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Referat

Bakterien sind in der Lage, Schadstoffe anthropogenen Ursprungs abzubauen. Dabei ist die
Geschwindigkeit der Detoxifizierung héufig gering, weil die Bakterien selbst der toxischen
Wirkung der Xenobiotika ausgesetzt sind. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, sowohl die
Mechanismen der Toxizitit von Xenobiotika als auch die Mechanismen, die zur Ausbildung
einer Resistenz fithren, zu erkennen.

Da Bakterien auf die Einwirkung verschiedener Umwelteinfliisse mit der Synthese
sogenannter ,,StreBproteine” antworten, wurde mit Hilfe der Methode der zweidimensionalen
Elektrophorese untersucht, ob Schadstoffabbauer anf Xenobitika ebenfalls mit der Synthese
von Proteinen antworten. Als Modellorganismus wurde Acinerobacter calcoaceticus 69-V
ausgewdhlt, der Modellsubstanzen wie priméren Alkoholen und Phenol und Catechol
ausgesetzt wurde. Dabei waren sie sowohl Wachstumssubstrat als auch Stressor wihrend des
Wachstums auf Acetat. Ihre Einwirkung fiihrte zur Induktion von Proteinen, die durch
Mustervergleich oder Nachweis einzelner Proteine folgenden Antworten zugeordnet wurden:
der Hitzeschockantwort, der Antwort auf oxidativen StreB, der Stationiren-Phase und den
abbauenden Enzymen. In Abhzngigkeit von der chemischen Struktur der Modellsubstanzen
unterschied sich das Potential zur Induktion der einzelnen Antworten. Lipophile Substanzen
wie primdre Alkohole und Phenol verursachten verstirkt die Induktion der Hitzeschock-
proteine, die denaturierte Proteine wiederherstellen oder proteolytisch abbauen. In diesem
Zusammenhang wurde die cytoplasmatische Membran als ein Target erkannt. Die Anderung
ihrer Fluiditat konnte ein weiteres Signal zur Induktion der Hitzeschockantwort sein. Reaktive
Substanzen wie Catechol, die eine Bildung von Sauerstoffradikalen in der Zelle hervorrufen,
induzieren verstérkt Proteine der Antwort auf oxidativen StreB, die diese Radikale entgiften.
Wihrend die Stationére-Phase-Antwort kaum einen Beitrag zur Resistenz gegeniiber den
Modellsubstanzen leistet, konnte die verstirkte Induktion der Catechol-1,2-dioxygenase
wihrend des Wachstums auf hohen Phenolkonzentrationen die Geschwindigkeit seiner
Oxidation beschleunigen.

Die Ergebnisse bieten erste Lésungansitze wie die Stabilitdt schadstoffabbauender Bakterien
erhoht werden konnte. Gleichzeitig ermdglichen sie mit Hilfe immunologischer Methoden die

Nutzung einzelner Proteine als Biomarker fiir ChemostreB.
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1 Einleitung

Mikroorganismen attackieren ein groBes Spektrum an anorganischen und organischen
Substanzen. Chemoorganoheterotrophe Organismen oxidieren biogene Organika unter
Konservierung biologisch verwertbarer Energie und nutzen diese zur Erhaltung zelleigener
Substanz. Xenobiotika, organische Problemstoffe anthropogenen Ursprungs werden ebenfalls
durch Mikroorganismen angegriffen. Dabei werden die Xenobiotika je nach enzymatischer
Ausstattung durch Cometabolismus/Cooxidation transformiert oder mineralisiert. Diese
Prozesse konnen zur Entgiftung der Xenobiotika fiihren, wobei es unter Umstinden auch zur
Akkumulation von toxischeren Zwischen- oder Endprodukten kommen kann. Die Assimilation
des organischen Kohlenstoffs von Xenobiotika kann zum Wachstum und zur Vermehrung der
Destruenten fiihren. Haufig ist die Geschwindigkeit des Abbaus von Xenobiotika verglichen mit
der biogener Organika sehr gering. Eine Ursache ist neben der geringen Menge an aktiver
Biomasse (Katalysator) die geringe Bioverfligbarkeit, das heift die langsame Abgabe der
Substanzen von einer Matrix (z. B. Boden) oder die geringe Loslichkeit der Xenobiotika in
Wasser. Zum anderen inhibieren Xenobiotika Zellprozesse, so auch die Schritte ihrer Oxidation
und Assimilation selbst. Beide Tatsachen gemeinsam erkldren, warum auBerhalb dieses kleinen
Konzentrationsbereiches, zwischen Subtratmangel und SubstratiiberschuBhemmung, nur eine
langsame Entgiftung von Xenobiotika beobachtet wird. Man nimmt an, daB Mikroorganismen
fiir solche Bedingungen ebenso wie zur Antwort auf weitere abiotische und biotische
Umwelteinfliisse Mechanismen besitzen, die ihnen eine Adaptation ermdglichen. Die Kenntnis
der Targets von Xenobiotika und die Charakterisierung von Mechanismen, die zur
Resistenzerhchung beitragen, bieten Losungsansétze zur Erweiterung der Leistungsgrenzen von
Schadstoffabbbauemn, was die Optimierung von biologischen Sanierungsprozessen unterstiitzt.
Von besonderem Interesse ist, wie bisher bekannte Mechanismen der Adaptation von
Mikroorganismen an die Anderung von Milieubedingungen zur Resistenz beitragen und ob
zusdtzliche fiir Xenobiotika spezifische Mechanismen der Antwort gegeniiber Xenobiotika

existieren.

1.1 Wirkung und Targets von Xenobiotika

Xenobiotika sind Substanzen, deren chemische Strukturen sich von denen biogener Organika
unterscheiden. Diese fremden Strukturen konnen die Imhibierung von Lebensprozessen
verursachen. Die halbmaximale Hemmung der Wachstumsrate von Organismen durch
Xenobiotika (Bryant und Schultz, 1994) gemessen als EC50 Wert, dient als ein MaB fiir ihre
Toxizitat. Um die Wirkung von Xenobiotika zu beschreiben, wurden ausgehend von solchen
experimentellen Ergebnissen quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen entwickelt, die
zeigen, daB die Hydrophobizitit und die Reaktivitdt die Toxizitét einer Substanz maBgeblich
beeinflussen.



Mit zunehmender Hydrophobizitét einer Substanz, die durch den physikochemischen Parameter
108 P, oot ywaseer ( Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser) beschrieben werden kann, nimmt ihre

Toxizitdt zu (Bryant und Schultz, 1994). Viele Verbindungen gehen wegen ihrer lipophilen
Eigenschaften Wechselwirkungen mit Biomolekiilen und biologischen Strukturen ein, deren
Funktion dadurch beeintrachtigt wird. Die Wirkung von lipophilen, membranaktiven
Substanzen fiihrt zur Aufhebung der Barrierefunktion von Lipidmembranen sowohl fiir
intrazelluldre Metabolite als auch fiir Substanzen in der Umgebung und wird zum Beispiel
gezielt genutzt, um Zellen fiir die Messung intrazelluldrer Enzyme zu permeabilisieren (De
Smet et al., 1978).

Die Reaktivitdt ist ein MaB fiir die Fahigkeit einer Verbindung, Biomolekiile kovalent zu
modifizieren. Die hervorgerufenen Verinderungen sind meistens irreversibel. Die Reaktivitét
eines Xenobiotikums nimmt oft mit seiner Polaritét zu (Bryant und Schultz, 1994).

Viele Zellkompartimente sind von der Wirkung der Xenobiotika betroffen. Die Ermittlung von
Parametern wie der Wachstumshemmung erlaubt keine Differenzierung der Wirkung von
Xenobiotika hinsichtlich der Targets. Der Leuchtbakterientest (Hermens et al. 1985), der die
Loschung der Biolumineszens von Photobacterium phosphoreum als MaB fiir Toxizitdt miBt,
und Dehydrogenasetests (Strotmann et al., 1993) sind besser geeignet, die Wirkung von
Xenobiotika auf eine einzelne Zellkomponente, den Elektronentransport, zu quantifizieren. Die
parallele Analyse mehrerer Parameter wie zum Beispiel der Atmung und der ATP-Synthese
(Loffhagen et al., 1997) ermdglicht die Identifizierung und Quantifizierung der entkoppelnden
Wirkung schwacher organischer Sauren.

Die toxische Wirkung einiger Xenobiotika konnte auBerdem in ihrer Funktion als spezifische
Inhibitoren oder Modulatoren zelluldrer Funktionen bestehen, wie es auch von Antibiotika und
Pharmazeutika bekannt ist.

1.2 Die Fihigkeit zur Detoxifizierung von Xenobiotika als ein Resistenzmechanismus

Der Abbau von Xenobiotika kann als aktiver Abwehrmechanismus betrachtet werden, denn er
ermoglicht die Reduzierung ihrer Konzentration. Das Vermogen von Mikroorganismen zum
Abbau von Xenobiotika ist weit verbreitet (Cork und Krueger, 1991). Abbauer kénnen
sowohl aus “sauberen” als auch aus kontaminierten Okosystemen isoliert werden. Zum
Spektrum der von ihnen attackierten Substanzen gehoren verschiedene Stoffklassen wie
Alkane, Alkene, mono- und polycyclische Heterocyclen und Aromaten. Mit zunehmender
Komplexizitat der Struktur wie bei polycyclischen oder mehrfach verzweigtkettigen Systemen
sowie in Abhingigkeit von der Art und der Zahl der Substituenten nimmt die
Geschwindigkeit der biokatalytischen Konversion ab (Knackmus, 1997). Einzelne
Xenobiotika kénnen nur von Mischkulturen vollstindig abgebaut werden. Jeder beteiligte
Mikroorganismus katalysiert nur einen oder mehrere Teilschritte des Abbaus, die zur
Mineralisierung der Substanz fithren (Knackmus, 1997). Die genetische Information fiir die
katabolen Stoffwechselwege ist sowohl im Chromosom als auch in Plasmiden der



Mikroorganismen gespeichert und wird bei der Vermehrung der Mikroorganismen
weitergegeben. Die meisten degradativen Enzyme sind nicht konstitutiv vorhanden, sondern
werden erst in Gegenwart von Xenobiotika und bei Mangel anderer, leichter verwertbarer
Substrate induziert. Einige Mikroorganismen sind in der Lage, in Abh#ngigkeit von der
Konzentration eines Xenobiotikums zwei verschiedene Abbausequencen zu induzieren. So
lassen sich zum Beispiel bei Ralstonia eutropha mehrere Wege der Spaltung des
aromatischen Ringes von Phenol beziiglich ihrer Geschwindigkeit und Affinitdt (Miiller und
Babel, 1996, Miiller et al., 1997) unterscheiden, deren Ausprigung eine Form der Adaptation
ist.

1.3 Antwort von Bakterien gegeniiber Problemstoffen

In den vergangenen Jahren wurde die Wirkung von verschiedenen Chemikalien, unter ihnen
auch Xenobiotika, auf Bakterien untersucht. Neben der Analyse ihrer inhibierenden Wirkung
auf Wachstum und Vermehrung sowie auf einzelne zellulire Prozesse stand die Frage im
Mittelpunkt, inwieweit Bakterien mit der Ausbildung von Mechanismen antworten, die sie
befahigen, sich zu erwehren. Basierend auf dem Wissen, daB Ethanol oder Dinitrophenol die
Hitzeschockantwort induzieren, wurde erwartet, daB auch andere Substanzen die Induktion von
Hitzeschockproteinen verursachen. Tatséchlich konnte in Escherichia coli gezeigt werden, daB
zu den Proteinen, die in Antwort auf Chemikalien induziert wurden, neben
Hitzeschockproteinen auch Proteine anderer durch Stress induzierbarer Regulons wie oxidativer
Stress und SOS Antwort gehtren (VanBogelen et al., 1987). Die Analyse von Mutanten mit
erhohter Resistenz gegeniiber organischen Lésungsmitteln zeigte einen erhthten Anteil einer
durch das Gen acrAB kodierten Multidrug-Effluxpumpe. Die Transkriptionsfaktoren MarA,
SoxS und RobA sind in ihre Regulation involviert (White et al., 1997).

Als Antwort auf die umweltrelevanten Schadstoffe Benzene, Cadmiumchlorid, Chlorpyrivos,
24-Dichloranilin, Dioctylphtalat, Hexachlorbenzene, Pentachlorphenol, Trichlorethylen und
Tetrapropylbenzosulfonat (Blom et al., 1992) konnten in Escherichia coli auch Proteine, die zur
HungerstreBantwort gehiren, nachgewiesen werden. Diese Arbeit zeigte aber gleichzeitig, daB
ein groBer Anteil der induzierten Proteine nicht zu bekannten durch StreB induzierbaren
Regulons gehort und dariiber hinaus mehr als 50% der Proteine spezifisch durch nur eine
Chemikalie induziert wurden. Trotz des hohen Anteils nicht identifizierter oder spezifischer
Proteine konzentrieren sich viele vorliegende Veroffentlichungen auf die Analyse der
Regulation bereits bekannter Mechanismen.

Transkriptionsanalysen mit Hilfe Genfusionen von Sigmafaktor 6> (Van Dyk et al., 1995) oder
Transkriptionsfaktor OxyR (Belkin et al., 1996) abhiéngigen Promotoren oder Gene mit den
Luxgenen belegen die Induktion von Hitzeschock- und oxidativen StreBproteinen durch
vielzdhlige Chemikalien wie Schwermetalle, Phenolderivate, anorganische und organische
Peroxide sowie Ethanol. Beide Arbeiten zeigen aufierdem, daB Gemische von Chemikalien
nicht nur additiv, sondern oft auch synergistisch wirken konnen. Besonders der synergistische
Effekt von Ethanol auf die durch Chemikalien induzierten Antworten auf Hitzeschock oder auf
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oxidativen StreB erhoht die Empfindlichkeit der angewandten Testsysteme (Van Dyk et al.,
1995, Belkin et al., 1996).

Die Kenntnisse zur Antwort von Bakterien auf StreB sind ziemlich umfangreich. Trotzdem
beschrinken sie sich vor allem auf Bakterien, welche von medizinischer Bedeutung als
Krankheitserreger sind. Thre Pathogenitit wird oft durch ihre Fahigkeit zur Antwort auf StreB
(Rafie-Kolpin et al., 1996), induziert durch die Wirkung der Immunabwehr des Wirtes oder
von Medikamenten wie Antibiotika, bestimmt. Um einen Einblick in Resistenzmechanismen
von Schadstoffabbauern gegentiber Xenobiotika zu erhalten, ist es deshalb notwendig, ihr
Verhalten gegeniiber Xenobiotika selbst zu analysieren. Obwohl die Stoffwechselwege der
Assimilation des Kohlenstoffskeletts und der Mineralisierung von Xenobiotika oft bekannt sind,
weil man relativ wenig iiber Strategien, wie sich Bakterien der toxischen Wirkung von
Xenobiotika auf ihren Umsatz selbst und andere Prozesse der Zelle erwehren. Wie erwartet,
reagieren Schadstoffabbauer auch auf physikalische Einfliisse wie die Erhthung der Temperatur
(Givskov et al., 1994) und die Gegenwart von Xenobiotika wie 2-Chlorphenol (Lupi et al.,
1995), Trichlorethylen (Uchiyama et al., 1999) und Toluol (Vercellone-Smith und Herson,
1997) mit der Synthese von Proteinen. Einige Proteine konnten bekannten durch StreB
induzierbaren Regulons wie der Antwort auf Hitzeschock, der stationéren-Phase-Antwort und
oxidativen Stref zugeordnet werden. Die Induktion von HungerstreBproteinen wihrend des
Wachstums auf einem Xenobiotikum, das in inhibierenden Konzentrationen vorliegt, legt nahe,
daB diese Antwort zur Adaptation beitragen konnte. Die molekularen Mechanismen sind fiir
diesen konkreten Fall unbekannt (Vercellone-Smith und Herson, 1997).

1.3.1 Die Hitzeschockantwort als ein Resistenzmechanismus

Die am besten untersuchte Antwort von Mikroorganismen ist die Antwort auf einen
physikalischen Stressor, die Warme. Der Hitzeschock ist eine ErhShung der Temperatur auf
einen Wert oberhalb des Optimums. Zuerst wurde sie in der Fruchtfliege Drosophila busckii
durch die Bildung von spezifischen puffs (Ausstiilpungen) in den Riesenchromosomen entdeckt
(Ritossa, 1962). Zehn Jahre spiter konnte die Synthese von sogenannten Hitzeschockproteinen
nachgewiesen werden, die mit einer drastischen Verringerung der Synthese der meisten anderen
Zellproteine einhergeht (Tissieres et al., 1974). Hitzeschockproteine weisen in allen bisher
untersuchten Organismen, vom S#ugetier bis zu den Prokaryoten, einen hohen Grad an
Konserviertheit ihrer Gen- bzw. Proteinsequenzen auf (Schumann, 1994). Antiseren gegen ein
Hitzeschockprotein zeigen eine hohe Kreuzresistenz gegeniiber homologen Hitzeschock-
proteinen anderer Organismen, was noch heute zur Identifizierung von Hitzeschockproteinen
genutzt wird (Eremeeva et al., 1998). Ihre ubiquitire Verbreitung wird zugleich als Indiz fiir die
Wichtigkeit dieser Proteine fiir das Leben aller Organismen sowohl unter normalen
Wachstumsbedingungen als auch nach StreB betrachtet. Tatsichlich fiihrt das Fehlen einzelner
Hitzeschockproteine in Mutanten oft zu einer Verringerung der Wachstumsgeschwindi gkeit bei
optimaler Temperatur (Bukau und Walker, 1989) und zu einer deutlichen Senkung des
Temperaturmaximums von Bakterien (Pack und Walker, 1987).



Viele Hitzeschockproteine fungieren in der Zelle als molekulare Chaperone. Sie falten
naszierende oder partiell denaturierte Proteine und verhindern damit die volistindige
Denaturierung von Proteinen in der Zelle, die zum Wirmetod fithren kann. Es sind zwei
Chaperonkomplexe bekannt. Der DnaK/DnaJ/GrpE-Komplex und der GroEl/GroEs-Komplex
(Thomas et al., 1997) erginzen sich in ihrer Funktion. Dan] bindet vom Ribosom
synthetisierte Peptidketten und schirmt gemeinsam mit DnaK hydrophobe Regionen ab.
Durch Anlagerung von GrpE unter gleichzeitiger Hydrolyse von ATP wird das Peptid gefaltet
und vom Komplex abgelost. Es kann dann bereits als natives Protein vorliegen oder weitere
Faltungszyklen mit dem DnaK/Dnal/GrpE-Komplex und dem GroElVGroEs-Komplex
durchlaufen (Abb. 1).

Abb. 1: Modell der Faltung von Proteinen durch die Chaperone nach Thomas et al. (1997)

GroEl ist in seiner nativen Form ein Homotetradekamer aus 2 iibereinanderliegenden
Ringstrukturen aus je 7 Monomeren. Es bindet kompaktere Peptidketten. Die Faltung der
Proteine erfolgt unter Mitwirkung von GroEs, welches ebenfalls einen Ring aus 7 Monomeren
bildet, bei gleichzeitiger Spaltung von ATP. Neben der Chaperonfunktion der beiden
Komplexe gibt es noch eine Reihe weiterer Proteine, zum Beispiel die Peptidyl-Prolyl cis-
trans Isomerasen, die Proteincarboxylmethyltransferase, die Methioninsulfoxidreduktase
(Visick und Clarke, 1995) und die Proteindisulfidisomerase (Crouy-Chanel et al., 1995), die
an der Renaturierung von fehlgefalteten und/oder kovalent modifizierten Proteinen beteiligt
sind. Nicht alle von ihnen sind Hitzeschockproteine. Wird eine korrekte Faltung nicht
erreicht, présentieren die Komplexe die fehlgefalteten Proteine verschiedenen Proteasen.
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Mindestens drei Proteasen, die sich in Substratspezifitit und zelluldrer Lokalisation
unterscheiden, werden in Escherichia coli durch Hitze induziert: Lon, DegP und die Clp
(Gottesman, S. et al., 1995) Proteine. Die Clp Proteine weisen sowohl proteolytische Aktivitt
als auch Chaperonfunktion auf. Die proteolytische Untereinheit ClpP allein kann nur kurze
Peptide abbauen. Um gréBere Peptide zu spalten, muB sie einen multimeren Komplex mit
einer der bekannten ATP-spaltenden Unterheiten (ClpA, ClpX, ClpB) eingehen. ClpA und
ClpB agieren in Abwesenheit der proteolytischen Untereinheit ClpP als Chaperone
(Gottesman, S. et al., 1995).

Die Hitzeschockantwort ist in ihrem zeitlichen Verlauf von einem drastischen Anstieg der
Synthese und einer kurz darauffolgenden Abnahme der Synthese der Hitzeschockproteine
gekennzeichnet. Diese differenzierte Expression einer Gruppe von Genen unterliegt mehreren

Mechanismen der positiven und negativen Regulation. Die Sigmafaktor o

abhingige
Regulation der Hitzeschockantwort, die fiir einen grofien Teil der Hitzeschockproteine in

Escherichia coli zutrifft, wurde intensiv untersucht (Abb. 2, Schumann, 1994).
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Abb. 2: Regulation der Synthese der Hitzeschockproteine des o**-Regulons nach Yura und Nakahigashi
(1999)

Die Menge an aktiven Sigmafaktor o°2 der RNA-Polymerase reguliert die Transkription und die
darauffolgende Translation der Hiteschockproteine. Er ist ein Genprodukt von rpoH-Genes,
welches unter der Kontrolle verschiedener Promotoren steht. Die Transkription von rpoH erhoht
sich mit zunehmender Temperatur (Polissi et al., 1995). Die Synthese von mRNA und eine
vermutete gleichzeitige Anderung ihrer Sekundérstruktur durch die erhthte Temperatur fithren



zu einer erhdhten Translation von ¢°°. AuBerdem nimmt die Stabilitit von o°’durch den
Hitzeschock zu (Schumann, 1994). Bereits nach 6-8 min wird die Synthese von
Hitzeschockproteinen wieder abgeschaltet. Die Bindung von ¢°° an den DnaK/Dnal/GrpE-
Komplex (McCarty et al.. 1996) reduziert die 6>~ abhingige Aktivitit der RNA-Polymerase und
ermdglicht auBerdem seinen proteolytischen Abbau (Abb. 2). Als Signal fiir diesen ProzeR dient
die relative Zunahme von Hitzeschockproteinen durch ihre Synthese gegeniiber der Abnahme
denaturierter Proteinen im Ergebnis ihrer Aktivitdt. AuBerdem unterdriickt der Komplex auch
die Translation des 6°°. Die gleichzeitige Verringerung der Synthese anderer Proteine wahrend
des Hitzeschocks und die Zunahme ihrer Synthese im AnschluB an die Hitzeschockantwort wird
durch die Thermoinlabilitit des vegetativen ¢’° und seine Reaktivierung durch den
DnaK/Dnal/GrpE-Komplex hervorgerufen (Blaszczak et al., 1995). Im Gegensatz zu
Escherichia coli wird in Bacillus subtilis und bei vielen anderen vor allem grampositiven
Bakterien die Synthese vieler Hitzeschockproteine durch einen Repressor der Hitzeschockgene
reguliert, der nach Temperatureththung eine palindromischen Bindungsstelle (CIRCE)
zwischen Hitzeschockpromotor und dem ersten Hitzeschockgen freigibt, was zur Erhéhung der
Transkriptionsrate fiihrt (Schumann, 1994). Als ein weiteres Signal fiir die Induktion von
Hitzeschockproteinen wird inzwischen auch die Anderung der Struktur der Zellmembran
angenommmen. Diese Hypothese stiitzt sich hauptsichlich darauf, daB lipophile Substanzen wie
primére Alkohole, die Fluiditat der Membran #hnlich wie die Einwirkung von Wiarme (Mejia et
al., 1995) steigern. Die Temperatur, die zur Hitzeschockproteinsynthese in Gegenwart solcher
Substanzen notwendig ist (Curran und Khalawan, 1994), wird emiedrigt. AuBerdem werden
zunechmend Hitzeschockproteine in Wechselwirkungen mit Membranen beobachtet. Ihre
Funktion als Modulator der Hitzeschockantwort wird diskutiert (Horvath et al., 1998).

1.3.2 Die Antworten auf oxidativen StreB und DNA-Schidigung als
Resistenzmechanismen

Viele Mikroorganismen benutzen Sauerstoff als Substrat bei Enzymreaktionen und als

terminalen Elektronenakzeptor in der Atmungskette. Dabei entstehen mit niedrigen Raten

reaktive Sauerstoffverbindungen als Nebenprodukt (Gonzalez-Flecha und Demple, 1997;

Weiss, 1998). Das Ansteigen der Konzentration der reaktiven Sauerstoffverbindungen, wie das

Superoxidanions (O3), Wasserstoffperoxid (H,O, ) und das Hydroxylradikals (OH' ), sowie

organischer Peroxide (ROOH ) , die nach Einwirkung von Xenobiotika durch Redoxcycling
entstehen konnen (Kappus und Sies, 1981), fithrt zur Schidigung zelluldrer Bestandteile wie
Nukleinséduren, Lipiden und Proteinen (Tamarit et al., 1998), zum Beispiel der B-Untereinheit
der FoF-ATP-ase. Viele Organismen besitzen Mechanismen zur Detoxifikation von reaktiven
Sauerstoffverbindungen. Die wichtigsten detoxifiziernden Enzyme sind Superoxiddismutase,
Katalase und Alkylhydroperoxidreductase (Abb. 3).
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Abb. 3: Enzymatische Entgiftung von reaktiven Sauerstoffverbindungen

Neben detoxifizierenden Enzymen werden auch Enzyme, die sensitiv gegeniiber
Sauerstoffradikalen sind, verstarkt synthetisiert (Aconitase: Gruer und Guest, 1994) oder durch
Isoenzyme ersetzt (Fumarase: Liochev und Fridovich, 1992). Enzyme wie die Glukose-6-
phosphatdehydrogenase und die NADPH-Ferredoxin-oxidoreduktase tragen durch Bildung von
NADPH bzw. durch Reduktion von FeS Zentren in Proteinen zur Erhohung der Stabilitét von
FeS Proteinen bei. Obwohl oxidativer StreB zur DNA-Schidigung fiihrt, ist Endonuclease IV
das einzige bekannte DNA-reparierende Enzym, welches allein durch oxidativen StreB induziert
wird (Weiss, 1998). Die Gene fiir die oxidative StreBantwort sind in Escherichia coli in
mehreren Regulons organisiert. Das OxyR und das SoxRS Regulon werden durch
redoxsensitive Transkriptionsfaktoren reguliert. Die Oxidation von OxyR durch H;O; (Rosner
und Storz, 1997) und die darauffolgende Bildung intramolekularer Disulfidbriicken ermdglicht
seine Bindung an die OxyR-abhingigen Promotoren und dadurch eine Genexpression. Die
Induktion des SoxRS- Regulons l4uft in einem ZweistufenprozeB ab (Abb. 4).

| SoxR
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Abb. 4: Induktion des soxRS-Regulons nach Weiss (1998). (nfo: Gen der Endonuclease IV; sodA: Mn**-
Superoxiddismutase; zwf: Glukose-6-phosphatdehydrogenase; fumC: O3 resistente Fumarase; fpr: NADPH-
Ferredoxin-oxidoreduktase)

Zuerst wird SoxR durch die Einwirkung von O in die aktive Form iiberfihrt, was die
Transkription des soxS-Gens erhtht. Die Zunahme an SoxS ermoglicht die Aktivierung des
gesamten Regulons. Als Mechanismus der Aktivierung von SoxR wird die Bildung eines
[2Fe:2S] Clusters am Apoenzym aus dem freigesetzten Eisen von O sensitiven Proteinen
(Demple, 1996) oder die direkte Oxidation eines bereits vorhandenen [2Fe:2S] Clusters durch
O; (Ding et al., 1996) angenommen. Beide Transkriptionsfaktoren, OxyR und SoxR, kénnen

durch die spezifische Reduktion mit reduziertem Glutathion (Zheng et al., 1998) bzw. NADPH
(Gaudu et al., 1997) inaktiviert werden, was auf einen EinfluB der beiden Hauptredoxpuffer der
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Zelle auf die Regulation der oxidativen StreBantwort hinweist (Zheng et al., 1998). Einige
OxyR und SoxRS abhéngige Proteine iiberlappen zum Teil mit Proteinen anderer Regulons wie
Station#re-Phase-Antwort und dem Multiple-Antibiotka-Resistenz-Regulon (mar), was eine
Feinregulation ermdglicht (Rosner und Storz, 1997).

Neben reaktiven Sauerstoffverbindungen verursachen auch UV-Strahlung und eine Vielzahl
von Verbindungen wie Nalidixinsdure und Aflatoxin eine Schidigung der DNA.
Modifikationen der Sequenz der DNA kénnen zu Verinderungen oder zum Verlust genetischer
Information fiihren, die die Lebens- und Vermehrungsfiahigkeit eines Organismus einschriinken.
Die SOS-Antwort ist ein regulatorisches Netzwerk, das durch DNA-Schidigung und durch
Stoérung der DNA-Replikation induziert wird (Walker, 1996). Signal fiir die Induktion der
Antwort ist in Escherichia coli die Bildung einstringiger DNA, die durch kovalente
Modifikationen an den Nucleobasen und darauffolgenden Fehlpaarungen hervorgerufen wird.
Die Bindung von Protein RecA an einstringige DNA fiihrt zur Bildung einer aktiven
RecA*-Form. RecA* erleichtert die autokatalytische Inaktivierung des Repressors der SOS-
Antwort LexA (Walker, 1996). Eine Verringerung des induzierenden Signals der
einzelstrangigen DNA nach DNA-Reparatur fithrt zur Abschaltung der Antwort. SOS-
abhéngige Proteine sind verantwortlich fiir UV-abhéngige Excissionsreparatur, SOS-
Mutagenese, Doppelstrangbruchreparatur und Tochterstrang-Gap-Reparatur (Walker, 1996).

1.3.3 Die Stationire-Phase-Antwort und die Ausbildung von Resistenzen

Die natiirliche Umgebung von Bakterien zeichnet sich durch den Mangel von einem oder
mehreren Nihrstoffen aus, die zur Begrenzung der Geschwindigkeit ihres Wachstums oder zur
scheinbaren Ruhe fithren. Die Bakterien treten in ein physiologisches Stadium ein, was
Stationdre-Phase genannt wird und von vielen morphologischen und physiologischen
Anderungen begleitet wird. Sie sind in der Lage, groBe Zeitrdume des Nahrstoffmangels zu
Uberleben und zeigen eine starke multiple Resistenz gegeniiber verschiedenen Einfliissen wie
Temperatur, Wasserstoffperoxid, alkylierenden Reagenzien, Ethanol, Acetone sowie sauren und
basischen pH-Werten. Die Fahigkeit, diese sehr verschiedenen Bedingungen zu iiberleben,
weist darauf hin, daB Stationire-Phase-Zellen Mechanismen zum Schutz von DNA, Proteinen
und Membranen exprimiert haben. Es wird vermutet, daB die Induktion nicht spezifisch fiir
einen Stressor ist, da die Zellen keinen Kontakt mit potentiellen Stressoren hatten. Obwohl
einige induzierbare Gene der Stationiren- Phase gleichzeitig zu Stress induzierbaren Operons
gehoren, unterscheidet sich die Genregulation der Stationdren-Phase deutlich von denjenigen,
die in Stre8situationen beobachtet werden (Hengge-Aronis, 1996).

In Escherichia coli werden als primire Antwort auf Limitierung eines Nihrstoffes,
Mechanismen induziert, die eine hohere Affinitit zum Substrat haben oder andere Substrate
erschlieBen konnen. Diese induzierten Regulons sind spezifisch fiir das limitierende Substrat.
Wenn ein essentieller Nahrstoff vollstindig aufgebraucht ist und kein Ersatz erschlieBbar ist,
treten die Zellen in die Stationdre-Phase ein. Diese scheint unabhingig vom mangelnden
Substrat zu sein. Die Synthese von Station#re-Phase-Proteinen wird in Escherichia coli durch
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die Menge an Sigmafaktor ¢° der RNA-Polymerase reguliert. Die Menge an ¢° wird sowohl auf
transkriptionaler, translationaler Ebene als auch durch seine eigene Stabilitiit geregelt. Obwohl
viele einzelne Faktoren, die in die Regulation eingreifen, identifiziert wurden, bleibt das
molekulare Signal, welches zu einer Induktion der Stationidren-Phase-Antwort fiihrt, unklar
(Hengge-Aronis, 1996). Die Akkumulation des Nucleotides ppGpp kénnte wie bei der Stringent
Response, der Antwort auf Probleme bei der Synthese von Aminoacyl-tRNA fiir die
Proteinsynthese (Cashel et al., 1996), ein positives Signal sein.

1.3.4 Die StreBantwort als ein Netzwerk vieler Mechanismen

Wie bereits punktuell in der Beschreibung der einzelnen Méglichkeiten der Antwort auf Stre
deutlich wurde, ist die Gesamtheit aller Mechanismen als ein kompliziertes Netzwerk zu sehen.
Obwohl nur Bakterien wie Escherichia coli, Salmonella typhimurium und Bacillus subtillis
verhdltnisméBig intensiv untersucht wurden, kann vermutet werden, daB die gefundenen
Prinzipien auch fiir andere Bakterien, im konkreten Fall fiir Schadstoffabbbauer, gelten. Im
Gegensatz zu einigen wenigen Stressoren beschrinkt sich die Wirkung der meisten Stressoren
nicht ausschlieBlich auf ein Target oder auf einen Wirkmechanismus, was an der simultanen
Induktion verschiedener Regulons sichtbar wird.

1.4 Methoden zur Analyse der StreBantwort

Die Expression von Genen als Antwort auf veranderte Umweltbedingungen kann sowohl mit
Hilfe der Quantifizierung der entsprechenden mRINA als auch entsprechender Proteine
analysiert werden.

Die mRNA wird durch die RNA-Polymerase synthetisiert. Der Gehalt der Zelle an einer mRNA
widerspiegelt die Aktivitit eines Genes oder einer Gengruppe. Um die Zunahme einer
bestimmten mRNA als Resultat einer erhohten Genexpression nachweisen zu kénnen, wird die
Methode des Nothern Blots angewandt. Dazu muB die isolierte gesamte mRNA der Zelle mit
Hilfe elektrophoretischer Trenntechniken entsprechend ihrer GroBe getrennt werden. Die
getrennten mRNA werden anschlieBend auf eine Nukleinsiure bindende Membran geblottet,
auf der sie mit Hilfe markierter RNA-Sonden, gerichtet gegen eine Teilsequenz der zu
untersuchenden mRNA, spezifisch nachgewiesen und quantifiziert werden. Voraussetzung ist
die Kenntnis der entsprechenden Gensequenzen, um RNA-Sonden synthetisieren zu konnen.
Die begrenzte Verfiigbarkeit der Sequenzen von induzierten Genen schrankt die Nutzbarkeit
dieser Methode, insbesondere zur Identifizierung neuer Mechanismen, ein.

Proteine werden an den Ribosomen mit einer Aminosduresequenz entsprechend der mRNA
synthetisiert. Man nimmt an, daB eine Bakterienzelle aus sehr vielen verschiedenen Proteinen
besteht. Voraussetzung fiir die Quantifizierung eines einzelnen Proteins ist eine Auftrennung
dieser groBen Vielfalt. Verschiedene elektrophoretische Methoden zur Trennung von Proteinen
wurden entwickelt. Die Nativelektrophorese ermdglicht die Separierung von Proteinen unter
Bedingungen, bei denen ihre enzymatische Aktivitit erhalten bleibt, die mit einer Farbung im
Gel nachgewiesen werden kann. Sie wird oft zur Trennung von Isoenzymen genutzt. Viele
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Proteine sind sehr instabil oder besitzen keine enzymatische Aktivitit. Bei der Anwendung von
ein- bzw. zweidimensionaler Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen werden sie
entsprechend ihres Molekulargewichts und/oder ihres isoelektrischen Punktes getrennt. Der
Vergleich der erhaltenen Proteinmuster erméglicht das Erkennen von Veridnderungen der
Genexpression. Die Entwicklung der zweidimensionalen Proteinelektrophorese (O’Farrell,
1975; Klose, 1975) hat durch die hohere Auflésung im Vergleich zur SDS-Elektrophorese die
Analyse der Stressantwort entscheidend geférdert. Die vergangene Entwicklung, vor allem die
Einfiihrung und Verbesserung von immobilisierten pH-Gradienten, hat die Handhabbarkeit
erleichtert und die Reproduzierbarkeit (Bjellequistet al., 1982; Gorg et al., 1988) erhoht. Oft
wird die Trennung von radioaktiv markierten Proteinen, die nach kurzzeitiger Markierung mit
einer oder mehreren markierten Aminos#uren erhalten wurden, wegen ihrer hoheren Sensitivitit
bevorzugt. Im Gegensatz zum Nachweis der Proteine durch Farbreaktionen wird dabei nicht das
Gesamtprotein, sondern nur der Anteil des neu synthetisierten Proteins im Markierungszeitraum
erfaBt.

Die ermittelten Werte, isoelektrischer Punkt und Molekulargewicht sowie das Gesamtbild des
Musters, ermoglichen den Nachweis von Proteinen in Organismen, von denen bereits
Datenbanken mit zweidimensionalen Proteinmustern existieren. Noch heute trigt die N-
terminale Sequenzierung von Proteinen, die aus préperativen Gelen ausgeschnitten wurden
(Eckerskorn et al, 1988), =zur Entwicklung solcher Datenbanken bei. Die
massenspektrometrische Analyse als eine modernere Methode gewinnt bei der Analyse der
Funktion von Proteinen zunehmend an Bedeutung (Dukan et al., 1998). Eine der
Vorgehensweisen ist die Spaltung des Proteins mit einer Protease, z.B. Trypsin. Die
Molekularmassen der Peptide werden massenspektrometrisch ermittelt. AnschlieBend wird
sowohl in Nukleinsiure- als auch in Proteindatenbanken nach Genen/Proteinen gesucht, die ein
entsprechendes Peptidspaltmuster enthalten. Um in einer groferen Gruppe von Organismen ein
Protein nachzuweisen, von dem Teile der Sequenz hoch konserviert sind, ist der
immunochemische Nachweis mit Antikorpern geeignet, der auf der Kreuzreaktivitit der
benutzten Antikérpern mit entsprechenden Antigenen beruht.

Um Zugang zu den codierenden Genen von N-Terminal sequenzierten Proteinen zu erhalten,
kann mit Gensonden gearbeitet werden, die auf Grundlage der Proteinsequenz
(Riickiibersetzung) synthetisiert wurden. Der Zugang zu den Genen ermdoglicht die gezielte
Konstruktion von Mangel- und Uberexpressionsmutanten (Paek und Walker, 1986), die zu
typischen physiologischen Verdnderungen fiihren und helfen, die Funktion eines Proteins im
Zusammenhang der Gesamtzelle zu beurteilen. Oft sind Uberexpressionsmutanten
Voraussetzung fiir die Reinigung des nativen Enzyms oder Proteins. Die Bestimmung
biochemischer Parameter wie Aktivitat, Bindungsverhalten zu Substraten und anderen
Proteinen, Stabilitdit und Hemmbarkeit trigt zur weiteren Beschreibung der Funktion der
Proteine bei. Die Konstruktion von Bakterienstimmen, bei denen in ein StreB abhingiges
Regulon Gene fiir ein Markerenzymsystem (lux, Biolumineszens, Van Dyk et al., 1994, Van
Dyk et al., 1995, Belkin et al., 1996) oder ein Markerprotein (Griin-fluoreszierendes Protein,
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Cha et al. 1999) involviert wurden, ermdglicht die Untersuchung der Genregulation mit
einfachen und gut quantifizierbaren Methoden. Solche Systeme konnen ebenfalls genutzt
werden, um den EinfluB von Chemikalien auf die Induktion dieser Gene zu untersuchen.

1.5 Problemstellung

Die Identifizierung der Targets von Xenobiotika und die Kenntnis der Resistenzmechanismen
konnte dazu beitragen, MaBnahmen zur Stabilisierung und zur Leistungssteigerung von
Mikroorganismen abzuleiten. Der momentane Kenntnisstand ist nicht hinreichend.

Als Modellorganismus wurde ein Schadstoff abbauendes Bakterium ausgewihlt, das in den
Okosystemen Boden und Wasser verbreitet ist. Acinetobacter calcoaceticus kann aus diesen
Okosystemen wie auch aus Abwasser leicht isoliert werden (Towner et al., 1991). Acinetobacter
calcoaceticus ist in der Lage, n-Alkane (Asperger und Kleber, 1991) und Aromaten (Fewson,
1991) als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen. Im Vergleich zu anderen
Schadstoffabbauern aus der Gattung Pseudomonas ist das Spektrum an verwertbaren
Xenobiotika relativ klein. Fir Acinetobacter calcoaceticus gibt es aber wie fiir Bakterien der
Gattung Pseudomonas (Heipieper et al., 1992) Daten zur Empfindlichkeit gegeniiber
Xenobiotika (Loffhagen et al., 1997) sowie Hinweise auf Mechanismen der Resistenzerhthung
gegeniiber Xenobiotika auf dem Niveau der cytoplasmatischen Membran (Loffhagen et al.,
1995).

Die Antwort von Acinetobacter calcoaceticus auf Xenobiotikaeinwirkung soll auf der Ebene
der Synthese von Proteinen untersucht werden. Zusétzlich sollen auch physiologische Parameter
wie Wachstum, Atmung und ATP-Synthese verfolgt werden. Als Modellsubstanzen fiir
Xenobiotika wurden Phenol, Catechol und primére Alkohole eingesetzt.

Es ergeben sich folgende zu beantwortende Fragen:

e Welche der Mechanismen der StreBantwort lassen sich nach Xenobiotikaeinwirkung in
Acinetobacter calcoaceticus nachweisen?

e Welche Riickschliisse lassen sich daraus auf die Wirkungsweise von Xenobiotika ziehen?

e Welchen Beitrag leisten die erkannten Systeme zur Resistenz gegeniiber Xenobiotika?

e Kann die Induktion von einigen StreBproteinen eventuell als Biomarker fiir den
physiologischen Zustand schadstoffabbauender Bakterien genutzt werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Mikroorganismen

Fiir die Experimente wurde Acinerobacter calcoaceticus 69-V (Kleber et al., 1973), der
freundlicherweise von Prof. Kleber (Universitit Leipzig) zur Verfiigung gestellt wurde,
ausgewihlt. Dieser Stamm gehort zur y-Gruppe der Proteobakterien und kann n-Alkane und
monocyclische Aromaten als Kohlenstoff- und Energiequelle verwerten. Acetat, primire
Alkohole, Phenol und Catechol wurden als Modellsubstrate ausgew#hlt. Bei den Versuchen,
bei denen Proteine mit immunologischen Techniken nachgewiesen wurden, dienten
Escherichia coli B421 und Pseudomonas putida B342 (Typusstamm DSM 50202) als
Vergleichsorganismen. Sie wurden auf Glukose bzw. Acetat als Kohlenstoff- und
Energiequelle kultiviert.

2.1.1 Batch-Kultivierung und Streiversuche

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml
Kulturfliissigkeit bei 30°C. Die Kolben wurden mit 150 U/min geschiittelt (Inkubationsschiittier
SM/TH25, BUHLER). Als Nihrmedium wurde ein Minimalmedium (Miiller und Babel, 1986)
mit 310 mg/l Phosphatpuffer pH 7,0 eingesetzt, dem im Falle der Kultivierung von Escherichia
coli 0,1% Hefeextrakt zugesetzt wurde. In die Hauptkultur wurden 5-10 ml Inokulum aus einer
sterilen Vorkultur gegeben. Folgende Substrate wurden zugegeben: 0,22 % Acetat (entspricht
0,5% Natriumacetat-Trihydrat), 0,5% Glukose, verschiedene Konzentrationen an Phenol,
Catechol, Ethanol oder Butanol.

Zur Durchfithrung von StreBversuchen wurden Kulturen verwandt, die sich in der frithen
exponentiellen Wachstumsphase befanden. Um mit identischen Biomassen zu arbeiten,
wurden die Kulturen aus mehreren Erlenmeyerkolben vor der Strefeinwirkung vereinigt, die
gewiinschten Volumina auf 100 ml bzw. 500 ml Erlenmeyerkolben verteilt und die
Modellxenobiotika Catechol, Phenol (gelést in Wasser) und primire Alkohole in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben. Um eine schnelle Temperaturerhhung bei
Kulturvolumina gréBer 20 ml zu erreichen, wurde der Hitzeschock im Wasserbad
(Schiitielwasserbad GFL 1083) durchgefiihrt. Eine Kontrolle unter Standardbedingungen,
ohne Einwirkung von Stressoren, wurde mitgefiihrt.

2.1.2 Kontinuierliche Kultivierung im Chemostat

Acinetobacter calcoaceticus wurde in Zusammenarbeit mit Dr. C. Hirtig und Frau A.
Wichmann in einem Laborfermenter (Braun, Biostat MD) kultiviert. Die Kultivierung erfolgte
mit einem Arbeitsvolumen von 1,5 1 und bei einer Temperatur von 30°C. Der Fiillstand des
Fermenters wurde mit Hilfe einer Waage (Sartorius, BP 34000-P) gemessen und durch das
Anschalten einer Pumpe bei Uberschreitung des Sollgewichts reguliert. Der pH-Wert wurde auf
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pH 7,0 geregelt (automatische Titration mit 1 M H,SO, oder 1 M KOH, pH-MeBsonde: Ingold).
Der Verbrauch an Siure bzw. Lauge und die Sauerstoffsittigung in % (Sauerstoffelektrode,
Ingold) wurden als Parameter des Wachstums aufgezeichnet. Um die Schaumbildung zu
minimieren, wurde Entschdumer (10 % Silicone anti-foam emulsion M30) zugegeben. Die
Zugabe erfolgte automatisch durch das Signal der Schaumsonde gesteuert. Die Kultivierung
wurde in einem Batch auf 0,22 % Acetat in Minimalmedium begonnen. Nach Verbrauch des
Substrates, ersichtlich durch das Ende des Verbrauches an Lauge, wurde die kontinuierliche
Kultivierung mit einer DurchfluBrate von D = 0,05 h'! oder D = 0,1 h'! gestartet. Die
Substratkonzentration betrug sp = 5 g/l Acetat in Minimalmedium. Ein FlieBgleichgewicht
stellte sich ein. Die Durchflufirate entspricht unter diesen Bedingungen der Wachstumsrate p.
Nach der Etablierung der kontinuierlichen Kultur auf Acetat wurde auf eine kontinuierliche
Kultivierung mit sy = 0,5 g/l Phenol und D = 0,05 h' umgestellt. Die Kultivierung erfolgte
anschlieBend bei DurchfluBraten von D=0,1-0,4h™.

2.1.3 Kontinuierliche Kultivierung nach dem Nutristatprinzip

Die Kultivierung im Nutristat ist eine kontinuierliche Kultivierung bei konstant geregelter
Substratkonzentration. Sie ermdglicht die Kultivierung von Mikroorganismen unter
inhibierenden Substratkonzentrationen, zu denen sich eine entsprechende Wachstums-
geschwindigkeit einstellt. Der EinfluB verschiedener Phenolkonzentrationen auf das
Wachstum von Acinerobacier calcoacericus wurde im Nutristat untersucht. Die Ausriistung
zum Umbau des Fermenters wurde von Dr. R. H. Miiller zur Verfiigung gestellt.

Computer .
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Abb. 5: Schema des experimentellen Aufbaus des Nutristats (ausfiihrlich bei Miiller et al., 1997).

Die Kultivierung und Etablierung einer phenolverwertenden Kultur mit D = 0,2 erfolgte in
einem Laborfermenter (Braun: Biostat MD) wie unter Abschnitt 2.1.2 beschrieben.
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Die Regelung der Phenolkonzentration im KulturgefaB erfolgte an Hand des Signals der Online-
Messung (3 min Zeitverzogerung) der Phenolkonzentration (Uvichord II, Pharmacia,
Extinktionsmessung bei 280 nm) (Abb. 5). Die DurchfluBkiivette des MeBgerits wurde von
einem zellfreien Filtrat durchstromt, das durch Filtration der Kulturfliissigkeit in einer
AuBenschlaufe des Fermenters (Filter: Faserschliuche, 0,2 pum Polysolfon SPS 90024,
FRESENIUS; Pumpe: INFORS) gewonnen wurde. Die Dosierpumpe fiir die Substratzufithrung
wurde von einem Computer gesteuert, der aus der aktuellen Phenolkonzentration und dem
Verbrauch an Nahrlosung (Minimalmedium, sy = 2 g/l) der vergangenen 20 min die aktuelle
Dosierung berechnete. Der Verbrauch an Nighrlésung wurde durch das Wigen der
VorratsgefdBes mit Nahrlosung ermittelt.

Vor Beginn und wihrend der Kultivierung im Nutristat wurden Proben entnommen, von denen
die Konzentration von Phenol ermittelt wurde. Dazu wurden 1 ml Kultur bei 10.000 x g
(Hermle ZK380) 5 min zentrifugiert und ein Teil des verdiinnten Uberstandes mittels HPLC-
Analytik (C-R4AX-Chromatopac, Shimadzu) analysiert. Die Trennung erfolgte in einer
Lichrosper 100-RP18 — Siule (Knauer Saulentechnik Berlin) und einer mobilen Phase
bestehend aus 40 % Acetonitril und 60 % 131,5 mM Hs;PO, pH 2,8 mit einer FluBrate von
1 ml/min.

2.1.4 Bestimmung der Biomassekonzentration

Die Biomassekonzentration wurde wihrend des Wachstums durch die Messung der optischen
Dichte bei 700 nm (Plastekiivette, 10 mm Schichtdicke) im Photometer (Dr. Lange, CADAS
50) verfolgt. Anhand einer Eichkurve fiir Acinetobacter calcoaceticus konnte aus der Triibung
der Bakteriensuspension das Trockengewicht berechnet werden.

2.2 Probenvorbereitung

2.2.1 Zellgewinnung und Zellaufschlufl

Zur Gewinnung der Zellen wurden die Zellsuspensionen 10 min bei 8000 x g und 4°C
zentrifugiert (Hermle ZK380) zweimal mit Waschpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 0,1 mg/ml
Chloramphenicol und 1 mM PMSF) gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend in
AufschluBpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 0,5 mg/ml MgCl,, 1 mM PMSF und 1,2 pl/ml
Benzonase/Merck) aufgenommen. Bis zum Zellaufschluf mit Ultraschall konnten sie bei
-18°C gelagert werden. Der Ultraschallaufschluf (Branson Sonifier 250) wurde in 2 ml
ReaktionsgefdBen unter Eiskithlung durchgefiihrt. Es wurde die Mikrospitze verwandt und 3
mal 15 s mit der Intensitédt 4 beschallt. Zwischen den Beschallungszyklen wurde 30 s zum
Kihlen pausiert. AnschlieBend wurde bei 8000 x g und 4°C zentrifugiert, um
unaufgeschlossene Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. Der zellfreie Extrakt wurde bis zur
Proteinbestimmung oder zur weiteren Verwendung bei -18°C gelagert.
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2.2.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde Fertiglosung (Bioquant, Merck)
verwandt. Der Test wurde im Konzentrationsbereich 10 - 100 ug durchgefiihrt und eine
entsprechende Eichkurve mit Rinderserumalbumin aufgenommen. Zu 100 pl des verdiinnten
zellfreien Extraktes wurde 1 ml Bioquantldsung gegeben und gemischt. Die Proben wurden
nach 5 min Inkubation bei 595 nm in 10 mm Plastekiivetten im Photometer (Dr. Lange,
CADAS 50) gemessen.

2.3 Trennung und Nachweis von Proteinen mit elektrophoretischen Methoden
2.3.1 Isoelektrische Fokussierung

2.3.1.1 Isoelektrische Fokussierung im immobilisierten pH-Gradienten

Die isoelektrische Fokussierung von Proteinen wurde, wenn nicht anders angegeben, in
immobilisierten pH-Gradienten mit der Multiphor II Elektrophoresekammer, dem Immobiline
DryStripKit und dem Stomversorgungsgerit Electrophoresis Power Supply EPS 3500-XL
(alle Pharmacia Biotech) durchgefithrt. Zur Fokussierung wurden normalerweise die
kommerziell erhiltlichen Immobiline DryStrips pH 4-7 L, 18 cm (Pharmacia Biotech)
verwandt. Die aufzutragende Menge an Protein (50 pug Protein / Strip) wurde vorher mit dem
5 fachen Volumen an eiskaltem Aceton aus dem zellfreien Extrakt bei 0°C gefillt und 20 min
bei 0°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 12000 x g und 0°C 10 min
zentrifugiert. Die Pellets wurden in 50 pl 10 mM Tris/HCI pH 6,8 mit 2% Mercaptoethanol
und 1% NP40 aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt. Danach wurden 350 pl
Rehydratisierungspuffer (8 M Harnstoff, 1,5 % CHAPS, 0,5 % NP40, 1% IPG-Puffer pH 4-7
L, 0,2 % DTE, 1 mM PMSF, 0,002 % Bromphenolblau) zugegeben und die IPG-Strips iiber
Nacht in dieser Losung im Immobiline DryStrip Reswelling Tray (Pharmacia Biotech)
dquilibriert. Zum Schutz gegen Austrocknung und Verdunstung wurden die Strips mit 2 ml
PluseOne Dry Strip Cover Fluid (Pharmacia Biotech) tiberschichtet. Die dquilibrierten Strips
wurden kurz mit Wasser gespiilt, mit Filterpapier abgetrocknet und zur Fokussierung in das
Immobiline DryStrips Tray iberfithrt. Die Apparatur wurde entsprechend der
Bedienungsanleitung zusammengesetzt. Die Strips liefen 5 h mit einer Spannung, die linear
von 500 - 3500 V anstieg und weitere 15,5 h 3500 V betrug. Dies entspricht 71500 Vh.
Alternativ zur Zugabe der Proben in den Rehydratisierungspuffer wurden die Proben (je
50 pg) in 50 ul Probenpuffer (9 M Hamstoff, 4 % CHAPS, 2% IPG-Puffer pH 4-7 L, 0,2%
Biolyte 3-10 Ampholyte, 0,4 % DTE, evtl. 1 mM PMSF, 0,002 % Bromphenolblau) geltst
und in die Immobiline Sample Cups aufgetragen.

16



Tab. 1: Spannungsprogramm fiir die isoelektrische Fokussierung von Proteinen in Immobiline Dry Strips

Schritt Zeit inh Spannung inV Vh

1 0,01 0-500 0

2 1 500 500

3 5 500-3500 10000
4 17 3500 59500
Gesamt 23 70000

Die IPG-Strips wurden in diesem Fall mit 400 ul Rehydratisierungspuffer (9 M Harnstoff, 2
% CHAPS, 2% IPG-Puffer pH 4-7, 0,2% Biolyte 3-10 Ampholyte, 0,4 % DTE, evtl. 1 mM
PMSF, 0,002 % Bromphenolblau) #quilibriert. Die Spannungen wihrend der isoelektrischen
Fokussierung betrugen wie in Tab. 1 angegeben.

Nach dem Lauf wurden die Strips fiir 15 min in einem 0,05 M Tris-HCI Puffer pH 6,8 mit 6
M Harnstoff, 30 % Glycerol, 4 % SDS, 2 % DTE und anschlieBend 10 min einem 0.05 M
Tris-HCI Puffer pH 6,8 mit 6 M Harnstoff, 30 % Glycerol, 4 % SDS, 2,5 % Iodoacetamid
dquilibriert. Danach wurden die Strips bei —18°C gelagert oder gleich anschlieBend die SDS-
Elektrophorese durchgefiihrt.

2.3.1.2 Isoelektrische Fokussierung mit Triagerampholyten

Die isoelektrische Fokussierung mit Tragerampholyten wurde in der Protean II xi Cell (Bio-
Rad) mit Tube gel adapter durchgefiihrt. Die Trennung beruht auf der Ausbildung eines pH-
Gradienten durch die Tragerampholyte wihrend des Laufes. Diese Methode wurde sowohl fiir
die analytische als auch priperative Trennnung von Proteinen nach ihrem isoelektrischen
Punkt im Rahmen der zweidimensionalen Gelelektrophorese genutzt.

Mit eiskaltem Aceton gefilltes Protein (sieche 2.3.1.1) wurde in Probenpuffer (8,3 M
Harnstoff, 3,6 % CHAPS, 1,2 mg PMSF, 3,6 % Bio-Lyte 5/7 ampholyte, 0,4 % Bio-Lyte 3/10
ampholyte, 4 % Triton X-100 and 2 % Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Proben wurden
auf die katodischen Enden der IEF Rohrchengele (1,5mm x 140 mm; 8,1 M Harnstoff, 4,5 %
Bio-Lyte 5/7 ampholyte, 2 % Bio-Lyte 3/10 ampholyte, and 2 % Triton X-100) aufgetragen.
Fiir die Katode wurde 0,02 M NaOH und fiir die Anode 0,06% Hs;PO, als Elektrodenpuffer
benutzt. Zur Trennung wurde fiir 16 h eine Spannung von 400 V und fiir weitere 4 h eine
Spannung von 800 V angelegt. Dies entspricht 9600 Vh. Nach dem Lauf wurden die Gele 30
min in 62,5 mM Tris/HCI Puffer pH 6,8 mit 10 % Glycerol, 2 % SDS, 5% Mercaptoethanol
und 0,005 % Bromphenolblau #quilibriert und bis zur weiteren Verwendung bei —18°C
gelagert.

Zur praperativen Trennung wurden Gele mit einem groBeren Durchmesser und einer kiirzeren
Trennstrecke eingesetzt (5 mm x 125 mm). Die Aquilibrierungszeit im AnschluB an die
Fokussierung wurde auf 45 min erhoht.
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2.3.2 SDS-Elektrophorese

Zur SDS-Elektrophorese wurde das diskontiunierliche Puffersystem nach Laemmli (1970)
genutzt. Die Trennungen wurden in der Protean II xi Cell (Bio-Rad) oder in der Protean II
multi Cell (Bio-Rad) mit dem Power Pac 1000 (Bio-Rad) als Stromversorgungsgerit
durchgefiihrt. Fir die Trennung von Proteinen, die anschlieBend mit immunologischen
Techniken gefarbt wurden, wurde die Mini Protean IT Cell (Bio-Rad) genutzt, da durch die
geringere GroBe der Gele der Verbrauch an Reagenzien und Antikérpern minimiert wurde.
Zur eindimensionalen Auftrennung von Proteinen wurden Trenngele (170 mm x 160 mm x 1
mm) aus Acrylamid mit einer Konzentration von 12 % (Verhiltnis von Acrylamid zu N,N-
Methylen-Bisacrylamid 37.5:1, 0,375 M Tris/HCI pH 8,8, 0,1 % SDS) gegossen und mit
Wasser gesittigtem sekundédren Butanol iiberschichtet. Als Reagenzien zur Polymerisation
wurden 0,1 % APS und 0,05 % TEMED eingesetzt. Nach 1 h Polymerisationszeit wurde ein
Sammelgel (4% Acrylamide/Bisacrylamide, 0,125 M Tris/HCI pH 6,8, 0,1% SDS) gegossen.
Die Probenauftragungstaschen wurden durch die Nutzung eines Kammes beim GieBen des
Sammelgeles vorbereitet. Die Proben (Silberfarbungskonzentration: 1 pg Protein/Spur)
wurden mindestens 1:4 mit Probenaufragungspuffer (0,125 M Tris/HCI pH 6,8 , 2% SDS,
10% Glycerol, 5% Mercaptoethanol, etwas Bromphenolblau) verdiinnt und 5 min bei 95 °C
erhitzt. Nach dem Befiillen der oberen und unteren Pufferkammer mit Laufpuffer (0,1% SDS,
0,192 M Glycin, 0,025 M Tris) wurden sie anschlieBend mit einer Mikroliterspritze in die
Probentaschen des Sammelgeles aufgetragen. Die Trennung erfolgte bei 12°C. Es wurde fiir 1
h ein Strom von 20 mA/Gel und fiir weitere 4 - 5 h ein Strom von 40 mA/Gel angelegt.
Bei einer SDS-Elektrophorese zur Auftrennung nach dem Molekulargewicht im AnschluB an
die isoelektrische Fokussierung wurden Sammelgele (190 mm x 190 mm x 1 mm) mit einem
Gradienten von Acrylamid/Bisacrylamid 10 - 15% (0,375 M Tris/HCI pH 8,8, 0,1% SDS)
benutzt. Mit Hilfe des Model 395 Gradientenmischers (Bio-Rad) und der Protean II xi multi
gel Casting chamber (Bio-Rad) wurden gleichzeitig 6 Gele gegossen. Sie wurden mit Wasser
gesittigtem sekundéren Butanol iiberschichtet. Nach abgeschlossener Polymerisation wurden
die Gele mit bei 80 °C temperierter 0,5% Aggaroseldsung (0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 0,1 %
SDS) iberschichtet und die &4quilibrierten IPG-Strips in die Aggarose eingebettet. Die
Trennung erfolgte bei 12°C. Es wurde fiir 1 h ein Strom von 20 mA/Gel und fiir weitere
4 — 5 h ein Strom von 40 mA/Gel angelegt.
Zur préparativen Trennung von Proteinen in der zweiten Dimension wurden Trenngele mit
einer Dicke von 3 mm genutzt, da das Auflegen von Rohrchengelen mit einem Durchmesser
von 5 mm erleichtert wurde. Diese wurden bereits mindestens 24 h vor der Trennung
gegossen, damit sich Menge an Ammoniumperoxodisulfat im Gel, welches als Reagenz zur
Polymerisation benutzt wurde, verringern konnte. Um die aufgetragenen Proteine vor
Modifizierungen zu schiitzen, die eine N-terminale Sequenzierung verhindern, wurde dem
Laufpuffer 0,1 mM Thioglycolsiure zugesetzt. Es wurde ein Strom von 80 mA / Gel angelegt.
Die Trennung dauerte etwa 7 h.
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2.3.3 Nativelektrophorese und Aktivfarbung der Katalase

Zur Nativelektrophorese wurden das gleiche diskontinuierliche Puffersystem und dieselben
Geridte wie zur SDS-Elektrophorese genutzt. Auf die Zugabe von SDS wurde bei allen
Puffern verzichtet. Die Konzentration des Trenngels betrug 7 % und die des Sammelgels 4%.
Zu 75 pl Probe wurden 25 pl Probenpuffer (0,25 M Tris-HCI, pH 6,8, 50 % Glycerol, 0,02 %
Bromphenolblau) zugegeben und je Spur 50 pg Protein aufgetragen. Es wurde ein Strom von
40 mA /Gel angelegt und die Leistung auf 10 W / Gel limitiert. Die Trennung erfolgte unter
Kiihlung bei 8 °C.

Nachdem die Lauffront eine Trennstrecke von mindestens 10 c¢m erreicht hatte, wurde die
Elektrophorese abgebrochen und die Aktivfarbung der Katalase (Clare et al., 1984)
durchgefiihrt. Dazu wurde das Trenngel fiir 45 min mit 50 ml Peroxidaselgsung ml (50 pg/ml
Merrettich-Peroxidase in 50 mM Phosphatpuffer pH 7) inkubiert. Danach wurde zu dieser
Losung H,O, mit einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben und weitere 5 min inkubiert.
AnschlieBend wurde das Gel zweimal kurz mit Wasser gewaschen und in die Farbstofflésung
(0,5 mg/ml 3,3"-Diaminobenzidin in 50 mM Phosphatpuffer pH 7) iiberfiihrt. Die Farbung
erfolgte, bis sich helle Banden vom dunkel werdenden Hintergrund abhoben. Nach dem Ende
der Farbung wurde das Gel zweimal 10 min mit Wasser gewaschen, 20 min in 2%
Glycerollosung in Wasser inkubiert und anschlieBend getrocknet (siehe 2.3.7).

2.3.4 Elektroelution von Proteinen aus Polyacrylamidgelen

Aus einer nativen Elektrophorese wurden nach der Aktivfarbung die Banden der Katalase
ausgeschnitten und mit Hilfe des HSB-Elutor E51 (Biometra) das im Gel enthaltene Protein
eluiert. Dazu wurde das Gel zerkleinert. Der Elutionspuffer enthielt entsprechend der
Vorschrift des Herstellers 50 mM Tris und 50 mM Glycin mit einem pH-Wert von 8,9. Es
wurde fiir 60 min eine Spannung von 100 V angelegt. Das eluierte Protein reicherte sich in 50
ul Hochsalzlgsung (50 mM Tris, 50 mM Glycin, 3 M (NH,),SOq, pH 8,9) an. AnschlieBend
wurde die Protein enthaltende Hochsalzlosung zur Entsalzung mit 1 m]l Wasser verdiinnt und
mit einem Makrofilter (Centricon-30, Amicon) 30 min bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert.

2.3.5 Blottechniken

2.3.5.1 Westernblot von Proteinen

Die Proteine wurden unter Nutzung des CAPS-Buffersystem (Jin und Cerletti, 1992) mit einer
Trans-blot Semi Dry Transfer Cell (Bio-Rad) auf eine Sequi-Blot protein sequencing PVDF
Membran (Bio-Rad) geblottet. Dazu wurde das Gel nach der Elektrophorese 5 min mit
Wasser gewaschen und anschlieBend 15 min in 10 mM CAPS pH 11 4ugilibriert. Die PVDF-
Membran wurde fiir 1 min mit Methanol befeuchtet und anschlieBend fiir mindestens 15 min
in 10 mM CAPS pH 11 mit 20 % Methanol #quilibriert. Nitrocellulosemembranen (Bio-Rad)
wurden sofort in 10 mM CAPS pH 11 mit 20 % Methanol #quilibriert. Folgendes Blotting-
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Sandwich wurde in der Richtung von Anode zu Katode zusammengesetzt: extra dickes
Filterpapier (Bio-Rad) befeuchtet mit 10 mM CAPS pH 11 mit 20 % Methanol, dquilibrierte
Blottingembran, dquilibriertes Gel und extra dickes Filterpapier (Bio-Rad) befeuchtet mit 10
mM CAPS pH 11 mit 5 % Methanol. Danach wurde fiir 3 h bei Zimmertemperatur eine
Spannung von 25 V angelegt und eine Stromstéirke von maximal 3 mA/cm? eingestellt.

2.3.5.2 Dot-Blot von Proteinen

Der Dot-Blot wurde mit dem Miliblot System (Millipore Corporation) durchgefiihrt.
Gleichzeitig konnten bis zu 96 Proteinproben mit einem Volumen von 100 - 500 pl auf eine
Nitrocellulosemembran von 8 x 11 cm geblottet werden, die anschlieBend zur Immunfirbung
eingesetzt wurde. Die Nitrocellulosemembran und das Filterpapier wurden mit 100 ml 25 mM
Tris/HCI pH 7 mit 20 % Methanol befeuchtet. Die Proben wurden fiir den Blot mit 50 mM
Tris/HCI, 0.001 % Bromphenolblau auf ein Volumen von 300 - 500 ul verdiinnt. Der Blot
erfolgte durch das Anlegen eines schwachen Wasserstrahlvakuums, so daB die Fliissigkeit in
den Dots in 2 - 5 min durch die Membran gesaugt wurde.

2.3.6 Farbung von Proteinen

2.3.6.1 Coomassiefirbung

Die Farbung der Gele oder der geblotteten Membranen mit Coomassiebrilliantblau R250
(Sanchez et al., 1992) wurde in einem automatischen Gelfdrber (Hoefer) nach dem unten
stehenden Protokoll durchgefithrt. Das Volumen der Losungen wurde in Abhédngigkeit von
der GelgroBe variiert. Bei der Farbung von geblotteten PVDF-Membranen wurde die
Essigsdure durch Wasser ersetzt und die Férbe - und Entfirbezeiten auf je 5 min reduziert.

2 min mit Wasser waschen

30 min fiarben mit 0,1% Coomassiebrilliantblau R250 in einem Gemisch von 50%

Methanol, 10 % Essigsdure und 40 % Wasser

3 - 5 mal 10 min entfarben mit einem Gemisch von 50 % Methanol, 10 % Essigsdure und

40 % Wasser

2.3.6.2 Silberfarbung

Wihrend der Herstellung, dem Lauf der Gele sowie der gesamten Firbezeit wurde auf
Sauberkeit geachtet, da die Silberfirbung sehr sensitiv ist. Bei einer aufgetragenen
Proteinmenge von 30 - 60 ug in zweidimensionalen Gelen und 1 - 2 pug pro Spur bei ein-
dimensionaler Trennung 4Bt sich eine hohe Zahl an Proteinen ohne eine starke
Hintergrundfirbung nachweisen. Stammldsungen mit 2 % Silbernitrat in Wasser (im Dunkeln
maximal 4 Wochen haltbar) und 1% Natriumthiosulfat in Wasser wurden zur Herstellung der
Fiarbeldsung benutzt und die Fiarbung, wie in Tabelle angegeben, durchgefiihrt.
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Tab. 2: Protokoll zur Herstellung und Durchfiihrung der modifizierten Silberfarbung nach Blum et al.
(1987). Zeitangaben in Klammern Firbung mit einem Automated Gel Stainer (Hoefer).

Losung Herstellung Firbezeit

Fixierer: 50 % Methanol, 10 % Essigsdure, 40 % Aqua bidest. 101 gl 37 % 1 h (30min)
Formaldehydldsung auf 250 ml vor Verwendung zugeben.

Waschlgsung I: 30 % Ethanol 3 x 20 min (15 min)

Thiosulfatlésung: 2,5 ml Natriumthiosulfat Stammlésung auf 250 ml 1 min (2min)

Wasser - 3 x20s (1,5 min)

Imprégnierer: 25 ml Silbernitratstammlosung und 100 pl 37 % Formaldehyd- 20 min

losung auf 250 ml mit Wasser auffiillen. (kurz vor Verwendung
herstellen)

Wasser - 2 x 2 min
Entwickler: 15 g Natriumcarbonat (wasserfrei) in Wasser losen, 60 ul 37 % 5 — 20 min

Formaldehydlgsung zugeben und 100 gl Thiosulfat-stammltsung
auf 250 ml mit Wasser auffillen. (kurz vor Verwendung

herstellen)
Wasser - 1,5 min
Stopper: 50 % Methanol, 10 % Essigsiure, 40 % Aqua bidest. 10min
Waschlosung II: 50 % Methanol 20 min
Preservelosung: 5 ml Glycerol auf 250 ml auffiillen 20 min

2.3.6.3 Ponceau S Firbung

Die Nitrocellulosemembranen wurde nach dem Westernblot 3 min mit einer Lésung von
0.2 % Ponceau S und 3 % Trichloressigsdure in Wasser geschiittelt. AnschlieBend wird mit
Wasser entfirbt bis die Banden oder Spots sich gut vom Hintergrund abheben (Sanchez et al.,
1992). Die Proteinmuster wurden sofort nach der Entfarbung des Hintergrunds gescannt, da
bei weiterer Entfiarbung der Kontrast wieder abnahm.

2.3.6.4 Immunfirbung

Zur Immunfirbung wurde das Immun-Blot Assay Kit (Bio-Rad) verwandt, das einen

sekundiren Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper gekoppelt mit Merrettichperoxidase enthielt.

Folgende primire Antikrper wurden verwandt:

- Polyklonale Kaninchen anti-GroEl Antikodrper (Sigma)

- Polyklonale Kaninchen anti-DanK Antikérper(Upstate Biotechnology)

- Antiseren und affinititsgereinigte Antikérper aus Kaninchen, gerichtet gegen N-terminale
Peptide der Proteine AhpC und ClpB (hergestellt von Pepscan Immunoanalytik)

Die folgende Tabelle gibt die Zusammensetzung der zum Test verwandten Lésungen wieder.

Sie wurden entspechend der Vorschrift aus den Stammlosungen des Immun-Blot Assay Kit

(Bio-Rad) hergestellt (Tab. 3).
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Tab. 3: Losungen zur Immunfirbung mit dem Immun-Blot Assay Kit (Bio-Rad)

Lgsung Zusammensetzung
TBS (Tris gepufferte Saline) 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5
TTBS 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5
Blockldsung 3% Gelatin in TBS
Antikorperpuffer 1% Gelatin in TTBS
Primérer Antikorperpuffer je nach Antikérper und Anwendung 2 -10 ug / ml in Antikérperpuffer
Sekundirer Antikorperpuffer 33 ul sekundirer Antikorper (Ziege-anti-Kaninchen-IgG) in 100 ml
Antikdrperpuffer
Merrettich-Peroxidase- 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5 mit
Entwicklungspuffer ColorReagent A(4-Chloronaphtol)+B(H,0,)

Die Nitrocellulosemembranen wurden nach dem Blotten (Westernblot nach ein- oder
zweidimensionaler Elektrophorese oder Dot-Blot) und einer reversiblen Proteinfirbung mit
Ponceau S (siehe 2.3.6.3) entsprechend der unten stehenden Tabelle (Tab. 4) inkubiert. Dabei
wurde mindestens 1 ml Puffer pro cm® Nitrocellulosemembran eingesetzt. Alle Inkubations-
schritte erfolgten unter Schiitteln bei Raumtemperatur.

Tab. 4: Protokoll zur Immunfirbung mit dem Immun-Blot Assay Kit (Bio-Rad)

Zeit in min Puffer

60 Blocklgsung

10 TTBS

60 - 90 Primirer Antikérperpuffer

2x10 TTBS

60 Sekunddrer Antikdrperpuffer

2x5 TTBS

5 TBS

5-30 Merrettich-Peroxidase- Entwicklungspuffer
2x10 Aqua dest.

2.3.7 Trocknung der Gele

Nach den Farbungen wurden die Gele zwischen zwei Cellophanfolien gelegt und im GelAir
Dryer (Bio-Rad) im kontinuierlichen Warmluftstrom 2 h getrocknet. Die getrockneten Gele
sind unbegrenzt haltbar.

2.4 Auswertung von Proteinmustern

2.4.1 Bildaufnahme
Getrocknete Gele und Blotmembranen wurden mit einem Flachbettscanner (Powerlook 2000,

Umax) eingescannt. Die erhaltenen Bitmaps wurden fiir die weitere Verarbeitung mit
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Bildauswertesoftware im TIF-Dateiformat gespeichert. Die in der Software MagicScan 4.1
genutzten Einstellungen sind in Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 5: Einstellungen und der Software MagicScan 4.1 bei der Bildaufnahme mit dem Flachbettscanner
(Powerlook 2000, Umax)

Einstellung Silberfirbung /Coomassiefirbung ~ Western Blots / Dot-Blots
Vorlage Durchsicht Aufsicht

Betriebsart Graustufen / Echtfarben Graustufen

Auflésung 200 dp1 200 dpi

Entrastern ohne Entrastern ohne Entrastern

Filter ohne Filter ohne Filter

Lichter 0 Auto

Schatten 255 Auto

Gamma 1 Auto

2.4.2 Auswertung eindimensionaler Gele

Die Banden in eindimensionalen Proteinmustern wurden mit Hilfe der Intelligent Quantifier
Software (Bio Image) quantifiziert. Das Molekulargewicht der Banden wurde ebenfalls mit
dieser Software anhand der benutzten Molekulargewichtsstandards bestimmt.

2.4.3 Auswertung zweidimensionaler Gele

Bilddateien von Gelen, die zu einem Experiment gehtren, wurden gemeinsam zur
Auswertung in die Phoretix 2D Full Software (NonLinear Dynamics Ltd.) geladen. Die
optische Dichte wurde mit Hilfe der Funktion ,,Intensity calibration* an einem Standardbild
(photographic step tablet, Kodak) im Bereich von 0,0 — 1,27 kalibriert und auf die Bilder des
Experimentes iibertragen. Die Funktionen ,,Spot detection (Einstellungen: Sensitivity 50,
Operator size 21 oder 29, Noice factor 7 oder 9 und Background 100) und die anschlieBende
»Spot measurement” (Einstellungen: Min spot area 30 und Split factor 9) fiihrten zur
Erkennung und Quantifizierung einzelner Spots in den Bildern (Abb. 6A und Abb. 6B). Mit
der Funktion ,Spot editing” wurden die erkannten Spots manuell nachbearbeitet. Dicht
beieinander liegende, als ein Spot erkannte Spots wurden getrennt. Nicht erkannte aber
vorhandene Spots wurden hinzugefiigt (nicht gezeigt) sowie falsch erkannte Spots
(Streifen/Schmier) wurden geldscht (rote Pfeile in Abb. 6C und Abb. 6D). Nach dem
Festlegen des Referenzgels, normalerweise das Kontrollgel des Experimentes, wurden die
Gele miteinander durch die Software verglichen, das heiBt, die zueinander gehérigen Spots im
Muster zweier Gele wurden durch die Software gesucht. Das Setzen von ,,User seeds”, von
Markern fiir zueinander gehorende Spots nach visuellen Vergleich beider Gele, erleichtert
und beschleunigt diesen Vorgang (Abb. 6E, rote Spots sind Referenzspots, blaue Spots sind
Spots des Geles, das verglichen werden soll).
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Abb. 6: Schritte bei der Auswertung und beim Vergleich zweidimensionaler Proteinmuster mit der
Phoretix 2D Full Software (NonLinear Dynamics Ltd.). Weitere Erlduterungen siche Text im Abschnitt 2.4.3.
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Unkorrekt zugeordnete Spots bzw. Regionen wurden an nicht parallelen Vektoren oder
Vektoren mit unterschiedlicher Lange innerhalb einer Region erkannt (Abb. 6F). Dies konnte
durch das Einfligen weiterer ,,User seeds* korrigiert werden. Spots bzw. die entsprechenden
Proteine, deren Menge sich im Verhiltnis zur Gesamtmenge aller Proteine eines Gels nach
Einwirkung eines Stressors im Vergleich zur Kontrolle mindestens verdoppelt hatten
(Abb. 7), wurden als verstarkt betrachtet (griin gefiillte Spots in Abb. 6G). Spots bzw. die
entsprechenden Proteine, die in der Kontrolle nicht vorhanden waren, wurden als neu
betrachtet und sind in Abb. 6G blau ausgefiillt.

Menge eines Proteins im behandelten Gel

Menge aller Proteine im behandelten Gel

Verstarkungsfaktor = - —
Menge eines Proteins im Kontrollgel

Menge aller Proteine im Kontrollgel
Abb. 7: Berechnung der Verstirkung eines Proteins

Die Daten einzelner Spots oder aller Spots kénnen graphisch und tabellarisch dargestellt
werden (Abb. 6F). Um die Datenmengen, hervorgerufen durch die groBe Anzahl an Spots, zu
bewdltigen, wurde das Ergebnis mit Hilfe gezielter Suchfunktionen und Darstellungsoptionen
mit der Phoretix 2D Database (NonLinear Dynamics Ltd.) analysiert. Neue und verstirkte
Spots, die mit Hilfe der Datenbank gefunden wurden, wurden noch einmal auf korrektes
Matching und eine korrekte Quantifizierung iiberpriift. Eventuell fehlerhaft ausgewihite Spots
wurden aus den Suchergebnissen entfernt. Die Eichung des Molekulargewichte und des
isoclektrischen Punkte der Proteine erfolgte durch interne Standardproteine, deren
Molekulargewichte und isoelektrische Punkte vorher mit Hilfe des 2D-SDS Page Standards
(Bio-Rad) bestimmt wurden.

2.4.4 Auswertung von Dot-Blots

Die Auswertung der Dot-Blots erfolgte mit der Phoretix Array Software (NonLinear
Dynamics Ltd.). Die Intensitit der einzelnen Dots wurde quantifiziert und die Verstirkung
bezogen auf den Kontrollwert berechnet.

2.5 N-terminale Sequenzierung von Proteinen und Datenbankrecherche

Die Proteinspots von Interesse wurden aus den Coomassie Brilliant Blau R250 gefirbten
Western Blots ausgeschnitten. Die Proteine wurden von Dr. Bir (Institut fiir Biochemie,
Universitétsklinikum, Universitat Leipzig) mit einem model 473A protein sequencer (Applied
Biosystems Inc.) sowie von Dr. A. Dubin und Dr. P Mak (Biocentrum Krakow, Institute of
Molecular Biology, Jagiellonian University, Polen) mit dem Proteinsequener Procise ABI491
(Applied Biosystems-Perkin Elmer) sequenziert.
Um die Funktion eines N-terminal sequenzierten Proteins zu ermitteln, wurde in Datenbanken
nach Proteinen mit dhnlichen Sequenzen gesucht. Der im Internet angebotene Suchdienst Bic-
sw (Compugen’s Bic2’s Smith & Waterman algorithm implementation for protein database
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searches; http://www2.ebi.ac.uk/bic_sw/?) wurde verwandt, da er eine Suche in mehreren
Datenbanken (SWISS-PROT, TREMBL, SWISSNEW und TREMBLNEW) gleichzeitig
ermoglicht.

2.6 Messung von physiologischen Parametern

2.6.1 Bestimmung der Uberlebensrate gegeniiber lethlalem StreB

Zellsuspensionen von Acinetobacter calcoaceticus, die unter verschiedenen StreBbedingungen
vorinkubiert wurden, wurden 10° verdinnt. Vor der Zugabe von Hy0, mit einer
Endkonzentrationvon 2 mM wurden Kontrollproben entnommem, nochmals 107 und 107
verdiinnt und je 100 ul auf Standardagarplatten 310 mg Phosphat/l pH 7 mit 0,22 % Acetat
ausplatiert. Nach 3, 6 und 10 min Inkubation mit H,O, wurden Proben entnommen und
genauso wie die Kontrollen ausplattiert. Nach 48 h Inkubation in einem Brutschrank bei 30°C
wurde die Zahl der Kolonien, die der Zahl der teilungsfahigen Zellen entspricht, gezihlt. Die
Uberlebensrate zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde in Prozent bezogen auf die Kontrolle

angegeben.

2.6.2 Messung der Katalase

Die Enzymaktivitit der Katalase wurde im Rohextrakt gemessen. Das Gesamtvolumen des
Enzymtests betrug 300 ul. Es wurden maximal 200 pl unverdiinnter Rohextrakt eingesetzt.
Die Differenz zu 200 ul wurde mit 50 mM Phosphatpuffer pH 7 aufgefiillt. Der Test wurde
mit 100 wl 30 mM H;0; in 50 mM Phosphatpuffer pH 7 gestartet. Die Anderung der
Extinktion in einer 1 cm Kiivette wurde in einem Spektrometer (Shimadzu, UV-210PC) bei
240 nm iiber 1 min verfolgt. Die Aktivitat in U/mg (umol/min/mg) wurde aus der Abnahme
von H,0, unter Verwendung des molaren Extinktionskoeffizienten (€240=.00394 1/mmol/mm)
im Zeitraum von 10 - 30 s berechnet.

2.6.3 Messung der Atmungsraten

Die Atmungsraten von Zellsuspensionen wurde bei 30°C mit einer polarographischen
Sauerstoffelektrode (Cyclobios Oxygraph, A. Paar KG, Osterreich) in 1 ml 20 mM
Imidazolpuffer pH 7 gemessen. Der Puffer wurde wihrend der Messung geriihrt. Zum Puffer
wurden 20 ul Zellsuspension (Trockengewicht 6 - 8 mg/ml) gegeben und fiir mindestens 1
min die endogene Atmung verfolgt (Loffhagen et al., 1997). Die Hemmung der durch 0,22 %
Acetat stimulierten Atmung wurde nach Zugabe der Chemikalien Ethanol, Butanol, Hexanol
Catechol und Phenol mit verschiedenen Endkonzentrationen ermittelt.

2.6.4 Messung der ATP-Synthese

Fiir die Messung der ATP-Synthese wurde Acinetobacter calcoaceticus auf 0,22 % Acetat in

Standardnihrlosung kultiviert. Nach Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 - 0,7 wurden

die Zellen durch Zentrifugation bei 8000 x g geerntet und anschlieBend zweimal mit Wasser
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gewaschen. Die Zellen wurden in 20 mM Imidazolpuffer pH 7 aufgenommen und ein
Trockengewicht von 6 - 8 mg/ml eingestellt. In je 2 ml der Zellsuspension wurden als
Energiequelle 0,22 % Acetat, als Stickstoffquelle 0,15 % Ammoniumchlorid und die
Chemikalien Ethanol, Butanol, Hexanol Catechol und Phenol in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben. Sie wurden in 100 ml Erlenmeyerkolben 30 min bei 250 U/min
und 30°C inkubiert. Die Extraktion aus den Zellen und die Messung des ATP erfolgte wie bei
Loffhagen et al. (1997) angegeben. Dazu wurde die Inkubation der Zellsuspensionen durch
Mischen mit 1 ml eiskalter 1,3 M Perchlorsiure, die 23 mM EDTA enthielt, gestoppt. Nach
30 min bei 4°C wurde der Zellextrakt 15 min bei 16000 x g zentifugiert. 1 ml des Uberstandes
wurde mit 0,72 M KOH, die 0,16 M KHCO; enthilt, neutralisiert und nochmals wie oben
zentrifugiert. Die ATP-Konzentrationen in den Uberstinden wurde iiber die Luceferin-
Luciferase-Reaktion durch Vermessung der Biolumineszens in einem LKB Wallac
Luminometer 1250 bestimmt. Die Reaktionskiivette enthielt 750 ul 20 mM Tris-H,SOs-
Puffer (mit 2 mM EDTA und 10 mM MgSO,) und 20 pl des verdiinnten Uberstandes. Im
Kiivettenschacht wurden 250 ul der geldsten Luciferin-Luciferase Mischung (ATP-
Lumineszens CLS, Boehringer, Mannheim) zugegeben und die maximale Lichtintensitit
aufgezeichnet. Die L@schung der Biolumineszens durch  Bestandteile des
Perchlorsidureextraktes wurde durch die Zugabe eines internen ATP-Standards (Lundin und
Thore 1975) bestimmt und bei der Berechnung beriicksichtigt (Abb. 8). Dabei ist I; der Wert
der Probe allein und I; der Wert der Probe gemeinsam mit dem zugegebenem ATP-Standard
(Csp).

_Ss XL

g

Carp

Abb. 8: Berechnung der ATP-Konzentration unter Beriicksichtigung eines internem ATP-Standards
Standards (Lundin und Thore 1975)

2.7 Chemikalien

Wenn nicht in Tab. 6 angegeben, wurden die Chemikalien von der Firma MERCK bezogen.
Alle Chemikalien wurden mit der Reinheit ,zur Analyse” verwandt. Zur Herstellung
wissriger Losungen wurde immer Reinstwasser verwandt.

Tab. 6: Liste der Chemikalien und der Hersteller

Hersteller Substanz

SERVA Rinderserumalbumin

Pharmacia Biotech IPG-Puffer 4-7 L, IPG-Puffer 3-10 NL

Bio-Rad Laboratories Bio-Lyte 5/7 ampholyte, Bio-Lyte 3/10 ampholyte
ICN Biomedicals NP4

SIGMA 3,3'-Diaminobenzidin

RIEDEL-de HAEN Formaldehyd
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3 Ergebnisse
3.1 Nachweis von Proteinen in zweidimensionalen Proteinmustern

3.1.1 Nachweis von Proteinen durch Mustervergleich
Nach Einwirkung von H:0; oder Catechol und nach Eintritt in die stationire

Wachstumsphase konnten zwei verschiedene Katalasen in der nativen Elekirophorese
nachgewiesen werden (siehe 3.3.2.3 und 3.4.2.2.2).

e AT B

Abb. 9: Identifizierung der durch H,0; induzierten Katalase in zweidimensionalen Proteinmustern. IEF
mit Trigerampholyten. A: Wachstum auf Acetat (Kontrolle), B: Wachstum auf Acetat (Kontrolle) + 3,75ug
Eluat der H;0, induzierten Katalase aus einer nativen Elektrophorese, C: Wachstum auf Acetat und 60 min
CatecholstreB, D: 8 pg eluiertes Protein aus der Bande der H,0, induzierten Katalase einer nativen
Elektrophorese. Schwarzer Pfeil: H,O, unduzierbare Katalase. Grauer Pfeil: anderes durch Catechol induziertes
Protein.

Abb. 10: Identifizierung der stationiiren Phase-Katalase in zweidimensionalen Proteinmustern. IEF mit
Trigerampholyten. A: Wachstum auf Acetat (Kontrolle), B: Wachstum auf Acetat (Kontrolle) + 8ug Eluat der
Stationiren-Phase-Katalase aus einer nativen Elektrophorese, C: 16 h Wachstum auf Acetat (stationire Phase),
D: 3,75 pg eluiertes Protein aus der Bande der Stationiren-Phase-Katalase einer nativen Elektrophorese.
Schwarzer Pfeil: stationire-Phase-Katalase. Grauer Pfeil: anderes durch Stationére-Phase induziertes Protein.
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Um die Positionen beider Katalasen im zweidimensionalen Gel bestimmen zu konnen,
wurden im AnschluB an eine priparative native Elektrophorese die beiden Banden, die eine
Enzymaktivitét enthielten, ausgeschnitten und das Eluat zu Zellextrakten nach Wachstum auf
Acetat (Kontrolle) zugemischt. Durch Vergleich des zweidimensionalen Proteinmusters mit
und ohne Eluat sowie des Eluates allein konnte ihre Position ermittelt werden. Der
entsprechende Spots sollte folgende Bedingungen erfiillen:

1. Er kommt im Eluat vor.

2. Die Zugabe des Eluates zur Kontrolle fiihrt zu seiner Verstirkung.

3. AuBerdem ist er unter induzierenden Bedingungen im Vergleich zur Kontrolle verstérkt.
Sowohl fiir die durch H,O, induzierbare Katalase (Abb. 9) als auch fiir die Stationzre-Phase-
Katalase (Abb. 10) konnte je ein Spot ermittelt werden. Das Molekulargewicht der HyO,
induzierbaren Katalase von Acinerobacter calcoaceticus ist #hnlich dem des homologen
Proteins von Escherichia coli (Tab. 7), das mit Hilfe der zweidimensionalen Elektrophorese
ermittelt wurde. Das Molekulargewicht der Stationdren-Phase-Katalase von Acinetobacter
calcoaceticus betragt 80 kDa und entspricht damit in etwa dem errechneten Molekulargewicht
der stationdre Phase-Katalase von Escherichia coli.

Tab. 7: Molekulargewichte und isoelektrische Punkte der Katalasen von Acinefobacter calcoaceticus und
Escherichia coli in zweidimensionalen Proteinmustern. Daten des Proteins P13029 aus SWISS-2ZDPAGE.
*pl/Molekulargewicht von P13029 und P21179 wurden rechnerisch aus den Aminosiuresequenzen mit dem
EXPASY "Compute pI/Mw tool" ermittelt. HP: Abkiirzung fiir Hydroperoxidase (Synonym fiir Katalase)

Acinetobacter

ji Escherichia coli
calcoaceticus

H,0; induzierbare 20:5.23 P13029 (Proteinname: HPI, Genname: KaiG)
Katalase T 74:5.16 / 80; 5.14*
statioinse Phase-Katalase 80;5.65 R i

3.1.2 Nachweis von Proteinen durch N-terminale Sequenzierung

Um die Funktion von Proteinen, die in Ergebnis der Auswertung der StreBexperimente
typisch fiir diese Bedingungen waren, zu beschreiben, wurden ihre N-terminalen
Aminosiuresequenzen bestimmt. Um moglichst ausreichend Protein fiir die Anforderungen
der N-terminalen Sequenzierung zu haben, wurden die préparativen zweidimensionale Gele
von Proben, in denen das betreffende Protein ausreichend induziert war (zum Beispiel:
Hitzeschockproteine durch Hitzeschock), angefertigt und anschlieBend auf PVDF-
Membrannen geblottet (Abb. 11). Insgesamt wurden 9 Proteine sequenziert (Tab. 8 - Tab. 10),
darunter waren 7 durch Stre induzierbare Proteine und 2 Proteine, die in Acinetobacter
calcoacericus konstitutiv exprimiert wurden. Zwei weitere Sequenzierungsversuche waren
nicht erfolgreich, weil die Proteinmenge zu gering bzw. der ausgeschnittene Spot noch mit
anderem Protein verunreinigt war. Die Linge der erhaltenen Sequenzen wurde ebenfalls
durch die Menge und die Reinheit des Proteins beeinfluBt.
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Tab. 8: N-terminale Aminosiuresequenzen von Hitzeschockproteinen. Ausgeschnittene Spots aus geblotteten priparativen zweidimensionalen Gelen wurden durch
Edmannabbau sequenziert. Darstellung der Aminosiuren im Einbuchstabencode. Dunkelgrau unterlegte Aminoséuren: identische Aminoséuren mit Sequenzen aus Datenbanken.
*pl/Molekulargewicht wurden rechnerisch aus den Aminosiuresequenzen mit dem EXPASY "Compute pI/Mw tool" ermittelt. ** pl/Molekulargewicht wurden aus der
Datenbank SWISS-2DPAGE entnommen.

Protein; Accession number Mw (kDa); pl Organismus (mit Stammbezeichnung) % Identitdt
DnaK Acinetobacter 204-1 60
DnaK 715 4.6 Acinetobacter calcoaceticus 69-V

Dnak; 032482 70; 4.95% Legionella pneumeophila 72

DnaK; P04475 70; 4.81%* Escherichia coli 66

HipG; P56116 T1;541% Helicobacter pylori 46
HtpG 70, 4.75 Acinetobacter calcoaceticus 69-V

Hsp82; 02829 89; 4,78** Saccharomyces cerevsiae 53
GroEL Acinetobacier 204-1 55
GroEl 59; 4.82 Acinetobacter calcoaceticus 69-V

GroEl; P48216 56;5,03* Pseudomonas putida 75

GroEl; P06139 57:4.85%% Escherichia coli 66

ClpB; P44403 95.8; 5.26* Haemophilus influenzae 55
ClpB 84;5.21 Acinetobacter calcoaceticus 69-V

ClpB; P03815 95.5; 5.37* Escherichia coli 50

88.4; 5.3%%/73.9; 5.38%*
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Mit Hilfe des Bic-sw Suchdienstes konnten fiir alle erhaltenen Sequenzen homologe Proteine
in den Datenbanken (Swiss all) gefunden werden. Die Sequenzen zeigten 46 % (HtpG) bis 90
% (RS1) Identitdt zu homologen Proteinen anderer Bakterienspezies (Tab. 8 - Tab. 10). Die
bestimmten Molekulargewichte und isoelektrischen Punkte der respektiven Proteine von
Acinetobacter calcoaceticus entsprechen mit wenigen Ausnahmen denen der homologen
Proteine (Tab. 8 - Tab. 10).

&0 50 Bl

Abb. 11: Westernblot eines priparativen zweidimensionalen Gels. 1,5 mg Protein von Acinetobacter
calcoceticus, 60 min gewachsen in Gegenwart von 0,15 mM H,0,, wurden zur Trennung eingesetzt.

3.1.3 Nachweis von Proteinen durch spezifische Bindung polyklonaler Antikérper

3.1.3.1 Einsatz kommerzieller polyklonaler Antikdrper zum Nachweis der Proteinen
GroEl und DnaK

Proteinproben von Escherichia coli, Acinetobacter calcoaceticus und Pseudomonas putida
aus der exponentiellen Wachstumsphase und nach Temperaturerhdhung wurden mittels
eindimensionaler SDS-Elektrophorese getrennt und auf Nitrocellulosemembran geblottet. Bei
der anschlieBenden Immunfirbung mit kommerziell verfiigbaren polyklonalen Antikdrpern,
die gegen GroEl bzw. DnaK von Escherichia coli gerichtet sind, konnte in allen drei
Organismen eine Bindung zu ihren Antigenen nachgewiesen werden (Abb. 12). Die
Molekulargewichte der nachgewiesenen Proteine entsprechen mit 60 kDa bzw. 70 kDa den
Werten fiir die Proteine GroEl und Dank von Escherichia coli. Bei Escherichia coli und
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Acinetobacter calcoaceticus wurden auBerdem noch einige Proteine mit niedrigeren
Molekulargewicht gebunden. Sie deuten auf eventuelle Abbauprodukte von GroEl oder DnaK
hin. Gegeniiber den Proben aus der exponentiellen Phase hat sich nach Temperaturerhshung

die Menge der beiden Hitzeschockproteine erhoht.
anti-Dnak
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Abb. 12: Immunfirbung von GroEl und DnaK nach SDS-Elektrophorese zellfreier Extakte von
Escherichia coli B421, Acinetobacter calcoaceticus 69-V und Pseudomonas putida B342. (2ug primirer
Antikérper / ml)

Um die Proteine GroEl und DnaK mit Hilfe der polyklonalen Antikérper eindeutig in
zweidimensionalen Proteinmustern nachzuweisen, wurden Westernblots von
zweidimensionalen Gelen voritbergehend mit Ponceau S zum Nachweis der Proteine gefirbt
und anschliefend die Immunféarbungen durchgefiihrt. Die Bindung der anti-GroEl-Antiktrper
erfolgte hauptsichlich an ein Protein mit 59 kDa (Abb. 13) und die Bindung der anti-Dank-
Antikorper an ein Protein mit 71 kDa (Abb. 14). Die Menge beider Proteine erhéhte sich in
Antwort auf eine TemperaturerhShung. Zusitzliche besonders nach einer Temperatur-
erhdhung neu erscheinende Spots kénnten Abbbauprodukte der beiden Proteine sein, die
ebenfalls durch die Antikorper gebunden werden (Abb. 13 und Abb. 14). Thre Positionen im
Proteinmuster sind zhnlich den Positionen von Proteinen, die nach Temperaturerhéhung in

zweidimensionalen silbergefirbten Proteinmustern als induzierte Proteine betrachtet wurden

(siehe Abb. 40).
A. A

Abb. 13: Immunfirbung von GroEl in Westernblots zweidimensionaler Gele von Acinetobacter
calcoaceticus. 50 pg Protein / Gel. A, C: Kontrolle. B, D: Temperaturerhbhung. A, B: Proteinfirbung mit
Ponceau S. C, D: Immunfarbung mit polyklonalen Kaninchen anti-GroEl-Antikrpern (2ug primarer Antikdrper
/ ml). Schwarze Pfeile: GroEl. Graue Pfeile: Isoformen von GroEl.
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Abb. 14; Immunfirbung von DnaK in Westernblots zweidimensionaler Gele von Acinefobacter
calcoaceticus. 50 pg Protein / Gel. A, C: Konwolle. B, D: Temperaturerhshung. A, B: Proteinfarbung mit
Ponceau S. C, D: Immunfarbung mit polyklonalen Kaninchen anti-DnaK-Antikérpern (2pg primidrer Antikorper
/ ml). Schwarze Pfeile: DnaK. Graue Pfeile: Isoformen von DnaK.

Die nachgewiesenen spezifischen Bindungen der Antikorper am- ihre Antigene, die
Hitzeschockproteine GroEl und DnaK von Acinetobacter calcoaceticus, ermoglichen den
Nachweis und eine Quantifizierung auch ohne elektrophoretische Trennung. Die
Immunfirbung wurde mit dem Protein zellfreier Extrakte, das direkt auf die
Nitocellulosemembran geblottet wurde, durchgefiihrt. Nach Temperaturerhbhung war die
Zunahme von GroEl und DnaK im Dot-Blot gut ersichtlich (Abb. 15).

Abb. 15: Dot-Blot zellfreier Extakte von Escherichia coli B421, Acinetobacter calcoaceticus 69-V mit
anschlieBender Immunfiarbung. 25 pg Protein / Dot

3.1.3.2 Herstellung und Einsatz polyklonaler Antikérper zum Nachweis der Proteine
ClpB und AhpC
Die Proteine AhpC und ClpB wurden ausgewihlt, um Antikdrper zu gewinnen, die
anschlieBend als Biomarker fir ChemostreB in Acinetobacter calcoaceticus genutzt werden
sollten. Die Peptidsynthese, die Immunisierung und die ELISA-Tests wurden von der Firma
pepScan Immunoanalytik als Dienstleistung erbracht. Basierend auf den N-terminalen
Aminosiuresequenzen wurden zwei Peptide mit 15 Aminoséuren synthetisiert, Uber das C-
terminale Ende an KLH gekoppelt (Tab. 11) und je zwei Kaninchen immunisiert. Bei den
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ELISA-Tests (nicht gezeigt) konnte in den zweiten Hyperimmunseren aller Kaninchen eine
Reaktivitit gegentiber den zur Immunisierung eingesetzten Peptiden gemessen werden. Die
Titer der mit dem Peptid PE0416 (ClpB) behandelten Kaninchen waren mit einem Wert von
1:100.000 deutlich hoher als die Titer der mit dem Peptid PE0417 (AhpC) behandelten
Kaninchen mit Werten von 1:4000 und 1:16000. Die zweiten Hyperimmunseren mit dem
hochsten Antikorpertiter gegentiber den Peptiden wurden zur Protein A — Affinititsreinigung
eingesetzt, um die IgG- Fraktion zu isolieren (pepScan Immunoznalytik).

Tab. 11: N-terminale Proteinsequenzen der Proteine ClpB und AhpC und die zur Herstellung von
Antikorpern ausgewihlten Peptidsequenzen.

Organismus (mit Stammbezeichnung) Sequenz
N-Terminus ClpB Acinetobacter calcoaceticus 69-V tMXFEXFTNRLOOQALSDAOSL®
Peptid PE0416 t TNRLQQALSDAQSLC s
N-Terminus AhpC Acinetobacter calcoaceticus 69-V +t SLINTEVKPFOATAYHNGOFVEVNEH=
Peptid PE0417 t SLINTEVKPFQATACH

Die Affinitit der Protein A gereinigten Antikirper wurde in Westernblots von eindimensional
getrennten Proteinen getestet (Abb. 16). Die gegen das von ClpB abgeleitete Peptid
gerichteten Antikorper (Aff. A gereinigtes 2.Hyperimmunserum Kan. 30) zeigten trotz des
hohen Titers im ELISA-Test keine Bindung, obwohl in der Proteinfarbung mit Ponceau S die
entsprechende Bande nach Erhdhung der Wachstumstemperatur im Westernblot sichtbar war
(Abb. 16A).

A Aff. A B : | Aff. A
2.Hyperim-|2.Hyperim- | |2.Hyperim-
Munserum | munserum Nullserum | munserum

PonceauS = Kan.30 Kan.31 Ponceau$ Kan.32 = Kan32

§ K HS K HS K HS S K H K H K H

Abb. 16: Immunfidrbung zum Nachweis der Proteine ClpB (A) und AhpC (B) von Acinetobacter
calcoaceticus 69-V mit in Kaninchen hergestellten anti-Seren in eindimensionalen Proteinmustern. 25 pg
Protein / Spur; S: Molekulargewichtsstandard. K: Kontrolle; HS: Hitzeschock; H: H,0,. 10 pug primirer
Antikorper / ml wurden eingesetzt.
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Der Test mit dem zweiten Hyperimmunserum des anderen Kaninchens (Kan. 30) zeigte eine
schwache Bindung am Zielprotein ClpB, die aber in einem ungiinstigen Verhdltnis zur
Bindung anderer Proteine durch die Antikérper steht (Abb. 16A). Im Gegensatz dazu weisen
die Protein A gereinigten Antikdrper, die gegen das von AhpC abgeleitete Peptid gerichtet
sind, eine deutliche Immunreaktion im Westernblot auf (Abb. 16B). Der Anteil an
unspezifischen Wechselwirkungen ist gering. Da das Nullserum keine Bindung zeigte, wurde
die Affinitdt des Antikdrper durch die Immunisierung verursacht (Abb. 16B). Nach
Inkubation mit H,0; ist im Vergleich zur Probe nach exponentiellem Wachstum auf Acetat
eine Verstirkung der Bande des Proteins AhpC auch im immungefirbten Westernblot
nachweisbar. Bei der Immunfirbung von geblotteten zweidimensionalen Gelen gegen AhpC
(Abb. 17) stellte sich heraus, daf in Antwort auf die Einwirkung von H»O; gegeniiber der
Kontrolle zwei weitere Proteinspots mit identischen Molekulargewicht von den Antikdrpern
gebunden wurden.

R R PSR SIS el
Abb. 17: Immunfirbung von AhpC in Westernblots zweidimensionaler Gele von Acinefobacter
calcoaceticus. 50 pg Protein / Gel. A, C: Konwolle. B, D: Einwirkung von Hy0,. A, B: Proteinférbung mit
Ponceau S. C, D: Immunfirbung mit polyklonalen Kaninchen anti-AhpC-Antikérpern (10 pg/ml) als priméren
Antikorper. Schwarze Pfeile: AhpC. Graue Pfeile: Isoformen von AhpC.
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Die isoelektrischen Punkte sind gegeniiber dem ersten Spot um etwa 0,1 und 0,2 pI-Einheiten
in den sauren pH-Bereich verschoben. Der Vergleich der Immunfirbung mit der
Proteinfarbung derselben Blots und silbergefirbten Proteinmuster (Abb. 36 und Abb. 37)
zeigt, daB der mittlere Spot, welcher nach Einwirkung von H;0; sowohl in der Protein- als
auch in der Immunfirbung in grofer Menge neu erscheint, mit dem Spot identisch ist, von
dem urspriinglich die N-terminale Aminoséuresequenz ermittelt wurde. Die Affinitat der
Antikérper zu der ,,mittleren” Isoform ist geringer als die zur ,,linken* Isoform, was sich im
verdnderten Verhdlinis zwischen Anfirbbarkeit durch die Proteinfirbung Ponceau S und
durch die Immunfirbung duBert.

- 3.2 EinfluB von Chemikalien und von Temperaturerhéhung auf die Wachstumsrate,
Atmungsrate und ATP-Synthese von Acinetobacter calcoaceticus

Der EinfluB verschiedener Chemikalien und einer Temperaturerhhung auf die
Wachstumsrate, die Atmungsrate und die ATP-Synthese wurde mit Zellen getestet, die sich
zu Testbeginn in der frilhen exponentiellen Wachstumsphase befanden. Thr EinfluB auf die
Wachstumsrate wurde iiber einen Zeitraum von einer Stunde anhand der Messung der
optischen Dichte der Kulturen bestimmt. Die Inkubation von Acinetobacter calcoaceticus fiir
die anschlieBende Messung der Atmung und fiir die Bestimmung des ATP-Gehaltes erfolgte
in einer aufkonzentrierten Zellsuspension, die Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle und
Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle enthielt. Sowochl die Messung der Atmungsaktivitit
als auch die Bestimmung des ATP-Gehaltes wurde nach 30 min Inkubation durchgefiihrt. Die
Einwirkung aller Chemikalien fiihrte bereits bei den niedrigsten Konzentrationen zu einer
Verringerung der Wachstumraten (Abb. 18). Mit Ausnahme von Phenol hemmten die
hochsten Konzentrationen der Chemikalien das Wachstum vollstéindig. Abgesehen von
Ethanol und Butanol verursachten alle Konzentrationen der eingesetzten Chemikalien
ebenfalls eine Hemmung der Atmungsaktivitit (Abb. 18). Die Stimulierung der Atmung bzw.
ihre geringe Hemmung nach Einwirkung von Ethanol und Butanol ist nicht auf eine
Veratmung dieser Substanzen zuriickzufiihren. Wahrscheinlich verinderten die hohen
Mengen beider Substanzen die Loslichkeit von Sauerstoff im MeBpuffer so stark, daB dadurch
die gemessenen Atmungsraten verfilscht wurden. Die ATP-Gehalte liegen zwischen 72 %
und 43 % der Kontrolle fiir die jeweils niedrigsten Konzentrationen der Chemikalien und
zwischen 41 % und 23 % der Kontrolle fiir die jeweils hochsten Konzentrationen der
Chemikalien (Abb. 18). Bei fast allen Substanzen verliefen die Hemmungen von Wachstum,
Atmung und ATP-Synthese ,paralle]“. Nur die Einwirkung von Catechol hatte einen
starkeren Hemmeffekt auf das Wachstum als auf die Atmung und die ATP-Synthese. Die
Erhthung der Temperatur auf 42°C und 45°C fithrt zur Reduzierung des ATP-Gehaltes auf
etwa 45%. Nach Inkubation bei 48°C war fast kein ATP mehr meBbar (5 %).
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Abb. 18: Hemmung des Wachstums auf Acetat, der Atmung und der ATP-Synthese von Acinetobacter calcoaceticus durch Xenobiotika. Negative Werte in Zeile
Wachstum: vollstindige Hemmung des Wachstums (Abnahme der optischen Dichte bei 700 nm). Zellen ohne Inhalt: Werte wurden nicht bestimmt.
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3.3 Antwort von Acinetobacter calcoaceticus auf ChemostreB in Anwesenheit von
Xenobiotika

3.3.1 EinfluB} von priméiren Alkoholen und Temperaturerhhung

3.3.1.1 EinfluBl auf das Wachstum

Acinetobacter calcoaceticus wurde auf 0,22 % Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle bei
30 °C kultiviert. Nachdem die Kulturen die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten,
wurden verschiedene Mengen primérer Alkohole zugesetzt oder die Wachstumstemperatur
der Kultur auf 45°C erhéht. Die Einwirkung der primiren Alkohole und der erhohten
Temperatur fiihrte zur Verringerung der Wachstumsrate (Abb. 19, Temperaturerhhung wird
nicht gezeigt). Mit steigender Konzentration der priméren Alkohole nahm die Hemmung des
Wachstums zu. Konzentrationen ab 7,5 % Ethanol, 2% Butanol oder 0,15 % Hexanol
verursachten eine vollstandige Hemmung des Wachstums.

0.4

035

03
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&
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« =% <0,8 % Butanol
+= % 1,4 % Butanol

Blomasse OD 700 nm
o
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Abb. 19: Hemmung des Wachstums von Acinetobacter calcoaceticus auf Acetat durch primiire Alkohole
und Temperaturerhhung. Pfeil: Einwirkungsbeginn.

AuBer bei Butanol sind die dazugehorigen Konzentrationen in der Lipidschicht der
cytoplasmatischen Membran mit Werten um 0,2 M #hnlich groB (Tab. 12). Die Berechnung
der Membrankonzentration erfolgte auf Grundlage der eingesetzten Konzentration der

priméren Alkohole und ihren Verteilungskoeffizienten 108K,/,mr0/ e ZWischen Lipid der
Membran und der wissrigen Phase. Der 108K, umpen pupr Wurde aus dem Verteilungs-

koeffizient logk, zwischen Oktanol und Wasser berechnet (Abb. 20).

Ok tan ol / Wasser

ng kMe’mbran.‘ Puffer = 0’97 x ]Og kOJc tanol / Wasser 0’64

Abb. 20: Berechnung des Verteilungskoeffizienten primiirer Alkohole zwischen Membran und Puffer.
(Sikkema et al., 1994).
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Tab. 12: Membrankonzentration primirer Alkohole, Wachstumshemmung und Menge des 72 kDa
Proteins (siehe 3.3.1.2) von Acinetobacter calcoaceticus nach Einwirkung von primiren Alkoholen und
Temperaturerh6hung

g Mola:e‘KcFL— Molare K.on- Waf:hsnmrale indljllcﬁan des 72 kDa
Alkohol in 9 2Shtrationin - zentration in der in % der Proteins bezogen auf die
Wasser [M] Membran [M] Kontrolle Kontrolle

2,5 0,543 0,07 68 14
Ethanol 5 1,087 0,13 41 1.9
7.5 1,630 0,20 kein Wachstum 14
0,8 0,108 0,18 58 21
Butanol 14 0,189 031 12 04
2 0,270 0,44 kein Wachstum 0.4
0,1 0,010 0,15 39 1,5
Hexanol 0,15 0,015 0,22 kein Wachstum 1,4
0,2 0,020 0,29 kein Wachstum 0,5
Hitzeschock - - - 2 2,6

3.3.1.2 Einfluf auf die Proteinmuster

Nach der Inkubation der Kulturen mit priméren Alkoholen und Temperaturerhohung wurde
die Biomasse geerntet und die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen. Die in den zellfreien
Extrakten enthaltenen Proteine wurden mit Hilfe der SDS-Elektrophorese getrennt. In den
erzeugten eindimensionalen silbergefirbten Proteinmustern wurden gegeniiber der Kontrolle
verstirkte Banden (Abb. 21) nachgewiesen. Eine besonders auffillige Bande mit dem
Molekulargewicht von 72 kDa wurde quantifiziert. Die anhand der respektiven
102 &y mpran puge K2lkulierten Membrankonzentrationen primérer Alkohole, die zur maximalen

Induktion des 72 kDa Proteins fiihrten, sind mit Werten zwischen 0,13 - 0,18 M sehr dhnlich
(Tab. 12).

Abb. 21: Induktion von Proteinen durch primire Alkohole und Temperaturerhohung in Acinetobacter
calcoaceticus. Ausschnitt aus einem silbergefirbten eindimensionalen Proteinmuster (lpg / Spur). Spur 1:
Kontrolle, Spur 2: 5 % Ethanol, Spur 3: 0,8 % Butanol, Spur 4: 1,4 % Butanol, Spur 5: 2 % Butanol, Spur 6: 0,05
% Hexanol, Spur 7: 0,1 % Hexanol, Spur 8 0,15 % Hexanol, Spur 9: 0,2 % Hexanol, Spur 10:
Molekulargewichtsstandard (BIO-RAD SDS Low-Range).

Die Proteinproben von Acinetobacter calcoaceticus, bei denen die starksten Veranderungen in
eindimensionalen Proteinmuster beobachtet wurden (5 % Ethanol, 0,8 % Butanol, 0,1 %

Hexanol und Temperaturerhthung), wurden mit Hilfe der zweidimensionalen
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Gelelektrophorese getrennt. In den silbergefirbten zweidimensionalen Proteinmustern wurden
mindestens 91 zweifach verstirkte oder neu synthetisierte Proteine nachgewiesen (Abb, 23-
Abb. 27, Seiten 42 - 44), 21 Proteine wurden durch alle StreBarten generell induziert (Abb.
22). Im Vergleich zur Temperaturerhdhung, bei der 25 spezifisch induzierte Proteine
nachgewiesen wurden, ist die Zahl der nur durch einen Alkohol spezifisch induzierten
Proteine geringer (2-5, Abb. 22A). Neben den spezifischen und den generell durch einen
StreB induzierten Proteinen gibt es noch zwei weitere Gruppen von Proteinen. Zur ersten
Gruppe gehoren 7 (gelb, Abb. 22B) Proteine, die gemeinsam durch Temperaturerhthung oder
Ethanol induziert wurden, wihrend zur zweiten Gruppe 8 durch Butanol, Hexanol oder
Temperaturerh6hung induzierte Proteine gehoren (Abb. 22B). AuBerdem existiert noch eine
groBere Gruppe von 12 Proteinen, die allein durch die beiden hsheren Alkohole Butanol und
Hexanol induziert wurden (gelb, Abb. 22A).

Hexanol
5

Butanol

Temperatur-
erhbhung

25

Hexanol

4

A B

Abb. 22: Generell (blau), dreifach (griin), zweifach (gelb) und spezifisch (weil) induzierte Proteine in
Acinetobacter calcoaceticus nach Einwirkung von primiren Alkoholen. In Abbildung A werden nur
Proteine dargestellt, die nicht durch Temperaturerhthung induziert wurden. In Abbildung B werden nur
Proteine dargestellt, die auch durch Temperaturerhéhung induziert wurden.

Von den in den Proteinmustern induzierten Proteinen wurden die Funktion von 5 Proteinen
mit Hilfe der N-terminalen Sequenzierung (siehe Abschnitt 3.1.2 auf Seite 29) nachgewiesen.
Zu ihnen gehorten die 4 Hitzeschockproteine GroEl, DnaK, HipG, ClpB sowie das durch
oxidativen StreB induzierbare Protein AhpC. Das im eindimensionalen Proteinmuster nach
Einwirkung von primédren Alkoholen und nach Temperaturerhthung auffillige Protein ist das
Hitzeschockprotein DnaK. Die Induzierbarkeit der meisten Proteine nahm mit zunehmender
Kettenlinge der primiren Alkohole ab (Tab. 13). Das Hitzeschockprotein GroEl wurde auBer
durch Temperaturerhhung allein durch Ethanol induziert. Die anderen Hitzeschockproteine
wurden durch alle eingesetzten priméren Alkohole induziert. Das oxidative Stref Protein
AhpC wurde sowohl durch Temperaturerhhung als auch durch alle primiren Alkohole
induziert. Die groBten Induktionsraten wurden bei den Proteinen HtpG und ClpB gefunden,
die unter Kontrollbedingungen mit einem geringen Grundniveau vorkamen (nicht gezeigt).
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Tab. 13: Verstirkungsfaktoren einiger Proteine von Acinetobacter calcoaceticus nach Einwirkung von
primiiren Alkoholen und Temperaturerhéhung. Hellgrau: mindestens 2fach induziert. Dunkelgrau:
mindestens 10fach induziert.

GroEl DnakK HipG ClpB AhpC
MW 60 72 67 84 26
pl 4,79 4,65 4,73 5,21 4,77
Temperaturerhthung 3,2 53 Rl S
5 % Ethanol 24 5,1
0,8 % Butanol 1,0 22 40 4,1 3.1
0,1 % Hexanol 0,8 2,0 33 5.7 2,6
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Abb. 23: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinefobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat (Kontrolle). Griin hervorgehoben: nach Einwirkung von primiren Alkoholen oder nach
Temperaturerhthung verstirkt induzierte Proteine (vergleiche Abb. 24 - Abb. 27).

42



kDa

Clpa
j‘;o - 90
i HtpG Dnak
. Q@" 70
5 GmEl o
.. . ocﬁ o
' I ' e
] o
o ‘tﬁ-. 1‘ 2 ‘ -43
.’ ) ®
L} 3 °
[} . %
]
e © Jo! . <8 o . -35
. ! = 5 2 % ©
= by % “
0
® Co o ]
® Boes® S
° AllpC o
L
0
o L]
. u. ' o @ 14
- @
To & - o
Y 50 )|

Abb. 24: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat und 60 min Inkubation bei 45 °C. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach einer
Temperaturerhthung gegeniiber der Kontrolle {Abb. 23) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die nach
einer TemperaturerhShung gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) neu sind.
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Abb. 25: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat und 60 min Inkubation mit 5 % Ethanol. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach
Einwirkung von Ethanol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von Ethanol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) neu sind.
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Abb. 26: Silbergefdarbtes zweidimensionales Proteinmuster
Wachstum auf Acetat und 60 min Inkubation mit 0,8 % Butanol. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach

Einwirkung von Butanol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von Butanol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) neu sind.
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Abb. 27: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat und 60 min Inkubation mit 0,1 % Hexanol. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach
Einwirkung von Hexanol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von Hexanol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 23) neu sind.



3.3.1.3 EinfluB von Ethanol und Butanol auf die Synthese von Hitzeschockproteinen

Wie bereits in Abschnitt 3.3.1.1 dargestellt wurde, ist die Induktion von Proteinen durch
primdre Alkohole abhingig von der eingesetzten Konzentration. Am Beispiel von Ethanol
und einiger Hitzeschockproteine wurde dieser Zusammenhang niher untersucht. Dazu wurde
eine Kultur von Acinetobacter calcoaceticus wihrend des Wachstums auf Acetat 30 min mit 3
verschiedenen Ethanolkonzentrationen oder bei einer Temperatur von 45°C inkubiert. Die
Menge der Hitzeschockproteine wurde nach zweidimensionaler Trennung der Proteine (nicht
gezeigt) quantifiziert. In Gegenwart von 5 % Ethanol wurden alle Hitzeschockproteine auBer
GroEl am stirksten induziert (Tab. 14). Die Proteine HtpG und ClpB zeigen im Vergleich zu
DnaK und GroEl nach Inkubation bei héherer Temperatur oder mit 5 % Ethanol eine starke
Induktion.

Tab. 14: Einfluf der Konzentration von Ethanol auf die Synthese von Hitzeschockproteinen in
Acinetobacter calcoaceticus. (Verstirkungsfaktoren gemessen in zweidimensionalen Proteinmustern)

Protein  Verstarkungsfaktor gegeniber der Konwolle
Temperaturer-

2,5 % Ethanol 5 % Ethanol 7.5 % Ethanol
hohung
GroEl 2.9 2.2 1,¢ 1,3
HipG 7,3 1,5 43 0.7
DnaK 33 19 20 1,0
ClpB 15,2 23 7.3 12

Die Gehalt GroEl und DnaK derselben Proben von Acinetobacter calcoaceticus wurde
zusdtzlich im Dot-Blot gemessen (Abb. 28). Im Blot ist die Zunahme beider
Hitzeschockproteine nach Temperaturerhohung und Einwirkung von Ethanol ebenfalls

nachweisbar.
12

s 3 4 5
Anti-GroEl  Anti-Dnak

Abb. 28: Dot-Blot mit anschlieBender Immunfirbung der Hitzeschockproteine GroEl und Dnak.
25 pg Protein/Dot. Dot 1: Kontrolle, Dot 2: Temperaturerhshung auf 45 °C, Dot 3: 2,5 % Ethanol, Dot 4: 5 %
Ethanol, Dot 5: 7,5 % Ethanol.

Nach Temperaturerhbhung hat sich die Menge des Hitzeschockproteins GroEl im Vergleich
zur Kontrolle um das 43 fache erhoht, die des Proteins DnaK um das 18 fache (Abb. 29). Die
ermittelten  Verstarkungsfakioren nach  Einwirkung von  Ethanol und nach
Temperaturerhdhung (Abb. 29) sind deutlich hoher als die Werte, die fiir diese Proben mit
Hilfe der Auswertung zweidimensionaler Proteinmuster (Tab. 14) bestimmt wurden.
Trotzdem wird auch mit dieser Methode die Tendenz bestitigt, daB die optimale
Ethanolkonzentration fiir die Induktion von Hitzeschockproteinen bei 5 % liegt.
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Kontrolle | 2,5 % Sthanci | 5.0 % Ethano) | 7.5 % Sthanol | Hitzeschock |
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Abb. 29: Messung der Verstirkung der Hitzeschockproteine GroEl und DnaK von Acinetobacter
calcoaceticus nach Einwirkung von Ethanol und nach Temperaturerhhung im Dot-Blot.

Die Kombination einer Temperaturerhéhung und der Inkubation mit Ethanol fiihrte zur
verstarkten Synthese von Hitzeschockproteinen (Abb. 30). In Gegenwart von 5% Ethanol
reichte eine Temperaturerhshung von 30 auf 37°C aus, um die Hitzeschockproteine in
vergleichbaren Mengen wie bei 45 °C allein zu induzieren. Bei 45°C dagegen fiihrte die
Zugabe von 8 % Ethanol zur Inhibierung der Hitzeschockantwort (Abb. 30). Am Beispiel des
Proteins HtpG, das in silbergefirbten zweidimensionalen Proteinmustern (nicht gezeigt)
quantifiziert wurde, konnte demonstriert werden, daB die gemeinsame Wirkung von Ethanol
und einer Temperaturerhohung die Summe der Einzelwirkungen deutlich iibersteigt (Abb.
31).

37°C

% Ethanol

Abb. 30: Induktion von Hitzeschockproteinen durch gemeinsame Einwirkung von Ethanol und
Temperaturerhhung in Acinetobacter calcoaceticus. Silbergefirbtes Gel nach SDS-Elekuwophorese von
Zellextrakten (1pg / Spur).

Nach Einwirkung von Ethanol, Butanol oder der Kombination beider Substanzen wurden die
Induktion der Proteine GroFEl und DnaK in Dot-Blots untersucht. Ethanolkonzentrationen bis
2 9 fiihrten zu keiner Induktion des Proteins GroEl und nur zu einer leichten Induktion des
Proteins DnaK (Abb. 32). Die optimale Konzentration fiir die Induktion von GroEl und Dank
durch Butanol lag bei 1,2 %, wobei das Proteins GroEl maximal nur 1,9 fach induziert wurde.
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Abb. 31: Induktion des Proteins HtpG (High temperature protein G) von Acinetobacter calcoaceticus
durch Ethanol und Temperaturerhéhung. Vergleich von silbergefirbten zweidimensionalen Proteinmustern.
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Abb. 32: Induktion der Hitzeschockproteine GroEl und Dank von Acinetobacter calcoaceticus nach
Einwirkung von Butanol und Ethanol. Gemessen in immungefirbten Dot-Blots (25 pg Protein/Dot).

Die Kombination beider Substanzen fiihrte zur Verstirkung der Synthese beider Proteine und
verringerte gleichzeitig die zur maximalen Induktion nétige Butanolkonzentration von 1,2 %
auf 0,8 % (bei gleichzeitiger Zugabe von 2 % Ethanol). Die gemessene 18,7 fache
Verstirkung des Proteins DnaK nach gleichzeitiger Einwirkung von 0,8 % Butanol und 2 %
Ethanol war deutlich groBer als die Summe der Verstirkungen, die durch die Substanzen
einzeln hervorgerufen wurden (0,8 % Butanol 4,9 fach und 2 % Ethanol 2,2 fach).
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3.3.2 EinfluB von Phenol, Catechol, Wasserstoffperoxid und Temperaturerhéhung

3.3.2.1 EinfluB auf das Wachstum

Acinetobacter calcoaceticus wurde auf 0,22 % Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle
kultiviert. Nach dem Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Kulturen
unter Wachstumsbedingungen 1 h in Gegenwart von 6 x 0,15 mM H,0,, 14 mM Catechol, 14
mM Phenol oder bei 45°C inkubiert. Die mehrfache Zugabe von H,0, war erforderlich, um
ihren enzymatischen Abbau durch die Kulturen zu kompensieren. Die Einwirkung von H;0;,
Catechol und Phenol fiihrte zur Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit von
Acinetobacter calcoaceticus auf Acetat (Abb. 33), wihrend die Inkubation bei 45°C das
Wachstum vollstindig inhibierte. Bei Atmungsmessungen von Zellsuspensionen nach
einstindiger Inkubation mit Phenol oder Catechol wurden keine Erhthungen der
Atmungsaktivitdten mit Phenol bzw. Catechol als Substrat gemessen (nicht gezeigt), was
belegt, daB innerhalb dieser Zeit Phenol und Catechol nicht als Kohlenstoff- und
Energiequelle verwertet wurden.

0,5
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E 03- i |7®6x0,15 mM Wasserstoffperoxid
(=] e am
2 025 i 14 mM Catechol
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Abb. 33: Hemmung des Wachstums von Acinetobacter calcoaceticus auf Acetat durch H;0,, Catechol,
Phenol oder eine Temperaturerhéhung. Pfeil: Einwirkungsbeginn.

3.3.2.2 EinfluB auf die Proteinmuster

Die Proteine zellfreier Extrakte wurden mit Hilfe der SDS-Elektrophorese getrennt. Das
Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus in Gegenwart von H,0,, Catechol und nach
Temperaturerhhung fithrte zur Induktion von Proteinen, die bereits in eindimensionalen
Proteinmustern als Verstdrkung von Banden (markiert durch Pfeile in Abb. 34) nachgewiesen
werden konnte. Im Gegensatz dazu ist nach Einwirkung von Phenol in eindimensionalen

Proteinmustern keine Induktion von Proteinen nachweisbar.
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Abb. 34: Induktion von Proteinen durch H,0,, Catechol,
Phenol und Temperaturerhdhung in  Acinetobacter
calcoaceticus. Silbergefirbte eindimensionalen Proteinmuster
(1pg Protein / Spur). Spur 1: Molekulargewichtsstandard
(Pharmacia), Spur 2: Kontrolle, Spur 3: 0,15 mM H,0;,, Spur 4:
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Die Antworten auf Catechol und H,O, sind sich sehr #hnlich (blaue Pfeile, Abb. 34) und
unterscheiden sich deutlich von der Antwort auf Temperaturerhthung (rote Pfeile, Abb. 34).
Nach Einwirkung von Catechol konnten noch zwei weitere verstirkte Banden (griine Pfeile,
Abb. 34) nachgewiesen werden.

Nach zweidimensionaler Gelelektrophorese wurden insgesamt 64 verstirkte und 47 neue
Proteine in den silbergefarbten Proteinmustern (Abb. 36 - Abb. 40, Seiten 51 - 53)
nachgewiesen. 17 Proteine wurden durch alle StreBarten generell induziert (blau, Abb. 35B).
Die Antwort von Acinetobacter calcoaceticus auf Catechol zeigt eine hohere Ahnlichkeit zur
Antwort auf Wasserstoffperoxid als die Antwort auf Phenol, da die Anzahl der gemeinsam
induzierten Proteine mit 7 gegeniiber 2 groBer ist (gelb, Abb. 35A). Im Gegensatz dazu sind
sich die Antworten auf Phenol und Temperaturerhthung dhnlicher als die Antworten auf
Catechol und TemperaturerhShung ist (gelb, Abb. 35B). Obwohl sich die Antworten der
beiden aromatischen Substanzen hinsichtlich ihrer Ahnlichkeit zu H;0,-StreB und
Temperaturerh6hung unterscheiden, gibt es 5 Proteine, die allein durch beide Substanzen
induziert wurden (gelb, Abb. 35A). Wie bereits aus eindimensionalen Proteinmustern zu
erwarten war, fithrt die Einwirkung von Catechol zur Induktion zu einer Reihe von
spezifischen Spots mit relativ groBem Volumen, die deshalb sehr markant fiir diese Antwort
sind (Protein 3, Abb. 38).
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Abb. 35: Generell (blau), dreifach (griin), zweifach (gelb) und spezifisch (weiB}) induzierte Proteine in
Acinetobacter calcoaceticus nach Einwirkung von Phenol, Catechol, H;O; und Temperaturerhéhung.
In Abbildung A werden nur Proteine dargestellt, die nicht durch Temperaturerhthung induziert wurden. In
Abbildung B werden nur Proteine dargestellt, die auch durch Temperaturerhdhung induziert wurden.

Aus der Vielfalt der induzierten Proteine wurden 6 Proteine zur Ermittlung der Funktion
ausgewihlt (siehe Abschnitt 3.1.2 auf Seite 29). Die Position der durch H,O, induzierten
Katalase (HPI) wurde durch den Vergleich von Proteinmustern ermittelt (siehe 3.1.1). Die
oxidativen StreB3-Proteine AhpC, AhpF und H,0; induzierbare Katalase wurden am stirksten
durch H;0; und Catechol induziert, wihrend die Hitzeschockproteine DnaK, HtpG, ClpB am
stirksten durch Phenol und Temperaturerhshung wurden (Tab. 15). Diese Gruppierungen
bestitigen die Resultate der Analyse der neuen und verstdarkten Proteine beziiglich der
Ahnlichkeit der Antworten. Die Proteine | - 4 sind weitere Beispiele fiir dieses Verhalten. Die
Proteine 2 und 4 zeigen in ihrem Induktionsmuster ein #dhnliches Verhalten wie die durch
Phenol und Hitze induzierten Proteine. Das Protein 1 ist ein Beispiel fiir ein allein durch
Phenol oder Catechol induziertes Protein (Abb. 38 und Abb. 39). In diesem Experiment ist
durch keinen EinfluB eine Erhhung des Hitzeschockproteins GroEl nachweisbar.

Tab. 15: Verstirkungsfaktoren einiger Proteine von Acinetobacter calcoaceticus nach Einwirkung von
H,0,, Catechol, Phenol und Temperaturerhthung. Hellgrau: mindestens 2fach induziert. Dunkelgrau:
mindestens 10fach induziert. Hellgrau, schwarz umrahmt: neu induziert.

GroEl DnakK HipG ClpB Protein2 Protein 4 AhpF HPI AhpC Protein 1 Protein 3
MW 60 72 67 84 48 33 56 71 26 22 32

pl 479 4,65 473 521 4,48 4,64 4,76 5,23 4,77 541 5,6

6x 0,15 mM H20, 1,4 1,2 1,5 04 1,3 5.0 53 0,3

14 mM Catechol .3 5227 19 23 22 4.6 2,0

14 mM Phenol 1,4 2,3 4,5 84

1,8 0,5 62 0,0

Temperaturerhdhung 14 66 &
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Abb. 36: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat (Kontrolle). Griin hervorgehoben: nach Einwirkung von H,O,, Catechol, Phenol oder
Temperaturerhthung verstirkt induzierte Proteine (vergleiche Abb. 37 - Abb. 40).
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Abb. 37: Silbergefiirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus mnach
Wachstum auf Acetat und 60 min Einwirkung von 6 x 0,15 mM H,0,. Griin hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von H;O; gegentiber der Kontrolle (Abb. 36) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von H,O, gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) neu sind.
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Abb. 38: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinefobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat und 60 min Einwirkung von 14 mM Catechol. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach
Einwirkung von Catechol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von Catechol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) neu sind.
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Abb. 39: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat und 60 min Einwirkung von 14 mM Phenol. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach
Einwirkung von Phenol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) verstarkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die
nach Einwirkung von Phenol gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) neu sind.
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Abb. 40: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Acetat und 60 min Inkubation bei 45 °C. Griin hervorgehoben: Proteine, die nach
Temperaturerhthung gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die nach
Einwirkung von Temperaturerhthung gegeniiber der Kontrolle (Abb. 36) neu sind.

3.3.2.3 EinfluB auf die Aktivitiit der Katalase

Nach UltraschallaufschluB wurde in zellfreien Extrakten von Acinetobacter calcoaceticus die
Enzymaktivitdt der Katalase gemessen (Tab. 16). Der EinfluB von H,Q,, Catechol, Phenol
und einer Temperaturerhohung fiihrte in allen Fillen zur Erhdhung der spezifischen Aktivitit
der Katalase. Der hochste Verstirkungsfaktor (3,8fach), bezogen auf die Kontrolle, wurde
nach Inkubation mit H,O; gemessen.

Tab. 16: Spezifische Aktivitit und Verstirkungsfaktoren der Katalase in zellfreien Extrakten von
Acinetobacter calcoaceticus

Kontrolle 6x0,15mM 14 mM 14 mM Temperatur-
HGr Catechol Phenol | erhtbhung auf 45°C
spezifische
5
Aktivitit in U/ me ,9 22,6 14,9 18,9 132
Verstirkungs-
okt By Kol 3.8 25 3z 22

Die Proteine zellfreier Extrakte wurden mit Hilfe der nativen Elektrophorese getrennt. Nach
der Aktivfarbung der Gele zeigte sich, daB sich die Aktivitit auf mindestens 2 Isoenzyme der
Katalase verteilt (Abb. 41). Nach Einwirkung von HO; oder Catechol war eine schwache
dritte Bande nachweisbar. Das Isoenzym mit dem niedrigsten scheinbaren Molekulargewicht
(H2O; induzierbare Katalase, HPI) erhoht sich in Antwort auf alle verschiedenen Einfliisse.
Die Verstdrkung der Bande ist am stirksten nach Einwirkung von HyO,, gefolgt von Catechol,
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Phenol und Temperaturerhthung. Bei dem Isoenzym mit dem hochsten scheinbaren
Molekulargewicht (Stationdre Phase-Katalase HPII, siche 3.4.2.2.2) ist nur in Antwort auf
Phenol eine Verstirkung der Bande zu beobachten. Eine genauere Quantifizierung ist bei
dieser Art von Aktivfarbung jedoch nicht méglich.

Katalase aus
Rinderleber

Stationre- -
Phase-Karalase

X ot

H O induzierbare
Katalase

Abb. 41: Aktivfarbung zum Nachweis von Katalase nach nativer Elektrophorese von zellfreien Extrakten
von Acinetobacter calcoaceticus. Spur 1: Kontrolle, Spur 2: 0,15 mM H,0;, Spur 3: 14 mM Catechol, Spur 4:
14 mM Phenol, Spur 5: Temperaturerhthung auf 45 °C, Spur 6: Katalase aus Rinderleber.

3.3.2.4 EinfluB auf die Resistenz gegeniiber letalen H.O, Konzentrationen

Zellsuspensionen von Acinetobacter calcoaceticus, die eine Stunde in Gegenwart von H,O,,
Catechol, Phenol oder erhéhter Temperatur kultiviert wurden, wurden anschlieBend einer
letalen Dosis von 2 mM H,0, ausgesetzt (Abb. 42). Das Verhiltnis zwischen Kolonien-
bildenden Einheiten (KBE) vor und nach der Einwirkung von 2 mM H,0, diente als MaB fiir
die Resistenz. Die Vorinkubation mit H,O; verursachte die stiirkste Resistenzerhhung. Nach
10 min Inkubation konnten noch 56 % KBE nach der Vorinkubation mit H,O, gegeniiber
0,01% KBE der Kontrolle nachgewiesen werden (Abb. 42).

100,0
100 -

o —*— Konmolle
o
E —&—6 x 0,15 mM Wasserstoffperoxid
§ e —®= 14 mM Catechol
& | =*=14 mM Phenol

01 - —&— Himeschock ‘

0.0 g

0 2 4 6 g 10 12
tin min

Abb. 42: Resistenz von Acinetobacter calcoaceticus gegeniiber 2 mM H,0,. Kultivierung der Zellen auf
0,22 % Acetat und anschlieBend 1h Vorinkubation mit 6 x 0,15 mM H,0,, 14 mM Catechol, 14 mM Phenol und
Temperaturerhshung auf 45°C unter Wachstumsbedingungen.
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Von Zellsuspensionen, die mit Catechol oder Phenol vorinkubiert wurden, konnten nach 10
min noch 5,2% bzw. 0,5% KBE erfaBt werden. Die Erhohung der Temperatur verringerte die
Fahigkeit, hohe Konzentrationen von H,0, zu iiberleben (Abb. 42).

3.4 Antwort von Acinetobacter calcoaceticus auf Chemostref wihrend des Wachstums
auf Xenobiotika

3.4.1 Wachstum auf primiiren Alkoholen

3.41.1 EinfluB der Ausgangskonzentration auf das Wachstum

Acinetobacter calcoaceticus wurde auf 0,2 % oder 4% Ethanol und auf 0,05 % oder 0,4 %
Butanol als Kohlenstoff- und Energiequelle kultiviert. Die Ausgangskonzentrationen von 4 %
Ethanol und 0,05 % bzw. 04 % Butanol verursachten im Vergleich zur Kultivierung auf
0,2 % Ethanol eine lag-Phase von 1-2 h (Abb. 43). Trotz der lag-Phase bei Wachstum auf 4 %
Ethanol ist die erreichte maximale Wachstumsrate mit y = 0,7 h™* shnlich wie die ohne lag-
Phase bei Wachstum auf 0,2 % Ethanol meBbare. Beim Wachstum auf 0,05 % und 04 %
Butanol betrugen die Wachstumsraten u =045 h? bzw. 0,30 h'l. Nachdem die Kulturen
optische Dichten (700 nm) von 0,13-0,2 erreicht hatten, wurden die Zellen geerntet.

0.25

1 *—0.2% Ethanol

|| =%~ 4% Ethano!
i 0.05% Butanol
- 0.4% Butanol

ot
w

on 700 nm

0.05 ~

Abb. 43: Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus auf Ethanol und Butanol

3.4.1.2 EinfluBf der Ausgangskonzentration auf die Proteinmuster

Die in den zellfreien Extrakten enthaltenen Proteine wurden mit Hilfe der zweidimensionalen
Elektrophorese getrennt. Der Vergleich der silbergefirbten Proteinmuster nach Wachstum auf
priméren Alkoholen mit denjenigen Mustern nach Wachstum auf 0,22 % Acetat zeigt einige
verstirkte Proteine (schwarze Pfeile in Abb. 44 - Abb. 47, Seiten 57 - 58), die den
Gesamteindruck der Muster veridnderten. Die Molekulargewichte der beiden wichtigsten
Proteine betragen 42 und 52 kDa. Sie entsprechen in etwa den Molekulargewichten der NAD-
abhéngigen Alkohol-dehydrogenase EC 1.1.1.1 aus Escherichia coli (Swissprot accession
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number: P37686) und der NAD-abhingigen Aldehyddehydrogenasen EC 1.2.1.3 aus
Escherichia coli (Swissprot accession number: P23883).

Die Proteinmuster nach Wachstum auf 0,2% und 4% Ethanol sowie nach Wachstum auf 0,05
% und 0,4 % Butanol wurden miteinander verglichen (Abb. 44 - Abb. 47). Nach Wachstum in
Gegenwart der hohen Konzentrationen von Ethanol oder Butanol wurden 71 bzw. 62 neue
und verstérkte Proteine in den Proteinmustern gefunden (Tab. 17).

Tab. 17: Neue und verstirkte Proteine nach Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus auf hohen
Konzentrationen primirer Alkohole

Zahl der verstirkten Zahl der neuen
Proteine Proteine
4 % Ethanol 50 21
0,8 % Butanol 39 23

Davon wurden 27 Proteine gemeinsam durch hohe Konzentration beider Alkohole induziert.
Zu dieser Gruppe von Proteinen gehoren die Hitzeschockproteine DnaK, ClpB und das
oxidative StreB Protein AhpC (Tab. 18), die mit Hilfe der N-terminalen Sequenzierung
nachgewiesen wurden (siche 3.1.2). Die Proteine 2 und 4, die typisch fiir die
Hitzeschockantwort sind, zihlen ebenfalls zu dieser Gruppe. Das Hitzeschockprotein HtpG,
die durch H>0; induzierbare Katalase (HPI), das oxidative StreBprotein AhpF und das Protein
1 wurden nur wihrend des Wachstums bei hohen Konzentrationen von einem der beiden
Alkohole induziert.

Tab. 18: Verstirkungsfaktoren einiger Proteine von Acinetobacter calcoaceticus nach Wachstum auf

primiiren Alkoholen. Hellgrau: mindestens 2fach induziert. Dunkelgrau: mindestens 10fach induziert. Hellgrau,
schwarz umrahmt: neu induziert.

GroEl DnaK HtpG CipB Protein 2 Proteind4 AhpF  HPI AhpC Protein |
MW 60 72 67 B84 48 33 56 71 26 22

ol 479 465 473 521 448 464 476 523 477 541

Verstirkungsfakior nach Wachstum auf 4
% Ethanol bezogen auf die Kontrolle 1,6
(Wachswum auf 0,2 % Ethanol)

Verstarkungsfaktor nach Wachstum auf :
0.4 % Butanol bezogen auf die Kontrolle 0.8
(Wachstum auf 0,05 % Butanol)
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Abb. 44: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf 0,2 % Ethanol. Griin umrandete Spots: nach Wachstum auf 4 % Ethanol in Abb. 45 verstirkte
Proteine. Schwarze Pfeile: durch Wachstum auf Ethanol gegeniiber dem Wachstum auf Acetat verstirkte
Proteine.
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Abb. 45: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf 4 % Ethanol. Griin umrandete Spots: nach Wachstum auf 4 % Ethanol gegeniiber Abb. 44
verstirkte Proteine. Rot umrandete Spots: nach Wachstum auf 4 % Ethanol gegeniiber Abb. 44 neue Proteine.
Schwarze Pfeile: durch Wachstum auf Ethanol gegeniiber dem Wachstum auf Acetat verstirkte Proteine.
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Abb. 46: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf 0,05 % Butanol. Griin umrandete Spots: nach Wachstum auf 0,4 % Butanol in Abb. 47
verstirkte Proteine. Schwarze Pfeile: durch Wachstum auf Butanol gegeniiber dem Wachstum auf Acetat
verstirkte Proteine.
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Abb. 47: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinefobacter calcoaceticus mnach
Wachstum auf 0,4 % Butanol. Griin umrandete Spots: nach Wachstum auf 0,4 % Butanol gegeniiber Abb. 46
verstirkte Proteine. Rot umrandete Spots: nach Wachstum auf 0,4 % Butanol gegeniiber Abb. 46 neue Proteine.
Schwarze Pfeile: durch Wachstum auf Butanol gegeniiber dem Wachstum auf Acetat verstirkte Proteine.
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3.4.1.3 EinfluB der Ausgangskonzentrationen auf die Induktion der Katalase

In den zellfreien Extrakten wurde die Aktivitit der Katalase bestimmt. Die spezifischen
Aktivitdten (Tab. 19) nach Wachstum auf 4% Ethanol oder 0,4 % Butanol waren um mehr als
das 3fache gegeniiber dem Wachstum auf niedrigen Konzentrationen der priméren Alkohole
gemessenen Aktivitdten erhoht. Nach nativer Elektrophorese dieser Rohextrakte mit
anschlieBender Aktivfarbung der Katalase konnten zwei Isoenzyme (Abb. 48) nachgewiesen
werden, wobei besonders die H,O; induzierbare Katalase HPI (siche 3.3.2.3) in Gegenwart
der hohen Konzentrationen beider Alkohole verstirkt war.

Tab. 19: Spezifische Aktivitit und Verstirkungsfaktoren der Katalase in Rohextrakten von Acinetobacter
calcoaceticus nach Wachstum auf primiiren Alkoholen

0.2% Ethanol = 4% Ethanol . 0.05% Butanol _ 0.4% Butanol
Speestiochs Alaiviti 462 77 458 1574
in U/mg |

Verstarkungsfaktor ‘ 35
der Karalase i

38

Stationédre-
Phase-Katalase

Abb. 48: Aktivfarbung der Katalase nach nativer Elektrophorese von Rohextrakten von Acinetobacter
calcoaceticus nach Wachstum auf primiren Alkoholen. Spur 1: 0,2 % Ethanol, Spur 2: 4 % Ethanol, Spur 3:
0,05 % Butanol, Spur 4: 0,4 % Butanol.

Die nach Wachstum in Gegenwart hoher Konzentrationen der primiren Alkohole im
Enzymtest gemessene starke Erhthung der Gesamtaktivitit der Katalasen wurde (Tab. 19)
durch die Zunahme der Aktivitit der H>O> induzierbaren Katalase HPI verursacht, die in nativ
gefarbten Gelen nachgewiesen wurde (Abb. 48). Nach Auswertung der entsprechenden
zweidimensionalen Proteinmuster ist jedoch die Verstirkung der HO; induzierbaren Katalase
(HPI) nach Wachstum auf 0,4 % Butanol geringer als auf Grund der Gesamtaktivitit und der
Ergebnisse der nativen Elektrophorese erwartet werden konnte (siehe Tab. 18, Seite 56).

3.4.2 Wachstum auf Phenol
3.4.2.1 Batchkultivierung

3.4.2.1.1 EinfluB der Ausgangskonzentration auf das Wachstum

Acinetobacter calcoaceticus wurde in Batchkulturen auf verschiedenen Konzentrationen von
Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle vermehrt. Das Wachstum wurde durch die
Messung der optischen Dichte bei 700 nm verfolgt (Abb. 49). Mit zunehmender
Phenolkonzentration im Medium verldngerte sich die lag-Phase von 2 h bei Wachstum auf 0,5
mM Phenol bis auf mehr als 6 h bei Wachstum auf 5 mM Phenol. Bereits ab 7 mM Phenol ist
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nach mehr als 24 h kein Wachstum mehr nachweisbar. Um zu priifen, ob Acinerobacter
calcoaceticus durch das Wachstum auf einer niedrigen Konzentration von 2 mM Phenol
befdhigt wird, anschlieBend in Gegenwart hoherer Phenolkonzentrationen zu wachsen,
wurden die Phenolkonzentrationen um 1-9 mM Phenol erhéht (Abb. 50).

0.7

| [—#—0.5 mM Prenol
—&—1,5 mM Pnenci
—%—4 mM Phenl
—8—5 mM Phenol
—X—7 mM Phenol
—+—11 mM Phenol

0D 700 nm

03T

15
tinh

Abb. 49: Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus auf verschiedenen Phenolkonzentrationen als
Kohlenstoff- und Energiequelle

035
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ozs ‘ —8—EB49 Kontrolie !
—8—EB45 +1 mM Phenal |
0z | | —#—gB45 +3mm Phenol |
—E—EB49 +5mM Phenol !

0.15 —S—EB49 +7 mM Phencl
—&—EB849 +3 mM Phenol

OD 700 nm
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Abb. 50: Hemmung des Wachstums von Acinetobacter calcoaceticus auf Phenol. Pfeil: Zeitpunkt der Zugabe
von Phenol.
Durch Zugabe von Phenol wurde das Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus auf Phenol
dhnlich wie in der lag-Phase gehemmt. Zellsuspensionen von Acinetobacter calcoaceticus
nach Wachstum auf 2 mM Phenol wurden genutzt, um den phenolabhéngigen
Sauerstoffverbrauch mit Hilfe einer Sauerstoffelektrode zu messen. Konzentrationen von 1-50
UM Phenol aktivierten die Atmung, wihrend oberhalb von 1 mM Phenol eine deutliche
Inhibierung der Atmung erfolgte (Abb. 52). Mit Hilfe der Formel nach Haldane (Abb. 51;
Leonard und Lindley, 1999), die die Substratinhibierung mathematisch beschreibt,
1 1 k, s

= X| l+=—%+—
v V s Kk

max

Abb. 51: Formel nach Haldane
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konnten néherungsweise folgende Parameter fiir die Phenolatmung phenolgewachsener Zellen
von Acinetobacter calcoaceticus ermittelt werden: Vi, = 680 nmol O / (min*mg) Trocken-
gewicht, k;=4 uyMund k; = 1,12 mM.

600

nM Of min! mg
-
g g

8

0,000 0,001 0.010 0,100 1.000 10,000 100,000
mM Phenol

Abb. 52: Phenolatmung von Acinetobacter calcoaceticus in Abhiingigkeit von der Phenolkonzentration

3.4.2.1.2 Einfluf} auf die Aktivitit der Katalase

Die Enzymaktivitat der Katalase in zellfreien Extrakten von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf 4 mM Phenol war sowohl in der frilhen als auch in der spiten exponentiellen
Wachstumsphase héher als nach Wachstum auf 4 mM Catechol oder 0,22 % Acetat (Tab. 20).
Eine Abnahme der Aktivitit der Katalase wihrend des Wachstums, von der frithen
exponentiellen zur spiten exponentiellen Phase, wurde bei allen Substraten beobachtet. Die
hohere Aktivitit beim Wachstum auf Phenol wurde dabei durch das Vorhandensein eines
hohen Anteils der Stationére-Phase-Katalase (HPII) bereits in der frithen exponentiellen Phase
verursacht (Abb. 53).

Tab. 20: Abhiingigkeit der spezifischen Aktivitit der Katalase in zellfreien Extrakten von Acinetobacter
calcoaceticus vom Wachstumssubstrat und der Wachstumsphase

4 mM Phenol 4 mM Catechol 0,5 % Acetat

spezifische Aktvitdt in der frithen
exponentiellen Phase ( U / mg)
spezifische Aktivitit in der spaten

exponentiellen Phase (U / mg)

45,6 30,3 222

37,9 12,5 13,7

Obwohl sich nach Wachstum auf Catechol und Acetat die Gesamtaktivititen der Katalase
kaum unterscheiden, verteilt sich die Aktivitdt unterschiedlich auf die beiden Isoenzyme.
Nach Wachstum auf Catechol war die H,0Q, induzierbare Katalase (HPI) das Hauptenzym,
wiahrend bei Wachstum auf Acetat die Stationire-Phase-Katalase (HPII) den gréBten Anteil
an der Gesamtaktivitét hatte.
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Abb. 53: Aktivfirbung der Katalase nach nativer Elektrophorese von zellfreien Extrakten von
Acinetobacter calcoaceticus aus der friihen exponentiellen Wachstumsphase. Spur 1: Wachstum auf 4 mM
Phenol, Spur 2: Wachstum auf 4 mM Catechol, Spur 3: Wachstum auf 0,22 % Acetat.

3.4.2.2 Kontinuierliche Kultivierung im Chemostat

3.4.2.2.1 Einflufl der DurchfluBrate auf die Restkonzentration von Phenol

Acinetobacter calcoaceticus wurde im Chemostat auf Phenol als Kohlenstoff- und
Energiequelle kultiviert. Es wurden DurchfluBraten von 0,1- 0,4 h”' eingestellt. Wihrend nach
Wachstum bei Durchflufraten zwischen 0,1 h™” und 0,3 h' kein Phenol im Kulturiiberstand
nachweisbar war, wurde bei einer Durchflufirate von 0,4 h! Phenol mit einer Konzentration
von 1,58 mM im Medium akkumuliert.

3.4.2.2.2 EinfluB der DurchfluBrate auf die Katalaseaktivitit

Die Gesamtaktivitidt der Katalase in zellfreien Extrakten wurde bestimmt. Die Aktivitdt nach
kontinuierlicher Kultivierung auf Phenol mit einer DurchfluBrate von D = 0,1 h™ war etwa
Sfach hother (Tab. 21) als die Aktivitdt bei batchweiser Kultivierung auf Phenol (Tab. 20). Sie
nahm mit zunehmender DurchfluBrate bei Kultivierung auf Phenol mit der Ausnahme D =0,4
h! ab und erreichte bei einer DurchfluBrate von D = 0,3 h” Werte, deren GroBenordnungen
einer Batch-kultivierung auf Phenol oder Acetat entsprachen.

Tab. 21: Spezifische Aktivitit und Anteil der Katalase in zweidimensionalen Proteinmustern nach
Kultivierung von Acinetobacter calcoaceticus im Chemostat auf Acetat oder Phenol.

Substrat 0,5 % Acetat 0,05 % Phenol 0,05 % Phenol 0,05 % Phenol 0,05 % Phenol
DurchfluBrate D 0,1 0,1 02 03 04
spezifische Akuvititin U/ mg 680 226 37 11 26
Verstirkungsfakior der .
20.. 4 1.0 24
ek 61,8 0.5 3

norma.!Js_xertes_Spowo]umen in 3432 1526 65
zweidimensionalen Gelen
Versuirkungsfakior der
stationdren Phase Katalase

Die Aktvitait der Katalase nach kontinuierlicher Kultivierung auf Acetat bei einer
DurchfluBrate von D = 0,1 h' war mit 680 U/mg etwa dreimal so hoch wie nach
kontinuierlicher Kultivierung auf Phenol mit derselben DurchfluBrate (Tab. 21). Der Anteil
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der Stationdren-Phase-Katalase in silbergefarbten zweidimensionalen Proteinmustern (Abb.
54) wurde bestimmt. Die anhand der Gesamtaktivitit der Katalase und des Anteiles der
Stationdren-Phase-Katalase in Proteinmustern ermittelten Verstirkungsfaktoren (Bezugswert
1 bei 0,05 % Phenol D = 0,3 h'') zeigten eine gute Korrelation (Tab. 21). Die durch H,0,
induzierbare Katalase war in allen zweidimensionalen Proteinmustern mit unverindertem
Anteil und geringer Gesamtmenge nachweisbar, so daB sie kaum einen EinfluB auf die
Gesamtaktivitit hatte.

Abb. 54: Ausschnitte aus zweidimensionalen Proteinmustern von Acinetobacter calcoaceticus mach
kontinuierlicher Kultivierung im Chemostat. Schwarzer Pfeil: Position der stationiren Phase Katalase in
zweidimensionalen Proteinmustern (Isoelektrische Fokussierung in IPG-Strips pH 3-10 NL). A: D=0,1 k", 0,5%
Acetat. B: D=0,1 h™', 0,05% Phenol. C: D=0,3 h"", 0,05% Phenol.

3.4.2.3 Kontinuierliche Kultivierung im Nutristat

3.4.2.3.1 EinfluB der Phenolkonzentration auf das Wachstum

Acinerobacter calcoaceticus wurde im Chemostat auf Phenol mit einer DurchfluBrate von
D = 0,2 h” kultiviert. AnschlieBend wurde die Kultivierung auf das Nutristatprinzip
umgestellt. Die Phenolkonzentration sollte auf 10 mM eingestellt werden. Anhand der
Extinktionsmessung des zellfreien Filtrates bei 280 nm konnte verfolgt werden, wie innerhalb
einer Stunde eine konstante Phenolkonzentration etabliert wurde (nicht gezeigt). Die Messung
der Phenolkonzentration im Medium mittels der HPLC-Analytik zu den
Probenahmezeitpunkten nach 1, 4 und 24 h bestitigte, daB sich eine konstante Konzentration
eingestellt hatte. Sie war aber mit Werten zwischen 7,4 -7,8 mM niedriger als erwartet (Abb.
55).
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Abb. 55: Durchfluirate und Phenolkonzentration wiihrend der kontinuierlichen Kultivierung von
Acinetobacter calcoaceticus nach dem Nutristatprinzip. Graue Pfeile: Zeitpunkte der Probenahme.

63



Die Erhohung der Phenolkonzentration auf 7,5 mM im Nutristat verursachte eine fast
vollstandige Hemmung des Wachstums von Acinetobacter calcoaceticus auf Phenol. Nach 4
h betrug die ermittelte DurchfluBrate nur noch 0,002 h'. Nach 9 h nahm die DurchfluBrate
wieder zu. Sie erreichte nach etwa 24 h einen Wert von D=0,07 h"' (Abb. 55). Die
Uberdosierung von Phenol fithrte zur Erhéhung der Phenolkonzentration (gemessen mit
HPLC) auf 18,5 mM und zum beginnenden Auswaschen der Kultur. Die noch im Kulturgefal
verbliebende restliche Biomasse wurde geerntet.
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Abb. 56: Phenolatmung von Acinetobacter calcoaceticus nach Kultivierung auf Phenol im Chemostat und
im Nutristat

Von den Zellen nach 1 h, 4 h und 24 h Kultivierung im Nutristat wurde die Phenolatmung
gemessen. Es wurden 3 verschiedene Substratkonzentrationen eingesetzt. Die Gegenwart von
7,5 mM Phenol im Nutristat verursachte zu allen Zeitpunkten eine leichte ErhShung der
Phenolatmung mit 0,1 mM und 1,1 mM als Substrat gegeniiber der Phenolatmung der
Kontrollzellen aus dem Chemostat (Abb. 56). Mit 11,7 mM Phenol als Substrat war keine
Zunahme der Atmungsaktivitit der im Nutristat kultivierten Zellen nachweisbar.

3.4.2.3.2 EinfluB der Phenolkonzentration auf Proteinmuster

Nach kontinuierlicher Kultivierung von Acinetobacter calcoaceticus im Chemostat auf Phenol
wurden im Vergleich zur kontinuierlichen Kultivierung auf Acetat 36 verstérkte und 45 neue
Proteine in silbergefirbten zweidimensionalen Proteinmustern gefunden (Abb. 57 und Abb.
58). Das am stirksten wihrend Phenolwachstum induzierte Protein war die mit Hilfe der N-
terminalen Sequenzierung nachgewiesene Catechol-1,2-dioxygenase (CatA) (siche Abschnitt
3.1.2 auf Seite 29).

Das Proteinmuster nach kontinuierlicher Kultivierung im Chemostat auf Phenol wurde als
Kontrolle fiir die nach Wachstum im Nutristat erzeugten Proteinmuster genutzt. Insgesamt
wurden nach Wachstum auf Phenol im Nutristat 68 verstirkte und 39 neue Proteine
nachgewiesen (Abb. 59-Abb. 63, Seiten 66 - 68). Neben spezifisch induzierten Proteinen fiir
jeden Zeitpunkt der Kultivierung im Nutristat gibt es 6 generell durch hohe
Phenolkonzentration induzierte Proteine. Zu dieser Gruppe gehdrt das Protein 1 (Tab. 22).
Das Protein 5 und die Catechol-1,2-dioxygenase sind Vertreter einer Gruppe von 20
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Proteinen, die nach 24 h Wachstum im Nutristat bei 7,5 mM Phenol und nach Einwirkung von
18,5 mM Phenol verstirkt synthetisiert wurden. Die beiden Proteine wurden auch durch den
Wechsel der Kohlenstoff- und Energiequelle im Chemostat von Acetat zu Phenol verstirkt.
Die identifizierten Proteine ClpB (siehe Abschnitt 3.1.2 auf Seite 29) und H,0, induzierbare
Katalase (siehe Abschnitt 3.1.1 auf Seite 28) gehoren zu einer kleinen Gruppe von Proteinen,
die 1h und 4h nach Kultivierung im Nutristat sowie durch Gegenwart von 18,5 mM Phenol
induziert wurden. Auflerdem gibt es noch 14 Proteine, die nur nach 1h und 4h nach
Kultivierung im Nutristat verstirkt induziert wurden. Die Proteine GroEl, DnaK und AhpF

(siehe Abschnitt 3.1.2 auf Seite 29) wurden zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung induziert
(Tab. 22).

Tab. 22: Verstirkungsfaktoren einiger Proteine von Acinetobacter calcoaceticus nach Wachstum auf
Phenol im Nutristat. Hellgrau: mindestens 2fach induziert.

GroEl DnaK HipG ClpB AhpF HPI AhpC Protein | Protein 5 CatA

MW 60 72 67 84 56 71 26 22 19 35
pl 479 4,65 473 521 476 523 477 541 4,91 4,76
1 h Nutristat, 7,5 mM Phenol 0,7 Lo 05 24 07 4,5 1,0 2,5 1,0 0.9
4 h Nutristat, 7,5 mM Phenol 0,7 1,0 06 28 04 5,5 14 39 11 0,7
24 h Nutristat, 7.5 mM Phenol 0,8 1;3 06 1,1 08 1,6 14 4,7 2,5 2,3
18,5 mM Phenol 09 18 20 33 I3 4,0 2,1 55 3.7 2,0
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Abb. 57: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach

Wachstum auf Acetat im Chemostat (Kontrolle). Griin hervorgehoben: nach Wachstum im Chemostat auf
Phenol verstirkt induzierte Proteine (vergleiche Abb. 58).
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Abb. 58: Silbergefarbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinefobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Phenol im Chemostat. Griin hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle (Abb. 57)

verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle (Abb. 57) neu sind.
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Abb. 59: Silbergefiirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf Phenol im Chemostat (Kontrolle). Griin hervorgehoben: nach Wachstum im Nutristat auf

Phenol verstirkt induzierte Proteine (vergleiche Abb. 60 - Abb. 63).
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Abb. 60: Silbergefiirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach 1 h
Wachstum auf 7,5 mM Phenol im Nutristat. Griin hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle
(Abb. 59) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle (Abb. 59) neu sind.
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Abb. 61: Silbergefiirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach 4 h
Wachstum auf 7,5 mM Phenol im Nutristat. Griin hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle
(Abb. 59) verstarkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle (Abb. 59) neu sind.
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Abb. 62: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach 24 h
Wachstum auf 7,5 mM Phenol im Nutristat. Griin hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle
(Abb. 59) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle (Abb. 59) neu sind.
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Abb. 63: Silbergefirbtes zweidimensionales Proteinmuster von Acinetobacter calcoaceticus nach
Wachstum auf 18,5 mM Phenol im Nutristat. Griin hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle
(Abb. 59) verstirkt sind. Rot hervorgehoben: Proteine, die gegeniiber der Kontrolle (Abb. 59) neu sind.
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3.4.2.3.3 EinfluB der Phenolkonzentration auf die Aktivitit der Katalase

Die Aktivitdt der Katalase in zellfreien Extrakten von Acinetobacter calcoaceticus nahm nach
24 h Kultivierung im Nutristat gegeniiber der Kultivierung im Chemostat auf fast das
Doppelte zu (Tab. 23). Die weitere Erhthung der Phenolkonzentration, nach Uberdosierung
von Phenol, verursachte eine zusitzliche Steigerung der Aktivitit.

Tab. 23: Aktivitit der Katalase und Phenolkonzentration nach Kultivierung von Acinetobacter
calcoaceticus im Nutristat

Cheinostar D=0.2 b Nutristat 10 mM  Nuistat 10 mM  Numistat 10mM  Nutristaz 10 mM

Probe
(Konmolle) Phenel Phenol Phenol Phenol
Zeitinh 24 1.5 4 24
Phenal in mM 0 7.8 T4 76 183
Wachstumsrate u 0.20 0.02 0.002 007

spezifische Aktivitat

inU/mp 295 46.8 45.8 56.2 73.0

Nach der nativen Elektrophorese der zellfreien Extrakte mit anschlieBender Aktivfarbung
konnte nicht eindeutig gezeigt werden, durch welche Isoform der Katalase die Zunahme der
Gesamtaktivitdt hervorgerufen wurde (Abb. 64). Bei allen Proben wird ein leichter Anstieg
der H;O; induzierbaren Katalase (HPI) vermutet.

Stationiire-
Phase-Katalase

H O induzierbare
Katalase

Abb. 64: Aktivfirbung der Katalase nach nativer Elektrophorese von zellfreien Extrakten von
Acinetobacter calcoaceticus. 50 pg Protein /Spur. Spur 1: Chemostat D=0,2 k"', Spur 2: 1 h Nutistat 7,5 mM
Phenol, Spur 3: 4 h Nutistat 7,5 mM Phenol, Spur 4: 24 h Nutistat 7,5 mM Phenol, Spur 5: 18,5 mM.
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4 Diskussion

4.1 Die Antwort auf Chemikalienstre} in Acinetobacter calcoaceticus

Acinerobacter calcoaceticus antwortet auf die Einwirkung von Chemikalien und auf
Bedingungen wie Hitzeschock, oxidativer Strel, Limitation oder Wechsel der Kohlenstoff-
und Energiequelle mit der Synthese von Proteinen, die anhand ihrer Aktivitdt oder in
zweidimensionalen Proteinmustern nachgewiesen wurden. Die Zahlen der induzierten
Proteine als Antwort auf einen StreB liegt zwischen 35 und 81 und entsprechen denen, die
auch bei anderen Bakterien wie Escherichia coli (Blom et al., 1992), Pseudomonas putida
(Givskov et al., 1994), Brucella abortus (Rafie-Kolpin et al., 1996) und Enterococus faecalis
(Flahaut et al., 1996) als Antwort auf die Veridnderung von Milieufaktoren wie Chemikalien,
Temperatur und pH-Wert gefunden wurden. Der Grad der Ahnlichkeit der Proteinmuster
untereinander, reprisentiert durch gemeinsam induzierte Proteine, von denen einige markante
durch Vergleich der N-terminalen Aminoséuren identifiziert wurden, wurde zur Beurteilung
der Antwort auf Chemikalien herangezogen. Die Antworten auf Hitzeschock, oxidativen
StreB, Limitation und Wechsel der Kohlenstoff- und Energiequelle dienten dafiir als Referenz.
Darliber hinaus gibt es in Acinetobacter calcoaceticus wie bei Escherichia coli (Blom et al.,
1992; Gage und Neidhardt, 1993), Pseudomonas putida (Lupi et al., 1995) und Listeria
monocytogenes (Phan-Thanh und Gormon, 1997) zahlreiche durch Chemikalieneinwirkung
oder durch einzelne Substanzen induzierte Proteine, deren Funktion ungeklart ist.

4.2 Die Antwort auf Hitzeschock als Schutz gegen hydrophobe Substanzen

4.2.1 Die Antwort auf Hitzeschock von Acinetobacter calcoaceticus

Bereits vor Beginn der Arbeit war bekannt, daB Acinetobacter calcoacericus auf Hitzeschock
mit der Synthese von Proteinen reagiert (Benndorf, 1996). Die groBere Anzahl von 54 bzw.
69 gegeniiber 24 Proteinen (Benndorf, 1996), die durch Hitzeschock induziert wurden, ist
sowohl auf eine verbesserte Trennleistung der zweidimensionalen Elektrophorese, eine
optimierte Firbung der Proteine als auch auf die Senkung der Nachweisbarkeitsgrenze von
verstirkten Proteinen zuriickzufiihren. Die zunichst anhand ihrer isoelektrischen Punkte und
Molekulargewichte vermutete Existenz der Hitzeschockproteine GroEl und DnaK konnte
durch N-terminale Sequenzierung bestatigt werden. Die ermittelten Aminos@uresequenzen der
Proteine GroEl und DnaK (Benndorf et al., 1999) sind nur zu 55 % bzw. 60 % identisch mit
den Sequenzen der respektiven Proteine eines halophilen Spezies der Gattung Acinetobacter
(Tokunaga et al., 1997). Sie zeigen aber jeweils eine hohere Homologie von 75 % zu GroEl
von Pseudomonas putida und von 72 % zu DnaK von Legionella pneumophila. Beide
Bakterien gehoren wie Acinetobacter calcoaceticus zur y - Gruppe der Proteobakterien. Eine

Ursache fiir die geringere Homologie zwischen den N-terminalen Aminoséuresequenzen der
Hitzeschockproteine inmerhalb der Gattung Acinetobacter konnte die genetische und
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biochemische Heterogenitat innerhalb dieser Gattung (Ino und Nishimura, 1989) sein. Die
beiden Hitzeschockproteine, GroEl und DnakK, wurden in den Proteinmustern auch durch
Immunfirbung mit polyklonalen Antikdrpern nachgewiesen. Die geringere Affinitit der anti-
DnaK Antikorper zu dem DnaK Protein von Acinetobacter calcoaceticus als zu dem von
Escherichia coli deutet auf Unterschiede in den Aminosiuresequenzen der DnaK-Proteine
beider Organismen hin (Eremeeva et al., 1998). Die in den Proteinmustern nach Hitzeschock
zusétzlich zu GroEl und DnaK mit den Antikérpern angefirbten Proteine sind wahrscheinlich
Abbauprodukte derselben. Die spezifische Anfirbbarkeit der Proteine GroEl und DnaK
ermoglicht ihre schnelle und mit geringen Aufwand durchfiihrbare Quantifizierung in
Dotblotts von zellfreien Extrakten. Neben den Proteinen DnaK und GroEl wurden auBerdem
noch das Vorhandensein der Hitzeschockproteine HtpG (Benndorf et al., 1999) und ClpB in
den zweidimensionalen Proteinmustern anhand ihrer N-terminalen nachgewiesen. Die
entsprechenden Aminosiuresequenzen sind zu 46 % mit dem Protein HipG von Helicobacter
pylori bzw. zu 55 % mit dem Protein ClpB von Haemophilus influenzae identisch. Die
Existenz der Proteine GroEl, DnaK, HtpG und ClpB 148t die Vermutung zu, daB die zur
Funktion der Chaperonkomplexe oder der proteolytischen Aktivitit auBerdem noch
notwendigen Hitzeschockproteine GroEs, Dnal, GrpE und ClpP ebenfalls in Acinerobacter
calcoaceticus vorhanden sind. Ein Protein mit dem scheinbaren Molekulargewicht von etwa
12 kDa, welches nach Hitzeschock induziert wurde, ist wahrscheinlich das
Hitzeschockprotein GroEs. Dariiber hinaus kann angenommen werden, daB bei Acinetobacter
calcoaceticus auf Grund seiner Zugehorigkeit zur y-Gruppe der Proteobakterien der

Sigmafaktor 6%, dessen Aminoséuresquenzen innerhalb dieser Gruppe hoch konserviert sind
(Nakahigashi et al, 1995; Nakahigashi et al, 1998), an der Regulation der
Hitzeschockantwort beteiligt ist.

4.2.2 Die Induktion von Hitzeschockproteinen durch hydrophobe Chemikalien als
Resistenzmechanismus

Acinetobacter calcoaceticus antwortet auf die Gegenwart der primzren Alkohole Ethanol,
Butanol und Hexanol mit der Synthese von Hitzeschockproteinen. Fiir die maximale
Induktion des Hitzeschockproteins DnaK wurden mit steigender Kettenliinge immer geringere
Mengen der primiren Alkohole gebraucht. Interessanterweise verursachten etwa dieselben
Abstufungen der Konzentrationen der primiren Alkohole vergleichbare Hemmeffekte auf die
Wachstumsrate, die Atmungsrate und die ATP-Synthese von Acinetobacter calcoaceticus. Ein
analoger Zusammenhang zwischen Toxizitdt der priméren Alkohole und der Synthese des
DnaK homologen Hitzeschockproteins in Eukaryoten konnte bereits bei Glioma-Zellen von
Ratten beobachtet werden (Neuhaus-Steinmetz et al., 1993). Beide Befunde an zwei sehr
unterschiedlichen Systemen lassen die SchluBfolgerung zu, daB eine Korrelation zwischen der
Toxizitdt und der Lipophilizitdt der primiren Alkchole besteht. Die mit steigender
Kettenlange der primiren Alkohole zunehmende Lipophilizitit, reprisentiert durch ihren
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Verteilungskoeffizienten im System Oktanol und Wasser (logk,

k[anollWa.r:er)’ verursacht trotz
immer kleinerer &uBerer Konzentrationen #hnliche Gleichgewichtkonzentrationen in der

cytoplasmatischen Membran.

Zusatzlich zu DnaK wurden in Acinetobacter calcoaceticus auch die Hitzeschockproteine
HipG und ClpB durch die eingesetzten priméren Alkohole induziert. Das Protein GroEl wurde
nur durch Ethanol und Wirme induziert. Ein sich anhand der Induktion von GroEl
andeutender Unterschied in der Induktion von Hitzeschockproteinen nach Einwirkung von
Ethanol einerseits und von Butanol und Hexanol anderseits konnte auch anhand der
Induktionsmuster weiterer funktionell nicht charakterisierter Proteine beobachtet werden.
Neben den generellen Proteinen, die durch alle drei Alkohole und Hitze induziert wurden und
zu denen auch einige als Abbauprodukte von GroEl und DnaK identifizierte Proteine gehoren,
gab es zwei weitere Gruppen von Proteinen. Die einen wurden nur durch Ethanol und Hitze
induziert, die anderen nur durch Butanol, Hexanol und Hitze. Trotz der Unterschiede der
Antwort auf den EinfluB der priméren Alkohole in Abhéngigkeit von der Kettenlédnge kann
angenommen werden, daB zumindest einige der an der Hitzeschockantwort beteiligten
Proteine in ihrer Funktion als molekulare Chaperone durch die Faltung von Proteinen und als
Proteasen durch den Abbau denaturierter Proteine zur Resistenz gegeniiber priméren
Alkoholen beitragen. Die unterschiedlich starke Induktion der Hitzeschockproteine als
Antwort auf die Einwirkung primérer Alkohole konnte ein Hinweis auf verschiedene
Mechanismen der Regulation der Hitzeschockantwort bei Acinetobacter calcoaceticus sein.

Die synergistische Wirkung von Ethanol und Temperaturerhohung auf die Synthese von
Hitzeschockproteinen in Acinetobacter calcoaceticus, die auch in dem Eukaryoten
Saccharomyces cerevisae beobachtet wurde (Piper, 1995), legt die Vermutung nahe, daB ein
gemeinsamer Mechanismus der Induktion der Hitzeschockproteine durch Ethanol und
Hitzeschock vorliegt. Die Tatsache, da8 Ethanol und Butanol in Acinetobacter calcoaceticus
ebenfalls synergistischen EinfluB auf die Synthese des Hitzeschockproteins DnaK haben,
konnte darauf hinweisen, daB dieser Mechanismus auch fiir die Antwort auf hohere primire
Alkohole in Frage kommt. Als gemeinsamer Wirkungsort von priméren Alkoholen und
Wirme wurde schon oft die cytoplasmatische Membran der Bakterien (Ingram, 1976)
beschrieben. Sowohl Wirme (Mejia et al. 1995) als auch primére Alkohole verursachen eine
Erhéhung der Fluiditst von Membranen. Um die Fluiditdt konstant zu halten, reagieren
Bakterien, auch Acinetobacter calcoaceticus, mit der Veranderung der Lipid-
zusammensetzung der Membranen (Loffhagen et al., 1995). Deshalb konnte die Anderung der
Fluiditiit ein weiteres Signal (Vigh et al., 1998) fiir die Synthese der Hitzeschockproteine sein.
Diese These wird zunehmend durch Ergebnisse bestitigt, die eine Assoziation sowohl
niedermolekularer Hitzeschockproteine (Jobin et al., 1997) als auch von GroEl mit der
cytoplasmatischen Membran (Bochkareva et al., 1998) zeigen. Die Verdnderung der Fluiditit
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konnte aber auch sekundire Folgen, wie die Verringerung der ATP-Syntheserate zum einen
durch Hemmung des Elektronentransports in der Membran und zum anderen durch Stérung
des Protonengradienten iiber die Membran, haben. Der Mangel an intrazelluliren
Energieresourcen verursacht durch die Elektronentransportphosphorylierung entkoppelnde
Substanz Dinitrophenol, fiihrte in Escherichia coli tatsichlich zur verstirkten Synthese von
Hitzeschockproteinen (Gage und Neidhardt, 1993). Der Energiemangel soll zur Verringerung
des energieabhingigen Exportes naszierender Proteine und deren Akkumulation im
Cytoplasma fithren, welches dann das eigentliche Signal fiir die Induktion der
Hitzeschockproteine ist. Dieser zweite Mechanismus der Initiierung der Hitzeschockantwort
ist fir Acinetobacter calcoaceticus unwahrscheinlich, da durch Anwesenheit von
Dinitrophenol keine erhohte Hitzeschockproteinsynthese nachgewiesen wurde (Benndorf et
al., 1997; Benndorf 1996). Geht man vom ersten Modell aus, konnten die Unterschiede
zwischen der Induktion der Hitzeschockantwort durch Ethanol und durch die beiden hoheren
primdren Alkohole damit erklart werden, daB sich Ethanol auf Grund seiner geringeren
Lipophilizitdt eher im Bereich der polaren Kopfgruppen in die cytoplasmatische Membran
einlagert, wihrend sich Butanol und Hexanol eher in der ,,Tiefe* der Membran zwischen den
Fettsdureresten anordnen (Ingram, 1976), was zu einer unterschiedlichen Initiation der
membranabhéngigen Triggermechanismen fiihrt. Dartiber hinaus konnte die Gegenwart hoher
Ethanolkonzentrationen zur verstirkten Denaturierung von Proteinen im Cytoplasma fiihren,
was ebenfalls ein Signal fir die Induktion der Hitzeschockantwort wire.

Ausgehend von der Tatsache, daB die Lipophilizitit einer Substanz ihre Fihigkeit zur
Induktion der Hitzeschockproteine bestimmt, sollten Chemikalien wie Phenol und Catechol
entsprechend ihres  Verteilungskoeffizienten im System Oktanol und Wasser
(108 ko wan o rwasser ) EDENfAllS zur Synthese von Hitzeschockproteinen fiihren. Tatsichlich

verursachten beide Substanzen bei gleichen eingesetzten Mengen die Induktion der
Hitzeschockproteine DnaK und ClpB. Die Induktion beider Hitzeschockproteine war als
Antwort auf Phenol, die Substanz mit dem groferen 108y, o o1/ wasser » Stirker als auf Catechol.

Das Hitzeschockprotein HtpG wurde allein durch Phenol mehr als zweifach induziert. Eine
erhohte Expression der htpG, dnaK und clpB Gene von Escherichia coli durch Phenol wurde
bereits anhand der lacZ (Van Dyk et al., 1994), luxCDABE (Mason et al., 1999) bzw. efp
(Cha et al., 1999) Reportersysteme nachgewiesen. Die Proteinmuster nach Einwirkung von
Phenol waren der Antwort auf Hitzeschock #hnlicher als die nach Einwirkung von Catechol.
Um eine gleich starke Induktion von Hitzeschockproteinen in Antwort auf Catechol zu
erreichen, hitte die geringere Lipophilizitit von Catechol durch eine hthere Menge an
Catechol kompensiert werden miissen. Dies war nicht moglich, da Catechol bereits bei gleich
groBen Mengen wie Phenol und annnshernd gleicher Hemmung von Atmungsrate und ATP-
Synthese eine deutlich stirkere Hemmung der Wachstumrate verursachte, was ein Indiz fiir
einen toxischen Effekt sein kénnte, der nicht auf einem ,,lipophilen Angriff* beruht.
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Acinetobacter calcoaceticus ist in der Lage, Phenol und die primdren Alkohole, deren
Anwesenheit zur Induktion von Hitzeschockproteinen fiithrte, als Kohlenstoff- und
Energiequelle zu verwerten. Experimente, bei denen das Wachstumssubstrat durch den
Einsatz hoherer Ausgangskonzentrationen gleichzeitig zur toxischen Substanz wurde, sollten
die Frage beantworten, ob Hitzeschockproteine induziert werden. Die hohen Mengen primérer
Alkohole und von Phenol verursachten die Verldngerung der lag-Phasen und die
Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit. Nach Wachstum von Acinetobacter
calcoaceticus auf hohen Konzentrationen von Ethanol und Butanol konnte neben der
Induktion vieler funktionell nicht charakterisierter Proteine vor allem die Induktion der
Hitzeschockproteine DnaK und ClpB festgestellt werden. Die Syntheserate von ClpB war
aber fast um die Hilfte niedriger als nach einstiindiger Einwirkung von Ethanol und Butanol
wihrend des Wachstums auf Acetat. Das Hitzeschockprotein HtpG wurde nur nach
Ethanoleinwirkung induziert. Ursache fiir die schwache Induktion der Hitzeschockantwort
konnte einerseits der Einsatz geringerer Mengen der priméren Alkohole in diesem Versuch
sein. Andererseits wurde bereits beschrieben, daB die Menge der Hitzeschockproteine nach
Uberwindung der Schocksituation sich im Rahmen einer langerfristigen Adaptation an einen
Stressor wieder verringert. Dabei kann sich ein erhohtes stationdres Niveau an
Hitzeschockproteinen einstellen (Herendeen et al., 1979; Heitzer et al., 1992), das auch nach
Uberwindung der Schocksituation notwendig ist, um den durch die dauerhafte Einwirkung
des Stressors erhdhten Bedarf an Chaperonen fiir die Renaturierung oder an Proteasen fiir
den Abbau geschadigter Proteine bereitzustellen. Der Vergleich der kontinuierlichen
Kultivierungen von Acinetobacer calcoacticus im Chemostat und im Nutristat auf Phenol
zeigt, daB das in der ,Phenolschocksituation“ (lh und 4h nach ErhShung der
Phenolkonzentration von 0 mM auf 7,5 mM) induzierte Hitzeschockprotein ClpB bei der
langfristigen Auseinandersetzung mit hohen Phenolmengen (24 h in Gegenwart von 7,5 mM)
nicht mehr induziert war. In einer weiteren Schocksituation, nach Steigerung auf insgesamt
18,5 mM Phenol, wurde es emeut induziert. Im Falle der langfristigen Anpassung an hohe
Konzentrationen von Phenol wird im stirkeren MaBe als bei der langfristigen Anpassung an
hohe Konzentrationen primérer Alkohole deutlich, daB neben Hitzeschockproteinen, die in
der Schockphase die Zellen durch Wiederherstellung oder Abbau geschédigter Proteine
stabilisieren, andere Proteine maBgeblich zur Adaptation beitragen.

4.3 Die Antwort auf oxidativen StreB als Schutz gegen reaktive Substanzen

4.3.1 Die Antwort von Acinetobacter calcoaceticus auf oxidativen Stref}

Acinetobacter calcoaceticus antwortet auf die Einwirkung von H>O, mit der Synthese von
Proteinen, von denen einige bereits nach eindimensionaler Trennung detektiert werden
konnten. Die Konzentration von H,O- gleicht derjenigen, die auch bei Escherichia coli
(Belkin et al., 1996) und Bacillus subtilis (Engelmann und Hecker, 1996) zur Induktion von
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Proteinen durch oxidativen StreB fiihren. Die Erhohung der Resistenz gegeniiber lethalen
H;0,-StreB durch die Vorinkubation mit niedrigen Konzentrationen von H,0O, 148t die
Vermutung zu, daB die Synthese einiger Proteine als Antwort auf oxidativen StreB die
Schadigung der Zelle verhindert. Tatsichlich konnte die Induktion einer Katalaseaktivitit
gezeigt werden. Aber nur ein Isoenzym zeigte eine starke Induktion nach Einwirkung von
H,0,. Das Molekulargewicht, der isoelektrische Punkt und das Induktionsverhalten dieser
Katalase gleichen der durch den redoxsensitiven Transkriptionsfaktor OxyR regulierten
Katalase (HP I, Hydroperoxidase I) von Escherichia coli, die vom KatG Gen codiert wird.
Die Synthese Alkylhydroperoxidreduktaeuntereinheiten AhpC und AhpF, die ebenfalls nach
Einwirkung von H;0; stark induziert wurden, konnte auch durch den Transkriptionsfaktor
OxyR von Acinetobacter calcoaceticus reguliert werden, der bereits als Gen in Acinetobacter
sp. ADP1 nachgewiesen wurde (GeiBdorfer et al., 1999). Beide Proteine sind zu 72 % bzw. 75
% identisch mit den homologen Proteinen von Xanthomonas campestris (Loprasert et al.,
1997), eines Bakteriums, das wie Acinetobacter calcoaceticus zur ¥ - Gruppe der

Proteobakterien gehort. Die spezifische Immunfirbung von AhpC mit polykionalen
Antikérpern fuhrte zum iberraschenden Nachweis von zwei weiteren Isoformen mit
identischen Molekulargewichten und verschiedenen isoelektrischen Punkten. Eine Isoform ist
bereits unter nicht induzierenden Bedingungen vorhanden, wihrenddessen das Protein, von
dem die N-terminale Aminosduresequenz bestimmt wurde (wenn die Induktion des Proteins
AhpC im Zusammenhang mit Chemikalien- oder Hitzeschock genannt wird, ist immer dieses
Protein gemeint), und ein weiteres Protein nur nach H,0,-StreB induziert wurden. Die
Verschiebung ihrer isoelektrischen Punkte im Vergleich zu dem unter Kontrollbedingungen
bereits vorhandenen Protein um etwa 0,1 bzw. 0,2 pI-Einheiten ins Saure kénnte ein Hinweis
auf eine Modifizierung als Antwort auf oxidativen StreB sein. Eine Modifizierung durch
Bindung von Glutathion, wie es fiir die AhpC von Escherichia coli vorgeschlagen wurde
(Asad et al., 1998), kommt nicht in Frage, da die reduzierenden Bedingungen wihrend der
zweidimensionalen Elektrophorese zur Spaltung der Disulfidbriicke zwischen AhpC und
Glutathion gefiihrt hdtten. Die geringere Affinitit der Antikérper zu den modifizierten
Enzymformen deutet darauf hin, daB wenigstens eine Modifizierung im Bereich der 14 N-
terminalen Aminosduren, die zur Immunisierung eingesetzt wurden, stattfindet. Als
Modifizierungen, die zur Verschiebung des pI- Wertes von Proteinen ins Saure fithren, sind
Desaminierung, Glykosilierung und Phosphorylierung u.a. denkbar. Der Nachweis der
Phosphorylierung als Modifizierung konnte einerseits durch die Behandlung von
Zellextrakten mit Proteinphosphatasen und anschlieBender zweidimensionaler Elektrophorese
gefiihrt werden. Andererseits besteht auch die Moglichkeit, die Phosphorylierung von
Proteinen unter Stre8 anhand des Einbaus von radioaktiv markiertem [**P])-Phosphat in
Proteine anhand zweidimensionaler Proteinmuster (Seeger et al., 1996) zu verfolgen. Ob die
Modifizierung des Enzyms als Antwort auf oxidativen StreB letztendlich zur Erhdhung der
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Resistenz gegeniiber Peroxiden beitrdgt, miite nach der weiteren Charakterisierung der
Isoenzyme beurteilt werden.

4.3.2 Die Induktion von Proteinen der Antwort auf oxidativen Stref8 durch reaktive
Chemikalien als Resistenzmechanismus

Acinetobacter calcoaceticus antwortet auf die Einwirkung von Phenol und Catechol mit der
Synthese einiger Proteine, die zum oben diskutierten oxyR-Regulon gehoren. Obwohl gleiche
Konzentrationen beider Verbindungen eingesetzt wurden, unterschieden sich die beiden
Antworten qualitativ und quantitativ. Wiahrend als Antwort auf Phenol nur das Protein AhpC
leicht induziert wurde, verursachte Catechol die Induktion aller drei zum OxyR-Regulon
gehorenden Proteine, der Katalase HPI und beider Untereinheiten der Alkylhydroperoxid-
reduktase AhpC und AhpF. Thre Induktion fiihrte auch zu einer stdrkeren Erhohung der
Resistenz von Acinerobacter calcoacericus gegeniiber lethalen H;O;-Konzentrationen nach
Vorinkubation mit Catechol im Vergleich zur Vorinkubation mit Phenol. Die groBere Zahl
von gemeinsamen Proteinen als Antwort auf Catechol und H,O»-Einwirkung im Vergleich zu
den gemeinsamen Proteinen als Antwort auf Phenol und H,0,-Einwirkung ist ein weiterer
Hinweis, daB die Anwesenheit von Catechol eine Antwort der Zellen hervorruft, die fiir
oxidativen StreB typisch ist. B

Ausgehend von der Tatsache, daB die vom Transkriptionsfaktor OxyR abhéngige Antwort auf
oxidativen StreB durch das Vorhandensein erhthter Konzentrationen von H,O, induziert wird
(Belkin et al., 1996), kann angenommen werden, daB vor allem auch die Einwirkung von
Catechol zu dessen Bildung fiihrt. Die Quantifizierung einer verstirkten H;O;-Bildung
(Gonzalez-Flecha und Demple, 1997) wihrend der Einwirkung von Catechol wiirde eine
Bestitigung dieser Annahme ermdglichen. Wie aber bereits bei verschiedenen Organismen
(Bryant und Schultz, 1994; Bogé und Roche, 1996; Selassie et al., 1998) gezeigt wurde,
konnte die Toxizitit von Catechol wahrscheinlich auf der Reaktivitat der Diphenole, die eine
Bildung von Sauerstoffradikalen durch den Mechanismus des Redoxcyclings an der
Atmungskette verursachen, beruhen. Semichinone, die durch Oxidation dieser Diphenole
entstehen, sind in der Lage Elektronen von Reduktasen der Atmungskette auf molekularen
Sauerstoff (Kappus und Sies, 1981) zu iibertragen. Das entstehende Superoxidanion wird
wahrscheinlich durch eine Superoxiddismutase zu H>O» umgewandelt, welches der Induktor
der oxyR-abhingigen Antwort sein konnte. Obwohl als Antwort auf Catechol einige Proteine
spezifisch induziert wurden und bereits das Gen einer Superoxiddismutase von Acinetobacter
calcoaceticus beschrieben wurde (GeiBdérfer et al., 1997), konnte dieses Enzym bisher noch
nicht in zweidimensionalen Proteinmustern nachgewiesen werden. Die Fahigkeit der
Diphenole, wie auch von Catechol, sich in Membranen 16sen zu konnen, bestimmt neben der
Reaktivitat der Verbindung ihre Toxizitat. Die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale durch
Catechol, die Membranen, Proteine und Nukleinsduren von Acinetobacter calcoaceticus
schadigen, ist wahrscheinlich die Ursache fiir die starkere Hemmung des Wachstums durch
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Catechol im Vergleich zu Phenol bei durchaus dhnlicher Hemmung der Atmung und ATP-
Synthese.

Wiahrend des Wachstums auf Phenol wird Catechol als erstes Zwischenprodukt bei der
Oxidation von Phenol in Acinerobacter calcoaceticus gebildet. Dabei kann es sich auch
voriibergehend im Wachstumsmedium anreichern (Paller et al., 1995). Entsprechend der oben
beschriebenen Vermutung konnte auf die Anreicherung von Catechol eine verstirkte Bildung
von Sauerstoffradikalen folgen, was zu einer Hemmung des Wachstums auf Phenol fiihren
konnte. Deshalb wurde die Induktion der OxyR-abhingigen Katalase HPI als ein Marker fiir
den toxischen EinfluB von akkumuliertem Catechol genutzt. Obwohl die Katalase HPI
tatsdchlich wzhrend der ,,Phenolschocksituationen beim Wachstum von Acinerobacter
calcoaceticus auf Phenol im Nutristat induziert wurde, kann das nicht auf die Wirkung von
Catechol zuriickgefiihrt werden, da zu keinem Zeitpunkt Catechol im Medium nachweisbar
war. Wurde jedoch Catechol selbst als Substrat eingesetzt, konnte eine schwache Induktion
von HPI gezeigt werden. Bei Bakterien, die Verbindungen wie Pentachlorphenol oxidieren,
entstehen Zwischenprodukte wie zum Beispiel Tetrachlorhydrochinon, die einen shnlichen
Wirkmechanismus wie Catechol haben kdnnten, aber um ein Vielfaches toxischer sind. Diese
Bakterien halten deshalb die intrazellulidren Konzentrationen dieser Verbindungen so niedrig
wie moglich (McCarthy et al., 1997). Gleichzeitig kénnten bei diesen Mikroorganismen die
durch oxidativen StreB induzierbaren Proteine zur Detoxifizierung der entstehenden Radikale
beitragen.

Faktoren wie hohe Mengen primérer Alkohole, Phenol und selbst Hitzeschock verursachen
auch eine leichte Induktion eines oder mehrerer OxyR-abhingiger Proteine. Die Induktion der
Proteine konnte dadurch hervorgerufen werden, daB sowohl erhshte Temperatur als auch
lipophile Substanzen den physikalischen Status der Membran und dariiber vermittelt die
Aktivitdt der darin eingelagerten Atmungskettenenzyme #ndern, was zur einer verstirkten
Bildung des Superoxidanions und anschliefend von H,0O, und organischer Peroxide fiihren
konnte. Tatsichlich verursachte in Escherichia coli (Benov und Fridovich, 1995) und
Saccharomyces cerevisize (Davidson et al, 1996) die Deletion der Gene fiir
Superoxiddismutase bzw. Katalase und Superoxiddismutase eine groBere Empfindlichkeit
beider Organismen gegeniiber Hitzeschock in Gegenwart von Sauerstoff. Die Gegenwart von
Sauerstoff ist eine experimentelle Bedingung, die fiir die Mehrheit der in der Literatur
beschriebenen Hitzeschockexperimente zutrifft, was in Zukunft eine intensivere Betrachtung
dieses Zusammenhanges erfordert.

Die Beteiligung einer Alkylhydroperoxidreduktaseunterheit AhpC, die durch Mutation eine
hohere Affinitdt zu hydrophoben Substraten erhalten hat, bei der Ausbildung der
Losungsmittelresistenz in Escherichia coli (Ferrante et al., 1995) unterstreicht noch einmal
die Bedeutung von Proteinen der oxidativen StreBantwort fiir die Resistenz gegeniiber
Chemikalien.
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4.4 Der produktive Abbau als Vorwértsstrategie fiir Wachstum und Vermehrung

4.4.1 Der Nachweis von Enzymen des produktiven Abbaus von Chemikalien

Der Wechsel der Kohlenstoff- und Energiequelle fir das Wachstum von Acinetobacter
calcoaceticus von Acetat zu Ethanol, Butanol oder Phenol fiithrte zur Induktion vieler
Proteine, von denen aber nur einige am Stoffwechsel direkt beteiligt sein konnen. Die
Funktion anderer Proteine wire zum Beispiel der Transport der Substanzen durch die
Membran.

Bei zwei wihrend des Wachstums auf Ethanol und Butanol stark induzierten Proteinen konnte
es sich wegen ihrer dhnlichen Molekulargewichte im Vergleich zu Enzymen von Escherichia
coli um die NAD-abhingige Alkoholdehydrogenase (Adh2) und die NAD-abhéngige
Aldehyddehydrogenase (Dhal) handeln. Das Vorhandensein einer durch Ethanol
induzierbaren Alkoholdehydrogenase und ihre NAD-Abhingigkeit konnte bereits in
verschiedenen Stimmen von Acinetobacter calcoaceticus (Beardmore-Gray und Anthony,
1983) gezeigt werden. Die vermutete Alkoholdehydrogenase ist aber mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht identisch mit den beiden bisher im selben Stamm Acinetobacter
calcoaeticus 69-V nachgewiesenen Alkoholdehydrogenasen. Eine von ihnen ist eine
konstitutives Enzym, von dem die kleinste Untereinheit ein Molekulargewicht von 61 kDa hat
(Tauchert et al., 1976). Die andere wird durch Wachstum auf n-Alkanen, aber keinesfalls
durch Ethanol induziert (Tauchert et al., 1975). Obwohl sowohl eine Alkoholdehydrogenase
als auch eine Aldehyddehydrogenase von Acinerobacter sp. HO1-N, die ebenfalls durch
Ethanol induziert werden, in nativen Elektropherogrammen nachgewiesen wurden (Singer
und Finnerty, 1985), existieren bisher keine Angaben zu den Molekulargewichten dieser
Enzyme nach ihrer Trennung mit der SDS-Elektrophorese, die eine weitere Bestatigung der
Vermutung ermoglichen wiirden.

Einem wihrend des Wachstums auf Phenol stark induzierten Protein wurde im Ergebnis der
N-terminalen Sequenzierung die Funktion der Catechol-1,2-dioxygenase zugeordnet.
Catechol ist das Produkt der initialen Oxidation von Phenol durch die Phenolhydroxylase. Die
Catechol-1,2-dioxygenase katalysiert als Schliisselenzym des ortho-Weges die Spaltung des
aromatischen Rings. Wie aus dem Sequenzvergleich ersichtlich wird, ist die N-terminale
Aminosiuresequenz von Acinetobacter calcoaceticus 69-V der Sequenz des Stammes NCIB
8250 deutlich ahnlicher als der des Stammes ADP1.

4.4.2 Die Induktion abbauender Proteine als Resistenzmechanismus

Wenn Bakterien in Gegenwart hoher Konzentrationen ihrer Kohlenstoff- und Energiequelle
wachsen, kann es zur SubstratiberschuBhemmung kommen. Die Gegenwart der
Wachstumssubstrate Ethanol, Butanol und Phenol fiihrte in Acinetobacter calcoaceticus in
Abhzngigkeit von ihrer Konzentration zur teilweisen oder vollstindigen Hemmung des
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Wachstums. Fiir Phenol kann vermutet werden, dag die Inhibierung des Wachstums durch die
Hemmung der Phenoloxidation durch Phenol selbst verursacht wird, da die Phenoloxidation
und das Wachstum auf Phenol gleich stark durch Phenol inhibiert werden. Diese Annahme
wird auch noch dadurch bestitigt, daf die Hemmbarkeit der Veratmung anderer Substrate,
zum Beispiel Acetat, durch Phenol deutlich geringer ist. Eine Moglichkeit zur Uberwindung
der limitierten Oxidationsleistung wire die verstirkte Synthese der an der Oxidation
beteiligten Enzyme. Wiahrend nach Wachstum auf hohen Mengen von Ethanol oder Butanol
keine Induktion der Alkoholdehydrogenase und der Aldehyddehydrogenase beobachtet
werden konnte, wurde die Catechol-1,2-dioxygenase durch das Wachstum auf hohen Mengen
von Phenol induziert. Die erhohte Induktion der Catechol-1,2-dioxygenase war erst zu dem
Zeitpunkt nachweisbar, bei dem die Kultur sich, gemessen an der Wachstumsrate, an die
hohen Phenolmengen adaptiert hatte. Die Kompensation der Hemmung eines an der
Oxidation beteiligten Enzyms durch Erhohung seiner Menge wurde bereits fiir die Catechol-
2,3-dioygenase von Ralstonia eutropha nach Wachstum auf inhibierenden Phenolmengen
(Léonard und Lindley, 1999) beschrieben. Dieser Kompensationsmechanismus von
Acinetobacter calcoaceticus sollte aber nicht iiberbewertet werden, da sich die Fahigkeit zur
Oxidation von Phenol im Vergleich zu nicht adaptierten Zellen (24 h) nur um etwa 20 %
erhoht hat.

4.5 Entwicklung einer generellen Resistenz beim Eintritt in die Stationiire-Phase

4.5.1 Der Nachweis der Stationire-Phase-Katalase

Acinetobacter calcoaceticus besitzt wie viele andere Bakterien (Loewen und Switalla, 1987;
Katsuwon und Anderson, 1989) neben der durch oxidativen StreB induzierbaren Katalase HPI
noch eine weitere Katalase. Thre Aktivitdt ist nach Kultivierung auf Phenol bei niedrigen
DurchfluBraten stark erhoht. Die Steigerung der Aktivitit nach Kultivierung bei niedrigen
DurchfluBraten auch fiir das Wachstum auf Acetat zeigt, daB auch die Induktion anscheinend
unabhéngig von der eingesetzten Kohlenstoff- und Energiequelle ist. Die Gemeinsamkeit
beider Experimente ist die Begrenzung der zur Verfiigung stehenden Substratmenge bei der
Kultivierung mit niedrigen DurchfluBraten im Chemostat. Bei Batchkulturen von Escherichia
coli und Bacillus subtilis fiihrt die Limitierung der Wachstumsgeschwindigkeit durch
Begrenzung eines essentiellen Nahrstoffes zur Ausprigung der Stationiren-Phase-Antwort
(Hengge-Aronis, 1996) bzw. der generellen StreBantwort (Hecker und Vélker, 1998), zu der
auch die Induktion einer Katalase gehort. Tatsachlich entspricht das Molekulargewicht der
von der Wachstumsrate abhingigen Katalase von Acinetobacter calcoaceticus etwa dem
errechneten  Molekulargewicht der Stationire-Phase-abhangigen Katalase HPII von
Escherichia coli, die vom Gen KatE codiert wird. Da nur Ausschnitte der Proteinmuster von
Acinetobacter calcoaceticus nach Kultivierungsbedingungen, die die Induktion HPII
homologen Katalase hervorriefen, analysiert wurden, konnten keine weiteren Proteine, die in
die Antwort auf den Eintritt in die stationire Wachstumsphase von Acinetobacter

79



calcoaceticus involviert sind, nachgewiesen werden. Trotzdem kann vermutet werden, daB
Acinetobacter calcoaceticus zusitzlich zur Synthese der Katalase HPII andere Proteine
synthetisiert, die als Antwort auf die Limitierung des Wachstums zur Ausbildung einer
unspezifischen Resistenz gegentiber verschiedenen Faktoren beitragen (Hengge-Aronis,
1996).

4.5.2 Induktion der Stationdren-Phase-Antwort als Resistenzmechanismus

Die durch Verringerung der Wachstumsrate induzierte Katalase von Acinetobacter
calcoaceticus eignet sich gut als Marker fiir die Induktion der stationiren-Phase-Antwort in
Acinetobacter calcoaceticus, da sie anhand ihrer Enzymaktivitdt und ihrer Menge in
zweidimensionalen Proteinmustern gut quantifiziert werden konnte. Obwohl die Gegenwart
von Chemikalien das Wachstum auf Acetat hemmte, blieb die Menge des Enzyms auf
niedrigen Niveau konstant. Demgegeniiber war sie nach Wachstum auf hohen Mengen von
Butanol, die auch eine Verringerung der Wachstumsrate verursachten, im Niveau erhoht, was
daraufhin deutet, daB in den Zellen trotz SubstratiiberschuB ein Zustand verursacht werden
konnte, der der Stationdren-Phase gleicht. Eine Ursache konnte die Hemmung von Enzymen
sein, die das Substrat fiir die Zelle verfligbar machen. Das Phinomen der Induktion der
Stationdre-Phase-Antwort durch einen UberschuB des Substrates wurde erstmals bei
Pseudomonas putida mt-2 wihrend des Wachstums auf Toluol gezeigt (Vercellone-Smith und
Herson, 1997). Obwohl das Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus auf Phenol im
Nutristat in Analogie zu den Versuchen mit Pseudomonas putida mit Toluol als Substrat
voriibergehend vollstindig gehemmt wurde und die Wachstumsrate nach einer
Adaptationsphase deutlich verringert war, konnte in keinem Zustand die Induktion der
Stationdren-Phase-Katalase nachgewiesen werden. Das Resultat, daB die Stationére-Phase-
Antwort unter diesen Bedingungen nicht induziert wurde, ist angesichts des Ergebnisses, daB
hohe Konzentrationen von Phenol seine Oxidation durch die Zellen selbst hemmen, was eine
Situationen #hnlich einem Mangels an Kohlenstoff oder Energie verursachen konnte,
unerwartet. Andererseits ist es aber auch méglich, daB die Neusynthese der Station#re-Phase-
Katalase wihrend des Phenolschocks bei Acinetobacter calcoaceticus zu gering war, so daB
sie nicht iiber eine Zunahme des Anteils im Proteinmuster, sondern wie bei Pseudomonas
putida nur anhand der direkten Messung der Neusynthese Proteinen durch Markierung mit
[¥*s)-Methionin hiitte erfaBt werden kénnen.

4.6 Das Vielfalt der Mechanismen von Acinetobacter calcoaceticus als Antwort auf die
Einwirkung von Chemikalien

In den vorangegangenen Abschnitten stand der Beitrag einzelner Mechanismen der Antwort

von Acinetobacter calcoaceticus auf die Einwirkung von Chemikalien und ihr Beitrag zur

Resistenz im Vordergrund. Die Analyse der Antworten zeigte, daB eine Substanz

entsprechend ihrer chemischen und physikochemischen Eigenschaften sowie entsprechend

den Kultivierungsbedingungen hauptsichlich die Induktion einer Gruppe von Proteinen
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verursacht, die typisch fiir ihren Wirkmechanismus sind. Die Induktion anderer Proteine ist
ein Zeichen dafiir, daB neben dem bevorzugten Mechanismus als Antwort auf eine Substanz
weitere Resistenzmechanismen involviert sein kénnen. So sind die beiden aromatischen
Verbindungen Phenol und Catechol Induktoren sowohl fiir die Antwort auf oxidativen StreB
als auch auf Hitzeschock. Das AusmaB der Induktion wird jedoch durch die jeweilige
Lipophilizitét und Reaktivitat der Chemikalien bestimmt. Phenol induziert vermutlich wegen
seiner Lipophilizitat stirker die Hitzeschockantwort, wihrend Catechol wegen seiner
Reaktivitdt stirker die Antwort auf oxidativen StreB induziert. Die Induktion des Proteins
AhpC nach nahezu allen Einwirkungen konnte aber auch darauf beruhen, daB einige Proteine
wie das Protein AhpC von Bacillus subtilis (Bernhardt et al., 1997) gleichzeitig in eine
spezifische und eine generelle StreBantwort involviert sind.

Die spezifisch oder gemeinsam durch Chemikalien induzierten Proteine, die zu keinen der
vier erkannten Resistenzmechanismen zugeordnet werden konnten, weisen auf bisher noch
nicht wahrgenommene Adaptationsmechanismen hin. Die VergroBerung des Spektrums der
Einwirkungen, insbesondere der Einsatz von Substanzen, deren Wirkmechanismen bekannt
sind, die Quantifizierung der Schidigung zellulirer Prozesse wie Elektronentransport-
phosphorylierung, Synthese von Zellsubstanz oder Stofftransport und die Analyse der
erzeugten Proteinmuster, auch in Abhéngigkeit von der Einwirkungszeit, sollte eine
zunehmend differenziertere Gruppierung der induzierten Proteine ermdglichen. In einigen
Fillen kann die Gruppierung von Proteinen entsprechend der zu ihrer Induktion fithrenden
Bedingungen auch irrefithrend sein, wie am Beispiel der Hitzeschockantwort auch anhand der
hier vorliegenden Ergebnisse deutlich wird. Die Bezeichnung hat wohl eher historische als
funktionelle Griinde hat. In Analogie zum Kilteschock, wo zwischen Kilteschockproteinen
und Kilteadaptationsproteinen unterschieden wird (Panoff et al., 1997), bietet sich auch bei
der Antwort auf Chemikalien von Acinetobacter calcoaceticus die Differenzierung zwischen
Xenobiotikaschockproteinen (Xsp; Proteine, die nur transient in der Schocksituation induziert
werden) und Xenobiotikaadaptationsproteinen (Xap; Proteine, die nach dem Schock
kontinuierlich auf erhohten Niveau induziert werden) an. Entsprechend der Befunde der
Kultivierung von Acinetobacter calcoaceticus auf Phenol im Nutristat kénnte das
Hitzeschockprotein ClpB als ein Xsp und die Catechol-1,2-dioxygenase (CatA) als ein Xap
bezeichnet werden. Weiterhin kann anhand des Vergleich der Proteinmustern auf die Existenz
von speziellen Antworten auf hohere primére Alkohole und auf monocyclische aromatische
Kohlenwasserstoffe in Acinetobacter calcoaceticus geschlossen werden. In diesem
Zusammenhang ist die Beteiligung eines Multi-Drug-Transporters, der zum mar-Regulon
gehort und auch Losungsmittel transportieren kann, denkbar. Bei anderen Bakterien wurde
bereits die Induktion von Antibiotikaresistenz vermittelnden Proteinen als Antwort auf
Losungsmittel gezeigt (Alekshun und Levy, 1997). Die starke Induktion von spezifischen
Proteinen nach Einwirkung von Catechol ist ein Indiz fiir zusitzliche Antworten neben der
Antwort auf oxidativen StreB, die durch seine erhthte Reaktivitit hervorgerufen werden.
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Wahrscheinlich sind auch Proteine involviert, die zur SOS-Antwort oder der vom
Trankriptionsfaktor SoxRS abhingigen Antwort auf oxidativen StreB gehoren. Beispielhaft
fiir viele andere Proteine, die als Antwort auf Chemikalien unterschiedlich stark induziert
werden, soll das Protein 1 erwihnt werden, das wegen seiner Induktion durch Butanol,
Hexanol, Catechol und Phenol als generelles ChemikalienstreBprotein bezeichnet werden
kann.

Angesichts der hohen Zahl von gefundenen Proteinen nach Einwirkung von Chemikalien,
deren Funktion nicht bekannt ist, stellt sich die Frage, ob die erhhte Synthese von Proteinen
mit einer Resistenzerhdhung gleichzusetzen ist (Hightower and Ryan, 1997). Um in der
Bewertung der Antwort auf Chemikalienstref das Niveau der Spekulationen zu verlassen,
bleibt letztendlich die Ermittlung der Funktion der induzierten Proteine der einzige Weg, ihre
Bedeutung bei der Antwort auf die Verdnderung eines Umweltfaktors beurteilen zu konnen.
Alternativ zur Ermittlung der Funktion der Proteine kénnte aber auch mehr Information iiber
Proteine in Proteinmustern mit Hilfe spezifischer Nachweise von kovalent gebundenen
Cofaktoren wie Cytochromen (Francis und Becker, 1983) oder Proteinmodifizierungen wie
zum Glykosilierungen (Bayer et al., 1987) oder Phosphorylierungen gewonnen werden. Die
subzellulare Fraktionierung ist eine Moglichkeit, die Lokalisation der Proteine in der Zelle zu
ermitteln. Dabei begrenzt die geringe Loslichkeit sehr hydrophober Membranproteine in
wissrigen Systemen momentan ihre Trennbarkeit in der zweidimensionalen Elektrophorese
(Santoni et al., 1999).

4.7 Proteine von Acinetobacter calcoaceticus als Biomarker fiir Chemostref

Die Kenntnisse, die iiber die Antwort von Acinetobacter calcoaceticus auf den EinfluB von
Chemikalien und anderer Umweltfaktoren gesammelt wurden, zeigen Losungsansitze, wie
die Stabilitidt der Organismen und die Geschwindigkeit des Abbaus von Xenobiotika durch
Acinetobacter calcoaceticus oder auch andere Schadstoffabauer, zum Beispiel durch die
Uberexpression Resistenz vermittelnder Proteine, gesteigert werden konnte. AuBerdem stellen
die Kenntnisse eine Grundlage fiir die Beurteilung seiner Antwort auf andere Chemikalien
oder Umweltbedingungen dar. In Abb. 65 werden noch einmal die wichtigsten durch
ChemostreB induzierbaren Proteine entsprechend ihrer Zugehorigkeit zu einer StreBantwort
farbig hervorgehoben dargestellt. Die Fihigkeit einer Substanz zur Induktion einer oder
mehrerer identifizierter StreBantworten 148t Riickschliisse iiber die Qualitdt und die Quantitét
ihrer Toxizitdt zu. Wie fiir die homologe Reihe primirer Alkohole gezeigt, ist bei anderen in
ihrer Struktur zhnlichen Substanzen ebenfalls eine #hnliche Antwort zu erwarten. Die
Induktion von Proteinen ist in Abhiingigkeit der induzierten Proteine einerseits Marker fiir die
aktive Auseinandersetzung mit der toxischen Substanz (katalytisch: Katalasen, CatA) und
andererseits Marker fiir die passive Auseinandersetzung (stabilisierend: Chaperone) der Zelle
mit den Schiden, die durch die Substanz hervorgerufen wurden. Die Entwicklung von
Testsystemen fiir die Toxizitit von Xenobiotika auf der Basis der Proteinsynthese bei
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Mikroorganismen wurde bereits mehrfach vorgeschlagen (Odberg-Ferragut et al. 1991, Blom
et al., 1992, Uchiyama et al., 1999), aber wahrscheinlich wegen des hohen Aufwandes,
besonders fiir die zweidimensionale Elektrophorese und die Auswertung der Daten, bisher
kommerziell nicht umgesetzt.
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Abb. 65: StreBinduzierbare Proteine von Acinetobacter calcoaceticus

Um trotzdem die Regulation von StreBproteinen nach der Einwirkung von Chemikalien zu
untersuchen, wurde deshalb die Transkription von durch StreB induzierbaren Gene direkt
anhand der mRNA-Synthese oder indirekt mit Hilfe von Genfusionen von o°> (Van Dyk et al.,
1995) und oxyR (Belkin et al., 1996) abhingigen Promotoren mit den Genen von
Markerenzymen gemessen. Da die Menge an mRNA (Anderson und Seilhamer, 1997) bzw.
die Menge an synthetisierten Markerenzymen nicht immer mit der tatséchlichen Menge eines
Strefiproteins in einer Zelle korreliert, ist es erforderlich, die Menge des Proteins direkt zu
bestimmen. Die immunologische Messung der Menge einzelner Proteine in Antwort auf
Chemostrel bei Eukaryoten (Dunlap und Matsumura, 1997; Kammenga et al., 1998) ist eine
Methode, die auch bei Mikroorganismen durchfithrbar ist. Erste Untersuchungen unter
Nutzung der kommerziell verfiigbaren Antikorper gegen GroEl und DnaK demonstrieren, daB
die Entwicklung eines Testsystems auch bei einem schadstoffabbauenden Bakterium wie
Acinetobacter calcoaceticus moglich ist. Die Empfindlichkeit konnte beispielhaft durch
Ausnutzung des synergistischen [Effektes von Ethanol auf die Induktion der
Hitzeschockproteine durch Butanol gesteigert werden. Um das Spektrum der durch
immunologische Methoden mefbaren Proteine iiber die Hitzeschockproteine GroEl und DnaK
hinaus zu erweitern, wurde die Produktion von Antikérpern, gerichtet gegen die N-terminalen
Proteinsequenzen der Proteine ClpB und AhpC, in Auftrag gegeben. Die beiden Proteine
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wurden aus der groBen Anzahl der nachgewiesenen StreBproteine ausgewihlt, weil ihr
niedriges Ausgangsniveau und die gemessenen hohen Verstarkungsfaktoren gute
Voraussetzungen fiir eine hohe Sensitivitit bei ihrer Nutzung als Biomarker sind. Der
Nachweis eines Hitzeschockproteins wie ClpB und eines oxidativen StreBproteins wie AhpC
sollte auBerdem eine differenzierte Bewertung der Antwort ermdglichen. Leider zeigten nur
die Antiseren, die gegen das N-terminale Peptid von AhpC gerichtet waren, eine Bindung, die
spezifisch genug ist, um sie zum Aufbau des Tests zu nutzen. Die relative starke Bindung des
Antikorpers unter Kontrollbedingungen in Dot-Blots oder in Westernblots von nach dem
Molekulargewicht getrennten Proteinen, hervorgerufen durch eine Isoform des Enzyms,
entsprach nicht den Erwartungen und ist gleichzeitig die Ursache fiir die geringe relative
Erhohung (etwa 2fach) nach starken oxidativen Stre8 mit H,O,. Da sich die Isoenzyme in
ihrem isoelektrischen Punkt unterscheiden, konnten die Antikorper aber durchaus zum
Nachweis von ChemostreB durch Quantifizierung der einzelnen Isoformen nach einer
isoelektrischen Fokussierung eingesetzt werden. Durch die Ausnutzung des synergistischer
Effektes von Ethanol auf die Induktion der oxyR-abhingigen StreBantwort durch weitere
Substanzen kénnte wie in Escherichia coli (Belkin et al., 1996) eine Erhohung der Sensitivitit

erreicht werden.

84



5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Antwort des schadstoffabbauenden Bakteriums Acinetobacter
calcoaceticus auf die Gegenwart von Xenobiotika auf der Ebene der Proteinsynthese
untersucht. Es sollten Mechanismen erkannt werden, die zur Resistenz gegeniiber
Xenobiotika beitragen. Dazu wurde der EinfluB von Modellsubstanzen auf Acinetobacter
calcoaceticus wihrend des Wachstums auf dem Substrat Acetat ebenso untersucht wie
Bedingungen, bei denen die Modellsubstanzen gleichzeitig Wachstumssubstrat und in
Abhingigkeit von ihren Konzentrationen auch toxische Substanzen waren.

Durch den Vergleich der Antworten auf die Einwirkung von Chemikalien mit den Antworten
auf Bedingungen, die bei anderen Organismen zur Induktion bereits beschriebener
Mechanismen der Antwort auf StreB fithren, konnten die induzierten Proteine in folgende
Gruppen geordnet werden:

e Die Einwirkung von Chemikalien auf Acinetobacter calcoaceticus verursachte die
Induktion von Hitzeschockproteinen, unter ihnen die Hitzeschockproteine GroEl, DnaK,
HipG und CipB. Die cytoplasmatische Membran wurde als Target des lipophilen
Angriffes erkannt. Die Erhshung ihrer Fluiditdt durch lipophile Substanzen oder durch
Wirme konnte ein zusitzliches Signal fiir die Induktion von Hitzeschockproteinen neben
der Akkumulation denaturierter Proteine sein. Die unterschiedliche Ausprigung der
Hitzeschockantwort nach Einwirkung von Ethanol gegeniiber der Einwirkung von Butanol
oder Hexanol konnte auf eine unterschiedliche Einlagerung der Substanzen in der
Membran  hinweisen. Ausgehend von der Funktion der nachgewiesenen
Hitzeschockproteine besteht ihr Beitrag zur Resistenz in der Renaturierung oder im
proteolytischen Abbau geschidigter Proteine, die durch die Einwirkung von Chemikalien
geschadigt wurden.

¢ Die Einwirkung von Chemikalien auf Acinetobacter calcoaceticus induzierte Proteine, die
typischerweise durch oxidativen Stref induziert wurden. Unter ihnen sind die Katalase
HPI und die Untereinheiten der Alkylhydroperoxidreductase AhpC und AhpF. Catechol
verursachte im Gegensatz zu primiren Alkoholen und Phenol, die die Antwort auf
oxidativen StreB auf einem niedrigen Niveau induzierten, eine starke Antwort, was
vermutlich durch seine hohere Reaktivitit, der Fihigkeit zur Produktion reaktiver
Sauerstoffverbindungen durch Redoxcycling, hervorgerufen wird. Die durch das
ansteigende Niveau an reaktiven Sauerstoffverbindungen induzierten Proteine katalysieren
unter anderem die Entgiftung dieser Verbindungen und tragen so zum Schutz der
Zellbausteine wie Proteinen, Lipiden und DNA vor Oxidation bei.

e Wihrend des Wachstums auf ,Modellxenobiotika® als Kohlenstoff- und Energiequelle
wurden Proteine induziert, die an der Oxidation dieser Substanzen beteiligt sind. Unter
ihnen sind vermutlich die NAD-abhingige Alkoholdehydrogenase (Adh2), die NAD-
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abhéngige Aldehyddehydrogenase (Dhal) sowie die Catechol-1,2-dioxygenase (CatA).
Der Anteil der Alkoholdehydrogenase und Aldehyddehydrogenase am Gesamtprotein
blieb nach Kultivierung auf hohen Mengen der primiren Alkohole unverindert. Die
Erhthung der Catechol-1,2-dioxygenase, eines Enzyms, das am Abbau von Phenol
beteiligt ist, wihrend der Kultivierung auf hohen Mengen von Phenol tragt wahrscheinlich
zur Uberwindung der Substratinhibierung bei.

e Die Einwirkung von Chemikalien auf Acinerobacter calcoaceticus fiihrte abgesehen von
einer Ausnahme nicht zur Induktion der Stationire-Phase-Antwort, die anhand der
Induktion der Station#ren-Phase-abhingigen Katalase hitte verfolgt werden konnen. Dies
deutet an, daBl die Stationdre-Phase-Antwort, die nach Limitierung essentieller Nihrstoffe
bzw. der Wachstumsgeschwindigkeit zur Ausbildung einer generellen Resistenz fiihrt,
unter den untersuchten Bedingungen nicht oder nur unbedeutend zur Resistenz gegeniiber
Chemikalien beitréagt.

e Eine Vielzahl nicht niher charakterisierter Proteine als Antwort auf die Einwirkung von
Chemikalien weist auf weitere Resistenzmechanismen hin. Hervorgehoben werden sollen
an dieser Stelle drei Gruppen von Proteinen: generell nach Einwirkung von Chemikalien
induzierte Proteine, nach Einwirkung der beiden ldngerkettigen Alkohole induzierte
Proteine und nach Einwirkung der Aromaten Phenol und Catechol induzierte Proteine.
Thre Charakterisierung kénnte zum tieferen Verstéindnis der Antwort von Acinerobacter

calcoaceticus auf Chemikalien beitragen.

Die bei Acinetobacter calcoaceticus gewonnenen Erkenntnisse gewihren einen Einblick in
die Mechanismen der Resistenz schadstoffabbauender Bakterien gegeniiber Xenobiotika.
Gleichzeitig bieten sie erste Losungsansidtze, wie die Stabilitdt der Organismen und damit
auch die Geschwindigkeit der Entgiftung wie zum Beispiel durch gezielte Uberexpression der
entsprechenden Proteine erhoht werden kann.

AuBerdem kann die Induktion von Proteinen als Antwort auf die Einwirkung von
Chemikalien zur Beurteilung des physiologischen Zustandes von Bakterien nach Einwirkung
von Chemikalien genutzt werden. Die von Acinetobacter calcoaceticus induzierten Proteine,
die zu verschiedenen Mechanismen der Antwort gehdren, konnen auch auf die
Wirkmechanismen einer Substanz hinweisen. Die Nutzung immunologischer Methoden
ermoglicht die Entwicklung von Testsystemen auf der Basis des Nachweises einzelner
StreBproteine, bei denen der experimentelle Aufwand im Vergleich zur zweidimensionalen
Elektrophorese reduziert werden kann. Die Reaktivitdt vieler Antikorper gegeniiber den
homologen Proteinen anderer Mikroorganismen ist eine gute Voraussetzung, um das

Testsystem auch bei ihnen anzuwenden.
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