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Zusammenfassung 

Hydrogenasen sind die zentralen Enzyme im mikrobiellen H2-Kreislauf und 

spielen eine große Rolle bei vielen Stoffwechselleistungen von Mikroorganismen. 

Durch ihre Fähigkeit, H2 zu produzieren und zu spalten, werden sie als vielver-

sprechende Katalysatoren in biologisch basierten H2-Technologien angesehen. Ein 

entscheidender Nachteil vieler Hydrogenasen ist dabei ihre hohe O2-Sensitivität. 

Die membrangebundene Hydrogenase (MBH) aus Ralstonia eutropha ist eines der 

wenigen Beispiele für Hydrogenasen, die auch in Gegenwart von O2 katalytisch 

aktiv sind. Die molekularen Ursachen dieser O2-Toleranz sind bislang ungeklärt. 

In bisherigen Studien wurde allerdings lediglich das [NiFe]-Zentrum und dessen 

Umgebung auf Faktoren untersucht, die die O2-Toleranz des Enzyms hervorrufen 

könnten. In dieser Arbeit wurde daher der Fokus auf die kleine Untereinheit der 

MBH gelegt, in der sich drei elektronentransferierende Fe-S Cluster befinden. Die 

ligandierenden Aminosäuren dieser Fe-S Cluster wurden mittels ortsspezifischer 

Mutagenese verändert und die resultierenden MBH-Varianten physiologisch und 

biochemisch, sowie spektroskopisch und elektrochemisch charakterisiert. Dabei 

wurde gezeigt, dass die O2-Toleranz der MBH maßgeblich auf einer Modifikation 

eines dieser drei Fe-S Cluster beruht. In der direkten Umgebung des zum aktiven 

Zentrum nächstgelegenen Fe-S Clusters befinden sich sechs statt vier Cysteine, 

wie in O2-sensitiven [NiFe]-Hydrogenasen. Die beiden zusätzlichen Cysteine um 

dieses proximale Cluster wurden gegen Glycine ausgetauscht, die an der entspre-

chenden Position in O2-sensitiven Hydrogenasen zu finden sind. Der Austausch 

der beiden zusätzlichen Cysteine führte sowohl in vivo, als auch in vitro zu einer 

erhöhten O2-Sensitivität der MBH. Ferner wurde in EPR-spektroskopischen Un-

tersuchungen beobachtet, dass diese MBH-Variante veränderte elektronische Ei-

genschaften aufweist. Statt des für O2-tolerante Hydrogenasen typischen EPR-

Spektrums wurde ein Signal detektiert, welches in O2-sensitiven Hydrogenasen zu 

finden ist. Anhand der Ergebnisse wurde ein Modell erstellt, das erklärt, wie eine 

modifizierte Fe-S Clusterkette zur O2-Toleranz von Hydrogenasen beiträgt. 
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Abstract 

Hydrogenases are essential for H2 cycling in microbial metabolism and serve 

as valuable blueprints for H2-based biotechnological application. Like many me-

talloproteins, most hydrogenases are extremely oxygen-sensitive and prone to 

inactivation by even traces of O2. The O2-tolerant membrane-bound [NiFe]-

hydrogenase of Ralstonia eutropha is one of the few examples that have estab-

lished a mechanism enabling H2 uptake in the presence of ambient O2. The mole-

cular mechanisms of this O2 tolerance are not yet unravelled. However, up to date, 

only the large subunit harbouring the [NiFe] active site has been in the focus of 

studies on O2 tolerance. In the present study, the role of the small subunit with its 

electron relay, consisting of three Fe-S clusters, was investigated. Amino acid 

residues involved in coordination of all three clusters were exchanged, and the 

resulting MBH variants were investigated with physiological, biochemical, elec-

trochemical and spectroscopic methods. It is shown that the rare feature of O2 

tolerance is crucially related to a modification of the electron transfer chain. The 

Fe-S cluster proximal to the catalytic centre is surrounded by six instead of the 

four conserved coordinating cysteines. Removal of the two additional cysteines 

renders the protein O2-sensitive in vivo and in vitro. Electron paramagnetic reson-

ance spectroscopy of this MBH variant revealed a signal resembling the spectrum 

usually detected in O2-sensitive [NiFe]-hydrogenases. The data imply that the 

major mechanism of O2 tolerance is based on the reductive removal of oxygenic 

species guided by the unique architecture of the electron transport chain rather 

than a restricted access of O2 to the active site. 
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1 Einleitung 

1.1 Hydrogenasen katalysieren die reversible Spaltung von H2 

Aufgrund ihrer Fähigkeit, H2 zu spalten (Stephenson und Stickland, 1931) und 

so Elektronen bereitzustellen und auch die Umkehrreaktion zu katalysieren, spie-

len Hydrogenasen im mikrobiellen Stoffwechsel eine große Rolle. Auf der einen 

Seite können die aus der H2-Spaltung bereitgestellten Elektronen die sich in der 

Cytoplasmamembran befindlichen Elektronentransportkette passieren und so 

Energie in Form von ATP liefern, auf der anderen Seite kann durch die Rückreak-

tion ein möglicher Überschuss an Reduktionsäquivalenten (z.B. in der Form von 

NAD(P)H + H+, wie es unter anderem bei der Photosynthese entsteht) abgebaut 

werden. Die Spaltung von H2 läuft vermutlich heterolytisch (Krasna und 

Rittenberg, 1954;  Niu und Hall, 2001;  Pavlov et al., 1998) nach folgender For-

mel ab. 

 −++ →
←

eHH 222  

Auch wenn die meisten Hydrogenasen zumindest in vitro in der Lage sind, die 

Reaktion in beiden Richtungen zu katalysieren, übernehmen dies im mikrobiellen 

Stoffwechsel in der Regel verschiedene Enzyme. 

Hydrogenasen sind weit verbreitete Enzyme, die in vielen Mikroorganismen al-

ler drei Domänen - Archaea, Bacteria und Eukarya - vorkommen (Vignais et al., 

2001). Dieses nahezu ubiquitäre Vorkommen wird dadurch erklärt, dass molekula-

rer H2 durch verschiedene Prozesse, beispielsweise mikrobielle Gärung oder Aus-

tritt des Gases aus dem Erdinneren, in verschiedensten mikrobiellen Habitaten wie 

Böden, Gewässern oder heißen Quellen vorliegt und als Energiequelle genutzt 

werden kann. Allen Hydrogenasen gemeinsam ist das Vorhandensein von Metall-

atomen im katalytischen Zentrum, an dem die Spaltung, bzw. die Synthese von H2 

abläuft. 
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Der genaue katalytische Mechanismus von Hydrogenasen ist noch nicht be-

kannt und ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. Mehrere Möglichkeiten wer-

den diskutiert (Fontecilla-Camps et al., 2007;  Ogata et al., 2009;  Pardo et al., 

2006;  Stein und Lubitz, 2004). Allen Modellen gemeinsam ist die Annahme eines 

katalytischen Zyklus, in dem H2 an das bimetallische Zentrum bindet und dort 

heterolytisch gespalten wird. Während das Proton durch protonenleitende Amino-

säuren an die Oberfläche des Enzyms geleitet wird, werden die Elektronen über 

ein Netz aus Aminosäuren und Fe-S Cluster an einen spezifischen physiologi-

schen Elektronenakzeptor übertragen. 

1.2 Hydrogenasen lassen sich in drei verschieden Gruppen einteilen 

Im Laufe der Evolution haben sich auf divergentem Wege verschiedene, nicht 

miteinander verwandte Arten von Hydrogenasen entwickelt. Nach Vignais 

(Vignais und Billoud, 2007;  Vignais et al., 2001) wurden sie nach dem Aufbau 

ihres katalytischen Zentrums in drei phylogenetisch distinkte Gruppen eingeteilt 

(Tabelle 1). Allen gemeinsam ist das Vorhandensein eines low-spin Fe2+ im akti-

ven Zentrum, das von mindestens zwei diatomaren Nichtprotein-Liganden (im 

Falle von [Fe]-Hydrogenasen zwei CO, bei [NiFe]- und [FeFe]-Hydrogenasen ein 

CO und zwei CN-) koordiniert wird. 
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Tabelle 1: Überblick über die drei Gruppen von Hydrogenasen und ihre Funktion, nach (Barz et 
al., 2010;  Vignais und Billoud, 2007). 
Gruppe Bezeichnung Funktion 
[FeFe]-Hydrogenasen - Verbrauch von Reduktionsäqui-

valenten, Energiekonservierung 
[NiFe]-Hydrogenasen   
Gruppe 1 H2-Aufnahme-Hydrogenasen Energiekonservierung 
Gruppe 2 H2-Sensor-Hydrogenasen, 

cyanobakterielle Aufnahme-
Hydrogenasen 

H2-Sensierung, Energiekonser-
vierung 

Gruppe 3 Bidirektionale, cytoplasmatische 
Hydrogenasen 

Energiekonservierung, Bereit-
stellung und Verbrauch von 
Reduktionsäquivalenten 

Gruppe 4 H2-produzierende MBHs Verbrauch von Reduktionsäqui-
valenten bei der Fermentation 

[Fe]-Hydrogenasen Hmd  Hydridtransfer bei der 
Methanogenese 

 

1.2.1 [FeFe]-Hydrogenasen 

[FeFe]-Hydrogenasen bestehen in der Regel aus einer einzigen Untereinheit, 

die das katalytische Zentrum und die elektronentransferierende Domäne zusam-

menfasst, wobei es auch strukturell davon abweichende Enzyme gibt (Meyer, 

2007). Das bimetallische katalytische Zentrum, H-Cluster genannt, besteht aus 

einem binuklearen Eisenzentrum und ist über ein Cystein mit einem 

[4Fe-4S] Cluster verbunden (Peters et al., 1998). 

Die meisten [FeFe]-Hydrogenasen sind H2-produzierende, cytoplasmatische 

Hydrogenasen und werden benötigt, um überschüssige Reduktionsäquivalente zu 

entsorgen, insbesondere in den fermentativen Clostridien (Adams, 1990). Der 

physiologische Redoxpartner der Hydrogenasen in Clostridien ist dabei 

Ferredoxin oder, bei Eisenmangel, Flavodoxin. In den wenigen Grünalgen, in de-

nen [FeFe]-Hydrogenasen vorkommen, werden Elektronen entweder vom fermen-

tativen Metabolismus oder von der H2O-Oxidation über Redoxpartner auf ein 

[2Fe-2S] Ferredoxin übertragen und von dort auf die [FeFe]-Hydrogenase (Melis, 

2007). In einigen Desulfovibrio-Spezies übernimmt eine H2-oxidierende, 

periplasmatische [FeFe]-Hydrogenase offenbar eine Rolle im Schutz gegen 
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oxidativen Stress ein (Fournier et al., 2004), während cytoplasmatische, tetramere 

[FeFe]-Hydrogenasen NADP+ reduzieren (Nicolet et al., 2002). Ferner sind 

[FeFe]-Hydrogenasen die einzigen Hydrogenasen, die auch in Eukaryoten vor-

kommen, wo sie in Chloroplasten oder Hydrogenosomen zu finden sind (Horner 

et al., 2002). In Archeen sind bislang hingegen keine Gene gefunden worden, die 

für [FeFe]-Hydrogenasen kodieren. 

1.2.2 [NiFe]-Hydrogenasen 

[NiFe]-Hydrogenasen sind die größte und vielfältigste Gruppe der Hydrogen-

asen und sind ausschließlich in Prokaryoten - sowohl Archaea als auch Bacteria - 

zu finden, wobei sie am prominentesten im Phylum der Proteobakterien sind 

(Vignais und Billoud, 2007). Der strukturelle Kern des Enzyms wird von einer 

großen Untereinheit, die das katalytische [NiFe]-Zentrum enthält, und einer klei-

nen Untereinheit, die die elektronentransferierenden Fe-S Cluster besitzt, gebildet 

(Volbeda et al., 1995). Das heterobimetallische aktive Zentrum sitzt etwa in der 

Mitte der großen Untereinheit und wird dabei von vier Cystein-Schwefeln, zwei 

von ihnen an einer [NiFe]-überbrückenden Position, die anderen zwei als termina-

le Ni-Liganden, an das Protein gebunden (Abbildung 2). Zusätzlich binden drei 

nicht proteinogene Liganden an das Eisenatom, ein CO und zwei CN- (Volbeda et 

al., 1996). In [NiFeSe]-Hydrogenasen ist das Nickel-ligandierende Cystein durch 

ein Selenocystein ersetzt (Garcin et al., 1999), während bei der löslichen 

Hydrogenase (SH) aus R. eutropha die Existenz von zwei zusätzlichen CN--

Liganden diskutiert wurde (Burgdorf et al., 2005b). Neuere spektroskopische Un-

tersuchungen an ganzen Zellen deuten jedoch darauf hin, dass die Zusammenset-

zung der diatomaren Liganden im aktiven Zentrum der SH sehr ähnlich der in 

anderen [NiFe]-Hydrogenasen besitzt ist (Horch et al., 2010). Die Fe-S Cluster 

liegen linear aufgereiht in der kleinen Untereinheit, die durch eine große, hydro-

phobe Oberfläche mit der großen Untereinheit verbunden ist und zusammen mit 

dieser die globuläre Struktur von [NiFe]-Hydrogenasen bildet. Das zum aktiven 

Zentrum nächstgelegene Fe-S Cluster ist etwa 10 Å von diesem entfernt 
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(Abbildung 2), während das am weitesten entfernt liegende Cluster nah an der 

Oberfläche des Proteins liegt, um die bei der H2-Oxidation entstehenden Elektro-

nen auf einen Elektronenakzeptor, oft ein Cytochrom, zu übertragen. In der Mitte 

dieser beiden [4Fe-4S] Cluster liegt bei den meisten [NiFe]-Hydrogenasen ein 

[3Fe-4S] Cluster, ligandiert durch drei Cysteine. Bei [NiFeSe]-Hydrogenasen und 

nah verwandten Hydrogenasen ist auch dieses mittlere Cluster ein [4Fe4S]-Cluster 

(Garcin et al., 1999). Die Nomenklatur der Fe-S Cluster erfolgt nach ihrer Entfer-

nung zum katalytischen Zentrum. Der zum aktiven Zentrum nächstgelegene wird 

mit proximal tituliert, der am weitesten entfernt liegende mit distal, während das 

intermediäre Cluster als medial bezeichnet wird (siehe auch Abbildung 2). Das 

proximale Cluster weist in den meisten [NiFe]-Hydrogenasen eine bei 

[4Fe-4S] Clustern übliche Ligandierung durch vier Cysteine auf, das distale 

Cluster wird hingegen durch drei Cysteine und ein Histidin ligandiert (Volbeda et 

al., 1995), wobei das Histidin offenbar essentiell für die Elektronenübertragung ist 

(Dementin et al., 2006). 

Für den Gastransport von H2 sind aufgrund der Kristallstrukturen der 

[NiFe]-Hydrogenasen hydrophobe Gaskanäle in der großen Untereinheit vorher-

gesagt (Leroux et al., 2008;  Montet et al., 1997). 



Dissertation, Tobias Goris, 2011 

 6 

 

Abbildung 1: Vergleich der Strukturen von [NiFe]- und [FeFe]-Hydrogenasen (große Unterein-
heit: grün, kleine Untereinheit: blau) mit einer vergrößterten Darstellung des aktiven Zentrum im 
unteren Teil. a: [NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas, b: [FeFe]-Hydrogenase aus D. desulfuricans.  
Die Pfeile symbolisieren die sechste, freie Koordinationsstelle des Ni-, bzw. des Fe-Atoms. Atom-
darstellung: Grauweiß: Kohlenstoff, Blau: Stickstoff, Rot: Sauerstoff, gelb: Schwefel, Orange: 
Eisen, grün: Nickel. Nach (Lubitz et al., 2007) 

Üblicherweise liegen die Gene, die für Hydrogenasen und ihre meist spezifi-

schen, akzessorischen Proteine für Maturation und die Insertion der Kofaktoren 

kodieren, gemeinsam auf Hydrogenase-Genclustern. Oft befinden sich auch die 

Gene der regulatorischen Proteine, die die Expression der Hydrogenasen regulie-

ren, auf diesem Operon. Während die Zahl der strukturellen Gene bei [NiFe]-

Hydrogenasen zwischen 2 und 5 schwankt und die Position der für die einzelnen 

Untereinheiten kodierenden Gene konserviert ist, ist die Anzahl und Position der 

für die akzessorischen und regulatorischen Proteine kodierenden Gene sehr unter-

schiedlich. So liegen die Strukturgene der Hydrogenase 1 aus Thiocapsa 

roseopersicina isoliert auf dem Genom, getrennt von den Hilfsproteinen, vor (Ko-

vacs et al., 2005), während auf dem MBH-Operon von R. eutropha mehr als 20 

Gene liegen (Bernhard et al., 1996;  Kortlüke et al., 1992;  Schwartz et al., 2003). 
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Für die periplasmatische [NiFe]-Hydrogenase aus D. gigas sind bisher hingegen 

lediglich zwei Hilfsproteine identifiziert (Rousset et al., 1998a). 

Nach Vignais (Vignais und Billoud, 2007;  Vignais et al., 2001) können [NiFe]-

Hydrogenasen aufgrund der Ergebnisse von multiplen Sequenzvergleichen in vier 

phylogenetisch distinkte Gruppen eingeteilt werden. Gruppe 1 umfasst H2-

oxidierende Hydrogenasen, Gruppe 2 H2-oxidierende Hydrogenasen des 

cyanobakteriellen Typs und H2-sensierende Hydrogenasen. Die bidirektionalen, 

heteromultimeren cytoplasmatischen [NiFe]-Hydrogenasen sind in Gruppe 3 zu-

sammengefasst, während H2-produzierende, energiekonservierende und 

membranassoziierte Hydrogenasen in Gruppe 4 eingeteilt sind (siehe auch Tabelle 

1). 

Die Hydrogenasen der Gruppe 1, die H2-oxidierenden Hydrogenasen (kurz Hox 

von H2-oxidizing oder Hup von H2-uptake) sind - entweder frei oder an der 

Membran gebunden - im Periplasma lokalisiert und dienen der Energieproduktion 

über H2-Oxidation und der anschließenden Generation eines elektrochemischen 

Membrangradienten. Hierbei werden die freiwerdenden Elektronen über ein 

Cytochrom oder Ferredoxin in den Chinonpool der Cytoplasmamembran transpor-

tiert, wo sie dann O2 (aerobe Atmung der Knallgasbakterien) oder einen anderen 

terminalen Elektronenakzeptor wie NO3
-, SO4

2-, Fumarat oder CO2 reduzieren 

(Schwartz und Friedrich, 2006;  Vignais und Billoud, 2007). Membrangebundene 

Hydrogenasen (kurz MBH, z.B. HoxKGZ aus R. eutropha und HydABC 

Wolinella succinogenes) sind über einen Membrananker der kleinen Untereinheit 

an eine membranständige dritte Untereinheit, ein Cytochrom b (und, im Falle von 

W. succinogenes, über diesen Anker auch an die Membran), gekoppelt (Bernhard 

et al., 1997;  Gross et al., 1998). Periplasmatischen Hydrogenasen fehlt dieser 

Anker, sie sind somit nicht, bzw. nur lose an die Cytoplasmamembran gebunden. 

Die periplasmatischen Hydrogenasen (z.B. die [NiFe]-Hydrogenase HydAB aus 

D. gigas), geben die bei der H2-Oxidation freiwerdenden Elektronen an ein 

Cytochrom c ab (Yahata et al., 2006). Von den vorhandenen Kristallstrukturen 
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(Higuchi et al., 1997;  Matias et al., 2001;  Montet et al., 1997;  Ogata et al., 

2010;  Volbeda et al., 1995) der [NiFe]-Hydrogenasen sind die der 

Desulfurikanten am besten untersucht und dienen daher als das Modell für 

[NiFe]-Hydrogenasen, wodurch sie allgemein als „Standard“ 

[NiFe]-Hydrogenasen (im folgenden: Standardhydrogenasen) bezeichnet werden. 

Diese besitzen den oben genannten Aufbau mit zwei [4Fe-4S]- und einem 

[3Fe-4S] Cluster in der kleinen Untereinheit (Abbildung 1 und Abbildung 2). 

 

Abbildung 2: Die vier Metallzentren einer Standard-[NiFe]-Hydrogenase und ihre Liganden.  
Basierend auf der Kristallstruktur des Ni-B-Zustandes der [NiFe]-Hydrogenase aus D. vulgaris 
miyazaki (Ogata et al., 2005). Metallatome und nichtproteinogene Liganden sind als Kalotten 
dargestellt, Aminosäuren als Stäbchen. Zwischen den Zentren ist der Abstand der jeweiligen Me-
tallzentren angegeben. Grauweiß: Kohlenstoff, Blau: Wasserstoff, Rot: Sauerstoff, gelb: Schwefel, 
Orange: Eisen, grün: Nickel, blau: Stickstoff. 

In der Gruppe 2 der [NiFe]-Hydrogenasen (Tabelle 1) werden Sensor-

Hydrogenasen wie die regulatorische Hydrogenase (RH) aus R. eutropha, sowie 

cyanobakterielle H2-oxidierende Hydrogenasen zusammengefasst. Ihnen gemein-

sam ist die cytoplasmatische Lokalisation und das dadurch bedingte Fehlen eines 

N-terminalen Signalpeptids, das für die Translokalisation über die Membran not-

wendig ist. Wie die Gruppe 1-Hydrogenasen bestehen alle Hydrogenasen dieser 

Gruppe aus zwei Untereinheiten, von denen die kleine Untereinheit gegenüber der 
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der Gruppe 1-Hydrogenasen allerdings verkürzt ist und eventuell eine andere Zu-

sammensetzung an Fe-S Cluster, die durch ungewöhnliche spektroskopische Ei-

genschaften auffallen, enthält (Buhrke et al., 2005b). Die cyanobakteriellen H2-

oxidierenden Hydrogenasen korrelieren mit dem Vorhandensein einer Nitrogenase 

und dienen der Regeneration des während der N2-Fixierung entstehenden H2 

(Tamagnini et al., 2007). Ebenfalls zu dieser Gruppe gehört die Hydrogenase 3 

aus Aquifex aeolicus, die wahrscheinlich Reduktionsäquivalente für den redukti-

ven TCA-Zyklus liefert. Die Sensor-Hydrogenasen sind, vermutlich aufgrund ei-

nes angepassten, verengten Gaskanals (Buhrke et al., 2005a), unempfindlich ge-

genüber O2, das dadurch nicht mehr das aktive Zentrum erreichen kann. Sie 

dienen der Sensierung von H2 und regulieren über eine Kinase die Expression der 

weiteren Hydrogenasen (Friedrich et al., 2005;  Vignais et al., 2005). Enzyme 

dieser Klasse sind (neben der RH aus R. eutropha) auch in anderen Knallgasbak-

terien wie Bradyrhizobium japonicum und Rhodobacter capsulatus nachgewiesen 

worden (Friedrich et al., 2005). 

Bidirektionale, heteromultimere Hydrogenasen werden in Gruppe 3 zusammenge-

fasst. Diese Hydrogenasen sind cytoplasmatische Enzyme, die durch ihren Aufbau 

aus drei bis sechs Untereinheiten charakterisiert sind. Dabei ist das Hydrogenase-

Dimer mit anderen, kofaktorbindenden Untereinheiten assoziiert. Diese bidirek-

tionalen Hydrogenasen katalysieren gleichermaßen die H2-Oxidation als auch die 

H+-Reduktion, wobei je nach Richtung Kosubstrate oxidiert oder reduziert wer-

den. Die meisten dieser Enzyme kommen in Archeen vor, wo sie unter anderem 

Rollen in der Methanogenese und im Schwefelstoffwechsel übernehmen 

(Hendrickson und Leigh, 2008;  Ma et al., 1993). Bidirektionale Hydrogenasen in 

Bacteria kommen vorwiegend in photosynthetischen Spezies vor (Kovacs et al., 

2005;  Long et al., 2007;  Schmitz et al., 2002) und dienen neben der Energiekon-

servierung auch dazu, überschüssige Elektronen der Lichtreaktion loszuwerden 

(Appel et al., 2000). 

Zur wenig untersuchten Gruppe 4 gehören die H2-produzierenden, 

membrangebundenen Hydrogenasen. Diese multimeren Enzyme besitzen 6 oder 
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mehr Untereinheiten und dienen der Reduzierung von überschüssigen Redukti-

onsäquivalenten, die bei der anaeroben Oxidation von C1-Molekülen entstehen. 

Das am besten untersuchte Beispiel ist die Hydrogenase 3 aus E. coli, die Be-

standteil des membrangebundenen Formiat-Hydrogenlyase-Komplexes ist, der 

Formiat zu H2 und CO2 umwandelt (Bagramyan und Trchounian, 2003;  Sawers et 

al., 1985). Ein weiterer untersuchter Vertreter von Hydrogenasen der Gruppe 4 ist 

die Ech-Hydrogenase (Ech von E. coli hydrogenase 3) aus Methanosarcina 

barkeri, die zusammen mit anderen Enzymen der Reduktion von CO2 zu 

Formylmethanofuran dient und wahrscheinlich auch als Elektronenpumpe fungiert 

(Meuer et al., 1999). Die meisten Vertreter der Gruppe 4-Hydrogenasen sind in 

Archeen zu finden. 

Das katalytische [NiFe]-Zentrum durchläuft während der Katalyse mehrere 

Redoxzustände (Abbildung 3), die vor allem mit Infrarot- und EPR-Spektroskopie 

untersucht wurde (Fontecilla-Camps et al., 2007;  Lubitz et al., 2007). Während 

EPR-Spektroskopie nur paramagnetische Redoxzustände (solche mit ungepaartem 

Elektron) detektieren kann, ist es mit FTIR-Spektroskopie möglich, auch diamag-

netische Redoxzustände, die vom katalytischen Zentrum durchlaufen werden, zu 

untersuchen. Die ersten spektroskopischen Untersuchungen an [NiFe]-

Hydrogenasen wurden mit EPR-Spektroskopie durchgeführt (Cammack et al., 

1982b). Danach richtete man die Nomenklatur aus und bezeichnete die detektier-

ten paramagnetischen Zustände als Ni-A, Ni-B und Ni-C. Den später mit FTIR 

entdeckten Zuständen wurde schließlich Ni-S („S“ für EPR-„silent“) vorange-

stellt. Ni-A und Ni-B treten im oxidierten Zustand des Enzyms auf. Da sie kataly-

tisch nicht aktiv sind, werden sie oft mit dem Zusatz „u“ für unready als Niu-A 

und „r“ für „ready“ als Nir-B bezeichnet, in Abgrenzung von „a“ für „active“ bei 

Nia-C. Sie lassen sich durch ihre unterschiedlich schnelle Reaktivierbarkeit und 

den Brückenligand zwischen Nickel und Eisen unterscheiden (Pandelia et al., 

2010b;  Pardo et al., 2007). Während Nir-B schnell (innerhalb von Sekunden) 

reaktivierbar ist (Fernandez et al., 1986), kann Niu-A nur langsam (innerhalb von 
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mehreren Minuten bis hin zu Stunden) unter erhöhter Temperatur reaktiviert wer-

den (Fernandez et al., 1984;  Lamle et al., 2004). Zurückzuführen ist dieser Unter-

schied wahrscheinlich auf die Natur des Brückenliganden zwischen Nickel und 

Eisen des aktiven Zentrums. Bei Nir-B ist wahrscheinlich ein schnell reduzierba-

res Hydroxidmolekül gebunden (van Gastel et al., 2006), während bei Ni-A ein 

peroxo-Ligand zur Diskussion steht (Lubitz et al., 2007;  Ogata et al., 2005). 

Nach Reduktion des aktiven Zentrums werden diverse EPR-inaktive Ni-

S-Zustände durchlaufen (siehe Abbildung 3), bevor der aktive, paramagnetische 

Nia-C-Zustande erreicht wird, in dem der Brückenligand am aktiven Zentrum ein 

Hydridion ist (Brecht et al., 2003;  Foerster et al., 2005).  

Ein weiterer paramagnetischer Zustand des aktiven Zentrums wird als Nia-L be-

zeichnet, wobei das L für lichtinduziert steht - dieser Zustand wird durch Photo-

konversion von Nia-C erreicht (Brecht et al., 2003;  Foerster et al., 2005). Die 

elektronischen Eigenschaften dieses Zustandes unterscheiden sich von denen in 

Nia-C, woraufhin als Oxidationszustand Ni1+ vorgeschlagen wurde und ein Modell 

entworfen wurde, in dem das Brücken-Hydridion als Proton an eine nahe Base 

transferiert wird (Stein et al., 2001). Ob Nia-L physiologisch relevant ist, ist bis-

lang unklar. 
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Abbildung 3: Nickelzustände des Nickelzentrums von [NiFe]-Hydrogenasen (Pandelia, 2009;  
Pandelia et al., 2010a).  
Die EPR-detektierbaren Nickelzustände sind rot gekennzeichnet, die EPR-inaktiven blau. Die 
physiologisch relevanten Zustände sind umrahmt dargestellt, die aktiven Zustände sind im rechten, 
grau unterlegten Kasten eingezeichnet. Die zugehörigen Redoxpotentiale sind neben den Übergän-
gen der Nickelzustände eingetragen. 

1.2.3 [Fe]-Hydrogenasen 

Eine Ausnahme unter den Hydrogenasen stellen die nur in einigen 

methanogenen Archeen vorkommenden [Fe]-Hydrogenasen (auch Fe-S Cluster-

freie Hydrogenasen oder Hmd - H2-forming methylenetetrahydromethanopterin 

dehydrogenase - genannt) dar. Sie besitzen kein dimetallisches aktives Zentrum, 

wie die Kristallstruktur des Apoenzyms aus Methanocaldococcus jannaschii zeigt 

(Pilak et al., 2006). Stattdessen besteht das aktive Zentrum aus einem einzelnen, 

ungewöhnlich koordinierten Eisenatom (Shima et al., 2008), das nicht redoxaktiv 

und nicht EPR-detektierbar ist (Berkessel, 2001). [Fe]-Hydrogenasen katalysieren 

nicht die in Gleichung 1 dargestellte reversible Spaltung von H2, sondern reduzie-

ren den Kofaktor Methenyltetrahydromethanopterin zu Methylentetrahydro-

methanopterin und H+ (Zirngibl et al., 1990), diese Reaktion stellt eine intermedi-

äre Stufe in der Reduktion von CO2 zu CH4 dar. Das hochaktive Enzym (es redu-

ziert 300 µmol CH-H4MPT min-1mg protein-1, die Rückreaktion läuft mit 
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775 µmol/min-1mg ab (Zirngibl et al., 1990)) besteht aus zwei identischen, jeweils 

38 kDa großen Untereinheiten, mit jeweils einem Eisenatom, das durch zwei CO 

und wahrscheinlich ein Cystein-Schwefel ligandiert wird. Durch Cyanid und CO, 

die vermutlich an die H2-Bindestelle des aktiven Zentrums binden, wird das En-

zym inhibiert, während die Aktivität in einer O2-haltigen Atmosphäre nur leicht 

sinkt (Lyon et al., 2004). Ein Umsatz des Enzyms von H2 mit redoxaktiven Farb-

stoffen findet, anders als bei [FeFe] und [NiFe] Hydrogenasen, nicht statt. 

1.3 Ralstonia eutropha besitzt mindestens drei unterschiedliche O2-

tolerante Hydrogenasen 

Das β-Proteobakterium Ralstonia eutropha (2005 in Cupriavidus necator um-

benannt, in dieser Arbeit wird die alte Nomenklatur beibehalten) ist in der Lage, 

mehr als eine Hydrogenase zu synthetisieren. Mindestens drei [NiFe]-

Hydrogenasen werden im Genom des Organismus kodiert. Die membran-

gebundene Hydrogenase (MBH, Gruppe 1 der [NiFe]-Hydrogenasen, siehe Tabel-

le 1) dient ausschließlich der Energiegewinnung; die regulatorische Hydrogenase 

(RH, Gruppe 2) der H2-Sensierung, die lösliche Hydrogenase (SH, Gruppe 3) 

dient einerseits der Energiegewinnung, als auch der Oxidation überschüssiger 

Reduktionsäquivalente (Abbildung 5). R. eutropha ist in der Lage, mit O2 als ter-

minalem Elektronenakzeptor und H2 als Energiequelle lithoautotroph zu wachsen, 

wobei CO2 durch den Calvin-Benson-Bossham- (CBB) Zyklus fixiert wird 

(Cramm, 2009). Durch die Nutzung von O2 als Elektronenakzeptor hat sich bei 

den Hydrogenasen aus R. eutropha (und anderen Bakterien, die als „Knallgasbak-

terien“ zusammengefasst werden) evolutionär eine O2-Toleranz entwickelt, die es 

zulässt, dass die katalytische, reversible Spaltung von H2, anders als bei den meis-

ten anderen Hydrogenasen, auch in der Gegenwart von atmosphärischen Konzent-

rationen an O2 ablaufen kann. 

Die drei Hydrogenasen aus R. eutropha sind die bestuntersuchtesten Beispiele 

O2-toleranter Hydrogenasen. Definiert wird die O2-Toleranz als Ablauf der Kata-
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lyse in einer O2-haltigen Atmosphäre. Gemessen wird dies unter geeigneten Be-

dingungen mit gereinigtem Enzym durch Proteinfilmvoltammetrie, wobei eine 

Elektrode mit einer Proteinschicht bezogen wird. Katalytische Aktivität wird da-

bei durch einen Spannungsanstieg angezeigt, der bei Standardhydrogenasen nach 

Begasung mit O2 auf Null abfällt. Bei O2-toleranten Hydrogenasen, wie der MBH 

aus R. eutropha kann hingegen noch katalytische Aktivität gemessen werden 

(Abbildung 4). Für die drei verschiedenen Hydrogenasen aus R. eutropha sind 

verschiedene Mechanismen postuliert, die zur O2-Toleranz beitragen. Allen drei 

Hydrogenasen gemein ist, dass in der Regel kein Niu-A-Zustand spektroskopisch 

detektiert werden kann (Bernhard et al., 2000;  Happe et al., 2000;  Saggu et al., 

2009), was dafür spricht, dass der entsprechende Brückenligand, der in anderen 

[NiFe]-Hydrogenasen den molekularen Hintergrund für den Niu-A-Zustand dar-

stellt, entweder nicht ausgebildet wird oder schnell entfernt wird. 

 

Abbildung 4: Der Effekt von O2 auf die katalytische Aktivität von MBH-Proteinfilmen aus 
Allochromatium vinosum (links) und R. eutropha (rechts).  
Nach (Vincent et al., 2005a). Die elektrochemische Zelle wurde initial mit H2 geflutet, worauf eine 
schrittweise Injektion von O2 folgte, welcher dann mit N2 herausgespült wurde. Nach Injektion 
von kleinsten Mengen O2 sinkt die Aktivität der A. vinosum-MBH auf Null und kann nicht 
reaktivitiert werden, während die R.e. MBH selbst bei atmosphärischen Mengen an O2 aktiv bleibt 
und vollständig reaktiviert werden kann. 

Kodiert werden die drei Hydrogenasen in zwei großen Operons auf dem 

Megaplasmid pHG1 (Pohlmann et al., 2006;  Schwartz et al., 1998;  Schwartz et 

al., 2003). Die Proteine, die auf dem MBH-Operon kodiert sind, umfassen neben 
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den Strukturproteinen HoxKGZ und der spezifischen Endoprotease HoxM die 

akzessorischen Proteine HoxLOQRTV und HypA1B1F1CDEX, sowie die regula-

torischen Proteine HoxABCJ. Das kleinere SH-Operon besteht aus den Genen für 

die SH-Stukturproteine HoxFUHYI, der spezifischen Endoprotease HoxW und 

den Hyp-Proteine A2, B2 und F2. Neben diesen beiden Hydrogenase-Operons 

existiert ein drittes Hydrogenase-Operon (mit den Strukturgenen hyd4SL, den Ge-

nen, hypF3C2D2E2A3B3 für die akzessorischen Proteine und dem putativen Pro-

teasegen PHG070) auf pHG1 (Cramm, 2009;  Schwartz et al., 2003), das für eine 

Streptomyceten-ähnliche Hydrogenase (Constant et al., 2010) kodiert , deren phy-

siologische Rolle, Expression, Aktivität und Struktur Gegenstand gegenwärtiger 

Forschung ist. 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der drei Hydrogenasen, MBH, RH und SH aus R. 
eutropha.  
Die großen Untereinheiten sind in dunklem blau dargstellt, die kleinen Untereinheiten in hellem 
blau, HoxI der SH in gelb, Untereinheiten ohne Hydrogenase-Funktion in grau, weitere Enzyme in 
weiß. Die Fe-S Cluster sind als braun-gelbe Tetraeder dargestellt. Die Cytoplasmamembran ist als 
durchgehender grauer Balken dargestellt, das Cytoplasma in der unteren Bildhälfte. Nach (Burg-
dorf et al., 2005a).  

1.3.1 Die regulatorische Hydrogenase (RH) fungiert als H2-Sensor 

Die RH dient zusammen mit einer Histidin-Proteinkinase der Sensierung von 

H2 in R. eutropha (Lenz und Friedrich, 1998;  Lenz et al., 1997). Diese beiden 

Proteine gehen wahrscheinlich einen funktionellen Komplex ein, der über eine 
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Phosphorylierung/Dephosphorylierung des zugehörigen Response-Regulators die 

Transkription der Hydrogenase steuert (Buhrke et al., 2004). 

Die RH ist ein Heterodimer aus einer großen Untereinheit (HoxC) mit dem [Ni-

Fe]-Zentrum und einer kleinen Untereinheit (HoxB) mit den elektronentransferie-

renden Fe-S Cluster. Da die RH ein cytoplasmatisches Protein ist, fehlt das N-

terminale Signalpeptid und der Membrananker. Stattdessen besitzt die RH eine 

C-terminale Verlängerung, die mutmaßlich zur Bildung eines Doppeldimers und 

für die Interaktion mit der Kinase notwendig ist (Buhrke et al., 2004).  

Die O2-Resistenz der RH scheint auf einem verengten hydrophoben Gaskanal zu 

basieren, der nicht passierbar für größere Gasmoleküle wie O2 oder CO ist, wie 

durch Mutationen am Gaskanal, die die Hydrogenase empfindlich gegenüber O2 

machten, gezeigt werden konnte (Buhrke et al., 2005a). 

1.3.2 Die lösliche, bidirektionale Hydrogenase ist für die Regeneration von 

Reduktionsäquivalenten verantwortlich 

Die lösliche Hydrogenase (SH) aus R. eutropha ist im Cytoplasma lokalisiert 

und in der Lage, Reduktionsäquivalente in der Form von NADH aus H2 und 

NAD+ herzustellen und überschüssige Elektronen über den reversen Weg zu ent-

sorgen. Die SH besteht aus einem Hydrogenase-Heterodimer (HoxHY), das an ein 

NADH-Dehydrogenase (Diaphorase)-Heterodimer (HoxFU) gekoppelt ist, wel-

ches FMN enthält. Zusätzlich zu diesen vier Untereinheiten werden zwei HoxI-

Moleküle an das Diaphorase-Dimer des Basis-Heterotetramers gebunden. Die 

Funktion der HoxI-Untereinheit ist unklar, da es bei Deletionsmutanten keinen 

ausgeprägten Wachstumsphänotyp gibt (Thiemermann et al., 1996). Bei in vitro-

Experimenten wurde aber festgestellt, dass die SH mit HoxI von NADPH aktiviert 

werden kann, was auf eine Bindestelle für NADPH in HoxI hindeutet (Burgdorf et 

al., 2005c). Die große Untereinheit des Hydrogenase-Dimers HoxH scheint nah 

verwandt mit Standardhydrogenasen zu sein, während die kleine Untereinheit 

HoxY im Vergleich zur kleinen Untereinheit von Standardhydrogenasen verkürzt 

ist und nach der Sequenz zu urteilen lediglich ein einzelnes Fe-S Cluster zu ent-
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halten scheint. Die O2-Toleranz der SH, die durch die Lokalisation in der redukti-

ven Umgebung des Cytoplasmas nicht so ausgeprägt sein muss, wie bei der MBH, 

wurde als ein Resultat eines modifizierten aktiven [NiFe]-Zentrums diskutiert. Bei 

Untersuchungen des gereinigten Enzyms mittels FTIR-Spektroskopie wurden 

zwei zusätzliche Cyanid-Banden entdeckt, die in Standardhydrogenasen nicht 

vorhanden sind (Happe et al., 2000). XAS-Studien haben ferner nahegelegt, dass 

die zwei nicht überbrückenden Cysteine im NiFe-Zentrum Sulfenate formen und 

das Nickel über Sauerstoffatome ligandieren (Burgdorf et al., 2005b). Die erstge-

nannte Modifikation des aktiven Zentrums stehen momentan unter Diskussion, da 

Studien an der SH Extrakt ganzer Zellen andere Ergebnisse liefern (Horch et al., 

2010) und auf eine Ligandierung des [NiFe]-Zentrums mit den üblichen zwei CO- 

und einem CN--Liganden hindeuten. Ein zusätzliches FMN-Molekül (FMN-a), 

das bei Standardhydrogenasen nicht vorhanden ist (van der Linden et al., 2004b), 

könnte eventuell essentiell für die schnelle reduktive Aktivierung der SH sein, was 

zu einer erhöhten O2-Toleranz führen würde. Alternativ werden auch die Kopp-

lung an den NADP/H-Pool und ein ungewöhnliches Fe-S Cluster diskutiert und es 

ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. 

1.3.3 Die membrangebundene Hydrogenase (MBH) dient der 

Energiekonservierung 

Neben der SH dient die membrangebundene Hydrogenase der Energiebereit-

stellung bei lithoautotrophem Wachstum mit H2 als Elektronendonator. Über einen 

hydrophoben Membrananker ist die kleine Untereinheit HoxK (34,6 kDa) an ein 

membrandurchspannendes Cytochrom b (HoxZ) gekoppelt, das die über die Spal-

tung von H2 am aktiven Zentrum in der großen Untereinheit HoxG (67,1kDa) ge-

wonnenen Elektronen an den Chinonpool in der Membran weiterleitet (Bernhard 

et al., 1997). Dort wird schließlich O2 zu H2O reduziert und Energie in Form eines 

elektrochemischen Membrangradienten bereitgestellt. Der Aufbau der MBH ist 

dem von Standardhydrogenasen aus Sulfatreduzierern sehr ähnlich, abgesehen 

von dem Membrananker, der bei den periplasmatischen Hydrogenasen aus 
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Desulfovibrio fehlt und dem direkten Elektronenakzeptor, der dort ein c-Typ-

Cytochrom ist. In frühen Untersuchungen mittels EPR- und FTIR-Spektroskopie 

wurde festgestellt, dass bei der MBH, ähnlich wie in Standardhydrogenasen, Sig-

nale für zwei [4Fe-4S] Cluster und ein [3Fe-4S] Cluster detektierbar sind (Knüttel 

et al., 1994;  Schneider et al., 1983). Nur zwei wesentliche Unterschiede konnten 

in spektroskopischen Untersuchungen im Vergleich mit O2-sensitiven Standard-

hydrogenasen festgestellt werden: Das Fehlen des Niu-A-Zustandes und ein ver-

breitertes EPR-Signal (Split Signal) des [3Fe-4S] Clusters, das auf eine Kopplung 

mit einem unbekannten paramagnetischen Zentrum hindeutet (Saggu et al., 2009;  

Schneider et al., 1983). Als Möglichkeiten für letzteres wurde die Kopplung des 

[3Fe-4S] Clusters mit einem unbekannten paramagnetischen Zentrum in der gro-

ßen Untereinheit diskutiert, ähnlich zum Beispiel dem zusätzlichen Fe-Atom in 

der D. baculatum [NiFeSe]-Hydrogenase (Garcin et al., 1999). Da allerdings der 

Abstand dieses Metallatoms zum medialen Cluster relativ groß ist, wird eine Mo-

difikation des proximalen Fe-S Clusters angenommen, der diesem Metallzentrum 

paramagnetische Eigenschaften verleiht (Saggu et al., 2009). Das Fehlen des 

Niu-A-Zustands wird mit dem Brückenligand erklärt, der sich bei O2-toleranten 

Hydrogenasen im oxidierten Zustand von dem des Brückenligands in O2-

sensitiven Hydrogenasen unterscheidet, wobei die molekularen Ursachen dafür 

unbekannt sind. Ein weiterer Unterschied zu Standardhydrogenasen ist das große 

Arsenal an akzessorischen Proteinen, die für die Maturation der Hydrogenase, 

insbesondere für den Einbau der metallischen Cofaktoren unter aeroben Bedin-

gungen, notwendig sind. Bei O2-sensitiven Hydrogenasen sind bis auf die Hyp-

Proteine A-F, die für den Einbau der CN--Liganden des [NiFe]-Zentrums zustän-

dig sind (Blokesch et al., 2004;  Reissmann et al., 2003;  Roseboom et al., 2005), 

keine weiteren akzessorischen Proteine zu finden (Rousset et al., 1998a). Das R.e. 

MBH-Operon hingegen kodiert für sieben weitere akzessorische Proteine, die für 

das lithoautotrophe Wachstum in Gegenwart von O2 mit der MBH als alleiniger 

energieliefernder Hydrogenase notwendig sind (Lenz et al., 2005). 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit: Die Aufklärung der O2-Toleranz der 

MBH aus Ralstonia eutropha 

Vor dem Hintergrund, dass regenerative Energien durch den Mangel an Roh-

stoffen und die Umweltproblematik bei der Nutzung von herkömmlichen Energie-

trägern immer mehr in den Fokus der Öffentlichkeit rücken, wird auch H2 als ein 

Energieträger der Zukunft angesehen. Da die Herstellung von H2 momentan aber 

einen energieaufwändigen Schritt darstellt, muss nach alternativen Produktions-

methoden gesucht werden. Hydrogenasen sind durch ihre bidirektionale Aktivität 

sowohl in Richtung H2-Produktion (Friedrich et al., 2011;  Ghirardi et al., 2009;  

Lee et al., 2010;  Lubner et al., 2010a;  Tran et al., 2010), als auch in Richtung 

H2-Oxidation (beispielsweise in biologischen Brennstoffzellen (Vincent et al., 

2006)) interessant für die Anwendung in biotechnologischen H2-Prozessen. Bei 

vielen Anwendungen ist eine hohe O2-Toleranz der Hydrogenasen eminent wich-

tig. So erscheint nur mit O2-toleranten Hydrogenasen eine nicht physikalisch ge-

trennte, molekulare Kopplung an das O2-produzierende Photosystem II sinnvoll 

(Krassen et al., 2009;  Schwarze et al., 2010). Auch die angesprochene biologi-

sche Brennstoffzelle kann nur dann als eine kompartimentfreie Einheit, in der die 

beiden Elektroden nicht durch eine Membran getrennt sind, verwirklicht werden, 

wenn die eingesetzte Hydrogenase O2-tolerant ist (Vincent et al., 2006). Die O2-

Toleranz der Hydrogenasen aus R. eutropha, insbesondere die hohe O2-Toleranz 

der MBH, ist dabei von hohem Interesse - nicht zuletzt auch durch die gute gene-

tische Manipulierbarkeit von R. eutropha, die einerseits die experimentelle Praxis 

erleichtert, andererseits aber auch eine Optimierung des Enzyms möglich macht. 

Bisher ist nicht gänzlich geklärt, auf welchen molekularen Mechanismen die nur 

selten anzutreffende O2-Toleranz von solchen Hydrogenasen beruht. Ein vereng-

ter, hydrophober Gaskanal der für O2 undurchlässig ist, wie bei der RH, konnte 

durch Mutationsstudien für die MBH ausgeschlossen werden (Ludwig et al., 

2009a;  Saggu et al., 2010). Die vermeintlich O2-Toleranz vermittelnden, zusätzli-

chen Cyanid-Liganden am aktiven Zentrum der SH, mittlerweile als Artefakt dis-
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kutiert (Horch et al., 2010), wurden für die MBH nie in Betracht gezogen. Durch 

Punktmutationen in der ersten und zweiten Sphäre des aktiven Zentrums (Ludwig, 

2008;  Ludwig et al., 2009a), wurde auch nicht nachgewiesen, dass die O2-

Toleranz durch eine strukturelle Modifikationen am aktiven Zentrum mediiert 

wird. In dieser Arbeit wurde der Fokus daher auf die kleine Untereinheit HoxK 

und insbesondere die Umgebung der Fe-S Cluster gelegt. Durch Punktmutationen 

sollte die Rolle der Aminosäureumgebung der Fe-S Cluster im Hinblick auf die 

katalytische Funktion des Enzyms untersucht werden. Von besonderem Interesse 

war dabei die Herkunft des bei der EPR-Spektroskopie auftretenden Split-Signals 

um das [3Fe-4S] Clustersignal beim Enzym im isolierten (oxidierten) Zustand, 

das bei O2-sensitiven Hydrogenasen nicht auftritt. Eine Aufschlüsselung der mo-

lekularen Mechanismen der O2-Toleranz einer energiekonservierenden [NiFe]-

Hydrogenase kann von herausragender Bedeutung bei der biotechnologischen 

Herstellung von O2-toleranten, optimierten Hydrogenasen und beim Entwurf und 

der Synthese von neuartigen synthetischen Modellverbindungen sein. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Stämme und Plasmide 

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Stämme und Plasmide 
Stamm Charakteristika Referenz 
HF210 pHG1- (Kortlüke und Friedrich, 

1992) 
HF388 SH- (∆hoxH) (Massanz, 2000) 
HF403 MBH- (ΔhoxK) (Bernhard, 1996) 
HF531 SH- (∆hoxH), MBH- (ΔhoxG) (Bernhard, 2000) 
HF532 SH- (∆hoxH), MBH- (ΔhoxK) (Bernhard, 2000) 
HF542 SH- (∆hoxH), hoxKH187A (Bernhard, 2000) 
HF543 SH- (∆hoxH), hoxKH187C (Bernhard, 2000) 
HF544 SH- (∆hoxH), hoxKC252S (Bernhard, 2000) 
HF632 pHG1-, pLO6, MBH-Operon auf pEDY309 (Lenz et al., 2005) 
HF800 SH- (∆hoxH), hoxKC19G/C120G Diese Arbeit 
HF801 SH- (∆hoxH), hoxKC19G Diese Arbeit 
HF802 SH- (∆hoxH), hoxKC120G Diese Arbeit 
HF804 SH- (∆hoxH), hoxKstrepTag II Diese Arbeit 
HF805 SH- (∆hoxH), hoxKStrepTag II

C19GC120G Diese Arbeit 
HF806 pHG1-, pGE709 in HF210, hoxKstrepTagII

C19S Diese Arbeit 
HF807 pHG1-, pGE710 in HF210, hoxKstrepTagII

C120S Diese Arbeit 
HF808 pHG1-, pGE711 in HF210, hoxKstrepTagII

C149S Diese Arbeit 
HF809 pHG1-, pGE712 in HF210, hoxKstrepTagII

C20S Diese Arbeit 
HF881 pHG1-, pGE745 in HF210, hoxKstrepTagII

H187G Diese Arbeit 
HF956 HF532 pCM 62_hoxK Diese Arbeit 
HF957 HF403 pCM 62_hoxK Diese Arbeit 
HF953 pCH1286 (hoxZstrepTagII) in HF 800 Diese Arbeit 
HF955 HF388 hoxKP242C Diese Arbeit 
HF772 HF210 hoxKH187C (Schwarze, 2010) 
HF899 SH- (∆hoxH), hoxKStrepTag II

C17S Diese Arbeit 
JM 109 F' traD36 lacIq Δ(lacZ)M15 proA+B+/e14-

(McrA-) Δ(lac-proAB) thi gyrA96 (Nalr) endA1 
hsdR17(rK- mK+) relA1 supE44 recA1 

(Yanisch-Perron et al., 
1985) 

S17-1 Tra+ recA pro thi hsdR, chr::RP4-2 (Simon et al., 1983) 
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Plasmid Charakteristika Referenz 
p#1573 pBluescript HoxKG Lenz,unveröffentlicht 
pEDY309 RK2 ori, Tcr, Mob+ (Kleihues et al., 

2000) 
pCH774 Litmus28 hoxKH187A (Bernhard, 2000) 
p#1037 hoxKGZMLOQRT auf Litmus 28 Lenz,unveröffentlicht 
pCH1229 hoxKGZ auf Litmus 28 Ludwig, unveröff. 
pCH1286 pLO2 HoxZstrep (Schubert, 2007) 
pCH1306 hox’KG’ auf Litmus 28 Ludwig, unveröff. 
pCH1307 hox’KstrepG’ auf Litmus 28 Ludwig, unveröff. 
pCH1485 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #793 and 794 Diese Arbeit 
pCH1486 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #795 and 796  Diese Arbeit 
pCH1487 1007-bp AatII-NdeI Fragment aus pCH1486 in 3956 bp AatII-

NdeI Fragment von pCH1485 
Diese Arbeit 

pCH1488 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #803 and 804 Diese Arbeit 
pCH1489 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #799 and 800 Diese Arbeit 
pCH1490 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #797 and 798 Diese Arbeit 
pCH1491 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #801 and 802 Diese Arbeit 
pCH1492 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1485 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1493 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1486 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1494 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1487 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1495 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1488 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1496 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1489 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1497 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1490 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1498 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1491 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1499 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1485 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1500 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1486 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1501 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1487 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1502 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1488 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1503 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1489 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1504 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1490 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1505 787-bp Bsu36I-XcmI Fragment aus pCH 1491 in p#1037 Diese Arbeit 
pCH1543 QuikChange PCR von p#1573 mit Primer #812 and 813 Diese Arbeit 
pCH1544 1179-bp Bsu36I-Acc65I Fragment aus pCH 1543 in p#1037 Diese Arbeit 
pGE713 2523-bp PstI-BstZ17I Fragment aus pCH1494 in pLO2 Diese Arbeit 
pGE714 2490-bp PstI-BstZ17I Fragment aus pCH1499 in pLO2 Diese Arbeit 
pGE715 2490-bp PstI-BstZ17I Fragment aus pCH1500 in pLO2 Diese Arbeit 
pGE716 2490-bp PstI-BstZ17I Fragment aus pCH1501 in pLO2 Diese Arbeit 
pGE709 pEDY309 HoxKstrepTag

C19S Diese Arbeit 
pGE710 pEDY309 HoxKstrepTag

C120S Diese Arbeit 
pGE711 pEDY309 HoxKstrepTag

C20S Diese Arbeit 
pGE712 pEDY309 HoxKstrepTag

C149S Diese Arbeit 
pGE745 pEDY309 HoxKstrepTag

H187G Diese Arbeit 
pGE717 2523-bp PstI-BstZ17I Fragment aus pCH1494 in pLO2 Diese Arbeit 
pGE758 1066 bp AfeI/SmaI Fragment aus Tth111I/NdeI kloniertem 

pCH774~pCH1229 in PmeI pLO2 
Diese Arbeit 

pGE759 hoxKP242CGZ auf pLO2  Diese Arbeit 
pGE756 1919-bp PstI-Acc65I Fragment aus p# 1788 in pCM62 Diese Arbeit 
pGE757 1952-bp PstI-Acc65I Fragment aus p# 1573 in pCM62 Diese Arbeit 
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Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Primer 
Primer Designation Sequenz 
3 hoxG_fw GAGCGTCCCAAGGAGCAGCTTGAGTA 
9 hoxK_5´_fw_1 GGTTGGCGCATCGCGACGAATGCCAA 
388 hoxK_rev CGGTACAAACACCGCAGATGCG 
390 hoxK_fw AAGGTCCCGGGGTGCCCTCCG 
459 hoxG_int_Z_rev CGCCTATAGCCAAGCCGTTGCCG 
793 hoxK_MBHC19G_fw GTCTCGAATGTACCGGTTGCTCGGAATCGTTCATTCG 
794 hoxK_MBHC19G_rev AATGAACGATTCCGAGCACCAGGTACATTCGAGACCGTGC 
795 hoxK_MBHC120G_fw  TCCTGCGCATCCTGGGGAGGTGTACAGGCAGCCAAACC 
796 hoxK_MBHC120G_rev  TTTGGCTGCCTGTACACCTCCCCAGGATGCGCAGGAACC 
797 hoxK_C19S_fw CTCGAATGTACCTCGTGCTCGGAATCGTTCATTCGC  
798 hoxK_C19S_rev CGAATGAACGATTCCGAGCACGAGGTACATTCGAGAC 
799 hoxK_C120S_fw TCCTGCGCATCCTGGGGATCCGTGCAGGCAGCC 
800 hoxK_C120S_rev GCTGCCTGCACGGATCCCCAGGATGCGCAGGAAC 
801 hoxK_C149S_fw ATTATCAAGGTCCCGGGGTCTCCTCCGATTGCC  
802 hoxK_C149S_rev GCAATCGGAGGAGACCCCGGGACCTTGATAATC 
803 hoxK_C20S_fw CACGGTCTCGAATGTACCTGCTCCTCGGAATCGTTCATTCGC 
804 hoxK_C20S_rev CGAATGAACGATTCCGAGGAGCAGGTACATTCGAGACCGTGC 
805 hoxK_P242C_fw GCTGGAACGAGGGGACGAGTTTCTGCATTCAGTCGGGCCACGGTTG

CTCCACCACGC 
806 hoxK_1420_XcmI_rev GCAACCAATGCAACCGTGGCCCGACTGAATG 
807 hoxK_H187G_fw GGCCGAAGATGTTCTATAGCCAGCGCATCGGCGACAAATGCTACCG

GCGTCC 
808 hoxK_RM_fw CCACATCCTTAGGACTGGGACCTTC 
809 hoxK_RM_BstBI_fw CGTCTGCGATCAAGCGTGCTTCGAAGAAGAACG 
810 hoxK_RM_BstBI_rev GCTGGTTTCGTTCTTCTTCGAaGCACGCTTGATCG 
811 hoxK_5´_fw_2 AGGGCGGTATCGCTCCCCGGTTG 
812 hoxK_C17S_fw TGGCTGCACGGTCTCGAGTCGACCTGTTGCTCG 
813 hoxK_C17S_rev CGAATGAACGATTCCGAGCAACAGGTCGACTCGAGACCGT 

2.2 Nährmedien 

Als synthetisches Nährmedium zur Kultivierung von R. e. wurde ein nach 

Friedrich (Friedrich et al., 1981a) modifiziertes Mineralmedium auf der Basis von 

Schlegel (Schlegel et al., 1961) eingesetzt. Der pH-Wert des Mediums wurde mit 

H16-Puffer (25 mM Na2HPO4, 11 mM KH2PO4) auf 7,0 eingestellt. Als Mineral-

salze wurden Mg2SO4 x 7 H2O (0,02 % [w/v]), CaCl2 x 2H2O (0,001 % [w/v]), 

FeCl3 x 6H2O (5 x 10-4 % [w/v]) sowie 1 μM NiCl2 zugesetzt. Als Stickstoffquelle 

diente NH4Cl (0,2 % [w/v]). Für heterotrophe Anzuchten enthielt das Medium 

Fruktose als Kohlenstoffquelle (0,4 % [w/v]; FN-Medium) bzw. Fruktose und 

Glycerin für Hydrogenaseproduktion (je 0,2 % [w/v]; FGN-Medium). Für 

chemolithoautotrophes Wachstum wurde eine Gasphase mit 80 % H2, 10 % CO2 

und 10 % O2 (v/v/v) eingestellt. Gegen Ende dieser Arbeit wurde unter neuen 
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Sicherheitsvorkehrungen eine Mischung von 3 % H2, 10 % CO2, 10 % O2 und 

77 % N2 (Gase: Air Liquide) und ansonsten wie im Ergebnisteil beschrieben er-

stellt. Die mixotrophe Kultivierung erfolgte in FGN-Medium unter derselben de-

finierten Gasatmosphäre. Als Komplexmedien wurden LB-Medium (10 g Trypton, 

5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl/L), LSLB-Medium (10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 

2,5 g NaCl/L) und NB-Medium (8 g Nutrient Broth/L) eingesetzt. Feste Medien 

enthielten 1,5 % (w/v) Agar. Antibiotika wurden für selektive Medien in folgen-

den Konzentrationen zugesetzt: Ampicillin (Amp), 100 μg/ml (für feste Medien) 

und 50 μg/ml (für Flüssigmedien, jeweils aus einer Stammlösung mit 100 mg des 

Natriumsalzes pro ml ultrapurem Wasser (UPW)). Kanamycin (Kan), 25 μg/ml für 

E. coli und 400 μg/ml für R. e. (jeweils aus einer Stammlösung mit 100 mg 

Kanamycinsulfat/ml UPW). Tetrazyklin (Tet), 10 μg/ml (flüssige Medien) bzw. 

15 μg/ml (feste Medien, Stammlösung: 10 mg Tetrazyklin-Hydrochlorid/ml 

80 % Ethanol (v/v)). 

2.3 Zellanzucht und -ernte 

Die Anzuchten in geringem Volumen erfolgten im Reagenzglas mit 2 ml Medi-

um oder im 100 ml Erlenmeyerkolben mit 10 ml Medium. Die Inkubation verlief 

unter 100 Upm bei 30 °C. Zur Gewinnung von Zellen zur Hydrogenase-

aktivitätsmessung wurden die Anzuchten in 500 ml Schikanenkolben mit 100 - 

166 ml Medium für 48 h bei 30 °C durchgeführt. Die Hauptkulturen wurden mit 

1 % Inokulum aus einer frühstationären Vorkultur beimpft. Für Wachstumsversu-

che unter definierten Gasgemischen wurden die Schikanenkolben in einem Exsik-

kator, begast nach Aufbau eines Vakuums mit einer ILMVAC MPC 601 

Membranpumpe, inkubiert. Die Gase (Air Liquide) wurden über eine Dräger Gas-

zapfanlage mit Gummischlauch und Sterilfilter eingeleitet, und besaßen eine 

Reinheit von 99,999 %. Großanzuchten von R. e. Stämmen erfolgten im 10 L 

Fermenter (Biostat MD, Braun, Germany). Das autoklavierte Fermentergefäß 

wurde mittels Druckluft über einen Sterilfilter (Millidisk 10, Millipore, USA) mit 

Medium beschickt. Die Zugabe wäßriger NiCl2- und FeCl3-Lösungen erfolgte 
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separat. Angeimpft wurde 2 %ig mit einer frühstationären Vorkultur. Die Großan-

zucht verlief bei 30 °C, 400 Upm des Rührers und einer Begasungsrate von 

0,4 Vvm (Vol. Luft pro Vol. Medium pro Minute). Die Bildung von Schaum wur-

de, wenn erforderlich, durch Zugabe (1 Tropfen) eines 1:1 Gemisches von 

Polypropylenglycol (P200, Fluka, Germany) und Ethanol verhindert. Die Zellern-

te erfolgte nach 48 h Wachstum bei einer OD436nm zwischen 9 und 12. Kulturvo-

lumen um die 100 ml wurden in der Laborzentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0R, 

Heraeus, Germany) bei 3500 x g und 4 °C für 20 min abzentrifugiert. Bei Kultur-

größen von 10 L erfolgte die Ernte in einer Sorvall-Kühlzentrifuge RC-5C (Ther-

mo, USA) unter Einsatz eines GS-3 Rotors für 20 min bei 10000 x g und 4 °C. 

Bestand der Bedarf, wurden die Zellen mit 50 mM Kaliumphosphat-Puffer, 

pH 7,0 (K-PO4 Puffer) gewaschen. Die gewonnene Zellmasse wurde entweder 

direkt aufgearbeitet oder für die spätere Verwendung im Falle kleinerer Mengen 

bei -20 °C eingefroren, größere Ernten wurden in Flüssigstickstoff schockgefroren 

und anschließend bei -80 °C gelagert. 

2.4 Wachstumsmessung 

Das Wachstum der Kulturen wurde per Trübungsmessung verfolgt. Die Mes-

sung der OD erfolgte mittels eines Spektralphotometers (U-2000, Hitachi, Japan) 

bei einer Wellenlänge von 436 nm für R. e. und 600 nm für E. coli. Zu bestim-

mende Zellsuspensionen wurden dabei so verdünnt, dass ein gemessener Wert von 

1 nicht überschritten wurde. 

2.5 Stammhaltung 

Zur Kurzlagerung wurden Stämme auf Selektionsplatten (LB-Medium für 

E. coli, FN-Medium für R. eutropha) mit Antibiotikum kultiviert und bei 4 °C bis 

zu 4 Wochen gelagert. Zur längeren Konservierung wurden Stämme mit 

ensprechendem Antibiotikum angezogen und steriles Glycerin (20% [v/v] End-

konzentration) hinzugegeben. Diese Kulturen wurden in Kultivierungsröhrchen 
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mit Schraubverschluss bei -80 °C gelagert. Die Entnahme von Zellen für Vorkul-

turen geschah durch Abkratzen des tiefgefrorenen Materials mit einer Impföse. 

2.6 Zellaufschluss und Fraktionstrennung 

Das nach der Ernte erhaltene Zellpellet wurde 1:2 bis 1:4 mit K-PO4 Puffer 

pH 7,0 verdünnt und durch Rühren oder Aufziehen mit einer Glaspipette 

resuspendiert und mit einer Spatelspitze DNase I (Roche, Germany), sowie für die 

anschließende Reinigung mit einer Tablette Proteaseinhibitor (Roche) versetzt. 

Mittels zweimaliger Passage dieser Suspension durch eine vorgekühlte French-

Press Zelle (SLS Aminco, USA) bei 4,1 MPa (900 psi bei der Zelle für niedrige 

Volumina bis 2 ml, 1100 psi bei einer Zelle für Volumina bis 30 ml) und anschlie-

ßender, 2-minütiger Ultraschallbehandlung bei Stufe 2,5 und 75 % Puls (Sonifier 

B15, Branson Sonic Power; Danbury, USA) erfolgte der Aufschluss der Zellen. 

Die Zelltrümmer wurden durch niedrigtourige Zentrifugation (3500 x g, 20 min, 

4 °C) abgetrennt. Der Überstand (Rohextrakt) wurde entnommen und per 

Ultrazentrifugation (~ 90.000 x g, 30 - 45 min, 4°C; Sorvall Ultra Pro 80 je nach 

Volumen mit den Festwinkelrotoren T1270, T865 oder T647,5 [Thermo, USA]) in 

löslichen Extrakt und die Membranfraktion separiert. Der resultierende Überstand 

bildete den löslichen Extrakt. Das Pellet wurde zum Waschen im 

Zentrifugenröhren mit einem abgerundeten Glasstab homogenisiert und mit 

1:5 (w/v) K-PO4 Puffer pH 7,0 resuspendiert und erneut einer Ultrazentrifugation 

unterzogen. Das hieraus gewonnene Pellet wurde 1:1 bis 1:2 (w/v) K-PO4 Puffer 

pH 7,0 verdünnt und mit einem Glasstab oder einem Homogenisator homogeni-

siert, die Suspension stellte die Membranfraktion. Zur Gewinnung der 

periplasmatischen Fraktion, der Membranfraktion und des Cytoplasmas von R. e. 

wurde nach einem modifizierten Protokoll von Probst & Schlegel (1976) vorge-

gangen. Es wurden 50 ml FGN-Kulturen nach 48 h bei 30 °C geerntet (3500 x g, 

20 min, 4 °C) und jeweils einmal mit 20 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,4 und 20 ml 

10 mM Tris/HCl, pH 7,8, 0,5 M Saccharose gewaschen. Im Folgenden wurde das 

Pellet mit dem isotonischen Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 7,8, 0,5 M Saccharose, 
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der jetzt zusätzlich 2 mM EDTA enthielt, resuspendiert (10 ml/g Pellet), der. Nach 

einer Inkubation von 10 min bei 30 °C, gefolgt von einer Inkubation von 15 min 

bei 30 °C unter Zugabe von Lysozym (10 mg/g Feuchtzellen; Merck, USA), wur-

den die entstandenen Sphaeroplasten mittels niedrigtouriger Zentrifugation 

(3500 x g, 20 min, 4 °C) abgetrennt und der gewonnene Überstand als Periplasma 

bezeichnet. Die Sphaeroplasten wurden mit dem isotonischen Puffer gewaschen 

und danach osmotisch, durch die Resuspendierung in 10 mM K-PO4 Puffer, 

pH 7,0, 1 mM MgCl2 (5 ml/g Feuchtzellen) unter Zugabe von DNaseI, aufge-

schlossen. Die Zelltrümmer wurden per niedrigtouriger Zentrifugation abgetrennt 

und der Überstand durch Ultrazentrifugation in das Cytoplasma und die 

Membranfraktion separiert (siehe oben). In diesem Verfahren wurde die 

Membranfraktion mindestens zweimal mit K-PO4 Puffer gewaschen. 

2.7 Proteinbestimmung 

Der Proteingehalt in Lösungen wurde mit dem BCATM-Kit (Pierce, Thermo 

Fisher Scientific, USA, (Redinbaugh und Turley, 1986)) bestimmt. Die Messung 

bei einer Wellenlänge von 562 nm erfolgte in 96-Well-Miktrotiterplatten, die in 

einem SpectraMax 340 Plattenleser (Molecular Devices, USA) ausgelesen wur-

den. Als Standardkurve wurden die parallel gemessenen Absorptionswerte von 

sieben Verdünnungen (0 bis 1000 µg/ml) einer BSA-Lösung (Pierce, Thermo Fis-

her Scientific oder Sigma-Aldrich, beide USA) eingesetzt. 

2.8 Quantitative Bestimmung der Aktivität membrangebundener 

Hydrogenase mit Methylenblau 

Falls nicht anders angegeben, wurden bei allen Aktivitätsmessungen jeweils 

zwei Messungen aus zwei verschiedenen Anzuchten durchgeführt. Aus diesen 

wurde der Mittelwert errechnet, der zusammen mit der Standardabweichung, be-

rechnet über Microsoft Excel, angegeben ist. Von allen Messwerten wurde, falls 
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feststellbar, der Betrag der Aktivität der Negativkontrolle (zum Beispiel durch die 

Aktivität der regulatorischen Hydrogenase) subtrahiert. 

Photometrischer Assay  

Die H2-abhängige Reduktion des artifiziellen Elektronenakzeptors Methylen-

blau wurde nach dem Protokoll von Schink & Schlegel (Schink und Schlegel, 

1979) ausgeführt. 1,9 ml eines H2-gesättigten K-PO4 Puffers (50 mM, pH7.0 für 

Membranextrakte, pH 5,5 für gereinigte MBH, bzw. wie im Text beschrieben) 

wurden in einer 3 ml Anaerobenküvette vorgelegt und mit 7,5 μl 50 mM Methy-

lenblau-Lösung (in 50 mM K-PO4 Puffer, pH 7.0) versetzt. Nach Zugabe von 

10 μl einer 30 mM Natriumdithionit-Löung (30 mM, H2-gesättigt) wurde die Re-

aktion durch 5-100 μl des Extraktes gestartet. Der Reaktionsverlauf wurde bei 

30°C mit einem Spektralphotometer (CARY 300 SCAN oder CARY 50, Varian, 

USA) bei 570 nm aufgezeichnet. Durch Einbeziehung des molaren Extinktions-

koeffizienten (ε570 = 13,1 mM-1cm-1) und der Proteinmenge der eingesetzten Probe 

konnte die Enzymaktivität bestimmt werden. Extinktionskoeffizienten für die bei 

der MBH-Heterotrimer eingesetzten Elektronenakzeptoren:  

Durochinon: ε255 = 12,72 mM-1cm-1, Menadion: ε340 = 1,81 mM-1cm-1,  

Ubichinon Q0: ε255 = 14,64 mM-1cm-1. 

Amperometrischer Assay mittels modifizierter Clark-Elektrode 

Amperometrische Messungen wurden mit einer nach Wang et al. und Grüniger 

et al. (Grüniger et al., 1978;  Wang et al., 1971) modifizierten Clark-Elektrode (S1 

Electrode disk, Hansatech Instruments, UK) durchgeführt. Gesteuert und gemes-

sen wurde über eine softwaregestützte Betriebseinheit (Oxygraph, Hansatech In-

struments, UK). Die Lösungen wurden in eine Elektrodenkammer mit 2,5 ml Vo-

lumen (DW 2/2, Hansatech Instruments, UK) injiziert. Mit diesem Aufbau konnte 

sowohl die H2-Oxidation, als auch die H2-Produktion gemessen werden. Für die 

Oxidation wurde Methylenblau als Elektronenakzeptor verwendet. Nach Vorlage 



Material und Methoden 

 29 

von 750 µl K-PO4-Puffer des gewünschten pHs in die Elektrodenkammer wurden 

750 µl H2-gesättigter Puffer hinzugegeben. Durch den Anstieg in Skalenteilen 

nach Zugabe von gesättigtem Puffer und den Literaturwerten zur Löslichkeit von 

H2 in Wasser (Wiebe und Gaddy, 1934;  Wiebe et al., 1932) konnte näherungswei-

se eine Eichung der Elektrode durchgeführt werden. Folgend wurde dem in die 

Elektrodenkammer vorgelegten Puffer 20 µl 50 mM Methylenblau in K-PO4-

Puffer pH 7,0 zugesetzt, woraufhin mindestens eine Minute die Nullgerade aufge-

nommen, um deren Steigung von der Aktivität zu subtrahieren. Gestartet wurde 

die Reaktion durch Zugabe des Enzyms. Für die H2-Produktion wurde 

Methylviologen als Elektronendonor eingesetzt. In einer mit einem Serumstopfen 

luftdicht verschlossenen Küvette wurde 1,3 ml K-PO4 Puffer des gewünschten 

pH-Wertes vorgelegt und mit 10 µl 1 M Methylviologen, sowie 100 µl 1 M Natri-

um-Dithionit versetzt und für mindestens 10 min. mit N2 begast. Die Lösung wur-

de in die Elektrodenkammer injiziert und die Messung nach mindestens 1 min. 

Aufnahme der Basislinie gestartet. Die Lösung in der Elektrodenkammer wurde 

stets mit 900 rpm gerührt. 

2.9 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen mittels 

SDS-PAGE 

Die Proteine wurden per diskontinuierlicher PAGE unter denaturierenden Be-

dingungen nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) folgend aufgetrennt. 

Die Acrylamidkonzentration lag für die Sammelgele bei 4 % und für die Trennge-

le zwischen 10-15 %. Für analytische Zwecke wurden Minigele (10 x 8 x 0.1 cm) 

in der Vertikalgelkammer MTV-1 der Firma cti (Idstein, Germany) verwendet. Vor 

dem Beschicken der Gele wurden die Proteinproben mit 1/5 Volumen 6-fach kon-

zentrierten Probenpuffers (0.5 M Tris/HCl, pH 6.8, 33% (v/v) Glycerin, 0.6 M 

DTT, 10% (w/v) SDS, 0.1% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und für 10 min bei 

37 °C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte bei 10-60 mA (Netzgerät ECPS 

3000/150, Pharmacia) in Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) 

SDS). Als Molekulargewichtsstandards wurden der "Prestained Protein Marker, 
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Broad Range" (6-175 kDa; New England Biolabs, USA) und der "Precision Plus 

Protein Dual Color Standard" (10-250 kDa; BIO-RAD, USA) eingesetzt. 

2.10 Färbung von Proteinen im Polyacrylamidgel 

Die Visualisierung von Proteinbanden im Polyacrylamidgel erfolgte nach ei-

nem modifizierten Protokoll von Wilson (Wilson, 1983). Hierzu wurden die Gele 

für 10-30 min in einer Färbelösung (425 ml 96% (w/v) Ethanol, 100 ml Essigsäu-

re, 50 ml Methanol, 42 ml H2O, 2,0 g Coomassie Brilliant Blue R-250 und 0,5 g 

Coomassie Brilliant Blue G-250 [SERVA, Germany]) geschwenkt. Zur Herstel-

lung der Entfärbelösung wurde 250 ml Methanol und 50 ml Essigsäure mit 700 ml 

H2O aufgefüllt, entfärbt wurde für mindestens 16 h unter kontinuierlichem 

Schwenken. 

2.11 Immunoblot 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine in denaturierender 

PAGE wurden diese im Semi-Dry-Blotverfahren auf eine Nitrocellulosemembran 

(BioTrace NT, Pall, USA) übertragen, wobei das Puffersystem nach Towbin be-

nutzt wurde (Towbin et al., 1979). Das SDS-Gel, die Nitrocellulosemembran und 

das Filterpapier wurde im Sandwichverfahren auf dem Semi-Dry Blotgerät 

(PEQLAB PerfectBlueTM SemiDry Electroblotter SedecTM) angeordnet, die Span-

nung wurde je nach Gesamtfläche der Gele eingestellt (Kyhse-Andersen, 1984). 

Die Kontrolle der erfolgten Proteinwanderung geschah durch reversibles Anfär-

ben der Proteinbanden mittels Ponceau-Rot (0,2 % (w/v) Ponceau S in 3 % (w/v) 

Trichloressigsäure; SERVA, Germany). Durch wiederholtes Waschen der 

Blotmembran mit UPW konnte der Farbstoff wieder entfernt werden. 

2.12 Immunologische Detektion der Proteine 

Nach erfolgtem Proteintransfer wurde die Blotmembran für mindestens 30 min 

in Blockpuffer (3 % Skim Milk Powder [Fluka, Germany] in TBST-Puffer 
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[20 mM Tris/HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20]) geschwenkt. 

Eine mindestens 30-minütige Inkubation mit primärem Antikörper (Verdünnung 

1:500-1:10000 in TBST-Puffer) schloss sich an. Danach wurde dreimal für 5 min 

mit TBST-Puffer gewaschen und eine wiederum mindestens 30-minütige Inkuba-

tion mit sekundärem Antikörper (Ziege anti-Kaninchen IgG-Alkalische 

Phospatase Konjugat (dianova, Germany), Verdünnung 1:20000 in TBST-Puffer) 

folgte. Anschließend wurde die Membran zweimal in TBST-Puffer und einmal in 

Entwicklungspuffer ohne Tween-20 für jeweils 5 min gewaschen. Für die Farbre-

aktion wurden die Reagentien BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (Roth, 

Germany), 50 mg/ml in 100 % Dimethylformamid) und NBT 

(p-Nitroblautetrazoliumchlorid (AppliChem, Germany; 100 mg/ml in 70 % 

Dimethylformamid) stets frisch 1000-fach in Entwicklungspuffer (100 mM 

Tris/HCl, pH9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2) verdünnt. In diesem Farbstoffge-

misch wurde die Membran inkubiert, wobei die Alkalische Phosphatase BCIP zu 

einem violett erscheinenden Indigofarbstoff umsetzte. Durch Waschen mit UPW 

wurde die Farbreaktion gestoppt. 

2.13 Proteinreinigung 

Die Isolierung von Strep-TagII Fusionsproteinen basiert auf der reversiblen 

Wechselwirkung der Strep-TagII Aminosäuresequenz (WSHPQFEK) mit Strep-

Tactin (IBA, Germany; (Skerra und Schmidt, 2000)). Alle Arbeitsschritte erfolg-

ten gekühlt (4 °C). Tiefgefrorene Zellen (5-60 g) wurden 1:1 in Puffer A (100 mM 

Tris/HCl, pH 8,0, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA) resuspendiert und per French-

Press aufgeschlossen. Durch anschließende Ultrazentrifugation wurden die Zell-

trümmer und die Membranfraktion vom löslichen Extrakt abgetrennt. Zur Isolie-

rung der MBH aus der löslichen Fraktion von R. e. wurde diese mit in Puffer A 

equilibriertem Strep-Tactin Superflow (Kapazität: 1 ml bindet 50-100 nmol; IBA, 

Germany) Material versetzt und für 1 h unter Schwenken inkubiert. Übertragen in 

einen leeren Säulenkörper wurde das entstandene Säulenbett mit 10 Volumen Puf-

fer A gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Die Elution 



Dissertation, Tobias Goris, 2011 

 32 

erfolgte durch Zugabe von 3 Säulenvolumen Puffer C (Puffer A + 5 mM 

Desthiobiotin (Sigma, USA)). Die Fraktionen zu je 0,5 ml wurden in 

Eppendorfgefäßen gesammelt. Nach der Auswertung der Zusammensetzung ein-

zelner Fraktionen per SDS-PAGE wurde das Eluat per Ultrafiltration (Amicon 

Ultra Centrifugal Filter Units, 10-30 kDA; Millipore, USA) eingeengt, mit flüssi-

gem N2 schockgefroren und bei -80 °C oder in flüssigem N2 gelagert. Zur Anrei-

cherung der MBH aus der Membranfraktion wurde diese nach der dem Zellauf-

schluss folgenden Ultrazentrifugation, dem Pellet der Zelltrümmer als braune, 

weiche Masse aufliegend mit Hilfe eines Spatels abgenommen und in einen 

Homogenisator aus Glas (Ochs, Germany) überführt. Zum Waschen wurden 

100 ml Puffer A + Proteaseinhibitor (Complete EDTA-free protease inhibitor 

cocktail; Roche, Germany) zugesetzt, homogenisiert, ultrazentrifugiert und in 5ml 

Puffer A + Proteaseinhibitor + 2 % (v/v) Triton X114 pro mg Membran homoge-

nisiert. Die Solubilisierung der Membran fand unter 2 h Rühren auf Eis statt, da-

nach wurde ultrazentrifugiert. Für die Solubilisierung der MBH-Trimers wurde 

1 % Digitonin verwendet (Serva, Heidelberg) Das Protokoll der Reinigung unter 

Verwendung von Strep-Tactin Superflow-Material deckte sich in den folgenden 

Schritten mit dem Vorgehen für die Proteinisolierung aus dem löslichen Extrakt. 

2.14 Test auf H2-Produktion von Kolonien auf Agarplatten 

Mindestens 24 h bei 30 °C inkubierte FN-Kulturen wurden auf FN-Platten aus-

plattiert und über Nacht bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden die Agarplatten 

an die Arbeitsgruppe Happe/Hemschemeier der Ruhr-Universität Bochum ge-

schickt, wo sie zwei weitere Tage bei 30 °C gelagert wurden. Danach wurden die 

Kulturen einem Anaerobenshift durch Inkubation in einem Anaerobenzelt mit rei-

ner N2-Atmosphäre ausgesetzt und Platin/Wolframoxid-Filme auf die Agarplatten 

appliziert. Eine blaue Verfärbung des Films deutete auf eine H2-Produktion hin, da 

H2 - über den Platinfilm katalysiert - eine Reduktion und somit eine Blaufärbung 

des Wolframoxids (WO3) auslöst. 
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2.15 Standardtechniken für die Arbeit mit Nukleinsäuren 

2.15.1 Vorbehandlung von Geräten und Lösungen 

Hitzebeständige Geräte und Lösungen wurden für 20 min bei 121 °C autokla-

viert. Nicht-autoklavierbare Geräte wurden mit 70 % Ethanol und sterilem UPW 

gespült. Nicht-autoklavierbare Lösungen wurden sterilfiltriert. 

2.15.2  DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte durch Messung in einem 

Spektrophotometer für Mikrovolumen (Nanodrop) bei 260 nm. Zur Feststellung 

des Reinheitsgrades wurde außerdem die Absorption bei 280 nm bestimmt. Das 

Verhältnis A260/A280 liegt für reine DNA um 1,8 (Sambrook und Russell, 2001), 

Proteinverunreinigungen lassen diesen Wert geringer ausfallen, andere Verunrei-

nigungen (RNA) lassen ihn höher ausfallen. Bei einer Abweichung von mehr als 

20 % wurde die DNA gereinigt (Invitek DNA purification kit) oder erneut isoliert. 

2.15.3 DNA-Fällung 

DNA lässt sich aus wässrigen Lösungen hoher Ionenstärke durch Zugabe orga-

nischer Lösungsmittel fällen. Hierzu wurde die Probe mit 0,1 Volumen 3 M Na-

Acetat Lösung (pH 6,5) versetzt und danach mit 2,5 Volumen 96 % Ethanol ge-

mischt. Nach 30-minütiger Inkubation bei -20 °C wurde der Ansatz für 5 min bei 

> 14000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde 

einmal mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, 10 min vakuumgetrocknet und in 

TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA) aufgenommen. 

2.15.4 DNA-Restriktionsspaltung 

Die Spaltung von DNA mittels spezifischer Endonukleasen (New England 

Biolabs, Fermentas) wurde in 30 µl Ansätzen durchgeführt, die Zugabe von Puffer 

und BSA richtete sich nach dem Herstellerprotokoll. Die Inkubationszeit betrug 
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zwischen 1 und 18 h bei optimaler Temperatur. Bei Spaltung mit zwei Enzymen 

gleichzeitig (Doppelverdau) wurden dem Ansatz beide Enzyme zugesetzt, falls die 

Aktivität beider unter den gewählten Bedingungen noch mindestens 2000 U/ml 

betrug. Traf das nicht zu, wurden die Reaktionen nacheinander mit dem Puffer 

durchgeführt, der vom Hersteller empfohlen wurde. Nach dem ersten Restrikti-

onsverdau wurde dabei eine Fällung oder Gelextraktion durchgeführt.  

2.15.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 

Zur Vermeidung von intra- und intermolekularer Ligation von per 

Restriktionspaltung behandelter Vektor-DNA wurden die endständigen 5'-

Phosphatgruppen durch spezifische Dephosphorylierung entfernt. Hierzu wurde 

dem Restriktonsansatz 1 U Alkalische Phosphatase (Alkaline Phosphatase Calf 

Intestinal (CIP), New England Biolabs) beigefügt. 

2.15.6 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Trennung von Nukleinsäure-Fragmenten erfolgte elektrophoretisch in hori-

zontalen Gelkammern (Werkstätten der FU und HU Berlin). Der Ansatz eines 

Gels enthielt 0,7 - 3 % (w/v) Agarose (Invitrogen, Germany) in TPE-Puffer 

(80 mM Tris/H3PO4, pH 7,6, 8 mM EDTA). Die Elektrophorese erfolgte bei einer 

Spannung von maximal 150 V. Die aufzutragenden DNA-Proben wurden mit 0,2 - 

0,5 Volumen Schwerelösung (33 % (v/v) Glycerin in TPE-Puffer, 0,1 % (w/v) 

Bromphenolblau) gemischt. Zur Detektion der DNA-Banden wurden die Gele in 

einer Ethidiumbromid-Lösung (2 μg/ml) inkubiert. Die Sichtbarmachung der 

markierten DNA erfolgte mittels eines UV-Transilluminators bei 254 nm. Zur 

Größenbestimmung von DNA-Fragmenten im Agarosegel wurde 2-Log DNA 

Ladder (0,1–10,0 kb; New England Biolabs, USA) eingesetzt.  
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2.15.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Zur Gewinnung der DNA aus einem Agarosegelstück wurde das "QIAEX II 

Gel Extraction Kit" (Qiagen, Germany) verwendet und nach Handbuch verfahren. 

2.15.8 Ligation von DNA-Fragmenten 

Die Ligierung von DNA-Fragmenten geschah in 30 μl Ansätzen. Es wurden 

etwa 0,5-1 μg DNA in Ligase-Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 7,5, 10 mM MgCl2, 

1 mM DTT, 1 mM ATP) mit 1-2 U T4 DNA-Ligase (New England Biolabs, USA) 

entweder für 1-2 h bei Raumtemperatur (im Falle glatter DNA-Enden) oder über 

Nacht oder länger bei 4-16 °C inkubiert. Wurden Restriktionsenzyme eingesetzt, 

die Fragmente produzierten, die eine geringe Ligationseffizienz aufwiesen oder 

konnte nur wenig Fragment isoliert werden (weniger als 15 ng/µl DNA), wurde 

hochkonzentrierte Ligase (NEB, Invitrogen) eingesetzt.  

2.15.9 DNA-Präparation 

Plasmidisolierung in analytischem Maßstab 

Für analytische Plasmidaufarbeitungen (modifiziert nach Birnboim & Dooley, 

1979) wurden 1,5 ml einer Übernacht-Kultur in einem Reaktionsgefäß geerntet 

und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 μl Lösung I (25 mM Tris -

HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0, 100 mg/ml RNase) resuspendiert. Die alkalische Ly-

sis erfolgte durch Zugabe von 200 μl Lösung II (0,2 N NaOH, 1 % [w/v] SDS). 

Durch Zugabe von 200 μl Lösung III (3 M K -Acetat, pH 4,8) wurden die 

Plasmide renaturiert und Proteine präzipitiert. Nach einer Zentrifugation 

(15000 × g, 3 min) wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und die DNA nach Zugabe von 1000 μl eiskaltem absolutem Ethanol 

abzentrifugiert (15000 × g, 7 min). Das nach Waschen mit 70 % [w/v] Ethanol 

erhaltene Pellet wurde im Vakuum getrocknet und wurde anschließend in 50 µl 
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UPW aufgenommen. Alternativ wurden diverse Plasmidreinigungskits benutzt 

(EurX, Invitek, Qiagen, Jena Analytics) 

Plasmidisolierung in präparativem Maßstab 

Zur Isolierung einer großen Menge an reinem, RNA-freien Plasmidmaterial 

wurde das Qiagen Tip 100 Kit benutzt und nach Handbuch verfahren. 

2.16 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Zur in vitro Amplifikation doppelsträngiger DNA-Fragmente (Mullis & 

Faloona, 1987) wurde ein DNA Thermal Cycler PTC 200 (MJ Research, USA) 

eingesetzt. Nach dem initialen Aufschmelzen der DNA für 3 - 5 min bei 94-96 °C 

wurden 25 bis 30 Zyklen der anschließenden aufeinanderfolgenden Schritte wie-

derholt: 1 min, 96 °C zur Trennung des DNA-Doppelstrangs, 1 min 50 - 65 °C zur 

Anlagerung der Primer (die genaue "Annealing"-Temperatur orientierte sich an 

der Schmelztemperatur eingesetzter Primer und wurde mit dem Programm Primer 

3 berechnet (Rozen und Skaletsky, 2000)) und 1 min/kbp zu amplifizierendes 

Fragment bei 68 - 72 °C (je nach eingesetzter Polymerase). Abschließend wurde 

zum Auffüllen unvollständiger Amplifikate für 5 min bei 68 - 72 °C inkubiert. Die 

Zusammensetzung folgte den Empfehlungen der Protokolle der Hersteller-

Polymerase (Taq-Polymerase, Invitrogen; Long Amp Polymerase, NEB). Für 

PCR-Produkte die bei der Klonierung eingesetzt wurden, wurde VENT oder Pla-

tinum DNA-Polymerase mit 3'→5' Korrekturfunktion und dadurch bedingter 

herabesetzter Mutationshäufigkeit eingesetzt. Die PCR wurde auch zum Nachweis 

von per homologer Rekombination in das genetische Material von R. e. eingeführ-

ten Modifikationen verwendet. Dazu wurde mit einer Pipettenspitze aufgenom-

menes Koloniematerial in 100 μl UPW aufgenommen und für 10 min gekocht. 

3 μl dieses Zell-Lysats wurden unmittelbar nach diesem Schritt in einem PCR-

Standardansatz eingesetzt. Zur Detektion der eigentlichen Modifikation im resul-

tierenden DNA-Fragment schloß sich dann eine Agarosegelelektrophorese an, der, 
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falls erforderlich, eine DNA-Restriktion vorausging. Oligonukleotide wurden über 

das Molekularbiologische Labor Dr. Martin Meixner (Berlin, Germany) von Sig-

ma-Genosys (USA) bezogen. 

2.17 DNA-Sequenzierung 

Zur Sequenzierung wurde DNA aus 2 ml ÜN-Kultur über die Methode nach 

Birnboim und Dooley oder über ein Extraktionskit (Jena Analytics oder Invitek) 

nach Herstellerangaben isoliert. Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenab-

bruchmethode nach Sanger et al. (1977) und wurde durch das Molekularbiologi-

sche Labor Dr. Martin Meixner (Berlin, Germany) durchgeführt. Die Analyse von 

Sequenzdaten erfolgte unter Nutzung der Software FinchTV 

(http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). Für die Suche nach homolo-

gen Sequenzen in einer Datenbank wurde das Programm BLAST (Altschul et al., 

1990; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) verwendet. Sequenzvergleiche wur-

den mit Hilfe von BioEdit (Hall, 1999) und ClustalW (Thompson et al., 1994) 

erstellt. 

2.18 Plasmidtransfer 

2.18.1 Transformation 

Die Transformation erfolgte über Hitzeschock (Hanahan, 1983). Zum Einsatz 

bei Transformationen kamen die E. coli- Stämme JM 109 und S17-1 (siehe Tab. 

1). Hierzu wurden 150 ml LB mit 1 ml einer frischen Übernachtkultur beimpft 

und für 3 h bei 37 °C bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5-0,8 inkubiert. Vor der 

Ernte der Kultur wurde diese für 5 min auf Eis abgekühlt. Die niedertourige 

Zentrifugation der Zellen erfolgte in einem sterilen Zentrifugenröhrchen bei 4 °C 

und das resultierende Zellpellet wurde in 45 ml kaltem TFB1-Puffer (100 mM 

RbCl, 50 mM MnCl2, 30 mM Na-Acetat, 10 mM CaCl2, 15 % (v/v) Glycerin, pH 

5,8, sterilfiltriert) resuspendiert. Nach Inkubation der Zellen auf Eis für 60 min 

wurde erneut abzentrifugiert und das Zellmaterial in 6 ml eiskaltem TFB2-Puffer 

http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST�
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(10 mM MOPS/KOH, pH 6,8, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15 % (v/v) Glycerin) 

aufgenommen. Die somit chemisch-kompetenten Zellen wurden in vorgekühlte 

Eppendorf-Reaktionsgefäße in 200 μl aliquotiert und in flüssigem N2 schockgef-

roren. Die Lagerung der kompetenten Zellen für mehrere Monate erfolgte bei 

-80°C. Für die eigentliche Transformation wurden mindestens 50 ng DNA 

(Ligationsansätze oder isolierte Plasmide) in einem Volumen von maximal 15 μl 

zu 200 μl kompetenten Zellen gegeben. Das Gemisch wurde 15 bis 30 min auf Eis 

inkubiert. Nach dem Hitzeschock für 90 s bei 42 °C wurde der Transformations-

ansatz kurz auf Eis inkubiert, anschließend mit 1 ml Psi-broth (LB Medium, 4 

mM MgSO4, 10 mM KCl) versetzt und für 30 min bis 1 h bei 37 °C geschüttelt. 

Die Zellen wurden dann auf jeweiligen LB-Selektivmedien ausplattiert und bei 

37 °C über Nacht inkubiert. 

2.18.2 Konjugation 

Die Konjugation wurde durch "Agar Spot Mating" (Friedrich et al., 1981b) 

durchgeführt. Hierbei wurden mobilisierbare Plasmide aus dem Donatorstamm 

E. coli S17-1, der die Transfergene (tra) des Plasmids RP4 im Chromosom trägt, 

in den Rezipientenstamm R. e. übertragen. Die beiden entsprechenden Stämme 

wurden über Nacht in jeweils 10 ml LB- (E. coli) bzw. NB-Medium (R. e.) mit 

entsprechendem Antibiotikum angezogen. Die über Zentrifugation (10 min. 

4000 rpm, RT) gewonnenen Zellpellets wurden in jeweils 5 ml sterilem H16-

Puffer gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in je 1 ml H16-Puffer aufge-

nommen. Je 0,2 ml dieser Zellsuspensionen wurden auf einer LSLB-Platte ge-

mischt und ausplattiert. Nach 4 bis 12-stündiger Inkubation bei 37 °C wurde das 

Zellmaterial mit einer sterilen Glaspipette abgenommen und in 5 ml H16-Puffer 

resuspendiert. Je 0,1 ml geeigneter Verdünnungsstufen (10-1 bis 10-3) wurden auf 

FN-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und etwa 72 h bei 

37 °C inkubiert. Aus einer Konjugation hervorgegangene R.e.-Rekombinanten mit 

integrierten Suizidplasmiden wurden auf Kanamycin- und/oder Tetrazyklin-

haltigen FN-Platten selektiert. Aus den resistenten Isolaten wurden über Reini-
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gungsausstrich gewonnene Einzelkolonien in 10 ml NB-Medium ohne Antibioti-

kum bei 30 °C über Nacht inkubiert. Nach der Ernte der Kulturen und einem 

Waschschritt mit 5 ml H16-Puffer wurden die Zellen in geeigneten Verdünnungs-

stufen (10-2 bis 10-4) auf Selektiv-Medium (LB mit, falls erforderlich, entspre-

chendem Antibiotikum und 15 % (w/v) Saccharose) ausplattiert. Die Klone mit 

weiterhin präsentem sacB-Gen können unter diesen Bedingungen kein Wachstum 

zeigen. Wachsende, Saccharose-resistente Rekombinanten hingegen, welche den 

konditional-letalen Plasmidteil durch die zweite Rekombination wieder verloren 

hatten, wurden auf FN-Agarplatten (wenn erforderlich mit entsprechendem Anti-

biotikum) gereinigt. Für den Austausch von Allelen durch doppelte homologe Re-

kombination wurden die Vektoren pLO1 und pLO2 (Lenz et al., 1994) verwendet. 

Diese Vektoren basieren auf dem ColEI-Replikon und tragen neben dem neo-Gen 

für eine Kanamycinresistenz (pLO1 und pLO2) auch das sacB-Gen aus Bacillus 

subtilis, das für eine Laevan-Saccharase codiert. Die pLO-Vektoren sind von E. 

coli S17-1 nach R. e. mobilisierbar (mob+), können aber nur nach der Integration 

in das Genom des Rezipienten stabil replizieren. 

2.19 Ortsspezifische Mutagenese nach dem Quikchange-Protokoll 

Der Austausch von Aminosäuren wurde durch ortsgerichtete Mutagenese nach 

dem Quikchange-Protokoll (Stratagene, USA) durchgeführt. Die komplementären, 

überlappenden Primer wurden so ausgewählt, dass die veränderten Basen von 

mindestens je 10 Basenpaaren in 3´- und 5´-Richtung flankiert wurde. Ferner 

wurde darauf geachtet, dass ein GC-Gehalt von 40 % nicht unterschritten wurde 

und am 3´-Ende ein C oder G vorlag. Die Schmelztemperatur betrug 

optimalerweise zwischen 78 und 85 °C. Die Zusammensetzung der PCR-Reaktion 

entsprach der von Standard-PCR-Reaktionen (siehe 2.16), wobei die 

Templatemenge zwischen 10 und 100 ng betrug. Als Polymerase wurde entweder 

PfuTurbo oder PfuUltra (Stratagene, USA) benutzt. Die initale Aufschmelzung 

wurde für 30 s bei 95 °C durchgeführt, danach folgten 12 (bei Austausch eines 

Nucleotids) bis 16 (bei Austausch von zwei bis drei Nukleotiden) Zyklen mit 30 s 
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Aufschmelzung bei 95 °C, anschließend 1 min. Annealing bei 55 °C und die ab-

schließende Elongation für 1 min. pro kb Plasmid bei 68 °C. Nach der PCR wurde 

1 µl Dpn I pro 50 µl-Ansatz hinzugefügt, um das ursprüngliche, unmutierte 

Plasmid abzubauen. Die erhaltene DNA wurde in JM 109 transformiert (siehe 

2.18.1), wobei 1 bis 5 µl Template verwendet wurde. 

2.20 Gentechnische Konstruktionen 

Der Austausch von Aminosäuren wurde entweder nach dem QuikChangeTM Si-

te Directed Mutagenesis Protokoll durchgeführt oder über die Amplifizierung des 

gewünschten Genabschnittes über PCR mit punktmutagenen Primern. Die an-

schließende Klonierung des Amplifikats in Plasmid pCH1229 erfolgte dabei via 

enthaltenen, oder über stille Mutagenese eingefügten Schnittstellen. Der Aus-

tausch der Cysteine am proximalen Cluster (C17, C19, C20, C120 und C149) 

wurde über die erstgenannte Methode ausgeführt. Für den C19G-Austausch wurde 

Primerpaar #793/794 verwendet, für den C120G-Austausch #795/796, für den 

C19S-Austausch #797/798, für C120S #799/800, sowie #801/802 für C149S, das 

Primerpaar #803/804 für den C20S-Austausch und #812 und 813 für den C17S-

Austausch. Eine Übersicht über die verwendeten Primer gibt Tabelle 3. Als 

Ursprungsplasmid wurde pCH#1573 verwendet, das HoxK mit C-terminal fusio-

niertem Strep-TagII auf pBluescript-Basis enthält. Der Austausch von P242C und 

von H187G wurde über PCR-Fragmente eingeführt. Hierfür wurde der entspre-

chende Genabschnitt von HoxK mit genomischer R.e. H16 DNA als Template mit 

den Primerpaaren #805/806 (P242C-Austausch) und #807/806 (H187G-

Austausch), amplifiziert und anschließend über die Schnittstellen XcmI und PflMI 

in das Plasmid pCH1306 (ohne Strep Tag), bzw. pCH1307 (mit Strep Tag) und 

von dort mit Tth111I und NdeI in pCH1229 kloniert. Die erhaltenen Plasmide 

wurden BmgBI und PstI verdaut und in CIP-behandelten, PstI und EcoRV ge-

schnittenen pLO2 ligiert, pGE745 und pGE759 entstanden. 

Alle Plasmide mit den entsprechenden enthaltenen mutierten Abschnitten wurden 

über Sequenzierung mit den Primerpaaren #390/388 oder, wenn der 
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mutagenisierte Bereich in der ersten Hälfte von HoxK vor dem #390-Abschnitt 

lag, Primerpaar #9/388 auf die enthaltene Mutation sowie Fehler überprüft. Die 

aus der QuikChange Mutagenese resultierenden Plasmide pCH1485 bis pCH1491 

wurden mit Bsu36I und Acc65I (zur Herstellung eines Plasmids mit Strep-Tag an 

HoxK) oder XcmI (zur Herstellung eines Plasmids ohne Strep Tag) verdaut, die 

1179 bp (mit Strep-Tag) oder 787 bp (ohne Strep Tag) lange Fragmente lieferten. 

Diese wurden in entsprechend verdautes pCH1351 ligiert. Die daraus resultieren-

den Plasmide pCH 1494 bis 1505 wurden mit PstI und BstZ17I verdaut, was 2490 

bp-Fragmente (strep Tag freie Variante) und 2523 bp-Fragmente (für die Variante 

mit Strep Tag) lieferte. Diese Fragmente wurden in den PstI/PmeI geschnittenen 

Suizidvektor pLO2 ligiert. Daraus resultierende Plasmide pGE699 bis pGE706 

wurden über doppelt homologe Rekombination (Lenz et al., 1994) in den SH-

freien MBH-Wildtypstamm HF388 gebracht. Die Doppelmutation C19G/C120G 

wurde über eine Klonierung der C120G-Mutation in das Plasmid pCH1485 gene-

riert. Dazu wurde pCH1486 mit AatII/NdeI geschnitten, was ein 1007bp-

Fragment mit der C120G-Mutation lieferte. Dieses wurde in ebenso geschnittenen 

pCH1485 (3956bp Fragment) ligiert, was das Plasmid pCH1487 hervorbrachte. 

Dieses wurde nach oben stehender Klonierungsstrategie subkloniert und schließ-

lich als pGE707 in HF388 gebracht, der resultierende Stamm war HF800. Durch 

homologe Rekombination von Plasmid pCH1286 in diesen Stamm entstand 

HF953 mit HoxKC19G/C120GHoxZstrep. Die HoxKstrep-Variante wurde wie oben 

Bus36I/Acc65I in pCH1351 kloniert. Die Cystein-Serin-Mutationen wurden über 

das Plasmid pEDY309 in ein Überexpressionssystem gebracht. Dazu wurden die 

Plasmide pCH1495-1498 mit SpeI und BstZ17I verdaut und die resultierenden 

2588bp Fragmente in ebenso geschnittenes pCH785 ligiert. Aus den resultieren-

den Plasmiden wurde über einen SpeI/XbaI-Verdau 21,6kbp Fragmente herausge-

schnitten, die dann in pEDY309 ligiert wurden. So entstanden die Plasmide 

pGE709-712 mit breitem Wirtsspektrum die daraufhin über Konjugation in den 

megaplasmidfreien R. eutropha-Stamm HF210 transferiert wurden. Die resultie-

renden Stämme waren HF806-809. Die Frameshiftmutation in pCH774, dem 
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Ausgangsplasmid für HoxKH187A wurde entfernt, indem besagtes Plasmid mit 

Tth111I und NdeI verdaut wurde und so ein Fragment ohne enthaltene Mutation 

erhalten wurde. Dieses wurde in pCH1229 ligiert, welches mit AfeI und SmaI 

verdaut wurde und anschließend in PmeI-geschnittenes pLO2 ligiert wurde 

(pGE758). Dieses wurde mit HF388 rekombiniert. 

2.21 Computerbasierte Methoden 

2.21.1 Geldokumentation und Datenverarbeitung 

Gefärbte Polyacrylamid-Gele, Immunoblots und Agarplatten wurden zur Do-

kumentation mit Hilfe eines Scanners oder einer Digitalkamera digitalisiert. Im 

Zuge der Bildbearbeitung, welche mit der Software Photoshop (Adobe, USA) 

erfolgte, wurden Tonwert, Helligkeit, Sättigung und Kontrast variiert. 

2.21.2 Multiple Sequenzvergleiche 

Multiple Sequenzvergleiche von Aminosäuresequenzen wurden über ClustalW 

(Thompson et al., 1994) mit Hilfe des Programms BioEdit (Hall, 1999) erstellt, 

wobei die Anzahl der Bootstraps 1000 betrug. Die Aminosäuresequenzen wurden 

über die ncbi-Proteindatenbank abgerufen. 

2.21.3 Kladogramm-Erstellung 

Kladogramme wurden nach Erstellung von multiplen Sequenzvergleichen (sie-

he 2.21.2) über das Programm DAMBE (Xia und Xie, 2001) erstellt und mit Hilfe 

von Dendroscope (Huson et al., 2007) visualisiert. Der phylogenetische Baum 

wurde mit der FastME-Methode (Desper und Gascuel, 2004) erstellt, wobei der 

initale Baum über den GME Algorithmus und Treeswapping mittels BNNI 

(balanced) Algorithmus generiert wurde. Die evolutionäre Aminosäuredistanz 

wurde nach der Methode von Grishin (Grishin, 1995) berechnet. 
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2.21.4 Komparative Proteinstrukturmodellierung 

Die in-silico-Modellierung der MBH-Struktur wurde von Dr. Matthias Stein 

(Max-Planck-Institut für Dynamik komplexer technischer Systeme, Magdeburg) 

erstellt. Als Strukturtemplate diente die Kristallstruktur der D. gigas [NiFe]-

Hydrogenase, 2frv, die über die Protein Data Bank (Berman et al., 2000) abgeru-

fen wurde. Die Modellierung wurde mit Modeller 8 (Sali und Blundell, 1993) 

über ein verfeinertes Protokoll (Gabdoulline et al., 2007) durchgeführt, welches 

eine verbesserte Orientierung der Aminosäureseitenketten zur Folge hatte. Die 

Fe-S Cluster wurden manuell eingefügt. Die graphische Darstellung des Modells 

erfolgte mit PyMOL Molecular Graphics, Version 0.98, Schrödinger, LLC. 

2.22 FTIR-Spektroskopie 

FTIR Spektren wurden von Nina Heidary und Dr. Ingo Zebger an der TU Ber-

lin mit einem Bruker Tensor 27 Spektrometer gemessen, ausgestattet mit einem 

durch flüssigen N2 gekühlten MCT Detektor (Bruker, Deutschland) der eine spekt-

rale Auflösung von 2 cm-1 besitzt. Die Probenkammer wurde mit getrockneter 

Luft gereinigt, bevor die Probe in eine gasdichte Infrarotkammer für flüssige Pro-

ben (Volumen: ~ 7 µl, Weglänge: 50 µm) mit CaF2-Fenstern injiziert wurde. Die 

Temperatur in der Kammer wurde bei konstant 10 °C gehalten. Die gemessenen 

Spektren wurden mittels einer softwareimplementierten Funktion des Spektrome-

ters über eine zuvor gemessene Basislinie korrigiert. Reduziert wurden die Proben 

durch eine halb- bis einstündige Inkubation in einer H2-Atmosphäre (1 bar) bei 

Raumtemperatur in einem gasdichten Zelt. 

2.23 EPR-Spektroskopie 

Für die EPR-Spektroskopie (durchgeführt von Dr. Miguel Saggu an der TU) 

wurden Membranextrakte oder gereinigte MBH in einem Volumen von mindes-

tens 120 µl luftblasenfrei in EPR-Röhrchen (3 mm innerer Durchmesser, Wilmad, 

USA) überführt und in flüssigem N2 eingefroren. Die Messungen (9,5 GHz X-



Dissertation, Tobias Goris, 2011 

 44 

Band) wurden mit einem Bruker ESP300E Spektrometer mit einem rechteckigen 

Mikrowellenhohlraumresonator (Bruker, Deutschland) im TE102-Modus durchge-

führt. Für Tieftemperaturmessungen wurde die Probe in einem Oxford ESR 900 

Helium-Durchflusskryostaten (Oxford ITC4, Oxford Instruments, UK) gekühlt, 

was eine Temperatureinstellung zwischen 5 K and 100 K ermöglichte. Die Mik-

rowellenfrequenz wurde mit einem Frequenzzähler (EIP Microwave Inc., USA) 

gemessen. Zur Bestimmung der g-Werte wurde das magnetische Feld mit einem 

externen LiF-Standard kalibriert, der einen g-Wert von 2,002293 aufwies 

(Stesmans und Van Gorp, 1989). 

Zur Spin-Quantifizierung wurde das doppelt integrierte Signal mit dem Signal 

eines CuSO
4
-Standard bekannter Konzentration verglichen. Basislinienkorrektu-

ren wurden, falls benötigt, durch Subtraktion mit einem Hintergrundspektrum 

berechnet, das mit der jeweiligen Pufferlösung ohne Protein unter denselben expe-

rimentellen Bedingungen aufgenommen wurde. H2-reduziert wurden die Proben 

durch eine mindestens halbstündige Inkubation in einer H2-Atmosphäre (1 bar) 

bei Raumtemperatur in einem gasdichten Zelt. 

2.24 Elektrochemie 

2.24.1 Elektrochemischer Messaufbau 

Durch die Eigenschaft der MBH, an Graphitelektroden zu adsorbieren und mit 

dieser Elektronen auszutauschen, war es möglich, elektrochemische Untersuchun-

gen mit wenig Proteinmaterial und ohne künstlichen Elektronendonor- und akzep-

tor durchzuführen. Ferner erlaubte die Adsorption des Enzyms an PGE-Elektroden 

eine stufenlose Regulierung des Redoxpotentials und eine genaue Kontrolle über 

die Zusammensetzung der Gasatmosphäre. Ein weiterer Vorteil ist die Verwen-

dung desselben Enzymfilms für verschiedene aufeinanderfolgende Experimente, 

zum Beispiel Austausch des Puffers an der Elektrode, solange das Enzym Aktivi-

tät zeigte. 

Die elektrochemischen Experimente wurden von Annemarie Wait an der Universi-
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ty of Oxford unter anaeroben Bedingungen in einer Glovebox (O2 < 2 ppm; M. 

Braun, Deutschland) unter N2-Atmosphäre durchgeführt. Die rotierenden PGE-

Scheibenelektroden (rotating disk electrodes, RDE) mit einer Fläche von 0,03 cm2 

waren an einen Elektrodenrotator (Autolab RDE, EcoChemie, Niederlande) befes-

tigt der in einer speziell gefertigten, gasdichten elektrochemischen Glaszelle mit 

einer Platindraht-Gegenelektrode eingesetzt war. In einem Seitenarm befand sich 

eine gesättigte Calomel Referenzelektrode (Saturated Calomel Electrode, SCE) in 

100 mM NaCl, getrennt vom Hauptzellenkompartiment durch eine Haber-Luggin-

Kapillare. Potentiale sind angegeben bezogen auf die Standardwasserstoffelektro-

de (SHE) mit der Angleichung von +242 mV (ESHE = ESCE) bei 25 °C (Bard und 

Faulkner, 2001). Gesteuert wurden die elektrochemischen Experimente mit dem 

Elektrochemie Analysator Autolab PGSTAT 128N, gekoppelt mit einer computer-

gesteuerten NOVA software (EcoChemie, Niederlande). 

2.24.2 Elektrodenpräparation 

Als Vorbereitung für die Proteinfilmbeschichtung wurde die PGE Elektrode für 

30 s mit einer wässrigen α-Aluminiumoxid-Suspension (1 μm, Buehler, Germany) 

poliert und für 5 s in UPW (Millipore, 18,2 megaohm cm) ultraschallbehandelt. 

Anschließend wurde 1,5 µl Enzym in einer Konzentration von 0,2 bis 1 µg auf die 

Elektrode pipettiert, danach über eine Zeitspanne von 10 s wiederholt abgenom-

men und erneut appliziert. Die Lösung wurde später von der Elektrodenoberfläche 

abgenommen und die Elektrode in enzymfreiem, gepuffertem Elektrolyt gelagert, 

um alle Enzyme denselben Bedingungen und gleichermaßen der strikten Regulie-

rung des Potentials auszusetzen. In allen Experimenten wurde die Elektrode mit 

2500 bis 6000 rpm rotiert, um eine optimale Versorgung an Substrat und eine op-

timale Entsorgung an Produkt zu gewährleisten. Bei Experimenten mit niedrigen 

H2-Konzentrationen wurde die Elektrodenspitze vorsichtig mit feuchter Baumwol-

le gereinigt, um die Enzymdichte und den damit zusammenhängenden Stofftrans-

port von H2 zu reduzieren. 
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Die Versuche wurden bei konstanter Temperatur in 50 mM Na-PO4-Puffer (bei 

den jeweiligen benötigten pH-Werten) mit 100 mM NaCl (analytischer Grad, Fis-

her Scientific) als Elektrolyt durchgeführt. Der Gasfluß durch den Gasraum 

(Headspace) der elektrochemischen Zelle wurde bei jedem Experiment beibehal-

ten. Je nach Bedarf wurden die Versuche unter reiner Gasatmosphäre (H2, Premier 

Grad, Air Products; N2 O2, CO, BOC Gases) oder Mischungen aus den jeweiligen 

Gasen durch einen Massenflussregler (Smart-Trak Model 100 MFC, Sierra In-

struments, USA), durchgeführt. Die Konzentrationen an O2 oder H2 in Lösungen 

wurden mit dem entsprechenden Henry-Koeffizienten berechnet.  

2.24.3 KM-Wert-Bestimmung 

Die KM-Wert-Bestimmung mittels Proteinfilmvoltammetrie wurde nach einem 

modifizierten Protokoll von Léger et al. (Léger et al., 2004) durchgeführt. Die mit 

Protein beschichtete Elektrode wurde in eine versiegelte elektrochemische Zelle, 

die mit einem bestimmten Puffervolumen befüllt war, gebracht, wobei der 

Headspace der Kammer mit N2 geflutet wurde. Die Elektrode wurde mit einer 

konstanten Umdrehung von 500 bis 8000 rpm rotiert. Zu einer gegebenen Zeit 

t = 0, wurde ein bekanntes Volumen an H2-gesättigtem Puffer (mit zum Puffer in 

der elektrochemischen Zelle identischer Zusammensetzung und Temperatur) inji-

ziert, was einen Anstieg des Stromflusses zur Folge hatte, was den Start des Expe-

riments bedingte. Der N2-Fluss durch den Headspace verdrängte schließlich das 

H2 sukzessive aus der Zelle. Unabhängig davon wurde die O2-Reduktion an der 

Elektrode nach Injektion und Ausspülung von O2 mit N2 bestimmt, was zeigte, 

dass der Gasaustausch einem exponentiellen Zeitverlauf folgte. So konnten die 

H2-Konzentrationen nach t = 0 berechnet werden.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Multipler Aminosäuresequenzvergleich ausgewählter 

[NiFe]-Hydrogenasen 

Durch die große Anzahl an verfügbaren Datensätzen von sequenzierten 

prokaryotischen Hydrogenasen lag es nahe, die Aminosäuresequenz der 

membrangebundenen Hydrogenase aus Ralstonia eutropha mit der von anderen, 

ähnlich aufgebauten Hydrogenasen zu vergleichen. Insbesondere waren dabei die 

Differenzen der R. e. MBH zu O2-sensitiven Hydrogenasen interessant, um Unter-

schiede in der Primärsequenz herauszustellen, die auf die Ursache der O2-Toleranz 

in der MBH hindeuten könnten. 

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der vorliegenden Dissertation Anfang 2011 wa-

ren etwa 800 verschiedene Gene, die für [NiFe]-Hydrogenasen der Gruppen 1 und 

2 kodieren (siehe 1.2.2 und Tabelle 1), sequenziert. Die Auswahl von Amino-

säuresequenzen für das multiple Alignment wurde auf diverse, experimentell un-

tersuchte Vertreter von [NiFe]-Hydrogenasen beschränkt. Dabei wurden sowohl 

O2-tolerante Hydrogenasen aus Knallgasbakterien (Aragno und Schlegel, 1992), 

als auch möglichst viele O2-sensitive Standardhydrogenasen mit einbezogen 

(Abbildung 6). Eingesetzt wurde hierfür das Programm BioEdit, welches zum 

multiplen Aminosäurevergleich auf ClustalW zurückgreift (siehe 2.21.2). In dieser 

Arbeit wurde der Fokus auf die kleine Untereinheit HoxK der MBH gelegt, da die 

Sequenz der großen Untereinheit HoxG schon in einer früheren Veröffentlichung 

mit der von anderen Hydrogenasen verglichen wurde (Ludwig, 2008). Der Se-

quenzvergleich basiert auf der Sequenz der maturen MBH, die um das N-

terminale Signalpeptid trunkiert ist. Die Sequenz des C-terminalen, hydrophoben 

Membranankers wurde bei dem Sequenzvergleich ebenfalls nicht berücksichtigt, 

da dieser bei periplasmatischen Hydrogenasen z.B. aus Desulfurikanten nicht vor-

handen ist, was den Sequenzvergleich der strukturellen Einheit erschweren würde. 
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RalEu_HoxK   1 METKP-RTPVLWLHGLECTCCSESFIRSAHPLAKDVVLSMISLDYDDTLMAAAGHQAEAI  
RalMe_HoxK   1 MENKP-RTPVLWLHGLECTCCTEAFIRSAHPLAKDVVLSMISLDYDDTLMAAAGHQAEAI  
OliCa_HoxK   1 METKP-RTPVLWLHGLECTCCSESFIRSAHPLVKDVVLSMISLDYDDTLMAAAGHQAEAA  
RhoCa_HupS   1 METKP-RTPVVWVHGLECTCCSESFIRSAHPLAKDVVLSMISLDYDDTLMAAAGHAAEAA  
ParDe_HydA   1 METKP-RTPVIWVHGLECTCCSESFIRSAHPLAKDVVLSMISLDYDDTLMAAAGHAAEAA  
BraJa_HupS   1 LETKP-RVPVIWMHGLECTCCSESFIRSAHPLVKDAVLSMISLDYDDTIMAAAGHQAEAI  
RhiLe_HupS   1 LETKE-RVPVIWMHGLECTCCSESFIRSAHPLVKDVVLSMISLDYDDTIMAAAGHQAESI  
AquAe_MbhS1  1 METKP-RVPVLWIHGLECTCCSESFIRSATPLASDVVLSMISLEYDDTLSAAAGEAVEKH  
EscCo_HyaA   1 LENKP-RIPVVWIHGLECTCCTESFIRSAHPLAKDVILSLISLDYDDTLMAAAGTQAEEV  
AquAe_MbhS2  1 LEKKE-KPVVIWLEFQDCAGCSESFIRSTTLLPTEVLLDYISLEYHETLMAPSGFYAEEA  
ThiCa_HynS   1 LEQAK-RPSVIWLSFQECTGCTESLTRSHAPTLEDLILDVISLDYHHTLQAAAGDAAEHA  
AllVi_HynS   1 LEQAR-RPSVIWLSFQECTGCTESLTRAHAPTLEDLILDFISLDYHHTLQAASGEAAEAA  
EscCo_HybO   1 VTNPQ-RPPVIWIGAQECTGCTESLLRATHPTVENLVLETISLEYHEVLSAAFGHQVEEN  
DesGi_HynA   1 LTAK-KRPSVVYLHNAECTGCSESLLRTVDPYVDELILDVISMDYHETLMAGAGHAVEEA  
DesFr_HynA   1 LTAK-HRPSVVWLHNAECTGCTEAAIRTIKPYIDALILDTISLDYQETIMAAAGEAAEAA  
DesVu_HynA   1 LMGP-RRPSVVYLHNAECTGCSESVLRAFEPYIDTLILDTLSLDYHETIMAAAGDAAEAA  
DesBa_NiFeSe 1 MTEGAKKAPVIWVQGQGCTGCSVSLLNAVHPRIKEILLDVISLEFHPTVMASEGEMALAH  
 
 
RalEu_HoxK   60 LEEIMTKYKGNYILAVEGNPPLNQDG-MSCIIGGR----------PFIEQLKYVAKDAKA  
RalMe_HoxK   60 LEEIMTKYKGQYILAVEGNPPLNEDG-MFCIQSGK----------PFIDKLKHVAKDAKA  
OliCa_HoxK   60 LADTIERYKGNYILAVEGNPPLNEDG-MFCIIGGK----------PFVDQLRYAAKHAKA  
RhoCa_HupS   60 FEETIAKYKGNYILAVEGNPPLNEDG-MFCITGGK----------PFVEKLRHAAEGAKA  
ParDe_HydA   60 FKDTIQKYKGQYILAVEGNPPLNEDG-MYCITGGK----------PFVEKLRHAARDAKA  
BraJa_HupS   60 LEETRAKHKGQYILAVEGNPPLNEGG-MFCIDGGK----------PFVEKLKMMAEDAMA  
RhiLe_HupS   60 LAETKEKYKGKYILAVEGNPPLNEGG-MFCIDGGK----------PFVEKLKWMAEDAMA  
AquAe_MbhS1  60 RERIIKEYWGNYILAVEGNPPLGEDG-MYCIIGGR----------PFVEILKESAEGAKA  
EscCo_HyaA   60 FEDIITQYNGKYILAVEGNPPLGEQG-MFCISSGR----------PFIEKLKRAAAGASA  
AquAe_MbhS2  60 REEAIKKYKGKYVLVVEGSPTPADGG-VYCTVGGK----------SSVDILRETAEHAAF  
ThiCa_HynS   60 REQAMAANPGEYLVIVDGSIPGPDSNPGYSTVAGH----------SNYAMLMETVENAAA  
AllVi_HynS   60 RLQAMDENRGQYLVIVDGSIPGPDANPGFSTVAGH----------SNYSILMETVEHAAA  
EscCo_HybO   60 KHNALEKYKGQYVLVVDGSIPLKDNG-IYCMVAGE----------PIVDHIRKAAEGAAA  
DesGi_HynA   60 LHEAIKG-D--FVCVIEGGIPMGDGG-YWGKVGRR----------NMYDICAEVAPKAKA  
DesFr_HynA   60 LHQALEGKDG-YYLVVEGGLPTIDGG-QWGMVAGH----------PMIETTKKAAAKAKG  
DesVu_HynA   60 LEQAVNSPHG-FIAVVEGGIPTAANG-IYGKVANH----------TMLDICSRILPKAQA  
DesBa_NiFeSe 61 MYEIAEKFNGNFFLLVEGAIPTAKEG-RYCIVGETLDAKGHHHEVTMMELIRDLAPKSLA  
 
                            C120 
RalEu_HoxK   109 IISWGSCASWGCVQAAKPNPTQATPVHKVITDK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVITYML  
RalMe_HoxK   109 IIAWGSCASWGCVQAAKPNPTQATPIHKVITDK----PIIKVPGCPPIPEVMTGVITYML  
OliCa_HoxK   109 IISWGSCASHGCVQAARPNPTRATPVHQVITDK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVITYML  
RhoCa_HupS   109 IISWGACASYGCVQAAAPNPTQATPVHKVITDK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVITYML  
ParDe_HydA   109 IISWGACASYGCVQAAAPNPTRATPVHKVILDK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVITYML  
BraJa_HupS   109 IIAWGACASWGCVQAAKPNPTQATPIDKVITNK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVVTFIT  
RhiLe_HupS   109 IIAWGACASWGCVQAAKPNPTQATPIDKVILDK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVVTFIT  
AquAe_MbhS1  109 VIAWGSCASWGCVQAAKPNPTTAVPIDKVIKDK----PIIKVPGCPPIAEVMTGVIMYMV  
EscCo_HyaA   109 IIAWGTCASWGCVQAARPNPTQATPIDKVITDK----PIIKVPGCPPIPDVMSAIITYMV  
AquAe_MbhS2  109 VIAVGSCASWGGIPKASPNPTGAVPVYEIVKDK----PVVNVPGCPPIGDVMVATIVHFL  
ThiCa_HynS   110 VIAVGTCATFGGLPGANPNPTGAMSVMDLVKDK----PVINVSGCPPIPMVITGVIAHYL  
AllVi_HynS   110 VIAVGTCAAFGGLPQARPNPTGAMSVMDLVRDK----PVINVPGCPPIPMVITGVIAHYL  
EscCo_HybO   109 IIAIGSCSAWGGVAAAGVNPTGAVSLQEVLPGK----TVINIPGCPPNPHNFLATVAHII  
DesGi_HynA   106 VIAIGTCATYGGVQAAKPNPTGTVGVNEALGKLG---KAINIAGCPPNPMNFVGTVVHLL  
DesFr_HynA   108 IICIGTCSAYGGVQKAKPNPSQAKGVSEALG------KTINIPGCPPNPINFVGAVVHVL  
DesVu_HynA   108 VIAYGTCATFGGVQAAKPNPTGAKGVNDALKHLG---KAINIAGCPPNPYNLVGTIVYYL  
DesBa_NiFeSe 120 TVAVGTCSAYGGIPAAEGNVTGSKSVRDFFADEKIEKLLVNVPGCPPHPDWMVGTLVAAW  
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                                             H187 
RalEu_HoxK   165 TFDR------IPELDRQGRPKMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVEEWDDESARKGFCLYK  
RalMe_HoxK   165 TFDR------IPELDRQGRPKMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVEAWDDDSARKGYCLYK  
OliCa_HoxK   165 TFGK------LPELDRTGRPKMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVESFDDEGARRGYCLYK  
RhoCa_HupS   165 TFDR------MPELDRQGRPAMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVEHWDDENARKGYCLYK  
ParDe_HydA   165 TFDR------MPELDRQGRPKMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVEHWDDENAKKGYCLYK  
BraJa_HupS   165 TFGK------LPELDRQGRPKMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVEEWDDEAARKGYCLYK  
RhiLe_HupS   165 TFGK------LPELDRQGRPKMFYSQRIHDKCYRRPHFDAGQFVEEWDDEGARKGYCLYK  
AquAe_MbhS1  165 LFDR------IPPLDSQGRPKMFYGNRIHDTCYRRSFFNAGQFVEQFDDEGAKKGWCLYK  
EscCo_HyaA   165 TFDR------LPDVDRMGRPLMFYGQRIHDKCYRRAHFDAGEFVQSWDDDAARKGYCLYK  
AquAe_MbhS2  165 ALGK------LPPLDELGRPKQFYGETIHDRCYRRAFYNSGQFAESFDDEKARKGYCLYK  
ThiCa_HynS   166 TFGR------LPELDAYNRPMAFFGQSIHDRCYRRPFYDKGLFAKTFDDEGARLGWCLYE  
AllVi_HynS   166 VFGR------LPELDGYGRPLAFYGQSIHDRCYRRPFYDKGLFAESFDDEGAKQGWCLYR  
EscCo_HybO   165 TYGK------PPKLDDKNRPTFAYGRLIHEHCERRPHFDAGRFAKEFGDEGHREGWCLYH  
DesGi_HynA   163 TKGMP-------ELDKQGRPVMFFGETVHDNCPRLKHFEAGEFATSFGSPEAKKGYCLYE  
DesFr_HynA   162 TKGIP-------DLDENGRPKLFYGELVHDNCPRLPHFEASEFAPSFDSEEAKKGFCLYE  
DesVu_HynA   165 KNKAA------PELDSLNRPTMFFGQTVHEQCPRLPHFDAGEFAPSFESEEARKGWCLYE  
DesBa_NiFeSe 180 SHVLNPTEHPLPELDDDGRPLLFFGDNIHENCPYLDKYDNSEFAETFTKP-----GCKAE  
 
                                         P242 
RalEu_HoxK   219 MGCKGPTTYNACSTTRWNE-GTSFPIQSGHGCIGCSEDGF-----WDKG-SFYDR  
RalMe_HoxK   219 VGCKGPTTYNACSTVQWNE-GTSFPIKAGHGCIGCSEDGF-----WDKG-SFYDR  
OliCa_HoxK   219 VGCKGPTTYNACSTIRWNE-GTSFPIQAGHGCIGCSEEGF-----WDKG-SWYAG  
RhoCa_HupS   219 MGCKGPTTYNACSTVPLER-RRHFPIQSGHGCIGCSEDGF-----WDQG-SFYDR  
ParDe_HydA   219 MGCKGPTTYNACSTVRWNE-GVSFPIQSGHGCIGCSEDGF-----WDQG-SFYDR  
BraJa_HupS   219 MGCKGPTTYNACSTVRWNG-GVSFPIQSGHGCIGCSEDGF-----WDKG-SFYDR  
RhiLe_HupS   219 MGCKGPTTYNACSTVRWNG-GVSFPIQSGHGCIGCSEDGF-----WDNG-SFYDR  
AquAe_MbhS1  219 VGCRGPTTYNSCGNMRWYN-GLSYPIQSGHGCIGCAENNF-----WDNG-PFYER  
EscCo_HyaA   219 MGCKGPTTYNACSSTRWND-GVSFPIQSGHGCLGCAENGF-----WDRG-SFYSR  
AquAe_MbhS2  219 LGCKGPITRNACASMRWNG-GLSFPIQSGHPCFGCSEPDF-----WDRG-FIYNP  
ThiCa_HynS   220 LGCKGPTTYNACATMRWND-GTSWPVEAGHPCLGCSEPRF-----WDAG-GFYNT  
AllVi_HynS   220 LGCKGPTTYNACATMKWND-GTSWPVEAGHPCLGCSEPQF-----WDAG-GFYEP  
EscCo_HybO   219 LGCKGPETYGNCSTLQFCDVGGVWPVAIGHPCYGCNEEGIG----FHKG--IHQ-  
DesGi_HynA   216 LGCKGPDTYNNCPKQLFN--QVNWPVQAGHPCIACSEPNF-----WDLYSPFYSA  
DesFr_HynA   215 LGCKGPVTYNNCPKVLFN--QVNWPVQAGHPCLGCSEPDF-----WDTMTPFYEQ  
DesVu_HynA   219 LGCKGPVTMNNCPKIKFN--QTNWPVDAGHPCIGCSEPDF-----WDAMTPFYQN  
DesBa_NiFeSe 235 LGCKGPSTYADCAKRRWNN-GINWCVEN-AVCIGCVEPDF------PDGKS----  
 

Abbildung 6: Multipler Sequenzvergleich von verschiedenen membrangebundenen und 
periplasmatischen [NiFe]-Hydrogenasen.  
Die oberen neun Zeilen werden von O2-toleranten Hydrogenasen besetzt, die nachfolgenden Zei-
len von O2-sensitiven Hydrogenasen. In roter Schrift sind dabei mutmaßlich O2-tolerante Hydro-
genasen aus Knallgasbakterien markiert, in blauer Schrift per Proteinfilmvoltammetrie als 
O2-tolerant charakterisierte Hydrogenasen. Braun hinterlegt sind die vermutlich Fe-S Cluster 
ligandierenden Cysteine, rot die bei O2-toleranten Hydrogenasen konservierten Aminosäuren, die 
sich von denen in O2-sensitiven Hydrogenasen unterscheiden. Hierbei wurden Unterschiede zu 
funktionell ähnlichen Aminosäuren nicht berücksichtigt. Türkis hervorgehoben sind die zusätzli-
chen Cysteine bei O2-toleranten Hydrogenasen, hellblau das Prolin im medialen Fe-S Cluster Die 
N-terminale Leadersequenz und der C-terminale Membrananker von membrangebundenen Hydro-
genasen wurden nicht in den Sequenzvergleich einbezogen. Abkürzungen: RalEu: R. eutropha, 
RalMe: R. metallidurans, AzoVi: Azotobacter vinelandii, RhoCa: Rhodobacter capsulatus, ParDe: 
Paracoccus denitrificans, BraJa: Bradyrhizobium japonicum, RhiLe: Rhizobium leguminosarum, 
AquAe: Aquifex aeolicus, EscCo: E. coli, ThiCa: Thiocapsa roseopersicina, AllVi: Allochromatium 
vinosum, DesGi: D. gigas, DesFr: Desulfovibrio fructosovrans, DesVu: Desulfovibrio vulgaris, 
DesBa: Desulfitobacterium baculatum 

Schon bei einem Vergleich der Aminosäuresequenzen der großen Untereinheit 

HoxG wurde ein hoher Ähnlichkeitsgrad zwischen den unterschiedlichen [NiFe]-
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Hydrogenasen aus Gruppe 1 und 2 festgestellt (Ludwig, 2008). Auch die kleine 

Untereinheit weist eine hohe Ähnlichkeit zwischen den verschiedenen Sequenzen 

auf. Die Sequenz der am wenigsten zu HoxK verwandten Untereinheit, die der 

[NiFeSe]-Hydrogenase aus D. baculatum, besaß eine Sequenzidentität mit HoxK 

von 36 %. Zwanzig der Aminosäuren, die in O2-toleranten Hydrogenasen konser-

viert sind, sind in O2-sensitiven Hydrogenasen durch andere Reste ersetzt. Davon 

waren Ala74, Ile138, Ile153, Val202 und Gly248 chemisch nah verwandt zu den 

entsprechenden Aminosäuren bei O2-sensitiven Hydrogenasen und wurden des-

wegen bei der weiteren Betrachtung nicht berücksichtigt, da eine geringe Aussicht 

auf eine funktionelle Bedeutung dieser Aminosäure bestand. Besonders auffällig 

waren bei der Betrachtung des Sequenzvergleiches zwei Cysteine, die nur wenige 

Aminosäurereste Abstand zu den das proximale Fe-S Cluster ligandierenden 

Cysteinen aufweisen (Abbildung 6). Cystein 19 befindet sich direkt neben dem 

bei allen Hydrogenasen konservierten Cystein 20, während Cystein 120 durch vier 

Aminosäuren vom konservierten Cys 115 getrennt ist. Beide Cysteine sind in 

Standardhydrogenasen jeweils durch Glycin ersetzt. Betrachtet man diese zusätz-

lichen Cysteine im Strukturmodell der MBH (Abbildung 7), wird deutlich, dass 

diese sich auch räumlich in unmittelbarer Nähe zum Fe-S Cluster befinden, in 

einem vergleichbaren Abstand (unter 3 Å) wie die koordinierenden Cysteine. Da 

in den meisten Standardhydrogenasen an dieser Stelle ein Glycin vorhanden ist, 

wurde ein Austausch der zusätzlichen Cysteine gegen Glycin vorgenommen, um 

den Einfluss der zusätzlichen Cysteine auf die O2-Toleranz der MBH zu untersu-

chen. 

Die anderen in O2-toleranten Hydrogenasen konservierten Aminosäuren, die in 

O2-sensitiven Hydrogenasen durch andere Reste ersetzt sind, wiesen keine Nähe 

zu einem der Fe-S Cluster auf und wurden nicht untersucht. Lediglich eine weitere 

Aminosäure fiel durch ihre räumliche Sonderstellung auf, das Asparagin an Posi-

tion 78 in der zweiten Sphäre um das proximale Fe-S Cluster. Während das Aspa-

ragin in den O2-toleranten Hydrogenasen konserviert ist, steht an der gleichen 

Position in Standardhydrogenasen ein Serin oder Glycin. Ein Austausch des Asn 
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78 wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit durchgeführt und physiologisch und 

biochemisch charakterisiert (Newie, 2010). 

 

Abbildung 7: Konservierte Aminosäuren (rot) in kleinen Untereinheiten von O2-toleranten 
membrangebundenen Hydrogenasen.  
Zusätzliche Cysteine am proximalen Cluster in cyan, Eisenschwefelzentren sind als gelb-oranges 
Kugelmodell dargestellt. Für Methoden der Modellierung und Darstellung siehe 2.21.4. 

Während die Aminosäureumgebung des proximalen Clusters mit zwei zusätzli-

chen Cysteinen Unterschiede zwischen [NiFe]-Hydrogenasen aufweist, ist die 

Umgebung des medialen und des distalen Fe-S Clusters bis auf wenige Ausnah-

men in allen [NiFe]-Hydrogenasen der Gruppe 2 hoch konserviert. Auffällig sind 

bei den meisten [NiFe]-Hydrogenasen ein Prolin in der Koordinationssphäre des 

medialen Fe-S Clusters und ein Histidin in der Koordinationssphäre des distalen 

Fe-S Clusters. Das Prolin ist bei allen [NiFe]-Hydrogenasen der Gruppe 2 mit 

Ausnahme der [NiFeSe]-Hydrogenasen vorhanden. Bei diesen befindet sich an 

dieser Stelle ein Cystein (Voordouw et al., 1989). Spektroskopische und röntgen-

kristallographische Untersuchungen ließen mutmaßen, dass das mediale Fe-S 
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Cluster bei allen Standardhydrogenasen ein [3Fe-4S] Cluster, bei [NiFeSe]-

Hydrogenasen hingegen ein [4Fe-4S] Cluster ist (Garcin et al., 1999;  Teixeira et 

al., 1990). 

Das Histidin des distalen Clusters ist bei allen bisher kristallographisch unter-

suchten [NiFe]-Hydrogenasen als Fe-Ligand des Fe-S Clusters beschrieben wor-

den und es zeigt sich, dass das Histidin in allen Hydrogenasen der Gruppe 1 und 2 

(Vignais et al., 2001) konserviert ist. Um die Funktion des Histidins zu überprüfen 

wurde es in dieser Arbeit gegen Cystein und gegen die nicht Fe-S Cluster koordi-

nierenden Alanin und Glycin ausgetauscht. 

3.2 Austausch des Histidins des distalen Fe-S Clusters der MBH aus 

Ralstonia eutropha gegen Cystein, Glycin und Alanin 

Erste Untersuchungen des distalen Clusters der MBH aus R. eutropha wurden 

bereits früher durchgeführt (Bernhard, 2000). In diesen wurde das vermutlich ko-

ordinierende Histidin am distalen Fe-S Cluster gegen Cystein und Alanin ausge-

tauscht, um den Einfluss des Histidins auf die physiologische Funktion der MBH 

zu untersuchen. Diese Stämme wurden bislang nicht durch eine Sequenzierung 

auf eventuelle unerwünschte Mutationen, die während der PCR mit 

mutagenisierenden Primern durch Fehler bei der Amplifikation auftreten können, 

untersucht. Die Sequenzierung dieser Stämme wurde während dieser Dissertation 

nachgeholt. Während das Ausgangsplasmid pCH772 der HoxK_H187C-Variante 

der membrangebundenen Hydrogenase korrekt mutagenisiert vorlag, wurde im 

Ausgangsplasmid pCH774, das für eine MBH-Variante mit HoxK_H187A ko-

diert, eine Leserastermutation innerhalb hoxK entdeckt (siehe Abbildung 49). 

Durch eine erneute Klonierung wurde diese entfernt. Zusätzlich wurde das Histi-

din 187 gegen Glycin ausgetauscht (MBHH187G, im Folgenden wird eine entspre-

chende Schreibweise für alle MBH-Varianten mit einer Mutation in HoxK ange-

wandt) hergestellt. Dies geschah vor dem Hintergrund, die MBH über einen 

Dithiolat-Linker als artifiziellen molekularen Draht an die PsaC-Untereinheit des 
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Photosystem I zu koppeln, mit dem Ziel, auf biologischem Weg mit Sonnenlicht 

und Wasser H2 herzustellen (Grimme et al., 2009;  Lubner et al., 2010a;  Lubner 

et al., 2010b). Die Thiolgruppe sollte dabei das Cystein ersetzen, wodurch ein 

effizienter Elektronenaustausch möglich wäre. Da die Kopplung der Thiolgruppe 

des künstlichen Linkers an das Fe-S Cluster durch große Aminosäuren sterisch 

blockiert werden könnte, schien der Einsatz der MBHH187G, wo das Histidin durch 

die kleinste Aminosäure Glycin ersetzt wurde, für dieses Projekt am Vielverspre-

chendsten. 

 

Abbildung 8: Modellstruktur des distalen Fe-S Clusters von HoxK aus R. eutropha mit den 
ligandierenden Aminosäuren und ihrer jeweiligen Nummerierung. 

Das lithoautotrophe Wachstum der MBHH187G/A/C-Mutanten mit H2 als 

Elektronendonor wurde in Gegenwart von 2 %, 5 % und 10 % O2 getestet. Hierzu 

wurden Agarplatten aus Minimalmedium in einem Wittschen Topf unter definier-

ter Gasatmosphäre mit 80 % H2, 10 % CO2 und den oben angegebenen Konzent-

rationen an O2 inkubiert. Das restliche Volumen wurde mit N2 aufgefüllt, die In-

kubationszeit betrug bis zu eine Woche bei einer Temperatur von 30 °C. Als 

Positivkontrolle wurde HF388, ein SH-defizienter Stamm verwendet, bei dem 

sichergestellt ist, dass sein autotrophes Wachstum vollständig von der MBH ab-

hängt (Massanz, 2000). Als Negativkontrolle wurde HF210, ein Stamm ohne das 

Megaplasmid pHG1, auf dem die Hydrogenasen kodiert werden, verwendet 

(Kortlüke und Friedrich, 1992). Unter keiner der getesteten O2-Konzentrationen 

konnte lithoautotrophes Wachstum der Mutantenstämme nachgewiesen werden 
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(Abbildung 9), während alle Mutanten bei heterotropher Anzucht das gleiche 

Wachstum wie der Wildtyp zeigten. 

 

Abbildung 9: MBH-abhängiges lithoautotrophes Wachstum auf Mineralmediumagarplatten.  
Anzucht im Wittschen Topf mit 80 % H2, 10 % CO2 und den angegebenen Konzentrationen an O2, 
wobei mit N2 auf 100 % aufgefüllt wurde. WT: HF388, H187G: HF881, H187A: HF954, H187C: 
HF543, HoxK-: HF532. Die Kulturen wurden 7 Tage bei 30°C unter der angegebenen Atmosphäre 
inkubiert. 

3.2.1 Biochemische Charakterisierung der am distalen Cluster veränderten 

MBH-Varianten 

Für die biochemische Charakterisierung wurden die MBHH187G/A/C Mutanten 

zusammen mit dem Wildtyp als Positivkontrolle und einem ΜΒΗ−-Stämmen 

(HoxK- oder Hyd-) als Negativkontrolle heterotroph in FGN-Medium angezogen. 

Das FGN-Medium ermöglicht ein biphasisches Wachstum: In der ersten Wachs-

tumsphase wird der bevorzugte Zucker Fruktose verbraucht, in der zweiten 

Wachstumsphase auf Glycerin wachsen die Zellen langsamer, es herrschen 

Hydrogenase dereprimierende Bedingungen (Friedrich et al., 1981a;  Friedrich et 

al., 1981c). Nach dem Aufschluss erfolgte eine Fraktionstrennung in löslichen und 

Membranextrakt, deren Hydrogenaseaktivität über einen photometrischen und 

amperometrischen Test mittels Clark Elektrode bestimmt wurde (Tabelle 4). Die 
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Aktivität im Cytoplasma der MBHH187G und MBHH187A, die sich hier gleich ver-

hielten, betrug mit 0,02 Units/mg Protein etwa 10 % der Wildtypaktivität, was nur 

unwesentlich über der Aktivität der Negativkontrolle liegt. In der Membran war 

ebenfalls eine Aktivität von 0,02 Units feststellbar, was allerdings weniger als 2% 

der Wildtypaktivität entspricht. Die MBHH187C unterschied sich nicht signifikant 

von den anderen MBH-Varianten. Um zu testen ob die Anwesenheit von H2 und 

die gleichzeitige Verringerung des O2-Gehalts in der mixotrophen Anzucht mit 

80% H2, 10% CO2 und 10 % O2 die Aktivität erhöht, wurde der Aufschluss nach 

der Anzucht unter diesen Bedingungen wiederholt. Bei der MBHH187G wurde eine 

Steigerung von etwa 0,01 U sowohl im löslichen, als auch im Membranextrakt 

gemessen, die MBHH187C wies nur einen Anstieg von 0,01 U im Membranextrakt 

auf, während sich die Aktivitäten von MBHH187A nicht von denen nach heterotro-

pher Anzucht unterschieden. Im Vergleich zu MBHWt, bei der nach mixotropher 

Anzucht - wie auch vormals festgestellt (Ludwig, 2008) - eine deutliche Steige-

rung im Verhältnis zur heterotrophen Anzucht zu beobachten war, entsprach der 

prozentuale Anteil der Aktivitäten an der Wildtypaktivität 7,5 % im löslichen Ex-

trakt (SE) bzw. 0,9 % im Membranextrakt (ME) der MBHH187G. Dies war deutlich 

weniger als nach heterotropher Anzucht. 

Tabelle 4: Spezifische H2-Oxidationsaktivität der löslichen und Membranextrake der am distalen 
Cluster veränderten MBHs mit Methylenblau als Elektronenakzeptor.  
 SE ME 
MBH-Variante heterotroph mixotroph heterotroph mixotroph 
MBHWt 0,2 +/- 0,06 0,4 +/- 0,09 1,4 +/- 0,5 3,4 +/- 0,09 
MBHH187G 0,02 +/- 0,008 0,03 +/- 0,007 0,02 +/- 0,008 0,03 +/- 0,007 
MBHH187A 0,02 +/- 0,003 0,02 +/- 0,004 0,02 +/- 0,003 0,02 +/- 0,004 
MBHH187C 0,03 +/- 0,01 0,03 +/- 0,005 0,02 +/- 0,008 0,03 +/- 0,003 
HoxK- 0,015 +/- 0,002 0,02 +/- 0,004 0,015 +/- 0,002 0,02 +/- 0,004 
Vergleich nach mixotropher Anzucht mit FGN-Medium im Exsikkator unter 80 % H2, 10% O2 und 
10% CO2 und heterotropher Anzucht. Angegeben ist der Mittelwert mit der Standardabweichung. 
Für Assay und Statistik siehe 2.8. Genutzte Stämme: MBHWt: HF388, MBHH187G: HF881, 
MBHH187A: HF954, MBHH187C: HF543, HoxK-: HF532. 

Die geringen Aktivitäten standen im Einklang mit der nicht vorhandenen Fä-

higkeit der Mutanten, autotroph zu wachsen. Entweder war die Befähigung der 

Enzyme zum Elektronentransfer verloren gegangen und/oder der Austausch des 
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Clusterliganden führte zu einem defekten Protein, das nicht maturiert und in die 

Membran eingebaut werden konnte. Um zu überprüfen, ob die Maturation der 

MBH in den Mutanten fehlerfrei ablief und Protein in der Membran vorliegt, wur-

den Immunoblots vom löslichen und vom Membranextrakt gegen die HoxK und 

HoxG-Untereinheiten der MBH durchgeführt (Abbildung 10). Die immunologi-

sche Analyse der MBHH187C erfolgte bereits von Michael Bernhard (Bernhard, 

2000). Dessen Ergebnisse konnten hier wiederholt und bestätigt werden: HoxK 

liegt in dieser MBH-Variante in etwas geringerer Konzentration als der MBHWt 

sowohl im löslichen, als auch im Membranextrakt vor (Ergebnisse hier nicht ge-

zeigt). 

Im löslichen Extrakt der H187-Mutanten (Abbildung 10 A) war HoxG zwar in 

schwächerer Ausprägung zu detektieren, aber deutlich sichtbar vorhanden. Wäh-

rend HoxK im Wildtyp sowohl in der nicht maturierten prä-HoxK, als auch in der 

maturierten Form immunologisch nachweisbar war, konnte bei MBHH187G/A nur 

prä-HoxK nachgewiesen werden. Der Immunoblot der Membranfraktion 

(Abbildung 10 B) belegte die Vermutung, dass kein, bzw. nur Spuren von 

maturem HoxK in den Zellen vorlag. Während der Wildtyp ein deutliches HoxK-

Signal aufwies, fehlte dieses Signal im Blot der Membranfraktion der Mutanten. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die MBHH187A/G nicht korrekt maturiert 

sind und nicht in die Membran eingebaut wurden. Da HoxG auch in der 

Membranfraktion der HoxK--Mutante detektiert wird, muss davon ausgegangen 

werden, dass HoxG in geringer Menge auch in der Membranfraktion von Zellen 

ohne maturierte MBH vorkommt. Dies rührt wahrscheinlich daher, dass prä-HoxG 

von der cytoplasmatischen Seite durch die hydrophobe Fläche, die normalerweise 

mit HoxK interagiert, peripher an der Membran haftet. 
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Abbildung 10: Immunologische Analyse der MBHH187G/A im löslichen Extrakt (A) und 
Membranextrakt (B).  
Auf der linken Seite Blots, in denen das Antiserum gegen HoxG eingesetzt wurde, rechts gegen 
HoxK. Stämme: MBHWt: HF388, MBHH187G: HF881, MBHH187A: HF954, Hyd-: HF210. 

Da das distale Fe-S Cluster der MBHH187G wahrscheinlich nicht korrekt ausge-

bildet werden konnte, weil der Histidin-Ligand nicht vorhanden war, wurde getes-

tet, ob das strukturell der Histidin-Seitenkette entsprechende Imidazol die 

MBHH187G komplementieren kann. Dies hätte eine korrekte Koordination des dis-

talen [4Fe-4S] Clusters zur Folge. Hierzu wurde dem FGN-Medium Imidazol in 

einer Endkonzentration von 1 mM (aus einer sterilgefilterten Stammlösung mit 

1 M Imidazol in UPW) zugefügt. 

Sowohl die MBHH187G-Mutanten, als auch die Wildtyp-Kulturen erreichten in 

FGN mit Imidazol eine etwas geringere OD436 (ungefähr 80 %) im Vergleich zur 

OD436 im Medium ohne Imidazol. Die Aktivität der Fraktionen nach Anzucht mit 

Imidazol unterschied sich nicht von denen nach Anzucht ohne Imidazol (Tabelle 

5). Auch das Hinzufügen von Imidazol in den Assay während der Aktivitätsbe-

stimmung in einer Endkonzentration von 100 µM brachte keine Steigerung der 

Aktivität. 
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Tabelle 5: Spezifische H2-Oxidationsaktivität der löslichen und Membranextrake von HF881 mit 
MBHH187G mit Methylenblau als Elektronenakzeptor.  

 SE ME 
 + Imidazol - Imidazol + Imidazol - Imidazol 
H187G 0,02 +/- 0,008 0,03 +/- 0,007 0,2 +/- 0,06 0,5 +/- 0,09 

Vergleich mit und ohne Imidazol nach mixotropher Anzucht unter 80 % H2, 10 % O2 und 10 % 
CO2. Angegeben ist der Mittelwert mit der Standardabweichung. Für Assay und Statistik siehe 2.8. 

Bei den immunologischen Nachweisen von HoxK und HoxG fiel auf, dass prä-

HoxK in geringfügig höheren Mengen in den Fraktionen vorlag, die nach Anzucht 

mit Imidazol gewonnen wurden als in den MBHH187G-Präparationen, bei denen 

kein Imidazol hinzugefügt wurde. Auch war dort eine Bande sichtbar, die auf Hö-

her von maturiertem HoxK lief. Im Membranextrakt war jedoch kein HoxK in den 

MBHH187G-Mutanten, die mit Imidazol angezogen wurden, nachweisbar 

(Abbildung 11). Auch war die Aktivität in den löslichen Extrakten aus Kulturen 

mit Imidazol nicht höher als in der Kontrolle ohne Imidazol. 

So war der einzige nachweisbare Effekt von Imidazol eine leichte Steigerung des 

Anteils von prä-HoxK im löslichen Extrakt der MBHH187G-Mutante. 

 
Abbildung 11: Immunologische Analyse der MBHH187G/A im löslichen Extrakt (A) und 
Membranextrakt (B) mit und ohne Imidazol.  
Auf der linken Seite die Blots gegen HoxG, rechts gegen HoxK. Stämme: MBHWt: HF388, 
MBHH187G: HF881, MBHH187A: HF954, HoxK-: HF532, HoxG-: HF531. I: mit Imidazol ange-
zogen. 
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3.2.2 Reinigung der MBHH187G aus dem löslichen Extrakt 

Da für die elektrische Kopplung von MBH und Photosystem I über einen 

Dithiolat-Linker reines MBHH187G-Protein vorhanden sein musste, wurde hoxK 

mit der Mutation mit einem C-terminalen StrepTag versehen und in ein Überex-

pressionssystem gebracht. Über Affinitätschromatographie wurde versucht, Prote-

in aus dem Membranextrakt und dem löslichen Extrakt zu gewinnen. Aus dem 

Membranextrakt konnte auch bei einer Reinigung aus 20 g Zellmaterial kein Pro-

tein gereinigt werden, während aus dem löslichen Extrakt ein prä-HoxK/HoxG-

Komplex in der Konzentration von 0,032 µg/µl gereinigt werden konnte 

(Abbildung 12). Entgegen vorheriger Beobachtungen beim Wildtyp (Schubert et 

al., 2007) war bei der MBHH187G kein HoxKOQ-Komplex vorhanden. Aktivität 

des gereinigten Proteins war sowohl im photometrischen Assay, als auch in der 

amperometrischen Messung in der modifizierten Clark-Elektrode auch nach einer 

Konzentration der Proben nicht messbar. Eine Reinigung der MBHH187C (aus 

HF772), die zusammen mit Alexander Schwarze durchgeführt wurde, blieb wegen 

der Instabilität des Enzyms bei der Reinigung erfolglos (Schwarze, 2010). 

 
Abbildung 12: Reinigung von MBHH187G (links) und MBHWt aus löslichem Extrakt.  
Aufgetragen sind 20 µg SE (löslicher Extrakt) und 0,6 µg MBHH187G (maximale Befüllung der 
Tasche) sowie 1 µg MBHWt 
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3.3 Austausch von Aminosäuren am medialen Cluster 

Über EPR- und Mössbauerspektroskopie wurde eines der drei Fe-S Cluster bei 

Standardhydrogenasen als [3Fe-4S] Cluster bestimmt (Teixeira et al., 1983), wel-

cher später durch Röntgenkristallstrukturuntersuchungen als das mediale Cluster 

identifiziert wurde (Volbeda et al., 1995). Da die Aminosäurekomposition um 

dieses Cluster bei der MBH aus R. eutropha homolog ist und EPR-Spektren 

(Saggu et al., 2009;  Schneider et al., 1983) ähnliche Signale im oxidierten Zu-

stand des Enzyms lieferten, kann davon ausgegangen werden, dass auch hier das 

mediale Cluster eine [3Fe-4S] Struktur hat. Ein deutlicher Unterschied des Signals 

vom Enzym im isolierten Zustand ist allerdings das Vorhandensein von zusätzli-

chen Signalen um das Spektrum des medialen Clusters, die als Spin-Kopplung mit 

einem anderen paramagnetischen Zentrum gedeutet werden (Saggu et al., 2009). 

[NiFeSe]-Hydrogenasen haben die Besonderheit, dass ihr mediales Cluster ein 

[4Fe-4S]-Kuban ist. Vergleicht man die Struktur dieses medialen Clusters mit dem 

[3Fe-4S]-Cluster von Standardhydrogenasen oder der MBH aus R. eutropha 

(Abbildung 13), wird deutlich, dass in letzterem Fall ein Prolin das koordinieren-

de Cystein ersetzt. Warum die mediale Position in der überwiegenden Zahl der 

[NiFe]-Hydrogenasen von einem [3Fe-4S] Cluster eingenommen wird, ist nicht 

bekannt. Redoxtitrationen zeigten, dass das [3Fe-4S] Cluster ein deutlich höheres 

Redoxpotential (zwischen -75 und -35mV für Standardhydrogenasen, (Adams et 

al., 1986;  Asso et al., 1992;  Cammack et al., 1982b;  Franco et al., 1993;  Teixei-

ra et al., 1989), zwischen 0 mV und 40 mV für O2-tolerante Hydrogenasen) als 

das [4Fe-4S] Cluster von NiFeSe-Hydrogenasen hat. Daher wurde in Frage ge-

stellt, ob das mediale Cluster überhaupt direkt am Elektronentransport beteiligt ist 

(Rousset et al., 1998b). Eine Veränderung des medialen [3Fe-4S]-Clusters ist bei 

der MBH aus R.e. so aus zweierlei Gründen interessant. Einerseits können so 

eventuell Einblicke in die Elektronentransportkette gewonnen werden, welche 

Rolle das mediale Cluster spielt, andererseits kann so ein paramagnetisches, EPR-

aktives Zentrum ([3Fe-4S]-Cluster) in ein diamagnetisches, EPR-inaktives Zent-



Ergebnisse 

 61 

rum ([4Fe-4S] Cluster) umgewandelt werden. Somit könnte man das ungewöhnli-

che EPR-Spektrum der MBH im oxidierten Zustand näher untersuchen, vor allen 

Dingen ist dabei interessant, ob im oxidierten Zustand überhaupt noch EPR-

Signale von Fe-S Clustern nachzuweisen sind. 

 

Abbildung 13: Das mediale [3Fe-4S] Cluster aus R. eutropha (A) im Vergleich mit dem medialen 
[4Fe-4S] Cluster der [NiFeSe]-Hydrogenase (B) aus Desulfovibrio vulgaris hildenborough. 

In dieser Arbeit wurden zwei Punktmutationen am proximalen Cluster durch-

geführt: Das Prolin 242 wurde gegen Cystein ausgetauscht und das Fe-S Cluster-

koordinierende Cystein 252 wurde gegen Serin ausgetauscht. Der Prolin-Cystein-

Austausch führt eine zur Fe-Ligandierung befähigte Aminosäure in die Koordina-

tionssphäre des medialen Clusters ein, die eventuell die Bildung eines [4Fe-4S] 

Clusters zur Folge hätte. Die Charakterisierung dieser MBH-Varianten und der 

Vergleich zum Wildtyp könnte dazu beitragen, die Funktion des medialen Clusters 

aufzuklären und, wie beschrieben, mehr Aufschluss über das EPR-Signal im oxi-

dierten Zustand liefern. Der Austausch des Fe-S Cluster koordinierenden Cysteins 

252 wurde auch schon in einer früheren Arbeit durchgeführt (Bernhard, 2000) und 

die Mutante und deren MBH rudimentär in Wachstumsversuchen und 

Immunoblots untersucht. Hier wurde die C252S-Mutation durch Sequenzierung 

überprüft und in einen MBH-Hintergrund gebracht, in dem sowohl die Überpro-
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duktion der MBH gewährleistet, als auch einen der Reinigung dienenden C-

terminalen Strep-Tag vorhanden war.  

3.3.1 Physiologische Charakterisierung der am medialen Cluster 

veränderten Mutanten 

Ein lithoautotrophes Wachstum auf Minimalmedium-Agarplatten unter einer 

Atmosphäre von 80 % H2, 10 % CO2 und einer Konzentration von 2 oder 10 % O2 

(jeweils mit N2 auf 100 % aufgefüllt) war von den Stämmen, die am medialen 

Cluster verändert wurden, nicht festzustellen (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14: MBH-abhängiges lithoautotrophes Wachstum der am medialen Cluster veränderte 
Mutanten.  
Anzucht auf Mineralmediumagarplatten im Wittschen Topf mit 80 % H2, 10 % CO2 und den ange-
gebenen Konzentrationen an O2, wobei mit N2 auf 100 % aufgefüllt wurde. WT: HF388, P242C: 
HF955, C252S: HF542, HoxK-: HF532. Die Kulturen wurden 7 Tage bei 30°C unter der angege-
benen Atmosphäre inkubiert. 

3.3.2 Biochemische Charakterisierung der MBHs mit veränderten 

Aminosäuren am medialen Cluster 

Sowohl nach heterotropher Anzucht im FGN-Medium, als auch nach 

mixotropher Anzucht mit 80 % H2, 10 % O2 und 10 % CO2 konnte keine Aktivität 

im Membranextrakt gemessen werden, während die Aktivität im löslichen Extrakt 

nur geringfügig über dem der Negativkontrolle lag (Tabelle 6). Dies war sowohl 

für die MBHC252S als auch die MBHP242C feststellbar. 
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Tabelle 6: H2-abhängige Methylenblau-Reduzierungsaktivitäten der Membran- und löslichen 
Fraktion aus mixotroph mit 10 % O2 gewachsenen Zellen.  

MBH-Variante SE ME 
MBHWt 0,38 +/- 0,07 3,6 +/- 0,08 
MBHP242C 0,01 +/- 0,004 0 
MBHC252S 0,02 +/- 0,005 0 

Vergleich der Aktivitäten von MBHWt und der am medialen Cluster veränderten MBH-Varianten. 
Angegeben sind Mittelwert und, mit +/- die Standardabweichung (siehe2.8). Stämme: MBHWt: 
HF388, MBHP242C: HF955, MBHC252S: HF542. 

Daraufhin wurde über Immunoblots gegen HoxK und HoxG geprüft, ob die 

MBH in den Mutanten maturiert und über die Membran transportiert wird. HoxG 

konnte bei beiden MBH-Varianten nachgewiesen werden, sowohl im löslichen, als 

auch im Membranextrakt, wobei auch hier davon ausgegangen wird, dass das 

Vorkommen von HoxG im Membranextrakt ein Artefakt darstellt. 

Während für die MBHC252S weder maturiertes HoxK im Membranextrakt, noch im 

löslichen Extrakt nachgewiesen werden konnte ((Bernhard, 2000), Daten hier 

nicht gezeigt), lag HoxK von MBHP242C in der maturierten Form im löslichen Ex-

trakt vor. Ferner konnte gezeigt werden, dass HoxK der MBHP242C in seiner matu-

rierten Form über die Membran transportiert wird, da eine Bande auf der Höhe 

von maturiertem HoxK auch im Membranextrakt vorliegt (Abbildung 15). Bereits 

im löslichen Extrakt war deutlich, dass die Menge an HoxK von MBHP242C nied-

riger als die der MBHWt ist, was auch für HoxK in der Membranfraktion gilt. 
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Abbildung 15: Immunologische Analyse der MBHP242C im löslichen Extrakt (A) und 
Membranextrakt (B).  
Auf der linken Seite die Abbildungen der Blots, in denen das Antiserum gegen HoxG eingesetzt 
wurde, rechts gegen HoxK. Stämme: MBHWt: HF388, MBHP242C: HF955, HoxK-: HF532, HoxG-: 
HF531 

Da die MBHP242C in der Membranfraktion deutlich zu detektieren war, wurde 

versucht, diese MBH-Variante EPR-spektroskopisch zu charakterisieren, um Aus-

sagen über das paramagnetische Zentrum zu erhalten, welches ansonsten vom 

Signal des [3Fe-4S]-Cluster überlagert wird. Die EPR-spektroskopische Messun-

gen der wurden von Dr. Miguel Saggu in der Arbeitsgruppe Dr. Friedhelm 

Lendzian und Dr. Peter Hildebrandt im Max-Volmer-Laboratorium des Biophysi-

kalischen Instituts der Technischen Universität Berlin durchgeführt (zur weiteren 

Erläuterung der Spektroskopie siehe 3.4.4). Zur EPR-Messung wurden 

Membranextrakte in einer hohen Konzentration, die mit etwa 40 µg/µl Protein-

konzentration noch mit einer 25 µl Hamiltonspritze pipettierbar waren, luftblasen-

frei in EPR-Röhrchen überführt und in flüssigem N2 eingefroren, um EPR-

Spektren aufzunehmen. Im Temperaturbereich von 10 bis 40 K waren weder Ni-

Signale, noch Fe-S Clustersignale zu erkennen. Auch in einer mit H2 reduzierten 

Probe waren keine Spektren sichtbar (nicht abgebildet). Um auszuschließen, dass 

eine zu geringe Konzentration der MBHP242C in den Membranfraktionen aus-

schlaggebend für die nicht detektierbaren EPR-Signale waren, wurde eine Präpa-
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ration der inneren Membran vorgenommen. Hierzu wurden die Zellen einem os-

motischen Schock unterzogen, wodurch die äußere Membran vor dem Zellauf-

schluss abgespalten wurde. Die innere Membranfraktion wurde mit einer Protein-

konzentration von 30 mg/ml der EPR-Spektroskopie unterzogen. Auch hier 

konnten keine Signale im oxidierten und reduzierten Zustand detektiert werden. 

3.3.3 Die MBHP242C lässt sich über Affinitätschromatographie aus der 

Membran reinigen 

Da nachgewiesen werden konnte, dass die MBHP242C in der Membranfraktion 

vorlag, wurde versucht, das Enzym über Solubilisierung aus der Membran zu lö-

sen und über Strep-Tactin zu isolieren. Aus heterotroph angezogenen Zellen konn-

ten nur geringe Mengen des Proteins gereingt werden, die keine Aktivität zeigten, 

woraufhin eine Reinigung nach mixotropher Anzucht im Exsikkator unter einer 

Atmosphäre von 80 % H2, 10 % CO2 und 10 % O2 durchgeführt wurde. 

 

Abbildung 16: SDS-PAGE nach affinitätschromatographischer Reinigung der MBHP242C aus 
heterotroph angezogenen Zellen (links) und mixotroph angezogenen Zellen (rechts).  
SE: 20 µg löslicher Extrakt (soluble extract), SME: 20 µg solubilisierter Membranextrakt, DL: 
10 µg Durchlauf nach Auftragung des SME auf die Strep-Tactinmatrix, E: Eluat. Zum Vergleich 
wurden jeweils 10 µl der Eluate aufgetragen, links 0,8 µg, rechts 4 µg. 

Das Eluat dieses gereinigten Proteins zeigte mit Methylenblau als Elektronen-

akzeptor nur eine sehr geringe Aktivität von unter 0,05 U, wobei der Beginn der 

Aktivität sehr spät, bis zu einer Stunde nach Beginn der Messung, einsetzte. Auch 
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eine Konzentration des gereinigten Proteins auf 2 µg/ml brachte keine Steigerung 

der Aktivität. 

Das gereinigte Protein wurde nach dem Konzentrieren auf etwa 2 µg/µl 

(0,02 mM) wie die Membranextrakte einer EPR-Spektroskopischen Untersuchung 

unterzogen. Jedoch wurden auch hier keine Signale im oxidierten oder mit H2 

reduzierten Zustand detektierbar. 

Weitere Arbeiten an der MBHP242C wurden unter O2-limitierten Wachstumsbe-

dingungen der Kultur im Rahmen einer Studienjahresarbeit (Newie, 2010) durch-

geführt, deren Ergebnisse in die Diskussion mit einfließen, die spektroskopischen 

Studien an dieser MBH-Variante dauern an. 

3.4 Der Vergleich von Strukturmodellen des proximalen Clusters 

offenbart Unterschiede zwischen verschiedenen Hydrogenasen 

Über den Vergleich der Aminosäuresequenz von O2-toleranten Hydrogenasen 

mit Standardhydrogenasen wurden zwei konservierte Cysteine gefunden, die in 

O2-sensitiven Standardhydrogenasen durch ein Glycin ersetzt sind. In einem In-

Silico-Modell der MBH, das auf der Kristallstruktur der Hydrogenase aus 

D. gigas beruht (M. Stein, MPI für komplexe Systeme Magdeburg, siehe 2.21.4), 

wurde deutlich, dass sich diese beiden zusätzlichen Cysteine in direkter Nähe zum 

proximalen Fe-S Cluster befinden (Abbildung 17). Die mit dem Programm Pymol 

errechneten Abstände des Cystein-Schwefels im Modell liegen mit etwa 3 Å nur 

wenig über den Abständen der ligandierenden, konservierten Cysteine im MBH-

Modell und in Röntgenkristallstrukturen von Hydrogenasen (Higuchi et al., 1997;  

Matias et al., 2001;  Montet et al., 1997;  Ogata et al., 2010;  Volbeda et al., 

1995). Die zwei zusätzlichen Cysteine wurden durch ortsgerichtete Mutagenese in 

Glycine geändert, da diese an entsprechender Position in Standardhydrogenasen 

konserviert sind. Zusätzlich wurde als Kontrolle eine Mutagenese von Cystein zu 

Serin durchgeführt, da Serin von Größe und Struktur Cystein sehr ähnlich ist - 

lediglich die Sulfhydrylgruppe ist durch eine Hydroxylgruppe ersetzt. Ebenfalls 
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wurden die koordinierenden Cysteine Cys20 und Cys149 durch Serin ersetzt. Die 

Austausche gegen Serin wurden über Klonierung in das Plasmid pEDY309 und 

anschließende Konjugation in den megaplasmidfreien Stamm HF210 in einen 

Stammhintergrund mit MBH-Überexpressionssystem (Lenz et al., 2005) gebracht. 

Da es bislang keine Hinweise gibt, dass das proximale Cluster der MBH kein 

[4Fe-4S] Cluster ist, wurde das Strukturmodell der MBH mit einem [4Fe-4S] 

Kuban erstellt. Da nicht eindeutig geklärt ist, um welche Art von Eisen-Schwefel-

Zentrum es sich beim proximalen Fe-S Cluster handelt, wird in dieser Arbeit al-

lerdings weiterhin die allgemeine Bezeichnung (Fe-S Cluster) verwendet. 

 

Abbildung 17: Anordnung der Cysteine in der Nähe des proximalen Fe-S Clusters.  
A: Modell des proximalen Clusters von HoxK aus R. eutropha, das Fe-S Kuban ist durchscheinend 
abgebildet, da die Struktur des Clusters nicht bekannt ist. B: Struktur des proximalen Fe-S Clusters 
der kleinen Untereinheit HydA aus D. gigas (nach Volbeda et al., 1995) Die zusätzlichen Cysteine 
in HoxK aus R. eutropha und die entsprechenden Glycine in HydA aus D. gigas sind rot beschrif-
tet. 

3.4.1 Der Austausch von Aminosäuren in der Umgebung des proximalen 

Fe-S Clusters haben einen Effekt auf das lithoautotrophe Wachstum 

in Abhängigkeit der O2-Konzentration 

Um einen Effekt des Cysteinaustausch auf die physiologische Funktion der 

MBH zu untersuchen, wurden die Mutationen in die SH-freie R. eutropha Mutan-

te HF388 gebracht, so dass das lithoautotrophe Wachstum vollständig auf der phy-
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siologischen MBH-Aktivität beruht. Das lithoautotrophe Wachstum wurde zuerst 

auf Mineralmedium-Agarplatten in Wittschen Töpfen unter einer definierten Gas-

atmosphäre mit variablen O2-Konzentrationen getestet. Während MBH-

vermitteltes Wachstum des Wildtyps (HF388) bei 2 %, 5 % und 10 % O2 festzu-

stellen war, zeigte die MBHC19G/C120G-Mutante (HF800) langsameres Wachstum 

(ein um zwei Tage verzögertes Auftreten von sichtbarem Ausstrich) bei 5 % O2 

und kein lithoautotrophes Wachstum (nach 8 Tagen) bei 10 % O2. HF801 

(MBHC19G) zeigte kein Wachstum bei O2-Konzentrationen von 5 % oder höher, 

während der Stamm bei einer O2-Konzentration von 2 % schwaches Wachstum 

nach 6 Tagen (optische Kontrolle) zeigte. Die MBHC120G-Mutante, HF802, zeigte 

kein lithoautotrophes Wachstum bei einer O2-Konzentration von 2 %. Mutanten, 

in denen Cystein am proximalen Cluster von HoxK gegen Serin ausgetauscht 

wurde, zeigten ebenfalls kein lithoautotrophes Wachstum mit O2 (Abbildung 18, 

untere Reihe). 

 
Abbildung 18: Test der MBH-Varianten mit verändertem proximalen Cluster auf lithoautotrophes 
Wachstum mit O2 als Elektronenakzeptor.  
Als Medium diente Standard-H16 Mineralmedium, die Agarplatten wurden unter 80 % H2, 10 % 
CO2 und den über der Abbildung angegebenen O2-Konzentrationen angezogen. Die Inkubations-
temperatur betrug 30 °C, das Foto wurde nach 8 Tagen Wachstum aufgenommen. In der oberen 
Reihe sind die Ausstriche der Stämme mit Cystein-Glycin-Austausch zu sehen. Wt: HF388, HoxK: 
HF532, C19G: HF801, C120G: HF802, C19G/C120G: HF800. In der unteren Reihe die MBH-
Cystein-Serin-Varianten. C19S: HF806, C120S: HF 807, C20S: HF809, C149S: HF808 
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Um das lithoautotrophe Wachstum unter verschiedenen O2-Konzentrationen 

genauer zu analysieren, wurden Anzuchten in Flüssigmedium durchgeführt und 

die optische Dichte zu verschiedenen Zeiten während des Wachstums bestimmt 

(Abbildung 19). Auch bei der geringsten eingesetzten O2-Konzentration von 2 % 

war ein deutlicher Unterschied zwischen HF388 (Wildtyp) und HF800 

(MBHC19G/C120G) sichtbar, wobei die Verdoppelungszeit der Mutante fast doppelt 

so hoch war, wie die des Wildtyps (Tabelle 7). HF801 (MBHC19G) zeigte ein stark 

verlangsamtes Wachstum mit einer Verdoppelungszeit von etwa 180 h. Bei 5 % 

war kein Wachstum von HF801 mehr zu messen, während die MBHC19G/C120G-

Mutante HF800 eine im Vergleich zum Wildtyp dreifache Verdoppelungszeit auf-

wies. 

 

Abbildung 19: O2-abhängiges lithoautotrophes Wachstum von HF388 (Wildtyp, leere Kreise), 
HF801 (MBHC19G, Dreiecke) und HF800 (MBHC19G/C120G, gefüllte Kreise) in Flüssigmedium bei 
einer O2-Konzentration von 2, 5 und 10 % (von links nach rechts). 

Die Daten zeigen einen physiologischen Effekt nach Austausch der zusätzli-

chen Cysteine am proximalen Cluster. Bei höheren O2-Konzentrationen war das 

MBH-vermittelte Wachstum verringert oder nicht mehr möglich, was auf eine 

erhöhte O2-Empfindlichkeit der Hydrogenase schließen lässt, wenn die zusätzli-

chen Cysteine nicht vorhanden sind. Die Einzelmutanten wuchsen sehr langsam 

bei sehr geringen O2-Konzentrationen (MBHC19G) oder nicht mehr lithoautotroph 

(MBHC120G, alle Cys-Ser Mutanten), was auf den Verlust der physiologischen Ak-

tivität der MBH hindeutet. 
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Tabelle 7: Verdopplungsraten der Stämme mit verändertem proximalen Cluster bei verschiedenen 
O2-Konzentrationen anhand der Daten aus Abbildung 19. -: Kein Wachstum 

MBH-Variante 2 % O2 5 % O2 10 % O2 
MBHWt 9 8 9 
MBHC19G 180 - - 
MBHC19G/C120G 15 24 155 
MBHC120G - - - 

 

3.4.2 Biochemische Charakterisiserung der am proximalen Cluster 

veränderten MBH 

Um die Eigenschaften der am proximalen Cluster veränderten MBH bioche-

misch zu charakterisieren, wurde die Expression und Inkorporation des Enzyms in 

die Cytoplasmamembran mittels Immunoblots nach Aufschluss der Zellen analy-

siert. Die Aktivät der MBH in der Membran wurde mit Methylenblau als Elektro-

nenakzeptor im anaeroben Messaufbau gemessen (Tabelle 8). Nach anfänglicher 

mixotropher Standardanzucht in FGN Medium, in der die Gasatmosphäre (80 % 

H2, 10 % O2, 10 % CO2) in den Exsikkatoren nach initialer Begasung und 24 h 

Wachstum bei 30 °C ausgetauscht wurde, wurden die Anzuchtbedingungen geän-

dert, um der höheren O2-Empfindlichkeit der Mutanten Rechnung zu tragen. Die 

Gasatmosphäre wurde nun nicht mehr ausgetauscht, damit die Maturation der 

MBH, die in der Hydrogenase dereprimierenden Glycerinphase nach etwa 24 h 

abläuft (siehe 3.2.1), unter niedrigen O2-Konzentrationen ablaufen konnte. Unter-

suchungen zum O2-Einfluss auf die Maturation der MBH in den Mutanten erfolg-

ten zu einem späteren Zeitpunkt (Kapitel 3.4.3). 

Immunoblots mit Antikörpern gegen HoxG (Abbildung 20) zeigten, dass die 

Synthese der großen Untereinheit in allen Mutanten in etwa auf dem gleichen Le-

vel wie die des Wildtyps ablief. Ferner ließen sich Banden, die von 

proteolytischem Abbau herrühren, weder bei der MBHWt, noch bei den am proxi-

malen Cluster veränderten MBHs detektieren, was auf eine vergleichbare Stabili-

tät in der cytoplasmatischen Fraktion schließen lässt. Die Menge an prozessierter 

und in die Membran inkorporierter kleiner Untereinheit HoxK ist hingegen unter-
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schiedlich hoch: Während HoxK in der Membranfraktion der MBHC19G/C120G und 

MBHC19G in ähnlich hohen Mengen wie im Wildtyp detektiert wird, ist MBHC120G 

nicht in der Membranfraktion zu finden. HoxG aus MBHC120G wurde hingegen in 

leicht reduzierter Menge detektiert. In der Cytoplasmafraktion von MBHC120G 

sieht man, dass prä-HoxK nicht oder nur in sehr geringen Mengen zur maturen 

Form prozessiert wird. Die Beobachtung, dass HoxK der MBHC120G nicht in der 

Membranfraktion vorkommt, korreliert mit dem ausbleibenden lithoautotrophen 

Wachstum dieser Mutante. 

 

Abbildung 20: Immunologische Detektion der am proximalen Cluster veränderten MBH-
Varianten im Membran- (A) und löslichen Extrakt (B) nach mixotropher Anzucht (einmal begast). 
 Blot gegen HoxG-Antikörper jeweils oben, darunter der Blot gegen HoxK. Stämme: MBHWt: 
HF388, MBHC19G: HF801, MBHC120G: HF802, MBHC19G/C120G: HF800, ΔHoxK: HF532 ΔHoxG: 
HF531. 
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Die Immunoblots der Cys-Ser-MBH-Varianten vermitteln ein ähnliches Bild: 

Während die MBHC19S einen kleinen Anteil an maturer MBH in der Membran 

aufweist, ist in den Extrakten der MBHC120S nahezu ausschließlich die prämature 

Form von HoxK zu finden, wobei ein großer Anteil von präHoxK im Gegensatz 

zur MBHC120G auch im Membranextrakt zu detektieren war (Abbildung 21). Der 

Austausch der Fe-S Cluster koordinierenden Cys20 und Cys149 gegen Serin lie-

fern im Gegensatz zu den übrigen am proximalen Cluster veränderten MBH-

Varianten keine Banden, die eindeutig HoxK zuzuordnen sind. In der 

Membranfraktion lässt sich weder HoxK, noch prä-HoxK nachweisen, in der 

cytoplasmatischen Fraktion ist eine Bande zu sehen, die weder HoxK, noch prä-

HoxK zuzuordnen ist, da sie höher als die Bande von prä-HoxK detektiert wird. 

 

Abbildung 21: Immunologische Analyse der MBH-Varianten in denen die Cysteine des proxima-
len Clusters gegen Serin ausgetauscht wurde (mixotrophe Anzucht, einmal begast).  
A: Löslicher Extrakt, B: Membranextrakt. In der oberen Abbildung wurde jeweils das Antiserum 
gegen HoxG eingesetzt wurde, in der Unteren gegen HoxK. Stämme: MBHWt: HF632 (MBH-
Überexpression), MBHC19S: HF806, MBHC120S: HF807, MBHC20S: HF809, MBHC149S, ΔHoxK: 
HF532 ΔHoxG: HF531. 
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Korrelierend mit der Abwesenheit von HoxK in der Membran wurde bei den 

MBH-Varianten mit Serin statt Cys 20 und 149 keine Aktivität im 

Membranextrakt festgestellt (Tabelle 8). Auch bei der MBHC120S konnte keine 

Aktivität festgestellt werden. Die MBHC19S besaß eine leichte Restaktivität die 

allerdings stark unter der C19G-Variante lag (nur etwa 3 % vom Wildtyp und 4 % 

der C19G-Variante). Davon ausgehend wurden die Serin-Varianten des proxima-

len Clusters experimentell nicht weiter verfolgt, da sie sich als instabiler als die 

Glycin-Varianten erwiesen. 

Tabelle 8: H2-abhängige Methylenblau-Reduzierungsaktivitäten der Membranfraktion aus 
mixotroph mit 10 % O2 gewachsenen Zellen.  

MBH-Variante H2-Oxidationsaktivität 
(µmol H2 / mg / min) 

 einmal begast zweimal begast 
MBHWt 4,4 +/- 0,6 3,6 +/- 0,2 
MBHC19G 3,5 +/- 0,9  0,18 +/- 0,05 
MBHC120G 0,09 +/- 0,04 0,03 +/- 0,01 
MBHC19GC120G 3,2 +/- 0,5 3 +/- 0,4 
MBHWt+ 7,3 +/- 0,8 4,8 +/- 0,7 
MBHC19S+ 0,12 +/- 0,02 0,08 +/- 0,03 
MBHC120S+ < 0,03 < 0,03 
MBHC20S+ < 0,03 < 0,03 
MBHC149S+ < 0,03 < 0,03 

Vergleich zwischen nur anfangs begasten Exsikkatoren und nach 24 h erneut begasten Exsikkato-
ren. Messung bei pH 7,0. Mit „+“ markiert sind die Enzyme aus Überexpressionshintergrund. 
Angegeben sind Mittelwert und, mit +/- die Standardabweichung (siehe 2.8). Stämme: MBHWt: 
HF388, MBHC19G: HF801, MBHC120G: HF802, MBHC19G/C120G: HF800, MBHWt: HF632 (MBH-
Überexpression), MBHC19S: HF806, MBHC120S: HF807, MBHC20S: HF809, MBHC149S 

Die pH-Abhängigkeit bei Membranextrakten der MBHC19G und MBHC19G/C120G 

unterschieden sich von der des Wildtyps. Der Membranextrakt der MBHWt besaß 

eine gegenüber der Aktivität bei pH 5,5 um knapp 20 % erhöhte Aktivität bei pH 7 

(gegenüber etwa 40 % in den Literaturwerten (Podzuweit et al., 1987)). Sowohl 

MBHC19G und die MBHC19G/C120G zeigten hingegen ein umgekehrtes Aktivitäts-

spektrum mit leicht erhöhter Aktivität bei pH 5,5 (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: pH-Abhängigkeit der Membranextrakte der MBHC19G und MBHC19G/C120G.  
Die Aktivitäten wurden über den Assay mit Methylenblau mit K-PO4-Puffer bei einem pH-Wert 
von 5,5 und 7 bestimmt. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an (für Statistik 
siehe 2.8). 

Um die Vergleichbarkeit mit dem Wildtyp zu erhalten, wurde auch die Aktivi-

tätsmessung des Membranextrakts der entsprechenden Mutanten weiterhin bei 

pH 7 durchgeführt. 

3.4.3 Einfluss der O2-Konzentration auf die Synthese der am proximalen 

Cluster veränderten MBH 

Um den Einfluss von O2 und H2 bei der Anzucht der Mutanten zu untersuchen, 

wurden drei parallele Anzuchten durchgeführt. Aktivitäten und Immunoblots von 

einer heterotrophen Anzucht in Luftatmosphäre wurden mit denen von 

mixotrophen Anzuchten in Exsikkatoren mit 5 und 20 % O2 verglichen. Da wegen 

der O2-Konzentration von 20 % nur 70% H2 eingesetzt wurde, diente N2 als Gas, 

mit dem das restliche Volumen der Anzucht mit 5 % O2 aufgefüllt wurde. 

Nach Präparation der löslichen und Membranextrakte wurden diese auf 

SDS-Gele aufgetragen und anschließend Immunoblots gegen HoxK und HoxG 

duchgeführt. Nebeneinander aufgetragen konnte dadurch die Menge der MBH in 

den Extrakten abhängig von der Anzucht abgeschätzt werden. Während bei der 

MBHWt bei allen drei Anzuchtsbedingungen HoxK in maturierter Form vorlag, 

wobei die Menge an maturiertem HoxK nach Anzucht unter 5 % O2 am höchsten 

war, war die Reifung der am proximalen Cluster veränderten MBH-Varianten 
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deutlicher O2-abhängig (Abbildung 23). Die MBHC19G wurde unter allen drei 

Anzuchtsbedingungen maturiert, die Menge an maturiertem HoxK war aber, ähn-

lich wie bei der MBHWt, nach Anzucht mit 5 % O2 am höchsten. Deutlicher wurde 

der Effekt von O2 auf die Reifung bei der MBHC19G/C120G und insbesondere der 

MBHC120G. Bei Ersterer war eine Reifung von HoxK sowohl unter Luftatmosphä-

re, als auch nach mixotropher Anzucht mit 20 % O2 nahezu vollständig unter-

drückt. Bei der MBHC120G war, wie nach der fehlenden Maturation bei 10 % O2 zu 

erwarten, kein HoxK bei heterotropher Anzucht oder mixotropher Anzucht unter 

20 % O2 vorhanden. Bei mixotropher Anzucht unter 5 % O2 war hingegen deut-

lich eine HoxK-Bande im Membranextrakt zu erkennen. 

 

Abbildung 23: Immunologische Analyse der am proximalen Cluster veränderten MBH-Varianten 
in Abhängigkeit von der O2-Konzentration während der Anzucht.  
A: Löslicher Extrakt, B: Membranextrakt. 1: Extrakt nach mixotropher Anzucht mit 20 % O2, 2: 
Extrakt nach Anzucht mit 5 % O2, 3: Extrakt nach heterotropher Anzucht (Luft). In der oberen 
Abbildung wurde jeweils das Antiserum gegen HoxG eingesetzt, in der Unteren gegen HoxK. 
Stämme: MBHWt: HF388, MBHC19G: HF801, MBHC120G: HF802, MBHC19G/C120G: HF800, HoxK-: 
HF532 HoxG-: HF531. 

Die Aktivitäten der Membranextrakte wurde wie beschrieben im photometri-

schen Test in der luftdicht verschlossenen Küvette mit Methylenblau als Elektro-
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nenakzeptor bestimmt (Tabelle 9). Während sich bei 5 % O2 ähnliche Aktivitäten 

bestimmen ließen wie nach einer Anzucht mit 10 % O2 (Tabelle 8), waren die 

Aktiväten nach Luftanzucht und nach mixotropher Anzucht mit 20 % O2 deutlich 

geringer. Bei der MBHWt zeigten sich Restaktivitäten von ungefähr 20 %, wäh-

rend die MBHC19G und die MBHC19G/C120G kaum noch Aktivität zeigten, was ins-

besondere bei ersterer bemerkenswert ist, da die Menge an maturierter MBH in 

der Membran ähnlich dem Wildtyp ist. 

Tabelle 9: H2-abhängige Methylenblau-Reduzierungsaktivitäten der Membranfraktionen der am 
proximalen Cluster veränderten MBH.  

Enzym H2-Oxidationsaktivität(µmol H2/mg/min) 
 70/5/10/10 70/20/10 Luft 
WT 3,7 +/- 0,3 0,6 +/- 0,1 0,7 +/- 0,2 
MBHC19G 4 +/- 0,9  0,05 +/- 0,01 0,14 +/- 0,05 
MBHC120G 0,06 +/- 0,02 < 0,03 < 0,03 
MBHC19GC120G 3,3 +/- 0,6 < 0,03 0,2 +/- 0,06 

Vergleich zwischen verschiedenen Anzuchtsbedingungen: Mixotroph mit 70% H2, 5% O2 10% 
CO2 und 10% N2; 70%H2, 20% H2 und 10% CO2 und heterotroph. Stämme: MBHWt: HF388, 
MBHC19G: HF801, MBHC120G: HF802, MBHC19G/C120G: HF800. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Anzucht mit höheren O2-

Konzentrationen einen negativeren Effekt auf die Aktivität und den Anteil von 

HoxK in der Membran bei am proximalen Cluster veränderten Mutanten hatte, als 

beim Wildtyp. 

3.4.4 Spektroskopische Charakterisierung der MBHC19G und 

MBHC19G/C120G gebunden an die Membran 

Durch spektroskopische Untersuchungen von Hydrogenasen lassen sich Struk-

turvorhersagen der metallischen Zentren und ihrer direkten Umgebung im Protein 

machen. Insbesondere EPR- und IR-Spektroskopie sind in der Untersuchung von 

Hydrogenasen etabliert und werden schon seit Ende der 1970er Jahre für die Un-

tersuchung von Metallzentren in Hydrogenasen eingesetzt. Durch EPR-

Spektroskopie lassen sich in der Regel Metallzentren mit einem ungepaarten 

Elektron aufspüren. Diese werden paramagnetisch genannt (im Gegensaz zu dia-

magnetischen Zentren, die sich EPR-inaktiv verhalten). Durch unterschiedliche 
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Position und Stärke und die relative Anordnung der EPR-Signale kann die Natur 

von Metallzentren spezifiziert werden. So wurden auch zum ersten Mal die diver-

sen Nickelzustände von [NiFe]-Hydrogenasen aufgedeckt und unterschieden (Tei-

xeira et al., 1985). Besonders für Fe-S Cluster, die je nach Redoxzustand para-

magnetisch oder diamagnetisch sind, lässt sich die EPR-Spektroskopie gut 

verwenden, da die entstehenden Signale charakteristisch für die Art des Clusters 

sind. EPR-inaktive Metallzentren, wie z.B. die aktiven Nickel-Zustände lassen 

sich mit FTIR-Spektroskopie detektieren, wobei die Wellenzahlen der Streck-

schwingung der nicht-proteinogenen Liganden, CO und CN- vom Nickelzustand 

abhängen. Die MBH kann sowohl in ihrem nativen Zustand, an die Membran ge-

bunden, als auch in isoliertem Zustand als Dimer oder Trimer, spektroskopisch 

untersucht werden (Saggu et al., 2009). Für die EPR-und FTIR-Spektroskopie an 

Gesamtmembranen wurden konzentrierte Membranextrakte mit einem Proteinge-

halt von mindestens 30 µg/µl hergestellt. Die spektroskopischen Untersuchungen 

wurden von Nina Heidary, Dr. Ingo Zebger (FTIR) und Dr. Miguel Saggu (EPR) 

aus der Gruppe von Dr. Peter Hildebrandt am Max-Volmer-Laboratorium für Bio-

physikalische Chemie / Institut für Chemie der Technischen Universität Berlin 

durchgeführt. 

Bei den EPR-Spektren der Membranextrakte der MBHWt wurde das Auftau-

chen des komplexen, verbreiterten Signals symmetrisch um das [3Fe-4S] Cluster-

signal bei einem g-Wert von 2,02 beobachtet, das auf eine Kopplung dieses Clus-

ters mit einem anderen paramagnetischen Metallzentrum hindeutet (Abbildung 24 

erste Reihe, (Saggu et al., 2009)). Zusätzlich sind im vergrößerten Ausschnitt die 

gx- und gy-Werte bei 2,31 und 2,17 respektive erkennbar, die für den Nir-B-

Zustand charakteristisch sind. Das gz-Signal (bei g = 2,01, (Saggu et al., 2009)) 

wird vom [3Fe-4S] Clustersignal überlagert. Nach Reduktion mit 

Mercaptoethanol auf ein Redoxpotential von etwa +40 mV verschwindet das ver-

breiterte Signal und lässt das isolierte [3Fe-4S]-Signal und die Nir-B-Signale zu-

rück (Abbildung 24 Reihe zwei). Mit einer Reduktion mit Ascorbat auf +70 mV, 
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die im Anschluss an diese Arbeit gemacht wurde, ließ sich das gleiche Spektrum 

hervorrufen. Die oxidierte Form der MBHC19G/C120G zeigt im Gegensatz zur 

MBHWt im isolierten Zustand bei einem Potential von +290 mV kein komplexes 

Signal, sondern das schmale Signal bei g = 2,02, das typisch für ein ungekoppeltes 

[3Fe-4S]-Signal ist (Abbildung 24, Reihe drei). Die Nickelsignale sind schwächer 

als die der MBHWt, lassen aber mit denselben g-Werten dennoch auf einen reinen 

Nir-B-Zustand schließen. Signale, die von anderen Nickel-Zuständen stammen, 

sind nicht erkennbar, insbesondere ist kein Signal vorhanden, das auf den bei O2-

sensitiven Hydrogenasen vorkommenden Niu-A-Zustand hindeutet. 

Die MBHC19G weist bei einer Temperatur von 20 K ein schwächeres [3Fe-4S]-

Signal und ein schwächeres Split Signal auf, was auf ein in Teilen gekoppeltes 

[3Fe-4S]-Cluster hindeutet (Abbildung 24 Reihe vier). Die g-Signale des Nir-B-

Zustandes sind deutlich zu erkennen, wobei zwischen dem gx- und gy-Signal noch 

ein weiteres Signal zu erkennen ist, das weder dem Niu-A- noch dem Nir-B- oder 

einem anderen Nickel-Zustand eindeutig zuzuordnen ist. Bei einer niedrigeren 

Temperatur von 10 K verringert sich der Anteil des Split Signals, während sich 

das [3Fe-4S]-Clustersignal durch die niedrigere Temperatur und der damit ver-

bundenen geringeren Relaxation vergrößert. 
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Abbildung 24: EPR-Spektroskopie der MBHWt, der MBHC19G und der MBHC19G/C120G.  
Die Spektren der Gesamtmembranextrakte zeigen Signale des Ni-Fe-Zentrums und der Fe-S Clus-
ter. Die vergrößerten Spektren des Ni-Signalbereichs über den linken Teilen des Spektrums sind 5-
fach vergrößert. Von oben nach unten: 1. Spektrum: MBHWt im oxidierten Zustand wie isoliert, 2. 
Spektrum: MBHWt nach Reduktion mit Mercaptoethanol, 3. Spektrum: MBHC19G/C120G im oxidier-
ten Zustand (wie isoliert), 4. Spektrum: MBHC19G im oxidierten Zustand, 4. Spektrum: MBHC19G 
im oxidierten Zustand bei 10 K. Die gestrichelte Linie zeigt die gx und gy-Signale des Nir-B-
Zustandes. Experimentelle Bedingungen: pH 7,0, 10 mW Mikrowellenleistung, Mikrowellenfre-
quenz: 9,56 GHz, 1 mT Modulationsamplitude, 12,5 GHz Modulationsfrequenz. 

Um weitere Details über die Ni-Zustände zu erhalten, wurde FTIR-

Spektroskopie mit Membranextrakten der MBH durchgeführt, wobei die Spektren 

der MBHC19G und der MBHC19G/C120G hier als zweite Ableitung dargestellt sind, da 

die Signale schwächer als bei der MBHWt (Abbildung 25) ausfielen. Für die 
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MBHC19G/C120G ließen sich ähnliche Signale wie im Wildtyp nachweisen. Die für 

den Nir-B-Zustand charakteristischen CN--Banden waren bei Wellenzahlen von 

2078 und 2099 cm-1 detektierbar, während die CO-Bande bei einer Wellenzahl 

von 1948 cm-1 zu sehen war (Abbildung 26 A, oberstes Spektrum, mit # markiert). 

 

Abbildung 25: FTIR-Spektrum von cytoplasmatischem Membranextrakt mit MBHWt aus (Saggu 
et al., 2009).  
1. Reihe: Oxidiert (wie isoliert). 2. Reihe: mit 0,05 bar H2 reduziert, 3. Reihe: mit 1 bar H2 redu-
ziert, 4. Reihe: Mit 1 bar H2 reduziert, pH 7,0, 5. Reihe: Reoxidiert an Luft, Signale wie in der 1. 
Reihe. Symbole wie in der Abbildung gelistet. 

Nach 1 h Reduktion mit 100 % H2 (Abbildung 26 A, zweite Reihe) verschoben 

sich die CO- und CN--Banden zu niedrigeren Wellenzahlen von 1926 cm-1 für CO 

und 2049 und 2075 cm-1 für die CN--Banden, charakteristisch für den Nia-SR´-

Zustand (markiert mit *). Im Unterschied zur MBHWt war die CN--Bande bei 

2049 cm-1 nur sehr schwach ausgeprägt. Nach Reoxidation verschiebt sich die 

CO-Bande mit der Zeit zu höheren Wellenzahlen. Nach 20 h an Luft splittete sie 

sich in ein Signal bei 1930 cm-1, charakteristisch für den inaktiven Niia-S-Zustand 

und das Nir-B-Signal bei 1948 cm-1. Nach noch längerer Oxidation verschob sich 

die CO-Bande bei 1930cm-1 nahezu komplett zu einer Wellenzahl von 1948cm-1, 
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dem Nir-B-Signal. Die CN--Signale wanderten bei der Reoxidation zu Positionen 

bei 2075 cm-1, dem Nir-S-Zustand und einem unbekannten Zustand bei 2056 cm-1 

(Abbildung 26 A, Reihen drei bis fünf, ersterer mit  Δ, letzterer mit ? markiert), 

statt zur zweiten CN--Bande des Nir-S-Zustand bei 2093cm-1. Dieses Signal bei 

bei 2056 cm-1 verschwand im Spektrum der MBHC19G/C120G selbst nach 60 h 

Reoxidation nicht gänzlich, obwohl sich die Menge dieses Zustands leicht verrin-

gerte. Dies deutete auf einen defekten Zustand des Enzyms hin, der nach 

Reoxidation zu einer geringen Menge in der Probe enthalten war. Davon abgese-

hen konnte die MBHC19G/C120G fast vollständig reoxidiert werden. Auch die CN--

Banden des Nir-B-Zustandes bei 2081 und 2098 cm-1 konnten wie die CO-Bande 

bei 1948 cm-1 nach 60 h Reoxidation detektiert werden. 

Die MBHC19G zeigte im Gegensatz dazu deutlich mehr inaktives Enzym. Das 

Spektrum im oxidierten Zustand zeigte ungefähr 70 % Nir-B, 20 % erscheinen 

hingegen inaktiv mit einer CN--Bande bei 2076 cm-1 und einer CO-Bande bei 

1928cm-1 (schwarzer Kreis, Abbildung 26 B, erste Reihe). 80 % der Probe war 

redoxaktiv. Der Nia-SR´-Zustand konnte wie bei der MBHC19G/C120G nach 

Reoxidation detektiert werden. Das Enzym war nicht komplett reversibel redu-

zierbar, bei Reoxidation mit Luft kehrten 40 % des Enzyms nicht in den oxidierten 

Zustand zurück (siehe Abbildung 26, vierte Spur) und verblieben geschädigt. 
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Abbildung 26: FTIR-Spektrum von cytoplasmatischem Membranextrakt mit MBHC19G/C120G (A) 
und MBHC19G (B). 
1. Reihe: Oxidiert (wie isoliert). 2. Reihe: mit 1 bar H2 reduziert, 3. bis 5. Reihe: Reoxidation an 
Luft zu den angegebenen Zeitpunkten. Symbole wie in der Abbildung gelistet. 
? = Unidentifiziertes Signal. 

3.4.5 Das gereinigte MBHC19G/C120G-Dimer offenbart überraschende 

spektroskopische Eigenschaften 

Für die elektrochemische und spektroskopische Charakterisierung des 

MBHC19G/C120G-Dimers wurde ein Strep-Tag an das C-terminale Ende fusioniert, 
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um das Protein über Affinitätschromatographie zu reinigen (Stamm HF805). Die 

Isolierung erfolgte aus Membranextrakt, gewonnen nach mixotropher Anzucht in 

1 l FGN-Medium in Exsikkatoren mit anfänglicher Begasung einer Atmosphäre 

von 80 % H2, 10 % CO2 und 10 % O2. Die Reinigung wurde durchgängig mit 

K-PO4-Puffer pH 7,0 vorgenommen, in dem auch die spektroskopischen Messun-

gen durchgeführt wurden.  

Das Bandenmuster der gereinigten MBHC19G/C120G (Abbildung 27) war iden-

tisch mit dem der MBHWt, so waren zum Beispiel keine Banden erkennbar, die 

von zusätzlichem Abbau aufgrund von unstabilem Protein auftreten könnten.  

 

Abbildung 27: SDS-PAGE nach Reinigung der MBHWt (HF804, A) und MBHC19GC120G (HF805, 
B) über Strep Tactin-Affinitätschromatographie.  
SE: 20 µg löslicher Extrakt (soluble extract), SME: 20 µg solubilisierter Membranextrakt, E: 5 µg 
Eluat, C: 5 µg konzentriertes Eluat. 

Die MBHC19G/C120G konnte in vergleichbaren Mengen wie der MBHWt isoliert 

werden (siehe Tabelle 9), aus etwa 10 g Zellen konnten etwa 0,8 mg Protein ge-

reinigt werden (Wildtyp: 1,1 mg). Sowohl die Aktivität im solubilisierten 

Membranextrakt von MBHC19G/C120G, als auch die des gereinigten Enzyms betrug 

etwa 75 % der MBHWt-Aktivität (Tabelle 10), allerdings ist die Standardabwei-

chung der Aktivität für die gereinigte MBHC19G/C120G etwas höher. Auch die An-

reicherung und die Ausbeute an Protein sind für die MBHC19G/C120G und MBHWt 

ähnlich. Für die EPR und FTIR-Messungen wurde die MBH auf eine Konzentra-

tion von 35 µM in einem Volumen von etwa 150 µl konzentriert. 
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Tabelle 10: Reinigungstabelle MBHC19G/C120G.  
 Volumen 

(ml) 
Proteinkonzent-
ration (mg/ml) 

Gesamtpro-
tein (mg) 

Spez. Aktivi-
tät (U/mg) 

Gesamtaktivi-
tät (U) 

Aus-
beute 

Anrei-
cherung 

MBHWt 
SME 10 4,3 +/- 0,9 43 +/- 9 4,1 +/-0,7 176,3 +/- 6,3 100 1 
Gereinigt 0,2 5,5 +/- 0,6 1,1 +/- 0,12 47,8 +/- 5,3 52,58 +/- 0,63 29 11,7 
MBHC19G/C120G 
SME 10 3,6 +/- 1,3 26 +/- 12 2.3 +/- 0.6 59,8 +/- 7,2 100 1 
Gereinigt 0,2 4 +/- 0,6 0,8 +/- 0,12 38,5 +/- 4,4 30,8 +/- 0,53 51 16,7 

Die H2-Reduktionsaktivität wurde mit Methylenblau als Elektronenakzeptor bei einem pH-Wert 
von 5,5 bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert der Aktivität und die Standardabweichung. Für 
Statistik und Methoden siehe 2.7 und 2.8. Stämme: MBHWt: HF804, MBHC19G/C120G: HF805. 

Das EPR-Spektrum der oxidierten MBHC19G/C120G (im isolierten Zustand) zeigt 

wie erwartet ein typisches [3Fe-4S] Cluster Signal bei g = 2,02, das sich nicht von 

dem Signal des Spektrums des Membranextrakts der MBHWt unterscheidet. Eben-

falls sichtbar ist das gx- und gy-Signale des Nir-B-Signals. Signale, die dem 

Niu-A-Zustand zugeschrieben werden können, sind auch hier nicht sichtbar. Spek-

tren bei höheren Temperaturen (40 K) zeigen ein für das [3Fe-4S] Cluster typi-

sches Relaxationsverhalten, die Signalintensität sinkt auf einen Bruchteil des 

20 K-Signals, während die langsamer relaxierenden Nir-B-Signale in etwa der 

Signalintensität bei 20 K entsprechen. 

Nach halbstündiger Reduktion mit H2 lässt sich überraschenderweise kein 

EPR-Signal mehr detektieren. Weder das erwartete [4Fe-4S] Signal, noch ein Ni-

ckelsignal ist zu beobachten. Nach Reoxidation mit O2 lässt sich das Ausgangs-

signal wie im isolierten Enzym beobachten, was darauf hindeutet, dass die MBH 

noch funktionell ist und wahrscheinlich kein Abbau erfolgt und kein Fe-S Cluster 

oxidativ beschädigt ist. 



Ergebnisse 

 85 

 

Abbildung 28: EPR-Spektroskopie der gereinigten MBHC19G/C120G.  
Die Spektren zeigen Signale des Ni-Fe-Zentrums (links) und des medialen Fe-S Cluster (Mitte 
rechts). Die vergrößerten Spektren des Ni-Signalbereichs über den linken Teilen des Spektrums 
sind 5-fach vergrößert. Von oben nach unten: 1. Spektrum: MBHC19G/C120G-Dimer im oxidierten 
Zustand wie isoliert, 2. Spektrum: MBHC19G/C120G-Dimer wie isoliert bei 40 K, 3. Spektrum: 
MBHC19G/C120G-Dimer nach Reduktion mit 100 % H2, 4. Spektrum: MBHC19G/C120G-Dimer an Luft 
reoxidiert Experimentelle Bedingungen: pH 7, 10 mW Mikrowellenleistung, Mikrowellenfre-
quenz: 9,56 GHz, 1 mT Modulationsamplitude, 12,5 GHz Modulationsfrequenz 

Bei den FTIR-Messungen wurden die in der Membran getätigten Beobachtun-

gen bestätigt. Das Enzym verhält sich weitgehend wie die MBHWt, lediglich bei 

1956 cm-1 im oxidierten Zustand, neben der CO-Bande des Nir-B-Zustandes, war 

ein zusätzliches Signal zu erkennen, das keinem Nickel-Zustand zugeordnet wer-

den kann (Abbildung 29). Etwa 30 % des Enzyms war im inaktiven Niia-S-

Zustand, was charakteristisch für gereinigtes Enzym ist (Saggu et al., 2010). 
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Abbildung 29: FTIR-Spektrum von gereinigter MBHC19G/C120G.  
Spektrum aufgenommen am oxidierten Enzym (wie isoliert) Die Ni-Zustände sind in der Abbil-
dung gelistet. Bei 1956 cm-1 ist ein unidentifiziertes Ni-Signal zu erkennen. Spektrum aufgenom-
men bei pH 7. 

3.4.6 Elektrochemische Charakterisierung der MBHC19G/C120G 

Bei der Proteinfilmvoltammetrie mit rotierender Elektrode wird die gereinigte 

MBH auf einer drehbaren Elektrode immobilisiert, mittels dieser dann katalyti-

sche Ströme gemessen werden können. Die Experimente werden in einer gasdich-

ten Kammer durchgeführt, die man mit beliebigen Gasen durchströmen kann. Die 

Methode hat mehrere Vorteile, die man bei sonstigen Aktivitätsmessungen nicht 

erreichen kann. So interagieren nur aktive Hydrogenasemoleküle mit der Elektro-

de, was den Vorteil hat, dass beispielsweise unterschiedliche Enzympräparationen 

trotz ihrer Heterogenität sehr ähnliche Ergebnisse liefern, da inaktive Enzyme 
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nicht in die Messergebnisse mit einfließen. Der Nachteil dabei ist, dass die Dichte 

des Proteinfilms in unterschiedlichen Messungen sehr heterogen ist, so dass aus 

dem Stromfluss nicht auf die spezifische Aktivität geschlossen werden kann. Da-

für lässt sich die Hydrogenaseaktivität über einen breiten Bereich von 

Redoxpotentialen messen und es muss kein spezifischer Elektronenakzeptor ein-

gesetzt werden, der die Ergebnisse verfälschen kann. Durch die Elektrodenrotati-

on ist eine permanente Durchmischung der Lösung gegeben, wodurch sich das 

Produkt und das Substrat schneller als durch Diffusion im Gleichgewicht befin-

den. Schließlich gewährt die gasdichte Kammer, die in Kontakt zur enzymbe-

schichteten Elektrode steht, die Möglichkeit, das Verhalten des Enzyms unter ver-

schiedenen Gasgemischen untersuchen zu können. So kann auch der direkte 

Einfluss von verschiedenen O2-Konzentrationen auf die Enzymaktivität beobach-

tet werden. 

Zur elektrochemischen Charakterisierung der MBH wurde das Protein auf eine 

Konzentration von ungefähr 10 µg/µl gebracht. Die Proben wurden von Annema-

rie Wait in der Arbeitsgruppe von Fraser Armstrong am Institut für anorganische 

Chemie der Universität Oxford mit Proteinfilmvoltammetrie auf der Graphitelekt-

rode untersucht. Hierbei wird das Enzym als Proteinfilm auf eine rotierende Elekt-

rode aufgetragen. Zur Untersuchung der Aktivität der MBH bei verschiedenen 

Redoxpotentialen wurde ein zyklisches Voltamogramm aufgenommen. Hierbei 

handelt es sich um die Messung der Stromstärke, die mit der Aktivität des Enzyms 

direkt korreliert, aufgetragen gegen das Redoxpotential zwischen etwa -600 bis 

+300 mV, bezogen auf die Standard-H2-Elektrode. Der Scan wird dabei in Vor-

wärts- und Rückwärtsrichtung durchgeführt, so dass das Voltamogramm zyklisch 

ausfällt. Die Rate mit der die Redoxpotentiale geändert werden, kann dabei frei 

gewählt werden. Üblich sind zwischen 1 mVs-1 und 1 Vs-1. Die Reaktion der 

Hydrogenase läuft je nach Redoxpotential in die Richtung der H2-Oxidation oder 

der H+-Reduktion (H2-Produktion) ab. Bei niedrigem Redoxpotential werden 

Elektronen von der Elektrode an die Hydrogenase abgegeben (H2-Produktion), bei 
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höherem Redoxpotential wird H2 oxidiert, wobei die Elektrode als Elektronenak-

zeptor fungiert (Vincent et al., 2007). 

Anhand eines zyklischen Voltamogramms kann der katalytische Bias (die Rate der 

H2-Produktion relativ zur H2-Oxidation), das Überpotential (das Redoxpotential, 

bei dem die Hydrogenase von H2-Produktion auf H2-Oxidation umspringt) und 

der Eswitch bestimmt werden. Bei hohen Redoxpotentialen werden Hydrogenasen 

deaktiviert, die Aktivität sinkt (anaerobe oxidative Inaktivierung), was am besten 

bei langsamen Aufnahmeraten nachvollzogen werden kann, da diese Deaktivie-

rung relativ langsam abläuft. Bei sinkenden Redoxpotentialen während des Scans 

in die Rückwärtsrichtung steigt die Aktivität wieder an, die sogenannte reduktive 

Reaktivierung. Der Eswitch ist der Punkt im Voltamogramm, bei dem die reduktive 

Reaktivierung halbmaximal ist. Er ist charakteristisch für verschiedene Arten von 

Hydrogenasen, so hat die MBH aus R.e. mit etwa +100 mV einen für [Ni-

Fe]-Hydrogenasen sehr hohen Wert, was auffällig mit der O2-Toleranz dieser Mo-

leküle korreliert. Abbildung 30 zeigt Voltamogramme bei verschiedenen Scan-

Raten für die MBHWt und für die MBHC19G/C120G. Das zyklische Voltamogramm 

der MBHC19G/C120G unter N2 ist dem Wildtyp in grundlegenden Dingen sehr ähn-

lich. Bei einem Redoxpotential an der Elektrode von unter etwa -300 mV wird H2 

(in geringem Maße) produziert, bei einem positiveren Potential oxidiert. Die Rate 

des Anstiegs auf die maximale Aktivität und das Redoxpotential bei der höchsten 

Aktivität vor der anaeroben Inaktivierung unterscheiden sich nicht. Kleine Unter-

schiede gibt es im Kurvenverlauf, die aber nicht bei jeder Messung gleichermaßen 

stark beobachtet wurden. Der größte Unterschied war bei der anaeroben 

oxidativen Inaktivierung zu beobachten, die typisch für den Nir-B-Zustand der 

MBH ist. Hier sieht man bei der MBHC19G/C120G eine weitaus schnellere und stär-

kere Inaktivierung, während der Eswitch etwa gleich bleibt. Bei einer höheren 

Scanrate tritt die anaerobe Inaktivierung stärker in Erscheinung, während sich die 

Kurven der Hin- und Rückrichtung bei der MBHC19G/C120G sogar überschneiden. 
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Abbildung 30: A: Zyklisches Voltamogramm der MBHWt und der MBHC19G/C120G.  
Scan unter 100 % N2 (blau) gefolgt von einem Scan unter 100 % H2 (violett). Temperatur 30 °C, 
pH 5,5, 2500 rpm, 20 mV/s). B: Zyklisches Voltamogramm mit langsamerer Scanrate (1mV/s) zur 
näheren Betrachtung der oxidativen Reaktivierung. Der Eswitch (rosa Punkt in den unteren Kurven) 
liegt für beide Enzyme bei etwa 140 mV. 

Um die anaerobe Inaktivierung zwischen MBHWT und MBHC19G/C120G genauer 

zu untersuchen, wurde ein sehr hohes initiales Redoxpotential (442 mV) angelegt, 

von dem aus dann das Redoxpotential des Reaktivierungsbeginns (192 mV) ein-

gestellt wurde. Vom Kurvenverlauf lässt sich ablesen, wie schnell die Reaktivie-

rung abläuft und ob diese normal abläuft, worauf eine exponentielle Kurve schlie-

ßen lässt. Sowohl für die MBHWt, als auch für die MBHC19G/C120G ist eine typische, 

langsame exponentielle Steigerung der Aktivität erkennbar, was auf eine ähnliche 

Reaktivierung bei hohen Redoxpotentialen spricht. Wird von dem hohen initialen 

Redoxpotential auf ein niedriges Redoxpotential, das negativer als der Eswitch ist 

(Abbildung 32 B), umgeschaltet, wird ein Unterschied der MBHC19G/C120G zur 

MBHWt sichtbar. Während beide Enzyme unter diesen Messbedingungen einen 

sehr viel schnelleren Anstieg zur maximalen Aktivität aufweisen (weniger als 10 s 
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im Vergleich zu mehr als 10 min), zeigt die MBHC19G/C120G einen Aktivitätsabfall 

nach Erreichen des Maximums, während die MBHWt das typische Plateau er-

reicht. 

 

Abbildung 31: A: Anaerobe Inaktivierung bei 100 % H2 bei einem Anfangspotential von 442 mV 
gefolgt von einer Änderung des Potentials auf die Stufe der Reaktivierungsinitiierung (192 mV). 
B: Reaktivierung bei einem niedrigeren Potential (42 mV) 

Zur Bestimmung des KM-Wertes durch Proteinfilmvoltammetrie (Abbildung 

32) wurde die Zelle mit der MBH-beschichteten Elektrode mit N2 gefüllt, um da-

nach bei t = 0 s mit einer bestimmten Menge an H2-gesättigtem Puffer befüllt zu 

werden, was in einer Anfangskonzentration von 400 µM H2 resultierte. Die 

Befüllung mit H2 hatte einen Anstieg der Aktivität auf den Anfangswert zur Folge, 

die danach aufgrund des N2-Durchflusses im Laufe der Zeit sank. Die Abnahme 

der H2-Konzentration folgt dabei einem exponentiellen Verlauf mit der Zeitkon-

stante τ. 
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Wie in Abbildung 32 zu sehen, ist die MBHC19G/C120G zum Zeitpunkt Null auch 

bei höherer H2-Konzentration im Medium nicht gesättigt. Während für den 

Wildtyp ein KM von 6 µM berechnet wurde, der mit den Literaturwerten überein-

stimmt (Cracknell et al., 2009), besaß die MBHC19G/C120G einen um etwa den Fak-

tor 30 höheren KM-Wert von etwa 160 µM und damit eine wesentlich geringere 

Affinität zu H2 als der Wildtyp. Hierbei ist zu beachten, dass der KM nur mit einer 

relativ hohen Fehlerquote von +/- 50 µM bestimmt werden konnte, da keine Sätti-

gung mit H2 erreicht werden konnte. So musste die Affinität über eine sigmoidale 

Kurve durch einen extrapolierten Sättigungspunkt ilim bestimmt werden. 

Die Inhibierungskonstante für O2 konnte bei der MBHC19G/C120G nicht bestimmt 

werden, da diese bei sättigender H2-Konzentration durchgeführt werden muss.  

 

Abbildung 32: Bestimmung des KM für H2 von MBHWT (links) und MBHC19G/C120G (rechts).  
Die MBHC19G/C120G war selbst unter 100 % H2 nicht gesättigt (zur Berechnung des KM siehe 
2.24.3). Die Messungen wurden bei 30 °C und -108 mV durchgeführt, der pH-Wert betrug 5,5, die 
Elektrode wurde mit 4500 rpm rotiert. 

Die Proteinfilmvoltammetrie ist die einzige Methode, mit der man verlässlich 

die Katalyse von Hydrogenasen in Gegenwart von O2 messen kann. Hierzu wurde 

der Hydrogenasefilm auf der Elektrode einer konstanten Konzentration an H2 und 

N2 ausgesetzt, wobei letzteres Gas nach und nach durch höhere Konzentrationen 

von O2 ersetzt wurde. Als konstantes Redoxpotential wurde ein Wert von -8 mV 

gewählt, der nahe am Aktivitätsmaximum kurz vor Beginn der anaeroben 

oxidativen Inaktivierung liegt. Sukzessive wurde der O2-Anteil dann nach jeweils 

15 min um 4 % bis auf 20 % erhöht. Die Ergebnisse für MBHWt und 

MBHC19G/C120G sind in Abbildung 33 dargestellt. Schon bei niedrigen O2-
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Konzentrationen von 4 % war ein deutlicher Abfall der MBHC19G/C120G-Aktivität 

feststellbar, der Stromfluss sank innerhalb von etwa 15 Minuten im Vergleich zur 

Kontrolle ohne O2 auf etwa 70 %. Nach derselben Zeit konnte nach Injektion von 

4 % O2 bei der MBHWt noch 90 % der ursprünglichen Aktivität gemessen werden. 

Jede zusätzliche Injektion von 4 % O2 führte bei der MBHC19G/C120G innerhalb 

dieser Zeitspanne zu einem erneuten Aktivitätsverlust auf etwa die Hälfte der vor-

herigen Stromstärke, während die MBHWt nur jeweils etwa 5 % ihrer Aktivität 

verlor. Bei 20 % O2 sank die Aktivität der MBHC19G/C120G schließlich auf nahezu 

Null, die MBHWt zeigte bei diesen atmosphärischen O2-Konzentrationen eine 

Restaktivität von etwa 60 %. Eine leichte Reaktivierung erfolgte nach Entfernung 

von O2 sowohl bei der MBHWt, als auch bei der MBHC19G/C120G, wobei in ersterem 

Fall ein größerer Anteil des Enzyms reaktiviert wurde.  

Bei der höheren O2-Sensitivität der MBHC19G/C120G ist zu beachten, dass die Inak-

tivierung nur langsam stattfindet. Anders als bei O2-sensitiven Hydrogenasen, 

deren Aktivität direkt nach Einströmen von O2 auf Null sinkt, benötigte die 

MBHC19G/C120G etwa 15 Minuten bis die Aktivität auf die Hälfte abgesunken ist. 
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Abbildung 33: Schrittweise Injektion von O2 zur Demonstration der Unterschiede in der O2-
Toleranz zwischen Wildtyp und MBHC19G/C120G.  
Die H2-Konzentration betrug konstant 80 %, während die O2-Injektionen von jeweils 4 % nach 
und nach den N2 ersetzten, bis zur Konzentration von 20 % O2. Diese wurden anschließend durch 
20 % N2 ersetzt. Dies wurde alles bei 30 °C, pH 5,5, 2500 rpm und einem Potential von -8 mV 
durchgeführt. Anschließend wurden drei Schritte bei -558 mV durchgeführt, nach jedem wurde das 
Potential auf -8 mV erhöht. 

Die O2-Toleranz wurde anschließend für verschiedene Redoxpotentiale unter-

sucht (Abbildung 34), insbesondere zur Überprüfung, ob die MBHC19G/C120G einen 

Zustand hat, der im Reaktivierungsverhalten Niu-A ähnelt. Hierzu wurde die Re-

aktivierung nach Inkubation unter O2-Atmosphäre (20 % O2) bei verschiedenen 

Potentialen untersucht. Nach einer 10-minütigen initialen Inkubation unter 

80 % H2 und 20 % N2 und dem in Abbildung 34 angegebenen Redoxpotential 

wurden die 20 % N2 gegen 20 % O2 ausgetauscht und nach mehr als 10 Minuten 

wurde das O2 entfernt. Anschließend wurde das Potential wie in Abbildung 33 auf 

-558 mV gesenkt um dann auf das Ursprungspotential angehoben zu werden. Die-

ser Schritt wurde zweimal wiederholt. Es zeigte sich, dass der Anteil des Proteins, 

der für die Reaktivierung ein niedriges Potential benötigt, mit abnehmendem Po-

tential bei der vorherigen Inaktivierung mit O2 zunahm. Dies steht im Gegensatz 

zur MBHWt, wo die O2-Toleranz unabhängig vom Potential ist (Cracknell et al., 
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2009). Parallel dazu war die unmittelbare Reaktivierung nach der Entfernung von 

O2 bei höherem Potential größer. 

 

Abbildung 34: Abhängigkeit der Reaktion der MBHC19G/C120G mit O2 vom Redoxpotential.  
Gemessen wurde bei 80 % H2, die Messung startete mit 20 % N2, welches nach 10 Minuten durch 
20 % O2 ersetzt wurde, worauf die Aktivität nachließ. Nach weiteren 10 Minuten wurde O2 wieder 
gegen 20 % N2 getauscht. Daraufhin wurde das Potential wie in der vorherigen Abbildung 33 wie-
derholt auf -558 mV gesenkt und anschließend wieder auf den Ursprungswert gebracht. Bedingun-
gen wie in Abbildung 33. Die Stromstärke wurde auf einen Betrag von 1 µA normalisiert. 

Neben der Sensitivität gegenüber O2 besitzen die meisten 

[NiFe]-Hydrogenasen auch eine Sensitivität gegenüber CO, welches auch an das 

aktive Zentrum bindet. Bei O2-toleranten Hydrogenasen scheint CO im Gegensatz 

zu O2 nicht an das aktive Zentrum zu binden, da die Aktivität nicht beeinflusst 

wird (Vincent et al., 2005a). Aufgrund der Beobachtung, dass der Austausch der 

beiden Cysteine am proximalen Cluster die O2-Sensitivität der MBH erhöht, war 

von Interesse, inwieweit CO die katalytische Aktivität der MBHC19G/C120G auf der 

Elektrode beeinflusst. Hierzu wurde der Stromfluss in Gegenwart von 10 % H2 

und 90% N2 bei einem Potential von -8 mV gemessen. N2 wurde nach ungefähr 10 

Minuten gegen 90 % CO ausgetauscht und die Stromstärke über einen Zeitraum 

von 15 Minuten beobachtet, bevor das CO wieder gegen N2 ausgetauscht wurde 

(Abbildung 35). Es zeigte sich, dass zwischen der MBHC19G/C120G und dem 

Wildtyp keine nennenswerten Unterschiede messbar waren. Auch die 

MBHC19G/C120G wird nicht durch CO inhibiert. Der geringe Unterschied der Aktivi-

tätsabnahme, von 4 auf 3 µA bei MBHWt, von 3,5 auf 2 bei MBHC19G/C120G ist 

durch den höheren Proteinfilmverlust bei der letzteren zu erklären. 
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Abbildung 35: Inhibierung durch CO bei der MBHWt und der MBHC19G/C120G.  
Die anfängliche Reaktion lief unter 10 % H2 und 90 % N2 ab, nach 10 min wurde das N2 durch CO 
ersetzt, nach weiteren 15 min wurde diese wieder durch N2 ersetzt. Bedingungen: 30 °C, pH 5,5, 
2500 rpm, -58 mV. 

Die größten Unterschiede, die sich in den Ergebnissen der elektrochemischen 

Untersuchungen zwischen der MBHC19G/C120G und der MBHWt zeigen, sind also 

die Sensitivität der MBHC19G/C120G gegenüber O2 und die geringere Affinität zu H2, 

während andere markante Punkte, wie der Eswitch, die Relation von H2-Oxidation 

und - Produktion und die Toleranz gegenüber CO mit denen der MBHWt identisch 

sind. 

3.4.7 Reinigung der MBHC19G/C120G als Trimer 

Vor kurzem wurde eine Methode gefunden, die es ermöglicht, die MBH als 

Heterotrimer (im Folgenden als Trimer bezeichnet) aus der Membran zu isolieren 

(Stefan Frielingsdorf, Manuskript in Vorbereitung). Hierfür wurde zur 

Solubilisierung der MBH aus der Membran das Detergens Digitonin genutzt. Den 

besten Ertrag der MBH in trimerer Form lieferte eine affinitätschromato-

graphische Reinigung über einen C-terminal an HoxZ fusionierten Strep-Tag.  

Zur Untersuchung der MBHC19C/C120G in der trimeren Form wurde eine Strep-Tag-

Version von HoxZ (pCH1289) mit HF800 gekreuzt und eine an die 

Solubilisierung mit Digitonin anschließende Affinitätschromatographie wie in 

Material und Methoden beschrieben durchgeführt. In Abbildung 36 ist die als 

Trimer gereinigte MBHC19G/C120G (siehe auch Tabelle 11) nach einer SDS-PAGE 

im Vergleich zur aus dem MBH-Überexpressionsstamm HF655 gereinigten 

MBHWt (von Stefan Frielingsdorf durchgeführt) zu sehen. 
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Abbildung 36: SDS-PAGE des gereinigten Trimers der MBHWt (links, Stefan Frielingsdorf) und 
der MBHC19G/C120G (rechts) nach heterotropher Anzucht.  
ME: Membranextrakt (20µg), E: Eluat (gereinigte MBH). Bei MBHWt wurde 5µg Eluat aufgetra-
gen, bei MBHC19G/C120G 1µg. Stämme: MBHWt: HF655, MBHC19G/C120G: HF953. 

Die MBHC19G/C120G lässt sich wie das Wildtypprotein auch als Trimer reinigen, 

wobei der Ertrag im Verhältnis zum Ertrag bei der Reinigung des Dimers ähnlich 

dem der MBHWt ist. Auch das stöchiometrische Verhältnis der Untereinheiten 

HoxG, K und Z bei der MBHC19G/C120G entspricht dem der MBHWt. Da die MBHWt 

aus einem Stamm mit MBH-Überexpressionssystem gereinigt wurde, unterschied 

sich die Menge an MBH-Trimer deutlich, was sich auch in Abbildung 36 zeigt, 

wo das gleiche Probenvolumen aufgetragen wurde. Aufgrund des unterschiedli-

chen Stammhintergrundes wurde kein Vergleich der Reinigungserträge durchge-

führt.  

Tabelle 11: Reinigungstabelle MBHC19G/C120G-Trimer (HF953).  
 Volumen (ml) Proteinkonzentration (mg/ml) Gesamtprotein (mg) Ausbeute 
SME 10 2 26 100 
Gereinigt 3 0,08 0,24 0,9 

Für Methoden siehe 2.7 und 2.8, die Werte sind Bestimmungen einer einzigen Anzucht. 

Die wohl größte Frage bei der Untersuchung des gereinigten Trimers der MBH 

stellt die nach dem physiologischen Elektronakzeptor dar. Methylenblau, 

Benzylviologen und Methylviologen, die drei in der Regel bei der 

Akvititätsmessung von Hydrogenasen genutzten Elektronenakzeptoren, kommen 

in der Zelle nicht vor und sind dementsprechend künstliche Redoxmediatoren. In 

der Zelle wird diese Aufgabe im Falle einer MBH in der Regel von Chinonen 

übernommen, die sich in der Membran frei bewegen können. Daher wurden für 
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das MBH-Trimer im photometrischen Test diverse Chinonderivate als Elektronen-

akzeptoren bei der H2-Oxidation getestet. Das MBHWt-Trimer reagierte in ver-

gleichbarer Aktivität zum Methylenblauassay mit Menadion, während sowohl 

Durochinon, als auch Ubichinon schlechte Elektronenakzeptoren darstellten, da 

sie nur ca. 10 bis 20 % der Aktivität mit Methylenblau erreichten. Für das 

MBHC19G/C120G-Trimer ergab sich ein anderes Bild. Hier wurde keine Aktivität mit 

Menadion und eine extrem geringe Aktivität von Ubichinon festgestellt, hingegen 

konnte eine sehr geringe Aktivität von 1 % der Aktivitität vom Methylenblauassay 

mit Durochinon nachgewiesen werden (Tabelle 12). Ein Problem für Aktivitäts-

messungen mit dem MBH-Trimer besteht darin, dass auch das MBH-Dimer mit 

Methylenblau, aber auch mit allen verwendeten Chinonderivaten reagiert. Da 

nicht auszuschließen ist, dass durch die große Verdünnung des Enzyms im Reak-

tionsansatz das HoxKG vom Cytochrom dissoziiert und so seine Aktivität als Di-

mer entfaltet, kann keine Aussage getroffen werden, ob wirklich die Aktivität des 

Trimers gemessen wird. Daher wurde auf weitergehende Untersuchungen hin-

sichtlich der Aktivität des MBHC19G/C120G-Trimers an dieser Stelle verzichtet.  

Tabelle 12: H2-abhängige Reduktionsaktivitäten des MBH-Trimers mit verschiedenen Elektronen-
akzeptoren bei pH 5,5.  
Elektronen- MBHWt MBHC19G/C120G 
akzeptor - Digitonin + Digitonin - Digitonin + Digitonin 
Methylenblau 18,4 11,5 5,8 2,2 
Menadion 14,2 8,5 < 0,01 < 0,01 
Durochinon 2,2 0,8 0,07 < 0,01 
Ubichinon Q0 3,2 1,8 < 0,03 < 0,03 
Bei Ansätzen mit Digitonin (+ Digitonin) wurde eine Digitoninkonzentration von 0,07 % einge-
setzt. Die Messungen mit MBHWt wurden von Stefan Frielingsdorf durchgeführt. Konzentrationen 
der Elektronenakzeptoren: Menadion: 0,7 mM, Methylenblau, Durochinon, Ubichinon Q0: 0,2 
mM. Stämme: MBHWt: HF655, MBHC19G/C120G: HF953. Mittelwert in U/mg aus einer Doppelmes-
sung von nur einer Anzucht, daher keine Standardabweichung angegeben. 

Zur elektrochemischen Untersuchung wurde das gereinigte MBHC19G/C120G-

Trimer als Proteinfilm auf die rotierende Elektrode gebracht um den katalytischen 

Strom zu messen. Auch nach wiederholtem Versuch, mit dem MBHWt und 

MBHC19G/C120G-Trimer einen Proteinfilm zu etablieren, gelang es allerdings nicht, 

auch nur einen geringen katalytischen Strom zu messen. Wahrscheinlich konnte in 
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der Form des MBH-Trimers als Bestandteil von Digitoninmicellen kein Protein-

film auf der Elektrode hergestellt werden, bei dem die Übertragung der Elektro-

nen des Enzyms auf die Elektrode und vice versa gelang. Dies ist vermutlich auf 

eine starke Interaktion der Graphitoberfläche mit dem in Überschuss vorhandenen 

Detergens zu erklären. Die elektrochemischen Versuche mit dem MBH-Trimer 

wurden daraufhin eingestellt. 

3.4.8 Der Austausch des Cysteins 17 in Analogie zur Complex I-

Untereinheit führte zu Verlust der MBH-Aktivität 

In Analogie zu einem Fe-S Cluster mit Tandemcysteinen, wie er zum Beispiel 

in NuoB, einer Untereinheit der NADH:Ubichinon Oxidoreductase (Komplex I) 

der Atmungskette vorkommt (Berrisford und Sazanov, 2009), sind die Cysteine in 

Tandemstellung an HoxK-Position 19 und 20 konserviert. Diese auffallende Ähn-

lichkeit zwischen des N-terminalen Bereichs der NuoB-Untereinheit und der 

MBH gab Anlass zu der Annahme, dass eventuell auch das Cys17 eines der 

Tandemcysteine ersetzt werden kann, da dieses Cystein in NuoB nicht konserviert 

ist (Abbildung 37). Angesichts der geringen sonstigen Ähnlichkeit zwischen 

NuoB und HoxK und weil die Aminosäure analog zu HoxK_Cys17 in NuoB nicht 

konserviert ist (es kommen Leucin, Isoleucin und Threonin vor, siehe Abbildung 

37), wurde gegen das strukturell zu Cystein ähnliche Serin ausgetauscht. 
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                        C19                 C120                                 C149 
Ral_eu HoxK     15 ~LECTCCSES~ 114 ~WGSCASWGCVQAAKPNPTQAT-PVHKVIT~ 140 ~DKPIIKVPGCPPI~  
Ral_me HoxK     15 ~LECTCCTEA~ 114 ~WGSCASWGCVQAAKPNPTQAT-PIHKVIT~ 140 ~DKPIIKVPGCPPI~  
Bra_ja HupS     15 ~LECTCCSES~ 114 ~WGACASWGCVQAAKPNPTQAT-PIDKVIT~ 140 ~NKPIIKVPGCPPI~  
Rhi_le HupS     15 ~LECTCCSES~ 114 ~WGACASWGCVQAAKPNPTQAT-PIDKVIL~ 140 ~DKPIIKVPGCPPI~  
Aqu_ae Hyd1     15 ~LECTCCSES~ 114 ~WGSCASWGCVQAAKPNPTTAV-PIDKVIK~ 140 ~DKPIIKVPGCPPI~  
All_vi HupS     15 ~LECTCCSES~ 114 ~WGTCASWGCVQAAHPNPTQAV-SIDKVIH~ 140 ~DKPIIKVPGCPPI~  
Esc_co HyaA     15 ~LECTCCTES~ 114 ~WGTCASWGCVQAARPNPTQAT-PIDKVIT~ 140 ~DKPIIKVPGCPPI~  
All_vi HynS     15 ~QECTGCTES~ 115 ~VGTCAAFGGLPQARPNPTGAM-SVMDLVR~ 141 ~DKPVINVPGCPPI~  
Aqu_ae HyaA     15 ~QDCAGCSES~ 114 ~VGSCASWGGIPKASPNPTGAV-PVYEIVK~ 140 ~DKPVVNVPGCPPI~  
Des_gi HynA     15 ~AECTGCSES~ 110 ~IGTCATYGGVQAAKPNPTGTV-GVNEALG~ 138 ~KLKAINIAGCPPN~  
Des_fr HynA     15 ~AECTGCTEA~ 112 ~IGTCSAYGGVQKAKPNPSQAK-GVSEALG~ 112 ~--KTINIPGCPPN~  
Des_vu HynA     15 ~AECTGCSES~ 112 ~YGTCATFGGVQAAKPNPTGAK-GVNDALK~ 112 ~HLKAINIAGCPPN~  
Esc_co HybO     15 ~QECTGCTES~ 114 ~IGSCSAWGGVAAAGVNPTGAV-SLQEVLP~ 114 ~GKTVINIPGCPPN~  
Wol_su HydA     15 ~AECTGCSES~ 115 ~IGSCSSFGGVQAARPNPTNAQ-PLSKVTN~ 140 ~KP-VINVPGCPPS~  
Des_ba NiFeSe   16 ~QGCTGCSVS~ 125 ~VGTCSAYGGIPAAEGNVTGSK-SVRDFFA~ 155 ~DELLVNVPGCPPH~  
Ral_eu HoxY     11 ~--CWGCTLS~  82 ~VGACAVWGGVPAMR-NVFELKDCLAEAYV~ 107 ~NS-ATAVPGAKAV~  
Esc_co NuoB     17 ~FGLSCCYVE~  86 ~MGACANSGGMYDIYSVVQGVD----KFIP~ 107 ~VD--VYIPGCPPR~  
Ral_eu HoxB      6 ~GGCGGCSMS~  80 ~VGTCAAYGGITAGGGNPTDAC-GLQYEGD~ 120 ~QPPVINVAGCPTH~  
The_th NuoB     17 ~FGLACCAIE~  86 ~MGACASSGGMFNNYAIVQNVD----SVVP~ 107 ~VD--VYVPGCPPR~  
Aer_ve NuoB     17 ~FGISCCYVE~  86 ~MGACANSGGMYDIYSVVQGVD----KFLP~ 107 ~VD--VYIPGCPPR~  
Aci_sp NuoB     17 ~FGTSCCYVE~  86 ~MGACANSGGMYDIYSVVQGVD----KIIP~ 107 ~VD--VYVPGCPPR~  

Abbildung 37: Alignment der Aminosäureumgebung des proximalen Clusters mit einer Auswahl 
von Hydrogenase- und NuoB-Sequenzen.  
Die bei allen MBHs konservierten Cysteine sind rot markiert, während die zusätzlichen Cysteine 
blau hinterlegt sind, deren Glycingegenstücke in O2-sensitiven Hydrogenasen, das Leucin, bzw. 
Isoleucin und Threonin in NuoB und das Alanin in HoxY der SH sind gelb markiert. Abkürzungen: 
Ral_eu: Ralstonia eutropha, Ral_me: Ralstonia metallidurans, Bra_ja: Bradyrhizobium 
japonicum, Rhi_le: Rhizobium leguminosarum, Aqu_ae: Aquifex aeolicus, All_vi: Allochromatium 
vinosum, Esc_co: Escherichia coli, Des_gi: Desulfovibrio gigas, Des_fr: Desulfovibrio 
fructosovorans, Des_vu: Desulfovibrio vulgaris Miyazaki, Wol_su: Wolinella succinogenes, 
Des_ba: Desulfomicrobium baculatum, The_th: Thermus thermophilus, Aer_ve: Aeromonas 
veronii, Aci_sp: Acinetobacter sp. SH024 

Da durch neue Sicherheitsrichtlinien gegen Ende dieser Arbeit eine 

lithoautotrophe Anzucht nur noch mit Konzentrationen von 3 % H2 durchgeführt 

werden konnte, wurden das Gas in den Wittschen Töpfe nach jeweils zwei Tagen 

Inkubation ausgetauscht. MBH-vermitteltes lithoautotrophes Wachstum wurde 

auch bei einer geringen O2-Konzentration von 2 % nicht festgestellt (Abbildung 

38). 

 

Abbildung 38: MBH-abhängiges lithoautotrophes Wachstum der C17S-Mutante auf 
Mineralmediumagarplatten.  
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Anzucht im Wittschen Topf mit 3 % H2, 10 % CO2 und den angegebenen Konzentrationen an O2, 
wobei mit N2 auf 100 % aufgefüllt wurde. WT: HF388, C17S: HF899, HoxK-: HF532. Die Kultu-
ren wurden 9 Tage bei 30°C unter der angegebenen Atmosphäre inkubiert, wobei nach jeweils 2 
Tagen neu begast wurde. 

Da auch die mixotrophe Anzucht nicht mehr mit 80 % H2 durchgeführt werden 

konnte, wurden die Stämme heterotroph und mikroaerob mit speziellem Medium 

(Fritsch et al., 2011) angezogen. Bei dieser Anzucht wurden die Kolben zu 80 % 

gefüllt, im Gegensatz zu maximal 33 % bei normaler Anzucht, wodurch eine Li-

mitation von O2 erreicht wird, da der Gasaustausch des Mediums mit der Atmo-

sphäre geringer ist. Das Wachstum der Zellen ist unter diesen Bedingungen insbe-

sondere in späteren Phasen langsamer; um das Wachstum in der Glycerinphase, in 

der die Hydrogenase hauptsächlich produziert wird, zu verlängern, wurde ein 

Viertel der Fruktose eingesetzt, während der Glycerinanteil im Medium verdop-

pelt wurde. Die H2-abhängigen Aktivitäten der Membranextrakte wurden an-

schließend verglichen (Tabelle 13). Die MBHC17S zeigte nur eine geringe Restak-

tivität von 3,3 % der MBHWt, die sich auch nicht deutlich durch Anzucht unter O2-

limitierten Bedingungen steigern ließ und im Verhältnis zur Aktivität der MBHWt 

(0,5 %) sogar wesentlich geringer war. 

Tabelle 13: H2-abhängige Methylenblau-Reduzierungsaktivitäten der Membranfraktion der 
MBHC17S im Vergleich zur MBHWt und als Vergleich zwischen verschiedenen 
Anzuchtsbedingungen.  

MBH-Variante heterotroph mikroaerob 
MBHWt 0,6 +/- 0,06 6,9 +/- 0,2 
MBHC17S 0,02 +/- 0,005 0,035 +/- 0,007 

Aktivitäten in U/mg Extraktprotein. Für Statistik und Methoden siehe 2.7 und 2.8. 

 

Ein Immunoblot gegen HoxK-Antiserum zeigte jedoch, dass die MBHC17S im 

Membranextrakt vorliegt (Abbildung 39 B). Zwar ist die Menge an HoxK und 

HoxG geringer als im Membranextrakt der MBHWt, doch die Bande ist deutlich zu 

sehen. Im löslichen Extrakt ist die prä-HoxK-Bande sehr viel deutlicher, als bei 

der MBHWt. 



Ergebnisse 

 101 

 

Abbildung 39: Immunologische Analyse der MBHC17S. A: Blot gegen HoxG, B: Blot gegen 
HoxK.  
In der linken Hälfte der Abbildung wurde der Membranextrakt aufgetragen, in der rechten Hälfte 
der lösliche Extrakt. Stämme: MBHWt: HF388, MBHC17S: HF899, HoxK-: HF532 

3.5 Eine gerichtete Evolution der MBH? Die Entwicklung eines 

genetischen Konstrukts zur zufälligen Mutagenese von HoxK 

Für die Optimierung der MBH hinsichtlich ihrer Katalyse ist ortsgerichtete 

Mutagenese ungeeignet. Durch den Austausch von einzelnen Aminosäuren ist der 

zeitliche und experimentelle Aufwand zu groß, um positive Ergebnisse zu erzie-

len. Die Methode der Wahl, um Enzyme biotechnologisch hinsichtlich ihres kata-

lytischen Durchsatzes zu optimieren, ist eine gerichtete Evolution, der eine zufäl-

lige Mutagenese des Enzyms auf genetischer Ebene zugrunde liegt (Antikainen 

und Martin, 2005;  Jackel et al., 2008;  Turner, 2009). In der Regel werden dafür 

spezielle Polymerasen und besondere Bedingungen bei der PCR (sogenannten 
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fehlerbehaftete, „error prone“ PCR) angewandt, um zufällig Mutationen in der 

Gensequenz zu bedingen. Im optimalen Fall wird das gewünschte Enzym 

plasmidbasiert überproduziert. Diese Plasmide sollten experimentell gut zu hand-

haben sein (geringe Größe, viele Schnittstellen). Die momentan bei der MBH an-

gewandten Plasmide zur Überproduktion haben für die gerichtete Evolution meh-

rere Nachteile. Sie sind relativ groß, die vollständige Sequenz ist nicht bekannt 

und es gibt wenige Schnittstellen zur Klonierung. Aus diesem Grund wurde ein 

Überproduktionsplasmid von HoxK auf der Basis von pCM62 konstruiert, wel-

ches sich zur Komplementierung der MBH in einem ΔhoxK-Stamm eignet 

(Abbildung 40 A). Es wurde bewusst nur HoxK auf das Plasmid gebracht um ein 

kleineres Plasmid zu konstruieren und die gerichtete Evolution wissenschaftlich 

besser anwendbar zu gestalten, indem nur die kleine Untereinheit HoxK mittels 

gerichteter Evolution optimiert werden soll. Die erfolgreiche Komplementation 

wurde mit einem Wachstumstest unter lithoautotrophen Bedingungen mit 10 % O2 

getestet. Da der mit pGE756 komplementierte ΔhoxK-Stamm ein dem Wildtyp 

vergleichbares lithoautotrophes Wachstum zeigte, konnte darauf geschlossen wer-

den, dass die komplementierte MBH funktionell ist (Abbildung 40 B). 

 
Abbildung 40: A: HoxK-Überexpressionsplasmid pGE756 auf der Basis von pCM62. B: Test auf 
lithoautotrophes Wachstum mit komplementiertem HoxK (HoxK+).  
Stämme: WT: HF632, HoxK-: HF532, HoxK+: HF957, SH-HoxK+: 956 

Bei einer gerichteten Evolution ist das größte Problem, ein geeignetes Scree-

ning zu entwickeln, was angewandt wird, um erfolgversprechende Mutanten zu 
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finden. Bei der MBH bietet sich eine Evolution hin zu einer höheren O2-Toleranz 

an, da das Screening leicht durchzuführen ist: Eine autotrophe Inkubation auf Mi-

nimalmedium unter hohen O2-Konzentrationen würde Mutanten selektieren, die 

eine MBH besitzen, die auch bei hohen O2-Konzentrationen aktiv ist. Ein Scree-

ning auf erhöhte H2-Produktion ist sehr wünschenswert, aber mit mehreren Prob-

lemen verbunden. Bislang ist als Test auf eine höhere H2-Produktion ein 

chromogenes Screening mit Wolframoxid/Platinfilmen (WO3/Pt) etabliert 

(Hemschemeier et al., 2009). Dieses Testsystem wurde in erster Linie für Algen 

eingesetzt, die eine relativ hohe H2-Produktionsrate besitzen. Hier wurde zum 

ersten Mal getestet, ob dieses System auch für R. eutropha und im speziellen die 

MBH anwendbar ist. Dazu wurde ein Wildtypstamm, ein SH-Deletionsstamm und 

ein Megaplasmiddeletionsstamm auf FN-Platten inkubiert. Die Verdünnung wurde 

so gewählt, dass die Kolonien auf einen Durchmesser von 5 mm wachsen konn-

ten, ohne sich zu oft zu berühren. Optimal stellte sich eine Kolonienzahl von etwa 

50 bis 100 heraus. Nach einem Anaerobenshift wurde die chromogene Membran 

auf die Platte appliziert und dort, wo H2 produziert wurde, verfärbte sich das Ma-

terial blau (Abbildung 41). Da die WO3-Filme sehr empfindlich sind, sind oft 

nicht alle reaktiv, bei dem Versuch mit R. e. Kolonien zeigte jeder vierte Film eine 

Reaktion. Sowohl der Wildtyp, als auch die SH-Deletionsmutante zeigten blaue 

Verfärbungen, wobei die Intensität der Färbung beim Wildtyp leicht erhöht ist. 

Der Megaplasmid-Deletionsstamm zeigt auch beim reaktiven Film keine Färbung. 

 

Abbildung 41: Test auf H2-Produktion mit chromogenen Platten.  
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H2-produzierende Kolonien sind dunkel (blau) verfärbt. Rot umrandet ist die positiv reagierende 
Wolframatplatte. Die Agarplatte rechts ist die Negativkontrolle, ein megaplasmidfreier Stamm. 
Wt: H16, SH-: HF388, ΔpHG1 (Megaplasmid-Deletionsmutante): HF210. 
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4 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss die drei Fe-S Cluster der 

kleinen Untereinheit der MBH aus R. eutropha auf die Eigenschaften des Enzyms 

haben. Dazu wurden Aminosäuren der Koordinationssphäre der Fe-S Cluster aus-

getauscht und die entstandenen Mutanten und MBH-Varianten physiologisch, 

spektroskopisch durch EPR und FTIR-Spektroskopie, biochemisch und elektro-

chemisch untersucht. Insbesondere zwei zusätzliche Cysteine am proximalen 

Fe-S Cluster der MBH, die in O2-sensitiven [NiFe]-Hydrogenasen nicht vorhan-

den sind, waren dabei interessant. Es wurde nachgewiesen, dass diese zusätzlichen 

potentiellen Fe-S-Cluster-liganden einen Einfluss auf die O2-Toleranz und auf die 

ungewöhnlichen EPR-spektroskopischen Eigenschaften der MBH haben. Ein Me-

chanismus wurde postuliert, in dem eine molekulare Basis für die O2-Toleranz der 

MBH aufgestellt wurde. Ferner wurde gezeigt, dass die anderen Fe-S-Cluster sehr 

empfindlich gegenüber einen Austausch von Aminosäuren ihrer Koordinations-

sphäre sind, was teilweise im Gegensatz zu Beobachtungen bei O2-sensitiven 

Standardhydrogenasen steht. 

Die Ergebnisse sind auch von biotechnologischer Bedeutung, da die O2-Toleranz 

von Hydrogenasen Relevanz in der Nutzung von biologischen H2-Systemen hat. 

4.1 O2-tolerante und O2-sensitive Hydrogenasen: Wo ist der 

Unterschied? 

Toleranz gegenüber O2, das heißt, die katalytische Aktivität des Enzyms in Ge-

genwart von O2, wurde bislang nur in wenigen [Ni-Fe] Hydrogenasen festgestellt 

(Buhrke et al., 2005a;  Guiral et al., 2006;  Lenz et al., 2010). Zwar gelten auch 

[Fe]-Hydrogenasen als O2-tolerant (Lyon et al., 2004;  Shima und Thauer, 2007), 

doch werden diese wegen ihrer Sonderstellung unter den Hydrogenasen (sie benö-

tigen zur Katalyse das O2-empfindliche Kosubstrat N5,N10-Methenyltetrahydro-

methanopterin (Zirngibl et al., 1990)), hier nicht diskutiert. Während [FeFe]-
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Hydrogenasen in der Gegenwart von O2 in der Regel inaktiviert werden (Adams, 

1990;  King et al., 2006), wird bei den meisten [NiFe]-Hydrogenasen lediglich die 

katalytische Aktivität gehemmt. Diese Inhibierung ist reversibel, nach einigen 

Minuten bis mehreren Stunden unter H2 oder unter anderen elektronenreichen 

Bedingungen erfolgt eine Reaktivierung dieser Hydrogenasen (De Lacey et al., 

2007;  Lamle et al., 2004;  Lissolo et al., 1984). Die O2-Toleranz von bestimmten 

[NiFe]-Hydrogenasen, die insbesondere in sogenannten Knallgasbakterien vor-

kommen, wurde bislang unterschiedlich erklärt (Buhrke et al., 2005a;  Cracknell 

et al., 2009;  van der Linden et al., 2004a). Das ß-Proteobakterium R. eutropha, 

ein mesophiles Knallgasbakterium, dient seit den 1980er Jahren als Modellorga-

nismus für O2-tolerante Hydrogenasen, von denen es mindestens drei verschiede-

ne besitzt (Burgdorf et al., 2005a). Der Mechanismus der O2-Toleranz scheint 

dabei in den drei verschiedenen Hydrogenasen unterschiedlich zu sein. Ein ver-

engter Gaskanal, wie im Falle der regulatorischen Hydrogenase postuliert (Buhrke 

et al., 2005a), konnte bei der MBH durch Mutationsstudien ausgeschlossen wer-

den (Saggu et al., 2010). Allen bisher untersuchten O2-toleranten Hydrogenasen 

gemeinsam ist die Abwesenheit des paramagnetischen Niu-A-Zustands. Bei O2-

sensitiven Hydrogenasen tritt dieser Niu-A-Zustand unter elektronenarmen Bedin-

gungen stets auf (De Lacey et al., 2007;  Fontecilla-Camps et al., 2007). Dieser ist 

EPR-spektroskopisch zu beobachten, wobei sich die g-Werte des Nickelsignals 

von denen im Nir-B-Zustand unterscheiden, was vermutlich darauf zurückzufüh-

ren ist, dass ein anderer Brückenligand zwischen dem Nickel- und dem Eisenatom 

vorhanden ist. Für den Niu-A-Zustand wird ein Peroxo-Ligand (Lubitz et al., 

2007;  Volbeda et al., 2005) diskutiert. Spuren dieses Niu-A-Zustandes wurden 

auch in einer Variante der Re MBH gefunden, bei der ein Cystein nahe des aktiven 

Zentrums gegen Alanin ausgetauscht war (Saggu et al., 2010), eine verminderte 

Aktivität dieser MBH-Variante in Gegenwart von O2 wurde jedoch nicht festge-

stellt (Ludwig, 2008).  

Neben der Abwesenheit des Niu-A-Zustandes wird ein weiterer Unterschied zwi-

schen O2-sensitiven und O2-toleranten Hydrogenasen bei der EPR-Spektroskopie 
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deutlich. Schon früh wurde bei O2-toleranten Hydrogenasen ein charakteristisch 

verbreitertes Signal eines [3Fe-4S] Clusters entdeckt (Cammack et al., 1982a). In 

der Literatur als verbreitertes, komplexes oder aufgesplittetes („Split“) Signal be-

schrieben, tritt dieses neben einem typischen [3Fe-4S]-Clustersignal bei g-Werten 

zwischen 1,96 und 2,1 bei bestimmten Hydrogenasen im oxidierten Zustand auf 

(siehe Abbildung 42). Das Signal verschwindet bei einer Reduktion mit 

Mercaptoethanol oder Ascorbat auf ein Redoxpotential von etwa +50 mV. Es wird 

als paramagnetische Kopplung des [3Fe-4S] Clusters mit einem anderen para-

magnetischen Zentrum gedeutet (Saggu et al., 2009). Beobachtet wurde das Sig-

nal bei [NiFe]-Hydrogenasen aus A. aeolicus (Guiral et al., 2006;  Pandelia et al., 

2011), A. vinosum (Albracht et al., 1983;  Surerus et al., 1994;  van Heerikhuizen 

et al., 1981), T. roseopersicina (Cammack et al., 1989;  Cammack et al., 1986a), 

R. eutropha H16 (Saggu et al., 2009;  Schneider et al., 1983), R. metallidurans 

CH34 (Knüttel et al., 1994), Paracoccus denitrificans und Hydrogenophaga 

pseudoflava (Albracht, 1985;  Cammack et al., 1988). Ferner wurde eine stark 

verminderte Kopplung auch in einer cyanobakteriellen Uptake-Hydrogenase fest-

gestellt (Schröder et al., 2007). Bei der Hydrogenase III aus A. aeolicus wurde 

kein verbreitertes [3Fe-4S]-Signal detektiert, allerdings eine Kopplung von Nir-B 

mit dem proximalen Cluster entdeckt, die ebenfalls bei oben genannten Hydro-

genasen auftritt (Brugna-Guiral et al., 2003). Fast alle dieser Hydrogenasen gelten 

als O2-tolerant und sind aus Knallgasbakterien isoliert. Lediglich die zueinander 

eng verwandten Hydrogenasen aus A. vinosum und T. roseopersicina sind nicht, 

bzw. nur sehr eingeschränkt O2-tolerant, auch können die Organismen nicht auto-

troph mit H2 und O2 wachsen. Zwar wurde für Hyn aus T. roseopersicina eine 

gewisse Toleranz gegenüber O2 festgestellt, wenn das Enzym sich als Proteinfilm 

auf der Elektrode befindet (Morozov et al., 2006), die O2-Toleranz konnte aller-

dings nur bei sehr hohen Potentialen (+200mV) gezeigt werden. Bei einem Ver-

gleich der verbreiterten EPR-Spektren der [3Fe-4S] Cluster der Hyn-Enzyme mit 

denen von O2-toleranten MBHs, kann man einen deutlichen Unterschied in der 

Dominanz dieser zusätzlichen Signale (Abbildung 42) feststellen. Hier wird deut-
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lich, dass die Flügel um das [3Fe-4S] Clustersignal weniger intensiv sind, als bei 

O2-toleranten Hydrogenasen. Auch traten diese Spektren nicht bei allen Präpara-

tionen auf (Albracht, 1994;  Albracht et al., 1985;  Albracht et al., 1984;  

Coremans et al., 1992;  van Heerikhuizen et al., 1981), so dass diese EPR-

Spektren zwar auf ein Vorhandensein einer paramagnetischen Kopplung schließen 

lassen, die aber eventuell nicht durch eine natürliche Modifikation, sondern auf 

ein Artefakt bei der Reinigung durch hydrophobe Interaktionschromatographie 

hindeuten. So könnte eine oxidative Konversion eines der [4Fe-4S] Cluster zu 

einem paramagnetischen [3Fe-4S]-Cluster erfolgen, was durch die Abwesenheit 

eines [4Fe-4S]-Cluster-Signals in der reduzierten Form des Enzyms (Cammack et 

al., 1988) untermauert wird. Ferner ist die für O2-sensitive Hydrogenasen mit ei-

nem nicht modifizierten proximalen Cluster beobachtete Kopplung des Nia-C-

Zustandes mit einem [4Fe4S]-Cluster im reduzierten Zustand vorhanden 

(Bleijlevens et al., 2004). In der kürzlich veröffentlichten Struktur der 

Hydrogenase aus A. vinosum deuten die Elektronendichten rund um das proximale 

Cluster offensichtlich auf Heterogenitäten des proximalen Clusters hin (Ogata et 

al., 2010). Auch möglich ist die Etablierung einer Art Zwischenform von O2-

toleranten und O2-sensitiven Hydrogenasen in diesen Hyn-Hydrogenasen, die über 

eine leichte Modifikation des proximalen Clusters zu einer leichten O2-Toleranz 

führt.  
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Abbildung 42: [3Fe-4S]-Clustersignale in EPR-Spektren von gereinigten [NiFe]-Hydrogenasen 
im oxidierten Zustand.  
T. roseopersicina und C. vinosum zeigen ein geringer ausgeprägtes Split Signal. Das Signal der 
löslichen Hydrogenase aus Rhodococcus opacus in oxidierter Form ist als Vergleich abgebildet 
(Schneider et al., 1984). D. desulfuricans: Desulfovibrio desulfuricans, P. pseudoflava: 
Pseudomonas pseudoflava, C. vinosum: Allochromatium vinosum. EPR-Spektren aufgenommen 
bei einer Temperatur von 20 K. Aus (Cammack et al., 1988). 

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Mutationsstudien an allen drei Fe-S 

Clustern der kleinen Untereinheit der MBH aus R. eutropha durchgeführt. Als 

Basis für die Auswahl der ausgetauschten Aminosäuren in der Nähe des proxima-

len, medialen und distalen Eisen-Schwefel-Clusters dienten Sequenzvergleiche 

von O2-toleranten und O2-sensitiven [NiFe]-Hydrogenasen sowie ein Modell einer 

Proteinstruktur auf Basis der Kristallstruktur von D. gigas und der 

Aminosäuresequenz der R. eutropha MBH. Insbesondere wurde bei O2-toleranten, 

membrangebundenen Hydrogenasen eine Modifikation der Aminosäureum-

gebung um das proximale Cluster gefunden. Gezeigt wurde, dass die dort vorhan-
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denen zusätzlichen Cysteine ein Grund für die O2-Toleranz und die ungewöhnli-

chen EPR-Signale des Enzyms sind. 

4.2 Der Einfluss des modifizierten proximalen Clusters auf die 

Eigenschaften der MBH 

4.2.1 Lithoautotrophes Wachstum mit O2 als Elektronenakzeptor liefert 

erste Hinweise für den Einfluss der zusätzlichen Cysteine am 

proximalen Cluster auf die O2-Toleranz der MBH 

Der Austausch der zusätzlichen Cysteine 19 und 120 am proximalen Fe-S 

Cluster gegen Glycin hatte sowohl in vivo, als auch in vitro eine erhöhte 

O2-Sensitivität zur Folge. In vivo wurde diese durch verringertes autotrophes 

Wachstum in Minimalmedium bei steigenden O2-Konzentrationen festgestellt. 

Während bei geringen O2-Konzentrationen von 2 % annähernd gleiches Wachs-

tum im Vergleich zum Wildtyp festzustellen war, stieg die Verdoppelungszeit bei 

O2-Konzentrationen von 5 und 10 % stark an (Abbildung 19). Da durch die gene-

tische Deletion der ebenfalls energiekonservierenden SH in dem verwendeten 

Stammhintergrund das Wachstum der R. eutropha Derivate mit H2 als 

Elektronendonor allein auf der Aktivität der MBH beruhte, konnte auf eine erhöh-

te O2-Sensitivität der MBHC19G/C120G-Mutante geschlossen werden. Die im Ver-

gleich zum Wildtyp höhere Verdoppelungszeit dieser Mutante, die bei höheren O2-

Konzentrationen deutlich steigt, kann auf verschiedenen Faktoren beruhen. Die 

offensichtliche Ursache ist die geringere Aktivität der MBHC19G/C120G insbesonde-

re bei O2-Konzentrationen von mehr als 2 % und die infolgedessen niedrigere 

Bereitstellung an Energie. Neben der geringeren Aktivität musste allerdings auch 

eine Störung durch O2 bei der Reifung der MBH in Betracht gezogen werden. 

Hierbei könnte die Maturation des proximalen Fe-S Clusters in HoxK gestört sein. 

Auch der Transport über die Cytoplasmamembran kann durch die Mutation ge-

hemmt sein, so wurde berichtet, dass bei einer inkorrekten Maturation von Fe-S 

Clustern der Transport über die Membran gehemmt ist, da eine Korrekturlese-
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funktion des TAT-Apparats greift (Matos et al., 2008). Zur Untersuchung, ob die 

MBHC19G/C120G als maturiertes Enzym in der Membran in ähnlichen Mengen wie 

im Wildtyp vorhanden ist, wurden Immunoblots mit HoxK-Antikörper genutzt. 

Blots gegen HoxG-Antikörper waren hierfür ungeeignet, da HoxG oft auch in 

HoxK-Deletionsmutanten in der Membran vorliegt, was darauf hin deutet, dass 

die Reifung des Proteins membranassoziiert verläuft, wobei HoxG durch seine 

hydrophobe Interaktionsfläche von der cytoplasmatischen Seite an die Membran 

bindet. Ein Export von HoxG über die Membran, ohne dass der HoxKG-Komplex 

gebildet wird, kann ausgeschlossen werden (Schubert et al., 2007). In den Blots 

der Membranfraktion gegen HoxK-Antikörper wurde deutlich, dass die Konzent-

ration an MBHC19G/C120G in der Membran ähnlich der des Wildtyps ist. Zumindest 

bis zu einer O2-Konzentration von 10 % waren die Unterschiede an maturiertem 

HoxK in der Membran von Wildtyp und Mutante allenfalls marginal. Anders sind 

die Ergebnisse bei der MBHC19G und MBHC120G. Letztere zeigt kein 

lithoautotrophes Wachstum mit H2 und selbst geringen Konzentrationen von O2, 

was darauf zurückzuführen ist, dass die MBH in nur geringen Mengen in der 

Membran vorliegt. Die prä-HoxK Form der MBHC120G hingegen liegt in höherer 

Konzentration als im Wildtyp im Cytoplasma vor, was auf eine Akkumulation des 

nicht prozessierten Enzyms schließen lässt. Da kaum MBH in der Membran vor-

liegt, muss eine gestörte Maturation oder ein gestörter Transport über die Memb-

ran vorliegen, was auch das nicht vorhandene Wachstum mit O2 bedingt. Die 

MBHC19G wiederum liegt in der Membran vor und ermöglicht bei geringen O2-

Konzentrationen noch schwaches Wachstum. Hier muss unterschieden werden 

zwischen dem Wachstum in Flüssigmedium und dem Wachstum auf 

Minimalagarplatten. Während auf Agarplatten mit 2% O2 deutliches Kolonie-

wachstum nach etwa einer Woche erkennbar ist, ist das Wachstum in Flüssigme-

dium mit einer Verdoppelungsrate von über 180 h extrem gering, was wahrschein-

lich mit der veränderten O2-Konzentration innerhalb der Kolonien und des 

Flüssigmediums zusammenhängt. Die immunologische Detektion der MBHC19G 

zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine ähnliche Menge an Enzym in der Membran, 
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so dass das stark verringerte lithoautotrophe Wachstum mit O2 nicht durch eine 

gestörte Maturation oder verringerte Translokation durch die Membran erklärt 

werden kann. Da die Aktivität im photometrischen, anaeroben Assay sich nicht 

deutlich von der Aktivität der MBHWt unterscheidet, muss davon ausgegangen 

werden, dass geringe Mengen an O2 das Enzym deaktivieren. Zur Kontrolle, ob 

der Austausch des Cysteins gegen das deutlich kleinere Glycin durch strukturelle 

Verzerrungen die Maturation oder Stabilität des Proteins beeinflusst, erfolgte ein 

Austausch der einzelnen Cysteine 19 und 120 gegen das strukturell ähnlichere 

Serin. Diese Enzyme zeigen ähnliche Ergebnisse wie die Cys-Gly-Varianten: 

Während MBHC19S eine Restaktivität zeigt und eine geringe Konzentration an 

MBH im Membranextrakt vorliegt, ist bei MBHC120S hingegen kaum Protein in 

der Membran detektierbar und im Aktivitätsassay mit Methylenblau ist keine Ak-

tivität messbar. MBHC19S weist sogar im Gegensatz zu MBHC19G deutlich weniger 

Aktivität mit Methylenblau als Elektronenakzeptor auf, was darauf schließen lässt, 

dass das Serin auf die Struktur des proximalen Fe-S Cluster verzerrend wirkt, was 

eventuell auf eine funktionelle Störung durch die Hydroxylgruppe des Serins hin-

deutet. So ligandiert diese Hydroxylgruppe ein Eisenatom im [7Fe-8S] Cluster im 

Nitrogenase MoFe-Protein aus Azotobacter vinelandii (Peters et al., 1997). Ferner 

wurde Serin in diversen Mutagenesestudien von Fe-S Clustern als ligandierend 

beschrieben (Fujinaga et al., 1993;  Kowal et al., 1995;  Mehari et al., 1995;  Yeh 

et al., 2002). Im Falle der MBHC19S könnte das Serin eine das Fe-S Cluster verzer-

rende Ligation ausbilden die das Protein destabilisiert. Auch bei der Kristallstruk-

turanalyse von Cystein-Serin-Varianten eines Ferredoxins aus Aquifex aeolicus 

wurden Verzerrungen hinsichtlich der Geometrie eines Serin-ligandierten [2Fe-

2S] Clusters gefunden (Yeh et al., 2002). 

Neben den zusätzlichen Cysteinen wurden auch zwei der in Standardhydrogen-

asen ligandierenden Cysteine ausgetauscht. Hierzu wurden Cys 20 und Cys 149 

ausgewählt. Cys 20 ist die in [NiFe]-Hydrogenasen der Gruppe 2 konservierte 

Aminosäure im Tandemcysteinmotiv C19/C20 von HoxK, von Interesse war da-
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her, ob Cys 19 in der Lage ist, diese in der MBHC20S zu ersetzen. Cys 149 wurde 

ausgewählt, weil dessen Sulfhydrylgruppe im HoxK-Modell (Abbildung 17) am 

weitesten entfernt von den zusätzlichen Cysteine liegt. So diente MBHC149S als 

Kontrolle, ob eines der konservierten Cysteine durch ein Serin ersetzt werden 

kann, ohne dass eines der zusätzlichen Cysteine eine Rolle spielt. Es zeigte sich, 

dass der Austausch der konservierten Cysteine nichtfunktionelle MBH-Varianten 

generierte. Die Ergebnisse der Immunoblots zeigen, dass sowohl Cys20, als auch 

Cys149 essentiell für die Ausbildung von stabilem HoxK ist. Matures HoxK ist 

weder in der Membran zu finden, noch prä-HoxK in der löslichen Fraktion 

detektierbar, was auf eine rasche Degradation schließen lässt. Eine Bande bei un-

gefähr 41 kDa wurde bei diesen beiden MBH-Varianten detektiert, die weder beim 

Wildtypprotein, noch bei der Negativkontrolle oder anderen MBH-Varianten auf-

trat. Eine unspezifische Antikörperreaktion ist daher sehr fraglich. Eine Erklärung 

dafür wäre eine alternative Faltung des prä-HoxK, zum Beispiel durch den 

Cysteinaustausch entstehende Disulfidbrücken und eine ungenügende Reduktion 

durch den eingesetzten Probenpuffer bei der SDS-PAGE. 

Das Cystein 17 in HoxK wurde in Analogie zum N2 Cluster von Complex I gegen 

Serin ausgetauscht (siehe Abbildung 37). Diese MBH-Variante zeigte keine phy-

siologische Aktivität, wohl aber eine geringe Restaktivität mit Methylenblau als 

Elektronenakzeptor, die in vivo vermutlich zu gering ist, um lithoautotrophes 

Wachstum zu ermöglichen. Im Immunoblot zeigte sich die MBHC17S als präsent 

im Membranextrakt, wobei weitergehende Experimente zeigen müssen, welche 

Eigenschaften diese MBH-Variante hat.  

4.2.2 Die O2-Konzentration während der Anzucht hat einen Effekt 

insbesondere auf MBHs mit verändertem proximalem Cluster 

Wie in 3.4.3 beschrieben wurde der Einfluss der O2-Konzentration während der 

Anzucht auf die Stabilität und Aktivität der MBH-Varianten untersucht. Der An-

teil an maturierter MBH in der Membranfraktion der am proximalen Cluster ver-

änderten MBH änderte sich teils deutlich mit dem Anteil an O2 in der Atmosphäre 
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während der Anzucht. Bei allen MBH-Derivaten war die Konzentration an HoxK 

in der Membran nach Anzucht mit der geringsten Konzentration an O2 am höchs-

ten (Abbildung 23). Hingegen ändert sich durch die Anwesenheit von H2 während 

der mixotrophen Anzucht wenig. O2 scheint also sowohl beim Wildtyp, als auch 

bei den Mutanten, der alleinige Hydrogenase-destabilisierende Faktor während 

der Anzucht zu sein. 

Bei der MBHC19G zeigt sich im Gegensatz zu den anderen MBH-Varianten eine 

geringere Abhängigkeit der HoxK-Konzentration in der Membran von der O2-

Konzentration. Der Transport der MBHC19G über die Membran wird also kaum 

durch O2 beeinflusst. Die Aktivität schwankt hingegen stark und ist erst bei O2-

Konzentrationen von weniger als 10 % bei der Anzucht mit der MBHWt-Aktivität 

vergleichbar. Die Maturationsmaschinerie scheint bei der MBHC19G bei höheren 

O2-Konzentration also ein stabiles proximales Cluster einzubauen, welches aber 

den Elektronentransport behindert. Die MBHC120G hingegen ist bei O2-

Konzentrationen von mehr als 5 % in ihrer Stabilität beeinflusst, offenbar führt 

hier ein labiler proximaler Cluster zu einem verhinderten Transport über die 

Membran.  

Die Ergebnisse deuten auf eine hohe Empfindlichkeit insbesondere der am proxi-

malen Cluster veränderten MBH-Varianten gegenüber O2 während der Maturation 

hin. Denkbar ist, dass insbesondere das proximale Cluster der MBHC120G sterisch 

so verzerrt ist, dass es durch Oxidation leicht zerfällt und so die Maturation des 

Enzyms behindert. 

4.2.3 Die zusätzlichen Cysteine am proximalen Cluster sind verantwortlich 

für das ungewöhnliche EPR-Signal der MBH im oxidierten Zustand 

Um die MBH-Varianten im nativen, trimeren Zustand zu untersuchen, wurden 

EPR-Untersuchungen an der Membranfraktion durchgeführt. Da das EPR-Signal 

der MBHC19G/C120G im oxidierten Zustand bei einem Redoxpotential von +290 mV 

nahezu identisch zu den EPR-Signalen aus Standardhydrogenasen und der mit 

Mercaptoethanol auf +40 mV reduzierten MBH ist, kann davon ausgegangen 
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werden, dass die zusätzlichen Cysteine für die Kopplung des proximalen Clusters 

mit dem medialen [3Fe-4S] Cluster verantwortlich sind. Diskutiert werden muss 

jedoch die Möglichkeit, dass das proximale Fe-S Cluster durch den 

Doppelcysteinaustausch nicht ausgebildet wird und aus diesem Grund keine 

paramagnetische Interaktion mit dem medialen Fe-S Cluster detektierbar ist. Da-

gegen spricht das lithoautotrophe Wachstum mit geringen O2-Konzentrationen, 

wobei zumindest die Oxidation von H2 und der Weiterleitung von Elektronen vom 

aktiven Zentrum über Cytochrom b auf die Atmungskette in der MBH möglich 

sein muss, was ohne ein proximales Fe-S Cluster sehr unwahrscheinlich ist. Auch 

die mit dem Wildtyp vergleichbare Aktivität mit Methylenblau als Elektronenak-

zeptor deutet auf das Vorhandensein eines proximalen Fe-S Cluster hin. Ein weite-

rer Punkt, der dagegen spricht, dass in MBHC19G/C120G kein proximales 

Fe-S Cluster gebildet wird, ist der, dass die C149S und C20S-Mutationen, die 

voraussichtlich die Folge haben, dass kein proximales Fe-S Cluster ausgebildet 

wird, einen schnellen Abbau von prä-HoxK bedingen, was im Gegensatz zu den 

übrigen MBH-Varianten steht. So kann auf das Vorhandensein eines Fe-S Cluster 

in der proximalen Position geschlossen werden. 

Die MBHC19G zeigte EPR-Signale, die als eine Art Zwischenform der MBHWt und 

der MBHC19G/C120G interpretiert werden können, da Signale mit geringerer Intensi-

tät aber an der gleichen Position wie die Split Signale beim Wildtyp auftreten. Das 

EPR-Signal des [3Fe-4S] Clusters ist verzerrt, was auf heterogene Zustände der 

Moleküle hindeuten könnte. Bei einer tieferen Temperatur von 10 K ist das EPR-

Signal von MBHC19G dem ungekoppelten [3Fe-4S] Signal von MBHC19G/C120G 

ähnlicher als dem des Wildtyps. Bei einer tieferen Temperatur scheinen also die 

proximalen Cluster eher die Geometrie eines Standard [4Fe-4S] Clusters Position 

anzunehmen was dafür spricht, dass eine paramagnetische Kopplung nur in weni-

gen Molekülen vorhanden ist und diese eine höhere Relaxationszeit hat. Wahr-

scheinlich besetzt das Cys19 eine Position im proximalen Cluster, die bis zu ei-

nem gewissen Grad auch durch ein anderes Cystein, z.B. die nahen C17 oder C20 

ersetzt werden kann. 
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Das EPR-Signal des paramagnetischen Nickelzustandes von MBHC19G/C120G ist 

dem des Wildtyps ähnlich. So sind die Signale bei g = 2,17 und g = 2,30 (und das 

beim Wildtyp überdeckte Signal bei g = 2,01) dem Ni-B-Zustand zuzuordnen. Ein 

anderer paramagnetischer Nickel-Zustand wird in MBHC19G/C120G nicht detektiert. 

Nachdem das EPR-Signal des [3Fe-4S] Clusters wie in Standardhydrogenasen 

nicht an ein anderes paramagnetisches Zentrum gekoppelt zu sein scheint, war 

damit zu rechnen, dass auch in der MBHC19G/C120G der Niu-A-Zustand mit g-

Werten bei gx = 2,32 gy = 2,24 und gz = 2,01 zu detektieren ist, was aber nicht der 

Fall ist. 

Zur genaueren Untersuchung der Nickel-Zustände wurde die MBHC19G/C120G 

einer FTIR-spektroskopischen Untersuchung unterzogen. Die Spektren im oxi-

dierten Zustand glichen denen vom Wildtyp, ein Niu-A-Signal mit einer CN--

Bande bei 1999 cm-1 war nicht detektierbar. Zusammen mit den Ergebnissen, dass 

die MBHC19G/C120G auch mit H2 reduzierbar ist, die typischen Ni-S-Zustände (Nir-

S und Nia-SR‘) und die volle Reversibilität der Reduktion bei Reoxidation mit O2 

aufweist, deutet dies darauf hin, dass das NiFe-Zentrum sehr ähnlich der MBHWt 

ist. Lediglich zwei Signale mit geringer Intensität, von denen eins nur nach Re-

duktion auftritt und bei einer Reoxidation nicht verschwindet, deuten auf Unter-

schiede zur MBHWt hin. Es könnte sich hierbei um einen alternativen inaktiven 

Zustand handeln, der ebenfalls durch einen O2-Liganden am aktiven Zentrum her-

vorgerufen wird und der für die Sauerstoffsensitivät der MBHC19G/C120G verant-

wortlich ist. 

Bei Standardhydrogenasen wird der Niu-A-Zustand durch einen mutmaßlichen 

Peroxoligand im aktiven Zentrum erklärt (Lubitz et al., 2007). Bislang konnte 

lediglich in der MBH-HoxGC81A Niu-A detektiert werden (Ludwig, 2008;  Saggu 

et al., 2010), dort wurde ein Cystein der zweiten Sphäre um das aktive Zentrum in 

Alanin umgewandelt. Interessanterweise ist die MBH-HoxGC81A aber nicht O2-

sensitiver als der Wildtyp, ein Niu-A-Signal deutet in der MBH also nicht unbe-

dingt auf eine erhöhte O2-Sensitivität hin. 
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Bei der MBHC19G zeigen die FTIR-Spektroskopie-Ergebnisse schon im oxidier-

ten Zustand eine große Menge an inaktivem Protein, charakterisiert durch den 

inaktiven Niia-S-Zustand, der sich durch Reduktion aktivieren lässt. Die nicht zu-

ordenbare Signalbande bei 2045 cm-1 tritt hier etwas deutlicher auf als bei 

MBHC19G/C120G. Zusätzlich fällt auf, dass sich das Enzym nicht zu 100 % 

reoxidieren lässt, ein Teil des Enzyms bleibt im inaktiven Zustand zurück. All 

diese Ergebnisse korrelieren mit dem Ergebnis, dass die MBHC19G sehr 

O2-empfindlich zu sein scheint. Offenbar ist hier ein nicht geringer Teil des akti-

ven Zentrums in einem inaktiven Zustand, insbesondere unter O2-reichen Bedin-

gungen. Dieser inaktive Zustand scheint nach mehreren katalytischen Zyklen häu-

figer aufzutreten. 

4.2.4 MBHC19G/C120G lässt sich über Affinitätschromatographie ähnlich 

effizient wie der Wildtyp reinigen und offenbart überraschende 

EPR-spektroskopische Eigenschaften 

Da die MBHC19G/C120G in ähnlichen Mengen wie der Wildtyp in 

Membranextrakten vorlag und eine Reinigung aussichtsreich erschien, wurde ein 

Strep-Tag C-terminal an das Protein fusioniert. Sowohl die Aktivität, als auch der 

Ertrag an gereinigtem Protein war mit dem Wildtyp vergleichbar (Tabelle 10). 

Daraus kann geschlossen werden, dass die MBHC19G/C120G ähnlich stabil wie die 

Wildtyp-MBH ist und sich auch in gereinigter Form für elektrochemische und 

spektroskopische Untersuchungen eignet. Eine leichte Verschiebung konnte beim 

pH-Wert-Optimum festgestellt werden. Während der Wildtyp das pH-Optimum in 

gereinigter Form bei etwa 5,5 bis 6 hat (Ludwig, 2008), ist die MBHC19G/C120G bei 

etwa pH 7 aktiver. Hervorzuheben ist, dass im Vergleich zum pH-Optimum der 

Membranaktivität die Verschiebung des pH-Optimums von pH 7 in der Membran 

auf pH 5,5 in der gelösten Variante, die beim Wildtyp beobachtet wird, kaum zu 

beobachten ist. Das könnte ein Hinweis sein, dass das proximale Cluster mit ver-

antwortlich für den pH-Shift ist. Ein verändertes Redoxpotential an proximaler 

Stelle könnte die Redoxkette so ändern, dass ein pH-abhängiges Fe-S Cluster sein 
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Redoxpotential ändert und so die Aktivität des Enzyms beeinflusst. In der Memb-

ran könnte dieser Effekt durch HoxZ und die redoxaktiven Moleküle in der 

Cytoplasmamembran gepuffert sein. 

Durch die kürzlich erfolgte Reinigung des MBH-Trimers über eine 

Solubilisierung aus der Membran mit Digitonin (Frielingsdorf, Manuskript in 

Vorbereitung) ergab sich auch für die MBHC19G/C120G die Möglichkeit das Enzym 

zusammen mit seiner Cytochrom b-Untereinheit zu reinigen. Im Unterschied zum 

Wildtyp konnte mit alternativen Elektronenakzeptoren, die eine größere Ähnlich-

keit mit dem vermuteten physiologischen Elektronenakzeptor Ubichinon besaßen, 

keine oder nur sehr geringe Aktivität gemessen werden. Dies ist eventuell bedingt 

durch die Änderung des Redoxpotentials des proximalen Clusters, was die Weiter-

leitung der Elektronen auf das relativ hohe Potential der Chinonderivate er-

schwert. Hierbei muss allerdings erwähnt werden, dass die Aktivitätsmessungen 

mit dem Trimer problematisch sind, da nicht nachgewiesen ist, dass über 

Digitoninmizellen ein effektiver Elektronentransport in vitro auf Elektronenakzep-

toren geschieht. Alternativ wäre auch denkbar, dass die vorhandenen MBH-

Dimere für die Restaktivität verantwortlich sind.  

Proteinfilmvoltammetrie war weder mit der trimeren Form der MBHWt, noch mit 

der MBHC19G/C120G möglich, was wahrscheinlich an einer schlechten Ausbildung 

des Proteinfilms auf der Elektrode lag. Die wahrscheinlichste Ursache hierfür ist, 

dass die Digitoninmicellen, in denen das gereinigte MBH-Trimer vorliegt, eine 

effiziente Bindung an die Elektrode verhindern oder zumindest die Elektronen-

übertragung der MBH auf die Elektrode unterbinden. Daher wurden mit dem 

MBH-Trimer keine weiteren elektrochemischen Experimente durchgeführt.  

Die spektroskopischen Untersuchungen am gereinigten MBHC19G/C120G-Dimer 

bestätigen im Allgemeinen die Ergebnisse, die mit dem in der Membran veranker-

ten Enzym gewonnen wurden. Zusätzlich wurde die Reduktion des Enzyms mit 

H2 durchgeführt, die in der Membran zwar möglich ist, aufgrund der deutlichen 

Hintergrundsignale von anderen cytoplasmatischen Enzymen mit im reduzierten 
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Zustand paramagnetischen FeS-Clustern aber wenig auswertbare Ergebnisse lie-

fert. Die gereinigte MBHC19G/C120G zeigte im mit H2 reduzierten Zustand weder 

Signale eines Fe-S Cluster noch des NiFe-Zentrums, was ungewöhnlich ist, da im 

reduzierten Zustand die Signale des Nia-C-Zustandes und zumindest eines 

[4Fe4S]-Signals erwartet wurden. Das Signal der MBHC19G/C120G erinnert im redu-

zierten Zustand an die EPR-Spektren der RH aus R. eutropha, bei der weder im 

oxidierten, noch im reduzierten Zustand Signale der Fe-S Cluster detektiert wer-

den konnten (Buhrke et al., 2005b). Dort ist der Grund für die EPR-inaktiven Zu-

stände unbekannt und auch bei der MBHC19G/C120G kann nur gemutmaßt werden, 

warum keine Signale der reduzierten Metallzentren gemessen werden. Bei der Re-

oxidation mit O2 nach der Reduzierung mit H2 sind die Signale der oxidierten 

MBHC19G/C120G so wie im isolierten Zustand zu sehen, so dass das Ausbleiben der 

EPR-Signale nicht auf defektem Enzym beruhen kann, da in diesem Falle ein 

Redoxzyklus mit H2 als Reduktionsmittel ausbleiben würde. Selbst bei defekten 

Fe-S Zentren wären zumindest die EPR-Signale des Nia-C-Zustandes sichtbar. Bei 

der FTIR-Spektrokopie sind die Nia-C-Signale im reduzierten MBHC19G/C120G ähn-

lich wie im Wildtyp detektierbar. Daraus kann geschlossen werden, dass im redu-

zierten MBHC19G/C120G-Dimer keine paramagnetischen Zentren zu finden sind. 

Eventuell findet bei der Reduktion eine spezielle Kopplung der (im reduzierten 

Zustand) paramagnetischen Zentren statt, die eine Auslöschung der EPR-Signale 

zur Folge haben. Eine derartige Kopplung könnte zum Beispiel zwischen dem Ni-

Zentrum und dem proximalen Fe-S Cluster erfolgen, so dass diese beiden im re-

duzierten Zustand paramagnetischen Zentren keine Signale liefern. Unklar würde 

bei diesem Szenario die Rolle des distalen Clusters bleiben, der auch in diesem 

Szenario paramagnetisch wäre und ein Signale liefern könnte. Vorstellbar ist, dass 

der distale Cluster bei einem großen Teil der MBHC19G/C120G während der EPR-

Spektroskopie zerfällt. Gesetzt den Fall, dass im Falle der photometrischen Akti-

vitätsmessung mit Methylenblau als Elektronenakzeptor, dieses die Elektronen am 

distalen Cluster aufnimmt, wäre dies aufgrund der mit der MBHWt vergleichbaren 

Aktivität allerdings nicht plausibel. Möglich wäre ein Zerfall des distalen Clusters 
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demnach höchstens im Moment der Reduktion mit H2 vor der EPR-Spektrokopie - 

was sehr unwahrscheinlich ist. Ferner ist es fraglich, ob ein vollständiger 

Redoxzyklus mit einem defekten distalen Cluster möglich ist. Um die elektroni-

schen Zustände der reduzierten MBHC19G/C120G aufzudecken müssen weitere 

spektroskopische Messungen (Pulse-EPR, Hyscore, Mössbauer) erfolgen. Ergeb-

nisse an gereinigter Hydrogenase 1 aus E. coli offenbaren ein ähnliches EPR-

Verhalten der reduzierten C19G/C120G-Variante des Enzyms (Fraser Armstrong, 

persönliche Kommunikation). Dort wurden offenbar lediglich sehr geringe Signa-

le der reduzierten Metallzentren in der Mössbauerspektroskopie beobachtet. 

4.2.5 Die Proteinfilmvoltammetrie bestätigt eine Rolle der zusätzlichen 

Cysteine bei der O2-Toleranz der MBH 

Eine Etablierung eines Proteinfilms auf der Elektrode war auch mit der gerei-

nigten MBHC19G/C120G vergleichbar mit der MBHWt (Vincent et al., 2005b) durch-

führbar. Das zyklische Voltamogramm zeigte unerwarteterweise eine hohe Über-

einstimmung zwischen MBHWt und MBHC19G/C120G. Durch das mutmaßlich 

voneinander abweichende Redoxverhalten des proximalen Clusters der 

MBHC19G/C120G und der MBHWt lag nahe, dass sich eine Abweichung der zykli-

schen Voltamogramme bezüglich der Redoxpotentiale ergibt, insbesondere beim 

Eswitch, da es mutmaßlich durch die Kinetik der Elektronentransportkette im En-

zym beeinflusst wird. Außerdem wird es als Charakteristik für die O2-Toleranz 

von Hydrogenasen diskutiert, so besitzen sämtliche O2-tolerante [NiFe]-

Hydrogenasen einen sehr positiven Eswitch, O2-sensitive Hydrogenasen hingegen 

einen negativen Eswitch - allerdings besitzen auch die O2-sensitiven [FeFe]-

Hydrogenasen, deren aktives Zentrum sich von dem [NiFe]-Hydrogenasen unter-

scheidet, einen deutlich positiven Eswitch (Vincent et al., 2007). Warum das Um-

kehrpotential der MBHC19G/C120G in etwa gleich dem der MBHWt ist, muss offen 

bleiben. Eventuell hängt das redoxaktive Verhalten im zyklischen Voltamogramm 

in erster Linie von den Prozessen am aktiven Zentrum ab. Der einzige Unterschied 

zwischen den zyklischen Voltamogrammen der MBHC19G/C120G und der MBHWt ist 
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die ausgeprägtere anaerobe oxidative Inaktivierung bei hohen Redoxpotentialen. 

Diese war bei späteren, nach Anzucht unter O2-limitierenden Bedingungen gerei-

nigten MBHC19G/C120G-Proben, deutlich weniger stark ausgeprägt. Eventuell könn-

te diese ausgeprägtere anaerobe Inaktivierung von einem Nir-B ähnlichen, aber 

länger anhaltenden Zustand der MBHC19G/C120G hervorgerufen werden, der haupt-

sächlich nach Anzucht mit O2 auftritt. 

Deutlich höher fällt bei der MBHC19G/C120G der Km für H2 aus. Die Affinität des 

Enzyms gegenüber H2 ist gegenüber der MBHWt damit deutlich niedriger. Der 

Austausch der beiden zusätzlichen Cysteine beeinflusst also das aktive Zentrum 

derart, dass H2 schlechter gebunden wird, was die Aktivität aber nur bei geringem 

H2-Partialdruck beeinflusst, wie er bei normalen Aktivitätstests nicht vorkommt. 

Eine Erklärung für die geringere Affinität zu H2 ist eine behinderte Weiterleitung 

von Elektronen im aktiven Nia-C-Zustand durch die Veränderung des 

Redoxpotentials des proximalen Clusters. Das würde dazu führen, dass neu in das 

aktive Zentrum vorstoßender H2 langsamer gespalten werden kann. 

Bei der Messung der katalytischen Aktivität unter verschiedenen 

O2-Partialdrücken zeigt das gereinigte MBHC19G/C120G-Dimer eine sehr viel deutli-

chere Empfindlichkeit gegenüber höheren O2-Konzentrationen als der MBHWt. 

Das proximale Cluster bedingt also, zumindest zum Teil, die O2-Toleranz der 

MBH. Interessant ist, dass sich ein Teil der Aktivität durch ein schnelles Verschie-

ben des Redoxpotentials auf eine sehr niedrige Spannung reaktivieren lässt. Auch 

sinkt die O2-Toleranz mit positiverem Redoxpotential, während der Anteil an 

reaktivierbarem Enzym steigt (Abbildung 34). Letzteres ist auch bei Standard-

hydrogenasen zu beobachten und deutet dort auf die langsame (Re)aktivierbarkeit 

des Niu-A-Zustandes hin. Da weder in der EPR-, noch in der FTIR-Spektroskopie 

aber ein Niu-A-Zustand in der MBHC19G/C120G beobachtet werden konnte, kann in 

diesem Enzym nicht von einem Niu-A-Zustand gesprochen werden. Denkbar ist 

stattdessen ein in der katalytischen Effektivität ähnlicher Zustand wie Niu-A, der 

sich eventuell durch einen alternativen Brückenligand oder ein anderes strukturel-

les Detail im aktiven Zentrum auszeichnet.  
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4.3 Die Rolle des medialen und distalen Fe-S Clusters in 

O2-toleranten Hydrogenasen 

Die Ergebnisse der MBH-Derivate mit Veränderungen am medialen und dista-

len Fe-S Cluster deuten darauf hin, dass auch die Aminosäurezusammensetzung 

um diese Metallzentren extrem wichtig für die Funktion der MBH ist. So sind alle 

Mutanten auch bei sehr geringen O2-Konzentrationen von 2 % nicht mehr zum 

lithoautotrophen Wachstum mit H2 als Energiequelle fähig. Schon die Maturation 

und der Transport der MBH über die Cytoplasmamembran scheint bei der 

MBHC252S und den MBHH187G/A gestört zu sein, da matures HoxK weder in der 

Membran, noch im löslichen Extrakt vorliegt. Aufgrund der Detektion von prä-

HoxK im löslichen Extrakt muss aber davon ausgegangen werden, dass die jewei-

ligen Proteine zumindest synthetisiert werden, ohne im Cytoplasma zeitnah abge-

baut zu werden. Aktiv war die im Cytoplasma akkumulierte, prämature 

MBHH187G/A oder MBHC252S nicht. Ähnliche Ergebnisse mit einer am Histidin des 

distalen Clusters veränderte Hydrogenase wurden mit dem periplasmatischen En-

zym aus D. fructosovorans erzielt (Dementin et al., 2006). Hier wurde ein mini-

maler Teil der Hydrogenase allerdings über die Membran transportiert, aus dem 

Periplasma ließen sich geringe Mengen an Hydrogenase reinigen, was bei der 

MBHH187G aus R. eutropha nicht gelang. Der Versuch, das distale Cluster bei der 

MBHH187G mit Imidazol zu rekonstitutieren, schlug fehl, sowohl nach Zugabe von 

Imidazol im Medium, als auch nach Zugabe im Aktivitätsassay. Dies ist insofern 

interessant, als dass es mit der Standardhydrogenase aus D. fructosovorans ge-

lang, zumindest einen Teil des Proteins zu rekonstituieren und eine geringe Aktivi-

tät im photometrischen Assay mit Methylenblau wiederherzustellen (Dementin et 

al., 2006). Eventuell deutet diese Diskrepanz darauf hin, dass entweder der C-

terminale, hydrophobe Anker Imidazol sterisch daran hindert, in die neu entstan-

dene Lücke am distalen Cluster zu dringen, oder dass das distale Cluster nicht 

korrekt eingebaut wird und auch Imidazol nicht dazu beiträgt ein natives 

[4Fe-4S]-Cluster in die MBH zu integrieren. Ein weiterer Einblick in die Charak-
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teristika der MBHH187G/A über Experimente mit gereinigtem Protein konnte durch 

die extrem geringen Ausbeuten bei der Reinigung durch Affinitätschromatogra-

phie - sowohl aus dem Cytoplasma, als auch aus dem Membranextrakt - nicht 

gewonnen werden. Einen interessanten Einblick in die Maturation der MBH gab 

allerdings die Reinigung der MBHH187G aus dem Cytoplasma. Hier wurde ein 

nicht dem Wildtyp entsprechendes Bandenmuster an akzessorischen Proteinen 

gefunden - offenbar bindet die MBHH187G weder HoxO, noch HoxQ, die an der 

Maturation der kleinen Untereinheit beteiligt sind. Dies deutet darauf hin, dass 

beide Proteine C-terminal an der MBH binden und offensichtlich das distale Clus-

ter schützen oder zumindest mit ihm interagieren, was bei einem Austausch des 

Histidins gegen Glycin nicht mehr, beziehungsweise nur noch in geringem Maße 

möglich ist. Bislang wurde angenommen, dass HoxO und HoxQ das N-terminale 

Signalpeptid vor der Assemblierung mit HoxG maskiert (Schubert et al., 2007). 

Alternativ wurde diskutiert, dass HoxO und HoxQ das proximale und mediale 

Cluster bei der Maturation von HoxK schützen, da diese Cluster in prä-HoxK an 

der Interaktionsfläche zu HoxG liegen, die während des Maturationsprozesses 

noch nicht an HoxG gebunden ist und dadurch offen liegt (Schubert et al., 2007). 

Bei der Maturation des proximalen Clusters wird allerdings auch eine Rolle von 

HoxR diskutiert (Fritsch et al., 2011). 

Bei der Untersuchung der MBHP242C zeigte sich, dass diese MBH zwar stabil in 

der Membran vorliegt, der entsprechende R. eutropha-Stamm aber kein 

lithoautotrophes Wachstum zeigt und, korrelierend dazu, keine Aktivität im Me-

thylenblau-Assay des Membranextraktes. Dies deutet darauf hin, dass zwar ein 

mediales Fe-S Cluster vorliegt, der Elektronentransport über die Fe-S Cluster der 

kleinen Untereinheit aber gestört ist. Anders als bei den Veränderungen am pro-

ximalen Fe-S Cluster scheint dies unabhängig von der O2-Konzentration, da auch 

bei niedrigsten Konzentrationen kein lithoautotrophes Wachstum und im anaero-

ben Aktivitätsassay keine Aktivität feststellbar war. Denkbar ist, dass ein 

[4Fe-4S]-Cluster ausgebildet wird, das ein deutlich anderes Redoxpotential be-
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sitzt, als das [3Fe-4S]-Cluster und so die Elektronen nach der Reduktion des pro-

ximalen Clusters nicht mehr weitergeleitet werden können. Eine solche Cluster-

konversion wurde in einer O2-sensitiven Standardhydrogenase von D. 

fructosovorans über eine zum P242-Austausch analoge P238C-Mutation durchge-

führt und durch die Kristallstruktur bestätigt (Rousset et al., 1998b). Hier sank das 

Redoxpotential des medialen Clusters von +65 mV auf -250 mV. Die Aktivität des 

Enzyms im Methylenblau-Assay war in dieser HydP238C nur unwesentlich geringer 

als die des Wildtyps. Diese Diskrepanz zwischen den Aktivitäten dieser am me-

dialen Cluster veränderten Hydrogenasen kann durch die Unterschiede der 

Redoxpotentiale der Fe-S Clustern erklärt werden (siehe Kapitel 4.3.1). Insbeson-

dere dem distalen Cluster muss hierbei eine große Rolle zugewiesen werden, da es 

in der Hydrogenase aus D. fructosovorans ein Redoxpotential von -340 mV hat 

(Rousset et al., 1998b), in der MBH jedoch ein deutlich positiveres Potential zwi-

schen -90 und -180 mV (siehe Tabelle 14). Die Redoxpotentiale des medialen und 

distalen Cluster sind in der D. fructosovorans Hydrogenase identisch (-340 mV), 

während die MBHP242C - angenommen das Redoxpotential des medialen Clusters 

würde sich nach der Pro-Cys-Mutation in ähnlicher Weise verschieben - recht weit 

auseinander liegende Redoxpotentiale zwischen distalem und medialem Cluster 

vorweist (-350 und um -100 mV) wäre ein Elektronentransfer vom medialen auf 

das distale Cluster in der MBHP242C thermodynamisch ungünstig - die Elektronen-

transportkette wäre unterbrochen und eine H2-Oxidation könnte nicht stattfinden. 

Die EPR-Spektroskopie der MBHP242C ließ weder im oxidierten, noch im redu-

zierten Zustand Signale von paramagnetischen Zentren erkennen. Dies deutet 

höchstwahrscheinlich auf eine Instabilität des Enzyms, insbesondere der Fe-S 

Cluster hin. Eventuell ist dies bedingt durch den O2 bei der Anzucht, da eine 

O2-limitierende Kultivierung, die mit einem MBHP242C-Überexpressionsstamm 

während einer Projektarbeit durchgeführt wurde (Newie, 2010), deutliche Aktivi-

tät, etwa ein Viertel der MBHWt, zeigte. Erste spektroskopische Untersuchungen 

nach diesen Anzuchten zeigten eine deutlich geringere Intensität der Signale als 
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bei der MBHWt und ein hohes Maß an Heterogenitäten, so dass man zu diesem 

Zeitpunkt noch keine Schlüsse aus diesen Ergebnissen ziehen kann. 

4.3.1 Ein Vergleich der Redoxpotentiale der drei Fe-S Cluster zeigt große 

Unterschiede zwischen verschiedenen [NiFe]-Hydrogenasen 

Durch EPR-Redoxtitration ist es möglich, die Redoxübergänge von 

Fe-S Clustern zu bestimmen. Dabei wird die Signalintensität der 

Fe-S Clustersignale bei charakteristischen g-Werten für verschiedene Potentiale, 

die über ein Gemisch aus verschiedenen Redoxmediatoren und einem 

Potentiostaten herbeigeführt werden, quantifiziert (Cammack et al., 1976;  Dutton, 

1978;  Tiede et al., 1976). Metallzentren mit ähnlichem Redoxpotential und glei-

chem elektromagnetischem Verhalten können dabei nicht oder nur schwer ausei-

nander gehalten werden. Dies wird erst möglich, wenn magnetische Kopplungen 

von Metallzentren vorliegen. Dies ist der Fall bei Standardhydrogenasen, wo das 

proximale Cluster nach Reduktion eine Kopplung mit dem NiFe-Zentrum eingeht 

(Guigliarelli et al., 1995). Da das distale Cluster für eine magnetische Kopplung 

zu weit vom aktiven Zentrum entfernt liegt, kann dieses Signal eindeutig dem 

proximalen Cluster zugeordnet werden. wobei die Intensität der betreffenden Sig-

nale bei g-werten um 2,21 und 2,10 quantifiziert wird. 

In Tabelle 14 sind die Literaturwerte der bislang gemessenen Redoxpotentiale 

von [NiFe]-Hydrogenasen zusammengefasst. Das Redoxpotential des medialen 

[3Fe-4S]-Clusters ist deutlich höher als das der [4Fe-4S]-Cluster. Bei Standard-

hydrogenasen, liegt das Redoxpotential des medialen Clusters mit -75 bis +55mV 

200 bis 300 mV über denen des proximalen und distalen Clusters. 

Die Redoxpotentiale der Fe-S Cluster in O2-toleranten Hydrogenasen sind höher 

als von Standardhydrogenasen. Besonders deutlich wird der Unterschied bei den 

(mutmaßlichen) [4Fe-4S] Clustern, wo Redoxpotentiale von -60 bis +90 mV für 

das proximale Cluster und -180 bis -70 mV für das distale Cluster gemessen wur-

den. Beide Werte liegen ~ 200 mV über denen von O2-sensitiven Hydrogenasen. 
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Tabelle 14: Vergleich von Redoxpotentialen der Fe-S Cluster von [NiFe]-Hydrogenasen in der 
Literatur (gemessen bei pH 7, außer anders markiert, Werte auf 5 mV gerundet).  
 

Cluster R.e. R.m. A.a.(ph6,4) E.c. P.d. A.v. T.r. D.g. D.d. D.f. D.v. M.f. 
[3Fe4S] -201, 

+408, 
+252, 13 

+1002, 
+1012 

+7011 +251  +103, 
-
103(ph8) 
-209 

-3017 

+254 -705,7 
-301 
-356 

-151 
-7515 

 

+6514 -7016 -7510 

[xFexS] -602 +502 +9011  -202 -30017*  -2905  -
34014 

  

[4Fe4S] -1802, 

13 
-908 

-802, 13 
-16012 

-8011  -1202 -30017*  -3405  -
34014 

  

HP +1608 +2402, 
+27512 

+23011   +2203 +1054      

Die zwei [4Fe-4S]-Cluster sind mit I und II bezeichnet, wobei die Zuordnung aus der Literatur 
übernommen wurde. Bei Hydrogenasen, in denen keine Zuordnung erfolgte, wurde eine Einglied-
erung aufgrund des Redoxpotentials vorgenommen. Distales und proximales Cluster können teil-
weise aufgrund von paramagnetischen Kopplungen zum NiFe-Zentrum zugewiesen werden. Hier 
entspricht [xFexS] dem proximalen und [4Fe-4S] dem distalen Cluster. HP bezeichnet die Hochpo-
tentialspezies, charakterisiert durch das verbreiterte [3Fe-4S]-EPR-Signal im oxidierten Enzym, 
welches bei milder Reduktion auf etwa +40 mV nicht mehr nachweisbar ist. 
Referenzen: 1: (Cammack et al., 1982a), 2: (Knüttel et al., 1994), 3: (Coremans et al., 1992), 4: 
(Cammack et al., 1989), 5: (Teixeira et al., 1989), 6: (Cammack et al., 1982b), 7: (Teixeira et al., 
1983), 8: (Schneider et al., 1983), 9: (Cammack et al., 1986b), 10: (Adams et al., 1986), 11: 
(Pandelia et al., 2011), 12: (Lorenz, 1989) 13: (Knüttel, 1988), 14: (Rousset et al., 1998b), 15: (Franco 
et al., 1993), 16: (Asso et al., 1992), 17: (Pershad et al., 1999). *: Konnte nicht unterschieden wer-
den. 
Abkürzungen: R.e.: R. eutropha, R.m.: R. metallidurans CH34, A.v.: Allochromatium vinosum, 
D.g.: Desulfovibrio gigas, E.c.I: E. coli Hydrogenase I, D.d.: Desulfovibrio desulfuricans Norway 
strain, bzw.: 15: ATCC 27774 strain, T.r.: T. roseopersicina, P.d.: Paracoccus denitrificans, 
M.f.: Methanobacterium formicicum, A.a.: A. aeolicus, D.f.: D. fructosovorans, D.v.: D. vulgaris 

Ein weiterer Unterschied zwischen den Redoxpotentialen von O2-toleranten 

Hydrogenasen, bzw. Hydrogenasen mit einem verbreiterten EPR-Signal des [3Fe-

4S] Clusters, ist das durchgehende Auftreten eines zusätzlichen Redoxpotentials 

in Form einer Hochpotential-Spezies (HP, (Knüttel et al., 1994;  Pandelia et al., 

2011)). Dieses Redoxpotential, welches durch das Verschwinden der Flügel bei 

dem verbreiterten EPR-Signal des [3Fe-4S] Cluster milder Reduktion charakteri-

siert ist, liegt bei +105 mV bis +275 mV. Auch die [NiFe]-Hydrogenasen aus T. 

roseopersicina und A. vinosum zeigen dieses Split-Signal, wie unter 4.1 beschrie-

ben. Da das Split Signal bei diesen O2-sensitiven Hydrogenasen aber nicht von 

einem durch zusätzliche Cysteine modifizierten Cluster stammen, sollten diese 

Werte seperat betrachtet werden (siehe auch Diskussion in 4.1). Auffällig bei die-
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sen Hydrogenasen sind auch die den Standardhydrogenasen entsprechenden 

Redoxpotentiale der [4Fe-4S] Cluster.  

Während leichte Unterschiede der Redoxpotentiale (bis 40 mV) von Messunge-

nauigkeiten herrühren oder als Präparationsartefakte diskutiert werden (Asso et 

al., 1992), können die teils eklatanten Unterschiede zwischen den Fe-S Clustern 

von unterschiedlichen [NiFe]-Hydrogenasen (bis etwa 200 mV) nicht als Mess-

fehler ignoriert werden. Ein Grund für diese differenzierte Entwicklung der 

Redoxpotentiale ist sicherlich der unterschiedliche Elektronenakzeptor, der die bei 

der H2-Spaltung am aktiven Zentrum freiwerdenden und anschließend an das dis-

tale Cluster transferierten Elektronen aufnimmt. Dieser ist bei membran-

gebundenen Hydrogenasen ein Cytochrom b, das die Elektronen weiter an den 

membranständigen Chinonpool leitet, während bei periplasmatischen, Standard-

hydrogenasen ein Cytochrom c mit einem Redoxpotential von um -250mV (Bian-

co und Haladjian, 1994) die Elektronen weiterleitet. Das Cytochrom b von R. 

eutropha (HoxZ) besitzt zwei Hämgruppen, die unterschiedliche Redoxpotentiale, 

+10 mV und +160 mV besitzen (Bernhard et al., 1997). Die sich ergebende Elekt-

ronentransportkette für die R.e. MBH ist im Modell in Abbildung 43 gezeigt.  

 

Abbildung 43: Schematische Elektronentransportkette der Re MBH.  
Die bei der H2-Oxidation am aktiven Zentrum freiwerdenden Elektronen werden über die elektro-
nentransferierenden FeS-Cluster an das transmembrale Cytochrom b HoxZ transportiert, wo zwei 
Hämgruppen die Elektronen aufnehmen und an den membranständigen Ubichinonpool weiterge-
ben. Man beachte die relativ angeglichenen Redoxpotentiale aller Redoxpartner. Die 
Redoxpotentiale des aktiven NiFe-Zentrum sind nicht angegeben, da sie stark abhängig vom Brü-
ckenliganden zwischen dem Ni- und Fe-Atom sind. Sie schwanken zwischen etwa -400mV (Nir-C) 
und -110mV (Nia-B). Potentiale nach (Knüttel et al., 1994) und (Bernhard et al., 1997). 
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4.4 Ein Modell der Beeinflussung der O2-Toleranz der MBH durch 

die Fe-S Cluster in der kleinen Untereinheit 

Die Ergebnisse der durchgeführten Experimente deuten darauf hin, dass die 

speziellen Eigenschaften der Fe-S Cluster in der kleinen Untereinheit der MBH 

aus R. eutropha neben anderen, noch unbekannten Faktoren die O2-Toleranz des 

Enzyms hervorrufen. Eine besondere Rolle kommt dabei dem modifizierten pro-

ximalen Fe-S Cluster mit zwei zusätzlichen Cysteinen zu. Diese O2-Toleranz 

könnte einerseits durch die schnelle Entfernung von inaktivierenden Oxo-

Liganden am NiFe-Zentrum hervorgerufen werden, denkbar ist aber auch ein 

Schutz der Fe-S Cluster vor O2. Ersteres könnte auf einem reversen Elektronen-

transport über die Fe-S Cluster hin zum aktiven Zentrum beruhen. Dies wäre be-

dingt durch die spezielle Anordnung der Clusterpotentiale, die im Falle eines 

deaktivierenden Sauerstoff-Brückenligands im aktiven Zentrum Elektronen dort-

hin leiten. Im Regelfall werden die Elektronen hingegen zu HoxZ transferiert. Da 

die Affinität zu H2 um ein vielfaches höher ist, als die Affinität zu O2, dürfte der 

erstere Fall sehr selten eintreten und die Aktivität des Enzyms kaum beeinträchti-

gen, was auch Ergebnisse und Berechnungen bestätigen, die über die 

Proteinfilmvoltammetrie gewonnen wurden. (Cracknell et al., 2008;  Goldet et al., 

2008). Durch weitere Experimente und Berechnungen konnte ein katalytischer 

Zyklus modelliert werden, der die verschiedenen Nickelzustände und die Reaktio-

nen mit O2 und H2 beschreibt (Cracknell et al., 2009). Ist das Enzym im aktiven 

Zustand, wird der katalytische H2-Oxidationszyklus nicht verlassen. Das im akti-

ven Zentrum gebundene Hydrid-Ion verlässt das aktive Zentrum als Proton, zwei 

Elektronen werden gleichzeitig auf die kleine Untereinheit transferiert. Nachdem 

ein neues H2 das aktive Zentrum erreicht hat, wird es unter Abgabe eines Protons 

gespalten, während ein neues Hydrid-Ion das aktive Zentrum besetzt. Gelangt O2 

an das aktive Zentrum, bildet ein Hydroxid den Brückenligand zwischen Nickel 

und Eisen. Dieser verlässt das aktive Zentrum durch ankommende Elektronen als 

H2O. Da vier Elektronen nötig sind, um O2 zu H2O zu reduzieren, muss eine elekt-
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ronenreiche Umgebung gewährleistet sein. Dies könnte in der MBH durch das 

hohe Potential des proximalen Clusters in dessen zusätzlicher Redoxstufe bedingt 

sein. Dabei ist nicht klar, woher die Elektronen kommen.  

 

Abbildung 44: Schema der katalytischen Zyklen der MBH im Vergleich mit denen der 
MBHC19G/C120G.  
Links ist der normale katalytische H2-Oxidationsyyklus (nach (Cracknell et al., 2009)) abgebildet, 
in dem ein Hydridion im aktiven Zentrum gebunden ist, das durch H2-Spaltung stets erneuert wird. 
Verlassen wird dieser katalytische Zyklus in der MBHWt (oben rechts), wenn ein O2-Molekül an 
das aktive Zentrum bindet (Mitte oben). O2 wird in der elektronenreichen Umgebung, durch das 
proximale Cluster mediiert, direkt bei Bindung zu einem Hydroxidligand und anschließend zu H2O 
reduziert, welches so das aktive Zentrum verlässt. Die MBHC19G/C120G (oben ganz rechts) ist nicht 
in der Lage, viele Elektronen zu liefern und so den Sauerstoffligand im aktiven Zentrum schnell zu 
entfernen, oxidativ inaktiviertes Protein akkumuliert, während eine Reaktivierung unter physiolo-
gischen Bedingungen wahrscheinlich nicht oder nur sehr langsam abläuft. 

Wahrscheinlich ist, dass die Elektronen über die Fe-S Zentren der kleinen 

Untereinheit auf das aktive Zentrum transferiert werden. Dabei könnte der 

Chinonpool als Elektronenreservoir dienen, wobei die Elektronen über das 

Cytochrom b auf das distale Cluster übertragen werden, von wo aus es über die 

übrigen Fe-S Cluster zum NiFe-Zentrum transferiert wird. Das initiale Elektron 

zur schnellen Reduktion des aktiven Zentrums kann dabei vom proximalen Clus-
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ter in seiner [Fe-S]+-Form (ausgehend von den Redoxzahlen der [4Fe-4S]-Cluster) 

bereitgestellt werden. Für diesen rückläufigen Elektronentransport sind die relativ 

hohen Redoxpotentiale der Fe-S Cluster unabdingbar, damit die Cluster sowohl 

mit dem aktiven Zentrum, als auch mit dem Cytochrom b und dem Chinonpool in 

einem Elektronenaustausch stehen können. Bei der MBHC19G/C120G kann das pro-

ximale Cluster die [Fe-S]+-Oxidationsstufe nicht annehmen, was die Ergebnisse 

der EPR-Spektroskopie belegen. Dort ist im oxidierten Zustand des Enzyms kein 

Signal detektierbar, das auf die paramagnetische Kopplung des proximalen mit 

dem medialen Cluster hindeutet. Somit wäre eine schnelle Elektronenbereitstel-

lung im Falle eines O2-Brückenligandes nicht gewährleistet, nur der langsamere 

Elektronenrücktransport über die Fe-S Cluster der kleinen Untereinheit funktio-

niert. So gelangen, in Abhängigkeit der Zeit und der O2-Konzentration, immer 

mehr MBH-Moleküle in den langsam reaktivierbaren, Niu-A-ähnlichen Zustand, 

der nur unter niedrigen Redoxpotentialen, also hoher Elektronendichte, aktivierbar 

ist. Zusätzlich erhält man oxidativ geschädigtes Enzym, was in den FTIR-Studien 

nach mehreren Redoxzyklen deutlich wird. Da kein Niu-A-Zustand detektiert 

wurde, muss angenommen werden, dass bei der MBHC19G/C120G ein diamagneti-

scher, inaktiver Zustand akkumuliert, wie auch den FTIR-Messungen zu entneh-

men ist.  

4.5 Ein Modell des proximalen Clusters mit zusätzlichen Cysteinen 

Anhand der vorhandenen Daten ist es nur schwer möglich, ein strukturelles 

Modell des proximalen Clusters der MBH zu entwerfen. Mehrere Möglichkeiten 

müssen in Betracht gezogen werden. Da in der Literatur keine Untersuchungen 

eines Proteins mit einer vergleichbaren Fe-S Cluster-Umgebung vorhanden sind, 

müssen entfernt ähnliche Fe-S Cluster mit den Daten der MBH aus R.e. vergli-

chen werden. Eine Röntgenkristallstrukturanalyse der MBH, die wesentlich zur 

Aufklärung der besonderen Merkmale der MBH beitragen würde, ist Gegenstand 

aktueller Untersuchungen und erste Ergebnisse können hier diskutiert werden. 
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4.5.1 Vorkommen und Funktion von zusätzlichen Cysteinen und 

Tandemcysteinen bei Fe-S Clustern von anderen Proteinen 

Es sind nur wenige Proteine bekannt, die neben den koordinierenden Amino-

säuren zusätzliche Cysteine in der Koordinationssphäre um ein Fe-S Cluster besit-

zen. Der Einfluss dieser Reste auf die Funktion des Proteins und des Fe-S Clusters 

sind bislang kaum beschrieben. Eine Fe-S Cluster-koordinierende Domäne, mit 

einem zusätzlichen Cystein und ein das Fe-S Cluster koordinierendes 

Tandemcystein enthält (Ruprecht et al., 2009), wird als „CCG“-Domäne bezeich-

net. Beschriebene Proteine mit dieser Domäne sind die Heterodisulfid-Reduktase 

(Hamann et al., 2007), die Succinat-Chinon-Oxidoreduktase (Hamann et al., 

2009), und diverse sekretorische Nematodenproteine (Gare et al., 2004). Eindeu-

tige Hinweise zur Funktion des zusätzlichen Cysteins sind bislang nicht gewonnen 

worden, eine Ligandierung des Fe-S Clusters wird angezweifelt (Hamann, 2007). 

Stattdessen wird dem Cystein eine Rolle beim katalytischen Prozess zugeschrie-

ben, in dem die Heterodisulfidreduktase ein Heterodisulfid (CoM-S-S-CoB) an 

der Disulfidbrücke spaltet. 

Ein Protein, in dem ein zusätzliches Cystein als Fe-S Cluster-ligandierend be-

schrieben wird, ist die Ferredoxin-Thioredoxin Reduktase. Dort wurde über Kris-

tallstrukturaufklärungen mit artifiziellen Liganden gezeigt, dass ein Eisenatom des 

[4Fe-4S] Clusters je nach Zustand des Enzyms während des katalytischen Zyklus 

von zwei Cysteinen ligandiert wird (Dai et al., 2007). Ähnlich wie bei der 

Heterodisulfidreduktase wird für das Cystein eine Rolle bei der Katalyse be-

schrieben. Das Cystein scheint eine reversible Disulfidbrücke mit dem Substrat 

Thioredoxin einzugehen und so die Ligandierung zum [4Fe-4S] Cluster zu verlie-

ren. Bei dem proximalen Cluster der MBH ist eine direkte Beteiligung des 

Cysteins bei der Katalyse unwahrscheinlich. Die Entfernung des proximalen Clus-

ters zum aktiven Zentrum ist mit über 10 Å hoch und die katalytische Umwand-

lung von H2 läuft bei Hydrogenasen ohne zusätzliches Cystein im Zentrum wahr-

scheinlich sehr ähnlich ab. Zusätzlich unterscheiden sich die auftretenden 
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Redoxpotentiale bei der Thioredoxinreduktase stark von denen der MBH - die 

Form des Proteins mit zwei Liganden an einem Eisenatom besitzt ein mit -

500 mV sehr negatives Redoxpotential, das proximale Cluster der MBH ein recht 

hohes Redoxpotential. So scheint es keine Parallelen zwischen der Modifikation 

des proximalen Clusters der MBH und bereits bekannten modifizierten Fe-S Clus-

tern zu geben. Gezeigt ist indes, dass eine Pentakoordination eines Eisenatoms 

möglich ist und somit auch für das proximale Fe-S Cluster der MBH, wo theore-

tisch zwei der Fe-Atome pentakoordiniert sein könnten, in Frage kommt. 

Ein weiteres Phänomen, das sich aus der Aminosäuresequenz um das proxima-

le Cluster der MBH ableitet, ist das Tandemcystein an Position 19 und 20. Bei 

dem Auftreten von aneinander angrenzenden Cysteinen ist man lange Zeit davon 

ausgegangen, dass es aufgrund sterischer Hinderungen nicht möglich ist, dass 

beide das Fe-S Cluster koordinieren. In silico-Analysen (Gurrath und Friedrich, 

2004) und Kristallstrukturen von Komplex I aus Thermus thermophilus (Sazanov 

und Hinchliffe, 2006), sowie der Adenosin-Phosphosulfat-Reduktase aus 

Pseudomonas aeruginosa (Chartron et al., 2006) und der Sulfit Reduktase aus 

D. vulgaris (Oliveira et al., 2008) widerlegten diese These. Auch in manchen Pro-

teinen mit CCG-Domäne wird eine Ligation von zwei nebeneinander liegenden 

Cysteinen erwartet (Hamann et al., 2009;  Hamann et al., 2007). Besonders der 

Aminosäuresequenzvergleich zwischen der NuoB-Untereinheit von Komplex I 

(Nqo6), wo die zwei nebeneinander liegenden Cysteine in einer Röntgenkristall-

struktur als ligandierend beschrieben werden (Berrisford und Sazanov, 2009) und 

HoxK verdeutlicht, dass eine Ligandierung des Fe-S Clusters durch die 

Tandemcysteine nicht unwahrscheinlich ist. Analog zu Cystein 19 und 20 in der 

MBH sind die Tandemcysteine 22 und 23 im [4Fe-4S] Cluster von NuoB konser-

viert (siehe Abbildung 37). Hervorzuheben ist der Einfluss dieser Tandemcysteine 

auf das Fe-S Cluster, so scheint bei NuoB das [4Fe-4S] Kuban eine höhere 

konformelle Flexibilität hervorzurufen. Dies könnte auch bei der MBH eine Rolle 

spielen. Denkbar wäre, dass die Tandemcysteine in Zusammenspiel mit den zu-
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sätzlichen Cysteinen eine große Flexibilität induzieren, die bei einer Redoxreakti-

on am Cluster strukturelle Änderungen des Fe-S Clusters zulässt, was eine zusätz-

liche Redoxstufe bei physiologischem Redoxpotential ermöglicht. 

4.5.2 Einflüsse von Aminosäuren auf das Redoxpotential von Fe-S Clustern 

Fe-S Cluster decken einen sehr großen Redoxpotentialbereich von etwa -700 

bis +450 mV ab (Bian und Cowan, 1999;  Capozzi et al., 1998;  Koay et al., 

2008), wovon die größte Gruppe der Fe-S Cluster, die [4Fe-4S] Cluster, nahezu 

den gesamten Bereich abdecken. Die einzige Lücke in diesem großen Bereich 

entsteht zwischen etwa -70 mV und +50 mV - vorausgesetzt, man zieht die 

Redoxpotentiale des distalen [4Fe-4S] Cluster von O2-toleranten Hydrogenasen 

mit einem Potential zwischen -180 mV und -70 mV hinzu (Tabelle 14). Diese Lü-

cke im Redoxpotentialbereich wird von [3Fe-4S] Clustern und dem 2Fe-Rieske-

Zentrum ausgefüllt. Neben der Fe-S-Clustergeometrie hängt das Redoxpotential 

zu einem großen Teil auch von der proteinogenen Umgebung der Cluster ab. Die 

meisten der [4Fe-4S] Cluster mit hohem Redoxpotential finden sich in HiPiPs 

(High Potential Iron Sulfur Proteins). Die überwiegende Anzahl dieser 

Ferredoxine mit einem oder mehreren [4Fe-4S]-Clustern, die Potentiale zwischen 

+50 und +500 mV besitzen, kommen in photosynthetischen Bakterien als Elekt-

ronentransporter zum Einsatz (van Driessche et al., 2003), aber auch in anderen 

Organismen und in anderen Rollen wurden HiPiPs gefunden (Stelter et al., 2009). 

Eine genaue Aufschlüsselung, welche Faktoren eine Rolle für diese hohen 

Redoxpotentiale spielen, erfolgte bislang nicht. Die meisten Untersuchungen stüt-

zen sich auf Redoxpotentialvergleiche zwischen Enzymen, deren Struktur bekannt 

ist und Punktmutanten, deren Fe-S Cluster-Redoxpotentiale bestimmt wurden. So 

wurde eine Vielzahl von Einflüssen gefunden, von denen die meisten sich jedoch 

nicht in allen Proteinen reproduzieren lassen und sich teilweise widersprechen. 

Als bisher allgemeingültige Effekte der Aminosäureumgebung von Clustern kön-

nen nur wenige genannt werden: Eine höhere Durchlässigkeit für Lösemittelmole-

küle, die H2-Brückenbindungen eingehen (in der Regel H2O) vermittelt ein höhe-
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res Redoxpotential (Dey et al., 2007). Beispielsweise verhindern größere (hydro-

phobe) Aminosäurereste um das Cluster das Eindringen von Wassermolekülen 

und können so ein negativeres Redoxpotential mediieren - und umgekehrt (Du-

derstadt et al., 1999;  Eidsness et al., 1999;  Kyritsis et al., 1998). Der gleiche 

Effekt kann bei polaren Aminosäuren beobachtet werden, die ebenfalls die Durch-

lässigkeit gegenüber H2O erhöhen und so das Redoxpotential erhöhen (Chen et 

al., 2002b), was sich auch umgekehrt beobachten lässt (Denke et al., 1998).  

Insbesondere der Einfluss von Cysteinen in der zweiten Sphäre um Fe-S Cluster 

auf das Redoxpotential ist umstritten. So gibt es eine Arbeit, die die Auswirkung 

eines neu eingebrachten Cysteins und eines gegen Serin ausgetauschten Cysteins 

nahe eines [4Fe-4S] Clusters untersuchte (Beck et al., 2001). Entgegen der Be-

obachtungen, in denen die Nähe von polaren Aminosäuren zu einer Erhöhung des 

Redoxpotentials führt, wurde das Potential in der +Cys-Variante um 50 mV er-

niedrigt, während die Änderung eines dem Cluster nahen Cysteins in ein Serin das 

Potential um 50 mV erhöhte. Dabei spielen offenbar die Proteinrückgratstruktur 

und die leichte strukturelle Verschiebung von oft an Cysteinen angrenzenden 

Glycinen zu einer Änderung im H2-Brückenbindungs- und SH-S-Bindungsumfeld 

des Fe-S Clusters eine große Rolle, weniger der Einfluss der Seitenketten. Ein 

Austausch eines Cysteins gegen Alanin erniedrigte das Redoxpotential um 50 mV 

in einem clostridialen Rubredoxin (Maher et al., 1999). 

Nahezu generalisieren lässt sich hingegen, dass ein negatives Aminosäureumfeld 

ein negativeres Redoxpotential zur Folge hat (Swartz et al., 1996), vor allem of-

fenbar bei [3Fe-4S] Clustern (Tyr-Glutamat/Aspartat Austausch, (Cheng et al., 

2005)). Den größten Effekt auf das Redoxpotential scheinen Histidine in der Nähe 

von Fe-S Clustern auszulösen. Der Austausch einer Aminosäure im Umfeld zu 

Histidin, wie z.B. der Austausch von Phenylalanin zu Histidin im Ferredoxin von 

A. vinelandii bewirkt eine Steigerung des Redoxpotentials um 100 bis 200 mV 

(Chen et al., 2002a). Dies ist aber nicht in jedem Fall so. Ein Austausch von Ami-

nosäuren in der Succinat-Dehydrogenase aus E. coli zeigte, dass auch eine Ände-

rung von Isoleucin in Histidin und Serin ein negativeres Redoxpotential zur Folge 
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haben kann (Cheng et al., 2006). In der MBH aus R. e. finden sich keine offen-

sichtlichen Seitenketten in der Umgebung um die Fe-S Cluster (insbesondere um 

das proximale Cluster), die eine Erhöhung des Redoxpotentials im Vergleich zu 

Standardhydrogenasen zur Folge hätten, daher, und wegen der zusätzlichen 

Redoxstufe, dürfte ausgeschlossen sein, dass das proximale Cluster ein „Stan-

dard“-Hochpotential Fe-S Cluster wie in HiPiPs besitzt.  

4.5.3 [4Fe-4S] Cluster, die von der Standard-Kubanstruktur abweichen 

Da das proximale Cluster der MBH mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Nicht-

standard-[4Fe-4S] Cluster ist, wird in diesem Kapitel auf bereits charakterisierte, 

ungewöhnliche Fe-S Cluster eingegangen, um Auswirkungen von und die Mög-

lichkeiten der Modifikationen zu diskutieren. Große Abweichungen vom Stan-

dard-[4Fe-4S]-Kuban sind bislang nicht entdeckt worden. Die Unterschiede zum 

Standardkuban beziehen sich meist auf zu Cystein alternative Aminosäure-

seitenketten, die das Fe-Atom ligandieren (neben Histidin auch Glutamin (Meyer, 

2008)) oder Clusterkonversionen, die unter bestimmten Umständen auftreten. Ein 

besonderer Fall von [4Fe4S] Kubanen liegt allerdings im P-Cluster der FeMoCo-

Untereinheit der Nitrogenase vor, wo zwei [4Fe-4S] Kubane über Ausschluss ei-

nes, bzw. ein gemeinsam genutztes anorganisches Schwefel ein [8Fe-7S] Cluster 

bilden. Dieser wird von sechs Cysteinen ligandiert (Einsle et al., 2002;  Hu et al., 

2008). Interessanterweise findet hier eine Ligationsänderung zwischen oxidiertem 

und reduziertem Cluster statt (Peters et al., 1997), wobei die Oxidationsreaktion 

durch Abgabe von 2 Elektronen charakterisiert ist. Beide (Sub-)Cluster sind 

sterisch verzerrt und könnten einen Hinweis darauf liefern, inwieweit sterische 

Verzerrungen als Abweichungen vom Standardkuban möglich sind.  

Streng genommen kein [4Fe-4S] Cluster, aber eng mit diesen verwandt ist der 

Hybrid Cluster aus dem sogenannten Hybrid Cluster Protein aus Desulfovibrio 

spezies. Dieses Protein, dessen physiologische Funktion unbekannt ist, wurde 

zuerst ein neuartiges [6Fe-6S]-Cluster, ligandiert über 6 Cysteine, zugeschrieben 

(Stokkermans et al., 1992a;  Stokkermans et al., 1992b). Später wurde die Struk-
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tur eines dieser Proteine gelöst und ein [4Fe-2S-3O] Cluster postuliert (Aragao et 

al., 2008;  Macedo et al., 2002). Auffällig ist, dass sich die reduzierten und oxi-

dierten Strukturen des Clusters unterscheiden (Macedo et al., 2003) und dass vier 

verschiedene Oxidationsstufen festgestellt wurden (Tavares et al., 1998). Ähnlich 

zu diesem Cluster ist das [Ni-4Fe-5S] Cluster der CO-Dehydrogenase (Dobbek et 

al., 2001), welches hier jedoch durch die aus dem Rahmen fallende Einbindung 

des Nickels nicht weiter diskutiert wird.  

In der Aconitase ist ein [4Fe-4S]-Cluster Teil des aktiven Zentrums und an der 

Katalyse von Citrat zu Isocitrat beteiligt. Eines der Fe-Atome der [4Fe-4S]-Form 

ist nicht durch ein Cysteinyl-Ligand gebunden, sondern durch H2O. Dieses Fe-

Atom kann aber während des katalytischen Zyklus durch Bindung zum Substrat 

fünf- oder sechsfach ligandiert sein (Beinert et al., 1996). 

Durch die sterische Abweichung vom normalen [4Fe-4S] Kuban können also 

spezielle Eigenschaften der Cluster hervorgerufen werden, wobei insbesondere die 

zusätzlichen Redoxstufen des Nitrogenase [8Fe-7S]-Clusters und des [4Fe-2S-3O] 

Hybrid-Clusters eine Verwandschaft zum proximalen Cluster der MBH nahelegen. 

Die unterschiedlichen EPR-Eigenschaften und Cysteinmotive hingegen lassen 

doch auf ein bedeutend anderes Fe-S Cluster schließen, sodass das proximale 

Cluster der MBH tatsächlich ein Novum darstellt. 

4.5.4 Röntgenstrukturanalysen der MBH zeigen die Struktur des 

proximalen Fe-S Clusters 

Nach O2-limitierter Anzucht wurde das MBH-Dimer nach Reinigung kristalli-

siert und in Zusammenarbeit mit der AG Spahn der Charité (Berlin) röntgenkris-

tallographisch untersucht. Die Struktur der MBH konnte so im reduzierten Zu-

stand bis auf eine Auflösung von 1,5 Å aufgelöst werden (Manuskript 

eingereicht). Während die Gesamtstruktur der MBH weitgehend identisch mit den 

schon vorhandenen Strukturen von [NiFe]-Hydrogenasen ist, zeigt sich das pro-

ximale Cluster als [4Fe-3S]-Cluster, das einem [4Fe-4S]-Kuban ähnelt, aber 
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sterisch verzerrt ist (Abbildung 45). Das Sulfid des Cys19 koordiniert Fe 4 und 

Fe 1 und ersetzt somit ein anorganisches Schwefel. Cys120 koordiniert das von 

Cys149 koordinierte Fe-Atom, so dass dieses ebenfalls vierfach koordiniert ist. 

Das Kuban ist verzerrt, die Fe-S-Abstände sind länger als in einem normalen 

Kuban. 

 

Abbildung 45: Struktur des proximalen Clusters der R.e. MBH (links) im Vergleich zum proxima-
len Cluster aus Standardhydrogenasen (rechts). (Fritsch et al., 2011, Manuskript eingereicht.) 

4.6 Ein multipler Vergleich der Aminosäuresequenz der kleinen 

Untereinheit von [NiFe]-Hydrogenasen zeigt Unterschiede der 

Fe-S Clustermotive 

Eine weitere Unterstützung der These, dass das proximale Cluster zur 

O2-Toleranz beiträgt, ist das Vorkommen der zusätzlichen Cysteine um das pro-

ximale Cluster nur in O2-toleranten Hydrogenasen. In diesem Kapitel wird eine 

phylogenetische Analyse von kleinen Untereinheiten von Hydrogenasen mit Fo-

kussierung auf die Aminosäureumgebung der Fe-S Cluster durchgeführt. Dazu 

wurden Aminosäuresequenzen von [NiFe]-Hydrogenasen der Gruppe 1 und 2 
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(Tabelle 1) verglichen, deren Strukturkern aus zwei Untereinheiten besteht. Dabei 

wurden die in Abbildung 47 dargestellten verschiedenen Signatursequenzen für 

die drei Fe-S Cluster festgestellt. Am höchsten konserviert ist das distale Cluster, 

in dem lediglich bei cyanobakteriellen Aufnahme-Hydrogenasen das Histidin ge-

gen ein Glutamat ausgetauscht wird. Diskutiert wird hier ein Fehlen des distalen 

Clusters oder ein durch eine andere Aminosäure (z.B. durch besagtes Glutamat) 

ligandiertes Cluster (Schröder et al., 2007). Das mediale Cluster ist weniger stark 

konserviert, so ist das Prolin in den meisten Hydrogenasen konserviert, während 

[NiFeSe]-Hydrogenasen, deren Verwandte, sowie Sensor-Hydrogenasen ein 

Cystein an dieser Stelle besitzen, was auf ein [4Fe-4S] Cluster schließen lässt. 

Dies wurde in der Kristallstruktur zumindest für [NiFeSe]-Hydrogenasen bestätigt 

(Garcin et al., 1999). Streptomyceten-Hydrogenasen und Verwandte hingegen 

besitzen zwar ein viertes Cystein im Motiv des medialen Clusters, aufgrund eines 

um zwei Aminosäuren verschobenen Cysteins im 6S-Motiv (Bezeichnung nach 

(Albracht, 1994), siehe Abbildung 47) kann man aber nur mit Einschränkung auf 

ein [4Fe-4S]-Cluster schließen - da sich an der ansonsten konservierten Position 

des 6S-Cysteins ein Valin befindet. Cyanobakterielle Aufnahme-Hydrogenasen 

und Hydrogenasen, die wahrscheinlich an den  TCA-Cyclus gekoppelt sind, wie 

z.B. die Hydrogenase 3 aus A. aeolicus (Guiral et al., 2005b;  Ishii et al., 2000) 

besitzen an Stelle des Prolins im 7S-Motiv ein Lysin und somit wahrscheinlich 

ebenfalls ein - eventuell leicht modifiziertes - [3Fe-4S] Cluster. Die Signale aus 

der EPR-Spektroskopie entsprechen denen von Standard [3Fe-4S]-Cluster (Guiral 

et al., 2005a;  Schröder et al., 2007).  

Das 1S-Motiv des proximalen Clusters zeigt die größten Variationen. Während 

das „Standard“motiv CXGC bei den meisten Hydrogenasen konserviert ist und 

auch die Sensorhydrogenasen ein dementsprechendes Motiv besitzen (allerdings 

stets mit Glycin an zweiter Position, während der überwiegende Teil der Stan-

dardhydrogenasen ein Threonin an dieser Stelle besitzt), weisen viele andere 

Hydrogenasen ein deutlich abgewandeltes Motiv auf. O2-tolerante Hydrogenasen 

besitzen wie erwähnt ein zusätzliches Cystein an Position 3 des 1S-Motivs, bei 
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vielen anderen Hydrogenasen ist das ansonsten konservierte zweite Cystein des 

1S-Motivs durch ein Aspartat oder Asparagin ersetzt. Bei diesen Hydrogenasen ist 

fraglich, ob das proximale Fe-S Cluster vom [4Fe-4S]-Typ ist. Als Fe-S Cluster-

ligandierende Aminosäure käme Aspartat in Frage (Calzolai et al., 1995;  Zhou 

und Adams, 1997), Asparagin hingegen ist bisher noch nicht als Fe-S Cluster-

ligandierende Aminosäure bekannt. Die 2S- und 3S-Motive des proximalen Clus-

ters sind im Gegensatz zum 1S-Motiv hoch konserviert. Lediglich die Hydrogen-

asen mit zusätzlichen Cysteinen besitzen statt des konservierten Glycins im 2S-

Motiv das zweite zusätzliche Cystein. Die Länge der Aminosäuresequenz zwi-

schen den drei Motiven ist im Gegensatz zur Längenvariabilität zwischen den 

anderen Clustermotiven sehr variabel, was auf eine heterogene Sekundärstruktur 

um das Cluster von verschiedenen Hydrogenasen schließen lässt. 
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Abbildung 46: Phylogenetischer Baum der kleinen Untereinheit von [NiFe]-Hydrogenasen mit 
der NuoB-Untereinheit des Komplex I (aus E. coli).  
Als Außengruppe wurde HoxB festgelegt. In blau markiert sind alle Hydrogenasen mit zusätzli-
chen Cysteinen am proximalen Cluster, Rot markierte Speziesnamen sind Knallgasbakterien, ein-
gekastelt sind alle elektrochemisch als O2-tolerant charakterisierte Hydrogenasen. Abkürzungen: 
All_vi: Allochromatium vinosum, Aqu_ae: Aquifex aeolicus, Ral_me: Ralstonia metallidurans, 
Rub_ge: Rubrivivax gelatinosus, Ral_eu: Ralstonia eutropha, Rho_ca: Rhodobacter capsulatus, 
Par_de: Paracoccus denitrificans, Azo_vi: Azotobacter vinelandii, Oli_ca: Oligotropha 
carboxidovorans, Bra_ja: Bradyrhizobium japonicum, Thi_ro: Thiocapsa roseopersicina, Rho_ru: 
Rhodospirillum rubrum, Esc_co: Escherichia coli, Fla_jo: Flavobacterium johnsoniae, Des_ba: 
Desulfomicrobium baculatum, Wol_su: Wolinella succinogenes, Des_gi: Desulfovibrio gigas, 
Des_fr: Desulfovibrio fructosovorans, Des_vu: Desulfovibrio vulgaris. 

In Knallgasbakterien sind bis jetzt nur Hydrogenasen mit modifiziertem pro-

ximalen Cluster gefunden worden - meist der Typ mit zwei zusätzlichen 

Cysteinen. Zu beachten dabei ist, dass thermophile Knallgasbakterien 

mikroaerophil sind, wohl auch, da diese aufgrund der geringeren Löslichkeit von 

O2 in Wasser mit höherer Temperatur nur mit geringen Konzentrationen an O2 in 

Berührung kommen. Dennoch besitzen alle bisher sequenzierten thermophilen 

Knallgasbakterien mindestens eine membranassoziierte Hydrogenase mit einem 
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modifiziertem proximalen Cluster (siehe Tabelle 16). Neben den MBHs mit zu-

sätzlichen Cysteinen am proximalen Cluster kommen dort - wenn auch weitaus 

seltener - die Hydrogenasen der außerordentlich kleinen Gruppe 7 vor. Diese 

Gruppe ist bemerkenswert, da hier der N-terminale Bereich eine hohe Ähnlichkeit 

zu cyanobakteriellen Uptake-Hydrogenasen besteht, während der C-terminale Teil 

ähnlich zu membrangebundenen [NiFe]-Hydrogenasen des Wolinella 

succinogenes-Typ ist. Die kleine Untereinheit ist außerdem sowohl von den Sig-

naturmotiven der Fe-S Cluster, als auch von der vollständigen Aminosäuresequenz 

her, nah verwandt zu den Hydrogenasen aus Geobacter. Bei letzteren wird vermu-

tet, dass sie eine Rolle bei der Reduzierung von eisenhaltigen Stoffen einnehmen 

(Coppi, 2005;  Coppi et al., 2004). Die große Untereinheit ist hingegen lediglich 

zu membrangebundenen Hydrogenasen des Wolinella-Typs verwandt. So ist zu 

vermuten, dass diese MBHs die zweite Klasse an O2-toleranten NiFe-

Hydrogenasen stellt. Auch hier könnte das modifizierte proximale Cluster eine 

Rolle spielen. 

Abbildung 47: Signaturmotive der Fe-S Cluster in kleinen Untereinheiten von [NiFe]-
Hydrogenasen mit zwei Untereinheiten.  
Die Motive sind anhand der genetischen Reihenfolge mit 1S bis 7S bezeichnet. 1: Standardhydro-
genasen, 2: Hydrogenasen mit zusätzlichen Cysteinen am proximalen Cluster, 3: NiFeSe-ähnliche 
Hydrogenasen, 4: Streptomyceten-ähnliche Hydrogenasen, 5: Cyanobakterielle Aufnahme-
Hydrogenasen, 6: Sensor-Hydrogenasen, 7: Geobacter-ähnliche, eisenstoffwechselassoziierte 
Hydrogenasen, 8: Lösliche, CO2-fixierungsassoziierte Hydrogenasen (Aquifex Hyd 3-ähnlich). *: 
Im Alignment um zwei Aminosäuren versetzt - unklar, ob ligierend 

Alle [NiFe]-Hydrogenasen mit zusätzlichen Cysteinen am proximalen Cluster 

besitzen ein N-terminales 

 Proximales Cluster  Mediales Cluster  Distales Cluster 
 1S  2S  3S  6S  7S  4S  5S 
1 CXGC X93-94 CX4G X26-29 CP  C X11 PX6CXXC  HXXC X22 CX5C 
2 CXCC X93-94 CX4C X27 CP  C X10-12 PX6CXXC  HXXC X24 CX5C 
3 CXGC X99-100 CX4G X33-37 CP  C X11-13 CX5-6CXXC  HXXC X19-20 CX5C 

4 CXGD X109-114 CX4G X35 CP  C* X13 CX6CXXC  HXXC X18 CX5C 

5 CXGN X97 CX4G X43 CP  C X10 KX5CXXC  QXXC X20 CX6C 

6 CGGC X99 CX4G X42 CP  C X11 CX6CXXC  HXXC X19 CX6C 

7 CXXD/N X94-97 CX4G X33-34 CP  C X11 PX6CXXC  HXXC X19 CX5C 

8 CXXN X74-89 CX3G X40-45 CP  C X10 KX6CXXC  HXXC X20 CX6C 
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Signalpeptid mit Twin-Arginin-Motiv und eine C-terminale Verlängerung, die 

vermutlich als Membrananker und zur Interaktion mit der dritten Untereinheit, 

einem Cytochrom b interagiert, welches auf dem Operon aller MBHs kodiert ist. 

Aufgrund dieser Beobachtungen empfiehlt sich eine neue Subklassifizierung der 

[NiFe]-Hydrogenase-Gruppen 1 und 2 (Tabelle 15). 

Tabelle 15: Neue Untergruppierung der NiFe-Hydrogenasen anhand von Signaturvergleichen der 
Fe-S Cluster der kleinen Untereinheit basierend auf (Vignais und Billoud, 2007). 
Gruppe Bezeichnung Charakteristika 
1a Standardhydrogenasen periplasmatische Aufnahmehydrogenasen 
1b NiFeSe-Hydrogenasen periplasmatische Aufnahmehydrogenasen, 

Selenocystein am aktiven Zentrum 
1c O2-sensitive MBHs membrangebundene Aufnahmehydrogenasen 
1d Geobacter/Fe-Stoffwechsel-

Hydrogenasen 
membrangebundene, an den Eisenstoffwechsel 
gekoppelte NiFe-Hydrogenasen 

1e O2-tolerante MBHs mit zusätz-
lichen Cysteinen am proximalen 
Cluster 

Membrangebundene Aufnahmehydrogenasen, O2-
tolerant 

2a Cyanobakterielle Aufnahme 
Hydrogenasen 

cytoplasmatische Aufnahmehydrogenasen 

2b H2-Sensor Hydrogenasen Hydrogenasen für H2-Sensierung und Signalwei-
terleitung 

2c TCA-assoziierte Hydrogenasen 
(vormals 2a) 

cytoplasmatische Hydrogenasen, die Reduktions-
äquivalente für den reversen TCA-Zyklus liefern 

2d Streptomyceten-Hydrogenasen Funktion unbekannt, cytoplasmatische Hydrogen-
asen mit einer hohen H2-Affinität 

 

4.6.1 Das Vorkommen der zusätzlichen Cysteine und die O2-Toleranz von 

Hydrogenasen korreliert mit dem Vorhandensein bestimmter 

akzessorischer Proteine 

Vergleicht man die auf Hydrogenase-Operons liegenden Gene von verschiede-

nen [NiFe]-Hydrogenasen, fällt auf, dass bestimmte akzessorische Proteine nur 

auf Operons von O2-toleranten MBHs kodiert werden. Die höchste Anzahl dieser 

akzessorischen Proteine wird von Knallgasbakterien kodiert, die in O2-reichen 

Umgebungen vorkommen. Es handelt sich um die Proteine HoxOQRTV, die im 

Operon der R. e. MBH direkt stromabwärts von HoxZ, liegen. HoxOQ kommen 

bei nahezu allen Organismen vor, die für eine MBH mit zusätzlichen Cysteinen 

kodieren. Damit sind diese Proteine Kandidaten für Chaperone, die die Maturation 



Diskussion 

 143 

des proximalen Clusters unterstützen. HoxRTV hingegen fehlen bei 

mikroaerophilen Knallgasbakterien - eventuell könnte dies die Ursache für eine 

geringere O2-Toleranz dieser Hydrogenasen sein: In elektrochemischen Experi-

menten offenbart die MBH aus A. aeolicus nur etwa 30 % der katalytischen Akti-

vität der R.e. MBH (siehe Abbildung 48), wobei man beachten sollte, dass diese 

Ergebnisse wegen der unterschiedlichen experimentellen Bedingungen (insbeson-

dere das angelegte Redoxpotential) nicht einwandfrei miteinander zu vergleichen 

sind. Die unterschiedliche Ausprägung der O2-Toleranz der MBHs entspricht aber 

auch den Umweltbedingungen in denen beide Bakterien vorkommen: A. aeolicus 

bewohnt 85 bis 90 °C heiße Quellen, in denen lediglich 25 bis 30 % der O2-

Menge gelöst ist, die bei 30 °C (maximale Umgebungstemperatur von R.e.) in 

Lösung vorliegt. HoxV besitzt eine hohe Sequenzähnlichkeit zur großen MBH-

Untereinheit HoxG und wird als Chaperon beschrieben, dass für den Nickeleinbau 

unter O2 zuständig ist (Ludwig et al., 2009b). HoxR ist homolog zu 

Rubredoxinen, während HoxT eine Rolle im TAT-mediierten Transport über die 

Membran zugesprochen wird (Fritsch et al., 2011) Diese beiden Proteine sind 

wahrscheinlich - analog zu HoxV bei der großen Untereinheit- am Schutz der 

Fe-S Cluster der kleinen Untereinheit bei hohen O2-Konzentrationen beteiligt 

sein. 

 

Abbildung 48: Vergleich der O2-Toleranz der A. aeolicus Hydrogenase I (links) und R. eutropha 
MBH adsobiert auf einer Graphitelektrode.  
Der Stromfluss, analog zur katalytischen Aktivität, wird bei schrittweiser Injektion von O2 in die 
elektrochemische Zelle gemessen. Die Experimente wurden bei eigenständigen Bedingungen für 
jedes Enzym durchgeführt: Aa Hydrogenase I: +210 mV Potential, pH 7, 40° C, 1 bar H2; Re 
MBH: -8mV, pH 5,5, 30 °C. Nach (Ludwig et al., 2009a;  Pandelia et al., 2010a). 
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Tabelle 16 fasst die Ergebnisse des Vergleichs von verschiedenen 

Hydrogenase-Operons in sequenzierten Bakterien mit [NiFe]-Hydrogenasen zu-

sammen. Die überwiegende Anzahl der bis jetzt sequenzierten Knallgasbakterien 

(für eine vollständige Übersicht aller als Knallgasbakterien identifizierten Bakte-

rien siehe Anhang, Tabelle 18) besitzt eine membranständige Hydrogenase mit 

den zwei zusätzlichen Cysteinen am proximalen Cluster. Rhodococcus opacus und 

Bacillus tusciae sind Knallgasbakterien, denen eine membrangebundene 

Hydrogenase fehlt, diese Bakterien besitzen stattdessen eine cytoplasmatische 

Hydrogenase, die für die Energiebereitstellung sorgt. Ersterer besitzt eine 

bidirektionelle Hydrogenase des HoxFUYH-Typs, die eine große Ähnlichkeit mit 

der SH aus R. eutropha besitzt, während B. tusciae eine Hydrogenase des 

cyanobakteriellen Aufnahmetyps (Gruppe 2a) besitzt, die Ähnlichkeit mit der 

Hydrogenase aus Acidithiobacillus ferrooxidans hat (Schröder et al., 2007). Diese 

Hydrogenasen besitzen ein für O2-tolerante Sensor-Hydrogenasen charakteristi-

sches Isoleucin in der großen Untereinheit, was eventuell den Zugang von O2 zum 

aktiven Zentrum erschwert. Auch enthalten die cyanobakteriellen Aufnahme-

hydrogenasen Signaturen von Nichtstandard-Fe-S Cluster (siehe 4.6 und Abbil-

dung 47). 

Bisher sind zwei membranassoziierte Hydrogenasen von Knallgasbakterien 

sequenziert, denen die zusätzlichen Cysteine fehlen. Diese Hydrogenasen der 

mikroaerophilen Persephonella marina und Sulfurihydrogenibium azorense kön-

nen in die Gruppe 1d, den Geobacter-ähnlichen Hydrogenasen, eingeordnet wer-

den (Tabelle 15). Diese [NiFe]-Hydrogenasen, die daher zumindest eine geringe 

O2-Toleranz aufweisen müssen, sind bislang nicht charakterisiert, das proximale 

Cluster besitzt keine Standardsignatur und weist Ähnlichkeiten zu den 

cyanobakteriellen Aufnahmehydrogenasen auf (Abbildung 47). Einige Hydrogen-

asen mit zusätzlichen Cysteinen tauchen in Bakterien auf, die bislang nicht als 

Knallgasbakterien beschrieben sind (Tabelle 16). Bei einigen ist nachgewiesen, 

dass die Expression dieser Hydrogenasen unter aeroben Bedingungen nicht statt-

findet (E. coli, R. leguminosarum, S. enterica), die meisten dieser Bakterien sind 
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fakultative Anaerobier. Viele dieser Hydrogenasen (aus Rubrivivax gelatinosus, 

Desulfovibrio desulfuricans, Flavobacterium johnsoniae) sind nicht mit einem 

Cytochrom b als primärem Elektronenakzeptor assoziiert und die akzessorischen 

Proteine HoxOQRTV fehlen. Dies könnte darauf hin deuten, dass diese Hydro-

genasen nicht funktionell sind oder nicht exprimiert werden. Spezies des Genus 

Azotobacter wiederum fehlen die Gene, die für die CO2-Fixierung nötig sind, so 

dass sie nicht in der Lage sind, autotroph zu wachsen und somit - wenn überhaupt 

- nur eingeschränkt als Knallgasbakterien eingeordnet werden können. 
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Tabelle 16: Übersicht über [NiFe]-Hydrogenasen und ihre membranständige Cytochrom-Untereinheit, sowie eine Auswahl von akzessorischen Proteinen.  
Spezies  Klasse Bezeich-

nung 
Cysteine O2 Anmerkungen Hox 

Z O Q R T V-Homologe 
Knallgasbakterien 
Bradyrhizobium japonicum1 α-Proteobacteria HupSL + A Symbiont + + + + + + (HupCGHIJK) 
Oligotropha carboxidovorans2 α-Proteobacteria HoxSL + A  + + + + + + (HoxZHupGHIAJK) 
Paracoccus denitrificans α-Proteobacteria HydAB + A  + + +[+ +]+ (HupCGH[J]KA) 
Rhodobacter capsulatus3 α-Proteobacteria HupAB + A Phototroph + + +[+ +]+ (HupCGH[J]K) 
Xanthobacter autotrophicus α-Proteobacteria HydAB + A  + + +[+ +]+ (HupCGBH[J]BK) 
Azorhizobium caulinodans4 α-Proteobacteria HydAB + A Symbiont + + +[+ +]+ (HupCGH[J]K) 
Alcaligenes hydrogenophilus5 β-Proteobacteria HupSL + A  n.s. 
Hydrogenophilus hirschiiG β-Proteobacteria HoxKG + MA Thermophil n.s. 
Ralstonia eutropha6 β-Proteobacteria HoxKG + A  + + + + + + (HoxZOQRTV) 
Ralstonia metallidurans β-Proteobacteria HoxKG + A  + + + + + + (HoxZOQRTV) 
Pseudomonas hydrogenovora7 γ-Proteobacteria HupSL + A  + + + + + + (HupCGHIJK) 
Aquifex aeolicus8 Aquificae MbhSL1 + MA Thermophil +(+ +)- - - (HoxZHyaEF) 
Hydrogenobacter thermophilus Aquificae HydAB + MA ThermoAcido + + + - - - (HupCGH) 
Hydrogenobaculum acidophilum9 Aquificae HydAB + MA Thermophil + - + - - - (HupCH) 
Hydrogenivirga caldilitoris9 Aquificae MbhSL1 + MA Thermophil +(+ +)- - - (HoxZHyaEFB) 
Persephonella marina9 Aquificae MbhSL -D MA Thermophil + - - + - - (HupCIB) 
Sulfurihydrogenibium azorense9 Aquificae HydAB -D MA Thermophil + - - + - - (HupCIB) 
Thermocrinis albus10 Aquificae HydAB + MA Thermophil + + + - - - (HupCGBH) 
Rhodococcus opacus Actinobacteria HoxHY -E A  - - - - - -  
Bacillus tusciae Bacilli HydAB -C A Thermophil - - - - - -  
Hydrogenasen mit zusätzlichen Cysteinen aus sonstigen (Nichtknallgas-) Bakterien 
Rhizobium leguminosarum α-Proteobacteria HupSL + MA Symbiont + + + + + + (HupCGHIJK) 
Rhodospirillum rubrum α-Proteobacteria HydAB + FA Phototroph + - + - - + (HupCBHK) 
Azotobacter vinelandii11 α-Proteobacteria HupSL + A N2-Fix + + + + + + (Hup 
Azotobacter chroococcum12 α-Proteobacteria HupSL + A N2-Fix + + + + + +  
Rubrivivax gelatinosus β-Proteobacteria HupSL + FA Phototroph - - - - - -  
Thiocapsa roseopersicina13 γ-Proteobacteria HupSL + FA Phototroph + - + + - + (HupCHIK) 
Allochromatium vinosum γ-Proteobacteria HupSL + FA Phototroph + - + + - + (HupCHIK) 
Escherichia coli γ-Proteobacteria Hyd1 + FA  + + + - - - (HyaCEF) 
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Spezies Klasse Bezeich-
nung 

Cysteine O2 Anmerkungen Hox 
Z O Q R T V-Homologe 

Salmonella enterica γ-Proteobacteria Hyd1 + FA  +[+ +]- - - (HyaCF2) 
Desulfovibrio desulfuricans δ-Proteobacteria HydAB + An  + - - - - -  
Chlorobium limicola Chlorobia HydAB + An Phototroph + - - - - - (HydC) 
Flavobacterium johnsoniae Flavobacteria HydAB + MA  - - - - - -  
Methylacidiphilum infernorum14 Verrumicrobia HyaAB + A ThermoAcido + - + - - - (HyaCHupH) 
Standardhydrogenasen und Verwandte 
Escherichia coli γ-Proteobacteria Hyd2 - FA  -F - - - + - (HybE) 
Salmonella enterica γ-Proteobacteria Hyd2 - FA  -F - - - + - (HybE) 
Thiocapsa roseopersicina13 γ-Proteobacteria HynSL - FA Phototroph -F - - - - + (HupK) 
Allochromatium vinosum γ-Proteobacteria HynSL - FA Phototroph -F - - - - + (HupK) 
Desulfovibrio fructosovorans15 δ-Proteobacteria HynAB - An  - - - - - - 
Desulfovibrio gigas δ-Proteobacteria HynAB - An  - - - - - - 
Desulfovibrio vulgaris δ-Proteobacteria HynAB - An  - - - - - - 
Desulfomicrobium baculatum δ-Proteobacteria HySAB - An  - - - - - - 
Wolinella succinogenes16 ε-Proteobacteria HydAB - MA  + - - - - - (HydC) 
Aquifex aeolicus8 Aquificae HyaAB - MA Thermophil - - - - - - 

+: Homologes Protein vorhanden, (+): Geringe Sequenzidentität zum entsprechenden R. eutropha Protein. [++]: Entsprechende Proteine sind im jeweiligen 
Organismus fusioniert, n.s..: Operonabschnitt nicht sequenziert, A: Protein nicht als ORF erkannt, B: Protein anders benannt, C: Cyanobakterielle, Aufnahme-
Hydrogenase, D: Eisenstoffwechsel-gekoppelte MBH, E: Lösliche Hydrogenase des HoxEFUYH-Typs, F: Das mutmaßliche Cytochrom (Isp1 und HybB) hat 
keine Ähnlichkeit zu HoxZ und anderen Cytochrom b-Sequenzen, bei in silico-Analysen wurde allerdings eine Häm b-Bindestelle gefunden (Palagyi-
Meszaros et al., 2009). G: Persönliche Auskunft, Stefan Frielingsdorf. A: Aerob, MA: Mikroaerophil, FA: Fakultativ aerob, An: Anaerob 
Veröffentlichung der Sequenzen, 1: (Kaneko et al., 2002), 2: (Fuhrmann et al., 2003), 3: (Strnad et al., 2010), 4: (Baginsky et al., 2004), 5: (Yagi et al., 1992), 
6: (Pohlmann et al., 2006), 7: (Ohtsuki et al., 1995) 8: (Deckert et al., 1998), 9: (Reysenbach et al., 2009), 10: (Wirth et al., 2010), 11: (Chen und Mortenson, 
1992), 12: (Du et al., 1994), 13: (Maroti et al., 2003), 14: (Hou et al., 2008), 15: (Rousset et al., 1990), 16: (Baar et al., 2003) 
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4.7 Ausblick: Der biotechnologische Nutzen dieser Arbeit 

Die Aufklärung der molekularen Mechanismen der O2-Toleranz von Hydro-

genasen bietet verschiedene Möglichkeiten, die Ergebnisse dieser Arbeit in an-

wendungsorientierte Prozesse einfließen zu lassen. Der Einsatz von Hydrogenasen 

in der biologischen H2-Produktion und die energetische Nutzung von H2 in biolo-

gischen Systemen wird mittlerweile in vielen Projekten erforscht (Krassen et al., 

2009;  Lubner et al., 2010a;  Vincent et al., 2006). Dass der Einsatz von regenera-

tiven Energien in naher Zukunft erforderlich sein wird, ist unzweifelhaft; die Pro-

duktion und Verwertung von H2 ist dabei nur eine von vielen möglichen Alternati-

ven. Momentan ist sowohl die Produktion, als auch die Umwandlung von H2 in 

Energie problematisch, da beides ressourcenintensive Prozesse sind. Es sind kos-

tengünstigere und ressourcenschonendere Verfahren nötig, wobei die biologische 

Produktion von H2 für die Zukunft eine viel versprechende Option ist: Im güns-

tigsten Fall wird H2 kostengünstig aus Sonnenlicht, Wasser und Biomasse erzeugt. 

Im umgekehrten Fall könnten enzymbasierte Systeme die klassische platinbasierte 

Brennstoffzelle ersetzen oder ergänzen. Die O2-Toleranz von Hydrogenasen ist in 

beiden Fällen von herausragender Bedeutung: Bei der Nutzung von Sonnenlicht 

über das Photosystem I und II entsteht unweigerlich O2, während bei dem Prozess 

der Energieumwandlung von H2 mit Hydrogenasen O2 zu H2O reduziert wird, was 

möglichst im selben Kompartiment ablaufen soll (Vincent et al., 2006). Die 

Hydrogenasen kommen bei der biotechnologischen Nutzung höchstwahrschein-

lich mit O2 in Kontakt, was die überwiegende Anzahl der momentan charakteri-

sierten Hydrogenasen katalytisch inaktiviert oder, im Fall der [FeFe]-

Hydrogenasen irreversibel deaktiviert. Problematisch ist dabei, dass die 

O2-toleranten Hydrogenasen eine relativ geringe H2-Produktionsrate besitzen, die 

zum Teil auf Substrathemmung beruht (Goldet et al., 2008). Die Enzyme mit der 

höchsten H2-Produktionsrate, die [FeFe]-Hydrogenasen, werden schon bei ge-

ringsten O2-Mengen inaktiviert und sind so höchstens für Systeme brauchbar, die 

auf einer kompartimentären oder zeitlichen Trennung der Hydrogenasen von O2 
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beruhen. Die Aufklärung von Faktoren, die zur O2-Toleranz beitragen, kann einer-

seits dazu beitragen, Enzyme zu modellieren, die sowohl eine hohe H2-

Produktionsrate, als auch eine O2-Toleranz aufweisen. Andererseits könnten auch 

künstliche Moleküle nach dem Vorbild von Hydrogenasen hergestellt werden, die 

diese beiden Eigenschaften kombinieren. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten daraufhin, dass ein großer Beitrag der O2-

Toleranz in Hydrogenasen von der elektronentransferierenden Untereinheit ab-

hängt. Den größten Anteil an dem Mechanismus der O2-Toleranz hat das proxima-

le Cluster, das durch eine Modifikation des Standard-[4Fe-4S] Kubans, an der 

zwei zusätzliche Cysteine beteiligt sind, eine zusätzliche, hohe Redoxstufe er-

reicht. Dadurch kann eine hohe Elektronendichte am aktiven Zentrum bereitge-

stellt werden, die bei O2 am aktiven Zentrum dazu führen, dass dieser O2 durch 

Reduktion schnell wieder entfernt werden kann. Wenn es gelingt, eine ähnliche 

Struktur in O2-sensitiven Hydrogenasen einzuführen, könnte das Produkt sowohl 

O2-tolerant sein, als auch eine hohe H2-Produktionsrate zu besitzen. Dabei sind 

aber diverse Dinge zu beachten. Wegen der anderen Umgebung des proximalen 

Clusters in Standardhydrogenasen, dürfte es problematisch sein, dort zusätzliche 

Cysteine einzuführen. Alleine durch die größere Struktur der Cysteine wird es zu 

sterischen Behinderungen führen, die die Faltung des Enzyms beeinträchtigen 

können. Auch die Abwesenheit der akzessorischen Proteine ist problematisch. So 

könnte die Reifung von proximalen Fe-S Clustern bestimmte Maturationsfaktoren 

benötigen, die in Operons von O2-sensitiven Hydrogenasen nicht kodiert sind. 

Essentiell scheint mindestens HoxQ zu sein, welches auf den MBH-Operons aller 

Knallgasbakterien kodiert ist. Letztendlich sind auch das distale und das mediale 

Cluster der MBH zumindest hinsichtlich des Redoxpotentials gegenüber anderen 

Hydrogenasen verändert. Auch diese Redoxpotentiale müssten eventuell ange-

passt werden, um einen optimalen rückwärtigen Elektronenfluss zu gewährleisten. 

Da noch nicht einwandfrei geklärt ist, wie das Redoxpotential von Fe-S Clustern 

durch die Aminosäureumgebung im Protein modifiziert wird, ist diese Arbeit nicht 

vielversprechend. Insgesamt erscheint es daher und wegen der vorher besproche-
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nen Probleme naheliegender, O2-sensitive Hydrogenasen durch gerichtete Evolu-

tion und Massenmutagenese in die gewünschte Richtung zu bringen. Dennoch 

können aber die hier gewonnenen Erkenntnisse in diese Arbeiten mit einfließen: 

So könnten Hydrogenasevarianten hergestellt werden, bei denen die Glycine am 

proximalen Cluster durch Cysteine ersetzt sind. In diesen Stämmen könnten zu-

sätzlich HoxOQRTV heterolog exprimiert werden. Dann müsste eine 

Massenmutagenese an der kleinen Untereinheit erfolgen wobei der Selektions-

druck und die so gerichtete Evolution durch ein lithoautotrophes Wachstum bei 

langsam erhöhten O2-Konzentrationen aufgebaut werden. Dies wäre der schwieri-

ge Schritt - es müssen Bakterien gefunden werden, die eine erfolgversprechende 

Hydrogenase besitzen, prinzipiell zu lithoautotrophem Wachstum fähig sind und 

genetisch zugänglich sind. Falls erfolgversprechende Mutanten gefunden werden, 

müssten diese auf H2-Produktion getestet werden (Schnelltest auf H2-Produktion 

auf Agarplatten mittels chromogenen Filtern). Auch könnten diese Mutanten mit 

Gaskanalmutanten kombiniert werden, die bereits eine gewisse O2-Toleranz auf-

weisen (Dementin et al., 2009;  Liebgott et al., 2010a;  Liebgott et al., 2010b). 

Das Bewusstsein, dass auch die kleine Untereinheit von Hydrogenasen und 

insbesondere das proximale Fe-S Cluster, für die O2-Toleranz von großer Bedeu-

tung ist, kann bei der Suche nach biotechnologisch besser nutzbaren Hydrogen-

asen helfen. Der multiple Sequenzvergleich von Hydrogenasen machte deutlich, 

dass die überwiegende Mehrzahl der O2-toleranten Hydrogenasen zwei zusätzli-

che Cysteine um das proximale Cluster besitzt. So kann durch die 

Aminosäuresequenz auf die O2-Toleranz einer noch unbekannten [NiFe]-

Hydrogenase geschlossen werden. Dabei sind auch die akzessorischen Proteine 

HoxOQRTV interessant: Bislang sind O2-hochtolerante Hydrogenasen nur mit 

dem vollständigen Set dieser Proteine gefunden worden. So kann aus einer Gen-

sequenz eines Organismus schnell und mit einer hohen Trefferquote auf eine 

Hydrogenase mit einer hohen O2-Toleranz geschlossen werden. 
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5 Anhang 

Tabelle 17: Verbreitung von membrangebundenen Hydrogenasen mit zusätzlichen Cysteinen am 
proximalen Cluster (Stand: Februar 2011). Nicht als Charakteristika angegeben sind folgende, bei 
der Mehrheit zutreffenden Merkmale: Aerob, mesophil, gramnegativ 
Organismus Charakteristika 
α-Proteobakterien  
Acidiphilium multivorum  
Acidiphilium cryptum Acidophiler, fakultativer Fe(III)-Reduzierer 
Beijerinckia indica ATCC 9039 Acidophiler Stickstofffixierer 
Methylosinus trichosporium Methanoxidierer 
Bradyrhizobium sp. UPM1167 + 
ORS278 +BTAi1 

N2-fixierender Symbiont 

Bradyrhizobium japonicum USDA 
110 

N2-fixierender Symbiont 

Rhizobium tropici N2-fixierender Symbiont 
Rhizobium leguminosarum N2-fixierender Symbiont 
Azorhizobium caulinodans N2-fixierender Symbiont 
Azorhizobium sp. UPM1161 N2-fixierender Symbiont 
Xanthobacter autotrophicus N2-fixierender Symbiont 
Rhodopseudomonas palustris Nichtschwefelpurpurbakterium, Phototroph, mikroaerophil, 

N2-Fixierer 
Oligotropha carboxidovorans  CO-Oxidierer 
Rhodomicrobium vannielii Thermophil, phototropher Fe(II)-Oxidierer 
Citreicella sp. SE45 Schwefeloxidierer 
Pelagibaca bermudensis  Denitrifikant 
Paracoccus denitrificans  Denitrifikant 
Rhodobacter sphaeroides N2-Fixierer, phototrophes Nichtschwefelpurpurbakterium 
Rhodobacter sp. SW2 N2-Fixierer, phototrophes Nichtschwefelpurpurbakterium 
Rhodobacter capsulatus N2-Fixierer, phototrophes Nichtschwefelpurpurbakterium 
Roseovarius sp. TM1035 + 
HTCC2601 

N2-Fixierer, phototrophes Nichtschwefelpurpurbakterium 

Sagittula stellata E-37 N2-Fixierer, phototrophes Nichtschwefelpurpurbakterium 
Stappia aggregata  CO-Oxidierer, Denitrifikant 
Azospirillum sp. B510 N2-fixierender Symbiont 
Rhodospirillum rubrum Nichtschwefelpurpurbakterium, Phototroph, N2-Fixierer 
β-Proteobakterien  
Alcaligenes hydrogenophilus Knallgasbakterium 
Sutterella wadsworthensis 
3_1_45B 

Nitrat-reduzierer, pathogen 

Burkholderia phymatum  N2-fixierender (fakultativer) Symbiont (Elliott2006) 
Burkholderia vietnamiensis N2-fixierender (fakultativer) Symbiont, pathogen 
Ralstonia metallidurans CH34 Schwermetallresistentes Knallgasbakterium, Nitratreduzent 
Ralstonia eutropha H16 Knallgasbakterium, Nitratreduzent 
Burkholderiales bacterium 1_1_47 opportun pathogen, Gastrointestinalbewohner 
Methylibium petroleiphilum Methanotropher, Aromatenabbauend 
Rubrivivax gelatinosus Phototrophes Purpurbakterium, CO-Fixierer 
Thiomonas intermedia  Schwefelreduzierer 
Polaromonas naphthalenivorans psychrophil 
Azoarcus sp. BH72 N2-fixierender Symbiont 
Dechloromonas aromatica Aromatenabbauend, Fe(II) Oxidierer 
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γ-Proteobakterien  
Allochromatium vinosum Schwefelpurpurbakterium, mikroaerotolerant 
Thiocapsa roseopersicina Schwefelpurpurbakterium, mikroaerotolerant 
Alkalilimnicola ehrlichii Alkaliphil, halophil, Knallgasbakterium 
Citrobacter sp. 30_2 pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Citrobacter freundii pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Citrobacter youngae  pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Escherichia albertii pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Escherichia coli (diverse Subspe-
zies) 

pathogen (Coliformes Enterobakterium) 

Edwardsiella ictaluri 93-146 pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Edwardsiella tarda (diverse Stäm-
me) 

opportun pathogen (Coliformes Enterobakterium) 

Salmonella enterica (diverse Sub-
spezies) 

pathogen (Coliformes Enterobakterium) 

Shigella dysenteriae 1012 pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Shigella flexneri 2a pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Shigella sonnei Ss046 pathogen (Coliformes Enterobakterium) 
Methylococcus capsulatu Methanotroph 
Methylobacter tundripaludum Methanotroph, psychrophil 
Neptuniibacter caesariensis leicht halophil 
Azotobacter chroococcum N2-Fixierer 
Azotobacter vinelandii N2-Fixierer 
Hydrogenovibrio marinus Knallgasbakterium 
Pseudomonas hydrogenovora Knallgasbakterium 
δ-Proteobakterien  
Bilophila wadsworthia Intratestinales Bakterium, anaerob 
Desulfovibrio desulfuricans subsp. 
desulfuricans str. ATCC 27774 

Aerotolerant, Sulfatreduzierer, Nitratreduzent 

Desulfovibrio sp. 3_1_syn3 Aerotolerant, Sulfatreduzierer 
Lawsonia intracellularis  
Aquificae  
Aquifex aeolicus Thermophil, mikroaerophil, Knallgasbakterium 
Hydrogenivirga sp. 128-5-R1- Thermophil, mikroaerophil, Knallgasbakterium, 

Schwefeloxidierer 
Hydrogenobacter thermophilus Thermophil, mikroaerophil, Knallgasbakterium 
Hydrogenobaculum sp. Y04AAS1 Thermophil, mikroaerophil, Knallgasbakterium 
Thermocrinis albus Thermophil, mikroaerophil, Knallgasbakterium, 

Schwefeloxidierer 
Bacteroidetes  
Parabacteroides distasonis ATCC 
8503 

Anaerob 

Parabacteroides johnsonii DSM 
18315 

Anaerob, Intestinal 

Parabacteroides sp. D13 Anaerob 
Haliscomenobacter hydrossis Anaerob 
Chlorobia  
Chlorobaculum parvum Phototroph, anaerob 
Chlorobium ferrooxidans Phototroph, anaerob 
Chlorobium limicola Phototroph, anaerob 
Chlorobium luteolum Phototroph, anaerob 
Chlorobium phaeobacteroides Phototroph, anaerob 
Chloroherpeton thalassium Phototroph, anaerob 
Pelodictyon phaeoclathratiforme Phototroph, anaerob 
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Prosthecochloris aestuarii Phototroph, anaerob 
Clostridia  
Desulfitobacterium hafniense Y51 Anaerob, grampositiv 
Heliobacterium modesticaldum Anaerob, grampositiv 
Flavobacteria  
Flavobacterium johnsoniae Opportunistisch pathogen 
Sphingobacteria  
Mucilaginibacter paludis psychrotolerant 
Verrumicrobia  
Methylacidiphilum infernorum  Acidophiler, thermophiler Methanotropher 
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pCH 774_M13_rev  
 
Query  101   TCGACATTCACCTCGCAGCGCATATGACCCTCGATGCGGGTGACGGGATCGACGACAATG   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1345  TCGACATTCACCTCGCAGCGCATATGACCCTCGATGCGGGTGACGGGATCGACGACAATG   
 
Query  161   CGACGGCCGCGGTCGTCAAGATTGAAGCCTTGGGTTGCGTAAGCTGACATTATTTCGATC   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1285  CGACGGCCGCGGTCGTCAAGATTGAAGCCTTGGGTTGCGTAAGCTGACATTATTTCGATC   
 
Query  221   TTCCTGATTCAGTCGTTTCCCCGGCGGCTTAGTGTTCACTGCCGCTGGTTTCGTTCTTCT   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1225  TTCCTGATTCAGTCGTTTCCCCGGCGGCTTAGTGTTCACTGCCGCTGGTTTCGTTCTTCT   
 
Query  281   TCGACGCACGCTTGATCGCAGACGCTGCGGCATGCGCCGTCACGGCCGCCCCCACCACGA   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1165  TCGACGCACGCTTGATCGCAGACGCTGCGGCATGCGCCGTCACGGCCGCCCCCACCACGA   
 
Query  341   CGGAGGCCGTTCCGCCAATCTTGTCGGCGTTGGCCTCAACGCCGAACTGGCTGATGCCGG   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1105  CGGAGGCCGTTCCGCCAATCTTGTCGGCGTTGGCCTCAACGCCGAACTGGCTGATGCCGG   
 
Query  401   TCAGACGATCGTAGAATGAGCCTTTGTCCCAAAAGCCATCCTCGGAGCAACCAATGCAAC   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1045  TCAGACGATCGTAGAATGAGCCTTTGTCCCAAAAGCCATCCTCGGAGCAACCAATGCAAC   
 
Query  461   CGTGGCCCGACTGAATGGGGAAACTCGTCCCCTCGTTCCAGCGCGTGGTGGAGCAGGCGT   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  985   CGTGGCCCGACTGAATGGGGAAACTCGTCCCCTCGTTCCAGCGCGTGGTGGAGCAGGCGT   
 
Query  521   TGTACGTGGTCGGGCCTTTACAGCCCATCTTGTATAAGCAGAAGCCTTTGCGGGCTGATT   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  925   TGTACGTGGTCGGGCCTTTACAGCCCATCTTGTATAAGCAGAAGCCTTTGCGGGCTGATT   
 
Query  581   CGTCGTCCCATTCCTCGACGAACTGGCCGGCATCGAAGTGTGGACGCCGGTAGCATTTGT   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  865   CGTCGTCCCATTCCTCGACGAACTGGCCGGCATCGAAGTGTGGACGCCGGTAGCATTTGT   
 
Query  641   CGGCGATCCGCTGGCTATAGAACATCTTCGGCCGACCCTGTCGATCCAGTTCGGG-ATAC   
             ||  ||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct  805   CGTGGATGCGCTGGCTATAGAACATCTTCGGCCGACCCTGTCGATCCAGTTCGGGAATAC   
 
Query  700   GATCGAAGGTGAGCATGTAGGTAATGACACCCGTCATCACTTCGGCTATCGGAGGGCACC   
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  745   GATCGAAGGTGAGCATGTAGGTAATGACACCCGTCATCACTTCGGCAATCGGAGGGCACC   
 
Query  757   CCGGG  761 
             ||||| 
Sbjct  685   CCGGG  681 

Abbildung 49: Sequenzierung des HoxK-Bereichs aus pCH774. Rotbraun unterlegt sind die durch 
ortsgerichtete Mutagenese eingeführten Sequenzen, schwarz unterlegt mit roter Schrift die unbeab-
sichtigt entstandene Leserastermutation. Generiert über BLAST. Query: Abfragesequenz 
(pCH774), Sbjct: R. eutropha H16 Sequenz der Datenbank. 
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Tabelle 18: Als Knallgasbakterien identifizierte Prokayroten,  
Spezies  Ordnung Anmerkungen 
Acidovorax delafieldii1 Proteobacteria  
Acidovorax facilis1 Proteobacteria  
Achromobacter xylosoxidans1 Proteobacteria  
Alcaligenes hydrogenophilus1 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Achromobacter ruhlandii2 Proteobacteria  
Aquifex aeolicus3 Aquificales Thermophil, sequenziert, +Cys 
Aquifex pyrophilus4 Aquificales Thermophil 
Arthrobacter sp.1 Actinobacteria  
Alcaligenes latus2 Proteobacteria  
Ancylobacter aquaticus1 Proteobacteria  
Acidithiobacillus ferrooxidans5 Proteobacteria  
Azospirillum lipoferum1 Proteobacteria  
Bacillus schlegelii2 Firmicutes Thermophil 
Bacillus tusciae6 Firmicutes Thermophil 
Bradyrhizobium japonicum1 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Derxia gummosa1 Proteobacteria  
Herbaspirillum autotrophicum1 Proteobacteria  
Hydrogenobacter hydrogenophilus7 Aquificales Thermophil 
Hydrogenobacter thermophilus8 Aquificales Thermophil, Acidophil, sequen-

ziert, +Cys 
Hydrogenobaculum acidophilum9 Aquificales Thermophil, sequenziert, +Cys 
Hydrogenophaga flava1 Proteobacteria  
Hydrogenophaga palleronii1 Proteobacteria  
Hydrogenophaga pseudoflava1 Proteobacteria  
Hydrogenophaga taeniospiralis1 Proteobacteria  
Hydrogenovibrio marinus4 Proteobacteria  
Hydrogenophilus hirschii10 Proteobacteria Thermophil, sequenziert, +Cys 

(50-68°C), 2,5% O2 
Hydrogenophilus islandicus11 Proteobacteria  
Hydrogenophilus thermoluteolus2 Proteobacteria Thermophil (50-52°C) 
Hydrogenothermus marinus12 Aquificales  
Hydrogenivirga caldilitoris13 Aquificales Thermophil 
Mycobacterium gordonae1 Actinobacteria  
Oligotropha carboxyidovorans4 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Paracoccus denitrificans1 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Paracoccus denitrificans14 Proteobacteria  
Pelomonas saccharophila1 Proteobacteria  
Persephonella guaymasensis15 Aquificales Sequenziert, nur SH 
Persephonella hydrogeniphila16 Aquificales  
Persephonella marina7 Aquificales  
Polaromonas hydrogenivorans17 Proteobacteria Psychrotolerant 
Pseudomonas hydrogenovora1 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Pseudonocardia autotrophica1 Actinobacteria  
Ralstonia eutropha18 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Ralstonia metallidurans19 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Renobacter vaculatum2 Proteobacteria  
Rhodobacter capsulatus2 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Rhodococcus opacus1 Actinobacteria Sequenziert, nur SH 
Streptomyces thermoautotrophicus20 Actinobacteria Thermophil 
Sulfurihydrogenibium azorense21 Aquificales Thermophil, sequenziert, nur SH 
Sulfurihydrogenibium kristjanssonii22 Aquificales Thermophil 
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Sulfurihydrogenibium subterraneum23 Aquificales Thermophil 
Thiobacillus plumbophilus4 Proteobacteria  
Thiomonas islandica24   
Xanthobacter agilis1 Proteobacteria  
Xanthobacter autotrophicus1 Proteobacteria Sequenziert, +Cys 
Xanthobacter flavus1 Proteobacteria  
Variovorax paradoxus1 Proteobacteria  
Venenivibrio stagnispumantis25 Aquificales Thermophil 

“+Cys” (nur bei sequenzierten Organismen): Organismus mit einer MBH, in der die zusätzlichen 
Cysteine am proximalen Cluster vorkommen. “nur SH”: Sequenzierte Organismen, auf derem 
Genom nur für eine lösliche Hydrogenase, keine MBH kodiert wird. Referenzen: 1: (Aragno und 
Schlegel, 1992), 2: (Bowien und Schlegel, 1981), 15: (Deckert et al., 1998), 3: (Schwartz und Fried-
rich, 2006), 5: (Drobner et al., 1990), 6: (Bonjour und Aragno, 1984), 7: (Kryukov et al., 1983), 8: 
(Bonjour und Aragno, 1986), 9: (Shima und Suzuki, 1993), 10: (Stöhr et al., 2001a), 11: 
(Vesteinsdottir et al., 2010a), 12: (Stöhr et al., 2001b), 13: (Nakagawa et al., 2004), 14: (Schneider 
und Schlegel, 1977), 15:(Götz et al., 2002), 16: (Nakagawa et al., 2003), 17 (Sizova und Panikov, 
2007), 18: (Wilde, 1962), 19:(Mergeay et al., 1985), 20: (Gadkari et al., 1992), 21: (Aguiar et al., 
2004), 22: (Hetzer et al., 2008), 23: (Takai et al., 2003), 24: (Vesteinsdottir et al., 2010b), 25: (Flores 
et al., 2008) 
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