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1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Mutanten des a-Proteobakteriums
Rhodospirillum rubrum untersucht, die im Bakteriochlorophyll-Biosyntheseweg
unterbrochen sind, um einen Beitrag zum genaueren Verstandnis der Biosynthese
dieser Molekile und der einzelnen daran beteiligten Schritte zu liefern. Von den
beiden Stammen ST3 und GN11 wurden die ins Kulturmedium ausgeschiedenen
Pigmente aufgereinigt und spektroskopisch analysiert. Ebenfalls wurden sowonhl
von ST3, als auch von GN11 die in intracytoplasmatischen Membranen
gebundenen Pigmente extrahiert und aufgereinigt. Anhand der ermittelten
spektroskopischen und chromatographischen Eigenschaften der isolierten
Pigmente konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei denen ins Kulturmedium
ausgeschiedenen und in intracytoplasmatischen Membranen gebundenen
Pigmenten um dieselben Bakteriochlorophyllvorstufen handelt. Die im ST3-Stamm
angehauften Vorstufen P660 und P667 (benannt nach dem langwelligsten
Absorptionsmaximum) konnten als 2-Devinyl-2-a-hydroxyethyl-phaeophorbid a und
Phaeophorbid a bestimmt werden. Bei denen im GN11-Stamm angehauften
Vorstufen handelt es sich um ein Gemisch verschiedener Vorstufen in dem mit
Sicherheit Magnesium 2,4 —Divinylphaeoporphyrin as Monomethylester als eine
Komponente enthalten ist.

Von beiden Stammen wurden Pigment-Proteinkomplexe aus intracyto-
plasmatischen Membranen isoliert. Die gewonnen Pigment-Proteinkomplexe zeigen
Absorptionsspektren, die in Ubereinstimmung sind mit Spektren ganzer Zellen und
in beiden Fallen ein deutliches CD-Signal aufweisen. Die Komplexe enthalten neun
Proteine unterschiedlicher GroRe, fur die keine eindeutige Zuordnung getroffen
werden konnte. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der isolierten Pigment-
Proteinkomplexe vom ST3-Stamm zeigen partikulare, ringférmige Strukturen. Sie
neigen zur Aggregation und bilden unter diesen Umstanden fadige und runde
Formen aus.
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2. Abklrzungen
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3. Einleitung

Die Fahigkeit, Licht als Energiequelle zum Wachstum zu nutzen, ist zwei
Gruppen von Bakterien eigen. Beide unterscheiden sich grundlegend. Die
Purpurbakterien und grinen phototrophen Bakterien kann man als Relikte aus der
Frihzeit der Evolution der Photosynthese ansehen. Sie kénnen nicht wie Pflanzen
Wasser als Wasserstoff-Donator verwerten, sondern sind auf starker reduzierte
Wasserstoff-Donatoren angewiesen. Folglich entwickeln diese Bakterien wahrend
der Photosynthese auch keinen Sauerstoff. Sie betreiben eine anoxygene
Photosynthese. lhre auffallende Farbe wird durch die Photopigmente,
Bakteriochlorophylle und Karotinoide, verursacht. Im Gegensatz dazu verwerten
Cyanobakterien Wasser als Wasserstoff-Donator und entwickeln im Licht
Sauerstoff. Sie betreiben eine oxgene Photosynthese. Das Pigmentsystem umfasst
Chlorophyll a, Karotenoide und Phycobiline. Ihr Prozess der Photosynthese gleicht
grundsatzlich dem der Pflanzen. Die phototrophen Bakterien, die eine anoxygene
Photosynthese betreiben, werden in drei groRe Gruppen unterteilt:
Schwefelpurpurbakterien, schwefelfreie Purpurbakterien und grine Schwefel-
bakterien. Diese drei Gruppen unterscheiden sich wesentlich durch ihre
cytologischen und physiologischen Eigenschaften, sowie durch ihre Pigmente
voneinander. Im Gegensatz zu den grunen Schwefelbakterien, in denen die
Bakteriochlorophylle (BChl) a, ¢, d und e vorkommen, sind in Purpurbakterien nur
BChl a und BChl b zu finden. Rhodospirillum rubrum als ein a-Proteobakterium aus
der Gruppe der Rhodospirillaceae gehort zu den gram-negativen, schwefelfreien
Purpurbakterien. Diese Bakterien weisen eine extreme Stoffwechselvielfalt auf. Sie
sind fakultativ anaerobe Bakterien und in der Lage, anaerob im Licht
(photosynthetisch), aerob im Dunkeln durch oxidative Phosphorylierung und unter
anaeroben Bedingungen fermentativ zu wachsen.

Die Mdglichkeit nicht-photosynthetisch zu wachsen, ermdglicht es Mutanten,
die in der Photosynthese beeintrachtigt oder blockiert sind, zu untersuchen. Das
photosynthetische Wachstum der Bakterien ist abhangig von der Synthese eines
spezialisierten intracytoplasmatischen Membransystems (ICM) (Oelze & Drews,
1972), das aufgrund eines Absinkens des aulleren Sauerstoffpartialdrucks induziert
wird (Cohen-Bazire & Kunisawa, 1960; Drews et al, 1969; Oelze et al., 1969;
Schick & Drews, 1969; Oelze, 1976). In diesem Membransystem befinden sich die
Kernkomponenten des photosynthetischen Apparats, der sich in der Regel aus vier
membrangebundenen Proteinkomplexen sowie einem ATPase-Komplex, der die
produzierte protonenmotorische Kraft fir die Synthese von ATP nutzt,
zusammensetzt. Das Reaktionszentrum sowie die Lichtsammelkomplexe 1 und 2
stellen die drei fur die Photosynthese spezifischen Protein-Pigmentkomplexe dar.
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Der Cytochrom-bcs-Komplex ist im Elektronentransport der Atmungskette wie auch
der Photosynthese beteiligt. R. rubrum wie auch Rhodobacter viridis besitzt nur
einen einzigen Lichtsammelkomplex, den LH1-Komplex.

Der Elektronenfluss im bakteriellen Photosystem wird angeregt, wenn von
den Lichtsammelkomplexen Lichtenergie absorbiert und als Exciton auf das
.Special pair‘ der BChl a Molektle (BChla) im Reaktionszentrum Ubertragen wird.
Dies hebt ein Elektron im besonderen Paar in einen angeregten Zustand, welches
schnell auf ein Bakteriophaeophytin-Molekul (BPh) im Reaktionszentrum
Ubertragen wird, um dieses zu reduzieren. Dieser Elektronentransferprozess
hinterlasst eine positive Ladung im ,special pair®, die durch ein Elektron eines
reduzierten Cytochrom c; Molekuls von der periplasmatischen Seite der bakteriellen
photosynthetischen Membran ausgeglichen wird. Der Kreislauf setzt sich fort,
indem ein Elektron des reduzierten BPh Molekils auf ein benachbartes Quinon (Qa)
ubertragen wird. Wenn das Elektron von Qa an ein Qg Molekul Ubergeben wird,
entsteht ein Semiquinon-Radikal. Der Fluss eines zweiten Elektrons zu Qg, durch
weitere Absorption von Lichtenergie, ist notig, um zusammen mit zwei Protonen aus
dem Cytosol das vollstandig reduzierte Quinon QH; zu bilden. Schliellich wird das
reduzierte QH, in einen Ubiquinon-Pool entlassen, der Elektronen zum Cytochrom-
bci-Oxidoreduktase-Komplex transportiert. Auf diese Weise kann durch den
zyklischen Elektronenfluss und die entstandene protonenmotorische Kraft durch die
ATPase Lichtenergie in speicherbare chemische Energie umgewandelt werden.

Neben seiner Rolle als primares Pigment der Photosynthese ist der Einbau
von Bakteriochlorophyll (BChl) in Pigment-Proteinkomplexe des photosynthetischen
Apparates essentiell fir die Ausbildung der ICMs (Cohen-Bazire & Kunisawa, 1963;
Schick & Drews, 1969). Studien mit Mutanten, die in der Biosynthese von BChl
blockiert waren (Jones, 1963a, 1963b, 1963c; 1964; Lascelles, 1966; Lascelles &
Altshuler, 1967; Richards & Lascelles, 1969; Oelze & Drews, 1970; Pudek &
Richards, 1975; Pradel & Clement Metral, 1976; Yang & Bauer, 1990; Burke et al.,
1993a; Bollivar et al.,, 1994; Suzuki & Bauer, 1995; Addlesee & Hunter, 2002),
zeigen, bei Bedingungen mit niedrigem Sauerstoffniveau zur Induktion der Bildung
des photosynthetischen Apparates, niedrige stationare Niveaus der Apoproteine der
Reaktionszentren und Lichtsammelkomplexe. Weiterhin sind diese Mutanten unter
niedrigem Sauerstoffpartialdruck in der Anhaufung von Karotenoiden beeintrachtig.
Dies weist darauf hin, dass die Produktion von BChl fur das Zusammenfiigen und
die richtige Insertion vieler Komponenten des photosynthetischen Apparates
notwendig ist. Aufgrund dieser essentiellen Rolle kénnen Studien der BChl-
Biosynthese und Regulation dazu beitragen, das Gesamtverstandnis der Biogenese
des photosynthetischen Apparates besser zu verstehen.

Die Synthese und Assemblierung der photosynthetischen intracyto-
plasmatischen Membranen von R. rubrum werden durch ein Umschalten von

2
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aerober Atmung auf photoheterotrophes Wachstum induziert (Cohen-Bazire &
Kunisawa, 1963; Marrs & Gest, 1973; Bauer & Bird, 1996). In diesem Fall wird
R. rubrum unter anaeroben Bedingungen im Dunkeln BChla anhaufen, sofern ein
alternativer Elektronenakzeptor angeboten wird.

Die oxygene Photosynthese, bei der Chlorophylla/b (Chl) als primares
Photopigment verwendet wird, ist bei hdéheren Pflanzen und Algen in den
Chloroplasten sowie bei Cyanobakterien zu finden. Bei der anoxygenen
Photosynthese der Eubakterien wird eine Vielzahl ahnlicher Pigmente genutzt, die
als BChl a-g bezeichnet werden. Im Vergleich zu den BChl sind die Chlorophylle
(Chl) weniger reduziert. Die fruhen Schritte in der BChI-Synthese der
Purpurbakterien werden auch bei der Synthese des Haems genutzt. Ausgehend
von der Vorstufe 5-Aminolaevulinsaure (ALA) werden durch sechs auf einander
folgende  Enzymreaktionen acht ALAs zusammengefigt und bilden
Protoporphyrin IX (Leeper, 1989). Der Syntheseweg verzweigt sich dann in die
Haem-Biosynthese, die durch die Insertion von Fe?* in Protoporphyrin IX durch die
Ferrochelatase vollzogen wird, wahrend der BChI-Biosyntheseweg die Insertion von
Mg?* durch die Mg-Protoporphyrin-IX-Chelatase (BchDIH) erfordert. In zehn
weiteren enzymkatalysierten Schritten entsteht dann das Endprodukt BChl (Abb. 1).
Die Enzyme des Mg-Zweiges werden durch die bch Gene kodiert. Eine Zuordnung
gelang zunachst mit Hilfe der von Mutanten angehauften BChl-Vorstufen und
konnte im Weiteren durch Homologieanalysen gestlutzt werden (Kaplan, 2002;
Raymond et al., 2002). Allerdings fehlen bis heute fur einige der Schritte noch
immer spezifische Enzymassays. Das erste photosynthetische Gen eines
Bakteriums wurde von Zsebo & Hearst (1984) in Rhodobacter capsulatus
beschrieben. Einige der photosynthetischen Gene, unter anderem die Gene des
Mg-Zweiges der BChI-Biosynthese, sind bei Rb. capsulatus und Rb. sphaeroides in
einem kleinen Abschnitt des Genoms enthalten, der als photosynthetisches
Gencluster bezeichnet wird (Abb. 2). Dieser enthalt auch die Gene, die die Proteine
des Reaktionszentrums und des Lichtsammelkomplexes kodieren. Einige dieser
Pigment-Biosynthese-Operons sind als Superoperons organisiert. Wellington et al.
(1992) konnten Superoperon-Aktivitat fur das bchFNBHLM Operon zeigen. Die
crtEF-, bchCXYZ- und pufQBALMX-Operons in Rb. capsulatus sind ebenfalls als
Superoperons organisiert. Wellington et al. (1991) zeigten, dass jedes der Operons
ausgehend von seinem eigenen Promotor exprimiert werden kann, aber ebenfalls
eine ,read-through“-Transkription Uber alle Operons ausgehend von crtEF mdglich
ist. In R. rubrum, wie auch in einigen weiteren phototrophen Mikroorganismen ist
die Organisation der Pigment-Biosynthese-Operons in Form von Superoperons zu
finden, jedoch finden sich hier die einzelnen Superoperons nicht gemeinsam in
einem kleinen konservierten Genomabschnitt, der als photosynthetisches-Gen-
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cluster bezeichnet werden kann und alle Superoperons enthalt, sondern teilen sich
in drei konservierte Superoperons, die sich in einigen Fallen beinahe Uber die
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Abb. 1: Biosyntheseweg von Bakteriochlorophyll ausgehend von Protoporphyrin IX
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Abb. 2: ,Photosynthetisches Gencluster von R. rubrum mit dem in das im ST3-Stamm im
bchX Gen eingefligte Tn5-Element (Sagesser, 1992; KEGG, 1995-2006; Ghosh,
unveroffentlichte Daten). Das Tnb-Element enthalt Resistenzgene flir Kanamycin,
Bleomycin und Streptomycin (Beck et al., 1982; Mazodier et al., 1985). Die bchY Sequenz
ist nicht vollstandig gesichert (grau eingerahmt).

ganze Lange des Genoms verteilen. In einem System, in dem die Balance
zwischen der Produktion von BChl und Apoproteinen essentiell ist, stellt die
Organisation in Superoperons einen wirkungsvollen Mechanismus der Regulation
dar. Die Superoperon ,read-through“-Transkription erlaubt eine direkte
Transkriptionskontrolle der Produktion von BChl und Strukturpolypetiden.

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stammen von R. rubrum
handelt es sich um Mutanten, die in der Biosynthese von BChl blockiert sind. Der
Stamm GN11 wurde von Sagesser (1992) einer bchB Mutante zugeordnet. Neuere
Untersuchungen anhand von Komplementationsexperimenten mit Plasmiden, die
BCh-Synthese-Gene enthalten, deuten darauf hin, dass es sich bei GN11 nicht um
eine bchB Mutante handelt, sondern diese Mutante sehr wahrscheinlich eine
Punktmutation, die vermutlich im bchd Gen (4-Vinyl-Reduktase) lokalisiert ist,
enthalt (Ghosh, unveroffentlichte Daten). Die 4-Vinyl-Reduktase reduziert den Mg-
2,4-Divinylphaeoporphyrin-as-Monomethylester zu Monovinyl-Protochlorophyllid-a.
Diese Reduktion ist zum Teil nicht vollstandig, so dass ein gemischter Pool an
Monovinyl- und Divinyl-Intermediaten resultiert. Eine Reihe von Untersuchungen
hat gezeigt, dass sich Protochlorophyllid und Chlorophyllid in variierenden Mono-
vinyl/ Divinyl-Verhaltnissen finden, die von den untersuchten Organismen,
Umweltbedingungen oder bei Pflanzen vom Alter abhangen (Suzuki & Bauer,
1995). Die Bedeutung dieser Beobachtungen ist bisher unbekannt. Der gemischte
Pool an Monovinyl- und Divinyl-Intermediaten weist entweder auf ein einzelnes
Enzym mit verminderter Substratspezifitat oder auf mehrere 4-Vinyl-Reduktasen
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hin, die fir die Reduktion der 4-Vinyl Gruppe unterschiedlicher Intermediate
verantwortlich sind. Eine abschlieBende Klarung dieser Fragestellung und des
genauen Weges der Reduktion der 4-Vinyl-Gruppe in R. rubrum ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt noch offen.

Die zweite verwendete Mutante, der Stamm ST3 (Sagesser, 1992), besitzt
eine Insertion eines Tnb-Elements, welches eine Kanamycinkassette im bchCXYZ
Operon enthalt. Die Genprodukte von bchXYZ kodieren fur die Chlorophyllid
Reduktase, die den Ringll des Pyrroles reduziert, um die Produktion von
Bakteriochlorophyll a zu ermdglichen. Die Proteinsequenzen von BchX, BechY und
BchZ weisen Homologien mit den Sequenzen der BchL-, BchN- und BchB-
Untereinheiten der lichtunabhangigen Protochlorophyllid-Reduktase auf (Burke et
al., 1993c). Dies lasst vermuten, dass die Reduktion vermutlich durch einen
vergleichbaren Mechanismus erreicht wird. Vermutlich dienen BchX bzw. BchL als
Elektronendonor flur die katalytischen Untereinheiten BchY-Z bzw. BchN-B. BchN-B
und BchY-Z sind vermutlich fur die spezifische Reduktion unterschiedliche Stellen
des Tetrapyrrolringes (Ring IV gegentber Ring Il) verantwortlich. Die Reduktion des
Ring Il kann entweder vor oder nach der Umwandlung der 3-Vinyl Gruppe in eine
Acetylgruppe geschehen (Abb. 1). Die Proteinsequenzen von BchLNB und BchXYZ
zeigen groRBe Ahnlichkeit mit den Untereinheiten NifH, NifD und NifK der
Nitrogenase (Burke et al., 1993a). BchL/ BchX und NifH zeigen am N-Terminus ein
Mg-ATP-Bindungsmotif und vier konservierte Cysteinreste, welche in NifH ein
4Fe-4S Zentrum bilden. Konservierte Cysteinreste finden sich ebenfalls in BchBN
und BchYZ, welche vermutlich an der Bildung von Fe-S-Zentren beteiligt sind. Es
wird vermutet, dass sowohl BchN und BchY als auch BchB und BchZ ayp,-Dimere
in Analogie zu den NifD- und NifK-Proteinen der Nitrogenasen bilden (Armstrong,
1998). Die gemeinsame Aufreinigung der BchN- und BchB-Proteine in einem
Verhaltnis von 1:1 unterstutzt diese Vermutung (Fujita & Bauer, 2000). Ein
Nachweis der Aktivitat der lichtunabhangigen Protochlorophyllid-Reduktase in vitro
gelang bisher nur in drei Fallen (Peschek et al., 1989; Forreiter & Apel, 1993; Fujita
& Bauer, 2000). Fur die Chlorophyllid-Reduktaste (BchXYZ) ist dies bisher noch
nicht gelungen.

Die vorliegende Arbeit soll durch Bestimmung der von den Stammen ST3
und GN11 angehauften und ausgeschiedenen BChl-Vorstufen sowie durch
Isolierung von Pigment-Proteinkomplexen aus den ICMs dazu beitragen, das
Verstandnis der BChl-Biosynthese und des photosynthetischen Apparates in
Purpurbakterien besser zu verstehen.
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4. Material und Methoden

4.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von Fluka/ Riedel-de Haén (Seelze, Deutschland),
Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.
Ausnahmen werden im Folgenden gesondert genannt. In allen Fallen wurde mit
einer MembraPure-Anlage (MembraPure, Bodenheim, Deutschland) gewonnenes
Wasser in HPLC Qualitat eingesetzt.

4.2 Kultivierung von R. rubrum

Zellen der R. rubrum Stamme S1, ST3 und GN11 (Sagesser, 1992) wurden
standardmafig ausgehend von einzelnen Kolonien in 250 ml Schattelkolben mit
vier Schikanen im Dunkeln bei 30°C und 150 UpM kultiviert. Die verwendeten
Medien flir den Stamm ST3 enthielten 20 pug/ ml Kanamycinsulfat. Als
Ausgangsmaterial fur Wachstumskurven und die routinemafige Kultivierung der
100 ml Kulturen dienten 6 ml von Schragagarkulturen mit Sistrom-Medium M
(Sistrom, 1960). Wachstumskurven wurden in M2S- und M2SF-Medien
aufgenommen. Um grollere Mengen an Zellmaterial zu erhalten, wurden die
Stdmme ST3 und GN11 in 1 | M2SF-Medium und schlief3lich in 6 | (2 x 3 1) M2SF+-
Medium bei 30°C im Dunkeln kultiviert. GroRere Mengen an Zellmaterial der
Stamme ST3 und GN11 wurden auch durch Kultivierung bei 30°C im Dunkeln in 1 |
M-Medium gewonnen.

Alle verwendeten Medien enthielten die von Hutner (1972) beschriebenen
Spurenlésungen. Neben dem klassischen Sistrom-Medium (M-Medium) kamen fur
die semiaerobe Kultivierung von R. rubrum optimierte Medien (M2S, M2SF,
M2SF+) zum Einsatz, die zu einer erhdhten Produktion von photosynthetischen
Membranen fuhren (Ghosh et al., 1994) (Sistrom, 1960) (Tab. 1).
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Tab. 1: Zusammensetzung der zur Kultivierung von R. rubrum S1, ST3 und Gn11
verwendeten Medien.

M- M2S- M2SF- M2SF+-
Substanz . . . .
Medium Medium Medium Medium
Phosphatpuffer 23 mM 46 mM 46 mM 46 mM
Na-Succinat 20 mM - - -
NH,4CI 8 mM - - -
Nitrilotriessigsaure 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
Asparaginsaure 0,3 mM 0,3 mM 0,3 mM 0,3 mM
Glutaminsaure 0,7mM 0,7mM 0,7mM 0,7mM
KOH 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM
Mg>SO4 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
FeSO, - 7 H,O 7,4 mM 7,4 mM 7,4 mM 7,4 mM
Nicotinsaure 8 mM 8 mM 8 mM 8 mM
Thiamin 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM
Biotin 80 uM 80 uM 80 uM 80 uM
CaCl, -2 H,O 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
EDTA 1,7 mM 1,7 mM 1,7 mM 1,7 mM
ZnS0O4 - 7 H0 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM
HsBO3 1,8 mM 1,8 mM 1,8 mM 1,8 mM
MnCls -4 H,O 0,3 mM 0,3 mM 0,3 mM 0,3 mM
CoCl; -6 H,O 70 uM 70 uM 70 uM 70 uM
CuSOy4 -5 HO 40 uM 40 uM 40 uM 40 uM
2(NH4)6MO7024 -4 H,0O 9 }JM 9 UM 9 }JM 9 |J|V|
NaCl 2mM 2 mM 2 mM 2 mM
p-Aminobenzoesaure 20 uM 20 uM 20 uM 20 uM
NH4-Succinat - 40 mM 40 mM 60 mM
HEPES - 40 mM 40 mM 32 mM
Fruktose - - 18 mM 120 mM
4.3 Zellernte

Zellen der semiaeroben Kulturen von R. rubrum ST3 und GN11, gewachsen
in M2SF+-Medium (61) und M-Medium (11), wurden durch Zentrifugation bei
4400 x g fur 30 min bei 4°C in einer Beckman J2-21 Zentrifuge geerntet. Die Pellets
wurden in 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,0 resuspendiert und ein weiteres Mal bei
4400 x g fur 30 min zentrifugiert.

Mit einem Spatel wurden die erhaltenen Zellen in eine Petrischale
transferiert. In den Zentrifugenréhrchen verbliebenes Zellmaterial wurde durch
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Resuspendieren in 50 mM Na-Phospatpuffer pH 7,0 aufgenommen und bei
3000 x g fur 30 min zentrifugiert. Das erhaltene Zellmaterial wurde mit einem Spatel
in die entsprechende Petrischale transferiert. Die Zellpaste wurde in flissigem
Stickstoff tief gefroren und bei -85°C gelagert. Die Uberstdnde der
Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C im Dunkeln gelagert. Alle Schritte der
Zellernte wurden unter Griunlichtbedingungen bei 4°C durchgefuhrt.

4.4. Isolation von Chromatophoren (intrazytoplasmatische
Membranen, ICM)

10 g Zellpaste der in M2SF+-Medium semiaerob bei 30°C im Dunkeln
gewachsenen Zellen von R. rubrum ST3 bzw. GN11 wurden in 50 mM Na-Phospat-
puffer pH 7,0 resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit einer Kkleinen
Spatelspitze DNase und 10 mM PMSF zu einer Endkonzentration von 100 uM
versetzt, und die Zellen durch dreimaligen Durchlauf in einer Emulsiflex unter einem
Druck von 15000 kPa aufgeschlossen. Um intakte Zellen zu entfernen, wurde die
Suspension 10 min bei 2500 x g und 4°C in einer Beckman J2-21 Zentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde ein weiteres Mal bei 2500 x g fiir 10 min
zentrifugiert. Aus dem zweiten Uberstand wurde durch Zentrifugation fir 20 min bei
40000 xg aullere Membranen und Zellwandbestandteile abgetrennt. Der
Rohextrakt wurde in einer Beckman Ultrazentrifuge L7-65 mit einem 70Ti Rotor bei
180000 x g fiir 70 min bei 4°C zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen
wasserloslichen Proteine wurden in flissigem Stickstoff tief gefroren und bei -85°C
gelagert. Der die intrazytoplasmatischen Membranen enthaltende Niederschlag
wurde in 20 mM TrisHCI pH 8,0 und 5 mM EDTA resuspendiert, homogenisiert und
erneut fiir 70 min bei 180000 x g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand (1. UZ
wash) wurde mit Natrium-Azid zu einer Endkonzentration von 0,02% (w/ v) versetzt
und bei 4°C im Dunkeln gelagert. Das Pellet wurde in 20 mM TrisHCI pH 8,0
resuspendiert und mit einem Potter homogenisiert. Durch Zentrifugation des
Homogenats bei 180000 x g fur 70 min wurden gereinigte Chromatophoren
erhalten. Diese wurden in 20 mM TrisHCI pH 8,0 resuspendiert, mit einem Potter
homogenisiert, in flussigem Stickstoff tief gefroren und bei -85°C bis zur
Verwendung gelagert. Der Uberstand (2. UZ wash) wurde mit Natrium-Azid zu einer
Endkonzentration von 0,02% (w/ v) versetzt und bei 4°C im Dunkeln gelagert. Alle
Schritte zur Gewinnung von Chromatophoren wurden unter Grunlichtbedingungen
bei 4°C durchgeflhrt.
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Zellpaste
+ 50mM Na-P pH 7

Homagenisieren

+ PMSF ad 100 pyM
+ Spatelspitze DNase

Emulsiflex

3x

O 2500‘le g, 10", 4°C

v

Pellet Uberstand
(intakte Zellen) l’
U 2500|x g.10", 4°C
Pellet Uberstand
(intakte Zellen) (aufgeschlossene Zellen)
Q 40000 x g, 10", 4°C
Pellet Uberstand
(AuBere Membran, Zellwand) (Roheftrakt)

O 180000 x g, 1h 10", 4°C

Pellet Uberstand

(Wasserlosliche Proteine)
+ 2078
+5mM EDTA

Homogenisieren

U 18000|0 xg, 1Th 10", 4°C

v

Pellet Uberstand
1.UZ wash

+ 2078
Homogenisieren

Q 18000|0x g, 1h 10", 4°C

Pellet Uberstand
(Chromatophoren) 2. UZ wash
+20T8

Abb. 3: Schematische Darstellung des Protokolls zur Isolierung von Chromatophoren aus

den R. rubrum Stammen ST3 und GN11.

10



Material & Methoden Diplomarbeit, Jorg U. Hammel

4.5 Isolation von Proteinkomplexen aus Chromatophoren

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von Proteinkomplexen dienten
Chromatophoren von R. rubrum ST3 und GN11. Die Isolation von Protein-
komplexen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll zur Isolierung von LH1
Komplexen (Stahlberg et al., 1998) (Kessi et al., 1995). Alle Solubilisierungsschritte
wurden unter Grunlichtbedingungen bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Die Chromatophoren wurden in 20 mM TrisHCI pH 8,0 auf eine OD445 von
0,3 (Kuvette (Quarzglas) mit 2 mm Schichtdicke) suspendiert und mit einem Potter
homogenisiert. Die Zugabe von DHPC erfolgte tropfenweise unter Ruhren der
Suspension bis zu einer Endkonzentration von 8 mM (Kessi et al., 1994). Die
Suspension wurde flr 60 min unter einem Stickstoffstrom gerihrt und anschlielend
in einer Beckman L7-65 Ultrazentrifuge mit einem 70Ti Rotor bei 180000 x g und
6°C fur 60 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 2 ml 20 mM TrisHCI
pH 8,0 resuspendiert, DHPC zu einer Endkonzentration von 12 mM tropfenweise
unter Ruhren und konstantem Stickstoffstrom zugegeben und flir 60 min equilibriert.
Durch Zentrifugation bei 180000 x g und 6°C flr 60 min wurde ein Pellet erhalten,
das in 2 ml 20 mM TrisHCI pH 8,0 resuspendiert wurde. Die Suspension wurde mit
DHPC zu einer Endkonzentration von 16 mM tropfenweise versetzt, unter einem
Stickstoffstrom flr 60 min gerihrt und anschliel3end bei 180000 x g zentrifugiert.

Die erhaltenen Uberstande der einzelnen Zentrifugationsschritte wurden auf
Saccharosegradienten (0,2 M bis 2,0 M), die die entsprechende Menge DHPC
(8 mM, 12 mM, 16 mM) enthielten, aufgetragen und in einem Beckman SW40 Rotor
bei 120000 x g und 6°C 48 Stunden zentrifugiert. Die Gradienten wurden manuell
fraktioniert und die solubilisierten Proteinkomplexe in flissigem Stickstoff tief
gefroren und bei -85°C gelagert.

4.6 Isolation von Bakteriochlorophyllvorstufen

BChl-Vorstufen wurden aus Kulturiberstdnden der semiaerob im Dunkeln
bei 30°C in 61 M2SF+-Medium bzw. M-Medium kultivierten R. rubrum ST3 und
GN11 Stammen, sowie aus den von M2SF+-Kulturen isolierten Chromatophoren
gewonnen.

11
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Chromatophoren
oD,,=0,3

|

Homogenisieren
+ DHPC ad 8 mM

1 h RT, N,-Strom

U 1800}:)0 x g, 60", 6°C

v v

Uberstand Pellet
+2ml 20T8
Homogenisieren

+ DHPC ad 12 mM
1 h RT, N,-Strom

O 1800E|10 x g, 60°, 6°C

v v

Uberstand Pellet
+2ml 2078
Homogenisieren

+ DHPC ad 16 mM
1 h RT, N,-Strom

Q 1800(|)0 x g, 60", 6°C

Uberstand Pellet

| | /

Saccharosegradient mit
8 mM, 12 mM, 16 mM DHPC

|
Q 1200110 x g, 48 h, 6°C

Proteinkomplexe

Abb. 4: Schematische Darstellung des Protokolls zur Isolierung von Proteinkomplexen aus
Chromatophoren der R. rubrum Stammen ST3 und GN11.

12



Material & Methoden Diplomarbeit, Jorg U. Hammel

4.6.1 Reinigung von BChl-Vorstufen aus Kulturiiberstanden von M- und
M2SF+-Medien

Die Kulturiberstande von R. rubrum ST3 und GN11 aus je 61 M2SF+-Medium
wurden mit Hilfe eine Vakuumpumpe uber Cellulose-Filterscheiben (589/3 Blue
Ribbon, Schleicher & Schuell, Whatman, Brentford, GB) filtriert, um gro3ere Partikel
aus der Probe zu entfernen. Der filtrierte M2SF+-Kulturiberstand wurde ein
weiteres Mal mit Hilfe einer Vakuumpumpe Uber Versapore-200 Filter (Porengrofie
0,2 ym, Pall Gelman, Dreieich, Germany) filtriert. Die im Filter zurlckgehaltenen
BChI-Vorstufen wurden unter einem Stickstoffstrom getrocknet und bis zur weiteren
Verwendung bei -85°C gelagert. BChl-Vorstufen von Kulturiberstande der
R. rubrum ST3 und GN11 M-Medium Kulturen konnten direkt Gber Versapore-200
Filter gewonnen werden. Um die BChl-Vorstufen von den Filtern zu I6sen, wurden
diese mit 3 ml Methanol in eine Petrieschale gegeben und mindestens 60 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln langsam schittelnd inkubiert. Die erhaltenen BChl-
Vorstufen wurden mittels HPLC (siehe 4.15), Dinnschichtchromatographie (4.13)
und Normal-Phasen-Flussigkeits-Chromatographie (siehe 4.14) weiter gereinigt.

4.6.2 Isolation der an ST3/ GN11 Chromatophoren gebundenen BChl-
Vorstufen

Zur Extraktion der an Chromatophoren gebundenen BChl-Vorstufen wurde
ein auf dem von Wessel & Flugge (1984) beschriebenen Protokoll zur Fallung von
Proteinen fur die Gelelektrophorese (Dichlormethanextraktion siehe 4.8.1)
eingesetzt. Alle Schritte der Isolation wurden unter Grinlichtbedingungen
durchgefuhrt. Die Zentrifugation der gefallten Proteine erfolgte fir 5 min bei
16500 x g und 4°C. Die Uberstdnde der beiden Zentrifugationsschritte wurden
vereinigt und unter einem Stickstoffstrom getrocknet. Die erhaltenen BChl-
Vorstufen wurden in Methanol gelést und bei -85°C gelagert.
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4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry-Peterson

Die Proteinkonzentration unterschiedlicher Proben wurde nach der von
Peterson (1977) modifizierten Lowry et al. (1951)-Methode bestimmt. Folgende
Reagenzien wurden hierflr bendtigt:

(1) 0,2% (w/v) Kupfer(ll)-sulfat + 0,4 % (w/v) Dinatriumtatrat in H,O
(2) 20% (w/v) Dinatriumcarbonat

(8) CTC-L6sung: 1 Vol Losung (1) und 1 Vol Lésung (2)
(4) 10% (w/v) SDS

(5) 0,8 N Natriumhydroxid

(6) 2 N Folin-Reagenz

(7) 0,15% (w/v) Natriumdeoxycholat (DOC)

(8) 72% (w/v) Trichloressigsaure

(9) BSA (1 mg/ml) in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,0
(10) Lésung A: je 1 Vol (3), (4), (5), und H,O

(11) 1 Vol Loésung (6) + 5 Vol H,O

Um die Proteinkonzentration einer Probe zu bestimmen, wurden 10 pyl bis
100 pl der Proteinprobe (BSA als Standard) in einem Eppendorf Reaktionsgefaly mit
H,O auf ein Endvolumen von 1 ml gebracht. Nach Zugabe von 100 ul Losung (7)
wurden die Proben sorgfaltig gemixt und far 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 uyl Lésung (8) zugegeben, gemixt und 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Fallungsschritt wurden die Proben 20 min
bei 16500 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert
und die Proben entweder fur mindestens 3 Stunden bei 45°C oder uber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. Zu den getrockneten Pellets wurden 0,5 ml H,O und
anschliefend 0,5 ml Lésung A gegeben. Die Proben wurden sorgfaltig gemixt und
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,25 ml Lésung (11)
wurden die Proben 45 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend die
Absorption bei 750 nm gegen H,0 als Referenz gemessen.
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4.8 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (1970) in einer
BioRad Gelapperatur (BioRad MINIPROTEAN II, Minchen, Deutschland) unter der
Verwendung folgender Reagenzien durchgefuhrt:

Puffer A (100 ml): 30 g Acrylamid/ 0,8 g Bisacrylamid
Puffer B (100 ml): 18,7 g Trisbase eingestellt mit 2 N HCI auf pH 8,8
Puffer D (100 ml): 6,06 g Trisbase eingestellt mit 2 N HCI auf pH 6,8

Elektrodenpuffer (10x) (11): 30 g Trisbase
141 g Glycin
20 g SDS

Probenpuffer (10ml): 1ml0,5MEDTA
2,5ml 1,16 M TrisHCI pH 6,8
2,5 ml Glycerin
1,0 g SDS
1,0 mg Bromphenolblau
25m1MDTT

Fur ein 12,5%iges Trenngel wurden 9,18 ml Puffer A, 4,72 ml H,O, 7,5 ml
Puffer B und 0,24 ml 10% SDS in einer kleinen Saugflasche gemischt und 20 min
mit einer Vakuumpumpe entgast. 1 ml APS (160 mg/ 10 ml) und 12 yl TEMED
wurden zugegeben, um die Polymerisationsreaktion zu starten. Eine Uber-
schichtung der gegossenen Gele mit 0,1% SDS sollte diese vor dem Austrocknen
wahrend der Polymerisation Uber Nacht schitzen. Fur das Sammelgel wurden
1,1 ml Puffer A, 5,74 ml H,O, 1,25 ml Puffer D und 0,1 ml 10% SDS in eine kleine
Saugflasche gegeben. Die Losung wurde 20 min mit einer Vakuumpumpe entgast
und die Polymerisation durch Zugabe von 1 ml APS und 5 yl TEMED gestartet. Die
Gele liefen mit einer Spannung von 140 V.

4.8.1 Proteinfallung fiir die SDS-PAGE

1 ug bzw. 10 ug Protein (fur Silberfarbung bzw. Coomassie- und Ham-
Farbung) wurden mit H,O auf ein Endvolumen von 100 ul gebracht und durch eine
der folgenden Methoden gefallt.
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Methanolfallung: Zu den 100 pl jeder Probe wurden 300 pul MeOH gegeben,
sorgfaltig gemischt und die Proben zur Fallung fur 20 min bei Raumtemperatur
belassen. Das nach 20 min Zentrifugation bei 16500 x g und Raumtemperatur
gewonnen Pellet wurde in einem Exsikkator fur 3 min getrocknet.

Dichlormethan (DCM) Extraktion (Wessel & Flugge, 1984): 400 yl MeOH
wurden zu den 100 pul jeder Probe gegeben und gemischt. AnschlieRend wurden
100 yIl DCM zugegeben und erneut gemischt. Nach Zugabe und Mischen von
300 pl H20 wurden die Proben fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
Entfernen der oberen MeOH/ H,O-Phase wurden 300 yl MeOH zur unteren
DCM/ MeOH/ H,0Phase gegeben, gemischt und fur 20 min bei 16500 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das erhaltene
Pellet 3 min im Exsikkator getrocknet. Bei den im Protokoll genannten Mix-Schritten
wurden die Proben 30 Sekunden auf einem Vortex-Schuttler sorgfaltig gemixt.

Trichloressigsaure Fallung: Die Proben wurden mit 400 yl H,0 auf ein
Volumen von 500 pl gebracht, 50 yl 72% TCA zugegeben und mindestens 30
Sekunden gemischt. Zur Fallung der Proteine wurden die Proben fur mindestens
45 min bei Raumtemperatur belassen. AnschlielRend wurden die Proben 20 min bei
16500 x g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet
3 min im Exsikkator getrocknet.

4.8.2 Probenvorbereitung fir die SDS-PAGE

Zu dem getrockneten Proteinpellet (4.8.1) wurden 15 pl H,O und 4 pl
Probenpuffer gegeben. Diese wurden mindestens 30 Sekunden sorgfaltig gemischt
und fur 90 Sekunden in einem Wasserbad bei 100°C erhitzt. Der LMW-Marker
(,LLMW Electrophoresis Calibration Kit“, Pharmacia Biotech, Little Chalfont, GB)
wurde fur 30 Sekunden im Wasserbad erhitzt. Die Proben wurden fir mindestens
30 Sekunden gemischt und 5 min bei 16500 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Die Uberstande wurden direkt auf das Gel aufgetragen.

4.8.3 Silberfarbung

Fir die Silberfarbung von SDS-Gelen wurden Silberfarbeldsungen von
BioRad eingesetzt. Die Gele wurden nach Ende des Gellaufes in eine Glasschale
gegeben und nacheinander in den entsprechenden Ldsungen inkubiert (Tab. 2).
Alle Schritte wurden auf einem Schuttler bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Der
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Entwickler wurde auf 30°C vorgewarmt. Vor dem Trocken wurden die Gele
mindestens 30 min in H>0 gegeben.

Folgende Losungen wurden eingesetzt:
Lésung 1: 40% MeOH/ 10% HAc/ 50% H,0
Lésung 2: 10% EtOH/ 5% HAc/ 85% H,0

BioRad Lésungen zur Silberfarbung (Oxidierer, Silberldsung, Entwickler)
Stopp-Ldsung: 5% HACc

Tab. 2: BioRad Protokoll zur Silberfarbung

Schritt Losungen Volumen Inkubationszeit [min]

1 Losung 1 200 ml 30
Ldsung 2 200 ml 15

3 Ldsung 2 200 ml 15

4 Oxidierer (1:10 verdunnt) 100 ml 20

5 H.O 200 ml 5

6 H.O 200 ml 5

7 H.O 200 ml 5

8 H.O 200 mi 5

9 Silberlésung 100 ml 20

10 H.O 200 ml 1

11 Entwickler 200 ml 30 Sekunden

12 Entwickler 200 ml bis 5

13 Entwickler 200 mi bis 5

14 Stoppldsung 200 ml 30

4.8.4 Coomassie Farbung

Nach Ende des Gellaufes wurden die Gele in einer Glasschale mit
Coomassie-Blue-Losung (0,5% Coomassie-Brilliant-Blue R250 (Pharmacia) in 50%
EtOH/ 7% HAc/ 43% H,0) bedeckt und uber Nacht zum Farben auf einem Schuttler
belassen. Die Gele wurden mit einer Losung aus 35% EtOH/ 15% HAc/ 50% H,0
entfarbt. Zum Stoppen der Entfarbereaktion wurden die Gele in H,O transferiert und
vor dem Trocknen mindestens 30 min in H,O belassen.
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4.8.5 Hamfarbung

Fur die Hamfarbung wurden folgende Losungen verwendet (Goodhew et al.,
1986; Thomas et al., 1976):

e 1,25 mM TMBZ in MeOH

e 0,25 M NaOAc pH 5,0

e 0,26 M H,0O,

e TMMN-L6sung: TMBZ-MeOH/ NaOAc (30/ 70)
e PrOH/ NaOAc (30/ 70)

Die Gele wurden nach Ende des Laufes in Glasschalen gelegt und in 100 ml
TMMN 10 min geschwenkt. Nach Zugabe von 11 ml H;O, und weiterem
Schwenken fur 15 bis 20 min wurden blau gefarbte Ham-Banden mit Hilfe einer
Pasteurpipette markiert. Die Gele wurden zweimal 5 min in 100 ml PrOH/NaOAc
gewaschen und einer Coomassiefarbung unterzogen (siehe 5.8.4).

4.9 UV/VIS-Spektroskopie

Zur Aufnahme von Wachstumskurven wurde die optische Dichte der
Zellkulturen bei 660 nm, 667 nm und 880 nm mit einem UV/VIS Photometer
(Ultraspec 1l, LKB Biochrom, Cambridge, GB) und einer Kuvette mit Schichtdicke
von 4 mm gemessen.

Kontinuierliche Spektren wurden mit einem JASCO V-560 UV/VIS Spektro-
photometer ausgestattet mit einem Detektor fur trube Proben aufgenommen. Fur
die Messungen wurden Kuvetten (Quarzglas, Hellma, Mullheim, Deutschland) mit
einer Schichtdicke von 2 mm eingesetzt. Folgende Parameter wurden fur Standard-
spektren verwendet:

Schlitzbreite: 2 nm
Ansprechverhalten: schnell
Datenabstand: 1 nm
Scangeschwindigkeit: 200 nm/ min
Wellenlagenbereich: 250 nm — 900 nm

Spektren ganzer Zellen wurden in M-Medium oder in M-Medium mit 20%
Glycerin aufgenommen. Chromatophoren und isolierte Proteinpartikel wurden in
20mM TrisHClI pH 8,0 gemessen. Spektiren isolierter BChl-Vorstufen aus
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Kulturiberstanden oder aus Chromatophoren wurden in Methanol und Ether
bestimmt.

Spektren von Proben, die sehr geringe Konzentrationen an BChl-Vorstufen
aufwiesen, wurden mit einem OLIS DW2a UV/VIS-Spektrophotometer
aufgenommen, bei dem der Probenhalter nahe am Photomultiplier montiert war.
Folgende Parameter wurden fur die Aufnahme der Spektren verwendet:

Anzahl Scans: 1 bis 3
Aufnahmen/ Datum: 20 bis 200
Datenpunkte: 150
Wellenlangenbereich: 375 nm =700 nm

Die BChl-Vorstufen wurden flr die Messungen in 1 ml Methanol gelést und in
Klvetten (Quarzglas, Hellma, Mullheim, Deutschland) mit 1 cm Schichtdicke
gemessen.

4.10 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektren isolierter BChl-Vorstufen wurden mit einem Fluorolog-3
Fluoreszensspektrophotometer (Horiba Jobin-Yvon) aufgenommen. Die BChl-
Vorstufen wurden in 1 ml Ether geldst und in einer quadratischen Kuvette mit 1 cm
Kantenlange (Quarzglas, Hellma, Mullheim, Deutschland) gemessen. Fur
Emissionsspektren wurden die Proben bei einer Wellenlange von 400 nm angeregt
und die Emission im Bereich von 420 nm bis 760 nm aufgenommen. Die
Schlitzbreite betrug sowohl flr den Anregungsstrahl als auch fur den
Emissionsstrahl 2 nm.

4.11 Circulardichroismus (CD)

Nah-IR CD Messungen wurden mit einem JASCO J-715 Spektropolarimeter
und einem nah-infrarot sensitiven Photomultiplier durchgefihrt. Proben und
Photomultiplier wurden wahrend der Messungen unter einem kontinuierlichen
Stickstoffstrom gehalten. Die eingesetzten zylindrischen Kulvetten (Quarzglas,
Hellma, Mullheim, Deutschland) hatten eine Schichtdicke von 2 mm. Die folgenden
Parameter wurden fur die Messungen verwendet:

Anzahl Scans: 1 bis 4
Datenabstand: 1 nm
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Schlitzbreite: 5nm
Ansprechverhalten: 4s

Sensitivitat: Standard
Scangeschwindigkeit: 20 nm/ min
Wellenlangenbereich: 600 nm — 800 nm

Die Proben wurden vor der Messung bei Raumtemperatur 10 min im
Exsikkator entgast und mit einem Branson Sonifier 450 (duty cycle: constant, output
control: 1) 2 min auf Eis beschallt. Die Messungen erfolgten in 20 mM TrisHCI pH
8,0 und 15 mM Na-Ascorbat.

4.12 Massenspektroskopie

Die massenspektroskopische Anaylse von gereinigten BChl-Vorstufen wurde
von Dr. Joachim Opitz am Institut fur Organisch Chemie der Universitat Stuttgart
durchgefuhrt. Es wurden gereinigte BChI-Vorstufen, die durch praparative
Dunnschichtchromatograpie und praparative HPLC gewonnen wurden, untersucht.
Hierzu wurden FAB positiv-lon Massenspektren, unter Verwendung einer 3-
Nitrobenzyl-Alkohol Matrix angefertigt.

4.13 Diinnschichtchromatographie (DC)

Fur Standarddinnschichtchromatogramme unterschiedlicher Proben wurden
DC-Glasplatten (SILGUR-25 UVjs4, 20cm x 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm,
Machery & Nagel, Duren, Deutschland) mit einer Kieselguhr Auftragsschicht und
Kieselgeltrennschicht eingesetzt. Als Laufmittel dienten DCM/MeOH/ H,0
(85/ 30/ 4) (v/ vl v) oder CHCIs/ MeOH/ H,O (85/30/4) (v/v/v). Fur die 2D-DC
wurden DC-Glasplatten (N-25, 20 cm x 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm, Machery &
Nagel, Duren, Deutschland) mit Kieselgeltrennschicht verwendet. Die Platten
wurden in der ersten Dimension mit DCM/ MeOH/ H,O (85/ 30/ 4) (v/ v/ v) und in
der zweiten Dimension mit MeOH/ Aceton/ H,O (20/ 4/ 3) (v/ v/ v) entwickelt (Shioi,
1991). In Methanol oder Ether geléste und zuvor gereinigte Proben von BChl-
Vorstufen wurden vor dem Auftragen unter einem konstanten Stickstoffstrom
getrocknet und in 5ul DCM gelost. BChl-Vorstufen, die durch Filtration aus
Kulturiberstanden gewonnen wurden (4.6.1), wurden vor dem Auftragen nach
einem modifizierten Protokoll von Ames (1968) extrahiert. Hierzu wurde 100 pl
Probe mit 400 yl DCM/ MeOH (1/ 2) (v/ v) sorgfaltig gemischt. Nach Zugabe von
200 pl H20 und 200 pl DCM und erneutem Mischen der Probe wurde diese 5 min
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bei 4°C und 3000 x g zentrifugiert. Die DCM-Phase wurde abgenommen und die
Extraktion wiederholt. Die in der DCM-Phase extrahierten BChl-Vorstufen wurden
unter einem konstanten Stickstoffstrom getrocknet und in 5 yl DCM aufgenommen.
Um nicht oder nur schwach sichtbare Banden auf den entwickelten
Dunnschichtchromatogrammen zu detektieren, wurden diese einer lodfarbung
unterzogen. Die Platten wurden hierzu 10 bis 20 min in eine mit loddampf gesattigte
DC-Kammer gegeben. Auf einem UV-Leuchttisch wurden die Chromatogramme
zusatzlich auf fluoreszierende Banden untersucht. Um Proteinreste in den Proben
nachzuweisen, wurde eine Ninhydrinfarbung durchgefihrt. Die Platten wurden mit
einer 1%igen (in Ethanol) Ninhydrinldsung bespruht, unter dem Abzug getrocknet
und bei 80°C im Trockenschrank 10 min entwickelt.

Um grolRere Mengen an gereinigten BChl-Vorstufen zu erhalten; wurde eine
praparative Dunnschichtchromatographie durchgefuhrt. 300 pl bis 500 pl der durch
Filtration erhaltenen BChl-Vorstufen-Losung (4.6.1) wurden unter einem
Stickstoffstrom getrocknet und in 75 ul bis 100 yl DCM aufgenommen. Diese
wurden anschlieend auf eine DC-Glasplatte (SILGUR-25 UV»s4) aufgetragen und
mit DCM/ MeOH/ H,O (85/ 30/ 4) (v/v/v) als Laufmittel innerhalb von 40 min
aufgetrennt. Die einzelnen Banden wurden mit einem Spatel von der Glasplatte
geldst und in ein Eppendorfreaktionsgefal® transferiert. 1 ml des Laufmittels wurde
zugegeben und sorgfaltig auf einem Vortex-Schittler gemischt. Nach einer
Zentrifugation fur 2 min bei 16500 x g und 4°C wurde der Uberstand abgenommen,
das Pellet erneut in 1 ml Laufmittel resuspendiert und zentrifugiert. Die beiden
Uberstande wurden zusammengefiihrt und unter einem konstanten Stickstoffstrom
getrocknet. Die so gereinigten BChl-Vorstufen wurden in 100 yI MeOH
aufgenommen. Alle Schritte der praparativen DC wurden unter Grunlichtbeding-
ungen durchgefuhrt.

4.14 Normal-Phasen-Fliissigkeits-Chromatographie

Die Normal-Phasen-Flissigkeits-Chromatographie der im Filtrationsschritt
gewonnenen BChl-Vorstufen von ST3 und GN11 M2SF+-Kulturiberstanden
erfolgte auf einer Saule 24,5 cm x 2,5 cm mit einem Volumen von 120 ml. Als
Matrix wurde Kieselgel 60 (0,040 mm — 0,063 mm) in DCM/ 2% MeOH verwendet.
2 ml der isolierten BChI-Vorstufen wurden auf die Saule aufgetragen und mit 2
Saulenvolumen (240 ml) DCM/ 2% MeOH unter Druck mit einer Handpumpe Uber
die Saule geleitet. Anschliellend erfolgte ein Wechsel auf DCM/ 4% MeOH als
Laufmittel, von dem ebenfalls 2 Saulenvolumen (240 ml) unter zu Hilfenahme der
Handpumpe Uber die Saule geleitet wurden.
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Folgende Fraktionen wurden wahrend der Elution gesammelt:

1) 2 Saulenvolumen (DCM/ 2% MeOH)
2) DCM/ 4% MeOH bis zur 1. Bande

3) 1. Bande
4) 2. Bande
5) 3. Bande

6) Nach der 3. Bande

Die gesammelten Fraktionen wurden an einem Rotationsverdampfer
getrocknet, in 1 ml MeOH resuspendiert und in ein Eppendorfreaktionsgefal®
transferiert. Um die Proben zu konzentrieren, wurden diese unter einem konstanten
Stickstoffstrom getrocknet und anschliel3end in 100 ul MeOH aufgenommen.

4.15 Hoch-Druck-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Analysen isolierter BChl-Vorstufen von R. rubrum ST3 und GN11 wurden mit
einer HPLC-Anlage (BioRad) durchgefuhrt. Das System bestand aus 2 BioRad
1350T-Soft-Start-Pumpen, einem BioRad Series 400 HRLC Gradient Module und
einem Jasco UV-970 Detektor. Die Proben wurden manuell Uber ein Einspritzventil
(Rheodyne) mit 20 pl Probenloop appliziert. Die Steuerung erfolgte Uber die
BioRad-HRLC-Software. Zur Trennung wurde eine Lichroma Nucleosil C18 Saule
(250 mm, 4,6 mm ID, PartikelgroRe 10 uym, Altech, Columbia, USA) mit einer
Nucleosil-C18 Vorsaule (10 mm, 4,6 mm ID, PartikelgroRe 5 pum, Supelco,
Bellefonte, PA, USA) und ein Gradientensystem mit MeOH/ Aceton/ H,O (64/16/20)
(v/ v/ v) (Puffer A) und MeOH/ H20 (80/20) (v/ v) (Puffer B) (Tab. 3) verwendet. Alle
Puffer wurden filtriert und entgast. Die Probenvorbereitung und Applikation erfolgte
unter Grlnlichtbedingungen. Die Proben wurden jeweils unter einem konstanten
Stickstoffstrom getrocknet und in 20 pl MeOH/ Aceton/ H,O (64/16/20) (v/ v/ v)
gelost.

Fur die Reinigung von BChl-Vorstufen wurden Fraktionen der einzelnen
Peaks gesammelt und die entsprechenden Proben mehrerer HPLC-Laufe vereinigt.
Um die Proben weiter zu konzentrieren und das Laufmittel der HPLC zu entfernen,
wurden die Proben unter einem Stickstoffstrom getrocknet und in 20 pyl Methanol
resuspendiert.
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Tab. 3: Fur die HPLC verwendeter Gradient. Puffer A (MeOH/ Aceton/ H,0O), Puffer B
(MeOH/ H,0) (Shioi, 1991)
Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%] FluBrate [ml] Injektion

0 100 0 1
10 100 0 1
40 0 100 1
70 0 100 1
80 100 0 1
90 100 0 1

90,5 100 0 0

4.16 Komplementations-Assay isolierter Proteinkomplexe

Um die Komplementationsfahigkeit von isolierten R. rubrum ST3 und GN11
Proteinkomplexen aus Chromatophoren zu prifen, wurde ein auf dem Nitrogenase-
assay basierender modifizierter Komplementationsansatz eingesetzt (Saari et al.,
1984). Die unterschiedlichen Komponenten der Ansatze wurden wie in Tabelle 4
beschrieben gemischt und fur die angegebenen Zeiten bei Raumtemperatur
equilibriert. Die Ansatze wurden durch UV/VIS-Spektroskopie (4.9) analysiert. Alle
Schritte wurden unter Grinlichtbedingungen durchgeflihrt und die eingesetzten
Ldsungen direkt vor der Verwendung entgast.

Tab. 4: Zusammensetzung der Komplementationsansatze (1, 2) und der Kontrollansatze
(3, 4) isolierter Proteinkomplexe von R. rubrum ST3 und GN11.

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4
ST3-Komplexe 132 ug 132 ug 132 ug -
GN11-Komplexe 140 ug 140 ug - 140 g
DHPC (32%) 8 mM 16 mM 8 mM 8 mM
H.O ad 0,5 ml ad 0,5 ml ad 0,5 ml ad 0,5 ml
Equilibrierung 10 min bei Raumtemperatur
1 M TrisHCI pH 7,5 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
0,12 M MgCl, 6 mM 6 mM 6 mM 6 mM
0,26 M Na,S,0, 13 mM 13 mM 13 mM 13 mM
0,1 M NaATP 5 mM 5 mM 5 mM 5 mM
DHPC (32%) 8 mM 8 mM 8 mM 8 mM
H,O ad 1 ml ad 1 ml ad 1 ml ad 1 ml
Equilibrierung 10 min bei Raumtemperatur
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4.17 Elektronenmikroskopie gereinigter Protein-Pigmentkomplexe

Far Elektronenmikroskopische Aufnahmen der gereinigten Protein-
Pigmentkomplexe wurden die Proben mit Uranylacetat negativkontrastiert und
Bilder in einem Zeiss EM10 bei 60 kV und einer Vergrélierung von x 20000
aufgenommen.

4.18 Ansauerung der isolierten Pigmente

Um in den Pigmenten gebundenes Magnesium nachzuweisen, wurden 5 pl
der von DC-Platten isolierten Pigmente in 600 ul Ether gelést und mit zwei Tropfen
2 M HCI angesauert. Die Proben wurden sorgfaltig gemischt und Absorptions-
spektren der Proben aufgezeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Wachstumskurven

Wachstumskurven von R. rubrum ST3 und R. rubrum S1 (Wildtyp) in M2SF-
Medium unter semiaeroben Bedingungen im Dunkeln bei 30°C sind in Abb. 5
gezeigt. Verfolgt man das Wachstum der Kulturen anhand der Tribung (Absorption
bei 660 nm) zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden Stammen. Der
Wildtypstamm zeigt eine Wachstumsrate von 0,175 — 0,205 h”', der Stamm ST3
eine Wachstumsrate von 0,167 — 0,195 h™" und wachst somit geringfiigig langsamer
als der Wildtyp. Im Gegensatz dazu ist die Produktion von intracytoplasmatischen
Membranen (Absorption bei 880 nm) bei ST3 im Vergleich zu S1 etwa halbiert. Der
Wildtyp bildete nach ca. 20 h verstarkt ICMs bezogen auf die Zellzahl (Asso/Asso)
und erreichte nach etwa 52 h einen Wert Aggo/Asso von 1,7, der bis zum Ende der
Kulturfihrung konstant blieb. Bei der Mutante ST3 war eine verstarkte Bildung von
ICMs im Bezug auf die Zelldichte nicht zu beobachten. Verfolgt man die Produktion
von ICMs anhand der Absorption der von ST3 gebildeten BChI-Vorstufen
(Absorption bei 667 nm) und nicht anhand des vollstandig gebildeten und in die
Membranen eingelagerten BChl (Absorption bei 880 nm), zeigte auch der Stamm
ST3 eine Zunahme der intracytoplasmatischen Membranen (Abb.5). Das
Verhaltnis 667 nm/ 660 nm zeigt im Wildtyp Stamm unverandert eine Zunahme der
ICMs im Verhaltnis zur Zellmasse.

Abbildung 6 zeigt einen Vergleich von Wachstumskurven von R. rubrum ST3
unter semiaeroben Bedingungen im Dunkeln bei 30°C in M2S- und M2SF-Medium.
Die Messungen der Trubung der Kulturen zeigt, dass die Zellen in M2SF-Medium
eine hohere Dichte erreichen. Auch bei der Produktion an ICMs ist ein ahnlicher
Kurvenverlauf wie bei der Zelldichte zu beobachten, so dass die in M2SF-Medium
kultivierten Zellen am Ende des Zeitverlaufs eine hohere Absorption erreichen. Das
Verhaltnis der Absorptionen Agso/Asso zeigt keinen Unterschied zwischen den in den
verschiedenen Medien kultivierten Zellen. ST3 bildete in diesem Medium gleiche
Mengen an ICMs bezogen auf die Zelldichte.

Die aufgenommenen Absorptionsspektren sollen der Beschreibung der BChl-
Vorstufen bzw. des BChl dienen, so dass Peaks anderer Chromophoren
(Cytochrome, Karotenoide) nicht aufgefuhrt werden. Um die in den Stammen
angehauften oder von ihnen ausgeschiedenen Pigmente zu beschreiben, wird das
Maximum im roten Wellenlangenbereich als charakteristischer Peak des Pigments
oder des Stammes benannt werden. Absorptionsspekiren der Stamme R. rubrum
ST3 und S1, die in M2SF-Medium gewachsen sind, sind in Abbildung 7 gezeigt.
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Abb. 5: Wachstumskurven von R. rubrum ST3 (o, ) und R. rubrum S1 (o, m) in 100 ml
M2SF-Kulturen. A) Absorption bei 660 nm, B) Absorption bei 880 nm, C) Verhaltnis der
Absorptionen Agso/Asso, D) Absorption bei 660 nm, E) Absorption bei 667 nm, F) Verhaltnis
der Absorptionen Ags7/Asso. Messungen der optischen Dichte wurden von je 1 ml Kultur mit
einer Kuvette der Schichtdicke 4 mm durchgefuhrt.
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Abb. 6: Wachstumskurven von R. rubrum ST3 in M2S-Medium (A ) und M2SF-Medium (o)
in 100 ml Kulturen. A) Absorption bei 660 nm, B) Absorption bei 880 nm, C) Verhaltnis der
Absorptionen Aggo/Asso. Messungen der optischen Dichte wurden von je 1 ml Kultur mit

einer Kuvette der Schichtdicke 4 mm durchgefuhrt.

27



Ergebnisse

Diplomarbeit, Jorg U. Hammel

0,4
A ST3
— Kultur
——— Zellen
0,3 - —--— KulturUberstand
c ’/
° /
"5_ /
o 0,2 - /
o | /
» \ /
0 \/V/
<
0,1 1
- N
00 - | . —em e T TS
1 1 1 1 1 |
|
B s1 |
——— Zellen !
—.-— Kulturiiberstand “‘\
c i
° |' A\
— TR\
o i
- TR
o i !
(7)) |
o) |
<C |
|
|
|
|
|
|
. |
0,0 i I I -...I_—~_I__ ...... -'I—_~_ ___|~
300 400 500 600 700 800 900

Wellenlange [nm]

Abb. 7: Absorptionsspektren von R. rubrum ST3 (A) und S1 (B) in M2SF-Medium von
jeweils der Gesamtkultur, dem Kulturiiberstand und Zellen. Die Spektren sind mit 20%
Glycerin aufgenommen. Zellen von ST3 zeigen einen charakteristischen Peak bei 663 nm,

die von S1 bei 880 nm.
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Abb. 8: Absorptionsspektren von R. rubrum ST3 Kulturiiberstdnden bei Kultivierung in
M2S-, M2SF- oder M2SF+-Medium. Der Ausschnitt rechts oben zeigt die zweite Ableitung
der geglatteten Spektren im Bereich von 630 nm bis 720 nm und die Unterschiede der
Peaks.

Das Spektrum der ST3 Gesamtkultur zeigt Maxima bei 411 nm, 513 nm, 547 nm,
617 nm und 673 nm. Zellen von ST3 zeigen Maxima bei 411 nm, 509 nm, 542 nm,
608 nm und 663 nm. Der Peak bei 663 nm stellt gleichzeitig den charakteristischen
Peak der R. rubrum ST3 Mutante dar. Die in das Medium ausgeschiedenen
Pigmente wurden im Kulturiberstand gemessen und verursachen im Spektrum
Maxima bei 393 nm und 672 nm. Beim ST3 Stamm werden rund 8 % der Pigmente
ins Kulturmedium ausgeschieden. Die ubrigen Pigmente sind in den Zellen
gebunden. Die Kultur des Wildtyp-Stammes zeigt Maxima bei 375 nm, 506 nm,
589 nm, 804 nm und 880 nm, die auch im Spektrum der Zellen mit kleinen
Abweichungen (508 nm statt 506 nm und 800 nm statt 804 nm) zu finden sind.
Beim Wildtyp werden nur geringfugig Pigmente (nur 0,04 %) in das Medium
ausgeschieden. So gut wie alle Pigmente sind hier in den Zellen gebunden.

Die Absorptionsspektren von R. rubrum ST3 Kulturiberstanden aus
verschiedenen Medien zeigen Unterschiede im Bereich zwischen 630 nm und
720 nm (Abb. 8). Wahrend bei einer Kultivierung von R. rubrum ST3 in M2S- und
M2SF-Medium die ausgeschiedenen Pigmente zwei Peaks bei 647 nm und 673 nm
zeigen, ist bei einer Kultivierung in M2SF+-Medium nur ein Peak bei 678 nm zu
beobachten. Die Pigmente im Uberstand einer M2SF-Kultur absorbieren starker bei
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673 nm als bei 647 nm, wahrend die der M2S-Kultur eine groRere Absorption bei
647 nm zeigen.

5.2 Charakterisierung von Proteinkomplexen aus R. rubrum ST3
und GN11 ICMs

Das Ergebnis einer SDS-PAGE mit Proben der Isolationsschritte zur
Gewinnung von R. rubrum ST3 und GN11 Chromatophoren ist in Abbildung 9
dargestellt. Die Ham-Farbung zeigt eine Bande bei 30 kDa, die Cytochrom c4
zuzuordnen ist. Eine weitere Ham-Bande bei 44 kDa enthalt vermutlich b-Typ
Cytochrome und moglicherweise die Cytochromoxidase. Bei der unteren Ham-
Bande (12 kDa) handelt es sich um weitere c-Typ Cytochrome (vorwiegend
Cytochrom c; und Cytochrom c”). In der Fraktion der WSP sind in der Ham-Farbung
bei beiden Stammen nur die c-Typ Cytochrome nachzuweisen. Diese konnten in
allen Proben nachgewiesen werden. Die beiden zuerst genannten Banden waren
nicht in allen Fraktionen vorhanden. In der Coomassie-Farbung zeigen sich
insgesamt nur sehr geringe Unterschiede. Nur in den Proben der WSP und des 1.
UZ wash sind im Coomassie gefarbten Gel Unterschiede zwischen den beiden
Stammen zu erkennen, die aber fur die weiteren Untersuchungen keine Rolle
spielen. Die Chromatophoren der beiden Stamme, aus denen im Folgenden mit
Hilfe von DHPC Proteinkomplexe isoliert wurden, lassen keine Unterschiede
erkennen.

In den Saccharose-Gradienten zur Isolierung von Proteinkomplexen aus
R. rubrum ST3 und GN11 Chromatophoren ergaben sich nach der Ultrazentri-
fugation die in Abbildung 10 schematisch dargestellten Banden. Der Gradient von
ST3 Proteinkomplexen in 8 mM DHPC zeigte eine starke, scharfe, griine Bande.
Mit 16 mM DHPC isolierte Proteinkomplexe von ST3 zeigten im Saccharose-
Gradienten zwei Banden. Die obere, schwache Bande ist braun-grin, die untere,
sehr schwache Bande braun gefarbt. Die Gradienten mit isolierten
Proteinkomplexen von GN11 zeigten in beiden Fallen zwei Banden. Bei
Proteinkomplexen, die mit 8 mM DHPC isoliert wurden, ist eine obere, scharfe,
grune und eine untere, sehr schwache, rotbraune Bande zu beobachten. Die mit
16 mM DHPC isolierten Proteinkomplexe zeigten eine obere, scharfe, grine Bande
und eine untere, schwache, rotbraune Bande. Diese beiden Banden sind deutlich
voneinander getrennt, liegen aber naher beieinander als in den zuvor
beschriebenen Fallen.

Die Gele in Abbildung 11 zeigen die aus Chromatophoren von ST3 und
GN11 isolierten Proteinkomplexe in der grinen Bande der Saccharose-Gradienten.
In den beiden Proben von ST3 sind insgesamt 9 Banden unterschiedlicher Grolde
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Abb.9: SDS-PAGE von Proben der Isolationsschritte zur Gewinnung von
Chromatophoren. Es wurden gleiche Proteinmengen der entsprechenden Proben von ST3
und GN11 nebeneinander aufgetragen. Das Gel wurde einer Hdm-Farbung unterzogen und

anschlielend mit Coomassie-Blue gefarbt. Hdm-Banden sind durch (O) links neben den
entsprechenden Banden gekennzeichnet.

ST3 GN11
A A

N

8 mMDHPC 16 mMDHPC 8mMDHPC 16 mM DHPC

Abb. 10: Schematische Darstellung der Banden in den Saccharose-Gradienten zur
Isolation von R. rubrum ST3 und GN11 Proteinkomplexen aus Chromatophoren.
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zu finden. In der mit 8 MM DHPC extrahierten Probe finden sich zwei Banden
(54 kDa, 22 kDa), die in der mit 16 mM DHPC extrahierte Probe nicht zu finden
sind. Banden bei 36 kDa, 28 kDa und 10 kDa hingegen zeigt nur die mit 16 mM
DHPC extrahierte Probe. Die 10 kDa Bande weist die im Verhaltnis aller Banden
grolite Proteinmenge auf. Die GN11 Proben zeigen ebenfalls insgesamt 9 Banden
unterschiedlicher GroRe, die sich aber zum Teil von den bei ST3 gefundenen
Grolken unterscheiden. Bei beiden Stammen finden sich Banden mit einer GroRRe
von ungefahr 36 kDa, 31 kDa, 23 kDa, 17 kDa, 15 kDa und 10 kDa. Die beiden
GN11 Proben unterscheiden sich in den Banden bei 31 kDa und 18 kDa, die sich
nur in der mit 16 mM DHPC extrahierten Probe finden. Unterschiede in der
Proteinmenge im Vergleich zur mit 16 mM DHPC extrahierten Probe weisen die
Banden bei 49 kDa und 17 kDa in der mit 8 mM DHPC extrahierten Probe auf.
Absorptionsspektren der aus den Saccharose-Gradienten isolierten Banden
und gereinigter Chromatophoren von R. rubrum ST3 und GN11 zeigt Abbildung 12.
Chromatophoren von ST3 weisen Peaks bei 414 nm, 509 nm, 540 nm, 608 nm und

Abb. 11: SDS-PAGE isolierter Proteinkomplexe aus Chromatophoren von R. rubrum ST3
und GN11. Das Gel mit Proben von ST3 wurde mit Coomassie-Blue, das mit Proben von
GN11 mit Silber gefarbt. Spur 1 des ST3 Gels zeigt den LMW-Marker, Spur 2 und 3
Proteinkomplexe isoliert mit 8 mM bzw. 16 mM DHPC. Das zweite Gel zeigt in Spur 1 und 2
Proteinkomplexe von GN11, die mit 8 mM bzw. 16 mM DHPC isoliert wurden, und in Spur 3
den LMW-Marker.
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Abb. 12: Absorptionsspektren von R. rubrum ST3 (A) und GN11 (B) Chromatophoren und
daraus isolierten Proteinkomplexen. Die Isolation der Komplexe erfolgte mit DHPC (8 mM
bzw. 16 mM) und anschlielender Reinigung in einem Saccharose-Gradienten (vgl. Abb.
10), von dem die braunen und griinen Banden analysiert wurden. Die charakteristischen
Peaks sind mit Pfeilen markiert und mit der Wellenlange des Maximums beschriftet.
Chromatophoren (—), griine Bande 8 mM (---), griine Bande 16 mM (---), braune Bande
16 mM (--). VergréRert in A) und B) Spektrum der braunen Bande (16 mM DHPC).
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668 nm auf. Die in der grinen Bande des Saccharose-Gradienten (8 mM DHPC)
enthaltenen Pigmente besitzen Peaks bei 413 nm, 509 nm, 542 nm, 609 nm und
662 nm. Pigmente von ST3, die in der braun-grinen Bande des Saccharose-
Gradienten (16 mM DHPC) enthalten waren, weisen Peaks bei 414 nm, 508 nm,
542 nm, 607 nm und 661 nm auf. Die braune Bande von ST3 im Gradienten mit
16 mM DHPC zeigte nur eine geringe Absorption, so dass nur die Peaks bei
413 nm und 661 nm eindeutig zu identifizieren sind. Im Bereich zwischen 500 nm
und 600 nm kénnen eventuell vorhandene Peaks aufgrund des schwachen Signals
nicht nachgewiesen werden. Chromatophoren von GN11 besitzen Peaks bei
445 nm, 539 nm, 584 nm und 637 nm. Die Pigmente der grunen Bande von GN11
aus dem Gradienten mit 8 mM DHPC weisen Peaks bei 444 nm, 582 nm und
634 nm auf. Augrund der geringen Absorption der schwachen, rotbraunen Bande
des Gradienten mit 8 mM DHPC waren keine eindeutigen Peaks nachzuweisen (in
Abb. 12 nicht gezeigt). Peaks bei 444 nm, 542 nm, 581 nm und 634 nm zeigt die
grune Bande aus dem Gradienten mit 16 mM DHPC. Die rotbraune Bande
desselben Gradienten zeigt Peaks bei 410 nm, 443 nm und 632 nm. In den griinen
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Abb. 13: Nah-IR-CD-Spektren von R. rubrum ST3 und GN11 Chromatophoren. Beide
Stamme wurden semiaerob im Dunkeln in M2SF+-Medium (schwarz) bzw. M2SF-Medium
(grau) kultiviert. (A) CD-Spektrum R. rubrum ST3, (B) vom Photomultiplier aufgezeichnetes
HT-Spektrum von R. rubrum ST3, (C) geglattetes CD-Spektrum R. rubrum GN11, (D) vom
Photomultiplier aufgezeichnetes HT-Spektrum von R. rubrum GN11.
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Banden des Saccharose-Gradienten der mit 8 mM bzw. 16 mM DHPC extrahierten
Proben von ST3 fanden sich dieselben Pigmente. Auch bei GN11 enthielten die
grunen Banden der Saccharose-Gradienten dieselben Pigmente. Im Vergleich der
beiden Proben von ST3 enthielt die mit 8 MM DHPC bearbeitete Probe mehr
Pigment, bei GN11 zeigte die mit 16 mM DHPC bearbeitete Probe eine hdhere
Absorption.

Die Ergebnisse der Nah-IR-CD-Spektren von R. rubrum ST3 und GN11
Chromatophoren zeigt die Abbildung 13. Chromatophoren von ST3, aus einer
M2SF-Kultur, zeigen im CD-Spektrum ein Minimum bei 683 nm, ein kleineres
Maximum bei 700 nm und ein groReres Maximum bei 721 nm. Im Verlauf der
Hochspannung zeigt sich ein Peak bei 668 nm. ST3 Chromatophoren, von in
M2SF+-Medium gewachsenen Zellen zeigen im CD-Spektrum einen ahnlichen
Verlauf wie Chromatophoren von Zellen, die in M2SF-Medium kultiviert wurden.
Das Spektrum zeigt ein Minimum bei 680 nm und zwei annahernd gleich grol3e
Maxima bei 696 nm und 716 nm. Im Verlauf der am Photomultiplier
aufgezeichneten Hochspannung zeigt sich ein Peak bei 668 nm. Chromatophoren
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Abb. 14: Nah-IR-CD-Spektren von isolierten Proteinkomplexen aus R. rubrum ST3 und
GN11 Chromatophoren. Beide Stdmme wurden semiaerob im Dunkeln in M2SF-Medium
kultiviert. Die Komplexe wurden mit 8 mM DHPC (grau), bzw. mit 16 mM DHPC (schwarz)
isoliert. (A) CD-Spektrum ST3, (B) vom Photomultiplier aufgezeichnetes HT-Spektrum von
ST3, (C) geglattetes CD-Spektrum GN11, (D) vom Photomultiplier aufgezeichnetes HT-
Spektrum von GN11.
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von GN11 zeigen deutlich verschiedene CD-Spektren und wesentlich schwachere
Signale im Vergleich zu Chromatophoren von ST3. GN11 Chromatophoren aus
M2SF-Kulturen zeigen im CD-Spektrum nach einem stetigen Absinken des Signals
von 800 nm bis 670 nm ein Maximum bei ungefahr 660 nm. Im Verlauf der am
Photomultiplier aufgezeichneten Hochspannung zeigt sich ein Peak bei 635 nm. Die
Chromatophoren der M2SF+-Kultur zeigen ein Minimum bei 636 nm und einen
Nulldurchgang bei 689 nm. Das Hochspannungssignal zeigt in diesem Fall einen
Peak bei 638 nm.

Nah-IR-CD-Spektren isolierter Proteinkomplexe aus Chromatophoren von
R. rubrum ST3 und GN11 zeigt Abbildung 14. CD-Spektren der Proteinkomplexe
von ST3 weisen einen ahnlichen Verlauf wie die CD-Spektren der Chromatophoren
auf. Allerdings ist das erste Maximum im Spektrum der Chromatophoren hier als
Minimum ausgepragt. Die isolierten Proteinkomplexe zeigen im CD-Spektrum
Minima bei 688 nm und 708 nm/ 710 nm sowie ein Maximum bei 734 nm. Im
Verlauf der Hochspannung zeigt sich ein Peak bei 663 nm. Die CD-Spektren der
isolierten Proteinkomplexe von GN11 zeigen einen nahezu identischen Verlauf. Sie
zeigen wie die Chromatophoren dieser Mutante ein Minimum im Verlauf des CD-
Spektrums, das im Vergleich zu den Chromatophoren rot verschoben ist und bei ca.
660 nm liegt. Im Verlauf der Hochspannung zeigen die Proben unabhangig von der
DHPC-Konzentration bei der Isolation einen Peak bei 661 nm.

Die isolierten Protein-Pigment-Komplexe zeigen bei elektronenmikros-
kopischer Betrachtung partikulare, ringformige Strukturen (Pfeil in Abb. 15). Die
Partikel besitzen einen Durchmesser von 9-18 nm. Sie neigen zur Aggregation.
Hierbei bilden sich fadige und runde Formen aus.

Abb. 15: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Protein-Pigment-Komplexe (A) und der
Aggregationsformen (B) des Pigmentkomplexes von ST3. Negativkontrastierung mit
Uranylacetat. VergréfRerung x 20000.
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5.2.1 Komplementations-Assay isolierter Proteinkomplexe

Absorptionsspektren der Komplementationsansatze mit isolierten Protein-
komplexen von R. rubrum ST3 und GN11 sind in Abbildung 16. gezeigt. Der
Kontrollansatz mit Komponenten von ST3 zeigt einen charakteristischen Peak bei
660 nm, die Kontrolle mit Komponenten von GN11 einen charakteristischen Peak
bei 633 nm. Die Ansatze mit Proteinkomplexen von ST3 und GN11, die mit 8 mM
bzw. 16 mM DHPC isoliert und equilibriert wurden, zeigen charakteristische Peaks
der Pigmente beider Stdamme. Sowohl der Peak bei 633 nm als auch der bei
660 nm sind unverandert vorhanden. Ein zusatzlicher, langerwelliger Peak ist nicht
nachzuweisen. Das gleiche Ergebnis liefert der Ansatz der Komponenten, die mit
16 mM DHPC isoliert wurden. Auch eine langere Inkubationszeit — 120 min statt
10 min — ruft keine Veranderung hervor, und ein zusatzlicher, langerwelliger Peak
ist nicht nachzuweisen.

| |
| |
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ST3 + Gn11 (8 MM) (120 min)
0,4 - —— ST3+Gn11 (16 mM) (120 min)
—— Gn11 Kontrolle
g —— ST3 Kontrolle
5 0,3 1 |
o |
0 |
LQ |
< 02 - | 660
I/
|
0,1 1 |
[
0,0 : : — :
300 400 500 600 700 800 900

Wellenl &nge [nm]

Abb. 16: Spektren des Komplementations-Assay von isolierten Proteinkomplexen aus
R. rubrum ST3 und Gn11 Chromatophoren nach Inkubation fir 10 min oder 120 min und
der Kontrollen beider Stamme.
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5.3 Charakterisierung der Bakteriochlorophyllvorstufen

5.3.1 Bakteriochlorophyllvorstufen aus Kulturiiberstanden

Isolierte Pigmente von R. rubrum ST3 und GN11 Kulturiberstanden aus M-
und M2SF+-Kulturen zeigen die in Abbildung 17 dargestellten Absorptionsspektren.
Die Spektren der Pigmente von ST3 aus den unterschiedlichen Medien weichen nur
in einer Rotverschiebung einzelner Peaks um 1 nm voneinander ab. Im Gegensatz
dazu fuhrten die verschiedenen Medien in den Spektren der Pigmente von GN11 zu
deutlichen Unterschieden. Pigmente aus M-Medium Kulturiberstanden zeigen
Peaks bei 438 nm, 506 nm, 542 nm, 580 nm und 630 nm, Pigmente aus
M2SF+Medium bei 420 nm, 524 nm, 568 nm, 590 nm und 637 nm.

Eine Auftrennung der aus M2SF+-Medium isolierten Pigmente auf einer DC-
Platte (Kieselguhr/ Kieselgel) mit DCM/ MeOH/ H,0 als Laufmittel ergab fur die
GN11 Probe eine hellgrine Bande. Die Pigmente von ST3 spalteten sich in zwei
Banden auf: eine weiter oben laufende, hellgrine Bande (ST3-H) und eine kurz
darunter laufende, dunkelgrine Bande (ST3-L). Das Resultat gleicht dem Ergebnis
der DC mit Pigmenten, die aus Chromatophoren isoliert wurden (vgl. Abb. 26).

Fluoreszenzspektren und Absorptionsspektren der von der DC extrahierten
Banden ST3-H, ST3-L und von GN11 zeigt Abbildung 18. Bei Anregung mit Licht
der Wellenlange 400 nm zeigen die Pigmente der ST3-H Bande Peaks bei 425 nm,
453 nm, 512 nm, 586 nm und den Hauptpeak bei 670 nm. Das Spektrum der ST3-L
Bande zeigt mehrere kleine Peaks bei 425 nm, 453 nm, 514 nm, 587 nm, 613 nm
und 688 nm sowie einen grof3en Peak bei 660 nm. Die Probe der GN11 Pigmente
zeigt kleinere bzw. Uberlagerte Peaks bei 425 nm, 453 nm, 588 nm, 637 nm,
674 nm und 705 nm. Die beiden grof3ten Peaks finden sich bei 624 nm und 661 nm.
Die Absorptionsspektren in Abbildung 18 zeigen fur ST3-H Peaks bei 373 nm,
413 nm, 507 nm, 538 nm, 614 nm und den charakteristischen Peak des Pigments
bei 665 nm. Die ST3-L Pigmente weisen ihren charakteristischen Peak bei 657 nm
auf. Das Spektrum zeigt weitere Peaks bei 367 nm, 407 nm, 504 nm, 534 nm und
601 nm. Im Spektrum der GN11 Pigmente ist der charakteristische Peak bei
631 nm nur schwach ausgepragt. Im Weiteren zeigt das Spektrum Peaks bei
418 nm, 438 nm, 529 nm, 568 nm und 596 nm.

Eine 2D-DC isolierter BChl-Vorstufen von R. rubrum ST3 und GN11 aus
Kulturiberstanden (M2SF+-Medium) ergab die in Abbildung 20 schematisch
dargestellten Banden. Auf der DC mit der Probe der GN11 Pigmente zeigte sich
eine hammerformige, hellgrine Bande. Im UV-Licht waren vier weitere Spots
sichtbar.
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Abb. 17: Absorptionsspektren isolierter BChl-Vorstufen aus Kulturiberstdnden von
R. rubrum ST3 (A) und GN11 (B), die unter semiaeroben Bedingungen im Dunkeln bei
30°C in M-Medium (grau) und M2SF+-Medium (schwarz) gewachsen sind. Die BChl-
Vorstufen wurden durch Filtration aus dem Kulturiiberstand gewonnen und in MeOH geldst.
Spektren von ST3 zeigen folgende Maxima. Aus M-Medium: 407 nm, 505 nm, 537 nm,
606 nm und 661 nm. Aus M2SF+-Medium: 406 nm, 505 nm, 537 nm, 605 nm und 662 nm.
Spektren von GN11 zeigen folgende Maxima. Aus M-Medium: 438 nm, 506 nm, 542 nm,
580 nm und 630 nm. Aus M2SF+-Medium: 420 nm, 524 nm, 568 nm, 590 nm und 637 nm.
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Abb. 18: Fluoreszenz- (grau) und Absorptionsspektren (schwarz) isolierter Banden einer
praparativen-DC von R. rubrum ST3 und GN11 BChl-Vorstufen aus Kulturiiberstanden
(M2SF+-Medium). (A) ST3-H (obere Bande von DC), (B) ST3-L (untere Bande von DC),

und (C) GN11.
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Abb. 19: Absorptionsspektren der von einer DC isolierten, und mit HCI angesauerten BChl-
Vorstufen von GN11 (A) und ST3 (B, C). Absorptionsspektren ohne HCI (gepunktete Linie),
Absorptionsspektren mit HCI (konstante Linie).
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Einer der Spots leuchtete orange unterhalb des Hammerkopfes (F1). Zwei weitere
gelb leuchtende Spots befanden sich oberhalb des Hammerstieles (F2, F3),
wahrend eine schwach gelb leuchtende gestreckte Bande unterhalb des
Hammerstieles lag (F4). Die Platte mit den Proben von ST3 zeigte einen hellgrinen
und einen dunkelgrinen Spot sowie einen schwachen, gelbgriinen, bogenférmigen
Schmier in der rechten oberen Ecke der Platte nahe der Laufmittelfronten.

Absorptionsspektren von GN11 und ST3 Pigmenten, die von einer DC-Platte
isoliert und mit HCI angesauert wurden, zeigt Abbildung 19. Das Spektrum der
GN11 Pigmente, dem HCI zugesetzt wurde, zeigt im Vergleich zum Referenz-
spektrum ohne HCI deutliche Unterschiede. Im angesauerten Spektrum sind die
Peaks bei 434 nm und 622 nm deutlich verkleinert. Die ST3-L und ST3-H Pigmente
zeigen in den angesauerten Spektren keine Unterschiede zu den Referenz-
spektren.

Die bei der Trennung von ST3 Pigmenten aus Kulturiberstanden mittels
Saulenchromatographie gesammelten Fraktionen ergaben bei einer DC die in
Abbildung 21 gezeigten Banden. Am deutlichsten sichtbar sind die in den
Fraktionen 3-5 enthaltenen Banden. In Fraktion 1 ist eine schwach grine sowie
eine fluoreszierende Bande zu erkennen. Eine noch schwachere grine Bande auf
derselben Hohe wie in Fraktion 1 und eine mit lodfarbung nachweisbare Bande sind
in Fraktion 2 zu finden. Eine fluoreszierende und zwei schwach griine Banden, die
farblich nicht zu unterscheiden sind, zeigt Fraktion 3. In Fraktion 4 ist deutlich eine
obere, hellgrine Bande, eine langsamer laufende dunkelgrine Bande und eine

ST3-H

GN11

-1

ST3

1. Dimension
1. Dimension

2. Dimension 2. Dimension
Abb. 20: 2D-DC isolierter BChl-Vorstufen von R.rubrum ST3 und GN11 aus
KulturGberstanden (M2SF+-Medium). DC-Platten: Kieselgel, Laufmittel 1. Dimension:
DCM/ MeOH/ H,0O, Laufmittel 2. Dimension: MeOH/ Aceton/ H,O. F = Bande nur mit UV-
Licht sichtbar
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Abb. 21: DC der Fraktionen (1-6) der
Saulenchromatographie  (Kieselgel 60,
Laufmittel: DCM/ MeOH) von isolierten
BChl-Vorstufen aus dem Kulturtiberstand
von R. rubrum ST3, einer M2SF+-Kultur.
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Laufmittel: DCM/ MeOH/ H,0 (85/ 30/ 5) F
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Abb. 22: Absorptionsspektren der Fraktionen (1-6) der Saulenchromatographie (Kiesel-
gel 60, Laufmittel: DCM/ MeOH) von isolierten BChl-Vorstufen aus dem Kulturtiberstand

von ST3 (M2SF+-Medium).
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untere schwach grine Bande zu sehen. Dieselben Banden wie in Fraktion 4 sind
etwas schwacher auch in Fraktion 5 zu erkennen. Eine einzige, nur in der
lodfarbung sichtbare Bande auf Hohe der dunkelgrinen Bande in Fraktion 4 und 5,
zeigt sich in Fraktion 6.

Absorptionsspektren der einzelnen Fraktionen der Saulenchromatographie
mit ST3 Pigmenten sind in Abbildung 22 dargestellt. Die Spektren zeigen, dass die
Fraktionen 1, 2, 3 und 6 relativ wenig Pigment enthalten. Im Spektrum der Fraktion
4 zeigen sich Peaks bei 407 nm, 505 nm, 536 nm, 606 nm und 660 nm, die mit den
Peaks im Spektrum der ST3-L Bande vergleichbar, aber um 1 nm -3 nm rot
verschoben sind. Die ST3 Pigmente der Fraktion 4 der Saulenchromatographie
wurden zur massenspektroskopischen-Analyse gegeben (vgl. Anhang 1.4). Das
Spektrum der Fraktion 5 zeigt die gleichen Peaks wie das Spektrum der Fraktion 4.
Die beiden Fraktionen zeigen unter dem 660 nm/ 661 nm Peak im langerwelligen
Bereich noch eine zusatzliche Schulter, die den gesuchten Bchl-Vorstufen nicht
zugeordnet werden kann. Aus der Fraktion 5 wurden mittels HPLC die auf der DC
als hellgriine Bande sichtbaren Pigmente aufgereinigt. Eine DC mit den gereinigten
Pigmenten (ST3-5/667) und dem Ausgangsmaterial (ST3-5) ist in Abbildung 23
gezeigt. Die gereinigten Pigmente enthalten nur eine Bande, die auf der Hohe der
hellgruinen Bande des Ausgangsmaterials lauft. Absorptionsspektren der bei der
HPLC-Aufreinigung gesammelten Fraktionen zeigt Abbildung 24. Die Pigmente der
ST3-5/667 Fraktion absorbieren mit einem Maximum bei 667 nm, der den
Pigmenten der ST3-H Bande (hellgrine Bande) zugeordnet werden kann. Die

Abb. 23: DC der Fraktion 5 (ST3-5) der
Saulenchromatographie (Kieselgel 60, Lauf-
mittel: DCM/ MeOH) von isolierten BChl-
Vorstufen aus dem Kulturiberstand von
R. rubrum ST3 (M2SF+-Medium) und der
durch HPLC gereinigten Fraktion ST3-5
(ST3-5/667).

DC-Platte: Kieselguhr/ Kieselgel, Laufmittel:
DCM/ MeOH/ H,0 (85/ 30/ 5) (v/ v/ v).

O o
ST3-5 ST3-5/667
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Abb. 24: Absorptionsspektren der HPLC-Fraktionen ST3-5/667 und ST3-5/660 aus der
Aufreinigung der Fraktion 5 (Saulenchromatographie). Das Spektrum der Fraktion ST3-
5/660 zeigt Peaks bei 408 nm, 504 nm, 535 nm, 606 nm, 660 nm und 686 nm, das der
Fraktion ST3-5/667 bei 408 nm, 507 nm, 535 nm, 613 nm und 667 nm.

Fraktion ST3-5/660 zeigt einen charakteristischen Peak bei 660 nm, der der ST3-L
Bande (dunkelgrine Bande) entspricht (vgl. Abb. 26). Die gereinigten ST3-5/667
Pigmente wurden massenspektroskopisch weiter analysiert (siehe Anhang 1.5).

Eine Gauss-Analyse der Absorptionsspektren der beiden bei der Reinigung
mittels HPLC gesammelten Fraktionen ist in Abbildung 25 gezeigt. Die Analyse der
Fraktion 1 ergibt die genaue Lage des charakteristischen Peaks bei 660 nm und
ermdglicht die Beschreibung der Hauptkomponenten mittels einzelner Gauss-
Kurven. Diese weisen darauf hin, dass die Probe der P660 Pigmente nur noch
geringe Verunreinigung mit weiteren Pigmenten aufweist. Dasselbe gilt fur die
Analyse des Spektrums der Fraktion 2 (ST3-5/667), fur die sich die genaue Lage
des charakteristischen Peaks bei 667 nm ergibt, und bei der es sich ebenfalls um
eine weitestgehend reine Probe handelt.
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Abb. 25: Gauss-Analyse der Absorptionsspektren von HPLC-Fraktionen der Aufreinigung
von ST3-5/667 aus der Fraktion 5 (Sdulenchromatographie). Spektrum der Fraktion 1 (A)
mit charakteristischem Peak bei 660 nm, Fraktion 2 (B) mit charakteristischem Peak bei

667 nm.
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5.3.2 Bakteriochlorophyllvorstufen von Chromatophoren

BChl-Vorstufen, die aus R. rubrum ST3 und GN11 Chromatophoren isoliert
wurden, weisen im Dunnschichtchromatogramm die in Abbildung 26 gezeigten
Banden auf. Pigmente von GN11 weisen eine sehr kraftige, griine Bande und eine
schwache, kaum sichtbare grine Bande darunter auf. Aus ST3 Chromatophoren
extrahierte Pigmente zeigen ebenfalls zwei Banden, wobei die obere Bande eine
hellgrine Farbe und die etwas langsamer laufende Bande eine dunkelgriine Farbe
besitzen. Diese Ergebnisse entsprechen denen von Dunnschichtchromatogrammen
von ST3 und GN11 Pigmenten aus dem Kulturtberstand.

Die isolierten BChl-Vorstufen von ST3 zeigen im Absorptionsspektrum einen
charakteristischen Peak bei 661 nm (Abb.27), der mit dem von ST3 ins
Kulturmedium abgegebenen Pigmenten uUbereinstimmt. Auch die Ubrigen Peaks
des Spektrums stimmen mit den vergleichbaren Peaks Uberein oder sind wie in
zwei Fallen um 1 nm rot verschoben. GN11 Pigmente zeigen einen charakter-
istischen Peak bei 631 nm. Die Peaks der GN11 Pigmente weisen eine Uberein-
stimmung mit denen der Spektren von ins Kulturmedium ausgeschiedenen
Pigmenten auf.

Das HPLC-Chromatogramm der aus Chromatophoren isolierten ST3
Pigmente in Abbildung 28 zeigt zwei Hauptkomponenten mit einer Retentionszeit

Abb. 26: DC isolierter BChl-
Vorstufen von R. rubrum ST3 und
GN11 Chromatophoren. Von beiden
Stdmmen wurden je 20 yl Probe g
aufgetragen. Die DC wurde mit
CHCIs/ MeOH/ H,0 als Laufmittel
entwickelt.

48

GN11 ST3

47



Ergebnisse Diplomarbeit, Jorg U. Hammel

von 3,5 min und 7,2 min. Mit Hilfe von Absorptionsspektren konnten diese den zwei
Pigmenten ST3-660 und ST3-667 zugeordnet werden. Das Pigment ST3-660
entspricht der unteren, dunkelgrinen Bande im Dunnschichtchromatogramm
(Abb. 26) und dem ersten Peak mit einer Retentionszeit von 3,5 min im HPLC-
Chromatogramm. Die hellgrinen Pigmente der oberen Bande im
Dunnschichtchromatogramm kénnen im HPLC-Chromatogramm als zweite
Hauptkomponente mit einer Retentionszeit von 7,2 min beobachtet werden und
entsprechen dem Pigment ST3-667. Das HPLC-Chromatogramm der GN11
Pigmente zeigt 3 Hauptkomponenten. Diese weisen Retentionszeiten von 9,6 min,
10,7 min und 13,6 min auf.

Die Absorptionsspektren der Fraktionen ST3-660 und ST3-667 zeigt
Abbildung 29. Die in der Fraktion ST3-660 enthaltenen Pigmente zeigen Peaks bei
408 nm, 505 nm, 538 nm, 552 nm, 606 nm und 660 nm, die der Fraktion ST3-667
bei 413 nm, 507 nm, 538 nm, 552 nm 608 nm und 667 nm. Das Spektrum der
Fraktion ST3-660 stimmt im charakteristischen Peak bei 660 nm und der Soret-
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1,2

1,0 -
0,8 - /
661
0,6
0,4
0,2
\ /\\/
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Absorption

300 400 500 800

Wellenlange [nm]
Abb. 27: Absorptionsspektren von isolierten BChl-Vorstufen, isoliert aus ST3- (schwarz)
und GN11-Chromatophoren (grau), geldst in 600 yl MeOH. Das Spektrum von ST3 zeigt
Maxima bei 325 nm, 407 nm, 505 nm, 536 nm, 605 nm und 661 nm, das von GN11
Maxima bei 419 nm, 531 nm, 573 nm und 631 nm.

48



Ergebnisse

Diplomarbeit, Jorg U. Hammel

0,32
A 0,06
0,30 4
\\\\~\\ <?———“—'__——__ﬂ—__——__——__ 0,03 660

0,28 - 4

g \\\\‘\ 0,00
- X

o -~ 0,02
S 026
N 667|"
S 024
o H]
2 022
o 400 500 600~ ~_ 700 [
pyt ~
o]

0,20
<

0,21 1

0,20 1

0,19 1

0,18 1

Absorption 400nm

0,17 1

0,16 1

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Zeit [min]

120

- 100

- 80

- 60

40

- 20

120

- 100
- 80
60
- 40

- 20

Puffer [%]

Puffer [%]

Abb. 28: HPLC-Chromatogramme isolierter BChl-Vorstufen von aus ST3 (A) und GN11 (B)
Chromatophoren. Puffer: MeOH/ Aceton/ H,0 (gestrichelte Linie), MeOH/ H,0 (gepunktete
Linie). In (A) rechts oben: Zuordnung der ST3-660 und ST3-667 Absorptionsspektren.

Injektion der Proben erfolgte zum Zeitpunkt t = 10 min.
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Bande mit dem Spektrum der aus dem Kulturlberstand isolierten Pigmente ST3-
5/660 Uberein. Im ST3-660 Spektrum findet sich ein Peak bei 552 nm, der im ST3-
5/660 Spektrum nicht nachzuweisen ist. Der Peak bei 505 nm ist im Vergleich zu
ST3-5/660 um 1 nm blau, der Peak bei 538 nm um 3 nm rot verschoben. Das ST3-
5/660 Spektrum zeigt hingegen einen Uberlagerten Peak bei ca. 686 nm der im
Spektrum der ST3-660 Pigment wesentlich weniger ausgepragt vorhanden ist. Die
ST3-667 Pigmente stimmen im charakteristischen Peak bei 667 nm mit dem
Spektrum der ST3-5/667 Pigmente Uberein. Der im ST3-660 Spektrum bei 552 nm
sichtbare Peak ist auch im ST3-667 Spektrum sichtbar, fehlt aber im Spektrum der
ST3-5/667 Pigmente. Die weiteren Peaks im ST3-667 Spektrum stimmen mit den
vergleichbaren Peaks im ST3-5/667 Spektrum uUberein oder sind um 1 bis 5 nm rot
verschoben.

Eine Gauss-Analyse der Absorptionsspektren der Pigmente ST3-660 und
ST3-667, isoliert von Chromatophoren und gereinigt mittels HPLC zeigt Abbildung
30. Das Pigment ST3-660 zeigt einen charakteristischen Peak bei 660 nm. Auch
die Ubrigen ermittelten Gauss-Kurven dieses Pigments stehen in guter
Ubereinstimmung mit den vergleichbaren Kurven im ST3-660 Pigment aus Kultur-

0,06

0,05 A

667
0,04 -
660

O

0,02 A

Absorption

0,01 -

0,00 T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700

Wellenldnge [nm]
Abb. 29: Absorptionsspektren der HPLC-Fraktionen ST3-660 und ST3-667 von der
Aufreinigung von an ST3 Chromatophoren gebundenen Pigmenten. Das Spektrum der
Fraktion ST3-660 zeigt Peaks bei 408 nm, 505 nm, 538 nm, 552 nm, 606 nm und 660 nm,
das der Fraktion ST3-667 bei 413 nm, 507 nm, 538 nm, 552 nm 608 nm und 667 nm.
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Abb. 30: Gauss-Analyse der Absorptionsspekiren der HPLC-Fraktionen der Aufreinigung
von an R. rubrum ST3 Chromatophoren gebundenen Pigmente. Spektrum der Fraktion 1
(A) mit charakteristischem Peak bei 660 nm, Fraktion 2 (B) mit charakteristischem Peak bei
667 nm.
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uberstanden, und bestatigt, dass es sich bei den beiden um dieselben Pigmente
handelt. Fir das Pigment ST3-667 ergab die Analyse einen charakteristischen
Peak bei 667 nm, ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit der Analyse des ST3-667
Pigmentes aus Kulturliberstanden. Die weiteren Gauss-Kurven der Analyse der
beiden Pigmente bestatigen auch in diesem Fall, dass es sich bei den aus
Kulturiberstanden und ICMs isolierten ST3-667 Pigmente um dasselbe Pigment
handelt. Die Gauss-Analyse der aus ICMs isolierten und gereinigten Pigmente
bestatigt in beiden Fallen die geringe Verunreinigung der Proben mit weiteren
Pigmenten.

5.3.3 Massenspektroskopie

Ergebnisse der Massenspektroskopischen Analyse sind in Anhang 1
gegeben. Die von einer DC-Platte isolierten Pigmente von GN11 zeigten im MS-
Chromatogramm eine Vielzahl an Fragmenten in geringen Mengen zwischen
400 m/z und 700 m/z. Zwei Fragmente (647,2 m/z und 663,3 m/z) sind in groReren
Mengen vorhanden. Dasselbe Ergebnis zeigen Analysen der von einer DC-Platte
isolierten ST3-H-Bande. Die ST3-L-Bande, die von einer DC-Platte isoliert wurde,
zeigt Fragmente bei 647,2 m/z und 662,4 m/z sowie eine Vielzahl weiterer
Fragmente in kleineren Mengen. Im Massenspektrogramm der ST3-5/667 Probe
zeigen sich Fragmente zwischen 500 m/z und 600 m/z in relativ groen Mengen.
Ein starkeres Signal ist bei 663,4 m/z vorhanden. In etwas geringeren Mengen
finden sich auch die Fragmente mit 647,2 m/z und 662,4 m/z. Die ST3-Pigmente
der Fraktion 4 der Saulenchromatographie zeigen im Massenspektrogramm keine
eindeutigen Peaks. Es findet sich eine grofl3e Zahl unterschiedlicher Fragmente in
vergleichsweise geringer Konzentration.
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6. Diskussion

In den vergangenen 50 Jahren wurden enorme Fortschritte im Verstandnis
der BChl-Biosynthese gewonnen, vor allem durch Untersuchungen an Mutanten
(Jones, 1963a, 1963b, 1963c, 1964; Lascelles, 1966; Lascelles & Altshuler, 1967;
Richards & Lascelles, 1969; Oelze & Drews, 1970; Pudek & Richards, 1975; Pradel
& Clement Metral, 1976; Yang & Bauer, 1990; Burke et al., 1993a; Suzuki & Bauer,
1995; Addlesee & Hunter, 2002), unterschiedlicher Mikroorganismen, die im
Biosyntheseweg unterbrochen waren. Ein Grofteil dieser Arbeiten wurden in
Rb. sphaeroides und Rb. capsulatus getatigt, von denen schon nach wenigen
Jahren eine ganze Reihe unterschiedlicher BChl-Defizienter Stamme zur Verfligung
standen. Fur diese beiden Organismen sind inzwischen weitgehend akzeptierte
BChl-Biosynthesewege postuliert worden. Nur unzureichend verstanden sind bisher
die durch die in bchE und bchXYZ kodierten Enzyme katalysierten Schritte. Auch
die genaue Lokalisierung der BChI-Vorstufen wahrend und zwischen den einzelnen
Syntheseschritten ist bis heute nicht verstanden. Fraglich ist, ob die Pigmente frei
diffundieren oder an Proteine oder in Membransystemen gebunden sind. Bisher
konnte die Idee eines Transportproteins flur BChl-Vorstufen von Lascelles (1966)
nicht eindeutig nachgewiesen werden. Pigment-Proteinkomplexe wurden bis jetzt
nur aus dem Kulturmedium oder aus der &ufleren Membran isoliert. Aus
Chromatophoren, in denen auf jeden Fall ein Teil der Pigmente gebunden ist, wie
Absorptionsspektren gezeigt haben, konnten bisher von anderen Autoren keine
Pigment-Proteinkomplexe isoliert werden. Fur einzelne Schritte des Syntheseweges
(BchXYZ, BchE) fehlen noch immer die Nachweise einer in vitro Aktivitat, auch
wenn aufgrund von Homologieanalysen und Untersuchungen der Mutantenstamme
inzwischen relativ klare Vorstellungen Uber Substrate und Reaktionsmechanismen
bestehen. Auch fur R. rubrum stehen eine Reihe BChl-Mutanten zur Verfigung, die
es ermoglichen die oben adressierten Fragestellungen zu untersuchen (Ghosh,
unveroffentlichte Daten; Sagesser, 1992). Besonders hilfreich ist in diesem
Zusammenhang der Einsatz der flr R. rubrum entwickelten Hochzelldichtemedien
(M2S, M2SF und M2SF+) (Ghosh et al., 1994), die zu einer erhéhten Produktion
und Anhaufung von BChl, ICMs und ins Medium ausgeschieden BChl-Vorstufen
fuhren. Dies ermdglicht die Untersuchungen von Pigmenten und Pigment-Protein-
Komplexen, die bisher nicht mdglich waren, da nicht genligend Ausgangsmaterial
fur Untersuchungen zur Verfugung stand.

Einer der bisher nur unzureichend verstandenen und untersuchten Schritte
der BChI-Biosynthese ist der durch die Chlorophyllid-Reduktase (BchXYZ)
katalysierte Schritt. Mit Hilfe des R. rubrum Stamms ST3, der einen grinen
Phanotyp zeigt, konnte schon in Voruntersuchungen zu dieser Arbeit anhand von
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Spektren gezeigt werden, dass es sich bei den angehauften BChl-Vorstufen
vermutlich um ein Gemisch mehrerer Pigmente handelt. Die im Vergleich zu
vorhergegangenen Studien wesentlich groReren Mengen an Pigmenten sollten eine
Trennung und ldentifizierung der angehauften Pigmente sowie eine Lokalisierung
ermdglichen. Dasselbe gilt fur den Stamm GN11, der ebenfalls einen griinen
Phanotyp zeigt und vermutlich ein Gemisch an verschiedenen BChl-Vorstufen
anhauft. Absorptionsspektren im Rahmen von Voruntersuchungen zur vorliegenden
Arbeit weisen auch darauf hin, dass es sich bei diesem Stamm um eine bchJ
Mutante handelt und nicht wie von Sagesser (1992) beschrieben um eine bchB
Mutante. Gestutzt wird diese Vermutung durch Komplementationsexperimente mit
Plasmiden, die Gene der BChI-Synthese enthalten (Ghosh, unveroffentl. Daten).

Um Biosynthesewege und Signalkaskaden in Mikroorganismen zu unter-
suchen, werden ublicherweise Mutantenstdmme eingesetzt, in denen der zu
untersuchende Syntheseweg oder Kaskade unterbrochen sind oder durch
Expression die Konzentration einzelner Proteine oder Faktoren kunstlich erhoht
oder erniedrigt werden. Dies hat in der Regel nicht nur Auswirkungen auf den
betreffenden Syntheseweg oder Signalkaskade, sondern auch auf das Wachstum
der Mikroorganismen. Daher kdnnen veranderte Bakterienstamme mit Hilfe von
Wachstumskurven charakterisiert werden. Wie die Ergebnisse unter 5.1 zeigen, ist
fur den R. rubrum Stamm ST3 im Vergleich zum Wildtyp (S1) kein Unterschied im
Wachstum unter semiaeroben Bedingungen bei 30°C im Dunkeln auf Basis der
Trubungsmessungen (660 nm) zu erkennen. Die Insertion des Tn5-Elements in die
Region des bchCXYZ-Clusters von ST3 scheint somit keinen Einfluss auf das
Wachstum unter diesen Bedingungen zu haben. Allerdings ist eine Veranderung bei
der Produktion oder der Zusammensetzung der spezialisierten pigmenthaltigen
Membranen in ST3 zu erwarten. Die BChl-Konzentration fur R. rubrum in vivo kann
nach Holt & Marr (1965) bei 880 nm bestimmt werden und ist direkt proportional zur
Menge an photosynthetischen Membranen in den Zellen. Es kann gezeigt werden,
dass beim ST3-Stamm die Bildung von spezialisierten pigmenthaltigen Membranen
um etwa die Halfte im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist. Beim Wildtypstamm
nimmt die Menge der photosynthetischen Membranen nach Ablauf der ,/ag“ Phase
stetig zu. Die Mutante zeigt keine Zunahme der Menge an pigmenthaltigen
Membranen (bestimmt bei 880 nm) in Bezug auf die Zunahme der Zellmasse
wahrend beim Wildtyp eine Zunahme zu verzeichnen ist. Die Bestimmung der
Menge von photosynthetischen Membranen auf der Basis der Messungen bei
880 nm setzt voraus, dass eine vollstandige Bakteriochlorophyllsynthese und die
Bildung von Lichtsammelkomplexen gegeben sind. Bei der ST3-Mutante ist die
Produktion von BChl durch die Insertion des Tn5-Elements unterbrochen, und die
Zellen haufen eine BChl-Vorstufe an, die im Spektrum der Zellen einen
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charakteristischen Peak bei 663 nm zeigt. Wird die Produktion an spezialisierten
pigmenthaltigen Membranen in beiden Stammen bei 667 nm gemessen, so erreicht
der ST3 Stamm rund 80% des fur den Wildtyp gemessenen Wertes (Abb. 5). Eine
genaue Quantifizierung ist schwierig, da die beiden gemessenen Wellenlangen
sehr nahe beieinander liegen. Die Kultivierung von R. rubrum in Medien, die zu
einer hoheren Ausbeute von spezialisierten pigmenthaltigen Membranen flhren
(Ghosh et al., 1994), zeigt auch im Fall von ST3 einen positiven Effekt (Abb. 6). Im
Vergleich zum M2S-Medium erreicht ST3 im M2SF-Medium eine hohere Zelldichte
und grolRere Mengen an pigmenthaltigen Membranen. Im Verhaltnis
880 nm/ 660 nm ist jedoch kein Unterschied zwischen den beiden Medien
erkennbar, was auf die oben genannten Grunde zuruckzufuhren ist.

Absorptionsspektren von Kulturen, Zellen und Kulturiberstanden zeigen die
charakteristischen Peaks der beiden Stamme. Der Wildtyp zeigt einen Peak bei
880 nm, der das Vorhandensein von BChl und intakten Reaktionszentren anzeigt.
Das Spektrum des Kulturiberstandes weist darauf hin, dass nur geringe Mengen
an Pigmenten in das Medium ausgeschieden werden. Im Gegensatz dazu werden
bei ST3 Pigmente in das Medium abgegeben, so dass ein Peak bei 672 nm
beobachtet werden konnte. Die Zellen von ST3 zeigten einen Peak bei 663 nm in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Coomber et al. (1990) und Hunter et
al. (1991) fir eine Rb. sphaeroides Mutante, die ebenfalls ein Tn5-Element im
bchXYZ Cluster enthalt.

Die eingesetzten Medien beeinflussen nicht nur die erreichte Zelldichte und
die Produktion von spezialisierten pigmenthaltigen Membranen, sondern im Fall von
ST3 auch die in das Medium ausgeschiedenen BChl-Vorstufen (Abb. 8). Wahrend
in Kulturiberstanden von ST3, bei Wachstum in M2S- oder M2SF-Medium zwei
Peaks bei 650 nm und 671 nm zu beobachten sind, zeigen M2SF+-Kultur-
uberstande nur einen Peak bei 679 nm. Entweder werden in den ersten beiden
Fallen zwei unterschiedliche BChl-Vorstufen ausgeschieden oder es handelt sich
bei P650 um ein Abbauprodukt von P671. Die hdhere Produktion an pigment-
haltigen Membranen von in M2SF+-Medium kultivierten ST3-Zellen konnte auch die
Produktion der BChl-Vorstufen beeinflussen, und zur Ausscheidung nur einer
Vorstufe, oder einer Veranderten Stabilitat im Kulturiberstand fihren. Es ist
anzunehmen, dass es sich bei den P671- und P679-Vorstufen um dasselbe
Pigment handelt, da die Messungen ganzer Kulturen, Zellen und der Kultur-
uberstande zeigt, dass es in M2SF+-Medium zu einer Rotverschiebung der
beobachteten Peaks im Vergleich zu M2S- und M2SF-Medien kommt.

Aus den intracytoplasmatischen Membranen der beiden Stamme ST3 und
GN11 konnten Protein-Pigment-Komplexe isoliert werden (Abb. 10, Abb. 11).
Schon in einem friheren Modell von Lascelles (1966) und Lascelles & Altshuler
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(1967) wurde ein membrangebundenes Tragerprotein vermutet, das nicht kovalent
mit den Intermediaten des BChI-Syntheseweges assoziiert ist. Dieses Modell wurde
zum Teil durch spatere Arbeiten unterstutzt, bei denen man in Mutanten, die im
BChl-Biosyntheseweg unterbrochen waren, ins Medium ausgeschiedene
Tetrapyrrolintermediate als hochmolekulare Protein-Lipid-Kohlenhydrat-Komplexe
nachweisen konnte (Oelze & Drews, 1970; Drews et al., 1971; Drews, 1974,
Richards et al., 1975; Pradel & Clement Metral, 1976; Bollivar & Bauer, 1992). Die
SDS-PAGE der von ST3 und GN11 mit 8 mM bzw. 16 mM DHPC isolierten Protein-
Pigmentkomplexe enthalten jeweils 9 Proteine, die sich allerdings in ihren GroRRen
unterscheiden (Abb. 11). Sofern sich darunter das gesuchte Tragerprotein befindet,
sollte es in allen vier Proben zu finden sein. Hierfur kommen nur drei Banden bei
31/33 kDa, 17 kDa und 15 kDa in Frage. Bei den Ubrigen Banden kdnnte es sich
um Proteine bzw. Proteinkomplexe handeln, die im BChl-Biosyntheseweg involviert
sind. Die 60 kDa Bande in der ST3 Probe konnte aufgrund der GroRe BchB oder
BchE zugeordnet werden. Im Biosyntheseweg von BChl fungieren BchB, BchlL und
BchN als Protochlorophyllidreduktase (Abb. 1). Die 31 kDa Bande konnte dem
BchL Genprodukt zugeordnet werden, allerdings findet sich keine Bande die dem
BchN Genprodukt zugeordnet werden kann. Es ist daher fraglich, ob es sich bei
den beiden Banden (60 kDa, 31 kDa) um die Genprodukte von BchB und BchL
handelt und die dritte Untereinheit des Komplexes bei der Extraktion abgelost
wurde. Die 31 kDa Bande konnte auch der Geranylgeranyl-Bakteriochlorophyll-
synthetase (BchG) zugeordnet werden. Die 54 kDa Bande von ST3 liel3e aufgrund
ihrer Grof3e eine Zuordnung zu BchZ bzw. BchD zu. Da es sich bei ST3 um eine
Tn5 Mutante mit Insertion im bchCXYZ Gencluster handelt und keine Banden zu
erkennen sind, die den Genprodukten von bchC, bchX und bchY entsprechen, ist
anzunehmen, dass es sich bei der 54 kDa Bande nicht um BchZ handelt. Die
Magnesium-Protoporphyrin-IX-Chelatase wird durch die Genprodukte BchD, Bchl
und BchH gebildet. Da sich keine Banden im Gel finden, die Bchl und BchH
zugewiesen werden kodnnen, ist es eher unwahrscheinlich, dass es sich bei der
54 kDa Bande um BchD handelt. Dies ist aber nicht mit Sicherheit auszuschlie3en.
Es wird angenommen, dass ein solcher Enzymkomplex aus drei Untereinheiten
relativ stabil sein sollte, so dass in einer Isolation nicht nur einer der Komplexe zu
finden ist und die anderen beiden wahrend der Isolation abgeldst wurde. Fur die 4-
Vinyl-Reduktase (BchJ) ware eine GrolRe von 22 kDa zu erwarten, was in
Ubereinstimmung mit der gefundenen Bande stehen wiirde. In derselben Bande
konnte sich auch BChF finden. Den Ubrigen Banden von ST3 kann aufgrund der
Grolke kein Protein des BChI-Syntheseweges zugeordnet werden. In den GN11
Proben konnte die als 23 kDa identifizierte Bande der 4-Vinyl-Reduktase (BchJ)
zugeordnet werden. Die 31/ 33/ 35 kDa Banden konnten BChC, BChX, BChG und/
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Tab. 5: Gene und Genprodukte des BChl-Biosyntheseweges in R. rubrum

Gen Enzym kDa
bchH  Mg-Protoporphyrin-IX-Chelatase (Untereinheit H) 134,8
bchE  Mg-Protoporphyrin-IX-Monomethylester Oxidative Cyclase 61,3
bchB  Protochlorophyllide-Reduktase (Untereinheit B) 58,3
bchD  Mg-Protoporphyrin-IX-Chelatase (Untereinheit D) 52,7
bchZ  Chlorophyllide-Reduktase (Untereinheit Z) 52,4
bchY  Chlorophyllide-Reduktase (Untereinheit Y) 48,4
bchN  Protochlorophyllide-Reduktase (Untereinheit N) 47,8
bchP  Geranylgeranyl-Bakteriochlorophyll-Reduktase 43,7
bchl Mg-Protoporphyrin-IX-Chelatase (Untereinheit I) 42,1

bchC  2-Hydroxyethyl-Bakteriochlorophyllid-Dehydrogenase 33,8
bchX  Chlorophyllide-Reduktase (Untereinheit X) 33,7
bchG  Geranylgeranyl-Bakteriochlorophyll-Synthase 32,2
bchL Protochlorophyllide-Reduktase (Untereinheit L) 32,1

bchM  Mg-Protoporphyrin-Methyltransferase 25,8
bchJ 4-Vinyl-Reduktase 22

bchF  2-Vinyl-Bakteriochlorphyllid-Hydratase 20,8

oder BChL zugeordnet werden. Da aus den zuvor genannten Grunden bei der
Zuordnung der Banden zu Genprodukten des BChl-Syntheseweges jene Proteine
ausgeschlossen wurden, die aus mehreren Untereinheiten bestehen und flr die
sich auf den Gelen nicht die Banden aller Untereinheiten finden, wurden auch bei
GN11 die Zuordnungen von BchLNB und BchXYZ verworfen. So bleiben einzig die
33 kDa und 31 kDa Banden, denen aufgrund der GroRRe die Genprodukte von bchC
und bchG zugeordnet werden kénnten. Aufgrund der vorliegenden Daten kann aber
keine eindeutige Zuordnung der einzelnen Banden zu Enzymen des BChl-
Syntheseweges getroffen werden, so dass die genannten Zuordnungen und
Ausschlisse nur als erste Hinweise zur Losung der Fragestellung auf der Suche
nach den pigmentassoziierten Proteinen gelten kdnnen.

Von Oelze & Drews (1970) wurden Pigment-Proteinkomplexe einer
R. rubrum Mutante aus dem Kulturmedium mit Tween 80 isoliert, die die beiden
BChI-Vorstufen Phaeophorbid a und 2-Devinyl-2-a-Hydroxyethyl-Phaeophorbid a
gebunden hatten. Das Molekulargewicht der Proteine im Proteinpigmentkomplex
wurde zu 16,5 kDa, 32 kDa und 65 kDa bestimmt, wobei es sich bei den beiden
letzten um Dimere und Tetramere der kleinsten Untereinheit (16,5 kDa) handeln
sollte. Dies wére in guter Ubereinstimmung mit der 17 kDa Bande die sich in allen
vier Proben (ST3 und GN11) findet. Allerdings gilt es hier zu beachten, dass es sich
bei den in ST3 und GN11 gefundenen Proteinen, nicht um ins Kulturmedium
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ausgeschiedene, sondern um aus ICMs isolierte Proteine handelt. Pradel &
Clement-Metral (1976) isolierten aus einer Mutante von Rb. spheroides aus dem
Kulturmedium Protein-Pigmentkomplexe ohne Verwendung von Detergenzien, die
die BChl-Vorstufe 4-Vinyl-Protochlorophyllid a gebunden hatten, und bestimmten
das Molekulargewicht des Komplexes mittels Gelfiltration auf 130 kDa. Angaben zur
Grole der Untereinheiten des gefundenen Komplexes fehlen allerdings. Bollivar &
Bauer (1992) isolierten aus Rb. capsulatus mit LDAO (Lauryldimethylaminoxid)
Pigment-Proteinkomplexe aus dem Kulturmedium und aus auf’eren Membranen
von Rb. capsulatus und fanden die Pigmente in beiden Fallen an dasselbe 32 kDa-
Protein gebunden, das sie als das Hauptporin der aufReren Membran von
Rb. capsulatus identifizierten. Hierbei handelt es sich vermutlich um ein Artefakt.
Das Hauptporin der auReren Membran von R. rubrum weist eine Grof3e von
37,5 kDa auf. Eine entsprechende Bande findet sich nicht auf den Gelen von ST3
und GN11, so dass die vorliegenden Daten eine Bindung der Pigmente in ST3 und
GN11 an dieses Protein ausschliel3en. Zuvor hatte Drews (1974) gezeigt, dass die
Protein-Pigmentkomplexe im Kulturmedium von Rb. capsulatus nicht nur das
32 kDa Protein enthalten, sondern 5 weitere Proteine unterschiedlicher Grofde mit
dem Komplex assoziiert sind (isoliert mit Tween). Die in dieser Arbeit gefundenen
Daten weisen darauf hin, dass die Pigment assoziierten Proteine in den ICMs von
R. rubrum zu einer Art Superkomplex verbunden sein kénnten, die auch Enzyme
des BChI-Syntheseweges enthalten.

Absorptionsspektren der isolierten Protein-Pigmentkomplexe haben gezeigt,
dass die mit 8 mM bzw. 16 mM DHPC isolierten Proben von ST3 dieselben BChl-
Vorstufen enthalten (Abb. 12). Auch bei der Isolation von Protein-Pigment-
komplexen aus GN11 wurde dieses Ergebnis erreicht. In beiden Fallen lassen sich
bereits mit 8 mM DHPC Protein-Pigmentkomplexe aus den Membranen isolieren,
jedoch sind héhere Konzentrationen bis zu 16 mM DHPC ndétig, um den groften
Teil der Protein-Pigmentkomplexe aus der Membran zu I6sen. Neben den grun-
gefarbten Banden findet sich bei der Isolation der Protein-Pigmentkomplexe Uber
Saccharose-Gradienten auch eine braun-gefarbte Fraktion. Auch Oelze & Drews
(1970) beobachteten eine farblose bis braun-gefarbte Fraktion bei der Isolation der
Protein-Pigmentkomplexe (ohne Verwendung von Detergenz). Sowohl bei diesen
Autoren wie auch in dieser Arbeit wurden keine weiteren Untersuchungen zur
Identifizierung der enthaltenen Proteine und Pigmente dieser Fraktion durchgeflhrt.

Nah-IR-CD-Spektren der isolierten Protein-Pigmentkomplexe von ST3 und
GN11 zeigten keine Unterschiede zwischen den mit 8 mM und 16 mM DHPC
isolierten Proben (Abb. 14). Dies deutet darauf hin, dass sich in beiden Proben
dieselben Komplexe befinden und sich die Pigmente in beiden Fallen in derselben
Proteinumgebung befinden. Der Vergleich von Nah-IR-CD-Spektren von
Chromatophoren der beiden Stamme und Spektren der isolierten Pigment-
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Proteinkomplexe zeigten nur geringe Unterschiede (Abb. 13). Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass sich die Lage oder Orientierung der Pigmente in den
Komplexen wahrend der Isolation geringflugig verandert hat oder sich ein Teil der
gebundenen Pigmente gelost hat. Eine Erklarung konnte auch eine geringflgige
Konformationsanderung der Proteine oder der Verlust eines Proteins im Protein-
Pigmentkomplex wahrend der Isolation sein. Der Vergleich von Spektren von ST3-
und GN11-Chromatophoren aus unterschiedlichen Medien zeigt, dass Chromato-
phoren von Zellen aus M2SF+-Medium ein wesentlich starkeres Signal als Chro-
matophoren von Zellen aus M2SF-Medium aufweisen. Dies durfte auf die in
M2SF+-Medium erhohte Produktion von BChl und ICMs zurickzufUhren sein. Im
Vergleich der beiden Stamme zeigt ST3 sowohl bei den Chromatophoren, als auch
bei den Protein-Pigmentkomplexen ein deutlich héheres Signal im CD-Spektrum.
Die Chromatophoren und isolierten Protein-Pigmentkomplexe der beiden Stamme
zeigen im CD-Spektrum deutliche Signale, die charakteristisch fur den jeweiligen
Stamm sind und sich deutlich voneinander unterscheiden.

Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen der von R. rubrum F9
isolierten und mit Hilfe von Tween-gelésten Protein-Pigmentkomplexe beschreiben
Oelze & Drews (1970) eine partikulare Struktur. Ihren Angaben zufolge bilden die
isolierten Komplexe fadenformige Aggregationsformen. Dasselbe beobachteten
Schick & Drews (1969) und Drews et al. (1971) fir isolierte Protein-
Pigmentkomplexe von Rb. capsulatus. Neben den beschriebenen partikularen
Strukturen und fadenformigen Aggregationsformen zeigen elektronenmikros-
kopische Aufnahmen von isolierten ST3 Protein-Pigmentkomplexen auch ring-
formige Strukturen, die auf eine geordnete Struktur hinweisen (Abb. 15).

Bisher konnte nur flr eine kleine Anzahl von Enzymen des BChl-
Biosynthesewegs in vitro eine Aktivitat nachgewiesen werden. Wahrend fur die
Protochlorophyllid-Reduktase (BchLNB) ein solcher Nachweis in vitro durch die
Umsetzung von Protochlorophyllid erfolgreich war (Fujita & Bauer, 2000), konnte
die Aktivitat der Chlorophyllid-Reduktase (BchXYZ) in vitro bisher nicht gezeigt
werden. Die Untereinheiten dieser Enzyme, die durch die bchX und bchL Gene
kodiert werden, weisen eine Verwandtschaft mit Nitrogenasen auf (Burke et al.,
1993b; Burke et al., 1993c; Beale, 1999; Willows, 2003). Um die Aktivitat der
Chlorophyllid-Reduktase in vitro zu untersuchen, wurde daher ein Ansatz
verwendet, der auf einem Nitrogenaseassay basiert. Da bei ST3 die Chlorophyllid-
Reduktase blockiert ist, sollten sich die Vorstufen des im Syntheseweg
vorausgehenden Schrittes anhaufen, die durch die Chlorophyllid-Reduktase in den
Chromatophoren der GN11-Mutante in einer Mischung der isolierten Protein-
Pigmentkomplexe beider Stamme umgesetzt werden konnen. Wenn also die
Energie von ATP aus dem Reaktionsansatz durch die Protein-Pigmentkomplexe
genutzt wirde, koénnte eine aus der ST3-Vorstufe neu gebildete, nachfolgende
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BChI-Vorstufe mit einem charakteristischen Maximum bei ungefahr 720 nm
nachgewiesen werden. Dies gelang nicht, wie die Absorptionsspektren in Abbildung
16 zeigen. Entweder ist nicht Energie der limitierende Faktor oder es fehlt eine
wichtige Komponente im Reaktionsansatz. Allerdings zeigte sich in einem der
Ansatze nach 120 min Inkubation ein Unterschied der Peaks bei 667 nm und
606 nm. Die Protochlorophyllid-Reduktase folgt im Biosyntheseweg dem Schritt, der
durch die 4-Vinyl-Reduktase katalysiert wird, welche in GN11 blockiert ist. Da die
Protochlorophyllid-Reduktase ebenfalls eine Verwandtschaft zu den Nitrogenasen
aufweist, hatte auch dieses Enzym im verwendeten Ansatz Aktivitat zeigen konnen.
Dies hatte die Produktion von Chlorophyllid a zur Folge, welches bei 667 nm
absorbiert, sofern Chlorophyllid a nicht weiter umgesetzt wurde. Eine weitere
Umsetzung ist nicht zu beobachten, da keine neuen Peaks im langerwelligen
Bereich festzustellen sind. Wenn die Protochlorophyllid-Reduktase Aktivitat zeigen
wuirde, mussten aber auch die von GN11 angehauften BChl-Vorstufen (Peak bei
633 nm) abnehmen. Dies ist nicht zu beobachten. Da nach zwei Stunden
Inkubationszeit die Gesamtabsorption der Ansatze abgenommen hat, dirfte die
Abnahme der Absorption eine Folge der ersten Messungen der Proben sein. Es ist
bekannt, dass die angehauften Vorstufen sehr lichtempfindlich sind (Lascelles &
Altshuler, 1967). Somit konnte in vitro weder fur die Chlorophyllid-Reduktase noch
fur andere Enzyme des BChI-Biosynthesewegs, die in den Protein-Pigment-
komplexen enthalten sind, eine Aktivitat gezeigt werden.

Um die Biosynthese von Bakteriochlorophyll besser zu verstehen, wurde in
den vergangenen 50 Jahren eine ganze Reihe an Untersuchung mit Mutanten-
stdmmen durchgefihrt. Rlckschlisse auf den Syntheseweg gaben die in das
Kulturmedium ausgeschiedenen oder in den Zellen angehauften BChl-Vorstufen
(Jones, 1963a, 1963b, 1963c, 1964; Lascelles, 1966; Lascelles & Altshuler, 1967;
Richards & Lascelles, 1969; Oelze & Drews, 1970; Pudek & Richards, 1975; Pradel
& Clement Metral, 1976; Yang & Bauer, 1990; Burke et al., 1993a; Suzuki & Bauer,
1995; Addlesee & Hunter, 2002). Dies fuhrte zu dem in Abbildung 1 gezeigten
Modell des Biosyntheseweges von Bakteriochlorophyll (Suzuki et al., 1997; Beale,
1999; Willows, 2003). Das Absorptionspektrum der von ST3 in das Kulturmedium
ausgeschiedenen BChl-Vorstufen (Abb. 7) ist nahezu identisch mit dem von Oelze
& Drews (1970) beobachteten Spektrum der ins Kulturmedium ausgeschiedenen
BChl-Vorstufen von R. rubrum F9. Fur die Absorptionsspektren der von GN11
ausgeschiedenen BChl-Vorstufen finden sich in der Literatur keine
Ubereinstimmenden Beobachtungen. Die Untersuchung der ausgeschiedenen
BChI-Vorstufen mittels Dunnschichtchromatographie zeigte, dass es sich bei den
von ST3 abgegebenen Pigmenten um 2zwei unterschiedliche BChl-Vorstufen
handelt. Dasselbe wurde auch von Oelze & Drews (1970) fur den Stamm F9
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beschrieben. Fir GN11 deuteten die DC-Untersuchungen auf das Vorhandensein
nur einer Vorstufe hin. Fur beide Stamme ergaben auch 2D-DC-Analysen keine
neuen Erkenntnisse (Abb. 20). Die DC-Analysen deuteten darauf hin, dass es sich
bei den ausgeschiedenen BChl-Vorstufen um dieselben Vorstufen handelt, die auch
in den Chromatophoren gebunden vorliegen. Fir ST3 konnte dies eindeutig in den
Absorptionsspektren der aus dem Kulturmedium und aus Chromatophoren
isolierten BChl-Vorstufen gezeigt werden (Tab.5). Mit Hilfe der Absorptions-
spektren gelang auch die Identifizierung der ausgeschiedenen Pigmente. Bei den
als ST3-5/660 und ST3-660 bezeichneten Vorstufen handelt es sich um 2-Devinyl-
2-a-Hydroxyethyl-Phaeophorbid a. Im Spektrum der ST3-5/660 Probe zeigt sich
eine Schulter bei ca. 686 nm, die vermutlich auf das Oxidationsprodukt von 2-
Devinyl-2-a-Hydroxyethyl-Phaeophorbid a zurlickzufiihren ist (Jones, 1964). Die als
ST3-5/667 und ST3-667 bezeichneten Vorstufen konnten als Phaeophorbid a
identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um das Magnesiumfreie Derivat von
Chlorophyllid a. Die Identifizierung von Phaeophorbida wird durch das
Fluoreszenzspektrum dieser Komponente bestatigt (Abb. 18). Belanger et al. (1982)
beschreiben fir das Magnesiumfreie Derivat des Chlorophyllid ein Emissions-
maximum bei 671 nm, welches in guter Ubereinstimmung mit den vorliegenden
Beobachtungen steht. Die Absorptionsspektren der angesauerten ST3 Pigmente
bestatigen, dass es sich um die Magnesiumfreien Formen der ermittelten Pigmente
handelt (Abb. 19). Das Fluoreszenzspektrum der GN11 Pigmente zeigt zwei grole
Maxima, wobei der Peak bei 661 nm eine asymmetrische Form aufweist. Dies
deutet darauf hin, dass es sich bei der untersuchten Probe um ein Gemisch
unterschiedlicher BChl-Vorstufen handelt. Der Peak bei 624 nm weist auf das
Vorhandensein von Monovinyl- oder Divinyl-Protochlorophyllid hin (Belanger et al.,
1982). Da es sich bei GN11 vermutlich um eine Mutante der 4-Vinyl-Reduktase
(bchJ) handelt, wurde dies fur die Anhaufung von Divinyl-Protochlorophyllid
(Magnesium 2,4 —Divinylphaeoporphyrin as Monomethylester) sprechen. Die
Absorptionsspektren der angesauerten GN11 Pigmente bestatigen, dass

Tab. 6: Absorptionsmaxima der ST3 BChl-Vorstufen und Referenzspektren

Pigment Amax [Nm] Referenz

ST3-5/660 408 504 535 606 660

ST3-660 408 505 538 552 606 660

2-Devinyl-2-a-

hydroxyethyl- 406 503 532 554 603 659 (Oelze & Drews, 1970)
phaeophorbid a

ST3-5/667 408 507 535 613 667

ST3-667 413 507 538 552 608 667

(Richards & Lascelles,

Phaeophorbida 408 507 534 555 609 667 1969)
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mindestens eines der enthaltenen Pigmente Magnesium gebunden hat (Abb. 19).
Dies wiurde auch durch die Beobachtungen von Jones (1963b) und Lascelles
(1966) gestutzt. Dagegen sprechen die Beschreibungen von Absorptionsspektren
des Divinyl-Protochlorophyllid von Belanger & Rebeiz (1980) und Jones (1963c),
die 623/ 624 nm als charakteristischen Peak des Pigments nennen. Fasst man
diese Beobachtungen zusammen, so kann fir GN11 keine eindeutige Zuordnung
des angehauften Pigments getroffen werden, doch ist zumindest eine Anhaufung
des Divinyl-Protochlorophyllid anzunehmen. Die Analyse der GN11 Pigmente
mittels HPLC bestatigt die Vermutung der Fluoreszenzspektren, dass es sich um
ein Gemisch unterschiedlicher BChl-Vorstufen in der untersuchten Probe handelt
(Abb. 18). Das Chromatogramm (Abb. 28) lasst mindestens 3 Komponenten
vermuten, die nicht hinreichend getrennt werden konnten, so dass keine weiteren
Analysen mit den gereinigten BChl-Vorstufen durchgefuhrt werden konnten.

Die massenspektroskopischen Analysen lieferten keine eindeutigen
Ergebnisse, die die |dentifizierung der isolierten Pigmente von ST3 bestatigen und
die der Pigmente von GN11 ermdglichen kdnnten. Die in mehreren Spektren in
grollen Mengen vorhandenen Massen zwischen 640 m/z und 670 m/z kdénnen
keiner BChl-Vorstufe zugeordnet werden. Fur das in der GN11 Probe vermutete
Divinyl-Protochlorophyllid ware eine Masse von 610,2 m/z bzw. im Falle des
Verlustes von Mg2+ von 588,2 m/z zu erwarten gewesen, doch findet sich keine der
beiden im Massenspektrogramm. Unter den in geringeren Mengen vorhandenen
Massen im Spektrogramm kann keine einer BChl-Vorstufe zugeordnet werden, die
dem Divinyl-Protochlorophyllid im Syntheseweg folgt oder vorausgeht. Im Falle von
ST3 ware fur das Chlorophyllid a bzw. das Magnesium freie Derivat Phaeophorbid
a in einem FAB positiv-lon Massenspektrum mit der verwendeten Matrix 3-Nitro-
benzyl-Alkohol M**-lonen mit einem m/z Wert von 614,3 bzw. 592,1 zu erwarten
gewesen (Breemen et al., 1991). Doch keines der beiden Pigmente kann eindeutig
nachgewiesen werden. Bei einem erwarteten m/z Wert von 632,2 bzw. 610,2 fir die
2-Desvinyl-2-a-Hydroxyethyl Chlorophyllid a bzw. das Magnesium freie Derivat fur
das zweite von ST3 isolierte Pigment liefert die MS-Analyse ebenfalls kein
eindeutiges Ergebnis.

Die vorliegenden Untersuchungen konnten zeigen, dass sich in den beiden
R. rubrum Stammen BChl-Vorstufen in den ICMs anhaufen. Bei diesen Vorstufen
handelt es sich um dieselben, die sich auch im Kulturmedium wieder finden. Die in
den ICMs angehauften BChI-Vorstufen sind mit mehreren Proteinen zu einem
Pigment-Proteinkomplex assoziiert, wie die Isolation der Komplexe mit DHPC aus
Chromatophoren der beiden Stamme gezeigt hat. Die gewonnenen Pigment-
Proteinkomplexe zeigen Absorptionsspektren, die in Ubereinstimmung sind mit
Spektren ganzer Zellen und in beiden Fallen ein deutliches CD-Signal aufweisen.
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Die Komplexe enthalten neun Proteine unterschiedlicher GroRe, fir die keine
eindeutige Zuordnung getroffen werden konnte. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der isolierten Pigment-Proteinkomplexe vom ST3-Stamm zeigen
partikulare, ringformige Strukturen. Sie neigen zur Aggregation und bilden unter
diesen Umstanden fadige und runde Formen aus. Die im ST3-Stamm angehauften
Vorstufen P660 und P667 konnten als 2-Devinyl-2-a-hydroxyethyl-phaeophorbid a
und Phaeophorbid a bestimmt werden. Bei den im GN11-Stamm angehauften
Vorstufen handelt es sich um ein Gemisch verschiedener Vorstufen, in dem mit
Sicherheit Magnesium 2,4 —Divinylphaeoporphyrin as Monomethylester als eine
Komponente enthalten ist.

In weiteren Arbeiten sollten die in den Pigment-Proteinkomplexen gefun-
denen Proteine eindeutig identifiziert und charakterisiert werden. Mit massen-
spektroskopischen Analysen sollte es moglich sein, die Identifizierung der im ST3
Stamm gefundenen Pigmente zu bestatigen und die Pigmente des GN11 Stammes
zu identifizieren. Eine Weiterentwicklung der angewandten HPLC-Protokolle konnte
fur die Aufreinigung und Gewinnung reiner BChI-Vorstufen, sowie zu deren
schnellen und einfachen Identifizierung, auch in bisher nicht naher charakterisierten
Stammen eingesetzt werden. Die Entwicklung eines in vitro Aktivitatsassays fur die
Chlorophyllid-Reduktase wuirde ein besseres Verstandnis eines der letzten
ungeklarten Schritte der BChl-Biosynthese liefern. Die Chlorophyllid-Reduktase
konnte als neues Modellsystem fur Pigment-Bindeproteine dienen. Inzwischen
wurde auch die Struktur der verwandten Nitrogenasen geldst, somit sollte es auch
maoglich sein, dies fur die Chloropyhllid-Reduktase zu erreichen. Untersuchungen
zur Regulation des BChl-Biosyntheseweges kdnnten neue und bisher noch nicht
bekannte Regulationsmechanismen zu Tage fordern, oder zumindest ein besseres
Verstandnis der Kinetik der BChl-Synthese liefern. Hierzu waren auch noch weitere
Enzymkinetische Untersuchungen einiger der BChl-Biosyntheseenzyme notig.
Fraglich ist auch noch immer der Mechanismus, der zur Ausscheidung der BChl-
Vorstufen fuhrt. Bisher bekannte Poren sind zu klein, um die BChl-Molekile
auszuschleusen. Eine direkte Diffusion Uber Membranen ist aufgrund der Ladung
des Mg?-lons in den Molekiilen schwer vorstellbar. Dies kdnnte mit in
Membranvesikel eingeschlossen BChI-Vorstufen untersucht werden, um zumindest
eine direkte Diffusion zu bestatigen oder ausschlie3en zu kénnen.

Auch wenn in den letzten flnfzig Jahren viele Einzelteile des groRen Puzzles
BChl-Biosynthese ihren richtigen Platz gefunden haben und die vorliegende Arbeit
zumindest Ideen und Hinweise flr weitere Teile liefern konnte, so gibt ist es doch
noch einiges zu tun, um das Puzzle fertig zu stellen.
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8. Anhang

Anhang 1.1: MS-Spektrum von GN11 Pigmenten, isoliert von einer DC

SPEC: MT7798 Elapse: Q@12 1 4
Samp: GNII_bch Start 4
Comm: FAB positiv-Ion, Matrix: 3-Nitrobenzylalkohol

Mode: FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study : Bacteriochlorophyll
Oper: Trinkner Client: Ghosh Inlet :

Data: +'MT7798'='MT7798’'2-3 (AVER : Scans All from mt7798|AVER : Scan
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Anhang 1.2: MS-Spektrum der Pigmente der ST3-H Bande, isoliert von einer DC

SPEC: MT7797 19-Apr-06 Elapse: 00:09.7 3
Samp: ST3_bch_1 Start. ;L EaERds: 09 3
Comm: FAB positiv-Ion, Matrix: 3-Nitrobenzylalkohol
Mode: FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study : Bacteriochlorophyll
Oper: Trinkner Client: Ghosh Inlet-o
Data: +'MT7797'='MT7797'1-2 (AVER : Scans All from mt7797|AVER : Scan
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663.3 E+ 02
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Anhang 1.3: MS-Spektrum der Pigmente der ST3-L Bande, isoliert von einer DC

SPEC: MT7796 19-Apr-06 Elapse: 002412 .9 3
Samp: ST3_bch_2 Start iid:46:52 3
Comm: FAB positiv-Ion, Matrix: Glycerin

Mode: FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study : Bacteriochlorophyll
Oper: Trinkner Client: Ghosh Inlet

Data: +’'MT7796'='MT7796’'1-2 (AVER : Scans All from mt7796[AV-ER : Scan
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Anhang 1.4: MS-Spektrum der ST3 Pigmente der Fraktion 4 (Sdulenchromatographie)

MT7948 20-Jun-06 Elapse: 00:12.9 il
ST3F4 Start L 0:156:05 1k
FAB positiv-Ion, Matrix: 3-Nitrobenzylalkohol
FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study : Chlorophyllvorstufe
Trinkner Client: R. Ghosh Indeti:
AVER : Scans All from mt7948
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Anhang 1.5: MS-Spektrum der ST3-5/667 Pigmente

SPEC:
Samp:
Comm:
Mode:
Oper:
Data:
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MT7949 Elapse: 00:12.2 <
ST3-5/667 Start : 3
FAB positiv-Ion, Matrix: 3-Nitrobenzylalkohol

FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study : Chlorophyllvorstufe
Trinkner Client: R. Ghosh Inlet :

+’'MT7949'='MT7949’1-2 (AVER : Scans All from mt7949|AVER : Scan
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