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Abstract:

Eine Rhodospirillum rubrum Mutante, GPUHBL, die eine stark erhthte Empfindlichkeit
gegenuber Sauerstoff-Stress zeigte, wurde charakterisiert und die molekularen Ursachen ihrer
Sauerstoffempfindlichkeit untersucht. Sie soll als Nachweisorganismus in Wirkstoff-
Screening-Reihen eingesetzt werden, bei denen neu entwickelte (bio-)chemische Substanzen
darauf getestet werden, ob sie in lebenden Organismen zu einer vermehrten Bildung

schadlicher reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beitragen.

Im Zuge des hier beschriebenen Projektes sollte ein einfacher und kostenglnstiger
mikrobiologischer Test zur Detektion hoch reaktiver Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen
species; ROS, z. B. Superoxid, Wasserstoffperoxid, das Hydroxylradikal oder Singulett-
Sauerstoff) entwickelt werden. ROS sind in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus
verschiedenster Wissenschaftsbereiche - z. B. der Krebsforschung oder der Erforschung von
Alterungsprozessen - geruckt (z. B. [1-3]). Sie schadigen Zellen irreversibel durch Oxidation
von DNA, Proteinen und Lipidmembranen und initiieren durch eine Verschiebung des
Redoxzustands der Zellen Signalkaskaden, was letztlich zum Zelltod, d. h. vorzeitigen
Alterungsprozessen, oder auch zu unkontrollierten Zellteilungen, d. h. Krebs, fihren kann. In
unseren Zellen entstehen ROS durch unvermeidbare Seitenreaktionen wahrend der Energie-
liefernden Prozesse der Atmungskette. Sie kdnnen jedoch mit Hilfe endogener Enzyme (z. B.
Superoxid-Dismutase, Katalase) entgiftet werden. Doch durch Aufnahme von Umweltgiften
(Abgase, Feinstaub, Zigarettenrauch) aber auch aufgrund anderer Stress erzeugender
Umstéande, wird unser Organismus mehr und mehr erhéhten ROS-Konzentrationen ausgesetzt,
die nicht mehr ausreichend entgiftet werden koénnen, was zu massiven
Gesundheitsbeeintrachtigungen fuhren kann.

Im hier beschriebenen Projekt wurde eine auf Sauerstoff-Stress extrem empfindlich
reagierenden Mutante des phototrophen Bakteriums Rhodospirillum rubrum, GPUHBL1 (bzw.

deren carotinoidhaltiges, und daher etwas weniger empfindliches Analog SPUHB15), genauer
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charakterisiert, und es wurde gepruft, ob sie das Potential besitzt als Nachweisorganismus fir
ROS im Zuge einer einfachen und kostengiinstigen mikrobiellen Nachweismethode dienen zu
kdnnen. Ziel der Nachweismethode sollte sein, neu entwickelte (bio-)chemische Substanzen
darauf zu testen, ob sie in lebenden Organismen zu einer vermehrten, schadlichen ROS-
Bildung beitragen. Aullerdem sollte nach Wirkstoffen gescreent werden, die, &hnlich wie der

Radikalfanger Vitamin C, zur ROS-Entgiftung beitragen kénnen.

GPUHB1 und SPUHB15 waren durch Deletion des puhB-Gens aus dem puh-Operon der R.
rubrum Parentalstimme G9 (carotinoidlos) bzw. S1 (carotinoidhaltig) erzeugt worden [4]. R.
rubrum gehort zur Familie der schwefelfreien Purpurbakterien (Rhodospirillaceae), deren
Mitglieder sich dadurch auszeichnen, dass sie ihren Stoffwechsel auf die unterschiedlichsten
Wachstumsbedingungen einstellen kénnen. Unter anaeroben, phototrophen Bedingungen
kann R. rubrum anoxygene Photosynthese betreiben. Im Dunkeln kdnnen bei Abwesenheit
von Sauerstoff Gérprozesse ablaufen, und wenn Sauerstoff vorhanden ist, gewinnt R. rubrum
Energie durch die Reaktionen der oxidativen Phosphorylierung. Ein groRer Vorteil von R.
rubrum bei seiner Verwendung in industriellen Produktionsprozessen ist der, dass es bei
Inkubation in einem speziellen Medium, M2SF [5], unter semi-aeroben Bedingungen (d. h.
Sauerstoff-Partialdruck pO, von weniger als 0,5 %) im Dunkeln sehr groBe Mengen an
inneren Membranen produzieren kann, welche sonst nur unter photosynthetischen
Bedingungen erreicht werden kénnen. Die Mechanismen zur Regulation der Expression der
photosynthetischen Gene und der dadurch bewirkten Assemblierung des photosynthetischen
Apparates (Abbildung 1), welcher seinerseits das Wachstum der photosynthetischen
Membranen induziert, werden zur Zeit intensiv erforscht. Auch die hier beschriebenen
Mutanten GPUHB1 und SPUHB15 waren urspriinglich konstruiert worden, um den
postulierten Einfluss des puh-Operons [6,7] auf die Assemblierung des photosynthetischen
Apparates, der aus einem Lichtsammelkomplex (LH1) besteht, der ein Reaktionszentrum

(RC) ringformig umschlief3t, genauer zu untersuchen.




Abb. 1. Aktuelles Modell des photosynthetischen Apparates (PSU) von R. rubrum, das wahrend einer
Kooperation der Arbeitsgruppe (AG) Ghosh mit der AG Schulten (Urbana-Champaign, USA) erstellt wurde.
Fur diese Molekildarstellungen wurde das Programm VMD [8] verwendet. (links) LH1-Komplex. Die 2
verschiedenen Polypeptidketten-Typen, o und B, sind in blau bzw. rot, die Cofaktoren in grin
(Bacteriochlorophylle) und gelb (Carotinoide) dargestellt. (mitte) Blick auf die cytoplasmatische Seite der
LH1-RC-PSU. (rechts) RC-Seitenansicht: dargestellt sind nur die 3 Proteinuntereinheiten, H-UE grau, M rot, L
blau.

Wahrend der Zell-Anzucht und der phénotypischen Charakterisierung der puhB’-Mutanten
fiel auf, dass diese Uberraschenderweise sehr Sauerstoff-Stress-empfindlich waren. Wahrend
semi-aerober Inkubation im Dunkeln konnte beobachtet werden, dass bereits nach wenigen (3
bis 4) Uberimpfungen sich die anfangs purpurfarbenen SPUHB15-Kulturen orange farbten
und die anfangs blau-grinen GPUHB1-Kulturen braun wurden. Es konnte nachgewiesen
werden, dass dieser Farbumschlag durch die Anhdufung von Sekundarmutanten verursacht
worden war, die in Anwesenheit von Sauerstoff einen groRen Selektionsvorteil gegendiber den
ursprunglichen Mutanten und sogar dem Wildtyp hatten. Wahrend der Messung anaerober,
phototropher Wachstumskurven der carotinoidlosen (und daher noch empfindlicheren)
Mutante GPUHB1 konnte auBerdem beobachtet werden, dass die wéhrend der Messung
eingebrachte kleine Menge Luft toxisch auf die Zellen wirkte - die GPUHB1-Kulturen horten
auf zu wachsen und viele Zellen starben ab. Nur wenn die GPUHB1-Kulturen etwa 6 Tage
lang ohne Messung und damit verbundene Luftzufuhr inkubiert wurden und dabei eine
ODgeo™™ (ein MaR fir die Zelldichte in der Kultur) von etwa 0,6 erreichen konnten, konnte
ein mit dem carotinoidhaltigen Stamm SPUHB15 vergleichbares Wachstumsverhalten
beobachtet werden. Wahrscheinlich war bei einer OD von 0,6 eine genugend hohe Zelldichte
erreicht worden, so dass der bei der Messung eingeflhrte Sauerstoff schnell veratmet werden
konnte und die Zellen sich auch gegenseitig Schatten geben konnten und somit vor zu hohen
Lichtintensititen geschitzt waren (,,self-shading®). Die Messung der Oxidase-Aktivitat von
GPUHB1- und SPUHB15-Zellen mit Hilfe eines Schnelltests (SpotTest™ von DIFCO) und
des Sauerstoff-Indikators Resazurin zeigte eine erhdhte Oxidase-Aktivitat (als Reaktion auf
den Sauerstoff-Stress) in den Mutanten im Vergleich zu ihren Parentalstdmmen. Die mit
diesen Experimenten bestatigte erhohte Sauerstoffempfindlichkeit von GPUHB1 und
SPUHBI15 sollte im Zuge des von der Max-Buchner-Forschungsstiftung geforderten Projekts
fur eine Sauerstoff-Stress-Nachweismethode genditzt werden.

Zunachst wurde in den im Folgenden zusammengefassten Experimenten der Grad der
Sauerstoffempfindlichkeit von GPUHB1 im Vergleich zu dessen Parentalstamm G9
quantifiziert und der Ort der durch ROS erzeugten Schaden aufgeklart. In den



Experimenten wurden aufgereinigte, gewaschene photosynthetische Membranen,
Chromatophoren genannt, mit verschiedenen Stressoren inkubiert und das Ausmal} der
Schédigung spektroskopisch bestimmt. (In Absorptionsspektren von GPUHB1- und G9-
Chromatophoren zeigt die Hohe des Peaks bei 873 nm die Konzentration an intakten
Lichtsammelkomplexen an und die Hohe des Peaks bei 802 nm die Konzentration an
Reaktionszentren.) Wenn die Chromatophoren-Suspensionen 3 Stunden lang bei 30°C unter
Wolfram-Licht in Anwesenheit von Luftsauerstoff inkubiert wurden, so war eine Degradation
der GPUHB1- und G9-LH1-Komplexe von ungefahr 25 % messbar. Das GRUHB1-RC war
hingegen nur wenig degradiert worden (um 5 %) wéhrend die G9-RCs Uberhaupt nicht
beeintrachtigt waren. Der Grad der Schadigung konnte ungeféhr verdoppelt werden, wenn das
gleiche Experiment in Anwesenheit von reduziertem Cytochrom ¢ durchgefihrt wurde, (das
bei den Photosynthese-Reaktionen als Substrat diente,) da nun in einer Nebenreaktion des
Cytochrom bc;-Komplexes die ROS O, gebildet werden konnte. Wenn O, exogen durch die
Xanthin-Oxidase/Xanthin-Reaktion zugefihrt wurde [9], so wurde beim GPUHB1-LH1 nach
20-stiindiger Inkubation im Dunkeln bei 30°C eine Degradation von 28 % gemessen, wahrend
der G9-LH1 nur um 6 % degradiert war. Die RCs beider Stamme wurden durch das exogen
zugefihrte O," nicht beeinflusst. Eine 26-stiindige Inkubation in Anwesenheit von 1 M H,0,
fuhrte zu einer starken (55 %) Degradation des GPUHB1-LH1-Komplexes, die fast doppelt so
grol® war wie die der G9-LH1-Komplexe. Auch in diesem Experiment waren die RCs beider
Stamme vergleichsweise wenig beeinflusst (jeweils nur ca. 25 % Degradation). In Abbildung
2 sind die beschriebenen Ergebnisse graphisch dargestellt. Man kann erkennen, dass in
GPUHBL1 vor allem die LH1-Komplexe wesentlich empfindlicher gegeniiber oxidativem
Stress waren als die G9-LH1-Komplexe. Im Parentalstamm schien also die Anwesenheit des
PuhB-Proteins die Integritat des LH1-Komplexes bei exogen zugefiihrtem Sauerstoff-
Stress zu bewahren. Die RCs beider Stdimme wurden hingegen durch Sauerstoff-Stress

vergleichsweise wenig beeinflusst.

Chromatophoren. Aufgetragen ist die prozentuale
Degradation der LH1-Komplexe und der RCs von
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Um den molekularen Ursachen der erhéhten Empfindlichkeit von puhB’-Mutanten
gegeniber Sauerstoff-Stress herauszufinden, wurden auBerdem Experimente zum Nachweis
endogener O, -Produktion in Chromatophoren durchgefiihrt. Hierbei wurde die Methode von
McCord und Fridovich (1969, [9]) angewandt, bei der in einer Nachweisreaktion oxidiertes
Cytochrom ¢ durch das in der zu untersuchenden Probe produzierte O," reduziert wird, was
spektroskopisch durch ein Ansteigen der Assp nachgewiesen werden kann. Um die durch O~
verursachte Cytochrom c-Reduktion von anderen in den Membranen stattfindenden
Cytochrom c-Redox-Reaktionen unterscheiden zu konnen, wurden Kontrollexperimente in
Anwesenheit des Enzyms Superoxid-Dismutase durchgefiihrt. Die Analyse der gemessenen
O, -Produktionsraten zeigte, dass SPUHB15 im Vergleich zu seinem Parentalstamm S1
etwa 1,8 mal mehr O, pro Zeiteinheit produzierte.

Diese leicht erhéhte O, -Produktionsrate in SPUHB15 konnte jedoch die extreme
Sauerstoffempfindlichkeit der puhB’-Mutanten nicht zufriedenstellend erkléaren. Vielmehr
wurden die im vorigen Abschnitt beschriebenen Experimente zur Quantifizierung der
Sauerstoffempfindlichkeit zum Anlass genommen, in weiteren spektroskopischen
Experimenten die Integritdt des LH1-Komplexes von Mutanten und Wildtyp genauer zu
untersuchen. Die Messung von Differenzspektren (Chromatophoren-Spektren im Dunkeln -
minus - Spektren wahrend der Beleuchtung mit Anregungslicht geeigneter Wellenlédnge (>
820 nm)) zeigte, dass die im LH1-Komplex gebundenen Bacteriochlorophylle in den
Mutanten leichter photo-oxidiert werden konnten. Die LH1-Struktur war also in den puhB'-
Mutanten gestért und daher empfindlicher gegentber Degradation durch ROS.
Komplementierungsexperimente der puhB-Mutanten mit dem puhB-Gen in trans (, die hier
aus Platzgriinden nicht weiter erlautert werden,) bestatigten schlieBlich die Vermutung, dass
das PuhB-Protein ein integraler struktureller Bestandteil des photosynthetischen

Apparates von R. rubrum ist.

Die Mutanten GPUHB1 und SPUHB15 wurden also umfassend charakterisiert und die
Ursachen ihrer  phénotypischen  Besonderheit, d. h. ihrer erhohten
Sauerstoffempfindlichkeit, konnten weitestgehend aufgeklart werden. Diese sind in
einem eingereichten Manuskript detailliert beschrieben [4]. Wachstumsexperimente von
Mutanten und Parentalstdmmen zeigten positive Effekte der Inkubation mit 10 pM a-
Tocopherol (Vitamin E) und 5 mM Ascorbinsdure (Vitamin C). Da die Charakterisierung und
Standardisierung der untersuchten Mutanten sehr viel Zeit in Anspruch genommen hatte,

konnte bislang die angestrebte Testmethode fir ROS-erzeugende und ROS-detoxifizierende



Substanzen noch nicht optimiert und automatisiert werden, was aber im Zuge laufender

Projekte in den nachsten Monaten noch geschehen wird.
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