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Abb. D2: Kristallstruktur von D. vulgaris Rbr als Tetramer

Die Struktur wurde mit Hilfe des Programms AstexViewer™ von Astex Therapeutics Ltd
(http://www.astex-therapeutics.com/home.php) dargestellt. Gezeigt ist die Bildung einer
Ringstruktur der tetrameren Form von D. vulgaris Rbr (nach DeMare et al., 1996).

A Eisenatome sind als graue Sphiren, die Sekundérstruktur der Untereinheiten als Helices und
Pfeile dargestellt; B Tertidrstrukturen der 4 Untereinheiten sind als Sphéren (entsprechend den

Aminosduren) und zusitzlich verschiedenfarbig dargestellt.

Eine tetramere Form konnte im Labor von Donald Kurtz (Universitit San Antonio, Texas,
USA) bestitigt werden. RevRbr von C. acetobutylicum ist somit das erste Rubrerythrin, das in
Losung eine stabile Tetramerstruktur bildet. Rbrs anderer Organismen liegen sowohl als
biologisch aktive Form in Losung, als auch als Kristallstruktur in homodimerer Form vor
(Sieker et al., 1999; Center for structural genomics (JCSG), 2004). Inwiefern dieser
Unterschied auf die reverse Doménenstruktur zuriickgefiihrt werden kann und was die daraus
resultierenden Auswirkungen auf die Proteinfunktion (z. B. durch verinderte intra- oder
intermolekulare Elektroneniibertragung oder andere Zugénglichkeit der Reaktionszentren fiir
die Substrate) ist, konnte bisher nicht untersucht werden. Aufschluss dariiber konnten
rontgenkristallographische Untersuchungen geben. Versuche einer Kristallisation des revRbr
schlugen jedoch bisher fehl. Eine genaue Tertidrstruktur der reversen Rbrs ist daher bisher
nicht bekannt (Donald Kurtz, Universitit San Antonio, Texas, USA; personliche
Kommunikation). Fiir einige Proteine mit schwieriger Kristallisation waren
Kokristallisationen mit anderen Proteinen erfolgreicher als Einzelkristallisationen. So wire es
fiir revRbr z. B. interessant eine Kristallisation zusammen mit NROR oder Rd zu versuchen.

Es konnte bereits eine Rubredoxin Reduktase (RubR) im Komplex mit Rubredoxin (Rd, beide
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aus Pseudomonas aeroginosa) kristallisiert werden, wobei das RubR hohe Ahnlichkeiten zur
NROR aus C. acetobutylicum aufweist und auch die gleiche katalytische Reaktion (Reduktion
von Rd) durchfiihrt (Hagelueken et al., 2007). Um eine solche Kokristallisation durchfithren
zu konnen, sollten allerdings zunichst die Bindungskonstanten eines moglichen NROR/Rd-
oder NROR/revRbr-Komplexes gemessen werden (Donald Kurtz, Universitit San Antonio,
Texas, USA; personliche Kommunikation). Ein Hinweis auf einen solchen Komplex
(NROR/revRbr) ergab sich wihrend dieser Arbeit. Die unter 3.2.4 durchgefiihrten
Experimente deuten auf eine direkte Interaktion von NROR und revRbr hin. Fiir diese
Interaktionsstudie wurde zunichst NROR aus einer E. coli Uberexpression an eine Strep-
Tactin-Sepharose-Affinitdtsmatrix gebunden. AnschlieBend wurden die nicht gebundenen
E. coli Proteine von der Sdule gewaschen. Bei anschlieBender Zugabe von C. acetobutylicum
Wildtyp Proteinextrakt konnte nach der Elution der Proteine (ohne nochmaliges Waschen)
zusitzlich zu der an die Sdule gebundenen NROR die eindeutige Anreicherung eines ca.
20 kDa groBen Proteins im 1D-Gel gezeigt werden. Dies konnte als revRbr mittels
Massenspektrometrie identifiziert werden. Auch aufgrund der in in vitro Funktionstests
nachgewiesenen direkten Elektroneniibertagung von NROR auf revRbr scheint hier eine
zufdllige Anreicherung unwahrscheinlich und deutet in diesem Fall auf die Bildung eines
hochmolekularen Proteinkomplexes zur Abwehr von oxidativem Stress hin.

In den FPLC-Analysen konnte hingegen keine Erhohung der Molekulargewichte durch
Zugabe anderer Proteinkomponenten (Rd, NROR oder R&/NROR) gezeigt werden. Unter den
gewihlten Bedingungen entsprachen die Elutionspeaks denen der Untersuchungen der
jeweiligen Einzelproteinfraktionen. Ein Zusammenwirken der Proteine und somit die Bildung

eines moglichen ,,.Deoxysoms* konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

4.2 Proteinfunktionen
Die Ergebnisse zur funktionellen Charakterisierung von Proteinen, welche potenziell an der
Entgiftung von Sauerstoff und seinen Radikalen in C. acetobutylicum beteiligt sind, werden

auf den folgenden Seiten diskutiert.

4.2.1 Funktionen von Desulfoferrodoxin

Basierend auf den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen kann auf eine Funktion des
C. acetobutylicum Dfx (cac2450) als Superoxid-Reduktase geschlossen werden. Die
Verwendung von Dfx stellt fiir C. acetobutylicum als obligaten Anaerobier einen effizienten
Abwehrmechanismus gegen oxidativen Stress, im speziellen gegen Superoxid dar. Ein

Funktionsnachweis der im Genom annotierten Superoxid-Dismutasen konnte hingegen bisher



Diskussion 106

nicht erbracht werden. Northern-Blot Analysen zum Expressionsprofil von Dfx zeigten
erhohte Transkriptmengen von cac2450 in C. acetobutylicum nach Sauerstoffexposition
(Kawasaki et al., 2005). In vorhergehenden Arbeiten konnte zudem eine nahezu 2fache
Zunahme des Dfx-Proteinlevels nach Sauerstoffstress gezeigt werden (Riebe, 2005). Diese
Induktion wird vermutlich durch die Inaktivierung des fiir die Regulation des oxidativen
Stressoperons (cac2448 — cac2450), in dem auch Dfx enthalten ist, verantwortlichen
Repressors PerR durch Sauerstoffradikale verursacht (Hillmann et al., 2008).

Die Superoxid-Reduktase Aktivitdt stellt den ersten Teil eines zum SOD/Katalase System
alternativen Reaktionsweges zur Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in
anaeroben Bakteien dar (Jenney et al., 1999; Weinberg et al., 2004; Grunden et al., 2005). In
dem hier verwendeten in vitro Funktionstest konnte ein NADH-Umsatz nur beobachtet
werden, wenn neben Dfx auch Rd und NROR im Reaktionsansatz vorhanden waren. Bei
Abwesenheit von Dfx konnte kein NADH-Verbrauch gemessen werden. Das gleiche Bild
zeigte sich bei Verwendung von NADPH und FNR anstatt NADH und NROR. Auch hier
waren Dfx und Rd essenziell fiir die Reaktion (vgl. 3.3.2.2). Zudem zeigte eine Hemmung des
NAD(P)H-Konsums nach Zugabe einer SOD, dass O, als Substrat diente und Dfx mit der
SOD um das Superoxid konkurriert.

Die Ergebnisse deuten somit auf eine Elektroneniibertragung vom NAD(P)H iiber FNR bzw.
NROR weiter zu Rd und von dort iiber Dfx auf Superoxid hin. Zusitzlich konnte eindeutig
H,0; als Reaktionsprodukt bestimmt werden (vgl. 3.3.2.2.2).

Superoxid-Reduktasen konnen, je nach Doménenstruktur, in 2 Unterklassen eingeteilt
werden. Die 2Fe-SOR Untergruppe besitzt ein [Fe(SCys)s]- und ein [Fe(NHis)4(SCys)]-
Zentrum, wobei die Funktion des ersteren Zentrums noch nicht gekldrt werden konnte.

Die in der 1Fe-SOR Untergruppe zusammengefassten Proteine besitzen kein [Fe(SCys)4]-
Zentrum (Emerson et al., 2003). Funktionell zeigen sich keine Unterschiede zwischen 2Fe-
und 1Fe-SORs. Das Spektrum der 2Fe-SORs zeigt durch das vorhandene [Fe(SCys).]-
Zentrum im Gegensatz zu den 1Fe-SORs eine Absorption auch iiber 400 nm.

Da zusitzlich zu dem Fehlen von Absorptionsmerkmalen oberhalb von 400 nm auch die
Sequenzdaten darauf hindeuten, dass kein [Fe(SCys)s]-Zentrum vorhanden ist, kann
C. acetobutylicum Dfx zu den 1Fe-SORs gezihlt werden. Das Spektrum &dhnelt dem einer
verdnderten 2Fe-Form aus D. vulgaris, bei dem fiir die Bildung des [Fe(SCys)4]-Zentrums
wichtige Cysteine mutiert wurden und zeigt eine fiir 1Fe-SORs charakteristische Schulter bei

330 nm.



Diskussion 107

Die nachgewiesene Funktion von Dfx aus C. acetobutylicum bestitigt, dass allein das
[Fe(NHis)4(SCys)]-Zentrum essenziell ist, um die Reaktion von Superoxid zu H,O, zu
katalysieren. Zuvor konnte die Funktionalitit von SORs mit nur einem Eisenzentrum neben
der oben genannten veridnderten 2Fe-SOR von D. vulgaris nur fiir Dfx von Treponema
pallidum (1Fe-SOR) und Neelaredoxin von D. gigas gezeigt werden (Lombard et al., 2000b;
Emerson et al., 2003).

Genau wie auch Dfx von T. pallidum enthilt Dfx von C. acetobutylicum eine N-terminale
Domine mit Sequenzihnlichkeit zur [Fe(SCys)s]-Domédne von 2Fe-SORs. Bei beiden
Proteinen fehlen aber 3 der fiir die Bildung des [Fe(SCys)s]-Zentrums notwendigen 4
Cysteine (Abb. D3).

Zentrum | [FeS(Cys)4]

Dwulgaris = s=mmemmmmememeeees HNPNQYEIVKC-IHCGNIVEVLHAGGGDLVCCGEPMELMEEGTSD 43
D.desulfuricams = = =  =====m=mmmme———a- PEHLEVYKC-THCGNIVEVLHGGGAELVCCGEPMEKHMVEGSTD 42
Dbarsii 0 | esesssssmeeeeaa MPERLOVYKC-EVCGNIVEVLNGGIGELVCCNQDMELMSENTVD 43

Abb. D3:

M.thermoautotrophicun

~~~~~~~~~~~~~~~~ MIETNQIFRC-NVCGNIVEVLNPGAGQLVCCNQPMELLVARRTD 43

C.tetani MLIFNNRDNFNRGDLIMTELLOQVYKC-QVCGNIVEVVHEGGGQLVCCNQPMELFVENTVD 59
Chotulinum 00 @——mmmm—m—————me MVELNEVYKC-EVCGNITVOVVHASAGQLVCCGKPMRLLEENTTID 43
C.beijerinckii 0 ———mm——————mm—m—- MTELEQVYKC-EICGNIVEVVHNAGGTLVCCNQPMELKAENTID 43
C.butyricum =000 mmeemmmmeemeeeed MAKTKDVYKC-DVCGIIVEVTHGGGGTLSCCGKPMRLIVENTVD 43
C.difficile = —esmmeemmemeeeeed MCSEQKFFIC-ETCGNLVGHMIQSGGYPIFCCGKPMEELVPNTID 43
Tpallidum =0 ==—emmemeeeeeees NGRELSFFLOKESAGFFLGMDAPAGS SVACGSEVLRAVPVGTVD 44
C.acetobutylicum = ===-—emmemeeeees MNNDLSIVVS-ENSGTAVLLLOQGNGTDLTCGSEPMAKIVANTTD 43
- * - - = K - . *
Zentrum Il [Fe(NHis)a(SCys)]
D.vulgaris GAKEKHVPVIEKTANGYKVTVGSVAHPMEEKHUIEWIELVADGVSYKKFLKPGDAPEAEF 103
D.desulfuricans GAMEKHVPVIEKVDGGYLIKVGSVPHPMEEKHUIEWIELLADGRSYTKFLKPGDAPEAFF 102
D.barsii AAFEKHVPVIEKIDGGYEVEVGAVARPMEEKHY IQWIELLADDKCYTQFLEPGQAPEAVF 103
M.thermoautotrophicun VGPEKHVPVVEETGTGIRVEVGEVPHPMEENHHIQWIEVIAGDMVYRED LNPGDNPEAEF 103
C.tetani AAVEKHVPVIEKIEGGIRVEIGEAEHPMIEEHYIEWIEVLTENEVYREHLEPGEEPVAEF 119
C.botulinun AALEKHVPVVEKIENGVEVEVGEKEHPMEEKHY IEWIEVITENEVYEEYLKPGEKPEAEF 103
C.beijerinckii GATEKHVPVIEKVE GGVLVKVGSVEHPMLDNHY IEWIEIHTE SNVYEKFLKPGEKPEAFF 103
C.butyricun AAVEKHIPAVEKNGDEIIVEVGSVEHPMTEQHY IEWIEVNTENKVYREFLTPEDKPEAVF 103
C.difficile AAVEKHVPVIEVDGHNNVIVEVSSTTHPMTFEHHIAWVYLMTE QGGQRECLAVDGEPVVEF 103
T.pallidum AAFEKHIPVVEVHGHE VEVEVGSVAHPMTPERY IAWVCLETREGIQLEELPVDGAPEVTF 104
C.acetobutylicum AAQEKHVPHITKNGNNIDVSVGSVEHPMTPERFIEWIILVSGDRLEMAKLTPDMKPRAQF 103
. ttw:‘l: il . TEE :t‘l‘ﬁ‘: I * i" *
Zentrum Il

D.vulgaris CIK--ADKVVAREYCNLHGHWKAEA- 126

D.desulfuricans AID--ASKVTAREYCNLHGHWKAEN- 125

D.bar=ii LIE--AAKVVAREYCNIHGHWEAEN- 126

M. thermoautotrophicun
C.tetani

C.botulinum
C.beijerinckii
C.butyricun
C.difficile

T pallidum
C.acetobutylicum

PVEN-ASDFMVRIYCNIHGLWY---- 124
KLD--EEVVAAREYCNLHGLWKK--- 140
KLD--EEVVEKVRGYCNIHGLWKK--- 124
KVD--EPVLFAREYCNLHGLWAEKNS 127
KIA--EEVISAKAYCNLHGLWTANL- 126
ALNDDDEVISAYAYCNLHGLWKAEL- 128
ALTADDQVLEAYEFCNLHGVWSGK-- 128
HNVTSG---TVYAYCNLHSLWKADI- 125

TR

Sequenzvergleich von Dfx verschiedener Organismen

Dargestellt sind die Aminosduresequenzen von Desulfoferrodoxinen aus Desulfovibrio (D.),
Methanoanaerobacterium (M.), Clostridium (C.) und Treponema (T.) Stimmen. Die
Alignments wurden mit Hilfe der Software ClustalW erstellt (Larkin et al., 2007). Konservierte
AS sind durch einen Stern (*), AS mit #hnlichen biochemischen Eigenschaften sind durch
Punkte (.) oder (:), eingefiigte Liicken durch (-) gekennzeichnet. Schattierte Aminosduren sind

beteiligt an der Bildung der beiden mononuklearen Eisenzentren (Lombard et al., 2000b).
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In einem Datenbankvergleich von Desulfoferrodoxinen konnte bis auf das 7. pallidum Dfx
kein weiteres Protein mit nur einem funktionellen Zentrum identifiziert werden. Bisher ist
eine Funktion dieser rudimentdren Doméne in den 1Fe-SORs ebenso wie die Funktion des
[Fe(SCys)4]-Zentrums als solches in 2Fe-SORs ungeklart. Eine 2Fe-SOR aus D. vulgaris war
auch ohne diese Domine als SOR aktiv (Emerson et al., 2003). Der NAD(P)H-Verbrauch der
Reaktion in C. acetobutylicum (5,75 uM NAD(P)H pro umol Rd pro min bei Uberschuss von
Dfx und 4,65 uM NAD(P)H pro pmol Dfx pro min bei Uberschuss von Rd) in dem in dieser
Arbeit verwendeten SOR-Aktivititstest betrug allerdings nur ca. 1/3 des D. vulgaris Dfx
(12,5 uM NADPH min’! [Emerson et al., 2003]). Die Ursache konnte darin begriindet sein,
dass D.vulgaris anders als C. acetobutylicum in einer Umgebung mit geringen
Sauerstoffkonzenzrationen (mikroaerophil) leben kann und somit auch iiber langere Zeit mit
hoheren ROS-Konzentrationen in Kontakt kommt (O'Brien und Morris, 1971; Morris und
O’Brien, 1971; Johnson et al., 1997). Somit wurden die Dfx vermutlich hin zu einer héheren
AKktivitit selektiert. Andersherum konnte aber auch das Uberleben dieses Bakteriums unter
mikroaerophilen Bedingungen durch allgemein hohere Aktivititen seiner ROS-
Entgiftungsmaschinerie begriindet sein. Dies bestitigt die Vermutung, dass die Aktivititen
der ROS-Entgiftungsreaktionen einen wichtigen Beitrag zur Uberlebensfihigkeit anaerober
Bakterien nach Sauerstoffexposition oder an aeroben/anaeroben Grenzflichen beitragen.
Trotz der Eingruppierung von D. vulgaris in die obligaten Anaerobier zeigte dieses Bakterium
in einem Medium mit Sauerstoffgradienten ein zielgerichtetes Schwimmen hin zu einem
Bereich mit einer Sauerstoffkonzentration von 0,02 — 0,04 % (entsprechend 0,24 - 0,48 uM)
und zeigte dort auch ein verstirktes Wachstum. Es wurde spekuliert, dass D. vulgaris
anaerobe Umweltbereiche dadurch vor dem Eindringen von Sauerstoff schiitzen kann
(Johnson et al., 1997). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit durch eine
mogliche Regeneration von Sulfat durch eine Sauerstoffoxidation von Sulfid wihrend der
Sulfatreduktion von Vorteil sein kann (Widdel und Hansen, 1992). Einige Sulfatreduzierer
konnen Sauerstoff sogar direkt als Elektronenakzeptor nutzen (mit H, als Elektronendonor),
wobei eine erhebliche Menge ATP gebildet wird (Dannenberg et al., 1992; Cypionka, 2000;
Dilling und Cypionka, 1990).

Fir Dfx konnte neben der nachgewiesenen SOR-Aktivitit eine geringe SOD-Aktivitidt in
Zymogrammen (ohne Mitwirkung anderer Proteine) gezeigt werden (s. 3.3.1). Diese scheint
jedoch im Vergleich zu E. coli SOD zu gering um fiir C. acetobutylicum in vivo relevant zu

sein. Eine Funktion der im Genom von C. acetobutylicum annotierten SODs (Nolling et al.,
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2001) konnte bisher nicht gezeigt werden. Diese scheinen somit trotz nachgewiesener
Expression infolge von oxidativem Stress (Kawasaki et al., 2005) nicht funktionell zu sein.

C. acetobutylicum entgiftet anfallendes Superoxid offensichtlich bevorzugt durch Reduktion
unter Verbrauch von  Reduktionsdquivalenten wie NAD(P)H anstatt durch
Disproportionierung. Diese Entgiftungsreaktion stellt eine einfache Methode dar, den NADH-
Umsatz der Zelle zu erhohen. Andernfalls miissen bei Anaerobiern die Reduktionsidquivalente
aufwendig entsorgt werden. Es ergibt sich also bei Verwendung dieses Detoxifikationsweges
zusitzlich zur Vermeidung des freiwerdenden Sauerstoffs durch eine SOD/Katalase Reaktion
ein weiterer positiver Effekt. Dies konnte auch das verbesserte Wachstum der
C. acetobutylicum Uberexpressionsstimme pTdfx und pTrevrbr3B unter geringfiigigem

oxidativem Stress im Vergleich zu ungestressten Zellen erkldren (vgl. 3.6.4).

4.2.2 Funktionen von revRbr

Untersuchungen zur Expression von revRbr infolge von oxidativem Stress, ausgeldst durch
Luft oder H,0,, zeigten erhohte Expressionsraten auf RNA-Ebene (Kawasaki et al., 2004;
May et al., 2004). Dies konnte auch auf Proteinebene bestitigt werden (Riebe, 2005;
Kawasaki et al., 2004). Somit wurde eine Beteiligung von revRbr bei der oxidativen
Stressabwehr vermutet.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen bestitigen diese Vermutung. Die in vitro
und in vivo Experimente zur Funktion von revRbr lassen auf eine NAD(P)H-Oxidase und
Peroxidase Aktivitdt schlieBen, wobei sowohl H,O, als auch O, die endstindigen
Elektronenakzeptoren sein konnen (3.4.2).

C. acetobutylicum pTrevrbr3B wies eine stark erhohte Toleranz gegeniiber Luft und H>O; auf.
Im Plattenversuch zeigte sich nach Luftbegasung fiir diesen Stamm sogar eine erhohte Anzahl
an Kolonien im Vergleich zur ungestressten Probe (3.6.4.1). Bei Applikation von H,O;
konnte (korrelierend mit den Ergebnissen nach Luftbegasung) ebenfalls ein besseres
Wachstum bei Einsatz niedrigmolarer Wasserstoffperoxidkonzentrationen fiir den revRbr-
Uberexpressionsstamm gezeigt werden (3.6.4.2). Dieser Effekt fiel bei Uberexpression von
Dfx in C. acetobutylicum pTdfx geringer aus, war jedoch ebenso vorhanden. Samtliche
C. acetobutylicum Defektmutanten und der Wildtyp zeigten dieses Phdnomen nicht.

Fiir C. acetobutylicum pTrevrbr3B konnte in Ubereinstimmung mit der Verwendung von
sowohl H,0O, als auch O, in den in vitro Funktionstests fiir revRbr auch in den in vivo
Experimenten ein etwa 2fach erhohter Sauerstoffverbrauch im Vergleich zum Wildtyp
gemessen werden (C. acetobutylicum pTrevrbr3B 2,49 fmol h™' Zelle! > C. acetobutylicum

Wt 1,29 fmol h! Zelle'l). Obwohl sich in den in vitro Tests H,O, als das bevorzugte Substrat
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fiir revRbr herausstellte (vgl. 3.4.2.3), konnte auch eine Reaktion von revRbr mit O, gezeigt
bzw. in vivo ein erhohter O,-Konsum von C. acetobutylicum pTrevrbr3B festgestellt werden.
Diese Aktivitit konnte dann in der Zelle relevant werden, wenn revRbr infolge von
oxidativem Stress massiv induziert wird (gezeigt infolge von H,O,-Stress und Begasung mit
Luft auf Transkriptlevel [May et al., 2004] bzw. fiir Luft auf Proteinlevel [Kawasaki et al.,
2004; Riebe, 2005]) und der intrazelluldire O,-Gehalt hoher als der H,O,-Level ist. Die
Induktion der Transkription von revrbr nach oxidativem Stress konnte ebenfalls durch
Microarray-Daten bestitigt werden (Hillmann, Universitit Rostock, pers. Kommunikation). In
dem Fall stellt auch die relativ hohe Grundexpression von revRbr fiir die Zelle eine
Moglichkeit dar, schnell auf den auftretenden Stress zu reagieren und ungewiinschte
Oxidationen von anderen Zellkomponenten zu vermeiden. Eine Grundexpression ist daher
auch unter anaeroben Bedingungen vorteilhaft.

Unter Sauerstoffstress konnte in vorangegangenen Arbeiten neben revRbr auch die Induktion
eines Flavoproteins gezeigt werden (Riebe, 2005; Kawasaki et al., 2004 und 2005). Eine der
Hauptfunktionen solcher Flavoproteine ist neben der NO-Abwehr auch die O,-Entgiftung zu
Wasser. Eine verstirkte Expression solcher Proteine (FprAl und FprA2) konnte ebenfalls in
einer Knockout Mutante von C. acetobutylicum bestitigt werden, bei welcher der oxidative
Stressrepressor PerR ausgeschaltet wurde (Hillmann er al., 2008). Flavoproteine von
C. acetobutylicum zeigen ebenfalls eine starke Reaktion mit Sauerstoff und sind
wahrscheinlich zum Grofteil verantwortlich fiir die erhdhte Sauerstofftoleranz und
Sauerstoffverbrauch des AperR-Stammes (Hillmann et al., 2008 und 2009). Auch bei der
Entgiftung tiber diese Flavoproteine sind NROR und Rd essenzielle Elektroneniibertriger.
Neben der NAD(P)H-Peroxidase und NAD(P)H-Oxidase Aktivitit konnte auch eine
Superoxid-Dismutase Aktivitit von revRbr nachgewiesen werden (3.4.1). Eine in dem perR-
Knockout sichtbare SOD-Aktivititsbande in einem Zymogramm konnte dem revRbr
zuzuschreiben sein (Hillmann et al., 2008). Genau wie bei Dfx ist die SOD-Aktivitit aber
eher gering im Vergleich zur Hauptaktivitit des Enzyms und somit wohl nicht die eigentliche
Aufgabe des Proteins in der Zelle. Die Uberpriifung einer moglichen Katalase Aktivitit von
revRbr fiel negativ aus.

Um die Aktivitdten von revRbr besser mit denen normaler Rbrs vergleichen zu konnen,
wurden die gleichen Experimente mit RubY, einem der zwei Rbrs von C. acetobutylicum mit
normaler Dominenstruktur durchgefiihrt. RubY zeigte in vitro eine vergleichbare NADH-
Peroxidase Aktivitdt wie revRbr (vgl. 3.4.2.1 und 3.4.3; bzw. Tab. R3). Anscheinend kann
H,0; auch durch RubY entgiftet werden. Da die bei der Aufreinigung des RubY beobachtete
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rote Farbung auch auf eine Funktionsfihigkeit des aktiven Eisenschwefelzentrums hindeutete
und urspriinglich fiir normale Rbrs diese Funktion beschrieben wurde (Coulter et al., 1999
und 2000; Coulter und Kurtz, 2001; Fournier et al., 2003; Weinberg et al., 2004; Kurtz,
2006), war dies nicht tiberraschend. Auch der Einfluss von Rd auf die Reaktion entsprach der
bei revRbr. Ein erheblicher Unterschied zeigte sich jedoch im Reaktionsvermogen mit
Sauerstoff. Dies lag bei RubY mit 3 % (ohne Rd) bzw. 14 % (mit Rd) der Peroxidase
Aktivitdt im Bereich der Aktivitit wie sie fiir andere Rbrs beschrieben wurde (Coulter et al.,
2000). Die Oxidase Aktivitit von revRbr zeigte hingegen nicht 3 %, sondern 65 % der
Peroxidase Aktivitit, unabhéngig vom Vorhandensein von Rd.

Im Gegensatz zu RubY konnte revRbr neben H,O, auch O, mit hoher Effektivitit zu Wasser
detoxifizieren. H,O, stellte sich jedoch als bevorzugter Elektonenakzeptor heraus. Die
Inhibierung des Sauerstoffverbrauchs in dem in vitro Test bei Zugabe von H>O, vor der
Zugabe von revRbr deutet darauf hin, dass H,O, stirker an das aktive Zentrum (Nicht-
Schwefel-Eisen-Domiine) des revRbr bindet als O, (3.4.2.3, Abb. R20). Dieser Effekt ist nicht
auf eine Inaktivierung der Enzyme zuriickzufiihren, da der gleiche Reaktionsansatz unter
aeroben und anaeroben Bedingungen noch NADH-Verbrauch zeigte (3.4.2.1, Abb. R16 und
R18). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit hoherer H,O,-Reaktivitit der Nicht-Schwefel-
Eisen-Zentren anderer Rbrs (Coulter und Kurtz, 2001). Der Reaktionsmechanismus von H,0O,
mit dem 2Fe-Zentrum konnte bei anderen Rbrs bereits aufgeklirt werden (Kurtz, 2006). H,O,
zieht 2 Elektronen vom Eisenzentrum ab (2 Fe** > 2 Fé? ), wodurch auch die Bildung von
hochreaktiven OHe-Radikalen durch die an Fe**-Ionen auftretende Fenton-Reaktion minimiert
wird (Imlay, 2008). Im Kontrast dazu werden 4 Elektronen bendtigt, um O, zu Wasser zu
reduzieren. Diese werden zunidchst durch externe Elektronendonoren (NROR, Rd) auf die
[Fe(SCys)4]-Domine derselben oder einer anderen Untereinheit des revRbr-Homotetramers
tibertragen und von dort dem reaktiven Nicht-Schwefel-Eisen-Zentrum zugefiihrt. Da somit
nicht in einem Schritt diese 4-Elektronenreduktion durchgefiihrt werden kann, entsteht
wahrscheinlich zunédchst H>O, als Zwischenprodukt, welches bedingt durch die hohe Affinitét
des Zentrums zu H,0O, offenbar im Zentrum verbleibt. Die Entstehung oder Freisetzung von
H,0O, wihrend der Reaktion konnte nicht beobachtet werden (3.4.2.2).

Ungewohnlicherweise konnte keine Induktion eines normalen Rbrs in Northern-Blot
Analysen in C. acetobutylicum (May et al., 2004; Hillmann et al., 2006) oder anderen
Clostridien gezeigt werden (Geissmann et al., 1999). Microarray-Daten zeigten ein sehr
geringes Expressionslevel der normalen Rbrs und keine Beeinflussung der Expression durch

Sauerstoffstress (Hillmann, Universitdt Rostock, personliche Kommunikation). Rbrs von
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sulfatreduzierenden Mikroorganismen (Lumppio et al., 1997 und 2001; Dolla et al., 2006)
und Archaebakterien (Weinberg et al., 2004) zeigten hingegen eine starke Induktion. Warum
Clostridien auf eine Induktion der normalen Rbrs verzichten und bevorzugt die reversen Rbrs
verwenden, bleibt ungeklart.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass revRbr zu der erhohten oxidativen
Stresstoleranz des AperR-Stammes beitrdgt (Hillmann er al., 2008). Der Knockout des
rbr3AB-Repressors PerR fiihrte zu einer stark induzierten Expression von revRbr und FprAl
in 2D-Gelen, dhnlich den Beobachtungen bei sauerstoffgestressten Zellen des Wildtyps. Die
Expression des revRbr in dem AperR-Stamm ist so stark, dass Zellaufschliisse die gleiche rote
Farbung wie das gereinigte revRbr zeigen (vgl. 3.2.2). Zusitzlich konnten im Vergleich zum
Wildtyp stark erhohte NADH-Peroxidase/Oxidase Aktivitidten in C. acetobutylicum AperR
gemessen werden (Hillmann er al., 2008). Die Uberlebensrate nach H,O,-Stress ist
vergleichbar mit der des in dieser Arbeit untersuchten revRbr-Uberexperssionsstammes

C. acetobutylicum pTrevrbr3B (vgl. Abb. D4 mit Abb. R31).
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Abb. D4: Uberleben des AperR-Stammes unter H,,-Stress (Hillmann et al., 2008;
mod.)

Dargestellt sind die Uberlebensraten von C. acetobutylicum AperR (Quadrate) und
C. acetobutylicum Wildtyp (Kreise) nach 30miniitiger Inkubation mit verschiedenen H,O,-

Konzentrationen relativ zu einer ungestressten Probe derselben Kultur.

Die Fihigkeit Sauerstoff zu reduzieren bzw. zu Uberleben war allerdings bei dem AperR-
Stamm héher (16 fmol h™' Zelle! fiir AperR vs. 2,39 fmol h™' Zelle! fiir die revRbr-
Uberexpression). Daraus konnte auf einen Einfluss weiterer Proteine auf diese Faktoren in
C. acetobutylicum AperR geschlossen werden. Die hauptsidchliche Entgiftungsreaktion von
molekularem Sauerstoff in der Zelle stellt dabei wohl die NADH-abhingige Reaktion von
Sauerstoff iiber NROR - Rd = FprA1/FprA2 dar (Hillmann et al., 2009).
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Die bisher erfolglose Herstellung einer C. acetobutylicum rbr3AB-Doppelknockout Mutante
und die auch unter anaeroben Bedingungen relativ starke Expression von revRbr deutet
zudem darauf hin, dass dieses Protein evtl. auch in andere Prozesse der Zelle eingebunden
sein konnte (Hillmann ez al., 2006). Das Gleiche konnte auch fiir NROR der Fall sein.
Lombard et al. (2000b) vermuteten fiir die SOR-Teilreaktion unter anaeroben Bedingungen
eine Einbindung von Proteinen aus der Elektronentransportkette der Entgiftungsreaktion in
den zelluldren Metabolismus.

Hohe Expressionslevel von revRbr und multiple Kopien im Vergleich zu den anderen
beteiligten Proteinen konnten evtl. auch Einfluss auf den Eisengehalt der Zelle haben. DfX,
NROR und Rd sind meist nur in einer Kopie in verschiedenen Clostridien zu finden,
wohingegen mehrere normale und reverse Rbrs vorkommen (vgl. Tab. DI1). Bei
Vorhandensein von viel Rbr wird der Zelle zusitzlich 16sliches Eisen-(II) entzogen und im
Protein gebunden. Hier kann es stabil gehalten werden, solange genug Reduktionsidquivalente
zur Verfiigung stehen. Eine durch Eisensalze katalysierte Oxidation organischer Substrate mit
Wasserstoffperoxid in saurem Millieu (Fenton-Reaktion; z. B. im Zytoplasma) wird somit
verhindert. Diese Fenton-Reaktion ist neben den in der Einleitung schon beschriebenen
Reaktionen eine Hauptquelle der Entstehung von ROS (Imlay und Fridovich, 1991). Dabei
kommt es zur Bildung eines sehr reaktiven Eisen-(II)-H,O,-Adduktes, welches weiter zu Fe-
(IIT), OHe und OH" reagiert. Die Bildung dieser ROS wiirde durch stindige Regeneration des
Fe-(I) im Reaktionszentrum von Rd, Rbr und revRbr minimiert. Die unter 3.6.2.2 (Tab. R5)
aufgefiihrten Wachstumsdaten fiir int:rbr3A und int:rbr3B lassen allerdings nicht nur auf
positive Effekte von revRbr schlieBen. Diese Defektmutanten zeigten unter anaeroben
Bedingungen in Komplexmedium bessere Wachstumsraten als der C. acetobutylicum
Wildtyp. Da der Expressionslevel der revrbr-Gene im Wildtyp auch in nicht-gestressten
Zellen relativ hoch ist (Mikroarray-Daten von Falk Hillmann, pers. Kommunikation,
Universitdat Rostock; Hillmann et al., 2006), hat die Expression von revRbr in anaerober
Umwelt offenbar nicht nur Vorteile fiir die Zelle und das Vorhalten von revRbr in
ungestressten Zellen als Moglichkeit zur schnellen Stressabwehr stellt eventuell eine
Belastung fiir die Zelle dar, wenn der Stress ausbleibt. Expressionsanalysen des Operons oder
der Einzelgene in den beiden C. acetobutylicum revrbr-Defektmutanten wurden nicht

durchgefiihrt.

4.2.3 Elektroneniibertragung
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass der angenommene Entgiftungsweg fiir ROS auch

mit C. acetobutylicum Proteinen funktionell ist. Dabei nimmt Dfx die Rolle der SOR ein,
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revRbr iibernimmt eine Funktion als endstindige Komponente einer NADH-
Peroxidase/Oxidase Reaktion. Somit muss der von Weinberg (2004) fir P. furiosus
angenommene Reaktionsweg in C. acetobutylicum um die Oxidase Aktivitit des revRbr
erweitert werden. Zudem spielen weitere Proteine bei der Entgiftung von molekularem
Sauerstoff eine Rolle. Dieser erweiterte Entgiftungsmechanismus fiir C. acetobutylicum ist in

Abb. D5 dargestellt.
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Abb. D5: Entgiftungsreaktionen fiir ROS und O; in C. acetobutylicum
a und b Reduktion von H,O, und O, zu Wasser durch revRbr mit und ohne Rd;
¢ Reduktion von Superoxid zu H,O, durch Dfx; d Reduktion von O, durch Flavoproteine
(FprA1/A2) zu Wasser (Hillmann et al., 2009). Rd, Rubredoxin; revRbr, reverses Rubrerythrin;
Dfx, Desulfoferrodoxin; Fpr, Flavoprotein; NROR, NADH:Rubredoxin Oxidoreduktase.

Alle Entgiftungsreaktionen (mit Ausnahme der revRbr-vermittelten Reaktion) sind abhéngig
von Rd als Elektroneniibertriger. Da NROR wiederum dieses Rd reduziert, sind die
Reaktionen auch von diesem Protein abhingig. Da NROR in den Energiestoffwechsel der
Zelle eingebunden ist, stellt die Bildung dieses Proteins evtl. noch zusétzlich eine Belastung
fiir die Zelle dar. Darauf deutet das langsame Wachstum des NROR-Uberexpressionsstammes
C. acetobutylicum pTnror in Minimalmedium hin (Tab. RS5). Da es mehrere
Elektronenakzeptoren fiir NROR gibt (revRbr, Rd und evtl. noch weitere Redoxproteine),
scheint die Einbindung von NROR in weitere Elektronentransportwege, die nicht mit
oxidativem Stress in Verbindung stehen, logisch. In E. coli konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von NROR toxisch wirken kann (Grunden et al., 2005). Ob umgekehrt in vivo
eine weitere Moglichkeit besteht Rd zu reduzieren (durch andere Proteine als NROR) oder ob
weitere Elektroneniibertriger die Rolle des Rd iibernehmen konnen (denkbar wéren
beispielsweise Thioredoxin oder Flavodoxin), konnte in dieser Arbeit nicht gekldart werden.
Dagegen spricht der im Vergleich zu anderen C. acetobutylicum Mutanten starke Phanotyp

der rd-Defektmutante int:rd unter oxidativem Stress (s. Abb. R30, 3.6.4).
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Die Detoxifikation von ROS durch revRbr war als einzige nicht komplett von Rd abhéngig.
Hier konnte auch eine direkte Elektroneniibertragung durch NROR erfolgen. Darauf deutete
eine Redoxtitration des revRbr (s. Abb. R17, 3.4.2.1) sowie der NADH-Verbrauch hin,
welche beide auch ohne Rd zu beobachten waren. Dies war allerdings auch fiir das normale
Rbr RubY der Fall.

Wahrscheinlich reduziert NROR das [Fe(SCys)s]-Zentrum des revRbr, welches anschlieBend
die so erhaltenen Elektronen auf das Nicht-Schwefel-Eisen-Zentrum derselben oder einer
anderen Untereinheit des Tetramers iibertrdagt (Jin et al., 2004b, Lyer et al., 2005). NROR
kann ebenso das [Fe(SCys)s]-Zentrum von Rd reduzieren (Guedon und Petitdemange, 2001),
welches wiederum die Elektronen auf das Nicht-Schwefel-Eisen-Zentrum von revRbr
tibertragen kann. Ob der Reaktionsmechanismus aufgrund der vertauschten Doménen bei
revRbr anders ist als bei den Rbrs anderer Prokaryoten, kann hier nicht abschlieend geklért
werden. Zur Aufkldrung dieses Mechanismus wiéren Untersuchungen einer um die
Rubredoxin-Domine verkiirzten Version des revRbr hilfreich. Fiir einen sehr &@hnlichen
Ablauf spricht, dass bei Verwendung von FNR anstelle von NROR der NADPH-Umsatz
durch revRbr von der Anwesenheit von Rd abhédngig war. Dies wurde so auch fiir normales
Rbr von D. vulgaris (Coulter und Kurtz, 2001) und Dfx aus C. acetobutylicum (3.3.2.2)
beschrieben.

Die in vitro Experimente zeigten unter FEinsatz verschiedener Enzymkonzentrationen
unterschiedliche Aktivititen (3.3.2.2 [SOR] und 3.4.2 [revRbr]). Die SOR- sowie die
NAD(P)H-Peroxidase und NAD(P)H-Oxidase Aktivititen sind somit wahrscheinlich auch
in vivo wesentlich durch die Konzentrationen der Reduktionsiquivalente und der Proteine
NROR, Rd und Dfx bzw. revRbr beeinflusst. Zusitzliche Reaktionspartner konnen allerdings
im in vivo System nicht ausgeschlossen werden, so ist z. B. eine Beteiligung weiterer
Oxidoreduktasen oder die Verwendung zusitzlicher elektroneniibertragender Proteine (z. B.
Thioredoxin oder Flavodoxin) denkbar. Dadurch wiirde das Reduktionspotenzial der Zelle
durch Verkniipfung unterschiedlicher Elektronentransportwege besser nutzbar sein.

Unter oxidativen Stressbedingungen konnten die Entgiftungsreaktionen nach Induktion der
Proteinexpression (von revRbr, NROR, Dfx und Flavoproteinen) durch den intrazelluldren
NAD(P)H-Level, unter anaeroben Bedingungen hingegen bei ausreichendem Vorhandensein

von Reduktionsdquivalenten durch die Proteinkonzentrationen begrenzt sein.
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4.3 Stresstoleranz verschiedener C. acetobutylicum Stimme

Die Manipulation der Proteinkonzentration verschiedener an der Abwehr von oxidativem
Stress beteiligter Proteine durch Ausschalten oder Uberexpression der entsprechenden Gene
(rd, dfx, nror, rubY, rbr3AB) fithrte zu verdnderten Toleranzen einiger C. acetobutylicum
Stamme gegeniiber oxidativen Stressoren. Die diesbeziiglich erzielten Ergebnisse werden in

den folgenden Unterpunkten diskutiert.

4.3.1 Verteidigung gegen oxidativen Stress

Die Verteidigung von C. acetobutylicum gegen oxidativen Stress kann auf ein komplexes
Netzwerk enzymatischer Reaktionen zuriickgefiihrt werden, an dem eine Vielzahl von
Proteinen beteiligt ist.

Auch fiir andere Clostridien sind solche Entgiftungsreaktionen zu vermuten. Um iiber die
Verbreitung innerhalb der Clostridien Aufschluss zu erhalten, wurden Datenbankabgleiche
der C. acetobutylicum Proteinsequenzen von Rd, Dfx, NROR und den Rubrerythrinen mit
verschiedenen sequenzierten Clostridiengenomen vorgenommen (Tab. D1).

Mit Ausnahme von C. thermocellum wurden so in allen untersuchten Genomen
entsprechende, fiir diese Proteine kodierende Sequenzen, identifiziert. In C. thermocellum
konnten keine Gene fiir Dfx oder reverse Rubrerythrine identifiziert werden.

In den weiteren Clostridiengenomen zeigte sich neben dem Vorhandensein von mehreren
Kopien von Rbrs (sowohl normale als auch reverse) auch das Auftreten von
Fusionensproteinen mit zusétzlichen Rubredoxin Dominen. Proteine mit einer Rd-Doméne
stellen potenzielle Interaktionspartner von Rubrerythrinen und NRORs dar und bieten
vermutlich die Moglichkeit zur Vernetzung unterschiedlicher Reaktionswege. Durch
Datenbankabgleiche der C. acetobutylicum Rd-Proteinsequenz konnten in C. acetobutylicum
5, in C. difficile 9, in C. perfringens 8, in C. tetani 6 und in C. thermocellum 5 Proteine

identifiziert werden, welche Rd-Doménen enthalten.
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Tab D1: Verbreitung der zur Detoxifikation von ROS benotigten Gene bei
Clostridien
Organismus Rd Dfx NROR normales Rbr reverses Rbr®
C. acetobutylicum cac2778  cac2450 cac2448  cac2575 cac3597
ATCC 824 cac3018 cac3598
(zu cac2575: 130, P47, G3) (199, P100, GO)
C. difficile 630 cd0828 cd0827 cd1623"  cd2845 cdl1524
136, P57, (40, P57, (128, P50, (zu cac3018: 130, P47, G9; (177, P86, GO)
G16) G2) G4) zu cac2575: 148, P64, G1)  ¢d1474
cd0825 176, P86, GO)
(zu cac3018: 126, P42, GS;
zu cac2575: 150, P67, G8)
C. perfringens cpe0777 - cpfl 2693 cpe0135 cpe0689
ATCC 13124 (167, P75, (130, P51, (zu cac3018: 128, P43, G5; (177 , P88, GO)
GO0) G8) zu cac2575:167, P78, G1)  cpe0082
cpe0780 cpel331 179, P88, GO)
(177, P84, (zu cac3018:127, P43, G11; ¢pe2618°
GO0) zu cac2575: 137, P56, G8) (179, P88, GO)
cpe0855
(zu cac3018: 127, P45, G9;
zu cac2575: 147, P66, G7)
C. tetani E88 ctc01387> ctc02454 ctc02521% ctc02638 ctc00826
(158, P70, (141, P54, (130, P54, (zucac3018:129 , P43, G3; (178, P85, GO)
G0) G2) G4) zu cac2575: 167, P80, GO)
ctc01182
(zu cac3018: 169, P85, G2;
zu cac2575:131, P48, G4)
C. thermocellum  cthe2164 - cthe0200 cthe0860 -
ATCC 27405 178, P80, (129, P47, (zu cac3018: 148, P45, G4,
GO0) G6) zu cac2575: 164, P74, G2),

cthel771
(zu cac3018: 165, P82, GO;
zu cac2575: 130, P47, G3)

Die Ahnlichkeiten der resultierenden Proteine wurden durch Alignment der Proteinsequenzen auf der Webseite
ncbi.nlm.nih.gov mittels blastp blossumup62 in % bestimmt. I, gleiche Aminosduren; P, dhnliche (inklusive
gleiche Aminosduren); G, Liicken.

1 dieses Protein beinhaltet neben NROR auch die Doméinen Rd und Flavodoxin; 2 Rubredoxin ist die C-
terminale Doméne dieses Proteins; 3 C-terminale Domine fusioniert mit Rd und Flavodoxin Domaéne;
4 Rubredoxin ist C-terminal zusitzlich fusioniert; 5 Dieses Protein besitzt 2 N-terminale Rubredoxin Doménen;
6 revRbrs wurden aufgrund der Ahnlichkeit der beiden C. acetobutylicum revRbrs nur mit cac3597 (rbr3B)
abgeglichen.

Die in dieser Arbeit fiir C. acetobutylicum identifizierten endstindigen, detoxifizierenden
Enzyme sind sowohl in der Gruppe der Eisenschwefelproteine (Dfx, revRbr) als auch in der
Gruppe der Flavoproteine (NROR, FprAl, FprA2) zu finden. Sauerstoff induziert die
Transkription des oxidativen Stressoperons (cac2448 — cac2450), welches die Gene dfx, nror
und fprA2 beinhaltet und das revrbr-Operon (cac3597/98) vermutlich durch Inaktivierung des
oxidativen Stressrepressors PerR (Hillmann er al., 2008). Ein ihnliches potenzielles

oxidatives Stressoperon konnte bei den in Tab. D1 aufgefiihrten Clostridien fiir C. difficile
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identifiziert werden (cd0825 [rbr, Rubrerythrin], cd0826 [fur, ferric uptake regulator], cd0827
[rbo, Desulfoferrodoxin], c¢d0828 [rd]). Weiterhin kann festgestellt werden, dass
C. acetobutylicum durch das Vorhandensein der oben genannten Gene (nror, rd, dfx, rubY,
rbr2, rbr3A/B, fprAl, fprA2) sowie weiterer, potenziell bei der oxidativen Stressabwehr
beteiligter, in dieser Arbeit aber nicht untersuchter Komponenten wie z. B. Thioredoxin
(cac0824, cacl547 [trxAl], cac3083 [trx A2]), Thioredoxin Reduktase (cac0869, cacl548
[trxB1], cac3082 [trxB2]), Gluthation Peroxidase (cacl549 [bsaAl, cacl570 |[bsaA],
cacl571), Glutaredoxin (cac2777), Superoxid-Dismutase (cacl363 [sodC], cac2567),
NADH-Oxidase (cac3408), NADH:Flavin Oxidoreduktase (cacl044) und weiterer
vorhergesagter Flavoproteine (cac2002, cacl849, cacl498) iiber eine breite Vielfalt an
Abwehrmechanismen verfiigt, um sich bei Auftreten von Sauerstoff und seinen Radikalen in
der Umwelt vor dem sofortigen Zelltod zu schiitzen.

Fir Thioredoxin konnte bereits auf Proteinebene eine Induktion nach oxidativem Stress
gezeigt werden (Riebe, 2005). C. pasteurianum verwendet Thioredoxin um Disulfidgruppen
an Enzymen zu reduzieren und so deren Funktion zu regulieren. Thioredoxin muss dazu in
reduzierter Form vorliegen. Hierzu werden Ferredoxin und NADH benétigt. Eine
Ferredoxin:Thioredoxin Reduktase katalysiert diese Reaktion (Hammel ef al., 1983). Vido
etal. (2005) fanden in einer Thioredoxin-negativen Lactococcus lactis Mutante eine
Verschiebung im Gehalt verschiedener GAPDH-Isoformen bei Wachstum unter aeroben
Bedingungen. Sie fanden zudem heraus, dass die genannten Isoformen durch eine Oxidation
des im katalytischen Zentrum befindlichen Cysteins (C;s;) auftraten. Die oxidierte Form wird
vermutlich schneller der Proteolyse zugefiihrt als die aktive nicht-oxidierte Form. Die
Induktion eines Operons bestehend aus den Genen cacl547 [trxA, Thioredoxin], cacl548
[trxB, Thioredoxin Reduktase] und cacl549 [bsaA, Glutathion Peroxidase] konnte in
C. acetobutylicum bereits von Kawasaki et al. (2005) gezeigt werden.

Ein weiteres Protein, das an der Regulation von Proteinfunktionen infolge von oxidativem
Stress in C. acetobutylicum verantwortlich sein konnte, ist Glutaredoxin (cac2777). Das Gen
fiir dieses Protein befindet sich in direkter Nachbarschaft des rd-Gens (cac2778).
Glutaredoxine sind kleine, hitzestabile Proteine, denen diverse zellulire Funktionen
zugeschrieben werden. Dies beinhaltet z. B. die Reduktion von Ribonukleotid Reduktase,
Zusammenbau von Eisenschwefelzentren und Glutathionylierung bzw. Deglutathionylierung
von Proteinen. Letztere Funktion spielt bei der Weiterleitung von Informationen iiber den
Redoxzustand der Zelle eine Rolle (Gallogly et al., 2009). Somit ist auch in C. acetobutylicum

ein Einfluss solcher oxidativen Stressproteine auf den Stoffwechsel zu vermuten.
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4.3.2 Eingriff in die Elektroneniibertragung

Unter Berticksichtigung der in vitro Ergebnisse passt das Stressverhalten der
C. acetobutylicum rd-Defektmutante int:rd sehr gut ins Bild. Der Stamm war deutlich
empfindlicher gegeniiber Sauerstoff als der Wildtyp. Da Rd fiir den in C. acetobutylicum
anscheinend sehr bedeutenden Entgiftungsweg von molekularem Sauerstoff iiber die
Flavoproteine FprA1l und FprA2 zur Elektroneniibertragung unbedingt notwendig war (keine
direkte Reaktion mit NROR moglich), fillt somit dieser Verteidigungsmechanismus weg. Da
fir die Reaktion von revRbr mit O, Rd nicht notwendigerweise erforderlich war, kann
trotzdem zu einem Teil O, (wenn auch mit geringeren Aktivititen als dies durch die
Flavoproteine der Fall wére [Hillmann ez al., 2009]) direkt entgiftet werden. Eine geringe
Fahigkeit zur Entgiftung von O; besteht also auch noch in der rd-Defektmutante. Im Einklang
damit steht ebenfalls die geringere Sauerstoffverbrauchsrate dieses Stammes (2/3 des Wt;
3.6.3). Zugleich zeigt sich auch ein geringer Einfluss auf die H,O,-Toleranz der rd-
Defektmutante. Im niedrigmolaren H,O, Bereich war eine erhohte Empfindlichkeit zu
beobachten. Dies steht in Ubereinstimmung mit einer nur bedingten Abhingigkeit der H,O»-
Entgiftung von Rd durch revRbr.

Die Uberexpression von NROR (C. acetobutylicum pTnror) zeigte keinen wesentlichen Effekt
auf Sauerstoffverbrauch oder Uberleben nach H,O,. Unter Begasung mit Luft tiberlebte der
C. acetobutylicum pTnror etwas besser als der Wildtyp, allerdings wire aufgrund der
zentralen Rolle dieses Proteins in den verschiedenen ROS-Entgiftungswegen ein stirkerer
Einfluss zu erwarten gewesen. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte C. acetobutylicum pTnror
ein stark vermindertes Wachstum im Minimalmedium, hindeutend auf eine Beeinflussung des
Stoffwechsels durch verstirkte Bildung dieses Proteins in diesem Stamm und evtl. sogar
toxische Effekte durch den Eingriff in den NADH-Metabolismus. Offenbar ist NROR in der
normalen Zelle jedoch nicht der Faktor, der den Sauerstoffverbrauch limitiert. Es scheint
logisch, dass dieser bei allen getesteten Entgiftungsreaktionen eingebundene Faktor auch in
ungestressten Zellen in ausreichendem Malle vorgehalten wird, um auf verdnderte
Umwelteinfliisse reagieren zu konnen. Dabei muss diese Komponente nicht zwingend in
hohen Konzentrationen in der Zelle vorkommen, sondern kann alternativ eine erheblich
hohere Wechselzahl als die darauffolgenden Komponenten aufweisen. In beiden Fillen wiren
keine erheblichen Unterschiede beziiglich der Stresstoleranz bei Erhohung der NROR-

Molekiilzahl pro Zelle zu erwarten.
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4.3.3 Manipulationen der endstindigen Proteine

Eine Uberexpression von revRbr (C. acetobutylicum pTrevrbr3B) zeigte in Ubereinstimmung
mit den in vitro Experimenten sowohl unter O,- als auch unter H,O,-Stress eine bessere
Uberlebensfihigkeit als der C. acetobutylicum Wildtyp. Unter niedrigen H,0,-
Konzentrationen und auch nach Luftbegasung konnte ein verstirktes Wachstum im Vergleich
zur ungestressten Probe beobachtet werden (3.6.4.1 und 3.6.4.2). Ob dies darauf
zuriickzufiihren ist, dass die Zellen eine beschleunigte Teilung durchfithren oder ob der
NADH-Verbrauch der Entgiftungsreaktion fiir die Zelle unter Stress den Vorteil ausmacht,
kann hier nicht abschlieend geklért werden. Fiir C. acetobutylicum wiirde letzteres einen sehr
effektiven Weg zur Regeneration von NAD" bedeuten und konnte einen #hnlichen Effekt wie
eine fiir einige Sulfatreduzierer beschriebene kleine Atmungskette haben (Cypionka, 2000).
Es konnte gezeigt werden, dass diese Mikroorganismen durch Sauerstoff nicht sofort
abgetotet werden, sondern noch Stunden bis Tage iiberleben konnen (Cypionka et al., 1985;
Battersby et al., 1985). Scheinbar ist molekularer Sauerstoff fiir diese Bakteriengruppe nicht
sehr toxisch ist, viel kritischer sind die herbeigefiihrten Oxidationen reduzierter
Zellkomponenten. Daher ist Sauerstoff wesentlich toxischer fiir metabolisch aktive Zellen als
fir ruhende Zellen. Besonders schidigend wirken die an Schwefelgruppen entstehenden
Sauerstoffradikale (Carlsson et al., 1979). Allerdings kann unter Umstinden auch das
Vorhandensein von Sauerstoff von Vorteil sein. Es konnte gezeigt werden, dass Desulfovibrio
Stamme aerobe Respiration durchfiihren konnen (Dannenberg ef al., 1992). Die Substrate fiir
diese Sauerstoffatmung sind normalerweise die gleichen wie die unter Sulfatatmung. Bisher
ist bekannt, dass auch H,, Formiat, Laktat, Pyruvat, Ethanol, Acetat, Propionat, Butyrat und
anorganische Schwefelverbindungen durch Sauerstoff von Sulfatatmern oxidiert werden
konnen und dass auch unter aeroben Bedingungen keine vollstindige Oxidation dieser
Substrate stattfinden kann, wenn dies anaerob ebenfalls nicht moglich war.

C. acetobutylicum pTdfx zeigte ebenfalls eine erhohte Resistenz gegeniiber H,O, (Abb. R31),
hoheren Sauerstoffverbrauch (Abb. R29) und einen (wenn auch nur geringen) Einfluss auf die
O,-Toleranz (Abb. R30). Der erhohte Sauerstoffverbrauch von C. acetobutylicum pTdfx ist
nicht sofort zu erkldren, da Dfx in den in vitro Tests keine direkte Reaktion mit Sauerstoff
aufwies. Nichtsdestotrotz kann eine erhohte Toleranz gegeniiber Sauerstoff bzw.
Wasserstoffperoxid sekundédr durch Dfx verursacht werden. Wahrscheinlich spielen bei der
erhohten Stresstoleranz auch weitere in allen Stimmen schon exprimierte Proteine eine Rolle.
Dabei ist es durchaus vorstellbar, dass durch die erhohte Sauerstoffkonzentration auch in den

Zellen des Wildtyps verstirkt Superoxid produziert wird, welches bei nicht ausreichender
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Entgiftung Schidigungen hervorruft. Die Erhohung der Dfx-Konzentration bei
C. acetobutylicum pTdfx verursacht in dem Fall nur sekundér eine erhdhte Sauerstofftoleranz.
Dies wiirde aber trotzdem nicht zu erhohtem Sauerstoffverbrauch fithren. Dem entgegen steht
ebenfalls der erhohte Sauerstoffkonsum von C. acetobutylicum int:dfx.

Beide C. acetobutylicum revrbr-Defektmutanten (int:rbr3A/B) zeigten beziiglich der
Stresstoleranz keine Unterschiede zum Wildtyp. Das jeweils zweite, noch intakte Gen, reicht
offenbar aus um die Funktion von revRbr in der Zelle sicherzustellen.

Der Knockout von rubY (C. acetobutylicum int:rubY) hatte wie erwartet keine groBen
Auswirkungen auf die Stresstoleranzen, da dieses Gen auch in den Zellen des Wildtyps nur in
geringem Mafle exprimiert und nicht nach oxidativem Stress reguliert wird. Die Funktion von
RubY ist somit zwar in vitro vorhanden, spielt aber offensichtlich in vivo nur eine
untergeordnete Rolle.

Eine Ubersicht iiber die bisher nachgewiesenen Entgiftungswege fiir O, bzw. ROS in

C. acetobutylicum findet sich in Abb. D5.

4.4 Beeinflussung des Stoffwechsels von C. acetobutylicum durch

oxidativen Stress
Da sich tendenziell in allen untersuchten C. acetobutylicum Stimmen (Uberexpressionen,
Wildtyp und Defektmutanten) eine schnellere Bildung von Losungsmitteln (Aceton und
Butanol) zeigte, scheinen die Auswirkungen von Sauerstoff auf die Stoffwechselendprodukte
auf einen allgemeinen Regulationsmechanismus zuriickzufithren zu sein. Geringe
Konzentrationen Sauerstoff im Medium fiihrten zu einem schnelleren Anstieg der
Losungsmittelkonzentration. Der Losungsmittelshift fand in allen untersuchten Stammen in
der stationdren Wachstumsphase statt.
Die Wirkung von Sauerstoff auf den Stoffwechsel von Clostridien war besonders Anfang des
letzten Jahrhunderts Gegenstand von Experimenten. Es konnte gezeigt werden, dass es
einigen Clostridien moglich ist Sauerstoff zur Oxidation von reduzierten organischen
Substanzen zu verwenden. So wurde schon 1945 von Aubel und Houget gezeigt, dass
C. saccharobutyricum Glukose in Anwesenheit von O, metabolisiert und dabei unter Bildung
von Kohlendioxid O, verbraucht. Bei diesem Prozess wurde nun allerdings kein H, mehr
gebildet, wie es normalerweise bei anaerober Fermentation der Glukose entsteht. Ahnliches
konnte fiir C. butyricum, C. sporogenes und C. welchii beobachtet werden (Frenkel und
Karpenko, 1953), wobei Glukose wesentlich langsamer metabolisiert wurde als unter

anaeroben Bedingungen. In Kulturen von C. botulinum und C. perfringens reicherte sich
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wihrend dieser Umsetzung Pyruvat an (Hirano et al., 1955). Zellfreie Extrakte von
C. kluyveri konnten Ethanol und Butyrat durch Sauerstoff zu Acetoacetat oxidieren. Einer
kompletten Zellkultur von C. kluyveri ging hingegen diese Fahigkeit nach 5 min Beliiftung
verloren, wohingegen Schiitteln unter N, oder mit Luft bei zusitzlichem Vorhandensein von
Ethanol nicht zu einem Funktionsverlust fiihrte. Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dass die
Anwesenheit des zu oxidierenden Substrats vor einer Inaktivierung der Dehydrogenase durch
O, schiitzt (Kennedy und Barker, 1951). Mit der Entdeckung, dass viele metabolische
Reaktionen in obligat anaeroben Mikroorganismen durch Ferredoxin-abhidngige Enzyme
durchgefiihrt werden, wurde intensiv an den autooxidativen Eigenschaften von Ferredoxin
geforscht. Als Ferredoxin-abhédngig konnten z. B. die reduktive Carboxylierung von Acetyl-
CoA zu Pyruvat in C. klyveri oder C. aceticum (Linke, 1969), die Synthese von Formiat aus
CO, in C. klyveri (Jungermann et al., 1970) und die reduktive Stickstofffixierung durch
C. pasteurianum und andere Anaerobier identifiziert werden (Kennedy ef al., 1968).

Die Bildung von Sduren nach Sauerstoffstress wurde in C. acetobutylicum bereits relativ gut
untersucht. O"Brien und Morris (1971) konnten zeigen, dass C. acetobutylicum unter aeroben
Bedingungen Pyruvat ausscheidet und dafiir die Exkretion von Butyrat einstellt. Letzteres
wurde auf die Abnahme des NADH-Spiegels in den Zellen unter aeroben Bedingungen
zuriickgefiihrt. Zusitzlich konnte ein Anstieg der Menge an Acetat im Verhiltnis zu
ungestressten Zellen beobachten werden. In der Glykolyse gewonnenes NADH wird bei der
Produktion von Butyrat aus Pyruvat oxidiert. Beim letzten Schritt dieser Reaktion wird durch
die Umwandlung von Butyryl-CoA zu Butyrat mittels der Enzyme Phosphotransbutyrylase
und Butyrat-Kinase ATP gebildet. Unter stark aeroben Bedingungen wird der Zelle
anscheinend zu viel Reduktionskraft in Form von NADH durch die oben beschriebenen
Entgiftungsreaktionen fiir die Reduktion von Sauerstoff bzw. ROS abgezogen, so dass fiir die
Reduktionsschritte bei der Umwandlung von Pyruvat zu Butyrat nicht genug NADH zur
Verfiigung steht. Dies erkldrt den von O’Brien und Morris (1971) beobachteten Anstieg des
Acetat-Gehaltes in Verbindung mit der Ausscheidung von Pyruvat anstatt Butyrat und
korrelliert mit einem Absinken des intrazelluliren ATP-Spiegels bei gleichzeitigem Anstieg
des ADP-Spiegels. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Auswirkung von
oxidativem Stress auf das Produktspektrum konnten hingegen keinen Anstieg der
Acetatkonzentration nach Stress zeigen. Die Acetatgehalte waren entgegen der Erwartung in
ungestressten Proben tendenziell hoher als in gestressten Kulturen. Hingegen konnte eine
erhohte Endkonzentration an Butyrat beobachtet werden. Pyruvat und NADH-Spiegel wurden
in der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt. Da der Effekt der Produktverschiebung abhéngig
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von der O,-Konzentration im Medium ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Beobachtungen von O’Brien und Morris aufgrund anderer O,-Konzentrationen (nicht
gesittigt) hier nicht bestitigt werden konnten. Solange der Sauerstoff kontinuierlich in der
Losung durch die Entgiftungswege verbraucht werden kann, kommt es vermutlich nicht zu
einer vollstindigen Inaktivierung der Pyruvat:Ferrodoxin Oxidoreduktase (PFOR) in welcher
die Anreicherung von Pyruvat bei O’Brien und Morris wohl begriindet ist (Meinecke et al.,
1989) und somit auch nicht zu einem weitreichenden Einfluss auf die untergeordneten

Stoffwechselreaktionen hin zu den Siduren und Losungsmitteln (Abb. D6).
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Abb. D6: Metabolismus von C. acetobutylicum nach Lee et al. (2008).

Nichtsdestotrotz konnte eine leicht erhohte Ausscheidung von Pyruvat nach Begasung von
C. acetobutylicum Kulturen mit Luft (60 ml/min) nachgewiesen werden, wobei in den dazu

durchgefiihrten Versuchen durch eine kontinuierliche Begasung vermutlich mehr Sauerstoff
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ins Medium eingetragen wurde als durch die in dieser Arbeit gewdhlte Beliiftung durch
schiitteln (Mann, Universitdt Rostock, pers. Kommunikation).

Der Beginn der Losungsmittelbildung in C. acetobutylicum ist eng mit dem Einsetzen der
Sporulation verbunden. Allerdings sind die zugrundeliegenden Mechanismen bisher nicht
entschliisselt worden. Vermutlich ist ein gemeinsamer Regulator bei der Induktion beider
Phinomene beteiligt. Die Regulation der Sporulation wurde bisher besser untersucht als die
der Losungsmittelbildung. Dabei wurden die zugrundeliegenden Mechanismen bei dem nahen
Verwandten Bacillus subtilis intensiv beforscht. Anscheinend bestehen bei der
diesbeziiglichen Regulation weitreichende Ubereinstimmungen zwischen diesen beiden
Sporenbildnern. Wie damit die Bildung von Losungsmitteln bei C. acetobutylicum einhergeht,
ist jedoch bisher unklar. Es konnte bereits ein Einfluss verschiedener Sporulationsfaktoren auf
die Produktion der C. acetobutylicum Stoffwechselendprodukte nachgewiesen werden. In
C. acetobutylicum konnte gezeigt werden, dass die Losungsmittelbildung durch einen
Transkriptionsfaktor (spo0OA) reguliert wird, welcher auch maBgeblich an der Initiation der
Sporulation beteiligt ist (Bahl ez al., 1995). Der Beginn der Losungsmittelproduktion ist auf
eine durch SpoOA vermittelte Aktivierung der Transkription von Acetoacetat Decarboxylase
(adc), Alkohol Dehydrogenase (adhE) und CoA-Transferase (ctfB) zuriickzufiihren (zur
Ubersicht s. Abb. D6; Sullivan und Bennett, 2006). SpoOA-Defektmutanten waren nicht mehr
zur Bildung von Losungsmitteln und Sporen fihig. Hingegen wurden die Losungsmittelgene
in einem C. acetobutylicum SpoOA-Uberexpressionsstamm verstirkt exprimiert (Harris et al.,
2002).

Die in dieser Arbeit beobachtete frithere Bildung von Aceton und Butanol ist vermutlich
ebenfalls durch eine Induktion dieser Gene infolge von oxidativem Stress verursacht. Damit
tibereinstimmend konnte nach oxidativem Stress eine frithere Sporulation der verschiedenen
in dieser Arbeit erzeugten C. acetobutylicum Stimme beobachtet werden (3.6.5), wobei nach
48 h ca. 20 % der Zellen nach anaerober Inkubation als Vorsporen in MS-Mes-Medium
vorlagen und diese Zahl sich bei aerober Inkubation unabhingig vom vorliegenden
C. acetobutylicum Stamm auf bis zu 70 % erhohte. Die Wirkung von ROS oder O, auf Spo0OA
oder seine Expression wurde bisher in C. acetobutylicum nicht untersucht.

Ein weiterer potenziell an der Regulation der Losungsmittelbildung bei oxidativem Stress
beteiligter Sporulationsfaktor ist SpoVG. In vorangegangenen Arbeiten wurde bereits ein
erhohter Level dieses Proteins infolge von Sauerstoffstress in 2D-Gelen gezeigt (Riebe,
2005). SpoVG ist bei der Sporulation als negativer Regulator eingebunden. Dieses Protein

inhibiert dabei einen zur asymmetrischen Septierung fithrenden Mechanismus. In B. cereus
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konnte eine Induktion infolge von Hitze- und Ethanolstress nachgewiesen werden (Periago
et al., 2002). Die Regulation dieses Sporulationsproteins durch Stress scheint somit auch in
dem nahen Verwandten vorhanden zu sein. Leider wurde die Induktion nach oxidativem
Stress von Periago et al. (2002) nicht untersucht. SpoVG ist in B subtilis Repressor von 6"
und inhibiert die asymmetrische Septierung zur Sporenbildung resultierend in weiterem
vegetativen Wachstum (Matsuno und Sonenshein, 1999). Auch in B. subtilis konnte eine
Induktion infolge von Hitzestress gezeigt werden.

In B. subtilis ist die Expression von SpoVG kontrolliert durch AbrB (Zuber und Losick,
1987). AbrB (abrB, cac0310) reguliert wiederum in C. acetobutylicum den Ubergang
zwischen Séure- und Losungsmittelphase. Ein Knockdown dieses Gens in C. acetobutylicum
resultierte in erhohten Acetat- und Butyratgehalten, verbunden mit einer verzogerten Aceton-
und Butanolbildung (Scotcher et al., 2005). Demzufolge miisste eine Aktivierung dieses
Regulators (AbrB) oder dessen Uberexpression zu einer frilheren bzw. schnelleren
Losungsmittelproduktion in Verbindung mit niedrigeren Acetat- und Butyratkonzentrationen
fiihren. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnte dies (mit Ausnahme
eines niedrigeren Acetatgehaltes) durch Produktbestimmungen nach oxidativem Stress
beobachtet werden (3.6.5). AbrB agiert in C. acetobutylicum wihrend der Sporulation als
Gegenspieler von SpoOA, welches in seiner aktivierten Form an 2 Spo0A-Boxen im Promotor
von abrB bindet und dessen Transkription reprimiert. Neben der Rolle bei der Sporulation
sind fiir AbrB in B. subtilis auch Funktionen bei der Katabolitenrepression unter
Nihrstofflimitation bekannt (Fisher et al., 1994). Denkbar wiren solche Prozesse auch bei
anderen Stresssituationen (z. B. Hitze- oder oxidativer Stress).

Das Signal, welches in C. acetobutylicum zur gleichzeitigen Induktion von
Losungsmittelbildung und Sporulation unter Sauerstoffstress fiihrt, wurde bisher nicht
identifiziert. Naheliegend wire eine durch die Sauerstoffradikale ausgeloste Inaktivierung von
Proteinkomponenten. Dies konnte beispielsweise durch Oxidation sauerstoffempfindlicher
Aminosduren (Histidin, Tryptophan, Methionin, Tyrosin und Cystein; Vieira-Silva und
Rocha, 2008) oder Eisenschwefelzentren geschehen, wie es bereits fiir mehrere DNA-
bindende Regulatoren nachgewiesen wurde (z. B. PerR [Lee und Helmann, 2006] oder OxyR
[Storz et al., 1990]). Ebenso konnte der durch die Entgiftungsreaktionen erhéhte NADH-
Verbrauch und somit erniedrigte NADH-Spiegel der Zelle von redoxsensitiven Regulatoren
sensiert werden (z. B. Glutaredoxin, s. 0.).

In vielen Fillen findet die Regulation der Aktivitdt von Proteinen (so auch Sporulations- und

Transkriptionsfaktoren) durch Phosphorylierung iiber ein Phosphorelay-System statt. So ist
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SpoOA beispielsweise nur in phosphorylierter Form aktiv und bindet an den abrB-Promotor
resultierend in der Repression der Transkription von abrB (Hoch, 1993; Scotcher et al., 2005).
Am Wahrscheinlichsten erscheint daher aufgrund der in B. subtilis bereits nachgewiesenen
Abhingigkeit der Aktivitit von SpoOA von dessen Phosphorylierungszustand (Hoch, 1993)
und einem in C. acetobutylicum durch Sauerstoffstress verursachten Abfall des intrazellulidren
ATP-Spiegels bei gleichzeitigem Anstieg des ADP-Spiegels (O"Brien und Morris, 1971) ein
direkter Einfluss des ATP-Gehaltes der Zelle. Die durch diesen verminderten ATP-Spiegel
vermutlich resultierende Anderung des Phosphorylierungszustandes von Sporulationsfaktoren

(z. B. Spo0A) kann somit die Induktion der Losungsmittelbildung hervorrufen.
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5  Zusammenfassung

,»In vitro* Analysen

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit lag in der Untersuchung eines Reaktionsweges zur
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies in dem obligat anaeroben Prokaryoten
Clostridium acetobutylicum. Dabei sollte die Beteiligung von Desulfoferrodoxin und reversen
Rubrerythrinen sowie die Wechselwirkung mit weiteren Proteinkomponenten aufgeklért

werden. Die diesbeziiglichen Untersuchungsergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst:

Erste Teilreaktion (Superoxid-Reduktase, SOR):
Die potenziell an der Entgiftung von O, in C. acetobutylicum beteiligten Proteine
NADH:Rubredoxin Oxidoreduktase (NROR), Rubredoxin (Rd) und Desulfoferrodoxin (Dfx)

konnten erfolgreich in E. coli exprimiert und mit hohen Ausbeuten aufgereinigt werden.

Mittels Datenbankanalysen konnte C. acetobutylicum Dfx in die Klasse der 1Fe-SORs

eingruppiert werden.
Dfx neigt zur Bildung multimerer Strukturen.
Gereinigtes Dfx zeigt eine vergleichsweise geringe Superoxid-Dismutase Aktivitit.

Superoxid kann Cytochrom C in Anwesenheit von Dfx oxidieren. Diese Reaktion wird

typischerweise von Superoxid-Reduktasen durchgefiihrt.

Superoxid und NAD(P)H konnten als Substrate fiir die in Abhédngigkeit von NROR und Rd

durch Dfx ausgefiihrte Superoxid-Reduktase Reaktion nachgewiesen werden.
H,0, ist das Produkt der ersten Teilreaktion (Superoxid-Reduktase Reaktion).

Zweite Teilreaktion (NAD(P)H-Oxidase/Peroxidase):

Die potenziell an der Entgiftung von H,O, in C. acetobutylicum beteiligten Proteine NROR,
Rd und reverses Rubrerythrin (revRbr) konnten erfolgreich aufgereinigt werden. Die
Aufreinigung eines C. acetobutylicum Rubrerythrins mit urspriinglicher Doménenstruktur

(RubY) war ebenfalls erfolgreich.

Anders als die meisten bisher untersuchten Rubrerythrine mit urspriinglicher Anordnung der

Dominen kommt C. acetobutylicum revRbr als Tetramer vor.
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Fiir revRbr konnte in Zymogrammen und in einem NBT-abhingigen Superoxid-Dismutase

Test eine geringe SOD-AKktivitidt nachgewiesen werden.

Gereinigtes revRbr kann durch NADH reduziert werden, wenn NROR im Reaktionsansatz

vorhanden ist. Zudem kann revRbr durch H,O, und Sauerstoff oxidiert werden.
H,0, wird gegeniiber O, von revRbr als Substrat bevorzugt.

NAD(P)H und H,0, bzw. O, konnten als Substrate fiir revRbr bestimmt werden. Fiir die
Ausiibung dieser NAD(P)H-Peroxidase bzw. NAD(P)H-Oxidase Reaktionen ist nicht

zwingend Rd notwendig. NROR ist in beiden Fillen essenziell.

Die NAD(P)H-Peroxidase Aktivitit von revRbr war vergleichbar mit der des RubY. Die
NAD(P)H-Oxidase Aktivitit hingegen war fiir revRbr im Vergleich zu RubY viel stirker.

Es gibt Hinweise auf eine direkte Bindung von NROR und revRbr aneinander (Interaktion an

Strep-Tactin-Séulen).

»»In vivo*‘ Analysen
Es konnten C. acetobutylicum Uberexpressionsstimme fiir die Proteine Dfx (pTdfx), NROR
(pTnror) und revRbr (pTrevrbr3B) hergestellt werden.

Es wurden die C. acetobutylicum Insertionsmutanten int:rd, int:dfx, int:rubY, int:rbr3A und
int:rbr3B mit Hilfe einer neu etablierten Methode hergestellt. Die entsprechenden Mutationen
wurden mittels PCR unter Verwendung Gen/Gen-spezifischer und Gen/Intron-spezifischer
Primer nachgewiesen. Zudem ist der Integrationsnachweis fiir int:dfx und int:rbr3B durch

Southern-Blot erfolgt.

Beziiglich der Toleranz gegeniiber O, konnte folgende Abstufung der untersuchten
C. acetobutylicum Stimme vorgenommen werden: pTrevrbr3B 3,1 x 10' > pTdfx 4,4 x 10" >
pTnror 2,2 x 107" > Wt 1,25 x 10" > int:rbr3A 1,15 x 107 > int:rub¥ 1,1 x 10™ > int:dfx 9 x
102 > int:rbr3B 9 x 107 > int:rd 4 x 107, Der Uberexpressionsstamm von revRbr zeigte als
einziger nach Begasung sogar einen Anstieg der KBE im Vergleich zur ungestressten Probe.

Die rd-Defektmutante zeigte die stirkste Abnahme der Toleranz.

Die Ergebnisse der Toleranztests gegeniiber O, korrelieren mit den veridnderten Fahigkeiten

zum Sauerstoffkonsum der einzelnen Stimme.
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Die H,0,-Toleranz war in C. acetobutylicum pTrevrbr3B, pTdfx und int:rd beeinflusst. Der
revRbr Uberexpressionsstamm zeigte dabei #hnlich wie bei O,-Stress unter geringen H,O,-
Konzentrationen besseres Wachstum als die ungestresste Kontrolle. Zudem war die H,O»-
Toleranz im Vergleich zum C. acetobutylicum Wildtyp erheblich verstirkt. Auch
C. acetobutylicum pTdfx wies eine erhohte H,O,-Toleranz auf. Die rd-Defektmutante zeigte
erwatungsgemil nur eine geringe Abnahme der Toleranz im niedrigmolaren Bereich
(vermutlich aufgrund der nicht essenziellen Notwendigkeit des Rd bei Entgiftung von H,O,

mittels der NAD(P)H-Peroxidase Reaktion durch revRbr).

Das Verhiltnis der gebildeten Sduren Acetat/Butyrat war unter O,-Stress zugunsten des
Butyrats verschoben. Durchschnittlich lag nach 48stiindiger Inkubation unter aeroben
Bedingungen 43 % mehr Butyrat und 31 % weniger Acetat vor als in einer anaerob

angezogenen Kultur.

Sauerstoff hat Einfluss auf das Produktspektrum von C. acetobutylicum. O, induziert die
Losungsmittelbildung. Nach 48 h lagen die Losungsmittelkonzentrationen in gestressten
Kulturen etwa 37 % iiber denen von ungestressten Proben. Dabei wurde die maximale

Konzentration frither erreicht.

Die Schiittelinkubation hatte im spiteren Verlauf ein Austreiben der Losungsmittel aus der

Kultur zur Folge.

Es konnte kein Einfluss von Uberexpression oder Knockout auf die Produktzusammensetzung

festgestellt werden.

Sauerstoff hat neben der Induktion der Losungsmittelbildung offenbar auch die Induktion der

Sporulation in C. acetobutylicum zur Folge.
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6  Anhang

Vektorkarten der in Escherichia coli und Clostridium acetobutylicum verwendeten Plasmide:

1. IBA-Vektoren (Expressionsvektor)

Abb. Al (a)
ATG: MCS Suop-tag P2 Ay (pi3rd, 3376 Bp:>-w»uu 1=
Eco31l/  Eco31l/
Bsal Bsal Sacll
EcoRI
Xbal Hindlll ﬁ;}:ﬂ
.................................... Kent
tet p// g:&nHl
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y ‘\‘ :Isc“ol
ae i T - pl3xy
: 3376 - 3855 Bp
— AITD R
rmmemen let-repressor
Abb. A1 (a) Abb. A1l (b)

Abb. Al: pASK-IBA3-Vektoren
(a) Expressionsvektor pASK-IBA3, C-terminaler Strep-Tagll, cytoplasmatische Lokalisation
des Fusionsproteins.
(b) In dieser Arbeit erzeugte Derivate von pASK-IBA3 (pI3rd, pI3dfx, pI3rubY, pI3rbr2).
Das Plasmid beinhaltet: tet p/o, Promotor/Operator des retA-Gens; Amp® (=Ap"), bla-
Gen; ret-Repressorgen; pUC-Replikationsursprung. Induktor: —Anhydrotetracyclin.
Aufreinigung des heterologen Strep-Tagll-Proteins mit Hilfe von Strep-Tactin-Sepharose.

Weitere Informationen: www.iba-go.de; IBA GmbH, Géttingen.
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pT-Vektoren (Expressionsvektor)

Abb. A2 (a)

amp
repL
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Abb. A2: pT-Vektoren (Girbal et al., 2005)

(a) Expressionsvektor pThydA. Dieser Vektor enthilt das hydA-Gen von C. acetobutylicum.
Fragmente konnen mittels Doppelverdau durch die Restriktionsendonukleasen BamHI
und Xmal (= Cfr9]) inseriert werden. Das hydA-Gen wird dadurch extrahiert. Expression
inserierter Fragmente erfolgt vom rhlA-Promotor. C-terminaler Strep-Tagll, Amp® (=Ap~,
100 pg/ml) fiir Selektion in E. coli, Erythromycin Resistenz (Ery = Em®, 40 pg/ml) fiir
Selektion in C. acetobutylicum. Grofle 6772 Bp. Die Expression des Proteins ist
konstitutiv. Aufreinigung iiber Strep-Tactin-Sepharose-Siulen durch C-terminalen Strep-
Tagll.

(b) In dieser Arbeit erzeugte Derivate von pThydA (pTrd, pTdfx, pTnror pTruby,
pTrevrbr3B).
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3. pMTL007 (Mutationsvektor)

Abb. A3:

Hindil (1) 1BS  EBS2 gpeqq  poGr(ag0)
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>\ i ErmRAM
lacl
3" exon
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(11845 Bp) ”

ColE1™

catP h T1/T2 terminator

L SN— g

pCB102

Plasmid pMTLO007 (Heap et al., 2007)

Dieses Plasmid ermoglicht den gezielten Knockout von Genen in Clostridien. Dies erfolgt
durch Insertionsmutagenese mittels Gruppe-II-Intron (Targetron). Die auf dem Plasmid
kodierte L.ItrB-Erkennungssequenz des ,,Targetrons* kann an die Erkennung anderer Gene
angepasst werden. Eine Extraktion der urspriinglichen Erkennungssequenz kann durch
Restriktion mit HindIIl und Bsp14071 (= BsrGI) erfolgen. AnschlieBend kann eine angepasste
Intron-Erkennungssequenz inseriert werden. Die Anpassung der Erkennungssequenz erfolgt
nach Erstellung der benotigten Primer auf der Website von Sigma-Aldrich durch SOE-PCR
unter Verwendung der spezifischen Primer IBS, EBS1d und EBS2, sowie einem im
Mutationskit von Sigma-Aldrich enthaltenen 4. Primer EBS-Universal.

Plasmidtragende E. coli DHS5a. Stimme konnen auf ihre plasmidvermittelte
Antibiotikaresistenz (Cm"®, 25 ug/ml) selektiert werden. Fiir Transformation des Plasmids in
C. acetobutylicum ist eine Methylierung in E. coli ER2275 (pANII) notwendig. Die Expression
des Introns muss mit IPTG induziert werden (fac-Promotor). Die anschlieBende Selektion von
C. acetobutylicum Mutanten erfolgt mittels intronvermittelter Erythromycin Resistenz (Em®,

40 pg/mi).
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Tab. Al: PCR-Oligonukleotide

Gen  Name Nt Sequenz5-3"" Bp Vektor

rd Rd_Fw_BamHI 31 CATTggatccATGGTATATCCCAATAAAAGG 183 1BA3
Rd_Rev_Pstl 29  AATTTctgcagTTCTTCAGATGGCTCAAA
Rd_FwAR_BamHI 29 GGCAggatccATGAAAAAATATGTTTGTG 182 pT
Rd_RevAR_Xmal 25 ATTTccegggTTCTTCAGATGGCTC

dfx Dfx_Fw_Kpnl 29 GGTAggtaccATGAATAACGATTTATCAA 396 1BA3
Dfx_Rew_BamHI 25 GCTCAggatccTATATCTGCTTTCC
Dfx_FwAR_BamHI 30 GGTAggatccATGAATAACGATTTATCAAT 395 pT
Dfx_RevAR_Xmal 28 CTCAcccggeTATATCTGCTTTCCATAG

nror  NROR_Fw_Kpnl 35 CCTCggtaccATGAAATTATCGCGAAAAATAAATC 1159 IBA3
NROR_Rev_BamHI 41 TAAATTggatccTAAATTATTTAATATTGCATCTAA

AGATG

NROR_Fw_BamHI 30 GATGggatccATGAAAAGCACAAAAATTTT 1159 pT
NROR_Rev_Xmal 33 TAAATTcccggeTAAATTATTTAATATTGCATC

rubY RubY_Fw_BamHI 28 GAGGggatccATGAAATCACTTAAAGGT 606 IBA3
RubY_Rev_Pstl 40 CTTATctgcagATAGTTTTCACTTAATATTTCAAAA

TATG

RubY_FwAR_BamHI 27 GAGGggatccATGAAATCACTTAAAGG 606 pT
RubY_RevAR_Xmal 32 CTTATcccgggATAGTTTTCACTTAATATTTC

rbr2  Rbr2_Fw_BamHI 31 GTATggatccATGAGTTAAAAATGCAATGAC 572 IBA3
Rbr2_Rev_Pstl 35 GTACctgcagGAAAGCTTGAAATTTATCCTTTTTA
Rbr2_FwAR_BamHI 27 GTATggatccATGAGTGTTAAAAATGC 572 pT
Rbr2_RevAR_Xmal 28 GTACcccggeGAAAGCTTGAATTTATCC

revrbr Rbr_Fw_BamHI 32 GAAAggatccATGAAAAAATTTAAATGTGTTG 563, pT
Rbr_Rev_Xmal 33 1183

TTATcccgggTTTGAAATATCTGTTTAATAAAC

* Die eingefiigten Restriktionsschnittstellen sind in Tabelle R1 klein dargestellt.
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Tab. A2:

Mutationsprimer

Zielgen Insertions- Primername / Primersequenz

stelle

rd

66/67s*

Rd66/67sIBS
AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGATCCCGATAATGTGCGCCCAGATAGGGTG
Rd66/67sEBS1d
CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGATAATGGTAACTTACCTT
TCTTTGT

Rd66/67sEBS2
TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTGGATCTCGATAGAGGAAAGTGTCT

dfx

153/154s*

Dfx153/154sIBS
AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAAAGCACGTACCAGTGCGCCCAGATAGGGTG
Dfx153/154sEBS1d
CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGTACCACATAACTTACCTT
TCTTTGT

Dfx153/154sEBS2
TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTTGCTTTCGATAGAGGAAAGTGTCT

nror

448/4494"

NROR448/449aIBS
AAAAAAGCTTATAATTATCCTTACTATACCTAAGAGTGCGCCCAGATAGGGTG
NROR448/449aEBS1d
CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCCTAAGATATAACTTACCTT
TCTTTGT

NROR448/449aEBS2
TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTTATAGTCGATAGAGGAAAGTGTCT

rubY

246/247s*

RubY246/247sIBS
AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAATGCTCGACAAAGTGCGCCCAGATAGGGTG
RubY246/247sEBS1d
CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGACAAACTTAACTTACCTT
TCTTTGT

RubY246/247sEBS2
TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTAGCATCCGATAGAGGAAAGTGTCT

revrbr

171/172s*

RevRbr171/172sIBS
AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGTAGACAAAGAAGTGCGCCCAGATAGGGTG
RevRbr171/172sEBS1d
CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCAAAGAAGTTAACTTACCTT
TCTTTGT

RevRbr171/172sEBS2
TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTTCTACTCGATAGAGGAAAGTGTCT

s* die Insertion des Gruppe-II-Introns erfolgte im Sense-Strang des Gens; a* die Insertion des Gruppe-II-Introns

erfolgte im Antisense-Strang des Gens.
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Produkte in MS-Mes int:rubY
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Abb. A4: Produktspektren verschiedener C. acetobutylicum Stimme in MS-Mes-
Medium mit und ohne Applikation von O,
Die Kulturen wurden in Hungates mit MS-Mes (10 ml) bis zu einer ODgyo von 1,0 angezogen
und anschliefend mit oder ohne Aerobisierung weiter inkubiert. Die Probennahmen erfolgten

iiber einen Zeitraum von 7 Tagen. Die Konzentrationen von Sduren und Losungsmitteln

wurden gaschromatographisch bestimmt (2.7.2).
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