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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die Ziele der industriellen oder auch weilen Biotechnologie (Maury et al., 2005) sind die
Herstellung von Chemikalien und Feinchemikalien (Gavrilescu & Chisti, 2005), die Produktion
enzymatischer Biokatalysatoren (Otero & Nielsen, 2010) und Proteine fir die Anwendung in
Medizin, Molekularbiologie und Biotechnologie (Park et al., 2010; Schumann & Hertweck, 2006)
oder auch die Biomasseproduktion fir erneuerbare Brennstoffe (Park et al., 2011). Dabei werden
z.B. durch das ‘mefabolic engineering” bei der Ganzzellbiokatalyse der Metabolismus eines
Mikroorganismus auf die Herstellung bestimmter Produkte angepasst (Keasling, 2010; Lopez-
Callego &  Schmidt-Dannert, 2010; Wenzel & Muller, 2005), Metagenom- und
Genomdatenbanken erforscht um neue Biokatalysatoren zu gewinnen (Fernandez-Arrojo et al.,
2010) und Bioreaktoren genutzt, um die Biomasseproduktion und die Produktion von Enzymen und
Chemikalien zu optimieren (Chen et al., 2011). Viele dieser Anwendungen nutzen den Transfer
genetischen Materials von einem physiologisch interessanten Organismus mit biotechnologisch
relevanten Stoffwechseleigenschaften in einen gut handhabbaren Wirtsorganismus, die heterologe

Expression.

1.1. Heterologe Expression

Der Begriff 'heterologe Expression' bezeichnet die Expression eines wirtsfremden Gens in einem
Expressionswirt (Gross & Hauser, 1995; Siest et al., 1993; Trueman, 1995; Waterman et al.,
1995). Die heterologe Genexpression erlaubt die Expression eines Gens unabhdngig davon, ob
der Wirt aus dem dieses Gen stammt unter Laborbedingungen generell kultivierbar ist. Somit ist es
moglich das Spektrum biotechnologisch nutzbarer Genprodukte von nicht oder nur schlecht
kultivierbaren Organismen zu erweitern und die durch genomische und metagenomische Ansdtze
gefundenen putativen Gene zu exprimieren (Nacke et al., 2011; Simon & Daniel, 2009; Steele et
al., 2009). Die heterologe Expression findet Anwendungen in der Medizin und in nahezu allen
Bereichen der Biologie, vor allem aber in der Biotechnologie, mit dem Ziel z.B. der Produktion von
Biokatalysatoren oder der Synthese von Enzymen zu deren Untersuchung und Anwendung (Beloqui
et al., 2008).

Als Expressionswirte werden vornehmlich eben jene Bakterienstémme verwendet die unter Labor-
bedingungen gut handhabbar sind und meist eigens fir diesen Zweck genetisch modifiziert
wurden, wie z.B. bestimmte Stémme der Bakterien Fscherichia coli und Bacillus subtilis, fir die
entsprechende Plasmidexpressionssysteme etabliert sind (Jana & Deb, 2005; Li et al., 2004; Peti &
Page, 2007; Schallmey et al., 2004; Sorensen & Mortensen, 2005; Westers et al., 2004; Zweers
et al., 2008).




EINLEITUNG

Durch die Verwendung bakterieller Expressionssysteme konnte eine Vielzahl von Genen exprimiert
und deren Protein- oder Stoffwechselprodukte gewonnen werden. Dennoch zeigen sich bei einer
gréBeren Zahl von Proteinen Schwierigkeiten, diese funktionell zu gewinnen, wenn sich die Physio-
logie des Ursprungsorganismus als zu komplex oder verschiedenartig zum Expressionswirt erweist.
Proteine, welche durch heterologe Expression synthetisiert werden, kénnen fir den Wirtsorganismus
aus verschiedenen Grinden toxisch sein. Zum einen, indem das Protein z.B. selbst oder durch
Metabolite in die Physiologie des Wirtes eingreift (Saida, 2007) und zum anderen, indem die
Expression Stressantworten in der Zelle auslast (Gill et al., 2000; Lesley et al., 2002; Xu & Link,
2009). Die heterologe Uberexpression ist ein Prozess, der in hohem MafBe Energie und Ressourcen
verbraucht und somit zu Zellstress fihren kann (Corchero & Villaverde, 1998; Glick, 1995;
Hoffmann & Rinas, 2004). Eines der hdaufigsten Probleme der heterologen Expression ist die
Bildung von Proteinaggregaten, den sogenannten ‘inclusion bodies” (Fahnert et al., 2004; Rinas &
Bailey, 1993; Rinas et al., 2007; Villaverde & Carrio, 2003). Diese Aggregation des exprimierten
Proteins kann durch eine Fehlfaltung, eine geringe Léslichkeit, die ProteingréBe, zu hohe
Expressionslevel und falsche Expressionsbedingungen ausgelést werden (Baneyx & Mujacic, 2004;
Murby et al., 1995; Sabate et al., 2010; Strandberg & Enfors, 1991; Wall & Pluckthun, 1995).
Speziell Membranproteine weisen eine geringe Léslichkeit auf. Viele Proteine bendtigen bestimmte
Kofaktoren oder prosthetische Gruppen welche nicht in allen Wirtsorganismen synthetisiert werden
kénnen (Leonard et al., 2008; Schewe et al., 2008; Weickert et al., 1996).

Es gibt verschiedene Lésungsansatze fir die Hindernisse bei der heterologen Expression. Die
Toxizitdt der Genprodukte kann verringert werden, indem die Menge des gebildeten Proteins
reduziert oder die Expression nach der Bildung von genigend Zellmasse induziert wird. Auch die
Aggregation in 'inclusion bodies"kann durch eine geringere Expressionsleistung verhindert werden
(Georgiou & Valax, 1996; Wycuff & Matthews, 2000). Dies bedingt die Verwendung strikt
regulierter, induzierbarer und verschieden starker Promotoren (Saida, 2007). In diesem Fall ist aber
nicht die maximale Syntheseleistung der Zelle der limitierende Faktor, sondern die Toxizitét des
Produkts. Méglichkeiten die Syntheseleistung bei der heterologen Expression zu erhéhen bestehen
darin, die Fehlfaltung der Proteine zu minimieren, indem z.B. molekulare Chaperone koexprimiert
(Kolaj et al., 2009; Mansell et al., 2008; Rinas & Puhler, 2007; Vasseur-Godbillon et al., 2006)
oder die Expressionsbedingungen entsprechend optimiert werden (Georgiou & Valax, 1996;
Mansell et al., 2008; Strandberg & Enfors, 1991). Eine weitere Maglichkeit besteht darin den
Expressionswirt an die Anforderungen der Proteine anzupassen, z.B. Stémme zu erzeugen die
Membranproteine effektiver und funktionell exprimieren kénnen (Miroux & Walker, 1996; Wagner
et al., 2008). Kofaktoren oder prosthetische Gruppen kénnen nachtrdglich zu den separierten

Proteinen hinzugefigt werden, wobei hier Fehler auftreten kénnen (Armengaud et al., 1995).
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Die Erweiterung der Expressionswirte ist in diesem Zusammenhang ein lohnendes Ziel und das
phototrophe Bakterium Rhodobacter capsulatus ist mit seiner physiologischen Diversitét eine

aussichtsreicher Kandidat.

1.2. Expression in Rhodobacter capsulatus

R. capsulatus vertigt Gber Eigenschaften, die den gdngigen Expressionswirten £ col/i und
B. subtillis nicht zu eigen sind. Diese Eigenschaften umfassen die vergréBerte Membranoberfléche
durch Ausbildung der intracytoplasmatischen Membran (ICM) und Vesikeln unter phototrophen
Bedingungen und die natirliche Generierung verschiedener Redox-Kofaktoren in erhdhtem Maf3e
unter Stickstoffmangelbedingungen. Mit diesen Eigenschaften sollte R. capsulatus in der Lage sein
for die Synthese von Membranproteinen und Proteinen mit Redox-Kofaktor als ein besserer Wirt zu

dienen als z.B. £ coli.

1.2.1. Bakterien der Gattung Rhodobacter

Zu den physiologisch vielféltigsten und anpassungsféhigsten Bakterien gehéren die schwefelfreien
Purpurbakterien der Gattung Rhodobacter (Imhoff & Rodriguez-Valera, 1984). Man findet sie in
Frischwasser, marinen und hypersalinen Lebensrédumen. Sie gehéren zu den Rhodospirillaceae und
werden damit taxonomisch in die «-Untergruppe der Gram-negativen Bakterien eingeordnet
(Woese et al., 1984). Bakterien der Gattung Rhodobacter sind in der Lage unter verschiedenen
Bedingungen zu wachsen, z.B. photoautotroph, photoheterotroph, chemoorganotroph, chemo-
autotroph und chemolithotroph. Rhodobacter kann dabei eine Vielzahl von Kohlenstoffquellen
nutzen, neben Kohlendioxid (CO,) auch den Zucker D-Fructose, Polyole wie D-Mannit, D-Glucit,
D-Arabit oder Xylit (Schneider et al., 1993) und organischen Séuren wie D-Malat (Stahl & Sojka,
1973).

1.2.2. Das phototrophe Bakterium R. capsulatus

Rhodobacter capsulatus ist ein einzelliges, frei lebendes, fakultativ anaerobes, nicht-Schwefel
Purpurbakterium der Gattung Rhodobacter. Der Organismus, erstmals von Molisch (Molisch,
1907) beschrieben, ist Mitglied der Familie der Rhodospirillaceae und wird daher taxonomisch der
a-Untergruppe der Proteobakterien zugeordnet (Imhoff & Rodriguez-Valera, 1984; Weaver et al.,
1975). Das Genom von R. capsulatus besitzt eine Gréfle von 3,7 Mbp mit 3587 annotierten
Genen und verfugt Gber ein 133 Kbp groBes zirkuldres Plasmid mit 153 annotierten Genen, beide
mit einem hohen GC-Anteil von ca. 66,6 % (Strnad et al., 2010). Lichtdurchdrungene Schichten
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stehender oder langsam flieBender Gewdsser aber auch feuchter Béden und Schlémme dienen
R. capsulatus als natirliche Habitate (Weaver et al., 1975). Die rétlich-braune Pigmentierung und
die Ausbildung einer speziellen Polysaccharidkapsel sind die Grundlage der Bezeichnung,
Rhodobacter capsulatus (Pfennig, 1967; Weckesser et al., 1972; Weckesser et al., 1972). Der
anoxygene Photosyntheseapparat, in  welchem die Photopigmente (Carotinoide und
Bakteriochlorophylle) gebunden sind, und die rétliche Pigmentierung bewirken, befahigt R
capsulatus mit Hilfe eines Protonengradienten Energiedquivalente (ATP) zu bilden (McEwan, 1994;
Reinbothe et al., 2010; Wu & Bauer, 2008). R. capsulatus bildet, wie die meisten Purpurbakterien,
die zur anoxygenen Photosynthese fahig sind, zusdtzlich zur Cytoplasmamembran (CM)
intracytoplasmatische  Membranenvesikel (ICM) aus, die eine charakteristische und spezies-
spezifische Organisation haben (Collins et al., 1991; Oelze, 1981; Oelze & Drews, 1972).
R. capsulatus ist in der Lage neben CO,, weitere Kohlenstoffquellen, wie Carbonsduren oder
Polyole heterotroph zu nutzen (Stahl & Sojka, 1973).

Des Weiteren kann R. capsulatus Stickstoffquellen wie Ammonium, Aminoséuren, Purine, Harnstoff
oder molekularen Stickstoff (N,) verwerten. Da die N,-Fixierung unter groflem Energieaufwand und
deshalb nur unter Verbrauch grofier Energiedquivalente (ATP) méglich ist, wird angenommen, dass
dieser Prozess energetisch und regulatorisch eng an die anoxygene Photosynthese gekoppelt ist

(Elsen et al., 2003; Joshi & Tabita, 1996; Kern et al., 1998).

1.2.3. Das R. capsulatus basierte Expressionssystem

Um R. capsulatus tir die heterologe Expression von Genen nutzen zu kénnen, wurde ein einfaches
und flexibles Plasmidexpressionssystem fir R. capsulatus etabliert. Die R. capsulatus Stamme B10S
und B10ST7 und die pRho bezeichneten Vektoren stellen die Grundlage des Expressionssystems
dar. Die Vektoren der pRho-Serie besitzen eine gemeinsame Basis. Der Vektor pBBRTMCS5
(Kovach et al., 1994) verfugt Uber eine MOB-Kassette, welche den Plasmidtransfer mittels
Konjugation zwischen einem Donorstamm (z.B. £ co/i S17-1) und den R. capsulatus Stémmen
ermdglicht. Der Vektor pBBRIMCSS5 ist ein ‘broad-host-range” Vektor, der Gber den
Replikationsursprung in vielen Bakterien repliziert werden kann. Dieser Vektor wurde mit der
‘multiple-cloning-site” des Vektors pET22b (Novagen) kombiniert, so wurde der Vektor pBBR22b
(Rosenau & Jaeger, 2003) generiert. Der Vektor pBBR22b wurde durch das aph//-Gen, welches
eine Resistenz gegenUber dem Antibiotikum Kanamycin vermittelt, aus dem Vektor pBSL15
(Alexeyev et al., 1995) erweitert und so die Basis der pRho-Vektoren erzeugt.

Die Vektoren unterscheiden sich durch die Promotorsequenz, welche bei einer Expression zum

Einsatz kommt, und die Anitbiotikaresistenz, welche als Selektionsmarker vermittelt wird.
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Die unterschiedlichen Promotorsequenzen sind zum einen der Promotor der dem aph/-Gen
voranstehende Promotor, welcher die Ausprdgung der Kanamycinresistenz kontrolliert. Dieser
Promotor wird konstitutiv aber mit geringer Frequenz abgelesen. Zum anderen ein T7-RNA-
Polymerase Promotor, welcher induziert werden kann und mit hoher Frequenz abgelesen wird. Fir
die Expression mittels des T7-RNA-Polymerase Promotors wird der Stamm B10ST7 verwendet. Im
Stamm B10ST7 ist durch homologe Rekombination das Gen fir die PhageT7-RNA-Polymerase
eingebracht worden. So kann die Expression, dhnlich dem £ coli Stamm BL21(DE), induziert
werden. Die Expression der T7-RNA-Polymerase wird durch die Promotorsequenz, die auch dem
R. capsulatus fruBKA-Operon vorangestellt ist, gesteuert. Das #uBKA-Operon kodiert fir die
Proteine des Fructose-Phosphotransferase-Systems. Die Expression des #ruBKA-Operon wird durch
Fruktose induziert, so kann auch die Expression der PhageT7-RNA-Polymerase im Stamm B10ST7
durch Fruktose induziert werden.

Als Selektionsmarker vermitteln die Gene aphl//, das fir die Aminoglycosid-Phosphotransferase
kodiert, eine Resistenz gegen Kanamycin, das Gen cat, das fir die Chloramphenicol-
Acetyltransferase kodiert, eine Resistenz gegen Chloramphenicol und das Gen aadA-1a, das fir
die Aminoglycosid-Adenyltransferase  kodiert, eine Resistenz gegen Spectinomycin. Die
Eigenschaften der Vektoren und deren Bezeichnung sind in Tab.1.1 dargestellt (Katzke et al.,

2010).

Tab.1.1.Eigenschaften der pRho-Vektoren

Expressionsvektor ~ Promotor Induzierung Antibiotikaresistenz Affinitéts-TAG
Km® Cm* N His,
pRhokHi-2 P ooni konstitutiv + + - +
pRhokHi-6 P ooni konstitutiv + - + +
pRhotHi-2 P, induzierbar + + - +
pRhotHi-6 P, induzierbar + + +

1.2.4. Streptavidin- und Histidin-Tag basierte Affinitétschromatografie

Bei der Separation von Proteinen kommen verschiedene chromatografische Methoden zum Einsatz.
Eine der gdngigsten ist die Affinitdtschromatografie (Terpe, 2003). Bei einer Affinitats-
chromatografie wird die Bindungsaffinitat eines Molekils an ein Peptid ausgenutzt, dies kénnen
z.B. Poly-Arginin, Poly-Histidin, Streptavidin, Cellulose-bindende Peptide oder Antikdrperepitope
sein (Bucher et al., 2001).

Im Falle des His,-Peptids koordinieren sich die Imidazolringe des Poly-Histidin-Tags zu Metallionen
wie z.B. Cu?*, Zn?*", Ni**, Co*" und bilden einen Chelat-Komplex. Die Chelat-Bindung des
Proteins wird durch die Zugabe freien Imidazols verdréingt oder durch die Anderung des pH-Wertes
der Proteinpufferlésung wieder aufgehoben (Hochuli et al., 1987). Durch die Bindungsaffinitét des

Histidin-Tags zu Metall-lonen, ist dieser Tag fur die Proteinseparation von Redox-Kofaktor-
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Proteinen, die Uber eine Form von Eisenschwefel-Clustern verfigen, wie z.B. Ferredoxinen, nicht
geeignet.

Im Falle des Streptavidin-Molekils basiert die Affinitét auf der Verbindung zwischen einem kurzen
artifiziellen Peptid (8-9 AS) dem Strep-Tag und der Biotin-Bindedoméne des Streptavidins. Die
Bindung kann durch Zugabe von Biotinderivaten wieder aufgehoben werden (Schmidt et al.,
1996). Der Strep-Tag findet in modifizierter Form unter der Bezeichnung Strep II-Tag Anwendung,
wobei durch die Modifikationen des Peptids die Bindungsaffinitét zu Streptavidin erhdht wurde.
Weiterhin wurden im Streptavidin  an spezifischen Stellen Mutationen eingefigt um die
Bindungsaffinitat zum Strep 1l-Tag Peptid zu erhéhen, diese Streptavidin-Variante wurde Strep-
Tactin genannt (Korndorfer & Skerra, 2002).

Der Strep ll-Tag eignet sich fur Proteinreinigungen unter anaeroben Bedingungen (Hans et al.,
2000; Juda et al., 2001), for metallhaltige Enzyme und kann bei Membranproteinen verwendet
werden (Grof3 et al., 2002).

1.3. Regulations- und Stoffwechsel-Prozesse in Rhodobacter capsulatus

Das fakultativ photosynthetische Bakterium R. capsulatus zeigt eine betréchtliche metabolische
Flexibilitat und kann dadurch in einer Vielzahl unterschiedlicher Umweltbedingungen Gberleben.
R. capsulatus besitzt die Fahigkeit zur Photosynthese (Wu & Bauer, 2008), der CO,-Assimilation
(Tabita et al., 1992) und der N,-Fixierung (Klipp et al., 1988). Diese vielseitigen Stoffwechsel-
leistungen und deren regulatorische Vernetzung machen R. capsulatus zu einem interessanten
Organismus fur die molekularbiologische Forschung und bietet ein betrdchtliches Potential fir
biotechnologische Anwendungen. Unter anaeroben Bedingungen nutzt R. copsulatus ein
Photosystem um Energie zu gewinnen, wohingegen unter aeroben Bedingungen die Synthese des
Photosystems beinahe vollsténdig inhibiert wird und R. capsuvlatus stattdessen aerobe Atmung
betreibt (Madigan & Gest, 1978). Zudem ist R capsulatus in der Lage mit dem
Nitrogenaseenzymkomplex molekularen Stickstoff zu fixieren (Masepohl & Hallenbeck, 2010).

Diese verschiedenen Systeme werden in Abhdngigkeit von Redox-Zustand, der Sauerstoff-
konzentration und des Licht- bzw. Energieniveaus reguliert. Dazu bedarf es spezifischer
Regulatoren, welche die verschiedenen Umweltsignale, wie den Redox-Zustand der
Elektronentransportsysteme, verschiedene Sauerstoffpegel, variierende Lichtverhdltnisse und die
Verfigbarkeit gebundenen Stickstoffs, sensorisch erfassen und auf Effektoren Gbertagen kénnen.
Diese unterschiedlichen Regulatoren und deren Eigenschaften von R. capsulatus werden, bezogen

auf ihre Funktionen, in den folgenden Kapiteln beschrieben.
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1.3.1. Anoxygene Photosynthese und der Photosyntheseapparat bei R. capsulatus

R. capsulatus betreibt anoxygene Photosynthese, hierbei werden die Elektronen nicht durch die
Spaltung von Wasser in Protonen und Sauerstoff gewonnen, sondern durch den zyklischen
Elektronentransport der anoxygenen Photosynthese dem System wieder zugefGhrt oder von externen
Elektronendonoren wie organischen Séuren und Wasserstoff Gbertragen. Das Bakteriochlorophyll @
des Photosystems wird durch Licht der Wellenléngen 800 nm und 850 nm angeregt und Ubertragt
die Anregungszustdnde auf das “special pair’ des Reaktionszentrums. Vom Reaktionszentrum
werden Elektronen Uber Bakteriopheophytin und Chinon auf einen Chinonpool transferiert. Durch
die Ubertragung der Elektronen auf den Cytochrom bc, Komplex wird ein Protonengradient
aufgebaut, der eine ATPase antreibt, welche Energiedquivalente in Form von ATP generiert (Drews
et al., 1983; Jones, 2009; McEwan, 1994). Vom Cytochrom bc, Komplex werden die Elektronen

Uber das Cytochrom ¢, wieder zum Reaktionszentrum transferiert (siehe Abb.1.1).

4
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Abb.1.1 Schema des zyklischen Elekironentransports der anoxygenen Photosynthese (nach McEwan, 1994).
Durch die Anregung des “special pair’" werden Elekironen vom Reaktionszentrum (grin - P850) Uber
Bakteriopheophytin (Bpheo) auf den Ubichinonpool (blau - Q-Pool) Gbertragen. Durch die asymmetrischen
Reaktionen der Protonierung und Reduktion des Chinons auf der cytoplasmatischen Seite der Membran und
der Deprotonierung und Oxidation des Chinons auf der periplasmatischen Seite der Membran findet eine
Protonentranslokation statt, was zu einem Protonengradienten fohrt der die ATPase antreibt. Uber das
Cytochrom ¢, (cyt ¢,) werden die Elektronen wieder an das Reaktionszentrum zurickgefohrt (McEwan, 1994).

Die Synthese von Membranproteinen fihrt haufig zur Bildung von ‘inclusion bodles”, wenn nicht
genigen Membranoberfléche fir die Proteine zur Verfigung steht (Tate, 2001). Die Anzucht von
Rhodobacter unter photorophen Bedingungen fihrt zu einer VergréBBerung der Membranoberfléche
durch die Ausbildung von intracytoplasmatischen Membranvesikeln (Kiley & Kaplan, 1988). Durch
diese vergréBerte Membranoberflache kann die funktionelle Synthese von Membranproteinen
beginstigt werden. In der Cytoplasmamembran und in den Vesikeln der intracytoplasmatischen

Membran von R. capsulatus ist der Photosyntheseapparat lokalisiert. Dort werden die Strukturen
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der Lichtsammelkomplexe I/Il und des Reaktionszentrums akkumuliert. Die Ausbildung der Vesikel
ist eng an das phototrophe Wachstum und die Ausbildung der Lichtsammelkomplexe gebunden.
Die Anordnung der Komplexe ist so strukturiert, dass die Lichtsammelkomplexe | um das
Reaktionszentrum angeordnet sind. Die Lichtsammelkomplexe Il sind wiederum um die dimerischen
Lichtsammelkomplexe |/Reaktionszentren angeordnet (siehe Abb.1.2) (Sturgis et al., 2009). Die
Lichtsammelkomplexe leiten die Energie des von ihnen absorbierten Lichts an die Reaktionszentren
weiter. Dabei gibt es eine Anpassung des Verhdlinisses von Reakfionszentren zu
Lichtsammelkomplexen Il je nach Lichtstérke, wobei unter Schwachlichtbedingungen ist die Anzahl
der Lichtsammelkomplexe Il im Verhdlinis zu den Reaktionszentren héher (Cogdell et al., 2006;

Sener et al., 2010).

Abb.1.2 Aufbau der photosynthesischen Membran von R. sphaeroides. (A) ‘atomic force microscopy” (AFM) -
Aufnahme der ICM von R. sphaeroides - Reaktionszentren (“reaction centre”- RC) und Lichtsammelkomplexe
| ("ight harvesting complex” LHC) (rote Umrandung) und der Lichtsammelkomplexe Il (grine Umrandung)
(Sturgis et al., 2009). (B) Schematische Darstellung der LHCI/RC und LHC2 Anordnung. (C) Computermodel
der Anordnung der LHCI/RC (rot/blau) und LHC2-Komplexe (grin) im Membranvesikel. (D) Schematische

Darstellung der Anordnung der LHCI/RC und LHC2-Komplexe im Membranvesikel. B-D:(Sturgis &
Niederman, 2008).

Die Gene fir den Aufbau des Reaktionszentrums und des Lichtsammelkomplexes |, der Synthese
des Bakteriochlorophyll @ und der Carotinoide sind in einem ca. 46 kbp grofien Bereich (s.

Abb.1.3) zusammengefasst (Gregor & Klug, 1999; Young et al., 1989).
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Abb.1.3 Schematische Darstellung des Photosynthesegenclusters von R. capsulatus.

Schematische Darstellung der Gene fir den Photosyntheseapparat, die Pfeile symbolisieren die Leserichtung,
Gréfle und Anordnung der Gensequenzen: In Zeile 1 bis 3 ist die 46 kbp grofie Genregion dargestellt (die
schwarzen Pfeile zeigen die Verknipfung der Genregion an) in der die Gene der am Aufbau des
Photosyntheseapparates beteiligten Proteine zusammengefasst sind. Die Gene deren Proteine an der
Synthese des Bakteriochlorophylls beteiligt sind, sind grin dargestellt. Die Gene deren Proteine am Aufbau
der Reaktionszentren oder der Lichtsammelkomplexe beteiligt sind, sind blau dargestellt. Die Gene fir die
Carotinoidbiosynthese sind orange dargestellt. Die Regulatoren der Photosynthesegene, wobei nur ¢t/ und
aerR im Gencluster liegen, sind rot dargestellt. In Zeile 4 sind die Gene der Regulatoren RegA, RegB und
HvrA, sowie das pucBACDE Operon dargestellt. Die Zahlen markieren die relative Position im Genom nach
der Annotierung der NCBI-Datenbank fir R copsulatus SB1003. Zusétzlich sind jeweils die Operons
markiert, welche durch die Repressoren AerR und CrtJ beeinflusst werden.

Die pucBA-Gene kodieren fir die Proteine des Lichtsammelkomplexes Il (Tichy et al., 1989;
Youvan & Ismail, 1985; Youvan et al.,, 1985), die pufBA-Gene fir die Apoproteine des
Lichtsammelkomplexes | und die pufiM-Gene fir die Apoproteine des Reaktionzentrums (Youvan
et al., 1984; Youvan & Marrs, 1984). Die bch-Gene kodieren fur Proteine, welche am Aufbau von
Bakteriochlorophyll o (Willows, 2003), die cr+Gene fir Proteine welche am Aufbau der
Carotinoide beteiligt sind (Frank & Cogdell, 1996).

Die Expression der Gene des Photosyntheseapparates werden durch die Umweltsignale Licht,
Saverstoff sowie den Redoxzustand der Zelle von verschiedenen Regulatoren gesteuert. Im
Folgenden werden die Regulationssysteme beschrieben, welche die Expression der Gene fir den

Photosyntheseapparat steuern.

1.3.1.1.  Das Zwei-Komponenten-Regulationssystem RegB/A

Das Zweikomponenten-Regulationssystem RegB/A reguliert verschiedene energiegenerierende und
-verbrauchende Systeme und ist das bestimmende Regulationssystem fir die Photosynthese. Das
entscheidende Signal ist der allgemeine Redoxzustand der Zelle, welcher von RegB durch ein
redoxaktives Cystein, das unter oxidierenden Bedingungen eine intramolekulare Schwefelbindung

ausbildet, Uber den Redoxzustand des Ubichinonpools und der Cytochrom-cbb;-Oxidase
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aufgenommen werden kann (Wu & Bauer, 2008). Wenn die Zelle unter phototrophen
Bedingungen wdachst, wird durch RegB/A die Ausbildung der entsprechenden Systeme forciert.

Bei dem Regulationssystem RegB/A handelt es sich um ein klassisches Zweikomponenten-
Regulationssystem, wobei RegB die Sensor-Histidin-Kinase und RegA der Transkriptionsaktivator ist
(Mosley et al., 1995). Das Gen regA kodiert fir ein 20,4 kDa Protein (184 AS), welches durch
RegB phosphoryliert werden kann und dann die Expression verschiedener Zielgene aktiviert. RegA
kontrolliert die Expression der Photosynthesegene fir die Proteine des Lichtsammelkomplexes I/II
und des Reaktionszentrums (puF und puc-Gene), die Proteine fur die Bakteriochlorophyll-
biosynthese (bch-Gene) und fur die Carotinoidbiosynthese (c-Gene) (Du et al.,, 1998;
Hemschemeier et al., 2000). RegA kontrolliert weiterhin die Expression der Gene nifA2
(Nitrogenasetranskriptionsaktivator), AupSLC (Hydrogenase) (Elsen et al., 2000), petdBC, cycA,
cycY, cydAB, ccoNOPQR (Cytochrome) (Swem et al., 2001), das cbbl- und ccbll-Operon
(RubisCO) (Vichivanives et al., 2000) und das che Operon 2 (Chemosensoren) (Romagnoli et al.,
2002). Zudem wird durch durch RegA und HvrA (Kap.1.3.1.3) das Gen regB und das Operon
senC-regA-hvrA gesteuert (Du et al., 1999).

Das Gen regB kodiert fur ein 50,1 kDa Protein (460 AS), mit einer N-terminalen Transmembran-
Domdne und einer C-terminalen Transmitter-Doméne. Durch den Redoxzustand der Zelle wird
dabei entweder die Kinaseaktivitdt von RegB inhibiert oder dessen Phosphataseaktivitét gesteigert.
Durch dieses System ist RegB indirekt Sauerstoff-sensitiv (Eraso & Kaplan, 1994; Happ et al.,
2005; Wu & Bauer, 2010). Unter anaeroben Bedingungen ist RegB somit zur
Autophosphorylierung beféhigt und phosphoryliert RegA welches dadurch aktiviert wird. RegB
autophosphorliert an einem konservierten Histidin-Rest, welches Teil der sogenannten H-Box ist
(Inoue et al., 1995; Swem et al., 2003). RegA wird durch RegB an einem Aspartat-Rest
phosphoryliert.

Als Ubergreifendes Regulationssystem ist RegB/A fur die optimale Energieaufnahme der Zellen
mittels Photosynthese verantwortlich. Durch die Ausbildung des Photosystems und der
Lichtsammelkomplexe und Reaktionszentren wird damit auch die Ausbildung der ICM geférdert.
Bedingungen, die die Expression der durch RegB/A gesteuerten Gene forcieren, sind entsprechend
notwendig fir die heterologe Expression unter phototrophen Bedingungen und die Synthese von

Membranproteinen in R. capsulatus.
1.3.1.2.  Redox-, Sauerstoff-abhéngige Regulation vermittelt durch CrtJ, AerR
Das Gen crt/ kodiert fur ein 51,4 kDa grofies Repressorprotein (469 AS). Crt) reprimiert die

Expression verschiedener Gencluster, in dem es an eine palindromische Promotorsequenz (TGT-

N,,-ACA) bindet, welche vor den Genclustern fur die Bakteriochlorophyllsynthese (bch), der
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Carotinoidsynthese (cr#) und dem Lichtsammelkomplex Il (puc) lokalisiert ist (Bowman et al., 1999;
Ponnampalam & Bauer, 1997). Die palindromische Sequenz, an welche Crt) bindet, befindet sich
ebenso vor dem aerR-crt/-Operon, so dass das Gen cr/ autoreguliert ist (Masuda et al., 2002).
CrtJ ist ebenso wie das RegB/A System Redox-abhéngig wobei CrtJ im Gegensatz zu RegB/A direkt
durch molekularen Sauerstoff beeinflusst wird. In Anwesenheit von Sauerstoff bildet CrtJ zwei intra-
molekulare Disulfidbricken aus, wodurch die Bindungsaffinitét von Crt) zur DNA gesteigert wird
(Bauer et al., 2003).

Das Gen aerR kodiert fur ein 23,2 kDa grofies Protein (218 AS), welches ebenso wie Crt) die
Expression verschiedener Gencluster reprimiert. AerR bindet an die Promotorregionen der Operons
pUtfQBALMX, crtAIDO und pucBACZDE. In einigen Fdéllen findet eine Koregulation der Repressoren
AerR und CrJ statt. Beide Proteine reprimieren die Operons crtA/DO und pucBACZDE, das puf-
Operon wird nur von AerR reprimiert (Dong et al., 2002).

Die sauerstoff- und redoxabhéngigen Repressoren AerR und CrtJ kontrollieren die
Carotinoidbiosynthese und in Teilen die Ausbildung des Photosystems. Fir die Anwendung von
R. capsulatus fir die Ganzzellbiokatalyse von Carotinoiden und fir die heterologe Expression ist es

notwendig Bedingungen zu wéhlen, unter denen diese Repressoren nicht aktiv sind.

1.3.1.3.  Lichtabhéngige Regulation durch HvrA und AppA

Das Gen hAviA kodiert fur ein 11,4 kDa groBes Protein (102 AS), welches ein H-NS-&hnliches
Protein ('histone-like nucleoid structuring profein”) ist (Azam & Ishihama, 1999). H-NS-&hnliche
Proteine binden an DNA-Strdnge und veréndern deren Topologie (Spurio et al., 1997). lhre
Funktion liegt in der Organisation des bakteriellen Chromosoms (Williams & Rimsky, 1997) und in
der Regulation verschiedener Gene (Hommais et al., 2001). R capsuvlatus besitzt ein H-NS-
dhnliches Protein, das HvrA-Protein  (Buggy et al.,, 1994). R capsulatus zeigt unter
Schwachlichtbedingungen (80 lux) eine erhdhte Menge an Photosystem im Gegensatz zu
Starklichtbedingungen (6000 lux), bei einer Mutation des Gens HvrA gibt es keine Verénderung
der Menge des Photosystems auf das Signal Schwachlicht (Buggy et al., 1994). HvrA reprimiert die
die Transkription verschiedener ni/#Operons unter Schwachlichtbedingungen in dem es an
spezifische niFPromotoren, wie z.B. den Promotor des Gens nifA und des Operons nifHDK, bindet
(Kern et al., 1998; Raabe et al., 2002).

HvrA reguliert zudem die Operonstruktur der Gene regB und senC-regA-hvrA zusammen mit RegA
(Du et al., 1999).

Im nah verwandten Bakterium Rhodobacter sphaeroides finden sich Homologe zu den Proteinen
Crt) (R sphaeroides: PpsR) und AerR (R. sphaeroides: PpaA), welche die gleichen regulatorischen

Aktivitaten zeigen. Zudem verfigt R. sphaeroides Gber einen weiteren Regulator, das Protein AppA
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(48,7 kDa, 450 AS), welches in R. capsulatus nicht vorhanden ist. Die N-terminale BLUF-Doméne
("blue-light sensing using FAD") des AppA bindet nicht-kovalent ein Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) und ist dadurch in der Lage, Blaulicht zu absorbieren (Gomelsky & Klug, 2002). Zudem wird
durch einen Ham-Kofaktor, der an einer C-terminalen Doméne des AppA-Proteins bindet, ein
Redox-Signal von AppA erfasst (Han et al., 2007).

AppA bildet mit PpsR einen Repressor-Antirepressor Komplex, wodurch PpsR nicht als Repressor
agieren kann. In Anwesenheit von Sauerstoft ist AppA nicht mehr in der Lage den Komplex zu
bilden und PpsR kann als Repressor fungieren. Unter mikroaeroben und anaeroben Bedingungen
wird der Repressor-Antirepressor-Komplex gebildet und wird nur unter mikroaeroben Bedingungen
durch die Bestrahlung mit Blaulicht geldst, in diesem Fall ist PpsR als Repressor wieder aktiv. Unter
strikt anaeroben Bedingungen hat das Blaulichtsignal keine Auswirkungen auf die Bildung des
Komplexes (Bauer et al., 2003; Braatsch et al., 2002; Metz et al., 2009).

HvrA kann die Ausbildung des Photosystems steigern. Es ist dadurch eventuell moglich die
Membranoberfléche mit der Ausbildung der ICM zu vergréflern. Die Schwachlichtbedingungen

unter denen HvrA aktiv ist kénnen jedoch zu Stress bei der heterologen Expression fihren.

1.3.2. Stickstofffixierung und Regulation des Nitrogenaseenzymkomplexes

Rhodobacter capsulatus verfigt Uber eine Eisen-Molybdan-(FeMo)-Nitrogenase (Weaver et al.,
1975), die von den ni-Genen (‘nitrogen fixation") kodiert wird und eine Eisen-(Fe)-Nitrogenase
welche von den anfGenen (‘alternative nitrogen fixation") kodiert wird (Schneider et al., 1991).
Der Nitrogenaseenzymkomplex katalysiert die Umsetzung von molekularem = Stickstoff zu
Ammoniak. Die Fixierung molekularen Stickstoffs erfolgt unter Verbrauch von ATP und ist
dementsprechend mit groflem Energieaufwand verbunden:
N, + =16ATP + 8¢" + 8H" & 2NH; + H, + =16ADP + =16P,

Der Enzymkomplex der FeMo-Nitrogenase (ni#) besteht aus 6 Untereinheiten. Die Gene fir den
Nitrogenaseenzymkomplex liegen in einem Operon vor (nifHDK ) (Aviges et al., 1983). Die
R. capsulatus Dinitrogenase hat ein Molekulargewicht von ca. 240 kDa und ist ein Heterotetramer
mit dem Aufbau «2B2. Das Enzym wird von den Genen ni/D, fir die « -Untereinheit, mit einem
Molekulargewicht von 55,7 kDa und niK, fir die B-Untereinheit, mit einem Molekulargewicht von
56,3 kDa, kodiert (Willison et al., 1993). Die Dinitrogenase verfigt Uber zwei unterschiedliche
Kofaktoren, den P-Cluster, einem Eisen-Schwefel-Komplex (8Fe-7S), und dem FeMoco, einem
Eisen-Molybddn-Kofaktor (7Fe-9S-1Mo-Homocitrat) (Burgess et al., 1980; Chan et al., 1993; Hu
et al., 2008). Beide Kofaktoren finden sich jeweils zweimal im Enzym. Der P-Cluster befindet sich
an den Schnittstellen zwischen den « - und R-Untfereinheiten und hat neben der Funktion als

Redoxelement auch eine strukturgebende Funktion. Er Gbertrégt die Elektronen von der
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Dinitrogenasereduktase NifH an den FeMoco-Komplex. Am FeMoco, dem Eisen-Molybdén-
Kofaktor, findet die eigentliche Reaktion, die Reduktion von molekularem Stickstoff zu Ammoniak
statt (Chan et al., 1993).

Die Dinitrogenasereduktase ist ein Homodimer, mit einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa, und
verfigt Uber einen [4Fe-4S] Eisen-Schwefel-Komplex an der Schnittstelle beider Untereinheiten.
Dieser Eisen-Schwefel-Komplex bildet das redoxaktive Zentrum der Dinitrogenasereduktase. Beide
Untereinheiten verfigen Gber zwei Mg-ATP Bindestellen (Georgiadis et al., 1992), an diesen
Bindestellen kann ATP zu ADP + P, hydrolysiert werden. Die Dinitrogenasereduktase Ubertragt
Elektronen auf die Dinitrogenase (Emerich & Burris, 1976), dieser Vorgang ist ATP-abhéngig.

Die Regulation der FeMo-Nitrogenase wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

1.3.2.1.  Die Regulation der Stickstofffixierung durch NrB/C

R. capsulatus ist in der Lage verschiedene Stickstoffquellen, wie Ammonium, Aminoséuren, Purine
oder Harnstoff zu nutzen (Dobao et al., 1993; Keuntje et al., 1995; Leimkuhler et al., 1998).
Unter Stickmangelbedingungen wird die Expression verschiedener Gene aktiviert, deren Protein
entweder fir den Ammoniumtransport verantwortlich sind (Borghese & Wall, 1995; Yakunin &
Hallenbeck, 2002) oder an der Regulation und Synthese der FeMo-Nitrogenase oder Fe-
Nitrogenase beteiligt sind (Masepohl et al., 2002) (s.Abb.1.4).

Das Zwei-Komponenten-Regulationssystem NirB/NtrC reguliert unter anderem die Gene g/nB-
glnA, ginK-amtB, amtY, bei GInB und GInK handelt es sich um P,-Protein (s.Kap.1.3.2.2), g/nA
kodiert fur die Glutaminsynthetase, amtB und amtY kodieren fir einen Ammoniumtransporter
(Borghese & Wall, 1995; Yakunin & Hallenbeck, 2002). Desweiteren werden durch NirB/NtrC die
Gene nifAl, nitA2, anfA, mopA-modABCD und das uvre-Operon (Masepohl et al., 2002) reguliert,
antA kodiert fir den Transkriptionsaktivator der alternativen Nitrogenase, die Gene modABCD
kodieren fir einen Molybdentransporter und mopA fir den Repressor dieses Operons (Wang et al.,
1993) und das ure-Operon kodiert fir die Urease (Masepohl et al., 2002).

Durch die Expression der Nitrogenase-Transkriptionsaktivatoren NifAl und NifA2 wird auch
indirekt die Transkription aller weiteren n/~Gene durch NirB/NtrC reguliert (Jones & Haselkorn,
1989; Paschen et al., 2001). NtrB ist eine Sensor-Histidin-Kinase/Phosphatase und NirC der
zugehérige Transkriptionsaktivator und gehért zur Klasse der ‘enhancer-binding-proteins” Die
Aktivitat von NirB wird von dem P -Signaltransduktions-Protein GInB (s. Kap.1.3.2.2) reguliert.
Unter Stickstoff-Mangelbedingungen wird NtrC von NtrB phosphoryliert und somit aktiviert (Cullen
et al., 1996). Bei einer hohen intrazelluléren Konzentration an gebundenem Stickstoff katalysiert

NirB die entgegengesetzte Reaktion und dephosphoryliert NtrC.
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Die stickstoffabhéngigen Regulatoren NtrB/C aktivieren unter Stickstoffmangelbedingungen die
Aufnahme von Stickstoff in Form von Ammonium oder die Generierung von Ammonium durch die
Nitrogenase aus molekularem Stickstoff. Durch die Aktivierung der Nitrogenase werden vermehrt
redoxaktive Proteine, wie z.B. Ferredoxine, gebildet sowie Proteine, welche die Eisen-Schwefel

Kofaktoren fir diese Ferredoxine und den Nitrogenaseenzymkomplex synthetisieren.

1.3.2.2.  Die Regulation der Stickstofffixierung durch GInB/K

GInB und GInK gehéren zur Familie der P,-Signaltransduktions-Proteine. P,-Proteine spielen eine
entscheidende Rolle in der Regulation des Stickstoff- und Kohlenstoffmetabolismus von Bakterien
und héheren Pflanzen (Arcondeguy et al., 2001; Ninfa & Atkinson, 2000). Das g/nB-Gen ist Teil
des g/nBA Operons (g/n - ‘glutamat-synthetase”). Das g/inK-Gen wird zusammen mit dem am/?B-
Gen (amt - ‘methylammnivm-transport") transkribiert. Die Aktivitat der Proteine GInB und GInK
wird durch das Uridylyl-Transferase/Uridylyl-entfernende Enzym GInD reguliert, bei beiden
Reaktionen ist die Bindung von ATP und 2-Ketoglutarat an den P,-Signaltransduktionsproteinen
notwendig. Die Uridylierung wird durch Glutamin inhibiert und die Deuridylierung verstérkt. Bei
Stickstoffmangelbedingungen ist die Glutaminkonzentration niedrig und es erfolgt die Uridylierung
von GInB/K (Forchhammer, 2007; Jiang et al., 1998).

Die Synthese und Aktivitét der Nitrogenase in R. capsulatus wird von GInB/GInK auf drei Ebenen
reguliert  (s.Abb.1.4). Erstens, die Regulation der Aktivitdt von NtrC durch Interaktion und
Inaktivierung von NirB, vermittelt durch GInB (Cullen et al., 1996; Drepper et al., 2003; Kranz &
Foster-Hartnett, 1990). So wird die Transkription von nifA inhibiert. Zweitens, die direkte
Inaktivierung von NifA, vermittelt durch GInB und GInK, durch Protein-Protein-Interaktion (Drepper
et al.,, 2003; Hubner et al.,, 1993; Paschen et al.,, 2001) und drittens durch eine ADP-
Ribolysierung und damit Inaktivierung von NifH, der Dinitrogenasereduktase durch Interaktion und
Aktivierung der Dinitrogenase-Reduktase-ADP-Ribosyltransferase DraT, vermittelt durch GInB und
GInK (Drepper et al., 2003; Pawlowski et al., 2003).

1.3.2.3.  Die Nitrogenase Transkriptionsaktivatoren NifAT und NifA2

Der Transkriptionsaktivator der Gene der Dinitrogenase und Dinitrogenasereduktase ist NifA. Von
NifA werden auch alle Gene der Proteine fur die Kofaktorsynthese der Dinitrogenase und
Dinitrogenasereduktase aktiviert (s.Abb.1.4). Rhodobacter capsulatus besitzt zwei Kopien des nifA-
Gens, bezeichnet als nifA1 und nifA2 (Masepohl et al., 2002). Die Proteine sind zu Gber 95%
identisch und unterscheiden sich nur in der Sequenz der N-terminalen 20 Aminoséuren (Paschen et

al., 2001). Die NifA Proteine haben ein Molekulargewicht von 62 kDa und werden von dem
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1737 bp grofien nifAl -Gen bzw. dem 1746 bp groBen nitA2-Gen kodiert. Beide Proteine binden
an die "vpstream activator sequence” (UAS) der Zielgene und rekrutieren RNA-Polymerasen mit
alternativem Sigmafaktor (RpoN, %) zu den Promotoren (Preker et al., 1992; Thony & Hennecke,
1989). Sowohl die Expression der nifA-Gene, reguliert durch NtrB/NtrC, als auch die Aktivitét von
NifAl und NifA2 werden durch GInB und das paraloge Protein GInK reguliert (siehe Kap.1.3.2.1
und 1.3.2.1). Fur die Transkription von nifA1 und nifA2 ist NirC notwendig, die Transkription von
nitA2 kann aber zusétzlich durch RegA verstérkt werden (Elsen et al., 2000). RegA gehért zu dem
in Kapitel 1.3.1.1 beschriebenen Zwei-Komponenten-Regulationssystem RegA/RegB, welches die
Transkription des Photosyntheseapparates reguliert (Elsen et al., 2004; Mosley et al., 1994).
Mutationsanalysen der nifA-Gene haben gezeigt, dass der Verlust einer der beiden
Transkriptionsaktivatoren  zu  keinem  erkennbaren  Phdanotyp  fihrt, da  beide
Transkriptionsaktivatoren durch den jeweilig anderen substituiert werden kénnen. Allerdings fohrt
der Verlust beider Transkriptionsaktivatoren zu einem Nif-Phénotyp bei dem keine Stickstofffixierung
moglich ist (Klipp et al., 1988).

Fur die NifA1/NifA2 vermittelte Expression der Nitrogenasegene missen anaerobe, stickstoff-
limitierende Bedingungen vorherrschen, unter denen dann die Expression der Gene fir den

Nitrogenaseenzymkomplex und speziell des nifHDK-Operons sehr stark ist.
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Abb.1.4 Schematische Ubersicht der Regulation von Expression und Aktivitét des Nitrogenaseenzymkomlexes
nach (Drepper et al., 2003). Dargestellt sind: das Zweikomponenten-Regulationssystem NtrB/C
(Kap.1.3.2.1), die P,-Signaltransduktions-Proteine GInB/K (Kap.1.3.2.2), der Nitrogenasetranskriptions-
aktivatoren NifAl (Kap.1.3.2.3) und die Regulatoren DraT und DraG, die die Aktivitat der Nitrogenase
durch posttranslationale Modifikation regulieren kénnen.
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1.3.2.4.  Rhodobacter capsulatus Ferredoxine

Die Bezeichnung Ferredoxin wurde erstmals auf das von Mortenson, Valentine und Carnahan aus
Clostridium pasteurianum isolierte  "Eisen-Protein” angewandt (Mortenson, 1963; Valentine,
1964). Als Ferredoxine werden die ”"Nicht-Ham Eisen Elektronentransfer Proteine ” bezeichnet. Sie
sind beteiligt am Elektronentransfer in der Atmungskette, der Photosynthese oder der Stickstoff-
fixierung, dienen der Speicherung von Eisen oder des gesamten Fe-S Clusters (Arnon et al., 1963).
Ferredoxine stellen die gréBBte Gruppe mobiler biologischer Elektronentransporter dar. Sie verfigen
Uber ein oder mehrere Fe-S Cluster der Konfiguration [2Fe-2S], [3Fe-4S] oder [4Fe-4S] (Bruschi &
Guerlesquin, 1988; Johnson et al., 2005).

R. capsulatus vertigt Gber sechs Ferredoxine kodiert durch die Gene 7dxA (Fd Il), fdxB (Fd Ill), foxC
(Fd V), fdxD (Fd V), fdxE (Fd VI) und 7dxN (Fd I) (Saeki et al., 1991). Bei den Ferredoxinen FdlIV,
FdV und FdVI handelt es sich um sogenannte Pflanzentyp-Ferredoxine mit einem oder mehreren
[2Fe-2S] Clustern, die Ferredoxine Fdl, FdIl und Fdlll sind sogenannte bakterielle Ferredoxine mit
einem oder mehreren [4Fe-4S] bzw. [3Fe-4S] Clustern.

Tab.1.2. Eigenschaften der Ferredoxine |-Vl aus Rhodobacter capsulatus.

Ferredoxin Gen niFRegulon Fe-S Cluster
Fdl faxIN + 2[4Fe-49]
Fdll faxA - [4Fe-4S][3Fe-49]
Fdll foB + 4[4Fe-49)]
FdlV faxC + 2 [2Fe-29]
FdV faxD + 2 [2Fe-29]
FdVI fohE ! 1 [2Fe-25]

Das Protein Fdll, kodiert durch das Gen fdxA, ist ein 12,7 kDa Protein (112 AS). Das Fdll hat je ein
Fe-S Cluster vom Typ [3Fe-4S] und [4Fe-4S] (Duport et al., 1990). Ferredoxine mit zwei
unterschiedlichen Fe-S Clustern konnten auch in  Azofobacter, Bacillus, Desulfovibrio,
Mpycobacterivm, Pseudomonas, Saccharo-polyspora, Streptomyces und Thermus nachgewiesen
werden. Keinem der Proteine konnte eine spezifische Funktion zugeordnet werden (Armengaud &
Jouanneau, 1995).

Bei einer Expression des Gens 7dxA4 aus R capsulatus in E. coli konnte zwar das Apoprotein
erhalten werden, durch Versuche Fe-S Cluster nachtréglich einzufigen konnte nur Fdll Protein mit
2[4Fe-4S] Clustern generiert werden. Bei einer Expression in R. capsulatus konnte das Holoenzym

generiert werden aber nur in geringem Maf3e (Armengaud et al., 1995; Jouanneau et al., 1992).
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1.3.3. Das ‘photoactive yellow protein”

Das ‘photoactive-yellow-protein” (PYP) wurde zuerst 1985 von Meyer (Meyer, 1985) in
Ectothiorhodospira halophila, als kleines, gelb geférbtes, wasserlésliches Protein beschrieben. PYP-
Homologe konnten neben R. capsulatus auch in anderen Purpurbakterien gefunden werden, wie
z.B. Rhodothallasium salexigens, Rhodobacter sphaeroides und Rhodocista centaria. Das
R. capsulatus PYP hat ein Molekulargewicht von 13,9 kDa und wird von dem 375 bp grofen pyp-
Gen kodiert. Das R. capsulatus PYP Chromophor absorbiert Licht mit charakteristischen Maxima
bei 435 und 375 nm Wellenlénge (Kyndt et al., 2004; Kyndt et al., 2004), also im Bereich des
sichtbaren blauen Lichts. Das Chromophor ist ein p-Hydroxyphenylpropensdurethioester, der an
einem Cysteinrest (Cys69) gebunden ist (Borgstahl et al., 1995). Der Photozyklus des R. capsulatus
PYP, wie das aus £. halophila, wird durch Licht der Wellenlénge 446 nm angeregt (lhee et al.,
2005; Larsen & van Grondelle, 2005; Schlichting & Berendzen, 1997; van der Horst et al., 2005).
Die dreidimensionale Struktur des PYP-Proteins aus £. halophila wurde bereits 1989 mittels
Raéntgenkristallographie aufgeklart (McRee et al., 1989).

Es konnte gezeigt werden, dass £ halophila eine negative phototaktische Reaktion auf die
Bestrahlung mit Blaulicht im Bereich der PYP Absorptionsmaxima zeigt (Sprenger et al., 1993). Es
wird vermutet, dass PYP an der Regulation der Gasvesikelbildung in R. capsulatus beteiligt ist, da
das pyp-Gen und die fir die Chromophorbildung notwendigen Gene von den Genen fir die
Gasvesikelbildung flankiert werden (Kyndt et al., 2004). Der genaue Interaktionspartner oder die
Gene welche durch PYP beeinflusst werden, sind fur keinen Organismus, bei dem PYP-Homologe
entdeckt wurden, bekannt.

Wie in Kapitel 1.3.1.3 beschrieben gibt es einen direkten Nachweis fir die lichtabhéngige
Regulation der Genexpression in R. sphaeroides vermittelt durch AppA und sowohl in R
sphaeroides als auch in R. capsulatus eine lichtabhéangig Regulation vermittelt durch HvrA. Fir R.
capsulatus ist ebenfalls ein ‘dark-switch-off" der Nitrogenase beschrieben, vermittelt durch DraG
(Drepper et al., 2003; Masepohl & Hallenbeck, 2010). Das Gen fir AppA ist in R. capsulatus nicht
vorhanden und es findet auch keine entsprechende Regulation in R. capsulatus statt (Jager et al.,
2007). Die Proteine HvrA und DraG sind nicht in der Lage ein Lichtsignal aufzunehmen, so dass
ein Interaktionspartner vermutet wird der die Aktivitét dieser Proteine lichtabhdngig reguliert. PYP
als dem einzigen identifizierten Blaulichtrezeptor in R capsulatus kénnte die Rolle dieses

Interaktionspartners zukommen.
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1.4. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Optimierung des Rhodobacter capsulatus basierten Expressionssystems
zur Expression schwer exprimierbarer Proteine wie z.B. Membranproteine oder Proteine mit Metall-
Kofaktoren. Dabei sollten der Einfluss von Lichtqualitét und —quantitét auf die phototrophe Anzucht
von R. capsulatus untersucht werden.

Fur die Belichtung bei Anzucht von R. capsulatus werden bislang Glihbiren verwendet, die im
gesamten physiologisch relevanten Wellenldngenbereich und dariber hinaus emittieren. Durch die
Anderung in Lichtintensitét und Emissionsmaxima durch die Verwendung von Leuchtdioden sollte
untersucht  werden, welchen genregulatorischen und  physiologischen  Einfluss  diese
Lichtbedingungen auf R. capsulatus haben.

R. capsulatus eignet sich fir die Expression von Membranproteinen durch die Ausbildung der ICM-
Vesikel und Proteinen mit Metall-Kofaktoren durch die Ausbildung einer Vielzahl unterschiedlicher
Typen dieser Kofaktoren, was unter phototrophen Bedingungen und dabei im Besonderen unter
Stickstoffmangelbedingungen stattfindet.

Unter diesen Bedingungen ist der Promotor der Nitrogenasestrukturgene einer der stérksten
natirlich vorkommenden Promotoren in R. capsulatus. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden, inwieweit sich der Promotor in das pRho-Vektorensystem Ubertragen léasst und
Uberprift werden ob die natirlichen Eigenschaften, also Promotorstarke und die strikte Regulation
in Abhangigkeit von gebundenem Stickstoff, bei der plasmidkodierten Promotorsequenz, erhalten
bleiben.

Der His,-Tag eignet sich fur nahezu alle 18slichen Proteine fir die Reinigung oder einen
immunologischen Nachweis. Fir Proteine mit Metall-Kofaktoren ist der His,-Tag nicht geeignet.
Sowohl fir Proteine mit Metall-Kofaktoren als auch Membranproteine ist der Strep lI-Tag besser
geeignet. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit das pRho-Vektorensystem um die Sequenz fir den
Strep II-Tag erweitert werden, um die Expression und anschlieBende Reinigung von Proteinen mit
Eisen-Schwetfel Kofaktoren. Die Expression und Reinigung mit eine Strep 1I-Tag sollte am Ferredoxin

Il kodiert durch #xA aus R. capsulatus getestet werden.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1. Bakterienstdtmme

2.1.1. Escherichia coli Stdtmme

Tab.2.1 E. coli Stédmme

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

F-, supF44, AlaclN 69, [@80/acZAM15], hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi- | (Hanahan, 1983)
1, relA, (res-, mod+), deoR

Ec294::[RP4-2(7c:Mu)(Km::Tn /), pro, res, recA, Tpr, Smr (Simon et al., 1983)
BL21(DE3) F~ ompT gal dem lon hsdSg(ry” mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 (Studier & Moffatt,
nin5]) 1986)

2.1.2. Rhodobacter capsulatus Stamme

Tab.2.2 R. capsulatus Stémme

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

B10S spontane SmR Mutante des R. capsulatus B10 (Klipp et al., 1988)

IS VAR <. copsulatus B10S mit PhageT7-RNA-Polymerase-Gen (Katzke et al., 2010)

RB1 pyp-Mutante des R. capsulatus B10S diese Arbeit

2.2. Vektoren und rekombinante Plasmide

2.2.1. Vektoren

Tab.2.3 Vektoren

Vektorplasmid | Relevante Eigenschaften

pRhokHi-2 Kang, Cmg, ORI (pBBR22b), P, MCS (pBBR22b), MOB, His,-Tag
pRhotHi-2 Kang, Cmg, ORI (pBBR22b), Pr;, MCS (pBBR22b), MOB, His.-Tag
pRhonHi-2 Kang, ORI (pBBR22b), P, MCS (pBBR22b), MOB, His,-Tag
pRhokS-2 Kang, Cmg, ORI (pBBR22b), P MCS (pBBR22b), MOB, Strep Il-Tag
pRhotS-2 Kang, Cmg, ORI (pBBR22b), Pr;, MCS (pBBR22b), MOB, Strep Il-Tag
pRhonS-2 Kang, ORI (pBBR22b), P, MCS (pBBR22b), MOB, Strep IlI-Tag

Die Herstellung der Vektoren pRhonS-2 und pRhonHi-2 ist im Anhang schematisch dargestellt.
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2.2.2. Rekombinante Plasmide

Tab.2.4 Rekombinante Plasmide

Rekombinante Relevante Eigenschaften Referenz
Plasmide
pRhokHi-YFP 726bp YFP-Gen A. Heck
pRhotHi-YFP 726bp YFP-Gen A. Heck
pRhonHi-YFP 726bp YFP-Gen, P_; Promotor Version 5 diese Arbeit
NILIRIBARGI I 726bp YFP-Gen, P,; Promotor Version 1 N. Kucz
(I LIRIRVAG I 726bp YFP-Gen, P.; Promotor Version 2 J. Bernds
(I LIRIBRER I 726bp YFP-Gen, P.; Promotor Version 3 J. Bernds
pRhotS-fdxA 338bp fdxA-Gen, Strep II-TAG diese Arbeit
2.3. Oligonukleotide und Sequenzierungen
2.3.1. Verwendete Oligonukleotide
Tab. 2.5 Verwendete Oligonukleotide
Name Sequenz (5' > 3) TM [°C] | Lénge [bp] | Verwendung
NMIGCTRIKGRUG ctgcagtggtcgcatccgcagttcgaaaag 879 51 Primer 1
tgagatccggctgctaacaaa ! Strep-Tag PCR
Strep-Tag tcacttttcgaactgcggatgcgaccactg 930 51 Primer 2
Down cagctcgagtgcggccgcaag ! Strep-Tag PCR
Primer 1
catatgacctatgtcgtcac 51,3 20 £ A PCR
Primer 2
ctcgagtcgceccecgtgecgggat 64,2 22 fohA PCR
niftHPro Primer 1
op ggatcctcccgacagaggg 74 19 nifH Promoter PCR
niftHPro Primer 2
down gtctagacggccaggtgca 71,9 19 nifH Promoter PCR
CmR Primer 1
op ggatccagtacttcgcagaa 68,2 20 Chloramph. Res. PCR
dC(;T\]/vi agatctaaattacgccccge 68,2 20 ChloraPr:F;TwerRis PCR
CmR-ex Primer 1
op tgccctcattcagecatttge 62,9 20 Cmg Enffernung PCR
CmR-ex Primer 2
down ttcgccaaaagttggeccag 66,0 20 i B e FCR
SegPrimNHP e O e B 520 1 Sequenzier Primer

up

2.3.2. Sequenzierungen

Die Sequenzierung des Vektors pRhonS ist im Anhang dargestellt.

for pRhonS-2
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2.4. Nahrmedien und Zusdatze
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Néhrmedien 20 min bei 200 kPa und 120°C auto-
klaviert. Hitzelabile Komponenten wurden sterilfiltriert (Millipore-Membranfilter mit einem Poren-
durchmesser von 0,2 um) und dem Medium nachtraglich zugesetzt (T<60°C).

2.4.1. Nahrmedien

2.4.1.1.  E colilB-Medium (Sambrook & Russell, 2001)

Trypton 10,0 g
NOC' 510 g
Hefeextrakt 50g
Agar (fir LB-Festmedium) 15g
A. dest. ad 1000 ml

2.4.1.2. R capsuvlatus PY-Medium (Sambrook & Russell, 2001)

BactoPepton 10,0 g
NOC' 015 g
Hefeextrakt 0,5¢g
Agar (fir PY-Festmedium) 15g
1 M MgCl, 2,0 ml
1 M CaCl, 2,0 ml
0,5% (w/v) FeSO,*HCI 2,4 ml
A. dest. ad 1000 ml

Zur Herstellung der 0,5% (w/v) FeSO,-HCl-Lésung wurden 0,5% (w/v) FeSO, und 1 ml 32%-ige
Salzsdure ad 200 ml A. dest. gegeben. Die Zusétze MgCl,, CaCl, und FeSO,*HCI wurden steril

filtriert (Kap.2.4) und nach dem Autoklavieren dem Medium zugegeben.

2.4.1.3. R capsuvlatus RCV-Minimalmedium (Weaver et al., 1975)

10% (w/v) DL-Malat/Lactat, pH 6,8/pH 8,0 40,0 ml
20% (w/v) MgSQO, 1,0 ml
7,5% (w/v) CaCl, 1,0 ml
1% (w/v) Na,-EDTA 2,0 ml
0,5% (w/v) FeSO,-HCl 2,4 ml
0,1% (w/v) Thiamin 1,0 ml
Spurenelement-Lésung 1,0 ml
1 M Phosphat-Puffer, pH 6,8/pH 8,0 9,6 ml
1 M Tris/HCI-Puffer, pH 6,8/pH 8,0 9,6 ml
A. dest. ad 1000 ml
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Der Phosphatpuffer (pH 6,8) wurde steril filtriert und dem Medium nach dem Autoklavieren
zugegeben. RCV-Minimalmedium wurde mit zwei unterschiedlichen Stickstoffquellen verwendet. Fir
ammoniumhaltiges RCV-Medium (RCV+N) wurden 10 ml steriles 10%-iges (w/v) (NH,),SO, ad
1000 ml RCV-Medium gegeben. Fir serinhaltiges RCV-Medium (RCV+Serin) wurden 10 ml
steriles 10%-iges (w/v) Serin ad 1000 ml RCV-Medium gegeben. Die Spurenelement-Lésung fir
RCV-Medien wurde wie folgt angesetzt:

MnSO,*H,O 0,40¢g
H,BO, 0,70 g
Cu(NO,),*3 H,O 0,01 g
ZnSO,*7 H,O 0,06 g
NaMoO,*2 H,O 0,02¢g
A. dest. ad 250 ml

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

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

Der Puffer wurde mit KOH auf pH 6,8 eingestellt und anschlieBend steril filtriert.

2.4.2. Antibiotika

Tab.2.6 Verwendete Antibiotika

Antibiotikum c [ug/ml] in £. coli Medien c [ug/ml] in R. capsulatus Medien
Ampicillin (Amp) 100 -
Gentamycin (Gm) - 10
Kanamycin (Km) 50 25
Streptomycin (Sm) - 200
Tetracyclin (T¢) 10 1,5 (PY) /0,25 (RCV)
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2.5. Antiseren, Enzyme und Chemikalien

2.5.1. Verwendete Antiseren

Antiserum
Ziege-Anti-Kaninchen-HRP-Konjugat
Kaninchen-Anti-NifH-Antikérper

2.5.2. Verwendete Enzyme

Enzym

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIAP)
Pfu-Polymerase

Ribonuklease A

T4-DNA-Ligase

Phusion Polymerase System

Bezugsfirma

Amersham
Eurogentec

Bezugsfirma

New England Biolabs

Stratagen

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH
Fermentas

Finnzymes/Thermo Fisher Scientific

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen sowie deren zugehérige Enzympuffer

wurden von den Firmen Fermentas GmbH und New England Biolabs GmbH bezogen.

2.5.3. Verwendete Chemikalien

Chemikalie
Becton Dickinson
Pepton
Biomol
Isopropyl-B-D-Thiogalactosid, IPTG
Trishydroxymethylaminomethan, Tris
Calbiochem
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
L-Serin
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Fermentas
Adenosintriphosphat, ATP
Gibco BRL
Hefeextrakt
Agar
Agarose
Merck

Amidoschwarz
Ammoniumsulfat
Borat

Borsdure
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Calciumchlorid
Dinatriumcarbonat
Dinatriumethylendiamintetraacetat, Na,-EDTA
Eisen-(ll)-sulfat-Heptahydrat
Essigsdure

Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfernitrat-Trihydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Manganchlorid
Mangansulfat-Hydrat
Natriumformiat
Natriumhydrogencarbonat
Natriummolybdat-Dihydrat
Zinksulfat-Heptahydrat

Riedel de Haén

Glycerol

Roth
Agarose
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Lésung
Ammoniumperoxodisulphat, APS
Ethanol
Kaliumchlorid
L-Glycin
Methanol
N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin, TEMED
Natrimdodecylsulfat, SDS
Natriumhydroxid
Polyethylenglycol, PEG
Polyoxyethylensorbitolmonolaurat, Tween
Salzséure

Serva
Ampicillin
Bromphenolblau, BPB
Coomassie Brilliant Blau
Kanamycin
Tetracyclin

Sigma
B-Mercoaptoethanol
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-Galactopyranosid, X-Gal
D-Glukose
Dimethylformamid, DMF
Dimethylsulfoxid, DMSO
DL-Malat
Ethidiumbromid
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Rubidiumchlorid
Streptomycin
Thiamin

Trypton

Alle aufgefihrten Chemikalien wurden in ausreichender Reinheit fir molekuklarbiologische
Arbeiten von den angegebenen Firmen bezogen. Nicht aufgelistete, allgemeine Verbrauchs-
chemikalien wurden in entsprechender Reinheit von den Firmen Sigma, Roth, Merck, Serva,

Calbiochem und Riedel de Haén bezogen.

2.6. Puffer und Lésungen

2.6.1. Puffer und Lésungen zur DNA-Isolierung

Tris-HCl
Tris-HCI-Puffer wurde je nach Verwendungszweck mit konzentrierter HCI auf pH-Werte zwischen 6,8 und
8,8 eingestellt.

Mix |

Tris-HCl, pH 8,0 50 mM

Na,-EDTA, pH 8,0 10 mM

Mix Il

NaOH 200 mM

SDS 1% (w/v)

Mix Il

Kaliumacetat 3M

Natriumformiat 1,8 M

TE-Puffer

Tris-HCI, pH 8,0 10 mM

Na,-EDTA, pH 8,0 1 mM
2.6.2. Puffer und Lésungen fir die Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer

Tris 89 mM

Borat 89 mM

Na,-EDTA 2,5 mM

DNA-Probenpuffer

Na,-EDTA 100 mM

Glycerol 43% (v/v)

BPB 0,05% (w/v)

DNA-Molekulargewichtsstandard "O’RangeRuler 100 bp+500 bp DNA Ladder" (Fermentas)
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6000; 5500; 5000; 4500; 4000; 3500; 3000; 2500; 2000; 1500; 1400, 1300; 1200; 1100; 1000; 900; 800; 700;

600; 500; 400; 300; 200; 100 bp.

Zur besseren Orientierung heben sich die Banden bei 6000, 2000, 1500, 1000 und 500 bp im

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

DNA-Molekulargewichtsstandard “GeneRuler 1 kb DNA Ladder” (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 héhere DNA-Konzentration von den anderen Banden ab.

2.6.3. Puffer und Lésungen zur Transformation von Bakterien

Magnesium-Mix
MgCl, 500 mM
MgSO, 500 mM

Transformationspuffer (TMF)
CaCl, 100 mM

RbCl, 50 mM

MnCl, 40 mM

500 mM
500 mM

100 mM
50 mM
40 mM

2.6.4. Puffer und Lésungen zur Proteinisolierung

phorese

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

Glycin

SDS

A. dest.

4-fach Sammelgelpuffer (pH 6,8)
Tris-HCl
A. dest.

4-fach Trenngelpuffer (pH 8,8)
Tris-HCI
A. dest.

SDS-Probenpuffer (pH 6,8)
Tris-HCI

Glycerol

SDS

B-Mercaptoethanol

BPB

A. dest.

25 mM
192 mM
0,1% (w/v)
ad 1000 ml

0,5M
ad 200 ml

1,5M
ad 200 ml

5mM

10% (v/v)
4% (w/v)
2% (v/V)
0,03% (w/v)
ad 50 ml

und SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
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15% (w/v) SDS-Trenngel
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
4-fach Trenngelpuffer

A. dest.

10% (w/v) SDS

10% (w/v) APS

TEMED

3% (w/v) SDS-Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
4-fach Sammelgelpuffer

A. dest.

10% (w/v) SDS

10% (w/v) APS

TEMED

5 ml
2,5 ml
2,3 ml
100 ul
100 ul

10 ul

830 ul
1,3 ml
2,7 ml
50 ul
50 ul
10 ul

Protein-Molekulargewichtstandard "PageRuler Prestained Profein Ladder” Fermentas

170; 130; 100; 70; 55; 40; 35; 25; 15; 10 kDa.

Zur besseren Orientierung ist die 70 kDa Bande ist rot, die 10 kDa Bande griin eingeférbt.

Coomassie-Blau-Farbelésung
Methanol

Essigsdure

Coomassie Brilliant Blue

Entférbe-Lésung
Methanol
Essigsdure

2.6.5. Puffer und Lésungen fir das Immunoblotting (Western Blot)

10-fach Dunn-Carbonat-Puffer
NaHCO,

Na,CO,

Methanol

20-fach TBS Pufter (pH 8,0)
Tris-HCl

NaCl

KClI

TBST-Puffer
Tween 20 in 1-fach TBS-Puffer

Farbeldsung fir die PYDF-Membran
Amidoschwarz

Methanol

Essigsdure

25% (v/v)
10% (v/v)
0,2% (v/v)

5% (v/v)
7% (v/v)

10 mM
3 mM
20% (v/v)

25 mM
150 mM
3 mM

0,2% (v/v)

0,1% (w/v)
45% (v/v)
10% (v/v)

2.6.6. Puffer und Lésungen fir die Strep-Tactin Affinitétschromatographie
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Equilibrierungspuffer
Tris/HCl pH 8,0
NaCl

EDTA

Waschpuffer
Equilibrierungspuffer
Desthiobiotin

Elutionspuffer
Equilibrierungspuffer
Desthiobiotin

Regenerationspuffer
NaOH

100 mM
150 mM
1 mM

0,T mM

2,5 mM

500 mM

2.7. Reaktions- und Nachweis- Kits ”

Reaktions-/Nachweiskits Bezugsfirma
ECL Western Blotting Detection System GE Healthcare
HiSpeed Plasmid MiniKit QIAGEN GmbH
HiSpeed Plasmid MidiKit QIAGEN GmbH
Perfectprep Gel CleanUp Kit Eppendorf AG
Phusion PCR System Eppendort AG
RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH
2.8. Sonstige Materialien und Gerdéte
Tab.2.8 Materialen und Geréte
Gerat Gerdtename Firma
Blotapparaturen Mini-Transfer-Blot Cell Bio-Rad
Brutroller Eigenbau
Elektrophoreseapparatur i-Mupid Cosmo Bio Co.

Mini-PROTEAN Gelkammer || Bio-Rad
Feinwaage 2004MP Sartorius
Fluoreszenzphotometer Luminescence Spectrometer LS 50B Perkin Elmer
Inkubationsschittler Infors HT Infors
Luminograph EG&G Berthold
PCR-Automaten ep gradient, ep gradient S Eppendort
pH-Meter 766 Calimatic Knick
Spannungsgeber PowerPAC 300 Bio-Rad
Spektralphotometer Biochrom Ultraspec |l LKB
Thermoblock/Mixer Thermomixer Comfort Eppendort
Uliraschallgerat Sonifier 250 Branson
Vakuumzentrifuge Univapo 150H Uniequip
Video-/Photodokumentation | Eagle Eye |l Stratagen

Stella 2000 RayTest
Zentrifugen Mikro200 Hettich
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Biofuge pico Heraeus

Rotina 35R Hettich
Spektroradiometer FieldSpec 3 ASD-Inc.
"french-press" "french press cell disruptor” Thermo

"french press cell 40K’ (1" Stempelquerschnitt) Thermo

Microarray Lesegerét

GenePix 4000B Microarray Scanner

Molecular Devices

Schwingmihle

Silamat Sé

ivorclar / vivadent

Leuchtdiodenplatinen

Blaulichtdioden NSSB100BT
Infrarotdioden SFH 4257

INSTA
Nischia
Osram
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2.9. Mikrobiologische Methoden

2.9.1. Anzucht von Bakterien

2.9.1.1.  Anzucht von Escherichia coli

E. coli wurde, wenn nicht anders angegeben, auf LB-Agarplatten (Kap.2.4.1.2) oder in LB-
Flussigmedium (Kap.2.4.1.1) unter Selektionsdruck bei 37°C kultiviert. Ubernachtkulturen (UK)
wurden fir mindestens 16 h inkubiert. Kulturen bis zu einem Volumen von 5 ml wurden in
Reagenzgldsern auf einem Brutroller (160 UpM, Kap.2.8), gréfiere Volumina in Erlenmeyerkolben
(Kulturvolumen max. 1/10 des GefaBvolumens) auf einem Inkubationsschittler (120 UpM, Kap.
2.8) angezogen. Vorkulturen wurden entweder mit Einzelkolonien von Stamm- bzw. Transfor-
mationsplatten oder mit 1/500 Volumen aus einer Gefrierkultur inokuliert. Hauptkulturen wurden
mit einer UK auf eine Zelldichte beimpft, die einer ODsg, von 0,05 entsprach. Die Zelldichte einer
Kultur wurde durch Tribungsmessung mit Hilfe eines Spektralphotometers (Tab. 2.8) bei einer
Wellenléinge von 580 nm gemessen (ODsg = 1 entspricht ca. 2x 107 Zellen pro ml Kultur). For
Gefrierkulturen wurden 1,8 ml einer UK mit 138 ul DMSO vermischt und bei -80°C gelagert.

2.9.1.2.  Phototrophe Anzucht von Rhodobacter capsulatus (Klipp et al., 1988)

R. capsulatus wurde vorzugsweise anaerob im Licht (photoheterotroph) angezogen. Die anaerobe
Anzucht erfolgte als Einzelkolonieausstrich auf Festmedium (Kap.2.4.1.4) oder im Flissigmedium
(Kap.2.4.1.5) in EppendorfreaktionsgeféBen (EPG) (bis 1,5 ml) in einem speziellen Anaerob-
Inkubationstopf unter Verwendung des Gas-Pack Anaerobic-Systems (BD). Grofiere Kulturvolumina
wurden in gasdicht verschlieBbaren KulturgeféBBen (“hungates”), die mit Hilfe eines im Deckel
befindlichen Septums mit Argon bzw. Stickstoff begast werden konnten, angezogen. Unter diesen
Wuchsbedingungen wurde R. capsulatus fir mehrere Tage im Starklicht (sechs Glohbirnen a 60 W;
entspricht 2500 lux) oder zwischen Dioden mit Emissionsmaxima bei den Wellenléngen 465 nm

nach Herstellerangaben und 850 nm nach Herstellerangaben inkubiert.

2.9.1.3.  Anzucht von R. capsulatus tir Microarray-Analyse

Fur die Anzucht von R. capsuvlatus fir die Microarray-Analyse wurden die Kulturen in einem
Volumen von 10 ml in gasdicht verschlieBbaren KulturgeféBen unter anaeroben Bedingungen in
RCV-Minimalmedium angezogen. Aus einer Vorkultur wurden Zellen entnommen, mit RCV-

Minimalmedium gewaschen und mit einer OD,4, von 0,05 inokuliert. Im weiteren Verlauf wurde
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bei einer ODy,, von 1,4 bis 1,8 Zellmaterial entnommen, welches mit RCV-Minimalmedium
gewaschen wurde und wiederum fir die Inokulation, bei einer ODy, von 0,05, eines
KulturgeféBes genutzt wurde. Bei einer ODy,, von 1,4 bis 1,8 wurden die Zellen geerntet. Dieses
Verfahren sollte sicherstellen, dass die Zellen fir ca. 8-10 Generationen stdndig unter den

entsprechenden Versuchsbedingungen und in der logarithmischen Wuchsphase verblieben.

2.9.1.4. Induzierte Genexpression in Rhodobacter capsulatus (Katzke et al., 2010)

Zur Expression T7-Promoter-kontrollierter Gene in Expressionsplasmiden in R. capsulatus B10ST7
wurden die Zellen bei 30°C unter Selektionsdruck in RCV-Minimalmedium (Kap.2.4.1.6) bis zu
einer Zelldichte inkubiert, die einer ODy4, von 1,0 entsprach. Die Induktion der Expression erfolgte

dann durch Zugabe von Fructose in einer Endkonzentration von 10 mM.

2.9.2. Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA (Hanahan, 1983)

2.9.2.1.  Herstellung chemisch-transformationskompetenter Escherischia coli Zellen

LB-Medium (Kap.2.4.1.1) wurde mit 0,04 Volumen Magnesium-Mix (Kap.2.6.3) versetzt und mit
der Menge einer £ coli-UK auf eine Zelldichte entsprechend einer ODsg, von 0,05 inokuliert. Die
Kultur wurde bei 37°C bis zum Erreichen der logarithmischen Wuchsphase (ODsg, = 0,5-0,8) auf
einem Schittler (200 UpM, Kap.2.8) angezogen. AnschlieBfend wurden die Zellen durch
Zentrifugation (10 min, 6000 UpM, Rotina R35, 4°C) geerntet. Der Uberstand wurde vollstandig
abgenommen, das Sediment in 2 Volumen eiskaltem TMF-Puffer (Kap.2.6.3) resuspendiert und
1 h auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min, 6000 UpM, Rotina R35, 4°C)
wurde das Pellet in 1/10 Volumen eiskaltem TMF-Puffer aufgenommen und in Aliquots von 200
auf EPG verteilt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Ansétze auf Eis oder nach Zugabe von

Glycerol in einer Endkonzentration von 20% (v/v) bei -80°C gelagert.

2.9.2.2. Hitzeschock-Transformation von £. coli Zellen und phénische Expression

Zur Transformation wurden 200 ul transformationskompetente Zellen (Kap.2.9.2.1) mit dem
Ansatz einer vorausgegangenen Ligation (Kap.2.11.5) oder ca. 100 ng isolierter Plasmid-DNA
vermischt, mindestens 30 min auf Eis inkubiert, und anschlieflend fir 90 s bis 120 s einem
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach direkter Zugabe von 700 ul LB-Medium (Kap.2.4.1.1)
folgte die phénische Expression, bei der der Ansatz je nach Antibiotikaresistenz fir 0,5 h bis 3 h bei

37°C inkubiert wurde. 100 ul dieses Ansatzes wurden auf entsprechendem Selektivagar aus-
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plattiert. Der restliche Ansatz wurde zentrifugiert (3 min, 10000 UpM, TZ, RT), das Pellet in 100 ul
LB-Medium resuspendiert und auf einer weiteren Selektivagarplatte ausplattiert. Als Negativ-

kontrolle wurden transformationskompetente Zellen ohne zugegebene Plasmid-DNA ausplattiert.

2.9.3. Konjugativer Plasmidtransfer mobilisierbarer Plasmide von £. coli nach R. capsulatus

(Elhai & Wolk, 1988)

R. capsulatus gilt als schlecht transformierbar, deshalb missen Plasmide aus £. co/i mittels di- oder
triparentaler Konjugation in diesen Organismus eingebracht werden (Klug & Drews, 1984). Die
Ubertragung von rekombinanten Plasmiden nach R. capsulatus erfolgte durch Konjugation
(Filterkreuzung) mit dem Stamm £. coli S17/1 (Transferfunktion lokalisiert im Chromosom, #ra-
Gene). Mit Hilfe der Konjugation wurden Plasmide nach R. capsulatus transferiert, die stabil
repliziert werden konnten. Fir die Kreuzung wurde der Rezipient von einer frischen anaeroben
Stammplatte in 5 ml RCV+N (Kap.2.4.1.6) Gberfohrt und Gber Nacht bei 30°C auf einem
Brutroller resuspendiert. Der Donorstamm £. co/i S17/1 wurde Gber Nacht selektiv bei 37°C auf
Festmedium (Kap.2.4.1.2) angezogen. AnschlieBend wurden Einzelkolonien in der logarithmischen
Wuchsphase von der Donorplatte geerntet und in 2 ml PY-Medium (Kap.2.4.1.5, ohne FeSO,)
resuspendiert. AnschlieBend wurde 1 ml der R copsulatus Rezipientenkultur in der stationdren
Wuchsphase mit 0,5 ml £ coli S17/1 Kultur vorsichtig gemischt und in einem EPG durch
Zentrifugation (10 min, 13000 UpM, TZ, RT) pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Sediment im Ricklauf vorsichtig resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf Nitrozellulosefilter
(Schleicher und Schuell, OE 66, Porendurchmesser 0,2 um) bei 30°C auf PY-Agarplatten inkubiert.
Nach erfolgter Inkubation wurden die Filter in 1 ml RCV+N gegeben und die Konjugation durch
starkes Schitteln (Vortexer) beendet. Die Bakterien wurden in dieser Weise auch vom Kreuzungs-
filter abgelést, so dass die Bakteriensuspension auf Selektivagar-Platten aufgetragen und 3 bis 4

Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert werden konnte.

2.10. DNA/RNA-Techniken

2.10.1. Standard-Préparation von genomischer DNA

Die Préparation 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 angezo-
genen UK wurden 2 ml entnommen und die Bakterienzellen durch Zentrifugation (3 min, 13000
UpM, TZ, RT) geerntet. Nach vollsttndigem Entfernen des Kulturiberstandes wurde das
verbliebene Sediment in 300 ul Mix | (Kap.2.6.1) resuspendiert und fir 1 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. AnschlieBend wurden 300 ul Mix Il (Kap.2.6.1) hinzugegeben, das Gemisch vorsichtig
mehrmals invertiert und fir max. 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul Mix i
(Kap.2.6.1) und 10 min Inkubation auf Eis wurden die entstandenen Protein-SDS-Prézipitate, die
gefdllte chromosomale DNA sowie Zelltrimmer durch Zentrifugation (15 min, 13000 UpM, TZ,
RT) sedimentiert. Der klare, Plasmid-DNA enthaltende Uberstand, wurde abgenommen, mit 10 ul
Ribonuklease A (2 mg/ml) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach anschlieBender
Isopropanolfallung (Kap.2.10.3) wurde die Plasmid-DNA in 30-50 ul A. dest. oder O,1-fach TE-
Puffer (Kap.2.6.1) 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.

2.10.2. Standard-Préparation von Plasmid-DNA (Birnboim & Doly, 1979)

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 ul A. dest. (65°C)
eluiert. Durch die Elution mit vorgewdrmtem Wasser wurden héhere Ausbeuten erzielt, zudem
konnten inhibitorische Effekte des im TE-Puffer enthaltenden EDTA auf nachfolgende Enzym- oder

Sequenzierungsreaktionen ausgeschlossen werden.

2.10.3. Préazipitation von DNA durch Isopropanolféllung

Das Prinzip der Alkohol-Féllung dient dazu, Salze und andere Verunreinigungen aus einer Nuklein-
sdureldsung zu enffernen. Dabei wird, in Gegenwart von einfach geladenen Salzen wie
Kaliumacetat in einer wassrigen Phase, die Hydrathille der Nukleinséuren verdréngt und die DNA
ausgefallt. Bei durch Standard-Minipréparation (Kap.2.10.1) gewonnener Plasmid-DNA, wurde zur
Reinigung eine Isopropanolféllung durchgefthrt. Die DNA-haltige, wassrige oder salzige Lésung
wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol (absolut) versetzt, gut durchmischt und dann zur
Sedimentation der prézipitierten DNA zentrifugiert (30 min, 13000 UpM, TZ, RT). Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt und das Sediment mit 400 ul 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach
anschlieBender Zentrifugation (5 min, 13000 UpM, TZ, RT) wurde der Uberstand vorsichtig
entfernt, die gefdallte DNA in einer Vakuumzentrifuge oder an der Luft getrocknet und in 30-50 ul
A. dest. oder 0,1-fach TE-Puffer (Kap.2.6.1) aufgenommen und bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.
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2.10.4. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte in Agarosegelen (Kap.2.11.2) anhand der
entsprechend gelagerten Banden des Molekulargewichtsstandards ("GeneRuler 1 kb DNA Ladder’,
Fermentas). Alle Banden des Molekulargewichtsstandards enthalten eine vom Hersteller definierte

Menge an DNA.

2.10.5. Standard-Préparation von RNA

Die RNA-Praparation wurden nach Anweisung des Herstellers mit dem “RNEasy Mini Kit”der Firma
QIAGEN unter Verwendung der vom Hersteller mitgelieferten Puffer isoliert. Abweichend vom
Herstellerprotokoll wurde der Zellaufschluss mit Glasperlen von 0,1 mm bis 0,25 mm Durchmesser
mechanisch durchgefihrt. Dazu wurde das Zellmaterial in 700 ul RTL-Puffer aufgenommen und in
1,5 ml Eppendorfgeféfien mit 250 mg der Glasperlen gegeben und mit einem Silamat Sé finf mal
fur jeweils 30 Sekunden geschittelt. Zwischendurch wurden die Eppendorfgeféfie auf Eis gekihls.
AnschlieBend wurde die Mischung zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, mit 500 ul Ethanol
versetzt und auf die Eppendorf RNeasy-Kit Sdulchen gegeben. Im Folgenden wurde nach
Herstellerprotokoll vorgegangen.

Nach der Elution wurde ein DNase-Verdau mit dem “RQ1 RNase-Free DNase” Kit der Firma
Promega vorgenommen und die RNA erneut mit dem “RNeasy Mini Kit” der Firma QIAGEN

gereinigt.

2.10.6. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA Konzentration wurde photometrisch mit einem Eppendorf Biophotometer bei einer
Wellenlénge von A260 nm bestimmt, die Verunreinigung Uber das Verhdlinis der Absorption

A260/A280 (Proteinverunreinigung) und A260/A230 (Lésemittelverunreinigung).

2.10.7. cDNA-Synthese und Markierung

Die cDNA-Synthese wurde mit der Superscript |l Reversen-Transkriptase der Firma Invitrogen
vorgenommen. Fir die Markierung wurden Cyaninfluoreszenzfarbstoff gekoppelte cUTP’s der
Firma GE Healthcare UK Limited verwendet, wobei die jeweils zwei zu vergleichenden Proben mit
unterschiedlichen Cyaninfluoreszenzfarbstoffen markiert wurden. Die cDNA Reakfionsansétze
wurden auf Eis pipettiert und anschlieBend bei Raumtemperatur fir 10 min inkubiert. Die

Reaktionen wurden fir 110 min bei 42°C vorgenommen und anschlieBend mit 10 ul einer 0,1 M
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NaOH Lésung, durch Inkubation bei 70°C fir 10 min gestoppt. Die Neutralisierung erfolgte im
Anschluss mit 10 ul einer 0,1 M HCI Lésung.

cDNA Reaktionsansatz

Matrizen-RNA 14 ul (20 ug - 25 ug)
Cy3- oder Cy5-dUTP’s 3 ul
Superscript Il Reverse-Transkriptase 2 ul
dNTP - Mix 0,6 ul
0,TM DTT 3ul
5-fach FirstStrand-Puffer 6 ul
dNTP-Mix

dATP 2 ul
dCTP 2 ul
dGTP 2 ul
dTTpP 0,8 ul
H,O 1,2 ul

Im Anschluss an die cDNA-Synthese- und Markierungsreaktion erfolgte die Reinigung,
Konzentration und Zusammenfihrung der cDNA-Proben (Cy3 und Cy5 markierte cDNA) mit
Nanosep 30k OMEGA - Séulen der Firma PALL - Life Science.

2.10.8. DNA-Microarray

Bei den Mircoarray-Objekitragern handelte es sich um “Custom-Gen-Expression” Microarrays der
Firma Agilent. Ein Microarray-Obijekttrdger umfasst dabei vier Arrays mit jeweils 44000
Hybridisierungsfeldern. Auf den einzelnen Arrays befanden sich Oligonukleotide fir die
R. capsulatus Gene, wobei jeweils zwei Hybridisierungsfelder pro annotiertem R. copsulatus Gen
vorhanden waren. Die Oligonukleotide wurde nach der Sequenz des R. capsulatus Stamms
SB1003, welcher in der NCBI-Genomdatenbank hinterlegt ist, ausgewdhlt.

Die Cy3 und Cy5 markierte cDNA wurde mit 11 ul 10-fach “Blocking Agent” der Firma Agilent
versehen und der Ansatz mit Wasser auf ein Volumen von 55 ul eingestellt. AnschlieBend wurden
55 ul 2-fach Hybridisierungspuffer hinzugegeben und der Microarray mit der Lésung beladen. Der
Microarray wurde fir 17 Stunden bei 65°C und untersténdigem Rollen inkubiert und damit die
cDNA an den entsprechenden Ziel-Oligonukleotiden hybridisiert.

Nach der Hybridisierung wurde der Microarray-Objekttréger zunéchst mit Wasser und zweimal mit

einem Waschpuffer der Firma Agilent gewaschen. AnschlieBend wurde der Microarray-
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Obijekttréger wiederrum mit Wasser gewaschen und mittels Zentrifugation bei 500 Upm fir 1 min
getrocknet. Das Auslesen der Daten erfolgte an einem Microarray Lesegerdt der Firma Molecular
Devices (,GenePix 4000B Microarray Scanner”), mit der Software GenePix Pro 7.0 der selben

Firma.

2.11. /n vitro Rekombination von DNA

2.11.1. Hydrolytische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen (Smith & Birnstiel,
1976)

Die hydrolytische Spaltung der DNA erfolgte durch Typ lI-Restriktionsendonukleasen, die an eine
spezifische Nukleotidsequenz binden und innerhalb dieser Erkennungssequenzen die DNA spalten.
Fur die hydrolytische Spaltung wurden die vom Hersteller empfohlenen Bedingungen mit dem
jeweils optimalen Reaktionspuffer gewdhlt. Pro ug DNA wurden 5 bis 10 U der entsprechenden
Restriktionsendonuklease verwendet und der Ansatz fir 60-120 Minuten bei 37°C (Ausnahme:
Smal bei 30°C) inkubiert. Zur Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen vor Ligationsreakfionen
(Kap.2.11.5) wurden die Ansétze fir 20 min bei 65°C (Ausnahme bei BamHI: 80°C) inkubiert.
Nicht hitzeinaktivierbare Restriktionsenzyme wurden nach dieser Hitzebehandlung eingefroren und

erneut hitzebehandelt oder durch Agarosegelelution von der restringierten DNA separiert.

2.11.2. Agarosegelelektrophorese (Sambrook & Russell, 2001)

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Trennverfahren, das auf den unterschiedlichen Wanderungs-
geschwindigkeiten verschieden grofler, geladener Molekile im elektrischen Feld beruht.
Nukleinsduren, die aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rickgrats ein konstantes Masse-Ladungs-
Verhdltnis besitzen, wandern durch ihre negative Ladung im elekirischen Feld zur Anode. Dabei
héngt ihre Wanderungsgeschwindigkeit vom Molekulargewicht der DNA Fragmente, ihrer
Konformation, der Konzentration des Agarosegels und der Stérke des elektrischen Feldes ab. Die
Agarosegelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA-Restriktionen (Kap.2.11.1) und PCR-
Reaktionen (Kap.2.11.6), zur préparativen Isolierung bestimmter DNA-Fragmente (Kap.2.11.3)
und bei der Mengenabschéatzung von DNA (Kap.2.10.4) angewendet. Fir die Gelmatrix wurden je
nach Gréfle der zu trennenden DNA-Fragmente Agarosekonzentrationen zwischen 0,8% und 3,0%
(w/v) in 0,5-fach TBE-Puffer (Kap.2.6.2) eingesetzt. Zur Anfarbung der DNA im Gel wurde pro ml
der aufgekochten Agaroselésung 0,1 ul Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) zugesetzt. Die DNA-
Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 0,2 Volumen 5-fach DNA-Probenpuffer

versetzt. Die Elekirophorese wurde in horizontalen Gelkammern bei einer Spannung von bis zu
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11V pro cm Elektrodenabstand mit 0,5-fach TBE-Puffer als Laufpuffer durchgefohrt. Die
Visualisierung der DNA erfolgte nach Elektrophorese durch Bestrahlung mit UV-Licht (1 = 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 (2 = 590 nm) emittiert. Die Dokumentation der mit UV-Licht bestrahlten Gele erfolgte mit

Hilfe einer Videodokumentationsanlage (Tab. 2.8).

2.11.3. Elution von DNA aus Agarosegelen (Vogelstein & Gillespie, 1979)

Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen nach DNA-Restriktionen (Kap.2.11.2) wurde
das "Perfectorep Gel-Cleanup-Kit" der Firma Eppendorf nach Herstellerangaben mit den

mitgelieferten Puffern verwendet.

2.11.4. Ligation von Vektor- und Fragment-DNA (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
Verknipfung benachbarter 37-Hydroxy- und 5°-Phosphatenden sowohl zwischen kompatiblen,
Uberhéngenden (’sticky ends”) als auch zwischen zwei glatten Enden (’blunt ends")
doppelstrangiger DNA-Molekile zu bilden. In einem Reaktionsvolumen von 10 bis 50 ul wurden
die Fragment-DNA und die Vektor-DNA in einem molaren Verhdlinis von mindestens 3:1
eingesetzt. Nach Zugabe des vom Hersteller mitgelieferten T4-DNA-Ligasepuffers und von 1 U
Ligase ("blunt end"Ligation: 5 U) wurden die Ansétze 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. Die Ligationsreaktion wurde dann fior 2 h bei 11°C
oder Uber Nacht bei 4°C durchgefihrt. Die Inaktivierung der T4-DNA-Ligase fand durch 10 min
Inkubation bei 65°C statt. Fir nachfolgende Transformationen (Kap.2.9.2.2) wurden die
Ligationsansétze im Verhdltnis 1:10 mit TMF-Puffer (Kap.2.6.3) verdinnt, um die Konzentration

des im Ligasepuffers befindlichen B-Mercaptoethanols herabzusetzen.

2.11.5. Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis & Faloona,
1987)

Bei der Polymerasekettenreaktion werden bestimmte DNA-Bereiche /in vitro aus einem Gemisch
von DNA-Molekilen selektiv angereichert. Hierzu werden eine thermostabile DNA-Polymerase,

geringe Mengen Ausgangsmaterial als Matrize, zwei Oligonukleotidprimer, die in weiten Bereichen
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komplementér 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 darauffolgenden Schritt, der Hybridisierung,
lagern sich die Primer an die komplementéren Sequenzen der Matrize an. Im dritten Schritt, der
Elongation, verléngert die DNA-Polymerase die angelagerten Oligonukleotidprimer (3'—5’) und
kopiert auf diese Weise die Matrize. Die Hybridisierung erfolgt an beiden Stréngen der Matrizen-
DNA, wodurch sich die DNA in einem Zyklus verdoppelt. Nach 30 bis 40 Zyklen erhalt man
ausreichende Mengen der gewinschten DNA. Zur Amplifikation wurden die in (Kap.2.5.2)
angegebenen Polymerasen verwendet, die mit Ausnahme der ‘MasterTag™Polymerase 5'—3’

Exonuklease-Aktivitét ("Proofreading”) aufwiesen.

Standard-PCR Ansatz

Oligonukleotidprimer | 100 pmol
Oligonukleotidprimer |l 100 pmol
Polymerasepuffer 1xPuffer
dNTP Mix 2,5 mM
DMSO 6% (v/v)
Matritzen-DNA ~50 ng
Polymerase 1,0-3,5U
A. dest. ad 20 ul

PCR-Reaktionen wurden in den PCR-Automaten ep gradient S und ep gradient der Firma
Eppendort durchgefihrt.

Standardprogramm fiir die PCR mit Pfu-Polymerase

Initiale Denaturierung 98°C, 10 min
Denaturierung 98°C, 1 min
Hybridisierung Tw, T min
Elongation 72°C, 2 min/kb
Terminale Elongation 72°C, 10 min

Die Schritte Denaturierung, Hybridisierung und Elongation wurden zyklisch 35 mal durchlaufen.
Die Hybridisierungstemperatur T,, (Richtwert: [Tyl + T,2)/2]-5°C) richtete sich nach den
Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotidprimer (Ty,1 und T,2). Die Elongationszeit
richtete sich nach der Lange der verwendeten DNA-Matrize (2 min pro kb Matritzenlénge). Beim
Einsatz der MasterTag-Polymerase oder des TripleMaster-PCR-Systems (beide Eppendorf) wurde
nach Herstellerangaben und mit den mitgelieferten Reagenzien verfahren. PCR-Produkte wurden

mit Hilfe von Agarosegelelektrophoresen (Kap.2.11.2) analysiert.
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2.11.6. Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte entweder direkt aus dem Ansatz oder mittels
Agarosegelelution (Kap.2.11.3), wenn das gewiinschte PCR-Produkt zunéchst von unerwiinschten

Artefakten separiert werden musste. In beiden Féllen wurde die Reinigung mittels “Perfeciorep Gel

Cleanup Kit"der Firma Eppendorf durchgetfihrt.
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2.12. Proteinchemische Methoden

2.12.1. Gesamtproteinisolierung fir SDS-PAGE

Zur Gewinnung eines zellfreien, denaturierten Proteinlysats wurde der zu untersuchende
Escherischia coli Stamm in 5 ml LB-Selektivmedium bis zur logarithmischen Wuchsphase
angezogen. Von dieser Kultur wurden 1,5 ml nach Bestimmung der ODsg, fir 3 min zentrifugiert
(13000 UpM, TZ, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml 1-fach
Sammelgelpuffer gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen erneut 3 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in 100 ul SDS-Probenpuffer resuspendiert (Vortexer). Die
Proteinproben wurden 10 min bei 99°C und 1400 UpM (Eppendorf Thermomixer) denaturiert.
Zelltrommer wurden durch anschlieBende Zentrifugation bei 13000 UpM sedimentiert und der
Uberstand in ein neues EPG tberfihrt. Die Proteinextrakte konnten bei -20°C bis zur Verwendung
gelagert werden.

Zur Gewinnung eines zellfreien, denaturierten Proteinlysats wurde der zu untersuchende
Rhodobacter capsulatus Stamm je anaerob (Kap.2.9.1.3) in Flussigkultur bis zur logarithmischen
Wuchsphase angezogen. Nach Bestimmung der ODy,, wurde analog zur Proteinisolierung aus £.

coli (Kap.2.12.1) verfahren, lediglich die Zentrifugationszeiten wurde auf 10 min erhsht.

2.12.2. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (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 und die
Protein-SDS-Komplexe erhalten eine negative Ladung. Die Protein-SDS-Komplexe wurden wéhrend
der Elektrophorese auf Grund ihres dhnlichen Masse-/Ladungsverhdltnis nach ihrer Molekilgrofie
getrennt. Die Protein-SDS-Komplexe wurden in einem Sammelgel (4% (v/v) Acrylamid) fokussiert
und anschlieBend in einem Trenngel (15% (v/v) Acrylamid) ihrer Molekilgréfie nach aufgetrennt.
Die Proteinproben (Kap.2.12.1) wurden 5-10 min bei 99°C inkubiert und auf ein Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde in einer vertikalen Gelapparatur “Mini-PROTEAN Gelkammer 11" (Bio-
Rad) in 1-fach Elektrophorese-Laufpuffer durchgefihrt. Dabei wurde, wéhrend sich die Proben im
Sammelgel befanden, eine Spannung von 150 V angelegt, die beim Ubertritt der Proben in das

Trenngel auf 200 V erhdht wurde.
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2.12.3. Coomassie-Farbung zur Proteindetektion (Merril, 1990)

Die Farbung von SDS-PAGE-Gelen (Kap.2.12.2) in Coomassie Brilliant Blau-Farbeldsung
(Kap.2.6.4) erfolgte nach der Elektrophorese bei 60°C im Wasserbad unter langsamem Schitteln.
Nach 30 min Inkubation wurde die Férbelésung durch Entférbelésung ersetzt, welche alle 20 min
bis zur vollstdndigen Entférbung des Hintergrundes gewechselt wurde. Die Dokumentation der
Gele erfolgte mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage (Tab.2.8). Alternativ wurden die Gele mit
Bio-Safe Coomassie Stain (Bio-Rad) nach Herstellerangaben geférbt und durch mehrmaliges

Waschen mit A. dest. bis zur vollstédndigen Entfarbung des Hintergrundes entférbt.

2.12.4. Transfer von Proteinen auf PYDF-Membranen

Die durch SDS-PAGE (Kap.2.12.2) aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der ‘Mini-Transfer-Blot
Elektrophoretic Transfer Cell" (Bio-Rad) auf eine PVDF-Membran Gbertragen. Vor dem Transfer
wurde die PVYDF-Membran 1 min in Methanol, dann for 5 min in A. dest. und abschlielend fur
10 min in Dunn-Carbonat-Puffer (Kap.2.6.5) equilibriert. Das SDS-PAGE-Gel wurde fir 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.

2.12.5. Immunodetektion von Proteinen

Nach Ubertragung von Proteinen auf eine PYDF-Membran konnten diese Proteine immunologisch
nachgewiesen werden. Die Hybridisierung erfolgte unter Verwendung eines spezifischen Antiserums
(Kap.2.5.1), das einen Komplex mit dem nachzuweisenden Protein bildete. Mit Hilfe eines
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten (HRP-Konjugat, Kap.2.5.1) sekundéren Antiserums, das an
den priméren Antikérper bindet und unter Verwendung des "Enhanced-Chemo-Luminescence-
Western-Blotting-Detektionssystems” (Kap.2.7) der Firma Amersham erfolgte die Visualisierung.
Dabei wurde durch eine Peroxidase-katalysierte Reaktion Chemolumineszenz erzeugt, die lumino-
graphisch (Tab.2.8) gemessen wurde. Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran
wurde diese for 1 h bei 30°C mit TBST-Puffer (Kap.2.6.5) mit 5% (w/v) Magermilchpulver unter
Bewegung blockiert um freie Bindungsstellen der Membran abzuséttigen. Nach 15 min Waschen
in TBST-Puffer bei 30°C wurde die Membran fir eine Stunde mit dem priméren Antikérper
(Kaninchen-Anti-NifH /5500 in TBST) bei 30°C leicht geschittelt. Nach zweimaligem 25 min
Waschen mit TBST-Puffer bei 30°C und Bewegung wurde die Membran mit dem sekunddren
Antikérper (Ziege-Anti-Kaninchen-HRP-Konjugat /5o in TBST) fur eine Stunde unter Schitteln
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inkubiert. Durch zweimaliges 25 min Waschen in TBST-Puffer wurde der nicht gebundene
Zweitantikdrper entfernt. Das auf der Membran gebundene Protein konnte anschlieBend indirekt
Uber die an den Zweitantikérper gebundene HRP mit Hilfe des ECL Systems nachgewiesen werden.
Dieses wurde nach den Herstellerangaben verwendet, wobei die Dokumentation mittels Stella3200
der Firma Raytest erfolgte.

Fur den Nachweis von Strep [I-Tag markierten Proteinen wurde das ‘Strep-Tactin HRP conjugate”

Kit der Firma IBA verwendet und nach Herstellerprotokoll verfahren.

2.12.6. Farbung von PVDF-Membranen

Nach der luminographischen Detektion der Proteine wurden diese zusdtzlich auf der PVDF-
Membran angeférbt. Dazu wurde die Membran 15 min in TBST-Puffer gewaschen und 30 min in
Amidoschwarz-Férbeldsung (Kap.2.6.5) inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend Gber Nacht

an der Luft getrocknet.

2.12.7. Proteinisolierung mittels "#rench-press”

Die Zellen wurde fir die Anwendung der french-press”bei 5000 Upm fur 20 min zentrifugiert und
anschliefend in 30 ml Tris/HCI Puffer aufgenommen. Der Zellaufschluss der 30 ml Zellsuspension

per 'french-press"erfolgte bei einem konstanten Druck von 600 psi.

2.12.8. Proteinseparation mittels Strep Il-Tag - Affinitdtschromatographie

Die Proteinseparation der Strep l-Tag markierten Proteine wurde mit dem Strep-Tactin
Saulenmaterial und an Hand des Protokolls der Firma IBA durchgefihrt. Dabei wurde die Strep-
Tactin Séule zunéchst mit 5 Séulenvolumen Equilibrierungspuffer (Kap.2.6.6) eugilibiert. Danach
wurde die Proteinlésung auf die Saule gegeben und anschlieBend mit 3 Saulenvolumen
Waschpuffer (Kap.2.6.6) ungebundene Proteine von der Séule gewaschen. Die Elution erfolgte mit
12 ml Elutionspuffer (Kap.2.6.6). Das Eluat wurde zu je 2 ml in sechs 2 ml EppendorfgeféBen
aufgefangen. Anschlielend wurde die Saule mit 3 Séulenvolumen Regenerationspuffer gewaschen

und fir die Lagerung bei 4°C mit 3 Saulenvolumen in 20 % Ethanol Gberfihrt.

2.13. Messung der Lichtintensitdt von 60 W Glihbirnen und des Leuchtdiodenfeldes der
Firma INSTA
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Die Messung der Lichtintensitat wurde mit dem FieldSpec 3 Photoradiometer der Firma ASC Inc.
vorgenommen. Als Messkopf wurde eine Si-Photoelektrode fir den Wellenlangenbereich von 350
nm bis 1050 und InGaAs Photodioden fir den Wellenldngenbereich von 1000 nm bis 2500
verwendet. Das FieldSpec 3 dabei eine Auflésung von max. 1,4 nm im Bereich von 350 nm -1050
nm und 2 nm im Bereich von T000 nm — 2500 nm. Das Gerét gibt die Lichtintensitat in W/cm?

pro Wellenlénge wieder.

2.14. Computerprogramme und Datenbanken

Die Erstellung von Klonierungsstrategien und das Anpassen der Kodonverwendung modifizierter
Gene erfolgte unter Verwendung des Programms Clone Manager 7.0 / 9.0 (Scientific &
Educational Software). Die Auswertung tabellarischer Daten, wie photometrische Messungen oder
Microarraydaten, erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2003/2007 (Microsoft). Fir die Sequenz-

und Datenbank-Recherchen im Internet wurden folgende Adressen verwendet:

National Center for Biotechnological Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov
(NCBI)

ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.org
Integrated Genomics ERGO™ http://www.ergo-light.com/
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3. ERGEBNISSE

3.1. Verwendung von Leuchtdioden fir die phototrophe Kultivierung und biotechnologische

Nutzung von Rhodobacter capsulatus

R. capsulatus ist eines der am besten untersuchten phototrophen Bakterien im Bezug auf die
Stickstofffixierung und deren Regulation (Drepper et al., 2003; Masepohl & Hallenbeck, 2010;
Raabe et al., 2002), die Photosynthese und deren Regulation (Gregor & Klug, 1999; Wu & Bauer,
2010) und die Hydrogenaseaktivitat (Elsen et al., 1996; Elsen et al., 2000; Elsen et al., 2003). Die
Physiologie von R. capsulatus biete ein groBes Potential fir die biotechnologische Anwendung zur
Synthese bestimmter Proteine, die mit den géngigen Expressionssystemen nicht oder nicht
vollstandig méglich ist (Drepper et al., 2005; Pawlik et al., 2010; Roy et al., 2008; Wang et al.,
2009) wie z.B. Membranproteine und Proteine mit Metall-Kofaktoren. Ebenso kann R. capsulatus
in der Ganzzellbiokatalyse fir die Herstellung von Chemikalien und Feinchemikalien, wie z.B.
Carotinoiden, dienen (Hunter et al., 1994).

Um bei wissenschaftlichen Untersuchungen grundsétzlich reproduzierbare Bedingungen zu
gewdhrleisten, miUssen die Bakterien unter definierten Bedingungen angezogen werden. Da
R. capsulatus fir die Expression von Membran- und Redoxproteinen vorrangig unter phototrophen
Bedingungen angezogen wird, missen die Lichtbedingungen ebenso definiert sein wie andere
Faktoren, z.B. die Temperatur und das Medium. Um eine entsprechend hohen Ertrag bei der
Produktion von Feinchemikalien zu erlangen, missen optimale Bedingungen fir Biomasseaufbau
und heterologe Expression in R. capsulatus gerade unter phototrophen Bedingungen gewdhrleistet
sein.

Die Verwendung von Glthbirnen bei der Anzucht von R. capsulatus ist bislang die géngige
Methode bei der phototrophen Anzucht. Die Nachteile bei der Verwendung von Glihbirnen liegen
in der geringen Lichtausbeute und Energieeffizienz, bei der Temperaturentwicklung und geringen
Lebensdauer der Gliohbirnen. Glihbirnen besitzen, entsprechend der verwendeten Materialen und
ihrem Aufbau, ein bestimmtes Emissionsspekirum, es ist dennoch nicht méglich die Emission auf
bestimmte Wellenléngenbereiche zu begrenzen, ohne durch die Verwendung von Filtern die
Lichtintensitat extrem herabzusetzen. Diese Nachteile kénnen durch die Verwendung von
Leuchtdioden umgangen werden. Leuchtdioden haben eine hohe Lichtausbeute und
Energieeffizienz und die Temperaturentwicklung ist in erheblichem Mafle geringer als bei
Gluhbimen, bei ldngerer Lebensdauer. Zudem sind die Wellenléngen bei denen die Leuchtdioden
emittieren genau definiert und Uber einen Bereich von ~250 nm bis ~1000 nm nahezu frei

wahlbar.
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3.1.1. Bestimmung der Absorption der Photopigmente in R caopsulatus Zellen und

Bestimmung der Emission der verwendeten Leuchtdioden

Die physikalischen Vorteile der Leuchtdioden sollten fir die phototrophe Anzucht von R. capsulatus
genutzt werden, zu diesem Zweck sollte bestimmt werden, welche Art der Leuchtdioden, in Bezug
auf ihre Wellenlénge, und in welcher Weise zum Einsatz kommen. Dabei wurde zundchst die
Absorption der Photopigmente des R. capsulatus B10S Zellen bestimmt, um anschlieBend die
entsprechenden Leuchtdioden auswdhlen zu kénnen.

R. capsulatus absorbiert durch das Carotinoid Sphaeroiden und durch Bakteriochlorophyll o, die
Photopigmente der Lichtsammelkomplexe /Il und des Reaktionszentrums, Licht bestimmter
Wellenléngen. Durch eine photometrische Absorptionsmessung sollten die  Absorptions-
eigenschaften der Photopigmente in vivo bestimmt werden.

Der Versuch wurde mit dem R. capsulatus Wildtyp Stamm B10S (Kap.2.1.2) durchgefihrt. Die
Kulturen wurden in einem Volumen von 10 ml, in gasdicht verschlieBbaren Kultivierungsgeféfien,
den sogenannten ‘"hungaftes’, unter anaeroben Bedingungen angezogen. Als Néahrmedium wurde,
in diesem wie auch in allen folgenden Versuchen mit R. capsulatus, RCV-Minimalmedium
(Kap.2.4.1.3) verwendet. Das Minimalmedium eignet sich fir die reproduzierbare phototrophe
Anzucht von R. capsulatus da alle Inhaltstoffe genau definiert sind. Dem RCV-Minimalmedium
wurde Malat als Kohlenstoffquelle und L-Serin als Stickstoffquelle zugegeben. Als Lichtquelle fur die
phototrophe Anzucht wurden handelsibliche 60 W Glihbirnen verwendet.

Die Kulturen wurden mit einer OD,4, von 0,05 inokuliert und bei einer OD,4, von 1,0 geerntet.
AnschlieBend wurde die Absorption der Photopigmente in den lebenden Zellen einer 1 ml
Zellsuspension bei einer Wellenléinge von 300 nm bis 900 nm in 1 nm Schritten im Photometer
gemessen. Abb.3.1 zeigt die Messung einer Dreifachbestimmung im statistischen Mittel, die

Standardabweichung lag unter 5% und ist im Diagramm nicht angegeben.
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Abb.3.1 Bestimmung der Absorptionsmoxima der Photopigmente in R caopsulafus Zellen.
Absorptionspekirum lebender Zellen des R. copsulatus Wildtyp Stamms B10S in RCV-Minimalmedium unter
photoheterotrophen Anzuchtbedingungen. Fir die Messung wurde jeweils eine Zellsuspension mit einer
ODy von 1,0 eingesetzt. Das Diagramm zeigt den Mittelwert einer Dreifachbestimmung. Die
Standardabweichung lag unter 5%. Markiert sind bei 380 nm, 590 nm, 800 nm und 860 nm die einzelnen
Absorptionsmaxima des Bakteriochlorophyll ¢ und bei 450 nm, 480 nm und 510 nm die einzelnen
Absorptionsmaxima des Sphaeroidens.

Die physiologisch relevanten Wellenléngen des Bakteriochlorophyll @ liegen im Bereich zwischen
775 nm und 880 nm, die Absorptionsmaxima bei 860nm, 800nm, 590 nm und 380 nm
resultieren aus den verschiedenen Anregungszusténden des Bakteriochlorophyll @ sind aber nicht

physiologisch relevant. Das Sphaeroiden absorbiert bei 450nm, 480 nm und 510 nm.

Strahlung, welche fir R. capsulatus photosynthetisch nutzbar ist, liegt im Bereich der Wellenléngen
435-535 nm fir die Carotinoide und im Bereich von 775-880 nm fir das Bakteriochlorophyll a
(Bauer et al., 2003; Cogdell et al., 2000). Es wurden entsprechende Leuchtdioden gewdhlt, die in

diesen Bereichen emittieren.

Fur die optimale Beleuchtung von R. capsulatus wurden 240 Leuchtdioden auf einer Platine mit
einem Abstand von einem Zentimeter zwischen den Dioden angebracht (s. Abb.3.2). Dabei wurden
alternierend Blaulichtdioden (465 nm n. Herst. Ang.) und Infrarotdioden (850 nm n. Herst. Ang.)
verwendet, wobei jeweils separate Schaltkreise fir die entsprechenden Wellenldngen verwendet
wurden. Aufbau, Verschaltung und Herstellung der Dioden-Platinen wurde von der Firma INSTA

vorgenommen. Der Aufbau der Dioden-Platinen dient der Erstellung eines grofien Leuchtfeldes
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(25 cm x 25 cm) fir die phototrophe Anzucht von R. capsulatus. Durch die Verschaltung der
Leuchtdioden ist es méglich R. capsulatus entweder separat mit Blaulicht (465 nm) oder

Infrarotstrahlung (850 nm) oder beidem zu beleuchten.

Abb.3.2 Aufbau der Leuchtdioden-Platinen. A. Aufnahme der Dioden-Platinen mit eingeschalteten
Blaulichtdioden (465 nm). B. Aufnahme der Dioden-Platinen mit eingeschalteten Infrarotdioden (850 nm).
Die Dioden wurden auf die Platinen alternierend und in geringen Absténden angebracht, um eine
gleichméBige Beleuchtung iber das gesamte Platinenfeld von 25 x 25 c¢cm zu erreichen. (Die Emission der
Infrarotdioden als weife Punkte sind nur auf Grund der Verwendung einer CCD-Kamera fir die Aufnahme
als solche sichtbar.)

Um die Unterschiede in den Lichtbedingungen zwischen Glihbirnen und Leuchtdioden-Platinen zu
bestimmen, sollte die Emission der verwendeten Leuchtdioden-Platinen und die Emission der 60 W
Gluhbirnen mit einem FieldSpec 3 Spektroradiometer gemessen werden (Abb.3.3). Die Messung
wurde in einem Bereich von 350 bis 900 nm Wellenlénge in 2 nm Schritten durchgefihrt. Bei der
Messung wurde jeweils im Abstand von 10 cm eine Leuchtdioden-Platine und im Abstand von
25 cm eine Glihbirnenhalterung gemessen, in der drei Glihbirnen im Abstand von 20 cm
angebracht sind. Die Abstdnde, bei denen die Glihbimen bzw. Leuchtdioden gemessen wurden
entsprechen exakt denen, die auch unter Kultivierungsbedingungen gewdhlt wurden. Fir die
phototrophe Anzucht von R. capsulatus werden standardgeméB sechs Gliohbirnen verwendet
welche in zwei Halterungen angebracht sind. Die beiden Halterungen haben einen Abstand von
ca. 50 cm zueinander und dementsprechend einen Abstand von ca. 25 cm zu den KulturgeféBen.
Durch die geringere Temperaturentwicklung beim Betrieb der Dioden ist es moglich einen

geringeren Abstand (10 cm) zwischen KulturgeféBen und der Lichtquelle zu wéhlen.
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Abb.3.3 Emission von 60 W Glihbirnen, Infrarot- und Blaulichtdioden. Die Messung erfolgte mit einem
FieldSpec 3 Spektrometer in einem Wellenldngenbereich von 350 nm bis 900 nm. Die Messung der
Leuchtdioden erfolgte in einem Abstand von 10 cm. Die Messung der Glihbirnen erfolgte in einem Abstand
von 25 cm. Die Messungen der Leuchtdioden beziehen sich auf die Emission einer Leuchtdioden-Platine mit
ie 120 Blaulichtdioden und 120 Infrarotdioden. Die Messungen der Glihbirnen beziehen sich auf die in den
Versuchen verwendete Glihbirmenhalterung (3 Glihbirmen).

In Abb.3.3 ist die Lichtintensitdt der Leuchtmittel im Messbereich von 350-900 nm dargestellt. Die
Emission der 60 W Glihbirnen erstreckt sich Gber den gesamten Messbereich von 350-900 nm,
wobei die Emission im Roftlicht- (~680-740 nm) und Infrarotbereich (ab 740 nm) am hachsten ist.
Die Emission der Dioden zeigt ein deutliches Maximum bei 462 nm fir die Blaulichtdioden und bei
855 nm fir die Infrarotdioden, bei denen zudem einen Schulter bei 830 nm zu erkennen ist. Die
Messung zeigt, dass die Emissionsmaxima der Leuchtdioden leicht von den Angaben der Hersteller
abweichen. Die maximale Intensitat der von den Leuchtdioden abgegebenen Strahlung ist um den
Faktor 5 (Blaulichtdioden) bzw. 7,5 (Infrarotdioden) héher als die der 60 W Glihbirnen. Diese
hohe Lichtintensitat ist allerdings auf einen sehr geringen Wellenléngenbereich begrenzt. Was aus
dem Kurvendiagramm in Abb.3.3 nicht direkt hervorgeht ist, dass die Lichtintensitat der Gluhbiren
Uber den gesamten Wellenlangenbereich der Lichtintensitét der Infrarotdioden gleich ist. Wenn

man die Werte der Lichtintensitat jeder gemessenen Wellenlénge addiert wird dies ersichtlich (siehe

Abb.3.4).
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Abb.3.4 Unterschiede in der Lichtintensitit der verschiedenen Lichtquellen im physiologisch relevanten
Bereich. Lichtintensitat von 60 W Glihbirnen, Infrarot- und Blaulichtdioden Gber den gesamten Messbereich
von 350 nm - 900 nm, im Bereich der Carotinoidabsorption 435 nm - 535 nm, im Bereich der
Bakteriochlorophyllabsorption 775 nm - 880 nm. Fir die Darstellung der Lichtintensitéten sber die
genannten Bereiche wurden die Werte der Messungen der einzelnen Wellenléngen addiert und die Summe
als Balkendiagramm dargestellt.

In Abb.3.4 ist die Lichtintensitét der Leuchtmittel Uber den gesamten Messbereich von 350 nm -
900 nm, den Absorptionsbereich der Carotinoide von 435 nm - 535 nm und den Absorptions-
bereich des Bakteriochlorophylls von 775 nm - 880 nm dargestellt. Die Strahlungsintensitét der
60 W Gliohbimen Gber den gesamten Messbereich von 350 nm - 900 nm ist mit denen der
Dioden vergleichbar. Die Emission im Bereich der Absorption des Bakteriochlorophyll o (775 nm -
880 nm) der Infrarotdioden ist um den Faktor 2,6 héher als die der 60 W Glihbirnen (Abb.3.4).
Im Absorptionsbereich der Carotinoide ist die Emission der Blaulichtdioden um den Faktor 14,7

héher als die der 60 W Glihbirnen (Abb.3.4).

Bei der Belichtung von R. capsulatus mit Leuchtdioden sind zwei unterschiedliche Gréflen zu
betrachten; zum einen die Lichtqualitat im Sinne der eingestrahlten Wellenléngen, zum anderen die
Lichtquantitat. Bei der Lichtquantitdt muss zudem zwischen der gesamten Lichtintensitat und der
Lichtintensitat in Bereichen physiologisch relevanter Wellenléngen unterschieden werden. Auch

wenn die 60 W Glthbirnen Gber den gesamten Messbereich von 350-900 nm eine dhnlichen
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Energieleistung besitzen wie die Leuchtdioden, so haben sie doch in den physiologisch relevanten

Bereichen, denen der Absorption der Photopigmente, eine sehr viel geringere Leistung.
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3.1.2. Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf das Wachstum von R. capsuvlatus

Im Gegensatz zu den Glthbirnen war es mit den Leuchtdioden erstmals méglich die beiden Licht
absorbierenden Pigmente des Photosystems separat anzuregen. Daher sollte zundchst untersucht
werden ob R. capsulatus in der Lage ist photoheterotroph mit Licht spezifischer Wellenléngen zu
wachsen. Anhand der Emission der Dioden und Absorption der R. capsulatus Photopigmente sollte
durch die jeweiligen Dioden nur jeweils eines der beiden Photopigmente in den Lichtsammel-
komplexen angeregt werden, bei Blaulicht das Sphaeroiden und bei Infrarotstrahlung das
Bakteriochlorophyll a. Ob R. capsulatus unter diesen Bedingungen phototroph wachsen kann,
sollte durch eine einfache Bestimmung des Wuchsverhaltens unter den verschiedenen Lichtbe-
dingungen getestet werden. Gleichermafen sollte die Wuchskurve einen ersten Hinweis auf
physiologische Verdnderungen des R capsulatus unter Beleuchtung mit Infrarot-  und
Blaulichtdioden geben.

Der Versuch wurde mit dem R. capsulatus Wildtyp Stamm B10S (Kap.2.1.2) durchgefihrt. Die
Kulturen wurden in einem Volumen von 10 ml in gasdicht verschlieBbaren Kultivierungsgeféfen
unter anaeroben Bedingungen angezogen. Als Medium wurde RCV-Minimalmedium (Kap.2.4.1.3)
verwendet, welches Malat als Kohlenstoffquelle und L-Serin als Stickstoffquelle beinhaltete. Als
Lichtquelle wurden handelsubliche 60 W Glthbirnen und Leuchtdioden verwendet. Dabei wurden
die Kulturen zum einen mit 60 W Glihbirnen belichtet, zum anderen wurden die Leuchtdioden-
Platinen verwendet. Bei den Leuchtdioden-Platinen erfolgte die Belichtung mit Infrarotdioden, mit
Blaulichtdioden und mit Infrarot- und Blaulichtdioden.

Die Kulturen wurden mit einer ODy4, von 0,05 inokuliert. Im weiteren Verlauf wurden Gber einen
Zeitraum von 68 h Proben & 100 ul fir eine Tribungsmessung zur Bestimmung der Zelldichte
enthommen.

Abbildung 3.5 zeigt die Entwicklung der Zelldichte der R. capsulatus Zellkulturen unter
phototropher Anzucht unter Verwendung verschiedener Lichtquellen. Angegeben ist jeweils der
Mittelwert einer Dreifachbestimmung, Uber einen Zeitverlauf von 68 h als Kurve. Die
Standardabweichung ist im Diagramm nicht angeben und lag im Mittel bei 0,04. Proben wurden

nach 20, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 55, 58 und 68 h enthommen.
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Abb.3.5 Einfluss unterschiedlicher Lichtquellen auf das phototrophe Wachstum von R. capsulatus. Zelldichte
[OD40] des R. capsulatus Wildtyps B10S in RCV-Minimalmedium im Zeitverlauf, in einem Kulturvolumen von
10 ml, unter Bestrahlung mit 60 W Glihbirnen, Infrarotdioden, Blaulichtdioden und Infrarot- & Blaulicht-
dioden. Den Kulturen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten ein Probe von 100 ul fir eine Tribungs-
messung bei 660 nm zur Bestimmung der Zelldichte entnommen.

In Abb.3.5 ist die Zelldichte [OD,4o] der R capsulatus B10S Wildtyp-Kultur unter verschiedenen
Lichtbedingungen Gber einen Verlauf von 68 h gezeigt. Die Kulturen die mit Infrarotdioden (IR)
angezogen wurden erreichten die logarithmische Wuchsphase nach 18-20 h, wéhrend die
Kulturen, die mit 60 W Glihbirnen (GB) angezogen wurden, erst nach 24-26 h die logarithmische
Wuchsphase erreichten. Die Generationszeiten betrugen 5 h fur die Kulturen unter 60 W
Gluhbirnen, 4,5 h fur die Kulturen unter Infrarotdioden und 5 h fir die Kulturen unter Infrarot- und
Blaulichtdioden (IR+BL). Die stationére Phase erreichten die R. capsulatus Kulturen nach 35 h
unter Infrarotdioden und nach 38 h unter 60 W Glihbirnen, bei einer maximalen Zelldichte von
ODy¢o 1,99 (GB), 2,03 (IR) und 1,89 (IR+BL).

Die Kulturen, welche unter ausschlieBlicher Verwendung von Blaulichtdioden angezogen wurden
erreichten erst nach 30-32 h die logarithmische Wuchsphase, die Generationszeit betrug 15 h, die
stationdre Phase wurde nach 68 h noch nicht erreicht, bei einer maximalen Zelldichte von ODy,,
1,85 (BL) zu diesem Zeitpunkt.

R. capsulatus ist in der Lage, unter Bestrahlung mit Leuchtdioden photoheterotroph zu wachsen.
Unter Verwendung von Infrarotdioden verkirzt sich die initiale Lag-Phase im Vergleich zu Kulturen
die unter 60 W Glihbimen angezogen wurden um ca. 4-6 h. Der Verlauf bis zum Erreichen der

stationdiren Phase und die Gesamtzellmasse nach Erreichen der stationdre Phase ist denen der
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anderen Kulturen gleich, wobei die Kulturen welche mit IR-Dioden beleuchtet wurden eine
verkirzte Generationszeit hatten.

Unter ausschlieBlicher Verwendung von Blaulichtdioden verlédngert sich die initiale Lag-Phase und
das Wachstum ist deutlich verlangsamt. Die Gesamtzellmasse nach 68 h ist denen der anderen
Kulturen gleich.

Die Unterschiede bei den verwendeten Lichtquellen lassen sich am besten durch die Intensitét der
Infrarotstrahlung klassifizieren. So waren die Kulturen die unter IR-Dioden und die unter IR- und BL-
Dioden wuchsen in ihrem Wuchsverhalten nahezu gleich, die zusétzliche Beleuchtung mit den BL-
Dioden hatte keinen Einfluss auf die Generationszeit oder die Gesamtzellmasse obwohl durch die
Verwendung von Blaulichtdioden die Lichtintensitét deutlich gesteigert ist.

Das Spektrum einer Glihbirne zeigt die hdchste Emission im Rotlicht- und IR-Bereich, der
Intensitatsunterschied im physiologisch relevanten IR-Bereich (775 nm - 880 nm) zwischen den
Leuchtdioden und den Gluhbirnen betrégt allerdings 2,6. Der Unterschied in der Wuchskurve
zeigt, dass allein die Lag-Phase um ca. 6 h verlangert war und im Falle der IR-Dioden auch die
Generationszeit um 10% kirzer war.

Der gréfite physiologische Effekt war bei dem Verlust von Infrarotlicht zu beobachten, wenn nur BL-
Dioden verwendet wurden. Hier war die Lag-Phase verlangert und die Generationszeit deutlich

erhdht.

Die Verwendung unterschiedlicher Lichtquellen zur phototrophen Anzucht von R. capsulatus zeigte,
dass sowohl die Lichtintensitdt als auch die Lichtqualitét einen Einfluss auf das Wachstum von
R. capsulatus haben. Dabei hat Licht im infraroten Bereich den gréfiten Einfluss auf das Wachstum.
Je geringer die Lichtintensitét im physiologisch relevanten Bereich von 775 nm - 880 nm ist, desto
schlechter sind die Bedingungen fiur R capsulatus. Die Verwendung von IR-Dioden fihrte bei
R. capsulatus nicht zu mehr Biomasse im Gegensatz zu Glihbirnen, hat aber positive Effekte auf
das Wachstum und ist daher relevant fir die heterologe Expression.

Die physiologischen Verénderungen zeigen, dass die alleinige Beleuchtung mit BL-Dioden fir die
heterologe Expression ungeeignet ist, R. capsulatus aber dennoch in der Lage ist allein durch
Bestrahlung mit Licht der Wellenlénge 462 nm phototroph zu wachsen, das heifit Uber das

Sphaeroiden Licht zu absorbieren und an die Photosynthese Reaktionszentren weiterzuleiten.
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3.1.3. Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf die Pigmentakkumulation von

R. capsulatus

R. capsulatus ist in der Lage unter Beleuchtung mit Leuchtdioden photoheterotroph zu wachsen
und zeigt deutliche Unterschiede im Wachstum je nach verwendeter Beleuchtung. Die Bildung der
intracytoplasmatischen Membran (ICM) ist eng an die Ausbildung des Photosystems gekoppelt
(Kiley & Kaplan, 1988). Die Akkumulation der Photopigmente ist also ein Indikator fir die
Ausbildung der ICM. Die Lichtintensitdt kann bei R. capsulatus einen Einfluss auf die gebildete
Menge an Photopigmenten haben (Buggy et al., 1994). Ebenso ist fir den nahen Verwandten
R. sphaeroides eine Regulation durch Blaulicht beschrieben (Kap.1.3.1.3). Durch die
verschiedenen Lichtquellen werden sowohl Intensitét als Qualitét stark veréndert. Um  zu
untersuchen welche Auswirkungen dies auf die Pigmentakkumulation und Verteilung in den
Lichtsammelkomplexen I/ll und den Reaktionszentren hat, wurde die Menge der Photopigmente
durch eine photometrische Messung bestimmt.

Die Anzucht der Kulturen erfolgte wie in Kap.3.1.2 beschrieben. Den Kulturen wurde bei einer
ODy4o von 1,0 eine Probe von 200 ul fir eine Absorptionsmessung entnommen. Um die Pigmente
aus den Zellen zu extrahieren, wurden die Zellen in Ethanol Uberfohrt, fir 5 min bei Raum-
temperatur inkubiert und die Zelltrdmmer durch Zentrifugation entfernt. Die Messung Uber den
gesamten Messbereich, von 300 bis 900 nm in Schritten von 1 nm, ist in Abb.3.6 als Kurve
dargestellt, die Absorption des Sphaeroiden bei 450 nm und des Bakteriochlorophyll a bei 775 nm
ist als Balkendiagramm dargestellt (Abb.3.7).
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Abb.3.6 Einfluss verschiedener Lichtquellen auf die Pigmentakkumulation in R. capsulafus. Photometrische
Messung des Absorptionsspektrums von R. copsulatus Wildtyps B10S. Der R. capsulatus Wildtyps B10S
wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml, unter Beleuchtung mit 60 W Glihbirnen,
Infrarotdioden, Blaulichtdioden und Infrarot- & Blaulichtdioden. Den Kulturen bei einer Zelldichte [OD 4]
von 1,0 ein Probe von 200ul entnommen, die Pigmente in Ethanol extrahiert und photometrisch gemessen.
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Abb.3.7 Einfluss verschiedener Lichtquellen auf die Pigmentakkumulation in R. capsulatus 2. Darstellung der
Absorptionsmaxima des R. capsulotus Wildtyps B10S im physiologisch relevanten Spekirum als Balken-
diagramm. Der R. capsulatus Wildtyp B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von
10 ml, unter Bestrahlung mit 60 W Glihbirnen, Infrarotdioden, Blaulichtdioden und Infrarot- & Blaulicht-
dioden angezogen. Den Kulturen wurde bei einer Zelldichte [ODg] von 1,0 ein Probe von 200 ul
entnommen, die Pigmente in Ethanol extrahiert und photometrisch gemessen.

Abb.3.6 zeigt die Absorption der Photopigmente des K. capsuvlatus Wildtyps unter den
verschiedenen Lichtbedingungen. Die Absorption des Sphaeroiden und des Bakteriochlorophyll o
veréndert sich durch die Verwendung von Ethanol als Lésemittel. Das Sphaeroiden zeigt hierbei die
charakteristischen Maxima bei 430, 450 und 485 nm. Das Bakferiochlorophyll o zeigt die
charakteristischen Maxima bei 365, 605 und 775 nm. Fir einen direkten Vergleich (Abb.3.7)
wurden die Maxima bei 450 nm fir das Sphaeroiden und 775 nm fur das Bakteriochlorophyll o
verwendet und in Abb.3.7 als Balkendiagramm dargestellt.

Die Kulturen, welche unter 60 W Glihbirnen und unter Verwendung von Infrarotdioden angezogen
wurden, zeigen dhnliche Absorptionsspektren, wobei bei den Kulturen die unter Verwendung von
Infrarotdioden angezogen wurden die Menge der Carotinoide (Abs. 450 nm: GB 0,55; IR 0,53;
IR+BL 0,49) und des Bakteriochlorophylls (Abs. 775 nm: GB 0,49; IR 0,45; IR+BL 0,41) leicht
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verringert sind. Die Kulturen, die ausschlieflich mit Blaulichtdioden angezogen wurden, zeigen eine
deutlich erhdhte Menge an Carotinoiden (Abs. 450 nm: IR 0,53; BL 0,83) und Bakteriochlorophyll
a (Absorption bei 775 nm: IR 0,45; BL0,77).

Die gesteigerte Menge an Carotinoiden und Bakteriochlorophyll @ in den Kulturen, welche
ausschlieBlich mit Blaulichtdioden bestrahlt wurden, kann zum einen eine Reaktion auf die
geringere Intensitét des Infraroten Lichts sein. Es ist bekannt das R. capsvlatus Gber eine
"Schwachlicht-Regulation” verfigt, die durch das Protein HvrA vermittelt wird und unter
"Schwachlicht“Bedingungen die Expression der Photosynthesegene positiv reguliert (Buggy et al.,
1994) (Kap.1.3.1.3). Dieser Unterschied kann aber auch darauf zurickzufihren sein, dass
zwischen den Probenentnahmen durch das verlangsamte Wachstum fir die Kulturen unter
Blaulichtdioden und denen unter Infrarotdioden ca. 22 h liegen und in dieser Zeit mehr
Photopigmente akkumulieren, bzw. mehr Lichtsammelkomplexe und Reaktionszentren gebildet
werden konnten. Das Verhélinis von Sphaeroiden zu Bakteriochlorophyll a, verglichen anhand der

Absorption von 450 nm zu 775 nm war bei allen Kulturen éhnlich.

Zu den Veranderungen im Wachstum zeigt R. capsulatus auch Verdnderungen in der Akkumulation
der Photopigmente respektive der Lichtsammelkomplexe und Reaktionszentren. Die deutlichste
Anderung ist wiederum durch die Lichtintensitét im IR-Bereich auszumachen, wobei mit sinkender
Intensitgt im IR-Bereich die Menge der Photopigmente zunimmt. Zusétzlich ist ein Unterschied
zwischen den Kulturen zu beobachten, welche mit IR-Dioden und denen, welche mit IR- und
BL-Dioden angezogen wurden, wobei unter IR- und BI-Dioden weniger Photopigmente
akkumulierten. Fir die Anwendung von R. capsulatus zur Herstellung von Carotinoiden bzw. bei
der Expression von Membranproteinen scheint eine Verminderung der Infrarotstrahlung und der
damit einhergehenden gréfleren Pigmentakkumulation bzw. der entsprechend vergréferten

Membranoberfléche durch die héhere Pigmentakkumulation von Vorteil zu sein.

3.1.4. Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf die Bildung des

Nitrogenaseenzymkomplexes

Die unterschiedlichen Lichtbedingungen haben einen Einfluss auf das Wachstum und die
Pigmentakkumulation in R. capsulatus. R. capsulatus ist in der Lage unter Stickstoffmangel-
bedingungen und bei phototrophem Wachstum mit Hilfe des Nitrogenaseenzymkomplexes
molekularen Stickstoff (N,) zu fixieren (Kap.1.3.2). Unter Stickstoffmangelbedingungen macht
dieser Enzymkomplex einen grofien Teil des Gesamtproteingehalts aus und ist dementsprechend

ein guter Indikator fir Stoffwechsel und Proteinsynthese und die Akfivitdt des Nitrogenase
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Promotors P,, der dem nifHDK-Operon voran gestellt ist. Weiterhin werden mit dem
Nitrogenaseenzymkomplex weitere stickstoffabhéngige Gene exprimiert welche fir die Proteine
kodieren die fur die Eisen-Schwefel-Kofaktor Synthese der Nitrogenase und einiger Ferredoxine
verantwortlich sind. Durch einen immunologischen Nachweis der Dinitrogenasereduktase sollte die
Expression und Synthese des gesamten Enzymkomplexes nachgewiesen werden.

Die Anzucht der Kulturen erfolgte wie unter Kap.3.1.2 beschrieben. Den Kulturen wurde bei einer
OD¢s von 1,0 und 2,0 eine Probe von 500 ul fir einen immunologischen Nachweis der

Dinitrogenasereduktase (NifH) entnommen (Abb.3.8).

60w Infrarot- &

Clikibinen Infrarotdioden Hlsulichidisdar Blaulichtdioden

NifH ~35kDa i 1,0

NifH —35kDa
o)

Abb.3.8 Einfluss verschiedener Lichtquellen auf die Synthese der Dinitrogenasereduktase in logarithmischer
Wuchsphase und stationdrer Phase. Immunologischer Nachweis der Dinitrogenasereduktase des
R. capsulotus Wildtyp B10S. Der Wildtyp R. capsulatus B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem
Kulturvolumen von 10 ml, unter Bestrahlung mit 60 W Glihbirnen, Infrarotdioden, Blaulichtdioden und
Infrarot- & Blaulichtdioden angezogen. Proben von 500 ul wurden bei einer ODy, von 1,0 und 2,0
entnommen, mittels SDS-Page separiert und mittels Western-Blot auf eine PYDF-Membran ibertragen. Der
immunologische Nachweis erfolgte durch einen NifH-spezifischen Antikérper. Die beiden prominenten
Banden in den Spuren stellen die ADP-ribolisierte (oben) und nicht ADP-ribolisierte Form (unten) des NifH
dar. M - Marker (40kDa/35kDa).

Abb.3.8 zeigt den immunologischen Nachweis der Dinitrogenasereduktase von R. capsulatus
Kulturen unter verschiedenen Lichtbedingungen, bei einer ODy,, von 1,0, entsprechend der
logarithmischen Wuchsphase, und 2,0, entsprechend der spéten logarithmischen Wuchsphase
bzw. der frihen stationdren Phase. Bei den Kulturen, welche unter Glihbirnen oder mit
Infrarotdioden angezogen wurden, konnte durch den immunologischen Nachweis die Bildung der
Dinitrogenasereduktase (NifH) in der logarithmischen Wuchsphase bei einer ODy,, von 1,0
nachgewiesen werden. Bei den Kulturen, welche ausschlieBlich mit Blaulichtdioden angezogen
wurden, konnte bei einer ODy,, von 1,0 keine Dinitrogenasereduktase (NifH) nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu konnte in der spéten logarithmischen Wuchsphase, bzw. der frihen

stationdren Phase, in allen Kulturen NifH in gleichen Mengen nachgewiesen werden.
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Bei der Akkumulation der Dinitrogenasereduktase (NifH) ist, wie schon in den vorangegangenen
Versuchen, der deutlichste Effekt in den Kulturen erkennbar, welche ausschliefilich mit Blaulicht-
dioden bzw. ohne Infrarotstrahlung angezogen wurden, hier ist die Proteinsynthese in der frihen
logarithmischen Wuchsphase beeintréchtigt. Die verminderte Proteinsynthese ist in der spdten
logarithmischen Wuchsphase aufgehoben, da wie in Abb.3.7 gezeigt, gleiche Mengen NifH

synthetisiert werden konnten wie unter allen anderen Bedingungen.

Zu den Verénderungen im Wachstum und bei der Akkumulation der Photopigmente zeigt
R. capsulatus zudem Verénderungen in der Expression und Synthese des Nitrogenase-
enzymkomplexes bei verénderten Lichtbedingungen. Durch den Verlust der Infrarotstrahlung ist
R capsulatus  nicht in  der Lage, in der logarithmischen ~ Wuchsphase den
Nitrogenaseenzymkomplex zu bilden. Anders als in den vorrangegangenen Versuchen konnte
gezeigt werden, dass in der spéten logarithmischen Wuchsphase bzw. der frihen stationéren Phase
die physiologischen Verdnderungen durch den Verlust von Infrarotstrahlung in Bezug auf die
Synthese des Nitrogenaseenzymkomplexes aufgehoben sind.

Wie schon durch das verlangsamte Wachstum vermutet, eignet sich die Beleuchtung mit
Blaulichtdioden nicht fir die heterologe Expression und hier im speziellen fir die Expression von
Proteinen mit Eisen-Schwefel Kofaktoren. Ebenso scheint die Expression mittels des Nitrogenase
Promotors P, welcher dem nifHDK-Operon voran steht in der logarithmischen Wuchsphase

reprimiert zu sein.
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3.2. Auswirkungen der verschiedenen Lichtbedingungen auf die Genexpression in

R. capsulatus

Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Beleuchtungsbedingungen einen Effekt auf das
Wachstum, die Pigmentakkumulation und die Synthese des Nitrogenaseenzymkomplexes haben.
Um einen detaillierteren Einblick in die physiologischen Verdnderungen zu bekommen sollte die
Genexpression des R. capsulatus im Vergleich Beleuchtung mit Infrarot- zu Blaulichtdioden mittels
Microarray untersucht werden. Da die Methode der Microarrayanalyse fir R. capsulatus noch nicht
etabliert war, sollte durch die Transkriptionsanalyse unter Stickstoffmangelbedingungen, welche

bereits gut untersucht ist, die Methode getestet werden.

3.2.1. Einfluss von Stickstoffmangelbedingungen auf die Genexpression von R. capsulatus

Die Regulation der Stickstofffixierungen ist fur das Bakterium R. capsuvlatus ausfihrlich untersucht
worden (Kap.1.3.2 /). Die Untersuchung des R capsulatus mittels Microarray auf
Stickstoffmangelbedingungen soll die Anwendbarkeit der Transkriptomuntersuchung mittels
Microarray auf R. capsulatus verifizieren.

In diesem Versuch sollten die regulatorischen Anpassungen von R. capsulatus an die Anzucht mit
Ammoniumsulfat  (Nitrogenase reprimierend) und L-Serin (Nitrogenase dereprimirend) (s.
Kap.1.3.2.2) im Medium mittels Microarray Analyse untersucht werden.

Der Versuch wurde mit dem Stamm R capsulatus B10S durchgefihrt. Die Kulturen wurden in
einem Volumen von 10 ml in gasdicht verschlieBbaren KulturgeféBen unter anaeroben
Bedingungen angezogen. Das verwendete Medium war RCV-Minimalmedium, welches Malat als
Kohlenstoffquelle, Ammoniumsulfat bzw. L-Serin als Stickstoffquelle beinhaltete. Als Lichtquelle
wurden Infrarotdioden verwendet. Die Kulturen wurden mit einer OD; von 0,05 inokuliert. Im
weiteren Verlauf wurde bei einer ODy4, von 1,4 bis 1,8 Zellmaterial entnommen, welches mit RCV-
Minimalmedium gewaschen wurde und wiederum fir die Inokulation (OD,s von 0,05) eines
KulturgeféBes genutzt wurde. Bei einer ODy,, von 1,4 bis 1,8 wurden 2 der Kulturen @ 10 ml
vereinigt und die RNA aus den Zellen extrahiert, um mittels Microarray eine Bestimmung der
Transkriptmenge vornehmen zu kénnen. Die RNA wurde mittels reverser Transkriptase in cDNA
umgeschrieben und durch die Verwendung von Cyaninfluoreszenzfarbstoff gekoppelten dUTP's
markiert. Anschliefend wurde die so markierte cDNA auf einem Microarraychip hybridisiert und die
Fluoreszenz mittels Microarray "High-Resolution-Scanner” ausgelesen. Die so erhaltenen
Fluoreszenzdaten wurden nach Smyth (Smyth et al., 2003) analysiert.

Insgesamt konnten 2582 Gene von 3488 annotierten Genen von R. capsulatus eindeutig

nachgewiesen werden. Der Vergleich zeigt die Verénderung der Transkriptmenge der Kulturen
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unter Nitrogenase dereprimierenden Bedingungen (-N) zu denen unter Nitrogenase reprimierenden
Bedingungen (+N). Bei 28 Genen wurde eine eindeutig positive Regulation, das bedeutet das die
Transkriptmenge der IR-Proben mindestens doppelt so hoch war wie die der BL-Proben, und bei 4
Genen eine eindeutig negative Regulation, das bedeutet das die Transkriptmenge der IR-Proben
héchsten halb so hoch war wie die der BL-Proben, nachgewiesen. Von den 28 Genen, welche
eindeutig positiv reguliert waren, sind 27 am Aufbau bzw. der Regulation des Nitrogenase-
enzymkomplexes beteiligt, diese sind in Abb.3.8.2 dargestellt. Unter den 4 eindeutig negativ
regulierten Genen findet sich kein Gen, welches am Aufbau bzw. der Regulation des Nitrogenase-

enzymkomplexes beteiligt ist.
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Abb.3.9 Einfluss der Stickstoffquelle auf die Expression stickstoffregulierter Gene in R capsulatus. Der
R. capsulatus Wildtyp B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml, unter
Nitrogenase reprimierenden (+N/Ammoniumsulfat) und Nitrogenase dereprimierenden (-N/L-Serin)
angezogen, als Lichtquelle wurden Infrarotdioden verwendet.

Schematische Darstellung stickstoffregulierter Gene, die Pfeile symbolisieren Leserichtung, Gréfie und
Anordnung der Gensequenzen. Die Gene und Transkriptionseinheiten, der in Zeile 1 und 2 dargestellten
Genregion, der schwarze Pfeil zeigt die Verknipfung der Genregion an, sind stickstoffregulierte Gene, wie
z.B. die mit mf benannten Gene (‘rhodobacter nitrogen fixation"), die mit nif benannten Gene (’nitrogen
fixation") und die mit fdx benannten Gene ('ferredoxin”); in Zeile 3 ist ein weiterer Nitrogenasegencluster
abgebildet, dessen Gene und Transkriptionseinheiten stickstoffreguliert sind, sowie das Operon g/nk-amiB,
bei GInK handelt es sich um einen P,-Signaltransduktionsprotein (Kap.1.3.2.2) und bei AmtB um einen
Ammoniumtransporter. Die Farben sind an die Funktion der Gene angelehnt: Rot: Regulatoren, Blau:
Struktur, Grin: Kofaktorbiosynthese und Orange: Elekironentransport. In Zeile 4 ist eine weitere Genregion
dargestellt, deren Gene und Transkriptionseinheiten zum gréfiten Teil stickstoffreguliert sind; z.B. die mit vre
bezeichneten Gene (‘vrease”) und die mit urt bezeichneten Gene (‘wrea ABC transporter”). Die Zahlen
markieren die relative Position im Genom nach der Annotierung der NCBI-Datenbank fir R copsulatus
SB1003 (Strnad et al., 2010).

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsverénderung unter
dereprimierenden Bedingungen (-N) im Vergleich zu reprimierenden Bedingungen (+N) dar. Die
Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverdnderung an, wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5
und kleiner 2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in den Werten 2 (gelb) bis maximal 16 (rot)
angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengendnderung farblich unterscheiden zu kénnen.
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In Abb.3.8.A sind schematisch die Transkriptionseinheiten der Gene dargestellt die fir Proteine
kodieren die am Aufbau des Nitrogenaseenzymkomplexes und dessen Regulation beteiligt sind. In
Abb.3.8.B sind farblich und nummerisch die Unterschiede in der Expression der einzelnen Gene als
Quotient dargestellt. Die farbliche Skala in Abb.3.8.B ist Werten von 2 bis 16 zugeordnet, bei
Werten niedriger als zwei ist keine Farbung vorhanden. Die Werte bezeichnen immer die direkte
Expressionséinderung unter dereprimierenden (-N) Bedingungen mit der Expression unter
reprimierenden (+N) Bedingungen als Bezugspunkt. Werte von O bis 0,5 bezeichnen eine negative
Verdnderung der Expression, Werte von 0,5 bis 2 bezeichnen keine oder zu geringe Anderungen in
der Expression und Werte Uber 2 zeigen ein positive Verdnderung in der Expression unter
dereprimierenden (-N) Bedingungen.

Die Expressionsdaten der Microarrayanalyse zeigten bei bestimmten Genen die erwartete positive
Regulation der stickstoffabhéngig regulierten Gene und Operons. In einigen Bereichen zeigten sich
aber auch UnregelméBigkeiten in den Transkriptmengen von Genen die zu einer Transkriptions-
einheit gehéren. Zudem lieffen sich auch Gene und Transkriptionseinheiten nachweisen, welche
zwar stickstoffabhéngig reguliert werden, aber dennoch keine Expressionsveréinderung zeigten.
Einigen der vermuteten bzw. bestétigten Transkriptionseinheiten, wie z.B. dem Operon mtABCDGE
zeigten sich keine gleichméBigen Steigerungen der Expression des Operons. Die Gene, welche
zuerst abgelesen werden, sind kaum reguliert (m#4 1,5 | mfB 1,4) wohingegen die letzteren Gene
deutlich reguliert sind (mfC 2,7 | mfD 4,3 | mfE 4,7). Die Unterschiede in der Transkriptmenge einer
Transkriptionseinheit lassen sich hier am besten durch partielle Degradation oder Prozessierung der
mRNA erkléren.

Die Gene uvreDABC und ureEFG, welche fur die Urease kodieren, zeigten keine Verdnderung in
der Expression unter dereprimierenden Bedingungen, obwohl diese beide Operons
stickstoffreguliert sind.

ErwartungsgemdB sind die Gene der Nitrogenasetranskriptionsaktivatoren NifA1 und NifA2 positiv
reguliert. Die Transkriptmenge ist jeweils um den Faktor 2,3 erhsht (ni#A1 und nifA2). Ebenfalls
sind erwartungsgeméfl die Gene fir den Nitrogenaseenzymkomplex nifHDK, welche zu einer
Transkriptionseinheit gehdren, im Mittel unter dereprimierenden Bedingungen um den Faktor 30,2
mal stérker exprimiert als unter reprimierenden Bedingungen.

Das Gen nifN (22,1), welches fir ein Protein kodiert das am Aufbau des Eisen-Molybdén-Kofaktors
for die Nitrogenase beteiligt ist, war stark positiv reguliert. Ebenso zeigten die stickstoffabhéngig
exprimierten Gene fur die Ferredoxine Fdl (7dxN 7,6), FdIV (fdxC 2,6) und FdV (fdxD 6,4) eine
starke positive Expressionsénderung.

Die Analyse mittels Microarray zeigte eine positive Regulation der Gene welche unter Kontrolle der
Transkriptionsaktivatoren  NifAT und NifA2 stehen, wie auch die positive Regulation der

Transkriptionsaktivatoren selbst. Die Transkriptionssteigerungen entsprachen zu groflen Teilen den
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aus der Literatur erwarteten regulatorischen Effekten. Die Stickstoffmangelreaktion des

R. capsulatus konnte durch die Analyse mittels Microarray nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung der Transkriptmenge des R. capsulatus unter Stickstoffmangelbedingungen
zeigte sich bei vielen stickstoffregulierten Genen und Operons eine Erhéhung der Transkriptmenge,
welche den in der Literatur beschriebenen regulatorischen Effekten entspricht. Die hachste
Expressionséinderung wiesen dabei zum einen das Operon nifHDK auf, welche die stark erhéhte
Expressionsaktivitét am P, Promotor zeigt und zum anderen die Gene 7dxC, fdxD, fdxN und nifN,
was die erhéhte Aktivitét bei der Synthese von Eisen-Schwefel-Kofaktoren und Proteinen mit Eisen-
Schwefel-Kofaktor verdeutlicht.

Die Transkriptionsanalyse mittels Microarray lésst sich in dieser Form anwenden.

3.2.2. Transkriptanalyse von Rhodobacter capsulatus unter Leuchtdioden

R. capsulatus zeigt betrachtliche Verdnderungen im Wachstum, bei der Photosynthese und der
Stickstofffixierung wenn das Bakterium nicht der Strahlung im infraroten Bereich ausgesetzt ist. Die
vorrangegangenen Experimente lassen vermuten, dass die Anderungen der Lichtbedingungen
bestimmte regulatorische Systeme in R. capsulatus positiv beeinflussen, wie z.B. die Nitrogenase-
expression unter Infrarotdioden oder die Pigmentakkumulation unter Blaulichtdioden. Um optimale
Bedingungen fur die Expression von Membranproteinen oder Proteinen mit Metall-Kofaktor zu
erhalten, sollte Uberprift werden welchen Einfluss die Lichtbedingungen auf die entsprechenden
Systeme auf Transkriptionsebene haben und ob sich die Leuchtdioden dahingehen nutzen lassen
diese Bedingungen zu forcieren.

Der Versuch wurde mit dem Stamm R capsulatus B10S durchgefihrt. Die Kulturen wurden in
einem Volumen von 10 ml in gasdicht verschlieBbaren "hungates” unter anaeroben Bedingungen
angezogen. Das verwendete Medium war RCV-Minimalmedium, welches Malat als
Kohlenstoffquelle und L-Serin als Stickstoffquelle beinhaltete. Als Lichtquelle wurden Infrarot- und
Blaulichtdioden verwendet. Die Kulturen wurden mit einer OD, von 0,05 inokuliert. Im weiteren
Verlauf wurde bei einer ODy,, von 1,4 bis 1,8 Zellmaterial entnommen, welches mit RCV-
Minimalmedium gewaschen wurde und wiederum fir die Inokulation (OD,s von 0,05) eines
'hungates” genutzt wurde. Bei einer ODy4, von 1,4 bis 1,8 wurden 2 der Kulturen & 10 ml vereinigt
und die RNA aus den Zellen extrahiert, um mittels Microarray eine Bestimmung der Transkript-
menge vornehmen zu kénnen.

Die RNA wurde mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und durch die Verwendung

von Cyaninfluoreszenzfarbstoff gekoppelten dUTP's markiert. AnschlieBend wurde die so markierte
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cDNA auf einem Microarraychip hybridisiert und die Fluoreszenzen anschlielend mittels Microarray
"High-Resolution-Scanner" ausgelesen. Die so erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden nach Smyth
(Smyth, 2002) analysiert.

Verglichen wurde die Genexpression des R. capsulatus B10S Wildtyps unter folgenden
Bedingungen: Bestrahlung mit Infrarotdioden und Bestrahlung ausschlieBlich mit Blaulichtdioden.
Die Werte bezeichnen immer die direkte Expressionsdnderung unter Infrarotstrahlung mit der
Expression unter Blaulicht als Bezugspunkt. Werte von O bis 0,5 bezeichnen eine negative
Verdnderung der Expression, Werte von 0,5 bis 2 bezeichnen keine oder zu geringe Anderungen in
der Expression und Werte Uber 2 zeigen ein positive Verénderung in der Expression unter
Infrarotstrahlung.

Insgesamt konnte eine Expressionsénderung von 3412 Genen der 3488 annotierten Gene
bestimmt werden. Bei 255 Genen wurde eine eindeutige positive Regulation (> 2,0), bei 19
Genen eine eindeutig negative Regulation (< 0,5) nachgewiesen.

Von den 255 Genen, welche eindeutig positiv reguliert waren, sind 24 am Aufbau bzw. der
Regulation des Nitrogenaseenzymkomplexes beteiligt. Weiterhin sind 22 der 255 Gene am Aufbau
des Photosyntheseapparates bzw. der ATPase beteiligt, 33 der 255 Gene kodieren fir ribosomale
Proteine. Zusatzlich konnte in 4 Bereichen eine starke Expressionsdnderung nachgewiesen werden,
dabei handelte es sich um einen Phosphat-ABC-Transporter, kodiert durch die Gene pstSCAB und
die Regulatoren phoUB, Flagelinproteine kodiert durch die Gene flaAF und den Regulator #b7,
und zwei Bereiche putativer Proteine RCAP_rcc00608 — RCAP_rcc00610 und RCAP_rcc02888 —
RCAP rcc02892, sowie Gene fur die Kalteschockproteine cspA; und cspAs; welche jeweils einem
der Cluster zugehérig sind. In den folgenden Kapiteln 3.2.2.1 bis 3.2.2.4 sind jeweils einige der
Gene und Transkriptioneinheiten aus R. capsulatus und deren Expressionsverdnderung im Bezug zu

den Beobachtungen aus den Versuchen 3.1.1 bis 3.1.4 zusammengefasst.
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3.2.2.1.  Auswirkungen der verschiedenen Lichtbedingungen auf die Transkription

der Gene der 30S und 50S Untereinheiten der Ribosomen

In Kap.3.1.2 sind die Auswirkungen der Lichtverédnderungen auf das Wachstum von R. capsuvlatus
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die ausschlieBliche Verwendung von Blaulichtdioden
for das Wachstum von R. capsulatus einen negativen Effekt hatte. Die Lag-Phase war verléngert
und die Generationszeit war ca. dreimal so hoch als unter Beleuchtung mit Infrarotdioden. Dieser
Effekt zeigt eine deutliche Verschlechterung der allgemeinen Wuchsbedingungen. Bei der
Untersuchung der Transkriptmengen zwischen Infrarotdioden und Blaulichtdioden fielen daher
auch die deutlichen Unterschiede bei der Transkriptmenge der Gene fir die ribosomalen Proteine
auf. Die Gene, welche fir die Proteine der 30S und 50S Untereinheiten der Ribosomen kodieren
finden sich in verschiedenen Transkriptionseinheiten, wobei 33 der insgesamt 54 Gene in einem
ca. 34 kbp groflen Gencluster zusammengefasst sind (Abb.3.11.1). Unter den mit rps
bezeichneten Genen finden sich die Gene die fir die Proteine der 30S Untereinheit der Ribosomen
kodieren. Mit ro/ und rom sind die fir die Proteine der 50S Untereinheit der Ribosomen

kodierenden Gene benannt. Die roo Gene kodieren fir Untereinheiten der RNA-Polymerase.
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Abb.3.10 Einfluss der Lichtquelle auf die Expression der Gene fir die ribosomalen Proteine in R. capsulatus.
Der R capsulatus Wildtyp B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml
angezogen, als Lichtquelle wurden Infrarotdioden oder Blaulichtdioden verwendet.

Schematische Darstellung der Gene fir die ribosomalen Proteine, die Pfeile symbolisieren Leserichtung,
Gréfle und Anordnung der Gensequenzen. Die Zeilen 1-4 stellen ein Gencluster dar, wobei die schwarzen
Pfeile jeweils die Verknipfung des Genclusters anzeigen. Die Gene, welche die 30S Untereinheit der
Ribosomen kodieren, sind grin dargestellt. Die Gene, welche die 50S Untereinheit der Ribosomen kodieren,
sind blau dargestellt. Die Gene, welche fir die RNA-Polymerase kodieren, sind rot dargestellt. In Zeile 4 sind
zuséitzlich Gene dargestellt, welche fir die 30S oder 50S Untereinheit der Ribosomen kodieren aber nicht in
dem in Zeile 1-4 gezeigten Gencluster liegen und eine Anderung in der Transkriptmenge aufwiesen. Die
Zahlen markieren die relative Position im Genom nach der Annotierung der NCBI-Datenbank fir
R. capsulatus SB1003 (Strnad et al., 2010).

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsveréinderung im Vergleich
Infrarotdioden zu Blaulichtdioden dar. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverénderung an,
wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5 und kleiner 2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in

den Werten 2 (gelb) bis maximal 4 (rot) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengendnderung farblich
unterscheiden zu kénnen.
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In Abb.3.10.A sind die Gene dargestellt die fir Proteine kodieren, die am Aufbau der Ribosomen
beteiligt sind. In Abb.3.10.B sind farblich und nummerisch die Unterschiede in der Expression der
einzelnen Gene als Quotient dargestellt. Die farbliche Skala in Abb.3.11.B ist von O bis 8 gewdhlt,
Werte kleiner zwei sind weif3 dargestellt.

In Abb.3.10 sind alle Gene dargestellt, welche fur ribosomale Proteine kodieren und eine
Anderung der Transkriptmenge im Vergleich Infrarot- zu Blaulichtdioden aufweisen. Insgesamt sind
dies 32 der 54 Gene fur die ribosomalen Proteine. Die Anderung der Transkriptmengen lagen bei
diesen Genen im Mittel bei 2,8.

Die Expressionsénderung, welche durch den Microarray bestimmt wurde, kann zweierlei bedeuten,
entweder eine erhdhte Expression unter Infrarotdioden oder eine verminderte Expression unter
Blaulichtdioden. Es ist anzunehmen, dass es sich bei dem hier gezeigten Effekt um eine Vermin-
derung der Expression der Gene der ribosomalen Proteine unter Blaulichtdioden handelte und
damit eine verminderte Proteinbiosynthese einherging. Diese Wachstumsraten korrelierte
Verminderung der Expression der Gene fur die ribosomalen Proteine ist bereits fur £ col,
M. tuberculosis und S. typhimurium beschrieben (Betts et al., 2002; Grunberg-Manago et al.,
1985; Reeve et al., 1984).

Die Unterschiede in der Expression der Gene fir die ribosomalen Proteine zwischen
Blaulichtdioden und Infrarotdioden zeigten eine Stressantwort auf die Lichtmangelbedingungen im

Infrarotbereich.

3.2.2.2.  Auswirkungen der verschiedenen Lichtbedingungen auf die Transkription

der Gene fir den Photosyntheseapparat

Bei der Untersuchung der Kulturen unter Infrarot- und Blaulichtdioden ergaben sich grofie
Unterschiede in der Akkumulation der Photopigmente (Kap.3.1.3), wobei bei den Kulturen unter
Blaulichtdioden eine um den Faktor 2 erhéhte Akkumulation der Photopigmente nachgewiesen
werden konnte. Die Gene, welche fir den Photosyntheseapparat kodieren, sind in einem 46 kbp
grofien Bereich auf dem Chromosom in verschiedenen Transkriptionseinheiten zusammengefasst
(Abb.3.9.1). Die mit bch bezeichneten Gene kodieren fir Proteine, welche fir den Aufbau des
Bakteriochlorophylls verantwortlich sind. Die Gene welche die Bezeichnung crt tragen kodieren fir
Proteine fur die Carotinoidsynthese. Gene, welche fur Strukturproteine des Photosystems kodieren,
sind als puf (pufIM RZ, putAB LS|), puc (pucBA LSIl) und puh (puhA RZ) benannt. In dem 46 kbp
groBen Bereich finden sich auch die Gene fir die Repressoren Crt) und AerR, welche Redox-

abhéngig die Expression der Photosynthesegene reprimieren.
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Abb.3.11 Einfluss der Lichtquelle auf die Expression der Gene fir den Photosyntheseapparat in
R. capsulatus. Der R. capsulatus Wildtyp B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von
10 ml, als Lichtquelle wurden Infrarotdioden oder Blaulichtdioden verwendet.

Schematische Darstellung der Gene fir den Photosyntheseapparat, die Pfeile symbolisieren Leserichtung,
Gréfle und Anordnung der Gensequenzen. In Zeile 1 bis 3 ist die 46 kbp grofie Genregion dargestellt (die
schwarzen Pfeile zeigen die Verknipfung der Genregion an) in der die meisten Gene der am Aufbau des
Photosyntheseapparates beteiligten Proteine zusammengefasst sind. Die Gene deren Proteine an der
Synthese des Bakteriochlorophylls beteiligt sind, sind in grin dargestellt, Die Gene deren Proteine am Aufbau
der Reaktionszentren oder der Lichtsammelkomplexe beteiligt sind, sind blau dargestellt. Die Gene fir die
Carotinoidbiosynthese sind in orange dargestellt. Die Regulatoren der Photosynthesegene, wobei nur crt/
und gerR im Gencluster liegen, sind rot dargestellt. In Zeile 4 sind die Gene der Regulatoren RegA, RegB
und HvrA, sowie das pucBACDE Operon dargestellt. Die Zahlen markieren die relative Position im Genom
nach der Annotierung der NCBI-Datenbank fir R. capsulatus SB1003 (Strnad et al., 2010). Zusétzlich sind
die jeweils Operons markiert die durch die Repressoren AerR und CrtJ beeinflusst werden kénnen.

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsveréinderung im Vergleich
Infrarotdioden zu Blaulichtdioden dar. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverénderung an,
wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5 und kleiner 2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in

den Werten 2 (gelb) bis maximal 4 (rot) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengendnderung farblich
unterscheiden zu kénnen.

In Abb.3.11.A sind die Operonstrukturen der Gene dargestellt, die fir Proteine kodieren, die am
Aufbau des Photosyntheseapparates beteiligt sind. In Abb.3.11.B sind farblich und nummerisch die
Unterschiede in der Expression der einzelnen Gene als Quotient dargestellt. Die farbliche Skala in
Abb.3.11.B ist von O bis 4 gewdhlt um auch geringere Verénderungen in der Expression farblich

darstellen zu kénnen, Werte kleiner zwei sind weif3 dargestellt.
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Die Expressionsdaten der Microarrayanalyse zeigten in bestimmten Bereichen eine positive
Regulation der Photosynthesegene. In einigen Bereichen zeigten sich aber auch Unregel-
mdBigkeiten in den Transkriptmengen von Genen einer Transkriptionseinheit.

Einigen der vermuteten bzw. bestdtigten Transkriptionseinheiten wie z.B. das Operon pufQBALMX
und das Operon pucBACDE zeigten keine gleichmdBige Steigerung der Expression Uber das
gesamte Operon. In beiden Féllen zeigten die zuvorderst gelegenen Gene keine Anderung der
Transkriptmenge (ouf@ 1,5 | putA 1,7 | pufB 1,5)(pucB 1,4| pucA 1,2) wohingegen die letzteren
Gene eine deutliche Anderung in der Transkriptmenge aufwiesen (pufl 3,0|putM 2,3 | putX
2,4)(pucC 3,6| pucDE 2,0). Die Unterschiede in der Transkriptmenge einer Transkriptionseinheit
lassen sich hier am besten durch partielle Degradation oder Prozessierung der mRNA erklaren.

Die Expression der Photosynthesegene kann durch die Lichtintensitat beeinflusst werden. Allerdings
war die Veréinderungen in den Expressionsraten bei allen hier dargestellten Genen sehr gering und
nur bei 19 der dargestellten 47 Gene war Gberhaupt eine Expressionsverénderung messbar.
Ebenso konnte bei den Regulatoren der Photosynthesegene keine Anderung in  der
Transkriptmenge nachgewiesen werden. Gegensétzlich zu dem Befund (Kap.3.1.3), dass die
Kulturen unter Blaulichtdioden mehr Photopigmente akkumulierten, zeigte die Microarrayanalyse
zum einen geringe Unterschiede in der Expression der Gene fir den Photosyntheseapparat und
zum anderen, dass bei den Genen bei denen Unterschiede messbar waren die Kulturen, welche
unter Infrarotdioden angezogen wurden, mehr Transkript aufwiesen.

Der in Kap.3.1.3 beschriebene Effekt, der erhéhten Pigmentakkumulation unter Blaulichtdioden,
lésst sich anhand der Unterschiede in den Transkriptmengen nicht erkléren. Fir die Produktion von
Membranproteinen in R. capsulatus unter phototrophen Bedingungen, wobei der Vorteil in der
vergrofBerten  Membranoberfléche besteht, lasst sich an Hand der Beobachtungen aus
Pigmentakkumulation und Microarraydaten nicht direkt festlegen, welche Beleuchtung hierfir die

geeignetere ist.

Im Vergleich von R. capsulatus unter Infrarotdioden und Blaulichtdioden war der Unterschied in
den Transkriptmengen gering. Gegensétzlich zu den Beobachtungen zur Pigmentakkumulation
unter den verschiedenen Lichtbedingungen waren die Transkriptmengen der Gene, welche fir den
Photosyntheseapparat von R. capsulatus kodieren, in den Kulturen, welche unter Infrarotdioden

angezogen wurden, hdher als bei den Kulturen, die unter Blaulichtdioden angezogen wurden.
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3.2.2.3.  Auswirkungen der verschiedenen Lichtbedingungen auf die Transkription

der Gene fir den Nitrogenaseenzymkomplex und dessen Regulation

In Kap.3.1.4 konnte gezeigt werden, das R capsulatus bei phototropher Anzucht unter
Blaulichtdioden nicht in der Lage ist, in der logarithmischen Wuchsphase, den Nitrogenase-
enzymkomplex zu synthetisieren. Die Microarrayanalyse kann hier zeigen ob es sich dabei um
einen Effekt handelt, welcher mit der verminderten Proteinbiosynthese (Kap.3.1.6.1)
zusammenhéngt oder um einen regulatorischen Effekt, durch den die Expression der
Nitrogenasegene reprimiert wird.

Die Gene, welche fir den Nitrogenaseenzymkomplex kodieren, sind in verschiedenen
Transkriptioneinheiten zusammengefasst (Abb.3.10.1). Unter den mit nifbezeichneten Gene finden
sich die Gene, die fir den Nitrogenaseenzymkomplex selbst kodierenden, ebenso wie die, welche
fur Proteine kodieren die an der Kofaktorsynthese und Regulation der Nitrogenase beteiligt sind.
Mit fdx sind die fir Ferredoxine kodierenden Gene benannt. Unter g/n sind die Gene der
Glutamatsynthese  zusammengefasst, wobei es sich bei GInB und GInK  um zwei
P,-Signaltransduktionsproteine handelt, die die Stickstofffixierungen in Bezug auf gebundenen
Stickstoff kontrollieren. Das Gen amf?B kodiert fir einen Ammoniumtransporter. Die Gene mfBC
kodieren fir einen in der Membran verankerten Komplex der Elektronen von der
Hydrogenasereaktion, der Wasserstoffspaltung, wieder an die Nitrogenase zurickfihrt. Die Gene
mtADG und rnfE kodieren fir die Elektronentransporter dieses Systems (Jeong & Jouanneau,

2000).
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Abb.3.12 Einfluss der Lichtquelle auf die Expression der Nitrogenasegene in R. capsulatus. Der R. capsulatus
Wildtyp B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml, als Lichtquelle wurden
Infrarotdioden oder Blaulichtdioden verwendet.

Schematische Darstellung stickstoffregulierter Gene, die Pfeile symbolisieren Leserichtung, Gréfie und
Anordnung der Gensequenzen. Die Gene und Transkriptionseinheiten, der in Zeile 1 und 2 dargestellten
Genregion (der schwarze Pfeil zeigt die Verknipfung der Genregion an) sind stickstoffregulierte Gene, wie
z.B. die mit mf benannten Gene (rhodobacter nitrogen fixation"), die mit nif benannten Gene (’nitrogen
fixation") und die mit fdx benannten Gene ("ferredoxin”); in Zeile 3 ist ein weiterer Nitrogenasegencluster
abgebildet, dessen Gene und Transkriptionseinheiten stickstoffreguliert sind, sowie in Zeile 4 das Operon
glnK-amtB, bei GInK handelt es sich um einen P,-Signaltransduktionsprotein (Kap.1.3.2.2) und bei AmtB um
einen  Ammoniumtransporter, und das Operon glnB-glnA, GInB handelt es sich um einen P,-
Signaltransduktionsprotein (Kap.1.3.2.2) und bei GInA um die L-Glutaminsynthetase. Die Farben sind an die
Funktion der Gene angelehnt: Rot: Regulatoren, Blau: Struktur, Grin: Kofaktorbiosynthese und Orange:
Elektronentransport. Die Zahlen markieren die relative Position im Genom nach der Annotierung der NCBI-
Datenbank fur R. capsulatus SB1003 (Strnad et al., 2010).

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsverénderung im Vergleich
Infrarotdioden zu Blaulichtdioden dar. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverénderung an,
wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5 und kleiner 2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in
den Werten 2 (gelb) bis maximal 16 (rof) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengenénderung
farblich unterscheiden zu kénnen.

72



ERGEBNISSE

In Abb.3.12.A sind die Transkriptionseinheiten der Gene dargestellt die fir Proteine kodieren die
am Aufbau des Nitrogenaseenzymkomplexes beteiligt sind. In Abb.3.12.B sind farblich und
nummerisch die Unterschiede in der Expression der einzelnen Gene als Quotient dargestellt. Die
farbliche Skala in Abb.3.12.B ist von O bis 16 gewdhlt, Werte kleiner zwei sind weif} dargestellt.

Die Expressionsdaten der Microarrayanalyse zeigten in bestimmten Bereichen den positiven Einfluss
der Infrarotdioden bzw. negativen Einfluss der Blaulichtdioden auf die Expression der
Nitrogenasegene, wie sie aus den Beobachtungen in Kap.3.1.4 zu erwarten waren. In einigen
Bereichen zeigten sich wiederrum UnregelméafBigkeiten in den Transkriptmengen von Genen die zu
einer Transkriptionseinheit gehdren.

Wie schon bei dem Vergleich Nitrogenase dereprimierenden zu Nitrogenase reprimierenden
Bedingungen (Kap.3.2.1) zeigten sich bei einigen der vermuteten bzw. bestdtigten
Transkriptionseinheiten, wie z.B. dem Operon mfABCDGE, keine gleichméfige Steigerung der
Transkriptmenge im gesamten Operon. Bei den Gene, welche den Anfang des Operons
markieren, wurden kaum Verdnderungen in der Transkriptmenge nachgewiesen (m#4 1,1 | mfB
1,3) wohingegen die letzteren Gene eine Erhéhung der Transkriptmenge zeigten (/D 3,1 | mfE
2,6). Die Unterschiede in der Transkriptmenge einer Transkriptionseinheit lassen sich hier am
besten durch partielle Degradation oder Prozessierung der mRNA erklaren.

Die Gene der Nitrogenasetranskriptionsaktivatoren NifA1 und NifA2 sind positiv reguliert. Die
Transkriptmenge ist jeweils um den Faktor 3,3 (ni#Al) bzw. 3,7 (nitA2) erhéht. Ebenfalls sind
erwartungsgeméfl die Gene fir den Nitrogenaseenzymkomplex nifHDK, welche zu einer
Transkriptionseinheit gehéren, im Mittel unter Infrarotdioden um den Faktor 26,8 mal starker
exprimiert als unter Blaulichtdioden.

Das Gen nifN (6,6), welches fur ein Protein kodiert das am Aufbau des Eisen-Molybdén-Kofaktors
for die Nitrogenase beteiligt ist, war positiv reguliert. Ebenso zeigten die Gene fir die Ferredoxine
Fdl (7dxN 6,5) und FdV (fdxD 4,5) eine positive Expressionsdnderung unter Infrarotdioden.

Die Anderung der Transkriptmenge in dem Vergleich Infrarotdioden zu Blaulichtdioden weist eine
hohe Ahnlichkeit zu der Verénderung unter Nitrogenase dereprimierenden zu Nitrogenase
reprimierenden Bedingungen auf (Kap.3.2.1).

Fur die Anwendung des R. capsulatus zu Expression von Proteinen mit Metall-Kofaktoren scheint
die Verwendung von Blaulichtdioden zur Anzucht nicht eignet zu sein, da sich dhnliche Effekte

zeigten wie unter Nitrogenase reprimierenden Bedingungen.

Die Microarrayanalyse zeigte eine Anderung der Transkriptmenge im Vergleich von Infrarotdioden
zu Blaulichtdioden, die mit den Beobachtungen aus dem Versuch zur Synthese des
Nitrogenaseenzymkomplex (Kap.3.1.4) korrelieren. Die Anderungen der Expression zeigten eine

Stressantwort von R. capsulatus auf das Signal Blaulicht oder Lichtmangel-Stress hin.
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3.22.4. Gene wund Transkriptionseinheiten — mit  starker ~Anderung  der

Transkriptionsraten im Vergleich Infrarotdioden zu Blaulichtdioden

Bei der weiteren Auswertung der Microarraydaten zeigten sich vier weitere stark regulierte Bereiche,
bei denen die Gene bereits untersucht und zu einer Transkriptionseinheit zusammengefasst wurden
oder anhand der Microarraydaten eine solche Transkriptionseinheit zu vermuten ist. Dazu gehéren
die Gene pstSCAB, welche fir einen Phosphat-ABC-Transporter kodieren und die Gene phoUB tir
die Regulatoren dieses Transporters, das Gen #laA, welches fir ein Flagellinprotein kodiert, die
Gene flaF und 767, die fir Regulatoren der Flagellensynthese kodieren und die cspA Gene, die fir
Kalteschockproteine kodieren und sich nahe der putativen Genen RCAP rcc00608-00610 (cpsA)
und RCAP rcc02890-02892 (cspAs) befinden, welche méglicherweise zu je einer Transkriptions-

einheit gehdren.
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Abb.3.13 Einfluss der Lichtquelle auf die Expression verschiedener Gene in R. capsulatus. Der R. capsulatus
Wildtyp B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml, als Lichtquelle wurden
Infrarotdioden oder Blaulichtdioden verwendet.

Schematische Darstellung von Genen mit deutlicher Anderung der Transkriptmenge, die Pleile
symbolisieren Leserichtung, Gréfle und Anordnung der Gensequenzen. In Zeile 1 sind die méglichen
Transkriptionseinheiten von putativen Genen dargestellt, die zudem von Genen fir Kélteschockproteine
flankiert werden. In Zeile 2 sind die Gene fiur ein Flagellinprotein bzw. fir die Regulatoren der
Flagellensynthese dargestellt und das Operon fir einen Phosphat-ABC-Transporter. Die Zahlen markieren
die relative Position im Genom nach der Annotierung der NCBI-Datenbank fir R. capsulatus SB1003.
Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsveréinderung im Vergleich
Infrarotdioden zu Blaulichtdioden dar. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverénderung an,
wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5 und kleiner 2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in

den Werten 2 (gelb) bis maximal 16 (rof) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengenénderung
farblich unterscheiden zu kénnen.
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In Abb.3.13.A sind die Transkriptionseinheiten der Genebereiche dargestellt bei denen Gber den
gesamten Bereich eine deutlicher Unterschied der Expression im Vergleich der Anzucht unter
Infrarotdioden zur Anzucht unter Blaulichtdioden festzustellen war. In Abb.3.12.B sind farblich und
nummerisch die Unterschiede in der Expression der einzelnen Gene als Quotient dargestellt. Die
farbliche Skala in Abb.3.12.B ist von O bis 16 gewdhlt, Werte kleiner zwei sind weil dargestellt.

Im Falle des pstSCAB-phoU-Operons ist die Expression im Mittel um den Faktor 4,0 gesteigert. Die
pst-Gene kodieren fir einen Phosphattransporter, die Gene phol und phoB kodieren fir die
Regulatoren dieses Transporters. Im Falle des Operons flaAF-1lbT ist die Expression im Mittel um
den Faktor 9,8 gesteigert. Die Gene flaA kodiert fur ein Flagellinprotein, die Gene #bA und #lbT
kodieren fur Flagellinbiosynthese-Regulatoren.

Zwei Bereiche putativer Proteine waren im Mittel unter Infrarotdioden um den Faktor 13,9 (cspAl,
RCAP rccO0608-RCAP rcc00610)  und 23,6  (cspA3, RCAP rcc02892-RCAP rcc02890,
RCAP rcc02889) starker exprimiert als unter Blaulichtdioden. Bei den angegebenen
'RCAP_rcc-Nummern handelt es sich um Datenbankeintrage in der NCBI Genom-Datenbank fir
R. capsulatus SB1003 (Strnad et al., 2010). Die cspA Gene kodieren fir Proteine welche bei der

Kalteschock-Stressantwort exprimiert werden.

Bei dem Vergleich der Transkriptmengen zwischen Infrarotdioden und Blaulichtdioden zeigte sich
for vier mégliche bzw. bereits annotierte Transkriptionseinheiten eine starke Anderung der
Transkriptmengen. In Bezug auf die Anwendung von R. capsulatus als Expressionswirt und speziell
zur Expression von Membranproteinen oder Proteinen mit Metall-Kofaktoren I@sst sich hier zunéchst
keine Aussagen treffen, da entweder die Funktion der Proteine, fir die die betroffenen Gene
kodieren, nicht bekannt ist oder es keinen direkten Zusammenhang zu den unfersuchten
Bedingungen der Beleuchtung mit Infrarot- oder Blaulichtdioden gibt bzw. kein direkter

Zusammenhang zur heterologen Expression herzustellen ist.
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3.2.3. Das 'photoactive yellow protein"PYP

Das ‘photoactive yellow protein” PYP ist ein Blaulichtrezeptor mit unbekannter Funktion.
Rhodobacter capsulatus vertigt Gber das Protein PYP als einzigen bekannten Blaulichtrezeptor.
Durch die starken Verdanderungen von R. capsulatus unter Bestrahlung mit Blaulichtdioden, lag die
Vermutung nahe, dass der Blaulichtrezeptor PYP bei der Regulation bestimmter Prozesse wie der
Akkumulation von Photosystem- bzw. Photopigmenten oder der Synthese und Akfivitét des
Nitrogenaseenzymkomplexes eine Rolle spielt. Daher wurde in den unter Kap.3.1.2 - 3.1.4
beschriebenen Versuchen der R capsulatus Stamm RB1, bei dem das pypo-Gen durch eine

Insertionsmutation ausgeschaltet wurde, mitgefihrt.

3.2.3.1.  Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf das Wachstum des

R. capsulatus Wildtyps B10S im Vergleich zur pyp-Mutante RB1

Wie in Kap.3.1.2 beschrieben, ergaben sich durch die Beleuchtung mit verschiedenen Lichtquellen
Unterschiede im Wachstumsverhalten von Rhodobacter capsulatus. Um einen méglichen
regulatorischen Effekt, der durch den Blaulichtrezeptor PYP vermittelt wird, nachzuweisen, sollte
eine Wachstumskurve mit dem Stamm RB1, bei dem das pyp Gen durch eine Insertionmutation
ausgeschaltet ist, erstellt und mit dem Wildtyp verglichen werden.

Der Versuch wurde mit dem R. capsulatus Wildtyp Stamm B10S (Kap.2.1.2) durchgefihrt. Die
Kulturen wurden in einem Volumen von 10 ml in gasdicht verschlieBbaren Kultivierungsgeféfien
unter anaeroben Bedingungen angezogen. Als Medium wurde RCV-Minimalmedium (Kap.2.4.1.3)
verwendet, welches Malat als Kohlenstoffquelle und L-Serin als Stickstoffquelle beinhaltete. Als
Lichtquelle wurden handelsibliche 60 W Glihbirnen und Leuchtdioden verwendet. Dabei wurden
die Kulturen zum einen mit 60 W Glihbirnen belichtet, zum anderen wurden die Leuchtdioden-
Platinen verwendet. Bei den Leuchtdioden-Platinen erfolgte die Beleuchtung mit Infrarotdioden, mit
Blaulichtdioden und mit Infrarot- und Blaulichtdioden. Die Kulturen wurden mit einer ODy4, von
0,05 inokuliert. Im weiteren Verlauf wurden Gber einen Zeitraum von 68 h Proben & 100 ul for
eine Tribungsmessung zur Bestimmung der Zelldichte entnommen.

Abbildung 3.14 zeigt die Entwicklung der Zelldichte der R. capsulatus Zellkulturen unter
phototropher Anzucht unter Verwendung verschiedener Lichtquellen. Angegeben ist jeweils der
Mittelwert einer Dreifachbestimmung, Uber einen Zeitverlauf von 68 h als Kurve. Die
Standardabweichung ist im Diagramm nicht angeben und lag im Mittel 0,04. Proben wurden nach

20, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 55, 58 und 68 h enthommen.
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Abb.3.14 Einfluss unterschiedlicher Lichtquellen auf das phototrophe Wachstum von R. capsulatus Wildtyp
B10S und pyp-Mutante RB1. Zelldichte [ODy,o] des R. capsulatus Wildtyps B10S (wt) und der Mutante RB1
(pyp) in RCY-Minimalmedium im Zeitverlauf, in einem Kulturvolumen von 10 ml, unter Bestrahlung mit 60 W
Gluhbirnen, Infrarotdioden, Blaulichtdioden und Infrarot- & Blaulichtdioden, jeweils im direkten Vergleich der
Stémme B10S (wt) und RB1 (pyp). Den Kulturen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten ein Probe von
100ul fir eine Tribungsmessung bei 660 nm zur Bestimmung der Zelldichte enthommen.

Abb.3.14 zeigt die Zelldichte [ODy der R capsvlatus B10S- und RB1-Kulturen unter
verschiedenen Strahlungsbedingungen Uber einen Verlauf von 68 h.

In Kap.3.1.2 ist die Auswirkung verschiedener Lichtquellen auf das Wachstum des R. capsulatus
Wildtyps B10S beschrieben. Der Stamm RB1 zeigte unter den verschiedenen Bedingungen die
gleichen Phéanotypen wie der Wildtyp B10S. Die Generationszeiten betrugen 5 h fir die Kulturen
unter 60 W Glihbirnen, 5 h fur die Kulturen unter Infrarotdioden, 4,5h fir die Kulturen unter
Infrarot- und Blaulichtdioden. Wie der Wildtyp B10S zeigte auch die Mutante eine erhéhte
Generationszeit unter Beleuchtung mit Blaulichtdioden. Die Generationszeit betrug hier 12 h.

Die Zellmasse nach Erreichen der stationdren Phase war, wie beim Wildtyp, bei allen Kulturen
gleich (OD¢yo ca. 2). Da keine Verdnderung auf das Wachstum von R. capsulatus unter den
verschiedenen Bedingungen durch die Deletion des pyp Gens festzustellen war, konnte kein
direkter regulatorischer Effekt durch den Blaulichtrezeptor PYP bzw. eines assoziierten Regulators

festgestellt werden.
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3.2.3.2.  Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf die Pigmentakkumulation des

R. capsulatus Wildtyps B10S im Vergleich zur pyp-Mutante RB1

Wie in Kap.3.1.3 beschrieben, ergaben sich durch die Beleuchtung mit verschiedenen Lichtquellen
Unterschiede bei der Pigmentakkumulation von Rhodobacter capsulatus. Um einen méglichen
regulatorischen Effekt, der durch den Blaulichtrezeptor PYP vermittelt wird, nachzuweisen, sollte die
Pigmentakkumulation im Stamm RB1, bei dem das pyp Gen durch eine Insertionmutation
ausgeschaltet ist, gemessen und mit dem Wildtyp verglichen werden.

Die Anzucht der Kulturen erfolgte wie unter Kap.3.1.2 beschrieben. Den Kulturen wurde bei einer
ODy¢o von 1,0 eine Probe von 200 ul fir eine Absorptionsmessung entnommen. Um die Pigmente
aus den Zellen zu extrahieren, wurden die Zellen in Ethanol Gberfihrt, fir 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert und die Zellfrimmer durch Zentrifugation entfernt. Die Messung Uber einen
Messbereich von 300 bis 900 nm in Schritten von 1 nm durchgefthrt die Absorption des
Sphaeroiden bei 450 nm und des Bakteriochlorophyll @ bei 775 nm ist als Balkendiagramm
dargestellt (Abb.3.15).
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Abb.3.15 Einfluss verschiedener Lichtquellen auf die Pigmentakkumulation von R. capsulatus Wildtyp B10S
und pyp-Mutante RB1. Darstellung der Absorptionsmaxima des R. capsulatus Wildtyps B10S und der pyp-
Mutante RB1 im physiologisch relevanten Spektrum als Balkendiagramm, jeweils im direkten Vergleich der
Stsmme B10S und RB1. Der R. capsulatus Wildtyps B10S und die pyp-Mutante RB1 wurde in RCV-
Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml, unter Bestrahlung mit 60 W Glihbirnen,
Infrarotdioden, Blaulichtdioden und Infrarot- & Blaulichtdioden angezogen. Den Kulturen bei einer Zelldichte
[OD¢ol von 1,0 ein Probe von 200 ul entnommen, die Pigmente in Ethanol extrahiert und photometrisch
gemessen.
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Abbildung 3.15 zeigt die Absorption der Photopigmente bei 450 nm fir das Sphaeroiden und bei
775 nm fur das Bakteriochlorophyll a, in der logarithmischen Wuchsphase bei einer OD,4, von
1,0. Die Unterschiede, die sich beim Wildtyp B10S unter den verschiedenen Lichtbedingungen
ergaben, wurden bereits in Kap.3.1.3 beschrieben. Der Stamm RB1 zeigt nur eine minimale
Erhéhung in der Akkumulation der Photopigmente gegeniber dem Wildtyp. Die geringen
Unterschiede in der Pigmentakkumulation lassen keinen Rickschluss auf ein regulatorisches

Phanomen zu, an dem der Blaulichtrezeptor PYP bzw. ein assoziierter Regulator beteiligt ist.

3.2.3.3.  Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf die Bildung des Nitrogenase-
enzymkomplexes des R. capsulatus Wildtyps B10S im Vergleich zur pyp-Mutante
RB1

Rhodobacter capsulatus reguliert die Gene fir die Stickstofffixierung durch die Regulatoren NifAl
und NifA2, sowie durch die Ubergeordneten Regulatoren GInB/K und NirB/C (Kap.1.3.2 ff).
Ebenfalls besteht durch die Regulation des Nitrogenasetranskriptionsaktivators NifA2 vermittelt
durch RegA eine Verbindung zum RegB/A Regulationssystem der Photosynthese. RegA ist in der
Lage die Expression von NifA2 positiv zu beeinflussen. Die Stickstofffixierung ist energieintensiv und
damit ein Kandidat fir eine lichtabhdngige Regulation. Durch einen Nachweis der Dinitrogenase-
reduktase NifH sollte ein regulatorischer Effekt von PYP auf die Expression der Nitrogenasegene

untersucht werden.
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Abb.3.16 Einfluss verschiedener Lichtquellen auf die Synthese der Dinitrogenasereduktase in logarithmischer
Wuchsphase und stationérer Phase Wildtyp B10S und pyp-Mutante RB1. Immunologischer Nachweis der
Dinitrogenasereduktase des R. capsulatus Wildtyp B10S und der pyp-Mutante RB1. Der Wildtyp R.
capsulatus B10S wurde in RCV-Minimalmedium, in einem Kulturvolumen von 10 ml, unter Bestrahlung mit
60 W Gluhbirnen, Infrarotdioden, Blaulichtdioden und Infrarot- & Blaulichtdioden angezogen. Proben von
500 ul wurden bei einer ODg, von 1,0 und 2,0 entnommen, mittels SDS-Page separiert und mittels
Western-Blot auf eine PVYDF-Membran Gbertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte durch einen
NifH-spezifischen Antikérper. Die beiden prominenten Banden in den Spuren stellen die ADP-ribolisierte
(oben) und nicht ADP-ribolisierte Form (unten) des NifH dar. M - Marker (40kDa/35kDa).
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Abbildung 3.15 zeigt den immunologischen Nachweis der Dinitrogenasereduktase NifH. Unter
Kap.3.1.4 sind die Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf die Akkumulation der
Nitrogenasereduktase im R. capsulatus Wildtyp B10S beschrieben. Der Vergleich zwischen dem
Wildtyp B10S und dem Stamm RB1 zeigte keinen Unterschied in der Akkumulation der

Dinitrogenasereduktase unter den verschiedenen Bedingungen und zwischen Wildtyp und Mutante.

Die Untersuchungen des Stammes RBT1, in den Versuchen Kap.3.2.3.1 - Kap.3.2.3.3, konnten
keinen nachweisebaren Effekt, einer Deletion des pypo-Gens, auf Wachstum, Pigment-

akkumulation oder Stickstofffixierung erbringen.

3.2.3.4. Auswirkungen verschiedener Lichtquellen auf die Transkritpion des R.

capsulatus Wildtyps B10S im Vergleich zur pyp-Mutante

In den Kap.3.2.3.1 - Kap.3.2.3.3 wurde der Stamm RB1, mit einer Insertionmutation des
pyp-Gens, auf Effekte untersucht die sich aus der Beleuchtung mit verschiedenen Lichtquellen
ergeben. Unter den gewdhlten Versuchsbedingungen und mit den gewdhlten Methoden konnte
kein Effekt der Deletion des Blaulichtrezeptors PYP nachgewiesen werden. Die betréchtlichen
Verdénderungen im Wachstum, bei der Photosynthese und der Stickstofffixierung des R. capsulatus
unter Blaulichtbedingungen machen eine Beteiligung des einzigen Blaulichtrezeptors PYP an diesen
Effekten dennoch wahrscheinlich, da die vorrangegangenen Experimente vermuten lassen, dass die
Anderungen der Lichtbedingungen bestimmte regulatorische Systeme in R. capsulatus beeinflussen.
Fir eine genauere Untersuchung eines maéglichen regulatorischen Effekts des ‘photoactive yellow
proteins” sollte eine Transkriptionanalyse mittels Microarray vorgenommen werden. Das
Photosystem von R. capsulatus absorbiert Infrarotstrahlung bei 800 nm und 860 nm Wellenlénge,
durch das Bacteriochlorophyll a, und sichtbares Licht bei einer Wellenlénge im Bereich von
435 nm bis 535 nm, durch das Carotenoid Sphaeroiden. Um regulatorische Verénderungen
auszuschlieBen die sich durch Lichtmangel ergeben wurden der R. capsulatus Wildtyp B10S und
die pyo-Mutante RB1 mit Infrarot- und Blaulicht beleuchtet. Weiterhin wurden die Proben bei einer
Zelldichte OD¢, von ~2,0 entnommen also in der spéten logarithmischen bzw. frihen stationéren
Phase, da in den vorherigen Versuchen keine Verénderungen in der logarithmischen Phase zu
messen waren.

Der Versuch wurde mit dem Stémmen R. capsulatus B10S und RB1 durchgefihrt. Die Kulturen
wurden in einem Volumen von 20 ml in gasdicht verschlieBbaren "hungafes” unter anaeroben

Bedingungen angezogen. Das verwendete Medium war RCV-Minimalmedium, welches Malat als
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Kohlenstoffquelle und L-Serin als Stickstoffquelle beinhaltete. Als Lichtquelle wurden Infrarot- und
Blaulichtdioden verwendet. Die Kulturen wurden mit einer ODy,, von 0,05 inokuliert. Im weiteren
Verlaut wurde bei einer ODy, von 1,4 bis 1,8 Zellmaterial entnommen, welches mit RCV-
Minimalmedium gewaschen wurde und wiederum fir die Inokulation (OD, von 0,05) eines
'hungates"” genutzt wurde. Bei einer ODy, von 1,9 bis 2,1 wurde die RNA aus den Zellen
extrahiert, um mittels Microarray eine Bestimmung der Transkriptmenge vornehmen zu kénnen.

Die RNA wurde mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und durch die Verwendung
von Cyaninfluoreszenzfarbstoff gekoppelten dCTP's markiert. Anschlielend wurde die so markierte
cDNA auf einem Microarraychip hybridisiert und die Fluoreszenzen anschlieBend mittels Microarray
"High-Resolution-Scanner" ausgelesen. Die so erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden nach Smyth
(Smyth, 2002) analysiert.

Verglichen wurde die Genexpression des R. capsulatus B10S Wildtyps unter Bestrahlung mit
Infrarotdioden und Blaulichtdioden mit der Mutante RB1 unter den gleichen Bedingungen. Die
Werte, geben die Anderung der Transkriptmenge der jeweiligen Gene der pyp-Mutante RB1 zu
denen des Wildtyps an. Die Anderungen in der Transkriptmenge mit Werten von O bis 0,5
bezeichnen eine negative Verénderung der Expression, hierbei sind die reziproken Werte
angegeben mit einem negativen Vorzeichen. Die Anderungen in der Transkriptmenge mit Werten
von 0,5 bis 2 bezeichnen keine oder zu geringe Anderungen in der Expression und Werte Gber 2

zeigen ein positive Verdnderung in der Expression der pypo-Mutante RB1.
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3.2.3.4.1. Auswirkungen der Deletion des pyo-Gens auf die Transkription der

Gene fur den Photosyntheseapparat und die Pigmentakkumulation
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Abb.3.17 Einfluss der Deletion des pyp-Gens auf die Expression der Gene fir den Photosyntheseapparat in
R. capsulatus. Der R. capsulatus Wildtyp B10S und die pyp-Mutante RB1 wurden in RCV-Minimalmedium, in
einem Kulturvolumen von 20 ml, als Lichtquelle wurden Infrarot- und Blaulichtdioden verwendet.
Schematische Darstellung der Gene fir den Photosyntheseapparat, die Pfeile symbolisieren Leserichtung,
Gréfe und Anordnung der Gensequenzen. In Zeile 1 bis 3 ist die 46 kbp grofie Genregion dargestellt (die
schwarzen Pfeile zeigen die Verknipfung der Genregion an) in der die meisten Gene der am Aufbau des
Photosyntheseapparates beteiligten Proteine zusammengefasst sind. Die Gene deren Proteine an der
Synthese des Bakteriochlorophylls beteiligt sind, sind in griin dargestellt, Die Gene deren Proteine am Aufbau
der Reaktionszentren oder der Lichtsammelkomplexe beteiligt sind, sind blau dargestellt. Die Gene fir die
Carotinoidbiosynthese sind in orange dargestellt. Die Regulatoren der Photosynthesegene, wobei nur crt/
und gerR im Gencluster liegen, sind rot dargestellt. In Zeile 4 sind die Gene der Regulatoren RegA, RegB
und HvrA, sowie das pucBACDE Operon dargestellt. Die Zahlen markieren die relative Position im Genom
nach der Annotierung der NCBI-Datenbank fir R. capsulatus SB1003 (Strnad et al., 2010). Zusétzlich sind
die jeweils Operons markiert die durch die Repressoren AerR und CrtJ beeinflusst werden kénnen.

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverdnderung an,
wobei Anderungen im Bereich kleiner -0,5 und gréBer -2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in
den Werten -2 (grin) bis maximal -8 (blau) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengenénderung
farblich unterscheiden zu kénnen.
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In Abb.3.17.A sind die Operonstrukturen der Gene dargestellt, die fur Proteine kodieren, die am
Aufbau des Photosyntheseapparates beteiligt sind. In Abb.3.17.B sind farblich und nummerisch die
Unterschiede in der Expression der einzelnen Gene als Quotient dargestellt, wobei hier fir die
negative Regulation die reziproken Werte verwendet wurden, welche mit einem negativen
Vorzeichen versehen wurden. Die farbliche Skala in Abb.3.17.B ist von -1 bis -8 gewdhlt um auch
geringere Verdénderungen in der Expression farblich darstellen zu kénnen, Werte gréfler -2 sind
weil} dargestellt.

Die Expressionsdaten der Microarrayanalyse zeigten nahezu Gber das gesamte Gencluster eine
negative Regulation der Photosynthesegene in der pyp-Mutante RB1.

Die Operons fir die Photosynthesekomplexe | (oufQBA | & -4,6) und das Reaktionszentrum
(oufIMX | & -5,1) und den Photosynthesekomplex Il (oucBACDE | & -4,4) zeigen eine starke
negative Verdnderung der Transkriptmenge. Von den Operons fir die Synhtese des
Bacteriochlorophyll a [(bchFNBHIM | @  -2,8) (bchEJG-hyp.Prot.-bchP-idi | @ -5,8) (crtA-
bchIDO | @ -2,9) (bchCXYZ | D -5,3)], zeigen zwei eine ebenfalls starke negative Verénderung
der Transkriptmenge und zwei eine weniger starke Veranderung. Bei den beiden Operons, welche
eine stérkere Verénderung der Transkriptmenge aufwiesen, handelt es sich um die Operons,
welche durch den Repressor Crt) beeinflufit werden kénnen. Die Operons fir die Synthese des
Carotenoids Sphaeroiden [(crtlBK | & -3,4) (ctDC | @ -2,2) (crtFE | & -3,5)] zeigen eine weniger
starke Verénderung der Transkriptmenge.

Die Transkriptmenge der Genen fir die Regulatoren RegB/A und HvrA zeigen beim Operon
senC-regA-hviA (D -2,7) ebenfalls eine Verdnderung.

Aus den Proben welche fir die Microarrayanalysen verwendet wurden, wurde zusétzlich eine Probe
von 100 ul for einen Absorptionsmessung und Bestimmung der Pigmentakkumulation entnommen.
Dabei wurden die 100ul Proben mit dH,O auf ein Volumen von 1 ml eingestellt. Die Messung
wurde Uber einen Messbereich von 300 bis 900 nm in Schritten von 1T nm vorgenommen. Die
Absorption Bakteriochlorophyll o bei 800 nm und 860 nm st als Balkendiagramm dargestellt
(Abb.3.18).
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Abb.3.18 Pigmentakkumulation von R. capsulatus Wildtyp B10S und pyp-Mutante RB1 unter Infrarot- und
Blaulicht. Darstellung der Absorptionsmaxima des Bakteriochlorophyll a des R. capsulatus Wildtyps B10S und
der pyp-Mutante RB1 als Balkendiagramm, jeweils im direkten Vergleich der Stdmme B10S und RB1. Der
R. capsulatus Wildtyps B10S und die pyo-Mutante RB1 wurde in RCV-Minimalmedium, in einem
Kulturvolumen von 20 ml, unter Bestrahlung mit Infrarot- & Blaulichtdioden angezogen. Den Kulturen bei
einer Zelldichte [ODg von 2,0 ein Probe von 100 ul entnommen und die Absorption der Zellen
photometrisch bestimmt.

Abb.3.18 zeigt die Absorption des Bakteriochlorophyll o des R. capsulatus Wildtyps B10S und der
pyp-Mutante RB1 unter Infrarot- und Blaulicht in der spdter logarithmischen bzw. frihen
stationéren Phase. Fir einen direkten Vergleich wurden die Maxima bei 800 nm und 860 nm fir
das Bakteriochlorophyll @ verwendet und als Balkendiagramm dargestellt.

Die pyp-Mutante RB1 zeigt eine um ca. 30% (800 nm - 29,8% | 860 nm - 30,4%) geringere
Akkumulation des Bakteriochlorophyll o im Vergleich zum Wildtyp. Dies bestéatigt die Daten der
Microarrayanalyse, welche eine verminderte  Transkriptmenge der Gene fur die

Photosynthesekomplexe und die Bakteriochlorophyllsynthese gezeigt hatte.

Im Vergleich des Wildtyps B10S unter Infrarot- und Blaulicht und einer pyp-Mutante RB1 unter den
gleichen Bedingungen, zeigt sich in der pyo-Mutante RB1 eine negative Anderung der
Transkriptmengen der Gene fir den Photosyntheseapparat und eine Verminderung der
Akkumulation des Bakteriochlorophyll a. Man kann hierbei vermuten, daf3 im R. capsulatus Wildtyp
B10S in der spaten logarithmischen bzw. frihen stationdren Phase unter Blaulicht eine positive
Regulation der Gene fir den Photosyntheseapparat und dessen Regulatoren stattfindet, welche in

einer pyp-Mutante nicht vorgenommen werden kénnen.
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3.2.3.4.2. Auswirkungen der Deletion des pyo-Gens auf die Transkription der

Gene fir den fir den Nitrogenaseenzymkomplex und dessen Regulation
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Abb.3.19 Einfluss der Deletion des pyo-Gens auf die Expression der Gene fir den Photosyntheseapparat in
R. capsulatus. Der R. capsulatus Wildtyp B10S und die pyp-Mutante RB1 wurden in RCV-Minimalmedium, in
einem Kulturvolumen von 20 ml, als Lichtquelle wurden Infrarot- und Blaulichtdioden verwendet.
Schematische Darstellung stickstoffregulierter Gene, die Pfeile symbolisieren Leserichtung, Gréle und
Anordnung der Gensequenzen. Die Gene und Transkriptionseinheiten, der in Zeile 1 und 2 dargestellten
Genregion (der schwarze Pfeil zeigt die Verknipfung der Genregion an) sind stickstoffregulierte Gene, wie
z.B. die mit mf benannten Gene (rhodobacter nitrogen fixation"), die mit nif benannten Gene (’nitrogen
fixation") und die mit 7dx benannten Gene (ferredoxin”); in Zeile 3 ist ein weiterer Nitrogenasegencluster
abgebildet, dessen Gene und Transkriptionseinheiten stickstoffreguliert sind, sowie in Zeile 4 die Operons fir
die Urease (ure) und den Ureatransporter (urt ). Die Farben sind an die Funktion der Gene angelehnt: Rot:
Regulatoren, Blau: Struktur, Grin: Kofaktorbiosynthese und Orange: Elektronentransport. Die Zahlen
markieren die relative Position im Genom nach der Annotierung der NCBI-Datenbank fir R copsulatus
SB1003 (Strnad et al., 2010).

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsverénderung im Vergleich
Infrarotdioden zu Blaulichtdioden dar. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverénderung an,
wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5 und kleiner 2,0 nicht geféirbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in
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den Werten 2 (gelb) bis maximal 16 (rof) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengendnderung
farblich unterscheiden zu kénnen.

In Abb.3.18.A sind die Transkriptionseinheiten der Gene dargestellt die fir Proteine kodieren die
am Aufbau des Nitrogenaseenzymkomplexes, der Urease und dem Ureatransporter beteiligt sind.
In Abb.3.18.B sind farblich und nummerisch die Unterschiede in der Expression der einzelnen
Gene als Quotient dargestellt. Die farbliche Skala in Abb.3.18.B ist von O bis 16 gewdhlt, Werte
kleiner zwei sind weif} dargestellt.

Die Expressionsdaten der Microarrayanalyse zeigten in allen Bereichen eine positiven Verdnderung
der Transkriptmenge der Nitrogenase-, Urease und Ureatransportergene, in der pypo-Mutante RB1.
Das Operon mit den Genen die fir die Nitrogenaseenzymkomplex kodieren (nifHDK') zeigt eine
Erhohung der Transkriptmenge im Mittel um den Fakior 5,7. Die Gene fir die
Transkriptionsaktivatoren der Nitrogenase Gene (nif ) nifAl und nifA2, zeigen ebenfalls eine
Erhéhung der Transkriptmenge im Mittel um den Faktor 4,3. Die weiteren durch diese
Transkriptionsaktivatoren regulierten Gene und Operons zeigen eine starke positive Verénderung
der Transkriptmenge [(rfABCDGE | @ 11,3) (norV-fdxCN-rseC-rfF-pdx | @ 7,7) (nifU1SVW | &
9,6) (nifENX| @ 11,6)].

Sowohl die Gene der Transkriptionsaktfivatoren NifA1 und NifA2 als auch die Gene fir die Urease
und den Ureatransporter sind durch das zwei Komponentenregulationsystem NtrBC reguliert. Von
den beiden Operons mit den Genen die fir die Urease kodieren, zeigt eines eine positive
Anderung der Transkriptmenge (vreDABC | @ 3,6 - berechnet aus den Werten fur vreABC), das
andere zeigt keine oder zu geringe Anderung in der Treanskriptmenge (vrefFG | @ 0,7). Das
Operon fir den Ureatransporter (urtBACDE | @ 13,4) zeigt eine starke positive Anderung in der
Transkriptmenge.

Die Gene fur das Zweikomponentenregulationssystem NtrBC zeigen ebenfalls eine positive
Anderung der Transkriptmenge in der pyp-Mutante RB1.

Wie auch bei den Genen fir den Photosyntheseapparat zeigte sich sowohl bei den Genen selbst

als auch bei deren Regulatoren eine entsprechende Anderung der Transkriptmenge.

Im Vergleich des Wildtyps B10S unter Infrarot- und Blaulicht und einer pyp-Mutante RB1 unter den
gleichen Bedingungen, zeigt sich in der pyp-Mutante RB1 eine positive Anderung der
Transkriptmengen der Gene fir den Nitrogenaseenzymkomplex, die Urease und den
Ureatransporter. Man kann hierbei vermuten, daf3 im R. capsulatus Wildtyp B10S in der spéten
logarithmischen bzw. frihen stationdren Phase unter Blaulicht eine negative Regulation der Gene
for den Nitrogenaseenzymkomplex, die Urease und den Ureatransporter und dessen Regulatoren

stattfindet, welche in einer pyp-Mutante nicht vorgenommen werden kénnen.
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3.2.3.4.3. Auswirkungen der Deletion des pyp-Gens auf die Transkription der
Gene fir das Operon AoAF-flbT-fla
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Abb.3.20 Einfluss der Deletion des pyp-Gens auf die Expression des Operons flaAF-flb7-fla in R. capsulatus.
Der R. capsulatus Wildtyp B10S und die pyp-Mutante RB1 wurden in RCV-Minimalmedium, in einem
Kulturvolumen von 20 ml, als Lichtquelle wurden Infrarot- und Blaulichtdioden verwendet.

Schematische Darstellung des Operons flaAF-#bT-fla, die Pleile symbolisieren Leserichtung, Gréfie und
Anordnung der Gensequenzen der Gene fir ein Flagellinprotein bzw. fir die Regulatoren der
Flagellensynthese dargestellt. Die Zahlen markieren die relative Position im Genom nach der Annotierung
der NCBI-Datenbank fir R. capsulatus SB1003.

Ergebnisse der Mircoarrayanalyse. Die Zahlen stellen die Expressionsverénderung im Vergleich
Infrarotdioden zu Blaulichtdioden dar. Die Verlaufsfarbskala zeigt die Stérke der Expressionsverénderung an,
wobei Anderungen im Bereich gréBer 0,5 und kleiner 2,0 nicht geférbt sind. Die Verlaufsfarbskala wurd in
den Werten 2 (gelb) bis maximal 16 (rof) angelegt, um diesen Bereich der Transkriptmengenénderung
farblich unterscheiden zu kénnen.

&,1 | n.m.

In Abb.3.19.A ist die Transkriptionseinheit der Gene #loA welches fir ein Flagellinprotein kodiert,
der Gene f#lbA und flb7, welche fir Flaogellinbiosynthese-Regulatoren kodieren, dargestellt. In
Abb.3.19.B sind farblich und nummerisch die Unterschiede in der Expression der einzelnen Gene
als Quotient dargestellt. Die farbliche Skala in Abb.3.19.B ist von 0 bis 16 gewdhlt, Werte kleiner
zwei sind weif3 dargestellt.

Die Transkriptmenge der Gene des Operons AloAF-fIbT-fla ist in de pyp-Mutante RB1 im Vergleich
zum Wildtyp B10S im Mittel um den Faktor 6,5 erhéht. Von den Genen und vermuteten
Transkriptionseinheiten  (Kap.3.2.2.4), welche durch eine starke Verdnderung der
Transkriptmengen bei dem unter Kap.3.2.2. beschriebenen Versuch aufgefallen waren, konnte bei
dem Operon flaAF-flbT-fla bei der Untersuchung der pyp-Mutante RB1 unter Infrarot- und Blaulicht
erneut eine Anderung der Transkriptmenge nachgewiesen werden, bei den anderen Operons

ergab sich keine Verdnderung (Daten nicht gezeigt).

Im Vergleich des Wildtyps B10S unter Infrarot- und Blaulicht und einer pyp-Mutante RB1 unter den
gleichen Bedingungen, zeigt sich in der pyp-Mutante RB1 eine positive Anderung der
Transkriptmengen der Gene fir das Operon AoAF-flbT-fla. Man kann hierbei vermuten, daf3 im
R. capsulatus Wildtyp B10S in der spaten logarithmischen bzw. frihen stationdren Phase unter
Blaulicht eine negative Regulation des Operons floAF-flbT-fla stattfindet, welche in einer pyp-

Mutante nicht vorgenommen werden kénnen.
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3.3. Expressionssystem auf der Basis des Nitrogenase Promotors P,

Fur Rhodobacter capsulatus wurde das Expressionssystem auf Basis der pRho Vektoren etabliert,
wobei bei den Vektoren zwei Promotoren zum Einsatz kommen. Dies ist zum einen der Promotor
der dem aph/l-Gen, welches zur Auspréigung der Kanamycinresistenz fihrt, vorgeschaltet ist im
Vektor pRhokHi-2 und zum anderen der T7-RNA-Polymerase Promotor im Vektor pRhotHi-2. Der
Vektor pRhotHi-2 wird mit dem Stamm R. capsvlatus B10ST7, der das PhageT7-RNA-
Polymerasegen unter Kontrolle des #u-Promotors im Genom kodiert, verwendet. Die Expression
unter Kontrolle des P, fUhrt zu einer geringen Transkriptmenge bei konstitutiver Expression. Die
Expression unter Kontrolle des P;; fohrt zu einer hohen Transkriptmenge, wobei die Expression
durch Zugabe von Fructose zum Medium induziert werden kann.

Dieses System sollte um den Promoter welcher, dem ni#HDK-Operon vorgeschaltet ist, auch als P,
bezeichnet, erweitert werden. Dieser Promotor kontrolliert die Expression des Nitrogenase-
enzymkomplexes. Dieser Promotor wird unter den physiologischen Bedingungen phototrophes
Wachstum und Stickstoffmangel mit hoher Frequenz abgelesen. Dies sind die Bedingungen welche
in R. capsulatus die Ausbildung der ICM-Vesikel, also einer vergréfBerten Membranoberfléche, und

die Synthese von Metall-Kofaktoren forcieren.

3.3.1. Konstruktion des Vektors pRhonHi-2 mit P,

Zu Beginn dieser Arbeit existierten bereits verschiedene Versionen des P,;. Diese ersten Versionen
des P, basieren alle auf der dem nifH Gen vorgelagerten Sequenz, unterschieden sich aber in der

Lénge der Sequenz stromaufwdérts des nifHf Gens (siehe Abb.3.17).

P Ve
P—V2
Sl
P V5
foleD UAS  nitHDK - Promotor A

Abb.3.21 Schematischer Darstellung der Promotorsequenzen der Versionen P,-V1-V5. Die farbigen Kasten
symbolisieren die Sequenzlénge der verschiedene n/-Promotor Versionen. Die Pfeile symbolisieren die Grofie
Lénge und Ausrichtung der Gene fdxD und nifH. Zusétzlich sind die beiden Elemente, die ‘vpfstream-
activating-sequence”, kurz UAS, und die Promotorsequenz in ihrer relativen Position zu den Genen
eingetragen.

Die Sequenz P, -V1 hat eine Gréfle von 266 bp, umfasst die regulatorischen Elemente der UAS
(‘upstream-activating-sequence”) und der Promotorsequenz des nifHDK Operons und endet mit
dem ATG-Startcodon des nifH-Gens. Die Sequenz P,,-V2 hat eine Grofle von 769 bp, umfasst
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ebenfalls die regulatorischen Elemente der UAS und der Promotorsequenz und endet mit dem
ATG-Startcodon des nifH-Translationsstarts. Bei der Sequenz P, ,-V2 wurde eine Region “vpstream”
der P,,-V1 Sequenz erfasst da man vermutete, dass sich hier ein noch nicht identifiziertes
regulatorisches Element eine sogenannte ‘enhancer” -Sequenz befindet. Die Sequenz P,;-V3 hat
eine GréBe von 1228 bp, umfasst ebenfalls die regulatorischen Elemente der UAS und der
Promotorsequenz und endet mit dem ATG-Startcodon des n/ifH-Translationsstarts. Diese Sequenz
wurde, aus dem gleichen Grund wie P,,-V2, nochmals in Richtung stromaufwérts erweitert. Es
umfasst damit auch das komplette Gen 7#dxD, welches stromaufwdrts vom nifH-Gen gelegen ist, die
gleiche Leserichtung aufweist und ebenfalls stickstoffabhdngig durch die Nitrogenasetrans-
kriptionsaktivatoren NifA1 und NifA2 reguliert wird. Versuche mit beiden Sequenzen (P,,-V2/V3)
zeigten aber eine geringere Expression der Zielgene als unter Kontrolle des Promotors P, ,-V1. Die
P+ Version V4 wurde noch einmal um 200 bp in Richtung stromaufwérts erweitert. Diese Sequenz
wurde nicht erneut getestet da sich auch hier keine Verbesserung zu den Versionen V1-V3 ergaben
(J. Bernds / Dipl.Arb.).

Die Sequenz des P,;-V5, mit einer Gréfle von 404 bp, umfasst wie die Sequenz P,,-V1 die
regulatorischen Elemente der UAS und des Promotors, endet aber nicht mit dem ATG-Startcodon
des nifH-Translationsstarts, sondern enthalt 190 bp der genkodierenden Sequenz des Gens nifH.
Die Sequenz wurde erweitert, da man vermutete, dass sich die ‘enhancer” -Sequenz im
genkodierenden Bereich des nifH-Gens befindet.

Die Sequenz des P,, wurde von genomischer DNA des R. capsulatus Wildtyps mittels PCR
amplifiziert und in den Vektor pRhotHi-2 eingebracht, aus dem vorher die T7-RNA-Polymerase
Promotorsequenz durch Restriktionsendonukleasen entfernt wurde, der so erhaltene Vektor wurde

pRhonHi-2 benannt.

3.3.2. Vergleich verschiedener Versionen des P,, bei der Expression des

Fluoreszenzreporters YFP

Die Expression vermittelt durch P,,in den Versionen P,,V1-V3 konnte nachgewiesen werden, allein
die Expressionsstarke der Promotoren war sehr gering im Vergleich zum nifHDK-Operon (J. Bernds
/ Dipl.Arb.). Um zu Uberprifen ob die Erweiterung der Promotorsequenz, um einen Teil des
genkodierenden Bereiches des Gens n/ifH, den gewinschten Effekt auf die Expressionsstérke hatte,
sollte die Expression vermittelt durch die Promotoren P, V1-V3 und V5 miteinander verglichen
werden. Dazu wurde das Gen fir den Fluoreszenzreporter YFP (“yellow-fluorescing-protfein”) in die
Vektoren mit den Promotoren P, V1-V3 und V5 eingefigt, um die Expressionsstérke der

verschiedenen Promotoren zu untersuchen. Die so entstandenen Vektoren pRhonHi-2-YFP V1-V3
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und V5 wurden durch Transformation und Konjugation Gber den £. co/i Stamm S17-1, in den
R. capsulatus Stamm B10S eingebracht. Die Fluoreszenz des unter der Kontrolle der verschiedenen
Promotoren exprimierten YFP sollte eine Rickschluss auf die Menge des gebildeten Proteins und
damit auf die Expressionsstarke der Promotoren geben. Der R. capsulatus Wildtyp B10S mit den
Vektoren pRhonHi-2-YFP V1-V3 und V5 wurde in 10 ml RCV-Minimalmedium anaerob in gasdicht
verschlieBbaren KulturgeféBen angezogen. Als Kohlenstoffquelle wurde Malat, als Stickstoffquelle
L-Serin verwendet. L-Serin kann von R. capsulatus als Stickstoffquelle genutzt werden, inhibiert aber
nicht die Synthese des Nitrogenaseenzymkomplexes und damit auch nicht die Expression mittels
des P, Als Lichtquelle wurden 60 W Glihbirnen verwendet. Die Kulturen wurden mit einer OD
von 0,5 inokuliert und bei einer ODy,, von 1,0 geerntet. Die Zellen wurden auf eine ODy,, 0,5 in
1 ml Tris/HCI-Puffer verdinnt und fir 4 h, zum Zwecke der Chromophorreifung an der Luft
inkubiert. Die Fluoreszenz des YFP wurde an einem Fluoreszenzphotometer bestimmt. In Abb.3.18
ist die Fluoreszenzmessung des YFP bei 530 nm einer Dreifachbestimmung im statistischen Mittel

mit Standardabweichung in den verschiedenen R. caopsulatus Stémmen als Balkendiagramm

dargestellt.
30,4
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Abb.3.22 Bestimmung der Promotoraktivitit verschiedener Versionen des P, , anhand der relativen
Fluoreszenz von YFP in R capsulatus B10S mit den Vektoren pRhonHi-2-YFP V1-5. Die R capsuvlatus
Stémme B10S pRhonHi-2-YFP V1-5 wurden in einem Volumen von 10 ml RCV-Minimalmedium, mit L-Serin
als Stickstoffquelle, unter 60 W Glihbirnen angezogen. Die Kulturen wurden mit einer ODy, von 0,5
inokuliert und bei einer ODy4, von 1,0 geerntet. AnschlieBend wurden die Proben in einen Tris-HCI Puffer
Uberfihrt, auf eine OD,4, von 0,5 eingestellt und nach 4 h Inkubation am Fluoreszenzphotometer gemessen.

Abb.3.18 zeigt die Messung der relativen Fluoreszenz in den Stémmen R. caopsulatus B10S

pRhonHi-2-YFP V1-5. Der Stamm B10S pRhonHi-2-YFP V2 zeigt eine um den Faktor 2,3
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verminderte Fluoreszenz gegenitber dem Stamm B10S pRhonHi-2-YFP V1, es ist daher
anzunehmen, dass das YFP-Gen unter Kontrolle das P,-V2 mit einer geringeren Frequenz
abgelesen wird als unter Kontrolle des P,-V1. Bei dem Stamm B10S pRhonHi-2-YFP V3 gibt es
keine Verdénderung der Fluoreszenz des YFP, in diesem Falle scheint durch die Verénderung der
Promotor Sequenz ein Ausgleich der Expressionsstérke im Vergleich zum B10S pRhonHi-2-YFP V2
erreicht. Im Falle des Stammes B10S pRhonHi-2-YFP V5 ist die relative Fluoreszenz um den Faktor
3,25 erhoht, es ist daher anzunehmen das auch die Expression unter Kontrolle des ni/f - Promotors

in der Version P,,V5 gesteigert ist.

Die Expression vermittelt durch den P, V5 zeigt eine erhéhte Rate gegeniber den Versionen V1-
V3. So ist zu vermuten, dass innerhalb der ersten 190 bp des ni#H Gens ein regulatorisches

Element vorhanden ist.

3.3.3. Stickstoffabhéngige Regulation des P,

Im Versuch Kap.3.2.2 konnte gezeigt werden, dass die Expression des P, Promotors in der Version
V5 die hochste Expressionsrate aufweisen konnte. In den folgenden Versuchen sollten die
Eigenschaften des P, ,-V5 im Vektor pRhonHi-2 bestimmt werden.

Durch Zusatz von Ammoniumsulfat zum Medium kann die Expression der Nitrogenasegene und
Aktivitét des Nitrogenaseenzymkomplexes repremiert werden (s. Kap.1.3.2.2). In diesem Versuch
sollte geklart werden ob der Promotor P, in der Version V5 auf dem Vektor pRhonHi-2 durch die
Zugabe von Ammoniumsulfat zum Medium in R. capsulatus reprimiert werden kann. Damit wére
der P, durch Zugabe geringer Mengen Ammoniumsulfat indirekt induzierbar, da die Expression
nach dem Abbau des Ammoniumsulfats autoinduziert werden wirde. Fir die Untersuchung der
Regulation wurde Ammoniumsulfat in einer Menge hinzugegeben bei der dieser Effekt zum
Messzeitpunkt nicht auftrat.

Der R capsulatus Wildtyp B10S mit dem Vektor pRhonHi-2-YFP V5 wurde in 10 ml RCV-
Minimalmedium anaerob in gasdicht verschlieBbaren KulturgeféBen angezogen. Als Kohlenstoff-
quelle wurde Malat, als Stickstoffquelle L-Serin bzw. Ammoniumsulfat verwendet. Als Lichtquelle
wurden 60 W Glihbirnen verwendet. Die Kulturen wurden mit einer OD,4, von 0,5 inokuliert und
bei einer ODy,, von 1,0 geerntet. Die Zellen wurden in Tris/HCI-Puffer gewaschen und auf eine
ODyyo 0,5 in einem 1 ml Tris/HCI-Puffer verdinnt und und fir 4 h, zum Zwecke der Chromophor-
reifung an der Luft inkubiert. Die Fluoreszenz des YFP wurde an einem Fluoreszenzphotometer
bestimmt. Abb.3.19 ist die Fluoreszenzmessung des YFP bei 530 nm einer dreifach Bestimmung im
statistischen  Mittel mit  Standardabweichung unter den verschiedenen Bedingungen als

Balkendiagramm dargestellt.
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Abb.3.23 Nachweis der stickstoffabhéngigen Regulation des P, anhand der relativen Fluoreszenz von YFP
in R. capsulatus B10S mit dem Vektor pRhonHi-2-YFP V5. Der R. capsulatus Stamm B10S pRhonHi-2-YFP V5
wurde in einem Volumen von 10 ml RCV-Minimalmedium, mit L-Serin bzw. Ammoniumsulfat als
Stickstoffquelle, unter 60 W Glihbirnen angezogen. Die Kulturen wurden mit einer OD,4, von 0,5 inokuliert
und bei einer ODg,, von 1,0 geerntet. AnschlieBend wurden die Proben in einen Tris-HCI Puffer Gberfihrt,
auf eine OD4, von 0,5 eingestellt und nach 4 h Inkubation am Fluoreszenzphotometer gemessen.

Abb.3.19 zeigt die Messung der relativen Fluoreszenz in dem Stamm R. capsulatus B10S pRhonHi-
2-YFP V5 in Abhdngigkeit von Ammoniumsulfat im Medium.

Der Stamm B10S pRhonHi-2-YFP V5 zeigt unter Nitrogenase reprimierenden Bedingungen eine um
den Faktor 5,9 verminderte Fluoreszenz gegeniber dem Stamm B10S pRhonHi-2-YFP V5 unter
dereprimierenden Bedingungen. Es konnte damit gezeigt werden, das P,-V5 der natirlichen

Stickstoffregulation unterliegt.

Die Stickstoff-abhéngige Regulation des nifHDK Promotors bleibt bei der plasmidkodierten Version
P .+V5 erhalten. Die Expression vermittelt durch P, V5 lasst sich durch Ammoniumsulfat reprimieren
bzw. durch die stete Aufnahme von Ammoniumsulfat der Zellen und damit sinkende Konzentration

im Medium indirekt induzieren.
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3.3.4. Vergleich der Promotoren P, mit P; und P,

Fir Rhodobacter capsulatus sind die Promotoren Py;, der T7-RNA-Polymerase Promotor und P,
der aphll Promotor in den Expressionvektoren pRhotHi-2 und pRhokHi-2 etabliert. Die
Genexpression unter Kontrolle des P, erfolgt konstitutiv und ergibt geringe Transkriptmengen.
Die Expression unter Kontrolle des Py, ergibt hohe Transkriptmengen und erfolgt im Stamm
B10ST7, der die PhageT7-RNA-Polymerase unter Kontrolle des fru-Promotors im Genom kodiert
und kann durch Zugabe von Fructose ins Medium induziert werden.

In diesem Versuch sollte untersucht werden in welchem Verhélinis die Expression des P, auf dem
Vektor pRhonHi-2 zu den bereits etablierten Systemen steht. Die Variation der Expressionsstérke bei
der heterologen Expression kann einen Einfluss auf die Menge funktionellen Proteins haben. Durch
die Herabsetzung der Expressionsstérke kann z.B. die Bildung von ‘“inclusion-bodies” (Aggregate
ungefalteten oder fehlgefalteten Proteins) verhindert werden, wenn es durch hohe Mengen
synthetisierter Peptide zu Fehlfaltungen oder einer Uberlastung der Chaperone in der Zelle kommt.
Die Expressionsstdrke eines Expressionssystems anpassen zu kénnen ist hier von groem Nutzen.
Um die Expressionsstérke der verschiedenen Promotoren zu untersuchen wurden die Vektoren
pRhokHi-2-YFP, pRhotHi-2-YFP und pRhonHi-2-YFP durch Transformation und Konjugation Gber
den £. coliStamm S17-1, in den R. capsulatus Stamm B10ST7 eingebracht.

Die R. capsulatus Stdmme des B10ST7 mit den Vektoren pRhokHi-2-YFP, pRhotHi-2-YFP und
pRhonHi-2-YFP wurden in 10 ml RCV-Minimalmedium, anaerob in gasdicht verschlieBbaren
KulturgeféBen angezogen. Als Kohlenstoffquelle wurde Malat, als Stickstoffquelle L-Serin
verwendet. Als Lichtquelle wurden 60 W Glihbiren verwendet. Die Kulturen wurden mit einer
ODy¢yo von 0,5 inokuliert und bei einer ODy,, von 1,0 geerntet. Die Zellen wurden in Tris/HCI-
Puffer gewaschen und auf eine ODy,, 0,5 in einem 1 ml Tris/HCI-Puffer verdiinnt und fir 4 h, zum
Zwecke der Chromophorreifung an der Luft inkubiert. Die Fluoreszenz des YFP wurde an einem
Fluoreszenzphotometer bestimmt. In Abbildung 3.20 ist die Fluoreszenzmessung des YFP bei
530nm einer dreifach Bestimmung im statistischen Mittel mit Standardabweichung unter den

verschiedenen Bedingungen als Balkendiagramm dargestellt.
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Abb.3.24 Vergleich der Promotoraktivitat der Promotoren P, P7, und P, , anhand der relativen
Fluoreszenz von YFP in R capsulatus B10ST7 mit den Vektoren pRhokHi-2-YFP, pRhonHi2-YFP V5 und
pRhotHi-2-YFP. Die R capsulatus Stémme B10ST7 pRhokHi2-YFP, B10ST7 pRhonHi-YFP V5 und B10ST7
pRhotHi-2-YFP wurden in einem Volumen von 10 ml RCV-Minimalmedium, mit L-Serin als Stickstoffquelle,
unter 60 W Glihbirnen angezogen. Die Kulturen wurden mit einer ODg,, von 0,5 inokuliert und bei einer
ODy¢o von 1,0 geerntet. AnschlieBend wurden die Proben in einen Tris-HCI Puffer Gberfihrt, auf eine OD 4,
von 0,5 eingestellt und nach 4 h Inkubation am Fluoreszenzphotometer gemessen.

Abb.3.20 zeigt die Messung der relativen Fluoreszenz in den Stémmen R. capsulatus B10ST7
pRhokHi-2-YFP, pRhonHi-2-YFP V5 und pRhotHi-2-YFP.

Der Stamm B10ST7 pRhokHi2-YFP zeigt eine sehr geringe Fluoreszenz. Die Fluoreszenz des
B10ST7 pRhonHi-2 ist um den Faktor 7,4 und die des B10ST7 pRhotHi-2 um den Faktor 22,4
hoher als die Fluoreszenz, die beim Stamm B10ST7 pRhokHi-2 gemessen werden konnte. Die
Fluoreszenz des Stammes B10ST7 pRhotHi-2 ist um den Faktor 3,0 héher als die des B10ST7
pRhonHi-2.

Es ist eine deutliche Steigerung der Expression durch den P, gegeniber dem P, festzustellen, im
Vergleich zum Py, war die Expression niedriger. Die Expressionsstarke durch die P,, vermittelte

Expression liegt zwischen der Expressionsstérke, der beiden etablierten Systemen.

Der Promotor P,, V5 bietet fir das pRho Expressionssystem eine Erweiterung um einen Promotor
dessen Expressionsstéarke zwischen dem konstitutiven apA/l-Promotor und dem induzierbaren

T7-RNA-Polymerase Promotor angesiedelt ist.
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3.3.5. Vergleich der Promotoren unter Leuchtdioden

Die Anzucht von Rhodobacter capsulatus unter Leuchtdioden geht mit einer Vielzahl von
Verénderungen einher (Kap.3.1 ff). Die Verdnderungen zeigten sich unter anderem auch in der
Expression der Nitrogenasegene, also der Gene denen der P, vorangestellt ist. In diesem Versuch
sollte untersucht werden, welche Verénderungen die Belichtungsbedingungen auf die durch den P,
auf dem Vektor pRhonHi2 gesteverten Gene haben. Wenn durch die Verénderung der Lichtbe-
dingungen die P, vermittelte Expression beeinflusst werden kann, wére ein weiteres, einfaches
Steuerelement fir die Expression in R. caopsulatus gewonnen. Der Promotor Py; wurde fir einen
Vergleich mitgefihrt.

Die R. capsulatus Stémme B10ST7 mit dem Vektor pRhotHi-2-YFP und dem Vektor pRhonHi-2-YFP
wurden in 10 ml RCV-Minimalmedium anaerob in gasdicht verschlieBbaren Kulturgefafien
angezogen. Als Kohlenstoffquelle wurde Malat, als Stickstoffquelle L-Serin verwendet. Als
Lichtquelle wurden 60 W Glihbirnen, Infrarotdioden und Blaulichtdioden verwendet. Die Kulturen
wurden mit einer OD, von 0,5 inokuliert und bei einer ODg, von 1,0 geerntet. Die Zellen
wurden in Tris/HCI-Puffer gewaschen und auf eine ODyy, 0,5 in einem 1 ml Tris/HCI-Puffer
verdinnt und fir 4 h, zum Zwecke der Chromophorreifung an der Luft inkubiert. Die Fluoreszenz
des YFP wurde an einem Fluoreszenzphotometer bestimmt. In Abb.3.21 ist die Fluoreszenzmessung
des YFP bei 530 nm einer Dreifachbestimmung im statistischen Mittel mit Standardabweichung

unter den verschiedenen Bedingungen als Balkendiagramm dargestellt.
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Abb.3.24 Vergleich der Promotoraktivitét der Promotoren P, und P, anhand der relativen Fluoreszenz von
YFP in R capsulatus B10ST7 mit den Vektoren pRhonHi-2-YFP V5 und pRhotHi-2-YFP. Die R. capsulatus
Stdmme B10ST7 pRhonHi-2-YFP V5 und B10ST7 pRhotHi-2-YFP wurden in einem Volumen von 10 ml RCV-
Minimalmedium, mit L-Serin als Stickstoffquelle, unter 60 W Glihbirnen, Infrarotdioden oder Blaulichtdioden
angezogen. Die Kulturen wurden mit einer ODy4, von 0,5 inokuliert und bei einer OD,4, von 1,0 geerntet.
Anschlieflend wurden die Proben in einen Tris-HCI Puffer Gberfihrt, auf eine ODy,, von 0,5 eingestellt und
nach 4 h Inkubation am Fluoreszenzphotometer gemessen.

Abb.3.21 zeigt die Messung der relativen Fluoreszenz in den Stémmen R. capsulatus B10ST7
pRhonHi-2-YFP V5 und pRhotHi-2-YFP unter 60 W Glihbirnen, Infrarotdioden und
Blaulichtdioden.

Wie in Abb.3.21 zu erkennen, war die Fluoreszenz im Stamm B10ST7 pRhonHi2-YFP unter
Infrarotdioden gegeniber dem Stamm B10ST7 pRhonHi-2-YFP, welcher unter 60 W Glihbirnen
angezogen wurde, um den Faktor 1,7 erhsht. Die P,, vermittelte Expression konnte durch die
einfache Verénderung der Lichtbedingungen erhéht werden.

Die Fluoreszenz der Stdmme B10ST7-pRhotHi-2-YFP unter Infrarotdioden und unter 60 W
Gluhbirnen war gleich. Hier konnte keine Expressionsverdnderung durch die Verénderung der
Lichtbedingungen gemessen werden.

Unter Blaulichtdioden war die Fluoreszenz der Stémme B10ST7 pRhonHi-2-YFP um den Faktor 8,1
bzw. B10ST7 pRhotHi-2-YFP um den Faktor 3,5 verringert, gegentber den Kulturen unter
Beleuchtung mit Infrarotdioden. Die physiologischen und regulatorischen Verénderungen die sich
bei der Anzucht von R. capsulatus unter Blaulichtdioden ergeben sind umfangreich (Kap.3.1 ff).
Der direkte Schluss von relativer Fluoreszenz auf die Expressionsstérke der Promotoren kann daher

nicht vorgenommen werden. Beide Stémme zeigten unter Blaulichtdioden das in Kap.3.1
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beschriebene Wuchsverhalten, erreichten also nach ca. 32 h die logarithmische Wuchsphase
(Daten nicht gezeigt). Der Stamm B10ST7 pRhotHi-2-YFP war in der Lage den Fluoreszenzreporter

YFP wenn auch in geringem MaBe zu exprimieren.

Durch die P, vermittelte Expression im Vektor pRhonHi-2 konnte das etablierte pRho-System um
eine Promotorvariante erweitert werden, deren Expression durch Ammoniumsulfat reprimiert, durch
Verwendung von Infrarotdioden statt 60 W Gliohbimen gesteigert und durch die ausschlief3liche
Verwendung von Blaulicht inhibiert werden kann und deren Expressionsstarke zwischen den bereits

etablierten P, und Pr; anzuordnen ist.

3.4. Expression des fdxA Gens aus Rhodobacter capsulatus

Das Gen 7dxA aus R. capsulatus kodiert fir das Ferredoxin Il, ein 12,7 kDa Protein (112 AS). Es ist
eines von sechs Ferredoxinen in R. capsulatus. Das Ferredoxin Il verfigt Gber zwei Eisen-Schwefel
Kofaktoren, einen [3Fe-4S] und einen [4Fe-4S] Kofaktor (Duport et al., 1990). Ferredoxine mit
zwei unterschiedlichen Fe-S Clustern konnten auch in Azorobacter, Bacillus, Desulfovibrio,
Mpycobacterium, Pseudomonas, Saccharo-polyspora, Streptomyces und Thermus nachgewiesen
werden. Keinem der Proteine konnte eine spezifische Funktion zugeordnet werden (Armengaud &
Jouanneau, 1995). Bei der Expression des Gens 7dxA aus R. capsulatus in E. coli konnte nur das
Apoprotein erhalten werden. Die Versuche die Eisen-Schwefel Kofaktoren nachtréglich einzufigen,
fohrten dazu, dass nur Fdll Protein mit 2[4Fe-4S] Kofaktoren generiert wurde (Armengaud et al.,
1995; Jouanneau et al., 1992).

Die Expression von Proteinen mit Eisen-Schwefel-Kofaktoren in R capsulatus sollte den Vorteil
bieten das unter phototrophen und stickstofffixierenden Bedingungen die Ausbildung solchen
Kofaktoren in R capsulatus forcier und damit die FeS-Kofaktorbeladung eines heterolog

exprimierten Proteins gewdhrleistet ist. Das Ferredoxin Il aus R. capsulatus sollte dies belegen.

3.4.1. Konstruktion der Vektoren pRhotS-2, pRhokS-2 und pRhonS-2

Die Expression des 7dxA Gens in R. capsulatus war mit den bestehenden Vektoren der pRho Serie
nicht méglich, da fur affinitdtschromatographische Trennung des Proteins FdIl nur ein Hiss-Tag
(s.Kap.1.2.4) zur Verfigung stand. Das Prinzip der Affinitat des His,-Tags beruht auf der Interaktion
des Histidins mit zweifach positiv geladenen lonen. Dieser kann daher auch mit den FeS
Kofaktoren des Fdll interagieren. Daher sollte das 7dx4-Gen mit einem Strep lI-Tag exprimiert
werden, um so kann eine affinitdtschromatographische Reinigung durchfihren zu kénnen und eine

Interaktion mit dem Eisen-Schwefel Kofaktor zu vermeiden. Bei dem Strep II-Tag handelt es sich um
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eine 24 bp lange Sequenz, die fur ein artifizielles Peptid kodieret (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-
Lys), welches von Streptavidin gebunden werden kann.
Die Expression des fdxA Gens sollte in R. capsulatus erfolgen, daher wurde die Sequenz des

Strep II-Tag an den Kodongebrauch von R. capsulatus angepasst (s.Tab.3.1).

Tab. 3.1 Protein- und DNA-Sequenz des Strep |I-TAG und die Anpassung an R. capsulatus.

DNA-Sequenz des Strep II-Tag im pET51b(+) tgg agc cac ccg cag tte gaa aag
Aminosduresequenz des Strep Il-Tag Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys
DNA-Sequenz des Strep ll-tag im pRhoTS2 tgg teg cat ccg cag ttc gaa aag

Die Sequenzen der Vektoren pRhokHi-2, pRhotHi-2 und pRhonHi-2, die fir den His,-Tag kodieren,
sollten gegen die modifizierte Strep II-Tag Sequenz ausgetauscht werden. Zu diesem Zweck wurde
ein PCR-Primerpaar konstruiert welches die Sequenz fir den Strep Il-Tag enthielt, sowie eine
Sequenz die an die Vektoren pRhokHi-2, pRhotHi-2 und pRhonHi-2 binden konnte. Die Bindung
der Primer war so ausgelegt das der gesamte Vektor ohne den His,-TAG amplifiziert wurde und

Uber die Primer gegen den Strep II-Tag ausgetauscht wurde. Daraus entstanden die Vektoren

pRhokS-2, pRhotS-2 und pRhonS-2.

Die Vektoren der pRho-Serie wurden durch eine Form der ‘quick-change “PCR modifiziert so das

for alle Versionen sowohl ein His,-Tag als auch ein Strep lI-Tag zur Verfigung steht.

3.4.2. Expression des Fdll in R caopsulotus B10ST7 und Separation mittels

Affinitatschromatographie

Das 7dxA-Gen, welches fir das R capsulatus Fdll  Protein  kodiert, wurde mittels
Standardklonierungsverfahren in den Vektor pRhotS2 eingebracht. Der Stamm S$17-1-pRhotS-2-
fdxA wurde durch Transformation, der Stamm R. capsulatus B10ST7-pRhotS-2-7dxA im Anschluss
durch Konjugation der Stémmen R. capsulatus BIOST7 und E£. coliS17-1-pRhotS-2-7#dxA erstellt.

Fir eine Untersuchung der Expression und Synthese des Fdll Proteins wurde eine Expression im
Stamm R. capsulatus B10ST7-pRhotS-2-7dxA durchgefihrt. Im Anschluss daran wurde das Protein
mittels Strep I-Tag - Streptactin - Affinitdtschromatographie separiert. Fir die Expression in
R. capsulatus wurden verschiedene Versuchsbedingungen gewdhlt. Es sollten phototrophe und

nicht phototrophe gleichermaBen  wie Nitrogenase reprimierende und  Nitrogenase
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dereprimierende Bedingungen im Bezug auf die Expression und Kofaktorbeladung des Fdll Proteins
untersucht werden.

Der R. capsulatus Stamm B10ST7-pRhotS-2-7dxA wurde in 500 ml RCV-Minimalmedium anaerob,
bei 30°C in gasdicht verschlieBbaren Platteninkubatoren, unter phototrophen Bedingungen und
aerob, in 2 L Erlenmeyerkolben unter stdndigem Schitteln mit 120 Upm angezogen.

Als Kohlenstoffquelle wurde Malat verwendet. Fir die Nitrogenase dereprimierenden bzw.
Nitrogenase reprimierenden Bedingungen wurden L-Serin (-N), bzw. Ammoniumsulfat (+N) als
Stickstoffquelle verwendet. Als Lichtquelle wurden fir die anaeroben Kulturen Infrarotdioden
verwendet, die aeroben Kulturen wurden im Dunkeln angezogen.

Durch die Kombination der Bedingungen ergaben sich 4 verschiedene Anzuchtbedingungen fir

R. capsulatus B10ST7-pRhotS-2-7dxA (s.Tab.3.2).

Tab.3.2 Anzuchtbedingungen fir den R capsulafus B10ST7-pRhotS-2-7fdxA fur die Expression des Gens
fdbA.

phototroph nicht phototroph
N,-ase dereprimierende -O, anaerob +0O, aerob
Bedingung -N L-Serin -N L-Serin
N,-ase reprimierende -O, anaerob +0O, aerob
Bedingung +N Ammoniumsulfat +N Ammoniumsulfat

Die Kulturen wurden mit einer ODg,, von 0,5 inokuliert und bei einer ODy,, von 1,0 mit 10 mM
Fructose induziert. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen mittels
"french-press” in einem Volumen von 30 ml Tris/HCl Puffer aufgeschlossen. Wasserunlésliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation von der Proteinlésung getrennt. Die Proteinlésung wurde

dann auf eine Streptactin-Affinitdtschromatographie-Séule aufgetragen.
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Abb.3.26 Gelelektophoretische Auftrennung von Proben der Proteinseparation des Ferredoxin Il. Der

R. capsulatus Stamm B10ST7-pRhotS-2-7dxA wurde in 500 ml RCV-Minimalmedium in 2 L Kolben, aerob,
mit L-Serin B, bzw. Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle angezogen. Der R capsulotus Stamm
B10ST7-pRhotS-2-#dxA wurde in 500 ml RCV-Minimalmedium in Platteninkubatoren, anaerob, mit L-Serin
bzw. Ammoniumsulfat @ als Stickstoffquelle angezogen. Bei der Reinigung des Fdll Proteins wurde bei jedem
Schritt der affinitdtschromatographischen Auftrennung mittels Strep II-Tag/Streptactin Séule eine Probe fir die
Analyse im SDS-Polyacrylamidgel entnommen. Ex - Zellextrakt, D - Durchlauf, W - Waschfraktion, E1-5
Elutionsfraktionen, M - Proteingewichtsstandard (in kDa - 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10).

In Abb.3.22 ist die gelelekirophoretische Trennung von Proben der einzelnen Schritte der
Proteinreinigung zu sehen. Dabei wurde eine Probe des Extrakts nach Zellaufschluss und
Zentrifugation aufgetragen (Ex: Extrakt), sowie die Proteine welche nach dem Auftragen nicht an
der Matrix gebunden waren (D: Durchlauf). Weiterhin wurden durch eine Pufferldsung mit einer
geringen Konzentration von Desthiobiotin alle unspezifisch gebunden Proteine von der Matrix
gewaschen (W: Waschfraktion). Danach wurde durch eine Pufferlésung mit einer hohen
Konzentration von Desthiobiotin das Fdll Protein von der Matrix in einem Volumen von 5 mal je 2

ml eluiert (E, s: Elutionsfraktion 1-5).
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Das Ferredoxin Il hat eine berechnete Gréfle von 12,7 kDa und kann im Polyacrylamidgel auf
einer Laufweite von zwischen 20 und 25 kDa nachgewiesen werden (Jouanneau et al., 1992). Die
Kultur welche unter aeroben Bedingungen und mit L-Serin als Stickstoffquelle angezogen wurden
enthielt kein Fdll Protein (s. Abb.3.21.B). Die erhaltenen Proteinlésungen der Ubrigen Proben
wiesen eine bréunliche Farbung unterschiedlicher Intensitét auf, was einen ersten Hinweis auf eine
Kofaktorbeladung des Fdll Proteins gibt.

Die Elutionsfraktionen der verschiedenen Fdll-Reinigungen wurden jeweils vereinigt und mittels
GroéBenausschluB-Zentrifugation auf ein Volumen von 1 ml eingeengt und die Proteinkonzentration
mittels Bradford-Assay bestimmt. Proteinkonzentration und Farbung der Proteinldsung sind in

Tab.3.3 aufgetragen.

Tab.3.3 Proteinmenge und Férbung der Proteinlésungen des Fdll

aerob anaerob
Ammoniumsulfat Ammoniumsulfat L-Serin
Proteinmenge [mg/L] 1,9 0,5 1,5
Fdrbung ++ + +++

Das Ferredoxin Il konnte in geringen Menge exprimiert und separiert werden, durch die Farbung
konnte ein erster Hinweis auf die FeS-Cluster des Proteins gewonnen werden. Von den Kulturen bei
denen das FdIl Protein gereinigt werden konnte, zeigte die Kultur welche anaerob mit
Ammoniumsulfat angezogen wurde die geringste Proteinmenge und analog dazu auch die
geringste Farbung der Proteinlésung. In der Fdll-Probe der Kultur, die aerob mit Ammoniumsulfat
angezogen wurde, konnte die héchste Menge Protein gewonnen werden, diese Probe wies aber

eine geringere Farbung auf als die Probe der Kultur die anaerob mit L-Serin angezogen wurde.

Das Ferredoxin Fdll aus R. capsulatus konnte im Stamm B10ST7-pRhotHi-2-7dxA unter drei der vier
gewdhlten Bedingungen (+O/+N; -O/+N; -O/-N; s. Tab.3.2) exprimiert und gereinigt werden.

Die Proben der gereinigten Proteine wiesen unterschiedliche Konzentration und Farbungen auf.
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3.4.3. Gelelektrophoretische Trennung und Absorption des Ferredoxin Il aus Rhodobacter

capsulatus

Das Ferredoxin Il aus R. capsulatus konnte im Stamm B10ST7-pRhotHi-2-7dxA in geringen Mengen
exprimiert werden. Die brdunliche Farbung der Proteinlésungen gab einen ersten Hinweis auf die
Beladung des Proteins mit den entsprechenden FeS-Clustern ([3Fe-4S]/[4Fe-4S]). In diesem
Versuch sollte die Art der FeS-Cluster naher untersucht werden. Fir einen Vergleich der
allgemeinen Kofaktorbeladung wurde das Fdll-Protein im Stamm £. co/i BL21(DE3)-pRhotHi-2-#dxA4
exprimiert und anschlieBend mittels Strep II-Tag - Streptactin Affinitétschromatographie gereinigt
(Daten nicht gezeigt). Der Vergleich der Proteinproben aus R. capsulatus und E. coli sollte den
Unterschied in der FeS-Kofaktorbeladung verdeutlichen. Erwartungsgeméf findet in £. coli keine
Kofaktorbeladung statt, was durch Separation mittels Polyacrylamid-Gel durch eine geringere
Laufweite nachzuweisen ist (Armengaud & Jouanneau, 1995).

Der E. coli Stamm BL21(DE3)-pRhotS-2-/dxA4 wurde in 500 ml LB-Medium in 2 L Erlenmeyerkolben
bei 37°C auf 120 UpM geschittelt. Die Kulturen wurden mit einer ODggo von 0,05 inokuliert und
bei einer ODsg, von 0,5 mit 0,4 mM IPTG induziert. Nach 4 h wurden die Zellen geerntet und das
Medium durch Tris/HCI Puffer ausgetauscht. Die Reinigung des Fdll Proteins erfolgte wie unter
Kap.3.3.2 fur die R. capsulatus Proben beschrieben.

Bei einer gelelektrophoretischen Trennung unter denaturierenden Bedingungen werden durch B-
Mercaptoethanol die Schwefelverbindungen aufgespalten, bei diesem Vorgang |&sen sich die FeS-
Cluster aus dem Protein. Um eine Analyse der FeS-Cluster vorzunehmen wurden 20 ul der Proben
des Ferredoxins Il aus B10ST7-pRhot-S-7dx4 und BL21(DE3)-pRhotS-2-fdxA, mit einem
Probenpuffer ohne B-Mercaptoethanol behandelt und dann auf ein SDS-PA Gel aufgetragen.

W | <— Fdllaus £ coff
- - &— Fdllaus R capsuvlatus

Abb.3.27 Gelelekirophoretische Trennung von gereinigten Proteinproben des Fdll aus R. capsulatus B10ST7
pRhotS-2-7/dxA und £ coli BL21(DE3) pRhotS-2-7/dkA. Nach der Reinigung des Fdll Proteins aus den
verschiedenen Ansétzen mit R capsulatus B10ST7 pRhotS-2-7dxA4 und der Expression im £. coli BL21(DE3)
wurden Proben von 50 g des Fdll Proteins fir eine Analyse mittels SDS-Polyacrylamidelekirophorese
verwendet. 1-3 R. capsulatus B10ST7 pRhotS-2-7dxA;1 aerob / Ammoniumsulfat, 2 anaerob / Ammonium-
sulfat, 3 anaerob/L-Serin und 4 £. coli BL21(DE3) pRhotS-2-fdxA. M - Proteingewichtsstandard (in kDa -
100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10)
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In Abb.3.23 sind die verschiedenen Proben des Ferredoxin Il der Proteinreinigung aus
R. capsulatus und E. coli dargestellt. Das Ferredoxin Il, welches aus £. coli erhalten wurde, zeigte
eine geringere Laufweite als die Proteinproben welche aus R. capsulatus extrahiert wurden. Dies
bestétigt das es sich bei dem aus £. coli gewonnenen Protein um das Apoprotein des FdlIl handelt,
welches im Gegensatz zu Ferredoxin Il mit Kofaktoren eine geringere Laufweite im Polyacrylamid-
Gel besitzt (Armengaud & Jouanneau, 1995). Bei den R. capsulatus Proben scheint es sich um Fdll
mit Kofaktorbeladung zu handeln, welches sich in SDS-PA Gelen bei einer Grée zwischen 20 und
25 kDa findet (Jouanneau et al., 1992).

Bei den R capsulatus Proben sind durch die unterschiedlichen Wachstumsbedingungen keine
Unterschiede in der Zusammensetzung der FeS-Cluster entstanden, die man im Polyacrylamid-Gel
nachweisen kann. Um einen Unterschied zwischen den Proteinen der verschiedenen R. capsulatus
Anzuchten und deren Eisen-Schwefel Kofaktor auszumachen wurde eine Absorptionskurve der
Proben aufgenommen. Dazu wurden 100 ug Protein in 1 ml Elutionspuffer aufgenommen und die

Absorption photometrisch im Bereich von 300-450 nm in Schritten von 1 nm bestimmt.
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Abb.3.28 Absorption des Ferredoxin Il aus R. capsulatus B10ST7-pRhotS-2-fdxA. 100 ug Fdll Protein der
Proben wurden in 1 ml Elutionspuffer (Kap.2.12.8) aufgenommen und deren Absorption im Bereich 300 nm
- 450 nm bestimmt. Die Anzucht und Expression erfolgte im Stamm B10ST7-pRhotS-2-7/dx4 in RCV-
Minimalmedium unter den Bedingungen aerob/Ammoniumsulfat (+O/+N), anaerob/Ammoniumsulfat
(-O/+N) und anaerob/L-Serin (-O/-N).
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In Abb.3.23 sind die Absorptionsspekiren der Proben des Ferredoxin Il dargestellt. Alle drei Proben
besitzen ein Maximum bei 385 nm Wellenldnge, dieses Maximum ist charakteristisch fir einen
Eisen-Schwefel Kofaktor der Konfiguration [4Fe-4S]. Zwei der Proben und zwar die bei denen die
Kulturen aerob und mit Ammoniumsulfat und die bei denen die Kulturen anaerob und mit L-Serin
angezogen wurden, zeigen ein weiteres Maximum bei 405 nm, dieses Maximum ist typisch fur
einen Eisen-Schwefel Kofaktor der Konfiguration [3Fe-4S] (Armengaud et al., 1995). Die
Proteinmenge und die Farbung der beiden Proben, deren Kulturen anaerob angezogen wurden
(+0O), korreliert mit den Absorptionsspektren und Maxima. Die stérkere Verférbung der Proben
(s.Tab.3.3) deren Kulturen mit L-Serin angezogen wurden ldsst sich anhand des
Absorptionsspektrums auf die Bildung des nativen Proteins und die héhere Absorption durch die
erhdhte Proteinmenge zuriickfihren. Die Probe, deren Kultur aerob und mit Ammoniumsulfat
angezogen wurde, zeigt hohe Absorptionsmaxima die mit der Proteinmenge, nicht aber mit der
geringeren Verfarbung dieser korrelieren.

Fur die entsprechenden Formen sind Absorptionsverhéltnisse im Bezug zur Absorption bei 280 nm

bekannt, fir das native Protein (A400/A280) ein Wert von 0,55, fir die 2x[4Fe-4S] - Form

(A385/A280) ein Wert von 0,42 (Armengaud et al., 1995).

Tab.3.4 Absorptionsverhélinisse der Fdll-Proben aus R. capsulatus B10ST7 pRhotS-7dxA.

A385 / A280 A400 / A280
[4Fe-4S][4Fe-4S] [3Fe-4S][4Fe-4S]
(Armengaud et al., 1995) 0,42 0,55
A385 / A280 A405 / A280
aerob
Ammoniumsulfat +O/+N 0,51 0,61
onqerob -O/-N 0,74 kein Maximum
Ammoniumsulfat
"Lrjggfnb -O/-N 0,50 0,46

Bei den gemessenen Absorptionsspekiren zeigt keine Probe die in der Literatur vorgegebenen

Verhaltnisse in der Absorption A400/A280 und A385/A280. Es ist zu vermuten, dass sich in den

Proben das Ferredoxin Il befindet mit verschiedenen Zusammensetzungen der Eisen-Schwefel-
Kofaktoren. Aus den Messungen kann entnommen werden, dass sich in der Probe, die anaerob
und mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle angezogen wurde, kein natives Protein befand, da bei
der Kurve kein Maximum im Bereich von 405 nm fir den [3Fe-4S] Eisen-Schwefel Kofaktor
gemessen wurde.

Fir die Expression des Ferredoxin FdIl waren die Bedingungen phototrophes Wachstum und
Nitrogenase dereprimierende Bedingungen am besten. Unter diesen Bedingungen konnte im

Stamm B10ST7-pRhotS-2-/dxA eine geringe Menge des Proteins exprimiert und mittels
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Affinitétschromatographie gereinigt werden. Die gereinigten Proben wiesen eine entsprechend
starke brdunlich Verfarbung auf, die Laufweite des FdIl im SDS-Polyacrylamidgel entsprach den
Literaturangaben und die gemessene Absorption der Proben bei 385 nm und 405 nm war den in

der Literatur beschriebenen Absorptionscharakteristika des nativen Fdll éhnlich.

Das Ferredoxin Fdll aus R. capsulatus konnte im Stamm B10ST7-pRhotS-2-7dxA exprimiert werden.
Das Protein konnte mittels Strep II-Tag - Streptactin Affinitdtschromatographie gereinigt werden. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Proteine, die in R. copsulatus unter verschiedenen

Bedingungen exprimiert wurden, Uber Eisen-Schwefel Kofaktoren verfigten.
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4. DISKUSSION

4.1. Die Verwendung von Leuchtdioden als Lichtquelle

Grundsétzlich lassen sich handelsubliche Leuchtmittel in drei Gruppen unterteilen. Als erste
Gruppe sind dabei die Wérmestrahler zu nennen, zu denen die klassischen Glihbirnen in
unterschiedlicher Wattstarke, Kohlebogenlampen aber auch Kerzen und Ollampen gezahlt werden.
Bei den Temperaturstrahlern wird Licht durch das Prinzip der Wérmestrahlung erzeugt wobei jedes
Objekt entsprechend seiner Temperatur elekiromagnetische Strahlung emittiert, die je héher die
Temperatur umso stérker und kurzwelliger ist. Temperaturstrahler haben eine geringe Lebensdauer,
eine hohen Energiebedarf und eine sehr geringe Lichtausbeute.

Die zweite Gruppe sind die Gasentladungslampen zu denen Leuchtrdhren und Leuchtstofflampen
ebenso gehéren wie Quecksilberdampflampen, Kryptonbogenlampen und Xenon-Kurzbogen-
lampen. Das Prinzip der Gasentladungslampen beruht auf der Lichtemission eines Gases, welches
unter elektrischer Spannung zur Entladung gebracht wird. Dabei wird die Emission durch das
verwendete Gas und die Bauart der Gasentladungslampe bestimmt. Gasentladungslampen
besitzen eine hohe Lebensdauer und Lichtausbeute, haben einen geringeren Energiebedarf als die
Temperaturstrahler.

Die letzte Gruppe ist die der Halbleiterleuchtmittel, zu denen sowohl die Leuchtdioden als auch die
"Elektro-Lumineszenz” Leuchtfolien gehéren. Hierbei wird das Licht durch den Ubergang von
Elekironen von der Kathode zur Anode eines Halbleitermaterials erzeugt. Die Emission lésst sich
durch das verwendete Halbleitermaterial und dessen Beschichtung festlegen. Sie haben eine hohe
Lichtausbeute und Lebensdauer, einen noch geringeren Energiebedarf als die Gasentladungs-
lampen und lassen sich aufgrund ihrer geringen Gréfle, die Leuchtdioden sind nur wenige
Millimeter grof3 bzw. hohen Flexibilitét, im Falle der Leuchtfolien, sehr gut an entsprechende
Versuchsaufbauten anpassen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Emission von GlUhbirnen und von Leuchtdioden, welche im
Infraroten- bzw. im Blaulichtbereich emittieren, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Gluhbimen und das angefertigte Leuchtdiodenfeld (Kap.3.1.1) eine d&hnliche Lichtleistung im
Wellenlangenbereich von 350 bis 900 nm erbringen. Die beiden Leuchtmittel unterscheiden sich
aber bei der Emission im physiologisch relevanten Spektrum (Kap.3.1.1) fir die Photosynthese von
R capsulatus. Die Leistungsaufnahme einer der verwendeten Glihbimen betrdgt nach
Herstellerangaben 60 Watt. Im Standardversuchsaufbau kamen 6 Glihbirnen zum Einsatz, somit
ergibt sich eine Leistungsaufnahme von insgesamt 360 Watt pro Stunde. Die Leuchtdioden besitzen
nach Herstellerangaben eine Leistungsaufnahme von 0,12 Watt fir eine Blaulichtdiode und 0,07

W for eine Infrarotdiode. Der Versuchsaufbau mit den Leuchtdioden verwendete 2
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Leuchtdiodenplatinen, die wiederum mit je 120 Infrarotdioden und 120 Blaulichtdioden bestickt
waren, somit besitzen die Blaulichtdioden auf zwei Leuchtdioden-Platinen eine Leistungsaufnahme
von 28,8 Watt pro Stunde und die Infrarotdioden eine Leistungsaufnahme von 16,8 Watt pro
Stunde, bzw. 45,6 Watt pro Stunde wenn beide Leuchtdiodenarten verwendet wurden. Zu der um
den Faktor 14,7 (BL-Dioden) bzw. 2,6 (IR-Dioden) erhéhten Lichtintensitét im physiologisch
relevanten Spektrum kommt ein um den Faktor 12,5 (BL) bzw. 21,4 (IR) oder 7,9-fach (IR+BL)
gesenkter Energieverbrauch bei der Verwendung von Leuchtdioden. Die Wérmeentwicklung und
die GréBe der Glohbimen sind ein weiterer Nachteil bei der Applikation als Lichtquelle. Die
Leuchtdioden geben nur in geringem Mafle Wéarme ab, so dass der Abstand der Kulturgeféfie zu
den Leuchtdioden und damit auch die Lichtintensitét frei eingestellt werden konnte. Die Glihbirnen
geben in so hohem Mafle Wéarme ab, dass ein Abstand von mindestens 25 cm zu den
KulturgeféBen eingehalten werden musste.

Die Verwendung von Leuchtdioden sichert somit eine konstante Beleuchtung in Bezug auf
Lichtquantitét und Lichtqualitat, wie sie unter Verwendung von Glihbirnen oder anderen
Leuchtmitteln nicht gewdhrleistet ist. So emittieren bestimmte Gasentladungslompen und
Kaltkathodenrshren UV-Strahlung oder Temperaturstrahler in hohem Mafle Infrarot-Licht. Unter
Verwendung von Leuchtdioden sind diese beiden Lichtparameter gleichermafien festgelegt, wie
auch die Parameter welche sonst durch das Medium (pH-Wert, Néhr- und Zusatzstoffe) oder durch

den experimentellen Aufbau festgelegt sind (Temperatur, Volumina und Inkubationszeit).

4.1.1. Der Einfluss von Infrarotstrahlung und Blaulicht auf das phototrophe Wachstum und

die Proteinbiosynthese

Die Verwendung von Leuchtdioden bei der Anzucht phototropher Bakterien hat Vorteile gegeniber
anderen Leuchtmitteln allein durch ihre physikalischen Eigenschaft (s. Kap.4.1). Die Emission der
Leuchtdioden-Platinen wurde durch die Verwendung entsprechender Infrarot- bzw. Blaulichtdioden
auf die physiologisch relevanten Wellenldngen der Absorption des Bakteriochlorophylls @ und des
Sphaeroidens aus R. capsulatus festgelegt. Die Untersuchungen des phototrophen Bakteriums
R. capsulatus zielten zum einen darauf ab festzustellen, ob sich die Leuchtdioden fur eine Anzucht
verwenden lassen, zum anderen aber auch darauf zu prifen, welche Vorteile sich durch dieses
System zusétzlich gewinnen lassen. Die ausreichende Erzeugung von Biomasse fir die heterologe
Expression ist notwendig um auch eine entsprechend hohe Proteinausbeute zu erzielen. Fir eine
erste Untersuchung wurde daher zundchst eine Wachstumskurve von R. capsulatus Kulturen unter

den verschiedenen Lichtbedingungen erstellt.
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R. capsulatus war in der Lage unter allen Lichtbedingungen zu wachsen, unabhéngig davon ob nur
Infrarotdioden, Blaulichtdioden oder eine Kombination von beidem verwendet wurde. Unter allen
Bedingungen erreichten die verwendeten Stdmme mindestens eine ODy,, von 2,0 und zeigten die
for R capsulatus typische rétlich, bréunliche Farbung die auf die Ausbildung des
Photosyntheseapparates und der intracytoplasmatischen Membran hindeutet.

Bei der Anzucht von R capsulatus unter den Leuchtdioden ergaben sich aber deutliche
Unterschiede je nachdem ob Infrarot-, Blaulichtdioden oder eine Kombination beider verwendet
wurden. Aus der Wuchskurve ging hervor, dass die geringsten Verdnderungen bei den Kulturen zu
sehen waren, welche infraroter Strahlung ausgesetzt wurden, also den Kulturen, die unfer
Infrarotdioden, Infrarot- und Blaulichtdioden und unter Glihbiren angezogen wurden. Bei der
Anzucht von R. capsulatus unter Infrarotdioden und Infrarot- und Blaulichtdioden war, im Vergleich
zu Glihbirnen, lediglich die initiale Lag-Phase um sechs Stunden verkirzt. Die Zellzahlen nach
Erreichen der stationdren Phase waren gleich. Die Generationszeiten unterschieden sich im Falle
der Verwendung von Infrarotdioden, mit einer Generationszeit von 4,5 h, zu denen unfer
Glthbirnen und Infrarot- und Blaulichtdioden, mit einer Generationszeit von 5 h.

Die Beleuchtung von R. capsulatus ausschlieBlich mit Blaulichtdioden hatte den gréfiten Einfluss
auf das Wachstum. Die initiale Lag-Phase war um 12 h und die Generationszeiten um den Faktor
3 (5 h >15 h) verlangert. Aus den Untersuchungen mittels DNA-Microarray ergab sich, dass die
Expression von 16 der 21 Gene fur die 30S und 17 der 33 Gene fir die 50S Untereinheiten der
Ribosomen unter Infrarotdioden hdher war als unter Blaulichtdioden, im Mittel um den Faktor 2,7
(30°S) bzw. 2,9 (50S). Die verringerte Proteinbiosynthese bzw. die verminderte Expression der
Gene fir die ribosomalen Proteine konnte fir £. coli und M. tuberculosis unter Stressbedingungen
gezeigt werden. Bei £ coli Zellen sinkt die Proteinbiosynthese auf 20% wenn die Zellen
Kohlenstoffmangelbedingungen ausgesetzt sind (Reeve et al., 1984). In M. tuberculosis sinkt die
Expression der Gene fir die ribosomalen Proteine unter Néhrstoffmangelbedingungen (Betts et al.,
2002). Bei der Anzucht von R capsulatus allein unter Blaulichtdioden handelt es sich daher
vermutlich um einen durch Nahrstoffmangel, in diesem Falle einen durch Lichtmangel induzierten
Zellstress. Dies bedeutet, dass die Zellen nicht in der Lage waren ausreichend ATP durch die
ATPase zu generieren, da der Protonengradient durch das Photosystem nur unzureichend
aufgebaut werden konnte.

Der Vergleich der Lichtbedingungen Infrarotdioden und Infrarot-/Blaulichtdioden zeigt, dass das
Blaulicht, also Licht im Bereich der Absorption des Sphaeroidens, kaum einen Einfluss auf das
Wachstum von R capsulatus hatte. Der Vergleich der Lichtbedingungen Infrarotdioden und
Blaulichtdioden zeigte, dass die infrarote Strahlung im Absorptionsbereich des Bakteriochlorophyll
a entscheidend fir die Photosyntheseleistung ist, dass allein durch Blaulicht die Infrarotstrahlung

nicht kompensiert werden und dies zu Lichtmangelstress fuhrt. Dennoch waren die R. capsulatus
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Zellen in der Lage unter diesen Mangelbedingungen phototroph zu wachsen. Die Regulation der
Photosynthesegene durch das Zweikomponenten-Regulationsystem RegB/A erfolgt durch die
Aktivierung von RegA durch RegB (Swem et al., 2001). Dabei wird die Aktivitgt der
membrangebundenen Sensorkinase RegB durch den Redoxzustand der cbb;-Oxidase und des
Ubichinonpools beeinflusst, welche Teil der photosynthetischen Elektronentransportkette sind (Hu et
al., 2008). Die Expression der Photosynthesegene wird unter phototrophen Bedingungen und bei
photosynthetischer Aktivitat durch RegB/A verstarkt. Durch das gewdhlte Licht der Wellenlénge 462
nm kann R capsulatus nur Photonen Uber das Carotinoid Sphaeroiden absorbieren. Das
Sphaeroiden ist in den Photosynthesekomplexen zusammen mit den Bakteriochlorophyllen
angeordnet, welche die in den Lichtsammelkomplexen absorbierte Lichtenergie auf das
Reaktionszentrum Ubertragen (Fyfe & Cogdell, 1996; Isaacs et al., 1995). Die phanotypischen
Verdnderungen von R. capsulatus bei der Anzucht unter Blaulichtdioden zeigen, dass R. capsulatus
nicht in der Lage ist Licht der Wellenléinge 462 nm in dem Mafe photosynthetisch zu nutzen wie
Licht der Wellenléinge 880 nm. Carotinoide erfillen zwei wesentliche Funktionen in phototrophen
Organismen. Zum einen verhindern sie die Photooxidation, bei der Sauerstoffradikale gebildet
werden die das Photosystem beschadigen kénnen (Cogdell et al., 1981; Glaeser & Klug, 2005;
Hideg et al., 2007; Nishiyama et al., 2006). Zum anderen sind die Carotinoide akzessorische
Pigmente in den Lichtsammelkomplexen und Reaktionszentren, die Lichtenergie an die
Chlorophylle bertragen. Die Ubertragung ist dabei abhéingig vom Carotinoidtyp, dem Aufbau
und der Stabilitat der Photokomplexe und der Dauer der Anregungszustdnde der Carotinoide im
Bezug zum Energietransfer zwischen Carotinoid und Chlorophyll. Die Effizienz der Energie-
Ubertragung kann dabei von 30% - 90% variieren (Cogdell & Frank, 1987; Goedheer, 1959; Pan
et al., 2011). Im Falle der Bestrahlung mit Blaulichtdioden scheint die Ubertragung der
Lichtenergie vom R. capsulatus Sphaeroiden zum Bakteriochlorophyll @ ineffizient zu sein, so dass
daraus der beschriebene Phénotyp resultiert.

Mit Blick auf die heterologe Expression bleibt festzuhalten, dass unter keiner der Lichtbedingungen
die maximale Zellmasse gesteigert wurde, sondern dass mit hdherer Strahlungsintensitat im
infraroten Bereich die maximale Zellmasse schneller erreicht wird. Die ausschlielliche Beleuchtung
mit Blaulicht scheint, durch den Zellstress, den die Zellen unter diesen Bedingungen erfahren, nicht

fur die heterologe Uberexpression geeignet zu sein.
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4.1.2. Der Einfluss von Infrarotstrahlung und Blaulicht auf die Expression der

Photosynthesegene und die Akkumulation der Photopigmente

Die Ausbildung des intracytoplasmatischen Membransystems kann einer der entscheidenden
Vorteile von Rhodobacter bei der heterologen Expression von Membranproteinen sein (Tate, 2001;
Wang et al., 2009). Die Ausbildung des Membransystems ist dabei eng an die Ausbildung des
Photosystems von R. capsulatus gekoppelt (Kiley & Kaplan, 1988), wobei die Akkumulation der
Photopigmente durch die Lichtintensitét reguliert ist (Buggy et al., 1994). Durch die Verwendung
von Leuchtdioden ergeben sich bei der phototrophen Anzucht von R. capsulatus Anderungen in der
Lichtintensitat im Vergleich zu Gluhbimen. Die Intensitdt, im Bereich der Absorption des
Bakteriochlorophyll @, ist durch die Infrarotdioden um den Faktor 2,6 und durch die
Blaulichtdioden, im Bereich der Absorption des Sphaeroiden, um den Faktor 14,7 gegeniber den
Gluhbimen gesteigert, bei gleichzeitig geringerem Energieverbrauch.

Bei Kulturen in der logarithmischen Wuchsphase (ODy,, von 1,0) zeigten sich Unterschiede in der
Pigmentakkumulation abhéngig von den Lichteigenschaften der Leuchtmittel. Wiederrum zeigten
die Kulturen, die ohne Infrarotstrahlung, also nur mit Blaulichtdioden, angezogen wurden die
gréBte Verdnderung. Diese Kulturen zeigten eine um den Faktor 1,7 héhere Absorption des
Bakteriochlorophyll @ und eine um den Faktor 1,6 héhere Absorption des Sphaeroidens und
dementsprechend eine gesteigerte Akkumulation der Photopigmente. Demgegeniber konnte,
anhand der Microarraydaten, eine erhéhte Expression der Photosynthesegene in den Kulturen unter
Infrarotdioden, im Mittel um den Faktor 2,0, gegeniber denen unter Blaulichtdioden festgestellt
werden (Kap.3.1.7.2).

Es ist bekannt das durch den Regulator HrvA bei geringer Lichtintensitdt die Expression der
Nitrogenasegene inhibiert (Raabe et al., 2002) und ebenfalls bei geringer Lichtintensitdt eine
erhdhte  Pigmentakkumulation nachgewiesen werden konnte (Buggy et al., 1994). Bei der
Bestrahlung mit Infrarotdioden, was eine deutliche Steigerung der Strahlungsintensitét gegeniber
den Glthbirnen darstellt, sollte daher entweder eine hdhere Pigmentakkumulation unter
Gluhbirnen oder eine Verringerung der Pigmentakkumulation unter Infrarotdioden zu messen sein,
wenn die Verdnderungen der Lichtintensitét zwischen diesen beiden Lichtquellen ausreichend ist um
einen Effekt des Regulators HvrA hervorzurufen. Die Pigmentakkumulation unterschied sich in
diesen Fallen aber nur geringfiigig, daher ist zu vermuten, dass die Anderung der Lichtintensitét, im
Vergleich zwischen Gluhbiren und Infrarotdioden, keinen Effekt aut die Expression der durch HvrA
regulierten Gene hat.

Ein grofier Teil der Proteine in Eukaryoten und Prokaryoten (20% - 30%) sind Membranproteine
(Wagner et al., 2006). Die geringe Anzahl der Membranproteine deren Struktur mittels

Réntgenkristallographie  aufgeklért  wurden, zeigt die Schwierigkeiten  Membranproteine in
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ausreichender Menge und Reinheit fir diesen Prozess zu gewinnen (Grisshammer & Tate, 1995;
White, 2004). Dabei sind die korrekte Faltung der Proteine und die effiziente Insertion der Proteine
in die Membran die gréfiten Hindernisse bei der heterologen Expression. Bis auf wenige
Ausnahmen (Unger et al., 1999), muss daher aut die homologe Expression zuriickgegriffen
werden, die wiederum nur geringe Ausbeuten ergibt und eine aufwendige Reinigung und Isolierung
der Membranproteine nach sich zieht (Tate, 2001). Durch die Verwendung speziell selektierter £.
coli Stémme konnte die heterologe Expression von Membranproteinen verbessern werden,
dennoch waren die die Membranproteine entweder in “inclusion bodies" aggregiert oder konnten
nativ nur in geringen Mengen synthetisiert werden (Miroux & Walker, 1996). Die Verwendung von
Rhodobacter und Rhodospirillum zur Expression von Membranproteinen, unter Nutzung der
vergroBBerten Membranoberfléche durch die Ausbildung der ICM bei phototrophem Wachstum
(Kiley & Kaplan, 1988) und der effizienten Faltungs- und Integrationsmaschinerie (Freigassner et
al., 2009) konnte bereits demonstriert werden (Butzin et al., 2010; Laible et al., 2004). Dabei
kann die Renaturierung von in ‘inclusion bodies" aggregierten Membranproteinen umgangen
werden. Es konnte sogar ein Expressionssystem etabliert werden, dass es erlaubt die
Proteinsynthese  mit dem  Methioninanalog  Selenomethionin  vorzunehmen, was die
Strukturaufklérung mittels Réntgenkristallographie erleichtert (Laible et al., 2005).

Durch die Messungen der Pigmentakkumulation in R. capsulatus konnte gezeigt werden das sich
die Ausbildung der ICM, durch die Verwendung von Blaulichtdioden zur Anzucht, noch weiter
steigern lasst als dies unter Belichtung mit Glthbirnen der Fall ist. Da aber Expression und
Zellwachstum, also die Bildung von Biomasse und die Proteinbiosynthese, durch den
Lichtmangelstress  herab gesetzt sind, scheint einer Kombination beider Elemente, also
Blaulichtdioden und Infrarotdioden, fir diesen Zweck ratsam. So kénnte durch die anféngliche
Beleuchtung ausschlieBlich mit Blaulichtdioden die Membranoberfléche vergréfiert werden, um
anschlieffend die Proteinexpression durch das Zuschalten der Infrarotdioden zu férdern.

Durch seine Stoffwechselvielfalt ist R capsulatus ein interessanter Kandidat fir die Ganzzell-
biokatalyse von Feinchemikalien wie z.B. Carotinoiden. Bei der Synthese von Carotinoiden ist die
Verfigbarkeit von Vorstufen das gréfite Hindernis fir nicht-carotinogene Organismen (Ruther et
al., 1997) und muss durch verschiedene Methoden gesteigert werden (Farmer & Liao, 2000;
Wang et al., 2000). Die Nutzung von R. capsulatus als carotinogenem Organismus kann dabei
ein entscheidender Vorteil sein (Harker & Hirschberg, 1998; Lee & Schmidt-Dannert, 2002). Fur
die Ganzzellbiokatalyse von Carotinoiden scheint die Beleuchtung ausschlieBlich  mit
Blaulichtdioden einen Vorteil zu ergeben, da hier das carotinogene Bakterium R. capsulatus noch

zusétzlich mehr Pigmente, also auch Carotinoidvorstufen, fir die Carotinoidbiosynthese bildet.
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4.1.3. Der Einfluss von Infrarotstrahlung und Blaulicht auf die Expression der Nitrogenase

R. capsulatus bildet unter Stickstoffmangelbedingungen, welche durch die Zugabe von L-Serin als
Stickstoffquelle im  Medium simulier  werden kénnen (s.Kap.1.3.2.2), nicht nur den
Nitrogenaseenzymkomplex aus, der R. capsulatus beféhigt molekularen Stickstoff zu fixieren,
sondern auch eine Vielzahl unterschiedlicher Metall-Kofaktoren. Durch die Ausbildung dieser
Metall-Kofaktoren ist R. capsulatus ein interessanter Wirtsorganismus fir die heterologe Expression
von Proteinen mit ebensolchen Kofaktoren. Desweiteren wird die Expression des nifHDK-Operons
stark positiv reguliert, so dass sich der nifHDK-Promotor fir die heterologe Expression verwenden
l&isst (s. Kap.4.3). Der Einfluss der Lichtbedingungen auf diese Eigenschaften sollte durch einen
Nachweis der Dinitrogenasereduktase NifH erfolgen.

Es konnte gezeigt werden, dass bei der Akkumulation des Nitrogenaseenzymkomplexes, bestimmt
durch einen immunologischen Nachweis der Dinitrogenasereduktase NifH, kein Unterschied
zwischen der Beleuchtung mit Glihbirnen, Infrarotdioden sowie Infrarot- und Blaulichtdioden
bestand. Unter diesen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass die Dinitrogenasereduktase bei
einer ODyy, 1,0, also in der logarithmischen Wuchsphase, in gleichen Mengen gebildet wird.
Unter Bestrahlung mit Blaulichtdioden dagegen konnte keine Dinitrogenasereduktase in der
logarithmischen Wuchsphase, bei einer ODy,, von 1,0, nachgewiesen werden. In der spdten
logarithmischen Wuchsphase bzw. der frilhen stationéren Phase, bei einer OD,4, von 2,0, konnte
in allen Kulturen die Dinitrogenasereduktase in gleichen Mengen nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen mittels DNA-Microarray, im Vergleich der Bedingenungen Infrarotlicht zu
Blaulicht, konnten dieses Ergebnis bestétigen. Die Expression der Dinitrogenasereduktase war in
der logarithmischen Wuchsphase in den Kulturen, welche mit Blaulichtdioden angezogen wurden,
um den Faktor 19 geringer als bei den Kulturen die unter Infrarotdioden angezogen wurden. Auch
die Gene nifDK, welche mit nifH eine Transkriptionseinheit bilden, wurden unter Blaulichtdioden
um den Faktor 29 nifD und 33 nifK geringer exprimiert als unter Infrarotdioden. Die Gene der
beiden Nitrogenasetranskriptionsaktivatoren NifAT und NifA2 wurden unter Blaulichtdioden, bei
einer ODy,, von 1,0, ebenfalls geringer exprimiert als unter Infrarotdioden (ni#A1 3,3, nitA2 3,7).
R. capsulatus generiert unterschiedliche Metall-Kofaktoren, wie z.B. die [2Fe-2S], [3Fe-4S] und
[4Fe-4S] Cluster der Ferredoxine und c-Typ Cytochrome, die [Ni-Fe] Cluster der Hydrogenase und
den FeMoCo [7Fe-9S-1Mo] und P-Cluster [8Fe-7S] der Nitrogenase (Armengaud & Jouanneau,
1995; Armengaud et al., 1997; Elsen et al., 2003; Jouanneau et al., 2000; Jouanneau et al.,
1993; Pawlik et al., 2010; Siemann et al., 2001). Die Expression von Metall-Kofaktor Proteinen in
E. coli kann in bestimmten Fallen schwierig, da nur das Apoprotein gebildet wird (Armengaud et
al., 1995; Guerrini et al., 2008) oder unméglich sein (De Smet et al., 2001). Systeme fur die

Expression von Metall-Kofaktor Proteinen sind bereits fir Rhodobacter beschrieben (De Smet et al.,
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2001; Kappler & McEwan, 2002). Die erhdhte Expression der durch das niFRegulon gesteuerten
Gene nifN und der Ferredoxine, 7dxN, fdxC und fdxD unter Infrarotdioden im Vergleich zu
Blaulichtdioden zeigt, dass die heterologe Expression von Proteinen mit Eisen-Schwefel-Kofaktoren

unter diesen Bedingungen beginstigt zu sein scheint.
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Abb.4.1 Vergleich der Expressionséinderung der stickstoffabhéingig regulierten Gene, im Vergleich von

Nitrogenase dereprimierende (-N) zu reprimierenden (+N) Bedingungen und im Vergleich Infrarot- (IR) zu
Blaulichtdioden (BL).

Bei einem Vergleich der Expressionséinderung, zwischen Infrarot- (IR) zu Blaulichtdioden (BL) und
Nitrogenase dereprimierenden (-N) zu reprimierenden (+N) Bedingungen zeigte sich, dass die
Muster der Expressionséinderung Ahnlichkeiten aufwiesen (s. Abb.4.1). Es liegt daher die
Vermutung nahe, dass der Regulationsmechanismus bei Nitrogenase reprimierenden
Bedingungen, die Expression der stickstoffabhéngig regulierten Gene inhibiert, gleichermaflen die
Expression dieser Gene auch bei Lichtmangelbedingungen inhibiert. Dies wére ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Regulation der Nitrogenase eng an die Photosynthese gekoppelt ist. Die Kopplung
beider ~Systeme ist durch das RegB/A  System, welches die Expression des
Nitrogenasetranskritpionsaktivators NifA2 reguliert, bereits beschrieben (Elsen et al., 2004). Der
hier vorliegende Regulationsmechanismus betrifft aber beide Nitrogenasetranskritpionsaktivatoren
gleichermaflen, sowohl NifAl als auch NifA2, weshalb die Effekte von einem Ubergeordneten
System hervorgerufen werden missen. Die hier in Frage kommenden Regulatoren sind das NtrB/C
Zweikomponenten-Regulationssystem (Cullen et al., 1996), das NtrY/X Zweikomponenten-
Regulationssystems (Drepper et al., 2006) oder die P,-Signaltransduktions-Proteine GInB/K

(Drepper et al., 2003), wobei das direkte Signal und der entsprechende Effektor sich aus den
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vorhandenen Daten nicht ableiten lassen. Fur das NirY/X Zweikomponenten-Regulationssystem ist
eine Interaktion mit dem Zweikomponenten-Regulationssystem RegB/A durch direkte Interaktion
der Proteine RegA und NirX, beschrieben (Gregor et al., 2007). Dies und die funktionelle
Ahnlichkeit des Proteins NtrY mit NirB, welche beide in der Lage sind den Regulator NirC zu
phosphorylieren und zu aktivieren bzw. zu dephosphorylieren und zu deaktivieren (Drepper et al.,
2006), ist ein Hinweis darauf, dass das Zweikomponenten-Regulationssystem NtrY/X die direkte

Verbindung der Stickstofffixerung zur Photosynthese darstellen kann.

4.1.4. Der Einfluss von Infrarotstrahlung und Blaulicht auf Expression verschiedener Gene

Bei der Analyse mittels DNA-Microarray ergaben sich bei vier weiteren annotierten oder vermuteten
Transkriptionseinheiten erhéhte Transkriptmengen unter Infrarotdioden gegentber Blaulichtdioden.
Die Transkriptionseinheit pstSCAB-phol zeigte eine im Mittel um den Faktor 4,3 erhéhte
Expression unter Infrarotdioden gegeniber Blaulichtdioden. Untersuchungen in R. sphaeroides
zeigten, dass die Gene pstSCAB fir einen Phosphat-ABC-Transporter und die Gene phoUB fir die
Regulatoren dieses Transporters kodieren. Die Expression der Gene des Phosphat-ABC-
Transporters, kodiert durch  pstSCAB, wird unter Phosphat-Mangelbedingungen  induziert
(Matsuzaki et al., 2003).

Die Transkriptionseinheit oAF-fIbT hat eine im Mittel um den Faktor 9,8 erhéhte Expression unter
Infrarotdioden gegentber Blaulichtdioden. Das Gen #loA kodiert fir ein Flagellinprotein, die Gene
flaF und fIbT kodieren fir einen Flagellen-Biosynthese-Regulator und einen Flagellin-Synthese-
Repressor. Untersuchungen in Caulobacter centenum zeigen, dass beide Proteine FlaA und FlbT
post-transkriptionale Regulatoren sind welche die 5'UTR Region der #/K mRNA binden und
entweder fir deren Stabilitét (FlaA) oder Degradation (FIbT) verantwortlich sind (Anderson &
Gober, 2000; Llewellyn et al., 2005).

Bei den OFRs RCAP rcc00608 bis RCAP rcc00610 und RCAP rcc02888 bis RCAP rcc0892
handelt es sich wahrscheinlich um weitere Transkriptionseinheiten. Die Expression dieser Transkrip-
tionseinheiten war im Mittel um den Faktor 13,9 (RCAP rcc00608-00610) und 20,8
(RCAP rcc02888-02892) unter Infrarotdioden gegeniber Blaulichtdioden erhéht. Assoziiert zu
diesen ORFs sind die Gene cspAl und cspA3, welche fur Kalteschockproteine kodieren.
Untersuchungen in £. coli zeigen, dass die Expression von cspA bei Temperaturen von 30°C und
niedriger induziert wird (Jones & Inouye, 1994).

Fir keines dieser Proteine ist ein lichtabhdngiger oder lichtmangelabhdangiger Regulations-
mechanismus bekannt. Zudem waren die Zellen bei der Anzucht unter Infrarotdioden weder
Phosphatmangel ausgesetzt, was die Regulation des pstSCAB-Operons erkldren wirde, noch

waren die Temperaturen unter den Standardbedingungen von 30°C, was die erhdhte Expression
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der Kalteschockproteine unter Infrarotdioden erkléren wirde. Die Regulationsmechanismen,
welche als Antwort auf verschiedene Stressbedingungen ausgeldst werden, sind in vielen Féllen
noch nicht genau untersucht, es lassen sich keine Homologien zu den entsprechend bekannten
Systemen finden (de Vries et al., 2001) oder es gibt eine mégliche Quervernetzung verschiedener
metabolischer Systeme und deren Regulatoren (Drepper et al., 2006; Gregor et al., 2007). Eine
weitere Untersuchung mittels Microarrayanalyse unter verschiedenen Lichtbedingungen, z.B. ein
Vergleich zwischen den Anzuchtbedingungen Infrarotdioden und Infrarot-/Blaulichtdioden, kann fir
die vier verschiedenen Transkriptionseinheiten aufkléren ob es sich hierbei um einen Effekt handelt,
der durch die Lichtmangelbedingungen hervorgerufen wird oder um eine direkte Blaulicht

induzierte Regulation.

4.1.5. Untersuchung der pyp-Mutante unter Infrarot- und Blaulichtdioden

Bei den Verdnderungen, welche sich durch die Verwendung verschiedener Lichtquellen, bei der
Anzucht von R. capsulatus ergaben, lag die Vermutung nahe, dass eines oder mehrere dieser
Systeme durch den Blaulichtrezeptor PYP, dem einzigen bekannten Blaulichtrezeptor in
R. capsulatus, beeinflusst werden. Bei den Phénotypen, welche sich durch die unterschiedlichen
Lichtbedingungen von phototroph wachsenden R. capsulatus Kulturen ergaben, konnte bei der
Untersuchung des Wachstumsverhaltens, der Pigmentakkumulation und beim Nachweis des
Nitrogenaseenzymkomplexes in dem Stamm RB1, mit einer Insertionsmutation im pyp-Gen, kein
Unterschied zum Wildtyp Stamm B10S festgestellt werden. Der Stamm RB1 zeigte unter Bestrahlung
mit Infrarotlichtdioden, Blaulichtdioden und einer Kombination aus beiden das entsprechend
gleiche Wachstumsverhalten wie der Wildtyp Stamm B10S. Da keine Unterschiede zwischen
Infrarotdioden und Infrarot-/Blaulichtdioden gemessen werden konnten, war ein Blaulicht
induzierter regulatorischer Effekt vermittelt durch PYP auf das Wachstum nicht zu vermuten. Die
Akkumulation von Photopigmenten war unter den verschiedenen Lichtbedingungen im Stamm RB1
dem Wildtyp B10S gleich. Auch beim Stamm RB1 konnte eine erhdéhte Akkumulation der
Photopigmente unter Blaulichtdioden nachgewiesen werden. Der Nachweis eines direkten
lichtabhangigen Effekts auf die Pigmentakkumulation konnte nicht erbracht werden. Der
immunologische Nachweis der Nitrogenasereduktase in den Stémmen R. capsulatus B10S und
RB1 erbrachte ebenfalls keine Unterschiede.

Die Analyse der Transkriptmenge der pypo-Mutante im Vergleich zum Wildtyp B10S mittels
Microarray zeigte allerdings eine deutliche Verdnderung. Die Gene, welche fir den
Photosyntheseapparat und die Proteine der Bakteriochlorophyll- und Carotinoidsynthese kodieren,
zeigte sich bei der Microarrayanalyse eine negative Anderung der Transkriptmenge bei der pyp-

Mutante RB1. Dies bedeutet, daof3 die Expression der Photosynthesegene im Wildtyp B10S einem
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regulatorischen Effekt unterliegen an dem Blaulichtrezeptor PYP beteiligt ist. Weiterhin konnte
gezeigt werden, daB3 die Anderung der Transkriptmengen auch zu einer verminderten Akkumulation
der Photopigmente fihrte (Kap.3.2.3.4.1). Diese Anderung der Pigmentakkumulation konnte bei
dem vorrangegangen Versuch, bei einem Vergleich des Wildtyps B10S zur pyp-Mutante RB1 nicht
nachgewiesen werden (Kap.3.2.3.3). Der Unterschied bei dem Nachweises der
Pigmentakkumulation in Kap.3.2.3.2 und Kap.3.2.3.4.1 war der Zeitpunkt bzw. die Wuchsphase
bei der die Proben fir die Versuche entnommen wurden. Dies war zum einen in der
logarithmischen  Wuchsphase, einer optischen Dichte von ODg, 1,0, und am Ende der
logarithmischen Wuchsphase bzw. zu Beginn der stationdren Wuchsphase, bei einer optischen
Dichte von ODy, 2,0.. Eine Regulation durch den Blaulichtrezeptor PYP ist demnach nur in der
spaten logarithmischen bzw. frihen stationéren Wuchsphase nachzuweisen.

Die Gene fir den Nitrogenaseenzymkomplex, sowie die Gene fir die Urease und den
Ureatransporter zeigte im Vergleich der pyp-Mutante RB1 unter Infrarot- und Blaulicht zum Wildtyp
B10S unter den gleichen Bedingungen eine starke positive Verdnderung der Transkriptmenge. Dies
bedeutet, dass die Repression der Gene fir den Nitrogenaseenzymkomplex, die Urease und den
Ureatransporter ebenfalls einem regulatorischen Effekt unterliegen an dem der Blaulichtrezeptor
PYP beteiligt ist. Die Detektion der Dinitrogenasereduktase mittels immunologischem Nachweis
(Kap.3.2.3.3) erfolgte zu zwei unterschiedlichen Wuchsphasen, in der logarithmischen und in der
spaten logarithmischen bzw. frihen stationdren Wuchsphase, bei einer OD,4, von 1,0 respektive
2,0. In beiden Fallen ist kein Unterschied in der Akkumulation der Dinitrogenasereduktase zu
erkennen. Der Nitrogenaseenzymkomplex, der FeMo-Nitrogenase, aus Azofobacter vinelandii zeigt
eine hohe Enzymstabilitét, wobei selbst nach Inhibierung der Expression der Nitrogeansegene nach
zwei  Stunden keine Verminderung der Enzymmenge nachgewiesen werden konnte
[DREEREEIEE]. Do der Zeitraum zwischen den einzelnen Wuchsphasen bzw. dem erreichen
einer ODg, von 1,0 und dem Erreichen einer ODy, von 2,0 unter Infrarot- und
Blaulichtbedingungen 5 Stunden betréigt, kann dies eine mégliche Erklérung dafir sein, daf3 zwar
die RNA-Transkriptmengen unterschiedlich sind, sich aber keine Verénderung der Proteinmengen
nachweisen l&Bt.

Das Zweikomponenten-Regulationssystem RegB/A, welches fir die Redox-abhéngige Regulation
verschiedener Gene (puf, puc, bch, crt, ...) verantwortlich ist (Kap.1.3.1.1), und das Zweikompo-
nenten-Regulationssystem NtrB/C, welches fur die Stickstoff-abhéngige Regulation verschiedener
Gene (nit. anf, ure, urt,...) verantworllich ist (Kap.1.3.2.1), zeigten, wie die von diesen Systemen
regulierten Gene, eine jeweilige Anderung (regA negativ, n#BC positiv) in der Transkriptmenge, im
Vergleich der pyp-Mutante RB1 unter Infrarot- und Blaulicht zum Wildtyp B10S unter den gleichen
Bedingungen. Eine Interaktion von PYP mit jeweils beiden Zweikomponenten Regulationssystemen

RegB/A und NirB/C scheint hierbei sehr wahrscheinlich. Fir beide Regulationssysteme ist eine
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Autoregulation der Operons beschrieben. Im Falle des Gens regB und des Operons senC-regA-
hvrA wird die Expression durch die im Operon kodierten Regulatoren RegB/A und HvrA gesteuert
(Du et al., 1999). Im Falle des nifR3-ntrB-ntrC Operons kann die Expression des Operons
ebenfalls  durch die im Operon kodierten Regulatoren NitrB/C beeinflusst werden
(Cullen et al., 1998). Die Aktivierung bzw. Repression der Zweikomponenten Regulationssysteme
hat dementsprechend einen sich verstarkenden Effekt, in dem die Expression der von den
Regulatoren beeinfluiten Gene gesteuert wirde und zusétzlich die Expression bzw. Repression der
Regulatoren selbst.

Von den im Versuch Kap.3.2.2ff, im Vergleich des R. capsulatus Wildtyp B10S unter Infrarotlicht
zum Wildtyp B10S unter Blaulicht, beschriebenen Genen, vermuteten Operons oder Genclustern,
mit einer starken Anderung in den Transkriptmengen, konnte allein fir das AaAF-flbT-fla Operon
eine Verénderung der Transkriptmenge, im Vergleich der pypo-Mutante RB1 unter Infrarot- und
Blaulicht zum Wildtyp B10S unter den gleichen Bedingungen, nachgewiesen werden. Dies
bedeutet, daB die Anderungen in den Transkriptmengen der Gene fir die ribosomalen Proteine
(Kap.3.2.2.1), die beiden Gencluster mit den Genen fir die Kélteschockproteine CspAl und
CspA3 sowie des Phosphat-ABC-Transporters kodiert durch das Operon pstSCAB-phol
(Kap.3.2.2.4), durch einen Lichtmangelstress bedingt sind, der durch das Ausbleiben infraroter
Strahlung fur die Anregung der Photosysteme auftrat.

Fur das Operon flaAF-flbT-fla ist keine Licht-abhéngige Regulation beschrieben, noch gibt es einen
Hinweis auf eine Regulation, welche durch die Zweikomponenten Regulationssysteme RegB/A oder

NtrB/C vermittelt wird.

4.2. Erweiterung des pRho-Vektorensystems mit dem Strep II-Tag und Expression des Gens 7dx4

for das Ferredoxin Il aus R. capsulatus

Die Anwendung von R. capsulatus fir heterologe Expression von Proteinen mit Metall-Kofaktoren
lie} sich nicht mit dem fir R. capsulatus bestehenden pRho-Vektorensystem vornehmen, da nur
eine His,-Tag fur die affinitétschromatographische Separation bei den Vektoren pRhokHi-2 und
pRhotHi-2 zur Verfigung stand. Der His,-Tag kann eine Chelatbindung mit lonen wie Co?*, Cu?*,
Ni?*, Zn?" aber auch Fe?* und Mg?" ausbilden und somit Kofaktoren die diese lonen tragen aus
den Proteinen herauslésen. Das pRho-Vektorensystem wurde erweitert, damit fir eine affinitéts-
chromatographische Separation von Proteinen mit Metall-Kofaktoren ein C-terminaler Strep II-Tag
verwendet werden kann. Die Gensequenz welche im Vektor pET51b(+) fir den Strep Il-Tag
kodiert, wurde an den Kodongebrauch von R. capsulatus angepasst und die Sequenz des His-
Tags in den Vektoren pRhokHi-2 und pRhotHi-2 gegen die des Strep II-Tags ausgetauscht. Die so

entstandenen Vektoren wurde pRhokS-2 und pRhotS-2 benannt. Die Expression des Ferredoxins |l
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aus R. capsulatus sollte mit dem Vektor pRhotS-7dxA vorgenommen werden und Reinigung im
Anschluss mit dem angepassten Strep II-Tag durchgefihrt werden.

R. capsulatus vertigt Gber sechs Ferredoxine, drei sogenannte Pflanzentyp Ferredoxine, die Uber
einen oder mehrere [2Fe-2S] Komplexe verfigen und drei sogenannte Bakterientyp Ferredoxine,
die einen oder mehrere [4Fe-4S] Komplexe besitzen. Von den drei Bakterientyp Ferredoxinen stellt
das Ferredoxin Il, welches einen [3Fe-4S] und einen [4Fe-4S] Komplex besitzt, eine Besonderheit
dar. Ferredoxine mit dieser Konfiguration an Eisen-Schwefel Komplexen wurden auch in
Azotobacter, Bacillus, Desulfovibrio, ~Mycobacterium, Pseudomonas, Saccharo-polyspora,
Strepfomyces und Thermus nachgewiesen, wobei die genaue Funkfion dieser Ferredoxine nicht
geklart werden konnte.

Die Expression des Gens fdxA wurde unter verschiedenen Bedingungen durchgefihrt, um den
Einfluss dieser Bedingungen auf die Kofaktorsynthese und deren Insertion in das Apoprotein zu
untersuchen. Die gewdhlten Bedingungen waren zum einen Wachstum unter anaeroben (-O,) und
aeroben (+0O,) Bedingungen und zum anderen unter Nitrogenase dereprimierenden (-N) und
reprimierenden Bedingungen (+N). Unter den verschiedenen Bedingungen konnten Mengen von
0,52 mg/L [+N/-O,]; 1,45 mg/L [-N/-O,]; 1,87 mg/L [+N/+O,] des Fdll Proteins exprimiert und
gereinigt werden.

Das Gen fdxA wurde gleichermafien in R capsulatus unter den verschiedenen Bedingungen
exprimiert, als auch in £ cofi, um die Kofaktorbeladung des Proteins in zwei unterschiedlichen
Organismen zu testen. Bei diesem Vergleich zeigte sich, durch die Laufweite im nativen
Polyacrylamidgel, dass alle in R capsulatus exprimierten FdIl Proteine Uber Eisen-Schwefel-
Kofaktoren verfigten, bei dem Fdll Protein, welches in £ coli exprimiert wurde, war dies
erwartungsgemaf nicht der Fall (Armengaud & Jouanneau, 1995).

Durch eine Absorptionsmessung im Bereich von 300 nm — 450 nm sollte die Art der Kofaktoren in
den in R. capsulatus exprimierten Fdll Proteinen ermittelt werden (Armengaud et al., 1995). Die
Absorptionsmessung der Proteinproben lésst vermuten, dass die Proteine Uber unterschiedliche
Eisen-Schwefel Kofaktoren verfigten und sich die Absorption dieser verschiedenen Kofaktoren
Uberschneidet. Eine direkte Aussage Uber die Art der Kofaktoren lasst sich anhand der
Absorptionsdaten nicht treffen. Die Bedingungen unter denen das x4 in R. capsulatus exprimiert
wurde, zeigten dass bei der Expression unter den zwei gegensatzlichsten Bedingungen, also aerob
mit Ammoniumsulfat und anaerob mit L-Serin als Stickstoffquelle, die héchste Menge an Protein
erhalten wurde und l@sst daher zundchst keinen Schluss auf die optimalen Bedingungen zu.

Die Proteine Dihydroxysdure-Dehydratase (Imlay, 2003) und BchH (Sirijovski et al., 2007), eine
Untereinheit der Magnesium-Chelatase, verfigen Gber einen Eisen-Schwefel Kofaktor der
Konfiguration [4Fe-4S]. Dieser Kofaktor wird im Falle der katalytischen Akfivitét  der

Dihydroxyséure-Dehydratase oder unter Sauerstoff oxidiert und dabei zu einem [3Fe-4S] Kofaktor.
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Bei BchH dient der Kofaktor als Sauerstoffsensor, der in Anwesenheit von Sauerstoff oxidiert, wobei
ein Eisenatom aus dem Kofaktor entlassen wird (Imlay, 2003; Johnson et al., 2005; Py & Barras,
2010; Sirijovski et al., 2007). Die photometrischen Messungen zeigten Absorptionsmaxima die
jeweils unterschiedlichen Kofaktoren zu zuordnen waren. Man kann daher auch bei dem Protein
FdIl vermuten, dass es sich um ein sauerstoffsensitives Ferredoxin handelt bei dem die Kofaktoren
beide Konfigurationen annehmen kénnen.

Eine Anpassung der Expressionsbedingungen wie zum Beispiel die Verwendung des Promotors P,
im Vektor pRhonS-2 oder die Expression unter Infrarotdioden und Blaulichtdioden kénnte die
Synthese des Fdll in R. capsulatus verbessern, so dass mehr Protein, mit der vermuteten korrekten

Kofaktorbeladung von je einem [3Fe-4S] und einem [4Fe-4S] Komplex gewonnen werden kann.

4.3. Erweiterung des pRho-Vektorensystems mit dem Nitrogenase Promotor P, und Expression

des Fluoreszenzreportes YFP

Das Expressionssystem fir das Bakterium Rhodobacter capsulatus umfasst ein Set an Vektoren,
welche bei einem gemeinsamen Grundgerist (pRho) (s. Kap.1.2.3), unterschiedliche Méglichkeiten
for die heterologe Expression bieten. Die Expression kann Uber einen konstitutiven Promotor (P.,)
erfolgen, welcher gleichermaflen die Expression des aph/-Gens, einem Antibiotikaselektions-
marker, und auch die Expression der Zielgene kontrolliert (pRhok). Alternativ steht die heterologe
Expression unter Kontrolle des Promotors (Py;), welcher von der T7-RNA-Polymerase erkannt wird
(pRhot). Diese Variante verwendet den R. capsulatus Stamm B10ST7, der das Gen fir die T7-RNA-
Polymerase im Genom tragt (Katzke et al., 2010). Dieses System wurde um eine Variante erweitert,
bei der die Expression durch den R. capsulatus eigenen niF-Promotor (P, kontrolliert wird (pRhon),
einer Sequenz die dem n/fHDK-Operon vorgeschaltet ist.

Da R. capsulatus eine Vielzahl von Redox-Kofaktoren synthetisiert, eignet sich R. capsulatus fur die
funktionelle Expression von Enzymkomplexen, welche Gber Redox-Kofaktoren verfigen (Armengaud
et al., 1995; Elsen et al., 2003; Jouanneau et al., 2000; Pawlik et al., 2010). Zudem eignet sich
R. capsulatus tir die Expression von Membranproteinen, da R. capsulatus, durch die Ausbildung
von intracytoplasmatischen Membranvesikeln unter phototrophen Bedingungen, Gber eine
vergréBerte Membranoberflache verfigt (Kiley & Kaplan, 1988).

Die Expression mittels P, ist an strikte Bedingungen geknipft, sie erfolgt nur unter phototrophen
Bedingungen und Nitrogenase dereprimierenden Bedingungen (Elsen et al., 2004; Masepohl &
Hallenbeck, 2010).

Die Versuche mit den Versionen V1-V3 des Promotors P, zeigten das innerhalb der Sequenz des
Gens nifH ein regulatorisches Element, welches die Expressionsstdrke des Promotors P, reguliert,

zu finden ist. Dabei kann es sich um eine so genannte ‘enhancer” Sequenz handeln. Diese
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‘'enhancer” Sequenzen finden sich 80 bp - 150 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts und
aktivieren RNA-Polymerasen, die mit dem Sigmafaktor 6 assoziiert sind (Ghosh et al., 2010;
Rappas et al., 2005). Ungewshnlich ist hierbei, dass diese ‘enhancer” Sequenz innerhalb des
genkodierenden Bereichs des Gens nifH liegt. Regulatorische Sequenzen innerhalb des
genkodierenden Bereichs sind bisher nur fir die bakterielle Transkription mit Promotor-ahnlichen
Sequenzen beschriebenen. Diese befinden sich innerhalb des zu transkribierenden Bereich und
fuhren durch die Bindung des Sigmafaktors zu einer stabileren Komplexierung mit der RNA-
Polymerase (Deighan et al., 2011). In diesem Fall ist der Effekt der regulatorischen Sequenz ein
Pausieren des Elongationsprozesses.

Durch den Versuch mit L-Serin bzw. Ammoniumsulfat als alternative Stickstoffquellen konnte
gezeigt werden, dass der P,, durch die Zugabe von Ammoniumsulfat zum Medium reprimiert
werden kann. An Limitierungen, wie phototrophes Wachstum, Anaerobiose oder
Stickstoffmangelbedingungen ist eine Expression unter Kontrolle des Py, nicht gebunden. Jedoch ist
die Expression der Gene fir die Redox-Kofaktorsynthese, fir die eingangs erwéhnten Enzyme und
Enzymkomplexe, gleichermaflen durch den ni~-Promotor reguliert. Es ist daher mittels P, maglich
eine "Koinduktion”der heterologen Expression sowie der Kofaktorsynthese vorzunehmen.

Der Vergleich der beiden Promotoren P, und Py, ergab ein Verhalinis von ~1:3 in der Expressions-
starke unter Beleuchtung mit GlGhbirnen. Bei der Beleuchtung mit Infrarotdioden war die
Expressionsrate des P;; nicht erhdht, die Expressionsrate des P,; wurde um den Faktor 1,7
gesteigert. Das Verhdlinis der Expressionsrate zwischen P, und Py, betrug unter Infrarotdioden nur
noch ~1:2. Unter Blaulichtdioden war nur eine sehr geringe Fluoreszenz des Reporters YFP zu
messen. Die Grinde hierfir lagen wahrscheinlich in der verminderten Proteinbiosynthese, fir die
Expression des YFP unter der Kontrolle beider Promotoren, und der verminderten Expression der

ni-Gene, fur die Expression unter Kontrolle des P, unter Beleuchtung mit Blaulichtdioden.
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DISKUSSION

rel. Fluoreszenz

Lichtinstensitdt [W/cm?] im Bereich 775-880nm
w

6,4
0'0 .
0 2
Blaulichtdioden Glohbirnen Infrarotdioden

Abb.4.2 Verhdltnis zwischen P, vermittelter Expression und Intensitét der Infrarotstrahlung. Dargestellt sind
die Lichtintensitat im Bereiech 775 - 880 nm (dunkelgrau), dem Bereich der Absorption des
Bakteriochlorophyll @, und die relative Fluoreszenz des Reporters YFP in R. capsulatus B10S pRhonHi-2-YFP
Kulturen (hellgrau).

Bei der Expression schwierig zu exprimierender Proteine sind strikt und einfach zu regulierende
Promotoren eine der wichtigsten Komponenten eines Expressionssystems (Saida, 2007; Samuelson,
2011). Die Verwendung des Promotors P, im Expressionssystem der pRho-Vektoren l@sst sich, im
Gegensatz zum T7-RNA-Polymerase System, welches bereits in unterschiedliche bakterielle Systeme
Ubertragen werden konnte (Katzke et al., 2010), im besten Falle in den nahen Verwandten
R. sphaeroides Gbertragen (Jéger et al., 2007). Die regulatorischen Méglichkeiten des P, in
R. capsulatus lassen sich dagegen nicht durch den Py, erreichen. Die Expressionsstéarke des Pz in R.
capsulatus ist im Vergleich zu Py, ausreichend fur die heterologe Expression. Zudem lésst sich der
Promotor auf einfache Weise durch hohe Konzentrationen von Ammoniumsulfat strikt inhibieren,
oder mit einer bestimmten Konzentration von Ammoniumsulfat im Medium eine Autoinduktion
vornehmen. Ebenfalls kann der Promotor durch die ausschlieBliche Verwendung von

Blaulichtdioden inhibiert werden und die Promotorstérke durch die Intensitét infraroter Strahlung

reguliert werden (s.Abb.4.2).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Synthese von Proteinen mit Metall-Kofaktoren oder Membranproteinen mittels heterologer
Expression ist in bakteriellen Expressionssystemen oft durch die physiologischen Eigenschaften der
Expressionswirte limitiert. Um die Expression solcher Zielproteine dennoch zu erméglichen, kénnen
Standartexpressionswirte, wie z.B. das Enterobakterium Escherichia coli genetisch modifiziert
werden. In vielen Féllen stellt jedoch die Verwendung alternativer Expressionswirte grundsatzlich
eine interessante Option dar. So scheinen z.B. phototrophe Bakterien, wie Rhodobacter
capsulatus, aufgrund ihrer besonderen physiologischen Eigenschaften fir die funktionelle
Expression von Membranproteinen und Proteinen mit Metall-Kofaktor im besonderen Mafle
geeignet zu sein: Die phototrophe Anzucht von R capsulatus geht mit der Ausbildung eines
intracytoplasmatischen Membransystems (ICM) einher, wobei zudem effiziente Faltungs- und
Integrationssysteme fir Membranproteine zur Verfigung stehen. R. capsulatus generiert als
phototropher und Stickstoff-fixierender Organismus auBerdem eine Reihe von Redox-Kofaktoren,
sodass auch die Synthese von Proteinen mit solchen Kofaktoren beginstigt ist. Im Rahmen der
Arbeit wurde daher zunéchst untersucht, inwieweit die Verwendung von LEDs, die ausschlieBlich im
physiologisch relevanten Wellenléngenbereich Licht emittieren, die phototrophe Anzucht von R
capsulatus, sowie die Synthese der Photosynthesemembran und der Kofaktoren beeinflusst. Durch
die Belichtung mit Infrarotdioden wurde zunéchst ausschlieBlich das Bakteriochlorophyll des
Photosystems angeregt, was zu verkirzten Generationszeiten, erhdhter Proteinbiosynthese und
vermehrter Ausbildung von Metall-Kofaktoren fuhrte. Bei der Verwendung von Blaulichtdioden
(Anregung der Carotinoide des Photosystems), zeigte sich hingegen Gberraschend ein Phanotyp der
vermutlich durch Lichtmangel induziert wird. Zundchst wurden bei diesen Lichtbedingungen das
Wachstum und die Proteinbiosynthese beeintréchtigt. DarGber hinaus zeigte sich jedoch, dass R.
capsulatus bei Blaulicht eine deutlich erhéhte Menge an Photopigmenten bildete, was ein Indikator
for die erhdhte ICM-Synthese ist. Es ist dementsprechend méglich, bei der phototrophen Anzucht
von R. capsulatus durch die Wahl der Lichtquellen physiologische Verénderungen herbeizufihren,
die der funktionellen Synthese bestimmter Zielproteine, wie etwa Membranproteinen dienlich sind.
Zur néheren Charakterisierung der Licht-abhéngigen Phénotpypen wurde eine Mutante von R.
capulatus erzeugt, die das ‘photoactive yellow profein’, dem einzigen bekannten Blaulichtrezeptor
in R. capsulatus, nicht mehr ausbilden kann. Bei dem Vergleich des R. capsulatus Wildtyps mit der
pyp-Mutante unter Infrarot- und Blaulichtbeleuchtung, konnte erstmals gezeigt werden, dass die
Expression der Photosynthese- und Nitrogenasegene in Abhdngigkeit von PYP reguliert ist.
Weiterhin wurden die schon bestehenden R. capsulatus pRho-Expressionsvektoren so optimiert,
dass sie fir die Reinigung von Membranproteinen und Proteinen mit Metall-Kofaktoren besser

geeignet sind. Dazu wurde zum einen der R. capsulatus P, Promotor in den Rhodobacter-
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Expressionsvektor kloniert. Dieser Promotor erlaubt die Koinduktion der heterolgen Genexpression
mit der Ausbildung des ICM und der Eisen-Schwefel-Kofaktoren. Dariber hinaus wurde der
His,-Affinitétstag durch den Strep |l Affinitétstag ersetzt, um die Metallbindungseigenschaften
rekombinanter Metalloproteine nicht zu beeinflussen. Die Expressionsstdrke und Regulierbarkeit des
Promotors P, wurden zundchst durch die Expression des Fluoreszenzreporters YFP getestet. Dabei
konnte gezeigt werden, dass der Promotor P, durch Ammonium und Gberraschender Weise auch
durch Blaulicht strikt inhibiert werden kann. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich die
Expressionsstirke durch eine einfache Anderung der Strahlungsintensitét im infraroten Bereich
moduliert werden kann. Diese Expressionsvektoren wurden anschlieBend zur Uberexpression des
Ferredoxins Fdll, einem Redoxprotein mit einem [3Fe-4S] und einem [4Fe-4S] Eisen-Schwefel
Kofaktor in R. capsulatus eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass R. capsulatus im Gegensatz zu

E. coliin der Lage ist, dieses Protein mit den entsprechenden Metall-Kofaktoren zu synthetisieren.

124



ZUSAMMENFASSUNG

SUMMARY

The synthesis of proteins which are carrying a metal-cofactor or are localized within the membrane
is often limited because of unfavorable physiological properties of the expression hosts. Standard
expression hosts like the enterobacterium Escherichia coli can genetically be modified, to enable
expression of such proteins anyhow. In most cases the use of alternative expression hosts is in
principle an interesting option. For example, phototrophic bacteria, such as Rhodobacter
capsulatus, seem to be well suited for the functional expression of membrane proteins and proteins
with metal-cofactors, due to their special physiological properties. Phototrophic growth of R
capsulatus leads to the formation of an intracytoplasmic membrane system, whereat an efficient
folding and integration system for membrane proteins is provided. R. capsulatus generates as
phototrophic and nitrogen fixing organism a variety of redox cofactors, so that the organism is also
well suited for the synthesis of redox proteins.

Within this work the use of LEDs, which only emit light at the physiological relevant wavelengths, in
photosynthetic growth of R capsulatus was studied, as well as their influence on the generation of
photosynthetic membrane and metal-cofactors. By using infrared light diodes only
bacteriochlorophyll was excited leading to shorter generation times, a higher level of protein
biosynthesis and enhanced metal-cofactor synthesis. Under illumination with blue light diodes
(excitation of carotenoids) K. capsulatus showed a surprising phenotype, which was probably due
to concomitant low-light conditions, in which cell growth and protein biosynthesis were impaired
due to low photosynthesis efficiency. However, under these conditions R. capsulatus showed higher
quantities of photopigments, which indicates increased ICM-synthesis. Thus, the use of different
light sources allows to control certain physiological characteristics which are helpful for the
functional expression of "difficult-to-express" proteins, as membrane and redox proteins, during
phototrophic growth of R. capsulatus.

For a closer characterization of the light dependent phenotypes a mutant was generated, which is
not able to express the photoactive yellow protein (PYP), which is the only known blue-light receptor
in R. capsulatus. In comparision of the R. capsulatus Wildtyp to the pyp-mutant under infrared and
bluelight illumination for the first time it could be shown that the expression of photosynthesis and
nitrogenase genes is regulated by PYP.

Furthermore, the existing R. capsulatus pRho expression vectors were optimized in order to be
better applicable for the expression and purification of membrane proteins and proteins with metal-
cofactors. For that purpose, the R. capsulatus P,; promoter was cloned into the Rhodobacter
expression vector. This promoter allows coinduction of heterologous target gene expression and

formation of the ICM as well as metal-cofactors. In addition, the His,-affinity tag was substituted by
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the Strep Il affinity tag, to avoid any impairment which might occur due to the metal binding
properties of the His, tag..

The level of expression and the regulation of the P, promoter were tested using the fluorescence
reporter YFP. It could be shown that the promoter P . is strictly repressed by ammonium sulfate and
surprisingly also by blue light. Furthermore, | demonstrated that the level of P,-dependent
expression can be modulated by simple alterations in the intensity of infrared radiation. The novel
expression vectors were finaly used for the expression of the ferredoxin Fdll, which is a redox
protein harbouring a [3Fe-4S] and a [4Fe-4S] iron-sulfur cofactor. It could be shown, that in
contrast to £. coli R. capsulatus is capable of synthesizing the Fdll protein with the correct metal

cofactors.
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7. ANHANG

7.1. Microarraydaten

7.1.1. Microarraydaten des Verlgeichs Infrarot- und Blaulichtdioden.

Tab.7.1 Daten der Microarrayanalyse des Vergleichs R. capsulatus B10S unter Infrarot- und Blaulicht-
dioden. Gezeigt sind die Messwerte und Annotationen aller Gene, bei denen ein Unterschied in der
Transkriptmenge nachgewiesen werden konnte, der mehr als dem Faktor 2,0 oder weniger als dem Faktor
0,5 entsprach. Die Gene sind nach ihrer relativen Position auf dem R. capsulatus Chromosom angeordnet.

Gen-ID Verhdlinis | Annotation

nach NCBI d. Expr. | nach NCBI

RCAP rcc00007 3.3 flagellar hook protein FIgE

RCAP rcc00014 2.1 xylose isomerase

RCAP rcc00042 3.0 PAS/PAC sensor domain-containing protein
RCAP rcc00054 2.3 inositol monophosphatase family protein
RCAP rcc00060 2.3 chromosome-partitioning protein ParB
RCAP rcc00065 2.5 transcription termination factor Rho

RCAP rcc00078 2.0 hypothetical protein RCAP rcc00078

RCAP rcc00128 2.0 ABC transporter permease

RCAP rcc00147 2.2 translation elongation factor Tu-1

RCAP rcc00162 2.0 hypothetical protein RCAP rcc00162

RCAP rcc00166 2.1 sulfotransferase family protein

RCAP rcc00167 2.5 family 2 glycosyl transferase

RCAP rcc00173 2.2 glucose-1-phosphate thymidylyltransferase
RCAP rcc00174 2.1 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase

RCAP rcc00203 0.5 hypothetical protein RCAP rcc00203

RCAP rcc00207 2.5 saccharopine dehydrogenase (NAD+, L-lysine-forming)
RCAP rcc00212 3.7 hypothetical protein RCAP rcc00212

RCAP rcc00214 2.2 hypothetical protein RCAP rcc00214
RCAP rcc00216 2.8 hypothetical protein RCAP rcc00216

RCAP rcc00286 2.5 transcription antitermination protein NusG
RCAP rcc00287 2.2 50S ribosomal protein L11

RCAP rcc00288 2.7 50S ribosomal protein L1

RCAP rcc00289 3.2 50S ribosomal protein L10

RCAP rcc00291 3.4 DNA-directed RNA polymerase subunit beta
RCAP rcc00292 2.9 DNA-directed RNA polymerase beta subunit
RCAP rcc00294 2.1 30S ribosomal protein S12

RCAP rcc00295 2.1 30S ribosomal protein S7

RCAP rcc00296 3.6 translation elongation factor G-1

RCAP rcc00297 2.3 translation elongation factor Tu-2

RCAP rcc00298 2.1 30S ribosomal protein S10

RCAP rcc00299 2.6 50S ribosomal protein L3

RCAP rcc00300 3.2 50S ribosomal protein L4

RCAP rccO0301 3.2 50S ribosomal protein L23

RCAP rcc00302 3.3 50S ribosomal protein L2

RCAP rcc00303 2.8 30S ribosomal protein S19
RCAP_rcc00304 3.6 50S ribosomal protein L22
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RCAP rcc00305 4.3 30S ribosomal protein S3

RCAP rcc00308 3.2 505 ribosomal protein L29

RCAP rcc00309 3.0 30S ribosomal protein S17

RCAP rcc00310 2.4 505 ribosomal protein L14

RCAP rcc00311 2.9 50S ribosomal protein L24

RCAP rcc00312 2.9 505 ribosomal protein L5

RCAP rcc00313 3.0 30S ribosomal protein S14

RCAP rcc00314 2.5 30S ribosomal protein S8

RCAP rcc00315 2.8 505 ribosomal protein Lé

RCAP rcc00316 2.5 50S ribosomal protein L18

RCAP rcc00317 2.7 30S ribosomal protein S5

RCAP rcc00318 2.5 50S ribosomal protein L30

RCAP rcc00320 2.1 hypothetical protein RCAP rcc00320

RCAP rcc00322 2.1 preprotein translocase subunit SecY

RCAP rcc00323 2.1 adenylate kinase

RCAP rcc00324 2.9 30S ribosomal protein S13

RCAP rcc00325 3.0 30S ribosomal protein S11

RCAP rcc00326 3.4 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
RCAP rcc00327 3.6 50S ribosomal protein L17

RCAP rcc00337 2.4 glutamate/aspartate ABC transporter permease BztC
RCAP rcc00338 3.2 glutamate/aspartate ABC transporter ATP-binding protein BztD
RCAP rcc00369 2.2 GNAT family acetyltransferase

RCAP rcc00484 0.4 alanine dehydrogenase

RCAP rcc00490 0.3 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase
RCAP rcc00496 3.5 valyl-tRNA synthetase

RCAP rcc00499 3.4 hypothetical protein RCAP rcc00499

RCAP rcc00500 4.5 hypothetical protein RCAP rcc00500

RCAP rcc00531 2.2 carbamoyl-phosphate synthase large subunit
RCAP rcc00537 2.4 response regulator receiver protein

RCAP rcc00550 2.6 LysR family transcriptional regulator

RCAP rcc00567 3.7 Nif-specific regulatory protein-1

RCAP rcc00570| 32.8 | nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain
RCAP rcc00571 29.2 | nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain
RCAP rcc00572 18.5 | nitrogenase iron protein-1

RCAP rcc00573 4.5 ferredoxin V

RCAP rcc00574 2.2 Crp/Fnr family transcriptional regulator
RCAP rcc00575 3.8 hypothetical protein RCAP rcc00575

RCAP rcc00597 2.8 hypothetical protein RCAP rcc00597

RCAP rcc00604 2.6 integral membrane protein, TerC family
RCAP rcc00607 7.1 cold shock protein CspA-1

RCAP rcc00608 | 10.5 | hypothetical protein RCAP rcc00608

RCAP rcc00609 | 18.5 | hypothetical protein RCAP rcc00609

RCAP rcc00610| 19.5 | hypothetical protein RCAP rcc00610

RCAP rcc00611 2.9 nickel-responsive regulator NikR

RCAP rcc00612 3.5 hypothetical protein RCAP rcc00612

RCAP rcc00613 2.7 TetR family transcriptional regulator
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RCAP rcc00657 2.4 hypothetical protein RCAP rcc00657

RCAP rcc00658 2.1 hypothetical protein RCAP rcc00658

RCAP rcc00659 2.0 photosynthetic reaction center H subunit

RCAP rcc00660 2.2 protein PucC-1

RCAP rcc00661 3.0 magnesium-protoporphyrin O-methyltransferase

RCAP rcc00663 2.4 magnesium chelatase H subunit

RCAP rcc00665 2.0 light-independent protochlorophyllide reductase N subunit
RCAP rcc00666 2.1 2-vinyl bacteriochlorophyllide hydratase

RCAP rcc00669 2.7 magnesium-protoporphyrin IX monomethyl ester anaerobic oxidative cyclase
RCAP rcc00670 3.8 bacteriochlorophyll 4-vinyl reductase

RCAP rcc00677 2.4 magnesium chelatase ATPase subunit |

RCAP rcc00686 2.9 2-desacetyl-2-hydroxyethyl bacteriochlorophyllide A dehydrogenase
RCAP rcc00688 5.2 chlorophyllide reductase subunit BchY

RCAP rcc00689 2.4 chlorophyllide reductase subunit BchZ

RCAP rcc00693 3.0 photosynthetic reaction center L subunit

RCAP rcc00694 2.3 photosynthetic reaction center M subunit

RCAP rcc00695 2.4 intrinsic membrane protein PufX

RCAP rcc00704 2.1 oligopeptide ABC transporter permease OppC-1

RCAP rcc00716 2.7 pyridine nucleotide transhydrogenase subunit beta
RCAP rcc00720 0.4 succinyl-CoA synthetase (ADP-forming) subunit beta
RCAP rcc00721 0.4 succinyl-CoA synthetase (ADP-forming) subunit alpha
RCAP rcc00722 0.4 lipoprotein

RCAP rcc00734 2.2 lipoprotein

RCAP rcc00737 2.1 hypothetical protein RCAP rcc00737

RCAP rcc00742 3.1 ATP synthase FO subunit C

RCAP rcc00743 2.5 ATP synthase FO subunit B

RCAP rcc00744 2.0 ATP synthase FO subunit B

RCAP rcc00754 2.0 lipoprotein

RCAP rcc00787 2.3 monosacharide ABC transporter permease

RCAP rcc00810 2.3 polyphosphate kinase

RCAP rcc00834 2.8 aminopeptidase P

RCAP rcc00842 2.7 hypothetical protein RCAP rcc00842

RCAP rcc00845 3.9 hypothetical protein RCAP rcc00845

RCAP rcc00852 2.1 ATP-dependent RNA helicase SrmB

RCAP rcc00952 2.1 type | restriction-modification system RcaSBIP subunit M
RCAP rcc00954 2.4 type | restriction-modification system RcaSBIP subunit S
RCAP rcc00974 0.5 phage hypothetical protein

RCAP rcc01120 3.5 methionine adenosyltransferase

RCAP rcc01125 3.0 30S ribosomal protein S1

RCAP rcc01143 3.7 glycine cleavage system H protein

RCAP rccO1144 3.5 glycine dehydrogenase (decarboxylating)

RCAP rcc01171 2.6 ATP-dependent RNA helicase DbpA

RCAP rcc01226 2.6 urea ABC transporter urea binding protein UrtB

RCAP rcc01233 2.2 hypothetical protein RCAP rcc01233

RCAP rcc01243 2.6 polyamine ABC transporter ATP binding protein PotA-1
RCAP rcc01244 2.0 polyamine ABC transporter periplasmic polyamine-binding protein PotD-1
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RCAP rcc01245 2.6 polyamine ABC transporter permease PotB-1
RCAP rcc01246 2.7 polyamine ABC transporter permease Potl-1
RCAP rcc01307 0.4 hypothetical protein RCAP rcc01307

RCAP rcc01329 2.2 hypothetical protein RCAP rcc01329

RCAP rcc01354 2.0 chemotaxis protein CheW-1

RCAP rcc01369 2.2 ABC transporter periplasmic substrate-binding protein
RCAP rcc01378 2.0 aldehyde dehydrogenase family protein
RCAP rcc01379 2.3 iron-containing alcohol dehydrogenase
RCAP rcc01415 2.5 serine/threonine-protein kinase

RCAP rcc01423 2.1 hypothetical protein RCAP rcc01423

RCAP rcc01463 2.8 hypothetical protein RCAP rcc01463

RCAP rcc01464 2.2 hypothetical protein RCAP rcc01464

RCAP rcc01491 2.8 DNA helicase |l

RCAP rcc01524 2.2 hypothetical protein RCAP rcc01524

RCAP rcc01531 2.0 NADH-quinone oxidoreductase subunit |
RCAP rcc01542 2.0 acetolactate synthase small subunit

RCAP rcc01543 2.0 acetolactate synthase large subunit

RCAP rcc01572 2.1 ABC transporter ATP-binding protein

RCAP rcc01586 2.4 GSCFA family protein

RCAP rcc01596 0.3 uroporphyrinogen-lll C-methyltransferase-1
RCAP rcc01632 2.5 outer membrane protein assembly factor YaeT
RCAP rcc01663 2.4 cell cycle transcriptional regulator CtrA
RCAP rcc01666 0.4 hypothetical protein RCAP rcc01666

RCAP rcc01674 2.7 glutamine synthetase-3

RCAP rcc01738 0.3 catalase/peroxidase

RCAP rcc01739 2.4 hypothetical protein RCAP rcc01739

RCAP rcc01762 2.6 chemotaxis protein CheY-2

RCAP rcc01763 2.6 chemotaxis protein methyltransferase CheR-3
RCAP rcc01764 2.0 chemotaxis protein CheW-2

RCAP rcc01766 2.5 chemotaxis protein CheY-3

RCAP rcc01771 0.5 alpha-glucoside ABC transporter substrate-binding protein
RCAP rccO1783 2.1 protein-export membrane protein SecF

RCAP rcc01798 2.2 nitrogen assimilation regulatory protein NtrC
RCAP rcc01822 2.9 translation elongation factor Ts

RCAP rcc01827 2.1 AhpC/TSA family protein

RCAP rcc01829 2.6 ribulose bisphosphate carboxylase large subunit
RCAP rcc01841 4.6 1,4-alpha-glucan branching enzyme

RCAP rcc01881 2.0 FeS assembly protein SufB

RCAP rcc01958 2.1 tyrosine-protein kinase Wzc

RCAP rcc01963 3.0 hypothetical protein RCAP rcc01963

RCAP rcc02008 3.4 trigger factor

RCAP rcc02010 2.4 30S ribosomal protein 518

RCAP rcc02011 2.1 30S ribosomal protein Sé

RCAP rcc02036 3.1 cobalt transport protein CbiN

RCAP rcc02037 2.2 CbiM family cobalamin biosynthesis protein
RCAP rcc02078 2.1 hypothetical protein RCAP rcc02078
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RCAP rcc02153 2.4 SCP-like extracellular protein family

RCAP rcc02165 3.0 ribonuclease E

RCAP rcc02186 2.0 polyamine ABC transporter periplasmic polyamine-binding protein PotF
RCAP rcc02248 0.4 oxidoreductase, aldo/keto reductase family

RCAP rcc02268 2.0 polyamine ABC transporter periplasmic polyamine-binding protein PotD-3
RCAP rcc02300 2.2 508 ribosomal protein L21

RCAP rcc02343 4.7 phage hypothetical protein

RCAP rcc02344 6.5 hypothetical protein RCAP rcc02344

RCAP rcc02345 2.1 hypothetical protein RCAP rcc02345

RCAP rcc02346 2.6 hypothetical protein RCAP rcc02346

RCAP rcc02383 2.4 protein MraZ

RCAP rcc02437 2.9 cytochrome P450 family protein

RCAP rcc02438 4.2 AMP-dependent synthetase and ligase family protein

RCAP rcc02459 4.8 XRE family transcriptional regulator

RCAP rcc02460 2.5 cold shock protein CspA-2

RCAP rcc02477 2.1 chaperonin GroS

RCAP rcc02478 2.5 chaperonin Grol

RCAP rcc02506 2.5 ribosomal large subunit pseudouridine synthase B

RCAP rcc02515 3.9 ATP-dependent RNA helicase RhIE

RCAP rcc02516 3.4 thymidine kinase

RCAP rcc02521 2.1 pyrimidine ABC transporter periplasmic pyrimidine-binding protein
RCAP rcc02532 3.6 protein PucC-2

RCAP rcc02533 2.0 light-harvesting protein B-800/850 subunit gamma

RCAP rcc02568 0.4 hypothetical protein RCAP rcc02568

RCAP rcc02613 2.4 chitin deacetylase

RCAP rcc02614 2.1 cupin domain-containing protein

RCAP rcc02634 2.2 response regulator receiver modulated diguanylate cyclase/phosphodiesterase
RCAP rcc02638 0.5 calcium-binding EF-hand domain-containing protein
RCAP rcc02659 2.5 monosacharide ABC transporter ATP-binding protein

RCAP rcc02702 2.5 cytochrome ¢/b561 family protein

RCAP rcc02715 3.5 hypothetical protein RCAP rcc02715

RCAP rcc02724 0.4 ECF family RNA polymerase sigma factor

RCAP rcc02736 0.4 hypothetical protein RCAP rcc02736

RCAP rcc02740 0.4 ParB domain-containing protein nuclease

RCAP rcc02742 0.5 cytosine-specific DNA-methyltransferase

RCAP rcc02768 2.6 ubiquinol--cytochrome-c reductase, iron-sulfur subunit
RCAP rcc02770 2.4 ubiquinol--cytochrome-c reductase, cytochrome c1 subunit
RCAP rcc02776 3.6 polar amino acid ABC transporter permease HisM

RCAP rcc02790 3.3 CarD family transcriptional regulator

RCAP rcc02888 6.6 hypothetical protein RCAP rcc02888

RCAP rcc02889 | 21.0 | hypothetical protein RCAP rcc02889

RCAP rcc02890| 36.0 | hypothetical protein RCAP rcc02890

RCAP rcc02891 35.4 | hypothetical protein RCAP rcc02891

RCAP rcc02892 19.8 | hypothetical protein RCAP rcc02892

RCAP rcc02893 6.1 cold shock protein CspA-3

RCAP rcc02894 4.4 multidrug resistance protein MdtE
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RCAP rcc02921 0.5 phage hypothetical protein

RCAP rcc02959 2.2 polyamine ABC transporter periplasmic polyamine-binding protein-5
RCAP rcc02971 2.8 ATP synthase F1 subunit beta

RCAP rcc02972 2.8 ATP synthase F1 subunit gamma

RCAP rcc02973 2.3 ATP synthase F1 subunit alpha

RCAP rcc03000 2.1 hypothetical protein RCAP rcc03000

RCAP rcc03008 0.4 hypothetical protein RCAP rcc03008

RCAP rcc03022 2.1 TRAP C4-dicarboxylate transport system permease subunit DctM
RCAP rcc03023 2.5 TRAP C4-dicarboxylate transport system permease subunit DctQ
RCAP rcc03024 2.3 TRAP C4-dicarboxylate transport system permease subunit DctP
RCAP rcc03052 2.4 hypothetical protein RCAP rcc03052

RCAP rcc03141 2.3 cold shock-like protein CspD

RCAP rcc03152 2.6 hypothetical protein RCAP rcc03152

RCAP rcc03204 3.4 isoleucyl-IRNA synthetase

RCAP rcc03261 2.1 TOBE domain-containing protein

RCAP rcc03263 2.4 NifT/FixU family protein

RCAP rcc03267 3.3 Nif-specific regulatory protein-2

RCAP rcc03268 2.9 nitrogen fixation protein NifW

RCAP rcc03269 2.4 homocitrate synthase

RCAP rcc03272 3.4 HesB/YadR/YfhF family protein

RCAP rcc03274 2.2 NifQ family protein

RCAP rcc03275 3.3 ferredoxin Il

RCAP rcc03277 2.6 hypothetical protein RCAP rcc03277

RCAP rcc03278 3.1 nitrogen fixation protein NifX

RCAP rcc03279 6.6 nitrogenase molybdenum-iron cofactor biosynthesis protein NifN
RCAP rcc03284 6.5 ferredoxin |

RCAP rcc03290 3.2 electron transport complex protein RnfD

RCAP rcc03291 2.6 electron transport complex protein RnfG

RCAP rcc03293 2.1 hypothetical protein RCAP rcc03293

RCAP rcc03318 2.5 DNA-directed RNA polymerase omega subunit

RCAP rcc03342 3.4 anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase

RCAP rcc03344 2.1 anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase activating protein
RCAP rcc03356 2.2 hypothetical protein RCAP rcc03356

RCAP rcc03357 4.7 hypothetical protein RCAP rcc03357

RCAP rcc03358 5.8 TonB-dependent receptor

RCAP rcc03359 2.8 iron siderophore/cobalamin ABC transporter

RCAP rcc03382 2.1 aromatic-amino-acid aminotransferase

RCAP rcc03386 4.0 ammonium transporter

RCAP rcc03387| 14.4 | nitrogen regulatory protein P-11-2

RCAP rcc03446 2.2 phosphoserine aminotransferase

RCAP rcc03483 2.4 flagellar basal body-associated protein Flil-1

RCAP rcc03498 2.4 phosphate regulon transcriptional regulatory protein PhoB
RCAP rcc03499 4.8 phosphate transport system regulatory protein PhoU

RCAP rcc03500 5.0 phosphate ABC transporter ATP-binding protein

RCAP rcc03501 3.7 phosphate ABC transporter permease PstA

RCAP rcc03502 2.5 phosphate ABC transporter permease PstC
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RCAP rcc03503 5.6 phosphate ABC transporter periplasmic phosphate-binding protein
RCAP rcc03511 2.9 HemY domain-containing protein

RCAP rcc03518 2.0 flagellar hook-basal body complex protein FIiE

RCAP rcc03520 2.6 flagellar basal-body rod protein; FlgB

RCAP rcc03522 2.1 flagellar protein, putative

RCAP rcc03523 8.2 flagellin synthesis repressor protein FIbT, putative

RCAP rcc03524 11.4 |flagellar FlaF family protein

RCAP rcc03525 9.6 flagellin protein

RCAP rcc03528 2.6 hypothetical protein RCAP rcc03528

RCAP_rcc03534 2.9 30S ribosomal protein 520

7.1.2. Microarraydaten des Vergleichs

Nitrogenase reprimierende Bedingungen zu

dereprimierenden Bedingungen.

Tab.7.2 Daten der Microarrayanalyse des Vergleichs R. capsulatus B10S unter Nitrogenase reprimierenden
Bedingungen zu dereprimierenden Bedingungen. Gezeigt sind die Messwerte und Annotationen aller
Gene, bei denen ein Unferschied in der Transkriptmenge nachgewiesen werden konnte, der mehr als dem
Faktor 2,0 oder weniger als dem Faktor 0,5 entsprach. Die Gene sind nach ihrer relativen Position auf dem
R. capsulatus Chromosom angeordnet.

RCAP rcc00484

0.323

alanine dehydrogenase

RCAP rcc00567

2.309

Nif-specific regulatory protein-1

RCAP rcc00568

2.536

RNA polymerase sigma-54 factor

RCAP rcc00570

34.756

nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain

RCAP rcc00571

30.928

nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain

RCAP rcc00572

24.826

nitrogenase iron protein-1

RCAP rcc00573

6.458

ferredoxin V

RCAP rcc00574

2.430

Crp/Fnr family transcriptional regulator

RCAP rcc00575

5.088

hypothetical protein RCAP rcc00575

RCAP rccO1067

0.417

hypothetical protein RCAP rcc01067

RCAP rcc01226

3.196

urea ABC transporter urea binding protein UrtB

RCAP rcc03125

0.318

heavy metal transport/detoxification protein family

RCAP rcc03211

0.342

primosomal protein N

RCAP rcc03263

2.975

NifT/FixU family protein

RCAP rcc03264

2.429

NifZ family protein

RCAP rcc03267

2.272

Nif-specific regulatory protein-2

RCAP rcc03268

5.592

nitrogen fixation protein NifW

RCAP rcc03269

3.714

homocitrate synthase

RCAP rcc03272

3.925

HesB/YadR/YfhF family protein

RCAP rcc03275

2.314

ferredoxin Il

RCAP rcc03276

2.371

hypothetical protein RCAP rcc03276

RCAP rcc03277

2.877

hypothetical protein RCAP rcc03277

RCAP rcc03278

3.783

nitrogen fixation protein NifX

RCAP rcc03279

22114

nitrogenase molybdenum-iron cofactor biosynthesis protein NifN

RCAP rcc03284

7.568

ferredoxin |

RCAP rcc03285

2.624

ferredoxin IV

RCAP rcc03289

2.749

electron transport complex protein RnfC
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RCAP rcc03290

4.265

electron transport complex protein RnfD

RCAP rcc03291

4.657

electron transport complex protein RnfG

RCAP rcc03386

2.251

ammonium transporter

RCAP rcc03387

5.928

nitrogen regulatory protein P-lI-2

RCAP_rcc03503

2.010

phosphate ABC transporter periplasmic phosphate-binding protein
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7.2. Erstellung der Vektoren pRhonS und pRhonHi

PCR nifH —Promoter
von R. capsulofus genomischer DNA / (414 Bp)

BamfH/ Abal
|

pKS (- -
nifH-Pro

PCR Chloramphenicol Resistenz
aus pSUP202 / (860 Bp)

BamH/
||5 cal ITQJW
| ] T

pKSII() - CmR
’sul Be

Cmk

o
Balii

Einbringung des Cm®Fragments

in den pKSII( ) — nifHPro
aus pKSlI{-) — CmP

CmR-l-nnHPro

4220 bps

Amplifikation  der  nifH-Promotor
Sequenz mit einem genkodierenden
Berreich des nifH-Gens per PCR

for die Hydrolyse mit Restriktions-
endonukleasen  wurde Uber die
Primer die Schnitistellen fir die
Enzyme BamH)/ und Xbal eingefigt
anschlieBend wurde das PCR-Produkt
in den Vekior pKSli(-) Bluescript
eingebracht, welcher zuvor mit der
Restriktionsendnuklease  Sma/  be-

handelt wurde

Amplifikation der Sequenz, welche
eine Resistenz gegen das
Antibiotikum  Chloramphenicol  ver-
mittelt per PCR aus dem Vekfor
oSUB202

for die Hydrolyse mit Restriktions-
endonukleasen  wurde Uber die
Primer die Schnitistellen for die
Enzyme BamH/ und Bglll eingefigt
anschlieBend wurde das PCR-Produkt
in den Vektor pKSII(-)-Bluescript
eingebracht, welcher zuvor mit der
Restriktionsendnuklease  Sma/  be-

handelt wurde

Einbringung der Cm®-Sequenz in den
Vektor pKSII(-)-nifH-Pro

der Vektor pKSI(-)-Cm® wurde mit
den Restriktionsendonukleasen Bg/l/
und BamH/ hydrolisiert

der Vektor pKSlI(-)- nifH-Pro wurde mit
der Restriktionsendonuklease BamH/

hydrolisiert
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PCR zur Entfernung der Chlorampenicol Resistenz

aus pRhotS / (5389 Bp)

pRhot$-2

6690 Bp

Einbringung des CmFf-P, - Fragments

in den pRhot5-2 -CmF
aus pKSli(-) - CmR+ niH-Pro

Jbal

pRhon5-2 + Cmt
7034 bps

.-'.‘
Cm*

Entferung des CmP® Fragments
aus pRhon3-2 4+ Cmf

P Noel

pRhonS5-2
6221 Bp
MOB

um die nifH-Promoter mit dem
Chloramphenicol-Selektionsmarker
in den pRhotS-2 einfigen zukénnen
muBte die bestehende Sequenz fir
eine Chloramphenicolresistenz
enffernt werden

das  Chloramphenicolresistenzgen
wurden durch eine PCR enffernt bei
der durch die Auswahl der Primer
der Vektor ohne die Cm®

amplifiziert wird.

Einbringung der  Cm®-+ nifH-Pro-
Sequenz in den Vektor
pRhotS-2 -CmR

der Vektor pRhotS-2 -Cmf wurde
mit den Restriktionsendonukleasen
Bglll und BamH/ hydrolisiert

der Vektor pKSII(-)-Cm®+ ni#H-Pro
wurde mit  den  Restriktions-
endonukleasen BamH/ und Xbal
hydrolisiert

der Vektor pRhonS-2+Cm® wurde
mit der Restriktionsendonuklease
Scal hydrolisiet um die Cm®-

Sequenz zu entfernen
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7.3. Sequenzierung des pRhonS-2

LEBENSLAUF

Die Sequenz des Vektors pRhonS-2 wurde Sequenzierung verifiziert. Die obere Reihe zeigt die

Baasenabfolge der Sequenzierung des pRhonS-2. Die untere Reihe zeigt den Teil der Sequenz des

pRhonS-2 der der Sequezierung entspricht. In rot ist der Bereich markiert in dem sich "ypstream

activating sequence”, P,,und der nifH-Genteil befinden.

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

————————————————————— AATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCT
TGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCT

KA KKKKKKKAKKKKKKRKKRAKR KKK KA KK KKK

29
4100

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

CTTGATCAGATCCAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTAG
CTTGATCAGATCCAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTAG

B R S R R R

79
4150

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

ATCCTCCCGACAGAGGGCCCGACAAAACCCCGCCCGACACCGCAGGCCCT
ATCCTCCCGACAGAGGGCCCGACAAAACCCCGCCCGACACCGCAGGCCCT

B R R

129
4200

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

ACAATTTGTCGGCCTTGTTCCATTTCGAACAAAACCTTCAACACCATGAT
ACAATTTGTCGGCCTTGTTCCATTTCGAACAAAACCTTCAACACCATGAT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kkk ok k k%

179
4250

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

TTCGCGTCATTATTTGCGAAAATTCCGGTTGGCACGATGGCTGCTGTAGA
TTCGCGTCATTATTTGCGAAAATTCCGGTTGGCACGATGGCTGCTGTAGA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

229
4300

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

AGCTGTGAGCCCGGTTAGGAACCGTCTCGATATTCGTGAAGCACCAACCC
AGCTGTGAGCCCGGTTAGGAACCGTCTCGATATTCGTGAAGCACCAACCC

Kok kkkkkhkkhkhhkhhkhhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkk*

279
4350

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

CCAAGGGAGCCACACATGGGCAAACTCCGTCAGATCGCCTTCTACGGCAA
CCAAGGGAGCCACACATGGGCAAACTCCGTCAGATCGCCTTCTACGGCAA

Kok kkkhkkhkkhkhhkhhhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkk k%

329
4400

Sequenzierung_ pRhonS-2

pRhonS-2

AGGTGGTATCGGCAAGTCGACCACCTCGCAGAACACCCTCGCCGCGCTGG
AGGTGGTATCGGCAAGTCGACCACCTCGCAGAACACCCTCGCCGCGCTGG

Kok kkkhkkhkkhkkhkkhhhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkk k%

379
4450

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

TCGAGATGGGTCAGAAGATCCTCATCGTCGGCTGCGACCCCAAGGCTGAC
TCGAGATGGGTCAGAAGATCCTCATCGTCGGCTGCGACCCCAAGGCTGAC

Kok kkkhkkhkkhkhhkhhhhkhhkhkhhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkk*

429
4500

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

AGCACCCGTCTGATCCTGAACACCAAGCTGCAGGACACCGTGCTGCACCT
AGCACCCGTCTGATCCTGAACACCAAGCTGCAGGACACCGTGCTGCACCT

Kok kkkkkhkkhkhhkhhhhhhkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkk kK

479
4550

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

GGCCGTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG
GGCCGTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG

Kk ok kkhkk kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA hk kA kA kA kA kkh kK

529
4600

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

AAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCA
AAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCA

Kk kkkhkk kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA hkhk kA kA kA kA hk* kK

579
4650

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

GCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCT
GCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCT

B R o R R Y

629
4700

Sequenzierung pRhonS-2

pRhonS-2

CCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCTGCAGTGGTCGCATCCGCAG
CCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCTGCAGTGGTCGCATCCGCAG

B R R R R R

679
4750

Sequenzierung pRhonS-2

pPRhonS-2

TTCGAAAAGTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAG--————=————
TTCGAAAAGTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTT

Kk kkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk Kk kK Kk

718
4800
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