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1. Zusammenfassung

Der Sauerstoffsensor FNR (Fumarat-Nitratreduktase-Regulator) von Escherichia coli
spielt eine wichtige Rolle beim Umschalten vom aeroben zum anaeroben Stoffwech-
sel. FNR ist ein Transkriptionsregulator, der im aktiven Zustand ein [4Fe4S]-Zentrum
besitzt. Bei Kontakt mit O, zerféllt das [4Fe4S]- zu einem [2Fe2S]-Zentrum. Weitere
Inkubation mit O, fuhrt zur Bildung von FeS-freiem FNR (apoFNR) und Verlust der
Aktivitat. Die Reaktionen, die zum Aufbau des [4Fe4S]-Zentrums und der reduktiven
Aktivierung von apoFNR fuhren, wurden in vivo und in vitro untersucht. In einer
gshA-Mutante, die kein Glutathion enthalt, nahm der regulatorische O,-Partialdruck,
bei dem eine halbmaximale Expression FNR-abhéngig regulierter Gene zu beob-
achten war, gegentber dem Wildtyp um den Faktor 4 bis 5 ab. Dies spricht fur einen
EinfluR von Glutathion auf den funktionellen Zustand von FNR. Bei der Rekonstituti-
on des [4Fe4S]-Zentrums in isoliertem apoFNR konnte Glutathion als Reduktions-
mittel fur die Bildung und den Einbau von Sulfid aus Cystein durch die Cystein-
Desulfurase (NifS) verwendet werden. O,-inaktiviertes FNR (apoFNR ohne FeS-
Zentrum) konnte mit gleicher Effizienz zum [4Fe4S]FNR rekonstituiert werden wie
apoFNR, das unter anaeroben Bedingungen isoliert wurde. Diese Experimente zei-
gen eine wichtige Rolle von Glutathion bei der de novo Assemblierung von [4Fe4S]
FNR und bei der reduktiven Aktivierung von Os-inaktiviertem FNR.

Die energetischen Parameter von E. coli und ihre Anderungen beim Ubergang vom
aeroben zum anaeroben Stoffwechsel wurden untersucht. Das elektrochemische
Protonenpotential Ap Uber der Cytoplasmamembran wurde im Gleichgewichtszu-
stand in der Respiration mit O, Nitrat, Fumarat, Dimethylsulfoxid (Me,SO) und in der
Fermentation bestimmt. Ap betrug in der aeroben Atmung —160 mV, in der anaero-
ben Nitrat-, Fumarat- oder Me,SO-Atmung sank Ap entgegen friheren Vermutungen
lediglich um 20 mV. Allein in der Fermentation fiel die Abnahme mit ca. 40 mV deut-
lich starker aus. Unter all den genannten Bedingungen trug das Membranpotential
(AW) den grofdten Anteil zum Protonenpotential bei. Der zellulare ATP-Gehalt war in
der aeroben Respiration mit 13 pmol/g Trockengewicht am hdchsten, und fiel in der
anaeroben Atmung auf 3-6 pmol/g ab. Das Phosphorylierungspotential (AG'yhos), das
durch das Verhéltnis des ATP-Gehaltes zum ADP-Gehalt bestimmt wird, blieb beim
Ubergang von der aeroben zur anaeroben Atmung unverandert, da der ADP-Gehalt
um den gleichen Anteil wie der ATP-Gehalt abnahm. Die energetischen Verhaltnisse
(Ap, AG'pnos) in der anaeroben und aeroben Atmung sind also miteinander vergleich-
bar. Lediglich in der Fermentation wurde eine deutliche Abnahme von Ap beobachtet.
Die energetischen Parameter AG'phos Und Ap konnen wegen der geringen Anderun-
gen deshalb vermutlich nicht als regulatorisches Signal fur das Umschalten vom
aeroben zum anaeroben Stoffwechsel genutzt werden.
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Einleitung

Der Sauerstoffsensor FNR von Escherichia coli: Kontrolle des Funktionszu-
standes durch Sauerstoff und Reduktionsmittel

Das Enterobacterium Escherichia coli ist in der Lage zwischen aerobem und anaero-
bem Stoffwechsel umzuschalten (Gunsalus, 1992; Unden & Bongaerts, 1997). Die-
ses Umschalten erfolgt dabei hauptsachlich auf der Ebene der Transkription. Mehr
als 200 Gene werden durch die Verfugbarkeit von O, in der Genexpression positiv
oder negativ beeinflul3t (Unden und Trageser, 1991; Unden et al., 1995). Das Fehlen
von O, wird unter anderem durch den Genregulator FNR (fumarat and nitrate respi-
ration) erkannt.

FNR reguliert hauptsachlich Gene des anaeroben Stoffwechsels und aktiviert so die
Expression von Genen der anaeroben Atmung, des Substrattransports und der Bio-
synthese von Coenzymen des anaeroben sowie fermentativen Stoffwechsels (Unden
et al., 1995; Gunsalus, 1992; Spiro & Guest 1990). Reprimiert durch FNR werden
einige Gene der aeroben Atmung. FNR ist daher ein wichtiger Regulator, der es
Escherichia coli ermdéglicht, seine Enzymausstattung der Verfugbarkeit von O, an-
zupassen.

Die Primarstruktur von FNR weist eine groRe Ahnlichkeit zu dem CAP-Protein (cata-
bolite gene activator protein) auf. Aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten von FNR zu
CAP wurde fir FNR ein rdumliches Modell postuliert (Spiro und Guest, 1990), das
sich an die dreidimensionale Struktur von CAP anlehnt, die durch Ro&ntgen-
strukturanalyse aufgeklart werden konnte (Weber und Steiz, 1987). Beide Proteine
bestehen aus drei Doménen. FNR besitzt, wie CAP, ein Helix-Turn-Helix DNA Bin-
demotiv. am C-terminus, eine Dimerisierungsdomdne und eine Nukleotid-

bindedomane.
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Im Unterschied zum CAP-Protein, das cycloAMP als Effektor bindet, konnte eine
Bindung von Nukleotiden an FNR bisher nicht nachgewiesen werden (Unden und
Duchene, 1987). Ein weiterer Unterschied besteht darin, dafl FNR im Gegensatz
zum CAP-Protein am N-terminus ein FeS-Zentrum tragt, das fur die Sauerstoff-
Erkennung verantwortlich ist (Abb. 1) (Green et al., 1993; Khoroshilova et al., 1997).
Da die Sensordomane und die Regulatordoméane (DNA-Bindedoméne) in einem
Protein realisiert sind, wird FNR zu den Ein-Komponenten-Regulatoren gezahlt (Un-
den et al., 1995).

Die Konzentration von FNR ist in aeroben und anaeroben Zellen &hnlich (Unden &
Duchene, 1987). Da der Regulator jedoch nur unter anaeroben Bedingungen aktiv
ist, bedeutet dies, dal3 ein Funktionswechsel von FNR in Abh&ngigkeit vom O,-
Angebot stattfindet (Engel et al., 1991; Lazazzera et al., 1993). Eine wichtige Rolle
bei diesem Funktionswechsel von FNR spielt ein FeS-Zentrum, das von vier essenti-
ellen Cysteinresten (Cyszo, Cysz3, CySag, Cysi22) koordiniert wird und die Anwesen-
heit von O, registriert (Trageser und Unden, 1989; Green et al., 1993; Khoroshilova
et al., 1995; Melville und Gunsalus, 1996).

Aktives FNR bindet als Dimer an die DNA und kontrolliert so die Genexpression. Es
enthalt in der aktiven Form ein [4Fe4S]**-Zentrum (Abb. 1). Neben dieser aktiven
Form wurden drei inaktive Formen von FNR nachgewiesen, die ein [2Fe2S]*'-
Zentrum, ein [3Fe4S]"-Zentrum oder kein FeS-Zentrum (apoFNR) enthalten (Khoros-
hilova et al., 1997; Jordan et al., 1997). FNR mit dem [2Fe2S]**-Zentrum scheint die

physiologisch wichtigste Form von inaktivem FNR zu sein, die durch Reaktion von

aktivem [4Fe4S]**-FNR mit O, entsteht. FNR mit dem [3Fe4S]*-Zentrum wird durch

Inkubation mit Sauerstoff nur im geringem Mal3e gebildet. Diese Form entsteht auch

in vitro durch Inkubation mit Ferricyanid. Sie stellt jedoch wahrscheinlich eine unphy-
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siologische, inaktive Form dar (Khoroshilova et al., 1997). Langere Sauerstoffexposi-

tion fihrt zu einem volligen Verlust des FeS-Zentrums.

(aerob)
2Fe” +2 8§
— >
?
aktiv 2Fe +2 8"
(anaerob)
NifS,,
2Fe"+28”

4 S”
4 Fe*™

apoFNR

inaktiv

Abb. 1 Modell zur Funktion von FNR als O,-Sensor: Verschiedene physiologische
Formen des FNR-Proteins von E. coli. Das Modell zeigt die verschiedenen Formen von

FNR. Die aktive Form ([4Fe4S]**-FNR) wird durch O, in zwei Schritten tiber [2Fe2S]**-FNR
in apoFNR umgewandelt (oxidative Inaktivierung). ApoFNR, mdoglicherweise auch

[2Fe28]2+-FNR, kann in Abwesenheit von O, und in Gegenwart von Reduktionsmitteln wie-
der zu [4Fe4S]2+-FNR rekonstituiert werden (reduktive Aktivierung) (Tran et al., 2000).

Der Zerfall des [4Fe4S]** Zentrums bei einer Inaktivierung durch O, ist gut untersucht
(Khoroshilova et al., 1995; Green et al., 1996; Lazazzera et al., 1996; Khoroshilova et
al., 1997). Weniger Beachtung wurde hingegen der Bildung von aktivem FNR ge-
schenkt. [4Fe4S]*"FNR kann aus anaerobem apoFNR mit Cystein, Cystein-
Desulfurase (NifS), Fe*-lonen und DTT als Reduktionsmittel rekonstituiert wer-
den(Khoroshilova et al., 1995; Lazazzera et al., 1996). Cystein Desulfurase bildet in
Anwesenheit von Reduktionsmitteln aus Cystein Sulfid, welches in das FeS-Zentrum

eingebaut wird. Zusatzlich gibt es aber Hinweise, dafld auch O-inaktiviertes FNR

([2Fe2S]**-FNR, O-inaktiviertes apoFNR) wieder zu aktivem FNR reaktiviert werden
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kann (Engel et al., 1991; Khoroshilova et al., 1995). Diese Prozesse werden im Ge-

gensatz zur oxidativen Inaktivierung als reduktive Aktivierung bezeichnet. Es war je-

doch unklar, ob O,-inaktiviertes apoFNR zu [4Fe4S]*-FNR rekonstituiert werden
kann, und welche Reduktionsmittel in der Zelle fir die reduktive Aktivierung verwen-
det werden.

Ziel der Arbeit war es, die Faktoren und Reaktionen zu identifizieren, die fur die re-
duktive Aktivierung wichtig sind. In der Arbeit sollte untersucht werden, welches Re-
duktionsmittel fur diesen Zweck in der Zelle genutzt wird, und welche Reduktions-
mittel fir die Reaktivierung von Oz-inaktiviertem apoFNR verwendet werden.

Ein wichtiges, zellulares Reduktionsmittel ist reduziertes Glutathion. Glutathion ist ein
Tripeptid (Gly-Cys-Glu) mit einer freien SH-Gruppe und dient als Sulfhydrylpuffer, der
die Cysteinreste in Proteinen im reduzierten Zustand hélt. E. coli besitzt einen hohen
Gehalt an Glutathion (intrazellulare Konzentration ca. 5 mM), der fast ganzlich in re-
duziertem Zustand vorliegt (Kosower & Kosower, 1978). Das Verhaltnis von redu-
ziertem zu oxidiertem Glutathion in E. coli betragt zwischen 50:1 und 200:1 (Hwang
et al., 1992). Daher sollte getestet werden, ob Glutathion auch an der Synthese von
aktivem FNR beteiligt ist. Diese Untersuchungen wurden zunéachst in vivo durchge-
fuhrt. Nachdem in vivo Messungen eine wichtige Rolle von Glutathion zeigten, wurde
diese in vitro mit isoliertem FNR Uberprift. Die Bedeutung von reduziertem
Glutathion fur die reduktive Aktivierung von FNR soll in der Arbeit in vitro naher be-
leuchtet werden.

Um die Untersuchungen zu der reduktiven Aktivierung von FNR durchfuhren zu kon-
nen, war es notig, FNR schnell und in gré3eren Mengen zu isolieren. Dazu wird FNR
als Fusionsprotein exprimiert. Der Proteinanhang ist die Glutathion-S-Transferase,

die eine schnelle affinitatschromatographische Isolierung von FNR ermdglicht.
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Energetische Parameter von Escherichia coli im aeroben und anaeroben Stoff-
wechsel: Regulatorisches Signal fur Aerobiose und Anerobiose?

In einem zweiten Teil beschéftigt sich die Arbeit mit dem energetischen Status von E.
coli im aeroben und anaeroben Stoffwechsel und seiner Bedeutung fur die Physiolo-
gie und Regulation der Zelle. Der energetische Status wird hauptséchlich durch zwei
Parameter, das Phosphorylierungspotential AG'ynos Und das Protonenpotential Ap,
charakterisiert (Skulachev, 1992). Das Phosphorylierungspotential AG'phos Wird aus
den Gehalten der Zellen an ATP, ADP und Phosphat berechnet. Es ist also ein di-
rektes Mal3 fur den Energiezustand der Zelle. Das elektrochemische Protonenpoten-
tial Ap setzt sich aus dem Membranpotential AW und dem pH-Gradienten ApH uber
der Membran zusammen.

Das Protonenpotential wird durch den Protonen-Efflux in der aeroben und anaeroben
Atmung gebildet. Die Energie fur den Protonen-Efflux stammt aus dem Elektronen-
transport. In dem Elektronentransport werden die Elektronen auf eine Reihe von
verschiedenen Elektronenakzeptoren Ubertragen (Unden et al.,, 1994; Tran et al.,
1997). Der terminale Elektronenakzeptor in der aeroben Atmung ist O,, in der ana-
eroben Atmung sind es unter anderen auch Nitrat, Fumarat, Trimethyl-N-Oxid
(TMAO) und Dimethylsulfoxid (DMSO).

Die Energieausbeute in der aeroben und anaeroben Atmung differieren stark. Die
freie Energie (AG®) fur die Oxidation von Glukose (Elektronendonor) in der aeroben
Atmung betragt —2830 kJ/mol Glukose, in der anaeroben Atmung nur noch —-858
kJ/mol Glukose mit Nitrat oder —550 kJ/mol Glukose mit Fumarat als terminalen

Elektronenakzeptor (Unden et al., 1994; Unden und Bongaerts, 1997). Diese Ergeb-

nisse kommen durch die unterschiedlichen Redoxpotentiale (€, ) der Elektronenak-

zeptoren zustande. Sie reichen von & = +820 mV fiir O, Uber & = +420 mV fir Ni-
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trat bis hin zu & = +30 mV fir Fumarat. Je groRer die Redoxpotentialdifferenz zwi-

schen Elektronenakzeptor und Elektronendonor, desto grof3er ist auch die theore-
tisch maximale Menge an freier Energie. Da mit dieser Energie das Protonenpotential
aufgebaut wird, wurde angenommen, dal3 der Unterschied in der Energieausbeute
zwischen aerober und anaerober Atmung auch das Protonenpotentiale absenkt
(Hellingwerf et al., 1981).

AG'phos und Ap stellen wichtige Parameter flr den energetischen Zustand der Zelle
dar. Da also vermutet wurde, daf3 das Protonenpotential mit dem Redoxpotential der
Elektronenakzeptoren korreliert, wurde deshalb immer wieder postuliert, dal’3 diese
von der Zelle auch als Signale oder KenngrtéfRen fur aerobes und anaerobes
Wachstum genutzt werden und das Umschalten vom aeroben zum anaeroben
Wachstum auslosen (Bogachev et al.,, 1993; Bogachev et al, 1995). Ein wichtiges
Regulationssystem, das fur diesen Umschaltprozel3 bendtigt wird, stellt neben dem
FNR-Protein das ArcBA Zweikomponenten-Regulationssystem dar. Wahrend fir das
FNR-Protein bereits einiges zur Erkennung des regulatorischen Signals, O, bekannt
ist, ist das fur ArcBA nicht der Fall. Das ArcBA-System besteht aus einem membran-
standigen Sensor (ArcB) und einem cytoplasmatischen Regulator (ArcA), der durch
ArcB in seiner Funktion kontrolliert wird. ArcB reagiert nicht direkt mit O,, deshalb
wurde angenommen, dald ArcB eine Grof3e mifdt, die in den Bakterien direkt von O
abhangt. Wegen der Lokalisation von ArcB in der Membran kénnte es sich bei dieser
Grof3e um Ap, AW oder ApH handeln.

Die Parameter AG'ynos Und Ap (AW+ ApH) sind in E. coli vielfach bestimmt worden
(Cole et al., 1967; Hellingwerf et al., 1981; Kashket et al., 1981, 1982, 1983). Die Er-
gebnisse konnten die Frage nach Anderungen dieser energetischen Parameter in

der aeroben und anaeroben Atmung aber nicht klaren, da die Resultate aufgrund
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verschiedener Methoden stark schwankten und widerspruchlich waren (Hellingwerf et
al., 1981). AulRerdem wurden in keiner Arbeit die Werte fir alle Bedingungen verglei-
chend gemessen. Direkte Vergleiche sind fur solche Parameter sehr wichtig, da sie
sehr empfindlich auf unterschiedliche, physiologische Verhaltnisse und Mel3bedin-
gungen ansprechen. Darlberhinaus wurde in dem anaeroben Bakterium Wolinella

succinogenes gezeigt, dald das Protonenpotential nicht mit der Redoxpotential der

Elektronenakzeptoren korreliert. Ap blieb in der Nitratatmung (€, = +420 mV) oder

der Fumaratatmung (€ = +30 mV) konstant bei etwa —170 mV (Wloczyk et al., 1989;

Mell et al., 1986).

Um ein aussagekraftiges Gesamtbild zu erhalten, sollten in der Arbeit AG'phos Und Ap
der aeroben und anaeroben Atmung und der Fermentation von E. coli vergleichend
bestimmt werden. Die Bestimmung dieser Parameter unter den entsprechenden Be-
dingungen sollte damit auch die Frage beantworten, ob Ap, AW und ApH ausreichen-
den Anderungen unterworfen sind, um eine Signalfunktion fiir aerobe und anaerobe

Verhéltnisse Ubernehmen zu kdnnen.



3. Material und Methoden

3.1 E. coli K-12 Stamme
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Stamme Relevanter Genotyp Quelle / Referenz
AN387 Wildtyp Wallace & Young (1977)
CAG627 pPGEX 4T-1 mit gst'-'fnr Holighaus, 1998
pMW68

BL21(DE3) NifS (Azotobacter vinelandii) Expres-  Zheng et al., 1993
pNifS sionsstamm

3.2 Medien

Komplexmedium:

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)
10 g/l Pepton (Gibco, Nr. 140)
5 g/l Yeast-Extract (Gibco)
5 g/l NaCl

LB-Agar
LB-Medium + 15 g/l Agar

2 X YTG-Medium (U.S.E. Mutagenese Kit, Pharmacia)

16 g/l Pepton (Gibco, Nr. 140)
10 g/l Yeast-Extract (Gibco)
5 g/l NaCl

2 % Glucose

M9-Medium (Miller, 1992)
Stammldsung
6 g/l Na,HPO4
3 g/l KH,PO4
0,5 g/l NaCl
1 g/l NH,CI
Zusatze fur das M9-Medium

10 ml/l CaCl;, 10 mM
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1 m/l MgSOy4, 1M
Aminosaurezusatz fur das M9-Medium
10 ml/I Saurehydrolysiertes Casein, 10 % (Serva, No. 48614)
5 ml/l L-Tryptophan, 1 %
Ansetzen nach Miller (Miller, 1992), bei Bedarf Zusatze steril zufligen.

C-Quelle

Glucose

Glycerin

Elektronenakzeptoren

je 50 mM Fumarat, Nitrat,
Trimethylamin-N-Oxid (TMAOQO), Dimethysulfoxid (DMSQO)

Antibiotikazusétze

100 pg/ml Ampicillin

3.3 Zucht von Escherichia coli

Far Vorkulturen (5 ml) wurden die Bakterien in LB-Medium Uber Nacht gezichtet,
dem nach Bedarf Antibiotika zugesetzt wurden. Angeimpft wurden fir aerobe und
anaerobe Kulturen jeweils mit 1 % Inokulum aus einer unter den gleichen Bedingun-
gen gezogenen Vorkultur. Die aeroben Hauptkulturen wurden in Kolben mit Schika-
nen bei 37°C unter Schitteln (200 U/min) durchgefuhrt. Das Kulturvolumen betrug
ca. 10 % des GefalRvolumen. Fur die anaeroben Zuchten, ebenfalls bei 37°C, wur-
den GlasgefalRe mit Gummistopfen verwendet (Muller-Krempel-Flaschen), in denen
die Luft durch Stickstoff ersetzt wurde. Dazu wurde das Gefal3 mit einer Vakuum-
pumpe evakuiert und anschlieRend mit Stickstoff begast. Diese Behandlung wurde
mindestens dreimal durchgefiihrt. Zwischen der Pumpe und dem Glasgefal3 waren
Sterilfilter geschaltet. Die Glasgefal3e wurden anschlieBend in ein Wasserbad oder

einen Brutschrank gestellt.
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Fur die Uberexpression von FNR-Protein wurden die Zellen in 2 x YTG-Medium (1,2
L) aerob mit Ampicillin geziichtet. Die Kulturen wurden bei ODs7g = 0,7 — 0,9 mit 1
mM IPTG induziert. Danach wurden sie fur weitere zwei Stunden bis zur ODs7g 1,3
bis 1,5 inkubiert. Fir die Uberexpression von NifSy, erfolgte die Zucht in LB-Medium
(1,8 L) aerob mit Ampicillin (ohne zuséatzliche C-Quelle). Die Induktion mit 1 mM
IPTG erfolgte bei ODs7g = 0,8 — 1,0. Danach wurden sie fur weitere zwei Stunden bis
zur ODs7g 1,4 bis 1,5 inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (Sorvall Zen-
trifuge, RC-5B) bei 10 000 U/min und 4°C geerntet. Das so erhaltene Pellet wurde
bei —75°C bis zur Verwendung gelagert. In der Regel betrug die Lagerungszeit nicht
lAnger als 2 Wochen.

Fur die Bestimmung des Phosphorylierungspotentials und des Membranpotentials
wurden die Bakterien unter aeroben und anaeroben Bedingungen in supplementier-
tem M9-Medium (je 100 ml) gezichtet. Die aeroben Kulturen enthielten 20 mM Gly-
cerin, die anaeroben 40 mM Glycerin und 50 mM Fumarat, Nitrat, DMSO oder
TMAO. Die Zucht unter fermentativen Bedingungen wurden mit 20 mM Glucose
durchgefuhrt. Fir die Bestimmung des Membranpotentials wurden die Zellen in der
exponentiellen Phase geerntet. Die aerob geziichteten Zellen wurden bei 10 000
U/min (Sorvall Zentrifuge, RC-5B) abzentrifugiert. Die anaeroben Kulturen wurden in
100 ml Muller-Krempel Flaschen verschlossen und mit Gummiansatz bei 5000 Upm
im GSA-Rotor (Sorvall Zentrifuge, RC-5B) zentrifugiert. Mit diesen Zellen wurde in

parallelen Anséatzen auch das cytoplasmatischen Volumen bestimmt.

3.4 Isolierung von FNR-Protein unter anoxischen Bedingungen

Alle Puffer und Losungen wurden in GlasgefaBen mit Gummistopfen (Mdiller-

Krempel-Flaschen) unter Rihren 3 mal 20 min lang evakuiert und anschliel3end mit
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Stickstoff begast. Die so behandelten Puffer und Losungen wurden im Anaerobenzelt
(Coy) geodffnet und mindestens 12 Stunden auf dem Magnetrihrer geriihrt.

Puffer A 50 mM Tris/HCI pH 7,6
10 % Glycerin (w/v)

Puffer B 50 mM Tris/HCI pH 7,6
10 % Glycerin (w/v)
200 mM NacCl

Puffer C 50 mM Tris/HCI pH 7,6

GST-Elutionspuffer 10 mM reduziertes Glutathion (Roth)
100 mM NaCl in
50 mM Tris/HCI pH 8
festes Glutathion in Puffer I6sen, Aliquots (10 ml) bei —20°C la-
gern
Hoch-pH-Puffer 100 mM Tris/HCI pH 8,5
500 mM NacCl

Niederig-pH-Pufer 100 mM Na-Acetat pH 4,5
500 mM NacCl

Thrombin-Losung 1 Unit / pl Thrombin (Pharmacia) in
50 mM Tris/HCI pH 7,6

Alle nachfolgenden Schritte mit Ausnahme des Zellaufschlusses mit der French
Press wurden bis zur Fertigstellung der Mel3proben fir die Absortionsspektroskopie
im Anaerobenzelt bei Raumtemperatur durchgefihrt. Fir die Reinigung wurden
aerob gezogenen Zellen verwendet. Die bei —75°C gelagerten Zellen wurden auf Eis
aufgetaut und in das Anaerobenzelt mit einer Atmosphare aus 95% N, 5% H, und
max 3 ppm O, geschleust. Die Zellen aus 1,2 L Kultur wurden in 50 ml Puffer A im
Zelt resuspendiert und in den French Press-Zylinder gefiillt. Die Offnung des Zylin-
ders wurde mit einem Gummistopfen abgedichtet. Der Auslauf des Zylinders wurde

mit einer Miller-Krempel-Flasche (100 ml) Gber einen gasdichten Gummischlauch
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verbunden. Der Zylinder wurde samt Flasche aus dem Anaerobenzelt geschafft und
an die French Press gebracht. Der Zellaufschlul® erfolgte mit der French Press
(French Pressure Cell-Press, SLM Amico) bei maximalem Druck (1,2 x 10® Pa). Die
aufgeschlossenen Zellen wurden in der Muller-Krempel-Flasche aufgefangen, die
unter Druckausgleich (Kanile) ebenfalls standig mit Stickstoff gespult wurde.

Im Anaerobenzelt wurden die aufgeschlossenen Zellen in 40 ml Zentrifugenréhrchen
umgefullt, luftdicht (Schraubverschlufd mit Gummidichtung) verschlossen und bei 10
000 U/min und 4°C fur 20 min zentrifugiert (Sorvall SS-34).

Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand (Zellextrakt) in einem 50 ml MeRzylin-
der uberfuhrt und das Volumen bestimmt (ca. 45 ml). Ein Aliquot wurde zur Protein-
bestimmung abgenommen. Der Zellextrakt wurde auf eine Glutathion-Sepharose-
Saule (Glutathion Sepharose 4B von Pharmacia) aufgetragen, die mit 10-20 ml anae-
robisiertem Puffer A aquilibriert worden war. Die Sdule (11 x 66 mm, 1,5 ml Bettvo-
lumen, Pharmacia) wurde nach Herstellerangaben gegossen. Fir den Durchlauf des
Zellextraktes wurde eine peristaltische Pumpe (LKB, Varioperpex 12.000) mit einer
Geschwindigkeit von 0,35 — 0,40 ml/min verwendet.

Mit derselben Geschwindigkeit erfolgte das Waschen der Saule mit 15 ml anaerobi-
siertem Puffer B. Danach wurde 1 ml verdiunnte Thrombinlésung (insgesamt 50 Units
in Puffer B) durch die Saule durchlaufen gelassen und das Eluat aufgefangen. Die
Prozedur wurde noch zweimal durchgefuhrt. Zum Schluf® wurde das Eluat noch ein-
mal auf die Saule gegeben und der Ablauf der Saule verschlossen. Die so vorberei-
tete Spaltung mit Thrombin erfolgte im Anaerobenzelt bei Raumtemperatur ftr drei
Stunden.

Nach der Spaltung wurde FNR mit anaerobisiertem Puffer C unter Schwerkraftfluf3

von der Sdule gewaschen und in 4 x 1 ml Fraktionen aufgefangen. Die beiden er-
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sten Fraktionen enthielten das FNR (bis 35 pM bzw. 1 mg/ml). Die Glutathion-S-
Transferase wurde mit 10-15 ml GST-Elutionspuffer von der Affinitatssaule eluiert.

Zur Regeneration der Glutathion-Sepharose Saule wurden 5 ml Hoch-pH-Puffer,
nach Ablauf dann 5 ml Niedrig-pH-Puffer auf die Saule aufgetragen und dieser Zy-
klus dreimal wiederholt. AbschlielBend wurde die Saule mit Puffer B Uberschichtet

und bei 4°C bis zur n&chsten Verwendung gelagert.

Isolierung von FNR unter oxischen Bedingungen

Fur die Isolierung wurden aerob gezogenen Zellen verwendet. Die Reinigungsschritte
beim aeroben FNR entsprechen denen bei der isolierung von anaerobem FNR. Die
Reinigung wurde unter aeroben Bedingungen bei Raumtemperatur mit nicht anaero-

bisierten Puffern durchgefihrt.

3.5 Bestimmung des Gehaltes an reduzierten Cysteinresten in

anaerobem und aerobem apoFNR

Bei diesem colorimetrischen Test bildet ein freier Cysteinrest (Thiolgruppe) mit DTNB
(5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoat)) einen farbigen Komplex, der photometrisch bei 412

nm nachweisbar ist (Ellman, 1959).

Mel3ansatz 0,65 ml FNR-L6sung (10-20 uM)
0,67 ml Na-Phosphatpuffer (100 mM, pH 8,0)
2,05 ml Bidest
0,02 mI DTNB (10 mM, in obigem Na-Phosphatpuffer, frisch an-

gesetzt)

Bereits nach 2 min tritt eine Gelbfarbung auf. Die Absorption wird bei 412 nm verfolgt
und bleibt nach ca. 15 min konstant. Die Konzentration der Thiolgruppe in dem Mel3-

ansatz wird nach folgender Gleichung bestimmt:
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C=A/exD

C: Konzentration der Thiolgruppe
A: Absorption bei 412 nm
&: Extinktionskoeffizient,

13600/ M/cm

D = Verdunnungsfaktor
Der Gehalt an freien Cysteinresten wurde in anaerob und aerob isolierten apoFNR
bestimmt. Anaerobes apoFNR wurde wie beschrieben mit und ohne DTT (5 mM DTT
in den Reinigungspuffern A, B) gereinigt. Bei der aeroben Reinigung wurde kein Re-

duktionsmittel zugesetzt.

3.6 Isolierung von NifSa,

Alle Schritte zur Isolierung von NifSp, erfolgten unter aeroben Bedingungen bei 4°C.
Die Zellen aus 1,8 L Kulturvolumen wurden in 10-15 ml 25 mM Tris/HCI pH 8,4 re-
suspendiert. Die Zellen wurden mit der French Press (1,2 x 10® Pa) dreimal aufge-
schlossen. Nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltrimmer wurden bei 15 000 U/min
bei 4°C fur 20 min abzentrifugiert (Sorvall SS-34). Der Zellextrakt war deutlich gelb
gefarbt.

Zu dem Zellextrakt wurden ca. 0,2 g/ml festes Streptomycin-Sulfat nach und nach
unter standigem, leichtem Ruhren zugegeben. Das Prazipitat wurde durch Zentrifu-
gation mit 13 000 U/min vom Extrakt abgetrennt. Die Gelbfarbung des Uberstandes
wurde kréaftiger. Zu dem Uberstand wurde Ammoniumsulfat (Endkonz. 25 %) unter
standigem Ruhren hinzugegeben. Nach der Zugabe war nur in seltenen Fallen war
ein winziges Pellet zu beobachten. Nach Zentrifugation (13 000 U/min) wurde der
Extrakt mit 45 % Ammoniumsulfat fraktioniert. Die Zugabe erfolgt auch wieder nach
und nach. Bereits nach der Halfte der Menge an Ammoniumsulfat ist eine deutliche

Ausfallung zu beobachten gewesen. Es entstand eine tribe, gelbliche Suspension.
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Nach dem Abzentrifugieren (13 000 U/min) war der Extrakt nur noch zart gelb. Das
Prazipitat dagegen war kréftig gelb und enthielt das NifSa,-Protein.

Der NifSay-Extrakt wurde anschlieend gegen 0,5 M Ammonium Sulfat Losung fur
ca. 14 Stunden bei 4°C dialysiert. Ein Teil des NifSa,-Extraktes wurde am selben Tag
fur die Rekonstitution von FNR verwendet, der Rest in kleinen Aliquots bei —75°C

gelagert. Nach ca. einer Woche Lagerung verlor NifSa, stark an Aktivitat.

3.7 Rekonstitution von FNR

Fir die Rekonstitution des [4Fe4S]** Zentrums von FNR wurden von dem Glutathion-
Sepharose-Séaule Eluat die erste und zweite Fraktion verwendet. Diese beiden wur-
den vereinigt und wurden auf mehrere Mel3proben verteilt. Der Rekonstitutionsansatz
bestand aus folgenden Komponenten:

FNR-Protein (600-800 ul, 0,7-0,9 pg Protein/pl entspricht 23 uM-30 uM FNR)
2 mM Cystein

10 mol Fe**-lonen / 1 mol FNR

2-10 mM DTT

oder

2-10 mM reduziertes Glutathion

Start der Assemblierungsreaktion mit

10-20 pg NifSay-Extrakt-Protein (ca. 1 pg/ul)

Cystein: 0,5 M Stammldsung in anaerobisiertem Bidest, fur jede Praparation frisch
angesetzt

Fe?": 0,1 M (NH4).Fe(SO,4), Stammldsung in anaerobisiertem Bidest, fur jede
Praparation frisch angesetzt

DTT: 1 M DTT Stammldsung in anaerobisiertem Bidest, in kleinen Aliquots
(50 ul) bei —20°C gelagert, fur jede Praparation ein neues Aliquot verwen-
det)

Glutathion: 0,5 M Stammldsung in anaerobisiertem Bidest, fiir jede Praparation frisch

angesetzt)
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Fur die Rekonstitution von anaerobem apoFNR wurde der Reaktionsansatz im Ana-
erobenzelt angesetzt. Die FNR-Proteinlésung wurde in einer Quartz-Kuvette (Halb-
mikro, Hellma) vorgelegt. Nach Zugabe der Zusatze und NifSa, wurde die Kivette mit
einem Gummistopfen luftdicht verschlossen und aus dem Anaerobenzelt gebracht.
Die Probe ist fur die spektroskopische Messung bereit.

Fur die Rekonstitution von Og-inaktiviertem apoFNR wurde die Lésung mit dem
aerob isoliertem FNR-Protein anaerobisiert (siehe "Zucht von Escherichia coli"). Die
FNR-Proteinldsung wurde ins Anaerobenzelt gebracht. Die nachfolgenden Schritte

erfolgten wie oben beschrieben.

3.8 Absorptionsspektroskopie

Die Aufnahme einer Assemblierungskinetik dauerte bis zu zwei Stunden. Die Kivette
wurde ca. alle 20 Minuten flr ein paar Minuten wieder ins Zelt geschafft. Die Absorp-
tionsspektren wurden auf dem Specord UV-VIS S10 (Zeiss) aufgenommen. Als Refe-
renz diente ein entsprechend in einer Quartzkivette vorbereiteter Reaktionsansatz
ohne FNR-Protein. Die Spektren wurden mit dem Programm "Aspect" (Zeiss) aufge-
nommen. Fur die Aufbereitung der Daten und anschlieRende Auswertung wurde das
Programm "Origin" (Version 5.0, Microcal) herangezogen.

Alle gezeigten Absorptionsspektren sind bereits gegen die Referenzprobe korrigiert.
Fur die Assemblierungskinetik wurden in Abstdnden von 2-5 min ein Absorptions-
spektrum aufgenommen. Von jedem einzelnen Spektrum wurde der Absorptionsquo-

tient As2o : Azgo berechnet und diese gegen die Zeit aufgetragen.

3.9 Das Phosphorylierungspotential AG'pnos

AG'phos Wird mittels folgender Gleichung berechnet:

AG'phos = AG” + RT IN[ATP] / (JADP] + [P]]) AG'phos = 30,5 kd/mol
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In der Gleichung sind die Gehalte von ATP, ADP und Phosphat zu bestimmen. Die
intrazellulare [P;] wird unter allen Wachstumsbedingungen bei 10 mM (20 umol/g
Trockengewicht) konstant gehalten (Rao et al., 1993; Shulman et al., 1979; Willsky &
Malamy, 1976). Daher wurde auch mit diesem Wert gearbeitet. Die Gehalte von ATP
und ADP wurden zu verschiedenen Zeiten des Wachstumsverlaufes unter den ver-

schiedenen Wachstumsbedingungen bestimmit.

Bestimmung der ATP- und ADP-Gehalte

Vorbereitungen

Der Nachweis von ATP mit Hilfe der Bioluminescence ist eine bewéhrte Methode. Bei
der Bioluminescence wird durch die Luciferase katalysierte, ATP verbrauchende Oxi-
dation von Luciferin Licht emittiert. Die Lichterzeugung ist stéchiometrisch mit dem
ATP-Umsatz verknipft. Dieses Licht kann in einem Detektor (Luminometer) mit sehr
grol3er Empfindlichkeit gemessen werden. Damit gelingt es, ATP auch in sehr niedri-
gen Konzentrationen quantitativ nachzuweisen.

In dem verwendeten ATP Bioluminescence Assay Kit HS Il (Roche) kommt die Luci-
ferase aus Photinus pyralis (amerikanischer Leuchtkafer) zum Einsatz. Die Messung
erfolgte in einem Luminometer (Biocounter 2010, Lumac/3M).

Da die Detektion mit dem Kit hdchst sensitiv ist, kdnnen geringste ATP-
Verunreinigungen, die in Spitzen, Eppendorf-Reaktionsgefale (1,5 ml) und in dem
Bidest-Wasser natirlich vorkommen, das Ergebnis verfalschen. Daher wurden
grundsatzlich nur autoklavierte Gefal3e und Lésungen verwendet. Fir alle Lésungen,
die direkt oder indirekt mit der Messung selbst zu tun haben, wurden nur quartzde-

stilliertes Bidest verwendet (Empfehlung Assay Kit).
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Das Luminometer-Gerat arbeitet mit Plastikkiivetten (rund, 5 x 1 cm). Diese wurden
uber Nacht in 2 M HCI getaucht, danach grindlich mit Bidest gespilt. Dann wurden

die Klvetten bei 60°C getrocknet und bis zur Verwendung staubgeschutzt gelagert.

Zellaufschluf3

Die Probenvorbereitung ist dank eines schnellen Zellaufschlusses unkompliziert
(personliche Mitteilung Prof. Kramer, Koéln). Es werden 180 pl DMSO in einem Ep-
pendorf-Reaktionsgefal? bei Raumtemperatur vorgelegt (Gefrierpunkt 18-20°C). Aus
einer wachsenden Bakterienkultur (exponentielle oder stationare Wuchsphase) wur-
den 20 pl entnommen und sofort in die DMSO-L6sung gegeben. Dann wird die L6-
sung mit einer Gilson-Pipette dreimal aufgezogen und kurz angetippt. Danach wer-
den sofort 800 pl eiskalter Puffer (25 mM Hepes, pH 7,75) dazugegeben. Die Probe
ist fir die Messung bereit. Sie wurde sofort verwendet oder bei —75°C gelagert und

nach spatestens einer Woche gemessen.

Messung am Luminometer

Das ATP Assay Kit enthalt u.a. das Luciferase-Luciferin Reagenz. Luciferin ist das
Substrat der Luciferase.

1. Schritt

100 pul Luciferase-Luciferin Reagenz in der Kivette vorlegen. Da eine gewisse ATP-
Kontamination in der Kivette nicht vermieden werden kann, kann die Aktivitat bis zu
1000 Einheiten betragen. Der Wert nimmt kontinuierlich ab, da die ATP-
Kontamination durch Reaktion mit dem Luciferase-Luciferin Reagenz abnimmt. Es
wurde mit Messung fortgefahren, sobald der Wert unter 50 Einheiten sank.

2. Schritt

Dispenser am Gerat hochstellen, 100 pl von der vorbereiteten Probe (siehe Zellauf-

schlu3) auf den Boden der Kivette geben (Kuvette dabei im Mel3raum lassen), Dis-
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penser niederdriicken und Startknopf driicken. Bei allen Messungen wurde eine In-
tegrationszeit von 10 Sekunden ausgewahlt, d. h. die Einheiten wurden nach 10 sec
abgelesen. Die Zeit zwischen der Zugabe der Probe und dem Dricken des Start-
knopfes ist entscheidend. Je langer dieser Zeitraum ist, desto niedriger ist der Wert
nach der Integrationszeit von 10 Sekunden. Diese Zeitdauer konnte bei allen Mes-
sungen anndhernd konstant gehalten werden.

Die Gehalte von ATP und ADP in den Proben wurden anhand von Eichgeraden be-
stimmt. Die Eichgerade wurde in einem Bereich zwischen 10® und 10%° M ATP be-
stimmt. Der Gehalt von ADP wurde nach Umwandlung zu ATP in einer von der Pyru-
vat-Kinase katalysierten Bildung von Pyruvat aus Phosphoenolpyruvat gemessen
(Spielmann et al., 1981). Dazu wurde in einer Eichlésung, die ATP und ADP enthielt,
die ATP-Konzentration ermittelt. Eine zweite Eichlésung, die ebenfalls beide Metabo-
lite enthalt, wurde mit Phosphoenolpyruvat und Pyruvat fir 30 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Die Differenz in der ATP-Konzentration zwischen der ersten und der
zweiten Eichlésung ist die Konzentration an ADP. Auf die gleiche Weise wurden mit

den Proben verfahren.

3.10 Messung des cytoplasmatischen Volumens

Das cytoplasmatische Volumen wird fur die Berechnung der intrazellularen Konzen-
tration von TPP" bei der Bestimmung des Membranpotentials verwendet. Die Be-
stimmung des Innenvolumens der Zellen erfolgte mit Hilfe von **C-Taurin als imper-
meablem Marker zur Messung des extrazelluldren Raumes und *H,0 als permea-
blem Marker (Rottenberg, 1979). Fur die Bestimmung des cytoplasmatischen Volu-
mens wurden Zellen nach EDTA-Behandlung (siehe "Bestimmung des Membranpo-

tentials AW") verwendet.
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Um die Zellen von dem umgebenden Medium zu trennen, wird eine Silikondlzentrifu-
gation durchgeftihrt. Dazu wurden Mikrotestrohrchen (0,4 ml, Eppendorf) mit 30 ul
Perchlorsaure und anschlieRend mit 50 pl Silikondl (PN 200, Roth, 4130) gefillt.
Dartiber wird die Zellsuspension gegeben und horizontal zentrifugiert (Mikrofuge,
Beckman). Die Zellen kdnnen durch die Silikondlschicht wandern und befinden sich
nach der Zentrifugation in der Perchlorsaure (Pellet). Der Puffer liegt auf der
Olschicht, Zellen und Lésung sind getrennt.

Ansatz zur Bestimmung des Zellinnenvolumens:

ReaktionsgefaB 2,5 pl *H,0 (1,2 x 10° Bg/ml, 1:10 verdiinnt)
10 pl “C-Taurin (3,38 MBg/ml, 1:5 verdiinnt)
10 pl 10 mM Taurin

Zu dem Ansatz wurde 470 pl Zellsuspension gegeben und 2 min bei RT inkubiert.
Jeweils 4 X 100 pl wurden auf ein Silikondlrohrchen gegeben und zentrifugiert. Je 10
ul des Uberstandes wurde 1:5 verdiinnt, und davon 10 pl mit 3 ml Szintillator (Rotis-
zint ecoplus, Roth) gemessen. Um das Pellet aufzuarbeiten, wurde das Mikro-
testrohrchen auf der Hohe der Silikonolschicht durchgeschnitten und die Spitze um-
gekehrt in eine Eppendorf-Reaktionsgefald (1 ml) gegeben. Anschlielend wurde 5
min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 780 pl H,O resuspendiert. 700 pl der Suspensi-
on wurden in 3 ml Szintillator gemessen.

Die Tritium- und **C-Aktivitaten im Pellet (30 pl Perchlorsaure mit Zellen) und im
Uberstand (100 pl) wurden auf das gemeinsame Ausgangsvolumen (100 pl) bezo-
gen. AnschlieRend wurde der Innenraum (*H-Volumen) und der AuRenraum (**C-
Volumen) bestimmt.

®H-Volumen = ®H-Aktivitat im Pellet / *H-Aktivitat im Uberstand [pl/2.00pl]

1“C-Volumen = **C-Aktivitat im Pellet / **C-Aktivitat im Uberstand [pl/2.00pl]
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Die Volumina wurden anschlieRend fir die eingesetzte Zellmasse in 1 Liter [mg
Trockengewicht/L] korrigiert.

®H-Raum = *H-Volumen x 10 / Zellmasse / L [ul/mg TG]

14C-Raum = **C-Volumen x 10 / Zellmasse / L [ul/mg TG]

Fir die Berechnung des cytoplasmatischen Volumens [Vi] wird der **C-Raum vom
*H-Raum subtrahiert.

V, = ®*H-Raum - **C-Raum

3.11 Bestimmung des Membranpotentials AW

Das Membranpotential AW wurde in EDTA-behandelten Zellen durch die Verteilung
des lipophilen Kations [**C]-Tetraphenylphosphonium-Bromid (TPP*) bestimmt.

Die Behandlung der Zellen mit EDTA wurde wie folgt durchgefiihrt. Nach dem Ernten
wurden die Zellen (aus je 100 ml Kultur) mit Puffer (120 mM TrisHCI, pH 8,0) zweimal
gewaschen und in demselben Puffer mit einer ODs7g von 3 bis 4 aufgenommen.
Dann wurde EDTA (1 mM, pH7) zugegeben und die Suspension fur 15 min bei 37°C
unter gelegentlichem leichtem Schitteln inkubiert. AnschlielBend wurden die Zellen
zweimal mit Hepes-Puffer (200 mM, pH 7,5) gewaschen und in demselben Puffer mit
einer ODs7g von 4 aufgenommen. Mit den EDTA-behandelten Zellen wurden in pa-
rallelen Ansatzen das Membranpotential und das cytoplasmatische Volumen be-
stimmt.

Die Verteilung von TPP™ in den Zellen wurde unter denselben Bedingungen gemes-
sen, die auch im Wachstum vorgelegen haben. Bei den aerob gezogenen Zellen
wurden 500 pl Zellsuspension nach EDTA-Behandlung in einem kleinen Glasgefald
mit dem Wuchssubstrat und TPP* bei 37°C fiir 15 min inkubiert. Dabei tauchte eine
Kantle in die Suspension ein, durch die Luft angesaugt wurde. Dadurch wird Lufts-

auerstoff in die Suspension eingetragen. Bei den anaerob gezichteten Zellen wur-
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den die EDTA-Behandlung und die Inkubation (37°C Heizblock) mit Wuchssubstrat
und TPP™ unter anoxischen Bedingungen mit anaerobisierten Puffern in einem Ana-
erobenzelt (3 ppm Oy, 3 ppm Hy) durchgefiihrt.

500 pl der Zellsuspension wurden mit 15 pl [**C]-TPP* (260 pM, 0,71 GBg/mmol) in
einer Endkonzentration von 7,8 uM sorgféltig gemischt. Nach 15 min Inkubation (sie-
he oben) wurden 3 x 100 pl durch Silikondl zentrifugiert und jeweils 50 pl von den
Uberstanden sowie 50 pl des Reaktionsansatzes mit Szintillator versehen. Durch
Messung der Radioaktivitat in den Proben wurden die intrazellularen und extrazellu-
laren TPP*-Konzentrationen und somit das Membranpotential gemaf der Gleichung
AW =59 mV * Ig [PhsP"in] / [PhaPe]

berechnet (Rottenberg, 1979).

Beispiel:

Radioaktivitdt im Reaktionsansatz 19 000 dpm/50 pl
Radioaktivitat nach Silikonol-Zentrifugation im Uberstand 10 500 dpm/50 pl
Aufgenommene Radioaktivitat 8 500 dpm/50 pl

2,15 pl/mg TG (cytoplasmat. Volumen) x 1,124 mg TG/ml (bei ODs7g=4)

= 2,42 pl/ml

[TPP]in = 8500 dpm/50 pl x 20 = 170 000 dpm/ml : 2,42 pl/ml = 70 248 dpm/pl
[TPP*]ex = 10 500 dpm/50 pl : 50 = 210 dpm/pl

AW =59 mV x log 70 248 dpm/ul : 210 dpm/ul = 149 mV

Die gemessenen intrazellularen TPP*-Konzentrationen miissen noch um den
Anteil an TPP™ Kkorrigiert werden, der unspezifisch an die innere Membran bin-

det (Mell, 1985). Gemessen wurde hierzu in Parallelansatzen die TPP*-Bindung

an mit EDTA behandelten, durch Toluolzusatz (0,5%) permeabilisiert und de-
energetisierten Zellen. Die tatsachliche, freie [TPP*]in wurde nach folgendem,

iterativen Naherungsverfahren (Zaritzky et al., 1981) errechnet:
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[Ph4p+zelle]-[Ph4P+in]n *In [Ph4p+in]n
K [Ph4P* ]

[PhsPin]ne1 = [PhaP e +

Die Bindungskonstante K hat in Escherichia coli mit 0,5% Toluol als Entkoppler
einen Wert von 19 (Bakker, 1982). Fur n = 0 wird mit [Ph4P"n] = 20 uM gestar-
tet. Mit den gemessenen internen und externen TPP*-Konzentrationen wird die
tatsachliche TPP*-Konzentration solange angenahert, bis der Unterschied zur

vorherigen TPP*-Konzentration weniger als 1% betragt.

3.12 Messung von ApH und Berechnung des Protonenpo-

tentials Ap

Das pH-Potential (ApH) konnte in mit EDTA behandelten Zellen tUber die Ver-
teilung von [**C]Benzoesaure (5 mM, 2,04 GBg/mmol) bestimmt werden.
[*C]Benzoesaure kann als neutrales Molekiil tiber die innere Membran ins Zel-
linnere diffundieren. Aufgrund des alkalischen Zellinneren deprotoniert die
[**C]Benzoesaure dort und kann als Anion die Zelle nicht mehr verlassen. Somit
reichert sich die [**C]Benzoesaure bis zu einem pH-Ausgleich in der Zelle an.
Methodisch entsprach die ApH-Messung der Bestimmung des Membranpoten-

tials.

Das Protonenpotential Ap setzt sich zusammen aus dem Membranpotential AW
und dem pH-Gradienten ApH an der Membran.

Ap = AW + ApH
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4. Ergebnisse

4.1 Reduktive Aktivierung von FNR durch Glutathion

Der Fumarat-Nitrat-Reduktase Regulator (FNR) ist ein wichtiger Genregulator in
Escherichia coli. Treten anoxische Milieubedingungen auf, so sorgt FNR dafur, dal}
die Zelle durch Produktion entsprechender Enzyme sich auf einen anaeroben Stoff-
wechsel umstellt. Aktives FNR bindet als Dimer an die DNA und sorgt fir die Tran-
skription dieser Gene. Unter oxischen Bedingungen wird FNR inaktiv und verliert die
Fahigkeit, spezifisch an DNA zu binden. Unter diesen Bedingungen wird die Expres-
sion der Gene des anaeroben Stoffwechsel nicht aktiviert.

Aktives FNR ist ein Homodimer und besitzt pro Monomer ein [4Fe4S]2+ Zentrum. In
Anwesenheit von O, zerfallt dieses Zentrum in ein [2Fe2S]?*-Zentrum, und das FNR-
Protein geht in eine inaktive Form Uber. Eine weitere Form von FNR ist apoFNR,
welche kein FeS-Zentrum enthalt. Apo-FNR ist in der Biosynthese Vorlaufer von akti-
vem FNR.

Der Zerfall des [4Fe4S]?* Zentrums bei einer Inaktivierung durch O, ist relativ gut
untersucht (Khoroshilova et al., 1995; Green et al., 1996; Lazazzera et al., 1996;
Khoroshilova et al., 1997). Weniger Beachtung wurde hingegen der Bildung von akti-
vem FNR bei einer Neusynthese oder bei der Reaktivierung von inaktiviertem FNR
geschenkt. Das fur die Bildung des FeS-Zentrums bendtigte Sulfid wird von einer

Cystein-Desulfurase (NifS) bereitgestellt. Bei der Reaktivierung von Sauerstoff-

inaktiviertem FNR (apoFNR oder [2Fe28]2+-FNR) sind vermutlich ahnliche Reaktio-
nen beteiligt. Deshalb wird die Bildung von aktivem FNR aus apoFNR auch als re-
duktive Aktivierung bezeichnet. Es ist nicht klar, welches der vielen intrazellularen
Reduktionsmitteln in E. coli dazu verwendet wird. Erste in vivo Experimente wiesen

auf die Bedeutung von Glutathion bei der reduktiven Aktivierung von FNR hin.
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Glutathion, Glutathion-Reduktase und Glutaredoxine

Das reduzierte Tripeptid Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin) ist ein wichtiges Re-
duktionsmittel in der Zelle. Mit seiner freien SH-Gruppe stellt es einen Thiolpuffer dar,
welches die Cysteinreste von Proteinen in reduziertem Zustand halt. Die Reduktion
von Disulfidbindungen stellt flr zahlreiche wichtige Enzyme einen notwendigen
Schritt innerhalb ihrer katalytischen Zyklen dar. E. coli besitzt einen hohen Gehalt an
Glutathion (intrazellulare Konzentration ca. 5 mM), der fast ganzlich in reduziertem
Zustand vorliegt (Kosower & Kosower, 1978). GSH wird aus der Reduktion von oxi-
diertem Glutathion mit NADPH gebildet. Diese Reaktion wird von der Glutathion-Re-

duktase katalysiert (Abb. 2).

NADPH — Gilutathion-Reduktase — Glutathion — Protein
(gor) (gshA)

Glutaredoxin
(grxA grxB grxC)

Abb. 2 Komponenten des Glutaredoxin-Systems in Escherichia coli. Die entsprechenden Gene
sind in Klammern angegeben. Verandert nach Prinz et al., 1997

Neben Glutathion besitzt E. coli Oxidoreduktasen, die Proteine reduzieren. Diese
Enzyme weisen in ihrem aktiven Zentrum ein redox-aktives Disulfid auf. Darlber
kénnen sie Disulfidbindungen in zahlreichen Proteinen reduzieren. Eine Klasse die-
ser Oxidoreduktasen sind die Glutaredoxine, von denen in E. coli drei bekannt sind:
Glutaredoxin 1, 2 und 3. Die bestuntersuchte davon ist Glutaredoxin 1 mit einer Gro-
Re von 9 kDa. Die notwendigen Reduktionsaquivalente fur diese Reaktionen werden

von NADPH geliefert.
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In vivo Untersuchungen des Aktivitatszustandes von FNR

Das in vivo Testsystem

Der Funktionszustand von FNR |aR3t sich in vivo indirekt GUber die Expression von Ge-
nen, die FNR-abhangig reguliert werden, untersuchen. Die Expressionsstarke sol-
cher Gene stellt also ein Mal} fur die regulatorische Aktivitat von FNR dar. Wird die
Expression eines Genes bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen im Medium
bestimmt, so erhalt man ein Expressionsmuster dieses Genes als Funktion des Sau-
erstoffpartialdruckes. Diese Sauerstoff-abhangige Expression wird von FNR verur-
sacht und spiegelt den Funktionszustand von FNR wider. Dieses Aktivitatsmuster
von FNR 8Bt sich auBer im Wildtyp auch in Stammen mit anderem genetischen
Hintergrund betrachten. Andert sich in Abwesenheit eines Effektors, z. B. eines Re-
duktionsmittels, das Aktivitatsmuster von FNR, so kann daraus geschlossen werden,
daR dieser Effektor die Funktion von FNR beeinfluft.

Die Analyse des Oj-konzentrationsabhangigen Aktivitatsmusters von FNR wurde in
unserer Arbeitsgruppe zu einem wichtigen Mittel, um den Aktivitatszustand von FNR
in Abhangigkeit von bestimmten Faktoren zu untersuchen (Becker et al., 1996; Arras
et al., 1998).

Die Experimente wurden in einem Oxystaten durchgefuhrt (Becker et al., 1996; Arras
et al., 1998). Der Sauerstoffpartialdruck im Medium (pO) konnte Uber einen Bereich
von 0,3 bis 212 mbar (Luftsattigung) genau eingestellt und konstant gehalten wer-
den. Damit liel} sich das Wachstum von E. coli bei konstantem pO, unter aerobem
und anaerobem Wachstum durchfihren und die Expression in Abhangigkeit des
Sauerstoffpartialdruckes verfolgen..

Um die Expression der FNR-abhangig regulierten Gene zu studieren, wurden lacZ-

Reportergenfusionen mit den entsprechenden Genen konstruiert. Fur die Experi-
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mente wurde das Gen nirB ausgewahlt, das fur die cytoplasmatische NADH-Nitrit-
Reduktase kodiert. Das nirB-Gen wird nur unter anaeroben Bedingungen und in An-
wesenheit von FNR exprimiert (Griffith und Cole, 1987; Tyson et al., 1994). Die Zel-
len, die das nirB'-'lacZ Fusionsgen enthielten, wurden bei verschiedenen pO,-Werten
gezlchtet und die Expression von nirB in der exponentiellen Phase (ODszs = 0,5)
bestimmt. Dies galt fir anaerobe, mikroaerobe und aerobe Wachstumsbedingungen.
Um die Frage des Effekts von Reduktionsmitteln auf die Funktion von FNR zu unter-
suchen, wurde die nirB'-'lacZ Expression in Abwesenheit von Glutathion, Glutathion-
Reduktase oder Glutatredoxin 1 gemessen. Dazu wurden in den Stammen die ent-
sprechenden Gene gshA, gor und grxA durch Insertion einer Resistenzkassette aus-
geschaltet. gshA kodiert fur die y-glutamyl-cystein Synthetase, deshalb sind gshA-
Mutanten in der Glutathionbiosynthese defekt und enthalten kein Glutathion (Becker
et al., 1996; vgl. Tab. 1). In der gor-Mutante ist die Glutathion-Reduktase inaktiviert,

in der grxA-Mutante die Glutaredoxin 1.

Einflu3 von Glutathion auf die reduktive Aktivierung von FNR in vivo

Abbildung 3 zeigt die Expression von nirB'-lacZ im Wildtyp und in der gshA-Mutante
in Abhangigkeit vom pO,—Partialdruck im Medium. Die Expression von nirB im Wild-
typ ist unter anaeroben Bedingungen mit knapp 150 Miller Units am hochsten. Mit
zunehmendem pO, nimmt die Expression ab und erreicht bei voller Luftsattigung
(212 mbar) den niedrigsten Wert. Die Abnahme folgt einer hyperbolischen Funktion.
Um die Expressionsmuster untereinander vergleichen zu kdnnen, wird ein pOg 5 defi-
niert. Der pOg s —Wert gibt den Sauerstoffpartialdruck an, bei dem eine halbmaximale
Expression bzw. Repression der Genfusion erreicht ist. Im Wildtyp liegt der pOg s-

Wert der nirB-lacZ Expression bei 35 mbar O..
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Abb. 3 Expression von nirB'-'lacZ im Wildtyp (-B-) und in der Glutathion-Mutante (gshA, -@-)
als Funktion von pO, im Medium. Die R-Galactosidase Aktivitaten wurden wahrend der exponenti-
ellen Phase bestimmt (ODs7g = 0,5).

In der gshA-Mutante ist die Antwort der nirB'-'lacZ Expression auf die Anderung des
pO. prinzipiell ahnlich wie im Wildtyp. Die Repression von nirB'-'lacZ beginnt aber
schon bei niedrigeren pO,. Die hyperbolische Kurve ist deutlich nach links verscho-
ben. Liegt der pOgs-Wert im Wildtyp bei 35 mbar, so sinkt er in der Glutathion-
Mutante um rund ein viertel auf 8,8 mbar ab (Tab. 1).

Die Abwesenheit von Glutathion macht sich also dadurch bemerkbar, daf® FNR be-
reits bei niedrigerem pOx-Wert als im Wildtyp vermehrt in inaktiver Form vorliegt.
Diese Beobachtung deutet also daraufhin, daf3 bei Fehlen von Glutathion im Gegen-
satz zum Wildtyp bereits geringere Sauerstoffkonzentrationen ausreichen, um FNR
zu inaktivieren. Die Anderung des pOgs-Wertes fiir ein FNR-abhangig reguliertes
Gen ist also ein sensitive Methode, um den Einflul® von Faktoren, die die regulatori-

sche Aktivitat von FNR beeinflussen, zu messen (Becker et al., 1996).
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Auch die Glutathion-Reduktase (gor) und Glutaredoxin 1 (grxA) wurden auf ihren
Einflu® auf den pOgs-Wert hin untersucht. Der zellulare Glutathion-Gehalt in den
Mutanten ist ahnlich hoch (gor-Mutante 2,2 mM) oder etwas hoher als im Wildtyp. In
der gor-Mutante (Glutathion-Reduktase) wurde eine lacZ-Reportergenfusion mit ei-
nem kunstlichen Promotor, der eine FNR Konsensussequenz tragt, gemessen. Das
Prinzip der Messung ist aber das gleiche wie fir die nirB-lacZ Fusion. In beiden
Mutanten sind die pOgs-Werte ahnlich hoch wie im Wildtyp. Weder die Glutathion-
Reduktase noch Glutaredoxin 1 haben also einen EinfluR auf den funktionellen Zu-

stand von FNR.

Tab. 1 Einfluf von Glutathion und Glutaredoxin 1 auf den pO,-
Wert der nirB'-'lacZ Expression und auf die Glutathion-
Gehalte. gshA kodiert fir Glutathion-Reduktase, grxA kodiert fir
Glutaredoxin 1.

n.b. (nicht bestimmt)

Genotyp Glutathion nirB'-'lacZ
(mM, zellular) pO,
Wildtyp 2,4 35,2
gshA <0,03 8,8
grxA 3,2 34,7
grxA gshA n. b. 9,0

In dem Syntheseweg von reduziertem Glutathion ist die Glutathion-Reduktase an-
scheinend nicht das einzige Enzym, welches Glutathion reduziert. Es existieren al-
ternative Synthesewege, daher ist das Verhaltnis von oxidiertem zu reduziertem
Glutathion in der gor-Mutatante nicht wesentlich niedriger als im wildtyp (Tuggle &

Fuchs, 1985). Daher zeigt auch die grxA gshA Doppelmutante keinen erhdhten Ef-
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fekt auf den pOgs-Wert verglichen mit dem Wildtyp. Der fehlende Effekt von
Glutatredoxin 1 auf den pO, —Wert 1a3t vermuten, dal} Glutathion ohne Beteiligung
von Glutaredoxin 1 das FNR-Protein direkt reduziert. Eine Rolle von Glutaredoxin 2
und 3 kann aber nicht ausgeschlossen werden. Nur Glutathion, nicht aber Glutare-
doxin 1 und Glutathion-Reduktase, hat also einen Einflul auf den funktionellen Zu-
stand von FNR in vivo.

Das in vivo Experiment hat also zeigen kdnnen, dal} von den untersuchten Kompo-
nenten des Glutaredoxin-Systems einzig Glutathion den Funktionszustand von FNR
beeinflult. Reduziertes Glutathion (GSH) sorgt also dafur, dal} standig die aktive
Form von FNR aus der inaktiven zuruckgebildet wird. Ohne GSH wird diese Ruckbil-
dung unterbunden und FNR liegt schon bei geringerer Oz-Konzentration vermehrt in
inaktiver Form vor.

Um die Ergebnisse der in vivo Experimente zu bestatigen, wurde an isoliertem FNR
die Bildung des [4Fe4S]** Zentrums aus der apoFNR Form in Anwesenheit von

Glutathion in vitro beobachtet.

Isolierung von FNR

Das GST'-'FNR Fusionsprotein

Das FNR-Protein sollte als Fusionsprotein durch Affinitatschromatographie isoliert
werden. (Holighaus, 1998). Dazu wurde fnr in einen durch IPTG induzierbaren Ex-
pressionsvektor (pGex-4T-1, Pharmacia) in Form eines Fusionsproteins kloniert, das
eine leichte und schnelle Isolierung von FNR ermdglichen sollte. Als Proteinanhang
bot sich die Glutathion-S-Transferase (GST) an. Dieses Enzym aus Schistosoma

japonicum kann an Glutathion-Sepharose spezifisch isoliert werden.
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4+— GST-'FNR
60 kDa

Abb. 4 Nachweis des Uberexprimierten GST'-'FNR Fusionsproteins
durch SDS-Gelelektrophorese. Bahn 1: Standardproteine (von oben: BSA,
Ovalbumin, Carboanhydrase), 2: Zellextrakt (CAG627pMW®68) vor Induktion,
3: nach Induktion

Nach IPTG-Induktion wiesen die Zellen eine deutliche Uberexpressionsbande auf,
die vor Induktion nicht vorhanden ist (Abb. 4). Das Molekulargewicht des Fusions-
proteins entspricht der Summe der GréfRe von FNR (30 kDa) und GST (30 kDa). Das
Fusionsprotein reagierte im Immunoblot mit polyklonalen Antikdrpern, die gegen FNR

gerichtet sind (Abb. 5).

68 kDa —p s
<4—GST-'FNR

60 kDa

By
30 kDa —p =" |

—

Abb. 5 Western-Blot zum Nachweis des Uberexprimierten GST'-'FNR
Fusionsproteins. Der Proteinnachweis erfolgte mit Peroxidase, die an
polyklonalen Antikérpern gekoppelt war, welche gegen FNR gerichtet sind.
Die Lage der Standards (oben BSA, unten Carboanhydrase) im Proteingel
wurde nachtraglich markiert.
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Die Uberexpression wurde im Stamm CAG627 vorgenommen, da diesem eine peri-
plasmatische Proteaseaktivitat fehlt, die die ersten neun Aminosauren von FNR beim
Aufbrechen der Zellen abspaltet (Trageser et al., 1990).

Um zu uberprifen, ob FNR als Fusionsprotein funktionsfahig und sauerstoffsensibel
ist, wurde die Induktion von nirB'-'lacZ Genfusion untersucht (Holighaus, 1998). Die
Expression von nirB'-'lacZ hangt vollstandig von anaeroben Bedingungen und von
der Anwesenheit von FNR ab (Griffith und Cole, 1987; Tyson et al., 1994). Dazu
wurde die Expression von nirB'-'lacZ in einem Stamm mit deletiertem fnr-Gen nach
aerober und anaerober Zucht gemessen. In diesem Stamm fehlte die Expression der
nirB-lacZ Fusion nach aerober und anaerober Zucht fast vollstandig. Nach Komple-
mentation mit dem gst-fnr Expressionsplasmid wurde nirB-lacZ unter anaeroben Be-
dingungen wieder mit ahnlichen Aktivitaten exprimiert wie im Wildtyp. Diese Messun-
gen zeigen, dal die GST-FNR Fusion unter anaeroben Bedingungen (wie FNR) als

Genaktivator aktiv ist.

Isolierung von FNR

Das FNR-Protein wurde als Fusionsprotein mit der Glutathion-S-Transferase (GST)
isoliert. In der Fusion ist das induzierbare Gen fur das C-terminal verkirzte GST-
Protein Uber eine Thrombin-Erkennungsequenz mit FNR fusioniert. Nach Isolierung
laRt sich der GST-Anhang durch proteolytische Spaltung mit Thrombin von FNR ab-
spalten. Das so erhaltene FNR-Protein enthalt damit zwei zusatzliche Aminosaurere-
ste (Glyc-Ser) am N-terminalen Ende.

Nach der Spaltung wurde ein Protein mit einem Mokulargewicht von M, 30 000 von
der GSH-Sepharose-saule eluiert (Abb. 6). Das Molekulargewicht entspricht dem von
FNR (Green et al., 1996b; Trageser et al., 1990). Das Protein reagierte im Immunblot

spezifisch mit Anti-FNR-Serum (Abb. 7). Aus 1,2 Liter Kultur 1aRt sich auf diese Wei-
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se 1,0 - 1,5 mg FNR isolieren. Die Reinheit betrug nach Abschatzung des SDS-Gels

mehr als 95%.

68 kDa—p
45 kDa—p»

30 kDa—»

Abb. 6 Nachweis der Isolierung von FNR an der Glutathion-
Sepharose-Saule durch SDS-Gelelektrophorese. Standardproteine
(von oben: BSA, Ovalbumin,Carboanhydrase), erste FNR-Protein ent-
haltende Fraktion nach der Spaltung mit Thrombin.

<-ca. 30 kDa
30 kDa— «

Abb. 7  Nachweis von isoliertem FNR an der Glutathion-
Sepharose-Saule durch Immunblot mit AntiFNR-Serum. Lage der
Standardproteine (oben: BSA, unten: Carboanhydrase) wurde nach-
traglich markiert, erste FNR-Protein enthaltende Fraktion nach der
Spaltung mit Thrombin.
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Anreicherung von NifS,,

Uberexpression von NifSay

Das FNR-Protein verliert, auch bei vorsichtiger Reinigung im Anerobenzelt, weitge-
hend sein [4Fe4S]?* Zentrum, das fir seine Funktion notwendig ist (Beinert und Ki-
ley, 1996; Green et al., 1996). Aus diesem Grund wurde ein Enzym in Escherichia
coli Uberexprimiert, das in der Lage ist, solche FeS-Zentren in Proteinen aufzubauen.
Ein solches Enzym ist die Cystein-Desulfurase NifS aus Azotobacter vinelandii. Das
Enzym katalysiert die Bildung von L-Alanin und elementarem Schwefel aus Cystein.
Sulfid wird zusammen mit den Fe®*-lonen in das FeS-Zentrum eingebaut. Es ist noch
unklar, ob NifSa, lediglich den Schwefel mobilisiert oder auch in die Assemblierung
des FeS-Zentrums involviert ist. NifS ist in Azotobacter vinelandii dafur zustandig,
Schwefel fur die Bildung von Metalloclustern in Enzymen zu mobilisieren (Zheng et
al., 1993). Es wurde bereits erfolgreich zur Rekonstitution von isoliertem FNR und
anderen Proteinen eingesetzt (Khoroshilova et al., 1995; Hidalgo und Demple, 1996).
In E. coli gibt es 3 offene Leseraster, die dem NifSa, homolog sind (Flint, 1996). Fur
die Versuche wurde dennoch NifSa, verwendet, da dieses Enzym gut charakterisiert

und stabil ist.

68kDa —»

—
45 kDa “—Nifs,,

30kDa —»

Abb. 8 Nachweis der Uberexpression von NifS,, durch SDS-
Gelelektrophorese. Bahn 1: Standardproteine (von oben: BSA,
Ovalbumin, Carboanhydrase) , Bahn 2: Zellextrakt [BL21(DE3)
pNifS], vor Induktion, 3: nach Induktion.
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NifSa, wird heterolog in E. coli tiberexprimiert. Der Uberexpressionsstamm wurde von
Dean zur Verfugung gestellt (Zheng et al., 1993). Nach Induktion durch IPTG wiesen
die Zellen eine deutliche Uberexpressionsbande auf, die vor der Induktion nicht vor-

handen ist (Abb. 8). Die Bande besitzt die erwartete Grof3e von 44 kDa.

Anreicherung von NifSay,

Nach Uberproduktion von NifS,, sind die Zellen E. coli wegen des Cofaktors Pyri-
doxal-Phosphat von NifS,, gelb gefarbt. Das NifSa,-Protein konnte durch eine
Streptomycin- und Ammoniumsulfatfallung angereichert werden.

Das SDS-Gel in Abb. 9 zeigt die Aufkonzentrierung von NifSa,. Aus der Farbung laf3t
sich abschatzen, da® NifSa, mindestens 50% des Proteins in der angereicherten
Fraktion ausmacht. die fur die Rekonstitution von isolietem FNR verwendet wird.

Aus 1,8 Liter Kultur lassen sich so ca. 24 mg NifSa, gewinnen.

1 2 3 4 5

4— NIfSAV
44 kDa

Abb. 9 Anreicherung von NifS,, durch Fallung mit Streptomycinsul-
fat und Ammoniumsulfat. Bahn 1: Zellextrakt [BL21(DE3) pNifS], nach
Induktion, 2: Uberstand nach Fallung mit Streptomycinsulfat, 3: Stan-
dardproteine [von oben: BSA (68 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Carboanhy-
drase (30 kDa)], 4: Uberstand nach Fallung mit 25% Ammoniumsulfat, 5:
in Puffer resuspendiertes Prazipitat nach Fallung mit 45% Ammonium-
sulfat. In allen Bahnen wurden je ca. 10 ug Protein aufgetragen.
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Die Anwesenheit von NifSa, in der angereicherten Fraktion Ia3t sich in einem einfa-
chen Aktivitatstest zeigen. In Anwesenheit von Cystein, Fe**-lonen und DTT fallt

nach wenigen Minuten schwarzes Eisensulfid aus.

Untersuchungen an isoliertem FNR in vitro

Anaerobes und aerobes apoFNR

Anaerobes und aerobes FNR wurden aus aerob gezlichteten Zellen isoliert. Die Rei-
nigungsschritte fir das anaerobe FNR wurden in einem anaeroben Stickstoffzelt mit
anaerobisierten Puffern durchgeflhrt. Fur die Isolierung von aerobem FNR erfolgten
diese Reinigungsschritte unter aeroben Bedingungen.

Aus anderen Untersuchungen ist bekannt, dal} aerob und anaerob gereinigtes FNR
sehr geringe Konzentrationen an Fe?* und saurelabilem Sulfid aufweisen: 0,02 mol
Fe*/mol FNR, <0,02 saurelabilem S* (Green et al., 1991); 0,07 mol Fe?*/mol FNR,
0,08 mol saurelabilem S*/mol FNR (Green et al., 1996). Dies spricht dafiir, daR bei
der anaeroben und aeroben Reinigung von FNR die FeS-Zentren verloren gehen.
Das [4Fe4S]?* Zentrum ist sehr sauerstofflabil und wird auch bei anaerober Reini-
gung zerstort.

Das aerob isolierte FNR stellt also Os-inaktiviertes FNR dar, das auch sein
[2Fe28]2+-Zentrum verloren hat (aerobes apoFNR). Anaerobes und aerobes apoFNR

wurden fir die Rekonstitutionsversuche verwendet.

Spektrale Eigenschaften des [4Fe4S]**-Zentrums

Das isolierte FNR wird zusammen mit NifSa,, Cystein, Fe**-lonen und DTT inkubiert.
Das aus Cystein durch NifSa, mobilisierte Sulfid wird dann zusammen mit den Fe?*-
lonen in das FeS-Zentrum eingebaut. Dank spektraler Eigenschaften des [4Fe4S]2+

Zentrums kann ein FNR-Protein mit einem [4Fe4S]** Zentrum ohne grolRen Aufwand
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nachgewiesen werden. Ein Protein mit einem [4Fe4S]**-Zentrum zeigt in einem UV /
VIS Spektrum eine Schulter bei 315 nm und ein Maximum bei 410 — 420 nm inerhalb
einer breiten Schulter bei 380 — 450 nm (Palmer, 1973; Galla, 1988). Die Absorptio-
nen bei diesen Wellenlangen fuhrt zu einer gelb-braunen Farbung der FNR-
Proteinldsung (Khoroshilova et al., 1995; Green et al., 1996).

Als Index fur den Gehalt an FeS-Zentren in FNR wird der Quotient A4y : Azso heran-
gezogen. Einer Abschatzung zufolge sollte fir FNR mit einem [4Fe4S]** Zentrum pro
Monomer der Quotient ca. 0,6 betragen (Green et al., 1996). Niedrigere Werte kon-
nen daher ruhren, dal® an isoliertem FNR haufig Nukleinsauren (5 Nukleotide pro
Monomer) gebunden sind und diese zu einer hoheren Absorption bei 260 nm und
damit auch bei 280 nm fihren (Green et al., 1996). In dieser Publikation wurde ein
Wert von 0,36 gefunden. Fur das sauerstoffunempfindliche FNR*, das ebenfalls mit
NifSay rekonstituiert wurde, wurde ein Quotient A4z : Azgo Von 0,16 gefunden. Ahnli-
che Quotienten wurden auch bei anderen Proteinen mit 4Fe4S-Zentren gefunden
(Palmer, 1973). Die Geschwindigkeit der Bildung bzw. des Abbaus des FeS-Zentrum
laRt sich also hervorragend durch die Zu- bzw. Abnahme des Quotienten Ao : Azso
verfolgen.

Die Rekonstitution von isoliertem FNR mit NifS aus Azotobacter vinelandii und an-
schlielfende spektroskopische Untersuchungen wurden in ahnlicher Form bereits
durchgefuhrt (Khoroshilova et al., 1995; Green et al., 1996). Es konnte gezeigt wer-
den, dal} auf diese Weise rekonstituiertes FNR-Protein dimerisiert und an die DNA
bindet. Es weist ein [4Fe4S]**-Zentrum pro Monomer auf. Die Existenz des
[4Fe4S]**-Zentrums konnte durch Méssbauer-Spektroskopie nachgewiesen werden.
Es kann also davon ausgegangen werden, daf} in der vorliegenden Arbeit mit dem-
selben verwendeten System FNR auch erfolgreich rekonstituiert und aktives FNR

erhalten werden kann.
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Die Isolierung und Rekonstitution von FNR wurden in einem Anaerobenzelt durch-
gefuhrt, welches anoxische Arbeitsbedingungen sicherstellt. Die FNR-Losung wird
zusammen mit den Zusatzen in einer Quartzkuvette gefullt und diese wird gasdicht
mit einem Gummistopfen verschlossen. Fur die spektroskopischen Messungen wird
die Klvette aus dem Zelt genommen und nach der Messung wieder ins Zelt ge-

bracht.

Assemblierung des [4Fe4S]?* Zentrums in anaerobem apoFNR und oxidative
Disassemblierung

Das FNR-Protein wurde nach anaerober Isolierung zusammen mit NifSpy, DTT, Fe?'-
lonen und Cystein in einer anaeroben Kuvette inkubiert. Die Messungen wurden an
einem UV/VIS Spektralphotometer durchgeftihrt.

Das UV/VIS Spektrum zeigte nach etwa 20 Minuten eine Schulter bei 325 nm und

eine breite Schulter mit einem Maximum bei 419 nm (Abb. 10A). Diese spezifischen

Absorptionen sind auf die Bildung von [4Fe4S])**-FNR zuriickzufiihren. Die Rekon-
stitution ist abhangig von der Zugabe von Fe?*-lonen, Cystein, Reduktionsmittel
(DTT) und NifSa,. Bei Fehlen einzelner Komponenten fand keine Rekonstitution statt.
Die FNR-L6sung ist wie beschrieben gelb-braun gefarbt (Khoroshilova et al., 1995;
Green et al., 1996).

Der Einbau des [4Fe4S]?*-Zentrums konnte {iber die Bestimmung des Absorptions-
verhaltnisses A4 : A2go verfolgt werden. Die Rekonstitution zeigt nach einer Verzo-
gerungsphase, die von den Reaktionsbedingungen (wie z.B. Aktivitat und einge-
setzte Menge an NifSa,) abhangig ist, einen stetigen Anstieg und erreicht einen
Hochstwert von 0,36 (Abb. 10B). Der Quotient As1g : Ao von 0,36 entspricht Werten,
die bereits fur auf diese Weise rekonstituiertes FNR gefunden wurden (Green et al.,

1996). Nach Zugabe von O; fallt der Quotient As19 : Azgo Wieder auf die Ausgangs-
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werte zuruck, die fur apoFNR charakteristisch sind. Diese Abnahme spricht fur ein

O,-abhangiger Verlust bzw. Disassemblierung des [4Fe4S]**-Zentrums.
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Abb. 10 (A) UV/Vis Spektrum vor und nach Assemblierung des [4Fe4S]2+-Zentrums.
ApoFNR (blau) und apoFNR nach Assemblierung (rot) mit NIFS,,, Fe(ll), Cystein und DTT.
Spektrum zeigt die Rekonstitution von anaerobem apoFNR (23uM bzw. 0,69 mg/ml) nach
20 min.

(B) Kinetik der Assemblierung des [4Fe4S]**-Zentrums und Inaktivierung

durch 0,. Die Zunahme und Abnahme von rekonstituiertem FNR wurde an-

hand der Absorptionszunahme bei 419 nm verfolgt und ist als Verhaltnis
As19nm/Acgonm Wiedergegeben.

Messung des Quotienten As1g : Azg ist also unter diesen experimentellen Bedingun-
gen geeignet, die Kinetik der Bildung und des Abbaus des [4Fe4S)** Zentrums von
FNR zu verfolgen. Das anaerob isolierte FNR laf3t sich mit dem gereinigten NifSay

rekonstituieren.

Glutathion als Reduktionsmittel fir die Assemblierung des [4Fe4S]** Zentrums
in anaerobem apoFNR

In vitro wird allgemein DTT als bevorzugtes Reduktionsmittel fur die Bildung des
[4Fe4S]2+-Zentrums in FNR und anderen Proteinen verwendet. Die Zunahme der

Absorption bei 419 nm bzw. die Assemblierung des [4Fe4S] Zentrums ist abhangig
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von der Anwesenheit von DTT. Die Geschwindigkeit der Rekonstitution steigt mit der
Konzentration von DTT an (Abb. 11A). Die schnellste Kinetik wurde mit 10 mM DTT

erreicht, bei hoheren Konzentrationen aggregierte FNR schnell.
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Abb. 11 Effekt von DTT (A) und Glutathion oder Cystein (B) auf die Bildung von

[4Fe4S]-FNR. Anaerobes apoFNR (23 pM oder 0,69 mg/l) wurde unter anaeroben
Bedingungen mit Fe(ll), Cystein, NifS,, und verschiedenen Konzentrationen an DTT,
GSH oder Cystein als Reduktionsmittel inkubiert. Die Rekonstitution mit DTT und GSH
wurden in parallelen Ansatzen durchgefihrt.

In dem Rekonstitutionsansatz konnte DTT durch Glutathion, aber nicht durch Cy-
stein, ersetzt werden (Abb. 11B, Tab. 2). Die Rekonstitutionsbedingungen waren fur
alle Reduktionsmitteln gleich, da die Messungen in parallelen Ansatzen durchgefuhrt
wurden. Mit Glutathion zeigte FNR dasselbe Absorptionsspektrum (Abb.12). Die Ver-
zbgerungsphase, nach dem der Quotient As19 : Azgo zu steigen beginnnt, ist mit
Glutathion langer als mit DTT. Zusatzlich ist die Geschwindigkeit der Rekonstitution
etwa um einen Faktor 2 geringer als mit DTT (Tabelle 2). Hohere Konzentrationen an
GSH flhrten dazu, dall FNR schnell prazipitierte. Das maximal gemessene
As1onm/Azsonm Verhaltnis war bei 0,8 und damit dhnlich den Werten, die mit DTT er-
halten wurde. Die Experimente zeigen also, da} die Assemblierung des [4Fe4S]
Zentrums in FNR mit physiologischen Konzentrationen an GSH madglich ist und

schnell ablauft.
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Abb. 12 UV/Vis Spektrum vor und nach Assemblierung des [4Fe4S]-
Zentrums mit Glutathion. ApoFNR (blau) (20 uM) und apoFNR nach Assem-
blierung (rot) mit NIFS,,, Fe(ll), Cystein und GSH. Spektrum zeigt Zustand 20
min nach Start der Rekonstitution.

Assemblierung des [4Fe4S]** Zentrums in Op-inaktiviertem apoFNR

Nach Inkubation in dem Rekonstitutionsansatz zeigte O.-inaktiviertes apoFNR eine
Zunahme der Absorption bei den Wellenlangen 419 nm und 325 nm und das UV/VIS
Spektrum war nahezu identisch mit dem Spektrum, welches flr die Rekonstitution
des apoFNR erhalten wurde (Abb.13A).

Die Assemblierung hangt wie in anaerobem apoFNR, von Fe(ll), Cystein, NifSa, und
Glutathion oder DTT ab. Die Kinetik der Rekonstitution ahnelt der flr anaerobes
apoFNR bezuglich Verzogerungsphase und Rekonstitutionsrate. Diese ist in Oo-
inaktiviertem FNR sogar etwas hoher als in anaeroben apoFNR (Abb. 13B, Tab. 2).

Oq-inaktiviertem apoFNR laft sich also mit gleicher Effizienz wie anaerobes apoFNR

in [4Fe4S]-FNR uberfihren.
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Abb. 13 (A) Rekonstitution von O,-inaktiviertem FNR und (B) Kinetik
der Assemblierung des [4Fe4dS] Zentrums in O,-inaktiviertem apoFNR
und in anaerobem apoFNR. Oj-inaktiviertes FNR (23 uM) und anaerobes
apoFNR (23 yM) FNR wurden mit 0,23 mM Fe(ll), 2mM Cystein, 5 mM DTT
und NifS,, inkubiert.

Tab. 2 Vergleich der Rekonstitutionsrate fiir anaerobes apoFNR und aerobes apoFNR mit DTT,
Glutathion und Cystein. ApoFNR wurde unter anaeroben Bedingungen isoliert, luftoxidiertes
apoFNR unter aeroben Bedingungen. n.b. = nicht bestimmt

Reduktionsmittel Rekonstitutionsgeschwindigkeit von [4Fe4S]-FNR

oder AAs1onm Mg NifS min™ aus

anaerobes apoFNR aerobes apoFNR
Dithiothreitol (5 mM) 0.05 0.07
Glutathion (5 mM) 0.02 n.b.

Cystein (5 mM) <0.005 <0.005
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Anzahl der reduzierten Cysteinresten in anaerobem und aerobem apoFNR
Der Gehalt an freien Cysteinresten (Thiolgruppen) in anaeroben und aeroben

apoFNR wurde mittels eines colorimetrischen Testes (Ellman, 1959) bestimmt.

Tab. 3 Anzahl an reduzierten Cysteinresten (Thiolgruppen)
in aerob und anaerob isoliertem apoFNR. Freie Thiolgruppen
bilden mit DTNB einen farbigen Komplex, der bei 412 nm nach-
weisbar ist (Ellman, 1959). Aerobes FNR-Protein wurde unter
aeroben Bedingungen ohne Zusatz von Reduktionsmittel isoliert.
Anerobes FNR-Protein wurde im Stickstoffzelt mit und ohne Zu-
satz von Reduktionsmittel gereinigt (sieche Material und Metho-

den).

FNR [SH] / FNR

(mol/mol)

Aerob isoliertes FNR-Protein 3,5
Anaerob isoliertes FNR-Protein 2,9
Anaerob isoliertes FNR-Protein ~6,0
mit 5 mM DTT im Isolierungs-
puffer

Wird FNR in Anwesenheit von DTT isoliert, so liegen alle in FNR vorhandenen 5 Cy-
steinreste als freie Thiolgruppen vor (Tab. 3). Das aerob isolierte FNR-Protein besitzt
3,5 Cysteinreste in der reduzierten Form. Es liegen also 70% der 5 Cysteinreste als
Thiolgruppen vor. Das anaerob isolierte FNR-Protein lieferte hingegen einen ahnli-
chen Anteil an reduzierten Cysteinresten. Wieso in dieser Probe der Anteil an redu-

zierten Cysterinresten nicht héher lag, ist unklar.
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4.2 Energetische Parameter von Escherichia coli in der
aeroben und anaeroben Atmung und in der
Fermentation

Fakultativ anaerobe Bakterien wie Escherichia coli konnen sowohl unter aero-
ben als auch anaeroben Bedingungen wachsen. Dabei hangt die Energetik und
die ATP-Aubeute wesentlich von dem verfigbaren terminalen Elektronenak-
zeptor ab. In Anwesenheit von O; ist die Freie Energie bei der Oxidation von
Glukose (AG'y = -2870 kJ/mol Glukose) um ein Vielfaches hoher als die bei der
Glukose-Fermentation (AG'y = -218 kJ/mol Glukose). Aus diesem Grunde ge-
hen bisherige Annahmen davon aus, dal® die energetischen Bedingungen im
aeroben und anaeroben Stoffwechsel sich stark unterscheiden.

Der energetische Status einer Zelle wird durch folgende Parameter wiederge-
geben: das Phosphorylierungspotential AG'phos, das Membranpotential AW und
das Protonenpotential Ap. Diese energetischen Parameter in der aeroben Re-
spiration und in der Fermentation sind Gegenstand bereits vieler Forschungsar-
beiten, jedoch hat sich bisher noch kein zusammenhangendes Bild der energe-
tischen Verhaltnisse ergeben. Zudem wurde die anaerobe Respiration nicht hin-
reichend berucksichtigt.

In vielen Veroffentlichungen wird immer wieder diskutiert, ob diese moglicher-
weise veranderten energetischen Parameter (Membranpotential, Protonen-
potential) als regulatorisches Signal dienen, das Aerobiose oder Anaerobiose
anzeigt (Bogachev et al., 1993 und 1995).

Voraussetzung dafur, dald die energetischen Parameter als Signal fur Aerobio-
se und Anaerobiose fungieren kénnen, ist eine wesentliche Anderung dieser
Parameter unter den beiden Bedingungen. Daher wurden in der vorliegenden

Arbeit die energetischen Parameter von Zellen untersucht, die durch aerobe
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und anaerobe Atmung oder Fermentation gewachsen waren. Die relevanten
Parameter sind das Phosphorylierungspotential AG',nos , das Membranpotential

AW und das Protonenpotential Ap.

Das Phosphorylierungspotential AG'phos

Das Phosphorylierungspotential AG'yn0s ist ein Mal3stab flr den energetischen
Status einer Bakterienzelle. AG'phos Wird nach folgender Gleichung berechnet:
[1] AG'phos = AG'o + RT INn[ATP] / ([ADP] X [Pi]) AGy' = 30,5 kd/mol

Fir die intrazellulare Phosphatkonzentration [P;] wurde ein Wert von 20 mM (20
pumol/g TG) verwendet. [Pj] ist unter allen Wachstumsbedingungen und bei va-
riablen externen P; Konzentrationen konstant, da die Aufnahme reguliert wird
(Kashket, 1982; Rao et al., 1993; Shulman et al., 1979; Willsky and Malamy,
1976).

Die zellularen Gehalte an ATP und ADP wurden unter aeroben und anaeroben
Bedingungen gemessen. Gemal} Gleichung [1] wurden daraus die Phosphory-

lierungspotentiale unter den verschiedenen Wachstumsbedingungen berechnet.

Gehalte von ATP und ADP wahrend des aeroben Wachstums

Die ATP und ADP Gehalte wurden in wachsenden Kulturen mit dem Luciferase-
Test bestimmt. Die Gehalte und ihre Anderungen wurden in den verschiedenen
Wachstumsphasen verfolgt. Als Substrat wurde den Zellen Glycerin angeboten,
da es nicht fermentierbar ist und nur respiratorisch umgesetzt werden kann.

Der ATP-Gehalt ist in der exponentiellen Wuchsphase hoch (= 11 ymol/g TG),
und fallt in der stationaren Phase schnell auf einen niedrigen Wert (< 2,5

umol/gTG) ab (Abb. 14A). Dagegen ist die Konzentration an ADP in der expo-
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nentiellen Phase um einen Faktor von 10 niedriger als die an ATP, zeigt in der

stationaren Phase aber nur eine minimale Abnahme.
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Abb. 14 ATP und ADP Gehalte von AN387 unter aeroben Wachstumsbedingungen mit
Glycerin (A, 20 mM und B, 5 mM). Verwendet wurde M9 Medium mit (A) und ohne (B) Zusatz
von Aminosauren. In der Abb. B ist ab dem mit dem Pfeil angedeuteten Zeitpunkt das Subtrat
Glycerin aufgebraucht. Glycerin im Medium wurde durch HPLC-Analyse nachgewiesen (Tran et
al., 1997).

Wird das Wachstum durch Limitierung von Glycerin gestoppt (Abb. 14B), fallt
der zellulare ATP Gehalt abrupt ab und ist in der stationaren Wuchsphase nied-
riger als der beim allmahlichen Ubergang zum stationdren Wachstum (Abb.
14A). Dieser geordnete Ubergang in die stationdre Wuchsphase (Abb. 14A) ist
nicht durch Glycerinmangel induziert (Glycerinverbrauch < 20 mM).

Das hohe ATP / ADP Verhaltnis und die Abnahme des ATP Gehaltes von der
exponentiellen zur stationaren Wachstumsphase hin zeigt, dal} die tatsachli-
chen in vivo Gehalte an ATP und ADP bestimmt wurden. Die rasche Abnahme
(Abb 14A) weist daraufhin, dal® der ATP-Pool einem hohem Umsatz unterwor-
fen ist. Wegen diesem hohen Umsatz ist vor allen Dingen die Probennahme
wichtig. Der Zellaufschluss und das Stoppen des Stoffwechsels mussen schnell
erfolgen. Zu niedrig bestimmte ATP / ADP Quotienten in der exponentiellen
Wuchsphase sind in der Regel ein Hinweis darauf, dal} die Probennahme nicht

schnell genug erfolgt ist.
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Gehalte von ATP und ADP in der anaeroben Respiration und in der
Fermentation

In ahnlichen Experimenten wie fur die aerobe Atmung wurden die ATP- und
ADP-Gehalte in wachsenden Zellen von E. coli bestimmt, die fermentativ oder
durch anaerobe Atmung wuchsen. FiUr die Fermentation wurde Glukose als
Substrat verwendet, wahrend die Bakterien in der anaeroben Respiration Gly-

cerin als C- und H-Quelle und Nitrat oder Fumarat als Akzeptor nutzten.
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Abb. 15 ATP und ADP Gehalte wachsender Zellen wahrend der Fermen-
tation von Glukose. Die Zellen (AN387) wurden in supplementiertem M9-
Medium und 20 mM Glukose geziichtet.

In der Fermentation (Abb. 15) und in der anaeroben Respiration (Abb. 16) wer-
den ahnliche Verhaltnisse wie in der aeroben Atmung beobachtet. Der ATP
Gehalt ist im exponentiellen Wachstum hoch, nimmt beim Ubergang von der
exponentiellen zur stationaren Phase stark ab. Eine geringere Abnahme ist bei
dem ADP Gehalt zu beobachten. In der Nitratrespiration ist der maximal ge-
messene ATP Gehalt ahnlich hoch wie in der aeroben Atmung. In der Fumara-
trespiration und der Fermentation sind die ATP Gehalte dagegen deutlich nied-

riger.
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Abb. 16 ATP und ADP Gehalte wachsender Zellen (AN387) in der ana-
eroben Respiration mit Nitrat (A) oder Fumarat (B). Die Zucht erfolgte in
supplementiertem M9-Medium mit Glycerin (40 mM) und Nitrat (50 mM) oder
Fumarat (50 mM).

Vergleich der AG'phos Werte in der exponentiellen und in der stationaren Wachs-
tumsphase fur die verschiedenen Elektronenakzeptoren

Zur Berechnung der Phosphorylierungspotentiale AG'phos von E. coli bei
Wachstum durch aerobe und anaerobe Respiration oder durch Fermentation
wurden die ATP und ADP Gehalte aus der exponentiellen Phase ermittelt (Tab.

4). In der aeroben Atmung sind die ATP Gehalte am hochsten, nehmen in der
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Nitratrespiration geringfligig und in der Fumarat- und TMAO-Respiration, und in
der Fermentation deutlich ab. Eine ahnliche Abnahme ist auch beim ADP Ge-

halt zu beobachten.

Tab. 4 Effekt von Elektronenakzeptoren auf die ATP und ADP Gehalte sowie auf das
Phosphorylierungspotential AG'pnos Wwahrend des exponentiellen Wachstums. AG'gnes WUr-
de berechnet aus AG'phos = 30,5 kd/mol + RT In[ATP] / ([ADP] * [Pi]). Die ATP und ADP Gehalte
sind Mittelwerte von Werten aus der exponentiellen Phase. Der Berechnung lag fiir [P;] ein Wert
von 20 umol/g TG zugrunde.

Substrate ATP ADP ATP/ADP A G'phos
(kJ / mol)
(umol /g TG)
Glyc + Oy 13.4 1.3 10.3 47.7
Glyc + NO'3 11.2 2.0 5.6 46.2
Glyc+ TMAO 6.4 0.72 8.9 47.3
Glyc + Fum 5.1 0.5 10.2 47.6
Gluc + No 5.5 0.7 7.6 46.9

Mit Ausnahme der Nitratatmung nimmt der ADP-Gehalt von der aeroben in die
anaerobe Atmung und Fermentation um denselben Anteil ab wie der ATP-
Gehalt. Daher sind die ATP/ADP Quotienten fur die verschiedenen Elektronen-
akzeptoren relativ ahnlich und variieren maximal um den Faktor von 1,8. Dieser
geringe Unterschied hat aufgrund der logarithmischen Funktion in der Glei-
chung zur Berechnung von AG'ynos keinen Einflull auf AG'phes selbst. Entspre-

chend weisen die Phosphorylierungspotentiale fur die aerobe und anaerobe
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Atmung sowie flr die Fermentation nur geringe Unterschiede auf und liegen alle

in dem Bereich zwischen 46,2 — 47,7 kdJ/mol.

In der stationaren Phase fallen die ATP Gehalte gegenuber dem exponentiellen

Wachstum drastisch ab (Tab. 5). In der Nitratatmung ist nur noch 1% des ur-

sprunglichen ATP Gehaltes vorhanden. Da die ADP-Gehalte bei den verschie-

denen Elektronenakzeptoren unterschiedlich abnehmen, variieren dadurch die

ATP/ADP Verhaltnisse und damit auch die AG',ns—Werte starker als in der ex-

ponentiellen Phase.

Der Ubergang von der exponentiellen Wachstumsphase zur stationdren Phase

hat also eine grofdere Auswirkung auf den ATP Gehalt und auf das ATP/ADP

Verhaltnis als das Umschalten vom aeroben zum anaeroben Stoffwechsel.

Tab. 5 Effekt von terminalen Elektronenakzeptoren auf die ATP und ADP
Gehalte sowie auf das Phosphorylierungspotential AG'y,,s wahrend der
stationdren Wachstumsphase. Nahere Erlauterungen siehe Tabelle 4

Substrate ATP ADP ATP/ADP A G'phos
(umol /g TG) (kJ / mol)
Glyc + 02 24 0.40 6.0 46.3
Glyc + NO3" 0.1 0.22 0.45 39.9
Glyc+ TMAO 0.7 0.30 2.3 44.0
Glyc + Fum 2.1 0.37 5.7 46.2
Gluc + N2 3.1 0.41 7.6 46.9
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Das Membranpotential AW und das Protonenpotential Ap

Das Membranpotential AW und das Protonenpotential Ap sind weitere wichtige
Parameter fUr den Energiestatus von E. coli. AW wird aus der Verteilung des li-
pophilen Tetraphenylphosphonium-Kations ([14C]Ph4P+) in den Bakterienzellen
(Ph4P*,e1e) und dem sie umgebenden Medium (PhsP’e,) bestimmt. Die Anrei-
cherung des Kations in der Zelle hangt nach Gleichung [2] vom Membranpoten-
tial AW ab, und AW wird nach dieser Gleichung berechnet. Die Konzentrationen
von PhsP* in der Zelle ([PhsP"in]) und im Medium [PhsP’e,] wird bestimmt,
nachdem der Elektronentransport und die Verteilung von Ph,P* Giber der Mem-
branpotential in Gleichgewicht sind.

[2] AW =59 mV * Ig [PhsP*1] / [Ph4P ey

Aus der Menge an PhsP” in der Zelle (PhsP*,e1e) und dem cytoplasmatischen
Volumen |aBt sich die intrazelluldre Konzentration an PhsP* ([PhsP™n]) bestim-
men.

Das cytoplasmatische Volumen der Zellen wird Uber die Verteilung des nicht
membrangangigen "C-Taurin und des membrangangigen *H,O in der Lésung
und in der Zelle bestimmt (Rottenberg, 1979). Dadurch lassen sich der extra-
zellulare Raum (™C-Taurin) und der [°H,]JO-Raum (extrazelluldrer und intrazel-
lularer Raum) berechnen. Das cytoplasmatische Volumen der Zelle erhalt man
durch die Subtraktion beider Rdume:

[3] Vi =°H-Raum - "*C-Raum

Die intrazellulare Konzentration an PhsP™ gibt allerdings nicht die gesuchte spe-
zifische Konzentration an PhsP* in der Zelle wieder. Fir E. coli und andere
Bakterien ist bekannt, daR ein betrachtlicher Anteil von PhsP*,e1e unspezifisch

an Zellkomponenten wie Membranen bindet (Mell et al., 1986; Wloczyk et al.,



Ergebnisse - Energetik 54

1989). Demnach setzt sich die Menge an PhsP" in der Zelle (PhsP”,e10) aus
PhsP* im Cytoplasma (PhsP";,) und aus PhsP* zusammen, welches unspezi-
fisch an Zellkomponenten bindet. Es existieren einige Methoden, die eine Ab-
schatzung der spezifischen, intrazelluldren Konzentration an PhsP* ([PhsP™in])
aus [Ph4Pe1e] erlauben. Mit [PhsP*in] und [PhsP7e,] 1&Bt sich dann nach Glei-
chung [2] das Membranpotential AW berechnen.

Das Elektrochemische Protonenpotential Ap setzt sich zusammen aus:

[4] Ap = AW + ApH

ApH wird dhnlich wie fiir AW aus der Verteilung von [**C]Benzoat zwischen dem
Cytoplama und dem die Zelle umgebenden Medium bestimmt.

[5] ApH = log [Benzoati,] / [Benzoatey]

Korrekturmethode bei der Messung von AW

Die Bestimmung an freiem intrazellularen Ph,P* erfolgte nach der Korrektur-
methode nach Zaritzky (Zaritzky et al., 1981). Das Verfahren geht davon aus,
daR die Menge an unspezifisch gebundenen Ph4P* eine Funktion der internen
und der externen Konzentration an Ph,P* und einer Bindungskonstante ist. Die
Menge an unspezifisch gebundenen Ph,P" steigt also mit [Ph4P*,e1e] an. Nach
Zaritzky wird [PhsP"in] aus [PhsPeie], [PhaP’ex] und einer fir E. coli spezifi-
schen Bindungskonstante (K = 19 ml/g TG) nach folgendem iterativen Nahe-
rungsverfahren ermittelt:

[Ph4|:'+zelle]'[l:)h4p+in]n *In [Ph4p+in]n
K [Ph4P " e ]

[5] [PhaP in]net = [PhaP’ey] +

Fir n = 0 wird mit [PhsP*;,] = 20 uM gestartet.
Nach der Korrekturmethode von Zaritzky macht [PhsP"i,] nur noch einen Anteil

von 18 — 22 % von [Ph4P",eie] aus (Tab. 6). 80 % der aufgenommenen Menge
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an Ph4P* hat unspezifisch an Zellkomponenten gebunden. In einem Kontrollex-
periment wurde Toluol als Entkoppler zu den mit EDTA behandelten Zellen ge-
geben. Nach Bestimmung von [PhsP";,] nach der Korrekturmethode von Zaritz-
ky war [Ph4P"i,] gleich groR wie [PhsP”e,]. Dies bestatigt also die Richtigkeit der

Korrekturmethode nach Zaritzky.
Tab. 6 Gemessene Konzentrationen an Tetraphenylphosphonium-Kationen ([14C]Ph4P+)

in der Zelle [Ph4P*zee] und tatséchlich freie, intrazellulare Konzentration
[Ph4P*in] nach der Korrekturmethode von Zaritzky

Substrat [Ph4P+Ze||e] [Ph4P+in]
UM

Glycerin + O, 4209 945

Glycerin + Nitrat 2809 601

Glycerin + DMSO 2661 545

Glycerin + Fumarat 3183 677

Glukose 1547 279

AW und Ap bei Wachstum mit verschiedenen Elektronenakzeptoren und in der
Fermentation

AW wurde in mit EDTA behandelten Zellen, die vorher mit den entsprechenden
Substraten inkubiert wurden, gemessen (Tab. 7). Die AW Werte wurden alle aus
freien, intrazelluldren [Ph4P*]-Gehalten berechnet, die nach der Methode von
Zaritzky erhalten wurden. AW ist in der aeroben Atmung mit Glycerin am hoch-
sten (-140 mV) und nimmt in der Glukose- Fermentation auf —105 mV ab. In der
anaeroben Atmung nimmt AW dagegen nur leicht gegenlber der aeroben At-
mung ab (10 mV bis 15 mV). Das cytoplasmatische Volumen V; variiert unter
allen Bedingungen um einen Faktor von 2.

Unter allen Bedingungen ist ApH hochstens 20 mV grol3, dies entspricht einem

ApH-Wert von 0,3. Das daraus errechnete Protonenpotential Ap ergibt fur die
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aerobe Atmung mit =160 mV einen fur Bakterien typischen Wert. In der anaero-
ben Atmung nimmt Ap mit 20 mV nur leicht ab. Mit =117 mV weist nur die Fer-

mentation einen deutlich niedrigeren Wert auf.

Tab. 7 Das Membranpotential AW und das Protonenpotential Ap in der aeroben und ana-
eroben Atmung und in der Fermentation. Das intrazelluldre Volumen V,;, das Membranpoten-
tial AW und ApH wurden jeweils in drei oder mehr unabhangigen Experimenten gemessen. AW
wurde aus der tatséchlichen Verteilung von ([*C]JPhsP*) in der Zelle und im Medium bestimmt
(siehe auch Tab. 6). ApH wurde aus der Verteilung von [*C]Benzoat bestimmt. Bestimmung
von V; siehe Text. Ap = AW + ApH

Substrat Vi AW ApH Ap
pl/mg TG mV

Glycerin + Oz 0,7 -140 -20 -160

Glycerin + Nitrat 1,0 -130 -14 -144

Glycerin + DMSO 1,1 -125 -12 -137

Glycerin + Fumarat 0,9 -130 -15 -145

Glukose 1,4 -105 -12 -117

Festzuhalten ist also, dafl® das Membranpotential AW und das Protonenpotential
Ap in der anaeroben Atmung nur geringfugig gegenuber der aeroben Atmung
abnimmt. Diese Abnahme ist fur die anaeroben Atmungen mit Nitrat, DMSO
und Fumarat vergleichbar. Lediglich die Fermentation zeigt ein deutlich niedri-

geres Membranpotential und Protonenpotential.
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5 Diskussion

5.1 Glutathion als Reduktionsmittel fiir die Bildung von [4Fe4S]**FNR

Assemblierung und Einbau des [4Fe4S]**-Zentrums in FNR bendtigt Reduktionsmit-
tel fir zwei verschiedene Reaktionen. Zum einen kann mit Hilfe eines Reduktions-
mittel Sulfid aus Cystein oder Persulfid gebildet werden. Zum anderen kdnnen damit
die Cystein-Liganden fiir das [4Fe4S]**-Zentrum in FNR reduziert werden. Erst damit
wird ein Einbau des FeS-Zentrums moglich. Diese Reduktion der Cysteinreste ist
wichtig, da sowohl in anaeroben sowie aeroben apoFNR maximal 70% der Cystein-

reste in reduziertem Zustand vorliegen. Mit dem =zellularen Reduktionsmittel

Glutathion konnte im in vitro Rekonstitutionsversuch [4Fe4S]**-FNR effizient gebildet
werden. Dies zeigt, dal} mit reduziertem Glutathion Sulfid gebildet und die Cysteinre-
ste in FNR reduziert werden kénnen. Diese Beteiligung von Glutathion an beiden
Reaktionen kénnte ein Grund fur die biphasische Reaktionskinetik sein, die bei der
Rekonstitution mit Glutathion beobachtet werden konnte. Eine schnellere Assemblie-

rungskinetik konnte mit Dithiothreitol (DTT) erreicht werden. Mit Cystein hingegen

blieb die Bildung von [4Fe4S]**-FNR aus. Diese Unterschiede kdnnte aus den unter-
schiedlichen Redoxpotentialen von DTT (E° = -332 mV), Glutathion (E° = -240 mV)
und Cystein (E® = -210 mV) erklart werden (Clark, 1960; Cleland, 1964; Aslund et al.,
1997). Cystein ware auch in der Lage, die Cysteinreste in FNR zu reduzieren. Die
Reduktion von Schwefel aus einem Persulfid in der NifS-katalysierten Bildung von
Sulfid (E® S,/HS™ = -260 mV) ist in hohen Raten hingegen nur mit DTT und reduzier-
tem Glutathion moglich.

Die Bedeutung von Glutathion unter in vivo Bedingungen fur die Bildung von aktivem

[4Fe4S]2+-FNR und seine Erhaltung des funktionellen Zustandes kann unter mikroa-

eroben Verhaltnissen beobachtet werden. Dann ist in der gshA-Mutante die Um-
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schaltung von aeroben apoFNR zum anaeroben, aktiven [4Fe4S]2+-FNR in hohem
Male gestort. Es ist nicht Uberraschend, dal® unter anaeroben Bedingungen bei
Fehlen von Glutathion kein EinfluR auf den funktionellen Zustand von FNR beob-
achtet werden konnte. Wie spater noch zu erlautern wird, scheint der Funktionszu-
stand von FNR von einer O,-induzierten, schnellen Inaktivierung und einer konstan-
ten Aktivierung durch zellulare Reduktionsmittel kontrolliert zu werden. Die Aktivie-
rung lauft vermutlich langsamer als die Inaktivierung ab. Aus der Assemblierungs-
und O.-induzierten Abbaukinetik des [4Fe4S]**-Zentrums (Abb. 10B) kann abge-
schatzt werden, dal} die Rekonstitution mit DTT dreimal langsamer als der Abbau
selbst ablauft. Mit Glutathion ist die Geschwindigkeit sogar um den Faktor 7 geringer.
Ohne Glutathion wird die Geschwindigkeit der Assemblierung noch weiter herabge-
senkt, und fuhrt, wie hier gezeigt, zu einer Verschiebung des pOg 5 zu niedrigeren O,-
Partialdricken. Eine Assemblierung findet weiterhin statt, wenn auch viel langsamer.
Diese Aktivitat ist auf andere zellulare Reduktionsmittel oder Enzyme zurtckzuflh-

ren, die Glutathion ersetzen kénnen. Diese geringeren Aktivitaten reichen aus, um

aktives [4Fe4S]*"-FNR unter mikroaeroben bzw. anaeroben Bedingungen neu zu
bilden, wenn die Inaktivierung sehr niedrig bzw. nicht mehr da ist.

Glutathion nimmt also eine besondere Bedeutung fur die Funktion von FNR ein. Es
konnte gezeigt werden, dal® im in vitro Experiment mit Glutathion als Reduktionsmit-
tel die Assemblierung des [4Fe4S]**-Zentrums in FNR schnell ablaufen kann, und
dald die gshA-Mutante zu einer Verschlechterung des den funktionellen Zustand von

FNR kennzeichnenden pOg s-Wertes fuhrt.

Reaktivierung von O-inaktiviertem FNR (aerobes apoFNR)
Frihere Experimente unter in vivo (Engel et al., 1991) und in vitro (Green et al.,

1996; Khoroshilova et al., 1997) Bedingungen haben gezeigt, dal® anaerobes FNR
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aus Og-inaktiviertem FNR regeneriert werden kann. In der vorliegenden Untersu-

chung konnte die Bildung von [4Fe4S]2+-FNR aus dem aeroben apoFNR beobachtet
werden. ApoFNR ohne ein FeS-Zentrum wird in E. coli auch unter aeroben Bedin-
gungen gebildet. Die Rekonstitution des aeroben apoFNR und des anaeroben
apoFNR laufen annahernd gleich schnell ab. Beide Reaktionen scheinen also auch

unter in vivo Bedingungen wichtig zu sein. Die Bedeutung von aeroben apoFNR ge-

geniiber [2Fe2S]**-FNR ist jedoch unklar.
Mit den dargestellten Ergebnissen lassen sich die Aktivierung und Inaktivierung von

allen bekannten FNR-Formen als zyklischen Prozel darstellen (Abb. 17). Zusatzlich
zu den in der Abbildung gezeigten Reaktionen kann [4Fe4S]?*-FNR auch direkt aus
[2Fe2S]**-FNR wieder gebildet werden (Green et al., 1996; Khoroshilova et al.,

1997). Die Bedeutung der verschiedenen Synthesewege fiir [4Fe4S]?*-FNR ist un-

klar.

02
2Fe* +28*
>
aktiv
NifS O,
GSH
Fe, Cys 2F+ 2§
apoFNR
inaktiv

Abb. 17 Schema fur die reversible Umwandlung von apoFNR, aktivem [4Fe4S]2+-FNR
und [2Fe2S]***FNR. ApoFNR wurde als Produkt bei der Disassemblierung des
[2Fe28]2+-FNR erhalten. Die an den Reaktionen beteiligten Faktoren (O,, Fe?*, Cystein,

Glutathion, NifS) sind angegeben. Das beim Abbau des [4Fe4S]2+-FNR freigesetzte Fe?*
kdnnte in irgendeiner Weise noch an FNR gebunden bleiben (Jordan et al., 1997).
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Kontrolle Gber den funktionellen Status von FNR

Aus der Abb. 17 geht hervor, dal® der funktionelle Status von FNR durch das Ver-

haltnis von aktivem FNR ([4Fe4S]**-FNR) zum inaktiven FNR ([2Fe2S]**-FNR) und

apoFNR) wiedergegeben wird. Dieses Verhaltnis wird durch die Bildung von

[4Fe4S]**-FNR und dessen Abbau bestimmt. Der Abbau hangt von der Anwesenheit

von O, ab und lauft auch in Anwesenheit von Reduktionsmitteln wie Glutathion und

DTT schnell ab. Die Bildung von [4Fe4S]**-FNR hingegen verlauft langsam und
gleichmalig ab, da die Konzentrationen oder Aktivitaten der beteiligten Faktoren
(NifS, Cystein, FNR, reduziertes Glutathion [Tuggle & Fuchs, 1985] und Fe?* [Nie-
haus et al., 1991]) unter aeroben und anaeroben Bedingungen annahernd unveran-
dert bleiben. Die Anderung der Konzentration von FNR in der aeroben und anaero-
ben Atmung ist minimal (Unden & Duchene, 1987), da FNR seine Expression selbst
reguliert (Spiro & Guest, 1987). Unter den genannten Faktoren hat daher O, und der
resultierende Abbau des [4Fe4S]**-Zentrums den meisten regulatorischen Einflul}

auf den funktionellen Zustand von FNR.

5.2 Anderungen der energetischen Parameter im aeroben und anaeroben

Stoffwechsel
Ausgangspunkt der Untersuchungen war die Fragestellung, ob das Phosphorylie-
rungspotential oder Protonenpotential in E. coli ein Signal fur das Umschalten vom
aeroben zum anaeroben Stoffwechsel darstellt. Diese Frage war bereits Gegenstand
mehrerer Untersuchungen, aber die Untersuchungen waren nur unvollstandig. Des-
halb wurden die energetischen Parameter hier vergleichend fur die aerobe und ana-

erobe Respiration und fermentativen Stoffwechsel bestimmt.
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ATP-Gehalte und das Phosphorylierungspotential AG'pnos

GroRe Anderungen zeigte der Gehalt an ATP. Er sank verglichen mit dem aeroben
Wachstum in der anaeroben Dimethylsulfoxid-Respiration um einen Faktor von 4,5
und in der Fumarat-Respiration um 2,6 (Tab. 4).

Die Anderung in den ATP-Gehalten beeinflussen jedoch nicht das Phosphorylie-
rungspotential. Das AG'ynos, das durch das Verhaltnis des ATP-Gehaltes zum ADP-
Gehalt bestimmt wird, bleibt im aeroben, anaeroben und fermentativen Wachstum
konstant, da der ADP-Gehalt unter den genannten Bedingungen um denselben An-
teil abnahm wie der ATP-Gehalt. Das Phosphorylierungspotential kann in E. coli also

nicht als Signal fur aerobes oder anaerobes Wachstum genutzt werden.

Das Membranpotential AW und Protonenpotential Ap

Die hier bestimmten Werte fur AW (-140 mV) und Ap (-160 mV) in der aeroben Respi-
ration sind vergleichbar mit Werten aus fruheren Messungen (Kashket et al., 1981;
1982). In der anaeroben Atmung mit Nitrat, Fumarat oder Dimethysulfoxid sinkt Ap
lediglich um 20 mV. Der hier gemessene Unterschied zwischen aerobem und ana-
erobem Wachstum ist also minimal, wahrend in frGheren Untersuchungen in der Fu-
maratatmung eine Abnahme auf —100 mV beobachtet worden war (Hellingwerf et al.,
1981). Da hier alle Werte unter vergleichbaren Bedingungen bestimmt worden sind,
und fehlerhafte MelRbedingungen eher zu niedrigeren Werten fuhren, scheinen die
hohen Werte zuverlassig gemessen worden zu sein. Die Situation in E. coli ist also
vergleichbar mit der in Wolinella succinogenes. Dort betragt Ap bei Wachstum mit
elektropositiven (Nitrat oder Fumarat) oder elektronegativen (Schwefel) Elektronen-
akzeptoren gleichbleibend —170 mV (Wloczyk et al., 1989; Mell et al., 1986).

In E. coli wird die Messung von AW durch die Anwesenheit von Effluxcarrier fur Te-

traphenylphosphonium-Kationen (TPP*) erschwert, die unter ganz bestimmten Be-
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dingungen induziert werden (Lewis, 1994; Yerushalmi et al., 1995). Da AW Uber die
Verteilung von TPP* bestimmt wird, kénnen solche Carrier das Ergebnis verfalschen.
In der vorliegenden Untersuchung wurden solche Bedingungen vermieden, die die
Carrier induzieren konnten. Dazu zahlen stationares Wachstum oder die Anwesen-
heit von Fettsauren oder Detergentien im Medium.

Die Betrage von AG'pnos Und Ap , die fur die Bakterien gemessen werden, erlauben
Vorhersagen, wieviele Protonen minimal (mmin) zur ATP-Synthese durch die ATP-
Synthase benétigt werden (H*/ATP). Diese minimale Stéchiometrie kann aus folgen-
der Gleichung abgeleitet werden:

AG'phos £ Mmin X FX Ap Mmin (H/ATP)

F (Faradaysche Konstante, 9,648456 x 10* C x mol™)

Tab. 8 Beziehung zwischen den energetischen Parametern (Ap, AG'phes) und der mi-
nimalen Stéchiometrie fiir die ATP Synthese durch die ATP Synthase (Mpin). Mpyin WUr-
de berechnet aus AG',nos £ Mmin X Fx Ap. Die Werte fiir Ap und AG'phos Stammen aus den Ta-
bellen 4 und 7. F (Faradaysche Konstante).

Wachstumssubstrat Ap [mV] AG'pnos [kd/mol]  Mmin (H/ATP)
Glycerin + O3 -160 47,7 3,1
Glycerin + Nitrat -144 46,2 3,3
Glycerin + Me,SO -137 47,2 3,6
Glycerin + Fumarat -145 47,6 3,4

Me,SO: Dimethylsulfoxid

Mit den Ap und AG'phos Werten der aeroben und anaeroben Respiration kann be-
rechnet werden, dall mindestens 3,1 - 3,6 H'/ATP benétigt werden (Tab. 8). Dieser
Wert steht in Einklang mit dem vorgeschlagenen Wert von 3-4 (H'/ATP) (Kashket,

1982, 1983). Mit dem in friiheren Untersuchungen bestimmten Wert von —100 mV fur
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Ap ergibt sich fir my;, ein Wert von 5. Da solch hohe H*/ATP-Quotienten sehr un-
wahrscheinlich sind, ist ein Wert von Ap = -100 mV in der anaeroben Atmung auch
wegen dieser Uberlegungen sehr unwahrscheinlich. In der Fermentation ist der nied-
rige Wert von —117 mV fur Ap dagegen denkbar, da die ATP Synthese unter diesen

Bedingungen durch Substratkettenphosphorylierung erfolgt.

AG'phos und Ap: kein Signal fur die aerobe und anaerobe Respiration

Die Anderungen der Werte fiir das Phosphorylierungspotential und Protonenpotential
im aeroben und aneroben Elektronentransport von E. coli sind zu niedrig, um als
Kenngrolie fur das Umschalten vom aeroben zum anaeroben Wachstum oder als

Signal flr aerobe und oder anaerobe Verhaltnisse dienen zu kénnen.
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