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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Screening eines Antioxidans unter Verwendung von Bakteri-
enmutanten und Chlorophyllid. Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zum muhelosen Screening ei-
nes Antioxidans durch Beobachten von Wachstumsprofilen gewisser Bakterienmutanten in Filterscheiben oder
Mediumbldcken mit zugesetztem Chlorophyllid, und ein Antioxidans, das einem Screening mittels des Verfah-
rens unterzogen wird.

Beschreibung der verwandten Technik

[0002] Wie Fachleuten allgemein bekannt ist, weisen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder sauerstofffreie
Radikale unerwiinschte oxidierende Eigenschaften im Kérper auf, durch welche eine derartige molekulare
Spezies zu einer Schadigung von Zellmembranen, DNA und verschiedenen Zellstrukturen beitragt und, ent-
weder direkt oder indirekt, als Krankheitsverursacher verschiedener Krankheiten, wie beispielsweise Krebs,
Arteriosklerose, Diabetes, Gehirnschlag, Myokardinfarkt, Hepatitis, Nephritis, atopische Krankheiten, Parkin-
son'sche Krankheit, und dergleichen, verantwortlich ist. Superoxid ist eine reaktive Sauerstoffspezies und wird
dadurch erzeugt, dass molekularer Sauerstoff durch Aufnahme eines zusatzlichen Elektrons zu einem Super-
oxid-Anion (O*) reduziert wird, und zwar im Verlauf des Sauerstoff-Stoffwechselprozesses in lebenden Orga-
nismen. Superoxid ist duBerst reaktiv, was zu einer irreversiblen Zerstérung von die Organismen bildenden Bi-
omaterialien, wie beispielsweise Nucleinsauren, Proteinen und Lipiden fuhrt. Insbesondere werden durch Su-
peroxid Fe**-lonen zu Fe*"-lonen reduziert, wenn Fe**-lonen vorhanden sind, und die auf diese Weise redu-
zierten Fe?*-lonen reagieren mit Wasserstoffperoxid, so dass Hydroxy-Radikale erzeugt werden. Die auf diese
Weise erzeugten Hydroxy-Radikale reagieren mit DNA-Molekdlen in vivo, was in der Folge bekanntermalfien
eine Inhibierung von Stoffwechsel und Homdéostase des Organismus bewirkt, beispielsweise eine in vivo Mu-
tagenese, eine Zerstérung der Eisen-Schwefel-(Fe/S)-Zentren von Proteinen, eine Peroxidation von Lipiden,
und dergleichen (Imlay, J. A., 2003, Ann. Rev. Microbiol. 57: 395-418).

[0003] Daher wird eine groRe Wichtigkeit Antioxidansmaterialien beigemessen, die fahig sind, die Zytotoxizi-
tat von reaktiven Sauerstoffspezies, einschlief3lich Superoxid-Anion-Radikalen, zu reduzieren oder fahig sind,
die reaktiven Sauerstoffspezies direkt zu inaktivieren, und verschiedene Verfahren fir ein Screening ge-
wunschter Antioxidantien wurden entwickelt. Beispielsweise wurden Antioxidantien mittels eines Verfahrens
untersucht und entwickelt, das Farb- oder Fluoreszenzanderungen mutmalRlicher Kandidatenmaterialien mit-
tels der in vitro Redoxreaktion ausnutzt, mittels eines Verfahrens, das eine DNA-Kettenspaltung ausnutzt, oder
eines Verfahrens, das Spin-Trap-Agentien nutzt, die fahig sind, mit den reaktiven Sauerstoffspezies spezifisch
zu reagieren. Jedoch besteht bei den meisten der Antioxidantien, die mittels dieser Verfahren entwickelt wur-
den, der Nachteil eingeschrankter Verwendungs- und Anwendungsmdglichkeiten aufgrund geringer Bioverfug-
barkeit, die von einer betrachtlichen in vivo Absorption oder einem mdglichen Toxizitatsrisiko fur die Organis-
men herruhrt. Weiter mussen, da die zuvor erwahnten Verfahren eine in vitro Untersuchung der Antioxi-
dans-Aktivitat involvieren, eine in vivo Effizienz, die Sicherheit und die Antioxidans-Spezifitat des Antioxi-
dans-Kandidaten durch wiederholte mehrfache Screening-Prozesse Uberpruft werden.

[0004] Trotz hervorragender Biomembrandurchlassigkeit und Bioverfiigbarkeit sowie hoher Antioxidans-Akti-
vitat kdnnen fettldsliche Antioxidantien schadliche Effekte auf einen Zellkdrper bedingen, da sie hauptsachlich
in verschiedenen intrazellularen Membranen lokalisiert werden, was es schwierig macht, die Antioxidans-Wir-
kung beim wassrigen Zielort auszuliben, bei dem reaktive Sauerstoffspezies erzeugt werden. Auch ist es
schwierig, die fettléslichen Antioxidantien, nach Reaktion mit den ROS oder RNS (reaktive Stickstoffspezies)
in der Leber in hydrophilere Formen zu metabolisieren, was ein Ausscheiden der hydrophoben chemischen
Stoffe aus dem Korper erleichtert. Andererseits bieten wasserldsliche Antioxidantien ein miiheloses Ausschei-
den der oxidierten Antioxidantien, weisen jedoch geringe Biomembran-Durchlassigkeit auf, wodurch verschie-
dene Probleme entstehen, die mit Zellmembranschutzeffekten und der Schwierigkeit eines Diffundierens des
Antioxidans in intrazellulare Organellen einhergehen. Daher besteht ein Bedarf nach einer Entwicklung eines
amphiphilen Antioxidans, das muhelos in ein gewlnschtes Antioxidans-Praparat formuliert werden kann, da-
durch dass es sowohl (iber Wasserlslichkeit als auch Uber Fettlslichkeit verflgt, damit es den gewlinschten
Einsatz- und Anwendungsmdglichkeiten des Antioxidans genugt.

[0005] Unterdessen bieten Mikroorganismen der Gattung Rhodobacter, bei denen es sich um Photosynthe-
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se-Nichtschwefelpurpurbakterien handelt, den Vorteil, dass beispielsweise keine Sauerstoffentwicklung wah-
rend des Photosyntheseprozesses auftritt, anders als bei Algen- oder Pflanzenphotosynthese, sowie die Fa-
higkeit zu Wachstum und Proliferation unter verschiedenen Kulturbedingungen, z. B. aeroben Bedingungen,
anaeroben dunklen Bedingungen und anaeroben hellen Bedingungen. Insbesondere fuhren Mitglieder der
phototrophen Rhodobacter-Gattung eine Reihe von Zellmembran-assoziierten Elektronentransferprozessen
durch Absorption von langwelligem Licht mittels des Bakteriochlorophyll-Pigmente enthaltenen Photosynthe-
seapparates unter anaeroben Lichtbedingungen aus, was zu einer Umwandlung von Lichtenergie in chemi-
sche Energie fuhrt, und die auf diese Weise erzeugte chemische Energie wird als Energie verwendet, die fur
eine Vielzahl von Zellstoffwechselaktivitaten, beispielsweise Kohlenstoffdioxid-Fixierung, bendtigt wird. Bei
den Photosynthese-Bakterien ist ein multimeres Protein, bei dem es sich um eines der Enzyme handelt, die
als Mediator beim Stoffwechselprozess zur Synthese von Bakteriochlorophyll fungieren, und das durch Ex-
pression von drei Genen bchX, bchY und bchZ erzeugt wird, daflir bekannt, dass es Chlorophyllid-reduzieren-
de Aktivitaten aufweist.

[0006] Die koreanische Patentanmeldungspublikation Nr. 2007-59485 A1 offenbart ein multimeres Protein als
Superoxid-erzeugendes Enzym, das von Rhodobacter sphaeroides herstammt ist. Gemal diesem Patent er-
zeugt das multimere Protein Superoxide in vivo und in vitro, wenn Chlorophyllid als amphiphiles Substrat vor-
handen ist, so dass es mdglich ist, Zellen, die das multimere Protein exprimieren, selektiv abzutdten. Jedoch
erwahnt diese Patentpublikation lediglich eine Funktion des multimeren Proteins als Superoxid-erzeugendes
Reagens, schlagt jedoch keine Details und Schemata zur praktischen Anwendung eines derartigen Proteins
auf ein Antioxidans-Screeningverfahren vor.

INHALT DER ERFINDUNG

[0007] Daher erfolgte die Erfindung in Anbetracht der zuvor erlauterten Probleme, und es ist ein Ziel der Er-
findung, ein Verfahren zum Screening eines Antioxidans bereitzustellen, das fahig ist, ein selektives Screening
eines amphiphilen Antioxidans in industriellem MafRstab mittels eines einfachen Verfahrens durchzufihren.

[0008] GemaR einem Aspekt der Erfindung kénnen die zuvor beschriebenen und weitere Ziele durch Bereit-
stellen eines Verfahrens zum Screening eines Antioxidans unter Verwendung von Bakterienmutanten und
Chlorophyllid bewerkstelligt werden, beinhaltend:

Zichten von Bakterienmutanten auf einem Agarplattenmedium, wobei die Bakterien eine inhibierte Superoxid-
dismutase-Aktivitat durch Inkorporieren einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz
aufweisen;

Platzieren einer Mehrzahl von Filterscheiben, mit zugesetzten zu screenenden Antioxidans-Kandidatenmate-
rialien und Chlorophyllid, auf das Agarplattenmedium; und

Selektieren der Filterscheiben, bei denen ein Wachstum der Bakterienmutanten beobachtet wird.

[0009] Gemal einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zum Screening eines Antioxidans un-
ter Verwendung von Bakterienmutanten und Chlorophyllid bereitgestellt, beinhaltend:

Zusetzen von Chlorophyllid zu einem Agarplattenmedium zur Bakterienzucht, und Zerschneiden des Agarplat-
tenmediums in Blockform, um dadurch eine Mehrzahl von zugesetztes Chlorophyllid aufweisenden Medium-
blécken zu erzeugen;

Platzieren einer Mehrzahl von Mediumblécken auf eine Petrischale zur Bakterienzucht;

einer Mehrzahl der Mediumblécke werden zu screenende Antioxidans-Kandidatenmaterialien und Bakterien-
mutanten zugesetzt, die eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitdt durch Inkorporieren einer Mutation in
eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz aufweisen; und

Selektieren der Mediumblécke, bei denen ein Wachstum der Bakterienmutanten beobachtet wird.

[0010] Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung kénnen die Bakterienmutanten Chlorophyl-
lid-Reduktase exprimieren, das ein multimeres Protein ist, welches eine Erzeugung von Superoxid-Anionen bei
Vorhandensein von Sauerstoff herbeiftihrt.

[0011] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfliihrungsform der Erfindung kénnen die Bakterienmutanten bei-
spielsweise Rhodobacter sphaeroides, Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas palustris, Allochromatium
vinosum, Chlorobium tepidum oder Chloroflexus aurantiacus sein.

[0012] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung kénnen die Bakterienmutanten trans-

formiert sein, um ein Uberexprimieren von Chlorophyllid-Reduktase auszufiihren, das ein multimeres Protein
ist, welches eine Erzeugung von Superoxid-Anionen bei Vorhandensein von Sauerstoff herbeifthrt.
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[0013] Bei einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung kann das Transformieren der Bakteri-
en, in welche eine Mutation eingebracht werden soll (nachfolgend als "Mutationsziel-Bakterien" bezeichnet)
ausgefiihrt werden durch:

es wird ein erster rekombinanter Vektor, der eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitat durch Inkorporieren
einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz aufweist, und ein zweiter rekombinanter
Expressionsvektor erzeugt, der zum Uberexprimieren eines multimeren Proteins fahig ist, das eine Erzeugung
von Superoxid-Anionen bei Vorhandensein von Sauerstoff herbeifihrt;

es wird ein erster E.-coli-Transformant mit Einfigen des ersten rekombinanten Vektors und ein zweiter E.-co-
li-Transformant mit Einfligen des zweiten rekombinanten Expressionsvektors erzeugt, und zwar unter Verwen-
dung des ersten rekombinanten Vektors bzw. des zweiten rekombinanten Expressionsvektors; und

die ersten und zweiten E.-coli-Transformanten mit den Mutationsziel-Bakterien werden konjugiert, um Bakteri-
enmutanten zu erzeugen.

[0014] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung kénnen die transformierten Bakterien
Rhodobactersphaeroides 2.4.1 SodB1 [KCTC 11069BP] sein.

[0015] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung erzeugen die Bakterienmutanten bei
Vorhandensein von Chlorophyllid unterhalb einer Sauerstoffkonzentration von 1 bis 3% kein Wasserstoffpero-
xid, und sie kénnen eine Aktivitat eines Erzeugens von Superoxid-Anionen aufweisen.

[0016] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung kann eine Menge an Chlorophyllid, die
der Filterscheibe oder dem Agarplattenmedium zugesetzt wird, zwischen 0,1 mM bis 100 mM liegen.

[0017] Bei einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung kann die Filterscheibe einen Durch-
messer von 5 bis 20 mm und eine Dicke von 0,1 bis 1 mm haben, und der Mediumblock kann einen Durch-
messer von 10 bis 30 mm und eine Dicke von 5 bis 15 mm haben.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0018] Fig. 1 ist ein schematisches Prozessdiagramm, das ein Antioxidans-Screeningverfahren unter Ver-
wendung einer Mehrzahl von Filterscheiben mit zugesetztem Chlorophyllid zeigt, als Beispiel eines Verfahrens
zum Screening eines Antioxidans gemal der Erfindung;

[0019] Fig. 2 ist ein schematisches Ablaufdiagramm, das ein Antioxidans-Screeningverfahren unter Verwen-
dung einer Mehrzahl von Mediumblécken darstellt, als weiteres Beispiel eines Antioxidans-Screeningverfah-
rens gemal der Erfindung;

[0020] Fig. 3 ist eine Fotografie, welche die Ergebnisse von SDS-PAGE unter Verwendung von 12%igem Po-
lyacrylamid-Gel zeigt, folgend auf eine Purifizierung eines Zielproteins nach einer Expression von BchX-,
BchY- und BchZ-Genen in ein rekombinantes Protein mit einem His-Tag in E. coli;

[0021] Fig. 4 ist eine Fotografie, welche die Vergleichsergebnisse von Bakterienwachstumsprofilen zeigt, die
bei Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein einer Antioxidans-Aktivitat in einem Antioxidans-Kandidatenma-
terial beobachtet wurden, beim Screening eines Antioxidans unter Verwendung von Mediumblécken gemaf
der Erfindung;

[0022] Fig. 5 ist eine Fotografie, welche die Beobachtungsergebnisse flir Bakterienwachstumsprofile fiir ei-
nen Vergleich einer Antioxidans-Aktivitat eines Antioxidans-Pch212, das gemaR der Erfindung einem Scree-
ning unterzogen wurde, mit derjenigen eines herkdmmlichen Antioxidans zeigt; und
[0023] Fig. 6 ist ein Graph, der die Bestatigungsergebnisse fir eine Antioxidans-Aktivitat eines Antioxi-
dans-Pch212 zeigt, das einem Screening gemaf der Erfindung unterzogen wurde, und zwar durch Reduktion
von Cytochromen.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN
[0024] Nachfolgend wird die Erfindung detailliert beschrieben.

[0025] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum selektiven Screening eines gewlinschten Antioxidans aus ver-
schiedenen Kandidatenmaterialien unter Verwendung von Chlorophyllid und Bakterienmutanten, und ein An-
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tioxidans, das einem Screening mittels dieses Verfahrens unterzogen wird. Das Antioxidans-Screeningverfah-
ren stellt ein miiheloses Screening des gewlinschten Antioxidans durch Beobachten von Wachstumsprofilen
gewisser Bakterienmutanten in Filterscheiben oder Mediumblécken dar, denen Chlorophyllid zugesetzt wurde.

[0026] Die Erfindung stellt eine Herstellung der Photosynthese-Bakterienmutanten bereit, die eine inhibierte
Superoxiddismutase-Aktivitat durch Inkorporieren einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gen-
sequenz aufweist.

[0027] Bei Bakterien vom Wild-Typ besteht méglicherweise eine Abschwachung der Superoxid-vermittelten
Zytotoxizitat, bedingt durch die Expression von Superoxiddismutase, welche die erzeugten Superoxid-Anionen
in Wasserstoffperoxid umwandelt, hingegen besteht bei den Bakterienmutanten gemaf der Erfindung, im Ver-
gleich zu den Bakterien vom Wild-Typ, bedingt durch eine Suppression einer Superoxiddismutase-Aktivitat
eine ziemlich signifikante Superoxid-vermittelte Zytotoxizitat.

[0028] Daher werden die Bakterienmutanten geman der Erfindung aufgrund des Vorhandenseins von Super-
oxid-Anionen abgetoétet, die durch die enzymatische Wirkung des multimeren Proteins auf Chlorophyllid er-
zeugt werden, hemmen jedoch die Zytotoxizitat von Superoxid-Anionen, wenn ein gewisses Kandidatenmate-
rial, das eine Antioxidans-Aktivitat aufweist, in dem zu screenenden Kandidatenmaterialien vorhanden ist. Als
Ergebnis kénnen die Bakterienmutanten Gberleben und wachsen, wodurch ein miheloses Screening von Kan-
didatenmaterialien ermoglicht wird, die eine Antioxidans-Aktivitat aufweisen, und zwar basierend darauf, ob die
Bakterienmutanten wachsen, oder nicht.

[0029] Insbesondere beinhaltet das Antioxidans-Screeningverfahren gemaR der Erfindung, dass Bakterien-
mutanten auf einem Agarplattenmedium geziichtet werden, wobei die Bakterien eine inhibierte Superoxiddis-
mutase-Aktivitat durch Inkorporieren einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz auf-
weisen; eine Mehrzahl von Filterscheiben, mit zugesetzten zu screenenden Antioxidans-Kandidatenmateriali-
en und Chlorophyllid, auf das Agarplattenmedium platziert werden; und die Filterscheiben, bei denen ein
Wachstum der Bakterienmutanten beobachtet wird, selektiert werden.

[0030] Fig. 1 zeigt ein schematisches Ablaufdiagramm fiir das Antioxidans-Screeningverfahren.

[0031] Beim zuvor erwahnten Verfahren werden eine Mehrzahl von Filterscheiben zum Hinzufligen von Chlo-
rophyllid und Antioxidans-Kantidatenmaterialien verwendet, nach Anlegen einer Zellkultur der Bakterienmu-
tanten.

[0032] Alternativ ist es ebenfalls moglich, dass das Antioxidans-Screeningverfahren durch Vorbereiten von
Mediumbldcken mit zugesetztem Chlorophyllid ausgefuhrt wird, gefolgt von einem Zusetzen der Bakterienmu-
tanten und der Antioxidans-Kandidatenmaterialien. Dieses Antioxidans-Screeningverfahren gemaf der Erfin-
dung beinhaltet, dass einem Agarplattenmedium zur Bakterienzucht Chlorophyllid zugesetzt wird, und das
Agarplattenmediums in Blockform zerschnitten wird, um dadurch eine Mehrzahl von zugesetztes Chlorophyllid
aufweisenden Mediumbldcken zu erzeugen; eine Mehrzahl von Mediumblocken auf eine Petrischale zur Bak-
terienzucht platziert wird; einer Mehrzahl der Mediumblécke zu screenende Antioxidans-Kandidatenmateriali-
en und Bakterienmutanten zugesetzt werden, die eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitat durch Inkorpo-
rieren einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz aufweisen; und die Mediumbldcke
selektiert werden, bei denen ein Wachstum der Bakterienmutanten beobachtet wird. Fig. 2 zeigt ein schema-
tisches Ablaufdiagramm fur ein derartiges Antioxidans-Screeningverfahren.

[0033] Insbesondere ist das Antioxidans-Screeningverfahren geman der Erfindung fiir ein miiheloses Scree-
ning eines amphiphilen Antioxidans von Nutzen, das sowohl Uber Wasserl6slichkeit als auch Fettldslichkeit
verfugt. Das heildt, wenn das Antioxidans-Kandidatenmaterial keine Wasserldslichkeitseigenschaften aufweist,
wird die Ldslichkeit des Materials in der Filterscheibe oder dem Mediumblock gesenkt, was zu einer geringen
Intrazellular-Diffusion des Antioxidans-Materials fuhrt. Wenn andererseits das Antioxidans-Kandidatenmaterial
keine Fettloslichkeitseigenschaften aufweist, kann dies zu einer Beeintrachtigung der Zellmembrandurchlas-
sigkeit fuhren, wodurch die intrazellulare Absorptionsfahigkeit verringert wird, und daher ist es unméglich, eine
Superoxid-vermittelte Toxizitat in effektiver Weise zu inhibieren. Daher tragen, gemaf dem Antioxidans-Scree-
ningverfahren der Erfindung, Antioxidans-Kandidatenmaterialien, die amphiphile Antioxidantien sind, zu effek-
tivem Wachstum der Bakterienmutanten bei.

[0034] Die Bakterienmutanten der Erfindung kdnnen fahig sein, Chlorophyllid-Reduktase zu exprimieren, bei
der es sich um ein multimeres Protein handelt, das eine Erzeugung von Superoxid-Anionen bei Vorhandensein
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von Sauerstoff induziert. Spezielle Beispiele von Bakterienmutanten beinhalten, jedoch ohne Einschrankung
auf diese, Photosynthese-Bakterien, wie beispielsweise Rhodobacter sphaeroides, Rhodospirillum rubrum,
Rhodopseudomonas palustris, Allochromatium vinosum, Chlorobium tepidum und Chloroflexus auranticus.

[0035] Sogar wenn die Bakterienmutanten der Erfindung nicht fahig sind, die Chlorophyllid-Reduktase zu ex-
primieren, kénnen sie so transformiert werden, dass sie Chlorophyllid-Reduktase exprimieren. Derartige Bak-
terien sind in der koreanischen Patentanmeldungspublikation Nr. 2007-59485 A1 offenbart, und zwar durch
Transformation der Bakterien mit einem rekombinanten Expressionsvektor, der bchX-(SEQ ID NO: 1),
bchY-(SEQ ID NO: 2) und bchZ-(SEQ ID NO: 3)-Gene, einen rrnB-Promotor und ein N-terminales His-Tag ent-
halt. Das auf diese Weise exprimierte multimere Protein fungiert als Reduktase, die Chlorophyllid als Substrat
verwendet und dadurch Superoxid-Anionen erzeugt.

[0036] Eine Transformation von Bakterienmutanten kann dadurch ausgefihrt werden, dass ein erster rekom-
binanter Vektor, der eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitat durch Inkorporieren einer Mutation in eine Su-
peroxiddismutase codierende Gensequenz aufweist, und ein zweiter rekombinanter Expressionsvektor er-
zeugt wird, der zum Exprimieren eines multimeren Proteins fahig ist, das eine Erzeugung von Superoxid-Ani-
onen bei Vorhandensein von Sauerstoff herbeiflihrt; ein erster E.-coli-Transformant mit Einfligen des ersten re-
kombinanten Vektors und ein zweiter E.-coli-Transformant mit Einfuigen des zweiten rekombinanten Expressi-
onsvektors erzeugt wird, und zwar unter Verwendung des ersten rekombinanten Vektors bzw. des zweiten re-
kombinanten Expressionsvektors; und die ersten und zweiten E.-coli-Transformanten mit den Mutations-
ziel-Bakterien konjugiert werden, um Bakterienmutanten zu erzeugen.

[0037] Beispielsweise wahlten die Erfinder Rhodobacter sphaeroides als Mutationsziel-Bakterien und er-
zeugten einen rekombinanten Vektor zur Disruption eines Superoxiddismutase-Gens. Dann wurde E. coli mit
dem auf diese Weise erzeugten rekombinanten Vektor transformiert, um dadurch E.-coli-Transformanten zu
erzeugen. Zum Schluss wurden Bakterienmutanten durch Konjugieren des E.-coli-Transformanten mit Rhodo-
bacter sphaeroides erzeugt. Die auf diese Weise hergestellten Bakterienmutanten sind SodB1-Varianten, die
eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitat aufweisen, wahrend sie fahig sind, das Chlorophyllid-reduzieren-
de multimere Protein zu exprimieren, und diese wurden als Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 SodB1 bezeichnet
und unter der Hinterlegungsnummer KCTC 11069BP am 12. Februar 2007 hinterlegt.

[0038] Die gemal der Erfindung hergestellten Bakterienmutanten exprimieren das multimere Protein, und
das auf diese Weise exprimierte multimere Protein kann eine Aktivitdt zum Erzeugen von Superoxid-Anionen
aufweisen, hingegen erzeugt es bei einer Sauerstoffkonzentration von 1 bis 3% kein Wasserstoffperoxid, da
das multimere Protein Chlorophyllid reduziert. Herkdmmliche Superoxid-erzeugende Materialien, wie bei-
spielsweise Methylviologen, Plumbagin, Menadion und dergleichen, erzeugen Wasserstoffperoxid sowie Su-
peroxid als entstehende Produkte. Jedoch weist das entstehende Wasserstoffperoxid (H,0,) verschiedene
Probleme auf. Beispielsweise fiihrt die Reaktion von H,O, mit Eisenionen (Fe®*) zur Erzeugung von Hydro-
xy-Radikalen, was demzufolge eine "fatty"-Degeneration oder eine DNA-Variation zur Folge hat. Weiter kén-
nen aufgrund hoher Zellmembrandurchlassigkeit und relativer Stabilitat die zuvor erwadhnten Superoxid-erzeu-
genden Materialien nachteilige Nebeneffekte auf normale Zellen abgesehen von den Zielzellen aufweisen, bei
denen Wasserstoffperoxid erzeugt wurde. Aus diesen Griinden war es erforderlich, Wasserstoffperoxid mittels
einer separaten Katalase-Behandlung zu entfernen. Jedoch weist das multimere Protein, das durch die erfin-
dungsgemal hergestellten Bakterienmutanten exprimiert wird, die Fahigkeit auf, Superoxid-Anionen ohne Ent-
wicklung von Wasserstoffperoxid zu erzeugen, und daher ist es moglich, beim Stand der Technik bestehende
Einschrankungen und Probleme zu tUberwinden.

[0039] Beim Antioxidans-Screeningverfahren der Erfindung kann eine Menge des Chlorophyllids, das der Fil-
terscheibe oder dem Agarplattenmedium zugesetzt ist, zwischen 0,1 mM bis 100 mM liegen. Wenn der Gehalt
an Chlorophyllid unterhalb 0,1 mM liegt, ist die Empfindlichkeit gering. Falls andererseits der Gehalt an Chlo-
rophyllid oberhalb 100 mM liegt, kann dies eine unerwiinschte Zytotoxizitat zur Folge haben.

[0040] Die GroRe der Filterscheibe oder des zugesetztes Chlorophyllid aufweisenden Mediumblocks, der/die
auf das Agarplattenmedium oder die Petrischale platziert werden, kann in Abhangigkeit von den Anzahlen des
Screeningziel-Kandidatenmaterials variieren oder Einfachheit und ZweckmaRigkeit einer visuellen Beobach-
tung bertcksichtigen. Beispielsweise kann die Filterscheibe einen Durchmesser von 5 bis 20 mm und eine Di-
cke von 0,1 bis 1 mm aufweisen, und der Mediumblock kann einen Durchmesser von 10 bis 30 mm und eine
Dicke von 5 bis 15 mm haben.

[0041] Beispielsweise weist, wie in den folgenden Beispielen demonstriert werden wird, Pch212 von den An-
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tioxidantien, die mittels des Screeningverfahrens der Erfindung einem Screening unterzogen werden, amphip-
hile Eigenschaften auf, und dieses weist daher hervorragende Léslichkeit sowohl in DMSO (Dimethylsulfoxid)
als auch in wasserl@slichen Puffern auf. Weiter weist, wie aus den Beobachtungsergebnissen des bakteriellen
Wachstums von Fig. 4 zu ersehen, Pch212 eine ausgezeichnete Antioxidans-Aktivitat auf, im Vergleich zu ei-
nem herkdmmlichen Antioxidans, fettléslichem Quercetin oder fettléslichem Tocopherol.

[0042] Zusammenfassend ermdglicht die Erfindung ein miheloses und selektives Screening eines amphip-
hilen Antioxidans in industriellem Mafstab durch Beobachten von Wachstumsprofilen von Bakterienmutanten
mittels einer Verwendung von Bakterienmutanten und Chlorophyllid.

BEISPIELE

[0043] Nachfolgend wird die Erfindung detaillierter mit Bezug auf die folgenden Beispiele beschrieben. Diese
Beispiele sind lediglich zur lllustrierung der Erfindung vorgesehen und verstehen sich als nicht einschrankend
fur Schutzumfang und Gedanken der Erfindung.

Beispiel 1: Herstellung von Bakterienmutanten
1.1 Herstellung von Bakterienmutanten, die multimeres Protein exprimieren

[0044] Eine Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde fiir eine Fusion eines His-Tag oder eines Strep-Tag mit
N-Termini von bchX-(SEQ ID NO: 1), bchY-(SEQ ID NO: 2) und bchZ-(SEQ ID NO: 3)-Genen durchgefihrt.
Forward-Primer wurden bei einem Translations-Initiations-Kodon (ATG) modifiziert. Zu diesem Zweck wurden
Primer von SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 und SEQ ID NO: 6 erzeugt und fiir bchX-, bchY- bzw. bchZ-Gene
verwendet. Backward-Primer wurden so erzeugt, dass sie Hindlll-Erkennungsorte aufwiesen. Zu diesem
Zweck wurden Primer von SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9 erzeugt und fir bchX-, bchY- bzw.
bchZ-Gene verwendet. In der nachstehenden Tabelle 1 unterstrichen dargestellte Stellen reprasentieren Ba-
sensequenzen, die optional modifiziert wurden, um Restriktionsenzym-Erkennungsorte zu erzeugen, und Ba-
sensequenzen, die durch dicke schwarze Linien reprasentiert sind, sind Erkennungssequenzen entsprechen-
der Restriktionsenzyme.

Tabelle 1

SEQ ID |Primer Sequenzen (5' — 3' Anmerkungen

NO:

4 Forward- CACCGGATCCCG- BamHI Erkennungs-
Primer GATGCA sequenz

5 Forward- GGCAGGAGGATCCGC- |BamHI Erkennungs-
Primer CAGACC sequenz

6 Forward- GATCTAGATCTCGTG- |Bglll Erkennungs-
Primer CAG sequenz

7 Backward- |CGCGCGAAGCTITC- Hindlll Erkennungs-
Primer GAGA sequenz

8 Backward- |TGTCATAAGCTTG- Hindlll Erkennungs-
Primer CACGA sequenz

9 Backward- |CGGAAGCTTCGCT- Hindlll Erkennungs-
Primer CATTG sequenz

[0045] Fur bchX- und bchY-Gene wurden PCR-Produkte, die mit diesen Primern erzeugt wurden, mit BamHI
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und Hindlll geschnitten und in einen pRSET-C-Vektor (Invitrogen) ligiert, dessen BamHI- und Hindlll-Erken-
nungsorte geschnitten wurden, wodurch pRSET-HisX- bzw. pRSET-HisY-Vektoren hergestellt wurden. Es wur-
de eine Schneiden, um DNA-Fragmente zu erhalten, unter Verwendung des entsprechenden Restriktionsen-
zym (Restriktionsendonuclease, TAKARA, Japan), und eine Ligation von DNA-Fragmenten unter Verwendung
von T4-DNA-Ligase (TAKARA, Japan) ausgefiuhrt. Weiter wurde das PCR-Amplifikationsprodukt des
bchZ-Gens mit Bglll und Hindlll verdaut und in BamHI- und Hindlll-Orte eines pRSET-C-Vektors kloniert, wo-
durch ein pRSET-HisZ-Vektor hergestellt wird. Unter Verwendung des Xbal-Ortes, der sich 142 bp upstream
vom BamHI-Ort des pRSET-C-Vektors befindet, wurde jedes Xbal-Hindlll-Fragment aus pRSET-HisX-, pR-
SET-HisY- und pRSET-HisZ-Vektoren erzielt. Das auf diese Weise erzielte Restriktionsfragment wurde in einen
Vektor kloniert, der einen rrnB-Promotor von Rhodobacter sphaeroides in einem pRK415-Vektor enthalt, wo-
durch pRK-HisX-, pRK-HisY- bzw. pRK-HisZ-Vektoren hergestellt werden. Diese Vektoren sind gestaltet, um
die Gene, die ein gewlinschtes Protein codieren, das ein His-Tag fusioniert mit dessen N-Terminus enthalt, ge-
steuert durch den rrnB-Promotor (SEQ ID NO: 10) zu exprimieren, und ein gewiinschtes Protein zu exprimie-
ren, das ein His-Tag enthalt, das mit dessen N-Terminus fusioniert ist. Jedes dieser Vektorkonstrukte wurde in
den E.-coli-Stamm S17-1 transformiert, und dann durch einen Konjugationsprozess in Rhodobacter sphaero-
ides hinein mobilisiert. Um gewilinschte Transformanten zu erhalten, wurden transformierte E.-coli-Zellen mit
erganzend zugesetztem Tetrazyklin als antibiotischer Marker, der zum Selektieren des Vektor-Plasmids fahig
ist, auf ein Sistrom-Minimalmedium aufgebracht, und Antibiotika-resistente Bakterienstdmme wurden dann he-
rausgeholt. Eine Expression von BchX-, BchY- und BehZ-Proteinen wurde durch Western-Blot-Analyse unter
Verwendung von Antikdrpern gegen His-Tags bestatigt.

[0046] Um die Expression der gewiinschten Proteine zu bestatigen, wurden BchX-(SEQ ID NO: 11),
BchY-(SEQ ID NO: 12) und BchZ-(SEQ ID NO: 13)-Proteine in diesen Bakterientransformantenstdmmen uber-
exprimiert, gefolgt von einem Separieren der Proteine. Einzelne Bakterienstamme, die pRK-HisX-, pRK-HisY-
und pRK-HisZ-Vektorkonstrukte enthielten, wurden anaerob in einer 1-Liter-Kulturmediumflasche, die mit ei-
nem Deckel aus Butyl-Synthesekautschuk verschlossen war, geziichtet und mit Stickstoffgas gesplilt. Die Ab-
trennung von Proteinen wurde in einer anaeroben Kammer ausgefuhrt (Modell 10, COY, Grass Lake, Ml), die
5% Wasserstoff, 5% Kohlendioxid und 90% Stickstoff enthielt. Um wasserlésliche Uberexprimierte Proteine zu
erhalten, die in gezlichteten Zellen vorhanden sind, wurde eine Zellruptur unter Verwendung eines Ultraschall-
gerates (Sonifier 250, Branson, Schweden) bei einer Temperatur von 4°C 10 min lang ausgefiihrt, und die ent-
stehenden Zell-Lysate wurden bei 4°C und 12.000 g zentrifugiert, um dadurch eine wasserlésliche Cytosolfrak-
tion zu erhalten, die dann einer Proteinabtrennung unter Verwendung von Nickelaffinitatschromatographie (Qi-
agen) gemal den Herstelleranweisungen unterzogen wurde. Zu diesem Zweck wurde die Cytosolfraktion an
ein Nickelharz gebunden. Durch die kompetitive Affinitat der einzelnen Proteine zu Imidazol wurden BchX-,
BchY- und BchZ-Proteine erhalten. Zum Eluieren der Proteine wurden 50 mM eines Natrium-dihydrogenphos-
phat-(NaH,PO,)-Puffers (pH 7,9) verwendet, der 150 mM Imidazol und 300 mM Natriumchlorid enthielt. Eine
Bestatigung der einzelnen Proteine wurde durch eine Elektrophorese mittels 12%igem-Polyacrylamidgel aus-
gefuhrt. Als Ergebnis wurde eine Expression der Proteine BchX, BchY und BehZ als Proteinbander von 40 kDa,
58 kDa bzw. 57 kDa bestatigt (Eig. 3).

[0047] FEig. 3 ist eine Fotografie, die Protein-Elektrophorese-(SDS-PAGE)-Muster auf einem 12%-Polyacryl-
amid-Gel zeigt, nach Separieren von BchX-, BchY- und BchZ-Proteinen aus Rhodobacter-sphaeroides-Kul-
turfraktionen. Jeder der Streifen reprasentiert abgetrennte Proteine (BchX, BchY und BechZ). Um Gréfien ein-
zelner Proteine zu bestatigen, wurden auch Standardmolekulargewicht aufweisende Proteine einer Elektro-
phorese unterzogen.

[0048] Diese bchX-, bchY- und bchX-Gene wurden auf einen einzigen Vektor positioniert, und der entstehen-
de Plasmidvektor wurde durch einen Konjugationsprozess mobilisiert, was demzufolge zu einer Expression al-
ler Proteine BchX, BehY und BehZ fuhrt. Als Ergebnis wurden gewiinschte transformierte Bakterienmutanten
hergestellt, die konstitutiv bedingt zum Exprimieren von Chlorophyllid-Reduktase fahig sind.

1.2 Herstellung einer SodB1-Variante
[0049] Unter Verwendung der Bakterienmutanten, die in Absatz 1.1 von Beispiel 1 hergestellt wurden, wurden
SodB1-Bakterienvarianten, die eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitat aufgrund eines Inkorporieres einer
Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz aufweisen, unter Verwendung des folgenden

Verfahrens erzeugt.

[0050] Ein fiir Eisen-Superoxiddismutase-(Fe-SOD) codierendes sodB-Gen wurde durch Induzieren einer ho-
mologen Rekombination eines pLO1-Suizidvektors abgetrennt. Ein Transkriptions-/Translations-Terminator,
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der ein Streptomycin-/Spectinomycin-Resistenzgen enthielt, wurde in einen Stul-Ort des sodB-Gens eingefligt,
und die entstehende Genstruktur wurde in einen Suizidvektor kloniert, um dadurch einen pLO1-B1-Vektor zu
erzeugen. Bei homologer Rekombination unter Verwendung des entstehenden pLO1-B1-Vektorkonstrukts
wurden Kolonien mit homologer Doppel-Crossover-Rekombination selektiert, die lediglich gegen Streptomycin
und Spectinomycin eine Antibiotikaresistenz aufweisen, aufgrund des Vorhandenseins des Streptomy-
cin-/Spectinomycin-Resistenzgens in der Mitte des Gens, und zeigten keine Vektor-vermittelte Kanamycin-Re-
sistenz, und sodB1-Defekt aufweisende Mutantenstdmme wurden herausgeholt.

[0051] Die SodB1-Variante, die das multimere Protein exprimiert, d. h. Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
SodB1, wurde bei KTCC unter der Hinterlegungsnummer KTCT 11069BP am 12. Februar 2007 hinterlegt.

Beispiel 2: Isolation von Chlorophyllid

[0052] Um Chlorophyllid zu isolieren, das ein Substrat fir das multimere Protein ist, welches von Bakterien-
mutanten von Beispiel 1 exprimiert wird, wurde das bchZ-Gen von Rhodobacter sphaeroides durch Induzieren
einer homologen Rekombination abgetrennt. Um einen Mutanten mit bchZ-Defekt zu erzeugen, wurde Rest-
riktionsendonuclease BamH| verwendet, welche den BamHI-Restriktionsort, der im bchZ-Gen vorhanden ist,
erkennt und schneidet. Zu diesem Zweck wurde Rhodobacter sphaeroides mit Ball und Pstl verdaut, um einen
bchZ-Genbereich zu erzielen, und dann wurde ein Transkriptions-/Translations-Terminator, der ein Kanamy-
cin-Resistenzgen enthielt, in den BamHI-Bereich des bchZ-Gens eingefligt. Das entstehende Genkonstrukt
wurde in einen Suizidvektor pSUP202 kloniert, um einen pSUP-BZ-Vektor zu erzeugen. Bei homologer Re-
kombination unter Verwendung des entstehenden pSUP-BZ-Vektors wurden Kolonien mit homologem Dop-
pel-Crossover-Rekombinationsereignis selektiert, die lediglich gegen Kanamycin eine Antibiotikaresistenz auf-
weisen, aufgrund des Vorhandenseins des Kanamycin-Resistenzgens in der Mitte des Gens, und die keine
Vektor-vermittelte Tetracyclin-Resistenz zeigten, und einen bchZ-Defekt aufweisende Mutantenstdmme wur-
den herausgeholt. Wenn man diese unter anaeroben dunklen Bedingungen unter Verwendung von Dimethyl-
sulfoxid als finalem Elektronenakzeptor der Elektronentransferkette zlichtete, wiesen die einen bchZ-Defekt
aufweisenden Mutantenstamme eine Akkumulation von griinem Chlorophyllid im Kulturmedium auf. Bei Mes-
sung des Chlorophyllid unter Verwendung eines Spektrophotometers (UV-2550, Shimadzu, Japan) wurden die
gleichen Absorptionsergebnisse bei einer Wellenldnge von 663 nm wie zuvor bei herkdmmlicher Technik er-
zielt. Um im Kulturmedium akkumuliertes Chlorophyllid abzutrennen, wurde das Medium mit Diethylether ex-
trahiert, Uber Stickstoff getrocknet und in Dimethylsulfoxid zur Verwendung in einer darauffolgenden Reaktion
gelost.

Beispiel 3: Screening von Antioxidantien

[0053] Wie in Eig. 1 und Eiq. 2 dargestellt, wurde ein Agarplattenmedium hergestellt, dem Chlorophyllid (0,1
bis 100 mM) zugesetzt wurde, dieses in sehr diinne Mediumbldcke zerteilt und dann auf eine unbehandelte
Agarplatte platziert. Als Nachstes wurden diesen Mediumblécken eine Antioxidansprobe und SodB1-Bakteri-
enmutanten zugesetzt, oder andernfalls wurde Chlorophyllid (0,1 bis 100 mM) direkt den Filterscheiben zuge-
setzt, zu denen dann eine gewtiinschte Konzentration eines Antioxidans-Kandidatenmaterials hinzugefligt wur-
de. Danach wurden die multimeres Protein exprimierenden SodB1-Bakterienmutanten, z. B. Rhodobacter sph-
aeroides 2.4.1 SodB1 [KCTC 11069BP] auf ein Sistrom-Minimalmedium aufgebracht [20 mM Kaliumdihydro-
genphosphat (KH,PO,), 3,8 mM Ammoniumsulfat (NH,),SO,), 34 mM Bernsteinsaure, 0,59 mM L-Glutamin-
saure, 0,30 mM L-Asparaginsaure, 8,5 mM Natriumchlorid, 1,05 mM Nitrilotriessigsaure, 1,2 mM Magnesium-
chlorid (MgCl,-6H,0), 0,23 mM Calciumchlorid (CaCl," 7H,0O), 25 pM Eisensulfat (FeSO,-7H,0), 0,16 yM Am-
moniummolybdat ((NH,)sMo,0,,-4H,0), 4,7 uyM EDTA, 38 pM Zinksulfat (ZnSO,-7H,0), 9,1 yM Mangansulfat
(MnSO,-H,0), 1,6 pM Kupfersulfat (CuSO,-5H,0), 0,85 uM Kobalt(ll)nitrat (Co(NO,),"6H,0), 1,8 uM Borsaure
(H;BO;,), 8,1 ym Nicotinsaure, 1,5 yM Thiamin-hydrochlorid, und 41 nM Biotin] (Sistrom, W. R., 1962, J. Gen.
Microbiol. 28: 607-616).

[0054] Als Ergebnis erfolgte, wenn es eine Antioxidans-Aktivitat in dem zu screenenden Antioxidans-Kandi-
datenmaterial gab, ein Wachstum von Zellen lediglich auf den Mediumblécken oder um die Filterscheiben he-
rum, und somit wurden rote Bakterien beobachtet. Wenn es keine Antioxidans-Aktivitat im Antioxidans-Kandi-
datenmaterial gab, wurden alle Zellen abgetétet, und es wurde kein Wachstum von roten Zellen beobachtet.
Weiter erfolgte, wenn das das Screening-Ziel darstellende Antioxidans-Kandidatenmaterial die Antioxi-
dans-Aktivitat aufwies, ein Wachstum von Zellen auch um die Filterscheiben herum, und daher wurden rote
Bakterien beobachtet. Wenn andererseits das Antioxidans-Kandidatenmaterial keine Antioxidans-Aktivitat auf-
wies, wurden die Zellen um die Filterscheiben herum abgetétet (Eig. 4).
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[0055] Die Zellkulturen zahlreicher Bakterien wurden mit Ethanol, Methanol, Diethylether, Aceton bzw. Chlo-
roform extrahiert, und die entstehenden Extrakte wurden Gber Stickstoff getrocknet. Antioxidans-Aktivitaten der
auf diese Weise erzielten Extrakte wurden wie zuvor beschrieben untersucht, und ein starkes Antioxidans wur-
de als Pch212 bezeichnet. Um die Antioxidans-Aktivitat von Pch212 mit derjenigen eines herkémmlichen An-
tioxidans zu vergleichen, wurde Pch212 in geeigneter Konzentration in Ethanol oder einem Dimethylsulfo-
xid-Lésungsmittel gelést, um dadurch die Antioxidans-Aktivitat des Zielmaterials zu untersuchen. Die auf diese
Weise erhaltenen Ergebnisse sind in Fig. 5 dargestellt.

[0056] Wie in Fig. 5 dargestellt, wies eine negative Kontrollgruppe, z. B. Ethanol oder Dimethylsulfoxid, kein
Zellwachstum auf, hingegen zeigte fettlésliches Quercetin oder fettldsliches Tocopherol, die starke Antioxi-
dans-Aktivitat aufweisen, ein partielles Zellwachstum. Pch212 zeigte die effektivste Zelltod-Verhinderung. Wei-
ter zeigte, wenn Pch212 in DMSO und einem wasserldslichem Puffer gelést wurde, um die amphiphile Eigen-
schaften von Pch212 zu bestatigen, Pch212 hervorragende Léslichkeit in beiden Lésungsmitteln.

Beispiel 4: Antioxidans-Effekte von Pch212 auf Superoxid-Anionen

[0057] Die Antioxidans-Aktivitat des Antioxidans Pch212, das einem Screening mittels des amphiphilen Anti-
oxidans-Screeningverfahrens unterzogen wurde, wurde durch Cytochrom-Reduktion bestatigt. Die Cyto-
chrom-Reduktion wurde mittels Modifikation eines herkémmlichen Verfahrens ausgefiihrt (McCord und Frido-
vich, 1969, J. Biol. Chem. 244: 6049-6055).

[0058] Zur Analyse wurde ein Reaktionspuffer [50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4)] erzeugt. Der Puffer, 100 mM
Xanthin, 0,004 U Xanthinoxidase und ein Antioxidans Pch212, das in Beispiel 3 einem Screening unterzogen
wurde, wurden in eine 5-mL-Glasflasche eingebracht, die dann mit einem Gummistopfen luftdicht verschlossen
wurde und mit Luft gespult wurde. 20 yM Cytochrom ¢ wurde zugesetzt, und ein Grad einer Reduktion von Cy-
tochrom ¢ wurde mittels einer vergrofRerten Absorptionsfahigkeit bei 550 nm gemessen und unter Verwendung
eines Extinktionskoeffizienten von 21000 M~'em™ in einen numerischen Wert umgewandelt. Dabei wurde die
Einfang-Aktivitat von Superoxid-Anionen anhand der Differenz des Grades der Reduktion von Cytochrom c be-

statigt (Fig. 6).

[0059] Wie aus der vorhergehenden Beschreibung klar hervorgeht, ist die Erfindung fir ein Screening von ge-
ring-toxischen und effektiven Antioxidantien, sowie flir deren Kommerzialisierung anwendbar, wobei diese in
verschiedenen Nahrungsmittel- und Kosmetik-Zusatzstoffen sowie therapeutischen Arzneimitteln zu verwen-
den sind.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren fur ein Screening eines Antioxidans unter Verwendung von Bakterienmutanten und Chloro-
phyllid, beinhaltend:
Zichten von Bakterienmutanten auf einem Agarplattenmedium, wobei die Bakterien eine inhibierte Superoxid-
dismutase-Aktivitat durch Inkorporieren einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz
aufweisen;
Platzieren einer Mehrzahl von Filterscheiben, mit zugesetzten zu screenenden Antioxidans-Kandidatenmate-
rialien und Chlorophyllid, auf das Agarplattenmedium; und
Selektieren der Filterscheiben, bei denen ein Wachstum der Bakterienmutanten beobachtet wird.

2. Verfahren zum Screening eines Antioxidans unter Verwendung von Bakterienmutanten und Chlorophyl-
lid, beinhaltend:
Zusetzen von Chlorophyllid zu einem Agarplattenmedium zur Bakterienzucht, und Zerschneiden des Agarplat-
tenmediums in Blockform, um dadurch eine Mehrzahl von zugesetztes Chlorophyllid aufweisenden Medium-
blécken zu erzeugen;
Platzieren einer Mehrzahl von Mediumblécken auf eine Petrischale zur Bakterienzucht;
einer Mehrzahl der Mediumbldcke werden zu screenende Antioxidans-Kandidatenmaterialien und Bakterien-
mutanten zugesetzt, die eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitdt durch Inkorporieren einer Mutation in
eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz aufweisen; und
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Selektieren der Mediumblocke, bei denen ein Wachstum der Bakterienmutanten beobachtet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Bakterienmutanten Chlorophyllid-Reduktase exprimie-
ren.

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Bakterienmutanten beispielsweise Rhodobacter sphaeroides,
Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas palustris, Allochromatium vinosum, Chlorobium tepidum oder
Chloroflexus aurantiacus sind.

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Bakterienmutanten transformiert sind, um ein Uberex-
primieren von Chlorophyllid-Reduktase auszufihren.

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem das Transformieren der Mutationsziel-Bakterien ausgefuhrt wird
durch:
es wird ein erster rekombinanter Vektor, der eine inhibierte Superoxiddismutase-Aktivitat durch Inkorporieren
einer Mutation in eine Superoxiddismutase codierende Gensequenz aufweist, und ein zweiter rekombinanter
Expressionsvektor erzeugt, der zum Uberexprimieren von Chlorophyllid-Reduktase fahig ist;
es wird ein erster E.-coli-Transformant mit Einfigen des ersten rekombinanten Vektors und ein zweiter E.-co-
li-Transformant mit Einfligen des zweiten rekombinanten Expressionsvektors erzeugt, und zwar unter Verwen-
dung des ersten rekombinanten Vektors bzw. des zweiten rekombinanten Expressionsvektors; und
die ersten und zweiten E.-coli-Transformanten mit den Mutationsziel-Bakterien werden konjugiert, um Bakteri-
enmutanten zu erzeugen.

7. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die transformierten Bakterien Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
SodB1 [KCTC 11069BP] sind.

8. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Bakterienmutanten bei Vorhandensein von Chlorophyllid
unterhalb einer Sauerstoffkonzentration von 1 bis 3% kein Wasserstoffperoxid erzeugen, und sie eine Aktivitat
eines Erzeugens von Superoxid-Anionen aufweisen.

9. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem eine Menge an Chlorophyllid, die der Filterscheibe oder dem
Agarplattenmedium zugesetzt wird, zwischen 0,1 mM bis 100 mM liegt.

10. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Filterscheibe einen Durchmesser von 5 bis 20 mm und
eine Dicke von 0,1 bis 1 mm hat, und der Mediumblock einen Durchmesser von 10 bis 30 mm und eine Dicke
von 5 bis 15 mm hat.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1

Ziichten von SodB1-Bakterienmutanten
auf Agarplattenmedium

, Plazieren von Filter auf Medium

o+
\ @ Hinzufiigen von Probematerial und Chiorophyliid zum Filter

Zuchten von Zelien in Luft

Wachstum von Bakterienmutanten
um Antioxidans

{geringtoxisches Filter herum

Abtoten von Bakterienmutanten
um Nichi-Antioxidans
/hochtoxisches Filter herum

Fig. 2

@ LB-Medium mit zugesetztem Chiorophyliid

B @ Schneiden des Mediums in Agarbidcke

Platzieren der Agarblicke auf unbehandeltem Agar

Zusetzen von Antioxidans-Material und
SodB1-Bakterienmutanten zu Agarblécken

Wachstum von Zellen bei Abtdten von Zellen bei
Vorhandensein von Antioxidans Nicht-Vorhandensein von Antioxidans

12/14



DE 10 2008 010 527 B4 2009.06.25

Fig. 3
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