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1 Hintergrund des Projektes

1.1 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Innerhalb der Bacteria und Archaea stellt die Eisenoxidation einen verbreiteten Mechanismus
dar, um Eisen(ll)-lonen als Elektronendonor fiir zellulare Prozesse zu nutzen [1,2]. Eine
besondere biotechnologische Bedeutung haben acidophile (saureliebende) Eisenoxidierer. Die
Aktivitat acidophiler Eisenoxidierer erlaubt die Gewinnung verschiedener Wertmetalle wie Kupfer,
Kobalt und Nickel mittels Biolaugung [3] sowie von Gold und Silber mittels Biooxidation im
Industriemalistab [4]. Daneben spielen acidophile Eisenoxidierer in der bergbaulichen
Wasserwirtschaft als Verursacher von sauren Grubenwassern eine zentrale Rolle. Sie kdnnen
jedoch auch Bestandteil biologischer Wiederaufbereitungsstrategien dieser Wasser sein [5].

Vertreter der weltweit an Bergbaustandorten verbreiteten Bakteriengattung ,Ferrovum®
wurden in verschiedenen vorherigen Studien auf Genom- und Transkriptomebene beschrieben
[6-8]. Auf Grundlage der Genom- und Transkriptomanalysen wurde ein Modell zur Eisenoxidation
vorhersagt, das sowohl Proteine in der &ufleren und inneren Membran als auch im
periplasmatischen Raum einschlie3t (Abb. 1). Dieser Stoffwechselprozess dient Eisenoxidieren
zur Energiegewinnung und stellt die Grundlage ihrer biotechnologischen Bedeutung dar. Die
Redoxproteine, die bei diesem Prozess eine Rolle spielen, scheinen innerhalb der verschiedenen
Gattungen von Eisenoxidieren sehr divers zu sein. Studien zur experimentellen Charakterisierung
der Redoxproteine der Eisenoxidation beschranken sich allerdings fast ausschlief3lich auf den
acidophilen Modellorganismus Acidithiobacillus ferrooxidans [9—12].

Das Forschungsstipendium sollte zur Ausarbeitung einer experimentellen Strategie dienen,
mit der Redoxproteine von ,Ferrovum® sp. PN-J47 u.a. aus den Membransystemen prapariert
werden kdnnen, ohne ihre natirliche Proteinfaltung, die essentiell fir ihre biochemische Funktion
ist, zu zerstoren. Diese Strategien sollten als methodische Vorarbeit fir ein geplantes DFG-
gefordertes Projekt dienen, in dem diese Redoxproteine naher charakterisiert werden sollen und

mit denen anderer Eisenoxidierer verglichen werden sollen.
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Abb. 1: Modell der Eisenoxidation in ,,Ferrovum“ spp. Verandert nach [16]

1.2 Im Antrag vorgeschlagener Arbeitsplan

In Vorbereitung auf die spatere Charakterisierung der Redoxproteine, die an der
Eisenoxidation in ,Ferrovum* spp. beteiligt sind, soll eine Strategie entwickelt werden, um
Proteine der auReren und inneren Membran sowie des periplasmatischen Raumes getrennt von
cytoplasmatischen Proteinen zu isolieren, ohne dabei ihre natirliche Proteinfaltung zu
beeintrachtigen. Im Rahmen des Forschungsstipendiums sollten dazu folgende
Arbeitsschwerpunkte bearbeitet werden:

o Ferrovum” sp. PN-J47 sollte wiederholt im 3,51-Batch-Ansatz kultiviert, um Biomasse
fur die Praparation der Redoxproteine zu gewinnen.

o Zur Praparation der Redoxproteine der au3eren sowie der inneren Membran und des
periplasmatischen Raumes sollten verschiedene Zellaufschlussverfahren auf ihre
Eignung fir Zellen von ,Ferrovum* sp. PN-J47 gepruft. Membranbestandteile sollten
anschlielRend durch Zentrifugation von I6slichen Zellbestandteilen getrennt.

o Um die so gewonnenen Membranbestandteile zu solubilisieren, d.h. wieder in Losung
zu bringen, sollten verschiedene Detergenzien auf ihre Eignung gepruft werden.

o Die verschiedenen Proteine und Proteinkomplexe der solubilisierten
Membranfraktionen sollten Uber Dichtegradientenzentrifugation in verschiedenen
Fraktionen angereichert werden.

o Zur Uberprifung des Praparations- und Reinigungserfolgs sollte die native
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese verwendet werden. Anhand von spezifischen
Farbungen im Polyacrylamid-Gel wird der Erhalt der Enzymaktivitat beispielhaft an
Ham-haltigen Proteinen (Cytochrome) nach der Praparation, Reinigung und

Trennung untersucht.



2 Ergebnisse

Wahrend der Abarbeitung der vorgeschlagenen Arbeitspakete wurden Anpassungen am
experimentellen Plan auf Grundlage von Vorversuchen vorgenommen.

Insbesondere die Kultivierung von ,Ferrovum® sp. PN-J47 zur Gewinnung ausreichender
Mengen an Biomasse stellte eine experimentelle Herausforderung dar. Selbst im 3,5 I-Mal3stab
war die gewonnene Menge an Biomasse zu gering zur Gewinnung von Redoxproteinen der
Eisenoxidation. Zusatzlich erschwerten Eisen(iii)-Hydroxid-Prazipitate, die sich durch die
Oxidation der Eisen(ii)-lonen um die Zellen herum bilden, die geplante Aufarbeitungsstrategie der
Redoxproteine. Aus diesem Grund wurden alle geplanten Versuche mit einem anderen
acidophilen Modellorganismus ,Acidiphilium® sp. JA12-A1 durchgefiihrt. Dieser Organismus
stammt aus demselben Bergbaustandort wie ,Ferrovum® sp. PN-J47. Als heterotropher
Organismus bildet ,Acidiphilium* sp. JA12-A1 jedoch deutlich dichtere Zellkulturen im
Labormalstab, sodass mehr Biomasse gewonnen werden kann. Obwohl , Acidiphilium* sp. JA12-
A1 nicht zu den Eisenoxidierern zahlt, besitzt auch er Redoxproteine, die an der
Energiegewinnung beteiligt sind. Daher sollte sich eine experimentelle Strategie zur
Anreicherung von Redoxproteinen aus ,Acidiphilium* sp. JA12-A1 spater auch wieder fir

Eisenoxidierer wie ,,Ferrovum* sp. PN-J47 anpassen lassen.

2.1 Vorversuche zur Proteinanalytik und Membransolubilisierung

2.1.1 Analytik der Proteinfraktionen

Die Bestimmung des Proteingehaltes stellt die wichtigste Grundlage fir die Einschatzung

des Anreicherungserfolges flr Proteine sowie flr weitere analytische Verfahren dar. Der BCA-
Assay zeichnet sich durch seine Robustheit gegeniiber Detergenzien aus, die haufig beim
Zellaufschluss verwendet werden und seine grof3e dynamische Reichweite. Auch flr die aktuelle
Forschungsarbeit erwies sich der BCA-Assay (Pierce BCA Protein Assay Kit) als geeignet, um
zugig und akkurat sowohl Gehalte von I8slichen Proteinen als auch von solubilisierten
Membranproteinen und Proteinen in den Fraktionen der Saccharose-Dichte-Gradienten-
Zentrifugation zu bestimmen.

Ein Verfahren zur Identifizierung von Hdm-Gruppen in Membranproteinen der Eisenoxidation

ist die Aufnahme von Absorptionsspektren. Sofern die Ham-Gruppen nach der

Anreicherungsprozedur intakt bleiben, zeichnen sie sich durch Absorptionsmaxima bei
spezifischen Wellenlangen im UV/VIS-Bereich aus. Mithilfe eines Mikrotiter-Platten-Lesegerates
wurden die Spektren von multiplen Proben parallel bestimmt. Der verwendete Puffer,
Solubilisierungsreagenzien und Saccharose in den Membranfraktionen nach Dichte-Gradienten-
Zentrifugationen beeinflussten dabei die Aufnahme der Spektren nicht. Die Aufnahme der
Absorptionsspektren von allen Fraktionen vor der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese bildete
zudem eine Kontrolle fir die spatere Ham-Aktivitatsfarbung im Polyacrylamid-Gel nach der
Elektrophorese.

Proteine und Proteinkomplexe kénnen in Proteingemischen auch anhand ihrer ungefahren



GroRe identifiziert werden. Zur Abschatzung der Grél3e von Proteinen und Proteinkomplexen in

den verschiedenen Fraktionen wurde ein natives Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese-System

entwickelt. Dafir wurde ein 4 bis 12 %iges Polyacrylamid-Gel (Novex Tris-Gylcin Mini-Gel,
Invitrogen) mit nativen Laufpuffern (Tris-Glycin Native Running Buffer, Invitrogen), denen die
Solubilisierungsreagenzien Dodecylmaltosid (DDM) und Desoxycholat (DOC) zugesetzt wurden,
kombiniert. Der native Laufpuffer sollte dabei mdglichst geringen Einfluss auf die natirliche
Raumstruktur der zu trennenden Proteine haben, sodass ihre natlrliche katalytische Aktivitat
erhalten bleibt. Dies stellt eine Grundlage flir die Ham-Aktivitatsfarbung (TMB-1-Step-Blotting
Solution, ThermoFisher) dar. Der Zusatz von DDM und DOC sollte die Trennung von
Membranproteinen wahrend der Elektrophorese verbessern. Durch ihren hydrophoberen
Charakter lassen sie sich meist schlechter gelelektrophoretisch trennen als |16sliche Proteine. Das
verwendete Gel-Elektrophorese-System erlaubte eine sehr saubere Trennung der Proteine
sowohl in Igslichen als auch in Membranfraktionen Gber einen sehr grofen Grofienbereich von
unter 20 kDa bis 1500 kDa. Nach der Trennung wurden die Proteine mit Coomassie (SimplyBlue
Safe Stain, Thermo Fisher) bzw. mithilfe einer Silberfarbung sichtbar gemacht. Fir die
Coomassie-Farbung waren Proteinmengen von etwa 30 ug je Bahn ausreichend. Fir die
Silberfarbung gentigte bereits 1 ug je Bahn. Beide Farbemethoden waren fir den Umfang der
durchgeflihrten Versuche ausreichend sensitiv flir den Proteinnachweis nach der Polyacrylamid-

Gel-Elektrophorese.

2.1.2 Solubilisierung von Membranproteinen

Fur die Solubilisierung der angereicherten Membranproteine wurden zwei verschiedenen
Verfahren mit einander verglichen.

Fir das erste Verfahren wurden pelletiete Membranproteine mit 0,1 % DDM im
Solubilisierungspuffer zunachst in Lésung gebracht und anschlieRend in einem Saccharose-
Dichte-Gradienten per Ultrazentrifugation fraktioniert. Dabei erwies sich der Zusatz von 0,1 %
DDM zum Saccharose-Dichte-Gradienten als zentral fir den Solubilisierungserfolg. Die so
erhaltenen Membranproteinfraktionen wurden anschlieRend gelelektrophoretisch getrennt.

Fir das zweite Verfahren wurden pelletiete Membranproteine mit 5 % Digitonin im
Solubilisierungspuffer in Lésung gebracht. Durch die hohen finanziellen Kosten fir das
Solubilisierungsreagenz Digitonin musste auf Saccharose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation
verzichtet werden, sodass die solubilisierten Proteine direkt gelelektrophoretisch getrennt
wurden.

Das DDM-basierte Solubilisierungsverfahren mit anschlieBender Saccharose-Dichte-
Gradienten-Zentrifugation erwies sich als arbeitsintensiver, jedoch war die Auflésung der
Trennung in der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese sehr hoch (Abb. 2A). Im Gegensatz dazu war

die Aufldsung der Proteintrennung nach Solubilisierung mit Digitonin sehr viel geringer (Abb. 2B).
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Abb. 2: Vergleich der Solubilisierungsdetergenzien Dodecylmaltosid (A) und Digitonin (B). Dargestellt sind

Polyacrylamid-Gele nach Elektrophorese und Farbung mit Coomassie A: Je Fraktion wurden 30 ug
Gesamtprotein flr gelelektrophoretische Trennung aufgetragen. Nach Solubilisierung der Membranproteine mit
Dodecylmaltosid (DDM) wurden diese mittels Saccharaose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation fraktioniert. B: Nach

Solubilisierung mit Digitonin wurden verschiedene Proteinmengen vergleichend gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.2 Vergleich verschiedener Zellaufschlussmethoden

Nach der Entwicklung einer entsprechenden Analytik zur Beurteilung des
Anreicherungserfolges und des nativen Faltungszustandes von Membranproteinen, sollte eine
geeignete Zellaufschlussmethode gefunden werden, um Membranproteine effizient und intakt
anzureichern. Die Vorversuche zeigten die bessere Eignung von DDM als Detergenz zur
Solubilisierung der pelletierten Membranproteine gegeniber Digitonin, sodass im Folgenden nur
die Ergebnisse fur die Solubilisierung mit DDM und anschlieBender Fraktionierung mittels
Saccharose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation gezeigt werden.

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes wurden gefrorene Zellen von Acidiphilium
sp. JA12-A1 mithilfe einer Ultraschallsonde, einer Schwingmihle bzw. mittels French Press
aufgeschlossen. Daneben wurden die Methode der Spheroblastenformation auf frisch geerntete
Zellen angewendet. Eine Gegenuberstellung des Anreicherungserfolges aller Methoden ist in
Abb. 3 dargestellt.



2.2.1 Aufschluss gefrorener Zellen mittels Ultraschallsonde

Sowohl die Fraktion der Ioslichen Proteine als auch die Membranfraktionen (30 %
Saccharose bis 60 % Saccharose) wiesen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von
420 nm auf. In der I6slichen Fraktion war zudem ein weiteres Absorptionsmaximum bei 540 nm
zu sehen. Beide Maxima sind typisch fur Ham-Gruppen des b-Typs und deuten dabei auf das
Vorhandensein von Redoxproteinen wie des bc1-Komplexes der Atmungskette (Abb. 1) hin.

Die I6sliche Fraktion und die Membranfraktionen unterschieden sich deutlich hinsichtlich des
Musters der Proteinbanden nach gelektrophoretischer Auftrennung (Abb. 3A). Wahrend in der
Bahn der l6slichen Fraktion keine deutlichen Banden zu erkennen waren, wiesen die
Membranfraktionen eine Vielfalt an Proteinbanden auf mit einer maximalen Groéf3e von bis zu
800 kDa. Die Abwesenheit von Proteinen in der 16slichen Fraktion deutet auf einen ineffizienten
Zellaufschluss hin. Nach Hadm-Farbung waren keine Banden im Polyacrylamid-Gel zu sehen, was
darauf hindeutete, dass die Ham-haltigen Redoxproteine méglicherweise ihren Ham-Cofaktor

wahrend der gelelektrophoretischen Trennung verloren hatten.

2.2.2 Aufschluss gefrorener Zellen mittels Schwingmdiihle
Die Analyse der I6slichen Proteinfraktion und der Membranfraktionen nach Aufschluss mithilfe
der Schwingmihle ergab analoge Ergebnisse zum Aufschluss mittels Ultraschallsonde. In allen
Fraktionen war das Ham-b-typische Absorptionsmaximum bei 420 nm zu sehen, wahrend nur in
der I8slichen Fraktion auch ein zweites Absorptionsmaximum bei 540 nm zu sehen war. Die
Gelelektrophorese deutete wiederum auf einen ineffizienten Zellaufschluss hin (Abb. 3B). Die
Ham-Farbung zeigte auch bei dieser Zellaufschlussmethode keine Ham-Aktivitdt mehr nach

gelelektrophoretischer Trennung an.

2.2.3 Aufschluss gefrorener Zellen mittels French Press

Nach Zellaufschluss mittels French Press wiesen sowohl die |8sliche Proteinfraktion als auch
die Membranfraktionen von 30 % bis 40 % Saccharose beide Ham-b-typischen
Absorptionsmaxima bei 420 nm und 540 nm auf, wahrend die anderen Membranfraktionen nur
das Absorptionsmaximum bei 420 nm aufwies.

Sowohl in der I8slichen Fraktion als auch in den Membranfraktionen waren vielfaltige
Bandenmuster zu erkennen (Abb. 3C). Wahrend in der I6slichen Fraktion die maximale Grofie
der Proteine bzw. Proteinkomplexe ca. 450 kDa betrug, beinhalteten die Membranfraktionen
Proteinkomplexe bis 800 kDa. Die Ham-Farbung zeigte wiederum keine Ham-Aktivitat mehr nach

gelelektrophoretischer Trennung an.

2.2.4 Spheroblastenformation frisch geernteter Zellen
Ziel der Spheroblastenformation war die unabhangige Anreicherung der Proteine der dul3eren
und inneren Membran sowie der I6slichen Proteine des Periplasmas und des Cytoplasmas.
Die cytoplasmatische Fraktion und die 30 %-Saccharose-Fraktion der inneren Membran
wiesen beide Ham-b-typischen Absorptionsmaxima auf, wahrend das Absorptionsspektrum des

Periplasmas keine definierten Maxima aufwies. Von den Spektren der aufleren Membran-



Fraktionen wies nur das Spektrum der 30 %-Saccharose-Fraktion das Absorptionsmaximum bei
einer Wellenlange von 420 nm auf.

Die Bandenmuster auleren Membranfraktionen (Abb. 3E) zeigten nach
gelelektrophoretischer Trennung eine geringere Bandenvielfalt als die Fraktionen der inneren
Membran (Abb. 3D). Die maximale Gréfle der vorhandenen Proteine waren in den Fraktionen
beider Membransysteme mit ca. 800 kDa vergleichbar. Wahrend in der periplasmatischen
Fraktion keine definierten Proteinbanden auftraten (Abb. 3E), zeigte die cytoplasmatische
Fraktion ein ausgepragtes Bandenmuster (Abb. 3D). Die maximale ProteingréRe war jedoch mit
ca. 600 kDa kleiner als in den Fraktionen der beiden Membransysteme.

Obwohl die Ham-Farbung auch nach dieser Methode des Zellaufschluss keine Aktivitat
anzeigte, deuten die Ergebnisse auf recht erfolgreiche getrennte Anreicherung von Proteinen der
beiden Membransysteme hin. Die Anreicherung von periplasmatischen Proteinen bedarf jedoch
weiterer Optimierung, da auch in dieser Fraktion Proteine zu erwarten sind, die in Eisenoxidierern

an der Eisenoxidation beteiligt sind.
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Abb. 3: Vergleich der Zellaufschlussmethoden. Polyacrylamid-Gele nach elektrophoretischer Trennung und
Coomassie-Farbung. A: Ultraschall, B: Schwingmduhle, C: French Press, D/E: Spheroblastenformation



3 Fazit

Im Rahmen des bearbeiteten Projektes erwies sich der Zellaufschluss mittels French Press
am geeignetsten, um Zellen effizient aufzuschlieen und aus diesen Extrakten Membranproteine
und I6sliche Proteine anzureichern. Fir die Solubilisierung der Proteine in pelletierten
Membranen nach Ultrazentrifugation erwies sich das Detergenz Dodecylmatosid als
vielversprechend. Kombiniert mit einer anschlie®enden Fraktionierung der solubilisierten
Membranen in einer Saccharose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation waren die Protein sehr gut
mithilfe einer nativen Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese trennbar und darstellbar.

Obwohl die Aufnahme von Absorptionspektren das Vorhandensein von Ham-b in den
Proteinfraktionen zeigte, war es im Rahmen des Projektes noch nicht méglich diese auch in ihrer
aktiven Form anzureichern. Die Anreicherung dieser Ham-haltigen Proteine und anderer
Redoxproteine stellt jedoch die Voraussetzung fiir ihre Charakterisierung dar.

Fir aufbauende Arbeiten bedarf es daher zum einen weiterer Optimierung hinsichtlich der
Aufrechterhaltung der aktiven Form dieser Proteine. Zum anderen sollte eine alternative Strategie
erarbeitet werden, die mdglichst unabhangig von der Gewinnung dieser Proteine aus ihrem
Ursprungsorganismus ist, denn die vorliegende Forschungsarbeit zeigte, dass flir den Aufschluss
mithilfe der French Press eine grolte Menge Biomasse notwendig ist, die von Eisenoxidieren wie

wFerrovum® sp. PN-J47 nur in sehr grof3en KulturmafRstab zu gewinnen ist.

4 Verwertungsstrategie der Ergebnisse

Wahrend der Bearbeitungszeit des Forschungsstipendiums wurde ein inhaltlich aufbauendes
dreijahriges DFG-gefordertes Forschungsprojekt beantragt. Aufgrund von Mutterschutzfristen
und Elternzeit wird dieses Projekt im Friahjahr 2020 beginnen. In dieses Projekt kdnnen nun
kurzfristiq die Ergebnisse aus dem Forschungsstipendium einflie3en, insbesondere hinsichtlich
Analytik (Elektrophoresesystem und Farbetechniken), Zellaufschlussmethode, Solubilisierung
von Membranfraktionen. Daneben ist fir das DFG-Projekt ein Plan fiir eine alternative Strategie
zur Anreicherung von Membranproteinen der Eisenoxidation aus ihrem Ursprungsorganismus
.Ferrovum® spp. entwickelt worden. Die heterologe Produktion von Proteinkandidaten der
Eisenoxidation in einem gut kultivierbaren Wirtsbakterium stellt eine vielversprechende
Alternative dar, um ausreichende Mengen von Proteinen fir ihre bio- und elektrochemische
Charakterisierung zu gewinnen.

Mittelfristig sollen so erzielte Ergebnisse in geeigneten Fachzeitschriften publiziert und auf
Fachtagungen vorgestellt und diskutiert werden.

Langerfristiq sollen die erarbeiteten Protokolle auch auf andere Eisenoxidierer aus der
Stammsammlung der AG Umweltmikrobiologie angewendet werden, um so den Pool von

potentiell biotechnologisch-relevanten Proteinen zu erweitern.



5 Nutzen fiir die Chemische Technik, Verfahrenstechnik und Biotechnologie

Eine erfolgreiche Praparations- und Reinigungsstrategie von periplasmatischen Proteinen
und Proteinen, die mit der aulReren Membran assoziiert sind, eréffnet den Zugang zu einem Pool
potentiell biotechnologisch interessanter Enzyme und Redoxproteine. Im Unterschied zu
cytoplasmatischen Proteinen sind Proteine des periplasmatischen Raumes und der aulieren
Membran in acidophilen Organismen Bedingungen ausgesetzt, die dem aulleren, sauren Milieu
entsprechen. Auf Proteinsequenzebene zeigen viele dieser Proteine Veranderungen gegentiber
homologen Proteinen aus Organismen, die in einem neutralen Milieu leben. Die Anpassungen
dieser Proteine an pH-Werte von 3 und niedriger kénnten auch mit einer erhéhten Stabilitat
einhergehen, die fur biotechnologische Anwendungen relevant sein kann.

Dariiber hinaus kann der Vergleich der bio- und elektrochemischen Eigenschaften von
Redoxproteinen von acidophilen Eisenoxidierern moéglicherweise Hinweise darauf geben, warum

diese Organismen so unterschiedliche Anwendungspotentiale fur die Biolaugung aufweisen.
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