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Einleitung

1 Der biologische Schwefelkreislauf

Im biologischen Kreislauf des Schwefels spielen Mikroorganismen eine dominierende Rolle
(Dahl et al., 2002). Dementsprechend hat die Entdeckung und Erforschung von
Schwefelbakterien eine sehr lange Geschichte. Bereits 1786 wurde von Miiller eine ,,farblose,
eiformige Alge mit kugelférmigen Einschlussen® beschrieben, die 1875 von Warming als
Schwefelbakterium (Thiovulum muelleri) mit Schwefeleinschlissen erkannt wurde. Wéhrend
des 19. Jahrhunderts wurden weitere Schwefelbakterien entdeckt (z.B. Ehrenberg, 1838;
Perty, 1852; Beggiato, 1838; Trevisan, 1842; Cohn, 1865, zitiert nach Dahl et al., 2002) und
man begann mit der Erforschung der Schwefelkugeln im Inneren dieser Organismen (Cramer,
1870; Cohn, 1865, zitiert nach Dahl et al., 2002). 1895 wurde dann das erste
sulfatreduzierende Bakterium (Spirillum desulfuricans) gefunden und der Unterschied
zwischen dissimilatorischer und assimilatorischer Sulfatreduktion erkannt (Beijerinck, 1895,
zitiert nach Dabhl et al., 2002). Das Interesse an der Erforschung der Schwefelbakterien hielt
wéhrend des 20. Jahrhunderts an und fuhrte neben der Entdeckung weiterer Arten zu ersten
Studien zur Oxidation von Schwefel in der bakteriellen Photosynthese (Bavendamm, 1924;
Bunker, 1936; Van Niel, 1931; Van Niel, 1936, zitiert nach Dahl et al., 2002). Bis heute
wurden bestadndig weitere Erkenntnisse zu den am Schwefelkreislauf beteiligten Organismen
gesammelt, so dass sich ein immer klareres Bild ergibt - auch wenn noch immer viele Fragen
offen bleiben.

Wahrend schwefelhaltige organische Verbindungen wie Aminoséauren, (Poly-)peptide,
enzymatische Cofaktoren, Antibiotika und Saccharide in lebenden Organismen vielfaltige
katalytische, strukturelle und regulatorische Funktionen erfillen, ist die biologische Rolle
anorganischer Schwefelverbindungen eng umgrenzt (Briser et al., 2000). Sie dienen entweder
als Quelle fur die Assimilation und den Einbau von Schwefel in die genannten organischen
Verbindungen oder als Elektronendonoren oder -akzeptoren im dissimilatorischen
Elektronentransport, wobei (ber diesen ein elektrochemisches Membranpotential aufgebaut
wird, welches wiederum fir die ATP-Synthese, die Reduktion von NAD oder andere

energieabhdngige Prozesse bendtigt wird. Aus der biochemischen Oxidation und Reduktion
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von Schwefelverbindungen setzt sich der biologische Schwefelkreislauf zusammen
(Abbildung 1). Wahrend die assimilatorische Reduktion von Sulfat sowohl in Prokaryoten als
auch in Pilzen, Pflanzen und Tieren weit verbreitet ist, beschrdnken sich die
dissimilatorischen Stoffwechselwege im Wesentlichen auf Eubakterien und Archaebakterien.

Dissimilation <+—+—> Assimilation

Sulfatassimilation
Pflanzen, Pilze,
Prokaryoten,

Tiere (keine Reduktion)

S0,>

dissimilatorische
Oxidation reduzierter
Schwefelverbindungen
photo- und chemotrophe

dissimilatorische

Sulfatreduktion
dissimilatorische  |prokaryoten

Prokaryoten Schwefelreduktion Pflanzen,
ugom Prokaryoten Lebende Pilze,
Materie Tiere,
Prokaryoten

ulfid-
assimilation
Prokaryoten

Tod und Abbau
Pilze & Prokaryoten

H,S

Abbildung 1. Vereinfachter Uberblick tiber den biologischen Schwefelkreislauf in der Natur (nach
Dahl et al., 2002)

Man kann hier dissimilatorische Oxidations- und Reduktionsreaktionen unterscheiden (Dahl
et al., 2002). Bei der dissimilatorischen Oxidation dienen anorganische Schwefel-
verbindungen wie Sulfid, Polysulfide, Elementarschwefel, Sulfit, Thiosulfat und verschiedene
Polythionate als Elektronendonoren fir die Energieumwandlung in Bakterien. Im
umgekehrten Prozess, der dissimilatorischen Reduktion nutzen Prokaryoten organische und
anorganische Schwefelverbindungen wie Sulfat, Sulfit, Thiosulfat, organische Sulfoxide,
Elementarschwefel, anorganische Polysulfide und organische Disulfane als terminale
Elektronenakzeptoren der anaeroben Atmung.

Die dissimilatorische Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen beschréankt sich auf
chemo- und phototrophe Bakterien (Dahl et al., 2002; Bruser et al., 2000). Chemotrophe
Organismen oxidieren reduzierte Schwefelverbindungen unter alkalischen, neutralen oder
sauren Bedingungen, wobei entweder Sauerstoff oder Nitrat als Elektronenakzeptor genutzt
wird. In  vielen anoxygenen, phototrophen  Bakterien  werden  reduzierte
Schwefelverbindungen  unter  anoxischen  Bedingungen als  photosynthetische
Elektronendonoren genutzt. Neben einigen Vertretern anderer Gruppen anoxygener,
phototropher Bakterien sind hier vor allem Angehérige der Schwefelpurpurbakterien und der
grinen Schwefelbakterien zu nennen (Frigaard & Dahl, 2009). Beide Gruppen speichern die

2
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oxidierten Schwefelverbindungen in Form von Schwefelkugeln zwischen, die dann in den
meisten Organismen weiter zu Sulfat oxidiert werden. Der gespeicherte Schwefel findet sich
dabei entweder innerhalb oder aufRerhalb der Zelle. So lagern griine Schwefelbakterien den
Schwefel extrazelluldr ab, in der Gruppe der Schwefelpurpurbakterien grenzt die Lokalisation
der Schwefelkugeln die beiden Familien Chromatiaceae und Ectothiorhodospiraceae
gegeneinander ab. Vertreter der Chromatiaceae speichern Schwefel intrazellulér, wahrend die
Schwefelkugeln der Ectothiorhodospiraceae extrazelluldr lokalisiert sind. Im Folgenden
sollen einige Vertreter der Chromatiaceae und Ectothiorhodospiraceae dargestellt werden.

2 Allochromatium vinosum

Allochromatium vinosum ist ein Vertreter der Chromatiaceae. Seine natirlichen Habitate sind
die anaeroben Zonen aquatischer Standorte, an denen ausreichend Licht und
Schwefelwasserstoff zur Verfigung stehen. Es handelt sich um ein gramnegatives,
bewegliches Stidbchen von 2 um Liange mit einem G+C-Gehalt von 61,3 - 66,3 mol% (Imhoff
et al., 1998), dessen Temperaturoptimum bei 30 - 35 °C und dessen pH-Optimum bei 7,0 - 7,3
liegt. Sein photosynthetisches Membransystem ist vom vesikuléren Typ. Die CO,-Fixierung

Die Bildung von Schwefelkugeln
findet je nach Organismus im 2- 2- .
Periplasma oder auRerhalb der S,0, SO, HS
Zelle statt

ZellauRenseite

Sulfur globule

R-S -R R-S .-R
Periplasma

26D

L D
R-S-SH R-SH 2(CycA

2(n-1) gg{A 2(n-1) %VEC;\

- \——/
SoxY2rSH SoxY2)S$-8-S0,” FccAB
Sox12 ; _(Feorg) .
nHS HS

HS, HS,., R-S-SH A
- ' 2-
>_< RSH. Far—>80,

R-S-SH R-SH or HS, nHS HS,

(n-1) MKH,
(n-1) MK

Cytoplasma

Abbildung 2. Uberblick uber die Verwertung reduzierter Schwefelverbindungen durch phototrophe
Schwefeloxidierer (nach Frigaard & Dahl, 2009).
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erfolgt tber den reduktiven Pentosephosphatweg (Brune, 1989). Der Organismus wachst
photolithoautotroph mit Sulfid, Polysulfiden, Thiosulfat, Sulfit, Elementarschwefel und
molekularem Wasserstoff als Elektronendonoren (Imhoff, 2005a; Steudel et al., 1990). Fur
photoheterotrophes Wachstum kdnnen auch Formiat, Acetat, Propionat, Pyruvat, Fumarat,

Malat und Succinat genutzt werden (Imhoff, 2005a). Dienen reduzierte
Schwefelverbindungen als Elektronendonoren, wird der Schwefel in Form von intrazelluléren
Schwefelkugeln gespeichert und anschlielend vollstdndig zu Sulfat oxidiert. Alc. vinosum ist
in Bezug auf seinen Schwefelstoffwechsel der am besten erforschte Organismus unter den
anoxygenen, phototrophen Schwefeloxidierern, da er genetisch manipulierbar ist
(Pattaragulwanit & Dahl, 1995). Abbildung 2 zeigt einen Uberblick tber die aktuellen
Erkenntnisse ~ zum  Schwefelstoffwechsel  in  phototrophen  Schwefeloxidierern
(Schwefelpurpurbakterien und griine Schwefelbakterien) (Frigaard & Dahl, 2009). Auf einige
der gezeigten Reaktionen wird im Folgenden am Beispiel von Alc. vinosum né&her

eingegangen.

2.1 Oxidation von Sulfid und Polysulfiden

Durch welches Enzym bzw. welche Enzyme Sulfid in Alc. vinosum oxidiert wird, ist noch
immer nicht eindeutig geklart. Es gibt drei verschiedene Kandidaten, die derzeit diskutiert
werden: eine Sulfid:Chinon-Oxidoreduktase (SQR), eine Flavocytochrom ¢ Sulfiddehydro-
genase und das Sox-Multienzymsystem (Frigaard & Dahl, 2009; Abbildung 2). SQR ist in
Rhodobacter capsulatus essentiell fir die Oxidation von Sulfid (Schiitz et al., 1999). Es
handelt sich um ein membrangebundenes Flavoprotein, dessen aktives Zentrum im
Periplasma liegt und das die Elektronen des Sulfid direkt in den Chinonpool tbertréagt. In der
vorldufigen Genomsequenz von Alc. vinosum DSM180" (unter: http://genome.jgi-
psf.org/allvi/allvi.download.ftp.html)  finden sich mit  AIVinDRAFT_0695 und
AlVinDRAFT _1514 zwei Gene, deren Produkte Ahnlichkeit (E = 4e™ bzw. 2e™®) zur SQR
aus Rba. capsulatus aufweisen. Zudem konnte fur Alc. vinosum biochemisch eine
membrangebundene SQR-Aktivitdt nachgewiesen werden, die sich sensitiv gegeniber
verschiedenen Inhibitoren des bc;-Komplexes zeigte (Reinartz et al., 1998). Fur
AIVInDRAFT_0695 und AIVInDRAFT_1514 werden keine Signalpeptide vorhergesagt,
womit die Situation vergleichbar zur SQR aus Rba. capsulatus sein kdnnte, die ebenfalls kein
Signalpeptid aufweist, aber durch einen bisher unbekannten Mechanismus ins Periplasma
transportiert wird (Schiitz et al., 1999). Als primares Reaktionsprodukt der SQR-katalysierten
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Reaktion aus Rba. capsulatus wurden in vitro Polysulfide nachgewiesen (Griesbeck et al.,
2002). Diese konnten entweder spontan zu Elementarschwefel, der in Alc. vinosum in Form
von Schwefelkugeln gespeichert wird, reagieren (Steudel, 1996) oder enzymatisch zu diesen
umgesetzt werden (Frigaard & Dahl, 2009).

Eine Alternative zur SQR stellt das Flavocytochrom c dar. Es handelt sich um ein Protein mit
einer 21 kDa-diham-Cytochrom-Untereinheit (FccA) und einer 46 kDa Flavoproteinunter-
einheit, das in vitro die Umwandlung von Sulfid in Elementarschwefel oder Polysulfide mit
verschiedenen kleinen, loslichen c-Typ-Cytochromen als Elektronenakzeptoren katalysiert
(Reinartz et al., 1998). Allerdings ist Flavocytochrom c in Alc. vinosum nicht essentiell fiir die
Sulfidoxidation (Reinartz et al., 1998). Mutanten, in denen die Gene fccAB durch Einfugen
einer Kanamycinkassette inaktiviert wurden, zeigten Sulfidoxidationraten, die denen des
Wildtyps vergleichbar waren. Sollte Flavocytochrom ¢ in Alc. vinosum also an der Sulfid-
oxidation beteiligt sein, so existiert mindestens ein weiteres Enzym oder ein Enzymkomplex
zur Oxidation dieses Substrates in diesem Organismus.

Eine weitere mogliche Alternative ware die Oxidation von Sulfid durch den Sox-
Multienzymkomplex. In Rhodovulum sulfidophilum, einem schwefelfreien Purpurbakterium,
ist der Sox-Mulitenzymkomplex in vivo nicht nur fiir die Oxidation von Thiosulfat essentiell,
sondern ebenfalls fir die von Sulfid (Appia-Ayme et al., 2001). In Alc. vinosum ist allerdings
auch der Sox-Multienzymkomplex nicht essentiell fir die Oxidation von Sulfid. Mutanten, in
denen die Gene soxY, soxB oder soxX entweder durch Deletion oder Insertion einer
Kanamycinkassette inaktiviert wurden, zeigten Sulfidoxidationsraten, die denen des Wildtyps
vergleichbar waren (Hensen, 2006) und auch eine zusétzliche Inaktivierung von fccAB wirkte
sich nicht auf die Oxidationsraten aus (Franz, 2005). Daher deutet alles darauf hin, dass SQR
das dominierende Enzym bei der Oxidation von Sulfid darstellt.

Neben Sulfid kénnen auch Polysulfide von Alc. vinosum als Substrat genutzt werden (Steudel
et al., 1990). Allerdings ist bisher voéllig unbekannt, wie Polysulfide zu intrazelluléren

Schwefelkugeln umgesetzt werden.

2.2 Oxidation von Thiosulfat

Im Gegensatz zur Oxidation von Sulfid und Polysulfiden ist die Thiosulfatoxidation in
Alc. vinosum besser verstanden. Der Organismus kann Thiosulfat ber zwei verschiedene
Wege  verstoffwechseln:  Im  ersten  wird  Thiosulfat durch  den  Sox-
Multienzymkomplex vollstandig zu Sulfat oxidiert (Abbildung 2), im zweiten wird aus zwei
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Thiosulfatanionen durch eine Thiosulfatdehydrogenase Tetrathionat gebildet (Frigaard &
Dahl, 2009).

Der periplamatische Sox-Multienzymkomplex, der die Oxidation von Thiosulfat zu Sulfat
oxidiert, wurde als erstes fur die Chemotrophen Paracoccus versutus (Lu et al., 1985) und
Paracoccus pantotrophus (Friedrich et al., 2001; Rother et al., 2001) beschrieben. In
Pcs. pantotrophus ist der Sox-Komplex in vivo essentiell fir die Oxidation von Thiosulfat und
katalysiert in vitro die Reduktion von Cytochrom c¢ verbunden mit der Oxidation von
Thiosulfat, Sulfid, Sulfit und Elementarschwefel. Der vorgeschlagene Mechanismus fiir die
Oxidation von Thiosulfat bendtigt vier verschiedene Proteine: SoxB, SoxXA, SoxYZ und
SoxCD (Friedrich et al., 2001; Abbildung 3a). Das Heterodimer SoxYZ wurde als das
substratbindende Molekil des Komplexes identifiziert (Quentmeier & Friedrich, 2001).
SoxXA, ein heterodimeres, hdmhaltiges Protein, bindet Thiosulfat oxidativ an SoxYZ, wobei
SoxXA reduziert wird. Das monomere, manganhaltige SoxB ist fur die hydrolytische
Abspaltung einer Sulfatgruppe von dem an SoxYZ gebundenen Thiosulfat verantwortlich.
SoxCD oxidiert anschlieBend den verbleibenden Sulfanschwefel, wobei es als
Schwefeldehydrogenase fungiert. SoxB spaltet dann ein weiteres Sulfat ab, womit SoxYZ
regeneriert wird, so dass es fur die weitere Oxidation eines Thiosulfatmolekls wieder zur
Verfligung steht.

In Alc. vinosum konnten nur drei der vier in Pcs. pantotrophus gefundenen Proteine
identifiziert werden: SoxB, SoxXA und SoxYZ (Hensen et al., 2006). Mit Ausnahme von
SoxZ wurde fir alle Proteine ein Signalpeptid vorhergesagt. Fur SoxXA wurde ein Sec-
abhangiger Transport ins Periplasma postuliert. Das Protein wurde als Heterodimer gereinigt
(SoxX 11 kDa, SoxA 29 kDa), in dem in beiden Untereinheiten kovalent gebundenes Ham
nachgewiesen werden konnte. SoxA von Alc. vinosum bindet vermutlich wie das Protein aus
Starkeya novella ein Ham (Kappler et al., 2004), wahrend SoxA aus Pcs. pantotrophus und
Rdv. sulfidophilum zwei Hamgruppen besitzt (Friedrich et al., 2000; Bamford et al., 2002).
Da die Kristallstruktur beider Proteine zeigte, dass sich das zusatzliche N-terminale H&m von
SoxA in zu grofler Distanz zu den anderen H&mgruppen befindet um eine effiziente
Elektroneniibertragung zu erlauben (Dambe et al., 2005; Bamford et al., 2002), scheint die
unterschiedliche Anzahl von H&mgruppen von untergeordneter Bedeutung fiir die Funktion
des Proteins zu sein. SoxX aus Alc. vinosum fehlt wie auch den Proteinen aus Chlorobaculum
tepidum, Aquifex aeolicus und Rhodopseudomonas palustris im Gegensatz zu SoxX aus Rdv.
sulfidophilum und Pcs. pantotrophus die Verbindungsschleife zwischen SoxX und SoxA
(Bamford et al., 2002). In Cba. tepidum wurde kirzlich ein als SoxK bezeichnetes SoxXA-
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Abbildung 3. Modell des Sox-Systems in Pcs. pantotrophus (a) und Alc. vinosum (b).

Bindeprotein gefunden, das die Bildung eines stabilen Komplexes zwischen SoxX und SoxA
ermoglicht (Ogawa et al., 2008). Ein im Genom direkt stromabwarts von soxA liegendes Gen
codiert in Alc. vinosum fir ein Homologes von SoxK, so dass SoxXA in Alc. vinosum
vermutlich ebenfalls durch das Bindeprotein SoxK zusammengehalten wird. SoxB wurde aus
Alc. vinosum als monomeres Protein (62 kDa) isoliert und es konnten experimentell die
Prozessierung und der Transport Uber den Tat-Weg nachgewiesen werden (Hensen et al.,
2006). SoxB aus Pcs. pantotrophus enthélt zwei Manganatome pro Monomer (Friedrich et
al., 2000), was vermutlich auch fiir SoxB aus Alc. vinosum der Fall ist. SoxYZ wurde
ebenfalls als Heterodimer gereinigt (SoxY 12,7 kDa, SoxZ 11,2 kDa) (Hensen et al., 2006).
Experimentell konnte gezeigt werden, dass Thiosulfat an den hochkonservierten Cysteinrest
am C-Terminus von SoxY gebunden wird. Dieser wird von jeweils zwei Glycinen umrahmt,
welche in SoxY aus Pcs. pantotrophus aus der Proteinoberflache herausragen und einen
beweglichen Peptidarm bilden, der hohe Flexibilitat in der Konformation und damit eine
effiziente Interaktion des Substratbindemolekils mit seinen Komplexpartnern erlaubt (Sauvé
et al., 2007). Fir SoxY wurde ein Tat-abhéngiger Transport ins Periplasma vorhergesagt. Da
SoxZ selbst kein Signalpeptid aufweist, wird es vermutlich zusammen mit SoxY
cotransportiert, wie das bereits flr SoxZ aus Pcs. pantotrophus postuliert wurde (Friedrich et
al., 2001).

Alle drei beschriebenen Sox-Proteine sind in Alc. vinosum in vivo essentiell fir die Oxidation
von Thiosulfat (Hensen et al., 2006). Mutanten, in denen die Gene soxB, soxX und soxBX
durch Insertion einer Q-Kanamycinkassette bzw. soxY durch Deletion des Gens inaktiviert
wurden, waren nicht mehr in der Lage, Thiosulfat zu Sulfat zu oxidieren. Sowohl SoxYZ als
auch SoxB sind in vitro in der Oxidation von Thiosulfat unter Reduktion von Cytochrom c
aktiv (Welte et al., 2009). Beide interagieren dabei sowohl mit SoxXA als auch mit SoxCD
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aus Pcs. pantotrophus.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse und in Modifikation des von Friedrich et al. (2001)
postulierten Models fiir die Oxidation von Thiosulfat in Pcs. pantotrophus wurde flr Alc.
vinosum folgendes Model vorgeschlagen (Abbildung 3b): Durch SoxXAK wird die initiale
Oxidation und die kovalente Bindung des Substrates Thiosulfat an SoxYZ katalysiert.
AnschlieBend spaltet SoxB hydrolytisch Sulfat ab. Im Unterschied zu Pcs. pantotrophus
besitzt Alc. vinosum kein SoxCD, zudem konnte in friiheren Versuchen gezeigt werden, dass
nur der Sulfonschwefel des Thiosulfat direkt zu Sulfat oxidiert wird, wahrend der
Sulfanschwefel als Schwefelkugeln gespeichert wird (Smith & Lascelles, 1966; Triper &
Pfennig, 1966). Dementsprechend wird der am Cysteinrest des SoxY verbleibende
Sulfanschwefel im Gegensatz zu der Situation in Pcs. pantotrophus, einem Organismus, der
keine Schwefelkugeln bildet, auf die Schwefelkugeln Gbertragen und auf diese Weise SoxYZ
fur die weitere Oxidation von Thiosulfat regeneriert. Ein Protein, das in diesen Schritt
involviert sein konnte, stellt SoxL dar, das von einem stromabwarts von soxK liegenden Gen
codiert wird (Welte et al., 2009). In einem Hybridassay aus Pcs. pantotrophus SoxXA und
Alc. vinosum SoxYZ und SoxB erhoht die Zugabe von SoxL den Substratumsatz ohne die
Elektronenausbeute zu erhdéhen, was darauf hindeutet, dass es SoxY regeneriert.

Die Bildung von Tetrathionat im Verhaltnis zur vollstdndigen Oxidation zu Sulfat ist in Alc.
vinosum stark pH-abhdngig, wobei unter leicht sauren Bedingungen mehr Tetrathionat
produziert wird (Smith, 1966). Bei der Thiosulfatdehydrogenase (AlVINDRAFT_3173)
handelt es sich um ein periplasmatisches, c-Typ-Cytochrom mit einem Molekulargewicht von
30 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 4,2, das als Monomer gereinigt wird (Hensen et
al., 2006). Die Thiosulfatdehydrogenase katalysiert in vitro die Oxidation von Thiosulfat zu
Tetrathionat mit Ferricyanid als artifiziellem Elektronenakzeptor (Hensen et al., 2006).

2.3 Verwertung von Elementarschwefel

Neben Sulfid, Polysulfiden und Thiosulfat kann Alc. vinosum auch Elementarschwefel als
Elektronendonor fiir die anoxygene Photosynthese nutzen (Thiele, 1968; Triiper & Pfennig,
1974). Die formale Wertigkeit von Elementarschwefel ist null (“Se”), wobei
Elementarschwefel dazu neigt, sich zu verbinden und lange Ketten von unterschiedlicher
Lange (S, oder S,) und Ringe verschiedener GroRe (Sy) zu bilden (Steudel, 2000; Steudel &
Eckert, 2003). Alle Schwefelallotrope sind hydrophob, nicht durch Wasser benetzbar und
kaum loslich in Wasser (Steudel, 1989). Damit unterscheidet sich dieses Substrat deutlich von
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den anderen von Alc. vinosum genutzten. Die thermodynamisch stabilste Form von
Elementarschwefel bei Raumtemperatur und Umgebungsdruck ist  zyklischer,
orthorhombischer a-Schwefel (a-Sg) (cyclo-Oktaschwefel oder Sg-Ringe) (z.B. Roy &
Trudinger, 1970; Steudel, 2000). Bei 20 °C hat purer a-Sg eine griin-gelbe Farbe, die in weil}
wechselt, wenn der Schwefel auf -80 °C gekuhlt wird (Steudel, 1996). Im Gegensatz dazu
bleibt der typische im Handel zu erwerbende Elementarschwefel (“Schwefelblite) auch nach
dem Kihlen auf -80 °C gelb (Steudel, 1996) und besteht hauptsachlich aus Sg-Ringen, einigen
Polymerschwefelketten und Spuren von S;-Ringen, die fur die gelbe Farbe verantwortlich
sind (Steudel & Holz, 1988). Polymerschwefel besteht aus kettenartigen Makromolekulen, die
aus bis zu 100 000 Schwefelatomen bestehen kdnnen und enthdlt wahrscheinlich auch sehr
grolRe Ringe (S, mit n > 50) (Steudel & Eckert, 2003). Ob die molekulare Zusammensetzung
des Schwefels eine Rolle bei seiner Verwertung spielt, wurde bisher kaum erforscht und auch
uber die Mobilisierung und Aufnahme von Elementarschwefel ist wenig bekannt. Prinzipiell
sind analog zur Reduktion unléslicher Elektronenakzeptoren wie zum Beispiel Metallen durch
Prokaryoten zwei verschiedene Strategien denkbar (Lloyd, 2003): Entweder besteht ein
physischer Kontakt zwischen der Zelle und ihrem unldslichen Substrat verbunden mit einem
direkten Elektronentransfer von der Zelloberflache zum Substrat Gber Proteine der duReren
Membran (Myers & Myers, 2001) oder es werden reduzierende Substanzen ausgeschieden,
die ohne direkten Kontakt zwischen Zelle und Schwefel am Substrat wirken (Hernandez et
al., 2004). Die wenigen vorhandenen Daten zur Schwefelaufnahme bei chemotrophen
Schwefeloxidierern wie Acidithiobacillus thiooxidans und Acidithiobacillus ferrooxidans
zeigen, dass diese den ersten Weg nutzen und uber glykokalixartige, extrazellulére polymere
Substanzen einen direkten Zell-Schwefelkontakt herstellen (Vogler & Umbreit, 1941; Espejo
& Romero, 1987; Bryant et al., 1984; Gehrke et al., 1998). Fir Acidithiobacillus und
Acidiphilum wurde vorgeschlagen, dass extrazellulare Thiolgruppen spezieller Proteine der
auBeren Membran den Schwefel mobilisieren und er anschlieBend als Persulfidschwefel ins
Periplasma transportiert wird (Rohwerder & Sand, 2003). Es konnten in Acidithiobacillus
auch zwei verschiedene Proteine der dufReren Membran identifiziert werden, die an der
Ausbildung eines Zell-Schwefelkontaktes und der Aufnahme von Elementarschwefel beteiligt
sind (Buonfiglio et al., 1999; Ramirez et al., 2004). Fir das griine Schwefelbakterium
Prosthecochloris vibrioformis wurde eine Schwefelmobilisierung durch Sulfid postuliert
(Borkenstein & Fischer, 2006), was den friiheren Ergebnissen von Paschinger et al.
(1974) far Chlorobium limicola entspricht. Es scheint also in unterschiedlichen Organismen-
gruppen unterschiedliche Mechanismen der Elementarschwefelverwertung zu geben.
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Zur Verwertung von Elementarschwefel durch anoxygene, phototrophe Bakterien im
Allgemeinen und Alc. vinosum im Besonderen gibt es bisher allerdings noch keinerlei

Erkenntnisse.

2.4 Schwefelkugeln und deren Oxidation zu Sulfit

Bei der Oxidation von Sulfid, Polysulfiden, Thiosulfat und Elementarschwefel treten
intrazellulare Schwefelkugeln als obligates Intermediat auf (Dahl & Prange, 2006; Abbildung
2). Sie sind von einer Proteinhille aus den drei Proteinen SgpA, SgpB und SgpC umgeben
(Schmidt et al., 1971; Brune 1995), deren Signalpeptide fiir eine extracytoplasmatische
Lokalisation der Proteine und damit der Schwefelkugeln sprechen (Pattaragulwanit et al.,
1998). Bei den Schwefelkugelproteinen handelt es sich um Strukturproteine ohne
enzymatische Funktion, wobei SpgC eine wichtige Rolle bei der Expansion der
Schwefelkugeln spielt, wahrend SpgA und SpgB sich teilweise gegenseitig ersetzten kdnnen
(Pattaragulwanit et al., 1998; Prange et al., 2004). Die Gene der Schwefelkugelproteine liegen
in drei verschiedenen Transkriptionseinheiten und werden konstitutiv exprimiert (Prange et
al., 2004). Der in den Kugeln abgelagerte Schwefel liegt nicht in kristalliner, sondern in
flussiger Form vor (Hageage et al., 1970), wobei die Dichte des fliissigen Schwefels der
Schwefelkugeln mit 1.31 g/cm™ deutlich unter der von fliissigem, reinem Elementarschwefel
liegt (1.89 g/cm™; Guerrero et al., 1984; Steudel et al., 1990). Dies deutet darauf hin, dass der
intrazelluldre Schwefel Komplexe mit einer Komponente mit geringerer Dichte bildet. In
Einklang mit dieser Vermutung zeigten Analysen mit XANES (X-ray absorption near edge
structure)-Spektroskopie, dass die Schwefelkugeln in Alc. vinosum aus Bis-Organylsulfanen
der Struktur R-Sy-R bestehen, wobei es starke Hinweise darauf gibt, dass es sich bei dem Rest
R um Glutathion oder Glutathionamid handelt (Prange et al., 1999; Prange et al., 2002a;
Prange et al., 2002b).

Unklar ist bisher, wie der gespeicherte Schwefel zur weiteren Oxidation aktiviert wird. Es
wird vermutet, dass er reduktiv zu Sulfid aktiviert wird (Schedel et al., 1979), welches dann
mit Hilfe eines perthiolischen, organischen Tragermolekils von den periplasmatisch
lokalisierten Schwefelkugeln ins Cytoplasma transportiert wird (Dahl et al., 2005). Mit
einiger Wahrscheinlichkeit handelt es sich bei dem Tragermolekil um Glutathionamid, da es
eine Amidgruppe am Glycylrest des Gluthathion aufweist und besonders resistent gegen
Autooxidation ist (Frigaard & Dahl, 2009). Es wurde vor allem als Persulfid in Alc. vinosum-
Zellen gefunden, die photoautotroph wuchsen (Bartsch et al., 1996). Zudem fanden sich
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kirzlich sowohl ein Transporter fur den Export (Pittman et al., 2005) als auch fiir den Import
(Suzuki et al., 2005) von Glutathion in Escherichia coli. In der vorlaufigen Genomsequenz
von Alc. vinosum finden sich Gene mit Ahnlichkeit zu beiden Transportsystemen (Export:
AlVInDRAFT_0243, AlVInDRAFT_0244; Import: AlVinDRAFT_1251, AlVinDRAFT _1252,
AlVIinDRAFT_1253, AIVinDRAFT_1254; Christiane Dahl, personliche Mitteilung), was
einen Transport von Glutathionamid vom Periplasma ins Cytoplasma und zuriick
wahrscheinlich macht. Zudem finden sich in unmittelbarer N&he des Importers im Genom von
Alc. vinosum zwei Gene, die fir eine putative Glutathionamidreduktase codieren
(AlVIinDRAFT _1145 und AlVinDRAFT _1146; Christiane Dahl, personliche Mitteilung).

Fur die weitere Oxidation zu Sulfit, die im Cytoplasma erfolgt, sind die Sulfitreduktase
DsrAB und weitere Dsr-Proteine (DsSrEFHCMKLJOPNRS) verantwortlich. Vermutlich wird
im Cytoplasma Sulfid von seinem Trégermolekil freigesetzt und in mehreren
Schwefellibertragungsreaktionen (ber DsrEFH und DsrC zur Sulfitreduktase DsrAB
transportiert (Cort et al., 2008). Diese arbeitet in Schwefeloxidierern vermutlich in
umgekehrter Richtung (Schedel et al., 1979), wobei die bei der Oxidation frei werdenden
Elektronen auf den Transmembrankomplex DsrMKJOP (bertragen und dber diesen in den
photosynthetischen Elektronentransport gespeist werden kdnnten (Dahl et al., 2005). DsrN
katalysiert wahrscheinlich die glutaminabhéngige Amidierung des Sirohdmcofaktors von
DsrAB (Lubbe et al., 2006), wahrend fiir DsrR experimentelle Hinweise gefunden wurden,
die darauf hindeuten, dass es an der posttranslationalen Regulation des dsr-Operons beteiligt
ist (Grimm et al., 2009). Welche Rolle DsrL und DsrS in der Oxidation des gespeicherten
Schwefels zu Sulfit spielen, ist noch nicht vollstandig geklart, aber zumindest fiir DsrL konnte
durch in frame-Deletion gezeigt werden, dass es fur die Schwefeloxidation essentiell ist
(LUbbe et al., 2006).

2.5 Oxidation von Sulfit

Auch die enzymatische Katalyse des weiteren Oxidationsschrittes von Sulfit zu Sulfat ist in
Alc. vinosum noch nicht vollstandig geklart. Eine Mdoglichkeit ware, dass Sulfit entweder
indirekt APS-Reduktase-vermittelt zu Adenosin-5'-Phosphosulfat und anschlieRend unter
ATP-Bildung durch die ATP-Sulfurylase Sulfat freigesetzt wird (Frigaard & Dahl, 2009;
Abbildung 2). Allerdings zeigen Mutanten, in denen die fur die APS-Reduktase codierenden
Gene aprAB inaktiviert wurden, die selben Sulfitoxidationsraten wie der Wildtyp (Dahl,
1996). Auch die Wachstumsraten von Wildtyp und Mutante waren unter diesen Bedingungen
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vergleichbar. Allerdings wachst der Wildtyp bei Uberbelichtung deutlich schneller als die
Mutante, was darauf hindeutet, dass ein zweiter verfligbarer Stoffwechselweg zur
Sulfitoxidation unter diesen Bedingungen eine bessere Versorgung mit Reduktionskraft
ermoglicht (Sanchez et al., 2001).

Als zweite Mdoglichkeit kommt in Frage, dass Alc. vinosum Sulfit direkt durch eine
molybdénhaltige Sulfit-Akzeptor-Oxidoreduktase zu Sulfat oxidiert (Frigaard & Dahl, 2009).
Bei der am besten charakterisierten, bakteriellen Sulfitoxidase handelt es sich um SorAB aus
Sta. novella (Kappler, 2008). Sie ist periplasmatisch lokalisiert und stellt ein Heterodimer aus
einer groflen MoCo-Dimer-Untereinheit und einer kleinen Cytochrom c-Untereinheit dar
(Frigaard & Dahl, 2009). Wéhrend der Katalyse (bertragt sie Elektronen auf ein einzelnes
H&m css2, das in der kleinen Untereinheit lokalisiert ist von wo aus sie weiter auf ein
Cytochrom csso aus dem selben Organismus tbertragen werden. Allerdings zeigte sich mit der
annahernden Fertigstellung der Sequenzierung des Genoms von Alc. vinosum 180", dass in
Alc. vinosum kein Homologes zu SorAB vorhanden ist (Christiane Dahl, personliche
Mitteilung), was den Weg der direkten Oxidation von Sulfit tber eine Sulfit-Akzeptor-
Oxidoreduktase in Alc. vinosum unwahrscheinlich macht.

Fir den Sox-Multienzymkomplex von Pcs. pantotrophus wurde beschrieben, dass er in vitro
in Anwesenheit der Proteine SoxYZ, SoxXA und SoxB Sulfit als Substrat nutzen kann,
welches zu Sulfat oxidiert wird (Friedrich et al., 2001). Auch in Alc. vinosum gibt es
Hinweise auf eine Sulfitoxidation mittels des Sox-Multienzymkomplexes. Die Mutante Alc.
vinosum AsoxY, in der das Gen soxY nahezu vollstdndig deletiert wurde, setzt bei Anzucht mit
Sulfid als einzigem Elektronendonor bei der Oxidation der im Zuge der Sulfidoxidation
gebildeten intrazelluldaren Schwefelkugeln Sulfit als nachweisbares Zwischenprodukt frei
(Hensen, 2006). Zudem zeigt sie bei Anzucht mit extern zugesetztem Sulfit als einzigem
Elektronendonor eine im Vergleich zu der des Wildtyps um 60 % reduzierte
Sulfitoxidationsrate (Franz, 2005). Ob auch die Proteine SoxB und SoxXA an der Oxidation
von Sulfit beteiligt sind und diese somit vollstdndig durch den Sox-Multienzymkomplex
bewerkstelligt wird, konnte bisher noch nicht vollstandig geklart werden.

3 Weitere Vertreter der Chromatiaceae und Ectothiorhodospiraceae

Weitere wichtige Vertreter der anoxygenen, phototrophen Schwefelpurpurbakterien sind
Thiocapsa roseopersicina, Halorhodospira halophila und Halorhodospira abdelmalekii.
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3.1 Thiocapsa roseopersicina

Bei Tca. roseopersicina handelt es sich wie bei Alc. vinosum um einen Vertreter der
Chromatiaceae. Unter dem Mikroskop erscheint er als unbewegliche Kokken mit 1-3 pm
Durchmesser (Imhoff & Caumette, 2005). Die Zellen sind von einer dicken Schleimkapsel
umgeben. Ihr photosynthetisches Membransystem gehort dem vesikuldren Typ an und sie
sind zu photolithoautotrophem Wachstum mit Sulfid, Polysulfiden (Visscher et al., 1990),
Thiosulfat und Elementarschwefel unter anaeroben Bedingungen befahigt (Imhoff &
Caumette, 2005). Hierbei werden intrazellulare Schwefelkugeln, die wie bei Alc. vinosum aus
Polymerschwefelketten mit organischen Resten bestehen (Prange et al., 2002a), als
Intermediat gebildet. Wie in Alc. vinosum sind diese von Schwefelkugelproteinen umgeben,
wobei Tca. roseopersicina nur zwei Schwefelkugelproteine besitzt (Brune, 1995), von denen
eines zu SgpA und SgpB, das andere zu SgpC homolog ist (Frigaard & Dahl, 2009). Auch in
Tca. roseopersicina wird der gespeicherte Schwefel weiter zu Sulfat oxidiert (Imhoff &
Caumette, 2005). Zudem kann der Organismus unter aeroben Bedingungen im Dunkeln

chemolithoautotroph wachsen.

3.2 Halorhodospira halophila

Im Gegensatz zu Alc. vinosum und Tca. roseopersicina gehort Hir. halophila zur Familie der
Ectothiorhodospiraceae. Es handelt sich um kurze Spirillen mit einer Gré3e von 5 x 0,8 pum,
die durch je ein Flagellum an jedem Ende beweglich sind (Imhoff, 2005b). Der Organismus
ist halophil und bendtigt fir optimales Wachstum Konzentrationen von 11 - 32 % NacCl,
Temperaturen zwischen 30 und 47 °C und einen pH-Wert von 8,5 - 9,0. Seine natirlichen
Habitate sind Salz- und Sodaseen. Das photosynthetische Membransystem von Hir. halophila
besteht aus in Lamellen angeordneten Stapeln von Membranen, der Organismus ist strikt
anaerob und wachst photoautotroph mit Sulfid und Thiosulfat. Er bildet im Gegensatz zu Alc.
vinosum und Tca. roseopersicina extrazelluldre Schwefelkugeln, die aber wie bei diesen aus
Polymerschwefelketten mit organischen Resten bestehen (Prange et al., 2002a). Diese werden
vermutlich vollstandig zu Sulfat oxidiert (Imhoff, 2005b).

Neben Alc. vinosum 180" ist HIr. halophila SL1 bisher das einzige Schwefelpurpurbakterium,
dessen Genom vollstdndig sequenziert wurde (Accessionnummer: NC_008789), so dass auf
Basis dieser Daten einige Vermutungen zu seinem Schwefelstoffwechsel angestellt werden

konnen. HIr. halophila enthalt ein Homologes (Hhal_1665) zur SQR aus Rba. capsulatus, so
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dass Sulfid in diesem Organismus uber eine SQR oxidiert werden kénnte (Frigaard & Dabhl,
2009). Auch fir einen Sox-Komplex codierende Gene sind in Hlr. halophila vorhanden. Es
finden sich wie bei Alc. vinosum die Gene soxBYZ (Hhal_2324, Hhal 2326, Hhal_2327) und
ein fusioniertes soxXA (Hhal_2333), aber kein soxCD, was flr eine Thiosulfatoxidation nach
dem fir Alc. vinosum aufgestellten Modell spricht (Frigaard & Dahl, 2009). Die Oxidation
gespeicherten Schwefels erfolgt in Hir. halophila vermutlich ebenfalls vergleichbar zu Alc.
vinosum (ber die Dsr-Proteine, da der Organismus ein dsr-Operon mit den Genen
dsrABEFHCMKLJOPN (Hhal_2336 bis Hhal_2348) besitzt. Wie in Alc. vinosum gibt es in
HIr. halophila kein Homolges zur Sulfitoxidase SorAB aus Sta. novella (Frigaard & Dabhl,
2009). Der Schwefelstoffwechsel scheint also trotz der unterschiedlichen Lokalisation der
Schwefelkugeln in beiden Organismen sehr dhnlich zu verlaufen (vergleiche auch Abbildung
2).

3.3 Halorhodospira abdelmalekii

Auch Hlr. halophila ist ein Vertreter der Ectothiorhodospiraceae. Unter dem Mikroskop
erscheint der Organismus als Spirillen oder Stabchen mit einer GrofRe von 0,9 - 1,2 X 4-6 um
oder langer (Imhoff & Suling, 1996). Die Zellen sind durch bipolare, ummantelte Flagellen
beweglich. Im Gegensatz zu Alc. vinosum, Tca. roseopersicina und Hlr. halophila haben
Kulturen von Hir. abdelmalekii eine blassgrine Farbe. Auch in diesem Vertreter der Gattung
Halorhodospira ist das photosynthetische Membransystem in lamellenartigen Stapeln von
Membranen angeordnet. Der Organismus wéchst unter strikt anoxischen Bedingungen in
Anwesenheit von Sulfid, anorganischem Carbonat und organischen Kohlenstoffquellen,
wobei es sich bei diesen um Acetat, Propionat, Pyruvat, Succinat, Fumarat und Malat handeln
kann. Dabei bildet er extrazelluldare Schwefelkugeln, die ebenfalls aus Bis-Organylsulfanen
bestehen (Prange et al., 2002a). Diese werden nicht weiter zu Sulfat oxidiert (Then & Triper,
1983). Fiir optimales Wachstum bendtigt der Organismus hohe Salzkonzentrationen (12-18 %
NaCl), eine Temperatur von 30 - 44 °C und einen pH-Wert von 8,0 - 9,2 (Imhoff, 2005b).
Seine naturlichen Habitate sind Salz- und Sodaseen.

4 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Der erste beschaftigt sich mit dem Sox-

Multienzymkomplex von Alc. vinosum. Es sollte untersucht werden, inwieweit neben SoxYZ
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A Einleitung

auch die Proteine SoxB und SoxXA in die Oxidation von Sulfit involviert sind und damit
geklart werden, ob es sich bei dem Sox-Komplex um das essentielle System zur
Sulfitoxidation in Alc. vinosum handelt. Zudem sollten erste Erkenntnisse zur
transkriptionalen und translationalen Regulation der sox-Gene gewonnen werden. Bisher
wurden zahlreiche Experimente zur physiologischen Rolle und zur Biochemie des Sox-
Systems in Alc. vinosum durchgefiihrt, wéhrend tber die Regulation so gut wie nichts bekannt
ist.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Verwertung von Elementarschwefel durch Alc. vinosum,
Tca. roseopersicina, Hir. halophila und HIlr. abdelmalekii untersucht werden, wobei Alc.
vinosum hier im Vordergrund stand. Mit Hilfe von X-ray absorption near edge structure-
Spektroskopie sollte geklart werden, ob die Speziation des Elementarschwefels Einfluss auf
dessen Verwertung hat. Auch der Frage, ob flr die Aufnahme von Elementarschwefel in Alc.
vinosum direkter Zell-Schwefelkontakt notwendig ist oder der Elementarschwefel durch
I6sliche Substanzen in Distanz zur Zelle mobilisiert wird, sollte nachgegangen werden.
Gegebenenfalls sollte geklart werden, durch welche Mechanismen der Zell-Schwefelkontakt
hergestellt wird bzw. fur die Mobilisierung des Elementarschwefels verantwortliche
Substanzen identifiziert werden. Zusétzlich sollte der Einfluss verschiedener Inhibitoren auf

die Aufnahme von Elementarschwefel in Alc. vinosum untersucht werden.
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Material & Methoden

1 Chemikalien, Enzyme, Kits, sonstige Materialien und Software

1.1 Chemikalien

30 % Acrylamid/ Bisacrylamid Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Anthron Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
EGTA Roth (Karlsruhe, Deutschland)
HEPES Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Methansulfonséure Merck (Darmstadt, Deutschland)
Monobromobiman Fluka (Miinchen, Deutschland)
Nonidet P40 Fluka (Miinchen, Deutschland)
Rifampicin Fluka (Miinchen, Deutschland)
4 x Rotiload 1 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Zwittergent 3-12 Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Alle weiteren Chemikalen wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland),
Merck (Darmstadt, Deutschland) und Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

1.2 Enzyme

CIAP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Lysozym (aus Hiihnereiweil3) Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Restriktionsendonukleasen Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
RNasin RNase Inhibitor Promega (Mannheim, Deutschland)
T4-Ligase Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
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1.3 Kits

BCA Protein Assay

GC-RICH PCR System
QIlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAgen RT-PCR Kit
Riboprobe System T7
RNase-Free DNase Set

1.4 Sonstige Materialien

ABgene PCR-Plates
Adhesive PCR Film
Anaerocult A
Anaerotest
Cryo-Tubes
1-kb-Leiter
1-kb-RNA-Leiter
Dialyseschlauche
Kaptonfolie Typ 7010

Kohlendioxid
Nitrocellulose-Filter

PageRuler Prestaind Protein Ladder

Polypropylenfolie
Sterilfilter (0,2 pl)
Stickstoff

Whatman 3MM-Papier

B Material & Methoden

Pierce (Waltham, USA)

Roche (Mannheim, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Scientific (Egelsbach, Deutschland)
Thermo Scientific (Egelsbach, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Nunc (Langenselbold, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Spectrapor (Breda, Niederlande)

CWC Klebetechnik, Frankenthal,
Deutschland

Air Products (Hattingen, Deutschland)
Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
SPEX Industries, Metuchen, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Air Products (Hattingen, Deutschland)
Whatman (Maidstone, United Kingdom)
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1.5 Computersoftware und Onlinetools

BLAST
BProm

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
http://linux1.softberry.com/berry.phtml
Clone Manager 5.03 Scientific & Educational Software
Clustalw
Microsoft Office 2003

Neuronal Networks Promoter Prediction

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
Microsoft Corporation
http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html

PC 1000 Thermo Separation Products Inc.
Primer3 http://[frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm
Reputer http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/reputer/

iQ Optical System Software Version 3.1 Biorad (Miinchen, Deutschland)

2 Organismen, Oligonukleotide und Plasmide

2.1 Organismen

Tabelle 1. Verwendete Bakterienstamme.

Bakterienstamm

Genetische Marker

Referenz

Allochromatium vinosum
Allochromatium vinosum
Rif50

Allochromatium vinosum
DSM180"
Allochromatium vinosum
SoxXBX::Q-Km
Allochromatium vinosum
SoxX::Q2-Km
Allochromatium vinosum
AsoxY

Allochromatium vinosum
aprAB::Q-Km
Allochromatium vinosum
AsoxY-aprAB::Q-Km
Allochromatium vinosum
Tl-soxB

Allochromatium vinosum
Tl-soxX

Allochromatium vinosum
Tl-soxY

Rif'
Typenstamm

DMSZ 185; Km";
soxB::Q2-Km
DMSZ 185; Km";
soxX::Q2-Km
Rif50; Rif"; AsoxY

Rif50; Rif'; Km'; aprAB::Q-Km

Rif50; Rif"; Km"; AsoxY;
aprAB::Q-Km

Rif50; Rif'; Km'"; pK235-s0xB in
soxB

Rif50; Rif’; Km'"; pK235-soxX in
soxX

Rif50; Rif’; Km"; pK236-soxY in
soxY
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Escherichia coli
Escherichia coli DH5a F'; ®80d lacZAM15; A(lacZYA-
argF)U169; recA;

endA1; hsdR17 (rk” mk"); supE44;
Athi-1; gyrA; relAl

294 (recA pro res mod®)

Tp'; Sm'
(pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7)

Escherichia coli S17-1

Sonstige

Halorhodospira halophila SL1
DSMZ 244"

Thiocapsa roseopersicina BBS
Halorhodospira abdelmalekii
DSMZ 2110"

Hanahan, 1983

Simon et al.,
1983

Raymond & Sistrom,
1969

Bogorov, 1974

Imhoff & Triiper, 1981

2.2 Oligonukleotide

Tabelle 2. Verwendete Oligonukleotide.

Oligonukleotid 5 - 3'Sequenz

RNA-soxB-std-for taatacgactcactatagggagatccatgacgccgacgaa
RNA-soxB-std-rev ctgctgcatatcaccgacac

RNA-soxX-std-for taatacgactcactatagggaatcgatcgctatccaccac
RNA-soxX-std-rev cagcgagggtagtggttcat

RNA-soxY -std-for taatacgactcactatagggcgcaaagacaagagaggaga
RNA-soxY-std-rev tgacttcgttggtcttgctg

RNA-soxB-for gatgacgtaaggctcgaagg

RNA-soxB-rev agttcacctatggcgacgag

RNA-soxX-for gaccttcccgacgacctc

RNA-soxX-rev acggaaaacgtgtctgcatc

RNA-soxY-for ggcgtcacttccatcagtct

RNA-soxY-rev gacgctcttggcgttcttat

lacZp_soxB_for
lacZp_soxB_rev
lacZp_soxX_for
lacZp_soxX_rev
lacZp_soxY _for
lacZp_soxY _rev

atcctcctgggcatcggttaaagcettttgttc
cagcgagggtagtggttcatgtcgacgatgge
acctctgtcgacttgatgacgtaaggctcgaa
cgaaatctcctctcgatcataagctttgacgt
gcataggtcgacaattcctgcgeacceate
tttgcgtttggcttcgegaagcttttctte

pK18mobsacB-for gctgaagccagttaccttcg

pK18mobsacB-rev gctataatgaccccgaagca
aprB-for tgctgggagtgctactectg

aprA-rev ccgtcctcgatgattgtctt
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2.3 Plasmide
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Tabelle 3. Verwendete Vektoren.

Plasmid Genotyp Referenz

pK18mobsacB Km', Mob®, sacB, oriV, oriT, lacZa Schéfer et al.,
1994

pPR-IBA 1 Ap', Strep-tag Il (c-terminal) IBA Biotagnology

pBBR1IMCS-2 Km', Mob", rep, lacZa Kovach et al.,
1995

pPR- Ap', Xbal - Ncol-Fragment (soxYZ) in pPR-IBA 1,  diese Arbeit

SoxYZ_strep Strep-tag Il (c-terminal)

pSoxYZ_strep Km', Mob®, rep, lacZa, Xbal - HindIl1-Fragment diese Arbeit

pPHU235
pPHU236
pK235
pK236
pK235-soxB
pK235-soxX
pK236-soxY

PNTS35

aus pPR-SoxYZ_strep, Strep-tag Il (c-terminal)
Broad-host-range lacZ fusion vector
Broad-host-range lacZ fusion vector

Km', Mob", sacB, oriV, oriT, lacZa, EcoRlI - Sall-
Fragment (lacZ) aus pPHU235

Km', Mob", sacB, oriV, oriT, lacZa, EcoRlI - Sall-
Fragment (lacZ) aus pPHU236

Km', Mob", sacB, oriV, oriT, lacZa, Pstl - HindlI1-
Fragment (Promotorregion soxB) in pK235

Km', Mob", sacB, oriV, oriT, lacZa, Pstl - HindlI1-
Fragment (Promotorregion soxX) in pK235

Km', Mob", sacB, oriV, oriT, lacZa, Pstl - HindlI1-
Fragment (Promotorregion soxY) in pK236
Km'-Kassette (EcoRI) aus pHP45Q-Km in Pvull in
aprB

Hibner et al., 1991
Hibner et al., 1991
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Dahl, 1996

3 Mikrobiologische Methoden

3.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte bei 37 °C in Réhrchen mit Flussigkultur unter Schitteln bei

180 rpm oder auf Agarplatten. Es wurde LB-Medium (Sambrook et al., 1989) verwendet.

Nach Transformationen wurde das nahrstoffreichere 2 x YT-Medium verwendet (Sambrook et

al., 1989).
LB-Medium 2 X YT-Medium
10g Trypton 16 g Trypton
5g Hefeextrakt 10g Hefeextrakt
5g NaCl 5g NaCl
adlL dHO adlL dH,O
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Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren (20 min bei
121 °C) 15 g Agar zugesetzt. Antibiotika zur Selektion nach Transformationen wurden dem
noch etwa 50 °C warmen Medium je nach Bedarf in den in Tabelle 4 aufgefihrten
Konzentrationen zugesetzt. Flissigen Nahrmedien wurde kurz vor dem Gebrauch das

entsprechende Antibiotikum aus einer sterilen Stammldsung hinzugeftigt.

Tabelle 4. Antibiotikakonzentrationen, die zur Selektion von E. coli nach Transformationen

eingesetzt wurden.

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin 100 pg mL™
Kanamycin 50 pg mL™

3.2 Kultivierung von Allochromatium vinosum

3.2.1 Nahrmedien fir die Anzucht und Aufbewahrung von Alc. vinosum

Fir die Anzucht von Alc. vinosum wurden RCV-Medium (Weaver et al., 1975) und

Nullmedium (Hensen et al., 2006) verwendet.

RCV-Medium RAH-Medium

50 mL RAH-Medium 60 g Malat

0,59  Hefeextrakt 24 ¢ NH.CI

18¢g NaOH 49 MgSO4 x 7 H,0
adlL  dH)O 1449 CaCl, x 2 H,0O

20 mL  10x Spurenelementlésung SL12
ad 1L dH,0O

KPP-Puffer

180 mM K;HPO4-KH,PO,4-Puffer, pH 7,0

10x Spurenelementlésung SL12 (nach Pfennig und Truper, 1992)
3049 EDTA-di-Natrium-Salz
119 FeSO4 x 7 H,0

3 g H;BO;
19g CoCl; x 6 H,O
0,5 0] MnC|2 x 4 H,0O

0,42g  ZnCl,

0,24 g NiCl; x 6 H,0O

0,18 ¢ Na;MoO4

0,02g CuCl; x 2 H,0

adlL dH)O
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Der KPP- Puffer wurde getrennt vom restlichen RCV-Medium autoklaviert und erst vor dem
Gebrauch zugegeben. Zur Selektion und Kultivierung von Alc. vinosum-Mutanten wurde dem
Medium vor der Verwendung Antibiotikum in den in Tabelle 5 aufgefiihrten Konzentrationen

zZugesetzt.

Tabelle 5: Zur Anzucht von Alc. vinosum-Mutanten eingesetzte Antibiotikakonzentrationen.

Antibiotikum Endkonzentration
Kanamycin 20 pg ml*t
Rifampicin 50 pg ml™

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem RCV-Medium ohne KPP-Puffer vor dem
Autoklavieren 15 g Agar zugefiigt und der KPP-Puffer erst nach dem Abkuhlen auf 55 °C
zugegeben. Die so hergestellten Agarplatten wurden ausschlieBlich  fir  die

Konjugationsansatze zwischen E. coli und Alc. vinosum verwendet.

Nullmedium Salzlésung
8L Salzlésung 3,39 KCI
1L Carbonatlésung 3,30 MgCl; x 6 H,0
1L Phosphatlésung 4,39 CaCl, x 2 H,0
339 NH,CI
10 mL 10x SL12
ad 8L deO
Carbonatlgsung Phosphatlésung
3,3g KH;PO,4 15g NaHCOs
adlL dH,O adlL dHO

Die Salz-, Carbonat- und Phosphatlésung wurden getrennt voneinander autoklaviert (60 min
bei 121 °C). Nach dem Abkuhlen wurden Carbonat- und Phosphatlésung unter
Stickstoffbegasung zur Salzlésung gegeben, wobei die urspringlich klare Losung triib wurde.
AnschlieBend wurde das Medium mit Kohlendioxid durchblasen, bis es wieder seinen klaren
Zustand erreichte. Zu diesem Zeitpunkt lag der pH-Wert der Losung etwa bei pH 6,5 - 6,8.
Das fertige Medium wurde in sterile Schraubdeckelflaschen geftllt und bei Raumtemperatur
gelagert. Vor Verwendung wurde dem Nullmedium in den gewinschten Konzentrationen
Sulfid, Thiosulfat oder Sulfit zugegeben. Deren Natriumsalze wurden in dH,O in 1 M Stamm-
I6sungen angesetzt, autoklaviert (20 min bei 121 °C) und anschlieBend bei Raumtemperatur
gelagert.

Nach Konjugationen wurden zur Selektion auf positive Klone Phytagelplatten verwendet.
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Phytagelplatten

6,25 mL RAH-Medium 6 mL KPP-Puffer

62 mg Hefeextrakt 325 uL  Sulfid-Futterlésung
225mg NaOH 250 uL 1 M Natriumacetat
625 mg NaCl 250 ]JL 1M N&zSzOg x5H,0

1,25¢ Phytagel
ad 125 mL dH,0
pH 7,0

KPP-Puffer, Sulfid-Futterlosung, 1 M Natriumacetat und 1 M Na;S;03 x 5 H,O wurden
getrennt autoklaviert und kurz vor dem GielRen der Platten zugegeben. Zudem wurden die
Antibiotika, gegen die die verwendeten Mutanten Resistenzen zeigten, in entsprechenden

Konzentrationen (siehe Tabelle 5) zugesetzt.

Sulfid-Futterlésung
31g HNaS x H,O
5049 NaHCO;

ad 100 mL dH,0O

Die Ldsung wurde autoklaviert (20 min bei 121 °C) und anschlieRend bei Raumtemperatur

gelagert.

3.2.2 Kulturverfahren fur Alc. vinosum

In der Regel wurde Alc. vinosum als Flussigkultur in randvollen 100 mL Kulturflaschen mit
gasdichtem Schraubverschluss photoorganoheterotroph in RCV-Medium angezogen. Das
Medium, dem Antibiotika zugesetzt wurden, gegen die Resistenzen seitens der Mutante
vorlagen, wurde 10 %ig mit der Vorkultur beimpft und bei 30 °C im Lichtbrutschrank fir 3-
7 Tage inkubiert. Bei schlechtem Wachstum der Kulturen wurden den Kulturflaschen 200 uL
Sulfid-Futterlésung zugegeben.

Auf Agarplatten wurde Alc. vinosum unter anoxischen Bedingungen im Anaerobentopf bei
30 °C fur 5-14 Tage im Licht kultiviert. Das anoxische Milieu im Anaerobentopf wurde durch
Anaerocult A erzeugt. Die Entstehung des O,-freien Milieus wurde durch die Zugabe eines
angefeuchteten Indikatorstabchens (Anaerotest) tiberprift.

Kulturen von Alc. vinosum wurden mikroskopisch auf ihre Reinheit Uberpruft. AulRerdem
wurden die Kulturen bei jedem Uberimpfen auf LB-Platten ausplattiert und bei 37 °C unter

oxischen Bedingungen auf Kontaminationen tberpriift.
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3.2.3 Aufbewahrung von Alc. vinosum

Zur langerfristigen Konservierung wurden Stickstoffkulturen angelegt. Dafur wurden 100 mL
einer vier Tage alten Kultur fiir 10 min bei 4000 g zentrifugiert und anschlielend in 6 mL
Rucklauf resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit der gleichen Menge sterilem
10 % DMSO vermischt und in 2 ml Cryo-GeféRe mit Schraubverschluss tberfiihrt. Diese

wurden in flissigem Stickstoff gelagert.

3.3 Kultivierung von Tca. roseopersicina

3.3.1 Nahrmedium fur die Anzucht von Tca. roseopersicina

Tca. roseopersicina wurde in Pfennigs Medium (Pfennig & Trlper, 1992) kultiviert. Pfennigs
Medium entspricht dem in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Nullmedium, dem zusatzlich zur
Carbonat- und Phosphatldsung nach den Autoklavieren eine Sulfidlésung zugefligt wird. Dem
Medium wurden zudem 0,001 % Vitamin B12 zugesetzt.

Sulfidlésung
49 HNaS x H,O
ad 250 mL dH,0O

3.3.2 Kulturverfahren fir Tca. roseopersicina
Tca. roseopersicina wurde als Flussigkultur in randvollen 1 L Kulturflaschen mit gasdichtem
Schraubverschluss photolithoautotroph in Pfennigs Medium mit Vitamin B12 angezogen.

Die Kulturen wurden 10 %ig angeimpft und bei 30 °C im Lichtbrutschrank fur 3-7 Tage
inkubiert.

3.4 Kultivierung von Hlr. halophila

3.4.1 Nahrmedium fur die Anzucht von Hir. halophila

HIr. halophila wurde in Medium flr extrem Halophile (Imhoff, 1992) angezogen.
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Medium fur extrem Halophile Carbonatpuffer
0,89 KH,PO4 1 M Na,CO3/ NaHCOs-Puffer, pH 9,0
29 Natriumacetat
1 0] Na,S,03 x 5 H,O 5mL 2% (W/ V) MgC|2 x 7 H,O
130 ¢ NaCl 5mL 1% (w/v)CaCl, x 2 H,0O
1mL SLA 5-10mL 5% (w/ v) HNaS x H,0
375mL  Carbonatpuffer 4mL 20 % (w/ v) NH4CI

ad 975 mL dH,0

Spurenelementlésung SLA (nach Imhoff, 1992)
18¢g FeCl, x 4 H,0
250 mg CoCl; x 6 H,0
10 mg NiCl; x 6 H,0O
10 mg CuCl; x 2 H,0

70 mg MnCl; x 4 H,0
100 mg ZnCl,
500 mg H;BO;

30 mg Na;MoO4

10 mg Na28e03 x 5H,0
ad 1L dH.0

Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Sulfid und Ammoniumchlorid wurden nach dem

Autoklavieren zugegeben.

3.4.2 Kulturverfahren fur Hir. halophila

HIr. halophila wurde als Flussigkultur in randvollen 1 L Kulturflaschen mit gasdichtem
Schraubverschluss photomixotroph in Medium fiir extrem Halophile angezogen. Die Kulturen

wurden 10 %ig angeimpft und bei 40 °C im Lichtbrutschrank fir 3-7 Tage inkubiert. Hierbei
wurden die Deckel leicht gedffnet, um die Ausdehnung des Mediums bei 40 °C zu erlauben.

3.5 Kultivierung von Hlr. abdelmalekii

3.5.1 Nahrmedium fur die Anzucht von Hlr. abdelmalekii
HIr. abdelmalekii wurde in einem abgewandelten Medium fir extrem Halophile (Imhoff,

1992) angezogen. Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Sulfid, Ammoniumchlorid und die

sterilfiltrierte Vitaminlésung wurden nach dem Autoklavieren zugegeben.
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Medium fur extrem Halophile Carbonatpuffer
0,89 KH,PO4 1 M Na,CO3/ NaHCOs-Puffer, pH 9,0
29 Natriumacetat
13 g NaSO4 5mL 2% (w/v) MgCl, x 7 H,O
117 g NaCl 5mL 1% (w/v) CaCl, x 2 H,0
imL  SLA 5-10mL 5% (w/ v) HNaS x H,0
200 mL Carbonatpuffer 4mL 20 % (w/ v) NH,CI
ad 975 mL dH,0O 1mL Vitaminlosung
Vitaminlésung
10mgmL*  Biotin
35 mg mL™ Nikotinsaureamid
30mgmL?  Thiamin-HCI x 2 H,0
20mgmL?  p-Aminobenzoeséure
10mg mL*  Pyridoxalhydrochlorid
5mgmL*  Vitamin B12

3.5.2 Kulturverfahren fur HIr. abdelmalekii

HIr. abdelmalekii wurde als Flussigkultur in randvollen 1 L Kulturflaschen mit gasdichtem
Schraubverschluss photomixotroph in abgewandeltem Medium fir extrem Halophile
angezogen. Die Kulturen wurden 10 %ig angeimpft und bei 40 °C im Lichtbrutschrank fur 3-
7 Tage inkubiert. Hierbei wurden die Deckel leicht gedffnet, um die Ausdehnung des
Mediums bei 40 °C zu erlauben.

3.6 Kulturverfahren des Umsatzes reduzierter

zur  Bestimmung

Schwefelverbindungen

3.6.1 Kultivierung im Fermenter

Die Versuche zum Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen durch Alc. vinosum Rif50,
Alc. vinosum DSM 180", verschiedene Alc. vinosum-Mutanten, Tca. roseopersicina,
HIr. halophila und HIlr. abdelmalekii wurden in einem temperierbaren Glasfermenter mit
1,5 L Kulturvolumen durchgefiihrt. Der Glasdeckel des Fermenters hatte sechs Anschliisse.
Der pH-Wert der Kultur wurde wahrend des Fermenterlaufs mit Hilfe einer pH-Elektrode, die
an eine pH-Regulationseinheit (Mostec, Liestal, Schweiz) angeschlossen war, bestimmt. Die
Regelung des pH-Wertes durch Zufuhr von 1 M HCI oder 1 M Na,COs erfolgte manuell Gber
zwei 10 mL Spritzen, die durch ein Septum im Fermenterdeckel gestochen wurden. Um fiir

eine anoxische Atmosphére im Fermenterinneren zu sorgen, wurde tber einen mit Wattefilter
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ausgestatteten Schlauch, eine mit Stickstoff gefiillte Gummiblase angeschlossen. Die
Probenahme erfolgte Gber einen in das Kulturmedium ragenden Entnahmeschlauch. Der
funfte, mit einem Glasdeckel versehene Anschluss diente zur Beflillung des Fermenters mit
Medium und Vorkultur. Die sechste Offnung wurde mit einem Deckel mit Gummidichtung
verschlossen, da sie fiir den Betrieb des Fermenters nicht ntig war. Der Versuchsaufbau ist in
Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4. Versuchsaufbau zur Bestimmung des Umsatzes reduzierter Schwefelverbin-
dungen durch Alc. vinosum. A: Begasung; B: pH-Elektrode; C: pH-Regulation; D: Proben-
nahme; E: Temperierung Zulauf; F: Temperierung Ablauf; G: Magnetrihrer

Der Fermenter mit Magnetriihrstab, Begasungs- und Probenahmeschlauch und eingesetzter
pH-Elektrode und die zur pH-Regulation bendtigte S&ure und Base wurden autoklaviert
20 min bei 121 °C). Die Vorkultur wurde fur Alc. vinosum photoorganoheterotroph, fiir
Tca. roseopersicina photolithoautotroph  mit  Sulfid und fir HIlr. halophila und
HIr. abdelmalekii photoorganoheterotroph in einem Volumen von 250 mL angezogen und in
der exponentiellen Wachstumsphase in sterilen Zentrifugenbechern (500 mL) fir 10 min bei
10000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in einem minimalen Ricklaufvolumen
resuspendiert und unter Stickstoffatmosphédre in den zuvor mit Nullmedium befiillten
Fermenter gegeben. Wéhrend des Versuchs wurde der Fermenter Gber ein Wasserbad auf
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30 °C temperiert und beidseitig mit 60 W-Strahlern beleuchtet. Um den Versuch zu beginnen,
wurde die betreffende Schwefelverbindung zugegeben. Elementarschwefel wurde ohne
autoklavieren in fester Form in den Fermenter gegeben, um die Speziation durch das Erhitzen

nicht zu verandern.

3.6.2. Kultivierung in Flaschen

Die Wachstumsversuche fur die Analyse der Kulturtiberstdnde durch X ANES-Spektroskopie
und zur Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf die Schwefelaufnahme wurden in
100 mL Kulturflaschen durchgefuhrt. Hierfir wurden diese mit Nullmedium und der
entsprechenden  Schwefelverbindung gefullt. Handelte es sich bei dieser um
Elementarschwefel, wurden die Flaschen mit Hilfe eines Magnetriihrstabes im Licht gerihrt,
bei Wachstum mit Sulfid und Thiosulfat wurden sie bei 30 °C im Lichtbrutschrank inkubiert.
Als Vorkultur wurden 25 mL photoorganoheterotroph angezogene Kultur verwendet, die
10 min bei 4000 g zentrifugiert wurden. Das Sediment wurde im Riicklauf resuspendiert und
anschlieend in die Kulturflaschen gegeben. Nach der Probennahme wurden die Flaschen mit
Nullmedium wieder randvoll gefullt. Der pH-Wert wurde grob mit Hilfe von 1 M HCI und
1 M NaCOj; auf pH 7 eingestellt.

3.7 Mikroskopische Methoden

Um die erfolgreiche Einkapselung von Alc. vinosum durch LbL zu beobachten, wurden die
Zellen  sowohl im  konfokalen  Laser-Scanning- Mikroskop als auch im
Rasterelektronenmikroskop betrachtet.

3.7.1 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Negativ geladene Zellen wurden mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert. 1 mL der
eingekapselten Zellen wurde fur 10 min mit FITC inkubiert, anschlieBend wurden die Zellen
zehn mal fur 5 min bei 2000 g mit dH,O gewaschen. Die Proben wurden unter einem Leica
DMI RE2 konfokalen Laser-Scanning Mikroskop, das mit einem 65 x Olimmersionsobjektiv
ausgestattet war, betrachtet.
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3.7.2 Rasterelektronenmikroskopie

Fir die Rasterelektronenmikroskopie wurde 1 mL der eingekapselten Zellen drei Mal bei
2000 g fir 5 min mit dH,O gewaschen. AnschlieBend wurden 100 uL der Probe an der Luft
getrocknet, mit einer 3 nm dicken Iridiumschicht gesputtert und unter einem Hitachi S 4800
FE Rasterelektronenmikroskop betrachtet.

4 Chemisch-analytische Methoden

4.1 Analytische Bestimmung von Schwefelverbindungen

Die Bestimmung der Schwefelverbindungen Sulfid, Thiosulfat, Sulfit, Polysulfide und Sulfat
erfolgte Gber Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) nach Rethmeier et al., 1997.
Sulfid, Thiosulfat, Sulfit und Polysulfide wurden als Monobromobimanederviate uber
Reversed-Phase-Chromatographie verbunden mit Fluoreszenzdetektion nachgewiesen,
wéhrend fur Sulfat lonenchromatographie an einer Anionenaustauschersédule mit
anschlieender UV-Detektion verwendet wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Gerét
der Firma Thermo Separation Products (Egelsbach, Deutschland) verwendet, dass sich aus

folgenden Bestandteilen zusammen setzte:

Entgaser SCM1000

Pumpe P200, P4000

Detektor Fluoreszenzdetektor FL3000, UV-Detektor
UVv150

Séulenofen Column Thermostat Jetstream?2

4.1.1 HPLC-Analyse von Monobromobimanderivaten

In einem 1,5 mL Mikroreaktionsgefdl wurden 50 uL HEPES-Puffer und 55 pL Acetonitril
vorgelegt. Zu diesem Ansatz wurden 50 pL Kultur und 5 pL in Acetonitril gelostes
48 mM Monobromobiman gegeben. AnschlieBend wurde 30 min im Dunkeln inkubiert. Die
Derivatisierungsreaktion wurde durch Zugabe von 100 pL 65 mM Methansulfonsdure
abgestoppt. Bis zur endgultigen Analyse der Proben wurden diese bei -20 °C gelagert.

Vor der Analyse wurden die Proben 10 min bei 16100 g zentrifugiert. Fir die eigentliche
Analyse wurden 10 pL des Uberstandes entnommen und mit 190 uL des Laufmittels A ge-
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HEPES-Puffer

1,29 HEPES

1,0 mL 0,5 MEDTA pH 8,0
ad 100 mL rH,O

gemischt. Aus diesem Gemisch wurden 10 pL auf die Sdule injiziert und iiber Reversed-Phase

Chromatographie getrennt.

Laufmittel A

0,25 % (v/v) Essigsaure, mit 10 M NaOH auf pH 4,0 titriert, Filtration durch Membranfilter
(Porengrofe 0,22 um)

Laufmittel B

Methanol

Trennsaule

LiChrospher 100 RP18 (125 - 4, 5 um) Merck (Darmstadt, Deutschland)
Elutionsprotokoll

lineare Gradienten

Zeit [min] % A % B

0 85 15
5 85 15
50 55 45
55 0 100
58 0 100
61 85 15
76 85 15

Flussrate

1,0 mL min®

Temperatur des Saulenofens

35°C

Detektion

Fluoreszenzdetektion, Anregung bei 380 nm, Emission bei 480 nm

4.1.2 HPLC-Analyse von Sulfat

Zur Bestimmung von Sulfat wurde 1 mL Kultur 4 min bei 16100 g abzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt. Die Uberstande wurden bis zur Analyse bei
-20 °C gelagert. Vor der Analyse wurden sie ein weiteres Mal 10 min bei 16100 ¢
zentrifugiert und anschlieBend 60 pL des Uberstandes auf die Saule injiziert.

Laufmittel A

4 mM p-Hydroxybenzoesaure

Laufmittel B

Methanol

Trennsaule

PRP-X100 Hamilton (Bonaduz, Schweiz)
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Elutionsprotokoll

isokratisch, 97 % Laufmittel A, 3 % Laufmittel B
Flussrate

2 mL min?

Detektion

UV-Detektion bei 254 nm

4.1.3 Nasschemische Sulfatbestimmung

Auf Grund der hohen Salzkonzentrationen konnte in Hir. halophila-Kulturen Sulfat nicht
mittels lonenchromatographie bestimmt werden. Daher wurde in diesem Fall die
turbidometrische Bestimmung von Sulfat nach Sorbd (1987) genutzt. Hierfir wurden 300 puL
Kultur bei 16100 g fiir 4 min zentrifugiert und der Uberstand mit 300 pL 0,5 M TCA versetzt.
Der Ansatz wurde 10 min bei Raumtemperatur offen inkubiert und anschlieRend ein weiteres
Mal bei 16100 g fiir 1 min zentrifugiert. Ein 100 uL-Aliquot der Probe wurde in eine 96 well-
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 60 pL 0,25 M TCA versetzt. Nach Zugabe von 40 pL
BaCl,-Reagenz wurde die Platte fir 20 min geschdttelt und schlieBlich die Absorption bei

450 nm bestimmt.

BaCl,-Reagenz

0,489 g BaC|2 x 2 H,O
759 PEG6000

ad 50 mL dH,0

Fir die Kallibriergerade wurde ein Volumen 10 mM Na,SO4 mit einem Volumen 0,5 M TCA
versetzt. Von dieser Losung wurden 160 pL in die 96 well-Mikrotiterplatte gegeben und mit
40 uL BaCl,-Reagenz versetzt. Die Kallibriergerade wurde im Bereich von 25 - 500 nmol
Na,SO; erstellt.

4.1.4 Nasschemische Sulfitbestimmung

Wéhrend einiger Wachstumsversuche wurde Sulfit nasschemisch bestimmt, um den Verlauf
der Sulfitkonzentrationen wéhrend des Experiments besser beurteilen zu kénnen. Die
Bestimmung erfolgte colorimetrisch mit der Fuchsinmethode (modifiziert nach Grant, 1947).
Fir die Analyse wurde 1 mL Kultur fiir 4 min bei 16100 g zentrifugiert und zwischen 7 und
10 pL des Uberstandes in die Analyse eingesetzt. Der Ansatz erfolgte in einem 1,5 mL

Safelock-Mikroreaktionsgefal.
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690 uL  Probe + dH,0

200 uL 2 % Zink-Acetat

100 uL.  Fuchsin-Reagenz
mischen, 10 min inkubieren
10 uL 37 % Formaldehyd

mischen, 10 min inkubieren

AnschlieBend wurde die Extinktion bei 570 nm gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die

Kallibriergerade wurde mit Natriumsulfit im Bereich von 0-40 nmol/Ansatz erstellt.

Fuchsin-Reagenz
0,04 % Fuchsin in 10 % H»SO4

4.1.5 Bestimmung des intrazellularen Schwefels

Der intrazelluldre Schwefel wurde colorimetrisch bestimmt (modifiziert nach Bartlett und
Skoog, 1954). 200 uL einer Kulturprobe wurden in einem Safelock-Mikroreaktionsgefal? fur
4 min bei 16100 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei -20 °C bis
zur Analyse gelagert. VVor der Analyse wurde das Pellet in 200 uL dH,O resuspendiert.

200 uL  Sediment indH,O
100 uL 0,2 M Natriumcyanid
10 min bei 100 °C inkubieren
650 uL.  dH,0O

50 uL  Eisennitrat-Reagenz

Der Ansatz wurde fur 2 min bei 16100 g zentrifugiert und bei einer Wellenldnge von 460 nm
gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die Kallibriergerade wurde mit 0,25 M
Natriumrhodanid im Bereich von 0-350 nmol/Ansatz erstellt.

Eisennitrat-Reagenz
3049 Fe(NO3); x 9 H,0O
40 mL 55 % HNO;3

ad 100 mL dH,0O

4.1.6 Bestimmung der Proteinkonzentration in Alc. vinosum-Kulturen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Alc. vinosum-Kulturen erfolgte mit Hilfe von
Bradford-Reagenz nach Anleitung des Herstellers. Es wurde 1 mL Kultur fir 4 min bei
16100 g zentrifugiert und die Sedimente anschlieend bei -20 °C bis zur Analyse gelagert.
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Vor der Analyse wurde das Sediment in 1 mL 1 M NaOH resuspendiert und fir 5 min bei
95 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 3 min bei 16100 g wurden 25 uL Uberstand
mit 750 pL Bradford-Reagenz versetzt und 10 min inkubiert. Anschlielend wurde die
Extinktion bei 595 nm gegen den Reagenzienleerwert gemessen. Die Analyse wurde in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Kallibriergerade wurde mit 2 mg mL™ BSA im Bereich
von 0-1,4 mg mL™ erstellt.

4.1.7 Bestimmung der Konzentration von Proteinlésungen

Um die Proteinkonzentrationen der isolierten Proteine der &uBeren Membran und der
extrahierten extrazellularen, polymeren Substanzen zu bestimmen, wurde das BCA Protein-
Assay verwendet. Die Analyse wurde in 96-well-Platten nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Daflir wurden 25 pL Proteinprobe mit 200 pL Arbeitsreagenz gemischt und fiir
30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 550 nm gegen den
Reagenzienleerwert gemessen. Die Kallibriergerade wurde mit dem mitgelieferten BSA-
Standard im Bereich von 0 - 500 pg mL™ erstellt.

4.1.8 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

Die Konzentration von Nukleinséurel6sungen wurde durch Messung der optischen Dichte bei
260 nm bestimmt (Sambrook et al., 1989). Die Ldsungen wurden mit rH,O entsprechend
verdiinnt und ihre Konzentrationen in einem Kiivettenvolumen von 50 pL bestimmt. Die

Berechnung der Konzentration erfolgte nach folgender Formel:

¢ [ugmL™) = ODggo x V x F
OD260 = Absorption bei 260 nm
V = Verdinnungsfaktor
F = Multiplikationfaktor: 50 pg mL™ fiir dsSDNA; 40 pg mL™ fiir RNA

Fir die Berechnung der Konzentrationen der RNA-Standards fir die quantitative real-time
RT-PCR wurde ein Richtwert von 333 g mol™ pro Base verwendet.
Die Reinheit der Préparationen wurde Anhand des Verhéltnisses ODjgso/ ODggo Uberpriift,

welches fur proteinfreie Nukleinsdureldsungen zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte.
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4.1.9 Zuckerbestimmung

Um die Zuckerkonzentration nach der Extraktion von extrazelluldren, polymeren Substanzen
zu bestimmen, wurde die Methode nach Kakii et al. (1986) verwendet. Hierfiir wurden
333 uL. Probe mit 667 pL Anthronlosung versetzt und gemischt. AnschlieBend wurde der
Ansatz fiir 15 min bei 100 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde die Extinktion bei
620 nm gegen den Reagenzienleerwert bestimmt. Die Kallibriergerade wurde mit einer
Glucosestammldsung im Bereich von 10 - 50 pg mL™ erstellt.

Anthronldsung
0,2 g Anthron in 100 mL H,SO,

5 Molekularbiologische Methoden

5.1 Amplifikation von DNA und RNA

5.1.1 Standardprotokoll fir die PCR

Die PCR erlaubt die Amplifikation groRer Mengen DNA-Fragmente mit definierter Lange
von bekannten DNA-Sequenzen (Mullis et al., 1986). Eine Standard-PCR wurde mit dem
GC-RICH PCR System durchgefiihrt. Dieses Kit bietet einen Polymerasemix sowie einen
passenden Puffer, MgCl, und spezielles PCR-Wasser, wobei die Zusammensetzung aller
Komponenten besonders auf DNA mit hohem GC-Gehalt ausgerichtet ist. Ein Ansatz
umfasste 50 pL und die Reaktion wurde in einem Biometra TRIO-Thermoblock (Gottingen,
Deutschland) durchgefihrt. Ein typischer PCR-Ansatz und ein Standardprogramm sahen
folgendermalen aus:

Standardansatz Standardprogramm
1 uL  Primer 1 (100 pmol pL™) Initiale Denaturierung 96 °C 1 min
1 uL  Primer 2 (100 pmol pL™) Denaturierung 96 °C 30s
1 uL  dNTPs (jeweils 10 mM) Annealing Tm-3°C 455 30x
1 uL Template-DNA Elongation 72 °C 1 min/ 1kb
3ul MgCl, Finale Elongation 72 °C 5 min
10 uL  5x GC-Rich-Puffer Lagerung 4°C gehalten

1 uL  GC-Rich-Enzym-Mix
32 uL PCR-H;0
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Der Ansatz wurde mit 30 pL Mineralol iiberschichtet, um Verdunstungsverluste zu
verhindern. Die Schmelztemperatur der Primer wurde nach der Formel T, = 4 (G + C) +
2 (A +T) °C berechnet. Die Primersequenzen selbst wurden entweder mit Hilfe von Primer3
oder “von Hand“ festgelegt, wobei dann auf einen ausgeglichenen GC-Gehalt und die
Vermeidung von Haarnadelstrukturen geachtet wurde.

5.1.2 Protokoll fir die Kolonie-PCR

Bei einer Kolonie-PCR wurde statt isolierter, gereinigter Template-DNA Zellmaterial aus Alc.
vinosum eingesetzt. Das Material wurde entweder aus Flissigkultur oder von Phytagelplatten
gewonnen. Zur Gewinnung aus Flissigkultur wurden 500 pL Kultur 5 min bei 9300 ¢
zentrifugiert, das Sediment anschlieend in 500 puL rH,O resuspendiert und weitere zwei Mal
auf diese Art gewaschen. Im letzten Schritt wurde das Sediment in 20 uL rH,O resuspendiert.
Material von Phytagelplatten wurde in 500 pL rH>O suspendiert und dann wie oben
beschrieben gewaschen. Kolonie-PCRs wurden im Gegensatz zu Standard-PCRs mit Tag-
Polymerase durchgefiihrt. Ein typischer Ansatz und ein Standardprogramm sahen
folgendermalen aus:

Standardansatz Standardprogramm
1 uL  Primer 1 (100 pmol pL™) Initiale Denaturierung 96 °C 10 min
1 uL  Primer 2 (100 pmol pL™) Denaturierung 96 °C 30s
1 uL  dNTPs (jeweils 10 mM) Annealing Tm-3°C 455 30x
2 uL  Zellmaterial Elongation 72 °C 1 min/ 1kb
10 uL  MgCl, Finale Elongation 72 °C 5 min
10 uL  5x Tag-Puffer (+KCI -MgCl;) Lagerung 4°C gehalten
1 uL  Tag-Polymerase
24 ],lL rH,O

Die Ansdtze wurden mit 30 pL Mineralol iiberschichtet, um Verdunstungsverluste zu
verhindern. Damit die Tag-Polymerase durch die lange initiale Denaturierung keinen Schaden
nahm, wurde sie erst am Ende der Initialdenaturierung zugegeben.

5.1.3 in vitro-Transkription von DNA

Zur Herstellung von RNA-Standards wurden gereinigte PCR-Amplifikate mit Hilfe von T7-
RNA-Polymerase in RNA umgeschrieben. Hierfir wurde das Riboprobe System T7-Kit
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entsprechend den Empfehlungen des Herstellers genutzt. Ein Ansatz fur die in vitro-
Transkription sah folgendermafRen aus:

20 uL transkriptionsoptimierter 5x Puffer
10 uL 100 mM DTT
2,5 uL  Rekombinanter RNasin Ribonuklease Inhibitor
20 uL  rNTPs
10 uL  PCR-Produkt der Standards
2 uL  T7 RNA-Polymerase
35,5 uL  nukleasefreies H,O
2 h bei 37 °C inkubieren
2 uL RQ1 RNasefrei DNase
15 min bei 37 °C inkubieren

Die Transkriptionskontrolle wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefthrt.

5.1.4 Quantitative real-time RT-PCR

Zur Quantifizierung der Kopienzahlen verschiedener Gene wurde das QIAgen RT-PCR Kit
nach Angaben des Herstellers verwendet. Hierbei wird mRNA in cDNA umgeschrieben und
diese anschlieBend wie bei einer herkdmmlichen PCR mit Hilfe entsprechender Primer
amplifiziert. Die Quantifizierung erfolgte durch SYBR-Green, einem Fluoreszenzfarbstoff,
der an doppelstringige DNA bindet. Ein typischer Ansatz umfasste 25 pL und sah
folgendermalen aus:

Standardansatz Standardprogramm
12,5 uL 2x QuantiTect SYBR Green Reverse Transkription 50 °C 30 min
1 uL Primer 1 (100 pmol pL™) Initiale Inaktivierung 95 °C 15 min
1 uL Primer 2 (100 pmol pL™)  Denaturierung 94°C 155
0,25 uL QuantiTect RT-Mix Annealing Topt 30s 30x
x uL Template-RNA Extension 72°C 30s
10,25 - x uL.  nukleasefreies H,O Schmelzkurvenanalyse 40 - 100 °C
Lagerung 4 °C gehalten

Das eingesetzte Volumen an Template-RNA richtete sich danach, ob der Ansatz zur
Quantifizierung der Standards oder der mRNA dienen sollte. Fiir die Standards wurden
Konzentrationen von 10° 10° 10, 108 10° 10" und 10" Molekiilen pL™ verwendet und
jeweils 1uL als Template eingesetzt. Fiir die Quantifizierung der mRNAs wurden 250 ng
isolierte RNA verwendet. Es wurden jeweils die Ansétze fir eine vollstandige Standardkurve

und die zu untersuchenden isolierten RNAs fiir ein Gen zusammen in einer 96 well-Platte

37



B Material & Methoden

angesetzt und dann entsprechend dem Standardprogramm im iCyler (Biorad, Miinchen)
quantifiziert, wobei die Detektion des Fluoreszenzsignals jeweils am Ende des
Extensionschrittes erfolgte. Nach dem Lauf wurde das Ergebnis mit der iQ Optical System

Software Version 3.1 ausgewertet.

5.2 DNA-Transfer

5.2.1 Transformation kompetenter Zellen

Fir eine Transformation wurden 100 uL kompetente E. coli-Zellen mit 1 pL Plasmidlosung
versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz fur 90 s einem
Hitzeimpuls von 42 °C ausgesetzt und 2 min auf Eis wieder gekihlt. Nach Zugabe von
500 uL 2 x YT-Medium wurden E. coli DHS5a-Zellen fir 1 h und E. coli S17-1-Zellen fir 3 h
bei 37 °C inkubiert. 100 pL des Transformationsansatzes wurde auf geeignetem
Selektionsmedium ausplattiert. Der restliche Transformationsansatz wurde fiir 4 min bei
10000 g zentrifugiert, das Sediment im Riicklauf resuspendiert und ebenfalls ausplattiert.
Beide Platten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurde ein Ansatz ohne

Zugabe von DNA ebenfalls transformiert und auf dem Selektionsmedium ausplattiert.

5.2.2 DNA-Transfer von E.coli nach Alc. vinosum

Der Transfer von Plasmid-DNA in Alc. vinosum erfolgte durch Konjugation (Pattaragulwanit
& Dahl, 1995) mit E. coli S17-1 als Donorstamm. E. coli S17-1 wurde auf einer LB-Platte,
die Antibiotika entsprechend der Resistenzen der verwendeten Plasmide enthielt,
ausgestrichen und bei 37 °C etwa 16 h inkubiert, so dass sich die Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden. VVon der Platte wurden E. coli Zellen bis zum Erreichen einer
ODgoo von 0,5 bis 0,8 in RCV-Medium suspendiert. Bei E. coli entspricht eine ODgo von 0,1
etwa 1 x 10° Zellen mL™ (Sambrook et al., 1989). Anhand dieser Angabe wurde die Zellzahl
in 500 puL Kultur bestimmt. Alc. vinosum wurde in RCV-Medium etwa vier Tage angezogen,
was einer ODggo von 1,3-1,6 entspricht. Die Zellen befanden sich in der stationdren
Wachstumsphase. Fir den gemessenen OD-Wert wurde die Zellzahl von Alc. vinosum
ermittelt (nach Pattaragulwanit, 1994). Da Donor und Rezipient in einem Verhaltnis von 1:3
vorliegen sollen, wurde ein Volumen Alc. vinosum-Kultur, das der dreifachen Anzahl an

Zellen in 500 pL E. coli-Kultur entsprach, in einem Mikroreaktionsgefal? 5 min bei 9300 g
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zentrifugiert. Das Sediment wurde durch wiederholtes Resuspendieren und Abzentrifugieren
zweimal in 500 uL RCV-Medium gewaschen. Anschlieend wurden zu den Alc. vinosum
Zellen 500 puL E. coli-Suspension gegeben. Dieses Gemisch wurde 5 min bei 9300 g
zentrifugiert und das Sediment im Rucklauf resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf
einen sterilen Nitrocellulose-Filter (Porengrofie 0,45 um), der sich auf einer RCV-Agarplatte
befand, pipettiert. Die Platten wurden 2 Tage bei 30 °C anoxisch im Licht bebritet.
AnschlieBend wurde der bewachsene Filter von der Platte genommen und in ein steriles
Mikroreaktionsgefal gegeben, in dem die Zellen mit 1 mL RCV-Medium vom Filter gespult
wurden. Zur Selektion positiver Alc. vinosum-Klone wurde die Zellsuspension auf
Phytagelplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und fur mindestens 7 Tage bei
30 °C anoxisch im Licht inkubiert.

5.2.3 Selektion positiver Klone
Die Selektion positiver Klone erfolgte sowohl nach der Transformation von E. coli als auch

nach der Konjugation von Alc. vinosum ausschliellich auf die jeweiligen Antibiotika-

resistenzen der verwendeten Plasmide.

5.3 Enzymatische Modifikation von DNA

5.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsansatze enthielten folgende Komponenten:

0,5 bis 10 ng DNA

/10 des Gesamtvolumens  10x Inkubationspuffer
3-5U (ug DNA)? Restriktionsenzym

ad Endvolumen rH.0

Die Restriktionsansatze wurden 3 h bei einer Temperatur, bei der das Enzym optimale
Aktivitat zeigte, inkubiert.

5.3.2 Manipulation von DNA-Einzelstrangenden
Mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | von E. coli kénnen (berhédngende 5'-

Enden von Restriktionsfragmenten aufgefillt werden (Cobianchi und Wilson, 1987). Die
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Klenow-DNA-Polymerase konnte den Restriktionsansédtzen nach der Inkubation und
anschliefender Hitzeinaktivierung direkt zugegeben werden. Einem
200 uL Restriktionsansatz mit 0,5 -10 ng DNA wurden 4 uLL dNTPs (je 10 mM) und 4 U
Klenow-Polymerase zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurde die DNA mittels QIAquick PCR Purification Kit gereinigt und in 30 uL rH,O eluiert.

5.3.3 Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Um linearisierte Vektormolekiile durch alkalische Phosphatase am 5°-Ende zu

dephosphorylieren, wurde folgender Ansatz verwendet:

30 uL DNA-LGsung
5ulL 10x CIAP-Puffer
25U CIAP
ad 50 uL  rH,O

Der Ansatz wurde fur 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die DNA mit dem
QIAquick PCR Purification Kit gereinigt und in 30 uL rH,O eluiert.

5.3.4 Ligation von DNA

Ein Ligationsansatz war wie folgt zusammengesetzt:

~ 100 ng Vektor-DNA

im molaren Verhaltnis Vektor:Insert 1:7 Insert-DNA

2 ulL 10x T4-Ligase-Puffer
2-3U T4-DNA-Ligase

ad 20 puL rH,0O

Die Ligationsansétze wurden bei 8 °C uber Nacht im Kuhlschrank inkubiert und anschlieRend

sofort 10 uL des Ansatzes zur Transformation eingesetzt.

5.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA

5.4.1 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gele mit einem Anteil von 1 - 2 % Agarose verwendet. Die
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Agarose wurde in 1x TAE-Elektrophoresepuffer durch Aufkochen geldst und in den Geltrager
gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde es mit 1x TAE-Elektrophoresepuffer
liberschichtet. Die DNA-Proben wurden vor dem Auf-tragen mit /10 Volumen 10x
Probenauftragspuffer versetzt. Neben den Proben wurde als DNA-GroRenstandard 1 kb- bzw.
100 bp-Leiter aufgetragen.

50x TAE-Elektrophoresepuffer 10x Probenauftragspuffer
2M  Tris 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
1M  Essigséure 40 % (wiv) Saccharose
50mM EDTA

Es wurden horizontale Elektrophoresekammern (Horizon® 11-14, Gibco BRL, Miinchen,
Deutschland) verwendet, an die Spannungen von 100 V angelegt wurden, so dass sich eine
Laufzeit von etwa 1 h ergab.

Die Agarosegele wurden zur Farbung fiir 5 bis 10 Minuten in Ethidiumbromid (10 pg mL™)
leicht geschittelt und anschlieBend fur weitere 5 bis 10 Minuten in dH,O inkubiert.
Ausgewertet wurden die gefarbten Gele auf einem Transilluminator bei einer Wellenlange
von 312 nm, wobei die Ergebnisse mit einem Videosystem der Firma INTAS aufgezeichnet

wurden.

5.4.2 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Far die elektrophoretische Auftrennung von RNA wurden Gele verwendet, die sowohl
Agarose als auch Formaldehyd enthielten. Zur Herstellung aller notwendigen Puffer wurde
DEPC-behandeltes dH,O verwendet, zudem wurde der 5x RNA-Elektrophoresepuffer nach
der Herstellung zweimal autoklaviert. Vor dem Auftragen wurden 3 pL RNA-Probe mit
6 uL RNA-Probenpuffer versetzt und bei 65 °C 5 min inkubiert. AnschlieBend wurden
2 uL RNA-Gelpuffer zugegeben und die Proben dann auf das Agarosegel aufgetragen. Dieses
war zuvor mit 1x RNA-Elektrophoresepuffer tiberschichtet und bei einer Spannung von
60 V 20 min vorinkubiert worden.

RNA-Agarosegel 5% RNA-Elektrophoresepuffer
1%  Agarose 200 mM MOPS
6,5%  Formaldehyd 50 mM Natriumacetat
in 1x RNA-Elektrophoresepuffer 5mM EDTA
in DEPC-dH,0
pH 7,0
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RNA-Probenpuffer RNA-Gelpuffer
10 mL deionisiertes Formamid 50 % Glycerin
3,5mL 37 % Formaldehyd 1mM EDTA
2mL 5x RNA-Elektrophoresepuffer 0,4 % Bromphenolblau
in DEPC-dH,0
DEPC-H,0

0,1 % (v/ v) DEPC in dH,0O
24 h unter Rihren inkubieren, anschlielRend
zweimal autoklavieren

5.5 Reinigung von DNA und RNA

5.5.1 Reinigung von DNA

Nach PCR-Reaktionen oder Restriktionsverdauen wurden die Ansitze mit Hilfe des
QIAquick PCR Purification Kits gereinigt. Die zu reinigenden Ansétze wurden den Angaben
des Herstellers entsprechend behandelt und die DNA abschlieBend mit 30 uL rH,O eluiert.
5.5.2 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Alternativ wurden PCR-Produkte und Restriktionsverdaue auch mittels des QIAquick Gel
Extraction Kits gereinigt. Auch hier wurden die zu reinigenden Ansétze den Angaben des
Herstellers entsprechend behandelt und abschlieBend die DNA mit 30 pL rH,O isoliert.

5.5.3 Reinigung von RNA

RNA-Préparationen wurden mit Hilfe des RNeasy Mini Kits und des RNase-Free DNase Sets
gereinigt. Das RNeasy Mini Kit wurde nach der Anleitung des Herstellers benutzt, wobei

wahrend der Durchfiihrung nach Bedarf auf der Sdule mehrmals hintereinander mit DNasel -

ebenfalls nach Angaben des Herstellers - verdaut wurde.

5.6 Methoden zur Préaparation von DNA und RNA

5.6.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Alc. vinosum

Die Isolierung chromosomaler DNA aus Alc. vinosum wurde auf der Grundlage der Sarkosyl-
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Lyse (modifiziert nach Bazaral & Helsinki, 1968) und anschlieBender Reinigung durch
Phenol/Chloroform-Extraktion und Dialyse durchgeftihrt.

TE-Puffer TES-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8,0 50 mM Tris-HCI pH 8,0
1mM EDTA 0,5 mM EDTA
50 mM NaCl
Saccharose-TES-Puffer Lysozym-RNase-Ldsung
20 % Saccharose (W/ v) in TES-Puffer 20mgmL?  Lysozym

1mgmL? RNase

Sarcosin-Losung
10 % (w/ v) N-Laurylsarcosin
250 mM EDTA

Es wurden 25 mL Alc. vinosum Kultur fir 10 min bei 2500 g zentrifugiert und das Sediment
in 1 mL 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 resuspendiert, fur 5 min bei 16100 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellpaste wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
Etwa 100 mg der Zellpaste wurden in einem 2 mL Mikroreaktionsgefal? in 1 mL eiskalten
TES-Puffer resuspendiert und anschlieBend mit 1 weiteren mL TES-Puffer versetzt. Der
Ansatz wurde flr 10 min bei 16100 g bei 4 °C zentrifugiert und das Sediment dann in 250 puL
Saccharose-TES-Puffer resuspendiert und 30 min auf Eis gestellt. Hierauf folgte die Zugabe
von 250 puL Lysozym-RNAse-Losung, wobei zur vollstandigen Zelllyse fur 1 h bei 37 °C
unter leichtem Schiitteln inkubiert wurde. Nach Zugabe von 100 pL Sarcosin-Losung wurde
der Ansatz geschwenkt, wobei die chromosomale DNA als viskose Masse sichtbar wurde. Die
DNA wurde durch zehnmaliges Aufsaugen und wieder Herausdriicken durch eine sterile
Kanile in eine sterile Spritze geschert, anschlieBend wurden 300 uL rH,O zugegeben. Eine
viermalige Extraktion mit Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) und eine einmalige
Extraktion mit Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1) folgten. Bei allen Extraktionsschritten
wurden die DNA-Proben mit einem Volumen des Extraktionsmittels versetzt und stark
geschuttelt. Zur Beschleunigung der Phasentrennung wurde anschlieend 5 min bei 16100 g
zentrifugiert und schliellich die obere DNA-haltige Phase in ein neues Reaktionsgefal
uberflhrt. Zur weiteren Reinigung wurde die DNA-LOsung in vorbereitete Dialyseschlduche
(MWCO 6000-8000) gegeben und diese mit Klammern verschlossen. Es wurde zunédchst 3 h
gegen TE-Puffer, pH 8,0, dann Gber Nacht nochmals gegen TE-Puffer, pH 8,0 und schliellich
2h gegen rH,O dialysiert. Der Schlauchinhalt wurde in sterile Mikroreaktionsgefalie
uberflhrt und bei -20 °C gelagert.
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5.6.2 Isolierung von RNA aus Alc. vinosum

Zur Isolierung von RNA wurde die fir gramnegative Bakterien beschriebene Methode aus
Ausubel et al. (1990-1999) verwendet. Hierflr wurden 10 mL Kultur bei 4000 g fir 10 min
zentrifugiert und das Sediment anschlieBend in 10 mL kaltem Protoplastenpuffer
resuspendiert. Nach der Zugabe von 80 pL Lysozymlosung wurde der Ansatz 15 min auf Eis
inkubiert und anschlielend bei 2000 g fir 5 min erneut zentrifugiert. Das Sediment wurde in
500 pL Lysispuffer resuspendiert und 15 pLL. DEPC zugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig
gemischt, in ein steriles 2 mL Mikroreaktionsgefal3 Gberfihrt, bei 37 °C 5 min inkubiert und
anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Nach der Zugabe von 250 pL NaCl-Lésung und mehr-
maligem Invertieren wurde der Ansatz wieder 10 min auf Eis inkubiert und anschlieRend bei
16100 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in zwei sterile 2 mL-ReaktionsgefaRe
uberfihrt, zu denen jeweils 1 mL Ethanol gegeben wurde. AnschlieRend wurden die Ansatze
12 h bei -20 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden sie bei 16100 g fir 15 min
zentrifugiert, die Uberstande verworfen und die Sedimente an der Luft getrocknet. Die
trockenen Sedimente wurden dann in je 50 pL DEPC-rH,O resuspendiert, vereinigt und nach
Anleitung des Herstellers mit dem RNeasy Mini Kit gereinigt. Dabei wurde auf der S&ule
dreimal mit DNasel - ebenfalls nach Angaben des Herstellers - verdaut. Nach der Elution
wurde zu dem gereinigten Ansatz 1 U uL™ RNasin Ribonuklease Inhibitor gegeben. Dann
wurde er bei -70 °C gelagert.

Protoplastenpuffer Lysozymlésung

15mM  Tris-HCI, pH 8,0 50 mg mL™* Lysozym in rH,O
0,45 M Saccharose

8mM EDTA NaCl-L6sung

10 min autoklaviert, Lagerung 40 g NaCl in 100 mL rH2O rihren bis zur Sattigung,
bei 4 °C DEPC zugeben und autoklavieren
Lysispuffer
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM NaCl

1mM Natriumcitrat
1,5% SDS

5.6.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Préaperation von Plasmid-DNA aus transformierten E.coli-Stdammen erfolgte mit dem
QIlAprep Spin Plasmid Kit. Zur Plasmidisolierung wurden 10 mL LB-Medium, dem die
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entsprechenden Antibiotika zugegeben waren, mit E. coli beimpft und 16 Stunden bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Zellmaterial nach Angaben des Herstellers behandelt, die
Plasmid-DNA mit 30 puL rH,O von der Séule eluiert und bei -20 °C gelagert.

6 Biochemische Methoden

6.1 Reinigung und Isolierung von Proteinen

6.1.1 Praparation von periplasmatischen Proteinen aus Alc. vinosum

Fir die Reinigung von periplasmatischen Proteinen mit Strep-Tag wurden
photoorganoheterotroph und photolithoautotroph gezogenen Kulturen verwendet. Zur
Préaparation periplasmatischer Proteine wurden 100 mL Kultur bei 4000 g fir 10 min
zentrifugiert und in 1 mL eiskalten Puffer P resuspendiert. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis
inkubiert, anschlieBend bei 16000 g 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Mikroreaktionsgefal tiberfuhrt. Sollten Proteine mit dem Protein, das mit einem Strep-
Tag versehen war, verlinkt werden, wurden vor dem Beginn der Préparation 0,6 % 37 %iges
Formaldehyd zu der Kultur gegeben und die Kultur fiir weitere 20 min bei 30 °C im Licht

inkubiert.

Puffer P

100 MM Tris-HCI, pH 8,0

500 mM  Saccharose
1mM EDTA

6.1.2 Praparation von cytoplasmatischen Proteinen aus Alc. vinosum

Fir die Préparation von cytoplasmatischen Proteinen wurden 100 mL Alc. vinosum-Kultur bei
4000 g fur 10 min zentrifugiert und das Sediment fur Strep-Tag-Reinigungen in 6 mL kaltem
Puffer W oder fiir die Isolierung von Proteinen der &uf’eren Membran in Tris-HCI, pH 8,0
(nach Hindennach & Henning, 1975) oder TrisA (nach Shen et al., 1989)
(Zusammensetzungen der Puffer siehe jeweils dort) resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Proben fir 12 min im Ultraschall (Cell Disruptor B15, Branson, Danbury, USA)
aufgeschlossen und bei 27000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein

neues Reaktionsgefal Gberfihrt.
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6.1.3 Reinigung von Proteinen mit Strep-Tag aus Alc. vinosum

Fir die Reinigung von Proteinen mit Strep-Tag aus Alc. vinosum wurden Strep-Tactin-Séulen
mit einem S&ulenbettvolumen von 1 mL verwendet. Diese wurden mit zwei Saulenvolumen
des Puffers W equilibriert. Die klaren Lysate aus den Abschnitten 6.1.1 oder 6.1.2 wurden vor
dem Auftragen bei 16100 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand auf die Saule
gegeben. Anschlielend wurde die Sdule finf Mal mit einem Saulenvolumen Puffer W
gewaschen. Die Elution erfolgte mit sechs Mal einem halben Sdulenvolumen Puffer E, wobei

das Eluat in Fraktionen von einem halben Saulenvolumen gesammelt wurde.

Puffer W Puffer E
100 mM Tris-HCI, pH 8,0 100 MM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl 150 MM  NaCl
1 mM EDTA 1mM EDTA
0,1% (v/v) Tween 0,1% Tween
pH 8,0 2,5mM  Desthiobiotin
pH 8,0

6.1.4 Isolierung von Proteinen der aufleren Membran nach Hindennach & Henning
(1975)

Far die Isolierung von Proteinen der &uBeren Membran aus Alc. vinosum wurden Lysate
verwendet, die wie in Abschnitt 6.1.2 beschrieben, gewonnen wurden. Diese wurden bei
22000 g fur 60 min zentrifugiert. Das Sediment wurde anschliefend in 10 mL 10 mM Tris-
HCI, pH 8,0 resuspendiert und mit 1,5 % (w/ v) N-Laurylsarcosin versetzt. Nachdem dieses
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vollstandig geldst war, wurde der Ansatz bei
Raumtemperatur 20 min inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 22000 g fir
90 min. AnschlieBend wurde das Sediment in 100 uL Tris-HCI, pH 8,0 resuspendiert und
entweder sofort in eine SDS-PAGE eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

6.1.5 Isolierung von Proteinen der auferen Membran nach Shen et al. (1989)

Auch fir die Isolierung der Proteine der duReren Membran von Alc. vinosum nach dieser
Methode wurden Lysate verwendet, die wie in Abschnitt 6.1.2 beschrieben, gewonnen
wurden. Diese wurden bei 145000 g fir 60 min zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in
2 mL TrisA resuspendiert, mit 0,5 % Nonidet P40 versetzt und 30 min bei Raumtemperatur

inkubiert. AnschlieBend folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 137000 g fir 60 min.
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Das Sediment wurde in 2 mL TrisA resuspendiert und fur 24 h gegen 10 mM Tris-HCI,
pH 7,8 dialysiert, wobei der Puffer zweimal gewechselt wurde. Die Proteinlésungen wurden

entweder sofort in eine SDS-PAGE eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

TrisA

50 mM Tris-HCI, pH 7,8
4mM MgCl; x 7 H,0
4mM CaCl, x 2 H,O

6.2 Elektrophoretische Proteintrennung

6.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Elektrophorese von Proteinen wurden diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele,
die aus einem Sammelgel zur Fokussierung der Proben und einem Trenngel zur eigentlichen
Auftrennung bestanden, genutzt. Es wurden Gele mit einem 15 %igen Acrylamid/
Bisacrylamid-Anteil verwendet. Die angegebenen Mengen reichten fir zwei Gele von 0,75

bis 1 mm Dicke einer Mini Protean I1-Kammer (Biorad, Munchen, Deutschland).

Sammelgel Trenngel
3mL dHO 3mL dH0
1,25 mL  LdOsung B 3mL Lésung A
0,75mL 30 % Acrylamid/ Bisacrylamid- 6 mL 30 % Acrylamid/ Bisacrylamid-
Losung Losung
100 u.  APS 100 uL.  APS
5ulL  TEMED 5uL  TEMED
Ldosung A Ldsung B
0,5M Tris-HCI, pH 8,8 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
0,3% SDS 0,4 % SDS
5% Elektrophoresepuffer
15¢ Tris
729 Glycin
50 SDS
ad 1L dH,0O

Zur Herstellung der Gele wurden die oben aufgefiihrten Komponenten in der angegebenen
Reihenfolge gemischt und die Polymerisation durch die Zugabe von APS und TEMED
gestartet. Sowohl das Trenn- als auch das Sammelgel bendtigten etwa 60 min um vollstandig

zu polymerisieren. Die aufzutragenden Proteinproben wurden mit dem 0,25fachen Volumen

47



B Material & Methoden

des 4x Probenpuffers Rotiload 1 gemischt und bei 95 °C fiir 5 min inkubiert. Nachdem sie auf
Eis wieder abgekihlt waren, wurden sie auf das Sammelgel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde mit 1x Elektrophoresepuffer bei 60 - 100 V durchgefuhrt. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts wurde ebenfalls ein PageRuler Prestaind Protein Ladder aufgetragen.

6.2.2 Coomassie-Farbung

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel in Coomassie-
Féarbelosung 1 h geféarbt. AnschlieRend wurde die Férbeldsung durch Entfarberldsung ersetzt.
Diese wurde mehrmals erneuert bis die Proteinbanden klar sichtbar wurden. Das Gel wurde
anschlielend konserviert, indem es in einem Vakuumtrockner (Aldo-Xer gel dryer, Schiitt,
Gottingen, Deutschland) behandelt wurde.

Coomassie-Farbelésung Entfarberlésung
0,25 % (v/ v) Coomassie Blue R250 10%  Essigsaure
50 % (v/ v) Methanol 20%  Methanol

10 % (v/ v) Essigsaure 70% dH,O

40 % (v/v) dH,O

6.2.3 Silberfarbung

Zur Durchfiihrung einer Silberfarbung wurde nach der Elektrophorese das Sammelgel entfernt
und das Trenngel anschlieRend 20 min in Entfarberlosung gelegt. Es folgte eine 10 minitige
Inkubation in 50 % (v/ v) Methanol. Daran schloss sich eine weitere 10 mindtige Inkubation
in rH,0 an. Danach wurde das Gel 1 min in 0,02 % (w/ v) Thiosulfat gelegt und anschlieRend
zweimal je 1 min in rH,O gewaschen. Im ndchsten Schritt wurde es bei 4 °C 20 min in 0,1 %
(w/ v) Silbernitrat gegeben. Um die Banden sichtbar zu machen, wurde das Gel in eine
Losung aus 3 % (w/ v) Na,CO3 und 0,1 % (v/ v) 37%iges Formaldehyd transferiert. Waren
die Banden ausreichend geférbt, wurden 5 % (v/ v) Essigséure zugegeben, um die Féarbung
abzustoppen. Abschliefend wurde das Gel ein weiteres Mal mit rH,O gewaschen und dann

ebenfalls im Vakuum getrocknet.

6.3 Bestimmung der spezifischen p-Galactosidase-Aktivitat

Die Mutanten TIl-soxB, TIl-soxX und TIl-soxY wurden in 12 mL Nullmedium mit den

jeweiligen Elektronendonoren fiir 24 h kultiviert, wobei zum Beimpfen des Mediums 12 mL
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photoorganoheterotroph auf RCV-Medium angezogene Kultur verwendet wurden. Diese
wurden vor dem Beimpfen bei 4000 g 10 min zentrifugiert und in einem minimalen
Rucklaufvolumen resuspendiert. Fur das f-Galactosidaseassay nach Grimm et al. (2009)
wurde 1 mL Kultur bei 13000 g fiir 3 min bei 4 °C zentrifugiert und das Sediment in 1 mL Z-
Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden 100 pL. Chloroform und 50 pL 0,1 % (w/ v) SDS
zugegeben und die Probe fir 10 s bei maximaler Geschwindigkeit gevortext. Nach einer
10 miniitigen Inkubation bei 30 °C wurden 200 uL vorgewarmte ONPG-LGsung zugegeben.
Sobald eine Geldfarbung der Probe sichtbar wurde, wurde die Reaktion durch die Zugabe von
500 uL 1 M NayCOg3 abgestoppt. Nachdem die Probe bei 16100 g 5 min zentrifugiert worden
war, wurde die Absorption des Uberstandes bei 420 nm gegen den Reagenzienleerwert ge-

Z-Puffer ONPG-L0sung
0,06 M Na;HPO,4 x 7 H,0 4 mg mL™ in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0
0,04 M NaHPO4 x H,0
0,01M KCI Phosphatpuffer
0,001 M MgSOq4 0,06 M NaHPO4 x 7 H,O
0,05 M p-Mercaptoethanol 0,04 M  NaH,PO,4 x H,0O
pH 7,0 pH 7,0

messen. Die spezifische S-Galactosidaseaktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

Aktivitat [nmol o-Nitrophenol min™ (mg Protein)™] = (Aszo k™) (Vassay [ML])
(tassay [MIN] Corotein [Mg ML™] Vicurr [ML])™

Ay = Absorption bei 420 nm

Vassay = Volumen des Assays
tassay = Zeit bis zur Gelbfarbung

Cerotein = Proteinkonzentration

Viuiwr = Kulturvolumen
k =0,0044

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der in Abschnitt 4.1.6 beschriebenen Methode

bestimmt.
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7 Physikalische Methoden

7.1 XANES-Spektroskopie an der Schwefel-K-Kante

Mit Hilfe von XANES-Spektroskopie ist es moglich, verschiedene
Elementarschwefelspeziationen zu bestimmen (siehe beispielsweise: Prange & Modrow,
2002; Prange et al., 2006).

7.1.1 Experimenteller Aufbau

Die XANES-Spektren wurden an der “Double Crystal Monochromator (DCM) Beamline” des
Center for Advanced Microstructures and Devices (CAMD), Baton Rouge, LA, USA
aufgenommen (Hormes et al., 2006). Der Speicherring des CAMDs wurde bei einer Energie
von 1,3 eV mit Elektronenstromen zwischen 200 und 80 mA betrieben. Die
Synchrotronstrahlung wurde durch einen modifizierten Lemonnier-Monochromator
(Lemonnier et al., 1978), der mit InSb (111)-Kristallen besttickt war, monochromatisiert. Die
monochromatische Teilchenfussdichte pro Sekunde an der Probe betrug bei 200 mA etwa
5610 Photonen. Alle Messungen wurden zweimal wiederholt. Es wurden zwei verschiedene
Messmodi verwendet: Transmissionsmodus und Fluoreszenzmodus. Im Transmissionsmodus
wird die Absorption der monochromatisierten Strahlung durch die Probe bestimmt, wahrend
im Fluoreszenzmodus die durch die Bestrahlung emittierten Photonen detektiert werden
(Prange & Modrow, 2002). Messungen im Transmissionsmodus wurden mit
lonisationskammern unter 60 mbar Luftdruck durchgefuhrt. Fir Messungen im Fluoreszenz-
modus wurde ein Vortex silicon drift fluorescence detector (SII Nanotechnology, Chiba-shi
Chiba, Japan) genutzt, wobei das gesamte Experiment im Falle von Messungen unter
anoxischen Bedingungen mit Helium geflllt war (Mit Experiment ist hier der experimentelle
Aufbau am Strahlrohr inklusive Monochromator gemeint, siehe Prange & Modrow, 2002).
Zur Energiekalibrierung wurde das Spektrum von Zinksulfat als “zweiter Standard” genutzt,
wobei das Maximum der ersten Resonanz, die sogenannte “white line” auf eine Energie von
2481,44 eV gesetzt wurde. Die Reproduzierbarkeit betrug £ 0,1 eV. Die Spektren wurden
zwischen 2440 und 2468 eV mit einer Schrittweite von 0,5 eV, zwischen 2468 und 2485 eV
mit 0,1 eV und zwischen 2485 und 2520 eV von 0,3 eV Schrittweite gescannt. Die
Integrationszeit betrug 1 s. Der lineare Hintergrund, der in der Region vor der Kante
aufgenommen wurde, wurde mit Hilfe des Programms Origin (Origin Lab, Northampton,
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USA) von den Rohdaten abgezogen und die Spektren ebenfalls mit Hilfe von Origin bei
2510 eV normalisiert. Die Bearbeitung der Spektren mit Origin wurde freundlicherweise von

Dr. Henning Lichtenberg durchgefuhrt.

7.1.2 Quantitative Analyse von XANES-Spektren

Fir die quantitative Analyse der XANES-Spektren wurde das Fit- und Plotsoftwarepaket
WIinXAS (Ressler, 1998) genutzt. Fir das Fitten der Spektren wurden in dieser Arbeit
insgesamt zehn verschiedene Referenzsubstanzen verwendet. Es handelte sich dabei um
Polymerschwefel, cyclo-Oktaschwefel, oxidiertes Glutathion, reduziertes Glutathion, Methionin,
Natriumthiosulfat, Natriumsulfit, Methioninsulfon, Cysteinsdure und Zinksulfat. Reiner
Polymerschwefel und reiner cyclo-Octaschwefel wurden freundlicherweise von Prof. R. Steudel zur
Verfiigung gestellt. Es wurde ein y*-Kriterium genutzt, um die lineare Kombination dieser Spektren zu
finden, die das gemessene XANES-Spektrum mit der groRten Wahrscheinlichkeit reproduziert. Der
Fehler der relativen prozentualen Beitrage der Schwefelspezies zu den Spektren kann mit £ 10 %
angegeben werden. Die quantitative Analyse aller XANES-Spektren wurde von Dr. Henning

Lichtenberg durchgefihrt.

7.1.3 Probenpréparation

Die analysierten Schwefelplattchen wurden durch Zentrifugation bei 800 g fiir 10 min von der
Kultur getrennt und als diinne, homogene Schicht auf einen schwefelfreien, selbstklebenden
Kaptonfilm Typ 7010 aufgebracht und mit einem Polypropylenfilm Uberzogen. Fir die
Messung von Bakterienzellen wurden 100 mL Kultur bei 3500 g fir 5 min zentrifugiert, das
Sediment in 1,5 mL 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 resuspendiert und erneut zentrifugiert (2500 g
fur 3 min). Zur eigentlichen Messung wurde das Zellpellet auf schwefelfreies Filterpapier
pipettiert. Fiir die Messung von Uberstanden wurden 2 mL Kultur bei 9000 g fiir 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und auf ein schwefelfreies Filterpapier pipettiert.
Dieses wurde direkt gemessen. Fir die Messungen von Kulturiiberstdnden unter anoxischen
Bedingungen wurden die Proben wie unter oxischen Bedingungen prépariert, allerdings
wurden alle Arbeiten unter einem Anaerobenzelt (Coy Laboratory Products Inc.,Grass Lake,
USA) durchgefhrt.
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8 Sonstige Methoden

8.1 Layer-by- Layer Nanoeinkapselung

LbL wurde in den letzten Jahren fiir ein breites Anwendungsgebiet genutzt (Ai et al., 2002).
Durch die selbstandige Anlagerung gegensatzlich gelagerter Polyionen kdnnen Filme, in
denen die Komponenten prézise lokalisiert sind, auf geladenen Templates aufgebaut werden
(Decher & Hong, 1991; Decher 1997; Lvov et al., 1993; Tsukruk, 1997; Mendelson et al.,
2000). Zahlreiche anorganische und organische Templates wie Latex, Fettmikrotubuli,
Blutplattchen, Erythrocyten, Stammzellen und mikrobiologische Materialien wie Bakterien
kdnnen flr die Anlagerung von Polyionkapseln genutzt werden (Sukhorukov et al., 1998;
Donath et al., 1998; Leporatti et al., 2000; Donath et al., 2002; Diaspro et al., 2002; Lvov et
al., 2000; Veerabadran et al., 2007).

8.1.1 Einkapselung von Bakterien

Fir die Einkapselung wurden 50 mL photoorganoheterotroph angezogene Alc. vinosum-
Kultur bei 2000 g fur 5 min zentrifugiert und einmal mit dH,O gewaschen. Das Sediment
wurde in einer Losung mit positiv geladenem Polymer resuspendiert und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Polymerldsung durch zweimaliges
Waschen mit dH,O entfernt und das Sediment dann 10 min in einer Losung mit negativ
geladenem Polymer inkubiert. Die Polymerlésung wurde wieder durch zweimaliges Waschen
mit dH,O entfernt. Die Anlagerung der Polymere wurde wie beschrieben wiederholt, bis die
gewinschte Anzahl an Schichten erreicht war.

8.1.2 Bestimmung des {-Potentials

Vor dem ersten Einkapselungsschritt und nach jedem weiteren Schritt wurde das (-Potential
der Zellen bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 20 pL Zellen mit 2 mL dH,O in einer
Messzelle gemischt und anschlie3end das C-Potential mit einem Zeta Plus Potential Analyzer
(Brookhaven Instruments Cooperation, Holtsville, USA) bestimmt. Die in dieser Arbeit
gezeigten (-Potentiale sind Mittelwerte aus sieben Messungen.
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8.1.3 Polyelektrolyte fur die Einkapselung von Bakterien

Fir die Einkapselung von Alc. vinosum-Zellen wurden verschiedene Kombinationen
anionischer und kationischer Polyelektrolyte verwendet. Es handelte sich um die anionischen
Polymere Natriumpoly(styrensulfonat) (PSS, MW ~70000), Poly(acrylsédure) (PAA, MW
5000), Poly(glutaminséure) (PGA, MW ~40000) und die kationischen Polymere Poly-
(allylamin)hydrochlorid (PAH, MW ~70000) und Poly(diallyldimethylammoniumchlorid)
(PDDA, MW ~70000). Fur den Einkapselungsprozess wurde jedes Polymer in einer
Konzentration von 2 mg mL™ in dH,O geldst und die Lésung auf pH 7,0 eingestellt.

8.2 Extraktion von extrazellularen, polymeren Substanzen

Zur Extraktion von extrazelluldren, polymeren Substanzen (EPS) wurden jeweils
photoorganoheterotroph mit Malat und photolithoautotroph mit Elementarschwefel gezogene
Kulturen verwendet, aus denen mit unterschiedlichen Methoden EPS extrahiert wurden.

8.2.1 Chemische Methoden

EPS wurden in verschiedenen Ansatzen durch chemische Methoden isoliert. Hierfir wurden
100 mL Kultur bei 4000 g fir 10 min zentrifugiert, das Sediment in 10 mL 0,9 % NaCl
resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Anschlielend wurde das Sediment in 10 mL rH,O
resuspendiert und zu der Zellsuspension das Reagenz gegeben, das zur Extraktion verwendet
werden sollte. Es wurden Ansdtze mit folgenden Reagenzien in den angegebenen
Konzentrationen gemacht: 2 mL 9 N NaOH, 4 mL 8% H,SO,4, 1 g EDTA pro g Zellmasse, 2 ¢
EDTA pro g Zellmasse, 3 g EDTA pro g Zellmasse und 4 g EDTA pro g Zellmasse. Die
alkalische Behandlung der Zellen mit NaOH flhrt zur lonisierung zahlreicher geladener
Gruppen, was zu einer starken AbstoBung der Komponenten innerhalb der EPS-Schicht und
damit zu deren Zusammenbruch fihrt (Nielsen & Jahn, 1999). Durch die Behandlung mit
EDTA werden divalente Kationen wie Ca?* und Mg®* komplexiert und damit aus den EPS
entfernt. Divalente Kationen verlinken in EPS geladene Komponenten und ihr Fehlen fiihrt
zum Zusammenbruch der EPS-Matrix (Nielsen & Jahn, 1999). Die Zugabe von
Schwefelsdure fuhrt zu sauerer Hydrolyse der EPS-Komponenten (Watanabe et al., 1998).
Alle Ansétze wurden 3 h auf Eis inkubiert, anschlieBend bei 22000 g 15 min zentrifugiert und

die Uberstande abgenommen. Sie wurden bei zweimaligem Pufferwechsel iiber Nacht gegen
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rH,O dialysiert (MWCO 3500 Da) und dann entweder sofort in Analysen eingesetzt oder bei
-20 °C gelagert.

8.2.2 Physikalische Methoden

Auch mit zwei physikalischen Methoden - Zentrifugation und Erhitzen - wurde versucht, EPS
zu extrahieren. Dafiir wurden 100 mL Kultur wie in Abschnitt 8.2.2 beschrieben mit 0,9 %
NaOH gewaschen und das Sediment anschliefend in 10 mL rH,O resuspendiert. Der Ansatz
wurde dann bei 37000 g fir 1 h zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in weitere
Analysen eingesetzt. Fur die Extraktion durch Erhitzen wurden 100 mL Kultur wie
beschrieben behandelt, allerdings wurden sie statt des einstindigen Zentrifugationsschrittes
fur 1 h auf 70 °C erhitzt. Danach wurde der Ansatz bei 22000 g 15 min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und in weitere Analysen eingesetzt.

8.2.3 Kombination aus chemischer und physikalischer Methode

In einer weiteren Extraktion wurden eine chemische und eine physikalische Methode
kombiniert. Die Extraktion wurde im Wesentlichen wie bei Gehrke et al., 1998 beschrieben
durchgefuhrt. Dafur wurden 100 mL Kultur bei 4000 g fur 10 min zentrifugiert und das
Sediment in 10 mL Zwittergentlosung resuspendiert. AnschlieBend wurde der Ansatz fur
10 min bei 2000 g in einem RW28-Homogenisator (IKA, Staufen, Deutschland) behandelt,
um die EPS durch Scheren und gleichzeitige chemische Behandlung zu extrahieren. Der
Ansatz wurde bei 22000 g 15 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und tiber Nacht
gegen rH,O dialysiert (MWCO 3500 Da).

Zwittergentlésung

10mM  Tris-HCI, pH 7,0

10° mM  N-dodecyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propane-sulfonate(Zwittergent 3-12)
1 mM EGTA
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1 Untersuchungen zum Sox-Multienzymkomplex in Alc. vinosum

1.1 Sulfitoxidation in Alc. vinosum

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob auch die Proteine SoxB und SoxXA - und damit
der gesamte Sox-Multienzymkomplex - in die Oxidation von Sulfit involviert sind. Zudem
wurde eine Doppelmutante erzeugt, in der sowohl das Gen soxY als auch die fur die APS-
Reduktase kodierenden Gene aprAB inaktiviert wurden, um zu untersuchen, ob beide
Sulfitoxidationswege sich gegenseitig ersetzen kdnnen.

1.1.1 Erzeugung der Mutanten Alc. vinosum aprAB::Q-Km und 4soxY-aprAB::Q-Km

Die Mutanten Alc. vinosum aprAB::Q-Km und 4soxY-aprAB::Q-Km wurden im Wesentlichen
hergestellt wie in Dahl (1996) beschrieben. Vektor pNTS25, der das Gen aprB, in das eine Q-
Km-Kassette kloniert wurde, enthalt, wurde mit Hilfe von E. coli S17-1 in Alc. vinosum Rif50
und Alc. vinosum AsoxY konjugiert. Die ldentifizierung positiver Klone erfolgte wie bei Dahl
(1996) beschrieben mittels Kolonie-PCR.

1.1.2 Sulfitoxidation in Alc. vinosum sox- und aprAB-Mutanten

Die Mutanten Alc. vinosum soxBX::Q-Km, soxX::Q-Km, 4soxY+Y, aprAB::Q-Km und Asox Y-
aprAB::Q-Km wurden photolithoautotroph mit 5 mM Sulfit als einzigem Elektronendonor
angezogen, wobei im Verlauf des Versuchs zweimal Sulfit nachgefittert wurde, nachdem die
5 mM jeweils vollstdndig oxidiert waren. Da alle Wachstumsversuche zweimal durchgefihrt
wurden, stellen die gezeigten Sulfitoxidationsraten Mittelwerte aus sechs Oxidationsraten dar.
Tabelle 6 gibt die Sulfitoxidationsraten fiir alle untersuchten Mutanten an und Abbildung 5
vergleicht die Oxidationsraten im prozentualen Verhdltnis zueinander, wobei die
Oxidationsrate des Wildtyps auf 100 % festgesetzt wurde. Die in den Abbildungen und
Tabellen gezeigten Werte fir den Wildtyp und die Mutante Alc. vinosum AsoxY stammen aus
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Abbildung 5. Relative Sulfitoxidationsraten des Alc. vinosum Wildtyps (1) und der Alc. vinosum
Mutanten soxBX::Q-Km (2), soxX::Q-Km (3), 4soxY (4), 4soxY + Y (5), aprAB::Q-Km (6) und
AsoxY-aprAB::Q-Km (7).

Sulfitoxidationsrate in % der Wildtyprate

Franz (2005). Die Wachstumsertrédge der gezeigten Kulturen waren vergleichbar und lagen
bei 3 (mg Protein) (mmol SO:*)™ + 0,5 (mg Protein) (mmol SO5*)™. Wie in Abbildung 5 zu
sehen ist, sind die Sulfitoxidationsraten der Mutanten Alc. vinosum soxBX::Q-Km und Alc.
vinosum soxX::Q-Km mit 107 + 4 % bzw. 128 + 12 % vergleichbar zu denen des Wildtyps.
Im Vergleich dazu ist die Oxidationsrate der Mutante Alc. vinosum AsoxY 60 % niedriger als
die des Wildtyps. Das bedeutet, dass nicht der gesamte Sox-Multienzymkomplex Sulfit zu
Sulfat oxidiert, sondern nur SoxYZ ist sowohl essentiell fur die Thiosulfatoxidation als auch
maligeblich an der Sulfitoxidation beteiligt. Dass die reduzierte Sulfitoxidationsrate in der
Mutante Alc. vinosum AsoxY tatsachlich auf das Fehlen von SoxYZ zuriickzufuhren ist, zeigt
die bei 116 + 5 % vom Wildtyp liegende Oxidationsrate der Komplementationsmutante Alc.
vinosum AsoxY+Y. Wie schon bei Dahl (1996) weist die Mutante aprAB::Q-Km mit 120 +

15% im Vergleich zur Wildtypoxidationsrate keine Beeintréchtigung in der Sulfitoxidation

Tabelle 6. Sulfitoxidationsraten des Alc. vinosum Wildtyps und verschiedener Mutanten.

Alc. vinosum Sulfitoxidationsrate
Stamm [nmol min™* (mg Protein)™]
Wildtyp 36,2+ 1,6

SoxBX::QQ-Km 46,4+ 4,2

SOXX::QQ-Km 38,8+1,8

AsoxY 149+1,3
AsoxY +Y 41,8+1,7
aprAB::Q-Km 43,4 +14)9
AsoxY-aprAB::Q-Km 18,4 +2,0
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auf. Auch in der Doppelmutante Alc. vinosum AsoxY-aprAB::Q-Km, flhrt das zusétzliche
Fehlen der APS-Reduktase zu keinem weiteren Effekt auf die Sulfitoxidation. Das bedeutet,
dass die APS-Reduktase unter den hier gewéhlten Kulturbedingungen keine nennenswerte
Rolle in der Sulfitoxidation spielt und es statt dessen zusatzlich zu SoxYZ ein oder mehrere
weitere Enzyme geben muss, die diesen Schritt im Schwefelstoffwechsel von Alc. vinosum

bewerkstelligen kénnen.

1.1.3 Untersuchung der Schwefelkugeln der Mutante Alc. vinosum A4soxY

Das als Zwischenprodukt beim Abbau der intrazellularen Schwefelkugeln entstehende Sulfit
konnte mit den etablierten HPLC-Methoden bisher in Alc. vinosum-Zellen nicht nachgewiesen
werden. Da sich die deutliche Verringerung der Sulfitoxidationsrate in der Mutante
Alc. vinosum 4soxY auch auf die Oxidation des intrazelluér gespeicherten Schwefels auswirkt,
so dass Sulfit ins Medium abgegeben wird (Hensen, 2006), wurden die VVorgéange in der Zelle
zusétzlich mittels XANES-Spektroskopie untersucht, um gegebenenfalls auch Sulfit innerhalb
der Zelle nachzuweisen. Hierfir wurden Zellpellets einer Kultur von Alc. vinosum AsoxY, zu
der 2 mM Sulfid gegeben worden waren 3 h, 27 h und 58 h nach der Zugabe von Sulfid
gewonnen und in die XANES-Messungen eingesetzt. Die Zeitpunkte der Probennahme
wurden so gewahlt, dass die erste Probe vor der Ausscheidung von Sulfit ins Medium
genommen wurde, die zweite zu einem Zeitpunkt, an dem Sulfit ins Medium ausgeschieden
wurde, und als die dritte Probe gezogen wurde, war Sulfit beinahe vollstandig wieder in die
Zelle aufgenommen und zu Sulfat oxidiert (vergleiche Abbildung 27 im Abschnitt 2.1.4.1).
Abbildung 6 zeigt die Referenzspektren von allen Substanzen, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, um Probenspektren zu fitten. Fir die in diesem Abschnitt gezeigten Fits wurden
cyclo-Oktaschwefel, Polymerschwefel, Zinksulfat, reduziertes und oxidiertes Glutathion,
Cysteinsdure und Methionin als Referenzsubstanzen verwendet. Die Untersuchungen der
Zellpellets der Mutante Alc. vinosum AsoxY brachten keine neuen Erkenntnisse. In den
Pellets, die nach 3 und nach 27 h gewonnen wurden, war Polymerschwefel die dominierende
Schwefelspezie (Abbildung 7: Spektrum a und b, Tabelle 7). Das entspricht den Ergebnissen,
die auch Prange et al. (2002a) erhalten hatten. Die Autoren zeigten, dass die Schwefelkuglen
von Alc. vinosum aus Polymerschwefelketten mit organischen Resten an den Enden bestehen.
Achtundfiinfzig Stunden nach der Zugabe von Sulfid ist kein Polymerschwefel mehr in den
Zellen vorhanden (Abbildung 7: Spektrum c, Tabelle 7), da die Schwefelkugeln vollstandig
abgebaut wurden. Das entsprechende XANES-Spektrum konnte nur mit einem Satz an
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Abbildung 6. Schwefel-K-Kanten-Spektren der Referenzsubstanzen, die fir das Fitten der
Uberstandsspektren und der Spektren der Alc. vinosum AsoxY-Pellets in Abschnitt 1.3 verwendet
wurden: Polymerschwefel (a), cyclo-Oktaschwefel (b), oxidiertes Glutathion (c), reduziertes
Glutathion (d), Methionin (e), Natriumthiosulfat (f), Natriumsulfit (g), Methioninsulfon (h),

Cysteinsaure (i) und Zinksulfat (j) (a.u. = arbitrary units).

Referenzsubstanzen gefittet werden, der sich etwas von dem fiir Spektrum a und b
verwendeten unterschied. Wahrend Polymerschwefel und cyclo-Oktaschwefel als Referenzen
ausgeschlossen wurden, wurden stattdessen Methionin und oxidiertes und reduziertes
Gluthahion als Referenzen fur C-S-S-C- bzw. C-S-H-Spezies verwendet. Dieser Referenzsatz
reprasentierte die in schwefelkugelfreien Zellen vorhandenen Schwefelspezies, bei denen es
sich vorwiegend um die schwefelhaltigen Aminoséuren Cystein und Methionin und C-S-S-C-
und C-S-H-Spezies handelt. Zusétzlich zu den wie in Prange et al. (2002a) beschrieben
praparierten Zellpellets wurden auch Zellpellets vollstdndig unter anoxischen Bedingungen
(d.h. unter Stickstoffatmosphdre) gewonnen und gemessen (Spektren und Fitdaten nicht
vollstandig gezeigt), um den Einfluss von atmosphéarischem Sauerstoff auf die erhaltenen
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Abbildung 7. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektrum (durchgezogene Linien) der Zellpellets von
Alc. vinosum AsoxY-Kulturen vor (a), wahrend (b) und nach dem Ausscheiden von Sulfit und die
zugehorigen Fits (gestrichelte Linien). Die Proben wurden unter oxischen Bedingungen préapariert.

(a.u. = arbitrary units)

Tabelle 7. Ergebnisse des Fittens der Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren von Alc. vinosum AsoxY-
Kulturpellets an die Summe der Referenzspektren. Die Proben wurden unter oxischen Bedingungen

prapariert.

Prozentuale Beitrage der Schwefelspezies™

Referenzsubstanzen nach 3 h nach 27 h nach 58 h

(Schwefelspezies)

cyclo-Oktaschwefel n.e
(S9) -
Polymerschwefel 08 96 n.e.
(Sw)
Zinksulfat 6
(S0.%)

Glutathion (ox.)
C-S-S-C
Glutathion (red.)
C-S-H
Cysteinsdure
(C-S03)

Metionn “

n.e. n.e. 25

n.e. n.e. 15

7

*verschiedene Schwefelspezies und ihr prozentualer Beitrag zur Schwefelspeziation; Fehler:
<+ 10%; --- = Beitrag < 2 %; n.e. = nicht einbezogen

Ergebnisse auszuschlielen. Diese Spektren und die zugehdrigen Fitergebnisse zeigten nur
geringfugige Unterschiede zu den unter oxischen Bedingungen gemessenen Pellets. Das nach
58 h unter anoxischen Bedingungen gewonnene Zellpellet enthielt 6 % C-SO;", 30 % C-S-S-
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C, 22 % C-S-H, 37 % C-S-C und 6 % SO, verglichen mit jeweils 7 %, 25 %, 15 %, 45 % und
6 % in Anwesenheit von Luftsauerstoff. Sulfit war allerdings weder unter oxischen noch unter
anoxischen Bedingungen in den Zellen nachweisbar, obwohl die Sulfitoxidation in Mutante
Alc. vinosum AsoxY nur stark eingeschrénkt stattfindet. Das deutet darauf hin, dass frei in der
Zelle vorliegendes Sulfit sofort ins Medium abgegeben wird.

1.1.4 Suche nach einem weiteren sulfitoxidierenden Enzym

SoxYZ sollte in einem Strep-Protein-Interaktion-Experiment (SPINE) (Schmidt & Skerra,
2007) genutzt werden, um nach einem potentiellen sulfitoxidierenden Enzym zu suchen. Dazu
wurde SoxYZ mit einem Strep-Tag versehen, damit potentielle Komplexpartner nach einer in
vivo erfolgten Vernetzung zusammen mit SoxYZ gereinigt und identifiziert werden konnen.
Im ersten Schritt wurde Vektor pSoxYZ_strep kloniert (Abbildung 8). Hierfur wurde die
Gensequenz von soxYZ inklusive der davor liegenden Sequenz, in der der Promotor flr diese
beiden Gene vermutet wird, tiber die Schnittstellen Xbal und Ncol in den Vektor pPR-IBA1,
kloniert, so dass Vektor pPR-SoxYZ_strep entstand. Anschliefend wurde mittels Xbal und
Hindlll das Fragment inklusive Strep-Tag wieder aus pPR-SoxYZ_strep ausgeschnitten und
in pPBBR1IMCS-2 kloniert, so dass nun ein in Alc. vinosum replizierbarer Vektor, der mit
Strep-Tag versehenes soxYZ enthielt, zur Verfligung stand. Der Vekor wurde mit
pSoxYZ_strep bezeichnet.

Bglll . Notl

| mob \

e

Ncol ..

1000
pSoxYZ_strep

Ncol .

5000

6574 bps

Strep-Tag 2000
‘soxz rep
4000
/ 3000
s

Hindill -
Ncol

oxY \

Notl
Xbal

Abbildung 8. Vektor pSoxYZ_strep. Er enthélt die Gene soxYZ an die sich die Sequenz fur ein Strep-
Tag anschliet, ist in Alc. vinosum mobilisierbar und dort replizierbar und tragt ein

Kanamycinresitenzgen.
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Dieser wurde dann mit Hilfe von E. coli S17-1 in Alc. vinosum Rif50 eingebracht und der
Vektor mittels Kolonie-PCR mit Primern, die die Kanamycin-Kassette des Vektors zum Ziel
hatten, in den entstandenen Mutanten nachgewiesen. Die Mutante Alc. vinosum +
SoxYZ strep  wurde anschlieBend  photoorganoheterotroph  auf  Malat  sowie
photolithoautotroph mit Thiosulfat oder Sulfit als Elektronendonor angezogen. Die bei
Wachstum mit Malat und Thiosulfat identifizierten Komplexe sollten im Vergleich mit den
auf Sulfit erhaltenen Ergebnissen die ldentifizierung eines fur Sulfit spezifischen Proteins
erleichtern. Nach 1 h (fiir Thiosulfat), nach 3 h (fir Sulfit) und nach 3 Tagen (fur Malat)
Wachstum mit dem entsprechenden Elektronendonor wurde in vivo verlinkt, die Zellen
geerntet und anschliefend SoxYZ und seine potentiellen Komplexpartner mit Hilfe des Strep-

Tags gereinigt. Abbildung 9 zeigt die Elutionsfraktionen, von verschiedenen Reinigungen.

Abbildung 9. Elutionsfraktionen der Strep-Tag-Reinigung von SoxYZ aus Alc. vinosum +
SoxYZ_strep. SoxYZ wurde ohne (a) und nach Verlinkung mit 0,6 % Formaldeyd bei Wachstum mit
Thiosulfat (b) und Sulfit (c) als Elektronendonor gereinigt. Rote Pfeile zeigen SoxYZ und griine Pfeile

durch die Verlinkung zusatzlich gereinigte Proteine.

Wird SoxYZ ohne vorherige Verlinkung mit Formaldeyd (in Abbildung 9 beispielhaft bei
photoorganoheterotrophem Wachstum mit Malat gezeigt) gereinigt, sind in Elutionsfraktion 4
drei Proteine zu finden, wobei es sich bei den unteren beiden um SoxYZ (12,7 Da bzw. 12,3
Da) handelt. Zuséatzlich findet sich in der Elutionsfraktion noch eine weitere unspezifische
Bande bei ca. 20 kDa, die sich auch in allen anderen Reinigungen findet. Wé&chst Alc. vinosum
+ SoxYZ_strep mit Thiosulfat als Elektronendonor und wird das mit Strep-Tag versehene
SoxYZ vor der Reinigung in vivo mit mdglicherweise vorhandenen Komplexpartnern

verlinkt, fallt in der vierten Elutionsfraktion neben den Banden fur SoxYZ und einigen
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anderen, relativ schwachen Banden vor allem eine verhaltnisméRig starke Bande bei ca.
25 kDa auf. Das zeigt, dass es prinzipiell moglich ist, mit SPINE auch in Alc. vinosum nach
Interaktionspartnern von Proteinen zu suchen. Wird Alc. vinosum + SoxYZ_strep mit Sulfit
als Elektronendonor angezogen und nach in vivo-Verlinkung daraus SoxYZ gereinigt, findet
sich diese Bande in keiner der Elutionsfraktionen. Stattdessen sind zwei Banden direkt
unterhalb von SoxYZ zu sehen. Allerdings finden sich beide auch in schwacher Form bei
Wachstum von Alc. vinosum + SoxYZ_strep mit Thiosulfat, so dass es sich hier um mit
SoxYZ verlinkte Proteine handelt, die nicht zwangslaufig der Sulfitoxidation zuzuordnen
sind. Da die Oxidation von Sulfit in Alc. vinosum eher ein Randthema dieser Arbeit darstellte,
wurde aus diesem Grund auf die weitere Untersuchung und Identifizierung dieser Proteine

verzichtet.

1.2 Regulation der Transkription und Translation der sox-Gene in

Alc. vinosum

1.2.1 Anordnung der sox-Gene im Genom von Alc. vinosum

Die fir die essentiellen Proteine des Sox-Multienzymkomplexes codierenden Gene soxB,
SoxX, SoxA, soxK, soxY und soxZ sind in Alc. vinosum in drei Transkriptionseinheiten, die
teilweise noch weitere Gene enthalten, angeordnet (Hensen et al. 2006). An die Gene SOXXAK
schlieRen sich die Gene soxL und AlvinDRAFT_0668 (friiher ORFb) an, wobei die Funktion
des Genproduktes von letzterem noch unbekannt ist (Abbildung 10). Die groRte Ahnlichkeit
wiel} es zu einer HNH Endonuklease aus Thioalkalivibrio sp. HL-EbGR7 auf (NCBI Genbank
Accessionnummer: YP_002513135, E =2 e*). Es liegt vermutlich ebenfalls in der selben
Transkriptionseinheit wie soxXA, da erst im nachfolgenden AlvinDRAFT_0667 (fruher
ORFc) ein Sequenzabschnitt zu finden ist, der auf die Bildung einer Haarnadelstruktur

Pq ‘_Px PélvinDRAFT_OG?S
(e (s a  E——)
soXL  SOXA soxB AlVinDRAFT_0674  AlvinDRAFT_0675
AIVINDRAFT_0668 soxK  soxX
Py
X ¢ ]

soxZ soxY  AlvinDRAFT_0730

Abbildung 10. Anordnung der sox-Gene im Genom von Alc. vinosum.
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Abbildung 11. Potentielle Promotoren
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Transkriptionsterminator fungieren konnte (Hensen et al., 2006).

AIVInDRAFT_0667 zeigte die groRte Ahnlichkeit zu einer RNA-Methylase aus Pelobacter
carbinolicus DSM 2380 (YP_357482, E = 0,0). AnschlieRend folgen mehrere Gene, die fur
Proteine der Cyctochrom c-Biosynthese codieren.

In entgegen gesetzter Richtung zur Transkriptionseinheit von soxXA liegt soxB. Die

vermuteten Promotorbereiche sowohl fiir die Transkriptionseinheit von soxXA als auch fir die

von soxB liegen in dieser Region zwischen den Transkriptionseinheiten (Abbildung 11a).

Eine Analyse dieses Bereiches mit BProm ergab einen moglichen Promotor 232 bp vor dem
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Startcodon von soxX und einen 116 bp vor dem Startcodon von soxB. Auch die
Promotorsuche mit Neuronal Networks Promoter Prediction ergab Promotoren in diesen
Bereichen. Die mit Hilfe dieser Programme gefundenen Promotorbereiche unterschieden sich
damit etwas von denen, die Hensen et al. (2006) bestimmt hatten. Hier lag der potentielle
Promotor fiir soxX 244 bp vor dem Startcodon von soxX und der fir soxB 72 bp vor dessen
Startcodon. In der Region zwischen den Transkriptionseinheiten fiel zudem ein perfektes
Palindrom auf, dessen beide invertierten, spiegelbildlich angeordneten Sequenzen einen
Abstand von 11 bp hatten. Das entspricht der Ganghdhe von DNA. Solche Palindrome dienen
als Bindungssequenz fir Transkriptionsfaktoren (Unden, 2007).

Nach der Sequenzierung des Genoms von Alc. vinosum DSM 180" sind nun auch die
Sequenzen der an soxB anschliefenden Gene bekannt. In der selben Transkriptionseinheit wie
soxB liegt das Gen AIlvinDRAFT_0674. Fir das stromabwaértsliegende Gen
AlVInDRAFT_0675 ergab die Promotorsuche mit BProm und Neuronal Networks Promoter
Prediction einen eigenen Promotor. Dieser liegt 220 bp vor dem Startcodon von
AIVINDRAFT_0675. In der Region um den Promotor fanden sich auch sehr viele
palindromische Sequenzen, von denen eine als Bindesequenz fur einen Transkriptionsfaktor
dienen konnte. Das nachfolgende Gen AIVinDRAFT 0676 ist entgegengesetzt zu
AlvinDRAFT _0675 orientiert und gehdrt damit nicht mehr zu dieser Transkriptionseinheit.
Die Gene soxY und soxZ liegen ein einem gemeinsamen Transkriptionsabschnitt, der keine
weiteren Gene enthélt. Allerdings befindet er sich in einer anderen Region des Genoms von
Alc. vinosum als die Abschnitte um soxB und soxXA. Fir diese Transkriptionseinheit ergab die
Analyse mit BProm und Neuronal Networks Promoter Prediction einen potentiellen Promotor
231 bp vor dem Startcodon von soxY (Abbildung 11b). Dreil3ig Basenpaare stromabwarts des
Endes der potentiellen -35 Box liegt ein Palindrom, dessen invertierte, spiegelbildlich
angeordnete Sequenzen 10 bp voneinander entfernt liegen, und somit ebenfalls als
Bindesequenz fur einen Transkriptionsfaktor dienen konnten.

Die fir die sechs essentiellen Proteine des Sox-Multienzymkomplexes kodierenden Gene
liegen also unter der Kontrolle von drei verschiedenen Promotoren, was einen gewissen
regulatorischen Aufwand erfordern dirfte, um ihre gleichzeitige Produktion in
stochiometrischen Mengen zu gewéhrleisten. Um erste Erkenntnisse hierzu zu gewinnen,
wurden daher im Folgenden die Transkription und Translation der sox-Gene unter

verschiedenen Wachstumsbedingungen untersucht.
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1.2.2 Transkription der sox-Gene
1.2.2.1 Herstellung von RNA-Standards fur die real-time RT-PCR

Fir die real-time RT-PCR stehen zwei generelle Quantifizierungsstrategien zur Verfugung:
die absolute Quantifizierung und die relative Quantifizierung (Pfaffl, 2004). Die absolute
Quantifizierung wird anhand einer gegebenen Kalibrierkurve durchgefiihrt, die auf einer
Verdinnungsreine von DNA oder RNA basiert. Bei der relativen Quantifizierung wird die
Genexpression des Zielgens auf ein weiteres, nicht reguliertes, so genanntes ,,Housekeeping
Gen“ oder einen Housekeeping-Gen-Index, der sich aus mehreren Housekeeping-Genen
zusammensetzt bezogen. Da Uber die Regulation von Genen in Alc. vinosum wenig bekannt
ist, stand ein solches Housekeeping Gen fur die relative Quantifizierung der Expression der
sox-Gene in diesem Organismus nicht zur Verfugung. Auch der Vergleich mit 16S rRNA kam
nicht in Frage, da die Expression von rRNA in Prokaryoten stark vom physiologischen Status
der Zelle abhangt (Gourse et al., 1996; Ruimy et al., 1994). Somit blieb nur die absolute
Quantifizierung der real-time RT-PCR-Produkte. Hierfur stellte sich die Frage, ob RNA- oder
DNA-Standards gewdhlt werden sollten. Bei RNA-Standards durchlaufen sowohl die
Standards als auch die Probe die reverse Transkription und die anschlieRende real-time PCR,
wéhrend bei DNA-Standards die Standards im Gegensatz zur Probe nur die real-time PCR
durchlaufen (Pfaffl & Hageleit, 2001). Das fiihrt dazu, dass bei der Verwendung von DNA-
Standards die Effizienz des Transkriptionsschrittes nicht berticksichtigt wird. Auf Grund der
geringen RT-Effizienz fuhrt dieser Schritt zu einer Reduktion des cDNA-Gehalts im
Vergleich zum Ausgangs-RNA-Gehalt um 84 bis 98,6 % (Pfaffl & Hageleit, 2001), was zu
viel zu niedrigen Werten bei der Bestimmung der Kopienzahlen des Zielgens flihrt (Fey et al.,
2004). Um dies zu umgehen, wurden fiir die Quantifizierung der Kopienzahlen der Gene
soxB, soxX und soxY RNA-Standards verwendet. Hierfur wurden, wie in Fey et al. (2004)
beschrieben, Primer verwendet, die ein Fragment erzeugten, dass den zur Quantifizierung
vorgesehenen Sequenzbereich und einen Teil der diese Sequenz flankierenden DNA-Bereich
enthielt. Die so erzeugten PCR-Fragmente wurden anschlieBend mit Hilfe von T7-RNA-
Polymerase in RNA transkribiert und in geeigneter Weise verdunnt. Abbildung 12 zeigt
sowohl die fiir die Standards verwendeten DNA- als auch die RNA-Fragmente.

Mit den gewdahlten RNA-Standards fiir soxB, soxX und soxY konnten in allen drei Féllen
Kalibriergeraden mit hoher Linearitat (Korrelationskoeffizient R* > 0,990) (ber sechs
Zehnerpotenzen (von 10° bis 10" RNA-Molekiilen) erstellt werden. Mit den gewdéhlten
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Primern flr die Quantifizierung von soxB, soxX und soxY wurden spezifische Produkte

erhalten.
a b
M 1 2 3 K

1500 bp —
1000 bp —

1500 bp —— Sl

1000bp —
600 bp — 600 bp 3

Abbildung 12. DNA-Templates (a) und RNA-Standards (b) fur die real-time RT-PCR. a: 100 bp
DNA-Leiter (M), soxB (1-3), soxX (4-6) und soxY (7-9); b: 100 bp RNA-Leiter (M), soxB (1), soxX
(2), soxY (3), Transkriptionskontrolle (K).

1.2.2.2 Transkription der Gene soxB, soxX und soxY

1.2.2.2.1 Transkription in Anwesenheit verschiedener Elektronendonoren

Alc. vinosum wurde photolithoautotroph mit Sulfid, Thiosulfat oder Sulfit und
photoorganoheterotroph mit Malat als Elektronendonoren angezogen. Zu geeigneten
Zeitpunkten, an denen aufgrund vorhergehender Ergebnisse zur Oxidation der jeweiligen
Elektronendonoren mit einer hohen Oxidationsrate zu rechnen war, wurde aus den Kulturen
RNA isoliert (fur Sulfid nach 30 min, flr Thiosulfat nach 1 h, fur Sulfit nach 3 h, fur Malat
nach 2 Tagen) und mittels quantitativer RT-PCR die Kopienzahlen der Gene soxB, soxX und
soxY ermittelt. Auf eine Bestimmung der Kopienzahlen der Gene soxA, soxK und soxZ wurde
verzichtet, da soxAK mit soxX und soxZ mit soxY in einer Transkriptionseinheit liegt und es
sich jeweils um Untereinheiten eines Proteins handelt und daher anzunehmen war, dass die
Kopienzahlen vergleichbar sind.

Tabelle 8 und Abbildung 13 zeigen die Kopienzahlen fiir die drei Gene bei Wachstum mit den
verschiedenen Elektronendonoren. Bei einem Wechsel von photoorganoheterotrophem
Wachstum mit Malat auf photolithoautotrophes Wachstum mit Thiosulfat, dem Substrat des
Sox-Multienzymkomplexes, erhohte sich die Kopienzahl von soxB um das 6,2fache
(Abbildung 13a). Auch Sulfid fihrte zu einer VergrélRerung der Kopienzahl. Sie stieg um das
4,8fache, wahrend sie in Anwesenheit von Sulfit konstant blieb.

Ein &hnliches Bild ergab sich fiir soxX (Abbildung 13b). Beim Wechsel von

photoorganoheterotrophem Wachstum auf Malat zu photolithoautotrophem mit Thiosulfat
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Abbildung 13. Kopienzahlen der Gene soxB (a), soxX (b) und soxY (c) bei Wachstum von Alc.
vinosum mit den Elektronendonoren 2 mM Sulfid, 2 mM Thiosulfat, 5 mM Sulfit und 2 mM Malat,

bestimmt mittels quantitativer real-time RT-PCR.
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Tabelle 8. Kopienzahlen der Gene soxB, soxX und soxY bei Wachstum von Alc. vinosum mit 2 mM
Sulfid, 2 mM Thiosulfat, 5 mM Sulfit, 2 mM Malat und 2 mM Sulfid + 2 mM Thiosulfat.

Elektronendonor SoxB SOXX soxY
Sulfid 9,00x10" + 2,26x10"  8,05x10" + 1,88x10"  4,11x10° + 2,00x10’
Thiosulfat 1,15x10% + 5,69x10°  1,08x10° + 2,33x107  5,22x10° + 8,34x10’
Sulfit 1,81x10" + 1,91x10° 1,68x10’ + 3,54x10° 9,39x10" + 6,08x10°
Malat 1,86x10" + 1,20x10"  2,80x10 + 1,16x10° 5,17x10" + 6,08x10°
Sulfid + Thiosulfat  7,53x10" + 1,08x10°  6,08x10" + 2,33x10°  1,42x10% + 3,04x10’

erhohte sich die Kopienzahl um das 3,9fache. Bei Anwesenheit von Sulfid stieg die
Kopienzahl um das 2,9fache, wéhrend sie fiir Sulfit wieder anndhernd unverandert blieb.
Auch im Fall von soxY fiihrte der Wechsel von Malat zu Thiosulfat als Elektronendonor zu
eine Erhéhung der Kopienzahl (Abbildung 13c). Sie stieg um das 22,8fache. Auch Sulfid
fuhrte wiederum zu einem Anstieg der Kopienzahl, diesmal um das 12,7fache. In
Anwesenheit von Sulfit erhdhte sich die Kopienzahl wiederum nur unwesentlich.

Verglich man die Kopienzahlen der drei Gene untereinander bei Wachstum mit den
verschiedenen Elektronendonoren, fiel auf, dass soxY unter allen Kultivierungsbedingungen
deutlich hohere Kopienzahlen erreichte als soxB und soxX. Wéhrend die Kopienzahlen fir
soxB und soxX unter allen Bedingungen sehr dhnliche Werte zeigten, lagen sie flir soxY bei
Wachstum auf Sulfid um das 5,8 bzw. 6,5fache, auf Thiosulfat um das 8,2 bzw. 8,7fache, auf
Sulfit um das 2,6 bzw. 3,1fache und auf Malat um das 2,2 bzw. 1,5fache héher als die von
soxB und soxX. Aufféllig war dabei, dass das Verhéltnis der Kopienzahlen von soxY zu denen
von soxB und soxX nicht konstant war, sondern von Malat Uber Sulfit und Sulfid zum
Thiosulfat anstieg. Fir soxY erhohten sich also die Kopienzahlen bei Wachstum auf Sulfid
und Thiosulfat im Vergleich zu Wachstum auf Malat stérker als dies fur soxB und soxX der

Fall war.

1.2.2.2.2 Transkription bei gleichzeitiger Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat

Sowohl Sulfid als auch Thiosulfat fuhrten zu einer verstérkten Expression der sox-Gene. Im
Folgenden sollte daher untersucht werden, wie die Expression der sox-Gene reguliert wurde,
wenn beide Elektronendonoren gleichzeitig zur Verfugung standen. Daher wurde Alc.
vinosum photolithoautotroph mit Sulfid und Thiosulfat angezogen, nach 30 min die RNA der
Kultur isoliert und wieder mittels quantitativer real-time RT-PCR die Kopienzahlen von soxB,
soxX und soxY bestimmt. Abbildung 14 und Tabelle 8 zeigen die Kopienzahlen der Gene bei
Wachstum auf Sulfid, Sulfid und Thiosulfat und Thiosulfat im Vergleich. Wéhrend die
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Kopienzahlen von soxB und soxX denen bei Wachstum mit Sulfid als einzigem
Elektronendonor &hnlich waren, nahm soxY eine Sonderrolle ein. Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat lagen die Kopienzahlen von soxY nur um 1,9 bzw. 2,3
mal hoher als die von soxB und soxX und damit deutlich niedriger als bei Wachstum mit
Sulfid oder Thiosulfat als einziger Schwefelquelle.

1,0E+091
9,0E+08
8,0E+08-
7,0E+08-
6,0E+08
5,0E+08
4,0E+08"
3,0E+08-
2,0E+08
1,0E+08
0,0E+00-

Kopienzahl

Sulfid Sulfid+Thiosulfat Thiosulfat
Elektronendonor
M soxB M soxX M soxY

Abbildung 14. Kopienzahlen der Gene soxB (grun), soxX (blau) und soxY (rot) bei Wachstum mit
2 mM Sulfid, 2 mM Sulfid und 2 mM Thiosulfat oder 2 mM Thiosulfat als Elektronendonoren,

bestimmt mittels quantitativer real-time RT-PCR.

1.2.2.2.3 Transkription in den Mutanten Alc. vinosum soxB::Q-Km, Alc. vinosum

soxX::Q-Km und Alc. vinosum AsoxY

Da sich direkt im Anschluss an soxB und in der selben Transkriptionseinheit liegend ein Gen
(AlVinDRAFT_0674) befindet, das fur ein Protein codiert, das durch BLAST (Altschul et al.,
1997; Altschul et al.,, 2005) als mdglicher Bestandteil eines Zwei-Komponenten-
Regulationssystems identifiziert wurde (Hensen et al., 2006), wurde die Transkription der
Mutante Alc. vinosum soxB::Q-Km untersucht. In dieser Mutante wurde in soxB eine Q-
Kanamycinkassette eingefligt, die auch die Transkription aller nachfolgenden Gene der selben
Transkriptionseinheit - und somit auch die von AIViInDRAFT_0674 - unterbinden sollte.
Somit konnte untersucht werden, ob AIVinDRAFT_0674 Einfluss auf die Regulation des Sox-
Multienzymkomplexes hat. Da die fiir die quantitative real-time PCR gewahlten Primer vor
der Q-Kanamycinkassette lagen, konnten auch fur soxB Kopienzahlen bestimmt werden.

Abbildung 15 vergleicht die Kopienzahlen der Gene soxB, soxX und soxY des auf Malat
gewachsenen Wildtyps mit denen der auf Malat angezogenen Mutante Alc. vinosum
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soxB::Q-Km. Tabelle 9 zeigt die dazugehorigen RNA-Kopienzahlen der Mutante und des
Wildtyps. Die Kopienzahlen der Mutante waren bei Wachstum auf Malat deutlich hoher als
im Wildtyp. Fir soxB fanden sich 4,4 mal mehr mRNA-Molekiile als im Wildtyp, fur soxX
waren die Kopienzahl um das 14,7fache erhdht und fir soxY um das 8,8fache. Das deutete
darauf hin, dass das in AIVinDRAFT_0674 codierte Protein Einfluss auf die Expression der
Gene des Sox-Multienzymkomplexes hatte, wobei dieser auf soxX am stérksten und auf soxB,
das in der selben Transkriptionseinheit wie AlVinDRAFT_0674 liegt, am schwéchsten war.

Tabelle 9. Kopienzahlen der Gene soxB, soxX und soxY der Mutanten Alc. vinosum soxB::Q-Km, Alc.
vinosum soxX::Q-Km und Alc. vinosum AsoxY bei Wachstum mit 2 mM Malat und 2 mM Thiosulfat

als Elektronendonor, bestimmt mittels quantitativer real-time RT-PCR.

Elektronendonor SoxB SOXX soxY
Alc. vinosum Wildtyp
Malat 1,86x10" + 1,20x107  2,80x10" + 1,16x10° 5,17x10" + 6,08x10°
Thiosulfat 1,15x10% + 5,69x10°  1,08x10° + 2,33x10"  5,22x10° + 8,34x10’
Alc. vinosum soxB::Q-Km
Malat 8,17x10" +5,71x10"  4,12x10% + 2,16x10®  3,63x10° + 4,10x10’
Thiosulfat 2,00x10% + 2,21x10"  6,76x10°% + 2,40x10"  6,32x10° + 7,99x10’
Alc. vinosum soxX::Q-Km
Malat 4,48x107 +2,54x10°  2,18x107 +2,70x10° 1,78x10° + 1,33x10’
Thiosulfat 5,74x107 +5,94x10°  6,22x10°% + 6,20x10"  4,47x10° + 2,23x10’
Alc. vinosum AsoxY
Malat 1,54x10" + 1,35x10°  2,54x10" + 7,34x10°
Thiosulfat 8,48x10" + 1,15x10"  9,45x10’ + 2,33x10’

Auch beim Vergleich zwischen Wildtyp und Mutante bei Wachstum mit Thiosulfat als
Elektronendonor zeigten sich Unterschiede (Abbildung 15a). Fir soxB ergab sich in der
Mutante eine geringfligige Erhdéhung der Kopienzahl um das 1,7fache, wahrend diese fir
soxX deutlich groRer ausfiel. Hier lagen in der Mutante 6,3 mal mehr mRNA-Molekile vor
als im Wildtyp. Das Gen soxY wurde dagegen in der Mutante etwas niedriger exprimiert als
im Wildtyp. Die Kopienzahl in der Mutante lag 1,5fach niedriger als im Wildtyp.

In der Mutante lagen die Expressionslevel bei Wachstum auf Thiosulfat aber weiterhin etwas
hoher als die auf Malat erreichten (Abbildung 15a und b). Die Kopienzahl von soxB erhthte
sich bei einem Wechsel von photoorganoheterotrophem Wachstum auf Malat zu
photolithoautotrophem Wachstum auf Thiosulfat um das 2,4fache, die von soxX um das
1,6fache und die von soxY um das 1,7fache. Damit fiel der Anstieg der Kopienzahl aber
deutlich geringer aus als dies im Wildtyp der Fall war, wo der entsprechende Anstieg fir die
jeweiligen Gene bei 6,2, 3,9 und 22,8 lag. Zudem zeigten im Wildtyp soxB und soxX unter
allen Wachstumsbedingungen vergleichbare Kopienzahlen, wahrend die von soxY grundsétz-
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Abbildung 15. Kopienzahlen der Gene soxB (grin), soxX (blau) und soxY (rot) in Alc. vinosum
Wildtyp und in der Mutante Alc. vinosum soxB::Q-Km bei Wachstum mit 2 mM Malat (a) und 2 mM

Thiosulfat (b) als Elektronendonor, bestimmt mittels quantitativer real-time RT-PCR.

lich hoher lagen. Das ist bei einer Inaktivierung der Gene soxB und AlvinDRAFT_0674 nicht
mehr der Fall. Statt dessen liegen nun die Kopienzahlen von soxX sowohl bei Wachstum auf
Malat als auch bei Wachstum auf Thiosulfat hoher als die von soxY. Zusammenfassend
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass AIVInDRAFT 0674 flr ein Protein codiert, das an der
Regulation der Expression der Gene des Sox-Multienzymkomplexes beteiligt ist.

Auch in der Transkriptionseinheit von soxXAK liegen weitere Gene, die fir verschiedene
Proteine codieren, deren Rolle im Schwefelstoffwechsel von Alc. vinosum teilweise noch
nicht vollstandig geklart ist (Hensen et al., 2006). Um eine Beteiligung an der Regulation der
Expression der Gene des Sox-Multienzymkomplexes auszuschlieBen, wurden auch die

Expressionslevel der Gene soxB, soxX und soxY in der Mutante soxX::Q-Km untersucht.
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Diese tragt eine Q-Kanamycinkassette in soxX, die auch die Transkription der nachfolgenden
Gene unterbindet (Hensen et al., 2006). Auch hier lagen die Primer fur die real-time PCR vor
der Q-Kanamycinkassette, so dass auch Kopienzahlen fur soxX bestimmt werden konnten.

In Abbildung 16a ist wieder der Vergleich zwischen Mutante und Wildtyp bei Wachstum auf
Malat zu sehen (Kopienzahlen der Mutante siehe Tabelle 9). Wahrend sich fiir soxB eine
etwas hohere Kopienzahl in der Mutante von 2,4 mal mehr mRNA-Molekilen und flr soxX
leicht niedrigere Kopienzahlen ergaben, war fur soxY ein deutlicherer Unterschied zu
erkennen. Hier lagen in der Mutante 4,3 mal mehr mRNA-Molekile vor als im Wildtyp.

Beim Vergleich zwischen Wildtyp und Mutante beim Wachstum auf Thiosulfat zeigte sich
der groRte Unterschied in der Expression des Gens soxX (Abbildung 16b). Wéhrend die
Kopienzahl fur soxB und soxY in der Mutante etwas niedriger waren, lagen die Kopienzahlen
fur soxX in der Mutante um das 4,1fache hoher als im Wildtyp.

Wurden wieder die Kopienzahlen der drei Gene in der Mutante bei Wachstum auf Malat und
Thiosulfat  verglichen, war auch hier eine Erhohung der Kopienzahlen bei
photolithoautotrophem Wachstum mit Thiosulfat als Elektronendonor zu erkennen
(Abbildung 16a und b). Das Expressionslevel von soxB stiegt leicht um das 1,3fache. Fur
soxX war der Anstieg deutlich héher, hier lag die Kopienzahl bei Wachstum auf Thiosulfat
um das 20,5fache hoher als bei Wachstum auf Malat. Auch flr soxY stieg die Kopienzahl bei
Wachstum auf Thiosulfat. In diesem Fall nahm sie um das 3,5fache zu. Auch in dieser
Mutante unterschied sich der Anstieg der Kopienzahlen beim Wechsel von
photoorganoheterotrophen Wachstum auf Malat zu photolithoautotrophen Wachstum auf
Thiosulfat deutlich von dem im Wildtyp (die entsprechenden Zahlen waren: soxB 6,2fach;
soxX 3,9fach; soxY 22,8fach). Besonders aufféllig war dabei, dass die Verhaltnisse fir soxX
und soxY sich nahezu umdrehten. Wéhrend flir soxX ein sehr starker Anstieg zu beobachten
war, fiel dieser fur soxY nun sehr viel schwécher aus. Dadurch &nderten sich auch die
Verhéltnisse der Kopienzahlen der einzelnen Gene untereinander verglichen mit dem
Wildtyp. Wéahrend die Anzahl der mRNA-Molekiile von soxB und soxX im Wildtyp sehr
ahnlich war und die von soxY deutlich hoher, lagen nun sowohl die Kopienzahlen von soxY
als auch die von soxX signifikant hoéher als die von soxB. Die Insertion einer Q-
Kanamycinkassette und die daraus folgende Inaktivierung der Gene der Transkripitonseinheit
von soxXA wirkt sich also deutlich auf die Expression von soxX und in geringerem Mal3e auch
auf die Expression von soxY aus.

Auch eine mdgliche Rolle von SoxYZ in der Regulation der Expression der Gene soxB und
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Abbildung 16. Kopienzahlen der Gene soxB (griin), soxX (blau) und soxY (rot) in Alc. vinosum
Wildtyp und in der Mutante Alc. vinosum soxX::Q-Km bei Wachstum mit 2 mM Malat (a) und 2 mM
Thiosulfat (b) als Elektronendonor, bestimmt mittels quantitativer RT-PCR.

soxX wurde untersucht. Hierfir wurde die Mutante Alc. vinosum AsoxY, in der das Gen soxY
deletiert wurde (Hensen et al., 2006), auf Malat und Thiosulfat angezogen und aus beiden
Kulturen RNA isoliert. Anschliefend wurden die Kopienzahlen der Gene soxB, soxX und
soxY wieder mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Wie Abbildung 17a (Kopienzahlen der
Mutante siehe Tabelle 9) zeigt, waren die Werte der Kopienzahlen fur soxB und soxX in der
Mutante Alc. vinosum AsoxY bei Wachstum auf Malat denen im Wildtyp vergleichbar. Fir
soxY erhielt man auf Grund der Deletion des Gens kein Transkript.

Bei Wachstum auf Thiosulfat zeigte sich ein &hnliches Bild wie bei Wachstum auf Malat
(Abbildung 17b). Auch hier waren die Kopienzahlen von soxB und soxX in der Mutante

denen im Wildtyp vergleichbar. Insgesamt waren die Kopienzahlen in der Mutante flr beide
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Abbildung 17. Kopienzahlen der Gene soxB (griin), soxX (blau) und soxY (rot) in Alc. vinosum
Wildtyp und in der Mutante Alc. vinosum AsoxY bei Wachstum mit 2 mM Malat (a) und 2 mM

Thiosulfat (b) als Elektronendonor, bestimmt mittels quantitativer real-time RT-PCR.

Gene und unter beiden Wachstumsbedingungen etwas niedriger als im Wildtyp.

Im Vergleich zwischen den Kopienzahlen der Gene soxB und soxX in der Mutante bei
Wachstum auf Malat und auf Thiosulfat (Abbildung 17a und b) war ein 5,5 fache bzw.
3,7fache Erhohung der Kopienzahlen zu beobachten. Dies &hnelt der Situation im Wildtyp,
wo fir soxB die Kopienzahl beim Wechsel von Malat auf Thiosulfat auf das 6,2fache und fir
soxX auf das 3,9fache ansteigt. Auf Grund dieser Ergebnisse, kann eine regulatorische
Funktion von SoxYZ auf transkripitonaler Ebene ausgeschlossen werden.
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1.2.3 Translation der sox-Gene

1.2.3.1 Erzeugung der Mutanten Alc. vinosum Tl-soxB, Tl-soxX und TI-soxY

Zusétzlich zur Transkription der Gene soxB, soxX und soxY wurde auch die Translation der
Transkripte untersucht. Hierzu wurden Mutanten erzeugt, in die mittels single-cross-over ein
Vektor eingebracht wurde, der den Promotorbereich des jeweiligen Gens und die
nachfolgende DNA-Sequenz, die die Ribosomenbindestelle, das Startcodon und die Sequenz
fur die ersten acht Aminosauren des jeweiligen Proteins enthielt. Daran schloss sich in frame
das lacZ-Gen aus E. coli an, dem wiederum die Sequenz fir die ersten acht Aminosauren
fehlte, so dass Transkription und Translation des Gens nun der des jeweiligen sox-Gens aus
Alc. vinosum entsprachen. AnschlieBend konnte mittels eines p-Galactosidase-Assays die
Produktion des Sox-f-Galactosidase-Fusionsproteins quantifiziert werden.

1.2.3.2 Herstellung der Vektoren pK235 und pK236

Zur Reportergenfusion von Alc. vinosum-Genen mit lacZ aus E. coli musste ein Vektor
konstruiert werden, der Uber Konjugation mit einem geeigneten E. coli-Stamm in
Alc. vinosum Ubertragen werden kann. Hierfur wurde aus den Vektoren pPHU235 und
pPHU236 (Hubner et al., 1991) mittels Sall ein Fragment, das die multiple cloning site und
das nachfolgende lacz-Gen enthielt, ausgeschnitten und anschlielend die (berh&dngenden
Enden mit Hilfe des Klenow-Fragments aufgefillt. Durch weiteren Verdau mit EcoRI wurde
ein Uberflussiger Sequenzabschnitt entfernt und damit ein kleineres Fragment erzeugt, dass
nur noch die multiple cloning site und das lacZ-Gen enthielt. Dieses Fragment wurde in den
Vektor pK18mobsacB ligiert, aus dem vorher mit Hilfe von Hindlll, anschlieBendem
Auffullen der Schnittstelle mit Klenow-Fragment und weiterem Verdau mit EcoRI die
multiple cloning site entfernt worden war. Damit war ein in Alc. vinosum konjugierbarer
Vektor mit einer multiple cloning site entstanden, in die beliebige Gene so ligiert werden
konnten, dass sie in frame mit dem nachfolgenden lacZ-Gen fusioniert werden (Abbildung
18).
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pK235/236

8797 bps

Hind11l

Sphl P!
Bstl Hpal (. sacll
Sbfl * Hpal
Scal | Pwull
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pK235

EcoRI Sacl Kpnl Xhol BamHI _ Xbal Scal Pstl Sphl Hindlll e

GAATTCGAGCTCGGTACCCCCCTCGAGGGGGGGACCTTCTAGAGTCGAGTACTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGCTGCC
Glu PheGlu Leu Gly Thr Pro Lau Glu Gly Gly lle LeuEnd Ser Arg Val LeuAsp LauGIn Ala Cys Lys LauAla Ala

pK236

EcoRI Sacl Kpnl Xhol BamHI _ Xbal Scal Pstl Sphl Hindlll -

GAATTCGAGCTCGGTACCCCCCTCGAGGGGGGGACCTTCTAGAGTCGAGTACTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTCGATGCC
Aan Ser Ser Ser Val Pro Pro Ser Arg Gly Gly Ser Ser Arg Val Glu Tyr Ser Thr Cys Arg His Ala Ser Phe Asp Ala

Abbildung 18. Vektoren pK235 und pK236. Unten ist die translationale Gleichschaltung der
Polylinkerregionen in den beiden Vektoren gezeigt. Schnittstellen sind Uberstrichen, die drei Sterne
markieren das achte Codon des lacZ-Gens und die Aminosduresequenz der (bersetzten

Polylinkerregion ist unter der DNA-Sequenz angegeben.

1.2.3.3 Herstellung und Uberpriifung der Mutanten

Zur Erzeugung der Mutanten Alc. vinosum TIl-soxB und Alc. vinosum TIl-soxX wurden die
Genregionen vor soxB und soxX, die die Promotorregion, die Ribosomenbindestelle, die
Startcodonsequenz und die Sequenz fur die ersten acht Aminosduren des jeweiligen Proteins
enthielten, in frame mittels der Schnittstellen Pstl und Hindlll in den Vektor pK235 ligiert.
Fir soxY wurde Vektor pK236 verwendet. Die so entstandenen Vektoren p235TI-soxB,
p235Tl-soxX und p236TI-soxY wurden anschlieend in E. coli S17-1 transformiert und in
Alc. vinosum Rif50 konjugiert. Die entstandenen Single cross over-Mutanten wurden mit
Hilfe von PCR auf das Vorhanden sein des aus pK18mobsacB stammenden Vektorrlickgrats
untersucht, fur das mit den verwendeten Primern ein 900 bp groRes Fragment zu erwarten

war. Es konnten fir alle drei Mutanten positive Klone identifiziert werden.
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1.2.3.4 Translation in Anwesenheit verschiedener Elektronendonoren

Wie fir die Untersuchung der Transkription wurde auch fiur die Translation zuerst die
Auswirkung verschiedener Elektronendonoren auf die Produktion von SoxB, SoxX und SoxY
untersucht. Hierfir wurde Alc. vinosum wieder photoorganoheterotroph auf Malat und
photolithoautotroph auf Sulfid, Thiosulfat oder Sulfit angezogen und anschlielend die
spezifische p-Galactosidase-Aktivitdt der Sox-Fusionsproteine bei den jeweiligen
Wachstumsbedingungen bestimmt.

Abbildung 19a und Tabelle 10 zeigen die spezifischen p-Galactosidase-Aktivitaten fur das
SoxB-Fusionsprotein. Beim Wechsel von photoorganoheterotrophem Wachstum mit Malat zu
photolithoautotrophem Wachstum mit Thiosulfat als einzigem Elektronendonor erhéhte sich
die spezifische p-Galactosidase-Aktivitdt um das 1,5fache. Fur Sulfid und Sulfit verringerten
sich die Aktivitaten im Vergleich zu Wachstum auf Malat dagegen um das 1,4fache.

Ein &hnliches Bild ergab sich fir SoxX (Abbildung 19b; spezifische p-Galactosidase-
Aktivitaten siehe Tabelle 10). Die spezifische p-Galactosidase-Aktivitat stieg bei Wachstum
auf Thiosulfat im Vergleich zu Wachstum auf Malat um das 1,6fache. Die spezifischen
Aktivitaten bei Wachstum auf Sulfid und Sulfit lagen wieder geringfiigig niedriger als die
Werte fur Wachstum auf Malat.

Tabelle 10. Spezifische p-Galactosidase-Aktivitaten in nmol o-Nitrophenol min™ mg™ der Gene
soxB, soxX und soxY bei Wachstum von Alc. vinosum mit 2 mM Sulfid, 2 mM Thiosulfat, 5 mM
Sulfit, 2 mM Malat und 2 mM Sulfid + 2 mM Thiosulfat.

Elektronendonor soxB SOXX soxY
Sulfid 8,50 + 2,33 13,37 + 0,66 46,47 + 26,67
Thiosulfat 17,28 £ 3,15 25,14 + 1,03 160,34 + 27,03
Sulfit 8,69 + 3,40 11,25+ 1,45 38,06 + 14,29
Malat 12,13+ 1,34 15,67 + 0,56 55,91 + 13,37
Sulfid + Thiosulfat 9,38 + 1,45 15,83 £ 1,20 22,32 +5,48

Wurde die Mutante TI-soxY photolithoautotroph mit Thiosulfat angezogen, zeigte sie eine
2,9fach hohere spezifische S-Galactosidase-Aktivitdt im Vergleich zu photoorganohetero-
trophem Wachstum auf Malat (Abbildung 19c; spezifische S-Galactosidase-Aktivitaten siehe
Tabelle 10). Im Gegensatz dazu waren die Aktivitadten bei Wachstum auf Sulfid und Sulfit wie
schon flir die SoxB- und SoxX-Fusionsproteine niedriger als bei Wachstum auf Malat
(1,2fach bzw. 1,5fach).

Vergleicht man die spezifischen f-Galactosidase-Aktivitaten von Tl-soxB, Tl-soxX und TI-
soxY jeweils bei Wachstum mit den verschiedenen Elektronendonoren untereinander, fallt auf,
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Abbildung 19. Spezifische Aktivitaten der p-Galactosidase-Fusionsproteine SoxB (a), SoxX (b) und
SoxY (c) bei Wachstum mit 2 mM Sulfid, 2 mM Thiosulfat, 5 mM Sulfit und 2 mM Malat.
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dass die Aktivitdten von SoxY deutlich hther waren, als die von SoxB und SoxX (Abbildung
19a, b und c). Diese waren sich wiederum sehr &hnlich. Bei Wachstum auf Sulfid lag die
spezifische fp-Galactosidase-Aktivitat von SoxY 5,5 bzw. 3,5fach hoher als die von SoxB und
SoxX. Lag Thiosulfat als einziger Elektronendonor vor, erreichte SoxY eine 9,0 bzw. 6,4fach
hohere Aktivitat als SoxB und SoxX. Die Aktivitat von SoxY erreichte bei Wachstum mit
Sulfit 4,4 bzw. 3,4 und bei Verwertung von Malat 4,6 bzw. 3,5fach hthere Werte als die fiir

SoxB und SoxX erreichten.
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Abbildung 20. Spezifische Aktivitdten der S-Galactosidase-Fusionsproteine SoxB (griin), SoxX
(blau) und SoxY (rot) bei Wachstum mit 2 mM Sulfid, 2 mM Sulfid und 2 mM Thiosulfat oder 2 mM

Thiosulfat.
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Abbildung 21. Spezifische Aktivitaten der p-Galactosidase-Fusionsproteine SoxB, SoxX und SoxY
bei steigenden Thiosulfatkonzentrationen (0,5; 5; 10 und 20 mM).
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1.2.3.5 Translation bei gleichzeitiger Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat

Wie flr die Transkriptionsebene wurden auch die Auswirkungen von gleichzeitiger
Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat auf die Translation von SoxB, SoxX und SoxY
untersucht. Abbildung 20 zeigt die spezifischen p-Galactosidase-Aktivitaten der drei
Fusionsproteine wéhrend der drei Wachstumsbedingungen im Vergleich (spezifische p-
Galactosidase-Aktivitaten siehe Tabelle 10). Die Aktivitdten von SoxB und SoxX bei
Wachstum mit Sulfid und Thiosulfat als Elektronendonor waren vergleichbar zu denen bei
Wachstum mit Sulfid als einzigem Elektronendonor. SoxY wies dagegen im Vergleich zu
SoxB und SoxX eine deutlich niedrigere Aktivitét verglichen mit der bei Wachstum auf Sulfid

auf. Sie lag nur noch 2,4 bzw. 1,4fach hoher (im Vergleich zu 5,8 bzw. 6,5fach).

1.2.3.6 Abhéangigkeit der Translation der sox-Gene von der Thiosulfatkonzentration

Des weiteren wurde untersucht, ob Transkription und Translation der sox-Gene abhéngig von
der Thiosulfatkonzentration sind. Hierfur wurden die Mutanten Tl-soxB, Tl-soxX und TI-soxY
mit 0,5, 5, 10 und 20 mM Thiosulfat angezogen und deren spezifische p-Galactosidase-
Aktivitdten bestimmt. Abbildung 21 und Tabelle 11 zeigen die Ergebnisse fur alle drei
Mutanten. Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl fiir SoxB als auch fiir SoxX und SoxY mit
zunehmender Thiosulfatkonzentration auch die spezifischen p-Galactosidase-Aktivitaten
ansteigen. Die Regulation von Transkription und Translation der sox-Gene bei Wachstum mit
Thiosulfat erfolgt also konzentrationsabhéngig. Wie schon in den vorhergehenden Versuchen
liegen die spezifischen Aktivitdten von SoxB am niedrigsten, die von SoxX sind etwas hoher
und die SoxY-Aktivitaten erreichen die hochsten Werte.

Tabelle 11. Spezifische p-Galactosidase-Aktivitdten der Sox-LacZ-Fusionsproteine bei Wachstum

von Alc. vinosum mit steigenden Thiosulfatkonzentrationen.

Thiosulfatkonzentration SoxB SoxX SoxY
[mM]
0,5 10,15+ 0,81 20,02 + 3,50 50,29 + 8,18
5 21,05+ 4,32 80,24 +11,51 172,10 £ 9,17
10 39,52 + 3,83 109,74 + 10,54 216,35 + 14,00
20 57,78 + 3,44 135,08 + 4,77 291,71 £17,32
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1.2.4. Sequenzvergleich von AlvVinDRAFT_0674

Bei AIVInDRAFT_0674 handelt es sich um eine putative Multisensorhybridhistidinkinase.
Die besteht aus 1253 Aminosauren mit einer vorausgesagten GroRe von 140513 Da und
einem rechnerischen isoelektrischen Punkt von 5,10. Fir das Protein werden weder ein
Signalpeptid noch Transmembranhelices vorausgesagt, so dass es sich um ein im Cytoplasma
lokalisiertes Protein handeln dirfte. Dies entspricht auch den Ergebnissen von Hensen et al.
(2006). AIVINDRAFT_0674 weist mehrere konservierte Domanen auf (Abbildung 22). In
Richtung seines N-Terminus befinden sich zwei PAS-Doménen (CD Datenbanknummer
cd00130). An diese schlieen sich in Richtung C-Terminus eine HisKA (cd00082), eine
HATPase_c-Doméne (cd00075) und abschlieend zwei REC-Domanen (cd00156) an.

Mit Hilfe von BLAST (Altschul et al., 1997; Altschul et al., 2005) und ClustalW (Larkin et
al., 2007) wurden zu AlVinDRAFT_0674 homologe Proteine gesucht und einige von ihnen
anschlieBend tiber Sequenzalignments miteinander verglichen (Alignments siehe Anhang 1).
Bei der Suche mittels BLAST fanden sich sehr viele homologe Proteine zu
AlVinDRAFT_0674. Es handelte sich um potentielle Multisensorhistidinkinasen aus Alpha-
Proteobakterien (z.B. Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1, CAM77427; Magneto-
coccus sp. MC-1, YP_867301), Beta-Proteobakterien (z.B. Chromobacterium violaceum
ATCC12472; Leptothrix cholodnii SP-6, YP_01792562), Gamma-Proteobakterien (z.B.
Shewanella putrefaciens 200, ZP_1707790; Yersinia aldovae ATCC 35236, ZP_4618054;
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor str. N16961; NP_230993), Delta-Proteobakterien (z.B.
Desulfonatronospira thiodismutans ASO3-1, ZP_03738052; Desulfurivibrio alkaliphilus
AHT2, ZP_05709977) und Epsilon-Proteobakterien (Sulfurospirillum deleyianum DSM 6946,
ZP_04422247), aber auch aus einem Vertreter der Gruppe Fibrobacteres/Acidobakterien
(Candidatus Koribacter versatilis Ellin345, ZP_593133). Unter den Organismen, die ein
Homologes zu AlvinDRAFT_0674 haben, fanden sich nur zwei weitere, die Thiosulfat
oxidieren konnen: HIr. halophila SL1 und Magnetococcus sp. MC-1. Beide bilden
Schwefelkugeln aus Thiosulfat. Fir die Sequenzalignments mittels ClustalW wurden daher
die homologen Proteine aus diesen beiden Organismen und daneben noch einige andere, die
besonders hohe Identitadten zu dem in Alc. vinosum gefundenen Protein aufweisen, verwendet.
Die Ahnlichkeit zwischen AIVInDRAFT_0674 und den in HIr. halophila SL1 und Dts.

thiodismutans ASO3-1 ist mit Wahrscheinlichkeiten fiir eine zufillige Ubereinstimmung mit

Zl80 -163

der Sequenz von Alc. vinosum DSM von 0,0 bzw. le am groBRten. Das

Sequenzalignment zeigte keine konservierten Bereiche fur die Bereiche der Proteine, die die
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Abbildung 22. Putative konservierte Domanen im Genprodukt von AlVinDRAFT_0674.

PAS-Doménen enthalten. Als PAS-Domédnen wurden die Sensor-Doménen verschiedener
Sensor-Histidinkinasen zusammen gefasst. Die fehlenden konservierten Bereiche in dieser
Zusammenstellung kénnten darauf hindeuten, dass die gefundenen homologen Proteine sich
in dem Reiz, der durch den Sensor registriert wird, unterscheiden. Vergleicht man nur die
Sequenzen von AlVinDRAFT_0674 und seinem Homologen in Hir. halophila so zeigen sich
groRe Ubereinstimmungen der Sensorbereiche beider Proteine. Alle verglichenen Proteine
haben dagegen viele konservierte Bereiche in ihrer Primdrstruktur, in dem Sequenzabschnitt,
der den PAS-Doménen folgt. Die weitere Signalubermittlung, die sich an den durch das

Protein registrierten Reiz anschlie3t, verlauft vermutlich in allen Proteinen ahnlich.

1.2.5 Sequenzvergleich von AlvinDRAFT_0675

Bei AIVInDRAFT_0675 handelt es sich um den putativen Regulator eines Zwei-
Komponenten-Systems, ein 303 Aminosauren langes Protein mit einer vorhergesagten Grofie
von 33906 Da und einem rechnerischen isoelektrischen Punkt von 5,78. Auch flr dieses
Protein konnten weder ein Signalpeptid noch Transmembranhelices nachgewiesen werden, so
dass es sich bei AIVInDRAFT_0675 ebenfalls um ein cytoplasmatisches Protein handelt. Es
weist zwei konservierte Doménen auf (Abbildung 23): eine REC-Domane (cd00156) am N-
Terminus und eine GGDEF-Domane (cd01949) am C-Terminus. Die Eingabe der Sequenz in
GYM2.0 (Narasimhan et al., 2002; Gao et al., 1999) und Helix-turn-Helix Motif Prediction
(Combet et al., 2000) ergab in beiden Programmen DRLEQVAMQDGLTQIPNRRRFD als
Sequenzbereich fiir ein Helix-turn-Helix-Motiv an. Allerdings wird der Score (2,08) bei der
Bestimmung des Motivs bei Verwendung von Helix-turn-Helix Motif Prediction als nicht
signifikant angesehen. Zudem vergleicht GYM2.0 die mit Hilfe des GYM-Algorithmus
erhaltenen Ergebnisse mit solchen, die mit Hilfe der fir die Vorhersage von Helix-turn-Helix-
Motiven géngigen Dodd & Egan-Methode erhalten werden, welche ebenfalls die oben

genannte Sequenz nicht als mdgliche Primarstruktur fur ein Helix-turn-Helix-Motiv einstuft.
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Auch PleD, eine gut beschriebener Antwortregulator mit GGDEF-Doméne aus Caulobacter
crescentus, bei dem es sich um ein Homologes von AlVinDRAFT_0675 handelt, weist kein
Helix-turn-Helix-Motiv auf (Chan et al., 2004) Vor diesem Hintergrund erscheint es daher
fragwiirdig, ob AIVInDRAFT_0675 tatsachlich ein DNA-bindendes Helix-turn-Helix-Motiv
besitzt.

Auch fir AlVinDRAFT_0675 ergab die Suche nach homologen Proteinen mittels BLAST
(Altschul et al., 1997; Altschul et al., 2005) sehr viele Treffer. Wie fur AlvinDRAFT_0674
ergaben sich die groRten Ahnlichkeiten filr putative Regulatoren aus Dts. thiodismutans
-102

ASO3-1 und Hlr. halophila - allerdings in umgekehrter Reihenfolge - mit Werten von le
bzw. 3. Homologe zu AlvinDRAFT 0675 finden sich in nahezu allen Organismen, die

1 50 1o 150 on 250 303
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intermolecular recognition site M %
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Abbildung 23. Putative konservierte Domanen im Genprodukt von AlVinDRAFT_0675.

auch Homologe zu AlVinDRAFT_0674 aufweisen. Zusatzlich gibt es auch ein Homologes in
einem weiteren Schwefeloxidierer, Beggiatoa sp. PS (Gamma-Proteobakterium,
ZP_02002049) und in einigen Cyanobakterien (z.B. Cyanothece sp. PCC 7822,
ZP_03153815; Lyngbya sp. PCC 8106 , ZP_01624532).

Fir das Sequenzalignment wurden wieder die beiden Proteine aus Dts. thiodismutans ASO3-1
und Hir. halophila mit der gréRten Ahnlichkeit zu AlVinDRAFT_0675 sowie die Proteine der
Schwefeloxidierer Magnetococcus sp. MC-1 und Beggiatoa sp. PS, ein cyanobakterielles
Protein aus Cyanothece sp. PCC 7822 und das Homologe aus Swa. amazonensis SB2B
verwendet. Die Proteine weisen Uber ihre gesamte Primérstruktur sehr viele konservierte
Aminoséuren auf. Das GGDEF-Motiv liegt in leicht modifizierter Form vor. Anstelle des
Aspartat (D) findet sich Glutamat (E), allerdings handelt es sich bei beiden Aminoséduren um
solche mit negativ geladenen Seitenketten. Die einzige Ausnahme in Bezug auf das GGDEF-
Motiv stellt das Protein aus Beggiatoa sp. PS dar, bei dem sich statt des GGDEF- bzw.
GGEEF-Motifs die Aminosduresequenz EGDQF findet, was auf eine andere Funktion des

Proteins als die der anderen in das Alignment einbezogenen Proteine hindeuten kdnnte.
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2 Untersuchungen zur Verwertung von Elementarschwefel durch

Alc. vinosum und andere Schwefelpurpurbakterien

Im Folgenden sollte der Einfluss der Schwefelspeziation auf die Verwertung von
Elementarschwefel in verschiedenen Schwefelpurpurbakterien untersucht und geklart werden,
ob ein direkter Zell-Schwefel-Kontakt fir die Verwertung von Elementarschwefel notig ist.
Zudem wurde der Einfluss verschiedener Inhibitoren und Entkoppler auf die VVerwertung von

Elementarschwefel in Alc. vinosum untersucht.

2.1 Einfluss der Schwefelspeziation auf die Verwertung von

Elementarschwefel

2.1.1 Speziationsbestimmung von Elementarschwefel

Hierfir wurde zuerst die exakte chemische Speziation des Elementarschwefels zweier
verschiedener Hersteller (im Folgenden mit S1 und S2 bezeichnet) mit Hilfe von XANES-
Spektroskopie analysiert um das Verhaltnis von Sg Ringen zu Polymerschwefel zu bestimmen.
Um die erhaltenen Spektren zu Fitten, wurden reiner Polymerschwefel und reiner Sg-Schwefel
als Referenzsubstanzen verwendet (Spektren siehe Abbildung 6). In Abbildung 24 sind die
Schwefel-K-Kanten XANES Spektren von S1 und S2 und ihre korrespondierenden Fits zu
sehen. Die quantitative Analyse der Spektren zeigte, dass sich S1 und S2 signifikant in ihren
jeweiligen prozentualen Beitrdgen von Sg-Ringen und Polymerschwefel zum Spektrum
unterschieden. Wahrend S1 einen Polymerschwefelanteil von 68 % hatte, lag dieser in S2 mit
39 % deutlich niedriger. Der Anteil an Sg-Ringen betrugt entsprechend in S1 30 % und in S2
62 %. Der Fehler der quantitativen Analyse der Spektren konnte mit £ 10 % angegeben
werden. Dieser Schwefel mit nun bekannter Speziation wurde im Folgenden in den
Wachstumsversuchen mit verschiedenen Vertretern der Schwefelpurpurbakterien eingesetzt.

Zuvor wurde er aber unter den Kulturbedingungen, die fur die Chromatiaceae genutzt werden
sollten, im Medium ohne Bakterien gerthrt. Direkt nach der Zugabe zum Medium bildete der
Elementarschwefel auf der Oberflache hydrophobe Klumpen, aber durch das kontinuierliche
Ruhren konnte er innerhalb von 3 h in feinen Partikeln im Medium dispergiert werden. In
dieser Form lag er dann auch wéhrend weiterer 156 h vor. Eine wie weiter unten in den

Wachstumsversuchen beschriebene Bildung von Schwefelplattchen konnte in Abwesenheit
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von Bakterien nicht beobachtet werden.

Absorption (a.u.)

T T T 1
2465 2470 2475 2480 2485
Energy (eV)

Abbildung 24. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) von Elementar-
schwefel S1 (a) und Elementerschwefel S2 (b), die in den in dieser Arbeiten gezeigten Wachstums-

versuchen eingesetzt wurden, und ihre zugehdrigen Fits (gestrichelte Linien). a.u.: Arbitrary units

2.1.2 Einfluss der Schwefelspeziation auf die Elementarschwefelverwertung durch

Chromatiaceae

Als Beispiele fur Vertreter der Familie der Chromatiaceae wurden Alc. vinosum und

Tca. roseopersicina untersucht.

2.1.2.1 Allochromatium vinosum

Alc. vinosum wurde photolithoautotroph mit 50 mM S1 oder S2 als einziger Schwefelquelle
kultiviert. Nach der Zugabe des Schwefels konnte die oben beschriebene Dispersion des
Elementarschwefels in der Kulturflissigkeit beobachtet werden. Die Anwesenheit der
Elementarschwefelpartikel in der Kulturflissigkeit verursachte allerdings Probleme mit der
Schwefelquantifizierung wahrend des Versuchs. Alc. vinosum akkumulierte intrazelluldre
Schwefelkugeln als obligates Intermediat der Elementarschwefeloxidation. Da die
schwefelhaltigen Zellen bei diesem Versuchsaufbau vollstdndig von dem als Substrat
zugesetzten, fein verteilten Elementarschwefel umgeben waren, war eine quantitative
Trennung der schwefelhaltigen Zellen vom zugesetzten Schwefel nicht mdglich. Der zeitliche
Verlauf der Schwefelkonzentrationen auRerhalb und innerhalb der Zelle konnte daher nicht
bestimmt werden. Stattdessen wurden die Bildung und der nachfolgende Abbau der
intrazelluldren Schwefelkugeln, die der Aufnahme des zugesetzten Elementarschwefels

folgten, mikroskopisch beobachtet und indirekt tiber die Bestimmung des finalen Oxidations-
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produkts Sulfat quantifiziert. Zusatzlich wurde die Proteinkonzentration der Kulturen als
Indikator fur das Wachstum der Zellen bestimmit.

Drei Stunden nach Zugabe von S1 bildete Alc. vinosum erste Schwefelkugeln. Eine weitere
Zunahme der Menge an intrazellularem Schwefel konnte wéhrend der néchste 9 h unter dem
Mikroskop beobachtet werden. Die Oxidation des intrazellular gespeicherten Schwefels zu
Sulfat begann 12 h nach der Zugabe von S1 und im Laufe der folgenden 120 h wurden die
Schwefelkugeln vollstdndig abgebaut und zu Sulfat oxidiert (Tabelle 12). Wéhrend dieser Zeit
stieg die Proteinkonzentration der Kultur von 0,106 auf 0,738 mg mL™ (Tabelle 13), was auf
ein Wachstum von Alc. vinosum mit Elementarschwefel als Elektronendonor hinwies. In den
nachfolgenden 24 h wurden keine weitere Aufnahme von Elementarschwefel und Oxidation
von intrazelluldarem Schwefel beobachtet, obwohl weiterhin zugesetzter Elementarschwefel in
der Kulturflissigkeit vorlag. Dieser hatte nun die Form kleiner Plattchen, die sich ab etwa

Tabelle 12. Schwefelbestimmung und lichtmikroskopische Beobachtung der Schwefelkugelbildung in
Alc. vinosum-Kulturen, die mit Schwefel S1 und Schwefel S2 gefittert wurden. Die %-Werte in
Klammern geben die relative Menge an Schwefel verglichen mit den gesamten 50 mM in der Kultur,

die als Sulfat wieder gefunden wurde, an.

Zeit [h]
gefuttert 0 3 12 84 114 132 156 267
mit
Sulfat 0,0 0,0 0,2 182 279 373 373 nb’
s1 (mM) (0%) (0%) (0.4%) (36%) (56%) (74%) (74%)
Schwefel-  ---* ja ja ja ja —*  * bt
kugeln
Sulfat 0,0 0,0 0,1 16,2 226 226 22,6 226
2 (mM) (0%) (0%) (0.2%) (32%) (45%) (45%) (45%) (45%)
Schwefel-  ---* ja ja ja ---* ---* ---* ---*
kugeln

* keine Schwefelkugeln beobachtet
+ n.b.; nicht bestimmt

Tabelle 13. Proteinkonzentration in mg mL™ der mit Schwefel S1 und S2 gefiitterten Alc. vinosum-

Kulturen.
Zeit []
ge‘cr?fiie” 0 3 12 8 114 132 156 267
Protein- S 0106 0141 0202 0469 0561 0,702 0,738 nb-

konzentration
[mg/mL] S2 0,048 0,059 0,062 0,263 0,265 0,245 0,252 0,229

+ n.b.: nicht bestimmt
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30 h nach der Zugabe von S1 gebildet hatten. Passend zu dieser Beobachtung konnten nur
37 mM Sulfat nachgewiesen werden (Tabelle 12), wahrend man 50 mM Sulfat erwartete,
wenn der zugegebene Elementarschwefel komplett aufgenommen und vollstandig oxidiert
wird. Das zeigt, dass nur 74 % der 50 mM zugegebenen Elementarschwefels aufgenommen
und zu Sulfat oxidiert wurden. Beriicksichtigt man den Fehler von = 10 % der quantitativen
Analyse der XANES Spektren von S1, entspricht dieser Anteil dem Polymerschwefelanteil
von 68 % im zugegebenen Elementarschwefel. Nach dem Ende der Oxidation der
intrazelluldaren Schwefelkugeln nahm die Proteinkonzentration der Kultur nur noch
geringfugig zu, was ebenfalls zeigt, dass Alc. vinosum den zugesetzten Schwefel nicht weiter
verwertete. Die XANES Analyse der verbliebenen Schwefelplattchen ergab, dass sie nahezu
vollstandig (~95 %) aus Sg-Ringen bestanden (Abbildung 25a, Tabelle 14). Der
Polymerschwefelanteil betrug nur noch ~3 %, wahrend er zu Beginn des Versuches bei 68 %
gelegen hatte.

Absorption (a.u.)
1

T T T 1
2465 2470 2475 2480 2485
Energy (eV)

Abbildung 25. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) der in den Kulturen
verbliebenen Schwefelplattchen und der aus Elementarschwefel gebildeten Schwefelkugeln und ihre
zugehorigen Fits (gestrichelte Linien): (a) Schwefelplattchen bei Wachstum mit Schwefel S1, (b)
Schwefelplattchen bei Wachstum mit Schwefel S2 und (c) schwefelkugelhaltige Alc. vinosum-Zellen

nach der Aufnahme von Elementarschwefel. a.u.: abitrary units.

In weiteren Wachstumsversuchen wurde Alc. vinosum mit 50 mM S2 gefuttert, der einen
niedrigeren Polymerschwefelanteil als S1 aufwies. Die Dispersion von S2, die Bildung von
Schwefelkugeln, die Entstehung von Schwefelplattchen und der Zeitpunkt, an dem erstes
Sulfat gebildet wurde, verliefen vergleichbar zum ersten Experiment. Wieder blieben
Schwefelplattchen, die nicht von Alc. vinosum aufgenommen und oxidiert wurden, in der

Kulturflussigkeit zuriick. Eine konstante Sulfatkonzentration von 22,6 mM, die 45 % der
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Tabelle 14. Ergebnisse der Fittens der Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren von Schwefel S1,

Schwefel S2 und den verbleibenden Schwefelplattchen an die Summe ihrer Referenzspektren.

Prozentuale Beitrage der Schwefelspezies*

Probe cyclo-Octaschwefel Polymerschwefel
S1 (zugegeben) 30 68
S1 (verblieben) 95 3
S2 (zugegeben) 62 39
S2 (verblieben) 84 12
Prozentuale Beitrage der Schwefelspezies*
Probe Glutathion Glutathion cyclo- Polymer- Zinksulfat

(reduziert)  (oxidiert) Octaschwefel schwefel

Alc. vinosum-Zellen

mit Schwefelkugeln

nach der Aufnahme
von S1

8 15 78

* verschiedene Schwefelspezies und ihre prozentualen Beitrdge zur Schwefelspeziation;
Fehler: <+ 10%; ---: Beitrag < 1 %;

erwarteten Konzentration entspricht, wurde tber 153 h hinweg bestimmt. Bertcksichtigte
man wiederum den Fehler der quantitativen Analyse der XANES Spektren entsprach dieser
Wert dem Polymerschwefelanteil des zugegebenen Elementarschwefels von 39 %. Die
verbliebenen Schwefelplattchen bestanden wie im Versuch mit S1 nahezu vollstandig aus Sg-
Ringen (Tabelle 14; zugehdriges Spektrum siehe Abbildung 25b).

Beide Versuche gaben deutliche Hinweise darauf, dass Alc. vinosum nur Polymerschwefel
verwerten kann - oder diese Schwefelspeziation zumindest stark bevorzugt - wenn
Elementarschwefel als Elektronendonor genutzt wird. Um diese Beobachtung weiter zu
untermauern, wurde Alc. vinosum in einem weiteren Versuch mit 50 mM reinem
Polymerschwefel als einziger Schwefelquelle angezogen. Da nur sehr geringe Mengen reinen
Polymerschwefels zur Verfligung standen, wurden diese Versuche in gerihrten
100 mL Kulturflaschen statt im Fermenter durchgefiihrt und aufgrund des geringen VVolumens
auf die Entnahme von Proben wahrend des Versuchsverlaufs verzichtet (mit Ausnahme von
Proben fir die mikroskopische Untersuchung). Nur die Sulfatendwerte wurden bestimmt.
Alc. vinosum nahm den zugegebenen Elementarschwefel vollstandig auf, bildete intrazellare
Schwefelkugeln daraus und oxidierte diese zu 49 mM Sulfat weiter. Schwefelplattchen
wurden nicht gebildet. Diese Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass Alc. vinosum die
Polymerschwefelfraktion des Elementarschwefels préferiert.

In einem weiteren Schritt wurde die Speziation der Schwefelkugeln des auf
Elementarschwefel gewachsenen Alc. vinosum mit der Speziation der Schwefelablagerungen
der mit Sulfid gewachsenen Zellen verglichen. Daflir wurden schwefelkugelhaltige
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Alc. vinosum-Zellen mit Hilfe von XANES-Spektroskopie untersucht (Abbildung 25c). Das
Fitten der Spektren mit den flinf Referenzsubstanzen reduziertes und oxidiertes Glutathion,
cyclo-Oktaschwefel, Polymerschwefel und Zinksulfat (Tabelle 14; Spektren der Referenzen
siehe Abbildung 6) ergab eine Schwefelspeziation, die der fiir Schwefelkugeln der auf Sulfid
gewachsenen Alc. vinosum-Zellen sehr &hnlich ist (Prange et al., 2002a). Nur das
Monosulfan:Disulfan- Verhéltnis wich leicht von einander ab, was aber auf physiologische

Varianzen zuriick gefiihrt werden kann (vgl. Prange et. al., 2002a).

2.1.2.2 Thiocapsa roseopersicina

Tca. roseopersicina, ein weiterer Vertreter der Chromatiaceae, wurde ebenfalls mit
50 mM Elementarschwefel S1 als alleinigem Elektronendonor kultiviert.  Auch
Tca. roseopersicina bildete intrazellulédre Schwefelkugeln aus dem extrazellular zugegebenen
Elementarschwefel. Erste Schwefelkugeln konnten 12 h nach der Zugabe des Elementar-
schwefels zur Kultur beobachtet werden, ihr Abbau und die weitere Oxidation zu Sulfat
begann 21 h spater (Tabelle 15). Zweihundertundvierzig Stunden nach der Zugabe von Ele-

Tabelle 15. Sulfatbestimmung und lichtmikroskopische Beobachtung der Schwefelkugelbildung in
Kulturen, die mit 50 mM Elementarschwefel gefittert wurden. Die %-Angaben in Klammern geben
die relative Menge an Schwefel bezogen auf die erwarteten 50 mM, die als Sulfat wieder gefunden

wurde, an.

Zeit [h]

Thiocapsa roseopersicina
0 3 12 33 72 124 192 240 263
Sulfat 0,0 0,0 0,0 1,7 6,9 29,2 25,3 34,6 34,5
[mM] (0%) (0%) (0%) (3%) (14%) (58%) (51%) (69%) (69%)

Schwefel-  ---* - ja ja ja ja ja
kugeln
Halorhodospira halophila

0 3 12 48 72 120 216 312 408
Suflatt 00 00 18 26 34 42 52 109 127
[MM]  (0%) (0%) (4%) (5%) (7%) (8%) (10%) (22%) (25%)

Schwefel-  ---* ja ja ja ja ja ja ja ja
kugeln
Halorhodospira abdelmalekii
0 3 6 48 72 100 144 168 240

Sulfat 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
[mM] — (0%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%)

Schwefel-  ---* - ja ja ja ja ja ja ja
kugeln

* Schwefelkugeln wurden nicht beobachtet
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Tabelle 16. Proteinbestimmung verschiedener mit 50 mM Elementarschwefel gefutterter Kulturen.

Zeit [h]

Thiocapsa roseopersicina

0 3 12 33 72 124 192 240 263
Protein-
konzentration 0,029 0,066 0,053 0,077 0,113 0,140 0,194 0,209 0,204
[mg/ mL]
Halorhodospira halophila

0 3 12 48 72 120 216 312 408
Protein-
konzentration 0,016 0,030 0,048 0,255 0,228 0,243 0,293 0,293 0,223
[mg/ mL]
Halorhodospira abdelmalekii

0 3 6 48 72 100 144 168 240
Protein-

konzentration 0,098 0,135 0,113 0,499 0,503 0,524 0,437 0,539 0,588
[mg/ mL]

mentarschwefel erreichte die Sulfatkonzentration einen Wert von 34,6 mM, der fir weitere
23 h konstant blieb. Dieser Wert entsprach 69 % der bei vollstandiger Aufnahme und
Oxidation erwarteten Sulfatkonzentration von 50 mM und war damit nahezu identisch mit
dem 68 %igen Polymerschwefelanteil im zugegebenen Elementarschwefel, was darauf

hindeutete, dass auch Tca. roseopersicina Polymerschwefel bevorzugt nutzte. Ein Anstieg der

Absorption (a.u.)

2465 2470 2475 2480 2485

Energy (eV)
Abbildung 26. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) der Referenz-
substanzen, die fiir das Fitten der Spektren genutzt wurden: Polymerschwefel (a), cyclo-Oktaschwefel
(b), des fur die Wachstumsexperimente eingesetzten Schwefels S1 (c), der verbleibenden

Schwefelplattchen in den Kulturen von Tca. roseopersicina (d), Hir. halophila (e) und
HIr. abdelmalekii (f) und die zugehdorigen Fits (gestrichelte Linien). a.u.: arbitrary units.
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Proteinkonzentration der Kultur von 0,029 auf 0,204 mg mL™ zeigte ein Wachstum mit
Elementarschwefel als Elektronendonor an (Tabelle 16). Wie bei Alc. vinosum konnte die
Bildung kleiner Schwefelplattchen beobachtet werden, die auch nach 263 h nicht in die Zellen
aufgenommen und anschliefend zu Sulfat oxidiert wurden. Diese Schwefelplattchen wurden
mittels Zentrifugation von der Kultur getrennt und mit Hilfe von XANES-Spektroskopie und
anschlieBendem Fitten der Spektren auf ihre Schwefelspeziation hin untersucht. Zu den
Spektren der Schwefelplattchen trug hauptséchlich cyclo-Oktaschwefel bei (Abbildung 26d,
Tabelle 17), was ein weiterer Hinweis darauf ist, dass Tca. roseopersicina genauso wie
Alc. vinosum ausschliel3lich Polymerschwefelketten verwerten kann - oder sie zumindest stark

bevorzugt nutzt.

Tabelle 17. Ergebnisse des Fittens der Schwefel-K-Kantenspektren an die Summe der

Referenzspektren des zugebenen Schwefels und der verbliebenen Schwefelpléttchen in verschiedenen

Kulturen.
Prozentualer Beitrag der Schwefelspezie*
Probe cyclo-octaschwefel Polymerschwefel

zugegebener Schwefel 30 68
Thiocapsa roseopersicina

verbliebener Schwefel 84 16
Halorhodospira halophila

verbliebener Schwefel 59 41
Halorhodospira abdelmalekii

verbliebener Schwefel 58 42

* verschiedene Schwefelspezies und ihr prozentualer Anteil an der Schwefelspeziation;
Fehler: <+ 10%

2.1.3 Einfluss der Schwefelspeziation auf die Elementarschwefelverwertung durch
Ectothiorhodospiraceae

Zusatzlich zu den Chromatiaceae wurden auch zwei Vertreter der Ectothiorhodospiraceae -

HIr. halophila und HIr. abdelmalekii - untersucht.

2.1.3.1 Halorhodospira halophila

Wurde HIr. halophila mit 50 mM Elementarschwefel S1 im Medium kultiviert, konnte unter
dem Mikroskop nach 3 h die Bildung extrazellularer Schwefelkugeln beobachtet werden.
Diese konnten durch ihr charakteristisches Aussehen und die gleichmaRige Form gut von dem
zugegebenen Schwefel unterschieden werden, der die Zellen umgab. lhr Abbau, verbunden
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mit der Bildung von Sulfat, begann 9 h spater. Die weitere Bildung von Sulfat erfolgte sehr
langsam. 408 h nach der Zugabe von Elementarschwefel erreichte die Sulfatkonzentration
einen Wert von nur 12,7 mM und unter dem Mikroskop waren noch immer Schwefelkugeln
zu erkennen, aber es erfolgte keine weitere Oxidation der Kugeln zu Sulfat mehr. 12,7 mM
Sulfat entsprachen 25 % der bei vollstandiger Elementarschwefelnutzung erwarteten 50 mM
und die relative Sulfatkonzentration war damit deutlich niedriger als der
Polymerschwefelanteil des zugegebenen Elementarschwefels S1. Allerdings kam es auch bei
Wachstum von Hlr. halophila mit S° nach 12 h zur Bildung von Schwefelplattchen. Diese
wurden wieder durch Zentrifugation von der Kultur abgetrennt und mittels XANES-
Spektroskopie untersucht (Abbildung 26e). Das Fitten der Spektren zeigte, wie die niedrige
Sulfatkonzentration nach 408 h vermuten liel3, einen cyclo-Oktaschwefelanteil von 59 % und
einen noch immer relativ hohen Polymerschwefelanteil von 41 % (Tabelle 17). Trotzdem lag
dieser damit deutlich niedriger als der urspriingliche Anteil von 68 %, was zeigte, dass auch
HIr. halophila die Polymerschwefelfraktion des Elementarschwefels zumindest bevorzugte.

2.1.3.2 Halorhodospira abdelmalekii

Fir den zweiten untersuchten Vertreter der Ectothiorhodospiraceae, Hlr. abdelmalekii, ergab
sich bei Wachstum mit 50 mM Elementarschwefel S1 ein ahnliches Bild. Hlr. abdelmalekii
begann 6 h nach der Zugabe den Elementarschwefel in extrazellulare Schwefelkugeln
umzuwandeln. Allerdings wurden diese innerhalb der néchsten 234 h nicht wieder abgebaut
und zu Sulfat oxidiert. Dies entspricht den Beobachtungen von Then und Trlper (1983), die
in ihren Wachstumsexperimenten mit Sulfid keine Bildung von Sulfat beobachten konnten.
Auch in dieser Kultur bildeten sich Schwefelplattchen, die wieder mittels XANES-
Spektroskopie untersucht wurden (Abbildung 26f). Die Fitergebnisse zeigten, dass cyclo-
Oktaschwefel mit 58 % und Polymerschwefel mit 42 % zum Spektrum beitragt (Tabelle 17).
Somit war auch hier eine Abnahme des Polymerschwefelanteils im verbliebenen Schwefel im

Vergleich zum zugegebenen Schwefel zu beobachten.
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2.2 Nachweis loslicher Intermediate bei der Schwefelaufnahme in Alc.

vinosum

2.2.1 Nachweis mittels HPLC detektierbarer Schwefelverbindungen durch XANES-
Spektroskopie

In Wachstumsversuchen mit reduzierten Schwefelverbindungen werden die wichtigsten
Schwefelverbindungen Sulfid, Thiosulfat, Polysulfide, Sulfit und Sulfat mittels HPLC
nachgewiesen, wobei die verwendeten Methoden fir die jeweiligen Verbindungen -
Fluoreszenzmarkierung ~ mit ~ Monobromobimane  und  anschlielende  Reverse
Phasechromatograpie  fur  Sulfid,  Thiosulfat,  Polysulfide und  Sulfit  bzw.
Anionenaustauschchromatographie  fir Sulfat - nach Rethmeier et al. (1997)
Nachweisgrenzen von 5 uM fiir Sulfid, 1 uM fiir Thiosulfat, 5 uM fiir Sulfit und 5 pM fiir
Sulfat haben. Die von den Autoren angegebenen Nachweisgrenzen fir Sulfid, Thiosulfat und
Sulfit kénnen mit der in dieser Arbeit verwendeten Gerate- und Sdulenausstattung ebenfalls
erreicht werden, die Nachweisgrenze fiir Sulfat liegt dagegen nur bei etwa 100 uM. Eine
Quantifizierung von Polysulfiden war auf Grund fehlender Standards nicht mdglich,
allerdings wurde die Peakposition in den HPLC-Chromatogrammen zweier in Alc. vinosum
vorkommender Polysulfide in einer friheren Arbeit identifiziert, deren Ergebnisse kiirzlich
veroffentlicht wurden (Franz et al., 2009). Zusatzlich zu dieser absoluten
Quantifizierungsmoglichkeit bestimmter Schwefelverbindungen sollte nun XANES-
Spektroskopie als ergdnzende Methode genutzt werden, um Hinweise auf noch unbekannte
Schwefelverbindungen, die besonders in der Aufnahme von Elementarschwefel eine Rolle
spielen konnten, zu bekommen. Zudem Kkonnen bei geeigneten Parametern und
instrumenteller Ausstattung der Beamline im Fluoreszenzmodus verwertbare Messungen an
Konzentrationen im sub-ppm-Bereich durchgefiihrt werden, was eine sensitivere Detektion
ermoglicht, als dies mit HPLC-Methoden mdglich ist (Prange & Modrow, 2002). Um die
Eignung von XANES-Spektroskopie zur Untersuchung von Kulturiiberstdnden zu prufen,
wurden in einem ersten Versuch die Kulturiiberstdnde der Mutante Alc. vinosum AsoxY bei
Wachstum auf Sulfid analysiert. Alc. vinosum AsoxY war hierfiir besonders geeignet, da die
Mutante wie weiter vorne bereits beschrieben bei Wachstum mit Sulfid als Elektronendonor
wéhrend des Abbaus der intrazellularen Schwefelkugeln Sulfit ins Medium ausscheidet
(Hensen, 2006). Zudem lagen wahrend des Abbaus von Sulfid auch niedrige Konzentrationen
von Thiosulfat vor, die auf Grund der Deletion von soxY nicht weiter abgebaut werden
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konnten. Somit handelte es sich bei den Uberstanden von Kulturen der Mutante AsoxY um
Probenmaterial, das mit Sulfid, Thiosulfat, Sulfit und Sulfat alle Schwefelverbindungen
enthielt, die sich mittels HPLC detektieren und quantifizieren lassen und somit einen
qualitativen Vergleich zwischen beiden Methoden zuliel3. Abbildung 27 zeigt einen typischen
Verlauf der Konzentrationen von Sulfid, Thiosulfat, Sulfit, intrazellularem Schwefel und
Sulfat wahrend des Wachstums von Alc. vinosum AsoxY mit 2 mM Sulfid, bestimmt mittels
HPLC. Innerhalb der ersten 7 h wurde Sulfid vollstdndig oxidiert und in intrazellulare
Schwefelkugeln umgewandelt. Auf die Abbildung der Polysulfide, die als Intermediate dieses
Schrittes auftreten (Prange et al., 2004), wurde zu Gunsten einer Ubersichtlicheren
Darstellung verzichtet. Nachdem Sulfid volistandig verbraucht war, begann die Oxidation des
gespeicherten Schwefels. Auf Grund der stark reduzierten Sulfitoxidationsrate der Mutante
Alc. vinosum AsoxY wurde eine Stunde nach dem Beginn des Schwefelkugelabbaus Sulfit ins
Medium ausgeschieden. Es sammelten sich bis zu 0,6 mM Sulfit im Medium an. War der
intrazellulare Schwefel anndhernd vollstandig oxidiert, wurde das Sulfit wieder in die Zelle
aufgenommen und zum Endprodukt Sulfat oxidiert. Wahrend der Oxidation von Sulfid zu
intrazelluldarem Schwefel wurden zudem bis zu 0,4 mM Thiosulfat im Medium detektiert, die

nicht weiter verwertet wurden.
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Abbildung 27. Umsatz von Schwefelverbindungen durch Alc. vinosum AsoxY wahrend
photolithoautotrophen Wachstums mit 2 mM Sulfid. Die Proteinkonzentrationen lagen zwischen 80
und 120 mg mL™.

Von den Kulturiiberstanden der Mutante Alc. vinosum AsoxY wurden zusitzlich XANES-

Spektren aufgenommen, wobei die beschriebenen HPLC-Messungen als interne Kontrolle
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dienten. Der Kulturtberstand wurde vor dem Ausscheiden von Sulfit ins Medium (3 h nach
Zugabe von Sulfid), wéahrend des Vorliegens von Sulfit im Medium (27 h nach der Zugabe
von Sulfid) und nach der volistdndigen Oxidation von Sulfit zu Sulfat (58 h nach der Zugabe
von Sulfid) untersucht. Abbildung 28a zeigt die Spektren an der Schwefel-K-Kante, die fir
die Uberstande erhalten wurden. In Tabelle 18 sind die Ergebnisse des Fittens der Spektren
mit Hilfe von WINXAS zu sehen. Die Spektren der Referenzsubstanzen, die zum Fitten der
Uberstandsspektren verwendet wurden, sind in Abbildung 6 dargestellt. In allen
Kulturiiberstanden korrelierten die prozentualen Beitrdge von Sulfit, Thiosulfat und Sulfat mit
den entsprechenden mittels HPLC bestimmten Konzentrationen. 3 h nach der Sulfidzugabe
waren nur Spuren von Sulfit im Uberstand nachweisbar, wihrend Sulfit in der Probe, die nach
27 h genommen wurde, 56 % der vorhandenen Schwefelkomponenten ausmachte. Sulfit
fuhrte zu einer typischen, auffallenden Struktur bei einer Energie von 2477,3 eV (Abbildung
28a, Spektrum b). Nach 58 h wurde Sulfit nahezu vollstandig zu Sulfat weiter oxidiert, was
sich auch im XANES-Spektrum zeigte: Nur noch Spuren von Sulfit waren nachweisbar und
die Struktur bei 2477,3 eV fehlte nahezu vollstandig im Spektrum dieses Uberstandes
(Abbildung 28a, Spektrum c). Auch die Bildung und die unterbundene Verwertung von
Thiosulfat zeigte sich in den Spektren, da Thiosulfat signifikant zu allen Uberstandsspektren
beitrug. Der prozentuale Beitrag von Sulfat nahm wahrend der 58 h als ein Resultat der
vollstandigen Oxidation der intrazelluldren Schwefelkugeln zu diesem Endprodukt zu und
nach 58 h war das Sulfatmaximum bei 2481,4 eV das dominante spektrale Merkmal
(Abbildung 28a, Spektrum c). Allerdings trug auch zum Fitten des nach 3 h erhaltenen
Spektrums Sulfat bei, obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine Oxidation des intrazellular
gespeicherten Schwefels stattgefunden hatte. Dabei handelte es sich um mikromolare Mengen
Sulfat, die aus der eisensulfathaltigen Spurenelementlésung, die fir das Medium verwendet
wurde, stammten. Diese niedrigen Konzentrationen lagen unter dem Detektionslimit der
HPLC-Methode, die zum Nachweis von Sulfat verwendet wurde. Trotzdem fuhrten sie zu
einem auffélligen lokalen Maximum im XANES-Spektrum, was die Sensitivitat der Methode
zeigte.

Wéhrend sich die prozentualen Beitrdge von Sulfit, Thiosulfat und Sulfat zu den XANES-
Spektren im Einklang mit den HPLC-Ergebnissen befanden, war Sulfid in den XANES-
Spektren nicht zu sehen, obwohl es 3 h nach der Zugabe laut HPLC-Messungen in einer
Konzentration von 0,6 mM im Medium vorlag. Da die Probenaufarbeitung unter oxischen
Bedingungen stattfand, sollte ausgeschlossen werden, dass Sulfid durch eine Umwandlung in

héher oxidierte Verbindungen verloren ging. Daher wurde der Wachstumsversuch ein wei-
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Abbildung 28. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) der Uberstande von
Alc. vinosum AsoxY-Kulturen vor (a) und wahrend (b) des Ausscheidens von Sulfit und nach der
vollstdndigen Oxidation von Sulfit (c) und die zugehorigen Fits (gestrichelte Linien). Die Proben

wurden unter oxischen (a) und anoxischen Bedingungen (b) prépariert. a.u.: arbitrary units.

teres Mal durchgefiihrt, wobei diesmal Entnahme und Aufarbeitung der Proben und die
anschlielende Messung unter anoxischen Bedingungen (d.h. unter Stickstoffatmospére)
stattfand. Allerdings fanden sich die selben Schwefelverbindungen mit leichten
Abweichungen in den prozentualen Beitrdgen der einzelnen Spezies auch in den unter
anoxischen Bedingungen praparierten Uberstanden (Tabelle 18; Spektren siehe Abbildung
28b). Sulfid fehlte auch in diesen Proben, so dass seine chemische Oxidation ausgeschlossen
werden konnte. Allerdings stellte die fehlende Nachweisbarkeit von offensichtlich in den
Kulturen vorhandenem Sulfid natrlich eine gewisse Limitierung der XANES-Spektroskopie
an sulfidhaltigen Uberstanden dar.

Allerdings reflektierten die Fitergebnisse der XANES-Spektren fir Thiosulfat, Sulfit und Sul-
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Tabelle 18. Ergebnisse des Fittens der Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren der Kulturiiberstdnde an

die Summe ihrer Referenzspektren.

Prozentuale Beitrage der Schwefelspezies™
nach 3h nach 27 h nach 58 h
Referenz-
substanzen oxisch® anoxisch® oxisch® anoxisch® oxisch® anoxisch?
(Schwefelspezies)

Natriumthiosulfat
(S205%)
Natriumsulfit
(SO5%)
Zinksulfat
(SO.*)
Glutathion (ox.)
(C-S-S-C)
Glutathion (red.)
(C-S-H)
Methioninsulfon
(C-S0O,-C)

Cysteinséaure
(C-S05) 43 29 7 6 21 20

21 27 18 19 13 39

3 4 56 58 7 8

? Bedingungen wéhrend der Probenpraparation
* verschiedene Schwefelspezies und ihr prozentualer Beitrag zu Schwefelspeziation; Fehler:
<+ 10%; --- = Beitrag < 2 %;

fat nicht nur die mittels HPLC gemessene Entwicklung der Konzentrationen, sondern
stimmten auch mit den sich aus den HPLC-Ergebnissen ergebenden molaren
Konzentrationsverhéltnissen  dieser  Schwefelverbindungen  lberein. Da  einige
Schwefelspezies in den Uberstanden vorhanden waren, die mittels HPLC nicht detektierbar
und/ oder quantifizierbar waren, aber zu charakteristischen Absorptionen in den XANES-
Spektren fuhrten (siehe unten), konnte die Schwefelgesamtbilanz (Summe der molaren
Konzentrationen entspricht 100 %), die sich aus den HPLC-Ergebnissen ergabt, nicht flr die
direkte Berechnung der molaren Konzentrationen aus den prozentualen Beitrdgen der
einzelnen Schwefelspezies zu den XANES-Spektren verwendet werden. Daher wurde eine
indirekte Berechung der Konzentrationen versucht: Fiir alle drei Uberstande wurde die per
HPLC bestimmte Thiosulfatkonzentration als ein Fixpunkt verwendet und &quivalent zu
ihrem entsprechenden prozentualen Beitrag zum Fitten des Spektrums gesetzt. Anschlie3end
wurden - sozusagen in umgekehrter Richtung - die molaren Konzentrationen fiir Sulfit und
Sulfat aus deren prozentualen Beitrdgen zum Fitten der Spektren berechnet und mit den per
HPLC gemessenen Werten verglichen. Tabelle 19 zeigt, dass alle auf diese Art erhaltenen
Konzentrationen den per HPLC gemessenen Werten &hnlich waren. Die Abweichungen lagen
zwischen 2 pM fiir Sulfit nach 3 h und Sulfat nach 27 h und 122 puM fiir Sulfat nach 58 h.
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Insgesamt zeigten diese Ergebnisse, dass sich XANES-Spektroskopie gut zur Ergdnzung und
Erweiterung der bisher genutzten HPLC-Methoden eignete.

Tabelle 19. Molare Konzentrationen verschiedener Schwefelverbindungen in den Kulturlberstanden.
Die Werte wurden aus den prozentualen Beitrdgen der Spezies zum Fitten der XANES-Spektren

berechnet und mit den mittels HPLC gemessenen Konzentrationen verglichen.

Konzentrationen der Schwefelverbindungen [mM]

nach 3 h nach 27 h nach 58 h
Schwefelspezies gemessen berechnet gemessen berechnet gemessen berechnet
S,05” 0,079 0,079 0,198 0,198 0,263 0,263
SOs* 0,013 0,011 0,586 0,616 0,186 0,142
SO4* 0,040" 0,052 0,145 0,143 1,093 0,971

? die gemessenen molaren Thiosulfatkonzentrationen wurden dem prozentualen Beitrag von
Thiosulfat, der durch das Fitten des Spektrums erhalten wurde, gleichgesetzt

® Konzentration von FeSO; x 7 H,O im Medium; die Konzentration liegt unter dem
Detektionslimit der HPLC und konnte deshalb nicht gemessen werden

2.2.2 Nachweis weiterer Schwefelspezies

Neben den auch mittels HPLC detektierbaren Schwefelverbindungen trugen auch C-S-S-C, C-
S-H, C-S0,-C und C-SO5 -Spezies signifikant zu den XANES-Spektren der Uberstinde bei
(Tabelle 19). Ihre prozentualen Beitrdge und somit auch ihre Konzentrationen in den
Uberstanden waren relativ niedrig und Gberstiegen mit einer Ausnahme nicht die 10 %. Nur
C-SO3 war in den vor und nach der Ausscheidung von Sulfit untersuchten Uberstinden in
héheren Konzentrationen vorhanden (jeweils 43 und 21 %). Es kann ausgeschlossen werden,
dass diese oxidierten Schwefelverbindungen durch Oxidation von organischen
Schwefelverbindungen durch atmosphérischen Sauerstoff statt durch zellulare Aktivitét
entstanden sind, da sich die selben Schwefelspezies mit nur geringen Abweichungen in den
prozentualen Beitragen auch in den unter anoxischen Bedingungen praparierten Uberstanden
finden (Tabelle 19). Dass solche Schwefelspezies, die mit Hilfe der HPLC-Methoden nicht
identifiziert werden konnten, in den Alc. vinosum AsoxY- Kulturiiberstdnden nachgewiesen
werden konnten, zeigte, dass sich XANES Spektroskopie tatsachlich als Ergédnzung und
Erweiterung der bisher verwendeten Analysemethoden flr Schwefelverbindungen eignete.
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2.2.3 Untersuchung der Uberstande von Alc. vinosum-Kulturen unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen

Nachdem XANES-Spektroskopie sich als geeignet fiir die Untersuchung von
Kulturiiberstanden erwiesen hatte, wurden mit dieser Methode Uberstiande von Alc. vinosum
Kulturen, die mit 50 mM Elementarschwefel, 2 mM Sulfid oder 2 mM Thiosulfat als
jeweiligen Elektronendonor gewachsen waren, untersucht und miteinander verglichen.
Abbildung 29 zeigt den Verlauf der mittels HPLC bestimmten Sulfid-, Thiosulfat-,
intrazelluldren Schwefel- und Sulfatkonzentrationen in den jeweiligen Kulturen. Fir die mit
Elementarschwefel gewachsene Kultur konnten nur die Werte fiir Sulfat dargestellt werden
(Abbildung 29a), da es - wie weiter oben bereits erwahnt - nicht moglich war, den
extrazellularen, zugegebenen Schwefel von den schwefelkugelhaltigen Zellen zu trennen.
Allerdings war auch in dieser Kultur unter dem Mikroskop die Bildung von Schwefelkugeln
aus dem zugegebenen Elementarschwefel nach 3 h zu beobachten. Nach 12 h begann deren
Abbau und die Bildung von Sulfat. Weitere Schwefelverbindungen wie Sulfid oder
Thiosulfat, die moglicherweise  wasserlosliche Mobilisierungsprodukte  des
Elementarschwefels darstellen konnten, wurden nicht gefunden.

Wurden 2 mM Sulfid als Elektronendonor zugefiigt, wurde es innerhalb der ersten 3 h
vollstandig oxidiert und in intrazellulare Schwefelkugeln umgewandelt (Abbildung 29b). Auf
die Darstellung der Polysulfide, die ein Zwischenprodukt der Sulfidoxidation sind, wurde der
Ubersichtlichkeit halber wieder verzichtet. Auch hier waren kleine Mengen Thiosulfat
wéhrend der Sulfidoxidaton zu beobachten (bis zu 0,15 mM). Die Oxidation des ge-
speicherten Schwefels und die entsprechende Bildung von Sulfat begannen, sobald Sulfid
vollstandig verbraucht war.

Wurde Alc. vinosum mit 2 mM Thiosulfat angezogen, wurde dieses innerhalb von 12 h
verbraucht (Abbildung 29c). Nur der Sulfanschwefel des Thiosulfat wird auf die
Schwefelkugeln (bertragen, wéhrend der Sulfonschwefel sofort zu Sulfat oxidiert wird
(Hensen et al., 2006). In dem in Abbildung 29c gezeigten Versuch wurden 2,2 mM Schwefel
in der Zelle abgelagert und gleichzeitig 2,4 mM Sulfat gebildet. Spater wurde auch der
gespeicherte Schwefel vollstandig oxidiert, was zu einer Sulfatendkonzentration von 4,11 mM
fuhrte.

Aus den gezeigten Kulturen wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten Uberstandsproben
entnommen, mittels XANES-Spektroskopie untersucht und die erhaltenen Spektren unter
Verwendung geeigneter Referenzsubstanzen quantitativ analysiert. Die Abbildungen 30, 31
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Abbildung 29. Umsatz von Schwefelverbindungen durch Alc. vinosum wahrend
photolithoautotrophen Wachstums auf 50 mM Elementarschwefel (a), 2 mM Sulfid (b) und 2 mM

Thiosulfat (c). Die Proteinkonzentrationen lagen zwischen 80 und 120 mg mL™.

und 32 zeigen die Spektren der verschiedenen Kulturen und Tabelle 20 gibt eine Ubersicht
uber die entsprechenden Fitergebnisse. Die Spektren der Referenzsubstanzen sind in
Abbildung 6 zu sehen. Die Uberstandsproben wurden aus den mit Sulfid und Thiosulfat
angezogenen Kulturen nach 15 min, 45 min, 3 h und 48 h genommen, die aus den mit
Elementarschwefel angezogenen nach 15 min, 3 h, 12 h und 48 h, da die Aufnahme des
Schwefels nicht vor 3 h begann (siehe oben). Fur alle Kulturiiberstdénde zeigte sich, dass die
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prozentualen Beitrdge fur Sulfat in Einklang mit den mittels HPLC bestimmten
Konzentrationen standen. Nach 48 h wurde Sulfat von beiden Methoden als die dominierende
Schwefelkomponente bestimmt (Abbildungen 29, 30, 31 und 32 und Tabelle 20). Auch der
Abbau von Thiosulfat, den die HPLC-Ergebnisse zeigten, wird von den XANES-Messungen
wiedergegeben. Wie auch bei den Kulturiiberstdnden der Mutante Alc. vinosum AsoxY wurden
die mikromolaren Sulfatkonzentrationen, die unter der Nachweisgrenze der verwendeten
HPLC-Methode lagen und aus der Spurenelementlésung im Medium herriihrten, in den
15 min-XANES-Spektren sichtbar. Noch mal verdeutlicht wird dieser Umstand durch
Spektrum e in Abbildung 30. Es zeigt Nullmedium vor der Inokulation mit Alc. vinosum. Wie
aus der Abbildung und den zugehérigen Fitergebnissen (Tabelle 20) zu erkennen ist, lagen im
Medium bereits Spuren von Sulfat, Thiosulfat, C-S-H-Spezies, Sulfonen und Sulfonaten vor.

Die nach 15 min Wachstum auf Elementarschwefel untersuchten Kulturiiberstdnde zeigten
relativ hohe prozentuale Beitrdge des Sulfat zum Spektrum. Das kdnnte zu der féalschlichen
Annahme fiihren, dass diese Uberstande tatsachlich hohe Sulfatkonzentrationen aufwiesen.
Das war nicht der Fall. Die Uberstinde von Zellen, die mit Elementarschwefel als

Elektronendonor wuchsen, wiesen sehr niedrige Gesamtkonzentrationen an Schwefelverbin-

Absorption (a.u.)

2465 I 24l70 ‘ 24|75 ‘ 24l80 ‘ 24l85

Energy (eV)
Abbildung 30. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) der Uberstande von
Alc. vinosum-Kulturen bei Wachstum mit 50 mM Elementarschwefel 15 min (a), 3 h (b), 12 (c) und
48 h (d) nach der Zugabe von Elementarschwefel. Spektrum (e) zeigt Nullmedium ohne Zellen. Die

zugehorigen Fits sind als gestrichelte Linien dargestellt. a.u.: arbitrary units.
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Abbildung 31. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) der Uberstande von
Alc. vinosum-Kulturen bei Wachstum mit 2 mM Sulfid 15 min (a), 45 min (b), 3 h (c) und 48 h (d)
nach der Zugabe von Elementarschwefel. Die zugehdrigen Fits sind als gestrichelte Linien dargestellt.

a.u.: arbitrary units.

dungen auf, was auch die Tatsache zeigte, dass sie mit den fiir diese Arbeit verwendeten
HPLC-Methoden nicht nachweisbar waren. Sulfat stellte in diesem Fall einfach die
Hauptkomponente dieser in Spuren vorhandenen Spezies dar, weshalb die eigentlich sehr
niedrige Sulfatkonzentration zu einem hohen prozentualen Beitrag zu den Spektren fiihrte.
Ubereinstimmend damit waren die nach 15 min, 3 h und 12 h aufgenommenen XANES-
Spektren im Vergleich zu den anderen gezeigten Spektren auch sehr verrauscht, was an der
niedrigen Schwefelkonzentration in den Uberstinden lag (Abbildungen 30, 31 und 32). Im
Gegensatz dazu war das nach 48 h aufgenommene Spektrum anndhernd “glatt”, was zu dem
deutlichen Anstieg der Sulfatkonzentration passte. Bemerkenswert war, dass laut XANES-
Analyse wahrend des Wachstums von Alc. vinosum auf Elementarschwefel Thiosulfat
entstand, obwohl dieses mit den etablierten HPLC-Methoden mit einer Nachweisgrenze
von 1 uM fiir diese Schwefelverbindung (Rethmeier et al., 1997) nicht nachweisbar war. Eine
Mobilisierung des Elementarschwefels zu Thiosulfat konnte allerdings ausgeschlossen
werden, da bereits gezeigt wurde, dass die Mutante Alc. vinosum AsoxY, die nicht mehr zur
Nutzung von Thiosulfat in der Lage war (Hensen et al., 2006) weiterhin Elementarschwefel
verwerten konnte (Franz, 2005).

Neben Sulfat und Thiosulfat zeigten die XANES-Spektren der Uberstande aus den Kulturen
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Abbildung 32. Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren (durchgezogene Linien) der Uberstande von
Alc. vinosum-Kulturen bei Wachstum mit 2 mM Thiosulfat 15 min (a), 45 min (b), 3 h (¢) und 48 h
(d) nach der Zugabe von Elementarschwefel. Die zugehorigen Fits sind als gestrichelte Linien

dargestellt. a.u.: arbitrary units.

mit den drei verschiedenen Elektronendonoren deutliche Strukturen bei Energiepositionen
von 2471-2475 eV (Abbildungen 30, 31 und 32). Diese wurden von Schwefelspezies mit der
Struktur C-S-S-C und/ oder C-S-H verursacht. Keine dieser Verbindungen schien spezifisch
fur das Wachstum auf Elementarschwefel zu sein, weshalb es wenig wahrscheinlich war, dass
eine von ihnen an der Mobilisierung des unléslichen Substrates beteiligt war. Allerdings
zeigten die Entwicklungen der prozentualen Beitrdge dieser Verbindungen tber die Zeit
signifikante Unterschiede, wenn Alc. vinosum auf Sulfid, Thiosulfat oder Elementarschwefel
wuchs (Tabelle 20). In Kulturen, die auf Sulfid wuchsen, waren nach 45 min, 3 h und 48 h nur
Spezies der Struktur C-S-H vorhanden. Wurde Thiosulfat als Elektronendonor genutzt, lagen
C-S-H-Spezies nach 15 min, 45 min und 3 h vor, verschwanden aber nach 48 h vollstdndig.
Zu diesem Zeitpunkt wurden C-S-S-C-Spezies gefunden. Es ist bemerkenswert, dass sich das
Spektrum dieses Uberstandes nicht mit oxidiertem und reduziertem Glutathion als Referenz
fur C-S-S-C- und C-S-H-Spezies fitten liel3. Stattdessen lieferte das Fitten mit Cystin und
Cystein sinnvolle Ergebnisse, was darauf hindeutete, dass Glutathion selbst nicht in den
Uberstanden von Alc. vinosum vorhanden war. Wahrend der Aufnahme und der Oxidation
von Elementarschwefel trugen sowohl C-S-S-C- als auch C-S-H-Spezies mit wechselnden

prozentualen Anteilen zum Spektrum bei.
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Neben den oben beschriebenen Strukturen zeigten die XANES-Spektren der zu den ersten
drei Zeitpunkten entnommenen Uberstande aus den Kulturen mit den drei verschiedenen
Elektronendonoren weitere deutliche Strukturen bei Energiepositionen von 24785 -
2480,0 eV (Abbildungen 30, 31 und 32, jeweils Spektrum a, b und c). Diese sind
charakteristisch  fir hoher oxidierte Schwefelspezies wie Sulfone und Sulfonate
(Vairavamurthy et al., 1994). Das Fitten der 48 h-Uberstandsspektren zeigte ebenfalls kleine
Beitrage von Absorptionen die von Sulfonen und Sulfonaten verursacht werden (Tabelle 20),
im Spektrum dominierte allerdings die Struktur von Sulfat bei 2481,4 eV. Methioninsulfon
und Cysteinséure stellten addquate Referenzsubstanzen fur das Fitten der spektralen
Strukturen der Sulfone und Sulfonate dar, was auf die Strukturen C-SO,-C und C-SOs5
hindeutete. Die quantitative Analyse der XANES-Spektren ergab, dass organische Sulfone
nur wihrend des Wachstums auf Sulfid und Elementarschwefel in den Uberstanden vorlagen
(Tabelle 20). Ihre prozentualen Beitrage zu den Spektren stiegen im Laufe des Wachstums der
Zellen auf diesen Substraten leicht an. Wurde Alc. vinosum mit Thiosulfat als
Elektronendonor angezogen, konnten keine Sulfone detektiert werden. Im Gegensatz dazu
waren organische Sulfonate in allen Kulturiiberstdnden vorhanden (Tabelle 20). lhre
relativen prozentualen Anteile nahmen innerhalb von 48 h stark ab, wenn Alc. vinosum mit
Sulfid wuchs. Wuchs der Organismus mit Thiosulfat, nahmen sie weniger ab und bei
Wachstum mit Elementarschwefel nahmen ihre prozentualen Anteile zuerst ab und
anschlieBend wieder zu. Trotz dieser kleinen Unterschiede schien es auf Grund der
Anwesenheit von organischen Sulfonen wund Sulfonaten auch wunter anderen
Wachstumsbedingungen als dem Wachstum auf Elementarschwefel unwahrscheinlich, dass es
sich bei diesen Schwefelverbindungen um solche handelte, die fir die Mobilisierung des
Elementarschwefels verantwortlich waren. Somit konnten weder mittels HPLC noch mit Hilfe
der XANES-Spektroskopie an Kulturiberstdnden eindeutig I6sliche Intermediate der
Schwefelmobilisierung identifiziert werden. Auch fur Tca. roseopersicina und HlIr. halophila
wurden die Kulturiiberstande mittels XANES Spektroskopie untersucht, da die Ergebnisse im
wesentlichen aber die selben waren wie fir Alc. vinosum wird auf ihre Darstellung hier

verzichtet.

104



C Ergebnisse

Tabelle 20. Ergebnisse des Fittens der Schwefel-K-Kanten XANES-Spektren von Alc. vinosum-Kulturiiberstdnden an die Summe ihrer Referenzspektren.

Zeit [h] Prozentuale Beitrage der Schwefelspezies™
Referenz- Glutathion  Glutathion Cystein Cystin Thiosulfat ~ Methionin Cystein- Sulfat
substanz oxidiert reduziert sulfon saure
Schwefel spezie C-S-S-C C-S-H C-S-H C-S-S-C S,05% C-SO,-C C-SO3° SO~
3 9 n.e. n.e. 12 8 39 32
Elementar- 6 11 7 n.e. n.e. 16 14 30 22
schwefel 12 10 5 n.e. n.e. 12 11 16 47
48 6 n.e. n.e. 6 24 62
0,25 4 10 n.e. n.e. 28 3 46 9
Sulfid 0,75 7 n.e. n.e. 39 7 19 26
3 8 n.e. n.e. 32 9 22 27
48 5 n.e. n.e. 6 9 5 75
0,25 7 n.e. n.e. 65 21 5
Thiosulfat 0,75 5 n.e. n.e. 79 10 5
3 5 n.e. n.e. 82 8 4
48 n.e. n.e. 14 3 24 50
* verschiedene Schwefelspezies und ihr prozentualer Beitrag zur Schwefelspeziation; Fehler: < + 10%; --- = Beitrag < 2%; n.e. = nicht einbezogen
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2.3 Untersuchungen zum Zell-Schwefelkontakt

Da bei der Aufnahme von Elementarschwefel bisher keine l6slichen Intermediate, die eine
Mobilisierung des Schwefels in einer gewissen Distanz zu Zelle nahe gelegt hatten, gefunden
wurden sollte als nachstes untersucht werden, ob ein direkter Kontakt zwischen Zelle und

Schwefel eine VVoraussetzung fiir dessen Aufnahme ist.

2.3.1 Direkter Zell-Schwefelkontakt bei Alc. vinosum, Tca. roseopersicina und
Hlr. halophila

Zu diesem Zweck wurde Alc. vinosum wieder mit Elementarschwefel S1 als Elektronendonor
kultiviert, allerdings wurden Zellen und Schwefel diesmal durch einen Dialyseschlauch mit
einem Ausschlussmolekulargewicht von 100 kDa voneinander getrennt. Dabei befand sich der
Schwefel im Dialyseschlauch. Dies unterband vollstandig die Bildung von Schwefelkugeln
(Tabelle 21). Auch Sulfat konnte innerhalb von 84 h nicht detektiert werden (Tabelle 21) und

die Proteinkonzentration der Kultur blieb konstant (Tabelle 22).

Tabelle 21. Sulfatbestimmung und lichtmikroskopische Beobachtung der Schwefelkugelbildung in

Kulturen, die durch eine Dialysemembran vom Elementarschwefel getrennt wurden.

Zeit [h]

Allochromatium vinosum

0 3 12 84 114 132 156 267
Sulfat [mM] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schwefelkugeln ~ ---* - - ---* ---* ---* ---* ---*
Thiocapsa roseopersicina

0 3 6 12 24 48 72 92
Sulfat [mM] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schwefelkugeln ~ ---* - - ---* ---* ---* ---* ---*
Halorhodospira halophila

0 3 6 12 24 48 72 96
Sulfat [mM] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schwefelkugeln ~ ---* - - ---* ---* ---* ---* ---*

* Schwefelkugeln wurden nicht beobachtet

Auch fir Tca. roseopersicina - ein weiteres Mitglied der Chromatiaceae - und Hilr.
halophila - einen Vertreter der extrazellulare Schwefelkugeln bildenden Ectothiorhodo-
spiraceae- wurde die Notwendigkeit eines direkten Kontaktes zwischen Zelle und
Elementarschwefel wie oben beschrieben untersucht. Bei beiden unterband die Trennung
zwischen Zellen und Elementarschwefel die Verwertung des Schwefels vollstédndig. Es konnte
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keine Bildung wvon Schwefelkugeln beobachtet und entsprechend auch kein Sulfat
nachgewiesen werden (Tabelle 21) und auch die Proteinkonzentration der Kultur blieb
konstant (Tabelle 22). Diese Ergebnisse zeigten, dass ein direkter Zell-Schwefel-Kontakt
nicht nur fur Alc. vinosum fur die Schwefelverwertung essentiell war, sondern offensichtlich

auch fir andere Vertreter sowohl der Chromatiaceae als auch der Ectothiorhodospiraceae.

Tabelle 22. Proteinbestimmung verschiedener mit Elementarschwefel S1 gefitterter Kulturen, in

denen der Schwefel durch eine Dialysemembran von den Zellen getrennt wurde.

Zeit [h]
Allochromatium vinosum
0 3 6 9 24 36 48 84
Protein- 0,078 0,078 0,077 0,081 0,088 0,086 0,076 0,074
konzentration
[mg mL™]
Thiocapsa roseopersicina
0 3 6 12 24 48 72 92
Protein- 0,013 0,037 0,038 0,025 0,031 0,043 0,025 0,23
konzentration
[mg mL™]
Halorhodospira halophila
0 3 6 12 24 48 72 96
Protein- 0,069 0,067 0,076 0,062 0,070 0,047 0,051 0,064
konzentration
[mg mL™]

2.3.2 Isolierung der Proteine der &uReren Membran von Alc. vinosum

Da offensichtlich ein direkter Zell-Schwefel-Kontakt fir die Verwertung von
Elementarschwefel notwendig war, wéare es nahe liegend gewesen, dass spezifische Proteine
der &ulReren Membran an der Aufnahme des Elementarschwefels beteiligt sind. Aus diesem
Grund wurden die Proteine der &ufReren Membran von Alc. vinosum unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen isoliert und miteinander verglichen, wobei zwei verschiedene

Methoden zur Isolierung der Proteine der &uf3eren Membran verwendet wurden.

2.3.2.1 Isolierung nach Hindennach & Hennig (1975)

Zur ersten Isolierung wurde eine leicht modifizierte Form der von Hindennach & Henning
(1975) zur Isolierung der Proteine der &dufleren Membran von E. coli verwendeten Methode

genutzt. Nach dem Zellaufschluss und der anschlieBenden Abtrennung der Membranfraktion
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wurden die Membranproteine mit Hilfe von N-Laurylsarkosin solubilisiert. Die Proteine der
auBeren Membran lie3en sich nicht solubilisieren, so dass sie durch Zentrifugation nun von
den gel6sten Proteinen der intrazellularen Membranen abgetrennt werden konnten. Abbildung
33a zeigt die isolierten Proteine der dulReren Membran, wobei diese von Alc. vinosum Zellen
stammten, die mit Malat, Sulfid und Elementarschwefel als Elektronendonor gewachsen

waren. Alle Isolierungen zeigten etwa sieben Banden, wobei die charakteristischste leicht

a b
M 1 2 3 1 2 3 M
# A

72 — ' — 72
55 =55
43 — — 43

_.-“-— e e e
34 — = — 34
26 — — 26
17 = 17
11 — — — —— 11

Abbildung 33. Isolierung von Proteinen der aufleren Membran nach Hindennach & Henning (1975)
(@) und Shen et al. (1989) (b). a und b: Proteinmarker (M), Wachstum von Alc. vinosum auf Malat
(1), Wachstum von Alc. vinosum auf  Sulfid (2) und Wachstum von Alc. vinosum auf

Elementarschwefel (3). Es wurden pro Spur 6 ug Protein auf ein 15 %iges SDS-Gel aufgetragen.

unterhalb der 43 kDa-Bande des Markers lief. Hierbei handelte es sich vermutlich um das
dominierende Protein der &uBeren Membran von Alc. vinosum, das 42 kDa grof3 ist und
bereits von Lane & Hulbert (1980) gereinigt wurde. Das deutete darauf hin, das es sich bei
den isolierten Proteinen tatsachlich um Proteine der duReren Membran handelte und nicht um
nicht solubilisierte Proteine der intrazelluldaren Membranen. Ein weiteres Indiz daftr war, dass
die Sedimente nach der Solubilisierung annahernd weil} waren, was dafur sprach, dass ein
GroRteil der pigmentierten Proteine der photosynthetischen Membranen abgetrennt wurde.
2D-Gele der isolierten Proteine der &uReren Membran lieferten erste Hinweise darauf, dass es
sich bei dem dominierenden Protein um mehrere Proteine mit gleichem Molekulargewicht
aber unterschiedlichen isoelektrischen Punkten handelte. Neben dem dominierenden Protein
der duBeren Membran waren noch weitere Proteine zu erkennen, wobei sie bei GroRen um
72 kDa, 43 kDa, 22 kDa und 11 kDa lagen. Allerdings wurde keines der Proteine spezifisch
bei Wachstum mit Elementarschwefel produziert, sondern es zeigte sich unter allen

Wachstumsbedingungen das selbe Bandenmuster.
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2.3.2.2 Isolierung nach Shen et al. (1989)

Mit einer weiteren Isolierung mit Hilfe der von Shen et al. (1989) zur Isolierung der Proteine
der duReren Membran von Hyphomonas jannaschiana verwendeten Methode wurde versucht,
noch weitere Proteine der &uf3eren Membran zu isolieren. Auch diese Methode beruhte auf der
Solubilisierung der Membranproteine, so dass wiederum die unldslichen Proteine der duReren
Membran abgetrennt werden konnten. Allerdings wurde im Vergleich zur Methode von
Hindennach & Henning (1975) Nonidet P40 zur Solubilisierung verwendet. In Abbildung 33b
sind die mit dieser Methode isolierten Proteine zu sehen, wobei sie wieder von Alc. vinosum-
Zellen stammten, die mit Malat, Sulfid und Elementarschwefel als Elektronendonoren
angezogen wurden. Wieder war deutlich das dominierende Protein der dauReren Membran von
Alc. vinosum bei 42 kDa zu sehen. Auch die anderen mit Hilfe der Methode von Hindennach
& Henning isolierten Proteine waren bei dieser Isolierung zu finden, aber dartiber hinaus
wurden mit der Methode von Shen et al. (1989) noch viele weitere Proteine isoliert.
Allerdings lag die Vermutung nahe, dass es sich bei zahlreichen dieser Proteine um
intrazelluldare Membranproteine handelte, da die Sedimente, die vorwiegend Proteine der
aulReren Membran enthalten sollten, noch stark rot gefarbt waren. Eine mehrmalige
Solubilisierung mit Nonidet P40 in Folge brachte hier keine Verbesserung. Auch in den mit
dieser Isolierungsmethode erhaltenen Bandenmustern zeigte sich kein Unterschied zwischen
den verschiedenen Wachstumsbedingungen, so dass zwar vermutlich zusatzlich zu den mit
der Methode von Hindennach & Henning (1975) erhaltenen Proteinen noch weitere Proteine
der &ufRReren Membran isoliert werden konnten, aber auch keines von diesen fur die

Verwertung von Elementarschwefel spezifisch war.

2.3.3 Zell-Schwefelkontakt tber extrazellulare, polymere Substanzen

Da der Zell-Schwefelkontakt auch in Alc. vinosum durch EPS vermittelt werden konnte,
wurde versucht, EPS von der Zelloberflache zu extrahieren und deren Zusammensetzung zu
bestimmen. Es wurden mehrere verschiedene Extraktionsmethoden angewendet, um
moglichst grole Mengen EPS zu gewinnen, ohne dabei die Zellen zu beschadigen, und
dadurch die Extraktionen mit Zellbestandteilen zu verunreinigen. Tabelle 23 zeigt die DNA-
Protein- und Zuckerkonzentrationen der EPS, die mit den verschiedenen Methoden gewonnen
wurden. Am vielversprechendsten erschien eine Kombination aus physikalischen und

chemischen Parametern. Sie fihrte zu sehr niedrigen DNA-Konzentrationen in der EPS-
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Fraktion, die ein Indiz dafiir waren, dass wahrend der Extraktion nur wenige Zellen zerstort
wurden. Gleichzeitig wurden grofiere Mengen Protein und Zucker extrahiert als das bei
Extraktion durch Zentrifugation der Fall war.

Tabelle 23. Vergleich der DNA-, Protein- und Zuckerkonzentrationen bei Verwendung verschiedener

Methoden zur Extraktion von extrazelluldaren, polymeren Substanzen.

Konzentration [pg (mg Zellportein)‘l]

Extraktionmethode DNA Protein Zucker
NaOH 2751,4 3053,2 1021,6
H,SO4 435,3 96,3 669,5
70 °C 984,2 1592,0 1143,7

EDTA1lg 710,3 53,1 52,7
EDTA2g 1094,8 57,2 45,1
EDTA 3¢ 1694,8 32,7 64,6
EDTA4g 2282,1 16,4 77,5
Zentrifugation 5,3 9,8 4,4
physikalisch-chemisch 12,5 52,8 6,3

80,0 1

S 70,07

SF 6001

g‘g 50,01

% T 4004

S @ 30,01

X % 20,0

= 100

0,0 -

Zucker DNA Protein
Komponenten

B Malat B Schwefel

Abbildung 34. Vergleich der Zucker-, DNA- und Proteinkonzentrationen in EPS, die von

Alc. vinosum-Zellen isoliert wurden, die auf Malat und Elementarschwefel gewachsen waren.

Daher wurde die Extraktion mit dieser Methode wiederholt, wobei diesmal die Zellen sowohl
photoorganoheterotroph mit Malat als auch photolithoautotroph mit Elementarschwefel
angezogen wurden. Abbildung 34 vergleicht die Zucker-, DNA- und Proteinkonzentrationen

der beiden Extraktionen. Die Zusammensetzung beider Fraktionen ist vollig identisch.

2.3.4 Untersuchungen zur Rolle der Oberflachenladung der Zelle

Eine Anlagerung zwischen Schwefel und Zelle kann auch durch gegensétzliche Ladungen

zwischen Zelle und Schwefel bedingt werden. Zur Untersuchung der Rolle der Ladung im
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Zell-Schwefelkontakt sollte elektrostatisches “Layer-by-Layer nano selfassembly (LbL)*
verwendet werden. Bei diesem Ansatz wurden zwei Ziele verfolgt: Zum einen sollte geklart
werden, ob die Ladung der Zelle Auswirkungen auf die Aufnahme von Elementarschwefel hat
und zum anderen sollte diese Untersuchung dazu dienen, neue Ansétze fiir die Anwendung
von LbL in der Biotechnologie zu finden.

Im Gegensatz zu Mak et al. (2004), welche die ersten Versuche zur Substrataufnahme in mit
LbL eingekapselten Zellen durchgefuhrt haben und hierfir eine &uRerste Schicht aus
Enzymen auf die Zellen aufgebracht haben, die die Nutzung eines ansonsten durch
Arxula adeninivorans nicht verwertbaren Substrates ermdglichte, werden im Folgenden zwei
andere Strategien genutzt, um eine kontrollierte Substrataufnahme in Alc. vinosum zu
untersuchen. Alc. vinosum wurde mit verschiedenen Polyionen eingekapselt, womit definierte
Zelloberflachen mit verschiedenen Ladungen und hydrophoben Eigenschaften geschaffen
wurden. Zusétzlich wurden durch Einkapselung physikalische Barrieren um die Zellen
erzeugt. Da die charakterisierten Polyelektrolytkapseln andere funktionelle Gruppen auf der
natlrlichen Zelloberflache Uberlagerten, war es moglich, den Effekt von Oberflachenladung
und hydrophoben Eigenschaften ohne den Einfluss - oder zumindest unter einem definierteren
Einfluss - durch andere funktionale Gruppen auf der Zelloberflache zu untersuchen.

2.3.4.1 {-Potential von Alc. vinosum unter verschiedenen Wachstumsbedingungen

Im ersten Schritt wurde das (-Potential von Alc. vinosum-Zellen in zwei Kulturen bei
photoorganoheterotrophem Wachstum mit Malat, in Nullmedium und wé&hrend des
Wachstums auf Sulfid bzw. Elementarschwefel bestimmt. In der ersten Kultur hatte
Alc. vinosum bei Wachstum mit Malat ein {-Potential von -3,56 £+ 0,80 mV. Der Wechsel in
Nullmedium flihrte dazu, dass die Zellen mit -17,81 = 0,92 mV deutlich negativer geladen
waren. Zwei Stunden nach der Zugabe von Sulfid hatten die Zellen eine Ladung von
-20,78 £ 0,59 mV. Bei einem Wechsel von photoorganoheterotrophem Wachstum von Malat
auf photolithoautotrophes Wachstum mit Elementarschwefel waren die Werte vergleichbar.
Auf Malat betrug das (-Potential der Zellen -3,57 £ 0,52 mV, beim Wechsel der Zellen in
Nullmedium sank es auf -18,53 = 1,47 mV. Drei Stunden nach der Zugaben von
Elementarschwefel lag der Wert bei -21,30 £ 0,77 mV.
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2.3.4.2 Elektrochemische Veranderungen der Zelloberflache

Um den Einfluss der Oberflachenladung der Zelle auf die Oxidation von Sulfid und die
Aufnahme von Elementarschwefel zu untersuchen, wurden funf verschiedene
Polymerkombinationen verwendet (Tabelle 24). Dabei handelte es sich bei einem Paar um
einen Mix aus synthetischen und biokompatiblen Polymeren (PDDA/ PGA), wahrend alle
anderen Paare synthetische Polymere waren. Abbildung 35a und b zeigen die (-
Potentiometermesswerte fir Alc. vinosum-Zellen, die mit PDDA/ PGA bzw. PAH/ PSS
eingekapselt wurden. Alc. vinosum-Zellen waren vor der Einkapselung negativ geladen (-35,3
bzw. -25,1 mV) und die weiteren Einkapselungsschritte zeigten Wechsel zwischen negativer
und positiver Ladung, was die erfolgreiche Bildung einer Kapsel zeigte. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch fiir die Kombinationen PDDA/ PSS, PAH/ PAA und PDDA/ PAA erhalten
(Daten nicht gezeigt). Fir jedes Polymerpaar wurde eine Kultur hergestellt, in der die Zellen
mit drei Lagen uberzogen wurden, was zu einer positiven Oberflachenladung der
eingekapselten Zellen fuhrte und die Zellen einer weiteren Kultur hatten negative Ladungen
auf Grund von vier aufgebrachten Schichten. Die finalen {-Potentiale der eingekapselten
Zellen sind in Tabelle 24 zu sehen. Neben den (-Potentiometerangaben wurde die Bildung
von Kapseln auch durch konfokale Laser-ScanningMikroskopie Uberprift (siehe unten).
Abbildung 36 zeigt eine SEM-Aufnahme einer eingekapselten Alc. vinosum-Zelle.

Nach dem Einkapselungsprozess wurden die Alc. vinosum-Zellen in Nullmedium transferiert.
In einer Reihe von Experimenten wurde Sulfid in unterschiedlichen Konzentrationen als
Elektronendonor zu den Kulturen gegeben. Die Zellen waren wéhrend des
Einkapselungsprozesses Sauerstoff und deionisiertem Wasser ausgesetzt und daher wurden
Kontrollzellen der gesamten Einkapselungsprozedur mit vier Lagen unterzogen, allerdings
ohne Polymere. Die Kontrollkulturen veranderten unter den Stressbedingungen ihre Farbe
etwas von rot zu einer mehr braunlich-roten Farbung, sie zeigten aber keine Unterschiede in
der Oxidation von Sulfid im Vergleich zu Alc. vinosum-Zellen, die direkt von photoorgano-
heterotrophem Wachstum zu photolithoautotrophem Wachstum auf Sulfid transferiert wurden
(Abbildung 37). Die Bildung von intrazellularen Schwefelkugeln, ein Mal3 fur die Oxidation
von Sulfid, und deren weitere Oxidation zu Sulfat waren in beiden Kulturen vergleichbar
(Abbildung 37a und b). Auch die Proteinkonzentrationen der Kulturen nahmen leicht zu, was
ein Wachstum mit Sulfid anzeigte (Abbildung 37c). Eine direkte Bestimmung der
Sulfidkonzentrationen mittels HPLC, wie sie normalerweise in den anderen in dieser Arbeit

gezeigten Versuchen gemacht wurde, war in diesem Fall nicht moglich, da die Arbeiten im
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Tabelle 24. Einkapselungs- und Wachstumsbedingungen fir Alc. vinosum.

Polymer- Anzahl  Ober- Elektronendonor finales {-Potential
kombination/ Kultur  der flachen- [mV]
Lagen ladung
Sulfid Elementar-
[mM] schwefel

[mM]

Alc. vinosum 5 50 zwischen -48.1 und
-4.5
Kontrolle mit 4 Lagen 5 50 -26.0
Kontrolle mit 6 Lagen 5 50 -24.5
PDDA/ PGA 3 + 5 50 63.3
PDDA/ PGA 4 - 5 50 -20.4
PAH/ PAA 3 + 5 50 145
PAH/ PAA 4 - 5 50 -27.4
PAH/ PSS 3 + 2 25 40.8
PAH/ PSS 4 - 2 25 -25.2
PDDA/ PSS 3 + 1 25 21.6
PDDA/ PSS 4 - 1 25 -10.2
PDDA/ PAA 3 + 0.5 25 23.7
PDDA/ PAA 4 - 0.5 25 -23.9
PAH/ PSS 5 + 5 50 24.8
PAH/ PSS 6 - 5 50 -35.2
PDDA/ PSS 5 + 5 50 17.2
PDDA/ PSS 6 - 5 50 -30.1

Labor von Prof. Dr. Yuri M. Lvov in Ruston, Louisiana stattfanden, wo diese Analytik nicht
zur  Verfugung stand. Allerdings ergaben sich fur die mit verschiedenen
Polymerkombinationen eingekapselten Zellen keine Unterschiede in der Sulfidoxidation,
wenn diese mit 5 mM Sulfid als Elektronendonor angezogen wurden, wie an den
vergleichbaren intrazellularen Schwefelkonzentrationen, der Bildung von Sulfat und den
Proteinkonzentrationen der Kulturen zu sehen war (Abbildung 37, blaue Linien). Diese
Ergebnisse zeigten, dass die Aufnahme und Oxidation von Sulfid in den negativ und positiv
geladenen Kulturen gleich war. Um sicher zu stellen, dass das negativ geladene Sulfid nicht
alle positiven Ladungen auf der Zelloberfliche besetzte und dadurch weiterem
Sulfid ermdglichte, durch die Polymerkapsel in die Zelle zu diffundieren, wurde in weiteren
Experimenten Sulfid in abnehmenden Konzentrationen zu den Kulturen gegeben (2,0 mM,
1,0 mM und 0,5 mM; Abbildung 37a-c, jeweils rote, grine und orange Linien).
Interessanterweise fuhrten aber auch reduzierte Sulfidkonzentrationen nicht zu Unterschieden
in der Bildung von Schwefelkugeln oder Sulfat. Die Aufnahme und Oxidation von Sulfid
wurde durch den Wechsel im {-Potential der Zelle nicht beeintréchtigt, obwohl das Substrat

entgegengesetzt zu den mit drei Polymerschichten versehenen Zellen geladen war. Dariiber
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Abbildung 35. (-Potentiometermessungen wahrend der Einkapselung von Alc. vinosum mit

PDDA/ PGA (a) und PAH/ PSS (b) mit jeweils drei und vier Lagen und PAH/ PSS mit fiinf und sechs
Lagen.
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Abbildung 36. FE-SEM-Aufnahme von mit PAH/ PAA eingekapselter Alc. vinosum-Zelle wahrend
Wachstum auf Elementarschwefel.
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hinaus zeigten die Ergebnisse aber, dass die Zellen trotz der Polymerkapsel lebensféhig und
metabolisch aktiv waren.

In weiteren Experimenten wurde Elementarschwefel als Elektronendonor genutzt. Wieder
wurden Protein- und Sulfatkonzentrationen als Indikatoren fir die Aufnahme des
Elementarschwefels bestimmt. Auch hier wurde der Einfluss von Sauerstoff und
deionisiertem Wasser untersucht. Die bestimmten Protein- und Sulfatkonzentrationen zeigten,
dass die Kontrollzellen zur Aufnahme von Elementarschwefel in der Lage waren und auch die
Sulfatbildungsraten der Kontrollkulturen waren vergleichbar zu den nicht eingekapselten
Alc. vinosum-Kulturen. Diese Ergebnisse zeigten, dass Alc. vinosum den Einkapselungs-
prozess in gutem Zustand tberlebt.

Wie bei Wachstum mit Sulfid, zeigte sich auch bei Wachstum mit Elementarschwefel kein
Unterschied in der Aufnahme des Schwefels. Die negativ und positiv geladenen Zellen hatten
vergleichbare Sulfatbildungsraten und Proteinkonzentrationen, wenn sie mit 50 mM
Elementarschwefel wuchsen  (Abbildung 38, grine Linien). Eine niedrigere
Elementarschwefelkonzentration von 25 mM fiihrte ebenfalls nicht zu Unterschieden in der
Substrataufnahme (Abbildung 38, blaue Linien). In Abbildung 38a und b sind die
Unterschiede in den Sulfat- und Proteinkonzentrationen, die sich auf Grund der
unterschiedlichen zugegebenen Elementarschwefelkonzentrationen ergeben nicht zu sehen, da
nur die ersten 72 h der Sulfatbildung und des Verlaufs der Proteinkonzentrationen gezeigt
sind. Die vollstandige Oxidation der intrazelluldaren Schwefelkugeln zu Sulfat dauerte (ber
hundert Stunden und erst dann korrelierten die finalen Sulfatwerte mit den eingesetzten
Schwefelkonzentrationen (siehe oben).

Zusammenfassend zeigten die erhaltenen Ergebnisse, dass die Oberflachenladung der Zelle
allein keine essentielle Rolle fir die Ausbildung des Schwefel-Zell-Kontaktes und damit fur
die Aufnahme von Elementarschwefel spielte. Auch der Einfluss hydrophober und
hydrophiler Eigenschaften der Zelle wurde untersucht. PSS als &ullere Schicht fiihrte zu
hydrophoberen Oberflachen als das anionische PAA (Krol et al., 2003). Allerdings fiihrte
auch dieser Unter schied nicht zu signifikant verschiedener Elementarschwefelaufnahme.
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Abbildung 34. Konzentrationen des intrazelluldren Schwefels (a), Sulfats (b) und Proteins (c)
wahrend des Wachstums von Alc. vinosum mit verschiedenen Sulfidkonzentrationen (0,5 mM: orange
Linien; 1 mM: grline Linien; 2 mM rote Linien; 5 mM blaue Linien). In schwarz sind die Werte flr
eine nicht eingekapselte Alc. vinosum-Kultur dargestellt, in grau die fir eine Kontrollkultur, die allen
Einkapeselungsschritten unterzogen wurde, allerdings ohne Polymere. Jede farbige Linie zeigt Zellen

die mit drei oder vier Lagen jedes Polymers eingekapselt wurden.
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Abbildung 38. Sulfat- (a) und Proteinkonzentrationen (b) wahrend des Wachstums von Alc. vinosum
mit 25 mM (blaue Linien) und 50 mM (griine Linien) Elementarschwefel. Jede farbige Linie
reprasentiert Zellen, die jeweils mit drei und vier Polymerschichten eingekapselt wurden. In schwarz
sind die Werte flr eine nicht eingekapselte Alc. vinosum-Kultur dargestellt, in grau die fiir eine

Kontrollkultur, die allen Einkapeselungsschritten unterzogen wurde, allerdings ohne Polymere.
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2.3.4.3 Bildung einer physikalischen Barriere

Alc. vinosum-Zellen wurden mit funf und sechs Schichten aus zwei verschiedenen
Polymerpaaren eingekapselt. Abbildung 35c zeigt die {-Potentiometermessungen wéhrend des
Einkapselungsprozesses mit PAH/ PSS. Beginnend mit einer negativen Ladung der
Alc. vinosum-Zellen &nderten sich die Vorzeichen des (-Potentials mit jedem
Einkapselungsschritt, was eine erfolgreiche Kapselbildung anzeigte. Vergleichbare
Ergebnisse wurden fir die Einkapselung mit PDDA/ PSS erhalten, auf deren Darstellung der
Ubersichtlichkeit halber hier verzichtet wird. Um auch bei dieser Kapseldicke eventuelle
Einflisse der Oberflachenladung festzustellen, wurden wieder positiv (finf Schichten) und
negativ (sechs Schichten) geladene Zellen produziert (die (-Potentiale der eingekapselten
Zellen sind in Tabelle 24 gezeigt). Die Kapselbildung wurde zusatzlich mit Hilfe von
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie Uberpriift (Abbildung 39). Hierfir wurde eine
zusatzliche Schicht des Fluoreszenzfarbstoffes FITC auf die positiv geladenen Zellen
aufgebracht, was zu einem griinen Ring um die eingekapselten Zellen flhrt. Etwas Farbstoff
diffundierte ebenfalls in die Zellen und farbte dort bevorzugt die Schwefelkugeln an.
Abbildung 39 zeigt dies fir mit PAH/ PSS eingekapselte Zellen wahrend des Wachstums auf
Elementarschwefel, wobei die umgebende Kapsel als griiner Ring und der aufgenommene
Schwefel als griine Strukturen in der Zelle zu erkennen sind.

Abbildung 39. Konfokale Laser-Scanning Mikroskop-Aufnahme der Kapselbildung an mit PAH/

PSS eingekapselten Alc. vinosum-Zellen wéhrend des Wachstums mit Elementarschwefel.

Nach der Einkapselung wurden die Zellen entweder mit 5 mM Sulfid oder 50 mM
Elementarschwefel kultiviert. Da eine grofRere Anzahl an Schichten dazu flihrte, dass die
Zellen wahrend des Einkapselungsprozesses langer Sauerstoff und deionisiertem Wasser
ausgesetzt waren, wurde eine weitere Kultur wie die eingekapselten Zellen behandelt -
allerdings ohne Polymere. Trotz des verldngerten Einkapselungsprozesses zeigten die
Kontrollzellen weiterhin vergleichbares Wachstum auf Sulfid und Elementarschwefel wie
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Abbildung 40. Konzentrationen des intrazelluldren Schwefels (a), Sulfats (b) und Proteins (c)
wahrend des Wachstums von Alc. vinosum mit 5 mM Sulfid. Mit roten Linien sind Zellen dargestellt,
die mit funf und sechs Schichten PAH und PSS eingekapselt wurden, die griinen Linien zeigen
Zellen, die mit funf oder sechs Schichten PDDA und PSS eingekapselt wurden. In schwarz sind die
Werte flir eine nicht eingekapselte Alc. vinosum-Kultur dargestellt, in grau die furr eine Kontrollkultur,

die allen Einkapeselungsschritten unterzogen wurde, allerdings ohne Polymere.
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Alc. vinosum-Zellen, die direkt von photoorganoheterotrophem Wachstum auf Malat auf
photolithoautotrophes Wachstum mit reduzierten Schwefelverbindungen umgestellt wurden
(Abbildungen 40 und 41, graue Linien). Diese Ergebnisse zeigten, dass der verlangerte
Einkapselungsprozess keine Auswirkungen auf die metabolische Aktivitat der Zellen hatte.
Bei Wachstum mit Sulfid nahmen die mit finf oder sechs Schichten PAH und PSS
eingekapselten Zellen - positiv geladene genauso wie negativ geladene - das Sulfid wéhrend
48 h langsamer auf als die Kontrollzellen. Abbildung 40a und b (rote Linien) zeigen jeweils
die langsamere Bildung von intrazellularen Schwefelkugeln und Sulfat. Zudem stieg die
Proteinkonzentration der Kulturen wéhrend dieser Zeit nur leicht an. Zellen, die mit PDDA
und PSS eingekapselt wurden, nahmen dagegen wéhrend 48 h Gberhaupt kein Sulfid mehr auf
(Abbildung 40, grune Linien). Es waren keine intrazellularen Schwefelkugeln und Sulfat
nachweisbar und die Proteinkonzentration der Kulturen blieb konstant. Wahrend die
Oberflachenladung der Zellen die Aufnahme und Oxidation von Sulfid nicht beeinflusste,
konnte durch eine Polymerkapsel aus vielen Schichten eine physikalischen Barriere, die die
Diffusion des Substrates in die Zelle verhinderte, errichtet werden.

Bei Wachstum mit Elementarschwefel als Elektronendonor ergab sich ein dhnliches Bild.
Eine physikalische Barriere um die Zellen inhibierte die Aufnahme von Elementarschwefel
unabhangig von der Oberflachenladung der Zelle. Die Einkapselung mit PAH und PSS fiihrte
zu verlangsamter Substrataufnahme, wie die minimale Bildung von Sulfat und der leichte
Anstieg in der Proteinkonzentration wahrend 72 h zeigte (Abbildung 41, rote Linien). Aus
PDDA und PSS aufgebaute Kapseln blockierten wvollstdndig die Aufnahme von
Elementarschwefel, was daran zu sehen war, dass kein Sulfat gebildet wurde und auch die
Proteinkonzentration der Kulturen konstant blieb (Abbildung 41, griine Linien).

Die Ergebnisse zeigten, dass zahlreiche mit Hilfe von LbL auf die Bakterienoberflache
aufgebrachte Polymerschichten eine physikalische Barriere zwischen Zellen und dem
umgebenden Medium schafften und somit die Aufnahme bestimmter Substrate inhibieren
konnten. Die Anzahl der Schichten und die Wahl der Polyelektrolyte, die fir die
Einkapselung genutzt wurden, beeinflussten zudem die Dimension der physikalischen
Barriere, was eine groRe Flexibilitat fir die Schaffung von Oberflachenmodifikationen vor
allem fir angewandte Fragen der Mikrobiologie schafft. Das deutet auf ein
Anwendungspotential von LbL in der Biotechnologie hin, womit der zweite Teil der
Fragestellung, die zu diesen Versuchen fiihrte, positiv beantwortet werden kann. Flr den
ersten Teil der Fragestellung - die Frage, ob die Oberflachenladung der Zelle an der
Ausbildung des fir die Aufnahme von Elementarschwefel nétigen Zellschwefelkontaktes
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verantwortlich ist - ergab sich, dass ein Einfluss der Zellladung wohl ausgeschlossen werden
kann.
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Abbildung 41. Sulfat- (a) und Proteinkonzentrationen (b) wahrend des Wachstums von Alc. vinosum
mit 50 mM Elementarschwefel. Mit roten Linien sind Zellen dargestellt, die mit jeweils funf und
sechs Schichten PAH und PSS eingekapselt wurden und die grinen Linien zeigen mit jeweils funf
und sechs Schichten PDDA und PSS eingekapselte Zellen. In schwarz sind die Werte fiir eine nicht
eingekapselte Alc. vinosum-Kultur dargestellt, in grau die fur eine Kontrollkultur, die allen

Einkapeselungsschritten unterzogen wurde, allerdings ohne Polymere.
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2.4 Einfluss von Inhibitoren auf die Schwefelaufnahme in Alc. vinosum

Uber die Aufnahme reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum ist bisher wenig
bekannt. Fur die kleinen Molekile Sulfid, Thiosulfat und Sulfit ist denkbar, dass sie tber
spezifische oder unspezifische Porine iber die &uRere Membran ins Periplasma diffundieren,
wo die beiden ersteren zu intrazellularem Schwefel - bzw. im Fall von Thiosulfat der
Sulfonschwefel auch direkt zu Sulfat - oxidiert werden. Fir die Aufnahme von elementarem
Schwefel konnten bisher entweder keine wasserloslichen, kleinen Intermediate wie Sulfid
nachgewiesen werden, die dann durch Diffusion in die Zelle gelangen oder eine essentielle
Rolle der gefundenen Verbindungen fiir die Schwefelaufnahme konnte ausgeschlossen
werden. Um weitere Informationen Uber die Schwefelaufnahme in Alc. vinosum zu erhalten,
wurde im Folgenden die Aufnahme von Elementarschwefel unter dem Einfluss von
verschiedenen Inhibitoren und Entkopplern untersucht. Hierfur wurden Alc. vinosum-Kulturen
photolithoautotroph mit 50 mM Elementarschwefel, 2 mM Sulfid oder 2 mM Thiosulfat in
Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors oder Entkopplers

angezogen.

2.4.1 Zugabe von CCCP

Bei der schwachen Base CCCP handelt es sich um einen Entkoppler, mit dessen Hilfe der
elektrochemische Protonengradient kurzgeschlossen werden kann (Kasianowicz et al., 1984).
CCCP wurde in Konzentrationen von 5, 10, 20, 30, 40 und 100 uM zu den Kulturen gegeben.
Bei Wachstum mit Elementarschwefel als Elektronendonor kam ab einer Konzentration von
20 uM CCCP die Aufnahme des Schwefels vollstdandig zum Erliegen. Unter dem Mikroskop
wurde keine Bildung von Schwefelkugeln beobachtet und auch Sulfat konnte in einem
Zeitraum von 164 h nicht detektiert werden, wahrend in der Kontrolle ohne CCCP nach 3 h
erste Schwefelkugeln unter dem Mikroskop zu sehen waren und die Oxidation der
Schwefelkugeln zu Sulfat nach 21 h bereits begonnen hatte (Abbildung 42a). Auch CCCP-
Konzentrationen von 5 und 10 uM fiihrten zu einer Verlangsamung der Schwefelaufnahme.
Hier waren die ersten Schwefelkugeln unter dem Mikroskop erst nach 6 h zu sehen und auch
die Bildung von Sulfat war verzdgert. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen spiegelten die
verzogerte Schwefelaufnahme ebenfalls wieder (Abbildung 42b). Bei Zugabe von 5 und
10 uM CCCP stieg die Proteinkonzentration bereits langsamer an, wéhrend sie ab einer

Konzentration von 20 uM konstant blieb. Insgesamt deuteten diese Ergebnisse darauf hin,
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dass fur die Aufnahme von Elementarschwefel Energie aus dem elektrochemischen
Protonengradienten der Zelle bendtigt wurde.

Betrachtete man die Oxidation von Sulfid in Anwesenheit von CCCP, zeigte sich ein vollig
anderes Bild. Im Vergleich zur Kontrollkultur, in der Sulfid innerhalb der ersten funf Stunden
vollstandig oxidiert wurde, fuhrte CCCP zu einer leichten Verzdgerung des Beginns der
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Abbildung 42. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wahrend der Verwertung
von Elementarschwefel in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen des Entkopplers CCCP.

Dabei zeigt (a) die Bildung von Sulfat und (b) den Verlauf der Proteinkonzentration der Kultur.

Sulfidoxidation wie man sowohl am Verlauf der Sulfidkonzentrationen als auch an der
Bildung der intrazelluldren Schwefelkugeln sehen konnte (Abbildung 43a und b). Wahrend
einer Stunde wurde Sulfid von den Zellen kaum verwertet. Das AusmaR dieses verzégerten
Beginns war allerdings unabhangig von der CCCP-Konzentration. Nach der kurzen Lagphase
verlief die weitere Sulfidoxidation dann auch mit Raten, die denen der Kontrollkultur
vergleichbar waren (Tabelle 25).

Die einzige Ausnahme stellte hier die Oxidationsrate bei einer CCCP-Konzentration von

40 uM dar. Da allerdings die Oxidationsrate bei der deutlich hoheren Konzentration von
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Tabelle 25. Sulfidoxidationsraten von Alc. vinosum in Anwesenheit des Entkopplers CCCP.

CCCP-Konzentration Sulfidoxidationsrate
[nM] [nmol min™* (mg Protein)™]

0 17,3

5 25,5

10 20,2

20 16,0

30 27,9

40 9,2
100 23,6

100 uM wieder einen der Kontrolle vergleichbaren Wert zeigte, war dieser abweichende Wert
wohl in erster Linie auf die im Vergleich zu den anderen Kulturen deutlich niedrigere
Ausgangskonzentration an Sulfid in der Kultur zuriickzufihren. Auch der Aufbau der
Schwefelkugeln verlief in Anwesenheit von CCCP vergleichbar zu dem in der Kontrollkultur.
Erst beim Abbau der Schwefelkugeln und ihrer weiteren Oxidation zu Sulfat machte sich die
Entkopplung des Protonengradienten deutlich bemerkbar und fiihrte zu stark verlangsamter
Oxidation des intrazellularen Schwefels (Abbildung 43b und c). Betrachtete man den Prozess
der Sulfidoxidation und damit auch der Aufnahme von Sulfid in die Zelle, zeigte sich, dass
diese im Gegensatz zur Aufnahme von Elementarschwefel vom elektrochemischen
Protonengradienten der Zelle unabhéngig war.

Im Gegensatz zur Sulfidoxidation wirkte sich CCCP auf die Oxidation von Thiosulfat ab einer
Konzentration von 20 puM viel stiarker aus. Wihrend bei Anwesenheit von 5 und
10 uM CCCP sowohl die Oxidation von Thiosulfat als auch die Bildung von Schwefelkugeln
wie in der Kontrollkultur abliefen, fiihrten Konzentrationen von 20 uM und hoher zu einem
chaotischen Verlauf der Thiosulfatkonzentration und dem Auf- und Abbau der
Schwefelkugeln (Abbildung 44a und b). Auch in der Bildung von Sulfat spiegelte sich der
gestorte Auf- und Abbau der Schwefelkugeln wieder (Abbildung 44c). Allerdings wurde bei
keiner der hier verwendeten Konzentrationen die Aufnahme des Thiosulfat in die Zelle
vollstandig unterbunden, wie das bei der Aufnahme von Elementarschwefel der Fall ist. Bei
allen Konzentrationen wurden Schwefelkugeln gebildet, auch wenn ihr Aufbau langsamer
erfolgte und insgesamt weniger intrazellularer Schwefel nachgewiesen wurde als in der
Kontrolle. Wére das mittels XANES-Spektroskopie nachgewiesene Thiosulfat ein essentielles
Zwischenprodukt bei der Schwefelmobilisation, hatte man die selbe Wirkung von CCCP auf
die Oxidation von Thiosulfat erwartet, die es auf die Aufnahme von Elementarschwefel hat.
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Abbildung 43. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wahrend der Oxidation
von Sulfid in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen des Entkopplers CCCP. Dabei zeigt (a)
den Verlauf der Sulfidkonzentration in der Kultur, (b) den WVerlauf der intrazellularen
Schwefelkonzentration und (c) die Bildung von Sulfat. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen
betrugen 280 -320 pg mL™.
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Abbildung 44. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wahrend der Oxidation
von Thiosulfat in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen des Entkopplers CCCP. Dabei zeigt
(@) den Verlauf der Thiosulfatkonzentration in der Kultur, (b) den Verlauf der intrazelluléren
Schwefelkonzentration und (c) die Bildung von Sulfat. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen
betrugen 260 - 310 pg mL™.

2.4.2 Zugabe von Natriumarsenat

Die ATP-Synthase setzt, angetrieben durch den elektrochemischen Protonengradienten,
Phosphat und ADP zu ATP um. Phosphat kann durch Arsenat ersetzt werden, wodurch die
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ATP-Synthase zwar aktiv bleibt, aber die Bildung von ATP unterbleibt (Gresser, 1981). In
weiteren Wachstumsversuchen wurde daher durch Zugabe von Natriumarsenat untersucht, ob
die Aufnahme von Elementarschwefel ATP-abhéngig ist.

Alc. vinosum wurde wieder photolithoautotroph mit 50 mM Elementarschwefel angezogen
wobei 0,5 mM, 4 mM, 10 mM, 13 mM, 16 mM und 20 mM Natriumarsenat zugegeben
wurden. In allen Kulturen konnte unter dem Mikroskop wie in der Kontrollkultur ohne
Natriumarsenat nach 3 h die Bildung von ersten Schwefelkugeln in den Zellen beobachtet
werden. Auch die Bildung von Sulfat setzte in allen Kulturen nach 21 h ein (Abbildung 45a).
Im Verlauf der Proteinkonzentrationen zeigte sich eine leichte Abweichung zwischen der
Kontrollkultur und den Kulturen zu denen Natriumarsenat gegeben wurde. Wéhrend die
Proteinkonzentration in der Kontrollkultur sofort kontinuierlich anstieg, sank sie in den
Kulturen mit Natriumarsenat in den ersten 21 h leicht und stieg dann erst an (Abbildung 45b).

Dieser Effekt war allerdings unabhé&ngig von der Natriumarsenatkonzentration, so dass davon
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Abbildung 45. Verwertung von Elementarschwefel durch Alc. vinosum in Anwesenheit von
steigenden Konzentrationen Natriumarsenats. Dabei zeigt (a) die Bildung von Sulfat und (b) die

Entwicklung der Proteinkonzentration in der Kultur.
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ausgegangen werden konnte, dass die Aufnahme von Elementarschwefel in die Zelle ATP-
unabhangig erfolgte.

Auch auf die Oxidation von Sulfid zeigte ein Inhibieren der ATP-Synthese keine
Auswirkungen. Alle Kulturen oxidierten Sulfid mit Raten, die denen der Kontrollkultur
vergleichbar waren (Tabelle 26, Abbildung 46a). Auch der Auf- und Abbau der
Schwefelkugeln und die Bildung von Sulfat verlief gleich (Abbildung 46b und c). Das zeigte,
dass auch die Aufnahme von Sulfid in die Zelle ATP-unabhéngig erfolgte.

Tabelle 26. Sulfid- und Thiosulfatoxidationsraten von Alc. vinosum in Anwesenheit von

Natriumarsenat.

Natriumarsenat- Sulfidoxidationsrate Thiosulfatoxidationsrate
konzentration [nmol min™* (mg Protein)™] [nmol min™* (mg Protein)™]
[mM]

0 10,6 6,7
0,5 7,8 4,8

4 9,4 5,8

10 9,4 5,5

13 9,9 51

16 9,3 3,7

20 10,3 51

Betrachtete man die Oxidation von Thiosulfat in Anwesenheit von Natriumarsenat, zeigte sich
auch hier keine Auswirkung der Inhibierung der ATP-Synthase auf die Verwertung dieses
Substrates. Die Kulturen mit Natriumarsenat oxidierten Thiosulfat mit Raten, die nur wenig
niedriger lagen als die der Kontrollkultur ohne Natriumarsenat (Tabelle 26, Abbildung 47a).
Auch der Aufbau der Schwefelkugeln und die Bildung von Sulfat verliefen in allen Kulturen
sehr dhnlich (Abbildungen 47b und c). Daraus lie} sich schlie}en, dass auch die Aufnahme
von Thiosulfat in die Zelle ATP-unabhangig verlief.
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Abbildung 46. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wahrend der Oxidation
von Sulfid in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von Natriumarsenat. Dabei zeigt (a) den
Verlauf der Sulfidkonzentration in der Kultur, (b) den Verlauf der intrazelluldren
Schwefelkonzentration und (c) die Bildung von Sulfat. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen
betrugen 380 - 400 pg mL™.
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Abbildung 47. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wahrend der Oxidation
von Thiosulfat in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von Natriumarsenat. Dabei zeigt (a)
den Verlauf der Thiosulfatkonzentration in der Kultur, (b) den Verlauf der intrazellularen
Schwefelkonzentration und (c) die Bildung von Sulfat. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen
betrugen 370 - 400 pg mL™.

2.4.4 Zugabe von lodacetamid

lodacetamid (IAA) bindet Thiolgruppen und verhindert dadurch, dass sie mit ihrem
natlrlichen Substrat interagieren koénnen. Alc. vinosum wurde photolithoautotroph mit
Elementarschwefel in Anwesenheit von 5 uM, 40 uM und 100 uM TAA kultiviert. Bereits bei
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einer Konzentration von 5 uM IAA wurde kein Elementarschwefel mehr aufgenommen.
Unter dem Mikroskop konnten keine Schwefelkugeln beobachtet werden und es erfolgte auch
keine Bildung von Sulfat (Abbildung 48a). Die Proteinkonzentrationen fielen nach der
Zugabe von IAA, stiegen dann abrupt an und blieben schlielich konstant (Abbildung 48b).
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Abbildung 48. Verwertung von Elementarschwefel durch Alc. vinosum in Anwesenheit von

steigenden Konzentrationen lodacetamid. Dabei zeigt (a) die Bildung von Sulfat und (b) die

Entwicklung der Proteinkonzentration in der Kultur.

Auf die Oxidation von Sulfid hatte IAA keinen Einfluss. Die Abnahme von Sulfid im
Medium verlief in Anwesenheit von IAA vergleichbar zur Kontrolle (Abbildung 49a, Tabelle
27) und auch der Aufbau der Schwefelkugeln gestaltete sich entsprechend (Abbildung 49b).

Tabelle 27. Sulfid- und Thiosulfatoxidationsraten von Alc. vinosum in Anwesenheit von lodacetamid.

IAA-Konzentration Sulfidoxidationsrate Thiosulfatoxidationsrate
[uM] [nmol min™* (mg Protein)™] [nmol min™* (mg Protein)™]
0 18,6 14,0
5 214 9,1
40 19,8 7,9
100 22,5 115
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Abbildung 49. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wéhrend der Oxidation
von Sulfid in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von lodacetamid. Dabei zeigt (a) den
Verlauf der Sulfidkonzentration in der Kultur, (b) den Verlauf der intrazelluldren
Schwefelkonzentration und (c) die Bildung von Sulfat. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen
betrugen 700 - 720 pg mL™.

Allerdings wurde der intrazelluér gespeicherte Schwefel bei einer Konzentration von 100 pM
IAA verlangsamt abgebaut, was sich auch bei der Bildung von Sulfat zeigte (Abbildung 49c).
Auch die Oxidation von Thiosulfat wurde in Anwesenheit von IAA nicht vollstandig
inhibiert. Die Abnahme des Substrats im Medium (Abbildung 50a) unterschied sich nicht
signifikant von der Kontrolle ohne I1AA. Allerdings waren die Oxidationsraten in
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Anwesenheit von IAA etwas niedriger (Tabelle 27). Auf- und Abbau der Schwefelkugeln
verliefen wenig vergleichbar (Abbildung 50b). Allerdings gestaltete sich eine Interpretation
dieser Ergebnisse relativ schwierig, da die Probenaufnahme in sehr grof3en Abstédnden

erfolgte, was die Ergebnisse leicht verzerrte.
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Abbildung 50. Umsatz reduzierter Schwefelverbindungen in Alc. vinosum wéhrend der Oxidation
von Thiosulfat in Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von lodacetamid. Dabei zeigt (a) den
Verlauf der Thiosulfatkonzentration in der Kultur, (b) den Verlauf der intrazelluldaren
Schwefelkonzentration und (c) die Bildung von Sulfat. Die Proteinkonzentrationen der Kulturen
betrugen 700 - 720 pg mL™.
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Diskussion

1 Untersuchungen zum Sox-Multienzymkomplex in Alc. vinosum

1.1 Sulfitoxidation in Alc. vinosum

Beziiglich der Sulfitoxidation in Alc. vinosum bestehen noch viele offene Fragen. Aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse kann eine maligebliche Beteiligung des kompletten Sox-
Multienzymkomplexes an der Oxidation von Sulfit zu Sulfat jedoch ausgeschlossen werden.
Zwar fuhrt eine Deletion des Gens soxY und das daraus resultierende Fehlen von SoxYZ in
der Mutante Alc. vinosum AsoxY zu einer im Vergleich zum Wildtyp um 60 % reduzierten
Oxidationsrate von extern zugesetztem Sulfit, aber in Mutanten, in denen die Gene soxX bzw.
soxBX mit Hilfe einer Q-Km-Kassette inaktiviert wurden, ist die Sulfitoxidationsrate der des
Wildtyps vergleichbar. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu dem fir den Sox-
Multienzymkomplex von Psc. pantotrophus in vitro nachgewiesenen Substratspektrum.
Dieser oxidiert Sulfit zu Sulfat, wobei flr diesen Oxidationsschritt nur die Proteine SoxYZ,
SoxXA und SoxB notwendig sind (Friedrich et al., 2001). SoxCD, dem in Pcs. pantotropus
wahrend der Verwertung von Thiosulfat die Funktion der Oxidation eines
Sulfanschwefelatoms, das an den konservierten Cysteinrest von SoxY gebunden ist, zu einer
Sulfonschwefelgruppe zugeschrieben wird (Bardischewsky et al., 2005) und das im Sox-
Multienzymkomplex von Alc. vinosum fehlt, ist an diesem Schritt nicht beteiligt (Friedrich et
al., 2001). In Alc. vinosum ist offensichtlich aber nur SoxYZ an der Oxidation von Sulfit
beteiligt. Interessant daran ist, dass SoxYZ keine katalytische Funktion zugesprochen wird,
sondern es sich um das Substratbindemolekiil des Sox-Multienzymkomplexes handelt
(Hensen et al., 2006; Frigaard & Dahl, 2009). Thiosulfat - oder andere reduzierte
Schwefelsubstrate - werden kovalent an das Sulfhydryl des Cysteinrestes in einem
konservierten C-terminalen GGCGG-Motiv von SoxY gebunden. Dieser Schritt wird
normalerweise von SoxXAK Kkatalysiert (Hensen et al., 2006), das aber offensichtlich an der
Bindung von Sulfit an SoxYZ nicht beteiligt ist, da eine Inaktivierung von SoxX keine
Auswirkungen auf die Sulfitoxidationsrate zeigt. Eine weitere Mdoglichkeit, wie Sulfit an
SoxY gebunden werden konnte, ware die Bildung eines (ber Disulfidbriicken
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verbundenen SoxZY-S-S-YZSox. Disulfidbriicken reagieren mit Sulfit entsprechend der
Gleichung RS-SR + SO3* < RS + RS-SO3* (Bailey & Cole, 1959; Cecil & Wake, 1962).
Eine nachfolgende Hydrolyse von Sulfat mittels SoxB scheidet ebenfalls aus, da Mutante Alc.
vinosum soxBX::Q-Km dem Wildtyp vergleichbare Oxidationsraten zeigt. Daher ist
mindestens ein weiteres Protein mit redoxaktiven Zentren nétig, um Sulfit zu Sulfat zu
oxidieren. Friihere Versuche, in denen Alc. vinosum-Wildtyp und die APS-definziente
Mutante Alc. vinosum D3 mit Wolframat im Medium auf 5 mM Sulfit angezogen wurden,
hatten gezeigt, dass dieses die Sulfitoxidation in beiden Kulturen nahezu vollstandig inhibiert
und bei Wachstum mit 1,5 mM Sulfid wurden 1,1 mM Sulfit als Zwischenprodukt ins
Medium ausgeschieden (Dahl, 1996). Bei Wolfram handelt es sich um einen kompetitiven
Inhibitor von Molybdan (Giordano et al., 1980), was darauf hindeutet, dass es sich bei dem
essentiellen sulfitoxidierenden Enzym in Alc. vinosum um ein Molybdoprotein handelt.
Naheliegend war hier eine Sulfitdeydrogenase, aber im Genom von Alc. vinosum konnten
keine Gene identifiziert werden, die fur Homologe der gut charakterisierten
Sulfitdehydrogenase SorAB aus Sta. novella codieren (Christiane Dahl, personliche
Mitteilung). Auch im verwandten HIlr. halophila und in verschiedenen griinen
Schwefelbakterien finden sich keine Homologen zu SorAB (Frigaard & Dahl, 2009), was den
Schluss zulésst, dass die Sulfitoxidation in diesen Organismen auf einem anderen Weg
verlauft.

Eine weitere Moglichkeit, die sich mit den Auswirkungen von Wolframat im Medium auf die
Oxidation von Sulfit in Alc. vinosum in Einklang bringen lieRe, wurde von Frigaard & Dahl
(2009) vorgeschlagen. Sie zogen die Mdglichkeit der Sulfitoxidation durch einen PSRLC3
(Polysulfide-Reductase-Like Complex) in Betracht. Hierbei handelt es sich um einen
Komplex, der aus drei Proteinen besteht, die Sequenzahnlichkeiten zu Untereinheiten der
Polysulfidreduktase aus Wolinella succinogenes aufweisen. Die Wol. succinogenes
Polysulfidreduktase erlaubt zusammen mit einer Hydrogenase die Polysulfidatmung mit H,
als Elektronendonor, die zur Produktion von Sulfid fuhrt (Krafft et al., 1992). Sie wird durch
die Gene psrABC codiert und besteht aus zwei periplasmatischen Untereinheiten, und zwar
einer molybdopterinhaltigen PsrA-Untereinheit, einer [4Fe-4S]-Cluster-bindenden PsrB
Untereinheit sowie einer in der Membran verankerten PsrC-Untereinheit, die
Isoprenoidchinon bindet und Elektronen mit PsrB austauscht (Frigaard & Dahl, 2009).
Homologe zur Wol. succinogenes Polysulfidreduktase sind auch an der Verwertung von
Thiosulfat, Tetrathionat und anderen anorganischen und organischen Verbindungen beteiligt ,
was zu der Uberlegung fiihrt, dass ein solches Homologes auch der Schliissel zur
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Sulfitoxidation in phototrophen Schwefelbakterien sein konnte (Frigaard & Dahl, 2009). Es
wurden auch mehrere Homologe zur Wol. succinogenes Polysulfidreduktase in den
Genomsequenzen von phototrophen Schwefelbakterien gefunden, allerdings wurde bisher
keines dieser Enzyme genauer charakterisiert noch fir eines von ihnen die Funktion bestimmt
(Frigaard & Dahl, 2009).

Im Genom von Alc. vinosum finden sich wie bei vielen der griinen Schwefelbakterien und
Hlr. halophila mehrere polysulfidreduktase-ahnliche Komplexe (AlVinDRAFT_1139,
AIVINDRAFT 1140 und AIVInDRAFT _1141; AIVInDRAFT 2148, AIVInDRAFT 2149 und
AIlVInDRAFT_2150) und  zusédtzlich  noch  ein  weiteres  PsrA-Homologes
(AlvinDRAFT_1323) (Christiane Dahl, personliche Mitteilung). Im ersten Komplex weist das
PsrA-Ahnliche eine Tat-Signalsequenz auf und befindet sich damit voraussichtlich wie PsrA
in Wol. succinogenes im Periplasma. Fiir das PsrB-Ahnliche findet sich ebenfalls eine Tat-
Sequenz, so dass es voraussichtlich ebenfalls im Periplasma lokalisiert ist, wéhrend das PsrC-
Ahnliche acht Transmembranhelices aufweist. Im Gegensatz dazu sind die PsrAB-
Homologen im zweiten Komplex vermutlich cytoplasmatische Proteine, bei PsrC handelt es
sich wieder um ein Membranprotein. Auch das zusatzliche PsrA-Homologe ist
cytoplasmatisch lokalisiert. Der wahrend der Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen
abgelagerte Schwefel wird auf bisher noch unbekanntem Wege wieder mobilisiert und zu
Sulfid reduziert, welches dann Gber die in umgekehrter Richtung arbeitende Sulfitreduktase
DsrAB zu Sulfit oxidiert wird (Grimm et al., 2008). Bei DsrAB handelt es sich um ein
cytoplasmatisches Protein, so dass die Bildung von Sulfit im Cytoplasma stattfindet (Grimm
et al., 2008). Daher scheint es nahe liegend, dass die weitere Oxidation von Sulfit zu Sulfat
ebenfalls im Cytoplasma erfolgt. Diese Reaktion kdnnte von einem polysulfidreduktase-
ahnlichen Komplex, dessen aktives Zentrum im Cytoplasma liegt, katalysiert werden. Auch
das PsrA-Homologe konnte hier eine Rolle spielen. Allerdings lasst die Tatsache, dass die
Deletion von soxY, einem Gen, das fur ein periplasmatisches Protein codiert, zu einer um
60 % reduzierten Sulfitoxidationsrate fiihrt, die Oxidation von Sulfit im Periplasma nicht
vollig abwegig erscheinen. Da es sich bei SoxYZ um ein Substratbindemolekil ohne eigene
katalytische Aktivitat handelt, wére es denkbar, dass SoxYZ eventuell sogar (ber den oben
beschriebenen Mechanismus der Heterotetramerbildung Sulfit bindet, welches dann durch
einen polysulfidreduktase-ahnlichen Komplex zu Sulfat oxidiert wird, was nur bei einer
periplasmatischen Lokalisation der den Molybdéancofaktor enthaltenden Untereinheit moglich
ware und daftr spricht, dass der Komplex aus AIVinDRAFT_1139, AlvinDRAFT_1140 und
AlVInDRAFT _1141 in diesem Fall die Sulfitoxidation katalysiert.
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Allerdings lieRe das eine Komplexbildung von SoxYZ mit der PsrA-Unterheit des Komplexes
aus AIlVInDRAFT_1139, AlvinDRAFT_1140 und AIVinDRAFT _1141 vermuten, eine solche
konnte aber ber SPINE nicht nachgewiesen werden. PsrA_1139 hat ein mittels ProtParam
(Gasteiger et al., 2005) bestimmtes Molekulargewicht von 102909,8 Da, PsrB_1140 von
22980.3 Da. Im Markerbereich von 100 kDa und 23 kDa konnten bei Wachstum von Alc.
vinosum mit Sulfit als Elektronendonor und der anschlieRenden Reinigung von SoxYZ nach
vorheriger formaldehydvermittelter Verlinkung mit potentiellen Komplexpartnern keine
Banden detektiert werden. Zum einen kann das an der Komplexbildung von PsrA_1139 und
PsrB_1140 mit PsrC liegen, das in der Membran verankert ist. Bleibt PsrA_1139 fest mit
seinen Komplexpartnern verbunden - was durch die Verlinkung mit Formaldehyd noch
gefordert wird - wird es sich vermutlich eher in den Zellen als in der Periplasmafraktion
finden, die zur Reinigung des Komplexes von SoxYZ mit einem potentiell sulfitoxidierenden
Enzym verwendet wurde. Eine Reinigung von SoxY Z-Proteinkomplexen nach Zellaufschluss
aus den gesamten Proteingehalt der Zelle war nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).
Vermutlich lag SoxYZ im Verhdltnis zu den anderen Proteinen der Zelle in so kleinen
Mengen vor, dass die Bindung an die Saulenmatrix stark behindert wurde. Zum anderen ist es
moglich, dass SoxYZ keine (ber Formaldehyd zu stabilisierenden Komplexe mit seinen
Interaktionspartnern bildete. Betrachtet man die Reinigung von SoxYZ nach Verlinkung mit
Komplexpartnern mittels Formaldehyd aus Alc. vinosum-Kulturen, die mit Thiosulfat als
Elektronendonor gewachsen waren, so féallt auf, dass keine Banden von Komplexpartnern
gefunden wurden, die Molekulargewichte aufweisen, die denen von SoxB und SoxXAK
entsprechen. Zumindest fir SoxB konnte aber in vitro eindeutig eine Interaktion mit SoxYZ
nachgewiesen werden (Welte et al., 2009). Die Aufklarung der Struktur von SoxYZ aus
Pcs. pantotrophus zeigte, dass sich der konservierte Cysteinrest von SoxY, an den das
Substrat gebunden wird, an einem schwingenden Arm befindet, der es ermdglicht, dass es zu
den aktiven Zentren verschiedener Partner Zugang bekommt und sich darin entsprechend
orientieren kann (Sauvé et al., 2007). Von den Autoren wird zudem vorgeschlagen, dass die
Bindung des Substrats an den schwingenden Arm zu besonders kurzlebigen und fliichtigen
Komplexen zwischen SoxYZ und seinen Interaktionspartnern fiihren konnte, was die
Umsetzung von Schwefelverbindungen durch den Sox-Multienzymkomplex beschleunigt.
Wenn dies der Fall wére, konnten Komplexe aus SoxYZ und seinen Interaktionspartnern nur
sehr schwer nachgewiesen werden. Dagegen konnte ein Protein bei ca. 25 kDa nach der
Verlinkung mit Formaldehyd bei Wachstum mit Thiosulfat nachgewiesen werden. Bei dem
gefunden Protein kdnnte es sich um SoxL handeln, das eine vorausgesagte GroRe von
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24664 Da hat und dem als Funktion das Recycling des Cysteinrestes von SoxY zugeschrieben
wird (Hafner, 2007; Welte et al., 2009). Das wirde allerdings bedeuten, dass die potentielle
Schwefeltransferase SoxL auf andere Art als SoxB und SoxXAK mit SoxYZ interagiert. Was
das PsrA- und PsrB-Ahnliche betrifft, so kdnnte das im Fall einer Interaktion mit SoxYZ
bedeuten, dass diese auf die selbe Art und Weise stattfindet wie die zwischen SoxYZ und
SoxB und SoxXAK und daher tber SPINE nicht nachgewiesen werden kann.

Die sowohl bei Wachstum von Alc. vinosum mit Thiosulfat als auch mit Sulfit gefundenen
zusatzlichen Banden bei Molekulargewichten die etwas unterhalb denen von SoxYZ liegen,
kdnnen keinem mdglichen Kandidaten fur die Sulfitoxidation zugeordnet werden. Fir eine
neue Art von periplasmatischer Sulfitdehydrogenase erscheinen sie zu klein, da alle bisher
bekannten Sulfitdehydrogenasen Molekulargewichte zwischen 42 und 100 kDa aufweisen und
die mittleren Molekulargewichte der Molybdanbindedomane selbst in der Gruppe der
sulfitoxidierenden Enzyme, in der diese am meisten reduziert ist, bei 22 bis 25 kDa liegt
(Kappler, 2008). Daher wurde auf eine weitere Untersuchung dieser Banden im Rahmen
dieser Arbeit verzichtet.

Wiirde die Oxidation von Sulfit im Periplasma stattfinden, musste Sulfit nach seiner Bildung
im Cytoplasma Uber die innere Membran ins Periplasma transportiert werden. Wird es im
Cytoplasma zu Sulfat oxidiert, wird dieses Uber die innere Membran transportiert. In Alc.
vinosum codieren die Gene AIVInDRAFT_ 2483, AIVInDRAFT_ 2484, AIVInDRAFT_ 2485
und AlVinDRAFT _2486 flr einen potentiellen Sulfat-ABC-Transporter. Allerdings schlielRen
sie sich direkt an Gene, die fir Proteine der assimilatorischen Sulfatreduktion codieren an und
das sulfatbindende Protein (AlVInDRAFT _2483) ist periplasmatisch lokalisiert, so dass dieser
Transporter vermutlich eher Sulfat ins Cytoplasma transportiert statt umgekehrt.
AlVinDRAFT _1615 codiert fur eine potentielle Sulfatpermease, die Sulfat aus dem
Cytoplasma ins Periplasma transportieren konnte, was fur eine Oxidation von Sulfit im
Cytoplasma sprechen konnte. In der Literatur wurden mehrere potentielle Sulfit- und
Sulfatexporter beschrieben, die einen entsprechenden Transport bewerkstelligen konnten. Es
handelt sich dabei zum einen um die Proteine TauZ und SuyZ aus Pcs. pantotrophus
NKNCYSA (Briggemann et al., 2004; Rein et al., 2005), zwei potentielle Sulfatexporter. Ein
Homologes dieser beiden Proteine findet sich in Cba. tepidum TLS in einem sogenannten
“sulfur island“ (Weinitschke et al., 2007). Zwei potentielle Sulfitexporter sind CuyZ aus
Ruegeria pomeroyi DSS-3 (Denger et al., 2006) und TauE aus Ralstonia eutropha H16
(Weinitschke et al., 2007). Allerdings ergab eine BLAST-Suche [blastp (protein-protein
BLAST) (Altschul et al., 1997; Altschul et al., 2005) fiir keines dieser vier Proteine ein
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Homologes in Alc. vinosum, so dass die aus der Genomsequenz hergeleiteten Informationen
zum Export von Sulfat oder Sulfit zum jetzigen Zeitpunkt auf Grund von AlVinDRAFT_1615
mehr Hinweise fiir eine Oxidation von Sulfit im Cytoplasma liefern.

Unabhéngig davon, ob eine Polysulfidreduktase oder ein anderes Enzym fir die Oxidation
von Sulfit in Alc. vinosum verantwortlich ist, so scheint dieses auch ohne SoxYZ zu einem
gewissen Grad Sulfit oxidieren zu kdnnen oder es gibt noch mindestens ein weiteres Protein,
das unabhdngig von SoxYZ zur Sulfitoxidation in der Lage ist, denn die Deletion von soxY
fuhrt nicht zu einer vollstdndigen Inhibierung der Sulfitoxidation, sondern vermindert die
Sulfitoxidationsrate lediglich um 60 %. Ausgeschlossen werden kann dabei jedoch die APS-
Reduktase, da die gleichzeitige Deletion von soxY und die Inaktivierung der Gene fiir die
APS-Reduktase zu keiner weiteren Verminderung der Sulfitoxidation fiihrte.

Bei der Untersuchung der Zellpellets der Mutante Alc. vinosum AsoxY bei Wachstum auf
2 mM Sulfid mit Hilfe von XANES-Spektroskopie fallt auf, dass zu keinem Zeitpunkt Sulfit
in der Zelle nachgewiesen werden kann. Wird Sulfit beim Fitten der Spektren als
Referenzsubstanz angeboten, wird es von WINXAS nicht bercksichtigt, was ein starkes
Indiz fur das vollstandige Fehlen von Sulfit in den Proben darstellt. Das bedeutet, dass Sulfit,
wenn es nicht direkt zu Sulfat weiter oxidiert werden kann, sofort aus der Zelle ins Medium
ausgeschieden wird. Sulfit ist eine sehr reaktive Verbindung, die in freier Form in der Zelle
irreversible Schéaden durch die Zerstérung von Disulfidbindungen in Proteinen und Schaden
an Basen der DNA verursacht (Kappler, 2008). Das fuhrt offensichtlich dazu, dass auch
kleine Mengen freies Sulfit in der Zelle mdglichst vollstandig vermieden werden sollen. Das
konnte auch erklaren, warum Sulfit in Alc. vinosum-Zellen nie als Zwischenprodukt
nachgewiesen werden konnte. Um freies Sulfit in der Zelle zu vermeiden, erfolgt die
Oxidation zu Sulfat vermutlich mit der selben Geschwindigkeit wie die Bildung von Sulfit
durch DsrAB, so dass kein freies Sulfit als Zwischenprodukt entsteht. Insgesamt bleiben
weiterhin viele Fragen bezlglich der Sulfitoxidation in Alc. vinosum und anderen

Schwefelpurpurbakterien bestehen, die in zukinftigen Arbeiten geklart werden miissen.

1.2 Regulation der Transkription und Translation der sox-Gene in

Alc. vinosum

Wéhrend mittlerweile Sox-Multienzymkomplexe aus mehren Organismen genauer untersucht
und charakterisiert wurden, ist zur Regulation der Transkription und Translation der fiir den

Multienzymkomplex codierenden sox-Gene sowohl in chemo- als auch in phototrophen
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Organismen bisher wenig bekannt. In Pcs. pantotrophus wurde ein als SoxR bezeichneter
transkriptionaler Regulator der ArsR-Familie identifiziert, der tber ein Helix-turn-Helix-
Motiv spezifisch an die jeweilige Region zwischen den Genen soxS - soxV und soxW - soxX
bindet und als Repressor fungiert (Rother et al., 2005). Eine vergleichbare Situation liegt in
Pab. salicylatoxidans KCT001 vor (Mandal et al., 2007) Auf Grund der Ergebnisse einer
homologen Modellierung der Proteine SigE und ORF1 aus Sta. novella, deren Gene sich
stromaufwarts der sox-Gene befinden, wurde fiir SigE eine Funktion als Repressor postuliert
(Kappler et al., 2001; Bagchi & Ghosh, 2006). Dieser bindet tber ein Helix-turn-Helix-Motiv
an den Promotor-Bereich und wird durch Interaktion mit ORF1 in Anwesenheit von
Schwefelverbindungen wieder von der DNA abgelost. Allerdings wurde bisher nicht
nachgewiesen, ob diese auf Grund homologer Modellierung der Proteinstruktur vermutete
Funktion beider Proteine auch in vivo vorliegt. Auch fir Thiobacillus denitrificans wurde im
Rahmen einer transkriptionalen Analyse des gesamten Genoms unter aeroben und
denitrifizierenden Bedingungen die Expression von soxXYZA bestimmt, Uber die genauen
Regulationsmechanismen ist fur diesen Organismus aber bisher nichts bekannt (Beller et al.,
2006). Im Genom von Alc. vinosum wurden weder ein Homologes zu SoxR aus Pcs.
pantotrophus noch Homologe zu SigE und ORF1 gefunden, so dass die Expression der sox-
Gene in Alc. vinosum auf andere Weise als fiir Pcc. pantotrophus beschrieben und fiir Sta.
novella vermutet reguliert werden muss.

Von Friedrich et al. (2008) wurde die Anordnung der sox-Gene in den Genomen von
achtunddreiBig verschiedenen chemo- und phototrophen Organismen verglichen. In den
meisten der achtunddreifig Organismen liegen die Gene soxYZXAB direkt hintereinander und
damit vermutlich in einer Transkriptionseinheit. Nur in sechs von ihnen kann eindeutig davon
ausgegangen werden, dass sich diese Gene in mehreren Transkriptionseinheiten befinden, da
sie in entgegen gesetzte Richtung transkribiert werden. Die neu hinzugekommene
Genomsequenz von Hlr. halophila SL1 zeigt, dass auch in diesem Organismus die sox-Gene
auf mindestens zwei Transkriptionseinheiten verteilt vorliegen. Alc. vinosum ist allerdings der
einzige unter den neununddreiBig Organismen, in dem die Gene des Sox-
Multienzymkomplexes auf drei Transkriptionseinheiten verteilt sind. Nicht alle der sieben
Organismen, deren Sox-Komplexe auf mehrere Transkriptionseinheiten verteilt sind, haben
Homologe von AIVINDRAFT _0674 und AIVInDRAFT_0675. Diese finden sich nur in Hir,
halophila,  Mgc. MC1, sowie in Alc. vinosum, das zwei weitere Homologe von
AIVINDRAFT_0674 (AIVInDRAFT_2219 und AlvinDRAFT_2000) und ein Homologes von
AlVInDRAFT_0675 (AlvinDRAFT_2979) enthdlt. Eine Regulation von sox-Genen, die auf
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mehrere  Transkriptionseinheiten  verteilt  sind, durch  AlVinDRAFT_0674- und
AlvinDRAFT_0675-Homologe scheint also nicht die Regel zu sein.

Die Untersuchung der Transkription der Gene soxB, soxX und soxY in Alc. vinosum mittels
quantitativer real-time RT-PCR und die Bestimmung der spezifischen p-Galactosidase-
Aktivitaten flr die Sox-LacZ-Fusionsproteine zeigte, dass alle drei Gene in Abwesenheit von
reduzierten Schwefelverbindungen auf einem niedrigen Level konstitutiv exprimiert wurden.
Damit unterschied sich die Expression der sox-Gene in Alc. vinosum von der in Pcs.
pantotrophus, in welchem sie nur in Anwesenheit von Schwefelverbindungen exprimiert
werden (Friedrich et al., 2001). Sulfid und Thiosulfat induzierten eine Erhéhung der
Transkriptionsrate, die bei Wachstum mit Thiosulfat auch auf translationaler Ebene
nachweisbar war. Die Expression der sox-Gene unterschied sich damit auch von der in Thb.
denitrificans, in dem soxXYZA auf einem hohen Level konstitutiv exprimiert werden, ohne
dass die Anwesenheit von Thiosulfat zu einer weiteren Induktion fiihrt (Beller et al., 2006).
Bei einem Wachstum mit Sulfit als Elektronendonor blieb die Expression der sox-Gene
dagegen sowohl auf transkriptionaler als auch auf translationaler Ebene gegeniber
photoorganoheterotrophem Wachstum unverandert. Hensen et al. (2006) konnte SoxA in der
I6slichen Fraktion photoorganoheterotroph gewachsener Zellen als schwaches Signal
nachweisen, das sich bei photolithoautotrophem Wachstum mit Thiosulfat und Sulfid deutlich
verstarkte. Dies deckt sich mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen. Zwar wurde nicht
soxA sondern soxX mittels quantitativer real-time RT-PCR untersucht, aber beide Gene sollten
auf vergleichbarem Level exprimiert werden, da sie in einer gemeinsamen
Transkriptionseinheit direkt hintereinander liegen und Untereinheiten des selben Proteins
sind. Zudem konnte eine niedrige Basisexpression, die in Anwesenheit von Sulfid und
Thiosulfat auf ein hoheres Transkriptionslevel induziert wird, auch fir soxB und soxY
nachgewiesen werden, zu deren Regulation bisher noch keine Untersuchungen durchgefiihrt
wurden.

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass Sulfid nicht ebenfalls zu einer Induktion
der Transkription fuhrt, sondern die erhohte mRNA-Kopienzahl auf einen sekundéren Effekt
zuruckzufuhren ist. Es ist seit langem bekannt, dass Alc. vinosum wahrend der Oxidation von
Sulfid Kkleine Mengen Thiosulfat bildet (Steudel et al., 1990). Diese kleinen Mengen
Thiosulfat (bis ca. 0,15 mM) kdnnten zu der beobachteten Steigerung der Expression der sox-
Gene fuhren. Wie die Untersuchung der Sox-LacZ-Fusionsproteine in dieser Arbeit gezeigt
hat, war die Induktion der sox-Gene abhdngig von der Thiosulfatkonzentration, was die
geringere Erhéhung der mRNA-Kopienzahl bei Wachstum von Alc. vinosum mit Sulfid als
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Elektronendonor und der damit einhergehenden niedrigeren Thiosulfatkonzentration von etwa
0,15 mM im Vergleich zu 2 mM Thiosulfat, die als alleiniger Elektronendonor eingesetzt
wurden, erklaren wirde. Darauf deuten auch die Ergebnisse der Bestimmung der spezifischen
S-Galactosidaseaktivitidten der Sox-LacZ-Fusionsproteine bei Wachstum mit Sulfid hin. Im
Gegensatz zur transkriptionalen Ebene, auf der eine deutliche Erhéhung der mRNA-
Kopienzahlen in Anwesenheit von Sulfid als Elektronendonor zu finden ist, waren die
spezifischen p-Galactosidaseaktivitaten zu denen bei photoorganoheterotrophem Wachstum
vergleichbar. Fiihrt das bei Wachstum mit Sulfid in niedrigen Konzentrationen gebildete
Thiosulfat zu dem hoheren Transkriptionslevel, so ist die daraus resultierende Erhéhung der
spezifischen p-Galactosidaseaktivitaten in dem in dieser Arbeit verwendeten Assay kaum zu
erkennen, da dieses dafur nicht sensitiv genug ist. Fir eine Thiosulfatkonzentration von
0,5 mM wurden spezifische fp-Galactosidaseaktivitaten von 10,15 + 0,81 nmol o-nitrophenol
min™ mg™ fir SoxB-LacZ, 20,02 + 3,50 nmol o-nitrophenol min™ mg™ fiir SoxX-LacZ und
50,29 + 8,18 nmol o-nitrophenol min™ mg™ fiir SoxY-LacZ bestimmt. Die Werte fiir
photoorganoheterotrophes Wachstum liegen etwa in dem selben Bereich. Die zu erwartete
Konzentration von ca. 0,15 mM Thiosulfat, die bei der Oxidation von Sulfid gebildet wird,
wirde somit zu Erhéhungen der spezifischen p-Galactosidaseaktivitdten um etwa 3, 6 bzw.
15 nmol o-nitrophenol min™ mg™ fiir die jeweiligen Fusionsproteine filhren. Vergleicht man
diese Werte mit den gefundenen Standardabweichungen aller Werte, die mit diesem Assay
bestimmt wurden, sieht man, dass die Standardabweichungen teilweise groRer waren als die
zu erwartende Erhohung der spezifischen p-Galactosidaseaktivitdten durch so niedrige
Thiosulfatkonzentrationen.

Ein direkter, relativer Vergleich zwischen den Ergebnissen, die durch quantitative real-time
RT-PCR erhalten wurden, mit der Bestimmung der spezifischen S-Galactosidaseaktivitéten ist
auf Grund der verschiedenen Parameter, die bestimmt wurden, nicht méglich, da aber beide
Methoden vergleichbare Ergebnisse bei Wachstum mit Malat und Sulfit und eine Erhéhung
der jeweiligen Werte bei Wachstum mit Thiosulfat zeigen und auch die Verhaltnisse der sox-
Gene untereinander widerspiegeln, kann davon ausgegangen werden, dass auf translationaler
Ebene keine weitere Regulation der sox-Gene stattfindet.

Wurden bei photolithoautotrophem Wachstum Sulfid und Thiosulfat gleichzeitig als
Elektronendonor eingesetzt, zeigte sich, dass auch Sulfid einen Einfluss auf die Expression
der sox-Gene in Alc. vinosum hatte. Hatte ausschlieRlich Thiosulfat Auswirkungen auf die
Transkription der sox-Gene, wére zu erwarten gewesen, dass sich fir soxB, soxX und soxY im

Vergleich zu photolithoautotrophem  Wachstum mit  Thiosulfat als alleinigem
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Elektronendonor durch das zusétzlich bei der Sulfidoxidation entstehende Thiosulfat etwas
hohere MRNA-Kopienzahlen nachweisen lassen. Das ist allerdings nicht der Fall. Stattdessen
ergeben sich fur soxB und soxX Kopienzahlen, die denen bei Wachstum mit Sulfid als
alleinigem Elektronendonor vergleichbar sind, wéhrend die Kopienzahlen fir soxY um das
dreifache niedriger sind als bei Wachstum mit Sulfid als alleinigem Elektronendonor.
Unterstellt man, dass die Induktion der Transkription der Gene soxB, soxX und soxY bei
Wachstum mit Sulfid als alleinigem Elektronendonor durch das gebildete Thiosulfat zustande
kommt, so kdnnten die gezeigten Ergebnisse ein Hinweis darauf sein, dass soxB und soxX nur
in Abhangigkeit von Thiosulfat als Reiz reguliert werden, wéhrend das regulatorische System
von soxY davon abweichend sowohl auf Sulfid als auch auf Thiosulfat reagiert - allerdings
nur, wenn beide Substrate gleichzeitig vorliegen. Hier scheint aber auch die
Thiosulfatkonzentration eine Rolle zu spielen, da auch bei der Oxidation von Sulfid
Thiosulfat und Sulfid gleichzeitig vorhanden sind, Thiosulfat aber in deutlich niedrigeren
Konzentrationen.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass Sulfid - auch wenn es als alleiniger Elektronendonor
vorliegt - zur Erh6hung der Transkriptionsrate der sox-Gene fiihrt. In diesem Fall wiirde die
gleichzeitige Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat wie Sulfid eine Erhdhung der
Transkription der Gene soxB und soxX bewirken, die zu der Situation bei Wachstum mit
Sulfid als alleinigem Elektronendonor vergleichbar ist, wahrend es auf soxY in Kombination
mit Thiosulfat als Elektronendonor nur eine deutlich abgeschwéchte induzierende Wirkung
hat. Insgesamt bleiben diese Ergebnisse zu diesem Zeitpunkt schwer zu interpretieren und
erfordern einen detaillierteren Einblick in die Regulation der sox-Gene um vollstandig
verstanden zu werden.

Es bleibt die Frage zu kléren, von welcher physiologischen Relevanz die beobachtete
geringere Expression von soxY in Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat sein kénnte. Eine
Maoglichkeit ware, dass Sulfid und Thiosulfat ab einem bestimmten Konzentrationsverhaltnis
zueinander nicht gleichzeitig, sondern hintereinander verwertet werden. Bei gleicher
Proteinkonzentration der Kultur bendtigt Alc. vinosum etwa eine Stunde, um 2 mM Sulfid zu
Schwefelkugeln zu oxidieren, wahrend die vollstandige Umsetzung von 2 mM Thiosulfat zu
2 mM Sulfat und 2 mM als Schwefelkugeln gespeicherten Schwefels etwa neun Stunden
dauert (siehe Ergebnisteil). Beide Reaktionen liefern zwei Elektronen fur die Reduktion von
NAD". Fir Alc. vinosum konnte es von Vorteil sein, diese beiden Elektronen schneller zur
Verfligung zu haben, weshalb Sulfid als Substrat bevorzugt wird. Es ist denkbar, dass der fir
die gleichzeitige Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat gezeigte Expressionszustand der sox-
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Gene zu einer vollstandigen Inaktivierung des Sox-Multienzymkomplexes fihrt, da der unter
allen Wachstumsbedingungen gefundene grol3e Unterschied zwischen den mRNA-Kopienzahl
der Gene soxB und soxX einerseits und soxY andererseits kaum noch vorhanden ist. Dieser
kdnnte aber von Bedeutung fur die Aktivitat des Sox-Systems in vivo sein. Die Reihenfolge
der Verwertung beider Substrate sollte in Fermenterversuchen ermitteln werden. Der Verlauf
der Sulfid- und Thiosulfatkonzentrationen in Kulturen, die mit beiden Elektronendonoren
gleichzeitig angezogen wurden, wurde mittels HPLC bestimmt, aber diese Daten lieferten
keine eindeutige Antwort auf die Frage, ob Sulfid bevorzugt verwertet wird. Da wahrend der
Oxidation von Sulfid in Alc. vinosum Thiosulfat gebildet wird (Steudel et al., 1990), steigt die
Thiosulfatkonzentration wéhrend der Oxidation von Sulfid zwar an, aber es ist nicht
ausgeschlossen, dass gleichzeitig bereits eine Oxidation des vorhandenen Thiosulfats ablauft,
die allerdings langsamer verléauft als die Bildung von Thiosulfat wéhrend der Sulfidoxidation.

Vergleicht man die mRNA-Kopienzahlen von soxB, soxX und soxY, fallt auf, dass soxY unter
allen Wachstumsbedingungen deutlich héhere mRNA-Kopienzahlen aufweist als die der
anderen beiden Gene. Auch bei den spezifischen p-Galactosidase-Aktivitaten der Sox-LacZ-
Fusionsproteine finden sich fir SoxY-LacZ deutlich hohere Aktivitaten als flir SoxB-LacZ
und SoxX-LacZ. Im rekonstituierten Sox-Multienzymkomplex von Pcs. pantotrophus flihrten
stdchiometrische Konzentrationen der Proteine SoxYZ, SoxXA, SoxB und SoxCD zu
maximaler Aktivitat (Friedrich et al., 2000; Rother et al., 2001), was auch fir die in vivo-
Situation sinnvoll erscheint. Wurden die Pcs. pantotrophus-Proteine SoxB und SoxYZ durch
Alc. vinosum SoxB und SoxYZ ersetzt, bendtigte man deutlich hthere Konzentrationen von
SoxYZ im Vergleich zu SoxXA und SoxB um maximale Aktivitat des Hybridenzymassays zu
erreichen (Welte et al., 2009). Wahrend von Pcs. pantotrophus SoxXA 0,5 uM und von Alc.
vinosum SoxB 0,05 uM eingesetzt wurden, musste SoxYZ in einer Konzentration von 2,5 uM
zugegeben werden. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass auch in vivo hdohere
Konzentrationen von SoxYZ im Vergleich zu SoxXAK und SoxB flr eine maximale Aktivitat
des Sox-Multienzymkomplexes notig sind. Allerdings ist es genauso mdglich, dass die
unterschiedlichen Konzentrationen der Sox-Proteine dadurch bedingt sind, dass es sich um ein
Hybridenzymassay aus Proteinen von unterschiedlichen Organismen handelt, die nicht
optimal zusammen arbeiten. Dafur spricht auch, dass sich die Konzentrationsabhangigkeit
von Alc. vinosum SoxYZ in Anwesenheit von Alc. vinosum SoxB im Vergleich zu einem
Assay mit Pcs. pantotrophus SoxB stark verdndert und die maximale Aktivitdt des
rekonstituierten Sox-Multienzymkomplexes bereits bei niedrigeren SoxYZ- Konzentrationen
erreicht wird (Welte et al., 2009).
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SoxYZ konnte auch in groReren Mengen als SoxB und SoxXAK produziert werden, da es als
einziges Protein des Sox-Multienzymkomplexes zusatzlich zur Oxidation von Thiosulfat noch
fur andere VVorgénge in der Zelle benotigt wird. Wie oben beschrieben fiihrte die Deletion von
soxY zu einer 60 %igen Reduktion der Sulfitoxidationsrate in der Mutante Alc. vinosum
AsoxY, wahrend die Inaktivierung der Gene soxB und soxX keine Auswirkung auf die
Sulfitoxidation hatte. Obwohl SoxYZ damit eindeutig an der Sulfitoxidation in Alc. vinosum
beteiligt ist, wird bei Wachstum mit Sulfit als alleinigem Elektronendonor die Transkription
von soxYZ im Vergleich zu photoorganoheterotrophem Wachstum mit Malat nicht erhoht und
auch die spezifischen p-Galactosidaseaktivitaten spiegeln dieses Ergebnis wieder. Sulfit
kommt in der Zelle am hé&ufigsten als Zwischenprodukt beim Abbau des intrazellular
gespeicherten Schwefels vor und tritt somit - zwar mit gewisser zeitlicher Verzégerung, da
der Abbau der Schwefelkugeln erst nach der vollstandigen Oxidation von Sulfid und
Thiosulfat zu intrazellularem Schwefel beginnt - zwangslaufig nach der Oxidation von Sulfid
und Thiosulfat auf. Beide Substrate fiilhren zu einer Erhdhung der Transkriptionsraten der
Gene des Sox-Multienzymkomplexes und damit auch von SoxYZ. Dieses konnte in gréReren
Mengen als SoxB und SoxXAK gebildet werden, da es nach der Oxidation von Thiosulfat
noch als Substratbindemolekil fur ein potentielles sulfitoxidierendes Enzym bendtigt wird.
Das (berschiissig gebildete SoxYZ wirde dann sozusagen in einer Warteposition fir die
zwangslaufig spater auftretende Sulfitoxidation bereitstehen, was keine weitere Regulation
der Expression von soxYZ erforderlich machen wiirde. Moglich wére aber auch, dass SoxYZ
nicht direkt an der Oxidation von Sulfit beteiligt ist, sondern lediglich als regulatorisches
Signal fur ein potentielles sulfitoxidierendes Enzym dient. Da der Sox-Multienzymkomplex
sowohl fur die Oxidation von Thiosulfat als auch fir die Oxidation des wahrend der
Sulfidoxidation gebildeten Thiosulfats bendtigt wird, ware eines der daran beteiligten Proteine
als Signal fur die nachfolgende Sulfitoxidation durchaus geeignet. Nimmt man an, dass ein
potentielles sulfitoxidierendes Enzym wie der Sox-Multienzymkomplex auf niedrigem Level
konstitutiv exprimiert wird, erklarte das auch die in Abwesenheit von SoxYZ verbleibende
Sulfitoxidation mit deutlich erniedrigter Oxidationsrate. Auch hier sind zur eindeutigen
Klérung der Bedeutung der héheren mRNA-Kopienzahlen von soxY im Verhéltnis zu soxB
und soxX weitere Einblicke in die Funktionsweise und die physiologische Bedeutung der Sox-
Proteine notwendig.

Bei den mRNA-Kopienzahlen fur die Mutanten Alc. vinosum soxB::Q-Km und soxX::Q-Km
fallt auf, dass fur die Gene soxB und soxX bei der quantitativen real-time RT-PCR mRNA-

Kopien nachgewiesen werden kdnnen, obwohl die Transkription dieser Gene durch eine Q-
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Kanamycinkassette unterbunden wurde (Hensen et al., 2006). Auf Grund der Struktur der
DNA-Sequenz dieser Gene und der Position der Kanamycinkassetten konnten die Primer nur
so gewahlt werden, dass sie vor der Stelle liegen, in die die Q-Kanamycinkassette eingefligt
wurde und somit in der quantitativen real-time RT-PCR ein Transkript fir das jeweilige Gen
erhalten wurde. Da die nachfolgende Q-Kanamycinkassette aber bereits Auswirkungen auf
die Transkription der davorliegenden Gensequenz haben kdnnte, werden die Gene, die die Q-
Kanamycinkassette enthalten, im Folgenden bei der Bewertung der Ergebnisse nicht
berlicksichtigt.

Fir Mutante Alc. vinosum soxB::Q-Km wurde gezeigt, dass sich die Kopienzahlen der sox-
Gene deutlich von denen des Wildtyps unterscheiden. Sowohl bei photoorganoheterotrophem
Wachstum mit Malat als auch bei photolithoautotrophem Wachstum mit Thiosulfat waren die
MRNA-Kopienzahlen von soxX und soxY deutlich groRer als die des Wildtyps. Einzige
Ausnahme bildete soxY bei Wachstum auf Thiosulfat, hier war die Kopienzahl der Mutante
geringfugig niedriger als die des Wildtyps. Direkt stromabwaérts schlieBen sich an soxB die
Gene AIVInDRAFT_0674 wund AIvinDRAFT 0675 an, die fir eine putative
Multisensorhybridhistidinkinase und einen putativen Antwortregulator codieren. Zumindest
fur AlVinDRAFT_0674 konnte mittels BProm kein eigener Promotor identifiziert werden, so
dass das Gen vermutlich in der selben Transkriptionseinheit wie soxB liegt. Da die Q-
Kanamycinkassette die Transkription der gesamten Einheit unterbinden sollte, kdnnten die fir
die Mutante Alc. vinosum soxB::Q-Km gefundenen, vom Wildtyp abweichenden
Kopienzahlen auf die Inaktivierung der Multisensorhybridhistidinkinase zurtickzufiihren sein.
Ihre Inaktivierung fuhrt dann dazu, dass soxX unter photoorganoheterotrophen Bedingungen
genauso stark exprimiert wird wie unter photolithoautotrophen Bedingungen. Die mRNA-
Kopienzahl liegt dabei in der Mutante deutlich hoher als die im Wildtyp bei Wachstum mit
Thiosulfat. Es wurde gezeigt, dass die Expression von soxX von der Thiosulfatkonzentration
abhéngig ist. Die Inaktivierung der Multisensorhybridhistidinkinase fuhrt dazu, dass die
Expression von soxX Uberhaupt nicht mehr reguliert und damit auf einem Level exprimiert
wird, dass der maximalen Transkription entspricht, die wiederum deutlich héher liegt als die,
die unter den in den Versuchen verwendeten 2 mM Thiosulfat erreicht werden konnte. Fir
soxX scheint es nur einen Regulationsmechanismus zu geben, in dem die
Multisensorhybridhistidinkinase die entscheidende Rolle spielt. In Bezug auf soxY bewirkt die
Inaktivierung der Multisensorhybridhistidinkinase bei photoorganoheterotrophem Wachstum
ebenfalls, dass die Expression von soxY nicht mehr reprimiert wird. Allerdings erfolgt bei
photolithoautotrophem  Wachstum mit  Thiosulfat weiterhin eine Erh6hung des
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Transkriptionslevels, was darauf hindeutet, dass sich hier zwei unabhéngige
Regulationsmechanismen (berlagern: zum einen die Verringerung der Expression in
Anwesenheit von Malat, an der die hinter soxB liegende Multisensorhybridhistidinkinase
beteiligt zu sein scheint und zum anderen die Induktion der Transkription bei Wachstum mit
Thiosulfat als Elektronendonor, die von dieser Multisensorhybridhistidinkinase unabhéngig
erfolgt. Die Regulationsmechanismen fur die Transkriptionseinheiten von soxX und die von
soxY scheinen sich voneinander zu unterscheiden. Einen Hinweis daflr liefern auch die
unterschiedlichen palindromischen Sequenzen vor den jeweiligen Transkriptionseinheiten, die
moglicherweise Erkennungssequenzen fur zwei unterschiedliche DNA-bindende Proteine
repréasentieren.

Bei der putativen Multisensorhybridhisitdinkinase, die in dem stromabwérts von soxB
liegenden Gen codiert wird, handelt es sich um ein sehr komplexes Protein. Sie besitzt zwei
PAS, eine HisKA, eine HATPase ¢ und zwei REC-Doménen. PAS-Doménen kommen in
allen drei Doménen des Lebens vor und treten als Komponenten vieler verschiedener
molekularer Systeme wie tagesrhythmischer Uhren, lonenkandlen und Sensoren fiir Licht,
Sauerstoff, Redoxpotentiale und kleiner Liganden und als Interaktionsdomane bei Protein-
Protein-Wechselwirkungen auf (Pellequer et al., 1999; Taylor & Zhulin, 1999). Obwohl die
dreidimensionale  Struktur von PAS-Doménen stark konserviert ist, weisen die
Primérstrukturen der hunderten von bekannten Proteinen, die PAS-Domdanen enthalten,
keinen einzigen vollstdndig konservierten Aminosdurerest auf (Pellequer et al., 1999). Auch
in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzvergleichen zwischen mehreren
PAS-Doménen-enthaltenden Multisensorhybridhistidinkinasen wurden im Bereich der
Sequenz der PAS-Doménen keine konservierten Aminosduren gefunden. Laut BLAST sind
beide PAS-Doménen im Produkt von AlVinDRAFT_0674 hamhaltig, wobei sie kein fiir c-
Typ-Cytochrome typisches CXXCH-Motiv aufweisen. Die Untersuchung der Strukturen
verschiedener PAS-Doménen hat ergeben, das diese trotz der erwahnten geringen Homologie
in ihren Primérstrukturen verschiedene Cofaktoren wie Ham, FAD, Flavinmononukleotid und
4-Hydroxyzimtsdure Gber eine gemeinsame o/ B-Faltung gebunden haben (Taylor & Zhulin,
1999). Hamhaltige PAS-Doménen wurden bisher vor allem im Zusammenhang mit Sensoren
fur Oz, CO und NO beschrieben (Gilles-Gonzalez & Gonzalez, 2005). Auf die beiden PAS-
Doménen folgen die HisKA- und die HATPase_c-Doméne, die zusammen das
Histidinkinasesegment des AIVInDRAFT_0674-Genproduktes bilden (Dutta et al., 1999). Die
HisKA-Domédne enthdlt den zu phosphorylierenden  Histidinrest und  den
Dimerisierungsbereich, wéhrend sich in der HATPase_c-Doméne das aktive Zentrum der
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Histidinkinase und die ATP-Bindestelle befinden. Diese Anordnung beider Doméanen ergibt
eine Zuordnung des Genprodukts von AlVinDRAFT_0674 zur Klasse | der Histidinkinasen.
In diesen folgen beide Doménen direkt hintereinander der N-terminalen Sensorregion,
wéhrend sich in Klasse I1-Histidinkinasen der zu phosphorylierende Histidinrest getrennt vom
katalytischen Zentrum der Histidinkinase am N-Terminus des Proteins befindet (Foussard et
al., 2001). Die allermeisten Histidinkinasen weisen in ihrem Histidinkinasesegment
eindeutige Signatursequenzen, die sogenannten H-, N-, G1-, F- und G2-Boxen auf (Foussard
et al., 2001; Swanson et al., 1994). Diese sind auch im AIViInDRAFT_0674-Genprodukt
vorhanden. Das Sequenzalignment mit verschiedenen homologen Hybridhistidinkinasen
ergab fur die jeweiligen Boxen folgende stark konservierte Sequenzbereiche im Genprodukt
von AIlVinDRAFT_0674: FLANMSHEIRTPMNA fir die am N-Terminus des
Histidinkinasesegments liegende H-Box, wobei es sich damit bei His537 um den Histidinrest
handeln dirfte, der durch das aktive Zentrum seines Dimerpartners phosphoryliert wird (Dutta
et al., 1999), NLXXNAXKEFT fur die N-Box, die sich wie die anderen drei am C-Terminus
des Histidinkinasesegments befindet, DXGIG fiir die G1-Box, FXXFXQA fiir die F-Box und
GGXGLG fir die abschlieBende G2-Box. Das DXGXG- und das GXG-Motiv flankieren
dabei das aktive Zentrum der Histidinkinase (Stock et al., 1989). Die HisKA-Domane zeigt in
manchen Histidinkinasen auch Phosphataseaktivitdt (Dutta et al., 1999). An das
Histidinkinasesegment schlielen sich zwei REC-Doménen an. Diese entsprechen den
Empfangerdomanen in Antwortregulatoren (Stock et al., 2000). Das Sequenzalignment zeigt
fur beide Doménen um den jeweiligen Aspartatrest, auf den die Phosphogruppe des
Hisitdinrestes des Kinasesegments Ubertragen wird, einige konservierte Aminosauren. Fir die
erste REC-Domane, die direkt auf das Histidinkinasesegment folgt sind dies LXVXD und fiir
die zweite REC-Doméne LMDXQMPXXDG, so dass es sich bei Asp779 in REC1 und
Asp971 bzw. Asp978 in REC2 um den zu phosphorylierenden Aminosdurerest handeln
konnte. In  Kombination mit den beiden PAS-Doménen des Genprodukts von
AIVINDRAFT_0674 konnten die beiden REC-Doménen darauf hindeuten, dass die
Multisensorhybridhistidinkinase in der Lage ist, zwei verschiedene Signale zu detektieren und
in eine entsprechende regulatorische Antwort umzusetzen. Von Taylor & Zhulin (1999)
wurde bereits die Vermutung gedufRert, dass mehrere PAS-Domanen zur Registrierung
mehrerer Signale in einem Protein genutzt werden konnten, in der Literatur ist meines
Wissens aber bisher kein entsprechendes Beispiel bekannt. In Hybridsensorhistidinkinasen
wird die Phosphatgruppe des Aspartatrestes in der Regel weiter auf einen Histidinrest in einer

HPt-Domane am C-Terminus des Proteins Ubertragen, von welchem sie dann auf den
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Aspartatrest des zugehdrigen Antwortregulators transferiert wird (Stock et al., 2000) Ein
unspezifischer Treffer in der BLAST-Suche gibt einen Hinweis auf eine solche Doméne im
Genprodukt von AlvinDRAFT_0674 und das Sequenzalignment ergibt in diesem Bereich eine
konservierte Region mit der Aminoséuresequenz HTXKG, so dass es sich bei His1112 um
den finalen Akzeptor der Phosphatgruppe im Genprodukt von AlvinDRAFT_0674 handeln
konnte. Eindeutigere Hypothesen zur Funktion der in der Transkriptionseinheit von soxB
liegenden Multisensorhybridhistidinkinase konnen trotz der Sequenzvergleiche zu diesem
Zeitpunkt nicht gemacht werden, da die im Protein enthaltenen PAS-Doménen als Sensor fur
mehrere verschiedene Signale dienen kénnen. Auf Grund der postulierten Hamgruppen, die
die PAS-Doménen enthalten und der Beteiligung der Multisensorhybridhistidinkinase an der
Regulation der Transkription der sox-Gene unter unverandert anaeroben Bedingungen,
erscheint es wahrscheinlich, dass es sich hierbei um einen Redoxsensor handelt. Aber auch
kleine, im Cytoplasma vorliegende Liganden sind als Signal denkbar. Fir die Bildung einer
Protein-Protein-Interaktionsdoméne fehlen den beiden PAS-Doménen das daflir bliche
bHLH-Motiv (Taylor & Zhulin, 1999).

Einen moglichen Partner der putativen Multisensorhybridhistidinkinase in einem Zweli-
Komponentensystem stellt das Produkt des direkt stromabwarts liegenden Gens
AlVinDRAFT_0675 dar, bei dem es sich um einen putativen Antwortregulator handelt. Das
Protein weist an seinem N-terminalen Ende eine REC-Domane auf. Das Sequenzalignment
ergibt fur den Abschnitt der Doméne einen konservierten Bereich mit der Sequenz
PDLXLXD, so dass es sich bei Asp52 oder Asp57 um den Aspartatrest, auf den die
Phosphorylgruppe der Multisensorhybridhistidinkinase (bertragen wird handeln konnte.
Katalysiert wird der Transfer vermutlich vom aktiven Zentrum des Antwortregulators
(Foussard et al., 2001). Die am C-Terminus des Proteins befindliche GGDEF-Domane deutet
darauf hin, dass die Phosphorylierung des Aspartatrestes zu einer Diguanylatcyclaseaktivitat
des Genprodukts von AIVInDRAFT_0675 fiihrt (Galperin et al., 2001). Diguanylatcyclasen
katalysieren die Verbindung von zwei cGMP-Molekiilen zu c-diGMP, einem prokaryotischen
“second messenger* der bisher im Zusammenhang mit der Regulation der Zelldifferenzierung
und Mobilitat in Caulobacter crescentus und der Cellulosebiosynthese in Gluconoacetobacter
xylinum, Agrobacterium tumefaciens und Pseudomonas aeruginosa beschrieben wurde
(Galperin et al., 2001; Jenal, 2004; Romling et al., 2005; Romling & Amikam, 2006; Lee et
al., 2007). Zahlreiche Proteine mit GGDEF-Doméne besitzen zusétzlich auch eine EAL-
Doméne, die Diguanylatphosphodiesteraseaktivitdt zeigt und zusammen mit der
Diguanylatcyclase den c-diGMP-Spiegel der Zelle reguliert (Simm et al., 2004). Im
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Genprodukt von AlVinDRAFT_0675 fehlt eine solche EAL-Domane. Entweder wird diese
Funktion von einem anderen Protein, dessen Gen nicht in der N&he der sox-Gene codiert ist,
ubernommen oder die Regulation des c-diGMP-Spiegels erfolgt ber die Regulation der
Transkription von AIVInDRAFT_0675. Hierfir spricht, dass AlVinDRAFT_0675 nicht in der
selben Transkriptionseinheit wie soxB und die Multisensorhybridhistidinkinase liegt, sondern
einen potentiellen eigenen Promotor besitzt. Fir die Regulation der Expression der sox-Gene
bedeutet die potentielle Diguanylatphoscyclaseaktivitat des stromabwarts von soxB gelegenen
Regulators, dass weitere Komponenten daran beteiligt sind, flr die bisher noch keine
geeigneten Kandidaten im Genom von Alc. vinosum identifiziert werden konnten. Vermutlich
handelt es sich dabei um Proteine mit Helix-turn-Helix-Motiven mit einem Rezeptor fiir c-
diGMP, die spezifisch an die Promotorbereiche der sox-Gene binden kdnnen. Entsprechende
palindromische Sequenzen, die als DNA-Bindestelle dienen kdnnten, wurden sowohl in der
Zwischenregion von soxB und soxX, als auch vor soxY und AIVinDRAFT_0674 identifiziert.
Allerdings kdnnen die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse nicht eindeutig eine Regulation
der sox-Gene durch die Genprodukte von AIVInDRAFT_0674 und AlvinDRAFT_0675
beweisen, da nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann, dass es sich bei den
Unterschieden im Vergleich zum Wildtyp nur um sekundare Effekte handelt, die durch das
Fehlen von SoxB im Sox-Multienzymkomplex hervorgerufen werden. So wére zum Beispiel
auch denkbar, dass ein Zwischen- oder Nebenprodukt der durch den Komplex katalysierten
Reaktionen als Signal fur die Regulation der Expression der sox-Gene dient, dessen Fehlen
auf Grund der Inaktivierung von soxB zu den beobachteten Ergebnissen fuhrte. Ob
AIVINDRAFT_0675 in Alc. vinosum soxB::Q-Km durch die Insertion der Q-
Kanamycinkassette tatsachlich ebenfalls vollstandig inaktiviert ist, konnte nicht nachgewiesen
werden.

Entsprechendes gilt fir die Ergebnisse der Mutante Alc. vinosum soxX::Q-Km, wobei hier
auch noch groRere Unsicherheit darliber herrscht, welche Gene die Transkriptionseinheit, in
der soxX liegt, tatsachlich umfasst und welche Gene damit von stromabwarts gerichteten
Effekten der Q-Kanamycinkassette betroffen sein kdnnen. Das betrifft in besonderem MaRe
die Gene der Cytochrombiosynthese, die sich an die sox-Gene anschlieBen (Hensen et al.,
2006). Die Unterschiede in den Kopienzahlen von soxB liegen sowohl bei Wachstum auf
Malat als auch bei Wachstum mit Thiosulfat in den Bereichen der Standardabweichungen der
bestimmten Werte, so dass sich in Bezug auf dieses Gen keine Verdnderungen in der
Expression im Vergleich zum Wildtyp ergeben. Das Gen soxY wird in der Mutante dagegen
bei Wachstum mit Malat wieder deutlich hoher exprimiert als im Wildtyp, wéhrend bei
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Wachstum mit Thiosulfat die Kopienzahlen niedriger sind als die des Wildtyps. Das selbe
Bild ergab sich bereits fur die Mutante Alc. vinosum soxB::Q-Km, wobei auch die
Kopienzahlen fur soxY unter den verschiedenen Wachstumsbedingungen im selben Bereich
liegen. Das deutet darauf hin, dass das Fehlen eines der anderen Sox-Proteine im Sox-
Multienzymsystem zu dieser Veranderung in der Expression von soxY fuhrt, was auch
Ruckschlisse aus den quantitativen real-time RT-PCR-Ergebnissen der Mutante Alc. vinosum
soxB::Q-Km (ber die mdglichen Auswirkungen der Multisensorhybridhistidinkinase auf die
Regulation von soxY sehr unsicher macht. Die bisherigen Ergebnisse lassen also nur eine
Regulation von soxX durch das Genprodukt von AIVInDRAFT 0675 einigermal3en
wahrscheinlich erscheinen, da sich die RNA-Kopienzahlen fir soxX in beiden Mutanten
deutlich unterscheiden. Das Fehlen von soxY hat keine Auswirkungen auf die Expression von

soxB und soxX.

2 Untersuchungen zur Verwertung von Elementarschwefel durch

Alc. vinosum und andere Schwefelpurpurbakterien

2.1 Einfluss der Schwefelspeziation auf die Verwertung von

Elementarschwefel

In den letzten Jahren wurden einige Untersuchungen zur Verwertung von Elementarschwefel
mit dem Schwerpunkt auf verschiedene Thiobacilli verdffentlicht (z.B. Baldensperger et al.,
1974; Espejo & Romero, 1987; Pronk et al., 1992; Ramirez et al., 2004). Die
Schwefelspeziation als moglicher Parameter der Schwefelaufnahme wurde dabei aber bisher
kaum beachtet. Unter den verdffentlichten Studien finden sich nur zwei, die die Speziation
des Elementarschwefels bei der Aufnahme beriicksichtigen. Laishley et al., (1986)
untersuchten den  Effekt der molekularen  Zusammensetzung  verschiedener
Elementarschwefelformen (reiner S, reiner Sg und einer Mischung aus beiden und einer
anderen Schwefelspezies Sy) auf die Oxidation von Schwefel durch Acidithiobacillus
albertensis (friher Thiobacillus albertis; Kelly & Wood, 2000) unter aeroben Bedingungen.
Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die Oxidation von Elementarschwefel mehr von der
kristallinen Mikrostruktur als von der spezifischen molekularen Zusammensetzung abhéngt.
In Anlehnung an diese Experimente untersuchten Blight et al. (2009) die Verwertung von
verschiedenen Schwefelallotropen durch eine heterogene Kultur aus acidophilen
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Schwefeloxidierern. Diese bevorzugten eindeutig cyclo-Octaschwefel und waren nicht in der
Lage, Polymerschwefel zu verwerten.

Die Beobachtung, dass Alc. vinosum und Thiocapsa roseopersicina nur Polymerschwefel
verwerten kénnen - oder ihn zumindest stark bevorzugen - steht im Kontrast zu den
Ergebnissen von Laishley et al. (1986) und Blight et al. (2009). Sowohl bei Atb. albertensis
als auch bei der untersuchten heterogenen Kultur handelte es sich um aerobe, chemotrophe
Schwefeloxidierer, die bei niedrigem pH-Wert wachsen, so dass Unterschiede in der
Elementarschwefelverwertung zu Schwefelpurpurbakterien durchaus denkbar sind. Wahrend
Atb. albertensis mehr durch die kristalline Mikrostruktur des Schwefels als durch seine
spezifische molekulare Zusammensetzung beeinflusst wird (Laishley et al., 1986), scheint die
Féahigkeit, Elementarschwefel aufzunehmen sowohl in der heterogenen Kultur von Blight et
al. (2009) als auch in den phototrophen Bakterien Alc. vinosum und Tca. roseopersicina
vollig von der Schwefelspeziation abzuhangen.

Far die untersuchten Angehérigen der Ectothiorhodospiraceae waren die Ergebnisse nicht
ganz so klar wie fur die Chromatiaceae. In den Kulturen von HIr. halophila wurden nur 25 %
der erwarteten 50 mM Sulfat und selbst nach 408 h mittels XANES-Spektroskopie noch
immer 41 % Polymerschwefel in den verbliebenen Schwefelplattchen nachgewiesen. Dafr
gibt es zwei mogliche Erklarungen: Entweder wurde die Polymerschwefelfraktion des
zugegebenen Elementarschwefels nicht vollstdndig aufgenommen, oder die daraus gebildeten
Schwefelkugeln wurden nicht volistdndig zu Sulfat oxidiert. Die extrazellularen
Schwefelkugeln von Hlr. halophila bestehen aus Polymerschwefel (Prange et al., 2002a), was
einen hoheren Polymerschwefelgehalt des in der Kultur verbliebenen Schwefels vorgeben
wirde. Nach 408 h waren tatsachlich unter dem Mikroskop noch deutlich Schwefelkugeln zu
erkennen. Unterstellt man, dass Hlr. halophila ebenfalls nur Polymerschwefel verwerten
kann, sollten noch 43 % als Polymerschwefel in Form von Schwefelkugeln in der Kultur
vorhanden sein, da 25 % des zugegebenen Schwefels bereits zu Sulfat oxidiert wurden. Das
entspricht nahezu genau dem 41 %igen Anteil, den Polymerschwefel an den XANES-
Spektren der verbleibenden Schwefelpléattchen hat. Daraus lasst sich schlieRen, dass auch
HIr. halophila nur Polymerschwefel verwerten kann oder diesen zumindest cyclo-
Oktaschwefel gegenuber stark bevorzugt.

Auch in den nach 240 h untersuchten Schwefelplattchen aus Hlr. abdelmalekii-Kulturen
findet sich noch ein signifikanter Anteil von 42 % Polymerschwefel. Das ist insofern
interessant, da HIr. abdelmalekii die gebildeten Schwefelkugeln nicht weiter zu Sulfat
oxidieren kann (Then & Triper, 1983). Wirde der Organismus den zugegebenen
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Elementarschwefel lediglich zu extrazellularen Schwefelkugeln, die auch bei
HIr. abdelmalekii aus Schwefelketten bestehen (Prange et al., 2002a) umsetzen, wére es nur
anhand der Zusammensetzung des verbleibenden Schwefels moglich, zu erkennen, ob er
ausschlieBlich Polymerschwefel aufnimmt oder auch cyclo-Oktaschwefel verwerten kann. Im
ersteren Fall hatte der in der Kultur verbleibende Schwefel die selbe Zusammensetzung wie
der zugegebenen Schwefel, da der Polymerschwefelanteil in aus Polymerschwefel bestehende
Schwefelkugeln umgesetzt wirde. Im zweiten Fall wirde der in der Kultur verbleibende
Schwefel volistandig aus Polymerschwefel bestehen, da dann auch der cyclo-
Oktaschwefelanteil des zugegebenen Elementarschwefels in aus Polymerschwefel bestehende
Schwefelkugeln umgesetzt wiirde. Beides war aber in den untersuchten HIr. halophila-
Kulturen nicht der Fall. Im verbliebenen Schwefel ist der Polymerschwefelanteil deutlich
gesunken, was darauf hindeutet, dass die gebildeten Schwefelkugeln wieder abgebaut und
weiter verstoffwechselt werden. Allerdings ist bisher vollig unbekannt, auf welchem Wege
und zu welchem Endprodukt, da Sulfat in den Kulturen nicht nachgewiesen werden konnte.
Hier sind in der Zukunft weitere Untersuchungen zur Physiologie des Organismus
erforderlich. Es erscheint aus energetischer Sicht aber durchaus sinnvoll, dass
HIr. abdelmalekii in der Lage ist, die aus Elementarschwefel gebildeten Schwefelkugeln
weiter zu verwerten, da die Umsetzung von externem Elementarschwefel in Schwefelkugeln
keine Elektronen liefert und somit energetisch neutral ist. Das starke Wachstum von
HIr. abdelmalekii in Anwesenheit von Elementarschwefel ist allerdings nur teilweise auf
dessen Verwertung zurick zu fiihren, da der Organismus nur mixotroph mit Acetat angezogen
werden kann. Die aus dem Fitten der XANES-Spektren der verbliebenen Schwefelplattchen
erhaltenen Ergebnisse deuten allerdings auch fur Hlr. abdelmalekii darauf hin, dass der
Organismus Polymerschwefel stark bevorzugt, da die Polymerschwefelfraktion im Verhéltnis
zum cyclo-Oktaschwefelanteil stark abnimmt.

Auf Grundlage der in dieser Arbeit préasentierten Ergebnisse fur Alc. vinosum,
Tca. roseopersicina, Hlr. halophila und HIr. abdelmalekii zeigt sich, dass es
Mikroorganismen gibt, die nur den kettenférmigen Polymerschwefel verwerten kdnnen. Diese
These unterstiitzen auch die Ergebnisse von Urich et al. (2006), die den Einfluss
verschiedener Schwefelspezies auf die enzymatische Funktion der Schwefeloxygenase-
reduktase des thermophilen Archaeons Acidianus ambivalens untersucht haben. Theoretische
Uberlegungen, die auf der Kristallstruktur dieses Enzyms basieren, fiinrten zu der Hypothese,
dass nur lineare und nicht zyklische Schwefelspezies als Substrat fur dieses Enzym in Frage
kommen. Zudem bestehen die Schwefelkugeln der vier untersuchten Schwefelpurpurbakterien
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ausschlieBlich aus Schwefelketten (Mono-bis-organylsulfanen) (Prange et al., 2002a), so dass
es so scheint, als konnten die Organismus den chemisch stabileren cyclo-Oktaschwefel
uberhaupt nicht nutzen - weder innerhalb noch auBerhalb der Zelle. Insgesamt lassen sich
Schwefeloxidierer damit in drei Gruppen aufteilen: Eine Gruppe enthélt Organismen, die
ausschlieBlich Polymerschwefel verwerten kdnnen, wobei bisher nur anaerobe, phototrophe
Schwefeloxidierer in diese Gruppe fallen. Zu einer zweiten Gruppe gehoren Organismen, die
ausschlieBlich cyclo-Oktaschwefel nutzen. Es handelt sich um aerobe, acidophile
Schwefeloxidierer, deren Gattungen und Arten bisher noch nicht identifiziert wurden. Eine
dritte Gruppe stellt Atb. albertenis dar, der sowohl Polymer- als auch cyclo-Oktaschwefel
nutzen kann.

Die Verwendung von XANES-Spektroskopie zur Bestimmung des Einflusses der
Schwefelspeziation auf die Verwertung von Elementarschwefel wurde durch George et al.
(2008) stark kritisiert. Die Autoren sind der Meinung, dass es nicht mdglich ist, mittels
XANES-Spektroskopie im  Transmissionsmodus zwischen cyclo-Oktaschwefel und
Polymerschwefel zu unterscheiden und die beobachteten Effekte auf Spektren, die durch
experimentelle Artefakte, die auf die PartikelgroRe der Schwefelproben und die
Unmdglichkeit, solche Proben fiir diesen Messmodus adaquat zu préparieren, zurtickzufiihren
sind, deformiert wurden, beruhen. Im Transmissionsmodus aufgenommene Spektren waren
die Basis fur die Analyse der Schwefelkugeln verschiedener mikrobieller Spezies und
Gattungen bezuglich ihrer chemischen Speziation, insbesondere dem Verhaltnis zwischen
Polymerschwefel und cyclo-Oktaschwefel (z.B. Prange et al., 1999; Prange et al., 2002a).
Auch wenn die von George et al. (2008) beschriebenen methodischen Probleme tatséchlich
vorhanden sind und ernsthaft berlcksichtigt werden miussen, finden sich in der Literatur
experimentelle Daten, die die Ergebnisse, die mit Hilfe der in dieser Arbeit beschriebenen
Analysemethoden erzielt wurden, unterstiitzen. Chauvistré et al. (1992) untersuchte zum
Beispiel mittels XANES-Spektroskopie die in situ-Vulkanisation von Gummi. Bei diesen
Proben spielt die KorngroRe auf Grund der niedrigen Schwefelkonzentration keine Rolle. Die
Autoren beobachteten dabei in ihren Spektren die Offnung des cyclo-Oktarings, die zu
‘polymerem’ Schwefel fuhrt, einem Prozess, der in der Gummiindustrie gut beschrieben ist.
Durand et al. (1996) bestimmten direkt die Schwefel-K-Kanten-XANES-Spektren von
zyklischem und polymerem Schwefel, wobei sie den Nachweis der entstandenen Elektronen
zur Detektion benutzten. Diese Technik ist kaum empfindlich gegeniiber einer spezifischen
Préaparation der Proben. Die Autoren beobachteten ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen
den beiden allotropen Formen. Beide Arbeiten sprechen dafir, dass es mdglich ist, mittels
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XANES-Spektroskopie, zwischen cyclo-Oktaschwefel und Polymerschwefel zu unter-
scheiden. Auf diesem Gebiet werden momentan auch weitere Experimente durchgefihrt,
deren Publikation helfen soll, weitere Klarung im wissenschaftlichen Disput der beiden
Arbeitsgruppen zu bringen (Alexander Prange, personliche Mitteilung).

Zudem sind George et al. (2008) der Meinung, dass die PartikelgroRe des zugegebenen
Schwefels auch erklart, dass Alc. vinosum den zugegebenen Elementarschwefel nur teilweise
verwertet. Gegen diese Theorie sprechen die Wachstumsversuche mit Alc. vinosum, in denen
reiner Polymerschwefel als Elektronendonor zugegeben wurde. Dieser Schwefel unterschied
sich in den PartikelgroRen nicht von den anderen eingesetzten Elementarschwefeln S1 und S2,
wurde aber im Gegensatz zu diesen vollstdndig verwertet. Das macht die PartikelgroRe als
einzigen Parameter fir die teilweise Nutzung des Elementarschwefels durch Alc. vinosum
unwahrscheinlich und spricht fur den Einfluss der Schwefelspeziation auf die Verwertung von
Elementarschwefel in phototrophen Schwefelpurpurbakterien.

2.2 Mobilisierung von Elementarschwefel

Es konnte auch eine weitere Anwendung fiir die XANES-Spektroskopie zur qualitativen
Identifizierung wasserloslicher Schwefelverbindungen in Erweiterung der bisher verwendeten
HPLC-Analyse nach Rethmeier et al. (1997) gezeigt werden - allerdings mit der
Einschrankung, dass Sulfid mittels XANES-Spektroskopie nicht nachgewiesen werden
konnte. Die Untersuchung der Proben unter anoxischen Bedingungen zeigte, dass keine
Oxidation des Sulfid in Anwesenheit von Luftsauerstoff zu hoher oxidierten Verbindungen
stattfand, da Sulfid auch in diesen Proben nicht nachweisbar war. Natriumsulfid wird in
waéssriger Losung protoniert und bildet dabei fliichtiges Hydrogensulfid H,S (Siedepunkt =
-60,33 °C, pK; = 6,89). Demzufolge gast Sulfid vermutlich wahrend der Probenpréparation
und des Transportes zur Synchrotronquelle vollstdndig als Hydrogensulfid aus. Die Stickstoff-
und/ oder Heliumatmosphére, die wahrend der Préparation der Proben fir die XANES-
Messungen bendtigt wird, hat vermutlich zusétzlich zu diesem Effekt beigetragen. In einer
friheren Arbeit wurde von Prange (2008) das XANES-Spektrum einer Sulfidlésung
gemessen.  Allerdings enthielt die untersuchte 'Futterlosung’ deutlich  héhere
Sulfidkonzentrationen als die in dieser Arbeit analysierten Kulturiiberstdnde, so dass Verluste
in Form von Hydrogensulfid in ersterem Fall nicht ins Gewicht fielen, wahrend sie im zweiten
Fall zu dem beobachteten drastischen Effekt fiihrten. Bei der Bestimmung der

Sulfidkonzentrationen mittels HPLC gehen nur Spuren von Sulfid als Hydrogensulfid
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verloren, da die Proben unmittelbar mit Monobromobiman, einem fluorenzierenden Reagenz
zur Markierung von Thiolgruppen, derivatisiert werden. Das stellt fiir die Identifizierung und
Bestimmung von Sulfid in Uberstandsproben einen offensichtlichen und unverzichtbaren
Vorteil dar.

Ob die bei der Oxidation von Sulfid mittels HPLC nachgewiesenen Polysulfide auch in den
XANES-Spektren der Kulturiiberstdnde identifiziert werden kdnnen, ist nicht véllig klar. Die
in Alc. vinosum nachgewiesenen Polysulfide sind nicht ndher charakterisiert, daher gibt es
weder fur den Nachweis mit HPLC noch fir das Fitten entsprechender XANES-Spektren
geeignete Referenzsubstanzen. Zu Polysulfiden mit der Struktur S,® tragen spektrale
Strukturen von S-S-Bindungen bei, deren Existenz durch die Beriicksichtigung von Cystin
beim Fitten des 15 min-Spektrums bei Wachstum auf Sulfid eindeutig nachgewiesen werden
konnte. Da Polysulfide von Alc. vinosum ziigig als Substrat genutzt werden, sind nach diesem
Zeitpunkt auch keine Polysulfide mehr per HPLC nachweisbar und entsprechend liefert
Cystin beim Fitten der Spektren, die zu spéteren Zeitpunkten aufgenommen wurden, keinen
signifikanten Beitrag mehr. Auch wahrend der ersten drei Uberstandsproben der Oxidation
von Thiosulfat, bei der Polysulfide nicht auftreten, sind keine S-S-Bindungen nachzuweisen.
Es ist nicht auszuschlieBen, dass zu dem spektralen Merkmal der S-S-Bindung, die Uber
Cystin beim Fitten berlcksichtigt wurde, auch S-S-Bindungen aus Polysulfiden beitragen
auch wenn diese keine C-S-Bindungen aufweisen, da Cystin die einzige Referenz in dem hier
verwendeten Satz ist, die S-S-Bindungen berticksichtigt. Ohne besser geeignete
Referenzsubstanzen fir die in Alc. vinosum vorkommenden Polysulfide ist es hier nicht
moglich, eindeutig zu entscheiden, ob in den Uberstanden Polysulfide vorliegen oder nicht.
Diese Problematik macht auch der 48 h-Uberstand bei Wachstum mit Thiosulfat deutlich. In
dieser Probe kdnnen eindeutig signifikante Anteile von S-S-Bindungen nachgewiesen werden,
die aber nicht von Polysulfiden stammen kodnnen, da die HPLC-Analyse keinen Hinweis auf
Polysulfide liefert.

Es wére auch denkbar, dass es sich bei den gefundenen thiolischen und disulfidischen
Komponenten um oxidierte und reduzierte Disulfidbriicken aus Proteinen lysierter Zellen
handelt. Darauf deuten moglicherweise auch die fiir Wachstum mit Sulfid und Thiosulfat
erhaltenen Ergebnisse hin. In den untersuchten Uberstanden aus diesen Proben lagen fast
ausschlieBlich C-S-H-Spezies vor, was auf eine Reduktion von Disulfidbriicken in
Anwesenheit der Reduktionsmittel Sulfid und Thiosulfat hindeuten kdnnte. Interessant sind
die disulfidischen Komponenten vor allem im Zusammenhang mit der Aufnahme von

Elementarschwefel. Sie treten nach 3 h, also zu dem Zeitpunkt, an dem die
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Schwefelaufnahme in Alc. vinosum begonnen hat, zum ersten Mal auf und bleiben auch in den
nachfolgenden Proben bestehen. Bei Wachstum mit diesem Substrat kann allerdings
ausgeschlossen werden, dass es sich um Polysulfide handelt, da bei den HPLC-Analysen
keine Polysulfide nachweisbar waren. Allerdings ist denkbar, dass eine andere disulfidische
Komponente in die Mobilisierung von Elementarschwefel involviert ist. Fir acidophile
Bakterien wurden Persulfide (R-SSy-H) als Produkt der Schwefelmobilisierung vorgeschlagen
(Rohwerder & Sand, 2007). Auch bei diesen handelt es sich um eine Komponente mit S-S-
Bindungen, die auf Grund der vorliegenden Fitergebnisse nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden kann. Hier ist eine weitere Klarung notwendig.

Die vergleichenden Messungen von Proben, die unter oxischen und anoxischen Bedingungen
prapariert wurden, zeigten, dass Luftsauerstoff keinen Einfluss auf die Schwefelspeziation der
Kulturiiberstdnde hat und diese Proben somit unter den experimentell deutlich weniger
aufwendigen oxischen Bedingungen gemessen werden konnen. Zwar zeigen sich kleine
Unterschiede zwischen den jeweiligen Proben, aber diese sind vermutlich der Tatsache
geschuldet, dass es notwendig war, zwei verschiedene Satze Alc. vinosum AsoxY-Kulturen fur
die Probennahme unter den beiden verschiedenen Bedingungen zu verwenden. Die einzelnen
Kulturen zeigen zwar vergleichbares Wachstum, sie sind aber nie vollstandig identisch. Diese
kleinen Unterschiede im Wachstum fithren zu den Differenzen in den prozentualen Beitrédgen
zwischen den oxischen und anoxischen Proben.

Die Anwendung der Methode auf Uberstinde aus Alc. vinosum-Kulturen die mit
Elementarschwefel, Sulfid oder Thiosulfat als Elektronendonor gewachsen waren, zeigte, dass
sich in diesen thiolische und disulfidische Komponenten sowie Sulfone und Sulfonate finden.
Allerdings tritt keine dieser Verbindungen spezifisch bei Wachstum mit Elementarschwefel
auf, was die Uberlegung unwahrscheinlich macht, dass eine der neuen detektierten
Verbindungen flr die Mobilisierung dieses wasserunldslichen Substrates verantwortlich ist.
Das Vorkommen dieser Schwefelverbindungen fiir sich genommen ist allerdings interessant,
kann aber kaum mit den momentanen Modellen fiir die Oxidation von Schwefelverbindungen
in phototrophen Bakterien in Einklang gebracht werden (Frigaard & Dahl, 2009). Rolle und
Ursprung dieser Verbindungen missen zukiinftig erst geklart werden, wobei durchaus
denkbar ist, dass die in den Uberstanden gefundenen Schwefelverbindungen nicht direkt mit
dem Stoffwechsel reduzierter Schwefelverbindungen in Zusammenhang stehen.

Auch wenn es sich bei den bei Wachstum von Alc. vinosum mit Elementarschwefel
gefundenen  C-S-S-C-Spezies um eine l6sliche disulfidische Komponente der
Schwefelmobilisierung handeln konnte, so bewirkt diese keine Schwefelmobilisierung in
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Distanz zur Zelle. Hierfur ist ein enger Zell-Schwefelkontakt notwendig. Auch die beiden
anderen untersuchten Schwefelpurpurbakterien Tca. roseopersicina und Hlr. halophila
konnten Elementarschwefel nur verwerten, wenn ein direkter Kontakt zwischen Zelle und
Schwefelpartikel moglich war. Die Notwendigkeit von direktem Zell-Schwefelkontakt wurde
auch fir einige Thiobacilli beschrieben (Schaeffer et al., 1963; Bryant et al., 1984; Espejo &
Romero, 1987) und auch das griine Schwefelbakterium Pch. vibrioformis bendtigt direkten
Kontakt zwischen Zelle und Substrat, um Elementarschwefel verwerten zu kénnen (siehe bei
Franz et al., 2007). Interessant ist dabei, dass sich bei Pch. vibrioformis Sulfid als
wasserlésliches Intermediat der Elementarschwefelverwertung findet (Borkenstein & Fischer,
2006), welches eher vermuten lieRe, dass eine sulfidvermittelte Schwefelaufnahme keinen
direkten Kontakt zwischen Schwefel und Zelle bendtigt. Hier herrscht meines Erachtens ein
gewisser Widerspruch zwischen den momentan in der Literatur verfligbaren Ergebnissen,
dessen Aufklarung noch aussteht. Der molekulare Mechanismus, der hinter der Etablierung
des Zell-Schwefelkontaktes und in den Chromatiaceae der Aufnahme des Schwefels in die
Zelle steckt, ist bisher vo6llig unbekannt. Es gibt nur einige wenige Studien zum
Adhesionsmechanismus von chemotrophen Schwefeloxidierern in der Literatur. So fanden
Ohmura et al. (1996) und Ramirez et al. (2004) Hinweise auf ein Protein der &ufReren
Membran von Atb. ferrooxidans, das vermutlich an der Adhesion der Zelle an
Elementarschwefel beteiligt ist. Bei der Untersuchung der Proteine der duReren Membran von
Alc. vinosum wurde dagegen kein Protein gefunden, das spezifisch bei Wachstum mit
Elementarschwefel als Elektronendonor produziert wurde. Mit zwei verschiedenen
Solubilierungsagenzien konnten aber zahlreiche Proteine der &uf’eren Membran von
Alc. vinosum isoliert werden, wobei beide Methoden sehr unterschiedliche Ergebnisse
brachten. Bei der Isolierung mit N-Laurylsarkosin war die Praparation deutlich weniger mit
Proteinen der inneren Membran verunreinigt als bei der Isolierung mit Nonidet P40. Aus
diesem Grund wurde auch nur die erste Isolierung fir die anschlieRende 2D-
Gelelektrophorese eingesetzt. Zu dem Zeitpunkt als diese Versuche durchgefiihrt wurden,
stand die Genomsequenz von Alc. vinosum DSM 180" noch nicht zur Verfiigung, so dass es
nicht moglich gewesen waére, ein moglicherweise mit der Elementarschwefelaufnahme in
Verbindung stehendes Protein z.B. durch Massenspektroskopie relativ einfach zu
identifizieren. Deshalb sollte von vornherein so gut wie moéglich ausgeschlossen werden, dass
versehentlich ein Protein der inneren Membran aufwendig identifiziert wird. Da die
Identifizierung von Proteinen nun durch die vorliegende Genomsequenz wesentlich einfacher

ist, wére es lohnenswert, in weiteren Versuchen auch die zweite Isolierung, durch die man
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wesentlich mehr Proteine erhélt, in die 2D-Gelelektrophorese einzusetzen und diese Methode
fur Proteine der duBeren Membran weiter zu optimieren. Dariiber hinaus ware es durchaus
interessant, alle mit beiden Methoden isolierten Proteine zu identifizieren, um zu Gberprufen,
welche Proteine der &uf3eren Membran mit beiden Methoden isoliert werden kdnnen.

Bryant et al. (1984) zeigten flr Atb. albertensis, dass die Fahigkeit der Zellen zur Adhesion
an Elementarschwefel durch Interaktionen zwischen der Glykokalyx des Organismus und der
Schwefeloberflache zustande kommen. Auch fur Atb. ferrooxidans und Atb. thiooxidans
wurden extrazellulére polymere Substanzen (EPS), die in der Anlagerung der Organismen an
Pyrit eine Rolle spielen, als Vermittler eines Zell-Schwefelkontaktes vorgeschlagen (Gehrke
et al., 1998; Harneit et al., 2006). Bei EPS handelt es sich um komplexe Mischungen
hochmolekularer Polymere (MW > 10000 Da), die sich in erster Linie aus Zuckern, Proteinen
und Lipopolysacchariden zusammensetzen, aber auch DNA-Fragmente enthalten (Wingender
et al., 1999). Sie beeinflussen stark die physikochemischen Eigenschaften der Zelloberflache,
wobei ihre Zusammensetzung und Menge von vielen verschiedenen Faktoren wie Organismus
und Substrat abhéngt. Ihre Isolierung gestaltet sich relativ schwierig und ist kaum mdglich,
ohne dabei auch einen Teil der Zellen zu zerstoren, deren Bestandteile die Zusammensetzung
der isolierten EPS verfdlschen (Nielsen & Jahn, 1999). Zur Isolierung von EPS von
Alc. vinosum-Zellen wurden in dieser Arbeit verschiedene Methoden probiert, wobei eine
Isolierung mit 10 mM Tris-HCI pH 7, 10° mM Zwittergent und 1 mM EGTA unter
gleichzeitigem Scheren der Zellen die besten Ergebnisse lieferte, da in diesen Ansétzen die
DNA-Konzentrationen, die auf das Ausmal} der Zerstérung von Zellen hindeutet, relativ
niedrig war und gleichzeitig noch gewisse Protein- und Zuckerkonzentrationen von der
Zelloberflache ablost werden konnten. Zwischen den extrahierten EPS-Mengen bei
photoorganoheterotrophem Wachstum mit Malat und photolithoautotrophem Wachstum mit
Elementarschwefel war allerdings kein Unterschied zu erkennen. Sind EPS an der Anlagerung
von Alc. vinosum an Elementarschwefel beteiligt, ware wahrscheinlich, dass diese bei
Wachstum auf diesem Substrat vermehrt gebildet werden. Eine genauere Analyse der
Zusammensetzung der EPS in Bezug auf die einzelnen Zucker war nicht moglich, da es trotz
mehrerer Versuche nicht moglich war, die EPS durch Gefriertrocknung und anschliefende
Suspension so weit zu konzentrieren, dass ihre Bestandteile iber dem Detektionslimit der
HPLC-Methode lag, die zum Nachweis von Zuckern genutzt werden sollte bzw. bei der
Konzentrierung auch andere Komponenten der EPS verstérkt angereichert wurden, die dann
wiederum als verunreinigende Peaks eine Analyse unmoéglich machten. Auch die

Lipidzusammensetzung der EPS konnte nicht untersucht werden, da es an der entsprechenden
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Analytik fehlte. Daher kann auf Grund der bisherigen Ergebnisse die Rolle von EPS bei der
Anlagerung von Alc. vinosum an Elementarschwefel nicht eindeutig geklart werden. Die
fehlenden Unterschiede in den gebildeten Mengen EPS bei photoorganoheterotrophem und
photolithoautotrophem Wachstum lassen es jedoch auch mdglich erscheinen, dass Alc.
vinosum sich in seinem Anlagerungsmechanismus von chemotrophen Schwefeloxidierern
unterscheidet und EPS nicht an der Adhesion von Alc. vinosum an Elementarschwefel
beteiligt sind.

Auch die Hydrophobizitat der Zelloberflache (Devasia et al., 1993; Takeuchi & Suzuki, 1997;
Gehrke et al., 1998) und das elektrochemische Potential (Blake et al., 1994) spielen eine
Rolle in der Anlagerung von Bakterien an Elementarschwefel. So zeigten Atb. ferrooxidans-
Zellen, die auf Schwefel angezogen worden waren, ausschlieBlich hydrophobe
Oberflacheneigenschaften und lagerten sich nicht an geladene Partikel wie Pyrit an. Die EPS-
Zusammensetzung des Organismus wies auch einen deutlich héheren Gehalt an ungeladenen
Zuckern im Vergleich zu auf Pyrit angezogenen Zellen auf (Gehrke et al., 1998). Das (-
Potential von Zellen, die auf Schwefel angezogen worden waren, zeigte zudem, dass sie sich
nahe ihrem isoelektrischen Punkt befanden, wéhrend die Zellen wéhrend des Wachstums auf
Pyrit negativ geladen waren (Blake et al., 1994). Ahnliche Beobachtungen konnten fir
Alc. vinosum nicht gemacht werden. Hier waren die Zellen sowohl bei Wachstum auf Malat
als auch bei Wachstum mit Sulfid oder Elementarschwefel deutlich negativ geladen.

Der Einfluss der Ladung auf die Aufnahme von Elementarschwefel in Alc. vinosum wurde mit
Hilfe von LbL untersucht. Allerdings hatte die Oberflachenladung der Zelle keine
Auswirkungen auf die Aufnahme von Elementarschwefel. Auch Sulfid konnte problemlos
sowohl die negativ wie auch die positiv geladene duRere Membran passieren. Das zeigt, dass
sich die Methode tatsdchlich eignet, den Einfluss der Ladung auf die Aufnahme von
Substraten zu untersuchen. Die angelagerten Polymerschichten bilden keine vollstandig dichte
Kapsel um die Zelle, die die Aufnahme unabhangig von Ladungseffekten verhindert. Durch
die unregelmaliiig auf der Zelloberflache verteilten negativ geladenen Gruppen, die durch das
Polymer besetzt werden, andert sich zwar die Ladung und auch andere Eigenschaften der
Zelloberflache, aber die entstehende Polymerschicht bleibt weiterhin durchléssig fir
Substrate. Bringt man weitere Polymerschichten auf die Zelle auf, wird die Substrataufnahme
mehr und mehr in erster Linie durch die dichter werdende Polymerschicht beeinflusst.
Interessant ist dabei, dass nicht die Anzahl der aufgebrachten Schichten allein
ausschlaggebend fir die Dichte der Kapsel ist, sondern auch durch die verwendeten Polymere
beeinflusst wird. Ein Grund dafiir konnte sein, dass die anionischen und kationischen

161



D Diskussion

Schichten aus Polyelektrolyten miteinander interagieren und sich gegenseitig penetrieren
(Yoo et al., 1998), was zu unterschiedlichen Architekturen der Kapseln fuhrt, wenn
unterschiedliche Polymere fir die Einkapselung genutzt werden. Wie die in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnisse demonstrieren, interagiert PSS mit PDDA anders als mit PAH. Diese
Effekte der gewéhlten Polymere auf die Dichte der Kapseln bietet eine grolie Flexibilitat bei
der Anwendung der Methode.

Die oxischen Bedingungen, unter denen der Einkapselungsprozess durchgefuhrt wurde, hatten
dabei keinen Einfluss auf die Verwertung von Elementarschwefel und Sulfid, da Alc. vinosum
Uber eine Superoxiddismutase verfligt, die fir eine gewisse Zeit Schutz vor toxischen
Superoxidreaktionen bieten kann (Kanematsu & Asada, 1978). Zudem konnte gezeigt werden,
dass die fur die Einkapselung genutzten Polymere keine toxischen Effekte fir Alc. vinosum
haben. Solche Effekte waren in einer friheren Arbeit fir einige S&ugerzelllinien beschrieben
worden (Chanana et al., 2005). Auch hatten die Polymerkapseln keinen Einfluss auf die
metabolische Aktivitdt der Zellen. Das steht in Einklang mit den Ergebnissen friherer
Veroffentlichungen wie der von Hillberg & Tabrizian (2006), die Wachstum und
metabolische Aktivitat an eingekapselten E. coli-Zellen demonstrierten und der von Diaspro
et al. (2002) fur Saccharomyces cerevisiae. Fakhrullin et al., (2009) konnte ebenfalls zeigen,
dass eingekapselte S. cerevisiae-Zellen metabolisch aktiv sind und Trichoderma asperellum
nach der Einkapselung mittels LbL wéchst.

Interessant ist auch, dass sich bei den Experimenten in den initialen {-Potentialen der Zellen
groRe Unterschiede zeigten. Es wurde in fruheren Arbeiten gezeigt, dass die
Oberflachenladung der Zellen stark vom pH-Wert des Kulturmediums abhéngt (Plette et al.,
1995; Sobolov et al., 2001; Li & McLandsborough, 1999). Diese Beobachtung kénnte die
unterschiedlichen Oberflachenladungen der unverénderten Alc. vinosum-Zellen erklaren. Um
unndtige Arbeitsschritte, die das Risiko von Kontaminationen erhéht hatten, zu vermeiden,
wurde in den Experimenten fir jede Einkapselung eine eigene Flasche Alc. vinosum-Kultur
verwendet. Wahrend des Wachstums mit Malat steigt der pH-Wert in den Kulturen und
obwohl die Kulturen alle nach exakt drei Tagen fir die Einkapselungen genutzt wurden,
wiesen sie sicherlich in Bezug auf ihre Wachstumsphase leichte Unterschiede auf, die zu
unterschiedlichen pH-Werten in den Kulturen fuhrten. Da die Ausgangsladung allerdings
ohne Bedeutung fiir die nachfolgende Einkapselung war und nur die finalen (-Potentiale
Auswirkungen auf die Aufnahme der entsprechenden Substrate hatten, wurde auf das
Einstellen eines einheitlichen pH-Wertes verzichtet.
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Neben der Untersuchung der Schwefelaufnahme in Alc. vinosum war es auch ein Anliegen
dieser Arbeit, anhand dieses Beispieles zu zeigen, dass die Layer-by-Layer-Technik als
sinnvolle Methode in Fragen der Grundlagenforschung in der Mikrobiologie aber auch in
biotechnologischen Anwendungen wie zum Beispiel der Entwicklung von Biofiltern, wéhrend
Fermentationsprozessen, in denen stérende Substrate ausgeschlossen werden sollen oder bei
der Entwicklung von neuen Biosensoren eingesetzt werden kann. LbL ermdglicht die
Konstruktion von Zelloberflichen mit definierter Architektur an lebenden und metabolisch
aktiven Mikroorganismen, wobei die komplette Hille die kolloidale Stabilitat und die
duBerste Schicht die Ladung und hydrophilen bzw. hydrophoben Eigenschaften bestimmt
(Yoo et al., 1998). Auch die definierte Einlagerung und Aufnahme und anschlielende
definierte Abgabe verschiedener Molekile wie Proteine oder Nanopartikel in den Kapseln
sind fur Eukaryoten und Prokaryoten mdglich (Tiourina et al., 2001) und kdénnen zum
Beispiel fur die Erweiterung des Substratspektrums eines Organismus genutzt werden (Mak et
al., 2004). Die Auswirkungen einer Anderung der Oberflaichenladung der Zelle und des
Aufbaus einer physikalischen Barriere auf die Substrataufnahme in Alc. vinosum zeigen, dass
uber Anwendungen von LbL in Verbindung mit der Substrataufnahme von Mikroorganismen
nachgedacht werden kann.

2.3 Einfluss von Inhibitoren auf die Schwefelaufnahme in Alc. vinosum

Durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren konnte vor allem gezeigt werden, dass die
Aufnahme von Elementarschwefel energieabhangig ist. In Anwesenheit des Entkopplers
CCCP fand keine Aufnahme von Elementarschwefel mehr statt wogegen die Oxidation von
Sulfid und Thiosulfat bis zur Bildung von Schwefelkugeln nicht beeintrachtigt war, was
darauf hindeutet, dass fur die Schwefelaufnahme Energie aus dem elektrochemischen
Potenzial der Zelle bendtigt wird. Das steht im Einklang mit den Ergebnissen von Takakuwa
et al. (1979), die vermutet hatten, dass die Anlagerung von Ath. thiooxidans an
Elementarschwefel energieabhdngig verlauft. Allerdings ist fir Alc. vinosum bisher nicht klar,
ob lediglich die Anlagerung der Zelle an den Elementarschwefel oder die Aufnahme in die
Zelle oder beides energieabhangige Prozesse sind. In Eubakterien ist der aktive Transport von
Stoffen Uber die &duRere Membran schon seit einiger Zeit bekannt (Nikaido, 1993, Braun,
1995). GroRe Molekiile wie Vitamin By, und Fe**-Chelatorkomplexe werden durch ein
System aus hochaffinen Rezeptoren der dueren Membran und den TonB/ExbB/ExbD-

Proteinen uber die duRere Membran transportiert. TonB koppelt dabei den Transport an einen
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Energieeintrag aus dem Protonengradienten der Zelle. Kirzlich wurde diese Art des
Transportes auch fiir Nickel gefunden (Schauer et al., 2007). Es wére denkbar, dass auch
mobilisierter Schwefel durch das TonB/ExbB/ExbD-System in die Zelle transportiert wird. In
Alc. vinosum wurden entsprechende Gene gefunden, wobei je zwei Homologe von TonB, und
ExbB und drei von ExbD im Genom vorliegen (AIVInDRAFT_2949, AlvinDRAFT_2950,
AIVINDRAFT 2951 und AIvinDRAFT_0585, AIVinDRAFT 0586, AlvinDRAFT_0587,
AlVInDRAFT_0587), deren Rolle in der Schwefelaufnahme zukinftig untersucht werden
sollte.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass sowohl die Aufnahme von Elementarschwefel als auch
die Oxidation von Sulfid und Thiosulfat ATP-unabhéngig verlaufen. Fir die Oxidation von
Thiosulfat ist bekannt, dass sie von periplasmatischen Proteinen katalysiert wird (Hensen et
al., 2006) und fur die Oxidation von Sulfid und die Aufnahme von Elementarschwefel ist auf
Grund der Lage der Schwefelkugeln ebenfalls anzunehmen, dass es sich um periplasmatische
Prozesse handelt. Da ATP im Periplasma nicht vorkommt (Wilfing & Plickthun, 1994), war
zu erwarten, dass keine der genannten Reaktionen ATP bendtigt.

Takakuwa et al. (1979) zeigten aulRerdem, dass Thiolgruppen in die Adhédsion von
Ath. thiooxidans an Elementarschwefel beteiligt sind. Auch in Alc. vinosum unterband die
Blockierung von Thiolgruppen vollstandig die Verwertung von Elementarschwefel. Wie bei
der Zugabe von CCCP kann allerdings nicht unterschieden werden, ob die Thiolgruppen an
der Anlagerung der Zellen an die Schwefelpartikel oder direkt an der Aufnahme oder an
beiden Prozessen beteiligt sind. Bei der Oxidation von Thiosulfat und intrazelluldarem
Schwefel fiihrte die Zugabe von IAA zu einer verlangsamten Oxidation, die Sulfidoxidation
wurde von IAA nicht beeintrachtigt. Das entspricht friiheren Ergebnissen von Hurlbert
(1968), der beschrieben hat, dass IAA inhibitorisch auf die Oxidation von Thiosulfat und
intrazellularem Schwefel wirkt, wahrend es auf die Oxidation von Sulfid keinen Einfluss
hatte.

2.4 Potentiell fur die Schwefelaufnahme relevante Gene in Alc. vinosum

Durch die nun verfiighare Genomsequenz von Alc. vinosum DSM180" war es mdglich, dort
nach weiteren Genen zu suchen, fiir die eine Rolle in der Schwefelaufnahme denkbar wére
(alle angefiihrten Gene stammen aus unveroffentlichten Vorarbeiten von Christiane Dahl).
Aufféllig waren dabei vor allem mehrere Proteine der duBeren Membran. Die wichtigsten
davon sind  AIVinDRAFT 1149, AIVinDRAFT 2194 und AIlvinDRAFT 2994,
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AIVInDRAFT_1149 ist vor allem wegen seiner Lage im Genom interessant. Es schlie3t sich
nahezu direkt an die Polysulfid- und Glutathionamidereduktasegene sowie an sgpC an, was
darauf hindeuten koénnte, dass auch das Produkt von AIVINDRAFT 1149 fir den
Schwefelstoffwechsel relevant sein konnte. Eine BLAST-Suche (Altschul et al., 1997;
Altschul et al., 2005) ergab die groRte Ahnlichkeit zu einem Protein der duReren Membran
aus Nitrosococcus oceani ATCC 19707 (YP_342426; E= 1e'%). Es gehért zur
Bac_surface_Ag-Superfamilie (cl03097), die Oberflachenantigene enthélt. In Alc. vinosum
gibt es ein weiteres Homologes zu diesem Protein, namlich AlvinDRAFT_0788, dessen Gen
allerdings nicht in der Nahe anderer Gene des Schwefelstoffwechsels liegt. Fir ein weiteres
Protein der duBeren Membran, das an der Aufnahme von Elementarschwefel beteiligt sein
konnte, codiert AIVINDRAFT 2194. Es zeigt eine schwache Ahnlichkeit zu Hhal 1947
(YP_001003513; E = 4e®), einem Porin der auReren Membran aus HIr. halophila, fiir das auf
Grund der Lage seines Gens im Schwefelgencluster eine Rolle in der Verwertung von
Elementarschwefel vorgeschlagen wurde (Frigaard & Dahl, 2009). Die gréRte Ahnlichkeit
weist es zu einem Porin aus Ectothiorhodospira shaposhnikovii (CAA65772; E = 3e%®) auf
und es gehort zur Superfamilie der OM_channels (cl00284). Der dritte mégliche Kandidat fur
eine Rolle in der Aufnahme von Elementarschwefel wird von AIVInDRAFT 2994 codiert. Es
handelt sich dabei um ein Protein, das Ahnlichkeiten (E = 3e™®) zu einem Protein der auReren
Membran in Ath. ferrooxidans ATCC 23270 (NC_011761; AFE_2542), das bei Wachstum
auf Schwefel hochreguliert wird, aufweist (Ramirez et al., 2004). Die groBte Ahnlichkeit zeigt
es zu SalD aus Thioalkalivibrio sp.HL-EbGR7 (YP_002514269; E = ™) und es gehdrt zur
Toluene_X-Superfamilie (cl09488), die Transportproteine der &uferen Membran enthilt.
Weitere Proteine der &ufReren Membran, die fiir die Schwefelaufnahme in Betracht k&men,
weisen Ahnlichkeiten zu OmpH (AlVinDRAFT_0787 und AlvinDRAFT_1861), zu OmpA
(AlVinDRAFT_0954, AIvinDRAFT_1467, AIVInDRAFT_2101; AIvinDRAFT_2137,
AIVINDRAFT 2178; AIVinDRAFT_2295; AIVinDRAFT 2432; AIVinDRAFT 2637 und
AlVInDRAFT_3027) oder TolC (AIVINDRAFT_0706) auf. Da aber keines von ihnen in
unmittelbarer N&he schwefelstoffwechselassoziierter Gene liegt oder eines der Produkte
Ahnlichkeiten zu einem Protein aufweist, von dem bekannt ist, dass es an der
Elementarschwefelverwertung beteiligt ist, sollen sie hier nicht ndher beschrieben werden.

Neben den Genen, die fir Proteine der dulReren Membran codieren, stellt auch
AIVINDRAFT _1594 ein interessantes Gen dar. Im Genom liegt es in der Nahe der dsr-Gene.
Zwischen dsrS (AIlVInDRAFT_1585), dem letzten Gen im dsr-Gencluster und
AIVINDRAFT_1594 liegen acht andere Gene, die nicht mit dem Schwefelstoffwechsel
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assoziiert sind. Das Produkt von AlVinDRAFT_1594 zeigt bei der BLAST-Suche (Altschul et
al., 1997; Altschul et al., 2005) die groRte Ahnlichkeit zu einem Lipoprotein YfgL aus
Pseudomonas putida GB-1 (YP_001667145; E = 2e7%) | das am Aufbau der &uBeren
Membran beteiligt ist. Es besitzt ein Signalpeptid und gehort zur PQQ-DH-Superfamilie
(cl11666), der Dehydrogenasen mit einem Pyrollo-Chinolinchinon-Cofaktor angehéren.
Zudem zeigt es eine schwache Ahnlichkeit (E = 0,002) zu einem PQQ-haltigen Protein der
auBeren Membran von Ath. ferrooxidans ATCC 23270 (NC_011761; AFE_0029), das nach
Buonfiglio et al. (1999) bei Wachstum mit Elementarschwefel induziert wird.

Auch zwei periplasmatische Rhodanesen - AlVinDRAFT_0026 und AlvinDRAFT_0880 -
konnten eine Rolle in der Verwertung von Elementarschwefel spielen. AlvinDRAFT_0026
zeigt die groRte Ahnlichkeit zu einer rhodaneseverwandten Schwefeltransferase aus
Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 (ZP_00056235; E = 2e*°) und gehért zur RHOD-
Superfamilie (cl00125), die Proteine zusammenfasst, die eine rhodaneseséhnliche Domane
enthalten. Fir AIVinDRAFT _0880 ergab die BLAST-Suche (Altschul et al., 1997; Altschul et
al., 2005) als Protein mit der groBten Ahnlichkeit ein rhodanesedhnliches Protein aus
Beggiatoa sp. PS (ZP_02002879; E = 9¢™**) und es gehdrt ebenfalls der RHOD-Superfamilie
an. Dieses Protein weist zudem Ahnlichkeiten (E = 1e®) zu einer Rhodanese aus Ath.
ferrooxidans ATCC 19859 (CAC43401) auf, die bei Wachstum auf Elementarschwefel
induziert wird (Ramirez et al., 2002).

Ein weiteres Gen, das mit der Verwertung von Elementarschwefel assoziiert sein kdnnte, ist
AlvVinDRAFT _0533. Es handelt sich dabei um ein Gen, dessen Produkt eine Ahnlichkeit (E =
2¢%) zu einem Polysaccharidexporter in Ath. ferrooxidans ATCC 23270 (NC_011761;
AFE_1339), der bei Wachstum mit Elementarschwefel induziert wird, zeigt (Ramirez et al.,
2004). AlVinDRAFT_0533 besitzt ein Signalpeptid. Die grokte Ahnlichkeit weist es zu einem
Polysaccharidexporter aus Nitrosococcus ozeani ACF27 (YP_343977; E = 3e™®) auf und es
gehort zur Poly_export-Superfamilie (pfam02563), die periplasmatische Proteine umfasst, die
an der Biosynthese und/ oder dem Export von Polysacchariden beteiligt sind.
AIVInDRAFT_0533 konnte in Alc. vinosum an der Anlagerung der Zelle an den
Elementarschwefel mit Hilfe von EPS beteiligt sein.

Eine genauere genetische und biochemische Untersuchung dieser Gene bzw. ihrer Produkte
konnte in Zukunft weitere Hinweise darauf liefern, wie Elementarschwefel durch

Alc. vinosum mobilisiert, aufgenommen und zu Schwefelkugeln umgesetzt wird.
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Zusammenfassung

Um die Frage zu kléren, ob der komplette Sox-Multienzymkomplex an der Oxidation von
Thiosulfat beteiligt ist, wurden die Sulfitoxidationsraten der Mutanten Alc. vinosum
soxBX::Q-Km und soxX::Q-Km bestimmt. Sie entsprachen den Oxidationsraten des
Wildtyps, so dass eine maligebliche Beteiligung des Sox-Multienzymkomplexes an der
Sulfitoxidation ausgeschlossen werden kann.

Die Doppelmutante Alc. vinosum A4soxY-aprAB::Q-Km zeigte wie die Einfachmutante
Alc. vinosum AsoxY eine Sulfitoxidationrate, die im Vergleich zu der des Wildtyps um
60 % reduziert war. Damit kann weiterhin ausgeschlossen werden, dass die APS-

Reduktase eine essentielle Rolle in der Sulfitoxidation von Alc. vinosum spielt.

Die Bildung der Proteine des Sox-Multienzymkomplexes in Alc vinosum wird nur auf
transkriptionaler Ebene reguliert. Eine translationale Regulation findet nicht statt.

Die Expression der sox-Gene steigt bei photolithoautotrophem Wachstum mit Thiosulfat
im Vergleich zu photoorganoheterotrophem Wachstum mit Malat stark an. Die
Steigerung der Expression ist von der Thiosulfatkonzentration abhangig. Auch bei
Wachstum mit Sulfid werden die sox-Gene vermutlich auf Grund des Thiosulfates, das
wahrend der Sulfidoxidation gebildet wird, stérker exprimiert. Die Expression bei

Wachstum mit Sulfit entspricht der unter photoorganoheterotrophen Bedingungen

Die Gene soxB und soxX werden unter allen Wachstumsbedingungen gleich stark
exprimiert, wahrend die Expression von soxY unter allen Bedingungen deutlich héher ist,
was eventuell auf eine zusétzliche physiologische oder regulatorische Funktion von SoxY
hindeutet.

Die gleichzeitige Anwesenheit von Sulfid und Thiosulfat fiihrt dazu, dass soxY nur noch
auf einem Level exprimiert wird, das dem von soxB und soxX entspricht. Das kdnnte

darauf hindeuten, dass Sulfid als Substrat gegeniiber Thiosulfat bevorzugt wird.
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E Zusammenfassung

Die mRNA-Kopienzahlen der sox-Gene in der Mutante Alc. vinosum soxB::Q-Km
wurden bestimmt. In dieser Mutante ist neben soxB vermutlich auch das Gen
AlVinDRAFT_0674, das fur eine putative Multisensorhybridhistidinkinase codiert,
inaktiviert. Die Ergebnisse zeigten, dass dieses Protein vermutlich an der Repression der
Expression von soxX in Abwesenheit von reduzierten Schwefelverbindungen beteiligt ist.
Vermutlich bildet sie dabei mit dem in AlVInDRAFT_0675 codierten Antwortregulator
ein Zwei-Komponenten-System, wobei der Regulator indirekt Uber die Bildung des
Botenstoffes di-cGMP mit den sox-Genen interagiert.

Mit Hilfe von XANES-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass Alc. vinosum, Tca.
roseopersicina, HIr. halophila und Hlr. abdelmalekii nur die Polymerschwefelfraktion
des Elementarschwefels nutzen, wéahrend cyclo-Oktaschwefel nicht verwertet wird.

Fir  Alc. vinosum, Tca. roseopersicina und Hlr. halophila war ein direkter
Zellschwefelkontakt fur die Verwertung von Elementarschwefel essentiell. Mit Hilfe der
LbL-Nanoeinkapselung von Alc. vinosum-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Zellladung keine Rolle fur die Anlagerung von Schwefel und Zelle spielt. Weder HPLC-
noch XANES-Messungen an Kulturiberstdanden ergaben Hinweise auf l6sliche
Intermediate bei der Schwefelaufnahme.

Durch Wachstumsversuche mit verschiedenen Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass
der Zell-Schwefelkontakt und/ oder die Aufnahme von Elementarschwefel in Alc.
vinosum von Energie aus dem elektrochemischen Protonengradienten abhé&ngig sind.
Auch Thiolgruppen spielen eine Rolle bei der Etablierung des Zell-Schwefelkontaktes
und/ oder der Aufnahme von Elementarschwefel. Beide Prozesse verlaufen aber ATP-

unabhangig.

XANES-Spektroskopie an Kulturiberstdénden konnte als ergédnzende Methode zu den
gangigen HPLC-Methoden, die zum Nachweis von Schwefelverbindungen genutzt
werden, etabliert werden. Sie erbrachte qualitative Hinweise darauf, dass in den
Kulturiiberstdnden bisher nicht berticksichtigte hoher oxidierte Verbindungen wie

Sulfone und Sulfonate vorliegen.
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Anhang

1 Alignment AIVinDRAFT_0674

gi|241775859|ref|ZP_04773141.1:  Allochromatium vinosum DSM 180
0i|121998929|ref|YP_001003716.1: Halorhodospira halophila SL1
0i|225198924|ref|ZP_03738052.1:  Desulfonatronospira thiodismutans ASO3-1
gi|119776084|reflYP_928824.1: Shewanella amazonensis SB2B
gi|117926684|reflYP_867301.1: Magnetococcus sp. MC-1
gi|171060213|reflYP_001792562.1: Leptothrix cholodnii SP-6
0i|83593696|ref|YP_427448.1.: Rhodospirillum rubrum ATCC 11170

Die H- (rot), N- (griin), G (blau)- und F-Boxen (lila) des Histidinkinasesegments und die
konservierten Bereiche um die Aspertatreste der REC-Domanen (gelb) sind markiert.

Qi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 ——mmmmmmm e
gi ]121998929 | ref | YP_001003716. === ———mmmmm oo e o e
Qi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 === ———mmmm oo e
gi |117926684|ref|YP_867301.1]  MMRMLLLVLVGLLAWLPSSWAGDEPP IHAD IRHRPPEMIVHGGFMGGPLK 50
Qi | 171060213 ref|YP_001792562. === mmmmmmmm e
Qi 119776084 | ref|YP_928824 . 1|  ——mmmmmmmmm e e
Qi |83593696 | reF|YP_427448 . 1]  —————mmmmm o e

Qi | 241775859 | ref|ZP_04773141 .1 ——mmmmmmm e
Qi [121998929 | ref | YP_001003716. === ——mmmmmm oo e o
Qi | 225198924 | ref| ZP_03738052.1 === ———mmmm oo oo e
gi |117926684|ref|YP_867301.1]  EVLEQAAAKLQRKVVWRSVPFSESYKDLQSGAVDVVPRTIRTAEREPFVH 100
Qi | 171060213 ref|YP_001792562. === mmmmmmmm e
Qi 119776084 | ref|YP_928824. 1|  ——mmmmmmmm o
Qi | 83593696 | reF|YP_427448 . 1]  ——————mmmm o e

Qi | 241775859 | ref|ZP_04773141 .1 ——mmmmmmm e
gi ] 121998929 | ref | YP_001003716. === === m—mmmmm o e e
gi | 225198924 | ref| ZP_03738052.1 === ————mmm oo e
gi |117926684|ref|YP_867301.1]  FLGPIGQQNKAILFLLRKGQERQIRSLADLHGLTVGVKPKTAYFPAFDQD 150
Qi | 171060213 ref|YP_001792562. === mmmmmmmmm e
Qi | 119776084 | ref|YP_928824 . 1|  ——mmmmmmmmm e e
Qi |83593696 | reF|YP_427448 . 1]  ——————mmmm o mmm e

Qi | 241775859 | ref|ZP_04773141 .1 ——mmmmm e e
gi ]121998929 | ref | YP_001003716. === ——mmmmmm oo e o e
gi [ 225198924 | ref| ZP_03738052.1 === ———mmmm oo e
gi |117926684|ref|YP_867301.1]  ESITKLPTEGGDYGLVTRLIEGTADVVAVLDQAAMESALAGLGFKDYAYA 200
Qi | 171060213 ref|YP_001792562. === mmmmmmmm e
Qi 119776084 | ref|YP_928824. 1|  ———mmmmmmm s e
Qi |83593696 | reF|YP_427448_1]  ——————mmmmmmmm e

Qi | 241775859 | ref|ZP_04773141 .1 ——mmmmmmm e e
gi [121998929 | ref| YP_001003716. === ——mmmmmm oo e e
gi ] 225198924 | ref | ZP_03738052.1 === ———m—mmm oo
gi |117926684|ref|YP_867301.1]  PFRHEQI IENYFGFSKNSPLAAVAPALNHLLQEMAASGQIEAIYARHQAN 250
Qi | 171060213 ref|YP_001792562. === mmmmmmmm e
Qi 119776084 | ref|YP_928824.1|  —==mmmmmmmmm e e e
Qi | 83593696 | reF|YP_427448 . 1]  ——————mmmm o e

Qi 241775859 | reF|ZP_04773141 .1 ————m oo oo oo e e
Qi 121998929 | ref| YP_001003716. === === = m oo o oo o e



gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448 1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]
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gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi |117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824.1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824.1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref|YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]

VRGNRNFLQAM-ARDLE IRHY TQALVASDLADLSRNPAQQEMAAHFQRV I
----------------------------------------- MPAGAIVLS
QQDTQTLAFTLGHLDAKAQLQQAPFLYQLLTDRLARNDSFYGSAVAFVPG
---------------------------------------- MTGTTGLGRR

LAREAQSFALLDATGT IRFSTNSHDLGKQHALASLRADALAKVFAGEGVF
LCAAATAGWLLVAAGDARPEAPQHAWAPWLASAAG-----——- LLGNAVL
FTPGQERFAPYVFRQDLT IATLD IGKEAYDYTNGEWDWWTEALKRPKGYW
IVWWWIVGAVLAG IGLSGFAVWWVTQRNAELAETAASLELTRLSDAIAER

VVDGLRAIRNRGEH ICLVDDRGELSG I -LSYTDLASGLDPNMLAQTQSIG
SQNKWLIHSQRLAAVLVLAGILLNVGL-LSFMQIKP--——===———————
IAPLLEPVEGEARPSLFMMEPVKNATG-QTLAALAQRLDPTQEWTRIANV
AVWLWRRVRRCRQVESQMQQWLAEHGL-LALVARRTSNAVIITDRALRIT
TAPYYDDGAGNIQMITFSQPFGDEEPLGVVTTDLALSSLP IRLGIDPKKL
ITLYQYGLRGARGVIVTFGERGITREVFRGYSKTRD I GAEFPGARGFGF1

ELFRWTQAPLLNPDATLRGAMAAMREQDQEAAVVVDDERPVGILTQK---
EIVVHTSMVIEGLFVFLVGGILIFIFCCRHTWMQGLENRFLVLFILG---
GRLNKTGETYLFNQAGILASESRFLYQLKQLKLVGEQENSILNLRLGDPG
WVNDAFTQVYGYSPEQALGATPGRLLGHPDSSPAAIDTLLRSAAAGVG--
LVLDARGTL I YHPDNNLTRNAT I SDWLVKDVASEEAAKKVLEGEAQEVAL
RRVPADREERFLAEARADGWPDFAIAQFTPHEGERFVIQY 1EPAQRN---

———————————————— DIIKLLAAGTDLGCTLEACMSSPVETLHEQASIA
———————————————— VGMLFLYAATDFASNFVLTASGDFVHVSVEIARL
GDLFKGYTPHKTRDQYPLTRMAQAAIKGQSGQDIEGYRDYRGVPVLGVWL
——————————————————— CRVEILNRAADGHDVWVDTEVQPVHDDAG--
KDLNG---——---- VQYLASIAKVSPLAWRVLVITPQTELVETFLKGFSS
———————————————— LKAVGLD IASEKNRREAALAAIDTGQVRLTGP--

WDSELGLGMVSEVDVQDALTSYYANRNALLWVLAVTLLLSLALTVFSALL
--------------------------------- QVIGFVEIATDISASKL
LTLSLLVLAL ILLVTSYYSAKRLTEPLEALETGIVDFSKGL IKRLQKPEG

187

750

800

850

68

38

899
9
118
10
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949
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133
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110
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88
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177
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gi 183593696 | reF|YP_427448 1]  ——————mmmmmmmmmmmmm ITLVQASGDKSQSFLI 205

Qi 241775859 | ref|ZP_04773141.1 —mmmm oo

gi |121998929| ref|YP_001003716. LAQLNRELQESNRALESITEEVPGGLLVVGADGHISRTSRR-ALSILNTS 313
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 LLRNEKRLEDSEQRFRDVAEAAGEY IWE IDPGGTYSFLTPR-VEDVLGRR 194
gi 117926684 | ref|YP_867301.1]  GERANRQLLKSKDELEDMVQSRTMALNRASEGLNLALSSMSNGL IMLDQA 1198
gi|171060213 | ref|YP_001792562. AVQEIADQRRRLAAI IDGTQAGTWEHDLAKSENRVNAAYAQMLGYTLPEY 244
gi|119776084 | ref|YP_928824_.1]  VVREIATLSHKFNEMAEVLEEREQALLDSRGNRFATL IDGMSDKSFYCSM 409

gi | 83593696 | ref|YP_427448_1] LLPIYRTLSTPETLAERRAQAFGWSYAPLNMPEVLSGLVPNQDRLALTLR 255
gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 ———————mmmmmm MFFPKLRS-———————————— 1AAT 12
gi|121998929 | ref|YP_001003716. SEALIGRSVFTLLGCTPGSGCPGDLASAPPLRCPYSGPPISADSCELIGA 363
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 VDEVLGRSPFDFMPHEEARRVEKMLAGWAEKGES——————————— WQGL 232
gi 117926684 | ref|YP_867301.1]  LTILIVNGHYLSLLQLPETLVGVGKPIEPVVRYLVVRG----—- DYGAVD 1242
gi|171060213| ref|YP_001792562. TALLRAHSFPSLVHPDDLARVEQARESHLTGRSS——————————— EYEA 282
gi 119776084 | ref|YP_928824_1]  TPDGNIDQVSAGVEKVLGISPEVLKRKYQRLFSSNAIN----EQNWQFME 455
gi |83593696 | ref| YP_427448.1] DVTNPAEAETVFTSNTDCAAAECVTKTLTRSIFG--———————— RVWEI 294
gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 EAARQDVEFRTLFEVYPDATILIDP-————————— ADG-STLEFNQVSCA 51
gi |121998929 | ref|YP_001003716. LRSGEAYETRDLFQAPEGEPVLVDVR----1KRAATDGTTILLFQEVSKE 409

gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 EHQSVRPDGRI IWQRVSGMPVKDSEG----ELKGFRGTGLDITAEKEARQ 278
gi 117926684 | ref|YP_867301.1] EESMVRQQLQSMRQQQSGNIELNTPDRRS IDVHQAPTETGGMVFTLTDVT 1292
gi|171060213 | ref|YP_001792562. EFRMRHKAGHWVWIQSRGRVTGHDAHG---RPLVIAGIHLDISARKHAEL 329
gi|119776084 | ref|YP_928824_.1]  MALRGEAVPPHQVEMAGADGSLRRLDLFMQPLLDDEGQL ISVEMLFNDVT 505
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1] SVTVSPAYGHAVQRIAPWVVVSLG1G——--ASILAAGFAAVIGLNQARRR 340

Qi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 Qomm——mmmmmmmmmmm LGYTSEEFAR- 62
gi|121998929 | ref|YP_001003716. EQNRTEALAFLNGGPVVALSWRPEPGWPVHYASANVEQVLGYTAEELKAP 459
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 ATQELTERLRLATEAAELGIWDLRISDGYLEWDEGMFRIYGVSRDDFTNS 328
gi 117926684 | ref|YP_867301.1] ERKRSEERLNLALEGGSLGYWDVNL I TDEMVVNQRWAEMLGYGLDEISPY 1342
gi 171060213 | ref|YP_001792562. ELTRGQQRLANILAGTDVGTWEWNVETGET IFNERWAGIAGYTLDELAPT 379
gi 119776084 | ref|YP_928824_.1]  EQFSAAAWSNAVLEAAPEAML IVDESGQLVFSNSRCQELFGYSGEEMLNL 555
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1] E1AQAQARLST IVENSGDAI IGEALDGT IVGWNRAAEALFGYKAPEVIG- 389

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 --LRISDYEVQESAEDVAAH IRRVLTQGRDEFETQH--RHKDG—-RVIDV 106
gi 121998929 ref|YP_001003716. G-FRFADLLHPEDTQRVDRE IRAQLADGAAHFEQLYRVRHRSGGYRWCYD 508
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 V-KDWTDALLPEYREQAEQDFKAG IAG-QGAYRSEFKIRRKDGEIRHIRA 376
gi 117926684 | ref|YP_867301.1]  LRQTWLETIHPEDRELVLARGNDYRAGVLDRYEVEYRARAKDGTARWLVS 1392
gi|171060213 | ref|YP_001792562. HIGTWSALTHPDDLRRSAVLLEHHFNGALPAYECEVRMRHRDGHWVWVLD 429
gi 119776084 | ref|YP_928824_1]  NIDALIPENERHGHQGKRQLF IEGGRDKVMANGKPLHALKCGGEQFPVQI 605
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1] ——KALAPLL IPADRMAENQS I VLSALSGEAVMAFDTQR IHADGHLFDVSM 437

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 S-VAVSCLDLGERPVLLAVVRDISRRKQDERQAHQAEERLQLATEAAKLG 155
gi | 121998929 | ref|YP_001003716. Y-TSPEYNEDGQLRLLRGY ILDRTEEQQTLEQLTRSRERLALATESAGLG 557
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 M-AQSIHDETGNPVRVVG INEDITEQKMAEQELRQERDYSSRIIQMSPAI 425
gi 117926684 | ref|YP_867301.1]  RGAIMEHQEDGQPRRMVGTVQDITERKLMEAALSESEERSRLILTSVTDG 1442
gi 171060213 | ref|YP_001792562. RGKLSGRSESGRPLWMAGTHMDISERKHAEAALRASQDLLDRTGRIGGVG 479
gi|119776084 | ref|YP_928824_.1]  GLSLLPADSRGQ-RQVAASIRDLTEQLAVERQIRESESRFRGLVSNIPGA 654

gi | 83593696 | ref|YP_427448_1] T-ACPVHDRLGHVVGVANL IRD IRKRKAAEQSLLEFNAQLEKQVASRTAE 486
gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 IWDYD———-————————— 10Q--DRL IWDERMFQLYGLEPREFGYRFVDW 190
gi |121998929 | ref|YP_001003716. IWDYD———-———————— LTS--DQLDWDEGMFRLYGVSSEAFGGTFQDW 592
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 ICGIS————————————— SDG--TCNYVNPAGEKVTGYSAQELVG-—-KDW 458
gi 117926684 | ref|YP_867301.1]  IFGMD———-———————— AQG--CTTFVNPAAAAMLGYREDELTGMLMHD 1477
gi 171060213 | ref|YP_001792562. GWSYD———-———————— LGT--QEILWTDQTCRIHGVEPG-HRPTLTEV 513
gi|119776084 | ref|YP_928824_.1] VYRTR-———————————— INGTWTMEYVSDN I TELTGYPAWHF IESKKRS 691

gi]|83593696 | ref|YP_427448.1] LEKARRALQTVLDSVPSMIGYWDRDLHCHIANRAYCSWFNVDPSGLIGKS 536

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 STLVLP---ESLQRVKADFQALVESGRPFDVKFQIRRPSDGE IRTLRGLA 237
gi |121998929 | ref|YP_001003716. TRTLMP---ESRERAQAAFEQAVAYSSTFETTISIRRPIDGAERILQGQA 639
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1 WSTLYP---GSSYEQVRQLFQDMQNGPVQNHEMTLTRK-DGHERIVEWNS 504
gi 117926684 | ref|YP_867301.1]  TVHHSHPDGSPYAHEQCPMRAAFAEGAVRV I TDEVLWHKDGHAFPVEYTA 1527
gi|171060213| ref|YP_001792562. MSYFDP---ESRPLLEQAVQRSIATG--EGYDMELPFTTAGGQHIWVRAV 558
gi|119776084 | ref|YP_928824_1]  FGSLILD--EDAERCDAI ISGALAEQHAFEVEYRIRHR-DGSLRWVHEKG 738
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1] MRSLLG---EALFTANRPF I EAVLRGQPQTFERMIPRP-NGQGVRHSLAH 582

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1 RVTHDDQGRAIRVVGVNED I TEFQAVQRE ILDRE-——---- QRLQQLAEQ 280
gi|121998929 | ref|YP_001003716. QI IRDETDQAVRVVGVNRDITEQETNRRRLIAEE———-——- AKFRGLFEL 682
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VPMQ-KRGKRVGAVVVFRD I TQRKADEKRLAESE -————---— QRLVLALQ
GETEFVGDQAVRMLGTLQEVTARRELESELRRNN---————- EVLASVLE
KASYDEDGNPVWFDGSLND ITESKLAQERIEQSREQ----LETITESVPS
Y1PDVVDGEVLGFYALVHDVSELVEGRQKLDAALRE------ NEALLRTI
SRT-VTWEVDAQGRYTYLSPVAELVWGYTPDEIVG------ RRYFYDLHP
SPVGIAMNDFQTGEFLEFNDAINEPAGYTREEFG-----—-- RLSYWDVTP
TLG-LLMIADFQGRILKLNRAWEDILGYPLNEIAR-—---- SNLLDFVHP
GANLGLWDWQAETGSL ITND IWSAMIGYTKEALDARYGNTFERWLALVHA
NLPCGLSVFDADGLLVAANAQFRSLLDLPDRLFEG----- PVTRFEDIIR
TVYQLVWRSERDRRFTFLSSAAMATLGFHRNEVLDN-------- FELVAE

DEQLLCSITDRNGNI ISINDNFCKLMGYTKDELLG-----—-- LDHRIMN

EPGREAFREAIFQATAQQLKFQGHVNP 1 IRKDGRVIWVSTNAIPVTDDRG
ES-YMPQEQEQLESMRRTGRYGPFEKEY IHKDGHRYPVLLHGFRTTTPEG
RD--QEKTREAMSSLSRGEHVRDVVNRYQHKNGGY IWWRWQAS - ----- S
DDLPETQQRLEAHLRGETEEFRAEYRMLTESGEWKWILD IGRGVEWDEQG
HNAEHGEYGPDD IEAKIRT 1VDRARSPVVQHQFERVRPDGTSLE IRGGPL
R1VEEDRGE I IQMLAGRHGMQWTKAFRYHFPSGELRWLEAGAR --GSKQQ
SGLHDKTFWADVWAT I SAGGSWRGEVCNKAKDGALYWLDSVLTPFFGEDG

LLLGYRGSDVD ITEAKYAKEALEAEKERFRG I FEKTGSAVAVYQPTDDSQ
REVIWS-11QDITETKAAEAALQATKERFEG IFQKTSSGVAVYRPVDGGR
REGLI'YASANDITES IMLQERLAQEKDFLQQ I IDSSPNP I FAKDWHG ---
VAKRLVGIHQD IDALKRSAEQLRLANFLSDQALDLSQAGYWHVPLTAEDG
PAGGFVTTYTDISARRKAEAEVQRSAQLLRGAIDT IDEAFVLYDPDDR -~
DALVWNGYLMD I SGRKRMETELAQSEAHFRALFDNAGIGIVNLDDRGI 1K
SIDRYVALRIDITDRKKAEAERNRSNTLLRSVLASAREFSI IATDPDG--

*k

DFIFTDYNPAAERIDRTTRQAVIGRCLTECFPAAIEMG-LVDMLRRVNLT
DFEFLEFNPASERINQVSREAVIGGKLTELFPGVVEMG-LLGALQRVAGT
--RHTLANTRVAELFGTTKEAMLGKTDYDMTATQEE 1QAFLQDDREVMQS
--YYNSSERAAAVFGDPPRPDWRYHVMDEWFANVEAGDKLASAATLANFT
--LVFCNDKYRRIYAASADL 1VPGTTFEEIVRKGAERGQYVDAIGRVDDW

DCNGQFVSDLG I SSDSLKRKQLADLMHPEDRALATGLYQALAESEQGSIS
——VITIFNSGAEKLLGYSAEEMVGKQTPAL IHLADQVAERGRSLSDEFGV
GQT--——- QYMPSAYYQDDR——————————— e LQAWRENTI
GHP———— EHLPVTDYHDER-——————————m ISGWRENY I
GKQ-———- KHIPQEPLTDSQGQVRWFQTT--————— KVPLMLSHDPKKRQ
AAINGTVPRYDSI'YAYKRPLDGKVVWIHA-——-——- MGHVERDEQGKATD
VAERMAAHRAGNAPLVQALDD — === ————— oo GRTLRIVE
GEWRMLDGDGELMWMAY FASVLE—————— oo EGDGGERS

P1EGFRVFVHRSERDGVEAQEWTYVRKDGGHLEVLLVVTAIREDDGRIAG

FKLSSGEVVAVYNDLTE I KRAQEAAERASRAKS(
FRLSSGEVVAVYDDLTE IKQAQEQAEQASRAKSE
VMG IATD I THR I ESEHQVQLAREEAEAANRAKSD
MYG 1 TMD I TASKLAADA I QQAKE I ADAANQAKSD]
RRMPDGHTVGFRID I TEFQRAREAAEAASRAKSE
VVMS I AN TRLKLLSDELMAAKEDADAANQAKSD
YLGVAQDVSRRKEFERALVLAKQAAEEASVVKGQ

* * * K = kkkkkkkkhkohkk - hk -

IGLSDLLLETPLDAKQRDYLGKIRESSRLLLGIINDILDYSKIEAGKLDL
IGLSQLLLETSLDKRQQDHLNKVLSSSRMLLG I INDILDFSKIESGQLEL
IGLSQLLLQTSLDDRQRDYLNKISNSSRMLLGIINDILDYSKIEAGKLEL
IGMSHLALQTDLNGRQRNY ITKVKRSAEALLG I INDILDFSKIEAGKLTM
LGMLALLHKTELAPRQADYVAKTEGAARSLLRLLND ILDFSKAEAERMVL
I1GMSQLCLQTELDRKQRNYVEKIERASKSLLGIINDILDFSKIEAGKLDI
LGMLTLVQRTALTPHQADYVCKAHSAAGSLLGLLND ILDFSKIEAGKLHL
B ok --- % . o -

* - * * *x *hk - mkkkhk -kk K-

SLQPFSLDDLLDQMRTLFGNEADARD IEL IFDLAVSSLHRVEGDALRLRQ
DTHTFDLHEVVDHLAALFGEVGHRKQLELVYSLPPQIPCVLVGDSLRITQ
DMHTFRMDELLDQMKTLFGSTAEDKGLE I IFNISTDVPRILKGDSLRLGQ
EFIDFRLEDVLDNLSNLVGLKAEEKGLELHFSLPPGLHTALKGDPLRLGQ
EARPFRIDQLLRDLSVILSANIGGKEVEVLFDIDPTLPRALVGDAMRLQQ
EVVPFQLDT ILEDLGDMFSVKAADKQLELLFSVAPGVPTHLEGDPLRLSQ
EPHPFRLETVLRDLAVVLSGSYGDKGVEVLFDIAPHLPDSFIGDDLRLRQ
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VL INCLSNAVKFTHEQGQVVLS IRQLDAG-—= == === ———— oo
VLTNLLSNATKFTPEGGEVEMG I QLVEPPK == = === = — oo
VFTINLLGNAVKFTHEKGHVELAVHKSEVRSQESEVRDQGTEVRSQDLGQG
VL IINLGNNAVKFTHAHGDVVVKVQQLERT T== = ——— = m oo
VL INLGGNATKFTHAEGEVVVSVAVRERSALG - == === - == ————————
VL IINLMNNATKFTHERGEVMLS I SELARDE == = - === — oo o=
VL NLAGNALKFT—DQGQVIVSVGVLARED ————————————————————

* - Kk Hk Kkk * Kk -

---------------- TASARLRFEVRDTG IGlI APEQQTRLFKPFSQADS
---------------- ADSVTLRFFVRDTG I GMSEEQLGRLIFRAFTQADT
TGDRGQGLEAADRDSESK I VRLLFE IKDTG I GMDDEQVQRLIFQPFSQADT
----------------- ERIKLYFSVKDSG I GMTPEQKGLLFKSFSQADA
------------------- VTLQIAVADTG G|l AAENQAR IFSAFTQAEA
----------------- DQVQLKFAVRDSG I G| TAEQQAKLFKSFSQADT
----------------- DRLTMRMAVQDTGIGIAADQLASIFGAFEOAET

- Kk kkk- -* * Kk - -

STTRRY|GGTGLGLV I SQKLVEKMGGTLVLESTPGAGSRFYFDLTLPVSSD
STTRRY|GGSGLGLV I SRRLVERMGGALEATSKPGQGSTFAFELTLPLGTP
STTRKYGGTGLGLV I SHKLVQRMGGTLQVDSTPGQGSRFYFEIDLPMAP-
STTRKHGGTGLGLA I SKRLVEMMEGE I DVDSVPEQGSDFHFSAWFGLGEV
STTRRHGGTGLGVAISQRLVALMGGELQVASEPGRGSRFHFCITLPVAPE
STTRKY[GGTGLGLAICKQLVELMGGE I GVDSQFGNGSTFYFTVSVKVAQN
STTRRFGGSGLGLTITRHLVERMGGVLRVESQPGRGSRFWFDITLPVSGE

Fhhh - mkk-kkk - Kk - -kk * K* - *Kh kX

QTRPSSPGD-VPRGGRVL I VDDQADARTVLRGLLDSHGFEVEEADSGRAA
QAPATLHCP-KTEGRHVL IVDDHEPTRETLREMLLHCHFEVEEATNGEEA
ESETTQECI -GFDSHRVLVVDDHEAARQVLRNILESCMFQVKEAHDGRSA
RGEETLRVERDLANLHLLVVDDNSTARE I LAEMAQSFGFRVDTAESGAAA
PADGPADSPPRLAALHALVVDDHP I ARDVLGGMCRSLGWQVDLAVSGEQA
AQLN---VEQELEGMAVLVVDDNSTARDILRTTLQSMGFSVDSARSGMEA
GSESAESGR————PLRVLVVEDNPVAGGILAQTVQGLGYDCDLVQESAET

Fmk-k-

1QAVQAAERAGRSFRF I LMDWR I PGELDGLQTLRELHALRRLGVLKGESI
1EKVIASERRDDPFDF I LMDWMMPGGMSGSETCRALEACRQSGDLAQTRP
VDAVVAADRAGEPYEFVFMDWKMPGELDGLQAARE IDRLYAEGFLKGNRP
LAKVEAAAALNDPVQVVLMDWKMP -DMDGLQTARAMQHN---DDLQELPM
LALMHAQAGAGNSYQAVLVDWQMP-GLDGWETARRIRER----GLDGAAP

LEKCAER----- DYRIALIDWKMP-EMDGTETAARMRELK------- QPP
KARIVAADAAGRPYDAVLLDWRMP - EVDGLTTARILREMG————VTLCPQ

mmkk -k *

PAL IVSAYNQQDVADH----AEYYSAFLSKPVTANVLLEAMRQAVSEQ--
PVLMVSAYDPSQIDLP----EGLTRELLSKP ITANVLYQALLRAERGD--
PFVVVSAYQRSELPEDS---VECFNCFLSKPVTASSIFNATIAEATG----
VIMVTAYGREEAVQAAT ---GVELKGFLTKPVSPSTLLDAVMGALGREGV
1VVMVTAHGRELLAQRSEREPGVLDGFLVKPVTASMLFDAIADARPAQ--
L ILMVSAHANSEF IDKV--EEMGINGY I TKP ISASRLLDG IMSALGRQG-
SIIMVTAYGRDVLSLAEQTGDAPFDAVLTKPVTPGQLRDALLRRDRATS—

- Kk- -

--RATERRPVSGVRRIPCFSERTLLLVEDNALNREVATAILDKTRIRIIL
--RAANMGPES-MGHTPNLAGYR ILIAEDNETNQEVASLLLEKTGAQVQV
--KAPSYTRDDEQFTIPSFQGYSILLAEDNALNQEVAWQMLEKTGAALSL
SGRRAHERQVEESEAI I LLRGAKVLLVEDNE INQELALELLANAGILAKL
--PGPQARARNGAVGLHRLAGLRLLLVEDNPTNQQVARELLTQEGAIVQI
HKPVRRKAQPMDAQKLSGLKGKR I LLVEDNEMNQEVASEFLEQVGVVLSI
———EGEATALAPRGLPTPLAGRRLLVVEDNAINRQVAAELLAGAGAEIDL

sk kkk * - - -k - %

ANNGQEAVDQVGRTS-- IDLVLMDLQMPVMDGFEATRRIR--ARYPELPI
VNNGAEALEAAHEAP--PDL 1 LMDLQMPVLDGFEATRRLR--EAGYGGPV
AANGAEAVEMVEAGS --FDLVLMDLQMPVMDGFEATRKIL--ERFPDLPV
AENGVEALQALQREP--FDGVLMDVQMP IMDGYTATRE IRKQAAFKDLPV
ANHGEEAVVAVAAATRPFDVVLMDLQMPVMDGYTATRRIRQNLGLTRLPI
ADNGQIALEKLGQQS--FDLVLMDCQMPVMDGYQATRELRKLPGLAELPV
AEGGERGVMMVLRGEIAYDAVLMDIOMPDIDG ~EATRRIRADARFKALPI

* Fomkkk kkk kk - kkk - * -

IALSAAVMDADREQARLAGANDHVAKP IESQTVFEMLEKWL IPDGYQT --
LALSAAVTEGDQQRARAAGMGAH IAKP I1DREQLYARLADHLSPSPQATDD
IALSAAVMEEDRNKSRQAGMRDHLSKP IESTSLYRTLARWLQAG--DSVK
1 AMTANVMAADLEKAKAAGMQAHVSKP IDVREMFTTMAQWIKPSGLVVEP
VAMTANAMSTDREACLAAGMDDHVGKPFD IDHLVQVLRRQAGLAPSSEPA
VAMTANAMAGDKEMCLLAGMNDHIAKPIEVGILYQTLLQYLCPEAKGLES

190

758

1160
1070
2071
1082
1267
1126

807

1209
1119
2121
1132
1314
1172

857

1259
1169
2167
1177
1351
1217

901

1303
1212
2214
1225
1398
1266

949

1350
1260
2264
1273
1448
1313

995

1396
1306
2312
1323
1496
1363

1043
1446
1354
2362
1373
1546



gi | 83593696 | ref|YP_427448.1|

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi |117926684| ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448_1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448 1]

gi | 241775859 | ref|ZP_04773141.1
gi | 121998929 | ref| YP_001003716.
gi | 225198924 | ref|ZP_03738052.1
gi | 117926684 | ref|YP_867301.1]
gi | 171060213 | ref| YP_001792562.
gi | 119776084 | ref|YP_928824 1]
gi | 83593696 | ref|YP_427448.1]

VAMTANASRADREACLAAGMTEHVGKP IDITATIDVLVSLMTEGMTEGEP
:*::* . * - *xk *:_**:: -

PALLDAEPPS------- VSDPTAVIDTERALRVFDGDQALYQRSLQLFKE
PDHAEETPPGGG----- IPNHLPGFDPARGLRLFGGDGAVYRRILRGFRR
VQKMEPEQDSSL----- LPRSLEGFDLAQGLRSADRDSGFYHRMLLRFRE

VLAVTTAEPVDVGEGDAFPTSLPGIHLQEGLARSGGDVSLYRRLLGKFRE
AADARPTRFEASP-ALLAAAADAGVDLGAALDRLGGRLAVYRQMLRVFVD
ADADAAADQEVTS--LTSWPEHEDLD IDRGLQLVQNSERLYRRILERFVT
IAPPSPMGGTGR---EVPSDEPLLEDLDSIAERLGGQVDLLRRLLPTFAE

* *

QLETQFDPLFGPLDSIEKGARRRLLHTLKGLAATVGAQTLSAATARLEPF
RIRDEHTALVGHLRRDDRGTALRDAHTLKGAAGNAAAVRLQELAARIEET
QLSGEFARIDEELDKGKSGDGPRLVHTLKGLAGTVGAVRLAEAASFIDLA
NQAAALVRMQGHLQQGEREDAVRQIHTLKGVSGTLGARDLFEAAKALEAN
DLALLPAQLRDDIACSDLASAGRALHTLKGVAATLGATRLARDAAIGEQV
SQAQAGKK IRKALALGQQEDAVRLAHTLKGVAGNLSADTLVEEARQLEAK
RTGELLDEIEDL 1 GRGDWSALSMAFHT IKGSAASMGAVALASHAALWEER

Kk -kk - * *

TRR-DET-1PESELHSFGQALRAVRDRLVALDAALAAPTWTEPADT ---—
LGT-GAG-VDHRL IDALEEALQEAEQALEPLLPAAAAAP - - —————————
FKE-NRE-1TLELRRELDHAMHQARTELDGLEKAPGQSREVD--------
LKA-HDTPVDEALLATTEQALQQVLGGLAFTAQVSSPADGVQ-------—
LGNGGNATQARPLIDQICRAITAAGPNLAALLQALPAEPASAATPAPSGH
LAQGEACEAELEAVETRLVT IVAAIERWMTEGVEEQGVESGEPLS-----

LREDGPGTLDAL

RRD--

——————————— AEAIAPSLSELLRCLSAGELVEEALLARVMEFIRAQGHG
——————————— SPGSPTAVDELRAKLAASEWIETETSDAALAYLRSQ--G
——————————— QEEGVAAMSSMLQLLKNSEMVQDEL IEAVTGFLRSRAGV
——————————— AEPLAQRLSALRRLLEEDDVASARLVEPLLPMLAGSPLA
AASQPDAGAADATGLHRRLHDLGDLLHSCDMGA IDALAELHRHPAAALLG

——————————— ADALKEVLNTLVTQLEDADADAVSTLESLSGQVVAG-IW

Y\

LCDQMRALLAASLEALSSHLDAMAGPYAKEPAG
- *

SAADELRRLVDSFEHDRATAMLRSLAEQAGVEPV ————————————————
LDCDELETRLEAMDFDGALQLLEALIER--——==—-—=——————————————
EEVDELAGLVENFEHDAAVVKLLELASRSGVSVE-———————————————
PLAKQLSEAVSGYDFEAALLALQALEAAVAGADEGAQIDLPQVREAARAL
DRLQALDDAVERLDFERALRACNEL 1QAYAP-——————————————————
ARLKPVSQMVAGYQFDDGADLVREL IQELETDGESA--—--——=———————
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2 Alignment AIVINDRAFT_0675

gi|241775860|ref|ZP_04773142.1:  Allochromatium vinosum DSM 180
0i|225198925|ref|ZP_03738053.1:  Desulfonatronospira thiodismutans ASO3-1
gi|121997174|reflYP_001001961.1: Halorhodospira halophila SL1
gi|117926802|reflYP_867419.1: Magnetococcus sp. MC-1
gi|153873478|ref|ZP_02002049.1: Beggiatoa sp. PS
gi|196255276|reflZP_03153815.1: Cyanothece sp. PCC 7822
gi|119773886|reflYP_926626.1: Shewanella amazonensis SB2B

Die konservierten Bereiche um den Aspertatrest der REC-Doméne (gelb) und die GGDEF-
Domane (hellgrin) sind markiert.

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 -MSSDET----—- KEKRSVL 1 VDDQPDN- IHALGKL IKDEYRIMAATSGA 42
gi|121997174| ref|YP_001001961. MMHEDPL------ PQWPTILIVDDEPTN-1QALAHLLKDDYHIRVATGGA 43
gi | 241775860 ref|ZP_04773142.1 -MSDS——----——- KQAT IL1VDDQPAN- IHALAALLKKDYRILTATRGE 39
gi 117926802 | ref|YP_867419.1]  -MNHGKRPS--GEGERPT IMIVDDEKIN-IDVLTSLLKADYRI IAAKTGA 46
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049.1 -MTN-—----——- HVKQK 1L 1VGDVSANAQEL IESLKSPNYDIVVATTGE 40
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1 -MNNYCS----1QTEPVSVL IVDDDPFTQMQLRLYLQRENYRLIITNNGK 45

9i[119773886] ref|YP_926626.1]  -MINQEQPFKGSDDGPPKVLIVDDKPSN- IQIVHHIIKDQYQVLMATSGK 48

i

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 RALEIAESDNPPDL ILLDVMMPEMDGYEVCRRLKRNEKTNSIPVIFVTAM 92
gi|121997174 | ref|YP_001001961. KALEIAAGTPQPDLILLDVVMPEPDGYE ICRRLKADRATQNIPVIFVTGR 93
gi | 241775860 ref|ZP_04773142.1 KALELAARTPPPDLILLDIVMPDMDGHEVCCRLKNDEATKAIPIIFVTAL 89
gi|117926802 | ref|YP_867419.1]  QAQNRLQKGLLPDLILLDISMPELDGYEVCRQLKEDPRSRDVPVIFITSR 96
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049.1 AALD-ITISTHPDLILLDITMPEIDGYEICAKLKAEETTQKIPVIFFAT- 88
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1 EGLK-AYHQYHPDLVLLDAVMPEMDGFECCQQLMQLPGAEYTPILMITSL 94
gi 119773886 ref|YP_926626.1] RAIE- ICLEMLPDLVLMDVIMPELSGLDTCKLMKQHPELVNIPVIFITGL 97

Fkk -k -k Hok - * *

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 DSAEDEETGFNLGAVDY ISKPFKPTIVRARIK-——--—- NQMNLKIKTDM 135
gi|121997174 | ref|YP_001001961. DSAADEEHGLELGAMDY ITKPFSPRITRTRVR-——---- NHVDLKRKTDA 136
gi | 241775860 ref|ZP_04773142.1 GEERDEEHGLNLGAADY ISKPFSPAIVRARVR-——--—- NQIHLKLRTDR 132
gi|117926802 | ref|YP_867419.1]  HGDDDEVQGFEVGAVDY IRKPFHPLVVRSRIK-——---- THIDLKRHGDM 139
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049.1 -PEDDKTKGLKVGAMDY ITKPICAPLVKVRYN-——---- NYLMLKKQTDI 130
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1 DDQQSVDQAFAVGATDYVTKP IHWPVLRQRVRRLLHQVRLQQQLEAANEK 144
gi]119773886] ref|YP_926626.1]  QGQHDENACWDAGGVDFISKPFNATTLKNRIK------- AQVTLKRQSDL 140

F-- Kk

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 LEKLSMQDGLTE IPNRRFFEENLAREWSRCMRNGLPLSQL IMDIDNFKPY 185
gi|121997174 | ref|YP_001001961. LERLSQRDGLTDLPNRRVLDRQLPEEWSRCQRGDTPLSY IMMDIDHFKPY 186
gi | 241775860 ref|ZP_04773142.1 LEQVAMQDGLTQIPNRRRFDQKLREEWARL IRPDQSLSLLMIDIDQFKPY 182
gi 117926802 | ref|YP_867419.1]  LKQLAIMDGLTGIANRRRFDQFVDYEWSRSLRYQHNFSLIMLDIDYFKRF 189
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049.1 LEHLSDIDSLTGISNRRSLDEFMEQEWRRAIRGISHLSLIMIDIDHFQLF 180
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1 LQRLVSIDGLTQIHNRRRFDECIQFEWQRLAREEQWLAL IFIDIDYFKLY 194
gi|119773886| ref|YP_926626.1] LRRLAFLDGLTGVKNRHFFDQYLETQLMLARRQSQAICVLMVDIDYFKQY 190

F Kk - Kkk- - S mmkhk k-

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 NDNYGHGAGDDCLKKVANVIKNTLSRPTDLAARYGGEEFVVLLPETHAAG 235
gi|121997174 | ref|YP_001001961. NDHYGHGAGDECLRRVARVLANVPSRTTDLVARYGGEEFIALLPYTDAPD 236
gi | 241775860 ref|ZP_04773142.1 NDHYGHGAGDECLRQVAQALYQVPQRPADLVARYGGEEFAVVLPETDETG 232
gi|117926802 | ref|YP_867419.1]  NDCYGHAQGDQCLKQVAYAISQAMPRPMDLAARYGGEEFACVLPETSREG 239
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049.1 NEHYGYVTGDECLKQVATALAQVAERSTDL IARYEGDQFACLLPLTNAKG 230
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1 NDTYGHQAGDHCLQQVAQTIQNTLQRPADFAARYGGEEFAVILPNTHLAG 244
gi 1119773886 ref|YP_926626.1]  NDSFGHQMGDEALRSVAQALGESCRRPADLVARYGGEEFEVVVLPNTPKNG 240

-k - Fk K- F- Kkkk k- -k -kk K

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 AVHVAEELRAAVQGLG I THEHSPTASVVTISVGTSTHSAESPMKNKEQLL 285
gi|121997174 | ref|YP_001001961. AWQMAERFRAAVAALQLPHGHSSTDG I ITMSVGVASHTADRPYDSPEQLL 286
gi | 241775860 ref|ZP_04773142.1 AEHLARRLLESVQALG IEHDYSDVAPQVSVS IGVATHSPRRPRSDAEALK 282
gi|117926802 | ref|YP_867419.1]  AVTVANRVLQGVQELR IAHAHSNVANHVTVSVGIASMVP-RSEDIPTTLL 288
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049.1 ATVMANKLRESIISENIPHAHSI IADHITISQGIATRRP-YPNSSPSLLI 279
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1 AKKVAEKIRFNIENLH IPHQKSSVSQWVSASLGVVCL IP-DAQETPKQLI 293
gi|119773886| ref|YP_926626.1] VERVIERIQGAIAELDIHHPASATG ILTVSMGGMIWLA——DYQSTEALL 287

gi | 225198925 | ref|ZP_03738053.1 QLADEALYQAKESGRNRVQSSYLDW-—---- 310
gi|121997174 | ref|YP_001001961. EAADQALYAAKKAGRNRVQAAQ-————-——-— 308
gi | 241775860 | ref|ZP_04773142.1 QSADRALYQAKSQGRNRVSFE-————————- 303
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gi | 117926802 ref|YP_867419.1]
gi | 153873478 | ref|ZP_02002049 .1
gi | 196255276 | ref|ZP_03153815.1
gi | 119773886 | ref| YP_926626.1]

ARADQALYHAKNSGRNQLHYLE---—————— 310
ADAKKALGEAKRRGGNQIRNLD-———————— 301
KKADQALYQAKLQGRNCLVTVDESQILAIIP 324
GEADKLLYRAKSLGRNRAC IDANIP——-——- 312

* * B *

193



194



DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich mich ganz herzlich bedanken:

bei apl. Prof. Dr. Christiane Dahl, fur die interessante Themenstellung, die
Bereitstellung meines Arbeitsplatzes am IfMB, die vielen wissenschaftlichen
Anregungen, ihre stdndige Diskussionsbereitschaft und das geduldige Korrigieren
meiner Manuskripte. Besonders herzlich méchte ich mich darlber hinaus dafir
bedanken, dass sie mein Promotionsvorhaben immer vorbehaltlos unterstiitzt hat und
jederzeit bereit war, fir sich ergebende Verwaltungsprobleme eine schnelle und
unburokratische Lésung zu finden.

bei Prof. Dr. Dr. Alexander Prange fir die Bereitstellung meines Arbeitsplatzes in der
Abteilung Mikrobiologie & Lebensmittelhygiene an der Hochschule Niederrhein, die
vielen wissenschaftlichen Anregungen, seine stdndige Diskussionsbereitschaft und die
Maoglichkeit, drei Forschungsaufenthalte an der Louisiana State University und der
Louisiana Tech University zu verbringen. Zudem bedanke ich mich fiir die Messung
eines Teils der XANES-Spektren sowie seine Unterstitzung bei den selbst
durchgefuhrten Messungen. Auch bei ihm mdéchte ich mich besonders herzlich fiir die
vorbehaltlose Unterstiitzung meines Promotionsvorhabens und seinen unermidlichen
Einsatz in Bezug auf meine Anstellung an der Hochschule Niederrhein bedanken.

bei Prof. Dr. Uwe Deppenmeier fiir die freundliche Ubernahme des Korreferates.

bei Prof. Dr. Josef Hormes fiir die Einladung zu einem Forschungsaufenthalt ans
CAMD im Frihjahr 2006, die vielen nitzlichen Anregungen zu meinen Manuskripten
und die Teilnahme an der Promotionskommission trotz der weiten Anreise.

bei Prof. Dr. Yuri M. Lvov fur die Einladung ans IfM, sein Interesse an meiner Arbeit
dort und seine Sorge um mein Wohlergehen in Ruston.

bei den ehemaligen Dekanen und dem derzeitigen Dekan des Fachbereich 05 der
Hochschule Niederrhein Prof. Dr. Peter Kronsbein, Prof. Dr. Reinhard Hambitzer und
Prof. Dr. Gilinther Wentzlaff fiir die Unterstitzung meiner Anstellung an der
Hochschule Niederrhein.

bei Simone Waclawek flr die Durchfiihrung der Fermenter zur Schwefelaufnahme
von HIr. abdelmalekii und die Inhibitorversuche zu IAA. Besonders bedanken méchte
ich mich bei ihr dafir, dass sie, wann immer es nétig war, hilfsbereit eingesprungen
ist, es geschafft hat, die HPLC zuverlassig in Gang zu halten, fir die unglaublichen
Mengen HPLC-Puffer, die sie unter nur leichtem Murren fir mich angesetzt hat und
fur ihre ansteckend fréhliche Art, durch die mir die Zusammenarbeit mit ihr sehr viel
Spald gemacht hat.

bei Dr. Henning Lichtenberg fir das Fitten der XANES-Spektren - bei Bedarf auch
nachts - obwohl er sicher auch mit seiner eigenen Dissertation genug zu tun gehabt

195



hatte, interessante Gesprache tUber XANES, seine grof3e Hilfsbereitschaft wahrend
meiner Aufenthalte am CAMD und die Einflihrung in die Baton Rouger Esskultur.

bei Shantanu S. Balkundi fir die gute Zusammenarbeit beim Einkapseln von
Bakterien am IfM, seine groRe Hilfsbereitschaft wéhrend meines Aufenthaltes in
Ruston und die aufwendige Organisation einer tollen Abschiedsparty.

bei Birgitt Httig fur die Durchfiihrung der Fermenter zur Schwefelaufnahme von Tca.
roseopersicina und Hlr. halophila.

bei allen ehemaligen und aktuellen Mitgliedern der Schwefelarbeitsgruppe fir die
angenehme Arbeitsatmosphére und die vielen anregenden Diskussionen. Besonders
bedanken mochte ich mich hier bei Frauke Grimm, Fabian Grein, Yvonne
Stockdreher, Lydia Kammler, Simone Waclawek und Renate Zigann, die dafur
gesorgt haben, dass ich mich in Bonn von Anfang an heimisch gefiihlt habe und
immer gerne an die gemeinsame Zeit im Labor zuriickdenken werde.

bei Lydia Kammler und Nadine Dobler, die im Rahmen eines Laborblocks an der
Untersuchung der Sulfitoxidation in Alc. vinosum mitgearbeitet haben.

bei Zhiguo Zheng und Dr. Karen Xu fur ihre Hilfe bei den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen.

bei allen Mitarbeitern des IfMB der Universitdit Bonn fur die angenehme
Arbeitsatmosphare und ihre Hilfsbereitschaft bei allen kleineren und groReren
Problemen. Dafiir bedanke ich mich auch bei den Mitarbeitern des Fachbereichs 05
der Hochschule Niederrhein und hier besonders bei Andrea Finken, Gabi Hoschek und
Walter Traxel.

bei Chris M. Bianchetti, Russell ‘Rusty’ Louis und Gregory Merchan fir ihre
technische Unterstitzung wéhrend der Messungen am CAMD.

bei Dr. Bernd Masepohl fiir die Bereitstellung der Vekoren pPHU234, pPHU235 und
pPHU236.

bei Dr. Stephanie Markert fir die Protokolle zur 2D-Gelelektrophorese und viele
hilfreiche Tipps zu diesem Thema.

bei Dustin Green fur seine groRe Hilfsbereitschaft wahrend meines Aufenthaltes in
Ruston und besonders fur die Ausstattung meines Zimmers mit zumindest dem
Notigsten.

bei Broder Ruhmann und Anke Carius fir ihre schnellen und zuverldssigen
~Paperlieferungen* und ihre standige Diskussionsbereitschaft.

bei JOrg, der die Zeit in den letzten Monaten dieser Arbeit noch I(i)ebenswerter
gemacht hat.

196



VEROFFENTLICHUNGEN
Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits verdffentlicht:
Artikel

Franz B, Lichtenberg H, Hormes J, Modrow H, Dahl C & Prange A 2007. Utilization of
solid “‘elemental’ sulfur by the phototrophic purple sulfur bacterium Allochromatium vinosum:
a sulfur K-edge X-ray absorption spectroscopy study. Microbiology-UK 153: 1268-1274.

Franz B, Gehrke T, Lichtenberg H, Hormes J, C Dahl & Prange A 2009. Unexpected
extracellular and intracellular sulfur species during growth of Allochromatium vinosum with
reduced sulfur compounds. Microbiology-UK 155: 2766-2774.

Franz B, Balkundi SS, Dahl C, Lvov YM & Prange A 2009. Layer-by-Layer Nano-
Encapsulation of Microbes: Controlled Cell Surface Modification and Investigation of
Substrate Uptake in Bacteria. Macromol. Biosci. DOI: 10.1002/mabi.200900142.

Franz B, Lichtenberg H, Hormes J, Dahl C & Prange A 2009. The speciation of soluble
sulphur compounds in bacterial culture fluids by X-ray absorption near edge structure
spectroscopy. Environ. Technol. 30: 1281-1289.

Franz B, Lichtenberg H, Dahl C, Hormes J & Prange A 2009. Utilization of ‘elemental’
sulfur by different phototrophic sulfur bacteria (Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae): A
sulfur K-edge XANES spectroscopy study. J. Phys.: Conference Series 190,
DOI:10.1088/1742-6596/190/1/012200

Review

Grimm F, Franz B & Dahl C 2008. Thiosulfate and sulfur oxidation in purple sulfur
bacteria. In Microbial Sulfur Metabolism, Dahl C & Friedrich CG eds., Springer, Berlin, pp.
101-116.

Posterbeitrage

Franz B, Hensen D & Dahl C 2006. The role of Sox proteins in sulfide and sulfite oxidation
in Allochromatium vinosum. VAAM-Jahrestagung, Jena, 19.-22.03.2006.

Franz B, Prange A, Modrow H, Hormes J & Dahl C 2006. Uptake of elemental sulfur in
Allochromatium vinosum. International Symposium on Microbial Sulfur Metabolism
(ISMSM), Miinster, 29.06.-02.07.2006.

Franz B, Hensen D & Dahl C 2006. The role of the Sox multienzyme system in sulfide and
sulfite oxidation in Allochromatium vinosum. International Symposium on Microbial Sulfur
Metabolism (ISMSM), Miinster, 29.06.-02.07.2006.

Franz B, Prange A, Modrow H, Hormes J & Dahl C 2006. Elemental sulfur oxidation in

Allochromatium vinosum. 12th International Symposium on Phototrophic Prokaryotes (ISPP),
Pau, Frankreich, 27.08-01.09.2006.

197



Franz B, Lichtenberg H, Hormes J, Modrow H, Dahl C & Prange A 2007. Utilization of
elemental sulfur by Allochromatium vinosum. VAAM-Jahrestagung, Osnabriick, O01.-
04.04.2007.

Franz B, Lichtenberg H, Hormes J, Dahl C & Prange A 2008. Speciation analysis of
supernatants of Allochromatium vinosum cultures grown on different reduced sulfur
compounds. VAAM-Jahrestagung, Frankfurt am Main, 09.-11.03.2008.

Balkundi SS, Franz B, Dahl C, Lvov YM & Prange A 2009. Polyelectrolyte
Nanoencapsulation of Bacteria through LbL Assembly. VAAM-Jahrestagung, Bochum, 08.-
11.03.2009

Franz B, Welte C, Hafner S, Kratzer C, Quentmeier A, Friedrich CG & Dahl C 2009.
Regulation and in vitro activity of the thiosulfate-oxidizing Sox system of Allochromatium
vinosum. EMBO Workshop on Microbial Sulfur Metabolism (WMSM), Tomar, Portugal, 15.-
19.03.2009.

Franz B, Lichtenberg H, Dahl C, Hormes J & Prange A 2009. A XANES spectroscopy
study: Influence of sulfur speciation on elemental sulfur uptake in phototrophic bacteria. 14th
International Conference on X-ray Absorption Fine Structure (XAFS14), Camerino, Italien,
26.-31.07.2009.

198



