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Zusammenfassung

Magnetospirillum gryphiswaldengst einer der Modellorganismen der magnetotakéacBakterien,
die bisher nur mit wenigen Arten in Reinkultur vanden sind. Sie gehoren alle zur Gattung
Magnetospirillum Magnetospirillen leben in den mikroaeroben Bdreic der Gewasser und
akkumulieren besonders groRe Mengen an Eisenemilinneren in Form der Magnetosomen. Dabei
handelt es sich um Magnetitpartikel, die von defiedeinnerhalb von Membranvesikeln gebildet
werden. Diese ermdglichen es den Zellen, sich Hatlier Magneto-Aerotaxis am Magnetfeld zu
orientieren, was eine wesentlich gezieltere Bewggrmaoglicht, als eine reine Aerotaxis.

Der Vorgang der Bildung der Magnetosomen ist bishaht komplett geklart worden. In
vorhergehenden Untersuchungen gab es jedoch Hiewvaeisein ferritinartiges, membranassoziiertes
Protein, welches als Zwischenstufe der Magnetoseymthese fungieren sollte.

Dieses ferritinartige Protein konnte wahrend digsdeit als Bakterioferritin identifiziert werderjn
oligomeres Protein, welches zur Familie der Eiseitsrproteine gehért. Im Genom von
M. gryphiswaldensesind zwei operonartig organisiefdér-Gene vorhanden. Diese konntenBncoli
Uberexprimiert werden und ein aktives, rekombingnteus zwei verschiedenen Untereinheiten
bestehendes Bfr, aufgereinigt werden.

Als dodekameres Bakterioferritin mit zwei verscl@edn Untereinheiten, ist das Bfr von
M. gryphiswaldensen Vergleich mit anderen Bfr-Proteinen ungewohmliDie Sequenzen der beiden
Untereinheiten wiesen keine groRen Ahnlichkeiteh &afiir gab es deutliche Hinweise auf eine
Funktionsteilung zwischen einer Untereinheit mitrbeidaseaktivitdt und einer Untereinheit mit der
Fahigkeit zur Koordination einer Ham b-Gruppe. Audle Bindung von Hamb im Bfr von
M. gryphiswaldense/urde nachgewiesen.

Weiterhin wurden die Proteine vawi. gryphiswaldensdraktioniert und auf die vorhandenen Ham-
Gruppen hin untersucht. Dabei wurde Ham b, weldbeisBfr vorhanden sein muss, nur in der
Membranfraktion nachgewiesen. Die Lokalisation d&frs wurde auch mit Hilfe der
MolRbauerspektroskopie untersucht. Hierbei wurdehigher angenommene, Lokalisation des Bfrs in
der Membranfraktion bestétigt. Flotationsversuclitdvin gryphiswaldens&lembranen widersprachen
dem nicht.

Untersuchungen mit einer Abfr-Deletionsmutante zeigten, dass Bfr keine, fir die
Magnetosomensynthese, essentielle Zwischenstufe ksgin, da dieAbfr-Deletionsmutante keine
Einschrankungen in Gro3e und Zahl der gebildetegndosomen im Vergleich zum Wildstamm,
zeigte. Auch im MoRbauerspektrum konnte keine tieaitige Komponente gefunden werden.
Weiterhin wurde die Identitat des ferritinartigeroteins als Bfr bestatigt.

Es gab Hinweise auf eine Rolle des Bfrs bei der @tgung von oxidativem Stress. Dazu wurden

einige Versuche mit verschiedenddagnetospirilumStammen und dem rekombinanten Bfr

durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich, dass das Bfe éwlle bei der Bewaltigung von oxidativem Stress
spielt. Interessant war hierbei, dass Bfr das Eisshches fur die Entstehung von oxidativem Stress
verantwortlich ist, speichert und dabei vermuthti®, zu ungefahrlichen Reaktionsprodukten abbauen
kann. Die Eisenspeicherfahigkeit des Bfrs wurden&ls nachgewiesen.

Kristalle des rBfrs konnten wahrend dieser Arbbérmalls erhalten werden. Weitere Optimierungen in
dieser Richtung werden fortgefthrt.



Abstract

Magnetospirillum gryphiswaldensgone model organism of the magnetotactic bactesich has only
a few species available in pure cultures. So fabedong to the genus Magnetospirillum.

Bacteria of the genus Magnetospirillum exist in thiero aerobic zone of waters and accumulate lots
of iron in form of magnetosomes. Magnetosomes amticies consisting of magnetite, formed in
membrane vesicles that allow the bacteria to cateni the earth’s magnetic field with the so ahlle
Magneto-Aero-Taxis.

The formation of magnetosomes remains unclearpheitious research gave hints at a ferritin-like,
membrane-associated protein, which could act @astanmediate for the synthesis of magnetosomes.

During this research, the ferritin-like protein tbupe identified as a bacterioferritin, an oligomer
protein, belonging to the family of iron storag®eteins. There were two operon-likér-genes in the
genome ofM. gryphiswaldenseThese genes were overexpressecEircoli and a fully active
recombinant Bfr, containing of two different subtisréould be purified.

The Bfr was identified to be dodecameric with tviffedent subunits, which was unusual. The sequences
of the two Bfr-subunits were not very similar batvg evidence for a functional differentiation betwe
the subunits, one coordinating the heme b-grouppardvith ferroxidase activity. The binding of heme
b to the Bfr was verified during this research.

Furthermore, the proteins &fl. gryphiswaldensevere fractionated and analyzed for heme-groups.
Heme b, which has to be bound to Bfr, was only etk in the membrane fraction of
M. gryphiswaldenseThe localization of Bfr in the membrane fractionsmeerified. Flotation of the
membrane fraction d¥l. gryphiswaldensdidn’t contradict this.

Analyses with aAbfr-deletion mutant gave evidence, that Bfr is not emsential protein for
magnetosome synthesis, because magnetosome farmatscunaffected in size and morphology, when
thebfr-genes were deleted. The Méssbauer spectra shawkedritin-like component, either. The data
confirmed the identity of the ferritin-like protebeing a bacterioferritin.

Indications for Bfr to take part in the masterinfigoaidative stress led to experiments with différen
M. gryphiswaldensestrains and the recombinant Bfr, showing a roleéBfifin the oxidative stress
management. Bfr can store iron, which was provesh iarnsupposed to degrade@d to HO as a
protective mechanism.

RBfr was crystallized, but crystals were too siedl that further optimization has to be done.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1.Magnetospirillum und andere magnetotaktische BakigiMTB)

Bereits in den 50er Jahren des letzten Jahrhundertgen magnetotaktische Bakterien von Salvatore
Bellini in Pavia beschrieben. Dies wurde der breiteOffentlichkeit allerdings erst 2009 zugénglich,
als Richard B. Frankel die bisher nur im Italiehisc vorhanden Schriften tGbersetzte und verofféndic
(Bellini 2009). Davor war Richard Blakemore als datker der MTB bekannt. Er beschrieb 1975 ein
Bakterium, welches ihm durch die schnelle Bewegunginer Seite des von ihm beobachteten Tropfens
unter dem Mikroskop und durch die eingeschloss&m®tten von eisenreichen Partikeln, auffiel. Schon
damals erkannte er den Zusammenhang zwischen dgmamten Magnetosomen und der als
Magnetotaxis bekannten speziellen Eigenschaft, elie den Organismen ermoglicht, sich am
Erdmagnetfeld auszurichten (Blakemore 1975).

Magnetotaxis ist die Orientierung von schwimmendgepllen entlang der Feldlinien des
Erdmagnetfeldes. Das Erdmagnetfeld beeinflusstidiibeBewegungsrichtung, verursacht aber nicht
die Bewegung an sich. Diese muss durch die sidearzellen befindenden Flagellen stattfinden. Auch
abgestorbene, magnetische Zellen werden daher alsepfssiv am Erdmagnetfeld ausgerichtet
(Blakemore 1982).

Moglich wird Magnetotaxis durch spezielle zellul@eganellen, die Magnetosomen, bei denen es sich
um membranumhillte Magnetitkristalle handelt (FelnBlakemore et al. 1979). Da MTB bis zu 100 x
mehr Eisen (Komeili 2012) als andere Bakteriendi@ Bildung der Magnetosomen akkumulieren
mussen, ist es interessant, wie Aufnahme und Teoaihepfolgen und wie Eisen bMagnetospirillum
gespeichert wird.

Magnetospirillum gryphiswaldensst heute eines der Forschungsobjekte unter dgmetataktischen
Bakterien, da es relativ leicht zu kultivieren ustd bisher nur wenige MTB in Reinkultur vorhanden
sind. Es bildet bis zu 100 Magnetosomen pro ZEl&bhei werden bis zu 4 % des Trockengewichts an
Eisen akkumuliert (Schiler und Baeuerlein 1998)ctAnicht-magnetische Zellen haben einen hohen
Eisengehalt von bis zu 0,2 % des Trockengewichemffel, Blakemore et al. 1981; Blakemore 1982).

Die gramnegativen, mikroaerophilen, durch Flagefiehr beweglichen Zellen der MTB kommen in

aguatischen Habitaten in groBer morphologischeeBitét (Flies, Peplies et al. 2005), sowohl auf de

Sud- als auch auf der Nordhalbkugel, vor. Die Moipgie der Magnetosomen bei verschiedenen,
bisher unkultivierten MTB kann sehr unterschiedkeim. Gefunden wurden bisher z.B. auch pfeil- oder
patronenférmige Magnetitkristalle (Abracado, Abetwal. 2011).

Da magnetotaktische Bakterien mikroaerophil simoinken sie haufig in Habitaten vor, in denen
Sauerstoff und redoxaktive Stoffe horizontal sfiaért vorkommen. In der sogenannten oxisch-
anoxischen Grenzzone entsteht durch den von deffl&tiee des Gewéssers eindringenden Sauerstoff
und durch den Schwefel in den Sedimenten ein Bereicem der Sauerstoffgehalt sehr gering ist. Die
meisten magnetotaktischen Bakterien halten sicleirNahe dieser Zone auf (Thornhill, Burgess et al.
1995; Simmons, Sievert et al. 2004). Auch im andheé®m Sediment sind die Bakterien teilweise zu
finden (Bazylinski 1999). Magnetosomen werden mieumikroaeroben Bedingungen gebildet, wenn
Eisen gut verfigbar und Sauerstoff nicht wachstimitéérend ist (Schiler und Baeuerlein 1998je
Bildung von Magnetosomen ist auflerdem moglichemveise Losung Eisen zu speichern und die
Konzentration von intrazellularem freien Eisen aduzieren und die Zellen vor Redoxstress zu
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schitzen (Yijun, Weijia et al. 2007). Magnetotattie Bakterien erfillen als Eisenspeicher eine
wichtige Funktion in Sedimenten, da sie hohe Zefithin in den Sedimenten erreichen kdnnen
(Simmons, Sievert et al. 2004; Simmons, Bazylirtlal. 2007).

Magnetotaktische Bakterien auf der Stidhalbkugelvsoimen hauptséchlich nach Siden und auf der
Nordhalbkugel hauptsichlich nach Norden. Auf denuaiqr, wo das Erdmagnetfeld horizontal
verlauft, kommen etwa zur Halfte nord- und silddrete Bakterien vor. Da aber alle
magnetotaktischen Bakterien trotzdem im Sedimerfirmien sind, missen andere Mechanismen der
Taxis, wie z.B. Aerotaxis, zusétzlich involvierirsérankel, Blakemore et al. 1981), so dass marehe
auch von Magneto-Aerotaxis spricht. Zusatzlich zbtagneto-Aerotaxis reagieren einige
magnetotaktische Bakterien auch auf Licht, wasmsiglicherweise davon abhalten kann, in die
Wassersaule zu schwimmen (Frankel, Bazylinski.et397).

Der Stoffwechsel der magnetotaktischen Bakteri¢ncli®moorganoheterotroph, wobei organische
Sauren als Elektronen- und Kohlenstoffquelle diefBarylinski, Dean et al. 2000).

Auch unkultivierte marine magnetotaktische Baktengt einem chemolithoautotrophen Stoffwechsel
sind bekannt. Diese verwenden reduzierte Schweafgkoenten als Elektronendonatoren um autotroph
leben zu kénnen (Williams, Zhang et al. 2006; Geeth Sorokin et al. 2009).

Es wurden drei verschiedene Theorien diskuties, die Vielfalt der magnetotaktischen Bakterien
erklaren kénnen (Lefevre, Schmidt et al. 2012):

(1) Die magnetotaktischen Bakterien sind monophyletientstanden und basieren auf einem
einzigen, gemeinsamen Vorfahren.

(2) Die magnetotaktischen Bakterien sind polyphyletisth. mehrfach evolutionar auf der Basis
der Eisenoxid- und Sulfidproduktion entstanden. Bahe verwandten, nichtmagnetischen
Bakterien, ist diese Fahigkeit verloren gegangen.

(3) Die Vielfalt der magnetotaktischen Bakterien istauhorizontalen Gentransfer entstanden,
wobei die Magnetosomengene auf einen urspriingljg@neinsamen Vorfahren zuriickgehen.

Nach bisherigen Erkenntnissen durch Analysen derR68IA, sind die magnetotaktischen Bakterien
vermutlich polyphyletisch entstanden. Hierbei mactan sich die Mdglichkeit der Anreichung von
magnetotaktischen Bakterien zur Analyse durch Atremg der Magnetotaxis zu Nutze, wobei diese
durch ein angelegtes Magnetfeld aufkonzentrierdeerAmann, Peplies et al. 2007).

Unter den so analysierten magnetotaktischen Baktésinden sich viele Alphaproteobacteria aber auch
Deltaproteobacteria und Nitrospira. Auch einige Gwproteobacteria wurden gefunden (Lefevre,
Viloria et al. 2012).

1.2.Biomineralisierung in den Magnetosomen und Einflals®ren

Unter Biomineralisierung versteht man die Entstghamorganischer Kristalle mit spezifischer Gro3en-
und Formencharakteristik innerhalb eines biologscBystems.

Die Magnetosomenmembran als abgegrenzter Raunfisdhbéi die chemischen Voraussetzungen fur
die Biomineralisierung des Magnetits und schitetZille vor moglichen toxischen Nebenprodukten.

Die Magnetosomenmembran entsteht aus einer Einsigilder cytoplasmatischen Membran (Komeili
2012). Die Membranvesikel kénnen unter Eisenmargifigungen auch leer sein und keine
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Magnetosomen enthalten. Die Magnetitbildung setfdrs nach Eisenzugabe ein und kann nach kurzer
Zeit beobachtet werden (Komeili, Vali et al. 2004).

Dass Magnetosomen Gebilde der cytoplasmatischenbvéamsind, in denen Magnetitkristalle gebildet
werden, zeigten Komeili et al. bigli. magneticunAMB-1 durch Elektronen-Kryotomographie. Hierbei
wurden keine klar von der Membran abgegrenzten Mi@gomen gefunden, so dass es mdoglich ist,
dass diese wahrend der gesamten EntwicklungszedenMembran verbunden bleiben (Komeili, Li
et al. 2006; Katzmann, Scheffel et al. 2010). Aeltzmann et al. konnten keine eindeutig abgeldsten
Magnetosomen béil. gryphiswaldensénden (Katzmann, Scheffel et al. 2010).

Die Eisenaufnahme ist bei den meisten MTB auch den Sauerstoffkonzentration der Umgebung
abhéangig. Trotz der hauptsachlich mikroaerophilesbdnsweise setzt die Eisenaufnahme und
Magnetitbildung bei den Bakterien erst bei sehringem Sauerstoffgehalt, bei nahezu aneroben
Bedingungen ein (Rosenblatt, Frankel et al. 1985)ist nicht bekannt, ob es sich hierbei um eine
genetische Regulation handelt, oder durch die \teémgen der Eisenverfiigbarkeit unter anaeroben
Bedingungen bedingt ist. Magnetotaktische Bakteaidcumulieren grofRe Mengen Eisen intrazellular.
Diese Menge liegt bis zu 100 x héher als bei angan&htmagnetischen Bakterien wie z.B.:coli
(Komeili 2012).

Wie die Synthese des Magnetits genau ablauft ishebi unklar. Fur die Initialisierung der
Kristallbildung muss die chemische Umgebung so fimeit werden, dass konzentriertes Eisen einen
Magnetitkern bilden kann. Magnetit enthaléFend Fé*-lonen.

Frankel et al. vermuteten b&l. magneticumeinen Weg, bei dem l6sliches Eisen zuerst in eine
Ferrihydrit-Vorstufe oxidiert wird, dann in die Magtosomen transportiert wird und dann teilweise
wieder reduziert wird, um Magnetit zu bilden. Did&rmutungen basieren darauf, dass wenig dichtes
Ferrinydrit und l6sliches Femit der Zellfraktion assoziiert gefunden wurdeghrend hoch dichtes
Ferrihydrit und Magnetit in der Magnetosomenfraitgefunden werden (Frankel, Papaefthymiou et al.
1983).

Auch Fdez-Gubieda et al. haben Ferrihydrit bei MiSiRachgewiesen, wobei es sich um den Eisenkern
des Bfrs handeln soll. Der Anteil des Ferrihydnghm mit zunehmender Magnetosomensynthese ab,
was nicht fur eine Magnetit-Vorstufe sprach, sondéir das Bfr als eine Eisenquelle fur die
Magnetosomenbildung (Fdez-Gubieda, Muela et al3R01

Faivre et al. beschrieben ein ferritinartiges Hmtevelches vor allem in der Membranfraktion von
M. gryphiswaldenseachgewiesen wurde (Faivre, Bottger et al. 2007).

Die Morphologie der Magnetitkristalle wird auch dardie Aufnahmerate des Eisens beeinflusst.
Schnell wachsende Kristalle sind strukturell wenigerfekt als langsam wachsende Kristalle (Faivre,
Menguy et al. 2008). Kleine Magnetitkristalle sisperparamagnetisch, d.h., dass die Richtung des
Dipolmoments ist nicht stabil. Ab einer Gréf3e va@bnm entstehen stabile Ein-Domén-Kristalle, was
wichtig fur die Fahigkeit der Ausrichtung der Zellam Erdmagnetfeld ist.

Da die Produktion von Magnetosomen fur biotechnsldge Anwendungen, wie die Immobilisierung
von Enzymen, relevant ist (Ginet, Pardoux et al.130wird versucht, die Magnetosomen im grof3en
Malf3stab herzustellen. Hier ist es vor kurzem gedandiese iflRhodospirillum rubrunzu produzieren,
welches aufgrund der relativ nahen Verwandtschadt hiotechnologischen Relevanz geeignet schien
(Kolinko, Lohsse et al. 2014).
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1.3. Genetik vorMagnetospirillum gryphiswaldensend Proteinausstattung der
Magnetosomenmembran

Die Magnetosomenmembran enthélt ein einzigartiggsv8n Proteinen, welches die Membran von
anderen bekannten Membranen deutlich unterschéfiiele dieser Proteine zeigen Charakteristika
typischer Membranproteine und sind fest an die M&ggomen gebunden, andere scheinen mehr oder
weniger hydrophil zu sein und kénnen mit mildenddgénzien abgeldst werden (Schiler 2004). Im
Magnetitkristall selbst befinden sich hingegen keRroteine (Tanaka, Arakaki et al. 2010; Tanaka,
Mazuyama et al. 2011).

Die Gene fur diemam-(magnetosome membrane) und/odems-(magnetic particle membrane
specific)-Proteine, sind bei magnetotaktischen &addwh in der Magnetosomeninsel (magnetosome
island, MAI), einem 80 - 150 kb groRen Abschnittliest (Grinberg, Wawer et al. 2001; Grinberg,
Mdller et al. 2004).

Sie wurde bei allen bisher analysierten MTB gefundend zeigt konservierte strukturelle
Charakteristika. 152 Gene sind konserviert, wolsiod 28 exklusiv nur bei magnetotaktischen
Bakterien und nicht bei unmagnetischen Bakteridargien wurden (Jogler und Schiler 2009).

Die MAI ist instabil und kann durch Mutation odeel®mbination spontan verloren gehen, wobei dies
durch Stress gefdérdert wird, wie dies z.B. durdibbten Sauerstoffpartialdruck oder Kalte in MSR-1
entsteht (Schubbe, Kube et al. 2003).

Einige MTB - spezifische Proteine, die keine Hongidozu Proteinen nichtmagnetischer Organismen
zeigen, sind beispielsweise MamG, F, D, C, J, WY XMms6, MmeA und MtxA (Griinberg, Wawer
et al. 2001; Grunberg, Mller et al. 2004).

Charakteristische Proteinfamilien, zu denen diarmleren Proteinen homologen MM-Proteine gehéren
sind z.B.: TPR-haltige (tetratricopeptide repdaoteine (MamA), CDF-Transporter (cation diffusion
facilitator, MamB und MamM), HtrA-artige Serin Pesisen (MamE, MamP, MamOQ), Actinartige
Proteine (MamK) und Transportproteine (MamH und N{Bm

Die Biomineralisierung der Magnetosomen wird nicht durch die Gene der MAI kontrolliert. Auch
andere Gene, wie beispielswefse spielen fur die korrekte und vollstdndige Magnetoenbildung
eine Rolle.

Fur die Bildung von Magnetosomen missen bestimregiokbedingungen geschaffen werden, da es
sich bei Magnetit um ein Eisenoxid [Fell(Feldy] mit gemischten Valenzen handelt. Dies erfordert
ein ausgewogenes Fe(Il)/Fe(lll)-Verhaltnis fur Bigzipitation des Magnetits (Li, Sabaty et al. 2014
Hierbei wurde auch die Funktion von NirS deutligtiner Nitritreduktase mit Eisen(ll):Nitrit-
Oxidoreduktasefunktion, die fur die Bereitstelludgs oxidierten Eisen fUr die Préazipitation des
Magnetits eine wichtige Rolle spielt (Li, Bali dt 2013).

Magnetosomen haben eine klare kettenartige Orgeomisavelche durch angrenzende cytoskelettartige
Filamente gewahrleistet wird. Bel. magneticunAMB-1 soll hierfir MamK verantwortlich sein, denn
mamkDeletionsmutanten fehlte die kettenartige Orgatios der Magnetosomen (Komeili, Li et al.
2006).

FurM. gryphiswaldenseurde dies nicht bestatighamkDeletionsmutanten vol. gryphiswaldense
zeigten im Vergleich zum Wildtyp keine veranderteorfphologie, bildeten jedoch weniger
Magnetosomen (Katzmann, Scheffel et al. 2010).
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Bei den Proteinen MamGFDC ist die Funktion bishdsakannt (Jogler und Schiler 2007). Sie haben
keine Gemeinsamkeiten mit bekannten Transportera, also vermutlich nicht involviert in den
Eisentransport in die Vesikel. Wenn MamGFDC fehliarden kaum Effekte auf die Kristallbildung
festgestellt, diese waren lediglich kleiner. Darahech die beobachteten Vesikel kleiner waremjdsit
klar, ob die VesikelgroRe oder die Eisenzufuhr des Aul3enraum die Grof3e begrenzten (Scheffel,
Gardes et al. 2008).

Die Hemmung des Kristallwachstums ist auRerdemhgadiig von der Eisenverfligbarkeit im Medium.

Wabhrscheinlich ist, dass MamGFDC die physikocheh@a Bedingungen in den Vesikeln regulieren
(Scheffel, Gardes et al. 2008), denn es zeigte diads Grolle und Form von Magnetitkristallen sehr
stark von den Redoxbedingungen wahrend der Synbeeseflusst werden (Heyen und Schiler 2003).

MamB und MamM gehoéren zu den CDF und scheinen kexeplnd essentielle Funktionen bei der
Magnetosomenbildung zu erfillen. Unter anderem siedam Eisentransport in die Magnetosomen
beteiligt. Beide Deletionsmutanten bilden keine Ketikristalle aus, wahrend b&mamBMutanten
auch keine Membranvesikel gebildet wurden. Beid#dine sind hochkonserviert und bisher bei allen
untersuchten MTB gefunden worden. Dabei ist dibif@E von MamB von MamM abhangig, da diese
ein Dimer bilden (Uebe, Junge et al. 2011).

MamM ist auRerdem direkt an der Regulation des t&lhgachstums und der Initiation des
Kristallwachstums beteiligt. Mutationen innerhatbschamMs (fiihrt zu einem Ersatz von ASglurch
Alanin) férderten die Bildung von Hamatit-Kristati¢Uebe, Junge et al. 2011). Dies kdnnte durch eine
Verdnderung des pH-Wertes in den Vesikeln bedingin,sda CDF-Transporter generell
Protonenantiporter sind, oder aber durch den veatenian Transport reduzierten Eisens in die Vesikel
(Kambe 2012).

1.4.Eisen

Die wichtige Rolle des Eisens fir die sehr stagesgisierten MTB wurde bereits dargelegt.

Eisen ist aber generell flr das Leben auf der Bicle wegzudenken, obwohl es potentiell toxisch und
in vielen Habitaten schlecht bioverfiigbar ist. &sein wichtiges Spurenelement und Teil von aktiven
Zentren einiger Enzyme, Elektronentransfer- unde8stafftransportproteinen (Touati 2000; Watt
2011).

Es sind die besonderen Eigenschaften des EisenfjrdDrganismen in den oxischen Habitaten nicht
nur von Vorteil sind. Seit sich vor ca. 2,7 Millean Jahren Sauerstoff durch die oxygene Photossathe
in der Atmosphére anreicherte, ist ein Gro3teivdebandenen Eisens nicht mehr biologisch verfiigbar

Eisen liegt unter oxischen Bedingungen, bei neertngbH, als unldsliches Pg108 M) vor und ist
daher in den meisten Habitaten ein wachstumslireitider Faktor. Dies steht im Gegensatz zu
anoxischen und mikroaeroben Habitaten, in denesnkiks F& vorliegt und bis zu einer Konzentration
von etwa 0,1 M gut l8slich ist (Andrews, Robinsdmale 2003).

Obwohl Eisen essentiell ist, ist es gleichzeitigtdfysator fur die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS). Lebende Zellen missen dam Spagat zwischen der Deckung des
Eisenbedarfs und dem Schutz vor Schaden durch R@8ltigen (Watt 2011). Aufgrund der Wirkung
von HO, auf viele Bakterien, ist es nicht verwunderlichssl HO. auch bei der Unterdriickung von
bakteriellen Infektionen eine Rolle spielt (Mehd391).
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Reaktive Sauerstoffspezies wie Superoxidradikalgiperbxidanionen und Wasserstoffperoxid
entstehen natirlicherweise als Konsequenz des eerStoffwechsels (Fridovich 1995; Mishra und
Imlay 2012). Sie kdnnen bei hohen Konzentrationegesteigerten Mutationsraten oder dem Tod der
Zellen fuhren.

Die schwach reaktiven Hyperoxid-Anionen, reagiem@h Eisen zu hochreaktiven und geféhrlichen
Hydroxyl-Radikalen. Dies ist als Fenton-Reaktiorkdint und fiihrt zu Lipidperoxidation, DNA-
Strangbriichen und Reaktionen mit zahlreichen and&ie@molekilen (Halliwell und Gutteridge 1984).

Die Schlusselreaktionen bei der Entstehung oxidatstresses durch Eisen sind folgende:
(1) Eisen-Reduktion: (Hyperoxidanion)Or Fe* M . Fe* + O,

(2) Fenton-Reaktion: P&+ H,0O, M - Fe* + OH + HO (Hydroxylradikal)

(3) Haber-Weiss-Reaktion: (1) + (2):"Q H,0, O FFr#, HO + OH + O,

Entstehung von DNA-Schaden:

HO + DNA M - H»O + DNA-Schéadigung

(Woodmansee und Imlay 2002)

Schitzende Enzyme sind die Superoxid-Dismutasedimdatalase. Dabei wandelt die Superoxid-
Dismutase zwei Superoxidradikale in ein Wassenstoffixidmolekil und molekularen Sauerstoff um:

Superoxid-

2 02+ 2 |_r eﬁsmtﬁ—» 02 + H202

Das von der Superoxid-Dismutase gebildete Wassgrstoxid wird durch die Katalase vernichtet,
indem es die Dismutation von Wasserstoffperoxid/esser und Sauerstoff katalysiert:

2 H,Oo Hﬁ?lmea O +2 HO
(Berg, Tymoczko et al. 2003)

Aufgrund dieser Reaktionen mussten Organismen hiedene Mechanismen entwickeln, um ihren
Eisenbedarf zu decken und sich gleichzeitig vorsthem freiem Eisen zu schitzen.

Dazu gehéren hochaffine Aufnahmesysteme und verdehi Eisenspeicherproteine zur intrazellularen
Eisenspeicherung wie beispielsweise das Dps, welahreallem die DNA vor oxidativem Stress schitzt
(Chiancone und Ceci 2010) sowie auch einige BaKmritine (Figueiredo, Lobo et al. 2012).

Die oben bereits genannten Schutzenzyme wie Katalad Superoxid-Dismutase und auch DNA-
Reparatur-Systeme wie beispielsweise RecA spielea wichtige Rolle bei der Kontrolle des
oxidativen Stresses und seiner Folgen.

Wichtig ist auch die Kontrolle des Eisenbedarfsciudie Regulation von eisenhaltigen Proteinen bei
Eisenlimitation.
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1.5.Eisenhomodostase bei Bakterien

Zur Aufnahme von Eisen aus der Umwelt werden vokt&#en hochaffine Transportsysteme genutzt.
Da Eisen haufig sehr schlecht verfugbar ist, gebiefe Bakterien Chelatoren, die sogenannten
Siderophore, in die Umgebung ab und nutzen diesedas schwer verfiigbare Eisen zu binden
(Matzanke, Miller et al. 1984; Andrews, Robinsoale2003).

Siderophore werden durch spezifische Aufnahmesysten den Zellen aufgenommen, dabei ist die
Produktion der Siderophore und ihrer Rezeptorerctdutie Verfligbarkeit von Eisen reguliert
(Matzanke, Anemduller et al. 2004). Allerdings nelmeiele Bakterien nicht nur die eigenen
Siderophore auf sondern sind in der Lage auch &ihere von anderen Bakterien oder Pilzen, so
genannte Xenosiderophore, zu verwerten (Guerine4)19

Bei vielen Bakterien ist trotz normaler Eisenauimakysteme eine Siderophorbildung unter
Eisenmangelbedingungen méglich (Calugay, Takeyadrah 2006).

Bei Magnetospirillen wurde die Bildung von Sideropm z.T. nachgewiesen. Dazu gehdrt
beispielsweis®l. magneticunfCalugay, Takeyama et al. 2006).

Bei M. gryphiswaldenseurden bisher keine Siderophore gefunden (SchiiidBaeuerlein 1996). Im
Genom vonM. gryphiswaldensdst die Gensequenz eines mutmalilichen Siderophaifesiings
vorhanden (Wang, Wang et al. 2014), was daraufehited, dass unter bestimmten Bedingungen auch
Siderophore voiM. gryphiswaldensgebildet werden kénnen.

Ein weiterer Mechanismus zur Erhéhung der Mengéligbaren Eisens ist die Reduktion des Eisens
vor der Aufnahme durch die Zellen. Einige Bakteridie ausschlie3lich Fe(ll) aufnehmen kénnen, wie
z.B.: Bifidobacterium bifidum(Bezkorovainy, Solberg et al. 1987) ungkgionella pneumophila
(Johnson, Varner et al. 1991; Poch und Johnson)188&sen daher das Fe(lll) vorher reduzieren.

Die Aufnahme von Eisen wird durch Fur (ferric umtategulator) geregelt. Fur ist ein positiver
Repressor. Er reprimiert die Transkription wahreled Interaktion mit dem Co-Repressor {FeBei
Eisenmangel wird Eisen freigesetzt und es erfalyDeibrepression der Fur-regulierten Gene (Andrews,
Robinson et al. 2003).

Fur scheint fur die Biomineralisation durch dierlstaKontrolle des Eisenhaushalts eine zentraleeRoll
zu spielen. Das Fehlen votur fiihrte bei M. gryphiswaldenseMSR-1 zu einer verminderten
Magnetosomenzahl. AuRerdem wurde vermutet, dasSisémtransport von einem cytoplasmatischen
Pool in die Magnetosomen stattfinden kdnnte (U&légt et al. 2010).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Fur-Rezsp A: Wenn Eisen vorhanden ist, werden die
eisenabhéngigen Gene durch Fur blockiert; B: Fustlgich bei Eisenmangel von der Bindungsstellsaliiass
eisenabhéngigen Gene bei Eisenmangel abgelesermkithnen.

Bei M. gryphiswaldensést die Eisenaufnahme auch bei hohen intraze#uldonzentrationen noch
moglich. Fur Dbeeinflusst die Bildung der Magnetosom den Eisentransport und den
sauerstoffabhangigen Stoffwechsel. Der Mechanismes Eisenaufnahme und Homobostase bei
M. gryphiswaldensgst bisher immer noch unklar (Liu, Chen et al. 20Fur wurde allerdings auch bei
M. gryphiswaldensgefunden und scheint auch dort wesentliche Fumétidir die Eisenaufnahme zu
habenFur-Mutanten bilden weniger und etwas kleinere Madkéstalle als der Wildtyp. Auch ist die
gesamte Eisenaufnahme der Zellen reduziert, deszeitulare freie Eisenspiegel aber gleichzeitig
erhoht. Dieses Eisen war hauptsachlich im ferrtigan Molekil gebunden. Die Menge des
ferritinartigen Molekuls war bdur-Mutanten im MéRbauerspektrum signifikant erhohéredings war
dies vermutlich auf eine erhdhte EisenbeladungRieteine zuriickzufihren, was durch die erhéhte
intrazellulare Konzentration an freiem Eisen betlimar (Uebe, Voigt et al. 2010).

Auch Feo scheint einen Einfluss auf die Magnetosdnibdung zu haben. Bei Feo handelt es sich um
einen Transporter fur zweiwertiges Eisen. Wenn HRedé&hlt, fihrt das zu einer Reduktion der
Magnetosomengrol3e und -zahl (Rong, Huang et a8)200

1.6. Eisenspeicherproteine/Ferritinfamilie

Fur die intrazellulare Eisenspeicherung in Bakterstnd drei Typen von Eisenspeicherproteinen
bekannt: Ferritin, das hamhaltige Bakterioferriind das Dps-Protein (DNA-binding proteins from
starved cells).

Alle drei Typen kdnnen gleichzeitig in einem Bakien vorkommen, so z.B. bé&. coli. Sie sind nur
entfernt verwandt, haben aber viele strukturellel funktionelle Gemeinsamkeiten, wie z.B. ihre
Eisenspeicherfahigkeit.

Alle bisher bekannten Eisenspeicherproteine bestalis 24 oder 12 Untereinheiten, die zu einem
kugelformigen Protein mit innenliegendem Hohlraunusammengesetzt sind, welcher als
Eisenspeicher-Reservoir fungiert. Jede Untereintieit zu einem 4x-Helixblndel gefaltet. Die relativ
groBen Ferritine (etwa 500 kDa) kdonnen bis zu 4BMenatome speichern, bei den kleineren
Dps-Proteinen sind es ca. 500 (llari, Stefanirale2000) und bei den und 24-meren Bakteriofeeitin
sind es bis zu 2700 Eisenatome (Laulhere, Labdwuak #992; Baaghil, Lewin et al. 2003).
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Das Eisen wird von den Proteinen in einer loslicherm aufgenommen aber als oxidiertes unlosliches
Eisen gespeichert. Der Eisenspeicherprozess beedign Ferroxidationsschritt, Ferroxidase-Zentren
befinden sich in den jeweiligen Untereinheiten.

Bei den Ferroxidase-Zentren handelt es sich um laehkonservierte Region mit Liganden fir die
Bindung von zwei Eisenionen, welche zu einem Zwisek-Intermediat oxidiert werden.

Das Eisen wandert dann in den innenliegenden Hamlravo ein Ferrihydrit- oder amorpher
Eisenphosphat-Kern gebildet wird.

1.6.1 Ferritin

Ferritin hat ein Molekulargewicht von etwa 450 kied kommt als Eisenspeicherprotein in Pflanzen,
Tieren und Mikroorganismen vor.

Ferritine haben hochkonservierte Strukturen, beiede24 Untereinheiten eine kugelférmige Hiille

bilden. Jede Untereinheit hat ein Molekulargewision etwa 20 kDa. Sie bestehen aus einem
4-Helix-Biindel und einer weiteren kurzen Helix arte@minalen Ende der Polypeptidkette (Lewin,

Moore et al. 2005).

Die Ferritine von Saugern sind aus H- und L-Untereiten aufgebaut, wobei sich die
Zusammensetzung des Ferritins je nach Gewebe ohe&ddet. Eisenspeichernde Organe wie z.B. die
Leber enthalten Ferritine, die bis zu 90 % aus ltettinheiten bestehen. Organe wie das Herz, fur die
eher die Entgiftungsfunktion wichtig ist, habenriare, die bis zu 2/3 aus H-Untereinheiten bestehe

Der &uf3ere Durchmesser eines Ferritinmolekuls gelra - 13 nm, der innere bei 7 - 8 nm (Harrison
und Arosio 1996).

Durch einen Defekt des Eisenspeicherproteins kerigt es sogar beim Menschen mdglich, dass
Magnetit im Gehirn abgelagert wird (Hautot, Pankhet al. 2007).
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1.6.2 Bakterioferritin (Bfr)

Bakterioferritine gehéren aufgrund der funktionell&hnlichkeiten mit Ferritinen zur Familie der
Eisenspeicherproteine, obwohl diese nur eine emndeverwandtschaft verbindet (Andrews, Smith et
al. 1991).

Bfr enthélt im Gegensatz zum normalen Ferritin, 2avischen je zwei Untereinheiten gebundenes
Ham b. Ham b bindet dabei nicht kovalent an zweihibamin-Reste (Frolow, Kalb et al. 1994).

Met52

—

=S (T S S
F a\ MetS2 ; » (
/{ ) N| |

Abbildung 2: Schematische Darstellung der intra-gliem, intermonomeren Hambindungsstelle von E.&Bfoli-
Dabei wird das Ham durch je ein Méginer Untereinheit koordiniert (Le Brun, Crow ét 2010).

Uber die Bedeutung des Hams fiir die Bildung desrikisrns und die Speicherung des Eisens gab es
viele Vermutungen.

Andrews et al. stellten beispielsweise fest, dags hamfreie Varianten von Bfr bis zu viermal mehr
Eisen speicherten als ein hamhaltiges Bfr. Dahedevangenommen, dass das gebundene Ham eine
Rolle fur die Eisenfreisetzung aus dem Bfr spidlidrews, Le Brun et al. 1995). Eine Bedeutung fur
die Bildung des Eisenkerns wurde bis dahin nicstigiestellt. Allerdings zeigten Wong et al, dass Ham
im E. coli-Bfr die Bildung des Eisenkerns beschleunigte (Wdakizgdulgadir et al. 2012).

Denkbar ware, dass ein Elektronentransfer in diere Kammer des Bfr durch Ham stattfindet, wobei
die Elektronen zur Reduktion des®*Feu Fé&*flihren. Danach kdnnte das mobilisierte Eisen ddieh
Kanale in der Proteinoberflache freigesetzt werdda.Eisenfreisetzung aus dem Bfr ist unabhéngig
vom Ferroxidase-Zentrum (Richards, Pitts et al.6)99

Eisenkerne von Ferritinen haben einen geringeresphatgehalt als die von Bakterioferritinen (Lewin,
Moore et al. 2005). Phosphat scheint bei Bfr etagraler Bestandteil der Kerne zu sein, wahrend es
bei Ferritinen eher auf dem Kern aufliegt (Rohtggm et al. 1990).

Wahrend der Eisenkernbildung dds coliBfrs wirkt das Zweieisen-Ferroxidase-Zentrum als
katalytisches Zentrum, welches zwischen den di-Rend den Uberbriickten di-Feé=ormen wechselt
(Abbildung 3) (Le Brun, Crow et al. 2010).

Die Reduktion des katalytischen Zentrums findetH@inen Elektronentransfer vor?Fim den inneren
Hohlraum statt, welcher durch Hisund Asp° koordiniert wird. Dies ist von Bedeutung fur den
Elektronentransfer zum Ferroxidase-Zentrum. AlskEtmenakzeptor dienen.@der HO, (Crow,
Lawson et al. 2009).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Eiseratigsh am Ferroxidasezentrum von Bfr. Das
Ferroxidasezentrum gewahrleistet den Elektronergfanvom F& zu einem Elektronenakzeptor wie @ler
H.O, (Crow, Lawson et al. 2009).

Viele bfr-Gene sind mitbfd-Genen assoziiert (Bfr-associated ferredoxin). Becoli werden die
bfd-Gene bei Eisenmangel induziert. Es gibt Hinwetsesss Bfr und Bfd interagieren, wobei Bfd als
Vermittler bei Eisenmangel fur die Freisetzung #sen aus dem Bfr dienen kénnte. Bfd ist ein kigine
positiv geladenes Protein, welchen ein [2Fe-2Sk@uenthalt (Em = -254 mV). Dieses Protein wird
unter Eisenmangelbedingungen exprimiert, was fie &olle bei der Eisenfreisetzung spricht (Quail,
Jordan et al. 1996).

Auch beiMagnetospirillumgryphiswaldensevurde einbfd-Gen gefunden (MGR_0531).

1.6.3.Das Dps-Protein (DNA-binding proteins from starvazlls) am Beispiel von
E. coli

Dps-Proteine kommen in vielen Bakterien vor. Sreldidufig in der Lage DNA zu binden, Eisen zu
speichern und besitzen Ferroxidase-Aktivitat.

Sie schutzen die DNA vor schadlichen Umwelteinfissndem freies Fézusammen mit D, am

Dps oxidiert wird. Zwei Fe(ll)-lonen werden durcin é4,0, oxidiert. Die Anwesenheit von Dps
verhindert die Bildung von Hydroxylradikalen, diasansten bei der Fentonreaktion entstehen und
Zellbestandteile wie die DNA schadigen kdnnen (Zleci et al. 2002; Calhoun und Kwon 2011).

A. 1 Fe?* + 1 H,0, —» Fe** + OH™ + OH -

Fenton-Reaktion

B. 2 Fe’* + 1H,0, + 2H,0 - 2 FeOOH + 4 H* %OH-

Oxidation von Eisen am Ferroxidasezentrum

Abbildung 4: Oxidation von Eisen durch Fenton-Remktund am Ferroxidasezentrum. Hierbei entstehen
unterschiedliche Reaktionsprodukte. A: Fenton ReaKtihrt zur Entstehung von reaktiven Hydroxylkadeén,

die Zellkomponenten schadigen; B: Die Oxidation f&gen am Ferroxidasezentrum fuhrt nicht zur Eisiey
von reaktiven Sauerstoffspezies, gleichzeitig windviolekil HO; abgebaut (Calhoun und Kwon 2011).

Dps-Proteine werden nur unter Stressbedingungéil steprimiert, wodurch die Bakterien besonders
resistent gegenuber Stress werden (Stephani, Weethal. 2003).

11
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Es konnte gezeigt werden, dags coliWildtypzellen und auchAdpsMutanten, wahrend des
exponentiellen Wachstums sensitiv auf die Zugalnel\somM HO. reagierten, wahrend ausgehungerte
Wildtypzellen 20 min langer als ausgehungettipsMutanten einer Exposition mit 45 mM.6;
standhielten (Almiron, Link et al. 1992).

Dps-Proteine bestehen aus 12 Untereinheiten, dieb@im Ferritin zu einem kugelférmigen Protein
zusammengesetzt sind (Grant, Filman et al. 19@8)e WUntereinheit besitzt ein Ferroxidasezentrum,
wobei sich diese jeweils an den Grenzflachen zoabtlebarten Untereinheit befinden (Zhao, Ceci et al.
2002). Es werden bis zu 500 Eisenatome in einemNDgdekil gespeichert (Zhao, Ceci et al. 2002).
Der Eisenkern ist dem des Pferdeferritins ahnlioct enthalt bis zu zehn Phosphate pro Dps - Protein
(Castruita, Saito et al. 2006).

1.6.4.Ham und Cytochrom

Ham-Gruppen spielen eine wichtige Rolle fur veredene Enzyme (z.B.: Katalase), Cytochrome,
Transportproteine (z.B.: Hamoglobin) und Elektran@msportprozesse (z.B.: Bfr).

Sie bestehen aus einem Porphyrin-Grundgertst, e®lein Eisenion als Zentralatom enthélt. Die
verschiedenen Ham-Gruppen unterscheiden sich durtbrschiedliche gebundene funktionelle
Gruppen voneinander (Abbildung 5).

Cytochrome, welche eine Vielzahl von Ham-Gruppethaten kdnnen, kommen in der Natur haufig
vor. Sie sind an Elektronentransferreaktionen bgteindem das enthaltene Eisenion zwischen den
Oxidationszustéanden wechselt.

Ham b, welches auch Bestandteil des Bfrs ist, hesigs Protoporphyrin IX, welches ein Eisenion als
Zentralatom enthélt. Es findet hier keine kovaleBiadung des Hams an das Protein statt. Ein
konserviertes Methionin ist bei Bfr fir die Bindudgs Hams verantwortlich (Penfold, Ringeling et al.
1996) (Abbildung 2).

Ham c, welches z.B. Bestandteil des Cytochrom €sigs kovalent Gber zwei Cysteine gebunden,
wahrend andere H&m-Typen nicht-kovalent gebundedeme(Roat-Malone 2008).

4 CHs = CHy
SHa [
HsC H3C
CH,
HaC CH;  HC CH,
0™ “oH @ OH 07 oy o7 oM
Porphyrin-Geriist Him b Hiam ¢

Abbildung 5: Porphyrin-Grundgeriist und verschiededaraus abgeleitete Ham-Typen. Die ham-bindenden
Cysteine des Proteins, an denen Ham C kovalent rgiglou ist, sind markiert. Bildquellen vom 23.06.15,
upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a2/Porphgr General_Formula_V.1.svgcommons. wikimedia.org/
wiki/File:Heme_b.svg#/media/File:Heme_b.svguplo@kimedia.org/wikipedia/commons/f/fe/Heme_c_
structure.svg

12



1.6.5.Ziel der Arbeit

Bakterioferritin gilt gemeinhin als ein Eisenspeagbrotein der Bakterien. BéWlagnetospirillum
gryphiswaldensevurde zusatzlich die Rolle dieses Eisenspeich&pm® als eventueller Vorlaufer des
Magnetits diskutiert, da Bfr gré3ere Mengen Eigeainem geordneten Eisenkern speichern kann und
der genaue Weg der Magnetosomensynthese bishekl@rgst.

Bei M. gryphiswaldenseurden zwebfr-Gene gefunden, die operonartig organisiert sinels Deutete
auf ein Bfr mit zwei verschiedenen Untereinheitém Wwas sehr ungewdhnlich ist und daher weiterer
Klarung bedarf.

Auch soll die Zuordnung dieses ferritinartigen Bno$ zu den Bakterioferritinen Gberpruft werden, da
es in bisher aufgenommenen MoéRbauerspektrum ungeiiid Aufspaltungscharakteristika aufwies.

Eine weitere ungewdhnliche Beobachtung war, dass MibRbauersignale des Bfrs in der
Membranfraktion beobachtet wurden, so dass diectlultére Lokalisation des Bfrs zu klaren war.

13
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2. Materialien

2.1. Gerate
Bezeichnung Hersteller
Biologic LP low-pressure chromatography system Rad

Inkubator Innova 4330

New Brunswick

Gefriertrockner Lyovac GT 2

Leybold

Ultrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer

Asham Biosciences

Ultrospec 1000

Amersham Biosciences

Spectro Size 300, Dynamische Lichtstreuung Xtatepts
Odyssey System LI-COR

Xcell SureLock Invitrogen
Xcell 1l Blot Module Invitrogen
Reinstwassersystem Micro TKA

iIMark Microplate Reader Biorad

LAS-Kamera

GE Healthcare

2.2. Software

Bezeichnung

Hersteller/Quelle

Office 2013

Microsoft

Inkscape 0.91

inkscape.org/de

Serial Cloner

SerialBasics

Gimp

www.gimp.org

NCBI Conserved Domain Database
(Marchler-Bauer, Derbyshire et al. 2015)

http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtm
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2.3. Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Reinheit
2-Propanol Carl Roth GmbH + Co. KG > 99,8 p.a.
>Fe Cortecnet 97 %
Aceton Carl Roth GmbH + Co. KG| > 99,8 %
Acrylamidldsung Rotiphorese Gel Carl Roth GmbH + Co. KG | fur die

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

Gelelektrophorese

Agar select

Sigma-Aldrich

Fur die Mikrobiologie

Agarose, RNase frei, DNase frei, Prote

frei fir Agarosegelelektrophorese

aSigma-Aldrich

Far die
Molekularbiologie

Amersham ECL Plus,

Chemolumineszenzlésung fur Western

GE Healthcare

Blot

Ammoniumacetat Merck Millipore p.a.
Ammoniumchlorid NHCI Merck Millipore p.a.
Ammoniumperoxidisulfat (APS) Merck Millipore p.a.
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth GmbH + Co. KG > 99 %
Ascorbinsaure Carl Roth GmbH + Co. K&  p.a.

Biotin Carl Roth GmbH + Co. KG| >98,5 %
Borsaure HBOs; Sigma-Aldrich 99 %

Brillant Blau R250 Carl Roth GmbH + Co. KG  Fir Laboecke
Bromphenolblau Natriumsalz Merck Millipore ACG
Calciumchlorid CaCl Merck Millipore p.a.
Citronensaure Merck Millipore Zur Synthese
Conalbumin aus Hihnereiweis Sigma-Aldrich >98 %
Cyanocobalamin Vitamin B12 Sigma-Aldrich 99 %
Diaminobenzoesaure Dihydrochlorid Sigma-Aldrich %99
Dinatriumhydrogenphosphat bl#PQ; x | Merck Millipore p.a.

2 H.0

di-Natrium-Tartrat Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG reinst
DL-Tyrosin Sigma-Aldrich 99 %
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Eisen(ll)-sulfat Carl Roth GmbH + Co. KG p.a.
Eisen(lll)-citrat Sigma-Aldrich 97 %
Eisenstandard, Titrisol, 100 mg Fe@l | Merck -

15 % HCI, aufgefullt auf 1 | mit
Reinstwasser, fur Ferrozine-Test

Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG 100 %, p.a.
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG  p.a.
Ethidiumbromidlésung, 0,025 % Carl Roth GmbH + €&
Ethylendiamintetraessigsaure Merck Millipore p.a.
Dinatriumsalz Dihydrat, (EDTA)

Titriplex

Ferritin aus Pferdemilz Sigma-Aldrich -

FerroZine (3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(4- Sigma Ultra
Phenyl-Sulfonsaure)-1,2,4-Triazin

Folsaure Sigma-Aldrich 98 %

Glukose Serva Analytical grade
Glycerin Sigma-Aldrich 99 %

Glycin Merck Millipore -

Harnstoff Sigma-Aldrich 98 %
Hefeextrakt Thermo Scientific (Oxoid) For invitreagnostic
Hepes Carl Roth GmbH + Co. KG 99 %, cellpure
Imidazol Merck Millipore p.a.

IPTG, Dioxan frei Thermo Scientific -
Kaliumdihydrogenphosphat Merck Millipore reinst

KH2PQ,

Kaliumhexacyanidoferrat(lll) Sigma-Aldrich Reagent plus
K3[Fe(CN)]

Kaliumhydroxid KOH Carl Roth GmbH + Co. KG| > 85 %, p.a.
Kaliumlactatlésung (50 %) Carl Roth GmbH + Co. KG  eilfst.
Kaliumpermanganat Merck Millipore p.a.
Kobalt(ll)-chlorid Hexahydrat Coglk 6 | Merck Millipore p.a.

H.O
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Kupferchlorid Dihydrat CuGlIx 2 O

Sigma-Aldrich

p.a.

Magnesiumsulfat MgS©

Sigma-Aldrich (Fluka)

p.a.

Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat Mn&k
4 H,0

Sigma-Aldrich

Reagent plus

Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG  p.a.
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG| Blotting grade
Mops-Puffer Carl Roth GmbH + Co. KG > 99 %
Natrium-Acetat Carl Roth GmbH + Co. KG  p.a.
Natriumchlorid Merck Millipore p.a.
Natriumdithionit Sigma-Aldrich (Fluka) >85%

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva Research grade
Natrium-Formiat Carl Roth GmbH + Co. KG  p.a.
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH + Co. KG 99 %, p.a.
Natrium-Malonat, pH 5,0 Hampton Research fur diestétlographie
Natrium-Molybdat Dihydrat NaMoOs x | Carl Roth GmbH + Co. KG | > 99,5 %, p.a.

2 HO

Neocuproin Sigma -
Nickel(Il)-chlorid NiCl> x 6 HO Carl Roth GmbH + Co. KG| p.a.

Nicotinsaue Carl Roth GmbH + Co. KG > 99 %
p-Aminobenzoesaure Sigma-Aldrich >99 %
Pantothensaure Sigma-Aldrich >99 %

PEG 400 Carl Roth GmbH + Co. KG  Rotipuran

PEG 4000 Carl Roth GmbH + Co. KG  Rotipuran
Pepton Thermo Scientific (Oxoid) -

Pepton (Soja)

Carl Roth GmbH + Co. K(

N
b -

Phenyalanin Carl Roth GmbH + Co. KG > 99 %, cellpure
Proteaseinhibitor-Cocktail, EDTA- frei Sigma-Aldhic -

Pyridin Sigma-Aldrich p.a.

Pyridoxine HCL Sigma-Aldrich -

Riboflavin Sigma-Aldrich -

Rinder Immunglobulin G Sigma-Aldrich -
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Saccharose Merck Millipore Zur Dichtegradienten-
zentrifugation

Salzsaure Carl Roth GmbH + Co. K& p.a.

TEMED (N,N,N',N'- Carl Roth GmbH + Co. KG| p.a.

Tetramethylethylenediamin, 1,2-

Bis(dimethylamino)-ethan) 99 %

Thiamin HCL Sigma-Aldrich -

tri-Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG p.a.

Tris Pure Biomol GmbH -

Tris(2-chlorethyl)phosphin-Hydrochlorid Carl Roth GmbH + Co. KG| > 98 %

(TCEP)

Tris-HCI Carl Roth GmbH + Co. KG| > 99 % p.a.

Triton X-100 Carl Roth GmbH + Co. KG| Reinst.

Tryptophan Carl Roth GmbH + Co. KG > 99 %, Cellpure

Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG -

Zinksulfat Heptahydrat ZnS&X 7 HO Merck Millipore p.a.

2.4. Verbrauchsmaterialien und Saulen

Bezeichnung Hersteller

Macrosep 100 K Zentrifugenkonzentrator Pall Filtron

Sterilfilter 0,2 um, PVDF Carl Roth GmbH + Co. KG

Sephacryl S300 HR GE Heathcare Life Sciences

Bio-Scale Mini Macro-Prep High Q 1 ml Bio-Rad

Cartridge

HisTrap HP 1 ml GE Healthcare

Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF) Bio-Rad

SPECTRAPOR Dialyseschlauch, 3500 Da Spektrum Méethidastries
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2.5. Kits
Bezeichnung Hersteller Verwendung
DNA isolation Kit Seqlab Isolation genomischer DNA
Rapid DNA Ligation Kit Thermo Scientific Ligationon Vektor und Insert
HiYield PCR Clean Up Kit SLG Aufreinigung von PCReukten
NucleoSpin Plasmid Kit Machery Nagel Plasmidpréapana
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Riokonzentrationsbestimmung
Structure Screen 1 & 2 HT-96 Molecular Dimensions ristéllisation von Bfr

2.6. Puffer und Losungen

Bezeichnung

Verwendung

Zusammensetzung oder
Hersteller

Coomassie-
Entfarbeldsung
(Merril 1990)

Entfarben von
Polyacrylamidgelen

40 % (v/v) | Methanol
10 % (v/v) | Reine Essigsaure

Ad 11 HO

Coomassie-Farbeldsung-arben von

(Merril 1990)

Polyacrylamidgelen

0,1% Brillant Blau R250
50 % (v/v) | Methanol

10 % (v/v) | Reine Essigsaure

Ad 11 HO
FastDigest Puffer DNA-Verdau Thermo Scientific
(10 x)
FerroZine-Test, Ferrozintest zur 1,2N HCI

L6sung A

Eisenbestimmung

4,5 % (w/v) | Kaliumpermanganat KMn©

Beide Losungen wurden
unmittelbar vor Gebrauch im
Verhaltnis 1:1 gemischt.
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FerroZine-Test, Ferrozintest zur 9,79 Ammoniumacetat
Lésung B Eisenbestimmung L
8,89 Ascorbinsaure
80 mg FerroZine
80 mg Neocuproin
Ad H-0 25
mi
Sammelgelpuffer Polyacrylamid- 0,5M Tris-HCI
elelektrophorese
g P pH 7,6
SDS-Protein- Polyacrylamid- 126 mM Tris-HCI pH 6,8
Probenpuffer (2 x elelektrophorese
P (2% g P 20 % Glycerin
4% SDS
0,02 % Bromphenolblau
Spurenelemente, Bestandteil des MSR- | 5,2 g Na-EDTA
modifiziert ohne Eisen,| Standardmediums
mit EDTA 30 mg HaBOs
(Widdel 1983) 100 mg MnClz x 4 HO
190 mg CoChk x 6 HO
24 mg NiCl2 x 6 HO
2mg CuChk x 2 HO
144 mg ZnSQ; x 7 HO
36 mg Na:Mo x 2 HO
Ad H:O 11 | Der pH-Wert wurde mit NaOH
auf 6 - 6,5 eingestellt und die
Spurenelemente autoklaviert
TAE-Puffer (50 x) Agarose- 242 ¢ Tris
) Gelelektrophorese . L
Tris-Acetat-EDTA 57,1 mi Reine Essigsaure
(Sambrook und Russel 100 mipH | 0.5 M EDTA
2001) mip ’
8,0
pH 8,0
TBS-Puffer (1 x) Western Blot 25 mM Tris
0,15M NaCl

Der pH-Wert wurde auf 7,4
eingestellt
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TBST-Puffer (1 x) Western Blot 1x TBS-Puffer
0,1 % Tween 20
TE-Puffer (1 x) DNA-Isolation 10 mM Tris-HCI
Tris-EDTA
1mM EDTA
pH 8,0
Trenngelpuffer Polyacrylamidgel- 15M Tris-HCI
elektrophorese
pH 8,8
Tris-Glycin-Puffer Polyacrylamidgel- 30¢g Tris Base
(10 x) elektrophorese _
144 g Glycin
2.7. Kulturmedien
LB Medium (lysogeny broth) | 10g Pepton
(Lennox 1955)
5¢g Hefeextrakt
5¢g NacCl
(100 pg/ml) (Ampicillin)
LB-Agarmedium 10g Pepton
5¢g Hefeextrakt
5¢g NacCl
12 g Agar
(200 pg/ml) Ampicillin
M9 Medium (10 x) 759 NaHPO, x 2 HO
(Miller 1972)
309 KH2PQ
5¢g NacCl
109 NH4CI
M9 Medium modifiziert (1x) 100 ml 10 x M9 Medium
10 mi Glukose (40 %)
1ml MgSQOs (1 M)
1ml CaCkt (0,1 M)
4 ml Aminosauremischung
1ml Vitamine
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Aminosauremischung 100 pg/ mi Tryptophan, Phenylalanin,
Tyrosin
MSR-Medium (Schaler und 10 ml HEPES (1M)
Baeuerlein 1996
) 3ml Kaliumlactatlésung (50 %)
39 Soja-Pepton
0,1¢g Hefeextrakt
4 ml NaNGs (1 M)
1ml KH2PQO; (100 g/l)
6 ml MgSQ; x 7 HO (0,1M)
5 mi Fe(ll)-Citrat
1ml Spurenelemente (Widdel)
ohne Eisen
= pH 7,0 mit NaOH
= Add 1|
= Hungate-Réhrchen
wurden vor dem
Autoklavieren mit
Argon begast
Vitamine fur M9-Medium, 12 g Pyridoxin HCL
100 ml, steril filtriert L
2,39 Nicotinsaue
129 Pantothensaure
19 Riboflavin
19 Thiamin HCL
0,29 p-Aminobenzoesaure
0,1¢g Cyanocobalamin
10 mg Folsaure
6 mg Biotin
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2.8. PCR-Reagenzien, Plasmide, Marker, Antikdrper unziyire

Bezeichnung

Verwendung

Hersteller

BamHI fast digest

Schneiden von DNA

Thermo Scientif

ATP

Phosphorylierung von
DNA

Thermo Scientific

BspHI fast digest

Schneiden von DNA

Thermo Scientif

dNTP-Mix

PCR

Thermo Scientific

FastAP thermosensitive
Alkaline Phosphatase

Dephosphorylierung
von Vektor-DNA

Thermo Scientific

Mass Ruler, prestained,

vorgefarbter Gro3enmarker flr

die SDS-Gelelktrophorese

Denaturierende
Gelelektrophorese

Thermo Scientific

Ncol fast digest

Schneiden von DNA

Thermo Sciemtifi

Ndel fast digest

Schneiden von DNA

Thermo Sciaentifi

pBadHisb Vektor fur Klonierung | Der Vektor war eine freundliche Gahe
von Prof. Dr. Klaus Hantke,
Eberhard-Karls-Universitat Tubinger

Pet15b Vektor fir Klonierung | Der Vektor war eine freundliche Gabe

des Instituts fir Biologie, Universitat
zu Libeck

Pfu Polymerase PCR Thermo Scientific
Primer PCR Metabion
puUC19 Plasmid DNA fur Bfr- | Thermo Scientific

Schutzversuche

T4 DNA Polymerase

5'-3* DNA-Synthese

Thermo Sciiati

T4 Polynucleotide Kinase

Phosphorylierung von
PCR-Produkten vor
Ligation

Thermo Scientific

Peroxidase Conjugate (POD)
Anti-Kaninchen-lgG

Western Blot in
Kombination mit LAS-
Kamera

Sigma-Aldrich

IRDye800 Anti-Kaninchen-lgG

Western Blot in
Kombination mit
Odyssey System

Rockland Immunochemicals
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2.9.Verwendete Bakterienstamme

Die verwendeten Stamme waren eine freundliche Gl#veArbeitsgruppe Schiler (Mikrobiologie,
Bayreuth).

MSR-1 Magnetospirillum gryphiswaldens@/ildtyp
(Schleifer, Schler et al. 1991)

Magnetospirillum gryphiswaldendeB | Spontane, nicht magnetischer Mutante von MSR-1,
(MSR-1B) Verlust grol3er Teile magnetosomenrelevanter Pretein

(Schibbe, Kube et al. 2003)

Magnetospirillum gryphiswaldense | MamM-Funktion: Eisentransporter (cdf-Familie), kein
AmamM(MSR AmamM) Magnetosomen

(Jogler und Schiler 2007; Uebe, Junge et al. 2011)

Magnetospirillum gryphiswaldense | Mutante ohnelpsGen
Adps(MSR Adps)

Magnetospirillum gryphiswaldense | Mutante ohndofr-Gene
Abfr (MSR Abfr)

Escherichia coliBL21 Gold E. col T7-Expressionsstamm, Stratagene

Escherichia colXL-1 Blue (E. coli) Expressions- und Klonierungsstamm, Stratagene
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3. Methoden

3.1. Wachstumsbedingungen fiftagnetospirillum gryphiswaldens&amme

Alle MagnetospirillumStamme wurden in nahezu vollen Duran-Flaschen-(®,1) bei 30 °C im
Inkubator in MSR-Standardmedium (Schuiler und Bdeiret996) bei 120 rpm kultiviert. Die Stamme
wurden jeweils mit 10 % des Kulturvolumens aus e#h - Kultur angeimpft.

Die Zellernte wurde durch Zentrifugation bei 5008,>4 °C fiir 20 min durchgefiihrt. Die Zellpellets

wurden einmal in 20 mM eiskaltem Hepes-Puffer, pbl gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
unter den genannten Bedingungen, wurden die treck&ellpellets bei -80 °C bis zum Zellaufschluss
gelagert.

3.2. Einfluss von HO. auf das Wachstum vdvlagnetospirillum gryphiswaldense

Die Anzucht deM. gryphiswaldens&tamme erfolgte durch Inokulation mit einer furt2dei 30 °C
kultivierten Startkultur. Es wurden 10 % (v/v) &artkultur zu 500 ml frischem MSR-Medium in einer
500 ml Duran-Flasche gegeben. Die Kulturen wurdsrb °C bis zu einer Qdgb zwischen 0,26 bis
0,46 auf einem Thermoschiuittler bei 120 rpm kultivie

Um den Einfluss von D, auf M. gryphiswaldens&tamme zu untersuchen, wurden die jeweiligen
Stamme aus der Startkultur auf 50 ml Zellkultudlzesn (Sarstedt) aufgeteilt. Dies erfolgte durch
Giel3en unter der Sterilbank. Die Kulturen wurdemém Zellkulturflaschen bis zur darauffolgenden
vollen Stunde bei 30 °C schittelnd kultiviert.

Unter der Sterilbank wurden nach 16 h jeweils O,5der entsprechenden,B:-Konzentrationen
hinzugegeben und zligig durch Schutteln mit derufwermischt.

Die OD der Kulturen wurde stindlich in den jewedligZellkulturflaschen mit dem Photometer bei
600 nm gemessen und zwischen den Messungen aubdgintler bei 30 °C kultiviert.

3.3. Zellaufschluss del. gryphiswaldensendE. coliZellen

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und die Peletsl g Frischgewicht in 7 ml 50 mM Hepes Puffer,
pH 7,5 mit 1 x Proteaseinhibitorcocktail, EDTA-freiufgenommen. Der Aufschluss erfolgte auf Eis
mit einem Ultraschallstab. Dabei wurden die Zekechsmal fir je 20 s beschallt. Ganze Zellen und
Bruchstiicke wurden durch Zentrifugation abgetré2nt10 min, 5000 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde
erneut zentrifugiert, bei 272.000 x g fur 30 midepbei einem gréReren Volumen bei 100.000 x g, um
Membranen und Igsliche Proteine zu trennen. Mendwaaus 3 ml Lysat wurden in 1 ml 50 mM
Hepes-Puffer, pH 7,5 resuspendiert. Alle Proteineden bei -20 °C gelagert.
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3.4. Herstellung von Praparationen fiur die MoR3bauer-8pskopie

1: Préaparationen fur die Messung ganzer Zellen:z&atellen wurden in MSR-Standardmedium
(Schiler und Baeuerlein 1996) mit 40 |2e-Citrat kultiviert. Dabei erfolgte die Kultivieng in
eisenfrei gewaschenen Glasgefaf3en. Die Zellen wuurdeh Kultivierung bei 30 °C nach 30 h geerntet
und zweimal mit 20 mM Hepes, pH 7,5 gewaschen araden M6l3bauer-Probenbehélter zentrifugiert
(5000 x g, 20 min).

2. Fur die Praparation von lyophilisierten Proteingurden die Zellen wie bereits beschrieben
aufgebrochen und I6sliche und Membranproteine vameler getrennt. Die I6slichen Proteine in 50 ml
Sarstedt Probenbehéltern bei -80°C eingefrorerdana lyophilisiert.

3: Membranen wurden als Pellet oder resuspendié&® imM Hepes-Puffer, pH 7,5 in den MoRbauer-
Probenbehalter gebracht.

4: 16sliche Proteine wurden in den Probenhalteettigrt und in flissigem Stickstoff eingefroren.

Alle Praparationen wurden in flussigem Stickstoifigefroren und bei -80 °C oder in flissigem
Stickstoff gelagert.

3.5. Extraktion von Bfr aus der Membranfraktion durcm3iele

Um Bfr aus der Membranfraktion zu extrahieren, vemrdie Membranen mit Tensid behandelt.

Dafur wurde 1 ml Membran mit 2 % Triton X100, 250/nNaCl und 1x Protease Inhibitor Cocktail
(EDTA frei) in einem Gesamtvolumen von 3 ml fur 1lei Raumtemperatur auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Nicht gelostes Mateviarde fiir 70 min bei 100.000 x g oder fiir 30 min
bei 272.000 x g, bei kleineren Volumina, abzentiéut.

Auler Triton X-100, wurden als Tenside noch Dodeeytosid, SB 12 und N-D-Gluco-N-methyl-
alkanamid (Mega 9) verwendet. Da diese keine MVergggentber Triton X-100 zeigten, wurde fir die
meisten Versuche dieses Tensid verwendet.
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Membranextrakt

mPellet nach
Extraktion

Gesamteisen [%0]

Abbildung 6: Extraktion von MSR-1B-Membranen misekiedenen Tensiden. Die prozentuale Eisenvenigilu
in Uberstand und Pellet wurde mittels BCA- und B&ine-Test bestimmt. Die schwarz-karierten Sauleltes

den Eisen-Gehalt im Pellet nach der Extraktion diie grau gepunkteten Séulen stellen den Eisend{Geha
Extrakt dar.

3.6. Extraktion von Bfr aus der Membranfraktion mit Satmd chaotropen
Reagenzien

Vor der Verwendung von Tensiden wurden bereits mndédglichkeiten getestet, das Bfr aus der

Membran in Losung zu bringen. Hierfur wurden Vaoaén des Puffer-pHs getestet, was keinerlei
Verédnderung bewirkte (ohne Abbildung).

Weiterhin wurden hohe Salzkonzentrationen und Hafinsur Membranextraktion verwendet. Hierflr
wurde die Membran folgendermaf3en behandelt:

Tabelle 1: Inkubation von MSR-1-Membranen mit v@estenen Konzentrationen von Harnstoff und NaCl, um
anhaftende Proteine abzuldésen.

Ansatznummer | Harnstoff [M] NaCl [mM] Hepes [mMM] pH- Wert
1 1000 50 7,5
2 1 250 50 7,5
3 2 250 50 7,5
4 3 250 50 7,5
5 4 250 50 7,5

Alle Ansatze wurden 1 h bei Raumtemperatur gesehitind danach 1 h bei 100.000 x g, 4 °C,
zentrifugiert.

Eine weitere Extraktion mit N&EO; wurde durchgefihrt. Hierfir wurde die Membran fnisch
angesetztem 100 mM Na0, behandelt und nach 5 min Inkubation bei Raumteatpefir 20 min bei
20.000 x g, 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstanddeumit 1 M Hepes-Puffer auf pH 7,5 eingestellt, das

Pellet in 50 mM Hepes pH 7,5 resuspendiert. Detrabisierte Uberstand wurde erneut zentrifugiert,
bei 272.000 x g fir 30 min bei 4 °C.
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Von diesen sechs Anséatzen wurden jeweils von dediénden und Pellets nach der Extraktion native
Gradientengele (6 - 12 % Gradientengele) angefentigd diese mit der Coomassie- und der
Fridovichfarbung angefarbt.

Aufl3erdem wurden nach dem bereits beschriebeneakiBioTriton X-100 Tensidextrakte der Pellets

nach der ersten Extraktion mit NaCl und Harnsteffgestellt. Auch hier wurden die Uberstande und
Pellets auf ein natives Gradientengel aufgetraget mnittels Coomassie- und Fridovichfarbung
analysiert.

3.7. Klonierung detbfr-Gene vorM. gryphiswaldense E. coli

3.7.1. DNA-Isolation, PCR und Klonierung

Die genomische DNA von MSR-1 wurde mit dem ,DNAla@n Kit* aus einer frischen
Ubernachtkultur isoliert und auf einem 0,8 % Agage analysiert. Die isolierte DNA diente als
Template fur einige der nachfolgenden PCRs, betnleliebfr-Gene vervielfaltigt wurden.

Fur die erste PCR wurden die folgenden Primer vedst und die PCR unter den in Tabelle 2

aufgefuhrten Bedingungen durchgefiihrt:

P1f:
P2r:

5-GTATGCGCGGAAGCCCGAAA-3’
5-ACTTCAGTCCTCCAAGGCG-3

Die PCR mit den Primern P1 und P2 wurde nach dgeifalen Tabelle durchgefihrt:

Tabelle 2: PCR mit den Primern 1 und 2 zur Verdlgtjung der bfr-Gene aus genomischer DNA von MSBiel
erhalten PCR-Produkte wurden fir die Ligation inapBlisb verwendet.

Konzentration der | ul Reagenz/
Reagenzien, in 50 pl| Ansatz
Nukleasefreies Wasser 29,6 - 37,6
dNTPs 20 mM 0,2 mM je dNTP 2
Primer 1 10 uM 0,4 uM 2
Primer 2 10 uM 0,4 pM 2
10x Pfu-Puffer ohne MgS0O 2 mM 5
25 mM MgSQ 15,2,25 4mM 3,4,5,8ul
Pfu Polymerase 2,5 U/l 2U 0,8
Template DNA genomisch MSR{L 0,1 pg 0,6
Schritt Temperatur °C Zeit Wiederholungen
Anfangsdenaturierung 95 3 min 1
Denaturierung 95 30s
Anlagerung 55 30s
Verlangerung 72 2,5 min 30
AbschlieRende Verlangerung 72 5 min 1
Ende 4
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Die PCR-Reagenzien wurden zu einem Mastermix veimisnd auf 50 pl-Aliquots aufgeteilt. Danach
wurde die Template-DNA, Wasser und zusatzliches ®igdigegeben, wobei Magnesium als Cofaktor
der DNA-Polymerase fungiert.

Nach der PCR wurden die PCR-Produkte auf einerfliligarosegel analysiert, vereinigt und mit dem
HiYield PCR Clean-up Kit aufgereinigt.

Zuerst wurde ein PCR-Produkt mit den beidérGenen in den pBasHisb-Vektor kloniert.

Dafir wurde der pBadHisb-Vektor mit Ncol verdautiutie Vektorenden mittel T4 DNA Polymerase
fur eine Blunt-End-Klonierung aufgefillt. Der Vektaurde mit der AP thermosensitiven alkalinen
Phosphatase dephosphoryliert, um die ReligatioVe&tors zu verhindern und mit dem HiYield PCR
Clean Up Kit, aufgereinigt.

Tabelle 3: Blunting des pBadHisb-Vektors mittelsDIMA Polymerase

5x Reaktionspuffer 100 pl Ncol Puffer
Lineare DNA 1pug
dNTP Mix 5 mM je dNTP 2 ul
T4 DNA Polymerase 1l

Nukleasefreies Wasser

Gesamtvolumen 104 pl

Das Endvolumen des Reaktionsansatzes betrug I@ddpdurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zum Stopp der Reaktion, wurde die T4 DNA Polymetaeier5 °C fir 10 min inaktiviert.

Tabelle 4: Dephosphorylierung von DNA 5'-TermiBapHisb-Vektor

Lineare DNA 1pgin 50 ul
10x Reaktionspuffer fur AP 5ul
FastAP thermosensitive Alkaline Phosphatase 2,5 ul

Nukleasefreies Wasser

Gesamtvolumen 57,5 pul
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Der Ansatz wurde fuir 10 min bei 37 °C inkubiert wtd Reaktion bei 75 °C flr 5 min gestoppt.
Das gereinigte PCR-Produkt wurde mit der T4 Poljented Kinase phosphoryliert (Tabelle 5).

Tabelle 5: Phosphorylierungsprotokoll fir die P1/PZR-Produkte

PCR-Produkt 90 ul (~12 pmol 5’ Termini)

10x Reaktionspuffer A fir T4 Polynucleotid Kinase | 0 (dl

ATP, 100 mM 1ul

T4 Polynucleotide Kinase 5 ul

Nukleasefreies Wasser

Gesamtvolumen 106 pl

Die Mischung wurde fur 20 min bei 37 °C inkubigkhschlieRend wurde die Polynucleotid Kinase bei
75 °C fur 10 min inaktiviert.

Die Ligation von Vektor und Insert wurde mit Hilies Rapid DNA Ligation Kits durchgefiihrt (Tabelle
6).

Tabelle 6: Ligation des bfr-Inserts in den pBadHisbktor

Linearisierte Vektor DNA| 90 ng 15 pl

Insert DNA (3:1) molar 67,5ng| 7,5ul

5x rapid Ligation buffer 6 pl

T4 DNA Ligase 5u/pul 1,5 ul

Nukleasefreies Wasser

Gesamtvolumen 30 pl

Die Ligationsmischung wurde bei Raumtemperatur 5imin inkubiert und wurde danach bis zur
Transformation im Kihlschrank oder auf Eis gelagert

Die Transformationen wurden mi. coli XL-1 Blue nach dem Standard-Transformationsprdtoko
durchgefunhrt.

Von den nach der Transformation gewachsenen Katomirde einige ausgewéhlt und auf frischen
LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin ausgestrai Nach der Kultivierung tiber Nacht bei 37 °C,
wurde jeweils eine Kolonie in 10 ml LB Medium mid@ pg/ml Ampicillin angeimpft und Gber Nacht
bei 37°C kultiviert, um eine Plasmidpraparationatzufiihren. Hierflr wurde das NucleoSpin Plasmid
Kit verwendet. Die DNA-Konzentration wurde mit dé&sanodrop UV-Vis Spectrometer bestimmt.

Um die Orientierung des Inserts im pBadHisb-Vektarbestimmen, wurde die Plasmid-DNA aus
mehreren Kolonien der ersten Transformation nadghigRergsausstrich isoliert und mit Agel und Ncol
verdaut. Die entstandenen Produkte wurden auf einéémAgarosegel analysiert.
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Das aus dem Klon K18 isolierte Plasmid enthielt baert in der gewiinschten Orientierung und die
Fragmente nach dem Verdau hatten die erwarteteRe@Bréon 4057 bp, 772 bp und 243 bp.

Eine Sequenzierung wurde durch GATC Biotech duriiligeund bestétigte die erwartete Sequenz und
Orientierung.

Allerdings zeigte sich bei der Testexpression irs&leiedenet. coli-Stammen keine gute Expression,
so dass das Plasmid als Template fir eine weiteRe it den Primern P5fwBspHI f und P6revNdel r
verwendet wurde, um ein passendes Insert fur ddbip&/ektor herzustellen.

Die Primer P5fwBspHI f und P6revNdel r wurden sevghlt, dass die PCR-Produkte Schnittstellen
enthielten, deren Enden mit Schnittstellen des gadeten Vektors petl5b kompatibel waren. Die
Sequenz war ideal, um durch leichte VeranderungenSequenz der Primer, die sich nicht auf die
spatere Proteinsequenz auswirkten, SchnittstelleB$pHI und Ndel einzufligen, die die Klonierung
erleichterten. Bsphl schnitt dabei so, dass Endéstanden, die mit denen der im Vektor vorhandenen
Ncol-Schnittstelle kompatibel waren. So war einegdtion mit ,sticky ends” mdoglich, die
gewahrleistete, dass die Inserts in der gewinseitiemtierung in den Vektor eingefiigt werden.

Die folgenden Primersequenzen und das Protokdlablelle 7 wurden fur die PCR verwendet:

P5fwBspHI f:  5-GGTCATGAGGGGAAGCCCGAAA-3’ BspHI-Schnittstelle
P6revNdel r:  5-GAGAACCCCATATGACTTCAGTCCT-3' Ndel-Schnittstelle

Tabelle 7: Fur die PCR wurden die folgenden Bedimggun und die Primer P5fwBspHI f und P6revNdel r
verwendet. Die Produkte wurden als Insert fir dgation in den pet15b-Vektor verwendet.

Konzentration der pl Reagenz/ Ansatz
Reagenzien, in 50 pl
Nukleasefreies Wasser 37,2
dNTPs 20 mM 0,2 mM je dNTP 2
P5fwBspHI f 10 uM 0,4 uM 2
P6revNdel r 10 uM 0,4 uM 2
10x Pfu-Puffer mit MgS@ 2 mM 5
Pfu Polymerase 2,5 U/ull 2 U 0,8
Template DNA Plasmid | 1 ng 1
Schritt; Temperatur °C Zeit Wiederholungen
Anfangsdenaturierung 95 3 min 1
Denaturierung 95 30s
Anlagerung 65 30s
Verlangerung 72 2,5 min 23
Abschliel3ende
Verlangerung 72 5 min 1
Ende 4
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Die PCR-Produkte wurden mit dem HiYield PCR CleanKit aufgereinigt und mit BspHI und Ndel
verdaut.

Tabelle 8: Verdau von P5fwBspHI f/ P6revNdel r PBiRdukten mit Ndel und BspHI

Verdau von PCR-Produkten mit Ndel und BspHI

Nukleasefreies Wasser| 23 ul

10 x Fast digest Puffer 2 ul

DNA 200 ng, 4 pl
Fast Digest Enzym 1 pl pro Enzym
Gesamtvolumen 30 pl

Die DNA wurde fir 1 h bei 37 °C mit Ndel verdaus ®wurde 1 pl BspHI zugegeben und die Mischung
fur weitere 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktiarde bei 80 °C fur 5 min gestoppt.

Die geschnittenen PCR-Produkte wurden mit dem HdYRCR Clean-up Kit aufgereinigt.

Der Vektor petl5b wurde mit Ncol und Ndel gesclemittind mit der FastAP thermosensitiven alkalinen
Phosphatase dephosphoryliert. Hierfur wurde diek&@essmischung fur 15 min bei 37 °C inkubiert.
Gestoppt wurde die Reaktion bei 65 °C fur 15 mire Bektor-DNA wurde mit dem HiYield PCR
Clean-up Kit gereinigt.

Die Ligation wurde mit dem Rapid DNA Ligation Kitcchgefuhrt.

Fur die Transformation wurden 7,5 pl Ligationsmii 6 ul kompetenteik .coli XL-1 Blue Zellen
fur 30 min auf Eis inkubiert, die weitere Transfaton wurde nach dem Standardprotokoll
durchgefuhrt (Absatz 3.7.3).

Vier Kolonien wurden ausgewahlt und auf frischen-ABpicillin Agarplatten ausgestrichen. Nach
dem Reinigungsausstrich, wurden jeweils aus Eimtatken Ubernacht-Flissigkulturen aus 10 ml LB-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin angesetzt und b& T kultiviert.

Hieraus wurden die Plasmide mit dem NucleoSpinrRihit isoliert, mit BamHI geschnitten und auf
einem 1 % Agarosegel nach ihrer Grol3e analysiert.

Die Plasmide der Klone Al - A4 wurdentn coliBL21-Gold fir die Testexpression transformierte Di
Transformation wurde nach dem Standardprotokottiagefiihrt. Nach dem Reinigungsausstrich wurde
die Testexpression durchgefiihrt. Diese zeigte Betulltate.

Der Klon A2 wurde fir die weitere Produktion deskambinanten Bfrs (rBfr) nach dem
Standardprotokoll ausgewabhilt.

Um die Bfr Untereinheit 1 mit einem N-terminalersHiag herzustellen, wurde eine weitere PCR mit
den folgenden Primern unter den Konditionen in Tlal8durchgefuhrt:

P3fwNde f: 5-GAGATGCATATGCGCGGAAGC-3' Ndel Schnittstelle
P4rcBamHI r: 5-ACGGATCCTTACGCGATCTCG-3 BamHI Schnittstelle
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Tabelle 9: Fur die PCR wurden die folgenden Bedigun und die Primer P3fwNde f und P4rcBamHI r
verwendet. Die erhaltenen Produkte wurden fur dimtion von des bfrl1-Gens in den pet15b-VektoHigtTag
verwendet.

Endkonzentration, | ul Reagenz/ AnsatZ
50 pl
Nukleasefreies Wasser 32,2
dNTPs 20 mM 0,2 mM je dNTP 2
Primer P3fwNde f 10 uM 0,4 uM 2
Primer P4rcBamHIr 10 uM| 0,4 pM 2
10x Pfu-Puffer mit MgS® |2 mM 5
Pfu Polymerase 2,5 U/pl 2U 0,8
Template genomische DNA
MSR-1 0,1 ug 6
Schritt Temperatur °C Zeit Wiederholungen
Anfangsdenaturierung 95 3 min 1
Denaturierung 95 30s
Anlagerung 63 30s
Verlangerung 72 1,5 min 30
AbschlieRende Verlangerung2 5 min 1
Ende 4

Die PCR-Produkte und der Vektor pet15b wurden wieits fur die PCR mit den Primern P5fwBspHI f
und P6revNdel r beschrieben, behandelt, aber miEeymen Ndel und BamHI geschnitten.

Der Vektor pet15b wurde mit Ndel und BamHI gesdienit
Die Ligation wurde mit dem Rapid DNA Ligation Kitcchgefuhrt.

Dafur wurden 7,5 pl Ligationsmix mit 75 pl kompetiemE. coli XL-1 Blue Zellen fir 30 min inkubiert
und dann nach dem Standardprotokoll (Absatz 3weRer behandelt.

Funf Kolonien wurden fir weitere Analysen ausgesuald auf frischen LB-Agar Platten mit 100 pg/ml
Ampicillin ausgestrichen. Plasmide wurden aus fties LB-Ampicillin-Ubernachtkulturen mit dem
NucleoSpin Plasmid Kit isoliert, mit BamHI geschiait und auf einem 1% Agarosegel analysiert.

Die Plasmide aus den Klonen B1-B5 wurden Bncoli BL21-Gold fir eine Testexpression
transformiert.

Die Transformation wurde nach dem Standardprotakaithgefiihrt. Die ausgesuchten Klone zeigten
bei der Testexpression eine gute ExpressionlkdidlsGens. Der Klon B1 wurde fir die weitere
Produktion der rekombinanten rBfr1-Untereinheit Hig-Tag nach dem Standardprotokoll ausgewahlt.
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3.7.2. Herstellung chemokompetenter Zellen

Die Zellmembranen chemokompetenter Zellen sindhddie Behandlung, in diesem Fall mit CaCl
durchlassiger und so in der Lage mit erhdhter ffiz DNA aus der Umgebung aufzunehmen. Dies
macht man sich bei der Transformation von Nutze.

10 ml LB-Medium wurden mit einer Kolonie von eingB-Agarplatte angeimpft und tGber Nacht bei
37 °C auf einem Thermoschiittler inkubiert. 100 Bl Medium wurden mit 1 ml der Ubernachtkultur
angeimpft und bis zu einer @§dzwischen 0,5 - 0,8 bei 37 °C kultiviert.

Die Zellen wurden auf Eis gekiihlt und bei 5000 ungl 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 100 ml kalter H@@ MgCL-Lésungresuspendiert. Die Zellen
wurden erneut fir 10 min bei 5000 x g und 4 °C afgiert. Das Pellet wurde in 30 ml kalter 100 mM
CaCb-LOsung resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen bei 3000 &iig10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 5 ml eiskalter CagLosung(100 mM Cadd, 15 % Glycerin (v/v)) resuspendiert. Je 200 pl
Zellen wurden in sterile 1,5 ml Reaktionsgefal3e=peg, diese in flissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80 °C gelagert.

3.7.3. Transformation

Bei der Transformation werden die Zellen dazu getta Fremd-DNA aus der Umgebung
aufzunehmen. Hierflr werden sogenannte kompeteellerZverwendet, die mit erhohter Effizienz
DNA aufnehmen kénnen. Dies wird mit einer kurzekulmation bei hdherer Temperatur kombiniert
(Hitzeschock), was zu einer optimalen Aufnahmertemd-DNA durch die Zellen fihrt.

Kompetente Zellen wurden fiir 5 min auf Eis aufget#enn nicht anders angegeben, wurden 1 - 2 ul
Ligationsmix oder Plasmid-DNA zu den kompetentetiefegegeben und fir 5 min auf Eis inkubiert.
Die Lange des darauffolgenden Hitzeschocks beC42var vom Bakterienstamm abhangig, der fir die
Transformation verwendet wurdg. coli XL-1 Blue wurde fir 40 s inkubierk. coli BL21-Gold fir
25s.

Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen sofort asfdbgekihlt und fir 5 min inkubiert. Danach
wurden 900 pl steriles LB-Medium zugegeben undZaiken fur 1 h bei 37 °C inkubiert, damit diese
die Ampicillin-Resistenz ausbilden konnten.

Je 10, bzw. 100 pl und die herunter zentrifugierrestlichen Zellen, wurden auf frischen
LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin mit einemrigalskispatel ausplattiert und tber Nacht bei
37 °C inkubiert.

Einige Kolonien wurden ausgewéhlt und auf frisch&Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin zur
Vereinzelung ausgestrichen.
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3.7.4. Testexpression défr-Gene in pBadHish

Nach der Klonierung desfr-Gene in den pBadHisb-Vektor, wurden die Plasmidg.icoli XL Blue-
Zellen transformiert. Die anschlieBende Testexppasswurde unter Einsatz verschiedener
L-Arabinose-Konzentrationen durchgefiihrt, welches gBadHisb der Induktion dient. Als Medium
diente LB-Medium, welches aus einer frischen Ubehtlaultur angeimpft wurde. Proben wurden vor
der Induktion und nach 6 h genommen. Diese wurdbrergrifugiert, in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und auf einem denaturierenden 13 - ZBD%-Gel aufgetrennt. Als Negativkontrolle
wurdenE. coli XL Blue-Zellen ohne Vektor verwendet, die ebergfatlit L-Arabinose versetzt wurden.

3.7.5Wachstums- und Expressionsbedingungen

100 ml modifiziertes M9-Medium, welches 10 % LB-Math und 100 pg/ml Ampicillin enthielt, wurde
mit einer Kolonie von einer Agarplatte mit 100 pgAmpicillin angeimpft und tber Nacht bei 30 °C
auf einem Schuttler inkubiert. Die Zellen wurden $@00 x g, 4 °C, fur 10 min abzentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in modifiziertem M9-Medium ngtnem LB-Anteil von 10 % und 100 pg/ml
Ampicillin resuspendiert und mit demselben Mediumh & | aufgefullt. Der 2 |-Glaskolben wurde auf
dem Schuittler bei 37 °C inkubiert.

Sobald die Ok zwischen 0,6 -0,8 lag, wurde das Medium mit 300 [Eisen(ll)-sulfat,

5 g Hefeextrakt und 10 g Pepton, geldst in 100 eibmisiertem Wasser, aufgefillt. Die Induktion
erfolgte durch Zugabe von 0,4 mM IPTG. Alle Reagemzvurden vor der Zugabe sterilfiltriert oder
autoklaviert.

Fur die Expression beiddafr-Gene, wurden die Zellen 3 h nach der Induktionrfee Wenn die
rBfr1-Gene mit His-Tag exprimiert wurde, wurden die £alhach 5 h geerntet.

Die Zellen wurden bei 5000 x g, 4 °C fur 20 min ettizifugiert und einmal in Waschpuffer (20 mM
Hepes, pH 7,5) gewaschen. Die Zellpellets wurderzbi weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Zellen wurden aufgeschlossen und die Membrangogetrennt, wie bereits fir
M. gryphiswaldens&ellen beschrieben (Absatz 3.1). Die IsolierungEieschlusskérperchen, die die
rBfr1-His Untereinheit enthielt, erfolgte nach aimgesonderten Protokoll.
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3.8. Elektrophoretische Techniken und Farbemethoden

3.8.1. Herstellung von Gradientengelen fur die nativeyRalylamid -
Gelelektrophorese (PAGE)

Um Proteine aufzutrennen und sichtbar zu machen, di¢ Gelelektrophorese verwendet.

Bei SDS-Gelen werden die Proben vor dem Auftragegi®mMS-haltigem Probenpuffer versetzt und fir
10 min auf 80 °C erhitzt. SDS denaturiert die Armeteund unterbindet die Protein-Protein-
Wechselwirkungen. SDS-Proteinkomplexe wandern iektdschen Feld zum Plus-Pol und werden
durch den Molekularsiebeffekt der Polyacrylamidmxatrnach ihrem Stokes-Radius und
Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli 1970).

Bei der Auftrennung auf nativen Gelen wird kein Si®vendet. Die Ladung der Proteine richtet sich

daher im Gel nach ihrem isoelektrischen Punkt erd gH-Wert des Gelpuffers. Eine Bestimmung des
Molekulargewichts ist daher mit nativer Elektroptse nicht méglich. Einige Proteine werden zum

Plus- andere zum Minuspol wandern. Positiv geladRroeeine wandern dabei in den Puffer und gehen
verloren. Die Auftrennung erfolgt hier abh&ngig \aer Proteingréi3e, -ladung, dem pH-Wert und der
Gelmatrix. Probleme bereitet hier die Auftrennurgn Wembranproteinen, die im nativen Gel keine

scharfen Banden bilden (Rehm und Letzel 2010).

Native Gele wurden mit Brillantblau G250 oder R2fsi@r fur die Sichtbarmachung von eisenhaltigen
Proteinen, mit der modifizierten Methode nach Fridb (Kuo und Fridovich 1988) gefarbt.

Tabelle 10: Pipettierschema fir vier native Polydamidgele mit einem Gradienten von 6 - 12 % Acenyth

4 Gele 6 % Trenngel [ul] | 12 % Trenngel [pl]| Sammelgel [ul]
Acrylamid (40 %) 2400 4800 2000

Puffer (Trenngel/Sammelge]) 4000 4000 5000

H-O 9600 7200 13000
TEMED 30 30 80

APS 30 30 120

Wenn nicht anders angegeben, wurde die native ékélephorese bei 60 V mit 1x Tris-Glycin Puffer
fur 2,5 - 3 h durchgefiuhrt. Bei zu hoher Raumterapgrwurde die Elektrophorese im Kihlschrank bei
2 °C durchgeflhrt.

Fir die SDS-PAGE wurden die Proben mit demselbdorden 2x SDS Probenpuffer und 2 mM TCEP
(Tris(2-chlorethyl)phosphat) gemischt und fur 1Gnbiei 95 °C denaturiert. Dies galt auch fur aus
nativen Gelen ausgeschnittene Proteinbanden. Basken in 1x Probenpuffer und der entsprechenden
Menge Reduktionsmittel inkubiert. Nach der Denatung wurde der Uberstand auf das SDS-Gel
aufgetragen.

Der PageRuler Prestained Protein Ladder wurde ai®3¢hmarker fur die Elektrophorese und als
Marker fur die Ubertragung der Proteine wahrendRlettens verwendet.
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3.8.2Herstellung von Gradientengelen fur die denatunieeeSDS-PAGE

Es wurden jeweils vier Polyacrylamidgele in eingparatur hergestellt. Dabei unterschied sich die
Prozedur fur native und denaturierende Gele naiemMenge der Chemikalien und der Zugabe von
SDS.

Vor dem Zusammenbauen der Apparatur wurden alamteten Glasscheiben und Aluminaplatten
mit reinem Alkohol gereinigt, um diese zu entfetten

Acrylamid, Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer, deioargés Wasser und SDS, bei denaturierenden
Gelen, wurden fir die verschiedenen Konzentratigeereils in einem 50 ml Réhrchen unter dem
Abzug gemischt.

Die beiden Trenngellésungen wurden mit TEMED un@&A®rsetzt und vorsichtig gemischt. Die hdher
konzentrierte Acrylamid-L6sung wurde in die hintétammer des Gradientenmischers gegeben und
der Hahn kurz gedffnet, um die Luft aus dem Mischewrerdrangen. Die Lésung mit der niedrigeren
Konzentration wurde in die vordere Kammer gegebehrait einem Magnetrihrer auf einer Ruhrplatte
gemischt. Die Pumpe wurde angeschaltet und diel&miglosung durch den Schlauch von unten in
die Giel3apparatur gepumpt, nachdem der Hahn dee@tanmischers gedffnet wurde.

Nach dem Giel3en des Trenngels wurden der SchleercBiéRapparatur mit einer Schlauchklemme
verschlossen, Pumpe und Gradientenmischer abgewedndiese mit deionisiertem Wasser gespuilt.
Die Trenngele wurden mit Propanol Uberschichtet,dienGeloberfliche wahrend der Polymerisation
Zu glatten.

Das Trenngel polymerisierte fir mindestens 30 mianach wurde die Oberflache mit deionisiertem
Wasser gesplilt und Uberstehende Feuchtigkeit méheFilterpapier abgesaugt.

Die Sammelgelldsung wurde mit TEMED und APS gentisoid auf die Trenngele pipettiert. Die
Gelkdmme zur Bildung der Taschen wurden einged@iziSammelgele polymerisierten flir mindestens
30 min bei Raumtemperatur.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir vier denaturiere®I2S-Polyacrylamidgele mit einem Gradienten vorn 43 %
Acrylamid

4 Gele 13% Trenngel [ul] | 20% Trenngel [ul] | Sammelgigul]
Acrylamid (40 %) 5200 8120 2000

Puffer (Trenngel/Sammelge]) 4000 4000 5000

H-0 6800 3880 13000

SDS 10 % 160 160 320
TEMED 30 30 80

10 % APS 30 30 120

Wenn nicht anders angeben, wurden alle Proben dieeSDS-Polyacrylamidgele bei 100 V mit

1 x Tris-Glycin-Puffer und 0,1 % SDS ca. 1,5 h Raumtemperatur aufgetrennt.
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3.8.3.Coomassie-Brillant-Blau-Farbung und Eisenfarbunghriaridovich

Um die Proteine in den nativen und denaturiererRtdpacrylamidgelen anzufarben, wurden die Gele
fur mindestens eine Stunde im Féarbebad inkubiedtauf einem Schuttler bewegt. Das stark gefarbte
Gel wurde daraufhin mehrfach in Entfarber inkubidris der Hintergrund entfarbt war und die
Proteinbanden klar zu sehen waren. Nach dem Eptianurde das Gel mehrfach in deionisiertem
Wasser gewaschen und danach im Geltrockner bet &Qf Filterpapier getrocknet.

Um eisenhaltige Proteine im nativen Gel nachzuweisairde die modifizierte Fridovich-Farbung
verwendet (Kuo und Fridovich 1988).

Hierflr wurden die Gele mit 50 mM Natrium-Acetatffen, pH 5,0 bedeckt und auf einer Heizplatte
erwarmt. Dabei wurden 0,7 - 1 g DiaminobenzoesBilrgdrochlorid zugegeben. Nachdem dieses sich
aufgeldst hatte, wurden 100 pl 30 %04 zugegeben und das Gel weiter erwarmt und geschingiak
zur Bandenentwicklung. Danach wurde das Gel mehrifakaltem deionisiertem Wasser gewaschen
und auf Filterpapier im Geltrockner bei 60 °C gekmet.

3.8.4. Herstellung von Gelen fir die Agarose-Gelelektamelse

Agarose-Gele wurden fur die Auftrennung von DNAwendet. Dafur wurde Agarose (0,7 - 1,5 %) in

1 x TAE-Puffer aufgekocht, bis eine klare Lésuntstanden war. Die Agarose wurde auf Handwarme
abgekihlt und mit vier Tropfen einer 0,025 % Etlidbromidlésung versetzt. Die Agarose wurde in

einen Geltrager gegossen und ein Kamm zur Bild@emgseltaschen eingesetzt.

Das Gel erstarrte 1 h bei Raumtemperatur, wurdieitselkammer mit 1 x TAE-Puffer eingesetzt und
die DNA bei 100 V fur 30 — 60 min aufgetrennt. Akarker wurde der MassRuler DNA-Ladder
verwendet.

3.8.5Western Blot

Beim Western Blot werden die Proteine eines SDS-@afch Elektrophorese auf eine Nitrocellulose
oder Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF) Ubertrag€Towbin, Staehelin et al. 1979). Die
Membranen binden die Proteine durch z.B. hydroph@iéocellulose) Wechselwirkungen. Die
Vorteile eines Blots sind vielfaltig. GeblotteteoRsine kdnnen mit Antikdrpern reagieren und far
zahlreiche andere Anwendungen verwendet werdesigdaicht mehr eingeschlossen im Gel, sondern
offen auf der Membran aufliegen (Rehm und Letzdl®@0

Fir den Western Blot wurden die Proteine zuerst @inem SDS-Polyacrylamid-Gradientengel
aufgetrennt. Hierflr wurde ein Gradient von 13 920Acrylamid verwendet. Als Blot-Modul wurde
das Xcell SureLock mit dem XCell Il Blot Modul veendet.

Die fur den Western Blot verwendete PVDF-Membrandewor der Verwendung kurz in Methanol
getaucht und danach in Blotpuffer inkubiert, wdEte Tris-Glycin-Puffer mit 20 % Methanol verwendet
wurde.
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Zwei Filterpapiere und finf Blotschwamme wurden rBitotpuffer getrankt und Schwamme,
Filterpapiere, Gel und Membran zu einem Sandwidtlgiehtet und in das Blotmodul eingesetzt. Die
Kammer wurde mit Blotpuffer aufgefullt und der atf3Behalter zur Kihlung mit Wasser gefullt.

Die Proteine wurden fir 1 h bei 30V auf die Menmbrabertragen. Danach wurde das SDS-
Polyacrylamidgel mit Coomassie R250 gefarbt undRMDOF-Membran fur 1 h in 5 % Milchpulver,
gelost in 1x TBST, inkubiert. Das SDS-Gel wurdeEntfarbeldsung inkubiert, bis der Hintergrund
entfarbt war.

Der Erstantikérper (Kaninchen, Anti-rBfrl-His, Seru2. Abnahme), wurde in einer 1:5000 oder
1:10000 - Verdinnung in 5 % Milchpulver in 1 x TB8ilt 0,2 % Tween 20 angesetzt und die Membran
darin Uber Nacht bei 4 °C unter konstantem Schuittédubiert.

Die Membran wurde finfmal fir 10 min mit 1 x TBSTt®,2 % Tween 20 gewaschen und danach mit
dem Zweitantikorper (Anti-Kaninchen, Peroxidase fagate (POD) 1:80000) oder IRDye800
(1:20000), gelost in 5 % Milchpulver in TBST mit20% Tween 20, fur eine Stunde bei 4 °C unter
standigem Schiitteln inkubiert.

Die Membran wurde dreimal mit 1x TBST (0,2 % Twex)) und zweimal mit 1 x TBS fir jeweils
10 min gewaschen.

Die Membran wurde mit deionisiertem Wasser gegqynit fir den Fall, dass der IRDye800 verwendet
wurde, mit dem Odyssey System eingescannt.

Falls der POD-Antikoérper verwendet wurde, wurdeM&mbran mit Amersham ECL Plus benetzt und
mit der LAS-Kamera fotografiert.

3.8.6. Blotten von Proteinen auf eine PVDF-Membran flrekninale Sequenzierung

Um die Proteine fir den automatischen N-termin&éldman-Abbau vorzubereiten, wurden diese auf
eine PVDF-Membran geblottet. Der Edman-Abbau mdcinth schrittweisen Abbau der Proteinkette
und Bestimmung der jeweiligen Aminosdure durch dmsetzung mit Phenylisothiocyanat und

anschlieBende photometrische Bestimmung, eine Aealgr Proteinsequenz mdaglich (Edman 1949;
Edman und Begg 1967).

Die Proteine wurden auf die PVDF-Membran geblotiég bereits fur den Western Blot beschrieben
(3.8.5).

Die Membran wurde in frisch angesetzter 0,1 % CaweaR250 - Lésung in 40 % Methanol und
1 % Essigsaure fur 30 s gefarbt und danach in B0ethanol entfarbt, bis der Hintergrund farblos war
und die Banden gut sichtbar waren.

Die entfarbte Membran wurde an der Luft getrockmet die zu sequenzierenden Proteinbanden wurden
mit einem Skalpell ausgeschnitten.

Die N-terminale Sequenzierung der sichtbaren Baralendem rBfr, wurde freundlicherweise von
Herrn Rainer Bartels (Forschungszentrum Borstaigtuyefihrt.

39



Methoden

3.9. Acetonféllung

Dass Proteine mit organischen Losungsmitteln dgef@liden konnen, ist schon seit langer Zeit bekannt
Fur Proteinldsungen, die auch Lipide enthalten, deie beispielsweise bei Membranporteinen der Fall
ist, ist besonders die Fallung mit kaltem Aceton-B6°C geeignet, da hierbei auch die Lipide aus de
Ldsung extrahiert werden (Lottspeich und Engels6200

Die Acetonfallung wurde im Verhaltnis 1:4 (Protéisling/

Aceton) durchgefihrt und die Proteine Uber Nacht2@C gefallt. Diese wurden abzentrifugiert und
fur eine Uberpriifung auf dem SDS-Gel direkt in Rrmbuffer aufgenommen und bei 80 °C fiir 10 min
denaturiert.

3.10.Séaulenchromatographie

Zur Aufreinigung und auch zur GréRenbestimmung deroteine wurden verschiedene
Chromatographiesaulen eingesetzt:

3.10.1 Gelfiltration - Gré3enausschlusschromatographie

Gelfiltration basiert auf der Trennung der Molekibeh ihrer Gréf3e durch eine pordse Matrix. Grol3e
Molekule passieren die Matrix dabei schneller, ve@ldrkleine Moleklle durch die Poren wandern, was
ihre Aufenthaltsdauer auf der S&ule verlangert.cbulie Verzogerung kleinerer Proteine in der
Saulenmatrix, werden kleine und grofRe Proteine nameler getrennt (Healthcare 2010).

3.10.2. lonenaustauschchromatographie

Bei der lonenaustauschchromatographie werden Reoteach ihren Ladungsunterschieden getrennt.
Dabei binden Proteine bei einem pH-Wert oberhalieshisoelektrischen Punktes an ein positiv
geladenes Medium (Anionenaustauscher) und unterha@b ein negativ geladenes
(Kationenaustauscher). Der lonenaustauscher ist Meatrix, die mit negativ oder positiv geladenen
Gruppen assoziiert ist. Gebundene Proteine kénuerhdlie Erhéhung der lonenstéarke (Erhéhung der
Salzkonzentration im Puffer) oder des pH-Wertegediwerden (Healthcare 2010).

3.10.3. Metallchelatchromatographie

Die Metallchelatchromatographie ist eine Form dmi&atschromatographie. Dabei wird die Affinitat
von Poly-His-Peptiden (6 x His-Tag) zu mit 2Nlonen geladenen Nitriloessigsaure (NTA)Resten
ausgenutzt (Hochuli 1990). Durch die starke Binddeg His-Tags an das Ni-NTA-Saulenmaterial,
kénnen Kontaminationen unter verschiedenen Bediggirvon der Séaule gewaschen werden, ohne
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dass sich das aufzureinigende Protein ablost. Diedr@n schon in einem Reinigungsschritt relativ
sauberes Protein erhalten werden.

Ein weiterer Vorteil ist, dass die Bindung des H&gs unabhangig von der Tertiarstruktur des Prstein
erfolgt, so dass auch aufgeléste Einschlusskorparcidie beispielsweise in 8 M Harnstoff

aufgenommen werden mussen, mit einer Ni-NTA-Saeteigigt werden konnen. Die Ablosung des zu
reinigenden Proteins erfolgt idealerweise in eitie@aren Imidazol-Gradienten (Crowe, Dobeli et al.
1994).

3.11.Aufreinigungsprotokolle fur die Isolation der rekbmanten Proteine aus
E. coliBL21 Gold

Das rBfr, bestehend aus beiden Untereinheiten andBffr1-His, wurde mithilfe verschiedener
Protokolle Gber Saulenchromatographie aufgereinigt.

3.11.1 Aufreinigung des rekombinanten Bfrs

Rekombinantes Bfr (rBfr) wurde aus der I6slicheot@nfraktion nach dem Aufschluss abscoli
BL21-Gold gewonnen. Dafir wurden jeweils 4 ml 168k Proteinfraktion Uber eine 118 ml
(1,5 x 67 cm) Sephacryl S300 - Saule mit 50 mM-H@&-Puffer (pH 7,5) aufgetrennt. Die Proteine
wurden in jeweils 2 ml-Fraktionen gesammelt undeaném SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

Fraktionen, die rBfr enthielten, wurden zusammefiilge und fir die weitere Aufreinigung auf eine
1 ml Bio-Scale Mini Macro-Prep High Q Anionenausteliersaule gegeben. Die gebundenen Proteine
wurden im linearen Gradienten von 0 - 150 mM NaiC3® mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,5, eluiert.

Die eluierten Fraktionen wurden auf einem SDS-Raolglamidgel analysiert. Die Fraktionen, welche
das saubere rBfr enthielten, wurden durch Zentaifiog Gber eine 100 K-Macrosep-Membran auf eine
Proteinkonzentration von 2,5 - 13 mg/ml gebractlats Dereinigte Protein wurde bei -20 °C gelagert.

3.11.2 Aufreinigung des rBfrl-His

rBfrl-His wurde aus Einschlusskdrperchen aufgegeiidiese bestehen meist aus unvollstandig oder
fehlgefalteten Proteinen und werden haufig bei dieerexpression rekombinanter Proteine gebildet
(Baneyx und Mujacic 2004). Fir die Aufreinigung siie Einschlusskdrperchen wurden die Zellen in
kaltem 50 mM Hepes-Puffer, pH 7,5 aufgeschlosseés bareits beschrieben (3.3). Ganze Zellen und
Bruchstticke wurden bei 5000 x g, 4 °C fiur 2 x 10 atzentrifugiert.

Um die Einschlusskorperchen zu gewinnen, wurdegaklarte Uberstand fiir 20 min bei 12.000 x g,
4 °C abzentrifugiert. Alle weiteren Zentrifugatieagritte fanden unter denselben Bedingungen statt.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet imB0 Hepes-Puffer, pH 7,5 mit 1 % Triton X-100
und 1 M NaCl aufgenommen.
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Nachdem das Pellet erneut abzentrifugiert wurdedevas einmal in 50 mM Hepes, pH 7,5 gewaschen
und danach in demselben Puffer resuspendiert. Do¢eiRe wurden auf einem SDS-Gradienten-
polyacrylamidgel analysiert.

Die Einschlusskorperchen wurden in 8 M HarnstoB, [ NaCl, 20 mM Natriumdihydrogenphosphat
und 30 mM Imidazol, pH 7,5 (Bindepuffer) aufgeldsierfir wurden die Einschlusskorperchen fir
30 min bei Raumtemperatur im Bindepuffer inkubiarid die ungeltsten Bestandteile dann bei
12.000 x g und 20 °C fur 20 min abzentrifugiert.

Danach wurde der Uberstand mit dem rBfrl-His ané @&liNTA-Saule (HisTrap HP 2 x 1 ml) mit eine
Durchflussgeschwindigkeit von 0,25 ml/min aufgetag

Die Saule wurde mit Bindepuffer mit einer Durch8geschwindigkeit von 1 ml/min gespiilt. rBfr1-His
wurde im linearen Gradienten (30-500 mM Imidazous Binde- und Elutionspuffer
(20 mM Natriumdihydrogenphosphat, 500 mM Imidageh M NaCl, 8 M Harnstoff, pH 7,5) in einem
Gesamtvolumen von 30 ml eluiert.

Die Reinheit des rBfrl-His wurde auf einem SDS-@Gratenpolyacrylamidgel analysiert.

Die Proteine wurden gegen 25 mM Tris-HCI, pH 7,Bridacht bei 4 °C unter kontinuierlichem Rihren
dialysiert (PorengréfRe 3500 Da). Die dialysiertemt®éne wurden zentrifugiert und Pellet und
Uberstand auf einem SDS-Gradientenpolyacrylamidgalysiert.

Das meiste Protein befand sich im léslichen Ubatst®aher wurde die Proteinkonzentration mit dem
Pierce BCA Protein Assay Kit bestimmt und 1 mg @irotvurde fir die Produktion von polyklonalen
Antikérpern zu BJ Diagnostic BioScience gegeben.

Das erhaltene Serum der zweiten Abnahme mit deik@mpern wurde fir den Western Blot verwendet.

3.12.Bestimmung des Molekulargewichts von rBfr und Aerfinung der
Untereinheiten

Das Molekulargewicht des rBfrs wurde durch zwei hMeten bestimmt. Zum einen wurde eine
GroRenausschlusschromatographie durchgefuhrt. (Hievfurde eine Sephacryl S300 HR-Saule
verwendet. Zum anderen wurde das Molekulargewiclitelm Dynamischer Lichtstreuung (DLS)
bestimmit.

Zur Kalibrierung der S300 - Saule fur die GroRetibeaung des rBfrs, wurde 1 ml eines Protein-
gemisches aus 4,2 mg Pferdeferritin, 1,5 mg Riaenunglobulin G und 1,5 mg Conalbumin aus
Huhnerei, verwendet. Als Puffer wurden 50 mM Tri€lHoH 7,5 mit 500 mM NaCl verwendet.

Derselbe Lauf wurde auch mit 1 mg gereinigtem rBféir Bestimmung des Molekulargewichts
durchgefuhrt. Die S300-Saule wurde mit 1 ml/mirriegen.

Um eine ungefahre GréRenbestimmung des Bfraviagnetospirillum gryphiswaldenddembranen
durchzufiihren, wurde ein Membranextrakt aus MSR-A®, mit Triton X-100 hergestellt wurde
(siehe S. 26), verwendet.

Die S300-Saule wurde fir den Saulenlauf mit eineiffel mit 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 200 mM NaCl
und 0,02 % Triton X-100 equilibriert. Der Kalibrigrgslauf und der anschliel3ende Trennlauf mit dem
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Membranextrakt, wurden mit einer Geschwindigkeitnvdml/min und unter einheitlichen
Pufferbedingungen durchgefihrt. Die gewéhlte Faalgiyrof3e betrug 2 ml.

Auch die l6slichen Proteine von MSR-1 wurden ubiesel Gelfiltrationssaule aufgetrennt und die
Fraktionen auf ihren Cytochromgehalt hin UberprDtizu wurden die Fraktionen in einer Mikrotiter-

Platte im iMark Microplate Reader bei 415 nm geraas®ies diente auch dem Ausschluss von Bfr im
l6slichen Uberstand.

3.13.Dynamische Lichtstreuung - DLS

Die dynamische Lichtstreuung ist eine Methode, deit es mdglich ist, das Molekulargewicht von
Proteinen zu bestimmen. Hierflir wir der DiffusioosKizient der Partikel bestimmt, indem die
Streuung des Lichts Uber die Zeit gemessen wirdob@hre Proteine sind ideal fur die
Molekulargewichtsbestimmung mittels DLS (Takeudimkatani et al. 2014). Vorteile der DLS sind,
dass eine DLS-Messung nur sehr wenig Zeit in Ardprimmt und die Proteine dabei nicht beschadigt
werden. DLS-Messungen sind auch geeignet, um tkedktionen zwischen Proteinen zu beschreiben
(Murphy 1997).

DLS wurde genutzt, um das Molekulargewicht des engigigten rBfrs zu bestimmen, wobei hier zehn
Messungen mit 20 pl gereinigtem rBfr durchgefiirut@en. Die Konzentration betrug 1,25 mg/ml rBfr.

Die DLS-Messung wurde freundlicherweise von DrodarMesters (Institut fir Biochemie, Universitat
zu Libeck) durchgefihrt.

3.14.Auftrennung der rBfr-Untereinheiten

Zur Auftrennung der rBfr-Untereinheiten, wurde dBf im nativen Gel aufgetrennt und jeweils eine
Bande mit Coomassie- und Fridovich-Farbung angefarb

Der Bereich im Coomassie-gefarbten Gel, der dengesfarbten rBfr-Bande im nativen Gel entsprach,
wurde mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnittehnin 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und
erneut bei 95 °C im Heizblock denaturiert.

Der erhaltene Uberstand wurde auf ein SDS-Gradigete(13 - 20 %) aufgetragen, um zu sehen, ob
eine oder zwei Untereinheiten im Gel zu erkennewl.sDas SDS-Gel wurde mit der Coomassie-
Farbung angefarbt.
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3.15.Bestimmung und Berechnung des Ham-Gehalts mit giediR-Hamochrom-
Methode

Bei der Pyridin-Hamochrom-Methode, wird fiir die Beenung des jeweiligen Ham-Typs die Analyse
der absorbierten Wellenlange herangezogen. Da dim-Bruppen bei der Pyridin-Hamochrom-
Methode extrahiert werden, kdnnen den verschiedd#@m-Typen, unabhangig vom bindenden
Protein, charakteristische Absorptionsmaxima fduméerte und oxidierte Zustdnde zugeordnet werden
(Williams 1964).

Fur die Bestimmung der Ham-Typen mittels Pyridimté&hrom-Methode, wurden
500 pl Proteinlésung mit 300 pl Pyridin und 1006 MKOH vermischt und denaturiert. Die
Mischung wurde mit 5 pl 1 M Fe(CN)] oxidiert und das Spektrum im Photometer aufgenemm

Die Mischung wurde nach der ersten Messung mitrédlegnen Spatelspitze festen Natriumdithionits
reduziert. Es wurden mehrere Spektren bis zurtémitigen Reduktion aufgenommen.

Das oxidierte wurde von dem am Stéarksten reduzie8pektrum abgezogen und das erhaltene
Differenzspektrum verwendet, um die HAm-Grupperdeutifizieren.

Gemessen wurden rBfr, mit 1 % SDS extrahierte Mamdén von MSR-1, |6sliche Proteine von MSR-1
und mittels Gelchromatographie aufgetrennte Frakiovon MSR-1, die zuvor bei 415 nm im
Ultrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer gssen worden waren.

3.16.Eisenbestimmung des rBfrs durch FerroZine-TestBem@chnung des
Eisengehalts des rBfr-Proteins

Um die Menge des im rBfr gespeicherten Eisens zsspre wurde eine Bestimmung des Eisengehalts
mithilfe der modifizierten Methode nach Fish (Fi&#88) durchgefihrt.

Hierfir wurde eine Kalibrierkurve mit Eisenstandanbn 0,025 pug Fe - 4 pg Fe zusatzlich zu den
Proben vorbereitet.

Jeweils 170 ul der zu bestimmenden Probe wurdenliftul des frisch angesetzten Reagenz A
gemischt und bei 60 °C fiir 2 h in einem Eppendakiiensgefal mit Offnung inkubiert. Die Anséatze
wurden auf Raumtemperatur abgekihlt und mit jewiéllgtl Reagenz B gemischt. Die Proben wurden
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann20e000 x g fur 3 min abzentrifugiert. Von den
Uberstanden wurden jeweils 250 pl in eine Mikrofitatte Uberfihrt und bei 560 nm im
iMark Microplate Reader gemessen.

Mit Microsoft Excel wurde dir Kalibrierkurve fir de Eisentest erstellt und danach die
Eisenkonzentrationen fir die einzelnen Proben ektc

Fur die Eisenbestimmung des rBfrs wurden je dreséddre zweier rBfr-Praparationen mit bekannter
Proteinkonzentration verwendet. Je 2, 5 und 15epRitdparationen wurden fur die Eisenbestimmung
eingesetzt. Aus den errechneten Eisenkonzentrationede mithilfe des Molekulargewichts des Bfrs,
die durchschnittliche Eisenbeladung eines Bakteriiins berechnet.
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3.17.Konzentrationsbestimmung bei Proteinen durch deA-BE€Est

Um die Konzentration der gereinigten Proteine umcheeiniger fraktionierter Proteine zu bestimmen,
wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet.

Der BCA-Test beruht auf der Reaktion von'2B&hinolin-4,4-dicarbonsaure (BCA) mit einwertigen

Kupferionen zu einer violetten Verbindung, die mmetrisch bestimmt werden kann. Der Reaktion
werden zweiwertige Kupferionen zugesetzt, die qtatnt mit dem zu messenden Protein zu
einwertigen Kupferionen reagieren. Der farbige Kterpvird bei 562 nm gemessen (Smith, Krohn et
al. 1985; Olson und Markwell 2007). Die Reaktionrdei bei 37 °C im Mikrotiterplattenmaf3stab

durchgefuhrt und bei 560 nm im Mikrotiterplattenfiiroeter gemessen. Als Eichprotein wurde BSA
verwendet.

3.18.Bindung von rBfr an DNA

Um die Wechselwirkung von Bfr mit DNA zu untersuoh&urden 10 nM pUC19-Plasmid-DNA mit
rBfr verschiedener Konzentrationen unter Zugabe3®mM Mops-Puffer mit 50 mM NaCl versetzt.
Diese Ansatze wurden fur 10 min bei Raumtemperakubiert. Als Negativkontrolle wurden 4,4 uM
BSA mit 10 nM pUC19-Vektor inkubiert. Nach der Ifdation wurden die Ansatze auf einem
1 % Agarosegel analysiert (100 V, 0,5 pg/ml Ethidiwomid).

Tabelle 12: Pipettierschema Bindung von rBfr an DNA

Ansatz- | pDNA rBfr BSA Nukleasefreie§ Mops, 20 x
nummer rBfr [uM] [ rBfr [ul] | [MM] | Wasser [ul]
1 0,25 0,23 - 8,916
2 0,5 0,46 8,686
3 0,75 0,69 8,456
4 1 0,92 8,226
5 15 1,38 7,766
6 2 1,84 7,306
7 pUCLI 2,5 2,3 6,846 oo
' ' ' 50 mM Mops,
8 10nM- 173 2,76 6,386 oH 7.0
9 0354 ull 4 3,68 5,466
10 R 5 46 4,546 50 mM NaCl
11 6 5,52 3,626
12 7 6,44 2,706
13 8 7,36 1,786
14 9,94 9,146 0
15 : . 44
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3.19.Schutz der DNA vor oxidativem Stress

Die Plasmid-DNA wurde mit rBfr fir 10 min bei Rawntperatur inkubiert. Um oxidativen Stress
auszulésen, wurden frische Fe(ll)-sulfat-Losung Ui, zugesetzt und die Ansatze 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 0,7 pl reid@ % SDS-Losung zugegeben und die
Mischung fiir 2 min bei 85 °C inkubiert. Als Neg&tontrollen wurden Anséatze mit Wasser und BSA
statt rBfr verwendet.

Tabelle 13: Pipettierschema Schutz der DNA vor atkiém Stress

DNA-Schutz petl5b [ul] | pUC19 [ul]
DNA 12 nM 2,065 2,1

BSA 4,4 uM/HO/rBfr 6 uM 2,76 2,76
Puffer 0,2 M Mops, 0,2 M NaCl pH 7,01,2 1,2
Fe(ll)-Sulfat 76 pM 0,5 0,5
H-0,1,15 mM 0,5 0,5

3.20.Flotation von Membranen

Bei einer Flotation werden die zu flotierenden Radteile mit einer hochkonzentrierten
Saccharoseldsung eingestellt und mit entsprechenmiggren Konzentrationen tberschichtet. Wahrend
der Zentrifugation reichern sich die Bestandteitdsprechend ihrer Dichte in den verschieden
konzentrierten Saccharoseschichten an. Hierduroh lkeéne Trennung bzw. Fraktionierung erreicht
werden (Gibeaut und Carpita 1990).

Fur den Flotationsversuch wurde Saccharose in 20HBpESs-Puffer, pH 7,5 geldst. Membranpellets
von MSR-1 und MSR-1B wurden in 0,8 ml 60 % Sacchel@sung (w/v) resuspendiert und mit je

0,6 ml 50 % Saccharoselosung (w/v), 45 % Sacchiésisey (w/v), 35 % Saccharoseldsung (w/v) und
25 % (w/v) Saccharoseltsung Uberschichtet. Dabeidevudie 35 % und 50 % Saccharoselésung fir
die bessere optische Trennung der Schichten ngt gigringen Menge Bromphenolblau angefarbt.

Die Gradienten wurden fir 14 h bei 200620 x g ui@ 4entrifugiert. Die Schichten wurden von unten
nach oben mit einer Pasteurpipette abgesaugt. @l¢iénen wurden mit 50 mM Hepes-Puffer, pH 7,5
verdiinnt und mit Aceton bei -20 °C Uber Nacht defabsatz 3.9).

Die geféllten Proteine wurden fiir 20 min bei 16600, 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Pellets fur 1 min bei 95 °C geltreet. Die trockenen Pellets wurden in
1 x SDS-Probenpuffer mit 3 mM TCEP aufgenommen €iird10 min unter Schitteln bei 95 °C
denaturiert.

Die Proben wurden fiir SDS-PAGE und Western Bloivesdet.
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3.21.Polyklonale Antikdrper

Ein Antigen ist eine Verbindung, die, in ein Versster injiziert, die Bildung von Antikbrpern
stimuliert und auch spezifisch mit diesen reagiert.

Fur die Herstellung von Antikdrpern ist die Verwend eines reinen Antigens von grof3er Bedeutung.
Um die immunologische Starke des loslichen Antiganerhohen, werden Adjuvantien verwendet, die
gewahrleisten, dass das Antigen Uber langere @eKorper des Versuchstieres bleibt. Ein Adjuvans
ist jede Substanz, die die Immunantwort auf ein imagen erhoht. Haufig verwendet wird das

Freundsche Adjuvans, welches auf einer Ol/Wassarkgon basiert.

Als Versuchstiere fur die Antikdrperproduktion wendmeist Kaninchen, Ziegen, Meerschweinchen
etc. verwendet. Fur die meisten Applikationen finrelae subkutane Injektion statt.

Die Antikorperbildung wird in zwei Phasen untetteNach der ersten Injektion kommt es nach 5 - 7
Tagen zur Primarantwort, bei der es zur Zunahmédaeentration der Serum-Antikbrper kommt. Bei
der zweiten Injektion des Immunogens nach Abklinden Primarantwort tritt die Sekundarantwort
(anamnestische oder Gedachtnis-Antwort) ein. Dhesitzt eine héhere Konzentration an Antikdrpern,
wobei weniger Antigen gegeben werden muss (Bodsjektion) (Cooper 1981). Nach der
Blutabnahme am Versuchstier wird das Serum abgdtrerd lyophilisiert (Rehm und Letzel 2010).

Die Gewinnung der Antikorper wurde von der FirmaBdgnostic BioScience durchgefihrt.

3.22.MoRbauerspektroskopie

Die Mdl3bauerspektroskopie beruht auf dem MéRbaiadtetler im Jahr 1957 von Rudolph Mol3bauer
entdeckt wurde (Gditlich, Bill et al. 2011).

Die MoRbauerspektroskopie ist eine Technik, die darf riickstoRfreien Absorption van Strahlen
durch einen Atomkern beruht. Voraussetzung fir rdiekstol3freie Absorption ist, dass sich die
Atomkerne sowohl deg - Emitters als auch des- Absorbers in einem Kristallgitter befinden. In
Festkorpern wird dann durch quantenmechanischéteftbe RuckstolRenergie vernachlassigbar. Dies
fuhrt dann zu einer ruckstol3freien Kernresonanzatisn, wenn die Strahlung einer Quelle eines
bestimmten Elements von einem Absorber, bestehamsl Atomen desselben Elements im
Kerngrundzustand, wieder absorbiert wird. PieStrahlen emittierende Quelle als auch der Aleorb
befinden sich jedoch in einer jeweils anderen atemgchemischen) Umgebung. Um dennoch eine
resonante Absorption im Absorber zu erreichen, thetaeiner Energiemodulierung der Strahlung
durch den Doppler-Effekt mittels mechanischer Beweg der radioaktiveny - Quelle. Diese
Absorption lasst sich mittels eines geeigneten ldetsystems als Abnahme der Strahlungsintensitat
(Transmission) in Abhangigkeit der moduliertenEnergie, gemessen in nsrh) nachweisen.

Es sind verschiedene MoRbauerisotope bekannt, wkhebesonders haufig verwendet wittke ist

ein natirliches, nicht radioaktives Isotop, welchasiirlicherweise mit einer Haufigkeit von 2.12 %
vorkommt. Als MéRbauerquelle fiifFe wird radioaktive$’Co eingesetzt, das bei seinem Zerfall in
>Fe Ubergeht>5’Fe-Atome in unterschiedlicher atomarer Umgebungad in unterschiedlichen
Oxidationszustanden absorbieren bei verschieddgpischen Energien, die sich in Transmissions-
moRbauerspektren (TMS) diskriminieren lassen. TM&den mit speziellen Programmen ausgewertet,
wobei man die experimentellen Spektren durch Latgmén mit Hilfe der Methode der kleinsten
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Fehlerquadrate anpasst. Die wichtigsten MoRbauampeter, die auf diese Weise ermittelt werden, sind
die Isomerieverschiebungd [mm.s'], QuadrupolaufspaltungAEq [mm.s!] und magnetische
Aufspaltung (Hyperfeinfeld) BT]. 6 undAEqg geben Auskunft iber Oxidationsstufe, Art der Lideam
(z.B. O, N, S) und Symmetrie des Eisenkomplexas bBschreibt kooperative Phdnomene wie Ferro-,
Ferri-, Antiferro-und Speromagnetismus. Insbesomdéx kooperativen Phanomene zeigen eine starke
Temperaturabhangigkeit, z.B. der superparamaghetisbergang von tierischen Ferritinen unterhalb
von 77 K, bei der ein Quadrupoldublett in ein mdigohes Sextett aufspaltet.

Die zentrale Bedeutung von Eisen fir eine Vielzahktabolischer Prozesse macht die
MoRbauerspektroskopie auch fir die Untersuchungn@isolvierender Prozesse und biochemischer
Reaktionen interessant (Bottger und Matzanke 2MEtzanke 2011; Matzanke, Brandenburger et al.
2011). Dies gilt sowohl fiir isolierte Enzyme undrete Reaktionen als auch fir die Analyse des
zellularen Eisenstoffwechsels und dessen DynamiktZihke, Ecker et al. 1986; Matzanke, Bill et al.
1987; Matzanke, Berner et al. 1991; Matzanke, Arlemigét al. 2004; Faivre, Béttger et al. 2007,
Boughammoura, Matzanke et al. 2008; Uebe, Voigt. 2010; Uebe, Junge et al. 2011). Zeitabhangige
Prozesse kdnnen so mit einer zeitlichen Auflésuadolgt werden, die allein durch die Zeit fur die
Probenpraparation begrenzt ist (z.B. durch Abkiyplauf 1 °C) (Matzanke, Ecker et al. 1986;
Matzanke, Bill et al. 1987; Matzanke, Berner etl891).

Eine Limitierung bei der moéRbauerspektroskopisddatersuchung von biologischen Proben liegt in
der niedrigen natirlichen Haufigkeit véfire. Dieses Problem kann man jedoch durch Wachstum i
>Fe-haltigen Medien (z.B/Fe**(Citrat), oder’’Fe**-Ascorbat) deutlich verringern. Durch Anzucht von
Zellen in einem Eisenmangelmedium und Zugabe®(émbei einer gewahlten Zelldichte, lasst sich die
de novoBildung von Eisenmetaboliten und die weitere \M@#fatechselung des Eisens verfolgen.
Allerdings liegen die niedrigsten intrazellularerorigentrationen von Eisenmetaboliten, die noch
moRbauerspektroskopisch nachweisbar sind, bei 3@WM+M bei einem Zellvolumen von
700 — 1000 pl. Nur Hauptmetabolite des Eisenstaffwels kdnnen also zweifelsfrei identifiziert
werden. Solche Messungen erfordern messtechniaehstarke MoRRbauerquelle (50 — 100 mCi) und
lange Messzeiten, was eine hohe Stabilitat allenpanenten eines Mo3bauerspektrometers sowie eine
stabile Stromversorgung voraussetzt.

Die TransmissionsmdRbauerspektren wurden bei Teatyren von 4.2, 80 oder 130 K von Dr. Eckhard
Bill (Max-Planck-Institut fir chemische Energiekamnsion, Mihlheim an der Ruhr), Dr. Lars Béttger
(bis 2013 Institut fir Physik, Universitat zu Likederzeit Stanford University, CA, USA) und
Prof. Dr. Berthold Matzanke-Markstein (bis 2013tétgmenlabor SN, Universitat zu Lubeck) gemessen
und gefittet.

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten MoRRbauveben wurden wahrend der Kultivierung mit

>Fe angereichert. Um vor der Kultivierung den Eigtsn anderen Eisen-Spezies zu verringern,
wurden die verwendeten Glasgefalie vor der Verwaneisenfrei gewaschen. Hierfur wurde 25 % HCI
verwendet. Die Glasgefalle wurden dreimal mit HGpdgié und danach dreimal mit je einem halben
Flaschenvolumen deionisiertem Wasser gewaschemuiidockenschrank getrocknet.

Da die l6sliche Proteinfraktion ald. gryphiswaldenseur in verdinnter Form gewonnen werden
konnten, wurden diese Fraktionen durch Gefriertnocly konzentriert. Dieses Verfahren wurde
gewabhlt, da hier ein Verlust von Eisen auszuschheRar.
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3.23 Kristallisation des Bakterioferritins

Proteinkristalle werden fir die Strukturanalyse éResteins bendtigt. Hierbei soll am Kristall ein
eindeutiges Réntgenbeugungsmuster erzeugt werdelches Aussagen Uber die dreidimensionale
Struktur der Proteine zulésst.

Fur die Strukturanalyse sollte das rBfr vdngryphiswaldensegristallisiert werden. Es wurden hierfur
verschiedene Bedingungen ausgetestet. Verwenddewigrfur das Structure Screen 1 & 2 HT-96-Kit
zur Abdeckung mdglichst vieler pH- und Pufferkoradien fir erste Tests. Das Protein wurde vor der
Kristallisation in Tris-Puffer, pH 7,5 auf eine Kmemtration von 0,5 mg/ml verdinnt und 20 min bei
20.000 x g zentrifugiert, um Staub und ungelosteilkh zu sedimentieren. Es wurde Protein mit und
ohne den Zusatz von 0,1 mM Dodecylmaltosid verwemies verbesserte die Loslichkeit des Proteins
jedoch nicht, da Konzentrationen tber 0,5 mg/mfialesn, so dass spater nur noch Protein ohne Zusatz
von Dodecylmaltosid verwendet wurde.

Bedingungen, unter denen sich nach einigen Tagé&tae gebildet hatten, wurden weiter verfolgt.
Kristalle hatten sich z.B. bei 0,1 M Natriumacefa, 4,6 und 8 % (w/w) PEG 4000 gebildet. Auch bei
pH 8,5 mit 0,2 M Natrium-Citrat wurde Kristallbildg beobachtet. Die Kristalle waren tUberwiegend
scheiben - oder nadelformig.

Die folgenden Anséatze wurden zur weiteren Optirmgrbei den pH-Werten 4,6 und 8,5, unter Einsatz
der Salze Natrium-Citrat, Natrium-Acetat, Natriurorfiat, Natrium-Tartrat und Natrium-Malonat
angefertigt.

Den Ansatzen bei pH 4,6 wurden 8 % (w/v) PEG 40@iDden Ansétzen bei pH 8,5 30 % (v/v) PEG 400
zugesetzt. Auf den Kristallisationsplatten wurdee jeweils Ansétze mit 2 pl Protein (0,5 mg/ml)
und 1 pl Puffer gemischt, bzw. auch Ansatze mit Brptein und 1 pl Puffer angesetzt. Die Reservoire
wurden dabei jeweils mit 0,5 ml des Fallungspuffeuasgefillt. Die Platten wurden dicht mit einer
Klarsichtfolie verschlossen und die Kristallbildumgter dem Binokular bis zu 2 Wochen lang verfolgt.

Natrium-Citrat und -Malonat schienen am erfolgveeshpendsten zu sein, so dass ausschlieZlich diese
Ansatze bei pH 8,5 weiter verfolgt wurden. Daberdaudie Fallung des Proteins im Verhaltnis 2 ul
Protein/ 1 ul Puffer beibehalten.

Von einem scheibenférmigen Kristall (0,2 M CitrpH 8,5, 30 % PEG400, 0,1 M Tris), wurde ein
Réntgenbeugungsmuster aufgenommen. Die Auflésung lierbei bei 7,71 A. Dieses
wurde von Dr. Jeroen Mesters (Institut fur Biochentiniversitat zu Libeck) aufgenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Klonierung - Sequenzierung der DNA Sequenz K18

Um die Orientierung und Korrektheit defr-Gene, die in den pBadHisb-Vektor kloniert wurden,
Uberprifen, wurden einige der nach dem Testverdfnage kommenden Klone sequenziert. Die
folgende Sequenz ist die des Klons, der flr die€Fsstexpression verwendet wurde. Da hierbei die
Expressionsausbeute sehr gering war, wurde dasiiélasis dem Klon isoliert und als Template fur die
Umklonierung derbfr-Gene in den petl5b-Vektor verwendet. AuRerdem wgith Vergleich der
Sequenz mit der NCBI-Blast-Datenbank durchgefiihrt.

Das K18 - Plasmid (pBadHisb, welcher ein Inserstéleend aus den codierenden Sequenzeloiiflir
und bfr2, enthalt), zeigte die erwartete Sequenz und 10@énmtitat im BLAST - Alignment mit den
bfr-Genen vorMagnetospirillum gryphiswaldengattp://www.ncbi.nim.nih.gov).
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ACCCTTTTTATCGCACTCTCTACTGITTCTCCATACCCGTTTTTTGGGCT AACAGGAGGAAT TAACCAT GGTAT GCGCGGAAGCCCGAAAGT GATAACCG
MR GSP KV I SV

TTCTCAATGGECECT GCT GACGEEEGAGCT GACCGCTGCCGACCAGTATTTCGT CCATGCCCGCAT GTTGGAAAACT GCGGCT TCAAAGT GCTTTATGAACG
L NGL L T GELTAADA QQYFVHARMLENWGTF KV L Y ER

CATCGAGCAT GAACGCCATGACGAGT TGGACCAT GCCGECT TCCTGATCAACCCGCATCCTGI TCT TGGAAGGCGT GCCCGACGT GBCCAGCCGEEECEECG
I EHERMHDELDMHAGLTULI NRI L FL EGVUPDVASIRAA

CTGAATATCGGT TCCGATGI GCCCAAGAT GATGGECCAACGAT CTGECCTATGAGCT GCAAGT GGTGGACGAGT TGAAAGCGGCCATCCCCCTTTGCGAAT
L NI GSDVPKMMANDLAY ELQVVYDELIKAAI AL CE S

CCGAGCCCGATTACGACACCCGCCGCAT CCTGGT CCATCTCCTGGAAGAGACCGAGCAGGACCACGT GCGCT GECT GGAAGT GCAGGT CGECCTGATCGA
E RDYDTWRRI L VHLULETETIEIQDHVRWLEVQVGLII D

CAAGCT GGECCTGAAGAAT TAT CTGCAAAGCGCCCGCT GGCGAGAT CCCGT AAGGAGACGT CCGAT GAAAGCCAACCGCACCGT GCTGGECCGCGCTTAACG
K L GL KNYL QS AAGTETI A *

M K A NRTVL A AL ND
ACGT GCTGCGCCATCAGCT GACCGCCATCAATCAGTATTTCCT GCACGCCCGCAT GATGAAGAAT TGEGEGECT TCAACGCCCTGEGTAAGCATGAATACAA
VvV L RHQLTAI NQYFLHARMMKNMWGT FNA AL GIKHE Y K

GGAATCCAT CGAGGAGAT GAAGGCCGCCGACAAGCT GATCGAGCGCATCT TGCTGCTGGAAGGCCT ACCCAAT CTGCAGGATCTGGGCAAGCTCCTGATC
E SI EEMKAADI KU LI ERI1I L L L EGL P NULQDULG KL L I

GCCGAAAACGT CCCGGAAAT GCT GAAGAACGACT TCGECCAT GGAAAAGGACGCCCAT GCCGAT TTGGT GAAGACCAT CGCGCT TTGCGAAAAGCAGECCG
GENVPEMLI KNDFAMEIKIDAHADTLVIKTI AL CEIZKIOQAD

ATTACGT CAGCCGCGATCTGCTGAGCGAGT TTCTGGAAGAAT GCGAGGAACGCAT GGACT TCTATGAAACCCACCT GGAACT GGT GAAGAAGAT GGGCGA
Yy vSsS R DLL SEFLEECEIERMDUZFYETOQLEULV KK KMGE

GCAGAAT TATCTGCAATCCGCCGT CGEOGCCT TGGAGGACT GAAGT CAT GGGGGGT TCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGG
QNYLQSAVGATLE D *

Abbildung 7: Sequenzierung des pBadHish-Vektorgdaritbfr-Genen. Das Ergebnis der Sequenzierung evomd der Blast-Datenbank verglichen

100 % Uberein. Markiert wurden die Ribosomenbindstejle (griin) sowie Start- und Stoppcodons (gelb).
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4.2. PCR-Produkte

Fur die Klonierung derbfr-Gene in die petl5b- und pBadHisb-Plasmide, wurtRs mit
verschiedenen Primern durchgefiihrt, um die DNA ewielfaltigen und Inserts mit den richtigen
Schnittstellen zu gewinnen. Die Gré3e, Menge uridhi®@ der Produkte wurde vor der Klonierung auf
Agarosegelen Uberprift und die DNA mit Ethidiumbrdmngefarbt.

Der DNA-Abschnitt, der diéfrl undbfr2-Gene enthalt, wurde unter Verwendung der Primand 2
vervielfaltigt. Es entstand nur ein Produkt mit dewarteten Grofl3e von 974 bp. Die Ausbeute war bei

niedrigen MgS@Konzentrationen am hdchsten (Abbildung 8). In Negativkontrolle waren keine
Produkte nachweisbar.

bp

—
300 =| s
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R ¥ e—

103 1o
900 =| .-
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Abbildung 8: Produkte der PCR mit den Primern 1 @n@ie Produkte wurden fiir die Klonierung der fene

in den pBadHisb-Vektor verwendet. Als Templatetdigenomische DNA von MSR-1. Die Produkte wurdén au
einem 1 % Agarosegel aufgetrennt und mit 0,5 pdZthidiumbromid angefarbt. 1: Negativkontrolle ohne
Template; 2: PCR-Produkt nach Zugabe von 1,5 mM®gS: PCR-Produkt nach Zugabe von 2 mM MgSO
4: PCR-Produkt nach Zugabe von 2,5 mM Mg30PCR-Produkt nhach Zugabe von 4 mM MgSO

Abbildung 9 zeigt die PCR-Produkte, welche durch BICR mit den Primern P5fwBspHI f und
P6revNdel r entstanden. Diese wurden fur die Kinmg detbfr-Gene in den pet15b-Vektor verwendet.
In Bahn 1, der Negativkontrolle, waren keine Prdadulu erkennen. Die erhaltenen PCR-Produkte in
Bahn 2 und 3 zeigen nur eine Bande und entspreadgregrwarteten Grofl3e von 992 bp.
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Abbildung 9: PCR zur Vervielfaltigung der bfr-Gemse Produkte der PCR mit den Primern P5fwBspHhd u
P6revNdel r fiir die Klonierung der bfr-Gene in det15b-Vektor wurden auf einem 1 % Agarosegel angfiget
und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid angefarbt. Als péate diente der pBadHisb Vektor mit bfr-Genen des
ersten Klonierung (Abbildung 8). 1: Negativkonteobhne Template; 2 und 3: fiir die Klonierung verdetn
PCR-Produkte die bei 2 mM Mg$éntstanden

4.3. Aufreinigung des rekombinanten Bfrs dtiscoliBL21-Gold

Bevor diebfr-Gene von MSR-1 in pet15b kloniert wurden, wurdeedixpression der Gene in pBadHisb
getestet. Die Expression erfolgtekincoli XL Blue mittels Induktion durch L-Arabinose. AbBiing 10
zeigt das Gesamtprotein des Expressionsstamms mbrnach der Induktion mit aufsteigenden
L-Arabinose-Konzentrationen. Als  Negativkontrolle unden E. coli XL Blue-Zellen ohne
Expressionsplasmid verwendet, die ebenfalls baredi?2 % L-Arabinosekonzentration wuchsen. In
den Bahnen 1-6 sind die Zellen vor der InduktiorcHu_-Arabinose aufgetragen. In Bahn 7-12 ist das
Gesamtprotein der Zellen sechs Stunden nach dektiod zu sehen. Es war lediglich eine schwache
Bande bei etwa 17 kDa erkennbar, die in den Nelgativollen (Bahnen 1 und 7) und bei den Kontrollen
vor der Induktion nicht zu erkennen war. Eine Vidmia der L-Arabinose-Konzentration zeigte kaum
Auswirkungen (Bahnen 8 - 12). Auch die Verwendundeaaer Expressionsstamme und Veranderung
der Kultivierungsbedingungen (ohne Abbildung) btadkeine Verbesserung, so dasshfieGene in
der Folge in den pet15b-Vektor umkloniert wurden.
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Abbildung 10: Testexpression der bfr-Gene in pBatiHDie ganzen Zellen wurden in SDS-Probenpuféery

Als Expressionsstamm wurde E. coli XL Blue verwgnde Induktion erfolgte durch L-Arabinose. Die
Auftrennung der Proben erfolgte auf einem 13 - 20dénaturierenden SDS-Polyacrylamidgel, welches mit
Coomassie Brillant Blau angefarbt wurde: Die Bahrkr 6 zeigen das Gesamtprotein der Zellen vor der
Induktion durch die jeweils angegebene L-Arabinosekntration. 1: XL Blue ohne Vektor 0,2 % Arab&os
2: XL Blue 0,2 % Arabinose; 3: XL Blue 0,02 % Araise; 4: XL Blue 0,002 % Arabinose; 5: XL Blue 0206
Arabinose; 6: XL Blue 0,00002 % Arabinose. Die Bahii - 12 zeigen die Gesamtproteine 6 h nach dfrkition
durch die angegebenen ArabinosekonzentrationeXL7Blue ohne Vektor 0,2 % Arabinose; 8: XL Blue %2
Arabinose: 9: XL Blue 0,02 % Arabinose; 10: XL B802 % Arabinose; 11: XL Blue 0,0002 % Arabinose;
12: XL Blue 0,00002 % Arabinose
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Nachdem didfr-Gene in den petl5b-Vektor umkloniert wurden, lieBieh die Gene i&. coliBL 21
Gold exprimieren (Abbildung 11).

Ohne IPTG-Zusatz war keine Expression d&rGene als Doppelbande um 15 kDa nachweisbar
(Bahn 1). Nach dreistiindiger Expression war dientgde Konzentration an rekombinantem Protein
erreicht (Bahn 2). Eine langere Induktionszeit éthdlie Ausbeute nicht wesentlich. Es zeigte der a

verstarkt eine Nebenbande geringeren Molekulardasjicwobei es sich maoglicherweise um ein
Abbauprodukt handelt (Bahn 3).

kDa

100 =
70 w=—

55 =
40 =]

35 =

22111

1 2 3

Abbildung 11: Expression der bfr-Gene in petl5b.sDaesamtprotein vor und nach der Induktion zu
verschiedenen Zeitpunkten, wurde auf einem 13%?2@enaturierendem SDS-Polyacrylamidgel, welches mit
Coomassie Brillant Blau angeféarbt wurde, aufgetterin Gesamtprotein vor der Induktion, keine Dojaelde

bei 15 kDa; 2: Gesamtprotein 3 h nach Induktion HRTG, eine starke Doppelbande bei 15 kDa; 3: Gdsam

protein 5 h nach Induktion, eine starke Doppelbarm® 15 kDa und eine zusatzliche Bande geringeren
Molekulargewichts.
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Nach der Expression dbfr-Gene wurden die Zellen aufgeschlossen und daPtiein aufgereinigt.
Die loslichen Proteine, in denen sich das rekomimeBfr befand, wurden tber eine S300 HR
Gelchromatographiesaule grob aufgetrennt.

Abbildung 12 zeigt die Fraktionen 1-19, die bei derftrennung des Rohextrakts mit rBfr adscoli
Uber die Saule, gesammelt wurden. In den Bahnda 34bsind die Banden des rBfrs um 15 kDa zu

sehen.
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Abbildung 12: Trennung der I8slichen Proteine vanc&li mit dem rekombinanten Magnetospirillum-Bbrei
eine S300-Gelchromatographiesaule. Je 200 pl Foaktturden mit Aceton gefallt, in Probenpuffer anfg@men
und auf einem 13 - 20 % denaturierenden SDS-Pojyamidgel aufgetrennt und mit Coomassie BrillanawBl
angefarbt: RBfr ist in den Fraktionen 2 - 14 alsitiehe Doppelbande um 15 kDa zu erkennen (Pfeile).

Abbildung 13 zeigt die Aufreinigung von rBfr-halég Fraktionen Uber eine Anionenaustauschersaule,
als zweiter Schritt nach der S300-Gelchromatogeadbas aufgereinigte rBfr ist dabei in den Bahnen

1 bis 11 zu sehen. Bahn 12 zeigt das Protein, wslotit 1 M NaCl von der Anionenaustauschersaule
eluiert wurde und ebenfalls noch rBfr enthalt.

1M
kDa ilinearer Gradient 0 - 150 mM NaCl NacCl
100_
70 =
55 -
40 —| = — e
35 —| .
25 —| .. -
R e | | | T 8-
10 —j

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 13: Aufreinigung des rBfrs Uber eine Bicale™ Mini Macro-Prep® High Q Anionen-
austauschersaule. Das Protein wurde in einem lieraBradienten von 0-150 mM NaCl und 50 mM Tris-HCI,
pH 7,5, eluiert. Die Fraktionen wurden auf einem-29 % denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel auéyeit
und mit Coomassie Brillant Blau angefarbt. Frakgon1-11: rBfr ist als deutliche Doppelbande um Tk
sichtbar; Abbaubande bei 13 kDa (Stern), Bande tgiheMolekulargewichts bei 38 kDa (zwei Sterne);
Fraktion 12: Elution des Restproteins mit 1M Na&&l),mM Tris-HCI, pH 7,5
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4.4. RBfr — Bestimmung des Molekulargewichts

4.4.1.Gelfiltration

Um das Molekulargewicht des uberexprimierten rBits ermitteln, wurde unter anderem eine
kalibrierte S300 HR-Gelchromatographieséule eingedeie Kalibrierung erfolgte durch verschiedene
Proteine mit bekanntem Molekulargewicht. Dies wdr&rdeferritin (440 kDa), Rinder IgG (150 kDa)
und Conalbumin aus Huhnereiweil3 (75 kDa). Anhandeaieechneten Kalibrierkurve konnte nach

einem Saulenlauf mit rBfr das Molekulargewicht dtait werden.
Abbildung 14 zeigt die Elutions-Chromatogramme Idalibrierung der S300 - Gelfiltrationssaule und

des Laufs mit dem rekombinanten Bfr. Dieses dideteBestimmung des Molekulargewichts des rBfrs.
RBfr eluierte bei 66,65 min von der S300-Séaule, wvold mit der in Abbildung 15 gezeigten Gleichung

das Molekulargewicht von 186 kDa ermittelt wurde.
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"\
20,194 - ‘ ' - - = Kalibrierung 0.029
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= 0,144 =
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Abbildung 14: Bestimmung des Molekulargewichts s durch Gelfiltration Gber eine Sephacryl 30RH
Saule. Fir die Kalibrierung wurden Pferdeferritid:(440 kDa), Rinder IgG (B: 150 kDa) und Conalbumin
(C: 75 kDa) verwendet. Als Laufpuffer wurden 50 iimid-HCI-Puffer, pH 7,5 mit 500 mM NaCl verwendeBfr
eluierte in einem scharfen Peak nach 66,65 minderSaule.

Abbildung 15 zeigt die Kalibrierungskurve der SepiyhS300 HR-Gelfiltrationssaule, die aus dem
Elutionsdiagramm der S300 - Gelfiltratrionsséaulemigelt wurde. Aus dieser lieR sich das
Molekulargewicht des rBfrs berechnen. Das mittel&nausschlusschromatographie ermittelte

Molekulargewicht betrug 186 kDa.
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Abbildung 15: Kalibrierung der Gelfiltrationssaule mit  verschiedenen Proteinen. Die
S300 HR - Gelfiltrationssaule wurde mit Pferdefénri(440 kDa), Rinder IgG (150 kDa) und Conalbumin
(75 kDa) kalibriert. Daraus wurde eine Gleichungesthnet, aus der das Molekulargewicht des rBfrsbknet
werden konnte.

4.4.2.Dynamische Lichtstreuung - DLS

Um das durch GréfRenausschlusschromatographie etmillolekulargewicht zu tberprifen, wurde
das Molekulargewicht nochmals mittels Dynamischiehtstreuung (DLS) ermittelt.

Bei der DLS wird der hydrodynamische Radius bestinimAbbildung16ist ein schmaler, einheitlicher
Peak zu erkennen, der einen hydrodynamischen Radiu$,4 nm, gemittelt Uber zehn Messungen,
angibt. Verunreinigungen sind nur im Bereich umni zu erkennen, groRere Proteine wurden nicht
detektiert.

10
—rBfr

N
T

i

Haufigkeit

|

Inm _ 10nm 100 nm 1Ipm 10 um
Radius

Abbildung 16: Bestimmung des hydrodynamischen Radin rBfr mittels DLS. Der hydrodynamische Radius
von rBfr wurde nach zehn Messungen auf 6,4 nmroggti Daraus wurde ein Molekulargewicht von 231 kDa
ermittelt, was einem Protein mit 12 Untereinheiéetspricht.

Zum Vergleich des Radius eines bekannten Ferritiits 24 Untereinheiten mit dem Radius des
isolierten rBfrs vonMagnetospirillum gryphiswaldenseyurde der hydrodynamische Radius von
Pferdeferritin mittels DLS bestimmt (Abbildung 1Der Peak ist etwas breiter und unregelméafiger als
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der des rBfrs geformt, zeigt aber ber zehn Messuigg mittelt einen hydrodynamischen Radius von
21 nm an. Auch hier sind Verunreinigungen im Bdrewan 1 nm zu erkennen. Der gemessene
hydrodynamische Radius von Pferdeferritin ist malhrdoppelt so grof3 wieder der des rBfrs. Fiur das
Pferdeferritin - wurde ein Molekulargewicht von 44D& ermittelt, was dem bekannten
Molekulargewicht entspricht.

- —Horseferritin

(o)}
T

Haufigkeit
E S

i

. 1 nm lOr;m 100 nm l;im 10 pm
Radius

[\

Abbildung 17: Bestimmung des hydrodynamischen Raduon Pferdeferritin mittels DLS. Das
Radius - Histogramm zeigt eine Verteilung der gemesn Radien um 21 nm. Hieraus wurde ein
Molekulargewicht von 440 kDa ermittelt, was dem amgiten Molekulargewicht von Pferdeferritin mit 24
Untereinheiten entspricht.
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4.5. Nachweis von Eisen in rBfr und Bfr durch Farbungnativen
Polyacrylamidgel

Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, konnte das im rBfr gebundene EisitelsnFridovichfarbung
angefarbt werden. Daraufhin wurde die Eisenbeladi@sgBfrs mit dem modifizierten FerroZine-Test
nach Fish (Fish 1988) bestimmt. Nach der AnalyseiewrBfr-Praparationen, enthielt das rBfr
zwischen 183 - 308 Eisenatome pro rBfr mit jewgRsUntereinheiten.

Nachdem die Bande (1) des nativen Gels ausgesanitirde und auf einem denaturierenden SDS-
Gradientengel aufgetrennt wurde, wurden die beRiemden des rBfrs (3) sichtbar.

Abbildung 18: Auftrennung des rBfrs auf einem @ % nativen Polyacrylamidgel. Die Banden wurden mit
Coomassie Brillant Blau (Bahn 1) und nach Fridov{Bahn 2) angefarbt. Die der Hohe der eisenhaltiamde
entsprechende Proteinbande wurde ausgeschnitteniruSiDS-Probenpuffer aufgenommen. In Bahn 3 ist die
Auftrennung und Coomassie-Farbung dieses Protaginginem 13 - 20 % denaturierenden Polyacrylamidgel
gezeigt: Bahnen 1 und 2: eisenhaltiges rBfr imveati Polyacrylamidgel, 3: Doppelbande des rBfrs iekDa
(Pfeile), Abbaubande niedrigeren Molekulargewidies 13 kDa (Stern).
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4.6.Vergleich des rekombinanten und des nativen Bfraativen
Polyacrylamidgel

Ein MSR-1 Membranextrakt wurde Uber eine S300-Gelriatographiesaule aufgetrennt. Die
Fraktionen wurden auf ihren Eisengehalt hin Ubdtpuad die eisenreichen Fraktionen auf einem
nativen 6 - 12 % Polyacrylamidgel aufgetrennt. bie@nvurde in einigen Fraktionen eine eisenhaltige
Proteinbande nachgewiesen (4 - 6). Abbildung 18tzderbei den Vergleich zwischen rBfr (1) und
dem Extrakt von MSR-1 (2 - 6). Die eisenhaltigem@an ausVl. gryphiswaldens&embran und das
rBfr haben dieselbe Laufhéhe und weisen eine st&ikenfarbung auf, so dass sich das rBfr im
Vergleich mit dem nativen Bfr identisch im nativéel zeigt.
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Abbildung 19: Auftrennung der mittels Triton X-180s MSR-1-Membran extrahierte Proteine tGber ein@0S3
HR-Gelchromatographieséule und anschlie3ende Auftrag auf einem nativen 6 - 12 % Polyacrylamideéd.
Gelteile wurden mit Coomassie Brillant Blau sowéelm Fridovich gefarbt (Bahnen 2 - 6). Hierbei wunbs Bfr
in den Bahnen 4 - 6 als hochmolekulare eisenhaBigiede gefunden. Die Iéslichen Proteine von E. mdlirBfr
wurden als Referenz fiir die Wanderungsstrecke ftessBrwendet (Bahn 1). Diese unterscheidet sidhchen
rBfr und dem nativen Bfr aus der M. gryphiswaldekigmbran nicht.
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4.7. Eisen- und Proteinverteilung bdi. gryphiswaldense

In Abbildung 20 ist die Protein- und Eisenverteguwer I6slichen und der Membranproteine von MSR-1
im Vergleich gezeigt. Dabei sind die Proteine reit¢ils knapp 50 % gleichmafig auf die Fraktionen
aufgeteilt, geringfuigig mehr Protein befindet sich der Membranfraktion. Der Eisengehalt der
Membranfraktion ist geringfligig groRer, als der ldstichen Proteine.
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Abbildung 20: Eisen- und Proteinkonzentrationen kiembran.- und der I8slichen Proteine von MSR-1eAe
von MSR-1 wurden aufgeschlossen, fraktioniert uadtsen- und Proteingehalte bezogen auf das Fgisalicht
bestimmt. Gepunktet sind dabei jeweils die Membiaeme dargestellt, die 16slichen Proteine sind ginem
Netzmuster gekennzeichnet. Die Eisen- und Protealge der I6slichen und die der Membranproteine
unterscheiden sich dabei nicht wesentlich.

Abbildung 21 zeigt die Verteilung von Eisen undteneen in der Membran- und der |8slichen Fraktion
von MSR-1B, der nichtmagnetischen Mutante. Hiespi¢ht die prozentuale Proteinverteilung in etwa
der von MSR-1, wo geringfligig mehr Protein in deervbranfraktion vorhanden war, als in der
l6slichen Fraktion. Die Verteilung des Eisens mst\ergleich zum Wildtyp stark verandert. Befanden
sich bei MSR-1 etwa 53 % des Eisens in der Membaiktibn, waren es bei MSR-1B etwa 75 %.
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Abbildung 21: Eisen- und Proteinkonzentrationen ldembran.- und der l6slichen Proteine von MSR-1dlen
der unmagnetischen MSR-1B-Mutante wurden aufgessdno fraktioniert und die Eisen- und Proteingehalt
bezogen auf das Frischgewicht bestimmt. Gepunkidtdabei jeweils die Membranproteine dargestallg
I6slichen Proteine sind mit einem Netzmuster gekeinhnet. Die Proteingehalte sind in etwa gleichigar
verteilt, wahrend der Eisengehalt der Membranfraktdeutlich héher ist als der der 16slichen Profeaktion.
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4.8. Bestimmung des Ham-Gehalts von rBfr und MSR-1-Foalktn mit der
Pyridin-Hamochrom-Methode

Abbildung 22 zeigt die Differenzspektren der PyritHamochrommessungen von rBfr, in 1 % SDS
geloster MSR-1 Membran und den Igslichen ProteumenMSR-1. Dabei wurden die jeweiligen Ham-
Typen nach den-Peak Absorptionsmaxima bestimmt. Dieses liegHHam c zwischen 549 - 551 nm,

fur H&m b zwischen 556 - 558 nm (Falk 1964) und{fam a zwischen 580 - 590 nm (Lemberg 1969).

Dabei ist in Abbildung 22 zu sehen, dass die laslic Proteine von MSR-1 nur Ham-Gruppen des
c Typs enthalten. Fir eine rBfr-Praparation wurée Ham-Gehalt ebenfalls bestimmt. Nach dem
Absorptionsmaximum des Spektrums bei 556 nm, handsel sich hierbei um Hamb. Zur
Quantifizierung des H&am b-Gehaltes, wurde der ifigelle Extinktionskoeffizient
€s57-5a0nm=22.100 M* - cn! verwendet (Williams 1964). Das rBfr enthielt duschnittlich 0,15 Ham-
Gruppen pro 12 Untereinheiten.

Bei der Messung der mit 1 % SDS extrahierten MSRetnbranen, wurde festgestellt, dass der Peak
des erhaltenen Differenzspektrums sein Maximum areBh des c-Typ-Hams hatte. Dabei fallt auf,
dass der Peak zu langeren Wellenléangen hin im ¥etgku den |6slichen Proteinen, verbreitet iseDi
deutet darauf hin, dass sich neben dem Peak flc-tigg Ham, noch ein anderer Peak im b-Bereich
befindet.
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Abbildung 22: Pyridin-H&mochrom-Spektren der Menmmrateine und der I6slichen Proteine von MSR-1isow
des rBfrs. Die Membran wurde vor der Analyse nfib EDS extrahiert. Zur besseren Vergleichbarkeitdgar
die Kurven normalisiert. Die l6slichen Proteine lesiten Cytochrome des C-typs, die Membranproteitieadten
Cytochrome des b-, c- und a-Typs, rBfr enthalt Hamppen des b-Typ.

Die loslichen Proteine von MSR-1 wurden zuséatziidter eine S300 HR-Gelchromatographieséaule
aufgetrennt. Die Absorption aller Fraktionen wumle Detektion cytochromhaltiger Fraktionen bei

415 nm im Photometer gemessen, wobei sich zwelideaitPeaks bei 87 und 97 min zeigten. Diese
Fraktionen wurden im Weiteren mit der Pyridin-Hatmaon-Methode gemessen, um die Ham-Typen
Zu analysieren.

63



Ergebnisse

0,5

" ---- Protein 280 nm
041 a,al ——E 415 nm
0,3 -

Extinktion
o
N

o
=
|

45 55 65 75 85 95 105 115 125 135
[min]

Abbildung 23: Auftrennung der l8slichen Protein@ WSR-1 iber eine S300 HR-S&ule mit 50 mM Hepeg, H
Messung der Extinktion der 2 ml-Fraktionen bei 4h% zur Detektion von cytochromhaltigen Fraktionen

Die Pyridin-Hamochromspektren der beiden Fraktioreigen die charakteristischen Werte fir Ham c
(Abbildung 24, Abbildung 25). Die kalkulierten Mdéiglargewichte, die aus dem Kalibrierspektrum
abgeleitet wurden (Abbildung 14, Abbildung 15),rbgen ca. 60 kDa fir das bei 87 min eluierende
Protein und ca. 42 kDa fiur das bei 97 min eluieeeRtbtein. Bei dem Protein mit 60 kDa handelt es
sich vermutlich um NirS, das Protein der anderexkfion konnte nicht ndher bestimmt werden.
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Abbildung 24: Pyridin-Hdmochrom-Spektren der mitt&8elchromatographie gewonnenen Fraktion 22 (siehe

Abbildung 23) durch die Pyridin-Hamochrom-Methodgezeigt werden das reduzierte Spektrum und das
Differenzspektrum, welches aus dem reduzierterdendoxidierten Spektrum der Fraktion gewonnen wird.
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Abbildung 25: Pyridin-Hdmochrom-Spektren der mitt&8elchromatographie gewonnenen Fraktion 27 (siehe
Abbildung 23) durch die Pyridin-Hamochrom-Method&ezeigt werden das reduzierte Spektrum und das
Differenzspektrum der Pyridin-Ha&mochrommessungeiches aus dem reduzierten und dem oxidierten ekt
der Fraktion gewonnen wird.

Wie Abbildung 26 zeigt, wurde die mit Triton X-1@Xtrahierte Membran von MSR-1B Uber eine
S300-Gelchromatographiesaule aufgetrennt, dieimenetritonhaltigen Puffer betrieben wurde. Dabei
wurde die Saule mittels einer Mischung bekanntestdtne kalibriert (Kalibrierkurve) und die
Eisenkonzentrationen der gesammelten Fraktioneaufgetrennten Membranextrakts bestimmt.

Ein Anstieg der Eisenkonzentration ist ab Minutez&2erkennen. Hier ist die Eisenkonzentration im
Vergleich zu der Menge eluierten Proteins hohey iralden folgenden, eisenhaltigen Fraktionen, die
eine wesentlich héhere Extinktion bei 280 nm ausere(Membranextraktkurve).

GroRere Proteinmengen wurden ab 65 min in einefegr@eak mit 2 Schultern eluiert. Pferde-Ferritin
eluierte bei 51 min. In diesem Bereich wurden in Beaktionen des Extrakts zwar Proteine eluiegrab
kein Eisen gemessen.
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Abbildung 26: Bestimmung des Molekulargewichts Bés im MSR-1 Tensidextrakt der Membran durch
Auftrennung uber eine S300 HR-Gelchromatographiesa&ur die Kalibrierung wurden Pferdeferritin
(A: 440 kDa), Rinder IgG (B: 150 kDa), (C: mdglicdierunreinigung des Conalbumins, nicht bericksithtind
Conalbumin (D: 75 kDa) verwendet. Als Laufpufferdan 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 mit 0,02 % Triton X-100
verwendet. Die Eisenkonzentrationen der eluierteakffonen wurden mit dem FerroZine-Test bestimmt.
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Anhand der bekannten Molekulargewichte, der fiur iaibrierung der S300-Saule verwendeten
Proteine, wurde eine Kalibrierkurve erstellt, mi@r dlas Molekulargewicht des unbekannten Proteins
berechnet werden konnte. In diesem Fall wurde dideSmit einem Puffer, der Triton X-100 enthielt,
betrieben, um einheitliche Bedingungen zu schafleie Elutionszeitpunkte der Markerproteine
veranderten sich nicht wesentlich im Vergleich imem Séulenlauf ohne Triton X-100 (Abbildung 14),
so dass hier das Molekulargewicht der Tritonmizeliecht addiert wurde. Auch sind die verwendeten
Proteine nicht als hydrophob bekannt.
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Abbildung 27: Die S300 HR Gelfiltrationssaule wurdé Pferdeferritin (440 kDa), Rinder IgG (150 kDand
Conalbumin (75 kDa) kalibriert. Daraus wurde eindei@hung errechnet, aus der das Molekulargewichg de
nativen Bfrs berechnet werden konnte.

Die Lokalisation des Bfrs nach der Auftrennung Biesnbranextrakts wurde durch einen Western Blot
ermittelt (Abbildung 28). Bfr-Signale auf der Hodes Referenz-rBfrs (Bahn 1), zeigten sich in den
Bahnen 3 - 6, was einer Elutionszeit von 59,6 mitsgrach. Diese Elutionszeit war im Vergleich zum
rBfr friiher, was allerdings auch auf den Einsatz Bensids zurtickzufiihren sein kann.

Aus den daraus bekannten Elutionszeiten wurde addsiklargewicht berechnet. Dies lag bei 250 kDa.
Das im Vergleich zum S&ulenlauf mit rBfr hohere éeite Gewicht kann durch den Einfluss des

Triton X-100 zustande kommen. Tritonmizellen habanMolekulargewicht von ca. 65 kDa, was bei

Interaktion mit dem Protein zu einer Erhéhung desddWulargewichts fuhrt, was in diesem Fall etwa
250 kDa ergeben wiirde. Auch hydrophobe Wechselwg&n mit dem S&ulenmaterial kdnnen zu einer
Laufverzdgerung fithren, was durch Triton X-100 dmt@den wird.
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Abbildung 28: Immunologische Detektion von Bfr nalionen des Detergensextrakts von MSR-1-Membranen
MSR-1 Membranen wurden mit Triton X-100 extrahiet, Extrakt Gber eine S300 HR-S&ule fraktionied der
Eisengehalt der Fraktionen analysiert (Abbildung.2Bie Fraktionen 6 - 11 (Bahnen 3 - 8) wurden eirfem
denaturierenden 13 - 20 % SDS-Polyacrylamidgel etnégnnt und geblottet. Der Western Blot wurde reiind
Erstantikdrper Anti-rBfrl-His 1:10.000 und dem Se#l@rantikdrper IRDye800 Anti-Kaninchen-IgG 1:200
inkubiert. 1: rBfr; 2: Abfr Membranextrakt; 3: Fraktion 6; 4: Fraktion 7;:3-raktion 8; 6: Fraktion 9; 7:
Fraktion 10; 8: Fraktion 11. Die relevanten Bfr-Bden befinden sich in den Fraktionen 3 - 6, was néeh
Kalibrierkurve (Abbildung 27) ein Molekulargewichitn 250 kDa ergibt.

4.9. Empfindlichkeit vonM. gryphiswaldens&tammen gegen oxidativen Stress,
ausgelost durch Zugabe voa®i zum Kulturmedium

Wie in Abbildung29 und Abbildung30 gezeigt, wurde das Wachstum Jdn gryphiswaldenseurch
eine Zugabe von #D, zum Kulturmedium beeinflusst.

Dabei waren nach der Zugabe bei débir-Stamm stérkere Veranderungen zu beobachten, als be
MSR-1, was auf eine Bedeutung des Bfrs fir den Raolar oxidativem Stress hindeutet.

Fur den Vergleich des Effekts von®b auf das Wachstum verschiedener Magnetospirillu&im&te,
wurden verschiedene Kulturansatze mit moglichstiéer Start-OD nach 16 h mit verschiedenen
Konzentrationen von #D. versetzt.

Nachdem dem Wildstamm MSR-1 verschiedene Konzéntiert HO, zugegeben wurden (Abbildung
29), veranderte sich das Wachstumsverhalten. Am measteehsen die Negativkontrolle, sowie die
Ansatze, die mit 0,2 ng/ml und 0,1 ng/mi(d versetzt wurden.

Ab 0,4 ng/ml wurde das Wachstum des Wildstammetréehtigt. Dieser Effekt war schwach und
etwa ab Stunde 19 - 20 zu sehen.

0,6 ng/ml und 0,8 ng/ml hatten einen ahnlich waahshemmenden Effekt auf MSR-1. Dieser ist
starker wachstumshemmend als der Effekt der niedsigKonzentration und auch ab Stunde 19 zu
erkennen.
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Der wachstumshemmende Effekt von 1 ng/DHauf den Wildstamm MSR-1 ist bereits eine Stunde
nach Zugabe zu erkennen. Dieser fallt starkerasgler Effekt aller niedrigeren Konzentrationen.

Am Starksten wachstumshemmend wirkte die Konzeatrabn 1,2 ng/ml KHO.. Direkt nach der bD»-
Zugabe war bei allen #.-Konzentrationen ein Wachstum bis zur nachsten Mesmessbar.

Insgesamt war bei MSR-1 der wachstumshemmende tEffigk steigenden bD,-Konzentrationen
verstarkt sichtbar, es fand allerdings auch benf@y/thl immer noch ein recht gutes Wachstum statit, b
dem eine Oky von 0,98 nach 24 h erreicht wurde, wobei die Nggantrolle eine OD von 1,1
erreichte.
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Abbildung 29: Der Einfluss von J, auf Kulturen des MSR-1-Stamms wurde durch Zugaisckiedener
Konzentrationen 16 h nach der Inokulation untersutach der Zugabe wurden die Bakterien weiteréudden
bei 30 °C kultiviert. Die Oky wurde stiindlich in den Kulturflaschen gemessenRNSvachst bei steigenden
Konzentrationen etwas schlechter als die Negatitrbdia (hellblau dargestellt).

Auch Kulturen ded\bfr-Stamms wurden mit ¥D; inkubiert. Bei Konzentrationen ab 0,4 ng/ml wurde
das Wachstum bereits eine Stunde nach Zugabe gedan. Ab 0,8 ng/ml wurde das Wachstum noch
starker gehemmt. Vier bis finf Stunden nach derabegwar in diesen Ansatzen eine starke
Reduzierung des Wachstums mit Abknicken der Waafsturve zu erkennen.

Auffallig war ein Einbruch des Wachstums bei alfemsdtzen deabfr-Stamms direkt nach der.8,-
Zugabe. Dieser verstarkte sich bei den hoéhere@®.-Konzentrationen, war aber auch bei der
Negativkontrolle und den niedrigen®-Konzentrationen zu beobachten. Bei dem WildstantaiRhM
trat dieser Effekt nicht auf. Hier wuchsen alle &tz bis zur ndchsten Messung gleichmafiig weiter.

Da der Effekt der Wachstumshemmung nach dem Unnfidés Kultur auch in schwéacherer Form bei
der Negativkontrolle zu sehen war, war dieser véliatuauf den verstarkten Eintrag von Sauerstoff in
das Kulturmedium beim Umfillen der Kulturen in diellkulturflaschen zuriickzufihren. Dieser Effekt
verdeutlicht schon die hdhere Sauerstoffempfinétkith von Abfr im Vergleich zum Wildstamm
MSR-1.
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Insgesamt zeigte sich dabfr-Stamm empfindlicher als MSR-1 bei der Kultivierumit H,O.. So
wurde bei 1,2 ng/ml nur eine @ von 0,77 nach 24 im Vergleich zur Negativkontraiig 1,004
erreicht.
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Abbildung 30: Der Einfluss von B, auf Kulturen desdbfr-Stamms wurde durch Zugabe verschiedener
Konzentrationen 16 h nach der Inokulation untersubtach der Zugabe wurden die Bakterien weitereb@it80

°C kultiviert. Die ODRg wurde stundlich in den Kulturflaschen gemessdhfr wachst bei steigenden
Konzentrationen deutlich schlechter als die Nedatntrolle (hellblau dargestellt). Der der hochstemgebenen
Konzentration (braun), flacht das Wachstum im MVeigl zu Negativkontrolle stark ab. Zusatzlich destibei
allen Konzentrationen ein Einbruch des Wachstumektihach der Zugabe des®b zu erkennen, der bei MSR-1
nicht auftrat (Abbildung 29).
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4.10.Interaktion von rBfr mit DNA

Die Interaktion von DNA mit rBfr wurde durch diekanbation von pUC19-Plasmid-DNA mit rBfr

untersucht. Abbildung 31 zeigt in jeder Bahn 10 ndJC19-DNA, die mit verschiedenen

Konzentrationen rBfrs inkubiert wurde. Dabei warAmgarose-Gel eine Bande mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von etwa 3000 bp schon ab eindér-Ai&gabe von 0,25 pM zu sehen. Diese Bande
war bei der Zugabe von 4 uM rBfr am Stéarksten gquégg (Bahn 9). Die urspriingliche Bande des
superspiralisierten pUC19 bei etwa 1700 bp, wundispegechend schwéacher. Als Negativkontrolle
wurde die DNA mit 4,4 uM BSA inkubiert, hier warike Veranderung des Laufverhaltens der DNA

zu beobachten (Bahn 1).
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Abbildung 31: Bindung von rBfr an DNA. pUC19-DNArdai mit steigenden Konzentrationen von rBfr inkttbie
und anschlieend auf einem 1% Agarose-Gel anatysigl mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid angefarbt. Beydiei
0,25 uM rBfr zeigte sich eine zusatzliche Bandeeimiér scheinbaren Grof3e von ca. 3000 Basenpaden.
4 uM rBfr zeigte diese Bande ihre maximale Inté@nsils Negativkontrolle wurde BSA eingesetzt, ke&isen
Einfluss auf das Laufverhalten der DNA zeigte.
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4.11.Schutz der DNA vor oxidativem Abbau durch rBfr

Um die Schutzwirkung von rBfr vor oxidativem Abbaon DNA zu tberprifen, wurde Plasmid-DNA
der Fenton-Reaktion ausgesetzt. Hierfur wurden txesdus Plasmid-DNA mit und ohne rBfr sowie
mit BSA mit frisch angesetzter Fe(ll)-sulfatloswngd HO; inkubiert.

Abbildung 32 zeigt die Plasmid-DNA auf einem Agardsel nach der Fenton-Reaktion. Bahn 1 zeigt
unbehandelte, superspiralisierte pUC19-DNA als RRefe

In allen Ansétzen, die der Fenton-Reaktion ausgeaetren, war im Gegensatz zu unbehandelter DNA
eine groéfRere Bande sichtbar (Bahnen 2 - 4). Erdbpral nahm die Intensitat der kleineren Bande ab.
Dies war besonders in den Bahnen 2 und 3 ausgepdigei handelte es sich um die Negativkontrolle
sowie den mit BSA inkubierten Ansatz. BSA schitze@NA nicht vor oxidativem Abbau.

In Bahn 4 ist der Ansatz zu sehen, bei dem die DNArBfr inkubiert wurde. Hier ist die kleinere
DNA-Bande intensiver, als bei der Negativkontralled dem mit BSA inkubierten Ansatz, wo kaum

noch intakte DNA vorhanden war. Dies zeigt die $phirkung des Bfrs auf die DNA, wenn diese
oxidativem Stress ausgesetzt wird.
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Abbildung 32: 12 nM pUC19-DNA wurden in mehreres@mnen, mit und ohne rBfr, oxidativem Stress ddieh
Fenton-Reaktion ausgesetzt. Dieser wurde durcZdgabe von frisch angesetzter Fe(ll)-sulfatidésung bbO-
ausgeldst. Die Zugabe von rBfr vor der Reaktiornisttie die DNA teilweise vor oxidativem Abbau (Bdhrim
Vergleich zu den Negativkontrollen mit Wasser uSé BBahn 2 und 3), war mehr intakte superspiratisi®NA
und weniger Einzelstrangbriiche zu erkennen. Dig¢rénriung der DNA erfolgte auf einem 1 % Agarose-Gel
welches mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid geféarbt wurtlepUC19; 2. pUC19 mit D nach Fenton-Reaktion;
3: pUC19 mit BSA nach Fenton-Reaktion; 4: pUC19r8iit nach Fenton-Reaktion
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4.12 .Bfr-Extraktion mit Salz und chaotropen Reagenzien

Um Bfr von derMagnetospirillumMembran zu l6sen, wurden verschiedene AnséatzeolgerfZum
einen wurde die Membran mit Salz und verschiedeenzentrationen chaotroper Reagenzien
behandelt und abzentrifugiert. Die erhaltenen Kitraind die jeweiligen Pellets wurden auf nativen
Polyacrylamidgelen analysiert und mit Coomassiédsti Blau und nach Fridovich geféarbt, um das Bfr
anhand der Eisenfarbung als hochmolekulare eisggd&ande nachzuweisen.

Abbildung 33 zeigt die Uberstande nach der Extomkinit Salz und Harnstoff. Dabei waren zahlreiche
Proteine anhand der Coomassiefarbung im Gel zuinselime hochmolekulare eisenhaltige Bande ist
nicht vorhanden. Dies zeigt, dass das Bfr durchulhakion der Membran mit verschiedenen
Konzentrationen Harnstoff und 1 M NaCl nicht vom Meembran geldst werden konnte.

MMM

1 2 3 4 5 | 2 3 4 5

Abbildung 33: Bfr sollte aus der Membran MSR-1 @iualz und den Zusatz von Harnstoff gelost werDan.
entstandenen Extrakte wurden auf einem nativeh% Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Halfteweils
mit Coomassie Brillant Blau sowie auf eisenhaltiBeoteine mit der Farbung nach Fridovich geféarbt.
1: 1 M NacCl;, 2: 1 M Harnstoff; 3: 2 M Harnstoff;: 8 M Harnstoff; 5: 4 M Harnstoff. In diesen Ubeistien
konnte keine Eisenfarbung detektiert werden.

Abbildung 34 zeigt die Membranpellets nach der &gion durch NaCl und Harnstoff. Hierbei sind
weniger Proteine im nativen Gel anhand der CooredSiibung zu erkennen, jedoch zeigt sich deutlich
eine eisenhaltige hochmolekulare Bande in alleftfnaen, was bedeutet, dass das Bfr sich nach den
Extraktionen in den Pellets befand.

Abbildung 34: Extraktion der MSR-Membran mit Sald tdarnstoff. Nach der Extraktion wurden die Pallatif
einem nativen 6 - 12 % Polyacrylamidgel aufgetreantl mit Coomassie Brillant Blue und nach Fridovich
angefarbt. 1: 1 M NaCl; 2: 1 M Harnstoff; 3: 2 M IHestoff; 4: 3 M Harnstoff; 5: 4 M Harnstoff. In ddPellets
war bei allen Extraktionsversuchen die eisenhaltigehmolekulare Bande nachweisbar (Pfeil).

Ein weiterer Ansatz war die Inkubation der MembiramNaCOs. Hier wurde die Membran nach der
Inkubation zuerst kurz abzentrifugiert, damit ddretstand neutralisiert werden konnte. Dieser wurde
dann erneut abzentrifugiert und Uberstande undeRedinalysiert (Bahnen 1 - 3). Auch hier war die
eisenhaltige Bande ausschlief3lich innerhalb ddeBetachweisbar. Eine kleinere eisenhaltige Bande
zeigte sich hier auch in den Uberstanden, wobePdatein hier vermutlich teilweise denaturiert war.
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Nachdem das Bfr mit Salz, Harnstoff und.@&s nicht von der Membran getrennt werden konnte,
wurde die vorextrahierten Membran mit Triton X-ifRubiert. Die Uberstande der Extraktionen wurde
auf einem nativen Gel aufgetrennt (Bahnen 4 - whr eine deutliche, eisenhaltige Bande zu sehen,
was darauf hindeutet, dass es sich bei diesemm#&io membrangebundenes Protein handelt, da sich
dieses nur mittels Tensiden aus der Membran lasBn |

‘ ““h.‘<_

Abbildung 35: Extraktion von MSR-1-Membranen mig®@;. Die dabei entstandenen Fraktionen wurden in den
Bahnen 1 - 3 aufgetragen. AuRerdem wurde aus diet$der Salz- und Harnstoffextraktionen (Abbilgug4)
ein weiterer Extrakt durch den Zusatz von TritoA0Q hergestellt (Bahnen 4 - 6). Die Auftrennung erteine
erfolgte auf einem nativen 6 - 12 % Polyacrylamldd@ese wurden mit Coomassie Brillant Blau und mac
Fridovich angefarbt. 1: Uberstand nach Extraktiorit m00 mM NaCOs; 2: 100 mM NaCO; Pellet 1 nach
Zentrifugation bei 20.000 x g; 3: 100 mM T&; Pellet 2 nach Zentrifugation bei 272.000 x g; 4:titand
Triton X-100 aus mit 1 M NaCl vorextrahierten Mematen 1M NaCl; 5: Uberstand Triton X-100 aus mit 1M
Harnstoff vorextrahierten Membranen; 6: Triton X018us mit 2 M Harnstoff vorextrahierten Membranidach
der NaCOs-Extraktion war die eisenhaltige Bande in der Mearffraktion zu finden. Nach den
Tensidexktrationen befand sich das eisenhaltigeefram Uberstand und konnte mit der Fridovichfamgu
nachgewiesen werden (Pfeil).
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4.13.Flotation von MSR-1B-Membranen lber einen Sacclea&isfengradienten

Nachdem die Membranen von MSR-1 und MSR-1B 14 h éinen Saccharosestufengradienten flotiert
wurden, zeichneten sich sichtbare Unterschiedecheis den Membranen ab. Die Membran von
MSR-1 hatte sich diffus in einer sehr breiten Bamaerhalb der 45 %-Saccharoseschicht angereichert.
Die MSR-1-Membran bildete eine deutlich scharfeesnde an der Grenze zwischen 45 % und 35 %.
Unterhalb dieser Bande befand sich ein verwascH&ereich, der aber weit weniger diffus war, als bei
MSR-1. Innerhalb der 35 % Saccharoseschicht waM%R-1B eine weillliche Bande zu sehen. Bei
MSR-1 hatte sich unten im Zentrifugenréhrchen eaghktosomenpellet abgelagert (nicht sichtbar auf
dem Bild). Bei beiden Stammen ist ein Grof3teilslehtbaren Membran in die 45 % Saccharoseschicht
aufgestiegen.

MSR-1 MSR-1B
| 4—-_
25 % 0
35 % ¥
-'15 (,,/D -"_.;-
50 %
60 %

Abbildung 36: Saccharosestufengradienten nach Emtavon MSR-1 und MSR-1B-Membranen. Fir die
Flotation wurden Saccharosekonzentrationen von B8 % eingesetzt. Nach 14-stindiger Zentrifugatiatie
sich der sichtbare Hauptteil der Membranen in d&4 Saccharoseschicht angereichert. Oberhalb vopo3st

bei MSR-1B eine schwache weiRe Bande zu sehennlBrian Membranbanden von MSR-1 und MSR-1B
unterscheiden sich deutlich in ihrer Scharfe. MS&skcheint diffus, wahrend sich die Membran bei M8Rn
einer scharferen Bande an der Grenzschicht zu Fagcharose abgelagert hat.

Um die Lokalisation des Bfrs in den Saccharoseivakin nach der Flotation zu ermitteln, wurde ein
Western Blot angefertigt. Vorher wurden die Frakéin acetongefallt, um die Saccharose zu eliminieren
und das Protein zu konzentrieren. RBfr wurde al¢efRazprotein fir den rBfrl-His-Antikdrper
verwendet.

Nach der Flotation von MSR-1B-Membranen, war debf3¢gg Teil des Bfrs in der 60 %
Saccharoseschicht zu finden. Auch in der 50 % Samoskschicht war ein deutliches Signal zu
erkennen. Diese Signale befanden sich unterhalbhdaptsachlich mit bloBem Auge sichtbaren
Membranschicht (Bahn 5 und 6), was darauf hindedgets sich auch aufRerhalb der sichtbaren Schicht
grolRere Mengen Protein befanden.
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Abbildung 37: Immunologische Detektion der Bfr-1tétainheit nach Flotation von Membranen Uber einen
Saccharosegradienten. Um die Lokalisation des Bfrsler Membran Uberprifen, wurde die Membran von
MSR-1B uber einen linearen SaccharosegradientdiefloNach der Zentrifugation wurde fraktionienhd die
Proteine Uber ein 13 - 20 % SDS-Polyacrylamidgégatrennt. Diese wurden auf eine PVDF-Membran gétio
mit dem primé&ren Antikdrper Anti-Bfr1-His (1:300@)d dem sekundéren Antikorper IRDye800 Anti-Karéneh
1gG (1:200) inkubiert. Im Gegensatz zum Uberwiegenteil der Membran, die sich in der oberen 45 %iSu
angereichert hatte, befand sich ein Grof3teil das Bf der dichtesten Fraktion und war in abnehmeenigen
auch in der Fraktionen daruiber detektierbar.

Um die Verteilung der Proteine in den einzelnerkiimaen nach der Flotation zu ermitteln, wurden die
Fraktionen Uber ein 13 - 20 % denaturierendes S@faErylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie
Brillant Blau gefarbt. Hierbei zeigte sich, dasemmente Banden der flotierten Membranen in allen
Saccharoseschichten zu finden waren. So erkenntoeiapielsweise die Doppelbande bei 40 kDa in
allen aufgetragenen Fraktionen, wie auch die Baeiletwa 17 kDa.

Die Hauptmenge des Proteins befindet sich in daktlemen 5 - 7, wahrend in Abbildung 37 zu sehen
ist, dass sich die Hauptmenge des Bfrs in der FeraBtbefindet. Es scheint keine vollstandige Trenn
der Membran vom Bfr stattgefunden zu haben, d®dieinmuster der Fraktionen sehr ahnlich sind.
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Abbildung 38: SDS-PAGE der Fraktionen der Flotatiam Membranen ber einen Saccharosegradienten. Die
Membran von MSR-1B wurde durch Flotation Uber eitieearen Saccharosegradienten aufgetrennt und
anschlieBend fraktioniert. Die Fraktionen wurdenf @inem 13 - 20 % Polyacrylamidgel analysiert und m

Coomassie Brillant Blau angefarbt. Das meiste Arobefindet sich in der oberen 45 % Saccharosebthveas
auch nach der Zentrifugation zu sehen ist. Vieled®&a sind in jeder Fraktion zu finden.
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Nach der Flotation der Membranen wurde auch rBéridnen Saccharose-Stufengradienten flotiert
(Abbildung 39). Ein Grof3teil des Proteins befamthgn der 60 % Saccharoseschicht. Abnehmende
Mengen waren bis in die 20 % Saccharoseschichinderi.
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Abbildung 39: Flotation von rBfr Uber einen Sacobsestufengradienten. Die Fraktionen der jeweiligen
Konzentration auf einem 13 - 20 % SDS-Polyacrylagelidnalysiert und mit Coomassie Brillant Blau gbfa
Der Grof3teil des rBfrs befand sich nach der Zeugdtion in der dichtesten Schicht. Absteigende Mengfr
waren auch in den weniger konzentrierten Sacch&aseentrationen zu finden.
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4.14. Sequenzen der N-terminalen Edman-Sequenzierung

Abbildung 40 zeigt die Sequenzen der jeweiligen d&m des aufgereinigten rBfrs mit den
dazugehoérigen Banden im denaturierenden 13 - 20%Rolyacrylamidgel. Dabei sind die
Untereinheiten 1 und 2 des Bfrs in der Doppelbaneieetwa 17 kDa zu erkennen. Die zusatzliche
Bande bei etwa 38 kDa wies die N-terminale SequenaJntereinheit 2 auf, wurde aber im Western
Blot auch vom Antikérper erkannt, der gegen dieddginheit 1 gerichtet ist (Abbildung 43). Dabei ist
die Intensitat der Bande bei 38 kDa im VergleichRappelbande sehr gering.
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Abbildung 40: N-terminale Edman-Sequenzierung dend®@n von rBfr von einer PVDF-Membran. Das
aufgereinigte rBfr wurde auf einem 13 - 20 % SD$/&wylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Menmbra
elektrogeblottet und mit Coomassie Brillant Blaudaglet. Dabei zeigten sich mehrere promiente Banden

15 kDa, 17 kDa und 38 kDa. Diese wurden mittelemiinaler Edman-Sequenzierung ansequenziert und die
erhaltenen Sequenzen den Banden zugeordnet. BBiathele um 15 kDa handelt es sich um die Untereirihei

des Bfrs, bei der 17 kDa-Bande handelt es sichierbdtereinheit 2. Die zusétzliche Bande bei 38 kig#st die
Sequenz der zweiten Bfr-Untereinheit auf.
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4.15.Polyklonale Antikorper

Durch Uberexpression wurde die Bfr1l-Untereinheit %b. gryphiswaldensenit His-Tag au<E. coli
Zellen gewonnen. Die Lokalisation der Untereinhgitrde durch Zentrifugation festgestellt. Zum
Vergleich wurde das Gesamtprotein der aufgeschiess2ellen (Bahn 1) und nach einer Zentrifugation
bei 12.000 x g, der Uberstand (Bahn 2) sowie ddietR8ahn 3) auf ein 13 - 20 % denaturierendes
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Dabei war eiagketBande bei etwa 18 kDa zu sehen. Diese fand

sich nach der Zentrifugation uberwiegend im Pelletas fir das Vorhandensein von
Einschlusskorperchen sprach.
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Abbildung 41: SDS-PAGE der rBfr1-haltigen Fraktiomeach Uberexpression in E. coli. Die rBfr1-Unteregit

mit His-Tag wurde durch Uberexpression in E. catwgnnen. Um die Lokalisation des Proteins nach der
Expression festzustellen, wurden die verschied&naktionen nach dem Aufschluss und der Zentrifgasiuf
einem 13 - 20 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrendtmit Coomassie Brillant Blau angefarbt. Der Grdlites
rBfrl-Proteins war nach der Zentrifugation als Eihdusskorperchen (Bahn 3) zu finden. 1: Gesamtpratach
Aufschluss, 2: Uberstand der Zentrifugation mit 00®.x g, 3: Pellet mit Einschlusskorperchen nach
Zentrifugation bei 12.000 x g
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Das rBfrl-His wurde aus den Einschlusskorpercham élme Ni-NTA-Séaule aufgereinigt. Dabei zeigt
Abbildung 42, dass das rekombinante Protein mitTéig fast vollstandig an das S&aulenmaterial
gebunden hatte, da im Durchlauf keine Bande deerdimheit 1 zu erkennen war (Bahn 1 und 2). Das
uber einen linearen Imidazol-Gradienten eluierdtn zeigte nach dem Saulenlauf deutlich weniger
Verunreinigungen, da diese grof3tenteils nicht arSdiule gebunden hatten (Bahn 4 - 9).
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Abbildung 42: Reinigung von Bfrl-His lber eine NiANSaule. Die Bfr-1 Untereinheit mit His-Tag wurales
Einschlusskdrperchen aufgereinigt. Diese wurdemamnstoffhaltigem Puffer gelést und die Proteine eane
Ni-NTA-Saule gebunden. Diese wurden im linearenddaol-Gradienten (30 - 500 mM) eluiert und die
Fraktionen auf einem 13 - 20 % SDS-Polyacrylamidgégjetrennt und mit Coomassie Brillant Blau gefarb

Um die Reaktivitat des Anti-rBfrl-His-Antikorpersi zesten, wurde ein Western Blot durchgefihrt
(Abbildung 43), bei dem abfallende Mengen von rBfit dem Anti-rBfrl-His Primarantikdrper
inkubiert wurden. Mit dem hier verwendeten POD-Selirantikdrper ist ein Signal bis zu einer
minimalen rBfr-Menge von 62,5 ng Protein zu erkemri&n weiteres Signal zeigte sich bei grofieren
aufgetragenen Proteinmengen auch bei 38 kDa. D&igeal ist bei Proteinmengen zwischen 1 - 8 ug
sichtbar. Dabei ist die Intensitéat deutlich germgds das der Bande bei 17 kDa. Auch die Bande bei
etwa 13 kDa, die schon wahrend der Expressiontsichturde, wurde vom Antikorper erkannt. Dies
deutet darauf hin, dass es sich hier um ein Ablomlyit des Bfr-Proteins handelt.

" o
A S . &E 0:‘[" ‘\&' v i

o & S H VDm0V 8 b &S
kDa %% ¥ ATAYQ2 AV @ A b g S0

55 m—

o pp- - —

Biim—

15— L
[ =

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abbildung 43: Immunologische Detektion der rBfr-htereinheit mittels Anti-Bfrl-Antikbrpers. Das
aufgereinigte rBfr wurde in abnehmenden Konzerdgredh tber ein 13 - 20 % SDS-Polyacrylamidgel avémeit
und auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Westent ®lrde mit Anti-rBfr1-His der ersten Abnahme (108)
inkubiert. Als Sekundarantikérper wurde ein POD iAKaninchen Antikérper (1:80.000) verwendet. Die
Expositionszeit betrug 2 min.
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4.16.M0Rbauerspektren

Mit Hilfe der M6Rbauerspektroskopie sollte geklerden, ob die schon friiher in M6Rbauerspektren
beobachtete ferritinartige Komponente dem Bfr zudeet werden kann. Des Weiteren sollte die
Lokalisation des Bfrs in den Fraktionen ddr gryphiswaldens&ellen untersucht werden. Dazu

wurden l0sliche Proteine, Membranproteine, dibfr-Deletionsmutante und aufgereinigtes rBfr

gemessen.

Von Interesse waren vor allem die Spektren, weldige ferritinartige Komponente zeigten. Die
MoRbauerspektren von Ferrihydritmineralien, wielsé¢ der Ferritinfamilie vorkommen, zeigen eine
spezifische Temperaturabhangigkeit. Unterhalb vorK indet ein superparamagnetischer Ubergang
statt, wobei das Spektrum von einem Quadrupolduinletin Sechslinenmuster Ubergeht, welches bei
tierischen Ferritinen bei 4,2 K voll aufgeldst iBei Bakterioferritinen findet diese Aufspaltungta
immer unterhalb von 4,2 K statt (Watt, Frankel dt #986), weil die Bfr-Proteine einen
phosphatreicheren und daher amorpheren Eisenkémeiaan, als es bei tierischen Ferritinen der Fall
ist. (Treffry und Harrison 1979; Mann, Williamsat 1987; Rohrer, Islam et al. 1990)

4.16.1. MoRbauerspektren der lyophilisierten I6slichent&re von MSR-1

Die I6slichen Proteine von MSR-1 (Abbildung 44) den lyophilisiert und bei 4,2 K gemessen. Es sind
drei Komponenten zu erkennen, wobei ein Dubletilétf), den Cytochromen zuzuordnen ist. Hierbei
handelt es sich um die Komponente mit der groR3ténfigkeit von 92 %. Die beiden anderen
Komponenten geringer Haufigkeit (schwarz und rodennten nicht zugeordnet werden.
Moglicherweise handelt es sich um Artefakte duneh@kefriertrocknung.
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Abbildung 44: M6Rbauerspektrum der lyophilisierteroteine von MSR-1 bei 4,2 K. Rot: Simulation, &l
Cytochrome { = 0,44 mm/s,4AEq = 0,95 mm/s, relative Haufigkeit = 92 %); Rosa:bekannte Komponente
geringer Haufigkeit { = 1,3 mm/s, 4Eq = 2,97 mm/s, relative Haufigkeit =4 %); Schwarznbekannte
Komponente geringer Haufigkeit € 1,3 mm/sdEq = 2,97 mm/s, relative Haufigkeit = 4 %)
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4.16.2 MoRRbauerspektren der Membranfraktion vonamMund MSR-1

In Abbildung 45 ist das Spektrum zu sehen, weltled.30 K von der Membranfraktion demamM
Deletionsmutante aufgenommen wurde. Als dominiezdfminponente ist das Ferrihydriteisen des Bfrs
zu sehen (gran). Magnetit wird bamamMnicht nachgewiesen, da dieser Stamm aufgrund eletibn
desmamMs keine Magnetosomen bildet. Dies ist fur die Mamessung von Vorteil, da Magnetit
im Spektrum sonst als dominierende Komponenteitibbildung 46).
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Abbildung 45: MéRbauerspektrum der Membranfrakties unmagnetischen StamutmsamM bei 130 K. Grin:
Ferrihydrit (Bfr) (0 = 0,44 mm/sdEq = 0,73 mm/s)
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Bei 4,2 K zeigt sich das fur Ferrihydrit typischec8slinenmuster (Abbildung 46, A, grin). Ferrihydri
ist mit 87 % die dominierende eisenhaltige KompaeeZAusatzlich konnten Eisen-Schwefelproteine
mit einer relativen Haufigkeit von 13 % nachgewieseerden. In Abbildung B wird ein typisches
Magnetitspektrum bei 4,2 K gezeigt (blau und geldagnetit ist mit einer relativen Haufigkeit von

93 %. Die dominierende eisenhaltige Komponenteiliairit ist mit 7 % relativer Haufigkeit auch bei
MSR-1 in der Membranfraktion vorhanden.
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Abbildung 46: Mo6Rbauerspektren der Membranfraktione®n 4mamM und MSR-1, gemessen bei 4,2 K.
A: ZmamM Membranen zeigen ein Sechs-Linienmuster, ctypigr Ferrihydrit, Rot: Simulation; Grin:
Ferrihydrit, Bfr (6 =0,46 mm/s, 4Eq =0 mm/s, B=54,8, relative Haufigkeit =87 %); Orange: Eisen
Schwefelproteind(= 0,42 mm/sdEq = 0,91 mm/s, relative Haufigkeit = 13 %); B: typiges Magnetitspektrum
bei 4.2 K mit geringem Ferrihydrit (Bfr)-Anteil. R&imulation, Grin: Ferrihydrit (Bfr){ = 0,46 mm/sdEq =

0 mm/s, B = 48,5, relative Haufigkeit = 7 %); Blau: Magnefit = 0,46 mm/sdEq = 0 mm/s, B = 51,2, relative
Haufigkeit = 68 %); Gelb: Magnetit(= 0,7 mm/sdEq = -1,1 mm/s, B = 48, relative Haufigkeit = 25 %
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4.16.3MoRbauerspektrum des Stamnisr

Ganze Zellen deabfr-Deletionsmutante wurden bei 130 K gemessen. Dimrgeal der zweifelsfreien
Zuordnung der ferritinartigen Ferrihydritkomponenten Bfr. Im Spektrum waren drei Komponenten
nachweisbar. Zum einen handelt es sich dabei ufaililen Sextette des Magnetits (blau und gelb), die
auch hier mit 97 % die Haupteisenkomponente bilsewje um eine [4Fe-48} Komponente (orange).
Das typische Dublett der ferritinartigen Ferrinykibmponente (Abbildung 45ghlt, so dass diese
Komponente zweifelsfrei dem Bfr zuzuordnen ist.
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Abbildung 47: MoRbauerspektrum der ganzen ZellemAlafr bei 130 K. Rot: Simulation; Blau: Magnetit A
(0 = 0,35 mm/s, B=49,3 T, relative Haufigkeit = 32,3 %); Gelb: Masgtit B ¢ =0,76 mm/s, B= 47,4 T, relative
Haufigkeit = 64,6 %); Orange: Eisen-Schwefelprote{gi = 0,4 mm/s, 4Eq = 1,04 mm/s, relative Haufig-
keit = 3,1 %)
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4.16.4MoRbauerspektren des aufgereinigten rBfrs

Abbildung 48 zeigt die Messungen des rBfrs bei K3(hd 5 K. Dieses wurde wahrend der Expression
mit >’Fe angereichert. Trotz geringer Eisen-Konzentragid@nnt man bei 130 K das fur Ferrihydrit
(Bfr) typische Dublett. Bei 5 K zeigt sich die begende Aufspaltung zu einem Sechslinenmuster. Die
Aufspaltungstemperatur liegt hier niedriger alsdmin nativen Bfr aulsl. gryphiswaldens@Abbildung

45), so dass bei 5 K nur eine beginnende Aufspaltungehen ist.
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Abbildung 48: MoRbauerspektren des aufgereinigted mit>'Fe angereicherten rBfrs bei 130 und bei 5 K.
A: rBfr bei 130 K: Ferrihydrit (Bfr) § = 0,46 mm/s,4Eq = 0,76 mm/s); B: rBfr bei 5 K: Ferrihydrit (Bfr)
(0 = 0,46 mm/s1Eq = 0,76 mm/s)
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4.17 Kristallisierung des rBfr

Fir die Kristallisierung des rBfrs wurden die Beglingen mithilfe des ,Structure Screen 1&2 HT-96"-
Kits optimiert.

Die Bedingungen fir die Kristallisation wurden &2 M Natrium-Citrat, 0,1 M Tris, pH 8,5 unter
Zugabe von 30 % (v/v) PEG 400 und 0,2 M Malon&tMTris, pH 8,5 unter Zugabe von 30 % (v/v)
PEG 400 eingeschrankt. Dabei kristallisierte dagefn vor allem in Form diinner Scheiben.

Abbildung 49: Kristalle des rBfrs. Das rBfr-Proteimurde unter verschiedenen Bedingungen kristattistgier
sind die haufigsten Kristallmorphologien zu setmi,denen es sich Uberwiegend um halbkreisformigeiSen
unterschiedlicher Dicke handelte. A: 0,2 M Natri@itrat, pH 8,5 30 % PEG 400, 0,1 M Tris; B: 0,2 MthNum-
Tartrat, pH 8,5, 30 % PEG400, 0,1 M Tris; C: 0,2 Watrium-Citrat, pH 8,5 30 % PEG 400, 0,1 M Tris;
D: 0,2 M Natrium-Citrat, pH 8,5 30 % PEG 400, 0,1TMs
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Abbildung 50: Réntgenbeugungsmuster eines rBfrt&liss Von einem scheibenférmigen rBfr-Kristall
(0,2 M Citrat, pH 8,5, 30 % PEG 400, 0,1 M Tris)rd& ein Rontgenbeugungsmuster aufgenommen. Die Auf-
I6sung lag hierbei bei 7,71 A.

86



Diskussion

5. Diskussion

5.1. Klonierung des Bfrs voM. gryphiswaldenseSequenzen der rBfr-
Untereinheiten und Sequenzvergleiche mit anderkartrgen Mitgliedern
der Ferritinfamilie

Typische Bakterioferritine sind aus 24 Untereindreibestehende Homopolymere, die bis zu 12 Ham b-
Gruppen binden kénnen, so auch bei dem sehr getauthten Bfr vore. coli (Andrews, Smith et al.
1993). Wenige Aushahmen von dieser Zusammensetginth bisher bekannt. So héateisseria
gonorrhoeaez.B. zwei verschiedene Typen von UntereinheitéhKRa und 22 kDa), die zu einem
Protein mit 24 Untereinheiten zusammengesetzt(€hen und Morse 1999).

Auch Synechocystis sPCC 6803, Modellorganismus der Cyanobakterientabemvei bfr-Gene, bei
denen die Sequenz sogar Hinweise auf eine Funkeitursy gibt. Bei der BfrA-Untereinheit fehlt das
Ham b-koordinierende Methionin an Position 52, B&B-Untereinheit fehlt das Ferroxidasezentrum
durch Austausch einiger konservierter Aminosaudes gibt einen Hinweis darauf, dass nur jeweils
eine Untereinheit HAm binden kann, wahrend die @@ funktionierendes Ferroxidasezentrum
aufweist (Keren, Aurora et al. 2004).

Zwei verschiedene Untereinheiten sind ansonstentieeschen Ferritinen bekannt, wo sie auch
verschiedene Funktionen erflllen. Die Haufigkeit veiligen Untereinheit im Heteropolymer ist

dabei von der Lokalisation in verschiedenen Geweddgimingig. Die H-Untereinheit beinhaltet ein

Ferroxidasezentrum, die L-Untereinheit nicht. Digsbeint aber fiir die Bildung eines regelmafiigen
Eisenkerns von Bedeutung zu sein (Harrison undiért896).

Bei Magnetospirillum gryphiswaldense und anderen MagnetospirilumVerwandten, z.B.
Magnetospirillum magnetotacticumurden auch zweifr-Gene gefunden, die operonartig organisiert
sind (Bertani, Huang et al. 1997). Dies kann alglader Hinweis auf ein ungewdhnliches, aus zwei
verschiedenen Untereinheiten bestehendes Bfr getweerden.

Daraufhin wurden fur die Produktion eines rekomhiea Bfrs die beidenbfr-Gene von
Magnetospirillum gryphiswaldensén einem Stiick, abgesehen vom Promotor und deterers
Ribosomenbindungsstelle des Operons, in den paEkpbessionsvektor kloniert (Absatz 3.7).

Als Ribosomenbindungsstelle wurde die im Vektohatiene Sequenz AGGAGA genutzt. Die zweite
Ribosomenbindungsstelle, welche bereits in der Seqyaerbfr-Gene vorhanden war, blieb bei der

Klonierung erhalten. Da beide Untereinheiten sytigheet wurden, war diese Ribosomenbindungsstelle
auch funktionell. Diese Sequenz der Ribosomenbigsistelle ist mit der im petl5b vorhandenen
Ribosomenbindungsstelle identisch.

Als Promotor diente der T7-Promotor des petl5b-dektder den Vorteil hat, dass er als starker
Promotor die Produktion grol3er Mengen rekombinafmteins ermdglicht. Das pet-System wurde
zuerst von Studier und Moffat entwickelt (StudieduMoffatt 1986).

Fur die Expression ist die Verwendung eines T7-Eggionsstamms Voraussetzung, da die RNA-
Polymerase des Phagen T7 vorhanden sein muss.ebD&xgressionssystem ist gut geeignet fir die
Produktion groRer Mengen rekombinanter Proteine wind haufig verwendetE. coli BL 21-Gold

wurde als Expressionsstamm verwendet, da hier @diedlymerase vorhanden ist. Zusatzlich fehlen
diesem Stamm einige Proteasen, die haufig fur debai rekombinanter Proteine verantwortlich sind.

87



Diskussion

Als Nachteil ist zu nennen, dass bei T7-Expressigsiemen oftmals schon vor der Induktion eine
Expression der gewilinschten, rekombinanten Proteta#findet, was besonders bei toxischen
Produkten ein Problem darstellt und auch die Bakteellen unnétig vor der eigentlichen Expression
belastet, was auch zum Verlust des Expressionspaladiihren kann (Novagen 2003).

Eine Expression des Bfrs vor der Induktion durci@Pwurde auch hier beobachtet, wenn der
Expressionsstamm direkt in LB-Medium kultiviert wler Daher wurden die Zellen vor der Induktion
in M9-Medium mit einem 10 % LB-Anteil und Zusatzkuitiviert. In diesem Medium wurde vor der
Induktion mit IPTG keine Expression defr-Gene mehr beobachtet (Abbildung 11).

Nach der Aufreinigung des rBfrs, wurden verschied@&malysen durchgefihrt. Wie man durch die
Auftrennung des rBfrs im nativen Gel sehen konamtdgte sich das rBfr als eine hochmolekulare,
eisenhaltige Bande. Nachdem diese einzelne Barsgeschnitten und auf einem SDS-Gel aufgetrennt
wurde, zeigte sich die erwartete Doppelbande dateheBfr-Untereinheiten (Abbildung 18). Auch
diese Beobachtung untermauert das VorhandenseierzBfe-Untereinheiten in einem Protein. Auch
zeigten sich die Untereinheiten wahrend der Aufgeing in den gesammelten Fraktionen immer im
selben Verhaltnis zueinander (Abbildung 12, Abhilgd 3). Dies spricht gegen das Vorliegen von zwei
Bfr-Homopolymeren und fir ein Bfr mit zwei verscti@en Untereinheiten.

Die Sequenzen der N-terminalen Edman-Sequenzienasften eine Zuordnung der Gelbanden zu den
entsprechenden Bfr-Untereinheiten moglich (Abbilglwt0). Dabei entsprach die untere Bande der
Untereinheit 1, welche ein errechnetes Molekulaigetwon 17,96 kDa hat. Dies ist die kleinere der
beiden Untereinheiten. Die mittlere Gelbande eatdprder Untereinheit 2, welche mit einem
errechneten Molekulargewicht von 18,31 kDa, gr@edie erste Untereinheit ist.

Die obere Bande in Abbildung 13 bei 38 kDa, zeitdeh der N-terminalen Edmansequenzierung die
Sequenz der zweiten Bfr-Untereinheit, nicht jeddiehder ersten. Dennoch wurde die Bande auch von
dem rBfrl-Antikorper erkannt. Dieser reagiert nigiit der zweiten Untereinheit (Abbildung 43).

Dies konnte darauf hindeuten, dass in selten Failem kovalente Bindung zwischen der zweiten und
der ersten Bakterioferritinuntereinheit auftretamb. Moglicherweise handelt es sich hierbei abeh au
um ein Artefakt, welches durch die Isolation dessBimdglicherweise durch Oxidation, entstand
(Grimsrud, Xie et al. 2008).

Auch entspricht die Reihenfolge der Sequenzen mehtReihenfolge ddifr-Gene, bei denen zuerst
die Bfr-Untereinheit 1 vor der Untereinheit 2 catligird.

Man kann davon ausgehen, dass es sich bei dernBilder 38 kDa-Bande nicht um ein haufig
auftretendes Phanomen handelt, da die IntensiggediBande im Vergleich zu den anderen Banden
sehr gering ist.

Der Vergleich der Sequenzen der UntereinheitenMagnetospirillum gryphiswaldenseit anderen
Bfr-Sequenzen, zeigte, dass diese nur relativ geriidentitaten zu anderen bekannten Bakterioferriti
Untereinheiten aufwiesen.

Die Bfr-Untereinheit 1 wies z.B. nur 47 % ldenti#itE. coli-Bfr auf, wahrend es bei Untereinheit 2
immerhin 56 % ldentitat waren. Die groRRten Uber@imsiungen gab es mit Bakterioferritinsequenzen
anderer Magnetospirillen. Die Sequenzen der beBferntereinheiten untereinander wiesen nur
geringe Ahnlichkeiten auf (44 % Identitat). Diesnkiée auf eine unterschiedliche Funktion der
Untereinheiten hindeuten, wie es z.B. fur die dieudd L-Untereinheiten von tierischen Ferritinen
bekannt ist (Harrison und Arosio 1996).
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Ferritin und Bakterioferritin verbindet hingegerrmine entfernte Verwandtschaft (Andrews, Smith et
al. 1991). Dies wird auch deutlich, da beispielsgeilas Ferritin vofRhodospirillum rubrumeine
eigene Gruppe mit defdlomo sapiengerritin bildet, statt mit den Bakterioferritin¢Abbildung 51).

Magnetotaktische Bakterien sind nach Analysen ésrrRNA polyphyletisch. Die Anreicherung von
bisher unkultivierbaren magnetotaktischen Bakter@rs Sedimenten fir Analysen ist durch die
Ausnutzung der Magnetotaxis moglich (Amann, Pepbésal. 2007). Unter den so analysierten
magnetotaktischen Bakterien fanden sich viele Appbizobacteria aber auch Deltaproteobacteria und
Nitrospira. Auch einige Gammaproteobacteria wurgiefiunden (Lefevre, Viloria et al. 2012).

Leider ist die Anzahl der verfligbaren Bfr-SequendenMTB sehr Uberschaubar, da bisher nur wenige
MTB kultiviert wurden. Dabei handelt es sich ausieflich um Magnetospirillen, mit Ausnahme des
magnetischen Coccus MC-1 (Meldrum, Mann et al. 1908 den aber keine Bfr-Sequenz vorliegt.

Daher ist die Einordnung der MTB-Bakterioferritihger ausschlie3lich auf den Magnetospirillen-
Zweig der MTB bezogen. Auch die Anzahl der Bfr-Ueiaheiten bei anderen MTB aufRerhalb der
Magnetospirillen ist bisher ungeklart.

Die Einordnung der Sequenzen der Bakterioferritirsen Stammbaum (Abbildung 51), zeigt zwei klar
abgegrenzte Gruppen von Bakterioferritinen.

Die beiden Untereinheiten der MTBs finden sich immeverschiedenen Gruppen. Das heif3t, dass die
Sequenzen der beiden Untereinheiten aus einem M¥Brachiedlicher sind als die Sequenz der
jeweiligen Untereinheit des MTB und der anderemialdTBs aus derselben Gruppe. Ferritin und Dps
bilden eine eigene, klar abgegrenzte Gruppe.

Dies deutet darauf hin, dass die Entstehung ddebéViTB Bfr-Untereinheiten schon vergleichsweise
lange zurlckliegt, oder dass es einen starken @mekruck zur Differenzierung der beiden
Untereinheiten gab.
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Abbildung 51: Stammbaum der Eisenspeicherprot&aguenzen der Bakterioferritinuntereinheiten degMaospirillen sind grau unterlegt, Die Zweige @Gruppe der Ferritine

und Dps-Proteine sind gestrichelt gezeichnet. $airung der Legende auf der nachsten Seite.
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Der Stammbaum wurde unter Verwendung der folgeRaeameter fur Pairwise Alignments erstellt:

Parameter des Stammbaums :

Multiple Alignments

Pairwise Alignments

Modus: Slow/Accurate
Protein Weight matrix: Gonnet 25
Gap opening penalty=10.00
Gap extension penalty=0.10

Protein  Weight matrix: Gonng
series

0Gap opening penalty =10.00
Gap extension penalty =0.20
Delay divergent sequences =309

Protein Gap Parameters

t Residue-specific Penalties: on
Residues=GPSNDQEKR
Hydrophilic Penalties: on
End Gap Separation: off

0 Gap Separation Distance=4
Output order=aligned \

Exclude position with Gaps: on

Correct for multiple substitutions:

off

Abkirzungsverzeichnis Stammbaum:

Abkurzung Protein

AchXyl Achromobacter xylosoxidargfr

AgaAlb Agarivorans albuffr

AliMar Aliagarivorans marinusfr

AMB-1_1 Magnetospirillum magneticunBfr Untereinheit 1
AMB-1_2 Magnetospirillum magneticumfr Untereinheit 2
AquTer Aquincola tertiaricarboniBfr

AroAro Aromatoleum aromaticurBfr

Azoarcus_sp Azoarcus spBfr

AzolLip Azospirillum lipoferunBfr

AzoTol Azoarcus toluclasticuBfr

BorAvi Bordetella aviunBfr

BurAci Burkholderia acidipaludigfr

ColPsy Colwellia psychrerythrae8fr

CupTai Cupriavidus taiwanensiBfr

E.coli_Ferritin Escherichia coliFerritin

Ecoli Escherichia colBfr

GemSp. Geminocystisp. Bfr

Grilnd Grimontia indicaBfr

HomoSapiensHchain
HomoSapiensLchain
MarLit

MetAlc

MetCap

MetLac

MetNit

MetUni

MS-1 1

MS-1_2

MSR-1_1

MSR-1_2
MSR-1_Dps

MycLep

NeiGon

NitSp.

NitWat

Novlte

OceSmi

Homo sapien&erritin H-Untereinheit
Homo sapieng&erritin L-Untereinheit
Marinobacterium litoraleBfr
Methylomicrobium alcaliphilunBfr
Methylococcus capsulatuafr
Methylosarcina lacusfr

Methylophaga nitratireducenticresceBsr

Methyloversatilis universaliBfr

Magnetospirillum magnetotacticuBfr Untereinheit 1
Magnetospirillum magnetotacticuBfr Untereinheit 2
Magnetospirillum gryphiswaldend€fr Untereinheit 1
Magnetospirillum gryphiswaldengfr Untereinheit 2
Magnetospirillum gryphiswalden$dSR-1 Dps

Mycobacterium lepra8fr
Neisseria gonorrhoeaBfr
Nitrosomonas sBfr
Nitrosococcus watsonBfr
Novispirillum itersoniiBfr
Oceanimonas smirnoviafr
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PseRut Pseudoalteromonas rutheni&dr
PseuAe Pseudomonas aerugino&dr
PusNoe Pusillimonas noertemannidfr
RalSp. Ralstonia spBfr

Rhodosp Rhodospirillaceae bacterium Bfr
RhoRub_Ferritin Rhodospirillum rubrunierritin
RubBen Rubrivivax benzoatilyticuBfr
SheFid Shewanella fideli8fr

SneGlo Sneathiella glossodoripedifr
TerPus Terasakiella pusillaBfr

ThaSp. Thauera spBfr

ThiDen Thiobacillus denitrifican®fr
ThiDre Thiorhodococcus drewsifr
TisMob Tistrella mobilisBfr

Fur dieM. gryphiswaldenséintereinheiten wurde eine Analyse mit der Conseiethain Database
(Marchler-Bauer, Derbyshire et al. 2015) durchgef{(ibbildung 52, Abbildung 53).

Hierbei stellte sich heraus, dass bei der Unteedirth das Méf, welches fiur die Koordination der
Hamgruppe zwischen den Untereinheiten zustandigfesiit. Fir die Untereinheit 1 ist so eine
Hambindung ausgeschlossen, da gezeigt wurde, dessAdstausch des Me&tzu hamfreien
Bakterioferritinen fuhrt (Andrews, Le Brun et al995). Die konservierten Aminosauren des
Ferroxidasezentrums sind aber vorhanden.

Hierbei handelt es sich um GtuGIw*4, His*, Hist® (hier His®), GIw! und GId?’ (hier GIu?®) (Le
Brun, Crow et al. 2010). Mutationen innerhalb desréxidasezentrums, besonders auch bezogen auf
Glu®8, fuhren zu einer starken Einschrankung der Funidies Ferroxidasezentrums (Baaghil, Lewin et
al. 2003).

Die zweite Untereinheit des Bfrs vdv. gryphiswaldenseeigt andere Charakteristika der Sequenz,
verglichen mit der ersten Untereinheit. Hier ists ddef? vorhanden und somit eine Hambindung
moglich. Die konservierten Aminosauren des Ferasétentrums sind hingegen nur teilweise
vorhanden. Dabei wird Glidurch GIn ersetzt, Hi$und His* sind durch Alanin und Arginin ersetzt,
Glu*tist vorhanden. GRd’ist nicht vorhanden, jedoch finden sich in denitRo®sen 126 und 128 jeweils
Glutamate.

Die Histidine des Ferroxidasezentrums fehlen atdtstdndig, die Glutamate sind auch nur teilweise
vorhanden, bzw. ersetzt, so dass die Bildung efmektionsfahigen Ferroxidasezentrums eher
unwahrscheinlich ist.

Diese Sequenzunterschiede der beiden Bfr-Unteréémheon M. gryphiswaldensaleuten auf eine
Differenzierung in Bezug auf die Funktion hin. Swirde fur M. magnetotacticunfMS-1) bereits
teilweise diskutiert (Bertani, Huang et al. 1997).

Eine Funktionstrennung kennt man bereits von tibgs Ferritinen, die aus H- und L-Untereinheiten
bestehen (Finazzi und Arosio 2014).

Auch fur Synechocystis spCC 6803 ist diese Funktionstrennung vermutetemrAuch hier sind die
Ferroxidasefunktion und die Hambindung auf die Admiereinheiten aufgeteilt und bei Expression nur
einer Untereinheit wird kein intaktes Protein gaéil Hier sind beide Untereinheiten fiir die Bildung
eines funktionierenden Bfrs von Noten (Keren, Aaret al. 2004).
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Auch die zweibfr-Gene vonNeisseria gonorrhoeasind im Tandem mit einer Licke von 27 Basen
organisiert, dabei ist auch hier das Ferroxidasgrden nur in der Bakterioferritin A-Untereinheit
vorhanden. Ham-Bindestellen finden sich dafir in BeUntereinheiten (Chen und Morse 1999).

Ein Sequenzvergleich der Untereinheiten der andegkannten MagnetospirilleN]. magneticunund

M. magnetotacticurmit M. gryphiswaldensendE. coli (Abbildung 52, Abbildung 53, Abbildung 55),
ergibt deutliche Hinweise, dass bei diesen die Ronkebenfalls auf die beiden Untereinheiten
aufgeteilt ist, da auch hier bei einer Untereinhgdts Met? durch andere, nicht konservierte
Aminosauren ersetzt ist. In dieser Untereinheitd sdafiir alle konservierten Aminoséuren des
Ferroxidasezentrums vorhanden, wie es bereits Migryphiswaldensegeschildert wurde. Die
jeweiligen Untereinheiten finden sich auch im Stdraom entsprechend zusammen angeordnet.

Da nur eine Untereinheit des Bfrs ein Rienthalt, Met fur die Hambindung aber notwendig ist, wie
ein Austausch gegen Leucin und Histidin Beicoli zeigte (Andrews, Le Brun et al. 1995), ist es
wahrscheinlich, dass immer zwei gleiche Untereirgmeein Homodimer bilden. Dies ist durch die
Koordination der Hamgruppe bedingt, die nach bigleer Funden durch zwei Methionine aus zwei
benachbarten Untereinheiten im Dimer erfolgen m{@seesman, Thomson et al. 1990; George,
Richards et al. 1993; Le Brun, Crow et al. 201s®bei einer Funktionstrennung der Untereinheiten
beide Untereinheiten zur Bildung des polymerend#nstnotwendig sind, ist naheliegend und wurde
auch furSynechocystis spCC 6803 bereits gezeigt (Keren, Aurora et al4200

Anhand einer Sequenzanalyse scheint es mdglichs @&s mehrere Organnismen mit zwei
Untereinheiten gibt. Dazu wurden exemplarisch zZ8asguenzen von Bakterioferritinen aus dem Ast,
der die Magnetospirillen-Untereinheiten ohne ¥letnthalt ausgewahltDies waren Sneathiella
glossodoripedisind Shewanella fidelisAuch bei diesen Sequenzen war kein fairhanden, aber die
konservierten Aminosauren des Ferroxidasezentrumndem in beiden Sequenzen gefunden. Auch bei
Sneathiella glossodoripedisnd Shewanella fideli®fr, wurden die Met durch Leucin, wie bei
M. gryphiswaldensend Arginin Shewanella fidelisgrsetzt. Auch bei diesen Bakterioferritinen sollte
also keine Hambindung mdglich sein.

Es ist denkbar, dass es bei diesen Bakterien anehzeveite Bfr-Untereinheit gibt, die die Ham-
Bindung gewabhrleistet. Die genannten Bakterien bistler nicht sehr umfanglich untersucht worden.
Zwar ist die Funktion des Hams bisher nicht konipdeklart, fir die Eisenspeicherung ist es nicht
notwendig, es spricht aber einiges fir eine Funkbei der Freisetzung des Eisens bei Eisenmangel
(Rivera, Yao et al. 2015).
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Abbildung 52: Analyse der M. gryphiswaldense Bad&territin-Untereinheit 1 durch die NCBI Blast Carged Domain Database
Die Sequenzanalyse wurden unter Verwendung derdboed Domain Database durchgefiihrt (Marchler-Bdberbyshire et al. 2015).

Die Bfr Untereinheit 1 weist kein M@&auf, welches aber fur die Koordination der Himgeupjichtig ist, wie ein Austausch gegen Leucin unstitin beiE. colizeigte. Hier
war nach dem Austausch keine Hambindung mehr mid@hodrews, Le Brun et al. 1995). Beneathiella glossodoripedisid Shewanella fidelist in der Bfr-Sequenauch

kein Mef? vorhanden. Die von dem Programm identifizierte HBimdungs-Signatur ist daher nicht funktionell. Dagind die Aminosauren des Ferroxidasezentrumallegi
genannten Bfr-Sequenzen vorhanden {GBIW4, His”*, His'*ist His®L, GIwP?, Glut?’ist GIut?® (Le Brun, Crow et al. 2010).
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Abbildung 53: Analyse der M. gryphiswaldense Badterritin-Untereinheit 2 durch die NCBI Blast Carged Domain Database
Die Bfr Untereinheit 2 weist in der Sequenz ein ¥lauf. Dies deutet auf die Fahigkeit zur Koordinaténer Hamgruppe hin.

Daflr sind einige wichtige Aminosauren, die fir eitaktes Ferroxidasezentrum vorhanden sein missesgetauscht und daher das Zentrum vermutlich fuaktionell.
Dabei handelt es sich um GiuHis**, His'*® und eventuell GR¥’, da in den Positionen 126 und 128 je ein Glutargtanden ist.
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PKMVANDL AYEL QUWDEL KAAI ALCE- SERDYDTRRI LVHL L EETEQDEVRW.EVQVGL | DKLGLKNYL QSAAGE! A Ferroxidasezentrum von E. c
PSM_KADLDLEI EVWAELKEAI AHCE- SEGDYDTRRI LGKI LEDTEQDETLW EQQLGLI ARMGL QNYL QSAAGDI AQGAS mit den zwei gebundenen
PSM_KNDLDYELAVI AELKEVI AHCEGPKRTMIAAASCSTI LEETEQDETLW.EQQLGLI ARMELQNYI QSAAGDI AQGAS En';fkr:g[‘gﬂ] ' dd'e mit 1 und
EEM_RSDLAL EL DGAKNL REAI GYAD- SVHDYVSRDWM El LRDEEG- Bl DW.ETELDL| QKMELQNYLQAQI REEG (Le Brun, Crow et al, 2010)

Abbildung 55: Vergleich der Bfr-Proteinsequenzemnseigiedenen Magnetospirillen mit der Bfr-Untereiitheon E. coli durch ClustalW. Die griin markierté&sminosauren bilden das
Ferroxidasezentrum, gelb markiert sind die fur Hi@gm-Koordination verantwortlichen Methionine. Imrkeich unterscheiden sich die zwei Untereinhejwmeils im Vorhandensein der
funktionalen Aminosauren. Jeweils in einer der Weitheiten der Magnetospirillen - Bakterioferritibefindet sich ein Mt In diesen Untereinheiten werden die Ferroxidaseza aufgrund
einiger ausgetauschter Aminosauren nicht ausgebildeder jeweils anderen Bfr-Untereinheit ist daflas Met? ausgetauscht aber ein vollstandiges Ferroxidaseaenvorhanden. Bei
E. coli sind beide Funktionen in einer Untereinh&thanden.
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5.2. Bestimmung des Molekulargewichts des Bakteriofiasiaus
M. gryphiswaldense

Das Molekulargewicht des rBfrs vorM. gryphiswaldensewurde mittels DLS Uber den
hydrodynamischen Radius und Uber Gelfiltration in@st (Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung
16). Dabei wurde deutlich, dass das Bfr whngryphiswaldenseaicht aus 24 Untereinheiten bestehen
konnte, da es im Vergleich zu Pferdeferritin, wektbei 52 min mit einem Molekulargewicht von
440 kDa von der Saule eluierte, bei 67 min eluieti@spezifische ionische Wechselwirkungen
zwischen dem S&ulenmaterial und dem Protein konthkech die Verwendung verschiedener Puffer
mit bis zu 500 mM NaCl ausgeschlossen werden (Rieale und Bio-Sciences 2010; Hong, Koza et al.
2012).

Das aus der Kalibrierkurve (Abbildung 15) der GeHiion berechnete Molekulargewicht des rBfrs
betrug 186 kDa, was bei einem durchschnittlichedeldargewicht von 18 kDa eine Untereinheiten-
zahl von 10 - 11 bedeuten wirde.

Daraufhin wurde das Molekulargewicht mit einer weth Methode, der dynamischen Lichtstreuung
bestimmt, welche nach zehn Messungen ein aus dednodwnamischen Radius berechnetes
Molekulargewicht von 231 kDa lieferte. Dies wirds durchschnittlich 18 kDa pro Untereinheit eine
Untereinheitenanzahl zwischen 12 - 13 Untereinheliedeuten. Der gemessene hydrodynamische
Radius des rBfrs voM. gryphiswaldenséetrug 6,4 nm (Abbildung 16) im Gegensatz zu des d
Pferdeferritins, welcher auf 21 nm bestimmt wurddkildung 17). Dies macht einen deutlichen
GroRRenunterschied zwischen dem bekannten Pferifiefermit 24 Untereinheiten und dem
Magnetospirillum Bakterioferritin aus und untermauert die Annahdess daMl. gryphiswaldensBfr

aus 12 Untereinheiten besteht.

Wenn man das theoretische Molekulargewicht des &fis den bekannten Molekulargewichten der
Untereinheiten berechnet und dabei von 12 Unteedigi ausgeht, erhélt man ein Molekulargewicht
von 218 kDa, welches sich zwischen den beiden rarpatell ermittelten Molekulargewichten bewegt.
Die errechneten Molekulargewichte beziehen sichdad jeweilige Apoprotein. Dies stellt bei der
Bestimmung mittels DLS und Gelfiltration kein Preiyl dar, da diese Methoden auf der Bestimmung
des Radius beruhen, welcher sich nicht wesentliotchd die Bildung eines Eisenkerns im hohlen
Innenraum des Proteins andern sollte.

Da aufgrund der bekannten Anzahl von UntereinhdieinBakterioferritinen von 24 oder 12 (Bou-
Abdallah, Lewin et al. 2002) und der Tatsache, da&s Untereinheiten in der Ferritinfamilie ein Dém
bilden (Ford, Harrison et al. 1984), eine ungeradeahl von Untereinheiten unwahrscheinlich ist und
auch bisher in der Ferritinfamilie nicht gefundearde, ist es sehr wahrscheinlich, dass das Bfr von
M. gryphiswaldensaus 12 statt 24 Untereinheiten besteht, wie esfiarBlas dodekamere Ferritin des
ArchaeondHalobacterium salinarunfReindel, Anemdiller et al. 2002) und fur Dps-Pro¢ebekannt ist
(Grant, Filman et al. 1998).

Ungenauigkeiten bei der GroRRenbestimmung durchilteatibon konnen durch die unterschiedliche
Form der Molekile und Interaktionen, z.B. hydrophiolWechselwirkungen oder ionische
Wechselwirkungen (Hong, Koza et al. 2012) zwisctlenGelmatrix und den Proteinen bedingt sein,
wobei unspezifische ionische Wechselwirkungen dden Zusatz von 500 mM NaCl ausgeschlossen
wurden.

Diese Effekte treten bei der dynamischen Lichtstngunicht auf. Hierbei sind runde Proteine, wie Bfr
ideal, um eine Bestimmung des Molekulargewichtzanehmen (Takeuchi, Nakatani et al. 2014).
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Um das ungefahre Molekulargewicht des Bfrs ausMiembranfraktion vorM. gryphiswaldenseu
bestimmen, wurde ein Triton X-100-Membranextrakeribine S300 HR - Gelchromatographiesaule
aufgetrennt. Hierbei wurde ein Puffer, der Tritonrl®0 enthielt, verwendet, um einheitliche
Bedingungen zu schaffen (Abbildung 26).

Nach der Kalibrierung der S300 - Saule (Abbildungy @nd Detektion des Bfrs mithilfe des Western
Blots (Abbildung 28) von einer Elution des Bfrs B& min ausgegangen. Dies wirde ein errechnetes
Molekulargewicht von 285 kDa ergeben, was etwas dbm liegt, was flr das rBfr ohne Triton X-100
erreicht wurde. Das Molekulargewicht einer Tritomatie liegt bei etwa 65 kDa. Bei Interaktion des
Proteins mit Triton X-100 fuhrt dies zu einer Vderung des Molekulargewichts, was die
Unterschiede im Laufverhalten erklaren kann (18%+kDa = 250 kDa). Dies gilt nicht fur die
Kalibrierproteine, bei denen sich die Elutionszeite Vergleich mit einem Lauf ohne Triton X-100
nicht verandern. Auch handelt es sich nicht um Memproteine, so dass die Bildung einer
Tritonmizelle um diese Proteine unwahrscheinliagh Geringfligige Verschiebungen um 1 -2 min,
konnten sich durch die Verdichtung der Saulenpagkdar S300 - Gelchromatographiesaule nach
haufigem Betrieb ergeben.

Im Bereich von 58 min ist ein deutlicher Anstieg Bésenkonzentration des Eluats zu erkennen, wobei
die Proteinmenge gering blieb, was anhand der Edim deutlich wurde (Abbildung 26). Ein hohes
Eisen/Protein-Verhéltnis ist fir Eisenspeichergrite anzunehmen, wenn diese eine hohe
Eisenbeladung auffweisen, was fur Bfr in verschietenativen Polyacrylamidgelen gezeigt wurde
(Abbildung 19, Abbildung 34, Abbildung 35).

Im Elutionsbereich um 50,5 min, in dem das Pfendiie mit 440 kDa eluierte, war im Tensidextrakt
kein Anstieg der Eisenkonzentration des Eluats, wehl aber der Proteinkonzentration zu sehen. Dies
spricht nicht dafir, dass hier Bfr zu finden wagswauch durch den Western Blot bestatigt wurde
(Abbildung 28).

RBfr und Bfr vonM. gryphiswaldenseeigen aul3erdem dasselbe Wanderungsverhaltertiveamé&el

(Abbildung 19). Dieses trennt unter anderem auch dam Molekulargewicht der nativen Proteine auf.
Auch dies spricht daflr, dass das rekombinante was membrangebundene Bfr von
M. gryphiswaldensdasselbe Molekulargewicht haben und somit beideldawntereinheiten bestehen.

Dass sich die Migration des Bfrs im nativen Gelotiuteilweise Denaturierung/Verkleinerung vor der
Auftrennung im nativen Gel veré&ndert, zeigt AbbiiduB5. Hier wurde das Bfr durch Behandlung der
Membran mit NaCQ:; teilweise denaturiert. Das Bfr erschien hierbeilém, dem hohen pH-Wert am
langsten ausgesetzten Fraktionen, kleiner, bzue leige gréRere Strecke im Gel zurtick.

Die mit His-Tag als Einschlusskorperchen exprineienBfr1-Untereinheiten bildeten keine geordneten
polymeren Strukturen wahrend der Expression ausawwh nicht im Verlaufe der Aufreinigung,
obwohl nach der Dialyse des Proteins, dieses tibgemd geldst vorlag. Eine Messung dieser geldsten
Untereinheiten mittels DLS zeigte, dass der hydnaedyische Radius des zu messenden Proteins
auRRerhalb des mdéglichen Messbereichs lag (ohnddhlnig), so dass man davon ausgehen kann, dass
die Untereinheiten sich ungeordnet aufgrund ihfegr@®acheneigenschaften zu riesigen, unspezifischen
Komplexen zusammengelagert hatten.

Mdglicherweise kann rBfrl ohne Bfr2 kein polymeBsskterioferritin ausbilden, da dies normalerweise
aus den zwei Untereinheiten besteht und somit viéichspezifische Bindungsstellen vorhanden sind,
moglicherweise storte der His-Tag aber auch dieskte Zusammenlagerung der Untereinheiten. rBfrl
ohne His-Tag wurde nicht exprimiert, so dass diahtnnaher Uberpruft werden konnte. Bei
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Synechocystisp. PCC 6803 wurde gezeigt, dass nach der Exprggsieils nur einer Bfr-Untereinheit
kein polymeres Protein mehr gebildet wurde (Kerampra et al. 2004).

5.3. Nachweis von Eisen im Bfr durch Farbung im natifRyacrylamidgel,
Eisen- und Proteinverteilung bdi. gryphiswaldense

Als Indiz fur ein funktionsfahiges rekombinantes ®firde unter anderem die Bildung eines Eisenkerns
angenommen, da dieser im Inneren des Proteinshesbus mehreren Untereinheiten bestehen muss,
durch Oxidation des Eisens am Ferroxidase-ZentBamaghil, Lewin et al. 2003) gebildet werden muss.

Um das Eisen im rekombinanten Bfr nachzuweisenderas mittels Fridovichfarbung (Fish 1988) im
nativen Gel angefarbt, wobei hierbei nur das Edhanch Komplexbildung angefarbt wird (Abbildung
18). Auf dem Gel war eine starke Eisenfarbung in Hdbemit Coomassie gefarbten Proteinbande zu
sehen, so dass man davon ausgehen kann, dassotiia Rinktionsfahig ist und einen Eisenkern
gebildet hat. Die Laufhéhe der Eisenfarbungen &&srim nativen Gel stimmt mit der des Bfrs aus
demM. gryphiswaldens&embranextrakt Gberein (Abbildung 19).

Um die Eisenbeladung je rBfr-Protein zu errechweurde die Eisenkonzentration des rBfrs mit dem
modifizierten FerroZine-Test nach Fish (Fish 19B8%timmt und die Proteinkonzentration mit dem
BCA-Test (Thermo Scientific) bestimmt.

Nach der Analyse zweier rBfr-Préaparationen, entlia$ rBfr zwischen 183 - 308 Eisenatome pro rBfr
mit jeweils 12 Untereinheiten. Fir 24-teilige Bfreurde eine Eisenbeladung von bis zu 2700
Eisenatomen bestimmt (Laulhere, Laboure et al. 1B82&ghil, Lewin et al. 2003).

Wie durch die DLS (Abbildung 16) gezeigt, besitasdBfr von einen hydrodynamischen Radius von
6,4 nm. Die hydrodynamischen Radien unterscheidg&msch unseren Messungen wesentlich von den
Messungen anderer Methoden und sind daher nureiméeder vergleichbar. So wurde im Vergleich
zu dem hydrodynamischen Radius von 6,4 nm (Durckenek2,8 nm) bei rBfr, fir Pferdeferritin ein
hydrodynamischer Radius von 21 nm (Durchmesserm2gemessen (Abbildung 17). Dies zeigt
deutlich, wieviel kleiner das rBfr voMagnetospirillum gryphiswaldensen Vergleich mit einem
Ferritin mit 24 Untereinheiten ist.

Da die Messungen der hydrodynamischen Radien mithanderen Methoden der Radiusmessung der
reinen Proteinhdlle vergleichbar sind, sind fir tigenden Annahmen die Literaturwerte von Dps-
Proteinen mit 12 Untereinheiten zum Vergleich hgemmogen worden.

Fur Campylobacter jejuriDps wurde ein Durchmesser von 8,5 nm elektroneroskapisch gemessen
(Ishikawa, Mizunoe et al. 2003). Dieser wurde fiir @odekameres Bfr angenommen, was bei einer
Wandstarke von 2 nm einen Innenraum mit einem Duesser von 4,5 nm ergeben wirde. Das
Volumen des Bfr-Innenraums wirde somit 47,71 nntfelgen.

Fur Bfrs mit 24 Untereinheiten sind Malie von 12 nin AulRendurchmesser und 8 nm Innen-
durchmesser bekannt (Hudson, Andrews et al. 1998n,NXu et al. 2010). Das Volumen des
Innenraums wuirde somit 268,08 nm3 betragen, was 8dfachen Volumen eines Bfrs mit
12 Untereinheiten entspricht.

Werden die Volumina der Bfrs mit 24 und 12 Unteheitten ins Verhaltnis gesetzt, betragt die
maximale Eisenaufnahmekapazitat des rBfrs etwsAS/Bfr.
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Fur Dps-Proteine ahnlicher Grél3e, ist eine maxintikenbeladung von etwa 500 Eisen/Protein
bekannt (Zhao, Ceci et al. 2002). Dies bewegt sichiner sehr ahnlichen Groéf3enordnung, wie die
theoretisch ermittelte maximale Eisenbeladungiéignetospirillum gryphiswaldensefr.

Gemessen wurde flur rBfr eine Eisenbeladung zwisd&h- 308 Eisenatome/rBfr, was nicht der
theoretischen maximalen Beladung entspricht, abehn éine gute Eisenbeladung des rBfrs zeigt.

MagnetospirillumZellen akkumulieren auch im unmagnetischen Zustaisdzu 7,4 x mehr Eisen
(= 0,2 % des Trockengewichts) (Frankel, Blakemoad.e1981; Blakemore 1982) als andere Bakterien,
wie z.B.E. coli (0.027 % Eisen in Trockenmasse (Abdul-Tehrani, $dndet al. 1999). Ein Teil des
gespeicherten nichtmagnetischen Eisens muss atdo iauBfr vorliegen, welches Uber eine gute
Eisenspeicherfahigkeit verfligt, da ein bakteriflesitin beiM. gryphiswaldensaicht vorkommt.

Wenn man sich die prozentuale Eisen- und Proteiedang im Vergleich von magnetischen und nicht-
magnetischemM. gryphiswaldens&ellen anschaut (Abbildung 20, Abbildung 21), swdwdeutlich,
dass sowohl bei magnetischen als auch nicht-maghetia Zellen die Proteinverteilung zwischen
Membran- und l6slicher Fraktion sehr ahnlich isede liegt fir die Membranproteine jeweils bei kmap
Uber 50 %. Die Verteilung des Eisens verandert Bingegen recht stark, wemh. gryphiswaldense
aufgrund des Verlusts der MAI keine Magnetosomédehi kann. War das Eisen bei magnetischen
Zellen von MSR-1 etwa gleichmafig auf die Membrand I6sliche Fraktion verteilt, so stieg der
Eisengehalt der Membranen des nichtmagnetischen -M3Rf ca. 75 % des Gesamteisens an
(Abbildung 20, Abbildung 21).

Das Eisen/Proteinverhéltnis der Ioslichen Fraktiobetrug sowohl bei MSR-1 als auch MSR-1B
jeweils 0,34 pug Fe/mg Protein. Die Menge des Eislendoslichen Fraktion veranderte sich nicht, was
auch auf eine sehr gute Regulation des Eisenhas$lediyl. gryphiswaldenskindeutet, welche wichtig
fur den Schutz der Zellbestandteile vor oxidativ@imess ist.

Das Eisen/Protein-Verhaltnis der Membranfraktiargeigen stieg von 0,39 pg Fe/mg Protein bei MSR-
1 auf 1,04 pg Fe/mg Protein bei MSR-1B stark aesieutet auf eine verstarkte Eisenspeicherung im
membrangebundenen Bfr hin, wenn kein Magnetit gebiverden kann, um aufgenommenes Eisen zu
binden und die Zellen vor oxidativem Stress zu &

Nach Fdez-Gubieda et al., die Messungen an MSR-telmi XANES (ROntgen-Nahkanten-
Absorptions-Spektroskopie) und TEM (TransmissiotektEonenmikroskopie) durchfiihrten, wird bei
M. gryphiswaldenseuerst Ferrihydrit gebildet, dessen Anteil dantiforischreitender Magnetosomen-
bildung zugunsten des Magnetits stark absinkt. aveurde eine Bereitstellung des Ferrihydriteisens
fur die Bildung der Magnetosomen geschlussfolgedeg-Gubieda, Muela et al. 2013).

Daraus kann man ableiten, dass bei fehlender Magm@ienbildung das Ferrihydrit vermutlich nicht
abgebaut wird. Dies kénnte der Grund sein, fur deutlich héheren Anteil des membrangebundenen
Eisens bei MSR-1B gegeniber MSR-1 (Abbildung 20 Abdildung 21).

Dass die Eisenaufnahme bei Magnetospirillen auelnk skontrolliert wird und vermutlich bei
nichtmagnetischen Zellen auch stark herunter géregyel, zeigen das Vorhandensein von Fur (siehe
Absatz 1.5) und auch die aus der Literatur bekarviterte fur die Eisengehalte von magnetischen und
unmagnetischen Magnetospirillen. Die magnetischesgidtospirillen koénnen bis zu 4 % ihres
Trockengewichtes an Eisen akkumulieren (Faivre $etaliler 2008), immerhin noch 0,2 % sind es bei
nichtmagnetischen Magnetospirillen (Frankel, Blakesret al. 1981; Blakemore 1982).

Die sich stark unterscheidenden Absolutmengen en&und Proteins in Abbildugund Abbildung
21, sind auf Unterschiede bei der Effizienz deslatdé$chlusses zurlckzufihren. Nach dem
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Zellaufschluss wurden nicht aufgeschlossene gamtierZ mit abzentrifugiert und gingen so nicht
weiter in die Eisen- und Proteinbestimmung ein.Aaasgewachsene Magnetosomen, die bei 5000 x g
sedimentierten, wurden abzentrifugiert und gingenisht in die Eisenbestimmung des MSR-1 ein, so
dass hier nur das nichtmagnetische Eisen, welcidg mit den Magnetosomen assoziiert war,
bestimmt wurde.

5.4. Bestimmung des Ham-Gehalts mit der Pyridin-HamochMethode

Die Bindung von Ham b im Bakterioferritin untersichet das Protein vom Ferritin (Frolow, Kalb et al.
1994).

Um zu dberprifen, ob das isolierte Protein H&m bppen enthielt, wurden Pyridin-Hamochrom-

messungen von rBfr, in 1 % SDS geloster MSR-1 Mamhmd den I8slichen Proteinen von MSR-1
durchgefiuhrt (Abbildung 22). Dabei wurden die jeigein Him-Gruppen nach den Absorptionsmaxima
dero-Peaks bestimmt.

Werte, die fir Ham b charakteristisch sind (5568 H\m, Falk 1964), waren als Einzelpeak in der
Messung des rBfrs zu sehen. Dies zeigt, dass adsifPhamhaltig ist und somit in die Gruppe der
Bakterioferritine einzuordnen ist.

Das Differenzspektrum der l6slichen Fraktion zeabei ausschliel3lich die charakteristischen Werte,
die fur Hame des c-Typs bekannt sind (H&am ¢ zwis@&4® - 551 nm). Da das Spektrum ausschliellich
die Anwesenheit von Ham c zeigt, kann sich keiniBfder I6slichen Fraktion befinden. Dies erganzt
sich mit dem MoRbauerspektrum der l6slichen Frakties Wildstamms MSR-1 (Abbildung 44),
welches ebenfalls kein Bfr-Spektrum zeigt.

Auch bei M. magnetotacticum (friiher Aquaspirillum magnetotacticym wurden ausschlief3lich
Cytochrome des C-Typs in den loslichen Proteindargien. Dabei waren 70 % der gesamten C-typ
Cytochrome l6slich, was 60 % des detektierten Gagdothroms der Zellen entsprach. Die pinke
Farbung, die fur die I6slichen Proteine beschrielvarde (O'Brien, Paoletti et al. 1987), wurde auch
beiM. gryphiswaldenseeobachtet.

In der mit 1 % SDS extrahierten, stark orangebigefarbten Membranfraktion, wurden verschiedene
Ham-Typen detektiert (Abbildung 22). Bei dem mittle Peak handelt es sich vermutlich um einen
Doppelpeak, da dieser deutlich nach rechts vedstagt und hier vermutlich ein Ham b-Peak unter
einem Ham c-Peak liegt. Nach links ist der Peakmrathend nicht verbreitert. Im Bereich zwischen
580 — 590 nm ist ein flacher Peak zu sehen. Digg das Vorhandensein von Ham a (Lemberg 1969)
Demnach sind im Membranextrakt sowohl Ham-Gruppnal b als auch des c-Typs vorhanden. Dies
ist nicht verwunderlich, da Membranen, auch andé&tagnetospirillen, viele hdmhaltige Proteine
enthalten (O'Brien, Paoletti et al. 1987).

Diese Messungen unterstitzen die Vermutung derlisakk®n des Bfrs an der Membran, da in der
I6slichen Fraktion kein H&m b gemessen wurde, imiEmbranfraktion aber schon.

Zur Quantifizierung des Ham b in der rBfr-Prapamativurde der differentielle Extinktionskoeffizient
ess7-sa0nm= 22.1 M x cmit verwendet (Williams 1964). Das rBfr enthielt duschnittlich 0,15 Ham-
Gruppen pro 12 Untereinheiten. Gemessen wurderBiné’raparation, daher ist es durchaus mdaglich,
dass andere rBfr-Praparationen auch andere Hami€elaafweisen. Theoretisch wéare bei
12 Untereinheiten die maximale Bindung von drei Harmppen/Bfr méglich, wenn man von einer
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gleichméaRigen Verteilung der Untereinheiten ausgettt bedenkt, dass die erste Bfr-Untereinheit
mangels Mét kein Ham b binden kann (Absatz 5.1).

Ein niedriger Ham-Gehalt ist fiir rekombinante Bfpfeine nicht ungewoéhnlich, da die Menge des
synthetisierten Hams haufig limitierend ist, weakambinante Proteine sehr schnell exprimiert werden
(Jung, Kwak et al. 2001; Bou-Abdallah, Lewin et 2002; Yasmin, Andrews et al. 2011; Timoteo,
Guilherme et al. 2012). Es ist auch méglich, dassedrechnete Ham-Gehalt zu niedrig angesetzt ist,
da die Methode der Proteinbestimmung durchaus Undgkeiten aufweist, da fir die Eichreihe der
Proteinkonzentrationen BSA eingesetzt wurde, waldieh von dem gemessenen rBfr unterscheidet.

Um den Gehalt an Ham in rekombinantem Bfr zu erhplkénnen die Bedingungen wahrend der

Expression so verdndert werden, dass mehr Ham-@nufir den Einbau zur Verfligung stehen,

beispielsweise durch die Verlangsamung der Expeses Bfrs (Jung, Kwak et al. 2001). So kann es
moglich sein, ein rekombinantes Bfr zu erzeugerc¢hes deutlich mehr Ham enthélt, als es sonst fir
rekombinante Hamoproteine der Fall ist.

Da die Funktion des Ham b im Bfr immer noch nicinideutig geklart ist, dieses aber vermutlich fir
die Eisenfreisetzung aus dem Bfr eine Rolle sp¥&smin, Andrews et al. 2011), ist es fur die Biidu
eines Eisenkerns vermutlich unerheblich, welche géderan Ham im Protein gebunden sind.

Bei dem als mutmalRllich membrangebundene ferritgearKomponente vorM. gryphiswaldense
(Faivre, Bottger et al. 2007), handelt es sichawtBch um ein Bakterioferritin und nicht um ein
bakterielles Ferritin oder Dps-Protein.

Ein wichtiges Kriterium fur die Einordnung als Bfit die Bindung von Ham b im Bakterioferritin.
Dieses wurde (Abbildung 22) durch die Messung vgndh-Hamochromspektren bestimmt. Da die
|6sliche Fraktion hierbei mehrere Ham-Typen enthielirde diese zur genaueren Charakterisierung der
l6slichen Hamoproteine durch Gelfiltration weiterfgetrennt. Zwei verschiedene, cytochromhaltige
Fraktionen wurden identifiziert.

Bei beiden Fraktionen handelte es sich nach dewnrdbsnsmaxima der Pyridin-Hamochrommethode
um Ham-Gruppen des c-Typs. Die Wellenlangen deszieden Pyridin-Hamochrom-Spektrums von
520 nm und 550 nm und dem, durch Gelfiltration ¢ettien Molekulargewichts von 60 kDa
(Abbildung 24), deuten darauf hin, dass es sich bei einer d&ktibnen um das Protein NirS handelt.
Die cdi Nitrit-Reduktase NirS ist furM. gryphiswaldensebekannt und kommt bei vielen
denitrifizierenden Bakterien vor. Ham d weist eifs@rptionsmaximum bei 620 nm auf (Walsh,
Johnson et al. 1981). Bei dieser Wellenlange istofytion in Form eines sehr breiten Peaks zu sehen.
Dies trat bei dem aufgereinigten rBfr nicht auf.

NirS gehort zu den Oxidoreduktasen und ist esdkfiiredie Reduktion von Nitrit (N@). Sie ist im
Periplasma lokalisiert und daher nach dem Zelldudiss in den I6slichen Proteinen zu finden.

Fur M. gryphiswaldenseéNirS wurde eine Fe(ll)-Nitrit-Oxidoreduktase-Furikii gezeigt. Diese ist
vermutlich auch bei anderen Cytochrom cdl1 Nitritiddsen vorhanden (Li, Bali et al. 2013).

Aufgrund dieser Funktion wurde bél. gryphiswaldenseine Bedeutung fir die Magnetosomen-
biosynthese vermutet, da ohne NirS mdglicherweisélie die Magnetosomenbiosynthese ungunstiges
Verhaltnis aus Fe(ll) und Fe(lll) entsteht. Das h&dinis der Oxidationsstufen ist relevant, da eh si
bei Magnetit und ein Eisen-Oxid mit gemischten Viakn handelt [Fell(FelllD,]. Oxidiertes Eisen
konnte also bei anaerobem Wachstum ohne NirS féamazaki, Oyanagi et al. 1995; Li, Bali et al.
2013).
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Dies zeigt, dass auch Proteine, deren Gene ni€ldeatAl reprasentiert sind, fur die Magnetosomen-
synthese eine Funktion erfillen kénnen.

Die zweite Fraktion der hadmhaltigen l6slichen Frae(Abbildung 25) konnte nicht identifiziert
werden. Durch Gelfiltration wurde ein Molekulargeiv von etwa 42 kDa bestimmit.

5.5. Beeinflussung des Wachstums durch oxidativen StBisdung von rBfr an
DNA, Schutz der DNA vor oxidativem Stress durchrrBf

Magnetotaktische Bakterien, wie aush. gryphiswaldensekommen vor allem in mikroaeroben
Sedimenten und der dartberliegenden Wasserschichind in der oxisch-anoxischen Grenzschicht
sehr haufig vor, einige werden auch in aneroberiBeen gefunden (Bazylinski und Frankel 2004,
Flies, Peplies et al. 2005). Hier spielen sie duitute starke Prasenz und hohe Eisenaufnahme
und -speicherung flr den Eisenumsatz der Sedinegmgavichtige Rolle (Simmons, Sievert et al. 2004).

In mikroaeroben und aneroben Sedimenten ist dienkexfligbarkeit auch bei neutralem pH-Wert sehr
hoch (L6slichkeit etwa bis 0,1 M), so dass die B#adnahme nicht so kritisch ist, wie in anderen
Habitaten (Emerson 2012). Da Eisen allerdings ailch Rolle bei oxidativem Stress spielt, missen
MTB aufgrund ihres Lebensraums und der hohen Eigaabme einen sehr gut kontrollierten

Eisenstoffwechsel haben.

Auch die toxische Wirkung des Sauerstoffs auf Maogrillen ist bekannt. Diese auf3ert sich bei
hohen Konzentrationen in gesteigerten Mutationaradachstumsstérungen oder dem Tod der Zellen.
Superoxid ist dabei eine agressive Form des SafffsrgiMishra und Imlay 2012). Geféahrliche
Hydroxylradikale entstehen bei der Fentonreaktiomd uinduzieren Lipid-Peroxidation,
DNA-Strangbriiche und reagieren mit zahlreichen Bil@kiilen (Halliwell und Gutteridge 1984).

Wahrend der Kultur kann oxidativer Stress durchahggvon HO. zu einer Kultur ausgelost werden.
H20, kann dabei problemlos dem Medium zugegeben wendeas die Lipiddoppelschicht so gut wie
Wasser durchdringen kann (Seaver und Imlay 200agnetospirillen gelten als ausgesproche®H+
sensitiv (Blakemore 1982), daher sind nur geringentygn an kD, ndtig, um oxidativen Stress zu
induzieren.

M. gryphiswaldens&ulturen des Wildstamms MSR-1 und dabfr-Stamms wurden wahrend des
Wachstums mit kD, versetzt und die optischen Dichten in den dardgdfeden Stunden gemessen.

Auffallig war ein Einbruch des Wachstums bei alfemsétzen dedbfr-Stamms zwischen Stunde 15
und 16. Dieser verstarkte sich bei den hohere@.#onzentrationen, war aber auch bei der
Negativkontrolle und den niedrigen®b-Konzentrationen zu beobachten. Dieser Effektlistdem
Wildstamm nicht auf. Hier wuchsen alle Ansatze Ais nachsten Messung gleichmafig weiter. Dies
war vermutlich auf den verstarkten Eintrag von $siio#f in das Kulturmedium beim Umfillen der
Kulturen in die Zellkulturflaschen zurtckzufuhreBieser Effekt verdeutlicht schon die héhere
Sauerstoffempfindlichkeit voAbfr im Vergleich zum Wildstamm MSR-1.

Der MSR-1-Stamm wurde bis zu der Konzentration V@2 ng HO,/ml im Vergleich zur
Negativkontrolle nicht im Wachstum gehemmt.

Auch bei Abfr war hier kein Unterschied zu erkennen. Insgesamiden Ver&nderungen des
Wachstums bei beiden Stammen ab eine Konzentratinr0,4 ng HO/ml sichtbar. Hierbei fiel auf,
dass diese Reduzierung des Wachstumabiibereits eine Stunde nach Zugabe ve@i+u sehen
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war, bei MSR-1 frilhestens vier Stunden nach Zugdlez.wurde der wachstumshemmende Effekt mit
steigenden kD.-Konzentrationen verstarkt, es fand allerdings aueitl,2 ng/ml immer noch ein recht

gutes Wachstum statt, bei dem eine¢@¥on 0,98 nach 24 h erreicht wurde, im Vergleicl zu
Negativkontrolle, die 1,1 erreichte.

Der Abfr-Stamm wurde in seinem Wachstum ab 0,8 ng/ml st&ddeemmt. Vier bis finf Stunden nach
der Zugabe von #D, war hier eine starke Reduzierung des Wachstumgdargleich zu MSR-1 zu
sehen. Es wurde bei 1,2 ng/ml nur einesga2on 0,77 nach 24 h im Vergleich zur Negativkoriéohit
1,004 erreicht.

Das Erreichen einer deutlich geringerensgdDei Abfr im Vergleich zu MSR-1, zeigt auch die hohere
Empfindlichkeit derAbfr-Deletionsmutante gegentber dem Wildstamm. Auclsidietbare Wirkung
des Luftsauerstoffs auf das Wachstum der Kultudeetlicht dies.

Die fur die Wachstumsversuche gewahltesOfKonzentrationen wurden dabei so gewéhlt, dass
oxidativer Stress ausgelost wurde, die Zellen altt abgetdtet wurden. Als hdchste Konzentration
wurden hier 0,035 uM D, eingesetzt. In Vorversuchen waren die Zellen lmgrdKonzentration von
0,145 uM bereits so stark geschadigt, dass siehiateeiner Stunde abstarben.

Im Vergleich mit anderen Bakterien ist die Eisemaliime von Magnetospirillen, mit bis zu 4 % seines
Trockengewichtes, etwa 148 x héher als bei andBedterien, wie z.BE. coli (Faivre und Schiler
2008), was vermutlich schon bei niedrigerei®HKonzentrationen zur einer verstéarkten Bildung von
Hydroxylradikalen fuhrt, welche die bereits besp@ren DNA-Schaden verursachen kénnen (Park,
You et al. 2005).

Ein weiterer Faktor ist, dads. gryphiswaldensein mikroaerophiler Organismus ist.

Die Toleranz gegenuber der Zugabe ve@Hind dem damit ausgeldsten oxidativen Stress istdre
unterschiedlichen Bakterien-Arten sehr untersciibdSo wurderk. coliundPseudomonas sppach
Zuhabe von 6 mM kD. in ihrem Wachstum inhibiert, wahrer@acillus spp.und Salmonella spp
unbeeintrachtigt weiter wuchsen (Nur, Munna ef@ll4).

Bekanntermaf3en kann,®; fir die Oxidation von Eisen am Bakterioferritirfedtiver als Sauerstoff
genutzt werden (Bou-Abdallah, Lewin et al. 2002)l so quasi einen doppelten Schutzmechanismus
vor oxidativem Stress bieten. Indem Eisen im Inn@les Bfrs gespeichert wird, wird der Pool desfrei
intrazellularen Eisens reduziert. Da bei diesemz&® vorzugsweise .8, im Vergleich zu @
verwendet wird, wird durch die Kombination der Manlsmen die Fentonreaktion verhindert.

Ahnliche Wachtumsversuche, bei demdngryphiswaldensend verschiedene Deletionsmutanten mit
H20. kultiviert wurden, wurden ebenfalls von Dr. Rengbd (Mikrobiologie, Universitat Bayreuth)
durchgefuhrt. Dabei wurde das schlechtere Wachstumibfr mit H.O, im Vergleich zum Wildtyp
bestétigt. AuRerdem stellte sich heraus, da&» Hinen noch starkeren Effekt auf einépsund eine
Abfr AdpsMutante hatte (Uebe persénliche Mitteilung 2015).

Fur Dps ist die Schutzfunktion vor oxidativem Sgréskannt (Almiron, Link et al. 1992; Grant, Filman
et al. 1998). Dabei ist auch der Schutz vor dendreraktion, die durch 40, und FeS®@ induziert
wurde, in einem ahnlichen Versuch wie in Abbild@®gezeigt worden (Zhao, Ceci et al. 2002).

Dps wird nur bei unglinstigen Bedingungen stabilriexiert, wie sie durch Nahrstoffmangel und
oxidativen Stress entstehen kdnnen. Ansonsten Dpsidurch ClpXp (Protease) abgebaut (Stephani,
Weichart et al. 2003).

Eine Beteiligung am Schutz der Zellen vor oxidativ8tress (kO.) wurde von Chen und Morse auch
bereits an dem Bfr voNeisseria gonorrhoeagezeigt. Dieses Bfr besteht auch aus zwei Unteedtien,
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die aber keine groRBen Identitdten M. gryphiswaldenseaufweisen und auch ein hdheres
Molekulargewicht aufweisen (18 kDa und 22 kDa) (€bhed Morse 1999).

Die Synthese von Bfr wird wie viele andere Eisetgiree durch Fur kontrolliert, d.h., dass bei hohen
Eisenkonzentrationen verstarkt Bfr synthetisiertdwiDies wurde unter anderem f&. coli und
P. putidagezeit (Hantke 2001; McHugh, Rodriguez-Quinoned.e2003; Chen, Bleam et al. 2010).

Die Vermutungen tber einen kombinierten Schutzoxadativem Stress durch Dps und Bfr bestéatigen
sich durch Versuche mit einétbfrAdpsMutante, die eine sehr groRe Empfindlichkeit geédpem
Luftsauerstoff aufwies und ausschliel3lich anaerabhs (persodnliche Mitteilung Uebe 2015). Da dies
bei reinerAdps oderAbfr-Deletionsmutanten nicht der Fall war, wird diehssegdnzende Wirkung der
beiden Proteine bei oxidativem Stress deutlich.

Bfr scheint auch bei einigen anderen Bakterien eusgitzliche Rolle fiir den Schutz vor oxidativem
Stress zu spielen, wobei z.T. auch Dps-ahnlichektiamen, hier fir Desulfovobrio vulgaris
beschrieben wurden (Timoteo, Guilherme et al. 2012)

Auch eine Abfr-Mutante von Bacteroides fragiliswies eine erhdhte Empfindlichkeit gegentber
Sauerstoff auf (Gauss, Reott et al. 2012).

Das aufgereinigte rBfr wurde fiir weitere VersucheBezug auf den Schutz vor oxidativem Stress
verwendet. Durch Inkubation des rBfrs mit PlasmidA wurde die Bindung von Bfr an DNA
untersucht (Abbildung 31). Es zeigte sich, dassriifrsteigenden Konzentrationen verstarkt an die
DNA band. Ab ca. 4 uM rBfr nahm die Intensitat dberen Gelbande nicht mehr zu.

Eine Bindung von Bfr an DNA als Schutz vor oxidetiv Stress wurde auch bereits fiir das Bfr von
Desulfovibio vulgariggezeigt (Timoteo, Guilherme et al. 2012). Au3erdmaet das Dps-Protein von
E. coli bekanntermalRen an DNA (Grant, Filman et al. 19B8)s dient als physikalischer Schutz der
DNA durch das gebundene Dps-Protein, was man soutbch auch auf das Bfr beziehen kann.

Abgesehen von der Bindung des rBfrs wbngryphiswaldensan Plasmid-DNA (Abbildung 31), wurde
der Schutz der DNA vor Schadigung durch bei detdraraktion entstehende Produkte (Absatz 3.19).
uberpruft (Abbildung 32). Als Negativkontrolle werdlie DNA sowohl mit Wasser, als auch mit BSA
inkubiert. Bei allen Ansatzen zeigten sich nachldkubation Einzelstrangbrtiche, die die DNA durch
Entspannung des Plasmids zu grof3eren Grol3en waladzsen. Die DNA wurde weniger oxidativ
geschadigt, wenn diese vorher mit rBfr inkubiertraeu

Dies zeigt eindeutig eine Schutzfunktion des BDgse kann vermutlich durch die Aufnahme des
Eisens, Verbrauch vonzB, und mdéglicherweise auch durch mechanischen Schuth Bindung der
DNA erreicht werden.

Magnetospirillum gryphiswaldenseiht sich somit bei den Bakterien ein, bei desierSchutzfunktion
des Bfrs vor oxidativem Stress gezeigt wurde. Dfaséhtitzt dadurch nicht nur die DNA, sondern auch
andere Biomolekuile wie Proteine, wenn die Entstghreaktiver Sauerstoffspezies vermieden wird.

Insgesamt ist es denkbar, dass das Bfivbajryphiswaldensgerschiedene Funktionen erfillt:

Es ist bekannt, dass es bai. gryphiswaldenseund M. magneticum unter verschiedenen
Stressbedingungen zu einem verstéarkten Verlustidékommt (Kolinko, Jogler et al. 2011; Bo, Wang
et al. 2012). Dies gilt besonders fiéicA-Deletionsmutanten, die durch oxidativen Stresstantiene
DNA-Schaden nicht reparieren kdnnen (Schibbe, Kaiilz¢. 2003; Kolinko, Jogler et al. 2011). Auch
UvrA (DNA excision repair) spielt fur die Stabilitder MAI unter aeroben Bedingungen aufgrund der
oxidativ entstehenden DNA-Schaden, eine Rolle Bang et al. 2012). Da Bfr einen Schutzfaktor bei
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oxidativem Stress darstellt, ist es denkbar, dalsg-Deletionsmutanten unter oxidativem Stress
verstarkt inre Fahigkeit zur Magnetosomensynthet®i€en. Dies kdnnte ein Faktor sein, der das Bfr
zwar nicht zu einem fur die Magnetosomensynthesentigllen Protein macht, wie es durch die
Herstellung der magnetischabfr-Deletionsmutante sowieso gezeigte wurde (Abbildding jedoch
trotzdem einen Selektionsvorteil bieten konnte.

Dass die Magneto-Aerotaxis einen Selektionsvotigtet, wird deutlich, da ein gewisser Teil der
Bakterien des Wildstamms MSR-1, die langer in Kusind, wahrend der Lagerung ihre Fahigkeit zur
Magnetosomensynthese verlieren (Schubbe, Kube 20@8) und auch daran, dass magnetotaktische
Bakterien in den Sedimenten in unter der oxischk@eben Grenzzone sehr haufig und divers
vorkommen (Bazylinski und Frankel 2004).

5.6. Aufreinigung des rekombinanten Bfrs dtiscoliBL21-Gold im Vergleich zu
Magnetospirillum gryphiswaldense

Um das Bfr von der Membran zu solubilisieren, warderschiedene Ansétze verwendet, bevor Tenside
eingesetzt wurden. Abbildung 33 zeigt die Uberstdndch einer Extraktion mit hohen Salz- und
Harnstoffkonzentrationen. Die Extraktionen |osteas dBfr nicht von der Membran ab. Dies ist in
Abbildung 34 zu sehen, wo die Pellets nach denakttmen auf einem nativen Gel aufgetrennt und
das Bfr mit Fridovichfarbung angefarbt wurde.

Auch eine Extraktion mit N&Os die in Abbildung 35 zu sehen ist, flhrte nicht zinfolg. Das Bfr
wurde dabei z.T. denaturiert und tauchte als kteirgande in sehr geringer Intensitét im ldslichen
Uberstand auf. In den abzentrifugierten Pelletdéansich sowohl kleine, wie auch grofRe Proteire, di
Eisen enthielten.

Um zu zeigen, dass das Bfr sich in Tensid solubits lies, wurden die Pellets nach den NaCl- und
Harnstoff-Extraktionen, die im nativen Gel eine-Bisenfarbung zeigten, in Triton X-100 solubilisjer
abzentrifugiert und die Uberstande wiederrum imiveat Gel getrennt und mit der Eisenfarbung
angefarbt. Hier zeigte sich das Bfr im Tensidilzerdt Bfr liel3 sich somit erfolgreich mit Tensid
solubilisieren, zeigte sich aber ansonsten seltrstich und immer in der Membranfraktion, was dafir
spricht, dass es sich beim dem BfMngryphiswaldensam ein membrangebundenes Protein handelt.

Interessanterweise verhielt sich dasEncoli exprimierte rBfr im Gegensatz zum nativen Bfr in
M. gryphiswaldensewelches nach demselben Protokoll wie MliagnetospirillumProben behandelt
wurde, l6slich und wurde im léslichen Uberstandugeten (Abbildung 12, Abbildung 13).
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5.7. Polyklonale Antikdrper

Ein funktionierender Antikdrper gegen eine der Bfitereinheiten, stellte sich im Laufe der Arbeg al
sehr wichtig heraus. Bakterioferritin war in de@parationen in geringen Anteilen vorhanden, wie man
an den MoRbauerspektren und SDS-Gelen sehen kdtnste. Versuche mit einem Antikdrper gegen
ein synthetisiertes Peptid mit 15 Aminosauren d=uénz der (VLYERIEHERHDELD-cys), stellten
sich als erfolgslos heraus, da der Antikbrper mittétnen reagierte, die keinerlei Sequenzahnlichkei
aufwiesen, allerdings nicht mit dem Bfr (ohne Abhbihg).

Daraufhin wurde die rBfrl-Untereinheit mit His-Taly Antigen verwendet, was erfolgversprechender
war. Die erhaltenen Antikérper erkannten die rBfhitereinheit auf dem Western Blot (Abbildung 43)
auch in geringen Mengen.

5.8. Flotation von Membranen — Membranbindung des IBikalisation des Bfrs,
polyklonale Antikorper

Aufgrunddessen, dass sich das Bfr auch nach Aldd#seshen mit verschiedenen Mitteln, wie dem
Waschen mit hohen Salzkonzentrationen und Harngbitbildung 33, Abbildung 34) immer noch der
Membranfraktion befand und sich nur durch Teside diaser herausldsen lies (Abbildung 35) wurde
uber eine mogliche Membranassoziation des Bfrsutisit. Diese Beobachtung wurde auch friher
schon gemacht (Bottger, Faivre et al. 2010). Nzzhétzt aufgrund dieser Membranassoziation wurde
Uber eine Beteiligung des Bfrs an der Magnetithitisgse diskutiert. Unterstitzend waren hierbei
MoRbauerspektren, die von den Membranfraktionen ded ldslichen Proteinen verschiedener
M. gryphiswaldens&tamme aufgenommen wurden. In diesen waren didgtiRgignale nur in den
Membranfraktionen zu sehen (Abbildung 45, Abbilddig Abbildung 44).

Die Sequenz der Bfr-Untereinheiten gibt keine Hirseeauf eine Membranassoziation. Eine Analyse
mit Hilfe des Programms ProtScale (http://web.eypag/protscale/) (Gasteiger, Hoogland et al. 2005)
zeigt, dass die Bfr-Untereinheiten zwar hydroph8kguenzbereiche enthalten, aber keinen typischen
Membrananker. Auch die Beobachtung, dass rBfr @tiches Protein vorliegt, spricht gegen das
Vorhandensein eines Membranankers.

Daher kann uUber die Grinde fiur die Membranassonaties Bfrs nur spekuliert werden.
Mdglicherweise wird das Protein agnetospirillum gryphiswaldensgostranslational modifiziert
oder aber es gibt einen spezifischen membranasderiBindepartner.

Die Bakterioferritine der anderen, bisher kultiiarenMagnetospirillumStamme wurden bisher nicht
naher charakterisiert. Diese sind aber, wie in Bhitig 51 zu sehen ist, zumindest in einer seperaten
Gruppe mit den Untereinheiten des Bfrs wdngryphiswaldenseingeordnet.

Membrangebundene Bakterioferritine sind sehr selBa allermeisten Bfrs gelten als l6slich. Das
MMP-II von Mycobacterium lepraéhnelt Bakterioferritinen, weist die konservierfeminosauren des
Ferroxidasezentrums auf ugdt als membrangebunden. Aufgrund des Vorhandessaniger kurzer
hydrophober Bereiche, wird dieses Protein als perigs Membranprotein eingestuft. Auch dieses
Protein bindet HAm b (Pessolani, Smith et al. 1994)

Durch Flotation Uber einen Saccharosegradientefife sgersucht werden, das Bfr von der
M. gryphiswaldensembran abzutrennen (Abbildung 37). Hierbei zegjtd, dass grof3e Teile der
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Membran sich nach der Zentrifugation sichtbar i d4& % Saccharoseschicht befanden. Der
anschlie3ende Western Blot der Fraktionen von MBRz&igte die Giberwiegenden Mengen von Bfr in
den Saccharoseschichten mit 60 % und 50 % Saceh@kbbildung 37).

Die Anreichung der Membran in der 45 % Saccharddelst unterschied sich rein optisch zwischen
MSR-1 und MSR-1B. Die Bande bei MSR-1B war deutligtinierter, als bei MSR-1, was vermutlich
auf die Abwesenheit von sehr kleinen Magnetosomerd ueeren Magnetosomenvesikeln
zurtckzufuhren ist, die zu einer groReren Variandér Membrandichte beitragen kénnen. GréRRere
Magnetosomen befanden sich bei MSR-1 als PelleBaden des Zentrifugenréhrchens.

Nach der Analyse der Proteine per Western Blot, demr die Proteine der verschiedenen
Saccharoseschichten nochmals auf einem SDS-Geletaerfigt und mit Coomassie angefarbt
(Abbildung 38). Hierbei zeigte sich, dass promieerRroteinbanden auch nach 14-stindiger
Zentrifugation in allen Schichten vorhanden waren.

Beispielsweise war eine Bande um 18 kDa in deriieefamembran desbfr-Stammes zu sehen. Diese
Bande ist auch in allen Saccharosefraktionen zerseAm stérksten ist die Bande bei der 45 %
Saccharose-Schicht und den beiden umliegendenidimaktzu sehen. Ahnliche Effekte sind auch fiir
eine Doppelbande bei etwa 30 kDa, eine Doppelbbad40 kDa, 5 kDa und 100 kDa zu erkennen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 56: Proteinverteilung in den FraktioneasdSaccharosegradienten nach der Flotation von MISR-
Membranen. Die, nach der Flotation Uber einen limga Saccharosegradienten, auf einem 13 -20 %
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel aufgetrenftesteine wurden mit Coomassie Brillant Blau angbftar
Zusétzlich zu Abbildung 38 wurden hier einige matkaBanden hervorgehoben, die in allen Fraktiones d
Gradienten vorkommen und deutlich machen, dasdlém &raktionen des Gradienten Membranen enthalten
waren.

Daraus kann man schlieen, dass die Membran nilgtandig in die 45 % Saccharoseschicht
aufgestiegen war, sondern sich lediglich in de¥#Saccharoseschicht angereichert hatte.

Es liegt nahe zu vermuten, dass eine eine Auftregnder Membranfraktion in verschiedene
Unterfraktionen mit unterschiedlicher Dichte stgfunden. Die Magnetosomenvesikel kénnen hierbei
keine Rolle gespielt haben, da MSR-1 keine Magoetesnvesikel ausbildet.

In Verbindung mit den Extraktionsversuchen erscheas wahrscheinlich, dass Bfr an eine
Membranfraktion hoher Dichte gebunden vorliegt.
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Die Intensitaten der Bfr-Banden im Western Blot (8I0S-Gel zeigen, dass der Anteil des Bfrs am
Membrangesamtprotein eher gering zu sein scheies. Z2igt auch die Relevanz eines funktionierenden
Antikérpers fur den Nachweis des Bfrs (Absatz 4.1 Bfr viel Eisen bindet, kbnnen schon geringe
Proteinmengen gut beladenen Bfrs eine gute Fritiibung zeigen und ein starkes Signal in der
MoRbauerspektroskopie hervorrufen.

5.9. MdlRbauerspektren - Lokalisation des Bfrs und Idiatiion der
ferritinartigen Komponente

Mittels MaolRbauerspektroskopie sollten die eisenmdett Komponenten der unterschiedlichen
Zellfraktionen derM. gryphiswaldens&tamme bestimmt werden. Dies diente der Bestimnuerg
Lokalisation des Bfrs und der Bestétigung, dassatsbei der bereits vor dieser Arbeit als ferdtiige
Komponente gefundenen Proteins, um das in diedsituntersuchte Bfr handelt.

Es wurden Membranfraktionen, lyophilisierte |6sédRAroteine und aufgereinigtes rBfr gemessen. Die
I6slichen Proteine wurden lyophilisert, um die Kentration der mit’Fe markierten Proteine in der
Probe zu erhthen, da dies die Messgenauigkeit gegenicht lyophiliserten Proben (ohne Abbildung)
deutlich erhohte.

Hierbei war vorrangig die Lokalisation des Bfrsdan einzelnen Fraktionen von Interesse. Da die
Spektren der Eisenkerne ferritinartiger Proteineperaturabhangig zu einem Sextett aufspalten
(Williams, Danson et al. 1978), wurden die Frakéinbei verschiedenen Temperaturen gemessen.

In den MoéRbauerspektren der Membranfraktionen v&RM. undAmamMwar das Bfr als Ferrihydrit-
Komponente zu finden (Abbildung 45 und Abbildung.4® den l8slichen Proteinen konnte keine
Komponente mit Ferrihydrit-typischen Paramtern lzetitet werden (Abbildung 44).

Bfr war in denAmamMMembranen mit mindestens 87 % relativer Haufigleite dominierende
eisenhaltige Komponente (Abbildung 45 und Abbild4&). Bei MSR-1 (Abbildung 46), betrug die
relative Haufigkeit 7 %. Hier war das Magnetit deminierende eisenhaltige Komponente. Dies zeigt,
dass nur in der Membranfraktion messbare MengeaBfravorhanden waren, was die Lokalisation des
Bfrs in den Membranen bestatigt. Die verwendete hdé¢ zur Trennung der Zellfraktionen
unterscheidet nicht zwischen cytoplasmatischer aufserer Membran der gramnegativen Bakterien,
wobei es unwahrscheinlich ist, dass sich das BfrPieniplasma befindet, da die in dieser Arbeit
gezeigten Befunde nahe legen, dass das Bfr die BdiAoxidativem Stress schitzen kann. Diese
befindet sich im cytoplasmatischen Innenraum, uhessien von der cytoplasmatischen Membran.

Zusatzlich wurden im Vergleich zum Wildtyp uadnamM noch ganze Zellen vonbfr mit 5'Fe
angezogen und bei 130 K gemessen (Abbildung 47 wkiéren, ob das ferritinartige Protein, welches
bereits in vorhergehenden Untersuchungen gefundeden(Bottger, Faivre et al. 2010), dem Bfr aus
M. gryphiswaldensentspricht. Das ferritinartige Signal kann nach gerliegenden Untersuchungen
zweifelsfrei dem Bfr zugeordnet werden, da die gesan Zellen vonbfr kein Ferrihydrit-Dublett mehr
aufweisen. Bfr kann als Magnetitvorstufe bzw. ajezEisenquelle fur die Magnetosomensynthese
inzwischen ausgeschlossen werden, daAdie-Zellen nach wie vor uneingeschrankt Magnetosomen
bilden. Dies wurde durch die MolRbauerspektroskopiend durch transmissions-
elektronenmikroskopische Aufnahmen belegt. Letziede von Dr. René Uebe (Mikrobiologie,
Universitat Bayreuth, personliche Mitteilung 20thirchgefihrt und bestatigte, dass shtiir-Zellen

in GroRe und Zahl der gebildeten Magnetosomen nimhit Wildtyp unterscheiden.
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Die ganzen Zellen vonbfr (Abbildung 47) und das Spektrum der Membran xamamM(Abbildung
46) zeigen die Linien von Eisen-Schwefel-Proteirigiese kdnnen beispielsweise Teil von Elektronen-
transportvorgdngen in der Atmungskette sein.

Die Aufspaltung dedM. gryphiswaldens®frs bei 4,2 K unterscheidet es von anderen Bakter
ferritinen, die normalerweise erst eine Aufspaltumger 4,2 K, bei etwa 1 K zeigen (Watt, Frankel et
al. 1986) Ursachen hierfur sind einerseits die tbotdede der inneren Oberflachen der Apoferritin-
hohlkugeln (Oberflachenladungen, hydrophobe odérdphile Zonen) aber auch die Anwesenheit oder
das Fehlen bestimmter Anionen, die die Kristallindtes zu bildenden Ferrihydritminerals beeinflasse
Besonderen Einfluss hat hierbei die Phosphatkoratiort in dem Kompartiment, in welchem die
Ferrihydritbiosynthese in der Ferritinhille erfolglierische Ferritine weisen einen geordneteren
Eisenkern als Bakterioferritine auf, was durch denngeren Phosphatgehalt der Eisenkerne bedingt is
(Treffry und Harrison 1979; Mann, Williams et abB87; Rohrer, Islam et al. 1990). Sie zeigen schon
bei 40 K eine beginnende Aufspaltung zum Sextetllips, Danson et al. 1978).

Dies deutet fur das gemessanegryphiswaldens@fr auf einen geordneteren Eisenkern hin, alsier f
die meisten Bakterioferritine typisch ist. Die Apédtungscharakteristik déd. gryphiswaldens®frs
scheint der der tierischen Ferritine &hnlich.

Das Eisen/Phosphat-Verhéaltnis ddsgryphiswaldens@frs wurde nicht bestimmt. Méglicherweise
enthalt das Bfr also auch lediglich weniger Phospila andere Bfrs, ohne den sehr niedrigen
Phosphatgehalt der bekannten tierischen Ferritinereichen. Messungen bei 30 oder 40 K wurden
nicht durchgefiihrt, so dass dies lediglich vermutetden kann. Der Phosphatgehalt scheint je nach
Bedingungen und Phosphatreichtum der Umgebung kedsmwohl bei tierischen als auch
Bakterioferritinen variabel (Rohrer, Islam et #90; Watt, Frankel et al. 1992).

Die Variabilitat des Eisenkerns des Bfrs wWdngryphiswaldenseeigt sich auch durch die Expression
des rBfrs inE. coli. Die Spektren des rekombinanten Bfrs zeigten eibl&t mit den bekannten
Parametern bei 130 K und ein beginnende Aufspalbeng K (Abbildung 49). Dies unterscheidet sich
etwas von den Spektren des Bfrs aus BMemryphiswaldenséMembranfraktionen. Das veranderte
Aufspaltungsverhalten deutet auf eine VeranderwexyRhosphatgehalts des Bfrs hin, die mit einem
amorpheren Kern einher geht, wenn diesds. iooli exprimiert wird. Dies kann auf die Expression in
einem anderen Organismus, die sehr schnelle Exprnessid Beladung des rBfrs oder auch das
veranderte Kulturmedium zurtickzufiihren sein uncebést keine Funktionsveréanderung des Bfrs.

In den I6slichen Proteinen v, gryphiswaldensurde keine Ferrihydritkomponente nachgewiesen
(Abbildung 44). Generell wurde keine aufgespalt&mnponente nachgewiesen. In den ldslichen
Proteinen war die dominierende Komponente Cytochreabei es sich vermutlich teilweise auch um
NirS handelt, wie es bereits diskutiert wurde (Absab.4). Weiterhin wurden mittels
Gelchromatographie und der Pyridin-Hamochrom-Seekinindestens zwei weitere cytochromhaltige
Spezies (Abbildung 23) in den léslichen Proteinefugden. Hier deutetet auch die starke pinke
Farbung der I6slichen Proteine auf gréRere Mengdgodirom C hin. Auch bdil. magnetotacticum
wurde die Uberwiegende Zahl von Cytochrom C inldshichen Proteinen gefunden (O'Brien, Paoletti
et al. 1987).

Weiterhin waren kleinere Mengen unbekannter Substaim den Iéslichen lyophilisierten Proteinen
vorhanden, wobei es sich hierbei auch um Lyopbhilisigsartefakte handeln kann (Abbildung 44).
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Diskussion

5.10.Bakterioferritin und Magnetosomensynthese

Da Bfr ein wichtiges Eisenspeicherprotein darsteidM. gryphiswaldensgrof3e Mengen an Eisen fur
die Magnetosomensynthese aufnehmen muss und audede der Magnetosomensynthese immer
noch nicht ganzlich aufgeklart ist, wurde Uber édaeleutung des Bfrs fir die Magnetosomensynthese
diskutiert. Fur eine Beteilung des Bfrs sprach urdaderem auch die Beobachtung, dass das
Bakterioferritin in der Membranfraktion gefunden e und so eine rdumliche Nahe zu den
Magnetosomen, die Invaginationen der Zellmembrad, gjegeben ist.

Weiterhin wurde gezeigt, dass der Anteil des zétken Eisens, der in Form von Ferrihydrit vorliegt,
wie es in Bakterioferritinen gespeichert wird, minehmender Magnetosomensynthese, besonders zum
Ende hin, abnahm (Fdez-Gubieda, Muela et al. 20¥3)ch erhoéhte sich der Anteil des
membrangebundenen, nicht magnetischen Eisens benidetmagnetischeM. gryphiswaldense
Deletionsmutate (Abbildung 21) im Vergleich zum Wgifamm MSR-1 (Abbildung 20) sehr stark. Dies
wurde so gedeutet, dass gespeichertes Eisen iictief Magnetosomensynthese mobilisiert werden
musste und daher im Bfr gespeichert blieb.

Generell kann das Bfr als einziger Weg fiur die Eisélhrung an die Magnetosomen aber
ausgeschlossen werden. Dies zeigt sich durch demcht derAbfr-Mutante, die immer noch in der
Lage ist, normale Mengen an Magnetosomen zu bilden.

Diese Ergebnisse sprechen eher fir das Bfr alsclsgreiund Schutzprotein, welches bei Bedarf,
moglichweise auch bei beginnender Eisenknappheit iMedium, Eisen fur die
Magnetosmomensynthese freisetzen kann.

Zuerst sorgt es aber dafiir, dass bei starker Rifgstame oxidativer Stress in der Zelle minimientdyi
indem Eisen aufgenommen wird und@4 mdglicherweise, wie fir andere Bfrs gezeigt, fie d
Oxidation von Eisen verwendet wird. Hierflr spricdumindest die Beobachtung, dass DNA durch
vorherige Inkubation mit rBfr vor Produkten der Emreaktion geschitzt wird (Abbildung 32). Auch
eine DNA-Bindung wurde gezeigt (Abbildung 31).
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6. Fazit
Nicht essentiell fur
Vorstufe der Magnetosomen- -
Membranbindung Magnetitkristalle synthese Membranbindung
Oligomer, Struktur Dodekamer
unbekannt Eisenspeicher und
: . = Schutz vor
Eisenspeicher Bfr — Funktion Bfr — Funktion oxidativem Stress
und Aufbau und Aufbau
7wei Bfi- frither jetzt Hetergdodekamer mit
S Funktionsteilung der
equenzen . g
zwel Untereinheiten
Ham-Bindung / \ Hém b-Bindung
nicht tiberpriift Niedriger Abweichender Bfr2-UE
Phosphat- Phospatgehalt
gehalt des rBfrs

Abbildung 57: Vorstellungen Uber Struktur und Fumktdes Bfrs vor Beginn und nach Abschluss diesgaeiA

Die Ergebnisse zeigen, dass das Bfr Whngryphiswaldenseinige Eigenschaften aufweist, die fir
Bakterioferritine eher ungewdhnlich sind. Hierzinge zum einen die Zusammensetzung des Bfrs aus
zwei verschiedenen Untereinheiten, die jeweils nemander nur geringe Ahnlichkeiten zeigen, und
sich phylogenetisch zwei verschiedenen verschwehatsichen Zweigen zuordnen lassen, in denen
jeweils Bakterioferritine anderer, nichtmagnetigcBakterien, mit nur einer Untereinheit zu finden
sind.

Auch die Zusammensetzung der Untereinheiten zurea@dekameren Protein ist ungew6hnlich und
eher flr Dps-Proteine typisch. Die Sequenzahnlitbkeder Untereinheiten zu anderen Bakterio-
ferritinen widersprechen dem jedoch.

Gezeigt wurde die fur Bakterioferritine typischen8iing von Ham b im Protein, was die Zuordnung zu
den Bfr-Proteinen weiterhin unterstitzt. Auch dpeeisherung von Eisen wurde M. gryphiswaldense
Bfr nachgewiesen und ist typisch fir diese Proteine

Eher untypisch, aber nicht ganzlich unbekanntisstadinktion des Bfrs fir den Schutz vor oxidativem
Stress.

Dass das Bfr immer in der Membranfraktion zu findem, ist eine weitere, ungewohnliche Eigenschatft
dieses Proteins. Dies wurde auch durch die Mo6Rbpaktroskopie bestatigt. Auch wurde die
ferritinartige Komponente aus vorherigen Untersugjan eindeutig dem Bfr zugeordnet.

Insgesamt kann man feststellen, dass es sich &semi Protein aufgrund seiner Grolie, Lokalisation
und Zahl seiner Untereinheiten um ein eher ungelidgites Bfr handelt, welches moglicherweise
zumindest bei den bisher bekannten Magnetospinlébreitet ist. Ein Hinweis darauf ist, dass auch
bei anderen Magnetospirillen zwei verschiedene tgimbeiten gefunden wurden, die eine gewisse
Ahnlichkeit zu denen voM. gryphiswaldensaufweisen. Auch der Schutz vor oxidativem Stress u
Eisenspeicherung ist fir Magnetospirillen mit insesonderen Lebensweise und hohen Eisenaufnahme
besonders relevant. Dabk gryphiswaldensdesonders empfindlich auf oxidativen Stress refgie
wurde gezeigt (Absatz 5.5) (Blakemore 1982).
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Fazit

Bfr ist kein essentielles Protein fir die Magnetasasynthese, eine Rolle als Eisenlieferant, auch fi
die Magnetosomenbiosynthese, ist unter bestimmestingungen aber nicht auszuschlief3en.

Fur die Strukturanalyse wurde das Protein kristiaiit. Die erhaltenen Kristallen waren jedoch noeh
dinn um ein Spektrum hoher Auflosung zu erhalteie Rristallisation konnte jedoch in der
vorhandenen Zeitspanne nicht abgeschlossen werdewind weiter gefuhrt.

6.1. Ausblick

Aufgrund der interessanten Eigenschaften des Bitseinige Folgeexperimente denkbar. Zum einen
wurde die Kristallisation bis dato nicht abgeschéogs soll aber von der Arbeitsgruppe Schiler
weitergefuhrt werden (personliche Mitteilung Uel@d ).

Zu klaren ware noch, ob die Expression von Bfr abdangig erfolgt. Bisher gibt es darauf keine
Hinweise.

Bei Magnetospirillen kann es unter Stressbedingungestérkt zu einem Verlust der MAI kommen. Es
bleibt zu klaren, ob dexbfr-Stamm die MAI schneller verliert, als MSR-1.

Fur die Strukturaufklarung sollten die Bfr-Unteregiten jeweils einzeln ohne His-Tag exprimiert
werden, um die Funktion und Polymerbildung ndheumiersuchen.

Auch die genaue Lokalisation des Bfrs an den Mendaranuss noch geklart werden. Hierfur soll der
in dieser Arbeit hergestellte rBfrl-Antikbrper vemdet werden und anhand von Westerblots, die
separierten Membranen tberprift werden (personhtitteilung Uebe 2015).
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