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I Einleitung

Biomembranen sind Strukturen, die sowohl Zellen von ihrer Umgebung abgrenzen als auch
einzelne Kompartimente innerhalb einer Zelle voneinander trennen. Diese Membranen
bestehen aus Lipiden — angeordnet in einer Phospholipiddoppelmembran — sowie Proteinen,
den Membranproteinen. Sie konnen entweder an der Biomembran angelagert oder in die
Biomembran eingelagert (integrales Membranprotein) sein. Zu den integralen
Membranproteinen zdhlen Transmembranproteine, die die Biomembran vollstindig
durchziehen und kanalartige Gebilde ausbauen kénnen, sowie membranstindige (periphere)
Proteine, die nur in einer Seite der Membran verankert sind.

In den letzten Jahren haben zahlreiche Genomprojekte die auerordentliche Bedeutung von
Membranproteinen weiter aufgedeckt: Aus diesen Projekten geht hervor, dass ungefdhr 20 —
30 % aller bislang sequenzierten offenen Leserahmen (open reading frames, ORF) fiir
Membranproteine kodieren (Ahram et al., 2006; Elofsson & von Heijne, 2007). Das gilt auch
fir das humane Genom, in dem ebenfalls ungefihr ein Drittel aller ORFs fiir
Membranproteine kodieren (Yin, 2008).

Diese Proteine erfiillen wichtige Funktionen in nahezu allen zelluldren Prozessen, so z. B. bei
der Signal-, Energie- und Reizweiterleitung oder bei Transportphdnomenen (Elofsson & von
Heijne, 2007). Dabei handelt es sich um hochkomplexe Prozesse in Netzwerken, deren
einzelne Schritte bislang hédufig nur unvollstindig bekannt sind. Dennoch sind diese
Netzwerke viel versprechende Angriffspunkte fiir neuartige Wirkstoffe und Pharmazeutika:
Da heutzutage 60 — 70 % aller neuen pharmazeutischen Wirkstoffe mit Membranproteinen
interagieren (Yin, 2008) beschiftigt die Aufkldrung ihrer Wechselwirkungen und Funktion
folglich in gleicher Weise die biologische Grundlagenforschung, wie auch die
Biotechnologie, Medizin und Pharmazie.

Auf Grund des besonderen, amphiphilen Charakters von Membranproteinen, der sowohl
grofle hydrophile wie auch lipophile Strukturelemente miteinander kombiniert, ergeben sich
bei der Synthese von Membranproteinen jedoch besondere Engpisse, deren Uberwindung
eine grole Herausforderung darstellt. So wurden bislang nur ungefihr 170 einmalige
hochaufgeloste dreidimensionale Strukturen von Membranproteinen entschliisselt. Von diesen
sind weniger als 15 humanen Ursprungs (Tabelle 1, White, Stand Oktober 2008).
Demgegeniiber sind bereits knapp 50000 Strukturen loslicher Proteine bekannt (RCSB-
ProteinDataBank, Stand Oktober 2008).
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Tabelle 1: Eingruppierung und Anzahl von Membranproteinen bekannter dreidimensionaler Struktur an Hand ihrer Topologie.

(Nach White, Stand Oktober 2008).

Eingruppierung der Proteine auf Grund ihrer Topologie Anzahl der bekannten Strukturen
Monotrope Membranproteine 10
Transmembranproteine mit -Faltblatt-Strukturelementen 45
Transmembranproteine mit o-Helix-Strukturelementen 115

1  Engpisse bei der Synthese von Membranproteinen

Grundlage fiir das umfassende Verstdndnis der Funktion von Proteinen ist ihre Struktur. Es ist
jedoch erforderlich, eine ausreichende Menge an Proteinen zu synthetisieren, um deren
Struktur aufkldren zu konnen. Die geringe =zellulire Konzentration der meisten
Membranproteine im Ursprungsorganismus fiihrt allerdings dazu, dass eine Aufreinigung der
Proteine aus der Membran héufig schwierig bis unmoglich ist, weil sich die betreffenden
Membranproteine auf Grund ihrer amphiphilen Natur nur unzureichend anreichern lassen
oder hochkomplexe Isolations- und Reinigungsverfahren erfordern.

Die heterologe Expression der korrespondierenden Gene ist die einfachste und
kostengiinstigste Methode, groBe Mengen des Zielproteins fiir wissenschaftliche und
kommerzielle Zwecke zu erzeugen. Dabei erfolgt die Synthese des Zielproteins nicht im
Ursprungsorganismus, sondern mit Hilfe gentechnologischer Verfahren in einem
anspruchslosen, genetisch und technisch gut handhabbaren Mikroorganismus oder in einer
Zellkultur. Heutzutage existiert daher bereits eine Vielzahl etablierter Expressionssysteme,
die auf Mikroorganismen wie Bakterien und Hefen oder auf hoheren Organismen wie
Insekten, Pflanzen und Tieren basieren.

Dabei ist die Expression in prokaryotischen und eukaryotischen Mikroorganismen von
besonderer Bedeutung, weil sich diese mit Hilfe einer Vielzahl genetischer Methoden einfach
manipulieren lassen. Kurze Generationszeiten und kostengiinstige Kultivierung erlauben
zudem eine &dullerst okonomische Produktion groBler Mengen des Zielgenproduktes. So
konnen die Ausbeuten heterolog synthetisierten Proteins bis zu 50 % des Zellgesamtproteins
betragen (Alldread et al., 1992). Allerdings ist nicht jeder Expressionswirt in gleichem Maf}
fiir die Synthese jedes heterologen Proteins, insbesondere jedes Membranproteins, geeignet.
Die am hiufigsten auftretenden Probleme bei der heterologen Synthese von Proteinen,

insbesondere von Membranproteinen werden daher im Folgenden kurz erldutert.
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1.1 Der genetische Code ist degeneriert

Es ist bekannt, dass unterschiedliche Organismen hdufig verschiedene, alternative Kodons
bevorzugen, um eine bestimmte Aminosdure zu codieren (Gutman & Hatfield, 1989). Diese
Préferenz fiir bestimmte Kodons bezeichnet man als ,,codon bias‘ (Carbone et al., 2003).
Dabei ist die Bevorzugung bestimmter Kodons hauptsédchlich von der Art des Organismus
abhingig. Sie kann allerdings auch innerhalb einer Zelle variieren, z. B. zwischen stark und
schwach exprimierten Genen oder zwischen Genen, die unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen aktiv sind (Makrides, 1996; Saier Jr., 1995). Ein &hnliches Problem
entsteht dadurch, dass einige Organismen nicht den ,universellen® genetischen Code
verwenden, sondern eine alternative Form (Santos ef al., 2004). Bei der funktionellen
heterologen Expression kann es folglich leicht zu Problemen kommen, wenn der
Ursprungsorganismus eine andere codon bias aufweist als der heterologe Expressionswirt. So
geht die Bevorzugung bestimmter Kodons meist damit einher, dass die spezifischen tRNA-
Molekiile fiir diese Kodons im tRNA-Pool der Zelle deutlich stirker vertreten sind als die
tRNA-Molekiile, die seltene Kodons erkennen. Enthilt ein Gen nun viele solcher seltener
Kodons, wird der Vorrat der kognitiven tRNA-Spezies fiir diese Kodons rasch erschopft
(Gustafsson et al., 2004; Smith, 1996). Die Folge davon kénnen Verzogerungen bei der
Elongation der Peptidkette wihrend der Translation (Zahn, 1996), Leserasterverschiebungen
(McNulty et al., 2003), translationale ,,Spriinge” (Kane et al., 1992) oder ein fehlerhafter
Einbau anderer Aminosduren (Calderone et al., 1996; Forman et al., 1998; McNulty et al.,

2003) sein.
1.2 Oft haben Genprodukte toxische Wirkung auf heterologe Wirtszellen

Neben der codon bias stellen toxische Proteine ein weiteres Problem bei der heterologen
Expression dar. Die Synthese toxischer, rekombinanter Proteine kann zur Instabilitidt der
Expressionsplasmide fithren, wodurch die Ausbeuten des heterologen Proteins stark
gemindert werden. Im Extremfall kann es sogar zum Tod des heterologen Wirts kommen. Oft
lassen sich Expressionsvektoren, die Gene fiir stark toxische Genprodukte enthalten, nicht
einmal in den Zellen etablieren, wenn der Promotor, der ihre Transkription kontrolliert, auch
nicht-induziert ein basales Expressionslevel aufweist (Doherty et al., 1993).

Héufig muss es sich beim exprimierten Genprodukt nicht einmal um ein toxisches Protein
handeln, um die Zelle nachhaltig zu schidigen. So kann beispielsweise die Uberexpression

von nicht-toxischen Proteinen zu einer Uberlastung des Metabolismus und damit zu
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verminderten Wachstumsraten (Andersson et al., 1996) oder zum Tod des heterologen Wirts
filhren (Dong et al., 1995). Dies hdngt damit zusammen, dass die Expression gro3er Mengen
rekombinanten Proteins die Zelle durch die FErhaltung wund Replikation der
Expressionsplasmide (Corchero & Villaverde, 1998), sowie durch die Expression der
plasmidkodierten Gene (Glick, 1995) wichtige Ressourcen und Energie ,kostet“. Das
wiederum kann nicht allein die Expression des heterologen Proteins beeintréchtigen, sondern

auch die Funktionalitét lebenswichtiger Zellprozesse (Glick, 1995; Hoffmann & Rinas, 2001).
1.3  Zelluliirer Stress verursacht eine erhohte proteolytische Aktivitit

Eine andere problematische Folge heterologer Uberexpression kann die Induktion einer
Stress-Antwort der Zelle sein. Dabei werden unter anderem Hitzeschock-Gene und Gene fiir
DNA-Reparatur in verstarktem MaBe exprimiert (Gill ez al., 2000; Lesley et al., 2002; Rinas,
1996). Eine der Folgen ist dann die erhohte proteolytische Aktivitdt der Zellen aufgrund
stairkerer Expression von Proteasen (Harcum & Bentley, 1999; Ramirez & Bentley, 1999),

welche wiederum die Ausbeute des rekombinanten Proteins senken kann.
1.4 Probleme bei der Proteinfaltung

Die Faltung des heterologen Proteins kann ein weiteres Problem bei der heterologen
Expression darstellen (Baneyx & Mujacic, 2004). Da manche Proteine auf spezifische
Faltungshelfer wie Foldasen und Chaperone angewiesen sind, die vom heterologen Wirt
teilweise nicht exprimiert werden (Schlieker et al., 2002), fiihrt die inkorrekte Faltung eines
Proteins zu dessen Abbau durch wirtseigene Proteasen (Goff & Goldberg, 1985; Makrides,
1996) oder zur Aggregation des Proteins und zur Bildung von unldslichen so genannten
Einschlusskorpern (,, inclusion bodies ) (Baneyx & Mujacic, 2004; Wall & Plickthun, 1995).
Diese Bildung von inclusion bodies ist ein hiaufig auftretendes Problem bei der heterologen
Expression (Rinas & Bailey, 1993; Villaverde & Carrio, 2003), da diese zusidtzlich von
weiteren verschiedensten Faktoren beeinflusst wird. Dazu gehoren neben dem
Expressionslevel (Strandberg & Enfors, 1991) auch die strukturellen Eigenschaften des
rekombinanten Proteins (Murby et al., 1995). In Bezug auf Membranproteine ist das ein
besonders wichtiger Aspekt, da diese gro3e hydrophobe Bereiche aufweisen, mit denen sie an
Biomembranen assoziiert oder in ihnen inseriert sind. Aufgrund von hydrophoben
Interaktionen dieser Bereiche kommt es besonders schnell zur Bildung von inclusion bodies,
vor allem, wenn das heterolog synthetisierte Protein nicht schnellstmoglich prozessiert und in

die betreffende Biomembran inseriert oder angelagert wird.
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1.5 Notwendigkeit von Kofaktoren und weiteren Komponenten

Zusétzlich sind einige Proteine, damit sie in aktiver Form exprimiert werden kénnen, auf
weitere Komponenten angewiesen. So bendtigen manche Membranproteine die Gegenwart
spezifischer assoziierter Lipide (Opekarovd & Tanner, 2003), die hdufig in heterologen
Wirten nicht synthetisiert werden. Andere Proteine durchlaufen eine Vielzahl von
Modifikationen, ehe sie ihre aktive Konformation erreichen (Wenzel & Miiller, 2005). Wieder

andere Proteine bendtigen Kofaktoren oder prosthetische Gruppen, um aktiviert zu werden.
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2 Losungsstrategien zur Uberwindung der Engpisse bei der Synthese

von Membranproteinen

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Strategien entwickelt, um die genannten
Probleme bei der heterologen Synthese von Proteinen im Allgemeinen und von
Membranproteinen im Speziellen zu {iiberwinden. Grundsitzlich konnen dabei zwei
unterschiedliche Wege beschritten werden. Einerseits ist es moglich, einen vorhandenen
Standardexpressionsstamm mit Hilfe molekulargenetischer Verfahren gezielt fiir die
Expression eines problematischen Zielproteins zu optimieren. Andererseits kann die
Expression problematischer Proteine auch in alternativen Wirtsorganismen erfolgen, die
aufgrund ihrer physiologischen, genetischen oder strukturellen Eigenschaften fiir eine
effiziente Synthese der betreffenden Proteine besser geeignet sind als herkdmmliche

Synthesewirte.
2.1 Optimierung von Standartexpressionsstimmen

Zur Uberwindung einer unterschiedlichen codon bias zwischen Ursprungs- und
Expressionswirt gibt es zwei verschiedene Methoden. Die erste Moglichkeit ist die
Koexpression von Genen, die fiir die kognitiven tRNAs der seltenen Kodons codieren
(Forman et al., 1998; McNulty et al., 2003; Serensen et al., 2003). Dazu muss die betreffende
tRNA jedoch iiberexprimiert werden und entzieht der Zelle somit einen Teil ihrer
»oyntheseleistung*  fiir ihre eigene  Expression. Zusdtzlich miissen  weitere
Expressionsplasmide mit den Genen dieser tRNAs im Organismus etabliert und repliziert
werden. Dadurch wird die Auswahl der Expressionsplasmide stark eingeschrdnkt, da
Inkompatibilitdten der verwendeten Vektoren vermieden werden miissen. Anderenfalls kime
es zu weiterem, kontraproduktiven, metabolischen Stress fiir den heterologen Wirt.

Bei der zweiten Methode zur Uberwindung der codon bias werden seltene Kodons des
Zielgens durch gezielte Mutationen in andere Kodons {iberfiithrt, die fiir die gleiche
Aminosdure codieren, vom Expressionswirt aber bevorzugt verwendet werden (Calderone ef
al., 1996; Chang et al., 2006; Deng, 1997). Fiir den Fall, dass sehr viele Verdnderungen
durchgefiihrt werden miissen, kann diese Methode die sehr zeit- und kostenaufwendige
komplette Neusynthese des betreffenden Gens erfordern (Feng ef al., 2000; Pan et al., 1999;
Patterson et al., 2005).

Sollen toxische Proteine synthetisiert werden, ist die Verwendung strikt regulierter

Promotoren die effektivste Methode, damit der Wirt zunidchst ausreichend Biomasse bilden

6
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kann, bevor mit der Expression begonnen wird (Jonasson et al., 2002; Rossi & Blau, 1998;
Studier, 1991; Wycuff & Matthews, 2000).

Um die Bildung von ,,inclusion bodies* zur verhindern kann durch die Koexpression von
Faltungsmodulatoren die Faltung von Proteinen verbessert werden (Baneyx & Mujacic, 2004;
Schlieker et al., 2002; Wall & Pliickthun, 1995), wobei allerdings #hnliche Probleme
entstethen wie bei der Koexpression von tRNAs. Auch die Koexpression molekularer
Chaperone wie DnaK, DnalJ und GrpE (Nishihara et al., 1998), GroEL und GroES (Amrein et
al., 1995; Nishihara et al., 1998; Yasukawa et al., 1995) sowie FkpA (Arié et al., 2001) kann
die Faltung von heterolog synthetisiertem Protein unterstiitzen und somit die Ausbeute an
korrekt gefaltetem Protein erhohen, ebenso wie die Optimierung der Wachstumsbedingungen
(Georgiou & Valax, 1996).

Zusétzlich kann der proteolytische Abbau von rekombinanten Proteinen hdufig durch die
Verwendung von Protease-defizienten Expressionsstimmen vermieden werden (Chen et al.,
2004; Nishihara ef al., 1998; Serensen & Mortensen, 2005). Auch die Fusion des
rekombinanten Proteins mit stabilisierenden Partnerproteinen (Corchero ef al., 1996; Martinez
et al., 1995; Skosyrev et al., 2003) oder die Koexpression stabilisierender Faktoren (LeThanh
et al., 2005) kénnen zum Erfolg fiihren.

Benétigt ein Protein, um in aktiver Form exprimiert zu werden, spezifische zusitzliche
Komponenten wie etwa Kofaktoren oder Komplexpartner, kann dieses Problem manchmal
durch die Koexpression der notwendigen Komponenten behoben werden (Weickert et al.,

1996).

Haufig fithrt jedoch die Optimierung eines einzelnen Faktors nicht zu erhohten
Proteinsyntheseraten. Sie hat sogar oftmals negative Auswirkungen auf die heterologe
Expression, so dass weitere Faktoren modifiziert werden miissen.

Die vorgestellten LoOsungsstrategien ermoglichen dennoch die Behebung von
Expressionsproblemen, so z. B. bei der Synthese von loslichen Proteinen in
Standardexpressionssystemen wie dem Gram-negativen Enterobakterium Escherichia coli.
Sie sind jedoch mit einem hohen Zeit- und Kostenaufwand verbunden und fithren nicht immer
zum gewiinschten Erfolg. Hinzu kommt, dass fiir jedes ,,Problemprotein® eine individuelle

Optimierung des Expressionswirts vorgenommen werden muss.

Gerade bei der Synthese von heterologen Membranproteinen kommt es in den bekannten

Systemen jedoch in der Regel zu einem Problem, bei dem selbst die oben beschriebenen
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Optimierungenstrategien nicht greifen: Membranproteine miissen nach ihrer Synthese in die
Membran eingebaut werden, da es sonst auf Grund ihres amphiphilen Charakters unmittelbar
zur Bildung von inclusion bodies kommt. In den etablierten Expressionsorganismen sind die
vorhandenen Biomembranen nur in sehr geringem Malle in der Lage, heterolog synthetisierte
Membranproteine aufzunehmen und so die Proteinaggregation zu vermeiden. Aus diesem
Grund wurde versucht, mit Hilfe von Screening-Verfahren, bereits etablierte Expressionswirte
wie E. coli empirisch fiir die Synthese von Membranproteinen zu optimieren. So entstanden
vor mehr als zehn Jahren aus dem fiir Uberexpressionen hiufig verwendeten E. coli Stamm
BL21(DE3) die beiden Stimme C41(DE3) und C43(DE3), die mehrere uncharakterisierte
Mutationen aufweisen und dadurch in der Lage sind, einige toxische Proteine und
Membranproteine heterolog zu synthetisieren (Miroux & Walker, 1996). Dabei ist bislang
unklar, warum die Plasmidstabilitit in diesen Stimmen im Vergleich zum parentalen Stamm
besser ist oder warum die Synthese einiger Membranproteine fiir die neuen Stimme weniger
toxisch ist.

Aus diesem Grund stellt die Expression in einem alternativen Organismus héufig die bessere
Losung dar. Ein Beispiel fiir einen alternativen Expressionsorganismus, insbesondere fiir die
Synthese von Membranproteinen, ist das phototrophe Purpurbakterium Rhodobacter

capsulatus.

2.2 Das Purpurbakterium Rhodobacter capsulatus als alternativer Expressionswirt fiir

heterologe Membranproteine

Als Vertreter der Familie der Rhodospirillaceae ist R. capsulatus ein einzelliges, frei
lebendes, fakultativ anaerobes, phototrophes nicht Schwefel-Purpurbakterium (Weaver et al.,
1975), das erstmals 1907 von Molisch beschrieben wurde (Molisch, 1907). Zur a-
Untergruppe der Proteobakterien und damit zu den physiologisch vielseitigsten und
anpassungsfihigsten Organismen gehorend (Imhoff er al, 1984), dienen dem
stabchenformigen Gram-negativen Bakterium die lichtdurchdrungenen Schichten von
stehenden oder langsam flieBenden Gewaissern und Seen sowie feuchter Boden und Schlamm
als natiirliche Habitate (Weaver et al., 1975). R. capsulatus zeichnet sich phénotypisch unter
anderem durch seine rote Pigmentierung aus, die unter phototrophen Wuchsbedingungen

durch Pigmente der Photosyntheseapparate hervorgerufen wird (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Das einzellige, frei lebende nicht Schwefel-Purpurbakterium Rhodobacter capsulatus. Die Bezeichnung ,, Rhodobacter*

fiir das Genus geht auf die rétliche Pigmentierung der Zellen zuriick. Sie ist im Lichtmikroskop (a) sowie im Einzelkolonieausstrich auf PY-
Agar-Medium (b) deutlich sichtbar. Die Speziesbezeichnung ,,capsulatus* geht auf die Polysaccharidkapsel zuriick, welche die Zellen
ausbilden. Da R. capsulatus ein fakultativ anaerob phototropher Organismus ist, kann es unter Ausschluss von Sauerstoff in speziellen

Anaerobtdpfen bei Bestrahlung mit Licht kultiviert werden (c).

So ist R. capsulatus sowohl zur aeroben also auch zur anaeroben Respiration in der Lage
(Zannoni, 1995) und kann zudem Lichtenergie zur anoxygenen Photosynthese nutzen (Bauer
et al., 2003; Gregor & Klug, 1999). Bei der anoxygenen Photosynthese, die ausschlielich
unter anaeroben Bedingungen als Energiequelle genutzt werden kann, wird Lichtenergie in
einen Protonengradienten umgewandelt, der zur Synthese von Energiedquivalenten in Form
von ATP dient. Im Gegensatz zur Photosynthese in Pflanzen werden bei diesem zyklischen
Prozess weder Sauerstoff noch Redoxiquivalente erzeugt.

Wie die meisten Purpurbakterien, die zur Photosynthese fihig sind, bildet R. capsulatus
zusétzlich zur Cytoplasmamembran (CM) ein intracytoplasmatisches Membranensystem
(ICM) aus, das aus Ausstiilpungen der CM entsteht und durch Abschniirung aus der CM
zahlreiche ,, inside-out“ Vesikel bilden kann (Abbildung 2). Dieses System dient dazu, die
Enzymkomplexe, die zur Photosynthese notwendig sind, aufzunehmen (Collins et al., 1991;
Oelze & Drews, 1972). Dadurch wird die Gesamtmembranoberflache der Zellen um das 3-
bis 9-fache vergroBert (Drews & Golecki, 1995) und bietet so theoretisch ein enormes
Reservoir fiir heterolog synthetisierte Membranproteine, die — in Konkurrenz zu den
Photosynthesekomplexen — mit Hilfe hocheffizienter wirtseigener Mechanismen in die ICM
inseriert werden konnten.

Unter Stickstoffmangel ist R. capsulatus aulerdem in der Lage, atmosphérischen Stickstoff
als Stickstoffquelle zu verwenden und somit diazotroph zu wachsen (Drepper et al., 2003;
Masepohl et al., 2002). Weitere Stoffwechselleistungen in R. capsulatus sind der
Wasserstoffmetabolismus (Vignais et al., 2000) und die Fixierung von Kohlenstoffdioxid

(Tabita, 1995).
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a) +0, b) -0,

2h 4h 6h 24h
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Abbildung 2: Ausbildung der intracytoplasmatischen Membran in R. capsulatus unter phototrophen Wuchsbedingungen. Unter
chemoheterotroph aeroben Wuchsbedingungen (+0O,) bildet R. capsulatus kein intracytoplasmatisches Membransysstem (ICM) aus (a).
Entzieht man wihrend der Kultivierung von R. capsulatus den Sauerstoff aus der umgebenden Atmosphire (-O,), beginnen sich
Ausstiilpungen aus der Cytoplasmamembran (CM) zu formen (b, Schema modifiziert nach Chory et al, 1984). Diese bilden tubulire
Strukturen und so genannte ,, inside-out “~Vesikel aus (Vesikel, deren Lumen nicht aus Cytosol sondern Periplasma besteht) und vergroBBern
so die innere Membranoberfliche um das 3- bis 9-fache, abhingig von den exakt gewihlten Versuchs- und Lichtbedingungen. Dabei werden
die Photosystemkomplexe von R. capsulatus in die ICM eingebaut. Diese enthalten Photopigmente (Carotinoide und Bakteriochlorophylle)
und firben die Zellen sichtbar braunrot. Die Farbung ist somit ein indirekter Nachweis fiir die Synthese der ICM. Im Elektronenmikroskop
erkennt man in einer R. capsulatus Zelle die phototroph (-O,) angezogen wurde eindeutig die gebildete ICM und die Vesikel (c). Unter
optimalen Schwachlichtbedingungen werden so bis zu 1150 Vesikel pro Zelle gebildet (Drews & Golecki, 1995). In einer Zelle, die ohne
Licht angezogen wurde (+0,), erkennt man im Gegensatz nur vereinzelte polstindige ICM Tubuli (d). (EM-Aufnahmen aus Lampe ef al.,

1972).

R. capsulatus weist zudem Besonderheiten auf, durch die das Bakterium als neuartiger Wirt
fiir die Synthese von heterologen Proteinen, insbesondere von Membranproteinen, in Frage

kommt:

(1) Bei R. capsulatus handelt es sich um eines der am besten studierten phototrophen
Bakterien. Sein Genom wurde vollstindig sequenziert (Haselkorn et al., 2001), wodurch die
Grundlage geschaffen wurde, mittels moderner Analyseverfahren wie der Microarray-
Technologie globale Prozesse detailliert zu analysieren. Die Sequenzdaten bilden zudem die
Grundlage fiir die Optimierung beliebiger R. capsulatus Produktionsstimme. Das Genom von
R. capsulatus hat eine GroBe von 3,8 x 10° bp mit einem zusitzlichen Plasmid (134 kb) und
weist 3616 offene Leserahmen auf (Fonstein & Haselkorn, 1993). Zusidtzlich hat R.
capsulatus einen hohen GC-Gehalt von 68 % und ist somit fiir die heterologe Expression GC-

reicher Gene in besonderem Mal3e geeignet.

(i1)) Durch die Ausbildung seines intracytoplasmatischen Membransystems (ICM) wird die
Membranoberfliche von R. capsulatus unter phototrophen Wachstumsbedingungen stark
vergrofert (Drews & Golecki, 1995). Diese Eigenschaft kann moglicherweise zur effektiven
Uberexpression von Membranprotein-kodierenden Genen ausgenutzt werden, da ihre

Genprodukte in grofBer Zahl unter Ausnutzung der hocheffizienten, wirtseigenen
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Prozessionsmaschinerie in ICM eingebettet werden konnen, ohne toxische Effekte

herbeizufiihren.

(iii) Die Membranen von Prokaryoten, Hefen und hoherer Eukaryoten unterscheiden sich in
ihrer Lipidzusammensetzung. Dadurch kann es ebenfalls zu Problemen bei der heterologen
Synthese von Membranproteinen kommen. So ist bekannt, dass bestimmte eukaryotische
Membranproteine funktional ausschlieBlich in Gegenwart von Lipiden synthetisiert werden
konnen, die im eukaryotischen Ursprungsorganismus zu finden sind (Wagner ef al., 2006). In
R.  capsulatus findet man die fiir Prokaryonten typischen Membranlipide
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol und Cardiolipin (Pucheu et al, 1997).
Interessanterweise synthetisiert R. capsulatus aber noch weitere Membranlipide wie das
Phosphatidylcholin (Russell & Harwood, 1979), welches auch in eukaryotischen Membranen
vorhanden ist. Somit ist R. capsulatus potentiell in der Lage, eukaryotische Membranproteine

zu synthetisieren, die auf das Vorhandensein von Phosphatidylcholin angewiesen sind.

(iv) Obwohl R. capsulatus bevorzugt unter anaeroben, phototrophen Bedingungen wéchst,
werden unter diesen Bedingungen vergleichsweise hohe Zellteilungsraten erreicht. So ist R.
capsulatus fir die heterologe Synthese von sauerstoffsensitiven Proteinen oder Enzymen, die
in Gegenwart von O, eine toxische Wirkung entwickeln oder die sauerstoffsensitiv sind,

besonders geeignet.

(v) In den meisten bislang etablierten Expressionssystemen werden viele Kofaktoren und
prosthetische Gruppen kaum oder gar nicht synthetisiert. R. capsulatus dagegen synthetisiert
unter phototrophen und diazotrophen Bedingungen eine Reihe solcher Komponenten, wie
zum Beispiel Him-Gruppen, Molybdén-Kofaktoren und verschiedene Eisen-Schwefel-Cluster
in groflen Mengen (Chevallet et al., 2003; De Smet et al., 2001b; Jeong & Jouanneau, 2000;
Lang ef al., 1996, Smart et al., 2004; Solomon et al., 1999; Wang et al., 1993). R. capsulatus
ist daher besonders fiir die Expression heterologer Proteine geeignet, die solche Kofaktoren
tragen. Dies hat bereits die heterologe Synthese von Sulfit:Cytochrom ¢ Oxidoreduktase
(SorAB) aus Starkeya novella (Kappler & McEwan, 2002), sowie von Flavocytochrom c aus
Purpurbakterien (De Smet et al., 2001a) eindeutig gezeigt.

Die einmalige Physiologie und Vernetzung von auBBergewoOhnlichen Stoffwechselleistungen

macht R. capsulatus jedoch nicht nur zu einem potenten Wirtsorganismus fiir die Synthese
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von Membranproteinen. Durch seine Féhigkeit anoxygene Photosynthese zu betreiben, ist R.
capsulatus in der Lage, Bakteriochlorophyll a und verschiedene Carotinoide als
Photopigmente zu generieren. Besonders Carotinoide sind heutzutage von groer Bedeutung,
da sie als Zusatzstoffe in pharmazeutischen Produkten, Kosmetika und Nahrungsmitteln
unersetzlich geworden sind. Die industrielle Synthese ist bislang jedoch auf wenige
Carotinoide beschrinkt und der Bedarf an neuartigen Bezugsquellen, auch biotechnologischer
Natur, wichst stetig, was R. capsulatus als carotinogenen Organismus auch in diesem

Zusammenhang besonders interessant macht.
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3  Funktion und industrielle Synthese von Carotinoiden

Bei Carotinoiden handelt es sich um eine Klasse von natiirlichen Farbstoffen mit
konjugiertem m-Elektronensystem und einem charakteristischen Absorptionsspektrum
zwischen 400 und 500 nm (Héader, 1999). Sie kommen hauptsédchlich in Chromoplasten und
Plastiden von Pflanzen und in Bakterien sowie in Pilzen vor (Harding & Shropshire Jr.,
1980). Man findet sie u. a. aber auch in der Haut, in der Schale und im Panzer von Tieren
sowie in Federn von Vogeln, im Eigelb und auch in der Makula des menschlichen Auges.
Dazu miissen die betreffenden Lebewesen allerdings farbstoffhaltiges pflanzliches oder
bakterielles Material aufnehmen, da Carotinoide nur von Bakterien, Pflanzen und Pilzen de

novo synthetisiert werden konnen (Singh & Cama, 1975).
3.1 Physiologische Aufgaben von Carotinoiden

Chemisch bestehen Carotinoide aus acht Isopreneinheiten, die unterschiedlich substituiert sein
konnen. Man unterscheidet (i) Carotine als reine Kohlenwasserstoffe und (ii) Xanthophylle
als sauerstofthaltige Carotinoidderivate (Wagner & Elmadfa, 2003).

In phototrophen Organismen, so auch in R. capsulatus, sind Carotinoide wichtiger Bestandteil
der Lichtsammelkomplexe der Photosysteme, so auch des Lichtsammelkomplexes II. Thre
primédre Aufgabe wihrend der Photosynthese ist es, die (Bakterio-) Chlorophyllmolekiile der
Lichtsammelkomplexe, die fiir die Absorption von Photonen verantwortlich sind, vor
Zerstorung durch Photooxidation zu schiitzen (Gléaser & Klug, 2005).

AuBerdem erweitern Carotinoide das Absorptionsspektrum von photosynthetischen
Organismen im blau-griinen Spektralbereich und sind teilweise am Energietransfer innerhalb
der Antennenkomplexe und Photosysteme beteiligt. Aus diesem Grund bezeichnet man
Carotinoide auch als akzessorische Pigmente (Armstrong, 1997; Demmig-Adams et al.,
1996).

Auch in nichtphotosynthetischen Organismen sind Carotinoide wichtig beim Schutz gegen
photooxidative Schiden, die durch Singulettsauerstoff verursacht werden. So bedienen sich
viele nichtphotosynthetische Bakterien oder Pilze des Schutzes von Carotinoiden, wenn sie in
Gegenwart von Licht und Sauerstoff wachsen. AuBBerdem haben Carotinoide grof3e Bedeutung
als Signal- und Lockfarbstoff und tragen haufig zur prachtigen Farbgebung vieler Tiere bei
(Wagner & Elmadfa, 2003).
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3.2 Alltigliche Verwendung von Carotinoiden

Eine wichtige Rolle spielen Carotinoide auch fiir die Erndhrung von Mensch und Tier. So
wird z. B. p-Carotin (Provitamin A) im tierischen Organismus zu Vitamin A (all-trans
Retinal) gespalten, tiber all-frams-Retinal in 11-cis Retinal isomerisiert und mit Opsin zum
Rhodopsin verbunden (Matsumoto & Yoshizawa, 2008). Dieses wiederum dient als
lichtempfindliches Sehpigment vieler Photorezeptoren wie in den Stibchen von
Wirbeltieraugen (Wald & Brown, 1958). Da Tiere jedoch keine Carotinoide de novo
synthetisieren konnen, ist die ausreichende Aufnahme aller benétigten Carotinoide essentiell.
Dies gilt selbstverstindlich auch fiir den Menschen. So findet man heute in vielen

Nahrungsmitteln Carotinoide als Zusatz- oder Farbstoffe.
3.2.1 Carotinoide als Nahrungserginzungsmittel und Kosmetikzusatz

Die prophylaktische Wirkung von Carotinoiden und deren Umwandlung in Vitamin A im
menschlichen Korper wird besonders deutlich wenn man sich vergegenwiértigt, dass Vitamin
A Mangel weltweit der Hauptgrund fiir Kinderblindheit ist. Global geschétzt leiden rund 800
Millionen Menschen an Vitamin-A-Unterversorgung bedingten Krankheitserscheinungen wie
Nachtblindheit (250 Mio. Menschen), Austrocknung der Augen (13,5 Mio. Menschen) oder
Vitamin-A-bedingter irreversibler  Blindheit (3,1 Mio. Menschen). Laut
Weltgesundheitsorganisation (WHO) stellt der Mangel an Vitamin A neben Eisen- und
Jodmangel das groBBte Mangelproblem in der ,,Dritten Welt* dar (Ohtsu, 2005).

In ,Industrieldndern” dagegen ist die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) eine der
schwersten Augenerkrankungen, bei der es zu zentralem Gesichtsfeldausfall kommt
(Berufsverband der Augenirzte Deutschlands e. V.). Die Krankheit ist bislang nicht
therapierbar, sodass der Prophylaxe eine besondere Bedeutung zukommt: Die Makula in der
Mitte der Netzhaut des menschlichen Auges weist die hochste Konzentration an
Photorezeptoren auf. Thre gelbe Pigmentierung stammt von Lutein und Zeaxanthin. Da die
Retina so aufgebaut ist, dass einfallendes Licht zuerst die Lutein- und Zeaxanthinschicht
passiert, bevor es auf die Photorezeptoren des Auges trifft, kann eine geniigende
Pigmentierung fiir den Schutz der Makula entscheidend sein. Weil die Pigmentdichte von
Lutein und Zeaxanthin im Auge von der Carotinoidmenge abhdngt, die mit der Nahrung
aufgenommen wird, dienen diese Pigmente als Nahrungsergidnzungsmittel und zur Prophylaxe
(Landrum et al, 1997). AuBerdem wirken viele Carotinoide als Antioxidanzien. In

besonderem Malle ist Lycopin in der Lage, Singulettsauerstoff und freie Radikale abzufangen
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und unschédlich zu machen. Epideminologische Studien zeigen, dass eine lycopinreiche Diét
eventuell die Haufigkeit gewisser Krebsformen reduzieren kann (Giovannucci, 1999; Rao &
Agarwal, 2000). So konnen Carotinoide zum Schutz der Haut beitragen und wirken, neben
dem verantwortungsbewussten Umgang mit Sonneneinstrahlung und Verwendung eines

Sonnenschutzmittels, als ,,innere Prophylaxe®.
3.2.2  Carotinoide als Lebensmittelfarbstoffe

Carotinoide finden auf Grund ihrer intensiven Farben auch weit verbreitet Anwendung als
Lebensmittelfarbstoffe. So erhohen verschiedenfarbige Lebensmittel den Genuss von Speisen,
ganz nach dem Motto: ,,Das Auge isst mit*. Da viele Lebensmittel heute nicht mehr im
eigenen Garten angebaut, sondern in Industriebetrieben verarbeitet oder zubereitet werden,
treten bei der Verarbeitung, beim Transport und bei der Lagerung unerwiinschte farbliche und
geschmackliche Verdnderungen auf. Weil sich die industriell hergestellten Lebensmittel
sowohl im physiologischen Gehalt als auch im Aussehen und Geschmack nach den
Bediirfnissen und Wiinschen der Konsumenten richten, kann auf Lebensmittelzuséitze nicht
mehr verzichtet werden. So werden Carotinoide als Zusatzstoffe u. a. in Margarine,
Speisedlen, Salatsaucen, Limonaden, Gebick, SiiBwaren, Kise, Suppen, Instant-Pulvern und
Milchprodukten wie Joghurt oder Eiscreme verwendet. Tabelle 2 fasst die Carotinoide
zusammen, die als Lebensmittelfarbstoffe mit ,,E-Nummer* in der Europdischen Union
zugelassen sind.

Tabelle 2: Auflistung der Carotinoide, die in der Européischen Union als Lebensmittelfarbstoffe zugelassen sind. Fiir die Zulassung
der neuer Lebensmittelfarbstoffe ist das Bundesinstitut fiir Risikobewertung in Berlin zustindig, bzw. der Wissenschaftliche

Lebenmittelausschuss der EU  (SCF). Zugelassene Lebensmittelfarbstoffe  tragen eine so genannte E-100-Nummer

(http://ec.europa.eu/food/fs/sfp/flav_index de.html).

Als Lebensmittelfarbstoff zugelassene Carotinoide E-Nummer
B-Carotin und Carotinoidgemische E-160a
Bixin, Norbixin, Annatto E-160b
Capsanthin, Capsorubin E-160c
Lycopin E-160d
B-Apo-8’-carotinal E-160¢
B-Apo-8’-carotinsdureethylester E-160f
Lutein E-161b
Canthaxanthin E-161f
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3.2.3 Carotinoide als Zusatzstoffe in Futtermitteln

Verschiedene Lebensmittel konnen jedoch nicht erst bei ihrer Verarbeitung mit Carotinoiden
versetzt werden. Daher ist es erforderlich, diese bereits dem Tierfutter beizumischen. Dies gilt
insbesondere fiir die Eidotter-, Gefliigel- und Lachspigmentierung.

So verleiht Astaxanthin dem Lachsfleisch seine charakteristische rosa Farbe (Bernhard,
1990). Beim Wildlachs stammt dieses Pigment aus Kleinkrebsen, die dem Fisch als Nahrung
dienen. Zuchtlachs hingegen, dem diese Krebse als natiirliche Nahrungsquelle nicht zur
Verfiigung steht, muss Astaxanthin als Zusatzstoff in das Futter beigemischt werden, da sein
Fleisch sonst eine unappetitliche grauliche Farbung annimmt. In Aquakulturen fiir
Regenbogenforellen sowie in Shrimpsfarmen kommt Astaxanthin ebenso als Futterzusatz
zum Einsatz.

Carotinoide sind auch fiir die Gelbfiarbung der Haut vieler Vogel verantwortlich. Die Tiere
speichern die Pigmente im Unterhautfettgewebe. Da in der Mastgefliigelhaltung weitgehend
auf natiirliches Futter verzichtet wird und statt dessen spezielles Schnellmastfutter zum
Einsatz kommt, werden auch hier Carotinoide als Futterzusatzmittel verwendet (hauptsichlich
B-Apo-8°-carotinsdureethylester und Canthaxanthin; Meyer, 2002). AuBerdem ldsst sich
durch Verabreichung von Carotinoiden die Dotterpigmentierung verdndern und den
Konsumentenwiinschen anpassen.

Um jedoch den enormen Bedarf an Carotinoiden im Weltmarkt bedienen zu konnen, reicht es
bei weitem nicht mehr aus, Carotinoide aus pflanzlichem Material zu extrahieren. Daher ist

die industrielle Synthese unumginglich.
3.3 Industrielle Synthese von Carotinoiden

Bis heute wurden mehr als 700 verschieden Carotinoide aus natiirlichen Quellen isoliert
(Meyer, 2002). Die groften Carotinoidmengen in der Natur werden dabei in
photosynthetischen Geweben von Pflanzen und Algen gebildet. Von den vielen natiirlich
vorkommenden Carotinoiden werden bislang jedoch nur acht industriell hergestellt. Dabei
handelt sich um die fiinf symmetrischen Carotinoide Lycopin [1], p-Carotin [2], Zeaxanthin
[3], Astaxanthin [4] und Canthaxanthin [5] sowie um die drei Apocarotionoide Citranaxanthin
[6], B-Apo-8°-carotinsdureethylester [ 7] und B-Apo-8°-carotinal [8] (Abbildung 3).

Fiir industrielle Synthesen miissen die Bausteine fiir diese Carotinoide aus giinstigen, gut
zuginglichen Grundstoffen wie Acetylen, Aceton, Isobutylen oder Isopren hergestellt werden

konnen. Totalsynthesen von Carotinoiden sind daher notwendigerweise Vielschritt-
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Synthesen. Da die Investitionskosten fiir eine Totalsynthese daher sehr hoch sind, ist sie vom
wirtschaftlichen Standpunkt unattraktiv. So findet man kaum Unternehmen, die Carotinoide
mittels Totalsynthese herstellen. Mehr als ¥4 des Weltmarkts werden von der BASF AG und
der DSM bedient (Meyer, 2002).

Um den steigenden weltweiten Bedarf an Carotinoiden jedoch auch in Zukunft decken zu
konnen, ist man auch auf alternative Synthesewege angewiesen. Dabei stellt die
biotechnologische Produktion eine wirtschaftlich interessante und umweltfreundliche

Alternative dar.

NN

Lycopin [1]

NN

p-Carotin [2]

NN

Zeaxanthin
[3]

(WOH®

¢ Astaxanthin [4] B-Apo-8'-carotinal [8]

Abbildung 3: Industriell hergestellte Carotinoide. Von den bislang bekannten iiber 700 natiirlich vorkommenden Carotinoiden werden
nur acht industriell hergestellt. Es handelt sich dabei um die fiinf symmetrischen Carotinoide Lycopin [1], B-Carotin [2], Zeaxanthin [3],
Astaxanthin [4] und Canthaxanthin [5] sowie um die drei Apocarotinoide Citranaxanthin [6], f-Apo-8°-carotinsdureethylester [7] und B-Apo-

8°-carotinal [8].

Neben der Produktion von homologen Carotinoiden in Algen bietet die Synthese von
Carotinoiden in geschlossenen, genetisch gut manipulierbaren bakteriellen Systemen die
Moglichkeit, das bislang industriell zur Verfiigung stehende Carotinoidspektrum betrdchtlich
Zu erweitern.

So existieren bereits genetisch manipulierte E. coli Stamme, die in der Lage sind, Carotinoide,
wie z. B. Zeaxanthin zu synthetisieren (Ruther ez al., 1997). Das Problem dabei ist jedoch,
dass alle Gene des Carotinoidsynthesewegs von der Isoprenoidsynthese an genetisch in das
Bakterium eingebracht werden miissen, was bei der anschlieBenden Synthese zu erheblichem
zelluldren Stress und niedrigen Ausbeuten fiihrt. Ein weiteres Problem bei der Synthese von

Carotinoiden in E. coli ist, dass fiir die lipophilen Carotinoide nicht genug
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Membranoberfldche zur Verfiigung steht, in die sie inserieren konnen, was die Ausbeute
weiter senkt. Aus diesem Grund bietet sich fiir die Synthese von Carotinoiden das
phototrophe Bakterium R. capsulatus an, das auf Grund seiner bereits beschriebenen
physiologischen Besonderheiten zum einen bereits Carotinoide synthetisiert und zum anderen
eine im Vergleich zu E. coli enorm vergroflerte Membranoberflache zur Aufnahme von

Carotinoiden besitzt.
3.4 Carotinoidbiosynthese in R. capsulatus

Isopentylpyrophosphat (IPP) ist der zentrale Ausgangsmetabolit fiir die Synthese von
Carotinoiden in R. capsulatus (Hahn et al., 1996). Drei solcher IPP-Molekiile und ein
Molekiil des IPP-Tautomers Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) kondensieren in mehreren
sukzessiven Reaktionen zu Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Diese Synthese ist in den
meisten carotinogenen Organismen hoch konserviert (Bartley et al., 1990).

Im weiteren Verlauf der Carotinoidbiosynthese in R. capsulatus (Abbildung 4, orange
unterlegt) werden anschlieend zwei GGPP-Einheiten zu Phytoen kondensiert, welches in
mehreren Schritten zu Neurosporen desaturiert wird. Aus biotechnologischer Sicht ist
Neurosporen ein besonders interessantes Carotinoid, da es Vorstufe vieler weiterer
Carotinoide ist (Abbildung 4, grau unterlegt). Physiologisch wird Neurosporin in R.
capsulatus in mehreren Reaktionsschritten zu Spheroiden hydroxyliert und desaturiert.
Spheroiden ist das Hauptcarotinoid in R. capsulatus, welches in Gegenwart von Sauerstoff
jedoch weiter zu Spheroidenon oxydiert werden kann. Abbildung 4 zeigt schematisch den
Carotinoidsyntheseweg in R. capsulatus sowie verschiedene Carotinoide, die sich von den

Intermediaten des Synthesewegs ableiten.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Carotinoidbiosynthese in R. capsulatus. Orange unterlegt ist die Carotinoidbiosynthese in

R. capsulatus, ausgehend von der Isoprenoidbiosynthese bis zum Hauptpigment Spheroiden und dessen Oxidationsprodukt Spheroidenon.

Das Intermediat Neurosporen hat im Biosyntheseweg einen besonderen Stellenwert, da es Ausgangspunkt fir eine Vielzahl weiterer

wichtiger natiirlicher Carotinoide ist (grau unterlegt).
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4  Zielsetzung

Voraussetzung fiir die Synthese heterologer Membranproteine in dem phototrophen
Organismus R. capsulatus 1ist ein etabliertes Expressionssystem, das die heterologe
Uberexpression beliebiger Zielgene unter phototrophen Wuchsbedingungen erlaubt. Ein
solches Expressionssystem wurde mit dem Expressionsvektor pRhotHi-2, der die
Zielgenexpression unter der Kontrolle des T7-Promotors aus dem T7-Phagen erlaubt, und
dem Expressionsstamm R. capsulatus B10S-T7 realisiert (Drepper et al., 2008). Dieser
Expressionsstamm tridgt das T7-RNA-Polymerasegen als stabile chromosomale Integration
unter der Kontrolle des Promotors des Fruktoseoperons (Pjs,). Die Funktionalitdt dieses
Systems wurde bereits mit loslichen Testproteinen unter Beweis gestellt (Katzke ef al., in

Vorbereitung).

Mit Hilfe dieses Systems sollte untersucht werden

1) inwieweit R. capsulatus unter photoheterotrophen Anzuchtbedingungen in der
Lage ist, wirtsfremde Membranproteine unterschiedlicher Herkunft und Struktur
zu exprimieren. Dazu wurden Expressionsstudien mit ausgewéhlten Beispielgenen
auf der Ebene der Transkription, Proteinakkumulation und Proteinlokalisation
durchgefiihrt. Bei diesen Beispielgenen handelte es sich um die Gene der
Arabinofuranosyltransferasen affA und emb aus Corynebacterium glutamicum, der
Squalenepoxidase aus Stigmatella aurantiaca, dem Bacterioopsin aus
Halobacterium salinarum und dem Gen des Ethyleninsensitivprotein 2 aus
Arabidopsis  thaliana. Als Referenzstimme wurden die beiden E. coli
Expressionsstimme BL21(DE3) und C43(DE3) verwendet. AuBerdem sollte
dadurch uberpriift werden, inwieweit sich Unterschiede bei der Expression der

ausgewihlten Gene in E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) zeigen.

i1) ob R. capsulatus wéhrend der heterologen Synthese von Membranproteinen in der
Lage ist, diese in seine Photosynthesemembran einzubauen. Dabei sollten die
Fragestellungen beantwortet werden, ob die Proteine des Rhodobacter-
Photosystems verdrangt werden und ob dies anhand der verdnderten Absorption
der photosynthetischen Membranen messbar ist. Aulerdem sollte geklart werden,

ob gezielt die Vesikel des intracytoplasmatischen Membransystems von R.
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iii)

capsulatus isoliert werden konnen und ob sie sich in Hinblick auf ihre
strukturellen Merkmale durch den Einbau unterschiedlicher heterologer

Membranproteine voneinander unterscheiden.

welche Proteinausbeuten mit dem R. capsulatus Expressionssystem erzielt werden

konnen.

welchen Einfluss die Lichtqualitdt auf das photoheterotrophe Wachstum von R.
capsulatus hat. Dazu sollte der Fragestellung nachgegangen werden, mit Licht
welcher Wellenldnge R. capsulatus kultiviert werden kann und welchen Einfluss
dies sowohl auf das Zellwachstum als auch auf den Photopigmentgehalt, speziell

auf den Gehalt der Carotinoide hat.
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I Material und Methoden

1

Bakterienstimme

1.1 Escherichia coli Stimme

Tabelle 3: Genotypen der verwendeten E. coli Stimme. Nomenklatur nach Bachmann, 1990.

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

DH5a F, ¢80dlacZAM1S5, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, | Hanahan, 1983
hsdR17(rk’, mk"), phoA, supE44, X, thi-1, gyrAB, rel41

BL21(DE3) F', ompT, hsdSp(rgmg), gal, dem, A(Its857, indl, Sam7, nin5, | Studier & Moffatt, 1986
lavUV5-T7genel)

C43(DE3) BL21(DE3)-Derivat mit mindestens einer weiteren, nicht Miroux & Walker, 1996
charakterisierten Mutation

S17-1 Ec294::[RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)], pro, res, recA, Tp', Sm" Simon ef al., 1986

1.2 Rhodobacter capsulatus Stimme

Tabelle 4: Genotypen der verwendeten R. capsulatus Stimme.

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz
B10S Spontane Sm'-Mutante des R. capsulatus B10 Klipp et al., 1988
B10S-T7 B10S, recA::(Py>T7 Gm") Drepper et al., 2008

2

Vektoren und rekombinante Plasmide

2.1 Vektoren

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Vektoren.

Vektorplasmid

Relevante Eigenschaften

Referenz

pSVB10

pUCS, lacZ bla (MCS pCSV03)

Arnold & Piihler, 1988
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Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Vektoren mit weitem Wirtsbereich.

Vektoren mit weitem Wirtsbereich

Relevante Eigenschaften

Referenz

pRhokHi-2

pRhotHi-2

pBBRI1mcs (rep mob Cm"), pET22b (MCS,
pelB), pBSL15 (aphll) Orientierung I, Pr;

pBBRI1mcs (rep mob Cm"), pET22b (MCS,
pelB), pBSL15 (aphll) Orientierung 11, Pr;

Drepper et al., 2008

Drepper et al., 2008

2.2 Rekombinante Plasmide

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten rekombinanten Plasmide.

Rekombinante

Plasmide

Relevante Eigenschaften

Referenz

pRhotHi-2-bop

pRhotHi-2-sgep

pRhotHi-2-afiA

pRhotHi-2-emb

pET21a/28c-EIN2

pRhotHi-2-EIN2-
MB

pRhotHi-2-EIN2

788 bp Fragment (Ndel-bop-Xhol) in Ndel und Xhol von

pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll Orientierung 11

1382 bp Fragment (Ndel-sgep-Xhol) in Ndel und Xhol von

pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll Orientierung 11

2032 bp Fragment (Ndel-aftA-Xhol) in Ndel und Xhol von

pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll Orientierung 11

3440 bp Fragment (Ndel-emb-Xhol) in Ndel und Xhol von

pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll Orientierung 11

pET21a mit verédnderter MCS (Xbal-pET28c-Nhel), EIN2

2131 bp Fragment (Ndel-EIN2-MB-Bcll) in Ndel und BamHI von
pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll Orientierung 11

3577 bp Fragment in pRhotHi-2; Expressionsvektor; aphll

Orientierung 11

Bernds, 2006

Kucz, 2005

Seidel, IBT-1, Jiilich

Forschungszentrum

Seidel, IBT-1, Jiilich

Forschungszentrum

Allekotte, Biochem.

Pflanzenphysiologie,
HHU Diisseldorf

diese Arbeit

diese Arbeit

3  Oligonukleotide und Sequenzierungen

3.1 Verwendete Oligonukleotide

Als Startermolekiile (Primer) fiir Polymerasekettenreaktionen (PCR, 1I-12.5) wurden die in

Tabelle 8 aufgefiithrten Oligonukleotide verwendet. Diese wurden von MWG-Biotech AG

(Ebersberg) bezogen.
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Tabelle 8: Als Primer verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz (5°—37) [;rén] L[?;;%e Verwendung
Up-Primer, reverse Transkription und
aphll-RTup | GAACTGTTCGCCAGGCTCAA | 59,7 | 20 | real-time-PCR-Analyse von aphll zur
Transkriptionskontrolle und Bestim-
mung der Plasmidkopienzahl
Down-Primer, reverse Transkription
aphlI-RTdn GAAAAGCGGCCATTTTCCAC | 57,3 20 und real—tim?-PCR-Analyse von aphll
zur Transkriptionskontrolle und Be-
stimmung der Plasmidkopienzahl
GGCAGTTGCTGCTTCTGTGT Up-Primer, reverse Transkription und
aftA-RTup TAGT 64.1 24 real-time-PCR-Analyse von aftA
GAATTCATCGCCAAGATAAT Down-Primer, reverse Transkription
aftA-RTdn GCAG 64,0 24 und real-time-PCR-Analyse von aftA
GAAGGTCTACTCGTACCGCT Up-Primer, reverse Transkription und
bop-RTup TCGT 64.1 24 real-time-PCR-Analyse von bop
TACGCAGTACTTTGAACGTG Down-Primer, reverse Transkription
bop-RTdn GATG 63.4 24 und real-time-PCR-Analyse von bop
GAAGCAGTAAACAACGCCT Up-Primer, reverse Transkription und
emb-RTup ACGAA 638 24 real-time-PCR-Analyse von emb
TGGATGGTTTCAAGGTTGAT Down-Primer, reverse Transkription
emb-RTdn GTCT 64,0 24 und real-time-PCR-Analyse von emb
EIN2-MB- AATATCGAAGGAGGTGCTC Up-Primer, reverse Transkription und
640 24 | P b
Rtup GTTTC ’ real-time-PCR-Analyse von E/N2-MB
Down-Primer, reverse Transkription
g{l{\cflzn_MB_ giéiCCAAGTGTTTACCAGT 64,0 24 und  real-time-PCR-Analyse  von
EIN2-MB
RTu AATCCCTTCGGGAAAGTCTC 63.9 23 Up-Primer, reverse Transkription und
5qep p AAC ’ real-time-PCR-Analyse von sqep
RTd CTGAATGGAGAACGCCTGAT 63.5 24 Down-Primer, reverse Transkription
sqep- n AGAG ’ und real-time-PCR-Analyse von sgep
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3.2 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden als Auftragsarbeit von der Firma Sequiserve GmbH

(Vaterstetten) durchgefiihrt.

4 Nihrmedien und Zusitze

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Medien 20 min bei 200 kPa und 121 °C
autoklaviert. Hitzelabile Komponenten wurden sterilfiltriert (Millipore-Membranfilter mit

einem Porendurchmesser von 0,2 pm) und dem Medium nachtrédglich zugesetzt (T < 60 °C).

4.1 Nihrmedien

4.1.1 E. coli LB-Fliissigmedium (nach Sambrook et al., 1989)

Trypton 10,0 g
NaCl 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
A. dest. ad 1000 ml

Um die basale Genexpression zu unterbinden, wurde dem LB-Medium fiir Uberexpressionen
mit den Bakterienstimmen E. co/i BL21(DE3) und C43(DE3) Glukose (4,0 g ad 1000 ml LB-

Medium) zugesetzt.
4.1.2  E. coli LB-Agar

Agar 15,0 ¢g
LB-Fliissigmedium ad 1000 ml

4.1.3 E. coli Autoinduktionsmedium / TB-Medium (nach Schulz, 2008)

Caseinhydrolysat 120¢g
Hefeextrakt 240¢g
Glycerol 50¢g
100 mM Phosphat-Puffer (pH 7,0) ad 890 ml
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Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium 100 ml sterile Laktoselosung (20 g/1) sowie

10 ml sterile Glukoselosung (50 g/1) zugegeben.

Der Phosphatpuffer (pH 7,0) wurde wie folgt angesetzt:

KH2PO4 81,3 g
KzHPO4 78,7 g
A. dest. ad 500 ml

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und anschlieend sterilfiltriert.

4.1.4  E. coli a-Komplementations-Agar (nach Sambrook et al., 1989)

100 mM IPTG in 70 % (v/v) Ethanol 1 ml
2 % (w/v) X-Gal in DMF 5 ml
LB-Agar 300 ml

IPTG und X-Gal wurden vor Gebrauch frisch angesetzt.
4.1.5 R capsulatus PY-Agar

Agar 150¢g
PY-Flissigmedium ad 1000 ml

4.1.6  R. capsulatus PY-Fliissigmedium (nach Sambrook et al., 1989)

Bacto Pepton 10,0 g
Hefeextrakt 0,5¢
1 M MgCl, 2,0 ml
1 M CaCl, 2,0 ml
0,5 % (w/v) FeSO4-HCl 2,4 ml
A. dest. ad 1000 ml

Zur Herstellung der 0,5 % (w/v) FeSO4HCI-Losung wurden 0,5 % (w/v) FeSO4 und 1 ml
32 %-ige Salzsdure ad 200 ml A. dest. gegeben.
Die Zusidtze MgCl,, CaCl, und FeSO4HCl wurden sterilfiltriert (II-4) und nach dem

Autoklavieren zum Medium zugegeben.
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4.1.7  R. capsulatus RCV-Minimalmedium (nach Weaver ef al., 1975)

10 % (w/v) DL-Malat, pH 6,8 40,0 ml
20 % (w/v) MgSOg4 1,0 ml
7,5 % (w/v) CaCl, 1,0 ml
1 % (w/v) Na,-EDTA 2,0 ml
0,5 % (w/v) FeSO4-HCl 2,4 ml
0,1 % (w/v) Thiamin 1,0 ml
Spurenelement-Losung 1,0 ml
1 M Phosphat-Puffer, pH 6,8 9,6 ml
A. dest. ad 990 ml

Der Phosphatpuffer (pH 6,8) wurde sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugegeben.
RCV-Minimalmedium wurde mit zwei unterschiedlichen Stickstoffquellen verwendet. Fiir
ammoniumhaltiges RCV-Medium (RCV+N) wurden 10 ml steriles 10 %-iges (W/v)
(NH4)2SO4 zu 990 ml RCV-Medium gegeben. Fiir serinhaltiges RCV-Medium (RCV+S)
wurden 10 ml steriles 10 %-iges (w/v) Serin zu 990 ml RCV-Medium gegeben.

Die Spurenelement-Losung fiir RCV-Medien wurde wie folgt angesetzt:

MnSO4-H,O 0,40 g
H;BO; 0,70 g
Cu(NOs),:3H,0 0,01 ¢g
ZnS047H,0 0,06 g
NaMoO4-2H,0 0,02 g
A. dest. ad 250 ml

Der Phosphatpufter (pH 6,8) wurde wie folgt angesetzt:

KH,PO,4 81,3 ¢
K>,HPO, 78,7 g
A. dest. ad 500 ml

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 6,8 eingestellt und anschlieBend sterilfiltriert.
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4.2 Antibiotika

Tabelle 9: Verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Konzentration in Konzentration in
E. coli-Medien [pg/ml] R. capsulatus-Medien [pg/ml]
Ampicillin (Ap) 100,0 —
Kanamycin (Km) 50,0 25,0
Streptomycin (Sm) — 200,0
Tetracyclin (Tc) 10,0 1,5 (PY-Medium)
0,25 (RCV-Medium)

5 Antiseren, Enzyme und Chemikalien

5.1 Verwendete Antiseren

Antiserum Bezugsfirma

Anti-His-(C-term)-Antikorper Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

5.2 Verwendete Enzyme

Enzym Bezugsfirma

Pfu-Polymerase Isoliert und gereinigt im IMET

Ribonuklease A Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH
(Seelze)

T4-DNA-Ligase Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Phusion High-Fidelity-DNA-Polymerase New England Biolabs GmbH (Frankfurt)

RNase-freie DNase Qiagen GmbH (Hilden)

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen sowie deren zugehorige
Enzympuffer wurden von den Firmen Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) und New England

Biolabs GmbH (Frankfurt/Main) bezogen.
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5.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie

Bezugsfirma

B-Mercaptoethanol

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid,
X-Gal

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Losung
Agar-Agar

Agarose

Amidoschwarz

Ammoniumperoxodisulfat, APS

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Adenosintriphosphat, ATP

Borséure

Bromphenolblau, BPB
Calciumchlorid

Coomassie Brilliant Blau

D-Glukose
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
Dimethylformamid, DMF
Dimethylsulfoxid, DMSO
Dinatriumcarbonat
Dinatriumethylendiamintetraacetat, Na,-EDTA
DL-Malat
Eisen-(II)-sulfat-Heptahydrat
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerol

Hefeextrakt
Isopropyl-p-D-Thiogalactosid, IPTG
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Kupfernitrat-Trihydrat

L-Glycin

Sigma

Sigma

Roth

Gibco BRL, Invitrogen
Roth, Gibco BRL
Merck

Roth

Merck
Serva
Fermentas
Merck
Serva
Merck
Serva
Sigma
Calbiochem
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Roth
Sigma
Riedel de Haén
Gibco BRL
Biomol
Merck
Roth
Merck
Serva
Merck
Roth
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Chemikalie

Bezugsfirma

L-Serin

Laktose
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Manganchlorid
Mangansulfat-Hydrat

Methanol
N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin, TEMED
Natrimdodecylsulfat, SDS
Natriumformiat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriummolybdat-Dihydrat

Pepton

Polyethylenglycol, PEG
Polyoxyethylensorbitolmonolaurat, Tween
Rubidiumchlorid

Saccharose

Salzsdure

Streptomycin

Tetracyclin

Thiamin
Trishyroxymethylaminomethan, Tris
Trypton

Zinksulfat-Heptahydrat

Calbiochem
Roth
Calbiochem
Merck
Merck
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Merck
Roth
Merck
BD
Roth
Roth
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Serva
Sigma
Biomol
Sigma

Merck

Alle aufgefiihrten Chemikalien wurden in ausreichender Reinheit fiir molekularbiologische

Arbeiten von den angegebenen Firmen bezogen.

Nicht

aufgelistete,

allgemeine

Verbrauchschemikalien wurden in entsprechender Reinheit von den Firmen Sigma, Roth,

Merck, Serva, Calbiochem und Riedel de Haén bezogen.
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6  Puffer und Losungen
6.1 Puffer und Losungen zur DNA-Isolierung

Tris
Tris-Puffer wurde je nach Verwendungszweck mit konzentrierter HCI auf pH-Werte zwischen

6,8 und 8,8 eingestellt.

Mix I (pH 8,0)

Tris 50 mM
Nay,-EDTA 10 mM
Mix I

NaOH 200 mM
SDS 1 % (w/v)
Mix Il

Kaliumacetat 3M
Natriumformiat 1,8 M
TE-Puffer (nH 8,0)

Tris 10 mM
Na,-EDTA 1 mM

6.2 Puffer und Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer

Tris 89 mM
Borsédure 89 mM
Na,-EDTA 2,5 mM

DNA-Probenpuffer

Na,-EDTA 100 mM
Glycerol 43 % (v/v)
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)
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DNA-Molekulargewichtsstandard ,, O ’RangeRuler 50 bp DNA Ladder ‘* (Fermentas)
1000; 950; 900; 850; 800; 750; 700; 650; 600; 550; 500; 450; 400; 350; 300; 250; 200; 150;
100; 50 bp.

Zur besseren Orientierung heben sich die Banden bei 1000, 500 und 200 bp im Agarosegel

durch eine héhere DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

DNA-Molekulargewichtsstandard ,, GeneRuler 100 bp DNA Ladder“ (Fermentas)
1000; 900; 800; 700; 600; 500; 400; 300; 200; 100 bp.

Zur besseren Orientierung hebt sich die Bande bei 500 bp im Agarosegel durch eine hohere

DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

DNA-Molekulargewichisstandard ,, GeneRuler 1kb DNA Ladder (alt) * (Fermentas)
10000; 8000; 6000; 5000; 4000; 3500; 3000; 2500; 2000; 1500; 1000; 750; 500; 250 bp.

Zur besseren Orientierung heben sich die Banden bei 3000 und 2000 bp im Agarosegel durch

eine hohere DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

DNA-Molekulargewichtsstandard ,, GeneRuler 1kb DNA Ladder (neu)* (Fermentas)
10000; 8000; 6000; 5000; 4000; 3500; 3000; 2500; 2000; 1500; 1000; 750; 500; 250 bp.

Zur besseren Orientierung heben sich die Banden bei 6000, 3000 und 1000 bp im Agarosegel

durch eine héhere DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

6.3 Puffer und Losungen zur Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Magnesium-Mix
MgCl, 500 mM
MgSOy4 500 mM

Transformationspuffer (TMF)

CaCl, 100 mM
RbCl, 50 mM
MnCl, 40 mM
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6.4 Puffer und Loésungen zur Proteinisolierung und SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SP-Puffer

Dikaliumhydrogenphosphat 40 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 22 mM
Natriumchlorid 150mM

Zusitzlich wurde dem Puffer Proteaseinhibitor Complete EDTA-frei nach Herstellerangaben

zugegeben.

SDS-Probenpuffer (nH 6,8)

Tris 50 mM
Glycerol 10 % (v/v)
SDS 4 % (W/v)
B-Mercaptoethanol 2 % (v/v)
Bromphenolblau 0,03 % (w/v)

Protein-Grofenstandard ,, PageRuler Prestained Protein Ladder‘ (Fermentas)

170; 130; 100; 72; 55; 40; 33;24; 17; 11 kDa

Zur besseren Orientierung ist die 72 kDa Bande rot geférbt.

Protein-Grofenstandard ,, Precision Plus Protein Dual Color Standard‘ (Bio-Rad)
250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15; 10 kDa

Zur besseren Orientierung sind die 75 und 25 kDa Banden rot gefirbt.

Coomassie-Blau-Férbelosung

Methanol 25 % (v/v)
Essigsédure 10 % (v/v)
Coomassie Brilliant Blue 0,2 % (w/v)

Zusitzlich wurde ,,Bio-Safe Coomassie Stain“-Farbelosung der Firma Bio-Rad Laboratories

GmbH (Miinchen) verwendet.
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Entfdrber-Losung
Methanol 5% (v/v)

Essigsédure 7 % (V/V)

6.4.1 Spezielle Puffer und Losungen zur Proteinisolierung und SDS-PAGE bei
Verwendung des Mini-PROTEAN Gelkammersystems der Firma Bio-Rad

10-fach Elektrophorese-Puffer (pH 8,8)

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
A. dest. ad 1000 ml

4-fach Sammelgelpuffer (nH 6,8)
Tris 0,5M
A. dest. ad 200 ml

4-fach Trenngelpuffer (pH 8,8)
Tris 1,5M
A. dest. ad 200 ml

SDS-Quick-Trenngel (fiir 3-4 Mini-Gele)

Acrylamid/Bisacrylamidgehalt 15% 10 %
4-fach Trenngelpuffer 2,500 ml 2,500 ml
87 % (v/v) Glycerol 3,150 ml 4,400 ml
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Losung 3,750 ml 2,500 ml
10 % (w/v) SDS 0,100 ml 0,100 ml
10 % (w/v) APS 0,075 ml 0,075 ml
TEMED 0,015 ml 0,015 ml
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SDS-Quick-Sammelgel (fiir zwei Mini-Gele)

Acrylamid/Bisacrylamidgehalt 4 %
4-fach Sammelgelpuffer 1,2500 ml
A. dest. 3,1500 ml
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Losung 0,7150 ml
10 % (w/v) SDS 0,0500 ml
10 % (w/v) APS 0,0500 ml
TEMED 0,0035 ml

6.4.2  Spezielle Puffer und Ldsungen zur Proteinisolierung und SDS-PAGE bei

Verwendung des XCell Sure Lock Systems der Firma Invitrogen

1-fach NuPAGE SDS-Laufpuffer
NuPAGE SDS Running Buffer (20x) 50 ml
A. dest. ad 1000 ml

6.5 Puffer und Losungen fiir das Immunoblotting (Western Blot)

20-fach TBS-Puffer (pH 8,0)

Tris 25 mM
NaCl 150 mM
KCl 3 mM
TBST-Puffer

Tween 20 in 1-fach TBS-Puffer 0,2 % (v/v)

Farbelosung fiir die PVDF-Membran

Amidoschwarz 0,1 % (w/v)
Methanol 45 % (v/v)
Essigsédure 10 % (v/v)
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6.5.1 Spezielle Puffer und Losungen fiir das Immunoblotting bei Verwendung des

Mini-PROTEAN Gelkammersystems der Firma Bio-Rad

10-fach Dunn-Carbonat-Puffer (pH 9,45) (nach Dunn, 1986)

NaHCO; 10 mM
N32CO3 3 mM
Methanol 20 % (v/v)

6.5.2  Spezielle Puffer und Losungen fiir das Immunoblotting bei Verwendung des

XCell Sure Lock Systems der Firma Invitrogen

1-fach Transferpuffer
NuPAGE Transfer Buffer (20x) 50 ml
A. dest. ad 1000 ml

7  Reaktions- und Nachweis-,,Kits*

Reaktions-/Nachweis-,, Kit Bezugsfirma

ECL Western Blotting Detection System Amersham Biosciences Europe GmbH
(Freiburg)

HiSpeed Plasmid Mini Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

HiSpeed Plasmid Midi Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

DNesay Blood & Tissue Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

Quanti-Tect SYBR-Green one step RT-PCR Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

Perfectprep Gel Cleanup Kit Eppendorf AG (Hamburg)

omnipure-OLS DNA-Gelextraktions Kit OMNI Life Science GmbH (Hamburg)

RQ1 RNase-free DNase Kit Promega GmbH (Mannheim)

Real Master Mix SYBR ROX Kit 5 Prime GmbH (Hamburg)

8 Sonstige Materialien und Geriite

Besondere Laborgerite, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in den
folgenden Methoden-Beschreibungen erwdhnt. Alle nicht ausdriicklich erwdhnten Geréte

entsprechen den allgemeinen Laborstandards.
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9  Mikrobiologische Methoden

9.1 Anzucht von Bakterien
9.1.1 Anzucht von E. coli

E. coli wurde, wenn nicht anders angegeben, auf LB-Agarplatten (II-4.1.2) oder in LB-
Fliissigmedium (II-4.1.1) unter Selektionsdruck bei 37 °C kultiviert. Ubernachtkulturen (UK)
wurden fiir mindestens 16 h inkubiert.

Kulturen bis zu einem Volumen von 5 ml wurden in Reagenzgldsern auf einem Brutroller
(160 UpM, II-8), grofere Kulturen in Erlenmeyerkolben (Kulturvolumen max. 1/10 des
Gefdlvolumens) auf einem Inkubationsschiittler (120 UpM, II-8) angezogen.

Vorkulturen wurden entweder mit Einzelkolonien von Stamm- bzw. Transformationsplatten
oder mit 1/500 Volumen aus einer Gefrierkultur inokuliert. Hauptkulturen wurden mit einer
UK auf eine Zelldichte angeimpft, die einer 0.D.sgp von 0,05 entsprach.

Die Zelldichte einer Kultur wurde durch Triibungsmessung mit Hilfe eines
Spektralphotometers (II-8) bei einer Wellenldnge von 580 nm gemessen (0.D.ssp = 1
entspricht ca. 2x10° Zellen pro ml Kultur).

Fiir Gefrierkulturen wurden 1,8 ml einer UK mit 138 ul DMSO vermischt und bei -80 °C
gelagert.

9.1.2 Induzierte Genexpression in E. coli

Zur Expression T7-Promoter-kontrollierter Gene in Expressionsplasmiden in E. coli
BL21(DE3) und C43(DE3) wurden die Zellen bei 37 °C unter Selektionsdruck in LB-
Glukose-Medium (I1-4.1.1) unter Agitation (120 UpM) bis zu einer Zelldichte inkubiert, die
einer 0.D.sgp von 0,5 entsprach. Die Induktion der Expression erfolgte dann durch Zugabe von
IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM bevor die Zellen {iber Nacht unter den genannten
Bedingungen inkubiert wurden.

Alternativ.  wurden die entsprechenden  Kulturen unter  Selektionsdruck in
Autoinduktionsmedium (II-4.1.3) {iber Nacht bei 37 °C und Agitation (120 UpM) inkubiert.
Dabei erfolgte die Genexpression automatisch, nachdem die im Medium vorhandene Glukose
metabolisiert wurde und der Stoffwechsel der Zellen auf die aktive Aufnahme von Laktose
durch die B-Galaktosid-Permease (codiert durch /acY) umgestellt wurde. Laktose induziert

intrazelluldr die Expression der T7-RNA-Polymerase.

37



Material und Methoden

Durch die Menge der Glukose im Autoinduktionsmedium wurde der Zeitpunkt der Induktion

gesteuert.

9.1.3 Phototrophe Anzucht von R. capsulatus unter Starklichtbedingungen (nach
Klipp et al., 1988)

R. capsulatus wurde vorzugsweise anaerob im Licht (photoheterotroph) angezogen. Die
anaerobe Anzucht erfolgte als Einzelkolonieausstrich auf Festmedium (II-4.1.5) in einem
speziellen Anaerob-Inkubationstopf unter Verwendung des ,,Gas-Pack Anaerobic-Systems
(BD). Fliissigkulturen wurden in Minimalmedium (II-4.1.7) in gasdicht verschliebaren
Rohrchen (Hungates, bis 10 ml Kulturvolumen) oder Schottflaschen (bis 1000 ml
Kulturvolumen), die mit Hilfe eines im Deckel befindlichen Septums mit Argon bzw.
Stickstoff begast werden konnten, angezogen. Unter diesen Wuchsbedingungen wurde R.
capsulatus fur drei Tage im Licht inkubiert.

Lichtquelle waren entweder sechs Glithbirnen a 60 W (Firma Osram, ca. 2500 lux) oder mit
Leuchtdioden bestiickte Platinen der Firma Insta GmbH, Liidenscheid. Diese ermoglichten die
Anzucht bei exakt definierten Wellenldngen von 460 nm bzw. 856 nm (I1-14.2).

Die Zelldichte von R. capsulatus Kulturen wurde durch Triibungsmessung mit Hilfe eines
Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 660 nm gemessen (0.D.gs0 = 1 entspricht ca.

3x10® Zellen pro ml Kultur).
9.1.4  Aerobe Anzucht von R. capsulatus im Dunkeln

Die Inkubation von R. capsulatus Einzelkolonieausstrichen konnte auBlerdem unter aeroben
Bedingungen im Brutschrank (30 °C, im Dunkeln) erfolgen. Mit Zellmaterial von anaerob
angezogenen Plattenkulturen konnte R. capsulatus auch aerob in Fliissigmedium kultiviert
werden. Die Inkubation erfolgte in einem Reagenzglas iiber Nacht, bei 30 °C und 300 UpM
(IT-8) im Dunkeln auf einem Brutroller.

R. capsulatus-Stammplatten wurden bei Raumtemperatur als Einzelkolonieausstriche im

Dunkeln gelagert.
9.2 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA (nach Hanahan, 1983)
9.2.1 Herstellung chemisch transformationskompetenter E. coli Zellen

LB-Medium (I1-4.1.1) wurde mit 0,04 Volumen Magnesium-Mix (II-6.3) versetzt und mit der

Menge einer E. coli-UK auf eine Zelldichte entsprechend einer 0.D.sg0 von 0,05 angeimpft.
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Die Kultur wurde bei 37 °C bis zum Erreichen der logarithmischen Wuchsphase (0.D.sgo = 0,5
- 0,8) auf einem Schiittler (120 UpM, II-8) angezogen. Anschlieend wurden die Zellen durch
Zentrifugation (20 min, 2790 x g, Rotina R35, 4 °C) geerntet. Der Uberstand wurde
vollstandig abgenommen, das Sediment in 2 Volumen eiskaltem TMF-Puffer (I1I-6.3)
resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min, 2790 x g,
Rotina R35, 4 °C) wurde das Pellet in 1/10 Volumen eiskaltem TMF-Puffer aufgenommen
und in Aliquots von 200 pl auf EPG verteilt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Ansédtze auf Eis oder nach Zugabe von Glycerol in einer Endkonzentration von

20 % (v/v) bei -80 °C gelagert.
9.2.2  Hitzeschock-Transformation von E. coli Zellen und phiinische Expression

Zur Transformation wurden 200 ul transformationskompetente Zellen (II-9.2.1) mit dem
Ansatz einer vorausgegangenen Ligation (II-12.4) oder ca. 100 ng isolierter Plasmid-DNA
vermischt, mindestens 30 min auf Eis inkubiert, und anschlieBend fiir 120 s einem
Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach direkter Zugabe von 700 pul LB-Medium (II-4.1.1)
folgte die phénische Expression, bei der der Ansatz je nach Antibiotikaresistenz fiir 0,5 h bis
3 h bei 37 °C inkubiert wurde. 100 pl dieses Ansatzes wurden auf entsprechendem
Selektivagar ausplattiert. Der restliche Ansatz wurde zentrifugiert (3 min, 16000 x g, TZ,
RT), das Pellet in 100 ul LB-Medium resuspendiert und auf einer weiteren Selektivagarplatte
ausplattiert. Als Negativkontrolle wurden transformationskompetente Zellen ohne zugegebene

Plasmid-DNA ausplattiert.

9.3 Konjugativer Plasmidtransfer mobilisierbarer Plasmide von E. coli nach R.

capsulatus (nach Elhai & Wolk, 1988)

R. capsulatus gilt als schlecht transformierbar, deshalb miissen Plasmide aus E. coli mittels
di- oder triparentaler Konjugation in diesen Organismus eingebracht werden (Klug & Drews,
1984). Die Ubertragung von rekombinanten Plasmiden nach R. capsulatus, die dann stabil
repliziert werden konnten, erfolgte durch Konjugation (Filterkreuzung) mit dem Stamm E.
coli S17-1.

Fiir die Kreuzung wurde der Rezipient von einer frischen anaeroben Stammplatte in 5 ml
RCV+N (I1-4.1.7) iiberfiihrt und iiber Nacht bei 30 °C auf einem Brutroller resuspendiert (300
UpM). Der Donorstamm E. coli S17-1 wurde tiber Nacht mit entsprechendem Plasmid
selektiv bei 37 °C auf Festmedium (II-4.1.2) angezogen. Danach wurden 6-8 Einzelkolonien

von der Donorplatte geerntet und in 1 ml PY-Flissigmedium (II-4.1.6, ohne FeSO,)
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resuspendiert. AnschlieBend wurde 1 ml der R. capsulatus Rezipientenkultur in der
stationdren Wuchsphase mit 0,5 ml E. coli S17-1 in PY-Flussigmedium vorsichtig gemischt
und in einem EPG durch Zentrifugation (10 min, 16000 x g, TZ, RT) pelletiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das Sediment im Riicklauf vorsichtig resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde auf Nitrozellulosefilter (Schleicher und Schiil, OE 66,
Porendurchmesser 0,2 pm) bei 30 °C iiber Nacht auf PY-Agarplatten inkubiert. Nach
erfolgter Inkubation wurden die Filter in 2 ml EPG mit 1 ml RCV+N gegeben, die
Konjugation durch starkes Schiitteln (Vortex) beendet und die Bakterien vom Kreuzungsfilter
abgelost. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 16000 x g, TZ, RT) wurde der Uberstand
abgenommen, das Pellett im Riicklauf vorsichtig resuspendiert, auf PY-Selektagar-Platten (II-

4.1.5) ausgestrichen und 3 Tage bei 30 °C anaerob im Licht inkubiert.
10 RNA-Techniken

10.1 Standard-Priparation von bakterieller Gesamt-RNA

Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen nach
Herstellerangaben (RNeasy Mini Handbook 06/2001) verwendet (II-7). Bei der Isolierung der
RNA aus R. capsulatus wurden die sedimentierten Zellen, abweichend vom
Standardprotokoll, in 50 ul lysozymhaltigem TE-Puffer (400 ug Lysozm/ml) resuspendiert
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem erneuten Auftauen bei RT wurden
weitere 50 ul lysozymhaltigem TE-Puffer zugegeben.

Ebenfalls abweichend vom Standardprotokoll wurde wéihrend der RNA-Isolierung ein erster,
optionaler, DNase-Verdau mit RNase-freier DNase der Firma Qiagen nach Herstellerangaben
durchgefiihrt (II-5.2).

Nach erfolgter RNA-Isolierung wurde ein zweiter DNase-Verdau mit dem RQ1 RNase-free
DNase Kit der Firma Promega nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die isolierte, DNA-freie RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
10.2 Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte photometrisch mit Hilfe des
BioPhotometers der Firma Eppendorf nach Herstellerangaben in einer TrayCell Kiivette der

Firma Hellma (II-8).
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10.3 Reverse Transkription von RNA mit anschlieBender real-time-PCR

Zur Bestimmung der Menge spezifischen Transkripts in der Gesamt-RNA einer Probe wurde
dieses Transkript mit Hilfe von Reverser Transkriptase in cDNA transkribiert und
anschlieBend mittels real-time-PCR quantifiziert. Dazu wurde das QuantiTect SYBR-Green
One Step PCR Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben verwendet (I1I-7). Dabei wurden
fiir die real-time-PCR jeweils Ansdtze zu 20 ul Gesamtvolumen eingesetzt.

Die notwendigen Oligonukleotidstartermolekiile (Primer, 11-3.1) fiir die reverse Transkription
der RNA sowie fiir die anschlieBende real-time-PCR mit der gebildeten cDNA als Matrize

wurden mit Hilfe der ,,Primer3“-Software ermittelt (II-15).

Die Programmeinstellungen waren folgende:

Produktlénge: 100 — 150 bp

Primerlange: 18 —30 bp (optimal: 25 bp)
GC-Gehalt: 45-65% (optimal: 60 %)
Schmelztemperatur der Primer: 63 -67°C (optimal: 64 °C)
Schmelztemperatur des Produkts: 65-85°C (optimal: 75 °C)

Real-time-PCReaktionen wurden in einem ep gradient S realplex* Automaten der Firma

Eppendorf durchgefiihrt.

11 DNA-Techniken

11.1 Standard-Priparation von Plasmid-DNA (nach Birnboim & Doly, 1979)

Die Prédparation von DNA beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Es handelt sich um
eine geeignete Methode kleine DNA-Mengen zu isolieren.

Von einer unter Selektionsdruck angezogenen UK wurden 2 ml enthommen und die
Bakterienzellen durch Zentrifugation (3 min, 16000 x g, TZ, RT) geerntet. Nach
vollstandigem Entfernen des Kulturiiberstandes wurde das verbliebene Sediment in 300 pl
Mix I (II-6.1) resuspendiert und fiir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden 300 pl Mix II (I1-6.1) hinzu gegeben, mehrmals vorsichtig invertiert und fiir max. 5
min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl Mix III (II-6.1) und 10 min Inkubation auf Eis
wurden die entstandenen Protein-SDS-Prézipitate, die gefillte chromosomale DNA sowie

Zelltrimmer durch Zentrifugation (15 min, 16000 x g, TZ, RT) sedimentiert. Der klare,
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Plasmid-DNA enthaltende Uberstand, wurde abgenommen, mit 10 ul Ribonuklease A (2
mg/ml) versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach anschlieBender Isopropanolfillung (II-
11.3) wurde die Plasmid-DNA in 30 — 50 pl A. dest. oder 0,1-fach TE-Puffer (II-6.1)
aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Alternativ wurde Plasmid-DNA mit dem ,,HiSpeed Plasmid Mini Kit*“ der Firma QIAGEN
nach Herstellerangaben unter Verwendung der mitgelieferten Puffer isoliert. Abweichend von
Herstellerprotokoll wurde die gereinigte Plasmid-DNA abschlieend mit 30 ul A. dest. (65

°C) eluiert.
11.2 Midi-Priparation von Plasmid-DNA

Groflere Mengen an Plasmid-DNA wurden nach Anweisung des Herstellers mit dem
,HiSpeed Plasmid Midi Kit* der Firma QIAGEN unter Verwendung der vom Hersteller
mitgelieferten Puffer isoliert. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde die Plasmid-DNA
mit 750 pl A. dest. (65 °C) eluiert. Durch die Elution mit vorgewidrmtem Wasser wurden
hohere Ausbeuten erzielt. Zudem konnten inhibitorische Effekte des im TE-Puffer
enthaltenden EDTA auf nachfolgende Enzym- oder Sequenzierungsreaktionen

ausgeschlossen werden.
11.3 Prizipitation von DNA durch Isopropanolfillung

Das Prinzip der Alkohol-Féllung dient dazu, Salze und andere Verunreinigungen aus einer
Nukleinsdurelosung zu entfernen. Dabei wird, in Gegenwart von einfach geladenen Salzen
wie Kaliumacetat in einer wéssrigen Phase, die Hydrathiille der Nukleinséduren verdrangt und
die DNA ausgefillt.

Bei durch Standard-Minipraparation (II-11.1) gewonnener Plasmid-DNA, wurde zur
Aufreinigung eine Isopropanolfiallung durchgefiihrt.

Die DNA-haltige, wissrige oder salzige Losung wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol (abs.)
versetzt, gut durchmischt und dann zur Sedimentation der prazipitierten DNA zentrifugiert
(30 min, 16000 x g, TZ, RT). Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Sediment mit
400 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach anschlieBender Zentrifugation (5 min, 16000 x g,
TZ, RT) wurde der Uberstand vorsichtig entfernt, die gefillte DNA in einer
Vakuumzentrifuge oder an der Luft getrocknet und in 30 — 50 ul A. dest. oder 0,1-fach TE-

Puffer (II-6.1) aufgenommen und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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11.4 DNA Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte in Agarosegelen (II-12.2) anhand der
entsprechend gelagerten Banden eines Molekulargewichtsstandards (II-6.2). Alle Banden des
Molekulargewichtsstandards enthielten eine vom Hersteller definierte Menge an DNA.

Alternativ wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe des BioPhotometers der Firma Eppendorf

nach Herstellerangaben in einer TrayCell-Kiivette der Firma Hellma photometrisch bestimmt.

11.5 Bestimmung der durchschnittlichen Plasmidkopienzahl pro Zelle in einer

Bakterienkultur

Zur Bestimmung des Einflusses eines heterologen Gens auf die Plasmidkopienzahl eines
Vektors wurde die durchschnittliche Plasmidkopienzahl pro Zelle in der betreffenden
Bakterienkultur mit Hilfe der real-time-PCR ermittelt.

Dazu wurde zundchst die Zellzahl der zu analysierenden Kulturen photometrisch mittels
Triibungsmessung ermittelt und die enthaltene DNA quantitativ mit Hilfe des ,,DNeasy Blood
& Tissue* Kits der Firma Qiagen isoliert. Abweichend von den Herstellerangaben wurde die
Zelllyse iiber Nacht durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die optionale RNase-Behandlung nach
Herstellerangaben vorgenommen. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA mittels real-time-
PCR, unter Verwendung des ,,Real Master Mix SYBR ROX* Kits der Firma 5 Prime nach
Herstellerangaben, mit geeigneten Oligonukleotidstartermolekiilen (komplementér zur
Bereichen des aphll-Gens, welches pro Plasmid einmal kodiert war) gegen einen definierten
Plasmid-DNA-Massenstandard (pRhotHi-2; 10 ng — 10” ng, photometrisch mit Hilfe des
BioPhotometers der Firma Eppendorf nach Herstellerangaben bestimmt) quantifiziert.

Uber die quantifizierte DNA-Masse lieB sich unter Verwendung der Molmasse der
synthetisierten doppelstrangigen real-time-PCR-Produkte die Stoffmenge der einzelnen PCR-
Produkte errechnen, woraus wiederum die absolute PCR-Produkt-Zahl errechnet wurde. Da
das aphll-Gen pro Plasmid nur einmal kodiert war, entsprach die errechnete absolute Zahl der
PCR-Produkte der Zahl der Plasmide im fiir die DNA-Isolierung eingesetzten Volumen. Nach
Berechnung der Zellzahl in diesem Volumen durch Messung der optischen Dichte

(Trubungsmessung), wurde die Anzahl der Plasmide pro Zelle errechnet.
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12 In vitro Rekombination von DNA

12.1 Hydrolytische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen (nach Smith &
Birnstiel, 1976)

Die hydrolytische Spaltung der DNA erfolgte durch Typ II-Restriktionsendonukleasen, die an
eine spezifische Nukleotidsequenz binden und innerhalb dieser Erkennungssequenzen die
DNA spalten. Fiir die hydrolytische Spaltung wurden die vom Hersteller empfohlenen
Bedingungen mit dem jeweils optimalen Reaktionspuffer gewdhlt. Pro ng DNA wurden 5 bis
10 U der entsprechenden Restriktionsendonuklease verwendet und der Ansatz fiir 60 — 120
Minuten inkubiert (Temperatur nach Herstellerangaben). Zur Inaktivierung der
Restriktionsendonukleasen vor Ligationsreaktionen (II-12.4) wurden die Ansdtze nach
Herstellerangaben thermisch inaktiviert. Nicht hitzeinaktivierbare Restriktionsenzyme wurden
nach Hitzebehandlung bei 80 °C fiir 20 min eingefroren (-20 °C) und erneut hitzebehandelt

oder durch Agarosegelelution von der restringierten DNA separiert.
12.2 Agarosegelelektrophorese (nach Sambrook et al., 1989)

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Trennverfahren, das auf den unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeiten verschieden grofer, geladener Molekiile im elektrischen Feld
beruht. Nukleinsduren, die auf Grund ihres Zucker-Phosphat-Riickrats ein konstantes Masse-
Ladungs-Verhiltnis besitzen, wandern durch ihre negative Ladung im elektrischen Feld zur
Anode. Dabei hingt ihre Wanderungsgeschwindigkeit von der Molekiilgroe der DNA-
Fragmente, ihrer Konformation, der Konzentration des Agarosegels und der Stirke des
elektrischen Feldes ab.

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA-Restriktionen (II-12.1) und PCR-
Reaktionen (II-12.5), zur préparativen Isolierung bestimmter DNA-Fragmente (II-12.3) und
bei der Mengenabschidtzung von DNA (II-11.4) angewendet. Fiir die Gelmatrix wurden je
nach GroBe der zu trennenden DNA-Fragmente Agarosekonzentrationen zwischen 0,8 % und
3,0 % (w/v) in 0,5-fach TBE-Puffer (II-6.2) eingesetzt. Zur Anfarbung der DNA im Gel
wurde pro ml der aufgekochten Agaroselosung 0,1 pl Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml)
zugesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 0,2 Volumen 5-fach
DNA-Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese wurde in horizontalen Gelkammern bei einer
Spannung von bis zu 11 V pro cm Elektrodenabstand mit 0,5-fach TBE-Puffer als Laufpuffer
durchgefiihrt. Die Visualisierung der DNA erfolgte nach Elektrophorese durch Bestrahlung
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mit UV-Licht (A= 254 — 366 nm). Das im Gel enthaltende Ethidiumbromid ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der in die Helix von doppelstrangiger DNA interkaliert und bei
Bestrahlung mit UV-Licht Strahlung im sichtbaren Bereich (A = 590 nm) emittiert. Die
Dokumentation der mit UV-Licht bestrahlten Gele erfolgte mit Hilfe einer

Videodokumentationsanlage (II-8).
12.3 Elution von DNA aus Agarosegelen (nach Vogelstein & Gillespie, 1979)

Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen nach DNA-Restriktionen (I1-12.2)
wurde das ,,Perfectprep Gel-Cleanup-Kit*“ der Firma Eppendorf nach Herstellerangaben mit
den mitgelieferten Puffern verwendet.

Alternativ wurde das omnipure-OLS DNA-Gelextraktions Kit der Firma OMNI Life Science

nach Herstellerangaben verwendet.
12.4 Ligation von Vektor- und Fragment-DNA (nach Dugaiczyk et al., 1975)

Die Ligation von DNA-Fragmenten und entsprechend hydrolysierter Vektor-DNA wurde
durch die T4-DNA-Ligase katalysiert. Die Ligase ist in der Lage, unter Hydrolyse von ATP,
die kovalente Verkniipfung benachbarter 3’-Hydroxy- und 5’-Phosphatenden sowohl
zwischen kompatiblen, tiberhdngenden (,,sticky ends*) als auch zwischen zwei glatten Enden
(,,blunt ends*) doppelstrangiger DNA-Molekiile zu bilden. In einem Reaktionsvolumen von
10 pl bis 50 pl wurden die Fragment-DNA und die Vektor-DNA im molaren Verhiltnis
eingesetzt. Nach Zugabe des vom Hersteller mitgelieferten T4-DNA-Ligasepuffers und von 1
U Ligase (,,blunt end'-Ligation: 5 U) wurden die Ansdtze 1 h bei RT inkubiert. Bei der
Ligation von glatten Enden wurde den Ligationsansétzen zusétzlich PEG 4000 (Fermentas) in
einer Endkonzentration von 5 % (v/v) zugegeben. Alternativ wurde die Ligationsreaktion fiir
2 h bei 11 °C oder tiber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. Die Inaktivierung der T4-DNA-Ligase
fand durch 10 min Inkubation bei 65 °C statt. Fiir nachfolgende Transformationen (I1-9.2.2)
wurden die Ligationsansidtze im Verhiltnis 1:10 mit TMF-Puffer (II-6.3) verdiinnt, um die

Konzentration des im Ligasepuffer befindlichen B-Mercaptoethanols herabzusetzen.

12.5 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) (nach Mullis &
Faloona, 1987)

Bei der Polymerasekettenreaktion werden bestimmte DNA-Bereiche in vifro aus einem
Gemisch von DNA-Molekiilen selektiv angereichert. Hierzu werden eine thermostabile DNA-

Polymerase, geringe Mengen Ausgangsmaterial als Matrize, zwei Oligonukleotidprimer, die
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in weiten Bereichen komplementdr zu der zu amplifizierenden Sequenz sind sowie DNA-
Polymerasepuffer und ein dNTP-Mix benétigt. Das Prinzip der PCR beruht auf einer sich
wiederholenden Abfolge von drei Schritten. Zuerst wird die Matrize denaturiert. In dem
darauf folgenden Schritt, der Hybridisierung, lagern sich die Primer an die komplementiren
Sequenzen der Matritze an. Im dritten Schritt, der Elongation, verldngert die DNA-
Polymerase die angelagerten Oligonukleotid-Primer (3°—5) und kopiert auf diese Weise die
Matrize. Die Hybridisierung erfolgt an beiden Strdngen der Matrizen-DNA, wodurch sich die
DNA in einem Zyklus verdoppelt. Nach 30 bis 40 Zyklen erhélt man ausreichende Mengen
der gewiinschten DNA. Zur Amplifizierung wurden die in Abschnitt II-5.2 angegebenen

Polymerasen verwendet, die alle 5°—3’ Exonuklease-Aktivitit (,,Proofreading®) aufwiesen.

Standard-PCR Ansatz

Verwendete Polymerase Pfu Phusion
Oligonukleotidprimer I 100 pmol 0,5 uM
Oligonukleotidprimer I1 100 pmol 0,5 uM
Polymerasepuffer 1x Puffer 1% Puffer
dNTP Mix 2,5 mM 200 uM
DMSO 6 % (v/v) 3 % (v/v)
Matritzen-DNA ~ 50 ng 10 — 50 ng
Polymerase 1,0-3,5U 0,02 U/ul
A. dest. ad 50 ul ad 50 ul

PCR-Reaktionen wurden in den PCR-Automaten ep gradient S und ep gradient der Firma
Eppendorf durchgefiihrt.

Standardprogramm fiir die PCR

Verwendete Polymerase Pfu Phusion
Initiale Denaturierung 98 °C, 10 min 98 °C, 30s
Denauturierung 98 °C, 1 min 98 °C, 10 s
Hybridisierung T, 1 min T, 20 s
Elongation 72 °C, 2 min/kb 72 °C, 30 s/kb
Terminale Elongation 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min
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Die Schritte Denaturierung, Hybridisierung und Elongation wurden zyklisch 35-mal
durchlaufen. Die Hybridisierungstemperatur Ty, richtete sich nach den Schmelztemperaturen
der verwendeten Oligonukleotidprimer (T, und Ty,) sowie der verwendeten Polymerase. Fiir
Reaktionen mit Pfu-Polymerase errechnete sich die Hybridisierungstemperatur nach [Tm; +
Tm2)/2] — 5 °C). Wurde ,,Phusion High Fidelity Polymerase™ verwendet, errechnete sich die
Hybridisierungstemperatur nach [Tn; + Tmp)2] + 3 °C), wobei die Differenz der
Schmelztemperaturen der Primer fiir beide Polymerasen 4 °C nicht {iberschritt.

PCR-Produkte wurden mit Hilfe von Agarosegelelektrophoresen (1I-12.2) analysiert.
12.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte entweder direkt aus dem Ansatz oder mittels
Agarosegelelution (I1I-12.3), wenn das gewiinschte PCR-Produkt zunéchst von unerwiinschten
Artefakten separiert werden musste. In beiden Fillen wurde die Aufreinigung mittels
,Perfectprep Gel Cleanup® Kit der Firma Eppendorf oder mittels omnipure-OLS DNA-
Gelextraktions Kit der Firma OMNI Life Science nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

13 Protein-Techniken
13.1 Zellaufschluss zur Proteinisolierung

Gekiihlte Zellsuspensionen mit einem Volumen von bis zu 2 ml wurden mit Hilfe von
Ultraschall lysiert. Dazu wurde ein Sonifier 250 der Firma Branson mit MS72 Sonotrode bei
80 W und 50 Zyklen/min fiir 5 min (zweimal 2,5 min) verwendet.

Zellsuspensionen bis 30 ml wurden durch viermalige Scherung mit einer French Press der

Firma Thermo Electron in einer 40K-Zelle bei 550 bar lysiert.
13.2 Fraktionierung von Zellbestandteilen

Von einer Testkultur (II-9.1.1) wurden 1,5 ml sedimentiert (10 min, 16000 x g, RT) und das
Zellsediment in 1x Sammelgelpuffer (I1-6.4.1) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen
lysiert (II-13.1) und drei Zentrifugationsschritten unterzogen:

Der erste Schritt erfolgte bei 2370 x g fiir 3 min bei RT. Das Sediment wurde in 100 pul SDS-
Probenpuffer (II-6.4) aufgenommen und stellte Fraktion 1 dar: Ganze Zellen und
Proteineinschlusskorper (inclusion bodies). Der Uberstand wurde in ein neues EPG tiberfiihrt
und bei 16000 x g fiir 30 min bei RT sedimentiert. Das Sediment wurde ebenfalls in 100 pl

SDS-Probenpuffer aufgenommen und stellte Fraktion 2 dar: Die Membranfraktion. Der
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Uberstand wurde in ein weiteres EPG iiberfiihrt und bildete Fraktion 3: Die loslichen

Proteine. Diese wurden mittels der TCA-Féallung sedimentiert (II-13.4).
13.3 Fraktionierung fiir Lokalisationsstudien

Die betreffende 1000 ml Testkultur wurde vollstindig sedimentiert, das Pellet in 1/10
Volumen SP-Puffer (II-6.4) gewaschen und erneut vollstandig sedimentiert. Anschlieend
wurde das Zellpellet in SP-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 30 ml resuspendiert und in
einer Frech Press bei 550 bar Zellinnendruck 5-mal durch Scherung lysiert. Nach diesem
Zellaufschluss wurden die Zelltrimmer durch 30 min Zentrifugation bei 12000 x g
sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und ein zweites Mal zentrifugiert. Die
Pellets wurden vereinigt, in SP-Puffer gewaschen und erneut fiir 30 min bei 12000 x g
sedimentiert. Das erhaltene Pellet stellt die Fraktion der Zelltriimmer und inclusion bodies dar
und wurde in SP Puffer bis zur weiteren Verwendung aufgenommen.

Die vereinigten Uberstinde der ersten und zweiten Zentrifugation nach dem Zellaufschluss
wurden einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 175000 x g fiir 60 min unterzogen um die
Zellmembranen und Vesikel zu sedimentieren. Das Pellet wird anschlieBend in SP-Puffer bis
zur weiteren Verwendung aufgenommen.

Der Uberstand, der nur noch lsliche Proteine enthielt, wurde anschlieBend einer TCA-

Féllung unterzogen (I1-13.4).
13.4 TCA-Fillung

Fiir die Fillung der 16slichen Proteine wurden 1 Volumen Proteinlésung und 0,1 Volumen
70% TCA gemischt, kurz gevortext und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der
Ansatz bei 16000 x g und RT fiir 5 min sedimentiert und das Sediment mit 80% Aceton
gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in einer Vakuumzentrifuge
(alternativ 15 min bei 65°C) getrocknet und in 100 pul SDS-Probenpuffer aufgenommen. Bei

Eintreten einer Gelbfarbung, wurde der Ansatz mit wenigen Mikrolitern 1M Tris neutralisiert.
13.5 Gesamtproteinisolierung aus E. coli

Zur Gewinnung eines zellfreien, denaturierten Proteinlysats wurde der zu untersuchende E.
coli Stamm in 5 ml LB-Selektmedium bis zur logarithmischen Wuchsphase angezogen. Von
dieser Kultur wurden 1,5 ml nach Bestimmung der Zellzahl durch Triibungsmessung (bei 580
nm) fiir 3 min zentrifugiert (16000 x g, TZ, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das

Pellet in 1,0 ml 1-fach Sammelgelpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen erneut 3
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min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 100 pl SDS-Probenpuffer
resuspendiert (Vortex). Die Proteinproben wurden 10 min bei 99 °C und Agitation
(Eppendorf Thermomixer) denaturiert. Zelltrimmer wurden durch anschlieende
Zentrifugation bei 16000 x g sedimentiert und der Uberstand in ein neues EPG {iberfiihrt. Die

Proteinextrakte konnten bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert werden.
13.6 Gesamtproteinisolierung aus R. capsulatus

Zur Gewinnung eines zellfreien, denaturierten Proteinlysats wurde der zu untersuchende R.
capsulatus Stamm je nach Anforderung als aerobe (II-9.1.4) oder anaerobe (II-9.1.3)
Fliissigkultur bis zur logarithmischen Wuchsphase angezogen. Nach Bestimmung der Zellzahl
durch Triibungsmessung (bei 660 nm) wurde analog zur Proteinisolierung aus E. coli (II-13.5)

verfahren, lediglich die Zentrifugationszeiten wurde auf 10 min erhdht.

13.7 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese = (SDS-PAGE) (nach
Laemmli, 1970)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinproben erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in einem diskontinuierlichen Gelsystem. Durch Komplexbildung der Proteine
mit SDS wird infolge der negativen Ladung des SDS die Eigenladung der Proteine
kompensiert, sodass die Protein-SDS-Komplexe eine negative Ladung erhalten. Die Protein-
SDS-Komplexe werden wihrend der Elektrophorese auf Grund ihres Masse-
/Ladungsverhéltnis nach ihrer MolekiilgroBe getrennt. Dazu wurden die Protein-SDS-
Komplexe in einem Sammelgel (4 % (v/v) Acrylamid) fokussiert und anschlieBend in einem
Trenngel (10% oder 15 % (v/v) Acrylamid) ihrer MolekiilgroBe nach aufgetrennt. Die
Proteinproben (II-13.5, 1I-13.6) wurden 5 — 10 min bei 99 °C inkubiert und auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer vertikalen Gelapparatur ,,Mini-PROTEAN
Gelkammer II“ (Bio-Rad) in 1-fach Elektrophorese-Laufpuffer durchgefiihrt. Dabei wurde,
wihrend sich die Proben im Sammelgel befanden, eine Spannung von 150 V angelegt, die
beim Ubertritt der Proben in das Trenngel auf 200 V erhoht wurde.

Alternativ wurde das ,,X Cell Sure Lock System® der Firma Invitrogen mit dem ,,Novex
PowerEase 500 unter Verwendung von NuPAGE 4 — 12% Bis-Tris Gelen (1 mm) in 1-fach
NuPAGE SDS Running Buffer nach Herstellerangaben eingesetzt.
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13.8 Coomassie-Firbung zur Proteindetektion (nach Merril, 1990)

Die Farbung von SDS-PAGE-Gelen (II-13.7) in Coomassie Brilliant Blau-Farbelosung (I1-
6.4) erfolgte nach der Elektrophorese bei 60 °C im Wasserbad unter langsamem Schiitteln.
Nach 30 min Inkubation wurde die Farbelosung durch Entfarbelosung ersetzt, welche alle 20
min bis zur vollstandigen Entfarbung des Hintergrundes gewechselt wurde.

Alternativ wurden die Gele mit Bio-Safe Coomassie Stain (Bio-Rad) nach Herstellerangaben
gefarbt und durch mehrmaliges Waschen mit A. dest. bis zur vollstindigen Entfiarbung des
Hintergrundes entférbt.

Die Dokumentation der Gele erfolgte mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage (I1-8).
13.9 Transfer von Proteinen auf PYDF-Membranen (nach Wilson & Juan, 1989)

Die durch SDS-PAGE (1I-13.7) aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der ,,Mini-Transfer-
Blot Elektrophoretic Transfer Cell* (Bio-Rad) auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Vor dem
Transfer wurde die PVDF-Membran 1 min in Methanol, dann fiir 5 min in A. dest. und
abschlieBend fiir 10 min in Dunn-Carbonat-Puffer (I1I-6.5) equilibriert. Das SDS-PAGE-Gel
wurde fiir 10 min in Dunn-Carbonat-Puffer equilibriert. Der Transfer der Proteine erfolgte in
Dunn-Carbonat Puffer 15 min bei 150 mA und weitere 20 min bei 300 mA. Alternativ wurde

das XCell Sure Lock System der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben verwendet.
13.10 Immunodetektion von Proteinen

Nach Ubertragung von Proteinen auf eine PVDF-Membran konnten diese Proteine
immunologisch nachgewiesen werden. Die Hybridisierung erfolgte unter Verwendung eines
spezifischen Antiserums (II-5.1), welches mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt war.
Unter Verwendung des ,,Enhanced-Chemo-Luminescence® (ECL) Western-Blotting-
Detektionssystems (II-7) der Firma Amersham erfolgte die Visualisierung. Dabei wurde
durch eine Peroxidase-katalysierte Reaktion Chemolumineszenz erzeugt, die photographisch
(I1-8) detektiert wurde.

Dazu wurde die PVDF-Membran nach dem Transfer der Proteine fiir 1 h bei 30 °C mit
TBST-Puffer (II-6.5) mit 3 % (w/v) Magermilchpulver unter Bewegung blockiert um freie
Bindugsstellen der Membran abzuséttigen. Nach 15 min Waschen in TBST-Puffer bei 30 °C
wurde die Membran fiir eine Stunde mit dem spezifischen Anti-Histidin-Antikérper (1/5000)
bei 30 °C leicht geschiittelt. Durch zweimaliges 25 min Waschen in TBST-Puffer wurde der

nicht gebundene Antikorper entfernt. Das auf der Membran gebundene Protein konnte
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anschlieBend indirekt, tiber die gebundene HRP mit Hilfe des ECL-Systems, nachgewiesen
werden. Dieses wurde nach den Herstellerangaben verwendet, wobei die Dokumentation

photographisch, mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage, erfolgte (I1I-8).
13.11 Firbung von PYDF-Membranen

Nach der photographischen Dokumentation der Proteine (II-13.10) wurden diese zuséitzlich
auf der PVDF-Membran angefirbt. Dazu wurde die Membran 15 min in TBST-Puffer
gewaschen und 30 min in Amidoschwarz-Féarbelosung (I11-6.5) inkubiert. Die Membran wurde

anschlieBend tiber Nacht an der Luft getrocknet.
14 Optische Methoden

14.1 Aufnahme von Carotinoidabsorptionsspektren

Zur Aufnahme von Carotinoidabsorptionsspektren wurden zunéchst 2 ml einer R. capsulatus
Testkultur (11-9.1.3, 11-9.1.4) abgenommen und sedimentiert. Das Pellet wurde in 1 ml
Ethanol (70 %) resuspendiert und anschlieend 1 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach 10
min Zentrifugation bei 16000 x g wurde der Uberstand abgenommen, vor Licht und

Sauerstoff geschiitzt und von 300 nm bis 900 nm photometrisch vermessen.

14.2 Verwendung von light emitting diods (LEDs) zur Beleuchtung phototropher

Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit kamen erstmals LEDs zur Beleuchtung phototropher Bakterien zum
Einsatz. In Kooperation mit der Firma Insta GmbH aus Liidenscheid wurden LED-Platinen
konstruiert, die die wahlweise Beleuchtung bei 460 nm, 856 nm oder beiden Wellenldngen
ermoglichten. Bei den Leuchtdioden handelte es sich um den High Power Infrared Emitter
SFH 4257 der Firma Osram sowie die Blue LED NSSB100BT der Firma Nichia im Abstand
von je 1,5 cm auf der Platine. Pro LED-Platine wurden 120 blaue und 120 rote LEDs verbaut.
Zur Ilumination von Testkulturen wurden stets 2 Platinen im Abstand von 10 cm zur Kultur

verwendet.
15 Computerprogramme und Datenbanken

Die Erstellung von Klonierungsstrategien erfolgte unter Verwendung des Programms Clone

Manager 7.03 (Scientific & Educational Software).
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Die Dokumentation und Verarbeitung von SDS-PAGEs sowie Western-Blots erfolgte mit
Hilfe der STELLA- sowie AIDA-Software der Firma Raytest.

Real-time-PCR-Ergebnisse wurde mit Hilfe der realplex-Software der Firma Eppendorf
ausgewertet.

Chemische Strukturen wurden mit ChemBioOffice 2008 der Firma Cambridge Soft realisiert.

Poteinstrukturen wurden mit Chimera modelliert.

Fir die Sequenz- und Datenbankrecherchen sowie Primerdesign im Internet wurden die

folgenden Adressen verwendet:

National Center for Biotechnological Information (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov
ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.org
ERGO Light http://www.ergo-light.com
Graphical Codon Usage Analyzer http://www.gcua.de
Primer3 http://frodo.wi.mit.edu
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III Ergebnisse

1 Etablierung von R. capsulatus als Wirt fiir die Synthese heterologer

Membranproteine

Membranproteine besitzen auf Grund ihrer Topologie grofle hydrophobe Strukturelemente,
die dazu fiihren, dass es bei der heterologen Synthese dieser Proteine fast immer zur Bildung
unloslicher Einschlusskorper  (inclusion  bodies) kommt. Um die Bildung dieser
Einschlusskorper wiahrend der heterologen Synthese zu vermeiden, ist es notwendig, dass das
korrespondierende Genprodukt unmittelbar in die Zellmembran der Wirtszelle eingebaut
wird.

In herkdmmlichen Expressionswirten, wie Escherichia coli, ist die Zellmembran jedoch durch
wirtseigene Membranproteine bereits abgesittigt, so dass die Inkorporation heterologer
Genprodukte in der Regel nicht erfolgt.

Das phototrophe nicht-Schwefel Purpurbakterium Rhodobacter capsulatus hingegen bildet
unter phototrophen Wuchsbedingungen ein zusétzliches Membransystem aus, das dazu dient,
die Komplexe seines Photosystems aufzunehmen. Es wird als intracytoplasmatisches
Membransystem bezeichnet und vergroBert die Membranoberflache von R. capsulatus durch
die Bildung von Membranausstiilpungen und Vesikeln um das 3- bis 9-fache (Drews &
Golecki, 1995).

Dieses Membransystem sollte ausgenutzt werden, um heterologe Membranproteine in
Konkurrenz zu den Photosynthese-Enzymkomlexen des R. capsulatus Photosystems
aufzunehmen und so R. capsulatus als Wirt fiir die Synthese heterologer Membranproteine zu

etablieren.

Dazu war es jedoch zunichst erforderlich, einen geeigneten Expressionsvektor zu finden.
Dieser musste die induzierbare Genexpression in allen Wuchsphasen des Wirts ermoglichen,
stabil replizieren, eine selektierbare Resistenz in R. capsulatus ausbilden und die
vergleichende Expression in anderen Wirtsorganismen zulassen.

Ein solcher Vektor ist das Plasmid pRhotHi-2, welches eigens fiir den Einsatz in R.
capsulatus konstruiert wurde (Drepper et al., 2008; Katzke et al., in Vorbereitung). Als
Grundgeriist fiir diesen Vektor wurde das Expressionsplasmid pBBR22b (Rosenau & Jaeger,
2004), das aus Teilen des broad host range Vektors pBBRIMCS (Kovach et al., 1994) und
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des E. coli T7-Expressionvektors pET22b (Novagen) besteht, verwendet. Somit steht im
pRhotHi-2-Vektor auch der Promotor der T7-RNA-Polymerase zur Zielgenexpression zu
Verfiigung. Dieses T7-System nimmt unter den bakteriellen Expressionssystemen einen
besonderen Stellenwert ein: Im Fall des T7-Expressionssystems stehen die rekombinanten
Zielgene unter der Transkriptionskontrolle eines Promotors aus dem Bakteriophagen T7
(Studier & Moffatt, 1986; Tabor & Richardson, 1985). Diese 23 bp lange Sequenz wird
ausschlieBlich von der spezifischen RNA-Polymerase aus dem T7-Phagen erkannt
(Kochetkov et al., 1998). Die wirtseigene bakterielle RNA-Polymerase erkennt den Promotor
nicht und hat daher keinerlei Einfluss auf die Expression der Zielgene. Auflerdem zeichnet
sich die T7-RNA-Polymerase im Vergleich zu bakteriellen RNA-Polymerasen durch eine sehr
hohe  Prozessivitdit aus.  Daher  konnen  mit  T7-RNA-Polymerase-basierten
Expressionssystemen sehr hohe Proteinausbeuten erzielt werden (Studier & Moffatt, 1986).
Um den T7-Promotor des pRhotHi-2-Expressionsvektors jedoch uneingeschrinkt nutzen zu
konnen, wurde das pBBR22b-lokalisierte /acl-Gen deletiert und somit die Lacl-unabhédngige
Zielgenexpression moglich.

Auflerdem wurde in den Prs-abhédngigen Expressionsvektor pRhotHi-2 das aphll-Gen des
Tn5 Transposons eingesetzt, um dem R. capsulatus Rezipientenstamm eine selektierbare
Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Kanamycin zu verleihen, da das Chloramphenicol-

Resistenzgen des pBBR22b in R. capsulatus nicht exprimiert wird.

Um die Pp7-abhingige Genexpression im Expressionsplasmid pRhotHi-2 iiberhaupt zu
ermoglichen, musste im Rahmen dieser Arbeit ein spezieller R. capsulatus Stamm verwendet
werden, der das T7-RNA-Polymerasegen unter Kontrolle eines wirtseigenen Promotors
exprimiert.

Dabei handelt es sich um den R. capsulatus Stamm B10S-T7 (Drepper et al., 2008; Katzke et
al., in Vorbereitung), der das T7-RNA-Polymerasegen unter Kontrolle des Fruktose-
induzierbaren Promotors (Ps,, Duport et al., 1994) chromosomal integriert hat. Dieser
genetisch stabile Expressionswirt zeichnet sich dadurch aus, dass er eine in hohem Malle
reproduzierbare, sowie kontrollierbare Expression der Phagenpolymerase erlaubt. AuBBerdem
weist der R. capsulatus Stamm B10S-T7 durch die Integration des T7-RNA-Polymerasegens
in das recA-Gen eine recA-Mutation auf, wodurch homologe Rekombinationsereignisse
zwischen Expressionsvektor und Wirtschromosom komplett unterbunden werden.

Die Expression des T7-RNA-Polymerasegens kann im R. capsulatus Stamm B10S-T7 durch

die Zugabe von Fruktose in das Anzuchtmedium induziert werden. Dabei reicht eine
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Fruktosekonzentration von 8 mmol/l aus, um die vollstindige Induktion des T7-RNA-

Polymerasegens zu erreichen (Drepper ef al., 2008; Katzke et al., in Vorbereitung).

Somit steht fiir die Synthese heterologer Membranproteine in R. capsulatus ein System zur
Verfiigung, welches die induzierbare, starke Expression der entsprechenden Zielgene unter

der Kontrolle des T7-Promotors in einem genetisch stabilen Expressionswirt erlaubt.

1.1 Verwendung des neuen R. capsulatus Expressionssystems zur Synthese von

heterologen Membranproteinen

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob mit dem neu entwickelten R.
capsulatus Expressionssystem, bestehend aus dem T7-Expressionsstamm B10S-T7 und dem
Pr;-abhéngigen Expressionsplasmid pRhotHi-2, heterologe Membranproteine synthetisiert
werden konnen.

Dazu sollte jedoch nicht nur die Akkumulation und Lokalisation der synthetisierten
Genprodukte analysiert werden. Es sollte ebenso untersucht werden, welchen Einfluss das
Einbringen ihrer Gene in den Prs-abhingigen Expressionsvektor pRhotHi-2 auf dessen
Plasmidkopienzahl pro Zelle in R. capsulatus B10S-T7 hat. AuBerdem sollte die
Transkriptionseffizienz bzw. Transkriptausbeute im neuen R. capsulatus Expressionssystem
untersucht werden.

Um jedoch tiberhaupt eine Aussage iiber die Leistungsfihigkeit des neuen R. capsulatus
Expressionssystem machen zu konnen, sollte das R. capsulatus B10S-T7 System in den oben
beschriebenen Punkten mit bereits etablierten E. coli Systemen verglichen werden. Aus
diesem Grund sollten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche in Bezug auf die
heterologe Synthese von Membranproteinen nicht nur im R. capsulatus Expressionsstamm
B10S-T7 durchgefiihrt werden, sondern auch in den E. coli Staimmen BL21(DE3) und
C43(DE3). Der E. coli Expressionsstamm BL21(DE3) eignet sich besonders fiir die Pp7-
abhingige Uberexpression vieler heterologer Gene und wird daher standardmiBig im
mikrobiologischem Alltag eingesetzt. Dieser E. coli Stamm besitzt das T7-RNA-
Polymerasegen des DE3-Phagen unter der Kontrolle des lacUV-Promotors als stabile
chromosomale Integration. Bei dem E. coli Stamm C43(DE3) handelt es sich um einen
Tochterstamm des BL21(DE3), der jedoch durch Screening-Methoden von Miroux und
Walker optimiert wurde und eine vergroBBerte Membranoberfliche aufweist (Miroux &

Walker, 1996). Er zeichnet sich durch den Phinotyp des BL21(DE3)-Stamms aus, besitzt
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jedoch mindestens zwei uncharakterisierte Mutationen, die die Synthese einiger toxischer
Proteine und Membranproteine zulassen (Miroux & Walker, 1996).

Im Gegensatz zu diesen beiden E. coli Expressionsstimmen ist R. capsulatus B10S-T7, wie
bereits beschrieben, in der Lage, phototroph zu wachsen. Dazu bildet das a-Proteobakterium
ein intracytoplasmatisches Membransystem aus. Zu Beginn dieser Arbeit wurde die
Hypothese aufgestellt, dass in dieses Membransystem nicht nur die Enzymkomplexe des
Photosystems aufnehmen kann, sondern — in Konkurrenz dazu — auch heterologe
Membranproteine. Daher sollte im R. capsulatus B10S-T7 Expressionssystem, im Gegensatz
zu den ausgewdhlten E. coli Systemen, auch untersucht werden, ob heterologe
Membranproteine tatsdchlich in das ICM System inserieren und ob es moglich ist, diesen

Einbau in einem einfachen photometrischen Test nachzuweisen.

Um diesen Fragestellungen jedoch nachgehen zu konnen, war es zunéchst notwendig, ein
Modellprotein auszuwéhlen, welches in E. coli bereits erfolgreich synthetisiert werden
konnte. So konnte sichergestellt werden, das der neue Prs-abhédngige Expressionsvektor
pRhotHi-2 geeignet ist, heterologe Gene fiir Membranproteine zu exprimieren.

Ein solches Modellprotein ist das Bacterioopsin aus dem Archaeon Halobacterium salinarum.

Im Folgenden werden daher die Funktion und Eigenschaften dieses Proteins kurz erldutert.
1.1.1 Das Transmembranprotein Bacterioopsin aus Halobacterium salinarum

Bei Bacterioopsin (Bop) handelt es sich um ein integrales Membranprotein der Zellmembran
des extremophilen Archacon Halobacterium salinarum (Dunn et al., 1981). Das native
Protein besteht aus 248 Aminosduren und ist in sieben ndherungsweise parallelen,
transmembranen a-Helices angeordnet, die eine Pore bilden (Abbildung 5). Wird in diese
Pore ein Molekiil des Chromophors Retinal eingelagert, spricht man nicht mehr von
Bacterioopsin, sondern von dem 27,6 kDa gro3en Bacteriorhodopsin (bR, Hohenfeld ef al.,
1999). Dazu muss das Retinal {iber eine Imidbindung als Schiff'sche Base an die
Aminfunktion der Aminosdure Lysin 216 gebunden werden (Lanyi, 2004). Es liegt dann
physiologisch entweder als all-trans- oder als 13-cis,15-anti-Isomer vor (Lanyi, 2004).
Lichtinduziert isomerisieren diese Retinalformen, was zu Anderungen der Protonenaffinititen
bestimmter Aminosdurefunktionen innerhalb des Bacteriorhodopsins fiithrt und schlielich
dazu, dass Protonen von der cytoplasmatischen zur extrazelluldiren Membranseite — durch die
Pore des Proteins — transportiert werden. Dabei durchlduft das Bacteriorhodopsin einen

reversiblen Photozyklus.
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Da das Genprodukt des bop-Gens bereits erfolgreich in E. coli synthetisiert werden konnte
(Hohenfeld et al., 1999), handelt es sich um eines der bestcharakterisierten Membranproteine
und eignet sich daher in besonderem Malle als Modellprotein fiir die Synthese im neuen R.
capsulatus Expressionssystem. Auflerdem wurden bereits ein Aktivitits-Assay fiir dieses
Protein entwickelt, der die spitere funktionelle Charakterisierung ermoglichen soll (Kouyama
et al., 1987).

Dennoch sollte in R. capsulatus zunichst die Expression und Lokalisation von Bacterioopsin
analysiert werden, bevor in einem weiteren Schritt durch Zugabe des Chromophors Retinal
die Aktivitit des synthetisierten Proteins durch einen einfachen photometrischen Test

untersucht werden sollte.

b)

Cytoplasma

N DX CHO

extrazellularer Raum

Abbildung 5: Dreidimensionale Struktur des Bacterioopsins. Bacterioopsin besteht aus 7 ndherungsweise parallelen
Transmembranhelices (a, Seitenansicht), die in der Membran des Archeaen Halobacterium salinarum eine Pore ausbilden (b, Aufsicht von
der cytoplasmatischen Seite). Wird in dieser Pore an den Aminoséurerest Lysin 216 (rot hervorgehoben) ein Molekiil Retinal (c, all-trans-
Retinal) als Schiff’sche Base gebunden, spricht man von Bacteriorhodopsin. Die Molekiildarstellung erfolgte mit Hilfe des Programms
Chimera anhand der Strukturdaten der pdb-Datei 1py6. Die Molekiiloberfliche ist in transparentem Blau dargestellt. N: N-Terminus; C: C-

Terminus.
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1.1.2  Klonierung des Pr7-abhingigen Bacterioopsin-Expressionsvektors

Um die T7-RNA-Polymerase-abhéngige Expression, Akkumulation und Lokalisation von
Bacterioopsin sowohl in E. coli als auch im neuen Rhodobacter-Expressionssystem
untersuchen zu konnen, wurde das korrespondierende bop-Gen zundchst in den

Expressionsvektor pRhotHi-2 kloniert (Abbildung 6).

Ndel Xhol Ndel Xhol

Doppelrestriktion

Xhol Nefel

Smal
EcaoRl (Hindlll

facz pRhotHi-2

PEVE10

Klonierung in

blunt end Klonierung (mgﬁ%j)
in pSVYB10 (Smal)
| l
l l el Nel
—_—

Hindlll
Ndel

pRhotHi-2-bop
(7338 bp)

pSYB10-lbop pSYB10-libop .
(3479 bp) (3479 bp) P-abhéngiger

~ ~ ~ Expressionsvektor

Sequenzierung

Abbildung 6: Schematische Darstellung zur Klonierung des Pr;-abhiingigen Rhodobacter-Expressionsvektors pRhotHi-2-bop. Zur
Expression des Bacterioopsingens wurde ein spezieller Pr;-anhidngiger Expressionsvektor erzeugt. Dazu wurde das bop-Gen mittels PCR
amplifiziert und blunt end in die Smal-Restriktionsschnittstelle des Sequenziervektors pSVB10 kloniert. Nach dessen Sequenzierung wurde
das bop-Gen zur Synthese des Prs-abhingigen bop-Expressionsvektors aus den pSVB10-Derivaten herausgeschnitten (Ndel/Xhol) und in die
Ndel- und Xhol-Restriktionsschnittstellen des Vektors pRhotHi-2 kloniert.

Dazu wurde es durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit spezifischen
Oligonukleotidstartermolekiilen amplifiziert, wodurch dem PCR-Produkt am 5’-Ende eine
Ndel- und am 3’-Ende eine Xhol-Restriktionsschnittstelle angefiigt wurde. Auflerdem wurde
das Stoppkodon deletiert, was die spitere Proteinbiosynthese mit C-terminalem Hexahistidin-
Tag zum immunologischen Proteinnachweis sowie die affinitdtschromatographische
Aufreinigung ermoglichen soll. Als DNA-Matrize fiir das bop-Gen diente das rekombinante
Plasmid pAWG/P(T5)His obop (Dyczmons, 2006). Diese Matritze enthielt neben der DNA-
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Sequenz fiir das Protein auch die DNA-Sequenz fiir dessen Signalpeptid. Das Signalpeptid
besteht translatiert aus 13 Aminosduren am N-Terminus des Bacterioopsins und wird nach
seiner Prozessierung abgespalten.

Nach erfolgreicher PCR wurde das amplifizierte DNA-Fragment mit glatten Enden in die
Smal-Restriktionsschnittstelle des Sequenziervektors pSVB10 kloniert und die DNA-Sequenz
des klonierten PCR-Fragments durch Sequenzierung (Sequiserve GmbH, Vaterstetten,
Deutschland) bestétigt.

AnschlieBend wurde das bop-Gen mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Ndel und X#ol in
einer Doppelrestriktion aus den pSVBI10-Derivaten herausgeschnitten und in die
korrespondierenden Schnittstellen des T7-RNA-Polymerase-abhidngigen Expressionsvektors
pRhotHi-2 kloniert. Das entstandene rekombinante Plasmid wurde mit pRhotHi-2-bop
bezeichnet (Abbildung 6).

1.2 Untersuchungen zur Py7-abhéngigen Expression von Bacterioopsin in E. coli

Im Rahmen dieses Teilaspekts der vorliegenden Arbeit sollte nun tiberpriift werden, inwieweit
Bacterioopsin mit dem neuen Prs-abhéngigen Expressionsvektor pRhotHi-2-bop in bereits
beschriebenen E. coli Stimmen BL21(DE3) und C43(DE3) exprimiert werden kann. So sollte
zum einen tberpriift werden, ob das verwendete Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop in der
Lage ist, Gene fiir heterologe Membranproteine zu exprimieren. Zum anderen sollten so zwei
Referenzsysteme geschaffen werden, um die spitere Expression von Bacterioopsin in R.
capsulatus mit den gewihlten E. coli Systemen vergleichen zu konnen. Besonderes
Augenmerk wurde dazu auf die Plasmidkopienzahl des Vektors, die Transkriptionseffizienz

und Transkriptausbeute sowie die Proteinlokalisation gelegt.

1.2.1 Bestimmung der Plasmidkopienzahl des Prs-abhiingigen Expressionsvektors

pRhotHi-2-bop in den E. coli Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3)

Um die Plasmidkopienzahl des Expressionsvektors pRhotHi-2-bop in den beiden E. coli
Stammen BL21(DE3) und C43(DE3) zu bestimmen, wurden zunéchst Zellen beider E. coli
Stamme mit dem Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop und dem korrespondierenden
Leervektor (pRhotHi-2) als Kontrollvektor transformiert und auf LB-Festmedium unter
Selektionsdruck vermehrt. Von diesem LB-Festmedium wurden geeignete Kolonien geerntet
und verwendet, um Vorkulturen in 5 ml LB-Fliissigmedium anzuimpfen. Nach Wachstum
iiber Nacht (37 °C, 120 UpM) wurden diese Vorkulturen eingesetzt, um Testkulturen in

Autoinduktionsmedium mit einer Zellzahl, die einer optischen Dichte von 0,05 bei 580 nm
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entsprach, anzuimpfen. Das Kulturvolumen betrug dabei 10 ml. Durch Verwendung von
Autoinduktionsmedium war gewihrleistet, dass jede Anzucht stets unter gleichen
Bedingungen ablief und die Induktion der Bacterioopsinexpression immer bei gleicher
Zellzahl geschah. Die weitere Anzucht erfolgte iiber Nacht bei 37 °C und Agitation (120
UpM). AnschlieBend wurde aus 1,5 ml der verwendeten E. coli Stimme die Gesamt-DNA
quantitativ isoliert. Mit geeigneten Oligonukleotidstartermolekiilen und 150 ng dieser
isolierten Gesamt-DNA wurde dann in einer quantitativen real-time-PCR unter Verwendung
eines definierten DNA-Massenstandarts die absolute Masse der gebildeten PCR-Produkte
bestimmt. Bei dem verwendeten Massenstandard handelte es sich um gereinigte Plasmid-
DNA (pRhotHi-2), die zuvor photometrisch quantifiziert wurde. Der gesamte Versuch wurde
als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Das Ergebnis der quantitativen real-time-PCR ist in

Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Plasmidkopienzahl des Pr,-abhéingigen
Bacterioopsin-Expressionsvektors pRhotHi-2-bop pro Zelle in den Expressionswirten E. coli BL21(DE3) und C43(DE3). Dargestellt
ist der C-Wert des erzeugten PCR-Produkts in Abhéngigkeit der Masse der synthetisierten PCR-Produkts. Dieser C.-Wert bezeichnet den
Schwellenwert-PCR-Zyklus (threshold cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des verwendeten SYBR-
Green-Farbstoffs das Hintergrundrauschen tiberschreitet. Wird in der real-time-PCR ein Massenstandard verwendet, kann mit dessen Hilfe
die Kopienzahl des eingesetzten Vektors pro Zelle berechnet werden. Weitere Informationen befinden sich im Text. Das Bestimmtheitsmaf3
des dargestellten Massenstandards betrug R* = 0,9992. BL21(DE3) Pr,>bop: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-bop; C43(DE3) Pr>bop: E. coli
C43(DE3) pRhotHi-2-bop; BL21(DE3) LV: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2; C43(DE3) LV: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2.
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Mit Hilfe der aus der quantitativen real-time-PCR erhaltenen Massedaten wurde anschlieBend
die Plasmidkopienzahl des Prs-abhidngigen Expressionsvektors pRhotHi-2-bop in den
verwendeten E. coli Stimmen BL21(DE3) und C43(DE3) berechnet (Tabelle 11).

Tabelle 11: Plasmidkopienzahl der Pr,-abhiingigen Vektoren pRhotHi-2 und pRhotHi-2-bop in den E. coli Stimmen
BL21(DE3) und C43(DE3). Die Werte reprisentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhingigen Messungen inklusive

Standardabweichung.

Bakterienstamm pRhotHi-2 pRhotHi-2-bop
(Leervektor)
E. coli BL21(DE3) 53+0,6 2,5+0,5
E. coli CA3(DE3) 2,5+0,5 24+04

Die in Tabelle 11 dargestellten Ergebnisse zur Berechnung der Plasmidkopienzahl des Prs-
abhéngigen Bacterioopsin-Expressionsvektors zeigen, dass sich dieser sowohl in E. coli
BL21(DE3) als auch in E. coli C43(DE3) wie ein low-copy-Vektor verhilt. Mit 2,5 = 0,5
Kopien pro Zelle replizierte das Plasmid pRhotHi-2-bop dabei in E. coli BL21(DE3)
praktisch gleich stark wie in E. coli C43(DE3) mit 2,4 + 0,4 Kopien pro Zelle. Vergleicht man
hingegen die Plamidkopienzahlen des Bacterioopsin-Expressionsvektors mit den
Kopienzahlen des korrespondierenden Leervektors (pRhotHi-2) in den betreffenden E. coli
Stammen, so fillt auf, dass die Expression von Bacterioopsin in E. coli BL21(DE3)
offensichtlich einen Einfluss auf die Plasmidkopienzahl pro Zelle hat. So war die Kopienzahl
des Leervektors in diesem Stamm mit 5,3 + 0,6 pro Zelle doppelt so hoch, wie im
korrespondierenden E. coli Stamm BL21(DE3) pRhotHi-2-bop. Dieses Ergebnis deutet auf
eine Stressantwort der Wirtszelle hin, die durch das exprimierte Zielgen verursacht wurde.
Durch Abbau des Expressionsplasmids versuchten die betroffenen Wirtszellen, diesem
zelluldren Stress entgegenzuwirken. Im Gegensatz dazu war die Kopienzahl des Leervektors
im E. coli Stamm C43(DE3) mit 2,5 = 0,5 pro Zelle vergleichbar mit den Werten fiir das
korrespondierende Bacterioopsin-Expressionsplasmid (2,4 + 0,4 Plasmide pro Zelle). Somit
scheint die Expression des Bacterioopsingens keinen zelluldren Stress auf den E. coli Stamm
C43(DE3) auszuiiben. Das Ergebnis bestdtigt damit die bereits beschriebenen Befunde, dass
sich dieser Stamm fiir die Synthese verschiedener Membranproteine besonders eignen kann

(Miroux & Walker, 1996).
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Als Konsequenz der geringen Plasmidkopienzahl des Bacterioopsin-Expressionsvektors
pRhotHi-2-bop in den untersuchten E. coli Stammen BL21(DE3) und C43(DE3) war damit zu

rechnen, dass auch die bop-Transkriptmenge gering ausfillt.

1.2.2  Bestimmung der  Bacterioopsintrankriptmasse in den E. coli

Expressionsstimmen BL21(DE3) pRhotHi-2-bop und C43(DE3) pRhotHi-2-bop

Um die Bacterioopsin-Transkriptmenge in E. coli zu bestimmen, wurden zunédchst E. coli
BL21(DE3)- sowie C43(DE3)-Kulturen, deren Zellen das Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop
trugen, wie bereits beschrieben, in 10 ml Autoinduktionsmedium tiber Nacht bei 37 °C unter
Agitation (120 UpM) angezogen. Als Kontrollen wurden entsprechende Kulturen verwendet,
deren Zellen den Leervektor trugen (pRhotHi-2). AnschlieBend wurde aus jeweils 1,5 ml der
verwendeten Kulturen die Gesamt-RNA quantitativ isoliert. Aus 150 ng dieser Gesamt-RNA
wurde das Bacterioopsintranskript mit Hilfe geeigneter Oligonukleotidstartermolekiile und
reverser Transkriptase in cDNA transkribiert. Diese cDNA wurde anschliefend als Matrize in
einer quantitativen real-time-PCR verwendet, und so die Masse des urspriinglichen
Bacterioopsintranskripts bestimmt. Als Massenstandard fiir die quantitative real-time-PCR
diente dabei gereinigte Plasmid-DNA des korrespondierenden Leervektors pRhotHi-2, dessen
Masse zuvor photometrisch bestimmt wurde. Die gesamte Versuchdurchfithrung erfolgte als
Dreifachbestimmung. Nach Abschluss der real-time-PCR wurden die gebildeten PCR-
Produkte gelelektrophoretisch untersucht. Dazu wurde jeweils 1 ul PCR-Produkt in einem
3%-igen Agarosegel aufgetrennt und die darin enthaltene DNA mit Hilfe von
Ethidiumbromid und UV-Licht visualisiert. ~Neben dem  PCR-Produkt des
Bacterioopsintranskripts wurden auflerdem die PCR-Produkte folgender Kontrollen
analysiert:

Um die gleich bleibende Qualitidt der isolierten Gesamt-RNA zu iiberpriifen, wurde ein
interner Standard generiert. Hierzu wurde in jeder untersuchten Probe das Transkript des
konstitutiv ~ abgelesenen  aphll-Gens mit  spezifischen  Primern  nachgewiesen
(Transkriptionskontrolle). Sein Genprodukt verlich den Zellen die plasmidkodierte
Kanamyzinresistenz, auf die selektiert wurde. Um ferner sicherzustellen, dass das real-time-
PCR-Produkt des Bacterioopsins tatsdchlich auf spezifisches Transkript zuriickzufithren war,
wurde auBlerdem in einem weiteren real-time-PCR-Ansatz liberpriift, ob die verwendeten
Primer spezifisch gebunden haben oder ob ein falsch-positives Signal durch Kreuzreaktion
erzeugt wurde (Negativkontrolle 1). Dazu wurden dem Transkript der Kontrollkulturen, die

den Leervektor pRhotHi-2 trugen, wéhrend der reversen Transkription und real-time-PCR die
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Primer fur Bacterioopsin angeboten, die, wenn sie spezifisch waren, in diesen Proben nicht
binden konnten und so kein Signal in der real-time-PCR erzeugen durften. Als zweite
Negativkontrolle wurde Bacterioopsintranskript verwendet, dem wihrend der reversen
Transkription keine reverse Transkriptase zugegeben wurde. Somit wurde keine cDNA als
Matrize fiir die quantitative real-time PCR synthetisiert. Demnach durfte kein PCR-Produkt
generiert werden (Negativkontrolle 2). Mit dieser Kontrolle sollte eine Kontamination der
Proben mit genomischer oder Plasmid-DNA ausgeschlossen werden.

Die photographische Dokumentation der gelelektrophoretischen Analyse der real-time-PCR-
Produkte ist in Abbildung 8 dargestellt, das Ergebnis der quantitativen bop-
Transkriptbestimmung in Abbildung 9.
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Abbildung 8: Gelelektrophoretische Analyse der PCR-Produkte der quantitativen real-time-PCR zur Bestimmung der bop-
Transkriptmassen in den E. coli Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3). Dazu wurden jeweils 1 ul der real-time-PCR-
Produkte auf ein 3 %-iges Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. Sowohl fiir den
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) (a) als auch fiir E. coli C43(DE3) (b) ist erkennbar, dass in beiden Féllen deutlich das PCR-Produkt
des Bacterioopsintranskript akkumulierte (jeweils Spur 1). Ebenso akkumulierte das PCR-Produkt des aphll-Transkripts in beiden Fillen
(Transkriptionskontrolle, jeweils Spuren 2 & 3). Keine PCR-Produkte wurden sichtbar in den Spuren 4 & 5, was damit die Kontamination
durch DNA ausschliefit ebenso wie die Bildung unspezifischen Produkts durch Kreuzreaktion der verwendeten Primer. Pr>bop: pRhotHi-2-

bop; LV: Leervektor (pRhotHi-2); rT: reverse Transkription.

Wie in Abbildung 8 deutlich wird, war das Transkript des bop-Gens in beiden verwendeten E.
coli Expressionssystemen eindeutig nachweisbar (jeweils Spur 1). Auch das Transkript des
konstitutiv exprimierten aphll-Gens, konnte erwartungsgeméfl nachgewiesen werden und
somit die gleich bleibende Qualitit der eingesetzten Transkripte bestéitigt werden
(Transkriptionskontrolle, jeweils Spuren 2 & 3). Anhand der Negativkontrollen wurde
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gezeigt, dass im Rahmen dieses Transkriptnachweises keine falsch positiven Signale durch
Kreuzreaktionen der verwendeten Primer generiert wurden (Negativkontrolle 1). AuBBerdem
wurde eine DNA-Kontamination der Proben ausgeschlossen (Negativkontrolle 2). Somit
handelte es sich beim nachgewiesenen bop-Transkript tatsdchlich um Bacterioopsin und nicht
um ein Artefakt.

Anhand der in Abbildung 9 dargestellten Standardgerade konnte aus den Daten der
quantitativen real-time-PCR  die absolute Masse der urspriinglich eingesetzten

Bacterioopsintranskripte errechnet werden. Diese Transkriptmassen sind in Tabelle 12

aufgefiihrt.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Bacterioopsintrankriptmenge in den
Expressionswirten E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) mit dem Pr;-abhéingigen Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop. Dargestellt sind
die C-Werte der erzeugten PCR-Produkte in Abhédngigkeit ihrer Masse. Der C.-Wert bezeichnet den Schwellenwert-PCR-Zyklus (threshold
cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das Hintergrundrauschen
uberschreitet. Wird in der real-time-PCR ein Massenstandard verwendet, kann mit dessen Hilfe die Masse des urspriinglichen
Bacterioopsintranskripts berechnet werden. Weitere Informationen befinden sich im Text. Das Bestimmtheitsmall des dargestellten
Massenstandards betrug R* = 0,9993. Die Masse des eingesetzten Gesamttranskripts betrug 150 ng. BL21(DE3): E. coli BL21(DE3)
pRhotHi-2-bop; C43(DE3): E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-bop.
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Tabelle 12: Masse an Bacterioopsintranskript in den Expressionsstimmen E. coli
BL21(DE3) pRhotHi-2-bop und C43(DE3) pRhotHi-2-bop. Die angegebenen Massen
reprisentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhingigen Berechnungen inklusive

Standardabweichung.

Bakterienstamm Masse bop-Transkript

(ng /150 ng Gesamt-RNA)

E. coli BL21(DE3) pRhotHi2-bop 4,10210° 4,74+ 107

E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-bop 9,75+ 10* = 7,44 + 10™

Wie aus dem Vergleich der Transkriptmassen in Tabelle 12 hervorgeht, wurde sehr wenig
Bacterioopsin in den untersuchten E. coli Stimmen BL21(DE3) und C43(DE3) transkribiert.
Mit 9,75 » 10 ng = 7,44 * 10 ng pro 150 ng Gesamt-RNA wurde aber dennoch im E. coli
Stamm C43(DE3) fast 25-mal soviel Bacterioopsin transkribiert, wie im Stamm BL21(DE3)
mit 4,10 * 10° ng = 4,74 * 10” ng pro 150 ng Gesamt-RNA. Bei gleichen Plasmidkopienzahl
pro Zelle des Pr7-abhidngigen Expressionsvektors pRhotHi-2-bop in beiden Stimmen, scheint
E. coli C43(DE3) damit tatséchlich deutlich besser fiir die Transkription von Bacterioopsin zu
sein, als E. coli BL21(DE3).

1.2.3  Lokalisation von Bacterioopsin in den E. coli Stimmen BL21(DE3) pRhotHi-2-
bop und C43(DE3) pRhotHi-2-bop

Fiir die Synthese von Bacterioopsin ist jedoch nicht alleine eine erfolgreiche Transkription
erforderlich. Nach der Transkription muss das entsprechende Transkript auch translatiert und
akkumuliert werden.

Um diese Akkumulation im verwendeten E. coli Stamm BL21(DE3) pRhotHi-2-bop
untersuchen zu koénnen, wurde dieser, wie Dbereits beschrieben, i{iber Nacht in 10 ml
Autoinduktionsmedium bei 37 °C und Agitation (120 UpM), kultiviert. AnschlieBend wurden
zellfreie Proteinextrakte aus 1,5 ml des Expressionsstamms fraktioniert. Wegen der geringen
Transkriptmasse wurde die Bacterioopsinakkumulation jedoch nicht gelelektrophoretisch
mittels SDS-PAGE-Analyse untersucht, sondern direkt unter Verwendung eines spezifischen
Antiserums (Anti-Hise-Antikorper) mittels Westernblotanalyse. Das Ergebnis dieser Analyse
ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Akkumulation von Bakterioopsin in E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-bop und C43(DE3) pRhotHi-2-bop. Unter
Verwendung gleicher Zellextraktmengen ist die Akkumulation von Bakterioopsin (als Fusionsprotein mit einem Hexahistidinpeptid am C-
Terminus; Bop-Hise) in den E. coli Stimmen BL21(DE3) pRhotHi-2-bop und C43(DE3) pRhotHi-2-bop dargestellt. Der immunologische
Nachweis des Bakterioopsins in fraktionierten, zellfreien Proteinextrakten erfolgte unter Verwendung eines spezifischen Antiserums. Die
Akkumulation von Bakterioopsin ist sowohl in den Zellmembranen des E. coli Stamms BL21(DE3) (Spur 2) als auch C43(DE3) (Spur 5)

deutlich sichtbar. Fiir diesen Nachweis wurde jeweils eine Zellzahl verwendet, die einer optischen Dichte von 1,0 bei 580 nm entsprach.

Das in Abbildung 10 dargestellte Ergebnis dieser immunologischen Untersuchung
verdeutlicht, dass Bakterioopsin in E. co/i BL21(DE3) in signifikanten Mengen akkumulierte,
und zwar ausschlielich in seiner Zellmembran bzw. Membranbestandteilen (Abbildung 10,
Spur 2).

Dieses Ergebnis stimmt mit den bereits in der Literatur verdffentlichten Aussagen tiberein,
dass Bacterioopsin im E. coli Expressionsstamm BL21(DE3) synthetisiert wird und
ausschlieBlich in der Membran akkumuliert (Hohenfeld ez al., 1999). Somit steht nun, neben
dem von Hohenfeld verwendeten pET27b-basierten E. coli Expressionsvektor pET27bmod
mit dem Prs-abhéngigen Expressionsvektor pRhotHi-2-bop ein weiteres Plasmid fiir die
Synthese von Bacterioopsin und dessen Akkumulation in die Cytoplasmamembran des E. coli
Stamms BL21(DE3) zur Verfiigung.

Um ferner zu {iberpriifen, ob die groBere Membranoberflache und somit die potentiell grofere
Aufnahmekapazitit fiir Membranproteine zur vermehrten Akkumulation von Bacterioopsin
fiihrte, wurde die Bop-Akkumulation in E. coli C43(DE3) mit dem Expressionsplasmid
pRhotHi2-bop ebenfalls immunologisch analysiert. Dazu wurden — wie bereits beschrieben —
zellfreie Proteinextrakte des betreffenden Expressionsstamms fraktioniert. So konnte gezeigt
werden, dass Bacterioopsin auch im E. coli Stamm C43(DE3) in signifikanten Mengen
ausschlieBlich in der Membran akkumulierte (Abbildung 10, Spur 5). Im Vergleich zur
Akkumulation in E. coli BL21(DE3) war jedoch eine enorme Steigerung der Ausbeute
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erkennbar, die offensichtlich mit der gesteigerten Transkriptmasse in E. coli C43(DE3)
pRhotHi-2-bop korrelierte.

Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Synthese von Bacterioopsin auch in dem E.
coli Stamm C43(DE3) pRhotHi-2-bop moglich ist. Darin erfolgt die Akkumulation von
Bacterioopsin, wie in E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-bop, ausschlieBlich in der Membran des
heterologen Wirts. Im Gegensatz zu E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-bop akkumuliert jedoch
deutlich mehr Bacterioopsin in dessen Tochterstamm C43(DE3) pRhotHi-2-bop.

Beziiglich der Fragestellungen konnte mit den beschriebenen Versuchen gezeigt werden, dass
sich das neue Pr7-abhédngige Expressionsplasmid pRhotHi-2 in den E. coli Stimmen
BL21(DE3) und C43(DE3) wie ein low-copy-Plasmid verhielt. Dies galt auch fiir das Pp;-
abhingige Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop, das eingesetzt wurde, um in den genannten
Stimmen Bacterioopsin zu exprimieren. Mit Hilfe von quantitativer real-time-PCR wurde die
Bacterioopsin-Transkriptmenge in E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) errechnet. Dadurch
wurde gezeigt, dass in E. coli C43(DE3), trotz gleicher Plasmidkopienzahl pro Zelle, mehr als
die 25-fache Masse an Bacterioopsintranskript vorhanden war. Mit Hilfe immunologischer
Methoden wurde ferner gezeigt, dass Bacterioopsin bei Verwendung des Vektors pRhotHi-2-
bop ausschlieBlich in der Zellmembran der E. coli BL21(DE3) Wirtszellen akkumuliert. Diese
Akkumulation konnte erstmals auch in den Membranen des E. coli Stamms C43(DE3)
nachgewiesen werden. Dabei wurde gezeigt, dass die Bacterioopsinakkumulation in E. coli
C43(DE3) pRhotHi-2-bop deutlich stirker war als in E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-bop und
mit der erhohten Bacterioopsintranskriptmasse in E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-bop
korrelierte.

Somit stehen nun zwei E. coli Expressionssysteme zur Akkumulation von Bacterioopsin in
der Zellmembran zur Verfiigung. AuBlerdem wurden so mit den beiden E. coli
Expressionssystemen zwei Referenzsysteme geschaffen, mit denen die Akkumulation von

Bacterioopsin in R. capsulatus verglichen werden kann.
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1.3 Untersuchungen zur Expression von Bacterioopsin in R. capsulatus

R. capsulatus eignet sich potentiell besonders fiir die Synthese von Membranproteinen, da es
sich um einen Organismus handelt, der bei phototrophem Wachstum ein
intracytoplasmatisches Membransystem (ICM) ausbildet, welches die Enzymkomplexe des
Photosystems aufnimmt. Theoretisch konnte heterologes Membranprotein so in Konkurrenz
zu diesen Enzymkomplexen in das ICM eingebaut werden. Deshalb sollte nun untersucht
werden, in wie weit der neue R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7 im Vergleich zu den
etablierten E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) Expressionsstimmen in der Lage war,
Bacterioopsin zu akkumulieren. Da der R. capsulatus Stamm B10S-T7 das T7-RNA-
Polymerasegen unter der Kontrolle des induzierbaren Fruktosepromotors trégt, ermoglichte er
somit die Verwendung des Pr7-abhédngigen Expressionsvektors pRhotHi-2-bop zur Synthese

von Bacterioopsin.

Um aussagekriftige Antworten auf die Fragestellung zu erhalten, sollte wie in E. coli fiir die
Charakterisierung des R. capsulatus Expressiossystems zunédchst die Plasmidkopienzahl des
Bacterioopsin-Expressionsvektors pRhotHi-2-bop im R. capsulatus Stamm B10S-T7
untersucht werden. AuBlerdem sollten sowohl die Transkriptionseffizienz und
Transkriptausbeute, als auch die Proteinakkumulation im Vergleich zu den bereits
untersuchten E. coli Systemen analysiert werden. Weiter sollte untersucht werden, ob
Bacterioopsin in R. capsulatus B10S-T7 in der Cytoplasmamembran oder in das ICM
inseriert und ob es moglich ist, einen photometrischen Test zu entwickeln, der die Detektion

des Genprodukteinbaus in das ICM erméglicht.

1.3.1 Bestimmung der Plasmidkopienzahl des Pr;-abhingigen Expressionsplasmids

pRhotHi-2-bop im neuen R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7

Um zunéchst die Plasmidkopienzahl des Bacterioopsin-Expressionsvektors pRhotHi-2-bop im
R. capsulatus Stamm B10S-T7 untersuchen zu koénnen, wurde das Prs-abhingige Plasmid
durch konjugativen Transfer in den Expressionswirt eingebracht. Dieser wurde auf PY-
Festmedium unter Selektionsdruck vermehrt. AnschlieBend wurden geeignete Kolonien
geerntet und verwendet, um Vorkulturen in 10 ml RCV-Fliissigmedium anzuimpfen. Nach
dreitdigigem photoheterotrophem Wachstum wurden diese Vorkulturen eingesetzt, um
Testkulturen mit einer Zellzahl, die einer optischen Dichte von 0,02 bei 660 nm entsprach, in

RCV-Flissigmedium anzuimpfen. Das Kulturvolumen betrug 1000 ml. Die Anzucht erfolgte
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photoheterotroph fiir 24 Stunden. Zur Induktion der bop-Expression wurde dem RCV-
Medium der Testkulturen Fruktose in einer Endkonzentration von 8 mM zugesetzt. Diese
Fruktosekonzentration ist ausreichend fiir die vollstindige Expression des T7-RNA-
Polymerasegens (Katzke et al, in Vorbereitung). Als Kontrolle wurden Testkulturen
verwendet, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen. AnschlieBend wurde, wie bei den
vorangegangenen Versuchen mit E. coli in einer Dreifachbestimmung, die Gesamt-DNA
eines Aliquots (1,5 ml) der Expressions- und Kontrollkulturen quantitativ isoliert. Mit
geeigneten Primern wurde dann erneut in einer quantitativen real-time-PCR unter
Verwendung eines definierten DNA-Massenstandarts die Plasmidkopienzahl bestimmt. Dabei
handelte es sich erneut um gereinigte Plasmid-DNA (pRhotHi-2), die photometrisch
quantifiziert wurde. Das Ergebnis der quantitativen real-time-PCR ist in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Plasmidkopienzahl des Pr,-abhéingigen
Bacterioopsin-Expressionsvektors pRhotHi-2-bop pro Zelle im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7. Dargestellt ist der C,-Wert
des erzeugten PCR-Produkts in Abhéngigkeit der Masse des PCR-Produkts. Dieser C,-Wert bezeichnet den Schwellenwert-PCR-Zyklus
(threshold cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das
Hintergrundrauschen tiberschreitet. Wird in der real-time-PCR ein Massenstandard verwendet, kann mit dessen Hilfe die Kopienzahl des
eingesetzten Vektors pro Zelle berechnet werden. Weitere Informationen befinden sich im Text. Das Bestimmtheitsmal3 des dargestellten
Massenstandards betrug R* = 0,9992. B10S-T7 Pr;>bop: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop; B10S-T7 LV: R. capsulatus B10S-T7
pRhotHi-2 (Leervektor).
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Mit Hilfe der aus der quantitativen real-time-PCR erhaltenen Massedaten wurde anschlieBend
die Plasmidkopienzahl des Prs-abhidngigen Expressionsvektors pRhotHi-2-bop und des
Leervektors pRhotHi-2 im verwendeten R. capsulatus Stamm B10S-T7 berechnet (Tabelle
13)

Tabelle 13: Plasmidkopienzahl der bop-Expressions- und Kontrollvektoren in R.
capsulatus B10S-T7. Die dargestellten Werte représentieren jeweils den Mittelwert aus

drei unabhéngigen Berechnungen inklusive Standardabweichung.

R. capsulatus B10S-T7

pRhotHi-2 132,6 £ 5,5

pRhotHi-2-bop 48,0 57

Die Ergebnisse aus Tabelle 13 zeigen deutlich, dass sich der T7-RNA-Polymerase-abhidngige
Expressionsvektor pRhotHi-2 in R. capsulatus B10S-T7 nicht wie ein low-copy-Plasmid,
sondern wie ein mid-copy-Plasmid mit 132,6 = 5,5 Kopien pro Zelle verhielt. Wihrend der
Transkription des bop-Gens ging die Plasmidkopienzahl des Bacterioopsin
Expressionsvektors pRhotHi-2-bop bis auf 48,0 = 5,7 pro Zelle zuriick, was auch fiir R.
capsulatus zeigte, dass durch die Gentranskription vermutlich zelluldrer Stress erzeugt wurde,
dem die Zelle durch Abbau des ursdchlichen Plasmids entgegenwirkte. Dennoch war die
Plasmidkopienzahl = des  Bacterioopsin-Expressionsplasmids  im  R. capsulatus
Expressionssystem noch um den Faktor 20 groBer als in den verglichenen E. coli Systemen
BL21(DE3) pRhotHi-2-bop und C43(DE3) pRhotHi-2-bop. Somit konnte R. capsulatus
B10S-T7 potentiell auch in der Lage sein, mehr Bacterioopsintranskript zur Translation zur

Verfiigung stellen, was dann moglicherweise zur gesteigerten Proteinakkumulation fiihrt.

1.3.2 Bestimmung der Bacterioopsintranskriptmasse im R.  capsulatus

Expressionsstamm B10S-T7 pRhotHi-2-bop

Um zu tiberpriifen, ob die grofBere Plasmidkopienzahl des Prs-abhiangigen Expressionsvektors
pRhotHi-2-bop in Vergleich zu den getesteten E. coli Systemen auch zu einer gesteigerten
Transkriptausbeute fiithrte, wurde die Masse des Bacterioopsintranskripts im R. capsulatus
Expressionsstamm B10S-T7 pRhotHi-2-bop bestimmt.

Dazu wurde aus entsprechenden Expressionskulturen (R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-
bop), die wie bereits beschrieben 24 Stunden photoheterotroph in 1000 ml RCV-Medium

(Induktorkonzentration: 8 mM Fruktose) angezogen wurden, die Gesamt-RNA in einer
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Dreifachbestimmung quantitativ isoliert. Aus 150 ng dieser Gesamt-RNA wurde das
Bacterioopsintranskript mit Hilfe geeigneter Oligonukleotidstartermolekiile und reverser
Transkriptase in cDNA transkribiert. Diese cDNA wurde anschlieBend als Matrize in einer
quantitativen real-time-PCR verwendet, und so die Masse des Bacterioopsintranskripts
quantitativ bestimmt. Als Massenstandard fiir die real-time-PCR wurde gereinigte Plasmid-
DNA des korrespondierenden Leervektors verwendet, dessen Masse zuvor photometrisch
bestimmt wurde. Das Ergebnis der durchgefiihrten quantitativen Transkriptbestimmung ist in

Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Bacterioopsintranskriptmenge im
Expressionswirt R. capsulatus B10S-T7. Dargestellt ist der C-Wert des erzeugten PCR-Produkts in Abhédngigkeit seiner Masse. Dieser C,-
Wert bezeichnet den Schwellenwert-PCR-Zyklus (threshold cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des
verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das Hintergrundrauschen tiberschreitet. Wird in der real-time-PCR ein Massenstandard verwendet,
kann mit dessen Hilfe die Masse des urspriinglichen Bacterioopsintranskripts berechnet werden. Weitere Informationen befinden sich im
Text. Das Bestimmtheitsmaf} des dargestellten Massenstandards betrug R* = 0,9993. Die Masse des eingesetzten Gesamttranskripts betrug

150 ng. B10S-T7: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop.

Um die gleich bleibende Qualitdt der isolierten RNA auch fiir das R. capsulatus
Expressionssystem zu iiberpriifen und um ausschlieBen zu konnen, dass es sich bei den
nachgewiesenen Transkripten um Kreuzreaktionen der verwendeten Primer oder DNA-
Kontaminationen  handelte, wurden geeignete Transkriptionskontrollen ~ und
Negativkontrollen, wie sie bereits fiir £. coli beschrieben wurden, durchgefiihrt. Analog zu

den Bacterioopsintranskripten aus E. coli wurde als Trankriptionskontrolle das konstitutiv

71



Ergebnisse

exprimierte aphll-Gen nachgewiesen. Zum einen diente als Negativkontrolle erneut eine
Bacterioopsin-transkribierende Probe, die keiner reversen Transkription unterzogen wurde,
zum anderen wurde eine Probe als Negativkontrolle verwendet, die plasmidkodiert kein
Bacterioopsin trug.

Zur Veranschaulichung sind die PCR-Produkte der real-time-PCR gelelektrophoretisch
analysiert worden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Gelelektrophoretische Analyse der PCR-Produkte der quantitativen real-time-PCR zur Bestimmung der bop-
Transkriptmassen im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7. Dazu wurden jeweils 1 ul der PCR-Produkte auf ein 3 %-iges
Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. Wie erkennbar ist, akkumuliert deutlich das PCR-
Produkt des Bacterioopsintranskripts in Spur 1. Ebenso akkumulierte das PCR-Produkt des aphll-Transkripts (Spuren 2 & 3). Keine PCR-
Produkte wurden sichtbar in den Spuren 4 & 5 was damit die Kontamination durch DNA ausschlieft sowie die Bildung unspezifischen

Produkts durch Kreuzreaktion der verwendeten Primer. Pr7>bop: pRhotHi-2-bop; LV: Leervektor (pRhotHi-2); rT: reverse Transkription.

Analog zu den entsprechenden Transkriptnachweisen in den E. coli Referenzstimmen
BL21(DE3) und C43(DE3) konnte auch fiir den Expressionsstamm R. capsulatus B10S-T7 an
Hand der in Abbildung 13 visualisierten PCR-Produkte der durchgefiihrten real-time-PCR
bestétigt werden, dass es sich bei dem nachgewiesenen Bacterioopsintranskript tatsdchlich um
das Transkript des bop-Gen handelte. So wurden keine unspezifische Signale durch
Kreuzreaktionen von Primern (kein PCR-Produkt in Spur 4, Negativkontrolle 1) oder DNA-
Kontamination der Probe (kein PCR-Produkt in Spur 5, Negativkontrolle 2) erhalten. Auch
die gleich bleibende Qualitdt der eingesetzten Transkripte wurde durch Verwendung des
internen Standards bestétigt (deutliches PCR-Produkt sichtbar in den Spuren 2 & 3,

Transkriptionskontrolle).
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Mit Hilfe der in Abbildung 12 dargestellten Standardgerade konnte aus den Daten der
quantitativen real-time-PCR so die absolute Masse der urspriinglich -eingesetzten
Bacterioopsintranskripte aus R. capsulatus B10S-T7 errechnet werden. Sie betrug 5,89 * 10
ng = 2,01 * 10™ ng pro 150 ng eingesetzter Gesamt-RNA.

Im Vergleich zu den Transkriptmassen in den untersuchten E. coli Staimmen BL21(DE3) und
C43(DE3) (Tabelle 12) wurde in R. capsulatus knapp 15-mal mehr Bacterioopsintranskript
zur Translation zur Verfligung gestellt, als in E. coli BL21(DE3). Dieses Ergebnis korreliert
ungefihr mit der um den Faktor 20 hoheren Plasmidkopienzahl pro Zelle des Pr7-abhéngigen
Expressionsplasmids pRhotHi-2-bop im R. capsulatus Stamm B10S-T7 im Vergleich zu E.
coli BL21(DE3). Dieses Ergebnis zeigt, dass durch Erhohung der Plasmidkopienzahl pro
Zelle durchaus die Transkriptmenge deutlich gesteigert werden kann.

Demgegeniiber betrug die Masse an Bacterioopsintranskript im R. capsulatus Stamm B10S-
T7 nur rund 60 % der bop-Transkriptmasse des E. coli Stamms C43(DE3), obwohl er in
Bezug auf die Plasmidkopienzahl des Expressionsplasmids pRhotHi-2-bop pro Zelle
vergleichbar mit E. coli BL21(DE3) war. Offenbar hat der Expressionsstamm E. coli
C43(DE3) durch das von Miroux und Walker durchgefiihrte Screening tatséchlich
Mechanismen ausgebildet, die es dem Stamm ermoéglichen mehr Transkript heterologer
Proteine bereit zu stellen, als es der Elternstamm E. col/i BL21(DE3) vermag (Miroux &
Walker, 1996). Derartige Mechanismen scheinen im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-

T7 nicht ausgebildet zu sein.

1.3.3 Akkumulation und Lokalisation von Bacterioopsin im R. capsulatus

Expressionsstamm B10S-T7 pRhotHi-2-bop

Um zu berprifen, ob R. capsulatus B10S-T7 unter den oben beschriebenen
Anzuchtbedingungen Bakterioopsin nicht nur transkribiert, sondern auch translatiert und
akkumuliert, wurde der R. capsulatus Expressionsstamms B10S-T7 pRhotHi-2-bop erneut
photoheterotroph in 1000 ml RCV-Medium unter Selektionsdruck, mit 8 mM Fructose als
Induktor, angezogen. Als Kontrolle wurde eine R. capsulatus B10S-T7-Kultur mit dem
Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop verwendet, der kein Induktor zugegeben wurde.

AnschlieBend wurden aus 1,5 ml dieser Kulturen zellfreie Proteinextrakte hergestellt und
fraktioniert. Um diese in Bezug auf die Akkumulation und Lokalisation von Bacterioopsin
untersuchen zu konnen, wurden die Extrakte aus Zellen, deren optische Dichte bei 660 nm
drei betrug, mittels SDS-PAGE analysiert. Der Nachweis des bop-Genprodukts erfolgte dann

unter Verwendung eines spezifischen Antiserums mittels Westernblotanalyse (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Akkumulation und Lokalisation von Bacterioopsin in R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop. Die Akkumulation und
Lokalisation von Bacterioopsin wurde in R. capsulatus B10S-T7-Zellen untersucht, die das Expressionsplasmid pRHotHi-2-bop trugen und
denen Fructose als Induktor in einer Endkonzentration von 8 mM zugegeben wurde (Pr7>bop), sowie in vergleichbaren Zellen, denen kein
Induktor zugegeben wurde (Kontrolle). Dazu wurden zellfreie Proteinextrakte, deren Zellzahl einer optischen Dichte von drei bei 660 nm
entsprach, fraktioniert und gelelektrophoretisch mittels SDS-PAGE (a) sowie immunologisch mit spezifischen Antikorpern (b) analysiert.
Auf Grund der geringen Transkriptmengen des Bacterioopsins war im Gel der SDS-PAGE jedoch keine Akkumulation von Bacterioopsin
erkennbar (a). Demgegeniiber war die Akkumulation von Bacterioopsin in der Dokumentation der Westernblotanalyse eindeutig
nachweisbar (b). So akkumulierte Bacterioopsin ausschlieBlich in den Zellen, denen Fructose als Induktor zugegeben wurde (Spuren 6 — 8).
Dabei inserierte der Hauptteil des Bacterioopsins in die Zellmembranen der untersuchten Zellen (Spur 7). Ein geringer Anteil akkumulierte
in der Fraktion, welche Zelltrimmer und Einschlusskorper enthielt (Spur 6). Kein Bacterioopsin war nachweisbar in 16slichen

Zellbestandteilen (Spur 8). n. b.: nicht bestimmt.

Das in Abbildung 14 dargestellte Ergebnis verdeutlicht, dass die Akkumulation von
Bakterioopsin in R. capsulatus B10S-T7 mit Hilfe der SDS-PAGE nicht nachzuweisen war.
Auf Grund der geringen Transkriptmassen, war dies jedoch auch nicht zu erwarten.
Demgegeniiber war Bacterioopsin eindeutig immunologisch mit spezifischen Antikorpern
nachweisbar. Es wurde deutlich, dass Bacterioopsin nur in signifikanten Mengen
akkumulierte, wenn dem Medium ein geeigneter Induktor zugegeben wurde (Fruktose 8§ mM
Endkonzentration, Spuren 6 — 8). Kein Bacterioopsin war hingegen nachweisbar in Kulturen,
denen kein Induktor zugegeben wurde (Spur 3 & 4). AuBlerdem akkumulierte Bacterioopsin
fast ausschlieBlich in den Zellmembranen von R. capsulatus B10S-T7 (Spur 7), kaum in

Zelltrimmern und Einschlusskérpern (Spur 6) und gar nicht in l6slichen Zellbestandteilen
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(Spur 8).

Mit Hilfe der AIDA-Software der Firma Raytest konnte diese qualitative Aussage auch
quantifiziert werden. Demnach akkumulierten in R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop unter
induzierten Expressionsbedingungen 14,7 % des bop-Genprodukts in Zelltrimmern und

Einschlusskorpern, 85,3 % in der Membran und 0 % in 16slichen Zellbestandteilen.

Somit ist es erstmals gelungen, in dem phototrophen Bakterium R. capsulatus B10S-T7,
durch Einbringen des Expressionsplasmids pRhotHi-2-bop, Bacterioopsin zu akkumulieren
und in die Membran zu inserieren. Obwohl R. capsulatus B10S-T7 im Vergleich zu den
getesteten E. coli Stammen BL21(DE3) und C43(DE3) nicht das gesamte Genprodukt in
seine Membranen einbauen konnte, zeigt dieses Ergebnis eindeutig, dass das neue
Expressionssystem, bestehend aus R. capsulatus B10S-T7 und dem Expressionsplasmid
pRhotHi-2-bop dazu verwendet werden kann, Bacterioopsin heterolog zu synthetisieren und

in die Membran einzubauen.

Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei R. capsulatus jedoch um ein Bakterium, das, im
Gegensatz zu den getesteten E. coli Systemen, in der Lage ist, phototroph zu wachsen. Es
bildet unter phototrophen Wuchsbedingungen ein zusétzliches Membransystem (ICM) aus,
welches dazu genutzt wird, die Enzymkomplexe des Photosyntheseapparates aufzunehmen.
Dieses ICM vergrofert die Membranoberfldche enorm und ermdglicht potentiell auch den
Einbau heterologen Membranproteins in Konkurrenz zu den Komplexen des
Photosynthesesystems. Dabei besteht das ICM zum groflen Teil aus Membranvesikeln. Diese
haben den enormen Vorteil gegeniiber der Cytoplasmamembran, dass sie mit Hilfe einfacher
Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden konnen. Somit stiinde das synthetisierte
Membranprotein unmittelbar in Vesikeln, wie in einem Nanobioreaktor, in seiner natiirlichen

Umgebung fiir weitere Untersuchungen und Anwendungen zur Verfiigung.

Um zu Uberpriifen, ob Bacterioopsin in R. capsulatus B10S-T7 tatsichlich in den Vesikeln
des ICM akkumulierte, wurden zunédchst 1000 ml Expressionskulturen von R. capsulatus
B10S-T7 pRhotHi-2-bop unter induzierenden Wuchsbedingungen (8 mM Fruktose), wie
bereits beschrieben, photoheterotroph in RCV-Medium unter Selektionsdruck angezogen. Als
Kontrollkulturen wurden vergleichbare Kulturen des R. capsulatus Expressionsstamms B10S-
T7 verwendet, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen. Aus Zellen dieser Kulturen, die einer

optischen Dichte von 500 bei 660 nm entsprachen, wurden erneut zellfreie Proteinextrakte
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fraktioniert. Zur Isolierung der Vesikel des ICM wurden anschlieBend die gesamten
Membranfraktionen mittels Saccharosedichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Dazu
wurde ein kontinuierlicher Saccharosegradient von 10 bis 60 Gew.-% Saccharose hergestellt
und mit den zellfreien Membranbestandteilen fiir 17 Stunden bei 175000 x g
ultrazentrifugiert. Dadurch wurden die Bestandteile der Membranfraktion entsprechend ihrer
Dichte aufgetrennt. Wihrend schwere und grofle Membranbestandteile bei dieser
Zentrifugation sedimentieren, ,,schweben® leichte Bestandteile der Membranfraktion, wie z.
B. die Vesikel des ICM, im Gradienten. Da diese als Bestandteile des ICM
Photosyntheseenzymkomplexe enthalten, sind sie durch die intensive Férbung ihrer
Photopigmente im Gradienten leicht zu identifizieren. Zur Veranschaulichung ist ein Foto

eines derartigen Saccharosedichtegradienten in Abbildung 15 dargestellt.

10 Gew.-%

Saccharosegehalt

60 Gew.-%

Abbildung 15: Auftrennung der Membranfaktion einer R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop Expressionskultur durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation. Dargestellt ist ein Saccharosedichtegradient von 10 — 60 Gew.-% Saccharose, der dazu
verwendet wurde, die Vesikel des ICM der eingesetzten Membranfraktion auf Grund ihrer unterschiedlichen Dichte von gréferen
Membranbestandteilen durch Ultrazentrifugation zu trennen. Mit Pfeilen hervorgehoben sind zwei definierte, gefirbte Banden im

Dichtegradienten. Diese Farbung entsteht durch die Pigmente der Photosystemkomplexe der ICM Vesikel.

Nach beendeter Dichtegradientenzentrifugation wurde der Saccharosegradient in Fraktionen
zu je 1 ml abgenommen. In diesen Fraktionen wurde der Proteingehalt mittels Bradford-
Analyse, sowie der Saccharosegehalt im Refraktometer bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 16 zusammengefasst.
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Abbildung 16: Isolierung der ICM Vesikel aus der photosynthetischen Membran von R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2 und B10S-
T7 pRhotHi-2-bop. Mit Hilfe analytischer Dichtegradientenzentrifugation im kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten wurden die
Vesikel des ICM der untersuchten Membranfraktionen der R. capsulatus Expressionskultur B10S-T7 pRhotHi-2-bop und der Kontrollkultur
B10S-T7 pRhotHi-2 auf Grund ihrer Dichte von groeren Membranbestandteilen isoliert. Der Gradient wurde anschlieend in Fraktionen zu
je 1 ml abgetragen und der Proteingehalt in diesen Fraktionen mittels Bradford-Analyse ermittelt. AnschlieBend wurde der relative
Proteingehalt aller Fraktionen auf den Proteingehalt der Fraktion 30 des Kontrollgradienten normalisiert und in Abhéngigkeit zur
Fraktionsnummer graphisch dargestellt. Dabei beschreibt die rote Kurve den normalisierten Proteingehalt im Dichtegradienten, der
Bacterioopsin enthélt und die graue Kurve den normalisierten Proteingehalt der verwendeten Kontrolle. Der Saccharosegehalt in den
Fraktionen wurde mit Hilfe eines Refraktometers bestimmt (blaue Kurve). Die dargestellten Werte représentieren jeweils die Mittelwerte aus
drei unabhingigen Messungen. Die Fehlbalken représentieren die jeweilige Standardabweichung dieser Messungen. Die braunen Balken

repréisentieren die Fraktionen der Dichtegradienten, die durch die Photopigmente der Photosystemkomplexe gefédrbt waren.

Wie aus Abbildung 16 ersichtlich wird, stellte sich im verwendeten
Saccharosedichtegradienten durch die Ultrazentrifugation ein Saccharosgehalt mit einem fast
linearen Konzentrationsverlauf von 7 bis 58 Gew.-% Saccharose ein. Betrachtet man den
durch Bradford-Analyse ermittelten Proteingehalt der einzelnen Fraktionen des
Kontrollgradienten (R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2), erkennt man in Korrelation mit den
gefiarbten Banden des Gradienten aus Abbildung 15, zwei lokale Maxima beziiglich des
Proteingehalts. Diese erstreckten sich iiber die Fraktionen mit einem Saccharosegehalt von
7,94 — 13,50 Gew.-% sowie iiber die Fraktionen mit einem Saccharosegehalt von 49,44 —
56,06 Gew.-%. Im Bereich zwischen diesen beiden lokalen Maxima befanden sich nach der
Bradford-Analyse keine Proteine. Somit scheint es in R. capsulatus B10S-T7 ICM-Vesikel
mit zwei scharf definierten Dichten zu geben. Ein dhnliches Ergebnis wurde bereits fiir
Rhodobacter sphaeroides beschrieben. In diesem nédchsten Verwandten von R. capsulatus

akkumulieren ebenfalls Membranvesikel mit zwei unterschiedlichen Dichten. Dabei bilden
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die schweren Vesikel hauptsidchlich tubuldre Strukturen aus, die bis zu 1 um lang werden
konnen, wéhrend die leichteren Vesikel hauptsidchlich runde Strukturen ausbilden und einem
Durchmesser von 0,2 um erreichen (Siebert ez al., 2004).

Vergleicht man nun den Proteingehalt der Fraktionen aus R. capsulatus B10S-T7-Zellen, die
Bacterioopsin exprimierten, mit der bereits beschriebenen Kontrolle, so erkennt man einen
beinahe identischen Verlauf. Auch dieser Gradient mit der Membranfaktion aus der R.
capsulatus B10S-T7 Bacterioopsin-Expressionskultur weist zwei lokale Maxima beziiglich
seines Proteingehalts auf, die sich ebenfalls tiber die Fraktionen mit einem Saccharosegehalt
von 7,94 — 13,50 Gew.-% sowie 49,44 — 56,06 Gew.-% erstreckten. Somit existieren auch in
der Bacterioopsin-Expressionskultur ICM-Vesikel mit zwei scharf definierten Dichten. Im
Gegensatz zum Kontrollgradienten, ist das lokale Maximum beziiglich des Proteingehalts in
den Fraktionen 28 bis 33 jedoch signifikant um bis zu 20 % erhoht, was auf die
Inkoorporation von Bakterioopsin in Vesikel dieser Fraktionen deutete.

Um zu Uberpriifen, ob Bacterioopsin tatsichlich in den Vesikeln der Fraktionen mit erhhtem
Proteingehalt akkumulierte, wurden 0,5 ml der entsprechenden Fraktionen mit 1,5 ml SP-
Puffer verdiinnt und die Vesikel durch Zentrifugation sedimentiert. Aus dem Sediment
wurden anschlieBend Proteinextrakte hergestellt, von denen 25 ul zur immunologischen
Analyse mittels spezifischen Antikérpern verwendet wurden. Die Dokumentation dieses

Bacterioopsinnachweises ist in Abbildung 17 dargestellt.

Fraktion

Bop-Hisg —»

Kontrolle

Abbildung 17: Immunologischer Nachweis von Bacterioopsin in den Vesikeln des ICM von R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop.
Zunéchst wurden die ICM Vesikel einer R. capsulatus B10S-T7 Bacterioopsin-Expressionskultur mit Prr-abhéngigem Expressionsvektor
pRhotHi-2-bop durch analytische Saccharosedichtegradientenzentrifugation isoliert. Danach wurde Bacterioopsin in den Protein-
enthaltenden Fraktionen (nach Bradford-Analyse) des Dichtegradienten mit Hilfe eines spezifischen Antiserums immunologisch
nachgewiesen. Dazu wurden jeweils 0,5 ml der betreffenden Fraktionen mit 1,5 ml SP-Puffer verdiinnt und die Vesikel sedimentiert. Aus
dem Sediment wurden Proteinextrakte hergestellt. AnschlieBend wurden 25 ul dieser Proteinextrakte mit einem spezifischen Antiserum
immunologisch untersucht. Es wurde festgestellt, dass Bacterioopsin fast ausschlieflich in den Vesikeln in Fraktion 29 des analytischen
Dichtegradienten akkumuliert. Als Kontrolle wurde eine R. capsulatus B10S-T7 Kultur mit Leervektor (pRhotHi-2) verwendet. Fiir die
analytische Dichtegradientenzentrifugation wurde die Membranfraktion von Zellen mit einer Zellzahl verwendet, die einer optischen Dichte

von 500 bei 660 nm entsprach.
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Wie das in Abbildung 17 dargestellte Ergebnis dieser Untersuchung zeigt, akkumulierte
Bacterioopsin fast ausschlieBlich in den Vesikeln der Fraktion 29 des entsprechenden
Dichtegradienten. Lediglich in den beziiglich des Saccharosegehalts benachbarten Fraktionen
28 und 30 war Bacterioopsin in sehr geringem Malle ebenfalls nachweisbar. In allen anderen
Fraktionen des Saccharosedichtegradienten konnte kein Bacterioopsin nachgewiesen werden.
In den entsprechenden Kontrollversuchen (R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2) wurde
erwartungsgemdf ebenfalls kein Bacterioopsin nachgewiesen.

Somit ermoglicht das neue R. capsulatus Expressionssystem erstmals die Expression und
Akkumulation von Bacterioopsin in den Vesikeln des intracytoplasmatischen
Membransystems. Diese konnen durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden und
konnten anschlieBend theoretisch als Nanobioreaktoren zur weiteren Verwendung zur

Verfiigung stehen.

Da Bacterioopsin in R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop fast ausschlieBlich in einer
definierten Fraktion des untersuchten Saccharosedichtegradienten akkumulierte, konnte an
Hand des mit Hilfe der Bradford-Analyse bestimmten Proteingehalts dieser Fraktion (Fraktion
29) in Vergleich zur entsprechenden Fraktion des Kontrollgradienten die absolute Masse an
Bacterioopsin in der verwendeten Expressionskultur abgeschétzt werden. Der Proteingehalt
der Bacterioopsin-enthaltenden Fraktion 29 betrug laut Bradford-Analyse 9,88 ug + 0,3 ug
pro Zellzahl, die einer optischen Dichte von 1 bei 660 nm entsprach (0Dgoo = 1) und in der
entsprechenden Fraktion der Kontrolle 7,61 ug = 0,5 ug pro oDeoo = 1. Somit betrdgt die
Differenz 2,27 ug pro oDsp = 1. Umgerechnet auf eine durchschnittlich gewachsene
photoheterotrophe R. capsulatus B10S-T7, die Bacterioopsin exprimiert (pRhotHi-2-bop),
entspricht dies einer ungefihren Masse an Bacterioopsin von 2,2 mg pro Liter Kultur.

Demgegeniiber erreicht das bereits zitierte E. coli Expressionssystem BL21(DE3)
pET27bmod eine maximale Ausbeute von 84 ug Bacterioopsin pro Liter Kultur in der
Cytoplasmamembran (Hohenfeld er al, 1999). Somit wurde die Ausbeute im neuen R.
capsulatus Expressionssystem B10S-T7 pRhotHi-2-bop grob geschdtzt um den Faktor 25
verbessert. AuBBerdem steht das Bacterioopsin im neuen R. capsulatus Expressionssystem in
den Vesikeln des ICM zur Verfiigung. Diese konnen mittels analytischer
Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden und widren dann mit dem inserierten
Bacterioopsin  theoretisch fiir weitere biotechnologischen Anwendungen, wie ein

Nanobioreaktor, verfiigbar.
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1.3.4 Etablierung eines qualitativen photometrischen Tests zum Nachweis des
Bacterioopsineinbaus in die Vesikel des ICM von R. capsulatus B10S-T7
pRhotHi-2-bop

Nachdem gezeigt wurde, dass Bacterioopsin in R. capsulatus tatséchlich in den Vesikeln des
ICM akkumulierte, wurde nun im Rahmen der Ausgangsfragestellung ein einfacher
photometrischer Test entwickelt, der qualitativ den Einbau von Bacterioopsin in das ICM
nachweisen kann. Durch die Akkumulation von Bacterioopsin in den Vesikeln des ICM von
R.  capsulatus  B10S-T7  pRhotHi-2-bop  miissten  die  darin  enthaltenen
Photosynthesekomplexe verdringt werden. Da diese Komplexe Carotinoide und
Bacteriochloropyll a enthalten, miisste man den Einbau des heterologen Bacterioopsins in die
Vesikel des ICM durch die Abnahme des relativen Pigmentgehalts der Expressionskulturen
qualitativ nachweisen konnen.

Um dies zu untersuchen, wurden zundchst Bacterioopsin-Expressionskulturen (1000 ml) des
R. capsulatus Stamms B10S-T7 pRhotHi-2-bop photoheterotroph in RCV-Medium mit einer
Induktorkonzentration von 8 mM Fruktose unter Selektionsdruck fiir 24 Stunden angezogen.
Als Kontrolle wurden entsprechende Kulturen verwendet, die kein Bacterioopsin exprimierten
und nur den Leervektor pRhotHi-2 trugen. AnschlieBend wurde aus 1,0 ml der Expressions-
und Kontrollkulturen das Photopigment Bacteriochlorophyll a mit Ethanol extrahiert. Das
Extrakt wurde anschlieBend bei 770 nm photometrisch vermessen (bei 770 nm liegt ein
lokales Absorptionsmaximum von Bacteriochlorophyll a in Ethanol). Die Absorption des
extrahierten Bacteriochlorophyll a, als Indikator fiir den Gehalt an Photosynthesekomplexen
im ICM, wurde zur optischen Dichte der verwendeten Kulturen bei 660 nm sowie deren
Volumen ins Verhiltnis gesetzt und mit dem relativen Bacteriochlorophyll a Gehalt in den
entsprechenden Kontrollkulturen verglichen.

Wie aus Abbildung 18 hervorgeht, unterschied sich der relative Bacteriochlorophyll a Gehalt
in den Bacterioopsin-Expressionskulturen sowie den Kontrollkulturen in der stationdren
Wuchsphase signifikant. So ging der relative Bacteriochlorophyll a Gehalt in den
Expressionskulturen um 17 %  zuriick, was auf die Verdringung von
Photosyntheseenzymkomplexen durch das heterologe Protein Bacterioopsin zuriickzufithren

ist.

Somit wurde ein einfacher, qualitativer, photometrischer Test entwickelt, um den Einbau von

heterolog exprimiertem Membranprotein in R. capsulatus B10S-T7 nachweisen zu konnen.
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Abbildung 18: Photomertrischer Test zum Nachweis des Bacterioopsineinbaus in die ICM Vesikel des Expressionsstamms R.
capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop. Zum Nachweis, dass Bacterioopsin in die Vesikel des ICM der Zellen der verwendeten
Expressionskultur eingebaut wurde, wurde das Photopigment Bacteriochlorophyll a mit Ethanol extrahiert und der Bacteriochlorophyll a
Gehalt des Extrakts bei 770 nm photometrisch bestimmt. Er ist ein MaB fiir die Menge an photosynthetischen Enzymkomplexen in der ICM,
da Bacteriochlorophyll a darin als Photopigment enthalten ist. Als Kontrolle wurde eine R. capsulatus B10S-T7 Kultur verwendet, in der
kein heterologes Membranprotein synthetisiert wurde. Die Zellen dieser Kultur enthielten den Leervektor pRhotHi-2. Der
Bacteriochlorophyll a Gehalt beider Kulturen wurden bezogen auf eine Zellzahl, die einer optischen Dichte von 1 bei 660 nm entsprach
sowie auf ein Volumen von 1 ml. AuBerdem wurde der Bacteriochlorophyll a Gehalt auf den Wert der Kontrollprobe normalisiert. Die
gesamte Messung wurde als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die angegeben Werte reprisentieren daher den Mittelwert dieser
Messungen. Die Fehlerbalken geben die entsprechende Standardabweichung wieder. Kontrolle: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2;
Expressionsstamm: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-bop.
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Mit Blick auf die vorangestellten Fragestellungen wurde nachgewiesen, dass sich der neue
Pr;-abhingige Expressionsvektor pRhotHi-2 im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7
wie ein mid-copy-Vektor verhielt. Auch der zur Synthese von Bacterioopsin verwendete
Vektor pRhotHi-2-bop verhielt sich wie ein mid-copy-Plasmid und erreichte eine fast 20-fach
hohere Plasmidkopienzahl im Vergleich zu den analysierten entsprechenden E. coli Stimmen
BL21(DE3) und C43(DE3). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Transkriptionseffizienz des
Bacterioopsingens im Rhodobacter-Expressionssystem 15-mal hoéher war, als in E. coli
BL21(DE3), jedoch nur ungefihr 60 % der Transkriptionseffizienz in E. coli C43(DE3)
erreichte. Es wurde gezeigt, dass Bacterioopsin nicht wie in £E. coli in der
Cytoplasmamembran inseriert, sondern in den Vesikeln des intracytoplasmatischen
Membransystems von R. capsulatus B10S-T7 in Konkurrenz zu den Enzymkomplexen des
Photosystems. Dadurch bietet sich die bislang einmalige Mdoglichkeit, Bacterioopsin in den
Vesikeln durch Dichtegradientenzentrifugation zu isolieren und die Vesikel als
Nanobioreaktoren unmittelbar fiir weitere Anwendungen einzusetzen. Aulerdem wurde ein
photometrischer Test entwickelt, der den qualitativen Nachweis zum Einbau von heterologen
Membranproteinen in das ICM erlaubt. Ein weiterer photometrischer Test fiir den Einbau des
Chromophors Retinal in Bacterioopsin und die Bildung von Bacteriorhodopsin konnte
hingegen abschlieBend nicht etabliert werden.

Die Ausbeute an Vesikel-inserierten Bacterioopsin  im neuen R.  capsulatus
Expressionssystem, bestehend aus dem Expressionsstamm B10S-T7 und dem Pr7-abhéngigen
Expressionsplasmid pRhotHi-2-bop, wurde auf ca. 2,2 mg Bacterioopsin pro Liter Kultur
geschitzt. Dies ist ein Steigerung um den Faktor 25 im Vergleich zu bisher publizierten

Werten fiir E. coli Expressionssysteme.
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1.4 Synthese weiterer Membranproteine unterschiedlicher Topologie und Herkunft in

R. capsulatus

Nachdem nun mit dem R. capsulatus Stamm B10S-T7 und dem T7-RNA-Polymerase-
abhéngigen Expressionsvektor pRhotHi-2-bop ein System zur Verfligung stand, das es
erlaubte, das heterologe Membranprotein Bacterioopsin in R. capsulatus zu synthetisieren,
sollte anschlieBend die Akkumulation weiterer Membranproteine unterschiedlicher Topologie
und Herkunft analysiert werden. So sollte untersucht werden, ob R. capsulatus ein geeigneter
Wirt fiir die Synthese von heterologen Membranproteinen sein kann, deren Akkumulation
bislang in keinem bekannten Expressionssystem gelang.

Ebenso sollte untersucht werden, ob die E. coli Expressionsstimme BL21(DE3) und
C43(DE3) durch den Einsatz des Prj-abhidngigen Expressionsvektors pRhotHi-2 dazu
verwendet werden konnen, weitere heterologe Membranproteine in ihren Membransystemen
zu akkumulieren.

Mit diesen Expressionsstimmen sollten auflerdem erneut zwei Referenzsysteme geschaffen
werden, die den Vergleich von Plasmidkopienzahl, Transkriptionseffizient und
Transkriptausbeute sowie den Vergleich der Proteinlokalisation zum neuen Expressionswirt

R. capsulatus B10S-T7 ermdglichen.

Dazu wurden nicht nur Membranproteine prokaryotischen Ursprungs, sondern auch
eukaryotische Proteine in Bezug auf ihre Akkumulation in R. capsulatus untersucht.

Um welche Membranproteine es sich dabei handelte, welche Funktion sie in vivo haben und
wie ihre korrespondierenden Gene in den Prs-abhidngigen Expressionsvektor pRhotHi-2

kloniert wurden, soll daher in den folgenden Abschnitten kurz erldutert werden.

1.4.1 Die Arabinofuranosyltransferasen AftA und Emb aus Corynebacterium

glutamicum

Die beiden Arabinofuranosyltransferasen AftA und Emb aus C. glutamicum sind am Aufbau
des Arabinogalaktangeriists der Zellwand ihres Wirtsorganismus beteiligt (Seidel er al.,
2007a; Seidel et al., 2007b). Diese enthilt ein weit verzweigtes System aus Arabinose- und
Galaktoseresten. Das Arabinogalaktan ist darin iiber eine spezifische Rhamnose-enthaltende
Verbindungseinheit mit dem Peptidogalaktan der Zellwand verbunden und stellt an der
Aullenseite einen Verankerungspunkt fiir die Mykolsdurereste der Zellwand dar (Abbildung

19a, Alderwick et al., 2006).
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Wihrend der Arabinogalaktansynthese verkniipft das AftA-Protein die erste Arabinoseeinheit
mit dem Galaktangeriist und wird daher als initiale Glykosyltransferase charakterisiert
(Abbildung 19b, Alderwick et al., 2006). Im weiteren Verlauf der Arabinogalaktansynthese
verknlipft ~das Emb-Protein  weitere  Arabinoseeinheiten an das  wachsende

Arabinogalaktangeriist und katalysiert so die Bildung eines verzweigten Netzwerkes.

N

> Mylkolsaureschicht

Galaktan

4

. > Arabinogalaktan

Peptidoglykan

iiii i i iiiiiii i iiiil Cyloplasmamembran

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Zellwand von Corynebacterianeae und Start der Arabinansynthese am Galaktan. (a)

Auf der Cytoplasmamembran befindet sich eine Peptidoglykanschicht. An diese schlieft sich ein verzweigtes System aus Arabinose- und
Galaktoseresten an, das so genannte Arabinogalaktan. Die terminalen Arabinosereste sind teilweise mit Mykolsduren verestert, welche die
duflere Schicht der Zellwand bilden. (b) Die Bindung der ersten Arabinose-Einheit wird von der initialen Glykosyltransferase AftA
katalysiert. Die Bindung der zweiten Arabinose-Einheit erfolgt mit Hilfe der Arabinofuranosyltransferase Emb. DPA: Decaprenol-

Arabinose. DP: Decaprenolrest.

Beim emb-Genprodukt aus C. glutamicum handelt es sich um ein 1154 Aminosiuren grofles
Membranprotein (Tabelle 14), dessen N-terminale Doméne 15 postulierte hydrophobe Helices
in der Cytoplasmamembran ausbildet (Seidel et al., 2007b). Die C-terminale Domine des
Proteins ist globuldr im Periplasma lokalisiert. AftA hingegen besteht nur aus 685
Aminosduren (Tabelle 14). Die N-terminale Doméne bildet dennoch vermutlich 12 bis 14
Transmembranhelices in der Cytoplamamembran aus (Seidel ez al., 2007a). Wie beim Emb
befindet sich die C-terminale Domine des AftA ebenfalls im Periplasma.

Das mit Hilfe von AftA und Emb gebildete Arabinogalaktangeriist der Zellwand ist essentiell
fur C. glutamicum, wie in allen mycobakteriellen Spezies. So ist es auch in Mycobacterium
tuberculosis und Mycobacterium leprae vorhanden und ein Grund fiir die schlechte

Therapierbarkeit der durch diese Bakterien hervorgerufene Tuberkulose bzw. Lepra. Nach
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Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO starben 2006 weltweit etwa 2 Millionen
Menschen an Tuberkulose und ca. 300000 an Lepra.

Die Synthese des Arabinogalaktangeriists in diesen Spezies ist daher ein wichtiger
Angriffspunkt fiir pharmazeutische Wirkstoffe. Um derartige Wirkstoffe jedoch synthetisieren
zu konnen, miissen die genauen katalytischen Funktionen und Strukturen der beteiligten
Proteine geklart werden.

Fir diese Charakterisierung ist die Synthese ausreichender Mengen afi4- und emb-
Genprodukte unerldsslich und sollte mit Hilfe des neuartigen Rhodobacter-
Expressionssystems vorangetrieben werden.

Dazu wurden die respektiven Gene affA und emb jeweils iiber die Restriktionsschnittstellen
Ndel und Xhol in das Expressionsplasmid pRhotHi-2 einkloniert (Seidel & Eggeling,
unverdffentlicht). Die rekombinanten Plasmide wurden als pRhotHi-2-aftA bzw. pRhotHi-2-
emb bezeichnet (Anhang).

1.4.2  Das eukaryotische Ethyleninsensitivprotein 2 (EIN2) aus Arabidopsis thaliana

Phytohormone spielen in Pflanzen sowohl bei der Wahrnehmung von Umweltreizen als auch
bei der Steuerung von Stoffwechsel- und Entwicklungsprozessen eine entscheidende Rolle
(Voet van Vormizeele, 2006). Man kennt bis heute insgesamt neun Gruppen an
Phytohormonen, zu denen auch Ethylen zdhlt. Dabei ist die Wirkungsweise des endogenen
Phytohormons Ethylen iiberaus vielfiltig und betrifft physiologische Prozesse in allen
Abschnitten des pflanzlichen Lebenszyklus.

Ethylen wird in Pflanzen von einer membranassoziierten Rezeptorproteinfamilie
wahrgenommen. Vertreter dieser Familie sind inzwischen in vielen Pflanzen identifiziert
worden, wobei die ersten Ethylenrezeptorproteine in 4. thaliana gefunden wurden.
Genetischen Studien haben gezeigt, dass die Bindung von Ethylen zur Inaktivierung
bestimmter Ethylenrezeptoren fiihrt. Im weiteren Signaltransduktionsweg ist dann u. a. das
Ethyleninsensitivprotein 2 (EIN2), ein Positivregulator des Ethylensignalweges,
nachgeschaltet. Dabei ist EIN2 ein den Nramp-Metalltransportern dhnliches, integrales
Membranprotein, dessen genaue Funktion noch ungekldrt ist (Alonso et al, 1999).
Sturkturvorhersagen zufolge handelt es sich dabei jedoch um ein Protein, das 12
Transmembranhelices in seiner N-terminalen Doméne ausbildet und mit 1306 Aminosiuren
eine ungefihre Grofe von 144 kDa erreicht (Tabelle 14). Die C-terminale Domine des
Proteins ist im Cytoplasma 16slich und wurde ohne N-terminale Doméne bereits

charakterisiert.
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Um den Ethylentransduktionsweg in Pflanzen jedoch vollstindig verstehen zu konnen, ist es
fiir die Grundlagenforschung von grofler Bedeutung, gerade die bislang nicht vollstindig
charakterisierten Proteine, wie das EIN2, untersuchen zu kénnen.

Aus diesem Grund und mit Hinblick auf die Fragestellungen dieser Arbeit sollte versucht
werden, das Ethyleninsensitivprotein 2 im neuen R. capsulatus Expressionssystem funktionell
zu synthetisieren.

Dazu sollte das EIN2-Gen aus dem rekombinanten E. coli Expressionsvektor pET21/28-EIN2
(Allekotte und Groth, unveroffentlicht) in den Pr7-abhingigen Expressionsvektor pRhotHi-2
kloniert werden. Da jedoch die Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease Ndel
mehrfach im FEIN2-Gen vorhanden ist, war eine direkte Klonierung tiber die
Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und Xhol, wie sie fiir die anderen im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Gene bereits beschrieben wurde, nicht moglich. Aus diesem Grund wurde der E.
coli Expressionsvektor pET21/28-EIN2 zunéchst mit den Restriktionsendonukleasen Ndel
und Bcl/l in einer Doppelrestriktion hydrolysiert (Abbildung 20a). Das dadurch erhaltene 2131
bp groBBe Ndel-EIN2-Bcll-Fragment wurde anschliefend in die Restriktionsschnittstellen Ndel
und BamHI, die kompatibel zu Bcll ist, des Pr7-abhéngigen Expressionsplasmids pRhotHi-2
kloniert. Da das entstandene rekombinante Plasmid nun lediglich die DNA-Sequenz fiir die
N-terminale, membrangebundene Domine enthielt, wurde es als pRhotHi-2-E/IN2-MB
bezeichnet (MB: membrane bound).

In einem weiteren Schritt wurde dieses rekombinante Plasmid partiell mit der
Restriktionsendonuklease ~ Notl  hydrolysiert. Dabei wurde lediglich die Notl-
Restriktionsschnittstelle im C-terminalen Bereich der EIN2-Membrandoméne hydrolysiert,
wodurch das Plasmid linearisiert wurde. Durch anschlieBende Restriktion mit der
Restriktionsendonuklease Sa/l wurde aus dem bereits linearisierten Vektor ein 1471 bp groBes
DNA-Fragment, welches fiir den C-terminalen Bereich der Membrandoméne des EIN2, sowie
fir sechs der 12 Transmembranhelices kodierte, deletiert. Somit enthielt der linearisierte,
verkiirzte rekombinante Expressionsvektor pRhotHi-2-E/N2-MB nur noch die DNA-Sequenz
fiir die ersten 6 Transmembranhelices der Membrandomine des EIN2. Um diese Sequenz
wieder zum Vollldngen-EIN2 zu vervollstindigen, wurde der E. coli Expressionsvektor
pET21/28-EIN2 in einer Doppelrestriktion mit den Restriktionsendonukleasen Sa/l und Eagl
hydrolysiert und das entstandene 3205 bp groBe Sall-EIN2-Eagl-Fragment in den
linearisierten und verkiirzten Expressionsvektor pRhotHi-2-E/N2-MB kloniert (Abbildung

20b). Dabei war zu beachten, dass die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Eagl und
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Notl zueinander kompatibel waren. Das neue, rekombinante Plasmid, welches nun das
gesamte EIN2-Gen trug, wurde dementsprechend als pRhotHi2-EIN2 bezeichnet.

Somit stand nun nicht nur das Gen fiir EIN2 im R. capsulatus Expressionsvektor pRhotHi-2
zur Verfiigung, sondern auch eine verkiirzte Version (EIN2-MB), die nur fiir die N-terminale
Membrandomine des EIN2 kodierte. Welchen Einfluss diese Verkiirzung auf die
Transkription des korrespondierenden Gens E/N2-MB hat und wie sich die Verkiirzung auf
die Proteinakkumulation auswirkt, sollte daher im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht
werden. Im Gegensatz zum Volllangengenprodukt des EIN2 erreicht die Membrandomine
EIN2-MB mit 728 Aminoséduren lediglich eine Gréfle von 80 kDa und ist damit um 45 %
kleiner als EIN2.

b) Notl Sal

pRhotHi 2 E£IN2 MB
8721 bp

Po=
ap:y

1. Partielle
Hydrolyse iNod)

2. Restriktion (Safl)

mob

SR

Doppelrestriktion
(Ndel/Bell)

aphll

pRhotHi-2
BB78 bp

pET21/28-EIN2 ori
9263 bp

Doppel-
restriktion
(Eagl/Sal)

Doppel-
restriktion
(Wdel/BamHl)

pRhotHi -2 EM2
10455 bp

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die Pr,-abhéngigen Expressionsvektoren pRhotHi-2-EIN2
sowie pRhotHi-2-EIN2-MB. Die exakte Klonierungsstrategie ist im Text beschreiben. Sequenzen, die fiir Membranhelices kodieren, sind

durch hellgraue Késten symbolisiert.

1.4.3  Die Squalenepoxidase Sqep aus Stigmatella aurantiaca

Bei der Squalenepoxidase Sqep aus Stigmatella aurantiaca handelt es sich um ein
myxobakterielles Protein, das an der Biosynthese des Sterols Cycloartenol beteiligt ist. Dabei
katalysiert die Squalenepoxidase im ersten Schritt der Cycloartenolsynthese die Oxidation
von Squalen zu (S)-2,3-Oxidosqualen (Abbildung 21). Das sgep-Genprodukt ist ein 468

Aminosduren grofles Protein mit einer Masse von 51 kDa (Tabelle 14).

87



Ergebnisse

Squalen

Cycloartenol Protosteryl-Kation

Abbildung 21: Steroidbiosynthese in Stigmatella aurantiaca. Ausgehend von dem linearen Molekiil Squalen wird in S. aurantiaca das
Steroid Cycloartenol synthetisiert. An der Synthese sind die Membranproteine Squalenepoxidase (Sqep) und Cycloartenolsynthase (Osc)
beteiligt.

Tabelle 14: Proteine, deren Synthese im Rahmen dieser Arbeit in R. capsulatus untersucht wurde. Die Angaben beziehen sich auf die
Anzahl der Basenpaare in jeweiligen Pr;-abhidngigen Expressionsplasmid pRhotHi-2 inklusive Hexahistidin-Sequenz und Stoppkodon. Die
Angaben zur Aminosduresequenz beziehen sich auf das Genprodukt der zuvor beschriebenen DNA-Sequenz und enthalten ebenfalls die

Sequenz des Hexahistidin-Tag. ® Die Anzahl der Transmembranhelices wurde mit den TMpred und TopPred (http://www.expasy.ch/tools/).

Anzahl Protein- Anzahl der
Anzahl Ursprung- Kooperations-
Name Amino- grofe in Transmem-
Basenpaare sorganismus partner
sduren kDa branhelices
s Prof. Miiller,
Squalenepoxidase Sqep 1407 468 51 29 ' Universitét
aurantiaca
Saarbriicken
Membrandoméine des Prof. Groth,
EIN2-MB 2187 728 80 12 A. thaliana
Ethyleninsensitivproteins 2 Heinrich-
Heine-
Ethyleninsensitivprotein 2 EIN2 3921 1306 144 12 A. thaliana Universidt
Diisseldorf
. C Dr. Eggeling
Arabinofuranosyltransferase AftA 2058 685 75 12-14 ’ >
glutamicum Jiilich
C Forschungs-
Arabinofuranosyltransferase Emb 3465 1154 127 15
glutamicum zentrum

Da sich die Squalenepoxidase in bekannten Expressionssystemen bislang nur in geringsten
Mengen in Einschlusskorpern exprimieren lies (personliche Mitteilung, Prof. Dr. Miiller) sind
iiber ihre Struktur bislang kaum Details bekannt. Anhand vergleichender Analysen der
Aminosduresequenz konnte lediglich gezeigt werden, dass die Squalenepoxidase aus S.
aurantiaca Homologien zu anderen prokaryotischen aber auch eukaryotischen
Monooxygenasen aufweist (Tabelle 15). Anhand dieses Vergleichs konnten jedoch keine
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neuen Erkenntnisse tiber die Struktur der Squalenepoxidase aus S. aurantiaca gewonnen

werden.

Tabelle 15: Ergebnisse des basic local alignment search tools fiir den Vergleich der Aminosiuresequenz (BLASTP) der

Squalenepoxidase aus S. aurantiaca mit den Aminosiuresequenzen der Organismen in den Datenbanken des National Center for

Biotechnology Information (NCBI). Dargestellt sind die ersten 15 Treffer der durchgefiihrten BLASTP-Suche.

Protein ID Proteinfunktion Organismus Doméne Y%-Identitit
YP 115265 Monooxygenase Methylococcus capsulatus Bacteria 35
ZP 02731451 Monooxygenase Gemmata obscuriglobus Bacteria 32
ZP_ 01909458 Monooxygenase Plesiocystis pacifica Bacteria 32
XP 001881746 Monooxygenase Laccaria bicolor Eukaryota 29
XP 629022 Monooxygenase Dictyostelium discoideum Eukaryota 28
XP 503994 Monooxygenase Yarrowia lipolytica Eukaryota 28
XP 001390258 Unbekannte Funktion Aspergillus niger Eukaryota 32
XP 002145513 Squalen Monooxygenase Penicillium marneffei Eukaryota 31
XP 002114138 Unbekannte Funktion Trichoplax adhaerens Eukaryota 27
ABF94793 Squalen Monooxygenase Oryza sativa Eukaryota 26
AAO00686 Putative Squalen Monooxygenase Oryza sativa Eukaryota 26
NP_001049462 Putative Squalen Monooxygenase Oryza sativa Eukaryota 26
XP 001939911 Squalen Monooxygenase Pyrenophora tritici Eukaryota 28
XP_ 758545 Unbekannte Funktion Ustilago maydis Eukaryota 28
ACG45015 Unbekannte Funktion Zea mays Eukaryota 27

Aus diesem Grund wurde versucht, die Topologie der Squalenepoxidase aus S. aurantiaca

computergestiitzt vorherzusagen. Dazu wurden u. a. die Computerprogramme DAS,

HMMTOP,

SOSUI,

TMHMM,

TMpred und

TopPred

verwendet

(http://www.expasy.ch/tools/), von denen lediglich die Algorithmen der Programme TMpred

und TopPred das Vorhandensein von drei Membranhelices vorhersagten (Tabelle 16).

Tabelle 16: Topologievorhersage fiir die Squalenepoxidase aus S. aurantiaca mit Hilfe der Computerprogramme TMpred

und TopPred. (http://www.expasy.ch/tools/)

TMpred TopPred
9-29 9-29
Position der vorhergesagten
198 - 216 197 - 217
Helices (von Aminoséure ... bis ...)
276 — 303 287 —-307
Position des N-Terminus cytoplasmatisch cytoplasmatisch
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Da die Topologievorhersage einer Transmembranhelix unmittelbar am N-Terminus eines
Proteins auf das Vorhandensein einer Signalsequenz hindeutet, wurde anschlieBend mit Hilfe
des Computerprogramms SignalP (http://www.expasy.ch/tools/) untersucht, ob dies auch fiir
die Squalenepoxidase zutrifft. Tatsdchlich bestétigt SignalP die Vermutung, dass es sich um
die vorhergesagte Transmembranhelix von Aminosédure 9 bis 29 mit einer Wahrscheinlichkeit
von 90 % um eine Signalsequenz handelt. Somit wiirde das prozessierte Membranprotein

Squalenepoxidase lediglich zwei Transmembranhelices enthalten.

Um die Vorhersage zu bestétigen, dass es sich bei der Squalenepoxidase aus S. aurantiaca
tatsdchlich um ein Membranprotein handelt, sollte die Expression des korrespondierenden
Gens mit Hilfe des neuen Pr;-abhéngigen Expressionsvektors pRhotHi-2 in den E. coli
Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3) sowie im neuen R. capsulatus
Expressionsstamm B10S-T7 untersucht werden.

Dazu wurde das korrespondierende sqep-Gen {iiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und
Xhol aus dem FE. coli Expressionsplasmid pTYBl-sgep in die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen des Expressionsplasmids pRhotHi-2 einkloniert (Kucz, 2005). Das
entstandene rekombinante Pr;- abhéingige Expressionsplasmid wurde als pRhotHi-2-sgep

bezeichnet (Anhang).

1.4.4 Untersuchungen zur Py;-abhingigen Synthese ausgewihlter pro- und
eukaryotischer Membranproteine in den E. coli Expressionsstimmen

BL21(DE3) und C43(DE3)

Im Rahmen dieses Teilprojekts der vorliegenden Arbeit sollte tiberpriift werden, in wie weit
die ausgewdhlten heterologen Membranproteine mit dem neuen Prj-abhéngigen
Expressionsvektor pRhotHi-2 in den bereits beschriebenen E. coli Expressionswirten
BL21(DE3) und C43(DE3) synthetisiert werden konnen.

Somit sollte zum einen untersucht werden, ob die Synthese der ausgewéhlten heterologen
Membranproteine durch Verwendung des Pr7-abhéngigen Expressionsvektors in den E. coli
Stammen BL21(DE3) und C43(DE3) erstmals in signifikanten Mengen erfolgt. Zum anderen
sollten erneut zwei Referenzsysteme geschaffen werden, die den spiteren Vergleich der
Plasmidkopienzahl pro Zelle, der Transkriptionseffizienz bzw. der Transkriptausbeute sowie
der Proteinlokalisation mit dem neuen Expressionswirt R. capsulatus B10S-T7 ermoglichen.
AulBlerdem ermoéglichen sie den Vergleich mit den Syntheseleistungen des in dieser Arbeit

bereits beschriebenen Expressionssystems fiir Bacterioopsin in E. coli.
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1.4.4.1 Untersuchungen zu den Plasmidkopienzahlen der erzeugten rekombinanten
Pr7-abhiingigen  Expressionsplasmide pro Zelle in den E. coli
Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3).

Zur Bestimmung der Plasmidkopienzahl der erzeugten rekombinanten Plasmide pRhotHi-2-
aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-EIN2-MB, pRhotHi-2-EIN2 und pRhotHi-2-sqgep pro Zelle
wurden zunichst Zellen der beiden E. coli Expressionsstimme BL21(DE3) und C43(DE3)
mit diesen Vektoren transformiert und auf LB-Festmedium unter Selektionsdruck vermehrt.
Von diesem LB-Festmedium wurden geeignete Kolonien geerntet und dazu verwendet,
Vorkulturen in 5 ml LB-Flissigmedium anzuimpfen. Diese Vorkulturen wurden nach
Wachstum iiber Nacht bei 37 °C und Agitation (120 UpM) eingesetzt, um Hauptkulturen in
10 ml Autoinduktionsmedium mit einer Zellzahl, die einer optischen Dichte von 0,05 bei 580
nm entsprachen, zu inokulieren. Die weitere Anzucht verlief bei 37 °C und Agitation (120
UpM) iiber Nacht.

Bevor jedoch die Plasmidkopienzahl der Expressionsvektoren pro Zelle bestimmt wurde,
wurde das Wachstum der Kulturen durch photometrische Triibungsmessung bei 580 nm in der
stationdren Wuchsphase untersucht. Die Ergebnisse dieser Triibungsmessung sind in Tabelle

17 dargestellt.

Tabelle 17: Bestimmung der Zelldichten der transformierten E. coli Expressionskulturen BL21(DE3) und C43(DE3). Als
MaB fur die Zellzahlen in den transformierten Expressionsstimmen wurde die optische Dichte der Kulturen in der stationdren
Wuchsphase durch photometrische Triibungsmessung bei 580 nm bestimmt (0.D.sg). Als Kontrolle wurde aulerdem die optische
Dichte von entsprechenden Kulturen bestimmt, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen. Die Werte reprisentieren jeweils den

Mittelwert aus drei unabhidngigen Messungen inklusive Standardabweichung.

0.D.sg0 (E. coli BL21(DE3)) 0.D.sgo (E. coli C43(DE3))
pRhotHi-2-aftA 7,28 = 0,03 4,87 + 0,08
pRhotHi-2-emb 7,34 + 0,33 5,76 £ 0,13
pRhotHi-2-EIN2-MB 9,82 +0,18 2,19 +0,10
pRhotHi-2-EIN2 0,12 0,04 0,09 + 0,02
pRhotHi-2-sgep 9,02 £ 0,08 5,08 £ 0,07
pRhotHi-2 9,14 £ 0,31 6,25 0,12

Wie aus den Daten in Tabelle 17 hervorgeht, ist das Zellwachstum der transformierten E. coli
BL21(DE3)-Kulturen deutlich besser als das der transformierten E. coli C43(DE3) Kulturen.

Dies wurde im Vergleich der durch Triibungsmessung bei 580 nm bestimmten optischen
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Dichten der E. coli Stamme, die mit dem Leervektor pRhotHi-2 transformiert wurden,
deutlich. So erreichte E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2 eine maximale optische Dichte von 9,14
+ 0,31, E. coli C4A3(DE3) hingegen nur eine maximale optische Dichte von 6,25 = 0,12.
Offensichtlich war das verwendete Autoinduktionsmedium also fiir E. coli C43(DE3)
schneller wuchslimitierend als fiir die Zellen des E. coli Expressionsstamms BL21(DE3).
Ungeachtet dessen schien die Expression des E/N2-Gens im Expressionsvektor pRhotHi-2-
EIN2 sowohl auf Zellen des E. coli Stamms BL21(DE3) als auch auf Zellen von E. coli
C43(DE3) einen letalen Effekt zu haben. In Kulturen beider Stimme konnten nach Wachstum
tiber Nacht lediglich 1 bis 2 Zellteilungen beobachtet werden. Daher konnte fiir die beiden
Expressionsstimme E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) bereits nach der Transformation mit
dem Prs-abhingigen Expressionsplasmid pRhotHi-2-EIN2 die Aussage getroffen werden,
dass auf Grund toxischer Effekte des Genprodukts in den untersuchten Stimmen keine
Akkumulation des korrespondierenden Proteins moglich ist.

Im weiteren Vergleich der optischen Dichten aller transformierten E. coli BL21(DE3)
Kulturen mit der optischen Dichte der BL21(DE3) Kulturen, die den Leervektor pRhotHi-2
trugen, erkennt man, dass lediglich die Zellzahlen der Kulturen, die fiir die
Arabinofuranosyltransferasen aftA bzw. emb kodierten, um etwa 20 % niedriger waren, als
die Zellzahlen der Kulturen mit dem korrespondierenden Leervektor pRhotHi-2. Somit schien
die Expression der Gene aftA und emb ebenfalls zelluldren Stress zu verursachen, der das
Zellwachstum der betreffenden Kulturen beeinflusste. Diese Beeinflussung war aber bei
weitem nicht so stark, wie sie fiir die Expression des EIN2-Gens beobachtet wurde.
Vergleicht man die optischen Dichten aller transformierten E. coli C43(DE3) Kulturen mit
der optischen Dichte der C43(DE3) Kulturen, die mit dem Leervektor pRhotHi-2
transformiert wurden, so wird deutlich, dass das Wachstum aller transformierten
Expressionskulturen beeintrachtigt wurde. So sank die optische Dichte der emb-
exprimierenden E. coli C43(DE3) Kulturen um 8 % im Vergleich zu den Kulturen, die mit
dem Leervektor pRhotHi-2 transformiert wurden. Die optischen Dichten der
Expressionskulturen fiir aftA und sgep sanken um jeweils 20 % und die optischen Dichte der
Expressionskultur fiir das Gen der EIN2-Membrandoméne sogar um 65 %.

So macht dieses Ergebnis deutlich, dass die Expression heterologer Gene, die fiir
Membranproteine kodieren, in E. coli C43(DE3) generell das Wachstum stérker limitieren, als
im Expressionsstamm BL21(DE3), obwohl der E. coli Stamm C43(DE3) nach
Literaturangaben besser geeignet ist, um toxische Proteine und Membranproteine zu

synthetisieren.
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Ob dieses Ergebnis einen Einfluss auf die Plasmidkopienzahlen der erzeugten rekombinanten
Pr;-abhingigen Expressionsvektoren in den beiden getesteten E. coli Expressionstimmen
hatte, wurde im Anschluss ndher untersucht. Dazu wurde aus den oben beschriebenen
Expressionskulturen jeweils ein Aliquot (1,5 ml) entnommen, aus dem die Gesamt-DNA
quantitativ isoliert wurde. Mit geeigneten Primern und 150 ng der isolierten Gesamt-DNA
wurde dann in einer quantitativen real-time-PCR unter Verwendung eines definierten
Massenstandards die absolute Masse der gebildeten PCR-Produkte bestimmt. Anhand dieser
Daten konnte anschlieBend die Plasmidkopienzahl der betreffenden Expressionsvektoren pro
Zelle errechnet werden (Tabelle 18). Als Massenstandard wurde erneut gereinigte Plasmid-
DNA des Leervektors pRhotHi-2 verwendet, die zuvor photometrisch quantifiziert wurde. Die

Ergebnisse der real-time-PCR sind in Abbildung 22 dargestellt.

Tabelle 18: Plasmidkopienzahlen der verwendeten Expressions- und Kontrollvektoren in den E. coli Expressionsstimmen
BL21(DE3) und C43(DE3). Die angegebenen Werte représentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhingigen Berechnungen inklusive
Standardabweichung. Die Plasmidkopienzahlen der Vektoren pRhotHi-2 und pRhotHi-2-bop sind als Referenz ebenfalls aufgefiihrt.

E. coli BL21(DE3) E. coli C43(DE3)
pRhotHi-2-aftA 5,3+3,0 1,3+0,6
pRhotHi-2-emb 1,0x0,2 5,0+0,7

pRhotHi-2-EIN2-MB 39+1,5 391,35
pRhotHi-2-sgep 44+14 1,0 +0,6
pRhotHi-2 5,3+0,6 25x0,5
pRhotHi-2-bop 2,5x0,5 2404

93



Ergebnisse

30
* Massenstandard
© BL21(DE3) Pr>aftA
25 o BL21(DE3) Pr>emb
o BL21(DE3) Pr>sqep
BL21(DE3) Pr>MB
20
£
2 15
L
o
10
5
0 T T T T T
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100
Masse (ng)
30
* Massenstandard
\ o C43(DE3) Pr/>afiA
25 © C43(DE3) Pr;>emb
o C43(DE3) Pr7>sqep
C43(DE3) Pr>MB
20
£
2 15
L
o
10
5
0 T T T T T
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100
Masse (ng)

Abbildung 22: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Plasmidkopienzahlen der erzeugten
rekombinanten Expressionsvektoren fiir aftA, emb, sqep und EIN2-MB pro Zelle in den Expressiosnwirten E. coli BL21(DE3) und
C43(DE3). Erneut dargestellt sind die C-Werte der erzeugten PCR-Produkte in Abhéngigkeit der Masse der erzeugten Produkte. Die C,-
Werte beschreiben den Schwellenwert-PCR-Zyklus (threshold cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des
verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das Hintergrundrauschen tiberschreitet. Durch den Einsatz eines Massenstandards kann an Hand dieser
Daten die Kopienzahl der eingesetzten Vektoren pro Zelle berechnet werden. Weitere Informationen zu dieser Abbildung befinden sich im
Text. Das Bestimmtheitsmaf} des dargestellten Massenstandards betrug R* = 0,9992. BL21(DE3) P7>aftA: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-
aftA; BL21(DE3) Pr;>emb: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-emb; BL21(DE3) Pr>sgep: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-sqep; BL21(DE3)
Pr7>MB: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-EIN2-MB; C43(DE3) Pr>aftA: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-aftA; C43(DE3) Pr;>emb: E. coli
C43(DE3) pRhotHi-2-emb; C43(DE3) Pr>sqgep: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-sgep; C43(DE3) P1>MB: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-
EIN2-MB.
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Wie aus den Plasmidkopienzahlen pro Zelle in Tab 8 zu erkennen ist, verhalten sich alle
untersuchten rekombinanten Expressionsplasmide sowohl im E. coli Stamm BL21(DE3) als
auch im E. coli Expressionsstamm C43(DE3) wie /ow-copy-Plasmide. Dabei entsprach die
durchschnittliche Plasmidkopienzahl des Expressionsplasmids pRhotHi-2-affA in E. coli
BL21(DE3) pro Zelle der des Leervektors pRhotHi-2 mit 5,3 = 3,0 bzw. 5,3 = 0,5 Kopien pro
Zelle. Mit 4,4 = 1,4 bzw. 3,9 = 1,5 Kopien pro Zelle erreichten die Expressionsplasmide
pRhotHi-2-sqgep bzw. pRhotHi-2-EIN2-MB etwas niedrigere Kopienzahlen in E. coli
BL21(DE3), lagen damit aber noch iiber den 2,5 = 0,5 Kopien pro Zelle, die der
Bacterioopsin-Expressionsvektor pRhotHi-2-bop erreichte. Bei diesen rekombinanten
Plasmiden schien die Expression der ausgewdhlten heterologen Gene also lediglich einen
moderat negativen Einfluss auf die Plasmidkopienzahl pro Zelle zu haben. Im Gegensatz dazu
hatte die Expression der Arabinofuranosyltransferase emb in E. coli BL21(DE3) einen stark
negativen Einfluss auf die Kopienzahl des entsprechenden Expressionsplasmids pRhotHi-2-
emb. So sank dessen Kopienzahl auf 1,0 + 0,2 pro Zelle, was darauf schlieBen l4sst, dass die
Expression von emb einen derart negativen Einfluss auf den Metabolismus der Wirtszelle E.
coli BL21(DE3) ausiibt, das diese aktiv versucht, die Kopienzahl des ursidchlichen Plasmids
so gering wie moglich zu halten. Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich fiir die Kopienzahl
des Squalenepoxidase-Expressionsvektors pRhotHi-2-sgep im E. coli Stamm C43(DE3). So
betrug die Kopienzahl dieses rekombinanten Plasmids ebenfalls nur 1,0 + 0,6 pro Zelle. Auch
die Kopienzahl des Pr7-abhingigen Plasmids pRhotHi-2-affA betrug in E. coli C43(DE3) nur
1,3 + 0,6 Kopien pro Zelle. Mit 5,0 = 0,7 bzw. 3,9 = 1,5 Kopien pro Zelle lagen die
Plasmidkopienzahlen der Vektoren pRhotHi-2-emb bzw. pRhotHi-EIN2-MB demgegeniiber
sogar hoher, als die Kopienzahl des Kontrollvektors pRhotHi-2 mit 2,5 + 0,5 pro Zelle.

Als generellen Trend ldsst sich aus den Daten in Tabelle 18 festhalten, dass die Kopienzahlen
der untersuchten Expressionsplasmide im E. coli Stamm BL21(DE3) etwas grof3er waren, als
die Kopienzahlen der entsprechenden Vektoren im E. coli Stamm C43(DE3). Dies gilt
insbesondere fiir die Expressionsplasmide pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-sgep, pRhot-Hi-2-bop
und pRhotHi-2 und korreliert mit der Beobachtung, dass auch die maximal erreichten
Zellzahlen in E. coli BL21(DE3) hoher waren als in E. coli C43(DE3).

Welche Auswirkungen diese Ergebnisse jedoch auf die Transkriptmenge der heterologen
Gene in den verwendeten Expressionsvektoren in E. coli BL21(DE3) bzw. C43(DE3) hatte,

wurde anschlieBend mittels quantitativer real-time-PCR untersucht.
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1.4.4.2 Bestimmung der Transkriptmassen ausgewihlter heterologer Gene im Pr7-
abhingigen Expressionsplasmid pRhotHi-2 in den E. coli Stimmen BL21(DE3)
und C43(DE3)

Nachdem gezeigt wurde, dass die erzeugten rekombinanten Pr;-abhingigen
Expressionsplasmide pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sqgep und pRhotHi-2-
EIN2-MB sowohl in E. coli BL21(DE3) als auch in E. coli C43(DE3) stabil als low-copy-
Vektoren replizieren, sollte nun liberpriift werden, ob die ausgewihlten heterologen Gene in
den beiden Expressionsstimmen auch transkribiert wurden und welchen Einfluss die
Plasmidkopienzahl pro Zelle auf die Transkriptmasse der untersuchten Gene ausiibte.

Um dies zu analysieren, wurden die Transkriptmassen der heterologen Gene aftA, emb, sqep
sowie vom verkiirzten EIN2-Gen EIN2-MB in ihren E. coli Expressionskulturen bestimmt.
Dazu wurden E. coli BL21(DE3)- bzw. C43(DE3)-Kulturen, deren Zellen mit den Py;-
abhingigen Expressionsplasmiden der Gene aftA, emb, sqep bzw. EIN2-MB transformiert
wurden, wie bereits beschrieben, in 10 ml Autoinduktionsmedium tiber Nacht bei 37 °C und
Agitation (120 UpM) angezogen. AnschlieBend wurde aus jeweils 1,5 ml jeder Kultur die
Gesamt-RNA quantitativ isoliert. Aus 150 ng dieser Gesamt RNA wurden die Transkripte der
zu untersuchenden Gene mit Hilfe geeigneter Primer und reverser Transkriptase in cDNA
transkribiert. Diese cDNA wurde anschlieend als Matritze fiir die durchgefiihrten real-time-
PCR verwendet und so die Masse der urspriinglichen Transkripte bestimmt. Als
Massenstandard wurde dazu gereinigte Plasmid-DNA des Vektors pRhotHi-2 verwendet,
dessen Masse zuvor photometrisch bestimmt wurde. Die gesamte Versuchsdurchfiihrung
erfolgte als Dreifachbestimmung. Die Ergebnisse der durchgefiihrten real-time-PCR zur
Transkriptbestimmung in den E. coli Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3) sind in
Abbildung 23 dargestellt.

Mit Hilfe der in Abbildung 23 dargestellten Standardkurven konnte aus den Daten der
quantitativen real-time-PCR die absolute Masse der urspriinglich fiir die reverse Transkription
eingesetzten Transkripte berechnet werden. IThre Massen sind in Tabelle 19 vergleichend

dargestellt.
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Transkriptmassen fiir die Gene aftA,
emb, sqep und EIN2-MB pro Zelle in den Expressiosnwirten E. coli BL21(DE3) und C43(DE3). Erneut dargestellt sind die C-Werte der
erzeugten PCR-Produkte in Abhdngigkeit der Masse der erzeugten Produkte. Die C-Werte beschreiben den Schwellenwert-PCR-Zyklus

(threshold cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das

Hintergrundrauschen tiberschreitet. Durch den Einsatz eines Massenstandards konnte Transkriptmasse der betreffenden Zielgene errechnet

werden. Weitere Informationen zu dieser Abbildung befinden sich im Text. Das Bestimmtheitsmal des dargestellten Massenstandards betrug
R® = 0,9993. BL21(DE3) Pr>aftA: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-aftA; BL21(DE3) Pr>emb: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-emb;
BL21(DE3) Pr7>sqep: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-sqep; BL21(DE3) Pr;>MB: E. coli BL21(DE3) pRhotHi-2-EIN2-MB; C43(DE3)
Pr7>aftA: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-aftA; C43(DE3) Pr>emb: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-emb; C43(DE3) Pr>sqep: E. coli C43(DE3)
pRhotHi-2-sgep; C43(DE3) Pr>EIN2-MB: E. coli C43(DE3) pRhotHi-2-MB.
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Tabelle 19: Vergleich der Transkriptmassen der heterologen Gene aftA, emb, sqep und EIN2-MB in den E. coli
Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3). Die angegebenen Massen représentieren jeweils den Mittelwert aus drei

unabhéngigen Berechnungen inklusive Standardabweichung.

) Transkriptmasse (ng/ 150 ng Transkriptmasse (ng/ 150 ng
Transkript ) )
Gesamt-RNA) in E. coli BL21(DE3) Gesamt-RNA) in E. coli C43(DE3)

afid 1,18 +2,83 10" 743107 £529 ¢ 107

emb 1,19¢10%+5,50+ 107 330107 %984 ¢10”

sqep 8,18 10 +9,06¢ 107 9,13+ 10°%2,0810°
EIN2-MB 8,45+10" £3,09¢ 10" 52810% 4,15 10"

bop 4,10 °10° 4,74 » 107 9,75+ 10" = 7,44 + 10™

Der Vergleich der Transkriptmassen in Tabelle 19 zeigt, dass auBer dem Transkript fiir
Bacterioopsin und der Arabinofuranosyltransferase Emb alle anderen untersuchten
Transkriptmassen im E. coli Expressionsstamm BL21(DE3) grofer waren, als im Stamm
C43(DE3). So enthielt E. coli BL21(DE3) 90-mal mehr Squalenepoxidasetranskript, 1600-
mal mehr Transkript fiir die verkiirzte Variante des EIN2 (EIN2-MB) und sogar 1,6
Millionen-mal mehr Transkript fiir die Arabinofuranosyltransferase AftA als die
korrespondierenden E. coli C43(DE3) Expressionskulturen. Demgegeniiber wurde im
Expressionsstamm E. coli C43(DE3) 1,7-mal mehr Transkript fiir Emb und fast 25-mal mehr
Transkript fiir Bacterioopsin produziert, als in E. coli BL21(DE3).

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Plasmidkopienzahl moglicherweise doch einen Einfluss auf
die synthetisierte Transkriptmasse in den jeweiligen Expressionsstimmen hatte. So waren die
Plasmidkopienzahlen der Expressionsplasmide pRhotHi-2-af¢A und pRhotHi-2-sgep in E. coli
BL21(DE3) grofler als in E. coli C43(DE3), ebenso wie die errechneten Transkriptmassen.
Umgekehrt verhielt es sich mit dem Expressionsplasmid pRhotHi-2-emb. Seine
Plasmidkopienzahl war ebenso wie seine absolute Transkriptmasse im E. coli Stamm
C43(DE3) groBer. Trotz vergleichbarer Plasmidkopienzahl des Vektors pRhotHi-2-EIN2-MB
akkumulierte der Expressionsstamm FE. coli BL21(DE3) mehr Transkript als E. coli
C43(DE3). Ebenfalls anders hingegen verhielt sich der Prs-Expressionsvektor pRhotHi-2-
bop, der zwar in E. coli BL21(DE3) eine groflere Plasmidkopienzahl pro Zelle erreichte,
dennoch aber in E. coli C43(DE3) mehr Transkript produzierte.

Vergleicht man die errechneten Transkriptmassen der ausgewihlten heterologen Gene

innerhalb eines Expressionsstamms, so wird deutlich, dass in E. coli BL21(DE3) mehr
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Transkript von aftA synthetisiert wird, als von EIN2-MB, sqep, emb und bop. Dies ist im E.
coli Expressionsstamm C43(DE3) interessanterweise beinahe komplett kontrdr. Hier wird
mehr Bacterioopsintranskript gebildet als Transkript von EIN2-MB, emb, sqep und aftA.

Welchen Einfluss dies auf die Translation und Akkumulation der gebildeten Transkripte hatte,
und ob eine extrem hohe Transkriptmenge in Vergleich zum Bacterioopsintranskript
zwangsldufig auch zu einer besseren Akkumulation des betreffenden Genprodukts fiihrte,

wurde anschliefend mit Hilfe immunologischer Methoden untersucht.

1.4.4.3 Akkumulation und Lokalisation von AftA, Emb, Sqep und EIN2-MB in den E.
coli Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3)

Um zu tiberpriifen, welchen Einfluss die zum Teil sehr unterschiedlichen Transkriptmassen
der ausgewihlten heterologen Gene aftA, emb, sqep und EIN2-MB in den E. coli
Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3) auf die Akkumulation und Lokalisation
threr korrespondierenden Genprodukte hatte, wurden aus 1,5 ml der jeweiligen
Expressionskulturen zellfreie Proteinextrakte hergestellt und fraktioniert. Die E. coli
BL21(DE3) und C43(DE3) Expressionskulturen wurden dazu mit den entsprechenden Pr7-
abhingigen Expressionsplasmiden pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sqep bzw.
pRhotHi-2-EIN2-MB  transformiert und unter  Selektionsdruck in 10 ml
Autoinduktionsmedium bei 37 °C und Agitation (120 UpM) iiber Nacht kultiviert.

In den fraktionierten Proteinextrakten aus Zellen, deren optische Dichte bei 580 nm eins
betrug, wurden die Genprodukte AftA, Emb, Sqep und EIN2-MB mit Hilfe eines spezifischen
Antiserums und Westernblotanalyse analysiert. Die photographische Dokumentation dieser
Analyse ist in Abbildung 24 dargestellt.

Wie daraus ersichtlich ist, belegte der immunologische Nachweis mit spezifischen
Antikorpern, dass die Genprodukte AftA, Emb und EIN2-MB weder im E. coli
Expressionsstamm BL21(DE3) noch in E. coli C43(DE3) akkumulierten (Abbildung 24b, c,
d). Ungeachtet ihrer zum Teil hohen Transkriptmassen im Vergleich zu Bacterioopsin,
welches in beiden untersuchten E. coli Expressionsstimmen akkumulierte, erfolgte die
Synthese von AftA, Emb und EIN2-MB nicht. Mo6gliche Griinde dafiir werden im Rahmen

der Diskussion dieser Arbeit ndher erldutert.
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Abbildung 24: Akkumulation und Lokalisation von AftA, Emb, Sqep und EIN2-MB in E. coli BL21(DE3) und C43(DE3). Unter
Verwendung gleicher Zellzahlen, deren optische Dichte bei 580 nm eins betrug, ist die Akkumulation und Lokalisation von Sqep (a), AftA
(b), Emb (c) und EIN2-MB (d) als Fusionsprotein mit einem Hexahistidin-7ag am C-Terminus in den E. coli Expressionsstimmen
BL21(DE3) und C43(DE3) dargestellt. Der immunologische Nachweis der Genprodukte erfolgte unter Verwendung von zellfreien,
fraktionierten Extrakten und unter Verwendung eines spezifischen Antiserums. Fiir die Genprodukte AftA (b), Emb (c¢) und EIN2-MB (d)
konnte weder in E. coli BL21(DE3) noch in E. coli C43(DE3) ein spezifisches Signal erhalten werden, sodass ihre Akkumulation in den
untersuchten Expressionssystemen ausgeschlossen werden konnte. Demgegeniiber akkumulierte Squalenepoxidase (a) in signifikanten

Mengen in den Fraktionen der Zelltrimmer und Einschlusskorper beider untersuchter E. coli Expressionsstimme.

Demgegeniiber akkumulierte das Genprodukt der Squalenepoxidase sowohl im E. coli Stamm
BL21(DE3) als auch in E. coli C43(DE3). Entsprechend der deutlich hdoheren
Transkriptmasse in E. coli BL21(DE) akkumulierte in diesem Stamm auch deutlich mehr
Protein, als in E. coli C43(DE3) (Abbildung 24a, Spuren 1 & 4).

Somit ist es erstmals in E. coli gelungen, signifikante Mengen der myxobakteriellen
Squalenepoxidase aus S. aurantiaca heterolog zu synthetisieren. Da jedoch das gesamte
Genprodukt der Squalenepoxidase in Einschlusskorpern akkumulierte, konnte mit Hilfe der E.
coli Expressionssysteme nicht eindeutig gekldrt werden, ob Squalenepoxidase tatsichlich ein

Membranprotein ist.
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Nachdem mit Hilfe des Prj-abhéngigen Expressionsplasmids pRhotHi-2-bop die
Bacterioopsinakkumulation in den E. coli Expressionsstimme BL21(DE3) und C43(DE3)
gelang und die 100 %-ige Insertion in die Cytoplasmamembran nachgewiesen wurde, wurde
anschlieBend die Transkription, Akkumulation und Lokalisation weiterer heterologer
Membranproteine in diesen Expressionssystemen untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass
die Expression des Rezeptorgens EIN2 im Expressionsvektor pRhotHi-2-EIN2 sowohl fiir
Zellen des E. coli Stamms BL21(DE3) als auch C43(DE3) letal war. Demgegeniiber konnten
die Expressionsplasmide pRhotHi-2-aftA und pRhotHi-2-emb fiir die Expression der
Arabinofuranosyltransferasen AftA und Emb als Jlow-copy-Plasmide in den beiden
Expressionsstimmen E. coli BL21(DE3) und C43(DE3) etabliert werden. Damit verhielten
sie sich @hnlich wie das Expressionsplasmid fiir Bacterioopsin in diesen beiden Stimmen.
Gleiches gilt auch fiir die Expressionsplasmide fiir Squalenepoxidase (pRhotHi-2-sgep) und
die N-terminale Membrandomine des EIN2 (pRhotHi-2-EIN2-MB). Auch sie wurden als
low-copy-Plasmide in den beiden E. coli Systemen etabliert. Dabei wurde generell festgestellt,
dass die maximal erreichten Zellzahlen der Expressionskulturen des E. coli Stamms
BL21(DE3) hoher waren als die des Stamms C43(DE3). Mehrheitlich enthielten die Zellen
des E. coli Stamms BL21(DE3) auch eine hohere Plasmidkopienzahl der Expressionsvektoren
pro Zelle. Weiterhin wurde festgestellt, dass diese Plasmidkopienzahl pro Zelle unmittelbar
mit der absoluten Transkriptmasse korrelierte. Trotz der zum Teil sehr hohen
Transkriptmassen der untersuchten heterologen Gene im Vergleich zu Bacterioopsin konnte
trotzdem lediglich das Genprodukt der Squalenepoxidase akkumuliert werden. Dieses
akkumulierte jedoch erstmals in signifikanten Mengen sowohl im E. coli Stamm BL21(DE3)
als auch in E. coli C43(DE3). Entsprechend der hoheren Transkriptmasse in E. coli
BL21(DE3) akkumulierte auch deutlich mehr Squalenepoxidase in diesem Expressionsstamm
als in E. coli C43(DE3). Da das Genprodukt in beiden Stammen jedoch in Einschlusskérpern
vorlag, konnte mit diesen Expressionssystemen noch nicht geklart werden, ob es sich bei der

Squalenepoxidase aus S. aurantiaca, wie vorhergesagt, um ein Membranprotein handelt.

101




Ergebnisse

1.4.5 Untersuchungen zur Prs-abhingigen Synthese ausgewihlter pro- und
eukaryotischer Membranproteine im neuen R. capsulatus Expressionsstamm

B10S-T7

Nachdem in den beiden E. coli Expressionsstimmen BL21(DE3) und C43(DE3) die Synthese
der heterologen Membranproteine AftA, Emb, Sqep, EIN2 sowie der verkiirzten Variante von
EIN2 (EIN2-MB) mit dem Ergebnis untersucht wurde, das die Transkription von EIN2 letal
war und die Expression von affA, emb und EIN2-MB kein Protein lieferte, sollte nun im
neuen R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7 untersucht werden, in wie weit hier die
Synthese der beschriebenen Membranproteine moglich ist. AuBlerdem sollten dabei die
Syntheseleistungen des R. capsulatus B10S-T7 Expressionssystems in Bezug auf
Plasmidkopienzahl pro Zelle, Transkriptmasse und Proteinakkumulation untersucht werden.
Ferner sollte analysiert werde, ob die Synthese der Squalenepoxidase aus S. aurantiaca auch
im R. capsulatus Stamm B10S-T7 moglich ist und ob das entsprechende Genprodukt in
Einschlusskorpern, Membranbestandteilen oder als 16sliches Protein akkumuliert. Dadurch
sollte zusédtzlich die computergestiitzte Hypothese untersucht werden, dass Squalenepoxidase

moglicherweise ein Membranprotein ist.

1.4.5.1 Analyse der Plasmidkopienzahlen der erzeugten rekombinanten Pyr-
abhingigen Expressionsplasmide pro Zelle im neuen R. capsulatus

Expressionsstamm B10S-T7

Um die Plasmidkopienzahlen der rekombinanten Prs-abhéngigen Expressionsvektoren
pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sgep, pRhotHi-2-EIN2-MB und pRhotHi-2-
EIN2 in R. capsulatus B10S-T7 untersuchen zu konnen, wurden die Plasmide zunichst durch
konjugativen Transfer getrennt in den Expressionswirt mobilisiert. Dieser wurde auf PY-
Festmedium unter Selektionsdruck vermehrt und dazu verwendet, um Vorkulturen in 10 ml
RCV Flissigmedium anzuimpfen. Nach dreitdgigem photoheterotrophem Wachstum wurde
diese Vorkulturen eingesetzt, um Hauptkulturen mit einer Zellzahl, die einer optischen Dichte
von 0,02 bei 660 nm entsprach, in 1000 ml RCV-Flissigmedium anzuimpfen. Die Anzucht
erfolgte photoheterotroph fiir 24 Stunden. Zur Induktion der Zielgenexpression wurde dem
verwendeten Flissigmedium Fruktose in einer Endkonzentration von 8§ mM als Induktor
zugesetzt.

Bevor jedoch die Plasmidkopienzahl der Expressionsvektoren pro Zelle untersucht wurde,

wurde das Wachstum der Kulturen durch photometrische Triibungsmessung bei 660 nm in der
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stationdren Wuchsphase analysiert. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 20

aufgelistet.

Tabelle 20: Bestimmung der Zellzahlen der erzeugten Expressionskulturen des R.
capsulatus Expressionsstamms B10S-T7. Als Mal fiir die Zellzahlen in den
konjugierten Expressionsstimmen wurde die optische Dichte der 1000 ml Kulturen in
der stationdren Wuchsphase durch photometrische Triibungsmessung bei 660 nm
bestimmt (0.D.s0). Als Kontrolle wurde auBlerdem die optische Dichte von
entsprechenden Kulturen bestimmt, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen. Die Werte

reprisentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhingigen Messungen inklusive

Standardabweichung.

0.D.¢60 (R. capsulatus B10S-T7)
pRhotHi-2-aftA 1,09 + 0,10
pRhotHi-2-emb 1,07 £ 0,08
pRhotHi-2-EIN2-MB 0,99 + 0,04
pRhotHi-2-EIN2 0,05+0,01
pRhotHi-2-sgep 1,22 0,12
pRhotHi-2 1,22 £ 0,05

Wie aus Tabelle 20 ersichtlich ist, erreichten die R. capsulatus B10S-T7 Kulturen, die den
Leervektor pRhotHi-2 trugen, erwartungsgemil deutlich niedrigere Zellzahlen, als Kulturen
der E. coli Expressionsstimme BL21(DE3) und C43(DE3), die mit dem Plasmid pRhotHi-2
transformiert wurden.

Der Vergleich der Zellzahlen der R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2 Kulturen mit den
Zellzahlen der R. capsulatus B10S-T7 Expressionskulturen, welche die Pr;-abhingigen
Plasmide pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sgep bzw. pRhotHi-2-EIN2 trugen,
zeigen, dass die Expression der korrespondierende Zielgene nur einen moderaten Einfluss auf
die maximal erreichte Zellzahl hatte. So war das Zellwachstum der sgep-Expressionskultur
vergleichbar mit dem der Leervektorkontrolle (pRhotHi-2; 1,22 + 0,12 bzw. 1,22 + 0,05) und
auch die Zellzahlen der Expressionskulturen fiir die Zielgene aftA und emb gingen nur um 11
% bzw. 12 % zuriick. Die Expression der verkiirzten E/N2-Variante E/IN2-MB verursachte in
R.  capsulatus B10S-T7 eine um 19 % geringere Zellzahl im Vergleich zur
Leervektorkontrolle (pRhotHi-2), wohingegen die Transkription des Volllingengens EIN2 fiir
den Wirt stark toxisch war. Die Zellzahl der entsprechenden R. capsulatus

Expressionskulturen B10S-T7 pRhotHi-2-E/IN2 wurde in 24 Stunden lediglich verdoppelt,
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sodass man fiir diesen Expressionsstamm, wie bereits zuvor fiir £. coli Expressionsstimme
BL21(DE3) und C43(DE3), feststellen kann, dass die Expression des EIN2 letal war.

In wie weit sich der zelluldre Stress der Expression heterologer Gene in R. capsulatus B10S-
T7 nicht nur auf das Zellwachstum, sondern auch auf die Plasmidkopienzahlen der
verwendeten Pr7-abhédngigen Expressionsvektoren auswirkte, wurde anschlieBend untersucht.

Dazu wurde aus den oben bereits beschriebenen R. capsulatus B10S-T7 Expressionskulturen
jeweils ein Aliquot (1,5 ml) entnommen, aus dem die Gesamt-DNA quantitativ isoliert wurde.
AnschlieBend wurde mit geeigneten Primern und 150 ng der isolierten Gesamt-DNA in einer
quantitativen real-time-PCR unter Verwendung eines definierten Massenstandards die
absolute Masse der gebildeten PCR-Produkte bestimmt. Mit Hilfe dieser Daten wurden
anschlieBend die Plasmidkopienzahlen der betreffenden Expressionsplasmide pRhotHi-2-
aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sqgep bzw. pRhotHi-2-EIN2-MB in R. capsulatus B10S-T7
errechnet (Tabelle 21). Als Massenstandard wurde gereinigte Plasmid-DNA des
Kontrollvektors pRhotHi-2 verwendet, welche zuvor im Photometer quantifiziert wurde. Alle
Untersuchungen zur  Bestimmung der Plasmidkopienzahlen der verwendeten
Expressionsvektoren pro Zelle wurden als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Ergebnisse

der durchgefiihrten real-time-PCR sind in Abbildung 25 dargestellt.

Tabelle 21: Plasmidkopienzahlen der verwendeten Expressions- und
Kontrollvektoren im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7. Die angegebenen
Werte reprisentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhéngigen Berechnungen
inklusive Standardabweichung. Die Plasmidkopienzahlen der Vektoren pRhotHi-2 und
pRhotHi-2-bop sind als Referenz ebenfalls aufgefiihrt.

R. capsulatus B10S-T7
pRhotHi-2-aftA 90,6 = 10,1
pRhotHi-2-emb 86,2 +72
pRhotHi-2-EIN2-MB 59,7 +4.2
pRhotHi-2-sgep 1223+ 11,3
pRhotHi-2 132,6 £ 5,5
pRhotHi-2-bop 48,0 5,7
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Plasmidkopienzahlen der erzeugten
rekombinanten Expressionsvektoren fiir aftA, emb, sqep und EIN2-MB pro Zelle in R. capsulatus B10S-T7. Erneut dargestellt sind die
C-Werte der erzeugten PCR-Produkte in Abhéngigkeit der Masse der erzeugten Produkte. Die C-Werte beschreiben den Schwellenwert-
PCR-Zyklus (threshold cycle), bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das
Hintergrundrauschen tiberschreitet. Durch den Einsatz eines Massenstandards kann an Hand dieser Daten die Kopienzahl der eingesetzten
Vektoren pro Zelle berechnet werden. Weitere Informationen zu dieser Abbildung befinden sich im Text. Das Bestimmtheitsmal3 des
dargestellten Massenstandards betrug R* = 0,9992. Pr>afiA: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-aftA; Pr7>emb: R. capsulatus B10S-T7
pRhotHi-2-emb; Pr7>sqep: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sqep; Pr7>MB: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-EIN2-MB.

Aus den in Tabelle 21 zusammengefassten Plasmidkopienzahlen der untersuchten
Expressionsvektoren wird die bereits fiir den Bacterioopsin-Expressionsvektor pRhotHi-2-
bop getroffene Aussage, dass sich die rekombinanten Pr;-abhingigen Expressionsvektoren in
R. capsulatus B10S-T7 wie mid-copy-Plasmide verhalten, bestdtigt. So betrug die
Plasmidkopienzahl des Expressionsplamids pRhotHi-2-sgep in R. capsulatus B10S-T7 122,3
+ 11,3 Kopien pro Zelle, und erreichte damit anndhernd die Plasmidkopienzahl des
Leervektors pRhotHi-2 mit 132,6 = 5,5 Kopien pro Zelle. Dieses Ergebnis korrelierte damit
mit den erzielten Zellzahlen der untersuchten Kulturen und zeigte, dass die Expression des
sqep-Gens im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7 kaum zelluldren Stress erzeugte,
was auf die mogliche Akkumulation des Genprodukts bereits hindeuten konnte.
Demgegeniiber erreichten die Expressionsvektoren pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb bzw.
pRhotHi-2-EIN2-MB in R. capsulatus B10S-T7 um 30 %, 35 % bzw. 55 % geringere
Kopienzahlen pro Zelle als der verwendete Leervektor pRhotHi-2. Dennoch war die

Plasmidkopienzahl des Expressionsvektors pRhotHi-2-EIN2-MB mit 59,7 + 4,2 Kopien pro
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Zelle noch grofler, als im Vektorplasmid pRhotHi-2-bop (48,0 = 5,7), das bereits verwendet
wurde, um Bacterioopsin in R. capsulatus B10S-T7 erfolgreich in die Vesikel des ICM zu
inserieren. Welchen Einfluss diese Plasmidkopienzahlen pro Zelle jedoch nun in R.
capsulatus B10S-T7 auf die absolute Transkriptmasse hatten, wurde im Anschluss eingehend

untersucht.

1.4.5.2 Bestimmung der Transkriptmassen der heterologen Gene aftA, emb, sqep und

EIN2-MB im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7

Um zu analysieren, welchen Einfluss die unterschiedlichen Plasmidkopienzahlen der Prs-
abhingigen Expressionsvektoren pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sgep und
pRhotHi-2-EIN2-MB auf deren Transkripte im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7
hatte, wurden die jeweiligen Transkriptmassen quantitativ bestimmt. Dazu wurde aus den
entsprechenden 1000 ml Expressionskulturen (R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-Zielgen;
Zielgen: aftA, emb, sqep, bzw. EIN2-MB), die 24 Stunden photoheterotroph in RCV-
Flissigmedium  (Induktorkonzentration: 8 mM  Fructose) wunter induzierenden
Expressionsbedingungen angezogen wurden, die Gesamt-RNA in einer Dreifachbestimmung
quantitativ isoliert. Aus jeweils 150 ng dieser Gesamt-RNA wurden die Zielgentranskripte mit
Hilfe geeigneter Primer und reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA
wurde anschlieBend als Matritze fiir die quantitativen real-time-PCR eingesetzt, aus deren
Ergebnissen die Masse der urspriinglichen Zielgentranskripte errechnet wurde (Tabelle 22).
Als Massenstandard wurde erneut gereinigte und quantifizierte Plasmid-DNA des Leervektors
pRhotHi-2 verwendet. Das Ergebnis der durchgefiihrten quantitativen
Transkriptbestimmungen der Zielgene aftA, emb, sqep und EIN2-MB ist in Abbildung 26
dargestellt.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der real-time-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung der Transkriptmassen fiir die Gene aftA,
emb, sqep und EIN2-MB pro Zelle im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7. Dargestellt sind die C,-Werte der erzeugten PCR-
Produkte in Abhingigkeit der Masse der erzeugten Produkte. Die C,-Werte beschreiben den Schwellenwert-PCR-Zyklus (threshold cycle),
bei dem im Verlauf der real-time-PCR die Fluoreszenzemission des verwendeten SYBR-Green-Farbstoffs das Hintergrundrauschen
tiberschreitet. Durch den Einsatz eines Massenstandards konnte die Transkriptmasse der betreffenden Zielgene errechnet werden. Weitere
Informationen zu dieser Abbildung befinden sich im Text. Das BestimmtheitsmaB des dargestellten Massenstandards betrug R? = 0,9993.
Pr7>aftA: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-aftA; Pr7>emb: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-emb; Pr7>sqep: R. capsulatus B10S-T7
pRhotHi-2-sqep; Pr7>MB: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-EIN2-MB.

Um auch fiir die hier getesteten Transkripte die gleich bleibende Qualitit der isolierten RNA
zu Uberpriifen und um ausschlieBen zu konnen, dass es sich bei den nachgewiesenen
Transkripten um Kreuzreaktionen der verwendeten Primer oder DNA-Kontaminationen
handelte, wurden geeignete Transkriptionskontrollen und Negativkontrollen, wie sie bereits
fiir das Bacterioopsintranskript beschrieben wurden, durchgefiihrt. Analog dazu wurde als
Trankriptionskontrolle das konstitutiv  exprimierte aphll-Gen nachgewiesen. Als
Negativkontrollen dienten zum einen Zielgen-transkribierende Proben, die keiner reversen
Transkription unterzogen wurden und zum anderen Proben, die plasmidkodiert kein Zielgen
trugen.

Zur Veranschaulichung sind die erzeugten PCR-Produkte der real-time-PCR
gelelektrophoretisch analysiert worden (Abbildung 27). Analog zu den anderen im Rahmen
dieser Arbeit bereits durchgefiihrten Transkriptnachweisen konnte fiir den Expressionsstamm
R. capsulatus B10S-T7 an Hand der in Abbildung 27 visualisierten PCR-Produkte der

durchgefiihrten real-time-PCR bestdtigt werden, dass es sich bei dem nachgewiesenen
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Zielgentranskripten tatsdchlich um das spezifische Transkripte der Zielgene handelte. So
wurden keine unspezifische Signale durch Kreuzreaktionen von Primern (kein PCR-Produkt
in den Negativkontrollen 1) oder DNA-Kontamination der Probe (kein PCR-Produkt in den
Negativkontrollen 2) erhalten. Auch die gleich bleibende Qualitdt der eingesetzten

Transkripte konnte durch Verwendung des internen Standards bestétigt werden (deutliches

PCR-Produkt sichtbar in den Transkriptionskontrollen).

Transkripte Transkriptionskontrollen Negativkontrollen 1 Negativkontrollen 2
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Abbildung 27: Gelelektrophoretische Analyse der PCR-Produkte der quantitativen real-time-PCR zur Bestimmung der Zielgen-
Transkriptmassen von aftA, emb, sqep und EIN2-MB im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7. Dazu wurden jeweils 3 ul der
PCR-Produkte auf ein 3 %-iges Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. Wie erkennbar ist,
akkumulierten die PCR-Produkte der Zielgentranskripte deutlich (Transkripte). Ebenso akkumulierten die PCR-Produkte der aphll-
Transkripte, welche als Transkriptionskontrolle eingesetzt wurden. Keine PCR-Produkte wurden sichtbar in den durchgefiihrten
Negativkontrollen, was damit die Kontamination durch DNA ausschloss, ebenso wie die Bildung unspezifischen Produkts durch

Kreuzreaktion der verwendeten Primer. Pr>EIN2-MB: pRhotHi-2-EIN2-MB; Pr>sqep: pRhotHi-2-sqep; Pr>aftA: pRhotHi-2-afiA;
Pr7>emb: pRhotHi-2-emb; LV: Leervektor (pRhotHi-2); rT: reverse Transkription.
Tabelle 22: Vergleich der Transkriptmassen der heterologen Gene aftA, emb, sqep und EIN2-MB im R. capsulatus

Expressionsstamm B10S-T7. Die angegebenen Massen reprisentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhéngigen Berechnungen

inklusive Standardabweichung.

Transkript Transkriptmasse (ng/ 150 ng Gesamt-RNA) in
R. capsulatus B10S-T7
afid 1,09 £9,70 * 107
emb 54310%+253¢10*
sqep 1,96+ 10" 2,13 * 107
EIN2-MB 234278 10"
bop 589¢10%+2,01°10"

Somit konnten an Hand der in Abbildung 26 dargestellten Standardgerade und aus den Daten

der quantitativen real-time-PCR die absoluten Massen der urspriinglich eingesetzten

108



Ergebnisse

Zielgentranskripte aus R. capsulatus B10S-T7 errechnet werden. Diese Transkriptmassen sind
in Tabelle 22 wiedergegeben.

Wie der Vergleich der Transkriptmassen der untersuchten Zielgene aus Tabelle 22 mit den
Transkriptmassen der untersuchten E. coli Expressionssysteme (Tabelle 19) zeigt, bewegten
sich die ermittelten Transkriptmassen fiir die Gene affA, emb und EIN2-MB in der gleichen
GroBenordnung wie die Massen der Transkripte aus den entsprechenden E. coli BL21(DE3)
Kulturen. Dennoch waren die Transkriptmassen aller untersuchten Zielgene in R. capsulatus
B10S-T7 praktisch identisch mit den Transkriptmassen in E. coli BL21(DE3) (trifft zu fiir das
aftA-Transkript) oder groBer (trifft zu fiir die bop-, emb-, sqep- und EIN2-MB-Transkripte).
Dies fillt besonders fiir das Transkript der Squalenepoxidase auf, deren Transkriptmasse in R.
capsulatus B10S-T7 240-mal groBer war, als in E. coli BL21(DE3). Im Vergleich der
Zielgentranskriptmassen im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7 zum E. coli
Expressionsstamm C43(DE3) wurde deutlich, dass sich lediglich die Transkriptmasse des
Bacterioopsins dhnlich verhélt. Die Transkriptmassen der anderen Zielgene aftA, emb, sqep
und EIN2-MB waren in E. coli C43(DE3) bis zum Faktor 1500000 niedriger als in R.
capsulatus B10S-T7.

Ob die Zielgentranskripte jedoch auch translatiert wurden und die korrespondierenden
Genprodukte in R. capsulatus B10S-T7 akkumulierten, konnte erst die anschlieBende

immunologische Untersuchung der Testkulturen nachweisen.

1.4.5.3 Akkumulation und Lokalisation der Genprodukte AftA, Emb, Sqep und EIN2-
MB im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7

Um der Fragestellung nachzugehen, ob die unterschiedlich groen Transkriptmassen der
Gene aftA, emb, sqep und EIN2-MB einen Einfluss auf die Proteinakkumulation in R.
capsulatus B10S-T7 hatten und ob die entsprechenden Genprodukte tiberhaupt akkumulierten
und, wenn ja, wo sie lokalisiert waren, wurden aus 1,5 ml der jeweiligen 1000 ml
Expressionskulturen zellfreie Proteinextrakte hergestellt und fraktioniert. Die Anzucht der R.
capsulatus B10S-T7 Zellen (mit Expressionsplasmid pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb,
pRhotHi-2-sgep bzw. pRhotHi-2-EIN2-MB) erfolgte fiir 24 Stunden photoheterotroph in
1000 ml RCV-Medium unter Selektionsdruck, mit 8 mM Fruktose als Induktor.

AnschlieBend wurden aus 1,5 ml dieser Kulturen zellfreie Proteinextrakte hergestellt und
fraktioniert. Um diese in Bezug auf die Akkumulation und Lokalisation der Zielgenprodukte

untersuchen zu koénnen, wurden Extrakte aus Zellen, deren optische Dichte bei 660 nm drei
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war, unter Verwendung eines spezifischen Antiserums mittels Westernblotanalyse untersucht

(Abbildung 28).

Zelltrimmer & Einschlusskérper
Zellmembranen & Membranbestandteile
Lésliche Zellbestandteile

Ganzzellextrakt
Ganzzellextrakt
Ganzzellextrakt
Ganzzellextrakt
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Abbildung 28: Akkumulation und Lokalisation von AftA, Emb, Sqep und EIN2-MB in R. capsulatus B10S-T7. Unter Verwendung
gleicher Zellzahlen, deren optische Dichte bei 660 nm drei betrug, ist die Akkumulation der Ganzzellextrakte von Sqep, AftA, Emb, und
EIN2-MB als Fusionsproteine mit Hexahistidin-7ag am C-Terminus im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7 dargestellt. Der
immunologische Nachweis der Genprodukte erfolgte unter Verwendung eines spezifischen Antiserums. (a) Fiir die Genprodukte AftA, Emb
und EIN2-MB konnte kein spezifisches Signal erhalten werden, sodass ihre Akkumulation in den untersuchten Expressionssystemen
ausgeschlossen werden konnte. Demgegeniiber akkumulierte Squalenepoxidase (a) in signifikanten Mengen. Das Genprodukt der
Squalenepoxidase war dabei nicht nur in Einschlusskorpern nachweisbar, sondern ebenfalls in der Membranfraktion des Expressionswirtes
(b). Als Expressionssysteme wurde der R. capsulatus Stamm B10S-T7 mit den Expressionsplasmiden pRhotHi-2-sqep, pRhotHi-2-affA,
pRhotHi-2-emb bzw. pRhotHi-2-EIN2-MB verwendet.

Wie jedoch aus Abbildung 28a hervorgeht, konnte lediglich die Squalenepoxidase erfolgreich
in R. capsulatus B10S-T7 akkumuliert werden. Demgegeniiber war die Synthese der
Genprodukte AftA, Emb und EIN2-MB, ungeachtet der zum Teil sehr hohen
Transkriptmassen, nicht nachweisbar. Mogliche Griinde dafiir werden im Rahmen der
Diskussion dieser Arbeit noch erortert.

Aus Abbildung 28b geht allerdings zusitzlich hervor, das Squalenepoxidase im neuen R.
capsulatus Expressionssystem, bestehend aus dem Expressionsstamm B10S-T7 und dem Py;-
abhéngigen Expressionsplasmid pRhotHi-2-sgep, nicht nur in signifikanten Mengen
akkumulierte, sondern zur Hélfte in die Membran des Wirtsorganismus inserierte. Somit
konnte in R. capsulatus B10S-T7 erstmals bewiesen werden, dass die computergestiitzte
Vorhersage, es handele sich bei der Squalenepoxidase aus S. aurantiaca um ein
Membranprotein, zutraf.

Ausgehend davon sollte nun weiter untersucht werden, ob die Squalenepoxidase, dhnlich wie
Bacterioopsin, in die Vesikel des intracytoplasmatischen Membransystems (ICM) von

photoheterotroph angezogenen R. capsulatus B10S-T7 Zellen inseriert. Sollte dies der Fall
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sein, konnten diese ICM-Vesikel, genau wie die Bacterioopsin-enthaltenden Vesikel, mit
Hilfe von Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden und stiinden dann unmittelbar fiir
weitere Anwendungen in ihrer natiirlichen Umgebung in einer Art Nanobioreaktor zur

Verfiigung.

Um dies zu tberpriifen, wurden zunichst erneut 1000 ml Expressionskulturen von R.
capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sqep unter induzierenden Wuchsbedingungen (8 mM
Fruktose) photoheterotroph in RCV-Medium unter Selektionsdruck angezogen. Als
Kontrollkulturen wurden vergleichbare Kulturen des R. capsulatus Expressionsstamms B10S-
T7 verwendet, die den Leervektor pRhotHi-2 trugen.

AnschlieBend wurde aus 1 ml der Expressions- und Kontrollkulturen das Photopigment
Bacteriochloropyll a mit Ethanol extrahiert. Das Extrakt wurde danach bei 770 nm
photometrisch vermessen und zur optischen Dichte der verwendeten Kulturen bei 600 nm
sowie deren Volumen ins Verhiltnis gesetzt und mit dem relativen Bacteriochlorophyll a
Gehalt in den entsprechenden Kontrollkulturen verglichen. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung sind in Abbildung 29 dargestellt.

Wie aus Abbildung 29 hervorgeht, unterschied sich der relative Bacteriochlorophyll a Gehalt
in den Squalenepoxidase-Expressionskulturen sowie den Kontrollkulturen signifikant. So
ging der relative Bacteriochlorophyll a Gehalt in den Expressionskulturen um 14 % zuriick,
was vermutlich auf die Verdringung von Photosyntheseenzymkomplexen durch das
heterologe Protein Squalenepoxidase zuriickzufiihren war. Auch wenn der Riickgang des
normalisierten Bacteriochlorophyll a Gehalts in den Sqep-Expressionskulturen geringer
ausfiel, als in den Bacterioopsin-exprimierenden Kulturen, so war dieses Ergebnis bereits ein
guter Hinweis darauf, dass Sqep tatsdchlich in das ICM des Expressionsstamms R. capsulatus

B10S-T7 inserieren konnte.
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Abbildung 29: Photomertrischer Test zum Nachweis des Squalenepoxidaseeinbaus in die ICM Vesikel des Expressionsstamms R.
capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sqep. Zum Nachweis, dass Squalenepoxidase in die Vesikel des ICM der Zellen der verwendeten
Expressionskultur eingebaut wurde, wurde das Photopigment Bacteriochlorophyll a mit Ethanol extrahiert und der Bacteriochlorophyll a
Gehalt des Extrakts bei 770 nm photometrisch bestimmt. Er ist ein MaB fiir die Menge an photosynthetischen Enzymkomplexen in der ICM,
da Bacteriochlorophyll a darin als Photopigment enthalten ist. Als Kontrolle wurde eine R. capsulatus B10S-T7 Kultur verwendet, in der
kein heterologes Membranprotein synthetisiert wurde. Die Zellen dieser Kultur enthielten den Leervektor pRhotHi-2. Der
Bacteriochlorophyll a Gehalt beider Kulturen wurden bezogen auf eine Zellzahl, die einer optischen Dichte von 1 bei 660 nm entsprach
sowie auf ein Volumen von 1 ml. AuBerdem wurde der Bacteriochlorophyll a Gehalt auf den Wert der Kontrollprobe normalisiert. Die
gesamte Messung wurde als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die angegeben Werte repriasentieren daher den Mittelwert dieser
Messungen. Die Fehlerbalken geben die entsprechende Standardabweichung wieder. Kontrolle: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2;
Expressionsstamm: R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sgep.

Um dies zu tiberpriifen, wurde aus Zellen, die einer optischen Dichte von 500 bei 660 nm
entsprachen, der oben beschriebenen Kulturen zellfreie Proteinextrakte fraktioniert. Zur
anschlieBenden Isolierung der Vesikel des ICM wurden die gesamten Membranfraktionen
mittels Saccharosedichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Dazu wurde erneut ein
kontinuierlicher Saccharosedichtegradient von 10 bis 60 Gew.-% Saccharose hergestellt und
mit den zellfreien Membranbestandteilen fiir 17 Stunden bei 175000 x g ultrazentrifugiert.
Dadurch wurden die Bestandteile der Membranfaktion entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt.
Wihrend schwere Membranbestandteile sedimentiert werden, ,,schweben* die ICM-Vesikel
im Dichtegradienten. Da diese ICM-Vesikel Photosyntheseenzymkomplexe enthalten, sind sie
durch die intensive Farbung ihre Pigmente im Gradienten leicht zu identifizieren. Ein Foto
eines Saccharosedichtegradienten mit Sqep-haltigen ICM-Vesikeln ist in Abbildung 30
dargestellt.
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10 Gew.-%

Saccharosegehalt

60 Gew.-%

Abbildung 30: Auftrennung der Membranfaktion einer R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sqep Expressionskultur durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation. Dargestellt ist ein Saccharosedichtegradient von 10 — 60 Gew.-% Saccharose, der dazu
verwendet wurde, die Vesikel des ICM der eingesetzten Membranfraktion auf Grund ihrer unterschiedlichen Dichte von gréferen
Membranbestandteilen durch Ultrazentrifugation zu trennen. Mit Pfeilen hervorgehoben sind drei definierte, geféirbte Banden im
Dichtegradienten. Durch die schwarze Linie ist eine weitere breite, sehr schwach gefirbte Bande markiert. Die Farbung entsteht durch die

Pigmente der Photosystemkomplexe der ICM Vesikel.

Vergleicht man das Foto des in Abbildung 30 dargestellten Dichtegradienten mit dem des
Bacterioopsin-enthaltenden aus Abbildung 15 so wird deutlich, dass sich die Bandenmuster
unterscheiden. Waren im Gradienten, der Bacterioopsin enthielt, zwei definierte Banden zu
erkennen, enthielt der Gradient aus Abbildung 30 im oberen Bereich (niedrige
Saccharosekonzentration) zwei unterschiedlich gefdrbte Banden, sowie eine hellere Bande
nach dem ersten Drittel des Gradienten, an die sich eine breite, sehr schwache Bande
anschliefit. Dies war bereits ein Indiz fiir die Akkumulation von Squalenepoxidase in die
Vesikel des ICM, was offensichtlich eine Auswirkung auf die Dichte der Vesikel im
Saccharosegradienten zu haben schien.

Um dies ndher zu untersuchen, wurde der Saccharosedichtegradient in Fraktionen zu je 1 ml
abgenommen. In den Fraktionen wurde anschlieBend der Saccharosegehalt mit Hilfe eines
Refraktometers bestimmt, sowie der Proteingehalt mittels Bradfordanalyse. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 31 zusammengefasst.
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Abbildung 31: Isolierung der ICM Vesikel aus der photosynthetischen Membran von R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sqep. Mit
Hilfe analytischer Dichtegradientenzentrifugation im kontinuierlichen Saccharosedichtegradienten wurden die Vesikel des ICM der
untersuchten Membranfraktionen der R. capsulatus Expressionskultur B10S-T7 pRhotHi-2-sgep (griin) und der Kontrollkultur B10S-T7
pRhotHi-2 (grau) auf Grund ihrer Dichte von gréeren Membranbestandteilen isoliert. Der Gradient wurde anschlieend in Fraktionen zu je
1 ml abgetragen und der Proteingehalt in diesen Fraktionen mittels Bradford-Analyse ermittelt. AnschlieBend wurde der relative
Proteingehalt aller Fraktionen auf den Proteingehalt der Fraktion 30 des Kontrollgradienten normalisiert und in Abhéngigkeit zur
Fraktionsnummer graphisch dargestellt. Dabei beschreibt die griine Kurve den normalisierten Proteingehalt im Dichtegradienten, der
Squalenepoxidase enthélt und die graue Kurve den normalisierten Proteingehalt der verwendeten Kontrolle. Zum Vergleich stellt die rote
Kurve den normalisierten Proteingehalt im bereits untersuchten Dichtegradienten, der Bacterioopsin enthielt, dar. Der Saccharosegehalt in
den Fraktionen wurde mit Hilfe eines Refraktometers bestimmt (blaue Kurve). Die dargestellten Werte représentieren jeweils die Mittelwerte
aus drei unabhéngigen Messungen. Die Fehlbalken reprisentieren die jeweilige Standardabweichung dieser Messungen. Die braunen Balken

représentieren die Fraktionen der Dichtegradienten, die durch die Photopigmente der Photosystemkomplexe gefarbt waren.

Wie im Vergleich der in Abbildung 31 dargestellten Saccharosedichtegradienten der
Squalenepoxidase-enthaltenden Membranfraktion mit den Membranfraktionen der
Bacterioopsin-exprimierenden R. capsulatus B10S-T7 Kultur sowie der Kontrollkultur (R.
capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2) zeigt, schien die Synthese von Squalenepoxidase in R.
capsulatus B10S-T7 einen Einfluss auf die Dichte der ICM-Vesikel zu haben. So existierten
zwar immer noch ICM-Vesikel mit unterschiedlichen Dichten, die Vesikel mit der hGheren
Dichte sind jedoch in Fraktionen mit geringerem Saccharosegehalt (Fraktion 15 — 20;
Saccharosegehalt 29,20 — 38,56 Gew.-%) verschoben. AuBlerdem wurde deutlich, dass der
normalisierte Proteingehalt in diesen Fraktionen geringer war, als in den Fraktionen der
schweren Vesikel der Bacterioopsin-enthaltenden Membranfraktion sowie der Kontrolle.
Moglicherweise wird in den Vesikeln der Membranfraktion der sgep-exprimierenden R.

capsulatus B10S-T7 Kultur das Genprodukt Sqep in die Vesikel eingebaut. Wenn es dabei auf
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Grund seiner Grofle (51 kDa) mehr Photosystemkomplexe als die Bacterioopsin (27 kDa)
verdringt, konnte dies letztendlich zu einer niedrigeren Dichte der Vesikel fithren und
folglich zur Akkumulation in Fraktionen des Dichtegradienten mit niedrigerer
Saccharosekonzentration, wie es in Abbildung 31 zu sehen ist.

Um zu beweisen, dass die beschriecben Effekte auch tatsichlich auf den Einbau von
Squalenepoxidase in die ICM-Vesikel zuriickzufiihren sind, wurden anschlieend 0,5 ml der
entsprechenden Fraktionen mit 1,5 ml SP-Puffer verdinnt und die Vesikel durch
Zentrifugation sedimentiert. Aus dem Sediment wurden anschlieBend Proteinextrakte
hergestellt, von denen 25 ul zur immunologischen Analyse mit spezifischen Antikdrpern
eingesetzt wurden. Die Dokumentation diese Squalenepoxidasenachweises ist in Abbildung

32 dargestellt.

Fraktion 3:4 5 :i14 :15 : 16 : 17 : 18 : 19 : 20 : 21
Sqep-His; - — . —
Kontrolle

Abbildung 32: Immunologischer Nachweis von Squalenepoxidase in den Vesikeln des ICM von R. capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-
sqep. Zunichst wurden die ICM Vesikel einer R. capsulatus B10S-T7 Squalenepoxidase-Expressionskultur mit Pr,-abhingigem
Expressionsvektor pRhotHi-2-sgep durch analytische Saccharosedichtegradientenzentrifugation isoliert. Danach wurde Squalenepoxidase in
den Protein-enthaltenden Fraktionen (nach Bradford-Analyse) des Dichtegradienten mit Hilfe eines spezifischen Antiserums immunologisch
nachgewiesen. Dazu wurden jeweils 0,5 ml der betreffenden Fraktionen mit 1,5 ml SP-Puffer verdiinnt und die Vesikel sedimentiert. Aus
dem Sediment wurden Proteinextrakte hergestellt. AnschlieBend wurden 25 ul dieser Proteinextrakte mit einem spezifischen Antiserum
immunologisch untersucht. Es wurde festgestellt, dass Squalenepoxidase in den Vesikeln in den Fraktion 15 — 20 des analytischen
Dichtegradienten akkumuliert. Als Kontrolle wurde eine R. capsulatus B10S-T7 Kultur mit Leervektor (pRhotHi-2) verwendet. Fiir die
analytische Dichtegradientenzentrifugation wurde die Membranfraktion von Zellen mit einer Zellzahl verwendet, die einer optischen Dichte

von 500 bei 660 nm entsprach.

Der in Abbildung 32 dargestellte immunologische Nachweis von Squalenepoxidase mit
spezifischen Antikérpern zeigte, dass Squalenepoxidase ausschlieBlich in den Vesikeln
groBerer Dichte akkumulierte. Im Gegensatz zu Bacterioopsin, das sich in nach Abnahme des
Saccharosedichtegradienten in nur einer Fraktion mit exakt definierter Dichte befand,
akkumulierte die Squalenepoxidase in allen abgenommenen Fraktionen der ICM-Vesikel
groBerer Dichte (Fraktionen 15 —20; 29,20 — 38,56 Gew.-% Saccharose).

Dennoch zeigte der immunologische Nachweis eindeutig, dass die Squalenepoxidase in R.
capsulatus B10S-T7 pRhotHi-2-sgep in den Vesikeln des ICM akkumulierte und somit nach
der Isolation mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation unmittelbar fiir weitere

Anwendungen und Charakterisierungen zur Verfligung stand.
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Nachdem mit Hilfe des Pr;-abhéngigen Expressionsplasmids pRhotHi-2-sgep in E. coli
BL21(DE3) und C43(DE3) erstmals die Akkumulation signifikanter Mengen
Squalenepoxidase gelang, nicht jedoch die Akkumulation der Arabinofuranosyltransferasen
AftA und Emb, des EIN2 und der N-terminalen Membrandomine des EIN2 (EIN2-MB),
sollte nun untersucht werden, in wie weit diese Proteine in R. capsulatus B10S-T7
synthetisiert werden konnten. Dazu wurde die Transkription der korrespondierenden Gene in
R. capsulatus B10S-T7 ebenso analysiert, wie die Akkumulation und Lokalisation der
Genprodukte. Dabei wurde festgestellt, dass die Expression des EIN2-Gens im R. capsulatus
Expressionssystem, bestehend aus dem R. capsulatus Stamm B10S-T7 und dem Prs-
abhingigen Vektor pRhotHi-2-EIN2, wie in den bereits untersuchten Expressionsstimmen E.
coli BL21(DE3) und C43(DE3) letal war. Im Gegensatz dazu wurden die
Expressionsplasmide pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sqgep und pRhotHi-2-
EIN2-MB im R. capsulatus Expressionsstamm B10S-T7 als mid-copy-Plasmide etabliert. Im
Vergleich dazu wurden die beschrieben Expressionsplasmide in den E. coli Stimmen
BL21(DE3) und C43(DE3) nur als low-copy-Plasmide etabliert. Aus diesem Grund war die
Transkriptmasse der untersuchten Zielgene in R. capsulatus B10S-T7 auch generell grofer,
als in den vergleichbaren E. coli Stammen. Lediglich fiir Bacterioopsin war die
Transkriptmasse in E. coli C43(DE3) groBer als in R. capsulatus B10S-T7. Trotz der zum Teil
sehr groflen Transkriptmassen der untersuchten Gene im Vergleich zu Bacterioopsin konnte
auch in R. capsulatus B10S-T7 lediglich Squalenepoxidase akkumuliert werden. Diese
akkumulierte jedoch nicht wie in E. coli vollstindig in Einschlusskorpern, sondern zur Hailfte
in der Membran des Expressionswirtes. Somit konnte durch Verwendung des neuen R.
capsulatus Expressionssystems auch bestétigt werden, dass es sich bei der Squalenepoxidase
aus S. aurantiaca tatsachlich um ein Membranprotein handelt. Mit Hilfe des fiir Bacterioopsin
entwickelten photometrischen Tests zur Bestimmung des Bacteriochlorophyll a Gehalts der
photosynthetischen Membranen, konnte fiir die Squalenepoxidase gezeigt werden, dass sie in
das ICM von R. capsulatus B10S-T7 inseriert. Diese Vermutung wurde durch den
immunologischen Nachweis in Vesikeln der ICM nach Dichtegradientenzentrifugation
bestétigt. Somit war es auBerdem moglich, die Sqep-enthaltenden Vesikel zu isolieren und fiir

mogliche weiterfithrende Anwendungen bereitzustellen.
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2 Untersuchungen zur Carotinoidsynthese in R. capsulatus

Carotinoide sind heutzutage aus vielen Bereichen des menschlichen Alltags nicht mehr
wegzudenken. Sie finden Verwendung als Lebensmittelfarbstoff, werden als Zusatzstoff in
Tierfutter eingesetzt oder dienen als Nahrungsergéinzungsmittel und Kosmetikzusatz. Durch
diese immer grofer werdenden Mirkte steigt auch die industrielle Bedeutung von
Carotinoiden. Obwohl neben der chemischen Totalsynthese mittlerweile verschiedene Algen
zur industriellen Carotinoidbiosynthese verwendet werden, besteht weiterhin gro3er Bedarf,
alternative Synthesewege fiir die Carotinoidproduktion zu finden. Ein moglicher Weg ist die
biotechnologische Produktion von Carotinoiden in Bakterien.

Ein Beispiel hierfiir ist die Carotinoidproduktion in Escherichia coli. Da E. coli
natiirlicherweise jedoch keine Carotinoide synthetisiert, mussten alle heterologen Gene fiir die
Carotinoidsynthese mit gentechnischen Methoden in die verwendeten Stimme eingebracht
werden, wodurch ihre Syntheseleistung jedoch stark beeinflusst wurde. Somit betrug die
Carotinoidausbeute in E. coli auch nur zwischen 10 und 820 ug pro g Trockenmasse
(Nishizaki et al., 2007; Ruther et al., 1997; Schmidt-Dannert, 2000).

Die eigentlichen Engpédsse bei der heterologen Synthese von Carotinoiden in nicht-
carotinogenen Organismen sind jedoch die zumeist geringe Menge an Isoprenoid-
Vorgéngermolekiilen (Abbildung 33), sowie der unzureichende Raum fiir die Speicherung
lipophiler Substanzen (Lee & Schmidt-Dannert, 2002). Diese Limitierungen kénnen jedoch
iberwunden werden, wenn fiir die Synthese von Carotinoiden phototrophe Organismen
verwendet werden, die auf Grund ihrer Physiologie bereits in der Lage sind, grof3ere Mengen
Carotinoide zu synthetisieren und zu akkumulieren (Harker & Hirschberg, 1998).

Ein moglicher Synthesewirt in diesem Zusammenhang ist das fakultativ anaerobe
Purpurbakterium R. capsulatus. Dieses ist in der Lage, sowohl photoheterotroph als auch
photoautotroph zu wachsen. Dazu produziert es eine Vielzahl Carotinoide als Schutzpigmente
sowie als akzessorische Pigmente der Photosynthese, wobei Spheroiden das Hauptcarotinoid

von R. capsulatus darstellt (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Carotinoidsynthese in R. capsulatus. Ausgehend von der Isoprenoidbiosynthese und dem Isopentylpyrophosphat (IPP)
wird iber eine Vielzahl von Zwischenstufen in R. capsulatus dessen Hauptcarotinoid Spheroiden synthetisiert. DMAPP:
Dimethylallylpyrophosphat; ~ GPP:  Geranylpyrophosphat;  FPP:  Farnesylpyrophosphat;  Geranylgeranylpyrophosphat; ~ PPPP:
Prephytoenpyrophosphat.

Um jedoch iiberhaupt photoheterotroph oder photoautotroph wachsen zu kénnen, wandelt R.
capsulatus mit Hilfe seiner Photosyntheseenzymkomplexe Lichtenergie in einem zyklischen
Prozess in Energiedquivalente in Form von ATP um. Die dazu notwendige Energie wird
durch Lichtabsorption der Photopigmente aufgenommen. Sie sind Teil der
Lichtsammelkomplexe des Photosystems und daher im intracytoplasmatischen
Membransystems (ICM) von R. capsulatus lokalisiert. Dabei beeinflussen die gewéhlten
Lichtbedingungen die Zusammensetzung der photosynthetischen Membranen von R.
capsulatus zum Teil erheblich, was sich zum einen in der Oberflachengré3e der Membranen,
und zum anderen in der Zusammensetzung der photosynthetischen Membranen widerspiegelt.
So vergroBert sich die Oberflache des ICM von R. capsulatus unter Schwachlichtbedingungen
deutlich im Vergleich zu Zellen, die unter Starklichtbedingungen kultiviert wurden. Diese
zusdtzliche Membranoberfliche wird von dem phototrophen Bakterium zum Einbau weiterer
Lichtsammelkomplexe verwendet, um der Wuchslimitierung durch fehlende Energie in Form
von ATP entgegenzuwirken. In Bezug auf die Synthese von Carotinoiden bedeutet eine
groflere ICM-Oberfldache auch eine grofere Carotinoidmenge pro Zelle.

Somit ist die Lichtquantitit fiir die Biomasseproduktion und somit auch fiir die
Carotinoidproduktion in R. capsulatus von grofler Bedeutung. Welchen Einfluss hingegen die

Lichtqualitdt, auf das Wachstum von R. capsulatus hat, wurde bislang in der Literatur nicht
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beschrieben und sollte daher im Rahmen eines Teilprojekts der vorliegenden Arbeit qualitativ
untersucht werden.

Konkret bedeutete das, der Fragestellung nachzugehen, mit Licht welcher Wellenlédngen R.
capsulatus kultiviert werden kann und welchen Einfluss dies sowohl auf das Zellwachstum
als auch auf den Photopigmentgehalt, speziell auf den Gehalt der Carotinoide, hat.

Somit sollte analysiert und iiberpriift werden, welches biotechnologische Potential R.
capsulatus nicht nur fiir die Synthese von heterologen Membranproteinen, sondern auch fiir

die Synthese von Carotinoiden hat.

2.1 Einfluss der Lichtqualitit auf das Wachstum und die Carotinoidsynthese von R.
capsulatus: Das Standardbeleuchtungssystem fiir die photoheterotrophe Anzucht

von R. capsulatus B10S

Um fundierte Aussagen {iiber den Einfluss einer gednderten Lichtqualitit auf das
Wuchsverhalten und die Carotinoidsynthese von R. capsulatus treffen zu konnen, war es
zundchst notwendig, ein Beleuchtungs- und Anzuchtsystem zu definieren, das fiir alle
weiteren Versuche als Referenz diente. Dabei handelte es sich um das iibliche
Beleuchtungssystem, das im mikrobiologischen Alltag zur Kultivierung von R. capsulatus
verwendet wird. Dieses Beleuchtungssystem besteht aus zwei L-formigen Vorrichtungen, die
jeweils mit drei handelsiiblichen 60 W Glithlampen bestiickt wurden (Abbildung 1c). Der
Abstand der L-formigen Glihlampenhalterungen zueinander betrug 50 cm. Das
Emissionsspektrum dieser Beleuchtungsvorrichtung in Abhéngigkeit von der Wellenlidnge ist
in Abbildung 38 dargestellt.

Wie daraus hervorgeht, ist die Lichtemission der verwendeten Glithlampen im kurzwelligen
Bereich des sichtbaren Lichts sehr gering, wéchst aber mit steigender Wellenldnge bis in den
Infrarot-Bereich an.

In diesem definierten Referenzbeleuchtungssystem wurde R. capsulatus phototroph
angezogen und sowohl das Wuchsverhalten, wie auch die Absorption der Photopigmente mit
besonderem Augenmerk auf die Carotinoidsynthese untersucht. Somit sollten Daten generiert
werden, die anschlieBend zum Vergleich mit R. capsulatus Kulturen verwendet werden

konnen, die mit Licht anderer Wellenldngen kultiviert wurden.
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Abbildung 34: Lichtemission des Standardbeleuchtungssystems fiir die phototrophe Anzucht von R. capsulatus B10S. Dargestellt ist
die Lichtemission der Glithlampen im Standardbeleuchtungssystem fiir die phototrophe Anzucht von R. capsulatus B10S in Abhéngigkeit
von der Wellenldnge. Das Emissionsspektrum wurde mit einem ADS FieldSpec Spectroradiometer im Abstand von 25 cm zu den

Glithlampen aufgezeichnet.

Zur Kldrung der gestellten Fragestellungen wurde fiir alle folgenden Versuche festgelegt, dass
ausschlieBlich Zellen des R. capsulatus Stamms B10S verwendet wurden, die
photoheterotroph bei 30 °C angezogen wurden. Dazu wurden sie zundchst auf PY-
Festmedium unter Selektionsdruck vermehrt. AnschlieBend wurden geeignete Kolonien
geerntet und verwendet, um Vorkulturen in 5 ml RCV-Flissigmedium anzuimpfen. Nach
dreitdgigem photoheterotrophen Wachstum im Referenzbeleuchtungssystem mit Glithlampen
wurden diese Vorkulturen eingesetzt, um Hauptkulturen mit einer Zellzahl, die einer
optischen Dichte von 0,02 bei 660 nm entsprach, in 10 ml RCV-Flissigmedium unter
Selektionsdruck anzuimpfen. Die Anzucht erfolgte photoheterotroph fiir mindestens drei Tage
im Licht des gewéhlten Testsystems.

Unter diesen definierten Anzuchtbedingungen erreichten die Zellen des R. capsulatus Stamms
B10S im Standardbeleuchtungssystem mit 6 Glithlampen nach drei Tagen ihre stationdre
Wuchsphase (Abbildung 35). Dabei wurden Zellzahlen von 7,5 ¢ 10® Zellen pro ml Kultur
erreicht, was einer Absorption von 2,5 bei 660 nm entsprach. Aullerdem geht aus Abbildung
35 hervor, dass die /ag-Phase der untersuchten Zellen 24 Stunden betrug. In der stationdren
Wuchsphase, die nach 72 Stunden erreicht wurde, waren die Zellzahlen liber drei weitere

Tage anndhernd konstant, bevor sie abnahmen.
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Abbildung 35: Wuchsverhalten von R. capsulatus im definierten Standardbeleuchtungssystem mit Glithlampen. Die Abbildung zeigt
das Wuchsverhalten von R. capsulatus B10S im definierten Standardbeleuchtungssystem bestehend aus sechs Glithlampen. Weitere Details
zur Anzucht und Verwendung des Systems sind im Text beschrieben. Hier dargestellt ist die Absorption der untersuchten Zellen bei 660 nm
als Mal} fur die Zellzahl in Abhéngigkeit von der Wuchsdauer. Die einzelnen Werte représentieren jeweils den Mittelwert aus sechs

unabhéngigen Messungen. Die Fehlerbalken charakterisieren die Standardabweichung der jeweiligen Messpunkte.

Um den Photopigmentgehalt, also auch den Carotinoidgehalt, in den untersuchten R.
capsulatus Kulturen ndher zu analysieren, wurden zu den Messpunkten, zu denen das
Wuchsverhalten von R. capsulatus in Abhéngigkeit von der Zeit untersucht wurde, ebenfalls
Zellen entnommen, deren optische Dichte bei 660 nm 0,2 entsprach. Aus diesen Aliquots
wurden anschlieBend die Photopigmente isoliert. Dazu wurden die entnommenen Zellen
pelletiert und das Sediment in 1 ml Ethanol (70 %) resuspendiert. Nach 1 min Inkubation bei
Raumtemperatur und Agitation (Vortex) wurden die festen Zellbestandteile erneut
sedimentiert und das ethanolische Pigmentextrakt im Photometer analysiert. Dabei war zu
beachten, dass das Pigmentextrakt sowohl vor Lichteinstrahlung als auch vor Sauerstoff
geschiitzt wurde.

Die so in Abhidngigkeit von der Wuchsphase erhaltenen Absorptionsspektren der
Photopigmente des R. capsulatus Referenzsystems sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Absorptionsspektren der Photopigmente aus R. capsulatus B10S Kulturen, die im Standardbeleuchtungssystem mit
Gliihlampen kultiviert wurden. Dargestellt ist die Absorption der R. capsulatus B10S Photopigmente bezogen auf ein Volumen von 1 ml
und auf eine Zellzahl, die einer optischen Dichte bei 660 nm von eins entsprach, in Abhéngigkeit von der Wellenldnge. Die Testkulturen
wurden angezogen, wie im Text beschrieben. Alle 24 Stunden wurde aus Zellen, die einer optischen Dichte bei 660 nm von 0,2 entsprach,
ein Pigmentextrakt isoliert, wie es ebenfalls im Text beschrieben ist. Die ethanolischen Pigmentextrakte wurden anschlieend photometrisch

vermessen. Die dargestellten Absorptionsspektren reprisentieren jeweils ein gemitteltes Spektrum aus drei unabhéngigen Einzelspektren.

In Abbildung 36 erkennt man, dass es sich bei den dargestellten Absorptionsspektren um die
Kombination der Spektren von Bacteriochlorophyll a und dem Carotinoid Spheroiden,
welches in R. capsulatus das Hauptcarotinoid ausmacht, handelt. So sind die
Absorptionsmaxima von Bacteriochlorophyll a in ethanolischer Losung bei 368 nm, 600 nm
und 770 nm deutlich erkennbar. Dabei beschreibt das Absorptionsmaximum bei 770 nm den
Ubergang des Bacteriochlorophylls a aus seinem elektronischen Grundzustand in den ersten
angeregten Singulettzustand (Qy) wohingegen das Absorptionsmaximum bei 600 nm den
Ubergang vom elektronischen Grundzustand in den zweiten angeregten Singulettzustand (Qx)
beschreibt. Der so genannte Soret-Peak bei 368 nm beschreibt den Ubergang aus dem
elektronischen Grundzustand des Bacteriochlorophylls a in den dritten angeregten
Singulettzustand. Die drei weiteren lokalen Absorptionsmaxima bei 430 nm, 456 nm und 487
nm sind charakteristisch fiir den Ubergang des Spheroidens aus seinem elektronischen
Grundzustand in seinen zweiten angeregten Singulettzustand. Da die gemessenen
Absorptionen der Photopigmente auf ein Volumen von 1 ml und eine Zellzahl bezogen

wurde, die einer optischen Dichte von eins bei 660 nm entsprach, bedeutete so eine hohere
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Absorption automatisch auch einen hoheren Pigmentgehalt in der jeweiligen Probe und somit
auch eine groBere Flache des ICM.

Wie aus den in Abbildung 36 dargestellten Absorptionsspektren der Photopigmente aus R.
capsulatus B10S erkennbar ist, war der Photopigmentgehalt nach 24 Stunden Wachstum, also
am Ende der /ag-Phase erwartungsgemifl am niedrigsten. Erst durch den Eintritt in die
logarithmische Wuchsphase stieg der Energiebedarf der untersuchten Zellen und so die
Notwendigkeit mehr Lichtenergie in Energiedquivalente in Form von ATP umzuwandeln. Die
sich dazu erhohende Zahl an Lichtsammelkomplexen fiihrte folglich auch zu einem
steigenden Photopigmentgehalt, wie er in Abbildung 36 zu sehen ist. So stieg der Gehalt an
Spheroiden deutlich an und erreichte bereits nach 48 Stunden, also noch wihrend der
logarithmischen Wuchsphase der Zellen, fast 90 % seines Maximalwertes. Demgegeniiber
erreichte der Bacteriochlorophyll a Gehalt nach 72 Stunden Wachstum, also zum Eintritt in
die stationdre Wuchsphase, seinen maximalen Gehalt. Eine weitere signifikante Steigerung
des Photopigmentgehalts in R. capsulatus B10S durch ldngeres photoheterotrophes

Wachstum konnte nicht erzielt werden.

Um nun im Folgenden die Auswirkungen einer gednderten Lichtqualitit auf das gerade
charakterisierte R. capsulatus B10S Referenzsystem untersuchen zu konnen, musste zunéchst
festgelegt werden, mit Licht welcher Wellenldngen R. capsulatus als Alternative zu den

Gliihlampenbeleuchtungssystemen kultiviert werden kann.

2.2 Einsatz von Leuchtdioden als alternatives Beleuchtungssystem fiir R. capsulatus

B10S

Wie bereits beschrieben emittieren die als Standardbeleuchtungssystem verwendeten
Glithlampen Licht tiber den gesamten Bereich des sichtbaren Spektrums, wobei der
Blaulichtanteil sehr gering ist und der Rot- bzw. Infrarotanteil die grofiten
Bestrahlungsstiarken erreicht. Tatsdchlich kann R. capsulatus B10S jedoch nur das Licht zur
Erzeugung von Energiedquivalenten verwenden, das zur Anregung seiner Photopigmente
fiihrt. Die in vivo Absorptionsmaxima der Photopigmente von R. capsulatus B10S sind daher

in Tabelle 23 aufgefiihrt.
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Tabelle 23: Wellenlingen der lokalen Absorptionsmaxima der Photopigmente in R. capsulatus B10S in vivo.

Wellenldnge (nm) spezielle Bezeichnung Photopigment
380 Soret Bacteriochlorophyll a
590 Qx Bacteriochlorophyll a
800 Qy (B800) Bacteriochlorophyll a
850 Qy (B850) Bacteriochlorophyll a
454 Spheroiden
480 Spheroiden
513 Spheroiden

Aus den Daten in Tabelle 23 wird durch den Vergleich mit dem Emissionsspektrum des
Gliihlampenbeleuchtungssystems in Abhéngigkeit der Wellenlinge (Abbildung 34)
ersichtlich, dass beim Wachstum zwischen Glithlampen hauptséchlich die Lichtabsorption des
Bacteriochlorophyll a bei 800 nm bzw. 860 nm zur Biomasseproduktion von R. capsulatus
B10S ausgenutzt wurde.

Daher wurden als erste alternative Beleuchtungsquelle Leuchtdioden verwendet, die Licht mit
einer Wellenldinge von 856 nm emittieren und somit optimal fiir die Anregung des
Bacteriochlorophyll a vom elektronischen Grundzustand in den ersten Singulettzustand
geeignet sind.

Zusitzlich wurden als zweite alternative Beleuchtungsquelle Leuchtdioden ausgewihlt, die
Licht mit einer Wellenldnge von 460 nm emittieren. Sie sind somit optimal geeignet zur
Anregung der akzessorischen Photopigmente.

Dadurch sollte untersucht werden, welchen Einfluss die alleinige Anzucht im Infrarot- oder
Blaulicht auf die R. capsulatus Testkulturen in Bezug auf Wachstum und Carotinoidsynthese
hat. Auflerdem sollte tberpriift werden, welche Auswirkungen die Kombination beider
Lichtqualitdten im Vergleich zum Standardbeleuchtungssystem mit Glithlampen hat.

Dazu wurden in Kooperation mit der Firma Insta Elektro GmbH (Liidenscheid) spezielle, mit
Leuchtdioden bestiickte Beleuchtungsplatinen entwickelt, die die gezielte Anregung der

Lichtsammelkomplexe des R. capsulatus Photosystems ermoglichten (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Neuartige LED-Beleuchtungsplatinen zur alternativen Beleuchtung von R. capsulatus B10S. Abgebildet sind in
Kooperation mit der Firma Insta Elektro GmbH entwickelten LED-Beleuchtungsplatinen, mit denen die Anzucht von R. capsulatus bei
definierten Wellenlédngen im blauen Bereich des Lichtspektrums (a, 460 nm) und im infraroten Bereich des Spektrums (c, 856 nm) moglich
ist. Dazu wurden pro Platine abwechselnd 120 infrarote sowie 120 blaue Leuchtdioden im Abstand von 1,5 cm montiert (b). Die weiteren

Spezifikationen der LED-Beleuchtungsplatinen sind im Text nidher beschrieben.

Diese Platinen erlaubten zum ersten Mal die definierte Illumination mit blauem Licht oder mit
infrarotem Licht. Auerdem war die simultane Beleuchtung mit Licht beider Wellenldngen
moglich. Dazu wurden pro Platine abwechselnd insgesamt 120 infrarote sowie 120 blaue
Leuchtdioden im Abstand von 1,5 cm montiert, wobei beide LED-Typen getrennt
voneinander durch Transformatoren mit Strom versorgt wurden. Zur Beleuchtung von R.
capsulatus Kulturen wurden jeweils zwei Platinen im Abstand von 10 cm zu den Testkulturen

verwendet.

Um zu iberpriifen, ob die Emissionsspektren der verwendeten Leuchtdioden mit den
Absorptionsspektren des R. capsulatus B10S Photosystems tatsdchlich kompatibel waren,
wurde die Lichtemission der verwendeten LED in Abhédngigkeit der Wellenldnge mit einem
ASD FieldSpec Spectroradiometer bestimmt (Abbildung 38).

Wie aus Abbildung 38 hervorgeht, besitzen die verwendeten blauen Leuchtdioden ihr
Emissionsmaximum bei 462 nm, die infraroten hingegen bei 856 nm. Damit {iberlappen die
Emissionsspektren der verwendeten Leuchtdioden optimal mit dem Absorptionsspektrum des
B850-Zustands von Bacteriochlorophyll a sowie mit dem Absorptionsspektrum des

Spheroidens.
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Abbildung 38: Lichtemissionsspektrum der fiir R. capsulatus entwickelten LED-Beleuchtungsplatinen. Dargestellt ist die
Lichtemission der fiir R. capsulatus entwickelten LED-Beleuchtungsplatinen in Abhangigkeit von der Wellenldnge. Zur Aufnahme dieser
Spektren wurde ein ASD FieldSpec Spectroradiometer verwendet. Ebenfalls dargestellt ist das Absorptionsspektrum der photosynthetischen
Membranen aus R. capsulatus. Dazu wurden R. capsulatus B10S Zellen photoheterotroph kultiviert, durch Scherung lysiert, fraktioniert und
die Membranfraktion anschlieBend photometrisch untersucht. Aus der Abbildung wird deutlich, dass das Emissionsspektrum der
Infrarotleuchtdioden das Absorptionsspektrum des B850 Bacteriochlorophyll a bei 860 nm nahezu perfekt iiberlagert. Ebenfalls wird
deutlich, dass die Blaulichtemission der blauen LED im Bereich der Absorption des Spheroidens liegt. Dabei erreicht die Lichtintensitit der

Blaulicht-LED rund 66 % der Intensitit der Infrarot-LED.

Um nachzuweisen, dass die fiir R capsulatus entwickelten LED-basierten
Beleuchtungssysteme tatsdchlich dazu genutzt werden konnen, R. capsulatus
photoheterotroph zu kultivieren und zu analysieren welchen Einfluss sie auf das
Wuchsverhalten und die Pigmentakkumulation haben, wurden R. capsulatus BI10S
Testkulturen angezogen, wie fiir das Referenzbeleuchtungssystem mit Glithlampen
beschrieben. Abweichend erfolgte die finale Anzucht jedoch nicht zwischen Glithlampen,
sondern zwischen den neuen LED-basierten Beleuchtungssystemen. Der Abstand zwischen
den LED-Platinen und den Testkulturen betrug dabei 10 cm. Das Wuchsverhalten der R.
capsulatus B10S Testkulturen im Blaulicht, Infrarotlicht sowie in der Kombination beider
Lichtqualititen wurde anschlieend getrennt voneinander tiber acht Tage hinweg untersucht

und ist in Abbildung 39 dokumentiert.
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Abbildung 39: Wuchsverhalten von R. capsulatus B10S bei der Illumination mit LED-Beleuchtungssystemen. Die Abbildung zeigt das
Wuchsverhalten von R. capsulatus B10S in den neu konstruierten LED-Beleuchtungssystemen im Blaulicht, Infrarotlicht, sowie in der
Kombination beider Lichtqualititen. Weitere Details zur Anzucht und Verwendung des Systems sind im Text beschrieben. Hier dargestellt
ist die Absorption der untersuchten Zellen bei 660 nm als MaB fiir die Zellzahl in Abhédngigkeit von der Wuchsdauer. Die einzelnen Werte
reprisentieren jeweils den Mittelwert aus drei unabhéngigen Messungen. Die Fehlerbalken charakterisieren die Standardabweichung der

jeweiligen Messpunkte

Wie aus den Wuchskurven in Abbildung 39 hervorgeht, weisen sowohl die Zellen, die im
Infrarotlicht kultiviert wurde, als auch die Zellen, die in der Kombination aus Blau- und
Infrarotlicht kultiviert wurden ein beinahe identisches Wuchsverhalten auf. So betrug die /ag-
Phase in beiden Fillen, wie auch bei der Anzucht unter Verwendung des
Standardbeleuchtungssystems mit Glithlampen, 24 Stunden. Ebenso wurde die stationire
Phase nach dreitdgigem Wachstum erreicht. Die maximale Zellzahl der Kulturen, die im
Infrarotlicht wuchsen, entsprach einer optischen Dichte von 2,57 bei 660 nm und war damit
anndhernd identisch mit den maximalen Zellzahlen, die bei der Kultivierung von R.
capsulatus im Glithlampenlicht erreicht werden konnten. Demgegeniiber war die maximal
erreichte Zellzahl in den Kulturen, die in der Kombination aus Blau- und Infrarotlicht
wuchsen 10 % niedriger.

Somit wurde erstmals gezeigt, dass Leuchtdioden, die ausschlieBlich infrarotes Licht der
Wellenldnge 856 nm emittierten dazu verwendet werden konnen, R. capsulatus zu kultivieren.
Dabei wurden Zellzahlen erreicht, die mit denen von Zellen vergleichbar waren, die im
Referenzbeleuchtungssystem mit  Glithlampen kultiviert wurde. Die zusitzliche
Supplementierung durch blaues Licht fiihrte jedoch zu keiner weiteren Steigerung der
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Zellzahl, was zeigt, das eine zusitzliche Energieaufnahme durch die akzessorischen Pigmente
des Photosystems in Form der Carotinoide von R. capsulatus B10S nicht erfolgte, sondern im
Gegenteil zu einem leichten Riickgang der maximal erreichten Zellzahlen fiihrte.

Umso erstaunlicher ist daher, dass R. capsulatus ebenfalls in der Lage war, Biomasse zu
produzieren, wenn es ausschlieBlich im Licht der blauen Leuchtdioden kultiviert wurde
(Abbildung 39). Im Gegensatz zu den bereites getesteten Lichtbedingungen ist die /ag-Phase
im Blaulichtwachstum jedoch deutlich verldngert und betrdgt 72 Stunden. Dennoch gehen die
Zellen unter diesen Lichtbedingungen anschlieBend ebenfalls in eine logarithmische
Wuchsphase iiber, die nach drei weiteren Tagen zu einer maximalen Zellzahl fiihrt, die im
Vergleich zu den Zellzahlen im Glithlampenbeleuchtungssystem sogar um 10 % groBer ist.
Um ausschlieBen zu konnen, dass es sich bei dieser Beobachtung um einen Effekt handelt, der
durch Mutationen hervorgerufen wurde, wurden aus den Blaulichttestkulturen in der
logarithmischen Wuchsphase nach 120 Stunden Zellen entnommen, deren optischen Dichte
0,02 bei 660 nm entsprach. Sie wurden dazu verwendet um neue Kulturen zu inokulieren, die
anschlieBend unter Standardbedingungen im Glithlampenbeleuchtungssystem kultiviert
wurden. Auch aus diesen Kulturen wurden in der logarithmischen Wuchsphase nach 2 Tagen
Zellen entnommen, die einer optischen Dichte von 0,02 bei 660 nm entsprachen und dazu
verwendet wurden, neue Kulturen 2zu inokulieren, die danach erneut unter
Blaulichtbedingungen kultiviert wurden.

Sollte es sich beim Zellwachstum von R. capsulatus B10S in Blaulicht um einen durch
Mutationen hervorgerufenen Effekt handeln, so miisste dieser bei der erneuten Anzucht im
Blaulicht dafiir sorgen, dass die /ag-Phase verkiirzt wird und die Zellen deutlich friiher in die
logarithmische Wuchsphase eintreten. Wihrend dieses shift-Versuchs wurde das
Zellwachstum daher erneut in Abhéngigkeit von der Zeit untersucht und ist in Abbildung 40
dargestellt.
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Abbildung 40: Untersuchung zur Blaulichtanpassung in R. capsulatus B10S. Fortsetzung s. nachste Seite.
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Untersuchung zur Blaulichtanpassung in R. capsulatus B10S (Fortsetzung). Um ausschlieBen zu konnen, dass das Eintreten in die
logarithmische Wuchsphase von R. capsulatus B10S im Blaulicht nach der verlidngerten lag-Phase nicht auf Grund von Mutationen des
Teststamms erfolgte, wurden aus den Blaulichttestkulturen in der logarithmischen Wuchsphase nach 120 Stunden Zellen entnommen (a),
deren optischen Dichte 0,02 bei 660 nm entsprach. Sie wurden dazu verwendet um neue Kulturen zu inokulieren, die anschlieBend unter
Standardbedingungen im Glithlampenbeleuchtungssystem kultiviert wurden (b). Auch aus diesen Kulturen wurden in der logarithmischen
Wuchsphase nach 2 Tagen Zellen entnommen, die einer optischen Dichte von 0,02 bei 660 nm entsprachen und dazu verwendet wurden,
neue Kulturen zu inokulieren, die danach erneut unter Blaulichtbedingungen kultiviert wurden (c). Das Auftreten der verldngerten lag-Phase
wihrend der zweiten Blaulichtwuchsphase (c) macht deutlich, dass das Wachstum von R. capsulatus B10S im Blaulicht nicht auf eine

Mutation zuriickzuflihren ist, sondern auf eine Anpassung auf diese Lichtbedingung.

Wie aus den Wuchskurven, die wihrend des shift-Versuchs aufgenommen wurden,
hervorgeht, ist die /ag-Phase der R. capsulatus B10S Zellen, sowohl bei ihrer ersten Anzucht
im Blaulicht, als auch nach dem shift von Glithbirnenlicht in die zweite Blaulichtanzucht
unverédndert drei Tage lang (Abbildung 40 c).

Mit diesem Experiment konnte somit gezeigt werden, dass es sich beim Blaulichtwachstum
von R. capsulatus tatsichlich um eine Anpassung an die gednderten Lichtbedingungen
handelt und nicht um einen durch Mutationen hervorgerufenen Effekt. Es wurde auflerdem
erstmalig gezeigt, dass R. capsulatus B10S {iiberhaupt in der Lage ist, Biomasse zu
produzieren, wenn die dazu notwendige Energie ausschlieBlich iiber die akzessorischen
Pigmente des Photosystems, also durch Carotinoide gesammelt wird. Besonders
hervorzuheben ist dabei, dass auch die Energiezufuhr durch blaues Licht nicht limitierend fiir
das Wachstum in den gegebenen Testbedingungen war, da die maximale Zellzahl des

Referenzsystems im Glithlampenlicht sogar um 10 % tiberschritten wurde.

Um daher anschlieBend zu {iberpriifen, ob die gednderten Lichtqualititen einen Einfluss auf
die Pigmentkomposition und —menge in R. capsulatus B10S hatten, wurden erneut
Testkulturen im Blaulicht, Infrarotlicht und in Licht beider Wellenldngen kultiviert, wie fiir
das Referenzsystem im Glihbirnenlicht beschrieben. Aus diesen Kulturen wurden wéhrend
thres Wachstums, nach Abschluss der /ag-Phase, alle 24 Stunden Aliquots entnommen, deren
Zellzahl einer optischen Dichte von 0,2 bei 660 nm entsprach. Diese wurden dazu verwendet,
ethanolische Pigmentextrakte herzustellen, wie sie bereits fiir das Referenzsystem beschrieben
wurden. AnschlieBend wurden diese Extrakte photometrisch analysiert. Die jeweiligen
Absorptionsspektren der untersuchten Extrakte sind in Abhingigkeit von der Wuchsphase in
Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Beschriftung siche néchste Seite.
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Abbildung 41: Absorptionsspektren der Photopigmente aus R. capsulatus B10S Kulturen, die im Blau- und Infrarotlicht,
Infrarotlicht bzw. Blaulicht kultiviert wurden. Dargestellt ist die Absorption der R. capsulatus B10S Photopigmente bezogen auf ein
Volumen von 1 ml und auf eine Zellzahl, die einer optischen Dichte bei 660 nm von eins entsprach, in Abhéngigkeit von der Wellenldnge.
Die Testkulturen wurden angezogen, wie im Text beschrieben. Alle 24 Stunden nach Beendigung der /ag-Phase wurde aus Zellen, die einer
optischen Dichte bei 660 nm von 0,2 entsprach, ein Pigmentextrakt hergestellt, wie es ebenfalls im Text beschrieben ist. Die ethanolischen
Pigmentextrakte wurden anschlieBend photometrisch vermessen. Die dargestellten Absorptionsspektren représentieren jeweils ein gemitteltes
Spektrum aus drei unabhéngigen Einzelspektren. (a) Absorptionsspektren der Pigmentextrakte aus Zellen, die in der Kombination von
Blaulicht- und Infrarotlicht kultiviert wurden. Entsprechende Spektren sind auch fiir Zellen gezeigt, die ausschlieBlich im Infrarotlicht (b)

bzw. Blaulicht (c) kultiviert wurden.

Wie aus den in Abbildung 41a dargestellten Photopigmentabsorptionsspektren der im Blau-
und Infrarot-Licht kultivierten R. capsulatus B10S Zellen zu erkennen ist, war die
Akkumulation der Carotinoide unter diesen Lichtbedingungen nach 24 Stunden ann&hernd
identisch mit der Akkumulation in Kulturen, die im Glithlampenlicht kultiviert wurden
(Abbildung 36). Ebenso war eine deutliche Steigerung der Carotinoidmenge wihrend der
logarithmischen =~ Wuchsphase zu  beobachten. Diese fiel wunter Blau- und
Infrarotlichtbedingungen jedoch weniger stark aus, als unter Standardanzuchtbedingungen mit
Gliihlampen. So erreichte das Absorptionsmaximum von Spheroiden bei 480 nm unter
Standardlichtbedingungen bereits wéahrend der logarithmischen Wuchsphase nach 48 Stunden
einen Wert von 0,59 pro 1 ml Volumen und einer Zellzahl, die einer optischen Dichte von
eins bei 660 nm entsprach (oDgsy = 1). Demgegeniiber lag das entsprechende
Absorptionsmaximum bei der Anzucht in Blau- und Infrarotlicht lediglich bei einen Wert von
0,51 pro oDgsp = 1 und ml, der im weiteren Verlauf der Anzucht auch nicht signifikant
gesteigert werden konnte. Interessant ist aulerdem das Auftauchen eines weiteren lokalen
Absorptionsmaximums bei 414 nm wihrend der logarithmischen Wuchsphase in Blau- und
Infrarotlicht nach 48 Stunden. Dieses ist charakteristisch fiir das Carotinoid Neurosporen,
welches im Carotinoidbiosyntheseweg von R. capsulatus B10S eine Vorstufe des
Hauptcarotinoids Spheroiden darstellt. Die weiteren Absorptionsmaxima von Neurosporen
bei 440 nm und 469 nm werden jedoch durch die Absorptionsbanden von Spheroiden
iiberlagert. Zu allen weitern Testzeitpunkten, war dieses lokale Absorptionsmaximum jedoch
nicht zu detektieren. Moglicherweise hat die verwendete Lichtwellenldnge also tatsdchlich
einen Einfluss auf die Carotinoidzusammensetzung in den photosynthetischen Membranen
von R. capsulatus oder sorgt im Biosyntheseweg fiir eine Lichtregulation, die dazu fiihrt, das
die Spheroiden-Vorstufe Neurosporen in R. capsulatus akkumuliert.

Der Einfluss der verwendeten Lichtwellenldnge zeigt sich ebenfalls eindeutig im Vergleich
der maximalen Absorptionen von Bacteriochlorophyll a. So ist auffillig, dass die lokalen

Absorptionsmaxima des Bacteriochlorophyll a wihrend der gesamten Biomasseproduktion
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von R. capsulatus im Blau- und Infrarotlicht deutlich niedrigere Werte erreicht, als bei Zellen,
die mit Standardbeleuchtung angezogen wurden.

Moglicherweise war die geringere Menge an Bacteriochlorophyll a in diesem Testsystem
bereits wuchslimitierend und kann so die um 10 % niedrigere Maximalzellzahl erkldren, die
wihrend des photoheterotrophen Wachstums im Vergleich zum Standardbeleuchtungssystem
mit Glithlampen erreicht wurde.

Welchen Einfluss die alleinige Anzucht in Infrarotlicht auf die Zellen des R. capsulatus B10S
Testsystem hatte, ist in Abbildung 41b dargestellt. Aus den Absoptionsspektren der
Photopigmente, die in dieser Abbildung dargestellt sind, wird deutlich, dass die
Bacteriochlorophyll a Menge auch in diesem Testsystem niedriger war, als im
Referenzsystem mit Glithlampenbeleuchtung. Dennoch fiihrte dies zu keiner Limitierung des
Wachstums, da die Zellen dieses Testsystems Zellzahlen erreichten, die mit dem
Referenzsystem vergleichbar waren. Besonders auffillig an den Pigmentabsorptionsspektren
der Testkulturen aus dem Infrarotlicht ist jedoch die Anderung der Carotinoidkomposition.
Obwohl sich die Pigmentkomposition und —menge bis zum Eintritt in die logarithmische
Wuchsphase nach 24 Stunden anndhernd wie die im vergleichbaren Testsystem mit
Gliuihlampenbeleuchtung verhielt, kam es bereits wihrend der logarithmischen Wuchsphase
nach 48 Stunden zu einer klaren Anderung der Pigmentkomposition.

So konnte erneut das fiir das Carotinoid Neurosporen charakteristische Absorptionsmaximum
bei 414 nm detektiert werden. Besonders auffillig dabei war, das dieses
Absorptionsmaximum mit 0,459 pro oDgso = 1 und ml groBere Werte erreichte, als die des
Spheroidens bei 456 nm und 487 nm mit 0,48 0Dgso = 1 und ml bzw. 0,43 0Dgso = 1 und ml.
Ebenfalls auffillig ist, dass, im Gegensatz zum Testsystem, welches Blau- und Infrarotlicht
zur Biomasseproduktion verwendete, das zusédtzliche lokale Absorptionsmaximum bei 414
nm in allen weiteren Wuchsphasen des Infrarottestsystems beobachtet wurde.

Somit fiithrt die alleinige Verwendung von Infrarotlicht nicht nur zur Akkumulation von
Spheroiden als akzessorisches Pigment, sondern auch zur signifikanten Akkumulation eines
weiteren Carotinoids, vermutlich des Neurosporens.

Auch fiir dieses Testsystem ldsst sich also festhalten, dass die Lichtwellenlinge einen
deutlichen Einfluss auf die Komposition der Photopigmente des Photosystems von R.
capsulatus B10S hat.

Dieser Effekt wird noch deutlicher, wenn man die Absorptionsspektren der
Photopigmentextrakte aus R. capsulatus B10S Zellen betrachtet, die ausschlielich in blauem

Licht kultiviert wurden (Abbildung 41c). So weist R. capsulatus unter diesen
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Anzuchtbedingungen nicht nur, wie bereits beschrieben, eine verlidngerte /ag-Phase auf,
sondern akkumuliert auch nach dem Eintritt in die logarithmische Wuchsphase nach 96
Stunden deutlich mehr Carotinoide, als dies im Referenzsystem mit Glithlampenlicht und in
den bereits analysierten Testsystemen, die in Infrarot- bzw. Infrarot- und Blaulicht kultiviert
wurden, der Fall war.

Dies ist moglicherweise darauf zurlickzufithren, dass R. capsulatus B10S im
Blaulichttestsystem ausschlieBlich die akzessorischen Pigmente zur Energieaufnahme zur
Verfiigung stehen, nicht jedoch das Lichtsammelpigment Bacteriochlorophyll a, welches im
Wellenldngenbereich um 460 nm nicht absorbiert. Um so erstaunlicher ist, dass die
Energieaufnahme durch die Carotinoide zwar zu einer verldngerten /ag-Phase der Zellen
fiihrt, das Wachstum aber letztendlich nicht limitiert, da maximale Zellzahlen erreicht
wurden, die sogar um 10 % groBer waren, als die des Testsystems im Glithlampenlicht.
Ahnlich wie bei der Anzucht in Infrarotlicht, akkumuliert in R. capsulatus B10S im Blaulicht
ebenfalls ein weiteres Carotinoid, erneut vermutlich Neurosporen, mit einem
charakteristischen Absorptionsmaximum bei 414 nm. Dieses verschwindet jedoch bei
Erreichen der stationdren Wuchsphase, wie im Testsystem, das in Blau- und Infrarotlicht
angezogen wurde.

Offensichtlich  scheint Infrarotlicht somit den stirkeren Einfluss auf die
Carotinoidkomposition in R. capsulatus auszuiiben, wohingegen blaues Licht einen grofleren

Einfluss auf die Carotinoidmenge zu haben scheint.

Welches Regulationssystem jedoch auf genetischer und Transkriptebene fiir die Blaulicht-
und Infrarotlichtregulation in R. capsulatus B10S verantwortlich ist und wie die Steuerung
dieses Regulationssystems auch in Bezug auf die verwendeten Lichtintensitdten ablauft, ist
bislang nicht bekannt und wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit auch nicht
untersucht. Dies aufzukldren ist jedoch derzeit Bestandteil einer weiteren wissenschaftlichen
Arbeit, die im Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitit

Diisseldorf von Herrn Dipl.-Biol. Ren¢ Bergmann durchgefiihrt wird.
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Zur Untersuchung der Carotinoidsynthese in dem phototrophen Bakterium R. capsulatus
B10S wurde zunichst ein Standardbeleuchtungssystem, bestehend aus 6 Glithlampen zu je 60
W etabliert. In diesem System wurde das Wuchsverhalten von R. capsulatus B10S, sowie
dessen Photopigmentkomposition und -menge in ethanolischen Pigmentextrakten
photometrisch untersucht. AnschlieBend wurden die Auswirkungen untersucht, die Licht
eines anderen Beleuchtungssystems auf das Wachstum sowie die Photopigmentkomposition
und —menge in R. capsulatus B10S hat. Dazu wurde ein eigens fiir R. capsulatus, in
Kooperation mit der Firma Insta Elektro GmbH, konstruiertes Leuchtdioden-basiertes
Beleuchtungssystem entwickelt und verwendet. Dieses Beleuchtungssystem ermdglichte die
[llumination von R. capsulatus mit Licht der Wellenldnge 462 nm oder 856 nm sowie der
Kombination beider Wellenlédngen. Dabei wurde festgestellt, dass R. capsulatus B10S in der
Lage ist, allein im Blaulicht, Infrarotlicht oder in der Kombination beider Lichtqualitidten zu
wachsen. Dabei erreicht R. capsulatus B10S im Infrarotlicht maximale Zellzahlen, wie sie
auch im Standardbeleuchtungssystem mit Glithlampen erreicht werden. Bei Wachstum in
Blau- und Infrarotlicht erreichte R. capsulatus B10S maximale Zellzahlen, die 10 % geringer
waren. Im Blaulicht waren die maximalen Zellzahlen jedoch 10 % hoher als im
Referenzsystem.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass es durch Einsatz von Infrarotlicht, Blaulicht, aber der
Kombination von Blau- und Infrarotlicht ein weiteres Pigment, vermutlich das Carotinoid
Neurosporen, akkumuliert. Wahrend der Anzucht in Blaulicht wurde aulerdem beobachtet,
dass die Carotinoidmenge in den untersuchten ethanolische Extrakten deutlich groBer war, als
im Referenzsystem mit Glithlampenbeleuchtung. Zusammenfassend scheint Infrarotlicht
einen starkeren Einfluss auf die Carotinoidkomposition in R. capsulatus B10S auszuiiben,

wohingegen blaues Licht einen groBeren Einfluss auf die Carotinoidmenge zu haben scheint.
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IV Diskussion

1  Synthese heterologer Membranproteine

Membranproteine erfiillen wichtige Aufgaben in benahe sdmtlichen zelluldren Prozessen, so
auch bei der Signal-, Energie- und Reizweiterleitung (Elofsson & von Heijne, 2007).
Zusétzlich haben die zahlreichen Genomprojekte der letzten Jahre gezeigt, dass ungefihr 20 —
30 % aller bislang sequenzierten offenen Leserahmen fiir Membranproteine kodieren.
AuBlerdem interagieren heutzutage 60 — 70 % aller neuen pharmazeutischen Wirkstoffe mit
Membranproteinen (Yin, 2008). Aus diesem Grund beschiftigt die Aufklarung von Struktur
und Funktion vieler Membranproteine nicht nur die biologische Grundlagenforschung,
sondern auch die Biotechnologie, Medizin und Pharmazie.

Die einfachste und kostengiinstigste Methode, groBBere Mengen von Membranproteinen fiir
wissenschaftliche und kommerzielle Zwecke zu erzeugen, ist die heterologe Expression der
korrespondierenden Gene in einem anspruchslosen, genetisch und technisch gut

handhabbaren Mikroorganismus.

Neben den allgemeinen Problemen bei der heterologen Synthese von Proteinen, die bereits in
der Einleitung angesprochen wurden, tritt bei der Synthese von heterologen
Membranproteinen jedoch ein weiteres schwerwiegendes Problem auf: Auf Grund ihrer
Topologie, die grofle hydrophobe Bereiche aufweist, kommt es bei der Synthese heterologer
Membranproteine in der Regel zur Bildung unléslicher Proteineinschlusskorper, aus denen
die Riickfaltung in die native Form des Membranproteins nur selten gelingt. Proteine, bei
denen diese Riickfaltung gelang sind u. a. das Bacteriorhodopsin aus Halobacterium
salinarum, einige Porine aus Rhodopseudomonas blastica (Schmid et al., 1996), das
Rezeptorprotein OptM der duBeren Zellmembran aus Pseudomonas aeruginosa (Charbonnier
et al., 2001) und der Lichtsammelkomplex II aus Chloroplasten hoherer Pflanzen (Rogl et al.,
1998). Griinde fiir die Bildung von unltslichen Membranproteineinschlusskérpern sind zum
einen die limitierte Membranoberfldche vieler Expressionswirte (Arechaga et al., 2000; Drew
et al., 2003), zum anderen die rasche Absittigung des Sekretionsapparates, sodass die
Translation der gebildeten Transkripte schneller erfolgt, als der Einbau der Genprodukte in

die Membran des Expressionswirts.

136



Diskussion

Aus diesen Griinden eignet sich das fakultativ anaerobe o-Proteobacterium R. capsulatus
besonders als Wirt fiir die Synthese heterologer Membranproteine. So bildet es unter
phototrophen Wuchsbedingungen ein zusitzliches, so genanntes intracytoplasmatisches
Membransystem aus (ICM) (Drews & Golecki, 1995; Oelze & Drews, 1972), welches die
Membranoberfldche von R. capsulatus deutlich vergrofert. In dieses ICM werden mit Hilfe
hocheffizienter ~wirtseigener Mechanismen die Enzymkomplexe des Rhodobacter-
Photosystems inseriert.

Der dieser Arbeit zugrunde liegenden Hypothese zu Folge, miisste R. capsulatus in der Lage
sein, heterolog synthetisierte Membranproteine unter phototrophen Wuchsbedingungen, in
Konkurrenz zu den Enzymkomplexen des Photosystems, in sein ICM einzubauen.

Dazu wurde ein neuartiges R. capsulatus Expressionssystem verwendet (Drepper et al.,
2008). Es besteht zum einem aus dem Expressionsvektor pRhotHi-2, der die starke
Expression der heterologen Zielgene unter der Kontrolle des Promotors der T7-RNA-
Polymerase aus dem T7-Phagen zuldsst. Zum anderen besteht das System aus dem R.
capsulatus Expressionsstamm B10S-T7, welcher das T7-RNA-Polymerasegen als stabile
chromosomale Integration unter der Kontrolle des Promotors des induzierbaren
Fruktoseoperons (Pj.,) trigt.

Die Synthese heterologer Membranproteine in diesem System in Abbildung 42 schematisch

dargestellt.

p, TI-RNAP

o : éRhotHi-z)
\

\\_//

Abbildung 42: Schematische Darstellung zur Synthese heterologer Membranproteine in R. capsulatus B10S-T7 mit dem Prs-
abhiingigen Expressionsplasmid pRhotHi-2. Nach der Mobilisierung des rekombinanten Expressionsplasmids pRhotHi-2 in den
Expressionswirt R. capsulatus B10S-T7 erfolgt die Pr;-abhingige Expression des Zielgens (Pr7: lila, Zielgen: blau) durch die chromosomal
kodierte T7-RNA-Polymerase (T7-RNAP, griin) nach Induktion des Fruktosepromotors (Ps,, rot). Das Zielgenprodukt wird dann in
Konkurrenz zu den Enzymkomplexen des Photosystems von R. capsulatus B10S-T7 (a) in das intracytoplasmatische Membransystem (ICM)

eingebaut oder (b) in die Vesikel des ICM.
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1.1 Synthese heterologer Membranproteine in dem phototrophen Organismus R.

capsulatus

Um zu tberpriiffen, ob R. capsulatus tatsdchlich als Expressionswirt fiir die Synthese
heterologer Membranproteine geeignet ist, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Synthese verschiedener heterologer Membranproteine unterschiedlicher Topologie und
Herkunft sowohl auf Transkriptebene als auch auf Proteinebene analysiert.

Bei den  untersuchten = Membranproteinen  handelte es sich um  die
Arabinofuranosyltransferasen AftA und Emb aus Corynebacterium glutamicum, um die
Squalenepoxidase (Sqep) aus Stigmatella aurantiaca, das Ethyleninsensitivprotein 2 (EIN2)
sowie einer verkiirzten Variante, die nur die N-terminale Membrandoméne des EIN2 umfasste
(EIN2-MB), aus Arabidopsis thaliana und das Bacterioopsin (Bop) aus Halobacterium

salinarum.

Bereits nach dem konjugativen Transfer der Pr7-abhéngigen Expressionsvektoren pRhotHi-2-
aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sqep, pRhotHi-2-EIN2-MB, pRhotHi-2-EIN2 bzw.
pRhotHi-2-bop nach R. capsulatus B10S-T7 zeigte sich, dass die Transkription des Gens
EIN2 einen stark toxischen Effekt auf die Wirtszelle hatte. So erreichten die entsprechenden
Expressionskulturen Zellteilungsraten von nur 2 bis 3 Teilungen in 24 Stunden, was dazu
fiihrte, dass nicht einmal die Bestimmung der Plasmidkopienzahl des entsprechenden
Expressionsvektors pro Zelle mit Hilfe quantitativer real-time-PCR erfolgen konnte.

Im Gegensatz dazu konnten die Expressionsvektoren der anderen ausgewihlten Gene in R.
capsulatus B10S-T7 erfolgreich etabliert werden. Dabei erreichten sie Plasmidkopienzahlen,
vergleichbar mit mid-copy-Vektoren. Es fiel jedoch auf, dass die Spanne der
Plasmidkopienzahlen pro Zelle innerhalb der Gruppe der untersuchten Gene sehr grof3 war.
So wurden z. B. fiir den Leervektor (pRhotHi-2) Plasmidkopienzahlen von 132,6 = 5,5
Kopien pro Zelle erreicht, fiir den Bacterioopsin-Expressionsvektor hingegen nur 48,0 + 5,7.
Auch wenn die Plasmidkopienzahlen der anderen untersuchten Expressionsvektoren pro Zelle
wihrend der Expression der heterologen Zielgene nicht so stark zuriickgingen, wie im Fall
des Bacterioopsins, zeigte sich deutlich, dass die Expression der ausgewéhlten Gene einen

negativen Effekt auf die Stabilitdt der Expressionsplasmide hatte.
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Zur Uberpriifung, ob die ausgewihlten Gene afiA, emb, sqep, EIN2-MB und bop im R.
capsulatus Expressionssystem auch tatsichlich transkribiert werden, wurden ihre Transkripte
mit Hilfe quantitativer real-time-PCR zum einen nachgewiesen und zum anderen
quantifiziert. Dabei wurde deutlich, dass die Transkriptmassen von emb und bop mit 5,43
10* £ 2,53 » 10 ng bzw. 5,89 ¢ 10" = 2,01 * 10 ng pro 150 ng Gesamt-RNA sehr gering
waren. [hr Anteil an der Gesamt-RNA-Masse lag dadurch bei nur 3,62 10" % (emb) bzw.
3,90 ¢ 10 % (bop). Im Vergleich dazu liegt der Transkriptanteil von Bacterioopsin bei der
Expression in Halobacterium halobium bei 0,2 % bezogen auf die Gesamt-RNA (DasSarma
et al., 1984). Im Gegensatz zu emb und bop erreichten die Transkripte von EIN2-MB, aftA
und sgep hingegen Anteile von 0,13 %, 0,72 % bzw. 1,56 % bezogen auf die Gesamt-RNA
und lagen damit im Rahmen der relativen Transkriptmenge von Bacterioopsin in H. halobium
bzw. deutlich dariiber. Auch das Transkript des konstitutiv exprimierten aphll-Gens, welches
in allen durchgefiihrten real-time-PCR als Transkriptionskontrolle mituntersucht wurde,
erzielte im emb- und bop-Expressionssystem in R. capsulatus B10S-T7 einen Anteil von 0,25
% bezogen auf die Gesamt-RNA. Somit scheint die Transkriptstabilitdt heterologer
Transkripte im R. capsulatus Expressionssystem kein generelles Problem zu sein, sondern nur
ein spezifisches Problem fiir die Transkripte von emb und bop.

Besonders auffillig im Zusammenhang mit der Transkriptbestimmung sind die zum Teil sehr
groflen Standardabweichungen von bis zu * 45 % fiir das Transkript von emb. Im Vergleich
dazu waren die Standardabweichungen fiir die Plasmidkopienzahlen pro Zelle deutlich
geringer (maximal = 12 %). Dadurch wird ersichtlich, dass die gemessenen Werte tatséchlich
durch Varianzen in den lebenden Zelle hervorgerufen wurden und nicht durch methodische
Fehler wéhrend der Versuchdurchfiihrung. So ist es moglich auch kleinste Verdnderungen der
Transkriptmengen in den Testsystemen mit Hilfe der sehr sensitiven Methode der real-time-
PCR zu detektieren, sodass die Schwankungen in den Transkriptmengen letztendlich auf die
unterschiedliche Induktion der Promotoren in den Testsystemen zuriickzufiihren ist.

Trotz der geringen Transkriptmenge konnte fiir das R. capsulatus B10S-T7
Expressionssystem gezeigt werden, dass das Genprodukt Bacterioopsin in signifikanten
Mengen akkumuliert wurde. Auch das Genprodukt Squalenepoxidase konnte im R. capsulatus
B10S-T7 Expressionssystem akkumuliert werden. Demgegeniiber fand keine Akkumulation
der Genprodukte von aftA, emb und EIN2-MB, trotz ausreichender Transkriptmengen, statt.
Ein moglicher Grund dafiir ist die unterschiedliche codon bias zwischen dem homologen Wirt
der untersuchten Gene und dem Expressionswirt R. capsulatus B10S-T7. So beschreibt die

codon bias das Phidnomen, das der degenerierte universelle genetische Code von
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verschiedenen Spezies unterschiedlich verwendet wird. So werden bestimmte Kodons des
degenerierten Codes bevorzugt benutzt, was meist damit einher geht, dass die spezifischen
tRNA-Molekiile fiir diese Kodons im tRNA-Poo/ der Zelle deutlich stiarker vertreten sind als
die tRNA-Molekiile, die seltene Kodons erkennen. Enthélt ein Gen nun viele solcher seltener
Kodons, wird der Vorrat der kognitiven tRNA-Spezies fiir diese Kodons rasch erschopft
(Gustafsson et al., 2004; Smith, 1996). Die Folge davon konnen, wie in der Einleitung schon
beschrieben, Leserasterverschiebungen (McNulty ef al., 2003), translationale ,,Spriinge*
(Kane et al., 1992) oder fehlerhafter Einbau anderer Aminosduren (Calderone et al., 1996;
Forman et al., 1998; McNulty et al., 2003) sein. Die Folge ist letztendlich, dass das
gewiinschte Genprodukt nicht akkumuliert.

Genau diese codon bias ist hochstwahrscheinlich auch der Grund, warum die Genprodukte
AftA, Emb und EIN2-MB im R. capsulatus B10S-T7 Expressionssystem nicht akkumulieren.
So enthilt aftA 172 Kodons, deren kognitive tRNA-Spezies in R. capsulatus B10S-T7 in
weniger als 10 % aller Fille verwendet wird. Fiir emb sind dies 231 Kodons und fiir die
verkiirzte Variante von EIN2 (EIN2-MB) sogar 232 Kodons. Durch diese hohe Anzahl an
Kodons, die in R. capsulatus B10S-T7 in der Regel nicht verwendet werden, wird der tRNA-
Pool fiir die entsprechenden kognitiven t-RNA-Spezies sehr schnell erschopft und die
Akkumulation der betreffenden Genprodukte bleibt aus. Im Gegensatz dazu enthalten die
Gene von Bacterioopsin und Squalenepoxidase lediglich 35 bzw. 66 Kodons, die in R.

capsulatus in weniger als 10 % aller Fille erkannt werden.

Durch die Akkumulation der Genprodukte Bacterioopsin und Squalenepoxidase im R.
capsulatus ~ Expressionsstamm  B10S-T7 wunter Verwendung der Prs-abhéngigen
Expressionsvektoren pRhotHi-2-bop bzw. pRhotHi-2-sgep konnte erstmals gezeigt werden,
dass R. capsulatus in der Lage ist, heterologe Membranproteine in signifikanten Mengen zu
akkumulieren. Durch Fraktionierung wurde nachgewiesen, dass 85,3 % des Genprodukts
Bacterioopsin in die Membran des heterologen Wirtes R. capsulatus inserieren. Zwar wurde
fir E. coli BL21(DE3) mit einem modifizierten pET27b-Expressionsvektor bereits gezeigt,
dass Bacterioopsin zu 100 % in die Cytoplasmamembran eingebaut werden kann, jedoch
wurde in diesem Systemen lediglich Ausbeuten von 84 ug/l erzielt. Im neuen R. capsulatus
Expressionssystem liegt die Ausbeute an Bacterioopsin in der Membran jedoch, vorsichtig
abgeschédtzt an Hand von durchgefiihrten Proteinkonzentrationsbestimmungen nach der
Bradford-Methode, bei 2,2 mg/l Kultur. Ferner wurde gezeigt, dass Bacterioopsin in R.

capsulatus nicht willkiirlich in die Membran inseriert, sondern ausschlieflich im
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intracytoplasmatischen Membransystem zu finden ist und darin ausschlieBlich in Vesikeln.
Durch Dichtegradientenzentrifugation war es sogar moglich, die Vesikel aus der
Membranfraktion von R. capsulatus zu isolieren und unmittelbar fiir weitere Anwendungen

zur Verfligung zu stellen.

Ahnliches gilt fiir die Akkumulation von Squalenepoxidase im neuen R. capsulatus
Expressionssystem. Sie wurde erstmals {iberhaupt in signifikanten Mengen akkumuliert und
in die Membran des Wirts inseriert. Obwohl nur rund 50 % des Genprodukts in die Membran
von R. capsulatus inserierte, wurde damit eindeutig gezeigt, dass es sich bei der
Squalenepoxidase um ein Membranprotein handelte. Dies wurde bislang nur aufgrund
computergestiitzter Berechnungen vermutet. Wie im Fall von Bacterioopsin, akkumulierte die
Squalenepoxidase in der Membran ausschlieBlich in den Vesikeln des ICM, welche mit Hilfe
von Dichtegradientenzentrifugation ebenfalls aus der Membranfraktion von R. capsulatus

B10S-T7 isoliert werden konnten.

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass sich durch den Einbau von Squalenepoxidase die
Dichte der ICM Vesikel dndert. Im Vergleich zu ICM Vesikeln, die Bacterioopsin enthielten,
sowie zu ICM Vesikeln, die keine heterologes Membranprotein trugen, zeigte sich, dass sich
die Dichte der Vesikel mit Squalenepoxidase verringerte.

Dieser Einfluss von heterologen Membranproteinen auf die dreidimensionale Struktur der
ICM Vesikel wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals in R. capsulatus beobachtet. Ein
derartiger Einfluss war bislang nur von den Enzymkomplexen des Photosystems bekannt. So
wurde flir R. sphaeroides gezeigt, dass die Dimerisierung von Lichtsammelkomplex I-
Reaktionszentrum-PufX Komplexen zur Ausbildung von helicalen Rohren innerhalb des ICM
fiihrt, die nicht stattfindet, wenn die Dimerisierung der beschriebenen Komplexe unterbunden

wird (Siebert et al., 2004).

1.2 Synthese heterologer Membranproteine in E. coli

In E. coli ist die Synthese heterologer Membranproteine in der Regel problematisch, da zum
einen die Flache der Cytoplasmamembran nicht ausreichend ist, um grofere Mengen
heterologen Membranproteins zu inserieren und zum anderen das Sekretionssystem von E.
coli durch zuviel bereitgestelltes Genprodukt austitriert wird, was schlieflich zu Bildung

unloslicher Einschlusskorper fiihrt. Die E. coli Expressionsstimme C41(DE3) und C43(DE3),
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die von Miroux und Walker durch Screening-Methoden aus dem E. coli Stamm BL21(DE3)
generiert wurde (Miroux & Walker, 1996), zeichnen sich hingegen durch eine deutlich
groBBere Membranoberflache im Vergleich zu E. coli BL21(DE3) aus. Miroux und Walker
konnten ebenfalls zeigen, dass die E. coli Stimme C41(DE3) und C43(DE3) einige 16sliche
sowie einige Membranproteine wesentlich besser akkumulieren konnen, als ihr Elternstamm.
Arechaga und Kollegen konnten auBBerdem zeigen, dass die Expression einiger Gene, wie zum
Beispiel die der Untereinheit b der F;Fo-ATP-Synthase aus E. coli in den Miroux-und-
Walker-Staimmen die Bildung zusétzlicher innerer Membranstrukturen induziert. Diese
Strukturen sind in E. coli C43(DE3) vesikulér, in E. coli C43(DE3) werden jedoch tubulire
Membranstrukturen gebildet. Da bislang jedoch nur wenige Proteine in der Lage waren, die
Ausbildung dieser zusitzlichen Membranstrukturen zu induzieren (Dumon-Seignovert ef al.,
2004), eignen sich diese Systeme nicht generell fiir die Synthese von heterologen
Membranproteinen.

Ungeachtet dessen wurde der E. coli Stamm C43(DE3) im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendet, um zu iiberpriifen, inwieweit er dazu verwendet werden kann AftA, Emb, Sqep,
Bop, EIN2 bzw. die verkiirzte Variante von EIN2 (EIN2-MB) zu synthetisieren. Dazu
wurden, wie fir das R capsulatus Expressionssystem die Prj-abhéngigen
Expressionsvektoren pRhotHi-2-aftA, pRhotHi-2-emb, pRhotHi-2-sgep, pRhotHi-2-EIN2-
MB, pRhotHi-2-EIN2 bzw. pRhotHi-2-bop verwendet. Dabei wurde zunichst festgestellt,
dass sich der Expressionsvektor pRhotHi-2 sowie seine rekombinanten Derivate in E. coli wie
ein low-copy-Vektor verhielt. Dennoch konnte die Transkription der untersuchten Zielgene in
E. coli C43(DE3) nachgewiesen werden. Lediglich die Expression des EIN2-Gens war in E.
coli C43(DE3), wie in R. capsulatus B10S-T7, letal. In E. coli C43(DE3) fielen die
Transkriptmengen der untersuchten Zielgene jedoch deutlich geringer aus, als in R.
capsulatus B10S-T7. Einzige Ausnahme bildet hier das Transkript des Bacterioopsins, dessen

Transkriptmenge in E. coli C43(DE3) um den Faktor 1,6 grof3er war, als in R. capsulatus.

Wie in R. capsulatus B10S-T7 konnten auch in E. coli C43(DE3) von den untersuchten
Zielproteinen lediglich das Bacterioopsin sowie die Squalenepoxidase akkumuliert werden.
Dabei akkumulierte die Squalenepoxidase in Einschlusskorpern, wohingegen das
Bacterioopsin erstmals in die Membran von E. coli C43(DE3) inseriert werden konnte. Ob
dies jedoch auf Grund einer Induktion des zusitzlichen Membransystems erfolgte, wurde im

Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
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Der Grund fiir die ausbleibende Akkumulation der anderen Zielgene scheint auch in E. coli
C43(DE3) die codon bias zu sein. So enthalten die Gene von Bacterioopsin und
Squalenepoxidase 66 bzw. 141 Kodons, die in E. coli weniger als 20 % verwendet werden.
Die Gene emb und EIN2-MB enthalten demgegeniiber 253 bzw. 218 Kodons, die in E. coli
weniger als 20 % verwendet werden. Obwohl aftA ,,nur* 128 Kodons enthélt, die in E. coli
weniger als 20 % verwendet werden, wurde kein Genprodukt akkumuliert. Somit schien fiir
das aftA ein weiterer Grund vorzuliegen, warum die Akkumulation ausblieb. Dieser ist
moglicherweise die extrem niedrige Transkriptmenge, die nur einen Anteil von 4,95 ¢ 107 %

bezogen auf die Gesamt-RNA ausmacht.

1.3 Synthese heterologer Membranproteine in Lactococcus lactis

Lactococcus lactis ist ein Gram-positives Milchsdurebakterium, welches zur Familie der
Streptococcaceae gehort. Es zeichnet sich durch kurze Generationszeiten von nur einer Stunde
aus. Die Generationszeit von R. capsulatus hingegen betrdgt 3 Stunden. Daher konnen mit L.
lactis bereits nach kurzen Inkubationszeiten hohe Zelldichten erreicht werden (Kunji et al.,
2005). Da es, wie alle Gram-Positiven, lediglich eine Zellmembran besitzt, die im Gegensatz
zu R. capsulatus keine Lipopolysaccharidschicht besitzt, sind sowohl Translokation und
Insertion heterologer Proteine, sowie die Fraktionierung der Zellen stark vereinfacht (Kunji et
al., 2005). Fir die Synthese von heterologen Membranproteinen wird in L. lactis das so
genannte NICE-System verwendet. Die Abkiirzung NICE steht dabei fiir Nisin controlled
gene expression system. Es nutzt den strikt regulierten starken Nisin-A-Promotor, welcher
durch Nisin induziert wird (de Ruyter et al., 1996). Auf Grund seiner strikten Regulation
ermoglicht er die hoch reproduzierbare Genexpression, auch von toxischen Proteinen (de
Ruyter et al., 1996; Kunji et al., 2003).

Das Milchsdurebakterium L. lactis wurde erstmals von Kunji als Wirt fiir die heterologe
Synthese eukaryotischer Membranproteine verwendet (Kunji ez al., 2003). Mit Hilfe des
NICE-Systems gelang es, den human KDEL-Rezeptor, der fiir die Riickfaltung loslicher
Proteine des endoplasmatischen Retikulums verantwortlich ist, den hydrogenosomalen
ADT/ATP-Transporter und verschiedene weitere mitochondriale Transporter aus Hefen
funktionell bei hohen Expressionsraten zu synthetisieren. Aullerdem wurde der humane ABC-
Transporter funktionell exprimiert (Janvilisri et al., 2005).

Die Genprodukte akkumulierten in L. /actis ausschlieBlich in der Membran. Die Bildung von

Proteineinschlusskorpern wurde nicht beobachtet (Kunji ef al., 2005; Monné et al., 2005).
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Wegen der geringen proteolytischen Aktivitit von L. lactis wurde keine signifikante
Degradation der isolierten Membranproteine beobachtet. Zur Optimierung des R. capsulatus
Expressionssystem wire daher die Herabsetzung der proteolytischen Aktivitdt durch Deletion
starker Proteasen, wie im E. coli Expressionsstamm BL21(DE3) geschehen, eine mogliche
Option, falls die Degradation von heterologem Membranprotein beobachtet werden sollte.

Im Gegensatz zu R. capsulatus konnen in L. lactis funktionelle Studien mit den heterolog
synthetisierten Membranproteinen in ganzen Zellen durchgefiihrt werden, da viele Substrate,
Inhibitoren und Liganden die Zellwand ungehindert passieren konnen (Kunji et al., 2005). In
R. capsulatus hingegen ist es moglich, die Vesikel des ICM, die nachweislich das heterolog
synthetisierte Membranprotein aufnehmen, mittels Dichtegradientenzentrifugation zu
isolieren und diese fiir funktionelle Studien zu verwenden. Dies hat gegeniiber der Methode in
L. lactis den groBen Vorteil, dass storende Einfliisse durch andere Proteine oder zelleigene
Substanzen weitestgehend ausgeschlossen werden konnen, da die Vesikel auBler dem
heterologen Membranprotein ausschlielich Enzyme des Photosyntheseapparates enthalten.
Das Hauptstoffwechselprodukt von L. lactis ist Lactat. In undissoziierter Form hat dieses
Produkt jedoch einen toxischen Effekt auf L. lactis (Kashket, 1987), der mit steigendem pH-
Wert zunimmt und schlieBlich wuchslimitierend wird (Mierau et al., 2005). Daher ist fiir die
effiziente Kultivierung von L. /actis die stindige Regulierung des pH-Wertes unerlésslich.
Eine solche Regulierung war bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten R. capsulatus
Kulturen nicht erforderlich. Dennoch haben erste Testldufe in 1,4 1-Fermentern gezeigt, dass
der pH-Wert von R. capsulatus in Abhingigkeit von der Wuchsphase variieren kann und so
einen negativen Einfluss auf das Zellwachstum haben kann. Auch die Verstoffwechslung des
fir das R. capsulatus Expressionssystem verwendeten Induktors Fruktose fiihrt zu
Schwankungen im pH-Wert, die wihrend einer ldngeren Fermentation ohne pH-Regelung
einen negativen Einfluss auf das Wuchsverhalten von R. capsulatus haben konnen. Obwohl
der Induktor Fruktose in R. capsulatus verstoffwechselt wird, konnte nachgewiesen werden,
dass diese Abnahme der Fruktosekonzentration im Medium keinen Einfluss auf die
Geninduktion hat, wenn der entsprechenden Kultur eine Anfangskonzentration von 8 mM
Fruktose zugegeben wurde (Katzke ef al., in Vorbereitung).

Der chromosomale AT-Gehalt von L. /actis ist mit ca. 65 % relativ hoch (Fuglsang, 2003).
Aus diesem Grund eignet sich L. lactis vorrangig fiir die Expression von Genen AT-reicher
Organismen. Mit einem GC-Gehalt von 68 % eignet sich R. capsulatus hingegen besonders

gut fiir die Expression GC-reicher Gene.
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1.4 Synthese heterologer Membranproteine in Saccharomyces cerevisiae

Hefe-basierte Expressionssysteme fiir die heterologe Synthese von Membranproteinen sind
eine Alternative zur den bereits beschriebenen Expressionssystemen, insbesondere wenn es
darum geht, eukaryotische Membranproteine zu synthetisieren (Grisshammer & Tate, 1995).
So sind Hefen in der Lage, bestimmte post-translationale Modifikationen vorzunehmen, die
fir die Synthese funktioneller eukaryotischer Membranproteine notwendig sind
(Grisshammer & Tate, 1995).

Ein neues Hefe-basiertes Expressionssystem verwendet dazu die Béackerhefe Saccharomyces
cerevisiae (Griffith et al., 2003). Unter Ausnutzung des unfolded protein response pathway
(UPR) von §. cerevisiae ermoglicht es besonders die Synthese heterologer Membranproteine,
die nach ihrer Synthese sekretiert werden. Die Funktionalitit dieses Systems wurde unter
anderem durch die Synthese eines P2 Adenosintransporters sowie zwei humanen G protein-

coupled receptors (GPCRs) unter Beweis gestellt (Griffith et al., 2003).

1.5 R. capsulatus B10SS-T7 — Ein Expressionswirt fiir die heterologe Synthese von G

protein-coupled receptors?

G protein-coupled receptors (GPCRs) sind Membranproteine, die Signale tiber GTP-bindende
Proteine, kurz G-Proteine, durch die Membran weiterleiten und stellen die gréBte und
vielseitigste Gruppe von Membranrezeptoren dar. Die Signalweiterleitung kann dabei durch
eine Vielzahl von Molekiilen ausgelost werden, so z. B. von Hormonen wie Adrenalin oder
Glucagon, Neurotransmittern wie Serotonin oder Acetylcholin, aber auch Licht. GPCRs
spielen eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung von Licht-, Geruchs- und Geschmacksreizen,
sowie bei Entziindungsprozessen, der Chemotaxis, der Endo- und Exocytose, beim
Zellwachstum und der Zelldifferenzierung (Lundstrom, 2005). So spielen die Aktivierung
oder Inhibierung von GPCRs aullerdem eine entscheidende Rolle bei neurologischen
Erkrankungen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Stoffwechselerkrankungen sowie
Krebserkrankungen (Hamm, 1998). Ebenso ist bekannt, dass das HI-Virus G Protein-
gekoppelte Chemokinrezeptoren fiir den Zelleintritt verwendet (Feng et al., 1996). Daher
besteht ein enormes Interesse, sowohl aus biologischer wie auch aus pharmazeutischer Sicht,
GPCRs funktionell in heterologen Systemen in grofen Mengen synthetisieren zu konnen
(Lundstrom, 2005).

Trotz der geringen Sequenzhomologien untereinander besitzen alle GPCRs sieben

transmembrane a-Helices, wobei der C-Terminus intrazelluldr lokalisiert ist. So zdhlen auch
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die Rhodopsine zur Gruppe der GPCRs, die wiederum eng verwand sind mit Bacterioopsin,
welches sich im Rahmen dieser Arbeit in grolen Mengen im neuen R. capsulatus
Expressionssystem in den ICM Vesikeln akkumulieren lies. Somit konnte dieses System

potentiell auch zur heterologen Synthese von GPCRs eingesetzt werden.

2 Carotinoidbiosynthese in R. capsulatus

2.1 Carotinoidsynthese in Algen als mogliche Alternative zur industriellen Synthese

Die chemische Totalsynthese von Carotinoiden ist ein zeitaufwendiger und umweltbe-
lastender Prozess, dem viel Energie zugefiihrt werden muss. Um dem wachsenden Bedarf an
industriell hergestellten Carotinoiden gerecht zu werden, miissen neuartige Syntheserouten
gefunden werden.

Eine Moglichkeit fiir die alternative Synthese von Carotinoiden, die zudem dass Spektrum der
industriell hergestellten Carotinoide enorm erweitert, ist die Biosynthese in Algenfarmen. Bei
diesen Algenfarmen handelt es sich um groBe Becken oder Tanks, in denen Mikroalgen
geziichtet werden. Dadurch ist es moglich, sdmtliche Carotinoide, die diese Algen
produzieren, zu isolieren. Dazu werden sie phototroph angezogen, geerntet und ihre
Carotinoide chemische extrahiert. In derartigen Algenfarmen werden unter anderem die
Griinalgen Haematococcus pluvialis (fiir die Synthese von Astaxanthin) und Chlamydomonas

reinhardtii geziichtet (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Kommerzielle Biosynthese von Carotinoiden. Mehr als % der industriellen Carotinoidweltproduktion wird in Werken der
BASF AG und DSM durchgefiihrt. Da die chemische Totalsynthese (a, Foto: BASF AG) von Carotinoiden aufwendig und teuer ist, wird fur
die Synthese weiterer Carotinoide nach alternativen Synthesewegen gesucht. Eine Moglichkeit, die zudem dass Spektrum der industriell
hergestellten Carotinoide enorm erweitert, ist die Biosynthese in Algenfarmen (b, Reaktor mit Haematococcus pluvialis, Foto:
www.algatech.com). In derartigen Algenfarmen werden die Griinalgen u. a. fiir die Synthese von Astaxanthin geziichtet. Die Firma Solix
Biofuels (c, Foto: Solix Biofuels) unterhilt &hnliche Algenfarmen in Colorado, USA, setzt diese allerdings zur Biodieselproduktion ein. Ein
weiterer Losungsansatz zur Synthese von Carotinoiden in Mikroorganismen ist die biotechnologische Produktion in leicht kontrollier- und

regelbaren Bioreaktoren (d, Foto: Jorg Ullmann).
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Da diese Algen Photosynthese betreiben, somit im Licht angezogen werden miissen und eine
bestimmte Wuchstemperatur bendtigen, konnen derartige Farmen nur in sonnigen, warmen
Gebieten kosteneffizient betrieben werden. Hier kann auf kiinstliche Beleuchtung verzichtet
werden, da die Sonne sowohl als Licht- als auch Wérmequelle dient. So findet man H.
pluvialis Farmen z. B. in Australien. Auch die Firma Cognis Nutrition and Health unterhalt
Algenfarmen in Australien. In diesen Farmen wird die Alge Dunaliella salina zur
Carotinoidbiosynthese eingesetzt. Da es sich bei D. salina um einen halophilen Organismus
handelt, kann dessen Kultivierung unmittelbar in Meerwasser erfolgen. Die Firma Solix
Biofuels betreibt eine grofle Algenfarm in Colorado, USA. Diese Anlage wird jedoch nicht
zur Carotinoidproduktion sondern zur Herstellung von Biodiesel verwendet.

Die geographischen Notwendigkeiten zur effizienten Nutzung von Algenfarmen wie Licht
und Wirme verursachen gleichzeitig jedoch ein Problem: In offenen Algenfarmen verdunstet
stindig Wasser aus den Tanks, was zur Anderung der Salzkonzentrationen im Wasser fiihrt.
Diesen Konzentrationsschwankungen muss durch Wasserzufluss gegengesteuert werden, um
ein optimales Algenwachstum gewdéhrleisten zu konnen. In Gebieten, die auf Grund der
geographischen Lage fiir Algenfarmen geeignet wiren, ist Wasser meist ein kostbares und
teures Gut, welches zudem noch entsalzt werden muss, wenn es zum Konzentrationsausgleich
in die Algentanks gegeben wird. AuBBerdem muss die Temperatur in den riesigen Algentanks
konstant gehalten werden. Ein weiteres Problem ist es, geniigend Algenbiomasse zu
produzieren, um groe Mengen Carotinoide isolieren zu konnen. Die Teilungsrate der
Griinalge H. pluvialis liegt zum Beispiel bei nur 0,7 pro Tag.

Daher ist ein weiterer Losungsansatz die bakterielle Carotinoidproduktion in Bioreaktoren.
Diese sind leicht kontrollier- und regelbar, deutlich kleiner als Algenfarmen und unabhéngig
von geographischen Faktoren einsetzbar. Aullerdem produzieren Bakterien auf Grund ihrer
hohen Zellteilungsraten sofort carotinoidhaltige Biomasse, sind genetisch leicht charkterisier-

und manipulierbar und haben kurze Generationszeiten.

2.2 Bakterielle Carotinoidsynthese in R. capsulatus

Ein Beispiel fiir die bakterielle Produktion von Carotinoiden ist das bekannte Bakterium E.
coli. So wurden E. coli Stamme dahingehend gentechnisch veréndert, dass sie in der Lage
sind, bestimmte Carotinoide, wie zum Beispiel Zeaxanthin zu produzieren (0,3 mg/g
Zelltrockenmasse).

Die Schwierigkeit bei der Carotinoidsynthese in E. coli ist jedoch, dass es sich um ein nicht-
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carotinogenes Bakterium handelt. Daher miissen alle Gene des Carotinoidsynthesewegs von
der Isoprenoidsynthese an gentechnisch in das Bakterium eingebracht werden, was bei der
anschlieBenden Expression zu erheblichem Zellstress und niedrigen Carotinoidausbeuten
filhrt. AuBerdem sind die meisten Carotinoide nicht wasserloslich und miissen in die
Zellmembran eingebaut werden (in photosynthetischen Organismen in Komplexe des

Photosystems). Dies ist in E. coli nicht mdglich und senkt zusitzlich die Syntheseausbeute.

Diese Limitierungen konnen iiberwunden werden, wenn statt E. coli ein carotinogenes
Bakterium als Synthesewirt verwendet wird. So wurden bereits Cyanobakterien zur Synthese
von Carotinoiden verwendet (Liang et al, 2006) und auch das Bakterium R. sphaeroides
(Garcia-Asua et al., 2002), welches der nichste Verwandte von R. capsulatus ist.

Somit stellt auch das phototrophe Bakterium R. capsulatus mit seinen bereits beschriebenen
physiologischen Besonderheiten eine potente Alternative zu den bislang etablierten

Mikroorganismen fiir die Carotinoidbiosynthese dar.

Um R. capsulatus fir die Synthese von Carotinoiden zu etablieren, wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Auswirkung von Licht verschiedener Wellenldngen auf das Wachstum von R.
capsulatus sowie die Pigmentkomposition und —menge untersucht. Dabei wurde festgestellt,
dass sowohl infrarotes Licht, als auch blaues Licht dazu verwendet werden kann, um R.
capsulatus zu kultivieren, ohne dass die Lichtqualitdt wuchslimitierend ist.

AuBerdem wurde nachgewiesen, dass durch den Einsatz von Infrarotlicht, Blaulicht, aber
auch der Kombination von Blau- und Infrarotlicht ein zusitzliches Pigment, bei dem es sich
wahrscheinlich um Neurosporen handelt, akkumuliert. Fiir die allgemeine Carotinoidsynthese
ist jedoch vor allem der Blaulichtphénotyp von R. capsulatus interessant. So wurde gezeigt,
dass die Carotinoidmenge in R. capsulatus allein durch Bestrahlung mit Blaulicht deutlich
gesteigert werden konnte. Eine derartige Lichtregulation ist fiir R. capsulatus in der Literatur

nicht beschrieben, wohl aber fiir R. sphaeroides.

2.3 Ist R. capsulatus blaulichtreguliert?

Bislang ist fiir R. capsulatus in der Literatur kein Blaulichtphdnotyp beschrieben. Im
Gegensatz dazu ist der Einfluss von blauem Licht auf das Bakterium R. sphaeroides seit
Jahren bekannt und Gegenstand von Untersuchungen (Braatsch ef al., 2004). So wurde

gezeigt, dass die Anzucht von R. sphaeroides im Blaulicht zur Reprimierung der Gene des
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puc- und puf-Operons fiihrt, die beide fiir die Bildung der Photosystemkomplexe entscheidend
sind. Im puc-Operon werden die Gene fiir den Lichtsammelkomplex II des Photosystems von
R. sphaeroides kodiert, im puf~Operon die Gene des Lichtsammelkomplex I und des
Reaktionszentrums. Es wird angenommen, dass die Reprimierung dieser Gene R. sphaeroides
vor Photooxidation schiitzen soll, wenn das Photosystem des Bakteriums gleichzeitig
Sauerstoff und hohen Lichtintensitéten ausgesetzt ist. Dabei steuert der Photorezeptor AppA,
der zur Familie der BLUF-Doménen gehort, zusammen mit PpsR in einem Antirepressor-
Repressor System die Reprimierung der genannten Genregionen. Zwar findet man in R.
capsulatus mit dem CrtJ] ein Homolog zum PpsR, jedoch nicht zum AppA. Der einzig
bekannte putative Blaulichtrezeptor in R. capsulatus ist das photo active yellow protein
(PYP), dessen Funktion jedoch bislang nicht gekldrt werden konnte (Kyndt et al., 2004).
Moglicherweise steht die Funktion dieses Photorezeptors in Zusammenhang mit dem neuen
fir R. capsulatus beschriebenen Blaulichtphénotyp. Dies zu kldren ist daher derzeit
Gegenstand einer weiteren wissenschaftlichen Arbeit im Institut fiir Molekulare

Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf.
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V  Zusammenfassung

Die funktionelle Expression heterologer Membranproteine ist fiir viele wissenschaftliche und
biotechnologische Anwendungen von besonderem Interesse. Leider ist jedoch die Synthese
von Membranproteinen in Standardexpressionswirten wie z.B. E. coli nicht ohne weiteres
moglich. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob die Verwendung eines
alternativen Expressionssystems, das auf dem phototrophen Bakterium R. capsulatus basiert,
fiir die Expression solcher Problemproteine besonders geeignet ist. Im Gegensatz zu E. coli
weist R. capsulatus unter phototrophen Bedingungen eine stark vergroferte Cytoplasma-
Membran auf, die eine groe Anzahl verschiedener Photosyntheseproteine beherbergt und
somit grundsétzlich groen Mengen an Membranproteinen synthetisieren und akkumulieren
kann. Voraussetzung fiir die Synthese heterologer Membranproteine in R. capsulatus ist ein
etabliertes Expressionssystem, das die heterologe Uberexpression beliebiger Zielgene unter
phototrophen Wuchsbedingungen erlaubt. Ein solches Expressionssystem wurde mit dem
Expressionsvektor pRhotHi-2, der die Zielgenexpression unter der Kontrolle des T7-
Promotors aus dem T7-Phagen erlaubt, und dem Expressionsstamm R. capsulatus B10S-T7
realisiert. Dieser Expressionsstamm trigt das T7-RNA-Polymerasegen als stabile
chromosomale Integration unter der Kontrolle eines Fruktose-induzierbaren Promotors (Pj.,).

Mit Hilfe dieses Expressionssystems wurde untersucht, inwieweit R. capsulatus in der Lage
ist, unter photoheterotrophen Anzuchtbedingungen heterologe Membranproteine wie z.B. das
Bacterioopsin und die Squalenepoxidase zu synthetisieren. Als Referenzsysteme wurden die
beiden E. coli Expressionsstimme BL21(DE3) und C43(DE3) verwendet. Mit Hilfe
quantitativer real-time-PCR Methoden konnte gezeigt werden, dass sowohl das Transkript des
Squalenepoxidase-Gens sgep als auch des Bacterioopsin-Gens bop in R. capsulatus in
deutlich groBeren Menge akkumuliert als in den entsprechenden E. coli Expressionsstimmen.
Anhand immunologischer Nachweismethoden konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass in
R. capsulatus beide heterologen Membranproteine in der Zellmembran akkumulieren,
wihrend sich E. coli lediglich Bacterioopsin in geringen Mengen funktionell exprimieren lief3.
Mit einer analytischen Dichtegradientenzentrifugation konnte auBerdem nachgewiesen
werden, dass sowohl die Squalenepoxidase als auch das Bacterioopsin ausschlielich in den
Photosynthese-Vesikeln der R. capsulatus Membran in groBen Mengen (> 2mg)
akkumulierten und so sehr einfach isoliert fiir weiter Anwendungen charakterisiert werden

konnen. Aufgrund der besonderen physiologischen Eigenschaften von R. capsulatus kann
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dieser Organismus auflerdem zur Produktion von Carotinoiden eingesetzt werden. Daher
wurde untersucht, inwieweit die Carotinoid-Ausbeute in R. capsulatus durch eine
Verianderung der Belichtungsbedingungen gesteigert werden kann. Dabei stellte sich heraus,
dass durch eine gezielte Beleuchtung der Zellen mit blauem und/oder infrarotem Licht die
Carotinoidkomposition und Carotinoidmenge beeinflusst wird. Insbesondere fiihrt die
Einstrahlung von blauem Licht zu einer deutlichen Steigerung der Carotinoidmenge im

untersuchten Testsystem.
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VI Summary

The functional expression of heterologous membrane proteins is of enormous scientific and
biotechnological interest. Unfortunately, the synthesis of membrane proteins in standard
expression hosts such as E. coli is not possible without further ado. Therefore, the application
of an alternative expression system that bases on the phototrophic bacteria R. capsulatus was
analyzed with respect to synthesis of heterologous membrane proteins. This expression
system exhibits a strongly enlarged membrane system when cultivated under phototrophic
growth conditions that harbours a huge number of photosystem proteins. This membrane
system is also potentially able to incorporate heterologous membrane proteins. However,
prerequisite for the synthesis of heterologous membrane proteins in R. capsulatus is an
expression, allowing the heterologous over-expression of any target gene under phototrophic
growth conditions. Such a system was realized by developing the expression vector pRhotHi-
2, allowing the target gene expression under the control of the T7 promoter, and the
expression strain R. capsulatus B10S-T7. This expression strain carries the T7-RNA-
polymerase gene under the control of a promoter that can be induced by fructose (P.,).

Using this expression system, it has been analyzed if R. capsulatus can be used to express the
heterologous membrane proteins Bacterioopsin and Squalenepoxidase under phototrophic
growth conditions. In addition, standard E. coli expression strains have been used as an
appropriate reference system. First, transcript accumulation in the different expression hosts
was analyzed. Quantitative real-time PCR revealed that in R. capsulatus both the transcript of
the Bacterioopsin gene bop as well as the Squalenepoxidase gene sgep accumulated in much
higher amounts in comparison to the E. coli strains. Furthermore, protein localization studies
demonstrated that R. capsulatus was able to insert both membrane proteins into the membrane
whereas in E. coli, only Bacterioopsin was detectable in the membrane fraction in low
amounts. Finally, by using Saccharose gradient ultracentrifugation, membrane vesicles,
containing the heterologous membrane proteins with a yield of more than 2 mg could easily
be separated from other membrane components helping to further characterize those proteins,
subsequently. Because of its unique physiological properties, R. capsulatus can also be used
to produce different Carotinoids. Therefore, it has been analyzed if changes of the
illumination conditions result in an enhanced synthesis of these photo pigments. By using
different LEDs, emitting light in the blue and/or infrared range, a change of the composition

and amount of Carotinoids could be observed in R. capsulatus. Remarkably, phototrophic
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growth under blue light led to a significant increase of Carotinoid accumulation in the used

test system.
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VIII Anhang

Plasmidkarten der verwendeten Expressionsvektoren
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