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Kurzzusammenfassung

Physiologische und biochemische Untersuchungen zu
oxidativem Stress in Corynebacterium glutamicum

Durch das Aufkommen photosynthetisch lebender Organismen auf der Erde vor Millionen
von Jahren kam es zu einer Anreicherung der Atmosphare mit molekularem Sauerstoff (O,).
Die oxidative Phosphorylierung ist hierbei die chemische Reaktion, welche es ermdoglicht, die
meiste Energie in Form von ATP im Organismus bereit zu stellen. Gleichzeitig aber ist sie der
Hauptproduzent fir reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species — ROS), die zu
Zellschaden auf verschiedenen Ebenen fiihren kdnnen. Als aerobes Bodenbakterium und
Produzent von Aminosauren in der Biotechnologie wird C. glutamicum sowohl in seiner
natirlichen Umgebung als auch in Fermentationsprozessen mit oxidativem Stress
konfrontiert. In dieser Arbeit wurden als ROS Wasserstoffperoxid (H,0,) und Singulett-
Sauerstoff (*0,), welches durch den Farbstoff Rose Bengal oder Natriumhypochlorit gebildet
werden kann, verwendet. Bisher ist (iber Art und AusmaR der oxidativen Schadigung, sowie
zu moglichen Schutzmechanismen in C. glutamicum wenig bekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C. glutamicum sensitiv fir 105 ist und vor allem
die Membran geschadigt wird. Im Gegensatz dazu wird die DNA gut geschitzt.

Mittels qualitativen und quantitativen Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass vor
allem Enzyme der Glykolyse und des Citratzyklus modifizierte Proteine bei oxidativem Stress
aufweisen, wohingegen Enzyme des Pentosephosphatweges vergleichsweise wenig
modifizierte Peptide zeigen. Anhand von Fructosebisphosphat-Aldolase (FBA),
Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH)
wurde der Einfluss von H,0, und ‘0, auf biochemischer Ebene untersucht. Dabei zeigte sich,
dass die GAPDH sensitiv gegeniiber H,0, ist, wohingegen die ICDH sensitiv gegeniiber 'O, ist.
Zudem korreliert die Haufigkeit der oxidativen Modifizierung mit der Starke des applizierten
Stresses und der Verminderung der Enzymaktivitat.

Es konnte ein schitzender Effekt des proteinfreien Zellextraktes aus C. glutamicum
festgestellt werden. Zudem wurde eine schiitzende Wirkung von freiem Methionin in
Enzymtestansatzen identifiziert. Mycothiol-defiziente Mutanten zeigten eine starke
Sensitivitat gegeniber 'O, gebildet durch Hypochlorit. Demnach scheinen insbesondere
niedermolekulare Substanzen im Zytosol einen schitzenden Effekt in C. glutamicum zu

haben, wenn die enzymatische Abwehr nicht mehr ausreicht.



Abstract

Physiological and biochemical studies on oxidative stress
in Corynebacterium glutamicum

Through the emergence of photosynthetic living organisms on earth millions of years ago,
there was an enrichment of molecular oxygen (0O,) in the atmosphere. Oxidative
phosphorylation is the chemical reaction which provides the biggest amount of energy in the
form of ATP for the organism. It is also the main producer for reactive oxygen species (ROS).
As an aerobic soil bacterium as well as extensively used organism for amino acid production,
C. glutamicum is confronted with oxidative stress in its natural environment as well as in the
biotechnological application. This study is using as ROS, hydrogen peroxide (H,0,) and
singlet oxygen (*0,), which can be formed by the dye Rose Bengal or sodium hypochlorite.
So far, little is known about the extent of oxidative damage and the protective mechanisms
in C. glutamicum.

In this study it has been shown that C. glutamicum is sensitive to singlet oxygen, and that in
particular, the membrane is damaged. In contrast, the DNA is well protected and
C. glutamicum processes effective DNA repair mechanisms.

Using qualitative and quantitative proteomics, it has been shown that mainly enzymes of
glycolysis and the citric acid cycle show oxidatively modified proteins, whereas in the
pentose phosphate pathway, comparatively lower number of modified proteins occurs.
Using fructose bisphosphate aldolase (FBA), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and isocitrate dehydrogenase (ICDH), the influence of hydrogen peroxide (H,0,)
and singlet oxygen ('0,) was studied at the biochemical level. The analyses revealed that
GAPDH is sensitive to H,0, whereas ICDH is sensitive to '0,. Furthermore, there is a
correlation between the frequency of oxidative modification, the extent of the applied stress
and the reduction of the enzyme activity.

A protective effect of protein-free cell extract from C. glutamicum could be identified. It has
been determined, a protective effect of methionine in enzyme assays. Mycothiol deficient
mutants showed a strong sensitivity opposite 'O, derived from hypochlorite. Accordingly,
particularly small molecules in the cytosol have a protective effect in C. glutamicum when

enzymatic defense mechanisms are no longer sufficient.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Modellorganismus Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum ist ein aerobes, Gram-positives und apathogenes
Bodenbakterium. Der Name der Familie Corynebacteriaceae leitet sich von dem griechischen
Wort coryne (Keule) ab, welches das keulenformige Aussehen der Bakterien beschreibt.
Zusammen mit den pathogenen Stammen C. diphtheriae, C. jeikeium, Mycobacterium
tuberculosis und M. leprae wird C. glutamicum den mycolsdurehaltigen Actinomyceten
zugeordnet [Minnikin, 1982; Stackebrandt et al., 1997].

C. glutamicum wurde bei einer Untersuchung zur Identifizierung von aminosdurebildenden
Bakterien entdeckt [Kinoshita et al., 1957]. Seitdem wird es vor allem fiir die groRtechnische
Produktion von L-Glutamat und L-Lysin eingesetzt [Leuchtenberger et al., 2005]. Anwendung
finden diese Produkte in der Nahrungsmittel- und in der Futtermittelindustrie.

Sowohl in seiner natiirlichen Umgebung, als auch in der biotechnologischen Anwendung
wird C. glutamicum mit Sauerstoff konfrontiert. Sobald Sauerstoff vorhanden ist, tritt
oxidativer Stress auf. Dieser kann Auswirkungen haben, die von oxidativer Modifikation
verschiedener Zellkomponenten bis hin zum Zelltod flihren, was wiederum Auswirkungen
auf die Ausbeute in Fermentationsprozessen hat. Bisher gibt es keine Untersuchungen zu
oxidativem Stress in C. glutamicum. Daher ist es wichtig, die Folgen von oxidativem Stress in
C. glutamicum und die dort vorhandenen Schutzmechanismen zu verstehen. Zudem kdnnen
Strategien entwickelt werden, welche den Schutz vor reaktiven Sauerstoffspecies (reactive
oxygen species - ROS) verbessern. Dies konnte auch fur die groRtechnische

Aminosdureproduktion relevant sein.

1.2. Oxidativer Stress

Als oxidativem Stress bezeichnet man eine Stoffwechsellage, die durch eine hohe
Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies gekennzeichnet ist. Diese reaktiven
Sauerstoffverbindungen werden im Rahmen von aeroben Stoffwechselvorgangen gebildet.
Dabei handelt es sich sowohl um freie Radikale als auch um stabile Oxidantien. ROS
bewirken oxidative Proteinmodifikationen, Lipidperoxidationen und DNA-Schadigungen.
Aerobe Organismen haben Mechanismen entwickelt, um diese Stressbedingungen zu

tolerieren. Die Zellen kdénnen sich auf enzymatischem und nicht-enzymatischem Wege vor
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ROS schitzen, u.a. durch Katalase oder Superoxiddismutase sowie durch die Akkumulation

niedermolekularer Substanzen.

1.2.1. Reaktive Sauerstoffspezies

Zu den ROS gehoren zum einen, freie Radikale wie das Superoxid-Anion (0O, ), das
hochreaktive Hydroxyl-Radikal (OHe), das Peroxylradikal (ROOe) und das Alkoxylradikal von
Lipiden (ROe), zum anderen stabile molekulare Oxidantien wie Wasserstoffperoxid (H,0,),
Hydroperoxid (ROOH), Ozon (0Os) und die Hypochlorit-Anion (OCl") sowie angeregte
Sauerstoffmolekile (Singulett-Sauerstoff (*0,)). Durch die Reaktion von Superoxid mit
Stickstoffmonoxid (NOe) kann Peroxonitrit (ONOQO’) entstehen. Diese Verbindungen werden
als reaktive Stickstoffspezies bezeichnet (RNS) und stellen zusammen mit ROS reaktive

Oxidantien dar [Halliwell, 2008].

1.2.2. Die Entstehung von ROS

Die Bildung von ROS findet in erster Linie in der Atmungskette beim einwertigen
Elektronentransfer statt. Sauerstoff kann frei Gber die Membran diffundieren und gelangt so
in die Zelle. Dieser kann die Elektronen von Redoxsystemen entziehen und reaktive
Sauerstoffformen insbesondere Superoxid bilden [Ligeza et al., 1998]. Durch eine fehlerhafte
Ubertragung der Elektronen in der Atmungskette (NADH-Dehydrogenase (Komplex 1) und
Cytochrom-c-Reductase (Komplex Ill)) auf O, ist die Atmungskette die Hauptquelle fir O,
[Korshunov et al., 2006]. Redoxzyklus-Antibiotika, sog. Xenobiotika, bilden H,0, [Pryor,
1982; Imlay, 2008].

Wasserstoffperoxid ist deutlich stabiler als Superoxid. Es sind FAD-abhangige
Dehydrogenasen und Oxidoreduktasen (Flavoenzyme) bekannt, die in erster Linie H,0; als
Produkt bilden [Massey et al., 1969]. Da H,0, keine Ladung besitzt, kann es frei tiber die
Membran diffundieren [Seaver et al., 2001]. Somit steigt der H,0,-Stress, sobald dieses im
extrazelluldren Raum vorhanden ist. Zudem kann H,0;, durch chemische umweltbedingte
Prozesse sowie durch photochemische Mechanismen gebildet werden [Imlay, 2008].

Weiter wird H,0, durch die NADPH-Oxidasen gebildet, welche bei der Wundheilung von
Pflanzen und in Saugetiermakrophagen aktiv sind. Ebenso spielt es bei der Abwehr von
Pathogenen durch Pflanzen, Tiere und Bakterien eine entscheidende Rolle [Imlay, 2008]. Im
Laufe der Evolution haben sich Bakterien die Bildung von ROS zu Nutze gemacht um deren

Okologische Nische zu verteidigen, indem sie selbst die reaktiven Sauerstoffformen

2
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ausscheiden und gleichzeitig sehr gute Schutzmechanismen gegen ROS ausbilden.
Lactobacillen schiitzen sich vor ROS, indem sie andere Proteine ausbilden, die resistenter
gegeniber ROS sein konnten [Archibald, 1981].

Wasserstoffperoxid  kann mit intrazelluliren Fe®* durch die Fenton-Reaktion (siehe

Gleichung 1) Hydroxyl-Radikale bilden [Henle et al., 1999; Imlay et al., 1988].
Fe®* + H,0, > FeO* + H,0
FeO** + H* > Fe* + OHe (Gleichung 1)

Aullerdem kann OHe auch bei der photolytischen Spaltung von Wasserstoffperoxid gebildet
werden. Das Hydroxyl-Radikal ist die neutrale Form des Hydroxyl-lons (OH’). Das Hydroxyl-
Radikal entsteht in der Atmosphdre aus Ozon und Wassermolekilen beim Auftreffen von
UV-Strahlen. Die entstehenden Hydroxyl-Radikale besitzen einen sehr geringen

Reaktionsradius und schadigen nur Ziele in nachster Nahe [Korycka-Dahl, 1978].

(o}
’ B Fe?*, HS-

Milchsaure
bakterium

Periplasma
Abbildung 1: Quellen fiir oxidativen Stress nach Imlay, 2008. a) Intrazelluldre Enzymautooxidation. b) umweltbedingte

Redoxreaktionen. c) H,0,-Abgabe durch konkurrierende Mikroben. d) Phagosomale NADPH-Oxidase. e) Redoxzyklus
Antibiotika (Xenobiotika).

Bei der Umsetzung von Wasserstoffperoxid mit Natriumhypochlorit (NaOCl) entsteht

zunachst die instabile Peroxohypochlorige Sdure, die schnell in Chlorwasserstoff bzw.

Natriumchlorid und Singulett-Sauerstoff zerfallt [Lechtken, 1974]. Singulett-Sauerstoff kann
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neben NaOCl auch mit Hilfe geeigneter Farbstoffe, wie Rose Bengal, Methylenblau oder
Eosin, auf photochemischem Weg darstellt werden [Lechtken, 1974]. Insbesondere
Lebewesen, die einen Photosyntheseapparat besitzen, kénnen bei der Anwesenheit von
Sauerstoff und Licht Singulett-Sauerstoff bilden [Berghoff et al., 2011].

Sauerstoff besitzt zwei unterschiedlich angeregte Zustande, die beide eine deutlich groRere
Energie als der Grundzustand besitzen. Bei beiden Zustédnden sind die Spins der Elektronen
antiparallel ausgerichtet. Der stabilere angeregte Sauerstoff wird, nach der
guantenmechanischen Bezeichnung flr diesen Zustand, Singulett-Sauerstoff genannt. Die
beiden Singulett-Zustande unterscheiden sich dadurch, ob sich die beiden Elektronen in

einem oder beiden n*-Orbitalen befinden [Hasegawa, 2008; Shinkarenko, 1981].

1.3. ROS bedingte Zellschaden

1.3.1. ROS-Schdden an der DNA

DNA kann auf unterschiedliche Weise durch ROS modifiziert werden, meistens jedoch
werden die Basen oxidiert. Auf die DNA wirkt HOe sehr reaktiv, o, greift in erster Linie
Guanin an und O, sowie H,0, haben nur einen geringen Anteil an den oxidativen Schaden
der DNA [Wiseman, 1996]. Die am haufigsten vorkommende Basenmodifikation ist die
Umwandlung von Guanin zu 8-Hydroxyguanin (siehe Abbildung 2, [Mgller, 2007]). DNA kann
auch indirekt durch Malondialdehyd (MDA), ein Abbauprodukt mehrfach ungesattigter
peroxidierter Fettsduren modifiziert werden (siehe Absatz 1.3.2). Dabei reagiert MDA mit
Guanin und bildet einen extra Ring, dabei entsteht Pyrimido[1,2-a]-purin-10(3H)-eins (MG)
(siehe Abbildung 2, [Mgller, 2007; Jeong et al., 2005]).

DNA oxidation o
N
HN/E H—oH
A, N
HN™ N7
0 )
© .
)K.-N / 8-Hydroxyguanin
- Y
HQNJ\\N/\H 04 0
N
Guanin ‘ ~ N \/M N\>
N“NT N
MG

Abbildung 2: Modifizierung der Base Guanin durch ROS und MDA. Guanin wird durch die Anwesenheit von ROS zu 8-
Hydroxyguanin umgewandelt. Mit MDA reagiert Guanin zu M;G (Pyrimido[1,2-a]-purin-10(3H)-eins). Oxidative
Modifikationen sind rot dargestellt [nach Mgller, 2007].
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H,0, kann mit intrazelluldarem Fe2+, das an die DNA assoziiert ist, durch die Fenton-Reaktion
an der DNA Schaden verursachen [Henle et al., 1999; Imlay et al., 1988].

Oxidativer Stress kann ebenfalls zu Einzelstrangbriichen (Single Strand Breaks - SSB) oder
Doppelstrangbriichen (Double Strand Breaks - DSB) fihren [Passos et al., 2007]. Der durch
ROS verursachte Schaden an der DNA ist nicht vollkommen zufallig und Mutationsballungen

an bestimmten Hotspots konnen beobachtet werden [Helliwell, 1999].

1.3.2. Der Einfluss von ROS auf Lipide

Die am haufigsten auftretende Reaktion von ROS mit Lipiden ist die Lipidperoxidation. Sie
findet nur bei mehrfach ungesattigten Fettsduren (Polyunsaturated fatty acids - PUFAs) statt.
Bei der Lipidperoxidation reagieren ROS mit Elektronen von Lipiden. Dabei wird eine
Kettenreaktion gestartet, die zur Zellschidigung fihrt. Insbesondere OHe und 'O, reagieren
mit PUFAs und bilden dabei Lipid-Hydroperoxid und ein neues Fettsaure-Radikal, so dass der
Vorgang von Neuem beginnen kann. In erheblichem Male fiihrt die PUFA-Peroxidation zu
einer verringerten Fluiditdat der Membran, erh6ht die Durchlassigkeit und bedingt sekundare
Schaden an Membranproteinen [Helliwell, 2006]. Verschiedene Aldehyde wie z.B. 4-
Hydroxy-2-Nonenal (HNE) und Malondialdehyd (MDA), sowie Hydroxyl- und Ketofettsauren
werden als Resultat der PUFA-Peroxidation gebildet (siehe Abbildung 3).

PUFA oxidation
OH
= ROS P
CHY T N(CHHCO0H ———Pp o H NN
Linolsaure (18:2) HNE

H-C 15 12 9
NN TN N (CH.),C00H ——p

Ox 0
Linolensé&ure (18:3) A MDA
Yx
9
HC™ N="" " (cH,),c00H
OH
13-HOTE

Abbildung 3: Oxidation von PUFAs. Linolsdure (18:2) reagiert mit ROS zu HNE (4-Hydroxy-2-Nonenal). Linolensaure (18:3)
reagiert mit ROS zu MDA (Malondialdehyd), sie kann aber auch zu zyklischem Oxilipin und 13-HOTE (13-
Hydroxyoctadecatrienoicsaure) oxidiert werden. Oxidative Modifikationen sind rot dargestellt [nach Mgller, 2007].
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Die Produkte des Aldehydabbaus kdnnen mit DNA und Proteinen weiter reagieren [Halliwell,
1999]. ROS konnen aber auch mit einfach ungesattigten Fettsduren reagieren und diese

ebenfalls zu Hydroperoxiden oxidieren [Frankel, 1980].

1.3.3. Einfluss von ROS auf Proteine

Die Oxidation von Proteinen reicht von der Modifikation einzelner Aminosauren bis hin zur
Degradation des Proteins. Die meisten Modifikationen der Proteinoxidation sind irreversibel,
wobei eine wenige Modifikationen an denen schwefelhaltige Aminosdauren beteiligt sind,
reversibel sind [Ghezzi et al., 2003]. Cystein und Methionin sind sehr reaktiv, insbesondere
mit *0, und HOe, wohingegen H,0, eher nur mit Cysteinen reagiert [Mgller, 2007]. Die
Oxidation von Thiol zu einem Disulfid (R1-S-S-R2, Cystine), welches durch unterschiedliche
ROS gebildet werden kann, ist ein sehr wichtiger metabolischer
Redoxregulationsmechanismus. Die Cystine koénnen durch das Thioredoxin und das
Glutaredoxinsystem wieder reduziert werden. Cysteinsdure ist das hochste Oxidationslevel
von Cystein. Diese Modifikation ist irreversibel und schadlich fiir das Protein, da die
Cysteinsdure nicht wieder reduziert werden kann und das Enzym u.U. dadurch inaktiviert
wird [Ghezzi et al., 2003].

Die Oxidation von Methionin zu Methioninsulfoxid ist eine weitere reversible Modifikation.
Diese Modifikation kann durch das Enzym Methioninsulfoxid-Reduktase (MsrA) riickgéngig
gemacht werden. Im Gegensatz dazu steht die Oxidation von Methionin zu Sulfon, welche
irreversibel ist und dem Protein schadet [Mgller, 2007].

Neben den oxidativen Reaktionen, die schwefelhaltige Aminosdauren beinhalten, sind
Carbonylierungen die am haufigsten vorkommenden oxidativen Modifikationen. Es gibt
keine Anzeichen dafiir, dass Carbonylierungen reversibel sind [Shacter, 2000]. Die Oxidation
von Arginin, Histidin, Lysin, Prolin, Threonin, und Tryptophan, welche in erster Linie durch
!0, und OHe katalysiert werden, ergibt freie Carbonylgruppen, die mittels
Dinitrophenolhydrazin (DNPH) detektiert werden kdnnen [Levine et al., 1994; Davies, 2004,
Xu und Chance, 2005]. Die Oxidation von Tryptophan ist eine weitere irreversible Reaktion.
Diese fuhrt von N-Formylkynurenin zu Kynurenin [Shacter, 2000].

Neben den AS Modifikationen kann es zur Oxidation des Proteinrickgrats kommen. Der
oxidative Angriff erfolgt durch die OHe-abhadngige Abstraktion eines Wasserstoffatoms eines

Aminosaurerestes und der Bildung eines zentrales Kohlenstoffradikals. Dieses wiederum
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reagiert mit O, zu einem Alkylperoxyl Radikal, welches in vielen Schritten zu einem Hydroxyl-
Proteinderivat werden kann. Diese Reaktion wird meist durch Fe®* katalysiert. Das
Proteinradikal kann zusammen mit anderen Proteinradikalen zu einer Protein-Protein
Vernetzung fiihren [Berlett, 1997]. Zudem kann es Uber das Hydroxyl-Proteinderivat durch
den Diamin- oder a-Amidation-Stoffwechselweg zur Peptidfragmentierung kommen. Die
Spaltung der Peptidbricken kann auch durch den ROS-Angriff auf Glutamat-, Aspartat- und

Prolinseitenketten geschehen [Garrison, 1987].
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\ 0S l N 0S l . .
S S 0=S=0 H =N H NH
“CH, 07" CH, T \= \"
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Abbildung 4: Oxidative Protein Modifikationen. Oxidation von Cystein, sowie die Bildung von Cystin. Oxidation von
Methionin zu Methioninsulfoxid und Sulfon. Carbonylierung von Histidin, Arginin Prolin und Lysin. Tryptophan Oxidation
von N-Formylkynurenin zu Kynurenin. Oxidative Modifikationen sind rot dargestellt [nach Mgller, 2007].
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Darlber hinaus inaktivieren H,O, und O, eine Enzymfamilie von Dehydratasen durch
Oxidation der freizugdnglichen Eisen-Schwefel-Cluster ([4Fe-4S]*") [Flint et al., 1993; Jang
und Imlay, 2007; Mgller, 2007]. Als Konsequenz sind die katabolen und biosynthetischen

Wege, welche von diesen Enzymen abhangen, nicht mehr funktionsfahig.

1.4. ROS-Abwehrmechanismen

Um sich vor oxidativem Stress zu schiitzen, besitzen Mikroorganismen eine effektive ROS-
Stressantwort. Zu der ROS-Stressantwort gehort die Detektion reaktiver Sauerstoffspezies,
enzymatische Schutzmechanismen, wie z.B. die Katalase und die Superoxiddismutase, und
der Schutz durch niedermolekularen Substanzen, wie z. B. die Akkumulation von Mangan

und Antioxidantien.

1.4.1. Wahrnehmung von ROS und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren

Uber die ROS-Detektion in der Zelle ist in C. glutamicum noch nicht viel bekannt. In anderen
Bakterien beispielsweise in E. coli ist die Wahrnehmung von ROS bereits sehr gut untersucht.
Dieser Abschnitt befasst sich mit der Aktivierung von ROS-abhdngigen
Transkriptionsfaktoren wie SoxR und OxyR und Sigmafaktoren wie SigR. Zudem werden
Transkriptionsfaktoren vorgestellt, die in C. glutamicum bereits fir die oxidative

Stressantwort bekannt sind.

Bakterien antworten auf Superoxid- und Hydrogenperoxid-Stress mit der Expression
unterschiedlicher Enzyme [Pomposiello, 2001]. Es gibt zwei unterschiedliche Familien von
redoxabhdngigen Transkriptionsfaktoren. SoxR und SoxS sind fir die Antwort auf O;
verantwortlich, wohingegen OxyR fiir die Antwort auf H,0,-Stress verantwortlich ist [Imlay,
2008]. Superoxid modifiziert das Eisen-Schwefel-Cluster von SoxR, welches nicht mehr an die
DNA bindet und somit die Expression von SoxS induziert. Die steigende Menge an SoxS
bewirkt eine erhohte Expression von mehr als einem Duzend Proteinen in E. coli, wie z.B. nfo
(Endonuklease, wichtig fir die DNA-Reparatur), sodA (Superoxiddismutase), for (NADPH-
Ferredoxin-Reduktase) und zwf (Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase) [Greenberg et al.,
1990; Ding et al., 1996; Storz und Imlay, 1999].
OxyR gehort zur LysR Transkriptionsfaktor-Familie, welche sich durch ein Helix-Turn-Helix-
Motiv auszeichnet [Schell, 1993]. Zudem besitzt OxyR zwei sehr reaktive Cysteine (Cys199
und Cys208). Bei H,0,-Stress bilden die Thiole Disulfidbriicken aus und aktiveren den
8
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Transkriptionsfaktor [Zeng et al., 1998]. Zu den Genen, die OxyR in E. coli aktiviert, gehdren
z.B. dps (DNA-Bindeprotein), gorA (GSH-Reduktase), grxA (Glutaredoxin), katG
(Katalase/Peroxidase), ahpCF (Alkyl Hydroperoxid NADPH Oxidoreduktase), fur
(Eisenaufnahme Regulator) und oxyS, eine kleine regulatorische RNA, welche in der DNA-
Reparatur bendtigt wird [Christman et al., 1985; Storz und Imlay 1999; Zheng et al.,2001; Liu
et al., 2005]. OxysS ist in Mykobakterien ein negativer Regulator fiir katG [Li und He, 2012].
Der Transkriptionsfaktor PerR, ein fur-ahnliches Protein, ist in E. coli beschrieben, die
Peroxidase/Katalase zu aktivieren. In Streptococcus aureus und Bacillus subtilis Gbernimmt er
den Platz von OxyR. Zudem induziert PerR in diesen Organismen die Transkription von dps
und metQIN (Methionintransporter) [Lee und Helmann, 2006; Zhang et al., 2012].

In S. coelicolor bindet der zinkabhangige Antisigmafaktor RsrA an den ECF Sigmafaktor SigR
(oR). Bei oxidativen Stress bilden die Cysteine in SigR Disulfidbriicken aus, so dass dieser sich
I6sen kann und die Transkription induziert [Kang et al., 1999; Li et al., 2003; Bae et al., 2004].
Es sind 44 SigR Zielgene bekannt, dazu gehdren: trxBA, trxC (Thioredoxproteine), mshA (das
erste  Enzym der Mycothiolsynthese), mrx (Mycoredoxin), cysM (Protein der
Cysteinproduktion) und msrA, msrB (Proteine der Methioninreduktion) [Park und Roe, 2008;
Kallifidas et al., 2010]. Diese Stressantwort ist insbesondere wichtig fir den Thiol-
Metabolismus der Zelle, da Thiolgruppen sehr reaktiv gegeniiber ROS sind und die oxidierten
Thiole schnellst moglich durch reduzierte Thiolgruppen ersetzt werden sollten.

Fur die oxidative Stressantwort in C. glutamicum ist ein o" Transkriptionsfaktor beschrieben
worden, welcher bei der Regulation unter oxidativen und Hitzestress beteiligt ist [Nakunst et
al., 2007].

Ebenso besitzt C. glutamicum whiB-artige Enzyme, WhcE und WhcA. WhiB ist ein
Transkriptionsfaktor in Actinobacteria, welcher fir die Zellteilung verantwortlich ist. WhcE
spielt eine positive Rolle in der oxidativen Stressantwort und aktiviert die trxB Gene fir die
Thioredoxinreduktase [Kim et al., 2005] Dagegen zeigt whcA eine negative Rolle in der
oxidativen Stressantwort, da Zellen, die whcA (berexprimieren, ein schlechtes Wachstum
zeigen und sensitiver gegenilber Sauerstoff sind. Desweiteren scheint es einen
Zusammenhang in der oxidativen Stressantwort und der Aktivierung von DtxR, welcher der
Eisenmetabolismus Regulator ist, zu geben [Wennerhold und Bott, 2006; Kim und Holmes,

2012].
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1.4.2. Enzymatischen ROS-Abwehrmechanismen

Der folgende Abschnitt befasst sich mit den enzymatischen ROS-Abwehrmechanismen. Zu
diesen gehoren die weitverbreiteten Enzyme Superoxiddismutase (SOD), Peroxidase und
Katalase, welche zum Teil in C. glutamicum ebenfalls eine Rolle spielen. AnschlieRend
werden enzymatische ROS-Abwehrmechanismen vorgestellt, die Organismen spezifisch sind,
wie die Alkylhydroperoxid-Reduktase und die Glutathionperoxidase und nicht in
C. glutamicum vorkommen. Des Weiteren wird auf den schiitzenden Effekt von ROS

resistenteren Isoenzymen eingegangen.

Die Superoxiddismutase (SOD) ist ein sehr leistungsfihiges antioxidatives Metalloenzym,
welches die Dismutation von Superoxid zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid

katalysiert (siehe Gleichung 2) um die O, -Konzentration in der Zelle gering zu halten.
20%+2H" > H,0,+0, (Gleichung2)

E. coli besitzt zwei zytoplasmatische SODs, MnSOD und FeSOD. Die Menge an SOD ist in
E. coli flinfmal hoher als eigentlich fir den Abbau von O, bendtigt wird [Imlay et al., 1991].
E. coli SOD-Mutanten zeigen Wachstumsdefekte unter aeroben Bedingungen [Carlioz et al.,
1986]. Im Gegensatz dazu konnte bei C. glutamicum durch Proteomanalyse nur eine
Mangan-abhangige SOD identifiziert werden. In C. glutamicum konnte keine SOD-Mutante
hergestellt werden, daher wird davon ausgegangen, dass die Deletion der SOD letal sein
kdnnte [Marin, persdnliche Mitteilung].

Die Peroxidase oxidiert Wasserstoffperoxid zu zwei Molekiilen Wasser (siehe Gleichung 3),
wohingegen die Katalase zwei Molekile Wasserstoffperoxid zu molekularem Sauerstoff und

zwei Molekilen Wasser umwandelt (siehe Gleichung 4).
RH, + H,0, > R + 2H,0 (Gleichung 3)

2H,0, > 0,+2H,0 (Gleichung4)

In C. glutamicum konnte bisher keine Peroxidase gefunden werden, allerdings ist ein katA
Gen vorhanden, welches fiir eine Katalase kodiert. Pathogene Vertreter der
Corynebacteriaceae und Actinobacteria besitzen sowohl eine Katalase als auch eine
Peroxidase.

Der E. coli Wildtyp stellt sein Wachstum nach Zugabe von geringen Konzentrationen im

uUM-Bereich an exogenem H,0; ein [Imlay, 2008]. Zudem zeigen E. coli Katalase/Peroxidase-
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Mutanten eine Sensitivitat gegenliber mikromolaren Mengen an H,0; [Park et al., 2005; Jang
et al., 2007]. C. glutamicum dagegen wachst nach Applikation von 100 mM exogenem H,0,
nach kurzer lag-Phase mit gleicher Wachstumsrate weiter [Seiferling, 2009].

Es besteht ein Zusammenhang zwischen extremen pH-Werten und oxidativem Stress
[Follmann et al., 2009]. C. glutamicum kann eine effektive pH-Homdoostase bei einem
externen pH-Wert von 6 — 9 betreiben. Bei der Anzucht von C. glutamicum in
Minimalmedium konnten bei pH 6 6,5 UM H,0,, unter neutralen Bedingungen 2,2 uM H,0,
und bei pH 9 0,9 uM H,0, detektiert werden. Durch die Kombination von Proteom- und
Transkriptom-Analysen konnte gezeigt werden, dass Eisen-abhangige Enzyme wie die
Succinat-Dehydrogenase, die Aconitase oder Katalase bei pH 6 reprimiert werden. Die
gleichen Gene wurden jedoch bei einem alkalischen pH stark induziert [Follmann et al.,
2009]. Dies hat zur Folge, dass es bei einem sauren pH zu oxidativem Stress kommen kann,
da die Katalase weniger gebildet wird bzw. weniger Cofaktor zur Verfligung hat.
Untersuchungen an einer C. glutamicum Katalasemutante (AkatA) zeigten jedoch ein starkes
Wachstumsdefizit bei pH 9. Durch Zugabe von externer Katalase konnte eine
Komplementation erzielt werden. Dies ldsst vermuten, dass unter alkalischen Bedingungen
oxidativer Stress in Form von H,0, auftritt. Die zuvor gemessenen geringen Mengen an H,0,
bei pH 9 sind darauf zuriick zu flihren, dass die Katalase hier den GrofSteil des gebildeten
H,0, sofort abfangt [Seiferling, 2009].

Die Alkylhydroperoxid-Reduktase (AhpC) schiitzt u.a. E. coli, B. subtilis und verschiedene
Mykobakterien vor H,0, [Ferrante et al., 1995; Antelmann et al., 1996; Dhandayuthapani et
al., 1996]. AhpC gehort zu den Peroxiredoxinen und katalysiert die Reaktion von
Hydroperoxiden zu dem entsprechenden Alkohol, wobei es selbst an einem Cystein oxidiert

wird (siehe Gleichung 5).

R-OOH + Prx;eq. 2 R-OH + Prxqy + H,0 (Gleichung 5)

Ein weiteres Schutzenzym ist die Glutathionperoxidase, welche die Glutathion-abhangige
Reaktion von H,0; zu H,0 katalysiert (siehe Gleichung 6). Diese Enzym kommt unter anderen
in E. coli und Neisseria meningitidis vor [Aho und Kelly 1995; Arenas et al., 2010].

Zudem bildet E. coli bei oxidativen Stress weniger sensitive Isoenzyme von ROS sensitiven

Enzymen, wie der Fumerase und der Aconitase [Liochev, 1992; Cunningham et al., 1997].
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1.4.3. Nicht-enzymatische ROS-Abwehrmechanismen

Neben den enzymatischen ROS-Abwehrmechanismen, sind niedermolekulare Substanzen
beschreiben, die die Zelle vor oxidativen Stress schiitzen sollen [Daly et al., 2010]. In diesem
Abschnitt wird der schitzende Einfluss von Mangan und Aminosduren beschreiben.
AnschlieBend werden in Bakterien vorkommende Antioxidantien wie Pyrrolochinolinchinon

Glutathion und dessen Analoga vorgestellt.

Studien an unterschiedlichen Mikroorgansimen haben gezeigt, dass Mangan Zellen bei
oxidativen Stress schiitzen kann [Imlay, 2008]. In vielen Enzymen kann Mangan als Cofaktor
genutzt werden, bindet aber mit geringerer Affinitat als Eisen [Andreini et al., 2008]. Mangan
ist ein essentieller Cofaktor u.a. der Mangan-abhangigen SOD. Desweiteren konnte bei SOD-
Mutanten von E. coli, Bacillus subtilis und Saccharomyces cerevisiae ihr schlechtes
Wachstum durch Zusetzen von Mangan verbessert oder ausgeglichen werden [Al-Maghrebi
et al.,, 2002; Inaoka et al., 1999; Sanchez et al., 2005].

Der Zusatz von Mangan erlaubt Streptococcus pneumoniae und Neisseria gonorrhoeae eine
bessere Toleranz gegeniiber sonst letalen millimolaren Konzentrationen von H,0, [Tseng et
al., 2002; Seib et al., 2004].

Mangan scheint gleichermaBen mit H,O, und O, zu reagieren und eine dhnlich schitzende
Funktion zu besitzen wie die Katalase [Berlett et al., 1990]. Neben der Katalase wird von dem
OxyR-Transkriptionsfaktor nach dessen Aktivierung durch H,0, in E. coli das Gen mntH
induziert. Es codiert den einzigen Mangan Importer [Kehres et al., 2000]. Wenn dieser
Importer ausgeschaltet wird, erhoht sich die Sensitivitat vieler Mikroorganismen gegentiber
H,0..

Bei pH 9 findet in C. glutamicum eine intrazellulare Akkumulation von Mangan statt [Marin,
personliche Mitteilung]. C. glutamicum Wildtyp zeigte jedoch unter Manganmangel bei pH 9
ein besseres Wachstum [Seiferling, 2009].

Das extremophile Bakterium Deinococcus radiodurans ist nicht nur gegen ionisierende
Strahlung nahezu voéllig unempfindlich, sondern es ist auch fiir seine gute Resistenz
gegeniber ROS bekannt. Neben der Akkumulation von Mangan bei oxidativem Stress,
akkumuliert es zu seinem Schutz eine Anzahl von niedermolekularen Substanzen, wie z.B.
unterschiedliche Aminosauren und Nukleotide [Daly et al., 2004; Daly et al., 2010].
Insbesondere freies Methionin kann in der Zelle akkumuliert werden, um mit ROS zu

reagieren. Manche Enzyme besitzen an der Oberflache exponiert Methionine, die mit ROS
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reagieren und so funktional wichtige AS-Reste schiitzen [Levine et al, 1996]. Die
Methioninsulfoxid-Reduktase (MsrA, MsrB) kann einfach oxidiertes Methionin wieder
reduzieren [Stadtman et al., 2003]

Ein weiteres kleines redoxaktives Molekiil ist Pyrrolochinolinchinon (PQQ). Es wird meist als
Cofaktor fiir verschiedene prokaryotische Dehydrogenasen genutzt und gehort zu der Klasse
der B-Vitamine [Kasahara und Kato, 2003]. In Klebsiella pneumoniae sind sechs Enzyme an
der Biosynthese von PQQ beteiligt [Velterop et al., 1995]. PQQ ist besonders effektiv im
Schutz vor O, und OHe [Hara et al., 2007]. C. glutamicum besitzt keine Gene zur Herstellung
von PQQ.

Zudem ist bekannt, dass B. subtilis durch Bacillithiol geschiitzt wird. Diese wurde zuerst als
unbekanntes Thiol in Bacillus anthracis gefunden [Nicely et. al., 2007]. Es ist ein reichlich in
verschiedenen Bacillus Species, in Staphylococcus aureus und Deinococcus radiodurans
vorhandendes Thiol [Newton et al., 2009]. Bacillithiol ist ein Glykosid aus Cysteinyl-D-
glucosamin und Malat und wirkt hauptsachlich als Antioxidans (siehe Abbildung 5).
Bacillithiol wie sein strukturahnliches Mycothiol sind Analogons zu Glutathion, welches in
Eukaryotenzellen aber auch in E. coli als Antioxidans vorkommt [Fuchs und Warner, 1975]. Es
katalysiert die Reaktion des Thiols des Cysteins mit Peroxiden und wird dabei zu Glutathion-
Disulfid (siehe Gleichung 6). Die Glutathion-Reduktase reduziert das oxidierte Glutathion in

Abhangigkeit von NADPH, so dass der Zyklus von Neuem beginnen kann (siehe Gleichung 7).

2GSH + H,0, - GS-SG + 2H,0 (Gleichung 6)

GS—SG + NADPH + H" > 2 GSH + NADP* (Gleichung 7)

Mycothiol, welches als Glutathion-Analogon in Actinomyceten gebildet wird, besteht aus
einem Cysteinrest, welcher mit der Aminogruppe an Glucosamin acetyliert ist, welches
wiederum mit einem Inositol verbunden ist (siehe Abbildung 5) [Newton et al., 2008].

Es sind vier Proteine an der Biosynthese von Mycothiol in C. glutamicum beteiligt (mshA,
mshB, mshC, mshD) [Feng et. al., 2006]. Enzyme, die an der Biosynthese von Mycothiol
beteiligt sind und Enzyme die von Mycothiol abhangig sind, sind gute Ziele fir Antibiotika bei
der Behandlung von Tuberkulose [Rawat, 2007; Newton et al., 2002].
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Abbildung 5: Strukturformen von Glutathion (GSH), Bacillithiol (BSH) und Mycothiol (MSH)

Diese chemischen Thiol-Verbindungen kénnen nicht nur miteinander reagieren, sondern
auch mit funktional wichtigen Cysteine in Proteinen um diese vor ROS zu schiitzen. In
Bacillus subtilis werden Proteine bei oxidativem Stress bacillithioliert und somit inaktiviert.
Wenn der oxidative Stress vorbei ist, werden diese Proteine durch die Thioldisulfid
Isomerase (YphP) reduziert und sind wieder aktiv [Chi et al., 2011]. Dieses Prinzip der
Mycothiolierung ist auch bei Actinomyceten beschrieben [Bzymek et al., 2007].

Die ausgepragte Vielfalt und die Komplexitat der ROS-Abwehrmechanismen zeigen, dass der

ROS-Schutz in der Zelle eine wichtige Rolle spielt und somit oxidativer Stress haufig auftritt.
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1.5. Zielsetzung

C. glutamicum wird in seiner natirlichen Umgebung wie auch in der biotechnologischen
Anwendung standig mit oxidativem Stress konfrontiert. Bislang ist in diesem Organismus
Uber das Ausmal} der oxidativen Schadigung und der Einfluss des intrazelluldren Schutzes
kaum etwas bekannt.

Im ersten Teil der Arbeit soll die Auswirkung von ROS auf physiologischer und biochemischer
Ebene untersucht werden. Diese Fragestellung soll unter Zuhilfenahme einer
Katalasemutante (AkatA) beantwortet werden. Dabei sollen unterschiedliche
Zellkomponenten wie DNA, Lipide und Proteine betrachtet werden. Das Hauptaugenmerk
soll auf der oxidativen Modifikation von Proteinen liegen, die mittels Oxyblot und
massenspektrometrischen Analysen identifiziert werden. Enzyme, die sich als gute Ziele von
ROS erwiesen haben, sollen daraufhin biochemisch genauer untersucht werden, indem der
Einfluss von ROS, insbesondere H,0, und 102, auf die Enzymaktivitat betrachtet wird.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen mittels der identifizierten Enzyme Strategien ausgearbeitet
werden, wie die ROS-Resistenz in C. glutamicum verbessert werden kann. Dies soll anhand
enzymatischer und nicht-enzymatischer Schutzmechanismen geschehen. Es wird ein gutes
Verstandnis des zelleigenen ROS-Schutzsystems angestrebt. Die Ergebnisse dieser Arbeit

kdnnen dariiber hinaus fir die groRtechnische Aminosaureproduktion relevant sein.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders erwahnt, von Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und

Merck (Darmstadt) verwendet.

2.2. Verwendete Stamme

Die Tabelle 1 gibt die, in dieser Arbeit verwendeten C. glutamicum- und E. coli-Stamme,

sowie relevante Genotypen wieder.

Tabelle 1: Verwendete Stamme

Stamm

Corynebacterium
glutamicum

Genotyp

ATCC 13032, Wildtyp (WT)

Referenz

Abe et al., 1967

C. glutamicum
pPEKEX2

ATCC 13032 mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pEKEx2, Km"

Diese Arbeit

ATCC 13032 mit pDrive-Insertion im Gen cg0310

ikatA . Ochrombel, 2011
Km
) ) Rickert,
AkatA ATCC 13032 mit Deletion des Gens cg0310 . .
unveroffentlicht

Afba ATCC 13032 mit Deletion des Gens cg3068 Wendisch

AgapB ATCC 13032 mit Deletion des Gens cg1069 Wendisch

Azwf ATCC 13032 mit Deletion des Gens cg1778 Wendisch
AmshC ATCC 13032 mit Deletion des Gens cg1709 Feng et al., 2006
AmshD ATCC 13032 mit Deletion des Gens cg2847 Feng et al., 2006

Afba_pEKEx2 cg

Afba mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pEKEx2_fba aus C. glutamicum

Diese Arbeit

Afba_pEKEx2 dr

Afba mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pEKEx2_ fba aus Deinococcus
radiodurans

Diese Arbeit

Afba_pEKEx2_sg

Afba mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pEKEx2_fba aus Streptococcus
gordonii

Diese Arbeit

Afba_pEKEx2_pa

Afba mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pEKEx2_fba aus
Propionibacterium acnes

Diese Arbeit
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Deinococcus .
. ATCC 13939, Wildtyp Anderson et al., 1956

radiodurans

E. coli Escherich , 1885
endA1 supEd44 thi-1 A-recAl gyrA96 relAl

DH5aMCR Grant et al., 1990
deoRA(lacZYA-argF) U169 ®80AlacZ AM15mcrA
A(mmrhsdRMS mcrBC)

BL21 BL21 E. coli B F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal Studier et al., 1986
BL21 mit extrachromosomal vorliegendem

BL21 pASK-IBA-3 FBA | Expressionsvektor pASK-IBA-3_fba aus C. Diese Arbeit

glutamicum

BL21 mit extrachromosomal vorliegendem
Expressionsvektor pASK-IBA-3_icdh aus C. Diese Arbeit
glutamicum

BL21_pASK-IBA-3
ICDH

BL21 mit extrachromosomal vorliegendem
BL21_pASK-IBA-3

Expressionsvektor pASK-IBA-3_gapdh aus C. Diese Arbeit
GAPDH .
glutamicum
2.3. Plasmide, genomische DNA und Oligonukleotide

In der folgenden Tabelle 2 sind die, in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Plasmide
aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz

DEKEX2 Km'f1 ori Eikmanns et al., 1991
pEKEx2_katA pEKEx2 mit cg0310 Diese Arbeit
pEKEx2_ahpCF pPEKEx2 mit ahpCF aus E. coli Diese Arbeit
pPEKEx2_fba_cg pPEKEX2 mit cg3068 Diese Arbeit
pPEKEx2 mit fba aus D. . .
pEKEx2 fba_dr . Diese Arbeit
radiodurans
pEKEx2_fba_sg pPEKEx2 mit fba aus S. gordonii Diese Arbeit
pPEKEx2_ fba_pa pPEKEx2 mit fba aus P. acnes Diese Arbeit

Amp', TetA Promotor/Operator, L
pASK-IBA3 ) IBA, Gottigen, Deutschland
Strep-Tag am C-Terminus

pASK-IBA-3 fba pASK-IBA-3 mit cg3068 Diese Arbeit

pASK-IBA-3 icdh pASK-IBA-3 mit cg0766 Diese Arbeit
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pASK-IBA-3 gapdh pASK-IBA-3 mit cg1791 Diese Arbeit

Tabelle 3: Verwendete genomische DNA

Stamm Eigenschaft Herkunft
P —
C. glutamicum ATCC 13032, Wildtyp Diese Arbeit
E. coli MG1655, Wildtyp Gryer, 1981
D. radiodurans ATCC 13939, Wildtyp DMSZ, Braunschweig, Deutschland
S. gordonii ATCC 10558, Wildtyp DMSZ, Braunschweig, Deutschland
P. acnes ATCC 6919, Wildtyp DMSZ, Braunschweig, Deutschland

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Oligonukleotide (Primer) sowie deren
Basensequenzen aufgefiihrt. Die Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon
(Ebersberg) bezogen und in H,O gelost (100 nmol/ml). Primer, die zum Sequenzieren

verwendet wurden, wurden auf 10 nmol/ml verdinnt.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

fba-3-cglUex CCGGAATTCATTACTTAGAGGTGGTC

fba-5-cglUex TACGGATCCAGGAGACACCTTATGCCTATCGCAACT
fba-3-drUex ATAGAGCTCCTTAGGCTTTGCCGACGCT

fba-5-drUex GCCGGATCCAGGAGACACCCTATGCTCGTTACCGT
fba-3-sgUex GGGGAATTCGCTAGATTAAGCTTTACC

fba-5-sgUex CGCGGATCCAGGAGACCGATATGGCAATCGTTTCA
pEKEXFBAPACfor ATCGGATCCAGGAGACACCTTATGCCCATCGCAACACC
PEKEXFBAPACrev TGAGAATTCTCAGGCGCTGACCGAAGTACC

IBA3-FBA-CGL rev

GATCTGCAGCTTAGAGGTGGTCTTTC

IBA3_ICD-cg-for

GGTGAATTCAAGGAGACTCATGGCTAAGAT

IBA3_ICD-cg-rev

ATAGTCGACCTTCTTCAGTGCGTCAACGAT
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GAPAforEcoRl GTGGAATTCATGACCATTCGTGTTGGTAT

GAPArevBAMHI AGAGGATCCGAGCTTGGAAGCTACGA

katA for CGCGTCGACAGGAGATAGATGTCTGAGAAGTCAGCAGC

katA rev CACGAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGATGAGCCTTCTTCTGGAG
Ahpcffor AGGATCCAGGAGAATGCATCATCACCATCACCACGGAGGAGGAAT
Ahpcfrev GCCGGTACCTTATGCAGTTTTGGTGCGAATCAGGT

ahpcfsequ TCTCTGGACCTGGTTGGTAA

pEKEx2for ATCGGCTCGTATAATGTG

pPEKEX2rev CCGCTTCTGCGTTCTGATTT

IBA3for GAGTTATTTTACCACTCCCT

IBA3rev CGCAGTAGCGGTAAACG

2.4. Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.4.1. Komplexmedien fiir E. coli
Als Komplexmedium wurden LB (Luria Broth) - Medium verwendet [Rowland et al., 1984].

LB-Medium (1 1):

Trypton 10g
Hefeextrakt 10g
NacCl 5g

Diesem Medium wurden 15 g/l Bacto-Agar (Difco, Detroit, USA) fiir die Herstellung von

Agarplatten zugesetzt.

2.4.2. Komplexmedien fiir C. glutamicum
Zur Kultivierung von C. glutamicum wurde BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion; DIFCO/BD,
Detroit, USA) als Flussigmedium (37 g/l H,0) benutzt. Fiir die Kultivierung auf Agarplatten

wurden dem Medium 15 g/l Bacto-Agar (Difco) zugesetzt.
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2.4.3. Minimalmedien (MMI) fiir C. glutamicum
Fiir die Kultivierung in Mikrotiterplatten, in Schiittelkolben sowie in Bioreaktoren wurde
MMI (Mineralsalzmedium |, Kase und Nakayama, 1972) verwendet. Zur Herstellung dieses

Mediums wurden 916 ml einer Stammldsung angefertigt und autoklaviert.

(NH4),S04 5g
Harnstoff 5g
KH,PO,4 2g
K2HPO4 x 3 H,0 2g

(pH 7,5 KOH)

Die restlichen Bestandteile wurden getrennt angesetzt und sterilisiert.

Glukose 80 ml 20 % (w/v)
CaCl,, 1ml 1% (w/v)
MgSO, 1ml 1% (w/v)
Biotin 1ml 0,02 % (w/v)

Spurenelementlosung (1 1)

FeSO, x 7 H,0 10g
MnSO, 7 x H20 10g
ZnS0O4 x 7 H,0 lg
CuSO4 x 5 H,0 02¢g
NiCl, x 6 H,0 0,2 mg

1 ml wurde zu 1 | Medium gegeben.

Diesem Medium konnten fur die Herstellung von Agarplatten 15 g/l Bacto-Agar (Difco,
Detroit, USA) zugesetzt werden. Fir die Einstellung bestimmter pH-Werte wurden jeweils

250 mM Puffersubstanz hinzugefigt:

MES: pH 6,0
MOPS: pH 7,5

CHES: pH 9,0
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2.4.4. Antibiotika und IPTG
Alle Antibiotika und IPTG (siehe Tabelle 5) wurden in H,O geldst, steril filtriert (Whatman
0,45 um WCN Cellulose Nitrate Filter) und den sterilen Medien (fiir Agarplatten auf ca. 60 °C

abgekihlt) zugegeben. Die Aufbewahrung fand bei -20 °C statt.

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stock
P ——————€—§—§—§—§—$—$—§@m$m—$m—@—§@—$—m§m§m§8apy
Kanamycin 25 mgx ml™
Carbenicillin 25 mgx ml™
IPTG 238 mgx ml™

2.5. Kultivierungsbedingungen

2.5.1. Stammhaltung
Zur Stammhaltung von C. glutamicum und E. coli wurden Gefrierkulturen in Roti®-Store
Cryorohrchen (Roth, Karlsruhe) verwendet und die Cryokulturen bei —80 °C aufbewahrt.

Kurzzeitige Lagerung fand bei 4 °C auf Komplexmedium-Agarplatten fiir 6 Wochen statt.

2.5.2. Bestimmung des Wachstums von E. coli und C. glutamicum

Die Zelldichte wurde durch die Lichtstreuung bei einer Wellenldange von 600 nm (ODggo)
bestimmt, woflir ein Spektrometer (Novaspec Il; Pharmacia Biotech Inc. Uppsala, S)
verwendet wurde. Flissigkulturen von E. coli wurden bei 37 °C in einem New Brunswick
Scientific Co. Ltd. G-25 Inkubator Schittler bei 400 rpm inkubiert.

Fiir Vorkulturen von C. glutamicum-Stammen wurden stets 5 ml Vollmedium im Reagenzglas
mit einer Einzelkolonie beimpft und 7-8 h schiittelnd inkubiert. Aus diesen Vorkulturen
wurden je 10 ml Minimalmedium auf eine ODggg von 0,2-0,5 angeimpft und Uber Nacht
inkubiert. Die Ubernachtkulturen dienten zum Animpfen von Minimalmedium auf eine ODggo
von 0,5 bis 1,5. Diese Kulturen wurden bis zum Erreichen der exponentiellen
Wachstumsphase inkubiert und fir weitere Experimente verwendet. Die Kultivierung im
Schittelkolben erfolgte bei 30 °C mit einer Schiittelfrequenz von 125 rpm. Es kamen 100-,
250-, 500-, und 2000-ml Schittelkolben mit seitlichen Schikanen zum Einsatz, die mit 1/10

Kulturflissigkeit befillt wurden. Flir Wachstumstests auf Festmedium wurden je 2 pl Kultur
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der exponentiellen Phase auf ODggg 0,2 eingestellt und in verschiedenen Verdiinnungen auf

Agarplatten getropft, bei 30 °C inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten fotografiert.

2.5.3. Ermittlung von Wachstumsparametern

Die Wachstumsrate p und die Verdopplungszeit g einer Kultur wurden aus dem Auftrag des
Logarithmus der gemessenen optischen Dichte bei 600 nm (x) gegen die Zeit (t) bestimmt.
Im Bereich des exponentiellen Wachstums ergibt sich eine Gerade, aus deren Steigung die
Wachstumsrate zu ermitteln ist. Dieser Wert dient der Berechnung der Verdopplungszeit.

Angewandt wurden die nachstehenden Formeln.

Wachstumsrate:p=m/loge
Steigung: m = log xt - log xo / t-t0

Verdopplungszeit: g=1In2 /

2.5.4. Batch-Fermentation im Bioreaktor

Zur Kultivierung im gerihrten Bioreaktor dienten 2-Liter-Fermenter mit angeschlossener
Biostat B-Reglereinheit (Sartorius BBI Systems, Melsungen). Die Temperaturregulation der
Bakterienkultur wurde Uber einen wassergefiillten AuBenmantel des Bioreaktors
sichergestellt. Verschiedene Anschlussstutzen (DN19 und DN25) wurden fiir die Installation
einer pO,-Sonde (Mettler Toledo, GielRen), einer Gelelektrolyt-pH-Elektrode (Mettler Toledo,
GielRen) und einer Temperatursonde (Sartorius BBI Systems, Melsungen) benutzt. Die Zuluft
wurde dem Bioreaktor durch einen 0,2 um Sterilfilter des Typs Midisart2000 (Sartorius BBI
Systems, Melsungen) zugefiihrt. Die Abluft wurde durch einen Kihler geleitet und ebenfalls
sterilfiltriert. Zur Analyse der Zellen und des Reaktorinhalts wurden Proben durch Uberdruck
aus dem Bioreaktor mittels eines in 70 % (w/v) Ethanol tauchenden Schlauchstlicks steril
entnommen. Bei den Fermentationen betrug das Arbeitsvolumen 1,5 |. Die Temperatur
wurde bei 30 °C konstant gehalten. Um eine optimale Sauerstoffversorgung zu
gewadhrleisten, wurde eine Riihrerdrehzahl von 400-1200 rpm und eine Begasungsrate von
1 vwm gewahlt. Hiermit wurde der Sauerstoffpartialdruck (pO,) stets Uber 30 % Sattigung
gehalten. Der pH-Wert der Kultur wurde durch automatische Zugabe von 15 % H,SO,; und
5 M NaOH auf einen gewlinschten Wert zwischen pH 6 und pH 9 eingestellt. Fiir die Analyse
des O,- und CO;,-Gehalts in der Abluft wurde das Gerat BCP regular mit PA 6 Gehause
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(BlueSens, Herten) verwendet. Die Datenerfassung und die Datenverarbeitung erfolgten mit
Hilfe des Softwarepaketes MFCS (Sartorius BBI Systems, Melsungen).

Bei der Probenherstellung von Sauerstoff gestressten Proben, wurden die Zellen im
Bioreaktor bis zu einer ODggg von ca. 7 angezogen und die Luftzufuhr ausgeschaltet. Nach 1 h
Inkubation ohne Zuluft wurde diese wieder angeschaltet und die Zellen 1 h inkubiert. Zu

bestimmten Zeitpunkten wurden Proben fiir die Proteomanalysen entnommen.

2.5.5. Unterschiedliche Sauerstoff Begasung des Bioreaktors

Um den Einfluss von erhohten O,-Konzentrationen zu untersuchen, sollte die O,-
Konzentration in der Zuluft variiert und die CO,- sowie N,-Konzentration konstant gehalten
werden. Dies wurde durch den Einsatz einer Gasmischbatterie erreicht, welche aus drei
Massendurchflussreglern und einer Steuereinheit (Westphal, Haan) besteht. Ein Regler
arbeitet mit Luft bzw. N, und einer maximalen Durchflussrate von 2,6 |/min, einer mit
reinem Kohlendioxid und einer maximalen Flussrate von 1,3 |/min und der dritte mit reinem
Sauerstoff und einer maximalem Flussrate von 0,5 |/min.

Durch unterschiedliche Einstellungen dieser Regler konnten bei einer gleich bleibenden
Durchflussrate von 1,3 I/min (entspricht bei 1,3 | Kulturflissigkeit einer spezifischen
Begasungsrate von 1 vvm) beliebige O, Konzentrationen zwischen 0 und 100 % (v/v)

appliziert werden.

2.5.6. Tropftestanalyse

C. glutamicum wurde UN in einer MMI Medium VK angezogen. Morgens wurde eine HK mit
ODgoo 1 angeimpft. In der exponentiellen Phase wurden die Zellen auf eine ODgy 0,2
verdinnt und weitere Verdinnungen (10" bis 10™) hergestellt. Diese wurden daraufhin mit
unterschiedlichen Konzentrationen H,0, 15 min inkubiert. Mittels Zugabe von Katalase
wurde das H,0; entfernt und die Zellen auf eine BHI-Agar-Platte zu je 2 ul aufgetragen. Bei
der Untersuchung zur Wirkung von Rose Bengal wurden unterschiedliche Konzentrationen
Rose Bengal (1 — 10 uM) in die BHI-Agar-Platte gegeben und die Verdiinnungen der Zellen

aufgetropft.
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2.6. Molekularbiologische Methoden

2.6.1. Isolierung von chromosomaler DNA aus C. glutamicum

Fir die Isolation genomischer DNA wurden 5 ml UN-Kultur von C. glutamicum verwendet.
Die Zellen wurden 5 min fiir 5000 rpm zentrifugiert und zweimal mit TE-Puffer gewaschen.
Das Zellpellet wurde in 5 ml TE mit 15 mg Lysozym resuspendiert. Der Ansatz wurde 3 h bei
37 °C inkubiert. Danach wurden 3 ml Lysis Puffer, 220 pl 19 % SDS und 150 pl Proteinase K
Losung dazugegeben und bei 60 °C fur 2 h inkubiert. Es wurden 2 ml gesattigte NaCl-Losung
auf den Ansatz gegeben und 15 min bei 500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
Ethanol abs. gefallt. Mittels einer gebogenen Pasteurpipette wurde die DNA gefischt. Diese

wurde in 70 % Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in TE gelost.

TE-Puffer :
TRIS/HCL pH 7,8 10 mM
EDTA 1mM

Lysis-Puffer:

TRIS/HCL pH 8,2 10 mM
NaCl 400 mM
EDTA 2 mM

2.6.2. Praparation von Plasmid-DNA
Zur Isolierung von Plasmiden wurde das NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Diiren) nach

Protokoll des Herstellers eingesetzt.

2.6.3. Reinigung von PCR-Produkten
Die Reinigung von PCR-Ansdtzen wurde mit dem NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel,
Diren) entsprechend der Anleitung durchgefiihrt. PCR-Ansatze wurden vor der Behandlung

mit Restriktionsendonukleasen und Restriktionsansatze vor der Ligation von DNA gereinigt.

2.6.4. Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration von doppelstrangiger DNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt (Ultraspec 2100pro, Amersham Biosciences, Miinchen). Eine Absorption von 1,00

ist dquivalent zu einer Konzentration doppelstrangiger DNA von 50 ug/ml. Verunreinigungen
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der DNA durch Proteine konnten durch das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu der bei

280 nm ermittelt werden.

2.6.5. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro-Methode zur Vervielfidltigung eines
definierten Stlicks DNA. Kurze Oligonukleotide dienen als Startmolekiile fiir die Polymerase
und gleichzeitig als Marker fiir den zu amplifizierenden DNA-Bereich. Die Polymerase aus
Thermococcus aquaticus (Tag-Polymerase) wurde fiir Kolonie-PCR zur Uberpriifung von
Mutanten verwendet. Fur alle PCR, deren Amplifikate flir Klonierungen verwendet werden
sollten, wurde die Phusion-Polymerase verwendet. Der Reaktionsansatz und das PCR-
Programm wurden nach Angabe der Hersteller der Polymerasen zusammengesetzt bzw.
programmiert. Die Nukleotide stammten von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland). Die
Dauer der Synthesephase richtete sich nach der Lange des erwiinschten Amplifikats und der

verwendeten Polymerase.

2.6.6. Enzymatische Modifikation von DNA

Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde stets
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland und New
England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutschland). Die Restriktionsansatze wurden Agarose-

gelelektrophoretisch analysiert.

Behandlung von DNA mit Bal31 Nuklease

C. glutamicum Zellen wurden UN in 5 ml BHI angezogen und morgens in 5 ml BHI mit einer
ODgoo 1 angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einer ODggg 5 angezogen und dann mit
unterschiedlichen Konzentrationen H,O;, (15 min) und Rose Bengal (10 min und 1000 Lux)
inkubiert. Daraufhin wurde die genomische DNA isoliert (2.6.1). Die Konzentration der DNA
wurde bestimmt (2.6.4). Fiir diesen Versuch wurden 1 pg genomische DNA eingesetzt und
Bal31 Nuklease (0,2 Units) zugegeben. Die Bal31 Nuklease (New England Biolabs, Frankfurt
a. M., Deutschland) ist eine hochspezifische Einzelstrang Endonuklease, welche
insbesondere an Kerben, Licken und Einzelstrangbereichen doppelstrangiger DNA

schneidet. Der Ansatz wurde fir 30 min bei 30 °C inkubiert in einem Endvolumen von 20 pl.
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Die Reaktion wurde bei 75 °C fir 10 min inaktiviert und auf Eis aufbewahrt. Die DNA wurde
anschlieBRend mittels Gel-Elektrophorese (2.6.7) mittels eines 0,8 % (w/v) Agarose-Gels

analysiert.

Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Vektoren konnen vor der Ligation mit alkalischer Phosphatase behandelt werden, um die
Wahrscheinlichkeit der Rezirkularisierung zu vermeiden. Die alkalische Phosphatase
katalysiert die Hydrolyse der Phosphatgruppen am 5-Ende der DNA. Den
Restriktionsansatzen wurden nach dem Verdau 2,5 U alkalische Phosphatase zugegeben und

der Ansatz 30 min bei 37 °C inkubiert.

Ligation von DNA-Fragmenten

Als Ligation bezeichnet man die Verknilipfung des 3'-Hydroxy- und des 5'-Phosphat-Endes
einer Ribonukleinsdure durch das Enzym T4-DNA-Ligase. Vektor- und Insert-DNA wurden im
Verhaltnis 1:3 oder 1:1 in einem Gesamtvolumen von 8 pl in Reinstwasser eingesetzt. Die

Ligationsreaktion erfolgte fiir 30 min bei RT.

2.6.7. \Visualisierung von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA Fragmenten. Die Agarose-
Konzentration im Gel betrug 1 % in TAE-Puffer (w/v), die Proben wurden vor dem Auftragen
mit Beschwererlosung (Roth, Karlsruhe, Deutschland) versehen.

Zur GroRenbestimmung von DNA wurde der 1 kb DNA-Marker GeneRuler (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland). Der Elektrophorese-Puffer bestand aus 1 x TAE-Puffer. Die

angelegte Spannung war konstant zwischen 80 und 110 Volt.

TAE-Puffer:

TRIS/HCL pH 8,5 40 mM
EDTA 10 mM
Essigsaure 20 mM

2.6.8. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen
Fiir die Praparation kompetenter Zellen wurden 250 ml LB-Medium bei 37 °C und 180 rpm
im Schittelinkubator bis zu einer ODggg von 0,4 bis 0,6 gezogen und abzentrifugiert (10 min,

7.000 x g, 4 °C). Die Zelle n wurden in 80 ml Transformationspuffer vorsichtig resuspendiert,
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10 min auf Eis inkubiert und erneut abzentrifugiert (10 min, 7.000 x g, 4 °C). Das Pellet
wurde vorsichtig in 15 - 20 ml TB aufgenommen und DMSO in einer Endkonzentration von
7 % hinzugegeben. Es folgte eine 10-minitige Inkubation auf Eis und das Abfillen von
Aliquots, die in flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert wurden.

Transformationspuffer :

PIPES 10 mM
CaCl2 15 mM
KCl 250 mM
MnCl, 55 mM
pH 6,7

SOB-Medium:

Trypton 20,0g
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 0,58 ¢
KCl 0,19g
A. dest. 990 ml
SOC-Medium:

wie SOB mit Glukose 20 mM
MgCl, 1 M 10 ml

2.6.9. Transformation von E. coli durch Hitze-Schock

Ein Aliquot kompetenter E. coli-Zellen wurde mit dem Ligationsansatz vermischt und fir
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 45 s bei 42 °C und 5-mindtiger
Inkubation auf Eis wurden 500 pl steriles LB-Medium hinzugegeben und die Kultur fir 60 min
bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Fir die Selektion transformierter Klone mit Hilfe der
vektorbasierenden Resistenz wurden 50 - 100 pl des Transformationsansatzes auf LB-

Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert.

2.6.10. Transformation von C. glutamicum nach Liebl et al. (1989)
Elektrokompetente Zellen von C. glutamicum wurden nach Liebl et al. (1989) hergestellt.

Dazu wurden 100 ml LB-Medium mit Wachstumsinhibitoren (4 g/l Isonicotinsdurehydrazid,
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25 g/l Glycin und 1 g/l Tween-80) in einem 2 |-Kolben mit einer C. glutamicum-Vorkultur, bei
der die Zellen tGber Nacht bei 30 °C in BHI-Medium inkubiert wurden, auf eine OD600 von 0,3
angeimpft. Die Inkubation dieser Kultur erfolgte bei RT mit 200 rpm schittelnd tGber Nacht.
Am nachsten Morgen wurden die Zellen nach 10-min(tiger Inkubation auf Eis bei 4500 rpm,
4 °C, 10 min geerntet, um dann zweimal in eiskaltem 10%igen Glycerin gewaschen und
anschliefend in 1 ml einer 1%igen Glycerin-Losung resuspendiert. Die Zellen wurden danach
zu 50 pl aliguotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Diese konnten dann bei —80 °C bis

zur Transformation aufbewahrt werden.

2.6.11. Transformation von C. glutamicum nach Eggeling und Bott (2005)

Elektrokompetente Zellen von C. glutamicum wurden nach Eggeling und Bott (2005)
hergestellt. 50 ml BHIS Medium wurden mit C. glutamicum Zellen beimpft und UN bei 30 °C
angezogen. 2 ml der Vorkultur wurden verwendet um 100 ml BHIS zu inokulieren und bei
30 °C bis zu einer ODggg von ca. 1,75 inkubiert. Die Zellen wurden bei 4 °C fiir 20 min bei
4000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurden in 20 ml TG Puffer resuspendiert und bei
4000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt. Das Pellet wurde mit
20 ml 10%igen Glycerin resuspendiert und 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Die Zellen
wurden in 1 ml 10%igen Glycerin resuspendiert und zu 150 pl aliquotiert und mittels

flissigen Stickstoffs schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.6.12. Elektroporation von kompetenten C. glutamicum-Zellen

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 2-5 pl Plasmid-DNA vermischt und in eine
vorgekihlte Elektroporationskiivette mit 2 mM Elektrodenabstand (peQlab, Erlangen)
Uberfihrt. Daraufhin wurden die Zellen in einem Gene-Pulser (Biorad) durch einen
Elektropuls von 2,5 kV bei 600 Q Parallelwiderstand und 25 uF Kapazitat elektroporiert.
Sofort nach dem Puls wurde mit BHIS-Medium (BHI-Medium mit 0,5 M Sorbitol) auf 1 ml
aufgefillt. Der Inhalt der Kiivette wurde danach in ein 2 ml-Eppendorf-Gefal§ Gberfihrt und
fur 6 min bei 46 °C inkubiert. Die Zellen wurden dann 90-120 min bei 30 °C schiittelnd

inkubiert und auf BHI Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen.
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2.7. Proteinbiochemische Methoden

2.7.1. Uberexpression von Genen heterologer Proteinen in E. coli

Zur Produktion von heterologen Proteinen wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3) verwendet.
Alle Medien enthielten das entsprechende Antibiotikum und die Kultivierung fand bei 37 °C
statt. Die Uberexpressionsplasmide wurden BL21(DE3)-Zellen transformiert und auf LB-
Agarplatten Giber Nacht inkubiert. Von diesen Platten wurde eine LB-Vorkultur mit 5 - 10
Kolonien angeimpft und tGber Nacht bei 125 rpm kultiviert. Aus dieser Vorkultur wurde die
Expressionskultur in einem Verhaltnis von 1/10 angeimpft und bis zu einer ODgg 0,8 — 1 bei
125 rpm kultiviert. AnschlieBend wurde zur Induktion der Expression Anhydrotetracyclin
(AHT, 2 pug/ml) zugegeben. Bei den verwendeten pASK-IBA-Vektoren steht die Transkription
der klonierten Gene unter der Kontrolle des Tetracyclin-Promotors, diese kann durch das
nicht antibiotisch wirkende Analogon AHT induziert werden. Nach der Induktion wurden die
Kulturen 6 h kultiviert. Die Zellen wurden dann durch Zentrifugation (10 min, 6500 x g)

geerntet. Das Zellpellet konnte dann bei -20 °C eingefroren und gelagert werden.

2.7.2. Anaerobe Uberexpression von Genen heterologer Proteinen in E. coli
Nachdem die E. coli BL21 Zellen induziert worden waren, wurden diese in einen 2 | Kolben
ohne Schikane uberfiihrt und 6 h mit 125 rpm auf dem Schittler inkubiert. Das Ernten

erfolgt wie in 2.7.1 beschreiben.

2.7.3. Zellaufschluss

Aufschluss mittels French Press

Alle Schritte des Zellaufschlusses wurden ausschlieflich auf Eis oder bei 4 °C durchgefihrt.
Fiir die Reinigung der Strep-Tag-Fusionsproteine wurde das Pellet der Expressionskultur
zunéachst in 15 - 25 ml Waschpuffer | (100 mM TRIS/HCI, pH 8, 150 mM NaCl) mit 0,1 mg
DNasel/ml (Roche, Mannheim) und 2 mM DTT aufgenommen. Die Zellen wurden mittels
FRENCH®-Press-Zelle (SLM Aminco, USA) bei einem Druck von 18000 x psi aufgeschlossen.

Die Zelltrimmer wurden bei 15000 x g fiir 20 min abzentrifugiert.

Aufschluss mittels Fastprep

Fiir Oxyblotanalysen, Enzymtests von Zellextrakten und Experimente zur Wirkung

niedermolekularer Substanzen auf Proteine wurden Zellextrakte von C. glutamicum, E. coli
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und D. radiodurans hergestellt. Dazu wurden Zellen in Aufschlusspuffer (100 mM TRIS/HCI
und 150 mM NaCl, mit 2 -5 mM DTT) resuspendiert und anschlieBend mittels einer
FastPrep® (Thermo-Savant) durch schnelles Schitteln mit Glasperlen (< 0,2 — 0,3 mm)

aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden bei 14000 rpm fiir 30 min abzentrifugiert.

Aufschluss mittels Lysepuffer

Der Zellaufschluss durch Lysepuffer wurde durchgefiihrt, um Proteine anaerob aufzureinigen
und anaerobe proteinfreie Zellextrakte zu erhalten. Die geernteten Zellen wurden unter
anaeroben Bedingungen mit Aufschlusspuffer (100 mM TRIS/HCI und 150 mM NaCl, mit
5 mM DTT) resuspendiert. Der Suspension wurde eine kleine Spartelspitze Lysozym, 0,5 — 1
U DNAse pro ml Zellsuspension und Protease Inhibitor Cocktail (nach Angabe des Herstellers)
zugegeben. Die Zellsuspension wurde in 2 ml ReaktionsgefdRe und im anaeroben Zelt (Coy
Laboratory Products Inc., Michigan/USA) fir 1 h inkubiert. Danach konnten die Zelltrimmer

durch Zentrifugation (15 min bei 1.300 x g) von den |6slichen Proteinen abgetrennt werden.

2.7.4. Erstellung proteinfreier Zellextrakte

Aus C. glutamicum, E. coli und D. radiodurans sollten proteinfreie Zellextrakte hergestellt
werden. Um die Oxidation der Proben zu verhindern wurde der Aufschluss unter anaeroben
Bedingungen durchgefiihrt. Daflir wurden die Zellen wie in 0 beschrieben im anaeroben Zelt
(Coy Laboratory Products Inc., Michigan/USA) aufgeschlossen und abzentrifugiert. Um die
Proteine zu inaktivieren, wurden die Uberstinde fiir 15 min bei 95 °C gekocht. Diese wurden
erneut bei 20000 x g fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand fiir Enzymtest und Oxyblots

verwendet

2.7.5. Affinitatschromatographische Reinigung von rekombinanten Proteinen mittels
Strep-Tactin-Sepharose-Saule

Fir die affinitditchromatographische Reinigung von rekombinanten Proteinen wurden die

Proteine mit einem Affinitats-Tag ausgestattet. Beim verwendeten pASK-IBA-Vektor wurde

der Proteinsequenz entweder N- oder C-terminal die Plasmid-kodierte Strep-Tag ll-Sequenz

angefligt. Diese besteht aus 8 Aminosdauren (WSHPQFEK) und wird durch die starke

Interaktion mit der Strep-Tactin-Matrix (IBA GmbH, Gottingen) zur Reinigung von
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rekombinanten Proteinen eingesetzt. Diese Interaktion beruht prinzipiell auf der Bindung
von Biotin an Avidin.

Alle Schritte der Proteinaufreinigung wurden ausschlieflich auf Eis oder bei 4 °C
durchgefiihrt. Der Gesamtproteinextrakt, welcher durch den Zellaufschluss und
anschieBender Zentrifugation gewonnen wurde, konnte direkt auf eine Strep-Tactin-
Sepharose-Saule aufgetragen werden. Nach der Bindung der Proteine an die Matrix wurde
die Sdule zunachst mit 15 Sdulenvolumen (SV) Waschpuffer 1l (100 mM TRIS/HCI, pH 8, 500
mM NacCl) und anschlieBend mit 5 SV Waschpuffer | (100 mM TRIS/HCI, pH 8) gewaschen.
Die Elution erfolgte mit 5 mM Desthiobiotin in Waschpuffer I. Die Elutionen wurden

aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.7.6. Affinitatschromatographische Reinigung von rekombinanten Proteinen mittels
Strep-Tactin-Sepharose-Batch
Dieser Ansatz wurde Uberwiegend fiir die Reinigung von Enzymen unter anaeroben
Bedingungen gewdhlt. 1 ml Strep-Tactin-Matrix wurde in 2 - 15 ml GefalRen gegeben und
daraufhin 4 min bei 200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend
wurde die Matrix mit 1 ml Aufschlusspuffer gewaschen. Das Proteinlysat der
aufgeschlossenen E. coli-Zellen (siehe Abschnitt 2.9.2) wurde auf der Strep-Tactin-Sepharose
fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz 4 min bei 200 rpm zentrifugiert. Der
erste Waschschritt erfolgte durch die Zugabe von 1 - 10 ml Waschpuffer Il (100 mM
TRIS/HCI, pH 8, 500 mM NaCl) sowie anschlieBender Inkubation von 15 - 30 min und
erneuter Zentrifugation. Die folgenden Schritte umfassten wie beschrieben den gleichen
Hergang, die zweite Waschung mit 1 - 10 ml Waschpuffer I. Die Elution wurde mit jeweils
0,250 - 0,5 ml Elutionspuffer (5 mM Desthiobiotin) flir 5 min inkubiert und 3 min

abzentrifugiert und der Uberstand entnommen.

2.7.7. Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen von Losungen wurden nach Bradford (1976) bestimmt. Die
Proteinbestimmung nach Bradford wurde mit Hilfe des Roti®-Nanoquant-Reagenz (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur Kalibrierung der

Proteinkonzentration diente Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin).
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2.7.8. Trennung von Proteinen mittels Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach dem Molekulargewicht erfolgte in
12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen nach Laemmli (1970) in ,Mini-Gel-Twin“-Kammern
(Biometra, Gottingen). Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit 4x-SDS
Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95 °C inkubiert, um eine vollstandige Bindung des
SDS an die Proteine zu gewdhrleisten. Die Proteine wurden bei maximal 30 mA aufgetrennt.
Als GroRenstandard diente der PageRuler™ plus (Fermentas, St. Leon-Roth). Je nach
weiterem Verwendungszweck wurden die Gele anschlieBend einer Coomassie-Farbung
(2.7.9) oder einer Western Blot-Analyse (2.7.10) unterzogen.

4x-SDS-Probenpuffer:

SDS 8%
TRIS/HCI, pH 6,8 200 mM
Glycerin 40 %
B-Mercaptoethanol 4%
Bromphenolblau 0,04 %

2.7.9. Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese einer Coomassie-Farbung (Sambrook et al., 1989)
unterzogen. Dabei wurden die Protein-Gele fir mindestens 30 min in Coomassie-
Farbelosung (0,2 % Serva Blue R, 30 % Ethanol, 10 % Essigsdaure) geschittelt. Anschliefend
wurden die Gele in 10 % Essigsdure entfarbt, bis die Proteinbanden deutlich erkennbar

waren.

2.7.10. Immunologische Detektion von Proteinen mittels Western-Blot

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikorpern wurde die
Methode von Towbin et al. (1979) angewandt. Nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung der Proteine wurden sie mit Hilfe eines Western Blots auf eine PVDF-Membran
(Immobilon P, PorengréfRe 0,45 um, Millipore, Bedford, USA) Gibertragen. Dazu musste die
Membran wenige Minuten in 100 % Methanol inkubiert, in Transferpuffer (10 mM CAPS,
10 % Methanol, pH 11,0 NaOH) aquilibriert und dann in eine Blotapparatur (Amersham
Biosciences, Freiburg) auf einen Stapel aus funf in Transferpuffer getrankten Whatman
3 mm-Papieren (Schleicher und Schiill, Dassel) gelegt werden. Darauf wurde das Protein-Gel

gelegt und mit einem weiteren Stapel aus fiinf Whatman-Papieren bedeckt. Der
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Proteintransfer auf die Membran erfolgte durch angelegten Strom von 0,8 mA/cm?

Oberflache fir 1 h. Die Kontrolle des Proteintransfers erfolgte durch eine dreiminitige
reversible Proteinfarbung der Membran mit Ponceau-Rot (0,2 % in 2%iger Essigsdure).
Daraufhin wurde die Membran zundachst fiir 1 h in Blockierungslosung (1-3 % BSA in Western
Blot Waschpuffer PBS-T inkubiert. Dann wurde der erste Antikdrper (Anti-His 1:1000 oder
Anti-Strep 1:5000 (Qiagen, Hilden)) hinzugegeben und fir 1 h inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit Western Blot Waschpuffer fir je 20 min, wurde die Blockierungslosung mit
dem entsprechenden zweiten Antikérper (Anti-Maus 1:10000 (Sigma)) auf die Membran
gegeben und Uber Nacht bei 4 °C oder fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
wurde auf die Membran ein NBT/BCIP-Gemisch (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in

Entwicklungspuffer gegeben und im Dunkeln bis zur gewlinschten Signalstarke inkubiert.

10x PBS-T (11):

KH,POq4 344
Na,HPO, 32g
NaCl 77 ¢
Tween-80 10 ml

pH mit KOH auf 7,0 einstellen

Entwicklungspuffe:

TRIS/HCI (pH 9,4) 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 5mM

2.7.11. Oxyblot

Um Carbonylierungen in Proteinen nach zuweisen, wurde der Oxyblot (Millipore, Bedford,
USA) verwendet. Die aufgeschlossenen Proteine oder Zellextrakte wurden zu je 5 pl
(Proteinmenge 15-20 pg; Konzentration max. 10 pg/ul) in ein 1,5 ml Reaktionsgefal}
gegeben. Es wurden 5 pl 12 % SDS zugesetzt. Zu dem Ansatz wurden 10 ul 2,4-
Dinitrophenylhydrazin(DNPH)-Losung gegeben und 15 min inkubiert. Das Abstoppen
geschah mittels 7,5 pl Neutralisierungslosung. Die Proben wurden sofort auf ein 12, 5 % SDS-
Gel aufgetragen. Wie in 2.7.10 beschrieben wurde das Gel auf eine PVDF Membran
Ubertragen. Die Membran wurde zuerst in einer Blockierungslosung inkubiert. Dann wurde

der erste Antikorper (Anti DNPH 1:150 (Millipore, Bedford, USA)) verwendet. Wie oben
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beschrieben wurde nach der Inkubationszeit die Membran gewaschen und der zweite
Antikorper verwendet (Anti-rabbit 1:10000 (Sigma, St. Louis, USA)). Die Entwicklung des

Western-Blots wurde ebenfalls wie in 2.7.10 durchgefihrt.

2.7.12. Photometrische Messung von Enzymaktivitdten

Messungen der Enzymaktivitat mittels Photometer

Die Messung der Enzymaktivitait von FBA, ICDH und GAPDH Zellextrakten sowie auch
gereinigtem Protein, erfolgte unter anderem am Photometer (Spectrophotometer, Ultrospec
2100 Pro, GE Healthcarer, Uppsala, Schweden) in einem kontinuierlichen Test. Die Messung
erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1 ml mit vortemperierten Reagenzien und mit einem
auf 30 °C temperierten Kiivettenhalter. Sowohl die Messung von NADH zu NAD und NADP zu
NADPH wurden bei einer Wellenldange von 340 nm gemessen. Sollten die Zellextrakte oder
gereinigten Enzyme mit H,O, oder Rose Bengal gestresst werden, wurden die gewilinschten

Konzentrationen in den Ansatzen 10 min (Rose Bengal) oder 15 min (H,0,) inkubiert

Messungen der Enzymaktivitdt mittels Tecanreader
Die Messung der Enzymaktivitdit von FBA, ICDH und GAPDH Zellextrakten sowie auch

gereinigtem Protein, erfolgte unter anderen mithilfe von Mikroplatten-Reader Infinite M200
oder Sunrise™ (Tecan, Crailsheim) in einem kontinuierlichen Test. Die Messung erfolgte in
einem Gesamtvolumen von 200 ul mit vortemperierten Reagenzien und mit einem auf 30 °C
temperierten Kivettenhalter. Sowohl die Messung von NADH zu NAD und NADP zu NADPH

wurden bei einer Wellenldange von 340 nm gemessen.

2.7.13. Enzymtest Fructose-1,6-bisphosphate-Aldolase

Die Aktivitat der Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase wurde nach der Methode von
Bergmeyer (1974) bestimmt. Dabei spaltet die Aldolase das Fructose-1,6-bisphosphat (2
mM) zu Dihydroxyacetonphosphat und D-Glycerinaldehyd-3-phosphat gespalten. Es wurde
in einem mit der Triosephosphat-lsomerase und Glycerolphosphat-Dehydrogenase
gekoppelten Enzymtest gemessen. Die Bildung von NAD wurde photometrisch mit dem
Mikroplatten-Leser Infinite M200 oder Sunrise™ (Tecan, Crailsheim) und dem Photometer
(Spectrophotometer, Ultrospec 2100Pro, GE Healthcarer, Uppsala, Schweden) detektiert. Die
Reaktionslésung setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 100 mM TRIS/HCI

Puffer (pH 7,5), 0,13 mM NADH, 2 mM Fructose-1,6-bisphosphate, 0,01 U Glucose-6-
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Phosphat-Dehydrogenase und 1 U Mix (Sigma, St.Louis, USA). Die Substratkonzentrationen

wurden enzymkinetisch bestimmt. Es wurde ein Substratstart durchgefihrt.

2.7.14.Enzymtest Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase

Die Aktivitdt der a-Phosphoglucomutase wurde nach der Methode von Bergmeyer (1974)
bestimmt. Dabei wurde die Umsetzung von Isocitrat zu a-Ketogluterat, wobei NADH zu NAD
umgesetzt wird, gemessen. Es wurde in einem mit der 3-Phosphoglycerat-Phosphokinase
gekoppelten Enzymtest gemessen. Die Bildung von NADPH wurde photometrisch mit dem
Mikroplatten-Leser Infinite  M200, Sunrise™ und dem Spectrophotometer 2100Pro
detektiert. Die Reaktionsldsung setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 50 mM
TRIS/HCI Puffer (pH 7,5), 12,5 mM MgCl,, 2 mM NADP und 10 U Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (Sigma, St Louis, USA). Die Substratkonzentrationen wurden enzymkinetisch

bestimmt. Es wurde ein Substratstart durchgefihrt.

2.7.15.Enzymtest Isocitrat-Dehydrogenase

Die Isocitrat-Dehydrogenase Aktivitdit wurde nach der Methode von Bai et al. (1999) in
einem an die Reduktion von NADP gekoppelten Enzymtest gemessen. Die Messung des
Umsatzes von lIsocitrat (0,8 mM) erfolgte photometrisch bei 30 °C. Die Reaktionslosung
enthielt 50 mM TRIS/HCI Puffer (pH 7,5) 0,8 mM MnS0O4, 0,5 mM NADP, und 0,8 mM DL-
Isocitrat. Die Substratkonzentrationen wurden enzymkinetisch bestimmt. Es wurde ein

Substratstart durchgefihrt.

2.8. Fettsaureanalytik

Fir die Analyse der Zusammensetzung von Fettsduren wurden die Membranen von
C. glutamicum WT und AkatA in Fettsduremethylester umgewandelt. Es wurden 60 mg
Zellen von einer Agarplatte abgenommen und in Hydrolyseréhrchen Uberfiihren. Die
Hydrolyserohrchen wurden vorher mit Extraktionsreagenz gespilt. Zu dem Ansatz wurden
1,0 ml Verseifungsreagenz zugegeben, gevortext und 5 min bei 100 °C inkubiert. Diese
wurden erneut gevortext und weitere 25 min bei 100 °C inkubiert. Darauf folgte die Zugabe
von 2,0 ml Methylierungsreagenz. Die Proben wurden gevortext und 10 min im Wasserbad
bei 80 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz im Eisbad abgekihlt. Es wurden 1,25 ml
Extraktionsreagenz zugegeben. Danach folgte eine 10-miniitige Extraktion im Uber-Kopf-

Schittler bis zur Phasentrennung. Die untere Phase wurde mit einer Pasteurpipette
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abgenommen und verworfen. Es wurden 3,0 ml Waschlésung zu den Proben gegeben und es
folgte erneut eine 5 min Extraktion im Uber-Kopf-Schiittler. Die Proben wurden 5 min bei
3000 rpm zentrifugiert. Von der oberen Phase wurden 2/3 in ein Gaschromatographiegefal
uberfihrt.

Verseifungsreagenz:

NaOH 7,58
Methanol 25 ml
Bidest. Wasser 25 ml

Methylierungsreagenz:

HCl 6,00 N 50 ml
Methanol 42,3 ml
Extraktionsreagenz:

Hexan 34 ml

Methylbutylether 34 ml

Waschlésung:
NaOH 1,8g
Bidest. Wasser 150 ml

Die Ansatze wurden mittels Gaschromatographie (TRACE GC 2000 series, Thermo Finnigan,
Mailand, Italien) analysiert. Als Standard wurde der BAME Mix (bacterial acid methyl ester
mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 1 pl. Zur
Auftrennung wurde eine Kapillarsdule des Typs SE-54 der Firma Mega (Legnano, lItalien)
verwendet, wobei als mobile Phase bzw. Tragergas Stickstoff diente. Die Detektion erfolgte
mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors. Die Trennung erfolgte bei folgendem
Temperaturprogramm:

Injektionstemperatur: 110 °C
Anstieg von 110 °C auf 280 °C mit 5°C/min

Die Menge der zu analysierenden Fettsauremethylester konnte durch die Flache des Peaks
bestimmt werden, die in ein Verhaltnis zur Peakflaiche des bekannten internen Standards

gesetzt wurde.
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2.9. Lumineszenz Messungen

Die Lumineszenz wurde mittels Luminometer Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad Wildbad)
gemessen. Daflir wurde 1 ml Zellkultur in die Luminometer Rohrchen gegeben und die
Lumineszens alle 5 s gemessen. Die Bakterienkultur wurde mit unterschiedlichen

Konzentrationen H,0, beimpft und ebenfalls im Luminometer alle 5 s flir 3 min gemessen.

2.10. Silikondlzentrifugation zur Bestimmung der Methionin-Konzentration

Die Zellen wurden aus einer Ubernacht Kultur zu einer ODggo 1,5 angeimpft und bis zu einer
ODggo 5 angezogen. Vor dem Stress mit 100 mM H,0, wurde die erste Probe (3 x je 200 ul) in
die mit Perchlorsdure vorbereiteten Silikondlrohrchen gegeben und 45 s zentrifugiert.
Dadurch erfolgte die schnelle Trennung der Zellen vom umgebenden Medium sowie deren
sofortige Inaktivierung durch die Perchlorsdure [Klingenberg und Pfaff, 1967]. Nachdem
H,0, zugeben wurde, wurden nach 10 min, 30 min, 1h und 2h Proben entnommen und
zentrifugiert. Die Zentrifugenrohrchen, die das Zellpellet enthielten, wurden in Hohe der
mittleren Phase durchtrennt. Die drei Spitzen eines jeden Messpunktes wurden jetzt mit der
Offnung nach unten in einem 2 ml Eppendorf-GefiRR vereinigt und 1 min bei 13.000x g
zentrifugiert. Nach der Entfernung von zwei der drei Spitzen erfolgte die Zugabe von 135 pl
H,O sowie 100 ul Silikon6l der Dichte 1,06 g/cm3 (Wacker, Burghausen) und die
Resuspendierung des Sediments. Die Zellen wurden daraufhin fir 10 min im Ultraschallbad
aufgeschlossen, mit 75 ul 5 M KOH/1 M Triethanolamin versetzt und das Reaktionsgefal}
wurde kurz gevortext. Nach einer 30-minttigen Inkubation bei 4 °C konnte fiir 20 min bei
13.000x g zentrifugiert werden, wodurch sich eine wassrige Phase absetzte, die dann in
frische Eppendorf-Gefdae Uberfihrt wurde. Die Proben konnten anschlieBend mit der
entsprechenden Verdiinnung Uber die HPLC vermessen werden. Es wurden Methionin-

Standards mit der Konzentration von 20 uM, 50 uM, 100 uM und 300 uM gewihlt.

HPLC-Analyse:
HPLC: HP 1100 (Hewlett-Packard, Waldbronn, BRD)

Fluoreszenzdetektor: HP 1100

Derivatisierungsreagenz: o-Phtaldialdehyd/Borat/2-Mercaptoethanol-Reagenz (Pierce

Europe, B. V. Oud-Beijerland, NL)
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Sdure: Sdule RP-18 (Vorsaule Multospher: 40 x 4 mm von CS Chromatographie, Langerwehe;

Trennsdule Nucleodur RP-18: 125 x 4 mm von Macherey-Nagel, Diiren)

Laufmittel: Puffer A (50 % Methanol, 50 % Acetonitril) und Puffer B (95 % 40 mM Na+-
Acetatpuffer pH = 6,5 mit 0,06 % Na+-Azid; 5 % Puffer A) Die Mischung wurde gemaR eines

Gradienten-Programms wahrend des Laufs von 100 % Puffer A auf 0 % Puffer A gedandert.

Flussrate: 1 ml/min, Temperatur 35 °C

Berechnung der Methionin-Konzentration:

. 300
¢ [umol/g BTM] = (HPLC-Wert x ( Do 0,36 [mgimil X 0.6 [l )) / 1000
HPLC-Wert = ermittelte Konzentration in der Probe anhand einer Kalibrierungsreihe
300 = Verdiinnungsfaktor, der sich durch die Aufarbeitung ergibt
ODggo = optische Dichte der Kultur
0,36 = Trockengewicht-Relation von C. glutamicum [mg/ml OD=1]

0,6 = Volumen der Probe [ml]

Fiir die Errechnung der Konzentration [mM] in den Uberstianden musste nur die Verdiinnung

beriicksichtigt werden.

2.11. Massenspektrometrische Analysen
Die massenspektrometrischen Analysen wurden von der AG Poetsch, Universitat Bochum,
durchgefihrt.

Probenaufbereitung:

Das Zytosol- und die Membranfraktion wurden mit Hilfe des FASP II-Protokolls verarbeitet
(Wisniewski et al. 2009, Naturmethoden) oder nach Inaktivierung des Proteaseinhibitors, mit
welchem die Proben aufgeschlossen wurden (60 °C, 1 h). 100 ug loslichen Protein wurden
Uber Nacht bei 60 °C mit 4 ug Trypsin (Promega, Madison, USA) inkubiert. Flr die direkte
Analyse der Membranfraktion (100-200 pug Protein), wurde diese zweimal mit 100 mM
Ammoniumcarbonat gewaschen. Das entstehende Kiigelchen wurde in 60 ul Methanols
sonifiziert und anschlieBend in 40 pl 25 mM Ammoniumbicarbonat-Puffer (pH = 8,6) gelost.

Danach wurden 2 pg Trypsin hinzugefiigt und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernen
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von Membranen durch Zentrifugation (100.000 x g; 4 °C; 35 min) wurde der Uberstand fiir
die Analyse verwendet. Alle Proben wurden durch die Verwendung des PT C18AR Kits

(Varian, Seewald, CA, USA) entsalzt.

Protein Identifizierung mittels 1D-nLC-ESI/MS:

Alle entsalzten Proben wurden in Puffer A (0,1 % Formylsdure in Wasser) resuspendiert und
in die 1D-nLC-ESI-MS/MS injiziert. Eine UPLC BEH Cig Saule (1.7 um, 75 um x 150 mm,
Waters, Milford, MA, USA) und eine UPLC Symmetry C;g Fangsaule (5 um, 180 um x 20 mm,
Waters, Milford, MA, USA), sowie ein PicoTip Emitter (SilicaTip, 30 um, New Objective,
Woburn, MA, USA) wurden fir die LC verwendet, in Kombination mit einem nanoACQUITY
Gradient ULPC Pumpensystem, angeschlossen an ein LTQ Orbitrap Velos oder LTQ Orbitrap
Elite Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA, USA). Der
analytische Saulenofen wurde auf 45 °C angeheizt. Fir die Elution der Peptide wurde ein
schrittweiser Gradient von Puffer A zu Puffer B (0,1 % Formylsdure in Acetonitril) angesetzt
(0-5 min: 1 % Puffer B; 5-10 min: 5 % Puffer B; 10-175 min: 40 % Puffer B; 175-200 min: 99 %
Puffer B; 200-210 min: 1 % Puffer B) und mit einer Flussrate von 0,4 pl/min und einer
Spannung von 1,5-1,8 kV verwendet. Die LTQ Orbitrap wurde lGber das Programm Xcalibur
(Rev. 2.1.0) gesteuert. Die lineare lonenfalle und die Orbitrap wurden parallel gesteuert, z.B.
wahrend eines kompletten MS-Laufs auf der Orbitrap im Bereich von 150-2000 m/z mit einer
Auflésung von 60,000. MS/MS Spektren der 10 besten Vorlduferionen wurden in der
lonenfalle detektiert. Die Desolvatisierungskapillare wurde auf 275 °C geheizt. Die relative
Kollisionsenergie fiir kollisionsinduzierte Spaltung wurde auf 35 % gesetzt. Der dynamische
Ausschluss war eingestellt auf eine Wiederholungsrate von 1 und einem 1-minitigem

Ausschlusszeitfenster.

Datenbanksuche:

Alle Suchen wurden in der C. glutamicum Datenbank [Kalinowski et al., 2003], mit dem
SEQUEST Algorithmus, entweder eingebettet im ProteomeDiscoverer 1.2.0.208 oder
1.3.0.339 (Thermo Electro 2008-2011) durchgefiihrt. Zusatzlich wurde fir die Ermittlung der
Jfalse discovery rate (FDR)“ eine invertierte Datenbank verwendet. Separate Suchen wurden
fur jede Roh-Datei der N und N Proben durchgefiihrt. Es wurden nur tryptisch verdaute
Peptide mit bis zu zwei Liicken akzeptiert. Als Modifikationen wurden die in Tabelle 7

aufgelisteten PTMs herangezogen. Die Massentoleranz wurde auf 6 ppm und 0,8 amu
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(Velos) eingestellt. Fur die Proteinidentifikation mittels ProteomeDiscoverer (Thermo
Electron) wurden die mass spex format-(msf) Dateien mit der Peptid Vertraulichkeit ,high”
und zwei Peptide pro Protein gefiltert. Exel-Dateien (Microsoft Cororation, Redmond, WA,
USA) wurden von den **N und den dazugehérigen °N erstellt und anschlieRend in QuPE

verwendet.

2.12. Bioinformatische Methoden

Sequenzabgleiche wurden mit ClustalW und ESPript2.2 durchgefihrt.

Fiir die Datenbankrecherchen wurden verschiedene BLAST-Programme verwendet (Basic
Local Alignment Search Tool). Die nichtredundanten Proteindatenbanken wurden Uber die
Internetseiten von KEGG und NCBI abgerufen

(http://www.genome.jp/kegg/,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Fiir densitrometrische Bestimmungen wurde das Programm PCBAS verwendet.

Fiir die Analysen der Proteom Daten wurde Exel und QuUPE verwendet.
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3. Ergebnisse
3.1. Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf Corynebacterium glutamicum

3.1.1. Physiologische Untersuchungen zu oxidativen Stress in C. glutamicum

Damit oxidativer Stress in C. glutamicum untersucht werden kann, ist es von grundlegender
Bedeutung Bedingungen zu definieren, in denen C. glutamicum suszeptibel flir oxidativen
Stress ist. Wird E. coli mit 1 mM H,0, inkubiert, stellt dieser Organismus das Wachstum ein
(Daten nicht gezeigt). Um zu testen, in wie weit C. glutamicum resistent gegen H,0, ist,
wurden Zellen mit H,0,-Konzentrationen von 10 mM bis 1 M versetzt und fiir 5 min bzw. 1 h
inkubiert. Innerhalb weniger Sekunden nach Applikation von H,O, kommt es zu einer starken
Gasentwicklung. Die Katalase reagiert mit H,O, und es kommt zur Bildung von O,.
AnschlieBend wurden die Ansatze auf eine BHI-Platte getropft. In Abbildung 6 ist der
Tropftest dargestellt. Nach 5 min Inkubation mit H,0; zeigt C. glutamicum auch bei 1 M H,0,
keinen Einbruch im Wachstum. Werden die Zellen fir 1 h in H,0, inkubiert ist das Wachstum
ab 500 mM H,0; eingeschrankt. Dieses Experiment zeigt, dass C. glutamicum durch haufig

vorhandene Katalase hochgradig resistent gegen H,0,-Stress ist.

5 min 1h

H,0, [mM]
1000

500
100
50

10

o

ODgpo 10° 10t 102 103 10* 10° 101 102 10% 10*

Abbildung 6: Tropftest des mit H,0, gestressten C. glutamicum WT. Die Zellen wurden auf eine ODgy,0,2 eingestellt und
mit 0, 10, 50, 100, 500 und 1000 mM H,0, fir 5 min und 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden auf eine BHI-Platte
Verdinnungen bis 10" getropft und 24 h bei 30 °C inkubiert.

Fiir folgende Versuche ergibt sich die Frage, ob Bedingungen existieren, in denen die
Katalaseaktivitat eingeschrankt ist. Unter Wachstumsbedingungen bei pH 6 konnte gezeigt
werden, dass es zu einer Reprimierung der Katalase kommt [Follmann et. al., 2009]. Zudem
wird bei niedrigem pH die Verfugbarkeit von Fe’" herab gesetzt, so dass die Katalase weniger
Cofaktormolekile zur Verfligung hat. Zudem wurde bei saurem pH eine verstarktes
Vorkommen von H,0, gemessen [Follmann et. al., 2009]. Demnach gibt es physiologische
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Bedingungen in denen eine Katalase kaum aktiv ist. Dies legt den Gebrauch einer Katalase-
defizienten Mutante nahe. Diese Mutante wurde von der AG Kalinowski bereitgestellt.

Die Katalasemutante (AkatA) wurde ebenfalls in dem oben beschriebenen Tropftest
untersucht. Es kommt in C. glutamicum AkatA-Stamm nach Applikation von H,0, zu keiner
Bildung von O,. Abgestoppt wurde der Ansatz mit der Zugabe von Katalase. Abbildung 7
zeigt den Tropftest nach 5 min Inkubation mit H,O,. Die AkatA-Mutante weist generell ein
leicht schlechteres Wachstum auf als der Wildtyp. Bei einem Stress von 50 mM H,0, stellt

die Katalasemutante ihr Wachstum dauerhaft ein.

5 min

H,0, (mM)
100

50

10

1

0

ODygqg 10° 101! 102 103 10*
Abbildung 7: Tropftest der mit H,0, gestressten C. glutamicum AkatA-Mutante. Die Zellen wurden auf eine ODgy0,2

eingestellt und mit 0, 1, 10, 50 und 100 mM H,0, fiir 5 min inkubiert. AnschlieRend wurden auf eine BHI-Platte jeweils 2 ul
von Verdinnungen bis 10" aufgetropft und 24 h bei 30 °C inkubiert.

In Wachstumsversuchen im Schittelkobeln mit C. glutamicum WT und AkatA-Stamm
wurden die Zellen bei ODggg 5 mit 1, 10 und 100 mM H,0, gestresst und das Wachstum bis
zu 24 h beobachtet. In Abbildung 8 sind die OD-Werte nach 24 h gegenibergestellt.
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Abbildung 8: Die ODgy 24 h-Werte eines Wachstumsversuchs mit C. glutamicum Wildtyp (blau) und AkatA-Stamm (rot).
Bei ODgy 5 wurde den Zellen 0, 1, 10 und 100 mM H,0, appliziert.
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Schon bei geringen Konzentrationen von 1 mM H,0, stellt die AkatA-Mutante das Wachstum
ein. Demnach ist diese sehr sensitiv gegeniiber H,0,. Jedoch zeigt auch der Wildtyp
niedrigere ODggo 24 h-Werte bei steigender H,0,-Konzentration.

Die Verknlpfung von pH und oxidativen Stress sollte auBerdem anhand eines
Wachstumsversuchs mit C. glutamicum WT und AkatA-Stamm bei pH 6, pH 7,5 und pH 9
untersucht werden. Um gleichzeitig den Einfluss der Verfligbarkeit bivalenten Kationen zu
testen, wurden Medien verwendet, die je eine Komponente der Spurenelementlésung (siehe
Abschnitt 2.4.3) nicht beinhalten. Demnach werden Medien ohne Fe**, Mn**, Cu®*, Zn** oder
Ni** verwendet.

In Abbildung 9 ist der Wachstumsversuch dargestellt. Es wurde keine logarithmische

Skalierung gewahlt, um die Unterschiede im Wachstum deutlicher zu machen.
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Abbildung 9: Wachstumsversuch mit C. glutamicum WT und AkatA-Stamm bei pH 6, 7.5 und 9 und Medien in den je eine
Komponente der Spurenelementlosung (siehe Abschnitt2.4.3) entfernt wurde. Farblich gekennzeichnet sind die Medien in
den entweder Eisen (rot), Mangan (pink), Kupfer (tiirkis), Zink (blau) und Nickel ( ) fehlt. In schwarz ist die Kontrolle
dargestellt, in der alle Komponenten der Spurenelementldsung vorhanden sind. Um die Unterschiede im Wachstum besser
deutlich zu machen, wurde keine logarithmische Skalierung verwendet.

Der C. glutamicum WT zeigt bei pH 7,5 eine Wachstumsrate von 0,41 (siehe Abbildung 9c).
Der Mangel an bivalente Kationen scheint hier keinen Einfluss zu haben. Die Wachstumsrate
der AkatA-Mutante bei pH 7,5 betragt 0,23 (siehe Abbildung 9d). Auch hier hat der Mangel
an bivalenten Kationen keinen Einfluss auf das Wachstum. C. glutamicum Wildtyp und

AkatA-Stamm weisen bei pH 9 zu Beginn des Versuchs eine Wachstumsrate von 0,09 auf.
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Nach 8 h Wachstum zeigen beide Stamme ein besseres Wachstum bei pH 9 in einem
Medium ohne Mangan (Abbildung 9e und f). Bei pH 6 ist zu Beginn die Wachstumsrate von
0,18 beim WT &hnlich der AkatA-Mutante Wachstumsrate von 0,14. Die End-OD des WTs bei
pH 6 ist genauso hoch wie beim Wachstum des WTs bei pH 7,5. In dem Medium ohne Eisen
wachst der WT jedoch bei pH 6 mit gleicher Wachstumsrate wie die AkatA-Mutante (siehe
Abbildung 9a und b). Wie bereits erwahnt wurde, konnte in der Arbeit von Martin Follmann
gezeigt werden, dass es bei pH 6 und 9 zu einer verstarkten Bildung von H,0, kommt. Dies
wird durch das schlechtere Wachstum der AkatA-Mutante bei pH 6 und 9 verdeutlicht.
Anhand dieses Versuchs konnte der Zusammenhang zwischen oxidativem Stress, pH und der
Verfligbarkeit an bivalenten Kationen erneut verdeutlicht werden. Mit der AkatA-Mutante
besteht des Weiteren ein Werkzeug, um den Einfluss von H,0, auf C. glutamicum zu
untersuchen.

Unter Standardbedingungen scheint jedoch H,0; kein Problem fiir die Zelle darzustellen. Aus
diesem Grund wurden andere reaktive Sauerstoffspezies getestet. Ein gern verwendeter
Stressor ist Singulett-Sauerstoff (*0,). Dieser wird entweder photochemisch z.B. durch einen
geeigneten Farbstoff wie Rose Bengal (RB) oder durch den Zerfall von Hypochlorit gebildet.
Da '0, nicht direkt appliziert wird, kann daher die Endkonzentration in den Versuchen
schwanken.

In Abbildung 10 ist ein Tropftest auf BHI-Platten mit 2-6 uM RB zu sehen. Der Wildtyp wurde
24 h mit Licht mit einer Beleuchtungsstarke von 1000 Lux und im Dunkeln inkubiert.

Auf den Platten, die im Dunkeln inkubiert wurden, ist normales Wachstum von
C. glutamicum WT bei jeder Verdiinnung sichtbar. Die bei Licht inkubierten Platten von
C. glutamicum WT wiesen bei einer Konzentration von 6 uM RB und bei einer Zell-

Verdiinnung von 107 kein Wachstum mehr auf.

10, Rose Bengal [uM] + 1000 Lux
6

4

2

0
ODgyy 10° 101 102 103 10*% 105 10° 101 102 103 10* 105
Abbildung 10: Tropftest von C. glutamicum WT auf Rose Bengal haltigen Platten. Die Platten mit unterschiedlichen

Konzentrationen Rose Bengal wurden zum einen im Dunkeln und zum anderen bei Licht (1000 Lux) fur 24 h inkubiert. Die
ODgqo der aufgetropften Zellen betrug 0,2 und wurde bis zu 10 verdiinnt
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Demnach ist Singulett-Sauerstoff ein geeignetes Reagenz, um den physiologischen Einfluss
von ROS bei C. glutamicum WT zu untersuchen.
Nachdem der Einfluss von H,0, und 0, auf ganze Zellen untersucht wurde, sollten wichtige

Zellkomponenten wie DNA, Lipide und Proteine genauer betrachtet werden.

3.1.2. Der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf DNA

Oxidative Schadigung der DNA kann zu Basenmodifikation, Einzel- und Doppelstrangbriichen
fuhren. In ersten Versuchen wurde der Zusammenhang der oxidativen Schadigung durch die
Fenton-Reaktion auf freie Lachssperma-DNA untersucht. In der Fenton-Reaktion reagieren
H,0, und Fe?* miteinander zu Hydroxyl-Radikale sowie Hydroxidionen (siehe Gleichung 1). In
Abbildung 11 sind die Kombinationen der Reagenzien und deren Einfluss auf die DNA
dargestellt. Werden H,0, und FeSO, einzeln eingesetzt wird die DNA nicht geschadigt. Im
Ansatz 2,5 mM H,0, mit 10 mM FeSO, ist noch eine leichte DNA-Bande bei 4000 kB zu
erkennen. In Kombination 2,5 mM H,0, mit 50 mM FeSO4; kommt es sehr schnell zu einem
Zerfall der DNA. Die in der Fenton-Reaktion gebildeten Hydroxyl-Radikale sind hochgradig
reaktiv und fihren zu Doppelstrangbriichen in der DNA.

H,0, [25mM]- - + + + + +
FeSO,[mM] - 250 - 10 50100250

4000 kB

Abbildung 11: Einfluss der Fenton-Reaktion auf Lachssperma DNA. Die DNA (1pg/ul) wurde in unterschiedlichen
Kombinationen mit H,0, und FeSO, versetzt, 5 min inkubiert und die Proben mittels Gelelektrophorese analysiert.

Um Einzelstrangbriiche sichtbar machen zu kénnen, wurde in einem nachsten Versuch die
Nuklease Bal31 verwendet, welche Einzelstrangbereiche identifiziert und dort schneidet. In
Abbildung 12 wurde gereinigte genomische DNA aus C. glutamicum verwendet und diese mit
100 mM H,0, 15 min und RB (*0,) 10 pM 10 min und 1000 Lux gestresst. AnschlieRend

wurde Bal31 zugegeben und die Ansatze mittels Gelelektrophorese analysiert.
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Baf31 = == +® % %
H,0,[mM] - 100 - - 100 -
'0, Ml - - 30 - - 10

Abbildung 12: Einfluss von ROS auf gereinigte genomische DNA aus C. glutamicum. Gereinigte genomische DNA (1ug/pl)
wurde mit 100 mM H,0, (15 min) und 10 uM Rose Bengal (10 min bei 1000 Lux) inkubiert. Daraufhin wurde der Ba/31
Verdau durchgefiihrt. Die Proben wurden mittels Gelelektrophorese analysiert.

Ohne die Zugabe von Bal31 scheint die gestresste DNA keine Schadigung durch ROS
aufzuweisen. Die Zugabe der Nuklease macht jedoch sichtbar, dass sowohl H,0, als auch
insbesondere 'O, DNA Einzelstrangbriiche bewirken.

Um den Einfluss von H,0, und 10, auf DNA in lebenden C. glutamicum Zellen zu testen,
wurden diese in Schittelkolben angezogen. Bei einer ODgyo 5 wurden die Zellen mit 100 mM
H,0;, 15 min und mit 10 uM RB 10 min bei 1000 Lux inkubiert. Im Anschluss wurde die
genomische DNA isoliert und mit Bal/31 inkubiert. Die Proben wurden in einem 1%igen
Agarose-Gel elektrophoretisch analysiert.

Abbildung 13 zeigt keinen Verdau der genomischen DNA durch die Bal/31-Nuklease. Die
Funktionalitat von Bal31 wird durch das Fehlen der sonst typischen RNA-Bande verdeutlicht.
Durch die Aktivitat des Enzyms ist diese so strak degradiert, dass sie in dem Agarose-Gel

nicht mehr sichtbar ist.

Bal31 - - -+ 4+
H,0,[100mM] - +- - + -
10,[10 uM] - -+ - -+

Genomische DNA

RNA

Abbildung 13: Einfluss von ROS auf die DNA lebender C. glutamicum Zellen. C. glutamicum WT wurde auf eine ODgyg 5
angezogen und mit 100 mM H,0, 15 min inkubiert und mit 10 uM Rose Bengal 10 min bei 1000 Lux inkubiert. Die
genomische DNA wurde isoliert und mittels Bal31 verdaut. Die Proben wurden mittels Gelelektrophorese analysiert.
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Im Gegensatz zu gereinigter genomischer DNA (siehe Abbildung 12) wird in lebenden
C. glutamicum Zellen die DNA sehr gut vor ROS geschiitzt. Zudem koénnte es sehr effektive

Reparaturmechanismen in C. glutamicum geben.

3.1.3. Der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf die Fettsaurezusammensetzung der
Lipide

Zellwand und Zellmembran sind zentrale Strukturen lebender Zellen. lhre
Widerstandsfahigkeit gegentiber ROS ist daher von groRer Bedeutung. Aus diesem Grund
wurde die Fettsdaurezusammensetzung der Membranlipide unter ROS-Einwirkung
untersucht. Werden C. glutamicum Zellen mit 100 mM H,0, gestresst, zeigen sie eine
plotzlich steigende Lumineszenz von ca. 1000 RLU/s (Relative light unit/s). Diese ist die
optische Strahlung, die beim Ubergang von einem angeregten Zustand zum Grundzustand
entsteht, welcher durch die Reaktion von ROS mit Lipiden oder Proteinen gebildet werden
kann. Die Lumineszenz erreicht innerhalb von 3 min wieder einen Grundwert von ca.
100 RLU/s. Die AkatA-Mutante zeigt nach der Zugabe von H,0, einen Wert von ca.
700 RLU/s, fallt jedoch deutlich langsamer nach 3 min auf einen Wert von 250 RLU/s (Daten
nicht gezeigt). Demnach reagiert H,O, mit Komponenten der Zellwand oder der Membran.
Lipidperoxidation kommt Uberwiegend in mehrfach ungesattigten Fettsdaureketten
(polyunsaturated fatty acids - PUFAs) vor. In C. glutamicum bestehen die Lipide v.a. aus 18:1
und 16:0 Fettsdureresten. Daher spielt diese Art der oxidativen Schadigung bei
C. glutamicum eine untergeordnete Rolle.

Auch wenn es nicht zu einer Lipidperoxidation kommt, sind Schadigungen der Membran
durch ROS nicht auszuschlielen. So ist beschrieben, dass auch einfach ungesattigte
Fettsauren mit ROS reagieren konnen [Frankel, 1980]. Infolgedessen wurden C. glutamicum
WT und AkatA-Stamm bis zu einer ODggg 5 angezogen und mit 100 mM H,0, 15 min und mit
10 uM RB 10 min bei 1000 Lux, welches als Reagenz zur Bildung von 'O, verwendet wurde,
gestresst. Die Proben wurden daraufhin einer Fettsduremethylesterpraperation unterzogen.
Die isolierten Fettsdauremethylester wurden anschlieBend mittels Gaschromatographie
analysiert (siehe Abbildung 14).

Die Fettsdurezusammensetzungen von C. glutamicum WT und AkatA-Stamm sind im
ungestressten Zustand gleich. Werden die Zellen mit H,0, gestresst, scheint dies auf die
Fettsaurezusammensetzung keinen Einfluss zu haben. Werden die Stimme mit 'O, gestresst
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wird der Anteil von 18:1 und 16:0 Fettsauren weniger und es werden mehr 15:0 und m17:0
(Heptadecansduremethylester) gemessen. Ebenso konnte ein kleiner Anteil von 17:0 und
16:1 Fettsduren identifiziert werden. Demnach hat 102 einen deutlichen Einfluss auf die

Zellmembran von C. glutamicum.
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Fettsdurezusammensetzung [%)]

Kontrolle H,0, o,

Abbildung 14: Fettsdurezusammensetzung von C. glutamicum WT und AkatA-Stamm nach Applikation von H,0, und 102.
C. glutamicum WT und AkatA-Stamm wurden bis zu einer ODgqyy 5 angezogen und mit 100 mM H,0, (15min) und 10 mM RB
mit 1000 Lux (10 min) gestresst. AnschlieRend wurden die Zellen einer Fettsduremethlyesterpraperation unterzogen und
die isolierten Fettsdauren mittels Gaschromatographie analysiert.

3.1.4. Der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf Proteine

Weitere wichtige Zellkomponenten sind die Proteine. Sie kdnnen eine groRe Anzahl von
unterschiedlichen oxidativen Modifikationen und Schdden aufweisen. Eine Art der
Modifikation ist die der oxidativen Proteincarbonylierung. Flr eine Bachelorarbeit wurde
eine Katalase-Insertionsmutante konstruiert, welche durch das pDrive Kit erstellt wurde
[Ochrombel, 2011] Werden Zellextrakte von C. glutamicum WT und ikatA-Mutante mit H,0,
inkubiert, kommt es zu einer starkeren Carbonylierung im Zellextrakt der ikatA-Mutante
(Abbildung 15, [Seiferling, 2009]). Um Carbonylierungen von Proteinen sichtbar zu machen,
wird der Oxyblot verwendet. Hierbei werden Carbonylgruppen von Aminosauren mittels
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DPHN) chemisch modifiziert. Die somit markierten Aminosauren
konnen daraufhin mit einem Antikorper detektiert werden. Die Starke der Carbonylierung im
WT bleibt nach 100 mM H,0,-Stress gleich, wohingegen die ikatA-Mutante eine starkere

Carbonylierung nach der Stressung aufweist.
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Abbildung 15: Oxyblot C. glutamicum WT und ikatA-Mutante Zellextrakte gestresst mit 100 mM H,0, [nach Seiferling,
2009]

Da C. glutamicum WT durch die starke Katalase auch im Zellextrakt einen guten Schutz
besitzt, wurden fir die nachsten Versuche Zellextrakte des AkatA-Stamms verwendet. In
ersten Analysen soll die Auswirkung der Fenton-Reaktion auf Proteine beobachtet werden.
Um den Einfluss von zellinternem Fe®* zu testen, wurde einigen Proben 100 uM Desferal
zugegeben. Es wurden Ansatze mit unterschiedlichen Kombinationen Desferal, 100 mM H-,0,
und 1 mM FeSO,4 hergestellt. In Abbildung 16 ist das Ergebnis des Versuchs abgebildet. Die
geringste Carbonylierung ist in den Proben zu beobachten, welche Desferal enthalten.
Gleichermalien zeigt die Kontrolle, die kein Desferal, H,0, und FeSO,4 beinhaltet, nur eine
geringe Carbonylierung. Demnach fihrt das zellinterne freie Fe’* kaum zu einer Fenton-
Reaktion. Werden die Zellextrakte mit H,O, oder FeSO, gestresst, kommt es zu einer

starkeren Carbonylierung. Befinden sich im Ansatz sowohl H,0, als auch FeSO, weist der

Oxyblot die starkste Carbonylierung auf.

Desferal [100 pM] + - -+ 4 -
HzOz[lOO mM] - - + - + +
FeSO, [1mM] - - - - - +

1
|

[} 1
‘[ .\\h“lu« o

Abbildung 16: Oxyblot des Zellextrakts der Katalasemutante. Die Zellextrakte wurden in Kombinationen mit 100 uM
Desferal, 100 mM H,0, und 1 mM FeSQ, inkubiert.
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Demnach ist der Oxyblot eine gute Methode um oxidative Modifikationen sichtbar zu
machen. Die Schwiache des Oxyblots besteht darin, dass nur das gesamte Proteom
abgebildet werden kann. Um Rickschlisse auf einzelne Proteine ziehen zu kdnnen, missen
weitere Methoden wie massenspektrometrische Analysen etabliert werden. Bevor jedoch
die Proben massenspektrometrischen Untersuchungen unterzogen werden, soll der Einfluss

von oxidativem Stress auf Proteine in lebenden Zellen in der Fermentation getestet werden.

3.1.5. Fermentation von C. glutamicum WT und AkatA-Stamm mit steigendem O,-Anteil
in der Zuluft
In der biotechnologischen Anwendung von C. glutamicum kann es in der Fermentation zu
einem Ungleichgeweicht der Sauerstoffzufuhr kommen. Dabei kann es passieren, dass es zu
anaeroben Bereichen (z.B. dichte Zellmasse) im Fermenter kommt, die schnell durch aerobe
Bereiche (z.B. verstarkte Rotation des Rihrers) abgewechselt werden kdénnen. Dies kann zu
oxidativen Stress fliihren und die Proteine, welche wichtig flir die Aminosaureproduktion sind
schadigen. Um diese Situation nachzustellen, wurden C. glutamicum WT und AkatA-Stamm
einer Fermentation in 2 | Fermenter bei steigendem O,-Anteil in der Zuluft unterzogen. Die
Stamme wurden bei einem O,-Anteil von 20 % (Luft) bis zu einer ODggo 8 angezogen. Sobald
diese ODggg erreicht war, wurde die Sauerstoffzufuhr 20 min unterbrochen. Im Anschluss
daran erfolgte das erneute Zufiihren von O,-haltiger Zuluft. Dabei wurde in den Stufen 15,
30, 45, 60, 75, 100 % Sauerstoffanteil in der Zuluft alle 20 min erhoht. Zuletzt erfolgte wieder
eine Einstellung des Sauerstoffgehaltes auf 20 % O, in der Zuluft. Zum Ende der jeweiligen
20-minitigen Inkubation erfolgte die Probenentnahme fiir einen Oxyblot. In Abbildung 17 ist
das entsprechende Ergebnis dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der WT (siehe Abbildung
17a) zu Beginn der Fermentation leichte Carbonylierungsmuster aufweist. Die
darauffolgenden drei Proben (0, 15 und 30 % O,-Anteil in der Zuluft) sind kaum carbonyliert.
Sobald jedoch 45 % O, in der Zuluft vorhanden sind, kommt es erneut zu einer starken
Oxidation der Proteine, die auch bei 100 % O, in der Zuluft gleichbleibt. Beim Zuriickkehren
auf 20 % O, in der Zuluft bleibt die ausgepragte Carbonylierung der Proteine bestehen. Die
AkatA-Mutante (siehe Abbildung 17b) zeigt hingegen zu Beginn nur eine geringe
Carbonylierung. Wenn in der Zuluft der Sauerstoff abgeschaltet wird, kommt es sofort zu
einem Anstieg der Carbonylierung. Bei einem O,-Anteil von 45 % wird die Carbonylierung
deutlich starker. Sobald ein O,-Anteil von 75 % erreicht wird, erhdht sich die Carbonylierung
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erneut, bis sie bei einem Anteil 100 % O, am starksten ist und auch beim Herabsetzten des
0,-Anteils auf 20 % nicht wieder zuriickgeht.
Anteil O, in der Zuluft [%]

20 0 15 30 45 60 75 100 20
WT

a)

b
)AkatA

Abbildung 17: Oxyblot der Fermentation von C. glutamicum WT (a) und AkatA-Stamm (b). Die Stimme wurden zu einer
ODggo 8 angezogen. Daraufhin erfolgte das Abschalten der O,-haltigen Zuluft fiir 20 min. Anschliefend wurde der O, Gehalt
alle 20 min stufenweise (15, 30, 45, 60, 75, 100 % Anteil O, in der Zuluft) erhoht. Fir den letzten Messpunkt wurde der
0,-Anteil wieder auf 20 % in der Zuluft herabgesetzt.

In der Fermentation, wie in den Zellextrakt-Versuchen, ist die AkatA-Mutante viel sensitiver
gegeniber oxidativem Stress als der Wildtyp. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es auch
beim Wildtyp Bedingungen gibt, in denen es zu einer verstarkten oxidativen Carbonylierung

der Proteine kommt.

3.2. Proteomanalysen

3.2.1. Massenspektrometrische Analyse der Proben der Fermentation mit steigendem
0, Anteil in der Zuluft

Die oxidative Proteinmodifikation ist ein wichtiger Bestandteil des Verstdandnisses der
Schadigung durch ROS in C. glutamicum. Der Oxyblot ist jedoch keine aussagekraftige
Methode zur Identifizierung von carbonylierten Proteinen. Es ist von groRem Interesse die
Proteine zu detektieren, die insbesondere bei oxidativem Stress sensitiv sind. Fiir diese
Problemstellung wurden massenspektrometrische Analysen heran gezogen.

In einem ersten Versuch wurden die Proben aus Abschnitt 3.1.5 von Wildtyp und AkatA-
Mutante mit 0 % und 100 % O, Anteil in der Zuluft auf ein ,Maxi-SDS“-Gel (30 x 20 cm)
aufgetragen, um die Proteinbanden besser voneinander zu trennen. Anschlieffend wurden
eine SDS-PAGE und ein Oxyblot erstellt. Banden, die besonders stark im Oxyblot carbonyliert
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waren, wurden aus dem SDS-Gel geschnitten und im ZMMK (Zentrum fir Molekulare
Medizin Koln) massenspektrometrisch analysiert. Die Proben wurden vom ZMMK nicht
explizit auf oxidative Modifikationen untersucht. Jedoch ist es moglich, sogenannte
Monooxidationen zu identifizieren. In Tabelle 6 sind die Proteine aufgefiihrt, welche eine
Oxidation tragen und deren Peptidabdeckung (Coverage) liber 45 % liegt.

Es ist auffallig, dass neben Translationsfaktoren wie EF-Tu und ribosomalen Proteinen,
welche haufig in der Zelle vertreten sind, viele Enzyme des Zentralstoffwechsels oxidiert
werden. Insbesondere konnten viele Enzyme der Glykolyse, wie z.B. Fructosebisphosphat-
Aldoase und Enolase identifiziert werden. Ein weiteres interessantes Enzym ist die
Homocystein-Methyltransferase (MetE) aus dem Methioninstoffwechsel. Diese Analyse zeigt
nur einen Teil moglicher Kandidaten fiir sensitive Proteine, da definierte Banden

ausgeschnitten und nicht das gesamte Proteom analysiert wurde.

Tabelle 6: Oxidierte Proteine aus der massenspektrometrischen Analyse des ZMMK. Proben aus Versuchsteil 3.1.5
wurden nach dem Auftrag auf ein SDS-Maxi-Gel fiir eine SDS-PAGE und einen Oxyblot verwendet. Stark carbonylierte
Banden im Oxyblot wurden im SDS-Gel ausgeschnitten und im ZMMK analysiert. Proteine, welche eine oxidative
Modifikation aufweisen und eine Peptidabdeckung (Coverage) von mehr als 45 % haben, wurden in die Tabelle
aufgenommen. Die letzte Spalte zeigt farblich, zu welchen Stoffwechselwegen die Proteine gehéren. Proteinbiosynthese

(rot), Glykolyse (blau), Citratzyklus , Fettsiurebiosynthese (griin) Aminosauremetabolismus und
Energiestoffwechsel (lila), oxidative Stressantwort (weiB) und Andere (schwarz).

Cg-Nr. | Genname Proteinname Abdeckung[%]
cg0482 | gpmA PHOSPHOGLYCEROMUTASE 53,2

cg0583 | fusA ELONGATIONSFACTOR G 71,1

cg0598 | rplB 50S RIBOSOMALES PROTEIN L2 56,8

cg0802 | accBC BIOTIN-CARBOXYLASE 45,5

cg0803 | thtR THIOSULFAT-SCHWEFELTRANSFERASE 47,2

cg0973 | Pgi GLUCOSE-6-PHOSPHAT-ISOMERASE 47

cgllll | Eno ENOLASE 58,1

cg1290 | metE HOMOCYSTEIN-METHYLTRANSFERASE 45,6

cgl368 | atpD ATP-SYNTHASE ALPHA- UNTEREINHEIT 58,8

cgla79 | glgP1 PUTATIVE GLYCOGEN-PHOSPHORYLASE 61,9

cg2103 | dtxR EISEN-ABHANGIGES REGULATORISCHES PROTEIN-DTXR | 52,2

cg2221 | tsf TRANSLATIONSELONGATION FACTOR TS (EF-TS) 80,4

cg2613 | mdh MALAT-DEHYDROGENASE-OXIDOREDUKTASE 61,3

cg2705 | amyE MALTOSE-BINDEPROTEIN PROTEIN 52,1

cg3068 | fba FRUCTOSEBISPHOSPHAT-ALDOLASE 58,4

cg3237 | sod MANGAN-ABHANGIGE SUPEROXIDE DISMUTASE 77
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3.2.2. Proteomanalyse von gestressten Zellextrakten

Um die Gesamt-Modifikation des C. glutamicum Proteoms untersuchen zu kdnnen, wurden
Zellextrakte von C. glutamicum WT und AkatA-Stamm hergestellt und diese mit 100 mM
H,0, gestresst. Fur die Proteomanalysen wurden sowohl ungestresste als auch gestresste
Proben verwendet und zwischen Membran- und Zytosolfraktion unterschieden. Die
Zellextrakte wurden tryptisch verdaut. Die Probenaufbereitung und
massenspektrometrische Messungen wurden von der AG Poetsch, Universitdit Bochum,
durchgefiihrt. Die Analyse zur Identifizierung der Modifikationen erfolgte in der
C. glutamicum Datenbank [Kalinowski et al., 2003] mit dem SEQUEST Algorithmus, entweder
integriert im ProteomeDiscoverer 1.2.0.208 oder 1.3.0.339 (Thermo Electron © 2008-2011).
Es wurde nach insgesamt 21 Modifikationen gesucht. Mittels ,,MS Office Excel 2007“ wurden
die aufbereiteten Rohdaten daraufhin analysiert.

In Abbildung 18 sind die Proteome von C. glutamicum WT und AkatA-Mutante dargestellt.
Jeder Ring beschreibt eine posttranslationale Modifikation (PTM). Exemplarisch sind
Methionin Mono- und Dioxidation, Prolin zu Pyrrolidinon und Prolin Carbonylierung sowie
Cystein zu Cys-Sulfensdure und Cystein Di- bzw. Trioxidation aufgefiihrt. Jeder Zacken in den
Ringen beschreibt ein Protein, welches die gesuchte Modifikation tragt. Die Linge des
Zackens zeigt die Haufigkeit dieser PTM im Protein. Im AkatA-Stamm Proteom kommt es zu

weitaus mehr oxidativen Modifikationen als im WT.
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Abbildung 18: Proteom von C glutamicum WT und AkatA-Stamm. Jeder Ring beschreibt eine farblich dazu abgestimmte
oxidative Modifikation. Die Lange der Zacken gibt Auskunft dariiber, welches Protein wie haufig diese Modifikation tragt.
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Ebenfalls weisen die Proteine der Membranfraktion mehr Modifikationen auf als die
Proteine des Zytosols (Daten nicht gezeigt). Anhand dieses Versuchs ist es moglich, fir die
folgenden MS-Analysen eine definierte Gruppe von PTMs zu wadhlen, welche in
C. glutamicum auftreten kénnen.

In Tabelle 7 sind diese PTMs zusammengestellt. Einzelne Monooxidationen von Proteinen
sind nicht voneinander zu unterscheiden, da der Massenzuwachs gleich ist.
Monooxidationen werden daher in den folgenden Versuchen zusammengezahlt, was jedoch

auch zu falsch positiven Ergebnissen fiihren kann.

Tabelle 7: Ausgewahlte oxidative Proteinmodifikationen fiir massenspektrometrische Analysen

Aminosdure Modifikation
Methionin Oxidation / Dioxidation
Arginin Glutamatsemialdehyd
Prolin Carbonylierung / Pyroglutamatsdure / Pyrrolidinon
Cystein Dioxidation / Trioxidation / Sulfensdure
Tryptophan Oxidation / Kynurenin / Hydroxykynurenin / Nitrosylierung
Histidin Oxidation / Asparagin / Aspartat
Leucin Oxidation
Tyrosin Nitrotyrosin

3.2.3. Proteomanalyse von gestressten Zellen

Nachdem die Gesamt-Proteinmodifikation von gestressten Zellextrakten von C. glutamicum
WT und AkatA-Stamm analysiert wurde, wurde der gleiche Ansatz mit lebenden Zellen
durchgefiihrt. Sowohl C. glutamicum WT als auch der AkatA-Stamm wurden mit 100 mM
H,0, gestresst. Auch ungestresste Zellen sollten als Kontrolle in der LC-MS/MS vermessen
werden. Danach wurden die Zellen mit TRIS-Puffer, welcher DTT, Desferal und Protease
Inhibitormix beinhaltete, aufgeschlossen und Zytosol- von Membranfraktion getrennt.
AnschlieRend wurden die Proben tryptisch verdaut und in der LC-MS/MS vermessen. Eine
Identifizierung der Membranproteine war nicht moglich, da Desferal die
massenspektrometrischen Messungen beeintrachtigte. Mittels eines Analytikprogramms
(siehe Abschnitt 3.2.2) war es moglich, die MS-Ldufe der zytosolischen Proteine nach

definierten oxidativen Modifikationen zu durchsuchen. Die in Excel aufbereiteten Rohdaten
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wurden daraufhin analysiert. Die Daten vom WT und AkatA-Mutante im ungestressten sowie
im gestressten Zustand wurden nach der Anzahl der gefundenen Modifikationen sortiert. Es
wurden die Proteine beriicksichtig, welche eine gute Peptidabdeckung hatten und im
Verhaltnis den hdchsten Anteil an modifizierten Peptiden aufweisen. Die 20 auffalligsten

Proteine sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Lister der TOP 20 modifizierten Enzyme aus Abschnitt 3.2.3.

Cg.-Nr. Enzyme WT katA

Anteil Anteil

modifizierte | modifizierte

Peptide [%] | Peptide [%)]
Cgl1551 UNIVERSALES STRESSPROTEIN USPA 9,07 12,70
Cg0786 PUTATIVE URACIL-PHOSPHORIBOSYLTRANSFERASE 8,75 16,24
Cg0949 CITRATE-SYNTHASE 7,11 6,10
Cgl737 ACONITASE 6,87 5,91
Cg0587 ELONGATIONS FACTOR TU 6,30 7,33
Cg2217 RIBOSOM RECYCLING FACTOR 5,57 5,68
Cg2840 BUTYRYL-COA:ACETAT COENZYME A TRANSFERASE 5,26 4,77
Cg0766 ISOCITRAT-DEHYDROGENASE 5,13 5,09
Cg0583 ELONGATIONS FACTOR G 5,04 7,35
Cg0576 DNA/ RNA POLYMERASE BETA-KETTE 4,49 4,06
Cg3255 UNIVERSALES STRESSPROTEIN 4,47 15,72
Cgl145 FUMARAT-HYDRATASE 4,06 4,61
Cg3068 FRUCTOSEBISPHOSPHAT-ALDOLASE 4,05 4,25
Cg0802 BIOTIN CARBOXYLASE UND BIOTIN CARBOXYL CARRIER 4,01 3,05

PROTEIN

Cg2466 PYRUVAT-DEHYDROGENASE E1 KOMPONENTE 3,70 4,04
Cgl774 TRANSKETOLASE 3,40 3,72
Cg2613 MALAT-DEHYDROGENASE OXIDOREDUCTASE 2,07 3,39
Cg1280 2-OXOGLUTARAT-DEHYDROGENASE 1,65 5,44
Cg2833 O-ACETYLSERIN (THIOL)-LYASE 1,25 1,08
Cgllll ENOLASE 0,88 0,76

Erneut konnte ein Grofteil der identifizierten Proteine dem Zentralstoffwechsel zugeordnet
werden. In dem gestressten WT kommt es zu einer leicht hoheren Anzahl oxidativ
modifizierter Peptide. Dies zeigt, dass es trotz Katalase zu oxidativen Schaden im WT unter
H,0,-Einfluss kommen kann. Weiterhin konnte erneut bestatigt werden, dass Proteine der
Glykolyse stark oxidativ modifiziert werden. Tabelle 9 stellt die Zentralenstoffwechselwege
Glykolyse, und Fettsauremetabolismus einander

Citratzyklus, Pentosephosphatweg

gegeniber.
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In Tabelle 9 sind die Daten des Wildtyps im ungestressten und gestressten Zustand
dargestellt. Es sind nur die Modifikationen von den 18 gesuchten aufgefiihrt, welche in den

analysierten Peptiden gefunden wurden

Tabelle 9: Ubersicht der Modifikationen in Proteine der Zentralstoffwechselwege. Dargestellt sind Glykolyse (blau),
Citratzyklus , Pentosephosphatweg und Fettsauremetabolismus (griin). Die Daten der Proteomanalyse aus
ungestressten (links) und lebend gestressten (rechts) C. glutamicum WT Zellen sind einander gegentiiber gestellt. Farblich
gekennzeichnet ist die Anzahl der gefundenen Peptide (hell griin) und die Anzahl der Peptide die eine Modifikation tragen
(rot).

Arginin zu Glutamic Semialdehyd
Arginin zu Glutamic Semialdehyd

Prolin zu Pyrrolidinon
Dioxidation von Methionin
Prolin zu Pyrrolidinon
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Von den Enzymen der Glykolyse zeigen die meisten modifizierten Peptide die
Fructosebisphosphat-Aldolase, die Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, die Enolase

und die Pyruvatdehydrogenase. Sowohl die Fructosebisphosphat-Aldolase als auch die
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Enolase wurden bereits in Abschnitt 3.2.1 als interessante Ziele fir oxidativen Stress
identifiziert. Im Citratzyklus konnte in fast allen Enzymen modifizierte Peptide detektiert
werden, wohingegen im Pentosephosphatweg nur die Transketolase viele Modifikationen
zeigt. Im Fettsduremetabolismus besitzt die Fettsduresynthase einige oxidierte Peptide.
Jedoch ist die Peptidabdeckung der Proteine im Fettsauremetabolismus nicht so gut wie in
den anderen Stoffwechselwegen. Wurden viele Peptide zu einem Enzym gefunden, beutet
dies nicht, dass auch viele Modifikationen gefunden wurden. Ein Beispiel daflir ist die
Phosphoglyceratkinase, die bei 77 gefunden Peptiden (Coverage 75 %) nur eine Modifikation
aufweist. Zur genaueren Analyse des Einflusses von ROS auf die Enzymaktivitat wurden
aufgrund der beschriebenen MS-Messungen die Fructosebisphosphat-Aldolase (FBA), die
Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und die Isocitratdehydrogenase (ICDH)

ausgewahlt.

3.2.4. Quantitative Proteomanalyse

Bei den bisherigen MS-Messungen wurde ausschlieRlich die qualitative Proteomik
betrachtet. In einem weiteren Versuch sollte die quantitative Proteomik als Analysemethode
herangezogen werden. Hierbei ist es moglich, Unterschiede in der Proteinabundanz zu
identifizieren. Zur Quantifizierung wird die Methode der Stabilen Isotopenmarkierung
(SILAC) mit 14N/15N—Isotopen angewendet. Um den >N-Standard zu erstellen, wurden
C. glutamicum WT Zellen mit markiertem Ammoniumsulfat fermentiert. Der Verlauf der
Fermentation ist in Abbildung 19 dargestellt. Die Zellen wurden zu einer ODgy 7-8
angezogen und dann die Zuluft fir 1 h unterbrochen. Im Anschluss erfolgte die erneute
Inkubation bei Zuluft fir 1 h. Zu 5 verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen
(mit roten Zahlen gekennzeichnet). Sowohl C. glutamicum WT als auch AkatA-Stamm
wurden nach dem gleichen Schema in dreifach-Bestimmung mit N angezogen und Proben
entnommen. Die schwarze Linie in Abbildung 19 beschreibt das Wachstum der Zellen. Der
>N-Standard und die Vergleichsproben wurden in der AG Poetsch weiter bearbeitet. Die
Proben der finf Zeitpunkte des >N-Standard wurden aufgeschlossen, tryptisch verdaut und
vereinigt. Die Proben des Versuchs wurden ebenfalls aufgeschlossen und tryptisch verdaut
und jeweils mit dem Standard versehen. Die Ansadtze wurden massenspektrometrisch
analysiert. Die Daten wurden durch Stefan Albaum, Universitat Bielefeld, mittels des
Analystikprogramms QuPE ausgewertet.
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Abbildung 19: Schema der Fermentation des >N-Standards und der Proben fiir die quantitative Proteomik. Dargestellt in
blau ist die O, Konzentration in der Zuluft. Die schwarze Linie beschreibt die Wachstumskurve der Zellen. Die roten Zahlen

markieren die Zeitpunkte, an denen die Proben genommen wurden.
Mittels der SILIAC Methode war es moglich 1160 Proteine zu identifizieren und 541 davon zu
quantifizieren. Dabei konnte mit der Software ANOVA in QuPE festgestellt werden, dass in
WT und AkatA-Mutante 97 Proteine unterschiedlich haufig exprimiert werden.

In Abbildung 20 ist reprdsentativ fur andere Stoffwechselwege der KeGG Stoffwechselweg
der Glykolyse dargestellt [KeGG PATHWAY DATABASE http://www.genome.jp/kegg/]. QuPE
zeigt die Daten der Proteomanalyse in dem Stoffwechselweg mittels einer
Intensitatsdarstellung (heatmap) an. Dabei bedeutet grin, dass weniger Peptide dieses
Proteins zu diesem Zeitpunkt identifiziert wurden als im Standard, und rot, dass mehr
Peptide identifiziert wurden als im Standard. Schwarz bedeutet, dass gleich viele Peptide zu
diesem Protein identifiziert werden konnten wie im Standard. Zu jedem der flnf Zeitpunkte
gibt es einen Balken sowohl fiir WT und als auch fir die AkatA-Mutante.

Es wird deutlich, dass es noch sehr viele Liicken in der Abdeckung der Proteine des Proteoms
gibt. Dies ist auf die noch nicht optimale bioinformatische Auswertung sowohl des
Analytikprogramms der Massenspektrometrie als auch der Auswertungssoftware QuPE
zuriickzufihren.

Die Abundanz einzeln ausgewahlter Enzyme kann bereits in QUPE eingesehen werden. In

Abschnitt 3.3.2 wird die Abundanz von FBA, GAPDH und ICDH genauer betrachtet.
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Abbildung 20: KeGG-Stoffwechselweg der Glykolyse aus QuPE. Daten der Quantitativen Proteomik (3.2.4) wurden in der
Glykolyse abgebildet. In den Enzymnummern befindet sich die berechnete Abundanz. Die ersten finf Striche gehdren zu
den 5 Messpunkten dem WT, die hinteren funf Striche geh6ren zu den 5 Messpunkten der AkatA-Mutante. Die Hitze Karte
beschreibt die Abundanz der Proteine zum Standard. Griin = weniger Peptide identifiziert als im Standard; rot = mehr
Peptide identifiziert als der Standard; schwarz = genauso viele Peptide wie im Standard.
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Neben der Abundanz der gefunden Peptide, konnten auch die gefunden Modifikationen den
Zeitpunkten dem Gesamt-Proteom zugeordnet werden. Dabei ist auffallig, dass zu Zeitpunkt
1 der WT um den Faktor 1,8 mehr Modifikationen aufweist als die Katalasemutante (siehe
Abbildung 21). Dies entspicht den Beobachtungen im Oxyblot (siehe Abschnitt 3.1.5). Zu den
Zeitpunkten 2, 3 und 4 zeigen WT und AkatA-Mutante eine &ahnlich Anzahl an
Modifikationen. Zu Zeitpunkt 5 weillt die AkatA-Mutante um den Faktor 2,3 mehr
Modifikationen auf als der WT.
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Abbildung 21: Anzahl der modifizierten Peptide, der Fermenterproben von C. glutamicum WT und AkatA-Mutante zu den
5 Probenentnahme-Zeitpunkten.

Eine graphische Zuordnung von Modifikationen zu den einzeln Proteinen ist bisher mit

diesem Programm nicht moglich.

3.3. Einfluss von oxidativem Stress auf ausgewdhlte Enzyme

3.3.1. Darstellung von oxidativ modifizierten Aminosduren in 3D-Strukturmodellen

In Kapitel 3.2 wurden mittels Proteomanalyse sensitive Enzyme identifiziert, mit denen der

Einfluss von ROS auf die Enzymaktivitat untersucht werden soll. Bei den Enzymen handelt es

sich um die FBA und die GAPDH aus der Glykolyse und die ICDH aus dem Citratzyklus.

Um die modifizierten Peptide der ausgewdhlten Enzyme besser betrachten zu koénnen,

wurde von jedem Enzym ein 3D-Modell herangezogen. War noch keine publizierte

Kristallstruktur vorhanden, wurde dieses mittels des Computerprogramms 3D-PSSM

moduliert.

Die FBA katalysiert die Spaltung von Fructose-1,6-bisphosphat in Dihydroxyacetonphosphat

(DHAP) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GADP). Bei der FBA handelt es sich um ein
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Tetramer. Die Untereinheiten werden mit Hilfe eines Helix-Schleife-Helix Motivs mit
einander verbunden. Das aktive Zentrum befindet sich in einem B-Fass. Dieses besitzt als
Cofaktor ein Zink-lon. Bei C. glutamicum handelt es sich um eine Aldolase der Klasse Il A.
Diese unterscheidet sich von FBAs der Klasse Il B, in dem sie langere Sequenzen zwischen
den aktiven Zentren hat, die Schleifen (Loops) ausbilden kdnnen. Im Gegensatz zu
eukaryotischen Aldolasen die zur Klasse | gehoren, wird das Substrat nicht UGber eine
Schiffsche Base stabilisiert sondern durch das Metallion [von der Osten et al., 1989]. In
Abbildung 22 ist die Proteinstruktur dargestellt. Die modifizierten Peptide, welche farblich
dargestellt sind, liegen in den Bereichen, in welchen sich die Zink-Bindedomanen im B-Fass
und im Helix-Schleife-Helix-Motiv, welches zur Koordination der Untereinheiten von

Bedeutung ist, befinden.

Abbildung 22: Die modulierte Kristallstruktur einer Untereinheit der FBA. Das 3D-Modell wurde mittels der Software
3DPSSM moduliert. In Griin dargestellt ist die Proteingrundstruktur. In Gelb sind die Peptide eingezeichnet, welche in den
LC-MS/MS Analysen Abschnitt 3.2.3 identifiziert worden sind eine Modifikation zu tragen. In Rot dargestellt sind die AS, die
in der MS-Analyse als potentiell modifizierte AS gefunden wurden.

Die GAPDH katalysiert die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu
1,3-Bisphosphoglycerat. Die energetisch unglinstige Abspaltung eine Wasserstoff-lons der
Aldehydgruppe des Glycerinaldehyd-3-Phosphats wird durch die kovalente Bindung einer
Sulfhydrylgruppe eines Cysteins zugdnglich gemacht. Dabei wird ein nukleophiler Rest
eingefihrt und das Wasserstoff-lon wird heraus gelost und zwischen Enzym und Substrat
entsteht ein Thioester. Die energiereiche Verbindung bindet ein freies Phosphat und bildet
dabei 1,3-Bisphosphoglycerat. Das Hydrid-lon geht eine nicht kovalente Bindung mit einem
NAD" ein [Stryer, 1996]. Die Thiolgruppen der Cysteine kénnen bei vorhanden sein von ROS

Disulfidbriicken ausbilden, wodurch das Enzym reversibel inaktiviert wird und es zum
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Stillstand der Glykolyse kommt [Leichert et. al., 2008]. In Abbildung 23 ist die vorhergesagt
Kristallstruktur der GAPDH zu sehen. Es handelt sich dabei um ein Tetramer. Exemplarisch
wurde nur eine Untereinheit mit den modifizierten Peptiden markiert. Basierend aus den
MS-Daten Abschnitt 3.2.3 lagen die Peptide die eine Modifikation tragen nicht im aktiven

Zentrum.

Abbildung 23: Die modulierte Kristallstruktur der GAPDH. Das 3D-Modell wurde mittels der Software 3DPSSM moduliert.
In Griin dargestellt ist die Proteingrundstruktur. Zum Uberblick wurde in einer Untereinheit die Peptide gelb eingezeichnet,
welche in den LC-MS/MS Analysen Abschnitt 3.2.3 identifiziert worden sind eine Modifikation zu tragen. In Rot dargestellt
sind die AS, die in der MS-Analyse als potentiell modifizierte AS gefunden wurden.

Die ICDH von C. glutamicum ist ein monomeres Enzym. Sie katalysiert die Reaktion der
oxidativen Decarboxylierung von Isocitrat, wobei NADPH und a-Ketoglutarat entstehen. Das
aktive Zentrum von dimeren ICDH-Enzymen, wie sie u.a. in E. coli vorkommen, wird durch
die asymmetrische Zusammensetzung der zwei Untereinheiten gebildet. Dies ist hier nicht
der Fall. Als Cofaktor dient ein Mg2+—lon, welches jedoch auch durch ein Mn*"-lon ersetzt
werden kann. Die Kristallstruktur dieses Enzyms existiert bereits [Imabayashi et al., 2006].
Isocitrat wird durch Ser130, Asn133, Arg137 und Argl43 koordiniert. An dieser Aminosaure
Region treten keine modifizierten Peptide auf. Das Mg2+—lon wird durch Asp346, Asp548 und
Asp544 koordiniert. Asp346 kommt in einer Region vor, in der modifizierte Peptide gefunden
wurden. Es konnte die Moglichkeit bestehen, dass dieses Aspartat oxidiert wird und keine
Verbindung zum Mg2+-lon aufbauen kann, was zur Instabilitat des aktiven Zentrums fiihren
wirde.

NADP wird in der ICDH durch Ser581, Ala582, His585, Trp597, Arg645 und Arg696
koordiniert. Sowohl Ser581 als auch Ala582 liegen in einer Region in der modifizierte Peptide
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vorkommen. Dies ist ein Indiz dafiir, dass die Bindung von NADP eine Schwachstelle in der
ICDH bei oxidativen Stress sein kann. Zur besseren Orientierung befindet sich die

Kristallstruktur in Abbildung 24.

Abbildung 24: Kristallstruktur der ICDH [Imabayashi et. al., 2006]. In Griin dargestellt ist die Proteingrundstruktur. Zum
Uberblick wurde in einer Untereinheit die Peptide gelb eingezeichnet, welche in den LC-MS/MS Analysen Abschnitt 3.2.3
identifiziert worden sind eine Modifikation zu tragen. In Rot dargestellt sind die AS, die in der MS-Analyse als potentiell
modifizierte AS gefunden wurden.

3.3.2. FBA, GAPDH und ICDH in der quantitativen Proteomanalyse

In Abschnitt 3.2.4 wurden Untersuchungen zur quantitativen Proteomik durchgefihrt. In
Abbildung 25 sind die Boxplots der quantitativen Proteomanalyse in der Fermentation von
C. glutamicum WT und AkatA-Stamm zu den 5 Zeitpunkten von FBA, GAPDH und ICDH
dargestellt.

Die Ratio(M)-Werte werden tber die Differenz des ’N-Standards zu den 3 biologischen
Replikaten mittels QUPE ermittelt. Die Ratio(M)-Werte zeigen die unterschiedliche Anzahl
der identifizierten Peptide von >N-Standards und den untersuchten Proben im betrachteten
Protein zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Zahlen 1-5 bezeichnen, an welchem Zeitpunkt die
Proben entnommen wurden. Die oberen 5 Balken des Boxplots gehdren zu den Daten des
Wildtyps und die unteren 5 Balken beziehen sich auf die Daten der AkatA-Mutante. Der
Median bezeichnet den Bereich, in welche 50 % der Datenwerte liegen, die kleiner oder

gleich diesem sind. Die Box selbst beschreibt 25 % bzw. 75 % (oberes und unteres Quartil)
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der Datenwerte, die sich in diesem befinden. Die Antennen zeigen Datenwerte an, die sich
im 1,5-fache des Interquartilsabstands einordnen. Die Kreise werden als Ausreiller
bezeichnet. Wenn die Differenz der Mediane der Zeitpunkte 1 und 5 groRer als 1 ist,

bedeutet dies eine Regulation.
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Abbildung 25: Boxplots von FBA (a), GAPDH (b) und ICDH (c) der quantitativen Proteomanalyse aus Abschnitt 3.2.4. (nach
QuPE, vereinfachte Darstellung) Die Zahlen 1-5 bezeichnen, an welchem Zeitpunkt die Proben entnommen wurden. Die
oberen 5 Balken des Boxplots gehdren zu den Daten des WTs. Die unteren 5 Balken beziehen sich auf die Daten der AkatA-
Mutante. Der Median, bezeichnet den Bereich, in welchen 50 % der Datenwerte liegen, die kleiner oder gleich diesem sind.
Die Box selbst beschreibt 25 % bzw. 75% (oberes und unteres Quartil) der Datenwerte, die sich in diesem befinden. Die
Antennen zeigen Datenwerte an, die sich im 1,5-Fache des Interquartilsabstands einordnen. Die Kreise werden als
AusreiRRer bezeichnet. Ist die Differenz der Mediane der Zeitpunkte 1 und 5 gréRer als 1 ist, bedeutet dies eine Regulation.
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In Abbildung 25a ist der Boxplot der FBA dargestellt. In dem Fall der FBA betrdgt die
Differenz der AkatA-Mutante 1,5. Beim WT schwankt die Differenz etwas Uber die Zeit, wird
aber nie groRer als 0,5. Somit wird die FBA in der AkatA-Mutante hochreguliert, wohingegen
sie beim WT gleichbleibt.

In der Abbildung 25b ist der Boxplot der GAPDH dargestellt. Die Differenz der Medianen der
AkatA-Mutante hat einen Wert von 1,2, dies zeigt eine Hochregulation. Die Datenwerte des
WT ergeben eine Differenz von 0,3. Dies ist ein Zeichen fiir keine Regulation. Die GAPDH
scheint wie die FBA in der Katalasemutante hochreguliert zu werden, wenn es zur
plotzlichen Sauerstoffzufuhr kommt.

In Abbildung 25c ist der Boxplot der ICDH dargestellt. Die Differenz der AkatA-Mutante hat
einen Wert von 0,7. Die Werte des WT zeigen eine Differenz von 0,2. Sowohl in der Mutante

als auch im WT ist keine Regulation dieses Enzyms sichtbar.

3.3.3. Einfluss von H,0, auf die Enzymaktivitdt von Proteinen aus Zellextrakten

Die Sensitivitat der FBA, GAPDH und ICDH wurden gegentiber H,0O, untersucht. Es wurden
C. glutamicum WT und die AkatA-Mutante zu einer ODggo 8-10 angezogen und pelletiert. Die
Zellpellets wurden mit TRIS-Puffer, welcher 2 mM DTT, 2 mM Desferal und Protease
Inhibitormix beinhaltete, aufgeschlossen. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-
Reagenz bestimmt. Um die Proben gegebenenfalls in der LC-MS/MS anschlieRend vermessen
zu konnen, wurde ein TRIS/HCL-Puffer mit pH 7,5 verwendet. In dem Versuchsansatz
befanden sich immer ca. 0,5 pg/ul Protein Endkonzentration des Zellextrakts. Die
Enzymaktivitdit wurde photometrisch im Photometer und im Plattenlesegerat (Tecan)
gemessen. Die verwendeten Substratkonzentrationen wurden (ber die Enzymkinetik
bestimmt.

Zu Beginn des Versuchs wurde die Aktivitat der Zellextrakte ungestresst vermessen. Im
Anschluss wurden sowohl der WT-Zellextrakt als auch der AkatA-Stamm-Zellextrakt mit 10
und 100 mM H,0, 15 min gestresst. In Abbildung 26 ist das Ergebnis des Versuchs
dargestellt. Die Aktivitditen der Enzyme aus gestressten WT-Zellextrakten sind nicht
aufgefiihrt, da sich durch die Anwesenheit von viel Katalase die Aktivitat nicht verandert hat.
Zum besseren Vergleich sind die Enzymaktivitdten prozentual aufgefiihrt. Die Aktivitat des
WTs betragt bei der FBA 3,4 nkatal/mg Zellextrakt, bei GAPDH 1,62 nkatal/mg Zellextrakt
und bei ICDH 5,72 nkatal/mg Zellextrakt.

65



Ergebnisse

a) b)
® 107 2100 -
g %
g 80 £ 80
) 9
3 o
8 60 - 'E 60 -
£ £
- =
B Be]
2 40 - £ 40 -
> =
::( 20 1 T 20
@ g
= <
0 - O o0
AkatA AkatA AkatA AkatA AkatA AkatA
10 mM H,0, 100 mM H,0, 10 mM H,0, 100 mM H,0,
<)
52 100 -
=
®
5 80 -
x
Q
N 60 -
£
=
™ 40 -
=
=
<
5| I I l
o
o
0 -

AkatA AkatA AkatA
10 mM H,0, 100 mM H,0,

Abbildung 26: Einfluss von H,0, auf die Enzymaktivitit von FBA (a), GAPDH (b) und ICDH (c) gemessen in Zellextrakten.
C. glutamicum WT und AkatA-Stamm wurden zu einer ODggy 8-10 angezogen und die Zellen mit 2 mM DTT haltigem Puffer
aufgeschlossen. Die Zellextrakte wurden mit 10 und 100 mM H,0, 15 min inkubiert und daraufhin die Aktivitdt gemessen.
Zum besseren Vergleich sind die Aktivititen in Prozent dargestellt. 100 % FBA Aktivitdt entsprechen 3,4 nkatal/mg
Zellextrakt. 100 % GAPDH Aktivitdt entsprechen 1,62 nkatal/mg Zellextrakt und 100 % ICDH Aktivitdt entsprechen
5,72 nkatal/mg Zellextrakt.

Obwohl WT und AkatA-Mutante mit gleicher ODggo verwendet wurden, ist die Enzymaktivitat
der Proteine des Zellextraktes der ungestressten AkatA-Mutante fast immer ca. 50 %
geringer als die des Wildtyps. Die Aktivitat der FBA verringert sich bei 10 und 100 mM H,0,
jeweils um ca. 10 % (Abbildung 26a). Die Aktivitdt der GAPDH fallt nach dem Stress von
10 mM H,0, in AkatA-Stamm Zellextrakt deutlich von 50 % auf 25 %. Bei der Applikation von
100 mM H,0, kommt es nur noch zu einer Aktivitat von ca. 15 % (Abbildung 26b). Betrachtet
man jedoch die ICDH Aktivitat, wird diese bei 10 mM H,0, im Vergleich zum ungestressten
AkatA-Stamm-Zellextrakt nicht beeintrachtigt. Bei einem Stress von 100 mM H,0, fallt die
ICDH Aktivitat von 28 % auf 20 %. Demnach ist die ICDH am resistentesten gegeniiber H,0,.
Jedoch ist hier der Unterschied von C. glutamicum WT ICDH und AkatA-Stamm ICDH am
grofRten (Abbildung 26c). Von den drei getesteten Enzymen ist die GAPDH am sensitivsten

gegeniber H,0,.
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3.3.4. Einfluss von ‘0, auf die Enzymaktivitit von Proteinen aus Zellextrakten

Nachdem der Einfluss von H,0; auf Proteine im C. glutamicum Zellextrakt untersucht wurde,
wurde die Auswirkung von ‘0, getestet. Singulett-Sauerstoff kann sowohl tiber Rose Bengal
(RB) als auch tber NaOCI dargestellt werden. Fiir die Untersuchungen im Zellextrakt wurde
RB verwendet. Die Erstellung der Zellextrakte erfolgte wie in Absatz 3.3.1 beschrieben. Die
Zellextrakte wurden mit 1, 10, 20 und 50 pM RB versetzt und 10 min bei 1000 Lux inkubiert.
AnschlieBend wurde die Enzymaktivitdit gemessen. Zum besseren Vergleich sind die
Enzymaktivitaten in Abbildung 27 prozentual dargestellt. Dabei entspricht 100 % bei der FBA
(rot) 1,5 nkatal/mg Zellextrakt, 100 % bei der GAPDH (blau) 0,6 nkatal/mg Zellextrakt und bei
der ICDH (gelb) entsprechen 100 % 7,6 nkatal/mg Zellextrakt. Der starkste Einfluss von 10, ist
bei der ICDH zu sehen. Schon bei 1 uM RB liegt die Aktivitdt nur noch bei 60 % und fallt bei
50 uM RB weiter auf 20 %. Die FBA weist bei 1 uM RB eine Aktivitdat von 75 % auf, diese
jedoch fallt bei 50 uM RB ebenfalls auf ca. 20 % Restaktivitat. Die GAPDH hingegen zeigt bei
1 uM RB eine Aktivitat von 85 %, die sich dann auf 70 % Aktivitat bei 50 uM RB einpendelt.
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Abbildung 27: Einfluss von 102 auf die Enzymaktivitit von FBA, GAPDH und ICDH gemessen in Zellextrakten.
C. glutamicum WT und AkatA-Stamm wurden zu einer ODgoy 8-10 angezogen und die Zellen mit 2 mM DTT haltigem TRIS-
Puffer aufgeschlossen. Die Zellextrakte wurden mit 1, 10, 20 und 50 uM Rose Bengal (RB) 10 min bei 1000 Lux inkubiert.
Daraufhin wurde die Aktivitdt gemessen. Zum besseren Vergleich sind die Aktivitdten in Prozent dargestellt. 100 % FBA
entsprechen 1,5 nkatal/mg Zellextrakt. 100 % GAPDH entsprechen 0,6 nkatal/mg Zellextrakt und 100 % ICDH entsprechen
7,6 nkatal/mg Zellextrakt.

Der Einfluss von 'O, ist genau umgekehrt zu dem von H,0, betrachtet man nur die Werte
des C. glutamicum AkatA-Stamm-Zellextrakts. Wahrend bei H,0,-Stress die ICDH nur
geringen Aktivitatsverlust zeigt, ist die Aktivitat bei RB-Applikation stark eingeschrankt. Die

GAPDH jedoch scheint starker auf H,O,-Stress zu reagieren als auf 102—Stress. Kommt es nach
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der Applikation von RB nicht zu einer Inkubation bei Licht, wird auch die Enzymaktivitat

kaum beeintrachtigt (Daten nicht gezeigt).

3.3.5. Massenspektrometrische Analysen der Zellextrakte aus den Enzymtests

Die gestressten Zellextrakte, welche fir Enzymtest verwendet wurden, wurden ebenfalls
massenspektrometrisch analysiert. Die Visualisierung von Carbonylierungen einzelner
Proteine ist mittels Oxyblot im Zellextrakt nicht moéglich, da alle Carbonylierungen, der im
Zellextrakt vorhandenen Proteine, detektiert werden wiirden. Daher wurden die Proben
anhand von LC-MS/MS untersucht.

Die Ansadtze der Zellextrakte C. glutamicum WT und AkatA-Mutante ungestresst, WT mit 20
UM RB und 100 mM H,0,, AkatA-Mutante 10 und 100 H,0, wurden vermessen.

Die ersten Analysen erfolgten mittels qualitativer Proteomik. In den Proben, die mit 20 uM
Rose Bengal gestresst wurden, konnten keine der gesuchten PTM gefunden werden (Daten
nicht gezeigt). Die Zellextrakte der AkatA-Mutante, welche mit 10 und 100 mM H,0,
gestresst wurden, zeigten in den ausgewahlten Proteinen unterschiedlich viele
Modifikationen. Dies ist am Beispiel von FBA und ICDH Abbildung 28 und Abbildung 29
gezeigt. Um die Peptid-Abdeckung des Proteins zu veranschaulichen, wurden die Peptide
dort eingezeichnet, wo sie sich in der Sekundarstruktur (x-Achse) im Enzym befinden. Die
gefundenen Peptide und die Haufigkeit, mit der sie gefunden wurden, sind in blau
dargestellt. Den 18 gesuchten Modifikationen wurden Farben zu geteilt, die in der Legende
zu entnehmen sind. Monooxidationen wurden zusammengenommen, da sie aus technischen
Griinden nicht voneinander unterscheidbar sind, und werden in rot dargestellt. Wurde eine
Modifikation in einem Peptid gefunden, wird dieses Peptid in der Farbe der Modifikation im
Grafen dargestellt. Sowohl in der FBA als auch in der ICDH ist von 10 mM auf 100 mM H,0,
ein Zuwachs an Modifikationen zu erkennen. Die Anzahl der gefundenen PTMs korreliert
jedoch nicht mit der Verminderung der Enzymaktivitat der gestressten Zellextrakte aus

Abschnitt 3.3.3.
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Abbildung 28: Daten der Proteomanalyse der FBA aus Abschnitt 3.3.5. Dargestellt ist die Anzahl der gefunden Peptide
abgebildet auf der AS-Abfolge. Die FBA besteht aus 343 AS. In Blau gekennzeichnet sind die Peptide. In der Legende sind die
PTMs Farben zugeordnet. Tragt ein gefundenes Peptid solch eine PTM wird es farblich in der AS-Abfolge dargestellt. Die
Zellextrakte der AkatA-Mutante wurden mit 10 mM (oben) und 100 mM H,0, (unten) gestresst.

69



Ergebnisse
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Abbildung 29: Daten der Proteomanalyse der ICDH aus Abschnitt 3.3.5. Dargestellt ist die Anzahl der gefunden Peptide
abgebildet auf der AS-Abfolge. Die ICDH besteht aus 733 AS. In Blau gekennzeichnet sind die Peptide. In der Legende sind
die PTMs Farben zugeordnet. Tragt ein gefundenes Peptid solch eine PTM wird es farblich in der AS-Abfolge dargestellt. Die
Zellextrakte der AkatA-Mutante wurden mit 10 mM (oben) und 100 mM H,0, (unten) gestresst.
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Da die Daten der quantitativen Proteomik nicht mit den verminderten Aktivitaten der
Enzymtests Ubereinstimmten, wurden die Analysen mit qualitativer Proteomik wiederholt.
Bisher ist es jedoch nicht mdglich mit dem Programm QuPE die gefundenen Modifikationen
auf einzelne Enzyme abzubilden. In Abbildung 30 ist der vorlaufige Stand der Analysen
gezeigt. Die Anzahl der gefunden, modifizierten Peptide konnte den unterschiedlichen

Stressoren zugeordnet und auf das gesamte Proteom abgebildet werden.
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AkatA AkatA WT AkatA WT
10 mM H,0, 100 mM H,0, 100 MM H,0, 10 uM RB

Anzahl der modifizierten Peptide

Abbildung 30: Anzahl der Peptide des Proteoms, die bei unterschiedlichen ROS-Stressoren eine PTM aufweisen. Gezeigt
sind die quantitativen MS-Messungen der ungestressten und mit 10, 100 H,0, und mit 20 uM RB gestressten Zellextrakte
von WT(blau) und AkatA-Mutante (rot).

In den Proteomanalysen wurden fir WT ungestresst 60000 Peptide gefunden, fir WT mit
100 mM H,0, gestresst wurden 50000 Peptide gefunden und fiir WT mit 20 uM RB gestresst
wurden 75000 Peptide gefunden. In den Proteomanalysen der Katalasemutante wurden im
ungestressten Ansatz 100000 Peptide gefunden, im Ansatz mit 10 mM H,0, wurden 65000
Peptide gefunden und im Ansatz mit 100 mM H,0, wurden 55000 Peptide gefunden. In
Abbildung 30 ist die Anzahl der Peptide dargestellt, welche eine Modifikation in den
unterschiedlichen Ansatzen tragen. Demnach haben C. glutamicum WT und AkatA-Mutante
ahnlich viele PTMs im ungestressten Zustand. Dies bedeutet, dass ca. 1 % aller gefundenen
Peptide eine PTM tragen. In der Katalasemutante steigt die Anzahl der modifizierten Peptide
von 2,3 % bei 10 mM H,0; auf 5 % bei 100 mM H,0,. Betrachtet man den WT, zeigt auch
dieser bei 100 mM H,0, mehr Modifikationen, ca. 4 % der gefunden Peptide tragen eine
PTM. Jedoch scheint der starkste Stressor 102 zu sein. Es wurden ca. 11000 PTMs im WT mit

RB gefunden, was ca. 13,5 % der gefundenen Peptide ausmacht.
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3.3.6. Aufreinigung der FBA, GAPDH und ICDH

Massenspektrometrische Analysen sind zeitaufwendig. Aus diesem Grund musste eine
Strategie erarbeitet werden, bei der es moglich ist, auf schnellem Wege PTMs in einzelnen
Proteinen zu visualisieren. Um im Oxyblot Carbonylierungen einzelner Enzyme sichtbar zu
machen, missten diese aufgereinigt werden. Es wurden Uberexpressionsplasmide (pASK-
IBA3 mit C-terminalen Strep-tag) von FBA, GAPDH und ICDH konstruiert. Die Plasmide
wurden in E. coli BL21 Uberexprimiert und dann Uber eine Strep-Tactin-Sepharose-Saule
aufgereinigt.

Die Aufreinigung der FBA erfolgte im Rahmen einer Bachelorarbeit [Schlidt, 2011]. Wie in
Abbildung 31 zu sehen, konnte die FBA (39 kDa) sowohl im Coomassie-Gel als auch im
Westernblot detektiert werden. Die am hdchsten konzentrierte Elution wies einen
Proteingehalt von 0,08 pg/ul auf. Das Enzym zeigte jedoch keine Aktivitat. Selbst nach
Optimierung der Reinigung und des Enzymtests sowie der Umklonierung des Strep-tags
zeigte sich keine Verbesserung. Es wurde ein Oxyblot mit den Proben der Reinigung erstellt.
Dieser zeigte, dass das Enzym sehr viele Carbonylierungen aufwies (Abbildung 31). Aber auch
eine Reinigung der FBA unter anaeroben Bedingungen im anaeroben Zelt in vollig

sauerstofffreier Umgebung fiihrte zu keiner Verbesserung der Enzymaktivitat.

Coomassie Westernbiot Oyxyblot
kDa M Input E2 E3 M InputE2Z E3 M Input E2 E3
100 -
0 | - :-" -
55 | . i
— _
35| -
FR

15 - —

Abbildung 31: Reinging der FBA. Die FBA wurde in den pASK-IBA3 kloniert und in E. coli BL21 (iberexprimiert. Die Reinigung
erfolgte Giber eine Strep-Tactin-Sepharose-Saule. Links ist das Coomassie-Gel von Input (I) und Elution 2 (E2) und 3 (E3)
zusehen. In der Mitte befindet sich der Westernblot und auf der rechten Seite ist der Oxyblot zusehen. Die FBA hat eine
molekulare Masse von 39 kDa (roter Pfeil).

Die Aufreinigung der GAPDH erfolgte ebenfalls tiber einen pASK-IBA3 Vektor und wurde
mittels E. coli BL21 Uberexprimiert. Die Aufreinigung wurde Uber eine Strep-Tactin-
Sepharose-Sdule durchgefiihrt. In Abbildung 32 ist das Coomassie-Gel der Aufreinigung zu

sehen. Die GAPDH hat ein Molekulargewicht von 37 kDa (blauer Pfeil). Die Elution mit dem
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hochsten Proteinanteil besitzt eine Konzentration von 5,5 pg/ul. Es ist moglich, das Enzym

aktiv zu reinigen.
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Abbildung 32: Coomassie-Gel der Reinigung der GAPDH. Die GAPDH wurde in den pASK-IBA3 kloniert und in E. coli BL21
Uberexprimiert. Die Reinigung erfolgte Uber eine Strep-Tactin-Sepharose-Saule. Die Molekularemasse der GAPDH betragt
37 kDa (blauer Pfeil). Es konnte eine Proteinkonzentration von 5,5 pg/ul ermittelt werden.

Die Reinigung der ICDH erfolgte ebenso liber einen pASK-IBA3 Vektor und wurde mittels
E. coli BL21 Uberexprimiert. In Abbildung 33 ist das Coomassie-Gel der Aufreinigung zu
sehen. Die ICDH hat ein Molekulargewicht von 80 kDa. Die Elution mit dem hdchsten
Proteinanteil besitzt eine Konzentration von 0,5 pg/ul. Es ist moglich das Enzym aktiv zu

reinigen.

kba M | FTW1W2 E6 E7 E8 E9 E10
130

100

70 ==

55 :

35

25

15

Abbildung 33: Coomassie-Gel der Reinigung der ICDH. Die ICDH wurde in den pASK-IBA3 kloniert und in E. coli BL21
Uberexprimiert. Die Reinigung erfolgte iber eine Strep-Tactin-Sepharose-Sdule. Die Molekularemasse der ICDH betragt
80 kDa (gelber Pfeil). Es konnte eine Proteinkonzentration von 0,5 pg/ul ermittelt werden.

. —

3.3.7. Einfluss von H,0,-Stress auf die gereinigte GAPDH und ICDH

Nachdem die GAPDH und ICDH erfolgreich gereinigt wurden, wurde der Einfluss von H,0,;
auf die Enzymaktivitat untersucht.

Die GAPDH erwies sich als sehr sensitiv gegenliber H,0,. Daher wurden im Enzymtest nur
niedrige H,0,-Konzentrationen und ca. 0,075 pg/ul Endkonzentration Protein eingesetzt.

73



Ergebnisse

Enzym und Puffer wurden mit 0,001, 0,01, 0,1, 1 und 10 mM H,0, 15 min inkubiert und die
Enzymaktivitat gemessen. Zudem wurden die GAPDH mit der gleichen Konzentration H,0,;
flir einen Oxyblot gestresst. Die Banden auf dem Oxyblot der GAPDH wurden mit dem
Computerprogramm PCBAS densitrometrisch vermessen. In Abbildung 34 sind die
Ergebnisse der beiden Versuche zusammengestellt. 100 % GAPDH Aktivitdt entspricht
37,5 nkatal/mg Protein. Es ist zu beobachten, dass die Aktivitdt sinkt je starker die
Carbonylierung wird. Die GAPDH ist viel sensitiver fiir H,O, als in den Messungen der
Zellextrakte. Bei 1 mM H,0, ist die GAPDH komplett inaktiv, wohingegen die GAPDH in den
Zellextrakten noch Aktivitat zeigt (siehe Abschnitt 3.3.3).
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Abbildung 34: Einfluss von H,0, auf gereinigte GAPDH gezeigt an Enzymaktivitdt und Oxyblot. Das Enzym wurde mit 0,
0,001, 0,01, 0,1, und 1 mM H,0, 15 min inkubiert. Die Enzymaktivitdt wurde zum besseren Vergleich in Prozent dargestellt.
100 % GAPDH Aktivitdt entspricht 37,5 nkatal/mg Protein. Der Oxyblot wurde mittels des Computerprogramms PCBAS
densitrometrisch ausgewertet.

In den ICDH Enzymtest wurden ca. 0,005 pg/ul Endkonzentration Protein eingesetzt. Enzym
und Puffer wurden mit 10, 25, 50, 75 und 100 mM H,0, 15 min inkubiert und die
Enzymaktivitat gemessen. Die ICDH wurde mit der gleichen Konzentration H,O, fiir einen
Oxyblot gestresst. Die Banden der ICDH wurden mit dem Computerprogramm PCBAS
densitrometrisch vermessen. In Abbildung 35 sind die Ergebnisse der beiden Versuche
zusammengestellt. 100 % ICDH Aktivitat entspricht 510 nkatal/mg Protein. Die gereinigte
ICDH ist resistenter gegentiber H,0, als die GAPDH. Wie bei der GAPDH zeigt die ICDH eine
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geringere Aktivitat je starker sie carbonyliert ist. Die gereinigte ICDH ist etwas sensitiver fur

H,0, als in den Messungen der ICDH Aktivitat in Zellextrakten (siehe Abschnitt 3.3.3).
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Abbildung 35: Einfluss von H,0, auf gereinigte ICDH gezeigt an Enzymaktivitdt und Oxyblot. Das Enzym wurde mit 10, 25,
50, 75 und 100 mM H,0, 15 min inkubiert. Die Enzymaktivitdt wurde zum besseren Vergleich in Prozent dargestellt. 100 %
ICDH Aktivitdt entspricht 510 nkatal/mg Protein. Der Oxyblot wurde mittels des Computerprogramms PCBAS
densitrometrisch ausgewertet.

Sowohl GAPDH als auch ICDH zeigen eine Korrelation zwischen appliziertem Stress,

oxidativer Modifikation und Verminderung der Enzymaktivitat.

3.3.8. Einfluss von ‘0, auf die gereinigte GAPDH und ICDH

Nachdem der Einfluss von H,0, auf die gereinigten Enzyme gezeigt werden konnte, wurde
nun der Einfluss von 102 untersucht. Fiir die Bildung von 102 wurde Rose Bengal verwendet.
Die Enzymtests wurden wie in Abschnitt 3.3.7 durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass
verschiedene Konzentrationen RB verwendet wurden. Inkubiert wurden die Proben 10 min
bei 1000 Lux. In Abbildung 36a sind die Aktivitaten der GAPDH gezeigt. Das Enzym wurde mit
1, 10 und 20 uM RB gestresst. 100 % Aktivitat der GAPDH betrédgt 35 nkatal/mg Protein. Bei
1 uM RB liegt die Aktivitdt bei 86 %, bei 10 uM RB 32 % und bei 20 uM bei 4,5 %. Die
gereinigte GAPDH ist sensitiver als die GAPDH in den Zellextraktmessungen (siehe Abschnitt
3.3.4).
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In Abbildung 36b sind die Aktivitdten der ICDH dargestellt. Das Enzym wurde mit 1, 5, 10, 20
und 50 uM RB gestresst. Die 100 % Aktivitat der ICDH entspricht 260 nkatal/mg Protein. Bei
1 uM RB liegt die Aktivitat bei 86 %, bei 10 uM RB 61 % und bei 20 uM bei 40 %. Die
gereinigte ICDH verhdlt sich dhnlich wie die ICDH in den Zellextraktmessungen (siehe
Abschnitt 3.3.4). Es war nicht moglich die mit RB gestressten Proben im Oxyblot zu

visualisieren.
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Abbildung 36: Einfluss von 102 auf die Enzymaktivitdt von gereinigter GAPDH (links) und ICDH (rechts). Die GAPDH
wurden mit 1, 10 und 20 uM Rose Bengal (RB) 10 min bei 1000 Lux inkubiert und daraufhin die Aktivitdt gemessen. Die
ICDH wurde mit 1, 5, 10, 20 und 50 uM RB 10 min bei 1000 Lux inkubiert. Zum besseren Vergleich sind die Aktivitdten in
Prozent dargestellt. 100 % GAPDH entsprechen 35 nkatal/mg Protein und 100 % ICDH entsprechen 260 nkatal/mg Protein.
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3.4. Strategien zur Identifizierung von  ROS-Schutzmechanismen in

C. glutamicum

3.4.1. ROS-Schutz durch die Uberexpression der Alkylhydroperoxid-Reduktase (AhpCF)
aus E .coliin C. glutamicum

In Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, inwieweit die ausgewahlten Enzyme auf oxidativen
Stress reagieren. Im ndchsten Schritt wurden anhand dieser Enzyme Strategien untersucht,
in denen C. glutamicum WT durch enzymatische und nicht-enzymatische ROS-
Schutzmechanismen eine Verbesserung der ROS-Resistenz zeigt. Zudem soll so ein besseres
Verstandnis fiir ROS-Schutzmechanismen in C. glutamicum gewonnen werden.

C. glutamicum besitzt nur eine Katalase, um sich vor H,0, zu schiitzen. Andere Bakterien wie
E. coli und Bacillus subtilis besitzen neben einer Katalase eine Alkylhydroperoxid-Reduktase
(AhpC). In E. coli sind die Gene dieses Enzyms in einem Operon lokalisiert ahpC und ahpF. Die
Katalase ist unter bestimmten Bedingungen nur eingeschrankt aktiv, z. B. bei starken pH-

Schwankungen und unter Eisenmangel. Eine Uberexpression der AhpCF aus E. coli in
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C. glutamicum konnte zu einer verbesserten Resistenz gegentiber H,0, fliihren. Damit man
den Einfluss der AhpCF besser erkennen kann, wurde diese in dem AkatA-Stamm
Uberexprimiert. Zum Vergleich wurde in diesem Stamm auch die C. glutamicum Katalase
komplementiert. Als Uberexpressionsplasmid wurde der pEKEx2 gewihlt. C. glutamicum WT,
AkatA-Stamm, AkatA_pEKEx2_katA-Stamm und AkatA_pekex2_aphpCF-Stamm wurden zu
einer ODggp 5 angezogen und auf ODgy 0,2 verdiinnt. Die Stamme wurden daraufhin mit 1,
10 und 100 mM H,0, 15 min inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz mit Katalase
gestoppt, die Zellen bis 10 verdiinnt und auf BHI Platten getropft. Abbildung 37 zeigt, dass
alle Stamme bei 1 mM H,0, ein gleich gutes Wachstum aufweisen. Wird mit 10 mM H,0,
gestresst, zeigt die AkatA-Mutante ein schlechtes Wachstum, wohingegen die
AkatA_pEKEx2_ahpCF-Mutante ein etwas besseres  Wachstum zeigt. Die
AkatA_pEKEx2_katA-Mutante ist genauso resistent wie der Wildtyp. Die Applikation von
100 mM H,0, ist fiir die AkatA-Mutante letal. Der AkatA pEKEx2 ahpCF-Stamm zeigt

weiterhin ein geringes Wachstum als der WT.
H,0, 1 mM

WT

AkatA

AkatA_pEKEx2
_katA

AkatA_pEKEx2
_ahpCF :
ODggo 10° 10! 102 103 10*% 10° 10! 10?2 103 10* 10° 10! 10? 103 10*

Abbildung 37: Tropftest von C. glutamicum WT, AkatA-Mutante, AkatA_pEKEx2_katA-Stamm und AkatA_pEKEx2_ahpCF-
Stamm bei unterschiedlichen Konzentrationen H,0,. Die Stdamme wurden auf ODgyg 0,2 verdiinnt und mit 1, 10 und
100 mm H,0, 15 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit Katalase gestoppt und die Zellen bis 10 verdiinnt. Es wurden 2 pl
der Zellen auf BHI-Platten aufgetropft. Diese wurden 24 h bei 30 °C inkubiert.

Somit ist es moglich, AhpCF aktiv in C. glutamicum zu exprimieren und die Katalasemutante
geringfligig zu schiitzen. Jedoch bietet die C. glutamicum Katalase einen weitaus besseren

Schutz bei H,0,-Stress.

3.4.2. Verbesserung der ROS-Resistenz mittels Expression heterologer FBAs in
C. glutamicum

Anhand der FBA wurde die Schutzfunktion von heterologen Enzymen und den damit

einhergehenden verdanderten strukturellen Eigenschaften der Tertidrstruktur in

C. glutamicum getestet. Durch die andere AS-Zusammensetzung und unterschiedlich
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exponierten AS an der Oberfliche des Proteins, kdnnten die sensitiven Bereiche der FBA
besser geschiitzt werden. Aus diesem Grund wurde eine Afba mit der homologen als auch
drei heterologen FBAs komplementiert. Fir die Komplementation wurden neben der
C. glutamicum FBA (cg), die FBAs aus Deinococcus radiodurans (dr), Streptococcus gordonii
(sg) und Propionibacterium acnes (pa) verwendet.

D. radiodurans ist ein extremophiles Bakterium. Es kann bei Strahlendosen von 60 Gy/h
wachsen [Makarova et al, 2001]. Ein Teil der Organismen (Uberlebt sogar akute
Strahlendosen von bis zu 17500 Gy. Ein Menschen zum Vergleich hat bei einer akuten
Bestrahlung ab 6 Gy ohne massive medizinische Intensivversorgung kaum
Uberlebenschancen [Daly et al., 1997]. Entdeckt wurde D. radiodurans, als Fleischkonserven
mit ionisierender Strahlung bestrahlt wurden, um Keime abzutdten [Anderson, 1956].
Radioaktive Strahlung bedingt zudem oxidativen Stress. D. radiodurans ist dafir bekannt,
sehr resistent gegenliber beiden Stressoren zu sein [Daly et al., 2010]. Die FBA aus
D. radiodurans ist eine FBA Klasse Il B. Sie bildet kiirzere Sequenzen zwischen den aktiven
Zentren, in denen nur bedingt Schleifen (Loops) gebildet werden kénnen.

S. gordonii gehort zu den homofermentativen Milchsaurebakterien. Es bildet unter anderem
mit Streptococcus sanguinis Biofilme als Zahnbelag. Dieses Bakterium ist in der Lage, sich
gegen andere Bakterien wie zum Beispiel Streptococcus mutans zu behaupten, indem es
H,0, produziert. Hierbei scheint H,0, das eigene Wachstum nicht zu beeintrachtigen [Kreth
et al., 2008]. Demnach sollten seine Enzyme ebenfalls gut vor oxidativem Stress geschitzt
sein.

Als Negativ-Vergleich wurde P. acnes, ein vermutlich sensitives, anaerob lebendes Bakterium
gewahlt. P. acnes ist ein Hautbakterium was u.a. fiir die Bildung von Akne verantwortlich ist
[Citron et. al., 1991].

Es wurde einen Abgleich der FBA Aminosduresequenzen der vier Bakterienstamme erstellt.
Dieser ist in Abbildung 38 zu finden. Da sie recht unterschiedlich sind, sollten grolle

Unterschiede in ihrer ROS-Resistenz zu erwarten sein.
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Abbildung 38: Alignment der FBA aus C. glutamicum, D. radiodurans, S. gordonii und P. acnes. Flr das Alignment wurde
das Programm ESPript 2.1 verwendet. Rot unterlegte Bereiche zeigen die gleiche AS an dieser Stelle. AS in roten Buchstaben
bedeuten, dass sie zu gleichen biochemischen AS-Gruppe gehéren. Uber dem Alignment befindet sich die FBA
Tertidrstruktur der FBA aus C. glutamicum

Fir diesen Versuch wurde eine FBA defiziente-Mutante (Afba) aus der AG Wendisch
verwendet. Die FBAs wurden in dem Vektor pEKEx2 kloniert und in der Afba-Mutante
Uberexprimiert. Die Afba-Mutante kann auf Glukose-haltigem MMI-Medium nicht wachsen.
Daher wurden die Komplementationsmutanten auf solch einem Medium angezogen. In
Abbildung 39 ist die Komplementation dargestellt (C. glutamicum WT_pEKEx2 = schwarz;
Afba_pEKEx2 fba cg = blau; Afba_pEKEx2 fba dr = rot; Afba_pEKEx2 fba sg = lilg;
Afba_pEKEx2_ fba pa = orange).

Die Afba-Mutante zeigt kein Wachstum, wohingegen die Komplementationsmutanten ein
genauso gutes Wachstum zeigen wie der WT. Demnach konnten die FBAs in C. glutamicum

Afba-Stamm aktiv exprimiert werden.
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Abbildung 39: Wachstumsversuch der Afba-Mutante und deren Komplementationsstamme im Vergleich zum WT. Die
FBA aus C. glutamicum (cg), D. radiodurans (dr), S. gordonii (sg) und P. acnes (pa) wurden in den Vektor pEKEx2 kloniert und
in MMI-Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle-Quelle angezogen. Das Wachstum wurde {iber 24 h beobachtet.

Im nachsten Schritt sollten die Stamme oxidativ gestresst werden. Da alle Stamme eine
aktive Katalase besitzen, wird Rose Bengal als Reagenz verwendet. Der Wachstumsversuch
wurde wiederholt und die Zellen bei dem Erreichen einer Zelldichte von ca. ODggg 7 mit 10
und 20 uM RB versetzt und bei Tageslicht inkubiert. Da der Farbstoff nicht entfernt werden
kann, kommt es zu einer standigen Bildung von '0,. Die Stimme wurden 4 h nach dem
Stress weiter beobachtet. AnschlieBend wurden die Zellen fiir einen Enzymtest geerntet. Als
Kontrolle wurden Zellen angezogen, die ungestresst vermesset wurden.

In Abbildung 40 ist das Wachstum von den gestressten Stammen mit den ungestressten
verglichen. Nachdem die Ansatze mit 10 uM RB gestresst worden sind, kommt es bei allen

Stammen zu einem raschen dauerhaften Einbruch des Wachstumes.

Kontrolle 10, / 10 uM Rose Bengal
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Abbildung 40: Wachstumsversuch der Afba-Komplementationsstimme im Vergleich zum C. glutamicum WT unter
Einfluss von 102 gebildet durch Rose Bengal. Die Zellen wurden angezogen und bei Erreichen einer Zelldichte von ODgy 7
mit 10 und 20 uM RB gestresst. Das Wachstum wurde weitere 4 h beobachtet. Auf der linken Seite ist die ungestresste
Kontrolle zu sehen. Auf der reschen Seite die Stamme, welche mit 10 um RB gestresst wurden.
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Die Zellextrakte der ungestressten und gestressten Stamme wurden einem Enzymtest
unterzogen. In Abbildung 41 sind die Aktivitdten der unterschiedlichen FBAs einander
gegenibergestellt. Zum besseren Vergleich wurden die FBAs der ungestressten Stamme auf
100 % Aktivitat gesetzt (WT FBA 100 % = 2,9 nkatal/mg Zellextrakt; C. glutamicum FBA 100 %
= 1,7 nkatal/mg Zellextrakt; D. radiodurans FBA 100 % = 0,23 nkatal/mg Zellextrakt;
S. gordonii FBA 100 % = 0,36 nkatal/mg Zellextrakt; P. acnes FBA 100 % = 1,34 nkatal/mg
Zellextrakt). Die erste Sdule beschreibt den ungestressten Zustand (links), die zweite S&ule
den mit 10 uM RB (mittig) und die dritte Sdaule mit 20 uM RB gestressten Zustand (rechts).
Werden die Stdamme mit 10 uM RB gestresst, kommt es bei C. glutamicum und
D. radiodurans Giberexprimierten FBAs zu keinem Aktivitatsverlust wie bei den anderen. Den
starksten Einbruch zeigt, wie zu erwarten, die FBA aus P. acnes. Werden die Stamme mit
20 uM RB gestresst, zeigen alle einen drastischen Verlust der FBA Aktivitat. Demnach war es
nicht moglich anhand der ausgewédhlten Enzyme die ROS-Resistenz in C. glutamicum zu
verbessern, demnach handelt es sich bei den ausgewdhlten Enzymen um keine ROS

resistenteren Enzyme.

120 A

100 -

(o2} 00
o o
I L

FBA Aktivitdt [%]

IS
o
L

20 -

WT Afba Afba Afba Afba
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Abbildung 41: FBA Aktivitdten der C. glutamicum Afba-Komplementationsstimme verglichen mit dem C. glutamicum
WT. Es wurden die ungestressten Stimme (links) und die mit 10 pm RB (mittig) und 20 uM RB (rechts) gestressten
Stamme vermessen. Die Aktivitat der ungestressten Stamme wurde je zu 100 % gesetzt, damit die FBA Aktivitaten besser
mit einander verglichen werden kénnen. WT FBA 100 % = 2,9 nkatal/mg Zellextrakt; C. glutamicum FBA (cg) 100 % = 1,7
nkatal/mg Zellextrakt; D. radiodurans FBA (dr) 100 % = 0,23 nkatal/mg Zellextrakt; S. gordonii FBA (sg) 100 % = 0,36
nkatal/mg Zellextrakt; P. acnes FBA (pa) 100 % = 1,34 nkatal/mg Zellextrakt

Zusatzlich wurde der gleiche Versuch mit NaOCl anstatt RB durchgefiihrt. Die optimale
Anwendung flir NaOCI liegt bei ODgyo 8 und 0,005 % NaOCl. In einem Wachstumsversuch
zeigten alle gestressten Komplementationsstimme sowie auch der WT einen kurzen

Einbruch des Wachstums. Nach spatestens 2 Stunden erholte sich bei allen Stammen das

81



Ergebnisse

Wachstum wieder (Daten nicht gezeigt). Wie im vorherigen Versuch wurden Proben fir
einen FBA Enzymtest enthommen. Hierbei zeigte sich, dass die FBA kaum einen Verlust in
ihrer Aktivitat aufwies (Daten nicht gezeigt). Fir Wachstumsversuche ist NaOCI nur bedingt
brauchbar, da das Reagenz viel fliichtiger ist als RB und der Stress nur kurze Zeit andauert.
C. glutamicum scheint flir einen kurzen 102-Stress durch NaOCl einen guten

Schutzmechanismus zu haben.

3.4.3. Der Einfluss von Mycothiol auf die ROS-Resistenz in C. glutamicum

Neben enzymatischen Schutzmechanismen sind auch nicht-enzymatische
Schutzmechanismen beschrieben. Dazu gehort u.a. das Antioxidans Mycothiol. ROS reagiert
mit den freien Thiolgruppen, welche zu Disulfidbriicken oxidiert werden. An der Biosynthese
von Mycothiol sind die vier Enzyme MshA, MshB, MshC und MshD beteiligt. Mutanten,
welche die letzten beiden Schritte der Biosynthese nicht mehr besitzen, kdnnen Mycothiol
nicht mehr bilden [Feng et. al., 2006]. Die C. glutamicum AmshC- und AmshD-Stamme
wurden zusammen mit dem WT angezogen. Bei einer ODgypy 8 wurden die Stamme mit
0,005 % NaOCI gestresst und das Wachstum weiter beobachtet. Nach 2 h erholt sich der WT
wieder. Jedoch zeigen die beiden Mutanten nach der Applikation von NaOCI kein Wachstum
mehr (siehe Abbildung 42). Im ungestressten Zustand zeigen AmshC und AmshD ein dhnlich

gutes Wachstum wie der WT.
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Abbildung 42: Wachstumsversuch C. glutamicum WT, AmshC- und AmshD-Stamm mit und ohne NaOCI. Die Zellen wurden
zu einer ODgyy 8 angezogen und mit 0,005 % NaOCl gestresst. Dargestellt ist das Wachstum gegenilber ungestressten
Stdmmen.
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Werden die Stimme mit Rose Bengal gestresst, kommt es sowohl beim WT als auch bei den
Mutanten zu einem Einbruch im Wachstum (Daten nicht gezeigt). Um einen Unterschied
zwischen diesen Stimmen auszumachen, scheint RB nicht der richtige Stressor zu sein, da
das Reagenz stabiler ist und der Stress somit zu lange anliegt.

Gleichermalien wurde das Wachstum der AmshC- und AmshD-Stamme im Zusammenhang
mit H,0, getestet. Als Kontrollstamme wurden C. glutamicum WT und AkatA-Mutante
verwendet. Die Zellen wurden bei einer ODggo 5 mit 100 mM H,0, gestresst. Abbildung 43
zeigt, dass H,O, nur einen leichten Einfluss auf das Wachstum von Mycothiol-defizienten

Stammen hat.
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Abbildung 43: Wachstumsversuch von C. glutamicum WT, AkatA-Mutante, AmshC- und AmshD-Stamm mit und ohne
H,0,. Die Zellen wurden zu einer ODgy 5 angezogen und mit 100 mM H,0, gestresst. Dargestellt ist das Wachstum
gegeniiber ungestressten Stammen.

Nach der Applikation von H,0, kommt es zu eine leichten Einbruch des Wachstums in den
Mycothiol-defizienten Mutanten, von dem sich die Zellen schnell erholen. Die
Katalasemutante zeigt kein Wachstum mehr. Die Stamme werden u.a. durch die aktive
Katalase geschitzt. Demnach kénnte Mycothiol in erster Linie ein Schutzmechanismus

gegeniiber '0,-Stress, gebildet durch NaOCI.

3.4.4. Einfluss proteinfreier Zellextrakte auf die Enzymaktivitat

Um den Einfluss nicht-enzymatischer Schutzmechanismen wie u.a. Mycothiol zu
untersuchen, wurde proteinfreier Zellextrakt von C. glutamicum, E. coli, D. radiodurans und
der Mycothiol-defizienten Stamme erstellt. In D. radiodurans konnte gezeigt werden, dass
niedermolekulare Substanzen im proteinfreien Zellextrakt einen Schutz der Proteine bietet

[Daly et al., 2010]. Die Notwendigkeit anaerober Bedingungen wurde deutlich, da der
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Zellextrakt nach Aufschluss trotz des Vorhandenseins von reduzierenden Reagenzien rasch
oxidierte. Fir diesen Versuch wurden die Enzyme GAPDH und ICDH ebenfalls im anaeroben
Zelt gereinigt. Die Zellextrakte wurden aufgekocht, um die Proteine zu inaktivieren und
zentrifugiert, um diese aus dem Uberstand zu entfernen. Es wurden sowohl Enzymtest als
auch Oxyblots durchgefiihrt. Fir die Tests wurden, 0,02 pg/ul Protein in ca. 200 pl 1-2 pg/ul
Zellextrakt eingesetzt und die Aktivitat ungestresst und mit 0,025 % NaOCI 10 min gestresst
vermessen. In Abbildung 44 sind die Aktivitdten der GAPDH dargestellt. Die Aktivitaten der
ungestressten GAPDH in den einzelnen Zellextrakten wurde auf 100 % gesetzt (100 %
Kontrolle = 13,5 nkatal/mg Protein, 100 % C. glutamicum = 18 nkatal/mg Protein, 100 % E.
coli = 18 nkatal/mg Protein, 100 % D. radiodurans = 11 nkatal/mg Protein, 100 % AmshD = 16
nkatal/mg Protein). Der einzige Zellextrakt, der einen Schutz auf die GAPDH Aktivitat zeigt,
ist der aus D. radiodurans. Der Zellextrakt aus dem AmshD-Stamm verhdlt sich dhnlich wie
der des Wildtyps.
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Abbildung 44: GAPDH Enzymtest in Zellextrakten von C. glutamicum, E coli, D. radiodurans und AmshD-Mutante. Die
Enzymaktivitdt wurde ungestresst und mit 0,025 % NaOCI gestresst vermessen. Als Kontrolle diente ein Ansatz im dem statt
Zellextrakt Tris-Puffer verwendet wurde. Die Aktivitdten der GAPDH in den einzelnen Zellextrakten wurde auf 100 % gesetzt
(100 % Kontrolle = 13,5 nkatal/mg Protein, 100 % C. glutamicum = 18 nkatal/mg Protein, 100 % E. coli = 18 nkatal/mg
Protein, 100 % D. radiodurans = 11 nkatal/mg Protein, 100 % AmshD-Mutante = 16 nkatal/mg Protein)

Zur besseren Visualisierung der Schadigung der GAPDH wurde auf gleiche Weise ein Oxyblot
erstellt. Um die GAPDH auf dem Blot besser zu detektieren, wurde nach dem Digitalisieren
des Oxyblots auf die gleiche Membran ein Westernblot durchgefiihrt. In Abbildung 45 sind
Oxyblot (links) und Westernblot (rechts) dargestellt. Es konnten Banden bei ca. 37 kDa

detektiert werden. Dies entspricht der Molekularenmasse der GAPDH.
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Abbildung 45: Oxyblot (links) und Westernblot (rechts) der GAPDH. Die GAPDH wurde in Zellextrakten von C. glutamicum,
E. coli, D. radiodurans sowie AmshC-Mutante und AmshD-Mutante gestresst. Als Kontrolle diente eine ungestresste Probe
und eine Probe gestresst in Tris-Puffer an stell von Zellextrakt. Nachdem der Oxyblot digitalisiert wurde, wurde die
Membran fiir einen Westernblot verwendet.

Die Banden im Oxyblot bei Kontrolle, Stress, C. glutamicum Zellextrakt, D. radiodurans
Zellextrakt und AmshD-Mutante sind viel schwéacher, als die von E. coli und der AmshC-
Mutante. Das schwachere Signal wiirde weniger Carbonylierung bedeuten. Betrachtet man
jedoch den Westernblot, ist es auffallig, dass die Bande beim Stress ebenfalls geringer ist, als
bei den restlichen Proben. Dies spricht dafiir, dass es zu einer Degradation des Proteins
gekommen ist. Ein Indiz dafir sind die Banden, welche sich bei ca. 15 kDa im Westernblot
gebildet haben. Demnach kommt es in E. coli Zellextrakt zu einer starken Carbonylierung der
GAPDH, aber nicht zu einer Degradation. Bei Stress ohne Zellextrakt, C. glutamicum
Zellextrakt und den Zellextrakten der Mutanten kommt es zu einer geringeren
Carbonylierung, aber zu einer héheren Degradation des Proteins. Wie schon bereits im
Enzymtest ermittelt, zeigt die GAPDH im D. radiodurans Zellextrakte die geringsten
Carbonylierungen und die wenigsten Banden in der Degradation. Die Reproduktion dieser
Versuche unterliegt einer erhéhten Variabilitat, da NaOCl sehr fllichtig ist.

Derselbe Versuch wurde mit der ICDH durchgefuhrt. Fir die Tests wurden 0,002 pg/ul
Protein in ca. 200 pl 1-2 pg/ul Zellextrakt eingesetzt und die Aktivitdt ungestresst und mit
0,025 % NaOCI 10 min gestresst vermessen. In Abbildung 46 sind die Aktivitaten der ICDH
dargestellt. Die Aktivitaten der ungestressten ICDH in den einzelnen Zellextrakten wurde auf

168

100 % gesetzt (100 % Kontrolle = 95 nkatal/mg Protein, 100 % C. glutamicum

nkatal/mg Protein, 100 % E. coli = 40 nkatal/mg Protein, 100 % D. radiodurans = 151

nkatal/mg Protein, 100 % AmshD-Mutante = 125 nkatal/mg Protein). Im Gegensatz zum

Versuchsansatz der GAPDH zeigt, neben dem D. radiodurans Zellextrakt, der C. glutamicum
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Zellextrakt und der Zellextrakt der AmshD-Mutante eine schiitzende Funktion bei der ICDH.
Keinen Schutz hingegen bietet der Zellextrakt von E. coli.
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Abbildung 46: ICDH Enzymtest in Zellextrakten von C. glutamicum, E coli, D. radiodurans und AmshD-Mutante. Die
Enzymaktivitat wurde ungestresst und mit 0,025 % NaOCI gestresst vermessen. Als Kontrolle diente ein Ansatz im dem statt
Zellextrakt Tris-Puffer verwendet wurde. Die Aktivitaten der ICDH in den einzelnen Zellextrakten wurde auf 100 % gesetzt
(100 % Kontrolle = 95 nkatal/mg Protein, 100 % C. glutamicum = 168 nkatal/mg Protein, 100 % E. coli = 40 nkatal/mg
Protein, 100 % D. radiodurans = 151 nkatal/mg Protein, 100 % AmshD-Mutante = 125 nkatal/mg Protein)

ICDH Aktivitat [%]

Von der ICDH wurden ebenfalls zur besseren Visualisierung der Schadigung ein Oxyblot und
anschlieBend ein Westernblot durchgefiihrt. In Abbildung 47 sind Oxyblot (links) und
Westernblot (rechts) der ICDH dargestellt. Es konnten Banden bei ca. 80 kDa detektiert

werden. Dies entspricht dem Molekulargewicht der ICDH.
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Abbildung 47: Oxyblot (links) und Westernblot (rechts) der ICDH. Die ICDH wurde in Zellextrakten von C. glutamicum,
E. coli, D. radiodurans sowie AmshC-Mutante und AmshD-Mutante gestresst. Als Kontrolle dienen eine ungestresste Probe
und eine Probe gestresst in Tris-Puffer an Stelle von Zellextrakt. Nachdem der Oxyblot digitalisiert wurde, wurde die selber
Membran fiir einen Westernblot verwendet.

Anhand des Oxyblots ist in Hohe der ICDH zu erkennen, dass die ungestresste Kontrolle nicht
carbonyliert ist. Alle anderen Banden zeigen eine ungefahr gleich starke Carbonylierung. Es
ist jedoch auffallig, dass bei ca. 65, 35 und 15 kDa Banden detektiert wurden. Dies wirde fir

eine Degradation des Enzyms sprechen. Im Gegensatz zum Enzymtest, zeigt die ICDH im
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C. glutamicum Zellextrakt ein hohes MaR an Proteindegradation. Der Abbau der ICDH ist bei
D. radiodurans und AmshC-Mutante und AmshD-Mutante Zellextrakt viel geringer. Im
Westernblot wird jedoch deutlich, dass die starksten Banden bei der ungestressten
Kontrolle, C. glutamicum und AmshD-Mutante Zellextrakt zu finden sind. Demnach ist hier
noch sehr viel Protein Gbrig, wohingegen bei der gestressten Kontrolle, E. coli,
D. radiodurans und AmshC-Mutante Zellextrakten die Proteinbande viel schwacher ist.
Wenn man die Ergebnisse der beiden Blots zusammenfasst, zeigen auch hier C. glutamicum
und D. radiodurans Zellextrakte einen guten ROS-Schutz. Der Einfluss von Mycothiol konnte
nicht gezeigt werden. Daher muss es noch weitere Komponenten im Zellextrakt geben, die

die Enzyme schitzen.

3.4.5. Einfluss von Methionin auf die Enzymaktivitat unter ROS-Stress

Eine weitere schiitzende Komponente im proteinfreien Zellextrakt sind freie Aminosauren
[Daly et al., 2010]. C. glutamicum kann eine hohe interne AS-Konzentration erreichen.
Methionin ist eine der Aminosauren, die sehr anfallig fir ROS ist. Da Methionin ROS abfangt,
macht es sie dadurch unschadlich. Enzyme besitzen sogenannte ,,Opfer-Methionine”, die bei
oxidativen Stress anstelle von anderen AS mit ROS reagieren sollen [Levine et al., 1996].

Um den Schutz durch Methionin zu testen, wurde gereinigte ICDH mit 10 mM Methionin
inkubiert und mit unterschiedlichen Konzentrationen H,0, gestresst. In Abbildung 48 ist der
Enzymtest gezeigt.
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Abbildung 48: ICDH Enzymaktivitit ohne und mit 10 mM Methionin bei unterschiedlichen Konzentrationen H,0,. Die

ICDH Aktivitaten wurden von den ungestressten Proben ohne Methionin auf 100 % gesetzt. (100 % Aktivitat kein H,0, =
650 nkatal/mg Protein).
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Die Aktivitat der gestressten Ansdtze ohne Methionin wurde immer auf 100 % Aktivitat
gesetzt um die Unterschiede besser sichtbar zu machen (100 % ICDH Aktivitat kein H,O, =
650 nkatal/mg Protein). Je héher der H,0,-Stress ist, desto besser beschitzt Methionin die
Aktivitat der ICDH.

In Proteomanalysen zeigt die ICDH im gestressten Ansatz mit und ohne Methionin gleich
viele Modifikationen (Daten nicht gezeigt). Die Qualitat der MS-Ldufe war allerdings nicht
sehr gut, so dass diese Messungen nur eingeschrankt aussagekraftig sind.

Es wurden zudem im C. glutamicum WT interne Methionin-Messungen mittels HPLC
durchgefiihrt, nachdem die Zellen mit NaOCI| gestresst wurden (Daten nicht gezeigt). Der
interne Anstieg der Methionin-Konzentration war nur sehr gering, so dass davon aus
zugehen ist, dass unter in vivo Bedingungen die Akkumulation von Methionin nicht die

Hauptkomponente beim Schutz gegen ROS im proteinfreien Zellextrakt darstellt.
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4. Diskussion

41. Einfluss von oxidativem Stress auf Corynebacterium glutamicum

Zellkomponenten

Als aerob lebender Organismus wird Corynebacterium glutamicum in seiner naturlichen
Umgebung als auch in der biotechnologischen Anwendung mit reaktiven Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species - ROS) konfrontiert. ROS kénnen Schaden an DNA, Lipiden und
Proteinen verursachen, die bis zum Zelltod fiihren kénnen. Uber das AusmaR der oxidativen
Schaden in C. glutamicum war bisher nichts bekannt. Mittels Applikation von
Wasserstoffperoxid (H,0,) und Singulett-Sauerstoff (*0,) gebildet durch Rose Bengal und
Natriumhydroxid und der Anwendungen von Bioreaktoren mit definierbarer O,-Zufuhr, war

es moglich einen guten Einblick in die oxidative Schadigung in C. glutamicum zu erhalten.

4.1.1. C. glutamicum ist sensitiv fir Singulett-Sauerstoff

Der ROS-Einfluss wurde an lebenden C. glutamicum Zellen untersucht. Als Stressoren
wurden Singulett-Sauerstoff (*0,) gebildet durch Rose Bengal und Wasserstoffperoxid (H,0,)
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass C. glutamicum WT sehr resistent gegeniiber
H,0,-Stress ist, aber sensitiver gegeniber '0,. Schon 10 UM RB reichten, damit das
Wachstum in C. glutamicum zum Erliegen kam. Auf der anderen Seite konnte C. glutamicum
einen kurzfristigen Schock mit 1 M H,0, aushalten. Nach der H,0,-Applikation kam es
unverziglich zu der Freisetzung von O, und nach einem kurzen Wachstumseinbruch kénnen
die Zellen weiter wachsen. Wurde C. glutamicum jedoch fiir einen langeren Zeitraum von ca.
1 h 1 M H,0; ausgesetzt, stellte C. glutamicum das Wachstum ein (siehe Abbildung 6). E. coli
zum Vergleich stirbt bereits bei einer mikromolaren Konzentration H,0, [Imlay, 2008]. Der
bessere Schutz von C. glutamicum gegenlber H,0, liegt an dem Vorhanden sein von viel
Katalase.

Sowohl in Tropftestanalysen mit Rose Bengal (RB) haltigen BHI-Platten (siehe Abbildung 10)
als auch in Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass der WT weitaus sensitiver flr RB-
Stress ist und dieser viele modifizierte Peptide zu Folge hat (siehe Abbildung 30). Dass
C. glutamicum sehr anfillig fir 0, ist, kénnte in seiner Entstehung als photooxidativer Stress
begrindet sein. C. glutamicum als Bodenbakterium kommt nur selten mit Licht in Kontakt
und besitzt keine Photosysteme, welche die Entstehung von 'O, begiinstigen. Im Gegensatz

zu Pflanzen und Cyanobakterien herrschte hier kein evolutiver Druck, Schutzmechanismen
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fur '0,-Stress zu optimieren. Im Lebensraum Boden besteht jedoch eine grolRere
Wabhrscheinlichkeit, einer hoheren Metallionenkonzentration ausgesetzt zu sein. Somit ist
die Wahrscheinlichkeit einer Fenton-Reaktion, bei der Fe?* mit H,0O, reagiert und das
reaktive Hydroxylradikal bildet, sehr hoch. Daher ist es wichtig fiir die Zelle H,O, schnellst
moglich abzubauen. Es konnte gezeigt werden, dass eine Katalase-defiziente Mutante

(AkatA) in C. glutamicum sehr sensitiv fiir H,0, ist.

4.1.2. Zusammenhang oxidativer Stress und externer pH-Wert - Eisen(ll) und Mangan(ll)
haben einen starken pH-abhdngigen Einfluss auf das Wachstum von
C. glutamicum
Es gibt Situationen, in denen die Katalase in C. glutamicum kaum bis gar nicht aktiv ist.
Starke pH-Schwankungen und Eisenmangel kdnnen zu AktivitatseinbuBen der Katalase
fihren. In diesem Zusammenhang wurde eine Verkniipfung von extremen pH-Werten und
oxidativem Stress genauer untersucht [Follmann et al., 2009]. C. glutamicum kann eine
effektive pH-Homdostase bei einem externen pH-Wert von 6 — 9 betreiben. Bei der Anzucht
von C. glutamicum in Minimalmedium konnten bei pH 6 groBe Mengen H,0, detektiert
werden (6,5 uM), unter neutralen Bedingungen 2,2 uM H,0, und bei pH 9 wurden nur noch
0,9 uM H,0, detektiert. Durch die Kombination von Proteom- und Transkriptom-Analysen
konnte gezeigt werden, dass Eisen-abhdngige Enzyme wie Succinat-Dehydrogenase,
Aconitase oder Katalase bei pH 6 reprimiert werden [Follmann et al., 2009]. Diese essentielle
Bedeutung von Eisen ist ebenfalls in Abbildung 9a (WT pH 6 ohne Eisen (rot)) zu beobachten.
Der C. glutamicum WT zeigt ein schlechteres Wachstum unter Eisenmangel, wohingegen
dieser Effekt bei der Katalasemutante nicht zu sehen ist. Diese zeigt jedoch generell ein
schlechteres Wachstum bei pH 6.
Die gleichen Gene, welche bei pH 6 reprimiert werden, werden bei einem alkalischen pH
stark induziert [Follmann et al.,, 2009]. Dies ist wiederum ein Hinweis dafir, dass bei einem
pH 9 die Eisenverfligbarkeit erhoht ist. Es ist ein negativer Einfluss auf das Wachstum von
Mangan zu beobachten. Wachstumsversuche von WT und Mutante, in denen kein Mangan
verflgbar war, zeigten bei pH 9 ein besseres Wachstum (siehe Abbildung 9e und f). Dieser
Effekt ist ungewohnlich, da beschrieben ist, dass Mangan bei oxidativem Stress die Zelle
schiutzt [Daly et al., 2007]. Zudem gibt es Befunde, dass C. glutamicum bei alkalischem pH
Mangan in der Zelle akkumulieren [Marin, personliche Mitteilung]. Diese Akkumulation von
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Mn?" kénnte generell toxisch fir die Zelle sein, da sowohl C. glutamicum WT als auch AkatA-
Mutante bei pH 9 ohne Mn?" besser wachsen. Es kénnte moglich sein, dass der Uberschuss

an bivalenten Kationen in der Zelle die Fenton-Reaktion begiinstigt.

4.1.3. C. glutamicum bietet einen ausreichenden Schutz der DNA

Untersuchungen an Lachssperma DNA und gereinigter genomischer DNA aus C. glutamicum
zeigen, dass H,O, in Kombination mit Fe’" und 'O, gebildet durch Rose Bengal zu Doppel-
und Einzelstrangbriichen (Double Strand Breaks - DSB und Single Strand Breaks - SSB) in der
DNA fiihrt (siehe Abbildung 11 und Abbildung 12). Betrachtet man jedoch die genomische
DNA aus in vivo gestressten Zellen, weist die DNA keine Strangbriiche auf (siehe Abbildung
13). Demnach ist die DNA in C. glutamicum gut geschiitzt. Zudem kdnnte C. glutamicum sehr
gut funktionierende DNA-Reparaturmechanismen besitzen. In E. coli konnen DNA-
Einzelstrangbereiche mittels RecA detektiert werden. Sobald RecA beschadigte DNA
gefunden hat, spaltet es den Repressor LexA, der seinerseits die Gene fir die DNA Reparatur
freigibt [Craig et al., 1981, Little, 1994]. Dieser Mechanismus ist hoch konserviert und kommt
u.a. auch in C. glutamicum vor. Desweiteren wird bei H,0,-Stress durch OxyR Dps
(Eisenbinde Protein) aktiviert, welches ebenfalls bei der Stabilisierung von SSB eine wichtige
Rolle spielt [Zheng et al., 2008]. In C. diphtheriae und C. glutamicum ist der Eisen-abhdngige
Transkriptionsfaktor DtxR als Aktivator flir Dps beschrieben worden. DtxR wiederum wird in
Abhangigkeit der Eisenverfligbarkeit und durch oxidativen Stress aktiviert [Yellaboina et al.,
2004; Wennerhold und Bott, 2006]. Die Struktur von Dps ist dem des Ferritin sehr dhnlich, so
dass die Moglichkeit besteht, dass durch die Bindung von freiem Eisen, Dps die DNA

zusatzlich schitzt [Grant et al., 1998].

4.1.4. Singulett-Sauerstoff reagiert mit Fettsauren der Membranlipide

Werden C. glutamicum Zellen mit ROS gestresst, kommt es zu einer messbaren
Autolumineszens. Dieses Phanomen ist durch die endogene Entstehung von angeregten
Zustanden durch oxidative Reaktionen bedingt. Hauptsdchlich werden wahrend der
Lipidperoxidation lichtemittierende Molekiile, wie Triplett Carbonyle und Singulett-
Sauerstoff generiert, welche zur Autolumineszens fiihren. Insbesondere in der Detektion von

oxidativem Stress in Pflanzen ist dieses Phdnomen von grolRer Bedeutung [Havaux et al.,
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2006]. Bisher ist noch unklar, welche Komponenten von C. glutamicum zur Autolumineszens
fliihren, da nur mehrfach ungeséattigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids — PUFASs)
Lipidperoxidation bedingen [Helliwell, 2006]. C. glutamicum besitzt in der Zellmembran
Lipide nur mit 18:1 und 16:0 Fettsdureketten [Brennan und Lehane, 1971]. Demnach kann
hier keine Lipidperoxidation stattfinden. Je nach Wachstumsbedingungen kdénnen jedoch die
Mycolsduren, welche sich in der dufleren Membran befinden, 32:0, 32:1 und 32:2
Fettsdureschwanzen ausbilden [Collins et al, 1982]. Bei sog. Lepra-Derivaten von
Corynebakterien sind auch 32:4 Fettsduren beschrieben worden [Gailly et al., 1982]. Die
Autolumineszenz kann moglicherweise auch von Membranproteinen herrihren, die
ebenfalls mit H,0, reagieren [Mgller, 2007].

Um den Einfluss des oxidativen Stresses auf die Lipide der Membran zu untersuchen, wurde
die Fettsdurezusammensetzung von C. glutamicum WT und AkatA-Stamm bei H,0,- und 102—
Stress gebildet durch RB analysiert. Diese Analyse wurde mittels der Bildung von
Fettsauremethylestern durchgefiihrt. Dabei war auffallig, dass H,0; zu keiner Veranderung
in der Fettsdaurezusammensetzung fihrte, wohingegen bei '0,-Stress auch mehrere
kurzkettige Fettsauren detektiert werden konnten (siehe Abbildung 14). Singulett-Sauerstoff
ist eines der Hauptreagenzien der Lipidperoxidation. [Halliwell, 2006]. Auch einfach
ungesattigte Fettsdauren kénnen zu Hydroperoxiden oxidiert werden [Frankel, 1980]. Zudem
konnte die Bildung von Malondialdehyd nachgewiesen werden, welches ein

Hauptabbauprodukt der Lipidperoxidation ist [Koch-Koerfges, unveroffentlicht].

4.1.5. C. glutamicum Proteine sind sensitiv fiir schwankende Sauerstoffkonzentrationen
in der Fermentation

Carbonylierungen sind neben den Modifizierungen von schwefelhaltigen Aminosauren (AS)
die am haufigsten auftretenden Proteinmodifikationen. Die Oxidation von Arginin, Histidin,
Lysin, Prolin, Threonin, und Tryptophan, welche in erster Linie durch 'O, und OHe erzeugt
wird, generiert freie Carbonylgruppen, die mittels Dinitrophenolhydrazin (DNPH) detektiert
werden kdnnen [Levine et al., 1994; Davies, 2004, Xu und Chance, 2005].

In Oxyblot Analysen konnte gezeigt werden, dass C. glutamicum AkatA-Stamm-Zellextrakt
mehr Carbonylierungen aufweist als der von C. glutamicum WT, da immer noch viel Katalase
vorhanden ist (siehe Abbildung 15). In Abhdngigkeit der Eisenverfligbarkeit und des H,0,-
Stresses konnte fiir den AkatA-Stamm gezeigt werden, dass die Proteine in Zellextrakten bei
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gleichzeitiger Anwesenheit von Eisen und H,0; sehr stark carbonyliert wurden. War jedoch
nur Fe?* oder H,0, gegenwartig, schien dies die Proteine kaum zu schédigen (siehe
Abbildung 16). Es gibt die These, dass metallkatalysierte Oxidationen die einzigen Quellen fur
Carbonylierungen in Bakterien sind [Maisonneuve et al., 2009]. Die Konzentration freier
Metallionen wird in der Zelle jedoch bewusst niedrig gehalten. Sobald ein bakterieller
Chelator ein zweifach positiv geladenes Metallion aulRerhalb der Zelle gebunden hat, wird es
innerhalb der Zelle an ein Metallionen-bindendes Enzym assoziiert und bleibt so lange
gebunden, bis das Metallion seinen Bestimmungsort in der Zelle erreicht hat [Lyons und
Edie, 2007].

Als aminosadurebildendes Bakterium wird C. glutamicum grofStechnisch in der Aminosaure-
Produktion eingesetzt. In der Fermentation kann es zu Schwankungen in der
Sauerstoffzufuhr kommen. In Abbildung 17a zeigte der WT zu Beginn des Versuchs leichte
Carbonylierungen bei 20 % Sauerstoffzufuhr (Luft). Bei 0, 15 und 30 % O, in der Zuluft wurde
die Carbonylierung deutlich schwacher, bis jedoch bei 45 % O,-Anteil in der Zuluft die
Carbonylierung stark anstieg. Der C. glutamicum AkatA-Stamm hingegen zeigte zu Beginn
leichte Carbonylierungen, die nach dem Ausschalten von O, immer starker wurden
(Abbildung 17b). Dies kénnte an einer fehlerhaften Ubertragung der Elektronen in der
Atmungskette liegen, die im anaeroben Zustand verstdrkt auftreten konnte. Es konnte
gezeigt werden, dass eine schwankende Sauerstoffzufuhr zu ROS bedingten
Carbonylierungen in C. glutamicum fiihren kann. Ahnliche Experimente wurden von Lu und
Mitarbeitern (2003) mit E. coli durchgefiihrt. Die Gene sodA, soxS, fumC, zwf, acnA und
acrAB wurden an GFP gekoppelt und die Expression beobachtet. Dabei stellte sich heraus,
dass bei dem Einleiten von 100 % O, fiir 30 min in einer Fermentation die Gene sodA, soxs,
fumC, und zwf starker exprimiert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass es in E. coli
wahrend der exponentiellen Phase bei einer normalen aeroben Fermentation zu einer
erhohten Expression von sodA, acnA, zwf und acrAB kommt. In der stationdren
Wachstumsphase wird die Expression dieser Gene unterdriickt [Lu et al., 2003]. Da die
Produktionsrate von O, linear zu der Anzahl aktiver Atmungsketten ist, welche ihre
maximale Zahl in der exponentiellen Phase erreicht, kann es auch in einer normalen
Fermentation ohne O,-Schwankungen zur Bildung von ROS kommen [Gonzalez-Flecha und
Demle, 1995]. Aus diesem Grund kénnte eine SOD-Mutation in C. glutamicum letal sein, da

es nicht mehr zu der Detoxifikation von Superoxid kommen kdnnte.
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4.2. Massenspektrometrische Analysen

4.2.1. Die Schwierigkeit der qualitativen und quantitativen Proteomik und deren Nutzen
Der Oxyblot ist nur ein bedingtes Werkzeug zur Identifizierung von oxidativen
Modifikationen. Da vornehmlich nur Carbonylierungen nachgewiesen werden, werden
andere Produkte der AS-Oxidation wie Aspartat Semialdehyd, Kynurenin oder die Bildung
von Disulfidbriicken nicht detektiert [Mgller et al., 2011]. Zudem kann nur das gesamte
Zellextrakt bzw. gereinigtes Enzym betrachtet werden. Zudem ist die genaue Lokalisierung
der Carbonylierungen in einzelnen Proteinen nicht moglich ist.

Eine weitere Technik zur Untersuchungen der posttranslationale Modifikation (PTM) ist die
Proteomanalyse zur Identifizierung und Quantifizierung carbonylierter Proteine. Die derzeit
gingige Methode ist die auf 2D-Gel-Elektrophorese (2DGE) basierende Proteomik. Der
Vorteil ist, dass man in der 2DGE Carbonyl-spezifische Proben nicht nur isolieren und
carbonylierte Proteine identifizieren, sondern auch das AusmaR der Carbonylierung jedes
Proteins in Beziehung zu seiner Gesamtmenge quantifizieren kann [Mgller et al., 2011]. Die
Proben kénnen neben DNPH auch mit Fluoreszensfarbstoffen wie z.B. BODIPY (Boron-
dipyrromethene) oder Hydroxylamin identifiziert werden [Schmitt et al., 2009; Poon et al.,
2007]. Nachteilig konnte hier sein, dass die auf das Gel aufgetragenen Proben selbst oxidiert
werden kénnen, da Ammoniumperoxodisulfat (APS) im SDS-Gel als Radikalstarter fungiert.
Insbesondere die 2DEG-abhadngige Tryptophan-Oxidation kommt haufig vor [Perdivara et al.,
2010]. Um diese Artefaktbildung zu verhindern, werden Schutzgruppen eingesetzt, welche
die Oxidationen an anderen, nicht modifizierten AS verhindern. Beispielsweise ist als
Schutzgruppe fiir Cystein lodoacetamid beschrieben worden [Smythe, 1936]. Es ist jedoch
sehr aufwendig, fir jede AS eine Schutzgruppe zu verwenden, um die Bildung von
artifiziellen PTMs zu verhindern.

Inzwischen besteht auch die Moglichkeit, den Gel-basierenden Ansatz zu umgehen und die
Proben direkt in der Massenspektrometrie zu analysieren. Dieser Ansatz wurde in dieser
Arbeit angewendet. Der Vorteil ist, dass das gesamte Proteom auf einmal analysiert werden
kann und nicht nur einzelne Proben der 2D-Gele. Der typische MS-Daten-Suchalgorithmus
von Analytikprogrammen kann anhand eines ausgewahlten Sets an Modifikationen diese
identifizieren. Die Suchzeit ist umso hoher je mehr Modifikationen gleichzeitig gesucht
werden sollen [Madian und Regnier, 2010]. Der Suchalgorithmus kann nur nach bekannten

Modifikationen suchen, da die Massendifferenz zwischen nicht modifizierten und
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modifizieren Resten dem Programm bekannt sein muss. Neue Modifikationen, d.h. dem
Programm nicht bekannte Modifikationen, kdénnen nur (ber handige Auswertungen
identifiziert werden [Mgller et al., 2011]. Ein Nachteil ist, dass oxidierte Arginin- und Lysin-
Reste durch die tryptische Proteolyse fiir die MS-Messung nicht mehr zuganglich sind
[Mirzaei und Regnier, 2006]. Es gibt dazu die Mdoglichkeit, semi-tryptisch verdaute und nicht-
tryptisch verdaute Peptide zu identifizieren, was jedoch sehr zeitaufwendig ist, da dies einen
neuen Suchalgorithmus erfordert. Auch bendtigt die Identifizierung oxidativer Protein-
Protein-Verkniipfungen einen weiteren, ebenfalls sehr zeitintensiven Algorithmus. Neben
der Identifizierung von Modifikationen ermoglicht diese Methode anschlieBend auch eine
direkte Quantifizierung der modifizierten Peptide [Mgller et al., 2011]. Die Quantifizierung
Uber stabile Isotope wird als SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture)
bezeichnet. Das stabile Isotop wird der wachsenden Zellkultur zugefihrt, die als Standard
fungieren soll. Alle neugebildeten Proteine sind daraufhin mit dem Isotop markiert. In der
MS werden die zu untersuchenden Proben mit den Standards versehen und im
Massenspektrum analysiert [Ong und Mann, 2007]. Die Auswertung der Proben bedarf eines
komplexen Analytikprogramms, welches nicht kommerziell erhéltlich ist. Diese Analyse
beansprucht sehr viel Zeit, sobald sie auf den gesamten Proteomansatz angewandt wird.
Bisher wurde eine solche Analyse noch nicht durchgefiihrt. Die genannten Probleme kamen
auch bei den Analysen in dieser Arbeit zum Tragen. Trotzdem gewadhren die hier
aufgefihrten Proteomdaten bereits einen ausfihrlichen Einblick in das C. glutamicum PTM
Muster und konnten durch die unterschiedlichen Ansatze in Abschnitt 3.2.1, 3.2.2 und 3.2.3
und mittels unterschiedlicher Analytikprogramme validiert werden. Diese Analysemethode
bedarf jedoch noch einiger Optimierung. Es wird angestrebt, dass die Daten der
Proteomanalyse in einem KeGG Stoffwechselweg [[KeGG PATHWAY DATABASE
http://www.genome.jp/kegg/].] abgebildet werden kénnen und mittels einer
Intensitatsdarstellung (heatmap) die Regulation eines jeden Proteins zu jedem gemessenen

Zeitpunkt darzustellen.

4.2.2. Die Proteine der Glykolyse und des Citratzyklus werden bei der Anwesenheit von
ROS mehr modifiziert als Proteine anderer Stoffwechselwege

In Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3 wurden zum einen intakte Zellen und zum anderen Zellextrakte

von C. glutamicum WT und AkatA-Stamm mit ROS gestresst und massenspektrometrisch
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untersucht. Bei in vitro Stress zeigten die Proteine der Membranfraktion mehr
Modifikationen als die des Zytosols (Daten nicht gezeigt). Sind Membranproteine wahrend
des Stresses Uber Lipide miteinander assoziiert, kénnen bei einer Radikalkettenreaktion so
direkt mehrere Ziele gleichzeitig modifiziert werden. In den in vivo Messungen wurde
Desferal verwendet. Dies sollte freies Eisenabfangen und die Proteine nach dem
Zellaufschluss schiitzen. Jedoch zeigte sich, dass Desferal die Messungen von
Membranproteinen in der MS stort. Somit konnte keine Schlussfolgerung zu dem Ausmal
des oxidativen Stresses in der Membran lebender Zellen gemacht werden. Daher liegt der
Fokus dieser Arbeit auf Proteinen des Zytosols.

Die AkatA-Mutante zeigte mehr PTMs als der WT, was durch die fehlende Katalase zu
begriinden ist. In der quantitativen Proteomanalyse weist die AkatA-Mutante im letzten
Messpunkt einen drastischen Anstieg der detektierten modifizierten Peptide auf (siehe
Abbildung 21). Das plotzliche Einleiten von O, schadet demnach dem C. glutamicum AkatA-
Stamm und es kénnte zu diesem Zeitpunkt zu einer erhéhten Proteinexpression kommen,
sodass schon vorhandene oxidierte Proteine noch nicht abgebaut und neusynthetisierte
bereits oxidativ modifiziert wurden [Mgller et al., 2011].

Bei den Analysen konnten viele Peptide der Enzyme des Zentralstoffwechsels sowie des
Transkriptions- und Translationsapparates gefunden werden. Diese Enzyme kommen haufig
in der Zelle vor. Jedoch hangt die Haufigkeit, mit der ein Peptid gefunden wird, nicht nur am
Vorkommen in der Zelle ab, sondern auch von seinen chemischen Eigenschaften und vom
Verhalten im Massenspektrometer. Es konnten Proteine identifiziert werden die eine gute
Peptidabdeckung besitzen und trotzdem wenige Modifikationen aufweisen, wie z.B. die PGK
(siehe Abschnitt 3.2.3). Dies zeigt, dass viele gefundene Peptide nicht gleichzeitig viele
modifizierte Peptide bedeuten.

Es fallt auf, dass die Enzyme der Glykolyse und des TCAs besonders viele Modifikationen
tragen, wohingegen Enzyme des Pentosephosphatwegs (pentose phosphate pathway -PPP)
nur sehr wenige aufweisen. Fir die meisten Enzyme der Glykolyse ist noch unklar, wieso
diese viele Modifikationen besitzen. TCA Enzyme sind dafiir bekannt, oxidativ modifiziert zu
werden, da ein Grof3teil von ihnen Metalloenzyme sind [Meany et al., 2007; Irazusta et al.,
2008].

Neben den Metalloenzymen gibt es Proteine mit reaktiven Thiolgruppen die bei oxidativen

Stress modifiziert werden. Die Glyceraldehy-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wird durch
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ihre reaktiven Thiolgruppen in vielen Organsimen als ROS-sensitiv und als oxidativer Sensor
beschrieben [Chuang et al., 2005]. Zudem soll die oxidative Inhibierung der Glykolyse ein
gelenkter metabolischer Kohlenstofffluss in den PPP sein, um NADPH zu generieren [Ralser
et al., 2007]. NADPH wird fir die Reduzierung von Antioxidantien bendtigt (siehe Gleichung
7). In D. radiodurans ist eine Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Mutante (Azwf) sensitiver
gegen H,0, als eine Aldolasemutante (Afba), da kein NADPH Uber den PPP gebildet werden
kann [Zhang et al., 2003].

Der metabolische Fluss der Glukose in den PPP wird in C. glutamicum bei oxidativen Stress
nicht verandert [Kromer et al., 2008]. Stattdessen wird der metabolische Fluss der Glukose
verstarkt Gber die NADP-abhangige ICDH im TCA gelenkt. Offenbar hangt die Umleitung des
Fluxes bei oxidativen Stress vom zelluldaren Hintergrund und physiologischen Eigenschaften
des Organismus ab. Die Fluxantwort hangt wiederum von der Cofaktor Spezifitat der
verfligbaren Enzyme ab [Kromer et al., 2008]. Daher ist es von groBem Interesse wichtige

Enzyme aus Glykolyse und TCA genauer zu betrachten.

4.3. Einfluss von ROS auf ausgewahlte Enzyme

Um den Einfluss von ROS auf die Proteine zu testen, sollten die ausgewahlten Enzyme
bestimmte Kriterien befolgen. Dazu gehdérte neben einer guten Peptidabdeckung in der MS-
Analyse auch die Verfligbarkeit bereits etablierter und einfach umzusetzender Enzymtests.
Beispielsweise ist der Einfluss von ROS auf die Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) in anderen Organismen bereits eingehend untersucht worden, wohingegen (iber
die ROS-Sensitivitdt von Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH) und Fructosebisphosphat-Aldolase
(FBA) bisher nur wenig bekannt ist. Auch Uber die ROS-Sensitivitat von Enzymen des hier
untersuchten Organismus C. glutamicum wurden bislang keine Untersuchungen

durchgefiihrt.

4.3.1. Die FBA ist ein sensitives Metalloenzym

Die FBA katalysiert die Spaltung von Fructose-1,6-bisphosphat in Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GADP). In Enzymaktivitditsmessungen von
Zellextrakten konnte gezeigt werden, dass die FBA gleichermaRen sensitiv fir H0, und 102

gebildet durch RB ist. Die Aktivitat der FBA im ungestressten C. glutamicum WT-Zellextrakt
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betragt ca. 3,4 nkatal/mg Zellextrakt, was dem Literaturwert von 0,03 U/mg Zellextrakt nahe
kommt [Engels et al., 2008].

Eine Aufreinigung der FBA war trotz verschiedener Optimierungsansatze nicht moglich, z.B.
konnte ein His-tag nicht verwendet werden, da die FBA Nickel-sensitiv ist [Macomber et al.,
2011]. In Oxyblot Analysen der Aufreinigung konnte jedoch gezeigt werden, dass dieses
Enzym unmittelbar nach Zellaufschluss bereits starke Carbonylierungen aufwies (siehe
Abbildung 31). Aber auch die Aufreinigung im anaeroben Zelt zeigte keine Verbesserung der
Enzymaktivitat.

Die FBA ist ein Tetramer, bei dem jede Untereinheit als Cofaktor ein Zink-lon besitzt. Die
C. glutamicum FBA zahlt zu den Aldolasen der Klasse Il A [von der Osten et al, 1989]. Diese
unterscheiden sich von Klasse Il B durch langere Peptidabschnitte zwischen den aktiven
Zentren, die Schleifen (Loops) bilden kénnen. Die hier identifizierten modifizierten Peptide
liegen in den Bereichen, in welchen sich die Zink-Bindedomanen im B-Fass und das Helix-
Schleife-Helix-Motiv befinden, welches zur Koordination der Untereinheiten von Bedeutung
ist (siehe Abbildung 22). Da die FBA ein Metalloenzym ist, kann H,O, mit dem Zn**-lon
reagieren, wobei es zur Fenton-Reaktion kommt. Die dabei gebildeten Hydroxylradikale
reagieren mit AS der unmittelbaren Umgebung, was die starke Ballung der Modifikationen
im B-Fass erklaren konnte.

Die quantitative Proteomanalyse zeigt, dass die FBA in der Katalasemutante hochreguliert
wurde (siehe Abbildung 25a). Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, dass es in der AkatA-Mutante
durch den fehlenden Schutz gegen oxidativen Stress zu einem erhdhten Umsatz (turnover)
von beschadigten Proteinen kommt und dass die FBA ein ROS sensitives Enzym ist.

In quantitativen Proteomanalysen des Bakteriums Fusobacterium nucleatum konnte bei
0,-Stress ebenfalls eine Abnahme der FBA Aktivitdit beobachtet werden, wéahrend
gleichzeitig ein Anstieg der intrazelluldaren Konzentration von FBA gemessen werden konnte.
Da die FBA aus F. nucleatum oxidierte Methionine aufwies ist es sehr wahrscheinlich, dass
sie inaktiviert wurde und F. nucleatum dies durch neusynthetisiertes Enzym kompensierte

[Steeves et al., 2011].

4.3.2. Die GAPDH ist ein wichtiger Regulator bei der oxidativen Stressantwort
Die GAPDH katalysiert die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu
1,3-Bisphosphoglycerat. Bei Aktivitditsmessungen der GAPDH war diese stets sensitiver fiir
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H,0, als fur '0,. Die hier gemessenen Aktivititen liegen fiir C. glutamicum WT-Zellextrakte
bei 1,6 nkatal/mg Zellextrakt und flr gereinigtes Enzym bei 37,5 nkatal/mg Protein. Die
Aktivitaten liegen im Bereich des Literaturwertes von 1,3 U/mg Protein [Eikmanns, 1992].
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitat bei steigendem H,0,-Stress
sinkt und gleichzeitig der Grad der Carbonylierungen zunimmt (siehe Abbildung 34). Die
GAPDH besitzt zwei reaktive Thiolgruppen, die wichtig fir die Umsetzung des Substrates
sind. Die Thiolgruppen der Cysteine kdnnen bei Anwesenheit von ROS oxidieren und
Disulfidbriicken ausbilden, wodurch das Enzym reversibel inaktiviert wird und es zum
Stillstand der Glykolyse kommt [Leichert et. al., 2008]. Da die oxidative Modifikation von
Thiol zu Disulfid in den MS-Analysen nicht untersucht wurde, kann keine Aussage uber
mogliche Modifikationen des aktiven Zentrums getroffen werden. Insbesondere H,0;
reagiert mit Thiolen zu Disulfidbricken. Dies erklart die hohere Sensitivitat der GAPDH fir
H,0,. Der Kohlenstofffluss muss bei Inaktivierung der GAPDH (ber den PPP umgeleitet
werden, was zu einer erhohten Produktion von NADPH fiihrt. Dieses wiederum ist fiir den
Redoxzyklus der Antioxidantien wie Mycothiol wichtig [Chi et al., 2011]. Ob diese Regulation
auch fur C. glutamicum zutrifft ist bisher noch unklar.

Das Bakterium E. coli besitzt fir die ROS-sensitiven Enzyme Aconitase und Fumarase
Isoenzyme [Liochev 1992; Cunningham et al., 1997]. Deren Produktion wird bei oxidativem
Stress aktiviert [Imlay, 2008]. C. glutamicum besitzt fliir die GAPDH die beiden Isoenzyme
GapA und GapB. GapA bevorzugt NADH, wohingegen GapB NADPH als Cofaktor bevorzugt.
Die Rolle von GapB ist noch nicht ganz geklart, jedoch spielt die Verfligbarkeit von ATP bei
der Regulation der beiden GAPDHs eine entscheidende Rolle. Des Weiteren kdnnte GapB in
der Glukoneogenese verwendet werden [Omumasaba et al., 2004]. Ob dieser Effekt eine
Rolle bei der oxidativen Stressantwort in C. glutamicum spielt, ist nicht bekannt.

In der quantitativen Proteomanalyse zeigte die AkatA-Mutante neben der FBA-Regulation
ebenfalls eine Hochregulierung der GAPDH (siehe Abbildung 25b). Dies wirde flr einen

starkeren Proteinumsatz von modifizierten Proteinen sprechen.

4.3.3. Die ICDH ist ein potentielles Ziel fiir die Xenobiotikatherapie
Die ICDH katalysiert die Reaktion der oxidativen Decarboxylierung von Isocitrat, wobei
NADPH und a-Ketoglutarat entstehen. Die ICDH ist sensitiver fir '0, als fir H,0,. Die

mitochondriale ICDH wurde ebenfalls beschrieben sensitiv fir ‘0, gebildet durch Hypochlorit

99



Diskussion

zu sein [Park et al., 2008b]. Die hier gemessenen Aktivitaten betrugen im C. glutamicum WT-
Zellextrakt 5,7 nkatal/mg Zellextrakt und bis zu 510 nkatal/mg Protein im gereinigten
Protein. Diese Werte liegen etwas unter dem Literaturwert von 124 U/mg Protein [Bai et al.,
1999]. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei zunehmendem H,0,-Stress die
Enzymaktivitat sinkt, wahrend der Grad der Carbonylierungen steigt (siehe Abbildung 35). Da
sich ein Mg2+—lon im reaktiven Zentrum befindet, gehort die ICDH zu den Metalloenzymen.
Die Kristallstruktur dieses Enzyms ist bereits bekannt [Imabayashi et al., 2006]. Das Mg2+—lon
wird von Asp346, Asp548 und Asp544 koordiniert. Das Asp346 ist in einer Region lokalisiert,
in der modifizierte Peptide gefunden wurden (siehe Abbildung 24). Mdéglicherweise wird
dieses Aspartat oxidiert und kann dadurch keine Verbindung zum Mg**-lon aufbauen, was
zur Instabilitdt des aktiven Zentrums flihren konnte. Zudem kann das Mg2+—lon durch ein
starker bindendes lon wie Fe** ersetzt werden, welches die Fenton-Reaktion begiinstigen
wirde [Irazusta et al., 2008]. Nicht alle Metalloenzyme sind anfallig fir die Fenton-Reaktion.
Beispielsweise besitzen die Katalase und die Superoxiddismutase, welche direkt mit ROS
interagieren, ein stark gebundenes Metallion mit einer sehr langsamen Dissoziationsrate,
wodurch das O, Intermediat stabil bleibt und es nicht zur Bildung von OHe kommt
[Valentine, 2007].

NADP wird in der ICDH von Ser581, Ala582, His585, Trp597, Arg645 und Arg696 koordiniert.
Sowohl Ser581 als auch Ala582 liegen in einer Region, in der modifizierte Peptide detektiert
wurden. Dies ist ein Indiz dafiir, dass die Bindung von NADP eine Schwachstelle in der ICDH
bei oxidativem Stress sein kann.

Die ICDH Struktur von C. glutamicum ist in pathogenen Vertretern hoch konserviert. Die in
den MS-Analysen identifizierten modifizierten Peptide wurden in einem Sequenzabgleich der
ICDHs von Vibrio cholorae, Pseudomonas putida und Mycobacterium leprae miteinander
verglichen (siehe Abbildung 49). Die Bereiche, in denen sich die modifizierten Peptide
befinden, sind unter den untersuchten Vertretern hoch konserviert. Bei oxidativem Stress
durch Xenobiotika oder wahrend Abwehrreaktionen durch Makrophagen des eukaryotischen
Immunsystems, kdnnte die ICDH ein geeignetes Ziel fir ROS sein. Eine ICDH-Deletion flhrt
zur Akkumulation von Citrat und Isocitrat, welche toxisch fiir C. glutamicum sind [Baumgart
et al.,, 2011]. Der Verlust der ICDH oder der Aconitase in C. glutamicum beglnstigt eine
Mutation im gltA Gen (Citratsynthase), sodass kein Citrat gebildet und anschlieRend

akkumuliert werden kann [Baumgart et al., 2011].
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Zudem konnte die ICDH ein wichtiges Enzym zur Bereitstellung von NADPH bei oxidativen

Stress sein [Kromer et al., 2008]. Die Inaktivierung dieses Enzymes hatte somit fatale Folgen

fiir den Redoxzyklus von Antioxidantien.
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Abbildung 49: Alignment der ICDH aus C. glutamicum, V. cholerea, P. putida und M. leprae. Fiir das Alignment wurde das
Programm ESPript 2.1 verwendet. Rot unterlegte Bereiche zeigen die gleiche AS an. AS in roten Buchstaben bedeuten, dass
sie zu gleichen biochemischen AS Gruppe gehéren. Uber dem Alignment befindet sich die ICDH Tertidrstruktur der FBA aus
C. glutamicum. Unter dem Sequenzabgleich befinden sich als rote Striche die Bereiche, welche in 3.2.3 als modifizierte
Peptide analysiert wurden.
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4.4. ROS-Schutzmechanismen von C. glutamicum

4.4.1. Die Expression heterologer FBAs fiihrt zu keiner verbesserten ROS-Resistenz in
C. glutamicum

Die FBAs aus D. radiodurans, S. gordonii und P. acnes, die zu den Il B Aldolasen gehoren,
weisen kirzere Peptidschleifen in den Zwischenbereichen des aktiven Zentrum auf als die
C. glutamicum FBA (siehe Abbildung 22). Durch die so veranderte Proteinstruktur und damit
auch anders exponierte AS, kdnnte es zu Veranderungen in der ROS-Resistenz kommen. Die
FBAs von D. radiodurans und S. gordonii kdnnten den Organismen zu einer besseren
Resistenz verhelfen. Diese Bakterien kdnnen sehr gut mit oxidativem Stress umgehen und
sind diesem standig ausgesetzt. Bei heterologer Expression dieser FBAs in C. glutamicum
konnte eine erhdhte Stresstoleranz festgestellt werden. P. acnes hingegen ist ein anaerobes
Bakterium, welches sehr sensitiv flr oxidativen Stress ist. Demnach kdnnte dessen Enzym
C. glutamicum sensitiver fiir oxidativen Stress machen.

Werden heterologe FBAs in einer Afba-Mutante exprimiert, kann diese komplementiert

werden  (siche  Abbildung 39). Bei 'O,-Stress durch RB zeigten die
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Komplementationsmutanten und der WT, keine Verbesserung im Wachstum (siehe
Abbildung 40). Auch die Enzymaktivitdt der heterologen FBAs ebenso wie die C. glutamicum
FBA wird bei zunehmendem *0,-Stress geringer. Die FBA aus P. acnes zeigt sich wie erwartet
empfindlicher als die anderen FBAs (siehe Abbildung 41). Demnach ist es nicht moglich
mittels der gewadhlten Enzyme, die ROS-Resistenz durch die veranderte Struktur der
heterologen Enzyme zu verbessern. Dies kdnnte daran liegen, dass die ausgewahlten Enzyme
nicht resistenter sind als die von C. glutamicum. Demnach kénnte es durchaus resistentere
Enzyme geben. Da die ROS-bedingten Schaden nicht nur ein Enzym betreffen, sondern im
gesamten Proteom vorkommen, kdonnten neben der FBA auch andere der oxidierten
Proteine einen starkeren Effekt auf das Wachstum bei oxidativen Stress haben.

Die Tatsache, dass die unterschiedlichen FBAs in C. glutamicum alle gleichermafien durch
ROS geschadigt wurden, legt nahe, dass es neben den enzymatischen, andere
Schutzmechanismen in der Zelle gegen oxidativen Stress geben muss. Es sind
niedermolekulare Substanzen beschreiben, die ROS im Zytosol abfangen und so Proteine

schiitzen kdénnen [Daly .et al., 2010]

4.4.2. Niedermolekulare Substanzen im Zytosol schiitzen die Zelle vor oxidativem Stress
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass heterologe Schutzenzyme wie die AhpCF oder
heterologe Enzyme mit veranderten strukturellen Eigenschaften, die ROS-Resistenz von
C. glutamicum nicht verbessern konnten. Daher wurden zusatzlich nicht-enzymatische
Schutzmechanismen untersucht. Dazu wurden Zellextrakte von C. glutamicum,
D. radiodurans und E. coli verwendet, den aufgereinigten Enzymen GAPDH und ICDH
zugefugt und die Enzymaktivitdt von ungestressten und gestressten Ansdtzen gemessen.
Insbesondere die Zellextrakte von C. glutamicum und D. radiodurans besalen eine
schiitzende Funktion bei '0,-Stress gebildet durch NaOCI bei der ICDH. Der Zellextrakt von
E. coli schiitzt hingegen nicht (siehe Abbildung 44 und Abbildung 46). In Untersuchungen, in
denen Zellextrakte von E. coli und D. radiodurans gemischt und radioaktiver Strahlung
ausgesetzt wurden, zeigten sowohl die Proteine von D. radiodurans als auch die von E. coli
kaum Carbonylierungen. Wurde nur E. coli Zellextrakt diesem Stress ausgesetzt, war die
Anzahl der Carbonylierungen um den Faktor 3,5 erhoht [Krisko und Radmann, 2010]. Diese
Schutzfunktion des D. radiodurans Zellextrakts vor Carbonylierungen konnte auch der hier

durchgefiihrten Oxyblot sowohl bei der GAPDH als auch der ICDH bestatigen (siehe
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Abbildung 45 und Abbildung 47). Der radioaktive und der damit einhergehende oxidative
Schutz von E. coli-Proteinen soll durch das D. radiodurans Pigment Deinoxanthin und das
zytosolische Pyrrolochinolinchinon (PQQ) vermittelt werden [Misra et al., 2004; Zhang et al.,
2007]. Jedoch hat eine Inaktivierung der Deinoxanthin Synthese nur einen minimalen Effekt
auf die ROS-Resistenz in D. radiodurans [Zhang et al., 2007]. Demnach muss es eine Vielzahl
von Komponenten in D. radiodurans Zellextrakten geben, die zu diesen ausgepragten ROS-
Resistenzen fiuhren [Krisko und Radmann, 2010]. Da C. glutamicum jedoch weder
Deinoxanthin noch PQQ bildet, sind dies nicht die schiitzenden Komponenten, die dazu
fliihren, dass der C. glutamicum-Extrakt einen genauso guten Schutz bietet wie der von
D. radiodurans.

Eine weitere niedermolekulare Substanz, die einen schiitzenden Effekt haben soll, ist
Mangan. In D. radiodurans kann radioaktive Strahlung Elektronen von H,0 abspalten, welche
mit O, zu O, reagieren [von Sonntag, 1987]. Mn?* kénnte hier mit O, und H reagieren und

Mn>

* sowie H,0, bilden [Gutman et al., 1994]. H,0, ist weniger reaktiv als O,  und kann bei
einem Uberschuss in der Zelle durch die Zellwand ins Medium diffundieren. Der
verbleibende H,0,-Anteil in der Zelle konnte wiederum mit Mn>* reagieren und damit
Mangan reduzieren und O, generieren [Daly et al., 2007]. Fur C. glutamicum konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Akkumulation von Mn?" einen negativen Wachstumseffekt hat
(siehe Abbildung 9). Demnach ist Mn?* nicht eine der schiitzenden niedermolekularen
Substanzen in C. glutamicum.

Untersuchungen, in denen die Zellextrakt-Zusammensetzung von D. radiodurans analysiert
wurde, zeigten dass die Kombination aus Orthophosphat (13 mM), Mn** (200 uM) und
Peptiden (3 mM; H-Asp-Glu-His-Gly-Thr-Ala-Val-Met-Leu-Lys-OH) zwar Proteine vor bis zu
17,5 kGy Strahlung schiitzten, nicht aber die DNA [Daly et al, 2010]. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass Methionin, welches sich in dem getesteten Peptid befindet, mittels
seiner Schwefelgruppe ROS abfangt. Es wurden Methionine beschrieben, die sich exponiert
an Proteinoberflachen befinden, um ROS zum Schutz anderer AS abzufangen [Levine et al.,
1996]. Im Enzymtest konnten 10 mM Methionin die Inaktivierung der C. glutamicum |CDH
durch H,0;, verhindern (siehe Abbildung 48). Als Aminosdureproduzent konnte
C. glutamicum Methionin intern anreichern. Fir E. coli 0157:H7 und B. cereus ist bekannt,
dass sowohl die Methionin-Produktion sowie die anderer schwefelhaltiger AS bei oxidativen

Stress verstarkt wird [Wang et al., 2009; Ceragioli et al, 2010]. Jedoch gibt es fir
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C. glutamicum keine Anzeichen einer Methionin Akkumulation unter oxidativem Stress. Viel
wahrscheinlicher ist eine Reduktion der einfach oxidierten, proteinassoziierten
Methioninreste durch die Methionin-Sulfoxid-Reduktase A und B (MsrA und MsrB). In
Genomanalysen konnte eine verstarkte Expression von msrA bei H,0,-Stress in
C. glutamicum nachgewiesen werden [Kalinowski, unverdéffentlicht].

Die Aminosaure Cystein zeigt ebenfalls eine hohe Reaktivitat mit ROS. Bei der Anwesenheit
von ROS konnen Thiolseitengruppen oxidiert werden und Disulfidbriicken ausbilden. Dies
kann sowohl zur Aktivierung eines Transkriptionsfaktors wie OxyR fiihren, aber auch zur
Enzyminaktivierung wie im Fall der GAPDH. Bei Eukaryoten wird die Reaktivitat der
Thiolgruppen mit ROS dazu verwendet die niedermolekulare Substanz Glutathion (Glu-Cys-
Gly, GSH) zu GSSG zu dimerisieren und so vor ROS schitzen. Glutathion ist auch bei
Prokaryoten weit verbreitet, wie z.B. in E. coli und Cyanobakterien [Fuchs und Warner, 1975;
Fahey et al., 1987]. In Bacillus und D. radiodurans wird statt Glutathion Bacillithiol (Cys-GIcN-
mal, BSH) gebildet, Actinomyceten bilden dagegen Mycothiol (AcCys-GlcN-Ins, MSH) [Nicely
et. al., 2007; Newton et al., 2008]. C. glutamicum besitzt vier Enzyme fir die Biosynthese von
Mycothiol (mshA, mshB, mshC und mshD). Werden mshC und mshD deletiert, kann kein
Mycothiol mehr gebildet werden [Feng et. al., 2006]. Es konnte gezeigt werden, dass die
C. glutamicum AmshC- und AmshD-Mutanten ihr Wachstum einstellen, wenn sie mit o,
gebildet durch 0,005 % NaOC| gestresst werden, wohingegen der WT nach kurzer
Verzogerungsphase weiter wéchst (siehe Abbildung 42). Werden die Stédmme jedoch mit 0,
gebildet durch 10 - 20 uM RB gestresst, stellen sie das Wachstum dauerhaft ein. Wahrend
NaOCl flichtig ist, generiert RB permanent neues '0,. Dieser Dauerstress ist auch fir den WT
nicht tolerierbar. An menschlichen Makrophagen konnte gezeigt werden, dass der 'O,-
Schutz durch Glutathion spezifisch ist [Yang et al., 2012]. Werden die Bakterienstdmme
hingegen mit H,0, gestresst, setzen sie ihr Wachstum fort. Dies zeigt, dass die Bakterien
durch die Katalase vor H,0, geschiitzt sind, der spezifische Schutz vor 102 jedoch durch
Mycothiol vermittelt wird.

Es ist jedoch erstaunlich, dass der Zellextrakt der AmshD-Mutante die C. glutamicum |CDH
Enzymaktivitdt genauso gut vor 'O, gebildet durch NaOCI schiitzt wie der WT Zellextrakt
(siehe Abbildung 46). Dies bedeutet, dass andere Komponenten des Zellextrakts das Fehlen
von Mycothiol kompensieren kdnnen. Bei Inhibierung der Mycothiolbiosynthese wird

verstarkt die niedermolekulare Substanz Ergothionein (ET) gebildet [Ta et al., 2011]. Dieser
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Effekt wurde bei einer Mycothiol-defizienten Mutante in M. smegmatis beschrieben [Ta et
al., 2011]. ET ist ein natirliches Antioxidans, das nur von Pilzen und einigen Mykobakterien
synthetisiert werden kann [Fahey, 2001]. Eukaryoten kdnnen es nicht selber synthetisieren,
besitzen jedoch ET Transportsysteme [Melville et al., 1955]. ET ist ein Thioharnstoffderivat
von Histidin mit einem Schwefelatom und einem Imidazolring. Die Biosynthese ist noch nicht
vollstandig bekannt. Es wird jedoch vermutet, dass der Imidazolring vom Histidin
bereitgestellt und methyliert wird, um Histidin-Betain herzustellen und das Schwefelatom
Uber ein Cystein eingebaut wird[Melville et al., 1959; Ey et al., 2007]. Ob diese Substanz auch
verstarkt in der AmshC- und AmshD-Mutante gebildet wird, bleibt zu untersuchen.

Es ist jedoch auffillig, dass die Mycothiol-defizienten Mutanten in Wachstumsversuchen
gegenliber NaOCI sensitiv sind, der Zellextrakt aber weiterhin ausgewahlte Enzyme schiitzt.
Die Begriindung konnte darin liegen, dass bestimmte Cysteinreste von Proteinen mit
Mycothiol modifiziert werden kénnen, d.h. mycothioliert werden [Chi et al., 2011]. Die
Glutathiolierung sowie die Bacillithiolierung sind bereits sehr gut untersucht, wohingegen fir
C. glutamicum Uber diesen Effekt kaum etwas bekannt ist. Bei der Thiolierung kommt es zur
Inaktivierung der betroffenen Enzyme. Ist der oxidative Stress voriber, kénnen die
thiolierten Proteine wieder reduziert werden und sind wieder aktiv. Diese Reversibilitat
bedeutet fir die Zelle einen geringeren Energieaufwand als eine Neusynthese beschadigter
Proteinen. Bei der Bacillithiolierung werden in B. subtilis unter anderem OhrR (Redox-
aktivierter Reperessor fur die Hydroperoxid-Resistenz), MetE (Methionin-Synthase), YphP
(Thioldisulfid-Isomerase) mit BSH modifiziert. Die Bacillithiolierung des MetE fihrt zur
Methionin-Auxotrophie, die einen Translationsstop wahrend der Zeit des NaOCI-Stresses zur
Folge hat. Dies wiirde wiederum ein Akkumulation von Cystein auslésen [Chi et al., 2011].
Moglicherweise fungiert YphP als Bacilliredoxin durch die Reduktion von bacillithiolierten
Proteinen [Chi et al., 2011].

Fur die FBA im Muskelgewebe von Hasen wurde gezeigt, dass oxidiertes Glutathion das
Enzym inaktiviert [Offermann et al., 1984]. In Pflanzen wurden ebenfalls die Modifikationen
der FBA an regulatorische Cysteinen durch Glutathiolierung mittels Proteomanalysen
festgestellt [Ito et al., 2003]. Obwohl es sich bei eukaryotischen FBAs um Enzyme der Klasse |
handelt, sollte untersucht werden, ob die C. glutamicum FBA ebenfalls durch

Mycothiolierung inaktiviert wird.
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Diskussion

Welchen Nutzen die Mycothiolierung fur C. glutamicum hatte, ist bisher nicht bekannt. Da
die Mycothiolmutanten in Wachstumsversuchen jedoch sensitiv gegentiber 0, gebildet
durch NaOCI sind, deren Zellextrakte die ICDH und GAPDH aber schiitzen kbnnen, muss ein
weiterer effektiver Mechanismus in C. glutamicum existieren, der sensible Proteine schitzt.
Daher ist es von groBem Interesse, diesen Effekt weiter zu studieren und die betroffen
Proteine zu identifizieren, um ein besseres Verstandnis flr die oxidative Stressantwort in

C. glutamicum zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Der Modellorganismus Corynebacterium glutamicum wird sowohl in seiner natirlichen
Umgebung als auch in der biotechnologischen Anwendung mit Sauerstoff konfrontiert.
Dabei kommt es unweigerlich zu oxidativem Stress, welcher zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) fihrt. Zu diesen zdhlen unter anderem das reaktive Superoxid (O;),
das stabile Wasserstoffperoxid (H,0,) und Singulett-Sauerstoff (*0,). ROS greift sowohl die
Zellmembran als auch Proteine und DNA an. Dies kann zu erheblichen Zellschaden bis hin
zum Zelltod fihren. Im Laufe der Evolution haben die Organismen Schutzmechanismen
etabliert, die sie effektiv vor ROS-Schaden schitzen. Beispiele hierfir sind sowohl
schutzende Enzyme, wie die Superoxiddismutase und Katalase, als auch nicht-enzymatische
Mechanismen wie die Akkumulation von Mangan oder niedermolekularer Substanzen. Uber
das Ausmal’ der oxidativen Schadigung und die ROS-Schutzmechanismen in C. glutamicum
ist bisher noch sehr wenig bekannt.

In physiologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Bodenbakterium
C. glutamicum sensitiver fur 'O, ist, welches durch Hypochlorit (NaOCl) oder dem Farbstoff
Rose Bengal gebildet werden kann, als fir H,0,. C. glutamicum besitzt eine groRe Menge
hoch wirksame Katalase, welche in kirzester Zeit mit H,0, reagiert und es unschadlich
macht. Somit kann H,O, nicht mehr mit freien zweiwertigen Metallen liber die Fenton-
Reaktion zu aggressivem OHe reagieren. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
Fettsdurezusammensetzung der Lipide in der Membran in C. glutamicum ebenfalls bei '0,-
Stress gebildet durch Rose Bengal beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu wird die DNA von
H,0, und 0, in C. glutamicum sehr gut geschiitzt.

Es war moglich Bedingungen zu definieren, in denen die Katalase reprimiert wird. Sobald es
zu straken pH-Schwankungen kommt oder die Eisenverfligbarkeit sinkt, ist die Katalase nicht
mehr aktiv. Eine Katalase-defiziente Mutante (Akat) ist sensitiv gegenliber H,0,. Mittels
Oxyblot konnte gezeigt werden, dass H,0,-Stress im AkatA-Mutante-Zellextrakt viele
carbonylierte Proteine zur Folge hat. Aber auch in Fermentationen mit schrittweise
steigender O,-Zufuhr konnten in C. glutamicum Wildtyp carbonylierte Proteine identifiziert
werden.

Proteomanalysen der Fermentation sowie H,0, gestresste Zellextrakte, und mit H,0,

gestresste Zellen zeigten, dass viele Proteine der Glykolyse und des Citratzyklus oxidativ
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modifiziert werden. Insbesondere Metalloenzyme und Enzyme mit reaktiven Thiolgruppen
sind betroffen, wohingegen Enzyme des Pentosephosphatwegs vergleichsweise wenig
oxidativ bedingte Modifikationen aufwiesen. Zur genaueren biochemischen Analysen
wurden die Fructosebisphosphat-Aldolase (FBA), die Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und die Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH), welche sich in den
Proteomanalysen als interessante Ziele fiir ROS herausgestellt hatten, herangezogen.

FBA zeigte sich in biochemischen Analysen der Zellextrakte sensitiv gegentiber H,0, und '0,,
wohingegen GAPDH sensitiver gegeniiber H,0, war und sich die ICDH als sensitiver
gegenliber 0, herausstellte. In guantitativen Proteomanalysen zeigten FBA und GAPDH im
AkatA-Stamm eine Hochregulation bei oxidativem Stress, wahrend ICDH sowohl im Wildtyp
als auch in der AkatA-Mutante keiner Regulation bei oxidativen Stress unterworfen war.

In Oxyblotanalysen mit gereinigten GAPDH und ICDH konnte gezeigt werden, dass die Starke
der carbonylierten Banden mit der Abnahme der Enzymaktivitat und der applizierten H,0,-
Konzentration korrelieren.

Mittels Uberexpression von heterologen FBAs in einen FBA-defizienten Stamm von
C. glutamicum, konnte gezeigt werden, dass es nicht moglich ist mittels verdanderten
strukturellen Eigenschaften der ausgewdahlten Enzyme die ROS-Resistenz zu verbessern.
Ebenfalls konnte keine Verbesserung der ROS-Resistenz durch die Uberexpression einer
Alkylhydroperoxide-Reduktase erzielt werden.

Es konnte ein schitzender Effekt des proteinfreien Zellextraktes aus C. glutamicum
festgestellt werden, der dahnlich dem von D. radiodurans zu sein scheint. Die Akkumulation
von Mangan zeigte im Gegensatz zu Untersuchungen an D. radiodurans in C. glutamicum
keine schitzende Wirkung. Die ICDH-Aktivitdit konnte durch freies Methionin in
Enzymtestansatzen geschitzt werden. Mycothiol-defiziente Mutanten waren sensitiv
gegeniber o, gebildet durch Hypochlorit. Demnach scheinen insbesondere
niedermolekulare Substanzen im Zytosol einen schitzenden Effekt in C. glutamicum zu
haben, wenn der enzymatische Schutz nicht mehr ausreicht. Welche Rolle die

Mycothiolierung dabei in C. glutamicum spielt, wird zurzeit untersucht.
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