energiegewin-
nung. Ohne mikrobielle Anpassung konnen wechselnde Umweltbedingungen (todlichen)
Stress auf Bakterien ausiiben. In aquatischen Lebensrdumen z.B. variieren tiber kurze
und lange Zeitraume Temperatur, Sauerstoffkonzentration oder Lichtbedingungen stark.
Auch tiben biologische Faktoren Selektionsdruck aus, z.B. die von Mikroben an die Umwelt
abgegebenen Antibiotika. Die bendtigte Energie fiir erfolgreiches Wachstum kénnen Bak-
terien iiber verschiedene Arten gewinnen: Photosynthese, anaerobe und aerobe Atmung
sowie Géarung. Rhodobacter capsulatus und Rhodobacter sphaeroides sind zwei Bakterien,
welche alle vier der genannten Arten der Energiegewinnung nutzen kénnen. Sie leben
hauptséchlich in aquatischen und damit sehr dynamischen Habitaten. Beide Arten sind

als Modellorganismen fiir bakterielle Genregulation etabliert.

1.1 Rhodobacter als Modellorganismus

Die Gram-negativen Alphaproteobakterien R. capsulatus und R. sphaeroides sind zwei nahe
verwandte Vertreter der Gattung Rhodobacter. Als Nicht-Schwefelpurpurbakterien verfiigen
beide Arten iiber eine charakteristisch groie Stoffwechselvielfalt. Nicht nur betreibt Rho-
dobacter Stickstofffixierung (Avtges et al. 1985) und Biosynthese von Polyhydroxybutyrat
(Kranz et al. 1997), Rhodobacter gewinnt auch iiber mehrere Wege Adenosintriphosphat
(ATP), ndmlich durch anoxygene Photosynthese, aerobe oder anaerobe Atmung und Gé-
rung (Kranz et al. 1997; van Niel 1944; Yen und Marrs 1976). Zwar lebt Rhodobacter
auch in Béden (Lin et al. 2014; Zhao et al. 2009), jedoch kommen die meisten Vertreter
tiberwiegend in Stf- und Salzgewéssern vor (van Niel 1944; Yen und Marrs 1976). Neben
der Temperatur bestimmen die tiefen- und tageszeitabhangigen Lichtstiarken und wech-
selnden Sauerstoffkonzentrationen den Lebensstil von Rhodobacter. Als nicht-pathogene,
vollstéandig sequenzierte Bakterien (Mackenzie et al. 2001; Mackenzie et al. 2007; Strnad
et al. 2010) sind R. capsulatus und R. sphaeroides etablierte Modellorganismen fiir die
licht- und sauerstoffabhéngige Regulation von Photosynthesegenen (Gregor und Klug 1999;
Klug et al. 1987; Klug et al. 1985; Newman et al. 1999). Im Detail besteht das Genom des
Stamms R. capsulatus SB1003 (Yen und Marrs 1976) aus einem Chromosom und einem
Plasmid (insgesamt 3,7 Mb) und das des Stamms R. sphaeroides 2.4.1 (van Niel 1944)
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aus zwei Chromosomen und fiinf Plasmiden (insgesamt 4,6 Mb). In dieser Arbeit wurden
hauptsachlich die Wildtypstaémme R. capsulatus SB1003 und R. sphaeroides 2.4.1 ver-
wendet. Sofern nicht anders angegeben, sind daher bei Nennung von R. capsulatus und
R. sphaeroides diese Stdmme gemeint.

Ungeachtet der Fragestellungen zur Genregulation ist Rhodobacter auch fiir diverse
biotechnologische Prozesse von Interesse. Beispielsweise konnte Rhodobacter diverse land-
wirtschaftliche Abfélle und Riickstdnde abbauen, etwa Stroh, Abwasser oder Insektizidreste
(Laurinavichene et al. 2018; Wang et al. 2018; Wu et al. 2019). Um Hy zu produzieren,
konnte Rhodobacter wahrend der anoxygen Photosynthese als ,Photobioreactor” die ge-
wonnenen Elektronen photo-fermentativ auf Wasser tibertragen (Magnin und Deseure
2019; Silva et al. 2016; Zhang et al. 2016). Weiter konnte Rhodobacter Carotinoide als An-
tioxidantien fir medizinische Supplemente produzieren (Li et al. 2017; Liu et al. 2015). Im
Schnittbereich von Medizin und Erndhrung ist Rhodobacter auch im Fokus als Produzent
von Terpenen, etwa fiir sogenannte Nutraceuticals (Orsi et al. 2019; Troost et al. 2019).
Unter den Nutraceuticals ist auch die Produktion von Coenzym Q;q durch den Uberexpres-
sionsstamm Rhodobacter sphaeroides HY (01 etabliert; Coenzym Q¢ wird eingesetzt, um
Herz-Kreislauf-Erkrankungen vorzubeugen (Zhang et al. 2019). Die Vielzahl biotechnologi-
scher Anwendungen von Rhodobacter verdeutlicht seine vielfdltige Stoffwechselphysiologie.
Umso mehr bedarf der Lebensstil von Rhodobacter einer strengen Regulation, um sich

optimal auf wechselnde Licht- und Sauerstoffbedingungen einzustellen.

1.2 Oxidativer Stress

Koénnen Bakterien nicht adiquat auf Anderungen der Umweltbedingungen reagieren,
konnen sie Stress ausgesetzt sein, welcher ihr Wachstum hemmt oder gar zum Zelltod
fithrt. Neben Stressfaktoren wie etwa erhohter Salinitit oder Hitzestress gibt es auch den
sogenannten oxidativen Stress durch Reactive Oxygen Species (reaktive Sauerstoffspezies,
ROS), welcher im Fokus dieser Arbeit steht. Es konnen ROS auf verschiedene Arten
entstehen, in Rhodobacter ist dabei besonders der Schutz gegen Singulettsauerstoff (1Os)
wichtig, wie nachfolgend an der Entstehung von ROS gezeigt wird.

Als elektronegativstes Molekiil stellt Sauerstoff den idealen terminalen Elektronenakzep-
tor einer Atmungskette dar. Die hohe energetische Ausbeute der Elektronentibertragung
ermoglicht es, eine groffe Anzahl an Protonen tiber die Membran zu beférdern, um einen Pro-
tonengradienten aufzubauen. Dieses elektrochemische Potential treibt eine ATP-Synthase
an, um die Energie in Form von ATP zu speichern. Die aerobe Atmung birgt allerdings
die Gefahr, dass als toxische Nebenprodukte ROS in der Atmungskette entstehen. Auch
kann anderweitig ein sauerstoffreiches Milieu mehr externe ROS beinhalten, die Stress

auf eine Zelle ausiiben. Wichtig fiir das Uberleben einer Zelle ist die Aufrechterhaltung
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der Redox-Homoostase, des Gleichgewichts reduzierter und oxidierter Substanzen. Ein
Ungleichgewicht der Redox-Homdéostase durch ROS fiihrt zu oxidativem Stress. Die ROS

sind gewissermaflen der Preis fiir die effiziente Energiegewinnung aerober Atmung.

1.2.1 Unterteilung reaktiver Sauerstoffspezies

Man unterscheidet zwei Arten der ROS-Entstehung, je nachdem, ob Energie oder Elek-
tronen auf molekularen Sauerstoff (30,, oder einfach nur Oy) tbertragen werden. Beim
Transfer von Energie handelt es sich um Typ II ROS, beim Transfer von Elektronen um
Typ I ROS (Abb. 1.1; Ziegelhoffer und Donohue 2009). Durch Anregung beim Energie-
transfer auf molekularen Sauerstoff andert eines der d&ufleren 7*2p-Elektronen seinen Spin,
womit reaktiver Singulettsauerstoff (1O2) entsteht (Halliwell und Gutteridge 2015).

Bei Typ I entstehen je nach Menge der Elektronen unterschiedliche ROS. Eine schrittweise
Addition von Elektronen auf molekularen Sauerstoff bildet nacheinander Superoxid (O, ),
Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxylradikale (OH").

Trotz der Trennung der ROS in diese zwei Gruppen ist zu beachten, dass 105 Biomolekiile
wie Proteine und Lipide oxidieren kann und somit Peroxylradikale sowie Endo- und
Wasserstoffperoxide bildet. Bei der Wirkung von 'Oy auf eine Zelle sind die downstream
gebildeten Radikale bzw. ROS zu berticksichtigen (Davies 2004; Davies 2016; Hirakawa
2017).
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Abbildung 1.1: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
entstehen durch Ubertragung von Energie (Typ II) oder Elektronen (¢7; Typ I).
Die Kisten skizzieren die Elektronenverteilung in den dufleren p-Orbitalen. 1Oy
kann durch Proteinoxidation zu weiteren ROS und Radikalen fithren (grau).
O3 molekularer Sauerstoff, !0y Singulettsauerstoff, O, Superoxid, HyO Was-
serstoffperoxid, OH" Hydroxyl-Radikal, ROO" Peroxyl-Radikal, -O-O- Endo-
peroxid. Adaptiert nach Ziegelhoffer und Donohue (2009), Davies (2016).
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1.2.2 10, und photooxidativer Stress

Im Fokus dieser Arbeit steht die photooxidative Stressantwort von Rhodobacter und damit
die Antwort auf 'O,. Abbildung 1.2 zeigt lichtabhangige und lichtunabhéngige Entstehungs-
wege von 'Oy. Die hauptséichliche Bildung von 'O, in photosynthetisch aktiven Bakterien
wie Rhodobacter erfolgt iiber Bacteriochlorophyll a (Bchl a) bzw. Chlorophylle. Carotinoide
in den Lichtsammelkomplexen II und I absorbieren die Lichtenergie und leiten sie zunachst
zum Reaktionszentrum weiter. Die Lichtenergie regt BChl a im Lichtsammelkomplex-
Reaktionszentrum-Komplex an. Das BChl a wiederum regt danach normalerweise das
Reaktionszentrum an. In der Photosynthese kann das Reaktionszentrum seine Elektronen
iiber Quinone auf den bci-Komplex tibertragen, welcher die Reduktion des 16slichen Cyto-
chroms c¢o mit dem Aufbau eines Protonengradienten tiber die Membran koppelt. Wahrend
der Protonengradient zum Antrieb einer ATP-Synthase und damit der Energiegewinnung
dient, tibertragt das Cytochrome cy Elektronen wieder zurtick zum BChl a. Im Photosystem
entsteht allerdings als unerwiinschtes Nebenprodukt 'Os, wenn ein angeregtes BChl a
Energie auf molekularen Sauerstoff (im Triplettzustand, 30,) ibertragt. Das BChl a
agiert dabei als sogenannter Photosensibilisator. Photooxidativer Stress bedeutet in diesem
Sinne durch Licht induzierten 1Os-Stress. Des Weiteren konnen auch andere Molekiile als
Photosensibilisatoren dienen, etwa Poryphirin-Derivate, Flavine oder Rhodopsine, wobei
diese eher in nicht-phototrophen Bakterien die wesentlichen 1Oy-Quellen sind (Glaeser et al.
2011). Auch lichtunabhéngig kann 'O, entstehen, etwa nach dem Russell-Mechanismus
beim Abbau von Lipidperoxiden oder der Reaktion von Peroxynitrit mit HoOy (Glae-
ser et al. 2011; Miyamoto et al. 2007). Enzymatische Abbauprozesse von HyOy kénnen
ebenfalls 10, bilden: Beim Detoxifizieren entstandene hypochlorige Saure kann mit HyO,
selbst zu 'Oy reagieren (Glaeser et al. 2011). Trotz der moglichen lichtunabhéngigen
1O,-Entstehungswege ist speziell fiir Rhodobacter jedoch festzuhalten, dass die grofite
Menge 'O, durch Photosensibilisatoren wie BChl @ mittels Licht entsteht.
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Abbildung 1.2: Entstehung von Q5. Man unterteilt die moglichen 'Os-Entstehungswege
in lichtabhéngige (links) und lichtunabhéngige (rechts). In lichtabhéngigen
Reaktionen iibertragen von Licht angeregte Photosensibilisatoren Energie auf
molekularen Sauerstoff (im Triplett-Zustand, 3Oa, hier O3). Exemplarisch fiir
alternative Photosensibilisatoren ist der Ham-Vorldufer Protoporphyrin IX
aufgefiihrt. In lichtunabhéngigen Reaktionen entsteht 'O u.a. durch Abbau
von durch ROS gebildeten Lipidperoxiden und bei der Detoxifizierung von HyOs.
LCH I/II Light harvesting complex (Lichtsammelkomplex I/1T), RC Reaction
center (Reaktionszentrum), BChl a Bacteriochlorophyll a, HCIO hypochlorige
Saure, ONOO"™ Peroxinitrit-Anion, OOH" Hydroperoxid-Anion. Adaptiert
nach Glaeser et al. (2011).
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1.2.3 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies durch

Elektroneniibertragung

Ungeachtet von 'Oy konnen auch andere ROS in Bakterien entstehen und/oder diese
stressen. Als terminaler Elektronenakzeptor erzeugt O, mit seinem hohen Redoxpotential
E? von 0,8V die grofitmogliche protonenmotorische Kraft, welche die ATP-Synthase zur
Synthese von ATP nutzen kann (Abb. 1.3; Berg et al. 2007; Madigan und Martinko 2009).
Solange O, 4 Elektronen aufnimmt und zu 2 Molekiilen H,O reagiert, ist dies unproble-
matisch. Problematisch wird es, wenn Elektronen einzeln iibertragen werden und in der
Atmungskette als Nebenprodukt der Zellatmung ROS gebildet werden. Abbildung 1.3
skizziert die wesentlichen Punkte, in denen in der Atmungskette ROS entstehen koénnen.
Nachdem in der Glykolyse die Pyruvatdehydrogenase Pyruvat zu Acetyl-CoA decarboxy-
liert hat, wird letzteres in den Citratzyklus eingeschleust. Je aktiver die Glykolyse und der
Citratzyklus sind, desto mehr Reduktionsédquivalente bilden sich, im Detail Nicotinami-
dadenindinukleotidhydrid (NADH) und Dihydroflavinadenindinukleotid (FADHs;). Diese
Reduktionsaquivalente dienen als Elektronentrager und transportieren die Elektronen zu
Komplex I (NADH) bzw. Komplex II (FADHy) der Atmungskette. Beim Transfer von ein
bzw. zwei Elektronen auf die Komponenten der Atmungskette bzw. Sauerstoff entstehen

mitunter unerwiinschte Nebenprodukte: O, und HyOs.

Intermembranraum

> ae)

P;Synthase

NAD* NADH FADH, FAD

ADP + Pi

<4— Acetyl-CoA /7

Pyruvat

ATP

H+

Cytoplasma

Abbildung 1.3: Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies in der Atmungskette.
Dargestellt sind Superoxid (Oy ), Wasserstoffperoxid (H20z2), Protonen (H*),
Quinon-Pool (Q-Pool), Atmungsketten-Komplexe I-IV, Dihydroflavinadenin-
dinukleotid (FADH3), Nicotinamidadenindinukleotidhydrid (NADH), Adeno-
sindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Phosphat (P;). Adaptiert
nach Berg et al. (2007), Madigan und Martinko (2009).
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Fiir aerobes Wachstum ist zur Detoxifizierung von O, die Superoxiddismutase unent-
behrlich. Zusammen mit Katalasen bauen diese Enzyme Superoxid in zwei Wassermolekiile

und Sauerstoff ab:

Oy +0y +2HT — Hy04y + Oy (Superoxiddismutase)
2H,05 — 2H50 + O, (Katalase)

Mit Bezug auf O, und Hy05 spielt noch die durch Eisen katalysierte Bildung von ROS
eine Rolle. Als Spurenelement ist Eisen einerseits iiberlebenswichtig. Eisenionen fungieren
als zentrale Atome von prosthetischen Gruppen wie Ham, werden von Bacterioferritin
gespeichert und sind in Eisen-Schwefel-Clustern ([FeS]-Clustern) Kofaktoren von Enzy-
men vieler Stoffwechselwege, darunter: Photosynthese, Stickstofffixierung und Atmung
(Ayala-Castro et al. 2008). Allerdings reduziert Superoxid dreiwertiges Eisen (Fe3*) zu
zweiwertigem Eisen (Fe?*), welches in der sogenannten Fenton-Reaktion HoOq oxidiert

und damit reaktive Hydroxyl-Radikale bildet.

Fe*t + 0y — Fe?t + O, (Oxidation eines Superoxidanion)

Fe*™ + HyOy — Fe?t + OH" + OH (Fenton-Reaktion)

Das FEisen kann auch die Haber-Weiss-Reaktion katalysieren, welche wiederum an die
Fenton-Reaktion gekoppelt sein kann; die Fenton-Reaktion wiederholt sich (Abb. 1.4).
Es ist zu beachten, dass neben Eisen auch andere Metalle die Haber-Weiss-Reaktion
katalysieren und damit oxidativen Stress fordern, z.B. Cobalt oder Kupfer (Clerici et al.
2019; Zufall und Tyrell 2008).

o5 OH +OH-

Abbildung 1.4: Eisenkatalysierte Haber-Weiss-Reaktion. Die Haber-Weiss-Reaktion
(schwarz) kann iiber Eisen an die Fenton-Reaktion (grau bzw. grau unter-
legt) gekoppelt sein. Adaptiert nach Baynes (2009).

Durch die Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion entstehen in einer Kettenreaktion immer
mehr ROS, womit freies Eisen in der Zelle gefahrlich ist. Der Schutz von [Fe-S]-Clustern
vor reaktiven Sauerstoffspezies ist damit besonders wichtig. Ebenso wie den Redox-Status

miussen Bakterien auch die Eisen-Homoostase aufrechterhalten. Sowohl zu viel als auch zu
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wenig Eisen gefiahrdet die Redox-Homdostase (Touati 2000). Zu wenig Fisen vermindert
die Aktivitat tiberlebenswichtiger Enzyme, u.a. auch die der ROS-Detoxifizierung; zu viel
Eisen birgt das Risiko oxidativen Stresses durch die Fenton-Reaktion. Der Eisenhaushalt
unterliegt daher einer strengen Regulation, was vergangene Studien auch am Beispiel von
R. sphaeroides demonstriert haben. So zeigte R. sphaeroides z.B. bei Eisenmangel eine
erhohte ROS-Produktion und die Unfiahigkeit, phototroph zu wachsen, da [Fe-S]-Cluster
Bestandteil der Enzyme der BChl a-Biosynthese sind (Peuser et al. 2011).

In Rhodobacter finden sich mehrere Orthologe bekannter Regulatoren wieder: der Re-
pressor Fur/Mur bindet bei Eisenmangel an die sogenannte Furbox, um die Eisen- und
Mangan-Homoostase zu regulieren (Peuser et al. 2011). Ein weiterer Regulator ist OxyR,
welcher bei aeroben Bedingungen mehrere Gene zwecks Schutz vor oxidativem Stress indu-
ziert, etwa fir Eisenaufnahme und -speicherung. Auch induziert OxyR das iscR-suf-Operon
(Remes et al. 2014), welches fiir den Zusammenbau von [Fe-S]-Clustern verantwortlich
ist. In diesem Operon dient das erste Gen, iscR, als eisenabhingier Repressor der Gene
des Operons (Remes et al. 2015). Ein weiteres regulatorisches Protein ist Irr, das wie in
anderen Alphaproteobakterien auch die Expression von Genen des Eisenmetabolismus
reguliert (Peuser et al. 2012). Wie in vielen anderen Bakterien beeinflussen diese Regula-
toren in Rhodobacter die Aufnahme, Speicherung und den Einbau von Eisen in Cluster
bzw. Bindestellen. Am Beispiel von OxyR zeigt sich auch die Verbindung von Redox- und
Eisen-Homoostase.

Die Produktion von ROS bei der Fenton- bzw. Haber-Weiss-Reaktion ist eine Art, wie
redoxaktive Metalle oxidativen Stress verursachen. Ein Schwermetall wie Cadmium kann
auch anderweitig oxidativen Stress verursachen, ohne redoxaktiv zu sein. Beispielsweise
behindern Kationen von Cadmium, Quecksilber und Silber die Redox-Homdoostase: Diese
Kationen haben eine hohe Affinitét fiir Thiole und verringern die Menge an verfiigharem,
reduziertem Glutathion, welches als Antioxidans in der Zelle ROS abwehrt (Cuypers et al.
2010; Xu und Imlay 2012). Auch kénnen besagte Schwermetalle eine Verdrangung von
Eisen aus ihren Bindestellen bewirken und damit gebundenes Eisen freimachen, welches in
der Fenton-Reaktion weitere ROS generiert (Casalino et al. 1997; Dorta et al. 2003; Xu
und Imlay 2012).

Die ROS des photooxidativen Stresses sowie der Atmungskette sind nicht nur die
wesentlichen ROS-Quellen in Rhodobacter, sondern auch interne ROS-Quellen. Allerdings
konnen auch externe ROS ein Bakterium oxidativ stressen. Wie von Slade und Radman
(2011) sowie Imlay (2015) zusammengefasst, fihren z.B. ionisierende Strahlung, Trockenheit
oder erhohte Salinitdt auch zu ROS in der Umgebung und somit zu oxidativem Stress.
Speziell fur Rhodobacter ist in diesem Kontext auch fiir aquatische Habitate 'O,-Stress
durch Huminsauren relevant, in welchen polyzyklische, aromatische Komponenten als

Photosensibilisatoren agieren (Glaeser et al. 2011).
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1.3 10s-induzierte Schaden an Biomolekiilen

Der bei photooxidativem Stress gebildete 'Oy beschadigt Proteine, Nukleinsauren und
Lipide. Bei der Erorterung der Schaden muss bedacht werden, dass neben den direkten
Schaden durch 'Oy auch downstream gebildete ROS eine Zelle oxidativ stressen. Die nach-
folgend besprochenen Schiaden fokussieren sich dabei auf 1O5. Dabei kann 1O, seine Ziele
entweder direkt oxidieren oder auf zwei Arten Peroxide bilden: entweder Hydroperoxide
via (4+2)-ene-Reaktion oder Endoperoxide via [2+2]-Zykloaddition (Frimer 1979).

1.3.1 Proteinschaden

Bakterielle Biomasse besteht zu ca. 50 % aus Proteinen. Proteine sind daher das wesentliche
Ziel von 'Oy-Stress (Davies 2004). Im Detail sind die schwefelhaltigen und aromatischen
Aminosduren der Proteine die primaren Ziele von 'O,: Cystein, Histidin, Methionin
Tyrosin und Tryptophan (Davies 2003; Wilkinson et al. 1995). Reaktionen mit 1O, fithren
in diesen Aminosiuren zu Ring-Offnungen, Peroxiden und Radikalen. Tabelle 1.1 fasst die

wesentlichen Reaktionsprodukte der Aminoséduren zusammen.

Tabelle 1.1: Wesentliche Produkte der Reaktion von Aminosiduren mit 'Os, nach
Davies (2003).

Aminosdure 'O,-Reaktionsprodukte

Tryptophan Endo- und Hydroperoxide, Photosensibilisatoren
(N-Formylkynurenin, Kynurenin)

Tyrosin C-1-Hydroperoxide

Histidin Endoperoxide

Methionin Sulfoxide, HyOy

Cysteine Disulfide

Die Schiaden an Proteinen werden durch die Reaktionsprodukte der besagten Aminosau-
ren mit 'O, ersichtlich. Die gebildeten Photosensibilisatoren gefahrden die Redoxhomoo-
stase, ebenso (Endo-)Peroxide mitsamt ihren (durch Homolyse) abgeleiteten Radikalen.
Das auf diesem Weg downstream von 'O, entstandene H,O, oxidiert einerseits Thiole und
greift [Fe-S]-Cluster an (Storz und Imlay 1999). Andererseits fiihrt weitere Elektronen-
tibertragung auf HyO5 (wie bei der Fenton-Reaktion, Abschnitt 1.2.3) zu den wesentlich
reaktiveren Hydroxyl-Radikalen (Cabiscol Catala et al. 2000). Die Radikale und Neben-
produkte wie N-Formylkynurenin &ndern die Struktur eines Proteins bzw. greifen sie an.
Weiter verandern Disulfid-Briicken die Tertiarstruktur und fordern Cross-Linking bzw.
Proteinaggregation, was die Proteine anfalliger fiir Proteasen und Proteinumsatz macht
(Davies 2003; Davies 2004). Mit den Anderungen der Konformation und der physiologischen

Eigenschaften verlieren Enzyme ihre Funktionen (Pattison et al. 2012). Da Enzyme alle
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iiberlebenswichtigen Vorgénge einer Zelle katalysieren und Membranproteine ein wesent-
licher Bestandteil der Zellmembran sind, wird deutlich, wie gefahrlich die Schaden des

Proteoms durch 'Oy ohne Abwehrmechanismen sein konnen.

1.3.2 Nukleinsaureschaden

Sowohl DNA als auch RNA sind Ziele von 'O,. Es ist z.B. bekannt, dass Photosensibili-
satoren wie Porphyrine DNA beschédigen (Fiel et al. 1981). Speziell fir E. coli zeigten
Studien, dass 'Oy Guanin oxidiert, wodurch 8-o0xo0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosin (8-OHdG)
entsteht; 8-OHdG-Reste der DNA sind anfillig fiir Einzelstrangbriiche (Cavalcante et al.
2002; Devasagayam et al. 1991). Dartiber hinaus bindet 8-OHdG auch an Cytosin und
Adenin, was die DNA-Synthese und -Replikation stort (Sekiguchi et al. 2013). Auch beim
Ribonukleotid-Pool oxidieren ROS Guanin-Reste, was im Falle von 8-OHdG in mRNA bei
der Codon-Anticodon-Bindung zu Fehlern fithren konnte (Sekiguchi et al. 2013). Neben
der Oxidation von Guanin ist des Weiteren bekannt, dass Methylenblau (MB)-generierter
10y zu Crosslinking zwischen viraler RNA und Proteinen fithrt, so etwa im Fall von
HIV-1-Viren (Floyd et al. 2004).

1.3.3 Lipidperoxidation

Mit seiner Fahigkeit zur (Endo-)Peroxid-Bildung beschédigt 'Oy Lipidmembranen via
Einleitung der Lipidperoxidation an den ungeséttigten Fettsduren. Im Detail reagiert 1O
nach der oben erwédhnten Schenk-Ene-Reaktion an cis-Doppelbindungen einer ungesét-
tigten Fettsaure, um eine Hydroperoxyl-Gruppe in trans einzufithren (Abb. 1.5) — womit
Lipidperoxide entstehen (Watabe et al. 2007). Die Einfiihrung der Peroxylgruppe erhoht
pro Phospholipid die Oberfliache, stort die Struktur der Fettsdure und damit auch die der
Membran. Es sinken die Membranintegritdt und die Transporteigenschaften (Joshi et al.
2011; Riske et al. 2009).
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Abbildung 1.5: Lipidperoxidation via '05. (A) Via der Schenk-Ene-Reaktion fiihrt 'Oy
eine hydrophile Hydroperoxyl-Gruppe (rot) in die Fettsdure ein. (B) Schema der
strukturellen Verénderungen nach Einfiihrung einer hydrophilen Hydroperoxyl-
Gruppe (rot) bei der Lipidperoxidation. Adaptiert nach Riske et al. (2009),
Watabe et al. (2007).

1.4 Regulation der bakteriellen Genexpression im

Allgemeinen

Bakterien miissen ihre Genexpression regulieren, da je nach Wachstumsphase oder Um-
welteinfluss andere Proteine bendtigt werden. Damit ist die Regulation der Genexpression
entscheidend, um oxidativem Stress vorzubeugen bzw. auf diesen zu reagieren. Transkripti-
onsfaktoren, inklusive alternativer Sigmafaktoren, und small RNAs (kleine RNAs, sRNAs)
beeinflussen die Transkription und Translation und steuern somit die Genexpression.
Sigmafaktoren beeinflussen die Transkription in Bakterien, es handelt sich um Unterein-
heiten der RNA-Polymerase, welche gebunden an diese die Initiation der Transkription
spezifischer Gene einleiten: Sigma (o) erkennt bestimmte Erkennungssequenzen (Promo-
toren) upstream der Zielgene und fithrt die RNA-Polymerase an diese Zielgene (Feklitov
et al. 2014). Verschiedene Umwelteinfliilsse und damit auch Stressoren beeinflussen die
Aktivitit der alternativen Sigmafaktoren, welche die Transkription ganzer Gruppen von
Genen kontrollieren. In F. coli reguliert beispielsweise RpoD die Transkription vieler Gene
unter gewohnlichen Bedingungen, wahrend Hitzestress 032 aktiviert (Feklitov et al. 2014).
Weiter regulieren auch Anti-Sigma-Faktoren die Genexpression mit, indem sie an al-
ternative Sigmafaktoren binden und damit ihre Aktivitdt repressieren. In der statio-
niren Phase und mutmaflich unter Hitzestress binden z.B. in E. coli Rsd und HscC
an 0’ und senken dessen Aktivitdt (Gerardo Trevino-Quintanilla et al. 2013). Tran-
skriptionsfaktoren beeinflussen auch nach Initiation der Transkription die Transkripti-
onsrate. In F. coli gibt es z.B. die Nus-, Gre- oder Mfd-Faktoren, welche an die RNA-

Polymerase oder DNA binden und dadurch die Transkription pausieren oder terminieren
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(Artsimovitch und Landick 2000; Borukhov et al. 2005). Weitere Transkriptionsfaktoren
sind Repressoren, welche an sogenannte Operator-Sequenzen eines Operons binden und
damit das Binden der RNA-Polymerase verhindern. Im Gegensatz dazu binden Anti-
Repressoren an Repressoren und lésen diese durch Konformationséinderung von der DNA,
sodass die RNA-Polymerase an den Promotor binden kann. Ein Beispiel hierfiir ist das
PpsR/AppA-System in R. sphaeroides (Zeng und Kaplan 2001), welches die Transkription
der Photosynthesegene steuert und in Abschnitt 1.5 naher beschrieben wird.

Die vorgestellten regulatorischen Proteine verarbeiten meistens nicht direkt die externen
Signale, welche zur verédnderten Genexpression fithren. Viel eher verarbeitet eine Sensor-
kinase das Signal und leitet es im Zuge der Signaltransduktion an den Regulator weiter
(Madigan und Martinko 2009a). Sensorkinase und Regulator bilden damit ein sogenanntes
Zwei-Komponenten-System, welches in Abb. 1.6 skizziert ist. Nachdem ein Stimulus an die
Sensorkinase bindet bzw. diese erreicht, phosphoryliert diese einen ihrer dem Cytoplasma
zugewandten Histidinreste. Das Phosphat wird danach weiter zum Regulator tibertragen,
womit dieser aktiviert wird und die Genexpression beeinflussen kann. Durch Entfernen des
Phosphats wird der Regulator inaktiv. Spontan entfernt sich das Phosphat relativ langsam
vom Regulator, eine Phosphatase beschleunigt diesen Prozess. Die Signaltransduktion ist

wesentlich fiir die Verarbeitung externer Stimuli.

Stimulus

00000000
22322223
333333333
BOSOEOEES

His\®

Inaktiv

Regulator Regulator

i Phosphatase
| Veranderte Genexpression |

Abbildung 1.6: Schema eines Zwei-Komponenten-Regulationssystems. Die Signal-
transduktion eines Stimulus erfolgt iiber eine membranintegrierte Sensorkinase,
welche durch Ubertragen eines Phosphats (P;) einen Regulator der Genexpres-
sion aktiviert. ADP Adenosindiphosphat, ATP Adenosintriphosphat. Adaptiert
nach Madigan und Martinko (2009).

Posttranskriptionell beeinflussen sRNAs auch die Genexpression. Diese RNAs sind
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nicht-kodierend und kénnen an Ziel-mRNAs binden, um ihre Translationsrate sowie Stabi-
litdat entweder zu erhéhen oder zu verringern, wobei letzterer Fall haufiger nachgewiesen
wurde (Waters und Storz 2009). Man unterteilt die sRNAs in zwei Gruppen, welche
Abbildung 1.7 mit ihren mRNA-Wechselwirkungen darstellt (Waters und Storz 2009):
cis-kodierte SRNAs werden vom Gegenstrang des Ziel-Gens transkribiert und sind zu einem
gewissen Bereich perfekt komplementar zur Ziel-mRNA, trans-kodierte sRNAs sind weiter
entfernt vom Ziel-Gen lokalisiert, sind nicht perfekt komplementar und kénnen mehrere
Ziele haben.

A

Rl =

¢+ sRNA ¢+ sRNA ¢+ sRNA ¢+ sRNA-Transkription

‘||||||I||||||||| ‘|I||||I||I|||||| 1 (]

= |

B
asenpaarung
antisense
______ Transkription
Keine Translation Termination der Termination der
RNA-Abbau mRNA-Spaltung Transkription Transkription

¢+ sRNA ¢+ sRNA ¢+ sRNA (10011

M I I T C— )
IS P WP

>~
______
Keine Translation mRNA-Stabilisierung: mRNA-Abbau via A///\/////
Schutz vor dsRNA-spezif. RNase
ssRNA-spezif. RNase Translation

Abbildung 1.7: Wechselwirkung zwischen sRNAs und ihren Ziel-mRNAs. Die Sche-
mata zeigen die moglichen Effekte von cis-sSRNAs (A) und trans-sRNAs (B)
bei ihren Interaktionen mit Ziel-mRNAs. Grofie Pfeile mit angewinkelten Pfei-
len indizieren ORFs von Genen (blau) und sRNAs (rot). Ribosomen sind
hellgelb und RNasen dunkelgriin dargestellt. Adaptiert nach Waters und Storz
(2009) und Miiller (2016).
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sRNAs erhohen die Translationsrate einer mRNA | indem sie nach Bindung an die mRNA
Sekundéarstrukturen entwinden, welche die Ribosomenbindestelle blockieren (Hammer und
Bassler 2007; Majdalani et al. 1998; Sledjeski et al. 1996). Auch kann die Bindung die
mRNA stabilisieren, indem sie vor dem Abbau durch einzelstrangspezifische RNasen
geschiitzt wird (Opdyke et al. 2004).

Die sSRNA-mRNA-Bindung kann allerdings eine mRNA destabilisieren, wenn sie dadurch
ein Ziel von doppelstrangspezifischen RNasen wird (Massé et al. 2003). Auch kann diese
Bindung Sekundérstrukturen einfiithren und so die Ribosomenbindestelle fiir die RNA-
Polymerase unzuganglich machen (Stork et al. 2007). Sofern die sSRNA an das 3’-Ende der
mRNA bindet, kann eine verfrithte Termination stattfinden (Diihring et al. 2006; Stork
et al. 2007; Wen et al. 2013). Zwischen zwei ORFs bindende sRNAs koénnen auch die
Spaltung der mRNA bezwecken (Waters und Storz 2009). Auch kann die Transkription
einer SRNA die einer mRNA vorzeitig terminieren, wenn die Polymerasen sich aufeinander
zubewegen (Mars et al. 2015).

Da die Bindung zwischen einer trans-sRNA mit ihrer Ziel-mRNA durch wenige komple-
mentére Basenpaare schwécher ist, muss diese Bindung i.d.R. durch ein RNA-Chaperon, wie
z.B. Hfq, stabilisiert werden (Mgller et al. 2002). Dies wurde auch bereits fiir R. sphaeroides
nachgewiesen (Berghoff et al. 2011a). Auch fir die Genregulation unter photooxidativem
Stress sind SRNAs von Bedeutung, wie in Abschnitt 1.6.2 néher erlautert wird.

In der posttranskriptionellen Genregulation spielen sSRNAs eine entscheidende Rolle, um

die Level bestimmter mRNA feinzujustieren, meistens nach unten.

1.5 Regulation der Photosynthesegene in Rhodobacter

1.5.1 Regulatoren der Photosynthesegene

Probleme durch 'Os-Stress in photosynthetisch-aktiven Bakterien wie Rhodobacter basieren
hauptséachlich auf der simultanen Présenz von Sauerstoff, Licht und Photosystemen. Mit
Blick auf die Vermeidung von 'O,-Stress und die optimale Energiegewinnung iiberrascht es
nicht, dass Sauerstoff und Licht die Transkription der Photosynthesegene in Rhodobacter
mafgeblich beeinflussen (Happ et al. 2005; Masuda und Bauer 2002; Metz et al. 2009).
Photosynthesegene, welche in R. capsulatus und R. sphaeroides reguliert werden, sind u.a.:
beh-Gene (Bacteriochlorophyllbiosynthese) und crt-Gene (Carotinoidbiosynthese; Elsen
et al. 1998; Choudhary und Kaplan 2000; Schindel und Bauer 2016 ), tspO (Regulator;
Kumka und Bauer 2015) und die puf- und puc-Gene (Lichtsammelkomplexproteine; Sganga
und Bauer 1992; Gomelsky und Kaplan 1995; Choudhary und Kaplan 2000).

Die Transkription der Photosynthesegene steht unter der Kontrolle eines

Repressor/Antirepressor-Paares, ndmlich PpsR/AppA in R. sphaeroides bzw. den
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homologen CrtJ/AerR in R. capsulatus. Diese Transkriptionsfaktoren regulieren zusammen

mit einem Zwei-Komponenten-System und Regulatoren wie sSRNAs die Transkription der

Photosynthesegene (Abb. 1.8), wie nachfolgend im Detail erlautert wird.

aerob

semiaerob pO,

anaerob

GD.

Ham

AppA

AppA

=

AppA

=

Abbildung 1.8: Schema der Regulation der Transkription der Photosynthesegene

durch PpsR/AppA in R. sphaeroides. Es ist die Transkription fir ver-
schiedene Sauerstoffkonzentrationen und dunkle (links) sowie helle (rechts)
Bedingungen aufgefiihrt. PpsR repressiert die Transkription der Photosynthe-
segene (PS). Der Antirepressor AppA kann die Repression durch Bindung an
PpsR aufheben. Cofaktoren von AppA, Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und
H&am registrieren Blaulicht bzw. Redoxlevel. AppA kann PpsR nicht binden,
wenn Ham oxidiert ist (blau) bzw. gleichzeitig FAD angeregt ist (v¢). Adaptiert
nach Braatsch et al. (2002).

Die grundlegende Regulation ist in R. capsulatus und R. sphaeroides gleich: Rhodobacter

detektiert den Licht- und Redoxstatus und unterdriickt bei zu hohem Sauerstofflevel

die Photosynthesegentranskription. Studien lassen vermuten, dass oxidierte Represso-

ren (PspR/CrtJ) intramolekular Disulfidbriicken zwischen Cysteinen ausbilden, welche

wiederum die Bindung des Repressors an die DNA fordern (Cheng et al. 2012; Masuda

und Bauer 2002); die Repressoren binden an die Photosynthesegene und behindern ihre
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Transkription (Fang und Bauer 2017; Gomelsky und Kaplan 1995; Masuda und Bauer
2002; Ponnampalam et al. 1995). Ein Antirepressor (AppaA/AerR) bindet bei anaeroben
Bedingungen sowie intermedidren Sauerstoffkonzentrationen (ca. 100mM) im Dunkeln an
den Repressor, womit dieser sich von der DNA 16st und die Photosynthesegene transkribiert
werden konnen (Braatsch et al. 2002). Bei AppA iiberpriifen Licht- und Redox-Sensoren
die Bedingungen: das Licht regt am N-Terminus ein Flavinadenindinukleotid (FAD) in der
sogenannten BLUF-Doméne (Blue Light Sensing using FAD-Doméne) an (Gomelsky und
Klug 2002). Weiter enthélt der C-Terminus des Antirepressors einen Tetrapyrrol-Cofaktor.
Dieser Cofaktor ist in R. sphaeroides ein oxidierbares Ham (Han et al. 2007). Ist FAD
angeregt und gleichzeitig die Him-Doméne oxidiert, kann AppA nicht an PpsR binden
und es werden keine Photosynthesegene abgelesen.

In R. capsulatus hingegen zeigen Studien fiir den Antirepressor AerR nur eine Sensorik
fir Licht. Unter anaeroben Bedingungen bindet R. capsulatus Hydroxycobalamin als
C-terminalen Cofaktor von AerR (Abb. 1.9; Cheng et al. 2014), was Voraussetzung fiir die
AerR-CrtJ-Bindung ist. Im Umkehrschluss bedeutet das fiir R. capsulatus, dass Cobalamin
(ergo Vitamin Bis) essentiell fiir die Expression von Photosynthesegenen ist. Ein Mangel an
Cobalamin z.B. zeigte in Studien von Cheng et al. (2014) eine reduzierte bchC-Expression
und in anderen Studien auch eine verringerte Expression der puf- und puc-Operons, die
fiir Pigmentbindeproteine kodieren (Fang und Bauer 2017; Pollich und Klug 1995). In
Bakterien kommt in vivo Cobalamin als Adenosylcobalamin und Methylcobalamin vor,
Licht kann aber in beiden die Kohlenstoff-Cobalt-Bindung spalten, wodurch Hydroxy-
cobalamin entsteht. Unter anaeroben Bedingungen spaltet Licht Hydroxycobalamin aus

Adenosylcobalamin in R. capsulatus, welches an AerR bindet.

MeB,, anaerob | A MeB,

AdoB,, <p QD AdoB,,
V

OHB,,

Abbildung 1.9: Cobalamin-gesteuerte AerR-Aktivitdt in R. capsulatus. Erst wenn
unter anaeroben Bedingungen Licht Hydroxycobalamin (OHB;2) photolytisch
aus Adenosylcobalamin (AdoBj2) spaltet und OHB15 an AerR bindet, kann
AerR an CrtJ binden. Es ist die Situation fiir dunkle Bedingungen (links) und
Licht (rechts) dargestellt. Adaptiert nach Klug (2014).

17



1 Einleitung

Die Repressor/Antirepressor-Paare PpsR/AppA und CrtJ/AerR sind wichtige Kompo-
nenten der Photosynthesegen-Regulation, aber nicht die einzigen. Beispielsweise reguliert
ein redox-sensitives Zwei-Komponenten-System die Gene der Photosynthese bei zu ho-
hem Sauerstoffpartialdruck herunter: es handelt sich dabei um das PrrB/PrrA-System
in R. sphaeroides und das homologe RegB/RegA-System in R. capsulatus. Eine Kom-
ponente arbeitet als Histidinkinase (RegB bzw. PrrB), welche den Antwort-Regulator
(RegA/PrrA) phosphoryliert; im phosphorylierten Zustand binden RegA bzw. PrrA an
bestimmte Sequenzen der Photosynthesegene. Das Zwei-Komponenten-System registriert
den Redox-Status tiber Messen des Elektronentransports der Cytochrom cbbs-Oxidase
und induziert die Transkription der Photosynthesegene bei anaeroben bzw. mikroaeroben
Bedingungen. Die Kinase-Aktivitét ist dabei antiproportional zur Elektronenflussintensitat
an der Cytochrom cbbz-Oxidase (Happ et al. 2005; Oh et al. 2000).

Auch der redoxsensitive Transkriptionsfaktor FnrL reguliert die Expression der Photo-
synthesegene (Kumka und Bauer 2015). Anders als bei dem Zwei-Komponenten-System
zeigen sich aber deutliche Unterschiede im Regulon zwischen R. capsulatus und R. sphae-
roides: FnrLL induziert bestimmte Photosynthesegene nur in R. capsulatus, aber nicht in
R. sphaeroides, wie nachfolgend erlautert wird.

FnrL ist entscheidend fiir die Expression von Photosynthesegenen unter anaeroben Be-
dingungen in R. sphaeroides, darunter welche fiir die Tetrapyrrol- und BChl a-Biosynthese,
namlich hemA, hemZ, hemN, bchEJG und puc-Gene (Oh et al. 2000; Zeilstra-Ryalls
und Kaplan 1998). Im Gegensatz dazu haben in R. capsulatus einige dieser Schliis-
selenzyme (bchE, hemA) keine FnrL-Konsensussequenz upstream. Infolgedessen kénnen
FonrL-Mutanten von R. capsulatus anders als solche von R. sphaeroides noch phototroph
wachsen (Zeilstra-Ryalls et al. 1997; Zeilstra-Ryalls und Kaplan 1998). Weiter ist von
R. sphaeroides bekannt, dass FnrL in R. sphaeroides zusammen mit PrrA /B das Tran-
skriptlevel der sRNA PcrZ reguliert; unter geringem Sauerstoffpartialdruck steigt das
PerZ-Transkriptlevel. PcrZ bindet neben bchN auch an puc2A (Lichtsammelkomplex a-
Untereinheit), womit die Bildung von Photosynthesekomplexen verringert wird (Mank et al.
2012). Ahnlich regulieren FnrL und PrrA auch die SRNA PerX, welche ebenfalls die Bildung
von Photosynthesekomplexen unterdriickt. Im Detail bindet PufX an pufBALM-mRNAs
und senkt deren Halbwertszeit (Eisenhardt et al. 2018).

Interessanterweise haben R. capsulatus und R. sphaeroides zwar ein ahnliches FnrL-
Regulon, allerdings reguliert FnrL einige Gene verschieden, wie eine Studie von Kumka und
Bauer (2015) im Vergleich zu Ergebnissen von Imam et al. (2014) zeigte. FnrL induziert
bchCEF in R. capsulatus und reprimiert diese in R. sphaeroides, wahrend hemA von FnrL
nur in R. sphaeroides direkt aktiviert wird. Auch induziert FnrL das pufALM-Operon nur
in R. capsulatus. Ein besonders interessanter Unterschied ist, dass laut CHIP-Analyse FnrL

in R. capsulatus an die Promotor-Region des CrtJ-Antirepressors AerR bindet und diesen
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mehr als zweifach induziert — dies wiirde auch die Transkription der Photosynthesegene
fordern (Imam et al. 2014; Kumka und Bauer 2015).

Alles in allem zeigen die Regulatoren der Photosynthesegenexpression in R. sphaeroides
und R. capsulatus neben gemeinsamen Zielen auch zum Teil untereinander entgegengesetzte
Effekte auf die Expression. Dies verdeutlicht, wie komplex und streng die Regulation ist.
In R. capsulatus zeigen z.B. 25 Gene eine gemeinsame Regulation durch FnrL,, RegA und
CrtJ (Kumka et al. 2017). Zusammenfassend stellt Abb. 1.10 die Erkenntnisse schematisch
dar.

R. capsulatus
l @ R. sphaeroides

— nachgewiesene Interaktion
\ ------ mutmaRliche Interaktion
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Abbildung 1.10: Schema der Regulation der Transkription der Photosynthese in
R. capsulatus (rot) und R. sphaeroides (schwarz). Adaptiert nach
Mank et al. (2012) und Eisenhardt et al. (2018).

1.5.2 Carotinoide — Lichtabsorption und Quenching

Carotinoide erweitern das Spektrum des fiir Photosynthese absorbierbaren Lichts und
transportieren Lichtenergie zum Reaktionszentrum des Photosystems, sie erhohen damit
die Licht- bzw. Energieausbeute fiir die Photosynthese. Carotinoide kénnen je nach Struk-
tur allerdings auch als Quencher eine photoprotektive Funktion gegen photooxidativen
Stress erfiillen (Beutner et al. 2001; Martin et al. 1999; Young und Lowe 2018). Beispiels-

weise konnen Blaulicht und Kupfer im nicht-phototrophen Myxococcus xanthus nicht nur
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1O, generieren, sondern auch die Biosynthese von Carotinoiden anregen (Burchard und
Dworkin 1966; Fontes et al. 2003; Moraleda-Munoz et al. 2005). Die Fahigkeit zur Licht-
absorption und zum Quenching von 'O, und Peroxyl-Radikalen hangt von der Struktur
der Carotinoide ab (Martin et al. 1999; Stahl und Sies 2003). Zunéchst kondensieren zwei
Molekiile Geranylgeranylpyrophosphat zum C40-Vorlaufermolekiil Phytoen. Aus Phytoen
entstehen durch schrittweise Entsittigungen der Kohlenstoffkette (ca. 3-15 Mal) und
durch Einfiihren von Ringstrukturen und sauerstoffhaltigen Gruppen (etwa Hydroxy- oder

Carboxy-Gruppen) spezifischere Carotinoide (Abb. 1.11; Armstrong und Hearst 1996).

lcm

lCrtI

lcm

Neurosporen

lCrtC

lCrtD

(Demethylspheroiden)

lCrtF

Spheroiden

crtc lCrtA «—

Abbildung 1.11: Carotinoidbiosynthese in Rhodobacter. Ausgangspunkt des Schemas
ist Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Die Farben der Carotinoide sind
angezeigt. Sauerstoff aktiviert die Spheroidenmonooxygenase CrtA (Yeliseev
et al. 1996; Zhu et al. 1986). Adaptiert nach Kovécs et al. (2003); Chi et al.
(2015).

Nicht alle Carotinoide sind gute Quencher, was z.T. auch von dufleren Faktoren abhéngt:
Betacarotin z.B. zeigt bei erhohten Konzentrationen und hohem Sauerstoffpartialdruck

sogar Prooxidant-Aktividt (Martin et al. 1999). Inbesondere die Anzahl von konjugierten
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Doppelbindungen entscheidet neben dem Bereich der Lichtabsorption (ca. 400-500 nm)
auch tber die Quenchingfihigkeiten (Armstrong und Hearst 1996; Foote et al. 1970;
Martin et al. 1999; Stahl und Sies 2003). Man schétzt, dass der GroBteil (ca. 95,5 %)
des Carotinoidquenchings bei 'O, physisch und damit ohne Strukturverdnderungen der
Carotinoide verlduft (Beutner et al. 2001; Stahl und Sies 2003), im Unterschied zum
chemischen Quenching. Dies bedeutet am Beispiel von 1O,, dass durch Energietibertragung
10, wieder in den Triplettzustand zurtckfillt, wahrend das Carotinoid diesen erreicht.
Anders als 'O allerdings geben Carotinoide ihre Energie zerstreuter und damit ungefahrlich
an das umgebende Medium ab (Stahl und Sies 2003). Nach diesem Prozess erreichen
Carotinoide wieder den Grundzustand. Damit kann ein Carotinoidmolekiil auch mehrmals
hintereinander quenchen, ohne verbraucht zu werden.

Die grundlegende Carotinoid-Biosynthese fiir Rhodobacter zeigt Abbildung 1.11. Ent-
scheidend fiir Rhodobacter ist auch hier der Sauerstoffpartialdruck. Unter anaeroben
Bedingungen akkumulieren R. capsulatus und R. sphaeroides Spheroiden, unter aeroben
Bedingungen aber Spheroidenon (Glaeser und Klug 2005; Li et al. 2017; Schmidt 1978;
Scolnik et al. 1980; Yeliseev et al. 1996; Zhu et al. 1986). Grund fiir die Akkumulation von
Spheroidenon ist, dass Sauerstoff die Spheroidenmonooxygenase CrtA aktiviert, welche
Spheroiden zu Spheroidenon durch Einfligen einer Ketogruppe umsetzt (Yeliseev et al.
1996; Zhu et al. 1986). Diese weitere Differenzierung der Carotinoide ist wichtig fiir die
Anpassung an 1O, unter aeroben Bedingungen. Uber die eingefiigte Ketogruppe bindet das
Carotinoid an das Reaktionszentrum des Lichtsammelkomplexes I. Die Bindung bewirkt,
dass bei Anregung des Carotinoids durch 'O, der sogenannte Intramolecular Charge
Transfer-Zustand stabilisiert wird. Der Vorteil dieser Stabilisierung liegt darin, dass Sphe-
roidenon im Intramolecular Charge Transfer-Zustand ein energetisch niedrigeres Level als
105 hat und damit 'Oy oder angeregtes BChl a quencht, ohne gleich die Lichtabsorptions-
fihigkeiten aufzugeben (Slouf et al. 2012). Ein Trade-off zwischen diesen zwei Funktionen
der Carotinoide bleibt somit aus. Die Ergebnisse von Slouf et al. (2012) demonstrieren, wie
wichtig Spheroidenon fiir die Abwehr gegen photooxidativen Stress ist. Im Vergleich zum
Wildtyp zeigten R. sphaeroides-Mutanten mit gestorter Carotinoidbiosynthese deutlich
geringere Uberlebensraten in einer Studie von Glaeser und Klug (2005). Eine Induktion der
Carotinoidgene unter photooxidativem Stress bleibt in R. sphaeroides aus (Berghoff et al.
2013; Glaeser und Klug 2005). Carotinoide koénnen als eine Art erste Verteidigungslinie
gegen ROS und speziell 'Oy angesehen werden. Wenn diese Verteidigung nicht ausreicht
— bzw. experimentell ausgeschaltet wird — muss ein anderes System zur Abwehr dienen
(Anthony et al. 2005), welches in Abschnitt 1.6 vorgestellt wird.
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1.6 Regulation der (photo-)oxidativen Stressantwort in

R. sphaeroides

1.6.1 Alternative Sigmafaktoren der (photo-)oxidativen

Stressantwort in R. sphaeroides

Allgemein sorgt die licht- und sauerstoffbestimmte Expression der Photosynthesegene
dafiir, dass photooxidativer Stress durch BChl a vermieden wird. Ein Versagen der
Regulationsmechanismen, rapide Anderungen der Umweltbedingungen oder 1O,-Stress
durch duBere Einflisse (etwa Huminsduren; Glaeser et al. 2011) erfordern allerdings eine
1Og-Antwort von Rhodobacter. Bisherige Studien haben die photooxidative Stressantwort
speziell fir R. sphaeroides hinsichtlich der Regulatoren sowie der funktionellen bzw.
physiologischen Anpassung untersucht. Besonders gut erforscht ist dabei aus regulatorischer
Sicht die Rolle der alternativen Sigmafaktoren RpoE, RpoH;; und RpoH; sowie des
Antisigmafaktors ChrR (Anthony et al. 2005; Dufour et al. 2012; Glaeser et al. 2007; Nuss
et al. 2013; Nuss et al. 2010; Nuss et al. 2009). Die alternativen Sigmafaktoren bilden
dabei eine Signalkaskade, in deren Hierarchie RpoE an der Spitze steht (Abb. 1.12): Unter
10q-Stress spaltet sich der Antisigmafaktor ChrR von RpoE ab, womit RpoE aktiv wird
und u.a. die Expression von RpoHy; fordert. Das rpoE-Regulon ist mit 15 Genen ca. zehn
Mal kleiner als das von RpoHj; (Dufour et al. 2012; Nuss et al. 2010; Nuss et al. 2009;
Ziegelhoffer und Donohue 2009) und beinhaltet neben RpoHy; auch rpoFE, chrR und die
Photolyase phrA. Dass rpoE und chrR selbst durch RpoE reguliert werden, demonstriert,
wie eng die photooxidative Stressantwort reguliert ist.

Der alternative Sigmafaktor RpoHj; induziert die meisten Gene der 'Og-Antwort. Das
RpoHp-Regulon tiberschneidet sich zu einem kleinen Teil auch mit dem des alternativen
Sigmafaktors RpoHj, welcher unter Hitzestress Gene reguliert (Dufour et al. 2012). Im
Detail verglich eine Studie von Dufour et al. (2012) RpoH; und RpoHy; auf gemeinsame
Regulons zwischen Microarray- und Chromatin-Immunoprazipitationsdaten, nach den
Autoren beinhaltet das gemeinsame Regulon 45 Gene. Zum Vergleich: RpoHy; regulierte
exklusiv 144 Gene, RpoH; hingegen 175 Gene. Zu den gemeinsam regulierten Genen
gehorten die fir die DNA-Reparatur benotigte Excinuclease-ABC-Untereinheit A (uvrA)
oder das Chaperon (hslO) und die Peptidmethioninsulfoxidreduktase RSP_ 2617. Weiter
werden durch RpoHy; (und RpoHj) Gene der Redoxhomeostase und -prozesse wie CycF
(Cytochrom csq4) und sRNAs wie RSs0680a, RSs2461, und RSs1543 positiv reguliert (Nuss
et al. 2010).
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Abbildung 1.12: Regulation der 'O3-Antwort in R. sphaeroides. Durch Licht angereg-
tes BChl a des Reaktionszentrums in den Photosystemen iibertragt Energie
auf molekularen Sauerstoff (Triplettzustand, 304, hier O32), wodurch Singu-
lettsauerstoff (103) entsteht. Der photooxidative Stress wird méglicherweise
iiber Licht oder 'Oy via RSP 1091 und/oder RSP__1090 detektiert. Abhéngig
von RSP_ 1090 wird via Proteolyse der Antisigmafaktor ChrR vom alter-
nativen Sigmafaktor RpoE gespalten, womit RpoE aktiv die Transkription
beeinflussen kann. Zum RpoE-Regulon gehoren wenige Gene, darunter rpoF,
chrR und der alternative Sigmafaktor RpoHyy, welcher die Transkription der
meisten 'Og-induzierten Gene induziert. Ein kleiner Teil dieser Gene wird
auch von RpoHj reguliert. Adaptiert nach Glaeser et al. (2011).

Die aufgefithrten Beispiele 'Os-induzierter bzw. regulierter Gene sind exemplarisch
fir die durch 'O, induzierten, funktionellen Gruppen in R. sphaeroides: DNA- und
Proteinreparatur, Chaperone, Redoxhomdéostase, Oxidationsprozesse und sRNAs (Berghoff
et al. 2013; Nuss et al. 2010).

RpoE und RpoHy; kommen ubiquitér in Alphaproteobakterien vor und sind in R. sphae-

roides die entscheidenden Sigmafaktoren der photooxidativen Stressantwort.
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1.6.2 Kleine RNAs der (photo-)oxidativen Stressantwort in

R. sphaeroides

In R. sphaeroides induziert 104-Stress SRNAs, welche ebenfalls die Stressantwort regulieren.
Zu diesen sRNAs zdhlen auch die durch Sauerstoff induzierte PcrZ (Abschnitt 1.5.1),
die durch Senken der Translationsrate von Photosynthesegenen photooxidativem Stress
vorbeugen.

In vielen Féllen steuern RpoE, RpoHj; und/oder RpoH; die Transkription dieser sRNAs.
Berghoff et al. (2009) identifizierten z.B. 20 durch 'O oder O,  induzierte SRNAs, von
denen neun konservierte Bindestellen fiir RpoE, RpoD, RpoHy; oder RpoH; aufwiesen,
welche teilweise auch verifiziert wurden (Nuss et al. 2010). In vielen Fallen ist die Bindung
der sSRNAs auch in R. sphaeroides abhangig von Hfq (Berghoff et al. 2011a).

Ein Beispiel fir eine RpoH;/RpoHy-regulierte SRNA ist RSs0827, welche mutmaflich
an die rpoE-mRNA binden kénnte (Miiller 2016). In dem Fall wiirde die sSRNA zusammen
mit chrR die Aktivitdt von rpoF kontrollieren. Damit wiirde RpoE neben ChrR auf einer
weiteren Ebene in seiner Aktivitat kontrolliert werden.

Unabhéngig von regulatorischen Proteinen regulieren SRNAs auch diverse Zellprozesse
direkt, z.B. die Expression von Genen von Transportprozessen. Die sSRNA SorY z.B. bindet
an die mRNA von takP, einem Transporter fir Malat (Adnan et al. 2015). Eine durch
SorY vermittelte Verringerung von TakP in der Zelle bewirkt, dass weniger Malat in
den Citratzyklus gelangt. Dies wirkt auf zwei Arten gegen (photo-)oxidativen Stress:
es werden geringere Mengen des Prooxidants NADH gebildet und der Elektronenfluss
zur Atmungskette — und damit die Gefahr durch interne ROS — wird unterbunden. Im
Vergleich dazu bindet die SRNA SorX an einen Spermidintransporter (potA; Peng et al.
2016). Der verringerte Spermidinimport unter photooxidativem Stress konnte die Bildung
von Glutathionylspermidin verhindern, damit ausreichend Glutathion als Antioxidans zur
Verfiigung steht.

Ein Cluster von vier homologen sRNAs, Ccsrl—4, konnte nicht nur dhnlich wie SorX auf
den Glutathion-Pool einwirken, sondern auch auf den C1-Metabolismus (Billenkamp et al.
2015). Eine Uberexpression dieser sSRNA bewirkt eine Abnahme der Transkriptlevel von
Genen des C1-Metabolismus und der Pyruvatdehydrogenase, womit geringere Mengen des
Prooxidants NADH und weniger ROS in der Atmungskette entstehen. Dariiber hinaus wére
eine Ziel-mRNA die des Regulators FIhR, welcher den Glutathion-abhéngigen Methanol-
/Formaldehyd-Metabolismus aktiviert. Eine verringerte Translation dieser mRNA und
damit eine Abnahme von FIhR koénnte bezwecken, dass weniger Glutathion in diesen
Stoffwechselweg verstoffwechselt wird und stattdessen mehr Glutathion als Reduktant

den Schaden von ROS entgegenwirkt. In diesem Zusammenhang zu erwahnen wére be-
ziiglich der Glutathionlevel noch die SRNA Pos19, welche RSP__ 0557 als Ziel hat und
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bei Uberexpression die Transkription von 30 Genen des Schwefelstoffwechsels (direkt oder
indirekt) beeinflusst, darunter serA, cysH und cysl (Miiller et al. 2016). Da zuviel Cystein
in der Zelle unter 1O,-Stress Disulfide bildet und in der Fenton-Reaktion Fe?* reduzieren
kénnte, konnte es sich hier um Feinregulation des Schwefelstoffwechsels handeln (Miiller
2016).

Im Vergleich zu R. sphaeroides ist das Vorwissen iiber 'Os-induzierte SRNAs in R. cap-
sulatus eingeschrankt, allerdings konnte bereits eine durch 'O5 hervorgerufene Induktion
zweier sSRNAs, RCs01897 und RCs1681, nachgewiesen werden (Volk 2016). Die genaue
Wirkung oder die Ziele der sSRNAs sind allerdings unklar.

Die bislang charakterisierten SRNAs in R. sphaeroides zeigen vielféltige (und teilweise
mutmafliche) Effekte auf die Transkriptlevel von Regulatoren und Genen des Glutathions-

toffwechsels, der Transportprozesse, der Photosynthese und des Energiemetabolismus.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, die 'O,-Antwort von R. capsulatus zu
charakterisieren, mit dem nahe verwandten R. sphaeroides zu vergleichen und spezies-
spezifische Eigenheiten der Antwort in R. capsulatus zu beschreiben. Uber mehrere Jahre
wurde die 'Oy-Antwort in R. sphaeroides untersucht. Mehrere Studien haben hierbei die
wesentlichen Aspekte auf Ebene differentieller Genexpression (inkl. Transkriptom- und
Proteomantwort), physiologischer Anderungen sowie regulatorischer Elemente (Transkrip-
tionsfaktoren, sSRNAs) untersucht. Mit Ausnahme der Rolle von cfaS bei der Spaltung
des Antisigmafaktors ChrR sind bereits viele wesentliche Elemente der 'O,-Antwort in
R. sphaeroides bekannt. Im Unterschied dazu sind viele Aspekte der photooxidativen
Stressantwort in R. capsulatus unbekannt.

Um die Unterschiede zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides zu bestimmen, sollen
zunichst beide Arten in Bezug auf ihr Wachstumsverhalten systematisch unter verschie-
denen Licht- und Sauerstoffbedingungen verglichen werden. Darauf aufbauend soll die
Resistenz bzw. Reaktion auf diverse Stressoren getestet und R. capsulatus-spezifische
sRNAs néaher in ihrer Rolle der 'O5-Antwort analysiert werden. Im Fokus steht das Aufde-
cken der Gemeinsamkeiten und Unterschiede beider Arten in Bezug auf die differentielle
Genexpression unter Stress. Hierfiir werden Transkriptom- und Proteomdaten vor und
nach photooxidativem Stress in R. capsulatus via RNA-Seq und Liquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS) untersucht und mit bekannten

Omicsdaten von R. sphaeroides verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Nachfolgend sind allgemeine bzw. hiufig verwendete Materialien aufgefithrt (Tab. 2.1

bis 2.13). Einige versuchsspezifische Materialien sind bei den entsprechenden Methodenbe-

schreibungen mit aufgefiihrt.

2.1.1 Stamme und Plasmide

Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Stamme. Alle S17-1-Stdmme mit Plasmiden gab
es zwischenzeitlich auch als JM109-Stamme.

Stamm

Beschreibung

Quelle

R. capsulatus
SB1003

37b4
Tn5-Grin

Tnb-Blau

ArpoH;
ArpoHr
pRK

pRK RCs01897

Wildtypstamm SB1003
Wildtypstamm 37b4
Grinfarbiger R.  capsula-
tus SB1003 mit Tnb-Insertion
in den Carotinoidbiosynthese-
genen, Km®

Blaufarbiger = R.  capsula-
tus SB1003 mit Tn5-Insertion
in den Carotinoidbiosynthese-
genen, KmR

R. capsulatus SB1003 mit Mu-
tation in rpoH;, KmR

R. capsulatus SB1003 mit Mu-
tation in rpoH;;, Sp®

R. capsulatus SB1003 mit
pRK4352pst_ term, Tck
Uberexpression von RCs01897
unter Kontrolle des
RSP 4352 16S rRNA Promo-
tors in R. capsulatus SB1003,
TcR

Yen und Marrs (1976)
van Niel (1944)
Licht et al. (2020)

Diese Arbeit

Mercer und Lang (2014)
Mercer und Lang (2014)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Antibiotikaresistenzen: Km® Kanamycin, Sp® Spectinomycin, Tc® Tetracyclin, Gm® Gentamycin.
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Auflistung der verwendeten Stamme: Fortsetzung

Stamm

Beschreibung

Quelle

SB1003-lacZ-EVC

SB1003-lacZ-cbbL

SB1003-lacZ-macA

SB1003-lacZ-phrB

SB1003-lacZ-msrB2

SB1003 mit pBBRI1-MCS5-
lacZ, GmR

SB1003 mit pBBRI1-MCS5-
lacZ-cbbL, Gm®

SB1003 mit pBBRI-MCS5-
lacZ-macA, GmR

SB1003 mit pBBRI1-MCS5-
lacZ-phrB, Gm?

SB1003 mit pBBRI1-MCS5-
lacZ-msrB2, GmR®

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

R. sphaeroides
2.4.1

KD131
Tn5-Griin

Tnb-Blau

Wildtypstamm 2.4.1
Wildtypstamm KD131
Grinfarbiger R. sphaeroi-
des 2.4.1 mit Tn5-Insertion in
den Carotinoidbiosynthesege-
nen, KmR

Blaufarbiger R.

des 2.4.1 mit Tnb-Insertion in

sphaeroi-

den Carotinoidbiosynthesege-

nen, KmR

van Niel (1944)
Lim et al. (2009)
Licht et al. (2020)

Diese Arbeit

E. coli

JM109

S17-1

pRK4352pst__term
S17-1-pBBR1-MCS5-LacZ

Klonierungstamm (Plasmidre-
plikation), F” traD36 proA+*B+
lacld A(lacZ)M15/A(lac-
proAB) gInV44 eld- gyrA96
recAl relAl endAl thi hsdR17
Fir diparentale Konjugation
in Rhodobacter, recA, pro, hs-
dR, RP42-(Tc::Mu)(Km::Tn7);
TpR, Strk, Spk

S17-1 mit pRK4352pst

S17-1 mit pBBR1-MCS5-lacZ,

GmR

NEB

Simon et al. (1983)

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Antibiotikaresistenzen: Km® Kanamycin, Sp® Spectinomycin, Tc? Tetracyclin, Gm® Gentamycin.
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Auflistung der verwendeten Stamme: Fortsetzung

Stamm Beschreibung Quelle
S17-1-pBBR1-MCS5-cbbL. ~ S17-1 mit pBBR1-MCS5-¢bbL, Diese Arbeit
GmP

S17-1-pBBR1-MCS5-macA

S17-1-pBBR1-MCS5-03/77

S17-1 mit SB1003 mit pBBR1-
MCS5-macA, GmR

S17-1 pBBR1-MCS5-
msr2B, GmRP

mit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Antibiotikaresistenzen: Km® Kanamycin, Sp® Spectinomycin, Tc® Tetracyclin, Gm® Gentamycin.

Tabelle 2.2: Plasmide fiir R. capsulatus und E. coli.

Plasmid

Beschreibung

Quelle

pJET1.2/blunt
pJET-RCs01897

pRK453pst_ term

pRK4532-RCs01897

pSUP202

pBBR1-MCSb5-lacZ
pBBR1-MCS5-cbbL

pBBR1-MCS5-macA

pBBR1-MCS5-phrB

pBBR1-MCS5-msr2B

Blunt-End-Klonierungsvektor fiir E. coli,
Apk

pJET1.2/blunt mit der sSRNA RCs01897
fir E. coli, Ap?

Broad-Host-Range Cloning Vector
pRK415 (Keen et al. 1988) mit dem
RSP_ 4352 16S rRNA Promotor (Mank
et al. 2012) und mit Terminator des
Proteins 32 des PhagenT4 (Kpnl/EcoRI),
TcR

pRK453pst_ term mit der SRNA
RCs01897 unter Kontrolle des RSP 4352
16S rRNA Promotors, TcR

Plasmid mit Tn5 und mob-Genen fiir
Tn5-Transposonmutagenese in
Rhodobacter, KmR

pBBRIMCS-5 mit lacZ, GmR
pBBR1-MCS5-lacZ, in welches vor lacZ
278 BP der Promotorregion von

RCAP_ rcc00579 eingefiigt wurden, Gm?
pBBR1-MCS5-lacZ, in welches vor lacZ
254 BP der Promotorregion von
RCAP_rcc00358 eingefiigt wurden, Gm®
pBBR1-MCSb5-lacZ, in welches vor lacZ
250 BP der Promotorregion von

RCAP_ rcc02958 eingefiigt wurden, GmR
pBBR1-MCS5-lacZ, in welches vor lacZ
258 BP der Promotorregion von

RCAP_ rcc03477 eingefiigt wurden, Gm®?

Thermo Scientific
Diese Arbeit

Kerstin Haberzettl

Diese Arbeit

Simon et al. (1983)

Fried et al. (2012)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Antibiotikaresistenzen: Ap® Ampicillin, Te® Tetracyclin, Km® Kanamycin, Gm® Gentamycin.
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2.1.2 Oligonukleotide

Tabelle 2.3: Oligonukleotide fiir Klonierungen, quantitative Real Time-PCR (qRT-
PCR) und Northern Blotting (NB). Uberhinge sind kursiv gekennzeichnet,
eingefiigte Restriktionsschnittstellen via Uberhéinge sind nicht-kursiv und unter-
strichen gekennzeichnet.

Oligonukleotid Sequenz (5" — 3) Zielgen(e)
Klonierung
Res01897short- ACTAGGATCCTCCCGAGCGCC
RCs01897
BamHI F GCAGT
RCs01897TNEWshort- ACTAGGTACCCGGGAAAAAA
RCs01897
Kpnl R GGCCGGA
Res01897long- ACTAGGATCCTCCCGAGCGCC
RCs01897
BamHI F GCAGTCC
RCs01897TNEWlong- ACTAGGTACCCGGGAAAAAA RCS01897
Kpnl R GGCCGGATGC ’
rcc00579-F TGGGGATCCAGGAAATATTG
RCAP_ rcc00579 (cbbL)
CGCGGTGGAGACG
rcc00579-R TGGGAATTCACCCGCGCCGC
RCAP__rcc00579 (cbbL)
CGAGGAATTGC
rcc00358-F TGGGGATCCGATCAGGGCCA
RCAP_ rcc00358 (macA)
GGAGCTTGCT
rcc00358-R TGGGAATTCGTCCGGTCCAA
RCAP_rcc00358 (macA)
TCGACGCCGT
rcc02958-F TGGGGATCCCAGGCCCTCGA
RCAP_ rcc02958 (phrB)
CCTCGAAACC
rcc02958-R TGGGAATTCAACTGGGGCCG
RCAP_ 1rcc02958 (phrB)
CCAGAGCGGT
rcc03477-F TGGGGATCCCCCCGTCTGCA
RCAP_ rcc03477 (msrB2)
GTTTTTTCCAGTG
rcc03477-R TGGGAATTCTTCGGCCTCCT
RCAP_ rcc03477 (msrB2)
GCGGCCCA
qRT-PCR
rpoZ-for GATGATCTGCGCGAGCGTCT
RCAP__rcc03318 (rpoZ)
rpoZ-rev CCTTGCGCGTCCATCAATGC
1669-A ATCGCGGAAGAGACCCAGAG
RSP__1669 (rpoZ)
1669-B GAGCAGCGCCATCTGATCCT

RCC 01829 RTfor
RSP 3271 RTfor

GGCCTACATGCTGACCGA
CCCGAGGTCTGGATCACG

RCAP_ 1rcc01829 (cbbM)
RCAP_ 1rcc01829 (cbbM)
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Oligonukleotid

Oligonukleotide: Fortsetzung

Sequenz (5" — 37)

Zielgen(e)

RSP 3271 RTfor
RSP 1149 RTfor

RCC 00163 RTrev
RSP 1149 RTrev
RCC_01531_ RTfor
RCC 01531 RTrev
RSP 2523 RTfor
RSP 2523 RTrev

CCCGAGGTCTGGATCACG
CCCGCTGCACAACAACA

CGCAGATTTCCGGGAAGC
CTCGGGGAAGGTGTTGGT
ATGAAAAGGGGCCGC

CAGATCGCCTCGCAAAGC
ACTACCCGCACGAGAAGG
TTCCGCGTCGATGGTGAT

RSP_ 3271 (rbpL)
RCAP__rcc00163 (gitD)
RSP_ 1149 (gitD)
RCAP_ 1rcc00163 (gitD)
RSP 1149 (gitD)

RCAP__rcc01531 (nuol)

RSP_ 2523 (nuol)

RT-cysH-F CGACGGCACGCTTTATCAGT
T RCAP_ rcc01593 (cysH)
RT-cysH-R ATTCTTCCAGATCCTCGCGC
1941-A TGCATCTCGTCTCGGTCATC
RSP_ 1941 (cysH)
1941-B TCGGTGTTGTAGCGGTTCAG
RT-cysP-F GAAGGCGGATCAAGGATTGGC
RCAP__rcc02744 (cysP)
RT-cysP-R AGCGACAGATAGGCCTCGTT
3697-A AATGCGCGOTACACCTATCT ) o
3697-B GTCATGCACCCGGTAGAAAT 3697 (eysP)
RCC 00679 RTfor =~ ACAAGGCCAAGGTGCTGA ROAD 1ee00670 (ort]
RCC 00679 RTrev  AAGCCCGTCCACCTCTTC e (ertl)
RSP 0271 RTfor CCCTTCAACGTGACCTCGAT
RSP_ 0271 (ertl)
RSP 0271 RTrev  ACCTCGGTGTTCATGCGGAA
RT-chiX-F GCGCGCATCTATCCGTTCTT
_ RCAP_rcc03504 (cbiX)
RT-chiX-R CTCTGCGACCGTTTTCACCA
ChrR-RT-F ATGCTGGTCTCGGACATGGT (o
ChrR._ KOcontroll R CATCACGCCCAGCGAAAT —ee (chrR)
RT-RSP_ 1566-F GTCTATCCGCTCTTCATGGC )
RT-RSP_ 1566-R GCAATCTCCACGGTGAGATC 1566 (cbiX)
RSP 1566 F1 GTCTATCCGCTCTCCATGCC ,
RSP__ 1566 (cbiX)
RSP 1566 Rl GCAATCTCCACGCTGAGATC
RSP 1566 F2 GATCTCACCGTGCGAGATTGC
RSP 1566 (cbiX)
RSP 1566 R2 TGCGGCTCCTGATCGATGAA
NB
pRCs01897 CCGACAGGGGACTGCGGCGC RCs01897

TCGG
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2.1.3 Reagenzien

Tabelle 2.4: Verwendete Grofienstandards.

GrofBenstandard

Hersteller

GeneRuler 1 kb Plus DNA-Leiter
GeneRuler 100 bp Plus DNA-Leiter

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Tabelle 2.5: Verwendete Antibiotika. Antibiotikalosungen wurden vor Einsatz sterilfiltriert

(0,22 pm-Filter, ROTILABO®).

Stammlésung E. coli  Rhodobacter
mg ml! Solvens  pgml-! plml-t
Tetracyclin Serva 10 75 % EtOH 20 2
Kanamycin Serva 10 H,0O 25 25
Ampicillin Roth 100 H,0O 200 -
Gentamycin Serva 10 H,O 10 10
Spectinomycin  Roth 10 H,O 10 10

2.1.4 Enzyme und molekularbiologische Kits

Tabelle 2.6: Verwendete Enzyme und molekularbiologische Kits.

Enzym Hersteller
Phusion DNA Polymerase Invitrogen
Taq DNA Polymerase (Kit) Qiagen

Restriktionsenzyme

CloneJET PCR Cloning Kit

T4 DNA Ligase (5Unl™!)

RNase A (7Upl™)

Proteinase K

Lysozym

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 Upnl™!)
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
Polynukleotidkinase (PNK)

Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QRT-PCR Master
Mix

innuPREP Gel Extraction Kit

peqGOLD TriFast™ Kit

TURBO DNA-free™ Kit

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
NEB

Qiagen

Sigma-Aldrich
Boehringer Ingelheim
Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Thermo Fisher Scientific
Agilent

Analytik Jena
Peqglab
Thermo Fisher Scientific
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2.1.5 Nahrmedien

Tabelle 2.7: Zusammensetzung von 11
Medium; Remes et al. 2014).

Rhodobacter-Apfelsiure-Medium (RA-

Bestandteil Menge Konzentration (mM)
Malat 3,00 g 20,0
MgSO, x 7 HyO 0,20¢ 0,8
(NH,),S0,4 1,20g 9,0
CaCly x 2 HyO 0,07g 0,4
Spurenelementlosung (Tab. 2.8) 1,50 ml
ddHQO ad 1,001

Autoklavieren
Vitaminlosung (Tab. 2.9) 8,00 ml
Phosphatlosung (Tab. 2.10) 20,00 ml

Tabelle 2.8: Zusammensetzung von 11 Spurenelementlésung. Die Losung wurde vor

Benutzung autoklaviert.

Bestandteil Menge  Konzentration (mM)
Fe-(I1)-Citrat 500,00 mg 2,000
MgCl, x 4H,0 20,00 mg 3.500
7nCl, 4,00 mg 0,030

LiCl 5,00 mg 0,100

KI 2,50 mg 0,020

KBr 2,50 mg 0,020
CuSOy4 0,15 mg 0,009- 10!
NagMoO, x 2 HyO 1,00 mg 0,002
CoCyy x 6 HyO 5,00 mg 0,020
SnCly 0,50 mg 0,002
BaCl, 0,50 mg 0,002
AICl, 1,00 mg 0,007
HsBO, 10,00 mg 0,100
EDTA 20,00 mg 0,060
dngO ad 1,00 1
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Tabelle 2.9: Zusammensetzung von 11 Vitaminlosung. Die Losung wurde vor Benutzung

sterilfiltriert.
Bestandteil Menge  Konzentration (mM)
Nicotinsdure 3,00g 24,0
Thiamin/HCI 1,20g 3,5
Nicotinamid 0,20g 1,6
Biotin 0,07¢g 0,3
ddHQO ad 1,001

Tabelle 2.10: Zusammensetzung von 11 Phosphatlésung. Die Losung wurde vor Benut-
zung sterilfiltriert.

Bestandteil =~ Menge Konzentration (mM)

KHyPO4 30,0g 250
ddHQO ad 1,01

Tabelle 2.11: Zusammensetzung von 11 Standard I-Ndhrmedium. Das Medium wurde
vor Benutzung autoklaviert.

Bestandteil Menge
Standard I-Medium 250¢g
aaH20 ad 1,01

Tabelle 2.12: Zusammensetzung von 11 Peptone-Yeast-Agar (PY-Agar). Der Agar
wurde vor Benutzung autoklaviert.

Bestandteil Menge  Konzentration (mM)
Pepton 10,0 g
Hefeextrakt 0,5b¢g
CaCly (1M) 2,0 ml 2mM
MgCl, (1 M) 2,0 ml 2mM
FeSOy4 (0,5%) 2,4 ml
dngO ad 800,0 ml
pH einstellen 7,0
ddHQO ad 1,0 |
Bacto-Agar 80¢g
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2.1.6 Gerate

Tabelle 2.13: Allgemein verwendete Laborgerite. 50 ml-Zentrifugationsréhrchen wurden
mit Sorvall-Zentrifugen zentrifugiert, Reaktionsgefdfie von 0,5-2,0 ml in Heraeus-

Zentrifugen.
Gerat Hersteller
Sorvall RC5/RC6 Plus (Kiihlzentrifuge) Sorvall
SS-34-Rotor (fiir Sorvall-Zentrifugen) Thermo Fisher Scientific
SA-600-Rotor (fiir Sorvall-Zentrifugen) Thermo Fisher Scientific
Heraeus™ Biofuge Fresco 17 (Tischkiihlzentrifuge) Thermo Scientific
Heraeus™ Biofuge Pico 17 (Tischzentrifuge) Thermo Scientific
Omnilux 18W-Leuchtstoffréhre Omnilux
Specord 50 Plus (Photometer) Analytik Jena
LI-250A Light Meter LI-COR Biosciences
Infinite M200 microplate reader Tecan
Vibramax 100 shaker Heidolph Instruments
MicroPulser Electroporator Bio-Rad
UV-Stratalinker™ 1800 Stratagene Corp.
Leica DMI 6000 B Inverse Microscope Leica
Concentrator plus Eppendorf
CFX Connect Real-Time System Bio-Rad
NanoDrop PeqLab
T100™ Thermal Cycler Bio-Rad
S1000™ Thermal Cycler Bio-Rad
Szintillationszahler Beckman Coulter
Imaging Screen Bio-Rad
Personal Molecular Imager FX Bio-Rad
Screen Eraser K Bio-Rad
UVT-20 M/W-Transilluminator Herolab GmbH
Multiple Gel Caster Serva
Mini-Gel System Serva
ElectroBlotter PeqlLab

2.2 Sterilisation und Reinigung der Glasware

R. capsulatus wurde in Glasware kultiviert, die von Hand gespiilt wurde und nicht von den
Spiilmaschinen des Instituts. Es zeigte sich in R. capsulatus eine starke Schaumbildung,
wenn Kulturen aerob in von Spiilmaschinen gereinigten Meplatflaschen kultiviert wurden.
Der Austausch dieser Sptlmaschinen deckte sich in etwa zeitlich mit dem Auftreten der
Schaumbildung der Kulturen und kénnte die Ursache fiir diese sein. Unter Umstanden war
R. capsulatus bei aerober Kultivierung empfindlicher fiir mogliche Spiilmittelriicksténde in

der Glasware (ein gangiger Inhibitor bakteriellen Wachstums; Sandle und Satyada 2016).
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Um die Schaumbildung und damit ausgeschwemmte Zellen zu vermeiden, wurde neue Glas-
ware eine Woche lang mit sterilem RA-Medium (Tab. 2.7) gefiillt und bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Das RA-Medium wurde ausgeschiittet, die Glasware wurde einmal mit
70 % EtOH und viermal mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) gespiilt. Die Glasware
wurde iiber Nacht (i.N.) bei RT getrocknet und im Anschluss mit dem Feststoff-Programm
des Autoklav autoklaviert. Das Glaswarenset fiir R. capsulatus-Versuche hatte seine eige-
nen Stopfen bzw. Schraubdeckel, um mogliche Kontaminationen aus der Spiilmaschine
des Instituts zu vermeiden. Nach Versuchen wurden die Kulturen autoklaviert und die
Glasware mit 70 % EtOH fir 20 min sterilisiert. Danach wurde die Glasware wie oben

beschrieben mit VE-Wasser gespiilt und autoklaviert.

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Mikroorganismen

Entsprechend der gewiinschten Wachstumsbedingungen wurde Rhodobacter unter ver-
schiedenen Licht- und Sauerstoftbedingungen kultiviert. Die verwendete Glasware und die
Fiillstande richteten sich nach den gewollten Bedingungen. Ungeachtet der Bedingungen
wurde Rhodobacter stets bei 32 °C in Rhodobacter-Apfelsiure (RA)-Medium kultiviert. Fiir
mikroaerobe Bedingungen (~25 pM Os) wurden Erlenmeyerkolben zu 80 % ihres genannten
maximalen Fillvolumens mit Kultur beftllt und bei 140 rpm im Dunkeln geschiittelt. Fiir
aerobe Bedingungen (~160-180 pM O,) wurden Erlenmeyerkolben zu 20 % ihres genannten
maximalen Fiillvolumens mit Kultur befiillt und bei 140 rpm im Dunkeln geschiittelt.
Alternativ wurde Rhodobacter auch aerob kultiviert, indem die mit Alufolie umbhiillten
Meplatflaschen mit Luft begast wurden (Fiilllevel der Flaschen: 80 % des maximalen
Fiillvolumens). Rhodobacter wurde anaerob bzw. phototroph in Meplatflaschen kultiviert,
welche randvoll mit Kultur gefiillt und verschlossen waren. Die Flaschen wurden mit
einer Fluoreszenzrohre (Omnilux 18W) mit Weifilicht beleuchtet: 60 W m=2 Weifllicht fiir
Wildtypstamme, 20 Wm=2 fir Tn5-Mutanten mit gestorter Carotinoidbiosynthese. Ein
Ventilator kiihlte die Kulturen auf 32°C. Um eine Rhodobacter-Kultur von einer zu einer
anderen der aufgefithrten Bedingungen zu wechseln, wurde die Kultur auf eine optische
Dichte bei 660nm (ODggo) von ~0,4 auf 0,2 mit RA-Medium verdiinnt.

E. coli wurde in Standard I (StI)-Medium (Tab. 2.11) in Erlenmeyerkolben (aufgefillt auf
80 % des Maximalvolumens) bei 37 °C im Dunkeln bei 180 rpm kultiviert. Alternativ wurden
2-6ml Kultur in Reagenzglasern statt Erlenmeyerkolben kultiviert. Um Rhodobacter auf
RA-Agarplatten bzw. E. coli auf StI-Agarplatten zu kultivieren, wurde mit einer Impfése
entweder Fliissigkultur oder ein Stiickchen Cryokultur auf einer Platte ausgestrichen
und im Dunkeln inkubiert: Rhodobacter fiir ca. 48-72h bei 32°C und E. coli i.N. bei
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37°C. Stamme mit Antibiotikaresistenzen als Selektionsmarker enthielten entsprechend
Tab. 2.5 (S. 31) Antibiotikum im Medium. Fiir die Durchfithrung von Experimenten
wurden Rhodobacter-Stamme mit Selektionsmarkern bis zu einer ODggy von mindestens
0,4 kultiviert und dann auf 0,2 mit RA-Medium (ohne Antibiotikum) verdiinnt.

2.3.2 Messung der optischen Dichte

Die ODggg von Rhodobacter wurde mittels eines Photometers bei 660 nm in Polystyren-
kiivetten gemessen. Ab einer ODggy von ca. 0,5 wurden Proben vor der Messung mit
RA-Medium verdiinnt. Proben aerob gewachsener Kulturen wurden vor der Messung zehn

Mal auf- und abpipettiert, um etwaige Zellkliimpchen zu resuspendieren.

2.3.3 Kryokonservierung

Fir das Aufbewahren eines Stammes wurden Kryokulturen angelegt. Daftir wurden 8 ml
einer exponentiell wachsenden Kultur in vier 2 ml-Reaktionsgefafien bei 7.500 rpm fiir 5 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets wurden mit je 800 j1l
RA-Medium (Rhodobacter) bzw. StI-Medium (E. coli) zum Waschen resuspendiert. Die
Kulturen wurden bei 7.500 rpm fiir 5 min zentrifugiert, die Uberstéinde verworfen und die
Pellets zusammen in 1 ml Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zusammen mit
500 pl 80 %-Glycerin gemischt, in ein Kryoreaktionsgefafl iiberfithrt und in Flissigstickstoff
gefroren. Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden die Kryokulturen danach bei —80°C

gelagert. Kryokulturen wurden nur in Flissigstickstoff transportiert.

2.3.4 Photooxidative Stressexperimente mit Fliissigkulturen

Um Rhodobacter-Kulturen mit 104 zu stressen, wurden wie in Glaeser und Klug (2005) be-
schrieben photooxidative Stressexperimente durchgefithrt. Abbildung 2.1 zeigt den Aufbau
des Stressexperiments. Zunéichst wuchsen Rhodobacter-Kulturen unter mikroaeroben Be-
dingungen bis zu einer ODggp von ~0,4 an. Die Kulturen wurden mit RA-Medium auf eine
ODggo von 0,2 in 100 ml-Meplatflaschen verdinnt. Die Flaschen wurden zwecks Lichtschutz
in Alufolie gewickelt und es wurde zu jeder Kultur Methylenblau (MB) hinzugegeben (finale
Konzentration 0,211M). Die Kulturen wurden in ein 32 °C warmes Wasserbad platziert
und tiber Silikonschlduche mittels einer Aquariumpumpe mit Luft begast. Nachdem die
Kulturen eine ODggo von ~0,4 erreicht hatten, wurden diese photooxidativ gestresst. Dafiir
wurde die Alufolie entfernt und die Kulturen wurden tiber eine Lampe mit 800 W m~2
bestrahlt. Unter Beriicksichtigung der Lichtintensitaten vor der Scheibe des Wasserbe-
ckens (I;) und hinter der Meplatflasche (I3) wurde die Lichtintensitat (I) von 800 W m=2
mit Gleichung 2.1 mittels eines LI-250A Light Meter (LI-COR Biosciences) kontrolliert
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(van Liere und Walsby 1982). Auf Grund der Warme durch die Lampe wurde ein Ventilator

eingeschaltet, um die Temperatur des Wassers auf 32 °C zu halten.

I, -1,
= — = 2.1
111 (11/12) ( )
Mikroaerob, Luft (~180 uM O,) Luft (~180 uM O,)
dunkel ¢ ¢
Alufolie

OD66O = 0,4

verdinnen zu
OD660 = 0,2

Abbildung 2.1: Schema des photooxidativen Stressexperiments.

2.3.5 Messung des Pigmentgehalts

Um von Rhodobacter-Kulturen die Gehalte an Carotinoiden und Bchl a zu bestimmen,
wurden zunéchst in technischen Duplikaten Proben zu 1ml entnommen. Die Proben
wurden bei 5.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert, die Uberstinde verworfen und die Pellets
in je 50 pl bidestilliertes Wasser (4qH20O) resuspendiert. Es wurden zu den Proben jeweils
500 ul Aceton-Methanol (7:2, v/v) hinzupipettiert. Die Proben wurden fiir 30s auf einem
Vortex geschiittelt und bei 13.000 rpm fiir 5min zentrifugiert. Die Uberstinde mit den
gelosten Pigmenten wurden in eine Quarzkiivette iiberfihrt und es wurde die Absorption
bei 484 und 770 nm (Aygq und A779) gemessen. Als Leerwert diente die Aygy von Aceton-
Methanol (7:2, v/v). Die Gehalte der Pigmente wurden mittels der Extinktionskoeffizienten
fur Carotinoide (128 mM~! cm~!; Shiozawa et al. 1982) und Bchl a (76 mM~! cm~!; Clayton
1966) berechnet, wie in den Gleichungen (2.2) und (2.3) gezeigt ist.

uM Carotinoide  Absygy * 1000 pM * V Aceton-Methanol
OD660 - 128 1 = VProbe * OD660

(2.2)

llM Bcehl a _ AbS770 * 1000 llM * VAceton—Methanol
ODggo B 76 * 1 % Vpyghe * ODggo

(2.3)
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2.3.6 Aufnahme von Vollzellspektren

Mittels eines Photometers wurden in Polystyrenkiivetten Vollzellspektren aufgenommen.
Als Leerwert diente RA-Medium. Es wurden Spektren im Bereich von 300-950 nm aufge-
nommen. Alle aufgenommenen Absorptionswerte wurden durch den Absorptionswert von

660 nm geteilt, um sie auf die Zelldichte der Kultur zu normalisieren.

2.3.7 Messung reaktiver Sauerstoffspezies
2.3.7.1 Messung reaktiver Sauerstoffspezies via H,DCFDA

Mittels 2,7-Dihydrodichlorofluorescein-Diacetat (HoDCFDA) wurde nach Remes et al.
(2014) die Bildung von ROS in Rhodobacter bestimmt. Fiir eine ROS-Messung einer Kultur
wurden je drei Proben & 100 ul mit HoDCFDA (finale Konzentration: 10 uM) inkubiert,
als Leerwert inkubierte eine Kulturprobe ohne Sonde. Die Proben inkubierten in einer
96-Well Blackwellplate (Greiner) fiir 30 min bei 32°C im Dunkeln. Danach wurde mittels
eines Tecan Plate Readers die Fluoreszenzintensitit (Exyge/Emses) gemessen und der
Hintergrundwert der Leerwertkontrolle abgezogen. Die Fluoreszenzintensitiat wurde auf

die ODggo des Probennahmezeitpunkts normalisiert.

2.3.7.2 '0,-Messung mittels Singulett Oxygen Sensor Green

Die Menge des von Rhodobacter gebildeten 105 wurde mittels des Fluoreszenzfarbstoffes
Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) bestimmt. Das SOSG wurde vor den Versuchen
mit 82,5 ul Methanol versetzt, um eine Stammlésung von 2mM zu erhalten. Fiir jeden
Versuchstag wurde die SOSG-Experimentierlosung frisch angesetzt, hierfiir wurde die
Stammlosung mit 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES-Puffer)
auf 100 pM verdiinnt und bei 4 °C im Dunkeln bis zum Versuch gelagert. Der HEPES-Puffer
(pH 7) zum Verdiinnen enthielt 1% Methanol.

Fir den in vivo-Assay wurden in Meplat-Flaschen kultivierte Rhodobacter-Kulturen wie
in Abschnitt 2.3.4 beschrieben aerob kultiviert, bis die Kulturen eine ODggy von ca. 0,4
erreichten. Daraufhin wurden von jeder Kultur in technischen Duplikaten jeweils 114 jl
in eine Vertiefung einer 96-Well-Platte (Greiner) pipettiert: transparente Platten fir zu
stressende Proben, schwarze Platten fiir Dunkelkontrollen. Zu jeder Probe wurden 6 nl
SOSG-Experimentierlésung hinzupipettiert (finale SOSG-Konzentration: 5 pM). Zusétzlich
wurde fiir Messungen von Hintergrundwerten pro Kultur eine weitere Probe von 114 pl mit
6 11l 40 mmol HEPES-Puffer (pH 7) versetzt und in eine Vertiefung der Platten pipettiert.
Transparente Platten wurden mit einem transparenten Deckel bedeckt, auf welchem ein
rotes Transparent zwecks Lichtfilterung aufgeklebt war. Schwarze Platten wurden mit

Alufolie bedeckt. Die Proben inkubierten so auf einem Plattenschiittler fiir 30 min bei
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450 rpm. Eine Schreibtischlampe beleuchtete dabei Vertiefungen mit zu stressenden Proben
mit 800 Wm~=2, ein Ventilator kiihlte die Temperatur auf 32 °C.

Anschlielend wurden die Proben in 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie tiberfiihrt und
bei 8.000 rpm fiir 5 min pelletiert, die Uberstinde wurden verworfen. Die Pellets wurden
in jeweils 100 pl 40 mmol HEPES-Puffer (pH 7, mit 1 % Methanol) resuspendiert und in
Vertiefungen einer transparenten 96-Well-Platte iiberfiihrt. Im einem Tecan-Plate Reader
wurden die Fluoreszenzintensitaten bei Exso0/Emsss gemessen (zusétzliche Einstellungen:
Gain = 100, Number of Flashes = 5). Testlaufe ohne Zellen ergaben fiir verschiedene
Extinktions- und Emissionswellenléngen ohne Zellen fiir diese Bedingungen die maximale
Fluoreszenzintensitat. Nach Abzug der jeweiligen Hintergrundwerte wurden die Fluores-

zenzintensitaten einer Kultur gemittelt und auf die vor Versuchsbeginn gemessenen Werte
der ODggg oder des BChl a-Gehalts normalisiert.

2.3.8 Zellernte fiir RNA- und Proteinuntersuchungen

Um aus Rhodobacter-Kulturen Proben fiir RNA- und Proteinuntersuchungen zu gewinnen,
wurde je nach Versuch Probenmaterial in verschiedenen Mengen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gesammelt (Tab. 2.14).

Tabelle 2.14: Ubersicht iiber Volumina und Zeitpunkte von Probennahmen fiir
RNA- und Proteinuntersuchungen.

Untersuchungszweck Kultivierung Zeitpunkte (min) Probenvolumen (ml)
RNA (Northern Blotting) mikroaerob 0; 240 20
RNA (qRT-PCR) photoox. Stress 0; 10 10
Protein (LC-MS/MS) photoox. Stress 0; 45; 90; 180 60

Die Proben wurden in 50 ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert, welche ca. zur Halfte mit
Eis gefiillt waren. Zwischen den folgend beschriebenen Schritten wurden Proben auf Eis
gelagert. Nach der Probennahme wurden die Proben bei 10.000g und 4°C fiir 10 min
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die Proben wurden jeweils in 1ml
eiskaltem RA-Medium resuspendiert und in 1,5 ml-Reaktionsgefifie iiberfithrt. Die Proben
wurden bei 10.000 g und 4 °C fiir 10min zentrifugiert und nach Verwerfen der Uberstinde

bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.3.9 Hemmbhoftests

Die Sensitivitdt von Stdmmen gegeniiber diversen Stresssoren wurde mittels Hemmbhoftests
bestimmt. Fiir Hemmbhoftests wurden zunéachst Kulturen wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben

mikroaerob kultiviert, bis sie eine ODggo von 0,4-0,6 erreicht hatten. Im Anschluss wurden
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Proben der Kulturen mit 50 °C warmem Weichagar (1:1 RA-Medium/RA-Agar, v/v) im

folgenden Verhaltnis in Falcon-Reaktionsgefaflen via Vortexen vermischt:

0,4
OD660

* 1,2ml Kultur + 600 ul Phosphatlsg. + 2401l Vitaminlsg. — pro 30 ml Weichagar

Es wurden jeweils 5 ml Weichagar-Kultur-Gemisch auf eine 15 ml-RA-Agarplatte pipettiert.
Nach Erhérten des Weichagars wurde ein Filterplattchen (Whatman-Papier, ca. 5mm
Durchmesser) auf die Mitte der Platte per Pinzette gelegt. Danach wurden jeweils 5 ml
des Stressors auf das Filterplattchen pipettiert, als Negativkontrolle diente 3aH>O. Platten
mit MB als Stressor wurden seitlich mit Parafilm abgedichtet und fiir 48h bei 32°C
unter 20 Wm~2 inkubiert. Platten mit anderen Stressoren oder 4qHoO wurden in Alufolie
gewickelt und 48 h bei 32 °C im Dunkeln inkubiert. Nach Inkubation wurden die Hemmbhofe

ausgemessen.

2.3.10 Methanolstresstest in Rhodobacter

Da die SOSG-Experimentierlosung Methanol enthielt (sieche Abschnitt 2.3.7.2), wurde
die Empfindlichkeit von Rhodobacter gegentiber Methanol iiberpriift. Es wurden von
R. capsulatus-Kulturen (biologische Triplikate) je fiinf Proben a 2 pl entnommen. Zu den
Proben wurde Methanol zu folgenden finalen Konzentrationen dazugegeben: 2 %, 4 %, 6 %,
8% und 10% (alle v/v). Von jeder Probe wurden 5l auf eine RA-Agarplatte aufgetropft.
Nach dem Eintrocknen inkubierten die Kulturen fiir 48 h und es wurde das Wachstum der

Kulturen kontrolliert.

2.3.11 Beta-Galaktosidase-Assay

Der p[-Galaktosidase-Assay ermoglicht eine kolorimetrische Quantifizierung von
Transkriptions- oder Translationsaktivitaten in vivo (Miller 1972). Um die Promo-
toraktivitdt eines Gens zu untersuchen, kann in der sogenannten transkriptionellen
Fusion die entsprechende Promotorregion auf einem Reporterplasmid vor das lacZ-Gen
(B-Galaktosidase) kloniert werden. Die 5-Galaktosidase ist in der Lage, o-Nitrophenyl-5-
D-Galactopyranosid (ONPG) hydrolytisch in zwei Produkte zu spalten: Galaktose und das
gelbfarbene o-Nitrophenol. Da sich die Intensitat der Gelbfarbung spektrometrisch messen
lasst, lasst sich iiber die transkriptionelle Fusion einer Promotorregion von Interesse mit
lacZ und ONPG als Substrat die Promotoraktivtét nach folgendem Protokoll ermitteln.
Es wurden in den Versuchen Stdmme untersucht, die das MCS5-LacZ-Plasmid tru-
gen, in welchen Promotorregionen von Interesse vor dem lacZ-Gen fusioniert waren.
Als Leervektorkontrolle diente ein R. capsulatus-Stamm mit dem MCS5-LacZ-Plasmid

ohne transkriptionelle Fusion. Es wurden von biologischen Triplikaten in technischen
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Duplikaten Proben von je 2ml entnommen, zu folgenden Zeitpunkten: vor Stress (0 min)
sowie 10 und 30 min nach Stress. Zuséatzlich wurden zu jedem Zeitpunkt die ODggo-Werte
aufgenommen. Die Proben wurden solange auf Eis gekiihlt, bis sie fiir 10 min bei 10.000 rpm
und 4 °C zentrifugiert wurden. Die Uberstinde wurden verworfen und die Pellets wurden
jeweils in 750 ml Z-Puffer (Tab. 2.15) aufgenommen. Zusétzlich wurde ein Reaktionsgefaf3
mit 750 ml Z-Puffer als Kontrolle angesetzt. Es wurden zu allen Proben und zur Kontrolle
jeweils 10l 0,1 % SDS und 20l Chloroform hinzupipettiert. Die Proben und die Kon-
trolle wurden fiir 30 s auf einem Vortex gemischt, danach inkubierten sie genau wie eine
ONPG-Losung (4 mgml=t) fir 5 min auf einem 28 °C-warmen Heizblock. Die Hydrolyse
des ONPG wurde gestartet, indem zum ersten Reaktionsansatz 200 pul der ONPG-Losung
hinzupipettiert und der Ansatz kurz per Schiitteln gemischt wurde. Die iibrigen Reak-
tionen der restlichen Ansatze wurden zeitverzogert genauso gestartet; alle inkubierten
mit ONPG fiir 5min. Die Reaktionen wurden jeweils durch Zugabe von 500 ul NayCO3
abgestoppt. Die Reaktionsansitze zentrifugierten bei 13.000 rpm fiir 3 min. Es wurde je-
weils von 800 11l Uberstand die Absorption bei 420 nm (A 90) und 550 nm (Ass0) gemessen,
als Leerwert diente die Kontrolle. Unter Beriicksichtigung des urspriinglichen Proben-
volumens V (2ml) und der Reaktionszeit t (5min) wurde die Promotoraktivitiat tiber
die 8-Galaktosidaseaktivitat in Miller Units (Millereinheiten, MU) nach Gleichung (2.4)

berechnet:

1000 * (Agpo — 1,82 % Ass)

Miller Units = ODggy # V # t

(2.4)

Tabelle 2.15: Zusammensetzung von 11 Z-Puffer. Das -Mercaptoethanol wurde frisch
zur Experimentierlosung kurz vor Verwendung hinzugegeben.

Bestandteil Menge Konzentration (mM)
NaH,POy4 6,24 g 40

NayHPO, 10,70 g 60

KCl 0,75 g 10

MgSO4 x 7 HyO 0,25 g 1

zu pH 7,20
ddHQO ad 1,00 1
B-Mercaptoethanol 2,70 plml~t 50

2.3.12 Elektrotransformation von E. coli

Plasmide wurden in elektrokompetente F. coli JM109 und E. coli S17-1 via Elektropo-
ration eingefiigt. Daflir wurde Plasmidisolat zu 60 nl auf Eis aufgetauten, kompetenten
Zellen zugegeben: es wurden entweder 2l nicht gefallte Plasmidlosung oder 10 pl gefallte

Plasmidlosung zu den Zellen gegeben. Im Anschluss wurden die Reaktionsansétze in
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Elektroporationskiivetten (Bio-Rad) iiberfithrt und mittels eines Micro Pulser (Bio-Rad)
bei 2,5kV fiir ca. 5,0 ms geschockt. Es wurden kurz darauf jeweils 400 pl StI-Medium zu
den Reaktionsansitzen hinzupipettiert. Die Ansitze inkubierten bei 140 rpm und 37 °C
und wurden im Anschluss bei 8.000 rpm und 5 min zentrifugiert. Per Invertieren wurden
die Uberstande verworfen; die Zellen wurden in den Restfliissigkeiten durch Riithren mit
einer Pipettenspitze vorsichtig resuspendiert und auf zwei StI-Agarplatten mit Antibiotika
als Selektionsmarkern ausplattiert (einmal 10 pl, einmal das Restvolumen). Die Kulturen
inkubierten 1.N. bei 37°C, im Anschluss wurden die Platten auf gewachsene Kolonien
untersucht. Kolonien wurden mit einer Pipettenspitze gepickt, welche wiederum in ein
Reagenzglas mit 2-8 ul StI-Medium (und Antibiotikum) abgeworfen wurde. Die gepickten
Klone inkubierten .N. bei 180 rpm und 37 °C. Am Folgetag wurden gewachsene Kulturen

fir das Anlegen von Kryokulturen, fiir Plasmidisolationen oder Konjugationen verwendet.

2.3.13 Mikroskopie

Von Rhodobacter wurden mikroskopische Aufnahmen mittels eines Leica DMI 6000 B In-
verse Microscope (Leica, Wetzlar) mit sCMOS camera und HCX PL APO 100x/1.4-
Objektiv aufgenommen. Dafiir mussten 2 ul Kultur zunachst auf einer Agarosegeleinlage
auf einem Objekttrager fixiert werden (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM NayHPO,,
1,8 mM KH,POy, pH 7,4, 1% Agarose; Brenzinger et al. 2018). Die Aufnahmen wurden
mit dem VisiView-Programm (Visitron Systems, Puchheim) durchgefiihrt, speziell mit den
Kanalen fiir Differential Interference Contrast (Differentialinterferenzkontrast, DIC) und
Green Fluorescent Protein (griin fluoreszierendes Protein, GFP). Kontrast und Helligkeit
der Aufnahmen wurden nachtraglich in ImageJ 1.52a bearbeitet, ebenso wurden darin
Uberlagerungen von DIC- und GFP-Bildern erzeugt (Schindelin et al. 2012; Schneider
et al. 2012). Als Maflstab wurden in den Bildern in ImageJ 15,5039 Pixel als 1 pm gesetzt.

2.3.14 Konjugation von Plasmiden zu R. capsulatus

Mittels di-parentaler Konjugation wurden Plasmide von FE. coli S17-1-Stammen auf
R. capsulatus iibertragen. Mit einer Impfose wurde etwas Koloniematerial des jeweili-
gen FE. coli S17-1-Stamms in 1 ml einer exponentiell wachsenden R. capsulatus-Kultur
(ODggo von ca. 0,6) resuspendiert. Der Konjugationsansatz wurde bei 8.000 rpm fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets wurden in 200 pl Stl-
Medium resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 100 pl auf ein Filterpapier (Cellulose
nitrate, GE Healthcare) auf einer Peptone Yeast (PY)-Agarplatte (Tab. 2.12) pipettiert.
Als Negativkontrolle wurden 100l R. capsulatus-Kultur ohne E. coli S17-1-Zellen auf ein
Filterpapier auf einer PY-Agarplatte pipettiert. Nach dem Eintrocknen der Zellsuspension
inkubierten die Platten (mit dem Deckel nach oben) bei 32°C im Dunkeln fiir 8-16 h.
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Im Anschluss wurden die Filter in 2 ml-Reaktionsgefifle tiberfithrt und die Zellen jeweils
mit 1 ml RA-Medium von den Filtern heruntergewaschen. Die Zellsuspension wurde auf
RA-Agarplatten in einer Verdiinnungsreihe (mit RA-Medium) ausplattiert: jeweils 100 pl
der Verdiinnungsstufen 10°, 10-2 und 10~%. Die Platten wurden fiir ca. 24-72h bei 32°C
im Dunkeln inkubiert, bis Rhodobacter-Kolonien wuchsen. Zur Kontrolle wurden diese Kul-
turen mit einer Pipettenspitze gepickt, in 51l RA-Medium resuspendiert, auf einer neuen
RA-Agarplatte (mit Antibiotikum) aufgetropft und wie oben beschrieben inkubiert. Die

gewachsenen Kolonien wurden fiir weitere Kultivierungen bzw. Arbeitsschritte verwendet.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Extraktion von Nukleinsauren aus Bakterien
2.4.1.1 Extraktion chromosomaler DNA aus Rhodobacter

Um chromosomale DNA aus mikroaerob gewachsenen Rhodobacter-Kulturen zu isolieren,
wurden zunéchst 10ml einer Kultur (ODggy von ca. 0,6) bei 8.000rpm und 4°C fur
10min zentrifugiert. Nach Verwerfen der Uberstinde wurde jedes Zellpellet in 700 ul TE-
Puffer (Tab. 2.16) resuspendiert. Nach Uberfithren der Suspensionen in neue 1,5ml-
Reaktionsgeféifle lysierten die Zellen fiir 10 min bei RT. Im Anschluss wurden Proteine eines
Zellpellets jeweils durch folgende vier Schritte lysiert: Zugabe von 30l 10 % SDS, Zugabe
von 16 pl Proteinase K (20 mgml=!), Mixen durch mehrmaliges Invertieren, Inkubation fiir
1h bei 37°C. Anschlieflend wurden zu jeder Probe 100 ul NaCl (5 M) und 80l 10 % CTAB
(w/v, in 700mM NaCl) hinzugegeben, danach wurden die Proben bei 65°C fiir 10 min
erhitzt.

Tabelle 2.16: Zusammensetzung von 100 ml TE-Puffer.

Bestandteil Menge Konzentration (mM)
EDTA-Nay x 2 HyO (20% w/v) 40 mg 40

1M TrisHCI (pH 8,0)* 1ml 10

daH20 ad 100ml

* Siehe Tab. 2.17.

Zur Prazipitaton von Zelltriimmern und Proteinen wurden zu jeder Probe 750 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugegeben, dann wurden die Proben nach mehr-
maligen Invertieren bei 13.000 rpm fiir 5min zentrifugiert. Es wurden 6501l der obe-
ren Phase in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefafl tiberfiihrt und jeweils mit 650 pl Phenol-
Chloroform-Isoamylalkhol (25:24:1) via Invertieren gemischt. Nach erneuter Zentrifu-

gation bei 13.000rpm fiir 5min wurden jeweils 5501l der oberen Phase in ein neues
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1,5 ml-Reaktionsgefafl gegeben. Zur Prézipitation der DNA wurde zu den Proben jeweils
300l Isopropanol hinzugegeben und diese dann fiir 5 min inkubiert. Die Proben wurden
bei 3.000 rpm fiir 3 min zentrifugiert und die Ubersténde in neue 1,5 ml-Reaktionsgefifie
tiberfithrt. Die Proben wurden jeweils mit 2ml eiskaltem EtOH (70 %) gewaschen und
bei 3.000 rpm fiir 3min zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die Pellets
fir 10 min in einer SpeedVac (Concentrator Plus, Eppendorf) mit dem V-AL-Programm
getrocknet. Die Pellets wurden in 50 ul 4qH2O gelost und bei —20 °C gelagert.

Tabelle 2.17: Zusammensetzung von 100 ml TrisHCI-Puffer.

Bestandteil Menge Konzentration (M)
Tris 12,1 mg 1

aaH20 ad 80,0 ml

HCl pH einstellen

aaH20 ad 100,0 ml

2.4.1.2 Extraktion von RNA aus Rhodobacter

2.4.1.2.1 RNA-Extraktion mit Hot-Phenol

Nach der Zellernte auf Eis (Abschnitt 2.3.8) wurden alle Pellets auf Eis in 200 ul RNA-
Puffer T (Tab. 2.18) resuspendiert. Es wurden zu jeder Probe 200pnl RNA-Puffer 11
(Tab. 2.19) hinzupipettiert. Zur Zelllyse wurden die Proben fiir 30s via Vortex gemischt
und fiir 90s in einem 65 °C-warmen Wasserbad inkubiert. Danach startete die Phenoli-
sierung, indem zu jeder Probe 400 nl 65 °C-warmes Phenol-Wasser (Roth) hinzugegeben
wurde. Nachdem die Proben fiir 30s via Vortex gemischt wurden, inkubierten sie fiir
3min in einem 65 °C-warmen Wasserbad. Im Anschluss wurden Proben fiir mindestens
30 s in Flussigstickstoff gefroren. Zwecks Druckausgleich wurden danach kurz die Deckel
der Reaktionsgeféfie geoffnet und geschlossen, ehe die Proben bei 13.000 rpm fiir 10 min
zentrifugiert wurden. Die Uberstéinde wurden in neue 1,5 ml-ReaktionsgefiBe iiberfiihrt.
Das beschriebene Protokoll, beginnend mit der Phenolisierung, wurde noch zweimal hin-
tereinander mit den Uberstdnden durchgefithrt. Danach wurden zu den Uberstinden
jeweils 400 nl Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) hinzugegeben und die Proben gemischt.
Die Proben zentrifugierten bei 13.000 rpm fiir 10 min, die Uberstdnde wurden in neue
1,5 ml-ReaktionsgefaBle tiberfithrt. Zu jeder Probe wurden NaOAc (pH 4,5; Y10 des Pro-
benvolumens) und 96 % EtOH (eiskalt, das 2,5-fache des Probenvolumens) hinzugegeben.
Nach mehrmaligem Invertieren der Proben wurden diese i.N. bei =20 °C zur RNA-Féllung
gelagert. Nach der Féllung wurden die Proben bei 13.000 rpm und 4 °C fiir 20 min zentri-
fugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und das Pellet in 200111 75 % EtOH gewaschen.
Nach Zentrifugation bei 13.000rpm und 4°C fiir 20 min wurde der Uberstand entfernt
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und die Pellets fiir 7min in einer SpeedVac mit dem V-AL-Programm getrocknet. Die
Pellets wurden in je 25 pul 344H2O resuspendiert und bei —20°C bis zur Verwendung der
RNA gelagert.

Tabelle 2.18: Zusammensetzung von 100 ml RNA-Losung I (Resuspensionspuffer).
Die Losung wurde vor Benutzung autoklaviert.

Bestandteil Menge Konzentration (mM)
Saccharose 10,27 ¢g 300
NaOAc (3M, pH 4.5) 0,33 ml 10

DEPC-H,0 (1% v/v) ad 100,00 ml

Tabelle 2.19: Zusammensetzung von 100 ml RNA-Losung IT (Lysispuffer).

Bestandteil Menge Konzentration
SDS (20 % w/v) 10,00ml 2%

NaOAc (3M, pH 4,5) 0,33ml  10mM
DEPC-H,0O ad 100,00 ml

2.4.1.2.2 RNA-Extraktion mit Trizol

Fiir quantitative Real Time-Polymerase Chain Reactions (quantitative Real Time-
Polymerasekettenreaktionen, qRT-PCRs) wurde RNA aus Rhodobacter mittels Trizol
isoliert. Zu Beginn wurden die Zellpellets in je 500 pl peqGOLD TriFast™ resuspendiert
und fiir 5min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von jeweils 100 ul Chloroform wurden die
Proben fiir 30s per Vortex gemischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden
anschliefend bei 13.000 rpm fiir 15 min zentrifugiert, ca. 3% der oberen Phase wurden
in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefafl tiberfithrt. Durch folgende Schritte wurde die RNA
gefallt: Zugabe von Isopropanol (gleiches Volumen wie Probe), Inkubation auf Eis fiir
20 min, Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4°C fiir 15min, Verwerfen des Uberstandes.
Die Pellets wurden danach zweimal hintereinander gewaschen, namlich durch Zugabe von
jeweils 750 ul EtOH mit anschlieBender Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C fiir 15 min
mit Verwerfen des Uberstandes. Die Pellets wurden fiir 7 min mit dem V-AL-Programm
der Speedvac getrocknet und in 100 pl 4qH2O resuspendiert. Die RNA wurde bei —20 °C
gelagert.

2.4.1.3 Plasmidisolierung aus E. coli

Plasmide wurden aus E. coli auf zwei Arten isoliert, i.d.R. aus 2 ml-Kulturproben. Diese
wurden bei 8.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert, die Uberstinde wurden verworfen. In der

ersten Methode wurden zur Konjugation in R. capsulatus benotigte Plasmide mittels

45



2 Material und Methoden

des Plasmid DNA Purification-Kits (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) nach
dem DNA Plasmid-Protokoll isoliert, mit dem Unterschied, dass die DNA am Ende mit
25 1l 4qH2O eluiert wurde. Ansonsten wurden Plasmide nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse isoliert (Bimboim und Doly 1979). Zu Beginn der alkalischen Lyse wurden die
Zellpellets in jeweils 100 pl Miniprap-Losung I (frisch mit 4 pl RNase A pro 1ml versetzt,
Tab. 2.20) aufgenommen. Nach Vortexen der Proben wurden zu jeder 200 pl Miniprap-
Losung II (Tab. 2.21) hinzugegeben, gefolgt von sechsmaligem Invertieren der Proben.
Nach 5min Inkubation bei RT wurde zu den Proben jeweils 150 pnl Minipréap-Losung 111
(Tab. 2.22) hinzugegeben. Die Proben wurden sechs Mal invertiert und inkubierten fir
10 min auf Eis, ehe sie bei 13.000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert wurden. Es wurden
jeweils 400 nl Probe in neue 2 ml-Reaktionsgeféifie iiberfiihrt, welche bei 13.000 rpm und
4°C fir 10 min zentrifugiert wurden. Danach wurden jeweils 350 nl-Probe in neue 2ml-
ReaktionsgeféBe tiberfithrt. Nach Zugabe von jeweils 1 ml eiskaltem EtOH (96 %) wurden
die Proben bei 13.000 rpm fiir 30 min zentrifugiert. Nach Verwerfen der Uberstéinde wurden
die Pellets jeweils mit 200 nl eiskaltem EtOH (70 %) gewaschen und bei 13.000 rpm fiir
10min zentrifugiert. Die Uberstéinde wurden verworfen und die Pellets wurden fiir 10 min
mittels einer SpeedVac mit dem V-AL-Programm getrocknet. Zuletzt wurden die Pellets

in jeweils 25 1l gqH2O gelost und bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

Tabelle 2.20: Zusammensetzung von 80 ml Miniprap-Losung I. Die Losung wurde nach
dem Autoklavieren bei 4 °C gelagert.

Bestandteil Menge Konzentration (mM)
Glukose 0,72¢g 50

1M Tris (pH 8) 2,00 ml 25

0,5M EDTA (pH 8) 1,60 ml 10

aaH20 ad 80,00 ml

Tabelle 2.21: Zusammensetzung von 20 ml Miniprap-Losung II. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur maximal 3 Wochen lang gelagert.

Bestandteil Menge (ml) Konzentration

1N NaOH 4 02N
20 % SDS 1 1,0 %
aaH20 ad 20
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Tabelle 2.22: Zusammensetzung von 100 ml Miniprap-Losung III. Die Lésung wurde
nach dem Autoklavieren bei 4 °C gelagert.

Bestandteil Menge  Konzentration (mM)
5M KaAcO 2945¢ 3

Eisessig pH einstellen auf 5,60

aaH20 ad 100,00 ml

2.4.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Sofern bestimmte DNA-Fragmente aus Agarosegelen isoliert werden sollten, wurden die
Gele auf eine Glasplatte gelegt, unter UV-Licht die Banden ausgeschnitten und in 2 ml-
Reaktionsgefie tberfithrt. Mittels des innuPREP Gel Extraction Kit (Analytik Jena)
wurde die DNA aus den Gelstiicken isoliert. Daftir wurde das ,,Mini Elute“-Protokoll

verwendet, wobei die DNA anstatt mit Elutionspuffer mit 25 nl 4qHoO eluiert wurde.

2.4.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Konzentrationen von DNA und RNA wurden mittels eines NanoDrop (PeqLab) mit den
Programmen fiir dsDNA und ssRNA spektralphotometrisch gemessen. Bei Probenvolumina
von 1,5 pl wurde gegen einen Leerwert (Losungsmittel der Nukleinsduren) die Absorption
bei 260 nm (Agg) gemessen. Ein Absorptionswert von 1 entsprach 50 ngpl-! DNA bzw.
40ngnl~' RNA. Proteine absorbieren tiber aromatische Aminosduren bei Aggy, damit
wurde der Reinheitsgrad der Nukleinséduren iiber das Verhéaltnis von iz—gg kontrolliert: DNA

wurde mit Werten von ca. 1,8 als rein angesehen, RNA mit 2,0.

2.4.4 DNase-Verdau von RNA

Es wurde das TURBO DNA-free™ Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) verwendet,
um aus Trizol-isolierter RNA die DNA-Reste zu entfernen. Dabei wurde aus Proben mit
je 10.000 ng der DNA-Verdau nach dem ,,Routine DNase treatment“-Protokoll durchge-
fithrt. Nach dem Verdau wurde via PCR und Gelelektrophorese kontrolliert, ob mit den
Proben als Template das rpoZ-Gen amplifiziert werden konnte. Proben mit ausbleibenden
PCR-Produkten wurden als DNA-frei angesehen und auf 20 ng pl=! verdiinnt. Falls rpoZ

amplifiziert werden konnte, wurde die Probe erneut einem DNase-Verdau unterzogen.

2.4.5 Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsspaltungen wurden durchgefithrt, um bei Klonierungen Vektoren fiir Ligationen

zu schneiden. Auch wurden via Restriktionsspaltung Inserts aus Vektoren herausgeschnitten,
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um sie mit anderen Vektoren zu ligieren oder um zusammen mit Agarosegelelektropho-
rese ihren Einbau in einem Vektor zu kontrollieren. Restriktionsspaltungen wurden mit
FastDigest-Restriktionsenzymen (ThermoFisher Scientific) fast komplett nach Hersteller-
protokoll durchgefiihrt, anders als im Protokoll wurde die Spaltung fiir 1 h durchgefiihrt.
Falls Restriktionsspaltungen den Einbau eines Inserts positiv nachgewiesen haben, wur-
de die Korrektheit der Sequenz von Interesse mittels des Sequenzierservices der Firma
Microsynth Seqlab GmbH (Gottingen) kontrolliert.

2.4.6 Dephosphorylierung von DNA

Um bei Ligationen eine Re-Ligation von geschnittenen Vektoren ohne Insert zu vermeiden,
konnten geschnittene Vektoren dephosphoryliert werden. Wahrend einer Dephosphorylie-
rung werden die 5-Monophosphate der Vektoren hydrolysiert, womit DNA-Ligasen die
Enden der geschnittenen Vektoren nicht ligieren kénnen. Die Dephosphorylierung von
Vektoren wurde nach ihrer Spaltung mit der FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
(Thermo Scientific) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.4.7 Ligation von DNA und n-Butanolfallung

DNA-Fragmente wurden auf verschiedene Arten in Vektoren ligiert. Die Ligation von PCR-
Produkten mit Restriktionsschnittstellen als Uberhingen in den Vektor pJET1.2/blunt Clo-
ning Vector (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific) erfolgte fast komplett nach
Herstellerprotokoll; abweichend vom Protokoll wurde die Ligation fiir 30 min durchgefiihrt.
Die einzusetzende Menge PCR-Produkt in einem Reaktionsansatz wurde mit dem ,,Ligation
Calculator“-Online-Tool berechnet (HHU Disseldorf 0.D.).

Auf andere Weise wurden hingegen gespaltene Vektoren und DNA-Fragmente ligiert.
Nach der Dephosphorylierung des Vektors (Abschnitt 2.4.6) wurden pro Reaktionsansatz
50ng Vektor mit dem DNA-Fragment i.N. ligiert. Das Vektor-Insert-Verhéltnis betrug
1:3 und wurde tber die Lingen von Vektor und DNA-Fragment mittels des ,Ligation
Calculator“-Online-Tool berechnet (HHU Diisseldorf 0.D.). Ein Reaktionsansatz ist in
Tab. 2.23 aufgefiihrt. Die Ligation wurde in einem 16 °C-warmen Wasserbad @i.N. durchge-
fithrt, als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Insert.

Die Ligation wurde anschliefend fiir 20 min bei 65 °C abgestoppt. Salze wurden via
n-Butanolfillung entfernt. Der Ligationsansatz wurde dazu mit 50 ul 4¢H>O und 500 pl n-
Butanol aufgefiillt, via Vortex fiir 5s gemischt und fiir 30 min bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Die Féallung wurde zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und fiir 5 min bei
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde
fiir 5min in einer SpeedVac mit dem V-AL-Programm getrocknet. Das Pellet wurde in

10 pl 4qH20O resuspendiert.
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Tabelle 2.23: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes.

Bestandteil Menge (1l)
Vektor (50 ng) variabel
Insert variabel
T4-DNA-Ligase-Puffer (10 x) 2
T4-DNA-Ligase 1
daH20 ad 20

2.4.8 Northern-Blot-Analyse
2.4.8.1 Radioaktivmarkierung von Sonden

Radioaktiv markierte Oligonukleotide wurden als Sonden verwendet, um (s)RNAs spezi-
fisch zu detektieren. Dafiir wurden zur Ziel-RNA komplementare, einzelstréngige Oligonu-
kleotide mittels einer Polynukleotidkinase mit radioaktivem [P32]y-dATP markiert. Der
Reaktionsansatz fiir eine Markierung einer Sonde ist in Tab. 2.24 zusammengefasst.

Tabelle 2.24: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur Radioaktivmmarkierung
von Oligonukleotiden. Das [P3?]y-dATP wurde zuletzt im Radioaktivlabor

dazugegeben.
Bestandteile Volumen (pl) Konzentration
aaH20 3
10 x PNK-Puffer A 1 1x
Oligonukleotidsonde (10 pM) 2 2uM
T4-Polynukleotidkinase (10 Upl-1) 1 1U0pt
[P32]y-dATP 3 3Cip?

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 40 ul STE-Puffer (Sodium Chloride-Tris-EDTA-
Puffer, Tab. 2.25) abgestoppt.

Tabelle 2.25: Zusammensetzung von 100ml STE-Puffer (Sodium Chloride-Tris-
EDTA-Puffer).

Bestandteil Menge Konzentration (pM)
5M NaCl 2ml 100

1M Tris HCI (pH 7,5) 2ml 20

aaH20 ad 100 ml

Im Anschluss wurde die markierte Sonde von restlichen Bestandteilen des Reaktionsan-
satzes entfernt, indem sie mittels einer GE Healthcare illustra™ MicroSpin™ G-25-Séule
(GE Healthcare Life Sciences) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt wurde. Die Radioakti-
vitat einer Sonde wurde mittels eines Geigerzahlers (Beckman Coulter) kontrolliert. Eine

Sonde wurde bis zur Verwendung bei —20 °C in einem Bleigefafl aufbewahrt.
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2.4.8.2 Hybridisierung von sRNA mit radioaktiv markierten Sonden

Um (s)RNAs auf Northern Blot-Membranen nachzuweisen, mussten die Membranen
mit den entsprechenden radioaktiv markierten Sonden hybridisieren. Die Hybridisierung
unterteilte sich in zwei Schritte, die Prahybridisierung und die Hybridisierung. Bei der
Préhybridisierung wurde die Membran in einem Glasrohr mit ca. 20 ml Church Low-Puffer
(Tab. 2.26; Church und Gilbert 1984) fiir 30-60 min bei 42 °C unter Rotieren in einem
Hybridisierungsofen inkubiert. Im Anschluss wurde an die Glasinnenwand des Rohres die
Sonde pipettiert (mit Radioaktivitat von ca. 2.000.000 Counts min=!). Danach inkubierte

die Membran #.N. im Hybridisierungsofen wie oben beschrieben.

Tabelle 2.26: Zusammensetzung von 100 ml Church Low-Puffer.

Bestandteile Menge Konzentration
BSA 1,0g  10,0mgml!
DEPC-H,0O 15,0 ml

NaP-Puffer (1M, pH 7,2) 50,0ml 0,5M

EDTA (0,5M, pH 8,0) 02ml  1,0mM

SDS (20 %, w/v) 350ml  7,0%

Anschliefend wurde die Membran zwei bis drei Mal fiir 30 s mit Waschpuffer (0,01 % SDS
w/v; 5 x SSC) gewaschen. Mittels eines Geigerzihlers wurde tberpriift, ob die detektierten
Signale schwicher und spezifisch fiir einen Bereich (den mit den gebundenen Sonden) waren.
Die Membran wurde in eine Plastikfolie gelegt und die Restfliissigkeit vorsichtig durch
Druck auf die Plastikfolie entfernt. Die Membran wurde verschweifit und in einer Kassette
mit einem Imaging Screen (Bio-Rad) gelegt. Das Bandenmuster wurde verschieden lange
auf den Screen exponiert, ca. 30 min fiir 5S rRNA-Sonden und, je nach Signalstérke, 24-96 h
fiir sSRNA-Sonden. Das Prinzip der autoradiographischen Abbildung des Bandenmusters
auf dem Imaging Screen lauft allgemein wie folgt ab: Die Strahlung radioaktiver Sonden
regt BaFBr:Eu?*-Kristalle in der Matrix des Screens an. Dadurch werden Europium-
Elektronen in der Kristallstruktur gefangen und BaFBr:Eu3*-Kristalle gebildet (Baldi und
Hatfield 2011). Beim Phosphoimaging (Abschnitt 2.4.8.4) spater regt ein Laser die Kristalle
an, welche daraufthin ein Elektron sowie Fluoreszenzsignal aussendeten. Auf diese Weise
konnten Fluoreszenzsignale detektiert werden, welche zusammen mit der Bandenintensitat

anstiegen.

2.4.8.3 Stripping von Northern Blot-Membranen

Um an Membranen gebundene Sonden zu entfernen, wurde die Membran in einer Glasschale
mit Stripping-Puffer (0,1 % SDS, 5x SSC) fiir 20 min in einem 96 °C-warmen Wasserbad
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unter Schiitteln inkubiert. Die Membran wurde mit VE-Wasser gewaschen. Damit war die

Membran einsatzbereit, um eine neue Sonde zu binden.

2.4.8.4 Phosphoimaging und Auswertung von Northern Blots

Die auf Imaging Screens exponierten RNA-Bandenmuster wurden mittels eines Phosphoi-
magers (Molecular Imager FX, Bio-Rad) gescannt. Nach dem Scannen wurde ein Screen
fiir weitere Exponierungen 30 min lang dem Gelblicht eines Erasers (Screen Eraser-K,
Bio-Rad) ausgesetzt, damit alle Kristalle der Matrix wieder den BaFBr:Eu?*-Zustand
erreichten (Baldi und Hatfield 2011).

Die Scans des Phosphoimaging wurden mittels des Programms Quantity One 4.6.6 (Basic-
Version; Bio-Rad) ausgewertet, um die Bandenintensitdten von Northern Blots zu quan-
tifizieren. Zunédchst wurden unter dem Meniipunkt ,Image — Transform® mittels der
»Auto-scale“-Funktion Kontrast und Helligkeit des Scans optimiert. Zum Erfassen der Ban-
denintensitaten wurde tiber dem Meniipunkt ,,Volume — Volume Rect Tool“ ein Rechteck
gezeichnet, welches die grofite Bande im Scan knapp begrenzte. Dieses Rechteck wurde fiir
jede der anderen Banden kopiert und zentral auf die Bande gelegt. Das Rechteck wurde
auf eine Stelle ohne Signal gelegt, um das Hintergrundrauschen zu erfassen. Danach wurde
unter ,,Volume — Volume Analysis Report® die Signalstirke der Banden quantifiziert
und nach Excel exportiert. Die Signalstédrken der Banden abziiglich des Hintergrundwerts
wurden dabei prozentual als ,,% Adj, Vol,* von Quantity One ausgegeben. Diese adjus-
tierten Signalstarken fir SRNAs wurden auf die RNA-Menge normalisiert (mittels der
5S rRNA-Signalstirke). Die relative Anderung der Signalstirke fiir eine SRNA zwischen

zwei Zeitpunkten (Ty und Ty) wurde damit wie in Gleichung 2.5 gezeigt berechnet.

SI%I\IAAT2
55,

SI%I\LAT1

) 55r.

) (2.5)

Relative Anderung Signalstirke = (

2.4.9 Amplifikation von Nukleinsauren

Mittels Polymerase Chain Reactions (Polymerasekettenreaktionen, PCRs) wurden DNA-
Fragmente amplifiziert (Mullis et al. 1986). Die Menge an Template und die verwen-
dete Polymerase richteten sich wie die genauen Konzentrationen der einzelnen PCR-
Ansatzbestandteile nach dem Zweck der PCR. Fanden die Amplifikate weiter in einer
Klonierung Verwendung, wurde ein Phusion-Polymerase-basierter Ansatz verwendet. Zur
Kontrolle des Vorhandenseins von Fragmenten wurde hingegen die Taq-Polymerase verwen-
det. Im Falle einer Colony-PCR wurde zunéchst eine Einzelkolonie mit einer Pipettenspitze
gepickt, in 10 pl RA-Medium resuspendiert und von dieser Suspension 1 pl als Template im
PCR-Ansatz verwendet. In Tab. 2.27 sind die PCR-~Ansétze aufgelistet, die dazugehorigen
PCR-Progamme zeigt Tabelle 2.28.
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Tabelle 2.27: Zusammensetzung von Taqg- und Phusion-basierten PCR-Ansatzen. Al-
le Angaben beziehen sich auf einen 10 pl-Reaktionsansatz.

Bestandteil Phusion-basiert Taqg-basiert
Vol. (ul)  Fin. Konz. Vol. (nl) Fin. Konz.
5xGC-Puffer 2,0 1,00 x — —
10xDream-Taq-Puffer - - 1,0 1,0 x
dANTP (jeweils 2,5 mM) 0,2 0,05 mM 0,4 0,1 mM
Forward-Primer (10 pM) 0,2 0,20 pM 0,4 0,4 pM
Reverse-Primer (10 pM) 0,2 0,20 pM 0,4 0,4 uM
Phusion-Polymerase (2 U pl-!) 0,1 0,02U pl! — —
Tag-Polymerase (5Unl™1) - - 0,2 0,1 Uplt
Template* 1,0 - 1,0 —
aaH20 ad 10,0 10,0

* Chromosomale DNA (100 ngul~') oder 11l von einer in 10 ul RA-Medium resus-
pendierten Kolonie fiir Kolonie-PCR.

Tabelle 2.28: Verwendete PCR-Programme fiir Tagq- und Phusion-basierte PCR-

Ansétze.
Taqg-basiert Phusion-basiert

Vorgang Temperatur (°C)  Zeit  Temperatur (°C)  Zeit
Denaturierung 95 5 min 98 5 min
Denaturierung 95 30s 98 30s
Annealing variabel 30s variabel 30s T 35x
Elongation 72 10 min 72 10 min
Elongation 72 10 min 72 10 min
Anhalten 8 00 8 00
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2.4.10 Quantitative Real Time-PCR

Die qRT-PCR wurde verwendet, um aus Proben Trizol-isolierter RNA die Menge eines Tran-
skripts zu quantifizieren. Bei der qRT-PCR bildet eine reverse Transkriptase aus dem RNA-
Template cDNA, welche in mehreren Zyklen amplifiziert wird. Wéhrenddessen interkaliert
der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green in die DNA-Kopien. Der SYBR® Green-dsDNA-
Komplex absorbiert blaues Licht (A = 494 nm) und emittiert griines Licht (A = 521 nm); je
starker das Fluoreszenzsignal, desto mehr Kopien des Templates sind gebildet worden. Der
Anstieg des Signals korrelierte dabei wiahrend der exponentiellen Phase mit der Amplifi-
kation. Es wurde ein Schwellenwert fiir die Fluoreszenzintensitéat festgelegt: Je weniger
Amplifikationszyklen zum Erreichen dieses Schwellenwerts benétigt wurden, desto mehr
Kopien eines Transkripts waren in der Probe vorhanden. Der Amplifikationszyklus zum
Erreichen des Schwellenwerts wird als Ct-Wert (Cycle Treshold-Wert) bezeichnet. Die
verwendete RNA-Menge war in allen Reaktionsansitzen (Tab. 2.29) gleich (40ng), dass
verwendete qRT-PCR~Programm zeigt Tab. 2.30. Die Ct-Werte wurden auf ein Referenzgen
(rpoZ) normalisiert und auf die verschiedenen Primereffizienzen (E) korrigiert. Zusammen
mit dem Unterschied der Ct-Werte (ACt) zwischen zwei Zeitpunkten (vor und nach 10 min
10,-Stress) konnte nach Pfaffl (2001) die relative Expression (R) nach Gleichung (2.6)

berechnet werden.

3 (EZielgen)ACtZielgen
)ACtReferenz

R (2.6)

( EReferenZ

Tabelle 2.29: Zusammensetzung eines qRT-PCR-Mastermix.

Bestandteil Vol. (ul)
Enzymmix* 5,0
Forward-Primer 1,0 1M
Reverse-Primer 1,0 1M
DTT* 0,1

RT Block* 0,4

aaH20 0,5

Template-RNA (20 ngpl!) 20 40ng

* Bestandteil des Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QRT-PCR Master Mix (Agilent Technolo-
gies).
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Tabelle 2.30: PCR-Programm fiir gqRT-PCR Messungen der Fluoreszenz sind mit (*)

gekennzeichnet.
Vorgang Temperatur (°C)  Zeit
Reverse Transkription 50 10 min
Denaturierung 95 3min
Denaturierung 94 DS
Annealing variabelt 5s T 35x
Elongation (x) 63 5s
Denaturierung 95 10s
Schmelzkurve in 0,5 °C-Schritten () 65-95
Ende 10 5 min

t Siehe Tab. A.1 auf S. 163.

2.5 Gelelektrophoretische Methoden

2.5.1 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelelektrophorese wurden DNA-Fragmente von Restriktionsspaltungen
sowie PCR-~-Produkte aufgetrennt. Die Agarosekonzentration der Agarosegele richtete
sich nach der Lange des aufzutrennenden Fragments (Tab. 2.31). Zum Gielen der Gele
wurde die Agarose entsprechend der Konzentration in einer Schottflasche eingewogen,
mit Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) oder Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)
aufgefillt (Tab. 2.32) und in einer Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose vollstandig gelost
war. Nach ca. 5min Abkiihlen bei RT wurde die Agarose in Gelschlitten mit eingesetzten
Kammen gegossen, um Agarosegele mit Taschen fiir DNA-Proben zu erstellen. Nach
ca. 20min waren die Gele erhértet, sodass die Kémme gezogen und die Gele aus den
Schlitten herausgetrennt werden konnten. Bis zur Verwendung wurden Gele in einer halb
mit TAE-Puffer- bzw. TBE-Puffer gefiillten Box bei 4 °C aufbewahrt.

Die Gelelektrophorese wurde in Gelkammern durchgefiihrt, welche mit dem gleichen Puf-
fer aufgefiillt waren wie die Agarosegele. Die Gele wurden in der Gelkammer platziert. Es
wurden pro Geltasche 10 pl Probe zusammen mit 1,1 pl 10 x-Ladepuffer (Tab. 2.33) geladen.
Als GroBenmarker wurden entweder 6 ul GeneRuler 1 kb Plus DNA-Leiter (Thermo Fish-
er Scientific) oder GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific) verwendet, letzterer
fiir kleinere Fragmente (1,0kBP). Bei einer Spannung von 120 V wurden die Fragmente
fiir ca. 30-45 min aufgetrennt. Nach der Agarosegelelektrophorese wurden die Gele in einer
Ethidiumbromidlésung fiir ca. 5-10 min inkubiert. Das in der DN A-interkalierte Ethidium-
bromid wurde unter dem UV-Licht eines UVT-20 M/W-Transilluminators (Herolab GmbH)

sichtbar, womit die DNA-Fragmente inspiziert werden konnten.
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Tabelle 2.31: Verwendete TAE-/TBE-Konzentrationen fiir Agarosegelelektrophore-

sen.

Lénge (kBP)

TAE/TBE (%, w/v)

1,0— 30,0
0,5 10,0
02— 3,0
01— 20

0,5
1,0
1,5
2,0

Tabelle 2.32: Zusammensetzung von je 11 10x-TAE bzw. 10x-TBE-Puffer.

10x-TAE-Puffer

10x-TBE-Puffer

Bestandteil Menge
Tris 48,4 ¢
Eisessig 11,4 ml
Borsaure -
EDTA-Nay Dihydrat 3,7¢g
ddHQO ad 1 ,O 1

Konz. (mM) Menge Konz. (M)
400 121,1¢ 1,00
200

61,8¢g 1,00
10 T4g 0,02
ad 1,01

Tabelle 2.33: Zusammensetzung von 10x-Ladepuffer.

Bestandteil Volumen (ml) Konzentration (% w/v)
Glycerin 6,00 60,0
Bromphenolblau 0,01 0,1
Xylencyanol 0,01 0,1

ddHQO ad 10,00
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2.5.2 Polyacrylamid-Minigele

Mittels Polyacrylamid-Minigelen wurden zweierlei DNA-Fragmente unter 200 BP nach-
gewiesen: zum einen die DNA-Sequenz der sSRNA RCs01897 (wéhrend der Klonierung
dieser zwecks Uberexpression), zum anderen qRT-PCR-Amplifikate zwecks Kontrolle der
Amplifikation. Die einzelnen Bestandteile fiir ein Polyacrylamid-Minigel sind in Tab. 2.34
dargestellt. Nachdem die einzelnen Bestandteile zusammengemixt wurden, wurde die Gel-
masse in ein Multiple Gel Caster (Serva)-Gestell zwischen einer Glas- und Keramikplatte
gegossen. Ein Kamm wurde eingesetzt, um Geltaschen zu formen. Das Gel polymerisierte
fir 1 h. Nach Ziehen des Kamms wurde das Gel in ein Mini-Gel System (Serva) eingespannt,
die Reservoire wurden mit 1x-TBE-Puffer gefiillt. Im Anschluss wurden die Proben in die
Taschen geladen, wobei je 10 il Probe mit 1,1 nl-10x-DNA-Ladepuffer zuvor gemischt wur-
de. Als Marker diente die GeneRuler 100 bp Plus DNA-Leiter (Thermo Fischer Scientific).
Die Proben wurden unter 120V fiir 1h aufgetrennt und danach die Bandenmuster via
Ethidiumbromid-Farbung untersucht (siche Abschnitt 2.5.1).

Tabelle 2.34: Zusammensetzung einer Polyacrylamidgelmasse fiir ein Minigel. Am-
moniumperoxidsulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurden
zuletzt dazugegeben.

Bestandteil Menge

aaH20 3,9ml
10x-TBE-Puffer 0,6 ml
40 % Acrylamid 1,5ml
APS (10%, w/v) 24,0pl
TEMED 6,07l

2.5.3 Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamidgele und Northern
Blotting

RNA-Proben fiir Northern Blotting-Analysen wurden mittels Polyacrylamidgelen in einer
denaturierenden Gradientengelelektrophorese aufgetrennt. Die Zusammensetzung eines
solchen Gels ist in Tab. 2.35 aufgefithrt. Es wurden alle Bestandteile des Gels bis auf
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) mittels eines
Magnetriithrers in einem mit Alufolie abgedichteten Bechergefafl fiir 30 min geriihrt. Zum
Gieflen des Gels mussten zwei Glasplatten vorbereitet werden. Dazu wurden die Glasplatten,
drei Spacer und ein Kamm mit 70 % EtOH geputzt. Eine der Platten wurde silanisiert,
damit sich das Gel spéter leichter von der Glasplatte trennen liel. Auf eine Platte wurden

seitlich und am unterem Ende Spacer an die Réander gelegt. Auf die Spacer wurde die
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zweite Glasplatte platziert. Mit erhitzter Agarosegelmasse wurden die Seiten und der

untere Rand abgedichtet.

Tabelle 2.35: Zusammensetzung eines Harnstoff-Polyacrylamidgels.

Bestandteil Menge Konzentration
Harnstoff 16,8 g ™
Acrylamid (40 %, w/v) 10,0 ml 8%
10x-TBE-Puffer 4,0 ml 1 x
ddHQO ad 40,0 ml

APS (10 %, w/v) 120,0 ul

TEMED 20,0 ul

Die fertige (und mit APS und TEMED gemischte) Acrylamidlésung wurde zwischen
beide Glasplatten gegossen. Es wurde ein Kamm am oberen Rand eingefiihrt, um Taschen
zu formen. Nachdem das Gel mindestens 1h polymerisierte, wurde der Kamm gezogen
und das Gel in eine Gelapparatur gestellt. Das untere Reservoir der Apparatur war mit
1x-TBE-Puffer gefiillt. Das Einsetzen des Gels erfolgte frei von Luftblasen am unteren
Rand. Im Anschluss wurde das obere Reservoir mit 1x-TBE-Puffer gefiillt.

Es mussten RNA-Proben geladen werden, deren Volumina so eingestellt waren, dass
alle Proben die gleiche Menge an RNA enthielten (mindestens 6-10pg). Bevor die Proben
geladen wurden, inkubierten sie mit ihrer 0,7-fachen Menge an FU-Mix (Tab. 2.36) fir
10 min bei 65 °C. Die Taschen des Gels wurden mittels einer Spritze mit 1x-TBE-Puffer
kurz durchgespiilt, ehe die Proben in die Taschen pipettiert wurden. Es wurden jeweils

nacheinander drei Taschen gespilt und mit Proben geladen.

Tabelle 2.36: Zusammensetzung von Formamid-Urea-Mix (FU-Mix).

Bestandteil Konzentration
Harnstoff 6,0 M
Formamid 80,0 %
10x-TBE 10,0 %
Bromphenolblau 0,1 %
Xylencyanol 0,1%

Die Proben wurden fiir 10 min bei 100V, dann bei maximaler Volt-Zahl aufgetrennt,
bis die Farbfront des FU-Mixes am unteren Rand des Gels auslief. Die Auftrennung wurde
gestoppt und das Gel von den Glasplatten gelost. Das Gel wurde mittels eines Pizzaschnei-
ders auf den Bereich mit Proben zurechtgeschnitten. Es wurden sechs Rechtecke aus
Whatman-Papier in Grofle des Gels ausgeschnitten und in 1x-TBE-Puffer getriankt. Eben-
falls in GroBe der Whatman-Papiere wurde eine Nitrozellulosemembran (GE Healthcare)

zurechtgeschnitten. Danach wurde fiir das Northern Blotting ein Elektroblotter wie folgt
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von unten nach oben aufgebaut: Anodenplatte, drei Whatman-Papiere, Nitrozellulosemem-
bran, Gel, drei Whatman-Papiere. Durch Rollen eines Falcon-Reaktionsgefafles auf den
oberen Whatman-Papieren wurden etwaige Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten
herausgedriickt. Die Kathodenplatte wurde aufgesetzt und bei 250 mV wurden die RNAs
fiir 2:45h auf die Nitrozellulosemembran iibertragen. Im Anschluss wurde die RNA auf
die Membran fixiert, indem die Membran in einem Stratalinker UV Crosslinker 1800
(Stratagene Corp.) mit UV-Licht bestrahlt wurde: zweimal mit 1.200kJ. Bis zur weiteren

Verwendung wurde die Membran in Whatman-Papieren aufbewahrt.

2.6 'Omics’-Analysen

2.6.1 Transcriptomics

Es wurden die Abundanzverdnderungen von Transkripten in R. capsulatus in biologi-
schen Triplikaten vor und nach 10 min photooxidativem Stress untersucht. Fiir die Un-
tersuchung der Transkriptomverdnderungen wurden von der AG Klug neu-analysierte
RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)-Daten basierend auf Probenmaterial von (Volk 2016) zur
Verfiigung gestellt. Die Verifizierung via qRT-PCR (Abschnitt 2.4.10), die Auswertung
(Abschnitt 2.7.5) inklusive der Statistik (Abschnitt 2.8) erfolgte im Rahmen dieser Arbeit.

2.6.2 Proteomics

Mittels Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
wurde untersucht, wie sich die Proteinabundanzwerte in R. capsulatus unter photooxidati-
vem Stress veranderten. Hierfiir wurde Probenmaterial von R. capsulatus vor (0 min) und
nach photooxidativem Stress (Abschnitt 2.3.4, S. 36) genommen, im Detail nach 45 min,
90 min sowie 180 min. Die massenspektrometrische Analyse mitsamt der Proteinquantifi-
zierungen via LFQ-Funktion der MaxQuant-Software (Cox und Mann 2008) erfolgte nach
etabliertem Protokoll (Bathke et al. 2019; Licht et al. 2020) am Max-Planck-Institut fiir
Herz- und Lungenforschung in Bad Nauheim. Die Auswertung der Daten inklusive der
Statistik ist in Abschnitt 2.7.5 sowie Abschnitt 2.8 ndher beschrieben.

2.7 Bioinformatische Methoden und Statistik

2.7.1 Alignments, Homologie- und Syntanie-Analysen

Das Alignment von Aminosauresequenzen erfolgte mittels des Standard Protein BLAST-
Online-Tools (Madden 2013) mit dem BLASTP-Algorithmus mit Standardeinstellungen
(d.h. Non-redundant protein sequences-Datenbank, Expect treshold = 10, word size = 6).
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Nach dem pBlast-Algorithmus wurden zudem mittels des Genome Gene Best Homologs-
Tools (IMG-Webseite; Chen et al. 2018) homologe Gene von R. capsulatus und R. sphaeroi-
des einander zugeordnet. Als Grenzwert wurde eine Ubereinstimmung der Aminoséiurese-
quenzen von > 30 % festgelegt. In einigen Ausnahmefillen wurden Gene auch mit geringerer
Identitat als homolog gewertet, sofern andere Analysen oder Vorwissen dies nahelegten.
Strukturhomologie wurde zwischen zwei Proteinen mittels des Online-Tools PHYRE?
analysiert (Kelley et al. 2015). Bei Klonierungen wurde der korrekte Einbau eines Inserts
im Zielvektor durch Alignments mittels EMBL-EB-Online-Tools kontrolliert (Madeira
et al. 2019). Fiir Syntanie-Analysen mit dem rpoEchrR-Lokus wurden zum einen alle
Vertreter der Rhodobacteraceae mittels des Online-Tools SyntTax (Oberto 2013) untersucht
(Standardeinstellungen: ,,Best match“ als Suchparameter, BLAST-Score-Minimum 10 %).
Zum anderen wurde ein Syntédnieplot mittels der entsprechenden Funktion in EDGAR 2.3
berechnet (Blom et al. 2016).

2.7.2 Phylogenetische Analysen

Phylogenetische Untersuchungen wurden mittels des rpoE- bzw. chrR-Gens durchgefiihrt
und enthielten neben R. capsulatus SB1003 und R. sphaeroides 2.4.1 noch folgende Taxa:
23 bzw. 15 Vertreter der Rhodobacteraceae (RpoE bzw. ChrR) und 2 bzw. 3 Vertreter der
Gattung Mycobacterium (RpoE bzw. ChrR). Bei den jeweiligen Taxa handelt es sich um
die besten Treffer, die mit einer BLASTP-Analyse gefunden wurden. Das Alignment der
Sequenzen und die Berechnung der phylogenetischen Bédume wurde mittels des Programms
MEGA X (Kumar et al. 2018) durchgefithrt. Das Alignment der Sequenzen erfolgte
mittels des eingebauten MUSCLE-Algorithmus tiber die ,,Unweighted PairGroup Method
with Arithmetic Mean“-Methode (Tab. A.2; S. 164). Mit den Alignments wurden jeweils
1000 Maximum Likelihood-Baume auf Grundlage der Standardeinstellungen des Programms
(Tab. A.3, S. 164) mit dem Jones-Taylor-Thornton-Substitutionsmodell (Jones et al. 1992)

errechnet und der jeweilige Bootstrap-Konsensusbaum bestimmt (Felsenstein 1985).

2.7.3 sRNA-Ziel-Vorhersagen

Potentielle Ziel-mRNAs von (moglichen) sRNAs wurden mittels zweier Tools ermittelt,
IntaRNA (Busch et al. 2008; Kery et al. 2014; Mann et al. 2017; Raden et al. 2018;
Wright et al. 2014) und TargetRNA2 (Kery et al. 2014). Es wurden die jeweiligen sRNA-
Sequenzen fir die Suche von Ziel-mRNAs in R. capsulatus SB1003 eingegeben. Es wurden
die Standard-Suchparameter benutzt, welche auch in Tab. A.4 und A.5 (S. 165) aufgelistet

sind.
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2.7.4 STRING-Datenbank-Analyse

Mittels der STRING-Datenbank (https://string-db.org/, letzter Aufruf 05.04.2020) wurden
mogliche Interaktionspartner des XRE-Transkriptionsfaktors RCAP_ rcc02527 gesucht
(Szklarczyk et al. 2019). Unter dem Mentipunkt ,, Protein families (“COG")...by protein
sequence wurde mit der Aminosauresequenz von RCAP_rcc02527 automatisch das
Cluster of Orthologous Groups COG2944 ermittelt und das dazugehorige Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk zur Ansicht ausgewédhlt. Standardméflig wurden zehn mogliche

Interaktionspartner in das Netzwerk miteinbezogen.

2.7.5 Analyse funktionell angereicherter Gruppen

Die in den Omics-Untersuchungen quantifizierten Verédnderungen der Transkript- und
Proteinabundanz wurden daraufhin untersucht, ob sie funktionelle Gruppen anreicherten
bzw. verringerten. Diese Gruppen wurden durch Gene Ontology (GO)-Terme deklariert.
Diese Analyse wurde mittels des Programms Cytoscape Version 3.6.0 (Shannon et al. 2003)
mit der ,BINGO“-App (Maere et al. 2005) durchgefiihrt. Es wurden nur Transkripte bzw.
Proteine in diese Analysen miteinbezogen, deren Abundanz bezogen auf den Nullzeitpunkt
sich um den Faktor 2 oder mehr veranderte: logo-Werte signifikant > 1 deklarierten Anrei-
cherungen, solche von < -1 Abnahmen. Als Referenzen dienten jeweils die ganzen Genome
von R. capsulatus bzw. R. sphaeroides. Als ,ontology file* wurde gh.obo (Formatversion
1.2, 06.10.2017) verwendet (Botstein et al. 2000; The Gene Ontology Consortium 2019).
Die Analyse bestimmte angereicherte (bzw. verringerte) GO-Terme an Hand eines hyper-
geometrischen Tests mit Benjamini-Hochberg-Prozedur bei einem Signifikanzlevel von 0,05.
Ungeachtet der GO-Terme wurden einige Transkripte bzw. Proteine mit Bezug auf die
Fragestellung in die Gruppen ,,Photooxidative Stressantwort® sowie , Eisenmetabolismus*
eingeordnet. Ein Gen kann mehrere GO-Terme haben und damit bei seiner Abundanzan-
derung zur Anreicherung oder Abnahme mehrerer GO-Terme in den Analysen beitragen.
Fir die Zusammenfassung der Analyse wurden Transkripte bzw. Proteine i.d.R. eher den
spezifischeren, untergeordneten GO-Termen zugewiesen (Abb. 2.2).

Mittels des Online-Tools InteractiVenn (Heberle et al. 2015) wurde untersucht, ob
Proteine mit erhohter bzw. verringerter Abundanz auch eine erhohte bzw. verringerte

Transkriptabundanz in der RNA-Seq-Analyse zeigten.
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Abbildung 2.2: Beispiel der Zuordnung von Transkripten und Proteinen in der
BiNGO-Analyse. Die Kreise zeigen GO-Terme, die gelben sind signifikant
angereicherte. Ein GO-Term kann mehrere Unter-GO-Terme einschlieflen, z.B.
umfasst ,,detoxification“ sowohl ,,cellular detoxification“ als auch ,cellular oxi-
dant detoxification. Fiir die Auswertung waren v.a. die spezifischeren Gruppen
von Interesse. Auch ist am Beispiel von RCAP_ rcc02398 gezeigt, dass ein Gen
mehrere GO-Terme anreichern kann. Fiir die Auswertung wurde i.d.R. das
Transkript /Protein den spezifischeren Gruppen zugewiesen, in diesem Beispiel
wcellular oxidant detoxification®.

2.8 Statistische Auswertungen

Die nachfolgend beschriebenen statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm
GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software 0.D.) durchgefithrt. Wachstumsraten (bzw.
Verdopplungszeiten) von Wachstumskurven wurden mit der ,exponential growth“-Funktion
unter Standardeinstellungen berechnet (Motulsky und Christopoulos 2004). Vergleiche von
Daten von mehr als zwei Gruppen wurden mittels Analysis of Variance (Varianzanalyse,
ANOVA) getestet, da die vorliegenden Fragestellungen die hinreichenden Bedingungen fiir
ANOVA zulassen (Armstrong und Hilton 2011; Cochran und Cox 1957; Ridgman 1975).
Mittels einer zweifachen ANOVA wurden Unterschiede zwischen Rhodobacter-Arten bzw.
-Stdmmen untersucht, stets mit nicht-gepaarten Stichproben und einem Signifikanzniveau
von 0,05 inklusive Bonferroni post-Tests (Neter et al. 1990). Fir Beta-Galaktosidase-
Assays, Hemmbhoftests und ROS-Messungen wurden die Daten von R. sphaeroides bzw.
R. capsulatus-Stammen gegen die von R. capsulatus SB1003 getestet. Bei der Etablie-
rung des SOSG-Assays wurde die SOSG-Fluoreszenz zwischen Weifllicht-, Rotlicht- und
Dunkelproben auf Unterschiede mit einer einfachen ANOVA und Bonferroni-post-Tests
mit einem Signifikanzniveau von 0,05 gepriift; es wurden alle méglichen Paare von Da-

tensdtzen miteinander verglichen. Mittels eines zweiseitigen ¢-Tests unter Annahme einer
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GaufBlschen Verteilung wurden R. capsulatus und R. sphaeroides auf Unterschiede in der
SOSG-Fluoreszenz tiberpriift (Signifikanzniveau 0,05).

Die Replikate der RNA-Seq- und LC-MS/MS wurden auf zwei Arten auf ihre Re-
produzierbarkeit in R 3.6.2 (R Core Team 2019) iiberpriift: iber Korrelationsanalysen
(Pearson-Korrelationskoeffizient) und Principal Component Analysis (Hauptkomponenten-
analyse, PCA). Die durchschnittliche Verteilung von logs-Werten wurde beim RNA-Seq
und bei der LC-MS/MS in GraphPad Prism 5.03 iiber nichtlineare, Gauische Regression

modelliert.
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Mit seiner breiten Stoffwechselvielfalt und der seit 2001 vollstandigen Genomsequenzie-
rung (Mackenzie et al. 2001) war bislang R. sphaeroides 2.4.1 ein Modellorganismus fiir
die photooxidative Stressantwort und die ihr zugrunde liegende Genregulation (Anthony
et al. 2005; Berghoff et al. 2011a; Berghoff et al. 2013; Nuss et al. 2010). Wahrend viele der
grundlegenden Prinzipien der 'Oy-Antwort dabei auch auf andere Alphaproteobakterien
tibertragbar sind, sind Detailunterschiede bekannt, etwa in der 'Oq-Produktion oder der
Induktion von Regulatoren bzw. Genen der Stressantwort (Berghoff et al. 2011b; Glaeser
et al. 2011). Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit die 'Oy-Antwort in
R. capsulatus und R. sphaeroides verglichen, da eine starkere Pigmentierung von R. cap-
sulatus unter allen moglichen Sauerstoffbedingungen Unterschiede fiir die Anpassung an
photooxidativen Stress beinhalten konnte. Die Versuche verglichen die 'Os-Antwort in
R. capsulatus und R. sphaeroides hauptsichlich auf drei Ebenen. Diese waren: (1) die
Physiologie inkl. Wachstum, Pigmentierung sowie ROS- und 'Os-Produktion unter verschie-
denen Licht-, Sauerstoff- und Stressbedingungen, (2) die Verdnderungen im Transkriptom
(via RNA-Seq, qRT-PCR, Northern Blotting) und (3) die Verdnderungen im Proteom (via
LC-MS/MS). Ungeachtet der Vergleiche lieferten die Proteomdaten zusétzlich Erkenntnisse
iiber die frithe und spéte Phase photooxidativen Stresses in R. capsulatus. Die Verkniipfun-
gen der Ergebnisse unter Beriicksichtigung bioinformatischer (Netzwerk-)Analysen gaben
Aufschluss dartiber, inwiefern R. capsulatus und R. sphaeroides sich in ihrer 'O,-Antwort

dhneln bzw. unterscheiden.

3.1 Physiologie der 'O5-Antwort

Fiir das Verstandnis der Unterschiede in der 1O,-Antwort in Rhodobacter wurde untersucht,
wie semiaerobe, anaerobe (phototrophe) sowie aerobe Bedingungen das Wachstum beein-
flussten. Zusatzlich wurde die Pigmentierung iiber den Gehalt an Bchl @ und Carotinoiden
gemessen und die ROS- bzw. 10s-Produktion quantifiziert. R. capsulatus demonstrierte
im Vergleich zu R. sphaeroides eine starkere Pigmentierung ohne zwangslédufig hohere

ROS-Level oder Nachteile bei Lebensstilwechseln aufzuweisen.
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3.1.1 Wachstum unter verschiedenen Licht- und

Sauerstoffbedingungen

Unter mikroaeroben Bedingungen hatte zuvor R. capsulatus eine starkere Rotfarbung
als R. sphaeroides aufgewiesen. Eine starkere Pigmentierung von R. capsulatus konnte
vorteilhaft beim Wechsel zu phototrophem Wachstum sein, allerdings konnten hohere
BChl a-Level auch zu mehr 'O,-Stress fuhren. Basierend darauf wurde das Wachstum
von Rhodobacter unter mikroaeroben Bedingungen und unter zwei extremen Lebensstil-
wechseln verglichen: von dunkel/aerob (schwach pigmentiert) zu beleuchtet/anaerob und
von dunkel/semiaerob (pigmentiert) zu aerob, gefolgt von photooxidativem Stress. Wie
Abb. 3.1 zeigt, wirkten sich die wechselnden Bedingungen z.T. unterschiedlich auf das
Wachstum aus (siehe auch Tab. A.6, S. 165).

Beide Spezies wuchsen unter (mikro)aeroben Bedingungen vergleichbar und erreichten
ahnliche End-ODggp-Werte (Abb. 3.1A). Nach einer Verdiinnung auf ODggp 0,2 betrugen
die Werte der Verdopplungszeit (tq) 3:57h + 3min in R. capsulatus und 4:11h + 14 min
in R. sphaeroides. Bei aerobem Wachstum betrugen die tg-Werte 3:03h + 18 min fir
R. capsulatus und 3:17h + 16 min fiir R. sphaeroides. Beim Wechsel zu phototrophem
Wachstum hingegen kam R. capsulatus im Vergleich zu R. sphaeroides schneller in die
exponentielle Phase (nach 4h statt 21h, Abb. 3.1B). Auch war in R. capsulatus die tq
signifikant kiirzer (3:37h + 4min) als in R. sphaeroides (6:49h + 29 min).

Wachstumsanalysen unter photooxidativem Stress sollten untersuchen, ob R. capsulatus
sich auch besser an andere extreme Veranderungen von Licht- und Sauerstoffbedingungen
anpasste. Hierfir wurden mikroaerob gewachsene Rhodobacter-Kulturen ab einer ODgg
von ca. 0,4 auf ODggo 0,2 verdiinnt und in mit Alufolie abgedeckte Meplatflaschen tiberfiihrt.
Es wurde Methylenblau (MB) zu den Kulturen hinzugegeben (finale Konzentration 0,2 pM)
und die Flaschen wurden in einem 32 °C-warmen Wasserbad aerob (via Luftbegasung)
kultiviert. Ab einer ODggo von 0,4 wurde der photooxidative Stress gestartet: Die Alufolie
wurde entfernt und die Kulturen wurden mit 800 W m=2 Weifllicht beleuchtet, wiahrend
ein Ventilator die Temperatur auf 32 °C hielt. Analog dazu wurden Kontrollen kultiviert,
und zwar mit und ohne MB sowie mit und ohne Beleuchtung ab ODggo 0,4 (Abb. 3.2).

Beide Arten wuchsen unter photooxidativem Stress schlechter als die jeweiligen Kon-
trollen ohne MB, unabhéngig von den Lichtverhaltnissen. Unter photooxidativem Stress
erreichten beide Spezies eine vergleichbare End-ODggo nach 12 h, jedoch hatte R. capsu-
latus im Zeitraum von T3y, bis Ty eine signifikant hohere Wachstumsrate p: Sie betrug
0,190 £ 0,005 h=!, bei R. sphaeroides hingegen 0,148 + 0,009 h~! (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.1: Wachstum von Rhodobacter unter verschiedenen Licht- und Sauer-
stoffbedingungen. Das Wachstum ist halblogarithmisch als ODggo gegen die
Zeit (h) dargestellt. Zum Zeitpunkt 0 h wurden die Kulturen auf eine ODggo
von 0,2 verdiinnt. Die Datenpunkte zeigen von biologischen Triplikaten die Mit-
telwerte + Standardabweichungen (SD). Nicht sichtbare Fehlerbalken beruhen
auf zu geringen SD. Das Wachstum wurde analysiert unter (A) mikroaeroben
Bedingungen, (B) beim Wechsel von mikroaeroben Bedingungen zu aeroben
Bedingungen und (C) beim Wechsel von aeroben zu anaeroben/phototrophen
Bedingungen. Adaptiert nach Licht et al. (2020).
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Abbildung 3.2: Wachstum von Rhodobacter unter photooxidativem Stress. Das
Wachstum ist halblogarithmisch als ODggo gegen die Zeit (h) dargestellt.
Zum Zeitpunkt Oh wurden die Kulturen auf eine ODggg von 0,2 verdinnt.
Die Datenpunkte zeigen von biologischen Triplikaten die Mittelwerte + Stan-
dardabweichungen (SD). Nicht sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu geringen
SD. Zum Einsetzen photooxidativen Stresses erhielten die Kulturen ab 0h
0,2 1M Methylenblau (MB) und wurden nach 3:15h mit 800 W m~2 Weifllicht
beleuchtet (A). Das Wachstum gestresster Kulturen im Vergleich mit den Kon-
trollen mit/ohne MB bzw. mit/ohne Beleuchtung ist in (B) und (C) gezeigt.
Adaptiert nach Licht et al. (2020).
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3.1.2 Pigmentierung unter verschiedenen Licht- und

Sauerstoffbedingungen

Parallel zu den Wachstumsanalysen wurden Proben fiir eine Extraktion von BChl a und
Carotinoiden via Aceton-Methanol entnommen. Die quantifizierten Mengen der Pigmente
wurden auf die ODggo-Werte normalisiert. Der Pigmentgehalt konnte entscheidend fiir die
Anpassung an sowohl Phototrophie als auch photooxidativen Stress sein, da BChl a als
Photosensibilisator 'O, generiert und Carotinoide 'O, wiederum quenchen konnten. Die
Pigmentgehalte unter mikroaeroben, aeroben und anaeroben (phototrophen) Bedingungen
fassen Abb. 3.3 bis 3.5 zusammen.

Allgemein hatte R. capsulatus immer einen héheren Gehalt an BChl a und Carotinoiden.
Beim mikroaeroben Wachstum etwa enthielt R. capsulatus zu Beginn der exponentiellen
Phase (Zeitpunkt T4y) 3,0uM ODgl, Carotinoide und 2,8 uM ODg/, BChl a, R. sphae-
roides hingegen ca. 0,7 uM ODg/, Carotinoide und 2,0 pM ODgd, BChl a (Abb. 3.3). Der
Unterschied zwischen den Carotinoidgehalten prigte sich nachfolgend starker aus als
beim BChl a. Zum Zeitpunkt Ty;,, hatte R. capsulatus ca. 1,2 mal soviel BChl a wie

R. sphaeroides, aber 4,3 mal mehr Carotinoide.

mikroaerob mikroaerob

<~ R.c. SB1003 Crt
-®- R.c. SB1003 BChl a
<~ R.s.24.1Crt

- R.s.24.1BChla

Pigmentierung (MM/ODgg)

Abbildung 3.3: Pigmentierung in Rhodobacter unter mikroaeroben Bedingungen. Es
sind die Gehalte an Carotinoiden und BChl a in pM ODg}, gegen die Zeit (h)
dargestellt. Zum Zeitpunkt 0 h wurden die Kulturen auf eine ODggg von 0,2
verdiinnt. Die Datenpunkte zeigen von biologischen Triplikaten die Mittelwer-
te + Standardabweichungen (SD). Nicht sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu
geringen SD. Adaptiert nach Licht et al. (2020).

Beim Wechsel von mikroaeroben zu aeroben Bedingungen verringerte sich in beiden
Spezies der Gehalt an Carotinoiden und BChl a kontinuierlich (Abb. 3.4). Initial hatte zum
Zeitpunkt Ty R. capsulatus mit 2,3 1M ODg/, Carotinoiden und 2,0 pM ODg}, BChl a ca.
3 mal bzw. 4 mal hohere Pigmentgehalte als R. sphaeroides. Nach 10 h enthielt R. capsulatus
zwar immer noch mehr Pigmente als R. sphaeroides, aber besonders der BChl a-Gehalt

unterschied sich absolut gesehen wenig (< 0,2pM ODgl,). Anders dazu enthielt im Zeitraum
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T3y, bis Toy, R. capsulatus 3,7 bis 5,3 mal mehr Carotinoide als R. sphaeroides. Nach 24 h
sanken die Carotinoidgehalte auf Werte von ca. 0,6 + 0,1 pM ODgl, (R. capsulatus) und
0,2 + < 0,0pM ODgf, (R. sphaeroides).

mikroaerob aerob

-~ R.c. SB1003 Crt
-o- R.c. SB1003 BChl a
<~ R.s.24.1Crt

-&- R.s.24.1BChla

Pigmentierung (UM/ODggq)

Abbildung 3.4: Pigmentierung in Rhodobacter beim Wechsel von mikroaeroben zu
aeroben Bedingungen. Es sind die Gehalte an Carotinoiden und BChl a
in pM ODgd, gegen die Zeit (h) dargestellt. Zum Zeitpunkt 0h wurden die
Kulturen auf eine ODggyp von 0,2 verdiinnt. Die Datenpunkte zeigen von
biologischen Triplikaten die Mittelwerte + Standardabweichungen (SD). Nicht
sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu geringen SD. Adaptiert nach Licht et al.
(2020).

Auch beim Wechsel von aeroben zu anaeroben Bedingungen wies R. capsulatus ho-
here Pigmentgehalte auf (Abb. 3.5). In beiden Arten stieg der Gehalt an BChl a und
Carotinoiden kontinuierlich an, in R. capsulatus jedoch schneller: nach 12 h phototrophen
Wachstums hatte R. capsulatus z.B. gegeniiber R. sphaeroides fast 8 mal mehr BChl o
und 6 mal mehr Carotinoide als R. sphaeroides. Nach 24h phototrophen Wachstums
enthielt R. capsulatus 13,1 + 0,2pM ODgg, BChl a und 9,8 + 0,21M ODg}, Carotinoide,
R. sphaeroides 2,4 + < 0,0pM ODgly BChl @ und 1,9 + 0,2 1M ODg, Carotinoide.
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Abbildung 3.5: Pigmentierung in Rhodobacter beim Wechsel von aeroben zu anae-
roben (phototrophen) Bedingungen. Es sind die Gehalte an Carotinoiden
und BChl a in pM ODg, gegen die Zeit (h) dargestellt. Zum Zeitpunkt 0h
wurden die Kulturen auf eine ODggp von 0,2 verdiinnt. Die Datenpunkte zeigen
von biologischen Triplikaten die Mittelwerte + Standardabweichungen (SD).
Nicht sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu geringen SD. Adaptiert nach Licht
et al. (2020).

Zusammenfassend zeigte R. capsulatus im Vergleich zu R. sphaeroides hohere Gehalte
an BChl @ und Carotinoiden, ein Unterschied, der durch Wechsel an aeroben oder anae-
roben Bedingungen weiter ausgepriagt wurde. Dies trifft z.T. auch auf die Anpassung an
photooxidativen Stress zu (Abb. 3.6A). Wihrend des photooxidativen Stresses sanken in
R. sphaeroides die Gehalte an BChl a und Carotinoiden von 1,3 + 0,2pM ODgl, (BChl a)
bzw. 0,5 + 0,2pM ODg}, (Carotinoide) beide auf < 0,2pM ODgl,. Im Unterschied dazu
zeichnete sich fir R. capsulatus ein anderer Verlauf der Pigmentierung ab: Zwar sank auch
hier der Gehalt an BChl a (besonders zu Anfang des Stresses), um sich letztlich im Bereich
von 0,5 1M ODgl, zu bewegen. Jedoch horte eine Stunde nach Beginn des photooxidativen
Stresses der Gehalt an Carotinoiden auf zu fallen; er schwankte bis zum Ende der Messun-
gen im Bereich von 1,4-1,6 pM ODg/,. Der konstante Carotinoidgehalt in R. capsulatus
fithrte zur Frage, wie sich das Carotinoid-BChl a-Verhaltnis und damit das Verhéltnis von
potentiellen Quenchern zu Photosensibilisatoren in beiden Spezies verhielt. Wie Abb. 3.6B
zeigt, verdreifachte sich unter Stress in R. capsulatus das Carotinoid-BChl a-Verhaltnis
von Anfang bis Ende der Messungen (von ca. 0,9 auf 2,9); in R. sphaeroides hingegen war

der Anstieg dieses Verhéltnisses von 0,4 auf 0,9 geringer.
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Abbildung 3.6: Pigmentierung in Rhodobacter unter photoxidativem Stress. Es sind
gegen die Zeit (h) die (A) Gehalte an Carotinoiden und BChl a in tM ODgg,
und (B) ihr Verhéltnis gegeneinander in willkiirlichen Einheiten, (arbitrary
units, AU) dargestellt. Bis zum Zeitpunkt 0 h wuchsen die Kulturen mikroae-
rob, danach wurden sie auf eine ODggg von 0,2 verdiinnt und wuchsen aerob
mit nachfolgendem photooxidativem Stress. Die Datenpunkte zeigen von bio-
logischen Triplikaten die Mittelwerte + Standardabweichungen (SD). Nicht
sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu geringen SD. Adaptiert nach Licht et al.
(2020).

Diese Ergebnisse fithrten zu den Fragen, ob dieser Anstieg des Carotinoid-BChl a-
Verhéltnisses (1) speziell unter aeroben Bedingungen bzw. photooxidativem Stress auftritt
und ob (2) die Beobachtungen nur auf die vorliegenden Stamme zutreffen. Zur Beantwor-
tung der ersten Frage wurden die Carotinoid-BChl a-Verhaltnisse unter anderen Sauerstoft-
und Lichtbedingungen berechnet (Abb. 3.7). Unter mikroaeroben Bedingungen war das
Carotinoid-BChl a-Verhéltnis innerhalb von 24 h in beiden Spezies konstant (ca. 1,1 in
R. capsulatus und 0,3 in R. sphaeroides). R. capsulatus zeigte unter anaeroben Bedingun-
gen das gleiche (und konstante) Carotinoid-BChl a-Verhéltnis wie unter mikroaeroben

Bedingungen; in R. sphaeroides sank das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis im Zeitraum von
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T3y, auf Toyy, von ca. 2,1 auf 1,4. Aerob gewachsene Kulturen hatten nach 10 h ein &hnliches
Carotinoid-BChl a-Verhaltnis von 3,1 + < 0,0 (R. capsulatus) bzw. 3,4 + 0,8 (R. sphaeroides).
Nach 24 h aber zeigte R. capsulatus ein fast vierfach héheres Carotinoid-BChl a-Verhéltnis
mit 16 + 2,7 (R. sphaeroides: 4,4 + 0,2).

5 25 <~ R.c. SB1003 mikroaerob
< 201 ~@- R.c. SB1003 mikroaerob zu aerob
g -%- R.c. SB1003 aerob zu anaerob
i: 159 ‘
(]
> 1
< 10
=
[3]
aq
t
o
25

Zeit (h)
B
= -~ R.s. 2.4.1 mikroaerob
< ~@- R.s. 2.4.1 mikroaerob zu aerob
g -% R.s. 2.4.1 aerob zu anaerob
=
=
=
©
=
[3]
aQ
t
)

Zeit (h)

Abbildung 3.7: Carotinoid-BChl a-Verhiltnis in Rhodobacter unter verschiedenen
Licht- und Sauerstoffbedingungen. Das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis ist
fir (A) R. capsulatus und (B) R. sphaeroides gegen die Zeit (h) in willkiirlichen
Einheiten (arbitrary units, AU) dargestellt. Kulturen wurden zum Zeitpunkt
0h auf eine ODggg von 0,2 verdiinnt. Die Datenpunkte zeigen von biologischen
Triplikaten die Mittelwerte + Standardabweichungen (SD). Nicht sichtbare
Fehlerbalken beruhen auf zu geringen SD. Adaptiert nach Licht et al. (2020).

Um zu testen, ob der sauerstoffinduzierte Anstieg des Carotinoid-BChl a-Verhéltnisses
stammspezifisch ist, wurde das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis unter aeroben Bedingungen
mitsamt photooxidativem Stress auch fiir die Wildtypstdmme Rhodobacter capsulatus 37b4
und Rhodobacter sphaeroides KD131 untersucht. Wahrend beide Stdmme vergleichbar
schnell unter Stress wuchsen und eine dhnliche End-ODggo aufwiesen (Abb. 3.8A), un-
terschieden sie sich dhnlich wie R. capsulatus SB1003 und R. sphaeroides 2.4.1 in der
Pigmentierung (Abb. 3.8B und C). In beiden Stdmmen sank nach Beginn aerober Bedin-
gungen der Gehalt an BChl a und Carotinoiden. In R. capsulatus sank der Gehalt an
Carotinoiden deutlich langsamer. So fiel im Zeitraum von T3y, zu Ty, der Gehalt an BChl a
von ca. 1,1 uM ODgl, in R. capsulatus 37b4 bzw. von 0,9 uM ODgl, in R. sphaeroides KD131
fir beide Arten auf 0,2 pM ODgl,.
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Abbildung 3.8: Wachstum und Pigmentierung von R. capsulatus 37b4 und R. sphae-
roides KD131 unter photooxidativem Stress. Es sind gegen die Zeit (h)
(A) das Wachstum, (B) der Gehalt an Carotinoiden und BChl a sowie (C) das
Carotinoid-BChl a-Verhéltnis dargestellt. Die Kulturen wurden zum Zeitpunkt
0h auf eine ODggg von 0,2 verdiinnt. Die Datenpunkte zeigen von biologischen
Triplikaten die Mittelwerte + Standardabweichungen (SD). Nicht sichtbare
Fehlerbalken beruhen auf zu geringen SD.

Der Gehalt an Carotinoiden war im gleichen Zeitraum in beiden Stdmmen etwas
hoher: in R. capsulatus 37b4 nahm der Carotinoidgehalt von 1,2 auf 0,8 uM ODgl, ab,
in R. sphaeroides KD131 von 0,9 auf 0,5 nM ODgl,. Damit war auch in diesen Stammen
das Carotinoid-BChl a-Verhaltnis erhoht, in R. capsulatus um das 3,4-fache und damit
fast doppelt so stark wie in R. sphaeroides, wo das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis um das

1,9-fache stieg.

3.1.3 Phototrophes Wachstum und Pigmentierung von griinen
Rhodobacter-Tnb-Mutanten mit unterbrochener
Carotinoid-Biosynthese

Unter den Wildtypstammen erreichte R. capsulatus hohere Pigmentgehalte und passte

sich schneller an phototrophes Wachstum sowie an die Anfangsphase photooxidativen
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Stresses an. Da der hohere Carotinoidgehalt in R. capsulatus diese Unterschiede begriin-
den konnte, wurde das phototrophe Wachstum von Rhodobacter-Stammen mit gestorter
Carotinoidbiosynthese analysiert. Hierfiir wurden Tnb-Inserationsmutanten von R. cap-
sulatus SB1003 und R. sphaeroides 2.4.1 (R. capsulatus-Tn5-Griin und R. sphaeroides-
Tn5-Griin) untersucht, deren griine Farbe und Absorptionsspektren im Vergleich zu einer
Studie von Chi et al. (2015) auf eine Mutation von ¢rtC oder crtD hindeuteten, was eine
Akkumulation von (Hydroxy-)Neurosporen bedeutet (Abb. 3.9 und 3.10). Beim Wechsel
von aeroben und phototrophen Bedingungen erreichten beide Mutanten die exponenti-
elle Wachstumsphase nach ca. 18 h. Zwar war die tq in R. capsulatus-Tn5-Griin mit ca.
9:25h + 1:20h kiirzer als in in R. sphaeroides-Tn5-Grin (ca. 13:20h + 2:25h), aber beide

Arten erreichten eine vergleichbare End-ODggq im Bereich 2,0.

Abbildung 3.9: Farbung von Rhodobacter-Tn5-Mutanten mit unterbrochener
Carotinoid-Biosynthese. Am Beispiel von R. capsulatus mit stationéren,
phototrophen Kulturen zeigt die Mutante (links) eine griine Farbung anstatt
eine orange-rote wie beim Wildtyp (rechts).
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Abbildung 3.10: Analyse von griinen Rhodobacter-Tn5-Mutanten mit unterbroche-
ner Carotinoid-Biosynthese. (A) Absorptionsspektren von R. capsulatus-
Tn5-Griin und R. sphaeroides-Tn5-Griin. Die Absorption ist in willkiirlichen
Einheiten (arbitrary units, AU) gegen die Wellenlénge (nm) aufgetragen.
Neben den Carotinoiden sind die Absorptionsbereiche fiir das Reaktionszen-
trum (RC) und die Lichtsammelkomplexe I und II (LHC I, LHC II) markiert.
(B) Wachstum von Rhodobacter Tn5-Kulturen beim Wechsel von aeroben
Bedingungen im Dunkeln zu anaeroben/phototrophen Bedingungen. Es ist
die ODggo gegen die Zeit (h) aufgetragen, zum Zeitpunkt Oh wurden die
Kulturen auf eine ODggp von 0,2 verdiinnt. Es sind jeweils die Mittelwerte +
SD aufgetragen (n = 3). Ausbleibende Fehlerbalken beruhen auf zu geringen
SD-Werten. Adaptiert nach Licht et al. (2020).
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3.1.4 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies unter photooxidativem

Stress
3.1.4.1 Entwicklung eines in vivo-10,-Assays fiir Rhodobacter

Die 105-Produktion in Rhodobacter wurde mittels der Fluoreszenzsonde SOSG untersucht.
Im Gegensatz zu Herstellerangaben kann SOSG auch in Zellen eindringen, z.B. durch einen
mittelstarken Hitzeschock (Prasad et al. 2018). Auf Grundlage der Erkenntnisse von Prasad
et al. (2018) wurde ein Assay entwickelt, um die 'Oq-Produktion in Rhodobacter in vivo zu
quantifizieren. Grundlegend fiir diesen Assay wurden folgende Aspekte sichergestellt: die
Reduzierung des Hintergrundrauschens bei den Fluoreszenzintensitatsmessungen, geeignete
Kontrollen, die Penetration der Sonde in Rhodobacter und geeignete Pufferbedingungen.

In Anlehnung an Prasad et al. (2018) wurden die mit SOSG zu inkubierenden Proben
in HEPES-Puffer fir die Fluoreszenzmessungen aufgenommen. Fiir ein moglichst starkes
Signal ohne Hintergrundrauschen wurden zunachst Extinktions- und Emissionsspektren
von HEPES-Puffer mit SOSG aufgenommen und dann diese Werte von denen der Spektren
ohne SOSG als Hintergrund abgezogen. Die Proben wurden vor den Messungen fiir 30 min
bei 32°C und 450 rpm in einer transparenten 96-Wellplatte unter 800 W m=2 Weiflicht
inkubiert. Die in Abb. 3.11 aufgefiihrten Emissions- und Excitationsspektren zeigen, dass
fiir maximal hohe Fluoreszenzintensitiaten in diesem Puffer die Fluoreszenzintensitéit bei

einer Excitation von 500 nm und einer Emission von 532 nm gemessen werden musste.
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Abbildung 3.11: Excitations- und Emissionsspektren von SOSG. Gezeigt ist gegen die
Wellenldange (nm) von SOSG in HEPES-Puffer die SOSG-Fluoreszenz in
willkiirlichen Einheiten (arbitrary units, AU). Von den Werten wurde die
Fluoreszenzintensitidt von HEPES-Puffer ohne SOSG als Hintergrundwert
abgezogen. Das gezeigte Emissionsspektrum hatte als Excitationwellenlénge
500 nm, das Excitationsspektrum hatte als Emissionswellenldnge 532 nm.

Zuvor konnten in vitro-Experimente mit SOSG demonstrieren, dass Weifllicht die *O,-
Produktion durch SOSG anregen kann, wihrend die 'O,-Produktion durch Rotlicht
vergleichbar gering wie bei einer Dunkelkontrolle war (Prasad et al. 2018). Deshalb wurden
die Effekte von Weif}- und Rotlicht fir die vorliegende Assay-Entwicklung in Rhodobacter
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untersucht. Die Effizienz der Filterung im Versuchsaufbau sowie die gemessenen Fluores-
zenzintensitaten von Dunkel-, Weifllicht- und Rotlichtproben sind in Abb. 3.12 dargestellt.
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Abbildung 3.12: Lichtbedingungen fiir SOSG-Versuche. (A) Filterung des Lichts fiir
SOSG-Versuche. Es ist die (summierte) Transmission (%) fiir Rotlicht
(> 600 nm) und Licht geringerer Wellenldngen (< 600 nm) angegeben. (B) Mit
SOSG in RA-Medium gemessene Fluoreszenzintensititen fiir Exso0/Ems32
unter verschiedenen Lichtbedingungen (800 W m~2 Weifllicht, 800 W m~2 Rot-
licht, dunkel) sowie mit und ohne 0,2 pM Methylenblau. Es ist die SOSG-
Fluoreszenz in willkiirlichen Einheiten (arbitrary units, AU) gegen die verschie-
denen Bedingungen aufgetragen. Dargestellt sind die einzelnen Replikate mit-
samt Mittelwert (n = 3). Eingezeichnet sind Signifikanzniveaus fiir ausgewéhlte
Unterschiede: n.s. nicht signifikant, ** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001.
Adaptiert nach Licht et al. (2020).

Fir die Versuche konnte eine rote, transparente Folie sicherstellen, dass 99,0 % des
Lichts aus dem Bereich von > 600 nm kamen. Die Durchfithrung des SOSG-Assays mit
HEPES-Puffer mit und ohne MB zeigte signifikante Unterschiede bei den Fluoreszenzin-
tensitiaten: Proben unter 800 W m~=2 Weiflicht zeigten mit und ohne MB signifikant hohere
Fluoreszenzintensititen als Proben unter 800 W m~=2 Rotlicht. Ohne MB zeigte sich im
Vergleich kein signifikanter Unterschied zwischen mit Rotlicht behandelten und im Dun-
keln inkubierten Proben. Erst bei Zugabe von MB wiesen die mit Rotlicht behandelten
Proben eine signifikant hohere Fluoreszenzintensitit auf. Im Vergleich zu mit Weifllicht
behandelten Proben war die mittlere Fluoreszenzintensitiat unter Rotlicht ohne MB 13,4 %
kleiner (p < 0,01), mit MB 7,4% (p < 0,001). Um Hintergrundrauschen zu minimieren,
wurden die Versuche daher mit Rot- statt Weillicht durchgefiihrt.

Da SOSG-Stamm- und Experimentierlosungen Methanol enthielten, wurde die Wirkung
verschiedener Methanolkonzentrationen auf das Rhodobacter-Wachstum untersucht. Die

finale Methanolkonzentration im SOSG-Assay betrug 0,25 %. In den Vorversuchen zeigten
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R. capsulatus-Kulturen bei 2 % Methanol (finale Konzentration) noch Wachstum, womit die

Effekte des Methanols in den SOSG-Experimentierlosungen als vernachléassigbar eingestuft
wurden (Abb. 3.13).

Replikat

N Methanolkonzentration
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Abbildung 3.13: Wachstum von R. capsulatus-Kulturen mit Methanol. Unmittelbar
vor dem Auftropfen wurden die biologischen Triplikate mit Methanol ver-
setzt. Die finalen Methanolkonzentrationen betrugen 2-10 %. Die Kulturen
inkubierten fiir 48 h bei 32°C.

Mittels fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen wurde tiberpriift, ob SOSG auch in
Rhodobacter-Zellen unter Versuchsbedingungen eindringt. Bei einer finalen Konzentration
von 5 1M zeigten mehrere Zellen eine griine Fluoreszenz, wenn sie zuvor 800 W m~2 Rotlicht

ausgesetzt wurden. Die Dunkelkontrollen zeigten keine Fluoreszenz (Abb. 3.14).

DIC GFP DIC+GFP

10,-Stress

Dunkel

Abbildung 3.14: Mikroskopie von R. capsulatus mit und ohne 5 pM SOSG. Die Kul-
turen inkubierten fiir 30 min und 32 °C bei 800 W m~2 Rotlicht (oben) bzw. im
Dunkeln (unten). Die Kulturen wurden im Anschluss fiir 4 min bei 4.000 rpm
abzentrifugiert und in 100 nl HEPES-Puffer resuspendiert. Die Aufnahmen er-
folgten tiber Differential Interference Contrast (Differentialinterferenzkontrast,
DIC) und den Green Fluorescent Protein (GFP)-Kanal. Der weifle Strich
zeigt den Messbalken fiir eine Lénge von 5 pum.
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3.1.4.2 Quantifizierung von 10, und allgemeinen ROS in Rhodobacter

Mittels der Fluoreszenzsonden SOSG und HyDCFDA wurden die Mengen an 'O, und
ROS allgemein untersucht, welche R. capsulatus und R. sphaeroides unter photooxidativen

Stress produzierten. Abbildung 3.15A-C fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 3.15: Intrazellulire 'O2- und ROS-Level in Rhodobacter unter pho-
tooxidativem Stress. (A) !Os-Bestimmung mittels SOSG. SOSG-
Fluoreszenzintensitaten in willkiirlichen Einheiten (arbitrary units, AU) nach
Inkubation der Sonde in Rhodobacter nach 30 min im Dunkeln bzw. unter
800 W m~2 Rotlicht. Die Fluoreszenz wurde auf die ODggp und den BChl a-
Gehalt normalisiert (n = 3). (B) Verhaltnisse der SOSG-Fluoreszenzen von
Proben unter Rotlicht gegen Dunkelkontrollen (n = 3). (C) ROS-Bestimmung
mittels HoDCFDA. Die DCF-Fluoreszenz wurde gegen die ODggy normali-
siert und ist in AU dargestellt (n = 4). Alle Diagramme zeigen die biolo-
gischen Replikate mitsamt Mittelwerten. Mittels zweifaktorieller ANOVA
und Post-Bonferroni-Tests wurden die Werte verglichen: n.s. nicht signifikant;
* p-Wert < 0,05; ** p-Wert < 0,01; *** p-Wert < 0,001. Adaptiert nach Licht
et al. (2020).

Gemessen an der ODggo-normalisierten SOSG-Fluoreszenz zeigte R. capsulatus im Ver-

gleich zu R. sphaeroides signifikant hohere 'Og-Mengen, sowohl in den Dunkelkontrollen
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(400,0 + 69,9 gegen 149,7 + 33,7) als auch unter Rotlicht (584,0 + 102,4 gegen 447,3 + 85,0).
Im Gegensatz dazu zeigte eine auf den BChl a-Gehalt normalisierte SOSG-Fluoreszenz
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Arten (Abb. 3.15A). Das Verhéltnis der
Fluoreszenzintensitiaten von gestressten Proben zu Dunkelkontrollen betrug in R. sphaeroi-
des mit 3,1 + 0,1 fast das Doppelte von R. capsulatus (1,7 + 0,1) und war damit signifikant
groBer (Abb. 3.15B). Messungen intrazellular gebildeter ROS via HoDCFDA wiesen unter
photooxidativem Stress Unterschiede zwischen beiden Spezies auf: die DCF-Fluoreszenz
war in R. sphaeroides vor photooxidativem Stress 1,6 mal hoher, 10 min nach Stress 1,5 mal
hoher (Abb. 3.15C). Diese Unterschiede waren signifikant; nach 30 min Stress unterschied

sich die Fluoreszenz nicht signifikant.

3.1.4.3 Sensitivitdt gegeniiber 10, und anderen reaktiven Sauerstoffspezies

Mittels Hemmhoftests wurde untersucht, ob R. capsulatus und R. sphaeroides unterschied-
lich sensitiv gegeniiber diversen oxidativen Stressoren sind. Wahrend photooxidativer
Stress via MB keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Spezies hervorbrachte,
hatte R. capsulatus mit 3,1 £ 0,1 cm signifikant groflere Hemmbhofe als R. sphaeroides mit
1,9 £ 0,1 cm (Abb. 3.16). Im Gegensatz dazu erzeugte Stress durch Glutathionschwund (via

Diamid) oder Superoxid (via Paraquat) signifikant gréfiere Hemmhofe in R. sphaeroides.

*%k%k

57 B R.c. SB1003
| B Rs. 241

Hemmhofdurchmesser (cm)

Abbildung 3.16: Hemmbhoftest mit R. capsulatus und R. sphaeroides Dargestellt sind
die Mittelwerte mitsamt Standardabweichungen der Hemmhofdurchmesser
in cm (n = 3). Getestet wurden 10mM Methylenblau (MB), 1 M Wasser-
stoffperoxid (H203), 500 mM Diamid und 200 mM Paraquat. Eingezeichnet
sind Signifikanzniveaus fiir ausgewédhlte Unterschiede: n.s. nicht signifikant;
* p-Wert < 0,05; *** p-Wert < 0,001. Adaptiert nach Licht et al. (2020).
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3.2 Regulatorische Faktoren der '0,-Antwort von

R. capsulatus

3.2.1 Alternative Sigmafaktoren

Die alternativen Sigmafaktoren rpoE und RpoHy; steuern hauptsachlich die 1Os-Antwort
in R. sphaeroides. In einer Signaltransduktionskaskade bezweckt dabei 'Oy zunachst die
proteolytische Abspaltung des Antisigmafaktors chrR von rpoE, womit letzteres u.a. auch
die Transkription von RpoHy; fordert. Beide Sigmafaktoren regulieren die meisten Gene der
(photo-)oxidativen Stressantwort. Ein Teil dieses Regulons tiberschneidet sich mit RpoHj,
welches primér die Hitzestressantwort einleitet. Beztiglich des Vergleichs der 1O4-Antwort
von R. capsulatus und R. sphaeroides offenbarten sich bei den alternativen Sigmafaktoren

mehrere Eigenheiten in R. capsulatus.

3.2.1.1 RpoE und ChrR in der 10,

Eine pBlast-Analyse zeigte, dass R. capsulatus zwar ein Homolog fiir das R. sphaeroides-
rpoE hat, aber keines fiir chrR haben sollte (Tab. 3.1). Ein moglicher Kandidat fiir ein
chrR-Homolog ware RCAP_ rcc00698, da chrR oft downstream von rpoFE kolokalisiert:
Eine Analyse der rpoE-Synténie mittels des SyntTax-Onlinetools zeigte, dass neben R. cap-
sulatus und R. sphaeroides iber 140 von 155 untersuchten Taxa der Rhodobacteraceae die
Kolokalisaton von rpoE und chrR aufwiesen (etwa in Roseobacter denitrificans, Dinoroseo-
bacter shibae, Jannaschia rubra). Eine pBlast-Analyse mit RCAP_rcc00698 fand allerdings
in R. sphaeroides als Homolog nur RSP_ 0903 (Katalase) und nicht chrR (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: pBlast-Ergebnisse mit rpoE und chrR in R. sphaeroides und R. capsu-
latus. Es wurden fiir R. capsulatus SB1003 die Homologe in R. sphaeroides 2.4.1
gesucht und umgekehrt. Fiir das R. sphaeroides-chrR gab es keine Treffer in
R. capsulatus.

Query Ergebnis Max/Total ~ Query E-Value ID (%)
Score Cover (%)
R.c. rpoE R.s. rpoE 56,2 98 Hell 30,0
R.c. RCAP_rcc00698  R.s. 25,4 12 3,5 429
RSP_ 0903
R.s. rpoE R.c. rpoE 304 37 0,046 30,6
R.s. chrR - - - - -

Im Unterschied zu den fehlenden Ahnlichkeiten der Aminosiduresequenzen zeichne-
ten allerdings Analysen der Strukturhomologie mittels des Tools PHYRE? ein anderes

Bild, welches Tab. 3.2 zusammenfasst. Eine Suche, ausgehend von der Struktur von
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RCAP_ rcc00698, wies 76 Strukturhomologe auf, wobei R. sphaeroides mit 13 % Iden-
titdt der einzige Vertreter der Rhodobacteraceae war. Allerdings teilte sich der Anti-
sigmafaktor RskA von Mycobacterium tuberculosis mit 24 % die hochste Identitdt mit
RCAP_ rcc00698. Ausgehend vom R. sphaeroides-ChrR hingegen trat RCAP_ rcc00698
unter den Homologen nicht auf, RskA nur entfernt mit nur 10 % Identitat. Umgekehrt
wies eine Suche mit RskA kein Strukturhomolog in R. capsulatus auf, jedoch das R. sphae-
roides-chrR (11 % Identitit). Die Ahnlichkeit der chrR-Proteine von R. capsulatus und
R. sphaeroides zeigte sich indirekt iber RskA. Bemerkenswert ist dabei, dass M. tuber-
culosis phylogenetisch weiter entfernt von R. capsulatus ist (und anders als Rhodobacter

Gram-positiv).

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber ausgewihlte Strukturhomologe der Antisigmafaktoren
ChrR (R. capsulatus und R. sphaeroides) und RskA (Mycobacteri-
um tuberculosis). Die Konfidenzwerte aller Analyseergebnisse betrugen > 99,3 %.
Die Strukturhomologe sind gemessen am Rang von héchster zu niedrigster Homo-
logie sortiert. Es sind die Identitétswerte (ID) angegeben.

Rang ' R. capsulatus 1D (%) | R. sphaeroi- 1D (%) | M. tuberculo- 1D (%)
ChrR des ChrR sis RskA
1 M.t. RskA 24 | R.s. ChrR 99 | M.t. RskA 100
2 R.s. ChrR 13 Marinobacter 16 Bacillus 9
aquaeolei subtilis RsiW
ChrR
3 Bacillus 12 Ralstonia 23 Streptomyces 15
subtilis RsiW eutropha coelicolor
RmlC- RsrA
ahnliches
Cupin-
Protein
4 | | R.s. ChrR 11
40 | M.t. RskA 10 |

Phylogenetische Analysen mit Aminosduresequenzen spiegelten die Ergebnisse der
PHYRE?-Analyse wider: In einem Maximum Likelihood-Baum auf Basis von rpoFE-
Sequenzen bildete M. tuberculosis die Schwestergruppe von R. capsulatus (Abb. 3.17).
Ein solider Bootstrap-Wert von 80 unterstiitzte die Verwandtschaft der rpoFE-Gene von
R. capsulatus SB1003 und M. tuberculosis variant microti OV254.
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38 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
51 { Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029
32 L Rhodobacter sphaeroides KD131
91 { Rhodobacter sp. AKP1
34 Rhodobacter johrii
Rhodobacter sp. AKP1
97 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025
37 — Rhodobacter ovatus
85 —— Rhodobacter sp. CZR27
20 — Rhodovulum kholense

99 —— Rhodovulum sulfidophilum
Mycobacterium tuberculosis

95

33

100 { Ilﬂfvcorbacterium tuberculosis variant microti OV254

— Thalassobium sp.
34— Pseudorhodobacter antarcticus
Cereibacter changlensis

Gemmobacter aquatilis
17
K'i Rhodobacter blasticus
Tabrizicola sp. XJSP
Gemmobacter sp. HYN0069

482|: Tabrizicola sp. TH137
70 Rhodobacter sp. CACIA14H1
52 — Rhodobacter sp. SY28-1

Tabrizicola sp. YIM 78059
94
ﬁ'i Rhodobacter sp. YIM 73028

60

Abbildung 3.17: Bootstrap Maximum Likelihood-Konsensusbaum auf Basis von
rpoE mit R. capsulatus SB1003 (rosa), Rhodobacteraceae (rot) und My-
cobacterium (blau). Zahlenwerte geben die Bootstrap-Werte fiir die jeweiligen
Zweige an.

Ein Maximum Likelihood-Baum mit chrR hingegen zeigte zwei Rhodobacteraceae (Sul-
fitobacter noctilucae, Celeribacter baekdonensis B30) als die néchsten Verwandten von
R. capsulatus an. Jedoch waren mit R. capsulatus Mycobakterien auch hier ndher verwandt
als R. sphaeroides (Abb. 3.18). Im Unterschied zu rpoFE waren die Bootstrap-Werte der
Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den Kladen schwécher: von der R. capsulatus-Klade
zur Mycobacterium-Klade betrug der Bootstrapwert 41, was in etwa doppelt so hoch war
wie zur Klade von R. sphaeroides 2.4.1 (23).

82



3 Ergebnisse

451: Sulfitobacter noctilucae
49 Celeribacter baekdonensis B30

41 L Rhodobacter capsulatus SB1003
Mycobacterium sp. DL99
97 Mycobacterium sherrisii
3 —l
94 Mycobacterium tuberculosis variant microti OV254
—46|: Rhodobacterales bacterium HTCC2654
Gemmobacter nectariphilus
23 55 ————— Phaeobacter inhibens DSM 17395

75 { Celeribacter baekdonensis B30
66 Oceanicola litoreus
—— Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
88 L Rhodobacter sphaeroides KD131

Dinoroseobacter shibae
38 Wenxinia marina DSM 24838
14 { Yoonia vestfoldensis SKA53
17 Planktotalea frisia
495: Rhodobacteraceae bacterium HTCC2083

— Jannaschia rubra
68 | Roseibacterium elongatum DSM 19469

Abbildung 3.18: Bootstrap Maximum Likelihood-Konsensusbaum auf Basis von
chrR mit R. capsulatus SB1003 (rosa), Rhodobacteraceae (rot) und My-
cobacterium (blau). Zahlenwerte geben die Bootstrap-Werte fir die jeweiligen
Zweige an.

Die fehlende Synténie basierend auf rpoE und chrR wies in diesem Kontext aber
auf einen allgemeinen Umstand hin: Generell kolokalisieren nur wenige Gene dhnlich
zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides, wie eine Microsynteny-Analyse via der EDGAR-
Plattform zeigte (Abb. 3.19). Darunter fallen Gene, die z.B. ribosomale Untereinheiten
oder Enzyme der Atmungskette kodieren. Im Gegensatz dazu zeigen andere R. sphaeroides-
Stamme wie KD131 als eine Art Positivkontrollen eine iiberwiegend hohe Ahnlichkeit in
der Synténie zu R. sphaeroides 2.4.1. Bei der erwahnten SyntTax-Analyse mit 155 Taxa der
Rhodobacteraceae war dabei die Syntanie des rpoE-chrR-Lokus in R. capsulatus einzigartig.
Mit chrR kolokalisierten pufQBALMX und bch-Gene, bsaA1 (Glutathionperoxidase),
cryB (Cryptochrome/Photolyase) und zwei hypothetische Proteine (Abb. 3.20). Obwohl
die Syntédnie von rpoE und chrR in R. capsulatus und R. sphaeroides unterschiedlich ist,
zeigten RN A-Seq-Daten vor und nach 10 min photooxidativem Stress, dass in R. capsulatus,
wie von R. sphaeroides bekannt, das rpoFE-chrR-Transkriptlevel in R. sphaeroides ansteigt,
im Detail mit einem logy-Wert von 3,7 nach 10 min photooxidativem Stress (Abb. 3.20,
Tab. 3.3, Abb. A.1 auf S. 166).
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Rhodobacter sphaeroides KD131

Abbildung 3.19: Syntinie-Plot mit R. sphaeroides 2.4.1 als Referenz, im Vergleich
zu anderen R. sphaeroides-Stammen und R. capsulatus SB1003
Es ist die relative Position auf dem Chromosom eines zu vergleichenden
Mikroorganismus (in %) gegen die Position auf dem R. sphaeroides 2.4.1-
Chromosom dargestellt. Jeder Datenpunkt entspricht einem homologen Gen.
Es sind Gencluster der Atmungskette, ribosomaler Untereinheiten und des
photosynthetischen Gencluster (PGC) gekennzeichnet. Adaptiert nach Licht
et al. (2020).

Beziiglich des RpoE-Regulons féllt auf, dass mehrere Homologe von diesem in R. capsula-
tus fehlen (Tab. 3.3). Es fehlen in R. capsulatus z.B. Homologe von RSP 1087-1091, welche
Proteine der Cyclopropanfettsédurephospholipidsynthase, Zucker-/Kation-Symporter oder
eine kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase kodieren. Das gleiche gilt auch fiir RSP_ 1409
(Beta-Ig-H3/Fasciclin) und RSP_ 6222 (hypothetisches Protein). Unter den Homologen in
R. capsulatus zeigten mehrere ein kaum verandertes Transkriptlevel unter !Oq-Stress; anders
als bei cfaS in R. sphaeroides fehlt ein signifikanter Anstieg von rsmB1 (Cyclopropanfett-
saurephospholipidsynthase), cycA1 (Cytochrome cy) und potHI (Spermidine/Putrescin-
ABC-Transporter). Abseits der regulatorischen Faktoren (rpoFE, chrR und RpoHyp) zeigten
nur zwei Homologe des R. sphaeroides-RpoE-Regulons in R. capsulatus ebenfalls einen
signifikanten Anstieg mit einem logo-Wert >2, ndmlich eine DNA-Photolyase (phrB) und
die GTP-Cyclohydrolase folE2. Da die Annotationen der rpoH-Gene in R. capsulatus in
offiziellen Datenbanken verkehrt sind, wird zur besseren Ubersicht hiermit hervorgehoben:
In dieser Arbeit bezeichnet RCAP_rcc00458 rpoH;; und RCAP_ rcc002811 rpoH;. Analy-
sen der Synténie und Hemmhoftests mit rpoH-Knockoutstammen stiitzen diese Zuordnung

(Abschnitt 3.2.1.2).
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Abbildung 3.20: Syntidnie von rpoE in R. capsulatus und R. sphaeroides im Zu-

sammenhang mit RNA-Seq-Daten von R. capsulatus. Die RNA-Seq-
Daten zeigen die Transkriptlevel (in Counts), welche gegen rpoE mitsamt
der kolokalisierten Gene aufgetragen sind. Der obere Graph (grau) zeigt die
Transkriptlevel unmittelbar vor Beginn des photooxidativen Stresses (Tg), der
untere Graph nach 10 min photooxidativen Stresses (T1g, schwarz). Gleiche
Farben symbolisieren homologe Gene. Adaptiert nach Licht et al. (2020).
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3.2.1.2 Regulation der '0,-Antwort von R. capsulatus durch RpoH;; und RpoH;

Ob RpoHy; fiir die (photo-)oxidative Stressantwort in R. capsulatus eine dhnliche Funk-
tion erfillt wie in R. sphaeroides, wurde via RNA-Seq und Hemmbhoftests analysiert.
Zunachst wurde aber die Synténie der rpoH-Gene untersucht, da sie die Zuordnung von
RCAP_ rcc00458 als rpoH;r und RCAP__rcc02811 als rpoH; auch verdeutlicht (Abb. 3.21).
Wahrend rluD upstream von RpoHj in beiden Arten kolokalisiert, teilen sich beide Arten
eine homologe Region downstream von RpoHy;. Fir die rpoH-Gene ist anders als zu

rpoF-chrR der genetische Kontext teilweise konserviert.
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Abbildung 3.21: Syntdnie von RpoH; (A) und RpoHj; (B) in R. capsulatus und
R. sphaeroides im Zusammenhang mit RN A-Seq-Daten von R. cap-
sulatus. Die RNA-Seq-Daten zeigen die Transkriptlevel (in Counts), welche
gegen RpoH; bzw. RpoHy; mitsamt der kolokalisierten Gene aufgetragen sind.
Der obere Graph (grau) zeigt die Transkriptlevel unmittelbar vor Beginn
des photooxidativen Stresses (Ty), der untere Graph (schwarz) nach 10 min
photooxidativen Stresses (T1¢). Gleiche Farben symbolisieren homologe Gene.
Adaptiert nach Licht et al. (2020).

Weiter wird diese Zuordnung der rpoH-Gene in R. capsulatus dadurch unterstiitzt,
dass Hemmbhoftests zeigten, dass fiir R. capsulatus im Vergleich zum Wildtyp der
rpoHrr-Knockout-Stamm ArpoH;; sensitiver gegeniiber 1Oq-Stress reagierte als der rpoH;-
Knockout-Stamm ArpoH; (Abb. 3.22). Unter 'Oq-Stress zeigte ArpoH;; Hemmhofdurch-
messer von 4,8 + 0,2 cm, was fast das Doppelte im Vergleich zum Wildtyp war. Im
Gegensatz dazu war ArpoH; gegentiber 'Oy zwar auch sensitiver als der Wildtyp, jedoch
mit einem Hemmhofdurchmesser von 3,2 + 0,3 c¢m weniger sensitiv als ArpoH;. Unter
H509-Stress und Glutathiondepletion durch Diamid zeigte sich in den drei Stammen die
gleiche Rangfolge der Sensitivitit. Bei durch Paraquat ausgelostem O, -Stress hingegen
unterschied sich R. capsulatus SB1003 nicht signifikant von ArpoH;;, wohl aber von

ArpoH;, welcher hier den grofiten Hemmhofdurchmesser (5,2 £ 0,3 ¢m) aufwies.
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Abbildung 3.22: Hemmbhoftest mit R. capsulatus und rpoH-Mutanten. Dargestellt

sind die Mittelwerte mitsamt Standardabweichungen (SD) der Hemmhofdurch-
messer in cm (n = 3). Nicht sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu geringen
SD-Werten. Getestet wurden 10 mM Methylenblau (MB), 1 M Wasserstoffper-
oxid (H20z2), 500 mM Diamid und 200 mM Paraquat. Mittels zweifaktorieller
ANOVA gefolgt von Bonferroni-Posttests wurden die Ergebnisse zwischen
den Stammen verglichen (** p-Wert < 0,01; *** p-Wert < 0,001). Adaptiert
nach Licht et al. (2020).

3.2.2 Kleine RNAs

Aus fritheren Studien sind mehrere SRNAs bekannt, die in R. sphaeroides fiir die pho-
tooxidative Stressantwort eine Rolle spielen (Adnan et al. 2015; Berghoff et al. 2009;
Eisenhardt et al. 2018). Die RNA-Seq-Analyse mit R. capsulatus zeigte auch hypotheti-
sche, durch 'Oy induzierte SRNAs, darunter die bereits validierte RCs01897 (downstream
von RCAP_ rcc01897; Volk 2016). Letztere ist zusammen mit drei anderen sSRNAs in
Tab. 3.4 und Abb. A.2 (S. 166) aufgefithrt, deren relativ hohe read counts (~470-10000)
sich unter 'O4-Stress um > 50 % erhohten. Tabelle 3.5 fasst die potentiellen Ziel-mRNAs
dieser sSRNAs zusammen, welche via der Online-Tools IntaRNA und TargetRNA2 ermittelt
wurden (Busch et al. 2008; Kery et al. 2014; Mann et al. 2017; Raden et al. 2018; Wright
et al. 2014).

Tabelle 3.4: Mogliche sRNAs in R. capsulatus, deren Transkriptlevel dem RNA-Seq
nach um mindestens 50 % erhdoht wurden.

sRNA Position Flankierende Gene Léange (nt)
RCs01296 1346399-1346449 RCAP_rcc01268 RCAP_ rcc01269 o1
RCs01897  2048983-2049035 RCAP_ rcc01897 RCAP_ rcc01898 53
RCs02566 2755378-2755435 RCAP_1rcc02565 RCAP_ rcc02566 o8
RCs02783 2970435-2970490 RCAP_rcc02783 RCAP_rcc02784 o6
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Bei der Suche nach moéglichen Ziel-mRNAs gaben sowohl IntaRNA als auch TargetRNA2
als bestmogliche Treffer fiir RCs02783 RCAP_ rcc02783 an, womit RCs02873 als cis-kodierte
sRNA binden wiirde. RCAP rcc02783 kodiert ein Protein mit CoA-Bindedomane.

Ein mogliches Ziel von RCs01296 ist die FAD-abhingige Oxidoreduktase
RCAP_ rcc00383, welche via IntaRNA als bestmoglicher Treffer ausgemacht wurde.
RCAP_ rcc00383 synthetisiert mit Iminoglycin einen Vorlaufer von Thiamin. Ein anderes
mogliches Ziel wéare livK2, welches der ranghdchste Treffer bei der TargetRNA2-Analyse
war und bei der IntaRNA-Analyse mit Platz 16 (von 100) ebenfalls eine relativ hohe
Wahrscheinlichkeit als Ziel aufwies. Es handelt sich mit liuK2 um eine Substratbindeeinheit
eines ABC-Transporters fiir verzweigtkettige Aminosauren (Leucin, Isoleucin, Valin).

Fiir RCs02566 und RCs01897 konnten via TargetRNA2 keine Ziele ermittelt werden.
In der IntaRNA-Analyse war der ranghdchste Treffer fiir RCs02566 ein hypothetisches
Protein (RCAP_rcc02285). Fiir RCs01897 gab IntaRNA die mRNA von RCAP_ rcc02527
(YiaG) als ranghochstes Ziel an, es handelt sich um einen moglichen Transkriptionsfaktor
der XRE-Familie. In der Protein-Protein-Interaktionsdatenbank STRING waren keine
Interaktionen und damit mogliche Bindungspartner von RCAP_rcc02527 gezeigt. Uber
die Aminosauresequenz von RCAP_ rcc02527 konnte allerdings das Cluster of Ortholo-
gous Groups COG2944 ausgemacht werden, um dariiber mogliche Interaktionspartner zu
finden (Abb. 3.23). Ungeachtet benachbarter oder koexpressierter Gene sind dabei beson-
ders Gene interessant, deren Interaktion durch kuratierte Datenbanken oder Experimente
bewiesen wurde. Insofern konnte RCAP_ rcc02527 Gene in R. capsulatus mit folgenden
Funktionen regulieren: Biofilmformation, Maleat cis-trans-Isomerisierung sowie Repression

eines Toxin-Antitoxin-Systems.
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Abbildung 3.23: Mogliche Ziele des XRE-Transkriptionsfaktors RCAP_ rcc02527.
Ausgehend von der Aminosdurensequenz von RCAP_ rcc02527 wurde in
der STRING-Datenbank eine Funktion nach COG (Cluster of Orthologous
Groups) dem Protein zugewiesen; von diesem COG sind andere assoziierte
COGs bzw. NOGs (Nonsupervised Orthologous Groups) dargestellt. Siehe
Legende fiir die Art der Assoziation (,, Textmining“ bezeichnet eine automati-
sierte Suche auf PubMed, in welcher zwei COGs héufig zusammen genannt
werden). Sofern bekannt, sind die Funktionen der COGs angegeben.

Physiologische Untersuchungen sollten die Wirkungsweise von RCs01897 mittels
des Uberexpressionsstamms SB1003 pRK_RCs01897 (RCs01897 unter Kontrolle des
16S rRNA Promotors von R. sphaeroides) ndher charakterisieren (Abb. 3.24). Im Vergleich
zur Leervektorkontrolle zeigte SB1003 pRK__RCs01897 neben einem hoheren Transkript-
level von RCs01897 auch ab 4 h photooxidativem Stress eine kiirzere tq (4:11h + 28 min
anstatt 5:07h + 6 min). In Hemmbhoftests zeigte eine ANOVA mit Post-Bonferroni-Tests,
dass unter HyOo-Stress SB1003 pRK__RCs01897 signifikant kleinere Hemmhofe als die
Leervektorkontrolle bildete (2,5 + 0,1 cm gegen 3,4 + 0,2 cm). Keine signifikanten Unter-

schiede zeigten die Stémme bei den Stressoren MB (10,), Diamid (Glutathionschwund)
und Paraquat (O5 ).
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Abbildung 3.24: Auswirkungen einer konstitutiven RCs01897-Uberexpression in
R. capsulatus. Die Uberexpression (pRK__RCs01897) wurde mit einer Leer-
vektorkontrolle (pRK) verglichen (n = 3). (A) Transkriptlevel von RCs01897
im Vergleich zur Ladekontrolle (5S) zu den ODggp 0,2 und 0,4. (B) Wachstum
unter aeroben Bedingungen/photooxidativem Stress, dargestellt sind Mittel-
werte + Standardabweichungen (SD). (C) Hemmbhoftests, dargestellt sind die
Mittelwerte mitsamt SD der Hemmhofdurchmesser in cm. Getestet wurden
10 mM Methylenblau (MB), 100 mM Wasserstoffperoxid (H202), 10 mM Dia-
mid und 10 pM Paraquat. Nicht sichtbare Fehlerbalken beruhen auf zu gerin-
gen SD. Ein signifikanter Unterschied ist gekennzeichnet (* p-Wert < 0,05).
Die Versuche wurden von Vanessa Bolduan durchgefiihrt (Bolduan 2018).
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3.3 Funktionelle Antwort des Transkriptoms auf 10,

Um die Antwort von R. capsulatus auf transkriptioneller Ebene zu charakterisieren, wurde
in biologischen Triplikaten eine RNA-Seq mit Proben vor (T) und nach 10min (Tyg)
photooxidativem Stress durchgefithrt. Vor dieser Arbeit erfolgte dabei die Probennahme
und -vorbereitung (Volk 2016) sowie die RNA-Seq-Analyse am Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung in Braunschweig (Licht et al. 2020). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
die Analyse der RNA-Seq-Ergebnisse. Mittels einer DESeq2-basierten Analyse wurden
Unterschiede im Transkriptlevel der mRNAs quantifiziert. Die Anderung der einzelnen
Transkriptlevel wurden als loga-Werte von 10/0 min festgehalten. Die Rohdaten sowie eine
Zusammenfassung der DESeq2-Analyse sind online verfiighar auf der NCBI Gene Expres-
sion Omnibus-Plattform, GEO Serien-Nr. GSE134200. Eine modellierte Gauflverteilung
(Abb. 3.25) via nichtlinearer Regression mit den 3441 quantifizierten Transkripten zeigte
fir die loge-Werte einen Mittelwert bei —0,09 + 0,25 (R2 =0,97).

69 n =3441

Anzahl (%)

4 -2 0 2 4
log, (10/0 min)

Abbildung 3.25: Verteilung von '0s-induzierten logs-Verinderungen im Transkrip-
tom von R. capsulatus (10/0min 'Oj-Stress). Aufgetragen ist die
relative Anzahl der Transkripte (in %) gegen die jeweiligen loge-Werte. Die
Verteilungsfunktion (basierend auf nichtlinearer Regression) ist in rot einge-
zeichnet.

Korrelationsanalysen und PCA bestétigten die Reproduzierbarkeit der biologischen Tri-
plikate: Der Pearson-Korrelationskoeffizient r nahm Werte von 0,985-0,995 an (p < 0,001)
und dem Bestimmtheitsmafl R? nach erklarten die Regressionsgeraden stets > 97,1 % der
Daten (Abb. A.3). In der PCA gruppierten sich die Replikate entlang der ersten Dimension
nach den Probennahmezeitpunkten (Abb. A.4).

Die vorliegenden RNA-Seqg-Daten wurden mit Microarray-Daten von R. sphaeroides einer
fritheren Studie (Berghoff et al. 2013) verglichen. Im Gegensatz zu der RNA-Seq-Analyse
mit R. capsulatus ist fir die R. sphaeroides-Daten zu beachten, dass (1) die Microarray-
Methode im Vergleich eine geringere Sensitivitdt und Abdeckung des Transkriptoms bietet
(Kukurba und Montgomery 2015), (2) R. sphaeroides fiir 7 min (statt 10 min) photooxidativ

gestresst wurde und (3) R. sphaeroides in biologischen Duplikaten untersucht wurde.
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Die Ergebnisse des RNA-Seq spiegelten sich in qRT-PCRs mit Rhodobacter-Proben vor
und nach 10 min photooxidativem Stress wider (Abb. 3.26). Mehrere untersuchte Gene
demonstrierten nur in R. capsulatus hohere relative Transkriptlevel (RTL) > 1, ndmlich
cbbM, gltD, cysP und crtl. Dies trifft auch auf cbiX zu; in R. sphaeroides konnten drei ver-
schiedene Primerpaare unter verschiedenen Konzentrationen und Annealingtemperaturen

cbiX nicht nachweisen, vermutlich aus Mangel an Transkript unter aeroben Bedingungen.

4-

Bl R.c. SB1003 (gRT)
R.c. SB1003 (RNA-seq)
Hl R.s.24.1(qRT)

R.s. 2.4.1 (Microarray)

RTL (log,)

T T T T T T T
cbbM gitD nuol cysH cysP crtl cbiX

Abbildung 3.26: Relative Transkriptlevel (RTL) ausgewihlter Gene in Rhodobacter
nach Beginn photooxidativen Stresses. Die RTL wurden in Relation zu
ungestressten Kontrollen von R. capsulatus SB1003 und R. sphaeroides 2.4.1
bestimmt. Zum Vergleich gezeigt sind die RNA-Seq-Daten (R. capsulatus)
sowie Microarray-Daten (R. sphaeroides; Berghoff et al. 2013). Die qRT-
PCR (gqRT)-Daten stellen die Mittelwerte biologischer Triplikate dar, die
dazugehorigen Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. In R. sphaeroi-
des konnten keine cbiX-Transkripte detektiert werden. Adaptiert nach Licht
et al. (2020).

Insgesamt zeigten 471 Gene einen signifikanten Anstieg im Transkriptlevel mit logs-
Werten von > 1. Die GO-Terme der 100 am starksten akkumulierten Transkripte wurden
verwendet, um in einer Analyse mit dem Biological Networks Gene Ontology Tool (BiNGO)-
Plugin des Programms Cytoscape die signifikant angereicherten funktionellen Gruppen zu
ermitteln. Abbildung 3.27 stellt diese Gruppen mitsamt ihren Genen dar.

R. capsulatus akkumulierte besonders Transkripte des Proteinumsatzes bzw. der Prote-
inreparatur. Die elf Transkripte dieser Gruppe kodierten die Methioninsulfoxidreduktasen
msrA1 und msrB1 (und ihre Paraloge), Chaperone (groS, groL) sowie Proteasen bzw.
Peptidasen (dep, tldD, RCAP_rcc03333, clpA, clpB). Neun Transkripte reicherten die
funktionellen Gruppen der photooxidativen Stressantwort an, fiinf Transkripte die der
DNA-Reparatur. Bei den Transkripten der photooxidativen Stressantwort zeigten vier
logs-Werte iiber 3, darunter rpoF, chrR, die Peroxidase bsaA1 und die RpoE-abhéngige
GTP-Cyclohydrolase folE2. Die Glutathiondisulfidreduktase gor steigerte ihre Transkrip-
tabundanz um iiber zwei log,-Stufen, wahrend die Superoxiddismutase sodB sowie drei
Thioredoxine (trzA1, trzC, treB) im Bereich von einer loge-Stufe in ihrer Abundanz

anstiegen.
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Abbildung 3.27: Funktionelle Charakterisierung von Transkripten mit erhohter Ab-
undanz nach 10 min photooxidativem Stress in R. capsulatus. In
biologischen Triplikaten wurden die Abundanzverdnderungen via RNA-Seq
bestimmt. Der Volcano-Plot zeigt von allen erfassten Transkripten die p-Werte
(als negative logio) gegen die logao-Werte der Abundanzverdnderungen von
10 min gegen O min. Graue Linien stellen Grenzwerte dar: die horizontale fiir
statistische Signifikanz (p < 0,05), die vertikalen fiir logo-Werte < -1 bzw. > 1.
Ausgewahlte Transkripte sind hervorgehoben (Nummern beziehen sich auf
Genloci). Uber die GO-Terme der 100 am stéirksten induzierten Transkripte
wurden funktionell angereicherte Gruppen bestimmt (Késten unten), + und
++ indizieren Transkripte mit loga-Werten > 2 bzw. > 3. Adaptiert nach Licht
et al. (2020).
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Transkripte mit Funktion in der DNA-Reparatur waren angereichert, darunter die Pho-
tolyasen phrB und cryB, die A /G-spezifische Adeninglycosylase mutY sowie Transkripte
des uvrABC-Komplexes

Vielen anderen GO-Termen tibergeordnet ist der Term Oxidations-Reduktions-Prozesse,
womit viele der untersuchten Transkripte diese Gruppe signifikant (und funktionell vielfal-
tig) anreicherten. R. capsulatus akkumulierte v.a. Transkripte verschiedener Biosynthese-
wege, z.B. fiir Antibiotika (RCAP_rcc01368), Cytochrome (RCAP_rcc03256) und auch
fir Aminosdauren wie Glutamat (gltD), Methionin und Cystein (cysHI) oder Serin (serA).
Es stiegen die Transkriptlevel zweier Enzyme der Kohlenstofffixierung um einen logy-Wert
von > 3, namlich gapl und cbbM. Ahnlich stark angereichert waren die Uroporphyrin-IIT C-
Methyltransferase cobA1 (loge-Wert = 3,48) und cbiX (loga-Wert = 2,95; fallt nicht unter
Oxidations-Reduktions-Prozesse), welche an der Biosynthese von Sirohdm beteiligt sind.
Beziiglich der cbi-Gene fillt auch der Anstieg der Abundanz von cbiZ (logs-Wert = 1,52)
auf, wenngleich dieser nicht so stark wie der von ¢biX ist.

Mit Blick auf die stabilen Carotinoid-Level von R. capsulatus (siche Abb. 3.6) ist
erwihnenswert, dass fast keine Transkripte der Carotinoidbiosynthese angestiegen waren.
Eine Ausnahme bildet das tspO-crtI-Operon, im Detail stiegen die Transkriptlevel hier wie
folgt: crtl 2,29 logs-Stufen, crtB 2,00 logs-Stufen und tspO 1,25 loge-Stufen (siche RNA-
Seq-Daten unter GEO Serien-Nr. GSE134200 auf https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/).

Erganzend zu den qRT-PCR- und RNA-Seq-Ergebnissen zeigten Reportergenanalysen
mit msrB2, macA cbbL und phrB — einige der starker akkumulierten Transkripte — dass
Hy04 nur fir msrB2 eine erhéhte Promotoraktivitiat ausloste (sieche Abb. A.5 auf S. 168).

Da die 100 am starksten gesunkenen Transkriptlevel keine abgenommenen GO-Terme in
der BiNGO-Analyse aufzeigten, wurden alle 316 signifikant verringerten Transkriptabnah-
men (loge-Wert < —1) analysiert. Damit zeigt Abb. 3.28 Abnahmen von Transkripten in
neun GO-Termen. Im Vergleich zu den Zunahmen waren bei den Abnahmen die absoluten
logy-Werte kleiner.

Nur acht Transkripte sanken um logs-Werte < — 2, darunter RCAP_ rcp00001,
RCAP_ rcp00002 und RCAP_ recp00004, welche fiir Proteine des Transports polarer Amino-
sduren kodieren. Uberhaupt zihlten 28 Transkripte zu signifikant verringerten GO-Termen
fiir Transportprozesse, speziell solche fiir Oligopeptide, Cholin, Polyamine und Monosac-
charide. Siebzehn Transkripte mit GO-Termen der Signaltransduktion sanken in ihrer
Abundanz, wobei mehrere dieser Gene wie z.B mepX, cheY?2 oder RCAP_ rcc02117 auch
Proteine der GO-Terme Chemotaxis und Bewegungsprozesse kodieren. Der GO-Term
fir Gasvesikelorganisation verringerte sich mit vier Transkripten, darunter z.B. gupO
mit einem logo-Wert von —2,05. Ebenfalls waren Transkripte des Citratzyklus signifikant
verringert, wie etwa die Citratsynthase gltA oder die Isocitrate-Dehydrogenase icd.

Es nahmen 34 Transkripte des GO-Terms fiir Oxidations-Reduktions-Prozesse in ihrer
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Abundanz ab. Neben bch XY (BChl a-Biosynthese) fallen hier die Transkripte mit logs-
Werten von < -2 auf, darunter die Hydroxypyruvatreduktase ttuD sowie die Hydrogenase
hozH. Erginzend zu letzterem fiel auch der Hydrogenase Maturation Factor hozW in
seiner Abundanz (zahlt nicht zum GO-Term Oxidations-Reduktions-Prozesse). Die iibrigen
vier gesunkenen Transkriptlevel mit logs-Werten < -2 gehorten Genen der Acetyl-CoA-
Produktion, ndmlich [pdA2 (Dihydrolipoyl-Dehydrogenase) und Komponenten der Pyruvat-
Dehydrogenase (pdhCBA). Uberhaupt kodierten viele der abgenommenen Transkripte
Proteine, die Pyruvat oder Stoffwechselprodukte des Citratzyklus synthetisieren bzw. in
diesen einschleusen. Zum Beispiel sanken die Transkriptlevel einer weiteren Dihydrolipoyl-
Dehydrogenase (IpdA1), des Pyruvatproduzenten maeB1 und (auBlerhalb der Oxidations-
Reduktions-Prozesse) des Fumaratproduzenten arghH?2.

Ungeachtet der GO-Terme féllt das stark gesunkene Transkriptlevel der 4-Coumarat-
CoA-Ligase pcl auf (loge-Wert —2,08). Uber pcl wird das Photoactive Yellow Protein
(PYP) aktiviert, wobei dessen Abundanz auf Proteinebene auch signifikant abnahm (siehe
dazu auch spéter Abb. 3.33 auf S. 106 und Abb. 3.34 auf S. 108).

97



3 Ergebnisse

100-
n = 3441

p00002
®

pdhB pdhA
pdhC argH2,

p00001\o om—IpdA2
p00004 —§ ©
o

50-

-log4q (p-Wert)

9 ttuD, gvpO, cheyd
hOXW pCI mch 021
| |

-4 -2 0

log, (RNA-Verhaltnis 10 min/0 min)

Signaltransduktion
RCAP_rcc01360 RCAP_rcc00778 hupR
RCAP_rcc00440 zraR RCAP_rcc00645
RCAP_rcc01025 regA2 RCAP_rcc00537
RCAP_rcc01762 cheY2 RCAP_rcc02835 chvG
RCAP_rcc01663 ctrA RCAP_rcc00481 mcpl
RCAP_rcc02188 RCAP_rcc02117
RCAP_rcc02540 RCAP_rcc00644 mcpX
RCAP_rcc01026 RCAP_rcc01621 mepC
RCAP_rcc02611 mcpA3

Gasvesikel
+RCAP_rcc01053 gvpO
RCAP_rcc01056/8/9

Citratzyklus
RCAP_rcc01887 icd
RCAP_rcc00720/1/4/5 sucCDAB
RCAP_rcc02364 gtiA

Transport
Oligopeptide
RCAP_rcc00704-8 oppC1B1A1FD1
RCAP_rcc02275-8 oppA2B2C2D
Cholin
RCAP_rcc00893/5 proV1X1
RCAP_rcc03297
Polare Aminosauren
+RCAP_rcp00001/2/4
Polyamine
RCAP_rcc01246/5/3 pot1B1A1
RCAP_rcc02268 potD3
RCAP_rcc02451 potA4
Monosaccharide
RCAP_rcc02019 rbsB
RCAP_rcc00016-18 xyIGHF
RCAP_rcc02880
RCAP_rcc03233-5

Oxidations-Reduktions-Prozesse

RCAP_rcc00021 rfbF
RCAP_rcc00282
RCAP_rcc00382

RCAP_rcc01108
RCAP_rcc01385

RCAP_rcc00484 ald

RCAP_rcc00529

RCAP_rcc00726 IpdA1
+RCAP_rcc00761 hoxH

RCAP_rcc01620 aldB

RCAP_rcc01776

RCAP_rcc02589 fadJ
+RCAP_rcc02615 ttuD

RCAP_rcc01532 pcaC
RCAP_rcc00443 maeB1 +RCAP_rcc01556 [pdA2

RCAP_rcc00687/8 bchXY
RCAP_rcc00765/69/74 hupVCJ
RCAP_rcc00791/2 xdhBA
RCAP_rcc01519/21/23 nuoCEF
+RCAP_rcc01703-5 pdhCBA
RCAP_rcc02882
RCAP_rcc03035-7 fdhABC
RCAP_rcp00075 nosZ

Abbildung 3.28: Funktionelle Charakterisierung von Transkripten mit verringerter

Abundanz nach 10 min photooxidativem Stress in R. capsulatus. In
biologischen Triplikaten wurden die Abundanzverianderungen via RNA-Seq
bestimmt. Der Volcano-Plot zeigt von allen erfassten Transkripten die p-Werte
(als negative logyg) gegen die loga-Werte der Abundanzverdnderungen von
10 min gegen 0 min. Graue Linien stellen Grenzwerte dar: die horizontale fiir
statistische Signifikanz (p < 0,05), die vertikalen fiir logs-Werte < —1 bzw.
> 1. Ausgewahlte Transkripte sind hervorgehoben (Nummern beziehen sich
auf Genloci). Uber die GO-Terme der Transkripte wurden abgenommene
funktionelle Gruppen bestimmt (Késten unten), + indiziert Transkripte mit

logo-Werten < -2.
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3.4 Funktionelle Antwort des Proteoms auf 10,

Mittels LC-MS/MS wurden in R. capsulatus Proteinabundanzwerte untersucht, und zwar
unmittelbar vor photooxidativem Stress (Ty) und 45, 90 und 180 min danach (Ty5, Ty,
Tis0). Die Verdnderungen der Proteinabundanzwerte im Vergleich zu Ty wurden als
logs-Werte festgehalten. Abbildung 3.29 zeigt, dass von ca. 1400-1500 quantifizierten
Proteinen die logy,-Werte sich im Bereich zwischen —4 und +4 verteilten. Eine modellierte
GauBverteilung via nichtlinearer Regression mit den logo-Werten der einzelnen Zeitpunkte
zeigte Mittelwerte um 0: Tys: —0,09 = 0,25; Tyg: —0,15 + 0,30; Tg9: —0,16 + 0,33. Dem

R? nach konnten die berechneten Verteilungsfunktionen stets > 95 % der Daten erkléren.
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Abbildung 3.29: Verteilung von 'Os-induzierten logs-Verinderungen im Proteom
von R. capsulatus. Gezeigt sind die Verteilungen fiir 45min (A), 90 min
(B) und 180 min (C) 'O,-Stress, jeweils in Relation zu To. Dargestellt ist
die relative Anzahl der Proteine (in %) gegen die jeweiligen logs-Werte. Die
Verteilungsfunktionen (basierend auf nichtlinearen Regressionen) sind in rot
eingezeichnet.

Korrelationsanalysen und PCA bestéatigten die Reproduzierbarkeit der biologischen Tripli-
kate: In allen Zeitpunkten nahmen die Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) Werte > 0,968
an (p < 0,001) und die Regressionsgeraden konnten den R2-Werten nach 93,6-99,0 % der
Daten erklaren (Abb. A.6 auf S. 169). In der PCA gruppierten sich die Replikate entlang
der ersten Dimension nach dem Probennahmezeitpunkt (Abb. A.4 auf S. 168).

Weitere Korrelationsanalysen mit den durchschnittlichen logy-Werten der einzelnen
Zeitpunkte untersuchten, wie stark Tys, Tgp und Tig9 miteinander korrelierten (alle

p < 0,001; Abb. 3.30). Der Pearson-Korrelationskoeffizient r betrug zwischen Tgy und
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Tys 0,843 (R? = 71,1 %); zwischen Tigp und Tgg betrugen r 0,905 und R? 81,9 %. Die

Korrelation zwischen Ty5 und Tigp war am geringsten (r = 0,734 und R? = 53,9 %).
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Abbildung 3.30: Korrelation zwischen LC-MS/MS-Daten verschiedener Zeitpunkte
unter 'O5-Stress in R. capsulatus. Es sind die logs-Werte der einzelnen
Proteine wie folgt aufgetragen: (A) 90 min gegen 45 min, (B) 180 min gegen
45min und (C) 180 min gegen 90 min. Die Anzahl (n), der Determinations-
koeffizient (R?) und der Pearson-Korrelationskoeffizient (r) mitsamt dessen
p-Wert sind angegeben. Die grauen horizontalen und vertikalen Linien zei-
gen Grenzwerte fiir logo-Werte < —1 bzw. > 1. Genprodukte zwischen den
diagonalen grauen Linien haben vergleichbar starke logs-Werte in beiden
Zeitpunkten. Die Ausgleichsgerade (-—) ist eingezeichnet. Wenn loge-Werte > 1
den Anstieg eines Genprodukts definieren und solche < -1 eine Abnahme,
sind die Datenpunkte wie folgt indiziert: Weder Anstieg noch Abnahme in
einem Zeitpunkt (), Anstieg oder Abnahme zu nur einem Zeitpunkt (e),
Anstieg oder Abnahme in beiden Zeitpunkten (e, =), Anstieg oder Abnahme
in beiden Zeitpunkten mit mindestens einer loge-Stufe Unterschied (A, v).

Die Proteomdaten wurden einer BINGO-Analyse in Cytoscape unterzogen, um signi-

fikant angereicherte GO-Terme zu ermitteln. Es wurden alle Proteine in die Analyse
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miteinbezogen, deren logy-Werte signifikant < -1 bzw. > 1 betrugen. Die Analysen wurden
fiir alle drei Zeitpunkte separat durchgefiithrt. Zusatzlich wurden massenspektrometrische
Daten von Berghoff et al. (2013) nach der gleichen Methodik reanalysiert, da diese Daten
die Proteomverdnderungen nach 90 min photooxidativem Stress in R. sphaeroides zeigten
und einen Vergleich mit den vorliegenden Daten von Tgy nahelegten.

Die Analysen zeigten, dass alle signifikant angereicherten Proteine vom Zeitpunkt Ty
auch in Ty angereichert blieben (Abb. 3.31 und 3.32). Ahnlich waren 4 der 6 signifikant
gesunkenen Proteinabundanzwerte vom Zeitpunkt Tys auch in Ty gesunken, ndmlich das
Zellteilungsprotein FtsK, der Oligopeptid-ABC-Transporter OppA2 und 2 hypothetische
Proteine, RCAP_rcc01012 und RCAP_ rcc01423 (Abb. 3.31 und 3.33). Exklusiv zum
Zeitpunkt Ty5 zeigten nur das hypothetische Protein RCAP_ rcc01067 und die Diguanylat-
Zyklase/Phosphodiesterase RCAP_ rcc03005 eine verringerte Abundanz. Sofern nicht
anders angemerkt, gelten die folgend beschriebenen Abundanzerhéhungen bei R. capsulatus

sowohl fiir Ty5 als auch fir Tyy.
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Abbildung 3.31: Funktionelle Charakterisierung von Proteinen mit verringerter (li-
la) bzw. erhdhter (rot) Abundanz nach 45 min photooxidativem
Stress in R. capsulatus. In biologischen Triplikaten wurden die Abundanz-
verdnderungen via Label-freier LC-MS/MS bestimmt. Der Volcano-Plot zeigt
von allen erfassten Proteinen die p-Werte (als negative logjo) gegen die logs-
Werte der Abundanzverénderungen von 45 min gegen 0 min. Die grauen Linien
zeigen Grenzwerte: die horizontale fiir statistische Signifikanz (p < 0,05), die
vertikalen fiir logo-Werte < —1 bzw. > 1. Ausgewéhlte Proteine sind hervorge-
hoben (Nummern beziehen sich auf Genloci). Eine Auswahl der detektierten
Proteine ist den funktionellen Gruppen nach unten zusammengefasst, + und
++ indizieren Proteine mit loga-Werten > 2 bzw. > 3.

Nach 90min photooxidativem Stress zeigte R. capsulatus 39 exklusiv angereicher-
te Proteine, R. sphaeroides dagegen 43. Beide Spezies erhohten signifikant Proteine
mit Funktionen in Proteinumsatz und -reparatur, DNA-Reparatur, (photo-)oxidativer
Stressantwort sowie Oxidations-Reduktions-Prozessen. Sieben Proteine stiegen in beiden
Spezies in ihrer Abundanz signifikant: die Methioninsulfoxidreduktasen MsrA2 (nicht
bei Ty5), MsrB1 und MsrB2, die ATP-abhangige Protease ClpA, eine mégliche Protease
(RCAP_ rcc03333/RSP__1760) sowie die potentielle GTP-Zyklohydrolase FolE2 und ein
nicht charakterisiertes Protein (RCAP_rcc00543/RSP__1760; nicht bei Tys5). Bis auf die
beiden letztgenannten handelt es sich um Proteine mit Funktionen in Proteinumsatz und

-reparatur. Diese funktionelle Gruppe wurde in beiden Organismen durch unterschiedliche
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Proteasen weiter angereichert: in R. capsulatus mit Lon, ClpB und HslV (nicht bei Tys),
in R. sphaeroides mit ClpS, MoxR und PqqL. (Abb. 3.32).

Hinsichtlich DNA-Reparatur akkumulierten beide Spezies eine Untereinheit des UvrABC-
Komplexes (UvrC in R. capsulatus, UvrB in R. sphaeroides), ansonsten steigerte R. cap-
sulatus die Abundanz der Photolyase PhrB, R. sphaeroides hingegen die der DNA-Ligase
Lig2. Neben der erwahnten GTP-Zyklohydrolase FolE2 akkumulierte R. capsulatus bei
den Proteinen der (photo-)oxidativen Stressantwort noch die Glutathionperoxidase BsaAl
und die Glutathiondisulfidreduktase Gor. Im Gegensatz dazu akkumulierte R. sphaeroi-
des Proteine des RpoE-Regulons (RSP_ 1091, RSP_ 1409, CfaS) sowie ein Thioredoxin
(RSP__0725) und ein Peroxiredoxin (RSP_2973).

Der GO-Term fiir Oxidations-Reduktions-Prozesse war in beiden Arten signifikant ange-
reichert. Erwahnenswert sind hier zwei Proteine von R. capsulatus, die moglicherweise pho-
tooxidativem Stress entgegenwirken, aber kein Homolog in R. sphaeroides haben. Das erste
ist das Cytochrome ¢ Biogenesis Protein RCAP_rcc03258, welchem auch der GO-Term der
Antioxidantfunktion zugewiesen ist, womit RCAP_ rcc03258 zur Redoxhomdoostase beitrégt.
Das zweite Protein ist NrdD, eine anaerobische Ribonukleosid-Triphosphat-Reduktase
(logs = 3,01). Dabei reduziert NrdD Ribonukleotide zu Deoxyribonukleotiden, welche fiir
die DNA-Reparatur benétigt werden. Im Unterschied dazu akkumulierte R. sphaeroides die
Sulfoxid-Reduktase-Untereinheit MsrP und Cytochrom(-Untereinheiten), ndmlich CycF
(Cytochrom ¢-544) und die Cytochrom ¢ Peroxidase RSP_ 2395.

Die meisten Proteine in der BINGO-Analyse waren mit anderen GO-Termen deklariert.
R. capsulatus deckte mit 26 angereicherten Proteinen dabei eine breitere Stoffwechsel-
vielfalt ab als R. sphaeroides mit 14 Proteinen. R. sphaeroides akkumulierte grofiten-
teils wenig charakterisierte oder hypothetische Proteine, neben einigen Proteinen fiir
ABC-Transportsysteme (fiir Kohlenhydrate oder Multisubstanzefflux), z.B. RSP_ 1203,
RSP_3602 oder CemC. R. capsulatus steigerte u.a. die Abundanz von RCAP_ rcp00082,
einem moglichen Thioredoxin (nicht in Ty5). Auch akkumulierte R. capsulatus die Orni-
thindecarboxylyase Ldc, welche zur Biosynthese von Putrescin und Polyaminen noétig ist
(nicht in Tys).

Weiter stieg in R. capsulatus die Abundanz des Makrolid-Antibiotika-ABC-Transporters
MacA, welcher kein Homolog in R. sphaeroides hat. Besonders unterschied sich R. capsu-
latus von R. sphaeroides durch die Anreicherung mehrerer Proteine des Eisenmetabolis-
mus. Darunter fallen der GTP-abhéngige Eisen-(II)-transporter FeoB1, die Protoporphy-
rin/Coproporphyrin Eisenchelatase RCAP__rcc00195 und der Eisensiderophor/Cobalmin-
ABC-Transporter RCAP_ rcp00046 (alle nicht Tys). Weiter akkumulierte R. capsulatus das
terminale Enzym der Sirohdmsynthese, die Ferrochelatase CbiX — eines der am stérksten
akkumulierten Proteine (loga-Wert = 3,17).
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Abbildung 3.32: Funktionelle Charakterisierung von Proteinen mit erhohter Abun-
danz nach 90 min photooxidativen Stress. In biologischen Triplikaten
wurden die Abundanzverinderungen in R. capsulatus via Label-freier LC-
MS/MS bestimmt. Der Volcano-Plot stellt von allen erfassten Proteinen die
p-Werte (als negative logio) gegen die loga-Werte der Abundanzveranderun-
gen von 90 min gegen 0 min dar. Die grauen Linien stellen Grenzwerte dar:
die horizontale fiir statistische Signifikanz (p < 0,05), die vertikalen fiir logs-
Werte < -1 bzw. > 1. Ausgewéahlte Proteine sind hervorgehoben (Nummern
beziehen sich auf Genloci). Die Proteomdaten wurden mit R. sphaeroides
(Berghoff et al. 2013) verglichen und sind im Eulerdiagramm dargestellt. Eine
Auswahl der detektierten Proteine ist den funktionellen Gruppen nach unten
zusammengefasst, + und ++ indizieren Proteine mit logs-Werten > 2 bzw.
> 3. Farben markieren Proteine, deren Verringerung nur in R. capsulatus (rot),
nur in R. sphaeroides (schwarz) oder in beiden Organismen (blau) detektiert
wurde. Adaptiert nach Licht et al. (2020).
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Beziiglich abgenommener Proteine und GO-Terme unterschieden sich R. capsulatus
und R. sphaeroides z.T. sehr stark (Abb. 3.33). Die Abundanz von 30 Proteinen sank
exklusiv in R. capsulatus, von 25 dagegen in R. sphaeroides, von 5 in beiden Arten. In
R. sphaeroides war der GO-Term fiir Photosynthese (8 Proteine) signifikant abgenom-
men — allerdings nicht in R. capsulatus, wo sich nur wie in R. sphaeroides BchY und
BchZ in ihrer Abundanz verringerten. Ebenfalls sank in beiden Spezies die Abundanz des
Chemotaxisproteins McpH und anderer Proteine des GO-Terms Fortbewegung (bzw. in
R. capsulatus auch des GO-Terms Signaltransduktion). Es verringerte sich in beiden Spe-
zies die Abundanz zweier moglicher Proteasen/Peptidasen (RCAP_rcc01730/RSP_ 0464
und RCAP_rcc01731/RSP_0465). Besonders aufféllig ist, dass R. sphaeroides sowohl
FeoB als auch Nrd in ihrer Abundanz verringerte, weil in R. capsulatus die Protein-
abundanzwerte (des homologen) FeoB1 und NrdD zu dieser Dauer des photooxidativen
Stresses anstiegen (Abb. 3.32). Weiter verringerte sich in R. capsulatus die Abundanz des
SOS-Antwort-Repressors LexA sowie des Zellteilungsproteins FtsK und des Oligopeptid-
ABC-Transportproteins OppA2 (die letzteren beiden auch in Ty5). Mit Blick auf die
Abnahme von Transkripten von Cholintransportern (siehe Abb. 3.28 auf S.98) f&llt noch
die Abnahme von PmtA (Phosphatidylethanolamin-N-Methyltransferase) auf, welches an
der Cholinbiosynthese beteiligt ist.
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Abbildung 3.33: Funktionelle Charakterisierung von Proteinen mit verringerter Ab-
undanz nach 90 min photooxidativem Stress. In biologischen Triplika-
ten wurden die Abundanzverianderungen via Label-freier LC-MS/MS be-
stimmt. Der Volcano-Plot stellt von allen erfassten Proteinen die p-Werte (als
negative logio) gegen die logo-Werte der Abundanzverdnderungen von 90 min
gegen 0O min dar. Die grauen Linien stellen Grenzwerte dar: die horizontale
fir statistische Signifikanz (p < 0,05), die vertikalen fiir loga-Werte < -1 bzw.
> 1. Ausgewihlte Proteine sind hervorgehoben (Nummern beziehen sich auf
Genloci). Die Proteomdaten wurden mit R. sphaeroides (Berghoff et al. 2013)
verglichen und sind im Eulerdiagramm dargestellt. Eine Auswahl der detek-
tierten Proteine ist den funktionellen Gruppen nach unten zusammengefasst,
+ indiziert Proteine mit logs-Werten > 2. Farben markieren Proteine, deren
Verringerung nur in R. capsulatus (rot), nur in R. sphaeroides (schwarz) oder
in beiden Organismen (blau) detektiert wurde.
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In R. capsulatus wurden die Proteomdaten vom Zeitpunkt Tigy auch einer BINGO-
Analyse unterzogen, um signifikant angereicherte oder abgenommene GO-Terme zu er-
mitteln (Abb. 3.34). Die Analyse lie§ 3 Aussagen zu: (1) angereicherte Proteine und
funktionelle Gruppen von Ty, blieben weitgehend angereichert, (2) R. capsulatus akku-
mulierte noch mehr Proteine des Proteinumsatzes/der Proteinreparatur und (3) neben
BchYZ waren auch weitere Proteine der Photosynthese verringert (insbesondere die der
BChl a-Biosynthese) und damit auch der GO-Term Photosynthese. Ergdnzend zur Abnah-
me der Photosyntheseproteine sank auch die Abundanz der Spheroidenmonooxygenase
CrtA (auch GO-Term Photosynthese).

Viele der anderen Proteinabnahmen setzten sich vom Zeitpunkt T fort (z.B. FtsK).
Exklusiv zu Tygy sank die Abundanz von LeuCD (3-Isopropylmalat-Dehydratase), Enzyme
der Leucinbiosynthese, welche mit [4Fe-4S]-Clustern primére Ziele von ROS gewesen sein
konnten. Weiter auffillig waren die starken Abnahmen (logs-Werte < —3) des Peroxiredoxins
RCAP_ rcc03281 und des Photoactive Yellow Proteins (PYP; beide auch zu Tyg). Weiter
sank zu Tigy u.a. die Abundanz der Polyhydroxyalkanoat-Depolymerase PhaZ und —
exklusiv fiir diesen Zeitpunkt — des Cold Shock-Proteins CspD.

Die angereicherten GO-Terme umfassten groBenteils die gleichen Proteine wie zu Tyq, z.B.
blieben die Proteine der DNA-Reparatur die gleichen wie zu Ty5 und Tgg. Bei den Proteinen
der photooxidativen Stressantwort waren neu ein Peroxiredoxin (RCAP_rcc03413) und
GshA (Glutamate-Cysteine Ligase) angestiegen, BsaAl dagegen nicht mehr. Mit SufC
(FeS Assembly ATPase) stieg ein weiteres Enzym des Eisenmetabolismus in der Abundanz.
Unter den Proteinen der Oxidations-Reduktions-Prozesse war Gapl nicht mehr angereichert,
daftir aber mit UbiF ein Protein der Ubiquinone-Biosynthese. Zwar war die Protease Lon
nicht mehr angereichert, aber dafiir stiegen andere Proteine fiir Proteinumsatz und -
reparatur neu in der Abundanz: die Proteasen DegP, HAKC, ClpS und die Peptidase
RCAP_ rcc00267.
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Abbildung 3.34: Funktionelle Charakterisierung von Proteinen mit verringerter (li-
la) bzw. erhdhter (rot) Abundanz nach 180 min photooxidativem
Stress in R. capsulatus. In biologischen Triplikaten wurden die Abun-
danzverdnderungen via Label-freier LC-MS/MS bestimmt. Der Volcano-Plot
stellt von allen erfassten Proteinen die p-Werte (als negative logig) gegen die
loga-Werte der Abundanzverdnderungen von 180 min gegen 0 min dar. Die
grauen Linien sind Grenzwerte: die horizontale fiir statistische Signifikanz
(p < 0,05), die vertikalen fiir loge-Werte < —1 bzw. > 1. Ausgewéhlte Proteine
sind hervorgehoben (Nummern beziehen sich auf Genloci). Eine Auswahl der
detektierten Proteine ist den funktionellen Gruppen nach unten zusammenge-
fasst, + und ++ indizieren Proteine mit loge-Werten > 2 bzw. > 3 (bzw. < -2
und < -3 bei den Abnahmen.
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3.5 Vergleich der 'O5-Antwort von Transkriptom und

Proteom in Rhodobacter capsulatus

In den Omics-Analysen zeigten die Transkripte bzw. Proteine einiger Gene tiber mehrere
Zeitpunkte des photooxidativen Stresses eine erhohte bzw. verringerte Abundanz. Dies
war der Anlass, die Korrelation zwischen Transkriptom- und Proteomverdnderungen in
R. capsulatus unter photooxidativem Stress zu untersuchen und auf funktioneller Ebene
die dominierenden Faktoren der 'O,-Antwort zu bestimmen. Abbildung 3.35 zeigt die
Ergebnisse der Korrelationsanalysen zwischen RNA-Seq und LC-MS/MS. Mit fortlaufen-
der Dauer photooxidativen Stresses korrelierten die logo-Werte der LC-MS/MS-Daten
weniger mit denen des RNA-Seq. Die Korrelation zwischen Tys (45/0min) und dem
RNA-Seq (10/0min, T;y) war noch am héchsten mit einem r-Wert von 0,534 und einem
R2-Wert von 0,285 (p < 0,01). Von einigen Genen war die Abundanz der entsprechen-
den Proteine erhoht und die der dazugehorigen Transkripte verringert, namlich die des
Ribose-ABC-Transporters RbsB (alle Zeitpunkte), der Dihydropyrimidinase Dht (im
Proteom bei Tgy und Tig9) und der Alanindehydrogenase Ald (Tigg). Der umgekehrte
Fall trat fiir die Zeitpunkte Tgg und Tigy ein: nach 90 min und 180 min akkumulierten
eine L,D-Transpeptidase (RCAP_rcc00194) und ein Peroxidredoxin (RCAP_ rcc03281),
im Transkriptom sank ihre Abundanz bei T;y. Genauso verhielt es sich zu Tgq mit der
Protoporphyrin/Coproporphyrin-Ferrochelatase HemH sowie zu Tigp mit GItD (Glutamat-
synthase) und LeuCD (3-Isopropylmalat-Dehydratase).
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Abbildung 3.35: Korrelation zwischen Proteom- und Transkriptomverinderungen
unter 10»-Stress. Die logo-Werte der Proteine der LC-MS/MS-Analyse
sind aufgetragen gegen die logs-Werte der dazugehorigen Transkripte, jeweils
fiir Tys (A), Top (B) und Tigp (C). Die Anzahl (n), der Determinationsko-
effizient (R?), der Pearson-Korrelationskoeffizient (r) und der dazugehérige
p-Wert sind angegeben. Die grauen horizontalen und vertikalen Linien sind
Grenzwerte fiir loga-Werte < —1 bzw. > 1. Genprodukte zwischen den diagona-
len grauen Linien haben vergleichbar starke loga-Werte in beiden Zeitpunkten.
Wenn loga-Werte > 1 den Anstieg eines Genprodukts definieren und solche
< -1 eine Abnahme, sind die Datenpunkte wie folgt indiziert: Weder Anstieg
noch Abnahme in einem Zeitpunkt (), Anstieg oder Abnahme zu nur einem
Zeitpunkt (), Anstieg oder Abnahme in beiden Zeitpunkten (e, =), Anstieg
oder Abnahme in beiden Zeitpunkten mit mindestens einer loga-Stufe Unter-
schied (A, A, v) sowie Anstieg zu einem Zeitpunkt mit Abnahme im anderen
Zeitpunkt (x, +). Im letzteren Fall sind die Gene angeschrieben.
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Um die funktionelle 1Oy-Antwort in R. capsulatus auf die wichtigsten Gene zu reduzieren,
wurden Genprodukte identifiziert, welche zu mehreren oder allen Zeitpunkten akkumuliert

waren (Abb. 3.36).

Zentrale '0,-Antwort in R. capsulatus

) . |Proteinumsatzl-reparatur | |DNA-Reparatur/-Synthese|
45 min, MS 90 min, MS
27) ( 46) clpA | msrB1| msrB2 | clpB uvrC | phrB | nrdD
! RCAP_rcc00333
\ 180 min, MS
™\ (69) ubiH | RCAP_rcc02418 | RCAP_rcc03258 | RCAP_rcc00653

Oxidations-Reduktions-Prozesse |

\ RCAP_rcc01368 | |
/' | (Photo-)oxidative Stressantwort | | Sonstige I
folE2 | gor chiX | macA |

| Hypothetisch/ Nicht charakterisiert |
’ RCAP_rcc00133 | RCAP_rcc00784 | RCAP_rcc01541
| |

Abbildung 3.36: Die zentralen funktionellen Zunahmen der 'O3-Antwort in R. cap-
sulatus. Dargestellt sind die Anzahl von ' O-induzierten Zunahmen von Tran-
skripten und Proteinen in R. capsulatus (loge-Wert > 1, p < 0,05), welche in
einzelnen bzw. mehreren Zeitpunkten des Stresses auftraten. Im Kasten rechts
sind die Transkripte/Proteine der zentralen 'Os-Antwort zusammengefasst,
fiir alle Zeitpunkte (rot) bzw. exklusiv fiur alle Zeitpunkte der LC-MS/MS-
Analyse (grau). Fettgedruckte Gene haben kein Homolog in R. sphaeroides.

Im Transkriptom und Proteom akkumulierte R. capsulatus unter photooxidativem
Stress in allen Zeitpunkten 20 Genprodukte (logo-Werte > 1, p < 0,05). Dauerhaft fir
Proteinumsatz/-reparatur angereichert waren RCAP_ rcc00333, clpAB und msrB1 /msrB2,
fir DNA-Reparatur/-synthese waren es uvrC, phrB und nrdD. Neben sechs Genprodukten
von Oxidations-Reduktions-Prozessen (z.B. ubiH, RCAP_rcc01368) waren folE2 und
gor dauerhaft fiir die (photo-)oxidative Stressantwort akkumuliert. Unter den sonstigen
funktionellen Gruppen waren macA und cbiX angereichert, letzteres mit logs-Werten von
ca. 2-4. Drei hypothetische bzw. nicht charakterisierte Genprodukte gehorten auch zu den
dauerhaften Anreicherungen. Ohne das Transkriptom zéhlten noch fiinf weitere Proteine
zur zentralen 'Og-Antwort: die L-Laktatdehydrogenase L1dD, RbsB und drei hypothetische
Proteine.

Uber alle Zeitpunkte bzw. Omics hinweg lassen sich nur sehr wenige gemeinsam abge-
nommene Proteine in R. capsulatus unter photooxidativem Stress ausmachen (Abb. 3.37).
Der Oligopeptidtransporter oppA2 war das einzige Gen, von dem die Abundanz der
dazugehorigen Transkripte und Proteine in allen Zeitpunkten sank. In allen Zeitpunkten
der LC-MS/MS-Analyse waren zudem die Proteinlevel von FtsK und RCAP_ rcc01012

(hypothetisches Protein) verringert. Mit 14 Proteinen teilten sich Tgy und T4gy die meisten
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Abnahmen, darunter: BchYZ, Methyltransferasen (PmtA, RCAP_ rcc02518), PYP und
CtrA.

45 min, MS 90 min, MS

90 und 180 min '0,-Stress
©) 39

in R. capsulatus — weitere Abnahmen:

‘ \ . Photosynthese Methyltransferase
17\ 180 min, Mg | LPhotesynthese | | Methy |
BchY | Bchz PmtA | RCAP_rcc02518

| Diverse Funktionen |

AtpB | SbcC | RCAP_rcc03281 | CrA
McpA3 | PYP

| Hypothetisch |

RCAP_rcc00185 | RCAP_rcc00407
RCAP_rcc00754 | RCAP_rcc02827

Abbildung 3.37: Die zentralen Abnahmen von Transkripten und Proteinen unter
10,-Stress in R. sphaeroides. Gegeben ist die Anzahl von 'Os-induzierten
Abnahmen in R. capsulatus, welche in einzelnen bzw. mehreren Zeitpunkten
des Stresses auftraten (loga-Wert > 1, p < 0,05). Im Venndiagramm und
im Kasten rechts sind von den Zeitpunkten Tgg und Tigy die gemeinsamen
Abnahmen der Proteine unter 'Os-Stress zusammengefasst.
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4 Diskussion

Rhodobacter kann sowohl anaerob (phototroph) als auch aerob (chemotroph mit O,)
wachsen. Der Nachteil dieser Stoffwechselvielfalt ist das Risiko der internen 1Os-Produktion
an den Photosystemen in Gegenwart von Licht und Sauerstoff. Jahrelang untersuchten Stu-
dien die Antwort auf !O5 bzw. photooxidativen Stress in R. sphaeroides auf physiologischer
und regulatorischer Ebene. Die starkere Pigmentierung in R. capsulatus konnte zu mehr
photooxidativem Stress fithren. Allerdings zeigt R. capsulatus eine schnellere Anpassung
von aeroben zu anaeroben Bedingungen, womit sich die Frage stellt, wie sich ein dhnlich
starker Wechsel der Bedingungen von (semi-)aerob (und pigmentiert) zu photooxidativem
Stress auf R. capsulatus auswirkt. In dieser Arbeit wurden R. capsulatus und R. sphae-
roides in ihrer photooxidativen Stressantwort direkt verglichen. Die Versuche offenbarten
die wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Arten: Im Gegensatz zu R. sphaeroides
produziert R. capsulatus weniger 'O, und ROS, erhoht sein Carotinoid-BChl a-Verhéltnis
und induziert tspO, hemH und cbiX, welche der Bildung des Photosensibilisators Protopor-
phyrin IX und ROS durch die Fenton-Reaktion von ROS entgegenwirken. Trotz dhnlicher
induzierter funktioneller Gruppen und vergleichbaren Wachstums zeigten sich im Detail
mehrere Unterschiede, welche nachfolgend sowie in Abb. 4.1 zusammengefasst sind.

R. capsulatus hatte innerhalb der ersten 3 h unter 'O,-Stress eine hohere Wachstumsrate,
die End-ODggo war aber die gleiche wie in R. sphaeroides. Vor und nach 10 min 'O,-Stress
wies R. capsulatus weniger ROS auf als R. sphaeroides. Passend dazu generierte R. capsula-
tus nach 30 min photooxidativem Stress nur halb so viel 1Oy pro BChl a wie R. sphaeroides.
Das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis war in R. capsulatus bis zu dreimal hoher, was ein hohe-
res Quencher-zu-Photosensibilisator-Verhéltnis bedeuten konnte. Beide Arten verringerten
die Abundanz der Proteine der GO-Terme fiir BChl a-Biosynthese und Photosynthese,
R. capsulatus allerdings erst zum Probennahmezeitpunkt Tgo (R. sphaeroides bereits nach
90 min). In beiden Spezies war das Transkriptlevel von rpoE erhoht, allerdings fehlten in
R. capsulatus sieben Homologe des rpoF-Regulons von R. sphaeroides. Weiter lokalisieren
rpoE und chrR nahe des photosynthetischen Genclusters in R. capsulatus, was einzigartig
in der Familie der Rhodobacteraceae ist.

Die folgenden Abschnitte erortern die Hintergriinde und Implikationen dieser Ergebnisse

im Detail.
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Abbildung 4.1: Zusammenfassung der wesentlichen Unterschiede in der photooxida-

tiven Stressantwort zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides. Die
Linien zeigen gegen die Zeit dargestellt die ODggp (—) und das Carotinoid-
BChl a-Verhéltnis (- -). ROS reaktive Sauerstoffspezies, PPIX Protoporphy-
rin IX.
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4.1 Einschatzung der Omics-Datenlage

Der Vergleich der photooxidativen Stressantwort zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides
nimmt Bezug auf Analysen mit Omics-Datenséitzen. Von daher ist ein Uberblick iiber die
Datenlage per se wichtig, insbesondere ihrer Limitationen. Dies trifft besonders auf die
Transkriptomanalysen zu. RNA-Seq ist umfassender als Microarray und hat ein feineres
Detektionslimit, um auch geringe Verdnderungen von Transkriptleveln zu erfassen (Marioni
et al. 2008; Zhao et al. 2014). So ist im Transkriptlevel schatzungsweise ein Unterschied
von 25% beim RNA-Seq noch exakt, beim Microarray erst ab 100 % (Mantione et al.
2014).

Auch muss beriicksichtigt werden, dass beim Transkriptom die RNA-Seg-Daten in
R. capsulatus nach 0 und 10 min photooxidativem Stress entnommen wurden, in R. sphae-
roides fir den Microarray aber nach 0 und 7min. Dies ist insofern zu beachten, weil sich
gerade unter oxidativem Stress mRNA-Level in Minutenschritten bereits um mehr als eine
loga-Stufe verdndern koénnen (Blanchard et al. 2007; Zeller et al. 2006). Dies kénnte auch
erklaren, warum sich die RTL in den qRT-PCR-Daten von 10 min gegen 0 min 'Og-Stress
mehr mit den RNA-Seq-Daten von R. capsulatus deckten als mit den Transkriptomdaten
von R. sphaeroides (Abb. 3.26). Speziell war z.B. in R. capsulatus immer mindestens die
Tendenz der relativen Transkriptdnderung gleich, wahrend in R. sphaeroides z.B. bei cysP
und crtl sich entgegengesetzte Tendenzen zeigten. Weiter ist bei den Microarray-Daten
zu beriicksichtigen, dass es sich um biologische Duplikate handelte. Die Unterschiede
in der Anzahl biologischer Replikate und bei den Probennahmezeitpunkten sind beim
Vergleich der Microarray-Daten zu den vorliegenden qRT-PCR- und RNA-Seq-Daten zu
berticksichtigen.

Was die vorliegenden RNA-Seq und LC-MS/MS-Daten angeht, geben die Analysen
der einzelnen logs-Werte drei Hinweise auf die Vergleichbarkeit der Replikate. Die ersten
beiden Hinweise sind die bei den Korrelationsanalysen ermittelten hohen R2-Werte um 0,9
in Kombination mit den signifikanten Pearson-Korrelationskoeffizienten tiber 0,9 (Abb. A.3
und A.6). Diese Werte bedeuten, dass die einzelnen Transkriptom- bzw. Proteomabun-
danzwerte eines Replikates sehr gut die eines anderen modellieren konnten. Dies ist ein
starker Hinweis auf eine hohe Vergleichbarkeit der biologischen Triplikate. Der dritte
Hinweis auf die hohe Vergleichbarkeit der Replikate sind die Gruppierungen der Replikate
entlang des Probennahmezeitpunkts im PCA-Plot (Abb. A.4). Diese Gruppierung wére zu
erwarten, wenn die einzelnen Transkriptom- bzw. Proteomabundanzwerte durch die Dauer
des Stresses vorrangig bestimmt werden.

Bei den Proteomdaten ist der Vergleich zwischen R. capsulatus- und R. sphaeroides-
Daten nicht nur wegen gleicher Probennahmezeitpunkte (90 und 0 min) naheliegender als

bei den Transkriptomdaten. Label-freie und gelabelte massenpektrometrische Methoden
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der Proteomics haben eine vergleichbare Auflosung (Patel et al. 2009; Ryu et al. 2008). Dem
gegentiber stehen Studien, in denen selbst beim gleichen Forschungsobjekt beide Methoden
unterschiedliche bzw. verschieden viele Proteine erfassen (Megger et al. 2014; Merl et al.
2012). Es ist allerdings unklar, ob dies bei den vorliegenden Vergleichen eine Rolle spielt. Fir
einen sicheren Vergleich spricht zumindest, dass nach 90 min photooxidativem Stress die
quantifizierten Proteine in beiden Spezies vergleichbar viele waren (1502 in R. capsulatus,
1214 in R. sphaeroides) und dass viele Proteine unter photooxidativem Stress bzw. acroben
Bedingungen sowieso nicht produziert werden und unter dem Detektionslimit liegen. Die
methodenspezifischen Unterschiede in der Bandbreite der quantifizierten Proteine sollten
bedacht werden, spielen aber fiir die Diskussion von Unterschieden zwischen R. capsulatus
und R. sphaeroides eine untergeordnete Rolle — auch, weil beide Methoden unabhéangig
voneinander die gleichen wesentlich akkumulierten, funktionellen Gruppen detektiert
haben.

Nur R. capsulatus betreffend zeigte die Statistik weiter, dass die Korrelation zwischen
Proteom- und Transkriptomdaten gering war (r-Werte von 0,53 bis 0,43, Abb. 3.35). Dies
betont die Notwendigkeit eines vielfachen Omics-Ansatzes zur Analyse der Stressantwort,
gerade auch, weil in R. sphaeroides die Proteom-Transkriptom-Korrelation mit einem
r-Wert von 0,63 etwas hoher war (Berghoff et al. 2013). Generell kénnte sich damit zwischen
der Transkriptom- und Proteomebene die photooxidative Stressantwort in R. capsulatus
mehr unterscheiden als in R. sphaeroides. In R. capsulatus akkumulierten einige Transkripte,
deren Proteine spéter in der Abundanz abnahmen (RCAP_ rcc01595, RCAP_ rcc00194,
RCAP_ rcc03281) sowie umgekehrt (rbsB, dht, ald). Diese Unterschiede konnten genau wie
die moderaten Proteom-Transkriptom-Korrelationen auf die unterschiedlichen Stabilitdten
von mRNA und Proteinen zurtickgehen (Ning et al. 2012).

Zusammenfassend zeigt die Statistik eine robuste Datenlage innerhalb der Transkriptom-
und Proteomdaten in R. capsulatus. Der Vergleich der RNA-Seq-Daten mit den Microarray-
Daten ist statistisch schwieriger. Beide Arten zeigten geringe bis mittelméfige Korrelationen
zwischen Transkriptom- und Proteomverdnderungen unter photooxidativem Stress. Dies
betont den Nutzen von Mehrfach-Omics-Ansatzen zur Untersuchung der differentiellen

Genexpression.
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4.2 Physiologische Unterschiede der 10;-Antwort

zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides

4.2.1 R. capsulatus produziert weniger reaktive Sauerstoffspezies als

R. sphaeroides zu Beginn photooxidativen Stresses

Der Vergleich der photooxidativen Stressantwort zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides
wirft die Frage auf, ob einer der beiden Organismen besser an 'O,-Stress angepasst ist.
Aufschluss geben hier die Daten der 'O,- und ROS-Produktion sowie die Wachstumsana-
lysen. Generell weisen die Fluoreszenzmessungen mit SOSG und HoDCFDA darauf hin,
dass R. capsulatus weniger 'O, und ROS allgemein zu Beginn des Stresses produzierte,
wobei der Unterschied in der ROS-Produktion nach 30 min nicht mehr signifikant war
(Abb. 3.15). Moglicherweise bedingte die geringere 'O,-Produktion in R. capsulatus die
geringere ROS-Produktion, da downstream von 'O, weitere ROS entstehen, darunter
H50,, Peroxylradikale und Peroxinitritanionen (Davies 2004; Davies 2016). Diese ROS
werden auch von HoDCFDA detektiert (Dwyer et al. 2014; Kalyanaraman et al. 2012).

Vermutlich bewirkte der héhere BChl a-Anteil (Abb. 3.6) in R. capsulatus auch die
hoheren absoluten 'O,-Level, aber relativiert zur Dunkelkontrolle waren diese durch Stress
nur halb so stark gestiegen wie in R. sphaeroides (1,5-fach gegen 3-fach; Abb. 3.15). Dies
konnte implizieren, dass R. capsulatus bereits generell hohere 'O,-Level kompensieren
muss, und damit zum Einsetzen photooxidativen Stresses einen Vorteil im Wachstum
gegeniiber R. sphaeroides hat. Dem entspricht, dass R. capsulatus gegentiber R. sphaeroides
einen leichten Wachstumsvorteil zu Beginn des photooxidativen Stresses zeigte (Abb. 3.2).
Schnelleres aerobes Wachstum bedeutet eine erhohte Aktivitdt der Atmungskette, welche
auch in potentiell mehr ROS resultiert. Dass R. capsulatus trotzdem niedrigere ROS-Level
als R. sphaeroides aufwies, weist auf eine effiziente Abwehr gegen ROS hin.

Unterschiede zu der 'Oq-Produktion von R. sphaeroides sind auch von einem anderen
nahe verwandten Vertreter der Rhodobacteraceae bekannt, namlich Roseobacter (Berghoff
et al. 2011b). Die Analyse der 'Oy-Produktion in vitro an photosynthetischen Membranen
im Dunkeln und unter photooxidativem Stress deckt sich mit den vorliegenden Ergebnissen:
R. sphaeroides produzierte zwar absolut gesehen weniger 'O4 als Roseobacter denitri-
ficans, aber das Verhéaltnis der 'O,-Menge von Stress zur Dunkelkontrolle war 10:1 in
R. sphaeroides und ca. 3:1 in R. denitrificans.

Anders als bei der Methodik der ROS-Messung via HyDCFDA (Remes et al. 2014)
musste fiir 'Oy-Messungen via SOSG das in vivo-Protokoll in Rhodobacter noch etabliert
werden. Die Validitat der Methode und damit der Daten basiert auf den Ergebnissen der
Vorversuche und Studien mit dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 (Prasad
et al. 2018). Die Mikroskopie der Zellen zeigte wie bei Prasad et al. (2018), dass SOSG in
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Rhodobacter eindrang (Abb. 3.14). Die moglichen cytotoxischen Effekte des Methanols in
der SOSG-Experimentierlosung sind mit einer finalen Methanolkonzentration von 0,25 %
vernachlassigbar, da R. capsulatus noch bei 2 % wachsen konnte (Abb. 3.13). Analog zu
der Studie von Prasad et al. (2018) unterschied sich die SOSG-Fluoreszenz unter Rotlicht
nicht von der von Dunkelkontrollen, wohl aber von Weifllicht (Abb. 3.12). Da SOSG selbst
als Photosensibilisator 'O, unter Weifllicht produziert, wurde mit dem photooxidativen
Stress durch Rotlicht das Rauschen der Messergebnisse reduziert. Die (reproduzierten)
Kontrollen unterstiitzen damit zusammengefasst die Validitat der 'Oy-Messungen.

Offen bleibt, ob die ROS- bzw. 'O,-Produktion sich zwischen den Spezies zu spéteren
Zeitpunkten noch weiter differenziert. Je nach Methode kénnen sich die Zeitpunkte der
maximal messbaren 'O,-Level auch unterscheiden, die Fluoreszenzsonde DanePy wies in
R. sphaeroides z.B. erst nach 120 min Stress einen Anstieg in der 'Oy-Konzentration nach
(Glaeser und Klug 2005). Die frithe Phase des Stresses konnte sich besser zum Feststellen
von Unterschieden in der maximalen 'Os-Produktion eignen als die spateren Phasen:
R. sphaeroides zeigte in fritheren Versuchen die starksten Wachstumseinschrankungen
innerhalb von ca. 45 min Stress (Glaeser und Klug 2005), BChl a verdinnt sich weiter in
der Kultur und Rhodobacter passt sich an den Stress an. Weitere Messreihen relativer 'O,-
Level miissten bestatigen, dass R. capsulatus dauerhaft einen kleineren Anstieg aufweist
als R. sphaeroides.

R. capsulatus zeigte zu Beginn photooxidativen Stresses ein schnelleres Wachstum
und eine schwéchere ROS-Produktion, womit sich angesichts der gleichen End-ODggy die
Frage stellt, wie indikativ diese Ergebnisse fiir Selektionsvorteile in R. capsulatus sind.
Moglicherweise ist auch eine nur kurzfristige bessere Anpassung schon ein ausreichender

Selektionsvorteil, gerade auch, wenn photooxidativer Stress plotzlich, aber nur kurz auftritt.

4.2.2 Sensitivitat gegeniiber verschiedenen reaktiven

Sauerstoffspezies in R. capsulatus und R. sphaeroides

Mit Blick auf die downstream von 'O, gebildeten ROS stellt sich die Frage, wie sensitiv
beide Stamme auf verschiedene ROS reagieren. Die Sensitivitat gegentiber MB (und damit
10,) war in beiden Spezies gleich (Abb. 3.16), dies passt zu dem Ergebnis der gleichen
End-ODggp am Ende der Wachstumsversuche unter Stress (Abb. 3.2). Im Gegensatz dazu
war R. capsulatus gegeniiber HyOs sensitiver als R. sphaeroides (Abb. 3.16). Eine mogliche
Erklédrung hierfiir ist, dass das R. sphaeroides-Genom mit KatG und KatE zwei Katalasen
kodiert, von denen nachweislich KatE mit seiner erhohten Aktivitiat R. sphaeroides eine
im Vergleich zu R. capsulatus bessere HyOo-Abwehr ermoglicht (Zeller und Klug 2004).
Dieser mogliche Nachteil in der ROS-Abwehr von R. capsulatus wird vielleicht dadurch

ausgeglichen, dass R. capsulatus gegeniiber dem noch reaktiveren O, weniger sensitiv
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als R. sphaeroides war (Abb. 3.16). Moglicherweise basieren die Unterschiede in der Oy -
Sensitivitat auf der Expression der Superoxiddismutase sodB und der Thioredoxine trzC;
treA1 und trzB (Abb. 3.27). Es ist bekannt, dass in R. capsulatus unter oxidativem Stress
bzw. Glutathionschwund der Regulator OxyR aktiviert wird, welcher die Expression von
trzC induziert (Zeller et al. 2007). Vergleicht man die Transkriptomdaten fiir R. capsulatus
und R. sphaeroides fiir 10 bzw. 7min photooxidativen Stress, zeigten sodB und die Thio-
redoxine alle logo-Werte iiber 1 in R. capsulatus (Abb. 3.27), aber nicht in R. sphaeroides
(Berghoff et al. 2013). OxyR ist vermutlich auch unter photooxidativem Stress aktiviert
und die Thioredoxine konnten ein Grund sein, warum die beobachteten ROS-Level in
R. capsulatus niedriger waren.

Im Vergleich zu R. sphaeroides zeigte sich R. capsulatus in den Hemmhoftests sensitiver
gegeniiber HoOo, aber weniger sensitiv gegeniiber Oy und Glutathionschwund (Abb. 3.16).
Ubertragen auf die Situation unter photooxidativem Stress konnte dies Wachtumsvorteile
fiir R. capsulatus bedeuten, wenn die Schiaden durch Superoxid und Glutathionschwund

grofer als die durch HyOo wéiren.

4.2.3 Schutzpotential der 10,-induzierten
Carotinoid-BChl a-Verhaltnis-Erhohung in R. capsulatus

R. capsulatus induzierte im Gegensatz zu R. sphaeroides das crtl-tspO-Operon unter
photooxidativem Stress (Berghoff et al. 2013; Licht et al. 2020). Es handelt sich um einen
der hauptsichlichen Unterschiede in der Stressantwort beider Arten. Im Detail waren
nur in R. capsulatus nach 10 min photooxidativem Stress sowohl die Phytoendesaturase
(crtl) und die Phytoensynthase (crtB) um tiber 2 logs-Stufen im Transkriptlevel gestiegen.
Die qRT-PCR-Ergebnisse validierten auch den logs-Wert von crtl (Abb. 3.26). Beide
Enzyme stehen zu Beginn der Carotionidbiosynthese in Rhodobacter (Abb. 1.11). Die
Induktion von crtl und crtB fihrt vermutlich zu den stabilen Carotinoidgehalten in
R. capsulatus unter photooxidativem Stress und damit zu dem beobachteten, steigenden
Carotinoid-BChl a-Verhaltnis (Abb. 3.6).

Das steigende Carotinoid-BChl a-Verhéltnis konnte bedeuten, dass das Verhaltnis
von quenchenden Carotinoid-Spezies zum 'Oq-produzierenden Photosensibilisator BChl a
gesteigert wird, was die Schaden durch 'O, senkt. Hierbei muss beachtet werden, dass nicht
alle Carotinoide gute Quencher sind (Martin et al. 1999; Young und Lowe 2018). Speziell in
R. sphaeroides zeigten Studien, dass Mutanten mit Phytoen als einzigem Carotinoid unter
photooxidativem Stress nicht tiberleben (Glaeser und Klug 2005). Es ist denkbar, dass in den
vorliegenden Versuchen R. capsulatus verstarkt (Hydroxy-)Spheroidenon akkumulierte, da
dieses das wesentliche Carotinoid unter aeroben Bedingungen ist (Schmidt 1978; Slouf et al.
2012; Yeliseev et al. 1996; Zhu et al. 1986). Allerdings zeigte in R. capsulatus das notwendige
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Enzym der Spheroidenonsynthese (¢rtA) keinen Anstieg des Transkriptlevels. Tatséachlich
zeigte bis auf ertl und crtB keines der crt-Gene einen signifikanten Anstieg mit logo-Werten
iiber 1. Jedoch sind crtl und crtB moglicherweise die geschwindigkeitsbestimmenden
Schritte der Carotinoidbiosynthese, welche die Carotinoide Phytoen und Neurosporen
bilden — Vorlédufermolekiile fiir Spheroidenon. Bei gentigender Aktivitat von crtA reichte
die Anreicherung von Vorlédufermolekiilen vielleicht schon fiir erhohte Spheroidenonlevel
aus.

Es liegt nahe, dass ein erhohtes Carotinoid-BChl a-Verhéltnis eine Strategie von R. cap-
sulatus gegen photooxidativen Stress ist. Um dies zu bestatigen, miissten weiterfithrende
Analysen, z.B. via HPLC, die Carotinoidzusammensetzung unter photooxidativem Stress
zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides vergleichen. Eventuell akkumuliert R. capsula-
tus vergleichsweise (prozentual) mehr Spheroidenon. Die Analyse der Zusammensetzung
wéare besonders auch nach 180 min Stress interessant, da in den Proteomics zu diesem
Zeitpunkt CrtA um 1,4 logy-Stufen in der Abundanz abnahm (Abb. 3.34). Alternativ
konnten auch zusatzliche Versuche mit den griinfarbenen Tn5-Mutanten von R. capsulatus
und R. sphaeroides weitere Einblicke in die Rolle der Carotinoide liefern. Wegen der griinen
Farbe (Abb. 3.9) akkumulieren beide Stdmme vermutlich Neurosporen (Chi et al. 2015).
Bei einem (extremen) Wechsel von aerob zu anaerob/phototroph verlor R. capsulatus-Tn5-
Griin gegentiber R. sphaeroides-Tn5-Griin den Wachstumsvorteil, wie er bei den Wildtypen
zu beobachten war (Abb. 3.10); beim Wechsel zu photooxidativem Stress konnte dies
auch passieren. Zudem konnte sich in den Tn5-Mutanten zeigen, ob R. capsulatus ohne
Spheroidenon gegentiiber 1O, sensitiver ist als R. sphaeroides.

Abschlieflend ist zum Carotinoid-BChl a-Verhéltnis zu erwédhnen, dass in beiden Spezies
zwar die BChl a-Gehalte fielen (Abb. 3.6), jedoch in den Proteomics-Daten nach 90 min
deutlich weniger bch-Proteine in R. capsulatus gesunken waren als in R. sphaeroides
(Abb. 3.33). In beiden Spezies nahmen BchY und BchZ ab, in R. sphaeroides aber
zusatzlich auch BchX, BchP, BchE und BchH. In R. capsulatus wurde die Abnahme
der anderen bch-Proteine erst zum letzten Probennahmezeitpunkt bei 180 min Stress
detektiert (Abb. 3.34). Da die BChl a-Gehalte in R. capsulatus mindestens so schnell
wie in R. sphaeroides fielen, haben eventuell auch hier wenige Abundanzénderungen in
R. capsulatus ausgereicht, um das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis zu beeinflussen.

Hohe Carotinoidgehalte verschafften R. capsulatus nicht nur einen Vorteil beim Wechsel
von aerobem zum anearoben/phototrophen Wachstum (Abb. 3.1 und 3.5), sie waren im
Vergleich zu R. sphaeroides wahrscheinlich auch ein wichtigerer Teil der Anpassung an
photooxidativen Stress. Die Ergebnisse spiegeln die einer Studie von Kumka et al. (2017)
wider. Kumka et al. (2017) vermuteten hinter einer relativ hohen basalen Induktion von
crt- und beh-Transkripten unter aeroben Bedingungen im Dunkeln auch eine Strategie

von R. capsulatus zur schnellen Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen. Der in
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dieser Arbeit beobachtete Anstieg des Carotinoid-BChl a-Verhéltnisses in R. capsulatus
unter photooxidativem Stress hédngt vermutlich mit der Induktion des crtl-tspO-Operons

zusammen und unterscheidet R. capsulatus von R. sphaeroides.

4.3 Regulation der '0O5-Antwort in R. capsulatus

4.3.1 Rolle des rpoEchrR-Lokus und RpoH

Genau wie in R. sphaeroides erhohte photooxidativer Stress in R. capsulatus die Tran-
skriptlevel der Hauptregulatoren der *O,-Antwort, namlich rpoE, chrR sowie rpoH;; und
rpoH; (Tab. 3.3; Licht et al. 2020). Hemmhoftests mit rpoH-Mutanten haben bestéatigt,
dass RpoHyy in R. capsulatus die Rolle der 'Os-Antwort tibernimmt, da die Mutanten
sensitiver gegeniiber 'Oy waren (Abb. 3.22). Diese Erkenntnis stimmt mit der Rolle von
RpoHyy in R. sphaeroides tiberein (Anthony et al. 2005; Dufour et al. 2012; Glaeser et al.
2007; Nuss et al. 2010; Nuss et al. 2009). Auch die Synténie ist fiir RpoHy in beiden
Spezies ahnlich (Abb. 3.21). Offen bleibt, wie sehr sich das Regulon von RpoHy;/RpoH;
zwischen R. sphaeroides und R. capsulatus unterscheidet. Transcriptomics-Analysen mit
RpoHj/RpoH-Mutanten von R. capsulatus unter photooxidativem Stress kénnten das
Regulon ermitteln und Unterschiede zu R. sphaeroides feststellen. Solche Unterschiede
zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides sind auch beim Redox-Regulator FnrL bekannt
und bestehen wahrscheinlich auch fiir RpoHy;/RpoH; (Kumka und Bauer 2015).

RpoE und ChrR wiesen in beiden Spezies zahlreiche Unterschiede auf. Nur ein kleines
Set an Genen des R. sphaeroides-Regulons findet sich in R. sphaeroides wieder (Tab. 3.3),
neben rpoE und chrR die dauerhaft akkumulierten Transkripte bzw. Proteine von phrB
und FolE2. Homologe von RSP_ 1087-1091 sowie RSP_ 1409 und RSP_ 6222 fehlen in
R. capsulatus; vielleicht reduziert sich das RpoE-Regulon auf die absolut essentiellen Gene
der photooxidativen Stressantwort, ahnlich wie in Dinoroseobacter denitrificans (Berghoff
et al. 2011b). Die Syntéanie des rpoE chrR-Lokus in R. capsulatus unterschied sich komplett
von R. sphaeroides und seine Nédhe zum photosynthetischen Gen-Cluster und bsaA1-
cryB-Operon konnte vielleicht auf regulatorische und funktionelle Unterschiede hinweisen
(Abb. 3.20). Zum Beispiel war im Transkriptom und Proteom die Glutathionperoxidase gor
zu allen Probennahmezeitpunkten erhoht (Abb. 3.36), und reduzierte unter Stress Peroxide
und Wasserstoffperoxide.

Tatséachlich ist die Syntédnie von rpoEchrR in R. capsulatus einzigartig unter 155 analy-
sierten Rhodobacteraceae. Die Unahnlichkeit der Synténie zeigte sich zwischen R. capsulatus
und R. sphaeroides auch im Syntédnie-Plot, wo nur sehr wenige Cluster &hnlich arrangiert
waren, etwa das photosynthetische Gencluster (Abb. 3.19). Die Unterschiede der Amino-

sduresequenzen sowie Strukturen von RpoE und ChrR bestéatigten sich auch in den Stamm-
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baumanalysen und den Strukturhomologanalysen: In RpoE- und ChrR-Stammbé&umen war
R. capsulatus ndher mit M. tuberculosis verwandt als mit R. sphaeroides und RskA war
mit 24 % Strukturhomologie naher am R. capsulatus-ChrR als das R. sphaeroides-ChrR
mit 13% (Tab. 3.2 und Abb. 3.17 und 3.18). Diese Strukturhomologie zwischen einem
Gram-positiven (M. tuberculosis) und einem Gram-negativen Bakterium (Rhodobacter) ist
ungewohnlich.

Die Unahnlichkeit der rpoEchrR-Loki kontrastiert mit der allgemeinen nahen Verwandt-
schaft zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides: phylogenetische Studien auf Basis von
580 orthologen Proteinen oder der durchschnittlichen Sequenzéhnlichkeiten platzieren
R. capsulatus und R. capsulatus in eine Klade (Brinkmann et al. 2018; Satoh et al. 2013).
Denkbar ist, dass starke genetische Modifikationen, Remodeling-Prozesse oder horizontaler
Gentransfer die Syntanieunterschiede zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides hervor-
rufen. Tiefergehende Strukturanalysen von RpoE und ChrR und/oder Omics-Analysen
mit Mutanten der Gene konnten weiter entschliisseln, was die aufgefithrten Unterschiede
implizieren. Es wére z.B. interessant herauszufinden, ob das M. tuberculosis-RskA einen

R. capsulatus-chrR-Knockout-Stamm komplementieren kann.

4.3.2 Kleine RNAs in R. capsulatus unter photooxidativem Stress

Uber RNA-Seq und in silico-Analysen wurden potentielle sSRNAs in R. capsulatus bestimmt
und das Vorwissen tiber die SRNA RCs01897 (Volk 2016) auf physiologischer Ebene
vertieft. Die Vorhersagen der moglichen mRNA-Ziele der sSRNAs bediirfen einer Validierung,
etwa iiber Reportergenanalysen, um in Mutanten oder Uberexpressionen der sRNAs die
Expressionsmuster der Ziele auf Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp bzw. der
Leervektorkontrolle zu untersuchen. Die Ziel-mRNA-Vorhersagen von IntaRNA wurden
zusétzlich mit denen eines weiteren Tools verglichen. Hatten die analysierten sRNAs
geniigend Homologe in anderen Vertretern der Rhodobacteraceae gehabt, hatte sich hier
das vergleichsweise ausgefeilte Copra-Tool geeignet (Pain et al. 2015; Raden et al. 2018;
Wright et al. 2014; Wright et al. 2013). Da eine Homolog-Suche mit GlassGO (Lott et
al. 2018; Raden et al. 2018) aber keine bzw. zu wenige Treffer ergab, suchte zuséitzlich
das TargetRNA2-Tool (Kery et al. 2014) nach mRNA-Zielen (Tab. 3.5). Tatsichlich
zeigte sich dabei fiir RCs01296, dass das ABC-Transporter-Substratbindeprotein livK2
in beiden Analysen eine relativ hohe Position im Ranking (1 und 16) erzielte, was es als
moglichen Kandidaten fiir weitere Untersuchungen interessanter macht. Nach IntaRNA
wéare das wahrscheinlichste Ziel die FAD-abhangige Oxidoreduktase RCAP_ rcc00383,
deren Regulation im Thiamin-Metabolismus die Iminoglycinsynthese beeinflussen wiirde
(Romine et al. 2017). Wie fiur livK?2 bleibt soweit allerdings unklar, wie eine Regulation

dieser Ziele photooxidativem Stress entgegenwirken konnte. Diese Unklarheit besteht auch
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bei den potentiellen Zielen von RCs02783 (RCAP_ rcc02783, CoA-Bindedoménenprotein)
sowie von RCs02566 (RCAP_rcc02285, hypothetisches Protein).

Fir die bereits validierte sRNA RCs01897 wurde der XRE-Transkriptionsfaktor
RCAP rcc02527 als Ziel-mRNA ermittelt. Mit Blick auf kuratierte Datenbanken und ex-
perimentell validierte Interaktionen von RCAP_ rcc02527 wiirde RCs01897 die Regulation
folgender Prozesse mitregulieren: Biofilmformation, Toxin-Antitoxin-Systeme oder Maleat-
Cis-Trans-Isomerisierung (Abb. 3.23). Diese Funktionen untermauern die Erkenntnisse der
Literatur, dass XRE-Transkriptionsfaktoren nicht mit oxidativen Stressantworten assoziiert
sind. Eine Ausnahme wiére allerdings eine Studie von Hu et al. (2019). In der Studie trug
der XRE-Transkriptionsfaktor SrtR in Streptococcus suis zur Toleranz gegen HoO4 bei. Es
wére moglich, dass dies auch auf R. capsulatus zutrifft und RCs01897 die Translations-
rate von RCAP_ rcc02527 erhoht: In den Hemmbhoftests zeigte die RCAP_reccRCs01897-
Uberexpression im Vergleich zur Leervektorkontrolle eine verringerte HyO,-Sensitivitéit
und nach ca. 4h photooxidativem Stress eine groffere Wachstumsrate (Abb. 3.24). Diese

Interaktion miisste experimentell ebenfalls validiert werden.

4.4 Funktionelle Unterschiede der 10,-Antwort zwischen

R. capsulatus und R. sphaeroides

4.4.1 CbiX und das crtl-tspO-Operon als potentielle
Schliisselfaktoren der photooxidativen Stressantwort in

R. capsulatus

Wihrend der photooxidativen Stressantwort unterschied sich R. capsulatus von R. sphae-
roides neben einem hoheren Carotinoid-BChl a-Verhéltnis vor allem durch die dauerhafte
Akkumulation von c¢biX-Transkripten und -Proteinen (Abb. 3.36). Vermutlich verrin-
gert CbiX ebenso wie TspO die Bildung von Fenton-Reaktion-abgeleiteten ROS und des
Photosensibilisators Protoporphyrin IX.

4.4.1.1 Eisenchelation durch CbiX zur Vermeidung von reaktiven Sauerstoffspezies

durch die Fenton-Reaktion

Unter photooxidativem Stress stiegen die Transkript- bzw. Proteinlevel von cbiX in
R. capsulatus dauerhaft um knapp 3-4logs-Stufen (Abb. 3.27, 3.31, 3.32 und 3.34),
wahrend das homologe RSP 1566 in R. sphaeroides keinen Anstieg verzeichnete (Berghoff
et al. 2013). Die qRT-PCR-Daten (Abb. 3.26) bestétigen diese Ergebnisse. In der Literatur
ist cbiX als Sirohydrochlorin-Cobalt-Chelatase beschrieben, welche den Einbau von Cobalt

in Precorrin 2 und damit die Vitamin Bis-Biosynthese katalysiert. Aus mehreren Griinden
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scheint cbiX allerdings eine andere Funktion zu haben, ndmlich als Ferrochelatase zur
Biosynthese von Siroham.

Die cbi-Gene sind der anaeroben Biosynthese von Vitamin B12 zugeschrieben (Scott und
Roessner 2002) und viele der Intermediate dieses Stoffwechselwegs sind sauerstoffsensibel
(Moore und Warren 2012). Jedoch nahm ¢biX unter aeroben Bedingungen stark in der
Abundanz zu. Aufler cbiX stieg auch nur cbiZ in den Omics-Daten, und hier nur im
Transkriptom (logo-Wert von 1,5; Abb. 3.27). Demnach ist es unwahrscheinlich, dass die
Funktion von ¢biX die der anaeroben Vitamin Bi,-Synthese ist.

Ein Anstieg der Vitamin Bis-Konzentration durch cbiX wére zwar theoretisch hilfreich
unter oxidativem Stress, jedoch sind die Antioxidant-Funktionen von Vitamin B, in der
Literatur eukaryotischen bzw. menschlichen Zellen zugeschrieben: ROS-Scavenging (von
Oy ), erhohte Superoxiddismutase- und Katalase-Aktivitaten, Glutathionerhalt sowie we-
niger Homocystein-abgeleiteter HoOo-Stress (zusammengefasst von van de Lagemaat et al.
2019). Dass die Literatur diese Schutzfunktionen iiberwiegend eukaryotischen Zellen zuord-
net, macht es unwahrscheinlicher, dass das Ziel der cbiX-Akkumulation in R. capsulatus
hohere Vitamin Bi,-Level sind.

Des Weiteren ist die Funktion als Cobaltochelatase zur Vitamin Bis-Biosynthese fiir
cbiX auch aus regulatorischen Griinden unwahrscheinlich. Der Antirepressor AerR benétigt
Vitamin By als Cofaktor, um den Photosynthesegen-Repressor CrtJ zu binden (Cheng
et al. 2014). Eine weitreichende Induktion von Photosynthesegenen blieb allerdings aus
und sowohl die Carotinoid- als auch die BChl a-Level sanken tiber die Zeit kontinuierlich
(Abb. 3.6). Nach 180 min photooxidativem Stress zeigte der GO-Term fir Photosynthese
auch eine signifikante Abnahme, wiahrend das Protein-Level von CbhiX iiber 4 logs-Stufen
erhoht war (Abb. 3.34) — die stérkste Anreicherung in den Proteomics.

Die Literatur und Beobachtungen widersprechen der Funktion von cbiX als Cobaltoche-
latase in R. capsulatus. Gegenbeispiele aus der Literatur, Analysen und die vorliegenden
Daten sprechen stattdessen dafiir, dass cbiX als Ferrochelatase das terminale Enzym der
Sirohdm-Biosynthese in R. capsulatus ist.

Studien zeigen, dass ChiX (oder auch CbiK und CobA) in Alphaproteobakterien wie
Paracoccus das multifunktionale Enzym CysG in seiner Funktion als Eisenchelatase fiir die
Sirohdm-Biosynthese ersetzen kann, falls dieses fehlt (Bali et al. 2014; Roessner et al. 2002;
Scott und Roessner 2002). Im Detail ersetzt CbiX dabei die Ferrochelatase-Funktion des
N-Terminus von CysG (CysGg, Roessner et al. 2002). Das oftmals als Cobaltochelatase
annotierte CbiX weist dabei eine dhnliche Topologie zur Ferrochelatase auf (Moore und
Warren 2012), was auch fiir R. capsulatus zutrifft: eine PHYRE2-Analyse ermittelte eine
Ferrochelatase als dhnlichstes Strukturhomolog.

Die CbiX-Anreicherung konnte auf verschiedene Arten photooxidativem Stress entgegen-

wirken. Eine erhohte CbiX-Aktivitat und damit eine hohere Siroham-Konzentration konnte
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R. capsulatus helfen, den Glutathion-Pool aufrechtzuerhalten und Proteine zu reparieren.
Sirohém ist ein Co-Faktor assimilatorischer Nitrit- und Sulfitreduktasen (Bali et al. 2014)
und gerade die Schwefelassimilation konnte zur Glutathionregeneration beitragen. Da 'Os
vor allem schwefelhaltige Aminosduren beschéidigt, ware die Schwefelassimilation hilfreich
zur Reparatur von Aminosauren (Davies 2003; Pattison et al. 2012). Dies wiirde auch die
hohen Transkriptlevel von Cysl von iiber 3 logo-Stufen erkléren, die in R. capsulatus nach
10 min photooxidativem Stress auftraten (Abb. 3.27).

Ungeachtet des Sirohdms hétte eine erhohte Ferrochelatase-Aktivitat in R. capsulatus
aber auch den Vorteil, dass der Gehalt an freiem Eisen in der Zelle abnimmt und damit we-
niger ROS durch die Fenton-Reaktion entstehen. Auch wiirde der Tetrapyrrolmetabolitflux
sich weg von Protoporphyrin IX und hin zu Sirohdm bewegen, womit die 'O,-Produktion
durch den Photosensibilisator Protoporphyrin IX sinken wiirde. Es ist denkbar, dass in
diesem Kontext auch die erhéhte Abundanz der Ferrochelatase HemH (Abb. 3.32 und 3.34)
den gleichen Zweck wie CbiX in R. capsulatus erfiillt: als Protoporphyrin-/Coproporphyrin-
Ferrochelatase verbraucht HemH auch Protoporphyrin IX zur Bildung von Cytochromen
(Yin und Bauer 2013). Da sowohl CbiX als auch HemH nur in R. capsulatus, aber nicht
in R. sphaeroides akkumuliert waren, scheinen die Umleitung des Metabolitfluxes weg
von Protoporphyrin IX und die Verringerung freien Eisens charakteristische Strategien
der 'Og-Antwort in R. capsulatus zu sein. Zwar zeigten sowohl R. capsulatus als auch
R. sphaeroides nach 90 min photooxidativem Stress eine Anreicherung von Eisenchelatoren
und -transportern (FeoB1, HemH, SufC, RCAP_ rcc02325, CbiX, RCAP_ rcc00046 in
R. capsulatus; RSP_ 2395, CcMC, CycF, Bfr in R. sphaeroides; Abb. 3.32), aber R. capsu-
latus wiirde gleichzeitig den Metabolitflux weg von Protoporphyrin IX leiten. Genau diese
Umlenkung des Metabolitfluxes zur Stressvermeidung stellten auch Studien fiir Shewanella
oneidensis, Shewanella loihica PV-4 und Reis (Oryza sativa) fest (Dai et al. 2015; Kim
et al. 2014; Qiu et al. 2016). Im Detail steht HemH2 in Shewanella lohica PV-4 unter
der Kontrolle von RpoE2 und wirkt Stress durch HyO5 und durch von Licht angeregtem
Protoporphyrin IX entgegen.

Uberexpressions- und Knockoutstimme von cbiX konnten dessen Wirkung an der
photooxidativen Stressantwort ermitteln, etwa durch Vergleichen der 'O,-Produktion.
Auch kénnten weiterfithrende Versuche die Affinitat von CbhiX fiir Eisen und Cobalt testen:
analog zu Bali et al. (2014) konnte R. capsulatus in einem Cystein-freien Minimalmedium
kultiviert werden, zu dem in steigenden Konzentrationen exogenes Cobalt hinzugefiigt
wird. Wére CbiX affiner fir Eisen, miisste auch bei hoheren Cobalt-Konzentrationen
R. capsulatus noch wachsen konnen, da es weiterhin genug Sirohdm als Cofaktor fiir
Sulfitreduktasen zur Schwefelassimilation synthetisiert.

Zusammenfassend deuten die Literatur und die Ergebnisse darauf hin, dass sich R. cap-

sulatus im Gegensatz zu R. sphaeroides unter photooxidativem Stress stérker auf die
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Chelation von Eisen und die Verringerung des Photosensibilisators Protoporphyrin IX

fokussiert.

4.4.1.2 Potentielle Vermeidung der Protoporphyrin IX-Bildung durch
crtl-tspO-Expression in R. capsulatus

Die Induktion des crtl-tspO-Operons durch 'O, wurde bereits in Abschnitt 4.2.3 in
Bezug auf das Carotinoid-BChl a-Verhéltnis in R. capsulatus diskutiert. Speziell die
Induktion von tspO konnte einen weiteren Unterschied zur Stressantwort von R. sphaeroides
markieren, welcher an die Induktion von cbiX und hemH ankniipft: die Verringerung von
photooxidativem Stress durch Protoporphyrin IX.

Als sogenanntes Tryptophan Rich Sensory Protein ist TspO ein Modulator der Photo-
synthesegenexpression (Zeng und Kaplan 2001), welcher in R. sphaeroides vermutlich tiber
AppA auch nachweislich die Konzentration des Protoporphyrin IX-Vorlaufers Porphyrin
iiber dessen Efflux negativ beeinflusst. Auf diese Weise wiirde R. capsulatus unter Stress wei-
terhin die Protoporphyrin IX-Konzentration verringern, um zusétzlichen photooxidativen

Stress zu vermeiden.

4.4.2 R. capsulatus und R. sphaeroides teilen sich mit verschiedenen

Genen eine ahnliche Kernantwort auf 10,

Die Omics-Analysen zeigten, dass in R. capsulatus mehrere Transkripte bzw. Proteine
der Protein- und DNA-Reparatur sowie der (photo-)oxidativen Stressantwort angereichert
waren, dhnlich wie in R. sphaeroides. Einige von diesen waren zu allen Probennahmezeit-
punkten angereichert und kénnen neben RpoE, ChrR und RpoHy;/RpoH; als Kern der
105-Antwort in R. capsulatus gelten (Abb. 3.36). Diese Ergebnisse bestatigen die fritherer
Omics-Analysen in R. sphaeroides (Berghoff et al. 2013), aber im Vergleich zeigen sich

Detailunterschiede zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides.

4.4.2.1 Schutz des Proteoms

Uber alle Probennahmezeitpunkte des photooxidativen Stresses akkumulierte R. capsula-
tus Transkripte bzw. Proteine mit Funktion in Proteinumsatz und -reparatur (Abb. 3.27,
3.31, 3.32 und 3.34). In dieser funktionellen Gruppe zeigte sich zwischen R. capsulatus
und R. sphaeroides auch die grofite Ubereinstimmung unter den Anreicherungen, was
die Wichtigkeit dieser Proteine fiir die Stressantwort unterstreicht. Neben den potenti-
ellen Proteasen RCAP_ rcc03333/RSP_ 1490 und der ATP-abhéngigen Protease ClpA
reicherten beide Spezies Methioninsulfoxidreduktase an. Die Methioninsulfoxidreduktasen
reduzieren zusammen mit Thioredoxin oxidiertes Methionin, ein charakteristisches Ziel

fiir 1O4. Es scheint, dass R. capsulatus in seiner Stressantwort stiarker als R. sphaeroides
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auf Methioninsulfoxidreduktasen setzt bzw. setzen muss, weil mehr Methionine oxidieren.
Nicht nur hatte bei 90 min Stress R. capsulatus mit MrsB2 die Abundanz eines weiteren
Methioninsulfoxidreduktasen-Paralogs erhoht (ebenfalls wie MrsB1 dauerhaft), es war
auch das einzige Protein, welches R. capsulatus mehr als doppelt so hoch anreicherte wie
R. sphaeroides (loge-Wert von 2,9 vs. 1,3; Abb. 3.32). Hinzu kommt, dass R. capsulatus
zu diesem Zeitpunkt auflerdem das potentielle Thioredoxin RCAP_ rcp00082 exklusiv
akkumulierte. Auf Transkriptomebene deutet die R. capsulatus-spezifische Anreicherung
von Thioredoxin-Transkripten (trzA1, trzC und trzB) ebenfalls auf eine stérkere Gewich-
tung der Methioninsulfoxidreduktion hin (Abb. 3.27). R. capsulatus konnte bzw. miisste
damit mehr als R. sphaeroides Proteine vor Aggregation, Fehlfaltung und Fragmentierung
bewahren (Pattison et al. 2012).

Moglicherweise sind Methioninsulfoxidreduktasen und Thioredoxine fiir R. capsulatus
unter photooxidativem Stress wichtig, um 'Oq-abgeleitetem HyOq-Stress entgegenzuwir-
ken: in Beta-Galaktosidase-Assays bezweckte HyOo-Stress einen dreifachen Anstieg der
Miller Units fir msrB2 (Abb. A.5). Passend dazu zeigten frithere Studien via qRT-PCR
auch einen HyOs-induzierten Anstieg von trzC in R. capsulatus (Zeller et al. 2006). In
Anbetracht der relativ kleinen Spanne von Miller Units (20-60) ist zu beachten, dass
H,0, die Aktivitat der Beta-Galaktosidase im Assay verringert haben konnte (Hendrischk
et al. 2007). Andere Methoden wie qRT-PCR sollten den Anstieg von msrB2 durch HyOq
bestatigen.

Ergidnzend zum Proteom zeigen die RNA-Seqg-Daten, dass in R. capsulatus nur zu Beginn
des photooxidativen Stresses Transkripte der Aminosdurenbiosynthese in der Abundanz
stiegen (Abb. 3.27). Darunter fallen neben g¢ltD auch cysl und cysH, welche die Aminosauren
Cystein und Methionin synthetisieren, zwei typische '0,-Ziele. Offenbar akkumuliert
R. capsulatus diese zu Beginn des Stresses, um geniigend Ressourcen zur Proteinreparatur
zu haben. Ahnlich lieBe sich die Akkumulation von serA-Transkripten dadurch erkliren,
dass SerA an der Glutathion-Biosynthese beteiligt ist, womit R. capsulatus zu Beginn des
Stresses auch den Glutathion-Pool erhohen wiirde.

Allgemein priorisierten unter photooxidativem Stress R. capsulatus und R. sphaeroides
stark den Schutz und die Reparatur ihrer Proteine (Abb. 3.32; Berghoff et al. 2013).
Dies macht Sinn, da ca. 50 % der bakteriellen Zellmasse Proteine sind und Enzyme auch
zahlreiche Prozesse katalysieren. Allein der Ausfall der Enzym-katalysierten Reparatur- und
Entgiftungsprozesse wiirde den Zelltod bedeuten. Die Ergebnisse fiir R. capsulatus spiegeln
nicht nur die von R. sphaeroides wider (Berghoff et al. 2013). Vielmehr betonen sie auch
die Annahme, die sich aus Stressstudien mit dem polyextremen Deinococcus radiodurans
ergeben hat: In einer Stresssituation mit ROS-induzierten DNA-Schéiden ist der Schutz
des Proteoms wichtiger als der der DNA, da Enzyme alle lebensnotwendigen Vorgange
katalysieren, inklusive der DNA-Reparatur (Krisko und Radman 2013; Slade und Radman
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2011). Ein Proteom-spezifischer Schutz konnte z.B. die Akkumulation von chemischen
Antioxidantien wie Mn?*-Komplexen sein, welche als O, -Scavenger wirken (Daly 2009;
Robinson et al. 2011). Zusammenfassend zeigte die LC-MS/MS-Analyse, dass R. capsulatus
ahnlich wie R. sphaeroides viele Enyzme des Proteinumsatzes und der -reparatur stark

akkumuliert.

4.4.2.2 DNA-Schutz

Da Proteine die Hauptziele von 1O, sind, ist es wenig tiberraschend, dass in den Omics
vergleichsweise wenig Enzyme der DNA-Reparatur in R. capsulatus und R. sphaeroides
akkumulierten. Die kleinere Rolle gegeniiber dem Proteomschutz zeigt sich auch in der
Abundanz von der A-/G-spezifischen Adenin-Glycosylase mutY, welche *Oq-induzierte
8-OHdG-Residuen repariert: in R. capsulatus war mutY nur zu Anfang des Stresses im
Transkriptlevel angereichert (Abb. 3.27). Den Proteomdaten nach 90 min Stress zufolge
waren angestiegene Abundanzwerte der UvrC-Untereinheit sowie die einer Photolyase
(PhrB, R. capsulatus) bzw. DNA-Ligase (Lig2, R. sphaeroides) ausreichend fir die DNA-
Reparatur (Abb. 3.32). Die Photolyase PhrB war dabei in allen Probennahmezeitpunkten
angereichert und stellt entsprechend auch einen Teil der Kernantwort in R. capsulatus
dar (Abb. 3.36). Die durch UV-Licht aktivierte Photolyse PhrB repariert UV-induzierte
DNA-Schéaden.

Was Unterschiede in der DNA-Reparatur zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides
angeht, féillt die ebenfalls zu allen Zeitpunkten angereicherte anaerobe Ribonukleosid-
Triphosphatreduktase NrdD in R. capsulatus auf, welche kein Homolog in R. sphaeroides
hat (Abb. 3.36). Theoretisch hétte eine erhohte NrdD-Abundanz zwei Vorteile bei photooxi-
dativem Stress: Es werden zum einen mehr Desoxyribonukleotide fiir die DNA-Reparatur
und -Synthese produziert, zum anderen spaltet NrdD S-Adenosylmethionin zu Methionin,
welches bei 10y-Stress durch Oxidation verbraucht wird (Ollagnier et al. 1997). Allerdings
ist NrdD als Klasse III Ribonukleosidreduktase strikt anaerob, weil das Glycilradikal am
C-Terminus von NrdD sauerstoffempfindlich ist (Sun et al. 1993; Torrents et al. 2002;
Torrents et al. 2001). Trotzdem war unter photooxidativem Stress und damit unter aeroben
Bedingungen nicht nur NrdD akkumuliert, sondern auch auch das Transkript des dazugeho-
rigen Aktivators RCAP_ rcc03344. Weitere Analysen miissten kldren, ob die theoretischen
Vorteile fiir erhohte NrdD-Level unter photooxidativem Stress auch praktisch fiir R. cap-
sulatus zutreffen. Im Vergleich zeigte interessanterweise NrdJ1/2 als aerobe/anaerobe

Ribonukleosidreduktase keine Anstiege in den Omics.
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4.4.3 Zunahmen von Transkripten und Proteinen von
Reduktions-Oxidations-Prozessen und sonstiger funktioneller

Gruppen

Grundsétzlich konnen beobachtete Abundanzverdnderungen unter photooxidativem Stress
auch bedingt sein durch die aeroben Bedingungen, die Wachstumsphase oder andere, von
der 'Oy-Antwort unabhéngige Faktoren. Abseits der naheliegenden Anpassungen wie der
Proteinreparatur fielen allerdings einige dauerhafte und/oder starke Abundanzerhthungen
in R. capsulatus auf, deren Funktion in Bezug auf die photooxidative Stressantwort unklar
ist.

Zu den auffalligen akkumulierten Transkripten und Proteinen von R. capsulatus gehort
dabei MacA, welches unter photooxidativem Stress dauerhaft erhoht war und kein Homolog
in R. sphaeroides hat (Abb. 3.36). Als Makrolidexport-ABC-Transporter katalysiert
MacA den Efflux von Makrolid-Antibiotika und ist damit vermutlich nicht an der 1O,-
Abwehr beteiligt. Makrolid-Antibiotika behindern die Proteinbiosynthese, indem sie an
die 50S Ribosomenuntereinheit binden (Dinos 2017). Es wére von daher denkbar, dass
R. capsulatus allgemein versucht, das durch 'Oq- gestresste Proteom vor weiterem Stress
durch Makrolide zu bewahren. Antagonisten im gleichen Habitat konnten solche Makrolide
sekretieren. Allerdings sind terrestrische Streptomyceten die hauptsachlichen Makrolid-
Produzenten, insofern kiimen vielleicht Micromonospora in Stiigewéassern als Antagonisten
in Frage (de Menezes et al. 2008; Trujillo et al. 2015).

Ebenfalls dauerhaft angereichert waren unter photooxidativem Stress in R. capsulatus
zudem auch RCAP_ rcc03258 sowie RCAP_ rcc01368 (Abb. 3.36). Die Anreicherung des
Cytochrom ¢ Biogeneseproteins RCAP_ rcc03258 tiberrascht wenig, mit Blick auf die
aeroben Bedingungen und die Antioxidant- bzw. Redoxhomeostase-Funktion von Cyto-
chrom c. Ohne ausreichende Cytochrom c-Mengen wiirde der Elektronentransport in der
Atmungskette verringert und die O, -Konzentration steigen. Im Gegensatz dazu hing die
Anreicherung der Antibiotika-Biosynthese-Monooxygenase RCAP_ rcc01368 wahrscheinlich
ausschlieflich mit den aeroben Bedingungen zusammen. Nur unter aeroben Bedingungen
produziert dieses Enzym Antibiotika. Die RCAP_ rcc01368-Anreicherung ist allerdings
moglicherweise ein Indikator, dass R. capsulatus effizient mit dem oxidativen Stress umge-
hen konnte. Lactobacillus acidophilus z.B. senkt unter HyOo-Stress die Aktivitit seiner
Antibiotika-Biosynthese-Monooxygenase, da dieses Enzym auch ROS-Nebenprodukte
produziert (Calderini et al. 2017).

Nur im Transkriptlevel und nur in R. capsulatus zeigten drei Transkripte der Kohlen-
stofffixierung um 2-3 logy-Stufen erhohte Level unter photooxidativem Stress, ndmlich die
Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase-Untereinheiten ¢bbL und cbbM sowie gapl (Abb. 3.27).

Es ist unklar, ob jenseits der Kohlenstofffixierung diese Enzyme eine besondere Rolle
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in der photooxidativen Stressantwort haben. In den Beta-Galaktosidase-Assays zeigte
sich keine Induktion von c¢bbL durch HyO5 (Abb. A.5), aber zumindest gibt eine Studie
von Hanson und Tabita (2001) anhand von Chlorobium tepidum Aufschluss iber die
Rolle von ¢bbL und cbbM unter oxidativem Stress. Eine Mutation von 1,5-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase-ahnlichen Proteinen erhohte die Aktivitét der Superoxiddismutase
(Hanson und Tabita 2001), womit hier eine Verbindung zur oxidativen Stressantwort fir
R. capsulatus denkbar wére.

Unklar bleibt, warum R. capsulatus im Gegensatz zu R. sphaeroides unter photooxida-
tivem Stress die Transkripte und Proteine der Ornithindecarboxylase Ldc akkumulierte
(Abb. 3.32 und 3.34), welche fiir die Biosynthese von Polyaminen wie Putrescin zustén-
dig ist. Zwar ist u.a. bekannt, dass F. coli als Antwort auf oxidativen Stress Putrescin
anreichert (Tkachenko et al. 2001), jedoch kénnten Polyamine auch den gegenteiligen
Effekt erzielen: Studien zeigen fir R. sphaeroides bei erhohten Spermidinkonzentrationen
und photooxidativem Stress eine erhohte ROS-Produktion und Sensitivitdt gegeniiber
organischen Peroxiden (Peng et al. 2016).

Insgesamt lésst sich festhalten, dass mehrere Transkripte und Proteine der Oxidations-
Reduktions-Prozesse wie MacA, RCAP_rcc01368 oder cbbL zwar dauerhaft eine relativ
hohe Akkumulation unter Stress zeigten, diese aber nicht direkt photooxidativem Stress

entgegenwirken zu scheinen.

4.4.4 Abnahmen von Transkripten und Proteinen
4.4.4.1 Abnahme von Transkripten und Proteinen fiir Transportprozesse

Bei den Abnahmen von Transkripten und Proteinen unter photooxidativem Stress zeig-
ten sich im Gegensatz zu den Zunahmen kaum fortlaufende Muster oder hohe logs-
Werte (Abb. 3.28, 3.31, 3.33, 3.34 und 3.37). Allgemein zeigten sowohl R. capsulatus als
auch R. sphaeroides, dass nach 10 min Stress v.a. Transporter in der Abundanz sanken
(Abb. 3.28). Dies lag vielleicht daran, dass 'Oy neben Proteinschdden auch Lipidperoxi-
dation induziert, welche das Membranpotential und Transportprozesse disruptiert (Joshi
et al. 2011; Riske et al. 2009). Theoretisch konnten die Schiden an Biomolekiilen in
einer Stresssituation den Import von Aminosduren oder Monosacchariden als Ressourcen
zur Reparatur begiinstigen (Slade und Radman 2011). Allerdings wuchs R. capsulatus
in den Versuchen in Minimalmedium, womit eine Akkumulation von Transportern fir
z.B. den Import von Polyaminen nutzlos wére. Die Abnahme von Transportern war nur
im Transkriptom fiir 10 min Stress prasent und setzte sich auf Proteomebene nicht fort
(Abb. 3.37).

Als Schutz gegen 'O, konnte allerdings die Abnahme der Polyamintransporter-
Transkripte wie etwa die von potA1 gelten. In R. sphaeroides bindet die SRNA SorX unter
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photooxidativem Stress an potA. Eine dadurch bezweckte Senkung der Translationsrate
konnte den Import von Polyaminen wie Spermidin vermindern, womit weniger das Reduk-
tant Glutathion in seiner Reaktion mit Spermidin zu Glutathionylspermidin verloren ginge
(Peng et al. 2016). Analog zu diesen Studien kénnte tiberpriift werden, ob in R. capsulatus

eine Spermidinzugabe hohere ROS-Level und Sensitivitat gegeniiber 'Oy auslost.

4.4.4.2 Abnahme von Transkripten und Proteinen fiir Fortbewegung,
Signaltransduktion und Gasvesikel

Unter photooxidativem Stress zeigte R. capsulatus Abnahmen von Transkripten und
Proteinen der Signaltransduktion und Fortbewegung (Abb. 3.28, 3.33 und 3.34). Viele
Proteine (wie etwa CheW2) sind GO-Termen dieser beiden Funktionen zugeordnet, sodass
beide GO-Terme ihre Abundanz gleichzeitig verringerten. Die Ergebnisse bestétigen die
gleichen Beobachtungen im Proteom von R. sphaeroides unter photooxidativem Stress
(Berghoff et al. 2013). Beide Arten verringerten z.B. die Abundanz des Chemotaxisproteins
McpH nach 90 min Stress (Abb. 3.33). Eines der wenigen, zu mehreren Probennahme-
zeitpunkten abgenommenen Transkripte bzw. Proteine war in R. capsulatus MpcA3, um
ein weiteres Beispiel zu nennen (Abb. 3.37). Die Abundanzsenkungen der GO-Terme fiir
Signaltransduktion und Chemotaxis beruhen vermutlich darauf, dass ROS Phosphatasen
und Kinasen inaktivieren (Pattison et al. 2012).

Beziiglich der Signaliibertragung ist die Abnahme von pcl-Transkripten interessant
(Abb. 3.28), welche fiir Biosyntheseproteine des Photoactive Yellow Protein (PYP) kodie-
ren (Kyndt et al. 2004). Diese Abnahme konnte zwei Beobachtungen unter den Abnahmen
erklaren, ndmlich die des PYP und die von Transkripten der Gasvesikelformation. Die
Abnahme eines PYP-Biosynthese-Proteins erklart die abfallende Abundanz von PYP
in R. capsulatus nach 90 und 180 min Stress (Abb. 3.37). Es ist unwahrscheinlich, dass
dies einen Unterschied zur Stressantwort von R. sphaeroides markiert, welches kein PYP-
Homolog hat, vermutlich durch Herausselektion in der Laborkultivierung (Kyndt et al.
2004). Des Weiteren reguliert pcl in R. capsulatus mutmaBlich die Transkription der
benachbarten Gasvesikelgene, deren Expression bei hoher Lichtstarke und Sauerstoffsétti-
gung abnimmt (Kyndt et al. 2004) — genauso wie es in den Versuchen beobachtet wurde
(Abb. 3.28). Hierbei konnte es sich um eine Anpassung an den photooxidativen Stress
handeln, da Gasvesikel R. capsulatus zur Wasseroberflache treiben wiirden, wo aufgrund
der hohen Lichtintensitat und Sauerstoffkonzentration der photooxidative Stress sehr hoch

ist.
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4.4.4.3 Abnahme von Transkripten und Proteinen des Citratzyklus

Mehrere unter photooxidativem Stress verringerte Transkripte in R. capsulatus kodieren
Proteine, die Stoffwechselprodukte des Citratzyklus synthetisieren oder in diesen einschleu-
sen (Abb. 3.28). Je aktiver der Citratzyklus ist, desto mehr wird das Reduktant NADPH
verbraucht und desto mehr Elektronen gelangen zur Atmungskette, wodurch mehr ROS
entstehen konnen. Insofern kénnte eine Abnahme dieser Transkripte gegen oxidativen
Stress helfen. Zum Beispiel sanken die Transkriptlevel von IpdA2 und IpdA1 (Dihydrolipoyl-
Dehydrogenase) und Komponenten der Pyruvat-Dehydrogenase (pdhCBA), welche alle
Acetyl-CoA produzieren. Auch sank das Transkriptlevel des Pyruvatproduzenten maeB1
sowie von argH2, welches bei der Arginin-Synthese Fumarat als Nebenprodukt freigibt
(Janausch et al. 2002).

Das Umleiten von Metaboliten um den bzw. im Citratzyklus iiber alternative Wege
wie dem Glyoxylat-Bypass ist eine bekannte Strategie, um ROS aus der Atmungskette
zu vermindern (Liu et al. 2003). Die vorliegenden Ergebnisse fur R. capsulatus wiirden
hiermit eine Gemeinsamkeit zu R. sphaeroides zeigen, welches auch auf diese Strategie setzt.
Studien zeigten, wie die SRNA SorY etwa den Malatimporter TakP herunterreguliert, um
weniger Malat in den Citratzyklus einzubringen (Adnan et al. 2015). Ahnlich reprimierte
eine Uberexpression der sSRNAs CcsR1-4 mehrere Gene des C1-Metabolismus, auch die,

die fir Untereinheiten der Pyruvatdehydrogenase kodieren (Billenkamp et al. 2015).

4.4.4.4 Abnahme von Transkripten und Proteinen diverser Funktionen

Einige weitere Transkripte und Proteine zeigten unter photooxidativem Stress eine gesun-
kene Abundanz, welche mitunter auch zur spezifischen Stressantwort von R. capsulatus
gehoren konnte. Beispielsweise sanken nur in R. capsulatus die Transkriptlevel der Hy-
droxypyruvatreduktase ttuD, einer der wenigen Félle einer um 2 logo-Stufen gesunkenen
Transkriptabundanz (Abb. 3.28). Dies konnte gegen oxidativen Stress insofern helfen,
weil TtuD unter Verbrauch von D-Glycerat und NADP* Hydroxypyruvat bildet, welches
wiederum durch Eisen oxidiert weitere ROS oder Cytotoxika wie Glyoxal bildet (Yang
et al. 2011). Ebenfalls um 2 logy-Stufen sank hoxH, zusammen mit seinem Maturation
Factor howW (Abb. 3.28). HoxH fungiert laut GO-Term als Ferredoxinhydrogenase, welche
reduzierte Ferredoxine oxidiert. Eine gesunkene Aktvititdt von HoxH (und HoxW) wiirde
in R. capsulatus den Pool an reduzierten Ferredoxin aufrechterhalten, um oxidativem
Stress entgegenzuwirken.

Ungeachtet der bereits diskutierten spateren Abnahmen der Photosyntheseproteine
zeigte R. capsulatus bei den Proteinabnahmen nur wenige markante Unterschiede zu
R. sphaeroides. Nach 45 min Stress sank die Abundanz mehrerer Membranproteine inklusive
des Zellteilungsproteins FtsK (Abb. 3.31), welches in der SOS-Antwort normalerweise
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angereichert wird (Wang und Lutkenhaus 1998). FtsK zeigte im Proteom dauerhaft eine
verringerte Abundanz (Abb. 3.37), auch als zu 90 min Stress der Repressor der SOS-
Antwort (LexA) in der Abundanz sank (Abb. 3.33). Eventuell waren trotzdem gentigend
FtsK-Proteine fir die korrekte DNA-Lokalisation und Zellteilung aktiv, in Anbetracht
ausgebliebener Wachstumsdefizite in R. capsulatus. Anderenfalls haben vielleicht andere
Fts-Proteine FtsK ersetzt, so wie Studien es fir E. coli bereits zeigten (Geissler und
Margolin 2005).

Vermutlich unbedeutend als Teil einer Strategie gegen 'O,-Stress war die dauerhafte
Verringerung von RCAP_rcc01012 in R. capsulatus (Abb. 3.37). Einer Blast-Analyse nach
handelt es sich hier um die Rhodobacter-Phage RecapMub (Fogg et al. 2011). Wie bei den
gesunkenen Transportertranskripten basiert die dauerhafte Abnahme des Oligopeptid-
Transporter-Proteins OppA2 (Abb. 3.37) vermutlich darauf, dass R. capsulatus im Mini-
malmedium keine Verwendung fiir den Import von Biomolekiilen hat, welche im Medium
fehlen.

4.4.4.5 Abnahme von Transkripten und Proteinen nach 180 min photooxidativem

Stress

Nach 180 min photooxidativem Stress zeigte R. capsulatus die meisten Abnahmen im
Proteom (Abb. 3.34). Die Abnahme des GO-Terms fir Photosynthese und Isoprenoid-
biosynthese ging einher mit der Herunterregulation der Photosynthesegene unter den
Versuchsbedingungen. Nur die zeitliche Verzogerung zu R. sphaeroides ist im Vergleich
auffallig, aber, wie in Abschnitt 4.2.3 diskutiert, war die Abnahme von BchY und BchZ
nach 90 min Stress vielleicht schon ausreichend in R. capsulatus, um die Bildung von
weiterem 'Oy durch BChl a zu verringern.

Die BiNGO-Analyse ergab eine signifikante Abnahme des Terms der Leucinbiosyn-
these. Als Enzyme mit [4Fe-4S]-Clustern konnten LeuCD primére Ziele von reaktiven
Sauerstoffspezies sein, allerdings konnten auch Verdnderungen im Glutathionhaushalt
in R. capsulatus die Abundanz verringert haben — zumindest verringert ein Mangel des
Glutathion-Aquivalents Bacillithiol in Bacillus subtilis die Aktivitit von LeuCD (Fang
und Dos Santos 2015).

Die zu 90 und 180 min detektierte Abnahme der Polyhydroxyalkanoatdepolymerase
deutet darauf hin, dass R. capsulatus zu dieser Stresssituation keine Polyhydroxyalkanoate
abbauen konnte bzw. musste, welche (wie z.B. Poly-3-Hydroxybutyrate) als Kohlenstoff-
bzw. Energiequelle dienen (Pena et al. 2014). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass
R. capsulatus Energiereserven wie Poly-3-Hydroxybutyrate unter photooxidativem Stress
nicht vermehrt anlegt.

Als Kontrast zu den gestiegenen Proteinen der Protein- und DNA-Reparatur fallt die
Abnahme des Cold Shock Proteins CspD zu 180 min Stress auf. Cold Shock Proteine ver-
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hindern als RNA-Chaperone die Bildung von Sekundérstrukturen, um die Translationsrate
zu erhalten. Sie sind in Stresssituationen wie Kélte aktiv, aber auch unter oxidativem
Stress (Keto-Timonen et al. 2016). Es ist denkbar, dass R. capsulatus keinen Bedarf an
CspD hatte, weil 1Oy priméar Proteine anstatt Nukleinsduren beschadigt.

Mit Ausnahme der im Vergleich zu R. sphaeroides spateren Abnahme von Photosynthe-
seproteinen lassen die Abnahmen nach 180 min photooxidativem Stress in R. capsulatus

keine markanten Strategien gegen 'O, vermuten.

4.5 Relevanz der Ergebnisse im groBeren Kontext

4.5.1 Implikationen fiir mikrobielle Okologie

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen einige Implikationen zu, speziell fiir die mikrobielle
Okologie, aber auch z.T. fiir die biotechnologische Anwendung von Rhodobacter. Grundsétz-
lich zeigten R. capsulatus und R. sphaeroides eine dhnliche Antwort auf photooxidativen
Stress im Sinne von Proteinschutz und -reparatur, DNA-Reparatur und Regulation der
Antwort durch RpoE, ChrR und RpoHy; (Abb. 3.32 und 3.36; Berghoff et al. 2013). In
diesem Kontext decken sich die Ergebnisse mit denen vorheriger Studien zur funktionellen
Antwort in R. sphaeroides (Berghoff et al. 2013) mitsamt ihrer Regulatoren (Anthony
et al. 2005; Dufour et al. 2012; Glaeser et al. 2007; Nuss et al. 2010; Nuss et al. 2009).
Damit sind die Kernfunktionen der photooxidativen Stressantwort in R. sphaeroides durch
R. capsulatus bestétigt und gelten damit auch mit groBlerer Wahrscheinlichkeit fiir andere
Alphaproteobakterien. Funktionell scheint dabei gerade der Proteomschutz von Bedeutung
zu sein, hochstwahrscheinlich, weil unter starken oxidativem Stress fiir das Uberleben
einer Zelle das Proteom mit seinen Enzymen fiir den Erhalt der Zellfunktion — und der
DNA-Reparatur — wichtiger als die DNA per se ist (Daly 2009; Krisko und Radman 2013;
Slade und Radman 2011).

R. capsulatus und R. sphaeroides zeigten Unterschiede in ihrer ROS- bzw. 10,-
Produktion (Abb. 3.15) sowie in ihren Strategien gegen photooxidativen Stress. Es stellt
sich die Frage, was diese Unterschiede fiir den 6kologischen Kontext bedeuten. R. capsulatus
besaBl gegeniiber R. sphaeroides Wachstumsvorteile bei plotzlichen Anderungen der Licht-
und Sauerstoffbedingungen, zeigte aber keine Wachstumsnachteile (Abb. 3.1 und 3.2).
Wenn ein Trade-off fiir diese Vorteile vorliegt, haben die Versuche diesen nicht offengelegt.
Ein solcher Trade-off konnte sich in anderen Stresssituationen wie Salzstress zeigen. So
zeigte z.B. eine Uberexpression des rpoE-Homologs RpoE2 in S. oneidensis eine geringere
Salzstress-Toleranz gegeniiber dem Wildtyp, wihrend eine RpoE2-Deletionsmutante sogar
besser unter Salzstress wuchs (Dai et al. 2015).

Eine unterschiedliche Besetzung ckologischer Nischen bzw. verschiedener Habitate kann
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die beobachteten Unterschiede nicht erkliren. Analysen der Okologie von Rhodobacter
bzw. photosynthetischen Bakterien beschreiben keine Unterschiede zwischen R. capsulatus
und R. sphaeroides (van Gemerden und Mas 1995; van Niel 1944; Yen und Marrs 1976),
beide Spezies leben in Sii}- und Salzgewédssern. Theoretisch ware es moglich, dass durch
den hoéheren Anteil von Carotinoiden R. capsulatus licht- und sauerstoffreiche Nischen
eher besetzt als R. sphaeroides. Zumindest bestétigten die analogen Wachstumsversuche
mit R. capsulatus 37b4 und R. sphaeroides KD131 die Unterschiede zwischen den Spezies
(Abb. 3.8); ein stammspezifischer Vorteil von R. capsulatus SB1003 ist unwahrscheinlich.

4.5.2 Implikationen fiir biotechnologische Anwendungen mit
Rhodobacter

Fiir biotechnologische Anwendungen haben die Ergebnisse eine bedingte Relevanz. In den
Anwendungsgebieten der Biotechnologie ist R. capsulatus von Interesse zur Produktion
von H, als Biotreibstoff, wobei dies unter phototrophen bzw. anaeroben Anwendungen
stattfindet (Mirza et al. 2013; Zhang et al. 2016). Jedoch ist Rhodobacter auch durch
die Biosynthese von Carotinoiden im Fokus, um potentiell Carotinoid-Nahrungszusétze
und Supplemente zu produzieren. Die Antioxidant-Eigenschaften dieser Supplemente
wiirden gegen oxidativen Stress helfen, welcher mit Krankheiten wie Diabetes oder Krebs
assoziiert ist (Li et al. 2017; Liu et al. 2015). Zwar wéren unter anaeroben Bedingungen
groflere Carotinoidausbeuten zu erwarten als unter aeroben Bedingungen, aber unter
Umstanden konnte die Zusammensetzung der Carotinoide unter *Og-Stress eher dem Bedarf
entsprechen. Falls in Produktionslaufen ROS oder gar 'O, ein Problem darstellen konnten,
wére R. capsulatus eine vergleichsweise geeignetere Basis fiir einen Produktionsorganismus

als R. sphaeroides.

4.6 Ausblick und offene Fragen

Mit Blick auf die Unterschiede zwischen R. capsulatus und R. sphaeroides in der photooxi-
dativen Stressantwort zeigten sich potentiell die Eisenchelation durch CbiX und HemH,
die Verringerung des Protoporphyrin IX-Vorkommens und ein héheres Carotinoid-BChl a-
Verhéltnis als Hauptunterschiede in der Strategie der photooxidativen Stressantwort. Auch
lokalisierte nur in R. capsulatus das photosynthetische Gencluster nahe am rpoFchrR-
Lokus, wobei dieser Lokus generell eine andere Syntédnie aufweist als in R. sphaeroides.
Moglicherweise bedeutet diese spezifische Syntéanie auch Unterschiede im RpoE-Regulon.
All diese Beobachtungen liefern Ansatzpunkte fiir weiterfithrende Studien.

Bei den funktionellen Unterschieden wére z.B. zu ermitteln, ob der initiale Wachstums-

vorteil unter photooxidativem Stress in R. capsulatus auf einen oder mehrere Faktoren
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zuriickgeht. Knockout-Mutanten von hemH, cbiX, tspO-crtl inklusive Komplementati-
onsstamme sowie Uberexpressionsstimme kénnten dies in Stressexperimenten auflosen.
Bei den analog durchzufithrenden Experimenten wéiren neben dem Wachstum und der
Pigmentationsanalyse auch die in vivo-Messungen von 'Oy und ROS von Interesse. Auch
ware es moglich, die griinfarbigen Tn5-Mutanten von R. capsulatus und R. sphaeroides
in photooxidativen Stressexperimenten zu vergleichen, um den Beitrag der Carotinoide
zur Stressabwehr zu entschliisseln. Das alternative Einstellen auf gleiche Carotinoid-
BChl a-Verhéltnisse zu Beginn aeroben Wachstums wiirde vermutlich in zu grofien ODggo-
Unterschieden enden, als dass die Ergebnisse noch vergleichbar wéren.

Beztiglich der Regulatoren wére es interessant, die Bedeutung von rpoF in der Stressant-
wort auf ein mogliches anderes Regulon zu untersuchen. Da viele Vertreter des rpoFE-
Regulons in R. sphaeroides nahe rpoEchrR lokalisiert sind, aber keine Homologe in
R. capsulatus haben, wére es aufschlussreich zu sehen, ob andere Gene von mpoFE in R. cap-
sulatus reguliert werden. Hier wéren Omics-Analysen mit rpoFE-Knockout-Stdmmen unter
Stress eine Moglichkeit dies zu untersuchen.

Hinsichtlich der Regulation bietet das Feld der sSRNAs noch Potential fiir kommende
Studien. Die sSRNAs RCs01296, RCs02566 und RCs02783 miissten per Northern Blotting
verifiziert werden, genauso ihre Ziele mittels Knockout- und Uberexpressionsstimmen der
sRNAs mit anschlieender Quantifizierung der Ziel-mRNA-Level, z.B. via Reportergenana-
lysen. Im Falle von RCs01897 wére die Verifizierung moéglicher Ziele von Interesse. Falls der
XRE-Transkriptionsfaktor tatsiachlich ein Ziel von RCs01897 ist, konnten Folgeversuche
dessen Regulon ermitteln.

Es fielen exklusiv in R. capsulatus einige (starke) Akkumulationen von Transkripten und
Proteinen auf, die funktionell nicht offensichtlich photooxidativem Stress entgegenwirken
(z.B. macA). Hier kénnte abseits der physiologischen Untersuchung von Knockout- oder
Uberexpressionsstiammen zuerst geklirt werden, ob Gene wie macA auch unter anderen
Bedingungen induziert werden, z.B. beim semiaeroben Wachstum. Falls der Anstieg
dieser Transkripte und Proteine exklusiv fiir photooxidativen Stress ware, konnten deren

Funktionen fiir die Stressantwort weiter analysiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die nahe verwandten aquatischen Alphaproteobakterien R. capsulatus und R. sphae-
roides konnen sowohl (an)aerobe Atmung als auch Photosynthese betreiben. Das in den
Photosystemen befindliche BChl a kann allerdings durch Lichtanregung als Photosensibili-
sator wirken, wenn es Energie auf molekularen Sauerstoff ibertragt und somit cytotoxischer
Singulettsauerstoff (10y) entsteht. Zur Stressvermeidung reguliert Rhodobacter unter ae-
roben Bedingungen im Licht die Photosynthesegene herunter, doch rapide Anderungen
der Licht- bzw. Sauerstoffbedingungen machen Stress unvermeidbar. Studien fokussier-
ten sich bislang auf die photooxidative Stressantwort von R. sphaeroides, jedoch konnte
R. capsulatus mit hoheren BChl a-Gehalten eine andere 'Oa-Stress-Dynamik aufzeigen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die 'Os-Antwort in R. capsulatus und verglich
sie mit der von R. sphaeroides. Es wurden u.a. das Wachstum, die Pigmentierung und
die ROS-Produktion unter photooxidativem Stress analysiert. Weiter wurden mittels
RNA-Seq und LC-MS/MS in R. capsulatus die relativen Transkript- und Proteinlevel
unter photooxidativem Stress untersucht und mit bekannten Abundanzverdnderungen von
R. sphaeroides unter Stress (Berghoff et al. 2013) verglichen.

Unter photooxidativem Stress erreichten R. capsulatus und R. sphaeroides die glei-
che End-ODggp, R. capsulatus zeigte aber in den ersten 3h des Stresses eine hohere
Wachstumsrate und produzierte im Verhéltnis weniger ROS bzw. 1Os. Als Kernstrategie
gegen 'Oy-Stress akkumulierten beide Arten Transkripte und Proteine mit Funktionen in
Proteinumsatz- und -reparatur, DNA-Reparatur und Oxidations-Reduktions-Prozessen.
Die Stressantwort unterschied sich bei R. capsulatus in drei wesentlichen Aspekten von
R. sphaeroides: (1) R. capsulatus erhohte sein Carotinoid-BChl a-Verhéltnis stérker, wo-
mit es mehr Carotinoide zum Quenchen von BChl a und 'O, hétte. Die Induktion des
crtl-tspO-Operons konnte die stabilen Carotinoid-Level unter Stress erklaren. (2) R. cap-
sulatus akkumulierte neben tspO auch die Ferrochelatasen hemH und cbiX, welche alle
den Metabolitflux so umlenken koénnen, dass das Vorkommen des Photosensibilisators
Protoporphyrin IX sinkt. (3) Die stark gestiegenen Level von Eisenchelatoren wie CbiX in
R. capsulatus konnten auch bedeuten, dass weniger freies Eisen ROS in der Fenton-Reaktion
generiert.

Beide Arten induzierten auch die alternativen Sigmafaktoren RpoHj; und RpoE, welche
die 'Oy-Antwort regulieren. Die rpoE-Syntianie war jedoch verschieden und fiir viele
Gene des rpoE-Regulons hat R. capsulatus keine Homologe. Fur R. capsulatus waren die
Unterschiede im rpoFE-Regulon ebenso wie die Carotinoidzusammensetzung unter Stress

und der Beitrag von CbiX zur 'Os-Antwort Ansatzpunkte fir zukinftige Studien.
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6 Summary

The closely related aquatic Alphaproteobacteria R. capsulatus and R. sphaeroides can
conduct both (an)aerobic respiration and photosynthesis. However, the BChl « in the
photosystems can act as a photosensitizer if it is excited by light. Then it transfers energy to
molecular oxygen, generating cytotoxic singlet oxygen (*Og). Rhodobacter down-regulates
its photosynthesis genes upon aerobic conditions in the light to avoid stress, but rapid
changes in light and oxygen conditions result in unavoidable stress. So far, studies have
focussed on the photooxidative stress response in R. sphaeroides, but R. capsulatus might
show different 'Oq-stress dynamics, due to higher BChl a-contents.

In this thesis, the 'Os-response of R. capsulatus was analyzed and compared to the
one of R. sphaeroides. Among others, growth, pigmentation and ROS-production during
photooxidative stress were analyzed. The relative transcript- and protein-levels were
measured via RNA-Seq and LC-MS/MS and compared to stress-related abundance changes
in R. sphaeroides (Berghoff et al. 2013).

Both R. capsulatus and R. sphaeroides reached the same final ODggy during photooxida-
tive stress, but R. capsulatus showed a higher growth rate during the first 3h of stress and
produced relatively less ROS and 10,. As part of the main strategy against 1Og-stress,
both species accumulated transcripts and proteins involved in turnover and repair of pro-
teins, DNA-repair and oxidation-reduction-processes. The stress response of R. capsulatus
differed from R. sphaeroides in three key aspects:

(1) R. capsulatus increased its carotenoid-BChl a-ratio stronger, so more carotenoids
might have quenched BChl a and 'O,. The induced crtl-tspO-operon might contribute
to the stable carotenoid levels during stress. (2) Apart from tspO, R. capsulatus also
accumulated the ferrochelatases hemH und cbiX to a great extent, and all three can
change the metabolic flux to reduce the amounts of the photosensitizer Protoporphyrin IX
in the cell. (3) In general, R. capsulatus accumulated more ferrochelatases like ChiX and
HemH, which might lessen the amount of iron-derived ROS.

Both species also induced the alternative sigma factors RpoHy and RpoE, which
regulate the 1Oq-response. The synteny of rpoE was different, however, and R. capsulatus
lacked homologs of many genes of the rpoFE-regulon of R. sphaeroides. The RpoE-regulon
differences, the carotenoid composition during stress and the role of CbiX mark interesting

aspects for further studies.
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